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Vorwort

In vorliegender Niederschrift wird der Versuch gemacht, aus der Komplexi-
tit der Probleme der Immunonkologie Wesen und klinische Bedeutung der
Antigenitit von Tumotproteinen darzulegen. Dies geschieht unter Zu-
grundelegung eigener, sowohl experimenteller als auch klinischer Unter-
suchungsbefunde sowie der Forschungsergebnisse der einschligigen Lite-
ratur. Dabei erhebt diese relativ kurz gefafite Monographie nicht den An-
spruch auf die Vermittlung eines umfassenden Wissensgutes aus der Fiille
der Ergebnisse der Grundlagenforschung dieses modernen Zweiges der
Immunologie, sie soll vielmehr unter einer gréBeren Gruppe von Kollegen
und Studierenden das Interesse fiir das Gebiet der Immunonkologie und
deren Bedeutung nicht nur fiir die Grundlagenforschung sondern auch fiir
die praktische und klinische Medizin wecken.

In einer Einfiihrung werden zunichst die Konzepte der relativ dlteren Lite-
ratur iiber die immunologischen Auseinandersetzungen eines tumorbefalle-
nen Organismus mit den Antigenen seiner malignen Geschwulst aufgefiihrt.

In einem zweiten Abschnitt iiber ,,Losliche Proteine aus Tumorhomogena-
ten® werden vorwiegend eigene, vetrgleichende Studien an menschlichen
Normalgewebs- und Tumorhomogenaten beschrieben. Es handelt sich da-
bei im wesentlichen um agarelektrophoretische, biochemische sowie immu-
nologische Untersuchungsbefunde, die auf ersten Versuchen aus den Jah-
ren 1960 und 1962 aufgebaut wutrden. Dariiber hinaus finden sich experi-
mentelle Ergebnisse an tumortragenden Ratten.

In einem letzten Abschnitt witd auf die neueren Erkenntnisse auf dem Ge-
biet der Immunonkologie, hier insbesondere auf das Wesen der ,, Tumor-
spezifischen Transplantationsantigene® eingegangen. Nach Abhandlung und
Erliuterung der wichtigsten Begriffe und Wirkungsweisen tumorspezifi-
scher Immunphinomene folgt auch in diesem Kapitel die Darlegung eige-
ner, experimenteller sowie klinischer Beitrige.

An den experimentellen Untersuchungen hat in den Jahren zwischen 1964
und 1968 eine Reihe von Doktoranden der Universititsklinik Erlangen-
Niirnberg (Abteilung fiir klinische Immunologie des Universititskranken-
bauses, Vorstand: Prof. Dr. F. Scheiffarth) und in den Jahren 1970/71 der



Freien Universitit Berlin (Chirurgische Universititsklinik im Klinikum
Westend, Direktor: Prof. Dr. E. S. Biicherl) mitgewirkt.

Mein Dank gilt vor allem meinem langjihrigen Lehrer, Herrn Professor
Scheiffarth, der mich dazu angeregt hat, Grundlagen, insbesondere metho-
dische Grundlagen auf dem Gebiet der Immunologie zu erwerben, und det
es verstanden hat, mich und alle seine Schiiler fiir die Wechselwirkungen
zwischen antigenen Faktoren und immunologisch kompetentem System
eines entsprechenden Organismus zu interessieren. Mein Dank gilt aber
nicht minder Herrn Prof. Dr. N. Henning, an dessen Klinik ich dahingehend
geschult wurde, Erkenntnisse der Grundlagenforschung auf die klinische
Praxis zu iibertragen, eine Aufgabe, die sich als eine der schwierigsten im
Verlaufe meiner Ausbildung und Hochschullaufbahn erwiesen hat. Herrn
Prof. Dr. E. S. Biicherl, an dessen Klinik ich derzeit vorwiegend fiir Fragen
der Transplantationsimmunologie und der Probleme Kunststoff —Blut
titig bin, danke ich sehr fiir sein groBziigiges Entgegenkommen, die Arbei-
ten auf dem Gebiet der Immunonkologie intensiv fortfithren zu kénnen.

