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HINTERGRUND

Mikroskopische Pilze (,Schimmelpilze®) verursachen durch Infektionen, Allergien und Asthma
schadigende Einwirkungen auf die korperliche Unversehrtheit (,,Gesundheit)” von Menschen (Kibbler
et al., 2017). Zusatzlich sind die Nahrungsaufnahme und Inhalation von und der Hautkontakt mit
Schimmelpilzgiften (Mykotoxine) bekannte gesundheitliche Risiken (Bennett und Klich, 2003).
Dagegen fanden die méglichen gesundheitlichen Beeintrachtigungen durch die gasférmigen
Produkte des Schimmelpilz-Metabolismus weit weniger Aufmerksamkeit, dies teilweise aufgrund
anspruchsvoller Methodiken sowie fehlender Tiermodelle oder anderer Assays der Giftigkeit (Morath
etal.,, 2012; Inamdar et al., 2020). Es ist bekannt, dass viele gasférmige Produkte (VOCs) industriellen
Ursprungs nachteilige gesundheitliche Auswirkungen haben; die toxischen Auswirkungen von VOCs
natiirlichen Ursprungs sind jedoch kaum untersucht. In der Natur findet man mykotische VOCs als
Kombinationen von Alkoholen, Aldehyden, Sduren, Athern und Estern (Korpi et al., 2009; Martinez
and Bennett, 2021). Insbesondere das fliichtige, aus acht Kohlenstoff [C]-Atomen bestehende
Molekdil 1-Octen-3-ol, reprasentativ fiir die Klasse der 8C-VOCs von Pilzen, wird gewdéhnlich von
Schimmel in wassergeschéddigten Gebduden/Wohnungen emittiert. Es ist hauptsichlich
verantwortlich fiir den typischen mit Schimmelbefall einhergehenden Modergeruch (Combet et al.,
2006; El Jaddaoui et al., 2023). Begrenzte Forschungen mit 1-Octen-3-ol in Skandinavien ergaben
eine leichte Akut-Toxizitat bei menschlichen Freiwilligen (Walinder et al, 2008; Shusterman et al,
2018). Des Weiteren berichtete Araki et al. (2012) iiber eine Beziehung zwischen 1-Octen-3-ol und
allergischer Rhinitis / Konjunktivitis in japanischen Einfamilienhdusern. SchlieRlich wurde vermutet,
dass VOCs beitragen zu Gesundheitsschaden und -gefahrdungen, die mit modriger Innenraumiuft in
Verbindung gebracht wurden (Institute of Medicine, 2004; Schleibinger et al, 2008; Molhave, 2009;
World Health Organization, 2009).

Unser Labor hat verschiedene genetische Modellsysteme als Bioassays zur Messung der
Giftigkeit ausgesuchter Schimmelpilz-VOCs entwickelt. Wir haben diese genetischen Modellsysteme
den gasférmigen Emissionen wachsender Schimmelpilzkulturen ausgesetzt und Giftigkeit
nachgewiesen. Danach wurden die chemischen Profile der gemischten, von wachsenden
Schimmelpilzen emittierten VOCs mittels Gaschromatografie und Massenspektrometrie (GC-MS)
bestimmt und sodann kontrollierte Konzentrationen chemisch reiner Standards einzelner VOCs in
denselben genetischen Modellsystemen nochmals getestet.
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HYPOTHESE

Viele gasférmige Produkte von Schimmelpilzen sind ebenso biologisch aktiv wie ihre nicht-
gasférmigen Gegenstiicke (u.a. Sekundarmetabolite, einschlieBlich der Mykotoxine). In menschlichen
Populationen, die ihnen ausgesetzt sind, konnen Schimmelpilz-VOCs nachteilige gesundheitliche
Auswirkungen verursachen sowie andere dysregulatorische pathogene Effekte auf den
physiologischen (,normalen”) Stoffwechsel verschiedener Organe haben.

