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A Einleitung

A.l Vorkommen von Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) ist ein sekundédrer Metabolit von verschiedenen Aspergillus- und
Penicilliumspezies (16,45), der in einer groen Anzahl von Nahrungsmitteln und in der
Mehrzahl menschlicher Blutproben gefunden werden kann (45,60,71). 1965 von van der
Merwe et al. (53) entdeckt, konnte Ochratoxin A 1974 von Krogh et al. als Nephrotoxin
und als urséchliches Agens fiir die ddnische Schweinenephropathie identifiziert werden
(43,44). Die potentielle Bedeutung von OTA fiir den Menschen erwichst aus dem
nahezu ubiquitdrem Auftreten des Toxins durch die weite Verbreitung der OTA-
produzierenden Schimmelpilzspezies. Zwischen 0.4 und 56 % der Nahrungsmittel in
Léndern, in denen nach Pilzbefall mit zur OTA-Bildung fahigen Spezies untersucht
wurde, waren kontaminiert (40,71). Dies macht eine OTA-Exposition nahezu
unvermeidlich. Eine besonders hohe OTA-Belastung, die mit dem vermehrten Auftreten
von Tumoren der Nieren und der ableitenden Harnwege, sowie der endemischen
"Balkannephropathie" korrelierte, zeigte sich in den Landern Ex-Jugoslawiens (31, 60).
Somit wird wahrscheinlich, daB OTA auch bei Nierenerkrankungen des Menschen eine
Rolle spielt. Da3 der Hauptangriffspunkt der toxischen Wirkung von OTA die Niere ist,
liegt daran, daB3 aufgrund tubulédrer Transportprozesse, die Konzentration von freiem
OTA im Tubuluslumen die Plasmakonzentration um ein Mehrfaches iibersteigt (1). Die
ubiquitdre Verbreitung von Ochratoxin A, seine lange Halbwertszeit im Organismus
(45) und die erwédhnte Anreicherung des Toxins in der Niere machen es wahrscheinlich,
daB3 OTA kausal oder begiinstigend auf die Entstehung von Nierenerkrankungen beim

Menschen wirkt.



A.Il Chemische Eigenschaften von OTA

Von der chemischen Struktur her handelt es sich bei OTA um ein
Dihydroisocumarinmolekiil, an welches L-Phenylalanin durch eine Peptidbindung
gekoppelt ist (sieche Abb. 1). Bedingt durch die Dissoziation des Protons an der OH-
Gruppe ist OTA eine schwache organische Sdure mit einem pK,-Wert von 7.1. Im
nichtdissoziierten Zustand ist die Substanz lipophil. Diese Eigenschaft ist einerseits
verantwortlich flir die hohe Plasmaproteinbindung des Molekiils , andererseits fiir seine
Membrangingikeit, so dal OTA auch ohne Transportproteine in Zellen gelangen kann.
Seine chemischen Eigenschaften befdhigen das Mykotoxin sowohl durch die hohe
Proteinbindung lange im Organismus zu persistieren als auch durch gute

Membrangingigkeit intrazelluldre Schiaden hervorzurufen.

Abbildung 1

Abb. 1: Strukturformel von Ochratoxin A. Die schwache organische Siure
(aufgrund Dissoziation des Protons an der OH-Gruppe; pK, = 7.1) besteht aus einem
L-Phenylalaninrest, der durch eine Amidbindung an ein Dihydroisocumarinmolekiil

gekoppelt ist.



A.IIT Toxokinetik

Die Toxokinetik von Ochratoxin A ist einerseits, wie oben dargestellt, auf die
Lipophilie der Substanz zuriickzufiihren. Hierdurch erklart sich die sehr hohe Bindung
an Plasmaproteine von ca. 99% (8,11). Auch unterliegt das Mykotoxin dem
enterohepatischen Kreislauf (8, 16), was zusitzlich zur Proteinbindung seine
Ausscheidung verlangsamt. Andererseits ist OTA aufgrund seiner Struktur Substrat fiir
zelluldre Transportproteine, wie den Transporter fiir organische Anionen (OAT 1) (14),
den es auch, wie in fritheren Arbeiten gezeigt werden konnte, schon in Konzentrationen
im nanomolaren Bereich auf nichtkompetitive Weise hemmt (64,66). Die Inhibition der
eigenen Ausscheidung, Rezirkulation des Toxins mit den Gallensduren und die sehr
hohe Proteinbindung, filhren zu der extrem langen Halbwertszeit von OTA im
Organismus z.B. von Affen ( t/2 bis zu 510 h; (45)). Weiterhin verlangsamt OTA durch
Hemmung des OAT auch die Elimination von anderen Xenobiotika und konnte somit
auch indirekt schiadigend wirken. Die chemischen und kinetischen Eigenschaften von
Ochratoxin A, begiinstigen eine Akkumulation des Toxins im Organismus, vor allem in
den Nieren, die so der chronischen Einwirkung des Molekiils fortwéhrend ausgesetzt

sind.



A.IV Toxodynamik

Ein Aspekt, der die potentielle Bedeutung von OTA fiir den Menschen unterstreicht, ist
sein durch die weite Verbreitung der OTA-produzierenden Schimmelpilzspezies nahezu
ubiquitdres Auftreten. Die Inzidenz des Befalls von Nahrungsmitteln mit Pilzarten, die
befdhigt sind OTA zu bilden, schwankt zwischen 0.4 und 56 % in Landern wie USA,
Kanada, Deutschland, Bulgarien, u.v.a. (40,71). Dies deutet darauf hin, da3 eine OTA-
Exposition nahezu unvermeidlich ist. Das Vorkommen einer besonders hohen OTA-
Belastung in den Liandern Ex-Jugoslawiens (31, 60) und das vermehrte Auftreten von
Tumoren der Nieren und der ableitenden Harnwege in dieser Gegend, wie auch die
sogenannte Balkannephropathie, die von einigen Autoren mit der hohen OTA-
Exposition der dortigen Bevolkerung in Verbindung gebracht wird, lassen vermuten,
daBB OTA auch bei Erkrankungen des Menschen eine Rolle spielt. Es konnte gezeigt
werden, dafl das Mycotoxin die Nierenfunktion beeintrachtigt (41,44) und OTA-
Exposition auch die Inzidenz von Adenomen und Karzinomen der Nieren und der
ableitenden Harnwege in der Maus erhoht (2). Ochratoxin A fiihrt vermutlich eher zu
langfristigen Verdnderungen der Nierenfunktion, als zu akut toxischen Effekten (57).
Friithere Studien, die akute Toxizitdt beschreiben, wie etwa den Verlust der zelluldren
Integritdt, haben mikro- bis millimolare Ochratoxinkonzentrationen verwendet. Die
Konzentrationen, welche durch erndhrungsbedingte Exposition zu erwarten sind
(16,45), liegen jedoch im nanomolaren Bereich. Beziiglich erhohter OTA-Exposition
und Nierenerkrankungen beim Menschen konnten epidemiologische Studien eine
positive Korrelation zwischen Nephropathien beim Menschen - insbesondere bestimmte
Formen der interstitiellen Nephritis - und entweder erhohter OTA-Belastung der
Nahrungsmittel oder Plasmakonzentrationen im nanomolaren Bereich, aufzeigen
(26,50,60,75). Zusammengenommen weisen diese Daten darauf hin, daB OTA in
"physiologischen", d.h. nanomolaren Konzentrationen, nicht als "klassisches" Toxin
fungiert und nicht zu einer dramatischen Reduktion der Lebensfdhigkeit der Zellen
fihrt. Jedoch konnten die Mechanismen, die den durch OTA in nanomolaren
Konzentrationen hervorgerufenen Verdanderungen zugrundeliegen, bis jetzt noch nicht

zufriedenstellend geklart werden.



A.V Mogliche Angriffsmechanismen von OTA an der Niere

Da Ochratoxin A in der Lage ist, bei Schweinen eine schwere Nephropathie
hervorzurufen, die histologisch einer interstitiellen Nephritis entspricht (43,44), liegt die
Vermutung nahe, daB3 OTA auch beim Menschen Nephropathien vom interstitiellen Typ
zu erzeugen vermag. Interstitielle Nephropathien konnen, zumindest teilweise, aus
trophischen Verdnderungen der Epithelzellen des Tubulus entstehen, die eine
langfristige Verschlechterung der Gewebehomoostase auslosen oder unterstiitzen (39).
Im Hinblick auf die Wirkung von OTA, ist die mdgliche Beteiligung von Angiotensin II
an Hyperplasie und Hypertrophie proximaler Tubuluszellen von Bedeutung (76,77,79):
Sowohl trophische Anderungen proximaler Tubuluszellen, im Sinne von Hypertrophie,
Atrophie und Hyperplasie wurden in Tierversuchen und in der Zellkultur gezeigt, als
auch eine positive Wirkung des Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten Losartan und des
Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmers Enalapril auf die durch OTA bewirkten
Verdnderungen der renalen Hidmodynamik (23). Des weiteren fanden sich Hinweise,
dafl Angiotensin II eine zentrale Rolle im Voranschreiten chronischer Dysfunktionen
der Niere spielen konnte (77,78,80). Alles in allem eréffnen diese Daten die
Moglichkeit, da3 die Effekte von nanomolaren OTA-Konzentrationen teilweise Resultat
einer Interaktion mit physiologischen Signaltransduktionsmechanismen sein kdnnte,
insbesondere im Zusammenhang mit Angiotensin II. Weiterhin liegen Hinweise vor,
OTA konne mit dem zelluldren Calciumtransport interferieren, was zu einer
Anreicherung von *Ca*" in Nierengewebe fiihrt (4). Somit konnte die Interaktion von
OTA mit hormonellen Signalen durch Interferenz mit der Ca** Homdostase erfolgen.
Bis jetzt sind jedoch noch keine Studien iiber die Wirkung von OTA auf die freie
zytosolische Calciumkonzentration oder seine Effekte auf Nierenepithelzellen

menschlichen Ursprungs verfiigbar.



A.VI  Ziel dieser Studie

Die vorliegende Studie befaflt sich mit den Wirkungen von nanomolaren OTA-
Konzentrationen und deren Wechselwirkungen mit Angiotensin II und epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) im Hinblick auf die Zellproliferation, Zellintegritdt und die
zelluldre Ca**-Homdostase. Sowohl EGF als auch Angiotensin II reprisentieren
mitogene Stimuli fiir Nierenepithelzellen und es wird vermutet, da3 Verdnderungen im
Zellumsatz zu der Entwicklung fortschreitender Nierenschidigung beitragen (39). Da
bis jetzt keine Daten iiber den Effekt von OTA auf Nierenzellen menschlichen
Ursprungs erhéltlich sind, wurden fiir diese Studie immortalisierte menschliche
Nierenepithelzellen (Immortalized Human Kidney Epithel, sog. IHKE-1 Zellen) fiir die
Experimente verwendet. IHKE Zellen wurden bereits in vielerlei Hinsicht
charakterisiert und es konnte gezeigt werden, daf} sie verschiedene Eigenschaften von
proximalen Tubulusepithelzellen besitzen, wie die Ausbildung eines dichten Epithels
und charakteristische Transportproteine (36-38,74). Insofern stellen sie ein geeignetes
Modell fiir die Untersuchung menschlicher Tubuluszellen in Kultur dar. Unter
Beriicksichtigung der vorliegenden Ergebnisse, scheinen die durch OTA in
nanomolaren Konzentrationen bewirkten Anderungen der Nierenfunktion zumindest
teilweise auf gestorte Ca*’-Signalmechanismen zuriickzufithren zu sein und nicht auf
den Untergang von Zellen. Insofern fungiert OTA in toxikologisch relevanten

Konzentrationen vermutlich als Funktionsmodulator und nicht als "klassisches" Toxin.



B Methoden

B.I Zellkultur

Als Modellzellen fiir den proximalen Tubulus wurden immortalisierte humane
Nierenepithelzellen (IHKE-1) verwendet, die freundlicherweise von S. Mogllerup,
Department of Toxicology, Oslo, Norwegen zur Verfligung gestellt wurden (74). IHKE-
1 Zellen sind ein geeignetes Modell zur Untersuchung proximaler Tubuluszellen in
vitro, da sie zahlreiche Eigenschaften proximaler Tubuluszellen besitzen (36-38,74).
Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert (75 cm® Wachstumsfliche). Als
Kulturmedium wurde HAM F-12/DMEM Medium verwendet, ergénzt mit 1.1 g/l
NaHCOs, 3.57 g/l HEPES, 5 mg/l (humanes Apo-) Transferrin, 5 mg/l (bovines)
Insulin, 36 pg/l Hydrokortison, 10 pg/l Méuse-EGF, 5pg/l Na-Selenit, 10% fetalem
Kiélberserum (Biochrom KG, Berlin, Deutschland). Die Zellen wurden im Brutschrank
bei 37 °C und 5% CO, aufbewahrt. Das Medium wurde dreimal die Woche erneuert und
die Zellen wurden einmal pro Woche subkultiviert. Dazu wurden die Zellen fiir 5 min in
0.2 g/l EDTA-haltiger, Phosphat gepufferter Ringerlosung (PBS) inkubiert. PBS enthilt
(in g/l): NaCl 8, KCI 0.2, Na,HPO4 1.15, und KH,PO4 0.2. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir weitere 5-10 min in Trypsin-haltigem (0,25 g/l) EDTA-PBS inkubiert, bis
sich alle Zellen abgeldst hatten. Die Trypsinwirkung wurde durch die Zugabe von
Kulturmedium neutralisiert, 10 % der abgeldsten Zellen wurden in einer neuen 75 cm®
Kulturflasche angesdt. Die restlichen Zellen wurden mit einer den experimentellen
Anforderungen entsprechenden Dichte von 30.000 bis 50.000 Zellen/cm® auf

Glasdeckgladsern oder Petrischalen angesit.