Berlin, im September 1972 Hilde Gotz



Inhaltsverzeichnis

2.1, Quantitative und qualitative Zusammensetzung von Tumotproteinen ....

2.1.1.

Elektrophoretische und biochemische Analysen .................
2.1.1.1. Allgemeine Versuchsanordnung ..................
2.1.1.2, Untersuchungsgut ......coiviiiiiiiiiiiaiiiinnans
2.1.1.2.1. Menschliche Notrmal- und Tumorgewebe ......
2.1.1.2.2, Normales Muskelgewebe und transplantable
Tumorender Ratte..............coiviuenn.n.
2.1.1.3. Methodik....oovniiiiiiii i
2.1.1.3.1. Aufbereitung der Gewebe ...................
2.1.1.3.2. Agarelektrophorese. .......c.oiiiiiiiiiia,
2.1.1.3.3. Biochemische Nachweismethoden .............
2.1.14. Ergebnisse ....ooviiiiiiiiiiii ittt eeiaes
2.1.1.4.1. Vergleichende Analysen menschlicher Normal-
und Tumorgewebe ......ovvviiiineeenein.nn.
2.1.1.4.2. Vergleichende Analysen von normalem Muskel-
gewebe (Skelettmuskulatur) und transplantablen
TumorenderRatte.............cvviiunennn.

. Immunologische Analysen..........ooiiiiiiiiiiiiiiineinas,

2.1.2.1. Allgemeine Versuchsanordnung ............coue.n
2122, Untersuchungsgut ...c.ovviiininerniioniieneeesnennn
21.23. Methodik....oooviiiiiiiiiiiiii i e
2.1.2.3.1. Gewinnung spezifischer Antiseren.............
2.1.2.3.2. Passive Himagglutinationsreaktion ............
2.1.2.3.3. Zweidimensionale Immundiffusion im Agargel ..
2.1.2.3.4. Immunelektrophotese.........covvviiieai....
2.1.2.3.5. Papierelektrophorese ..........ceviieiiiian,
2.1.2.3.6. Adsorption spezifischer Gewebs- bzw. Tumot-
antikdrper an speziesspezifische Proteinantigene
zur Gewinnung dbrgan- bzw. tumorspezifischer
Immunseren.........cooiiiiiiiiiiiiiiie,
2.1.24. Ergebnisse ....oouiiiiiiiiiiiiiii it
2.1.2.4.1. Befunde aus den Sensibilisierungsserien an
Kaninchen ..............coiiiiiiiiiian.

A\~ X QX Ko X ]

10
10
10
1
i2
13

13

28
28

28
28
30
30
31
32

32
32



Inhaltsverzeichnis

2.1.2.4.2, Befunde an den menschlichen Normalgewebs-
und Tumorhomogenat-Paaren ................

2.1.2.4.3, Befunde an den Homogenaten der normalen
Skelettmuskulatur der Ratte und entsprechender,
rattentransplantabler maligner Tumoren........

2.2, Tierexperimentelle Untersuchungen zur Aufklirung antigener Tumot-
eigenschaften

2.2.1. Ubersicht iiber die verschiedenen Versuchsreihen ......

22.2.

2.2.3,

22.1.1.
2.2.1.2.

22.1.3.

2.2.14.

2.2.1.5.

2.2.1.6.

TLAGErtlere . ..o viiei ittt i e
Sensibilisierung mit dem Homogenat transplantabler
BT 1T -
Passive Ubertragung eines spezifischen Anti-Tumorserums
vor Transplantation ............oooiiiiiii i
Passive Ubertragung eines spezifischen Anti-DNS-Serums
vor Transplantation .............oiiiiiiniiieinnnnn.
Austauschtransplantation inoculierter Tumoten unter Paaren
ein und derselben Zucht ...l
Austauschtransplantation inoculierter Tumoren unter Ratten-
paaten verschiedener Hetkunft..............cooovvvenn.

