Anthropogene und biogene Schadstoffe in Lebensmitteln:
Immun- und neurotoxische Wirkmechanismen

Watzl, B., Hansch, G.M.}, Schmezer, P.2, Rechkemmer, G., Pool-Zobel, B.L.
Bundesforschungsanstalt fiir Ernahrung, Karlsruhe, *Institut fiir Inmunologie, Universitat
Heidelberg, *Deutsches Krebsforschungszentrum, Abteilung Risikofaktoren und Toxikologie,

Heidelberg
Zusammenfassung

Schadstoffe in Lebensmitteln werden als ein mdglicher Faktor bei der Auslésung von
Lebensmittel-Allergien diskutiert. Experimentelle Beweise fur Schadstoff-verstarkte
allergische Reaktionen im Gastrointestinaltrakt liegen bisher jedoch nicht vor. Ziel dieses
Verbundvorhabens war die Klarung der Frage, ob anthropogene und biogene Schadstoffe die
intestinale Barriere beeintrachtigen und die Immunantwort gegen Lebensmittel-Allergene
modulieren. Als anthropogene Schadstoffe wurden Aflatoxin B; (AFB) sowie
Quecksilberchlorid (HgCl;) und als biogener Schadstoff Weizenkeimagglutinin (WGA)
eingesetzt.

Die in vivo-Applikation von AFB bei BN-Ratten flihrte in den mesenterialen Lymphknoten zu
einer signifikanten Zunahme der CD8+-Zellen. Zusatzlich waren in dieser Zellpopulation
vermehrt Zellen mit den Aktivierungsmarker CD71 nachzuweisen. Daraus kann ein CD8-
spezifischer Effekt von AFB abgeleitet werden. Die Immunantwort gegen das Modellallergen
OVA war jedoch nicht beeinfluf3t.

HgCl, und MeHgCI wirkten bei den intestinalen Epithelzellen in einer Konzentration von
36,8 bzw. 40 uM zyto- und genotoxisch. Darunter liegende Konzentrationen an HgCl, (0,78-
12,5 puM) erhohten die Permeabilitat eines epithelialen Zellmonolayers (Caco-2) fir
Fluoreszein sowie in Ussing-Kammern den KurzschluBstrom des Dickdarmgewebes, was
ebenfalls als Hinweis fur eine Stimulation der Permeabilitat angesehen werden kann.

Die in vivo-Untersuchungen wurden mit gegen OVA immunisierten Tieren durchgefiihrt. Die
einmalige Behandlung mit HgCl, (1 mg/kg KG) erhdhte 5 Tage nach der oralen Provokation
mit OVA signifikant die anti-OVA-IgE- sowie -lgG-Serumkonzentration. Durch die orale
OVA-Applikation erfolgte auch eine Aktivierung mukosaler Mastzellen (RMCPII-

Freisetzung), die bei den einmalig mit HgCl, behandelten Tieren auch noch 5 Tage nach der
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oralen Provokation nachzuweisen war. Die Bestimmung von Oberflachenmolekiilen auf

Lymphozyten ergab eine vermehrte Aktivierung von CD4/CD25-positiven Zellen. Auch die
mehrmalige Behandlung mit einer niedrigen HgCl,-Dosis (5 x 0,2 mg/kg KG) flhrte zu einer
deutlichen Stimulation der Immunantwort gegen OVA, wobei diese jedoch geringer
ausgepragt war. Ein direkter Effekt von HgCl, (5 x 0,2 mg/kg KG) auf mesenteriale
Lymphozyten kann aufgrund von Untersuchungen zu genotoxischen Wirkungen als Ursache
der Immuntoxizitat nicht ausgeschlossen werden. Bei Tieren, die nicht mit OVA immunisiert
wurden, induzierte Hg keine Immuntoxizitét.

Im Gegensatz zu HgCl, fiihrte die Behandlung mit WGA zu einer Suppression der anti-OVA-
IgE-Bildung. Unabhéngig davon konnte bei den mukosalem Mastzellen eine Aktivierung
durch WGA unmittelbar nach der oralen Applikation nachgewiesen werden. Hervorzuheben
ist, dal die beobachteten Effekte mit einer Dosis erzielt wurden, die nur um den Faktor 10
uber der bei Uberwiegend vegetarischer Erndhrung aufgenommenen Gesamtmenge an
Lektinen liegt.

Die in diesem Verbundvorhaben ermittelten Daten zeigen, dal3 anthropogene und biogene
Schadstoffe die Immunantwort gegen OVA bei immunisierten Tieren modulieren. Fir die
Bewertung der Wirkungen beim Menschen spielen Konzentration und Applikationsschema
der eingesetzten Schadstoffe eine wichtige Rolle. Im Vergleich mit den geschatzten humanen
Expositionswerten liegen hier die untersuchten Dosen deutlich hoher. Unter Beriicksichtigung
der Ublichen toxikologischen Sicherheitsfaktoren ist jedoch bei Hg fiir Menschen mit einer
Prédisposition fur Allergien bzw. mit einer vorliegenden Allergie eine analoge Immunantwort

nicht auszuschlieRen.
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Anthropogenic and biogenic contaminants in food: Immunotoxic

effects

Anthropogenic and biogenic contaminants in food: immuno- and neurotoxic mechanisms
Watzl, B., Hansch, G.M., Schmezer, P., Rechkemmer, G., Pool-Zobel, B.L.

Summary

Food contaminants are suggested to be potential factors contributing to the recently increased
incidence of food allergies. However, experimental evidence for contaminant-potentiated
allergic reactions in the gastrointestinal tract are largely lacking. The objective of our
interdisciplinary project was to investigate whether anthropogenic and biogenic contaminats
impair the intestinal barrier and whether they modulate the immune response to food
allergens. As anthropogenic contaminants the mycotoxin aflatoxin B; (AFB) and mercuric
chloride (HgCl,) and as a biogenic contaminant wheat germ agglutinin (WGA) was used.

The multiple in vivo application of AFB to BN rats induced a significant increase of CD8+
cells in the mesenterial lymph nodes. In addition, there were more CD8+ cells expressing the
activation marker CD71. These results indicate a CD8+ lymphocyte-specific effect of AFB.
However, the immune response towards the model allergen ovalbumin (OVA) was not
affected.

HgCl, and MeHgCl at concentrations of 36.8 and 40 pM respectively, were cyto- and
genotoxic towards rat intestinal epithelial cells. Lower concentrations of HgCl, (0,78-12,5
KUM) increased the permeability of an epithelial monolayer (Caco-2) for fluorescein and the
short-circuit current of the large intestinal tissue, which is indicative of an enhanced
permeability of the tissue. An in vivo-model of food allergy was used to assess the impact of
HgCl, on the induction of food allergies. BN rats were immunized intraperitoneally with
OVA. A single treatment with HgCl, (1 mg/kg b.w.) resulted in significantly elevated anti-
OVA-IgE- and -IgG serum concentrations 5 days after the oral challenge. The oral OVA
application initiated the activation of mucosal mast cells (RMCPII release), which persisted in
the mercury-treated animals for 5 days post oral challenge. Lymphocytes from mercury-treated
animals showed a higher percentage of cells expressing the surface markers CD4/CD25. The

multiple treatment with low HgCl, doses (5 x 0,2 mg/kg b.w.) also stimulated the immune
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response against OVA, however, the effect was less significant. A direct effect of HgCl, (5 x

0,2 mg/kg b.w.) on mesenteric lymphocytes as a cause of its immunotoxic effect can not be
excluded based on our results from genotoxicity studies. Exposure of animals to Hg which
were not immunized with OVA did not result in immunotoxicity.

In contrast to the effects of mercury the treatment with WGA resulted in a suppression of the
anti-OVA-IgE-production. However, at the same time mucosal mast cells were activated in
these animals after oral exposure to WGA. The observed effects of WGA were achieved with
dosages which were 10 x higher than the concentration of total lectins in humans consuming a
mostly vegeterian diet.

In conclusion, our data clearly show that anthropogenic and biogenic food contaminants can
modulate the immune response towards OVA in immunized animals. In order to evaluate,
how these effects transfer to the human situation, concentration and mode of application of
contaminats are of particular relevance. Humans are exposed to much lower concentrations
than what we have used in our animal studies. On the basis of common toxicological safety
factors, however, a similar immunomodulatory effect of Hg in humans with a predisposition

for allergies can not be excluded.
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1.  Einleitung

Die Inzidenz von Lebensmittel-Allergien hat in den letzten Jahrzehnten zugenommen,
die Ursachen hierfur sind jedoch gegenwaértig nicht bekannt. Als mégliche Faktoren fur
diese Zunahme stehen u.a. verschiedene Schadstoffe in der Diskussion. Die orale
Aufnahme von Schadstoffen fihrt primdr zu einer Schadstoffexposition des
Gastrointestinaltrakts einschlieBlich der Zellen des Darm-assoziierten Immunsystems.
Experimentelle Untersuchungen zur Toxizitdt von Schadstoffen im gastrointestinalen
Gewebe sind von hoher Bedeutung fir die Klarung der Frage, welche Rolle Schadstoffe
bei der Auslésung von Lebensmittel-Allergien spielen kdnnen. Die Vielfalt der in
Umwelt und Lebensmitteln vorhandenen Schadstoffe sowie die geringe Zuganglichkeit
der fir die Auslésung von  Lebensmittel-Allergien  wichtigen  Organe
(Gastrointestinaltrakt und Darm-assoziiertes Immunsystem) beim Menschen erschwert
jedoch die Kl&rung der Frage, welche Substanzen hierbei von Bedeutung sind.

