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(57) Abstract

Described is a method of de-
tecting malignant tumours and de-
termining their mass. The method
calls for fresh blood or serum sam-
ples from the patient to be stabilized
and the shift in the ratio of at least
one of the IgG subclasses to the
sum of the IgG subclasses, relative
to the normal ratio, to be deter-
mined in the serum in samples.

(57) Zusammenfassung

Verfahren zur Feststellung
maligner Tumore bzw. zur Bestim-
mung ihrer Tumormasse, bei wel-
chem die frischen Blut- oder Serum-
proben des Patienten stabilisiert
und im Serum der Proben die Ver-
schiebung des Verhéltnisses min-
destens einer der IgG-Subklassen

zu der Summe der IgG-Subklassen im Vergleich zum Normalverhiltnis bestimmt wird.
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Verfahren zur immunologischen Erkennung maligner
Tumore und Kit zur Durchfihrung dieses Verfahrens

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur
Feststellung maligner Tumore bzw. zur Bestimmung ihrer Tumor-
masse anhand von Eigenschaften des Serum-Immunglobulins G

(IgG) des Patienten.

Seit mehreren Jahren ist es bekannt, daB bei Patienten mit
malignen Tumoren eine signifikante Veranderung der Mengen der
Sulfhydryl- bzw. Disulfidgruppen (gemessen mittels der Dithio-
nitrobenzoat-Reaktion) innerhalb des Serum-IgG zu beobach-
ten ist. Der experimentelle MeBwert fir das Verhdltnis von
Sulfhydryl- zu Disulfidgruppen wird als ZS-Wert bezeichnet,
wobei bis vor kurzem die Ursache fir die Verédnderung des

S S-Wertes unbekannt war.

Im Laufe der weiteren Untersuchungen auf diésem Gebiet zeigte
sich nun, daB die Verinderung des S$S-Wertes auf eine Verschie-
bung des Verh#ltnisses der Subklasse IgGl zu den anderen Sub-

klassen (z.B. Ig6G2) zuriuckzufihren ist.

Dieser Zusammenhang ist neu und gibt dem Fachmann neben der
grundlegenden wissenschaftlichen Erkenntnis eine M&glichkeit

der diagnostischen Nutzung dieses Phénomens.

Unabhingig davon hat sich im Zuge der diésbezﬁglichen For-
schungsarbeiten immer wieder gezeigt, daB sich die MeBwerte
bei frischen Blut- bzw. Serumproben innerhalb kurzer Zeit re-
lativ stark verdndern. Eine Durchfihrung der verschiedenen
Analyseverfahren fir Ig6 an unbehandelten Blut- oder Serum-
proben fihrt somit zu keinen reproduzierbaren und auswertba-
ren Ergebnissen. -

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, wéhrend eines
verninftigen Zeitraums von mindestens einem Tag reproduzier-
bare Angaben (ber ein eventuelles Vorhandensein sowie iUber
AusmaB und Entwicklung eines malignen Tumors in einem Pa-

tienten zu erhalten.

Dies wird erfindungsgemdB dadurch erreicht, daB die frischen
Blut- oder Serumproben des Patienten mit Radikalfangern, vor-

zugsweise mit Superoxiddismutase (S0D), stabilisiert werden
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und im Serum der Proben die Verschiebung des Verh&ltnisses
mindestens einer der IgG-Subklassen zu der Summe der IgG-
Subklassen im Vergleich zum Normalverh&ltnis bestimmt wird.

Vorzugsweise wird im Serum der stabilisierten Proben die Ver-
schiebung des Verhdltnisses der Subklasse IgGl und bzw. oder
der Subklasse IgG2 zu der Summe der IgG-Subklassen im Ver-

gleich zum Normalverh&ltnis bestimmt.

Die hinsichtlich der Stabilitdt der IgGl-Werte durchgefihrten
Untersuchungen unbehandelter Proben zeigten bei Anwendung des
Radialimmundiffusionsverfahrens (RID) nach Mancini eine star-
ke Abnahme der Serum-IgGi-Spiegel beim Stehen der Serumproben
an der Luft. Dieser Effekt setzt praktisch sofort nach der
Blutabnahme ein und betr&gt nach sieben Stunden durchschnitt-
lich 20 %, nach 36 Stunden mindestens 25 %, wobei die Be-
stimmungen an Blutproben gesunder Sbender beiderlei Ge-
schlechts durchgefihrt werden.