Methodik......oooiini i

22.21.
22.2.2.

2.2.2.3.

2.2.24.
2.2.2.5.

2.2.2.6.

Transplantationstechnik ...l
Sensibilisierung mit dem Homogenat transplantabler
TUMOLEN vttt vttt ittt eeiaeennans
Herstellung verschiedener Antiseren ....................
22231, Anti-TumoOfSEren ......oovveivinrerarsennnes
22232, Anti-DNS-Serum ..............ccoiiiiian,
Tumotesxstirpation (Operationstechnik) .................
Antikérper-Nachweismethoden .................... ...
2.2.2.5.1. Passive Himagglutinationsteaktion nach

2.2.2.5.2. Zweidimensionale Immun-Doppeldiffusion nach
OUCHTERLONY . ..ivvtvinnineinnnnnnaveonns
2.2.2.5.3. Immunfluoreszenz-Technik nach Coons ........
Sonstige Serumanalysen.............ooiiiiiiiii e,
2.2.2.6.1. Agarelektrophorese.............ooviiian
2.2.2.6.2, Papierelektrophotrese ............ il
2.2.2.6.3. Statistische Auswertung papierelektrophoretischer
Befunde ...........ccoiiiiiiiiiiiiiii
2.2.2.6.4. Immunelektrophorese..........coovevurvnnen.
2.2.2,6.5. Nachweis von Tumorantigenen im peripheren
Blut .. et e

Ergebnisse ..ot e e

2.2.3.1.

Ergebnisse der Vorversuche (Sensibilisietung von

Kaninchen). ..o.oooviinuniiiiiniiiiiiiiintinnaneeenens
2.2.3.1.1. Sensibilisierung mit Tumorthomogenat .........
2.2.3.1.2. Sensibilisierung mit DNS-Lésung .............

33

38

39

40
40

40

40

40

41

41

41
41

42
42
42
42
43
43

43

43
44
4
44
45

45
45

45
45



Inhaltsverzeichnis IX

2.2.3.2, Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe I (Trigertiere)...... 46
2.2.3.2.1. Beobachtungen an den Transplantaten ......... 46
2.2.3.2.2. Papierelektrophoretische Befunde der Serum-

Proteifie «.vvvirri it iinnnaeeeianans 46
2.2.3.2.3. Agarelektrophoretische Befunde............... 48
2.2.3.2.4. Immunelektrophoretische Befunde............. 51
2.2.3.2.5. Passive Himagglutination .................... 51
2.2.3.2.6. Immunprizipitation im Agargel .............. 51
2.2.3.2.7. Antigen-(Tumorfaktor-)Nachweis ............. 52
2.2.3.2.8. Fluoreszenzoptische Ergebnisse ............... 52

2.2.3.3. Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe II................. 52
2.2.3.3.1, Beobachtungen an den Versuchstieten ......... 52
2.2.3.3.2. Verhalten der SerumeiweiBkérper ............. 52
2.2.3.3.3. Immunelektrophoretische Befunde............. 52
2.2.3.3.4. Passive Himagglhitinationsreaktion ............ 53
2.2.3.3.5. Prazipitin-Nachweis ...............c.o0ae, 53
2.2.3.3.6. Immunfluoreszenzoptische Befunde ............ 54

2.2.3.4. Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe IIT .. .............. 54
2.2.3.4.1. Beobachtungen an den Versuchstieren ......... 54
2.2.3.4.2. Befunde der Serumproteine und Serumfermente 54
2.2.3.4.3. Immunelektrophoretische Befunde............. 54
2.2.3.4.4. Passive Himagglutinationsreaktion ............ 55
2.2.3.4.5. Prizipitationsreaktion im Agargel ............. 55
2.2.3.4.6. Immunfluoreszenzoptische Befunde............ 56

