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Biologisesti aktiiviset yhdisteet ja menetelmd niiden valmistamiseksi

- Biologiskt aktiva fdreningar och férfarande f6r deras framstdllning

Keksintd koskee biologisesti aktiivisten aineiden ja veteen-
liukenemattomien suurimolekyylisten yhdisteiden uusia yhdisteitd,
menetelmdd niiden valmistamiseksi ja niiden kdyttdd edullisesti
affiniteettikromatografiassa.

Viime vuosien aikana on uusi tekniikka lydnyt itsensd l&dpi yhd
enemmdn ja enemmdn biokemiallisten ty&skentelymenetelmien alalla,
joiden ensisijaisena tunnusmerkkind on se, ettd kdytetdin kantaja-
alneeseen sitoutuneiden, biologisesti aktiivisten aineiden affini-
teettid selektiivisesti suoritettaviin reaktioihin.

Kantaja-aineeseen sitoutuneen aineen spesifiselld kompleksin=
muodostuksella erddn tolsen aineen kanssa, joka on seoksena, voidaan
poistaa kyseessdoleva aine seoksesta ja se voidaan mahdollisesti
lopuksi eristdd desorptiolla.

Kantaja-aineeseen sitoutuneilla entsyymeilld on etuna se,
ettd aineenvaihdunnat suoritetaan preparatiivisissd, jatkuvatoimisis-

sa prosesseissa ja reaktiotuotteet saadaan entsyymivapaina.
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Biokemiallisessa entsyymianalytiikassa kdytetddn kantaja-ai-
neeseen sitoutuneita veteenliukenemattomia entsyymejd useaan kertaan
kdytettdvind reagensseina.

Sen vuoksi, ettd entsyymeilld on ominaisuutena oscittaa
affiniteettia ei ainoastaan substraatteja kohtaan, vaan my&s spesi-
fisid inhibiittoreita kohtaan, on entsyymi~inhibiittorien saanti
osoittautunut erittdin edulliseksi affiniteettikromatografian avulla
koskien kantaja-aineeseen sitoutuneita entsyymejd. Toisaalta salliil
inhibiittorien sitoutuminen veteenliukenemattomiin matriiseihin vas-
taavien entsyymien preparatiivisen saannin.

Niinsanottuina immuuniadsorbentteina sitoutuvat antigeenit
(vasta-aineen synnyttdjidt) tai vasta-aineet veteen liukenemattomiin
matriiseihin ja senjdlkeen voidaan vastaavat vasta-aineet tai
antigeenit eristdd.

Biologisesti aktiivisilla aineilla ymmdrretddn edelldolevien
selvitysten mukaisesti in vivo ja in vitro vaikuttavia luonnollisia
ja keinotekoisesti valmistettuija aineita, joita voidaan laajimmas-
sa mielessd nimittd3 entsyymeiksi, aktivaattoreiksi, inhibiittoreik-
si, antigeeneiksi tai vasta-aineiksi, vitamiineiksi ja hormoneiksi.
Ndille biologisesti aktiivisille aineille on annettu nimitys efekto-
rit, koska ne kuvaavat veteenliukenemattomien systeemien vailkutus-
periaatteita. '

Useimmat tdhinmennessd kuvatut kantaja-aineeseen sitoutu-
neet efektorit ovat oleellisesti stabiilempia kuin vastaavat biolo-
gisesti aktiiviset aineet liuoksessa.

Kantaja-aineina, niinsanottuina matriiseina, kdytetddn edul-
lisesti sellaisia aineita, joilla vesipitoisiin systeemeihin liuke-

nemattomuuden ohella on mahdellisimman alhainen epdspesifinen

adsorptio. Siihen tdytyy liittdd hydrofobiset (vettd karttavat), hydro-

fiiliset (vettd suosivat) ja ioniset vuorovaikutukset matriisin ja
efektorin reaktiopartnerin vdlilli. Sellaisten aineiden kanssa, joi-
den sitoutuminen efektoriin on ei-toivottavaa, esim.sellaisten
kanssa, jotka eivdt ole efektorin spesifisid reaktiopartnereita, ei
sitoutuminen tule kysymykseen.

Tdhdnmennessd kdytetyt matriisit biologiseéti aktiivisten
aineiden kantaja-aineina voidaan jakaa sellaisiin, jotka sitovat
efektorit fysikaallisella adsorptiolla, ndihin kuuluvat esim. poly-

styroli, aktiivihiili ja lasihelmet ja sellaisiin, jotka ovat 1liit-



e
v

tyneet efektoreihin kovalenttisella sidoksella. Viimeksimainittuihin
kuuluvat vinyylipolymeerit homo- ja kopolymerisaatteina, esim.
polyakryylihapot, polyakryylihappoamidit ja amino-, karboksi- tai
sulfonyyli-substituoitu polystyroli, edelleen selluloosa ja sen
johdannaiset ja lopuksi luonnolliset ja synteettiset polypeptidit

ja proteiinit. Tasapainoisen, matriisin ja efektorin v&1illd vallit-
sevan vuorovaikutuksen johdosta, on hiilihydraattien, erityisesti
selluloosan, dekstraanin, tdrkkelyksen, agarin tai niiden johdannais-
ten kdyttd matriisina vesipitoisissa systeemeissd levinnyt laajalti,
kun taas ndissd luonnollisissa aineissa usein olevia karboksyyli-
ryhmid pidet&ddn niiden epdspesifisten affiniteettien johdosta hdirit-
sevind. Senohella on ndilld aineilla suhteellisen vdhdinen terminen
ja kemiallinen stabiliteetti.

Monet ndistd haittapuolista voitaisiin poistaa hyvin kidyttd-
mdlld polyvinyleeniglykolia, synteettistd polymeerid. Polyvinyleeni-
glykolia, myds polyhydroksimetyleeniksi nimitettyd, valmistetaan
happamella tai emdksiselld hydrolyysilld polyvinyleenikarbonaatista.
Jokaisessa hiiliatomissa on hydroksyyliryhmd ja vetyatomi. Ldpikdy-
vdn C-C-sidoksen johdosta on kantaja-aineella hyvin korkea stabili-
teetti.

