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Bestimmung von humanem Serum-CRP mit einem
avidren Antikorper (IgY) im Vergleich mit einem
Antikorper vom Siduger (IgG). Falsch positive Befunde
durch Interferenz mit Rheumafaktoren
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Zusammenfassung

Die Bestimmung von Entziindungsparametern wird héufig
gestart durch Rheumafaktoren (RF), die aufgrund einer
Bindung an den Fe-Teil von Immunglobulinen zu falsch
positiven Reaktionen fiihren kénnen. Eine derartige Bindung
zwischen avidren (IgY) und mammdiren Antikérpern findet
offensichtlich nicht statt. Hiervon ausgehend wurden jeweils
avidre anti CRP-Antikirper (C-reactive protein) mit
mammdiren Antikérpern entsprechender Spezifitit hinsicht-
lich falsch positiver Resultate miteinander verglichen. 70
Patientensera mit bekanntem RF-Gehalt wurden qualitativ
mit dem Latex-Agglutinationstest bzw. quantitativ mit einem
Enzymimmunassay bestimmt. Es lief sich zeigen, daf der
wmammdre Test (Latex) in Anwesenheit von RF 39 positive
Resultate erbrachte im Vergleich zum ,,avidiren* Test mit 22
positiven Werten. Dieser Befund zeigte sich auch im Ver-
gleich der Werte mirttels EIA. Auf der Basis dieser Daten
wird eingeschitzt, dafi sich avidre Antikédrper aufgrund
ausbleibender Interferenzen mit RF fiir die Bestimmung von
CRP und moglicherweise weiteren Entziindungsparametern
als Substituenten eignen.

Keywords: CRP, IgY, rheumatoid factors, EIA, alternatives

Summary: Determination of human serum CRP using a
chicken egg volk antibody (I1gY) to aveid interferences with
rheumatoid factors. Comparison with mammalian antibo-
dies.

The determination of reactants of inflammation frequently is
interfered by rheumatoid factors (RF) which are able to
bind with the Fe-part of immunoglobulins. False positive
results might be due to such interference. These interference
could not be observed between avian (1gY) and mammalian
antibodies. Based on that observation anti C-reactive
protein (CRP) antibodies raised in chickens and rabbits,
respectively, were compared by means of a latex-agglutina-
tion test or an enzymimmunoassay (EIA) with respect to
Jalse positive results. A total of 70 patients sera with a
defined content of RF was tested. It could be shown that
using the mammalian latex test 39 sera were found to be
CRP-positive in contrast to 22 positive values measured by
the avian test. A similar result was obtained comparing
results obtained from both the avian EIA and the mamma-
lian EIA, respectively. Based on these data the substitution
of one mammalian antibodies by an avian antibody may
improve tests systems if a reduction in false positive results
is concerned. That might be valid not only for CRP but also
for further reactants of inflammation which are determined
by use of antibodies.

1 Einleitung

Das CRP gehort zu den sogenannten
. Akute-Phase-Proteinen”. Es kann bei
akuten Entziindungen bzw. mit Gewe-
bezerfall einhergehenden Prozessen in-
nerhalb von 6-10h auf das bis zu mehr
als 100-fache der Normalkonzentration
(oberer Wert des Normbereiches ca.
6mg/l Serum) ansteigen (Claus et al.,
1976). Daraus ergibt sich die Bedeu-
tung dieses Proteins zur friihzeitigen
Erkennung von Entziindungen.

Die CRP-Bestimmung wird zur Dia-
gnose, Verlaufskontrolle und Beurtei-
lung von Therapieerfolgen bei akut ent-
ziindlichen Prozessen eingesetzt werden.
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Rheumafaktoren sind Antikorper mit
Spezifitit gegen antigene Strukturen
der CH2- und CH3-Domiinen der Fc-
Region von IgG-Molekiilen (anti-IgG-
Antikorper) (Johnson und Faulk,
1976). Es gibt RF, die korpereigenes
IgG binden (Autoantikérper), aber
auch solche, die Kreuzreaktivitit mit
anderen Spezies (Kaninchen) aufwei-
sen. Beim Menschen sind RF die am
hdufigsten auftretenden Autoantikor-
per.

Neben Interferenzen durch Immun-
globuline und zirkulierende Immun-
komplexe konnen RF ebenfalls zu fal-
schen Ergebnissen in verschiedenen
Tests fiihren.