METHODEN

Wir entwickelten mehrere genetisch definierte Modellsysteme zum Testen der Giftigkeit von
VOCs, entweder als von co-inkubierten Pilzstammen produzierte biogene Mischungen, oder als
chemisch reine Standards ausgewdhlter VOCs in unterschiedlichen Konzentrationen. Diese
Modellsysteme umfassten die Taufliege Drosophila melanogaster (erhalten vom Bloomington
Drosophila Stock Center, Universitit Indiana, Bloomington / Indiana, USA); die Hefe Saccharomyces
cerevisiae; die Pflanze Arabidopsis thaliana, sowie menschliche embryonale Stammazellen. Die
Modellsysteme wurden kultiviert in einer gemeinsamen Atmosphare entweder mit definierten
Schimmelpilzstimmen (erhalten vom Southern Regional Laboratory, USDA, New Orleans / Louisiana,
USA; oder dem Keller Laboratory, University of Wisconsin, Madison / Wisconsin, USA), oder mit
Schimmelpilz-Isolaten, die aus den Zerstérungen von zwei Hurrikanen stammten (2005: Hurrikan
Katrina in Louisiana; 2012: Hurrikan Sandy in New Jersey). Die Giftigkeit hing von der Pilzspezies ab
(Inamdar und Bennett, 2013; Zhao et al., 2016). In einigen Studien wurden Mutationen von
Saccharomyces und Drosophila benutzt, um jene Gene zu ermitteln, die mit der Giftigkeit in
Verbindung stehen, welche ausgeht entweder von in Schimmelpilzkulturen produzierten VOC-
Mischungen, oder ausgeht von in niedrigen Konzentrationen eingesetzten authentischen Standards
individueller VOCs.

ERGEBNISSE

Drosophila melanogaster: Die niedrigen Konzentrationen von 8C-VOCs (1-Octen-3-ol, 2-Oktanon,
trans-2-Octenal, 3-Octanol) ausgesetzten adulten Wildformen von Drosophila entwickelten eine
verkiirzte Lebensdauer, Bewegungsanomalien und eine selektive Degeneration dopaminerger
Neuronen in der adulten Drosophila. Das gegen Oxidation schiitzende Vitamin E erhéhte die
Lebensdauer und verzogerte 8C-VOC-vermittelte Veranderungen in dopaminergen Neuronen, was
zeigte, dass 8C-VOC-vermittelte Giftigkeit teilweise durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
verursacht wurde. Mechanistisch bewirkte 1-Octen-3-ol einen Anstieg des Dopamin-Metaboliten
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und dessen Fahigkeit, die Aufnahme von Dopamin in vitro zu
hemmen, dies durch unterbrochene Dopamin-Homd&ostase und erhéhte dopaminerge
Neurodegeneration. Uber einen Zeitraum von 24 Stunden mykotischen VOCs ausgesetzte Taufliegen
entwickelten in standardisierten Einzelfliegentests und Gruppenfliegentests einen signifikanten
Verlust an Mobilitat; diese motorischen Defekte wurden abgemildert durch Behandlung mit dem
Anti-Parkinson-Medikament Levodopa. Wir nahmen daher an, die schimmelpilziiblichen 8C-VOCs,
insbesondere 1-Octen-3-ol, kénnten die Entwicklung von Parkinson bei Personen mit genetischer
Veranlagung mitverursachen (Inamdar et al., 2010; Inamdar et al., 2012; inamdar et al., 2013).

Zusétzlich zu adulten Taufliegen wurden Larven des Wildtyps der Drosophila in einem
Schliipftest zur Priifung der Auswirkungen derselben mykotischen VOCs auf die Metamorphose der
Taufliege verwendet. Bei niedrigen Konzentrationen unterbrachen viele biogene mykotische VOCs
die Entwicklung starker als identische Konzentrationen von Dampfen gewdhnlicher industrieller VOCs
wie beispielweise Toluol. Wurden Larven niedrigeren Konzentrationen chemischer Standards von
1-Okten-3-ol ausgesetzt, verpuppten sich 80% der Larven, aber nur eine geringe Anzahl dieser
Puppen entwickelten sich bis zum adulten Stadium.




Die meisten unserer Untersuchungen liber die Auswirkung mykotischer VOCs auf Drosophila
verwendeten Wildformen der Taufliege. Jedoch haben wir auch Tests an mutanten
Taufliegenstimmen mit drei unterschiedlichen Immunschwachen durchgefiihrt:

» Drosophila-Gen NOS: kodiert das Enzym Nitric Oxide Synthase / Stickstoffmonoxid-Synthase,
das fiir die Stickstoffmonoxid-basierte Kommunikation zwischen den Zellen in den
Immunsystemen unter-schiedlicher Spezies einschlieflich des Menschen unerldsslich ist
(Inamdar und Bennett, 2014).

