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(54) Title: PROTEIN DIFFERENTIATION
(54) Bezeichnung: PROTEINDIFFERENZIERUNG

(57) Abstract: The invention relates to a method for protein differentiation,
comprising the following steps: an antibody preparation is prepared; a differ-
entiation agent is prepared; at least one fluid sample containing antigens is
prepared; and a carrier medium, comprising at least one recess for holding the
antibody preparation and a recess for holding the fluid sample is provided; the
fluid sample is introduced into the recess for holding the fluid sample and the
antigens that are contained in the fluid sample are isolated by electrophoresis;
and the antibody preparation is left to react with the antigens that are contained
in the fluid sample, in the presence of the differentiation agent. Said method
is particularly suitable for the diagnosis of cancer and/or precancerosis, for es-
timating the chances of success and/or for controlling the treatment of cancer
and/or precancerosis, in addition to estimating the sensitivity of medicaments
and/or the chemical sensitivity of a test patient. The invention also relates to
a device for protein differentiation. A mould extract with prophylactic, ther-
apeutic and immunomodulating properties is among one of the differentiation
agents that is disclosed by the invention.

(57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur Proteindif-
ferenzierung, welches die Schritte umfasst, dass eine Antikérperzubereitung
bereitgestellt wird, dass ein Differanzierungsmittel bereitgestellt wird, dass zu-
mindest eine antigenhaltige fluide Probe bereitgestellt wird und dass ein Tra-
germedium bereitgestellt wird, welches zumindest eine Vertiefung zur Auf-
nahme der Antikdrperzubereitung und eine Vertiefung zur Aufnahme der flu-
iden Probe aufweist, dass die fluide Probe in die Vertiefung zur Aufnahme
der fluiden Probe gegeben wird und die in der fluiden Probe enthaltenen An-
tigene elektrophoretisch aufgetrennt werden, und dass die AntikSrperzuberei-
tung mit den in der fluiden Probe enthaltenen Antigenen in Gegenwart des
Differenzierungsmittels reagieren gelassen wird. Dieses Verfahren eignet sich
insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen,
zur Abschitzung der Erfolgsaussichten und/oder zur Kontrolle einer Thera-
pie von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen sowie zur Abschitzung der Medikamentensensitivitidt und/oder der chemischen
Sensitivitit einer Testperson. Weiterhin wird eine Vorrichtung zur Proteindifferenzierung vorgeschlagen. Als Differenzierungsmittel
wird u.a. ein Schimmelpilzextrakt vorgeschlagen, welcher zudem prophylaktische, therapeutische und immunmodulierende Eigen-
schaften aufweist.
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PROTEINDIFFERENZIERUNG

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren, eine Vorrichtung und einen
Testkit zur Proteindifferenzierung, ein Arzneimittel zur Vorbeugung und/oder Behandlung
von Krebserkrankungen und/oder Priakanzerosen, ein Arzneimittel zur gezielten Gewebe-
auflosung, ein Arzneimittel mit immunmodulierender Wirkung, ein Nahrungserginzungs-
mittel zur Vorbeugung und/oder Heilung von Krebserkrankungen und/oder Prakanzerosen
bzw. ein Nahrungserginzungsmittel mit immunmodulierender Wirkung, sowie die Verwen-
dung von Schimmelpilzextrakten zur Herstellung solcher Arzneimittel bzw. Nahrungsergin-
zungsmittel.

Aus US-A-4,244 803 (Spalte 1, Z. 37-67) sind Verfahren und Vorrichtungen zur
Bestimmung von Proteinen in einer Antigenprobe mittels Immunelektrophorese bekannt, bei
denen die Proteine in der zu analysierenden Mischung zundchst durch eindimensionale
Elektrophorese auf einem geeigneten Geltrager aufgetrennt und anschlieBend senkrecht zur
Elektrophoreserichtung einer Doppeldiffusion gegen ein Antiserum unterzogen werden, wo-
rauf sich im Bereich zwischen der Antiserumrinne und den fraktionierten Proteinen soge-
nannte Prazipitationslinien bilden, die dann einer quantitativen Auswertung unterzogen wer-
den. Fig. 1 zeigt eine typische Vorrichtung zur Immunelektrophorese nach US-A-4,244,803.

Alternativ wird in US-A-4,244 803 (Spalte 2, Z. 15-26) ein Verfahren beschrieben, bei
welchem die Antigene und Antikorper in geeigneten Vertiefungen vorgelegt werden, wobei
die aufeinander zu gerichtete Wanderung der Antigene und Antikorper durch ein angelegtes
elektrisches Feld beschleunigt wird, wodurch sich ebenfalls Prizipitationslinien bilden.

Allerdings wird in dieser zum Stand der Technik zéhlenden Patentschrift die
erfindungsgemifBe Proteindifferenzierung, insbesondere die Differenzierung des Proteoms
einer gesunden Testperson vom Proteom eines an Krebserkrankungen und/oder Prakanzero-
sen leidenden Patienten, nicht erwéhnt.

Es wird daher schon seit langem nach Alternativen zu derartigen Verfahren und
Vorrichtungen gesucht, welche eine einfache und sichere Proteindifferenzierung ermoglichen,
insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen, zur Abschitzung
der Erfolgsaussichten und/oder zur Kontrolle einer Therapie von Krebserkrankungen und/oder
Prikanzerosen sowie zur Abschitzung der Medikamentensensitivitit und/oder chemischen
Sensitivitit einer Testperson.

Diese Aufgaben werden durch das erfindungsgemaBe Verfahren, die erfindungsgemaBe

Vorrichtung und den erfindungsgemiBen Testkit zur Proteindifferenzierung nach den unab-
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hingigen Patentanspriichen gelost. Die abhiangigen Anspriiche geben bevorzugte Ausfiih-
rungsformen an.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Proteindifferen-
zierung, welches die Schritte umfasst, dass eine Antikérperzubereitung bereitgestellt wird,
dass ein Differenzierungsmittel bereitgestellt wird, dass zumindest eine antigenhaltige fluide
Probe bereitgestellt wird und dass ein Tragermedium bereitgestellt wird, welches zumindest
eine Vertiefung zur Aufnahme der Antikorperzubereitung und eine Vertiefung zur Aufnahme
der fluiden Probe aufweist, dass die fluide Probe in die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden
Probe gegeben wird und die in der fluiden Probe enthaltenen Antigene elektrophoretisch auf-
getrennt werden und dass die Antikorperzubereitung mit den in der fluiden Probe enthaltenen
Antigenen in Gegenwart des Differenzierungsmittels reagieren gelassen wird.

Prinzipiell kann das Differenzierungsmittel vor der Elektrophorese zur Anwendung
kommen, indem es z.B. direkt zur fluiden Probe gegeben wird, wonach vorzugsweise inku-
biert wird, oder bereits im Trigermedium vorhanden ist, oder es kann im Anschluss an die
Elektrophorese zur Anwendung kommen, indem es z.B. in eine zusitzlich vorgesehene und
zweckmiBig angeordnete Vertiefung des Tragermediums gegeben wird.

Zunichst wird die Ausfiithrungsform behandelt, dass das Differenzierungsmittel vor der
Elektrophorese, d.h. noch vor der Zugabe der fluiden Probe in die dafur vorgesehene Vertie- .
fung(en), zur fluiden Probe gegeben wird.

Eine spezielle Ausfithrungsform dieses Verfahrens besteht darin, dass die Antikérperzu-
bereitung vor der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene in die Vertiefung zur Auf-
nahme der Antikorperzubereitung gegeben wird, wobei die Vertiefung zur Aufnahme der An-
tikorperzubereitung und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe so angeordnet sind,
dass wihrend der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene eine Reaktion der Antikor-
perzubereitung mit den Antigenen stattfindet. Der Vorteil dieser speziellen Ausfiihrungsform
besteht darin, dass die Reaktion der Antikorperzubereitung mit den Antigenen dann beschleu-
nigt ablauft. Die praktische Ausgestaltung entspricht vorzugsweise dem in der Literatur als
Uberwanderungselektrophorese bezeichneten Verfahren.

Eine weitere spezielle Ausfiihrungsform dieses Verfahrens besteht darin, dass die An-
tikorperzubereitung nach der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene in die Vertiefung
zur Aufnahme der Antikorperzubereitung gegeben wird, wobei die Vertiefung zur Aufnahme
der Antikérperzubereitung und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe so angeordnet
und ausgestaltet sind, dass nach der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene eine Re-

aktion der Antikérperzubereitung mit den Antigenen stattfindet. Eine Moglichkeit der Aus-
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gestaltung entspricht dem in der Literatur als Immunelektrophorese nach Grabar und Williams
bezeichneten Verfahren.

