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On Typing the C3-System: Inhibition of the Conversion by EDTA-Na2 (Chela- 
plex III) 

Summary. By addition of EDTA-Na2 (Chelaplex III) to fresh sera the possibility 
for typing of C3-polymorphism is prolonged. Using a final concentration of 45.6 
mmol EDTA-Na2/1 the conversion is inhibited, and the C3 determination in 
serum by means of high voltage electrophoresis succeeds even after storage at 
room temperature during 6 weeks. 

Zusammenfassung. Durch Zusatz yon EDTA-Na2 (Chelaplex III) zu frischen Se- 
rumproben verl~ingert sich die Nachweisbarkeit des humanen C3-Polymorphis- 
mus. Durch eine Konzentration yon 45,6 mmol EDTA-Na2/1 tritt im Serum eine 
Konversionshemmung auf, die die C3-Typisiemng in der Agarosegel-Hochspan- 
nungselektrophorese auch noch nach 6-w6chiger Raumtemperatudagerung erm6g- 
licht. 
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Die dritte Komponente des humanen Komplements C3 l~i6t einen genetischen Poly- 
morphismus nachweisen, der sowohl am nativen C3-Molektil (Alper und Propp 1968, 
Azen und Smithies 1968) als auch am konvertierten C3 (= C3c) darstellbar in (Rose 
und Geserick 1969). 

Der Potymorphismus ist itir die Anwendung in der Paternitiitsbegutachtung gut 
geeignet, denn es liegt ein gesicherter autosomaler kombinanter Erbgang vor, die 
Typenverteilung ist informativ (Ausschlu6chance bei 13 %), alas System ist bereits 
zum Zeitpunkt der Geburt ausgepriigt, und die Nachweistechniken sind praktikabel 
und reproduzierbar (t3bersicht zur forensischen Anwendbarkeit bei Geserick 1977, 
MueUer 1975, Prokop und G6hler 1975). 

Ein Hauptproblem flit die praktische Anwendung besteht in der Lagerungsinsta- 
bilit~it des C3-Proteins. 

Verwendet tier Untersucher die Pt(C3c)-Technik, so mu6 er neben der aufwen- 
digeren Sti~rkegelelektrophorese auch eine optimale Konversion des C3 zu C3c durch- 
ftihren. 



112 D Patzelt et al. 

Viele Untersucher haben sich deshalb ftir die C3-Agarosetechnik entschieden, lhre 

Vorteile liegen in der einfacheren Technik und der M6glichkeit, zusfitzliche Varian- 
ten zu erfassen. 

Bei unseren seit mehreren Jahren laufenden C3-Typisierungen hat sich die hage- 

rungsinstabilit~it als wichtigster St6rfaktor fiJr die Routinepraxis und breite Anwen- 

dung des Systems in der Agarosetechnik erwiesen. Wir m6chten deshalb ein einfaches 

Verfahren mitteilen, das durch Hemmung der spontanen C3-Konversion die Voraus- 

setzungen schafft, die Typisierbarkeit von Serumproben im C3-System wesentlich zu 
verlfingern. 

Material und Methoden 

Ohne Zusatz entnommenes Venenblut wurde unmittelbar nach der Entnahme zentrifugiert und 
das Serum sepaxiert. 
Es wurden folgende Versuchsgruppen zusammengestellt : 

1. Serum wurde so mit einer 10%igen EDTA-Na2-L6sung (Chelaplex III) versetzt, dag sich 
folgende Endkonzentrationen einstellten: 24,2 mmol/l, 45,6 mmol/l und 61,7 mmol/1. 

2. Eine aus dem getrockneten Extrakt der Eiweil.~drtise yon Helix pomatia hergestellte l%ige 
L6sung wurde dem Serum bis zu einer Endkonzentration yon 0,17 % hinzugefiigt. 

3. Der Proteasenhemmer Contrykat R (Trasylol) wurde mit Serum vermischt bis zu einer 
Endkonzentration yon 50 000 antitryptischen Einheiten in 10 ml Serum. 

4. Serum ohne Zus~itze. 
Von den mit einem Gummistopfen verschlossenen R6hrchen blieb eine Serie bei Raumtem- 

peratur stehen, zwei weitere Ans~itze wurden im Ktihlschrank bei 4 ° C bzw. in der Tiefktihltruhe 
bei 20°C aufbewahxt. Aus einem Teil der R6hrchen wu,rden in regelmSgigen kleinen Zeitabst~in- 
den Proben entnommen und der elektrophoretischen Untersuchung zugefiihrt. Die anderen R6hr- 
chen wurden erstmals ge6ffnet, wenn sich in den vorgenannten Ver~inderungen abzeichneten. 

