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Einleitung

Die wichfigsten Fokloren fir die direkle
Regulation der IgE-Synthese in Zellkultursy-
stemen sind gIFMN und -4 [1, 2]. Diese Tat-
sache kennle jedoch an Atopischen-Ekzem-
Patienten, d.h. in vivo, his jetzt nicht
bestitigt werden [unpublizierte Erfohrungs-
werle}. Deshalb wurde die Regulafion der
IgE-Synthese direkt an den Bluiproben von
diesen Patienten untersucht. Die Resultate
mit dem dabei entwickelien ,in vive as
say”-System wurden inzwischen eingehend
diskufiert [3~10].

Ergebnisse klinischer Studien

Potienten und Methoden: Die beleiligten
Potienten waren gut charoklerisiert und fiir
mindestens einen Monat ohne Steroid-
oder Anthistaminikabehandung.

Die Messungen zur ,in viva"IgE-Regulati-
on wurden folgendermallen durchgefiihrt:
Patienten mit einem GesamtlgE-Wert von
ungetdhr 1.000 bis 2.000 U/ml goben zu
Beginn ihres Klinikaufenthaltes ihr Einver-
sténdnis fiir die Teilnahme an unserer Stu-
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Regulation der IgE-Synthese,
Proliferation und Entwicklung
von Aids

Die Regulation der lgE-Synthese durch verschiedene Fuktoren, eingeschlossen gIFH und Cytokine, ist ein
hoch kamplexes Stoffwechselgeschehen, so dufl man sich die Konsequenz einer Miflregulierung, z. B.
Entziindungsrenktionen bei der allergischen Auslisung von Neurodermifis, bisher schwer vorstellen komnte.
Resultate zur Schwefelchemie von lebenden Zellen fithren jetzt zu einem besseren Einblick in dos
molekulore Geschehen, das mit Anderungen der lgE-Konzentration bei Patienten einhergeht: Das

Strefprotein IgE ist vermutlich eines der ersten Wornsignole fiir eine Fehlfunktion im Kérper.

The requlotion of IgE synthesis by various fuctors, including gtFN and cytokines, is o highly complex event
und thelr consquences on inflommation were until now difficult to imagine. Evrlier results concerning the
sulfur chemistry in the living celf are now able to lead into o mare open and detuiled pictur of the moleculor
events connected with alternations in the IgE-levels of living matters and their influence on inflammation.
Then, ancient stress pratein JgE is concluded to be un enrly worning signal for our bedy. It is connected to

some wide spread immune diseuses like atopic eczemo /ullergy, levkemia and Aids.

assay” filr 1/2 Siunde} inkubiert, die Reak-
tionen durch Zentrifugen gestoppt und der
resultierende Uberstand fir die Messung
des GesomtIgE benutzt. Ein maglicher Ein-
Au der benutzten Verbindungen/Arznei-
mittel auf das Assay-System selbst wurde
nicht gefunden. Dieses wurde getestet mit
entsprechenden Kontrollen (standardisierte
lgE-Proben). Es wurden mindestens zwei
: identische Experimente pro Blutprobe bei
L oog einem Minimum von zwei verschiedenen
Patienten durchgefihrt, und alle Messun-
gen wurden dappelt cusgefiihri. Der Mittel-
wert der Standordobweichung log zwi-
too - . e schen 2 und 5 Prozent.
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Material: Gentechnisch hergestelltes glFN
und |l-4 waren Geschenke von Bender (Wi
en) sowie IC-Chemikadlien (lsmanning}.
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Abb. 1: Konzentrationsabhingige Variation der IgE-Syn-
these durch gIFN in der Abwesenhelt oder Gegenwart von
Hgb

Keywards: X-Interferan, Cytakine,

die. Heparin-Venenblut wurde um 9 Uhr Immune Erkrankungen, Metall-Protense

morgens obgenommen und sofort weiter
verarbeitet.  1-ml-Proben wurden unter
Schiitteln bei 37 °C fiir die entsprechenden
Zeifintervalle {im standardisierten ,in vivo

s-interferon, eytokines, immune disenses,
metallopratease
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Abh. 2 (A und B): Konzentrationsabhiingige inhiblerung
der IgE-Synthese durch Interleukin-4 in Bluiproben von 2
verschisdenen Patienten. Die standardisierte Hy?*-Sensi-
tivitiit sowie zusiitzliche g-JFN-Werte sind zum Vergleich
ehenfalls angegeben. -