B.II MeBmethoden

B.II.1 Intrazelluldre Calciumkonzentration

Die intrazellulire Konzentration an freiem Calcium [Ca*']; wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes fura-2 (Molecular Probes, Leyden, Niederlande) gemessen (27).
Dies geschah durch Anregung bei einer Wellenldnge von 334 nm und 380 nm. Das

emittierte Licht wurde bei 510 nm aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitit von fura-2



hingt von der freien Calciumkonzentration ab. Bei einer Anregungswellenldnge von
334 nm nimmt die Fluoreszenzintensitit mit steigender Calciumkonzentration zu,
wihrend sie bei 380 nm sinkt. So kann iiber das Verhiltnis 334/380 nm die
Konzentration des intrazelluldren Calciums unabhingig von der Farbstoffkonzentration
bestimmt werden. Der Dissoziationskoeffizient (Kq4) von fura-2 fiir Calcium betragt 225
nmol/l und macht es deswegen besonders geeignet zur Bestimmung der intrazelluldren
Calciumkonzentration, die unter physiologischen Bedingungen etwa 100 nmol/l betrigt.
Die Zellen wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichten Glasdeckgldsern angesit und 24 h
vor den Experimenten durch Entzug von Wachstumsfaktoren ruhiggestellt. Vor den
Messungen wurden die Zellen 15 min bei 37 °C in HEPES Ringer mit fura-2-AM
beladen, dreimal gewaschen, um den extrazelluldr befindlichen Farbstoff zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Deckglas auf den Objekttisch des Mikroskops gelegt. Die
Hintergrundfluoreszenz wurde gemessen und von den erhaltenen Fluoreszenzwerten der
Zellen subtrahiert. Die Messungen fanden mit dem Attoflor-Videoimaging-System
(Zeiss) statt, ausgestattet mit einem Axiovert 100 TV Mikroskop (400-fache
VergroBerung, Olimmersion; Zeiss). Das System ermdglichte, die Fluoreszenz einzelner
Zellen zu messen, indem rechteckige MeBbereiche, sog. Regions of Interest (ROI), im
,Live“-Bild auf die Zellen gelegt wurden. Bis zu 99 dieser ROI’s konnen fiir eine
Messung ausgewdhlt werden. In den hier vorgestellten Experimenten wurden
tiblicherweise zwischen 9 und 30 Zellen pro Deckglas untersucht. Die Bilder wurden
mit einer Frequenz von einem Bildpaar pro Sekunde bis einem Bildpaar pro 10
Sekunden mit einer ICCD-Videokamera (Zeiss) aufgezeichnet und mit Hilfe der
Attoflor Software digitalisiert. Am Ende jedes Experiments wurden die Zellen mit zwei
Kalibrationslosungen (Ca*'-freie EGTA-Losung und Immol/l Ca*'-Ringerlosung)
tiberstromt, um das maximale Verhiltnis 334/380 nm (R.x) und das minimale
Verhiltnis 334/380 nm (Ryin) zu bestimmen. Beide Kalibrationslosungen enthielten den
Calciumionophor Ionomycin (I pmol/l), so daBl die intrazellulire der extrazelluldr
vorgegebenen Calciumkonzentration entsprach. Die Calciumkonzentration wurde mit
folgender Gleichung berechnet (27):
[Ca®]i=Ka* P * (R - Runin)/ (Runax — R)

wobei B dem Quotienten der Fluoreszenzintensitit bei Anregung mit 380 nm in

Abwesenheit von Ca®", dividiert durch die Intensitit in Anwesenheit von 1 mmol/l Ca*",



darstellt. Die Experimente wurden in mit HEPES oder HCO; gepufferten
Ringerlosungen durchgefiihrt.

B.I1.2 Die Mangan-Quench Technik

Die Mangan-Quench Methode basiert auf der Eigenschaft von Mn**-Ionen durch Ca®"-
Kanile in Zellen einzudringen und mit hoherer Affinitit als Ca®" an fura-2 zu binden
und dessen Fluoreszenz zu unterdriicken (52). Nach einer 15-minutigen Inkubation der
Zellen bei 37 °C mit fura-2, wurden die Experimente in Ringerlosung durchgefiihrt, die
50 pmol/l Mn*" enthielt. Die Fluoreszenz wurde bei Anregung mit der isosbesthischen
Wellenlidnge von fura-2 (365 nm) bestimmt, bei der die fura-2 Fluoreszenz unabhéngig
von Anderungen der Ca*"-Konzentration ist. Eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit
zeigt somit Mn®"-Einstrom in die Zellen an und stellt einen qualitativen Indikator fiir

Ca*"-Einstrom dar.

B.I1.3 Bestimmung der Aktivitit der Thapsigargin-sensitiven ATPase

Die Aktivitdt der Thapsigargin-sensitiven ATPase wurde bestimmt, wie von (59,62)
beschrieben. Die Zellen wurden fiir 15 min in HEPES Ringer (pH 7.4; 37 °C) inkubiert,
gefolgt von einer 10-miniitigen Inkubation mit 100 nmol/l OTA oder Kontrollringer.
Anschliefend wurden die Zellen 90 min mit 0.1 % Triton X-100 lysiert und 10 min bei
4 °C mit 10,000 g zentrifugiert. Die Thapsigargin-sensitive ATPase-Aktivitit wurde in
einer Ringerlosung bestimmt, die folgendermallen zusammengesetzt war (mmol/l):
HEPES 50, KCl 100, NaN; 5, MgCl, 2, CaCl, 1 (pCa 5.2), EGTA 1, NADH 0.15,
Phospho(enol)pyruvat 0.5, ATP 2, Pyruvatkinase 10 U/ml und Laktatdehydrogenase 20
U/ml. Die ATPase-Aktivitit wurde als Abnahme der NADH-Extinktion bei 340 nm
(AE) gemessen. Die Ca>’-ATPase Aktivitit wurde aus der Differenz der ATPase
Aktivitidt in Gegenwart und Abwesenheit von 10 pmol/l Thapsigargin fiir jede Probe
bestimmt. Diese Differenz entspricht der Thapsigargin-sensitiven ATPase Aktivitdt. Der

Proteingehalt wurde nach der von Lowry beschriebenen Methode bestimmt (48).



B.I1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Coulter Counter Systems bestimmt (Coulter
Electronics GmbH, Krefeld). Die Zellen wurden auf Petrischalen (J 5.6 cm) angesit.
Wenn Subkonfluenz des Zellrasens erreicht war ( ca. 40.000 Zellen / cm?), wurden die
Zellen durch Entzug von Serum und Zusatzstoffen (MEM Medium, Biochrom KG,
Berlin, Deutschland) fiir 24 h ruhiggestellt. Die Experimente wurden in Medium ohne
Zusatzstoffe durchgefiihrt, um sicherzustellen, dal die Wachstumsstimulation allein auf
die Zugabe von epidermalem Wachstumsfaktor, Angiotensin II oder OTA
zuriickzufiihren war. Nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen
wie oben beschrieben mit EDTA und Trypsin von den Petrischalen abgeldst, die
Trypsinaktivitit mit Medium inaktiviert. Daraufthin wurden die Zellen bei 4 °C mit
1,800 g abzentrifugiert und fiir die Zédhlungen in CASY®ton-Losung (Schirfe Gmbh,
Reutlingen) resuspendiert. Danach wurde das MeBprogamm des Zéhlgerites gestartet,

wobei fiir eine Probe der Mittelwert aus drei Messungen bestimmt wurde.

B.IL.5 Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH)

Die LDH-Freisetzung wurde als Parameter fiir die Integritdt der Zellen verwendet und
ausgedriickt als Verhéltnis von ins Medium freigesetzter LDH-Aktivitdt zur gesamten
LDH-Aktivitdt der Probe (3). Die LDH wurde wie folgt bestimmt: Die Zellen wurden in
Petrischalen (& 5.6 cm) angesit und vor den Experimenten 24 h durch Serumentzug
ruhiggestellt. Danach wurden sie fiir den angegebenen Zeitraum mit den jeweils
angegebenen Substanzen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 90 min mit 0.1 %
Triton X-100 lysiert und das Zelllysat 10 min bei 4 °C mit 10,000 g zentrifugiert. Die
spezifische Enzymaktivitit der LDH wurde in Pyruvat-haltigem Puffer (Phosphatringer,
wie unten beschrieben, 1 mM Pyruvat, 0.2 mM NADH, pH 7.0) anhand der
Extinktionsabnahme von NADH (AE) mit Hilfe folgender Gleichung bestimmt:
spez. Aktivitit (U/ml) = (AE/min * Volgesamt * F) / (€ * VOlprobe * d)

wobei F der Verdiinnung der Probe entspricht, d der Schichtdicke und ¢ dem
Extinktionskoeffizienten von NADH, der 6.11 cm?/ pumol betrégt.
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B.IL.6 Bestimmung der Aufnahme von *H-OTA
Die Aufnahme von *H-OTA wurde bestimmt, wie in (69,70) beschrieben. Die Menge an

Tritium-markierten OTA, das sich in den Zellen angereichert hatte, wurde nach Lyse

der Zellen mit Hilfe eines Szintilationszdhlers gemessen.

B.I1.7 Bestimmung des zelluliren cAMP-Gehalts

Der zelluldre Gehalt an zyklischem Adenosin-3°,5"-Monophosphat (cAMP) wurde mit
Hilfe eines cAMP-EIA-Kits bestimmt (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Die
Zellen wurden auf Petrischalen (@ 5 cm) angesdt. Nach 24-stiindigem Serumentzug
wurden die Zellen 15 min mit HEPES Ringer (37 °C, pH 7.4) und anschlieend 10 min
mit HEPES Ringer als Kontrolle oder verschiedenen OTA Konzentrationen inkubiert.
Die Zellen wurden bei 4 °C im Ultraschallbad homogenisiert. Nach 10 miniitiger
Inkubation des Zellmaterials bei 95 °C folgten 10 min Zentrifugation bei 1,500 g.
Daraufthin wurden die Proben in eine mit Maus-Anti-cAMP-Antikdrpern beschichtete
96-Well-Platte (im Kit enthalten) pipettiert. Ferner wurde eine Eichkurve mit bekannten
cAMP-Konzentrationen erstellt. Im Folgenden wurden cAMP-Antiserum und mit
cAMP konjugierte Acetycholinesterase (AChe) zugegeben. Nach 18-stiindiger
Inkubation (Raumtemperatur) wurden die Inkubationslosungen entfernt und die 96-
Well-Platte 5x mit Waschpuffer (im Kit enthalten) gewaschen und Ellman’s Reagenz
als Substrat fiir die AChE zugegeben. Nach ca. 60 min. wurde die Absorption der in den
Wells enthaltenen Losungen bei 412 nm sowie Leerwert, totale AChE-Aktivitit und
nicht spezifische Bindung mit Hilfe des Viktor’-Fluorometers (Fa. Wallac, Turku,
Finnland) bestimmt. Die cAMP-Konzentration der Proben wurde nach Subtraktion der
nicht spezifischen Bindung aus der mit Hilfe der cAMP-Standards erstellten Eichkurve
errechnet. Abbildung 2 zeigt schematisch den Ablauf der cAMP-Messung.
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Abb. 2a

(9]

Abb. 2: Schemazeichnung des EIA-Verfahrens zur cAMP-Bestimmung. a) Das aus
den Zellen gewonnene cAMP konkurriert mit cAMP-AChE Konjugat um
Bindungsstellen an den Anti-cAMP-Antikorpern. b) Nicht antikdrpergebundenes
cAMP und cAMP-AChE-Konjugat werden mit freien Antikdrpern gebunden und
entfernt. ¢) Durch Zugabe von Ellman’s Reagenz entsteht durch die AChE ein

farbiges Produkt (d), dessen Absorption sich indirekt proportional zur vorhandenen
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B.I1.8 Materialien

Ionomycin, Thapsigargin, Ochratoxin A, an bovines Serum Albumin kovalent
gebundenes OTA  (BSA-OTA), Bisindolylmaleimide I, 1, 2-bis-(O-
Aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-Tetraessigsdure-Acetomethoxyester (BAPTA-AM),
Angiotensin II (Ang II), epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Noradrenalin, -NADH,
Phospho(enol)pyruvat, Laktatdehydrogenase and Pyruvatkinase wurden von Sigma,
Deisenhofen, Deutschland erworben. SK&F 96365 stammte von Alexis, Griinberg,
Deutschland und U 73122 von Biomol, Hamburg, Deutschland. Fura-2 AM wurde bei
Molecular Probes, Leiden, Niederlande erworben. Alle anderen Chemikalien waren von
hochstem Reinheitsgrad und von Merck, Darmstadt, Deutschland bezogen.