Als Nichstes wird die Ausfiihrungsform behandelt, dass das Differenzierungsmittel im
Anschluss an die Elektrophorese zugegeben wird. Bei dieser Ausfithrungsform ist es von
groflem Vorteil, wenn das Trigermedium eine zusitzliche Vertiefung zur Aufnahme des Dif-
ferenzierungsmittels aufweist. Die Antikorperzubereitung und das Differenzierungsmittel
werden dann nach der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene im Wesentlichen gleich-
zeitig in die dafiir vorgesehenen Vertiefungen gegeben, wobei die Vertiefung zur Aufnahme
der Antikérperzubereitung, die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe und die Vertie-
fung zur Aufnahme des Differenzierungsmittels so angeordnet sind, dass nach der elektropho-
retischen Auftrennung der Antigene eine Reaktion der Antikorperzubereitung mit den Anti-
genen in Gegenwart des Differenzierungsmittels stattfindet. Eine Moglichkeit der Ausgestal-
tung entspricht dem in der Literatur als Immunelektrophorese nach Grabar und Williams be-
zeichneten Verfahren, wobei eine zusitzliche Vertiefung (Rinne) zur Aufnahme des Differen-
zierungsmittels vorgesehen ist. Fig. 5 zeigt eine photographische Aufnahme einer geeigneten .
Gelkonfiguration.

Es ist leicht einzusehen, dass alle hier beschriebenen erfindungsgeméBen Verfahren und
Vorrichtungen so ausgestaltet werden konnen, dass zusitzlich zur antigenhaltigen fluiden
Probe zumindest eine Blindprobe bzw. Gegenprobe analysiert wird.

Als Triagermedium ist prinzipiell jedes Medium einsetzbar, das zur Elektrophorese und
Immundiffusion geeignet ist. Vorzugsweise ist das Trigermedium ein Medium, welches aus
der Gruppe, bestehend aus Agargel, Agarosegel, Polyacrylamidgel und Nitrocellulose, aus-
gewiahlt ist.

Die antigenhaltige fluide Probe ist vorzugsweise eine proteinhaltige biologische Probe,
die zweckmiBigerweise ausgewihlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Vollblut, Plasma, Se-
rum, Urin, Speichel, Cerebrospinalfliissigkeit, Gewebsflissigkeit sowie aus Abstrichen, Biop-
sien und/oder Resektionen gewonnenem Material. Diese Aufzihlung ist indessen nur als ex-
emplarisch anzusehen, da das erfindungsgemafe Verfahren auch auf andere geeignete Proben
iibertragen werden kann.

Die Antikorperzubereitung enthilt zweckmaBig eine oder mehrere Sorten von gegen die
in der fluiden Probe enthaltenen Antigene gerichteten Antikérpern und ist vorzugsweise ein
polyklonales Antiserum, insbesondere ein Antihumanserum. Besonders bevorzugt ist die An-

tikérperzubereitung ein durch Immunisierung eines Saugetiers gewonnenes Antihumanserum.
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Das Differenzierungsmittel ist vorzugsweise ein zur Proteindifferenzierung geeigneter
Wirkstoff, der insbesondere aus Wirkstoffen bzw. chemischen Mitteln mit chemotherapeu-
tischer, zytostatischer, antitumoraler, proteolytischer, mitosehemmender, metastasenhemmen-
der und/oder angiogenesechemmender Wirkung ausgewihlt ist. Als gut geeignet haben sich
Pflanzenextrakte, Schimmelpilzextrakte, Schimmelpilze, Schimmelpilzsporen, Hyphen, My-
cel und Schimmelpilz-Biosyntheseprodukte sowie Mischungen davon erwiesen. Fur die
Zwecke der vorliegenden Erfindung kann indessen jedes Medikament bzw. jeder Wirkstoff
verwendet werden, der sich im erfindungsgemifen Verfahren einsetzen lasst, wobei eine in-
teressante Verwendung des Verfahrens darin besteht, dass die Medikamentensensitivitat bzw.
chemische Sensitivitit einer Testperson gegen diesen Wirkstoff abgeschatzt wird.

Weiterhin hat es sich herausgestellt, dass Schimmelpilzextrakte auch zur in vivo-Pro-
teindifferenzierung bzw. Gewebsdifferenzierung, d.h. als Bestandteil von Medikamenten
und/oder Nahrungserginzungsmitteln, verwendet werden koénnen, worauf noch weiter unten
eingegangen wird.

Der vorbezeichnete Schimmelpilzextrakt wird vorzugsweise aus einem Schimmelpilz
der Gattung Penicillium, insbesondere der Arten Penicillium candidum, Penicillium camem-
berti und/oder Penicillium roqueforti gewonnen.

Das erfindungsgemifBe Verfahren eignet sich insbesondere zur Diagnose von Krebser-.
krankungen und/oder Priakanzerosen. Weiterhin ist es zur Abschitzung der Erfolgsaussichten
und/oder zur Kontrolle einer Therapie von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen so-
wie, wie oben erwihnt, zur Abschitzung der Medikamentensensitivitit und/ oder der chemi-
schen Sensitivitit einer Testperson geeignet.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung zur Protein-
differenzierung, welche insbesondere zur Durchfiithrung der oben erwihnten Immunelektro-
phorese nach Grabar und Williams geeignet ist, wobei eine zusatzliche Vertiefung (Rinne) zur
Aufnahme des Differenzierungsmittels vorgesehen ist.

Diese Vorrichtung umfasst vorzugsweise ein Trigermedium mit einer Vertiefung zur
Aufnahme einer Antikérperzubereitung, einer Vertiefung zur Aufnahme eines Differenzie-
rungsmittels und zumindest einer Vertiefung zur Aufnahme einer antigenhaltigen fluiden
Probe, wobei das Tragermedium, die Antikorperzubereitung, das Differenzierungsmittel und
die fluide Probe die oben angegebenen Bedeutungen aufweisen.

In dieser Vorrichtung ist das Trigermedium vorzugsweise als rechteckige Platte mit
einer groBeren und einer kleineren Seitenlidnge ausgebildet. Die Vertiefung zur Aufnahme der

Antikorperzubereitung ist vorzugsweise als langgestreckte, parallel zur groBeren Seitenldnge
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verlaufende, mittig angeordnete Rinne ausgebildet, die Vertiefung zur Aufnahme des Diffe-
renzierungsmittels als langgestreckte, parallel zur groleren Seitenldnge verlaufende und von
der Vertiefung zur Aufnahme der Antikorperzubereitung beabstandete, vorzugsweise gleich
dimensionierte Rinne und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe als kreisférmige
Vertiefung, welche zwischen der Vertiefung zur Aufnahme der Antikorperzubereitung und
der Vertiefung zur Aufnahme des Differenzierungsmittels angeordnet ist.

Besonders bevorzugt wird diese Vorrichtung in einer Ausgestaltung, wonach zwei
Vertiefungen zur Aufnahme fluider Proben vorgesehen sind, die von der Vertiefung zur Auf-
nahme der Antikdrperzubereitung im Wesentlichen gleich beabstandet sind, wobei die eine
Vertiefung zur Aufnahme der einen fluiden Probe zwischen der Vertiefung zur Aufnahme der
Antikorperzubereitung und der Vertiefung zur Aufnahme des Differenzierungsmittels ange-
ordnet ist. Fig. 5 gibt eine photographische Abbildung einer geeigneten Gelkonfiguration
wieder

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Testkit zur Proteindifferen-
zierung, welcher das Trigermedium, die Antikorperzubereitung und das Differenzierungs-
mittel nach mindestens einem der vorausgehenden Definitionen umfasst. Mit einem derartigen
Testkit konnen dem Anwender alle zur Durchfiithrung des oben beschriebenen Verfahrens
notwendigen Materialien an die Hand gegeben werden.

Wie bereits weiter oben erwihnt wurde, konnen die Schimmelpilzextrakte auch zur in
vivo-Proteindifferenzierung bzw. Gewebsdifferenzierung, d.h. als Bestandteil von Medika-
menten und/oder Nahrungserginzungsmitteln, verwendet werden.

Krebs ist eine hiufig aufiretende, oft todlich endende Krankheit, die durch ein entartetes
Wachstum maligner Tumorzellen den Organismus mit unkontrolliert wuchernden und meta-
stasierenden bosartigen Tumoren durchdringt und dadurch zur Zerstorung lebenswichtiger Or-
gane oder Bestandeile des Organismus fiihrt. Pridkanzerosen sind morphologisch
nachweisbare Vorstufen maligner Tumoren.

