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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kovalenten Binduny von biologisch aktiven Verbindungen ar substituierte
Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate. Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate mit primare
Aminogruppen, Thiolgruppen, Amidoximgruppen, Hydroxams&uregruppen und Karbanséurehydrazidgruppen
enthalterden, funktionellen Gruppen werden in einem ersten Reaktionsschritt mit bi- oder multifunktionellen
Aktivierungsmitteln in aktivierte Polymere tberfiihrt. In einem zweiten Reaktionsschritt erfolgt die kovalente Bindung
von biologisch aktiven Verbindungen, zum Beispiel von biokatalytisch aktiven oder inaktiven Proteinen und hoher
integrierten Systemen wie Mikroorganismen an die aktivie: (er: Polymeren. Die Umsetzungen erfolgen i wiBrigen
Lésungen, organischen Losungsmitteln oder Gemischen ~ider, gegebenenfalls in Gegenwart eines saurebindenden
Mittels. Die modifizierten, biologisch aktiven Verbindungen werden in der Biotechnologie und Medizin eingesetat.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur kovalenten Bindung von biologisch ektiven Verbindungen an substituierte
Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate, dadurch gekennzelchnet, daR biologisch
aktive Verbindungen an Thiolgruppen, primare Aminogruppen, Amidoximgruppen,
Hydroxamséuregruppen oder Karbonséurehydrazidgruppen enthaltende Polymere, abgeleitet
vom Polymertyp der Polyoxyalkylenglykole oder ihrer Monoalkoxyderivate, die in waBrigen
Lésungen im pH-Bereich von 2 bis 12 oder organischen L&sungsmitteln bezishungsweise
Lésungsmittelgemischen aus organischen Lésungsmitteln oder Gemischen von wiBrigen
Lésungen und organischen Lésungsmitteln bei Reaktionstemperaturen im Bereich von 0°C bis
150°C im Verlaufe von 30 Minuten bis 8 Stunden, gegebenenfalls in Gegenwart eines
séurebindenden Mittels oder einer Puffersubstanz, mit bi- oder multifunktionellen
Aktivierungsmitteln aktiviert werden, in waBrigen Lésungen, gegebenenfalls gepuffert oder in
organischen Lésungsmitteln, gegebenenfalls in Gegenwart sdurebindender Mittel oder Gemischen
aus wilrigen Lésungen und organischen Lésungsmitteln, die gegebenenfalls gepuffert oder mit
sdurebindenden Mitteln versetat sind oder Gemischen organischer Lésungsmittel, gegebenenfalls
ebenfalls in Gegenwart von séurebindenden Mitteln, im Verlaufe von 30 Minuten bis 12 Stunden
bei Temperaturen von 0°C bis 150°C kovalent gebunden werden und die Isolierung und Reinigung
nach an sich bekannten Varfahren erfolgt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als biologisch aktive Verbindungen
Biokatalysatoren wie Enzyme, Mikroorganismen, tierische, pflanzliche und humane Zellen,
Zellorganellen, synthetische Enzyme und Koenzyme odar biokatalytisch inaktive Proteine wie
Antigene, Antikérper, Wachstumsfaktoren, Blutgerinnungsfaktoren, Interferone, Hemoproteine,
Albumine, zuckerbindende Proteine oder in vitro hergestellte Konjugate aus Biokatalysatoren und
biokatalytisch inaktiven Proteinen oder nieder- und hochmolekulare Effektoren wie Nukleinséuren,
Bruchstiicke von Nukleinsauren, Koenzyme, Peptide, Haptene, Hormone, Vitamine, Pharmaka,
Sauerstoff bindende, aktivierende und transportierende, synthetische Verbindungen sowie
Affinitétsliganden eingesetat werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als bi- oder multifunktionelle
Aktivierungsmittel Dialdehyde, diazotierte, aromatische Diamine, Diisocyanate, Diisobiocyanate,
gleichzeitig Diisocyanat- und Diisothiocyannatgruppen enthaltende Verbindungen, bisaktivierte
Derivate von Dikarbonsiuren wie Séurechloride, Saureazide und aktivierte Ester, Diepoxide,
Chinone, Epihalogeniiydrine, Karbodiimide, 2,4,6-Trihalogen-1,3,5-triazine oder
2-substituierte, 4,6-Dihalogen-1,3,5-triazine eingesetzt werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekennzeichnet, da die Aktivierungsreaktionen in
organischen Losungsmitteln oder Gemischen organischer Lésungsmittel im Verlaufe von
30 Minuten bis 6 Stunden bei Reaktionstemperaturen von 20°C bis 80°C ausgefihrt werden, bei
Sauren freisetzenden Aktivierungsreaktionen in Gegenw art eines sdurebindenden Mittels.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekannzeichnet, daR die kovalente Bindung der
biologisch aktiven Verbindungen in Pufferldsungen mit pH-Werten von 2,0 bis 12,0 bei 0°C bis 60°C
im Verlaufe von 1 Stunde bis 12 Stunden erfoigt.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die kovalente Bindung der
biologisch aktiven Verbindungen in wilrigen Losungen, Gemischen dieser mit organischen
Lésungsmitteln, organischen Lésungsmitteln oder Gemischen organischer L6sungsmittel bei 0°C
bis 100°C, bei Siuren freisetzenden Reaktionen in Gegenwart einer Puffersubstanz oder eines
sdurebindenden Mittels, im Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfolgt,

