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-(CR'R%-CR?)- a
The invention relates to sorbents based on hydroxyl group containing I /
base carriers for affinity chromatography on the surface of which polymers are
covalently bonded, in which a) the substrate contains aliphatic hydroxyl groups, 0O=C-0O-(CH,) -CH-CH R4
b) the covalently bonded polymers are bonded to the base carrier via a final- 2a
position monomer unit, ¢) the polymers contain monomer units of formula (II), )
d) the monomer units are lincarly linked. In formula (II), R!, R? and R3 are X X
independently H or CHs, R* is H, C;-Cs alkyl or C¢-Cy2 aryl, n is an integer
from 1 to 5, and one of the radicals X is OH and the other is a nucleoside-
containing radical. Their production and use, especially for affinity chromatography, are also disclosed.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft Sorbenzien fir die fir die Affinititschromatographie auf der Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen
Basistriigern, auf deren Oberflichen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, dal a) der Basistriger aliphatische
Hydroxylgruppen enthilt, b) die kovalentgebundenen Polymeren iiber eine endstindige Monomereinheit an den Basistriger gebunden sind,
c) die Polymeren Monomereinheiten der Formel (II) enthalten, d) die Monomereinheiten linear verkniipft sind. In Formel (II) bedeuten
R!, R2 und R3 unabhingig voneinander H oder CH3, R* H, C1-Cs-Alkyl oder Ce-Ci2-Aryl, n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 und
einer der Reste X OH und der andere Rest X einen nukleosidhaltigen Rest sowie deren Herstellung und Verwendung, insbesondere fiir die
Affinititschromatographie.
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Nukleotidhaltiges Sorbens fiir die Affinitétéchromatographie

Die Erfindung betrifft Sorbenzien fiir die Affinitdtschromatographie, die
Nukleoside oder Nukleotide als Affinitatsliganden enthalten, sowie
phosphorsdurehaltige Zwischenverbindungen fir ihre Herstellung und
deren Verwendung.

Fir biologische Wechselwirkungen, z.B. die Mechanismen der Zellerken-
nung, spielen Glycoproteine, die haufig Sialinsaure enthalten, eine wich-
tige Rolle. Deren Oligosaccharidbestandteile besitzen h&ufig komplexe
Strukturen. Deswegen sind organisch-chemische in-vitro Synthesen
solcher Oligosaccharide, beispielsweise wegen der Einflihrung und
Abspaltung von Schutzgruppen, duBerst aufwendig. Ahnlich aufwendig ist
normalerweise die Isolierung aus Naturstoffen. Deswegen werden bei
in-vitro Synthesen organisch-chemische Syntheseschritte mit biochemi-
schen Syntheseschritten kombiniert. Bei den biochemischen Synthese-
schritten wird die Fahigkeit von Enzyrhen ausgenutzt, in spezifischer
Weise bestimmte chemische Strukturen zu erzeugen, ohne daB Schutz-
gruppen eingefilihrt werden miissen. Fir derartige Reaktionen werden
verschiedene Enzyme aus der Gruppe der Glykosyltransferasen benétigt.
Sialinsdurereste lassen sich beispielsweise durch Verwendung von Sialin-
transferasen an Mono- oder Oligosaccharide binden.

Die Isolierung der Glykosyltransferasen, z.B. Sialin-, Glucosyl-, Acetyl-
glucosamin-, Galactosyl-, Galactosamin-, Mannosyl- oder Fucosyl-
transferase, erfolgt am besten mit Hilfe der Affinitdtschromatographie,
wobei bevorzugt immobilisierte Nukleosiddiphosphate, Nukleoside, Mono-
oder Oligonukleotide als Affinitétsligand dienen. Fir die Sialintransferase
wird Cytidindiphosphat (CDP) als Affinitatsligand bevorzugt.

Nukleosidhaltige Affininitatsliganden sind auch zur Anreicherung anderer
Enzyme, beispielsweise von Dehydrogenasen, Oxidasen, Kinasen oder
Transaminasen geeignet.
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Im Stand der Technik bekannte Sorbenzien fir die Affinitdtschromato-
graphie enthalten als Basistrédger Polysaccharide, beispielsweise Agarose,
an die CDP {ber einen Aminohexylrest als Spacer gebunden ist. Dieser
Spacer ist fiir die Wechselwirkung zwischen Affinitétsligand und Enzym
notwendig. Wegen der Hydrophobizitat des Spacers kommt es jedoch zu
unerwinschten Wechselwirkungen, wodurch die Ausbeute an Enzym und
seine Aktivitat verringert werden. Es besteht also die Aufgabe, verbesserte
nukleosidhaltige Affinitatstrager fiir die Reinigung von Enzymen, beispiels-
weise von Glykosyltransferasen bereitzustellen.

