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(67) Die Erfindung betrifft Trager fir affinitdtschromatographische Trennungen, die aus einem pordsen Feststoff,
der mehrwertige Metallionen — ausgenommen Aluminium-lonen — in der Matrix oder in siner Uberzugsschicht
enthalt, und einer mono- oder bifunktionellen Verbindung besteht, die mindestens eine Phosphonsauregruppe
und gegebenenfalls eine zweite Phosphonsauregruppe und/oder eine weitere funktionelle Gruppe, insbhesondere
einen Molekdlrest hoher chemischer Reaktivitat, einen Alkylrest mit mindestens 3 C-Atomen, einen ein- oder
mehrkernigen Arylrest oder ein heterocyclisches Ringsystem enthélt, wobei die funktionelle Gruppe reversible
und selektive Wechselwirkungen mit einer oder mehreren Komponenten eines zu trennenden Gemisches
eingeht.
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Patentanspriiche:

1. Tréger flr affinitdtschromatographische Trennungen, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem
pordsen Feststoff, der mehrwertige Metallionen — ausgenommen Aluminium-lonen - in der Matrix
oderin einer Uberzugsschucht enthélt, und einer mono- oder bifunktionellen Verbindung besteht,
die mindestens eine Phosphonséuregruppe und gegebenenfalls eine zweite Phosphonséduregruppe
oder eins andere funktionelle Gruppe hoher chemischer Reaktivitét oder einen Alkylrest mit
mindestens 3C-Atomen oder einen ein- oder mehrkernigen Arylrest oder heterozyklisches
Rings/stem enthilt.

2. Tréger nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf’ die Gruppe hoher chemischer Reaktivitat
reversible und selektive Wechselwirkungen mit einer oder mehreren Komponenten eines zu
trennenden Gemisches eingeht.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft einen Tréger fiir affinitdtschromatographische Trennungen.
Anwendungsgebiet ist die Biotechnologle, so z.B. bei der Isolierung von Bestandteilen aus Produkten chemischer oder
biotechnologischer Prozesse, Reinigung und Feinreinigung von Substanzen und die Anreicherung von Spurenbestandteilen.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Es sind Verfahren bekarint, nach denen Feststoffe aus organischen Materialien, insbesondere Polymere, durch chemische
Synthese oder durch polymeranaloge Reaktionen mit funktionellen Gruppen ausgestattet werden, die reversible und selektive
Reaktionen mit Komponenten eines zu trennenden Gemischas eingehen. Die Bindung der funktionellen Gruppe an die Matrix
beruht in der Regel auf kovalenter Bindung (P.Mohr and K. Pommerening ,, Affinity Chromatoraphy—Pracical und Theoretical
Aspects” Marcel Dekker Inc. NY, Basel 1985).

Nachteile organischer Trdgermaterialien sind geringe mechanische Stabilitét und hohe Kompressibilitét.

Waeiterhin sind Verfahren zur Herstellung von analogen Verbindungen auf der Basis anorganischer Materialien hekannt, bei
denen anorganische Feststoffa mit organischen Uberziigen versehen werden, die funktionelle Gruppen enthalten, welche den
Einsatz des Produkts fiir affi nitétschromatographische Trennverfahren gestatten, Das Verfahren zur Funktionalisierung
anorganischer Triger beinhaltet in der Regel als ersten Schritt die Bildung eines Uberzuges aus einer bifunktionellen
Verbindung. Als anorganische Trdger werden Gliser, Metalle, Metalloxide oder Salze, z.B. Silikate oder Phosphate, genutzt,
wobei abhdngig vom Molekulargewicht der abzutrennenden Verbindung makropordse Trdgermaterialien eingesetzt werden,
die liber groBe spezifische Oberflichen verfligen. Als bifunktionelle Verbindung werden gegebenenfalls substituierte Alkoxyde
oder Halogenide des Siliziums, Titans, Zirkons oder von anderen Nebengruppenelementen des Periodensystems genutzt, Sie
werden gasformig, in organischen oder wirig-organischen Losung angewandt und erfordern zumeist eine zusétzliche
thermische Nachbehandlung (USP 3'783'101, Cabral, J.M. S, Novais, J. M. und Cardoso, J. P. Biotechnol. Bioeng. 23 2083 [ 1S81]).
In einigen Féllen enthalten diese bifunktionellen Verbindungen bereits Molekiilrests, die zu einer spezifischen Wechselwirkung
mit Komponenten eines zu trennenden Gemisches fiihren. Normalerweise werden aber (iber eine zweite funktionelle Gruppe
derartige Molekiilreste chemisch gebunden. Bekannte Beispiele sind die Silanisierung pordser Gléser mit y-
Aminopropyltriethoxysilan und die anschlieBende Bindung von Liganden iiber Dialdehyde, Chinone, Sdurechloride,
Diisocyanate 0.4 Als Liganden werden genutzt: Chelatbildner, Enzymsubsirate, Enzyminhibitoren, Cofaktoren, Glykoproteine,
Enzyme, Antigene, Antikdrper, Thiole, aliphatische, aromatische und heterocyklische Verbindungen unterschiedlicher Polaritat,
Farbstoffe und Nukleotide.

Die modifizierten Tréger werden schlieBlich in geriihrten GeféBen, vorwiegend aber in Séulen, zur
affinititschromatographischen Trennung eingesetzt. Das Hauptanwendungsgebiet ist die Reindarsteliung von Biomolekiilen
aus biologischem Rohmaterial oder aus angereicherten Fraktionen. Zunehmend wird die Affinitdtschromatographie auch zur
Aufarbeitung biotechnologisch hergesteliter Produkte genutzt, z.B. zur Abreicherung von Proteasen u. a.

