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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Identifizierung von zell-
spezifischen Proteinen mit einem ersten Verfahrensschritt:
a) Ermittelung zellspezifischer topologischer Proteinkombi-
nationsmuster von n Zellen auf Einzelzellniveau,

dadurch gekennzeichnet,

dass zur Ermittelung eines ersten zellspezifischen Protein-
kombinationsmusters gesunde Zellen verwendet werden
und zur Ermittelung eines zweiten zellspezifischen Protein-
kombinationsmusters pathologisch oder physiologisch ver-
anderte Zellen des gleichen Zelltyps verwendet werden
oder Zellen unterschiedlichen Zelltyps mit gleichem Krank-
heitsbild zur Ermittelung von mindestens einem dritten und
einem vierten zellspezifischen Proteinkombinationsmus-
ters verwendet werden, wobei das Verfahren folgende wei-
tere Verfahrensschritte umfasst:

b1) Subtraktion der Gbereinstimmenden Anteile der in Ver-
fahrensschritt a) ermittelten ersten und zweiten Protein-
kombinationsmuster von gesunden und pathologisch oder
physiologisch veranderten Zellen eines Zelltyps und Ermit-
telung eines einzelnen, aus der Subtraktion der Uberein-
stimmenden Anteile des ersten und zweiten Proteinkombi-
nationsmusters resultierenden zellspezifischen ersten Pro-
teins; oder

b2) Subtraktion der nicht-libereinstimmenden Anteile der in
Verfahrensschritt a) ermittelten dritten und vierten Protein-

kombinationsmuster von Zellen unterschiedlichen Zelltyps
mit gleichem Krankheitsbild und Ermittelung eines...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Iden-
tifizierung von zellspezifischen Proteinen.

[0002] Die Identifizierung zellspezifischer Protein-
kombinationsmuster ist von zentraler Bedeutung bei
der Aufklarung von Zell-Zell-Interaktionen, die unzah-
lige Wirkungen innerhalb eines Organismus nach
sich ziehen koénnen. Insbesondere die Kenntnis
krankheitsspezifische Zielstrukturen ist eine ent-
scheidende Voraussetzung fur die Entwicklung wirk-
samer und gleichzeitig nebenwirkungsarmer Arznei-
mittel.

Stand der Technik

[0003] Esistbekannt, dafd Immunzellen (Lymphozy-
ten) spezifische Kombinationen von Proteinen, auch
Proteinkombinationsmuster bzw. kurz PKM genannt,
exprimieren, die fur eine Bindung an Endothelzellen
der BlutgefaRe von Gehirn und Muskelgewebe ver-
antwortlich sind. Andere Kombinationen von Protei-
nen fihren dagegen nicht zu einer Bindung an diese
Endothelzellen. Uberraschenderweise sind diese
spezifischen Kombinationen interindividuell konstant
und weisen immer dieselben Bindungsfunktionen
auf. Es scheint sich folglich bei den spezifischen Pro-
teinkombinationsmustern um einen interindividuellen
konstanten Lymphozyten Bindungs-Code der Zello-
berflache fir organspezifische Endothelzelloberfla-
chen zu handeln, der eine zellspezifische Zielstruktur
darstellt. Zellspezifische Zielstrukturen kénnen folg-
lich ganz spezifische Proteinkombinationsmuster
aufweisen.

[0004] Auch invasive Tumorzellen verfigen uber
spezifische Proteinkombinationsmuster an ihren Zel-
loberflachen, die zu einem gezielten, d.h. organse-
lektiven Invasionsverhalten fiihren. Solche Protein-
kombinationsmuster stellen daher Zielstrukturen fir
mogliche Arzneimittel dar.

[0005] Unbedingte Voraussetzung fiir die Entwick-
lung solcher hoch-selektiver Arzneimittel ist jedoch
die Kenntnis der molekularen Zusammensetzung
dieser Zielstrukturen.

[0006] Aus dem Stand der Technik sind Verfahren
zur ldentifizierung von Zielstrukturen bekannt, die auf
der Analyse von Gen-Expressionsprofilen von kran-
ken Geweben oder Zellen im Vergleich zu Gen-Ex-
pressionsprofilen von gesunden Geweben oder Zel-
len beruhen, wobei sowohl Proteinexpressionsprofile
als auch Expressionsprofile der Messenger Ribonuk-
leinsdure (MRNA) Aufschluss Uber das Auftreten
neuer Proteine, fehlregulierter oder abnorm modifi-
zierter Proteine in kranken Geweben oder Zellen ge-
ben sollen (z.B. in: F. Lottspeich/H.Zorbas; Bioanaly-
tik; Spektrum Akademischer Verlag; Heidelberg,
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1998).

[0007] Diese Verfahren gehen jedoch alle von Zell-
homogenaten aus, denen in der Regel Tausende
oder Millionen von Zellen zugrunde liegen, da nur mit
Hilfe dieser Zellmengen Expressionsprofile der oben
genannten Art erstellt werden kénnen. In den Zellho-
mogenaten liegen die Zellen in aufgeschlossener
Form vor, damit die Proteine oder mRNA-Molekile
mit Hilfe biochemischer Verfahren extrahiert und ge-
trennt werden kdnnen.

