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€2 Verfahren zur Herstellung immobilisierter Antikérper.

@ Es werden immobilisierte, mittels ihrer modifizierten

Kohiehydratregion kovalent an ein Matrix-Polymer
gebundene Antikdrper hergestelit. Die Bindung des Anti-
korpers wird bewirkt durch die Kondensation zwischen
mindestens einer Aldehydgruppe der oxidierten Kohlehy-
dratregion und mindestens einer Epoxyfunktion eines
epoxygruppentragenden Matrixpolymerisats (MP) mittels
eines bifunktionellen Reagenzes (BR), das an der einen
Endposition einer mindestens dreigliedrigen abstandhal-
tenden Einheit eine zur Kondensation mit der Aldehyd-
gruppe befahigte Aminogruppe und an der anderen End-
position eine kovalent mit der Epoxyfunktion reagierende
Gruppe tragt.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteliung immobilisierter Antikérper. Oligosaccharidhalti-
ge Anfikdrper werden vermittels oxidativer Modifizierung der Carbohydrat-Region der Antikérper an
ein Matrix-Polymer gebunden.

Die Fixierung biologisch akfiver Substanzen an Trigern gehért zu den Standardverfahren in For-
schung und Technik der Biochemie. Dabei sind — in Abhéngigkeit von der chemischen Natur der zu fixie-
renden Substanzen und dem Zweck der Anbindung — verschiedene Methoden eniwickelt worden (vgl.

-z.B. K. Buchholz «Characterization of Immobilized Biocatalysts, Dechema Monographs, Volume 84, No.

1724-1731, Verlag Chemie 1979)

Von groBer praktischer Bedeutung als Tragermaterialien waren von Anfang an Polysaccharide wie
Cellulose, Starke, Dextran, die gewdhnlich zur Aktivierung chemisch modifiziert werden. Zahireiche Mo-
difizierungsmethoden sind vorgeschlagen worden, darunter auch die Aktivierung von Starke durch Oxi-
dation mit Periodat [Vgl. L. Goldstein, M. Pecht, S. Biumberg, D. Atlas, Y. Levin, Biochemistry 9 {1979)
2322] unter Bildung von Formylgruppen unter Spaltung des Hemiacetal-Rings.

Die Kopplung iiber die Kohlehydratanteile von Zellmembranen wurde z.B. bei roten Blutkdrperchen
durch Oxidation mit Periodat erreicht. Die so gebildeten reaktiven Aldehydgruppen kuppeln mit den Sei-
tenketten-Aminogruppen von Proteinen. [Vgl. C.I. Sanderson, D.V. Wilson, Immunochemisiry 1971 (8)
163] Periodat-Oxidation von Antikrpern wurde auch zur Konjugation von AntikSrpern mit Enzym-Mar-
kern benutzt (vgl. A.G. Gaivoronskaya et al. Chem. Abstr. 95, 130 787)). Ahnlich werden in der EP-A
0175 617 aus Antikdrpern und therapeutischen Wirkstoffen gebildete Konjugate vorgeschlagen, die ge-
gen ein Target-Anfigen gerichtet sind.

Die US-A 4 671 958 beinhaltet ein Verfahren zur kovalenten Anbindung von «Linker»-Gruppen an
;p‘eziﬁsche Stellen von Antikérper-Molekilen, die gegen beliebige Ziel-Antigene eingesetzt werden

onnen.

Die EP-A 0 088 695 beschreibt mehrere Methoden zur kovalenten Bindung von loslichen oder unlésli-
chen Konjugat-Parinern, wie chemischen Stoffen, Tragern u.4. an Antikérper. Die gebildeten Konjugate
sind interessant im Hinblick auf Affinitats-Trenn- und Reinigungsverfahren, sowie fir diagnostische
und therapeutische Anwendungen. Die Anbindung kann u.a. Gber den Kohlehydrat-Anteil der Antikor-
per erfolgen. Beispielsweise wird fiir immunoassays monoklonales IgM mit Galactose-Oxidase und Ka-
talase oxidiert und dann mit Phenylhydrazin-Glycyl-glycylarginyl-7-amino-4-methyl-cumarin konden-
siert. [Vgl. auch J.D. Radwell et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83, 2632-36 (1986)/Immunology].

