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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von aktivierten Polymeren aus thiolgruppenhaltigen
Polymeren. Polymere mit Thiolgruppen werden mit gesigneten Chlorameisensaureestern in organischen
Lésungsmitteln, gegebenenfalls in Gegenwart von saurebindenden Mitteln, in hochreaktive Verbindungen der
Polymeren iberfihrt, die sowoh! in Wasser als auch in organischen Lésungsmitteln l6slich sind. Diese aktivierten
Derivate kénnen zur Modifizierung von Verbindungen mit nukleophilen Eigenschaften eingesetzt werden. Die
modifizierten, aktivierte Gruppen tragenden Polymeren finden in der Biotechnologie, Biochemie, Chemie und
Pharmazie Anwendung.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Polymeren aus thiolgruppenhaltigen Polymeren, aadurch
gekennzeichnet, dal Polymere der Struktur :

Ry=(CHz~CH,~0-),CH,~CH,-SH, wobei *

Ry = SR, O-Alkyl mit Alkyl von C, bis C, bedeuten,

in-einem organischen Losungsmittel oder einem Gemisch organischer Lésungsmittel im Verlaufe
von 16 Minuten bis 6 Stunden bei 0°C bis 120°C, gegebenenfalls in Gegenwart sines
séurebindenden Mittels, mit aktivierten Estern der Struktur

CI-CO-0-R; umgesetzt werden, wobei

Rz = p-Nitrophenyl, 2,4,6-Trichlorphenyl, Succinimidyl, 5-Norbornen-2,3-dicarboximidyl oder
Benztriazolyl bedeuten, zu Polymeren der Struktur

Ry~(CHz~CHz-0-),CH- CH~S-CO-O-R,

Ry und R, die oben genannte Bedeutung besitzen

und die gebildeten aktivierten Polymerenderivate durch Verdampfen der organischen
Losungsmittel oder Lésungsmittelgemisch beziehungsweise durch Ausfallen mit Ether oder
Petrolether aus den Reaktionslésungen isoliert werden.

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da als Ldsungsmittel aliphatische,
halogenierte Kohlenwasserstoffe wie Methylenchlorid und Chloroform oder aprotische
Losungsmittel wie Acetonitril, Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid oder Gemische dieser
Lésungsmittel oder Gemische dieser Losungsmittel mit Ketonen wie Aceton, beziehungsweise mit
cyclischen Ethern wie Tetrahydrofuran und Dioxan, beziehungsweise mit Essigsaurealkylestern wie
Essigséureethylester verwendet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als sdurebindende Mittel
Verbindungen wie Alkalihydroxide, Alkalikarbonate, Trialkylamine oder stickstoffhaltige
Heteroaromaten verwendet werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, da die Umsetzungen bei
Umgebungstemperatur bis zu 100°C erfolgen.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daR als aktivierter Ester
N-(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid eingesetzt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung aktivierter Polymero aus Polymeren, dia Thiolgruppen kovalent gebunden
enthalten und deren Anwendung in der Biotechnologie, Biochamie, Chemie und Pharmatzie erfolgen kann.

Charakteristik des bekannten Standes der Technlk

Die Aktivierung von Polymeren basitzt in der Biotechnologie und Biochemie eine herausragende Stellung, da erst nach diesem -
in dér Regel chemischen Reaktionsschritt sine kovalente Verknipfung der Polymaren mit biologisch aktiven Verbindungen, die
nukleophile Gruppen besitzen, mdglich wird. Auf diese Weise vrarden der gréBte Teil der zur Stol fwandlung mit Biokatalysatoren
und auch zur Isolierung und Reinigung biologisch aktiver Makromolekiile durch chromatographische Verfahren bendtigten
Polymeren mit Hydroxylgruppen als funktinnelle Gruppen modifiziert (Methods Enzymol. 1988, 137 [immobilized Enzymes and
Celis), Pt's A, B).

