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(57) Abstract

A process is prepared for coupling carbohydrates or compounds containing a carbohydrate unit to substrates, especially
proteins. In this process, use is made in the first stage of a carbohydrate having a free or hemiacetally bonded aldehyde group, or
a compound whose carbohydrate unit has such an aldehyde group. This aldehyde group is reductively aminated. Via the amino
group thus introduced into the carbohydrate or carbohydrate unit, an organic coupling component bearing a thiol group is
bonded so as to form a carbohydrate-coupling component conjugate. The carbohydrate-coupling component conjugate thus
formed is coupled in a second stage via the thiol group to a couplable substrate so that the conjugate is covalently bonded to the
substrate via a disulphide group or a thioether bridge. The modified substrates of the invention to which a carbohydrate is cou-
pled can be used for immunological purposes, in biochemical analysis and in patho-biochemistry.

(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren zum Koppeln von Kohlenhydraten oder Verbindungen, die eine Kohlenhydrateinheit enthalten, an
Triger, insbesondere Proteine, bereitgestellt. Bei diesem Verfahren wird in der ersten Stufe ein Kohlenhydrat, das iiber eine freie
oder halbacetalisch gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung eingesetzt, deren Kohlenhydrateinheit eine derarti-
ge Aldehydgruppe besitzt. Diese Aldehydgruppe wird reduktiv aminiert. Uber die dabei in das Kohlenhydrat oder die Kohlenhy-
drateinheit eingefiihrte Aminogruppe wird ein eine Thiolgruppe tragendes organisches Kopplungsglied daran gebunden, wobei
ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat gebildet wird. Das so entstandene Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat wird
iiber die Thiolgruppe in einer zweiten Stufe an einen Kopplungsféhigen Triger gekoppelt, so daB das Konjugat iiber eine Disul-
fidgruppe oder eine Thioetherbriicke kovalent an den Triiger gebunden wird. Die erfindungsgemd® modifizierten Tréger, an die
ein Kohlenhydrat gekoppelt wurde, konnen fiir immunologische Zwecke, in der biochemischen Analytik und in der Pathobioche-
mie eingesetzt werden.
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Verfahren zum Koppeln von Kohlenhydraten an Triager

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Koppeln von Kohlenhy-
draten, die liber eine freie oder halbacetalisch gebundene

Aldehydgruppe verfiigen, an Trager, insbesondere Proteine.

Haufig besteht der Wunsch danach, Kohlenhydrate oder Kohlen-
hydratstrukturen an einen Triédger koppeln zu kdnnen. Bei diesem

Trdger handelt es sich beispielsweise um Proteine.

Bei den bisher bekannten Verfahren sind die Ausbeuten jedoch
gering. Zudem ist die Auftrennung der erhaltenen Komponenten
haufig schwierig. Es besteht daher derzeit noch kein effizien-
tes und einfach durchzufiihrendes Verfahren zur Anbindung von
Kohlenhydraten oder von eine Kohlenhydrateinheit aufweisenden

Verbindungen an Proteine und andere Tréger.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einfaches Kopp-
lungsverfahren zur Anbindung von Kohlenhydraten oder Kohlen-
hydratstrukturen an Proteine und andere Triger bereitzu-

stellen.
Geldst wird diese Aufgabe durch die Lehre des Anspruchs 1.

Beim erfindungsgemdfien Verfahrens setzt man somit ein Kohlen-
hydrat, das iiber eine freie oder halbacetalisch gebundene
Aldehydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung ein, die eine
Kohlenhvdrateinheit mit einer derartigen Aldehydgruppe

besitzt.
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Der Kern des erfindungsgemifen Verfanrens besteht darinm, daf
man diese Aldehydgruppe reduktiv aminiert und die dabei in das
Kohlenhvdrat oder in die Kohlenhydrateinheit eingefiihrte
Aminogruppe an ein eine Thiol-Gruppe tragendes, organisches
Kopplungsglied bindet, wobei ein Kohlenhyvdrat-Kopplungsglied-

konjugat gebildet wird. Diese Umsetzung kann man in einem oder

zwei Schritten durchfithren.

Bei der Umsetzung in zwei Schritten reduziert man im ersten
Schritt die Carbonylgruppe zu einer -CH2-NH:z-Gruppe {reduktive
Aminierung). Die reduktive Aminierung fihrt man vorzugsweise
in Anwesenheit einer Quelle fiir Ammoniumionen durch, bei-
spielsweise Ammoniumsalzen oder wiéssrigem Ammoniak. Als
Ammoniumsalze setzt man dabei vorzugsweise solche ein, die

leicht sauer (pH 4 - 7) reagieren, beispielsweise Ammonium-

chlorid und ~acetat.

Bei der reduktiven Aminierung arbeitet man vorzugsweise im

leicht saurem Milieu {pH 4-T7).

Im AnschluB an die reduktive Aminierung amidiert man dann die
so erhaltene -CHz-NH2-Gruppe unter Einfiihrung einer eine
Thiol-Gruppe tragenden Gruppe der folgenden Formel:

CHz - NH - C(O) - CHz - Alks - Ph - Alkz - SH

worin Alki und Alk: unabhingig voneinander fir eine direkte
Bindung oder fiir eine gerade oder verzweigte Alkylen~-Gruppe
mit 1 bis 20 C-Atomen, insbesondere 1 bis 6 C-Atomen und wei-
terhin insbesondere 1 bis 4 C-Atomen, stehen, wobei die Sumnme
der C-Atome in den Alkylen-Gruppen < 20 ist und die Alkylen-
Gruppen unabhingig voneinander durch Halogen und -NOz mono-
oder polysubstituiert sein kénnen, Ph fiir eine direkte Bindung
oder ein Phenvlen-Gruppe steht, wobei die Phenvlen-Gruppe

durch Halogen, -NO2 oder eine Ci1-Cs Alkvi-Gruppe mono- oder

polvsubstituiert sein kann.

