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Photoreactive Agarose Derivative, Immobilization of Ligands

The preparation of a new photochemically-activatable polymer was accomplished by conden­
sation of aminohexyl-6-yl-agarose with the N-hydroxysuccinimide ester of 5-azido-2-nitro-benzoic 
acid. The latter compound was obtained by diazotization of 5-amino-2-nitro-benzoic acid, exchange 
of the diazonium group through azide and condensation with N-hydroxysuccinimide. As shown for 
the photolysis on the monomer level, irradiation of the polymer led to the intermediate formation 
of a highly reactive nitrene, which is able to immobilize ligands e. g. L-phenylalanine to the 
polymer.

Die Entwicklung neuer Methoden zur Immobili­
sierung von katalytisch aktiven bzw. biologisch wirk­
samen Molekülen an polymere Träger erfolgt aus 
zwei Gründen:

1. Zur Entwicklung polymerer Reagenzien1-4, 
die aufgrund ihrer leichten Abtrennbarkeit die zeit­
sparende Isolierung von Reaktionsprodukten er­
möglichen und die durch ihre stetige Regenerierbar­
keit rationell benutzt werden können. Polymere 
Reagenzien, speziell mit Enzymen 5, aber auch nie- 
dermokelularen Substanzen als Liganden6, finden 
deshalb eine immer breitere Anwendung in der Or­
ganischen Chemie und Biochemie.

2. Zur Darstellung von Adsorbentien, die auf­
grund der biospezifischen Wechselwirkung des im­
mobilisierten Liganden mit der abzutrennenden 
Substanz schwierige Trennprobleme lösen helfen 7> 8. 
Derartige Träger mit bioaktiven Liganden9 werden 
als Adsorbentien in der Affinitätschromatographie 
benutzt.

Die Immobilisierung eines Liganden an einem 
Polymer setzt einen reaktiven Substituenten, häufig 
am Liganden und einen aktivierbaren Rest, meist 
am Träger, voraus. Diese gezielte Verknüpfung der 
beiden Reaktionspartner führt zu Polymeren mit 
chemisch definierter Struktur.
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Eine Verknüpfung der reaktiven Gruppen des L i­
ganden mit den aktivierten Resten am Polymer 
setzt voraus, daß durch diese Bindung der Ligand 
funktional nicht verändert wird. Befindet sich die 
reaktive Gruppe am katalytisch wirksamen Zentrum, 
dann muß zusätzlich ein reaktiver Rest eingeführt 
werden.

Eine Möglichkeit, auf die Einführung reaktiver 
Gruppen an Liganden generell zu verzichten, kann 
durch die Erhöhung der Reaktionsbereitschaft des 
aktivierten Rests am Polymer erreicht werden. Der­
artige Reste besitzen jedoch eine kurze Lebensdauer 
und müssen in Gegenwart des Liganden in situ er­
zeugt werden. Uns erschienen aromatische Azide für 
diesen Zweck geeignet, da sie bei Raumtemperatur 
stabil und chemisch inert sind. Bestrahlt man sie je­
doch mit UV-Licht, so werden unter Stickstoff­
abspaltung (Photolyse) intermediär reaktive Nitrene 
gebildet10. Diese Nitrene besitzen Halbwertszeiten 
von 10-4 sec und können unter Einschiebung in 
CH-Einfachbindungen, Addition an CC-Doppelbin- 
dungen und Reaktion mit Nucleophilen weiterreagie­
ren u . Verknüpft man das aromatische Azid mit 
einem polymeren Träger, so sollte es nach Photolyse 
zum polymeren Nitren, Liganden kovalent an das 
Polymer binden.

W ir haben zu diesem Zweck 5-Azido-2-nitro-ben- 
zoesäure ( l c )  mit Aminohexyl-6-yl-agarose („AH - 
Sepharose“ ) gekuppelt und das Reaktionsprodukt 
auf seine Fähigkeit untersucht, nach Photolyse L i­
ganden, wie z. B. L-Phenylalanin kovalent zu binden.
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Darstellung von N-(Hexyl-6-yl-agarose)-5*azido- 
2-nitro-benzoesäureamid (4) und photochemische 

Kupplung mit L-Phenylalanin

Diazotiert man 5-Amino-2-nitro-benzoesäure in 
wässeriger Lösung und tauscht den Diazoniumrest 
durch Azid aus, so entsteht 5-Azido-2-nitro-benzoe- 
säure ( l c ) .  Diese besitzt verglichen mit dem 4- 
Azido-2-nitro- bzw. 5-Azido-3-nitro-Isomer eine be­
merkenswert langwellige UV-Absorption (/max =  
376 nm; £ =  14900), die auf die günstige Meso- 
meriefähigkeit der zueinander para-ständigen 
Azido/Nitro-Substituenten zurückzuführen ist. Beim 
kurzzeitigen Bestrahlen mit UV-Licht photolysiert 
die Säure lc  (Abb. 1).

