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La invencidn se refiere a nuevos compuestos formados
por sustancias biplﬁgicamante activas y compuestos de al-
to peso molecular, insolubles en agua, a un procedim%ﬁn§0
para su preparacidn y a su utilizacidn, preferentement;,
en la cromatografia por afinidad,

En los dltimos afos, se ha impuesto cada vez mds una
nueva técnica dentro de los métodos de trabajo bioquimi--
cos, cuya caracterf{stica principal consiste en emplear la
afinidad de sustancias bicldgicamente activas, unidas al
vehfcula, en reacciones a realizar selectivamente.

Mediante una especifica formacidn de complejos de la
sustancia unida al vehiculo, con una segunda sustancia ~-
que estd brasante en una mezcla, 1a;sustgncia correspon--
diente puede ser separada de la mezcla y, en caso desea--
du, puede ser alslada seguidamente por desorcidn.

. Las enzimas unidas al vehiculo ofrecen la ventaja de
realizar transformaciones de materia en procedimientos con
tinuos prepsrativos, y de obtener los productos de reac--
cidn libres de enzimas,

En la técnica analftica enzimftica bioquimica, se ~--
dispone de enzimas insolubles en agua y unidas al veh{cu-
lo, como reactivos utilizables de modo mdltiple,

' Sobre la base de la propiedad de las enzimas de mos=
trar afinidades no solamente frente a los substratos, si-

no también frente a los inhibidores especificos, ha mos-=
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trado ser especialmente favorable la abtencidn de inhi-
bidores enzimdticos, con ayuda de la cromatografia por,
afinidad, en enzimas unidas al vehfculo. Por otra parte,
labupién de inhibidores a las matrices insolubles en --
agua, permite la obtencidén preparativa de las correspon
dientes enzimas. ‘

Como los llamados inmunoadsorbentes, se unen anti-
genos 0 anticuerpos a matrices insolubles en agua, y --
permiten, despuds, el aislamiento de los corresnondien~
tes anticuernos o antfigenos,

Como sustancias bioldgicamente activas se entien~~
den, en correspondencia con las formas de realizacidn -
precédentes, sustancias naturales y artificialmente preg
paradas, activas "in vive" e "ip vitro", las cuales pug
den ser designadas en el mds amplio sentido, como enzi-
mas, activadores, inhibidores, antfgenos o anticuerpos,
vitaminas y hormonas, Paras estas sustancias bioldgica-
mente activas se ha introducido la designacidén de efoc-
tuvadores, puesto que representan los principios activos
de los sistemas insolubles en agua. )

La mayorfa de los efectuadores unides al vehiculo,
hasta ahora descritos, son esencialmente mAs estables -
que las correspondientes sustancins biolégicamente acti
vas en solucidn.

Como materiales de veh{culo, llamados matrices, sc
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pueden emplear ventajosamente los materiales gue junto
a la insolubilidad en sistemas acuosos, presentan una
adsorcidn no espec{fica lo mds baja posible., Para elio;
han de reprimirse ampliamente interacciones hidréfobas,
hidréfilas e idnicas entre la matriz y el participants
en la reatcidn del efectuador. Con sustancias cuya ==
unidn al efectuador es indesseable, por ejemplo con las
que no son participantes de reaccidn especificos del -
efectuador, deberfa excluirse una unidn.,

Las matrices hasta shora utilizadas como vehfculo
para sustancias bioldgicamente activas, pueden subdivi
dirse en las qus fijan a los efectujdorss mediante ad-
sarcién fisica, a las gue pertsnscen, por ejemplo, po-
liestireno, carbén activo y perlas o glébulos de vi-=-
drio, y las que estdn unidas a los efectuadores median
te un enlace covalente, Las mencionadas en dltimo lugar
incluyen polimeros vin{licas en forma de homopolfmeros
y copolimeros, por ejemplo poli-{icidos acr{licos), poli
(amidas de fcidos acr{licos y poliestireno sustituido
con amino, carboxi o sulfonilo, y ademds la celulosa y
sus derivados y, finalmente, polipéptidos sintéticos -
y naturales, y proteinas, Debido a la interaccién equi
librada entre matriz y efectuador, ha encontrado la --

més amplia difusién el empleo de hidratos de carbono,
especialmente celulousa, dextranc, almidén, agar o sus
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derivados, como matrices en sistemas acuosos, aunque se
consideran perturbadores los grupes carboxilo frecuontg
mente contenidos en estas sustancias naturales, debido
a sus afinidades no especificas. Ademds, estas sustan--
cias muestran una estabilidad térmica y quimica, relati
vamente escasa.