Auch M.M.Chua et al. [Biochem. Biophys. Acta. 800 (3) 291 (1984)] erreichen Anbindung von immuno-
globulin an liposomale Membrane durch milde Oxidation (mit Periodat oder Galactose-Oxidase) von Kohle-
hydrat-Gruppen in der konstanten Region der schweren Kette des Immunoglobulins, zu Aldehydfunktio-
nen, die dann mit Hydrazidgruppen reagieren konnen, die an der Membranoberfléiche der Liposomen fi-
xiert sind.

Von D.J. O'Shannessy et al. wird ebenfalls die spezifische Konjugation sowohl polyclonaler als mo-
noclonaler Antikérper vermittels ihrer Kohlehydrat-Bereiche vorgeschlagen, wobei zun#chst durch mil-
de Oxidation Aldehydgruppen gebildet und diese mit Hydrazin-Derivaten des Biotins, geeigneter Fluor-
eszenzfarbstoffe oder Enzyme in stabile Antikdrper-Konjugate iiberfithrt werden kdnnen, welche die
volle immunologische Aktivitat bewahrt haben. Auch die Méglichkeit der Fixierung an Hydrazin-modifi-
zierte feste Trager wird erwdhnt. Als Tréger fir Immunaffinitdtschromatographie wird z.B. (k&ufliches)
Agarose-Adipinsdurehydrazid angewendet. [Vgl. J. Appl. Biochem. 7, 347-355 (1985)]. Im weiteren be-
dienen sich O'Shannessy and W.L. Hoffmann der schwach saurekatalysierten Kondensation von oxida-
tiv gebildeten Aldehydgruppen an den Oligosaccharid-Seitenketten von Glykoproteinen mit Hydrazin-
funktionalisierter Agarose, die durch Umsetzung von kauflicher, aktivierte Estergruppen-enthaitender
Agarose mit Hydrazinhydrat hergestellt worden war. [Vgl. Biological Chemistry Hoppe-Seyler Vol. 368
(7) 767, 768 (1987)]

Die Anwendung von polymergebundenen Antikérpern und Antigenen zum Nachweis der Anwesenheit
spezifischer Substanzen ist zum vielbenutzten biochemisch-analytischen Werkzeug geworden. {Vgl.
Encyclopedia of Polymer Science und Technology, Vol. 2, J. Wiley 1985, pp. 55-59) Hervorzuheben ist
die Verwendung zum Nachweis spezieller Hormone, Blutbestandteile, normaler und anormaler Zell-Ty-
pen, Krankheitserregern bis hin zu Molekilen, die indikativ sind fiir das Vorliegen maligner Tumore.
Dariiber hinaus finden monoklonale Antikérper auch Anwendung in der Therapie. So besteht z.B. eine
Chance, lethalwirksame Agentien z.B. Wirkstoffe oder Radioisotope an krebsspezifische Antikdrper
anzubinden, mit dem Ziel, daB dieser Komplex sich seine Target-Zelle aussucht und daran bindet und die-
se schlieBlich zerst6rt ohne die Umgebung nachhaltig zu schadigen. ’

