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69 Sorbentien fiir Saccharide und Saccharide enthaltende Polymerisate und Verfahren zur Herstellung
derselben.

@ In den Sorbentien sind Lektine covalent an Triger-

stoffe gebunden. Die Trigerstoffe sind ausgewihlt
aus Oxidationsprodukten von Polysacchariden, von gly-
kosylierten Hydroxyalkylacrylat- oder -methacrylatpoly-
merisaten, von glykosylierte Monomereinheiten enthal-
tendem Polyacrylamid oder von glykosyliertem Polyvinyl-
alkohol.

Die Herstellung erfolgt durch Oxidation der covalent
gebundene Saccharide enthaltenden Polymerisate mit Na-
trium- oder Kaliumperjodat, Umsetzung der derart akti-
vierten Polymerisate mit Lektinen und Entfernung der
nicht umgesetzten aktiven Aldehydgruppen mit einem
Reduktionsmittel.
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PATENTANSPRUCHE

1. Sorbentien fiir Saccharide und Saccharide enthalten-
de Polymerisate, z.B. Glykoproteine, dadurch gekennzeich-
net, dass an Trégerstoffe, die aus Oxidationsprodukten von
Polysacchariden, von glykosylierten Hydroxyalkylacrylatpo-
lymerisaten, von glykosylierten Hydroxyalkylmethacrylat-
polymerisaten, von glykosylierte Monomereinheiten einge-
baut enthaltendem Polyacrylamid oder von glykosyliertem
Polyvinylalkohol ausgewihlt sind, Lektine covalent gebun-
den sind.

2. Verfahren zur Herstellung von Sorbentien nach Pa-
tenanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die zu
den genannten Oxidationsprodukten zu oxidierenden, cova-
lent gebundene Saccharide enthaltenden Polymerisate mit
Natrium- oder Kaliumperjodat oxidiert, hierauf die derart
aktivierten Polymerisate mit Lektinen bei einer Temperatur
von 0 bis 40°C in Pufferldsung von pH 7 bis 12 reagieren
ldsst, und dann die nach der Reaktion iibriggebliebenen ak-
tiven Aldehydgruppen aus dem Polymerisat durch Einwir-
kung von Reduktionsmitteln eliminiert.

3. Verfahren nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Reduktionsmittel Natriumborhydrid
verwendet.

Die Erfindung betrifft Sorbentien fiir Saccharide und
Saccharide enthaltende Polymerisate, z.B. Glykoproteine,
sowie ein Verfahren zur Herstellung solcher Substanzen.

Eiweissstoffe, die fihig sind auf selektive Weise Kom-
plexe mit Zuckern, Polysacchariden und Glykoproteinen zu
bilden und welche den allgemeinen Namen «Lektine» tra-
gen, wurden aus einer ganzen Rejhe von pflanzlichen und

. tierischen Quellen isoliert. Sie zeichnen sich nicht nur durch
ihren Ursprung, sondern vor allem durch ihre spezifische
Affinitdt gegeniiber den Zuckerstoffen und deren Deriva-
ten aus.

Durch Binden der Lektine an eine geeignete Tragersub-
stanz entstehen spezifische Adsorbentien fiir Saccharide.
Die Bedingung fiir eine solche Bindungsreaktion besteht in
der Aufrechterhaltung des aktiven Sorptionszentrums in
Lektinmolekiil, das wihrend der Reaktion nicht blockiert
werden darf. Die Lektine enthaltenden Sorbentien finden
in der analytischen, sowie préparativen Affinititschromato-
graphie und bei selektiven, zum Isolieren von biologisch
aktiven Fraktionen angewandten Prézipitationstechniken
Verwendung.

Lektine wurden bereits an Polysaccharide vom Dextran-
bzw. Agarose-Typ unter Verwendung der Cyanbromid-Me-
thode gebunden und fiir eine ganze Reihe von Isoliertech-
niken bei der Abtrennung von Glycoproteinen (K. Aspberg,
J. Porath, Acta Chem. Scand, 24 1970, 1839), Dextranen
(K. O. Lloyd, Arch. Biochem. Biophys. 137, 1970, 460)
oder Zellen (G. H. Edelman, U. Rutishauser, C. F. Millete,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 68, 1971, 2153) eingesetzt. Ein
Vorteil dieses Verfahrens liegt in seiner Selektivitit und
Geschwindigkeit, Trigerstoffe vom Dextran- oder Poly-
saccharid-Typ weisen jedoch auch gewisse nachteilige Ei-
genschaften auf. Unter diese Eigenschaften gehoren vor al-
lem grosse Quellungsdifferenzen in Lésungen mit variabler
Ionenstérke und pH-Wert, niedrige mechanische Festigkeit
von Partikeln und daraus folgende Schwierigkeiten durch
Verstopfung der mit solchen Materialien zu fiillenden Ko-
Ionnen bei erhdhten Druckwerten und durch reduzierte
Durchflussgeschwindigkeiten der mobilen Phase. Nicht zu-
letzt kann auch eine relativ niedrige Bestdndigkeit gegen
die Hydrolyse und die Wirkung von Mikroorganismen im

