Zeitschrift far

Z Rechtsmed (1985) 95:97-103 Rechtsmedizin

© Springer-Verlag 1985

Zur Frage einer moglichen Partialantigen-Gemeinschaft
zwischen der menschlichen Ig-Allotyp-Struktur

und ubiquitiaren Keimen,

untersucht am Beispiel von Escherichia coli

J.Henke', C.Boes?, A.J.Driesel’, H.Schweitzer’ und Z.Sagan4

!Laboratorium fiir forensische Blutgruppenkunde, Otto-Hahn-StraBe 39, D-4000 Diisseldorf,
Bundesrepublik Deutschland

Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit, MoorenstraBe 5, D-4000 Diisseldorf,
Bundesrepublik Deutschland

3 Institut fiir Humangenetik und Anthropologie der Universitit, UniversititsstraBe 1,
D-4000 Diisseldorf, Bundesrepublik Deutschland

#*Katedra i Zaklad Medycyny Sadowej, Pomorskiej Akademii Medyczne;j,
Al Powstancow Wlkp. 72, PL-70-111 Szczecin

Possible Common Antigenic Structures
in Bacteria and Human Immunoglobulin Allotypes:
Investigation of Escherichia coli

Summary. As can be learned from the literature, bovine serum may contain
antibodies directed against human immunoglobulin allotypes. This gave rise
to the question of what the origin of those antibodies is. We tested bacteria
(E. coli) by means of the haemagglutination inhibition assay, which is used
to type either Gm or Km factors. Anti-Glm(2) and anti-G3m(10)-specific
antibodies were inhibited by the bacteria in a clear-cut manner, as was anti-
Km(1), albeit less significantly. In contrast, the bacteria tested almost totally
failed to inhibit anti-G3m(21) serum. The results lead to the assumption that
E. coli may carry both Gm- and Km-like antigenic structures, which are
presumably the antigenic material leading to immunization of cattle. Futher-
more, new attention is drawn to a mechanism for immunization which is dis-
cussed regarding the genesis of either ABO isoagglutinins in man or other
“naturally occurring” antibodies.

Key words: Allotype-like structures — Blood groups, common antigenic
structures

Zusammenfassung. Zur Klarung der Frage warum einige Rinderseren Anti-
korper gegen menschliche Immunglobulin-Allotypen aufweisen, wurden
Bakterien (E. coli) im Agglutinationshemmtest untersucht. Seren der Spezi-
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fitdten Anti~-Glm(2) und Anti-Gm(10) wurden von den untersuchten Stdm-
men deutlich gehemmt. Weniger deutlich fiel die Hemmung des Serums
Anti-Km(1) aus. Serum der Spezifitit Anti-G3m(21) wurde hingegen fast
gar nicht gehemmt. Die Untersuchungsergebnisse legen die Vermutung
nahe, daB E. coli-Bakterien Gm- bzw. Km-Antigene oder diesen Antigenen
dhnliche Strukturen aufweisen kdnnen. Somit kann E. coli fiir die Immuni-
sierung von Rindern ,verantwortlich® sein. Es muB3 an einen #dhnlichen
Immunisierungsmechanismus gedacht werden, wie er fiir die Entstehung
menschlicher ABO-Isoagglutinine (oder auch fiir sog. ,natiirliche* Antikor-
per) diskutiert wird.

Schhisselworter: Blutgruppen, Partialantigen-Gemeinschaft — Ig-Allotyp-
ahnliche Strukturen

Sagan machte die Beobachtung, daf in Seren von Rindern gelegentlich Anti-
korper gegen menschliche Immunglobulin-Allotypen vorkommen [6, 7]. Kirst
[3] sowie Henke et al. [1] konnten diese verbliiffende Mitteilung bestitigen.
Zur Frage der Genese dieser Antikorper diskutierten Henke et al. [1] zwei
Mboglichkeiten:

1. tierdrztliche Medikation,

2. mogliche Antigengemeinschaft der menschlichen Ig- Allotypstruktur mit ubi-

quitiren Keimen.

