
Arch. Psychiat. Nervenkr. 227, 121--133 (1979) 
Archiv ffir Psychiatrie 
und Nervenkrankheiten 
Archives of Psychiatry 
and Neurological Sciences 
�9 by Springer-Verlag 1979 

Aspekte der immunologischen Diagnostik von Hirntumoren 

Ergebnisse mit tumorassoziierten Membranantigenen 
und dem Elektrophorese-Mobilit~its-Test 

H. Meyer-Rienecker, H. L. Jenssen und H. Werner 

Neurologische Abteilung der Nervenklinik (Direktor: Prof. Dr. J. Sayk) und 
Forschungsabteilung Immunologie (Leiter: Prof. Dr. H. Friemel) am Institut ftir Physiologische 
Chemie, Wilhelm-Pieck-Universit~it Rostock, DDR 

Aspects of Immunologic Diagnosis of Brain Tumors 

Results With Tumor-Associated Membrane Antigens and the Electrophoretic Mobility Test 

Summary. In cell-mediated immune processes the products of antigen- 
sensitive lymphocytes are detectable as charge-changing lymphokines by 
means of the cell electrophoretic mobility method (EM test). The improve- 
ment of the method concerns the measuring procedures (indicator particle 
and automation) and the application of specific antigens. The employment of 
special membrane antigens (3 M KC1 extracts) from tissue of normal brain 
and brain tumors is decisive for further differentiating results. The application 
of tumor-associated membrane antigens (TAA) from various kinds of brain 
tumors shows some diagnostically important reaction patterns. Using a 
common tumor antigen, the TAA-X3 mixture, a (1) characteristic result of 
general significance for neoplasms can be obtained; in applying the different 
TAA of brain tumors the findings in EM test point out an (2) organospecific 
reactivity and /or  a (3) histogenetic reaction pattern. The distinct neuro- 
epithelial and mesodermal brain tumors produce predominantly an organo- 
specific reaction and only partly a histogenetical profile. For this type of 
reactivity to the TAA in brain tumors, a series of factors depending on neuro- 
immunological specialities are important. 
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Zusammenfassung. Bei zellgebundenen Immunvorggngen k6nnen die Pro- 
dukte antigensensitiver Lymphozyten als ladungsverfindernde Lymphokine 
mit der Zell-Elektrophorese-Mobilitgts-Methode (EM-Test) bestimmt werden. 
Die gegenw~irtigen Fortschritte des Verfahrens betreffen den MeBvorgang 
(Indikatorpartikel und Automatisierung) und den Einsatz spezifischer Anti- 
gene. Die Anwendung spezieller Membranantigene (3 M-KC1-Extrakte) aus 
Normal- und Tumorgewebe bei neurologischen Erkrankungen ist entschei- 
dend fur weiter differenzierende Resultate. So zeigt die Verwendung tumor- 
assoziierter Membranantigene (TAA) aus den unterschiedlichen Hirntumor- 
arten einige diagnostisch bedeutsame Reaktionstypen: mit einem allgemeinen 
Tumorantigen, dem TAA-X3-Gemisch, ergibt sich ein (1.)allgemein-tumor- 
charakteristischer Befund; unter Nutzung der differenten TAA der einzelnen 
Geschwulstarten ist eine (2.)organspezifische Reaktivitfit und/oder ein (3.) 
histogenetisches Reaktionsmuster im EM-Test nachweisbar. Bei den verschie- 
denen neuroepithelialen und mesodermalen Hirngeschwfilsten besteht vor- 
wiegend eine organspezifische Reaktion und nur partiell ein histogenetisches 
Profil. Ft~r diese Ergebnisse der Reaktivitfit gegent~ber den TAA bei den Hirn- 
tumoren sind eine Reihe yon Faktoren, auch bedingt durch neuroimmuno- 
logische Besonderheiten, von Bedeutung. 

Sehliisselw6rter: Hirntumoren - Tumorimmunologie - Tumorassoziierte Anti- 
gene - Elektrophorese-Mobilitgts-Test - Lymphokine in vitro. 

Einleitung 

Wesentliche Fortschritte bei der Diagnostik von Tumoren im Zentralnerven- 
system erbrachten zum einen neuroradiologische Verfahren, und hierbei speziell 
die axiale Computer-Tomographie [1], z. B. in Form des EMI-Scanning. Zum 
anderen fUhrten die beim Geschwulstwachstum ablaufenden Immunreaktionen, 
vor allem die zellgebundene Immunitfit [12,33], zu neuen Aspekten bei der 
Diagn0stik und Verlaufskontrolle sowie hinsichtlich m6glicher therapeutischer 
Ansatzpunkte. Dabei stehen die Reaktivitfit der sensibilisierten Lymphocyten 
gegenUber den tumorassoziierten Antigenen [4, 17] und die Spezifit~it der Nach- 
weismethoden [12] im Vordergrund der Problematik. 

Eines der hinreichend empfindlichen Verfahren zur Ermittlung einer cellul~iren 
Immunitfit bei Malignomen ist der Elektrophorese-Mobilitfits-Test (EM-Test), 
yon Field und Caspary [8] im Jahre 1970 als Makrophagen-Elektrophorese- 
Mobilitfits-Test (MEM-Test) entwickelt. Unter Verwendung von basischem Mye- 
linprotein (BP) oder basischem Protein aus Tumorgewebe (cancer basic protein 

CaBP) als Antigen ffir die sensibilisierten Lymphocyten [2, 5] wurde von 
verschiedenen Arbeitsgruppen bei den Geschwtilsten eine positive Reaktivitfit 
festgestellt [6,9, 13, 19,23,27,30]. Mit diesem Testsystem ergab sich auch fUr 
einige andere neurologische und entzfindliche Erkrankungen eine Mobilit~its- 
hemmung [10, 20, 21], so dal3 fur die Tumordiagnostik - -  auger der notwendigen 
Vereinfachung des Verfahrens - -  der Einsatz weiterer, m6glichst spezifischer 
Antigene erforderlich ist. 
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Die h ieraus  resul t ierende Entwicklung in den letzten Jah ren  zielte au f  die 