Das AusmaB des Effektes hdngt unter anderem von der Hohe des
Ausgangswertes ab: )

Proben mit hohem IgGl-Wert zeigen in der Regel ein stérkeres
Absinken des Wertes, allerdings dirften nach bisherigen Vor-

befunden auch noch weitere Faktoren von EinfluB sein.

Ergibt sich schon aus dem bisher Gesagten, daB ohne wirksame
Stabilisierung eine exakte Bestimmung des IgG1-Spiegels im

Blutserum in der klinischen Praxis nicht méglich ist, so wird
die Stabilisierung ein absolutes Erfordernis,- wenn die Ver-
schiebung des Verh&ltnisses der IgG-Subklassen zueinander im
Blut Krebskranker als Tumormarker im Sinne des erfindungsge-

mdBen Verfahrens ausgewertet werden soll.

Die Stabilisierung mit Radikalféngern erscheinen erfolgver-
sprechend, die besten Ergebnisse wurden jedoch eindeutig bis-
her durch Zusatz von SOD erréicht. Diese kann den frischen
Vollblutproben oder den Serumproben nach Abtrennung des Blut-

zellmaterials zugegeben werden.

Sehr ginstige Stabilisierungsergebnisse werden erreicht, wenn
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die Stabilisierung des Serums mit SOD in einem Mengenverhdlt-
nis von 100 - 1000, vorzugsweise 300 - 400 iU SOD/ml, Serum

vorgenommen wird.

Ginstig ist es dabei, die SOD in Form giner Ldsung mit der
Konzentration 5000 - 10000 iU SOD/ml zu den Serumproben zuzu-
geben. Die derart stabilisierten Proben werden anschliefBend
hinsichtlich der Verschiebung des Verh#ltnisses der Subklasse
Ig61 zu der Summe der IgG-Subklassen im Vergleich zum Normal-

verhdltnis geprift.

Die Verdnderung des Verhdltnisses der IgG-Subklassen zuein-

ander im Blutserum konnte Uberraschenderweise mit dem Auftre-
ten maligner Tumore und sogar mit der Menge und der Ausbrei-
tung der im Kdrper vorhandenen Tumormasse in Zusammenhang ge-
bracht werden, sodaB nicht nur eine qualitative, sondern auch

eine quantitative Aussage iber den malignen Tumor méglich ist.

Bevorzugt wird das erfindungsgeméBe Verfahren daher zur extra-
corporalen Uberwachung des Tumorgeschehens in einem Patienten
eingesetzt. Ein solches Verfahren ist vor allem wdhrend oder
im AnschluB an eine Therapie fir den behandelnden Arzt von '
groBem Interesse (Monitoring). Aber auch zur Gesundenunter-
suchung kann das erfindungsgeméfe Verfahren erfolgreich ein-
gesetzt werden, wobei in einfacher Weise'ein erster Hinweis

auf ein eventuelles Tumorgeschehen erhalten werden kann.

Das Verfahren stellt fur den Patienten keinerlei Belastung
dar und ist nach bisherigen Erfahrungen zuverléssiger als die
derzeit zur Verfigung stehenden Verfahren. Von diesen gilt
gegenwdrtig das Tumormarker-Verfahren als qas am haufigsten-

verwendete.

Bei der Umsetzung des erfindungsgeméBen Verfahrens in die
Praxis zeigte sich, daB die Berechnung des genannten Verhalt-
nisses ginstigerweise aus den Ergebnissen an sich bekannter
Analysenmethoden fir IgG, insbesonqere chromatographischer
bzw. immunologischer Methoden, erfolgt. Die Durchfihrung von
Immunodiffusions-Assays hat sich in diesem Zusammenhang als

besonders erfolgreich erwiesen. Auch einfache immunadsorpti-
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ve Sdulenverfahren k&nnen angewendet werden.

Weiters wurde auch die Flissigkeitsadsorptionschromatographie
eingesetzt, wobei durch Anpassung der Arbeitsbedingungen eine
auBerordentliche Trennschérfe der einzelnen Komponenten er-

zielt werden kann. Die erhaltenen Fraktogramme kénnen quali-

tativ und quantitativ ausgewertet werden.