Es sind chemische Mittel, sogenannte Zytostatika, bekannt, die das Zellwachstum hem-
men und infolge des schnellen ungeordneten Wachstums maligner Tumoren diese starker
angreifen als das gesunde Gewebe. Doch fiihren diese Zytostatika oft nicht zu einer dauer-
haften Heilung der Krebserkrankung, sondern zu einer voriibergehenden Eindimmung und
Verzogerung des Tumorwachstums, so dass ein erfolgreicher Einsatz von Zytostatika bei der
Krebsbekiampfung nur eingeschriankt moglich ist. AuBerdem schédigen diese Zytostatika in-
folge ihrer Wachstumshemmung auch die gesunden ‘Zellen des Organismus und insbesondere

das Immunsystem erheblich, so dass ihre Anwendung mit schweren Nebenwirkungen ver-



10

15

20

25

30

WO 2005/121802 PCT/DE2005/001008
6

bunden ist. Uberdies hat sich die Anwendung von Zytostatika nur bei bestimmten Tumorarten
als erfolgversprechend erwiesen. Insgesamt sind also bisher keine chemischen Mittel fur eine
dauerhaft wirksame Krebsbekampfung bekannt.

Es wird daher schon seit langem nach Alternativen zu derartigen chemischen Mitteln
gesucht. Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, ein na-
tarliches Mittel zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebserkrankungen und/ oder
Prikanzerosen bereitzustellen. Dieses Mittel sollte eine moglichst gute Wirksamkeit bei
moglichst geringen Nebenwirkungen aufweisen. Weiterhin sollte das Mittel keine Schiadigung
des Immunsystems bewirken, sondern nach Moglichkeit eine giinstige Wirkung auf das
Immunsystem entfalten. Es sollte vorzugsweise sowohl als Arzneimittel als auch als
Nahrungserginzungsmittel einsetzbar sein. Eine weitere Aufgabe bestand darin, eine
moglichst ginstige Herstellung fiir ein solches Mittel aufzufinden.

Diese Aufgaben werden durch die erfindungsgemifBen Arzneimittel und Nahrungser-
génzungsmittel bzw. durch die erfindungsgemiBe Verwendung der Schimmelpilzextrakte zur
Herstellung solcher Arzneimittel und Nahrungsergéanzungsmittel nach den unabhangigen Pa-
tentanspriichen gelost. Die abhingigen Anspriiche geben bevorzugte Ausfithrungsformen an.

Speisepilze, insbesondere Schitake, werden in der ferndstlichen Medizin traditionell zur
Vorbeugung und/oder Heilung von Krebserkrankungen sowie zur Stirkung des Immun- .
systems eingesetzt. Demgegeniiber stehen Schimmelpilze im Verdacht, aufgrund der von ih-
nen produzierten Mykotoxine wie z.B. Aflatoxin krebserregend zu sein: In der Lebensmittel-
industrie werden daher sogenannte Edelpilz-Kulturen eingesetzt. Aber auch den von diesen
Edelpilzkulturen produzierten Mykotoxinen wird mit Argwohn begegnet.

In WO02/11563 wird ein Nahrungserganzungsmittel zur Vorbeugung und Behandlung
von Krebserkrankungen beschrieben, welches ein Biosyntheseprodukt von Penicillium
oxalicum var. Armeniaca CCM 8242 enthilt.

Es wurde nun uiberraschend gefunden, dass es moglich ist, aus Schimmelpilzen Extrakte
herzustellen, die in Form von Arzneimitteln bzw. Nahrungsergianzungsmitteln zur Losung der
obigen Aufgaben eingesetzt werden konnen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Arzneimittel zur Vor-
beugung und/oder Behandlung von Krebserkrankungen und/oder Priakanzerosen, welches
einen Schimmelpilzextrakt und gegebenenfalls pharmakologisch akzeptable Triger und/oder
Fullstoffe enthilt.

Das erfindungsgemafle Arzneimittel ist in der Lage, aufgrund seiner mitosehemmenden

Eigenschaften das auf einer raschen Zellteilung beruhende Wachstum von manifesten Tumo-
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ren zu hemmen bzw. einer weiteren Entartung von Prikanzerosen entgegenzuwirken. Zudem
eignet es sich aufgrund seiner proteolytischen Eigenschafen insbesondere bei lokaler Verab-
reichung dazu, bestehende Tumoren und Priakanzerosen aufzulosen. Es zeichnet sich mithin
durch eine antitumorale Wirkung aus. AuBBerdem weist es insbesondere bei systemischer Ver-
abreichung eine metastasenhemmende sowie vorbeugende Wirkung auf. Es wird vermutet,
dass es dariiber hinaus auch eine angiogenesehemmende Wirkung aufweist.

Obwohl die Gewinnung der besagten Schimmelpilzextrakte prinzipiell nicht auf be-
stimmte Schimmelpilze beschrankt ist, werden erfindungsgemafl Schimmelpilze der Gattun-
gen Penicillium, Aspergillus und/oder Fusarium und insbesondere Schimmelpilze der Arten
Penicillium candidum, Penicillium camemberti und/oder Penicillium roqueforti bevorzugt.
Geeignete Schimmelpilzstimme konnen z.B. von der Wiesby GmbH & Co. KG, Niebiill,
Deutschland (z.B. Penicillium candidum) bzw. von der DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland (z.B. Penicillium roqueforti
und Penicillium camemberti) bezogen werden.

Der im erfindungsgemiBen Arzneimittel enthaltene Schimmelpilzextrakt ist
zweckmiBig ein zellfreier, vorzugsweise ein steril filtrierter und insbesondere ein pyrogen-
freier Extrakt.

Weiterhin ist der Schimmelpilzextrakt zweckmiBig ein wissriger Extrakt. Alternativ ist
auch ein Trockenextrakt und vorzugsweise ein lyophilisierter Extrakt moglich.

Allgemein ist das erfindungsgemiBe Arzneimittel dadurch gekennzeichnet, dass der
Schimmelpilzextrakt ein Schimmelpilz-Biosyntheseprodukt, insbesondere ein Mykotoxin
und/oder eine Protease enthilt. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Schimmelpilz-
Biosyntheseprodukte in synthetischer Form und natiirliche Schimmelpilz-Biosynthesepro-
dukte als dquivalent anzusehen,

Das besagte Arzneimittel schadigt im Gegensatz zu den chemischen Mitteln des Standes
der Technik das Immunsystem nicht. Dartiber hinaus ist es in der Lage, die Wirkung dieser an
sich bekannten chemischen Mittel in synergistischer Weise zu verstirken bzw. deren schad-
liche Wirkung abzuschwichen. Mit anderen Worten kann bei gleicher Dosierung der Zytosta-
tika ein deutlich hoherer Wirkungsgrad bzw. bei niedrigerer Dosierung der gleiche Wirkungs-
grad erzielt werden. Dadurch kénnen die Nebenwirkungen einer Chemotherapie erheblich re-
duziert werden.

Somit besteht eine bevorzugte Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung darin, dass
das erfindungsgemifBe Arzneimittel zusitzlich mindestens ein an sich bekanntes chemisches

Mittel zur Behandlung von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen enthilt, insbesondere
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ein Zytostatikum, welches beispielsweise aus Cyclophosphamid, Fluoruracil, Endoxan, Cis-
platin und Mischungen daraus ausgewahlt ist.

Ohne an eine bestimmte Theorie gebunden sein zu wollen, wird angenommen, dass hier
ein sogenannter Carrier-Effekt vorliegt. Das bedeutet, dass das Zytostatikum besser in die
Zellen eingeschleust wird. Ebenso scheint es, dass die Kombination Zytostatikum/Schimmel-
pilzextrakt eine wesentlich langere Verweildauer im Korper besitzt. In vitro-Untersuchungen
der Mitoserate in einer Zellkultur haben gezeigt, dass die Mitoserate beim Kombinationspra-
parat deutlich niedriger ist als beim Zytostatikum alleine. Analoges gilt fur die Chromo-
somendarstellung.

