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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Affinitatsliganden, deren Herstellung und Verknupfung mit Ma-
trizes, die aus festen, halbfesten, teilchenféormigen oder kolloidalen Materialien oder l6slichen Polymeren be-
stehen kénnen. Die Erfindung betrifft weiter diese neuen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate und die Herstellung
und Verwendung derselben bei der Reinigung von proteinhaltigen Materialien, wie zum Beispiel Immunglobu-
linen, Insulinen, Faktor VIl oder Human-Wachstumshormon oder Analoga, Derivaten und Fragmenten dersel-
ben und Vorstufen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Moderne Protein-Reinigungsprinzipien beruhen in groRem Maf auf chromatographischen Trenntech-
niken, wie Gelpermeationschromatographie (GPC), lonenaustauschchromatographie (IEC), Hydrophober
Wechselwirkungschromatographie (HEC), Umkehrphasen-Hochdruckchromatographie (RP-HPLC) und Affini-
tatschromatographie (AC). Diese Techniken werden leicht fir die Reinigung von Peptiden und Proteinen im La-
bormalistab angepasst, welche fir Forschung und wissenschaftliche Experimente gedacht sind, was reine und
biologisch aktive Substanzen zum Ergebnis hat. In den meisten Fallen wird der Verfahrenswirtschaftlichkeit,
der Verfahrensvalidierung oder Cleaning in Place-Verfahren wenig oder kein Interesse entgegengebracht, da
das Material nur selten fir klinische Experimente verwendet wird und da die Arbeitskosten bei weitem die Kos-
ten der Ausristung und Matrizes Uberschreiten.

[0003] Jedoch muss eine industrielle Downstream-Verarbeitung im grofen MaRstab Faktoren wie Wirtschaft-
lichkeit, Robustheit der Matrizes und ein Cleaning in Place mit z.B. NaOH, Harnstoff oder Ethanol beriicksich-
tigen. Heutzutage wird die Nachfrage fir preiswerte und robuste Matrizes, die in 1 N NaOH, 7 M Harnstoff oder
80%-igem Vol/Vol. Ethanol stabil sind, von einer Anzahl von kommerziellen Lieferanten auf dem Gebiet der
GPC, IEC, HIC und RP-HPLC befriedigt. Eine Kombination dieser Prinzipien hat viele Jahre lang beinahe reine
Protein-Bulk-Substanzen Ergebnis gehabt, obwohl die Verwendung von extremen Puffern und vielen Reini-
gungsschritten schlechte Ausbeuten, erhdhte Kosten und eine fragliche Stabilitat der Bulk-Praparate zum Er-
gebnis hatten.

[0004] Es wurde seit langem wahrgenommen, dass das Prinzip der Affinitdtschromatographie auch fiir einen
Betrieb im groRen Mal3stab angewendet werden kénnte. Leider weisen Adsorbenzien, die mit nattrlichen bio-
logischen Liganden, wie monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern, geschaffen werden, die Tendenz auf,
teuer herzustellen zu sein, da die Liganden selbst haufig eine umfangreiche Reinigung erfordern, biologisch
und chemisch labil sind und dazu neigen, schwierig unter Beibehaltung ihrer biologischen Aktivitat zu immobi-
lisieren zu sein. Deshalb gibt es seit langem einen Bedarf, die teuren chemischen und biologisch labilen mo-
noklonalen oder polyklonalen Antikdrper durch weniger teure und robustere Liganden zu ersetzen, welche die
Spezifitdt von Antikbrpern nachahmen.

[0005] Die Affinitdtschromatographie nimmt eine einzigartige Stelle in der Abtrenntechnologie ein, da das zu
reinigende Protein selektiv und reversibel an die komplementare bindende Substanz, wie ein Antikorper-Mo-
lekul, adsorbiert. Reinigungsfaktoren vom mehreren Tausendfachen mit hohen Ausbeuten werden haufig be-
obachtet, im Gegensatz zu den herkdmmlichen Reinigungsverfahren, die Faktoren vom 5- bis 50-fachen an-
bieten. Die hohen Reinigungsfaktoren, die in der Affinitadtschromatographie erhalten werden, verringern dra-
matisch die Anzahl der Reinigungsschritte im Downstream-Verfahren. Weiter macht es die sehr geringe
nicht-spezifische Bindung, die in der Affinitatschromatographie beobachtet wird, mdglich, ein gegebenes Pro-
tein aus komplexen biologischen Mischungen zu reinigen, um unkorrekt gefaltete Formen von nativen Moleku-
len abzutrennen und das Protein selbst aus groRen Volumina von Gewebeextrakten und Fermentationskultu-
ren spezifisch zu gewinnen.

[0006] Das Affinitatssorbens umfasst eine feste, gewdhnlich permeable Tragermatrix, an die ein geeigneter
Ligand kovalent geknupft ist und die in einer herkdmmlichen Chromatographiesaule enthalten ist. Eine rohe
Probe, welche das komplementare Biopolymer enthalt, wird unter Bedingungen Uber die Tragermatrix geleitet,
welche die spezifische Bindungswechselwirkung mit dem immobilisierten Liganden férdern. Die Sdule wird mit
Puffer gewaschen, um nicht zurtickgehaltene Molekile zu entfernen, gefolgt von einem Elutionsschritt, in dem
das Protein in seiner reinen Form eluiert wird. Ein typisches Affinitatsadsorbens basiert auf einem festen Tra-
ger, einem Abstandhalterarm und einem Liganden. Der feste Trager kann aus perlenférmiger Agarose mit einer
offenen Porenstruktur hergestellt sein. Der Abstandhalterarm kann eine Proteinbindung férdern, indem er den
Liganden zuganglicher macht. Die Lange und die Natur des Abstandhalterarms kénnen vom Fachmann fest-
gelegt werden. Der Ligand sollte selbst nach Immobilisierung eine spezifische und reversible Bindung an das
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zu reinigende Protein zeigen. Zusatzlich zu Antikdrpern sind eine Anzahl von Verbindungen, einschlieRlich en-
zymatischer Cofaktoren, Aminosauren, Peptiden, Proteinen, Concanavalin A, Lectin, Thiolen und Farbstoffen,
als Affinitatsliganden verwendet worden.

[0007] Affinitatschromatographie ist in vielen Anwendungen verwendet worden. Eine umfassende Liste ist
z.B. in "Affinity Chromatography A Practical Approach" von IRL Press, 1985, und "Affinity Chromatography,
Principles and Methods" von Pharmacia Fine Chemicals 1979, angegeben.

[0008] Herkémmliche Substrat- oder Substratanalogon-Affinitatsliganden, insbesondere Farbstoffe, sind fir
die Reinigung von speziellen Enzymen oder Gruppen von Enzymen im grolem Malistab verwendet worden.
(Scawen M. D. und Atkinson T. 1987, Reactive Dyes in Protein and Enzyme Technology, Hsg. Clonis Y. D. et
al.; Macmillan Press, S. 51-85).

[0009] Die Farbstoff-Affinitatschromatographie hat im Laufe der Jahre wegen des relativ geringen Preises
derartiger Matrizes, ihrer Robustheit und ihrer Fahigkeit, NaOH, Harnstoff und Ethanol standzuhalten, viel In-
teresse auf sich gezogen. Einige der umfangreicher verwendeten Liganden in dieser Art Affinitdtschromatogra-
phie sind eine Vielfalt von reaktiven Textil-Farbstoffen auf Triazin-Basis, die auf Agarose und anderen Tragern
immobilisiert werden. Die Verwendung von Affinitadtschromatographie auf immobilisierten Farbstoffen ist in ei-
nem Ubersichtsartikel beschrieben worden (Lowe C. R. und Pearson J. C. 1984, Methods in Enzymology 105,
S. 97-113). Selektive Wechselwirkungen mit der NAD*-Bindungsstelle von Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogena-
se wurden bei Farbstoff-Analoga von Cibacron Blue F3G-A gezeigt (Lowe C. R. et al. 1986; Journal of Chro-
matography 376, S. 121-130). Auf der Suche nach Tragern fiir eine nicht-kovalente Bindung von Interferon
unter 1,3,5-Triazin-Derivaten von Dextran wurden Verbindungen mit einer Struktur dhnlich der von Cibacron
Blue synthetisiert und mittels kovalenter (Ether)-Bindung an Dextran mit verschiedenem Molekulargewicht ge-
bunden. Die erhaltenen Verbindungen mit hohem Molekulargewicht wurden biologischen Tests unterzogen,
welche anzeigten, dass eine Verknipfung mit Chinon-System in ihrem System ein unabdingbares, aber nicht
ausreichendes Mittel fur die Affinitat zu Interferon ist (Mieczyslaw Konieczny et al. 1982, Arch. Immunol. Ther.
Exp. 30 S. 1-9). Der selektive Reinigungsansatz wurde weiter durch die Computer-unterstitzte Konstruktion
eines neuen Affinitdts-Adsorbens veranschaulicht, welches das Phenyl-Arginin-Dipeptid-Substrat fir die Rei-
nigung von Schweinepankreas-Kallikrein nachahmt (Burton N. P. und Lowe C. R. 1992, Journal of Molecular
Recognition 5, S. 55-58).

[0010] Das U.S. Patent Nr. 4,562,252 offenbart eine spezielle Ligandenstruktur, die aus zwei m-Aminophe-
nylborsaure-Gruppen besteht, die fir eine Glycoprotein-Abtrennung an einem Triazinring angebracht sind.

[0011] Jedoch besteht trotz des raschen Fortschritts in der Affinitdtstechnologie in den letzten paar Jahren
immer noch ein Bedarf, eine Technologie zu entwickeln, durch welche ein spezifischer nachahmender Ligand
fur ein Protein identifiziert werden kann, um eine preiswerte und stabile Affinitatssaule zu erzeugen, die zu ei-
ner wiederholten Reinigung des Proteins im groRen Mafstab in der Lage ist, z.B. bei der Abtrennung und Rei-
nigung von proteinhaltigen Materialien, wie Immunglobulinen, Insulinen, Faktor VII oder Human-Wachstums-
hormon oder Analoga, Derivaten und Fragmenten derselben und Vorstufen, ungeachtet, ob sie aus nattirlichen
oder rekombinanten Quellen abstammen.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0012] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Affinitatsliganden, deren Herstellung und Verknupfung mit Ma-
trizes und die Verwendung dieser neuen Affinitatsligand-Matrizes bei der Reinigung von proteinhaltigen Mate-
rialien.

[0013] Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass die Selektivitat von hydrophoben Liganden
durch Erhéhung der Komplexitat und raumlichen Geometrie der hydrophoben Komponente und die Einverlei-
bung von verschiedenen funktionellen Gruppen, die an elektrostatischen und Wasserstoffbriickenbin-
dungs-Wechselwirkungen teilhaben kénnen, wodurch die selektiven Wechselwirkungen mit Protein-Bindungs-
stellen geférdert werden, erhéht werden kann. Diese Arbeit fiihrte zu der Entdeckung einer generischen Grup-
pe von neuen Affinitdtsliganden, von denen unerwartet gefunden wurde, dass sie allgemein fiir die Isolierung
und Reinigung von Proteinen durch Affinitatschromatographie anwendbar sind.

[0014] Im Gegensatz zu dem oben erwahnten selektiven Ansatz, in dem Enzymsubstrate, Analoga derselben

oder Substrat-Mimetika als Liganden verwendet wurden, sind die in dieser Anmeldung definierten Liganden
gegen jede Oberflache des Protein-Moleklls gerichtet, was das Prinzip fir jedes Protein anwendbar macht.
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Die Liganden werden durch Computer-Modellierungstechniken und/oder anhand einer Durchmusterung von
Bibliotheken von nachahmenden Liganden konstruiert. Weiter weist die vorliegende Erfindung den Vorteil auf,
dass die Struktur der Protein-Bindungsstellen-Architektur fir die Konstruktion und Entwicklung des Liganden
nicht erforderlich ist, und demgemaf weisen die hierin beschriebenen Materialien und Techniken eine signifi-
kant groRere Nutzlichkeit auf.

[0015] Ein Merkmal der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines allgemeinen Werkzeugs fir die
Proteinauftrennung, -isolierung und -reinigung. Es wurde eine Familie von subtil unterschiedlichen chemischen
Strukturen synthetisiert, welche die Fahigkeit aufweisen, mit verschiedenen Proteinen wechselzuwirken. Eine
besonders wirksame Ligandenstruktur fir ein gegebenes Protein wird anhand einer Durchmusterung eines
von der Erfindung bereitgestellten Bereichs von Liganden bezuglich geeigneter Bindungseigenschaften iden-
tifiziert.

[0016] Beispielsweise sind Affinitatsliganden mit hoher Selektivitat und Spezifitat, die derzeit fir die Abtren-
nung und Reinigung von Immunglobulinen verflgbar sind, haufig proteinhaltige Materialien, die entweder von
bakteriellen oder rekombinanten Quellen abstammen und Materialien wie Protein A, Protein G und Protein L
einschlieen. Die Immobilisierung dieser und ahnlicher Proteine hat haufig einen signifikanten Verlust an bio-
logischer Aktivitat zur Folge. Eine fortgesetzte und wiederholte Verwendung von immobilisierten Proteinen als
Affinitdtsmedien fihrt zu einer weiteren Verringerung der biologischen Aktivitat. Weiter legt die inharente Natur
dieser biologischen Makromolekile der Verwendung von Puffersalzen, organischen Ldsungsmitteln und
pH-Niveaus in der Affinitdtschromatographie und verwandten Techniken strenge Beschrankungen auf.

[0017] Die neuen Affinitatsliganden, die von dieser Erfindung bereitgestellt werden, kénnen anstelle von Pro-
tein A und Protein G verwendet werden und sind in ihrer Verwendung signifikant flexibler, sind robuster, weni-
ger teuer herzustellen und bieten aquivalente Reinigungsgrade.

[0018] Ein weiteres Beispiel ist die Verwendung der durch diese Erfindung bereitgestellten neuen Affinitats-
matrizes in der Biotechnologie.

[0019] Die vorliegende Erfindung betrifft Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die einen Liganden mit der allge-
meinen Formel (a) umfassen:

"/

(a) Ry (CHY) = YN Xy 2 CH)i O™ R
N\rx
A
in der

R, ein Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome
enthaltende Hydroxyalkylgruppe, eine Cyclohexylgruppe, eine Aminogruppe, eine Phenylgruppe, Naphthyl-
gruppe, 1-Phenylpyrazol-, Indazol-, Benzthiazolgruppe oder eine Benzimidazolgruppe darstellt, wobei der
Benzol-, Naphthalin-, 1-Phenylpyrazol-, Indazol-, Benzthiazol- oder Benzimidazolring jeweils gegebenenfalls
mit einem oder mehreren Substituenten substituiert ist, die unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe be-
stehend aus 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Alkylgruppen, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Alk-
oxygruppen, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Acyloxy- oder Acylaminogruppen, Aminogruppen, Hydro-
xylgruppen, Carbonsauregruppen, Sulfonsauregruppen, Carbamoylgruppen, Sulfamoylgruppen, 1 bis 6 Koh-
lenstoffatome enthaltenden Alkylsulfonylgruppen oder Halogenatomen;

Y ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt;

Z ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt;

R, und R, jeweils unabhangig ein Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe,
eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Hydroxyalkylgruppe, eine Benzylgruppe oder eine -Phenylethyl-
gruppe darstellen;

R,, Rs; und R; jeweils unabhéngig ein Wasserstoffatom, eine Hydroxylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome
enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkoxygruppe, eine Aminogruppe, eine 1
bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Acyloxy- oder Acylaminogruppe, eine Carbonsauregruppe, eine Sulfon-
sauregruppe, eine Carbamoyl- oder Sulfamoylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylsulfo-
nylgruppe oder ein Halogenatom darstellen;

eines der Symbole X ein Stickstoffatom und das andere Symbol X ein Stickstoffatom oder ein Kohlenstoffatom
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darstellt, dass ein Chloratom oder eine Cyanogruppe tragt;

Q einen Benzol-, Naphthalin-, Benzthiazol-, Benzoxazol-, 1-Phenylpyrazol-, Indazol- oder Benzimidazolring
darstellt;

n eine ganze Zahl zwischen 0 und 6 ist;

p eine ganze Zahl zwischen 0 und 20 ist;

und

wobei der Ligand gegebenenfalls durch einen zwischen die Matrix und den Liganden eingeschobenen Ab-
standhalterarm in der Position A an eine Tragermatrix geknlpft ist,

mit der MaRRgabe, dass die Formel (a) nicht die Reaktionsprodukte der Verbindungen 4-Chlor-2,6-di(phenyla-
mino)-1,3,5-triazin-3'-sulfonsaure, 4-Chlor-2,6-di(phenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsaure und
4-Chlor-2-(4"-aminophenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsdure mit Dextran T500 umfasst.

[0020] Der fakultative Abstandhalterarm wird vorzugsweise durch die allgemeine Formel (b)
LV, (b)

dargestellt, in der T ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt; wobei R, ein Was-
serstoffatam oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe darstellt;

V ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom, eine Gruppe -COO-, eine Gruppe CONH oder eine Gruppe NHCO
oder eine Gruppe -PO;H-, eine Gruppe NH-Arylen-SO,-CH,CH, oder eine Gruppe N-R, darstellt; worin R, ein
Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe darstellt;

L eine gegebenenfalls substituierte Kohlenwasserstoff-Verknlipfung darstellt, die 2 bis 20 Kohlenstoffatome
enthalt; und m fir 0 oder 1 steht.

[0021] Bei der Tragermatrix kann es sich um jede Verbindung oder jedes Material, teilchenférmig oder nicht
teilchenférmig, 16slich oder unléslich, pords oder nicht porés, handeln, das in Verbindung mit Affinitatsliganden
verwendet werden kann, um ein Affinitatsligand-Matrx-Konjugat zu bilden, und das ein zweckmaRiges Mittel
zur Abtrennung der Affinitatsliganden von geldsten Stoffen in einer Kontaktierungslésung bereitstellt.