Diese Amidierung kann man beispieisweise gemdl der von J.
Carison et al im Biochemical Journal 1978, 173, S. 723 - 737

beschr1ebenen Arbeitsweise durchfihren. Vorzugsweise setzt man

EBSATYDI ATV
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dabei SPDP (N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithioc)propionat) ein.
Bei Verwendung von SPDP iiberfiihrt man die -CHz-NH2-Gruppe in
eine CH2-NH-C{0)-CHz-CHz -SH-Gruppe. Ersetzt man im SPDP-
Molekiil die -CHz-CHz-Einheit (die Formel von SPDP ist in den
Beispielen gezeigt) durch eine oben beschriebene
- CH2 - Alki - Ph - Alkz - Einheit, dann kann man mit dem so

(¢]]

modifizierten Molekiil die ~-CH2-NH2-Gruppe in die anderen oben
ndher erliduterten, eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppen der
folgenden Formel

10 - CHz - NH - C(O) - CHz - Alki - Ph - Alkz - SH

iiberfithren.

Die mit Hilfe von SPDP durchgefilhrte Umsetzung ist im nachste-

henden Reaktionsschema ndher erliutert.

OR, OR,

-

Wie aus obigem Reaktionsschema ersichtlich ist, setzt man beil
der Amidierung auch ein mildes Reduktionsmittel, beispiels-
weise Mercaptoethanol oder DTT (Dithioerythrit), ein, um die

bei der Amidierung eingefiihrte Sulfhydrvlgruppe in der redu-

-

(5]
(&1}

zierten Form zu erhalten bzw. zu halten.

Bei den im oben gezeigten Reaktionsschema aufgefiihrten Resten

n1s R: kann es sich um beliebige Reste und um fiir Konlen-

.
Nl &2

30 hydrate bzw. Kohlenhvdrateinheiten ibliche Reste handeln.
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Zei der oben beschriebenen, zus zZwel Schritten bestenendern
Umsetzung ernZlt man dann ein Kohlienhyvdrat-Kopplungsgiiec—Kon-
sugat. Das Kohlenhydrat kann dann, wie weiter unten naher

z ist, lber das eingefilihrte Kopplungsglied an einern

er_aultert

Triger gebunden werden.

on

derartiges Konlenhvdrat-Kopplungsglied-Konjugat kann man
such in einer einstufigen Umsetzung erhalten. Dazu setzt man
das Konlennvdrat bzw. die ein Kohlenhvdrat enthaltende Verbin-
dung mit einer sowonl eine Thiol-Gruppe als auch eine Amino-
Gruppe tragenden, organischen, als Kopplungsglied fungierendern

Verbindung unter reduktiver Aminierung der Aldehyd-Gruppe

éurch diese Aminogruppe um. Somit Iindet auch in diesem Falil

eine reduktive Aminierung der Aldehyd-Gruppe des Kohlennydrats

nzw. der Kohlenhydrateinheit statt. Da die Aminogruppe Jjedoch
5 an eine organische Molekiileinheit -gebunden ist, wird diese

Mclekiileinheit gleichzeitig mit in das Kohlenhydrac einge-
siihrt. Vorzugsweise setzt man dabei eine Verpindung der foi-

genden ailgemeinen Formel I ein:
; H2 N=-B-SH (1)

worin B eine divalente organische Molekiileinheit bedeutet, die
sowoh! die genannte Aminogruppe als auch die genannte Thiol-
Gruppe ©

Dimeres cdieser Verbindung der allgemeinen Formel

ragrz und als-Spacer-Einnelt dient. Man kann auch ein
I zur Anwen-

dung bringen. Am meisten bevorzugt setz+ man Cysteamin, insbe-

sondere in Form eines Hydrochlorids, ein.

to
(¢]]

Diese aus einem Schritt bestehende Umsetzung ist im nachste-
hender Reaktionsschema unter Verwendung von Cvsteamin eridu-
tert. Die Darstellung anhand der Umsetzung mit Cysteamirn

gzeschieht lediglich aus Zwecken der einfacheren Darstellbar-

20 keit und soll keine Beschrinkung darstellen.

EDeATYR! ATYP



WO 92/12995 PCT/EP91/01916

o

30

)
[o1]

40

g
e

($1]

Iy

H-C1=O Hgl-NH—(CHZ)zsﬁ
H-é:_og4 H—éZ-OR4
Rao—é3—H NH: - (CHz )2 -SH R301C3—H
H-é‘-ORz ’ E-C%-ORz
HO-CS-H Ho-és—H
éHZORl éHZORl

In der ersten Stufe des erfindungsgemidfen Verfahrens und somit
sowohl in der oben beschriebenen Umsetzung in einem Schrit:
als auch in der Umsetzung in zwei Schritten wird die Carbonyl-
Gruppe durch eine Amino~-Gruppe reduktiv aminiert. Die Amino-
Gruppe kann dabei als freie Amino-Gruppe oder als eine an eine
organische Molekiileinheit gebundene Gruppe eingefiinrt werden.
Im Falle der freien Amino-Gruppe amidiert man diese unter Ein-
fiihrung einer eine Thiol-Gruppe aufweisenden Gruppe. Diese
Gruppe tczw. Molekiileinheit dient als Spacer-Einneit und trag:
eine Thiol~Gruppe, iiber die das ernaltene Kohlenhydrat-
Kopplungsglied-Konjugat (wird nachstehend erldutert) an einen
Triger gekoppelt wird. Diese Spacer-Einheit dient somit als

Kopplungsglied des Kohlenhvdrats an einen Triager.

Mit dem erfindungsgemidBen Verfahren wird somit in der ersten
Stufe eine freie -SH-Gruppe in das Konlenhydrat bzw. in die

Kohlenhydrateinheit eingefiihrt.

Wird die erste Stufe des erfindungsgemidfien Verfahrens :in
Schritten durchgefiihri, dann wird die Einflihrung eines basi-

schen Zentrums in das Kohlenhydrat bzw. in die Kohlen-

DO ATYDI ATV
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nvdrateinheit am anomeren Kohlenstoffatom vermieden. Die im
ersten Schritt erhaltenen reduktiv aminierten Kohlenhydrate

kénnen durch Gelchromatographie isoliert werden.