(a) methodische  Vere infachung der  EM-Techn ik  bezfiglich der  I nd ika to rpa r t i ke l  
[15, 26] und  des MeBvorganges  [13, 24] bis bin  zur objekt iven  und  au tomat i schen  
Erfassung der  e lek t rophore t i schen  Beweglichkei t  (Schfitt u. Mi ta rb . ,  in Vorbere i -  
tung).  Fe rne r  gelang es, durch die (b) A n w e n d u n g  tumorassoz i i e r t e r  Ze l lmem-  
b ranan t igene  (TAA)  eine weitere Spezifit~it in der  Ermi t t lung  einer an t igenen 
Reaktivit~tt [14,23,28]  zu erreichen.  Inwiefern das EM-Tes t -Ver fahren  un te r  

Benutzung organ-  bzw. gewebespezif ischer  T A A  auf  weitere T u m o r a r t e n  an-  
wendba r  ist, soil  im folgenden ffir die p r imgren  und  sekund/iren Hirngeschwti ls te  
un tersucht  werden.  

Methodik 

Prinzip der Bestimmungsmethode. Spezifisch gegent~ber einem Antigen sensibilisierte Lympho- 
cyten setzen nach der in-vitro-Inkubation mit dem ad~iquaten antigenen Stimulus lymphokine 
Faktoren frei, die als Mediatoren der cellul~iren Immunitfit gelten. Derartige Lymphokine be- 
einflussen als ladungsverfindernde Produkte der antigensensitiven Lymphocyten (L PAL) die 
Mobilit~it von Indikatorzellen im elektrischen Feld; sie werden aufgrund ihrer Hemmwirkung 
auf das Indikatorsystem als ,,slowing factor" (macrophage slowing factor - -  MSF) bezeichnet 
[9]. 

Lymphocyten-Priiparation. Die Isolierung der peripheren Lymphocyten erfolgte aus 25-30 ml 
defibriniertem Venenblut nach der Methylcellulose-Karbonyleisen-Technik bzw. dem Ficoll- 
Visotrast-Verfahren, wie mehrfach beschrieben [10, 19, 29]; die Zahl der Lymphocyten wurde 
mit Eagles Medium auf 1.0 x 10 6 Zellen/ml eingestellt. 

Gewinnung der Antigene. Ffir die Untersuchungen kamen 16sliche Gewebsantigene des normalen 
Hirns und tumorassoziierte Membranantigene verschiedener Geschwulstarten zur Anwendung: 

(a) Das basische (encephalitogene) Myelinprotein (BP) wurde nach dem seit l~ingerem ein- 
geffihrten Verfahren von Caspary und Field entsprechend der Angaben yon Dunkley und 
Carnegie [7] aus normalern Hirngewebe des Menschen isoliert. 

(b) Die Herstellung des normalen Zellmembranantigens vom Hirn (normal tissue antigen - -  
NTA) des Menschen fand nach der 3 M-KC1-Extraktionstechnik gem~iB Meltzer u. Mitarb. [18] 
in der Modifikation von Werner [32] statt. Dabei wurde das Gewebe in hypertoner KC1-L6sung 
homogenisiert, ultrazentrifugiert und dialysiert. Nach der Konzentration erfolgte eine Prg- 
cipitation (50% (NH4)2SO4) und die Fraktionierung der gel6sten Prficipitate an Sephadex 
G-200. Die Untersuchung der Einzelfraktionen mit Lymphocyten der Patienten ergab eine Anti- 
genit~it im P2-Bereich (120-180 000 MW); diese Fraktion (300 gg/Testansatz) wurde im Test 
benutzt. 

(c) Die tumorassoziierten Membranantigene (tumor associated antigens - -  TAA) der 
einzelnen Hirngeschwultsarten wurden ebenfalls als hypertonische 3 M-KC1-Extrakte - -  ent- 
sprechend dem angef~hrten Verfahren [18, 32] - -  aus Operationsmaterial Ivon Patienten mit 
primfiren Hirntumoren isoliert. Nach der Separation und Gelchromatographie erfolgte die 
Ermittlung der Aktivitfit der Fraktionen an Patienten mit korrespondierenden Tumoren. Es 
fand sich eine unterschiedliche Antigenitfit und Spezifitgt in zwei Molekulargewichtsbereichen, 
dem P 2 (120-180 000 MW) und P 3 (50-80 000 MW): die P 2-Fraktion besag histospezifische 
und/oder organspezifische Eigenschaften, die P 3-Fraktion zeigte - -  wie auch bei vorange- 
gangenen Untersuchungen festgestellt [32] - -  eine ausgeprfigt kreuzreagierende Aktivit~it. Ffir 
die Bestimmungen kam die P 2-Fraktion (300 gg/Testansatz) zur Anwendung. 

1 Ft~r die histomorphologischen Untersuchungen danken wir Herrn Doz. Dr. P. Schr6ter, Leiter 
des Neuropathologischen Laboratoriums der Nervenklinik der Universitgt Rostock, und ft~r 
die Operationsprgparate Herrn MR Doz. Dr. Dr. G. Lang, Leiter der Neurochirurgischen 
Abteilung der Chirurgischen Klinik der Universit~it Greifswald 
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Im einzelnen handelte es sich um die TAA aus dem Tumorgewebe eines fibriNiren Astro- 
cytom (35j~ihriger Mann), eines glioblast6s entarteten Astrocytom (4@ihriger Mann), eines 
Oligodendrogliom (27j~ihrige Frau) und eines astrocytgren Glioblastom (47jfihrige Frau) des 
Groghirns sowie eines Neurinom im Kleinhirnbriickenwinkelbereich (3@ihriger Mann), eines 
Meningeom in der Keilbeinflfigelregion (42jfihrige Frau) und eines temporal gelegenen Epi- 
dermoid (41j~ihriger Mann). 