Muchas de estas desventajas podrian soslayarse me-
diante la utilizacidn de polivinilenglical, un polimero
sintético, como matriz. El polivinilenglicol, también -
denominado polihidroximetileno, se prepara por hidrdli-
sis Acida o bdsica, a partir de policarbonato de vinile
noy Cada 4tomo de carbono llsva un grupo hidroxilo y un
dtomb de hidrégenc, El enlace -C-C- continuo presta al
portador una estabilidad especinlmente alta.

S8 ha encontrado shora que, en lunar de polivini-
lenglicol, se pueden emplear ventajosamente, como ma--
triz de vehfculo, copolimeros de vinilenglicol. Median
te la introduccidn por polimerizacidn de comondmerns -
adecuados en poli(carbonats de vinileno), se pueden ha
cer variar ampliamente las propiedades ffsicas y quimi

cas del polivinilenglicol preparado a partir de ello,
As{, por ejemplo, puede modificarse la "hidrofilia"

o 8l Yhinchamiento" del polivinilenglicol, mediante la
introduccién por polimerizacidén de mondmeros hidréfo--

bos, tales como stileno, cloruro de vinilo o estireno,
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en el poli(carbonato de vinileno). Mediante la copoli-

merizacién de acetato de vinilo, se reemplaza, en el -

£

‘producto final saponificado, un grupo vinilenglicol por

un grupo de alcohol vin{flico, lo cual tiens como conse-
cuencia una acrecentada capacidad de hinchamiento en un
medio acuoso. )

Con ayuda de comondmeras, tales como, por ejempla,
dietilenglicol-divinil-§ter y divinilbenceno, es posi--
ble obtener una reticulacidn y, con ells, una mejora de
las propiedades mecdnicas del vehfcula., Mediante la in-
troduccidn por polimerizacidn de funciones electrdfilas,
por ejemplo, grupos oxirano (grupoé-epdx;do) proceden--
tes de comondmerros de vinilglicidil-éter, es posible una
reaccifn directa de la matriz con funciones nucledfilas
('NHZ' -0H, stc)' Grupos carboxilo pueden introducirse
mediante comondmeros de steres de dcido acrilico. Des-
puds de realizada la copolimerizacidn, los grupos dster
se sapbnifican para formar grupos carbaxilo, La intro--
ducecidn de grupos ~NH,~ o -COOH permite le activacidn -
con ayuda de carbodiimidas, sales de isoxazolio, aldehi
do glutirico, etec. Los copolimeros de vinilenglicol/al-
éohu; vinflico poseen una superficie especifica mds al-
ta y, con ello, una mds alta capacidad de combinacidn -
para, por ejemplo, protefnas, en la superficie del pol-

vo de polimero, en comparacidn con el homopol{mero de -



10

18

20

25

20116

vinilenglicol.
Segin esto, son objeto de la invencidn compuestos

bicldgicamente activos, consistentes en un copolfmero
del polivinilenglicol, preferentemente insoluble en -~
agua, Yy una sustancia bioldgicamente activa unida a és
te, con mantenimiento de su actividad biolégica, En es
tos compuestos, la matriz de vehfculo es un'c0p01£mero
de polivinilenglicol gue cantiens hasta 45%, preferen-
temente de 5 a 20%, de un comondmero. Las sustancias =
Bioldgicamente activas son materiales, como enzimas, -
activadores, inhibidores, antfgenos o anticuerpos, o0--
tras protefnas de plasma, sustancias de grupos sangui-
neos, fitohemosglutinina, antibidticos, vitaminas u ==
hormanas, péptidos o aminodeidos, o efectuadores sintd
ticamente preparados,