Mit dem erfindungsgemiBen Verfahren kann eine Thiol-Gruppe
nicht nur in "normale" Kohlenhydrate, beispielsweise Mono-
saccharide, Disaccharide und Oligosaccharide, sondern in alle
soiche Verbindungen eingefiihrt werden, die eine Kohlenhydrat-
struktur besitzen, sofern das Kohlenhydrat oder die Kohlen-
hydratstruktur bzw. ~einheit eine freie oder halbacetalisch
gebundene Aldehydgruppe besitzt. Diese Aldehydgruppe kann sich
im iibrigen auch in einer Seitenkette des Kohlenhydrats befin-
den. Auch kann diese Aldehydgruppe eingefiihrt sein, beispiels-
weise durch Oxidation. Entscheidend ist lediglich, daB diese
Aldehydgruppe in der Lage ist, durch die Amino-Gruppe der als
Kopplungsglied eingesetzten Verbindung reduktiv aminiert zu
werden, wobei sich eine -CHz-NH-Bindung bildet.

Als Verbindungen fiir die Umsetzung in einem Schritt, die als
Kopplungsglied fungieren kénnen und sowohl eine Thiol-Gruppe
als auch eine Amino-Gruppe tragen, kénnen die vielfdltigsten
Verbindungen eingesetzt werden. Dies hat seine Ursache darin,
daB die organische Molekiileinheit zwischen der Amino-Gruppe

und der Thiol-Gruppe lediglich als Spacereinheit oder als

"sbstandseinheit” dient. ZweckmiBigerweise setzt man eine mog-
lichst inerte Spacereinheit (beispielsweise eine Alkylengruppe
mit 1 bis 20, insbesondere 2 bis 6 Kohlenstoffatomen) ein. Die
Spacereinheit kann jedoch auch eine oder mehrere funktionelle
Gfuppen tragen, Diese sollten natiirlich die bei dem erfin-

dungsgeméBen Verfahren stattfindenden Reaktionen nicht stéren.

Ts ist im ilibrigen auch mdglich, ein Dimeres der a2ls Kopplungs-
glied dienenden Verbindung zur Anwendung zu bringen. In diesem

Fall haben die beiden Thiol-Gruppen von zweil derartigen

Verbindungen eine Disulfidbriicke gebildet, die im AnschluB an

die reduktive Aminierung aufgespalten wird.

Die erste Stufe des erfindungsgemidBen Verfahrens fihrt man

sweckmifigerweise in einem Ldsungsmittel durch, in dem das

Konlenhvdrat 1déslich ist.

ERSATZBLATT
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Zs darf an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daf der
Ausdruck "Kohlenhydrat" sofern er im Rahmen der allgemeinen
Ausfiihrungen in Alleinstellung verwendet wird, nicht nur ein
"richtiges" Kohlenhydrat, sondern auch die oben niher
erlduterten kohlenhydrathaltigen Strukturen etc. bezeichnet.

Als Losungsmittel finden zweckmiBigerweise Wasser und Methanol

sowie Gemische daraus Anwendung.

Die reduktive Aminierung kann man unter Verwendung von
Natriumborhydrid und bevorzugt von Natriumcyanborhydrid durch-

fiihren.

In der zweiten Stufe des erfindungsgemidfBen Verfahrens wird das
in der ersten Stufe erhaltene Kohlenhydrat-Kopplungsglied-
Konjugat lber die eingefiihrte Thiol-Gruppe, die eine freie
Thiol-Gruppe (SH-Gruppe) oder eine aktivierte Thiolgruppe
(wird weiter unten erliutert) sein kann, mit einem koppliungs-
fédhigen Tréager umgesetzt und dadurch daran gekoppelt. Der
Triger mu3 dabei in der Lage sein, mit der Thiol~Gruppe des
Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugates eine Disulfidbricke
oder eine Thioetherbricke auszubilden, so daf eine kovalente

Bindung gebildet wird. Dies wird in dem nachfolgenden Schema

exemplarisch dargestellt:

ERSATZBLATT
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Die Reste K1 - R4 im obigen Schema kdnnen peliebiger Natur und

“%r Rohlenhydrate iibliche Reste sein.

e Kopplung von Trégern Uber Thioi-Gruppen und auch die

_25 oz
Modifizierung von Trigermolekiilen, so daB sie mizt Thiocl-Grup-
pen koppeln kdnnen, ist im librigen bekannt. Eine Ubersich:
{iber derartige Kopplungsreaktionen {indet sich beispielsweise
:rn Methods in Enzymology, Vol. 81 {Academic Press 1883},

30 Seizen 380 bis 608.

“n dem oben gezeigten Schema entstand durch die Kopplung aus
Thiol-Gruppe des Kohlenhydrat-Koppplungslieds-Ronjugats

der. -
der Thiol-Gruppe des Tragers eine Disulfidbriicke. Es gibt

und
nun zahireiche Mdéglichkeiten, eine derartige Kopplung unter

Auspildung einer Disulfidbriicke vorzunehmen.

)
[¢]]

Sc ist es beispielsweise mdglich, Trédger mit N-Succinimidyl-3-
{ 2-Pyridvldithio)propionat (SPDP) zu aktivieren. Die akti-
vierte Verbindung wird dann mit einem erfindungsgemiafl erndlt-
Zicn, eine Thiol-Gruppe aufweisenden Kohienhydrat-Kopplungs-
10 glied-Konjugat umgesetzt. Dies ist im nachstehenden Schema

erjidutert:

ERSATZBLATT
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0 !
Trager-N-C-CH2 -CHz ~5-S-% y / - KH-NH-CH2 -CHz -SH

H

KH = Kohlenhydrat(einheit)

0 AN
—————>  Triger-N-C-CH2 ~CH2 -S-S-CHz2 ~-CH2 -NH-KH + ﬁjﬁ\w
H N ’{:s

5
KH = Kohlenhydrat

Die oben beschriebene Aktivierung eines Tridgers mit SPDP ist
im {ibrigen in der in den nachstehenden Beispielen angefiihrten

Literaturstelle von J. Carlsson (1378) ndher erldutert.