Aus der Anmeldung DE 43 10 964 sind oxiranhaltige aktivierte Trager-
materialien bekannt, bei denen Monomere der Formel | auf einen
hydroxylgruppenhaltigen Basistréager aufgepfropft sind,

CR'R*=CR’
0=C-O-(CH,) -CH-CHR* : |
0

worin

R1, Rzund R? unabhéngig voneinander H oder CHs,

R4 H, C1'Cs'A|kY| oder Ce'C12‘Af}’l
und
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5

bedeuten. Es wurde gefunden, da8 sich aus diesen aktivierten Trager-
materialien durch Kombination von an sich bekannten Einzelschritten
Trennmaterialien fiir die Affinitdtschromatographie herstellen lassen. Die
resultierenden Trennmaterialien weisen verbesserte Eigenschatten auf.
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Gegenstand der Erfindung sind Trennmaterialien fir die Affinitéts-
chromatographie auf der Grundiage von hydroxyigruppenhaltigen Basis-
tragern, auf deren Oberflachen Polymere kovalent gebunden sind, da-
durch gekennzeichnet, daf3

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthalt,

b) die kovalentgebundenen Polymeren (iber eine endsténdige
Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel Il enthalten,
-(CR‘R"'—(I:R3)-
O=C-O-(CH2)H-?H-(|3HR4 I
X X

worin

R1, R2und R3 unabhangig voneinander H oder CHj,

R4 H, C4-Cs-Alky! oder Cg-Cy2-Aryl,
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
und

einer der Reste X OH und der andere Rest X einen nukleosidhaltigen
Rest, beispielsweise einen Nukleosiddiphosphatrest, einen Mono- oder
Oligonukleotidrest oder einen Nukleosidrest,

bedeuten. In besonders bevorzugten Ausfiihrungsformen leitet sich der
nukleosidhaltige Rest X von einer der folgenden Verbindungen her: CDP,
UDP, GDP, AMP, ADP, ATP, cyclo-AMP.

PCT/EP94/03157
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Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung dieser erfindungsgemaBen
Trennmaterialien fir die Affinitdtschromatographie.

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Herstellung eines nukleo-
sidhaltigen Sorbens, gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte:

a)

b)

Pfropfpolymerisation von Monomeren der Formel | auf einen
hydroxylgruppenhaltigen Basistréger unter Beteiligung von Cer-(IV),

CR'R’=CR?®

0=C-0-(CH,),-CH-CHR* l
\O/

worin

R1, R2und R unabhingig voneinander H oder CHs,

R4 H, C4-Cs-Alkyl oder Cg-C12-Aryl
und

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
bedeuten.

Umsetzung des epoxidgruppenhaltigen Tragers aus Verfahrens-
schritt @) mit Phosphorséure oder einem Alkalisalz der Phosphor-
sdure oder mit Ammoniak;

Einflihrung von nukleosidhaltigen Resten in das in Schritt b)
erhaltene Produkt.
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In einer bevdrzugten Ausfuhrungsform erfolgf die Umsetzung nach Schritt
b) mit Phosphorsé&ure; anschlieBend wird der phosphorylierte Trager durch
Zugabe eines Uberschusses eines tertidren Alkylamins oder von Pyridin in
ein alkylietes Ammoniumsalz Gberfahrt. Dieses wird unter wasserab-
spaltenden Bedinungen mit einem Nukleotid oder Oligonukleotid umge-
setzt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform erfolgt die Umsetzung nach Schritt b)
mit Ammoniak. AnschlieBend wird der Nukleosidrest beispielsweise als
6-Chlorpurinribosid eingefiihrt. Das so erhaltene Purinderivat kann nach
an sich bekannten Methoden beispielsweise zu einem tragergebundenen
AMP-, ATP- oder cyclischen AMP-Derivat umgesetzt werden. Auch sind
analoge Umsetzungen zu anderen nukleosidhaltigen Verbindungen
bekannt.

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Phosphorsiureesterderivate
eines gepfropften Polymeren auf der Grundlage von hydroxylgruppen-
haltigen Basistragern, auf deren Oberflachen Polymere kovalent gebun-
den sind, dadurch gekennzeichnet, da3

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthélt,

b) die kovalentgebundenen Polymeren (ber eine endsténdige
Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel lll enthalten,
-(CR'R*CR?)-
O=C-O—(CH2)n-fH-C|3HR4 1
Y Y

worin

R1, R2und R3 unabhangig voneinander H oder CHg,
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R¢ ~ H, Cy-Cs-Alkyl oder Ce-Cya-Aryl,
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5

und
einer der Reste Y OH und der andere Rest Y PO4H,
bedeuten.