El vehfculo polimero y la sustancia bioldgicamen-
tejactiva estdn unidas entre sf, covalentements, bien
sea directamente bien sea a través de una cadena late-

ral (espaciador), .
El hecho de unir los compuestos biolégicamente ag

tivos a través de una cadena lateral (espaciador) es -
ventajoso cuando los pesos moleculares de sus partici-
pantes afines son muy diferentes, o cuando en la utili
zacidn en un pracesc bioespuc{fico toman parte protef-

nas de muy alto peso molecular o constituidas por varias
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1 subunidades, Espaciadores son cadenas laterales de de-
terminada longitud, ancladas a la matriz polimera, que
pueden obtenerse mediante introduecién por polimeriza-
cidn, mediante incorporacidn o adosado (unidn de com--

5 puestos bifuncionales o polifuncionales-par ejemplo de
un tripéptido-a la matriz), o mediante incorporacidn -
de grupos funcionales y prolongacidn escalonada de ds-
tos.

Son objeto de la invencidn, ademds, procedimien--
10 tos para la unidn covalente de las sustancias bioldai-
camente activas con el veh{cula.
Para ello se dispone de una seris de reaccionss,
en general conocidas. ‘
Estas se refisren, primeramente, a los procedimien
.. - 15 tos paré le preparacién de los copolimeros de polivi--
nilenglicol, $e caracterizan porque sg polimeriza car~
bonato de vinileno con comondmeros de las fdrmulas ge-
nerales

sl iz
*
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20 en las qus R1 significa hidrdgeno, metiln, etilo, Ry

25

significa metilo, etilo, propilo, y n significa un nd-
mero entero entre 1 y 4.
La polimerizacidn del poli(carbonato de vinileno)

tiene lugar con hasta 45% de comondmercs, preferente~-

mente con 5 a 204,



10

15

20

25

20116

10

La prepa;acién del compuesto bioldgicamente acti-
va es posible, por ejemplo, indroduciendo un grupo eleg
tréfilo, bien sea en la sustancia bjoldgiramente actiVa
bien sea en el copolimern de polivinilenglicol, y, me=
diante aquél, se hace reaccionar la sustancia bioldgi-
camente activa con el copolimero de polivinilenglicol.

La introdurcidn de los grupos electrdfilos en la
matriz de veh{culo tiene lugar bien sea por copoliﬁeq;
zacifn de carbonato de vinileno con comondmeros gue --
contienen grupos electrdfilos, bien sea por reaccidn -
de la matriz de vehfculo con compuestos de bajo peso -
molecular, poftadores de grupos elébtréfilua, activado
res,

En general, la copulacidn quimica ds un partici--
pante en la reaccidn con la matriz de vehfculo, es sen
cilla, cuando, en un lado, hay presentes funciones nu-
cledfilas y, en el otro, funciones electréfilas. Como
fdpciones nucledfilas reactivas se consideran sobre tg
do, grupos amino, sulfhidrile e hidroxilo, que usualmen
te estdn contenidos, bien sea en la matriz bien sea en

el participante de la reaccidn. Las funciones electrd-

filas deben ser introducidas primeramente, Para sllo -

pueden transformarss grupos carboxilo en halogenuros -
de {cidos, azidas de 4cidos, anhfdrida de 4cidos, imi-

dazolidas, o pueden activarse directamente con carbo-~
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diimidas, Como grupos electrdfilos reactivos se emplean;

también, grupos isocianato, isotiocianato, diazonio o &g

teres de imidocarbonato ciclicos. Especialmente favugabie
es la introduccidn de grupos reactivos con ayuda de la -

copolimerizacidn.

