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(67) Dis Erfindung betrifft ein Verfahren zur Einfihrung von priméren Aminogruppen in wasserlosliche Polymere.
Durch nukleophile Substitutionsreaktionen von aktivierten, wasserloslichen Polymeren mit bifunktionellen,
organischen Verbindungen mit mindestens einer Merkaptogruppe und zusétzlichen, priméren Aminogruppen oder
Nitrogruppen, die nachtréglich reduziert werden unter sauren oder alkalischen Bedingungen, werden modifizierte,
wasserldsliche Polymera mit primaren Amincgruppen aliphatischer und aromatischer Natur erhaiten. Die
Umsetzungen werden in wiBrigen Losungen, organischen Losungsmitteln oder Gemischen beider in Gegenwart
saurebindander Mittel bei Temperaturen von 20°C bis 1560°C ausgefiihrt. Die Isolierung der aminogruppenbaltigen
Polymeren geschieht durch Lyophilisierung der dialysierten Reaktionsldsungen oder durch Extraktion und/oder
Ausféllung mit organischen Losungsmitteln.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Einflihrung von priméren Aminogruppen in wasserlésliche Polymere, dadurch
gekennzeichnet, daf3 Halogenderivate, Schwefelsiureester, Salpeterséureester oder
Sulfonséureester von wasserldslichen Polymeren mit bifunktionellen, organischen Verbindungen
mit mindestens einer Merkaptogruppe und einer aliphatischen oder aromatischen, priméren
Aminogruppe beziehungsweise einer Merkaptogruppe und einer oder mehrerer aromatischer
Nitrogruppe(n) in wéRrigen Losungen, organischen Lésungsmitteln oder Gemischen beider in
Gegenwart von Alkalihydroxiden, Alkalikarbonaten oder Alkalialkoholaten und gegebenenfalls in
Anwesenheit von Reduktionsmitteln, bei 20°C bis 150°C innerhalb von 1 Stunde bis 10 Stunden
umgesetzt werden und die mit primaren Aminogruppen modifizierten, wasserldslichen Polymeren,
gegebenenfalls nach Alkalisieren und Filtrieren saurer Reaktionslésungen, durch Dialyse,
Ultrafiltration und Lyophilisierung oder Ausfallung mit organischen Lésungsmitteln oder Extraktion
mit organischen Losungsmittein und Ausféllung aus diesen mit anderen organischen
Lésungsmitteln aus den Reaktionslésungen isoliert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Sulfonséureester Alkyl- oder
substituierte Alkyl-, Aryl- oder Hetaryl-, substituierte Aryl- oder Hetaryl-, kondensierte und/oder
substituierte Aryl- oder Hetarylsulfonséureester eingesetzt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als bifunktionelle, organische
Verbindungen Cysteamin, Cystein, Aminothiopher:ala oder Nitrothiophenole eingesetzt werden.

4, Verfahren nach Anspruch 1bis 3, dadurch gekennzelchnet, daB fiir die Umsetzungen als organische
Losungsmittel Alkohole, Ketons, cyclische Ether wie Tetrahydrofuran beziehungsweise Dioxan
oder aprotische Losungsmittel wie Acetonitril, Dimethylforrnamid oder Dimethylsulfoxid oder in
Wasser nicht|dsliche oder mischbare, organische Losungsmittel wie Chioroform, Methylenchlorid,
Benzen oder Toluen verwendet werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR als Reduktionsmittel
Natriumdithionit unter alkalischen Bedingungen oder Zinn(ll)-chlorid in Salzséure eingesetat
werden,

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Einfihrung von prim&ren Aminogruppen in wasserlésliche Polymere. Diese Polymere
finden Anwendung in der Biotechnologis, Chemie, Biochemie, Pharmazie und Medizin.

Charakteristik des bskannten Standes der Technik

Die Modifizierung wasserl6slicher Polymere mit kovalent gebundenen Hydroxylgruppen ist notwendig, umin diesen Polymeren
die Hydroxylgruppen durch andere reaktive und wiederuin, aber oftmals leichter funktionalisierbare, funktionelle Gruppen zu
ersetzen. Unter den funkionelien Gruppen, die zur weiteren Modifizierung dieser Polymeren besonders geeignet sind, spielen
primére Aminogruppen eine herausragende Rolle. Zur Einfiihrung von primaran Aminogruppen in wasserlosliche Polymere
konnen verschiedene Synthesereaktionen angewendet werden. Ein geeigneter Reaktionstyp wird als nukleophile
Substitutionsreaktion bezeichnet, bei der reaktive Zwischenprodukte der wasserléslichen Polymeren mit Ammoniak oder
Diaminen umgesetzt werden. Die Umsetzungen nach diesem Reaktionstyp geben aber hiufig AnlaB zu Nebenreaktionen, so dafl
in den Polymeren nach auf diesem Wege erfolgter Modifizierung neben den gewiinschten primaren Aminogruppen auch noch
sekundére beziehungswelise tertisre Aminogruppenvorliegen kdnnen. Dieser Umstand erfordert aber zusatzlichen, praparativen
Aufwand zur Isolierung von wasserldslichen Polymeren mit ausschlieBlichem oder Giberwiegendem Gehalt an primiren
Aminogruppen.