Im Unterschied zu Inhalations-Allergien (Behrendt 1989, Rusznak et al. 1994) sind bei
Lebensmittel-Allergien bisher kaum Untersuchungen zum Einfluf? von Schadstoffen auf
die  Auslosung von  Lebensmittel-Allergien  durchgefihrt  worden.  Der
Gastrointestinaltrakt besitzt zusammen mit dem Darm-assoziierten Immunsystem eine
zentrale Rolle bei der Erkennung und immunologischen Prozessierung alimentérer
Antigene. In Lebensmitteln vorhandene Schadstoffe konnten die selektive Permeabilitat
der Darmwand beeintrdchtigen sowie Komponenten des Darm-assoziierten
Immunsystems bzw. dessen Regulationsmechanismen stéren. Des weiteren weisen
Untersuchungen zur Immunphysiologie des Gastrointestinaltraktes auf eine direkte
Wechselwirkung zwischen Zellen des Nerven- und Immunsystems hin (Bienenstock
1993, McKay et al. 1993), so daB immuntoxische Wirkungen von Schadstoffen
maoglicherweise auch die Folge von neurotoxischen Wirkungen sind. Schadstoffe

kénnten die Auslésung von Lebensmittel-Allergien fordern, indem sie:

(1) direkt das Darmepithel schadigen (Schwermetalle, Lektine)

(2) die neurale Regulation der intestinalen Permeabilitdt beeintrachtigen
(Schwermetalle) (3) Immunzellen unspezifisch schadigen (Schwermetalle, Mykotoxine,
Lektine)
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(4) direkt die Mediatorenfreisetzung der Mastzellen stimulieren (Schwermetalle,

Lektine) (5) als Haptene wirken und die Allergenitat von Nahrungsproteinen erhéhen
(Schwermetalle)

(6) einen Adjuvanseffekt bei der IgE-Antikorperbildung ausiiben (Schwermetalle).

Fur unsere Untersuchungen wurden sowohl anthropogene als auch biogene Schadstoffe
bericksichtigt, da beide Gruppen von Schadstoffen die postulierten Mechanismen
induzieren koénnen. Als Beispiel fiir anthropogene Schadstoffe wurden Mykotoxine und
Schadstoffe in die Untersuchungen aufgenommen, als Beispiel flr eine biogene Gruppe

die Lektine (Weizenkeimagglutinin).

Mykotoxine:
Die Kontamination von Lebensmitteln mit Mykotoxinen wird weltweit als ein

gesundheitliches Risiko gesehen, Uber dessen Folgen, besonders fur das Immunsystem,
bisher wenig bekannt ist (Pier 1991). In 20 % des in der EG angebauten Getreides und
daraus hergestellter Lebensmittel finden sich Mykotoxine (Smith et al. 1994). Obwohl
die durchschnittliche Aufnahme einzelner Mykotoxine in der EG sehr niedrig ist,
kommt es in der Praxis durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel kurzzeitig zu
hohen Mykotoxinbelastungen. Ein Mykotoxin, das hauptsachlich in importierten
Lebensmitteln sowie Futtermitteln und dadurch auch in bestimmten tierischen
Lebensmitteln vorhanden ist, ist das Aflatoxin B; (AFB). AFB wird hauptsachlich im
Dinndarm resorbiert und gelangt Uber mesenteriale BlutgefaBe auch in die
mesenterialen Lymphknoten (Kumagai 1989) und somit auch in das Darm-assoziierte
Immunsystem. Im Tierversuch hemmt AFB in einer Konzentration von 30-700 pg/kg
KG/d die Antikorperbildung, die Aktivitdt der Naturlichen Killerzellen sowie die
Lymphozytenproliferation (Sharma 1993). Gegenwartig ist unbekannt, inwieweit AFB
zu einer Beeintrdchtigung des Darm-assoziierten Immunsystems fiuhrt. Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, daR Schimmelpilze wie Penicillium lanosoceruleum

an der Ausldsung von Lebensmittel-Allergien beteiligt sein kdnnen (Fiocchi et al. 1995).

Quecksilber:
Quecksilber (Hg)-Verbindungen werden taglich in einer Menge von 8-12 pg/d mit der

Nahrung  aufgenommen, wobei in  Abhdngigkeit  von individuellen
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Ern&hrungsgewohnheiten Extremwerte von bis zu 203 pg/d beobachtet wurden

(Maclntosh et al. 1996, Public Health Committee 1996). Zusatzlich erfolgt bei Personen
mit amalgamhaltigen Zahnflllungen eine Freisetzung von Hg aus Amalgam in Hohe
von 4-5 pg/d (Halbach 1995), so dal} die Hg-Aufnahme bei Amalgamtragern in der
Grolienordnung von 12-17 ug/d liegt. Eine gesundheitliche Bewertung solcher Hg-
Expositionen ist gegenwartig schwierig, da wenig kontrollierte Studien bisher
durchgefuhrt wurden (Ratcliffe et al. 1996). Bei Amalgamtréagern mit Entziindungen der
Mundschleimhdute wurde jedoch eine Sensibilisierung der Lymphozyten gegen Hg-
Verbindungen nachgewiesen (Stejskal et al. 1996).

Hg-Verbindungen werden in den letzten Jahren verstérkt als potentiell immuntoxisch
wirkende Schadstoffe untersucht. Ein Grund hierfur ist die Kenntnis, daf} die Hg-
Freisetzung aus amalgamhaltigen Zahnfillungen die tagliche Hg-Exposition des
Kdorpers deutlich erhéhen kann. Fir organische und anorganische Hg-Verbindungen
konnten beim Menschen immunmodulatorische Wirkungen nachgewiesen werden
(Enestrom und Hultman 1995). Bei humanen Lymphozyten stimulierte die Zugabe von
1 pg/ml HgCly in vitro die Lymphozytenproliferation (Stejskal et al. 1994). Die
Ergebnisse aus den Tierversuchen zeigen ebenfalls einen Einflul} von Hg-Verbindungen
auf das Immunsystem, wobei jedoch deutliche Unterschiede innerhalb einer Spezies zu
beobachten sind, wie Untersuchungen mit verschiedenen Rattenstdmmen vermuten
lassen (Pelletier et al. 1994).

Weizenkeimagglutinin:

Als Beispiel fiir einen biogenen Schadstoff haben wir das Lektin Weizenkeimagglutinin
(WGA) untersucht. WGA beeinflult im Tierversuch (Ratte; 525 mg/kg KG) die
Morphologie des intestinalen Gewebes (Pusztai et al. 1993). Sowohl eine Hemmung
(Sj6lander et al. 1984) als auch eine Erhohung der intestinalen Permeabilitdt durch
WGA (Lorenzsonn und Olsen 1982) wurde beobachtet. In vitro interagiert WGA mit T-
und B-Lymphozyten (z.B. Interleukin-2-Rezeptor) und beeintrachtigt dadurch
verschiedene Lymphozytenfunktionen (Pusztai 1991). Des weiteren stimuliert WGA in
vitro die Histaminsekretion aus Mastzellen (Lansman und Cochrane 1980). Nach oraler
Aufnahme von Vollkorn finden sich beim Menschen Antikorper gegen WGA im Serum
(Tchernychev und Wilchek 1996). Die in der Nahrung des Menschen vorhandenen

Mengen an Lektinen (0-300 mg/Person) werden als zu niedrig eingeschatzt, um
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antinutritive bzw. direkt toxische Wirkungen im Gastrointestinaltrakt auszutiben

(Peumans und van Damme 1996). Allerdings liegen bisher keine Ergebnisse vor,
inwieweit die orale Aufnahme von WGA das Darm-assoziierte Immunsystem
beeinfluf3t.

Die in der Literatur bisher dokumentierten Untersuchungen befassen sich fast

ausschlieBlich mit systemischen Immuneffekten dieser Schadstoffe (Pestka und Bondy

1994, Pelletier et al. 1994). Da jedoch die Zellen des Darm-assoziierten Immunsystems

nach oraler Exposition die Zellen mit der hochsten Schadstoffexposition sind, stand die

Untersuchung dieses lokalen Immungewebes sowie die Integritat der Darmschranke im

Mittelpunkt des Projektes. Des weiteren sollten Versuchsmodelle entwickelt werden,

welche das komplexe Geschehen einer Allergie simulieren und Untersuchungen von

Schadstoffwirkungen in diesem Modell ermdglichen.

Die Untersuchungen hatten die Beantwortung folgender Fragen zum Ziel:

1. Kénnen Schadstoffe die intestinale Permeabilitat ber zyto- und/oder neurotoxische
Mechanismen beeinflussen?

2. Konnen Schadstoffe das Darm-assoziierte Immunsystem beeintrachtigen?

3. Kdnnen Schadstoffe bei immunisierten Tieren die Immunantwort gegeniber

potentiellen Lebensmittel-Allergenen beeintrachtigen?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden Brown Norway (BN)- sowie Sprague-Dawley(SD)-
Ratten eingesetzt. Die Testsubstanzen wurden in den in vivo-Versuchen mit einer
Schlundsonde appliziert.

Versuchsschema 1: Bei den Versuchen mit nicht-immunisierten BN-Ratten wurde OVA

an 5 Tagen in der Woche als Bestandteil eines OVA-freien Futters (C1000, Altromin,

Lage) den Tieren verabreicht (5 x 20 mg/Tier/Woche). Der jeweilige Schadstoff wurde
einmal pro Woche verabreicht.

Versuchsschema 2: BN-Ratten wurden intraperitoneal immunisiert mit 10 ug OVA ml.

Eine einmalige hohe Dosis des Schadstoffes wurde 14 Tage nach der Immunisierung
appliziert. Die mehrfache Applikation niedriger Mengen an Schadstoffen wurde
zwischen dem 10. und 14. Tag nach der Immunisierung durchgefuhrt. Eine Stunde nach

der letzten Schadstoffapplikation erfolgte die orale Gabe des OVA.

2.2 Blutgewinnung

Wahrend der Versuche wurde Blut aus der Schwanzvene gewonnen. Am Versuchsende
wurde Blut aus dem Plexus axillaris entnommen. Das Serum wurde abgetrennt und bei -

20 °C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

2.3 Zellisolierung

Intestinale Epithelialzellen wurden anhand eines etablierten Protokolls gewonnen
(Brendler-Schwab et al. 1994). Lymphozyten wurden aus der Milz sowie aus den
mesenterialen Lymphknoten isoliert (Lopez et al. 1997, Watzl et al. 1993) und in RPMI
1640-Medium (Life Technologies, Eggenstein-Leopoldshafen) suspendiert, das mit 10
mM HEPES (Boehringer Mannheim) gepuffert war und 5 % (v/v) fotales Kalberserum
(Life Technologies), 2-Mercaptoethanol (50 uM), L-Glutamin (2 mM), Penicillin (100
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U/ml) sowie Streptomycin (100 pg/ml) enthielt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 %

CO, inkubiert.