Das besagte Arzneimittel schadigt also, wie schon gesagt, im Gegensatz zu den chemi-
schen Mitteln des Standes der Technik das Immunsystem nicht. Vorzugsweise weist es eine
immunmodulierende Wirkung auf, die auf seinem Gehalt an Schimmelpilzextrakt beruht. Ein
derartiges Arzneimittel mit immunmodulierender Wirkung stellt daher einen weiteren Ge-
genstand der vorliegenden Erfindung dar.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Nahrungsergianzungsmittel
zur Vorbeugung und/oder Heilung von Krebserkrankungen und/oder Priakanzerosen, welches
dadurch gekennzeichnet ist, dass es einen Schimmelpilzextrakt gemilB obiger Definition,
gegebenenfalls zusammen mit pharmakologisch akzeptablen Triagern und/oder Fullstoffen,
enthilt. Desgleichen stellt ein Nahrungserginzungsmittel mit immunmodulierender Wirkung,
welches dadurch gekennzeichnet ist, dass es einen Schimmelpilzextrakt gemafB obiger Defini-
tion, gegebenenfalls zusammen mit pharmakologisch akzeptablen Tragern und/oder Fiillstof-
fen, enthilt, einen weiteren Erfindungsgegenstand dar.

Weitere Gegenstinde der vorliegenden Erfindung sind die Verwendungen eines Schim-
melpilzextraktes gema obiger Definition zur Herstellung eines Arzneimittels zur Vorbeu-
gung und/oder Behandlung von Krebserkrankungen und/oder Prakanzerosen, zur Herstellung
eines Arzneimittels zur gezielten Gewebeauflosung, wobei im Falle der Auflésung von Tu-
moren die oben erwihnten mitosehemmenden und metastasehemmenden Eigenschaften von
Vorteil sind, zur Herstellung eines Arzneimittels mit immunmodulierender Wirkung, zur Her-
stellung eines Nahrungsergidnzungsmittels zur Vorbeugung und/oder Heilung von Krebser-
krankungen und/oder Prikanzerosen sowie zur Herstellung eines Nahrungserginzungsmittels
mit immunmodulierender Wirkung.

Prinzipiell ist die Gewinnung des besagten Schimmelpilzextraktes nicht auf bestimmte
Herstellungsverfahren beschriankt. Allerdings ist es ratsam, ein Verfahren zu wiéhlen, bei wel-

chen eine ausreichende Wirksamkeit des Schimmelpilzextraktes gewahrleistet ist, ohne dass
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der Extrakt anschlieBend aufkonzentriert werden muss. Auch sollten sich die erforderlichen
ReinigungsmaBnahmen zweckmiBigerweise auf ein Minimum beschrianken. Weiterhin sollte
der Schimmelpilzextrakt, der ja ebenfalls proteolytische Eigenschaften aufweist, sich bei der
Lagerung nicht selbst zersetzen, was gegebenenfalls eine ausreichend lange Reifung des
Schimmelpilzextraktes erfordert.

Bei dem nachfolgend beschriebenen Herstellungsverfahren mussen alle Schritte unter
Sterilbedingungen durchgefiihrt werden, um eine Besiedlung mit Fremdkeimen auszu-
schlieBen. Die Verwendung eines Sterilarbeitsplatzes nach dem derzeitigen Stand der Technik
ist daher unbedingt erforderlich.

Hierbei wird in einem geeigneten Nahrmedium zunichst ein Schimmelpilzrasen heran-
gezogen. Dieser Schimmelpilzrasen wird dann in einem Extraktionsmedium suspendiert. An-
schlieBend werden die Zellwinde der Schimmelpilzzellen aufgebrochen. Die erhaltene Sus-
pension wird dann gegebenenfalls, vorzugsweise unter Anwendung von Scherkriften, einer
Reifung unterzogen. AnschlieBend wird der Extrakt filtriert. Der so gewonnene Extrakt ist
direkt zur Herstellung der oben beschriebenen Arzneimittel und Nahrungserganzungsmittel
verwendbar.

Prinzipiell ist jedes Nahrmedium zur Anzucht des Schimmelpilzrasens geeignet, sofern
es von den Schimmelpilzen verwertbare Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequellen enthilt.
Die Inokulierung mit Schimmelpilzen erfolgt zweckmiBig, indem lyophilisierte Schimmel-
pilzsporen in das ausgewihlte Nahrmedium gegeben werden. Gegebenenfalls kann der
Schimmelpilzrasen spiter (einmal oder 6fter) auf ein neues Medium ubergeimpft werden.

Vorzugsweise werden die Schimmelpilze zunichst in einer Sabouraud-Glucose-Bouil-
lon und anschlieBend auf einem Sabouraud-Glucose-Agar zu einem Schimmelpilzrasen heran-
gezogen.

Prinzipiell eignet sich jedes Medium zur Suspension des Schimmelpilzrasens, um an-
schlieBend die Schimmelpilzzellen aufzubrechen, solange gewihrleistet ist, dass das Suspen-
sionsmedium die pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffe der Schimmelpilze nicht zerstort.
Vorzugsweise wird ein wissriges Medium verwendet. Alternativ ist z.B. ein alkoholisches
oder wéssfig-alkoholisches Medium verwendbar. Besonders gut geeignet ist isotonische
Kochsalzlgsung.

Schimmelpilzzellen weiBen sehr widerstandsfihige Zellwiande auf. Das Aufbrechen der
Zellwinde ist daher schwierig. Prinzipiell ist jedes Verfahren geeignet, mit dem die Zell-
winde wirksam aufgebrochen werden konnen, wenn gleichzeitig die pharmakologisch wirk-

samen Inhaltsstoffe der Schimmelpilze geschont werden. Erfindungsgemal3 werden die Zell-
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winde der Schimmelpilzzellen in einer Zellaufschlussbombe aufgebrochen. Hierzu wird die
Suspension der Schimmelpilzzellen in der Zellaufschlussbombe vorzugsweise wiederholt mit
Stickstoff bis zu einem geeigneten Druck von ca. 100 bar beaufschlagt, jeweils ca. 30 Minu-
ten quilibriert und auf Normaldruck entspannt, wobei dieser Zyklus vorzugsweise min-
destens zehn Mal durchgefiihrt wird. Es ist sinnvoll, beim Aufbrechen der Zellwiande unter
Eiskithlung zu arbeiten.

Die Modalititen der Reifung der Zellsuspension sind von Fall zu Fall verschieden und
miissen auf den Einzelfall abgestimmt werden. Es hat sich indessen gezeigt, dass eine Reifung
der Suspension zweckmiBig durchgefiihrt werden kann, indem die Suspension unter Sterilbe-
dingungen mindestens 8 Monate lang tiglich eine Stunde lang einer Ultraschallbehandlung
unterzogen wird.

Bei der Verwendung des besagten Schimmelpilzextraktes zur Herstellung eines Nah-

rungserginzungsmittels und insbesondere eines Arzneimittels ist eine angemessene Reinheit

des Extraktes erforderlich. Der Extrakt wird dazu zweckmiBig zunichst iber Glaswolle

und/oder Celite vorfiltriert, danach tiber ein Filter mit einer PorengréBe von maximal 0,4 pm
zellfrei filtriert und/oder vorzugsweise iiber ein Filter mit einer Porengrof3e von maximal 0,2
um steril filtriert. Zur Herstellung eines Arzneimittels zur innerlichen Anwendung sollte der
Extrakt anschlieBend gegebenenfalls mittels Ultrafiltration pyrogenfrei filtriert werden.

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und unter Bezugnahme auf die
beigefligten Zeichnungen niher erlautert. Die in den Beispielen verwendeten Agargele wiesen
eine Agarkonzentration von ca. 1 % auf und waren mit TRIS-Puffer auf einen pH-Wert von

ca. 8,5 gepuffert. In den Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 eine Vorrichtung zur Inmunelektrophorese nach dem Stand der Technik;

Fig. 2 den Verlauf der optischen Extinktion eines Penicillium candidum-Extraktes im Be-
reich von ca. 300 nm bis ca. 750 nm;

Fig. 3 eine photographische Abbildung einer Agarplatte nach Beendigung der Immunelek-
trophorese einer Tumorgewebsflussigkeit;

Fig. 4 eine photographische Abbildung einer Agarplatte nach Beendigung der Immunelek-
trophorese einer Gewebsfliissigkeit eines gesunden Gewebes;

Fig. 5 eine photographische Abbildung einer Agarplatte nach Beendigung der Immunelek-
trophorese einer Serumprobe eines Tumorpatienten;

Fig. 6 eine photographische Abbildung einer Agarplatte nach Beendigung der Immunelek-

trophorese einer Serumprobe einer gesunden Testperson;
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Fig. 7 eine photographische Abbildung einer Agarplatte nach Beendigung einer Uberwan-
derungselektrophorese von Serumproben eines Tumorpatienten;

Fig. 8 eine mikrophotographische Aufnahme eines Blutkulturausstrichs ohne Schimmel-
pilzextrakt;

Fig. 9 eine mikrophotographische Aufnahme eines Blutkulturausstrichs mit Penicillium
roqueforti-Extrakt;

Fig. 10 eine mikrophotographische Aufnahme einer Biopsieprobe einer Prikanzerose vom
Typ Morbus Bowen;

Fig. 11 wie Fig. 4, jedoch nach einer medizinischen Behandlung mit Penicillium candidum-
Extrakt;

Fig. 12 eine Ausschnittvergroflerung einer Chromosomendarstellung zur Bestimmung der
Mitoserate;

Fig. 13 eine Chromosomendarstellung zur Bestimmung der Mitoserate in einer Blutkultur
ohne Penicillium candidum-Extrakt;

Fig. 14 eine Chromosomendarstellung zur Bestimmung der Mitoserate in einer Blutkultur
mit Penicillium candidum-Extrakt;

Fig. 15 eine mikrophotographische Aufnahme einer Miuseleber-Zellkultur mit Penicillium
candidum-Extrakt;

Fig. 16 eine mikrophotographische Aufnahme einer Méuseleber-Zellkultur ohne Penicillium

candidum-Extrakt.