(d) Als allgemeines kreuzreagierendes tumorassoziiertes Membranantigen - -  TAA-X3 - -  
wurde aufgrund der Voruntersuchungen [ 14] und der Ergebnisse zur Antigenitfit der Fraktionen 
(s. voranstehenden Abschnitt (c)) ein Gemisch yon drei TAA--P3-Fraktionen benutzt. Sie 
wurden nach dem gleichartigen Separationsablauf wie unter Abschnitt (b) bzw. (c) aus dem 
Operationsmaterial eines fibrill~iren Astrocytoms, eines Bronchialcarcinoms sowie Osteo- 
sarkoms gewonnen und als Gemisch - -  TAA-X3 (P3-Fraktion) - -  ffir die Untersuchungen 
(300 gg/Testansatz) eingesetzt. 

Indikatorzellen. Als Indikatorpartikel zur Messung der L PAL wurden Makrophagen ange- 
wandt. Die Gewinnung erfolgte aus dem Peritonealexsudat von Meerschweinchen, 10-14 Tage 
nach lokaler Stimulierung mit Paraffinum subliquidum [3, 29]. 

Inkubation und Testansiitze. Zur Stimulierung der Lymphokin-Bildung wurden 1 • 106 Lympho- 
cyten der Patienten mit dem Antigen - -  100gg BP, 300ggNTA bzw. TAA - -  in 3ml Eagles 
Medium fiber 90min bei 21~ inkubiert. Nach Kulturabbruch fand die Inkubation der 
Indikatorzellen mit den lymphokinhaltigen Zellfiberst/inden tiber 90min bei 21~ statt. Als 
Kontrollen dienten - -  wie allgemein beim EM-Testsystem [9, 14,27] - -  in gleicher Weise 
behandelte antigenfreie Proben (zur Feststellung einer nicht spontanen Lymphokinfreisetzung) 
sowie Kontrollans~itze yon Makrophagen mit dem jeweiligen Antigen (zum Ausschlul3 einer 
durch das Antigen bewirkten Verfinderung der Wanderungsgeschwindigkeit). 

Zellelektrophorese. Die elektrophoretische Mobilitfit der Indikatorzellen wurde mit dem Ver- 
fahren der tr~gerfreien Mikrozellelektrophorese ermittelt [15]. Die Messungen erfolgten im 
Zytopherometer der Fa. Opton (Oberkochen/BRD) bei einer Stromst~irke von 7,5 mA (175-180 
V) unter konstanten Bedingungen (Temperatur yon 21 ~ C). Es wurde in der station~iren Ebene 
des elektrischen Feldes ffir jeden Ansatz die Wanderungsgeschwindigkeit von 20-40 Makro- 
phagen ermittelt, die Werte mit einem rechnergestfitzten automatischen Auswerteverfahren 
registriert. Die Durchffihrung der Bestimmungen fand in Form einer Blindstudie statt. Die Be- 
rechnnng der Verfinderung der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit wurde in Pro- 
zent, bezogen auf die Werte nicht gehemmter Zellen, vorgenommen [8]; d.h. wenn T~ die Wan- 
derungszeit im Testansatz und K die der Kontrollans~itze ist, ergibt sich (da T~ >K) die pro- 
zentuale Hemmung aus T~-K/Kx 100. 

Patientengut 

Mit dem Testsystem wurden die Zellfiberst~inde nach Inkubation der Lymphocyten mit dem BP, 
NTA und den verschiedenen TAA von 50 neurologischen Patienten untersucht. 

Unter den Probanden mit primfiren Neoplasmen des Zentralnervensystems befanden sich 
15 Patienten mit neuroepithelialen Hirntumoren, im einzelnen 4 Astrocytome (fibrill~ir, proto- 
plasmatisch und gemischtzellig), 20ligodendrogliome, 7 Glioblastome (vorwiegend multiform, 
in einem Fall astrocyt~ir, oligodendrogligr) und 2 Neurinome (im Bereich des N. acusticus). Bei 
den 8 Patienten mit mesodermalen Hirngeschwtilsten handelte es sich um Meningeome (tiber- 
wiegend endotheliomat6ser, fibromat6ser sowie psamm6ser Art), gleichfalls verschiedener 
Lokalisation. Die Altersverteilung dieser Krankheitsffille mit primfiren Hirntumoren lag 
zwischen dem 22. und 64. Lebensjahr (Durchschnittsalter 45.3 Jahre). Innerhalb der 6 Patienten 
mit metastatischen Hirngeschwtilsten waren 3 Erkrankungen an einem verhornenden Platten- 
epithelcarcinom, 2 ausgehend vom Bronchialsystem, ein anderes vom Uterus, ferner ein Adeno- 
carcinom des Coecum, ein Prostatacarcinom und ein Mammacarcinom (Durchschnittsalter 
57 Jahre). 
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Eine strahlentherapeutische oder chemische Immunsuppression vor der Blutentnahme 
wurde bei keinem der Patienten durchgeftihrt. In jedem der Krankheitsffille mit einer Ge- 
schwulst erfolgte eine histologische Klassifizierung der Tumorart aus bioptisch w~hrend der 
Operation bzw. autoptisch gewonnenem Gewebsmaterial. 

Die 21 Patienten mit anderen neurologischen Krankheiten setzten sich zusammen aus 13 Er- 
krankungsffillen einer Multiplen Sklerose (verschiedenartiger Verlaufsformen), 3 Meningo- 
encephalitiden (in je einem Fall akut-bakteriell, subakut-postinfekti6s, chronisch und wahr- 
scheinlich virusbedingt), einer amyotrophen Lateralsklerose, 2 cerebrovasculfiren Krankheiten 
(vascular verursachtes Parkinsonsyndrom bzw. apoplektiforme intracerebrale Blutung) und 
2 schweren Sch~idelhirntraumen (Contusio cerebri). 