Die Ringerldosung war zusammengesetzt aus (mmol/l): NaCl 122.5, KCI 5.4, CaCl, 1.2,
MgCl, 0.8, NaH,PO4 1.0, D-Glucose 5.5, HEPES 10 (mit NaOH 1 mol/l bei 37 °C auf
pH 7.4 titriert). Die HCOj; -gepufferte Ringerlosung bestand aus (mmol/l): NaCl 106,
KCl 5.4, CaCl, 1.2, MgCl, 0.8, NaH,PO4 0.2, Na,HPO, 0.8, D-Glucose 5.5 und wurde
mit 5% CO, begast. Die Ca*'-freien Losungen enthielten 1 mmol/l EGTA und kein
Ca**. Mikromolare Ca®*" Konzentrationen wurden erhalten, indem EGTA und Ca** in
den jeweils berechneten Konzentrationen eingesetzt wurden. Als Eichlosungen wurde
Phosphatringer (NaCl 141, KCI1 4, MgCl, 1, NaH,PO4 0.4, Na,HPO4 1.6 Angaben
jeweils in mmol/l, pH 7.4) verwendet, dem 1 mmol/l CaCl, bzw. 1 mmol/l EGTA

zugesetzt war.

B.I1.9 Statistik

Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte + des mittleren Fehlers der
Mittelwerte angegeben. Einzelne Mittelwerte wurden unter Verwendung des Student’s
t-Tests verglichen. Beim Vergleich von Werten verschiedener Untersuchungsobjekte
wurde der t-Test fiir nicht-paarige Stichproben und die univariate Varianzanalyse
(ANOVA) angewandt. Fiir die Testung von zeitverschiedenen Werten desselben
Untersuchungsobjektes fand der t-Test flir paarige Stichproben Verwendung. Fiir die
Unterschiedlichkeit zweier Stichproben wurde ein Signifikanzniveau von p < 0.05
zugrunde gelegt. Die Ca*" Messungen wurden mit mindestens 4 Deckglisern aus
mindestens 2 verschiedenen Passagen durchgefiihrt. n reprisentiert die Zahl der

untersuchten Zellen oder die Zahl der verwendeten Petrischalen.

13



C Ergebnisse

C.l Der Effekt von OTA auf das Wachstumsverhalten von IHKE Zellen

Da sowohl EGF als auch Angiotensin II Stimuli fiir das Wachstum von proximalen
Tubuluszellen und anderen Zellen renalen Ursprungs darstellen (35,55,77-79), wurde
die Wirkung von 10 pg/l EGF, 100 nmol/l Angiotensin II und 1 nmol/l OTA auf das
Proliferationsverhalten von IHKE Zellen untersucht. Eine 24-stiindige alleinige OTA-
Exposition hatte keinen Effekt auf die Zellzahl. In Anwesenheit von EGF hatte OTA
jedoch einen signifikanten Einflul auf die Proliferation (Abb. 3a). Diese mitogene
Wirkung von OTA konnte allerdings durch Komplexierung des intrazelluldren
Calciums mit 50 umol/l BAPTA-AM vollstindig aufgehoben werden. In Gegenwart
von OTA, EGF und BAPTA-AM betrug die Zellzahl 96 + 3 % im Verhiltnis zu EGF
und BAPTA-AM (n = 12). Im Gegensatz zu der Wirkung von OTA wurde der Effekt

Abb. 3a
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Abb. 3a: OTA in einer Konzentration von 1 nmol/l potenzierte
die Wirkung von 10 ng/l EGF ( * p < 0.05 gegentiber der
Kontrolle; ** p < 0.05 gegeniiber EGF; n = 12).
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von EGF alleine nicht von BAPTA-AM beeintrachtigt: In Anwesenheit von BAPTA-
AM + EGF betrug die Zellzahl 100 + 4 % verglichen mit dem Effekt von EGF (n = 9).
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, da3 die Wirkung von OTA, nicht aber die von
EGF, Ca’"-abhingig ist, was auch mit der friihreren Beschreibung einer Ca’'-
unabhingigen Wachstumsstimulation durch EGF vereinbar ist (56). Angiotensin II
(Ang II) stimulierte gleichermafen das Zellwachstum nur in Gegenwart, nicht aber in
Abwesenheit von EGF. 100 nmol/l Ang II vergroBerten die Zellzahl in Anwesenheit
von EGF auf 114 + 8 % der Zellzahl in alleiniger Anwesenheit von EGF (p < 0.05; n =
12) in Ubereinstimmung mit der Literatur (47). Die mitogene Wirkung von Ang II
konnte ebenfalls durch BAPTA-AM verhindert werden (Die Zellzahl in Gegenwart von
Ang II, EGF und BAPTA-AM betrug im Vergleich mit EGF und BAPTA-AM 101 + 4
% ; n = 6), was auf eine Ca”" abhingige Potenzierung des EGF-induzierten Wachstums
von IHKE Zellen durch Ang II hinweist, dhnlich dem Effekt von Ang II, der fiir glatte
Gefalmuskelzellen gezeigt werden konnte (19). Da also sowohl Ang II als auch OTA
das Wachstum auf Ca*"-abhéngige Weise beeinfluBten, wurde als nichstes getestet, ob

OTA in der Lage wire, den Ca’"-abhingigen Effekt von Ang II zu verstirken. Wie in

Abb. 3b und ¢ dargestellt, war das Ca®"-abhingige Wachstum in der gleichzeitigen
Anwesenheit von Ang II und OTA signifikant vermehrt gegeniiber der Wirkung von
OTA oder Ang I allein. AuBlerdem war der Effekt der gleichzeitigen Gabe von OTA
und Ang II (+ 40 %) sogar groBer als der errechnete additive Effekt beider Substanzen (
+ 26 %), was anzeigt, daB OTA die Ang Il-induzierte Zellproliferation potenziert. Fiir
diese Experimente wurde OTA in einer Konzentration von 1 nmol/l verwendet.
Oberhalb einer Konzentration von 10 nmol/l fiihrte OTA innerhalb von 24 h zu einer
Abnahme der Zellzahl und einem leichten Anstieg der LDH-Freisetzung, wohingegen
eine kurzzeitige OTA-Exposition in Konzentrationen unterhalb von 10 nmol/l keinen
Effekt auf die Zellintegritdt hatte, wie weiter unten beschrieben ist. Da die verstirkende
Wirkung von OTA auf die Zellproliferation Ca*" abhingig ist, wurde im Folgenden der

EinfluB von OTA auf die Ca>" Homéostase untersucht.
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Abb. 3b und c: Ang II und OTA wirkten synergistisch auf das Ca’"-abhingige
Wachstum (*p<0.05 gegeniiber der Anwesenheit von BAPTA-AM; n = 8-16).

C.II Die Wirkung von OTA auf die zelluldre Ca’" Homdostase in THKE
Zellen

C.II.1 Calciumoszillationen

Abb. 4a zeigt durch OTA hervorgerufene Oszillationen der freien intrazelluldren
Calciumkonzentration [Ca®]; in IHKE Zellen, die nach Auswaschen von OTA
vollstdndig reversibel waren. Dieser Effekt des Mykotoxins konnte sowohl in mit
HEPES-, als auch in mit HCOj5 -gepufferter Ringerlosung beobachtet werden. Um eine
Interferenz der Eigenfluoreszenz von OTA, die zwischen 213 und 335 nm maximale
UV-Absorption und zwischen 428 und 490 nm das Maximum des Emissionsspektrums
aufweist, mit der Messung auszuschlie8en, wurde das Experiment auch ohne Beladung
der Zellen mit fura-2 AM durchgefiihrt. Es zeigte sich, dall die Eigenfluoreszenz des

Toxins in den verwendeten Konzentrationen keinen Einflufl auf die Messungen hatte.
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Abb. 4a: Durch OTA hervorgerufene Oszillationen der freien intrazelluldren
Calciumkonzentration in IHKE-Zellen (n=64).

Abb. 4b: Reduktion der extrazelluliren Ca*’-Konzentration hemmte OTA-
induzierte Ca’’-Oszillationen in IHKE-Zellen (n=43).
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Der durch OTA erzeugte Anstieg der intrazelluliren freien Calciumkonzentration

A[Caz+]i war abhédngig von der OTA-Konzentration (Abb. 5a und b), wihrend die

Frequenz der Oszillationen (~ 2.7 Anstiege/min) konzentrationsunabhédngig war. Die
Schwellendosis an OTA, bei der Oszillationen gerade noch auslosbar waren, lag bei 0.1
nmol/l. Bis zu einer Konzentration von 10 nmol/l war OTA nur in der Lage, transiente
Ca**-Antworten hervorzurufen, die von 120 bis 300 s Dauer waren und noch in der
Anwesenheit von OTA abklangen. Ab einer Konzentration von 100 nmol/l produzierte
OTA andauernde Oszillationen, die in Gegenwart von OTA {iber einen Zeitraum von

mindestens 30 min anhielten.

Abb. 5a Abb. 5b

1000 -

N N w
(=} a (=3
o o o
1 1 J

800 -

600 - 150 -

400 - 100

A [Ca™, Basis-
konzentration (nmol/l)
8

Amplitude der
[Ca®"], Spikes (nmol/l)

200 -

o
1

0 T T T T T [ T T T T
1010 100 108 107 106 0 1010 10° 108 107 10€

[OTA] (molll) [OTA] (mol/l)

Abb. 5a und b: Die durch OTA erzeugten Oszillationen von [Ca®']; waren

sowohl in der Hohe des Anstiegs der Ca’-Basiskonzentration als auch der Hohe

der Ca”"-Spitzenkonzentration dosisabhingig (n=64).
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Die Oszillationen begannen mit einer leichten Verzogerung von ca. 60-120 s (Abb. 6a)
und in ungefdhr 50 % der untersuchten Zellen konnte vor dem Einsetzen der
Oszillationen eine leichte Abnahme von [Ca’]i beobachtet werden. Diese
Verzogerungsphase und die Abnahme von [Ca’']; konnte jedoch nur bei der ersten
OTA-Exposition der Zellen beobachtet werden. Bei einer zweiten OTA-Gabe nach

einigen Minuten der Superfusion mit Kontrollringer, antworteten die Zellen sofort

(siche Abb. 6a, zweite Antwort auf OTA). Eine Verzdgerung der Ca>"-Antwort wurde
erst nach einer mindestens 15-miniitigen Superfusion mit Kontrollringer wieder
ausgelost. Diese Beobachtungen legen nahe, da OTA einen intrazelluldren
Angriffspunkt hat und die fehlende Verzégerung der Oszillationen bei mehrmaliger

OTA-Exposition moglicherweise auf intrazelluldr akkumuliertes OTA zurilickzufiihren

ist.
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Abb. 6a: Bei Erstexposition traten die durch OTA stimulierten Ca*"-Oszillationen
mit einer Verzogerung von 60 - 120 s auf (n=58).
Abb. 6b: OTA bewirkte einen sofortigen Einstrom von Mn*"-Ionen iiber die

Plasmamembran (n=45).
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Allerdings ist der verzogerte Beginn der Ca*-Oszillationen bei der ersten OTA-Gabe
vermutlich nicht auf die verzogerte Aufnahme von OTA in die Zellen zurlickzufiihren,
da diese wesentlich schneller erfolgt (Abb. 7) und bereits nach 60 s eine Plateauphase
erreicht. Im Konzentrationsbereich, der fiir diese Untersuchung verwendet wurde, war
die Aufnahme von OTA nicht gesattigt, da 900 nmol/l unmarkiertes OTA die Aufnahme
von “H-OTA nicht verringerten (nicht abgebildet). Insofern scheint der Grund fiir den
verzgerten Wirkungseintritt von OTA beziiglich der Ca*"-Oszillationen weniger die
Akkumulationsdauer des Toxins in der Zelle zu sein als vielmehr eine "Sensitivierung"
intrazelluldrer Signalwege, wofiir auch die unten dargelegten Ergebnisse sprechen.