[0022] Die vorliegende Erfindung stellt neue Affinitatsligand-Matrix-Konjugate bereit, wobei die Affinitatsli-
gand-Matrix-Konjugate bei der Abtrennung und Reinigung von proteinhaltigen Materialien, wie Immunglobuli-
nen, Insulinen, Faktor VII oder Human-Wachstumshormon oder Analoga, Derivaten und Fragmenten dersel-
ben und Vorstufen, verwendet werden kdnnen, ungeachtet, ob diese von natirlichen oder rekombinanten
Quellen abstammen.

[0023] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform stellt die vorliegende Erfindung neue Affinitatsligand-Ma-
trix-Konjugate bereit, die durch die allgemeine Formel (I)

Rq 5
R,~ (CH,)—vY Z - (CH —\-[
N =X

¥

T LV =M

()

dargestellt werden, in der

R, Y, Z, R, R, R, Rs, Rg, X, Q, nund p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen,

T ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt;

V ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom, eine Gruppe -COO-, eine Gruppe CONH oder eine Gruppe NHCO
oder eine Gruppe -PO,H-, eine Gruppe NH-Arylen-SO,CH,CH, oder eine Gruppe N-R, darstellt;

R, und R, jeweils unabhéngig ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe
darstellen;

L eine gegebenenfalls substituierte Kohlenwasserstoff-Verknlipfung darstellt, die 2 bis 20 Kohlenstoffatome
enthalt;

m fur 0 oder 1 steht; und

M den Rest einer Tragermatrix darstellt.

[0024] Der Ausdruck "1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe" bezeichnet, wie hierin allein oder in

Kombination verwendet, eine gerade oder verzweigte gesattigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 6 Kohlen-
stoffatomen, wie Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sek-Butyl, Isobutyl, tert-Butyl, n-Pentyl, 2-Methyl-
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butyl, 3-Methylbutyl, n-Hexyl, 4-Methylpentyl, Neopentyl, n-Hexyl und 2,2-Dimethylpropyl.

[0025] Der Ausdruck "1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Hydroxyalkylgruppe" bezeichnet, wie hierin allein
oder in Kombination verwendet, eine gerade oder verzweigte gesattigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 6
Kohlenstoffatomen, die mit einer oder mehreren Hydroxygruppen, vorzugsweise einer Hydroxygruppe substi-
tuiert ist, wie Hydroxymethyl, 2-Hydroxyethyl, 3-Hydroxypropyl, 2-Hydroxypropyl, 4-Hydroxybutyl, 5-Hydroxy-
pentyl, 6-Hydroxyhexyl.

[0026] Der Ausdruck "1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkoxygruppe" bezeichnet, wie hierin allein oder
in Kombination verwendet, einen geraden oder verzweigten einwertigen Substituenten, der eine 1 bis 6 Koh-
lenstoffatome enthaltende Alkylgruppe umfasst, die durch einen Ethersauerstoff verknlpft ist, wobei ihre freie
Valenz vom Ethersauerstoff aus gebunden ist, und die 1 bis 6 Kohlenstoffatome aufweist, z.B. Methoxy, Ethoxy,
Propoxy, Isopropoxy, Butoxy, Pentoxy.

[0027] Der Ausdruck "Halogen" bedeutet Fluor, Chlor, Brom oder lod.

[0028] Der Ausdruck "1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltendes Acyloxy oder Acylamino" bezeichnet, wie hierin
verwendet, einen einwertigen Substituenten, der eine 1 bis 5 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe um-
fasst, die durch eine Carbonyloxy- oder Oxycarbonylgruppe verkniipft ist, wie eine Methylcarbonyloxy-, Ethyl-
carbonyloxy-, Methyloxycarbonyl- oder Ethyloxycarbonylgruppe, oder durch eine Carbonylamino- oder Amino-
carbonylgruppe verknupft ist, wie eine Methylcarbonylamino-, Ethylcarbonylamino-, Methylaminocarbonyl-
oder Ethylaminocarbonylgruppe.

[0029] Der Ausdruck "1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltendes Alkylsulfonyl" bezeichnet, wie hierin verwendet,
einen einwertigen Substituenten, der eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe umfasst, die
durch eine Sulfonylgruppe verknlpft ist, wie z.B. Methylsulfonyl, Ethylsulfonyl, n-Propylsulfonyl, Isopropylsul-
fonyl, n-Butylsulfonyl, sek-Butylsulfonyl, Isobutylsulfonyl, tert-Butylsulfonyl, n-Pentylsulfonyl, 2-Methylbutylsul-
fonyl, 3-Methylbutylsulfonyl, n-Hexylsulfonyl, 4-Methylpentylsulfonyl, Neopentylsulfonyl, n-Hexylsulfonyl und
2,2-Dimethylpropylsulfonyl.

[0030] Der Ausdruck "ein oder mehrere Substituenten, die unabhangig ausgewabhlt sind aus" soll bevorzugter
1-3 Substituenten bezeichnen. Der Ausdruck soll weiter bevorzugt 1-2 Substituenten bezeichnen und am be-
vorzugtesten einen Substituenten bezeichnen.

[0031] Wann immer in der vorliegenden Beschreibung der Ausdruck Insulin im Plural oder im generischen
Sinn verwendet wird, ist beabsichtigt, dass sowohl nattrlich vorkommende Insuline als auch Insulin-Analoga
und Derivate derselben und Vorstufen umfasst werden. Mit dem Ausdruck Insulin ist auch Insulin von jeder Art
gemeint, z.B. Human-Insulin. Mit dem Ausdruck "Insulin-Analogon", wie hierin verwendet, ist Human-Insulin
mit einer oder mehreren Aminosaure-Substitutionen, einer oder mehreren Aminosaure-Deletionen, einer oder
mehreren Aminosaure-Additionen oder Kombinationen derselben gemeint. Der Ausdruck "Insulin-Derivat" be-
deutet Insulin, das chemisch in einem oder mehreren Resten modifiziert ist. Mit "Insulin-Vorstufe", wie hierin
verwendet, ist jedes Molekul gemeint, welches durch enzymatische oder chemische Umwandlung die Bildung
von Insulin, Insulin-Fragmenten, z.B. Des-Thr(B30)-Insulin, Insulin-Analoga oder Insulin-Derivaten zum Ergeb-
nis hat.

[0032] Der Ausdruck "gegebenenfalls substituierte Kohlenwasserstoff-Verknlpfung, die 2 bis 20 Kohlenstoff-
atome enthalt" bezeichnet, wie hierin verwendet, eine oder mehrere lineare oder verzweigte Alkylketten, die
gegebenenfalls beispielsweise mit Hydroxy- oder 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Alkoxygruppen sub-
stituiert sind und gegebenenfalls durch Amino-, Ether-, Thioether-, Ester-, Amid- oder Sulfonamid-Bindungen
verknupft sind, was eine Kette bereitstellt, die 2 bis 20 Kohlenstoffatome enthalt. Die Konstruktion ist bevorzugt
flexibel. Die Konstruktion derartiger gegebenenfalls substituierter Kohlenwasserstoff-Verkniipfungen ist zum
Beispiel in Lowe, C. R. und Dean, P. D. G., 1974, Affinity Chromatography, John Wiley & Sons, London, be-
schrieben, was hierdurch durch Bezugnahme aufgenommen wird.

[0033] In einer bevorzugten Ausflihrungsform werden diese Konjugate durch die allgemeine Formel (I) dar-
gestellt:
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Rg 5

R,— (CH,) —y z-(c :.‘Z;

1 2o YNy Xy 27 (CHp) 8~ Rg
N

\fx

T— LV -M

(n

in der

R, ein Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome
Hydroxyalkylgruppe, eine Cyclohexylgruppe, eine Aminogruppe, eine Phenylgruppe oder eine Naphthylgrup-
pe, die am Benzol- oder Naphthalinring durch 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppen substituiert
sein kann, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkoxygruppen, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Acylo-
xy- oder Acylaminogruppen, Aminogruppen, Hydroxylgruppen, Carbonsauregruppen, Sulfonsauregruppen,
Carbamoylgruppen, Sulfamoylgruppen, Alkylsulfonylgruppen oder Halogenatome darstellt;

T ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt;

Y ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R, darstellt;

Z ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe N-R; darstellt; R, und R, jeweils unabhéngig ein
Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome ent-
haltende Hydroxyalkylgruppe, eine Benzylgruppe oder eine 3-Phenethylgruppe darstellen;

R,, Rs und R; jeweils unabhangig ein Wasserstoffatom, eine Hydroxylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome
enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkoxygruppe, eine Aminogruppe, eine 1
bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Acyloxy- oder Acylaminogruppe, eine Carbonsauregruppe, eine Sulfon-
sauregruppe, eine Carbamoyl- oder Sulfamoylgruppe, eine Alkylsulfonylgruppe oder ein Halogenatom darstel-
len; eines der Symbole X ein Stickstoffatom darstellt und das andere Symbol X ein Stickstoffatom oder ein Koh-
lenstoffatom darstellt, das ein Chloratom oder eine Cyanogruppe tragt; V ein Sauerstoffatom, ein Schwefela-
tom, eine Gruppe -COO-, eine Gruppe CONH oder eine Gruppe NHCO oder eine Gruppe -PO,H-, eine Gruppe
NH-Arylen-SO,CH,CH, oder eine Gruppe N-R, darstellt;

R, und R, jeweils unabhéngig ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe
darstellen;

L eine gegebenenfalls substituierte Kohlenwasserstoff-Verknlipfung darstellt, die 2 bis 20 Kohlenstoffatome
enthalt;

Q einen Benzol- oder Naphthalinring darstellt;

n eine ganze Zahl zwischen 0 und 6 ist;

p eine ganze Zahl zwischen 0 und 20 ist;

m fur 0 oder 1 steht; und

M den Rest einer Tragermatrix darstellt, bei der es sich um jede Verbindung oder jedes Material, teilchenférmig
oder nicht teilchenférmig, 16slich oder unléslich, porés oder nicht porés, handeln kann, welche bzw. welches in
Verbindung mit Affinitatsliganden verwendet werden kann, um ein neues Affinitatsligand-Matrix-Konjugat der
allgemeinen Formel (1) zu bilden, und welches ein zweckmaRiges Mittel zur Abtrennung der Affinitatsliganden
von léslichen Stoffen in einer Kontaktierungslésung bereitstellt.

[0034] Man erkennt, dass diese Erfindung unter anderem die Verwendung von Verbindungen betrifft, die Py-
ridine, Diazine oder Triazine sind, welche einen Substituenten T-[L-V],_,-M oder die Vorstufe desselben und an-
dere Substituenten tragen, die Uber ein Heteroatom an den Ring geknuipft sind. Derartige. Substituenten kén-
nen eine nicht-stérende Gruppe einschlief3en, die 0 bis 10 oder 20 C-Atome umfasst.

[0035] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt R, eine Phenyl- oder Naphthylgruppe dar,
die jeweils gegebenenfalls am Benzol- oder Naphthalinring mit einem oder mehreren Substituenten substituiert
ist, die unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Hydroxylgruppen oder Carbonsauregrup-
pen.

[0036] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt R, ein Wasserstoffatom dar.

[0037] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt R, ein Wasserstoffatom dar.

[0038] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt R, ein Wasserstoffatom, eine Hy-
droxylgruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe dar.

[0039] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung stellt R, ein Wasserstoffatom, eine Hy-
droxylgruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe dar.
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[0040] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt R; ein Wasserstoffatom, eine Hy-
droxylgruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe dar.

[0041] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt R, ein Wasserstoffatom dar.

[0042] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung stellt T ein Sauerstoffatom oder eine
NH-Gruppe dar.

[0043] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt Y N-R, dar, worin R, wie oben de-
finiert ist.

[0044] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stellt Z N-R, dar, worin R, wie oben de-
finiert ist.

[0045] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellen beide X ein Stickstoffatom dar.

[0046] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung stellt Q einen Benzol- oder Naphthalin-
ring dar.

[0047] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt n O oder 2 dar.
[0048] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt p O oder 2 dar.
[0049] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt m 0 oder 1 dar.

[0050] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung stellt L eine Ethyl-, Propyl-, Hydroxypro-
pyl-, Butyl-, Pentyl-, Hexyl-, Octyl- oder Decylgruppe dar und sind V und m wie oben definiert.

[0051] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung stellt V ein Sauerstoffatom, eine Gruppe
-COO-, eine Gruppe -PO,H- oder eine Gruppe N-R, und bevorzugter ein Sauerstoffatom oder eine NH-Gruppe
dar und sind L und m wie oben definiert.

[0052] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt m 1 dar und sind L und V wie de-
finiert.

[0053] Der Ausdruck "ganze Zahl zwischen x und y" kann die Werte x (einschlief3lich 0) und y einschlie3en.

[0054] Die Erfindung stellt auch Verfahren zur Herstellung der neuen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate gemaf
der Erfindung bereit, welches umfasst, dass man in irgendeiner Reihenfolge eine halogenheterocyclische Ver-
bindung der allgemeinen Formel (II)

Y
h

w

in der die Symbole X die vorstehend angegebene Bedeutung aufweisen und W ein Halogenatom darstellt, mit
(i) einer Verbindung der allgemeinen Formel (ll1):

R,-(CH,),-Y-H ()

in der die Symbole R,, Y und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen und H fiir Wasserstoff
steht,
(i) einer Verbindung der allgemeinen Formel (1V)

R& R;

\/ w

H~Z-(CHz) n—Q—~Rs

in der die Symbole R,, R;, R;, Q, Z und n die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen, und
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(iii) mit entweder einer gegebenenfalls derivatisierten Tragermatrix der allgemeinen Formel V
H-T-[-L-V],-M (V)

in der die Symbole L, M, V, T und m die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen,
oder mit einer Verknupfungseinheit der allgemeinen Formel (VI)

H-T-L-V-H (V1)

in der die Symbole H, L, V und T die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen, umsetzt, was eine
Verbindung der allgemeinen Formel (VII) ergibt:

/"

Ry~ (CHg)p-YYK\I/Z - (CH,)—Q—Rg
N =X

(Vi)
\r

T— [V —H

inderR,, R, R;, R, Q, L, T, V, X, Y, Z, m, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen;
die Verbindung der allgemeinen Formel (VII) wird dann weiter mit einer Tragermatrix, deren Rest durch M
dargestellt wird, unter Verwendung von dem Fachmann wohlbekannten Aktivierungs- und Kupplungsver-
fahren umgesetzt.

[0055] Als Beispiele flir halogenheterocyclische Verbindungen der allgemeinen Formel (llI) kdénnen
5-Chlor-2,4,6-trifluorpyrimidin, 5-Cyano-2,4,6-trichlorpyrimidin, Cyanurfluorid, Cyanurbromid und vor allem Cy-
anurchlorid erwahnt werden.

[0056] Als Beispiele fur Verbindungen der allgemeinen Formel (Ill) kbnnen Amine, wie Ammoniak, Methyla-
min, Ethylamin, Propylamin, Isopropylamin, Diisopropylamin, Isobutylamin, Amylamin, Hexylamin, Ethanola-
min, Diethanolamin, Anilin, N-Methylanilin, N-Ethylanilin, N-Isopropylanilin, 1,4-Diaminobutan, 1,6-Diaminohe-
xan, N-tert-Butylanilin, p-Toluidin, p-Butylanilin, 2,4-Dimethylanilin, p-Anisidin, p-Ethoxyanilin, p-Aminoacetani-
lid, p-Aminophenol, p-Chloranilin, Orthoanilinsaure, Metaanilinsaure, Sulfanilinsaure, 4-Methylanilin-2-sulfon-
saure, 4-Methoxyanilin-2-sulfonsaure, Anilin-2,5-disulfonsaure, N-Methylmethaanilinsaure, o-, m- und p-Ami-
nobenzoesaure, p-Aminobenzamid, p-Aminobenzolsulfonamid, 1-Amino-2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- und 8-naphthol,
2-Amino-3-, 4-, 5-, 6-, 7- und 8-naphthol, 5-, 6- und 7-Amino-1-naphthol-3-sulfonsaure, N-Benzylanilin, Benzyl-
amin, 4-Methylbenzylamin, 4-Hydroxybenzylamin, 4-Methoxybenzylamin, 4-Acetoxybenzylamin, 4-Acetylami-
nobenzylamin, N-Methylbenzylamin, B-Phenylethylamin, N-Butylbenzylamin, N-Benzyl-B-phenylethylamin,
N-(B-Hydroxyethyl)benzylamin, N-tert-Butylbenzylamin, N-Benzyltyramin und Tyramin; Phenole, wie Phenol,
0-, m- und p-Cresol, Brenzkatechin, Resorcinol, Hydrochinon, p-Chlorphenol, 1-Naphthol und 2-Naphthol,
1-Naphthol-4-sulfonsaure, 2-Naphthol-6-sulfonsaure und 2-Hydroxy-3-naphthoesaure; Thiole, wie Ethylthiol,
Thioglycolsaure, Thiophenol und Thio-p-cresol, und aromatische Heterocyclen, wie 5-Amino-1-phenolpyrazol,
6-Aminoindazol, 2-Aminobenzimidazol, 2-Aminobenzthiazol und 2-Amino-5-chlorbenzoxazol erwahnt werden.