2.4 DurchfluBzytometrische Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen

Milzzellen und mesenteriale Lymphozyten (1 x 10° Zellen/ml) wurden in FACS-Puffer
(PBS mit 1 % BSA und 0,1 % Natriumazid) gewaschen. Die Zellen wurden 30 min bei
4 °C mit Phycoerythrin(PE)-konjugiertem anti-Ratten CD3, Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-konjugiertem anti-Ratten CD4, FITC-konjugiertem anti-Ratten CD8, PE-
konjugiertem anti-Ratten CD25 oder PE-konjugiertem anti-Ratten CD71 (alle
Reagenzien von Pharmingen, Hamburg) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
FACS-Puffer wurden die Zellen mit 1 % Paraformaldehyd fixiert und mit einem

FACScan (Becton-Dickinson, Heidelberg) analysiert.

2.5 Lymphozytenproliferation

Mesenteriale Lymphozyten (1 x 10° Zellen/ml) wurden mit dem T-Zellmitogen
Concanavalin A (ConA; 5 pg/ml) fir 120 h inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen
mit Bromdesoxyuridin (BrdU) fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Inkorporiertes BrdU wurde

mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISA quantifiziert (Boehringer).

2.6 Bestimmung der Rattenmastzellprotease Il (RMCPII) im Serum

Die Konzentration von RMCPII im Serum wurde mittels eines kommerziell erhaltlichen
ELISA gemessen (Moredun Scientific Limited, Midlothian, UK).

2.7 Bestimmung anti-OVA-spezifischer IgE- und 1gG-Antikorper

Mikrotiterplatten (Maxisorp, NUNC, Roskilde) wurden mit OVA (20 pg/ml in
Carbonatpuffer) Gber Nacht bei 4 °C beschichtet. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten wurden die Platten 3 mal mit einer Waschldésung (0,1 M PBS +
0,05 % Tween 20) gewaschen. Serumproben wurden 1:100 verdunnt fir 2 h auf die

Platten gegeben. AnschlieRend erfolgte fir 1 h die Zugabe eines monoklonalen Maus-



13
anti-Ratten-IgE-Antikorpers (Sera-Lab, Biozol, Eching) bzw. eines polyklonalen,

Peroxidase-konjugierten anti-Ratten-lgG-Antikorpers (The Binding Site, Heidelberg).
Fur die IgE-Bestimmung erfolgte im néchsten Schritt die Zugabe eines polyklonalen,
Peroxidase-konjugierten anti-Maus-1gGi1-Antikorpers (SBA, Biozol). Als Substrat
wurde ABTS verwendet. Nach 20 min erfolgte die Messung der optischen Dichte bei

405 nm im Mikroplatten-Photometer.

2.8 Bestimmung von Interleukin-4 und Interferon-y im Kulturiberstand

Interleukin-4 (IL-4) und Interferon-y (IFN) wurden mittels ELISA quantifiziert. Fir 1L-4
wurde ein kommerziell erhéltliches Kit verwendet (NBS, Huntington, UK). IFN wurde

anhand eines bereits etablierten Protokolls gemessen (Watzl et al. 1993).

2.9  Bestimmung der Zytotoxizitat und Genotoxizitat

Zytotoxizitdt wurde mittels des Trypanblau-Ausschlufitests bestimmt und die
Genotoxizitdt durch die Mikrogel-Elektrophorese (Pool-Zobel et al. 1994,
Kuchenmeister et al. 1997). Hierfur werden die Zellen auf Objekttrédgern fixiert, lysiert
und anschlie3end einer Elektrophorese unterworfen. Die Langenausdehnung sowie die
Fluoreszenzintensitdt der mit Ethidiumbromid gefarbten DNA wird mittels Image-

Analyzer quantifiziert.

2.10 Bestimmung der intestinalen Permeabilitat sowie elektrophysiologischer

Parameter

Caco-2 (ATCC) ist eine humane intestinale Tumorzellinie. Die Zellen (Passage 31-45)
wurden in Dulbecco’s MEM mit 10 % fotalem Kalberserum auf Polycarbonateinsatzen
(Costar, Bodenheim) 14-23 Tage (HgCl»-Versuch) bzw. 30-45 Tage (WGA-Versuch)
kultiviert und anschlieRend fir die Permeabilitatsuntersuchungen eingesetzt. Caco-2-
Zellen bilden einen epithelialen Monolayer, der sich aufgrund seiner funktionellen
Ahnlichkeiten mit dem humanen intestinalen Epithelium sehr gut fiir
Permeabilitatsstudien eignet (Cogburn et. al. 1991). Vor der Inkubation mit den

Testsubstanzen wurde die Integritat jedes einzelnen Monolayers anhand der Messung
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des transepithelialen elektrischen Widerstands kontrolliert. Anschliefend wurden die

Monolayer mit den Testsubstanzen fiir 2 h bei 37 9C inkubiert. Als niedermolekularer
Permeabilitatsmarker wurde Fluoreszein (0.02%) eingesetzt, welches photometrisch bei
492 nm (Referenzfilter 620 nm) quantifiziert wurde (Shaw et al. 1990). Als
makromolekularer Permeabilitatsmarker wurde OVA verwendet, das mittels ELISA
quantifiziert wurde (Furrie et al. 1994). Die Permeabilitat der Marker wurde in Form

eines Permeabilitatskoeffizienten (P) dargestellt:

P = (V x dC/dt)/(A x Co)

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurde Darmgewebe aus dem lleum
prapariert und in Ussing-Kammern fixiert. Die luminale Seite des Darmes wurde mit
verschiedenen Konzentrationen an HgCl, exponiert. Kurzschlufistrom (Is¢) und
Leitfahigkeit (G;) des Gewebes wurde Uber einen Zeitraum von 2 h kontinuierlich
gemessen (Rechkemmer 1991). Um den Einflu} neurotoxischer Effekte von HgCl, zu
untersuchen, wurde das Darmgewebe vor der Schadstoffexposition mit dem Neurotoxin

Tetrodotoxin behandelt.
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3.  Ergebnisse

Die Konzentrationen fiir die in vivo-Behandlung mit AFB, HgCl, und WGA wurden so
ausgewadhlt, dal3 sie unter der flr eine systemische Wirkung auf das Immunsystem
notigen Konzentration liegen (AFB, WGA) bzw. dieser Konzentration entsprechen
(HgCly,). Fur die in vitro-Untersuchungen mit HgCl, und MeHgCI wurden toxische und
subtoxische Konzentrationen eingesetzt, um gezielt unsere Hypothese zu prifen, ob Hg-

Verbindungen die Integritat der Dinndarmbarriere beeintréchtigen kénnen.

3.1  Aflatoxin B1 (AFB)
3.1.1 Mehrmalige Applikation einer hohen AFB-Dosis (1 mg/kg KG) in vivo

In Vorversuchen konnten wir feststellen, daR die einmalige Gabe von AFB (5 mg/kg
KG) bereits nach 24 h zu einer vermehrten Expression von Aktivierungsmarkern
(CD25, CD71) auf mesenterialen Lymphozyten flhrt (Watzl et. al. 1994). Ausgehend
von diesen Ergebnissen haben wir einen Versuch mit einer mehrfachen Applikation von
AFB in einer hohen Dosis (1 mg/kg KG) durchgefiihrt. AFB wurde einmal wochentlich
mit einer Schlundsonde verabreicht (ingesamt 5 Wochen). Zusétzlich wurde ein Teil der
Tiere zum selben Zeitpunkt mit dem Modellallergen OVA (100 mg/Tier) behandelt
(ingesamt Wochen), um zu sehen, ob die gleichzeitige Gabe von Schadstoff und
Allergen die Immunantwort gegen OVA verstarkt. Einen Tag nach der letzten
Behandlung  wurden die  mesenterialen  Lymphozyten isoliert und die

Lymphozytensubpopulationen untersucht (Tab. 1).

Tab. 1: Verhdltnis von CD4/CD8-Lymphozyten sowie Expression von
Aktivierungsmarkern (CD25, CD71) bei mesenterialen Lymphozyten der Ratte (4-
7/Gruppe) nach mehrfacher oraler Applikation mit AFB (1 mg/kg KG/Woche) und
OVA (100 mg/Woche)

Behandlung Kontrolle AFB AFB + OVA OVA
CD4/CD8 8.3+£0.3 9.0+£1.0 73+21%* 10.7+ 2.7
CD8 % 56+0.9 53+0.6 6.8+24 47+0.7
CD4 mit CD25 % 6.8+£0.3 82+15 7.8+0.7 75+15
CD8 mit CD25 % 1.4+0.3 1.8+0.3 25+12 1.2+0.1
CD8 mit CD71 % 1.1+0.1 15+0.1 21+06* 1.4+0.3
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*p < 0.05 AFB + OVA vs. OVA

Bei den mit AFB + OVA behandelten Tieren zeigte sich eine Verschiebung des CD4/CD8-
Verhaltnisses zu Gunsten der CD8+-Zellen im Vergleich zur OVA-Behandlung alleine.
Gleichzeitig waren vermehrt aktivierte CD71+-T-Lymphozyten nachzuweisen. Die orale
Behandlung mit OVA oder OVA + AFB fiihrte bei einem Teil der Tiere zu einer Bildung von
spezifischen, gegen OV A gerichteten IgE-Antikorpern. Es wurden jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt (Absorptionasosnm OVA 0.35 £ 0.13; AFB
+ OVA 0.45 + 0.12).