Beispiel 1: Herstellung eines Penicillium candidum-Extraktes

Die nachfolgenden Schritte wurden an einem Sterilarbeitsplatz unter laminarer Luftstro-
mung durchgefiihrt. Eine Ampulle Sporenlyophilisat des Schimmelpilzes Penicillium candi-
dum Typ SA (Wiesby GmbH & Co. KG, Niebiill, Deutschland) wurde in 500 ml Sabouraud-
Glucose-Bouillon (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gelost. Uber Sterilfilter und Spru-
deleinsatz wurde die Losung zwei Tage lang beliiftet. Das dabei entstandene Mycel wurde auf
Sabouraud-Glucose-Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) tiberimpft. Nach fiinf Ta-
gen hatte sich ein durchgehender, ca. 3 mm starker Pilzrasen gebildet, der sich miihelos mit
einem sterilen Skalpell im Ganzen abziehen lie. 60 g des Pilzmycels wurden unter sterilen
Bedingungen in 600 ml isotonische Kochsalzlosung gegeben, mit einem Ruhrwerk suspen-
diert und anschlieBend in eine sterilisierte Zellaufschlussbombe mit 1850 ml Innenvolumen
(Modell Nr. 4636, Parr Instrument Company, Moline, Ill., USA) uberfiihrt. Die Zellauf-

schlussbombe wurde unter Eiskiithlung 10 Mal mit Stickstoff bis zu einem Druck von ca. 100
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bar beaufschlagt, 30 Minuten lang dquilibriert und auf Normaldruck entspannt. (Vorsicht! Bei
Uberdruck-Arbeiten sind unbedingt die einschligigen Sicherheitsbestimmungen zu beachten!)
Die erhaltene Suspension wurde anschlieBend in einen sterilen Erlenmeyerkolben gegeben,
die Luft wurde mit Schutzgas (Stickstoff) verdrangt, der Kolben wurde mit einem Stopfen aus
sterilem Silikongummi verschlossen, acht Monate lang bei Raumtemperatur stehen gelassen
und tiglich eine Stunde lang einer Ultraschallbehandlung in einem Ultraschallbad unterzogen.
AnschlieBend wurde zunéchst iiber Glaswolle, Celite und schlieflich iiber ein Filter mit einer
Porengrofie von 0,2 pm steril filtriert.

Der so erhaltene Extrakt wies die folgenden Eigenschafien auf: Zur Bestimmung der
optischen Drehung wurde ein Polarimeter mit isotonischer Kochsalzlosung gefiillt und der
Nullpunkt iiberpriift. Die Messung des Extraktes ergab eine Linksdrehung von 0,3°. Die Mes-
sung des Trockenriickstandes des Extraktes ergab einen Wert von 1,08 %. Die Messung des
Extraktes mit einer Glaselektrode ergab einen pH-Wert von 4,83. Die Ergebnisse der Mes-
sung des optischen Extinktion im Bereich von ca. 300 nm bis ca. 750 nm (UV-Vis-Spektrum
des Extraktes) sind in Fig. 2 wiedergegeben.

Zur Messung der proteolytischen Wirkung des erhaltenen Extraktes wurde Kélberserum
(Newborn Bovine Serum, Flow Laboratories, Irvine, UK) in 2 Proben a 1 ml portioniert. Eine
Probe wurde mit 1 ml isotonischer Kochsalzlosung, die andere mit 1 ml des Extraktes ver-
mischt. Nach Ablauf einer einstiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur (21°C) wurde in
beiden Proben das Gesamteiweill bestimmt. Die Messung erfolgte nach der allgemein aner-
kannten Biuretmethode mit einem Zeiss-Spektralphotometer. Da die Proben einen Serum-
anteil von nur 50 % aufwesen, wurde das Probenvolumen verdoppelt (200 pul). Die Berech-
nung erfolgte nach der Formel:

EA-EAB

ZA-EAB o 1
ES-ESB " %

wobei EA die Extinktion der Analyse, ES die Extinktion des Standards, EAB die Extinktion
des Analysenblindwertes und ESB die Extinktion des Standardblindwertes ist. Es wurden
folgende Konzentrationen errechnet: Probe mit isotonischer Kochsalzlosung: 10,4 g/100 ml.
Probe mit Penicillium candidum-Extrakt: 8,8 g/100 ml. Demnach betrug die Eiwei3reduktion

in der Probe mit Peniéillium candidum-Extrakt nach einer Stunde ca. 15 %.

Beispiel 2; Herstellung eines Penicillium roqueforti-Extraktes

Beispiel 1 wurde unter Verwendung von Sporenlyophilisat des Blauschimmelpilzes
Penicillium roqueforti (Wiesby GmbH & Co. KG, Niebull, Deutschland) mit im Wesentlichen



10

15

20

25

30

WO 2005/121802 PCT/DE2005/001008
13

identischen Ergebnissen wiederholt, wobei der erhaltene Extrakt jedoch keiner eingehenden

analytischen Charakterisierung unterzogen wurde.

mit Schimmelpilzsporen

Durch Einschneiden und Ausdriicken von Tumorgewebe (operativ entfernter, durch
Histologie gesicherter Tumor) wurde ca. 1 ml Gewebsfliissigkeit gewonnen. Von einem nach
Beispiel 2 auf Sabouraud-Glucose-Agar gewachsenen Pilzrasen des Blauschimmelpilzes Pe-
nicillium roqueforti wurden mit einer sterilen Lanzette Hyphen entnommen, mit denen die
Gewebsfliissigkeit kontaminiert wurde. Danach wurde die Probe eine Stunde lang bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend durch Verreiben mit einem Pistill in einem kleinen Achatmorser
homogenisiert. Ca. 20 pl dieser Suspension wurden in der rechten kreisformigen Vertiefung
des Agargels gemaB Fig. 3 vorgelegt. Als Gegenprobe wurde vom selben Patienten gesundes
Gewebe, nimlich Bauchdeckenmuskulatur, in gleicher Weise behandelt und in der rechten
kreisformigen Vertiefung des Agargels gemal Fig. 4 vorgelegt. Gleichzeitig wurden in den
beiden linken kreisformigen Vertiefungen der Agarplatten jeweils ca. 20 pl unkontaminierte
Gewebsflissigkeit beider Gewebearten vorgelegt, d.h. Tumorgewebe in der Platte von Fig. 3
und gesundes Gewebe in der Platte von Fig. 4. AnschlieBend wurden die in diesen Proben
enthaltenen Proteine bei einer Spannung von ca. 200 V und einer Stromstarke von ca. 15 mA
wihrend einer Zeitdauer von ca. 90 Minuten elektrophoretisch getrennt. Nach Abschluss der
Elektrophorese wurden in die mittleren Rinnen der Gelplatten jeweils ca. 100 pl eines poly-
klonalen Ziegen-Antihumanserums einpipettiert (gewonnen mittels Immunisierung von Zie-
gen und anschlieBender Gewinnung der Immunglobuline aus Blutproben der - ansonsten un-
behelligten - Versuchstiere) und die vollstindige Ausbildung von Prizipitationslinien abge-
wartet (Dauer ca. 48 h). Fig. 3 gibt eine photographische Abbildung der Agarplatte nach Be-
endigung der Immunelektrophorese des Tumorgewebes wieder, Fig. 4 eine photographische
Abbildung der Agarplatte nach Beendigung der Immunelektrophorese des gesunden Gewe-
bes, wobei sich die Anoden jeweils am oberen Ende und die Kathoden jeweils am unteren En-
de der Agarplatten befanden. Die Auswertung ergab, dass bei der kontaminierten Gewebs-
flissigkeit aus Tumorgewebe praktisch alle EiweiBfraktionen mit Ausnahme einer vermutlich
Albumin darstellenden Fraktion ausgeloscht waren, wihrend bei gesundem Gewebe unab-
hiangig von der Vorbehandlung keine nennenswerte Veranderung aufirat.

