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.+ Vetgleichende immunchemische Analysen der Immunprizipitate von C-reaktivem Protein jeweils mit o,-Lipoproteid, ocz—proprotcxd
| By-Lipoproteid sowie mit B1c-Globulin, haben ergeben, daB C-reaktives Protein mit keiner der genannten Sctumfraktionen eine Antigen-

verwandtschaft aufweist.

The question of antigenic relationships between C-reactive protein and normal lipoproteins and Byc-protein

Comparative immunochemical analyses of immunoprecipitates of C-reactive protein with each of «,-lipoprotein, x,-lipoprotein, B,-lipo-
protein as well as with Bic-protein have shown that none of these serum fractions possesses antigenic relationship to C-reactive protein.

Im Prizipitatmuster eines immunelektrophoretisch diffe-
renzierten CRP-positiven Serums findet sich bei Ver-
wendung eines polyvalenten Antihumanserums das
C-reaktive Protein (CRP) als langgestreckte, zumeist
scharf gezeichnete Linie im Bereich des y-Immunglo-
bulin-Systems (Abb. 1); diese Linie verliuft nahezu

Stort

Abb. 1

Halbschematische Darstellung der Prézipitate des Bly-Globulin-Systems
eines immunoelektrophoretisch differenziertén menschlichen Serums.
CRP = C-reaktives Protein

parallel zum IgG-Prizipitatbogen; sie weist keinerlei par-
tielle oder totale immunologische Identititsreaktionen
mit benachbarten B- oder yp-Fraktionen auf (1—15).

In der einschligigen Literatur wird, dessen ungeachtet,
immer wieder auf Assoziierungsphinomene des C-reak-
tiven Proteins mit Lipoiden des menschlichen und ex-
_perimentell gewonnenen C-reaktiven Proteins des Ka-
ninchens mit entsprechenden Lipoiden hingewiesen
(14, 16—19), ohne daB diese Frage bis heute neu
aufgegriffen und vollig geklirt worden. wire. AuBer-
dem ist bekannt, daB C-reaktives Protein bei der spezi-
fischen CRP-Anti-CRP-Reaktion Komplement bindet,
worauf die in der ilteren Immunologie angewandte
Komplementbindungsreaktion zur quantitativen Be-
stimmung des C-reaktiven Proteins gegriindet war (in
18, 20, 21). Von anderer Seite wurde allerdings festge-
stellt, daB weder zur Prizipitation von C-Polysaccharid
und C-reaktivem Protein noch zur Prizipitation von
C-reaktivem Protein und spezifischem Anti-CRP Kom-
plement erforderlich ist (in 18). Hier interessiert, ob be-
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reits antigene Beziehungen zwischen C-reaktivem Pro-
tein und dem — elektrophoretisch — benachbarten
Bic-Protein?) bestehen.

Zur Klirung dieser Fragen wurden nachfolgend be-
schriebene, vergleichende immunchemische Analysen
vorgenommen.

Untersuchungsgut, Versuchungsordnung und
Methodik

Untersuchungsgut

Es wurden 24 CRP-positive Seren, die mit der iiblichen Anti-
CRP-Latex-Technik fiir CRP-positiv befunden wurden, darunter
4 stark lipimische Seren, untersucht. Die Seren stammten von
Patienten mit primdr-chronischer Polyarthritis (mit akuten
Schiiben), asthmoider Bronchitis, Hepatitis epidemica sowie von
zwei Patienten mit yG-Myelom.

Vetsuchsanordnung

Die verschiedenen Seren wurden mit Hilfe der zweidimensionalen
Immuno-Doppeldiffusion im Agatgel unter Verwendung mono-
valenter Antiseren gegen o,-Lipoproteid, o,-Lipoproteid, f;-
Lipoproteid sowie Bic-Protein mit nachfolgender Lipoproteid-
firbung analysiert. Dabei wurde die Anordnung von Serum- und
Antiserumproben so getroffen, dal das spezifische CRP-Anti-
CRP-Prizipitat jeweils mit dem Prizipitat einer der fiir die ver-
gleichenden Analysen gewihlten Serumfraktionen in unmittelbare
Beziehung gebracht werden konnte (vgl. Abb. 2).

Methodik

Blutentnahme

Die Blutentnahmen etrfolgten beim niichternen Patienten lege
artis durch Punktion einer Armvene unter sterilen Kautelen. Die
erwihnten stark lipimischen Seren ergaben sich aufgrund einer
pathologischen Hyperlipimie, nicht alimentir.

Zweidimensionale Immuno-Doppeldiffusion im Agargel
Es wurde nach der von OucHTERLONY (22) beschriebenen Technik
vorgegangen. Es wurde cin 1proz. gepufferter®) Agar verwendet.