Fiir die Aktiviarung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren ist die Verwendung geeigneter, aktivierter Ester bekannt
(Biotechnol.Bioeng., 1989, 33, 26-21). Eine weite Verbreitung zur Aktivierung von Makromolekilen mit Hydroxylgruppen wie
Cellulose, Sephaross, Poly-hydroxyethylmethakrylat, Dextrane oder Polyethylenglykol haben bisher die
Chlorameisenséureester des p-Nitrophenols, des 2,4,6-Trichlorphenols oder des N-Hydroxycuccinimids als aktivierte Ester
gefunden. lhie Anwendungseigenschaften, zum Beispiel bei der Inmobilisierung von biologisch aktiven Verbindungen,
befriedigen aber in vielen Féllen nicht.
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Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung basteht darin, ein Verfahren zur Herstellung von aktivierten Polymeren aus thiolgruppenhaltigen
Polymeren zu entwickeln, die in wiBrigen L&sungen und organischen Lésungsmitteln 18slich sind, sich durch eine hinreichende,
hydrolytische Stabilitét unter Lagerungsbedingungen un eine hohe Reaktivitit gegeniiber Verbindungen mit nukleophilen
Gruppen auszeichnen, ) .

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist die Herstellung nauartiger, aktivierter Derivate von thiolgruppenhaltigen Polymeren mit oben
genannten Eigenschaften. ErfindungsgemaB werden thiolgruppenhaltige Polymerenderivate der aligemeinen Formel R,~(CH -
CHy-0-),CH,~CH~SH mit einem aktivierten Ester der allgemeinen Formel CI-CO-0-R, umgaesetat, wobei Ry = SH, O-Alkyl mit
Alkyl von C, bis C; und R; = p-Nitrophenyl, 2,4,6-Trichlorphenyl, Succinimidyl!, 5-Norbornen-2,3-dicarboximidy! oder
Benztriazolyl bedeuten. Die Reaktionszeiten fir die Aktivierungsraaktionen liegen im Bereich von 15 Minuten bis 6 Stunden,
wobei die lingeren lieaktionszeiten fiir aie Umsetzungen bei Vorliegen von Suspensionen zutreffen. Als Reaktionstemperaturen
werden Temperaturen im Bereich von 0°C bis 120°C angewendet, vorzugsweise von Umgebungstemperatur bis 100°C. Da
wihrend der Reaktion Salzsdure freigesetzt wird, empfiehit es sich, zur Erhhung der Aktivierungsausbeuten in Gegenwart eines
siurebindanden Mittels zu arbeiten.

Das erfindungsgemBe Verfahren wird damit begonnen, daBl das thiolgruppenhaltige Polymer vorzugsweise in einem
halogenierten, aliphatischen Kohlenwasserstoff wia Chloroform oder Methylenchlorid bezieshungsweise einem aromatischen
Kohlenwasserstoff wie Benzen oder Toluen aufgeldst wird und dazu eirie Ldsung des Chlorameisensaureesters in den gleichen
L&sungsmitteln oder in einem Keton oder in einem cyclischen Ether - von Vorteil ist es, in Aceton oder Dioxan aufgeldstes
M-{Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dikarboximid zu verwenden -- bei Umgebungstemperatur 2ugetropft wird.
ErfindungsgemiB erfolgt die Aktivierung auch in aprotischen Lésungsmitteln wie Dimethylfermamid, Dimethylsulfoxid,
Acetonitril allein oder in Gemischen dieser aprotischen Ldsungsmittel mit Ketonen wie Aceton oder mit cyclischen Ethern wie
Tetrahydrofuran und Dioxan oder EssigsBurealkylestern wie Essigsiureethylester. Letztere Ester werden auch verwendet, wenn
in Gemischen mit L8sungsmittein wie Chloroform, Methylenchlorid, Benzen oder Toluen gearbeitet wird.

ErfindungsgemiB wird zum Erreichen hoher Aktivitdtsausbeuten und vor allem bei groBen Reaktionsansétzen auch in
Gegenwart einer basischen Verbindung gearbeitet, um die freigesetate Salzsiure zu binden, was vorzugsweise Triethylamin
oder Pyridin sein sollten. In diesen Fillen wird das siurebindende Mittel gemeinsam mit den thiolgruppenhaltigen Polymeren
aufgeldst und in der Reaktionsi8sung vorgelegt.

Nach dem Vermischen der Reaktionskomponenten, vorzugsweise bei Umgebungstemperatur, wird d'e Reaktionstemperatur
erh&ht, wobei 'n Abhlngigkeit vom verwendeten Ldsungsmittel oder Lisungsmittelgemisch vorteilhafterweise bei
Temperaturan im Bereich von 50°C bis 100°C weiter gsarbeitet wird. Dadurch werden hochaktivierte Polymere innarhalb sehr
kurzer Reaktionszaiten von 16 Minuten bis 3 Stunden erhalten.