Nachteil der hier beschriebenen Verfahren ist der relaiiv teure und verfahrensintensive Schritt der Primarfunktionalisierung.
Weiterhin ist bekannt, daB sich Phosphonséuregruppen in organische Verbindungen einfiihren lassen, indem Carboxyl-,
Carbonyl-, Amid- oder Nitrilgruppen mit P,Og in organischen Lésungsmitteln phosphonyliert werden oder indem Aminogrupgen
mit Formaldehyd und phosphoriger Séure umgesetzt werden. Aus EP 218506 sind Aluminiumverbindungen bekannt, die mit
funktionellen Phosphatgruppen versehen sind und Tréger fiir Biomakromolekiile darstellen. Ihre Herstellung ist jedoch
aufwendig.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, einen Tréger fir affinititschromatographische Anwendung herzustellen, der bei guten
mechanischen Eigenschaften einen leicht herstellbaren Uberzug aus einer funktionellen Verbindung enthéit, die direkt oder nach
chemischer Umsetzung ein Produkt ergibt, das fiir affinitdtschromatographische Verfahren einsetzbar ist.



-2- 300949

Darlegung des Wesens der Erfindung

ErfindungsgeméB basteht der Tréger fir affinitdtschromatographische Trennungen aus einem makropordsen Feststoff, der
mehrwertige Kationen — ausgenommen Aluminium-lonen - in der Matrix oder in eingm Uberzug triéigt und einer mono- oder
bifunktionellen Verbindung, die mindestens sine Phosphonsiuregruppe und gegebenenfalls eine tweite Phosphonsiuregruppe
oder eine andere funktionelle Gruppe hoher chemischer Reaktivitét, einen Alkylrest mit mindestens 3C-Atomen, einen ein- oder
mehrkernigen Arylrest oder ein heterocyklisches Ringsystem enthilit.

Die funktionelle Gruppe bzw. die genannten Reste sind dadurch gekennzeichnct, daB sie reversible und selektive Ruaktionen mit
einer ader mehreren Komponenten eines zu trennenden Gemisches eingehen

Als mehrwertige Kationen versteht man erfindungsgeméB lonen, die mit Phosphonaten schwerldsliche Salze oder stablle
Komplexe bilden, im Prinzip sind das alle Metalle der 2.—4.Hauptgruppe des Periodensystems und die Metalle der
Nebengruppen.

Dis Uberzilge werden aus der Gasphase {2.B. im Fall von TiCl,) oder aus Lésungen aufgebracht, z.B. in Form von wif8rigen
Maetallsalzlésungen.

Die hiermit beschriebene Matrix wird anschlieBend durch einfaches Eintragen in eine vorwiegend wi8rige Ldsung einer
substituierten Phosphons#ure primér funktionalisiert.

Durch gesignete Wahl der Ausgangsstoffe werden substituierte Phosphons#uren erhalten, die mit der Matrix unter Bildung des
Endproduktes reagieren {s. Beispiele 1 und 2), anderenfalls werden insbesondere w-Aminoalkanphosphonséduren eingesetat,
und die hochreaktive Aminogruppe wird anschlieBend zur Bindung von Liganden genutazt (Beispiel 3).

Als Liganden werden die gleichen Molekiilgruppen genutzt, die bei den bekannten techniscnen L8sungen im Zusammenhang
mit bifunktionellen Silanen angegeben sind. Der Triger bésitzt gute mechanische Eigenschaften, enthéit einen leicht
herstellbaren Uberzug und ist fir affinitétschromatographische Trennungen gut gesignet.

Ausfiithrungsbelsplele '

Beisplef 1

29 Stearinsiiure werdan mit 1,19 Phosphor-ili-oxid in 20ml n-Hexan phosphonyliert, in 10ml Wasser gelést und mit einer
Suspension von 16g sphérischem Hydroxylapatit in 50 ml Natronlauge (10umol/l) 2h geschiittelt. Das Produkt wird mit Wasser
gewaccher, bis die Leitfdhigkeit im Uberstand kleiner als 100uS ist. Der modifizierte Triéger wird zur
affinitdtschromatographischen Abtrennung hydrophober Proteine eingesetzt.

Beisplel 2

0,4mol Dodecylamin und 66 g H3PO; werden in 90mIEHCI (0,05 mol/l) geldst, mit 160 ml Formaldehyd (33%ig) versetzt und 30min
auf 100° erhitzt. 100g poréses Glas werden mit einer Lésung von 26 g Titantetrachlorid in 300ml Toluen 3h unter
FeuchtigkeitsausschluB erhitzt {Siedepunkt), dann abfiltriert und getrocknet.

Das titanylierte Glas wird bei pH8 mit der eingangs hergesteliten Phosphonsiure umgesetzt und das Produkt wie in Beispiel 1
verwendet.

Belsplel 3

21,99 2-Aminoethan-1,1-bisphosphonséure werden in 300ml Pyridin geldst, mit 18,55 g p-Nitrobenzoylchlorid versetzt und auf
80° erhitzt. Nach 2h wird das tiberschiissige Pyridin im Vakuum abdestilliert, der Riickstand in 100 mt Wasser geldst und mit 30g
Natriumdithionitbei pH8 u1.. " “)°reduziert. Nach Zugabe von 16 ml konzentrierter Salzsdure wird unter starkem Riihren bei 0° mit
6,99 Natriumnitrit in 10ml H,0 diazotiert. AnschlieBend werden bei pH4,5 14,59 8-Hydroxychinolin an diese Verbindung
gekuppelt und das Reaktionsprodukt zu einer Suspension von 500g Ca-Silikat in 41 verdiinnter Natronlauge |pH = 12) gegeben
und 2h in einem rotierenden GefdB immobilisiert. Das erhaltene Produkt wird zur AC-Trennung von Schwermetallionen
eingesetzt,
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