Resultale: Die im zirkulierenden Blut gefun-
denen Konzentrationen/Aktivitaten der
Leukozyten-Metallproteasen-Kollagenase

und Gelatinase sowie die Konzentration
von Lacloferrin zeigen bei den Patientan im
Vergleich zu gesunden Personen keine pa-
thologischen Veréinderungen. Im Gegen-
salz dozu zeigen befroffene Houtaredle,
d.h. Areale unter akuter Entziindung, signi-
fikant erhdhte Werte und glFN-Malekiile
werden durch die  Metallproleasen
{hauptstichlich durch die Lleukozyten-Kolla-

genase} unler diesen Bedingungen be-
tréichtlich abgebaut. 500 pM bis T mM des
Metallproteasenaktivators Quecksilber
{HgCly) @ndern die BlutlgE-Konzentratio-
nen. Das AusmaB der Anderungen ist von
Patient zu Patient verschieden. Standardi-
sierte Messungen {1 mM Hg?+, 37 °C, 30
Minuten Reoktionszeit] zeigen Differenzen
bis zu 50%. 10 mM des Metallprolease-
ninhibitors EDTA steigern die IgE-Konzen-
tration. 40 pg/ml des Serinproteaseninhi-
bifors APMSF (Boehringer Mannheim|
selbst sind ohne EinfluB ouf die lgE-Kon-
zentrationen, verhindern aber nichtsde-
stotrotz ein Ansteigen der IgE-Konzentrati-
on, normalerweise verursacht durch 10

mM EDTA.

10 bis 100 pg/ml Cycloheximid {Sigma,
Deisenhofen}, ein Inhibitor der Proteinsyn-
these, verringert die IgE-Konzentrationen.

Die mit Quecksilber erhaltenen Resultate
suggerieren die Beteiligung Irgendeiner
Art von Thiol-Redox-Gleichgewicht auf die
IgE-Konzentrationen [11], weshalb wir
weitere Thiolgruppenreagenzien testeten:
N-dthylmaleimid {NEM, Sigma, Deisen-
hofen} zeigte nur einen geringen EinfluB,
im Kontrast dozu senkfe 1 mM Diamid
(Sigma, Deisenhofen) den IgEdevel sogar
unter den durch' 1 mM Hg?* erhaltenen Le-
vel.

500 U/ml gIFN, eine von glFN normaler-
weise bei gesunden Personen vorhandene
Konzentration {Normalwert: 50 bis 500
U/ml} [12] sind fast ohne Effekt. Erst 100
mal héhere Konzentrationen von glFN, Fir
die Patienten gefdhrlich, reduzieren die
lgE-Konzentration signifikant.

Dieses Verhallen dndert sich dramatisch
durch die Addition von 1 mM Hg?*: 500
U/ml gIFN sind jetzt ausreichend, um die
lgE-Level signifikant zu reduzieren [Abb.

1). 1 mM Zn2* im Konlrast zu Hg?* ist chne
Wirkung. Erste Versuche — auf der Suche
nach einem Ersafz des toxischen Hg?+ —
mit 1 mM Glutathion freduziert oder oxi-
diert] waren relativ erfolglos.

Titrationen der Patientenblutproben mit stei-
genden Konzentrationen an Il-4 zeigen
deutlich, daB dieses Cytokin die IgE-level
wirkungsvoll - schon unter physiologischen
Konzenirationen {1.000 U/ml} im Gegen-
satz zu gIFN — verringert {Abb. 2).

UVVIS-Messungen  [Zweiwellenléngenme-
thode) an lysierten Blutproben ven Alopi-
schen-Ekzem-Patienten  zeigen komplexe
Spekiren zwischen den Wellenlangen von
550 bis 575 nm. Die Peaks zwischen 560
und 568 nm {Abb. 3} scheinen gegeniiber
O, NADPH und glFN sensitiv zu sein. Ne-
ben den Cytochromen der Plasmamem-
bran NADPH-Oxidose [13] sind die mito-
chondrialen  Atmungsketten-Cytochrome
[14] die am wahrscheinlichslen reagieren-
den Komponenten.