Deyo et al. (1980) fanden bei Unter-
suchungen zur CRP-Bestimmung
mittels Latexagglutinationstest (unter
Verwendung mammirer Antikorper)
bei Proben mit hoher Konzentration an
RF falsch positive bzw. falsch erhohte
CRP-Werte. Miiller et al. (1985) be-
stitigten diese Aussage bei nephelo-
metrischer CRP-Bestimmung, eben-
falls unter Verwendung mammirer
Antikorper. Demgegentiber  stehen
Untersuchungsergebnisse von Monta-
gne et al. (1992), die eine CRP-Be-
stimmung mittels Mikropartikel-Ne-
phelometrie (Verwendung von Ziege-
anti-human-CRP  Antiserum) durch-
fithrten und dabei keine Interferenzen
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durch RF (IgG-RF/IgM-RF) feststell-
ten.

Hamilton (1989) beschreibt auber-
dem RF-Kreuzreaktionen fiir Assays
auf Basis von Immunfluoreszens, fiir
Festphaseimmunassay, fiir die Immun-
odiffusion und auch fiir zellulire Im-
munassays.

Nach Untersuchungen von Larsson
und Sjoquist (1990) kommt es dabei
zur Reaktion von RF (Fab-Fragmente)
mit dem Fc-Teil der mammiiren Anti-
korper (Abb.1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung
der Interferenz mit Rheumafaktoren in
einem Enzymimmunassay. In der
Darstellung ist nicht bertcksichtigt, dai3
sich der Rheumafaktor an die Fc-Teile
der Immunglobuline bindet.

Mbglichkeiten der Reduzierung von
RF-Interferenzen wurden ebenfalls von
Hamilton (1989) beschrieben:

1. Bestimmung der RF-Konzentration
in Seren, bevor sie in anderen Tests
verwendet werden,

2. Abtrennung der RF (IgG, IgM)
durch Ionenaustausch- oder Mole-
kiilgroenchromatographie,

3. Zusatz von Anti-human IgM und/
oder Anti-human IgG zu Testseren,
wodurch es zur Bildung von Prizi-
pitaten (IgM-, IgG-RF) kommt,

4. Fragmentierung von Antikdrpern;
Verwendung der Fab oder F(ab),-
Bruchstiicke,

5. Inaktivierung der RF durch Erhitzen
in Kombination mit Dithioeritol/b-
Merkaptoethanol,

6. Adsorption von IgG aus dem Serum
mit Protein A von Staphylococcus
aunreus,

7. Entfernen von Immunkomplexen
durch Vorbehandlung mit 7%igem
Polyethylenglykol,
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8. Affinititschromatographie, selekti-
ve Isolierung der RF aus dem Se-
rum: Bindung von IgG an die Ma-
trix,

9. Antikorper-Produktion durch Spezi-
es mit phylogenetischer Differenz
zu Mammalia (z.B.Huhn).

2 Versuchstiere, Material und
Methoden

Fir die Immunisierungen wurden je
fiinf Hithner im Alter von 20-22 Wo-
chen verwendet. Die Tiere entstamm-
ten der Hybridlinie ,Medes White*
(Deersheim, 13. Inzuchtlinie). Unter-
gebracht wurden die Hiihner in der
Landwirtschaftlichen Lehr- und Ver-
suchsstation der Humboldt-Universitit
zu Berlin (Damsdorf). Die Haltung
erfolgte unter SPF-Status (specific pa-
thogen free) in 2-Etagen-Kifigen (L-
112/1) mit den Abmessungen 2x2 m in
Gruppenhaltung mit je fiinf Tieren, bei
kiinstlichem  Hell-Dunkel-Rhythmus
von je 12 Stunden (7%,19%), Die Stall-
temperatur lag zwischen 16-22°C. Die
Tiere erhielten Legehennenmehl und
Wasser ad libitum.

Die Haltung der Tiere war unter dem
Gesichtspunkt des Tierschutzes nicht
optimal, lief sich jedoch zum Zeit-
punkt der Versuchsdurchfiihrung nicht
anders realisieren.

2.1 Antigengewinnung

CRP wurde aus Humanserum (CRP-
Gehalt > 60 mg/1) durch Affinititschro-
matographie, modifiziert nach einer
Methode von Pontet et al. (1977) unter
Verwendung von Phosphorylcolamin-
Sepharose gewonnen (Biirger et al.,
1987).

2.2 Immunisierung

Zur Erstimmunisierung der Hiihner
wurden aus dem CRP-Ag (50ug/Tier)
mit Freunds komplettem Adjuvans
(Difco Laboratories, USA) im Verhilt-
nis 1:1 (je 0,5 ml) eine stabile Emulsi-
on (Iml/Tier) hergestellt. Die Injektion
der Ag-Losung erfolgte je zur Hilfte in
den linken und rechten Musculus pec-
toralis.

