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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung wasserldslicher Mskromolekile mit primaren Aminogruppen.
Anwendungsgebiete sind unter anderem die Biotechnologie, Biochemis und Medizin. Durch Umsetzung
wasseridslicher, nukleophile Gruppen enthaltender Makromolekiile mit Halogenverbindungen, Schwefelsaureestern,
Salpetersdureestern oder Sulfonsdureestern von organischen Verbindungen mit zusatzlichen, primaren
Aminogruppen im Molekil werden wasseridsliche Polymere mit primdren Aminogruppen synthetisiert. Die
Reaktionen werden in organischen Ldsungsmitteln oder Gemischen organischer Losungsmittel oder Gemischen
organischer Losungsmittel mit Wasser in Gegenwart sines sdurebindonden Mittels durchgefihrt. Die
Reaktionstemperaturen liegen im Bereich von 20°C bis 150°C und d'a I'eaktionszeiten bei 1 Stundae bis 10 Stunden.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung neuer, wasserldslicher Makromolekile mit primaren Aminogruppen,
dadurch gekennzeichnet, da’ Hydroxylgruppen oder Thiolgruppen oder primare beziehungsweise
sekund3re Amincgruppen enthaitende, wasserlasliche Makromolekile in Gegenwart eines
s3urebindenden Mittels mit Halogenverbindungen, Schwefelsdureestern, Salpetersaureestern
oder Sulfons3ureestern organischer Verbindu ngen mit zusdtzlichen, primaren Aminogruppen im
Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden in organischen L&sungsmitteln oder Mischungen dieser mit
wiaBrigen Ldsungen oder Gemischen organischer Lésungsmittel bei 20°C bis 150°C umgesetzt
werden, und die neuen, wasserldslichen Makromolekiile mit prim&ren Aminogruppen durch
Dialyse, Ultrafiltration und Lyophilisierung oder durch Ausfillen mit organischen Lésungsmittein
oder, nach eventuell erforderlicher Addition von destilliertem Wasser zu den Reaktionsldsungen
aus organischen L3sungsmitteln, durch Extraktion mit in Wasser nicht I6slichen oder mischbaren,
organischen Ldsungsmitteln und Ausfallen aus diesen mit anderen organischen L3sungsmittein
aus den ReaktionsIdsungen gewonnen werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als siurebindende Mittel die zu
bindenden Verbindungen mit primaren Aminogruppen selbst, tertidre Amine, Heterocyclen mit
endocyclischem, tertidrem Stickstoffatom, Alkalihydroxide, Alkalikarbonate, Alkalialkoholate oder
Alkalisalze kondensierter Aromaten und Heteroaromaten verwendet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB ais Sulfons3ureester der
organischen Verbindungen mit zusitzlichen, priméren Aminoverbindungen Alkyl- oder
substituierte Alkyl-, Aryl- oder Hetaryl-, substituierte Aryl- oder Hetaryl-, kondensierte und/oder
substituierte Aryl- oder Hetarylsulfonsureester eingesetzt werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB fir die Umsetzungen als organische
L3sungsmittel Alkohole, Ketone, cyclische Ether wie Tetrahydrofuran und Dioxan oder aprotische
Ldsungsmittel wie Acetonitril, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid oder Gemische dieser
organischen L&sungsmittel untereinander oder Gemische dieser mitin Wasser nicht 15slichen oder
nicht mischbaren, organischen Ldsungsmitteln wie Chloroform, Methylenchiorid, Benzen oder
Toluen verwendet werden.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung wasserldslicher Makromolekile mit primiren Aminogruppen. Diese
aminogruppenhaltigen Makromolekiile k3nnen in der stoffwandeinden Industrie, Biochemie, Pharmazie und Medizin
angewendet werden.

Charakteristik des bekennten Standes der Technik

Die wassertdslichen Makromolekile besitzen fir die kovalente Bindung niedermolekularer und hochmolekutarer, biologisch
sktiver Verbindungen srhebliche Bedeutung sowohlin der Forschung als auch in der Praxis. Niedermolekulare, biologisch aktive
Verbindungen wie die Kofaktoren werden dadurch erst in Zweiphasensystemen zur Skonomischen Enzymreinigung einsetzbar,
und biologisch aktive Makromolekiile, zum Beispiel verschiedene Enzyme, werden durch eine Modifizierung mit anderen,
wasserl3slichen Makromolekilen teitweise erheblich stabilisiert. Diese Vorteile der kovalenten Verbindung wasserldslicher, vor
allem synthetischer Makromolekiile, mit biologisch aktiven Verbindungen werden aber erst dann umfagsend wirksam, wenn fir
die Verknipfungsreaktionen Makromolekile mit geeigneten, funktionellen Gruppen zur Verfligung stehen.