Dieser Versuch beweist, dass sich die Sporen des Blauschimmelpilzes Penicillium

roqueforti (wohl iiber die Biosyntheseprodukte der Schimmelpilze) als Differenzierungsmittel
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eignen, d.h. im erfindungsgeméBen Verfahren in der Lage sind, zwischen gesundem Gewebe
und Tumorgewebe zu differenzieren. (Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung kénnen da-
her sowohl die Sporen, die Hyphen, das Mycel, die Schimmelpilze selbst und die Biosynthe-
seprodukte der Schimmelpilze als das Differenzierungsmittel angesehen werden.) (Lit:
Grabar, P., Williams, C.A., Biochim. Biophys. Acta 10:193-4 (1953)).

Beispiel 4: Immunelektrophorese nach Grabar und Williams mit Vorbehandlung der Proben
mit_Schimmelpilzsporen

Beispiel 3 wurde unter Verwendung von Hyphen aus einem nach Beispiel 1 herangezo- -
genen Penicillium camemberti-Schimmelpilzrasen mit im Wesentlichen identischen Ergeb-

nissen wiederholt.

Beispiel 5; Modifizierte Immunelektrophorese nach Grabar und Williams mit zweiter Rille

Beispiel 3 wurde ohne Kontamination mit Pilzhyphen, wiederholt. Ca. 20 ul des zu
untersuchenden Serums eines Tumorpatienten wurden zunichst elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach der Aufirennung wurden in die mittlere Rinne der Gelplatte gemaB Fig. 5 100 pl des
Ziegen-Antihumanserums eingefiillt. Gleichzeitig wurden in eine am linken Rand des Geltra-
gers ausgestochene zweite Rille 100 pl des Penicillium candidium-Extraktes von Beispiel 1
eingefiillt. Fig. 5 gibt eine photographische Abbildung der Agarplatte nach Beendigung der
Immunelektrophorese dieser Serumprobe wieder. Als Gegenprobe diente eine Trennung, die
mit dem Serum einer gesunden Testperson durchgefiihrt wurde. Fig. 6 gibt eine photographi-
sche Abbildung der Agarplatte nach Beendigung der Immunelektrophorese dieser Serum-
probe mit ebenfalls am linken Rand befindlicher zweiter Rinne wieder. Dieser Versuch be-
weist, dass sich der Penicillium candidium-Extrakt als Differenzierungsmittel eignet, d.h. im
erfindungsgemiaBen Verfahren in der Lage ist, zwischen dem Proteom einer gesunden Test-
person und dem Proteom eines Tumorpatienten zu differenzieren. Weiterhin beweist dieser
Versuch, dass im erfindungsgeméBen Verfahren eine Erkennung von Krebserkrankungen an-

hand von Serumproben moglich ist.

Beispiel 6: Modifizierte Uberwanderungselektrophorese nach Bussard

Des Weiteren wurden Serumproben eines Tumorpatienten, welche eine Stunde vor dem
Einpipettieren mit den nachfolgend angegebenen Zusitzen versetzt worden waren, einer mo-
difizierten Uberwanderungselektrophorese nach Bussard unterzogen, bei welcher im Prinzip

in Abhédngigkeit von den elektroendosmotischen Eigenschaften des Gels die Antikérper in
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Richtung Kathode und die Antigene in Richtung Anode wandern und beim Zusammentreffen
sichtbare Prizipitationslinien bilden. In die mit K1, 2, 3, 4 markierten Startlocher der
Gelplatte gemiB Fig. 7 wurde polyklonales Antihumanserum einpipettiert. In die gegeniiber-
liegenden Startlcher wurden die Serumproben einpipettiert, und zwar eine mit isotonischer
Kochsalzlésung entsprechend verdiinnte Serumprobe (K1), zwei mit einem Penicillium
candidum-Extrakt nach Beispiel 1 versetzte Serumproben (2 und 4), wobei der Extrakt zuvor
mit isotonischer Kochsalzlésung im Verhiltnis 1:3 verdiinnt worden war (d.h. der
Proteinabbau des verdiinnten Extraktes betrug 5 % pro Stunde), sowie eine mit dem un-
verdiinnten Penicillium candidum-Extrakt nach Beispiel 1 versetzte Serumprobe (3). Fig. 7
zeigt eine photographische Aufnahme des Gels nach Abschluss der Uberwanderungs-
elektrophorese. Wie zu erkennen ist, sind bei der mit den Penicillium candidum-Extrakten
behandelten Proben (2, 3 und 4) die Prazipitationslinien im Vergleich zur unbehandelten
Probe (K1) teilweise ausgeloscht. Besonders ausgepragt tritt dieser Effekt bei dem un-

verdiinnten candidum-Extrakt nach Beispiel 1 in Erscheinung.

Beispiel 7; Standardisierung_eines Penicillium candidum- Extraktes

Beispiel 1 wurde wiederholt. In klinischen Selbstversuchen wurde ermittelt, dass diese
Konzentration fiir injektive Anwendungen des Extraktes noch zu hoch war; es bildeten sich
starke Nekrosen an der Injektionsstelle, die wahrscheinlich auf den hohen Proteasengehalt
zuriickzufiihren waren. Nach einer Verdiinnung des obigen Extraktes im Verhiltnis 1:3 mit
isotonischer Kochsalzlosung (entsprechend einer Eiwei3reduktion von ca. 5 % im verdiinnten
Extrakt) traten nach einer subkutanen Injektion von 1 ml praktisch keine Nekrosen mehr auf.
Lediglich eine leichte Hautrotung wurde beobachtet, so dass diese Konzentration als praktika-
bel anzusehen war.

In diesem verdiinnten Penicillium candidum-Extrakt betrug die L-gamma-Glutamyl-
Transferase-Aktivitit (gemessen mit dem Monotest "Gamma-GT Neu" der Boehringer Mann-
heim GmbH, Mannheim, Deutschland; jetzt Roche Diagnostics GmbH) 8 enzymatische Ein-
heiten pro Liter (8 E/l). (Vgl.: Szasz, G., Persijn, J.P. et al., Clin. Chemie und Clin. Biochem.
12 (1974) 228.)

Fir klinische Anwendungen ist indessen eine exakte Standardisierung erforderlich. Es
wird zweckmiBig auf Cyclopiazonsire als Leittoxin standardisiert, welche mittels HPLC-

Chromatographie (Silica-Saule, wassrig/alkoholisches Laufmittel) bestimmt werden kann.
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Beispiel 8:; Nachweis der mitosehemmenden Wirkung eines Penicillium roqueforti-Extraktes

in einer Blutkultur

Venenblut wurde mit Heparinlésung (Heparin Novo, 25000 IE/5 ml) ungerinnbar ge-
macht. Das Blut wurde zentrifugiert und die Leukozyten, ein Teil der Erytrozyten und je 2 ml
Plasma in 2 Zentrifugengléser iiberfiihrt, die 7 ml McCoy's SA Medium (Flow Laboratories,
Irvine, UK) enthielten. Einer Kultur wurden 70 mg eines Penicillium roqueforti-Extraktes, der
nach Beispiel 2 hergestellt worden war, sowie 2 ml isotonische Kochsalzlésung zugesetzt.
Der anderen Kultur wurden lediglich 2 ml isotonische Kochsalzlosung zugesetzt. Beide Kul-
turen wurden anschlieBend 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubations-
zeit wurden von beiden Kulturen Ausstriche angefertigt und mit Hemacolor (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) gefirbt. Im unbehandelten Priparat (Fig. 8) wurden auf 100 Leuko-
zyten 63 Zellteilungen gezihlt, im behandelten Praparat (Fig. 9) kamen auf 100 Leukozyten
lediglich 3 Zellteilungen. Dieser Versuch beweist die mitosehemmende Wirkung des Peni-

cillium roqueforti-Extraktes.