Ergebnisse 

Die innerha lb  der 50 neurologischen Pat ienten in 39 F~llen bezfiglich der all- 

gemeinen und  speziellen Ant igene ein relativ spezifisches Reakt ionsmuster  auf- 

weisenden ErkrankungsfNle  sind auf  der Grundlage  des Nachweises der L PAL in 

der Tabelle 1 angefiihrt.  Hieraus ist die bekannte  positive ReaktivitM gegeniJber 
dem BP bei allen organischen Krankhe i ten  mit  ausgedehnterer  und  l~inger 

dauernder  Parenchymdes t ruk t ion  des Nervensystems ersichtlich. Dart iber  h inaus  
resultieren aus der Verwendung der durch hyper tone Salzextraktion gewonnenen  

Membranan t igene  des normalen  u n d  tumor6sen  Hirngewebes (NTA u n d  TAA) 

weiter differenzierende Befunde: 

1. Bei Einsatz des normalen  Gewebsant igens NTA l~iBt sich im EM-Test  keine 

wesentliche Mobil i t~itshemmung fiir die mal ignen Hirngeschwfilste, jedoch ffir die 

anderen neurologischen Erk rankungen  nachweisen. Hieran  sind vor allem die 
Krankheitsf~ille mit  einer Mult ip len Sklerose (von denen 8 Pat ienten gegentiber 6 

Tabelle 1, Ergebnisse des EM-Testes (Hemmung in Prozent) unter Verwendung allgemeiner 
hirntypischer Antigene (BP, NTA) und tumorassoziierter Antigene (TAA-Fraktion X3 sowie 
verschiedene histospezifische TAA) bei primgren und sekund~iren Hirnturnoren im Vergleich 
zu anderen neurologischen Krankheiten (X = Mittelwert, s = Standardabweichung) 

Antigene Neuroepitheliale Mesodermale Sekund~ire Andere 
Hirntumore Hirntumore Hirntumore neurologische 
(n = 12) (n = 8) (n = 5) Krankheiten 

(n = 14) 

x _s  (%) x i s  (%) x +-s (%) x •  (%) 

BP 16.8 _+ 2.7 17.9 + 3.8 18.5 _+ 4.2 13.5 + 5.8 

NTA 1.9 _+ 2.4 1.0 + 1.2 1.3 _+ 1.7 11.2 + 4.1 

TAA-X3 14.6 + 5.2 13.9 + 3.6 11.7 + 4.7 6.8 + 8.7 

Astrocytom 9.3 +_7.2 4.7 +- 7.0 0.9 + 0.8 1.1 _+ 0.6 

Oligodendrogliom 4.5 _+ 4.5 6.7 +- 4.5 5.7 + 4.1 7.6 + 5.9 

Glioblastom 8.1 + 6.3 6.8 ___ 7.1 2.2 +- 1.6 1.1 +- 1.6 

Neurinom 6.6 + 5.1 13.4 _+ 7.4 6.3 +- 8.0 1.4 + 2.4 

Meningeom 10.0 +_ 6.9 14.8 _+ 1.7 9.6 + 4.7 9.4 _+ 7.2 

Epidermoid 4.8 + 5.0 6.8 +- 4.2 5.2 + 4.7 7.6 _+ 5.3 
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sonstigen neurologischen Erkrankungen in der Tabelle 1 angeffihrt sind) beteiligt. 
Derartigen deutlichen - -  stets positiven - -  Hemmwerten gegenfiber dem NTA bei 
der Multiplen Sklerose (und einigen chronischen Meningoencephalitiden) kommt 
eine nicht geringe diagnostische Bedeutung zu. Hinsichtlich der Einzelheiten und 
des Vergleichs zu anderen Krankheitsbildern - -  wie auch beziiglich der negativen 
Befunde bei der Untersuchung von Normalpersonen - -  wurde bereits in einer 
vorangegangenen Mitteilung [22] - -  auf der Grundlage von insgesamt 60 Pro- 
banden - -  Stellung genommen. 

2. Andersartig sind die Ergebnisse des EM-Testes bei der Anwendung des all- 
gemeinen Tumorantigens TAA-X3 (Gemisch von P 3-Fraktionen). Hiermit weisen 
25 der untersuchten 29 prim~iren und sekundfiren Hirngeschwfilste positive 
Hemmwerte fiber 6% auf (was einer Nachweisrate von 86% entspricht). Dagegen 
zeigen die anderen neurologischen Krankheiten eine geringere Aktivit~it der 
L PAL (wobei einige der m~il~ig erh6hten bzw. im Grenzwertbereich liegenden 
Ffille wiederum Erkrankungen an einer Multiplen Sklerose sind). Insgesamt ffihrt 
der Einsatz des TAA-X3 und des NTA zu einer zwischen den Hirngeschwfilsten 
und den anderen neurologischen Krankheiten unterscheidenden Reaktivitfit. 

3. Ffir eine weiterreichende Aussage zur Tumorspezifitfit gemfig der Histo- 
genese wurden Untersuchungen mit den verschiedenen TAA (P2-Fraktion) der 
einzelnen Geschwulstarten durchgeffihrt. Die Resultate entsprechend der neuro- 
epithelialen und mesodermalen Herkunft bzw. der speziellen histologischen 
Klassifikation der Tumoren zeigen ein differenziertes Reaktionsmuster (Tabelle 1 
und 2). Aufffillig sind einerseits deutliche Hemmwerte bei den an einem Astro- 
cytom oder Glioblastom erkrankten Patienten mit einigen der yon neuroepithelia- 
len Geschwiilsten gewonnenen Antigene sowie eine gleichfalls eindeutige Reagi- 
bilit~it der Meningeom-Ffille gegent~ber dem Antigen aus Neurinom- und Menin- 
geom-Gewebe. Auf der anderen Seite ergeben sich fiir einige TAA unterschied- 
liche Wertigkeiten. 