AuBer bei den PolyaminosBuren und dem Polyethylenimin enthalten die fiir den Einsatz in Forschung und Praxis geeigneten,
wichtigsten wasseri3slichen und synthetischen Makromolekile wie die Dextrane, Polyoxyalkylenglykole oder der

Chemikalien verwendet, s0 daB immer wieder nach neuen Methoden gesucht wird, die Hydroxylgruppen durch andera reaktive,
funktionelle Gruppen zu ersetzen, die sinfache Verknlipfungsreaktionen unter Ausbildung stabiler Bindungen erlauben.
Primére Aminogruppen sind sbenfalls geeignate, funktionelle Gruppen zur Immobilisierung biologisch aktiver Verbindungen an
Makromolekile. Im Gegensatz zu unléslichen Polymeren, bei denen eine Vielzah! von priparativen Methoden zur Einfihrung
von priméren Aminogruppen in diese Makromolekiile bekannt sind {Methods Enzymol. 1988, 137 [Immobilized Enzymes and
Cells], Pt. A and Pt. B) existieren fir wasserldsliche, synthetische und hydroxylgruppenhaltige Makromolekiile nur wenige soiche
Methoden. Nur einige wenige nukleophile Substitutionsreaktionen an sktivierten, wasserldslichen Makromolekilen werden
angewendet, um fir weitere Modifizierungs- und Aktivierungsreaktionen geeignete, wasserlasliche Makromolekdle mit
primiren Aminogrup;en z2u erhatten. (Makromol. Chem. 1981, 182, 1379-1 384). Andere Synthesewege und andersartig
substituierte Derivate wasserl8slicher und synthetischer Makromolekiile wurden zur Synthese von Makromolekm‘en Mitad
primAren Aminogruppen bisher nicht herangezogen. BAD OR!GINAL @
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Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung bestetrt darin, durch eine einfache Substitutionsresktion primire Aminogruppen aliphatischer oder
sromatischer Natur in wassaridsiiche, synthetische und hydroxyigruppenhaltige Makromolekile sinzufiGhren, um reaktive,
sminogruppenhattige Mekromolekile zur Immobilisierung von biologisch aktiven Verbindungen zu erhalten.

Deriegung des Wesens der Frfinoung

Aufgabe der Erfindung ist die Hersiellung wasseridsticher MakromolekGle mit priméren Aminogruppen. Erfindungsgeman
werden hydroxyigruppenhaltige, thiolgruppenhattige oder primire bezishungsweise sekundire Aminogruppen enthaltende,
wasseridsliche Makromolekiile in Gegenwart sBurebindender Mittel mit Halogenverbindungen, Schwefe'<iureester,
Salpetesiureestern oder Sulfonsiiureestern organischar Verbindungen mit zusitzlichen primé&ren Aminogruppen in
orgenischen L3sungsmitteln oder Mischungen dieser mit wiiBrigen L3sungen oder Gemischen organischer Ldsungsmittel bei
20°C bis 150°C umgesetzt. Als shurebindende Mittel kommen bevorzugt tertidre Amine wie Trialkylamine oder Heterocyclen mit
endocyclischem, tertilrern Stickstoffatom wie Pyridin oder Imidazol oder Alkalihydroxide, Alkalikarbonate, Alkalialkoholate oder
Alkalisalze kondensierter Aromaten und Heteroaromaten zum Baispiel der Naphthalins in Frage, und als Sulfonsiureester
werden bevor zugt substituierte Alkyi- oder sromatische Sulfonsiureester eingesetzt. Mit Vortsil srbeitete men bei den Umsstzungen der
Makromolekiile mit den reaktiven, funktionellen Gruppen und den aktivierten, organischen Verbindunge. mit zusatzlichen,
primBren Aminogruppen im Molekil in organischen L3sungsmitteln wie Alkoholen, Ketonen, den cyclischen Ethern
Tetrahydrofuran bezishungsw - ise Dioxan, den aprotischen Lasungsmitteln Acetonitril, Dimethylformamid beziehungsweise
Dimethyisulfoxid oder Gemischen dieser organischen L8sungsmittel untereinander oder Gemischan dieser organischen
L3sungsmittel mit in Wasser nicht I8slichen oder mischbaren, organischen L8sungsmittel wie Chloroform, Methylenchiorid,
Benzen oder Toluen. In Abhlngigkeit vom verwendeten L8sungsmittel oder Losungsmittelgemisch liegen die Reaktionszeitan
bei den Umsetzungen im Bereich von 1 Stunde bis 10 Stunden. Beil der Verwendung von Lsungsmittelgemischen mit Wasser
missen die lingeren Reaktionszeiten gewilhit werden.