Auch ist es méglich, die Thiol-Gruppe des Kohlenhydrat-Kopo-
lungsglied-Konjugats mit 2-Dipyridyl-disulfid oder 4-
Dipyridyl-disulfid zu aktivieren und dann mit einem eine

Thiol-Gruppe tragenden Triger umzusetzen gemidf dem nachstehen-

den Schema:

m
KH-N-CH2 -CH2 -SH + N S-8

@

~
H N
—_— KH-NH-CHz -CHz =S-5-% N 4t~s
(1) -

[
(I) + HS-Triger ——> KH-NH-CH2~CH2-S-S~-Trager + N S

Man kann auch einen Triger einsetzen, der eine Maleinimid-
einheit enthdlt bzw. in den eine derartige Einheit eingefiihrt
worden ist. Bei der Umsetzung mit dem eine Thiol-Gruppe
enthaltenden Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat findet dabei
folgende Reak-tion statt, die eine Art Michael-Addition

darstellt:

ERSATZBLATT
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"‘—T KH-NH-CHz2 -CHz2 - S::)L\\J/N Trager

in diesem Fall wird somit eine Thioetherbriicke ausgebildet.

Eine Thioetherbriicke bildet sich auch, wenn man das
erfindungsgemdl erhditliche Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konju-
gat mit einem Triger umsetzt, der durch die Thiol-Gruppe sub-
stituiert wird. Das nachfolgende Schema zeigt diesen

Reaktionstyp anhand eines eine Jodacetylgruppe tragenden

Tragers:

EH-NH~CH2 -CH2-SH + I-CH2-C(O)-Tréger

——>  KH-NH-CH2~CHz -5-CH2-C{O)-Tréager + HI

Auch die zweite Stufe des erfindungsgemiien Verfahrens wird
vorzugsweise in einenm Lésungsmittel, beispielsweise einer

wiBrigen Pufferldsung, durchgefiihrt.

Das erfindungsgemife Verfahren ermdglicht es somit, einerseits
Kohlenhydrate derart zu modifizieren, daB sie eine zur Kopp-
lung fihige Thiol-Gruppe aufweisen, und andererseits ein
derart modifiziertes Kohlenhydrat an Tridger zu koppeln.

Bei den Trigern kann es sich beispielsweise um Proteine
handeln. Diese Proteine mit einem darauf gekoppelten Kohlen-

hydrat konnen fiir Immunisierungszwecke eingesetzt werden.
Dabei werden Antikdrper unter anderem gegen die Kohlenhydrate

gebildet, die man gewiinschtenfalls isclieren kann.

Die entsprechenden Immunisierungsverfahren und Verfahren zur

Gewinnung und Isolierung von Antikérpern sind Ublicher Natur.

ERSATZBLATT
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Triger, auf die mit Hilfe des erfindungsgemidBen Verfahrens ein
Kohlenhydrat gekoppelt wurde, kdnnen auch fir die Affinitédts-
chromatographie eingesetzt werden, beispielsweise zur Isolie-

rung und Reinigung von an Kohlenhydrate bindenden Proteinen.

Eine andere Anwendungsmoglichkeit besteht darin, erfindungs-
gemdB mit einem Kohlenhydrat gekoppelte, markierte Trédger zur
Lokalisierung von Kohlenhydrat-bindenden Molekiilen einzu-
setzen. So kann man beispielsweise ein erfindungsgemdB erhalt-
liches Konjugat mit einem Maleinimid~Biotin-Konjugat koppeln
und auf diese Weise kohlenhydratbindende Proteine mit Hilfe
von Avidin-Enzym-Konjugaten detektieren. Diese Biotin-Konju-
gate konnen ferner in der biochemischen Analytik (Lektin-
Detektion) und in der Patho-biochemie (Suche von Tumorzellen
{iber tumorspezifische Lecthine) Anwendung finden. Stat:t Biotin

konnen auch andere Marker verwen-det werden.

Erfindungsgemdf kénnen somit Kohlenhydrate an die verschieden-
sten Proteine und fiir die verschiedensten Zwecke gekoppelt

werden.

Mit dem erfindungsgemifBen Verfahren kénnen auch Kohlennydrat-

ketten in rekombinant hergestellte Protein-Molekiile eingefiihrt

werden.

Erfindungsgemdf ist es auch mdglich, eine eine Thiol-Gruppe
aufweisende und als Kopplungsglied dienende Verbindung in
Ganglioside einzufiihren und diese so modifizierten Ganglioside

an Trigerproteine gemidB dem erfindungsgeméBen Verfahren zu

koppeln.
Beispiele
Beispiel 1
1. Stufe

Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamin

(beschrieben am Beispiel von Neuraminyl-Lactose).

Man 18st 2,38 mg Neuraminyl-Lactose-Ammoniumsalz (3,66 pmol),
64 mg Cvsteamin-HCl (571 pmol) und @ mg NaCNBH3 (144 umol) in
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2 ml absolutem Methanol und erhitzt am RickfluB. Man hialt den
pH-Wert der Ldsung wihrend der Reaktion bei 4 bis I, wobel man

mit 100%-iger Essigsdure

den pH-Wert erforderlichenfalls
einstellt. Nach 1,5 h gibt man

{Kontrolle mit Indikatorpapier)

weitere 7 mg NaCNBH3 (112 pmol) in 0,5 ml Methanol geldst zu.

Nach 4 h engt man den Ansatz im Rotationsverdamper im Vakuum

zur Trockne ein.

Das so erhaltene Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat reinigt
man anschlieBend mittels Kieselgelchromatographie. Dazu

suspendiert man Kieselgel 60 im Laufmittel 1 (Chloroform

Methanol : Wasser = 25:20:4 ml) und fiillt es in eine Glassdule

mit Glasfritte (Durchmesser 0,8 cm) bis zu einer Gelhdhe von
ca. 18 cm. Den zur Trockne eingedampften Reaktionsansatz lést

man in 0,2 ml Wasser und gibt ihn auf die Sdule. Man eluiert

die SZule mit Laufmittel 1 und sammelt Fraktionen zu ! ml. Die

erhaltenen Fraktionen untersucht man diinnschicht-
chromatographisch (DC-System - DC-Platten: Kieselgel 60-HPTLC;

Laufmittel: 32%-ige Ammoniakldsung Ethanol = 40:60). Die DC-

Detektion fiihrt man durch, indem man die DC-Platten nach der
Chromatographie zunidchst mit einem thiolspezifischen Detek-
tionsmittel bespriiht (8 mg Ellmans-Reagens/10 ml 0,1 mol/1l
Natriumphosphatpuffer, pH 8), danach kurz erhitzt und

anschlieBend mit Resorcinol-Ldsung bespriiht.

