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(57) Abstract

The invention relates to an improved process for gel permeation chromatography and substrate materials therefor based on hydroxyl-
group-containing substrates on the surface of which polymers are covalently bonded, in which: a) the substrate contains aliphatic hydroxyl
groups; b) the covalently bonded polymers are bonded to the substrate via a final-position monomer unit; ¢) the linear polymers contain
monomer units of formula (II) in which: R, R2 and R? are mutually independently H or CHj, R* is H or alkyl with 1-5 C atoms, and n is
a whole number between 1 and 5; d) the polymers are cross-linked by ether bridges.

(57) Zusammenfassung

Die Esfindung betrifft ein verbessertes Verfahren fiir die Gelpermeationschromatographie und Trigermaterialien fiir dieses Verfahren
auf der Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistrigemn, auf deren Oberfiichen Polymere kovalent gebunden sind, worin a) der
Basistriger aliphatische Hydroxylgruppen enthilt, b) die kovalent gebundenen Polymeren iiber eine endstindige Monomereinheit an den
Triger gebunden sind, ¢) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel (II) enthalten, worin R1, RZ und R3 unabhiingig voneinander
H oder CH3, R* H oder C1-Cs-Alkyl und n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 bedeuten; d) die Polymeren durch Etherbriicken vernetzt sind.
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Verfahren und Tréger fiir die Gelpermeationschromatographie

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren fir die Gelpermeations-
chromatographie und Tragermaterialien fir dieses Verfahren.

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) zur GréRentrennung von
Makromolekilen ist zu einer Standardmethode fiir die Trennung von Bio-
polymeren, insbesondere von Proteinen geworden. Dazu werden Trager-
materialien bendtigt, die eine hydrophile Oberflache besitzen, und die
moglichst kein unspezifisches Adsorptionsverhalten aufweisen.
Weiterhin sollen die verwendeten Trager druckstabil sein, um hohe
DurchfluBraten zu erzielen. Insbesondere bei weitporigen Tragem ist
diese Bedingung schwierig zu erfillen.

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

CR1R2=CR3

I
0= C-0-(CH2)n-CH-CHR4 o

worin

R1, R2 und R3 unabhangig voneinander H oder CHg3,

R4 H oder C1-C5-Alkyl
und
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5

bedeuten. Es wurde gefunden, daR sich diese aktivierten Trager-
materialien zu den erfindungsgemé&Ren vernetzten Pfropfpolymerisaten
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umsetzen lassen. Dabei werden auf das bekannte Pfropfpolymerisat mit
linearer Polymerkette beispielsweise durch Reaktion mit Bortrifluorid-
Etherat vernetzt; die verbleibenden Epoxidgruppen werden gegebenen-
falls anschlieBend hydrolysiert.

Es wurde gefunden, daB sich die Trenneigenschaften von Fractogel®
TSKHW 65 (8), einem pordsen Mischpolymerisat auf Vinylbasis, das
aliphatische Hydroxylgruppen enthalt (1 mAq OH/g), erheblich
verénderten, wenn man dieses Basismaterial einer Pfropfpolymerisation
mit Glycidylmethacrylat und einer anschlieRenden Vemnetzung unterwarf.
Durch diese MaRnahmen werden Gelpermeationstrager mit verbesserten
Trenneigenschaften zuganglich.

Die Erfindung betrifft Tragermaterialien fur die Gelpermeationschromato-
graphie auf der Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistragem,
auf deren Oberflachen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch
gekennzeichnet, daR

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthalt,

b) die kovalent gebundenen Polymeren tiber eine endsténdige
Monomereinheit an den Trager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel Ii enthalten,

d) die Polymeren durch Etherbriicken vernetzt sind,

-CR1R2-CR3)-

l
0=C-0-(CH2)n-CH-CHR4 [

[ |
OH OH
worin

R1, R2 und R3 unabhangig voneinander H oder CHg,

R4 H oder C1-Cs-Alkyl
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Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung von Tragermaterialien
auf Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistragern, auf deren
Oberflachen Polymere durch Pfropfpolymerisation kovalent gebunden
werden, dadurch gekennzeichnet, da die hydroxylgruppenhaltigen
Basistragerteilchen in Gegenwart von Cer(1V)-lonen in einer Lésung
enthaltend Monomere der Formel |

CR1R2=CR3
|
O=C-O{CH2nCHCHRY |

worin

R1, RZ und R3 unabhangig voneinander H oder CH3

R4 H oder C1-C5-Alky!

und

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
bedeutén,

suspendiert und polymerisiert werden, und anschlieRend Etherbriicken
hergestellt werden und schlieRlich die restlichen Epoxidgruppen zu
Hydroxylgruppen umgewandelt werden.
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Die Erfindung betrifft die Verwendung eines erfindungsgeméaen Trager-
materials fur die Gelpermeationschromatographie, sowie Verfahren zur
Trennung mindestens zweier Substanzen in einem Gemisch mittels
Gelpermeationschromatographie unter Verwendung eines erfindungs-
gemafRen Tragermaterials.