Gegenstand der Erfindung ist schlieBlich die Verwendung eines erfin-
dungsgemaBen Phosphors&ureesterderivates eines gepfropften Poly-
meren flr die Herstellung eines erfindungsgemaBen Sorbens fiir die
Affinitatschromatographie und als Kationenaustauscher fiir die Flissig-
keitschromatographie.

In dem ersten Verfahrensschritt entsteht entweder durch Reaktion von
Phosphorsé&ure oder deren Salzen mit Epoxidgruppen der in DE 43 10 964
beschriebenen aktivierten Tragermaterialien Phosphorsauremonoester-
derivate dieser Tragermaterialien. oder es werden die Epoxidgruppen mit
Ammoniak zum Hydroxyaminderivat umgesetzt. Entsprechend dem Gehalt
an Oxiranresten der aktivierten Tragermaterialien und durch Wahl der -
Reaktionsbedingungen (Menge an Phosphorsaure/Phosphat; Reaktions-
dauer und -temperatur) 1&8t sich der Substitutionsgrad des Phosphor-
sauremonoesterderivates des Tragermaterials einstellen. In dhnlicher
Weise kann der Substitutionsgrad bei der Umsetzung mit Ammoniak
variiert werden. Eventuell vorhandene Uberschisse an Oxirangruppen
werden nach dblichen Methoden, z.B. durch Reaktion mit Mercapto-
glycerin oder durch Behandlung mit verdiinnter Schwefelsaure entfernt.

Die nach diesem Verfahren hergestellten Phosphorsauremonoester-
derivate des Tragermaterials knnen auch als Kationenaustauscher
verwendet werden.
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In der Biochemie werden unter dem Begriff Nukleoside N-Glycoside der
Pyrimidinbasen Thymin, Uracil und Cytosin und der Purinbasen Guanin
und Adenin mit Ribose oder 2-Desoxyribose verstanden. Nukleotide sind
die Phosphorsaureester dieser Nukleoside. Nukleosiddiphosphate ent-
halten ein weiteren Phosphors&urerest, der durch eine Pyrophosphat-
bindung an den ersten Phosphors&urerest gebunden ist. Oligonukleotide
enthalten mehrere Nukleotide, die gleich oder verschieden sein kénnen,
und die durch Phosphorsaurediesterbindungen verknipft sind. Erfindungs-
gemas werden unter den Begriffen Nukleosid, Nukleotid und Oligo-
nukleotid auBerdem Verbindungen verstanden, bei denen statt der
genannten Basen andere Purin- oder Pyrimidinbasen, wie z.B. Hypo-
xanthin, 5-Methyicytosin oder N-2-Methylguanosin enthalten sind, oder die
statt der Ribose oder 2-Desoxyribose einen anderen Zuckerrest oder
einen Zuckeralkohol wie Ribit enthalten. Derartige analoge Verbindungen
sind dem Fachmann bekannt. In ihrer Gesamtheit werden diese Verbin-
dungen erfindungsgemas unter dem Begriff nukleosidhaltige Verbindun-
gen beziehungsweise Reste zusamrﬁengefaBt. Beispiele solcher nukleo-
sidhaltigen Verbindungen sind Adenosin, AMP, ADP, ATP, cyclo-AMP,
CDP, UDP, GDP, NAD(H), NADP(H), FMN oder FAD.

Esterbindungen entstehen aus einer Saure und einem Alkohol durch
Wasserabspaltung; 'entsprechend entstehen Pyrophosphatbindungen aus
zwei Phosphorsaureverbindungen. Zu den gebrauchlichen wasserabspal-
tenden Mitteln gehdren beispielsweise die Carbodiimide, beispielsweise
Dicyclohexylcarbodiimid. Bevorzugterweise wird 1,1'-Carbonyldiimidazol
fur diesen Zweck benutzt. Bei anderen Verfahren der Wasserabspaltung
werden aktivierte Zwischenstufen, wie z.B. Saurehalogenide oder
-anhydride, eingesetzt. Die Einzelheiten derartiger Verfahren und geeig-
nete Verfahrensvarianten sind dem Fachmann beispielsweise aus géngi-
gen Handbiichern bekannt. Fir die Bildung von Pyrophosphatverbindun-
gen zwischen dem Phosphors&ureesterderivat, das Monomereinheiten
nach Formel lll enthélt, und den Nukleotiden wird die Methode nach
Michelson (1964) Biochim. Biophys.Acta 91, 1 ff, bevorzugt. Bei diesem
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Verfahren werden die Phosphorsdureester mit tertidgren Aminen oder mit
quaterndren Ammoniumhydroxid in die entsprechenden primaren Salze
umgesetzt. Bevorzugt ist dabei die Verwendung von Tri-n-butylamin oder
Methyltri-n-octylammoniumhydroxid.