Um mehr tiber den Mechanismus zu erfahren, durch den OTA Oszillationen der freien
zelluldren Ca®" bewirkt, wurde ferner die Rolle von extrazellulirem Ca*" und die

Bedeutung von Ca*"-Einstrom fiir die OTA-induzierten Ca*"-Oszillationen untersucht.
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der Aufnahme von *H-OTA
in [IHKE-Zellen.
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C.I..2 Ca*"-Einstrom

Mangan-Quench Experimente, als qualitativer Indikator fiir Ca*'-Einstrom, gaben
Hinweise darauf, daB OTA einen Ca**-Influx iiber die Plasmamembran stimulierte, der
unmittelbar nach Zugabe des Mykotoxins einsetzte (Abb. 6b). Uberraschenderweise
konnte ein Anstieg in der intrazelluldren Ca*"-Konzentration erst ca. 60 Sekunden nach
dem Beginn des Einstroms beobachtet werden. Diese offensichtliche Diskrepanz konnte
durch rapide Sequestration des einstromenden Calciums in intrazelluldre
Speicherorganellen erkliart werden (sog. "leiser Ca®"-Einstrom"). Dies wird im Detail
weiter unten erldutert werden. Eine Verminderung des extrazelluldren Calciums
([Ca*],) auf mikromolare Konzentrationen und die damit verbundene Verringerung der
Triebkraft fiir den Ca*"-Einstrom verhinderte einen Effekt von OTA vollstindig (Abb.
4b). Zusétzlich konnte auch mit 30 pmol/l SK&F 96365, einem Blocker von spannungs-
und ligandengesteuerten Calciumkanédlen (6), ein Effekt von OTA auf die zellulédre
Calciumkonzentration vollstindig unterdriickt werden (Abb. 8a). Auch im Mn?*-
Quench war die Wirkung von SK&F 96365 als eine Verringerung der
Intensitdtsabnahme/Zeit gut zu sehen (Abb. 8b). Nicht abgebildet sind Experimente mit
anderen Substanzen, wie z.B. Verapamil und Nifedipin, die als Inhibitoren von
spannungsgesteuerten Ca’’-Kanidlen nicht in der Lage waren, die durch OTA
hervorgerufenen Oszillationen von [Ca®']; zu verhindern. ZusammengefaBt deuten diese
Ergebnisse darauf hin, daB das auslésende Moment fiir die OTA-induzierten Ca*'-
Oszillationen ein durch OTA verursachter Ca’"-Influx durch SK&F 96365-sensitive

Kanile ist.
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Abb. 8: Der Ca*"-Kanalblocker SK&F 96365 (30 pmol/l) hemmte den Effekt von
OTA auf [Ca*']; (n=36). Die Hemmung der OTA-induzierten Calcium-oszillationen
war vollstindig reversibel.

Im Mn?"-Quench-Experiment (rechts) sieht man eine Reduktion des OTA-
getriggerten Einstroms von Mn” -Ionen ( n = 31). SK&F 96365 hemmt also OTA-
induzierte Calciumoszillationen und Calciumeinstrom.

(Schemazeichnung: OTA induziert Ca’'-Einstrom iiber die Zellmembran)

C.I1.3 Die Wechselwirkung von OTA mit dem IP;-Signalweg

Viele Hormone sind in der Lage intrazelluldre Ca’*-Antworten durch eine Gj- und/oder
Ggq-Protein-vermittelte Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und der damit
verbundenen Produktion von Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und Diacylglycerol
(DAG) auszuldsen (10). Das durch IP; freigesetzte Ca®" aktiviert zusammen mit DAG
die Proteinkinase C, die ihrerseits die Aktivitit der PLC hemmt. Uber diesen
Riickkopplungsmechanismus kénnen auch Ca”*-Oszillationen erklért werden (12). Um
nun die Bedeutung von G;- bzw. Gg-Proteinen, PLC und PKC fiir die OTA-induzierten
Oszillationen zu bestimmen, wurden die im Folgenden beschriebenen Experimente
durchgefiihrt: Eine 5-stiindige Inkubation mit 5 pg/l Pertussistoxin (PTX) sollte durch
ADP-Ribosylierung von Gj- und Gg-Proteinen deren Aktivierung verhindern. Dieser

Eingriff hatte jedoch keinen EinfluB} auf die Wirkung von 100 nmol/l OTA auf den
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Ca’"-Haushalt der ITHKE Zellen. Durch OTA wurde in PTX-inkubierten Zellen ein
A[Ca®"); erreicht, das 96 + 5 % der Kontrollen entsprach (Abb. 9). Dieses Ergebnis
spricht gegen eine Beteiligung PTX-sensitiver G-Proteine am Wirmechanismus von

OTA.
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Abb. 9: Der Ca*"-Anstieg auf 100 nmol/l OTA war unbeeinflut von
S-stiindiger Inkubation mit Pertussistoxin (Spg/l; n=53).
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Die Bedeutung der PLC fiir Ca**-Antworten auf OTA sollte mit dem PLC-Inhibitor U
73122 (72) untersucht werden. Nach einer 15-miniitigen Inkubation mit 1 pmol/l U
73122 konnte kein Ca’"-Anstieg auf 100 nmol/l OTA mehr beobachtet werden (Abb.
10a). Jedoch zeigte sich in Mn*"-Quench Experimenten, daB durch OTA weiterhin der
Einstrom von Mn”"-Ionen verstirkt wurde (Abb. 10b). Hieraus 14Bt sich schlieBen, daB

die PLC an der Ca’'- Freisetzung beteiligt ist, nicht aber am OTA-induzierten Ca*'-

Einstrom.
Abb. 10a Abb. 10b
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Abb. 10a und b: Hemmung der PLC mit U 73122 unterdriickte die OTA-induzierten

Ca”"-Ostzillationen, jedoch nicht den Influx von Mn” -Ionen (n=63 bzw. 38).

(Schema: OTA-induzierte Ca**-Antworten sind PLC-abhingig)
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Der PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid I (BIM 1) (5) hatte in einer Konzentration von
100 nmol/l ebenfalls keinen Effekt auf den OTA-induzierten Ca**-Influx, wie im Mn*"-
Quench dargestellt (Abb. 11b) und konnte auch nicht verhindern, daB3 durch OTA

oszillatorisch Ca?" aus intrazelluliren Speichern freigesetzt wurde (Abb. 11a).

Abb. 11a Abb. 11b
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Abb. 11a: Der PKC-Inhibitor BIM I erhohte die Basiskonzentration der durch
OTA hervorgerufenen Ca*"-Oszillationen (n=33).

Abb. 11b: Der durch OTA verursachte Mn*"-Einstrom blieb von BIM I
unbeeinfluBlt (n=29).

(Schema: PKC-PLC-Riickkopplung ist fiir den oszillatorischen Charakter der
Ca’"-Antwort auf OTA mitverantwortlich)

Allerdings konnte beobachtet werden, daff die Basiskonzentration an Ca”" wihrend der
Oszillationen auf einem hoheren Niveau lag, als in den Kontrollzellen. Dies konnte
durch eine verringerte Inaktivierung der PLC durch die PKC (12) erkldrt werden, was

wiederum zu einem erhohten IP;-Gehalt der Zellen fiihren wiirde. Die durch die gestorte
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Riickkopplungshemmung erhohte IP; Konzentration konnte ihrerseits fiir die hohere
Ca”*-Basiskonzentration verantwortlich sein. Aufgrund dieser Daten liegt nahe, daB
OTA, um die weiter oben beschriebenen Ca**-Oszillationen auszuldsen, sowohl auf die
Aktivitdt der PLC, als auch auf die Riickkopplungshemmung derselben durch die PKC
angewiesen ist. AuBBerdem scheint die OTA-Wirkung von PTX-sensitiven G-Proteinen
unabhingig zu sein. Dafiir sprachen auch Daten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Karl-Norbert Klotz, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit
Wiirzburg, die keine spezifische Wirkung von OTA auf die [*’S]GTPyS — Bindung an

das Gg;i-Protein zeigen konnten (42).
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C.IL.4 Der Effekt von OTA auf die Ca**-ATPase

Die Wirkung von Thapsigargin, einem Hemmstoff der Ca*’-ATPase des
endoplasmatischen Retikulums, ist in Abb. 12a dargestellt. Nach Behandlung der Zellen
mit 100 nmol/l Thapsigargin, war OTA nicht mehr in der Lage, Oszillationen
hervorzurufen (Abb. 17c). Es kam allerdings zu einem transienten Anstieg von [Ca®"];,

ebenso wie den vorher beschriebenen Ca’’-Influx (Abb. 17¢ und d). Zusitzlich

beeinflufte OTA den durch Thapsigargin aktivierten kapazitativen Ca*"-Einstrom nicht,
wie in Abb. 12b gezeigt. Der Anstieg der Konzentration an freiem intrazelluldren
Calcium, der aus der Zugabe von 1.2. mmol/l extrazellulirem Calcium resultierte,
betrug 874 + 43 nmol/l in den Kontrollen und 919 + 51 nmol/l in Gegenwart von 100
nmol/l OTA (n=37).

Abb. 12a Abb. 12b
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Abb. 12a: Thapsigargin (100 nmol/l) entleert intrazellulire Ca®’-Speicher. Der
durch die Speicherdepletion aktivierte, kapazitative Ca’'-Einstrom wird sichtbar,
wenn die extrazellulire Ca”*’-Konzentration von 0 auf 1.2 mmol/l erhoht wird
(n=32).

Abb. 12b: OTA-Exposition lieB den kapazitativen Ca”"-Einstrom unbeeinfluft.
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Diese Ergebnisse deuten an, daB8 die durch OTA induzierten Ca®"-Oszillationen von
Thapsigargin-sensitiven intrazelluldren Calciumspeichern ausgehen und diese Speicher
auch an der Sequestration von Calcium beteiligt sind, das durch OTA-Wirkung in die
Zelle eingedrungen ist. AuBerdem scheint die OTA-induzierte Offnung von
calciumpermeablen Membrankandlen nicht mit dem, durch Speicherentleerung
getriggerten, kapazitativen Calciumeinstrom in Verbindung zu stehen, da OTA selbst
nach maximaler Aktivierung des kapazitativen Calciumeinstroms durch Thapsigargin
noch einen im Mn*"-Quench sichtbaren Ca**-Einstrom aktiviert. Zur Uberpriifung der
Hypothese, OTA aktiviere einen sog. "leisen" Ca*"-Influx, wurde die durch 1 pmol/l
Thapsigargin hervorgerufene Erhéhung von [Ca®’];, in Kontrollzellen und in Zellen, die
90 s lang 100 nmol/l OTA exponiert waren, verglichen (54). Die Ergebnisse dieser
Tests sind in Abb. 13a und b dargestellt und zeigen, daB in den mit OTA behandelten

Zellen durch Thapsigargin eine signifikant groBere Ca*'-Antwort ausgeldst werden
konnte, was dafiir spricht, daB der Fillungszustand der Ca’*-Speicher der OTA-
exponierten Zellen erhoht war. Um dies weiter zu klidren wurde die Aktivitit der
Thapsigargin-hemmbaren Ca®"-ATPase direkt bestimmt.

Wie Abb. 13d zu entnehmen ist, wurde die Thapsigargin-sensitive ATPase-Aktivitit,
die der Aktivitdt der Ca’’-ATPase des endoplasmatischen Retikulums entspricht (62),
durch 10-miniitige OTA-Inkubation der Zellen nahezu verdoppelt, und zwar von 0.10 +
0.02 pmol * min™' * (mg Protein)™ auf 0.19 + 0.04 pmol * min™' * (mg Protein)” (n=8; p
< 0.05). Da die OTA-induzierten Oszillationen durch Thapsigargin gehemmt werden
konnten, scheint Calciumaufnahme in intrazelluldre Speicher eine Voraussetzung fiir die
Oszillationen zu sein. Des weiteren konnte durch die stimulierte Sequestration das
verzogerte Einsetzen der Oszillationen erkldrt werden. Natiirlich schlieft dies eine
Beteiligung der Plasma-Membran-Ca”**-ATPase nicht aus.

Aus den bisher geschilderten Ergebnissen 148t sich folgern, dal die OTA-induzierten
Ca’"-Oszillationen einerseits auf Ca®"-Einstrom iiber SK&F 96365-hemmbare Kanile
und eine Aktivierung der Ca*’-ATPase des endoplasmatischen Retikulums als
Voraussetzung angewiesen sind. Das IP; — PLC — PKC ist System verantwortlich fiir

die Unterhaltung der Oszillationen.
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Abb. 13a, b und c: Die [Ca®"];-Erhohung durch Gabe von 1 pmol/I Thapsigargin
wurde nach kurzer Exposition mit OTA (100 nmol/l) deutlich verstarkt (n=39-45;
*p<0.05).

Abb. 13d: Die Aktivitit der Thapsigargin-sensitiven Ca’’-ATPase wurde durch
100 nmol/l OTA nahezu verdoppelt (n=32; p<0.05).