Als erste Fraktion eluiert man Cysteamin} dann
Natriumcyanborhydrid und schlie8lich nicht umgesetzte Neura-
minvl-Lactose. Sobald man diese Komponenten diinnschicht-
chfomatographisch im Eluat nicht mehr nachweisen kann (nach

einem Elutionsvolumen von ca. 20 ml), stellt men auf Laui-

mittel 2 (32%-ige Ammoniakldsung : Methanol = 40:60) um und

eluiert die Siule damit. Unter diesen Elptionsbedingungen

eluiert man reines Neuraminyl-Lactcse-Cysteamin-Konjugat von

der Siule. Man vereint die betreffenden Fraktionen und engt

mit Hilfe eines Rotationsverdampfers im Vakuum ein. Den Riick-

stand 18st man zur Abtrennung stérender Ionen ir ! ml 0,1

mol/l Natriumphosphatpuffer, pH 8, und versetzt mit etwas

Dithiothreit (um die Cysteaminkonjugate im reduzierten Zustand

-u erhalten). Anschliefiend eluiert man mit Wasser liber eine
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Sephadex G-10 Siule (Durchmesser: 1 cm; Lange: 18 cm). Die
Fraktionen untersucht man ebenfalls diinnschichtchro-
matographisch (DC-System wie oben beschrieben) und vereint die

entsprechenden Fraktionen und lyophilisierz.

Zur Ausbeutebestimmung quantifiziert man das Lyophilisat,
indem man mit Hilfe des Resorcinol-Tests die Anzahl von
Sialinsdure und mit Hilfe von Ellmans-Reagens die Anzahl von
Thiol-Gruppen bestimmt. Es ergibt sich ein Wert von 1,53 pmol

fiir Sialinsdure und 1,45 pmol fiir Thiol; Gesamtausbeute 40%

bezogen auf Thiol.

2. Stufe
Kopplung des in der ersten Stufe erhaltenen Kohlenhydrat-

Cysteamin-Konjugats an Triger (dargestellt am Beispiel von

Neuraminyllactose-Cysteamin und bovinem Serumalbumin).

Man setzt bovines Serumalbumin (BSA) mit SPDP (J. Carlsson et
al. (1978) Biochem. J. 173, 723 - 737; Protein Thiolation and
Reversible Protein-Protein Conjugation, N-Succinimidyl 3-(2-
Pyridyldithio) propionate, a new heterobiofunctional reagent;
SPDP) um, so daB etwa 20 SPDP-Molekiile an 1 BSA-Molekiil gebun-

den werden.

Zur Kopplung des Ko@lenhydrat-Cysteamin-Konjugats an BSA ver-
fihrt man wie folgt: man 18st 0,43 mg Neuraminyl-Lactose-
Cysteamin-Konjugat und 1 mg BSA-SPDP in 0,7 ml Puffer (0,1
mol/l Phosphatpuffer; pH 7,5; enthdlt 0,1 mol/l NaCl; meclares
Verhiltnis von Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat zu BSA =
40:1) und inkubiert 18 h bei 37° C. Danach gibt man den
Reaktionsansatz auf eine Sephadex G~100 S&ule (2 cm x 17 cm)
und eluiert mit Wasser. Man sammelt Fraktionen von 1 ml. Die
Elution verfolgt man diinnschichtchromatographisch und {iber die
Extinktion bei 280 nm. Man eluiert das Kohlenhydrat-Cysteamin-
BSA-Konjugat im AusschluBSvolumen der S&dule, gut abgetrennt vom
restlichen nicht umgesetzten Kohlenhvdrat-Cysteamin-Konjugat,

das man filr eine weitere Kopplung je nach Bedarf verwenden

kann.
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Das Produkt wurde anschlieBend hinsichtlich des molaren
Verhdltnisses von Sialinsdure zu Albumin mit Hilfe des Resor-
cinol-Tests bzw. durch Messung der Absorption bei 280 nm
{unter Beriicksichtigung von nicht umgesetzten SPDP-Gruppen)
analysiert. Es ergab sich ein Wert von 16 Sialinsédure-Resten

pro BSA-Molekiil sowie von 4 am BSA-Molekiil noch verbleibenden,

nicht umgesetzten SPDP-Gruppen.

GemiB dem oben beschriebenen Beispiel ist es auch méglich,
Lactose an den Tréager zu koppeln. Dabei setzt man 10 mg
Lactose (entspricht 27,8 uMol), 142 mg Cysteamin (entspricht
1270 pMol), 10 mg NaCNBH3 (entspricht 160 pMol) ein. Man

Man erhitzt dabei 4 h
bis ca. 80°C am RiickfluB, wobei man den pH-Wert bei 4 bis 5
hialt. Die Aufarbeitung erfolgt wie bei der in der zweiten
Stufe im obigen Beispiel beschriebenen Aufarbeitung der Neura-
minvllactose. Die Ausbeute betrigt ca. 50 %. Die Kopplung an
den Triger erfolgt dann wie oben fiir Neuraminyl-Lactose

beschrieben.

Beispiel 2

Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamin erlidu-

tert am Beispiel von N-Acetyl-Neuraminyllactose:

Man l&st 2,4 mg N-Aéetyl-Neuraminyllactose (3,7 pMol), 64 mg
Cysteamin-HCl (371 pMol) und 9 mg NaCNBH3 (140 uMol) in 3 ml
absolutem Ethanol und erhitzt am RiickfluBkiihler auf 70° C. Der
pH-Wert der L&sung betrdgt etwa 5 (Kontrolle mit Indikator-
papier). Nach 2,5 h engt man die Reaktionsldsung im Rotations-
verdampfer unter Vakuum ein und ldst den Riickstand in 2 ml
Wasser. Man gibt etwas DTT zur Lésung, um die Sulfhydryl-Grup-
pen in der reduzierten Form zu halten. Die Ldsung gibt man
anschlieBend iiber eine mit 0,02 M Na2C0s3, pH 11, dquilibrierte
Sephadex G-10-Sdule (2 cm x 20 cm), um das iiberschiissige
Cysteamin abzutrennen. Man sammelt Fraktionen von 2 ml, die
einer Diinnschichtchromatographie im Laufmittelsystem H
(CHCl3 :CH3OH:H20 = 60:40:9 ml) unterworfen werden und mit
#ilfe des Resorcinol-Sprithreagenz auf N-Acetyl-Neuraminyli-

3
- -

lactosyl-Cysteamin (NLC) geprift wird. Unter diesen Bedingun-
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gen ist NLC als lila Fleck am Start sichtbar, wiahrend die
Ausgangsverbindung, d.h. N-Acetyl-Neuraminyvllactose, etwa
einen Rf-Wert von 0,5 besitzt. Man priift die Fraktionen
anschlieBend mit Hilfe des Ninhydrin-Reagenz auf unreagiertes
Cysteamin, das mit einem violetten Fleck bei einem Rf-Wert von

0,1 sichtbar wird.