Anstelle der chromatographischen Verfahren kann gewilnschten-
falls auch die Bestimmung des X S-Wertes als MefgroBe heran-
gezogen werden, jenes Wertes, der fir das Sulfhydryl-Disul-
fid-Verh&ltnis im Immunglobulin G maBgebend ist. Durch die
Erkenntnis, daB dieses Verhdltnis mit dem Verh&ltnis der
Ig6-Subklassen untereinander im Zusammenhang s{eht, stellt
dieser MeBwert ebenfalls ein Werkzeug zur Durchfihrung des

erfindungsgeméBen Verfahrens dar.

Bei der Abkldrung der Bedingungen der Messung des 2 S-Wertes
im Zusammenhang mit dem erfindungsgem&@Ben Verfahren wurde
die Beobachtung bestdtigt, daB mit hoher Treffsicherheit zwi-
schen malignen und benignen Geschwulst-Erkrankungen'unter-

schieden werden kann.

Bei Mamma-Carcinomen konnte auch eine Korrelation zu den ein-
zelnen Stadien hergestellt werden. So zeigte sich beim
Tlstadium eine positive Reaktion von fast 65 %, die bis zu

Tq
kern (z.B. CEA) ist dies eine enorme Steigerung, da diese im
T
diesbeziiglich auf die Verdffentlichung M.Smola, W.Estelberger,
M.Reiter, K.Schauenstein und E.Schauvenstein: CANCER, Vol.68,
No.5,1991, p.1026 verwiesen. '

Stadien auf 91 % stieg. Verglichen mit Oblichen Tumormar-

Stadium eine Auffindungsrate von ca. 5 % besitzen. Es wird

Nach chirurgischen Eingriffen normalisierte sich der ZS-Wert.
Je nachdem, ob der chirurgische Eingriff erfolgreich war oder
nicht, blieb der Wert normal oder wurde wieder pathologisch.
M.Lahousen, E.Schauenstein, et al. Wiener Klin.Wschr.101,858
(1988). Es wird somit vermutet, daB def‘ES-Wert ein MaB fir
den humoralen Immunstatus, d.h. fir die Immunabwehr dar-
stellt.
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Eine andere Moglichkeit zur Bestimmung des Verh&ltnisses der
Ig6-Subklassen zueinander besteht in der Methode der Radial-

immundiffusion (RID).

Fir alle Methoden gilt jedoch gleichermaBen die Tatsache, dafB
die Ergebnisse nur dann aussagekr&ftig sind, wenn vorher gine

Stabilisierung der Proben vorgenommen wurde. -

Als Ursache fir die Instabilitst des IgGl-Spiegels wird die
Bildung nicht-kovalentvernetzter Aggregate angenommen, die
z.B. mit RID nicht detektierbar sind. Die bisherigen Befunde
sprachen dafir, daB diese Aggregatbildung durch sauverstoff-
haltige Radikale ausgeldst wird und tatsdchlich erwiesen sich
die Stabilisierungsversuche mit SOD als besonders erfolgreich.

- Zur Durchfihrung dieser Versuche wurde aus dem Vollblut ge-

sunder Spénder durch Stehenlassen bis zur vollstédndigen Ge-
rinnung und Abzentrifugieren des Niederschlags das Serum ge-
wonnen und dieses entweder mit oder ohne SOD sofort oder nach
36 h auf IgGl geprift. '

Bei den ersten Laborversuchen erfolgte diese Prifung durch
RID. Es zeigte sich, daB bei gleicher AnfangskonzentratiOn

an IgGl die mit SOD versetzten Proben nach 36 h noch fast die
gleiche Konzentration hatten, wéhrend die nicht stabilisier-
ten Proben bis nahe an die H&lfte des Anfangswertes abgesun-

ken waren.

Bei der Auftrennung des IgG in seine Fraktionmen durch Opti-
mierungsversuche mit Protein-A-Sepharose ergab sich, daB es
durch Herabsetzen der DurchfluBgeschwindigkeit im Prinzip
moéglich ist, zu Reinheitsgraden von 96 bis 100 % der Immun-
globulin-Bestandteile zu kommen.

Basierend auf diesen Forschungsergebnissen wird gemiB der
vorliegenden Erfindung -auch ein Kit zur Durchfihrung des er-
findungsgem#Ben Verfahrens zur Verfigung gestellt, der durch
das Stabilisierungsreagens SOD und eine Anofdnung zur Be-
stimmung des Verhd@ltnisses der Subklasse IgGl zu den anderen
Ig6-Subklassen gekennzeichnet ist.
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Die folgenden Beispiele sollen zur Erléﬁterung des erfin-
dungsgemiéBen Verfahrens dienen, ohne dieses in irgendeiner

Weise zu beschrénken.

