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‘findungsanspruch:

1.

10.

11.
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Verfahren zur Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen und daraus
gebildeten Festkarperoberflichen, dadurch gekennzeichnet, dal3 das symmetrische
Kohlensiurediester der aligemeinen Formel RO-CO-OR oder Chiorameisensaureester der
aligemeinen Formel CI-CO-OR, wobei der Rest R eine elektronenanziehende Gruppe darstelit,
gegebenenfalls Phosgen gemeinsam mit einem Phenol oder einem N-substituierten
Hydroxylamin, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyliumsalzen befahigen
supernucleophilen Aminen im Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester
und gegebenenfalls einem weiteren der Gruppe starker Basen zugehorenden tertidren Amin im
Verhiltnis 0,1 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensiurediester in wasserfreien organischen
Lésungsmitteln bei Temperaturen von 0 bis 100°C mit den hydroxylgruppenhaltigen Polymeren
bzw. den daraus gebildeten Festkorperoberflachen umgesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da die symmetrischen Kohlensaurediester
mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkérperoberflachen in
Gegenwart von supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls weiteren tertidren Aminen
umgesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gokennzeichnet, daB die Chlorameisensaureester mit
hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkorperoberfiachen in Gegenwart
von tertiaren carbonatbildenden Aminen und/oder supernucleophilen Aminen zur Reaktion
gebracht werden. '

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR der fiir die Polymeraktivierung
eingesetzte Chlorameisensaureester in Gegenwart des Polymers gus Phosgen und einem
substituierten Phenol oder N-substituiertem Hydroxylamin intermediar gebildet und ohne
Isolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tertiére carbonatbildende Amine
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als supernucleophile Amine
Verbindungen wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 4-Pyrrolidinopyridin (PPY), N-
Methylimidazol, Diazabicyclo[5.4.0]lundecen (DBU), 4-Morpholinopyridin,
Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB tertiare Amine wie Triethylamin,
N-Methylmorpholin, N,N-Dimethylanilin oder andere heterocyclische Amine wie Pyridin, Picoline,
N-Methylpiperidin, bzw. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden.
Ver‘ahren nach Anspruch 1, 2, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, dal3 pro Mol symmetrischer
Kohlensiurediester 0,01 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,2 bis 1,2 Mol supernucleophiles Amin und
gegebenenfalls 0,1 bis 2,5 Mol tertidres Amin (bevorzugt 0,8 bis 1,5 Mol) eingesetzt werden.

. Verfahren nach Anspruch 1, 3, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daf® pro Mol

Chlorameisensaureester 0,1 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,8 bis 1,5 Mol carbonatbildendes Amin
und/oder 0,02 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,5 Mol supernucleophiles Amin verwendet
werden.

. Verfahren nach Anspruch 1, 4, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB bei einem Verhaltnis von

Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylamin von 1,0zu 0,5 bis 2,0 ein Einsatz von
carbonatbildenden tertidren Aminen von 1,0 bic 2,5 Mol pro Mol Phosgen und/oder 0,02 bis

2,5 Mol superrucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfoligt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch a~kennzeichnet, dald in den zur Anwendung
kommenden symmetrischen Kohlensdurediestern, Chlorameisensaureestern und Phenolen bzw.
N-substituierten Hydroxylaminen der Rest R eine Succinimidyl-, Phthalimidyl-, 5-Norbornen-2,3-
dicarboximidyl-, p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenylreste bedeuten kann.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die Temperatur bei der Zugabe der
Lésungen der Kohlensdurediester, Chlorameisensaureester bzw. des Phosgens und der
anschlieRenden Reaktion zwischen 0 und 100°C, vorzugsweise 4 bis 60°C gehalten wird und der
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen ist.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB3 als Losungsmittel polare
organische Verbindungen wie Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Tetrahydrofuran, Aceton, Dioxanu.a.
oder unpolare Verbindungen wie Benzen, Toluen u. a. oder halogenisierte Kohlenwasserstoffe wie
Chloroform, Methylenchlorid u.a. bzw. Gemische dieser Lésungsmittel eingesetzt werden.
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Anwsendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Aktivierung von hydroxylgruppenhaitigen polymeren Verbindungen und daraus gebildetan
Festkorperoberflichen, deren Umsetzung mit nucleophilen Komponenten wie Aminen oder SH-gruppenhaltigen Verbindungen
zu N-substituierten Carbonaten bzw. Thiokohlenséure-0,S-diestern fahrt.

Anwendungsgebiete sind die Biotechnologie, die chemische und pharmezeutische Industrie sowie die wissenschaftliche
Untersuchung von Grundlagen und die Verfahrensentwicklung in diesen Industriezweigen und dariber hinaus die klinische
Analytik.

_haraktaristik der bekannten technischen Losungen

Ear die Aktivierung hydroxylgruppenhaitiger Matrices sind sehr viela Méglichkeiten beschrieben worden (P.D.G.Dean,
W.S.Johnson, F. A. Middle, AHfinity Chromatography, JRL Press, Oxford, 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography, John
Wiley & Sons, New York, 1981). Nur wenige Methoden haben eine breite Anwendung gefunden. Die bisher dominierende
Aktivierung mittels Bromcyan wird mehr und mehr durch moderne Maethoden ersetzt, die die Nachteile (hohe Toxizitét des BrCN,
hohe Hydrolyseempfindlichkeit des aktivierten Trégers, geringe chemische Stabilitit der durch Kopplung von NH»-
gruppenhaltigen Liganden entstehenden Isoharnstoffderivate und deren unerwiinschte positive elektrische Ladung im
physiologischen pH-Bereich [kPa ~ 9,5]) der Bromcyanaktivierung teilweise oder ganz vermeiden. Charakteristisch fur moderne
Aktivierungsmethoden ist das Erreichen hoher Kopplungskapazitéten der Triger ohne Beeintrichtigung der strukturellen
Eigenschaften (Porositat, mecharnische Stabilitat, Queliverhalten, Gelbildungseigenschaften, Loslichkeit usw.).