Man vereint die NLC-haltigen Fraktionen, stellt den pH-Werz
mit NaH2POs4 auf ca. 7,5 ein und konzentriert in einem Rota-
tionsverdampfer bei maximal 30" C auf etwa 4 ml. Die Gesamt-
menge an NLC bestimmt man mittels Ellmans Reagens (Ausbeute
60%). Die Lésung kann in dieser Form zur Kupplung an einen

geeigneten Triger verwendet werden, wie dies im Beispiel 1

beschrieben ist.
Beispiel 3

Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit einer Quelle fiir
Ammoniumionen und anschlieBende Amidierung mit N-succinimidyl
3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP), erldutert am Beispiel von
Monosialogangliotetraose, der Kohlenhydratstruktur von
Gangliosid GM1 (erhalten durch Ozonolyse von GMl; Schwarzmann
et al. Methods of Enzymol. 1987, 138, S. 319 - 314).

Man 1dst 1 mg Monosialogangliotetraose (1 ul), 56 mg Ammo-
niumacetat (727 umol) und 10 mg NaCNBH3z (156 umol) in 3 mi
absolutem Methanol und erhitzt am RiickfluBkiihler auf 70° C.
Der pH-Wert der L&sung betridgt etwa 5 (Kontrolle mit Indika-
torpapier). Nach 2h stellt man die Reaktionsldsung mit einer
0,1 ml NaeOH-Ldsung auf einen pH-Wert von 11 ein, engt im
Vakuum ein und 18st den Riickstand in 2 ml Wasser. Man gibt die
Losung anschliefend iiber eine mit 0,02 M Naz2COs, pH 11, &quli-
brierte Sephadex G-10 Sdule (2 cm x 20 cm) und sammelt Frak-
tionen von 2 ml. Diese unterwirft man einer Diinnschicht-
chromatographie im Laufmittelsystem 1 (man vergleiche Beispiel
2) und prift mit Hilfe des Resorcinol-Sprithreagenz auf i-
Desoxy-l-amino-monosialogangliotetraose. Unter diesen Bedin-
gungen ist das Reaktionsprodukt als lila Fleck am Start sicht-
bar, wdhrend die Ausgangsverbindungen, Monosialoganglio-

tetracse, etwa einen Rf-Wert von ca. 0,4 besitzen. Die Frak-
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~ionen prift man anschlieflend mit Eilfe des Ninhyvdrin-Reagenz
auf noch vorhandenes Ammoniumacetat, das mit einem violetten

Fleck bei einem Rf-Wert von ca. 0,1 sichtbar wird.

Man vereint die l1-Desoxy-l-amino-monosialogangliotetraose-

haltigen Fraktionen, stellt mit NaH2POs auf einen pH-Wert von

ca. 7,5 ein und konzentriert mittels eines Rotations-

verdampfers bei maximal 30° C auf etwa 2 ml. Zu dieser Ldsung

gibt man SPDP (in Ethanol geldst) im zweifach molaren {iber-

schuB8 zu und 128t das Reaktionsgemisch i h bei Raumtemperatur

stehen. Dann versetzt man mit etwas DTT und unterzieht die

Losung wiederum einer Gelfiltration an Sephadex G-T0 (siehe

cben). Man sammelt Fraktionen von 2 ml und untersucht mittels

Dinnschichtchromatographi im Laufmittelsystem 1 und Resorci-
noi-Reagenz auf das Reaktionsprodukt, das einen Rf-Wert von
ca. 0,2 besitzt. Man vereint die entsprechenden Fraktionen und

engt mit Hilfe eines Rotationsverdampfers bei maximal 30" C

auf ein Volumen von ca. 2 ml ein. Die Ldsung kann in dieser

Form zur Kopplung an einen geeigneten Triger verwendet werden.
Beispiel 4

Kopplung von Kohlehydrat-Cysteamin-Konjugaten an Proteine,

erlidutert am Beispiel von Neuraminyllactose-Cysteamin und

Bovinem Serumalbumin

Bovinus Serumalbumin (BSA) wurde auf per se bekannte Weise mit

SPDP versetzt, so daB etwa 12 Pyridyldisulfidgruppen an 1 BSA-

Molekiil gebunden wurden. Die Kopplung des Kohlehydrat-
Cysteamin-Konjugats erfolgt in einem 0,1 molaren Phosphat-
im molaren Verhdltnis von 1,25 : 1

puffer, pHE 7,5 + 0,1 NaCl,
Pyridyldisulfidgruppen). Die

{Neuraminyllactose-Cysteamin
Menge der bei der Reaktion freigesetzten Pyridylthionmolekiile

ist dquivalent der Menge an gekoppeltem Kohlenhydrat-

Cvsteamin-Konjugat, so daB der Reaktionsverlauf durch Beobach-

+ung des Absorptionsverlaufes bei 343 nm mitverfolg:t werden
kann (erfolgt in Aligquoten). Nach etwa 4 h entspricht die
Absorption bei 343 nm der Gesamtmenge an theoretisch freisetz-

baren Pyridylthionmolekiilen (€ = 8,08 x 103 M-1! x cm-1). Der
Reaktionsansatz wird {iber eine Sephadex G-735 Sdule (! cm x 20
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cm, im Reaktionspuffer dquilibriert) in Neoglycoprotein und
niedermolekulare Bestandteile aufgetrennt. Man vereinigt die
proteinhaltigen Fraktionen und analysiert das erhaltene
Neoglycoprotein. Bei der Quantifizierung von Neuraminsiure