Beispiel 1
Protokoll eines Stabilisierungsversuches:
10 ml Vollblut werden aus der Armvene eines gesunden Spenders
entnommen. Nach 5 bis 10 Minuten ist die Gerinnung abge;
schlossen. Es wird 10 Minuten bei 440 x g zentrifugiert. Das
Serum wird abpipettiert und in 4 aliquote Anteile zu je 0,1
ml aufgeteilt:
2 Nullzeitproben "0-" und "0+" sowie 2 Proben zur Prifung
nach 36 Stunden “36-" und "36+", Die Proben "0+" und "36+"
werden mit §p1 S0D-Losung (35 ilU) versetzt (SOD Lot 100H9311
von Fa. Sigma iber Fa. Biotrade). Die beiden Nullproben wer-
den mit RID-Puffer 1 : 50 verdinnt (0,05 M Tris, 0,10 M NaCl,
1g NaN3/1, verdinnte HCl ad pH 8,0). Die Proben "36+" und
"36-" werden unverdinnt 36 Stunden bei Raum;emperatur im ver-
schlossenen Zustand bei Tageslicht aufbewahrt. Die Proben
"0-" und "0+" werden sofort auf die RID-Platte gebracht, wo-
bei %ul/well eingebracht werden. Agarosegel fir RID-Platten:
5 ml 1-%ige Agaroseldsung, 0,5 ml RID-Puffer, 0,5 ml anti-
Ig61-Serum (Fa. Binding Site, PEOOS). Auf die gleiche Platte
werden vier Verdinnungen des Referenzserums (Fa. Binding
Site, BP062) aufgetragen: Verdinnungen 1:10, 1:15, 1:25 und
1:50. Nach 36 Stunden werden die Proben "36-" und "36+" nach
Verdiinnung mit RID-Puffer 1:50 ebenfalls auf die Platte ge-
bracht. Sodann werden die Fléchen der Prézipitatringe von -
"g-" uynd "0+" sowie der Verdinnungen des Referenzserums ge-
messen, zwei Tage spdter die der 36 Stunden-Proben. Dann wer-
den die Werte der bei den Verdinnungen des Referenzserums ge-
messenen Flichen der Prédzipitatringe gegen die bekannten
IgGl-Konzentrationen der Verdinnungen aufgetragen. In das er-
haltene Eichdiagramm werden schlieBlich die Fldchen der aus
den vier Proben erhaltenen Prédzipitatringe eingetragen und
daraus die IgGi-Konzentrationen durch Interpolation ermittelt.
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Tabelle 1
Probe Probe

Spender 0- O+ 36- 36+
Ig61 (mg/ml Serum)

G.R. 10,24 10,00 6,59 9,76
H.P. 8,91 8,99 5,72 8,89
F.T. 7,26 7,26 3,81 7,03
Beispiel 2

Bei einem 7-stindigen Versuch &hnlicher Art wie in Beispiel 1

wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Tabelle 2

. Ig61 (mg/ml Serum)

0 h 0 h+S0D 7 h 7 h+S0D
Serum 1 6,77 6,97 6,38 6,97

Serum 2 5,45 5,45 4,55 5,45

Durch die gesamten bisherigen Versuche hat sich herausge-
stellt, daB unter den beschriebenen Bedingungen die Hemmwir--
kung von SOD mit 36 bis. 40 Stunden begrenzt ist, d.h. daB die

. IgG-Bestimmungen aufrjedenAFall innerhalb dieses Zeitraumes
durchgefihrt werden sollten.

Beispiel 3

Mit jeder Serumprdbe (0,1 ml) wurden Zeitreihen angesetzt, in
denen der Spiegel an IgGl und IgG2 ohne und nach Zusatz von
S0D (5/u1 mit 350 iU) mit RID gemessen wurde. Die Auswertung
erfolgte in der Weise, daB die nach den verschiedenen Zeiten
erhaltenen MeBwerte in Prozenten des Ausgangswertes ausge-
‘driickt wurden. Dabei ergab sich fir IgGl bzw. IgG2 ein zeit-
- licher Verlauf, wie er aus den Fig.1 bzw. 2 der angeschlosse-

nen- Zeichnungen hervorgeht.