Von den neuroepithelialen Antigenen mug die differenzierende Reaktivitfit des TAA (P2- 
Fraktion) vom Astrocytom hervorgehoben werden. Geringer ist dagegen diejenige des Oligo- 
dendrogliom und Glioblastom. Bei Verwendung des TAA aus dem Neurinom-Gewebe kann ein 
relativ unterschiedliches Reaktionsmuster festgestellt werden. Hinsichtlich des mesodermalen 
Meningeom-Antigen ist die verh~iltnism~igig breitbasige Reaktivitfit bemerkenswert. Anders 
und insbesondere gleichf6rmig gering stellt sich die Reagibilit~it gegeniiber dem TAA vom 
Epidermoid for alle untersuchten Tumorarten dar. 

Insgesamt reagierten (mit einer Mobilit~itshemmung fiber 6%) von den in der 
Tabelle 1 bzw. 2 angefiihrten 25 Patienten mit einem Hirntumor drei Viertel mit 
mehr als einem der TAA (P2-Fraktion) verschiedenartiger Geschwtilste, mit 
weiteren tumorassoziierten Extrakten 3 (1/4) der neuroepithelialen und 5 (etwa 2/3) 
der mesodermalen Neoplasmen, dabei - -  wie bei den metastatischen Tumoren - -  
jeweils ein Erkrankungsfall mit 4 der eingesetzten 6 Antigene. Von allen der mit 
den TAA (P 2-Frakfion) untersuchten 29 primfiren und sekund/iren Hirngesch~il- 
sten zeigten 25 (86%) eine positive Reaktion. Zwei - -  nicht in den Tabellen auf- 
gefiihrte - -  Patienten mit einem Astrocytom (afibrill~ir bzw. klein- und grol3zellig) 
boten keine eindeutigen Ergebnisse (Hemmwert mit nicht-korrespondierendem 
Meningeom-Antigen von 10,9% bzw. neuroepithelialem Antigen yon 8,5%). 



T
ab

el
le

 2
. 

M
o

b
il

it
/~

ts
h

em
m

u
n

g
 i

m
 E

M
-T

es
t 

be
i 

v
er

sc
h

ie
d

en
ar

ti
g

en
 p

ri
m

fi
re

n
 m

ad
 s

ek
un

d~
ir

en
 H

ir
n

g
es

ch
w

fi
ls

te
n

 u
n

te
r 

A
n

w
en

d
u

n
g

 
tu

m
o

ra
ss

o
zi

ie
rt

er
 

A
n

ti
g

en
e 

de
r 

h
is

to
g

en
et

is
ch

 u
n

te
rs

ch
ie

d
li

ch
en

 H
ir

n
tu

m
o

ra
rt

en
 

(H
em

m
u

n
g

 
in

 P
ro

ze
n

t,
 ~

 =
 M

it
te

lw
er

t,
 s

 =
 S

ta
n

d
ar

d
ab

w
ei

ch
u

n
g

) 

A
n

ti
g

en
e 

A
st

ro
cy

to
m

 
O

li
g

o
d

en
d

ro
g

li
o

m
 

G
li

o
b

la
st

o
m

 
N

eu
ri

n
o

m
 

M
en

in
g

eo
m

 
S

ek
u

n
d

~
re

 
(n

 =
 2

) 
(n

 =
 2

) 
(n

 =
 6

) 
(n

 =
 2

) 
(n

 =
 8

) 
H

ir
n

tu
m

o
re

 
(n

= 
5)

 

x 
_

s 
(%

) 
x 

+_
 

s 
(%

) 
x 

+
s 

(%
) 

x 
_

s 
(%

) 
x 

_+
s 

(%
) 

x 
+

_s
 

(%
) 

T
A

A
-X

3
 

13
.5

 _
+ 

1.
4 

17
.8

 +
 

1.
1 

14
.3

 _
+ 

7.
8 

13
.0

 +
 

i.
 I 

13
.9

 +
 3

.6
 

11
.7

 +
_ 4

.7
 

A
st

ro
cy

to
m

 
17

.0
 +

_ 3
.3

 
9.

1 
_+

 
8.

9 
9.

4 
+_

 6
.9

 
1.

0 
_+

 1
.0

 
4.

7 
_+

 7
.0

 
0.

9 
_+

 0
.8

 

O
li

g
o

d
en

d
ro

g
li

o
m

 
3.

0 
_+

 4
.2

 
12

.0
 +

_ 
4.

6 
2.

7 
+ 

2.
0 

4.
0 

_ 
5.

5 
6.

7 
_+

 4
.5

 
5.

7 
_+

 4
.1

 

G
li

o
b

la
st

o
m

 
5.

5 
_+

 7
.7

 
7.

8 
_+

 
6.

7 
6.

3 
+_

 8
.3

 
6.

2 
+_

 5
.4

 
6.

8 
+_

 7
.1

 
2.

2 
_+

 1
.6

 

N
eu

ri
n

o
m

 
3.

9 
+ 

3.
8 

9.
5 

+ 
8.

1 
3.

5 
_+

 1
.6

 
8.

3 
+ 

7.
0 

13
.4

 +
 7

.4
 

6.
3 

+_
 8

.0
 

M
en

in
g

eo
m

 
0.

7 
.+_

_ 0
.9

 
7.

6 
+ 

10
.7

 
11

.5
 +

 7
.7

 
17

.1
 +

 
1.

1 
14

.8
 _

+ 
1.

7 
9.

6 
+ 

4.
7 

E
p

id
er

m
o

id
 

3.
4 

_+
 1

.9
 

4.
1 

+ 
2.

4 
6.

9 
+ 

6.
5 

1.
7 

+ 
0.

4 
6.

8 
_+

 4
.2

 
5.