Nyt todettiin, ettd kantaja-matriisina voidaan kdyttdd edul-
lisesti polyvinyleeniglykolin sijasta vinyleeniglykoli-kopolymeerid.
Polymeroimalla sopivat komonomeerit polyvinyylikarbonaatiksi voidaan
ndin valmistetun polyvinyleeniglykolin fysikaalisia ja kemiallisia
ominaisuuksia vaihdella suuresti. Niinp4 voidaan esim. polyvinyleeni-
glykolin "hydrofiliaa" tai "turpoamista" muuttaa polymeroimalla
hydrofobiset monomeerit, kuten etyleeni, vinyylikloridi tai styroli
polyvinyleenikarbonaatiksi. Vinyyliasetaatin kopolymerisaatiolla
korvataan saippuoidussa lopputuotteessa vinyleeniglykoliryhmd vinyy-
lialkoholiryhm&l14, mistd on seurauksena kohonnut turpoavuus vesi-
pitoisessa vdliaineessa.

On mahdollista saada aikaan komonomeerien, kuten esim, diety-
leeniglykolidivinyylieetterin ja divinyylibentseenin avulla, verk-
koutus ja tdten kantaja-aineen mekaanisten ominaisuuksien paranemi-
nen. Polymeroimalla elektrofiiliset funktio, esim: oksiraaniryhmidt
(epoksiryhmdt) vinyyliglysidyylieetteri-komonomeereistd on matrii-
0 -0H)

mahdollinen. Karboksyyliryhmédt voidaan 1iittdd akryylihappoesteri-

sin suora reaktio nukleofiilisten funktioiden kanssa (-NH



e
B

..

4

komonomeereilld. Pddttyneen kopolymerisaation jdlkeen sailppuoidaan
esteriryhmdt karboksyyliryhmiksi. -NH2~ tai -COOH-ryhmien liittdmi-
nen sallii aktivoinnin karbodi-imidien, isoksatsoliumsuolojen,
glutaraldehydin jne. avulla. Kopolymerisaattivinyleeniglykoli/vinyy-
lialkoholilla on suurempi spesifinen ulkopinta ja tdten suurempi
sitoutumiskapasiteetti esim. proteiineihin n&dhden polymeerijauheen
ulkoPinnalla verrattuna vinyleeniglykoli-homopolymerisaatiin.

Keksinndn kohteena ovat senmukaisesti biologisesti aktiiviset
yhdisteet jotka ovat perdisin edullisesti polyvinyleeniglykolin, ja
siihen-sdilyttd&mdlld sen biologinen aktiviteetti-sitoutuneen biolo-
gisestli aktiivisen aineen veteenliukenemattomasta kopolymerisaatista.
Ndissd yhdisteissd on kantajamatriisi polyvinyleeniglykoli~kopolyme-
risaatti, joka sisdltdd korkeintaan 45 %, edullisesti 5-20 % komono-
meerid. Biologisesti aktiiviset aineet ovat aineita, kuten entsyy-
mejd, aktivaattoreita, inhibiittoreita, antigeenejd, tai vasta-ainei-
ta, muita plasmaproteiineja, veriryhmd-aineita, fythemagglutiniineja,
antibiootteja, vitamiineja tai hormoneja, peptidejd tai aminohappoja
tal synteettisesti valmistettuja efektoreja.

Polymeerinen kantaja-aine ja biologisesti aktiivinen aine
ovat liittyneet kovalenttisesti tolsiinsa joko suoraan tai sivuketijun
kautta (Spacer).

Biologisesti aktiivisten yhdisteiden sitominen sivuketjun
kautta (Spacer) on edullista, jos niiden affinien partnerien mole-
kyylipainot ovat hyvin erilaisia, tail jos kdyt8ssi biospesifisessi
prosessissa ovat osallisena hyvin suurimolekyyliset tai useammista
alayksikdistd rakennetut proteiinit..Spacereita ovat polymeeriseen
matriisiin kiinnittyneet mddrdtynpituiset sivuketjut, joita voidaan
saada polymeroimalla, liittdmdlld tai rakentamalla (bi- tai poly- ‘
funktionaalisten yhdisteiden- esim. tripeptidin- sitoutuminen matrii-
siin) tai rakentamalla funktionaaliset ryhmdt ja vaiheittain pident&-
mdlld ndits.

Keksinnén kohteena on edelleen menetelmd biologisesti aktiivi-
sen aineen kovalenttiseksi sitomiseksi kantaja-aineen kanssa.

Tdlléin on kdytettdvissd joukko yleisesti tunnettuja reaktioi-
ta.

Ne koskevat l&hinnd tapaa valmistaa polyvinyleeniglykoli-

kopolymeerid. Ne ovat tunnettuja siitd, ettd vinyleenikarbonaatti
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polymeroidaan komonomeerilld, joilla on yleinen kaava:
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joissa Rl on vety, metyyli, etyyli, Ry on metyyli, etyyli, propyyli
ja n on kokonaisluku 1-4.

Polyvinyleenikarbonaatin polymerisaatio tapahtuu korkein-
taan 45 %:1la komonomeerejd, edullisesti 5-20 %:1lla.