(Schema: OTA erzeugt Ca’'-Oszillationen iiber erhohten Calciumeinstrom,

gesteigerte Ca’ -Aufnahme in Speicher und Interaktion mit dem IPs-Signalweg)
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C.IL5 cAMP und PKA

Um die Mechanismen, durch die OTA zu einer Stimulation der Thapsigargin-
hemmbaren Ca’’-ATPase fiihrt, weiter zu erhellen, wurde der zellulire Gehalt an
zyklischen 3’,5"-Adenosinmonophosphat (cAMP) bestimmt, einem sekundiren
Botenstoff, der iiber Aktivierung der Protein Kinase A (PKA) eine Ca’"-Aufnahme z.B.
in das endoplasmatische Retikulum bewirken kann (29,67). Wie aus Abb. 14a ersichlich
ist fiihrte OTA innerhalb von 10 min zu einem signifikanten Anstieg der cAMP-
Konzentration, der abhingig von der jeweils verwendeten OTA-Konzentration war.
Unter Kontrollbedingungen betrug die cAMP-Konzentration 6.5 + 0.4 pmol/Petrischale.
Da die aus der cAMP-Formation resultierende PKA-Aktivierung nicht nur die ATP-
abhingige Ca®’-Sequestration stimulieren, sondern auch eine Sensitivierung von IP3-
Rezeptoren bewirken kann (9,29), wurde der Effekt von H-89, einem Hemmstoff der
PKA (15) auf die OTA-Wirkung beziiglich der Ca’’-Homdostase in IHKE Zellen
untersucht. In Abb. 14b und c ist zu sehen, dafl 15-miniitige Inkubation mit 100 umol/l
H-89 die Ca*"-Antwort der Zellen auf OTA zwar signifikant, aber nicht vollstindig
vermindert. Auch ist der im Mn*"-Quench Experiment indirekt beobachtete Ca*"-Influx
noch feststellbar (Abb. 14d). Die qualitative und quantititative Verdnderung des OTA-
Effekts durch PKA-Hemmung mit Hilfe von H-89 &hnelt der Wirkung von
Thapsigargin, was die Hypothese unterstiitzt, OTA stimuliere die Ca*"-ATPase durch
Aktivierung der PKA.
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Abb. 14a: 10-miniitige OTA-Exposition bewirkte einen Anstieg der zelluldren
Konzentration an cAMP (* p <0.05; n = 8-12).
Abb. 14b und c: Die Ca’"-Antwort auf 100 nmol/l OTA fiel nach Inkubation mit

H-89 (15 min; 100 pmol/l) deutlich geringer aus als in Kontrollzellen (n = 25 -
32

Um die Fragestellung zu kliren, ob der OTA-induzierte Ca’"-Einstrom direkt von der
erhohten cAMP-Konzentration abhéngt, wurde das membrangéngige cAMP-Analogon
Dibutyryl-cAMP verwendet. Die Effekte von Dibutyryl-cAMP sind in Abb. 15
dargestellt: Im Mn”"-Quench gab es keinen Anhalt dafiir, daB8 ein verstirkter Einstrom

von Mn’"-Ionen aktiviert wurde, allerdings weist der Zeitgang von [Ca®']; (in Abb. 15
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dargestellt als der Zeitverlauf der Ca’'-sensitiven Emission bei einer
Anregungswellenldnge von 334 nm, bzw. des Verhiltnisses 334nm/365nm) mit einem
initialen Absinken gewisse Ahnlichkeiten zu der OTA-Wirkung auf. Insgesamt deuten
diese Ergebnisse darauf hin, daB ein Teil der OTA-Wirkung, insbesondere die
Stimulation der ATP-getriebenen Ca**-Aufnahme in das endoplasmatische Retikulum,

iiber den cAMP - PKA - Signalweg vermittelt wird.
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Abb. 15a: Der Influx von Mn*"-Ionen wurde durch Dibutyryl-cAMP nicht
verstirkt (Die Fluoreszenz bei Anregung mit 365 nm ist Ca’-unabhingig,
diejenige bei Anregung mit 334 nm verhilt sich proportional zu [Ca®']y).

Abb. 15b: Dibutyryl-cAMP bewirkte eine Abnahme von [Ca*']; in IHKE-Zellen
(n=35).
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C.I1.6 Mitochondrien

Weiterhin wurde noch eine potentielle Beteiligung der Mitochondrien als Ca®'-
puffernde Organellen tiberpriift (17,30). Komplette Hemmung der Atemkette mit 5
mmol/l Cyanid, 5 umol/l Antimycin A und 7.5 umol/l Rotenon ( sog. CAR-Cocktail,
nach Eder et al. (18)) bewirkten einen Anstieg der Basiskonzentration von freiem
intrazelluldren Ca®" von 78 + 10 nmol/l auf 146 + 14 nmol/l (n = 45 , p< 0.05). Zugabe
von 10 nmol/l OTA in Gegenwart der Hemmstoffe der Elektronentransportkette
bewirkte immer noch eine initiale leichte Erniedrigung von [Ca®];, gefolgt von einem
Ca’"-Anstieg. Jedoch war die Ca’-Freisetzung durch OTA in Anwesenheit der
mitochondrialen Inhibitoren wesentlich grofler als in Kontrollzellen (10 nmol/ OTA
bewirkten in mit ETC-Hemmern behandelten Zellen ein A[Ca®"]; von 526 +116 nmol/l
wéhrend in Kontrollzellen nur 156 &+ 15 nmol/I erreicht wurden, n =37 , p < 0.05; siche
dazu auch Abb. 16a, b und c). (Anmerkung: Der Unterschied zwischen A[Ca®]; in Abb.
16 a und b erklért sich daraus, da3 in Abb. 16a die Antwort einer einzelnen Zelle

dargestellt ist, wihrend Abb. 16b die durchschnittlichen maximalen Ca*'-
Konzentrationen in allen untersuchten Zellen zeigt, die unter EinfluB des CAR-
Cocktails teils sehr hohe Werte annahmen). Des weiteren war auch die Dauer der Ca*'-
Spitzen, gemessen als die Breite auf halber Hohe, durch die ETC-Inhibitoren stark
verldngert (von 19 = 2 s in den Kontrollen auf 58 + 4 s , n =45, p < 0.05). Diese Daten
unterstiitzen die Annahme, daf3 es eine Interaktion zwischen den OTA-induzierten Ca’'-
Veridnderungen und den Mitochondrien gibt (17,18,30). AuBerdem konnte auch die

Funktion der Mitochondrien durch diese Ca**-Antworten verindert werden (18).
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Abb. 16a und b: Hemmung der mitochondrialen Elektronentransportkette mit

Cyanid (5 mmol/l), Antimycin A (5 pumol/l) und Rotenon (7.5 pmol/l) konnte
die Ca**-Antwort auf OTA (100 nmol/l) nicht verhindern (n=37).

Abb. 16c: Die Dauer der Ca*-Spikes OTA-induzierter Oszillationen wurde
durch die ETC-Hemmer verldngert (*p<0.05 gegeniiber alleiniger OTA-

Exposition).
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C.IL.7 Die Wirkung des BSA-OTA-Konjugates auf [Ca®';

Um unterscheiden zu konnen, ob ein Teil der OTA-Wirkung auf Interaktion des
Mykotoxins mit der &uBeren Zellmembran zustande kommt, wurde an bovines
Serumalbumin kovalent gebundenes OTA (BSA-OTA) verwendet, so dal OTA nicht in
die Zellen einzudringen vermochte. Dabei sind 4-5 OTA-Molekiile an 1 Molekiil
bovines Serumalbumin kovalent gebunden, somit entsprechen 20 nmol/l BSA-OTA 100
nmol/l freiem OTA. Die Wirkung des BSA-OTA Konjugates auf die intrazelluldre freie
Ca”" Konzentration und auf Ca**-Einstrom, dargestellt durch den Mn*"-Quench, wird in

Abb. 17a und b gezeigt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit Ringerldsung

superfundiert, die eine entsprechende Menge an unkonjugiertem BSA enthielt. BSA-
OTA bewirkt im Gegensatz zu freiem OTA keine Ca*"-Oszillationen, aber einen
transienten Anstieg von [Ca®'];. Auch setzt der Effekt des Konjugates unmittelbar ein,
ohne die Verzdgerung, die bei der Gabe von unkonjugiertem OTA beobachtet wurde.
Im Mn**-Quench rief auch das Konjugat eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit
hervor, was darauf hinweist, daB auch durch BSA-OTA ein Influx von Ca**-Ionen in die
Zellen ausgelost wird, wobei das Ca®" jedoch nicht, wie fiir freies OTA gezeigt, in
intrazellulire Speicherorganellen aufgenommen wird. Somit wird der Ca**-Influx als
Anstieg von [Ca®]; im Zytoplasma sichtbar. Insofern #hnelt die Wirkung des BSA-
OTA-Konjugates dem Effekt von freiem OTA in Thapsigargin-behandelten Zellen, wie

weiter oben dargestellt.
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Abb. 17a und b: Das BSA-OTA-Konjugat bewirkte einen transienten Anstieg von

[Ca”"]; und eine Zunahme des Einstroms von Mn”"-Ionen (n=48bzw.26).

Abb. 17¢ und d: War die Ca*"-ATPase mit Thapsigargin (100 nmol/l) inhibiert, rief
OTA (100 nmol/l) einen transienten Anstieg von [Ca”']; hervor. Der Effekt auf den
Mn?"-Einstrom blieb erhalten (n=57 bzw. 41).
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CII  Die Wechselwirkung von OTA mit hormonellen Ca**-Signalen

C.I1.1 Angiotensin II

Wie in Abb. 18 gezeigt, wirkt OTA synergistisch mit Ang II auf [Ca*"]; und zwar schon
in Konzentrationen von 1 nmol/l. In Gegenwart von OTA wurde nicht nur die Quantitét
der durch Ang II hervorgerufenen Ca®’-Antwort verindert, sondern auch das Muster
wurde von einer klassischen Spike-Plateau-Antwort in anhaltende Oszillationen
umgeformt. Anzumerken ist, dafl dies in Konzentrationen geschah in denen keine der
beiden Substanzen fiir sich alleine in der Lage war einen anhaltenden Effekt zu
produzieren. Auch die fiir eine Ca**-Freisetzung nétige Schwellenkonzentration an Ang
IT wurde durch OTA um mindestens zwei Gro3enordnungen verringert, ebenso wurde

der maximale Effekt von Ang II gesteigert (Abb. 18 a und b).

Die Wirkung von Ang II ebenso wie ihre Potenzierung durch OTA konnte durch den
spezifischen AT-1-Rezeptorblocker Losartan (1 pmol/l) gehemmt werden (Abb 18c),
wiéhrend der Effekt von OTA unbeeinfluflit blieb (Tab. 1). Somit scheint OTA den
Signalweg zu beeinflussen der bei Interaktion von Ang II mit dem ATI1-Rezeptor
aktiviert wird. Hierbei war insbesondere die oben erwéhnte verstirkte Fiillung von Ca*'-
Speichern durch OTA von Interesse. Durch diese konnte die Potenz von Ang II, Ca*'-

Antworten hervorzurufen, verstarkt werden.
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Abb. 18a: 1 nmol/l OTA potenzierte die Ca*"-Antwort auf Ang II (100 nmol/l)
(n=64).

Abb. 18b: Im Hinblick auf die Fihigkeit Ca®" freizusetzen, wurde die
Dosiswirkungskurve von Ang Il durch OTA um mehrere Grofenordnungen
nach links verschoben (n=29-64).

Abb. 18c: Losartan (1 pmol/l) hemmte die Ang II induzierte Ca*’-Freisetzung
(n=49; *p<0.05).
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Die Bedeutung der OTA-induzierten Ca’’-Sequestration in intrazellulire Speicher
wurde untersucht, indem verschiedene extrazellulire Ca’"-Konzentrationen ([Ca*'],)
von 1.2 mmol/l und 12 pmol/l verwendet wurden. Die Experimente liefen vergleichbar
dem in Abb. 18a ab, dabei wurden folgende Parameter bestimmt: A[Ca®'];,
hervorgerufen durch 100 nmol/l Ang II bei [Ca*"], = 1.2 mmol/ bzw. 12 umol/l; des
weiteren die Wirkung von Ang II und OTA, nachdem die vorherige OTA-Gabe mit
[Ca%]0 = 1.2 mmol/ bzw. 12 pumol/l erfolgte. Wie aus Tab. 2 zu entnehmen ist, hatte die
extrazelluldre Ca”’-Konzentration keinen Einfluf auf die Wirkung von Ang II auf
A[Ca®™"};, wihrend die OTA-Wirkung, wie auch schon weiter oben besprochen bei 12
umol/l [Ca®], ausblieb. War bei OTA-Gabe die extrazellulire Ca**-Konzentration 12
umol/l, so entfiel, gleichgiiltig, ob die zusitzliche Ang II-Gabe bei [Ca®*], = 1.2 mmol/l
oder 12 pumol/l erfolgte, die Potenzierung. Dies 1iBt darauf schlieBen, daB der Ca®'-
Einstrom und die Sequestration von Ca’" in intrazelluldre Speicher nicht nur eine
Voraussetzung fiir die OTA-induzierten Ca®"-Oszillationen, sondern auch fiir seine

potenzierende Wirkung auf die Ang Il-induzierte Ca*"-Antwort ist.

Tabelle 1.

A[Caz+]i Kontrolle 1 pmol/l Losartan
1 nmol/1 OTA 94 + 18 93+13
100 nmol/l Ang IT 100 £ 21 9+3*
100 nmol/l Ang II "
+1 nmol/l OTA 374+49 210+27

Tab. 1: Die Wirkung des AT1-Rezeptorblockers Losartan auf A[Ca®'];
(nmol/l), hervorgerufen durch OTA, Ang Il oder Ang Il + OTA (n 37 -
65; *p<0.05 im Vergleich zur Kontrolle).

39



Tabelle 2.