5 (mittels Resorcinoassay) und Protein (mittels Pierce BCA-
Assay) ergibt sich ein Wert von 12 Neuraminsiduren je BSA=-
Molekiil. Somit sind alle vorhandenen Pyridyldisulfid-gruppen
umgesetzt. Die hier beschriebene Kopplung ist anhand des nach-

stehend gezeigten Reaktionsschemas ndher erliutert.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zum Koppeln von Kohlenhvdraten oder von Verbin-
dungen, cdie eine Kohlenhydrateinheit enthalten, an
Trager. insbesondere Proteine,

dadurch gekennzedichneH=,

daB man

ein RKohlenhydrat, das liber eine freie oder halbacetalisch
gebundene Aldenydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung,
deren Kohlenhydrateinheit eine derartige Aldehvdgruppe
besitzt, einsetzt,

a) in einer ersten Stufe diese Aldehydgruppe reduktiv
aminiert und das Kohlenhydrat oder die Kohlenhydratein-
heit liber die dabei eingefiihrte Aminogruppe an ein eine
Thiol-Gruppe tragendes, organisches kKopplungsglied bin-
det, wobei ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat
gebildet wird, und

b) in einer zweiten Stufe dieses so gebildete Konjugat
mit einem kopplungsfihigen Tridger derart zur Reaktion
bringt, daB das Konjugat liber seine Thiol-Gruppe unter
Ausbildung einer Disulfidbriicke oder einer Thiocether-

sriicke kovalent an den Triger gebunden wird.
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Verfanren nach Anspruch 1.

-

dadurch g ekKennzedichne .

dal man in der ersten Stufe al cdie Aldehyvdgruppe
a’! mit einer Quelle filir Ammeniumionen 1in c:ie

-CH2 -NHz2 -Gruppe
iiberfiihrt und dann die erhaltene -CHz-NH2-Gruppe zu einer

eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppe der folgenden Formel:
- CEz - NH - C(0) - CHz - aAlki - Ph - aikz - SE

worin

Alk: und Alk2 unabhingig voneinander fiir eine direkte

Bindung oder fiir eine gerade oder verzweigte Alkylen-

Gruppe mit 1 bis 20 C-Atomen. insbeondere 1 bis &

C-Atomen, stehen, wobei die Summe der C-Atome in den

Alkylen-Gruppre < 20 ist und die Alkylen-Gruppen

unabhingig voneinander durch Halogen und -NOz mono- oder

olysupstituiert sein kénnen,

h fiir eine direkte Bindung oder ein Phenylen-Gruppe

-NOz oder

-
I -4
D
s

steht, wobei die Phenylen-Gruppe durch Halogen,
eine C1-Cs Alkyl-Gruppe mono- oder polysubstituiert sein
kann, amidiert oder
a2} mit einer Verbindung der allgemeinen Formel I:
HzN - B - SH )

-

worin B eine divalente organische Molkiileinheit bedeutet,

die als Spacereinnheit dient. oder einem Dimeren dieser

Yerbindung, umsetzt.

verfahren nach Anspruch 2,

dadurch gekennzeichnet,

daB man eine Verbindung der allgemeinen Formel I ein-
setzt, worin B eine gerade oder verzweigte Alkylen-Gruppe
mit 1 bis 20 C-Atomen bedeutet oder fiir folgende allige-

meine Formel steht:

- Alks - X - Alks -

worin

X fiir eine Phenvlien-Gruppe, -NH-NH-, -5-8-, -C(0)-0-,
-C({0}-N-, -5(0)-, -S5(0)2-, -C(OH, H)- . oder -CT(NHz.Hi-
steht.
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Alk3s und Alks unabhdngig voneinander fiir eine gerade oder
verzweigte Alkvlen-Gruppe mit 1 bis 20 C-Atomen, insbe-
sondere . bis 6 C-Atomen, stehen, wobei die Summe der
C-Atome 1n den Alkylen-Gruppen < 20 ist, und

Alks und Alks unabhdngig voneinander auch fiir eine

direkte Bindung stehen kdnnen, falls X fiir eine Phenvlen-

Gruppe stent.

2

Verfahren nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnezt,

daB man als Verbindung der allgemeinen Formel I
Crsteamin. insbesondere in Form seines Hydrochlorids,

einsetzt.

vVerfahren nach Anspruch 2,

dadurch g ekennzedichne?*t,

da man als Quelle fiir Ammoniumionen ein Ammoniumsalz
ocder Ammoniak einsetzt und daB man die Amidierung mit
Hilfe von N-Succinimidyl-3-(2-pyvridyldithio)propionat
{SPDP) durchfithrt und so die Carbonvlgruppe in eine
=CH2 -NH-C(0O)-(CH2 )2 -SH~Gruppe iiberfiihrt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnert,
daB man die reduktive Aminierung in Stufe a; in Gegenwart

von Natriumcyanborhvdrid (NaCNBHi ) durchfiihrz:.

n

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
dadurch gekennzeichnet,
daB man in der Stufe b) einen Triger einsetzt, der

i) mindestens eine Thiol- oder Disulfid-Gruppe trigt oder
in den mindestens eine derartige Gruppe zuvor eingefiihrt
worden ist, so daB die Thiol-Gruppe des Konjugats zusam-
men mit der Thiol- oder Disulfid-Gruppe des Trigers eine
Disulfidbriicke bildet.

ii) eine Maleinimideinheit enthidlt und mit der Thiol-
Gruppe des Konjugats in einer Art Micnaeladdition eine

Thiocetherbriicke bildete, oder
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eine funktionelle Gruppe., insbesondere eine Iodace-
~yvigruppe, :trigt, die durch die Thiolgruppe aes Konjugats
unter Bildung einer Thiocethergruppe substituiert wird,

wodurch das Konjugat kovalent an den Triger gekoppelt

wird.

Yerfanren nach Anspruch 7,

} -

dadurch gekennzelilichne=tw,

daB man in Schritt i)} entweder den Trdger mit N-Succin-
imidyl-3-{2-pvridyldithiolpropionat (SPDP) aktiviert und
dann mit dem eine Thiol-Gruppe tragenden Konjugat umsetzt
oder

daB man das eine Thiol-Gruppe tragende Konjugat mit 2=
{oder 4-)Dipyridvl-disulfid aktiviert und dann mit aem

2ine Thiol-Gruppe tragenden Triager umsetzt.