[0057] Als Beispiele fir Verbindungen der allgemeinen Formel (1V) kbnnen Amine, wie Anilin, N-Methylanilin,
N-Ethylanilin, N-Isopropylanilin, N-tert-Butylanilin, p-Toluidin, p-Butylanilin, 2,4-Dimethylanilin, p-Anisidin,
p-Ethoxyanilin, p-Aminoacetanilid, p-Aminophenol, p-Chloranilin, Orthoanilinsdure, Metaanilinsaure, Sulfani-
linsaure, 4-Methylanilin-2-sulfonsaure, 4-Methoxyanilin-2-sulfonsaure, Anilin-2,5-disulfonsaure, N-Methylme-
taanilinsaure, o-, m- und p-Aminobenzoesaure, 1-Amino-2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- und 8-naphthol, 2-Amino-3-, 4-, 5-,
6-, 7- und 8-naphthol, 5-, 6- und 7-Amino-1-naphthol-3-sulfonséure, p-Aminobenzamid, p-Aminobenzolsulfon-
amid, N-Benzylanilin, Benzylamin, 4-Methylbenzylamin, 4-Hydroxybenzylamin, 4-Methoxybenzylamin, 4-Ace-
toxybenzylamin, 4-Acetylaminobenzylamin, N-Methylbenzylamin, B-Phenylethylamin, N-Butylbenzylamin,
N-Benzyl-B-phenylethylamin, N-(B-Hydroxyethyl)benzylamin, N-tert-Butylbenzylamin, N-Benzyltyramin und
Tyramin; Phenole wie Phenol, o-, m- und p-Cresol, Brenzkatechin, Resorcinol, Hydrochinon, p-Chlorphenol, 1-
und 2-Naphthol, 1-Naphthol-4-sulfonsaure, 2-Naphthol-6-sulfonsaure und 2-Hydroxy-3-naphthoesaure; Thio-
le, wie Thiophenol und Thio-p-cresol, und aromatische Heterocyclen, wie 5-Amino-1-phenolpyrazol, 6-Ami-
noindazol, 2-Aminobenzimidazol, 2-Aminobenzthiazol und 2-Amino-5-chlorbenzoxazol erwahnt werden.

[0058] Als Beispiele fur Tragermatrizes, deren Rest durch M dargestellt wird, kbnnen unlésliche Tragermatri-
zes, wie ein natirlich vorkommendes Polymer, zum Beispiel ein Polypeptid oder Protein, wie vernetztes Albu-

9/48



DE 696 34 142 T2 2005.12.29

min, oder ein Polysaccharid, wie Agarose, Alginat, Carrageenan, Chitin, Cellulose, Dextran oder Starke; syn-
thetische Polymere, wie Polyacrylamid, Polystyrol, Polyacrolein, Polyvinylalkohol, Polymethylacrylat, Perfluor-
kohlenstoff; anorganische Verbindungen, wie Siliciumdioxid, Glas, Kieselgur, Aluminiumoxid, Eisenoxid oder
andere Metalloxide, oder Copolymere, die aus irgendeiner Kombination von zwei oder mehr aus einem natur-
lich vorkommenden Polymer, synthetischen Polymer oder anorganischen Verbindungen bestehen, erwahnt
werden. Ebenfalls eingeschlossen in die Definition von Tragermatrizes, deren Rest durch M dargestellt wird,
sind l6sliche Tragermatrizes, die Polymere wie Dextran, Polyethylenglycol, Polyvinylalkohol oder hydrolysierte
Starke umfassen und Affinitatsligand-Matrix-Konjugate zur Verwendung in der flissigen Verteilung bereitstel-
len; oder Tragermatrizes, die Verbindungen wie Perfluordecalin umfassen, welche Affinitatsligand-Matrix-Kon-
jugate zur Verwendung bei der Bildung von Affinitatsemulsionen bereitstellen. Um jeden Zweifel zu vermeiden,
ist eine Tragermatrix hierin als jede Verbindung oder jedes Material, ob teilchenférmig oder nicht teilchenfor-
mig, I6slich oder unléslich, pords oder nicht pords, definiert, das verwendet werden kann, um ein neues Affini-
tatsligand-Matrix-Konjugat gemaf der Erfindung zu bilden, und das ein zweckmaRiges Mittel zur Abtrennung
des Affinitatsliganden von |6slichen Stoffen in einer Kontaktierungslésung bereitstellt.

[0059] Ebenfalls eingeschlossen in die Definition von Tragermatrizes, deren Rest durch M dargestellt wird,
sind Tragermatrizes wie Agarose, Cellulose, Dextran, Starke, Alginat, Carrageenan, synthetische Polymere,
Siliciumdioxid, Glas und Metalloxide, die durch Behandlung mit einem Aktivierungsmittel vor oder wahrend der
Anknipfung des Liganden modifiziert worden sind oder modifiziert werden.

[0060] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung stellt M gegebenenfalls aktiviertes) Agarose, Si-
liciumdioxid, Cellulose, Glas, Toyopearl, Hydroxyethylmethacrylat, Polyacrylamid, Styroldivinylbenzol, Hyper
D, Perfluorkohlenstoffe dar.

[0061] Bevorzugt stellt M gegebenenfalls Tresyl-aktivierte, Sulfonylchlorid-aktivierte, Tosyl-aktivierte, Vinyl-
sulfon-aktivierte oder Epoxy-aktivierte Agarose dar.

[0062] Bevorzugte Affinitatsligand-Matrix-Konjugate gemaR der Erfindung sind
i)

NH- (CH.,) —@-ou
@‘“*ﬁ(\\f 2z

NH—™ (CHZ)Z’NH‘M

i

o &
Oy
N
iy
\fN
NH e (Cﬂz)s-NH -M

ii)

HO O OH
NHZII/NYNH Q
~AN

NH= (CH,);-NH-M

iv)
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COOH

OO NH;"rN:\L/ OQ

NH = (CH,)s~NH -M

N~
N

NH - (CHz)s'NH -M

vi)
OH
COOH
i g =)

Oy

~AN

NH -M
vii)

NH =M

viii)

O@

AN N b

o 1
NH ~—M

worin M wie oben definiert ist.

[0063] Es gibt eine betrachtliche Anzahl an Aktivierungsmitteln, die fir den allgemeinen Zweck der Verkn(p-
fungung von Liganden mit Tragermatrizes Verwendung gefunden haben. Diese Verbindungen und ihre Ver-
wendungsverfahren sind dem Fachmann wohlbekannt, und da der Kernpunkt der vorliegenden Erfindung in
der Natur des Liganden liegt, der mit der Matrix verknipft wird, und nicht in der Verknlpfungsweise, dient ir-
gendeines dieser Aktivierungsmittel fiir die Herstellung der neuen Matrix-Ligand-Konjugate der Erfindung. Als
nicht-beschrankende Beispiele fiir derartige Aktivierungsmittel kénnen so verschiedene Verbindungen wie
Bromcyan, Cyanurchlorid, Epichlorhydrin, Divinylsulfon, p-Toluolsulfonylchlorid, 1,1'-Carbonyldiimidazol, Nat-
riummetaperiodad, 2-Fluor-1-methylpyridiniumtoluol-4-sulfonat, Glycidoxypropyltrimethoxysilan und
2,2,2-Trifluorethansulfonylchlorid erwahnt werden. Wie oben angegeben, sind die Verfahren, durch welche
derartige Aktivierungsschritte durchgefiihrt werden, dem Fachmann wohlbekannt.
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[0064] Ahnlich kann eine groRe Vielfalt von Kondensationsmitteln verwendet werden, um die Verbindungen
der allgemeinen Formel (VI) mit Tragermatrizes wie Agarose, Cellulose, Dextran, Starke, Alginat, Carrageen-
an, Siliciumdioxid oder Glas zu verknlpfen. Wiederum sind diese Verbindungen und ihre Verwendungsverfah-
ren dem Fachmann wohlbekannt, und da der Kernpunkt der vorliegenden Erfindung in der Natur des Liganden
und nicht in der Verknupfungsweise liegt, dient wiederum irgendeines dieser Kondensationsmittel fir die Her-
stellung der neuen Matrix-Ligand-Konjugate der Erfindung. Als nicht-beschrankende Beispiele fiir derartige
Kondensationsmittel kénnen N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin, Dicyclohexylcarbodiimid und
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid erwahnt werden.

[0065] Als Beispiele fir VerknlUpfungseinheiten der allgemeinen Formel (VI), die verwendet werden kénnen,
um Verbindungen der allgemeinen Formel (V1) zu erzeugen, kdnnen Diamine, wie Ethylendiamin, N,N'-Dime-
thylethylendiamin, N-Ethylethylendiamin, N-(B-Hydroxyethyl)ethylendiamin, Propylendiamin, N-Methylpropy-
lendiamin, N-(B-Hydroxyethyl)propylendiamin, 1,4-Diaminobutan, 1,5-Diaminopentan, 1,6-Diaminohexan,
1,7-Diaminoheptan, 1,8-Diaminooctan, 1,9-Diaminononan, 1,10-Diaminodecan, 1,12-Diaminododecan, Piper-
azin, 3-Hydroxy-1,5-diaminopentan, m- und p-Phenylendiamin, m- und p-Aminobenzylamin; Aminoalkohole,
wie Ethanolamin, N-Methylethanolamin, N-Propylethanolamin, Diethanolamin, 3-Hydroxypropylamin, 2,3-Di-
hydroxypropylamin, Isopropanolamin, 5-Aminopentan-1-ol und 6-Aminohexan-1-ol; Aminophenole, wie o-, m-
und p-Aminophenol, Aminocarbonsauren, wie Glycin, N-Methylglycin, 3- und 4-Aminobuttersaure, 3-Aminoiso-
buttersaure, 5-Aminovaleriansaure, 6-Aminocapronsaure, 7-Aminoheptansaure, n- und p-Aminobenzoesaure;
Aminophosphonsauren, wie n-Aminobenzolphosphonséure und p-Aminobenzylphosphonsaure; und Aminoa-
rylenvinylsulfon-Vorstufen, wie Anilin-3-B-sulfatoethylsulfon und Anilin-4-3-sulfatoethylsulfon, erwahnt werden.

[0066] Die Umsetzung von halogenheterocyclischen Verbindungen der allgemeinen Formel (II) mit Verbin-
dungen der allgemeinen Formeln (l1l), (IV) und (V) oder (VI) kann in einem organischen Losungsmittel, das mit
Wasser nicht mischbar ist; oder in einem organischen Lésungsmittel, das mit Wasser mischbar ist, oder in einer
Mischung von Wasser und einem mit Wasser mischbaren organischen Lésungsmittel durchgefiihrt werden.
Beispiele fur geeignete organische Lésungsmittel, die nicht mit Wasser mischbar sind, sind Toluol, Xylol oder
Chlorbenzol; Beispiele fur geeignete organische Lésungsmittel, die mit Wasser mischbar sind, sind Aceton,
Methylethylketon oder Dioxan. Die erste Reaktion der halogenheterocyclischen Verbindung kann bei Tempe-
raturen zwischen 0°C und 25°C, Idealerweise zwischen 0°C und 5°C durchgefihrt werden; die zweite Reaktion
kann bei Temperaturen zwischen 20°C und 50°C, idealerweise zwischen 30°C und 45°C durchgefiihrt werden,
und die dritte Reaktion bei Temperaturen zwischen 20°C und 100°C. Wahrend derartiger Reaktionen wird die
anorganische Saure, wie Chlorwasserstoffsaure oder Fluorwasserstoffsaure, die erzeugt wird, durch die Ver-
wendung eines Saure-bindenden Mittels, wie Natriumhydroxid, Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Calcium-
hydroxid oder Calciumcarbonat, neutralisiert.

[0067] Zusatzlich kénnen Verbindungen der allgemeinen Formel (VII) mit einem reaktiven polymerisierbaren
Monomer unter Bildung einer polymerisierbaren Verbindung der allgemeinen Formel (VIIl) umgesetzt werden:

"/

Ry~ (C“z);'YYKYZ - (CH,)~Q—Rg
X

!
”\f Rg (Vi)
!
T—[-LV] ~R;q— C=CH,

inderR,, R, R, R;, Q, L, T, V, X, Y, Z, m, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen; R,
ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe darstellt; R,, eine Carbonyl-
gruppe, eine Methylengruppe, eine Gruppe -NH-CH,- oder eine Gruppe -S-CH,- darstellt. Beispiele fur reaktive
polymerisierbare Monomere schlieRen Acryloylchlorid, Methacryloylchlorid, Allylbromid, Allylamin oder 3,4-Ep-
oxybuten ein. Polymerisierbare Verbindungen der allgemeinen Formel (VIIl) kénnen gegebenenfalls in Anwe-
senheit anderer polymerisierbarer Monomere unter Bildung von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten der allge-
meinen Formel (I) polymerisiert werden. Derartige Polymerisationsverfahren sind dem Fachmann wohlbe-
kannt.

[0068] Die Erfindung deckt weiter die Verwendung aller derartiger Affinitatsligand-Tragermatrizes bei der Ab-
trennung, Isolierung, Reinigung, Quantifizierung, Identifikation und Charakterisierung von proteinhaltigen Ma-
terialien, wie Immunglobulinen, Insulinen, Faktor VIl oder Human-Wachstumshormon oder Analoga, Derivaten
und Fragmenten derselben und Vorstufen, ab.
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[0069] Immunglobuline sind eine Familie von Proteinen, haufig als |, abgekurzt, die eine gemeinsame Struk-
tur aufweisen. Immunglobuline sind auch kollektiv als Antikdrper bekannt, und beide Wérter kdnnen verwendet
werden, um diese Gruppe von Proteinen zu beschreiben. Immunglobuline liegen in einer Anzahl von verschie-
denen Formen vor, wobei zum Beispiel die bedeutendsten Antikorper-Typen I A, 1D, I E, |,G, |;M und |;Y und
verschiedene Unterklassen derselben sind. Immunglobuline kénnen in Kérperflissigkeiten, wie Plasma, Aszi-
tes, Speichel, Milch oder Eigelb, vorkommen oder kénnen unter Verwendung gentechnischer Methoden pro-
duziert werden. Immunglobuline kénnen durch eine Vielfalt von Techniken abgeandert werden, um ihnen win-
schenswerte Eigenschaften zu verleihen. Derartige Verfahren sind dem Fachmann wohlbekannt, und die re-
sultierenden modifizierten Antikdrper sind ebenfalls durch die Anspriche dieser Erfindung eingeschlossen. Als
nicht-beschrankende Beispiele fir Antikdrper-Modifikationstechniken kdnnen Antikérper-Fragmente, markierte
Antikorper, Antikdrper-Konjugate und Antikérper-Fusionsproteine durch chemische Modifikation, durch Be-
handlung mit einem oder mehreren Enzymen oder durch eine Kombination beider Techniken erhalten werden.
Es gibt eine betrachtliche Anzahl an chemischen Modifikationsreagenzien und Enzymen, die bei der Antikor-
per-Modifikation Verwendung gefunden haben, und diese Verbindungen und ihre Verwendung sind dem Fach-
mann wohlbekannt. Eine weitere Weise des Erhalts von modifizierten oder neuen Antikérpern ist, sie unter Ver-
wendung von gentechnischen Verfahren zu erzeugen. Derartige Verfahren und ihre Verwendung sind dem
Fachmann wohlbekannt und kénnen verwendet werden, um beispielsweise Antikdrper-Fragmente oder Anti-
korper-Fusionsprodukte zu erzeugen. Modifizierte oder neue Antikdrper, die aus gentechnische Verfahren ab-
stammen, werden ebenfalls von den Anspriichen dieser Erfindung erfasst.

[0070] Eine wertvolle Gruppe von Affinitatsligand-Tragermatrizes wird durch die allgemeine Formel (IX) dar-
gestellt:

R,\ 5
Ry— (CHZ)E"NHYN NH- (CH,)—Q=Rg

T

in der R, R,, R;, Rs, M, Q, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen und j eine ganze
Zahl zwischen 2 und 20 ist.

(I1X)

— (CHy) -NH—M

[0071] Eine besonders wertvolle Gruppe von Affinitatsligand-Tragermatrizes wird durch die allgemeine For-
mel (X) dargestellt:

Ormgrem-ennid o
e

NH — (CHZ)I-NH—-M

(X)

in der j und M die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen.

[0072] Typisch erzeugt die Umsetzung von Verbindungen der allgemeinen Formel (XI)

i O
N

ZN (XN
NH — (CH,) ~NH,

mit 3-Propoxy-(1,2-epoxy)-Agarose bei Temperaturen zwischen 10°C und 30°C in Anwesenheit eines Sau-
re-bindenden Mittels neue Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die von herausragendem Wert bei der Reinigung
von proteinhaltigen Materialien sind. Diese neuen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate besitzen eine hohe Affinitat
zu der Immunglobulingruppe der Proteine. Diese einzigartige Eigenschaft verleiht ihnen einen herausragenden
Wert bei der Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Quantifizierung, Identifikation und Charakterisierung von Pro-
teinen dieser Klasse.
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[0073] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der allgemeinen For-
mel (XII):

R
Ry— (CH,) —vy X - 4_\ /qs
1 25 YNy Xy 27 (CHy) 0 Rg
N =X

Xl
V¥ (X1T)

Halogen

inder R, R;, R;, R, Q, X, Y, Z, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen und Halogen
ein Fluor-, Chlor-, Brom- oder lodatom darstellt.

[0074] Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Verknipfung der neuen Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formel (XII), wie vorstehend definiert, mit einer Matrix der allgemeinen Formel (V), wie vorstehend defi-
niert, durch Umsetzung der neuen Affinitatsliganden mit der Matrix bei Temperaturen zwischen —20°C und
121°C gegebenenfalls in Anwesenheit eines Saure-bindenden Mittels.