Beim Umgang mit Antikérpern muB davon ausgegangen werden, daB diese sowoh! hinsichtlich des pH-
Werts als auch hinsichtlich der lonenstérke des sie umgebenden Mediums begrenzte Stabilitt zeigen.
Verstandlicherweise ist auch eine chemische Modifikation von Antikérpern zum Zweck der kovalenten
Fixierung beispielsweise an Tragermaterialien nicht unproblematisch, da zumindest die Bindungskapazi-
tat fir das Antigen nicht beeintréchtigt werden darf. Nicht zu Unrecht wird darauf hingewiesen, daB
konventionelle Methoden der Immobilisierung von Antikérpern auf festen Tragern mittels Bromcyan, 1,1-
Carbonyldiimidazol, Periodatoxidation sowie mittels der Epoxidchemie potentiell zur Bindung tber nukleo-
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phil aktive Gruppen wie z.B. Amino-, Thio- oder Hydroxy-Gruppen, nahe der Antigen-Binding-Site fith-
ren und damit das Bindevermdgen beeintrachtigen kdnnen. [Vgl. K. Yim, Biological Chemistry, Hoppe-
Seyler Vol. 386 (7) 785 (1987)]. In der Literatur wird zu Recht betont, daB die Zusammensetzung des poly-
meren Trégers (ber dessen Eigenschaften und Eignung als Trager entscheidet (K. Buchholz Ed., in Cha-
racterization of Immobilized Biocatalysts loc. cit. S. 64). Den Vorschldgen in der Literatur zu Folge
herrscht eine auBerordentlich reichhaltige Auswahl an potentiellen Tragermaterialien, die sowohl aus im
wesentlichen anorganischem Material, modifizierien Nafurstoffen oder synthetischen organischen Po-
lymeren bestehen kénnen. Bei Yim (loc. cif) findet die Bindung der Antikdrper durch kovalente Bindung
mittels Thiosemicarbazid an Silikagel stait.

Angesichts der Rolle, die fragergebundene Antikérper in Biochemie und Medizin bereits spielen, be-
stand Bedarf an optimierten Tragersystemen auf Basis polymerer Trager, wobei einerseits die Wirksam-
keit der tragergebundenen Antikdrper so wenig wie maglich beeintrachtigt, andererseits das Tragersy-
stem in bezug auf Stabilitat, Anwendungsbreite und Effizienz optimiert sein sollte.

Es wurde gefunden, daB die Forderungen der Technik durch die erfindungsgeméBe Immobilisierung an
spezifische polymere Tréger in besonderem MaBe erfiillt werden. Die Erfindung betrifft das im An-
spruch 1 definierte Verfahren zur Herstellung immobilisietter, mittels ihrer modifizierten Kohlehydrat-
Region kovalent an ein Matrix-Polymer gebundener Antikérper. Die Bindung des Antikérpers wird be-
wirkt durch die Kondensation zwischen mindestens einer Aldehydgruppe der oxidierten Kohlehydratregi-
on und mindestens einer Epoxyfunktion eines reakfionsfahigen epoxygruppeniragenden Matrixpolymeri-
sats (MP) mittels eines bifunktionellen Reagenzes (BR), das an der einen Endposition einer mindestens
dreigliedrigen, abstandhaltenden Einheit eine zur Kondensation mit der Aldehydgruppe befihigte Amino-
gruppe und an der anderen Endposition eine kovalent mit der Epoxyfunktion reagierende Gruppe trégt.

Das Mattixpolymerisat MP

Insbesondere handelt es sich bei dem Matrixpolymerisat (MP} um ein vernetztes Copolymerisat aus
Acrylamid bzw. Methacrylamid und Glycidylacrylat bzw. -methacrylat, das vorzugsweise aus perlférmi-
gen Partikein besteht. Derartige Matrixpolymerisate werden in der DE-C 2 722 751 bzw. US-A 4 190 713
sowie der US-A 4 511 694 beschrieben. Die Perlen besitzen in der Regel einen Durchmesser von 5~
1000 ym, insbesondere 30-1000 pm und weisen einen inneren Hohiraum (Hohlperlen) auf. Als Anhalt fiir
den Gehalt an Glycidylgruppen im Matrixpolymerisat MP, die zur Reaktion gebracht werden kénnen, sei
ein Wert von 0,8-2,5 u Mol pro mg trockenes Tragermaterial genannt. Weitere Kenndaten fiir ein han-
delsiibliches Matrixpolymerisat (EUPERGIT C der Réhm GmbH), das fiir Matrixpolymerisate MP des an-
gegebenen Typs repréasentativ ist, lassen sich der folgenden Tabelle entnehmen. :

Kenndaten Dimension

— Mittlere Korngrésse: 140-180 um

~ Porendurchmesser: 40 nm

— Ausschlussgrenze = Muy: 2.10° Daltons

— Bindungsaktive Oberflache: 180 mzlg (trocken)

- Epoxidgehalt: 800-1000 mmol/g (trocken)
— Wasseraufnahme: 2,3 mifg (trocken)