Biologisesti aktiivisen yhdisteen valmistus on mahdollista
esimerkiksi siten, ettd elektrofiilinen ryhm& liitetddn joko biolo-
gisesti aktiiviseen aineeseen tai polyvinyleeniglykoli-kopolymeeriin
ja tdmdn kautta annetaan biologisesti  aktiivisen aineen reagoida
polyvinyleeniglykoli-kopolymeerin kanssa., _

Elektrofiilisten ryhmien liittdminen kantaja-amatriisiin ta-
pahtuu joko kopolymeroimalla vinyleenikarbonaatti elektrofiilisid
ryhmid sisdltdvilld komonomeereilld tai antamalla kantaja-matriisin
reagoida aktivoivien, elektrofiilisid ryhmid sisdltdvien pienimole-

kyylisten yhdisteiden kanssa.
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Yleensd on reaktiopartnerin kemiallinen kytkentd kantaja-
matriisiin yksinkertaista, jos tolsella puolella on nukleofiilisid
ja toisella puolella elektrofiilisid funktioita. Reaktiivisina
nukleofiilisind funktioina tulevat kysymykseen ennen kaikkea amino-,
sulfhydryyli~ Jja hydroksyyliryhmdt, jotka tavallisesti ovat jo sisdl-
tyneend joko matriisiin tai reaktiopartneriin. Elektrofiiliset funk-
tiot tdytyy ensiksi liittd4. T41l8in voidaan karboksyyliryhmdt muut-
taa happohalogenideiksi, happoatsideiksi, happoanhydrideiksi, imidat-
solideiksi tai ne voidaan suoraan aktivoida karbodi-imideilld. Reak-
tiivisind elektrofiilisind ryhmind kdytetddn myds lsosyanaatti-,
isotiosyanaatti-, diatsonium-ryhmid tai syklisid imidokarbonaatti-
estereitd. Erittdin edullista on reaktiivisten ryhmien liittdminen
kopolymerisaation avulla.

Polymeroimalla monomeerit epoksi-ryhmilld, esim. epoksialkyy-
livinyylieettereilld polyvinyleenikarbonaatiksi, ja sen johdosta,
ettd saippuolntinopeudessa syklisten karbonaatti- ja epoksiryhmien
vdlilld esiintyy hyvin suuria eroja, saadaan helposti polyvinyleeni-
glykoli-matriisi, jossa on reaktiivisia epoksi-ryhmi&d, joiden voidaan
antaa reagoida nukleofiilisten funktioiden kanssa. Niinpid ovat bio-
logisesti aktiivisen aineen suora sitoutuminen ja/tai sivuketjun
(Spacer) liittdminen (pidentdminen mahdollisia.

Erddnd toisena etuna on senmukaisesti kopolymeerien kiytdssi

myds elektrofiilisten funktioiden - jotka sallivat reaktion tunnet-
tujen menetelmien mukaisesti - suoran liittdmisen (polymeroinnin) mah-
dollisuus.

Kopolymeroimalla vinyleenikarbonaatti etyyli-akrylaatilla ja
senjdlkeen salppuoimalla polymeerit saadaan matriisi, jossa on -0H-
ja COOH-funktiot. Karboksyyliryhmét voidaan aktivoida karbodi-imidien
avulla ja senjdlkeen suorittaa heti amidin sitoutuminen efektorin
aminoryhmilld. Karboksyyliryhmdt sallivat edelleen amidisidosten
muodostumisen Woowardin liittdmien isoksatsoliumsuolojen avulla.

Erds toinen menetelmd biologisesti aktiivisten yhdisteiden
kytkemiseksi karboksyyliryhmid sisdltdviin polymeereihin suoritetaan
N~etoksikarbonyyli-2-etoksi~1l,2~dihydrokinoliinin (EEDQ) avulla.

Karboksyyliryhmdt voidaan esterdidi tunnettﬁjen menetelmien mu-
kaisesti, senjdlkeen esteri muutetaan hydratsidiksi ja lopuksi jatkos=
sa tulokseksi saatava atsidi liitetddn efektoriproteiinin aminoryh-

mdn kanssa polyvinyleeniglykoli-matriisiin.



Jos matriisiin kopolymeroidussa komonomeerissd on seuraavien
reaktioiden johdosta vapaasti kdytettdvissd olevia aminoryhmid, niin
on aryyliaminoryhmien liittdminen aryyliaminoryhmid sisdltdvilli
vinyylisulfonijohdannaisilla tai /9—hydroksietyylisulfonien pikki-
happoestereilld mahdollista, jolloin aryyliaminoryhmdt sitten diatso-
toidaan tunnettujen menetelmien mukaisesti ja lopuksi ne voidaan

1liittdd efektorin vastaavasti reaktiivisiin ryhmiin, esim.
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Td1l4d tavalla voidaan my&s suorittaa Spacerin "pidentdminen”.
Toinen menetelmd proteiinien sitomiseksi aminoryhmien kautta tapah-
tuu glutardialdehydin avulla.

Yksinkertaista on efektorin liittdminen matriisiin polyviny-
leeniglykolikopolymeerin hydroksyyli- tai aminoryhmien aktivoinnin
jdlkeen, joka tapahtuu syanhalogenidien avulla, edullisesti bromisya-
nin avulla ja senjdlkeen tapahtuvan, aminoryhmid sisdltdvien, bio-
logisesti aktiivisten efektorien reaktion jdlkeen ndin aktivoitujen
ryhmien kautta.

Erds toinen mahdollisuus efektorin liittdmiseksi polyviny-
leeniglykoli- tai polyvinyleeniglykoli-kopolymerisaatti-matriisiin
koostuu hydroksiryhmien asyloinnista bromiasetyyli-bromidilla, Jja
senjdlkeen seuraavasta efektorin aminoryhmdn alkyloinnista.

Vastaavanlaisia reaktiotapoja saavutetaan esim. antamalla
kantaja-aineen hydroksyyliryhmien reagoida reaktiivisten triatsii-
nien kanssa, jolloin osa triatsiinin reaktiivisista ryhmistd reagoi
polyvinyleeniglykoli-yhdisteen kahssa, ja osa efektorin aminoryhmien
kanssa.

Diatsotoitavat aromaattiset amiinit, jotka toisaalta voivat
liittyd jonkin toisen reaktiivisen ryhmdn kautta kantaja-aineen

hydroksyyliryhmiin, sallivat toisaalta kytkenndn siihen kykenevien,



tunn we
P

aktivoitujen aminohappojen kanssa, esim. proteiiniefektorin tyro-
siini~ tai histidiinitdhteen kanssa.

Aryyliaminoryhmid sisdltdvdt, /@—hydroksietyylisulfonien vi-
nyylisulfonijohdannaiset ja rikkihappopuoliesterit voivat reagoida'
kantaja-aineen hydroksyyliryhmien kanssa. Ne tekevdt mahdolliseksi
efektorin sitoutumisen edelldkuvatun diatsotointireaktion jdlkeen.