[0075] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der allgemeinen For-
mel (XII1):

5

R~ (CH,)—Y K Z- (CH )"‘Q_'R
1 2'p 2’n 6
T,T (i)

NH — (CH,) '-Nﬂz

inder R;, R,, R, Rs, Q, X, Y, Z, m, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen und j eine
ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

[0076] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der allgemeinen For-

mel (XIV):
/e

Ry— (CHZ)’S—Y\ITXYZ - (CHp)—Q—Rg
NazX XIV)

NH — (CH,) — (C0O) &~ OH

l

in derinder R, R,, R;, Q, X, Y, Z, m, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen, q fur 0
oder 1 steht und j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

[0077] Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von neuen Affinitatsliganden der vorstehen-
den allgemeinen Formel (XIV) durch Umsetzung einer Verbindung der vorstehenden allgemeinen Formel (XII)
mit einer Aminohydroxy-Verbindung der allgemeinen Formel H,N-(CH,)-(CO),-OH bei Temperaturen zwischen
0°C und 100°C gegebenenfalls in Anwesenheit eines Sdure-bindenden Mittels.

[0078] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der vorstehenden all-
gemeinen Formel (VIIl), inder R;, R,, Rs;, R, L, Q, T, V, X, Y, Z, m, n und p die vorstehend angegebenen Be-
deutungen aufweisen; R, ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe
darstellt; R,, eine Carbonylgruppe, eine Methylengruppe, eine Gruppe -NH-CH,- oder eine Gruppe -S-CH,-
darstellt; bevorzugt ist L eine Ethyl-, Butyl- oder Hexylgruppe, bevorzugt stellt T eine Gruppe -NH- dar, bevor-
zugt stellt V eine Gruppe -NH- dar und ist m bevorzugt 1.

[0079] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der allgemeinen For-
mel (XV):
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R 5

Ry— (CHz)p‘YYNYZ " (CHy)—~Q~R,
NY/N

Ci

(XV)

inder R,, R, R;, Rq, Q, nund p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen.

[0080] In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung neue Affinitatsliganden der allgemeinen For-
mel (XVI):

R 5
Yy e
e

Ry (CHy) ~NH
6
(XV1)

2

inder R, R, R, R;, Q, n und p die vorstehend angegebenen Bedeutungen aufweisen und j eine ganze Zahl
zwischen 2 und 20 ist.

[0081] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XIII), (XIV), (VIIl), (XV) und (XVI), in denen R, eine Phenyl- oder Naphthylgruppe darstellt,
die jeweils gegebenenfalls am Benzol- oder Naphthalinring mit einem oder mehreren Substituenten substituiert
ist, welche unabhangig aus Hydroxylgruppen oder Carbonsauregruppen ausgewahlt sind.

[0082] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen R, ein Wasserstoffatom, eine Hydroxylgruppe,
eine Carbonsduregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

[0083] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen R, ein Wasserstoffatom, eine Hydroxylgruppe,
eine Carbonsduregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

[0084] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen R, ein Wasserstoffatom, eine Hydroxylgruppe,
eine Carbonsduregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

[0085] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XI1), (X1I), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen Q einen Benzol- oder Naphthalinring darstelit.

[0086] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV) und (VIII), in denen X ein Stickstoffatom darstellt.

[0087] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV) und (VIII), in denen Y eine Gruppe -NH- darstellt.

[0088] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XII), (XIV) und (VIII), in denen Z eine Gruppe -NH- darstellit.

[0089] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XI), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen n fir 0 oder 2 steht.

[0090] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XII), (XI1), (XIV), (VIII), (XV) und (XVI), in denen p fir 0 oder 2 steht.

[0091] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (XIII), (XIV) und (XVI), in denen j fUr 2, 4 oder 6 steht.
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[0092] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform betrifft die Erfindung Affinitatsliganden der vorstehen-
den allgemeinen Formel (XI), in der j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

[0093] Bevorzugte Affinitatsliganden gemal der Erfindung sind:

CO HNYN\YNH OH (1)

DS,
Waa W 2
COOH N\(“ COOH
cl

OO HN. N _NH OO (3)
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oo

Ci
OH
HN. N _NH
)
NY/N OH
Cl

(10)

(11)
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(12)
@NHYN\YNH— (CH,), ‘@—QH
NYN

Cl

OQ HNVN\TNH-(,/:D (13)

CooH NYN
(o]}

[0094] Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Verknipfung der neuen Affinitatsliganden der allgemei-
nen Formeln (VII), wie vorstehend definiert, (XIII), wie vorstehend definiert, (XV1), wie vorstehend definiert, und
(XI), wie vorstehend definiert, mit einer Kohlenhydrat- oder organischen Polymer-Matrix durch Umsetzung der
Kohlenhydrat- oder organischen Polymer-Matrix mit einem Aktivierungsmittel, gefolgt von der Umsetzung der
aktivierten Matrix mit dem neuen Affinitdtsliganden gegebenenfalls in Anwesenheit eines Saure-bindenden
Mittels. Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Verknupfungung der neuen Affinitadtsliganden der allge-
meinen Formel (XIV), wie vorstehend definiert, mit einer Kohlenhydrat- oder organischen Polymer-Matrix durch
Kondensation mit der Matrix. Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Verkniipfung der neuen Affinitats-
liganden der allgemeinen Formeln (VII), wie vorstehend definiert, (XIIl), wie vorstehend definiert, (XV1), wie vor-
stehend definiert, und (XI), wie vorstehend definiert, mit einer Metalloxid-, Glas- oder Siliciumdioxid-Matrix, die
gegebenenfalls mit einem organischen Polymer beschichtet ist, durch Umsetzung der gegebenenfalls be-
schichteten Metalloxid-, Glas- oder Siliciumdioxid-Matrix mit einem Aktivierungsmittel, gefolgt von der Umset-
zung der aktivierten Matrix mit dem neuen Affinitatsliganden gegebenenfalls in Anwesenheit eines Sdure-bin-
denden Mittels. Eine weitere Ausfuihrungsform der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verknipfung der neuen
Affinitatsliganden der allgemeinen Formel (X1V), wie vorstehend definiert, mit einer Metalloxid-, Glas- oder Si-
liciumdioxid-Matrix, die gegebenenfalls mit einem organischen Polymer beschichtet ist, durch Kondensation
mit der Matrix. In einer weiteren Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Verkntpfung der neu-
en Affinitatsliganden der allgemeinen Formeln (XV), wie vorstehend definiert, und (XII), wie vorstehend defi-
niert, mit einer Matrix der allgemeinen Formel (V), wie vorstehend definiert, durch Umsetzung der neuen Affi-
nitatsliganden mit der Matrix bei Temperaturen zwischen —20°C und 121°C gegebenenfalls in Anwesenheit ei-
nes Saure-bindenden Mittels. Die Erfindung betrifft auch alle Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die wie in den
vorstehenden Verfahren beschrieben hergestellt sind.

[0095] In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemafen Af-
finitatsliganden und der erfindungsgemafen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die derartige Liganden umfas-
sen, fur die Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charakterisierung, ldentifikation oder Quantifizierung von Pro-
teinen oder proteinhaltigen Materialien, wie Immunglobulinen oder Unterklassen, Fragmenten, Vorstufen oder
Derivaten derselben, die sowohl aus natlrlichen als auch aus rekombinanten Quellen abstammen, zum Bei-
spiel Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin M (IgM), Immunglobulin A (IgA) oder Unterklassen, Fragmenten,
Vorstufen oder Derivaten derselben, die sowohl aus natirlichen als auch aus rekombinanten Quellen abstam-
men. In einer weiteren Ausfihrungsform betrifft die Erfindung die Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charak-
terisierung, Identifikation oder Quantifizierung von Immunglobulinen durch irgendein Verfahren, bei dem die
Immunglobuline auf Affinitatsligand-Matrix-Konjugate gemaf der Erfindung bei einem pH im Bereich von 5,0
bis 12,0 aufgetragen und anschlieBend entfernt, eluiert oder desorbiert werden, indem der pH auf 4,9 oder
niedriger verringert wird.

[0096] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Abtrennung oder Reinigung von proteinhaltigen Materia-
lien, welches umfasst, dass man eine Affinitdtschromatographie unter Verwendung eines Liganden der allge-
meinen Formel (a), wie vorstehend definiert, als des biospezifische Liganden durchfihrt.

[0097] Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemafen Affini-
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tatsliganden und der erfindungsgemalen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die derartige Liganden umfassen,
fur die Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charakterisierung, Identifikation oder Quantifizierung von Insulinen
und Analoga, Derivaten und Fragmenten derselben und Vorstufen, die sowohl aus nattirlichen als auch rekom-
binanten Quellen abstammen, und von Faktor VIl oder Human-Wachstumshormon oder Analoga, Derivaten
und Fragmenten derselben und Vorstufen.

[0098] Beispielsweise wurde eine Bibliothek zusammengestellt, die mehr als 60 verschiedene Liganden um-
fasst. Die Bibliothek wurde mit nur teilweise gereinigter Insulin-Vorstufe durchmustert, und ausgewanhlte Ligan-
den wurden durch Festphasen-Synthese an Agarose immobilisiert. Die Matrizes wurden bezlglich der Kupp-
lungstechnologie, Lange und Natur des Abstandhalterarms, der Ligandendichte usw. optimiert, was 3 Prototy-
pen mit einer dynamischen Bindungskapazitat von 2-5 mg/ml zum Ergebnis hatte. Eine rekombinant abgelei-
tete Insulin-Vorstufe wurde aus geklarter Hefe-Fermentationsbriihe durch einen einzigen nachahmenden Affi-
nitats-Reinigungsschritt unter sehr milden Bedingungen auf mehr als 95% Reinheit gereinigt.

[0099] Eine besonders bevorzugte Verwendung der erfindungsgemafRen Affinitdtsliganden und der erfin-
dungsgemalen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, die derartige Liganden umfassen, ist demgemal die Reini-
gung von Insulinen und Analoga, Derivaten und Fragmenten derselben und Vorstufen, die sowohl von naturi-
chen als auch rekombinanten Quellen abstammen. Besonders bevorzugte Affinitatsligand-Matrix-Konjugate
fur diese Verwendung umfassen einen Liganden, der aus den Folgenden ausgewahlt ist:

” "
(5a)
f Q OH

HN - OO

COOH

36@

(2a)
COOH

HN , N\\FNH O
N 2N
\A/ Q (11a)

OH

o

OH

wobei der Ligand in der Position A gegebenenfalls durch einen Abstandhalterarm, der zwischen der Matrix und
dem Liganden angeordnet ist und durch die allgemeine Formel (b), wie vorstehend definiert, dargestellt wird,
an eine Tragermatrix geknupft ist, wie vorstehend angegeben. Bevorzugt hanelt es sich bei dem Liganden um
11a und ist die Tragermatrix bevorzugt gegebenenfalls aktivierte Agarose, Cellulose, gegebenenfalls als akti-
viertes Siliciumdioxid oder Glas.

[0100] In einer weiteren Ausflihrungsform betrifft die Erfindung die Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Cha-
rakterisierung, ldentifikation oder Quantifizierung von Insulinen oder Insulin-Analoga oder Derivaten derselben
und Vorstufen durch irgendein Verfahren, bei dem die Insuline, Insulin-Derivate, -Analoga und -Vorstufen bei
einem pH im Bereich von 4,0 bis 9,0 auf erfindungsgemafien Affinitatsligand-Matrix-Konjugate aufgetragen
und anschlieend entfernt, eluiert oder desorbiert werden, indem der pH auf 3,99 oder niedriger oder 9,01 oder
héher verandert wird. Das Elutionsverfahren kann alternativ z.B. durch Erniedrigung der lonenstarke oder
durch Zugabe von Hilfsldsungsmitteln, wie organischen Losungsmitteln, durchgefihrt werden.

[0101] Die Erfindung wird nun in weiterer Einzelheit mit Bezug auf die folgenden Beispiele beschrieben. Die
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Beispiele werden fiir erlauternde Zwecke bereitgestellt und sollten nicht als Beschrankung des Bereichs der
Erfindung auf irgendeine Weise angesehen werden.

Beispiel 1

[0102] Dieses Beispiel erlautert die Synthese eines typischen Affinitatsliganden, die durch die Umsetzung von
halogenheterocyclischen Verbindungen der allgemeinen Formel (ll) mit Verbindungen der allgemeinen For-
meln (l1l) und (1V) definiert ist.

[0103] 19,8 Teile Anilin wurden in 50 Teilen Aceton gel6st, und die Lésung wurde in eine Suspension Uber-
fuhrt, die durch GieRen einer Lésung von 36,8 Teilen Cyanurchlorid in Teilen von 200 Teilen Aceton in eine Mi-
schung von 50 Teilen Eis und 50 Teilen Wasser gebildet wurde. Die Mischung wurde 2 Stunden geruhrt, wah-
rend dessen der pH durch Zugabe einer Lésung von 16,8 Teilen Natriumhydrogencarbonat in 300 Teilen Was-
ser zwischen 6 und 7 gehalten wurde. Am Ende dieser Zeit wurde der Niederschlag aus 2-Anilino-4,6-di-
chlor-1,3,5-triazin abfiltriert, mit Wasser gewaschen, im Vakuum getrocknet und aus Dichlormethan kristalli-
siert.

[0104] Eine Ldsung von 2,74 Teilen Tyramin in einer Mischung von 50 Teilen Aceton und 10 Teilen Wasser
wurde zu einer Lésung von 4,82 Teilen 2-Anilino-4,6-dichlor-1,3,5-triazin in 100 Teilen Aceton gegeben. Die
Mischung wurde bei 50°C erwarmt und 2 Stunden bei dieser Temperatur gehalten, wahrend dessen der pH
durch Zugabe einer Lésung von 1,86 Teilen Natriumhydrogencarbonat in 30 Teilen Wasser zwischen 6 und 7
gehalten wurde. Am Ende dieser Zeit wurde der Niederschlag aus 2-Anilino-4-[3-(4'-hydroxyphenyl)ethylami-
nol-6-chlor-1,3,5-triazin abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Beispiel 2

[0105] Dieses Beispiel erlautert die Immobilisierung des Produkts von Beispiel 1 auf einem Festphasen-Tra-
ger.

[0106] 10 Teile Aminogruppen tragende Agarose wurden durch Lésungsaustausch unter Verwendung von
100 Teilen 30%-igem wassrigem Aceton, gefolgt von 100 Teilen 70%-igem wassrigem Aceton und dann 100
Teilen Aceton, in ein Aceton-Losungsmittel uberfihrt. Ein Teil 2-Anilino-4-[3-(4'-hydroxyphenyl)ethylami-
no]-6-chlor-1,3,5-triazin wurde in 20 Teilen Aceton geldst und auf 50°C erwarmt. Diese warme Aceton-Lésung
wurde zu der Aceton-Suspension eines Aminogruppen tragenden Agarose-Derivats gegeben. Eine Losung
von 0,42 Teilen Natriumhydrogencarbonat in 5 Teilen Wasser wurde zu der resultierenden Suspension gege-
ben, und die Mischung wurde 16 Stunden bei 50°C gerihrt. Am Ende dieser Zeit wurde die Agarose-Trager-
matrix mit Aceton frei von ungebundenem 2-Anilino-4-[3-(4'-hydroxyphenyl)ethylamino]-6-chlor-1,3,5-triazin
gewaschen. Der resultierende derivatisierte Affinitatstrager wurde dann durch Waschen zuerst mit 70%-igem
wassrigem Aceton, dann mit 30%-igem wassrigem Aceton und schlieBlich mit Wasser zurlck in Wasser Uber-
fuhrt.

Beispiel 3

[0107] Dieses Beispiel demonstriert die Verwendung der neuen, in Beispiel 2 beschriebenen Affinitatsmatrix
als spezifische Chromatographie-Matrix fir Immunglobuline.

[0108] Eineinviertel Teile Humanplasma wurden mit 3,75 Teilen wassrigem Phosphat-Puffer mit einem pH von
7 und einer Konzentration von 10 Millimol pro Liter verdinnt und auf eine Saule aufgetragen, die aus 1 Teil
Affinitdtsmatrix bestand, deren Herstellung in Beispiel 2 beschrieben ist. Die Affinitatssdule wurde dann mit
Phosphat-Puffer gewaschen, bis die UV-Uberwachung der Waschfliissigkeiten zeigte, dass alles ungebunde-
ne Protein entfernt worden war. Die Affinitdtsmatrix wurde dann mit einem Citrat-Puffer mit einem pH von 3,8
und einer Konzentration von 0,2 Millimol pro Liter gewaschen, bis die UV-Uberwachung der Waschfliissigkeit
zeigte, dass die Entfernung von gebundenem Protein aufgehdrt hatte. Es wurde gezeigt, dass das in dieser
Waschflissigkeit enthaltende Protein Immunglobulin G war.

[0109] Tabelle 1 gibt weitere Beispiele fir neue Affinitatsliganden der Erfindung an, die durch das Verfahren
von Beispiel 1 hergestellt werden kénnen, aber unter Ersatz der 36,8 Teile des in Beispiel 1 verwendeten Cy-
anurchlorids durch die entsprechende Menge der halogenheterocyclischen Verbindung, die in Spalte Il der Ta-
belle aufgefiihrt ist; unter Ersatz der 19,8 Teile des in Beispiel 1 verwendeten Anilins durch die entsprechende
Menge des Amins, das in Spalte Ill der Tabelle aufgefiihrt ist, und unter Ersatz der 2,74 Teile des in Beispiel 1
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Die Zahl des Beispiels ist in Spalte 1 der Tabelle angegeben.