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 und 6, dadurch gekeinzeichnet, daf die kovalente Bindung von
Biokatalysatoren, vorzugsweise von Enzymen, in organischen Lésungsmitteln oder Gemischen
organischer Lésungsmittel, bei Siuren freisetzenden Reaktionen in Gegenwart eines
sdurebindenden Mittels, bei 0°C bis 100°C im Varlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfolgt.

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3,4, 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB als sdurebindende Mittel
tertidre Amine, Heterocyclen mit endocyclischem, tertirem Stickstoffatom, Alkalihydroxide,
Alkalikarbonate, Alkalialkoholate oder Alkalisalze konclensierter Aromaten und Heteroaromaten
singesetzt werden.

. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daR als Biokatalysatoren Enzyme aus
den Klassen der Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen und Isomerasen eingesetzt werden.
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kovalenten Bindung von blologisch aktiven Verbindungen an substituierte
Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate. Das Verfahren und die danach hergestellten Verbindungen kénnen in dor
Biotechnologie, Biochemie, Pharmazie und Medizin angewendet werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Makromolekulare Verbindungen mit Aminogruppen werden sehr oft und solche mit Thiol-, Amidoxim-, Hydroxams#ure- oder
Karbons#urehydrazidgruppen weniger zur Inmobilisierung biologisch aktiver Verbindungen verwendet (Methods Enzymol,
1988, 137, (Immobilized Enzymes and Cells), Pt. A-D, Ed. by K.Mosbach). In dieser Form k&nnen die mit den genannten,
funktionellen Gruppen versehenen Makromolakiile bei Immobilisierungsreaktionen allerdings nur eingesetat werden, wenn
reaktive, hochaktivierte Gruppen besitzende, biologisch aktive Verbindungen an die Makromolekille kovalent gebunden werden
sollen. In der Regel werden bei Immobilisierungsreaktionen aber die makromolekularen Verbindungen mit den genannten,
funktionelien Gruppen vor der kovalenten Bindung der biologisch aktiven Verbindungen aktiviert, was praktisch bedeutet, dais
die funktionellen Gruppen der Makromolekiile In einen solchen reaktiven Zustand tberfiihrt werden milssen, daB eine
Verdiinnungsreaktion heider Komponenten erfolgen kann,