Erittdin stabiileja eetterisidoksia muodostuu polyvinyleeni-
glykolikopolymerisaatin hydroksyyliryhmien reaktiossa ioneja muodos-
tavien epoksidien kanssa, jotka sisdltdvdt vdhintdin 2 reaktiivista
ryhméd, kuten epihalohydriinejd tai polyepoksideja, esim. epikloori-
hydriinid tai bisepoksideija.

Erds toinen modifiointi-tapa on komonomeerien polymerointi
polyvinyleenikarbonaattiketjuksi (kuten esim. vinyylipyrrolidonin)
antamalla lopuksi polyvinyleenikarbonaatin syklokarbonaattirenkai-
den reagoida osittain amiinin kanssa, esim. heksametyleenidiamiinin
kanssa uretaanisidoksella Spacerin tai efektorin kanssa, substituoi-
duksi polyvinyleenikarbonaatti-kopolymerisaatiksi. Tdhteeksi jddneet

syklokarbonaattiryhmdt saippuoidaan sitten hydroksyyliryhmiksi:
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Tdssd esimerkiksi esitettyjen menetelmien ohella, jotka koske-
vat tapaa valmistaa kovalenttinen sidos kantajamatriisin ja proteiini=
efektorin tai muiden efektorien vdlille, on olemassa vield muita me-
netelmid, jotka johtavat hydroksyyliryhmien tai kopolymeerien midrdt-

tyjen ryhmien reaktioon efektorin kanssa ja valmistavat tdten kova-



lenttisen sidoksen nididen molempien v&lille; ndin tunnetun reaktion
komplekseja muodostavien metalliyhdisteiden, esim. titaaniyhdistei-
den kanssa. Kaikki ndmd& menetelmdt ovat asiantuntijalle tunnettuja.

Pienimolekyylisten biologisesti aktiivisten yhdisteiden sito-
misessa on edullista aktivoida ei kantaja-aine, vaan efektori.

Periaatteessa voidaan kdyttdd kaikkia menetelmid, jotka ovat
tuﬁnettuja makromolekyylisessd kemiassa synteettisten tai luonnol-
listen makromolekyylisten yhdisteiden modifioinnissa.

Polyvinyleeniglykoli-kopolymerisaateilla on kemiallisen ja
termisen stabiliteetin ohella edullisia ty&stdmisteknisid ominaisuuk-
sia ja ne johtavat tdten paremmuuteen verrattuna muihin tdhdnmennes-
sd optimaalisiksi todettuihin kantaja—-matriiseihin, joiden pohjana
ovat luonnolliset hiilihydraatit. Ne ovat valmistettavissa esimerkik-
si kuitujen sdikeiden, kalvojen tai pallomaisten osasten muodossa,
niin ettd aina sitoutuvan efektorin kdyttdtarkoituksen mukaan voi-
daan valita sopivin muoto. Edullisesti kdytetddn nditd kopolymeri-
saatteja hienojakoisina jauheina, joilla on suuri spesifinen ulko-
pinta.

Efektorien tal Spacereiden sitomiseen kdytettdvdn ulkopinnan
tuotantoteknisesti ohjattavissa oleva suuruus tarjoaa polyvinyleeni-
glykolikopolymerisaattien toisen edun verrattuna tunnettuihin kantaja-
aineisiin.

Keksinntnmukaiset, biologisesti aktiiviset yhdisteet sovel-
tuvat useimpiin kdyttmenetelmiin, jotka tihdnmennessd ovat tulleet
tunnetuiksi muista hydrofiilisiin, veteenliukenemattomiin kantaja-
aineisiin sitoutuneista efektoreista. Senmukaisesti entsyymit voi-

daan tehdd veteenliukenemattomiksi. Liukenemattomia entsyymejd voi-

"daan lis&ddntyvidssd mddrin kiyttdd substraattien midritykseen analyy-

siautomaateissa ja niinsanottuina entsyymielektrodeina. Kohonneen
stabiliteetin johdosta soveltuu joukko kantaja-aineeseen sitoutunei-
ta entsyymejd teknisesti entsymaattisten reaktioiden suorittamiseen.
Kantaja-aineeseen sitoutuneiden biologisesti aktiivisten
aineiden kayttd affiniteettikromatografiassa on levinnyt laajalti
niiden ominaisuuden "toimia spesifisind adsorbentteind" johdosta.
Kantaja-aineeseen sitoutuneiden luonnollisten tai éynteettisten
entsyymi-inhibiittoreiden avulla onnistuu entsyymien puhdistaminen
tehokkaasti, kun taas entsyymien on todettu soveltuvan erinomaisesti

efektoreina erityisesti luonnollisten entsyymi~inhibiittoreiden



10

saamiseen raakauutteista. Kantaja-aineeseen sitoutuneita veteenliu-
kenemattomia antigeenejd kdytetddn vastaavien vasta-aineiden erista-
miseen, jotka saadaan tdlld tavalla vapaiksi muista seeruminaine-
osasista ja vapaiksi muista antigeeneistd. Affiniteettikromatograa-
fisesti voidaan mybs eristdd ei-saostettavat vasta-aineet sekd sel-
laiset, jotka eivdt ole saostettavissa niiden védhidisen konsentraation

takia seerumissa, Ja ne voidaan my®s mddrittdd kvantitatiivisesti.

Esimerkit

Vinyleenikarbonaatti-kopolymeerien valmistus

_ Kopolymeerien (CP) valmistuksessa kdytettyd vinyleenikarbo-
naattia keitettiin paluuijddhdyttden ennen kdyttdd 1 tunnin ajan nat-
riumboorihydridin kanssa (100 paino-osaa vinyleenikarbonaattia 2 pai-
no-osaa NaBHu:aa kohden) 33 mm:n paineessa, sitten tislattiin 75%:ssa/
33 mm 50 cm pitkdn,.Raschig-lasirenkailla tdytetyn hopeavaippa-
kolonnin 1&pi ja kdytettiin mahdollisimman pikaisesti kopolymerisaa-
tioon. Samoin puhdistettiin kdytetyt komonomeerit vield ensiksi tis-
laamalla.