» Drosophila-Gen REL: steht fiir den Transkriptionsfaktor Relish, der Orthologe in verschie-
denen menschlichen Genen hat; vermittelt in der Taufliege die spontane™ Immunabwehr
gegen Gram-negative Bakterien; und ist wichtig fiir die reaktive Genexpression uber den IMD-
Pfad, den das Taufliegen-Protein IMD kontrolliert (immune deficiency [IMD] / Immunde-
fizienz) (Myllymaki et al., 2014). Das menschliche Ortholog-Gen zu IMD ist RIPK1, welches das
Enzym Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1 (RISTK1) des menschlichen spontanen
Immunsystems kodiert; menschliche RIPK1 Mutationen werden rezessiv vererbt und verur-
sachen eine hochtédliche Immunschwache sofort nach Geburt aufgrund des vélligen Fehlens
der spontanen Immunitat.

» Drosophila-Gene SPZ4 und SPZ6: kodiert die Spatzle-Proteine 4 und 6; wesentliche Liganden
der Toll-Rezeptoren; sie aktivieren in Insekten i) die Signaliibertragung im TOLL-Pfad wahrend
der embryonalen Entwicklung, sowie ii) die spontane Immunabwehr gegen Gram-positive
Bakterien und Pilze (Lionakis und Kontoyiannis; 2010). Bei Sdugetieren verlauft die
Aktivierung der spontanen Immunreaktionen iiber den TOLL-Pfad ohne Spatzle-Liganden,
weshalb knockout-Mutanten der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNFRs) als funktionale
Entsprechungen der SPZ knockout-Mutanten angesehen werden.

Die Einzelmutante SPZ6, die den TOLL-Pfad des spontanen Immunsystems der Taufliege blockiert
(Drosophila BDSC ID 1071), und die Doppelmutante REL®2°SP24, die sowohl den TOLL- als auch den
IMD-Pfad des spontanen Immunsystems der Taufliege blockiert (Drosophila BDSC ID 55718), waren
resistent gegen die giftigen Auswirkungen der VOCs von Aspergillus.

Diese beiden Ergebnisse lassen vermuten, dass aktivierte Komponenten des spontanen
Immunsystems des Wildtyps der Drosophila, insbesondere im TOLL-Pfad, verantwortlich sind fiir die
giftigen Folgewirkungen, die wir an Taufliegen beobachteten, die mykotischen VOCs ausgesetzt
waren (Almalaki et al., 2023). Ebenso zeigen Mduse mit einer gleichartigen genetischen Blockierung
des TOLL-Pfades im spontanen Immunsystem, i.e. Tlr2 °/-, signifikant verringerte motorische Defekte
und eine weniger ausgepragte dopaminerge Degeneration, wenn sie MPTP ausgesetzt wurden, einer
neurotoxischen Substanz, die ein anerkanntes Experimentalmodel fiir Parkinson verursacht (He et al.,
2023).

Saccharomyces cerevisiae: Gewohnliche mykotische 8C-VOCs (1-Octen-3-one, 1-Octanol, trans-2-
Octenal) hemmten das Hefewachstum ebenso komplett wie gasformiges Formaldehyd, wohingegen
ihre Strukturanaloge (1-Octen, 2-Octanon, 3-Octanon) keinerlei hemmende Wirkung hatten oder das
Wachstum signifikant forderten. Hefe liefert ein weiteres nitzliches genetisches Werkzeug,
empfindlich auf der Ebene der sub-molekularen Strukturen von 8C-VOCs, zur Untersuchung ihrer
biologischen Auswirkungen in gemeinsamen Atmosphdren (Morath et al., 2016). Jliingste, noch
unveroffentlichte Ergebnisse meines Labors lassen vermuten, dass alle in einer knockout Bibliothek
der Hefe getesteten Gene, die zur Resistenz wider giftige Konzentrationen von 1-Octen-3-ol
beitragen, solchen zuzuordnen sind, die die Protein-Komponenten einer kritischen intrazellularen
Struktur kodieren - dem Retromer (Morath et al., 2024, in Vorbereitung). Retromere sind evolutionar
weitgehend beibehaltene Proteinkomplexe, die das intrazelluldre Recycling transmembraner
Rezeptoren vermitteln, den vesikularen Transport innerhalb der Zelle kontrollieren und das
Proteincargo sortieren, z.B. in solches fiir den Abbau in Lysosomen. Im Menschen ist die durch




Mutationen bedingte Dysfunktion von Retromer-Proteinen eng verbunden mit der autosomal
dominant vererbten Veranlagung zur Parkinson-Erkrankung (Rowland et al., 2024; Alessi et al., 2024).