~ Dichte = dg®% 1,20

— Schiitdichte: 0,34 g/mi

~ Bindungskapazitat:

(bei tiblichen Bedingungen)

Humanalbumin: 48 mg/g {feucht)

Human IgG: 34 mg/g (feucht)
-~ Quellverhalten gegentiber Wasser:  1:14

1 mi (frocken) ergibt 1,4 mi (feucht)

~ Léslichkeit (in Wasser, Puffern und

organischen Lésungsmittein): unlgslich
— Druckstabilitat: 300 bar

Unter dem Elektronenmikroskop erkennt man die makropordse Struktur der Perlen mit Kanélen und
Hohlréumen, die einen Durchmesser von 0,1-2,5 um (1000-25 000 A) besitzen, so daB Enzym- bzw. Sub-
straimolekile mit einer GroBe von 10-100 A das gesamte Innere der makroporésen Matrix erreichen kén-
nen.
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- Site-Spezifische Modifikation der Antikérper

Grundsatzlich sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung alle Antikbrper geeignet, die, wie bekannt,
einen Gehalt an Kohlehydratgrupppen aufweisen und die der chemischen Modifikation und anschlieBen-
den Fixierung zuganglich sind. Als Anhaltspunkt kann von einem Gehalt von ca. 3% Kohlehydratanteil
bei den Antikérpern ausgegangen werden. Im Mittelpunkt des Interesses stehen monoklonale Antikér-
per. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern sind hinreichend bekannt. [Vgl. Kirk-
Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, 3rd. Ed. Vol. 23, J.Wiley (1983}, pp. 637 bis 643; D. Ba-
ron, U. Hartlaub, Humane Molekulare Antikorper, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New York 1987].

Dabei kann im einzelnen wie folgt vorgegangen werden:

Die beispielsweise durch positive Reinigungsverfahren wie Affinitatschromatographie oder durch ne-
gative Reinigungsverfahren (Eliminierung des Uberschusses an anderen Zellen) wie z.B. Panning, Kom-
plement-Lyse und E-Rosettierung gereinigten Lymphocyten bzw. monoklonalen Antikérper werden vor-
zugsweise vor der Oxidation dialysiert, beispielsweise mit einem geeigneten, veriraglichen Puffer, im
pH-Bereich um 5,5. Die Oxidation des Kohlehydrat-Anteils zu Formylgruppen kann.in an sich bekannter
Weise chemisch mittels Periodat-Oxidation, oder — weniger bevorzugt — enzymatisch mittels der Enzyme
Galactose-Oxidase und Katalase vorgenommen werden.

Durch Arbeiten bei relativ niedrigem pH, vorzugsweise im Bereich um 5,5 wird die Gefahr der internen
Vernetzung der Antikorper gemindert bis ausgeschlossen. Eine bevorzugte Oxidationsmethode besteht
in der Oxidation mit Natriumperiodat, vorzugsweise 0,1 molar in geeigneter, inerter Pufferlsung, zweck-
maBig im pH-Bereich.5,5, beispielsweise in 0,1 M Acetatpuffer. Vorzugsweise erfolgt die Reaktion bei
relativ niederer Temperatur, etwa 0-5 Grad C und im Dunkeln.

Die Oxidation, die groBenordnungsméBig gewshnlich innerhalb einer Stunde abgeschlossen werden
kann, wird abgestoppt, beispielsweise durch Zugabe kleinerer Mengen von Ethylenglykol. Danach wer-
den die Antikbrper zweckmaBig auf einer Saule gelchromatographisch aufbereitet. (Vgl. Ullmann's Ency-
clopddie der techn. Chemie, 4. Auflage, Bd. 5, Verlag Chemie, S. 167; Gel-Filtration, Theory and
Practice, Pharmacia Fine Chemicals 1979, Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg 1979). Dafiir eignet sich
z.B. ein Dextran-Gel (z.B. das Produkt SEPHADEX G 25 der Pharmacia), vorzugsweise aquilibriert mit
einer Pufferldsung im pH-Bereich 5. Die Konzentration der Antikérper kann durch Aufkonzentration,
beispielsweise durch Ultrafiliration geschehen. Die Gewinnung der Antikérper liegt gewdhnlich bei
> 90%.