Wesentlich ist weiterhin eine gute Lagerstabilitat der Triger bei gleichzeitig hoher Reaktivitiit der aktiven Gruppen (pH-Werte
von 7,0-9,0, Raumtemperatur) gegeniiber den zu bindenden nucleophiler: Liganden. Die entstehende kovalente Bindung
zwischen Matrix und Ligand soll chemisch sehr stabil sein, um unter den Bedingungen der praktischen Anwendung eine
vernachlassigbar geringe Abspaltung der Liganden von der Matrix zu erhalten.

Diesen Anforderungen entsprechen in einigen Punkten die durch Umsetzung mit epoxigruppenhaltigen Verbindungen oder
Carbonyldiimidazol erhéitlichen — auch kommerziell verfugbaren - aktivierten Trigermaterialien auf der Basis von Sepharose,
modifizierten Kieselgelen, Acrylsduremischpolymerisaten, wie Epoxisepharose {Pharmacia), Reacti-Gs! {Pierce), Eupergit
{R6hm) und epoxiaktiviertes Kieselgel (Merck).

Die derzeit besten Ergebnisse werden jedoch durch die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager mit
Chlorameisensaureestern erzielt, wobei in die hydroxylgruppenhaltige Matrix sehr reaktive Oxycarbonylgruppen unter Bildung
unsymmetrischer Carbonate (Kohlensaurediester) eingefiihrt werden.

{-OH + CI-CO-OR — |- 0-CO-OR
- 2

J. Drohnik et al. (Biotechnol. Bioeng. 24 [1982] 487} setzten Cellulose und Spheron mit N-Hydroxysuccinimidyl-, Trichtorphenyl-
und p-iNitrophenylchlorameisensaureester in Dioxan als Lésungsmittel bei Temperaturen von 25 bis 65°C um und erreichten
Kopplungskapazititen bis zu 2mMol/Gramm Cellulose.
Ahnliche Ergebnisse arzielter, Wilchek und Miron {Biochem. internat. 4 (1982] 629) an Sepharose und Cellulose bei Umsetzung
der Trager in Pyridin bei 4°C.
Bei der Reaktion eines neuen Chlorameisensaureesters — N-(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid — werden mit
hydroxyigruppenhaltigen Polymeren hohe Kopplungskapazititen bis zu 1 bzw. 1,2mMol/g Trager fur Pericetlulose und
Sepharose bei einer Reaktionstemperatur von 70°C innerhalb von 4 bis 5 Stunden und einem Estereinsatz von 16-20mMol/
Gramm Trager erzielt (DD 219430, 6. 3.1985) erreicht. .
Die Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden durch Reaktion mit
Chlorameisensaureestern wie tert.-Butoxycarbonylchlorid (Boc-Cl) ist eine in der Peptidchemie haufig angewandte Reaktion zur
Einfihrung von Schutzgruppen. Anstelle der Chlorameisensaureester werden auch symmetrische oder unsymmetrische
Kohlens3ureester oder ein salzartiges Addukt aus Chlorameisensaureester und Dimethylaminopyridin {(DMAP) (Guibé-Jampel,
Chem. Commun. 1871 267) fiir die Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf die Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden
eingesetzt.

Boc-Cl + DMAP — Boc.DMAP''CI'!

Boc.DMAP!"'CI’ + H,N-R —— Boc.HN-R + DMAP
—HCI

Die Eignung des stabilen Tetrafluoroborats DMAP!*! . CN BF,'~'zur Ubertragung der Cyanogruppe auf die Hydroxylgruppen von
Polymeren unter Bildung von Cyanaten wurde von Wilchek et al. (Meth. Enzymol. 104 [1984] 3-55) beschrieben. Die Reaktion
fohrt bei der Umsetzung von Sepharose zu Tragern hoher Kopplungskapazitét (bis zu 70uMol Cyanat/g abgesaugte Sepharose 4B).
Die Reaktion von Chlorameisensiureestern mit Trisacryl wird nach Angaben von Miron und Wilchek (f*» Internat. Symp.
Bioaffinity Chromat. and Refated Techniques, Prague, 1985) durch Dimethylaminopyridin katalysiert.

Die bisher bekannten Synthesen von Polymeren des Kohlensaurediestertyps {-0-CO-OR gehen von Chlorameisensaureestern
otler symmetrischen Carbonater !"Wilchek, Miron, Appl. Biochem. Biotechnol. 11 {1 985} 3, 191; Henklein et al. Patentschrift

DD 219190 [6 3. 1985)) aus. Der Nachteil dieser Verfahren besteht in der aufwendigen Synthese der Chlorameisensaure- oder
Kohlensaurediester und cen relativ gerinpen Umsatzraten 2u aktivierten Tragern. So erfordert 2. B. die Einfiihrung von 1 bis
2mMol Oxycarbonyigruppen pro Gramm Cellulose etwa den 10fachen UberschuB an Chlorameisensaureester (Drobnik et al.,
Biotechn. Bioeng. 24 [1982] 487) und erhéhte Temperaturen (€5°C) bzw. bei Raumtemperatur lange Reaktionszeiten.
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Ziel der Effindung

Zie! der Erfindung ist es, symmetrische Kohlensaurediester fur die Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren und
daraus gebildeten Festkdrperoberfiachen (Matrices) durch Einfihrung von Oxycarbonylgruppen (- SO-OR) bei milden
Reaktionsbedingungen einzusetzen und die dafir bendtigten Kohlenssurediester-Mengen bei Erreichung hoher
Aktivierungsgrade moglichst gering zu halten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Reaktivitat symmetrischer Kohlenséurediester gegenuber
hydroxyigruppenhaltiger Polymeren stark zu erhGhen.

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB symmetrische Kohlensaurediester der allgemeinan Formel RO-CO-OR, wobei der Rest R
eine elektronenanziehende Gruppe darstellt, in Gegenwart von zur Bildung von reak*ren Acyliumsalzen beféhigten
supernucieophilen Aminen im Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester und gegebenentalls einem
weiteren der Gruppe starker Basen zugehérenden tertidren Amin im Verhiltnis 0,1 bis 2,6 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester
in wasserfreien organischen Losungsmittein bei Temperaturen von 0 bis 100°C mit den hydroxylgruppenhaltigen Polymeren
bzw. den daraus gebildeten Festkorperoberflaichen umgesetzt werden. Dabei ist es auch moglich, diese symmetris.hen
Kohlensiurediesterintermediar zu bilden, z. B. aus den entsprechenden Chlorameisenséureestern, gegebenenfalls aus Phosgen
gemeinsam mit einem Phenol oder einem N-substituierten Hydroxylamin.