Beispiel 9: Nachweis der mitosehemmenden Wirkung des Penicillium candidum-Extraktes in

einer Blutkultur

In gleicher Weise wurde der Extrakt des Schimmelpilzes Penicillium candidum gemaf
Beispiel 1 auf mitosehemmende Wirkung geprift. Das Ergebnis war im Wesentlichen

identisch mit dem des Pilzextraktes Penicillium roqueforti.

Beispiel 10: Klinischer Selbstversuch

Einer der Erfinder erkrankte an Morbus Bowen (Prakanzerose) am rechten Schienbein.
Nach Sicherung der Diagnose durch Biopsie (vgl. Fig. 10) behandelt sich der Erfinder selbst,
indem er tiglich 2 ml des verdiinnten Penicillium candidum-Extraktes gemaf Beispiel 7 ca. 1
cm neben der erkrankten Hautstelle injizierte. Nach zwei Wochen Behandlungsdauer war die
Hautschwellung zuriickgegangen und nur noch eine Narbe sichtbar. Eine Wiederholung der

Biopsie zeigte ein vollig unverdichtiges Zellbild (vgl. Fig. 11).

Beispiel 11: Chromosomendarstellung (standardisierte Methode)

Zwei Durchstechflischchen Chromosomenmedium 1A (Firma Gibco, Kalifornien,
USA (jetzt Invitrogen Corporation): unveroffentlichte Mischung aus Eagle’s Minimum Es-
sential Medium, fotalem Kilberserum, Heparin, Antibiotika und Phytohaemagglutinin) wur-

den mit je 5 ml des beigefiigten Losungsmittels geldst. In eines der Flaschchen wurde 0,2 ml
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des verdiinnten Penicillium candidum-Extraktes gemif3 Beispiel 7, in das andere die gleiche
Menge isotonischer Kochsalzlsung steril einpipettiert. Nachdem beide Flaschchen auf 37°C
erwirmt waren, wurde in jedes 0,2 ml Venenblut gegeben. Danach wurden beide Proben 70
Stunden lang bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit kam in jede der Pro-
ben 0,3 ml Colcemidlosung (10 pg/ml). Nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit bei
37°C wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal mit hypotonischer Kaliumchloridlésung
(0,07 M) gewaschen. Danach wurden die Zellen auf einen gekithlten Objekttriager aufgetropft
und fixiert. Nach Firbung mit gepufferter Giemsalosung (pH 6,8) erfolgte der Einschluss in
Entellan®. Die mikroskopische Auswertung ergab eine um ca. 70 % niedrigere Mitoserate bei
der mit verdiinntem Penicillium candidum-Extrakt gemaB Beispiel 1 behandelten Probe. Fig.
12 zeigt eine Ausschnittvergroferung, Fig. 13 die Blutkultur ohne Penicillium candidum-

Extrakt und Fig. 14 die Blutkultur mit Penicillium candidum-Extrakt.

Beispiel 12: Mitosehemmung in Zellkultur der Méuseleber

Einer frisch getéteten Feldmaus (Microtus arvalis) wurde unter sterilen Bedingungen
die Leber entnommen und mit einer Schere fein zerkleinert. Diese Leberpartikel wurden in
einem Trypsinierungskolben mit EDTA-Trypsin (Firma Gibco, Kalifornien, USA (jetzt In-
vitrogen Corporation) und Eagle’s Minimum Essential Medium aufgenommen. Diese Zell-
suspension wurde homogen gemischt und in zwei gleich groBe Mengen geteilt. Die Zellen
wurden abzentrifugiert und mit je 5 ml Nahrmedium (MEM, 10 % Kilberserum, 1 % NEAA)
aufgenommen. Nach griindlichem Mischen wurde diese Losung in zwei 50 ml-Kulturflaschen
aus Kunststoff gefiillt. Einer Flasche wurde zusitzlich 5 pl Penicillium candidum-Extrakt
gemif Beispiel 1 zugegeben. Beide Kulturen wurden in einer Atmosphire aus 20 % O3, 75 %
Nz und 5 % CO; bei 37°C bebriitet. Die Kulturen wurden alle drei Tage mit neuem Nahrme-
dium versorgt. Jedes Mal wurde neuer Penicillium candidum-Extrakt hinzugegeben. Nach
drei Wochen zeigte sich, dass die Zellteilung in der mit Penicillium candidum-Extrakt ver-

mischten Kultur (Fig. 15) wesentlich langsamer ablief, als in der anderen Kultur (Fig. 16).
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Patentanspriiche

Verfahren zur Proteindifferenzierung, welches die Schritte umfasst,

dass eine Antikorperzubereitung bereitgestellt wird,

dass ein Differenzierungsmittel bereitgestellt wird,

dass zumindest eine antigenhaltige fluide Probe bereitgestellt wird und

dass ein Trigermedium bereitgestellt wird, welches zumindest eine Vertiefung zur Auf-
nahme der Antikérperzubereitung und eine Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe
aufweist,

dass die fluide Probe in die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe gegeben wird,
dass die in der fluiden Probe enthaltenen Antigene elektrophoretisch aufgetrennt werden
und dass die Antikérperzubereitung mit den in der fluiden Probe enthaltenen Antigenen

in Gegenwart des Differenzierungsmittels reagieren gelassen wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Differenzierungsmittel
zur fluiden Probe gegeben wird, bevor diese in die dafiir vorgesehene Vertiefung des

Tragermediums gegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Antikérperzubereitung
vor der elektrophoretischen Aufirennung der Antigene in die Vertiefung zur Aufnahme
der Antikérperzubereitung gegeben wird, wobei die Vertiefung zur Aufnahme der Anti-
korperzubereitung und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe so angeordnet
sind, dass wihrend der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene eine Reaktion der

Antikorperzubereitung mit den Antigenen stattfindet.

Verfahren nach Anspruch 3, welches als Uberwanderungselektrophorese ausgestaltet

ist.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Antikdrperzubereitung
nach der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene in die Vertiefung zur Aufnahme
der Antikérperzubereitung gegeben wird, wobei die Vertiefung zur Aufnahme der Anti-
korperzubereitung und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe so angeordnet
sind, dass nach der elektrophoretischen Auftrennung der Antigene eine Reaktion der

Antikorperzubereitung mit den Antigenen stattfindet.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Trigermedium eine
zusitzliche Vertiefung zur Aufnahme des Differenzierungsmittels aufweist und die An-
tikérperzubereitung und das Differenzierungsmittel nach der elektrophoretischen Auf-
trennung der Antigene im Wesentlichen gleichzeitig in die dafiir vorgesehenen Vertie-
fungen gegeben werden, wobei die Vertiefung zur Aufnahme der Antikorperzuberei-
tung, die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe und die Vertiefung zur Aufnahme
des Differenzierungsmittels so angeordnet sind, dass nach der elektrophoretischen Auf-
trennung der Antigene eine Reaktion der Antikorperzubereitung mit den Antigenen in

Gegenwart des Differenzierungsmittels stattfindet.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, welches als Immunelektrophorese nach Grabar und

Williams ausgestaltet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das
Trigermedium ein Medium, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus Agargel, Agaro-

segel, Polyacrylamidgel und Nitrocellulose, ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die antigen-

haltige fluide Probe eine proteinhaltige biologische Probe ist.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die fluide Probe aus der
Gruppe, bestehend aus Vollblut, Plasma, Serum, Urin, Speichel, Cerebrospinalflissig-
keit, Gewebsfliissigkeit sowie aus Abstrichen, Biopsien und/oder Resektionen gewon-

nenem Material, ausgewdbhlt ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
Antikorperzubereitung ein gegen die in der fluiden Probe enthaltenen Antigene gerich-

tetes polyklonales Antiserum ist.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Antiserum ein Antihu-

manserum ist.
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Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das

Differenzierungsmittel ein zur Proteindifferenzierung geeigneter Wirkstoff ist.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Differenzierungsmittel
aus Wirkstoffen mit chemotherapeutischer, zytostatischer, antitumoraler, proteolyti-
scher, mitosehemmender, metastasenhemmender und/oder angiogenesehemmender

Wirkung ausgewihlt ist.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Differenzierungsmittel
aus Pflanzenextrakten, Schimmelpilzextrakten, Schimmelpilzen, Schimmelpilzsporen,
Hyphen, Mycel und Schimmelpilz-Biosyntheseprodukten sowie Mischungen davon

ausgewdahlt ist.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmelpilzextrakt
aus einem Schimmelpilz der Gattung Penicillium, insbesondere der Arten Penicillium

candidum, Penicillium camemberti und/oder Penicillium roqueforti gewonnen wurde.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16 zur Diagnose von Krebserkrankungen

und/oder Priakanzerosen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16 zur Abschitzung der Erfolgsaussichten

und/oder zur Kontrolle einer Therapie von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 16 zur Abschitzung der

Medikamentensensitivitdt und/oder chemischen Sensitivitit einer Testperson.