Regulafion der igE-Synthese

Es ist klor, dal die Regulation der IgE-Syn-
these ein sehr komplexes Stoffwechselge-
schehen unter Befeiligung sehr vieler ver-
schiedener Faktoren darstellt, wobei die
wichtigsten Fakioren in Zellkultursystemen —
wie anfangs erwéhnt — glFN und |14 sind.

Regulationsfaktor ginterferon: Uber den Re-
gulationsfaktor gIFN existiert ein' umfang-
reiches verwirrendes Litercturangebot
[15-19]. Es sollte hier vor allem betont
werden, daB giFN selbst kein Cytokin [wie
féilschlicherweise oft geschrieben) ist, son-
dern im Wechselspiel mit Wochstumsfak-
tor, Erythropoetin und den Cyiokinen das
Zellwachstum und die Differenzierung re-
guliert [20].

Tohle T: Heovy Metals in Blood end Urine, Me-proteases and Lactoferrin in Serum and Plosma of Atoplc Eerema Patients and Healthy Control Persons

Heavy metals blood urine/DMPS’ dental
' amalgom
fltngs
Hy, w1 o, mg/] In, po/dl Hg, u/1 v, yofi In, yo/l
Contral persons {n} 0.8+0.5(19) LIB£0.309) B2 11 {19} 0.1z 31N 32£102(7) 660+ 28607) 75019
Aloplc eczemo patients (n} 1.2£0.9(26) 1.35 £ 0.4 (26) 101 + 20 {26} 7.6+ 28.1 {38} 550 + 430 {38) 10+ N70(38)  6+5(26)
Hormal value, Dounderer, Moyer < |13]2 =30 08-1.55 70-177 <50 : <500 > 2000 - o
<
Significance student t lest N§t K5 s NS s NS HS
tollogenase, ng/mk . gelatinase, ng/mi lactaferrin, ng/ml
serum heparin-plosmo serum heparin-plosma © serem hegarin-plosmo
Contref persons [} a) 4 14(7) 87N V757 £ 761 (7) 204 £ 80{7) 432 £123(7) 100 + 67 {7}
b 46 = 24 {13) 928020 W21 £ 813(13) 234 £ 78{20) 418+ 232{13) 84 + 49 (20)
Mopic eczema potlents {n) 46+ 3416) 105+£9(13) 1685 + Bb5 (8) 264 £771(13) 404+ 341 (&) 64+ 3013}
Significanta studant | fost N NS NS - I NS NS

TOMPS = dimercopiepropansulfonate, THS = aol significan), 2 control persons phes mogle patients
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Abh. 3: Zweiwellenlangenspekirum von fysierten Blutpraben.

gFN (100 bis 250 U/ml)
blackiert in Zellkultursystemen
innerhalb einer Inkubationszeit
von 2 bis 9 Tagen eine 14 {Un-
ter Séttigung mit 200 bis 300
U/ml) induzierte IgE-Synthese.
Die Synthese von 1gG, IgM und
IgA wird durch gIFN in der Ge-
genwart sowie Abwesenheit

von 4 nicht beeinfluBt. Es
konnte weiter gezeigt werden,
daB die laufende IgE-Pradukii-
on durch Cycloheximid {50
pg/ml) blockiert wird, was be-
weist, dafd die ,de novo"” IgE-
Synthese gemessen wurde. Es
wurde von dieser Farschungs-
gruppe der Schlufl gezogen,

Abh, 4: Reduzierier und exidierter Zustand des Elektronen-Transport-Faktors (etf). Mig-
licher Mechanismus des DNA-Abbaus durch die Endanuklease,

488 = BIOforum 12/97

daB eine vermehrte Synthese
van -4 zusammen mit einer re-
duzierten Produkfion von gifiN
zum hohen Llevel on IgE
beitréigt. Versuche, die Gegen-
wart von -4 in diesen Zellkultu-
ren sowie in den von den Ato-
pischen-Ekzem-Patienten

gespendeten Blutzellen nachzu-
weisen, schlugen fehl [2], was
in Anbetracht der in diesem Ar-
tikel gezeigten Ergebnisse
leichi verstandlich wird.