Nach unseren bisherigen Untersuchungen scheidet Medikation als antigener
Stimulus aus [2]. Somit blieb u.E. nur noch die inapparente Infektion als Ur-
sache der Antikdrperbildung iibrig. Die inapparente Infektion konnte ebenso
eine Ursache von Gm-Antikérpern bei Personen ohne Immunisierungsanam-
nese sein. Ahnliche Gedanken diskutierten Luczkiewicz-Mulczykowa et al. [4],
als es ihnen gelang, Tiere in der Weise mit Bakterien zu immunisieren, daf sie
Antikdrper mit Gm-Eigenschaft bildeten!

Die vorliegende Studie beschreibt die Untersuchung dreier E. coli-Stimme
auf Gm- bzw. Km-, Eigenschaften®.

Material und Methoden

Untersucht wurden bis zu 11 Proben von drei E. coli-Stammen (0 17:77,0 18:K1, 0 83:K1)*.
2 ml Bakteriensuspension wurde mit 1 ml Saccharoselosung (1%ig) versetzt und anschlieBend
lyophilisiert. Zur Testung wurde das jeweilige Lyophilisat mit 1 ml physiologischer Kochsalz-
16sung rehydriert.

Zum Nachweis der bei den Bakterien vermuteten Ig-Allotyp-Strukturen diente der Ag-
glutinationshemmtest: Erythrozyten der Blutgruppe 0, Rhesus positiv (D+) wurden mit 6 ver-
schiedenen Anti-D-Seren (Anti-D-Glm(1), Anti-D-Glm(2), Anti-D-Glm(3), Antj-D-
G3m(10), Anti-D-G3m(21) und Anti-D-Km(1) beladen (sensibilisiert).

Ein Tropfen der rehydrierten Bakterienprobe wurde mit je einem Tropfen Testserum
(Anti-Glm(1), Anti-Glm(2) usw.) vermischt; die Antiseren wurden in einer Titerreihe bis zur
Stufe 1:64 verdiinnt. AnschlieBend wurden die sensibilisierten Erythrozyten den entsprechen-
den Ansitzen zugefiigt und 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach konnte das Ergebnis
makroskopisch abgelsen werden. Als Referenzreaktionen dienten bekannte (positive und
negative) Kontrollseren, die bei jedem Versuch in direktem Vergleich mitgefiihrt wurden,

* Wir danken Herrn Prof. Dr. H. Rosin (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Viro-
logie der Universitit Disseldorf) fiir wertvolle Unterstiitzung



Zur Frage einer méglichen Partialantigen-Gemeinschaft 99

d.h., es wurde kontrolliert, ob die Bakterienprobe im Vergleich zur negativen Kontrolle eine
Reaktionsschwichung aufwies. Bei einer Verdiinnungsreihe von 1:2 bis 1:64 konnten also
maximal 6 Stufen Titerabschwichung beobachtet werden. Beispielsweise ergibt sich eine 2stu-
fige Abschwichung bei einem Wert von 1:16 in der Bakterienprobe und einem Wert von 1: 64
in der negativen Kontrolle. Zur graphischen Darstellung der Abschwichung wurden fiir jeden
Allotyp und Bakterienstamm ein Mittelwert der Abschwichung errechnet [5].

Bei jeder neuen Bakterien-,,Charge” wurde zuvor eine Probe der Nahrlosung auf Allotyp-
Eigenschaften getestet, um falsch positive Ergebnisse bei der Testung der Bakterien auszu-
schlieBen. Die Nahrlosungen waren jedoch in keinem Fall in der Lage, Antiseren zu hemmen!

Ergebnisse

Escherichia coli (017:77)

Deutliche Unterschiede in den Reaktionen von Bakterienprobe und negativem
Kontrollserum konnten bei den Faktoren Glm(2) und G3m(10) beobachtet
werden. Im einzelnen stellte sich das Ergebnis folgendermafien dar (Tabelle 1):

1. Anti-Glm(1):  In 4 von 8 Versuchen konnte keinerlei Hemmung durch
die Bakterien ermittelt werden. Die maximale Abschwi-
chung erreichte 2 Stufen.

2. Anti-Glm(2):  Hier waren in allen Versuchen Abschwichungen zu beob-
achten; durchschnittlich lag die Hemmung (durch Bakte-
rien) bei 3—4 Stufen.