Zur Isolierung der aktivierten Polymeren werden die organischen Ldsungsmittel abdestiliiert ~ bei Varwendung von
hochsiedenden Ldsungsmitteln oder s#urebindenden Mitteln gegebenenfalls unter Anwendung eines Vakuums - oder die
Reaktionslésungen werden singeengt und mit Ether oder Petrolether versetzt. Die nach beiden Methoden anfallenden Feststoffe
werden zur weiteren Reinigung in Chloroform, Methylenchlorid, Benzen oder Tolues aufgeldst und durch Versetzen dieser
Ldsungen mit Ether oder Petrolether wieder isoliert.

Die nauen, aktivierten Polymeren der thiolgruppenhaltigen Polymere sind dadurch gekennzeichnet, daB sie sowohlin waBrigen
L8sungen als auch in organischen Lésungsmittelin I8slich sind. Sie besitzen eine hohe Raaktivitét gegenilber Verbindungen mit
nukleophilen Gruppen und werden in organischen L8sungsmitteln — ausgenommen solchen mit nukleophilen Gruppen — ohne
besondere Vorkahrungen aufbewahrt. Durch diese Eigenschaften sind sie vorteilhaft geeignet fiir eine Anwendung in der
Biotechnologie, Biochemie, Chemie und Pharmazie.

Die Erfindung wird nachfolgend durch Beispiele wesiter erklart.

Ausfihrungsbolsplele

Belsplel 1

3g w,w'-Dimercapto-polyethylenglykol (MG 6000) werden in 100 ml Chloroform aufgeldst, dem 2ml Triethylamin 2ugesetzt
worden waren. Unter Rithren werden dieser Ldsung hel Umgebungstemperatur 1g in 20mi Aceton aufgeldstes
N-(Chlorcarbo:.yloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid tropfenweise zugaesetzt. Die Reaktionstemperatur wird auf 70°C erhéht,
und nach 60 Minuten wird damit begonnen, die Ldsungsmittel bel einer Temperatur bis zu 70°C zu entfernen. Der resultisrende
Feststoff wird mit 26 il Chloroform varsetzt, die Suspension wird danach filtriert und die Chloroformlésung wird auf 10ml
eingeengt. Zur restlichen L&sung werden 50 mi Petrolether addien, die L&sung wird auf 4°C abgekihit, und der Niederschlag
wird nach dem Abfiltrieren mit Ether gewaschen, getrocknet und dber Calclurnchlorid aufbewahrt.

Ausbeute: 3g

Belspiel 2

0,29 N-{Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid werden in 20 m frisch destilliertem Dimethylformamid geldst. Zu
dieser Ldsung werden 0,5g festes w-Methoxy-w’-mercaptz-polyethylenglykol in Form des Natriumsalzes addiert. Das
Reaktionsgemisch wird 30 Minuten bei 60°C geriihrt. Danach wird das Reaktionsgemisch filtriert und das Dimethylformamid im
Vakuum abdestilliert. Der Rickstand wird in 10ml Methylenchlorid aufgenommen, die Suspension wird filtriart und die
resultierende L8sung wird auf 5ml eingeengt. Zu dieser L&sung werden 20ml Petrolether addiert, der anfallende Niederschlag
wird abgetrennt, rnit Ether gewaschen, getrocknst und Gber Calciumchlorid aufbewahrt.
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Belsplel 3
39 w-Methoxy-w'-mercapto-polyethylenglykol werden in 100ml getrocknetem Benzen gel8st. 2ml Pyridin werden zu der

Lsung addiert und danach 1g in 20m| wasserfreiem Aceton aufgeldster Chlorameisensaureester des N-Hydroxysuccinimids.
Das Reaktionsgemisch wird auf 70°C erwlirmt, und die Umsetzung wird in 2 Stunden 2u Ende gebracht. Die LSsungsmittel
werden im Vakuum abdestilliert und der Riickstand wird wie in den Beispielen 1 und 2 aufgearbeitet,

Ausbeute:; 1,9¢g
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