1.) Kopolymerisaatti-vinyleeniglykoli/vinyylialkoholi saippu-

oidusta kopolymerisaatti-vinyleenikarbonaatti/vinyyliase-
.

taatista

a) 9 paino-osaan vinyleenikarbonaattia ja 1 paino-osaan vi-
nyyliasetaattia liuotetaan 0,05 paino-osaa atsobisisobutyronitriilii
typpiatmosfddrissd. Monomeeriseos tdytetddn typpiatmosfidrissi
littedksipainettuun (4 mm paksu, 60 mm leveid, 150 mm pitki) alu~
miiniputkeen, jossa on ruuvisulku (kokonaistidytt&tilavuus noin 35 ml),
suljetaan Nz—atmosféérissé ja ripustetaan 48 tunniksi 50°:seen vesi-
hauteeseen. Saadaan kovia, hauraita muovilevyjd, jotka hienonnetaan
iskumyllyssd. Lopuksi ldmmitetddn granulaattia 1-2 mm:n paineessa
5 tunnin ajan'lZOoC:ssa, jotta voitaisiin erottaa polymeroimaton
tdhde-monomeeri granulaattia, josta on monomeeri poistettu jauhetaan
myllyséé edelleen, kunnes saavutetaan raekoko, joka on (O,l mm ,
lis&tddn 500 paino-osaan 0,5 N natronlipedtd, sekoitetaan 20%:ssa
nopeasti-kulkevalla sekoittajalla 1 tunnin ajan, jolloin karbonaatti-
ja asetyyliryhmdt saippuoidaan. Veteen liukenematon CP-vinyleeni-
glykoli/vinyylialkoholi imusuodatetaan, pestddn hyvin vedelld vapaak-

si epdorgaanisista suoloista ja suoritetaan sublimaatiokuivaus.
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Saanto: 4,7 paino-osaa CP-vinyleeniglykoli/vinyylialkoholia, jonka
spesifinen ulkopinta oli 3um0 g”l, mitattu BET:n mukaan.

b) Menetelld&n, kuten kohdassa 1) a) kuvattiin, ainoastaan
kdytetddn 7 paino-osaa vinyleenikarbonaattia ja 3 paino-osaa vinyyli-
asetaattia. Saanto: 4,1 paino-osaa CP-vinyleeniglykoli/vinyylialko-
holia, jonka sublimaatiokuivatun polymeerijauheen spesifinen ulko-
Qg_l. |
c) Vertailukoe, kuten kohdassa 1) a) kuvattiin, ainocastaan

pinta on 62,5m

erona se, ettd kidytetddn 10 paino-osaa vinyleenikarbonaattia eikd
ollenkaan komonomeerid.
Saanto: 4,7 paino-osaa homopolymerisaatti-vinyleeniglykolia, subli-
maatiokuivatun polymeerijauheen spesifisen ulkopinnan ollessa 20,5
m2 g_l.

2) Kopolymerisaatti-vinyleeniglykoli/vinyyliglysidyylieetteri

Seosta, jossa on 7 paino-osaa vinyleenikarbonaattia, 3 paino-
osaa vinyyliglysidyylieetterid ja 0,1 paino-osaa atsobisisobutyro-
nitriiliid lidmmitetdin kuten edelld kohdassa 1) a) kuvattiin, litteis-

sd alumiiniputkissa N,-atmosfddrissd 3 pdivdn ajan 50°C:ssa. Saadut

muovilevyt hienonnetagn kuten kohdassa 1) a) kuvattiin, niistd pois-
tetaan monomeeri, jauhetaan, kunnes raekoko on < 0,1 mm, suspensoi-
daan 500 paino-osaan jddkylmdd, 0,5 n NaOH:ta nopeakdyttdiselld se-
koittajalla 30 min. ajan, lopuksi saippuoitu polymeeri sentrifugoi-
daan heti, lietetddn jéaveteeﬁ;.ﬁeﬁtfaloidaan jddjddhdytyksen alai-
sena 2n HQSOu:llé pH 7:ksi, imusuodatetaan, pestddn jddvedelld ja
suoritetaan sublimaatiokuivaus. Saanto: 3,9 paino-osaa CP-vinyleeni-
glykoli/vinyyliglysidyylieetterid, joka sisdltdd 1,3 milliekviva-
lenttia oksiraaniryhmid/g kohden, (mddritetty Jjulkaisun: "Praktikum
der makromolekularen organischen Chemie", sivu 221, von Braun, D.,
Cherdron, H., Kern, W., Hithing Verlang, Heidelberg 1966 mukaisesti).

3) Aminosubstituoitu k0polymerisaatti—kantajé—aine

¥

3,9 paino-osaa CP-vinyleeniglykoli/vinyyliglysidyylieetterid
(esimerkistd 2) suspensoidaan Ultra-Turrax-sekoittajalla 100 paino-
osaan H,0:ta ja lisdtddn 10 ml 30-%:sta ammoniakkia.- Pienelld mag-
neettisekoittajalla sekoitetaan lopuksi vield edelleen 10 tunnin
ajan SOo:ssa, lopuksi imusuodatetaan ja pestddn hjvin vedelld ja suo-
ritetaan sublimaatiokuivaus. Saanto: 3,5 paino-osaa kopolymerisaat-
ti-kantaja-ainetta, joka sisdltdd 0,9 m ekvivalenttia ammoniryhmid
grammaa kohden, 3-amino-2-hydroksi-propyyli-ryhmien muodossa (ammo-

niakin reaktiosta glysidyyliryhmien kanssa).



emew =
*

12

4) CP-vinyleeniglykoli/akryylihappo

9 paino-osaa vinyleenikarbonaattia, 1 paino-osa akryylihappo-
etyyliesterid ja 0,05 paino-osaa atsobisisobutyronitriilid polyme=-

roidaan N,-atmofddrissd kuten esimerkissd 1) a), hienonnettiin,

poistettiin monomeeri ja jauhettiin, kunnes saavutettiin raekoko
0,1 mm, saippuoitiin, imusuodatettiin, pestiin ja suoritettiin
sublimaatiokuivaus.
Saanto: 5,0 paino-osaa hydrofiilistd (vettd sucosivaa) polymeerijau-
hetta, joka sisdltdd 1,1 milliekvivalenttia karboksyyliryhmi& grammaa
kohden kantaja-ainetta, spesifisen ulkopinnan ollessa BET:n mu-
kaan 27,2 m2 g_l.