Im monatlichen Abstand wurden Boo-
sterungen nach dem gleichen Modus wie
bei der Erstimmunisierung, aber unter
Verwendung von Freundschem inkom-
plettem Adjuvans, vorgenommen.
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Die gelegten Eier konnten aufgrund
der Gruppenhaltung leider nicht ein-
deutig dem jeweiligen Tier zugeordnet
werden, was sich als grofler Nachteil
fiir die folgenden Untersuchungen, wie
z.B. Titerentwicklung oder Spezifitits-
untersuchungen herausstellte.

2.3 Isolierung und Reinigung der
Antikérper durch Ammoniumsulfat-
fillung

Die Isolierung der Antikorper aus dem
Hiihnereidotter erfolgte nach einer Me-
thode von Jensenius (1981) unter Ver-
wendung von Dextran- und Ammoni-
umsulfat.

2.4 Latexagglutinationstest

Der Latexagglutinationstest wird in der
klinischen Praxis hiufig als schnell
durchzufiihrende qualitative Suchreak-
tion genutzt.

Das Prinzip des Latexagglutinations-
tests besteht darin, daB3 Ag bzw. spezi-
fische Antikorper an Polystyrolpartikel
(Latexsuspension) gebunden werden,
wobei es durch die Reaktion mit dem
entsprechenden Antikdrper bzw. Ag zu
einer sichtbaren Agglutination kommt.

Die Kopplung der Huhn-anti-human-
CRP bzw. der Schaf-anti-human-CRP
Antikérper an die Latexpartikel erfolg-
te durch kovalente Bindung iiber funk-
tionelle Gruppen (Carboxylgruppen).

Prdparation des Latexreagens

Die kovalente Bindung der Antikérper
an carboxylierte Latexpartikel (CML,
Rhone Poulenc) erfolgte iiber die Car-
bodiimid-Methode  (1-Cyclohexyl-3-
(2-morpholinoethyl)-Carbodiimidme-
tho-p-Toluolsulfonat, Sigma) nach Ha-
ger (1974).

Der Huhn-anti-human-CRP Antikor-
per wurde als Dextran-/Ammoniumsul-
fat gereinigte Fraktion verwendet, der
Schaf-Antikérper war ein monospezifi-
scher Antikorper (nach Festphaseab-
sorption).

0,5ml 1% CML (KorngréBe 0,8um)
+0,015M PBS pH 7,5
Zentrifugation: 10min, 3000 U/min
(Vorgang 2mal wiederholen)

Pellet in Sml A.bidest. aufnehmen
+ 5mg Carbodiimid /ml Latex,
+ 0,5ml Antikorper-Losung (2g/1)
2h bei RT Schiitteln,
lchtrifugation: 10min, 3000 U/min
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Pellet in 0,2M Glycinpuffer (pH 7.5)
aufnehmen

2h bei RT Schiitteln,
lZentrifugation: 10min, 3000 U/min

Waschen mit PBS

Zusatz von 1% BSA, Einstellen der
Losung auf 1% als Arbeitskonzentrati-
on

Zur Kontrolle wurde ein Latexreagens
auf gleiche Weise mit BSA hergestellt.
Die Reagenzien wurden bei 4°C aufbe-
wahrt. Die Kopplung der Antikérper
wurde mittels Proteinassay (BioRad)
iiberpriift.

Durchfiihrung des Tests

Das Latexreagens und die Proben wer-
den auf Raumtemperatur gebracht. Ein
Tropfen (ca. 30ul) Probe und ein Trop-
fen Antikorper-beladene Latex-Partikel
(vor Gebrauch schiitteln) werden auf
einer schwarzen Platte vermischt und
auf einem Kreisschiittler vorsichtig be-
wegt. Innerhalb von 3 min wird die
Agglutination beurteilt.

2.5 Enzymimmunassay zum Nach-
weis von CRP im Serum

Die Bestimmung von CRP im Serum
sowie Untersuchungen zum EinfluB}
von RF auf die CRP-Werte wurden
mittels EIA unter Verwendung ver-
schiedener Antikorper durchgefiihrt.
Dieser Test sollte neben dem Latexag-
glutinationstest als zweite Nachweis-
methode fiir CRP in Serum gelten.
Zuziiglich zu einem CRP-Standardser-
um (Behring) wurde ein RF-Referenz-
serum (Behring) mit bekanntem Gehalt
an RF verwendet.

Zur Unterscheidung zum Enzyme-
Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)
wird der EIA als Bestimmungsmethode
fiir Antigen und Haptene vorgeschla-
gen, der ELISA zum Nachweis spezifi-
scher Antikorper eingesetzt (Porst-
mann et al., 1991).