Als hydroxylgruppenhaltige Polymere sind sowoh! wasserldstiche als auch unldsliche natirliche Polysaccharide und deren
Derivate oder Hydrolyseprodukte wie Cellulose, Agarose, Dextran, Starke, Mannan, Sepharose, Starkehydrolyseprodukte (SHP)
u.a. oder synthetische Polymere wie Polyvinylderivate (Fractogel, Toyopearl), Vinylalkohol/AcryInitril-Mischpolymerisate,
Spherone, Trisacryl, Polyvinylalkohol, Polyethytenglykol usw. in einer oder allen erfindungsgem iBen Varianten der Aktivierung
mit Kohlensaurediestern einsetzbar. Dabei kdnnen die Polymeren als solche oder in Form daraus hergesteliter Produkte wie
Formkarper (Perlen), Fasern, Sewebe, Folien oder Papier zur Reaktion gebracht werden.

Die Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern des Typs RO—CO-OR mitR = Succinimidyl-, Phthalimidyl-, 5-Norbornen-
2,3-dicarboxiimidy!-, o- und p-Nitrophenyl- oder anderen substituierten Phenylresten kann in organischen Lésungsmitteln wie
Dimethylsulfoxid, Acetonitril, Tetrahydrofuran, Aceton, Pyridin oder aromatischen Kohlenwasserstoffen wie Benzen und Totuen
u.a. oder aliphatischen Verbindungen wie Hexan u. a. halogenierten Kohlenwasserstoffen wie Methylenchlorid, Chloroform,
Tetrachlorkohlenstoff u. a. durchgefihrt werden. Dabei erfolgt im allgemeinen aber nur eine geringfigige Substitution der
Hydroxylgruppen durch -CO—OR, wenn hohe Reaktionstemperaturen bzw. lange Reaktionszeiten angewendet werden, wie am
Beispie! der Reaktion des N,N'-Bis-(5-norbornen-2.3-succ.nimidyl)-carbonats in Tabelle 1 gezeigt wird.

Du:ch Zusatz von tertidren Aminen wie Triethylamin, Pyridin, N,N-Dimethylanilin, N-Methylmorpholin u.a. ist die ' Jmsetzung
der Kohlensaurediester mit den hydroxylg ruppenhaltigen Polymeren nicht oder nur unwesentlich zu beschleunigen (Tab.1).
Dagegen wird eine starke Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit und des erreichbaren Substitutionsgrades bei Einwirkung
von supernucieophilen Aminen wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 4-Pyrrolidinopyridin (PPY), N-Methylimidazol,
Diazabicyclo[5.4.0)undecan {DBU), 4-Morpholinopyridin, Diazabicyclo[2.2.2]octan u. a. in einem Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mol
Amin/Mol Carbonat erzielt (Tab. 1 und Tab. 2).

Die durch das supernucleophile Amin DMAP vermittelte Reaktion wird durch die gieichzeitige Anwesenheit starker Sasen wie
Triethylamin, N,N-Dimethylanilin usw. nic 1t beeinfluft (Tabelle 1). Da auch die supernucleophilen Amine in sehr kleinen
Mangen nur geringe Wirksamkeit haber, ilegt keine echte katalytische Wirkung der Amine vor (Tabelie 3).

Das optimale molare Verhaltnis von symmetrischem Kohlensaurediester 2u nucleophilem Amin im Hinblick auf die Erzielung
einer hohen Kopplungskapazitét liegt bei 1,0 bis 5,0.

Die Beschleunigung der Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern mit OH-gruppenhaltigen Polymeren in Gegenwart
supernucleophiler Amine ermogticht die Durchfiihrung der Reaktion bei Raurntemperatur innerhalb von 10 bis 30 Minuten. Nur
bei besonders wenig reaktionsfahigen Polymeren ist eine Temperaturerhohung bis zu etwa 60°C erforderlich.

Auch bei Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4°C ist die Umsetzung bei reaktionsféhigen Polymeren wie Sepharose und
Cellulose schon nach 10 Minuten abgeschiossen.

Lésungsmittel wie Dioxan, Aceton, Acetonitril, Chloroform u. a. sind fur die Erzielung hoher Kopplungskapazitéten besonders
gutgeeignet (Tab.4), jedochist die Durchfahrung der Reaktion auch in beliebigen anderen wasserfreien Lésungsmitteln moglich.
A.kohole oder andere hydroxylgruppenhaitige Lésungsmittel sind ungeeignet bzw. fuhren zu niedriger Kopplungskapazitaten.
Die Anwendungsbreite der Methode wird aus Tab.§ ersichtlich, in der die Ergebnisse der Aktivierung unterschiedlicher
hydroxylgruppenhaltiger Polymere dargestellt sind. Sowohl natarliche Polysaccharide und deren Derivate (Sephadex,
Sepharose) als auch synthetische Tragermaterialien (Fractogel) oder 16sliche Polymere wie Potyethylenglycol sind der Reaktion
zugénglich.

Die Synthese und Reindarstellung der fir die Polymeraktivierung eingessutzten symmetrischen Kohlensaurediester kann auf
einfache Weise umgangen werden, denn eine grofle Zahl von Chlorameisensaureestern reagiert in Gagenwart tertidrer Amine
wis Triethylamin, N-Mathyimorpholin, N.N-Dimethylanilin, Pyridin, Dimethylaminopyridin u.a. zu symmetrischen
Kohlens3urediestern.

Diese glatt ablaufende Reaktior bietet die Moglichkeit der Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Polymere durch Umsetzung mit
Chlorameisensaureestern, sinem tertidren Amin und einem der supernucleophilen Amine, die fur die Umsetzung von
symmetrischen Kohlensaurediestern mit hydroxylgruppentragenden Verbindungen geeignet sind (Tab.7).