2.2.3.5. Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe IV ........... ..., 56
2.2.3.5.1. Beobachtungen an den Tieten ................ 56
2.2.3.5.2. Serumprotein- und Serumferment-Befunde ..... 56
2.2.3.5.3. Antikdrper-Nachweisreaktionen............... 57

2.2.3.6. Etgebnisse det Kontrollgruppe zu III-IV .............. 57
2.2.3.6.1. Beobachtungen an den Tieten ................ 57
2.2.3.6.2. Serumprotein- und Serumferment-Befunde ..... 57
2.2.3.6.3. Aatikdrper-Nachweisteaktionen............... 57
2.2.3.6.4. Fluoreszenzoptische Befunde ................. 57

2.2.3.7. Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe V................. 57
2.2.3.7.1. Beobachtungen an den Tieren ................ 57
2.2.3.7.2. Serumproteinverinderungen ................. 58
2.2.3.7.3. Antik6érper-Nachweisreaktionen............... 58

2.2.3.8. Ergebnisse der Hauptversuchsgruppe VI ................ 58
2.2.3.8.1. Beobachtungen an den Versuchstieren ......... 58
2.2.3.8.2. Verhalten der Serumproteine ................. 59
2.2.3.8.3. Antikérper-Nachweisteaktionen............... 59

2.3, DiSKUSSION + o vttt it i it e e e 60
2.4, Zusammenfassung. . . ...ttt it i 74
3. Tumorspezifische Transplantationsantigene: TSTA .................... 76
3.1. Derzeitiger Wissensstand ... ......oovuiiiiuiiiiiniiiiiireienneeninns 76

3.1.1, Einfilhtendes .......coiiiiiiiiiiieieiiiiieiiaannnennannnons 76



Inhaltsverzeichnis

3.1.2. Theorien zur Entstehung von Tumorantigenen .................
3.1.2.1. Entstehung primiter Tumorantigene ........cvvuuvenne.
3.1.2.2. Entstehung sckundirer Tumotantigene .................
3.1.2.3, Entstehung von Pseudotumorantigenen ........ovvveee..

3.1.3. Spezielle TuMOLantigene ........covvurrenveeneernnrannreranens
3.1.3.1. Antigene expetimentell erzeugter Tumoten ..............
3.1.3.1.1. Antigene chemisch induzierter Tumozen .......
3.1.3.1.2. Antigene durch oncogene Vitren induzierter
e T =
3.1.3.2. Antigene menschlicher Tumoren ...........c.cviuiuunn
3.1.3.2.1. Burkrrr-Lymphom und lymphomatése System-
etkrankungen.........ooviiiiiiiii e ia
3.1.3.2.2. Leukimien ....oviiiiiniiiiniiiinnnneeennens
31323, Melanom ...oviiiiiiiii i
3.1.3.2.4. Intestinale Catcinome ...........cccovvvnnnnen
3.1.3.2.5. Mamma-Carcinom........ccovviviinnnnnnnens
3.1.3.2.6. Chotionepitheliom ..........cvviiviernaannnes
3.1.3.2.7. Bronchialcarcinom .........coiiiiiiiiiiinan,
3.1.3.2.8. Grawrrz-Tumor (Hypetnephtom) ............
3.1.3.2.9. Prostata-Carcinom. .....evivviininennniinanes
3.1.3.2.10. Harnblasencarcinom .........ccvvvvivnnnn..

3.1.4. Techniken zum Nachweis tumorspezifischer Antikérper und
ANLIZENE o\ttt it it it e
3.1.4.1. Methoden zum Nachweis tumorspezifisch sensibilisierter

Lymphozyten ........ ..ottt
3.1.4.2. Methoden zum Nachweis tumorspezifischer oder tumot-

assoziierter, molekularer Antikérper ............oiaiiil
3.1.4.3. Methoden zum Nachweis tumorspezifischer Antigene ... ..