Mit N-Hydroxysuccinimid kann lc  in Gegenwart 
von Dicyclohexylcarbodiimid zum Ester 2 aktiviert 
werden. Löst man diesen in einer Dimethylform- 
amid/Wasser-Mischung, versetzt mit dem Agarose- 
Derivat 3 und schüttelt das Reaktionsgemisch 10 h 
bei Dunkelheit, dann kann nach Filtration das 
schwach gelbliche Harz 4 isoliert werden.

Abb. 1. Änderung des UV-Spektrums von 5-Azido-2-nitro- 
benzoesäure (1 c) bei der Photolyse in Äthanol in Abhän­
gigkeit von der Bestrahlungsdauer; Schichtdicke 1 cm;

2 Sylvania UV-Lampen (G8T5) ; Abstand 10 cm.

Zum Nadhweis der kovalenten Verknüpfung von
2 mit 3 wird 4 bestrahlt, wobei es sich im Gegen­
satz zum Agarose-Derivat 3, ähnlich wie die Säure 
lc , intensiv gelb färbt.

6 : L igand= L-Phenylalanin
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Um 4 auf seine Fähigkeit zu untersuchen, nach 
Photolyse Moleküle als Liganden zu immobilisie­
ren, wurde es in Gegenwart von radioaktiv markier­
tem L-[14C] Phenylalanin in wässeriger Lösung mit 
UV-Licht bestrahlt.

Nach Auswaschen von niedermolekularem, nicht 
immobilisiertem Material wurde die Menge an trä­
gergebundenem L-Phenylalanin durch Bestimmen 
der [ 14C]-Aktivität gemessen. Das photochemisch 
aktivierbare Polymer 4 hatte 3,1 //mol L-Phenyl- 
alanin/g Gel kovalent gebunden. Diese Menge ent­
spricht einer Ligandenkonzentration, wie sie allge­
mein für Trennungen benutzt w ird9. Über die Posi­
tion der Verknüpfung kann keine Aussage gemacht 
werden.

Um Adsorptionseffekte auszuschließen und sicher­
zustellen, daß die Kupplung des Liganden über das 
Azid 4 via Nitren 5 erfolgt, wurde die Inkubation 
von 4 mit L-Phenylalanin ohne Bestrahlung durch­
geführt; auch wurde die Photolyse vom Agarose- 
Derivat 3, das keine Azidogruppen besitzt, in Gegen­
wart von L-Phenylalanin untersucht. In beiden Fäl­
len erhielten wir am isolierten Harz nur Restaktivi­
täten von wenigen Prozent der Menge an immobili­
sierten Liganden, die über die photochemische 
Kupplung des Agarose-Derivates 4 erreicht worden 
war.

Wie orientierende Versuche zeigen, scheint sich 
der photoreaktive Rest von 4 generell auch zur Im­
mobilisierung von höhermolekularen Liganden zu 
eignen.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Monoskop 
der Fa. Reichert, Österreich, bestimmt und sind 
nicht korrigiert. Die Elementaranalysen wurden vom 
Mikroanalytischen Labor Beller, Göttingen, ausge­
führt. NMR-Spektren: Bruker HX 60-Spektrometer 
(Tetramethylsilan als innerer Standard), UV-Spek- 
tren: Zeiss PMQ II- bzw. Shimadzu UV 200-Spek- 
trometer. Die [ 14C]-Aktivität wurde im Packard- 
Szintillationszähler (Modell 3385) gemessen.

Aminohexyl-6-yl-agarose („AH-Sepharose 4B“ ) 
(3) war das Handelspräparat der Fa. Pharmacia, 
Fine Chemical AB (Uppsala, Schweden). Die Ge­
wichtsmengen der Agarose-Derivate beziehen sich 
auf das gequollene Gel, das nach Waschen auf dem 
Büchner-Trichter so lange abgesaugt wurde, bis das 
Gel brach.

5-Azido-2-nitro-benzoesäure ( l c )  :

Eine Suspension von 10,92 g (60 mmol) 5- 
Amino-2-nitro-benzoesäure ( la )  in 120 ml Wasser 
wird unter Rühren tropfenweise mit eben der Menge 
40-prozentiger Kalilauge versetzt, die zum Lösen der 
Säure notwendig ist. Danach trägt man 4,14 g (60 
mmol) Natriumnitrit in die Lösung ein, kühlt auf
0 °C und tropft bei gleicher Temperatur eine M i­
schung aus 30 ml konz. Salzsäure und 150 ml Was­
ser zu. Die Lösung des Diazoniumsalzes lb  wird 
noch 30 min gerührt und das Diazoniumsalz durch 
tropfenweisen Zusatz von 3,9 g (60 mmol) Natrium­
azid in 40 ml Wasser unter Stickstoffentwicklung 
zum Azid, das aus der Lösung ausfällt, umgewan­
delt. Nach weiteren 30 min Rühren bei Raumtem­
peratur wird der Niederschlag abgesaugt und aus 
Wasser umkristallisiert. 10,0 g (80%) gelbe Kristalle 
vom Schmelzpunkt 162 — 164 °C.

UV (Äthanol): Amax 209, 234, 376 (e =  11600, 
7400, 14900).