Ziel dar Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, in wasserlosliche, hydroxylgruppeznhaltige Polymere durch einfache chemische Reaktionen primire
Aminogruppen einzufiihren und mit diesen funktionetien Gruppen modifizierte Polymere fir die Immobilisierung von biologisch
aktiven Veibindungen bereitzustellen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Einfiihrung von primaien Aminogruppen in wasserldsliche Polymere, bei denen

Hydroxyigruppen durch primdre Aminogruppen substituiert werden sollen. Erfindungsgeman erreicht man das dadurch, dafl
man die aus hydroxylgruppenhaltigen, wasseridslichen Polymeren erndltlichen Halogenderivate, Schwefelsiureester,
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Salpetersaureester oder Sulfonséureester mit bifunktionellen, organischen Verbindungen mit mindestens einer
Merkaptogruppe und einer aliphatischen oder aromatis«iien, priméren Aminogruppe beziehungsweise einer Merkaptogruppe
und einer oder mehrerer, aromatischer Nitrogruppe(n) in wiBrigen Lésungen oder organischen Losungsmitteln oder
Gemischen beider in Gegenwart von Alkalihydroxiden, Alkalikarbonaten oder Alkalialkoholaten und im Falle der Verwendung
vonVerbindungen mitaromatischen Nitrogruppen auch in Anwesenheit von Reduktionsmitteln bei 20°C bis 150°C in Zeiten von
1 Stunde bis 10 Stunden umsetzt, Als SulfonsBureester werden dabei Alkyl- oder substituierte Aikyl-, Aryl- oder Hetaryl-,
substituierte Aryl- oder Hetaryl-, kondensierte und/oder substituierte Aryl- oder Hetarylsulfonsiureaster eingesetat,
Geeignate, bifunktionelle, organische Verbindungen fiir die Umsetzungen mit den aktivierten Derivaten der wasserldslichen
Polymeren sind zum Reispiel Cysteamin odar Cystein bezishungsweise Aminothiophenole oder Nitrothiophenaole. Die
Reaktionstemperaturen lisgen bei den nukleophilen Substitutionsreaktionen zwischen 20°C und 150°C, und als organische
Lésungsmittel - auch in Gemischen mit wiBrigen L8sungen — werden vorzugswaeise Alkohole, Ketone, cyclische Ether wie
Tntrahydrofuran beziehungsweise Dioxan oder aprotische Lésungsmittel wie Acetonitril, Dimethylformamid oder
Dimethylsulfoxid, in manchen Féllen aber auch in Wasser nicht Isliche oder mischbare, organische Lésungsmittel wie
Chloroform, Methylenchlorid, Benzen oder Toluen verwendet.

Die Nitrogruppen in mit Nitrothiophenolen medifizierten, wasserldslichen Polymeren werden nach den Substitutionsreaktionen
noch reduziert, um wasserldsliche Polymere mit priméren, aromatischen Aminogruppen zu erhalten. Die Reduktion der
Nitrogruppen erfolgt mit Vorteil gleichzeitig mit der Substitutionsreaktion, wenn Natriumdithionit unter alkalischen
Bedingungen als Reduktionsmittel eingesetzt wird. Eine Reduktion dieser aromatischen Nitrogruppen enthaltenden Polymeren
unter sauren Bedingungen ist auch méglich, zum Beispiel mit Zinn(ll)-chlorid in konzentrierter Salzsdure. Die Polymeren werden
dabei aber zun#chst isoliert und danach reduzinrt. Dig salzsauren Reduktionsldsungen werden nach der Reduktion alkalisiert,
filtriert und wie unten beschrieben aufgearbeitet.

Unter den gewdhiten Reaktionsbedingungen veriaufen die Reaktionen wegen der hdheren Nukleophilie des Mercaptidschwaefels
gegenGber dem Stickstoff in den prim#ren Aminogruppen und den Nitrogruppen in den bifunktionellen, organischen
Verbindungen eindeutig unter Ausbildung von Thioethern wasserldslicher Polymere, die zusitzlich noch ausschlieBlich freie,
primdre Amincgruppen als reaktive funktionelle Gruppen enthalten.