Wege stehen. Die Bindung der Lektinmolekiile bei der Cyan-

bromid-Methode erfordert es, mit einem hochtoxischen

Aktivierungsmittel von verhiltnismissig niedriger Wirk-
samkeit zu arbeiten. Die mit der Cyanbromid-Methode
entstehende Bindung ist fiir bestimmte Zwecke nicht genug
stabil. So wurde deren sukzessive hydrolytische Spaltung

s mit gleichzeitiger Herabsetzung des Sorptionsvermogens
festgestelit.

Die erfindungsgemiissen Substanzen schalten die vorer-
withnten Nachteile der bisher bekannten Sorptionsmateria-
lien aus. Die Ausgangsverbindungen werden vorzugsweise

10 nach dem Verfahren gemiss dem tschechoslowakischen
Urheberschein No. 206 823 hergestellt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind selektiv
wirkende polymere Sorbentien fiir Saccharide und Saccha-
ride enthaltende Polymerisate geméss der Definition in Pa-

15 tentanspruch 1.

Das Verfahren zur Herstellung dieser Sorbentien ist in
Patentanspruch 2 definiert. Als Reduktionsmittel wird hier-
bei vorzugsweise Natriumborhydrid verwendet.

Die Ausgangsverbindungen des erfindungsgemaissen

20 Verfahrens werden mit Perjodat oxidiert, wodurch die Spal-
tung der C-C-Bindung zwischen zwei Kohlenstoffatomen
mit vicinal gebundenen Hydroxylgruppen in Molekiilen der
covalent gebundenen Saccharide unter Entstehen zweier
Aldehydgruppen erfolgt, die erheblich reaktiv sind. Das

25 durch Oxidation aktivierte Polymer reagiert mit Lektinen
unter Entstehung einer Schiff’schen Base. Die Schnelligkeit
dieser Reaktion héngt von der Konzentration der Kompo-
nenten und von der Temperatur ab, und wird durch den
pH-Wert des Reaktionsmediums stark beeinflusst. Die nicht

30 umgesetzten aktiven Aldehydgruppen werden durch die
Wirkung von Natriumborhydrid reduziert. Die so entstan-
denen Sorbentien zeichnen sich durch hohe Kapazitit aus.

In ihrer Wirkung sind die erfindungsgeméssen Substan-
zen mit bekannten und zur Verfiigung stehenden mit Lek-

35 tinen nach der Cyanbromid-Methode gebundenen Saccha-
riden vergleichbar, wenn fiir den Vergleich das Adsorp-
tionsvermdgen des Sorbenten gewihlt wird. Das erfindungs-
gemisse Verfahren ist vom technologischen Gesichtspunkt
im wesentlichen leichter, erfordert keine besonderen Mass-

40 nahmen fiir die Arbeit mit hochtoxischen Aktivierungsmit-
teln und ermdglicht einfache Steuerung des Konversions-
grades von Bindungsreaktionen bei hoher Reproduzierbar-
keit. Dariiber hinaus verleihen die nichtoxidierten, an den
Trigerstoff gebundenen Saccharidmolekiile diesem Tréger-

45 stoff einen hydrophilen Charakter oder steigern seine ur-
spriingliche Hydrophilitit. Auf diese Weise wird die Wahr-
scheinlichkeit unspezifischer Interaktionen der Komponen-
ten der zu hemmenden Systeme bei der Verwendung der
Sorbentien in der Affinitdtschromatographie herabgesetzt.