5) W-aminoheksyyli-pryhmilld-substituoitu poly-vinyleeniglykolil

5 paino¥osaa CP-vinyleeniglykoli/akryylihappoa esimerkistd 4)
suspensoidaan Ultra-Turrax=-sekoittajalla 100 ml:aan H20:ta, jéddhdy-
tetdédn SO:een, lisdt&ddn 2,5 g N-sykloheksyyli-N'-(N-metyylimorfoli-
no)-etyyli)-karbodi-imidi-p-tolueenisulfonaattia, sekoitetaan 30 min.
ajan pH 5:ss4 ja 5°:ssa suodatetaan ja pestddn nopeasti jddvedelld.
Aktivoitu kantaja-aine suspensoidaan lopuksi heti 5%:een jddhdytet-
tyyn liuokseen, jonka pH-arvo on saatettu 2 n HCl:114 7,5:ksi, ja
joka sisdltdd 5 g heksametyleenidiamiinia 100 ml:ssa vettd ja sekoi-
tetaan vield edelleen 24 tunnin ajan ndissd olosuhteissa magneetti-
sekoittajalla, imusuodatetaan, pestddn hyvin vedelld ja suoritetaan
sublimaatiokuivaus.

Saanto: 4,5 paino-osaa @-aminoheksyyli-ryhmilld-substituoitua poly-
vinyleeniglykolia, jossa on 0,7 milliekvivalenttia aminoryhmid gram-
maa kantaja-ainetta kohden.

6) Esimerkistd 1) a) perdisin olevan CP-vinyleeniglykoli/vinyy-

lialkoholin, jonka spesifinen ulkopinta on BET:n mukaan 34 mz gul,

reagointi

a) Epikloorihydriinin kanssa

50 g CP-vinyleeniglykoli/vinyylialkoholia, valmistettu esi-
merkin 1) a) mukaisesti suspensoidaan 1 litraan 2 n NaOH:ta, lisd-
td4dn 250 ml epikloorihydriinid ja sekoitetaan 2 tunnin ajan 55-60°:5-
sa. Suspension pH-arvo laskee lyhyen ajan kuluttua 10 - 1l:een.
Senjdlkeen kun on lisdtty NaOH:ta pidetddn vield 1 tunnin ajan tatd
pH-arvoa. 2 tunnin reaktioajan jdlkeen imusuodatetaan kiinted aine,

pestddn vedelld, asetonilla ja lopuksi jdlleen vedelld.
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b) Heksametvyleenidiamiinin kanssa

50 g heksametyleenidiamiinia liuotetaan 1,5 litraan vettd ja
lisdtddn HCl:44, kunnes pH-arvo on 10. Liuokseen lisdt&&n 6) a) mu-
kaisesti aktivoitua CP-vinyleeniglykoli/vinyylialkoholia ja sekoite-
taan 50-55%:ssa 6 tunnin ajan. Senjdlkeen tuote imusuodatetaan ja
pestddn vedelld vapaaksi heksametyleenidiamiinista.

c) l-aminobentseeni-4-/-hydroksietyylisulfonirikkihappoes-

terin kanssa

Kohdassa 6) b) saatua tuotetta sekoitetaan 50 g:n l-amino-
bentseeni—u~/5—hydroksietyylisulfonirikkihappoesterié kanssa 55:ssa
ja pH-arvon ollessa 10 1 tunnin ajan. Lopuksi kiinted aine suodate-
taan, pestddn vedelld, asetonilla ja jdlleen vedelld.

d) Diatsotointi

10 g kohdassa 6) c¢) saatua tuotetta pestdidn imusuodattimes-

sa 200 ml:1la 0,1 n HCl:d4, ja senjdlkeen suspensoidaan 300 ml:aan

0,5 n HCl:d4. Suspensioon lisdtddn sekoittaen 0,1 n NaNO2—liuosta
O~uo:ssa, kunnes diatsotoinnissa on todettavissa KJ~tdrkkelyspaperil-
la vadhdinen nitriittiylimddrd. 10 min. kuluttua suodatetaan imusuo-
dattimen ldpi ja jd4nnds pestddn jddvedelld ja lopuksi 0,15 M natrium-
fosfaatti-puskuriaineella, pH'7,5, 0-4°:ssa.

e) Kovalenttinen sidos proteiinin kanssa

0,8 g albumiinia liuotetaan 350 ml:aan fosfaattipuskuriainet-
ta pH 7,5, jddhdytetddn 4°:een ja lisitdsn kohdassa 6) d) valmistet-
tu tuote. Suspensiota sekoitetaan 20 tuntia ﬂo:ssa, senjdlkeen suo-
datetaan ja kiinted aine pestddn 1M NaCl:114 ja fosfaattipuskuroidul-
la keittosuolaliuoksella (PBS) (vesipitcinen 0,9 %:nen NaCl-liuos,
joka sisdltidd 1/15 moolia NaZHPOHﬂKHZPOu—puskuriainetta, jonka
pH on 7,2). Suodos ja pesu-lipedt tutkitaan radiaalisen immuunidiffuu-
sion menetelmidn mukaisesti albumiinin suhteen. 60 mg albumiinia on
sitoutunut 1 g:aan ndin valmistettua kantaja-ainetta.

7) Esimerkistd 1) b) perdisin olevan CP-vinyleeniglykoli/vi~

nyylialkoholin, jonka spesifinen ulkopinta on BET'n mu-

kaan 62,5 ng_l, reagointi

Vastaavien reaktioiden jdlkeen kuten kohdassa 6) a) - e) ku-
vattiin voi 1 g:aan aktivoitua kantaja-ainetta sitoutua kvantitatii-
visesti 80 mg albumiinia.