3.1.5. Faktoren und Wirkungsmechanismen, welche die Antigenitit von
TSTA zu blockieten oder zu dndern vermégen.............. ...
3.1.5.1. Immuntoleranz ......coiviiiiii it i
3.1.5.2. Antigenmodulation ............. il i,
3.1.5.3. Immunselektion. ......oovueiiii ittt
3.1.54. Enhancement . .....ooviuiattiiiiniettiiinneeneancnnanss
3.1.5.5. Sponge-Phinomen ...ovieeierriisneirrirsnnneenennens
3.1.5.6. Immuninsuffizienz. . ......oveeiiiiiiiiiiiiiiiiieiaea,

3.1.5.6.1. Antikérpermangelsyndrom (AKMS)...........
3.1.5.6.2. Thymektomie, Milzexstitpation ...............
3.1.5.6.3. Immunsuppressive Therapie ......oovvviuinuens
3.1.5.6.4. Immuninsuffizienz mit zunchmendem Alter.....

3.2. Eigene Untersuchungsergebnisse . .o.ovevitiiiiiniieieiniinrennennss

3.2.1. Experimentelle Untersuchungen iiber die Antigenitit tiertransplan-
tabler TUMOLEN . .vviinntininniiieiivinnieneennaiannncnnns
3.2.1.1. Untersuchungsgut und Versuchsanordnung .............
3.21.2. Methodik . ..vvviiiviiiiiiiiiiii it
3.2.1.3, Brgebnisse «uvvvvirnririiioerierresiontssisasnonssens

80
80
83
83

85
85

86
87
87
88
89
89
90
90
90
91

91

91

92
94

95
95
96
96
96
97
97
97
98
89
89

99



Inhaltsverzeichnis

3.2.2. Klinisch faBbare Immunphinomene ......ccoveevinriineronrans
3.2.2.1. Patientengut, Untersuchungstechniken und Befunde einer
GruppeI ... e e
3.2.2.2, Patientengut, Untersuchungstechniken und Befunde einer
GruppeII ... ittt iireiriiiinnraiann
3.2.3. SchluBlbetrachtungen zu den eigenen Befunden........co.vuen
Literatur I ... ..ottt ittt iiititesarenesratacnninecnss
Literatur IL . ...ootiiiiiitiiiiitiiiiieiesiinneiasensenessensnnransnns
B T o T~ T






1. Einfithrung

Die Beobachtungstatsache, daB sich Tumorgewebe histologisch wie auch
histochemisch von seinem Ursprungsgewebe in mehr oder weniger charak-
teristischer Weise unterscheidet, hat bereits um die Jahrhundertwende das
Forschungsgebiet der Immunologie, dessen Domine bis dahin in der Auf-
klirung bakteriell verursachter Antigen-AntikStper- bzw. Toxin-Anti-
toxin-Reaktionen bestand, stark befruchtet. Die auf dem von nun an neuen
Sektor det Immunologie erschienenen tierexperimentellen Arbeiten und
spiter auch klinischen Untersuchungen nahmen prinzipiell ihren Ausgangs-
punkt von der Vorstellung, daB Tumorproteine zufolge ihrer Struktur-
inderung gegeniiber Normalproteinen — durch Kern- oder Plasmamuta-
tion — die Fihigkeit besitzen, in einem Wirtsorganismus Antigenitit zu
entfalten und somit einen Sensibilisierungsvorgang mit der aktiven Produk-
tion tumorspezifischer Antikdrper zu induzieren.