50 Der Erfindungsgegenstand soll durch die nachfolgenden
Ausfiihrungsbeispiele néher erldutert werden.

Beispiel 1
15 g Mischpolymerisat von 2-Hydroxy#thylmethacrylat
ss und Athylenmethacrylat mit einer Molekulargewicht-Aus-
scheidungsgrenze von 1 000 000, welches ausserden: 16 %
covalent gebundene D-Galaktose (z.B. «Separon» HEMA-
1000-Gal) enthielt, wurde in 150 m] Wasser 20 Stunden
lang gequollen. Die Fliissigkeit wurde dann abgesaugt und
60 346 ml 0,1 M NalO, zugegeben. Die Oxidation wurde 100
Minuten bei 25°C vorgenommen. Das Produkt wurde mit
Wasser bis zur negativen Reaktion auf Oxidationsmittel
(Mn**) gewaschen, mit einem Puffer, in welchem die Bin-
dung des Lektins durchgefithrt wurde (Acetatpuffer mit ver-
65 schiedenem pH), ins Gleichgewicht gebracht und in der
nachfolgende Bindungsreaktion eingesetzt.
140 m! Acetatpuffer (pH 7,8) wurden zum Ldsen von
2,4 g Lektin aus Canavalia ensiformis DC (Concanavalin-A)



verwendet, und dieser Losung wurde der #quilibrierte oxi-
dierte Trigerstoff aus der vorherigen Stufe in Form von
dickem Brei zusammen mit 250 mg D-Glukose zugesetzt.
Das Gemisch wurde 24 Stunden bei 4°C in einem Kiihl-
schrank geriihrt. Darauf wurden 25 mg NaBH, und nach
20 Minuten eine weitere Dosis von 25 mg NaBH, zugege-
ben. Das Gemisch wurde in Kontakt mit Natriumborhy-
drid insgesamt 40 Minuten lang belassen. Nachher wurde
das Sorbens mit Acetatpuffer (pH 7,3) gewaschen und fer-
ner dreimal mit 200 ml Tris-HCIl-Puffer in 1 Mol NaCl
(pH 8) und mit Acetatpuffer in 1 Mol NaCl (pH 4) gewa-
schen. Das derart behandelte Sorbens wurde in eine Kolon-
ne {ibertragen und mit einem Puffer gewaschen, in welchem
eine Sorptionswirkung gegeniiber Saccharidderviaten nach-
gewiesen wurde. Die Menge an gebundenem Concanavalin
betrug 15 mg pro Gramm des trockenen Triigerstoffes.

Die Wirkung des gebundenen Lektins wurde durch Sorp-
tion eines lslichen Polyacrylamidderivates mit einpolyme-
risiertem Allyl-a-D-glucosid [V. Horejsi et al., Biochim.
Biophys. Acta 538, 293 (1979)] durch den nachfolgenden
Vorgang bewiesen:

An eine Kolonne von 1 g Trigerstoff mit gebundenem
Lecton nach-Aquilibrierung mit Acetatpuffer (pH 7,3) wur-
den 0,3427 g I6sliche Polyacrylamidopolymeren mit 9,4
gewichtsprozentigem Gehalt an Glucose im Anfahrpuffer
angesetzt. Bei Elution von 102 ml Puffer wurde der Zucker-
gehalt bis zum Nullwert iiberwacht. An die Kolonne wurde
dann eine Losung von 0,5 Mol Methyl-a-D-glukopyranosid
(30 ml) gebracht, worauf die Kolonne mit dem Anfahrpuf-
fer (pH 7,3) gewaschen wurde. Das Eluat wurde aufgefan-
gen, dialysiert und Iyophilisiert. Auf gravimetrischem Wege
wurden 0,016 g Polymer festgestelit. Aufgrund der Stoff-
bilanz wurden bei der Chromatographie ein 3,1%iger Ver-
lust an glykosylierten Polyacrylamid-Standard gefunden.

Beispiel 2

Das Sorbens wurde analog wie in Beispiel 1 hergestellt
und behandelt. Seine Wirkung wurde durch selektive Sorp-
tion von Ovalbumin nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde
die wiederholte Verwendung untersucht. 1 g Sorbens, ge-
miss Beispiel 1, mit gebundenem Concavalin-A wurde durch
Acetatpuffer (pH 7,3) und nachher durch Tris-HCI-Puffer,
pH 7,8 und 0,15 M NaCl, iquilibriert. An die Kolonne
wurden 49 mg Ovalbumin in 5 ml Anfahrpuffer angesetzt
und das System mit Puffer bis zur negativen Reaktion auf
Eiweisstoffe (UV-Absorption 280 nm) unter gleichzeitigem
Auffangen des Eluates gewaschen. Darauf wurde eine 0,1
M-Losung von Methyl-a-D-glukopyranosid (50 ml) ange-
setzt. Das Eluat wurde aufgefangen, dialysiert und lyophi-
lisiert. Die Ausbeute im Eluat betrug 7,8 mg. Der Gehalt
an ungebundenem Eiweisstoff wurde auf 40 mg bestimmt,
Verlust 2,44%.