Die lsolierung der mit primiiren Aminogruppen - die in Abhéngigkeit von den in den nukleophilen Substitutionsresktionen
singesetxten, niedermolekulsren Kopplungsreagentien sowoh! aliphatischer als auch sromatischer Natur sein kdnnen -
modifizierten, wasseri8slichen Makromolekile erfoigt, nachdem die Reaktionsl3sungan mit mindestens dem dreifachen
Volumen destilliertern Wasser versetzt wurden. Bei den nurin wilrigen L8sungen 18slichen und modifizierten Makromolekiilen
werden die nied2rmolekuisren Resktionskomponanten zuerst durch Dialyse und/oder Uktrafiltration entfernt. AnschiieBend
werden sus diesen wiBrigen L3sungen die erfindungsgemiBen, neuen und in Wasser 18slichen Makromolekile mit
sliphatischen oder sromatischen, primaren Aminogruppen durch Lyophilisierung oder durch AusfBifen mit wassermischbaren,
organischen L3sungsmittein wie niedere Alkohole oder Ketons beziehungsweise Tetrahydrofuran oder Dioxan und
anschiieBender Trocknung der Niederschilige in der Regel bei Zimmertemperatur in fester Form gewonnen. In organischen
Losungsmitteln wie Chioroform, Methylenchlorid, Benzen oder Toluen und Wasser (8sliche Makromolekile wie zum Beispiel dia
Polyoxyalkylenglykole oder ihre Monoalkoxyderivate werden dagegen vorteithafter zunichst durch Extraktion mit den
genannten, organischen L8sungsmittel aus den Reaktions!3sungen sbgltrennt, aus den singeangten organischen
L3sungsmittein mit Ether oder Petrolether susgefilit und bei Zimmertemperatur getrocknet.

Elementaranalyse, Umsstzungen mit TrinitrobenzensulfonsSure und such die IR-Spektren belegen zusammengenommen das
Vortiegen primirer Aminogruppen in den wasseridsiichen Makromolekalen. Die erfindungsgemiBen, aminogruppenhaltigen
Makromolekile sind stabil, einfach herstellbar und zur Immobilisierung biolngisch aktiver Verbindungen geeignat,

Der Gegenstand der Erfindung wird durch Beispiele weiter erilutert.

Ausfihrungsbelsplele

Beispiel 1

39 Polyethylenglykol (MG 8000) werden in 15mi frisch destilliertem Dimethylformamid gel8st. Zu dieser Ldsung werden 0,59
Kaliumkarbonat und 0,59 p-Aminophenylsulfonylethylsulfst addiert. Das Reaktionsgemisch wird bei 80°C 8 Stunden geriihrt
und danach in 100 mi destilliertes Wasser eingetragen. Der ausgefaliene Niederschlag wird abgetrennt und verworfen, und aus
der resultierenden L8sung wird das sminogruppenhattige Polymere durch dreimaliges Ausschdttein mit jewsils 20ml
Chloroform extrahiert. Die Chioroformi3sung wird mit Natriumsuifat getrocknet, eingeengt, und das sminogruppenhaltige
Polymere wird mit Ether oder Petrolether susgefilit,

Beispiei 2

1g Polyvinylalkoho! werden in 20mi eiskaftern, destilliertem Wasser gnldst. 0,5g festes Natriumhydroxid werden zu dieser
LOsung gegeben, und es wird 8o lange geriihrt, bis alles Natrium hydroxid geldstist. Danach werden zu dieser Ldsung 15mi frisch
destilliertes Dimethylformamid sddiert, in dem zuvor 0,8g Ethanolamin-O-sulfat aufgel5st wurden. Das Reaktionsgemisch wird
3 Stunden bei 80°C geriihrt. Nach dem Abkihlen auf Zimmertemperatur wird die Resktions!dsung gegen destilliertes Waszer
dialysiert, ihr Volumen durch Ultrafiltration verringert und das aminogruppenhaltige Polymere darsus durch Lyophilisierung in
fester Form erhalten.

Beispiel 3
39 w,w'-Dimerkapto-polyethylenglykol (MG 6000) werden in 20m! Chloroform gelSst. Zu dieser Ldsung werden zuerst 0,5¢
p-Aminophenyisulfonyiethylsuifat, aufgeldst in 20ml Aceton, 2ugetropft und danach 0,5g festes Kaliumkarbonat addiert. Das
Reaktionsgemisch wird 10 Stunden bei 60°C gerilihrt und anschiieBend mit 50mi destilliertem Wasser versetzt. Dis L3sung wird
noch 1 Stunde bei Zimmertemperatur gerthrt, und danach wird die organische Phase abgetrennt. Sie wird noch zweimal mit
ieweils 20 ml destilliertem Wasser a-.sgeschittelt, mit Natriumsulfat getrocknet und auf etwa Smi eingeergt. Aus dar
eingeengten Ldsung wird das aminogruppenhaltige Polymere mit Ether oder Petrolether ausgef3iit und getrocknﬂ)
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