Basistrager im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Partikel, auf die
Polymere aufgepfropft werden. Als Basistrager kénnen aligemein tbliche
porGse oder unpordse Tragerteilchen eingesetzt werden, soweit sie
priméare oder sekundare aliphatische Hydroxylgruppen an ihrer
Oberfl&che aufweisen, oder in die nach an sich bekannten Verfahren
aliphatische Hydroxylgruppen eingefiihrt werden kénnen. Geeignet als
Basistrager sind insbesondere Polymere auf Polyvinylalkohol-Basis oder
Copolymere aus (Meth)acrylatderivaten und Comonomeren mit
aliphatischen Hydroxylgruppen oder diolmodifizierte Kieselgele oder
Mischpolymerisate auf Polyvinylbasis, die aliphatische Hydroxylgruppen
enthalten. Derartige Basistrager sind kommerziell erhaltlich; z.B.
Fractogel® TSK HW 65 (S) (Fa. E. Merck), ein poréses Mischpoly-
merisat auf Vinylbasis, das aliphatische Hydroxylgruppen enthait (1 mAq
OH/qg).

Uberraschenderweise wurde gefunden, daR (Meth)acrylsaureester, die
eine Oxirangruppe enthalten, auf Basistrager, die aliphatische Hydroxyl-
gruppen auf ihrer Oberflache enthalten, aufgepfropft werden kénnen.
Dabei wird erfindungsgemaR die Polymerisation mit Cer(IV)-lonen
gestartet: G. Mino und S. Kaizerman (1958) J.Polymer Science 31,
242-243; G. Mino et al. (1959) J.Polymer Science 38, 393-401. Die nach
dieser Methode erhéltlichen aktivierten Tragermaterialien lassen sich
erfindungsgeman weiter zu den vemetzten Trennmaterialien fur die
Gelpermeationschromatographie umsetzen.

Die Pfropfpolymerisation nach Mino und Kaizerman wird nach bekannten
Verfahren in rein wéRriger, salpetersaurer Lésung ausgefihrt. Deswegen
kann diese Reaktion nur mit gut wasserléslichen Monomeren ausgefuhrt |
werden. Es zeigte sich jedoch tberraschenderweise, daR die Umsetzung
mit Cer(IV)-salzen auch méglich ist, wenn als Lésungsmittel. eine
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Mischung aus Wasser und organischen Lésungsmitteln, die keine
Hydroxylgruppen enthalten, benutzt wird. Besonders bevorzugt sind
dabei Dioxan oder Tetrahydrofuran. Der Anteil des organischen
Lésungsmittels im Reaktionsansatz betragt bevorzugt 10-80 Volumen-%,
besonders bevorzugt 20-50 Volumen-%.

Im Gegensatz zu makroporigen Materialien auf der Grundlage von be-
kannten vernetzten Dextran- oder Agarosegelen, sind die erfindungs-
geméaRen Gele druckstabil und erlauben hohe Durchfluraten.

Auch ohne weitere Ausfiihrungen wird davon ausgegangen, daR ein
Fachmann die obige Beschreibung in weitesten Umfang nutzen kann.
Die bevorzugten Ausfithrungsformen sind deswegen lediglich als.
beschreibende, keineswegs als in irgendeine Weise limitierende
Offenbarung aufzufassen.

Die vollsténdige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefthrten
Anmeldungen, Patente und Veréffentlichungen, sowie der korrespondie-
renden Anmeldung DE 43 34 353, eingereicht am 08.10.1993, sind durch
Bezugnahme in diese Anmeldung eingefiihrt.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, sie stellen
keinen Einschrankung der Erfindung dar.

Beispiele

In den folgenden Herstellungsbeispielen bedeutet Raumtemperatur (RT)
15-30 °C. Die Polymeriation wird in einem Dreihalskolben geeigneter
GrdBe, der mit Ruhrer, Tropftrichter und Thermometer ausgeristet ist,
ausgefuhrt. Gewaschen wird durch Absaugen auf einer Nutsche.
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Beispiel 1: Herstellung eines oxiran-aktivierten Trégers ausgehend
von Fractogel®-TSK HW 65 (S)

Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem Fractogel®-TSK HW 65
(S) und 50 ml Wasser werden mit 4 g Ammoniumcer(IV)nitrat (gel6st in
50 ml 2 M HNO3) bei Raumtemperatur unter starkem Rahren vermischt.
Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer Lésung von 6 g
(2,3-Epoxypropyl)-methacrylat in 60 ml Dioxan. Es wird 3 Stunden
weitergerihrt. AnschlieBend wird die Reaktionssuspension erst mit
destilliertem Wasser und dann mit 0.05 M EDTA-Lésung gewaschen.