3. Anti-Glm(3): 5 der 8 Versuche lieflen keine Hemmung erkennen. In
einem Fall wurde eine Abschwichung von 2 Stufen beob-
achtet.

4. Anti-G3m(21): Nur in einem Versuch war eine Hemmung von 2 Stufen
festzustellen; die tbrigen Ansétze zeigten keine Hem-
mung.

5. Anti-G3m(10): Die Versuchsergebnisse waren uneinheitlich. Neben 2
Versuchen ohne Hemmung waren auch 3 Ansétze mit
Sstufiger Abschwichung zu notieren.

6. Anti-Km(1): 3 Ansitze lieen eine Hemmung von 2 Stufen erkennen.
Die tibrigen Versuche verliefen schwicher bzw. negativ.

Tabelle 1. Stufen der Agglutinationshemmung durch 0 17:77. Resultate der Abséttigungsver-
suche (8 Ansitze)

Spezifitit Versuchsnummern Durch-
schnitts-
I I It v \'% VI VII  VIII wert
Anti- Glm(1) 2 1 2 1 0 0 0 0 0,75
Glm(2) 3 5 1 1 4 3 6 5 3,5
GIm(3) 0 0 0 0 1 1 2 0 0,5
G3m(21) 0 0 0 0 0 0 2 0 0,25
G3m(10) 5 5 0 0 3 1 5 2 2,6
Km(1) 2 1 0 0 0 2 2 1 1
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Escherichia coli (0 18: K1)

Auch hier fielen bemerkenswert unterschiedliche Reaktionen zwischen den
Proben und den negativen Kontrollseren bei dem Faktor Glm(2) auf. Beim
Faktor G3m(10) war die Hemmung zwar deutlich, aber im Durchschnitt unter
2 Abschwichungsstufen (siche Tabelle 2).

Im einzelnen ergaben sich folgende Resultate:

1. Anti-Glm(1): 10 von 11 Versuchen zeigten keine Hemmung.

2. Anti-Glm(2):  In mehreren Versuchen waren sehr deutliche Abschwi-
chungen erkennbar. Im Mittelwert ergab sich eine Hem-
mung von 3—4 Titerstufen.

3. Anti-GIm(3):  Nur 1 Versuch zeigte eine deutliche Hemmung.

. Anti-G3m(21): Schwache Hemmung in nur einem Ansatz.

. Anti-G3m(10): Uneinheitliche Resultate: d.h., Versuche ohne Hemmung
neben Ansétzen mit 4-5stufiger Abschwichung.

6. Anti-Km(1): Keine bemerkenswert deutliche Abschwichung mit Aus-

nahme eines Ansatzes.

U

Tabelle 2. Stufen der Agglutinationshemmung durch 0 18:K1. Resultate der Absattigungsver-
suche (11 Ansitze)

Spezifitit Versuchsnummern X
I I m v v VI VIl ViII IX X XI

Anti- Glm(1) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2
Glm(2) 4 4 2 2 2 2 1 6 6 5 5 3,5
Glm(3) 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3
G3m(21) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
G3m(10) 1 2 1 1 0 0 0 2 4 4 5 1,8
Km(1) 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 2 0,6

Escherichia coli (0 83: K1)

Die Seren Anti-Glm(2) und Anti-G3m(10) wurden im Durchschnitt deutlich
gehemmt. Auch bei Anti-Km(1) konnte eine Abschwichung nicht {ibersehen
werden. Im Detail sind folgende Resultate objektivierbar (siche Tabelle 3):

1. Anti-Gim(1): 5 von 7 Versuchen zeigten negative Resultate; daneben
waren nur schwache Hemmungen zu notieren.
2. Anti-Glm(2):  Hier zeigte sich ein uneinheitliches Bild: wiahrend in 4 von

7 Versuchen keine Hemmungen festzustellen waren,
konnte in den 3 iibrigen Ansitzen starke Einfliisse der
Bakterienprobe beobachtet werden.

3. Anti-Glm(3): In 2 Versuchen wurden schwache Hemmungen sichtbar;
die librigen Ansétze waren negativ.

4. Anti-G3m(21): Ausnahmslos negative Hemmversuche.
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5. Anti-G3m(10): Uneinheitliche Resultate: d.h., Versuche ohne Hemmung
neben Ansitzen mit 4-5stufiger Abschwichung.