Tumorimmunologie ist eng verkniipft mit Transplantationsforschung. Sie
bedient sich der Moglichkeit, Gewebe, Zellfiltrate odet, wie hier, Spontan-
tumoten im Tietversuch zu iibertragen. Die dabei auftretenden Reaktionen
verlaufen nach den GesetzmiBigkeiten der Transplantationsreaktion. Es
lag nahe, gegen solche Impftumoten zu sensibilisieren und die dabei ablau-
fenden immunologischen sowie serologisch faBbaren Vorginge und Pha-
nomene zu studieren. So gelang es Paul ExnrricH bereits 1906 [66a, b] am
Modell des nach ihm benannten Ascites-Tumots der Maus durch Votbe-
handlung mit Tumorextrakten oder mit vermehrungsunfihigen Tumoz-
zellen, das Angehen mitotisch aktiver Zellen des gleichen Tumors zu ver-
hindern oder zumindest erheblich hintanzuhalten. Auch nach operativer
Entfernung erfolgreich transplantierter Impftumoren war eine Neu-Inoku-
lierung desselben Tumorzellenmaterials nicht mehr mdglich. Gleiche Er-
gebnisse erzielten schon vor EHRLICH BAsurorp, 1903 [14a], Borewrr,
ebenfalls 1903 [32] sowie JEnSEN [129a, b] und andere {14b, 157], spiter
LewiN [155a, b, c], Rous und Murery [207], DoMaGk [61a, b, c, d, €]
u. a. m, [15, 21a, b, 47, 63, 733, b, c, 1133, b, c, 4, ¢, {, 116, 144, 243, 250].
Durch erweiterte oder variierte Versuchsanordnung verschiedener anderer
Autoten [74, 11143, b, ¢, 183] konnte jedoch auch gezeigt werden, daB nach
Vorbehandlung mit spezifischem Tumorzellantigen die Transplantate des
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2 1. Einfiilhrung

gleichen Malignoms in hthetem Mafe angingen als bei unvorbehandelten
Kontrolltieren. Sucrura und BeNEDICT [24442, b] sowie BERDEL und Mit-
arbeiter {17, 18] haben durch entsprechende Nachuntersuchungen und die
dabei gewonnenen Ergebnisse diese scheinbar widerspruchsvollen Resul-
tate zu erkliren versucht: Es handelt sich nach deren Ansicht bei der
Tumorimmunologie um eine in Stufen oder Phasen ablaufende allergische
Reaktivitit des tumortragenden Organismus (Abb. 1). In den ersten Phasen

Zytotoxische

Tumorspezifisches Antikorper
Antigen (hemmen das Tumor-

wachstum )

I |
(]

Antizytotoxische

Tumorspezifisches Antikorper
Toxin {schiitzen das Tumor-

wachstum}

[ ]
(]

Neutrale
Toxin-Antitoxin -
Bindung

i

Carcinom

Abb, 1 Schema der allergischen Stufenteaktion nach BERpELL, BUDDECKE und
WIEDEMANN [17]

vollzieht sich unter dem EinfluB eines tumorspezifischen Antigens eine
Sensibilisierung des Wirtsorganismus sowie die Bildung tumorspezifischer
Antikorper, die ihrerseits mit dem Antigen der Tumorzelle eine spezifische
Antigen-Antikdrper-Reaktion bewirken und zur Zytolyse der Tumorzelle
fithren. Aufgrund des spezifisch zellstindigen Ablaufes der Antigen-Anti-
korper-Reaktion und der damit einhergehenden zytolytischen Wirkung
werden diese Reaktionen und die dabei auftretenden Antikorper als ,,zyto-
toxische® Antikoeper bezeichnet [225a, b]. Fiir die Existenz solcher — im
iibrigen auch zirkulierender — Antikdrper sprechen die Untersuchungs-
ergebnisse verschiedener Autoren, denen es gelang, durch passive Ubet-
tragung des Serums von mit Tumorantigen sensibilisierten Tieren auf
andere, nicht vorbehandelte, das Tumorwachstum frisch transplantierter
gleichartiger Malignome zu verhindern oder merklich zu hemmen [61, 62,