Die Kolonne wurde dann mit 20 ml Tris-HCl-Puffer,
pH 7,8 und 1 M NaCl -Gehalt sowie mit 20 ml Acetatpuf-
fer, pH 4 und 1 M NaCl -Gehalt gewaschen, mit Tris-HCI-
-Puffer, pH 7,8 mit 0,15 M NaCl -Gehalt dquilibriert und
der gesamte Prozess wiederholt.

Bei dem zweiten Zyklus wurde der Eiweisstoffgehalt im
Eluierungsmittel nach dem Waschen mit Methyl-o-D-glu-
kopyranosid mit 7,6 mg, beim dritten Zyklus mit 7,8 mg
und beim vierten Zyklus mit 7,6 mg festgestelit.

Beispiel 3
Das Sorbens wurde analog wie in Beispiel 1 vorberei-
tet, mit der Ausnahme, dass anstelle des Mischpolymeri-
sates mit der Molekulargewicht-Aussscheidungsgrenze von
1000 000 Dalton, ein Mischpolymerisat von 2-Hydroxy-
idthylmethacrylat mit Athylendimethacrylat von 300 000 Mo-
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lekulargewicht als Trigerstoff verwendet wurde. Beim Te-
sten der Wirkung durch glykosyliertes Polyacrylamid wur-
de ein 4,6 %iger Verlust (Ansatzmenge 0,3470 g, im Eluie-
rungsmittel 0,0154 g) gefunden. Das Ausgangssorbens ent-

5 hielt 18 Gewichtsprozent von kovalent gebundener Glukose.

Beispiel 4
Zur Bindung des Lektins aus Ricinus communis wurde
der oxidierte, in Beispiel 3 beschriebene Trigerstoff ange-
10 wandt. 1,9 g Lektin wurden in 70 ml Acetatpuffer (pH 7,3),
enthaltend 220 mg Galaktose, gelost und 10 g des oxidier-
ten Trigerstoffes zugesetzt. Die Eliminierung der nicht-um-
gesetzten aktiven Aldehydgruppen wurden mit 25 mg NaBH,
vorgenommen. Reaktionszeit: wie in Beispiel 1 angegeben.
15 Die Wirkung wurde durch Polyacrylamid mit 9,4 ge-
wichtsprozentigem Zuckergehalt gepriift. Ansatzmenge:
0,3412 g; Ausbeute im Elutionsmittel: 0,0154 g; Verluste:
3,8%.

20 Beispiel 5
Die Bindung des Lektins aus Ricinus communis wurde
analog wie in Beispiel 4 durchgefiihrt, mit der Ausnahme,
dass der oxidierte Trigerstoff die Molekulargewicht-Aus-
scheidungsgrenze von 300 000 Dalton aufwies.

25 Beim Testen der Wirkung durch Polyacrylamid mit ge-
bundener D-Glukose wurden pro 1 g der Trigerkolonne
0,3400 g Polymer angesetzt. Ausbeute im Eluierungsmittel:
0,0171 g; Veluste: 4.75%.

30 Beispiel 6

4,2 g kugelférmige Zellulose wurde innerhalb von 20
Stunden in 50 m! Dioxan, das mit Chlorwasserstoffgas ge-
sdttigt war, bis zum 16 gewichtsprozentigen Gehalt quellen
gelassen. Nach dieser Zeitspanne wurden der Reaktionsmi-

35 schung 2,0 g D-Galactose zugegeben und sie wurde dann
24 Stunden bei Laboratoriumstemperatur geschiittelt. Dar-
auf wurde der Inhalt des Gefsses in 5 Liter Wasser ein-
gegossen und das Produkt nach Absaugung iiber einem Fil-
ter mit Wasser bis zum neutralen pH-Wert zur negativen

40 Reaktion auf Zucker wiederholt gewaschen.

4,0 g kugelformige Zellulose mit gebundener D-Galac-
tose (11,7 Gewichtsprozent Gehalt an gebundener D-Galac-
tose analytisch bestimmt) wurde 20 Stunden lang in destil-
liertem Wasser quellen gelassen. Das Wasser wurde dann

45 abfiltriert und dem nassen Gel 100 ml 0,1 M NalO, zuge-
setzt. Die Oxidation verlief 1 Stunde bei Laboratoriumstem-
peratur unter Riithren. Darauf wurde die Natriumperjodat-
18sung abfiltriert und das Gel an der Kolonne mit destil-
liertem Wasser durchgewaschen bis die Leitfihigkeit des