— Kopplung der site-spezifisch madifizierten Antikérper an polymeren Trager

Die gewonnenen oxidierten und gereinigten Antikérper werden in einem geeigneten, leicht sauren Me-
dium beispielsweise in Acetatpuffer und im pH-Bereich um 5,5 in Konzentrationen zwischen 60 und
200 pg mit dem hydrazidsubstituierten modifizierten'polymeren Trager (HY-MP) in Mengen von 100 mg
flir einen gewissen Zeitraum, beispielsweise 16 + 4 Stunden bei herabgesetzter Temperatur, beispiels-
weise bei 4 Grad C inkubiert. Der Anteil an immobilisiertem Antikdrper wird nach der Bradford-Methode;
vgl. Analyt. Biochem. 72, 248 (1976), aus der Differenz zwischen dem urspriinglichen und dem verblie-
benen Gehalt an Antikdrper bestimmt.

Die {iber Hydrazinderivate gebundenen Antikérper haben — im Vergleich mit den am unmodifizierten
polymeren Tréger P gebundenen Antikérpern — eine verbesserte Antigen-Bindungskapazitit, die sich
dem maximalen theoretischen Wert von 2 Mol Antigen pro Mol Antikérper annzhert, inshesondere wenn
relativ geringe Beladung mit Antikirpern voriiegt.

-~ Madifikation des Matrixpolymerisats MP

Das aus (Meth)acrylamid und Glycidyl(meth)acrylat aufgebaute Matrix-Polymerisat (MP), vorzugs-
weise aus perlfdrmigen Partikeln bestehend (s. oben), speziell das Produkt ®EUPERGIT C der Réhm
GmbH, Darmstadt wird zweckméBig in einer geeigneten Pufferlosung im alkalischen Bereich, beispiels-
weise in einem Phosphatpuffer und bei pH 8,8 fiir einen gewissen Zeitraum, beispielsweise 16 + 3 Stun-
den bei Raumtemperatur mit dem bifunktionellen Reagenz (BR) vorzugsweise ein Bishydrazid einer
aliphatischen Dicarbonséure, insbesondere Adipinsauredihydrazid behandelt. Vorzugsweise wendet
man das bifunktionelle Reagenz (BR) in Mengen von 0,1-10 mol BR pro Gramm polymeren Trager MP,
speziell ®EUPERGIT C, Trockengewicht, insbesondere 1 pmol BR pro g Trockengewicht an. Zweckmé-
Big wascht man das modifizierte Matrixpolymerisat HY-MP mit Phosphatstandardpuffer (PBS). Es kann
vorzugsweise mit Puffer (z.B. 0,1 M Acetatpuffer) pH 5,5 &quilibriert und bei niederer Temperatur, z.B.
bei 4 Grad C gelagert werden.

Das bifunktionelle Reagenz (BR)

DefinitionsgeméB besteht das bifunktionelle Reagenz BR aus einer mindestens dreigliedrigen abstand-
haltenden Einheit mit einer die eine Endposition markierenden, zur Kondensation mit der Aldehydgruppe
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beféhigten Aminogruppe und einer kovalent mit der Epoxyfunktion des Matrixpolymerisats MP reagie-
renden QGruppe an der anderen Endposition. Vorzugsweise 1aBt sich das bifunktionelle Reagenz (BR)
formelméBig als:

HeN-(X)n-A-Q
darstellen, wobei A fiir einen Spacer, vorzugsweise einen Alkyl oder Cycloalkylrest, mit mindestens drei

und bis zu 12 Kettengliedern, vorzugsweise —CHz-Einheiten, wobei gegebenenfalls eines oder mehrere
der Kettenglieder durch Sauerstoff ersetzt sein kénnen, und wobei n fiir null oder 1, X fiir einen Rest

A S S
fl ! ] I ] !
0 H S H o é

steht und Q dieselbe Bedeutung wie —X—NH2 besitzt oder fiir -NHz stehen kann. Besonders bevorzugt
stellt das bifunktionelle Reagenz BR das Bishydrazid einer Dicarbonséure (A = (CHz2)z-¢;

X=C-N-Q==0C~N - NHp)
i 3 11 {
0 H 0 H

dar. Ganz besonders bevorzugt ist das Adipinsauredihydrazid. Falls BR fiir einen Alkylendiamin steht
(n = 0, A = (CHz)z-6, Q = NH2) wird die Doppelbindung der bei der Kondensation gebildeten Schiff'schen
Base vorteilhafterweise reduziert, beispielsweise mit Natriumborhydrid.