[0008] Nachteilig an diesen bekannten Verfahren ist
jedoch, dal} sie nicht dazu geeignet sind, Protein-
kombinationsmuster zu identifizieren, da die einzel-
nen Proteinkomponenten eines solchen Proteinkom-
binationsmusters durch die Erzeugung von Zellho-
mogenaten und durch die darauffolgenden Extrakti-
onsvorgange vollstandig getrennt werden und die
wesentliche Information bezuglich ihrer zell- und ge-
webetopologischen Lage verloren geht. Durch die
Zerstorung der Zellkompartimente kdnnen weiterhin
keine Informationen bezlglich der Kombinationen
von Proteinen innerhalb dieser Zellkompartimente
und ihre relative topologische Beziehung zueinander
gewonnen werden.

[0009] Ein weiterer Nachteil der bekannten Verfah-
ren ist aulerdem, daf} keine Analytik auf dem Einzel-
zellniveau durchflihrbar ist, so daf Unterschiede der
einzelnen Zellen bezlglich ihrer Proteinkombinati-
onsmuster nicht erfassbar sind. Diese Nachteile
Uberwinden die in der DE 197 09 348 C2 und der DE
100 01 685 A1 beschriebenen Verfahren zur Bestim-
mung, ldentifizierung und Kartierung zellspezifischer
Zielstrukturen. Durch diese Verfahren kénnen Prote-
inkombinationsmuster einzelner Zellen oder Zell-
membranen von unterschiedlichen Zell- oder Gewe-
beproben vergleichend untersucht werden. Dabei
kdénnen diejenigen Markiermolekile identifiziert wer-
den, die beispielsweise an ein bestimmtes Protein-
kombinationsmuster oder an einen bestimmten Be-
reich eines solchen Proteinkombinationsmuster ei-
nes ersten Objektes binden, das einer ersten Gewe-
be- oder Zellprobe entstammt, und die gleichzeitig
nicht an ein zweites Objekt binden, das einer zweiten
Gewebe- oder Zellprobe entstammt. Mit Hilfe dieser
identifizierten Markiermoleklle kénnen nun unter
Verwendung eines Probenanteils der ersten Gewe-
be- und/oder Zellprobe diejenigen molekularen Be-
reiche (Molekile oder Molekilkomplexe) des Prote-
inkombinationsmusters aufgefunden bzw. selektiert
und anschlielRend charakterisiert werden, die durch
die identifizierten Markiermolekiile gebunden wer-
den. Auf diese Weise ist es mdglich, sowohl die mo-
lekulare Zusammensetzung eines Proteinkombinati-
onsmuster, die Anordnung der Molekile innerhalb
des Proteinkombinationsmusters und die Anordnung
des Proteinkombinationsmusters innerhalb eines Ge-
webes oder eine Zelle zu erfassen.
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[0010] Die so erhaltenen zellspezifischen Protein-
kombinationsmuster sind jedoch noch immer
hoch-komplex, was die Entwicklung hoch-selektiver
Arzneimittel deutlich erschwert.

[0011] Auch in einer Veroéffentlichung von R. F. Mur-
phy et al. ,Toward a systematics for protein subcellu-
lar location: quantitative description of protein locali-
zation patterns and automated analysis of fluore-
scence microscope images" in Proc. Int. Conf. Intell.
Syst. Mol. Biol. (August 2000) 8, 251 bis 9 ist eine
Analyse von Proteinverteilungsmustern in Fluores-
zenzabbildungen beschrieben.

Aufgabenstellung

[0012] Aufgabe der Erfindung ist es ein Verfahren
der oben genannten Art weiterzubilden und bereitzu-
stellen, durch das identifizierte und hoch-komplexe
Proteinkombinationsmuster weiter aufbereitet wer-
den und so die Entwicklung hoch-selektiver Arznei-
mittel erleichtert wird.

[0013] Diese Aufgabe wird gel6ést durch ein erfin-
dungsgemales Verfahren zur Identifizierung von
zellspezifischen Proteinen, das folgende Schritte um-
fasst: (a) Ermittelung zellspezifischer Proteinkombi-
nationsmuster von n Zellen; (b) Vergleich der Prote-
inkombinationsmuster von gesunden und patholo-
gisch oder physiologisch veranderten Zellen eines
Zelltyps oder Vergleich der Proteinkombinationsmus-
ter von Zellen unterschiedlichen Zelltyps mit glei-
chem Krankheitsbild; (c1) Subtraktion der Uberein-
stimmenden Anteile der in Verfahrensschritt (b) ver-
glichenen Proteinkombinationsmuster von gesunden
und pathologisch oder physiologisch veranderten
Zellen eines Zelltyps und Ermittelung eines daraus
resultierenden zellspezifischen Proteins; oder (c2)
Subtraktion der nicht-ubereinstimmenden Anteile der
in Verfahrensschritt (b) verglichenen Proteinkombi-
nationsmuster von Zellen unterschiedlichen Zelltyps
mit gleichem Krankheitsbild und Ermittelung eines
daraus resultierenden zellspezifischen Proteins; und
(d) molekulare und raumliche Identifizierung des re-
sultierenden zellspezifischen Proteins.