8) Esimerkistd 1) c) perdisin olevan homopolymerisaatti-viny-

leeniglykolin, jonka spesifinen ulkopinta on BET'n mu-

kaan 20,5 ng_l, reagointi

Vastaavien reaktioiden, kuten kohdassa 6) a) -.e) kuvattiinf
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jdlkeen vol 1 g:aan aktivoitua kantaja-ainetta sitoutua 45 mg albu-

. miinia kvantitatiivisesti.

9) @-aminoheksyyliryhmilld-substituoitu vinyleeniglykoli/vi-

nyylipyrrolidoni-kopolymerisaatti

9 paino-osaan vinyleenikarbonaattia ja 1 paino-osaan vinyyli-
pyrrolidonia liuotetaan 0,05 paino-osaa atsobisisobutyronitriilii
typpiatmosfadrissd ja polymeroidaan esimerkin 1) a) mukaisesti ja
kdsitellddn edelleen. Senjdlkeen kun monomeeri on poistettu liuote-
taan granulaatti 12 paino-%:seen dimetyyliformamidi-liuokseen, ja
15 atiin paineessa suihkutetaan t&md liuos metanoli-saostushauteeseen.
Saadaan hienosyinen sakka vinyleenikarbonaatti/vinyylipyrrolidoni-
kopolymerisaatti, joka imusuodatetaan, pestddn metanolilla ja sus-
pensoidaan uudelleen 200 paino-osaan metanolia. Lisdt&d&n 6 paino-
osaa heksametyleenidiamiinia, liuotettuna 50 paino-osaan metanolia,
suspensiota sekoitetaan 2 pdivdn ajan huoneenldmp®tilassa, imusuo-
datetaan ja pestéddn metanolilla. Pesty suodatinjddnnds suspensoidaan
nyt liuokseen, jossa on 10 paino-osaa natriummetylaattia 300 paino-
osassa 96 %:sta metanolia, 4 pdivdn ajan huoneenldmpdtilassa, pes-
tddn metanolilla ja sitten hyvin intensiivisesti vedelld ja suorite-
taan sublimaatiokuilvaus. |
Saanto: 5,0 paino-osaa uretaani-sidosten kautta W-aminoheksyyli-
ryhmilld substituoitua vinyleeniglykoli/vinyylipyrrolidoni-kopolyme-
risaattia, joka sisdltdd 1,6 m ekvivalenttialNHQ—ryhmia/g kantaja-
ainetta kohden.

10) IgG:n sitoutuminen esimerkistd 9) perdisin olevaan @-ami-
noheksyyliryhmilld-substituoituun konlymerisaattiin meripihkahappo-

anhydridin ja vesiliukoisen karbodi-imidin avulla

5 paino-osaa esimerkin 9) mukaan valmistettua &-aminoheksyy-
li-substituoiltua kantaja-ainetta sukkinoyloidaan 10°:ssa ja pH:n
ollessa 6 2,5 paino-osalla meripihkahappoanhydridid, joka on suspen-
soitu 200 paino-osaan vettd, 4 tunnin ajan. pH-arvo sdddetddn 2 n
NaOH:1lla. Senjdlkeen kun kiinted aine on pesty vedelld sekoitetaan
tuotetta 1,25 paino-osan N-sykloheksyyli-N'-(N-metyylimorfolino)-
etyyli)-karbodi~-imidi-p-tolueeni-sulfonaatin kanssa pH:n olles-
sa 5 ja 5°:s5sa 30 min. ajan, suodatetaan ja pestéaﬁ nopeasti jddve-
dellsd.

0,5 paino-osaa IgG:td liuotetaan 150 paino-osaan fosfaatti-
puskuriainetta pH 7,5 ja sekoitetaan aktivoidun kantaja-aineen

kanssa 24 tunnin ajan 4°:ssa. Suodattamisen jdlkeen pestddn tuote
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1M keittosuolalla ja PBS:11d4. 1 g:aan kantaja-ainetta on sitoutu-
nut 75 mg IgG:td kovalenttisesti.
11) Kopolymerisaatti-vinyleeniglykoli/dietyleeniglykolidivi-

nyylieetteri

9 paino-osaan vinyleenikarbonaattia ja 1 paino-osaan diety-
leeniglykolidivinyylieetterid liuotetaan typpiatmosfddrissd 0,1 pai-
no-osaa atsobisisobutyrolinitriilid ja lidmmitetiin kuten kohdas-
sa 1) a) kuvattiin litteissd alumiiniputkissa Nz—atmosféérissa 3 pdi-
vdn ajan 50°C:ssa ja polymerisoidaan. Edelleenkdsittelyn ja saippu-
oinnin Jjdlkeen kuten kohdassa 1) a) kuvattiin, saadaan 3,5 paino-
osaa CP-vinyleeniglykoli/dietyleeniglykoli-divinyylieetterid.

12) Kopolymerisaatti-vinyleeniglykoli/N-akryloyyliaminoasetal-~

dehydidimetyyliasetaali

a)

9 paino~osaan vinyleenikarbonaattia ja 1 paino-osaan N-asylo-
yyliaminoasetaldehydidimetyyliasetaalia liuotetaan 0,05 paino-osaan
atsobisisobutyronitriilid typpiatmosfddrissd. Monomeeriseos polyme-
roidaan kuten edelld kohdassa 1) a) kuvattiin, kdsitelldé&n edelleen
ja saippuoidaan 4,1 paino-osaksi N-akryloyyliaminoasetaldehydidi-
metyyliasetaali/vinyleeniglykoli-polymeeriksi.

10 paino-osaa N-akryloyyliaminoasetaldehydidimetyyliasetaali/-
vinyleeniglykoli-kopolymeerid sekoitettiin 100 paino-osassa 1 N
HCl:44 4-5 tunnin ajan. Aktivoitu kantaja-aine pestiin vedelld ja
fosfaattipuskuriaineella, pH 7,5.

b)

0,5 g albumiinia liuoctettiin 200 ml:aan PBS:44 ja sekoitettiin
kohdassa a) valmistetun tuotteen kanssa 14 tunnin ajan 4°:ssa. Suo-
dattamisen jdlkeen pestiin kantaja-aineeseen sitoutunut proteiini
1 M keittosuolalla ja PB3:114.