In Amino-, Thiol-, Amidoxim-, Karbons4urehydrazid—und Hydroxams&uregruppen- in letzteren Verbindungen kann als
tautomere Form ebenfalls die Oximgruppe =NOH vorliegen - enthaltenden Verbindungen besitzen die funktionellen Gruppen
nukleophile Eigenschaften, so daB die nukleophilen Substitutionsreaktionen und auch verschiedenartigsten
Additionsreaktionen zugénglich sind. Diese Reaktionstypen gehéren zu den grundlegenden Reaktionen der Synthesechemie,
und auf diese Weise kénnen durch eine Vielzahl von Verknlipfungsreaktionen von zwei oder mehreren bekannten Verbindungen
neue Verbindungen synthetisiert werden, Diese Reaktionsprinzipien werden auch zur Aktivierung der zur Immaobilisierung von
biologisch aktiven Verbindungen geeigneten, unléslichen Makromolekiile wie Zellulose, Sepharosen, Sephadexe oder Poly-
hydroxyethylmethakrylate angewendet. Mit Vorteil werden in diesen Féllen sehr oft bi- beziehungsweise multifunktionelle,
niedermolekulare Aktivisrungsmittel verwendet, weil auf diese Weise schon nach einem Reaktionsschritt das Makromolekiil in
aktivierter Form vorliegt. Unter den bi- oder multifunktionellen und zur Aktivierung von Makromolekiilen gesigneten
Aktivierungsmitteln sind eine Vielzahl leicht zuganglicher, chemischer Reagentien, die fiir eine Aktivierung in Frage kommen.
Einige wichtige s.1J zum Beispiel Dialdehyde, aktivierts Dikarbons#urederivate, aliphatische, durch Aktivierung reaktiv
gemachte aromatische und heteroaromatische Dihalogenide bezishungsweise hdher halogenierte Verbindungen und
funktionalisierte und gleichzeitig reaktiv gemachte Diaminoverbindungen.

In wéRrigen Lsungen und organischen Lésungsmitteln 18sliche Polymere vom Typ der Polyoxyalkylenglykole unmd ihrer
Monoalkoxyderivate sind fiir verschiedene Anwendungsfélle von Interesse, vor allem in der Biotechnologie und angewandten,
medizinischen Forschung. Das setzt in jedem Falle auch dia Funktionalisierung dieser Polymeren, am besten durch kovalente
Verkniipfung, mit biologisch aktiven Verbindungen voraus. Diese kovalente Bindung von biologisch aktiven Verbindungen
erfordert aber, daR zuniichst einmal reaktive Derivate der genannten Polymeren vorliegen, die zu diesen
Verkniipfungsreaktionen befihigt sind. Die bisher beschriebenen Methoden zur Aktivierung und Funktionalisierung mit
biologisch aktiven Verbindungen der hydroxylgruppenhaltigen Polyoxyalkylenglykole und der Monalkoxyderivate dieser
Polymeren {Life Sci., 1983, 33, 1467-1473) reichen fiir eine breite Anwendung aber mit Sicherheit nicht aus. Mit priméren
Aminogruppen, Thiolgruppen, Amidoxigruppen, Hydroxamsduregruppen oder Karbons#urehydrazidgruppen substituierte
Derivate der Polyoxyalkylenglykole und ihre gleichartig substituierten Monoalkoxyderivate stellen ebenso geeignete Derivate
dieser Polymeren dar, um biolagisch aktive Verbindungen an sie kovalent zu binden, zumal mit diesen reaktiven Gruppen
substituierte Polymere der genannten Art aus den hydroxylgruppenhaltigen Ausgangspolymeren durch in der Regel einfache
chemische Reaktionen synthetisiert werden kénnen.

Zial der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, biologisch aktive Verbindungen an mit priméiren Aminogruppen, Thiolgruppen,
Amidoximgruppen, Hydroxamsauregruppen oder Karbons#urehydrazidgruppen substituierta Polymere vom Typ der
Polyoxyalkylenglykole und ihrer Monoalkoxyderivate nach Aktivierung der genannten, funktionellen Gruppen kevalent zu
binden. Dadurch sollen modifizierte, biologisch aktive Verbindungen mit breiten Anwendungsméglichkeiten erhalten werden.