Aufbau und Durchfiihrung

Es wurde je ein EIA auf der Basis von
avidren Antikérpern sowie mammiren
Antikorpern aufgebaut. Der ETA wurde
als direkter Zwei-Seiten-EIA durchge-
fiihrt (Porstmann et al., 1991). Als
Fangantikorper diente zum einen ein
Dextran-/Ammoniumsulfat gereinigter
Antikorper gegen humanes CRP vom
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Huhn (2,5pug/ml) und zum anderen ein
monospezifischer  Schaf-Antikérper
(2ug/ml) gleicher Spezifitit. Carbonat-
puffer pH 9.6 diente als Kopplungspuf-
fer, PBS-Triton pH 7,4 als Waschpuffer.

Im néchsten Schritt wurden die Se-
rumproben (1:100 verdiinnt in PBS pH
7.4) aufgetragen und im Anschluf} dar-
an ein mit Peroxidase (POD) markier-
ter Antikorper (1:1500, 1:4000 in PBS
pH 7.4) gleicher Spezifitit zur Detekti-
on eingesetzt. Bei einem weiteren EIA
wurde ein durch Immunadsorption ge-
reinigter Kaninchen-anti-human-CRP
Antikorper (Sigma) als Fangantikorper
verwendet. Dieser EIA wurde als indi-
rekter Zwei-Seiten-EIA unter Verwen-
dung eines POD markierten Anti-Spe-
zies-Antikorper durchgefiihrt.

Der Aufbau der EIA ist schematisch
in Abb.2 dargestellt.

direkter indirekter
2-Seilen EIA 2-Seilen EIA
:y,

I
N

+— Detektionsantikérper —
Anti CRP

AN

\ VAR \\"//

I «Fangantikérper —
7

Séauger/Vogel
Abbildung 2: Schematischer Aufbau des
direkten bzw. indirekten Zwei-Seiten-EIA
zur Bestimmung von CRP im Serum.

* «—POD-markiert

2.6 Testung von Seren

Mit dem beschricbenen EIA bzw. La-
texagglutinationstest wurden 70 Hu-
manseren mit bekanntem RF-Gehalt
auf CRP untersucht. Die Proben wur-
den vom Zentrum fiir Innere Medizin,
Abteilung Rheumatologie, des Univer-
sitdtsklinikums Charité, Berlin, bereit-
gestellt. Der RF-Gehalt, d.h. IgM-RF,
wurde durch Latexagglutination (Imm-
tech) und EIA unter Verwendung von
humanem IgG bestimmt. Beim Latex-
test kam es bei Proben mit RF-Konzen-
tration > 20 IU/ml zu einer Agglutinati-
on. Die Ergebnisse im EIA wurden ab
10 IU/ml angegeben.

3 Ergebnisse

3.1 Latexagglutinationstest
Die Ergebnisse des Latexagglutinati-
onstestes mit avidren und mamméren
Antikérpern werden im einzelnen in
der Tabelle und in Abb.3 dargestellt.
Die Agglutination wurde qualitativ als
positiv oder negativ beurteilt.

Unterschiede zwischen den Tests tra-
ten deutlich bei Seren mit hoher RF-
Konzentration auf. Vom ,,mammiiren*
Latex-Test wurden 78% der Seren (=50
Seren) als positiv erkannt. Der aviire
Latex-Test fiihrte bei 50% der Seren
(=32 Seren) zu einer sichtbaren Agglu-
tination. Im Vergleich zum aviiren
Test erkannte der mammére Test 17
RF-positive Seren auch als CRP-posi-
tiv.

Bei RF- und CRP-negativen Seren
traten zwischen beiden Testkits kaum
Abweichungen in den Ergebnissen auf.

Tabelle: Tabellarische Gegeniberstellung der mit den Latex-Agglutinationstesten
(auf der Basis eines aviaren bzw. mammaren Antikdrpers) erzielten Befunde

Mammérer Latex-Test (Schaf-Anti-human-CRP Antikorper)

CRP positiv CRP negativ
RF positiv 39 6 45
RF negativ 11 8 z 19
£50 =14
Avidrer Latex-Test (Huhn-Anti-human-CRP Antikérper)
CRP positiv CRP negativ
RF positiv 22 23 45
RF negativ 10 9 19
x 32 32

Von insgesamt 70 untersuchten Sera sind 6 Befunde hier nicht berticksichtigt. Bei diesen
Sera blieb die Bestimmung von CRP negativ bei signifikantem RF-Gehalt.
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Prozentualer Anteil der in beiden Latex-Systemen positiven Seren