Vorrichtung zur Proteindifferenzierung, umfassend ein Trigermedium mit einer Vertie-
fung zur Aufnahme einer Antikorperzubereitung, einer Vertiefung zur Aufnahme eines
Differenzierungsmittels und zumindest einer Vertiefung zur Aufnahme einer antigen-
haltigen fluiden Probe, wobei das Tragermedium, die Antikérperzubereitung, das Diffe-
renzierungsmittel und die fluide Probe die in den vorausgehenden Anspriichen angege-

benen Bedeutungen aufweisen.
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Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermedium als

rechteckige Platte mit einer groBeren und einer kleineren Seitenlange ausgebildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefung
zur Aufnahme der Antikorperzubereitung als langgestreckte, parallel zur groBBeren Sei-
tenldnge verlaufende, mittig angeordnete Rinne ausgebildet ist, die Vertiefung zur Auf-
nahme des Differenzierungsmittels als langgestreckte, parallel zur groBBeren Seitenlidnge
verlaufende und von der Vertiefung zur Aufnahme der Antikorperzubereitung beabstan-
dete Rinne ausgebildet ist und die Vertiefung zur Aufnahme der fluiden Probe als kreis-
formige Vertiefung ausgebildet ist, welche zwischen der Vertiefung zur Aufnahme der
Antikorperzubereitung und der Vertiefung zur Aufnahme des Differenzierungsmittels

angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass.zwei
Vertiefungen zur Aufnahme fluider Proben vorgesehen sind, die von der Vertiefung zur
Aufnahme der Antikorperzubereitung im Wesentlichen gleich beabstandet sind, wobei
die eine Vertiefung zur Aufnahme der einen fluiden Probe zwischen der Vertiefung zur
Aufnahme der Antikorperzubereitung und der Vertieﬁmg zur Aufnahme des Differen-

zierungsmittels angeordnet ist.

Testkit zur Proteindifferenzierung, umfassend das Trigermedium, die Antikorperzube-
reitung und das Differenzierungsmittel nach mindestens einem der vorausgehenden An-

spriiche.

Arzneimittel zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebserkrankungen und/oder
Prikanzerosen, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Schimmelpilzextrakt, gegebenen-

falls zusammen mit pharmakologisch akzeptablen Trigern und/oder Fiillstoffen, enthélt.

Arzneimittel nach Anspruch 25, gekennzeichnet durch eine antitumorale, proteolyti-

sche, mitosehemmende und/oder metastasenhemmende Wirkung.

Arzneimittel nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmel-
pilzextrakt aus einem Schimmelpilz den Gattungen Penicillium, Aspergillus und/oder

Fusarium gewonnen wurde.
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Arzneimittel nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmelpilz den
Arten Penicillium candidum, Penicillium camemberti und/oder Penicillium roqueforti

angehort.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 25 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass der
Schimmelpilzextrakt ein zellfreier, vorzugsweise steril filtrierter und insbesondere pyro-

genfreier Extrakt ist.

Arzneimittel nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmelpilzextrakt

ein wissriger Extrakt ist.

Arzneimittel nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmelpilzextrakt

ein Trockenextrakt, vorzugsweise ein lyophilisierter Extrakt ist.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 25 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass der
Schimmelpilzextrakt ein Schimmelpilz-Biosyntheseprodukt, insbesondere ein Myko-

toxin und/oder eine Protease, gegebenenfalls auch in synthetischer Form, enthilt.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 25 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dass es zu-
sitzlich mindestens ein an sich bekanntes chemisches Mittel zur Behandlung von

Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen, insbesondere ein Zytostatikum, enthalt.

Arzneimittel nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass das chemische Mittel aus
Cyclophosphamid, Fluoruracil, Endoxan, Cisplatin und Mischungen daraus ausgewahlt

ist.

Arzneimittel mit immunmodulierender Wirkung, dadurch gekennzeichnet, dass es einen
Schimmelpilzextrakt gemaB der Definition eines der Anspriiche 27 bis 32, gegebenen-

falls zusammen mit pharmakologisch akzeptablen Tragern und/oder Fullstoffen, enthilt.

Nahrungsergianzungsmittel zur Vorbeugung und/oder Heilung von Krebserkrankungen

und/oder Prikanzerosen, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Schimmelpilzextrakt
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gemif der Definition eines der Anspriiche 27 bis 32, gegebenenfalls zusammen mit

pharmakologisch akzeptablen Tragern und/oder Fiillstoffen, enthalt.

Nahrungserganzungsmittel mit immunmodulierender Wirkung, dadurch gekennzeich-
net, dass es einen Schimmelpilzextrakt gemiB der Definition eines der Anspriiche 27 bis
32, gegebenenfalls zusammen mit pharmakologisch akzeptablen Tragern und/oder Fiill-

stoffen, enthalt.

Verwendung eines Schimmelpilzextraktes gemiB der Definition eines der Anspriiche 27
bis 32 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Vorbeugung und/oder Behandlung von

Krebserkrankungen und/oder Priakanzerosen.

Verwendung eines Schimmelpilzextraktes gemaf3 der Definition eines der Anspriiche 27

bis 32 zur Herstellung eines Arzneimittels zur gezielten Gewebeauflosung.

Verwendung eines Schimmelpilzextraktes gemidB der Definition eines der Anspriiche 27

bis 32 zur Herstellung eines Arzneimittels mit inmunmodulierender Wirkung.

Verwendung eines Schimmelpilzextraktes gemaB der Definition eines der Anspriiche 27
bis 32 zur Herstellung eines Nahrungserginzungsmittels zur Vorbeugung und/oder

Heilung von Krebserkrankungen und/oder Prikanzerosen.

Verwendung eines Schimmelpilzextraktes gemif der Definition eines der Anspriiche 27
bis 32 zur Herstellung eines Nahrungsergdnzungsmittels mit immunmodulierender Wir-
kung.

Verwendung nach einem der Anspriiche 38 bis 42, dadurch gekennzeichnet, dass der

Schimmelpilzextrakt hergestellt wurde, indem unter Sterilbedingungen:

a) in einem geeigneten Nahrmedium ein Schimmelpilzrasen herangezogen wurde,
b) dieser Schimmelpilzrasen in einem Extraktionsmedium suspendiert wurde,

c) die Zellwinde der Schimmelpilzzellen aufgebrochen wurden,

d) die erhaltene Suspension gegebenenfalls, vorzugsweise unter Anwendung von

Scherkraften, einer Reifung unterzogen wurde, und

e) der Extrakt anschlieBend filtriert wurde.
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Verwendung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass Schimmelpilze zunichst
in einer Sabouraud-Glucose-Bouillon und anschlieBend auf einem Sabouraud-Glucose-

Agar zu einem Schimmelpilzrasen herangezogen wurden.

Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, dadurch gekennzeichnet, dass der Schimmel-

pilzrasen in isotonischer Kochsalzldsung suspendiert wurde.

Verwendung nach einem der Anspriiche 43 bis 45, dadurch gekennzeichnet, dass die

Zellwinde der Schimmelpilzzellen in einer Zellaufschlussbombe aufgebrochen wurden.

Verwendung nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass die Schimmelpilzzellen
in der Zellaufschlussbombe wiederholt mit Stickstoff bis zu einem Druck von ca. 100
bar beaufschlagt wurden, jeweils ca. 30 Minuten dquilibriert wurden, auf Normaldruck

entspannt wurden und dass dieser Zyklus mindestens zehnmal durchgefiihrt wurde.

Verwendung nach einem der Anspriiche 43 bis 47, dadurch gekennzeichnet, dass die
erhaltene Suspension unter Sterilbedingungen mindestens 8 Monate lang tiglich eine

Stunde lang einer Ultraschallbehandlung unterzogen wurde.

Verwendung nach einem der Anspriiche 43 bis 48, dadurch gekennzeichnet, dass der
Extrakt zunichst iiber Glaswolle und/oder Celite vorfiltriert wurde, danach tiber ein
Filter mit einer Porengroe von maximal 0,4 pm zellfrei filtriert wurde, vorzugsweise
iiber ein Filter mit einer Porengréfle von maximal 0,2 um steril filtriert wurde, und an-

schlieBend gegebenenfalls mittels Ultrafiltration pyrogenfrei filtriert wurde.
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