1 g ndin valmistettua kantaja-ainetta sitoo 40 mg albumiinia,
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Patenttivaatimukset.

1. Vinyleeniglykolin ja siihen kemiallisesti sitoutuneen bio-
logisesti aktiivisen aineen kopolymeerista perdisin oleva yhdiste
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unn e t t u
siitd, ettd kopolymeeri sisdltda vdhintdin 55 % Xinyleen%g}ykg%éﬁn
2

monomeeriyksikk$jd ja korkeintaan 45 % vahintainﬁ§ﬁden, yleiéféﬁ kaa-

vojen mukaisen yhdisteen monomeeriyksikkdja:
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HpC C\ . - 727N 0-C0-CHy _ ™~ Cl
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o . R
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H.C=C  CH | ,C=
2 / 2 ~ - .
SN NeH,)n (CH,,) ~CH-CH,
\ [ Nof
oC .
— CH2
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H.C=C
H..C=C 5 o
27 "No-CH-CH, - 5\%H-?ﬂ2
\ L/
0 0 0
A4
c
0

joissa Rl on vety, metyyli, etyyli? R3 on metyyli, etyyli, propyyli
ja n on kokonaisluku 1-Y4.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unne t t u
siitd, ettd biologisesti aktiivinen aine on entsyymi, aktivaattori,
inhibiittori, antigeeni (vasta-aineen synnyttidjid) tai vasta-aine,
plasmaproteilni, veriryhmdaine, fythemagglutiniini, antibiootti, vita-
miini tai hormoni, peptidi tai aminohappo, luonnollinén tal synteet-

tisesti valmistettu efektori.
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4. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen valmis-
tamiseksi, t unne t t u siitd, ettd
"~ (A) annetaan vinyleenikarbonaatin kopolymeerin reagoida bio-
logisesti aktiivisen aineen kanssa ja senjdlkeen muutetaan vield
esilldolevat syklokarbonaattiryhmdt hydroksiryhmiksi tai
(B) muutetaan vinyleenikarbonaatin kopolymeerin syklokarbo-~
naéttiryhmat hydroksiryhmiksi ja
(a) annetaan kopolymerisaatissa olevien tai siihen liitetty-
jen elektrofiilisten ryhmien reagoida biologisesti aktiivisen aineen
kanssa tai
(b) annetaan ndiden hydroksiryhmien reagoida
(1) joko -ensiksi elektrofiilisid ryhmid sisdltdvdn yhdis-
"teen kanssa ja sitten biologisesti aktiivisen aineen
kanssa
(2) tai valittomdsti elektrofiilisid ryhmid sisdltdvdn biolo-
gisesti aktiivisen aineen kanssa.
5. Aine, joka sisdltdd patenttivaatimuksen 1 mukaista yh-
distettd.
6. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen kdyttd affini-
téettikromatografiassa, immuunireaktioiden suorittamiseen tai ent-

syymireaktioiden suorittamiseen.
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Patentkrav:

1. Férening mellan ett sampolymerisat av vinylenglykol och en
didrtill kemiskt bunden bhiologiskt aktiv substans.

2., Férening enligt patentkravet 1, k & n,; etecknad
didrav, att sempolymerisatet innehaller minst 55% monomerenheter av
vinylenglykolen och hogst 45% monomerenheter av minst en férening

med nagon av de alldnna formlerna:

}1 .‘ /R‘I. , P H - C/R1
H CHC H C=C ) 2 =
ST 27 N O= N 05 ]
COORy, 0-CO-CHy _. .
/H' ' _ LRy | HC-C/R1
‘ ' H..C=C X = _
re= 2 2 . e \ ..
' = 0-CH=CH,
A | .C/R1
H.,C=C CH : H,C=C -
2V N _ 277
N €H,)n (CH,) ~CH-CH,
. - \ A7
| | Mo
0C ci, _
s | s 1y
H.,C=C H.,C=C
277N o-CH~CH 2" N cg-ch, °
N 2 ] |
0 . o0 0
. /7
C
0

dér R1 betyder vate, metyl, etyl, R3 metyl, etyl, propyl och n ett helt
tal mellan 1 och 4,

3. Forening enligt patentkravet 1, ki n ne t e ¢ k n a d dérav,
att den biologiskt aktiva substangen &r ett enzym, en aktivator, en
inhibitor, ett antigen eller en antikropp, ett plasmaprotein, en blod-
gruppssubtans, ett fythemagglutinin, ett antibiotikum, ett vitamin eller
.ett hormon, en peptid eller en aminosyra, en naturlig eller syntetiskt
Framgtélld effektor.
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4 4, Férfarande fiér framstdllning av en fdrening enligt patent-
kravet 1, k@ n.netecknat dérav,
(A) att ett sampolymerisat av vinylenkarbonat oms&tts med en biologiskt
aktiv substans och att de &nnu férekommande cyklokarbonatgrupperna
dverftérs till hydroxigrupper,eliler '
(B) att cyklokarbonatgrupperna av ett sampolymerisat av vinylenkarbo-
nat Overfdrs till hydroxigrupper och
(a) att i sampolymerisatet fiérekommande eller i detta infdrda
elektrofila grupper omsitts med en biologiskt aktiv substans eller
(b) att dessa hydroxigrupper ,
(1) antingen forst omsé&tts med en elektrofila grupper inne-
hdllande férening och dérefter med en biologiskt aktiv substans.
(2) eller direkt omsédtts med en elektrofila grupper barande
biologiskt aktiv substans. o
5. Medel inneh&llande en fdrening enligt patentkravet 1.
6. Anvdndning av en férening enligt patentkravet 1 foér fdr affi-
nitetskromatografi, for genomfdrande av immunreaktioner eller fdr genom-

férande av enzymreaktioner.
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