Darlegung das Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung Ist es, mit priméren Aminogruppend, Thiolgruppen, Amidoximgruppen, Hydroxams#uregruppen und
Karbons#urehydrazidgruppen substituierte Polyoxyalkylenglykole oder ihre ebenso substituierten Monoalkoxyderivate in eine
aktivierte Form zu tiberfiihren und an diese aktivierten Polymeren biologisch aktive Verbindungen kovalent zu binden.
ErfindungsgeméB wird das dadurch erreicht, da primére Aminogruppen, Thiolgruppen, Amidoximgruppen,
Hydroxamsauregruppen oder Karbons#urehydrazidgruppen enth.altende Polymere, abgeleitet vom Typ der
Polyoxyalkylenglykole oder ihrer Monoalkoxyderivate, in waSrigen Lésungen im pH-Bereich von 2,0 bis 12,0 oder organischen
Losungsmitteln beziehungsweise Gemischen organischer Lésungsmittel oder Gemischen von wiflrigen Lésungen und
organischen L6sungsmittein bei Reaktionstemperaturen im Bereich von 0°C bis 150°C im Verlaufe von 30 Minuten bis 8 Stunden,
gegebenenfalls in Gegenwart einer Puffersubstanz oder eines siurebindenden Mittels, mit bi- oder multifunktionellen
Aktivierungsmitteln umgesetzt und aktiviert warden und an die aktivierten Polymerenin wéBrigen Lésungen, die gegebenenfalls



-3~ 287950

gepuffert sind oder Gemischen dieser mit organischen Losungsmittein ader in organischen Lésungsmitteln oder in Gernischen
organischer Lésungsmittel, in letzteren belden Féllen gegebenenfalls in Gegenwart séurebindender Mittel, im Verlaufe von

30 Minuten bis 12 Stunden bel Temperaturen von 0°C bis 160°C biologisch aktive Verbindungen kovalent gebunden werden. Als
blologisch aktive Verbindungen fur die erfindungsgem#Re, kovalente Bindung an Polyoxyalkylenglykole und ihre
Monoalkoxyderivate werden nieder- und hochmolekulare Verbindungen eingesetzt. Neben ihrer biologischen Wirksamkeit ist
fureine erfolgreiche und stabile Bindung an die genannten Polymeren das Vorliegen reaktiver, funktioneller Gruppen ausétzliche
Voraussetzung. Erfindungsgemi® werden biokatalytisch aktive Verbindungen wie Enzyme - bevorzugt solche aus den Klassen
der Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen und Isomerasen-Mikroorganismen, tierische, pflanzliche und humane Zellen,
Zellorganellen, synthetische Enzyme oder Koenzyme, aber auch biokatalytisch inaktive Proteine wie Antigens, Antikérper,
Wachstumsfaktoren, Blutgerinnungsfaktoren, Interferone, Hemoproteine, Albumine und zuckerbindende Proteine wie die
Lektine kovalent gebunden. Andere biologisch aktive Verbindungen, die den zuvor genannten Kategorien nicht 2ugeordnot
werden kénnen und die fiir eine kovalente Bindung an Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate in Frage kommen,
sind zum Beispiel Nukleinsiuren, Bruchstiicke der Nukleins&uren, Koenzyme, Peptide, Haptene, Hormone, Vitamine, Pharmaka
sowie Sauerstoff bindends, transporiiernde und aktivierende, synthetische Verbindunger.,