Verfahren zum Einfiihren eines eine Thiol-Gruppe tragenden
nopplungsgliedes in Kohlenhydrate oder in eine Kohlen-
hvdrateinheit enthaltende Verbindungen unter Bildung
eines Kohlenhyvdrat-Koppungsglied-Konjugates

dadurch gekennzeichnet,

dal man ein Kohlenhydrat, das iiber eine freie oder halb-
acetalisch gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine

Verbindung, deren Kohlenhydrateinheit eine derartige
sldehydgruppe besitzt, einsetzt und diese Aldehydgruppe
gemiB einem der Anspriiche 1 bis 6 reduktiv aminiert und
das Rohlenhydrat oder die Rohlenhydrateinheit iliber die
dabei eingefilihrte Aminogruppe an ein eine Thiol-Gruppe

tragendes, organisches Kopplungsglied bindet.
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citation or other special reason (as specified) cannot be considered to involve an inventive step when the
“0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such docu-
other means ments, such combination being obvious to a person skilled
“P* document published prior to the international filing date but ' in the art.

later than the priority date claimed “&" document member of the same patent tamily
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see the whole document
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT
internationales Aktenzeichen PCT/EP 91/01916

I. KLASSIFIKATION DES ANMELDUNGSGENSTANDS (bei mehreren Klassifikationssymbolen sind alle anzugebeu)s

Nach der Internationalen Patentkiassifikation (IPC) oder nach der nationaien Kiasssifikation und der IPC

meas C 07 K 3/08, C 07 K 17/06//G 01 N 33/53, A 61 K 47/48

1f. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE

Recherchierter Mindestpriifstoff 7

Klassifikationssystem Klassifikationssymbole

Int.C15

CO07K; CO7H; GOLN; A6l1K

Recherchierte nicht zum Mindestpriifstoff gehtrende Veriiffentlichungen, soweit diese
unter die recherchierten Sachgebiete fallen

lll. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN®

Art* Kennzeichnung der Verﬁﬂenllichungﬂ ,soweit erforderiich unter Angabe der maBgeblichen Teile' Betr. Anspruch NrB

X US, A, 4529712 (YI-HER JOU ET AL.) 1-3,5-9
16 Juli 1985, siehe Spalte 1, Zeile 51 -
Spalte 2, Zeile 38; Spalte 4,

Zeile 20 - Zeile 42; Spalte 5,

Zeile 1 - Zeile 28

X W0, Al, 9006774 (XOMA CORPORATION) 1-3,7,9
28 Juni 1990, siehe Seite 1, Zeile 12 -
Zeile 18, Anspruch 12

* Besondere Kategorien von angegebenen Vertifentlichungen 10,

A Verdffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik *T* Spatere Vertiffentlichung, die nach dem internationaien An-

meldedatum oder dem Priorititsdatum verdifentlicht worden

feliniert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusel.len ist ist und mit der Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum
" ilteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna- Verstindnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips
tionalen Anmeldedatum verdffentlicht worden ist oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist
“L" Veriiffentlichung, die geeignet ist, einen Priorititsanspruch #x» Verdffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruch-
zweifelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verif- te Erfindung kann nicht als neu cder auf erfinderischer Tatig-
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge- keit beruhend betrachtet werden

nannten Vertiffentlichung belegt werden soll oder die aus ein-
em anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefUhrt) «y~ yariiffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be-

*0" Veriifentlichung, die sich auf eine milndliche Offenkarung, ruhend betrachtet werden, wenn die Versffentlichung mit
eine Benutzung, eine Aussteliung oder andere MaSnahmen einer oder mehreren anderen Verdffentlichungen dieser Kate-
bezieht gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung (iir

~p* Veriffentlichung, die vor dem internationalen Anmeideda- einen Fachmann naheliege.nd ist .
tum, aber nach dem beanspruchten Priorititsdatum verdffent- “3” Veriiffentlichung, die Mitglied derseiben Patentfamilie ist

licht worden ist

IV. BESCHEINIGUNG

Datum des Abschiusses der internationalen Recherche ‘Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
9
14. Januar 1992 310192
internationale Recherchenbehdrde Unterschrift des bevollmichtigten Bediensteten ‘.-‘ o
‘ - LR E Lk o
Europiiisches Patentamt \ m‘@ 1A rda AR

/

Formblatt PCT/I1SA/210 (Blatt 2) (Januar 1885)



Internationales Aktenzeic! PCT /EP 91 /0 1916

[lIT. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN ___(Forisetzung von Biatt 2)

Betr. Anspruch Nr.

Chemicals AB, 1978,
Insgesamt

o v - o o

Art~ Kennzeichnung der VerSffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der maBgeblichen Teile
X EP, A2, 0240200 (CETUS CORPORATION) 1-3,7,9
7 Oktober 1987,
Siehe die Zusammenfassung
Y 4
Y US, A, 4587044 (PAUL S. MILLER ET AL.) 4
6 Mai 1986,
Siehe die Zusammenfassung, Spalte 3,
Zeile 65 - Spalte 4, Zeile 36
A SPDP Heterobifunctional reagent, Pharmacia Fine 1-9

Formblatt PCT/ISA/210 (Zusatzhogen) (Januar 1885)




ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR.PCT/EP 91/01916

SA 51835

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchenbericht angefiihrten

Patentdokumente angegeben. 30 /1 1 /91
Die Angaben iiber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europdischen Patentamis am

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewihr.

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied{er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veritffentlichung Patentfamilie Veriiffentlichung
US-A- 4529712 16/07/85 CA-A- 1197777 10/12/85
WO-Al- 9006774 28/06/90 AU-D- 4849190 10/07/90
CA-A- 2006629 22/06/90
EP-A- 0454726 06/11/91
EP-A2- 0240200 07/10/87 JP-A- 62252759 04/11/87
US-A- 4797491 10/01/89
US-A- 5034514 23/07/91

US-A- 4587044 06/05/86 KEINE

Fiir ndhere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsbiatt des Europiischen Patentamts, Nr.12/82
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