2 
+ 

4.
7 

o o~
 v oo
 

.,~
 

o ~Z
 

�9
 



T
ab

eU
e 

3.
 K

ra
nk

he
it

sf
~t

ll
e 

m
it

 ,
,f

al
sc

h-
ne

ga
ti

ve
n"

 o
de

r 
,,

fa
ls

ch
-p

os
it

iv
en

" 
E

rg
eb

ni
ss

en
 i

m
 E

M
-T

es
t 

(H
em

m
un

g 
in

 P
ro

ze
nt

) 
be

i 
de

r 
V

er
w

en
du

ng
 v

er
- 

sc
hi

ed
en

er
 h

ir
nt

yp
is

ch
er

 u
nd

 t
um

or
as

so
zi

ie
rt

er
 A

nt
ig

en
e 

(B
P

 u
nd

 N
T

A
 d

es
 n

or
m

al
en

 H
im

ge
w

eb
es

 s
ow

ie
 T

A
A

 d
er

 e
in

ze
ln

en
 H

ir
nt

um
or

ar
te

n)
 

P
at

ie
nt

 
D

ia
gn

os
e 

B
P

 
N

T
A

 
T

A
A

 

X
3 

A
st

ro
- 

O
li

go
- 

G
li

o-
 

N
eu

ri
no

m
 

M
en

in
- 

cy
to

m
 

de
nd

ro
- 

bl
as

to
m

 
ge

om
 

gl
io

m
 

,,f
 al

sc
h-

ne
ga

ti
v 

" 

H
.S

. 
G

li
ob

la
st

om
, 

po
ly

bl
as

t.
 

1.
2 

3.
1 

0.
2 

0.
9 

5.
8 

6.
5 

1.
2 

3.
1 

(5
5J

.)
 

H
.K

. 
M

et
as

ta
se

 e
in

es
 A

de
no

ca
rc

in
om

s 
3.

5 
1.

5 
5.

2 
0 

0 
0 

0 
2 

(6
3 

J.
) 

de
s 

C
oe

cu
m

 

,,f
 al

sc
h-

po
si

ti
v"

 

G
.H

. 
A

m
yo

tr
op

he
 L

at
er

al
sk

le
ro

se
 

13
.8

 
7.

3 
0 

0 
0 

0.
4 

9.
2 

0 
(4

8J
.)

 

K
.S

. 
M

en
in

go
en

ce
ph

al
it

is
, 

ak
ut

-b
ak

te
ri

el
l 

21
.1

 
1.

9 
9.

7 
11

.9
 

16
.7

 
n.

d.
 

n.
d.

 
0 

(2
1 

J.
) 

G
.U

. 
M

ul
ti

pl
e 

S
kl

er
os

e 
10

.6
 

19
.8

 
17

.3
 

5.
3 

19
.2

 
3.

0 
19

.8
 

14
.6

 
(4

7J
.)

 

,q 



Aspekte der immunologischen Diagnostik von Hirntumoren 129 

Weitere zwei Ffille mit einem Neoplasma (ein Glioblastom und eine Hirnmeta- 
stase eines Adenocarcinom) boten falsch-negative Befunde (s. Tabelle 3). 

Auf den Zeitpunkt des Auftretens einer sich im EM-Test manifestierenden Sensibilisierung 
gegen die TAA zu Beginn des Krankheitsverlaufs ergeben sich aus den hier durchgeffihrten 
Untersuchungen keinerlei Rtickschlfisse. Ein wesentlicher Effekt der totalen oder subtotalen 
Tumorentfernung auf den Grad der Mobilit/itshemmung konnte bei Verlaufsbeobachtungen 
(bis zu 6 Monaten) nicht beobachtet werden. Zum EinfluB der Anwendung yon Immun- 
suppressiva bzw. Cytostatica auf die L PAL-Aktivitgt sind keine Angaben m6glich, da im vor- 
liegenden Patientengut derartige Therapeutica nicht eingesetzt wurden. 

Unter Berficksichtigung der Reagibilit~it gegenfiber den verschiedenen TAA 
lieBen sich bei 7 der 50 ErkrankungsfNle (d. h. 14% des Gesamtmaterials) bzw. 
bei einem Drittel der hier untersuchten anderen neurologischen Erkrankungen 
falsch-positive Ergebnisse nachweisen. Hieran waren vorwiegend die Patienten 
mit einer Multiplen Sklerose infolge ihrer Reaktivitfit, vor allem gegen das ver- 
wendete Meningeom-Antigen (12,7 + 5,9%), aber auch andere TAA (wie Oligo- 
dendrogliom mit 13,8 + 5,0% Hemmung) beteiligt. Beispiele f~r derartige falsch- 
positive Reaktionsmuster, die auch den Krankheitsfall einer amyotrophen Late- 
ralsklerose und einer Meningoencephalitis betreffen, sind in der Tabelle 3 ange- 
ffthrt. 

Diskussion 

Die Ergebnisse und damit die diagnostische Aussage der Ermittlung einer zell- 
gebundenen Immunitgt fiber den Nachweis der lymphokinen Mediatoren werden 
auch bei den verschiedenen Organgeschwfilsten yon zwei wesentlichen Faktoren 
bestimmt. Es sind die (1.) Empfindlichkeit der Bestirnmungsverfahren zur Fest- 
stellung der Lymphokine [33] und die (2.) Spezifit~it der zur Stimulierung antigen- 
reaktiver Lymphocyten verwendeten Antigene [17]. Beide Komponenten sind ffir 
die differenzierenden Testresultate yon grundlegender Bedeutung. 

1. Gegenfiber der seit l~ingerem bekannten und tiberwiegend angewandten 
Makrophagen- oder Leukocyten-Migrationshemmung zeigt die Methode der 
Zellelektrophorese [8] einige Vorteile. Das auf einer Mobilitfitshemmung von 
Indikatorpartikeln im elektrischen Feld basierende Verfahren der Elektrophorese- 
Mobilit~its-(EM-)Technik ist hinreichend empfindlich. Hiermit wurden bei den 
verschiedenartigen malignen Neoplasmen durch eine Reihe von Arbeitsgruppen 
positive Befunde erhoben [6, 8, 13, 19, 21, 24, 27, 30]. 

