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PCT/ EPO1/ 00746 b) Behandel n der oder gleichartiger Tunor- und/ oder
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Ver gl ei chen der in Schritt a) and in ScHritt c) detektierten Cberfla
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se Weise kann verhindern werden, dal3 die Tumor- und/oder Immunzellen an
15 die Endothelzellen binden, was fir die Polarisierung unerldBlich ist. Um eine
Invasion in ein bestimmtes Organ oder die Migration innerhalb dieses Organs
gezielt zu verhindern, kénnen diejenigen Aminopeptidase-Inhibitoren bzw. die-
jenigen weiteren Inhibitoren eingesetzt werden, die spezifisch die Bindung an
die organspezifische Endothelzellen und/oder die organspezifischen extrazellu-
20 laren Strukiuren blockieren. '

Besonders vorteilhaft ist es weiterhin, wenn durch mindestens einen

Aminopeptidasen-Inhibitor und/oder durch mindestens einen weiteren Inhibitor

die Expression mindestens eines Oberfldchenproteins, insbesondere eines
25 Adhéasionsmolekiils, beeinfluBbar ist.

Eine der obigen Aufgaben wird durch ein pharmazeutisches Praparat gelést,
das unter einer Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-Inhibitors
und/oder einer Kombination von mindestens einem Aminopeptidasen-Inhibitor

30 und mindestens einem weiteren Inhibitor nach den obigen Ausflihrungen her-
stellbar ist.
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10

umfaBt. In einem nachsten Schritt werden die oder gleichartige Tumor-
und/oder Immunzellen mit mindestens einem Aminopeptidasen-inhibitor be-
handelt. AnschlieBend werden die Oberflichenproteinkombinationen des Pro-
teinnetzwerkes, die sich auf der Oberfliche der behandelten Tumor- und/oder
15 Immunzellen befinden, detektiert und mit den Oberflachenproteinkombinatio-
nen des Proteinnetzwerks, die sich auf der Oberfldche der unbehandelten Tu-
mor- und/oder Immunzellen befinden, verglichen. Der mindestens eine Amino-
peptidasen-Inhibitor bewirkt bei einer Abweichung durch mindestens eine Ver-
édnderung des Oberflachenproteins CD13 die Blockierung der Polarisierung der
20 Tumor- und/oder Immunzelien.

In einem zusétzlichen Schritt kann der mindestens eine identifizierte Aminopep-
tidasen-Inhibitor zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immun-
zelle zugegeben werden und die weitere Entwicklung der mindestens einen

25 polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert werden, um so die tat-
sachliche Blockierung der Polarisierung nachzuweisen.
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toren geldst, die in Kombination mit mindestens einem Aminopeptidasen-

15 Inhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven menschlichen oder
tierischen Tumor- und/oder Immunzellen bewirken, wobei in dem Verfahren
zunachst Oberfldchenproteinkombinationen eines Proteinnetzwerkes, die sich
auf der Oberfléche der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen befinden,
detektiert werden, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflichenproteine

20 aus einer Gruppe umfaBt, deren Zusammensetzung bereits oben aufgefihrt ist.
Die oder gleichartige Tumor- und/oder Immunzellen werden mit mindestens
einem potentiellen Inhibitor behandelt und die Oberflichenproteinkombinatio-
nen des Proteinnetzwerkes, die sich auf der Oberfiiche der behandelten Tu-
mor- und/oder Immunzellen befinden, werden detektiert. Daraufhin werden die

25 detekiierten Oberflachenproteinkombinationen verglichen, wobei der minde-
stens eine Inhibitor bei einer Abweichung durch mindestens eine Veréanderung
eines Oberflachenproteins zur Blockierung der Polarisierung der Tumor-
und/oder Immunzellen geeignet ist.

30 Die oder die gleichartigen Tumor- und/oder Immunzellen kénnen neben dem
mindesiens einen Inhibitor auch mit mindestens einem Aminopeptidasen-
Inhibitor behandeit werden, wobei die Kombination von dem mindestens einen
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15 die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an organspezifi-
sche Endothelzellen und/oder an organspezifische exirazellulare Strukturen
detektiert wird, in dem die Bindung der mit dem mindestens einen identifizierten
Inhibitor und/oder mit einer Kombination aus dem mindestens einen identifizier-
ten Inhibitor und dem mindestens sinen Aminopeptidasen-Inhibitor behandelten

20 Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endothelzellen
und/oder die organspezifischen extrazelluldren Strukturen detektiert wird und in
dem die detektierten Bindungen verglichen werden.