Tabelle 1

i i v
4 5-Cyano-2,4,6-trichlorpyrimidin [Anilin Tyramin
5 5-Chlor-2,4,6-trifluorpyrimidin ~ {Anilin Tyramin
6 Cyanurchiorid Tyramin Tyramin
7 Cyanurchlorid Anilin 4-Hydroxybenzylamin
8 Cyanurchlorid Anilin Benzylamin
9 Cyanurchlorid N-Methylaniiin 4-Hydroxybenzylamin
10 Cyanurchlorid p-Anisidin p-Aminophenol
11 Cyanurchlorid Anilin 4-Acetylaminobenzylamin
12 Cyanurchlorid p-Toluidin Tyramin
13 Cyanurchlorid p-Chloranilin Tyramin
14 Cyanurchlorid p-Aminophenol Tyramin
15 Cyanurchlorid Cyclohexylamin Tyramin
16 Cyanurchlorid B-Phenylethylamin Tyramin
17 Cyanurchlorid 4-Hydroxybenzylamin Tyramin
18 Cyanurchlorid 4-Hydroxybenzylamin 4-Hydroxybenzylamin
19 Cyanurchlorid Benzylamin Tyramin
20 Cyanurchlorid Tyramin 3-Methylsulfonylanilin
21 Cyanurchlorid N-tert-Butylbenzylamin Tyramin
22 Cyanurchlorid N-Isopropylbenzylamin Tyramin
23 Cyanurchlorid p-Aminoacetanilid Tyramin
24 Cyanurchlorid Diisopropylamin Tyramin
25 Cyanurchlorid Anilin N-Benzyltyramin
26 Cyanurchiorid Tyramin N-Benzyltyramin
27 Cyanurchlorid p-Aminobenzamid Tyramin
28 Cyanurchlorid p-Aminobenzolsulfonamid Tyramin
29 Cyanurchlorid p-Aminobenzoeséure Tyramin
30 Cyanurchlorid p-Aminobenzoesédure 1-Amino-4-naphthol
31 Cyanurchlorid p-Aminophenol 1-Amino-5-naphthol
32 Cyanurchlorid p-Aminobenzoeséure 1-Amino-5-naphthol
33 Cyanurchlorid p-Aminophenol p-Aminophenol
34 Cyanurchlorid m-Aminobenzoesaure Anilin
35 Cyanurchiorid m-Aminobenzoesdure Tyramin
36 Cyanurchlorid 1-Amino-5-naphthol 1-Amino-5-naphthol
37 Cyanurchlorid m-Aminophenol 1-Amino-5-naphthol
38 Cyanurchlorid 1-Amino-4-naphthol 1-Amino-5-naphthol
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[0110] Diese in den Beispielen 4-38 beschriebenen Liganden kénnen durch das Verfahren, das in Einzelheit
in Beispiel 2 angegeben ist, mit einer Agarose-Matrix verknupft werden und bei der Reinigung von Immunglo-
bulin G durch das in Beispiel 3 angegebene Verfahren verwendet werden.

Beispiel 39

[0111] 6 Teile Ethylendiamin wurden zu einer Lésung von 2,5 Teilen 2-Anilino-4-[3-(4'-hydroxyphenyl)ethyla-
mino]-6-chlor-1,3,5-triazin in 20 Teilen Toluol gegeben, und die Mischung wurde 16 Stunden bei 100°C er-
warmt. Das Toluol wurde dann unter verringertem Druck aus der Mischung abgedampft, und der Rickstand
wurde 5-mal mit 100 Teilen Wasser gewaschen und dann bei 70°C getrocknet.

[0112] Tabelle 2 gibt weitere Beispiele fir neue Affinitatsliganden der Erfindung an, die durch das Verfahren
von Beispiel 39 hergestellt werden kénnen, aber unter Ersatz der 2,5 Teile des in Beispiel 39 verwendeten
2-Anilino-4-[B3-(4'-hydroxyphenyl)ethylamino]-6-chlor-1,3,5-triazins durch die entsprechende Menge des
Chilortriazins, das in Spalte Il von Tabelle 2 aufgefihrt ist, und unter Ersatz des in Beispiel 39 verwendeten
Ethylendiamins durch die entsprechende Menge der Diamin- oder Aminohydroxy-Verbindung, die in Spalte IlI
von Tabelle 2 aufgeflihrt ist.

Tabelle 2

40 [Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 [Propylendiamin

41 [Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |1,6-Diaminohexan

42 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 [1,8-Diaminooctan

43 |[Chiortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |1,8-Diaminononan

44 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 [1,10-Diaminodecan
45 [Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |1,12-Diaminododecan
46 (Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 14 |1,6-Diaminchexan

47 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 30|1,6-Diaminohexan
48 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 31(1,6-Diaminohexan
49 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 33 [1,6-Diaminohexan
50 |[Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 35|1,6-Diaminohexan

51 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 38 [1,6-Diaminohexan

52 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |N,N'-Dimethylethylendiamin

53 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |N-p-Hydroxyethylethylendiamin

54 Chlorotriazin, beschrieben in Beispiel 1 |Piperazin
55 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 [Ethanolamin

56 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |Diethanolamin

57 |Chlortriazin, beschrieben in Beispiel 1 |lsopropanoclamin

Beispiel 58

[0113] Dieses Beispiel erlautert die Immobilisierung der in Beispiel 39 erzeugten Verbindung auf einem Fest-
phasen-Trager.

[0114] 60 Teile Epoxid-Gruppen tragende Agarose wurden mit 300 Teilen Wasser, gefolgt von 300 Teilen ei-
ner Lésung, die aus 5,95 Teilen Kaliumhydrogencarbonat, gel6st in 180 Teilen Methanol und 120 Teilen Was-
ser, bestand, gewaschen. Ein Teil der gemaR Beispiel 39 hergestellten Verbindung wurde in 60 Teilen Methanol
gel6st und zu einer Lésung von 40 Teilen wassriger Kaliumhydrogencarbonat-Losung gegeben. 100 Teile die-
ser wassrigen Methanol-Lésung wurden dann zu der hergestellten Suspension von 60 Teilen Epoxygruppen
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tragender Agarose gegeben, und die resultierende Suspension wurde sanft 16 Stunden bei Umgebungsraum-
temperatur gerthrt. Die erhaltene Matrix auf Agarose-Basis wurde zuerst mit einer Mischung von 360 Teilen
Methanol und 240 Teilen Wasser und dann mit 600 Teilen Wasser gewaschen.

Beispiel 59

[0115] Beispiel 3 wird wiederholt, aber unter Ersatz der Saule, die aus 1 Teil Affinitdtsmatrix besteht, deren
Herstellung in Beispiel 2 beschrieben ist, durch eine Saule, die aus 1 Teil Affinitatsmatrix besteht, deren Her-
stellung in Beispiel 58 beschrieben ist. Es wurde wiederum gezeigt, dass das in der Waschflissigkeit mit pH
3,8 enthaltene Protein Immunglobulin G war.

Beispiel 60

[0116] Dieses Beispiel erlautert die Immobilisierung des in Beispiel 39 erhaltenen Produkts auf einem Fest-
phasen-Trager.

[0117] 80 Teile Agarose wurden mit 1050 Teilen Wasser, gefolgt von 1050 Teilen 30%-igem wassrigem Ace-
ton, dann 1050 Teilen 70%-igem wassrigem Aceton und schlieRlich 1425 Teilen Aceton, gewaschen. Die 80
Teile Agarose wurden dann in 100 Teilen Aceton suspendiert, und die Suspension wurde auf 37°C erwarmt.
15 Teile p-Toluolsulfonylchlorid, geldst in 15 Teilen Pyridin und 25 Teilen Aceton, wurden zu der Agarose-Sus-
pension gegeben, und die Mischung wurde 8 Stunden bei 37°C gehalten. Die aktivierte Agarose wurde dann
mit 225 Teilen Aceton, gefolgt von 225 Teilen 70%-igem wassrigem Aceton, dann 225 Teilen 30%-igem wass-
rigem Aceton und schlief3lich 225 Teilen Wasser, gewaschen.

[0118] 45 Teile dieser aktivierten Matrix wurden mit 225 Teilen einer Losung gewaschen, die aus 2,3 Teilen
Kaliumhydrogencarbonat bestand, welche in einer Mischung aus 178 Teilen Methanol und 47 Teilen Wasser
geldst waren. Eine Losung von 0,75 Teilen der gemaf Beispiel 39 hergestellten Verbindung in einer Mischung
von 45 Teilen Methanol und 30 Teilen Wasser, die 1,5 Teile Kaliumhydrogencarbonat enthielt, wurde zu der
aktivierten Agarose-Suspension gegeben, und die Mischung wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Die resultierende Affinitdtsmatrix wurde mit 270 Teilen Methanol und 180 Teilen Wasser, das 9 Teile
Kaliumhydrogencarbonat enthielt, gefolgt von 450 Teilen Wasser, gewaschen.

[0119] Vor der Verwendung wurden 115 Teile der resultierenden Affinitdtsmatrix in einer Lésung von 0,36 Tei-
len Natriumhydroxid in 45 Teilen Wasser suspendiert.

Beispiel 61

[0120] Wenn Beispiel 3 wiederholt wird, aber unter Ersatz der Saule, die aus 1 Teil Affinitdtsmatrix bestand,
deren Herstellung in Beispiel 2 beschrieben ist, durch eine Saule, die aus 1 Teil Affinitatsmatrix bestand, deren
Herstellung in Beispiel 60 beschrieben ist, wurde wiederum gezeigt, dass das in der Waschflissigkeit mit pH
3,8 enthaltene Protein Immunglobulin G war.

Beispiel 62

[0121] 10 Teile der gemaR Beispiel 60 hergestellten Affinitdtsmatrix wurden in einem Phosphat-Puffer mit pH
8,0 16 Stunden stehengelassen. Beispiel 3 wurde wiederholt, aber unter Ersatz der darin verwendeten Matrix
durch eine dquivalente Menge dieser neuen Affinitatsmatrix und unter Verwendung von Zell-freiem Uberstand
aus Mause-Immunglobulin-Zellkulturmedium anstelle des in Beispiel 3 verwendeten Humanplasmas. Es wurde
wiederum gezeigt, dass das in der Waschflissigkeit mit pH 3,8 enthaltene Protein Mause-Immunglobulin M
war.

[0122] Tabelle 3 gibt weitere Beispiele der Anknlipfung der neuen Affinitatsliganden der Erfindung an, welche
gemal dem Verfahren von Beispiel 58 hergestellt werden kdnnen, aber unter Ersatz des in Beispiel 58 ver-
wendeten neuen Affinitatsliganden durch die entsprechende Menge des neuen Affinitatsliganden, der in Spalte
Il von Tabelle 3 angegeben ist, und unter Ersatz der 39 Teile der in Beispiel 58 verwendeten Epichlorhydrin-ak-
tivierten Agarose durch die entsprechende Menge des in Spalte Ill von Tabelle 3 aufgefiihrten Kohlehydrats,
das durch das in Spalte IV von Tabelle 3 aufgeflihrte Reagens aktiviert ist.
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Tabelle 3

I Il i v
61 [Ligand von Beispiel 39 |Agarose 1,4-Butandioldiglycidylether

62 |Ligand von Beispiel 39 {Agarose Bromcyan

63 {Ligand von Beispiel 39 |Agarose Epichlorhydrin

64 |Ligand von Beispiel 39 |[Agarose Natriummetaperiodat

65 |Ligand von Beispiel 39 |Agarose 2,2,2-Trifluorethansulfonylchlorid

66 [Ligand von Beispiel 39 |[Agarose 1,1'-Carbonyldiimidazol

67 |Ligand von Beispiel 39 |Agarose 2-Fluor-1-methylpyridiniumtoluol-4-sulfonat

68 |Ligand von Beispiel 39 |Agarose Divinylsulfon

69 [Ligand von Beispiel 39 [Agarose Cyanurchlorid

Beispiel 70

[0123] Wenn die in Beispiel 1 in Einzelheit angegebene Herstellung des Liganden wiederholt wird, aber mit
Umsetzung der 2,74 Teile Tyramin mit 4,84 Teilen 2-Phenoxy-4,6-dichlor-1,3,5-triazin anstelle von 4,82 Teilen
2-Anilino-4,6-dichlor-1,3,5-triazin, erhalt man 2-Phenoxy-4-[B-(4'-hydroxyphenyl)ethylamino]-6-chlor-1,3,5-tri-
azin, das anstelle von 2-Anilino-4-[3-(4'-hydroxyphenyl)ethylamino]-6-chlor-1,3,5-triazin bei der Herstellung ei-
ner Affinitatsmatrix durch das Verfahren von Beispiel 2 verwendet werden kann. Wiederum wird Immunglobulin
G bequem durch die in Beispiel 3 beschriebene Technik aus Humanplasma isoliert.

Beispiel 71

[0124] Die Verwendung von 5,16 Teilen 2-Phenylthio-4,6-dichlor-1,2,5-triazin anstelle der 4,84 Teile des in
Beispiel 70 verwendeten 2-Phenoxy-4,6-dichlor-1,3,5-triazins ergibt 2-Phenylthio-4-[3-(4'-hydroxyphe-
nyl)ethylamino]-6-chlor-1,3,5-triazin, das ahnlich verwendet werden kann, um Immunglobulin G zu reinigen.

Beispiel 72

[0125] Dieses Beispiel veranschaulicht einen alternativen Ansatz fiir die Herstellung von Affinitatsligand-Ma-
trix-Konjugaten, wie in Beispiel 2 und Beispiel 58 exemplifiziert.

[0126] Zehn Teile Aminoethylaminogruppen tragende Agarose wurden bei 0-5°C mit 5 Teilen Aceton und 5
Teilen eines wassrigen Phosphatpuffers mit einem pH von 7 und einer Konzentration von 0,5 Mol pro Liter ge-
rihrt. Zu dieser Suspension wurden 2,5 Teile einer 1 Teil Cyanurchlorid in 10 Teilen Aceton umfassenden L6-
sung hinzugesetzt, und die Mischung wurde dann eine Stunde bei einer Temperatur von 0-5°C bewegt. Die
resultierende Dichlortriazin-aktivierte Agarose wurde nacheinander mit 50 Teilen 50%-igem wassrigem Aceton,
50 Teilen Wasser, 50 Teilen 50%-igem wassrigem Aceton und 100 Teilen Wasser gewaschen. Zwanzig Teile
der gewaschenen Dichlortriazin-aktivierten Agarose wurden zu 20 Teilen einer 1 Teil Tyramin in 200 Teilen
Wasser umfassenden wassrigen Lésung hinzugesetzt, und die resultierende Suspension wurde 16 h bei Um-
gebungstemperatur bewegt. Am Ende dieses Zeitraums wurde die resultierende derivatisierte Matrix mit 200
Teilen Wasser gewaschen und 20 Teilen einer wassrigen Ldosung zugesetzt, welche 0,55 Teile Anilin, geldst in
200 Teilen Wasser, umfasste. Die resultierende Suspension wurde 16 h bei 90°C bewegt, nach welcher Zeit
die derivatisierte Matrix mit 200 Teilen Wasser gewaschen wurde.

Beispiel 73
[0127] Wenn Beispiel 3 wiederholt wird, jedoch die Saule, die aus 1 Teil der Affinitatsmatrix, deren Herstellung
in Beispiel 2 beschrieben wird, besteht, durch eine Saule, die aus 1 Teil der Affinitdtsmatrix, deren Herstellung

in Beispiel 72 beschrieben wird, besteht, ersetzt wird, wurde wieder gezeigt, dass das in der Waschfliissigkeit
mit pH 3,8 enthaltene Protein Immunglobulin G war.
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Beispiel 74

[0128] Dieses Beispiel veranschaulicht die Synthese einer Bibliothek von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten
dieser Erfindung, welche nachfolgend durchmustert werden kann, um deren Proteinbindungseigenschaften zu
bestimmen.

[0129] Ein Teil von Aminogruppen tragender Agarose wurde mit 1 Teil 1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, ge-
mischt und man liel sie sich unter Schwerkraft absetzen. Die gepufferte Amin-Agarose wurde in ein Reakti-
onsgefald transferiert und bei 0-5°C mit 0,5 Teilen 0,5 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, und 0,5 Teilen Aceton
gemischt. Ein Viertel eines Teils einer 1 Teil Cyanurchlorid in 10 Teilen Aceton umfassenden Lésung wurde hin-
zugesetzt, und die Mischung wurde bei 0-5°C 1 h gertihrt, wonach die Mischung filtriert und nacheinander mit
10 Teilen 50% Aceton, 6 Teilen Wasser, 6 Teilen 50% Aceton und 10 Teilen Wasser gewaschen wurde, wo-
durch 2,4-Dichlor-s-triazin-6-yl-aktivierte Agarose erhalten wurde.

[0130] Ein Teil der 2,4-Dichlor-s-triazin-6-yl-aktivierten Agarose wurde zu 5 Molaquivalenten der in Spalte Il
von Tabelle 4 aufgelisteten Aminverbindung, welche in 2 bis 3 Teilen einer 1 Teil Aceton und 1 Teil Wasser um-
fassenden Lésung geldst worden waren, hinzugesetzt und durch Zugabe von Natriumhydroxid auf neutralen
pH eingestellt. Die Suspension wurde 24 h bei 30°C gemischt. Die resultierenden Monochlor-s-triazin-6-yl-ak-
tivierten Agarosen wurden nacheinander mit 10 Teilen Dimethylformamid, 10 Teilen einer 3 Teile Propan-2-ol
und 7 Teile 0,2 M Natriumhydroxid umfassenden Lésung, 10 Teilen Wasser gewaschen, und man lie? sie unter
Schwerkraft sich absetzen.