Arabidopsis thaliana: Das pflanzliche Modellsystem A. thaliana reagierte ebenfalls auf mykotische
VOCs (Hung et al., 2013; Lee et al., 2014). Beispielsweise erhéhte das Schimmelpilz-VOC Dec-1-ene,
das eine dem gasférmigen Pflanzenwachstumshormon Athen identische Substruktur aufweist, die
Expression von mehr als 100 Genen sowie das Gewicht frischer Arabidopsis Triebe (Lee et al., 2018).
Im Gegensatz dazu blockierte das mykotische 8C-VOC Octen-3-ol die Keimung und die
Samlingsentwicklung, reduzierte das Gewicht frischer Arabidopsis Triebe signifikant, und wirkte
wachstumshemmend (Hung et al., 2014). Im Gebdudemilieu kénnte Arabidopsis als Bioindikator fir
das Vorhandensein mykotischer VOCs dienen (Lee et al., 2016).

Homo sapiens: In einer etablierten Linie undifferenzierter humaner embryonaler Stammzellen (hESC-
H1) zeigten das (S)-(+) Enantiomer des 1-Octen-3-ol und die racemische Mischung nach einer
einstiindigen Inkubation eine groRere Zytotoxizitat als das (R)-(-) Enantiomer, und zwar mit einer
proliferativen Hemmung (ICso) bei 98 ppm [(S)-(+)] vs. 258 ppm [(R)-(-)]. Dies ist, um einem Faktor
von mindestens 40, signifikant unterhalb der ICso von gasformigem Toluol, dem Referenzwert fiir
industrielle VOCs (Inamdar et al., 2012).

SCHLUSSFOLGERUNGEN UND DISKUSSION

Die von Schimmelpilzen produzierten VOCs erweitern das Spektrum der endogenen
gasfémigen Botenstoffe in der Biologie, belegt durch die Signalmolekiile Athen und Methyljasmonat
in der Pflanzenwelt, oder durch die Signalmolekiile NO und CO in menschlichen Geweben.

Die 8C-VOCs wie 1-Octen-3-ol zeigen zerstorerische Wirkungen quer durch mehrere Arten
und Zellsysteme, einschlieRlich der dopaminergen Neurone von Drosophila melanogaster und des
Retromers von Saccharomyces cerevisiae. In Drosophila Stammen mit genetischen Defekten, die die
spontane Immunabwehr blockieren, ist die Giftigkeit von Schimmelpilz-VOCs stark verringert. Wir
schlagen vor, dass in diesem toxikologisch etabliertem Tiermodell deren beobachtete giftige Wirkung
auf durch VOCs ausgel6ste Aktivitaten des spontanen Immunsystems basiert: In diesem Tiermodell
scheint die Giftigkeit von Schimmelpilz-VOCs durch das spontane Immunsystem vermittelt zu sein.

Die zukiinftige Forschung zu den moglichen negativen Auswirkungen mykotischer VOCs auf
den Menschen stellt notwendigerweise eine multidisziplindre Herausforderung dar. Diese erfordert,
dass Grundlagenforscher und die sie finanzierenden Einrichtungen, die Arzteschaft und das
Gesundheitswesen, die Verantwortlichen der 6ffentlichen Gesundheitspflege sowie Bauinspektoren
und &rtliche Behorden die mit Innenraumschimmel verbundenen Gase stéarker in den Blick nehmen.

Wir weisen darauf hin, dass Deutschland und seine europdischen Nachbarn eine einzigartige
Stellung innehaben: Das Vorsorgeprinzip ist, gemaR Artikel 191 AEU-Vertrag (Vertrag tber die
Arbeitsweise der Europdischen Union [EU]), fundamental fiir Regulatorien des Risikomanagements
innerhalb der EU (EUR-Lex Com 2000). Es ist anzuwenden ,insbesondere in den Fdllen, in denen die
verfiigbaren wissenschaftlichen Daten keine umfassende Risikobewertung zulassen”, wird gliltig
L,angesichts méglicher Gefahren fir die Gesundheit von Menschen, Tieren oder Pflanzen" und
verlangt ,.eine Bewertung der mdglichen Folgen einer Untdtigkeit “. Solche Sprache mag jegliche
Verwaltungsentscheidungen beziiglich der Sicherheit von Innenraumluft dazu veranlassen, die
potentiell irreversible (Neuro-)Toxizitdt von Schimmelpilz VOCs zu beriicksichtigen.