In einer weiteren Versuehsanordnung wurden die mit EDTA versetzten Seren nachtr~ighch 
mit Kalziumionen (Kalziumchlorid, Endkonzentration 20 mmol/l) und Magnesiumionen, (Mag- 
nesiumchlorid, Endkonzentration 20 mmol/1) versehen. 

Agaroseget-Hoehspannungselektrophorese: Die C3-Typisierung erfolgte in der Agarosetechnik 
nach Teisberg t14]. Die Gelkiihlung wurde dutch einen nach dem Kiihlschrankprinzip gekiihlten 
Metallblock erzielt. Agarose: 0,8 % (Agarose Special Grade, Fa. Schwaxz/Mann, Orangeburg, New- 
York, USA), Spannung: 600 V, StromstSxke: 100-220 mA, Trennzeit: 60 Minuten. 

Immunelektrophorese: Die Immunelektrophorese zur Kontrolle des jeweiligen Konversions- 
grades wurde in der yon Hkschfeld (7) angegebenen Anordnung vorgenommen. Als Antiserum 
kam ein Anti-g 1C / t~ l A (Ziege) (Staatliches Institut fiir Immunpr~parate und N~ihrmedien, Ber- 
lin) zur Anwendung. 

Ergebnisse 

Die zeitliche Grenze ftir eine zufriedenstellende Typisierbarkeit des C3-Proteins bei 

Anwendung der angegebenen Nachweistechnik liegt nach eigenen Erfahrungen bei 

unbehandelten Seren in folgenden Bereichen: Lagemng bei Raumtemperatur 1 - 2  Ta- 

ge, bei 4°C 3~4 Tage und bei 20°C mehrere Monate. 

Der Zusatz yon Helix-pomatia-Extrakt bewirkte keine Konversionsverz6gerung, 

der Zusatz von Contrykal eine nut geringftigige. 

Die Zugabe yon EDTA verz6gerte die Konversion betdichtlich, was sich besonders 

eindrucksvoll in der Immunelektrophorese darstellte (Abb. 1). 
Als giinstigste Endkonzentration fiir eine gute Darstellung des C3-Typs in der Aga- 

rose-Technik wurde eine EDTA-Konzentration von 45,6 mmol/1 ermittelt;  geringe 

Konzentrationsschwankungen nach oben und unten beeintr~chtigen die Ergebnisse 
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Abb. la. Immunelektrophoresc eines frischen (unten) und eines 14 Tage bei Raumtemperatur 
gelagerten Serums (oben) b lmmunelektrophorese eines 14 Tage bei Raumtemperatur gelagerten 
Serums; unten nach EDTA-Zusatz 
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Abb. 2. Agarosegel-Elektrophorese: 
C3-Typisierung nach dreiw6chiger Serum- 
lagerung bei Raumtemperatur. Serum 1, 5, 6 
und 7 mit EDTA-Zusatz 

nicht. Die zeitlichen Grenzen der Darstellbarkeit liegen hier folgendermagen: Lagerung 
bei Raumtemperatur  und bei 4°C 6 Wochen, bei 20°C wurde nach bisher 4 Monaten 
die Grenze noch nicht erreicht. (Abb. 2) Die nachtr~igliche Zugabe von Magnesium- 
und Kalziumionen hob die EDTA-bedingte Konversionsverz6gerung weitgehend auf. 
Vom Zei tpunkt  der Zugabe an verhielten sich die entsprechenden Serumproben hin- 
sichtlich des spontanen Konversionsablaufes wie unbehandelte.  
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Diskussion 

Bei unseren Versuchen zur verl~ingerten DarsteUbarkeit des C3-Polymorphismus in 
der Agarosegel-Elektrophorese griffen wk eine Anregung yon Linscott und Cochrane 
[19] auf, die durch Zugabe von EDTA-Na2 zu Meerschweinchenseren die Konversion 
vom f~aC- zum i~lA-Globulin betriichtlich verz6gern konnten. Laurell und Lundh 
[8] versuchten 1967 diese Ergebnisse auf menschliche Seren auszudehnen, um die 
humane C3-Komponente dem Zugriff der Konversion zu entziehen. Sic arbeiteten wie 
Linscott und Cochrane mit einer Endkonzentration yon 10 mmol EDTA/1. Im Gegen- 
satz zu deren Ergebnissen gelang Laurell und Lundh keine Konversionshemmung. Nach 
unseren Erfahrungen sind 10 mmol EDTA/1 eine zu geringe Konzentration flit eine 
effektive Konversionsverz6gerung ira menschlichen Serum. Erst bei Einsatz einer 
4- bis 5-fach h6heren Konzentration an EDTA gelang uns eine gegeniiber unbehan- 
delten Seren erheblich vefl~ingerte Nachweisbarkeit von C3. 