Beispiel 2: Vemetzung der Poly—(2,3-eboxypropyl)-methacrylat-.Ketten

Das modifizierte Gel aus Beispiel 1 wird durch Waschen mit je 200 m!
wafrigem Dioxan 25, 50 und 75 Vol.-% entwassert und abschlieRend mit
200 ml reinem Dioxan gewaschen. Fir die folgende Reaktion wird das
Gel in 100 m! getrocknetem Dioxan suspendiert und die Suspension in -
einen Dreihalskolben Gberfihrt. Unter Luftabschiuf wurden 25 mi
Bortrifluorid-Etherat unter Rthren zugegeben und noch eine Stunde bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde das Gel abfiltriert und mit
je 200 ml Dioxan, Aceton und Wasser gewaschen.

Die nicht umgesetzten Oxirangruppen werden schiieBlich durch
Behandlung mit 200 ml 0,5 M Schwefelséure (2 Stunden, 45 °C)
hydrolysiert. Anschlielend wird das Material mit Phosphatpuffer (0,1 M;
PH 7) neutral gewaschen und abschlieBend mit Wasser gewaschen.

Das folgende Anwendungsbeispiel zeigt die Wirkung der erfindungs-
gemal modifizierten Trennmaterialien.
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Beispiel 3: Vergleich des modifizierten Trennmaterials mit dem
unmodifizierten Ausgangsprodukt

Je ein Chromatographierohr aus Glas (Lange 30 cm, innerer
Durchmesser 10 mm; SuperFormance®, Fa. E. Merck) werden mit
unmodifiziertem Trennmaterial Fractogel®-TSK HW 65 (S) und mit nach
Beispiel 2 modifiziertem Trennmaterial geftillt. Verschiedene Kalibrator-
proteine und Dextranblau werden in 0,15 M NaCl in 20 mM Phosphat-
puffer pH 7 gel6st und auf beiden Saulen bei einem FluR von 1 mi/min
eluiert. Es werden folgende Elutionsdaten gefunden:

Analyt Molgewicht Elution nach Minuten
modifiziert  unmodifiziert
Dextranblau 2.000.000 15,9 8,5
Thyreoglobin 660.000 14,9 8,55
Rinderserumalbumin 67.000 16,0 16,6
- Myoglobin 12.000 16,3 17,0

Es zeigt sich, daf das Elutionsverhalten fir Analyte mit hohem
Molekulargewicht (Dextranblau und Thyreoglobin) deutlich verandert
wird, wahrend dies bei Proteinen mit mittlerem oder niedrigem
Molekulargewicht (Rinderserumalbumin und Myoglobin) nicht der Fall ist.
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Patentanspriiche

Tréagermaterial fir die Gelpermeationschromatographie auf der
Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistragern, auf deren
Oberflachen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekenn-

zeichnet, daR

a) der Basistréager aliphatische Hydroxylgruppen enthalt,

b) die kovalent gebundenen Polymeren aber eine endstindige
Monomereinheit an den Trager gebunden sind,

c) die linearen Polymeren Monomereinheiten der Formel II
enthalten,

d) die Polymeren durch Etherbriicken vernetzt sind,

-(CR1R2-CR3)-

I .
0=C-0-(CH2)n-CH-CHR4 I

[ |

OH OH

worin

R1,R2und R3 unabhéngig voneinander H oder CH3,

R4 H oder C1-Cs-Alkyl

und

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
bedeuten.
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Verfahren zur Herstellung von Trégermaterialien auf Grundiage von
hydroxylgruppenhaltigen Basistragern, auf deren Oberflachen Poly-
mere durch Pfropfpolymerisation kovalent gebunden werden,
dadurch gekennzeichnet, daR die hydroxylgruppenhaltigen
Basistragerteilchen in Gegenwart von Cer(IV)-lonen in einer
Lésungenthaltend Monomere der Formel |

CR1R2=CR3
I
0=C-0-(CH2)n-CH-CHR4 |
0

worin

R1, R2 und R3 unabhangig voneinander H oder CH3

R4 H oder C1-C5-Alkyl

und

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5
bedeuten,

suspendiert und polymerisiert werden, und anschlieBend
Etherbriicken hergestellt werden und schlieBlich die restlichen
Epoxidgruppen zu Hydroxylgruppen umgewandelt werden.

Verwendung eines Tragermaterials mit den Merkmalen nach
Anspruch 1 fir die Gelpermeationschromatographie.

Verfahren zur Trennung mindestens zweier Substanzen in einem
Gemisch mittels Gelpermeationschromatographie unter
Verwendung eines Tragermaterials nach Anspruch 1.
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