3.1.2 Mehrmalige Applikation einer niedrigen AFB-Dosis (100 pg/kg KG) in vivo

Nachdem im ersten Versuch mit einer hohen AFB-Dosis (1 mg/kg KG/Woche) nachgewiesen
wurde, dall AFB CD8+-Lymphozyten in den mesenterialen Lymphknoten aktiviert, wurde im
zweiten Versuch eine niedrigere und fur die Humanexposition relevantere AFB-Dosis (100
ung/kg KG/Woche) eingesetzt. Fir diesen Versuchsansatz wurde der Schadstoff einmal
waochentlich (insgesamt 5 Applikationen) per Schlundsonde verabreicht. Zusétzlich wurde an
5 Tagen pro Woche das potentielle Allergen OVA verabreicht. Hierbei wurde OVA in der
gleichen wdchentlichen Dosis wie bei dem Versuch mit der einmaligen OVA-Applikation
(100 mg/Tier/Woche) eingesetzt, jedoch auf 5 Tage verteilt verabreicht (5 x 20
mg/Tier/Woche).

Bei den mit AFB behandelten Tieren konnte sowohl in den mesenterialen Lymphknoten als
auch in der Milz keine Veranderung der CD4+- und CD8+-Lymphozyten festgestellt werden
(Tab. 2).

Die Antikorperbildung gegen OVA wurde durch die Behandlung der Tiere mit AFB nicht
signifikant beeinfluBt (Tab. 3). Die Serumkonzentration an RMCP Il (Tab. 3), einer nur von
mukosalen Mastzellen gebildeten Protease, sowie Korper-, Milz- und Thymusgewichte waren

ebenfalls unabhangig von der Art der Behandlung der Tiere.
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Tab. 2: Verhéltnis von CD4/CD8-Lymphozyten bei mesenterialen Lymphozyten sowie
Milzzellen der Ratte (4-6/Gruppe) nach mehrfacher oraler Applikation mit AFB (100 pg/kg

KG/Woche) und OVA (5 x 20 mg/Tier/Woche)

Behandlung Kontrolle AFB AFB + OVA OVA
Lymphknoten
CD4/CD8 4.9 4.0 4.6 4.9
Milz
CD4/CD8 1.2 1.0 1.1 1.3

Tab. 3: Serumkonzentration (Absorptionassnm) an anti-OVA-IgE, anti-OVA-IgG und
RMCPII (ug/ml) von BN-Ratten (4-7/Gruppe) nach flinfmaliger oraler Applikation von AFB
(1 x 100 pg/kg KG/Waoche) und OVA (5 x 20 mg/Tier /Woche) (MW + SD)

Kontrolle AFB AFB + OVA OVA
anti-OVA-IgE* 0.09 +0.02 0.09+0.01 0.44+0.20 0.54 +0.28
anti-OVA-I1gG* 0.08 £0.01 0.08 £0.01 0.88 £0.34 0.94+£0.35
RMCPII 0.24 +0.01 0.22 +0.05 0.20 £ 0.04 0.34+0.13

* Serum 1 : 100 verdinnt

Als weiterer immuntoxikologischer Parameter wurde die Fahigkeit der mesenterialen
Lymphozyten Uberprift, nach Mitogenstimulation zu proliferieren. Hierfir wurden die

isolierten Zellen mit dem Mitogen ConA stimuliert und fur 120 h inkubiert. Die Behandlung

0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

Absorptionaosnm

Kontrolle AFB  AFB+OVA OVA

Abb. 1: Proliferation von mesenterialen Lymphozyten (Absorptionassnm) nhach Stimulation
mit ConA (5 pg/ml) fur 120 h. Die Lymphozyten wurden aus BN-Ratten (4-6/Gruppe)
isoliert, die mit AFB (1 x 100 pg/kg KG/Woche), OVA (5 x 20 mg/Tier/Woche) oder einer
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Kombination von AFB + OVA behandelt wurden (* p < 0.05 AFB vs. Kontrolle und AFB +
OVA vs. OVA)

mit AFB fiihrte zu einer Hemmung der Proliferation der mesenterialen Lymphozyten, wobei

kein Unterschied zwischen der Behandlung mit und ohne OV A zu beobachten war (Abb. 1).

Das TH1-Lymphozyten-spezifische Zytokin Interferon-y (IFN) wurde im Zellkulturtiberstand
von mesenterialen Lymphozyten quantifiziert, welche 48 h mit dem Mitogen ConA (5 pg/ml)
stimuliert wurden. Die Behandlung der Tiere mit dem Mykotoxin fuhrte zu Kkeiner
Beeinflussung der IFN-Synthese (Tab. 4).

Tab. 4: IFN-Konzentration (U/ml) im Kulturiiberstand von mesenterialen Lymphozyten nach
Stimulation mit ConA (5 pg/ml) fir 48 h. Die Lymphozyten wurden aus BN-Ratten (4-
6/Gruppe) isoliert, die mit AFB (1 x 100 pg/kg KG/Waoche), OVA (5 x 20 mg/Tier/Woche)
oder einer Kombination von AFB + OVA behandelt wurden (MW % SD)

Kontrolle AFB AFB + OVA OVA

0.33+0.19 0.49 +0.05 0.40+0.21 0.52 +0.24

3.1.3 Zyto- und Genotoxizitat von AFB

Um Hinweise fir eine direkte toxische Wirkung von AFB auf intestinale Epithelzellen zu
bekommen, wurden Vitalitdt und Genotoxizitdt (Comet-Assay) von AFB an isolierten
Diunndarmepithelzellen der BN-Ratte untersucht. Im  Comet-Assay wird die
Langenausdehnung der Zell-DNA gemessen, die eine Aussage Uber den Grad der DNA-
Schédigung ermdglicht. Die Inkubation isolierter Dinndarmzellen mit AFB (0 - 150 pM)
fihrte zu keiner Beeintrachtigung ihrer Vitalitat (Abb. 2). Im Gegensatz dazu zeigte AFB ab
einer Konzentration von 30 uM eine signifikant genotoxische Wirkung, was durch die
Langenzunahme der Kometen in der Mikrogelelektrophorese nachgewiesen werden konnte
(Abb. 2).
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Abb. 2: Zytotoxizitat (% Vitalitat) und Genotoxizitat (Lange der Kometen in um) von AFB
in vitro an Dinndarmzellen von BN-Ratten (Inkubationsdauer 30 min, n = 4, MW + SEM) *
p <0.05, ** p<0.01

Nachdem in vitro eine DNA-schadigende Wirkung durch AFB nachgewiesen wurde, sollte
die Genotoxizitdt von AFB in vivo, analog zu dem Versuchsschema mit OVA untersucht
werden. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die orale Zufuhr von AFB zu keiner Beeintrachtigung der

DNA in den mesenterialen Lymphozyten fihrt (Abb. 3).
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c
o 25
£
o 20+
XE
I} E§15—
©
S 10-
c
(©
= 54

Kontrolle AFB

Abb. 3: DNA-Schaden (Lange der Kometen in um) in Dunndarmzellen nach flinfmaliger
oraler Behandlung von BN-Ratten mit AFB (1 x 100 pg/kg KG/Woche) (n = 6, MW = SEM)
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3.2 Quecksilber (Hg)

3.2.1 Zyto- und Genotoxizitat in vitro

Zur  toxikologischen Charakterisierung der eingesetzten Hg-Verbindungen
Quecksilberchlorid (HgCl,) und Methylquecksilberchlorid (MeHgCI) wurden Zytotoxizitét
(Trypanblau-Ausschlufitest) und Genotoxizitdt (Comet-Assay) an Dinndarmzellen von BN-
Ratten bestimmt. HgCIl, und MeHgCI erwiesen sich in einer Dosis von 36.8 bzw. 40 uM
(entsprechend jeweils 10 pg/ml) als zyto- und genotoxisch (Tab. 5).

Tab. 5: Zytotoxizitat und Genotoxizitat von HgCl, und MeHQgCI an intestinalen Zellen von
BN-Ratten (Inkubationsdauer 30 min, n = 4-5), MW + SD)

HgCl, (uM) Vitalitat Median (um) % Zellen
<35 um 35-80um| >80 pum
0 88+ 6 205+0.4 86+ 6 5+ 2 9+ 5
9.2 78+ 4 228+ 1.8 71+ 4 9+ 4 17+ 6
18.4 61 + 14 50.9 + 25.1 46 + 16 12+ 3 41 + 15
36.8 29 + 16** 88.5 + 8.0** 15+ 7** 10+ 5 65+ 7

MeHqgCl

0 78+ 9 21.0+ 1.7 80+ 9 17+ 8 3+ 2
10 76+ 7 37.9+25.3 55+ 21 21 +13 15+ 13
20 70 £ 13 44.1 + 28.6 46 + 18 33+ 9 22 +18
40 37 + 23* 65.1 +14.9** 35+ 11** 36+ 8 30+ 17

* p < 0.05 vs. Kontrolle, ** p < 0.001 vs. Kontrolle

Da fir die in vitro-Permeabilitatsbestimmungen die Zellinie Caco-2 eingesetzt werden sollte,
und um die Vergleichbarkeit von Primér- und Kulturzellen zu prufen, wurden Zyto- und
Genotoxizitdt von MeHgCI auch bei dieser Zellinie gemessen. Caco-2-Zellen unterscheiden
sich in Abhangigkeit von der Kulturdauer deutlich hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens
sowie ihres Differenzierungsgrades. Deshalb wurden fir diese Untersuchungen Caco-2-Zellen
nach einer Kulturzeit von 8, 22 und 36 Tagen eingesetzt. Aus den Ergebnissen geht hervor,
dall MeHgCIl bei Caco-2-Zellen eine geringere Zyto- und Genotoxizitat besitzt als bei
Primarzellen aus dem Dinndarm (Tab. 5 und 6). Die Dauer der Zellkultur hatte keinen

Einflul} auf Zyto- und Genotoxizitat von MeHgCl (Tab. 6).
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Tab. 6: Zytotoxizitdt und Genotoxizitdat von MeHgCI bei Caco-2 in Abhédngigkeit von der
Kulturdauer (Inkubationsdauer 30 min, n = 4, MW * SD)