Es erweist sich als zweckmaBig, einen geringen molaren UberschuB an corbonatbildendem tertidgren Amin im Verhaltnis 2um
Chlorameisensaureester einzusetzen. Das supernucleophile Amin kann in einem Verhaltnis von 0,01 bis 1 Mol pro Mo!
Chlorameisensiureester variicr. werden, wobei héherer Amineinsatz eine deutliche Steigerungder Kopplungskapazitat bewirkt
{Tabelle 8).
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Auch die Erhohung des Chlorameisensaureestereinsatzes bewirkt eine Zunahme der Kopplungskapazitit, wie aus Tabelle 9
ersichtlich wird. Wie bei der Reaktion der Kohlensaurediester beobachtet, ist beim Einsatz der supernucleophilen Amine die
Reaktion bei Temperaturen von 4 bis 25°C inncrhalb von 20 bis 30 Minuten beendet. Nur wenig reaktionsfahige Polymere
erlordern hohere Temperaturen (bis 60°C} und Reaktionszeiten von 1 bis 2 Stunden.

Die Aktivierung mittels Chlorameisenséureester ist auf unterschiedliche Gruppen hydroxylgruppenhaltiger Polymere
anwendbar (s. Tab. 10). Die Eignung verschicdener, supernucleophiler Amine zur Erzielung hoher bis sehr hoher
Kopplungskapazitaten wird durch die Ergebnisse in Tabelle 11 gezeigt.

Wird die Umsetzung von Chlorameisensaureesterr mit hydroxylgruppenhaltigen Tragern ausschlieBSlich mit einem
supernucieophilen Amin wie Dimethylaminopyridin, durchgefGhrt, wird bei den oben beschriebenen geringen Amineinsatzen
von 0,01 bis 0,05 Mol pro Mol Chlorameisensiureester bei Raumtemperatur nur eine sehr geringe Steigerung gegentiber der
Reaktion ohne Zusatz dieser Amine verzeichnet (Tab.7).

Wird das supernucieophile Amin jedoch in einem molaren UberschuBBgegeniuber dem Chlorameisensaureester eingesetzt, lduft
die Reaktion in gleicher Weise wie in Gegenwart anderer stark basischer carbonatbildender tert. Amine mit geringer Nucleophilie
ab, d.h. daB das supernucleophile Amin sowohl die Bildung des symmetrischen Kohl ns8urediesters als auch dessen Reaktion
mit dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer bewirkt.

For die Aktivierungsreaktion mit Chlorameisenséaureestern sind die gleichen wasserfreien Lésungsmittel verwendbar, die fir die
Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren Anwendung finden.

in Kenntnis der Bildung von Chlorameisensaureestern aus Phenolen bzw. substituierten Hydroxylaminen — durch Reaktion mit
Phosgen in Gegenwart von tertidran Aminen wie Triethylamin, N,N-Dimethytanilin, N-Methylmorpholin u.a. ist es ebensogut
maéglich, die oben geschilderte Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren auch unter Umgehung der
Chlorameisensaureesterisolierung durchzufihren.

Dazu wird ein Gemisch aus dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer, supernucleophilem Amin, und gegebenentalls einem
weiterer tertidren Amin und einem substituierten Phenol oder N-substituierten Hydroxylamin mit Phosgen umgesetzt. Durch die
Wirkung der Kombination dieser Amine wird sehr schnell eine Reaktionskette mit der intermediaren Bildung von
Chlorameisensaureester und symmetrischen Kohlensaurediester durchlaufen, der srinerseits mit Hilfe des supernucleophiten
Amins die Ubertragung der Oxycarbonylgruppe auf das Polymer bewirkt.

Diese Reaktionsfahrung hat den Vorteil, billige, kommerzielt erhéltliche Ausgangsstoffe fir die Einfihrung von
Oxycarbonylgruppen in hydroxylgruppenhaitige Matrices unter sehr schonenden Reaktionsbedingungen zu verwenden.

Der 6konomische Vorteil dieser Verfahrensweise besteht dariber hinaus darin, daB die bei der Synthese von
Chlorameisensiureester oder Kohlensaurediestern auftretenden Ausbeuteverluste vermieden werden, und die bitligen
Ausgangsprodukte Phosgen und Phenole oder substituierte Hydroxylamine in hoher Ausbeute als Oxycarbonylgruppe in die
Matrix eingefihrt werden.

Tabells 12 zeigt die Ergebnisse der Aktivierung von Perlcellulosein Abhangigkeit von den eingesetzten Mengen an Phosgen- und
N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximid.

Die Einfihrung unterschiedlicher Abgangsgruppen in Cellulosecarbonate vom Typ Cell—-CO-OR (R = N-Hydroxysuccinimidyl-,
p-Nitrophenyl-, N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximidyl-) durch Reaktion von Phosgen und den entsprechenden
Hydroxylve-bindungen (Phenol, bz v. N-substituiertes Hydroxylamin) kann als allgemein anwendbare Reaktion zur Aktivierung
von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren angesehen werden (Tab. 13).

Das Ziel der Erfindung, ein einfaches und 6konomisches Verfahren zur Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf
hydroxylgruppenhaltige Matrices mittels symmetrischer Kohlensaurediester, ist im wesentlichen durch das folgende
erfindungsgemaBe Merkmal erreicht worden: Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von supernucleophilen Aminen auf die
Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Matrices durch Ubertragung von Oxycarbonylgruppen aus symmetrischen
Kohlensaurediestern und deren Bildung aus Chlorameisensaureestern durch Einwirkung von tertiaren Aminen wie z.B.
Triethylamin usw. -

Die Kombination von carbonatbildenden Basen und supernucleophilen Aminen ermbglicht den Einsatz von Phosgen und
N-substituierten Hydroxylaminen bzw. Phenol oder von Chlorameisensaureestern als Mitte! zur Ubertragung von
Oxycarbonylgruppen anstelle der meist schwerer zugénglichen symmetrischen Carbonate.