Weitere Synthesen zur Herstellung von Nukleosidderivaten sind dem
Fachmann bekannt; diese kdnnen in geeigneter Weise auf die Umsetzung
mit den aus DE 43 10 964 bekannten aktivierten Tragermaterialien ange-
wandt werden, wobei die Phosphorsaure- oder Aminoderivate dieser
Trager als bevorzugte Zwischenprodukte dienen. Zu derartigen Umsetzun-
gen gehort die Alkylierung des Aminoderivates mit 6-Chloropurinribosid,
2°,3"-Isopropyliden-6-chloropurinribosid oder 6-Chlor-AMP. Im letzteren
Fall wird direkt das tragergebundene AMP-Derivat erhalten. Die unge-
schiitzte Ribosidverbindung kann anschlieBend nach Yoshikawa,

M. Yoshikawa et al. Tetrahedron Lett. (1967) 1967, 5065; M. Yoshikawa
und T. Kato (1967) Bull. Chem. Soc. Jpn. 40, 2849; K. Kusashio und

M. Yoshikawa (1968) Bull. Chem. Soc. Jpn. 41, 142; M. Yoshikawa et al.
(1969) Bull. Chem. Soc. Jpn. 42, 3505, phosphoryliert werden. Die Schutz-
gruppe des 2°,3"-Isopropylidenderivates kann nach der 5°-Tosylierung
abgespalten werden. In allen Féllen kdnnen anschlieBend nach gangigen
Methoden der Nukleosidchemie die weiteren Derivatisierungen ausgefiihrt
werden. Dazu gehﬁfen die ATP-Synthese nach J. Ludwig (1981) Acta
Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 16, 131-133) oder auch die Bildung
von Pyrophosphaten oder Triphosphat aus dem AMP-Derivat mittels
wasserabspaltender Mittel wie z.B. Dicyclohexylcarbodiimid oder
Carbonyldiimidazol. Ebenso lassen sich cyclische Phosphatderivate wie
cyclo-AMP-Derivate herstellen. Als Beispiel fiir weitere Literaturhinweise
sei H. Guilford et al. (1972) Chemica Scripta 2, 165-170 genannt.

Auch ohne weitere Ausfiihrungen wird davon ausgegangen, daB ein Fach-
mann die obige Beschreibung in weitesten Umfang nutzen kann. Die
bevorzugten Ausfiihrungsformen sind deswegen lediglich als beschrei-
bende, keineswegs als in irgendeine Weise limitierende Offenbarung
aufzufassen.
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Die vollsténd'ige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefiihrten
Anmeldungen, Patente und Verdffentlichungen, sowie der korrespondie-
renden Anmeldung DE 43 33 674, eingereicht am 02.10.1993, sind durch
Bezugnahme in diese Anmeldung eingefiihrt.

Die folgenden Beispiele sollen den Gegenstand naher erlautern; diese
Beispiele stellen keine Einschrankung des Erfindungsgegenstandes dar.

Beispiel

Beispiel 1: Herstellung eines oxiran-aktivierten Trégers ausgehend
von Fractogele-TSK HW 65 (S)

Zu einer Suspension aus 50 ml sedimentiertem Fractogele-TSK HW 65 (S)
und 25 ml Wasser werden mit 2 g Ammoniumcer(IV)nitrat (geldst in 25 ml
2 M HNO,) bei RT unter starkem Riihren vermischt. Nach 1 Minute erfolgt |
die Zugabe einer Losung von 3 g (2,3-Epoxypropyl)-methacrylat in 30 ml
Dioxan. Es wird 3 Stunden weitergerihrt. AnschlieBend wird die Reak-
tionssuspension erst mit destilliertem Wasser und dann mit 0.05 M EDTA-
Lésung gewaschen. |

Beispiel 2: Synthese eines phosphatgruppenhaltigen Trigermaterials

5 g getrocknete Gel hergestellt nach Beispiel 1 werden in 20 ml Wasser
suspendiert und mit 8 ml Phosphorsaure (85 %) versetzt. Die Suspension
wird unter Schitteln 3 bis 4 Stunden bei Raumtemperatur weiter
geschittelt. Das Reaktionsprodukt wird mit einer Glasfritte (G3) abfiltriert
und mit Wasser neutral gewaschen.

AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt mit 1 ml Mercaptoglycerin in
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,5 unter Schitteln behandelt (3 Tage,
Raumtemperatur), damit nicht umgesetzte Oxirangruppen entfernt werden.
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Das phosphatgruppenhaltige Tragermaterial wird nochmals grindlich mit
Wasser gewaschen. Es enthalt 30 pmol Phosphat/g Tragermaterial.

Beispiel 3: Synthese eines phosphatgruppenhaltigen Tragermaterials
mit hdherer Phosphatbelegung

5 g getrocknete Gel hergestellt nach Beispiel 1 werden wie in Beispiel 2
beschrieben umgesetzt, jedoch erfolgt die Reaktion mit der Phosphorséure
15 Stunden. Das resultierende phosphatgruppenhaltige Tréagermaterial
enthalt 40 ymol Phosphat/g Tragermaterial.