MeHgClI Vitalitat Median (um) % Zellen

(UM) <35um 35-80 um > 80 um
Kulturdauer | 8 Tage

0 89+2 26.3+ 3.2 89+ 9 6+ 6 5+ 5

10 88+ 2 29.1+ 6.8 78 £ 22 9+ 10 13+13

40 83+3 51.8 +24.7 42 + 27* 21+ 8 36 +23
Kulturdauer |22 Tage

0 79+5 249+ 1.7 89+ 5 5+ 4 6+ 2

10 79+ 6 273+ 14 76+ 5 9+ 3 14+ 5

40 76 £ 8 33.0+ 3.1* 53+ 5** 20+ 7 25+ 6
Kulturdauer |36 Tage

0 90+4 26.1+ 1.7 92+ 3 3+ 2 5+ 1

10 82+4 26.6+ 1.6 82+ 3 8+ 1 9+ 3

40 81+3 49,5+ 19.2 40 + 22** 5+ 9 34+13

* p <0.05 vs. Kontrolle, ** p < 0.001 vs. Kontrolle

3.2.2 Zytotoxizitat und Genotoxizitat in vivo

Um zu klaren, ob HgCl, nach oraler Applikation direkt in die mesenterialen Lymphozyten
gelangen kénnen und dort die Immunantwort auf OVA (ber zyto- und/oder genotoxische
Wirkmechanismen moduliert, wurden bei mit HgCl, (5 x 0.2 mg/kg KG) in vivo behandelten
BN-Ratten die mesenterialen Lymphknoten entfernt. Die daraus isolierten Lymphozyten
wurden hinsichtlich einer zytotoxischen und genotoxischen Schédigung untersucht.
Zusétzlich wurden die intestinalen Epithelzellen (Jejunum) von diesen Tieren isoliert. Die
Ergebnisse zeigen, dal} die orale HgCl,-Behandlung an 5 aufeinander folgenden Tagen zu
einer genotoxischen Schadigung in den mesenterialen Lymphozyten sowie in den intestinalen
Epithelzellen fuhrte (Abb. 4).
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Abb. 4: DNA-Schéden (% Fluoreszenz im Kometenschwanz) in intestinalen Epithelzellen
(Jejunum) und in mesenterialen Lymphozyten von BN-Ratten, die mit HgCl, (0.2 mg/kg
KG/d) oder NaCl an 5 aufeinander folgenden Tagen behandelt wurden (n = 5, * p < 0.05
NaCl vs. HgCl,)

3.2.3 EinfluR auf die intestinale Permeabilitat

Permeabilitit des Caco-2-Monolayers fiir Fluoreszein und OVA:

Caco-2-Zellen wurden auf permeablen Polycarbonatfiltern (Inserts) in Kulturschalen
kultiviert. Nachdem sich ein konfluenter Monolayer auf den Inserts gebildet hatte
(Transepithelialer elektrischer Widerstand 181 + 3.9 Ohm - cmZ), wurden die Zellen mit
HgCl, sowie mit dem niedermolekularen Permeabilitatsmarker Fluoreszein fir 2 h inkubiert.
Die Ergebnisse zeigen, dal HgCl, konzentrationsabhéngig die Durchléssigkeit des
Monolayers fur Fluoreszein erhéht (Abb. 5). Die Durchlassigkeit fir das Makromolekiil OVA
war jedoch durch HgCl, nicht beeinflult; bei allen Versuchen konnte kein OVA auf der

serosalen Seite des Monolayers nachgewiesen werden.
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Abb. 5: Einflul3 von HgCl, auf die Durchléssigkeit eines Caco-2-Monolayers fir Fluoreszein

Modulation elektrophysiologischer Parameter des Dickdarms sowie des Caco-2-Monolayers:

Die Wirkung von HgCl, auf den Kurzschluf3strom von isolierten Darmsegmenten der SD-
Ratte wurde in Ussing-Kammern untersucht. Der KurzschluBstrom wird durch den
lonentransport im Darmgewebe bestimmt. Bei allergischen Reaktionen im Darm geht die
Erhohung des Makromolekilfluxes mit einem erhohten Kurzschlulstrom einher. Die
Bestimmung des KurzschluBstroms gibt somit Hinweise auf die Permeabilitdat des
Darmgewebes. Die Versuche zeigen, dal dieser Schadstoff nach ex vivo Applikation auf der
luminalen Seite des Dickdarms konzentrationsabhangig Kurzschluf3strom (Isc) und
Leitfahigkeit (G;) erhoht (Tab. 7). Um zu kl&ren, ob HgCl, iber neurotoxische Wirkungen die
Permeabilitat des Darmgewebes erhéht, wurde 5 min vor der Gabe des HgCl, das Neurotoxin
TTX auf die serosale Seite des Dickdarmgewebes gegeben. Durch Blockierung der neuralen
Aktivitat mit dem Nervengift TTX kénnen neurale Effekte von HgCl, von direkten toxischen
Effekten auf die Darmschleimhaut unterschieden werden. Die Vorinkubation mit TTX fuhrte
zu keiner signifikanten Verringerung der durch HgCl, induzierten Erhéhung von

KurzschluRstrom und Leitféhigkeit (Tab. 7).
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Tab. 7: Einflull von HgClI, sowie Tetrodotoxin (TTX) auf Kurzschluf3strom (lsc) und
Leitfahigkeit (G;) des Dickdarmgewebes von Sprague-Dawley-Ratten. (Werte sind angegeben
als Differenz zum Ausgangswert A, MW + SEM; n = 5)

HgCl, (uM) 10 20 50 50

TTX (UM) 0 0 0 0.1
Alsc (WA cm™) 10.0£3.3 21.1+8.0 44.0+58 | 37.3+£9.8
AG; (MS-cm™) 1.7+1.0 8.0+3.0 120+£28 | 17.0+4.6
3.2.4 Immuntoxizitat von HgCl, (5 x 1 mg/kg KG) bei naiven Tieren

Das fur die mehrmalige Applikation von AFB angewandte Versuchsschema wurde auch fir
die Versuche mit HgCl, eingesetzt. Naiven Tieren wurde einmal pro Woche HgCl, (1 mg/kg
KG/Woche) per Schlundsonde verabreicht (insgesamt 5 mal). Die Behandlung der Tiere
beeinflullite nicht deren Korpergewicht sowie deren Milz- und Thymusgewicht. Die orale
Applikation von HgCl, flihrte zu einem signifikanten Abfall der CD8+-Zellen und dadurch zu
einem erhohten CD4/CD8-Verhéltnis (Tab. 8). Dieser Effekt war unabhangig von der
Behandlung mit OVA. Eine verringerte Expression von Aktivierungsmarkern bei CD8+-

Zellen wurde nur fir den Marker CD71 nachgewiesen.

Tab. 8: Verteilung der Subpopulationen (in %) sowie Expression von Aktivierungsmarkern
(CD25, CD71) bei mesenterialen Lymphozyten von BN-Ratten (4-6/Gruppe) nach
finfmaliger oraler Applikation von HgCl, (1 x 1 mg/kg KG/Woche) und OVA (5 x 20
mg/Tier/\WWoche)

Kontrolle OVA HgCl, HgCl, + OVA
CD4 47.7 + 3.6 50.0+0.9 476 +£2.2 492 +£2.7
CDS8 11.2+1.1 11.3+£0.6 9.5+ 1.0* 9.5+ 0.5**
CD4/CD8 43+0.3 45+0.2 5.1 +0.5* 5.2 + 0.4**
CD4/CD25 8.1+£0.8 85+£0.5 8.2+0.7 8.1+0.8
CD4/CD71 3.3+£0.3 3.9+£0.2 3.1+£05 3.0+£0.3
CD8/CD25 3.5+£0.7 3.5+£0.2 35+0.3 3.2+£0.2
CD8/CD71 53+£0.3 52+0.4 3.1+0.8* 3.1+0.5**

*p <0.05 vs. Kontrolle , ** p < 0.05 vs. OVA

Die Serumkonzentration der mukosalen Mastzellenprotease sowie die Antikorperbildung
gegen OVA wurde durch die HgCl,-Behandlung nicht beeinfluRt. Die Antikdrperbildung
gegen OVA wurde durch die orale OVA-Gabe induziert und fuhrte nach 28 Tagen zu einer

signifikanten Erhohung der OV A-spezifischen Antikdrperkonzentrationen im Serum (Tab. 9).
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Zwei Wochen nach Versuchsbeginn war noch keine Induktion der anti-OVA-Antikorper

festzustellen (Tab. 9).

Tab. 9: Serumkonzentration an RMCPII (pg/ml), anti-OVA-IgE und anti-OVA-IgG
(Absorptionassnm) von BN-Ratten (4-6/Gruppe) nach finfmaliger oraler Applikation von
HgCl, (1 x 1 mg/kg KG/Woche) und OVA (5 x 20 mg/Tier/Woche; A: 14 Tage nach

Versuchsbeginn, B: 28 Tage nach Versuchsbeginn; MW + SD)

Kontrolle OVA HgCl, HgCl, + OVA
RMCPII

A 0.63 + 0.05 0.54 + 0.07 0.48 + 0.02 0.58 £0.18

B 0.55 + 0.08 0.48 +0.10 0.49+0.11 0.56 £ 0.14
anti-OVA-IgE*

A 0.08 + 0.01 0.08 + 0.01 0.09 +0.01 0.11 £ 0.04

B 0.10+0.01 0.65 + 0.26 0.09 + 0.03 0.71+£0.31
anti-OVA-IgG*

A 0.09 +0.01 0.16 + 0.08 0.09 +0.01 0.33+0.23

B 0.18 + 0.03 1.98 £ 0.49 0.24 +0.13 2.13+0.55

* Serum 1:100 verdiinnt

Als ein Hinweis fur die Aktivierung von T-Helfer-Subpopulationen (TH1) wurde die
Sekretion von IFN durch Lymphozyten der mesenterialen Lymphknoten untersucht. Hierflr
wurden die Lymphozyten 24 h in Anwesenheit von 100 pug OVA kultiviert und anschlielend
wurde im Kulturiiberstand die Konzentration an IFN bestimmt. Es zeigten sich keine

Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Tieren.