Als bi- oder multifunktionelle Aktivierungsmittel fiir mit priméren Aminogruppen, Thiolgruppen, Amidoximgruppen,
Hydroxams#uregruppen oder Karbons#urehydrazidgruppen substituierte Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderivate
werden Dialdehyde, aromatische, diazotierte Diamins, Diisocanate, Dilsothiocyanate, S#urechloride, Siureazide, und aktivierte
Ester von Dikarbonséuren, Diepoxide, Chinone, Karbodiimide, Epihalogenhydrine, 2,4,6-Trihalogen-1,3,5-triazine, oder
2-substitulerts,4,6-Dihalogen-1,3,5-trlazine verwendet, wobei die Auswahl der bi- oder multifunktionellen Aktivierungsmittel
auch durch die Reaktivitét der substituierten Polymeren bestimmt wird. Die Aktivierungsreaktionen werden vorzugsweise in
organischen Lésungsmitteln ausgefihrtund dann bei Reaktionstemperaturen von 20°C bis 80°C im Verlaufe von 30 Minuten bis
6 Stunden. Da bei einer Reihe von Reaktionen SHuren freigesetzt werden, wird in diesen Féllen in Gegenwart eines
s#urebindenden Mittels gearbeitet, zum Beispiel elnem tertidrem Amin, Hetrocyclen mit endocyclischem, teritiirem
Stickstoffatom, Alkalihydroxiden, Alkalikarbonaten, Alkalialkcholaten oder Alkalisalzen kondensierter Aromaten und
Heteroaromaten. Die ebenfalls méglichen Aktivierungsreaktionen mit elner Reihe bi- oder multifunktioneller Aktivierungsmittel
in wiiBrigen L6sungen werden bei sdurefreisetzenden Reaktionen vorzugsweise in Gegenwart von Puffersubstanzen
durchgefiihrt,

Die Reaktionen zur kovalenten Bindung der biologisch aktiven Verbindungen an die aktivierten Polyoxyalkylenglykole und ihre
Monoalkoxyderivate kénnen in Abhéingigkeit von der zu bindenden Komponente unter unterschiedlichsten
Reaktionsbedingungen ausgefiihrt werden. Eine bevorzugte Variante, vor allem filr Proteine, besteht darin, daR die biologisch
aktiven Verbindungen in Pufferlsungen mit pH-Werten von 2,0 bis 12,0 bei 0°C bis 80°C im Verlaufe von 1 Stundebis 12 Stunden
an die Polymeren kovzlent gebunden werden. Eine andere bevorzugte Variante besteht darin, daB dle kovalente Bindung der
biologisch aktiven Verbindungen in wiirigen Ldsungen, Gemischen dieser mit organischen Ldsungsmitteln, organischen
Lésungsmitteln oder Gemischen organischer Lésungsmittel bei 0°C bis 100°C, bei Stiuren freisetzenden Reaktionen in
Gegenwart eines séurebindenden Mittels, im Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfolgt. Eine weitere erfindungsgemiRe
Variante ist dadurch gekennzeichnet, daR Biokatalysatoren und hierbei vorzugsweise Enzyme, in organischen Lésungsmitteln
oder Gemischen organischer Losungsmittel bei 0°C bis 100°C, bei Skuren freisetzenden Reaktionen in Gegenwart aines
sdurebindenden Mittels, im Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden kovalent an die substituierten Polyoxyalkylenglykole undihre
Monoalkoyderivate gebunden werden. Bei den Umsetzungen in organischen Lésungsmitteln gegebenenfalls freigesetzte
Sauren werden durch séurebindende Mittel wia teritidre Amine, Heterocyclen mit endocyclischem, tertidrem Stickstoffatom,
Alkalihydroxide, Alkalikarbonate, Alkalialkoholate, oder Alkalisalzen kondensierter Aromaten und Heteroaromaten gebunden
und neutralisiert.