50 Eluates der des angewandten, destillierten Wassers ent-
sprach. Dem Zellulosegel wurde dann Boratpuffer vom
pH 8,5 und nach 1 Stunde 500 mg Concanavalin-A (Lectin
aus Canavalia ensiformis) zugegeben. Das Lectin wurde mit
Methyl-a-glukopyranosid inhibiert. Nach 70stiindiger Ver-

55 weilperiode bei 4°C wurden die nicht umgesetzten aktiven
Gruppen bei 4°C mit 20 mg NaBH, unter 20 Minuten
dauerndem Riihren reduziert. Das Gel wurde nachher ab-
wechselnd mit Acetatpuffer pH 4,1 (1 M NaCl) und Tris-
-HCI-Puffer pH 9 (1 M NaCl) gewaschen. In der Endphase

60 vor der Applizierung wurde das Gel in Acetatpuffer pH 6
(1 M NaCl), enthaltend 10~* M MnCl, und 10~% M CaCl,,
aufbewahrt. Der Gehalt an gebundenem Eiweisstoff betrug
9,0 mg pro Millimeter des nassen Gels. :

65

Beispiel 7

Das Aminoglykosyl-Derivat von Zellulose wurde analog

wie in Beispiel 6 hergestellt, mit der Ausnahme, dass in die
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Reaktion 0,8 g N-Acetyl-D-glukosamin eingesetzt, und dass
das Produkt nicht oxidiert wurde. Es wurde nur die Menge
des an den Zellulosetriiger gebundenen Aminozuckers be-
stimmt.

Beispiel 8
Ein dhnliches Experiment wie in Beispiel 7 wurde mit
dem aus Hydroxy#thylmethacrylat-Mischpolymerisat mit
1 000 000 Molekulargewicht-Ausscheidungsgrenze (siehe
Beispiel 1) bestehenden Trigerstoff durchgefithrt. Der Ge-
halt des gebundenen Aminozuckers betrug 8,9 Gewichtspro-
zent, das die doppelte Menge gegeniiber dem Beispiel 7 war.

Beispiel 9

4,0 g 18sliches Polyacrylamid-Gel mit einpolymerisier-
tem Allyl-a-D-glucosid (hergestellt nach V. Horejsi, P. Smo-
Iek und J. Kocourek: Biochim. Biophys. Acta, 538 (1978),
293 bis 298) wurde in 100 ml 0,1 M NalO, 1 Stunde bei
Laboratoriumstemperatur oxidiert. Nach dieser Zeit wurde
das Reaktionsgemisch auf 250 ml verdiinnt und gegen de-
stilliertes Wasser dialysieren gelassen. Nach der Beseitigung
des Perjodates aus dem Reaktionsgemisch durch Dialyse
wurde das Gel lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 20 ml
destilliertem Wasser gelost. Der Losung wurden 500 mg
Lektin aus Canavalia ensiformis, inhibiert mit Methyl-«-D-

-glukopyranosid, zugegeben. Das Gemisch reagierte inner-
halb von 70 Stunden bei 4°C, worauf die iibrig bleibenden
Aldehydgruppen durch Reaktion mit NaBH,, &hnlich wie

in Beispiel 6, reduziert wurden. Die resultierende Reaktions-
mischung — nach Verdickung durch Lyophilisation — wur-
de durch priparative Gelchromatographie an Dextrangel

in eine Lektinfraktion und eine an Polyacrylamid mit ein-
polymerisiertem Allyl-a-D-glucosid gebundenes Lektin ent-
haltende Fraktion getrennt.

10

=]

Beispiel 10
4,0 g Polyvinylalkohol (125 000 Molekulargewicht und
87 bis 89% Hydrolysegrad), welcher durch D-Glukose ge-
miss dem tschechoslowakischen Urheberschein No. 195 044
15 substituiert wurde, wurde analog wie in Beispiel 9 oxidiert.

Beispiel 11
Das Sorbens wurde analog wie in Beispiel 1 hergestellt,
mit der Ausnahme, dass anstelle des Mischpolymerisates
20 von Athylendimethacrylat und Hydroyéthyimethacrylat ein
Mischpolymerisat von Hydroxyithylacrylat mit Athylen-
diacrylat von 500 000 Dalton Molekulargewicht-Ausschei-
dungsgrenze angewandt wurde. Durch Testen der Wirkung
durch Polyacrylamid mit einpolymerisiertem Allyl--D-glu-
25 kosid wurde ein 5,3 %iger Verlust festgestelit..
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