Bestimmung der Immuno-Kapazitét der erfindungsgemés fixierten Antikérper

Die Bindungskapazitét der erfi indungsgem&f immobilisierten Antikrper wird bestimmt durch Messung
der Antigene insbesondere von Enzymen wie z.B. der Anti-Carboxypeptidase (CPA), die sich an die An-
tikrper binden. Zu diesem Zweck wird beispielsweise CPA in gleichbleibenden Quantititen im PBS zu
Reagenzglésern gegeben, die jeweils 100 mg des modifizierten Matrixpolymerisats HY-MP aber mit ver-
schiedener Beladung an immobilisierten monoklonalen Antikérpern fragen. -

Der an die Antikérper des Matrixpolymerisats gebundene CPA-Anteil wurde wie folgt bestimmt:

o) durch Bestimmung der Differenz des jeweiligen Proteingehalts miitels des BRADFORD-Tests und
die enzymatische Aktivitat, die in der Ausgangsldsung und schiielich in der Restlosung vorhanden war,

B) durch Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des an den HY-MP-Trager-Perlen immobilisierten
Enzyms, bei CPA z.B. mit Hilfe der Ninhydrin-Methode. Der am Trager gebundene Anteil an Enzym wur-
de nach Incubation mit Natriumcarbonat-Puffer mit pH 10,5 eluiert. Nach erfolgter pH-Angleichung wird
die Akfivitét des eluierten Enzyms, beispielsweise der CPA bestimmt.

Die Bestimmung Uber die Enzymaktivitét ist in all den Féllen angebracht, wo Antikdrper vorhanden
sind, welche die Enzymaktivitat nicht beeintréchtigen.

Es erweist sich, daB die oxidativ modifizierten Antikérper, die an HY-MP-Trager-Perlen fixiert sind,
ihre volle immunologische Aktivitét zur Bindung des Enzyms, beispielsweise CPA beibehalten.

Das molare Verhéitnis von monoklonalem Antikdrper zu CPA bewegte sich im Rahmen 2:1 bis 1:1

Vorteilhafte Wirkungen

Wie bereits ausgefiihrt erstreckt sich die erfindungsgeméBe Lehre auf spezifische Konjugate von oli-
gosaccharidhaltigen Antikrpern im allgemeinsten Sinne.

Erwahnt seien insbesondere monoklonale Antikorper, die gegen Antigene beispielsweise der folgen-
den Art gerichiet sind:
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Antigen-Klasse

Antigen

Bakteriell

Viral

Autoimmun

Tumor

Gewebe/Blut

Andere

Tetanus-Toxoid

H. influenza Typ b Polysaccharid
Diphterie-Toxin

Chlamydia trachomatis

M. leprae
Lipopolysaccharid/Endotoxin
Pneumokokken

LPS von P. aeruginosa
Exotoxin von P. aeruginosa
Streptokokken Gruppe A Kohle-
hydrat

X31 Influenza-Virus-Nukleoprotein
Masern-Virus

HSV Glykoprotein D
Masem-Virus, Nukieocapsid
Zytomegalie-Virus

Influenza A-Viren
Rételn-Virus-Antigene
HTLVI

Varizella-Zoster

HBsAg

doppelstrangige DNA
Inselzelien (Diabetes mellitus)
Myasthenia gravis, Antiidiotypen
Thyreotropin-Rezeptor
Rheuma-Faktor
Acestylcholin-Rezeptor
Schilddriise