6. Anti-Km(1): Keine bemerkenswert deutliche Abschwichung mit Aus-
nahme eines Ansatzes.

Tabelle 3. Stufen der Agglutinationshemmung durch 0 83:K1. Resultate der Absattigungsver-
suche (7 Ansitze)

Spezifitit Versuchsnummern X
I 11 I v v \%! VII
Anti- GIm(1) 0 0 0 0 1 0 0,4
Glm(2) 5 0 0 0 0 6 6 2,4
Glm(3) 1 0 0 1 0 0 0 0,3
G3m(21) 0 0 0 0 0 0 0 0
G3m(10) 2 0 0 6 4 3 1 2,6
Km(1) 0 0 0 3 2 3 2 1,4
Diskussion

Betrachtet man die graphische Darstellung der Ergebnisse dieser Studie
(Abb. 1), so wird deutlich, daB die (bei den drei Stimmen) beobachteten Titer-
senkungen der Seren Anti-Glm(2) und Anti-G3m(10) fiir eine antigene Kreuz-
reaktion der Bakterien mit menschlichen Ig-Allotypen sprechen. Ahnliches 145t
sich auch fir Km(1) aussagen, wobei sich hier die Hemmung der Agglutination
nicht immer und auch weniger deutlich nachweisen lieB. Hieraus mag auf eine
quantitativ ungleiche Verteilung allotyp-dhnlicher antigener Strukturen ge-
schlossen werden.

Was den Faktor G3m(21) betrifft, so konnte fast gar keine Hemmung der
Agglutination durch Zugabe der Bakterienprobe erreicht werden; eine Antigen-
gemeinschaft mit der menschlichen G3m(21)-Struktur scheint hier zu fehlen.
Ein Zusammenhang zwischen einem bestimmten (E. coli)-Stamm und dem Be-
sitz allotyp-dhnlicher Strukturen wurde nicht beobachtet, so daf} eine entspre-
chende Abhéngigkeit offensichtlich nicht besteht.

Eine Partial-Antigengemeinschaft zwischen menschlichen Immunglobulin-
Allotypen und antigenen Strukturen ubiquitirer Keime, wie sie nach den vor-
liegenden Ergebnissen fiir Escherichia coli zu bestehen scheint, wire eine Er-
kldrung fir das Auftreten von Anti-Humanglobulin-Antikérpern mit Gm-Spe-
zifitdt in Rinderseren und auch fiir das Vorkommen von Anti-Gm-Antikérpern
bei Personen ohne Immunisierungsanamnese. In beiden Féllen konnte eine
inapparente Infektion mit den o.g. Keimen diec Antikérperbildung verursacht
haben.

Wir denken hier somit an einen dhnlichen Immunisierungsmechanismus wie
er fiir die Entstehung menschlicher ABO-Isoagglutinine diskutiert wird. Auch
das beim Menschen vorkommende Phinomen, daB Antikérper wie z. B. Anti-
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Abb. 1. Graphische Darstellung der Ergebnisse der Hemmversuche

Wr? weit hiufiger vorkommen, als das entsprechende Antigen, kann in diesem
Zusammenhang gesehen werden. Studien hierzu sind in Vorbereitung.

Molekularbiologische Untersuchungen zeigten erwartungsgemal3, daf
offenkundig keine genetische Information zur Ausprigung von Ig-Allotypen
bei E. coli angelegt ist (Driesel und Henke, unver6ffentlicht).

Daneben sind wir der Ansicht, da3 der Nachweis bakterieller Antigenstruk-
turen, welche mit menschlichen Ig-Allotypen kreuzreagieren, von einiger Be-
deutung fiir die serogenetische Spurenkunde ist. Spurenmatieral ist grundsitz-
lich als mikrobiologisch kontaminiert anzusehen. Bisher galt der Nachweis der
Allotypen GIm(3), Glm(17) und Km(1) als sicheres Anzeichen fur das Vorlie-
gen eines intakten IgG-Molekiils [8]. Da jedoch auch Anti-Glm(3)- bzw. insbe-
sondere Anti-Km(1)-Seren durch E. coli gchemmt werden kénnen, ist hier er-
hohte Vorsicht geboten!
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