IR  (K B r ): 2115 cm-1 cm; Azid.
NMR (d6-DM SO): 7,38 (q, 1H, J3A =  5,5 Hz, 

J3,5 =  2,5 H z ); / ,45 (q, 1H, /46 =  3,8 Hz, /36 =
2,5 H z ) ; 8,07 (q, 1H, /34 =  5,5 Hz, /46 =  3,8 
H z).

C7H4N40 4 (208,13)
Ber. C 40,49 H 1,94 N 26,92;
Gef. C 40,60 H 1,99 N 27,00.

5-Azido-2-nitro-benzoesäure-N-hydroxy succinimid- 
ester (2) :

4,16 g (20 mmol) 5-Azido-2-nitro-benzoesäure 
( l c )  und 2,3 g (20 mmol) N-Hydroxysuccinimid 
werden unter Rühren und Eiskühlung in 80 ml 
Dioxan gelöst und mit einer Lösung von 4,12 g (20 
mmol) Dicyclohexylcarbodiimid in 40 ml Dioxan 
versetzt. Nach 15 min entfernt man das Kältebad 
und rührt 5 h bei Raumtemperatur weiter. Der Di- 
cyclohexylharnstoff wird abfiltriert und mit 40 ml 
Dioxan gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden 
abgedampft und der Rückstand aus Äthylacetat um­
kristallisiert. 5,85 g (96%) gelbe Prismen vom 
Schmelzpunkt 135 °C.

UV (Äthanol): />max 229, 312 (e =  13200, 
10900).

IR  (K B r): 2160, 2140cm -1; Azid.
NMR (d6-DMSO): 2,9 (s, CH2- C H 2) ;  7,39 (q, 

1H, y4,6 =  2,4 Hz, /3>6 =  0,5 Hz; 7,65 (q, 1H, /3,4 =
8,8 Hz, /4.6 =  2,4 H z ); 8,31 (q, 1H, /3>4 =  8,8 Hz, 
/3i6 - 0,5 H z ).

Cn H7N50 6 (305,21)
Ber. C 43,29 H 2,31 N 22,95;
Gef. C 43,49 H 2,35 N 22,81.
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N - (Hexyl-6-yl-agarose)-5-azido-2-nitro-benzoe- 
säureamid (4 ) :

152 mg (0,5 mmol) 5-Azido-2-nitro-benzoesäure- 
N-hydroxysuccinimidester (2) werden in 10 ml Di­
methylformamid (DM F) gelöst, mit 10 ml Wasser 
versetzt und in die Lösung 5 g 6-Amino-hexyl-yl- 
agarose-Gel (3 ) eingetragen. Das Reaktionsgemisch 
wird 8 h im Dunkeln bei RT geschüttelt und das 
Agarose-Derivat 4 abgesaugt. Man wäscht zuerst 
mit wässerigem 0,5 m  NaCl/DMF (1 :1 ), wässeri­
gem 0,1m NaHC03, 0,5 m  NaCl/DMF (1 :1 ) und 
wässigerem 0,1 M Ammoniumacetat, 0,5 M NaCl/ 
DMF (1 :1 ), dann mit den entsprechenden Dime­
thylformamid-freien Lösungen und Wasser. 5 g 
gelbliches Agarose-Gel 4.

Photochemische Kupplung von 4 mit l-Phenylalanin:

1,0 g Agarose-Gel 4 wird in 5 ml 0,01m Salz­
säure, die 100 mg (0,61 mmol) L-Phenylalanin und 
25 ju\ einer Lösung * (25 X 10-9 mol) L-[14C]-Phe­
nylalanin enthält eingetragen und in einer offenen 
Kristallisierschale ( 0  =  4,5 cm) 5 min lang mit 2 
Sylvania UV-Lampen (G8T5) im Abstand von 
10 cm bestrahlt. Man saugt das gelbliche Gel ab 
und wäscht sorgfältig mit 50 ml 0,5 m  NaCl, 50 ml 
einer Lösung von 0,1 M NaHC03/0,5 M NaCl, dann
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mit 0,1 M Ammoniumformiat (pH 4) und Wasser. 
Nach Absaugen des Lösungsmittels erhält man 1,0 g 
gelbes Agarose-Gel 6.

Bestimmung von gebundenem L-Phenylalanin:

1,0 g des Agarose-Gels 6 werden in 15 ml Aqua­
sol suspendiert und im Flüssigkeitsszintillationsmes- 
ser die [ 14C]-Aktivität bestimmt. Zum Vergleich 
wird die Aktivität von 1,0 g einer wie oben behan­
delten Probe, die nicht bestrahlt worden war, be­
stimmt. Weiterhin wird die Photoreaktion statt mit 
4 mit 3 durchgeführt und von 1,0 g die [ 14C]-Akti­
vität gemessen.

[ 14C]-Aktivitäten nach Inkubation von L-Phenyl- 
alanin mit:

Agarose-Gel 4 (mit Bestrahlung) :
7500 cpm = 3,1 //mol L-Phe/g Gel; 

Agarose-Gel 4 (ohne Bestrahlung):
400 cpm =  0,2 /<mol L-Phe/g Gel; 
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