Diskussion der Fig.1.bis 4-der angeschlossenen Zeichnungen:

1. Die mit RID meBbare Abnahme des IgGl-Spiegels betrégt
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nach 48 Stunden Stehzeit (unter VerschluB, aerob, Raumtempe-
ratur) im Mittel 30 %.

2. Der Effekt setzt offenbar prompt ein und erreicht bereits
nach 7 Stunden rund 20 % Abnahme. Die Kinetik 1&Bt hier auf
eine Exponentialfunktion schlieBen und die Experimente haben
gezeigt, daB die relative zeitliche Abnahme von IgGl der je-
weils reagierenden Menge an dieser Subklasse direkt proporti-
onal ist. Damit konnte eine der Michaelis-Menten-Beziehung
entsprechende Kinetik ausgeschlossen und die Erkenntnis ab-
geleitet werden, daB hier eine Reaktion der zweiten Ordnung
eintritt, aller Wahrscheinlichkeit nach die primdre Bildung
von Dimeren, aus denen im weiteren Verlauf dann hdhere Aggre-
gaté entstehen. Die Bildung solcher Aggregate wiirde es auch
verstidndlich machen, daB diese in der RID nicht detektierbar
sind, nachdem gezeigt werden konnte, daB Hitze-Aggregate in

der RID keine erkennbaren Prézipitationskreise bilden.

3. 0Ob es im weiteren Verlauf der Reaktion, zwischen 12 und
24 Stunden, zu einer voriibergehenden Selbststabilisierung des
Systems kommt oder ob hier eine Streuung der MeBpunkte vor-
liegt, kann nicht mit Sicherﬁeit entschieden werden. Fest
steht nur; daB der ProzeB anschlieBend kontinuierlich wei-
terléduft.

4. Die Hemmbarkeit der Reaktion durch SOD 1&Bt darauf schlies-
sen, daB es sich um eine durch 0-Radikale induzierte Selbst-
aggregation handeln dirfte. Nach Wickens et al. (Biochim.
Biophis. Acta, Vo0l.742:607-616, 1983) fihrt Bestrahlung mit
kleinen UV-Dosen zur Selbstaggregation und solche Aggregate,
die Gbrigens auch durch aktivierte Léukozyten induziert wer-
den, zeigen eine betrdchtliche Abschwéchung der Prédzipitat-

linien.

5. Aus Fig.1 geht hervor, daB der IgGl1-Spiegel im Durch-
schnitt innerhalb von 24 Stunden um etwa 15 %,.nach 36 Stun-
den um 22 % abnimmt. Innerhalb dieser Zeitspanne kann die
Abnahme durch SOD-Zusatz praktisch vollst@ndig gehemmt wer-
den. Die Bedeutung dieses Ergebnisses wird offenbar, wenn
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man bericksichtigt, daB in Fig.1 die mittleren prozentuellen
Abnahmen dargestellt sind und daB die bei den einzelnen Pro-

ben gemessenen individuellen Abnahmen unter Umsté&nden erheb-

lich groBer sein koénnen, wie die folgende Tabelle 3 veran-

schaulicht.

Tabelle 3

Ig61 IgG1+5S0D IgG1 IgG1+S0D Ig6l Ig61+S0D IgGl IgG1+500
0 h 24 h 36 h 48 h
' (mg/ml Serum)

12,16 12,67 9,73 10,67 —=-- -——- 7,46 8,02
8,91 8,49 6,98 8,11 5,72 8,89 5,37 9,48
10,08 9,71 8,69 10,09 5,72 9,48 5,04 6,45
10,71 9,89 11,13 10,92 6,97 9,92 4,87 9,28
8,43 9,41 7,72 8,69 6,35 8,69 5,05 5,26
7,26 7,26 4,41 7,96 3,81 7,03 2,28 6,35 .