M Gesamtanzahl der getesteten

100% Seren
64 -
C=JAnteil der Seren die

c Schaf-Anti-CRP-Latex positiv
S 78%
o 50 -
a
= @ANteil der Seren die
3 Huhn-Anti-CRP-Latex positiv
£
5 2
38 50%

® 32-
c &
2T
=22
o
o
e
L]
-
©
IS
<

0
Gesamtzahl im Schaf-Latex im Huhn-Latex
getesteter Seren positive Seren positive Seren

Abbildung 3: Prozentuale Darstellung der Ergebnisse des Latexagglutinationstestes (Verwendung von Huhn- bzw. Schaf-anti-
human-CRP Antikérper)

Methodenvergleich EIA mit avidren und mammaéren AK Abbildung 4: Lineare Regressionsanaly-
80 . L . . . : ; se, Vergleich der Ergebnisse zwischen
‘ den verschiedenen EIA unter Verwen-
RF [U/ml A
. | dung von avidren und mammaren

Antikérpern.

CRP-Konz. ug/ml (Schaf-EIA)

0 10 20 0 4 50 60 70 80
CRP-Konz.pg/ml (Huhn-EIA)
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Es wurden insgesamt 70 Seren bekann-
ten RF-Gehaltes mittels direktem bzw.
indirektem EIA unter Verwendung
avidrer und mammérer Antikorper ge-
testet. Es gab deutliche Unterschiede

zwischen den Assays bei Scren mit
hoher RF-Konzentration, wie in Abb. 4
anhand einer  Regressionsanalyse
(Statistikprogramm ~ ,,Graph ~ Pad
Prism*) dargestellt ist. Diese Seren
wiesen mit einer Ausnahme RF-Kon-
zentrationen im Bereich von 72-382
IU/ml auf. Der RF-Gehalt korrelierte
nicht mit der Extinktion der Proben im
EIA. Von den 70 untersuchten Seren
gab es bei 6 Proben, die CRP negativ
waren, trotz hoher RF-Werte weder
beim avidren noch beim mammiren
Test eine positive Reaktion (diese Pro-
ben sind in den Darstellungen nicht
beriicksichtigt).

4 Diskussion

Von Larsson et al. wird beschrieben,
dall es bei Verwendung avidrer Anti-
korper zur Bestimmung von Plasma-
proteinen z.B. CRP mittels EIA nicht
zur Interferenz durch RF kommt. Nach
ihrer Aussage kann im EIA schon
durch Ersetzen eines mammiren Anti-
korpers durch cinen avidren (Fang-
oder Detektions-Antikorper, oder bei-
de) die Kreuzreaktion vermieden wer-
den. Als Ursache wird die phylogeneti-
sche Differenz zwischen mammirem
IgG und avidrem IgY diskutiert, da das
Immunsystem beider Wirbeltierklassen
in seinen Leistungen und Funktionen
teilweise erheblich voneinander ab-
weicht und auch die molekulare Struk-
tur beider Immunglobuline voneinan-
der abweicht.

Unsere Ergebnisse bestitigen diese
Aussage insoweit, da wir deutliche
Differenzen zwischen beiden EIA (auf
IgY- bzw. IgG-Basis) bei Proben mit
hohen RF-Konzentrationen feststellten.
Im EIA mit mammiren Antikorpern
sind deutlich mehr CRP-negative Seren
als CRP-positiv erkannt worden.

Martins et al.(1995) kamen bei Un-
tersuchungen von IgM in serologischen
Testsystemen zu dem Ergebnis, dall
nicht alle RF-positiven Seren eine In-
terferenz im ELISA verursachen. Un-
sere Untersuchungsergebnisse decken
sich mit dieser Aussage.
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Die im mammiren EIA auftretenden
falsch positiven Reaktionen werden
mit grofer Wahrscheinlichkeit durch
RF der Serumproben verursacht. Es
bleibt aber zu vermuten, dal} dariiber-
hinaus weitere im Serum vorkommen-

de Faktoren an den beohachteten Inter-
ferenzen zumindest beteiligt sein kon-
nen.

Abschliefend kann eingeschiitzt wer-
den, daf der Huhn- Antikdrper gegen
humanes CRP zum Einsatz in den
genannten Testsystemen geeignet und
in seinen Leistungen mit dem Mamma-
lia-Antikorper vergleichbar ist. Als we-
sentlicher Vorteil ergibt sich, dafl der
Einsatz des avidren Antikorpers zu
einer deutlichen Reduzierung der
falsch positiven Reaktionen fiihrt.
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