Im Vergleich zur direkten Umsetzung von Chiorameisensaureestern oder symmetrischen Kohlensaurediestern gestattet der
Einsatz der supernucleophilen Amine eine Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4 bis 25°C und eine Verkurzung der
Reaktionszcit auf 10 bis 20 Minuten. Bei Temperaturen von 50 bis 60°C werden auch wenig reaktionsfahige Polymere in hohrr
MaBe aktiviert.

Die milden Reaktionsbed:ngungen gestatten auch die Aktivierung von wenig strukturstabilen Polymeren wie Sepharosen orle:
Polymerfilmen.

Der im Vergleich zu bekannten Verfahren hohe Umsatz der Reagenzien (bis zu 80-90%) und der Einsatz billiger Rohstoffe
bewirken eine wesant'ich verbesserte Okonomie des erfindungsgemafien Verfahrens zur Aktivierung von
hydroxyigruppenhaltigen Matrices. Die Anwendung der erfindungsgemaB hergestellten aktivierten Matrices wurde am Beispic!
der Kopplung von Aminen wie aliphatischen Diaminen oder Polyaminen von Proteinen wie Concanavaiin A, Ovomucoid,
Ovoinhibitor u. a. sowie Enzymen wie Glucoseoxidase, Meerrettichperoxidase und Trypsin oder Immunoglobuline und
Antikorper sowie ihren Einsatz als Affinitdtsadsorbens oder tragerfixiertes Enzym Gberpruft. Die Kopplung von Nucleinsauren an
feste Trager wie Cellulose, Sepharose, Fractogel usw. ergibt Affinitatstrager, die zur Reinigung von DNA- und RNA-Polymerasen
Kinasen, Nucleasen usw. geeignet sind. Bei der Reaktion der aktivierten Trager mit SH-gruppenhaltigen Verbindungen entstehen
in glatter Reaktion Thiokohlensature-0,S-diester, wie am Beispiel der Reaktion von aktivierter Perlcellulose mit Thioalkoho! urd
Thiophenol gezeigt werden konnte.
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Ausfﬁhmngsbeispiolo

Die erfindungsgemale tierstullung von aktivierten Matrices und deren Reaktion mit nucleophilen Reaktionsparinern soll anhand
folgender Beispiele erldutert werden:

Bei~piel 1

pericellulose wird durch Behandlung mit Wasser-Aceton-Gemischen steigenden Acetongehalts und wasserfreiem Aceton
entwissen. Ein Volumen wasserfreier Pericellulose wird in einem Volumen Aceton aufgenommen, ir. dem 40 Mol
Dimethylaminopyridin geldst wurden. Unter teichtem Schitteln wird portionsweise ein Milliliter einer Acetonlosung von
N,N'-Bis(5—norbornen-2,3-dicarboximidyl)-carbonat {CO(ONBY),) (80 pMol/ml) hinzugegeben. Die Umsetzung arfolgt bei
Raumtemperatur und wird 10 Minuten nach Beendigung der Carbonatzugabe durch Absaugen der Gberstehenden Losung (ber
eine Glasfritte und grandliches Waschen mit Aceton abgebrochen. Der aktivierte T1ager enthalt 860 uMol Carbonatgruppen pro
Gramm wasserfreier Cellulose.

Die Bestimmung der Kopplungskapazitat erfolgt durch Hydrolyse des aktivierten Tragers mit 0,1 N NH,OH und
spektralphotometrische Bestimmung des abgespaltenen N-Hydroxy-S-norbornen-2,3-dicarboximids (HONB) bei 270nm

(¢ = 6,4 10° Mol 'cm ).

Beispiel 2-7
Pericellulose wurde analog Beispiel 1 aktiviert, s. Tab.1, Versuch Nr.9, 11-15.

Beispiel 8-11
Perlceliulose wurde analog Beispiel 1 aktiviert, s. Tab.2, Versuch Nr.1-4.

Beispiel 12-14
Die Aktivierung wurde gemaB Beispiel 1 durchgefibrt, . Tab.3, Versuch Nr.1-3.

Beispiol 15

Periceliulose wird wie in Beispiel 1 beschrieben entwassert. Ein Volumen wasserfreier Perlcellulose wird durch Waschen mit
Acetonitril von anhaftendem Aceton befreit und mit einem Volumer: Acetonitril, das 40uMol/ml Dimethylaminopyridin enthalt,
versetzt. Die Umsetzung mit 40 Mol CO(ONBI),/mli Cellulose wird unter leichtem Schotteln innerhalb von 20 bis 60 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Nach Abtrennen des Uberstandes und Waschen des Trigers mit Acetonitrit wird zur Ermittlung
der Kopplungskapazitét wie tolgt verfahren: eine Probe des aktivierten Tragers wird stufenweise mit Aceton-Wassergemischen
steigenden Wassergehalts und Wasser behandelt, mit Boratpuffer, pH8,1 aquilibriert und mit Glycin zur Reaktion gebracht. Die
Ermittlung des Anteils an kovalent gebundener Aminosaure wird nach Antoni et al. {Analyt. Biochem. 129 11983} 60—63) durch
Ricktitration des nichtumgesetzten Glycins mit Trinitrobenzolsulfonsdure ermittelt.

Kopplungskapazitat: 51 5uMol Glycin/g trockene Sepharose.

Beispiel 16 bis 7
Entsprechend dem Beispiel 15 wurde die Aktivierungsreaktion mit den in Tabelle 4, Versuch Nr.3 und 4, aufgefihrten
Lésungsmitteln vorgenommen.

Beispiel 18

Sepharose C1-4B wird stufenweise mit Wasser-Aceton-Gemischen steigenden Acetongehalts und wasserfreiem Aceton
entwassent. Ein Volumen wasserfreier Sepharose Cl-48 wird mit einem Volumen Aceton versetzt, in dem 48 uMol
Dimethylaminopyridin und 43uMol Triethylamin pro Miltititer Trager geldst wurden. Untet Kihiung auf 15°C und leichtem
Schatteln wird 1 Volumen einer acetonischen L6ésung von CO{ONB); (80 pMol/ml Sepharose) in kleinen Portionen
hinzugegeben, so daB die Temperatur des Reaktinsgemisches nicht Gber 24°C ansteigt. Nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten
wird der Trager von der Uberstehenden Lssung abgetrennt und mit Aceton grandlich gewaschen. Zur Ermittlung der
Kopplungskapazitat wird wie im Beispiel 15 verfahren.