3.2.5 Immuntoxizitat einer hohen HgCl,-Konzentration (1 x 1 mg/kg KG) bei

immunisierten Tieren

Da im Modell mit den naiven Tieren kein EinfluR der HgCl,-Behandlung auf die
Immunantwort gegen das Modellallergen festzustellen war, wurde das Allergiemodell
weiterentwickelt. Bei diesem Modell wurden die Versuchstiere zundchst mit dem
Modellallergen immunisiert. Zwei Wochen spater erfolgte die orale Provokation mit dem
Allergen. Der Schadstoff wurde 1 h vor der Allergengabe appliziert.

Die einmalige Gabe von HgCl, (1 mg/kg KG) eine Stunde vor der oralen Provokation mit
OVA resultierte 5 Tage spater in einer signifikant erhdhten anti-OVA-IgE-Konzentration im
Serum der mit HgCl, behandelten Tiere (p < 0.02; Abb. 6). Parallel dazu erhohte sich auch
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die anti-OVA-IgG-Serumkonzentration (Absorption A405nm. Tag 19: OVA 0.30 + 0.09;

OVA + HgCl, 0.62 £ 0.09, p = 0.024). Die orale Provokation mit OVA fiihrte nach 4 h bei
beiden Gruppen zu einem signifikanten Anstieg der RMCPII im Serum. Nach weiteren 5
Tagen lag die RMCPII-Konzentration der OVA-Tiere wieder im Bereich der Werte, die vor
der oralen Provokation gemessen wurden. Im Gegensatz dazu waren die RMCPII-
Konzentrationen bei mit HgCI, behandelten Tieren zu diesem Zeitpunkt signifikant erhéht (p
< 0.02; Abb. 7). Die HgCl,-Behandlung beeinfluBte aber weder die Proliferation der
mesenterialen Lymphozyten noch deren Kapazitit, das Zytokin IFN zu sekretieren. Die
Quantifizierung der Expression von Oberflachenmolekiilen auf Lymphozyten der Milz ergab
bei den immunisierten Tieren eine erhdhte Zahl aktivierter CD4+-Zellen, wobei kein
Unterschied zwischen OVA + HgCl, und OVA alleine zu beobachten war (Tab. 10). Bei den
mesenterialen Lymphozyten traten signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe mit OVA

+ HgCl, und den beiden anderen Gruppen auf (Tab. 10).

Tab. 10: Verhdltnis von CD4/CD8 sowie Expression von Oberflachenmolekilen (CD25,
CD71) bei Lymphozyten von immunisierten BN-Ratten (4-8/Gruppe) nach einmaliger HgCl,-
Applikation (1 mg/kg KG) und anschliel3ender oraler Provokation mit OVA (100 ug/ Tier)
(Angaben in % der Gesamtleukozyten; Versuchsende 5 Tage nach oraler Provokation)

Kontrolle OVA OVA + HgCl,
Milz
CD4/CD8 06x0.1 0.7x0.7 0.7x0.1
CD4/CD25 1.8+0.5 2.9+0.5* 3.2+0.7*
CD4/CD71 29+0.6 3.1+0.9 23+0.6
CD8/CD25 24+19 20+£05 1.9+0.3
CD8/CD71 43+15 6.4+14 49+1.3
Mesenteriale
Lymphknoten
CD4/CD8 32%+0.1 3.2+0.2 3.2+04
CD4/CD25 56+0.1 58+05 6.7 +1.1**
CD4/CD71 0.6+0.2 0.8+0.3 0.8+0.2
CD8/CD25 2.2+0.2 2.1+0.3 23+0.2
CD8/CD71 1.3+£0.3 1.4+0.7 1.3+0.7

*p < 0.05 vs. Kontrolle, ** p < 0.05 vs. Kontrolle und OVA
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Abb. 6: Anti-OVA-IgE-Serumkonzentration bei immunisierten BN-Ratten. Serum wurde vor
der Immunisierung (Tag 0) sowie 4 h (Tag 14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-
Applikation und der Behandlung mit HgCl, (1 x 1 mg/kg KG) an Tag 14 gewonnen.

Die Behandlung mit HgCl, beeinfluf3te weder die Proliferation der mesenterialen
Lymphozyten noch deren Kapazitét, die Zytokine IFN und IL-4 zu produzieren (Daten nicht
aufgefuhrt).

3.2.6 Immuntoxizitat einer niedrigen HgCl,-Konzentration (5 x 0.2 mg/kg KG) bei

immunisierten Tieren

Die mehrmalige Applikation von HgCl; in einer niedrigen Dosis (5 x 0.2 mg/kg KG) fuhrte
bei 4 von 8 mit HgCl, behandelten Tieren 5 Tage nach der oralen Provokation zu einer
erhdhten anti-OVA-IgE-Serumkonzentration. Bei den Kontrolltieren zeigte nur eins von 8
Tieren eine Reaktion (Abb. 8). Die Mittelwerte der beiden Gruppen am 19.Tag unterschieden
sich jedoch nicht signifikant (Abb.8). Ein im Vergleich zur hohen HgCl,-Dosis geringer
Effekt der niedrigeren HgCl,-Applikation zeigte sich auch bei der anti-OVA-IgG-
Serumkonzentration (Absorptionasesnm, Tag 19: OVA 0.28 + 0.10; OVA + HgCl, 0.48 £
0.15, p = 0.28). Die Serum-RMCPII-Konzentration am 19. Tag war jedoch signifikant
verschieden zwischen den beiden Gruppen (Abb. 9). Die Expression von

Oberflachenmolekiilen auf mesenterialen Lymphozyten sowie deren Kapazitdt IFN zu
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sekretieren, waren durch die HgCl,-Behandlung nicht verandert (IFN-Konzentration: OVA

24.0 £ 0.55 U/ml; OVA + HgCl, 23.1 + 0.32 U/ml).
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Abb. 7: RMCPII-Serumkonzentration von immunisierten BN-Ratten. Serum wurde vor der
Immunisierung (Tag 0) sowie 4 h (Tag 14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-
Applikation und der Behandlung mit HgCl, (1 x 1 mg/kg KG) an Tag 14 gewonnen. (* p <
0.05 HgCl, und OVA vs. Kontrolle, ** p < 0.05 HgCl, vs. OVA)

3.3  Weizenkeimagglutinin
3.3.1 EinfluR auf die intestinale Permeabilitat

Caco-2-Zellen wurden fiir 5 Wochen (35 + 3.5 Tage) kultiviert. Nachdem sich ein konfluenter
Monolayer auf den Inserts gebildet hatte (Transepithelialer elektrischer Widerstand 293 +
112 Q- cmz), wurden die Zellen mit dem Permeabilitatsmarker Fluoreszein sowie mit WGA
(0.1, 1.0 und 10.0 mg/ml) fir 2 h inkubiert. Die Behandlung mit WGA fiuhrte zu keiner

Erhohung der Permeabilitat fir Fluoreszein (Daten nicht aufgefiihrt).
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3.3.2 Immuntoxizitat von Weizenkeimagglutinin bei immunisierten Tieren

Um zu sehen, ob WGA nach mehrfacher oraler Zufuhr die Immunantwort gegen OVA
beeinflul’t, wurden die Tiere analog zu dem Versuch mit der niedrigen HgCl,-Dosis mehrfach
mit WGA (5 x 10 mg/Tier entsprechend 5 x 27 mg/kg KG) behandelt. Nach der oralen OVA-
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O Kontrolle
A 1x 100 ug OVA P
0.4+ A
] @ 1x 100 ug OVA
&8 + 5x 0.2 mg HgCl,
< 0.3
c o
.
=
8 0.24 o
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Abb. 8: Anti-OVA-IgE-Serumkonzentration bei immunisierten BN-Ratten. Serum wurde 4 h
(Tag 14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-Applikation und der Behandlung mit
HgCl, (5 x 0.2 mg/kg KG) an Tag 14 gewonnen.

Applikation (4 h und 5 Tage) wurden die anti-OVA-Serumantikdrper bestimmt. Wahrend sich
bei den ausschlieBlich mit OVA behandelten Tieren die anti-OVA-IgE-Konzentration 5 Tage
nach der OVA-Applikation signifikant erhdhte gegeniiber dem Wert bei Tag 14 (p < 0.05),
war bei den zusétzlich mit WGA behandelten Tieren zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter
Anstieg zu beobachten (p = 0.12) (Abb. 10). Die anti-OVA-IgG-Konzentration war durch die
WGA-Behandlung ebenfalls unterdriickt (Absorptionasosnm an Tag 14 und 19: OVA 0.22 +
0.07 und 0.50 £ 0.09, p = 0.02; OVA + WGA 0.18 + 0.03 und 0.28 £ 0.09, p = 0.34). Die
Serum-RMCPII-Konzentration war am 14. Tag bei den Tieren mit der WGA-Behandlung
signifikant erhéht im Vergleich zum Ausgangswert (Abb. 11). Bei den mit OVA behandelten

Tieren wurden keine Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten festgestellt (Abb. 11).
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Abb. 9: RMCPII-Serumkonzentration von immunisierten BN-Ratten. Serum wurde 4 h (Tag
14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-Applikation und der Behandlung mit HgCl, (5
x 0.2 mg/kg KG) an Tag 14 gewonnen. (* p < 0.05 HgCl, und OVA vs. Kontrolle, ** p <
0.05 HgCl; vs. OVA)
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Abb. 10: Anti-OVA-IgE-Serumkonzentration bei immunisierten BN-Ratten. Serum wurde 4
h (Tag 14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-Applikation und der Behandlung mit
WGA (5 x 10 mg/Tier) an Tag 14 gewonnen.