Fiir die Isolierung und gegebenenfalls erforderliche Reinigung der an substituierte Polyoxyalkylenglykole und ihre
Monoalkoxydarivate kovalent gebundenen, biologlisch aktiven Verbindungen stehen eine Vielzahl bekannter Methoden zur
Verfiigung. Die mit Biokatalysatoren oder mit biokatalytisch inaktiven Proteinen modifizierten Polymeren werden in der Regel
aus den wiRrigen Reaktionslésungen nach Methoden der Proteingewinnung und Proteinreinigung zum Beispiel durch Dialyse,
Ultrafiltration und Gefriertrocknung oder durch Féllungsreaktionen mit anorganischen Salzen und organischen Lésungsmitteln
isoliert. Die dabei gewonnenen Produkte kénnen durch chromatographische Methoden wie die Gel-, lonenaustauscher oder
Affinitdtschromatographie weiter gereinigt werden. In organischen Lésungsmitteln I8sliche Reaktionsprodukte der
Umsetzungsreaktionen, besonders die Kopplungsprodukte von niedermolekularen, biologisch aktiven Verbindungen mit den
substituierten Polyoxyalkylenglykolen und ihren Moioalkoxyderivaten, werden aus den Reaktionsldsungen durch Verdampfen
der organischen Losungsmittel, gegebenenfalls im Vakuum oder durch Féllungsreaktionen mit anderen organischen
Lbsungsmitteln oder nach Versetzen der Reaktionsldsungen mit Wasser durch Extraktion mit in Wasser nicht I8slichen oder
mischbaren, organischen Lésungsmittel und Ausfillen aus diesen Lésungsmitteln isoliert. Auch diese Reaktionsprodukte
kdnnen weiter gereinigt werden, zum Beispiel durch Umfallen, Umkristallisieren oder mit Methoden der Chromatographie.

Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens kdnnen eine Vielzahl biologisch aktiver Verbindungen in einfacher Welse an
Polymere vom Typ der Polyoxyalkylenglykole und ihrer Monoalkoxyderivate kovalent gebunden werden. Durch die kovalente
Bindung entstehen neue und stabile Derivate biologisch aktiver Verbindungen. Sie besitzen fiir die praktische Anwendung
vorteilhafte Eigenschaften, da sie in der Regel sowohl in wdBrigen Lésungen als auch in organischen Lésungsmitteln I8slich
sind. Dadurch ergeben sich breite und verbesserte Anwendungsfelder dieser modifizierten Polymeren in der Biotechnologie,
Biochemie, Pharmazie und Medzin. Die Erfindung wird anhand von Beispielen weiter erldutert.
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Ausfihrungsbelsplel

Belspiel 1
1gw,w'-Dimercapto-polyethylenglyko!l (MG 6000) in der Form seines Natriumsalzes werden in 7 m| destilliertem Wasser gelost,
und zu der Lésung werden 10ml| Aceton 2ugetropft. Die L8sung wird auf 5°C bis 10°C abgekihlt und tropfenwelise mit einer
acetonischen L8sung vor 0,8g Cyanurchlorid in 5ml Aceton versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bel
Umgebungstemperatur ger(ihrt, danach mit 26 mi destilllertem Wasser versetzt und anschlieBend dreimal mit jewsils 15ml
Chloroform extrahiert. Das Chloroform wird verdampft, und zum festen Riickstanu werden 50 mg in 0,1 molarem Boratpuffer
vom pH-Wert 10,0 aufgeldste Penicillinacylase addiert. Nach dem Filtrleren wird die Ldsung 8 Stunden bel
Umgsbungstemperatur geriihrt. Die Lésung wird danach gegen destilliertes Wasser dialysiert, durch Ultrafiltration auf 2ml
eingeengt und lyophilisiert.