Kopplungskapazitat: etwa 515 Mol Glycin/g trockene Sepharose. Die durch HONB-Abspaltung bestimmte Kopplungskapazitat
betragt 640 uMol/g trockene Sepharose.

Beispiel 19-21 i

Die in Tab.5 aufgefahrten Polymere wurden analog Beispiel 1 aktiviert, s. Versuch Nr.7, 8 und 10.

Beispiel 22

Die Aktivierung von Polyethylenglykol 1500 wird durch Zugabe von 30,4 mg CO(ONB), 2u einer Losung von 1g PEG 1500 und
4.4mg DMAP in 3ml Aceton bei Raumtemperatur durchgefihrt. Nach einer Reaktionszuit von 25 Minuten wird das PEG 1500 mit
Ather ausgefalit. Der Carbonatgehalt des Produktes betragt 213uMol/g.

Beispiel 23-25
Die Aktivierung von Perlcellulose wurde analog Beispiel 1unter Einsatz verschiedener Carbonate durchgefihrt,s. Tab.6, Versuch
Nr.1-3.
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Beispiel 26
Pericetlulose wird in der in Beispiel 1 beschriebenen Weise entwiéssart und in wasserfreiem Dioxan aufgenommen.

Zu einem Volumen wasserfreier Cellulose wird ein Volumen Dioxan hinzugefuigt, in welchem 2,6 mMot Triethylamin und

0,2 mMol Dimethylaminopyridin pro Gramm trockener Cellulose geldst sind. Bei Raumtemperatur erfolgt unter leichtem
Schutteln die portionsweise Zugabe von 2,1 mMol N-(ChIorcarbonyony)-s-norbomen-2,3-dicarboximid (CICOONB), geldstin
einem Volumen wasserfreien Dioxar.s. Nach 20 Minuten ist die Reaktion beendet, die iiberstehende Flussigkeit wird von der
Ce'lulose abgesaugt und der aktivierte Trager ausgiebig mit Dioxan gewaschen.

Der Substitutionsgrad der aktivierten Cellulose betrégt 400 1Mol Carbonat pro Gramm trockene Cellulose.

Beispiel 27-31
Entsprechend Beispiel 26 wurde die Aktivierung von Perlcellulose vorgenommen, s. Tab.7, Versuch Nr.3-7.

Beispiel 32-34
Die Aktivierung von Perlcellulose wurde, wie unter Beispiel 26 beschrieben, durchgefiihrt, s. Tab.8, Versuch Nr.2-4.

Beispiel 35-37
Aktivierungen mit unterschiedlichem Chlorameisensaureester-Einsatz wurden analog Beispiel 26 durchgefihn, s. Tab.8,

Versuch Nr.1-3.

Beispiel 3844
Die Aktivierung verschiedener Polymere wurde ontsprochend Bsispiel 26 vorgenommen, S. Tab.10, Versuch Nr.2, 3, 5-9.

Beispiel 45 und 48
Die Aktivierung wasserloslicher Polymere, die in Aceton oder Dioxan unlslich sind, wird analog Beispiel 26 durchgefihrt, wobei
sich die Anwendung von Pyridin anstelle von DMAP als vorteilhaft erweist, s. Tab. 10, Versuch Nr.10und 12.

Beispiel 47

1g Polyethylenglykol 1500 (Ferak) wird in 2mitrockenem Aceton gelostund 10mg DMAP und 150! Triethylamin hinzugegeben.
In diese L.ésung werden unter standigem Schitteln bei Raumtemperatur innerhaib von 10 Minuten 200 mg (830pMol) CI-CO-
ONB, gelost in 2ml Aceton, eingetropft. Nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten wird die Reaktion durch Zugabe von
Diethylether und Ausfallen des PEG beendet. Das aus Aceton umkristallisierte Produkt enthilt 444uMol Carbonatgruppen pro
Gramm Trockensubstanz, s. Tab. 10, Versuch 11.

Belspiel 48

ami eines synthetischen hydroxylgruppenhaltigen Polymers {partikuldres Mischpolyrisat aus Acrylnitril und Vinylalkohol)
werden in 3m| wasserfreiem Pyridin, dem 4,5mg Dimethylaminopyridin zugesetzt wurden, eine Stunde bei 50 °C unter Schitteln
mit 300mg N-(Chlorcarbonyloxy)'s-norbornen-2,3-dicarboximid umgesetzt. Nach Abtrennen des Uberstands, Waschen mit
Aceton und Entfernen des Acetons im Vakuum erhélt man den aktivierten Triger in wasserfreier Form.

Durch Hydrolyse in waBriger Ammoniakiésung und spektraiphotemetrische Bestimmung des freigesetzten HONB wurde die
Kopplungskapazitat zu 94 uMol-COONB/Gramm Trockensubstanz ermittelt.

Beispiet 49

Perlcellulose wird, wie in Beispiet 1 beschrieben, entwassert und in wasserfreiem Aceton aufgenommen.

Ein Volumen sedimentierte Celiutose wird mit 1 Volumen Aceton, in dem 40 uMo! N-Methylimidazol/ml enthalten sind, und
217 uMol Triethylamin/ml versetzt und bei Raumtemperatur portionsweise 2,1 mMol/m! Chiorameisensiureester (C'-CO-ONB),
geldst in einem Volumen Aceton, versetzt. Zehn Minuten nach Beendigung der Reagenzzugabe bei Raumtemperatur wird die
Reaktion durch Abtrennung des Uberstandes gestoppt. Die Cellulose wird auf der Fritte mittrockenem Aceton gewaschen, dann
stufenweise in die walrige Phase iberfihrt urd die Kopplungskapazitdt durcn hydrolytische Abspaltung und
spektralphotometrische Bestimmung von HONGBE ermitteit.

Ergebnis: 602 uMol -CO-ONB pro Gramm trockane Pericellulose.