Unter der Voraussetzung, daf~ die in vitro ablaufende C3-Konversion einen Teil 
der auch in vivo ablaufenden Komplementaktivierung darstellt, kann man die EDTA- 
bedingte C3-Konversionsverz6gerung folgenderm~en erkl~iren: 

Fiir die Komplementaktivierung auf dem klassischen Weg sind u,a. Ca ++ und Mg ++ 
notwendige Reaktionspartner. Ca ++ vereinigt die drei Untereinheiten des C1 zu einem 
Makromolektil. Dutch Zusatz von EDTA wird dieses komplexe Makromolekiil gesprengt 
und zerf~illt in die Bestandteile Clq, Clr  und Cls. Nut bei Bindung des intakten C1 an 
den Antigen-Antik6rper-Komplex erfolgt die Umwandlung des Cls-Proenzyms in das 
Enzym, das als sog. ,,aktiviertes" C 1 auf C4 wirkt. Mg ++ wkd bei dem n~ichsten Re- 
aktionsschritt notwendig, denn die Reaktionsstufe AgAk-C1, C4 reagiert mit C2 zu 
AgAk-C1,C4,C2 nur in Gegenwart von Mg-Ionen. Die C3-Umwandlung erfolgt im 
niichsten Reaktionsschnitt [3,8,12 ]. 

So wird wahrscheinlich die Konversionsverz6gerung des C3 nicht durch eine direk- 
te Wirkung des EDTA auf das C3-Molektil verursacht, sondern durch eine Wirkketten- 
blockade an friJherer Stelle. Nachtr/iglicher Zusatz yon Mg- und Ca-Ionen hebt diese 
Blockade wieder auf. 

Fiir die C3-Konversion im Serum ist aber neben dem klassischen ein alternativer 
Weg (das C3-Aktivator-System) zu berticksichtigen [6], der unter Umgehung yon C1, 
C2 und C4 verl~iuft. Da auch fiir diese Reaktion Mg-Ionen erforderlich sind [13], 
diirfte der Zusatz yon EDTA dutch Bindung dieser Ionen den alternativen Weg der 
Komplementaktivierung ebenfalls blockieren. 

Der Wirkungsmechanismus der EDTA-Hemmung der Konversion beruht also 
offenbar auf der komplexen Bindung der Ca- bzw. Mg-Ionen. Die entstehenden sog. 
Metallchelate sind /~uf~rst stabile Komplexbindungen; freie Ionen des Zentralatoms 
sind unwahrscheinlich, wenn in einer L6sung der Komplexbildner im Crberschut~ vor- 
liegt. Die weniger stabile Bindung von Ca ++ bzw. Mg ++ durch Zitrat f'tihrt deshalb zu 
einer nur unwesentlichen Konversionsverz6gerung (eig. Beobachtung). 

Die Tatsache, da~ weder Contrykal noch der Extrakt aus der Eiweit~drOse yon 
Helix pomatia, der starke Proteasenhemmwirkung besitzt [17], eine nennenswerte 
Konversionsverz6gerung bewirken, spricht for die untergeordnete Rolle proteolyti- 
scher Enzyme bei der C3 Umwandlung. 

Die mitgeteilten Ergebnisse schaffen eine wesentliche Voraussetzung fiir die 
breitere Anwendung des C3-Polymorphismus in genetischen und forensischen Unter- 
suchun~en. 
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Nachtrag bei der Korrektur: W~ihrend der Drucklegung erhielten wir Kenntnis yon den Unter- 
suchungen R. Fechners, die unter Verwendung einer EDTA-Endkonzentration im Serum yon 
etwa 0,3 % eine geringere Konversionsverz6gerung erreichte. 
(Fechner, Regina: Genetisclie Untersuchungen zum C3-Polymorphismus und Versuche zur La- 
gerungsstabilitat des ~lC-Globuhns, Inaugural-Dissertation, J.-W.-Goethe-Universit~it Frankfurt 
a.M. 1972) 