Die physiclogische Beteiligung
von glFN an der IgE-Synthese
wurde in Frage gestellt, da die
in Zellkulturen erhaltenen Da-
ten suggerieren, daf} die Sig-
nale fir die glFN-unabhéngige
[-4- und CD40-Stimulation der
lgE-Synthese dem Weg der IgE-
Produktian ,in vivo" enisprichi
[17]. Die Summierung der dao-
bei gewonnznen Ergebnisse
macht aber eines klar: Neben
der Beteiligung un allergischen
Erkrankungen ist glFN an ver-
schiedenen Krankheiten betei-
lighy wie schon erwdhnt, ein-
schliefilich der Eniwicklung von
Aids [18].

Der Abbau von igE auf der an-
deren Seite erfordert Proteo-
sen, welche selbst gIFN neben
Il fiir ihre Expression in Zell-
kulturen [19] bendtigen. glFN,
IF1 und il-4 wiederum sind
mégliche Substrate fir diese
Proteasen.

Trennung von Hauterscheinun-
gen und Serum-IgE: Die Effekte
von Quecksilber an den Blut-
lgE-Konzentrationen sieht man
bei einer Konzentrationsdiffe-
renz von 0,5 bis 1 mM am be-
slen. Diese Konzenfrationen
sind ein Faktor von ungeféhr
105 hoher als die ,Normalkon-
zentration”, gemessen in Bluk-
proben von Kontroll- oder Alo-
pischen-Ekzem-Patienten. Eine
Mobilisierung von Hg?* durch
Dimercapiopropansulfonat

(DMPSHEYL-Ampullen,  Heyl,
Barlin) resultiert bei diesen Per-
sonen in 102 bis 10° mal hahe-
ren Werten, was immer noch
etwa um den Foktor 102 bis
103 unterhalb der am IgE-Level
effektiven Konzentrationen liegt
[Tah. 1). Toxisches Hg?* scheint
deshalb fir die Anderungen
(Erh&hungen| der IgE-Konzen-

rationen  unserer  Patienien
nicht verantwortlich zu sein.

£s muB aber betont werden,
doB die Quecksilbermobilisie-
rung zur Aktivierung der Me-
tallprotecsen und damit zv glu-
kokortikoid-sensitiven  Entzin-
dungen auf der Haut fihren
kann. Dozu kommt, dal vor-
handene glFN-Molekiile im Ka-
pillarblut von {bereits) entzin-
deten Houlsiellen, wahrschein-
lich durch ROS [recctive oxy-
gen species) aktivierte Metall-
proieasen {21], sehr stark ab- |
gebaut vorliegen. ROS kann
zum Beispiel durch zu langes
Sennenbaden in unseren Hout-
zellen entstehen und doher!
auch fir die Entwicklung von
Karzinoma veraniworltlich sein

[10].

Die Beteiligung von Mg?*- oder
Ca?*-sensitiven exiernen Serin-
resten am Signalibertragungs-
weg, der zur Variation des IgE-
levels fithrt, wird durch die
APMSF/EDTATitrafionen  be-

wiesen,

Die Reduktion der IgE-Konzen-
trationen durch Cycloheximid
zeigt, dofd die im Blut der Pati-
enten laufende IgE-Synthese in;
den B-Zellen blockiert wird und
demonstriert domit eindrucks
voll unserer Messung der ,d

nove“-|gE-Synihese. !