Beispiel 4: Synthese eines mit Cytidin-5"-diphosphat (CDP)
derivatisierten Tragermaterials

Stufe 1:  Tri-n-butylammoniumsalz des derivatisierten Tragermaterials

Das feuchte Reaktionsprodukt aus Beispiel 2 wird in 30 ml Wasser sus-
pendiert, mit 0,5 ml Tri-n-butylamin versetzt und 1 Stunde bei Raum-
temperatur geschiittelt. AnschlieBend wird Gber eine Glasfritte (G2) filtriert
und dreimal mit 50 mi Aceton gewaschen. Der feste Riickstand wird in -
einem 250-ml-Rundkolben bei 50 °C tber Nacht unter Vakuum (5-7 Torr)
getrocknet.

Stufe 2:  Methyl-tri-octylammoniumsalz des CMP

4,2 g Methyl-tri-octylammoniumchlorid werden in 100 ml Methanol gel6st
und Uber eine Saule (DOWEX® 1X2, 200-400 mesh; OH-Form) in die
quaternére Base uberfihrt. Mit dieser Losung wird eine Suspension aus
3,23 g CMP in 250 ml Methanol versetzt. Das entstandene Methyl-tri-octyl-
ammoniumsalz des CMP wird eingeengt.
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Stufe 3:  Diphenylpyrophosphat-aktiviertes CMP

1 mMol des Methyl-tri-octylammoniumsalzes des CMP aus Stufe 2 werden
in einer Mischung aus 7 ml Dioxan und 3 ml N,N-Dimethylformamid geldst.
Unter FeuchtigkeitsausschiuB werden zu der Losung 0,3 ml Diphenylphos-
phorsé&urechlorid und 0,45 ml Tri-n-butylamin zugegeben und 3 Stunden
geschiittelt. AnschlieBend wird das Lésungsmittel in einem Rotations-
verdampfer unter Vakuum entfernt und der Riickstand mit 30 ml Diethyl-
ether behandelt. Die Suspension wird 1 Stunde auf 0 °C gekiihlt und die
Etherphase abdekantiert und verworfen. Der Riickstand wird im Vakuum
getrocknet und nochmals in 2 ml Dioxan geldst und erneut im Vakuum
getrocknet.

Stufe 4:  Pyrophosphatderivat von CMP und derivatisiertem Trager-
material

Das derivatisierte Tragermaterial aus Stufe 1 wird in 30 ml Pyridin susperi-
diert und mit einer Lésung von 0,5 mMol des Diphenylpyrophosphat-akti-
vierten CMP aus Stufe 3 in 10 ml Pyridin unter FeuchtigkeitsausschiuB
versetzt und bei Raumtemperatur Gber Nacht geschiittelt. Das Reaktions-
produkt wird mit einer Glasfritte (G2) abfiltriert und mit 250 ml Methanol,
mit 100 ml geséttigfer waBriger Natriumhydrogencarbonatiésung und mit
1000 ml Wasser gewaschen.

Das resultierende Material enthélt 25 uMol Cytidin / g Feuchtgewicht

(gemessen durch UV-Absorption bei 267 nm nach Hydrolyse (1 N HCI;
2 Stunden bei 110 °C) und anschlieBender Neutralisation mit 1 N NaOH).

Beispiel 5: Synthese eines mit Guanosin-5'-diphosphat (GDP)
derivatisierten Tragermaterials
Stufe 1:  Tri-n-butylammoniumsalz des derivatisierten Tragermaterials

Die Durchfiihrung dieser Stufe ist identisch mit der Stufe 1 aus Beispiel 4.
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Stufe 2:  Tri-n-butylammoniumsalz des GMP

3 g GMP (freie Saure) und 1,1 g Tri-n-butylamin werden in 250 ml Metha-
nol erwarmt, bis die Losung Klar ist; anschlieBend wird die Losung zur
Trockene eingeengt.

Stufe 3:  Diphenylpyrophosphat-aktiviertes GMP

1 mMol des Tri-n-butylammoniumsalz des GMP aus Stufe 2 werden in
einer Mischung aus 7 m! Dioxan und 3 ml N,N-Dimethylformamid geldst.
Unter FeuchtigkeitsausschluB werden zu der Lésung 0,3 ml Diphenyl-
phosphorsaurechlorid und 0,45 ml Tri-n-butylamin zugegeben und 3 Stun-
den geschittelt. AnschlieBend wird das Lésungsmittel in einem Rotations-
verdampfer unter Vakuum entfernt und der Riickstand mit 30 ml Diethyl-
ether behandelt. Die Suspension wird 1 Stunde auf 0 °C gekuhlt und die
Etherphase abdekantiert und verworfen. Der Riickstand wird im Vakuum
getrocknet und nochmals in 2 ml Dioxan geldst und erneut im Vakuum
getrocknet.