Ein Nachteil der bislang erhaltenen Ergebnisse ist die wenig differenzierende Wirkung des zur 
Lymphocytenstimulierung verwendeten BP. Mit einem derartigen Antigen l~iBt sich auch eine 
positive Reaktivit/it bei einigen anderen neurologischen Krankheiten mit lfinger dauernder und 
ausgepr~igter Parenchymt~ision im Bereich des Zentralnervensystems (Multiple Sklerose, Neuro- 
lues, sonstige chronische Entztindungen, Apoplexie, degenerative Leiden) sowie einigen weite- 
ren Erkrankungen (Influenza und andere akute Infektionen, aktive Tuberkulose, Sarkoidose, 
Lupus erythematodes, Colitis ulcerosa u.a.) beobachten [10,20,22,30]. Solcherart Befunde 
weisen auf den ft~r die immunologische Diagnostik der Malignome wesentlichen zweiten 
Faktor. 
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2. Die Spezifitfit des Nachweises einer cellulgren Immunit~it ist entscheidend ab- 
h~ingig yon den fiir die Lymphocytenstimulierung benutzten Antigenen. Aus den 
mit dem BP erhaltenen relativ unspezifischen EM-Test-Ergebnissen resultierte die 
Notwendigkeit der Verwendung weiterer Antigene. Dabei ftihrte der Einsatz 
basischer Proteine aus Krebsgewebe, des CaBP (cancer basic protein), zwar zu 
einem gr613eren Hemmwert [3], erftillte jedoch nicht die an ein allgemeines 
Tumorantigen zu stellenden Anforderungen [2, 5]. Aus diesem Grunde erfolgte 
die Anwendung spezifischer Membranantigene, die dutch hypertonische 3 M-KC1- 
Extraktion aus Normal- und Tumorgewebe als NTA oder TAA gewonnen werden 
k6nnen [18,32]. Derartige zellmembranassoziierte Gewebsantigene erbrachten, 
wie auch die Befunde in anderen Testsystemen zeigten [16,25,31], fiir die 
Geschwulst- und einige Autoimmunerkrankungen eindeutiger differenzierende 
Ergebnisse [13, 22, 23]. 

Erste Resultate mit den TAA verschiedener Organgeschwiilste wiesen auf fiir einige Tumorarten 
charakteristische Membranantigene. Infolge der mit dem EM-Test exakt feststellbaren Sensibili- 
sierung der Lymphocyten gegentiber den verschiedenen TAA kann somit ein charakteristisches 
Reaktionsmuster ftir den jeweiligen Erkrankungsfall ermittelt werden [23]. Entsprechende Unter- 
suchungsserien sowohl mit einem aus den 3 M-KC1-Extrakten verschiedener Geschwtilste [14] 
gewonnenen allgemeinen Tumorantigen, dem gemischten TAA-X3 (P 3-Fraktion)als auch den 
TAA (P 2-Fraktion) der histogenetisch differenten Neoplasmen zeigten ein fiJr die einzelnen 
Malignome zum Teil typisches ,,immunologisches Tumorprofil" [ 13, 23, 28] bzw. Lymphocyten- 
Reaktionsmuster. 

Mit den gewebsspezifischen TAA im EM-Test ergaben sich aufgrund unserer 
Untersuchungen fiJr die Hirngeschwiilste hauptsfichlich drei Reaktionsformen: 

I. Ein positives Testresultat zeigten 86% der Tumoren im Bereich des ZNS mit 
dem allgemeinen, gemischten TAA-X3 (P 3-Fraktion) sowie einem der histo- 
spezifischen TAA (P 2-Fraktion), drei Viertel der Ffille mit einem weiteren der- 
artigen Antigen und ein kleiner Prozentsatz mit mehr als drei Antigenextrakten. 

II. Einen nicht eindeutigen Befund, d. h. Hemmwerte zwischen 8 und 10% mit 
nicht-korrespondierenden TAA (P 2-Fraktion), bot ein Anteil von etwa 7% der 
Hirntumore. 

III. In einem gleichen Prozentsatz der Krankheitsffille war einfalsch-negatives 
Reaktionsmuster (mit Hemmwerten unter 6-7%) nachweisbar, wobei diese 
Patienten klinisch und autoptisch keine wesentlichen Besonderheiten, jedoch eine 
relativ langdauernde Anamnese und ein gering oberhalb des Durchschnittes 
liegendes Erkrankungsalter aufwiesen. 

Bei Berticksi~htigung der anderen neurologischen Erkrankungen ergab sich ftir 
die TAA im EM-Test noch eine weitere (IV.) Reaktionsform. Es waren falsch- 
positive Befunde, die offenbar in Abhfingigkeit vom untersuchten Erkrankungs- 
gut bis zu einem Drittel der F~ille zeigten. Hieran sind iiberwiegend (zu 2/3) die 
Patienten mit einer Multiplen Sklerose, vor allem aufgrund ihrer Reaktivit~it 
gegentiber dem Meningeom-Antigen m aber auch einigen anderen TAA - -  be- 
teiligt. Gleichfalls wiesen verschiedene - -  vorwiegend entztindliche - -  neuro- 
logische Krankheitsbilder ein derartiges Reaktionsmuster auf (s. Tabelle 3), wobei 
positiv zu wertende Mobilit~itshemmungen sowohl gegen nur eines als auch 
mehrere der eingesetzten TAA zu beobachten waren. 
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Eine weitere Differenzierung, besonders der ,,falsch-posifiven" Befunde mit den TAA, l~iBt sich 
durch die zus~tzliche Anwendung des NTA aus normalem Hirngewebe erreichen. Die Patienten 
mit einem Hirntumor reagierten allgemein nicht mit dem NTA (s. Tabelle 1). Dagegen werden 
die Lymphocyten der F~ille mit einer Multiplen Sklerose (und einigen chronischen Entziindun- 
gen des ZNS) bei der in-vitro-Inkubation mit dem NTA zur Bildung der L PAL angeregt, so dab 
eine Hemmung im EM-Test resultiert. Es konnte dies auch durch weiterreichende Unter- 
suchungen an einem umfangreichen neurologischeren Patientengut bestfitigt werden [22]. 