Dithiol/Disulfid-Austausch, Re-
doxzustand: Die Beteiligung ei-
nes Diihiol /Disulfid-Austausch-
Mechenismus/Redoxzustandes
in der Regulation der IgE-Syn-
these sollte durch die Titratic-
nen mit Hg?*, NEM, Diomid,
glFN [+ Hg?, = Zn?*} und II-4
bewiesen sein. Wichlig ist, spe-
ziell noch einmal darauf hinzu-
weisen, daf} I-4 antagonistisch
zu glFN wirki, und zwar in Blut-
proben und Zellkultursystemen
in enigegengesetzte Richiun-
gen! |

Die Wechselwirkung von Ko

formation mit Redoxzustond
bei schon vorhandener glFN-
Konzeniralion in den Palienten
bestimmi die stark variierenden
IgE-Werte in den Blutpraben
von eben diesen Patienten bei
Addition von Hg?* {Abb. 4).
Wir benutzen ,in vivo"-Bedin-
gungen fir unsere Experimen-



Abh. 5: Elektronen-Transport-Kette, NADPH his zur DNA {IgE).

te, wihrend Zellkulluren unter kiinstlichen
Bedingungen mit der Hilfe von mitogensti-
mulierten B-Zell-Proliferationen wachsen —
ein Fokt, der die verschiedenen Resultate,
gewonnen in diesen unterschiedlichen Sy-
stemen, zu erkléiren vermag. Die fast ohne

Wirkung ,verpuffenden” Glutathion-Titra-
tionen demonstrieren zudem, daB die be-
teiligten Thiolgruppen sich innerhalb der
IgE synthefisierenden B-Zellen befinden,
und die weileren Tirationen widerlegen ej-
ne direkte Befeiligung von Glutathion an

lgE-Synthese und Proliferation [7, 10, 22].
Der unbekannle Elekironen-Transport-Fak-
tor [eif] {Abb. 4} ist héchstwahrscheinlich
ein Eisen-Schwefel [FeS)-Prolein (Rieske?,
Abb. 8} [10, 23-25] und auch in Relation
2u BSE, CreutzfeldJacob oder dhnlicher Er-
krankungen zu sehen [264].

glFN reguliert den Elektronentransport: Die
beteiligten Elemente an dem Signaliiberira-
gungsweg von glFN oder -4 bis zur. IgE-
Synthese sind hachstwahrscheinlich deren
Rezeptoren, (ein} cylosolischels] GPro-
teine), NADPH-Oxidase/Elektronen-Trans-
port-Fakior [eff), Redoxfakior [ref, Nukieare
Transkriptionsfakioren sowie Endonuklease
({Abb. 5+6]. Die total reduzierie Elektro-
nentransportkette, NADPH zu DNA (IgE),
zeigt eine hohe Syntheserate fiir IgE-Anti-
kérper [eine niedere fiir O,~Radikale). Im
Gegensatz dazu ist eine lotal oxidierte Ket
te nicht in der Lage, IgE-Molekiile zu syn-
thetisieren {ober Oy} und, dos Risika fir
mitogenstimulierte Proliferctionen  {Leukd-
mie} ist extrem hoch.

Im Kontrast und Einklang zv den Berichten
[20, 27, 28] ist der oxidierte Zustand. von
ref-1 ein Disulfid und verantwortlich fir die
kotalytische Endonuklease-Akfivitdt, giFN
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Abb. &: Regulation der IgE-Synthese. g = giFN.

hat einen bifunktionalen Effekt
an der Proteinsynthese, Die IgE-
Synthese wird stimuliert oder
inhibiert in Abhangigkeit von
frischen Blutproben eder Zell-
kulturen beziehungsweise Inku-
bationszeiien. Tronslationsinhi-
bierende  Wege  werden
akfiviert durch glFN-Behand-
lung der Zellen. Dabei werden
inaktive Endonukleasen in akti-
ve Enzyme, die vermutlich kata-
lytische Disulfide tragen, umge-
wandelt. glFN sollle dann
naormalerweise withrend kurzer
Zeitintervalle Redoxsignale
Ubertrogen  [frische  Blutpro-
ben), wihrend innerholb von
langeren Intervallen (Zellkultu-
ren) der oxidierte Redoxfaktar
die Translationsaktivitéten be-
stimmt [6].