[Ca*], = 1.2 mmol/l

[Ca®*], = 12 pmol/l

+ 1 nmol/l OTA

1 nmol/l OTA 94 £ 18 kein meBbarer Effekt
100 nmol/l Ang 11 100 + 21 69 + 40
100 nmol/l Ang II 374 + 49 64 1 25 *

Tab. 2: Der EinfluB der extrazelluliren Ca**-Konzentration auf
A[Ca*"]; (nmol/1), hervorgerufen durch OTA, Ang II oder Ang II +
OTA (n =22 - 65; *p<0.05, im Vergleich zu [Ca®'], = 1.2 mmol/l)

C.II1.2 Epidermaler Wachstumsfaktor

Ahnlich wie fiir Ang II dargestellt, verhilt es sich mit der Wirkung von OTA auf die
durch EGF produzierte Ca**-Erhéhung. Wie Abb. 19a und b zeigt, wurde auch bei EGF
sowohl der maximale Effekt, als auch das Muster der Antwort verdndert. Wiederum
entsteht durch OTA ein Ca*-Anstieg, der persistiert, solange die beiden Substanzen
anwesend sind. Fiir dieses Experiment wurden Konzentrationen verwendet (1 nmol/l
OTA und 10 pg/l EGF), die alleine keine dauerhafte Erhohung von [Ca®"]; erzielen
konnten, bei gleichzeitiger Gabe kommt es allerdings zu einem anhaltenden Effekt.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die eingangs beschriebene synergistische Wirkung von

OTA auf die EGF-stimulierte Proliferation der IHKE Zellen, die, ebenso wie die

Wirkung von Ang II von der intrazelluliren Ca**-Konzentration abhingig war.
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Abb. 19a Abb. 19b
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Abb. 19a und b: 1 nmol/l OTA verinderte die Ca**-Antwort auf EGF (10 pg/l)
hinsichtlich ihrer Hohe und Dauer (n=38; *p<0.05 gegeniiber EGF).

C.II1.3 Noradrenalin und Bradykinin

Um zu iiberpriifen, ob die durch OTA bewirkte verstirkte Fiillung von Ca®"-Speichern
in der Lage ist auch die Wirkung von anderen Ca®'-freisetzenden Hormonen zu
verstirken, fanden Noradrenalin und Bradykinin Verwendung. In Abb.20 ist dargestellt,
wie 1 nmol/l OTA auf durch 10 nmol/l Noradrenalin hervorgerufene Ca*"-Erh6hung
wirkt. Ebenso wie bei Ang Il und EGF ist eine Potenzierung zu beobachten. Ein Effekt
der iiberraschenderweise bei Bradykinin ausblieb (Abb. 21). Der Ca**-Anstieg durch
Gabe von 100 nmol/l Bradykinin blieb von OTA vollig unbeeinfluBt, wéhrend die
Anwesenheit von OTA, einen Effekt von 10 nmol/l Bradykinin verhinderte. Diese
unerwartete Wirkung liele sich mit Daten aus der Literatur erkldren, die zeigen, dal3
eine Ca’"-Antwort auf Bradykinin durch erhdhte intrazellulire cAMP-Spiegel
unterdriickt wird, da die Aktivierbarkeit der PLC PKA-abhingig bei hohen cAMP-
Spiegeln abnimmt (49). Da ein Teil des Wirkmechanismus von OTA in einer Erhohung
von [cAMP] besteht, konnte dies zu einer Unterdriickung der Wirkung niedrigerer

Bradykinindosen fiihren.
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Abb. 20
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Abb. 20: Potenzierung der durch 10 nmol/l Noradrenalin (NA)
hervorgerufenen Ca*"-Antwort durch 1 nmol/l OTA (n=35).
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Abb. 21 a und b: Der Effekt von 10 nmol/l Bradykinin (BK) wurde durch 1nmol/l
OTA unterdriickt (n=56, *p<0.05).
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Abb. 21c Abb. 21d
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Abb. 21c: Die Wirkung von 100 nmol/l Bradykinin blieb von OTA
unbeeinfluBlt (siche auch Abb. 21b) (n=44).

Abb. 21d: 10 mmol/l Bradykinin zeigte bei IHKE-Zellen auch bei
Wiederholter Exposition einen konstanten Effekt (n=29).

C.IV  Die Effekte von OTA > 10 nmol/l auf LDH-Freisetzung und Zellzahl

Wie in Abb. 22a zu sehen ist, fiihrt eine 24-stiindige Gabe von OTA in Konzentrationen
tiber 10 nmol/l, zu einer Abnahme der Zellzahl und einem leichten Anstieg der LDH-
Freisetzung. Zugabe von EGF oder Ang II hatten keinen Einflu3 auf die Effekte von
OTA > 10 nmol/l (nicht abgebildet), im Gegensatz zu der mitogenen Wirkung in
Konzentrationen unterhalb von 100 nmol/l (sieche oben). Somit hat OTA einen
konzentrationsabhédngigen biphasischen Effekt auf IHKE Zellen, wie er auch schon fiir
Tubuluszellen von Ratten gezeigt werden konnte (22). Interessanterweise ist der
Anstieg der LDH-Freisetzung im Verhéltnis zur Abnahme der Zellzahl geringer, als zu
erwarten wire (bei 100 nmol/l OTA fiir 24 h stieg die LDH-Freisetzung um 11 % an,
wihrend die Zellzahl um 45 % abnahm). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, daf die
abgestorbenen Zellen aufgrund apoptotischer Mechanismen zugrunde gegangen sind,
was nicht zu erhohter LDH-Freisetzung flihren wiirde. Der geringfiigige LDH-Anstieg
im Medium konnte darauf zuriickzufiihren sein, daf3 die apoptotischen Zellen nicht wie
in vivo phagozytiert werden. Auch andere Daten weisen auf eine Aktivierung von
Apoptosemechanismen durch OTA in Konzentrationen > 10 nmol/I hin (68).

Allerdings konnte ein Anstieg der LDH-Freisetzung oder eine Abnahme der Zellzahl
nicht in den ersten Stunden nach OTA-Exposition beobachtet werden, wie in Abb. 22b
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gezeigt. Der Effekt von 100 nmol/l OTA auf die LDH-Freisetzung konnte, ganz im
Gegensatz zu der Wirkung von 1 nmol/l OTA auf die EGF-induzierte Proliferation,
durch BAPTA-AM nicht verhindert werden.
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Abb. 22 a: Die Wirkung von OTA auf LDH-Freisetzung (®) und Zellzahl (H),
Abb. 22b und c: Die nach 24 h durch OTA erhohte LDH-Freisetzung war wie auch

die Abnahme der Zellzahl durch Komplexierung von intra- oder extrazelluldrem
Calcium (BAPTA-AM bzw. EGTA) nicht zu verhindern.

Abb. 22d und e: Verschiedene Radikalfinger wie auch Eisenchelatoren zeigten

keinen protektiven Effekt auf OTA-induzierte LDH-Freisetzung oder Abnahme der
Zellzahl.
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Ebenso wenig hatte Komplexierung von extrazellulirem Ca’" mit EGTA einen
protektiven Effekt (Abb. 22c¢, weder EGTA noch BAPTA-AM hatten alleine einen
signifikanten Effekt auf Zellzahl oder LDH-Freisetzung), was darauf hinweist, daf3 die
oben beschriebenen Wirkungen auf die zellulire Ca®’-Homdostase und zelluldre
Signalwege zwar in Zusammenhang mit der mitogenen Wirkung von OTA in niedrig
nanomolaren Konzentrationen steht, nicht aber mit der Verminderung der zelluldren
Integritdt. Der exakte Mechanismus, durch den hochnanomolare OTA-Konzentrationen
zu Zellschiddigungen fiihren ist gegenwirtig noch nicht bekannt. Der Versuch die
schiadlichen Wirkungen von 24-stiindiger Inkubation mit 100 nmol/l OTA durch
verschiedene Radikalfinger und einem Eisenchelator (33,34,73) zu verringern (Abb.
22d und e) erwies sich als nicht erfolgreich.

Die Konzentrationen der unterschiedlichen Substanzen wurden nach Angaben aus den
erwihnten Veroffentlichungen gewihlt, in denen gezeigt wurde, daB3 eine protektive
Wirkung erzielt wird. Insofern scheint die Schiadigung der Zellen in dem Zeit- und
Konzentrationsfenster, dafl fiir diese Studie gewéhlt wurde nicht durch vermehrte
Entstehung von Sauerstoffradikalen oder eine beeintrachtigte Eisenhomdostase
vermittelt zu sein. Dasselbe gilt auch fiir die Wirkung von OTA auf die
Proteinbiosynthese (Daten nicht abgebildet). Diese Ergebnisse zeigen eine hohe
Ubereinstimmung mit anderen Daten aus der Literatur, die zeigen konnten, da OTA

erst in Konzentrationen von > 10 umol/l zu einer vermehrten Radikalbildung fiihrt (34).
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CV Die Effekte von OTA auf [Ca*']; in anderen Zelllinien renaler Herkunft

C.V.1 Opossum Kidney (OK) Zellen

Opossum Kidney (OK) Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie von proximalen
Tubuluszellen aus der Niere des amerikanischen Opossums und ein weitverbreitetes
Modell fiir Studien von Transportvorgingen im proximalen Tubulus (24,25,46,65,66).
Sie wurden hier verwendet, ebenso wie die unten erwdhnten MDCK Zellen, um zu
testen, inwieweit OTA [Ca®'}; auch in anderen Zelllinien beeinfluft. Fiir OK Zellen
konnte des weiteren schon gezeigt werden, daB3 nanomolare OTA-Konzentrationen in
Transportvorginge des proximalen Tubulus durch Interaktion mit hormonellen Signalen
eingreifen (63). Die Wirkung von verschiedenen OTA-Konzentrationen auf [Ca*']; in

OK Zellen ist in Abb. 23a und b zu sehen. Dargestellt sind zwei typische Antworten.

Insgesamt wurden 4 Deckgldser zu je ca. 20 Zellen aus zwei verschiedenen Passagen
untersucht. OTA hat auf die freie intrazellulire Ca®’-Konzentration einen weniger
dramatischen Effekt als bei IHKE Zellen. Jedoch zeigen die Ergebnisse der
Experimente mit OK Zellen, dal OTA auch in diesem Zelltyp mit Calciumsignalwegen
interagiert: OTA beeinfluBt die [Ca®']; Homdostase in OK Zellen. Einerseits konnen
durch OTA Ca*"-Antworten in OK-Zellen erzeugt werden, andererseits werden bereits
vorhandene Ca”"-Signale qualitativ und quantitativ verindert, bzw. terminiert.

Abb. 23a Abb. 23b
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Abb. 23a: Auch in OK Zellen war OTA in der Lage Ca*"-Antworten zu erzeugen.
Abb. 23b: In spontan oszillierenden OK Zellen beeinflute OTA die Frequenz der
Ca*"-Spikes (n=25-32).
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C.V.2 MDCK-C7 Zellen

Madin Darby Canine Kidney (MDCK) Zellen sind eine Zelllinie die aus dem
Sammelrohr des Cockerspaniels stammen und haben wesentliche Eigenschaften des
Sammelrohrs beibehalten, wie z.B. Ausstattung mit lonenkanilen, Transportproteinen
und Enzymen, Stimulierbarkeit durch Hormone und cAMP, sowie Ausbildung eines
dichten Epithels mit hohem epithelialen Widerstand (7,20,28,32). Wie frithere Studien
zeigten, lassen sich bei MDCK Zellen zwei Subtypen unterscheiden, wobei der eine den
Haupt- und der andere den Schaltzellen des Sammelrohrs entspricht (61). Der Subtyp
C7 weist Eigenschaften der Hauptzellen des Sammelrohrs auf. Der Einflul von OTA
auf MDCK-C7 Zellen ist aus Abb. 24a und b zu entnehmen. Ahnlich wie bei den OK

Zellen konnten auch hier wieder Zellen mit und ohne spontane Ca*"-Oszillationen
beobachtet werden. Ahnlich wie im vorigen Experiment konnte durch OTA-Gabe
entweder eine neue Ca®’-Antwort generiert werden, im Sinne von neu einsetzenden
Oszillationen verbunden mit einem Anstieg der Calciumbasiskonzentration, oder bereits
vorhandene Calciumsignale verdndert bzw. abgebrochen werden. Diese Wirkung von
OTA ist vereinbar mit einem Eingriff in zelluldre Regulationsmechanismen auch in

MDCK-C7 Zellen.

Abb. 24a Abb 24b
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Abb. 24a: Spontane Ca”*"-Oszillationen in MDCK-C7 Zellen wurden durch OTA in
ithrer Frequenz verlangsamt (n=17).

Abb. 24b: Nicht spontanaktive MDCK-C7 Zellen reagierten auf OTA-Exposition
mit Ca”"-Spikes (n=23).
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C.V.3 MDCK-C11 Zellen

Die MDCK-C11 Zellen sind der zweite Subtyp der MDCK Zellen. Sie entsprechen den
Zwischenzellen des Sammelrohrs (61). Im Gegensatz zu den beiden oben erwéhnten
Zelltypen verhielten sich MDCK-C11 Zellen beziiglich der Wirkung von OTA auf ihre
Ca*"-Homdostase sehr homogen, da bei den hier untersuchten Zellen (4 Deckgliser, 2
verschiedene Passagen) keine Spontanaktivitit auszumachen war. Wie bei den IHKE
Zellen konnte hier eine Dosisabhingigkeit der Ca®"-Antwort festgestellt werden, die
jedoch nicht aus Oszillationen, sondern aus einem transienten Anstieg der Ca’'-
Konzentration bestand (Abb. 25). Weiter ist zu bemerken, dal OTA nicht in der Lage
war eine anhaltende Ca”"-Erh6hung in MDCK-C11 Zellen hervorzurufen, auch nicht in

der sehr hohen Konzentration von 1 pumol/l.