Beispiel 50-52
In gleicher Weise wie unter Beispiel 49 beschrieben, wurde die Eignung weiterer supernucleophiler Amine fur die Aktivierunq
von hydroxylgruppenhaltiger Polymeren getestet, s. Tab.11, Versuch Nr.1,3und 4.

Beispiel 53

Perlcellulose wird, wie in Beispiel 1 angegeben, entwéssert und in wasserfreiem Aceton aufgenommen und zur volistandigen
Entfernung des Acetons grindlich mit wasserfreiem Acetonitril gewaschen. Ein Volumen sedimentierte Pericellulose wird in
rwei Volumina Acetonitni suspendiert, worin 36 uMol Dimethylaminopyridin, 320 uMol Triethylamin, 160 Mol N-Hydroxy-5-
norbornen-2,3-dicarboximid (HO'NB) pro Milliliter Cellulose gelést sind.

Durch portionsweise Zugabe ciner 10%.igen Phosgenlosung in Toluen wird m.itinsgesamt 160uMol Fhosaen pro Millihter
Cellulose bei Raumtemperatur 1mgesetzt. Nach Beendigung der Phosgenzugabe wird weitere 10 Minuten geschutteltund ¢
Reaktion durch Absaugen des Uberstandes Gber eine Fritte und Waschen mit wasserfreiem Acetonitni beendet.

Ein Teil der aktivierten Cellulose wird unmiitelbar mit einer Lésung von Hexamethylendiamin in Acetonitril umgesetzt und der
Gehalt an freien Aminogruppen des Tragers nach Antoni et al. (Anal. Biocnem. 129 {1983] 60-63) ermittelt.
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Ergebms: 46 pMol NH,-Gruppen/Gramm trockene Perlicellulose. Ein weiterer Teil der aktivierten Cellulose wurde stufenweise ins
walirige Milieu OberfGhrt und durch hydrolytische Freisetzung von HONB eine Kopplungskapazitat von 362 Mol -CO-ONB/

Gramm trockene Cellulose ermittelt.
Durch Kopplung von [*H]-markiertem Glycin wurde eine Bindung von 225 Mot Glycin pro Gramm trockene Cellulose bestimmt.

Beisplel 54-56
Entsprechend Beispiel 50 wurde Perlcellulose aktiviert, s. Tab. 12, Versuch Nr. 24,

Beispiel 57 und 58
Analcg der in Beispiel 50 beschriebenen Weise wurde die Eignung weiterer Phenoie bzw. N-substituierter Hydroxylamine fOr die

Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager gezeigt, s. Tab. 13, Versuch Nr.tund 2.

Tabelle 1
Umsetzung von Perlcellulose mit symmetrischem Carbonat RO-CO-OR

co
(R = =N d ) in Aceton (Raumtemperatur, Reaktionszeit: 10 Minuten)
Nco
Carbonat TEA DMAP Pyridin Kopplungskapazitat
{uMol/mt {pMol/ml (uMol/mi (pMol/ml {pMol-COOR/g
sediment. sediment. sediiment. sediment. trockene
Nr. Cellulose} Ceiluiose) Cellulose} Cellulose) Cellulose)
1 80* - - - 74
2 80 - - - -
3 80 40 - - -
4 80 160 - - -
5 290 66 700 - - -
6 80 - - 40 -
7 80 - - 160 -
8 80 - - 9000 -
9 80 - 12 - 370
10 80 - 40 - 850-900
1" 80 - 80 - 805
12 80 43 6 - 108
13 80 43 12 - 488
14 80 43 24 - 720
15 80 43 48 - 780

* Reaktionstemperatur: 70°C, 5,5 Stunden

Tabelle 2
Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR

mit Pericellulose unter Einsatz verschiedener supernucleophiler Amine.
{Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, 80 uMol symmetrischer Kohlensaurediester/m! sedimentierte Cellulose, 40 uMol
supernucleophiles Amin/ml sedimentierter Cellulose, Loésungsmittel: Aceton)

Nr. supernuclevphiles Amin Kopplungskapazitat
{2Mol-COOR/g troctene Cellulose)

1 Dimethylaminopyridin 880

2 Methylimidazol 210

3 Diazabicyclo[2.2.2]octan 130

4 Diazobicyc!o[5.4.0)undecen 50




-8- 279 486

Tabelle 3
Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR

Pole
(R = -'\C )

mit Perlcellulose in Abhangigkeit von der eingesetzten Menge an supernucleophilem Amin {Dimethylaminopyridin)
{Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, Lésungsmittol:Aceton)

Kopplungskapazitat
(uMol-COOR/g trockene Celtulose

Nr. Kohlensaurediester DMAP
(uMol/misedimen- {uMol/ml sedimen-
tierte Cellulose) tierte Cellulose)

1 . 80 12 370
2 89 40 930
3 80 80 805

Tabelle 4
Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO—CO-OR

(R = -N:CCZ:@)

mit Pericellulose in verschiedenen Lésungsmitteln {Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, 80uMol Kohlensdurediester/ml
sedimentierte Cellulose, 40 uMol DMAP/m! sedimentierte Cellulose)

Nr. Lésungsmittel Kopplungskapazitat
{1tM0l-COOR/g trockene Cellulose)

1 Aceton 805-230

2 Acetonitril 515

3 Dioxan 733

4 Chioroform 217

Tabelle5
Aktivierung verschiedener hydroxylgruppenhaltiger Polymere mit symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR

CO
(R = -~ ﬂ)
co

Nr. Matrix Kopplungskapaziidt .
{uMol-COOR/g trockenes Polymer)
6 Pericellulose (makroporos) 80n-900
7 Perliceliulose (mikropords) 66
8 Sepharose Ci-4B 640
9 Sephadex G-100 5
10 Fractoge! TSK HW 75 (F) 88
1 Polyethyltenglycol 1500 213

Tabelle 8

Aktivierung von Pericellulose mit verschiedenen symmetrischen Carbonaten

(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Lésungsmittel: Aceton, 80uMol symm. Carbonat/m! sedimentierte Cellulose,
40 Mol DMAP/mI sedimentierte Cellulosel)