Zur Isolierung der mit primiren Aminogruppen modifizierten, wasserldslichen Polymeren werden die Reaktionsldsungen
zuniichst mit einer ausreichenden Menge destilliertem Wasser versetzt und dann entweder durch Dialyse gegen destilliertes
Wasser, sich anschlieBender Ultrafil.ration und Lyephilisierung oder durch Extraktion mit in Wasser nicht 16slichen oder
mischbaren, organischen L8sungsmitteln wie Chloroform, Methylenchlorid, Benzen oder Toluen und nachfolgendem
Verdampfen des Lésungsmittels in fester Form erhalten. Auch eine Verringerung des Lésungsmittelvolumens und Versetzen des
Restes mit Ether oder Petrolether zur Ausféllung ist eine geeignete Methode zur Isolierung der aminogruppenhaltigen
Polymeren. Die erfindungsgemiBe Einfiihrung von primaren Aminogruppen in wasserldsliche Polymere ist einfach
durchfihrbar und fihrt 2u weiter modifizierbaren, reaktiven Polymeren, die fiir die Immaobilisierung biologisch aktiver
Verbindungen eingesetzt werden kénnen.

Die Erfindung wird durch Beispiele weiter erldutert.

Ausfihrungshelsplele

Beisple! 1 .

1g Dextransulfat (MG 500000) wird in 15ml destillierterr Wasser gel8st. Zu dieser Lésung werden 10ml einer alkoholischen
Ldsung addiert, die 0,5g aufgel&stes Natriumsalz des C' steamins enth3lt. Das Reaktionsgemisch wird 10 Stunden bei 8G°C
geriihrt, Das Volumen der dialysierten Lésung wird auf 5ml eingeengt, und daraus wird das aminogruppenhaltige Polymere
durch Lyophilisierung gewonnen. Der Test mit Trinitrobenzensulfonsiure auf prim&re Aminogruppen ist positiv.

Ausbeute: 0,759

Belsplel 2

1g Tosylester des Polyvinylalkohols wird in einem Gemisch aus 10ml destilliertem Wasser und 15mi frisch destilliertem
Dimethylsulfoxid gelést. Zu dieser Lésung werden 10ml Dimethyisulfoxid zugetropft, in dem 0,8 g Natriumsalz des Cysteins
aufgeldst waren. Das Reaktionsgemisch wird 6 Stunden bei 60°C geriihrt und nach dem Abkiihlen gegen destilliertes Wasser
dialysiert. Nach dem Einengen der dialysierten L8sung auf etwa 5mi wird das aminogruppenhaltige Polymere durch
Lyophilisierung gewonnen. Der Test mit Trinitrobenzensulfonsiure auf primire Aminogruppen ist positiv,

Ausbeute: 0,69

Belsplal 3

3g Schwefelsiureester des Polyethylenglykols (MG 6000) werden in 20ml frisch destilliertem Acetonitril geldst. Zu dieser
Loésung wird 1g Natriumsalz des p-Nitrothiophenols addiert, das in 10ml absolutem Alkohol geldst war. Das Reaktionsgemisch
wird 4 Stunden am RickfluB erhitzt, und danach wird bei dieser Reaktionstemperatur eine Lésung zum Reaktionsgemisch
zugetropft, die aus 10ml destilliertem Wassar, 1ml konzentriertem Ammoniak und 1g Natriumdithionit hergestellt wurde. Nach
weiterem, zweistiindigem Erhitzen am RickfluB wird die Lésung mit 50 m! destilliertem Wasser verdiinnt und dreimal mit jeweils
15ml Chloroform extraniert. Die Chloroformlidsung wird mit Natriumsuifat getrocknet, eingeengt auf etwa 5mi und mit 50mi
Petrolether versetzt. Beim Aufoewahren der Ldsung bei 4°C falit das aminogruppenhaltige Polymere aus. Es wird abfiltriert und
bei Zimmertamperatur getrocknet. Der Test mit Trinitrobenzensulfonsaure auf primire Aminogruppen ist positiv.

Ausbeute: 2,85¢g
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Belspiel 4

3¢ Tosylester des Polysthylenglykols (MG 6000) werden in 60ml Tcluen geldst und 1g Natriumsalz des p-Amiiiothiophenols in
20m! absolutem Athanol, Beide L&sungen werden vereinigt, und bei 80°C wird das Reaktionsgemisch 6 Stunden geriihrt. Nach
dem Abkihlen der Ldsung werden 50ml destilliertes Wasser zum Toluen addiert. Das Ldsungsmittelgemisch wird noch mit 10m!
1 normale Natronlauge versetzt und gut durchgeschattelt. Dieser Vorgang wird noch zweimal wiederholt, aber nur mit
destilliertem Wasser. Die organische Phase wird gesammelt, mit Natriumsulfat getrocknet und auf etwa 5ml eingeengt. Nach
Zugabe von 50ml Petrolether fillt das aminogruppenhaltige Polymere aus. Es wird abfiltriert und bei Zimmertemperatur
getrocknet. Der Test mit Trinitrobenzensulfonsiure auf primére Aminogruppen i8t positiv.

Ausbeute: 2,29
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