Belspiel 2

19 w,w'-Diamino-polyethylenglykol (MG 6000) werden in 10ml 0,05 molarem Phosphatpuffer vom pH-Wert 7,0 gelést, Zu der
Lésung werden 0,3ml 26%iger Glutaraldehyd addiert. Die Lésung wird 1 Stunde bei Umgebungstemperatur geriihrt, und
danachwerderr 10mg Cholesterinesterase in lyophilisierter Form zur Lésung addiert. Das Reaktionsgemisch wird 5 Stunden bei
4°C geriihrt und anschlieRBend gegen destilliertes Wasser dialyslert, Die resultierende Lésung wird durch Ultrafiltration auf 2m|
eingeengt und lyophilisiert, '

Beisplel 3

Entsprechend Beispiel 2 wird das Enzym B-Lactamase kovalent gebunden, mit der Ausnahme, daR ein 0,1 molarer
Phosphatpuffer vom pH-Wert 8,4 verwendet wird und das dialysierte und eingesngte Reaktionsgemisch zur Isolierung und
Reirigung des modifizierten Enzyms auf eine mit einem Affinitétstriger gefilite Chromatographiestiule aufgetragen und
chromatographiert wird.

Belsplel 4
Entsprechend Beispiel 2 werden die Enzyme Cholesterinoxidase und Lipase (aus Rhizopus arrhizus) modifiziert, mit der
Ausnahme, dal w-Methoxy-w’-amino-polyethylenglykol verwendet werden.

Belspiel 5

1g des Bishydroxamséurederivates des Polyethylenglykols (MG 6000) wird in 10ml 0,05 normaler Natronlauge geldst, mit 1 ml
Epichlorhydrin versetzt, und das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden auf 80°C arhitzt, Nach dom Abkltilen wird das aktivierte
Derivat des Polyethylenglykols dreimal mit jeweils 15ml Chloroform aus der wiBrigen Losung extrahiert, das Chloroform wird
verdampft, und zum festen Riickstand werden 10 mg Concanavalin A addiert, dasin 10mi0,1 molarem Boratpuffervom pH-Wert
10,0 aufgeldst war. Die Lésung wird 9 Stunden bei 30°C geriihrt und danach gegen ein Calciumsalz und Zinksalz enthaltendes,
destilliertes Wasser dialysiert, Die Losung wird danach auf 2ml eingeengt, und das madifizierte Concanavalin A wird durch
Féllung mit Ammoniumsulfat isoliert,

Beisplel 6

Es wird ein Reaktionsgemisch aus 1g des Bisamidoximderivates des Polyethyienglykols (MG 6000) mit 1ml 25%igem
Glutaraldehyd und 0,1 ml einer Suspension vom Mikroorganismus Bacillus subtillis in 20m| 0,1 molarem Phosphatpuffer vom
PH-Wert 7,0 hergestellt, und die resultierende Suspension wird 5 Stunden bei 4°C geriihrt. Die Suspension wird danach gegen
destilliertes Wasser dialysiert, und der Feststoff wird durch Zentrifugation von der Lésung abgetrennt, Zur Isolierung des
Feststoffes ohne Dialyse wird dieser mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen und zentrifugiert.

Belsplel 7

1g w-Methoxy-w’-hydroxamsﬁure-polyethylenglykol (MG 5000) werden in 20ml Chloroform geldstund 0,4 ml
Toluendiisocyanat, aufgelést in 5ml trockenem Aceton, werden zur Chloroformlésung addiert, Die Reaktionslésung wird

1 Stunde bei Umgebungstemperatur geriihrt, danach aufetwa 5mleingeengt und schlieRlich mit 50mitrockenem Ether versetzt,
Der ausgefallene Niederschlag wird gesammelt, getrocknet und in dieser Form zu einer Enzymldsung bei 4°C addiert, die
hergestelltwurde durch Auflésen von Cholinoxidase oder Cholinesterase in destilliertem Wasser. Die resultierenda Losungwird
auf Umgebungstemperatur gebracht und 1 Stunde bei dieser Temperatur gertihrt. Danach wird gegen destilliertes Wasser
dialysiert, die Lésung auf etwa 2m! eingeengt und lyophilisiert. Der Riickstand wird durch Gelchromatographis mit

Sephadex G50 weiter aufgetrennt, um die modifizierten Enzyme in reiner Form zu erhalten.