Die Futterung der Tiere mit WGA beeinfluBRte nicht die Proliferationsrate der mesenterialen
Lymphozyten. Die Immunisierung alleine bewirkte jedoch bei allen Tieren bereits eine
signifikant erhohte Proliferationsrate (Abb. 12). Im Gegensatz dazu war bei den

immunisierten Tieren ein Trend zu einer verringerten IFN-Produktion zu erkennen (OVA vs.
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Kontrolle p = 0.08; OVA + WGA vs. Kontrolle p = 0.22) (Abb. 13). Die Expression von

Oberflachenmarkern auf mesenterialen Lymphozyten war durch die WGA-Behandlung nicht
moduliert, jedoch war bei den Lymphozyten der Milz bei den mit WGA gefiitterten Tieren
eine Verringerung der CD8+-Zellen festzustellen. Dadurch war das CD4/CD8-Verhéltnis bei
diesen Tieren signifikant erhoht (Tab. 11).

Tab. 11: Verhaltnis von CD4/CD8 bei Lymphozyten von immunisierten BN-Ratten (5-8/
Gruppe) nach mehrfacher Applikation von WGA (5 x 10 mg/Tier) und anschlieBender oraler

Provokation mit OVA (100 ug/Tier)

Kontrolle OVA WGA
Lymphknoten
CD4 % 40.2+2.3 41.4+22 40.3+4.2
CD8 % 7017 6.3+1.0 7.7+25
CD4/CD8 6.1+1.3 6.6 +0.9 55+2.4
Milz
CD4 % 41.1+3.9 39.4+49 40.7+7.3
CD8 % 428 +3.5 40.1+6.9 31.0+2.8
CD4/CD8 1.0+0.1 1.1+0.2 1.4+0.1*
*p < 0.05 WGA vs. Kontrolle und vs. OVA
0.6
1 Kontrolle *
E=11 x 100 mg OVA
0.57 w1 x 100 mg OVA
—~ + 5x 10 mg WGA
£ 0.44
(@]
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Abb. 11: RMCPII-Serumkonzentration bei immunisierten BN-Ratten. Serum wurde vor der
Immunisierung (Tag 0) swie 4 h (Tag 14) und 5 Tage (Tag 19) nach der oralen OVA-
Applikation (100 pg/Tier) und der Behandlung mit WGA (5 x 10 mg/Tier) an Tag 14
gewonnen (* p < 0.05 WGA vs. WGA an Tag 0)
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Abb. 12: Einflul3 der Immunisierung mit OVA und von der WGA-Behandlung (5 x 10
mg/Tier) auf die Proliferation mesenterialer Lymphozyten nach oraler Applikation von OVA
(100 pg/Tier) (n =5-8, MW = SEM)
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Abb. 13: EinfluR der Immunisierung mit OVA und von der WGA-Behandlung (5 x 10
mg/Tier) auf die IFN-Produktion mesenterialer Lymphozyten nach oraler Applikation von
OVA (100 pg/Tier) (n = 5-8, MW + SEM)
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Diskussion

Schadstoffe in Lebensmitteln werden als ein mdglicher Faktor bei der Auslésung von
Lebensmittel-Allergien diskutiert. Uber eine Beeintrachtigung der intestinalen Permeabilitat
sowie Uber die Modulation immunologischer Prozesse im Darm-assoziierten Immunsystem
kdnnten Schadstoffe die Auslosung von Lebensmittel-Allergien fordern. Bisher fehlen jedoch
experimentelle Daten, die solche Schadstoffwirkungen auf den Gastrointestinaltrakt sowie das
Darm-assoziierte Immunsystem belegen.

Unter Einsatz von in vivo-Allergiemodellen  wurde der Einflul verschiedener, oral
applizierter Schadstoffe auf die Auslésung einer Lebensmittel-Allergie untersucht. Als
Indikatoren flr eine intestinale Anaphylaxie wurden die Aktivierung mukosaler Mastzellen
(RMCPII) sowie die Konzentration Allergen-spezifische Antikorper (IgE, 1gG) bestimmt. Um
Informationen ber die Wirkmechanismen der untersuchten Schadstoffe zu gewinnen, wurden
funktionelle Immunparameter sowie genotoxische und elektrophysiologische Parameter

bestimmt.

In unseren Versuchen mit Mykotoxinen sollte keine chronische Mykotoxinexposition mit
einer niedrigen Dosis simuliert werden, sondern die beim Menschen ebenfalls auftretende und
fiir die Toxizitat von Mykotoxinen auch sehr bedeutende Kurzzeit-Exposition mit einer hohen
Konzentration. AFB wurde als Modellmykotoxin aufgrund der in unseren \Vorversuchen
beobachteten Aktivierung CD8+-Lymphozyten gewahlt, die bereits nach einmaliger
Applikation von AFB beobachtet wurde (Watzl et al. 1994). Als "minimal effective oral dose"
an AFB mit immunsuppressiver Wirkung gelten 25 pg/kg KG/d (Pier 1991). In unseren
Versuchen wurde AFB einmal wdchentlich (1 mg/kg KG oder 100 pg/kg KG) verabreicht,
was einer taglichen Dosis von 140 bzw. 14 pg/kg KG entspricht. Die tagliche Aufnahme bei
Kindern liegt in Canada, einem Land mit einer sehr niedrigen AFB-Exposition, bei 1-2 ng/kg
KG (Kuiper-Goodman 1995). Fur die Bundesrepublik durfte die AFB-Exposition in einem
ahnlich niedrigen Dosisbereich liegen. AFB wird hauptséachlich im Dinndarm resorbiert
(Kumagai 1989) und gelangt tber die mesenterialen Blutgefalle auch in das Darm-assoziierte
Immunsystem. Untersuchungsergebnisse tber die Wirkungen von AFB auf dieses lokale

Immunsystem liegen bisher nicht vor.
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Die hohe AFB-Dosis fiihrte zu einem Anstieg der CD8+-Zellen und dadurch zu einer
verringerten CD4/CD8-Ratio. In dieser Zellpopulation waren besonders CD8/CD71+-Zellen
aktiviert. Daraus kann auf einen CD8-spezifischen Effekt von AFB bei Lymphozyten aus
mesenterialen Lymphknoten geschlossen werden. Die Tiere unterscheiden sich jedoch nicht
hinsichtlich der Bildung von anti-OVA-Antikdrpern, was sich mit den Ergebnissen friiherer
Arbeiten zur systemischen Wirkung von AFB deckt (Pestka und Bondy 1994). Allerdings war
die Mitogen-stimulierte Proliferationsrate der mesenterialen Lymphozyten nach AFB-
Behandlung signifikant gehemmt. Eine Behandlung mit AFB flihrte auch zur Hemmung der
Proliferation von peripheren Lymphozyten (Raisuddin et al. 1994). Demgegeniiber wurde kein
EinfluR des AFB auf die IFN-Synthese beobachtet, was dadurch erklart werden kann, daf}
dieses Zytokin tberwiegend von CD8+-Zellen synthetisiert wird (van der Meide et al. 1993),
und AFB diese Zellpopulation nicht beeintréchtigte. IFN ist als Gegenspieler von IL-4
malgeblich an der Regulation der IgE-Bildung durch B-Lymphozyten beteiligt (Kapsenberg et
al. 1996). Durch die Metabolisierung von AFB in der Leber kommt es zur Bildung von AFB-
Metaboliten (Neal 1995), die vermutlich fiir die beobachteten immunmodulierenden Effekte
verantwortlich sind. Darauf deuten Ergebnisse von Ko-Kultur-Versuchen hin, bei denen nur
bei der gemeinsamen Kultur von Milzzellen mit Hepatozyten eine immunsuppressive
Wirkung von AFB festgestellt wurde (Yang et al. 1986).

Die toxikologischen Untersuchungen ergaben, dalR AFB in vitro in einem Dosisbereich von =
30 uM genotoxisch wirkt. Die in vivo eingesetzte Dosis von 100 ug/kgKG (0.3 pmol/kg)
fihrte zu keiner DNA-Schéadigung. Eine direkte Schadigung des intestinalen Epithels durch

AFB und dadurch Beeinflussung der intestinalen Barriere ist somit wenig wahrscheinlich.

HgCl, tragt als Bestandteil von Amalgam-Zahnfillungen zusammen mit dem alimentéren
Hg zur Exposition mit diesem Schadstoff bei. Hg-Verbindungen kénnen das systemische
Immunsystem und die Durchlassigkeit der Dickdarmwand beeintréchtigen. Inwieweit Hg-
Verbindungen das Darm-assoziierte Immunsystem stéren und somit die Ausldésung von
Lebensmittel-Allergien fordern, ist bisher nicht bekannt. Unsere Ergebnisse zeigen, dal
HgCl, und MeHgCl bei isolierten Diunndarmzellen von BN-Ratten in einem
Konzentrationsbereich von 36.8 bzw. 40 uM zyto- und genotoxisch wirken. Im Vergleich
hierzu ist die Toxizitdt von MeHgCI bei der intestinalen humanen Zellinie Caco-2 deutlich

geringer, wobei die Kulturdauer der Zellen ohne signifikanten Einfluf? auf die Toxizitét von
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MeHgCI ist. Die geringere toxische Empfindlichkeit der Kulturzellen gegeniiber Hg-

Verbindungen mu beim Vergleich der Ergebnisse aus unterschiedlichen experimentellen
Systemen berucksichtigt werden.