Allgemein sind hinsichtlich der mit dem i~M-Test nachweisbaren Lymphocyten- 
sensibilisierung gegen Antigene aus Geschwulstgewebe ftir die verschiedenen 
TAA im wesentlichen drei Reaktionstypen zu unterscheiden. 

1. Es besteht eine tumorcharakteristische Reaktionsform gegentiber einem all- 
gemeinen (gemischten) Tumorantigen (TAA-X3 - -  P 3-Fraktion), die hinsichtlich 
der verschiedenen Geschwulstarten auf einer Kreuzreaktivitfit basiert, jedoch 
nicht die sogenannten benignen Tumoren erfaBt [14, 23]. Eine breitbasige 
Reaktion gegen derartige Antigenpr~iparationen bieten alle Neoplasmen (mit 
einer Nachweisrate von fiber 85%), auch die prim~iren und sekund~iren Hirn- 
tumoren. 

2. Eine organspezifische Reaktivitiit mit den TAA (P2-Fraktion) der ver- 
schiedenartigen Organtumoren ist generell und durchg~ngig vorhanden. Sie er- 
scheint als die bevorzugte und prinzipielle Reaktionsform ffir die Tumoren im 
Bereich des ZNS und beruht auf einer teilweise komplexen, bei destruierenden 
Parenchymprozessen gegen die verschiedenen Gewebeanteile gerichteten cellu, 
lgren Sensibilisierung. Dabei besteht gegenfiber den einzelnen TAA (P2-Fraktion) 
ein unterschiedlicher Sensibilisierungsgrad, was auf die besondere Problematik 
der im folgenden zu er6rternden histogenetischen Reaktionsform hindeutet. 

3. Ein histospezifisches Reaktionsmuster ist fiir eine Reihe von Tumorarten bei 
Verwendung der korrespondierenden TAA (P2-Fraktion) mehr oder weniger 
deutlich. Es betrifft die tumorspezifische Reaktivit~it im EM-Testverfahren gegen 
einige TAA, wie beispielsweise aus Bronchialcarcinom, Magen- bzw. Kolon-/  
Rectumcarcinom, hypernephroides Carcinom, Prostata- und Blasencarcinom 
sowie Osteo- und Fibrosarkom [13, 23, 28]. Eine derartige Reaktionsform kann 
ffir die Hirntumoren nur begrenzt festgestellt werden, d.h. es findet sich die 
Tendenz eines auf die adfiquaten TAA (P 2-Fraktion) der mesodermalen und - -  
geringer - -  neuroepithelialen Neoplasmen des Zentralnervensystems gerichteten 
Reaktionstyps. 

Die bei den Hirngeschwt~lsten lediglich partiell korrespondierende Reaktivit~it gegentiber den 
histospezifischen TAA beruht auf einigen Faktoren bzw. Bedingungen. An (a) allgemeinen 
Faktoren muB seitens der verwendeten Antigene die M6glichkeit einer evtl. interkurrenten 
Kreuzreaktivit~it angefiihrt werden. Des weiteren sind verschiedene immunologische Bedingun- 
gen, wie Anzahl, Zusammensetzung und Funktionszustand der reagiblen Zellen, bedeutsam --  
wozu bestimmte Einzelheiten noch nicht als gekl&irt gelten [4]. Einige (b) spezielle Faktoren fur 
die Reaktivitfit bei den Hirntumoren sind die Schrankenverh~iltnisse (Bluthirnschranken- 
System) und die hierdurch beeinfluBte Antigeneinwirkung. Auf der anderen Seite disponiert die 
zumeist vorliegende Hirndrucksymptomatik und die Parenchymdestruktion fiir eine mehr 
komplexe Reaktivit~it gegen verschiedene Gewebsanteile. Als (c) besonderer Faktor kann die 
Polymorphie der Hirngeschwulstarten gelten, worauf auch die des 8fteren bestehenden Schwie- 
rigkeiten der histopathologischen Klassifizierung hinweisen [ 11]. Dariiber hinaus ist die Dignit~it 
- -  wie auch die Problematik der Gradeinteilung der Hirntumoren [34] zeigt --  nicht homogen, 
offenbar gleichfalls einigen Schwankungen unterworfen. 
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Insgesamt ergaben  die ftir die H i r n t u m o r e n  mit  dem EM-Tes t  un te r  Verwendung  
verschiedener  Membranan t i gene  aus Norma l -  und Geschwuls tgewebe erhal tenen 
Resul ta te  die Empf ind l ichke i t  und Spezifit~it des Verfahrens als immunolog i sche r  
in-vi t ro-Test  auf  der  Grund lage  einer cellul~iren Immunit~it.  Der  Einsatz  ver- 
schiedener  Membranan t igene ,  insbesondere  der  T A A  - -  sowohl  in F o r m  eines 
a l lgemeinen Tumoran t igens  (TAA-X3) als auch der  his togenet isch de te rminier ten  
ko r r e spond ie r enden  T A A - - ,  e rh6ht  im Vergleich zu den bis lang benutz ten  Ant i -  
genen den Sicherhei tsgrad des immunolog i schen  Tumornachweises .  Dabe i  s ind 
dif ferenzierende organcharak te r i s t i sche  Befunde in Abhi ingigkei t  v o n d e r  Organ-  
spezifit~it der  T A A  zu erhal ten,  was einen wesent l ichen For t schr i t t  darstel l t .  F t i r  
eine umfangre iche  A n w e n d u n g  des Verfahrens  - -  wie zur  F r t ihe rkennung  der  
Geschwti ls te  - -  sind, w o r a u f  die bisher igen Unte rsuchungen  (und einige falsch- 
negat ive bzw. fa lsch-posi t ive Ergebnisse)  hinweisen,  noch  eine Reihe von Pro-  
b lemen nicht  vollst~indig gekl~irt. Es betr iff t  dies die Komplexit~it  der  I m m u n -  
prozesse bei den Neop lasmen ,  Einzelhei ten zur Reaktivit~it der  L y m p h o c y t e n  
sowie den Bedeutungswer t  der  tumorassoz i ie r ten  Antigene.  
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