1) fic entspricht der hydrazinempfindlichen C’ 3a-Komponente
des Komplementfaktors C’ 3 eines menschlichen Serums.
2) Phosphat-Puffer pH 7,1 (0,15m).
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Die Scrumproben wurden jeweils in normaler Konzentration, die
verschiedenen Antiseren gegen o,- - und f;-Lipoproteid sowie
gegen fic-Protein ebenfalls in normaler, d. h. in der von der
Industtic gelieferten Konzentration, das Anti-CRP-Serum3) in
Verdiinnungen von 1:8 und 1:16 mit physiol. NaCl-Losung ver-
wendet. Dic Zeit bis zur optimalen Ausbildung der Prizipitations-
linien betrug bei 37° zwischen 12 und 36 Stdn. Die Dokumentation
erfolgte durch Firbung der Prizipitationslinien mit Amidoschwarz
10 B und Photographie im durchscheinenden Licht.
Lipoproteidfarbung (in 1. c. (23))

Die mit den optimal ausprizipitierten Antigen-Antikrper-Sy-
stemen ausgestatteten Objekttriger-Priparate wurden fiir 12 Stdn.
in 1proz. NaCl-Losung gelegt. Es wurde hierfiir eine Mehrzweck-
Kiivette (24) verwendet, die ein miiheloses Wechseln der Losung
in etwa 2 stdg. Abstinden gestattet, ohne dafl die Agarschicht vom
Objekttriger abschwimmen kann. Danach wurden Objekttriger-
Priparate unter Filtrierpapier bei 37 bis 40° getrocknet, das Fil-
trierpapier dutrch leichtes Befeuchten mit dest. Wasser entfernt
und nunmehr in eine Sudanschwarz B-Firbelésung gelegt.
Sndanschwarg B-Firbelisung

1proz. Sudanschwarz B-Losung in 60proz. Athanol. Mehrmals
filtrieren. Farbezeit 30 Min.

Entfirben

3mal je 15 Min. in 50proz. Athanol. Priparat lufttrocknen.

Doknmentation etfolgt durch Photographieren im durchscheinenden
Licht. W\

Ergebnisse

Die Befunde nach zweidimensionaler Immuno-Doppel-
diffusion im Agargel geben eindeutig zu erkennen, daB3
das C-reaktive Protein mit keiner der hier gegeniiber-
gestellten Serumkomponente eine immunologische Iden-

3

Abb. 2
Befunde der zweidimensionalen Immuno-Doppeldiffusion im Agargel
bei vergleichender Versuchsanordnung. Verglichen wurden C-reaktives
Protein (CRP) mit a,-Lipoproteid (ayy), C-reaktives Protein mit
ay-Lipoproteid (app), C-reaktives Protein mit Bi-Lipoproteid B1L)
sowie C-reaktives Protein mit g;c-Globulin B10)
HS = Humanserum; A- = Anti-

%) Simtliche Antiseren wurden von den Behringwerken, Marburg/
Lahn bezogen.

tititsreaktion aufweist. Es ergaben sich auch keine
Hinweise fiir nur partielle Identitit (Abb. 2). Dies gilt
sowohl fiir die normal beschaffenen als auch fiir die
stark lipdmischen Seren.

Nach Behandlung der Immunodiffusions-Priparate mit
Sudanschwarz B fand sich eine deutliche Firbung der
spezifischen Immunprizipitate ifiir die &;-, &,- und f;-
Lipoproteidfraktionen, nicht aber der Prizipitate des
Bic-Globulins und des C-reaktiven Proteins.

Zwischen dem Prizipitat des «,-Lipoproteids und dem
des B;-Lipoproteids lieB sich sowohl mit der Amido-
schwarz- als auch mit der Sudanschwarz-Firbung und
selbstverstindlich auch unter den Nativprizipitaten
eine immunologische Identititsreaktion nachweisen.

Diskussion

Die Ergebnisse beweisen, dal C-reaktives Protein und
Lipoproteide eines menschlichen Serums sowie C-
reaktives Protein und f;c-Protein keine immunchemisch
faBbare Antigengemeinschaft besitzen. Die eingangs
zitierte, in der Literatur immer wieder beschriebene
enge Bindung von C-reaktivem Protein an Phosphot-
lipoide (14, 17—19) ist deshalb entweder als reines
Anlagerungsphidnomen oder als biochemische Reaktion
zwischen C-reaktivem Protein und Lipoiden ohne
Proteinanteil zu verstehen.

Die Identititsreaktion zwischen «,-Lipoproteid und
fi-Lipoproteid entspricht einer hinlinglich bekannten
Erfahrungstatsache aus der Protein-Immunchemie.

Die Befunde nach Firbung mit Sudanschwarz B lassen
den Schluf} zu, daB} das C-reaktive Protein selbst offenbar
kein Lipoproteid darstellt. Physikochemische Analysen
weisen in der Tat auch darauf hin, daB gereinigtes
C-reaktives Protein weder Lipidanteile noch Phosphor
enthilt (13, in 1. c. 18), dagegen Neuraminsiureester be-
sitzt und die Fihigkeit, mit Mucopolysacchariden Kom-
plexe zu bilden (25—27).

Mit Bezug auf das Verhalten des C-reaktiven Proteins
zur f8,c-Globulinfraktion darf aufgrund der vorliegenden
Befunde zwar die antigene Eigenstindigkeit jedes der
verglichenen Proteinsysteme als sicher gelten, es kann
jedoch aus dem Ergebnis dieser Versuchsanordnung
nicht ohne weiteres auf Reaktionsmechanismen hin-
sichtlich eines Komplementverbrauches beim Ablauf
einer spezifischen CRP-Anti-CRP-Reaktion geschlossen -
werden. ’
Die Tatsache, daB sich das B,¢-Protein nicht mit Sudan-
schwarz B anfirben lieB, wird durch die Aufklirungs-’
arbeit von MULLER-EBERHARD (28) dadurch bestitigt,
daB B¢ als Glykoproteid mit einem Kohlenhydratanteil

von 39, ohne Lipidkomponente dargestellt werden
konnte, .
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