Nr. symm. Carbonat Kopplungskapazitat
{uMol-COOR/g trockene Cellulose)

1 N.N’-Disuccinimidyl- 882

2 N,N’-Diphthalimidyl- 106

3 p-NO;-Phenyl- 570




Tabelle 7
Reaktion von Chlorameise~siureestern CI-CO-OR

£o
(R = =N’ :K])
o

mit Pericellulose
(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Aceton)
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Nr. Chlorameisen- TEA DMAP Pyridin Kopplungs-
saureester (mMol/g)  (mMol/g {uMol/g (uMol/g kapazitat (uMol/g
trockene Cell.) tr. Cell.) tr.Cell) tr.Cell.) tr.Cell))

1 21 - - - 35

2 21 3,0 - - 104

3 2,1 2,6 - 414 75

4 21 - 207 - 130

5 21 2,6 207 - 400

6 2.1 2,6 414 - 590

? 21 2,6 828 - 823

Tabelle 8 e
Umsetzung von Pericellulose mit Chlorameisensaureester CI-CO-OR

@@
R = =N )
( e

in Athangigkeit der eingesetzten DMAP-Menge {2,1 mMol CICOONB/g Cellulose, 2,6mMol TEA/g Cellulose, Temperatur: 25°C,

Reaktionszeit: 15 Minuten, Losungsmittel: Aceton)

Nr. DAMP Kopplungskapazitit
{uMol/g trockene Cellulose) {uMo1-COOR/g trockene Cellulose)
1 0 25
2 20,7 150
3 207 333
4 414 590
Tabelle 9
Anhingigkeit der Reaktion von Chlorameisensaureester RO-CO-CI
,CO
(R = =N i
co—
mit Perlcellulose vom Estereinsatz {Temperatur: 5°C, Reaktionszeit: 20 Minuten, Lésungsmittel: Aceton)
Nr. Chlorameisen- TEA DMAP Kopplungs-
saureester kapazitat
{mMol/g (mMol/g (mMol/g (uMol-COOR/g
trockene Cellulose) trockene Cellulose)  trockene Cellulose)  trockene Cetiuloce)
1 21 2,6 0.2
2 4,2 5,2 0,2
3 8.4 10,4 0.2
Tabelle 10

co
(2 = -:c( :©)
co

(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 bis 60 Minuten, 2,1 mMol Chlorameisensaureester/g trockenen Trsger, 210uMol DMAP/g

trockenen Trager, 2,7mMol Triethylamin/g trockenen Trager, Losungsmittel: Aceton oder Dioxan)
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Nr. Matrix Kopplungskapazitat
{1*Mol-COOR/g trockener Trager)

1 Pericellulose {makropords) 820
2 Pericellulose (mikropords) 50
3 Cellulosepulver MN 300 355
4 Sepharose Cl-4B 1073*
5 SephadexLH-20 444
6 Spheron P 1000 452
7 Trisacryl GF-2000 50
8 Toyopearl HW-60 1365°*
9 Fractogel TSK HW 75 (F) 780

10 Polyvinylalkohol 218+

n Polyethylenglykol 1500 462°

12 SHP (Starkehydrolysat) 44*"*

. 2,6 mMol CI-CC-OR; 3.5 mMol TEA; 600 uMol DMAP

.o 2.7 mMol CCO-OR; 3,5 mMol TEA; 275 uMol DMAP

eor 2.1 mMol CI-CO-OR; 2,7 mMol TEA: 1065 uMol Pyridin

: 0.83 mMol CI-CO-OR; 1,0 mMol TEA; 80 pMol DMAP
2.1 mMol CI-CO-OR; 2,7mMol TEA; 210 uMol Pyridin

Tabelle 11
Reaktion von Chiorameisensaureester CI—-CO-OR

0
0 &0
. Co

mit Perlcellulose unter Einsatz verschiedener supernucleophiler Amine
(Paumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, 2,9 mMol Chlorameisenséureester/g trockene Cellulose, 210uMol Amrin/g
trockene Cellulose, 2,7 mMol Triethylamin/g trockene Celluiose, Lésungsmittel: Aceton)

Nr. supernucleophiles Kopplungskapazitét
Amin (uMo)-COOR/g trockene Cellulose)
1 Dimethylaminopyridin 797
2 N-Methylimidazol 602
3 Diazabicyclo[2.2.2Joctan 190
4 Diazabicyclo(5.4.0lundecen 200

Takslle 12
Aktivierung von Pericellulose durch Reaktion mit Phosgen und N-substituiertem Hydroxylamin HO-NR;

L0
(HO-N = HOND)
N

in Gegenwart von tertidren Aminen
(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Acetonitril)

Nr. Phosgen HONB TEA DMAP Kopplungskapaziat
(LMo!*)} {(uMo!*) (uMol*®) {uMol*} (uMol-COOR/g trockene
. Cellulose)
1 160 160 320 36 362
2 46 320 320 36 52
3 320 320 640 72 310
4*° 160 160 160 36 325

* promised mentete-Ce Liose®®
** Losungsmittel: CHCI,

Tabelle 13

Aktivierung von Perlcelluiose durch Reaktion mit Phosgen und unterschiedlichen Pheno'en bzw. N-substituierten
Hydroxylaminen (Raumtemperatur, Resaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Acetonitril. 320 uMol Triethylamin/m}
sedimentierte Cellulose, 36uMol DMAP/mi sedimentierte Cellulose. 160 Mol Phosgen und 160uMol Phenol bzw.
N-substituiertes Hydroxylamin/ml sedimentrierte Cellulose)
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Nr. Phenol bzw. N-subst. Kopplungskapazitat
Hy-droxylamin {(uMol-COOR/g trockene Cellulose)
1 N-Hydroxysuccinimid 330
2 p-Nitrophenol 105
3 N-Hydroxy-5-norbornen-
2,3-dicarboximid (HONB) 362

Bestimmung der Kopplungskapazitat durch Hydrolyse der Trager mit Ammoniaklésung und spektralphotometrische Messung
des freigesetzten Phenols oder der N-substituierten Hydroxylamina. :
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