Sperma

Mamma-Ca
Prostata-Ca
Lungen-Ca

Magen-Ca

Melanom

GD2 (humanes Melanom})
Gliom

Rectum-Ca

Leukamie

Cervix-Ca

Rhesus D
Blutgruppenantigen A
HLA-A, B, C, DR
Intermediére Filamente
Malaria
Forssman-Antigen
Schaferythrozyten
Nitrophenol
Dinitrophenol
Trinitrophenol

Keyhole limpet hemocyanin (KLH)
Rheumafakior

Insulin

Die erfindungsgeméBe Fixierung bietet eine Reitie von Vorteilen gegeniiber dem Stand der Technik,
insbesondere bei Anwendung von Dicarbonsaurehydraziden, insbesondere Adipinsiurehydrazid.
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Fuhrt man beispielsweise die Kondensation bei einern pH-Wert um 5,5 durch, so verhindert man eine Kon-
densation der Antikbrper-Aminogruppen mit ihren eigenen Aldehydfunktlonen

Die chemische Bindung Uber das Hydrazid ist wiinschenswert stabil und inert. Nichtspezifische Bin-
dung der Antikérper wird minimiert. Eine Blockierung nach der Fixierung der Antikérper eriibrigt sich.

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung.

BEISPIELE
Beispiel 1

Kopplung der aldehydgruppenhaltigen monoklonalen Antikérper mit dem modifizierten Matrixpolymerisat
HY-MP als Tréger.

Modifizierte und oxidierte, monoklonale Antlkorper aus Beispiel 2 werden in Konzentrationen, die zwi-
schen 60 und 200 ug variieren, in je 1 ml eines Acetatpuffers mit pH 5,5 mit 400 ! des modifizierten Ma-
trixpolymerisats MP aus Belsplel 3 (100 mg) 16 Stunden bei 4 Grad G inkubiert. Der Anteil an immobilisier-
tem Antikdrper wird nach der BRADFORD-Methode aus der Differenz zwischen der urspriinglichen
und der verbleibenden Menge an Antikérpern bestimmt.

Die erfindungsgemas fixierten Antikarper haben im Vergleich zu direkt tiber die Oxiranfunktion gebun-
denen Konjugaten eine hohere Antigen-Bindungskapazitét (z.B. gegenlber CPA). Sie reicht an den
theoretischen Maximalwert von zwei Antigenen pro Mol Antikdrper heran, besonders wenn geringe Be-
ladungen an Antikérper angewendet werden. (s. Tabelle 2)

Tabelle 2 ]
Bindung der gereinigten, oxidierten monoclonalen Antikérper an Matrixpolyme-
risat HY-MP.
Anti- Eingesetzter Ak- Gebundener ~ Anfigen Molares Verhéltnis:
korper  tivkGrperprog  AntikSrperprog GPApro  Antigen zu Antikor-
frockener trockener g Trager per (mol/mol)
Trager MP (mg) Trager MP (mg) MP (mg)
CPA1 07 ' 07 0,32 2,0
CPAG6 05 0,5 0,30 25
CPA8 175 7.5 ) 4,5 25
CPA7 1,0 0,7 0,34 2.1
CPAS8 0,8 0,8 0,32 1,65
CPA S 25,0 13,0 440 25
CPA2 35 1,0 0,36 1.5
CPA3 22 1,0 0,40 1.7
CPA5 3,0 2,0 0,40 1,0

Beispiel 2
Herstellung der aldehydgruppenhaltigen monoklonalen anti-CPA-Antikorper.

Eine Serie affinitatschromatographisch gereinigter monoklonaler anti-CPA-Antikorper wurden vor
der Periodat-Oxidation gegen 0,1 M Acetatpuffer pH 5,5 dialysiert. Jeder monokionale Antikérper wur-
de mit 0,1 M Natriumperiodat gelost in0,1M Acetatpuffer von pH 5,5 (10 ml) behandelt. Bei diesem niedri-
gen pH-Wert wird die interne Vernetzung der Antikérper-Molekille unterdriickt. Die Reaktion wurde
wiahrend 1 Stunde bei 0 Grad C im Dunkeln durchgefiihri.