Stufe 4:  Pyrophosphatderivat von GMP und derivatisiertem Trager-
material

Das derivatisierte Tragermaterial aus Stufe 1 wird in 30 ml Pyridin suspen-
diert und mit einer Lésung von 0,5 mMol des Diphenylpyrophosphat-akti-
vierten GMP aus Stufe 3 in 10 m! Pyridin unter FeuchtigkeitsausschiuB
versetzt und bei Raumtemperatur Giber Nacht geschiittelt. Das Reaktions-
produkt wird mit einer Glasfritte (G2) abfiltriert und mit 250 ml Methanol,
mit 100 ml geséattigter wéBriger Natriumhydrogencarbonatiésung und mit
1000 ml Wasser gewaschen.

Das resultierende Material enthélt 30 pMol Guanosin / g Feuchtgewicht
(gemessen durch UV-Absorption bei 270 nm nach Hydrolyse (1 N HCI;
2 Stunden bei 110 °C) und anschlieBender Neutralisation mit 1 N NaOH).
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Beispiel 6: | Synthese eines aminogruppenhaltigen Tragermaterials

35 g getrocknete Gel hergestellt nach Beispiel 1 werden in 200 m!
konzentrierter wéBriger Ammoniaklésung 5 Tage bei Raumtemperatur
geschttelt. Dabei kann der Fortgang der Reaktion folgendermaBen
Uberprift werden: Eine trockene Probe des Reaktionsansatzes wird mit
Pyridin aufgekocht. Solange noch Epoxidgruppen vorhanden sind, farbt
sich der Tréger braun bis gelb. Nach vollstandiger Umsetzung bleibt der
Trager farblos.

AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt auf einer G3-Fritte abgesaugt
und mit Methanol und Aceton gewaschen. Das Reaktionsprodukt wird im
Vakuum (10 - 15 mbar)bei 60 - 70 °C getrocknet.

Das Reaktionsprodukt weist einen Stickstoffgehalt von 1,3 % auf. Beim
Erwarmen mit einer ethanolischen Ninhydriniésung férbt sich der Trager
violett.

Beispiel 7: Synthese eines purinribosidhaltigen Tragermaterials

36 g des Aminoderivates hergestellt nach Beiépiel 6 werden in 150 m|
absolutem Ethanol suspendiert und mit 3,6 g 6-Chlor-purinribosid und 3,6
ml Triethylamin 15 Stunden unter RtickfluB erhitzt.

AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt auf einer G3-Fritte abgesaugt
und mit Methanol und Aceton gewaschen. Das Reaktionsprodukt wird in
einen Rundkolben tberfiihrt und im Vakuum (10 - 15 mbar) bei 60 - 70 °C
getrocknet.

Die Kopplungsrate betrégt ca. 97 %.

PCT/EP94/03157
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Beispiel 8: Synthese eines AMP-haltigen Tragermaterials
(Phosphorylierung nach Yoshikawa)

Das Produkt aus Beispiel 7 wird mit 125 ml wasserfreiem Triethylphosphat
versetzt und unter Riihren bei 0 °C mit 1,8 ml frisch destilliertem Phos-
phoroxychlorid versetzt. Man riihrt 3 Stunden bei 0 °C und anschlieBend
eine Stunde bei 4 °C. AnschlieBend wird {iberschiissiges Phosphoroxy-
chlorid im Vakuum (10 - 15 mbar) abdestilliert.

Zur Herstellung des AMP-Derivates wird die Reaktionssuspension
anschlieBend langsam unter Riihren bei 10 °C in 500 ml einer wéBrigen
Natriumhydrogencarbonatiésung (50 g/l) gegossen. Dabei fallt der pH-
Wert von 7.8 auf 7.2. Nach 30 Minuten wird Uber eine G3-Fritte abgesaugt
und mit Wasser gewaschen. Aus dem Natriumsalz erhalt man durch
Behandlung mit 0,1 N wéBriger HC! auf der Fritte die freie Saure (AMP-
Derivat des Trégers), das auf der Fritte mit Wasser, Methano! und Aceton
gewaschen und bei 70 °C im Vakuum (10 - 15 mbar) getrocknet wird.