[0131] Ein Teil der Monochlor-s-triazin-6-yl-aktivierten Agarose wurde zu 5 Molaquivalenten der in Spalte Ill
von Tabelle 4 aufgelisteten Aminverbindung, welche in 2 bis 3 Teilen einer 1 Teil Dimethylformamid und 1 Teil
Wasser umfassenden Lésung geldst worden waren, gegeben und durch Zugabe von Natriumhydroxid auf neu-
tralen pH eingestellt. Die Suspension wurde 72 h bei 85 bis 95°C gemischt. Die resultierenden Affinitatsli-
gand-Matrix-Konjugate wurden nacheinander mit 10 Teilen Dimethylformamid, 10 Teilen einer 3 Teile Pro-
pan-2-ol und 7 Teile 0,2 M Natriumhydroxid umfassenden Lésung, 10 Teilen Wasser gewaschen, und man liel
sie sich unter Schwerkraft absetzen. Es wurde eine Bibliothek von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten dieser Er-
findung synthetisiert, von denen Beispiele in Spalte | von Tabelle 4 angegeben werden.
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Tabelle 4
[ I 1l
75 1,3-Diaminopropan Tyramin
76 1,3-Diaminopropan N-Benzylphenethylamin
77  |1,4-Diaminobutan 3-Aminophenol
78 1,4-Diaminobutan Tyramin
79 1,4-Diaminobutan 1-Amino-5-naphthol
80 1,4-Diaminobutan N-lIsopropylbenzylamin
81 1,4-Diaminobutan N-Benzylphenethylamin
82 |Anilin Diaminopropan
83 [Anilin Anilin
84 |Anilin 3-Aminophenol
85 |Anilin 3-Aminobenzoesiure
86  |Anilin Tyramin
87 |Anilin 1-Amino-4-naphthol
88 |Anilin 1-Amino-2-naphthol
89 |Anilin 3-Amino-2-naphthol
90 |Anilin 1-Amino-6-naphthol
91 Anilin N-Isopropylbenzylamin-4-
phenylbutylamin
92 |Anilin N-Benzylphenethylamin
93  |3-Aminophenol 3-Aminophenol
94  |3-Aminophenol 1-Amino-5-naphthol
95 1,6-Diaminohexan Tyramin
96 1,6-Diaminohexan 4-Phenylbutylamin
97 |3-Aminobenzoeséure 1-Amino-5-naphthol
98 |Tyramin Tyramin
99 |Tyramin 1-Amino-5-naphthol
100 |Tyramin 1-Amino-7-naphthol
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I ] ]

101 |Tyramin 1-Amino-6-naphthol

102 [1-Amino-5-naphthol Anilin

103 |1-Amino-5-naphthol 3-Aminophenol

104 |1-Amino-5-naphthol 4-Aminobenzoeséure

105 {1-Amino-5-naphthol 3,5-Diaminobenzoeséure

106 |1-Amino-5-naphthol Benzylamin

107 |1-Amino-5-naphthol Tyramin

108 |1-Amino-5-naphthol 1-Amino-5-naphthol

109 {1-Amino-7-naphthol 3-Aminophenol

110 |1-Amino-7-naphthol 1-Amino-7-naphthol

111 | 1-Amino-4-naphthol 3-Aminophenol

112 |1-Amino-4-naphthol 1-Amino-4-naphthol

113 |1-Amino-2-naphthol 3-Aminophenol

114 {1-Amino-2-naphthol 1-Amino-2-naphthol

1 15 3-Amino-2-naphthol 3-Aminophenol

116 |3-Amino-2-naphthol 3-Amino-2-naphthol

117 |1-Amino-6-naphthol 3-Aminophenol

118 |1-Amino-6-naphthol 1-Amino-6-naphthol

119 |2-Amino-1-naphthol 3-Aminophenol

120 |2-Amino-1-naphthol 2-Amino-1-naphthol

121 |6-Amino-1-naphthol 3-Aminophenol

122 |6-Amino-1-naphthol 6-Amino-1-naphthol

123 |1-Amino-6-naphthalinsulfonséure 3,5-Diaminobenzoeséure

124 |1-Amino-6-naphthalinsulfonsdure Benzylamin

125 |1-Amino-6-naphthalinsulfonséure Tyramin

126 |3-Amino-2-napthoeséure 3-Aminophenol

127 |3-Amino-2-napthoeséure 3-Amino-2-napthoeséure
Beispiel 128

[0132] Dieses Beispiel demonstriert das Durchmusterungs-Verfahren, durch welches die Proteinbindungsei-
genschaften der in Beispiel 74 beschriebenen Affinitatsligand-Matrix-Konjugate identifiziert werden kénnen.

[0133] Chromatographie-Saulen mit 1 ml Gesamtvolumen wurden mit Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten der
Beispiele 75-127 gepackt. Die Saulen wurden durch Spilen mit 10 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0,
aquilibriert. Ein ml einer 1,5 mg humanes IgG pro ml 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0, umfassenden L6-
sung wurde auf jede Chromatographiesaule aufgetragen, die nachfolgend mit 10 ml 50 mM Natriumphosphat-
puffer, pH 8,0, gewaschen wurde, um ungebundenes IgG zu entfernen. Gebundenes IgG wurde eluiert, indem
jede Saule mit 5 ml 50 mM Natriumcitratpuffer, pH 3,0, gespiilt wurde. Der IgG-Gehalt der Wasch- und Eluti-
onsfraktionen wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm gegen eine Puffer-Leerwertprobe bestimmt.
Eine Analyse der Ergebnisse enthiillte, dass die Affinitatsligand-Matrix-Konjugate der Beispiele 75 bis 127 al-
lesamt eine Bindung von humanem IgG zeigten. Von diesen wurde bei den Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten
der Beispiele 92, 99, 101, 102, 103, 111, 113 und 119 eine nahezu quantitative Elution des gebundenen IgG
erzielt, welche als Konsequenz als von auftergewohnlichem Wert bei der Auftrennung, Isolierung oder Reini-
gung von humanem IgG angesehen werden.
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Beispiel 129

Selektive Bindung und Elution von rekombinantem Gerinnungsfaktor Vlla (rFVlla), aufgetragen auf die Affini-
tatsmatrix gemaf Beispiel 181, ausgehend von Zellkulturmedien

Vorgehensweise:

[0134] Eine 5 x 50 mm-Séaule (Pharmacia HR 5/5) wurde mit einem durch Absetzenlassen erhaltenen Volu-
men von 0,85 ml der wie in Beispiel 181 hergestellten Affinitdtsmatrix gepackt und mit 20 ml Puffer A: 20 mM
Tris, 50 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 8,0, &quilibriert. 5 ml konditionierter BHK-Zellkultur-Uberstand, angereichert
mit 1,4 mg rFVlla, wurde auf die gepackte Saule aufgetragen. Nachdem nicht-bindende Proteine mit 10 ml Puf-
fer A ausgewaschen worden waren, wurde rFVlla eluiert, indem 5 ml Puffer B: 20 mM Trinatriumcitrat, 50 mM
Tris, pH 8,0, aufgetragen wurden.

[0135] Die Durchsatz wahrend des Chromatographieverfahrens betrug 0,3 ml/min.

[0136] Der Saulenausfluss wurde durch einen nachgeschalteten UV-Monitor geleitet und in 1 ml-Fraktionen
gesammelt, und jede Fraktion wurde hinsichtlich des Gehalts an rFVlla und Gesamtprotein durch analytische
Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (RP-HPLC) analysiert.

Ergebnisse:

[0137] Die Ausgabe des UV-Monitors zeigte, dass das meiste des UV (280 nm)-absorbierenden Materials
wéhrend des Auftragens des Uberstands und der folgenden Wasche mit Puffer A herunterkam. Wahrend der
folgenden Elution mit Puffer B wurde ein klar definierter Peak aufgezeichnet, der mit der erwarteten GréRe fur
die aufgetragene Menge von rFVIlla Ubereinstimmte.

[0138] Die RP-HPLC-Analyse der gesammelten Fraktionen zeigte, dass 90% der aufgetragenen Menge von
rFVlla in den Fraktionen wahrend der Elution mit Puffer B herunterkamen. Die Reinheit von rFVIla in diesen
Fraktionen lag Uber 95%.

[0139] Die Ergebnisse zeigen, dass eine selektive Bindung von rFVlla aus angereicherten Kulturmedien an
den verwendeten Liganden erzielt wird.

Beispiel 130

Reinigung von Insulin B-Kette'**-A-A-K-Insulin A-Kette'?' an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat geman
Beispiel 171:

[0140] 255 mg Insulin B-Kette?°-Ala-Ala-Lys-Insulin A-Kette'?' (Charge A202558) wurden in 51 ml H,O sus-
pendiert, 10 Tropfen 1 M Essigsaure wurden zugesetzt, um die Vorstufe zu solubilisieren, 0,2 M Kaliumcitrat,
pH 5,5, wurde bis zu einem Gesamtvolumen von 510 ml zugesetzt, was zu einer Ldsung von 0,12 mg/ml (an-
hand einer RP-HPLC-Analyse) fiihrte. Der pH wurde durch Messung zu 5,53, die lonenstarke zu 30,0 mS/cm
und das Redoxpotential zu 278 mV bestimmt.

[0141] 400 ml der obigen Lésung wurden auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des obi-
gen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit 1,8
ml/min bei Umgebungstemperatur aufgetragen. Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, gewa-
schen und dann mit 0,1 M Essigsaure mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 12 5,0 ml-Fraktionen gesammelt.

[0142] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fur die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdunnt.
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Probe Identifikation [MI3-Konz. |[Volumen{Menge |%
Auftragung |E091b 0,12 mg/mi (400 ml [48,8 mg [100
Durchlauf EO091c 0,00 mg/mi 00mg |0
Waschen E093a 0,00 mg/ml| 00mg |0
Fraktion 3 EO093b 0,01 mg/ml {5,0 ml 10,1 mg
Fraktion 4 E093c 5,00 mg/mt |5,0ml 25,0 mg
Fraktion 5 E093d 2,62mg/ml (50ml |13,1mg
Fraktion 6 EQ093e 0,52 mg/ml |5,0ml {2,6 mg
Fraktionen 40,8 mg (83

[0143] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 83% erhalten.

[0144] Die Reinheit des Produkts wurde durch RP-HPLC-Analyse zu 94% bestimmt. Die verbleibenden Ver-
unreinigungen waren mit Insulin verwandt.

Beispiel 131
Reinigung von des-Thr®*-Insulin an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat geman Beispiel 171:

[0145] 150 mg des-Thr¥%-Insulin (INS-J-009)-Prazipitat wurden in 50 ml H,O suspendiert, 5 Tropfen 2 M Es-
sigsaure wurden zugesetzt, um die Suspension zu lésen, 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, wurde bis zu einem Vo-
lumen von 500 ml zugesetzt, was zu einer Konzentration von 0,076 mg/ml (anhand einer RP-HPLC-Analyse)
fuhrte. Der pH wurde durch Messung zu 5,52, die lonenstarke zu 30,0 mS/cm und das Redoxpotential zu 264
mV bestimmt. 400 ml der obigen Lésung wurden auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des
obigen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit
1,8 ml/min bei Umgebungstemperatur aufgetragen. Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, ge-
waschen und dann mit 0,1 M Essigsaure mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 10 5,0 ml-Fraktionen gesammelt.

[0146] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fir die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdinnt.

Probe Identifikation |MI3-Konz. Volumen|Menge |%
Auftragung E105a 0,076 mg/m! (400 ml |30,0 mg {100
Durchlauf E105b 0,00 mg/ml 0,0mg |0
Waschen E105d 0,00 mg/ml 00mg |0
Fraktion 3 E105e 0,00 mg/mi 50ml [(0,0mg |0
Probe Identifikation [MI3-Konz. VolumenjMenge |%
Fraktion 4 E105f 0,41 mg/mi 50ml {2,1mg
Fraktion 5 E105n 1,93 mg/ml 50ml |9,7mg
Fraktion 6 E1050 1,14 mg/ml 50ml |[57mg
Fraktion 7 E105p 0,48 mg/mi 50ml {2,4mg
Fraktion 8 E105J 0,31 mg/ml |5,0ml |1,6 mg
Fraktionen 21,5mg |71%

[0147] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 71% erhalten.

[0148] Die Reinheit des Produkts wurde durch RP-HPLC-Analyse zu 91% bestimmt; die verbleibenden Ver-
unreinigungen waren mit Insulin verwandt.
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Beispiel 132

Reinigung von Insulin B-Kette'**-A-A-K-Insulin A-Kette'?' an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat geman
Beispiel 145:

[0149] 2 | zentrifugierte Briihe (Charge 628) wurden mit 5 M NaOH auf pH 5,5 eingestellt und durch einen
Leitz Tiefenfilter (Seitz EK)-Filter filtriert, gefolgt von einer Filtration durch einen Leitz Tiefenfilter (Seitz
EKS)-Filter. Die Konzentration wurde durch RP-HPLC zu 0,006 mg/ml gemessen. Die lonenstarke wurde
durch Messung zu 12,2 mS/cm und das Redoxpotential zu 316 mV bestimmt. 1000 ml der obigen Lésung wur-
den auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des obigen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Ka-
liumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit 1,8 ml/min bei Umgebungstemperatur auf-
getragen. Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, gewaschen und dann mit 0,1 M Essigsaure
mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 11 5,0 mi-Fraktionen gesammelt.

[0150] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fur die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdunnt.

Probe Identifikation [MI3-Konz. Volumen|Menge (%
Auftragung |(E111e 0,006 mg/mi }1000mI |6,0mg [100
Durchlauf |E115a 0,00 mg/ml 00mg |0
Waschen E115b 0,00 mg/mi 00mg 1|0
Fraktion3 |E115¢c 0,00 mg/mt |5,0ml [0,0mg |O
Fraktion4 |E115d 0,58 mg/ml  |5,0ml [2,9mg
Fraktion5 |E115e 0,11 mg/ml  |50ml (0,6 mg
Fraktion6 |E115f 0,04 mg/ml |5,0ml |0,2mg
Fraktion7 |E115¢g 0,02 mg/ml  {5,0ml 0,1 mg
Fraktionen 3,8mg (63%

[0151] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 63% erhalten.

[0152] Die Reinheit des Produkts wurde durch RP-HPLC-Analyse zu 88% bestimmt. Die verbleibenden Ver-
unreinigungen waren mit Insulin verwandt.

Beispiel 133

Reinigung von Insulin B-Kette'**-A-A-K-Insulin A-Kette'?' an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat geman
Beispiel 171:

[0153] 2 | zentrifugierte Briihe (Charge 628) wurden mit 5 M NaOH auf pH 5,5 eingestellt und durch einen
Leitz Tiefenfilter (Seitz EK)-Filter filtriert, gefolgt von einer Filtration durch einen Leitz Tiefenfilter (Seitz
EKS)-Filter. Die Konzentration wurde durch RP-HPLC zu 0,006 mg/ml gemessen. Die lonenstarke wurde
durch Messung zu 12,2 mS/cm und das Redoxpotential zu 316 mV bestimmt. 1000 ml der obigen Lésung wur-
den auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des obigen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Ka-
liumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit 1,8 ml/min bei Umgebungstemperatur auf-
getragen. Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, gewaschen und dann mit 0,1 M Essigsaure
mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 11 5,0 mi-Fraktionen gesammelt.

[0154] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert: Proben fur die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdunnt.
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Probe identifikation |MI3-Konz, Volumen |Menge (%
Auftragung (E111e 0,006 mg/mi {830 mi 5,0mg 100
Durchlauf [E113a 0,00 mg/ml 0,0mg |0
Waschen |[E113b 0,00 mg/mi 0,0mg |0
Fraktion 3 [E113c 0,00 mg/ml 5,0 mi 0,0mg |0
Fraktion 4 |E113d 0,58 mg/m! {5,0 ml 2,9mg
Fraktion 5 (E113e 0,10 mg/m! |5,0 ml 0,5mg
Fraktion6 [E113f 0,04 mg/ml 15,0 ml 0,2mg
Fraktion 7 |E113g 0,02 mg/ml  |5,0 mi 0,1 mg
Fraktionen 3,7mg |74%

[0155] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 74% erhalten.

[0156] Die Reinheit des Produkts wurde durch RP-HPLC-Analyse zu 86% bestimmt. Die verbleibenden Ver-
unreinigungen waren mit Insulin verwandt.

Beispiel 134

Reinigung von EEAEPK-Insulin B-Kette(1-29)-AAK-Insulin A-Kette(1-21) an einem Affinitatsligand-Matrix-Kon-
jugat gemalf Beispiel 171:

[0157] Zentrifugierte Hefe-Brihe (Charge Y44) wurde durch einen Leitz Tiefenfilter (Seitz EK)-Filter filtriert,
was zu einer Konzentration von 0,35 mg/ml (anhand einer RP-HPLC-Analyse) fiihrte. Der pH wurde durch
Messung zu 5,27, die lonenstarke zu 7,38 mS/cm und das Redoxpotential zu 221 mV bestimmt.

[0158] 120 ml der obigen Lésung wurden auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des obi-
gen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit 1,8
ml/min bei Umgebungstemperatur aufgetragen. Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, gewa-
schen und dann mit 0,1 M Essigsaure mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 11 5,0 ml-Fraktionen gesammelt.

[0159] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fur die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdunnt.

Probe Identifikation |MI3-Konz. |Volumen|{Menge |%
Auftragung  |E127b 0,35 mg/ml [120 mI [42,0 mg [100
Durchlauf E127c¢ 0,00 mg/ml 00mg (O
Waschen E127d 0,00 mg/mi 00mg |0
Fraktion 3 E127e 2,26 mg/mi (6.0 ml |11,3mg
Fraktion 4 |E127f 2,07 mg/ml {50 ml  |10,4 mg
Fraktion 5 E127g 1,42 mg/ml [5,0 ml  |5,6 mg
Fraktion6 |E127h 1.27 mg/ml |5,0ml  |6,4 mg
Fraktionen 33,6 mg |79%

[0160] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 79% erhalten. Die Reinheit des Produkts wur-
de durch RP-HPLC-Analyse zu 93% bestimmt. Die verbleibenden Verunreinigungen waren mit Insulin ver-
wandt.