[0014] Durch die Reduzierung der hoch-komplexen
ermittelten Proteinkombinationsmuster auf ein ein-
zelnes, hoch-selektives und zellspezifisches Protein
ist es mdoglich, die Entwicklung von ebenfalls
hoch-selektiven Arzneimittel deutlich zu erleichtern
und den Zeitraum fiir diese Entwicklung signifikant zu
verkurzen. So ist es bei der Entwicklung von Arznei-
mitteln nicht mehr notwendig die hoch-komplexen
und ebenfalls zellcharakteristischen Proteinkombina-
tionsmuster zu betrachten.

[0015] Erfindungsgemal ist lediglich eine Selektion
einer Substanz zur Hemmung der Aktivitat des iden-
tifizierten zellspezifischen Proteins notwendig. Diese
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Hemmung flhrt zu einem Zusammenbrechen des
zellspezifischen Proteinnetzwerks und damit zu ei-
nem Zusammenbrechen der Zellfunktionen. Bei-
spielsweise fuhrt das Ausschalten des zellspezifi-
schen Proteins von Tumorzellen zu einer Hemmung
der Migration dieser Zellen, da das hierbei identifi-
zierte Protein das Migrationsverhalten der Tumorzel-
le steuert und regelt. Die hemmende Substanz kann
dabei ein Antikdrper sein.

[0016] Besondere Vorteile des erfindungsgemalien
Verfahrens ergeben sich dann, wenn es sich bei pa-
thologisch veranderten Zellen um invasive Zellen
handelt.

[0017] Aufgrund der Kenntnis dieser z.B. krank-
heitsspezifischen Proteine innerhalb eines Protein-
kombinationsmusters kdnnen zudem hoch-spezifi-
sche Arzneimittel entwickelt werden, die aufgrund
eben dieser Spezifitdt nahezu nebenwirkungsfrei
sind.

[0018] Die erfindungsgemal aufzuarbeitenden zell-
spezifischen Proteinkombinationsmuster werden mit
Hilfe der in der DE 197 09 348 C2 und der DE 100 01
685 A1 beschriebenen Verfahren zur Bestimmung,
Identifizierung und Kartierung zellspezifischer Ziel-
strukturen ermittelt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur ldentifizierung von zellspezifi-
schen Proteinen mit einem ersten Verfahrensschritt:
a) Ermittelung zellspezifischer topologischer Protein-
kombinationsmuster von n Zellen auf Einzelzellni-
veau,
dadurch gekennzeichnet,
dass zur Ermittelung eines ersten zellspezifischen
Proteinkombinationsmusters gesunde Zellen ver-
wendet werden und zur Ermittelung eines zweiten
zellspezifischen Proteinkombinationsmusters patho-
logisch oder physiologisch veranderte Zellen des
gleichen Zelltyps verwendet werden oder Zellen un-
terschiedlichen Zelltyps mit gleichem Krankheitsbild
zur Ermittelung von mindestens einem dritten und ei-
nem vierten zellspezifischen Proteinkombinations-
musters verwendet werden, wobei das Verfahren fol-
gende weitere Verfahrensschritte umfasst:
b1) Subtraktion der Ubereinstimmenden Anteile der
in Verfahrensschritt a) ermittelten ersten und zweiten
Proteinkombinationsmuster von gesunden und pa-
thologisch oder physiologisch veranderten Zellen ei-
nes Zelltyps und Ermittelung eines einzelnen, aus der
Subtraktion der Ubereinstimmenden Anteile des ers-
ten und zweiten Proteinkombinationsmusters resul-
tierenden zellspezifischen ersten Proteins; oder
b2) Subtraktion der nicht-tbereinstimmenden Anteile
der in Verfahrensschritt a) ermittelten dritten und vier-
ten Proteinkombinationsmuster von Zellen unter-
schiedlichen Zelltyps mit gleichem Krankheitsbild
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und Ermittelung eines einzelnen, aus der Subtraktion
der nicht-Ubereinstimmenden Anteile des dritten und
vierten Proteinkombinationsmusters resultierenden
zellspezifischen zweiten Proteins; und

¢) molekulare und raumliche Identifizierung des re-
sultierenden zellspezifischen ersten oder zweiten
Proteins.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Verfahren die Selektion einer
Substanz zur Hemmung der Aktivitat des identifizier-
ten zellspezifischen ersten und zweiten Proteins um-
fasst.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Verfahren die Selektion eines An-
tikérpers zur Hemmung der Aktivitat des identifizier-
ten zellspezifischen ersten und zweiten Proteins um-
fasst.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei pathologisch veranderten Zellen um invasive Zel-
len handelt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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