Abb. 25
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Abb. 25: In MDCK-C7 Zellen waren selbst durch
hohe OTA-Konzentrationen (1 umol/l) nur transiente

Ca2+—Anstiege auszulosen (n=23).
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Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, die aus den Experimenten mit diesen
anderen Zelllinien hervorgingen, dafl es ein gemeinsames Wirkprinzip fiir OTA in
unterschiedlichen Zelllinien renaler Herkunft gibt: In jedem der untersuchten Zelltypen
konnte OTA entweder eine Ca>’-Antwort hervorrufen, oder aktivierte bzw. spontan
vorhandene Ca®’-Signale potenzieren oder unterdriicken. Dies deutet auf eine
Interaktion des Toxins mit Ca*"-Signalwegen hin, die in verschieden renalen Zelltypen
gefunden werden konnte. OTA erweist sich also als potenter Modulator von
Calciumsignalen in jeder der hier untersuchten Zellinien, wobei allerdings

unterschiedliche, vom Zelltyp abhingige, Effekte hervorgerufen werden.
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D Diskussion

D.I Wirkungen von OTA auf Zellzahl und LDH-Freisetzung

Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen hat eine 24-stiindige OTA-Exposition einen
konzentrationsabhédngigen, biphasischen Effekt auf die Zellzahl von IHKE Zellen, was
auch schon fiir andere Zellen renalen Ursprungs gezeigt werden konnte (22). In
Konzentrationen von > 0.1 nmol/l bis 10 nmol/l wirkt OTA in Gegenwart von
Wachstumsfaktoren wie EGF und Ang II synergistisch auf deren proliferativen Effekt,
wihrend es allein ohne Wirkung bleibt. Dieser Effekt von OTA héngt deutlich von der
intrazelluldren Ca®"-Konzentration ab, da eine gleichzeitige Inkubation mit dem
membrangingigen Calciumchelator BAPTA-AM den Effekt von OTA vollig authob.
Im Gegensatz dazu bleibt die Wachstumsstimulation durch EGF unbeeinflufit von
diesem Eingriff in die zelluldre Ca*"-Homdostase. Ebenso wie OTA, iibt auch Ang II
eine Ca’"-abhingige, BAPTA-AM-hemmbare Potenzierung des Wachstumseffekts von
EGF aus. Sowohl die Ca*"-unabhiingige mitogene Wirkung von EGF als auch deren
Ca’"-abhingige Potenzierung durch Ang II sind bereits in der Literatur beschrieben
wurden (19). Wie bei EGF sind niedrige OTA Konzentrationen in der Lage mit Ang II
synergistisch auf das Wachstum der IHKE Zellen zu wirken, wobei hier die Wirkung
beider Substanzen auf die Anwesenheit von EGF angewiesen und von der
intrazelluldren Calciumkonzentration abhingig ist. Dies zeigt, dal OTA bereits in
toxikologisch relevanten, d.h. nanomolaren Dosen, die bei Verzehr von kontaminierten
Nahrungsmitteln auftreten konnen (31,60), Auswirkungen auf renale Epithelzellen hat.
Einerseits eroffnet diese Proliferationsstimulation die Moglichkeit der Entstehung von
Neoplasien, wie Adenomen oder Karzinomen, deren gehduftes Auftreten wihrend
OTA-Exposition im Tierversuch gezeigt werden konnte (2). Andererseits kannsich
tiberschiefende Proliferation auslosend oder unterstiitzend auf chronisch interstitielle
Nephropathien auswirken, deren Korrelation mit OTA-belasteten Nahrungsmitteln oder
Blutproben auch fiir den Menschen in epidemiologischen Studien gezeigt werden
konnte (13,50,51). Charakteristika tubulointerstitieller Nephropathien sind die
Vermehrung von Fibroblasten sowie von proximalen Tubuluszellen, wobei auch
mitogen aktiven Substanzen wie EGF und insbesondere Ang II eine zentrale Rolle in

der Pathogenese nachgesagt wird (39).
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Die 24-stiindige Inkubation von ITHKE Zellen mit OTA in Dosen > 10 nmol/I fiihrte zu
einer Abnahme der Zellzahl, die im Gegensatz zu der oben beschriebenen proliferativen
Wirkung bei Konzentrationen < 10 nmol/l absolut unabhidngig sowohl von der
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren als auch vom intrazelluldren Calcium war. Weder
die Komplexierung von extrazellulirem Ca®" durch EGTA noch die von intrazellulirem
durch BAPTA-AM konnte eine Abnahme der Zellzahl verhindern. Weiterhin 148t die
fehlende protektive Wirkung der unterschiedlichen eingesetzten Radikalfdnger eine
Beteiligung von Radikalen am zytotoxischen Effekt von OTA eher unwahrscheinlich
erscheinen. Auch eine gestorte Eisenhomdostase scheint im verwendeten Zeit und
Konzentrationsfenster keine Rolle zu spielen. Ferner war die LDH-Freisetzung nach 24
h im Vergleich zur Abnahme der Zellzahl nur sehr gering. Dies weist darauf hin, daf3
auch im Hinblick auf diese Wirkung, OTA in einen zelluldren Regulationsmechanismus
eingreifen konnte und nicht zu einer unspezifischen Zellzerstorung fiithrt. So ist zum
Beispiel vorstellbar, daB OTA in den Zellen das Apoptoseprogramm auslost, wofiir es
auch schon erste Hinweise gibt (68). Dadurch wiirde sich die Abnahme der Zellzahl mit
einer vergleichsweise geringen Freisetzung von LDH erkldren, die dadurch zustande
kommt, da3 die apoptotischen Zellen nicht wie in vivo phagozytiert werden und durch
Auflosung der Zellmembranen abgestorbener Zellen LDH ins Medium gelangt.

Zusammengenommen gibt es also zwei OTA-Effekte: Einen toxischen, von Ca**- und
Wachstumsfaktoren unabhdngigen bei [OTA] > 10 nmol/l, und einen von
Wachstumsfaktoren und Ca’" abhingigen proliferativen Effekt von OTA-
Konzentrationen zwischen 0.1 und 10 nmol/l, aufgrund dessen sich diese Studie auch
mit der Wirkung von OTA auf die freie intrazelluldre Calciumkonzentration von IHKE

Zellen beschiftigte.

D.II Wirkungen von OTA auf die Calciumhomdostase

Wie im Ergebnisteil gezeigt wurde, bewirkt OTA in IHKE Zellen Oszillationen von
[Ca’);, die in ihrer Amplitude und der Erhdhung der Ca’’-Basiskonzentration
dosisabhdngig sind. Die Schwellenkonzentration fiir den Calciumeffekt lag bei 0.1
nmol/l, vergleichbar mit der Schwelle fiir die proliferative Wirkung. Des weiteren
wurde bei ca. 10 nmol/l OTA ein Ubergang von transienten Effekten zu einer

anhaltenden Wirkung von OTA beobachtet. Die durch OTA ausgeldsten Ca®'-
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Oszillationen waren aber bei Superfusion mit Kontrolllosung reversibel.
Interessanterweise ging den Oszillationen bei Erstexposition mit OTA eine 60 - 120-
sekiindige Verzogerungsphase voraus, wihrend derer in etwa 50 % der Zellen eine
initiale Abnahme von [Ca®"]; beobachtet werden konnte. Im Kontrast hierzu standen die
Resultate der Mn*"-Quench Experimente, die fiir eben diesen Zeitraum einen Einstrom
von extrazellulirem Ca’" in die Zellen anzeigten. Die Hemmung dieses Einstroms
unterdriickte jeglichen Effekt von OTA auf [Ca®'];, was darauf hindeutet, daB es sich bei
dem Ca*'-Einstrom um den Ausléser fiir die OTA-induzierten Calciumoszillationen
handelt. Die Erklarung fiir den scheinbaren Widerspruch zwischen dem Eindringen von
Calcium in die Zellen und der Abnahme der intrazelluliren Ca**-Konzentration ergibt
sich aus der Aktivierung der Thapsigargin-hemmbaren Ca*"-ATPase. Die durch OTA-
Exposition erhohte cAMP-Konzentration bewirkt eine Zunahme der PKA-Aktivitit und
stimuliert somit die Sequestration von Ca®" in intrazelluldre Speicher durch die Ca®'-
ATPase. Dies ist auch vereinbar mit der Abhingigkeit der OTA-induzierten Ca®'-
Oszillationen von Thapsigargin-sensitiven Ca>"-Speichern. AuBerdem hat die cAMP -
PKA - Signalwegaktivierung eine Sensitivierung der IPs;-Rezeptoren des
endoplasmatischen Retikulums zur Folge (9). Diese Sensitivierung wiederum fiihrt zur
Offnung von IP3;-Rezeptor-Kandlen durch die basale zytoplasmatische IPs-
Konzentration. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB OTA-induzierte Ca’'-
Oszillationen auf eine funktionsfahige PLC angewiesen sind. Dies 1d8t jedoch keine
Aussage dariiber zu, ob eine Aktivititszunahme der PLC erforderlich ist. Auch die
Riickkopplungshemmung der PLC durch die PKC kann eine Rolle in der Generation der
durch OTA hervorgerufenen Ca**-Oszillationen spielen, analog zu dem in der Literatur
beschriebenen Hepatozyten-Ca*"-Oszillator (12), der nach folgendem Prinzip arbeitet:
Hormonelle Stimulation aktiviert iiber ein G-Protein die PLC, was zur Produktion von
IP; und DAG fuhrt. IP; setzt Ca*"aus intrazelluliren Speichern frei, welches zusammen
mit DAG die PKC aktiviert. Die PKC ihrerseits hemmt die PLC und bewirkt so eine
Abnahme der IP;-Konzentration. Die wieder zuriickgehende IP;-Konzentration fiihrt zu
einer Reduktion der zytoplasmatischen Ca”**-Konzentration durch Wiederaufnahme in
die Speicherorganellen, bzw. Extrusion iiber Plasmamembran-ATPasen. Durch
persistierende Rezeptor- oder G-Proteinaktivitit kann der Zyklus von Neuem beginnen.

Die OTA-Wirkung unterscheidet sich von diesem Modell jedoch in folgenden Punkten:
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(a) Das Mykotoxin wirkt wahrscheinlich nicht {iber einen extrazelluldren Rezeptor,
sondern besitzt einen intrazelluldren Angriffspunkt. (b) Eine Beteiligung von PTX-
sensitiven G-Proteinen an dem Effekt von OTA konnte in dieser Studie nicht
nachgewiesen werden. (c) Ein Anstieg des cAMP-Spiegels in der Zelle spielt zusitzlich
eine entscheidende Rolle in den durch OTA ausgelosten oder modifizierten
Signalkaskaden.

Aufgrund einiger Hinweise aus der Literatur, die eine enge Koppelung von Ca’'-
Oszillationen, Ca**-Speichern und Mitochondrien beschreiben sowie einer méglichen
Funktion der Mitochondrien als Puffer fiir erhohte zytoplasmatische Ca’*-Spiegel
(17,30) wurde der EinfluB der Hemmung der mitochondrialen Atmungskette auf die
OTA-induzierte Ca>’-Antwort gepriift. Der hieraus resultierende verstirkte Ca’'-
Anstieg, wie auch der verdnderte Zeitgang der Oszillationen lassen eine Beteiligung der
Mitochondrien an der Modulation der Zellfunktion vermuten. Hierfiir gibt es auch
Hinweise aus anderen Studien (18). Im Hinblick auf den postulierten intrazelluldren
Angriffspunkt von OTA, soll noch einmal der Effekt des BSA-OTA-Konjugates
erwihnt werden. Wird OTA daran gehindert, in die Zellen einzudringen, konnte ein
Einstrom von Ca’’ aus dem Extrazellulirraum beobachtet werden, der in einem
transienten Anstieg von [Ca>']; resultierte. Eine dhnliche Wirkung zeigte freies OTA in
Thapsigargin-inkubierten Zellen. Da BSA-gebundenes OTA nicht in die Zellen
gelangen konnte, fand auch keine Aktivierung der Sequestration von Ca®’ in
intrazellulire Speicher statt, so daB der Ca**-Einstrom nun sichtbar wird. Ob der durch
BSA-OTA verursachte Ca®"-Influx auf einen extrazelluldren Angriffspunkt von OTA
schlieBen 1dBt, soll hier offengelassen werden, da nicht auszuschlieBen ist, daB3 freies
OTA an der Zellmembran aus dem Konjugat abgespalten wird und so geringe Mengen
an freiem OTA in die Zellen eindringen konnen. Dies wiirde darauf schlieen lassen,
daB fiir den durch OTA hervorgerufene Ca”"-Einstrom eine niedrigere Schwellendosis
erforderlich ist, als fiir die gesteigerte Aufnahme von Ca®" in Speicher und damit die
Entstehung der Oszillationen. Hier sei auf Abb. 26 verwiesen, in der der Prozentsatz der
Zellen dargestellt ist, die mit Anstieg der Ca”'-Basiskonzentration, bzw. der Generation
von Ca”"-Spikes reagierten. Wie zu sehen ist, ist die OTA-Schwellenkonzentration, die
einen Anstieg von [Ca®"]; erzeugt, wesentlich niedriger als die fiir Entstehung von Ca®'-

Spikes benétigte Mycotxinkonzentration (der ECso fiir den [Ca®"]-Anstieg liegt bei 0.13
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nmol/l OTA, wihrend der ECs, fiir Ca**-Spikes bei 4.0 nmol/l liegt). AuBerdem war zu
beobachten, dal diejenigen Zellen, die auf 0.1 nmol/l OTA mit einem Anstieg von
[Ca™]; reagierten, dieser mitunter sofort einsetzte. Moglicherweise ist der Effekt des
BSA — OTA — Konjugates also auf eine geringe Konzentration ungebundenen Toxins

zuriickzufiihren, die nur in der Lage ist Ca**-Influx zu stimulieren.