Unspezifisches IgE st ein
Strefprotein; Die Adapfion von
Zellen an StreBbedingungen
schlieBt die glFN- und Ik4-ken-
trollierte Synthese von IgE-Anti-
kérpern ein. Umwelischadstoffe
{Formaidehyd, Sulfit/SO4,
lsocyanate und Anhydride}, die
veraniwortlich gemacht wer
den fir das Auftreten von Ato-
pischem Ekzem [29], sind in
der Lage, irreversibel mit dem

490 m BlOforem 12/97
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beteiligten essentiellen  Dithi-
ol/Disulfid-Redoxgleichgewicht
zu reogieren. CO durch Bin-
dung an die NADPH-Oxidase
[30], verhindert die Reduktion
von Sauerstoff und verschiebt
dabei die Elekironen-Transport-
Kette in den reduzierten Zv-
stand mit erhdhter Wahrschein-
lichkeit zur IgE-Synthese.

B-Zellen haben einen immensen
Bedarf an Energie. thr Traibsioft
ist dabei hauptséichlich Gluta-
min [31] und der ProzeB der
Akfivierung und Regulation ist
an eine laufende mitrachondri-
ale Energieproduktion gekop-
pelt [32]. Alle Verbindungen,
die diese Energiebildung besin-
flussen [10, 20], eingeschlos-
sen nucleotide ancloga, verdn-
dern dann zwangsléufig auch
den IgElevel. Stérungen der
Haut- und Darmflora (C.albi-
cans), Essen (Zucker) genauso
wie psychischer StreB {Norad-
renalin], sind die wichtigsten
auslésenden Fokioren von aller-

gischen Sympiomen [33-39].

Noch einmal ist zu belonen:
Die Gesamt (unspezifische
plus spezifische} IgE-Konzentra-
tionen sind normalerweise 102

T e
"~ Ing, by environ -
mantial pall, elc.

' ._mc-pmlams .
- 'heavy metals, rodicals ~

.7 cancer-therap.:
‘folale-ontag.
thymidine-annioquea,

- ndaruiine-onologuas oif,

1n=viva" assay on blood '
L ol HiY poslifve persons.. ®

/r
4_;
;
o, /
-amvironmenin!
. pollutants slc.

ntoplc eczama;
/— Inflammations elc.
AIDS

H

tay, rev ele. similar o
transeriplion factars
taking over of the normal

H ‘V+ signal transduclion
pathway?
—IFNY o

mllogen
B-eells
{HIV repreduction)
B

e": radox pol +

The most probahble mechanism for the pathogenesis of AIDS.

Abb. 7: Der wohrschalulichste Mechanismus fir die Pathogenese von Alds.

bis 10%mal héher als die ge-
messenen spezifischen allein.
Das erste Aufireten von spezifi-
schan IgE-Antikirpern  kénnte
dann rein zuféllig sein und er-
innert an Autaimmunerkrankun-
gen. Die Pathogenese des Ato-
pischen Ekzems und von
Leuké@mie {Proliferaiion} sind in
Bazug auf die Eniwicklung von
Aids zu sehen {Abb. 7}.

Klinische Besserung der Hauter-
scheinungen: Die bei unseren
Patienten mit Beschwerdefrei-
heit verbundene klinische Bes-
serung beruht zum einen ouf
der intensiven ontibakieriellen
und antimyketischen Sanierung
der Haut- und Darmherde mit
anschlieBender Pflege der Der-
mis mit Harnstoff- und Vitamin-
sowie zinkhaltigen Externa,
zum  onderen auf  der
Ernghrung mit hypoallergener
und individuell angepaBter Ro-
talionsdiat frei von aollergiever-

ursachenden Stoffen [38, 39].

Notwendigkeit eirer neven
Strategie

Die Strategie fir die Diagnose
und Therapie von Atapischem
Ekzem, leukdmie sowie Aids

sollte folgendermaflen ausse-
hen:

1. ,in vive"Titration des betei-
ligten Redoxgleichgewichtes
mit Hg2+, glFN und Ik4,

2. Messung der okfiven befei-
ligten giFN und Cytekin (14,
-2 inkl.] Kenzentrationen i
Plasma mit enisprechend;}:
Assays (welche entwickelt
werden milssen,

3. Supplementierung mit den
individuellen richtigen Kon-
zenirationen von  akfivem
giFN sowie Cytakinen,

4, Vermeidung von Umwelt-
schadstoffen und, falls nicht
méglich, Anderung des be.
teifigten Redoxgleichgewich-
tes mit entsprechenden Phar-
mako (welche entwickelt
werden miissen).
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