Beispiel 9: Synthese eines cyclo-AMP-haItigen Tragermaterials

Das trockene Produkt aus Beispiel 8 wird in einer Apparatur mit Riihrer
und RiickfluBkahler in 150 ml wasserfreiem Pyridin suspendiert und mit
5,4 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Es wird 4 Stunden unter RickfluB
erhitzt. AnschlieBend wird das Produkt auf einer G3-Fritte abgesaugt und
mit Dichlormethan, Methanol, heiBem Methano! (zum Herauslésen des
Dicyclohexylharnstoffs), Wasser, geséttigter waBriger Natriumhydrogen-
carbonatidsung, 1 M wéBriger Kaliumdihydrogenphosphatlsung (pH 4),
und Wasser gewaschen. Das feuchte Gel wird in 20%igem (v/v) wéBrigen

"Ethanol unter Zusatz von 0,1 M NaCl gelagert.
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Beispiel 10:  Synthese eines ATP-haltigen Tragermaterials
(ATP-Synthese nach J. Ludwig (1981) Acta Biochim.
Biophys. Acad. Sci. Hung. 16, 131-133)

Das Produkt aus Beispiel 8 (Chlorderivat, d.h. vor der Hydrolyse) wird mit
dem tri-n-Butylammoniumsalz der Pyrophosphorséure umgesetzt.

Eine Mischung von 0,5 M bis-tri-n-Butylammoniumsalz der Pyrophosphor-
saure in wasserfreiem DMF und tri-n-Butylamin wird unter Schitteln zuge-
geben. Nach 5 Min. kraftigem Schiitteln wird die Suspension mit 1 M Tri-
ethylammoniumhydrogencarbonatpuffer (pH 7,5) hydrolysiert und nach
0,5 Std. Gber eine G3-Fritte abgesaugt und mit Wasser, ges. Natrium-
hydrogencarbonatidsung und Wasser gewaschen.

Die Ausbeute an ATP liegt bei ~60 % (P-Analyse).

Anwendungsbeispiel A:  Trennung von Sialyltransferase aus Rinder-
colostrum

Eine Superformance® Saule (1.D. 1,6 cm) wird mit 10 g CDP-haltigem
Tragermaterial nach Beispiel 4 gefiillt und mit 10 mM MES-Puffer pH 6.8,
der 25 % Glycerin enthalt, equilibriert. Rindercolostrum vom 1. Tag nach
der Geburt wird durch Zentrifugation entfettet und gegen denselben Puffer
ausgiebig dialysiert. Ca. 1 | dialysiertes Colostrum wird mit einem FiuB von
1 ml/min aufgetragen. Elution erfolgt mit einem Stufengradienten von
10M NqCI. ‘

Die Aktivitat der Sialyltransferase wird durch Ubertragung von CMP-[14C]-
Sialinsdure auf Lactose bestimmt. Dazu werden 50 pl Enzymprobe mit

30 pl MES-Puffer (Endkonzentration: 50 mM MES, 10 mM MnCl2, pH 6,8),
10 pl 0,8 M Lactose und 10 ul CMP-[14C]-Sialins&ure (0,05 pCi) fiir 15 min
bei 37 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz wird mit 1 ml eiskaltem 5 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 abgestoppt und Gber eine 1-mi-Séule mit
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Dowex 1X8-200 chromatographiert. CMP-[MC]-Siélinséure wird unter
diesen Bedingungen auf der Saule retardiert, wahrend das Produkt
[14C]-Sial-Lactose in der nicht-bindenden Fraktion isoliert werden kann.

1 Unit Sialyltransferase-Aktivitat wird definiert als Ubertragung von 1 pmol
[14C]-Sialinséure / min. Es werden 0,2 U Sialyltransferase pro g Trager-
material gebunden. Diese Bindungskapazitdt liegt um 50 % Uber der eines
Vergleichsmaterials (CDP gekoppelt an BrCN-Sepharose). Die gebundene
Aktivitat konnte mit einer Ausbeute von 75 % mit 1,0 M NaCl eluiert
werden, wahrend das Vergleichsmaterial nur eine Wiederfindungsrate von
maximal 8 % aufwies (Elution mit 2,0 M NaCl).

Anwendun ispiel B:  Trennung von 1-3/4-Fucosyltransferase aus
Humanmilch

1000 ml Humanmilch werden durch Zentrifugation entfettet und ausgiebig
bei 4 °C gegen 10 mM Na-Cacodylat, 10 mM MgCl,, 20 % Glycerin pH 6,8
dialysiert. Die Vorreinigung der Transferase erfolgt nach einer beschrie-
benen Methode (Eppenberger-Castori et al., Glycoconjugate J., 8,

p 101-114, 1990) durch Chromatographie an Fractogel® SO; (Fa.

E. Merck). '

Die Bestimmung der Fucosyltransferase-Aktivitat wird analog zum
Beispiel 6 mit GDP-[14C}-Fucose als Substrat durchgefihrt.