32/48



DE 696 34 142 T2 2005.12.29
Beispiel 135

Reinigung von [Asp®?]-Insulin B-Kette'?*-A-A-K-Insulin A-Kette'?' an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat
gemal Beispiel 171:

[0161] Zentrifugierte Briihe (Charge GSG9414) wurde mit 5 M NaOH auf pH 5,5 eingestellt und durch einen
Leitz Tiefenfilter (Seitz EK)-Filter filtriert, gefolgt von einer Filtration durch einen Leitz Tiefenfilter (Seitz
EKS)-Filter. Die Konzentration wurde durch RP-HPLC zu 0,02 mg/ml gemessen. Die lonenstarke wurde durch
Messung zu 17,0 mS/cm und das Redoxpotential zu 308 mV bestimmt. 800 ml der obigen Lésung wurden auf
eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-Saule, die mit 12 ml des obigen Matrix-Konjugats, das in 0,2 M Kaliumcitrat,
pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt worden war, mit 1,8 ml/min bei Umgebungstemperatur aufgetragen.
Die Saule wurde mit 50 ml 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, gewaschen und dann mit 0,1 M Essigsaure mit 1,8
ml/min eluiert. Es wurden 12 5,0 ml-Fraktionen gesammelt.

[0162] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fur die RP-HPLC-Analyse wurden vor der Analyse mit 2 M Essigsaure verdunnt.

Probe Identifikation |MI13-Konz. |Volumen|{Menge |%
Auftragung |E107b 0,02,mg/ml [800 ml  [16,0 mg 100
Durchlauf E107¢c 0,00 mg/ml 00mg |0
Waschen E107d 0,00 mg/mi 0,0mg |0
Fraktion 2 E109a 0,00 mg/ml |5,0ml [0,0mg |0
Fraktion 3 E109b 0,12 mg/ml 15,0 ml [0,6 mg
Fraktion 4 E108c 0,76 mg/ml |50 ml  |3,8 mg
Fraktion 5 E109d 1,04 mg/m} [5,0ml |5,2mg
Fraktion 6 E109e 0,31 mg/ml |5,0ml |16 mg

Probe Identifikation {MI3-Konz. [Volumen{Menge |%
Fraktion7 |E109f 0,10 mg/ml 15,0 ml 10,5 mg
Fraktion8 |E109g 0,06 mg/ml |5,0ml  |0,3mg
Fraktionen 12mg [75%

[0163] Es wurde dementsprechend eine Gesamtausbeute von 75% erhalten.

[0164] Die Reinheit des Produkts wurde durch RP-HPLC-Analyse zu 84% bestimmt. Die verbleibenden Ver-
unreinigungen waren mit Insulin verwandt.

Beispiel 136

[0165] Dieses Beispiel demonstriert das Durchmusterungs-Verfahren, durch welches die Proteinbindungsei-
genschaften von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten dieser Erfindung identifiziert werden kénnen, weiter.

[0166] Eine Bibliothek von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten dieser Erfindung wurde gemaf Beispiel 74 syn-
thetisiert mit der Ausnahme, dass die 5 Molaquivalente der in Spalte Il von Tabelle 4 aufgefiihrten Aminverbin-
dung durch die entsprechende Menge der in Spalte Il von Tabelle 5 aufgefiihrten Aminverbindung ersetzt wur-
den und die 5 Molaquivalente der in Spalte Il von Tabelle 4 aufgefiihrten Aminverbindung durch die entspre-
chende Menge der in Spalte Ill von Tabelle 5 aufgefiihrten Aminverbindung ersetzt wurden. Es wurde eine Bi-
bliothek von Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten dieser Erfindung synthetisiert, von denen Beispiele in Spalte |
von Tabelle 5 angegeben werden.

[0167] Chromatographiesaulen von 1 ml Gesamtvolumen wurden mit Affinitatsligand-Matrix-Konjugaten der

Beispiele 137-180 gepackt. Die Sdulen wurden durch Spilen mit 10 ml 0,2 M Natriumacetat, 0,1 M Natrium-
chlorid-Puffer, pH 5,0, aquilibriert. Zwolf ml geklarte Fermenterbrihe, die 50 mg/ml Human-Insulin-Vorstufe
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enthielt, wurden auf jede Chromatographiesaule aufgetragen, die nachfolgend mit 12 ml 0,2 M Natriumacetat,
0,1 M Natriumchloridpuffer, pH 5,0, gewaschen wurde, um nicht gebundenes Material zu entfernen. Gebunde-
ne Human-Insulin-Vorstufe wurde eluiert, indem jede Saule mit 3 ml 2 M Essigsaure gesplilt wurde. Der Gehalt
an Human-Insulin-Vorstufe des Durchlaufs, der Wasch- und Elutionsfraktionen wurde durch Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie (HPLC) unter Verwendung einer C18-Umkehrphasen-Siliciumdioxid-Saule (4 x 250
mm) und eines Laufmittelsystems, umfassend Puffer A (0,2 M Natriumsulfat, 40 mM Phosphorsaure und 10%
(Vol./Vol.) Acetonitril, pH 2) und Puffer B (50% (Vol./Vol.) Acetonitril), zugefiihrt mit einem Durchsatz von 1 ml
pro Minute, im Verhaltnis 55% Puffer A zu 45% Puffer bestimmt. Die Elutionszeit der Human-Insulin-Vorstufe
wurde durch Vergleich mit einem Referenzstandard bestimmt.

[0168] Die Analyse der Ergebnisse enthiillte, dass die Affinitatsligand-Matrix-Konjugate der Beispiele 139,
140, 145, 148, 153, 159, 162, 163, 164, 166, 167, 170, 171, 173 alle die Human-Insulin-Vorstufe banden, die
unter den in diesem Beispiel beschriebenen Bedingungen eluiert wurde. Als Folge werden die Affinitatsli-
gand-Matrix-Konjugate der Beispiele 139, 140, 145, 148, 153, 159, 162, 163, 164, 166, 167, 170, 171, 173 als
von herausragendem Wert bei der Auftrennung, Isolierung oder Reinigung der Human-Insulin-Vorstufe ange-
sehen.
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Tabelle 5
I I i

137 {1-Amino-6-naphthalinsulfonsdure Benzylamin
138 |1-Amino-6-naphthalinsulfonséaure 3,5-Diaminobenzoeséure
139 |1-Amino-5-naphthol Benzylamin
140 |1-Amino-5-naphthol 3,5-Diaminobenzoeséure
141 |Benzylamin 3-Aminobenzoeséaure
142 |Benzylamin 4-Aminobenzoesédure
143 |Tyramin 3-Aminobenzoesaure
144 |Tyramin 4-Aminobenzoeséure
145 [1-Amino-5-naphthol 1-Amino-5-naphthol
146 |1-Amino-5-naphthol 3-Aminobenzoeséure
147 |1-Amino-5-naphthol 4-Aminobenzoeséure
148 |1-Amino-5-naphthol Tyramin
149 |1-Amino-6-naphthalinsulfonsaure Tyramin
150 {1-Amino-5-naphthol 3-Amino-1,2-propanediol
151 |1-Amino-5-naphthol 3-Aminopropan-1-ol
152 |1-Amino-5-naphthol 5-Aminopentan-1-ol
153 1-Amino-5-naphthb| 3-Aminophenol
154 [1-Amino-5-naphthol 6-Aminocapronsdure
155 |1-Aminonaphthalin Benzylamin
156 |1-Aminonaphthalin 3,5-Diaminobenzoeséure
157 |1-Aminonaphthalin 3-Aminobenzoesaure
158 |1-Aminonaphthalin 4-Aminobenzoesaure
159 {3-Amino-2-naphthoeséure 3-Aminophenol
160 |4-Amino-1-naphthol 3-Aminophenol
161 |1-Amino-2-naphthol 3-Aminophenol
162 |3-Amino-2-naphthol 3-Aminophenol
163 |1-Amino-6-naphthol 3-Aminophenol
164 |1-Amino-7-naphthol 3-Aminophenol
165 |2-Amino-1-naphthol 3-Aminophenol
166 |6-Amino-1-naphthol 3-Aminophenol
167 |{3-Amino-2-naphthoesédure 3-Amino-2-naphthoeséaure
168 |4-Amino-1-naphthol 4-Amino-1-naphthol
169 |1-Amino-2-naphthol 1-Amino-2-naphthol
170 |3-Amino-2-naphthol 3-Amino-2-naphthol
171 |1-Amino-7-naphthol 1-Amino-7-naphthol
172 {2-Amino-1-naphthol 2-Amino-1-naphthol
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| I 11
173 |6-Amino-1-naphthol » 6-Amino-1-naphthol
174 |3-Amino-2-naphthoeséure 1-Amino-5-naphthol
175 |3-Amino-2-naphthoeséure 4-Amino-1-naphthol
176 |3-Amino-2-naphthoeséure 2-Amino-1-naphthol
177 |1-Amino-7-naphthol 1-Amino-5-naphthol
178 |1-Amino-7-naphthol 3-Amino-2-naphthoeséure
179 |1-Amino-7-naphthol 4-Amino-1-naphthol
180 {1-Amino-7-naphthol 2-Amino-1-naphthol
Beispiel 181

[0169] Dieses Beispiel demonstriert das Verfahren, durch welches Affinitatsligand-Matrix-Konjugate dieser
Erfindung, die fiir die Reinigung von Faktor VII von Wert sind, synthetisiert werden kénnen.

[0170] Ein Affinitatsligand-Matrix-Konjugat dieser Erfindung wurde gemafR Beispiel 74 synthetisiert mit der
Ausnahme, dass die 5 Molaquivalente der in Spalte Il von Tabelle 4 aufgefihrten Aminverbindung durch die
entsprechende Menge 2-Aminobenzimidazol ersetzt wurden und die 5 Molaquivalente der in Spalte 11l von Ta-
belle 4 aufgefiihrten Aminverbindung durch 3-Amino-2-napthoesaure ersetzt wurden. Dieses Affinitatsli-
gand-Matrix-Konjugat kann fiir die Reinigung von Faktor VIla gemaf Beispiel 129 dieser Erfindung verwendet
werden.

Beispiel 182

Reinigung von EEAEPK-Insulin B-Kette?*-A-A-K-Insulin A-Kette'?' an einem Affinitatsligand-Matrix-Konjugat
geman Beispiel 171:

[0171] 50 ml mittels lonenaustausch gereinigte Insulin-Vorstufe (EEAEPK-Insulin B-Kette'*°-A-A-K-Insulin
A-Kette'?' in einer Konzentration von 2,2 mg/ml) wurde auf eine Pharmacia-K16 (1,6 x 6 cm)-S&ule, die mit 12
ml der Konjugat-Matrix, welche in 0,2 M Kaliumcitrat, pH 5,5, aquilibriert worden war, gepackt war, mit 1,8
ml/min bei Umgebungstemperatur aufgetragen. Die Sdule wurde mit 50 ml 0,1 M Kaliumcitrat, 0,2 M Kalium-
sulfat, pH 5,5, gewaschen und dann mit 0,1 M Essigsaure mit 1,8 ml/min eluiert. Es wurden 5,0 ml-Fraktionen

gesammelt.

[0172] Die Saule wurde mit 50 ml 0,5 M NaOH gereinigt und mit 50 ml 0,1 M Citronensaure, 60% (Vol./\Vol.)
Ethanol regeneriert. Proben fir die RP-HPLC-Analyse wurden mit 2 M Essigsaure vor der Analyse verdinnt.

Probe identifikation |Konz. mg/ml |Volumen ml  |Menge mg |%
Auftragung |R-029e 2,27 50 114 100
Durchlauf  |R-033a 0,03 50 1,4 1,2
Waschen R-033b 0,09 50 43 3,8
Pool 1 R-033c¢ 5,61 15 84,2 74
Pool 2 R-033d 0,55 10 5,5 4,8

[0173] Es wurde ein dynamisches Bindungsvermdgen von 9,5 mg/ml Matrix mit einer Ausbeute von 88% der
Vorstufe gezeigt.

Patentanspriiche

1. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, umfassend einen Liganden der allgemeinen Formel (a)
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Ri— ‘C’*z"?—Y’f’x\'r—z—— (Cﬂz’u—\ Rg (a)
No X

(A)

wobei

R, ein Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome
enthaltende Hydroxyalkylgruppe, eine Cyclohexylgruppe, eine Aminogruppe, eine Phenylgruppe, Naphthyl-
gruppe, 1-Phenylpyrazol-, Indazol-, Benzthiazolgruppe, Benzoxazolgruppe oder eine Benzimidazolgruppe,
wobei jeder der Benzol-, Naphthalin-, 1-Phenylpyrazol-, Indazol-, Benzthiazol- oder Benzimidazolringe gege-
benenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, unabhangig voneinander ausgewahlt aus der Gruppe, be-
stehend aus 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Alkylgruppen, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Alk-
oxygruppen, 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltenden Acyloxy- oder Acylaminogruppen, Aminogruppen, Hydro-
xygruppen, Carbonsauregruppen, Sulfonsauregruppen, Carbamoylgruppen, Sulfamoylgruppen, 1 bis 6 Koh-
lenstoffatome enthaltenden Alkylsulfonylgruppen und Halogenatomen, substituiert ist, darstellt;

Y ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine N-R,-Gruppe darstellt;

Z ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine N-R,-Gruppe darstellt;

R, und R, unabhéangig voneinander ein Wasserstoffatom, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgrup-
pe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Hydroxyalkylgruppe, eine Benzylgruppe oder eine 3-Phenyle-
thylgruppe darstellen;

R,, Rs und Ry unabhéangig voneinander ein Wasserstoffatom, eine Hydroxygruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffa-
tome enthaltende Alkylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkoxygruppe, eine Aminogruppe,
eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Acyloxy- oder Acylaminogruppe, eine Carbonsauregruppe, eine
Sulfonsauregruppe, eine Carbamoyl- oder Sulfamoylgruppe, eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkyl-
sulfonylgruppe oder ein Halogenatom darstellen;

eines der Symbole X ein Stickstoffatom und das andere Symbol X ein Stickstoffatom oder ein Kohlenstoffatom,
das ein Chloratom oder eine Cyanogruppe tragt, darstellt;

Q einen Benzol-, Naphthalin-, 1-Phenylpyrazol-, Indazol-, Benzthiazol-, Benzoxazol- oder Benzimidazolring
darstellt;

n eine ganze Zahl zwischen 0 und 6 ist;

p eine ganze Zahl zwischen 0 und 20 ist;

und

wobei der Ligand gegebenenfalls durch einen zwischen die Matrix und den Liganden eingeschobenen Ab-
standhalterarm an eine Tragermatrix in Position (A) angelagert ist,

mit der MaRRgabe, dass Formel (a) nicht die Reaktionsprodukte der Verbindungen 4-Chlor-2,6-di(phenylami-
no)-1,3,5-triazin-3'-sulfonsaure, 4-Chlor-2,6-di(phenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsaure und
4-Chlor-2-(4"-aminophenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsaure mit Dextran T 500 umfasst.

2. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach Anspruch 1, wobei der optionale zwischen den Liganden und die
Matrix eingeschobene Abstandhalterarm durch die allgemeine Formel (b)

T, (b)

dargestellt ist, wobei

T ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine N-R,-Gruppe darstellt, wobei R, ein Wasserstoffatom oder
eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe darstellt;

V ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom, eine -COO-Gruppe, eine CONH-Gruppe oder eine NHCO-Gruppe
oder eine -PO,H-Gruppe, eine NH-Arylen-SO,-CH,-CH,-Gruppe oder eine N-R,-Gruppe darstellt, wobei R; ein
Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe darstellt;

L eine gegebenenfalls substituierte, 2 bis 20 Kohlenstoffatome enthaltende Kohlenwasserstoffverkniipfung
darstellt;

und

m O oder 1 ist.

3. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach Anspruch 1, die durch die allgemeine Formel (I)
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]

—(CH )~ cen o ()
A= (CH )3 VY&Tz (CH,)—0—Rg
~

T (V=M

dargestellt sind, wobei

R, Y, Z, R, R;, Ry, Rs, R, X, Q, nund p wie vorstehend definiert sind;

T ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom oder eine N-R,-Gruppe darstellt;

V ein Sauerstoffatom, ein Schwefelatom, eine -COO-Gruppe, eine CONH-Gruppe oder eine NHCO-Gruppe
oder eine -PO,H-Gruppe, eine NH-Arylen-SO,-CH,-CH,-Gruppe oder eine N-R,-Gruppe darstellt;

R, und R; unabhangig voneinander ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Al-
kylgruppe darstellen;

L eine gegebenenfalls substituierte, 2 bis 20 Kohlenstoffatome enthaltende Kohlenwasserstoffverkniipfung
darstellt;

m 0 oder 1 ist; und

M den Rest einer Tragermatrix darstellt.

4. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei M den Rest einer
Tragermatrix darstellt, die eine beliebige Verbindung oder ein beliebiges Material, teilchenférmig oder nicht-teil-
chenférmig, 16slich oder unléslich, pords oder nicht-pords, sein kann, die/das zusammen mit Affinitatsliganden
verwendet werden kann, um ein neues Affinitatsligand-Matrix-Konjugat nach einem der vorangehenden An-
spriiche zu bilden, und die/das ein glinstiges Mittel zum Abtrennen der Affinitatsliganden von geldsten Stoffen
in einer Kontaktldsung bereitstellt.

5. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, eine Phenyl-
oder Naphthylgruppe darstellt, wobei jede davon gegebenenfalls am Benzol- oder Naphthalinring mit einem
oder mehreren, unabhangig voneinander ausgewahlt aus Hydroxygruppen und Carbonsauregruppen, substi-
tuiert ist.

6. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, ein Wasserstoff-
atom darstellt.

7. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei R, ein Wasserstoff-
atom darstellt.

8. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, ein Wasserstoff-
atom, eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

9. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, ein Wasserstoff-
atom, eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

10. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, ein Wasser-
stoffatom, eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

11. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei R, ein Wasser-
stoffatom darstellt.

12. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei T ein Sauerstoff-
atom oder eine NH-Gruppe darstellt.

13. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei Y N-R, darstellt,
wobei R, wie vorstehend definiert ist.

14. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei Z N-R, darstellt,
wobei R, wie vorstehend definiert ist.

15. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei beide X ein Stick-
stoffatom darstellen.