Abb. 26
Anstieg der
[Ca2+]i-Basiskonzentration
100 - EC,,:~0.13 nmol/l
T 90
c 90 .
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Abb. 26: Dosiswirkungskurve fir den OTA-induzierten Ca®'-
Anstieg () bzw. Ca2+—Spikes (M). Die Schwellenkonzentration
fiir Ca®"-Oszillationen lag bei 4 nmol/l, wihrend ein Ca®"-Anstieg

schon bei niedrigeren OTA-Konzentrationen zu beobachten war

(n=46-73).
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Die Wirkung von OTA auf die Ca’’-Homdostase in IHKE Zellen 148t sich mit
folgendem hypothetischen Wirkmechanismus beschreiben (vergleiche dazu auch Abb.
27):

Das ausldsende Moment fiir die Oszillationen ist ein Einstrom von Ca®" in die Zelle, der
tiber SK&F 96365-sensitive Kanile erfolgt. Der Einstrom ist unabhéngig von allen hier
iiberpriiften Parametern, wie der cAMP-Konzentration, der PKA-Aktivitit, der PLC-
Aktivitat, der PKC-Aktivitdt, der Aktivitidt der Ca*"-ATPase sowie der oxidativen
Phosphorylierung. Des weiteren erfolgt ein Anstieg der cAMP-Konzentration, der iiber
eine Aktivierung der PKA eine vermehrte Aufnahme von Ca*" in Speicher bewirkt. Der
vermehrte Fiillungszustand der Speicher, die Sensitivierung der IP3-Rezeptoren durch
cAMP und evtl. eine PLC-Aktivierung fiihren schlieBlich zur Ca**-Ausschiittung aus
Speicherorganellen. Aufrechterhalten werden die Oszillationen vermutlich wie oben
beschrieben durch PLC — PKC - Riickkopplung, Mitochondrien und Ca**-ATPasen. An
dieser Stelle soll noch erwihnt werden, daB die vermehrte Sequestration von Ca’" in
intrazelluldre Speicher an sich einen Stimulus zur oszillatorischen Freisetzung von Ca>"
darstellen kann, wie auch fiir die arrhythmogene Wirkung von Digitalisglykosiden an
Herzmuskelzellen postuliert (21).

Die Wirkung von OTA auf die anderen untersuchten Zelllinien deutet einen generellen
Wirkmechanismus von OTA beziiglich seiner Interaktion mit
Signaltransduktionsmechanismen an, insbesondere denjenigen, die Ca®’ involvieren.
OTA ist in der Lage, Ca*"-Antworten in allen hier verwendeten Zelllinien
hervorzurufen, bzw. die Oszillationsfrequenz der spontanaktiven OK und MDCK-C7
Zellen zu modulieren. Da viele Ca®**-Signale frequenzmoduliert sind (30, 58), d.h. daB
unterschiedliche  Oszillationsfrequenzen verschiedenartige zelluldire Reaktionen
hervorrufen konnen, konnte die Wirkung von OTA in der Verdnderung von
physiologischen Reaktionen bestehen.

Die hormonidhnliche Wirkung von OTA auf die freie intrazelluldre Calcium- und
cAMP-Konzentration von IHKE Zellen in den verwendeten nanomolaren
Konzentrationen zeigt, da OTA bereits unterhalb von 10 nmol/l, also in
Konzentrationen, die keinen toxischen Effekt auslosen, ein potenter Modulator von

zelluldren Signalwegen ist.
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Abb. 27a Abb 27b
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Abb. 27: Hypothetischer Wirkmechanismus von OTA:
a) OTA induziert Ca*"-Einstrom iiber SK&F 96365-sensitive Kanile.

b) OTA ruft einen Anstieg der zelluldiren cAMP-Konzentration hervor. Die erhdhte
cAMP- Konzentration stimuliert iiber die PKA die Sequestration von Ca’" in
intrazelluldre Speicher. Dies geschieht durch PKA-vermittelte Aktivititszunahme
von Ca*"-ATPasen.

¢) PLC-abhingig wird nun aus Ca*’-Speichern Calcium freigesetzt (,,2*: Ob eine
direkte Aktivierung der PLC durch OTA eine Rolle spielt, und/oder IPs;-Rezeptoren
iiber die erhohte cAMP-Konzentration sensitiviert werden, soll in weiteren Studien
festgestellt werden).

d) PKC-PLC-Riickkopplung 4Bt Ca**-Oszillationen entstehen.

(Die Angriffspunkte von OTA sind rot dargestellt, der Weg des Calciums blau und

Interaktionen zwischen zellularen Komponenten schwarz.)
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D.III  Wirkungen von OTA auf hormonelle Signaltransduktion

Die Fahigkeit von OTA als potenter Modulator zelluldrer Reaktionen auf
physiologische Stimuli zu agieren, weist darauf hin, daB hinsichtlich seiner
Nephrotoxizitit die Wechselwirkung mit hormonellen Signalen eine ausschlaggebende
Rolle spielen konnte. In den dargestellten Experimenten lag der Schwerpunkt des
Interesses auf Ang Il und EGF mit denen OTA, wie oben dargestellt, auch beziiglich
des Wachstums interagierte. In Gegenwart von OTA wurde die Fahigkeit von Ang II,
Ca®™ zu mobilisieren, erhoht und ebenso die fir Ca’’-Antworten nétige
Schwellenkonzentration von Ang II um mehrere Groenordnungen herabgesetzt. Die
BeeinfluBung der Ang II-Wirkung war durch den AT1-spezifischen Ang II-Nichtpeptid-
Rezeptorantagonisten Losartan hemmbar. Somit erwies sich die Ca®"-Elevation nach
Ang II-Gabe im wesentlichen als Wechselwirkung von Ang II mit dem ATI1-Rezeptor.
Losartan hatte keinen Einflul auf den Effekt von OTA, was eine Interaktion von OTA
mit dem ATI-Rezeptor unwahrscheinlich macht. Als weitere Bestitigung der oben
beschriebenen Wirkmechanismen, die OTA auf die Ca®’-Homoostase hat, konnte
gezeigt werden, daB3 einer der Griinde fiir die Potenzierung des Ang II-Effektes die
OTA-induzierte vermehrte Fiillung von Ca**-Speichern ist.

Auch fir EGF und dessen Effekt auf [Ca®']; zeigte sich eine Modulation der
Hormonantwort sowohl im Bezug auf Quantitit als auch auf die Qualitit. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Proliferationsstimulation durch OTA, die Ca*'-
abhingig war. Sieht man die in der Literatur beschriebenen protektiven Effekte von
Losartan und dem ACE-Hemmer Enalapril auf die Nierenfunktion in OTA-exponierten
Ratten in diesem Zusammenhang (23), verstirken sich die Hinweise darauf, da3 OTA
eher als Funktionsmodulator in die Nierenfunktion eingreift, denn als direkt toxische
Substanz.

Des weiteren wurde versucht die vermutlich durch vermehrte Speicherfiillung und IPs-
Rezeptorsensitivierung OTA-induzierte Potenzierung von Hormonantworten auch fiir
Noradrenalin und Bradykinin, zwei weitere Ca”*"-mobilisierende Botenstoffe, zu
realisieren. Die durch Noradrenalin hervorgerufene Ca*"-Antwort lieB sich durch OTA
potenzieren, wihrend der Effekt von 10 nmol/l Bradykinin gehemmt wurde. Im
Gegensatz dazu war die Ca*-Antwort auf 100 nmol/l Bradykinin allerdings vollig

unbeeinfluBit von der OTA-Exposition. Dies lieBe sich durch eine Unterdriickung der
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Bradykininantwort durch erhdhte zytoplasmatische cAMP-Konzentrationen erkldren,
wie auch schon in der Literatur beschrieben (49). Diese Interaktion zwischen der durch
Bradykinin aktivierten Signalkaskade und dem cAMP-Signalweg findet {iber eine PKA-
vermittelte reduzierte Aktivierbarkeit der PLC statt.

Die Wechselwirkungen von OTA mit hormonell induzierten Ca®"-Signalen zeigen
deutlich, da3 das Toxin nicht nur Ca*"-Oszillationen in THKE Zellen hervorzurufen
vermag, sondern auch mit Ca**-Signalmechanismen in solcher Weise interagiert, daf
physiologische Regulationsprozesse stark verdndert werden. Daraus folgt im Falle von
EGF und Ang II eine Anderung des Proliferationsverhaltens der Zellen.
Herauszufinden, inwieweit Transportmechanismen oder anderer Funktionen der
proximalen Tubuluszellen durch diese Wirkungen beeinflult werden, ist Ziel

zukiinftiger Untersuchungen.
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E Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, die Wirkung von OTA in toxikologisch relevanten, d.h.
nanomolaren Konzentrationen, auf Nierenepithelzellen humanen Ursprungs zu
untersuchen. Von besonderem Interesse waren hierbei Effekte auf die freie
intrazellulire Ca’’-Konzentration und das Zellwachstum. Auf letzteres iibte OTA eine
biphasische Wirkung aus. Von 0.1 bis 10 nmol/l bewirkte OTA eine Ca”'-abhingige
Potenzierung des EGF- und Ang Il-induzierten Wachstums. Oberhalb von 10 nmol/l
fiihrte 24-stiindige OTA-Inkubation zu einer Abnahme der Zellzahl und geringfiigiger
LDH-Freisetzung, die von Ca*'-Signalen vollig unabhingig waren und auch nicht in
einer vermehrten Radikalbildung oder einem gestorten zelluldren Eisenstoffwechsel
begriindet lagen.

OTA ist in der Lage ab einer Schwellenkonzentration von 0.1 nmol/l Oszillationen von
[Ca®"]; auszuldsen, die durch Ca®*-Einstrom, vermehrte Sequestration von Ca’" in das
endoplasmatische Retikulum und Interaktion mit dem IP;-Signalweg zustandekommen.
(Abb. 27d, nebenstehend abgebildet)
Die Aufnahme von einstromenden

Ca®" in intrazelluldre Speicher durch OTA

Thapsigargin-sensitive-Ca*"-ATPasen

wird iiber einen Anstieg der zelluldren
cAMP-Konzentration und daraus
resultierender PKA-Aktivierung

stimuliert. Die Oszillationen in der

freien  zytoplasmatischen  Ca®'-

Konzentration werden durch den PLC - PKC - Signalweg aufrechterhalten. Dies
geschieht entweder als Folge einer Sensitivierung der IP3;-Rezeptor-kandle durch den
OTA-induzierten Anstieg des inrazelluliren cAMP-Spiegels, oder aufgrund einer
Steigerung der PLC-Aktivitdt durch OTA.

Auf diese Weise kann OTA auch Hormonantworten auf Ca’’-mobilisierende
Botenstoffe potenzieren, wie fiir EGF, Ang II und Noradrenalin gezeigt. Dabei scheint
fiir die potenziernde Wirkung auf die Calciumantwort neben Wechselwirkungen von
OTA mit intrazelluliren Botenstoffen und Signalkaskaden, wie dem cAMP- und dem

IP;-Signalweg, die vermehrte Fiillung der Speicher eine Rolle zu spielen, wie fiir Ang I1
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gezeigt werden konnte. Die unter OTA-EinfluB3 verstiarkte Wirkung von Ang II und
EGF auf die Freisetzung von Ca’" aus intrazelluliren Speichern zeigte sich auch
verantwortlich fiir die erhohte mitogene Potenz dieser beiden Hormone in Gegenwart
von OTA.

Andererseits kann es auch zur Unterdriickung eines Ca*'-Signals fithren, wie am
Beispiel von Bradykinin dargestellt wurde. Der antagonistische Effekt auf die
Bradykinin-induzierte Ca**-Antwort ist am ehesten der durch OTA erhohten cAMP-
Konzentration zuzuschreiben, welche durch verminderte Aktivierbarkeit der PLC durch
G-Proteine den BK-Effekt hemmt (49).

Hinsichtlich seiner Interaktion mit intrazelluliren Signalwegen erzeugt OTA ein
»trojanisches Signal“, das durch Modulation intrazelluldre Signale physiologische
Stimuli unterdriickt, verstirkt, oder, wie im Falle von Ang II sogar unterschwellige
Reize dazu befdhigt, ein Signal auszuldsen. Andererseits kann OTA auch in
Abwesenheit physiologischer Botenstoffe Calciumsignale in IHKE-Zellen generieren
und somit EinfluB3 auf zelluldre Funktionen nehmen.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dal OTA in nanomolaren Konzentrationen in
der Lage ist, Regulationsmechanismen der Zellfunktionen in menschlichen
Nierenepithelzellen zu beeinflussen. Aufgrund seiner Wirkung ist es weniger ein

"klassisches" Toxin, sondern ein potenter Modulator der Zellfunktion.
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