Aktive Fraktionen aus der SO3-Chromatographie werden durch Dialyse
entsalzt und affinitdtschromatographisch an GDP-Tragermaterial nach
Beispiel 5 gereinigt. Dazu wird eine Superformance® Saule (1.D. 1,0 cm)

* mit 2 ml Tragermaterial gefiillt und mit 10 mM Na-Cacodylat, 10 mM

MgCly, 20 % Glycerin pH 6,8 equilibriert (0,5 ml/min). Nach Probenauftrag
wird ausgiebig mit Equilibrierungspuffer gewaschen und mit einem NaCl-
Gradienten (0-1,5 M NaCl, 20 Saulenvolumina, 0,2 ml/min) eluiert.
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Die Ausbeute betrégt ca. 83 % bei einer ungefahr 450fachen Anreiche-

rung. Die Fucosyltransferase ist als dominante Bande in der SDS-Gel-
elektrophorese zu sehen (MW 47 kD).
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Patentanspriiche

1. Trennmaterialien fur die Affinitatschromatographie auf der Grundlage
von hydroxylgruppenhaltigen Basistréagern, auf deren Oberflachen
5 Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB

a) der Basistrager aliphatische Hydroxyigruppen enthalt,

b) die kovalentgebundenen Polymeren lber eine endstéandige
10 Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel Il
enthalten,

15 -(CR'R*CRY-

0=C-O-(CH,) -CH-CHR* I

X X

20 .

worin

R1, R2und R3 unabhéngig voneinander H oder CHs,
o5 R4 H, C1'Cs‘A|kY| oder Cs‘C12‘A|’Y|,

n . eine ganze Zahl zwischen 1 und 5

und
30

einer der Reste X OH und der andere Rest X einen nukleosid-
haltigen Rest

bedeuten.

35
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2. Trennlmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der
nukleosidhaltige Rest X einen Rest nach Formel IV bedeutet.

NH,
OJ\N
ﬁ) (ﬁ v
-O-i’-O-lF’-O-CH2
10 OH OH 0
OH OH .
15 3. Trennmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der
nukleosidhaltige Rest X einen Rest nach Formel V bedeutet.
o
H.,
R
2 oAy
O O \'
!
-O-r-O-‘P-O-CHZ
OH OH 0
25
OH OH
30

35
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Trennmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der
nukleosidhaltige Rest X einen Rest nach Formel VI bedeutet.

O O Vi

OH OH

Trennmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der
nukleosidhaltige Rest X einen Rest nach Formel VII bedeutet,
worin m 1, 2 oder 3 bedeutet.

|
NH

)
NN
i Vil
H-[-O-lP-]m-O-CH2
OH o
OH OH
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6. Trennmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der
nukleosidhaltige Rest X einen Rest nach Formel VIl bedeutet.

N° N Vi

7. Verwendung von Trennmaterialien mit den Merkmalen eines der
Anspriiche 1 - 6 flr die Affinitdtschromatographie.

8.  Verfahren zur Herstellung eines Sorbens mit den Merkmalen eines
der Anspriiche 1 - 6, gekennzejchnet durch folgende Verfahrens-
schritte: " ’

a) Pfropfpolymerisation von Monomeren der Formel | auf einen
hydroxylgruppenhaltigen Basistrager unter Beteiligung von
Cer-(lV)-lonen,

CR'R’=CR’
0=C-O-(CH,) -CH-CHR* |
0

worin
R1, R2und R3 unabhangig voneinander H oder CHs,

R4 H, C1'C§'A|k¥| oder Ce'C12'Ar}’|
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und
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
bedeuten.

b) Umsetzung des epoxidgruppenhaltigen Tragers aus Ver-
fahrensschritt a) mit Phosphorsaure oder einem Alkalisalz der
Phosphorsaure oder mit Ammoniak;

c¢) Einflihrung von nukleosidhaltigen Resten in das in Schritt b)
erhaltene Produkt.

Phosphors&ureesterderivat eines gepfropften Polymeren auf der

Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistragern, auf deren

Obertflachen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekenn-
zeichnet, daB

a) der Basistréger aliphatische Hydroxylgruppen enthélt,

b) die kovalentgebundenen 'Polymeren Uber eine endsténdige
Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel 1l
enthalten,

-(CR'R%CRY)-
O=C-O-(CH2)n-?H-C|)HR4 if

Y Y
worin

R1, R2und R3 unabhéngig voneinander H oder CHj,
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Ré H, C-Cs-Alkyl oder Ce-Cra-Aryl,
n eine ganze Zah! zwischen 1 und 5

und
einer der Reste Y OH und der andere Rest Y PO4H, bedeuten.
10. Verwendung eines Phosphors&ureesterderivates nach Anspruch 9
flr die Herstellung eines Sorbens nach einem der Anspriiche 2, 3

oder 4.

11. Verwendung eines Phosphorsdureesterderivates nach Anspruch 9
als Kationenaustauscher fiir die Flissigkeitschromatographie.
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