38/48



DE 696 34 142 T2 2005.12.29

16. Affinitétsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei Q einen Benzol-
oder Naphthalinring darstellt.

17. Affinitétsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei n 0 oder 2 dar-
stellt.

18. Affinitétsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei p 0 oder 2 dar-
stellt.

19. Affinitétsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei m 0 oder 1 dar-
stellt.

20. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei L eine Ethyl-, Pro-
pyl-, Hydroxypropyl-, Butyl-, Pentyl-, Hexyl-, Octyl- oder Decylgruppe darstellt und V und m wie vorstehend de-
finiert sind.

21. Affinitatsligand-Matrix-Konjugat nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei V ein Sauerstoffa-
tom oder eine NH-Gruppe darstellt und L und m wie vorstehend definiert sind.

22. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei m 1 darstellt und
L und V wie vorstehend definiert sind.

23. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei der Rest einer
Tragermatrix M gegebenenfalls aktivierte/s Agarose, Siliciumdioxid, Celllulose, Glas, Toyopearl, Hydroxyethyl-
methacrylat, Polyacrylamid, Styroldivinylbenzol, Hyper D, Perfluorkohlenstoffe darstellit.

24. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach Anspruch 23, wobei M gegebenenfalls Tresyl-aktivierte, Sulfo-
nylchlorid-aktivierte, Tosyl-aktivierte, Vinylsulfon-aktivierte oder Epoxy-aktivierte Agarose darstellt.

25. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriche, ausgewahlt aus

i)

NH=(CH,) —Q-OH
@-Nufﬁl\\r 22
N =N

NH— (CHz)z'NH'M

oH @
Oy~

NH = (CH,)s ~NH -M
ii)
| OH
HQ
NH_ Ny A O
Sy
Tu — (CH,lg"NH#

iv)
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COOH
COQH
O 4 )
O I D
'3 NH = [CH,)g =NH -M
v)
OH 1
H o3
Y
P
NH - (CHz,s “NH-M
vi)
s
COOH

@*ﬁfj &

NH ~-M
vii)
oH o
Lol
T
viii)
OO HNYN\\rNH-—(:::@
CooH N\zN
Y
NH ~M

wobei M wie vorstehend definiert ist.

26. Verfahren zur Herstellung der neuen wie in einem der vorangehenden Anspriiche definierten Affinitats-
ligand-Matrix-Konjugate, umfassend die Umsetzung in beliebiger Reihenfolge einer heterocylcischen Halogen-
verbindung der Allgemeinen Formel (Il)

WYKYW
N\fx i

w

wobei die Symbole X die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung aufweisen und W
ein Halogenatom darstellt, mit
(i) einer Verbindung der Allgemeinen Formel (l11)

R;~(CH,),-Y-H ()
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wobei die Symbole R,, pund Y die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung aufweisen,
(i) einer Verbindung der Allgemeinen Formel (1V)

Ry Rs

HeZ-(CH2) p—Q——Rq
| (IV)

wobei die Symbole R,, R;, Rq, Q, Z und n die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung
aufweisen, und
(iii) einer gegebenenfalls derivatisierten Tragermatrix der Allgemeinen Formel (V)

H-T-[-L-V-], -M )

wobei die Symbole L, M, V, T und m die in einem der vorangehenden Ansprliche spezifizierte Bedeutung auf-
weisen.

27. Verfahren zur Herstellung der neuen wie in einem der vorangehenden Anspriiche definierten Affinitats-
ligand-Matrix-Konjugate, umfassend das Umsetzen in beliebiger Reihenfolge einer wie in Anspruch 26 defi-
nierten heterocyclischen Halogenverbindung der Allgemeinen Formel (I1) mit
(i) einer wie in Anspruch 26 definierten Verbindung der Allgemeinen Formel (l11),

(i) einer wie in Anspruch 26 definierten Verbindung der Allgemeinen Formel (IV) und
(iii) mit einer Verknlpfungseinheit der Allgemeinen Formel (VI)

H-T-L-V-H (V1)

wobei die Symbole L, V und T die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung aufweisen,
um eine Verbindung der Allgemeinen Formel (VII) zu erhalten,

Ry Jfs
R, — (CH,) —vy z- D Z:
1 2lg \"/KY (CH,)—Q—R,
e
T LV H Vi)

wobei R, R, R;, R, T, Q, L, V, X, Y, Z, m, n und p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte
Bedeutung aufweisen,
gefolgt von der Umsetzung der Verbindung der Allgemeinen Formel (VII) mit einem Matrixtrager.

28. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XII)

"/
Ry (CH Y Ny 2 (CHy)s~ 0~ Ry
NYx

Halogen

xm

wobei R;, R,, Rs;, Rg, Q, X, Y, Z, nund p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung
aufweisen und Halogen ein Fluor-, Chlor-, Brom- oder lodatom darstellt, mit der MaRgabe dass Formel (XIlI)
nicht die Verbindungen 4-Chlor-2,6-di(phenylamino)-1,3,5-triazin-3'-sulfonsaure, 4-Chlor-2,6-di(phenylami-
no)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsdure und 4-Chlor-2-(4"-aminophenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsaure
umfasst.

29. Verfahren zum Anlagern von neuen Affinitétsliganden der wie in Anspruch 28 beanspruchten Allgemei-
nen Formel (XII) an eine Matrix der wie in Anspruch 26 definierten Allgemeinen Formel (V) durch Umsetzen
der neuen Affinitatsliganden mit der Matrix bei Temperaturen zwischen —20°C und 121°C gegebenenfalls in
Gegenwart eines Saurebindemittels.
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30. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XIII)

"/

Ry— (caz)p-—yYKY Z2- (CHy)—a—R;
N 2X

NH — (CH,) N
2V ()

wobei R, R,, R, Ry, Q, X, Y, Z, m, nund p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung
aufweisen und j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

31. Verfahren zur Herstellung von neuen Affinitatsliganden der wie in Anspruch 30 beanspruchten Allge-
meinen Formel (XIII) durch Umsetzen einer wie in Anspruch 28 beanspruchten Verbindung der Aligemeinen

Formel (XII) mit einem Alkylendiamin der Allgemeinen Formel H,N-(CH,)-NH, bei Temperaturen zwischen 0°C
und 100°C in Gegenwart eines Saurebindemittels.

32. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XIV)

R\ /‘s
Ry~ (CH) —Yy Z-(CH,) —~Q—R
1 25 Y"\ 2)n 6
Y v

NH — (CH,) /= (C0) gOH

wobei R;, R, R, Q, X, Y, Z, m, n und p die in einem der vorangehenden Anspruche spezifizierte Bedeutung
aufweisen, q 0 oder 1 ist und j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

33. Verfahren zur Herstellung von wie in Anspruch 32 beanspruchten neuen Affinitéatsliganden der Allge-
meinen Formel (XIV) durch Umsetzen einer wie in Anspruch 28 beanspruchten Verbindung der Allgemeinen
Formel (XII) mit einer Hydroxyverbindung der Allgemeinen Formel H,N-(CH,),-(CO),-OH bei Temperaturen zwi-
schen 0°C und 100°C in Gegenwart eines Saurebindemittels.

34. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (VIII)

R\ g

R"-(CHZ)P.-YYKYZ-(CHQJH-O-RG
N =X i)
T o
I
T= LV =Ryp= C=CH,

wobei Ry, R, R;, R, L, Q, T, V, X, Y, Z, m, n und p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte

Bedeutung aufweisen, R, ein Wasserstoffatom oder eine 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthaltende Alkylgruppe

darstellt, R,, eine Carbonylgruppe, eine Methylengruppe, eine -NH-CH,-Gruppe oder eine -S-CH,-Gruppe dar-
stellt.

35. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XV)

R& /"‘s
R,— (CH,) ==Y Ny 2" {CHy)—Q—Rg
AT y
N\(N
(od]
wobei R;, R,, R;, R;, Q, n und p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung aufwei-

sen, mit der Maligabe dass Formel (XV) nicht die Verbindungen 4-Chlor-2,6-di(phenylamino)-1,3,5-tria-
zin-3'-sulfonsaure, 4-Chlor-2,6-di(phenylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfon-s&ure und 4-Chlor-2-(4"-aminophe-

(xv)
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nylamino)-1,3,5-triazin-3',2"-disulfonsaure umfasst.
36. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XVI)
"/
R, (CHy) ;NHYN\YNH (CH,)0—Rg
R 2N

NH — (CH,) ~NH,

’ (xvi)

wobei R;, R,, R, Rg, Q, nund p die in einem der vorangehenden Anspriiche spezifizierte Bedeutung aufweisen
und j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

37. Affinitatsliganden nach einem der Anspriche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei R, eine Phenyl- oder
Naphthylgruppe darstellt, wobei jede davon gegebenenfalls am Benzol- oder Naphthalinring mit einem oder
mehreren, unabhangig voneinander ausgewahlt aus Hydroxygruppen und Carbonsauregruppen, substituiert
ist.

38. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei R, ein Wasserstoffatom,
eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

39. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei R, ein Wasserstoffatom,
eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

40. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei R, ein Wasserstoffatom,
eine Hydroxygruppe, eine Carbonsauregruppe oder eine Aminogruppe darstellt.

41. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei Q einen Benzol- oder
Naphthalinring darstellt.

42. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32 oder 34, wobei X ein Stickstoffatom darstellt.

43. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34 oder 35, wobei Y eine -NH-Gruppe dar-
stellt.

44. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34 oder 35, wobei Z eine -NH-Gruppe darstellt.
45. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei n 0 oder 2 ist.

46. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 28, 30, 32, 34, 35 oder 36, wobei p 0 oder 2 ist.

47. Affinitatsliganden nach einem der Anspriiche 30, 32 oder 36, wobei j 2, 4 oder 6 ist.

48. Affinitatsliganden nach Anspruch 34, wobei L eine Ethyl-, Butyl- oder Hexylgruppe ist.

49. Affinitatsliganden nach Anspruch 34, wobei T eine -NH-Gruppe darstellt.

50. Affinitatsliganden nach Anspruch 34, wobei V eine -NH-Gruppe darstellt.

51. Affinitatsliganden nach Anspruch 34, wobei m 1 ist.

52. Neue Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XI)
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@-NH\(NYNH- (CH,), @'on

N 2N
xXn

NH — (CHy) ~NH,

wobei j eine ganze Zahl zwischen 2 und 20 ist.

53. Affinitdtsliganden nach einem der Anspriiche 28 bis 51, ausgewahlt aus

""r';‘r"“"
cl

COOH ”\l&" cooH
cl
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g N‘N\NH_Q (9)

- (10)
N\ HN Mo NH-Q
SO

(11)

@ "N\“/'K\rﬂ“ Q
Q N?:N Q
OH OH

@Ww\wf“"“”z’z@ * (12)
N
\rN

ci

""Y"‘YN"_</]© (13)

COOH N\%“
cl

54. Verwendung von Affinitatsliganden nach einem der vorangehenden Anspriiche zur Herstellung von Af-
finitatsligand-Matrix-Konjugaten.

55. Verfahren zum Anlagern der neuen Affinitatsliganden der Allgemeinen Formeln (VII), wie in Anspruch
27 definiert, und (XIII), wie in Anspruch 30 definiert, (XVI), wie in Anspruch 36 definiert, und (XI), wie in An-
spruch 52 definiert, an Kohlenhydrat- oder organischen Polymermatrizes durch Umsetzen der Kohlenhydrat-
oder organischen Polymermatrix mit einem Aktivierungsmittel, gefolgt von der Umsetzung der aktivierten Ma-
trix mit dem neuen Affinitatsliganden gegebenenfalls in Gegenwart eines Saurebindemittels.

56. Verfahren zum Anlagern der neuen Affinitatsliganden der wie in Anspruch 32 definierten Allgemeinen
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Formel (XIV) an Kohlenhydrat- oder organischen Polymermatrizes durch Kondensation mit der Matrix.

57. Verfahren zum Anlagern der neuen Affinitatsliganden der Allgemeinen Formeln (VII), wie in Anspruch
27 definiert, und (XIII), wie in Anspruch 30 definiert, (XVI), wie in Anspruch 36 definiert, und (XI), wie in An-
spruch 52 definiert, an gegebenenfalls mit einem organischen Polymer beschichtete Metalloxid-, Glas- oder
Siliciumdioxidmatrizes durch Umsetzen der gegebenenfalls beschichteten Metalloxid-, Glas- oder Siliciumdio-
xidmatrix mit einem Aktivierungsmittel, gefolgt von der Umsetzung der aktivierten Matrix mit dem neuen Affini-
tatsliganden gegebenenfalls in Gegenwart eines Saurebindemittels.

58. Verfahren zum Anlagern der neuen Affinitatsliganden der wie in Anspruch 32 definierten Allgemeinen
Formel (XIV) an gegebenenfalls mit einem organischen Polymer beschichtete Metalloxid-, Glas oder Silicium-
dioxidmatrizes durch Kondensation mit der Matrix.

59. Verfahren zum Anlagern von neuen Affinitatsliganden der Allgemeinen Formel (XV), wie in Anspruch
35 definiert, und (XII), wie in Anspruch 28 definiert, an eine Matrix der wie in Anspruch 26 definierten Aligemei-
nen Formel (V) durch Umsetzen der neuen Affinitatsliganden mit der Matrix bei Temperaturen zwischen —20°C
und 121°C gegebenenfalls in Gegenwart eines Saurebindemittels.

60. Affinitatsligand-Matrix-Konjugate, hergestellt wie in den Ansprichen 26, 27, 29, 54, 55, 56, 57 und 58
beansprucht.

61. Verwendung der Affinitatsligand-Matrix-Konjugate nach einem der vorangehenden Anspriiche als Affi-
nitatsligand-Matrix-Konjugate zur Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charakterisierung, ldentifizierung oder
Quantifizierung von Proteinen.

62. Verwendung nach Anspruch 61, wobei es sich bei dem proteinhaltigen Material um IgG, IgM, IgA, In-
suline, Faktor VII oder Menschliches Wachstumshormon oder Analoga, Derivate und Fragmente davon und
Vorstufen handelt.

63. Verfahren zur Abtrennung oder Reinigung von proteinhaltigen Materialien, umfassend das Durchfiihren
von Affinitdtschromatographie unter Verwendung eines Liganden der wie vorstehend definierten allgemeinen
Formel (a) als den biospezifischen Liganden.

64. Verwendung nach Anspruch 61, wobei es sich bei dem proteinhaltigen Material um Immunglobuline
oder Unterklassen, Fragmente, Vorstufen oder Derivate davon handelt, die entweder von nattrlichen oder re-
kombinanten Quellen abgeleitet sind.

65. Verwendung nach Anspruch 61, wobei es sich bei dem proteinhaltigen Material um Immunglobulin G
(IgG), Immunglobulin M (IgM), Immunglobulin A (IgA) oder Unterklassen, Fragmente, Vorstufen oder Derivate
davon handelt, die entweder von natirlichen oder rekombinanten Quellen abgeleitet sind.

66. Verwendung nach Anspruch 61, wobei es sich bei dem proteinhaltigen Material um Insuline oder Insu-
linanaloga, Derivate und Fragmente davon und Vorstufen handelt, die entweder von natirlichen oder rekom-
binanten Quellen abgeleitet sind.

67. Verwendung nach Anspruch 61, wobei es sich bei dem proteinhaltigen Material um FVII oder Analoga,
Derivate und Fragmente davon und Vorstufen handelt, die von natirlichen oder rekombinanten Quellen abge-
leitet sind.

68. Verwendung nach Anspruch 61, wobei die Affinitatsligand-Matrix-Konjugate einen Liganden umfassen,
der aus Folgendem ausgewahlt ist:
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(2a)

A (11a)

wobei der Ligand gegebenenfalls durch einen Abstandhalterarm der durch die wie vorstehend spezifizierte all-
gemeine Formel (b) dargestellt wird, an eine Tragermatrix in Position (A) angelagert ist.

69. Verwendung nach Anspruch 68, wobei es sich bei dem Liganden um 11 a handelt.

70. Verwendung nach Anspruch 68 oder 69, wobei es sich bei der Tragermatrix um gegebenenfalls akti-
viertes Agarose, Cellulose, Siliciumdioxid oder Glas handelt.

71. Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charakterisierung, Identifizierung oder Quantifizierung von Immun-
globulinen durch ein beliebiges Verfahren, wodurch die Immunglobuline auf wie in einem der vorstehenden An-
spruche fur Affinitatsligand-Matrix-Konjugate definierte Affinitatsligand-Matrix-Konjugate bei einem pH-Wert im
Bereich von 5,0 bis 12,0 aufgebracht und anschlielRend durch Senken des pH-Werts auf 4,9 oder niedriger ent-
fernt, eluiert oder desorbiert werden.

72. Abtrennung, Isolierung, Reinigung, Charakterisierung, Identifizierung oder Quantifizierung von Insuli-
nen oder Insulinanaloga oder Derivaten davon und Vorstufen durch ein beliebiges Verfahren, wodurch die In-
suline auf wie in einem der vorstehenden Anspriche fir Affinitatsligand-Matrix-Konjugate definierte Affinitats-
ligand-Matrix-Konjugate bei einem pH-Wert im Bereich von 4,0 bis 9,0 aufgebracht und anschlieRend durch
Senken des pH-Werts auf 3,99 oder niedriger oder 9,01 oder héher entfernt, eluiert oder desorbiert werden.

73. Abtrennung von rekombinantem FVlla durch selektives Binden von FVlla an die Affinitatsmatrix der
Formel (viii)

4 —
COOH "YN
NH =gy

wobei M Aminogruppen tragende Agarose ist, von Zellkulturmedien, wobei der FVlla auf das Affinitatsli-
gand-Matrix-Konjugat in Gegenwart von 5 mM Ca?* aufgebracht und anschlieRend eluiert wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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