Beispiel 4 7

Im Rahmen dieses Beispiels wurden 16 Serumproben gesunder
Spender untersucht. Als erstes wurde def Spiegel an IgGl1 und
Ig62 mit RID gemessen. Die erhaltenen Werte sind in der fol-

genden Tabelle 4 zusammengefafBt:

Tabelle 4 -

IgG1 IgG1 mit SOD IgG2 IgG2 mit SOD
mg/ml Serum

6,77 6,97 3,13 3,29

5,45 5,45 2,64 . 2,79
8,57 . 8,57 3,34 3,20
8,34 8,80 1,67 1,55
8,12 8,35 3,20 2,94
12,16 12,67 4,18 4,33
9,03 8,34 2,94 2,80
6,83 6,83 2,63 - 2,79
11,15 11,39 3,56 . 3,73

. 9,95 9,48 4,38 5.42
13,41 12,90 2,33 2,04
8,91 8,49 3,60 3,59
10,09 9,71 3,77 . 3,60
10,71 9,89 6,56 6,97
8,43 9,41 3,55 3,85
7,26 7,26 1,48 1,72
AVG: 9,07 5,03 3,31 3,41

SEM: 0.52 0.51 0.29 034
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Zusitzlich konnte noch auf 6 weitere Werte zuriickgegriffen

werden, die in Tabelle 5 zusammengestellt sind.

Tabelle 5

Ig61 : IgG2
mg/ml Serum

6,79 3,04
7,09 2,45
5,86 1,43
6,82 1,61
5,76 2,79
5,75 2,65
AVG: 6,35 2,33

SEM: 0,25 0,27

Mittelt man die erhaltenen Mittelwerte, soO resultieren fﬂr
die 22 Gesund-Seren 8 33 X 0,48 mg IgGl und 3, 04 X 0,25 mg
IgG2/ml Serum.

Die Ig6i-Spiegel von Krebsseren liegen im Mittel um 23 bis
24 % tiefer als in Normalseren, sodaB die absolute Notwen- .
digkeit einer effizienten Hemmung evident wird. SOD erfillt
diese Bedingung, allerdings nur bis zu einer Stehzeit der
Probe von rund 40 Stunden, was aber fir die meisten Félle
wohl ausreichend sein dirfte. Bemerkenswerterweise tritt ein
eindeutig definierter Zeiteffekt, wie er in Fig.1l dargestellt
ist, nur bei Ig61 auf, wdhrend IgG2, die zweite Hauptkompo-
nente, unregelméBiQe Schwankungen des Spiegels zeigt, die
jedoch durch SOD ebenfalls unterdrickt werden (Fig.2). Ds
nun SOD das in der RID angezeigte Absinken ven IgG1l hemmt
und nur diese Subklasse eine reaktive Disulfidbricke SS* im
Molekil enth#lt, wird verst&ndlich, daB SOD auch fir die
Messung des 5S-Wertes, der ja zu 85 % aus dem Term f0r SS*

besteht, als Stabilisator eingesetzt werden kann,

Beispiel 5
Trennung der IgG-Subklassen 1 und 2 an Protein-A-Sepharose-
Sdulen.

Pufferzusammensetzung:
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0,05 M Phosphat-Citrat-Puffer pH 4,7

0,086 M Phosphat-Citrat-Puffer pH 4,3
DurchfluBgeschwindigkeiten variierend von 70 ml/h bis

10 ml/h. '

Es wurden die angeschlossenen Fraktogramme (Fig. 3 und 4) er-
halten, bei denen in den relevanten Peaks B und C Reinheits-

grade der Komponenten'bis zu 96 bzw. 100 % erzielt wurden.

Beispiel 6
Bestimmung der IgGl- und IgG2-Konzentration einerseits durch
Affinitdtschromatographie mit Protein-A-Sepharose, anderer-

seits, zur Kontrolle, mit RID

FUr den Vergleich der beiden Methoden wurden Seren von 20 ge-
sunden Probanden sowie Seren von 40 Patientinnen mit Ovari-
al-, Cervix- und Collum-Karzinomen verwendet, wofir die Blut-

proben prédoperativ abgenommen wurden.

Die Blutproben (2-10 ml) wurden nach Abnahme sofort bei

440 x g 10 Minuten zentrifugiert, das Serum abpipettiert,
1:50 mit RID-Puffer verdinnt und auf die RID-Platten aufge-
tragen; nach 2 Tagen wurden die Prézipitatringe vermessen und
die IgG1- und Ig62-Konzentration mittels Referenzserum be-

stimmt (Mancini-Technik).