Belspiel 8

1g Polyethylengkaol-w,w'-dikarbonsﬁure-dihydrazid (MG 6000) wird gemeinsam mit 0,59 Benzechinon in einem
Lésungsmittelgemisch aus 15ml Chloroform und 10mi Aceton gelést. Es werden 0,2 Kallumkarbonat zur Lésung addiert, und
das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei 50°C gerlihrt. Nach dem Abkiihlen wird ein fester Rilckstand abfiltriert, und die Losung
wird auf 5ml eingeengt und mit 50ml Petrolether versetat. Der Niederschlag wird abgetrennt, getrocknet und zu 20ml eines 0,1
molarem Boratpuffers vom pH-Wert 8,0, in dem 20mg Rinderserum-Albumin aufgeldst waren, addiert. Dis Lésung wird

8 Stunden bei Umgebungstemperatur geriihrt, danach gegen destilliertes Wasser dialysiert, auf etwa 2ml eingeengt und
schlieBlich lyophilisiert.
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Belsplel9
1gw-Methoxy-w'-mercapto-polyethylenglykol (MG 5000) werden in 25ml Benzen geldst, und0,8g 2-Methoxy-4,6-dichlor-1,3,5-
triazinund 0,6 ml Triethylamin werden zur Lésung addiert, Das Reaktionsgemisch wird 4 Stunden bei 80°C gerlihrt und nach dam
Abkdihlen dreimal mit jewells 20 m! destiliertem Wasser ausgeschittelt. Die Benzenschicht wird zur Trockne eingedamptft, und
zum Rickstand werden 10ml 0,6 molarer Boratpuffer vom pH-Wert 10,0 addiert, in dem 20mg Hemoglohin vom Rind aufgeltst
waren, Die L&sung wird 8 Stunden baei Umgebungstemperatur geriihrt, danach gegen destilliertes Wasser dialysiert, eingeengt,
undder Rilckstand wird chromatographisch mit Hilfe sinar mit Sephadex G50 gefilliten Siule aufgetrennt. Das erste S&uleneluat
enthélt das modifizierte Homoglobin,

Beispiel 10

1gImidazol, 1gw, -Dimercapto-polyethylenglykol (MG 6000) und 0,69 Cyanurchlorid werden in 50 ml trockenem Benzen
geldst, und die Lésung wird 3 Stunden bei Umgebungstemperatur gerilhrt. Die Lésung wird filtriert, mit 20mg Lipase aus
Rhizopus arrhizus versetzt, und die Suspension wird 3 Stunden bei 60°C gerithrt. Nach dem Abkihlen wird filtriert und das
Benzen im Vakuum bei Normaltemperatur entfernt. Der Riickstand wird in destilliertem Wasser aufgenommen und iiber eine
Sephadex G50:Siiule chromatographiert. Ein biokatalytisch aktives, modifiziertes Lipasepréparatwird als erste Fraktion vonder
Sédule eluiert.

Belspiel 11

1g w'-Amidoximderivat des w-Methoxy-polyethylenglykols (MG 5000) werden zu 16 m! frisch destilliertem Dimethylformamid
addiert, in dem 0,3g Hemin und 1,5g Imidazol aufgeldst waren, Nachdem alle Komponenten aufgeldst waren, wird die Losung
auf eine Temperatur von 0°C bis 4°C gebracht, und zur Lésung wird sine L8sung diazotierten Benzidins addiert. Das
Reaktionsgemisch wird auf Umgebungstemperatur gebracht und 2 Stunden gerQhrt. Danach wird das Reaktionsgemisch in
75ml destilllertes Wasser eingetragen, und dreimal wird mit jeweils 20ml Benzen extrahiert. Die Benzenl8stng wird mit
Natriumsulfat getrocknet, auf 5 bis 10ml| eingeengt und mit 76ml Petrolether versetzt. Der Niederschlag des mit w-Methoxy-
polyethylenglykol modifizierten Komplexes aus Hamin und Imidazol wird gesammaelt und bei Umgebungstemperatur
getrocknet,
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