Grundsatzlich kann das Detektieren der Oberflachenproteinkombinationen Ver-

25 fahrensschriite eines automatisierten Verfahrens zur Bestimmung von Molekil-
klassen, Molekulgruppen oder Molekdlteilen in einem festen oder fliissigen Ob-
jekt gemafl der DE 197 09 348 C umfassen. Bei diesen Verfahrensschritten
kénnen in ein- und demselben Objekt, namlich beispielsweise in einer Probe
von Immunzellen und/oder Tumorzellen, Oberflachenproteine mittels sequen-

30 tieller Aufbringung von Reagenzlésungen Yn (n = 1,2,3...N) mittels einer auto-
matischen Vorrichtung untersucht und gemessen werden, wobei die Verfah-
rensschritte umfassen:
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Kombinationsmuster des zu untersuchenden Objekts Giberfiihrt werden.

Aus diesem Kombinationsmuster kdénnen Informationen UOber das
Vorhandensein der oben genannten Proteine gewonnen werden und damit

20 auch die Oberflachenproteinkombinationen detektiert werden, wenn die
verwendeten Reagenzldsungen markierte Substanzen enthalten, die gegen die
entsprechenden Proteine gerichtet sind.

Bei den aufgeflhrten Kontrollschritten wird Gberprift, ob die Polarisierung
25 durch den mindestens einen Aminopeptidasen-Inhibitor und/oder den
mindestens einen weiteren Inhibitor verhindert wird, indem die Bindung
bestimmter Molekiile an definierte Strukiuren gehemmt wird. Diese
Kontrollschritte  kdnnen durchgefiihrt werden, indem Immunzellen
(Lymphozyten) und/oder Tumorzellen in Form eines kontinuierlichen Zellflusses
30 in einem speziellen Gerét, das in der DE 199 32 158 A beschrieben wird, Uber
mindestens eine Probe mit den definierten Strukturen geleitet werden.
Wéhrend ohne Behandlung mit dem mindestens einen Aminopeptidasen-
Inhibitor und/oder dem mindestens einen weiteren Inhibitor eine Bindung der
Zellen an die definierten Strukturen erfolgen sollte, findet nach der Behandlung
35 der Zellen mit dem mindestens einen Aminopeptidasen-Inhibitor und/oder dem
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O(V & ()-2 Zelloberflachenproteine identifiziert werden, die zu einem spezifischen Protein-
netzwerk gehdren, das die frilhen Phasen der Polarisierung von Tumorzellen

15 und Immunzellen kontrolliert. In einer weiteren Untersuchung wurden nun
Oberflachenproteinkombinationen dieses Proteinnetzwerkes von Karpas-Zellen
unbehandelt und nach der Behandlung mit dem Aminopeptidasen-Inhibitor Ac-
tinonin detektiert. Zu diesem Zweck wurden zwei Gruppen V1 und V2 von Kar-
pas-Zellen gebildet, wobei die Zellen der Gruppe V1 nicht behandelt wurden,

20 waéhrend die Zellen der Gruppe V2 mit Actinonin behandelt wurden. In Tabelle
2 sind diejenigen Oberflachenproteinkombinationen zusammengestellt, die so-
wohl bei den mit Actinonin behandelten als auch bei den unbehandelten Zellen
vorkommen. In dieser und den weiteren Tabellen 3 und 4 sind jedoch beispiel-
haft nur 18 der 30 Proteine aufgefiihrt, wobei die detektierten Proteine mit 1

25 gekennzeichnet sind und die nicht-detektierten Proteine mit 0 gekennzeichnet
sind.

Die Proteine sind von 1 bis 18 durchnumeriert, wobei die Nomenklatur aus der
Tabelle 1 hervorgeht.
30
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10% & (Y102 behandelten Karpas-Zellen zu finden sind. Die Anzahl der in dieser Tabelle 3

bezeichneten Proteinkombinationen betragt 131.

In der Tabelle 4 sind schlieBlich diejenigen Oberflachenproteinkombinationen
aufgeflhrt, die ausschlieBlich bei den Actinonin-behandelten Karpas-Zellen
15 vorkommen. Die Tabelle 4 enthalt 60 verschiedene Proteinkombinationen.