Ein Bevolkerungsteil ist in besonderem AusmaR an den Aufenthalt in Innenrdumen
angewiesen und somit Schimmelpilz-VOCs auch in niedrigeren Konzentrationen besonders lange
ausgesetzt: Babys und Kleinkinder. In dieser Altersstufe ist das Gehirn auRerordentlich anfallig fur
Entwicklungsstorungen, verursacht durch exogene Giftstoffe; bei einigen dieser Giftstoffe besteht
wissenschaftlicher Konsens dariiber, dass fiir sie keinerlei scheinbar sichere Expositionsuntergrenze



besteht. Tatsichlich folgt die schidliche Einwirkung solcher Giftstoffe auf die Reifung des Gehirns in
dieser Altersstufe einer umgekehrten Dosis-Wirkung-Kurve - die irreversible Schadigung des Gehirns
eines Kleinkindes ist groRer bei den niedrigsten Werten der Exposition, so z.B. gegeniiber Blei
(Canfield et al., 2003). Sorgfiltig kontrollierte Studien an Babys und Kleinkindern, die in schimmelpilz-
befallenen Wohnungen aufwuchsen, quantifizierten die intellektuellen Beeintrachtigungen, d.h. die
Verluste in der 1Q Punktzah! (Jedrychowski et al., 2011), und wiesen reduzierte kognitive Fahigkeiten
in zahlreichen Bereichen nach, wobei Gedéchtnisfunktionen und die Plan-geleitete Handlungs- und
Initiativfihigkeit (executive function) am haufigsten betroffen waren (Gordon et al., 2004). Um den
Stellenwert solcher neuropsychiatrischer Messwerte vollstandig zu erfassen, sollte man sich bewusst
vorhalten, dass in Deutschland 26% der Haushalte-mit-Kindern von aktivem Schimmelpilz-Wachstum
in Innenrdumen berichten (Immowelt 2016). Dieser Prozentsatz iiberlappt mit den wesentlich
detaillierteren Messwerten der Untersuchung des Umweltbundesamtes von Szewzyk et al. (2010),
die Verschimmelung wie folgt beziffert: 19,8% fiir Stadtwohnungen, 23,1% fiir Hochhauswohnungen,
und 17-27% fiir den Schimmelpilzsporen-Nachweis in der Innenraumluft aller Wohnungen. Diese
Prozentzahlen legen nahe, dass - basierend auf der numerischen Gesamtzahl aller deutschen
Familien (DeStatis 2024) und aller deutschen Kinder (Statista 2022) — bis zu 3 Millionen deutsche
Familien und rund 1 Million deutsche Kleinkinder (< 5 Jahre alt) den VOCs von Innenraum-
Schimmelpilzen ausgesetzt sind, jeden Tag fiir viele Stunden.

Mit tiefem, gebotenem Respekt méchte ich zu bedenken geben, dass solche Zahlen auf die
zunehmend erkennbare Bedeutung verweisen, die die gasformigen Emissionen des Innenraum-
schimmels fiir die 6ffentliche Gesundheit haben.
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Die Richtigkeit und Vollstéindigkeit der Ubersetzung werden beglaubigt. Der in englischer Sprache
abgefasste Ausgangstext hat als Original in Form einer Datei vorgelegen.

*) Im Deutschen besteht sprachlich keine scharfe Trennung zwischen dem sofort, direkt und akut von
sich aus auf Bakterien, Pilze und Viren reagierenden Teil des Inmunsystems und jenem Teil, der erst
nach Immunisierung durch Bakterien, Pilze oder Viren und daher verzdgert reagiert, quasi nach einem
Lernprozess — beide Teile des Immunsystems sind ,angeboren’. Im Englischen hingegen wird zwischen
Jinnate immunity’ und ,adaptive immunity’ genau unterschieden. Hier war daher eine begriffliche
Abgrenzung zu schaffen, da sich Prof. Bennetts Ausfiihrungen ausschliefSlich auf genetische
Funktionselemente der ,innate immunity’ beziehen. Nach ausfiihrlicher Besprechung wurde der
Begriff der ,spontanen Immunitédt” zur Bezeichnung der ,innate immunity’ gewd
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