Fir die Isolierung von IgGl und Ig62 mittels Protein-A Sepha-
rose wurde 0,3 ml Serum auf die S&ule (K 9/15) aufgetragen
und mit 0.16 M Phosphat-Citrat-Puffer pH 7.0 und einer Durch-
laufgeschwindigkeit von 10 ml/h eluiert. Hierbei bindet Ig6
Uber den Fc-Teil an das Protein-A und die restlichen Serum-
proteine werden ungebunden eluiert. AuBer IgG wird auch IgM
und IgA an Protein-A gebunden. Nach Erreichen der Baseline
kommt es zum Pufferwechsel: zundchst wird Ig62 mit 0.05 M
Phosphat-Citrat-Puffer pH 4.7 und danach IgGl mit 0.086 M
Phosphat-Citrat-Puffer pH 4.3 eluiert. Danach erfolgt die
Reinigung des Gels mittels 0.1 M Citrat-Puffer und dann er-
folgt der Austausch des Citrat-Puffers gegen den Startpuffer
(0.16 M Phosphat-Citrat-Puffer pH 7.0). Die Eluate von IgGl
und Ig62 werden mit 1 N NaOH auf PH 7.0 titriert und die
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Proteinkonzentrationen photometrisch bei 278 nm bestimmt. Der
Extinktionskoeffizient von &' = 1.58 ermdglicht dann die Kon-

zentrationsbestimmung.

Tabelle 6 listet die Mittelwerte der IgGl- und IgG2-Konzen-
trationen der Serumproben (i sem), sowohl mit RID als auch

mit Protein-A bestimmt, auf. Aus diesen beiden Werten kann

dann der Quotient G1/G2 gebildet werden.

Tabelle 6Ba

bestimmt mit RID

Ig61 IgG2 61/62
(mg/ml Serum) ' n
-Ges. Probanden 8.7220.41  3.66%0.31 2.62%0.21 20
Gyn. Tumore 6.70<0.50 3.69%0.35 2.04%0.14 40

Tabelle 6b.
bestimmt mit Protein-A

IgG1 : I1gG2 61/62

‘(mg/ml Serum) n
7.27%0.36 ~ 3.14%0.25 2.54%0.22 20
5.75X0.37 3.1620.29 - 2.08%0.13 40

Mit RID bestimmt, unterscheiden sich die Mittelwerte der
IgGi-Konzentrationen der gesunden Probanden und Tumorpatien-
ten hochsignifikant (p = 0.005), wobeil 27.5 % falsch negative
und 25 % falsch positive Resultate erhalten wurden. Ein &hn-
liches Ergebnis zeigt die Isolierung von IgGl mit Protein-A:
p = 0.005 und 30 % falsch negative und 35 % falsch positive
Resultate.
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Patentanspriche

1. Verfahren zur Feststellung maligner Tumore bzw. zur Be-
stimmung ihrer Tumormasse anhand von Eigenschaften des Serum-
Immuriglobulins G (IgG) des Patienten, dadurchrgekennzeichnet,
daB die frischen Blut- oder Serumproben des Patienten mit Ra-
dikalfingern, vorzugsweise mit Superoxiddismutase (S0D), sta-
bilisiert werden und im Serum der Proben die Verschiebung des
Verhiltnisses mindestens einer der IgG-Subklassen zu der Summe

der IgG-Subklassen im Vergleich zum Normalverhdltnis bestimmt

wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
im Serum der stabilisierten Proben die Verschiebung des Ver-
hiltnisses der.Subklasse Ig6l und bzw. oder der Subklasse
Ig62 zu der Summe der IgG-Subklassen im Vergleich zum Normal-

verhiltnis bestimmt witd.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die genannte Verschiebung des Verhdltnisses durch Be-

stimmung des -2 S-Wertes bestimmt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die genannte Verschiebung des Verhdltnisses aus den Ergeb-
nissen an sich bekannter Analysenmethodeh for Ig6, insbeson-
dere chromatographischen bzw..immunologischen Methoden, be-

rechnet wird.

5. Verfahren naéh Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB
die genannte Verschiebung des Verhéltnisses durch einen Immun-
diffusions-Assay bestimmt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die Stabilisierung des Serums.mit SO0D in
einem Mengenverh#dltnis von 100 bis 1000, vorzugsweise 300 bis
400, iU S0D/ml Serum vorgenommen wird.

7. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis
6 zur extracorporalen Erfassung eines Tumorgeschehens in

einem Patienten,
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8. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der An-
spriliche 1 bis 7, gekennzeichnet durch ein Stabilisierungs-
reagens, vorzugsweise S0D, und eine Anordnung zur Bestimmung
des Verhdltnisses mindestens einer IgG-Subklasse zu der Sum-

me der IgG-Subklassen.

-y

uy
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