Aus den Tabellen 2 bis 4 geht hervor, daf3 bei Betrachtung von lediglich 18
Proteinen der 30 Proteine insgesamt 394 unterschiedliche Oberflachenprotein-
kombinationen auftreten, wobei bei den unbehandelten Zellen insgesamt 334

20 unterschiedliche Kombinationen zu finden sind und bei den behandelten Zellen
insgesamt 263 unterschiedliche Kombinationen detektiert werden kdénnen. Die
hiermit nachgewiesene Anderung der Oberflachenproteinkombinationen fithrt
zu einer spezifischen Blockierung der Zellpolarisierung.

25 Eine weitere Untersuchung wird anhand der Figur erlautert. In (1) ist der norma-
le zelluldre ProzeB der Polarisierung einer Tumorzelle gezeigt. Durch in vitro
life imaging wird erfaBt, wie sich eine Sarkom-Zelle aus einer primar sphari-
schen Zellform heraus Uber die Bildung von 3 Zellextensionen (tripolare Zell-
form) und anschlieBende gezielte Riickbildung nur einer der drei Extensionen
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F10% & ()-x0 F10%.& ()-x0 F10% & ()-x0_?NA4! O} F10% & ()-x0 F10% & () - x0
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F109% & ()-x0 F10ddng (8ing® Amw&m@is 2 - Bebardiung x yor 1 dumerekraalungen

LG8 S s X007 O ), e A e
sen-Inhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven
menschlichen oder tierischen Tumor- und/oder Immunzellen durch Ver-
anderung mindestens eines Oberflachenproteins CD13 als Mitglied ei-
nes Proteinnetzwerkes auf der Oberflache der Tumor- und/oder Immun-

20 zellen bewirkt, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine
aus einer Gruppe bestehend aus

1.CD4 2.CDs8 3. HLA-DR 4.HLA-DQ 5.CD3

6. CD26 7.CD38 8.CD45RA 9.CD16 10. CD57
11.CD56  12.CD7 13.CD54 14.CD58  15.CD138
16.CD13  17.CD62L 18.CD71  19.CD11b 20. CD36
21.CD29 22.CD49d 23.CD18 24.CD49%f 25.CD19
26. CD2 27.CD20 28.CD10 29.CD44  30.CD80

umfaBt.
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2. Verwendung nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
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tektieten Oberflachenproteinkombinationen durch mindestens
eine Veranderung des Oberfldchenproteins CD13 die Blockierung
der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt.
15
10.  Verfahren nach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichnet,
daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem
der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Aminopeptidasen-Inhibitor
20 zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle zu-
gegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen polari-
sierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 9 oder 10,

25 dadurch gekennzelchnet,
daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfait, in dem
die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or-
ganspezifische Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellu-
lare Strukturen detektiert wird, in dem die Bindung der mit dem minde-

30 stens einen in Schritt d) identifizierten Aminopeptidasen-Inhibitor behan-
delten Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endo-
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bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend aus

1. CD4 2.CDs8 3. HLA-DR 4.HLA-DQ 5.CD3

6. CD26 7.CD38 8. CD45RA 9.CD16 10. CD57
11.CD56  12.CD7 13.CD54 14.CD58 15.CD138
16.CD13 17.CD62L 18.CD71  19.CD11b 20.CD36
21.CD29 22.CD49d 23.CD18 24.CD49f 25.CD19
26.CD2 27.CD20 28.CD10 29.CD44  30.CD80

umfafdt;

Behandeln der oder gleichartiger Tumor- und/oder Immunzelien
mit mindestens einem potentiellen Inhibitor, der nicht gegen eine
Aminopeptidase gerichtet ist;

Detektieren der Oberflichenproteinkombinationen des Protein-
netzwerkes, die sich auf der Oberfliche der behandelten Tumor-
und/oder Immunzellen befinden; und

Vergleichen der in Schritt a) und in Schritt ¢) detektierten Oberfia-
chenproteinkombinationen, wobei der mindestens eine Inhibitor
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dem mindestens einen Aminopeptidasen-Inhibitor bet einer Abweichung
der in Schritt a) detektierten Oberflachenproteinkombinationen von den
in Schritt ¢) detektierten Oberflachenproteinkombinationen durch minde-

15 stens eine Veranderung eines Oberflachenproteins CD13 die Blockie-
rung der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzelien bewirkt.

14.  Verfahren nach einem der Anspriiche 12 oder 13,
dadurch gekennzeichnet,

20 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaft, in dem
der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Inhibitor oder eine
Kombination aus dem mindestens einen in Schritt d) identifizierten
Inhibitor und mindestens einem Aminopeptidasen-inhibitor zu
mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle

25 zugegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen
polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird.

15.  Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,
30 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem
die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or-
ganspezifische Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellu-
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