Man stoppt die Oxidationswirkung durch Zugabe von drei Tropfen Ethylenglykol bevor man auf eine
®Sephadex G 25-S4ule, praaquilibriert mit 0,1 M Acetatpuffer vom pH 5, aufgibt. Die oxidierten Antikor-
per werden in einer 10 ml Amicon Ultrafiltrationszelle ausgestattet mit einer PM 50-Membran aufkonzen-
triert, und der Gehalt an Protein wird mittels der BRADFORD-Methode bestimmt. Die Gewinnung der An-
tikérper Ubersteigt gewdhnlich 80%.



10

15

20

25

30

35

50

55

60

65

CH 677 363 A5

Beispiel 3
Modifikation des Matrixpolymerisats MP

2 g des verneizten Methacrylamid/Glycidyimethacrylat-Copolymerisats (PEUPERGIT C, Produkt der
Roéhm GmbH, Darmstadf) wird mit 0,1 M kauflichem Adipinsauredihydrazid in 20 ml eines 0,2 M Phosphat-
puffers pH 8,8 16 Stunden bei Raumtemperatur behandelt. Der modifizierte polymere Trager wird ausgie-
big mit PBS gewaschen, mit 0,1 M Acetatpuffer pH 5,5 aquilibriert und bei 4 Grad C aufbewahrt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung immobilisierter mittels ihrer modifizierten Kohlehydratregion kovalent an
ein Mafrix-Polymer gebundener Antikérper, dadurch gekennzeichnet, daB die Antikérper in einer Kon-
densationsreaktion unter Einbeziehung mindestens einer Aldehydgruppe der oxidierten Kohlehydratregi-
on und mindestens einer Epoxyfunktion eines epoxygruppentragenden Matrixpolymerisats MP mittels ei-
nes bifunktionellen Reagenzes BR, das an der einen Endposition einer mindestens dreigliedrigen ab-
standhaltenden Einheit eine zur Kondensation mit der Aldehydgruppe beféhigte Aminogruppe und an der
anderen Endposition eine kovalent mit der Epoxyfunktion reagierende Gruppe trégt, an das Matrixpoly-
merisat MP gebunden werden.

2. Verfahren gemé&B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB8 das Reaktionsprodukt eines bifunktio-
nellen Reagenzes BR mit dem Matrixpolymerisat MP mit der Aldehydgruppe der oxidierten Kohlehydrat-
region des Antikérpers kondensiert wird.

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Aldehydgruppen durch Periodat-
oxidation der Hemiacetalgruppen der Kohlehydratregion des Antikdrpers gebildet werden.

4. Verfahren gem&B Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Periodatoxidation bei einem pH-
Wert im Bereich 5 bis 5,5, vorzugsweise in einem entsprechenden inerten Puffer vorgenommen wird.

5. Verfahren gem&f den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB zum Abbrechen der Oxi-
dation Ethylenglykol zugesetzt wird. .

6. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB3 ein bifunktionelles Reagenz BR der
Formel

HoN—-(X)n-A-Q
wobei A filr eine mindestens dreigliedrige abstandhaltende Einheit oder Spacer, n fiir null oder eins, X

fiir einen Rest

AR R R A R
i T
0 H S H H 0 H H § H

-~

steht und Q dieselbe Bedeutung wie —-X~NH2 besitzt ader fiir -NHz steht, verwendet wird. 7
7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB als bifunktionelles Reagenz BR eine
Verbindung der Formel

P nof
H2N-N-C-(CH2)n.-C—N-NH2

worin n* fir 3-8, vorzugsweise 3—4 steht, verwendet wird.

8. Verfahren gem&B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als expoxygruppentragendes Matrix-
polymerisat MP ein Copolymerisat aus im wesentlichen Acrylamid oder Methacrylamid und Glyci-
dyl(meth)acrylat eingesefzt wird.

9, Verfahren zur Herstellung der Ausgangsstoffe fiir das Verfahren gem&B Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, daB das Reaktionsprodukt eines bifunktionellen Reagenzes BR gemaB Anspruch 6 mit
dem Matrixpolymerisat gemaB Anspruch 8 bei pH 8,8-9 hergestelit wird.

10. Immobilisierte, an ein Mafrix-Polymer gebundene Antikérper, erhalten nach einem der Anspriiche 1
bis 8.
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