Die parazelluldre Permeabilitat des Caco-2-Monolayers fur Fluoreszein wird durch HgCl,
konzentrationsabhédngig erhéht. Da HgCl, in diesen Konzentrationen nur eine geringe bzw.
keine Toxizitéat besitzt, konnte die Erh6hung der Permeabilitat moglicherweise nicht auf eine
direkte Schadigung der Zellen, sondern auf eine Beeintrdchtigung der tight junctions
zurlickzufuhren sein, wie dies kirzlich fir HgCI, an Dickdarmgewebe nachgewiesen wurde
(Bohme et al. 1992). Die Durchlassigkeit des Monolayers fiir das Allergen war jedoch durch
HgCl, nicht beeinfluf3t. Die Erhéhung des Kurzschluf3stroms des Dinndarmgewebes durch
HgCl, kann teleologisch als eine Abwehrreaktion verstanden werden. Durch die Stimulation
der Cl=-lonen-Sekretion wird das Eindringen von HgCl, in subepitheliales Gewebe erschwert.
Da die Wirkung des HgCl, nicht durch TTX gehemmt wurde, kann ein neurotoxischer
Wirkmechanismus ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse des Verbundvorhabens zeigen, daR der Schadstoff HgCl, (1 x 1 mg/kgKG) die
Immunantwort gegen OVA (IgE, 1gG) bei immunisierten Tieren stimuliert. Eine Aktivierung
mukosaler Mastzellen 4 h nach der oralen Provokation mit OVA konnte sowohl bei
unbehandelten als auch bei mit HgCl, behandelten Tieren nachgewiesen werden. Dies zeigt,
daB das eingesetzte in vivo-Allergiemodell geeignet ist fur die Uberpriifung derartiger
Fragestellungen. Hervorzuheben ist, dal bei den mit HgCl, behandelten Tieren die
Aktivierung mukosaler Mastzellen auch noch 5 Tage nach der oralen Provokation
nachzuweisen war (Watzl et al. 1997). Da die Freisetzung der RMCPII mit einer Erh6éhung
der parazelluldren Permeabilitat einhergeht (Scudamore et al. 1995), kdnnte die persistierende
Aktivierung intestinaler Mastzellen eine erhdhte Aufnahme luminaler Antigene zur Folge
haben.

Die mehrfache Applikation einer niedrigen HgCl,-Dosis, deren Gesamtdosis der der
einmaligen Applikation entsprach, zeigte deutlich geringere immuntoxische Effekte. 5 Tage
nach der oralen OVA-Exposition war der Trend eines Unterschiedes (nicht signifikant)
hinsichtlich der OVA-spezifischen Antikorperkonzentration zwischen behandelten und
unbehandelten Tieren vorhanden. Die Freisetzung der RMCPII war bei den mit HgCl,
behandelten Tieren signifikant erhoht.

Die in vitro-Inkubation von humanen sowie murinen Lymphozyten mit HgCl, erhoéht die

Proliferationsrate dieser Zellen (Jiang und Moller 1995, Stejskal et al. 1996). In
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Untersuchungen an Lymphozyten von in vivo mit HgCl, (1 1 mg/kg KG) exponierten Tieren

konnten wir keine Stimulation der Zellproliferation beobachten. Ebenfalls unveréndert war die
IFN-Sekretion. Im Gegensatz zur Verringerung der CD8-positiven Zellen der mesenterialen
Lymphozyten nach mehrmaliger Applikation einer hohen HgCl,-Dosis (5 x 1 mg/kg KG) bei
naiven Tieren zeigte hier die einmalige Applikation dieser Dosis keinen EinfluR auf CD8-
positive Zellen der Milz sowie der mesenterialen Lymphknoten. Die Expression von
Aktivierungsmolekilen auf CD4-positiven Milzzellen war hingegen erhéht. Eine Aktivierung
muriner CD4- und CD8-positiver T-Zellen durch HgCl, (10 uM, Kulturdauer 5 Tage) konnte
kirzlich in in vitro-Untersuchungen nachgewiesen werden (Jiang und Moller 1995). Diese
Daten weisen darauf hin, daB sich Behandlungsdosis sowie Inkubationszeit auf die Expression
der Oberflachenmolekiile auswirken und dies die variablen Ergebnisse teilweise begrinden
kann.

Zwei mogliche Mechanismen der immuntoxischen Wirkungen von HgCI, sind denkbar. (1)
HgCl, erreicht die intestinalen Lymphknoten und ubt direkte, lokale Effekte aus. (2) HgCl,
erhoht die intestinale Permeabilitat fir OVA. Wir haben beide Hypothesen Uberprift und
konnten flir den ersten Mechanismus einen Hinweis finden, dalR HgCl, in vivo nach p.o.-
Applikation die Lymphozyten direkt erreicht und dort auch zu DNA-Schédigungen fiihrt. Dies
unterstitzt die in vitro-Genotoxizitatsbefunde. Hinweise haben wir ebenfalls fir den zweiten
vorgeschlagenen Mechanismus erhalten (Watzl et al. 1996). Unsere Untersuchungen zeigen
deutlich, dall HgCl, die Permeabilitdat von konfluenten Zellschichten (ab 0,75 puM) bzw.
intakten Darmepithelien (10-50 pM) veréndern kann. Die von uns untersuchte geringste
effektive Dosis war 5 x 0,75 uM/kg KG, wodurch bei aller Vorsicht eines in vitro-/in vivo-
Konzentrationsvergleiches durchaus ahnliche Bereiche vorliegen. Zusammen mit den oben
diskutierten Befunden der erhohten RMCPII-Freisetzung kénnte die durch HgCIl, modulierte
Immunantwort auf eine Verénderung der intestinalen Permeabilitat zuriickzufiihren sein.

Die Konsequenz dieser Veranderungen und die Bedeutung der modulierten Parameter sind
z.T. noch unklar. So wird z.B. die Bestimmung der Oberflaichenmolekile auf Lymphozyten
angewandt, weil deren Modulation sich als sensitiver Marker fur immuntoxische Wirkungen
erwiesen hat (Luster et al. 1992). Zudem wurde kdirzlich diskutiert, eine erhthte Expression
von CD4+CD45RO+-T-Lymphozyten als pradiktiven Marker einer allergisch induzierten
Sofortreaktion einzusetzen (Niggemann et al. 1996). Unsere Untersuchungen konnten bei den

immunisierten, einmalig mit HgCl, (1 mg/kg KG) behandelten Tieren ebenfalls eine
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Aktivierung CD4+-Zellen nachweisen. Die Erhohung der anti-OVA-Immunantwort zeigt

eindeutig, dalR Schadstoffe Allergie-induzierte Effekte potenzieren kénnen.

Im Vergleich mit den geschatzten humanen Expositionswerten liegen die hier untersuchten
HgCl,-Mengen deutlich hoéher. Fur die Bewertung der Wirkungen beim Menschen spielen
Konzentration und Applikationsschema von HgCI, eine wichtige Rolle. Die geschatzte
mittlere inhalative Belastung durch Amalgamexposition und durch Lebensmittel liegt bei 8-12
bzw. 12-17 pg/d/Person (Halbach 1995), was im Bereich einer zumutbaren Belastung von 11-
17 pg/d liegt (Enestrom und Hultman 1995). Aufgrund unserer Ergebnisse entsprechen 200
ug/d’/kg KG dem LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level), was unter
Zugrundelegung der geeigneten Sicherheitsfaktoren (Faktor 10 flr Interspeziesvariabilitat,
Faktor 10 fir Ubertragung von LOAEL auf NOAEL) (Warfinge et al. 1995) einer Dosis von
0,2 pg/d/kg KG entspricht. Dadurch ist fir den Menschen eine analoge Immunantwort im

Bereich der abgeschatzten Humanexposition nicht auszuschlie3en.

Die Versuche mit WGA sollten kléren, inwieweit ein biogener Schadstoff das Darm-
assoziierte Immunsystem beeintrachtigt. Im Unterschied zur Dosierung der anthropogenen
Schadstoffe wurde WGA in einer Dosierung eingesetzt, die 10-fach Uber der Menge an
Gesamtlektinen lag, die von Menschen bei Uberwiegend vegetarischer Erndhrungsweise
aufgenommen wird. Unsere Ergebnisse zeigen, dal die Immunantwort gegen OVA (IgE und
IgG) durch die Behandlung mit WGA (5 x 27 mg/kg KG) gehemmt wird. Diese Ergebnisse
belegen erstmals, dal} Lektine nach oraler Aufnahme die Immunantwort bei immunisierten
Tieren beeinflussen konnen. Bei parenteraler Applikation von Phythdmagglutinin wurden in
Abhéngigkeit vom Applikationschema sowohl stimulierende als auch suppressive Wirkungen
auf die Immunantwort gegen OVA festgestellt (Astorquiza und Sayago 1984). Als weiteren
Hinweis fiir eine Aktivierung des Darm-assoziierten Immunsystems durch orales WGA kann
die erhohte RMCPII-Serumkonzentration interpretiert werden. Sie deutet auf eine Stimulation
der mukosalen Mastzellen 4 h nach der oralen OVA-Provokation hin. Nach 5 weiteren Tagen
war jedoch keine Aktivierung dieser Mastzellpopulation mehr festzustellen. In vitro
stimulierte WGA die Histaminsekretion von peritonealen Mastzellen (Lansman und Cochrane
1980), Lektine wie z.B. ConA waren in diesem Modell jedoch unwirksam. Die Aktivierung
der Mastzellen durch Lektine soll Gber eine Bindung der Lektine an Zucker von IgE-
Rezeptoren sowie durch eine direkte Bindung an IgE auf Mastzellen erfolgen (Ferreira et al.
1996).
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Die hier vorgelegten Ergebnisse zu den induzierten genotoxischen und immuntoxischen
Wirkungen von anthropogenen und biogenen Schadstoffen lassen die Vermutung zu, daf3 in
der Nahrung vorhandene Kontaminanten unter bestimmten Umstdnden und bei
entsprechender individueller Voraussetzung die Immunantwort gegen Allergene modulieren
kdnnen. Ein bedeutender Faktor hierbei ist die genetische Disposition, da die beobachteten
Immuneffekte bei einer Tierspezies ermittelt wurde, die eine besonders hohe Reaktivitét
gegen Antigene aufweist. Des weiteren zeigen unsere Versuche mit HgCl,, dal nur bei
immunisierten Tieren eine derartige Modulation der Immunantwort durch HgCl, ausgeldst
werden konnte. Nicht beantwortet werden konnte durch unsere Versuche, inwieweit eine
kombinierte Gabe von Schadstoffen sowie eine chronische Applikation von Schadstoffen,
beides sind Faktoren der realen Schadstoffexposition, die beobachteten immuntoxischen

Effekte verstarken kdnnen.
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