Mediante la introduccidn por polimerizacidn de mond
meros con grupos epdxido, por ejemplo con epoxialcohilvi
nil-éteres en el poli(carbonato de vinileno), y mediante
las diferencias muy grandes de velocidades de saponifica
cién entre los grupos carbonato cfclicosy los grupas epd
xido, 8@ obtiene fdcilmente una matriz de polivinilenglj
col con grupos epdxido reactives, que pueden hacerse - -
reaccionar con funciones nuclsdfilas, As{ es posible la
unién divecta de una suatancia bicldgicamente activa y/o
la introduccién (prolangacidn) de una cadena lateral (es
paciador).

. Segdn ssto, una ventaja adicional es también, en la
utilizaciédn de copolimeros, la posibilidad de la intro--
duccién directa (introduccién por polimerizacidn) de fun
ciones elactrdfilas que permiten la reaccidn segdn métg
dos conocidos.

Por copolimerizacidn de carbonato de vinileno con
acrilato de etilo y subsiouiente saponificacidn de los -
pol{merus, se obtisne una matriz con funciones -OH- y -~

~CO0H. Los grupos carboxilo pueden ser actlvados con ayu
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da de carbodiimidas y, acto seguido, puede tener lugar

una unidn am{dica con grupos amino. Los grupos carboxilo
permiten, ademds, la formacidn de enlaces amida con ayu-
da’'de 1ss sales de isoxazolio introducidas por Woodward,

Otro método adicional para la copulacidn de sustan-
cias bioldgicamente activas con polimeros que contienen-
grupos carboxilo, se realiza con ayuda de N-etoxicarbo-
nil-2~gtoxi~1l,2~dihidronuinolefna (EEDQ).

Los grupos carboxilo pueden ser esterificados segndn
métodas conocidos; se puede transformar después elléster
en la hidrazida y, finalmente, la azida resultante, como
consecuencia, con el grupo amino de la protefna efectua-
dora, &e puede unir con la matriz de polivinilenglical,

Y1 el.comonﬁmero introducida eﬁ la matriz por poli-
mefiZaciﬁn, posee por reacciones subsiguientes grupos -~
amino libremente dispanibles, serd posible la introduc--
cidn de grupes arilamino, con derivados vinilsulPdnicos
qus contienen grupos arilamino o con ésteres de Acido --
suifﬁrico'ds G’-hidrnxiatil-sulfonas, pudiéndose, acto -

seguido, diazotar los grupos arilamino segdn métodos co-

"nocidos y, seguidamente, unirlos con correspondientes -

grupos reactivos de un efectuador; por ejemplo
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Huuy R ‘
*n’}nlé.éué R .
T b [ E no S :
‘ .

ot O l
cn,
Ho-c )
CHy— NH- (CH1p) g-Nii-ClTp=CHZ=50;~

-

7N\
Mﬁ- 1\112

De esta manera, se puede realizar también una "pro-
longacidn® de un espaciador,

Otra manera de unir protefnas a través de los grupos
amino, tiene lugar con ayuda del dialdehido glutdrico.

‘La unién del efectuador con la matriz es sencilla,
desﬁuﬁs de una activacién de los grupos hidroxilo o ami-
no del copolimero de polivinilenglicol mediante halogenu
ros de ciandaeno, ventajosamente con bromuro de ciandge-
no'y una reaccidn subsiguients de los efectuadores hiold
gicamente activos, que contienen grupos amino, a través
de estos grupos activados, .

Una posibilidad adicional para la unién del efectus
dor con una matriz de polivinilenglicol o de copolimero
de polivinilenglicol, consiste en la acilacidn de los gru
pos hidroxilo con bromuro de bromoacetilo, seguida por -

la alcohilacién de los grupos amino del efectuador,
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Se pueden consequir cursos de reaccidn similares,
por ejemplo, por reaccidn de los grupos hidroxile del -
vehfculo con triazinas reactivas, entrando en reaccidn -
una parte de los grupos reactivos de la triazina con el
compuesto de polivinilenglicol y, otra parte, con los -~
grupos amino del efectuador.

Aminas aromdticas diazotables que, por una parte, -
pueden entrar en unidn, a través de otro grupec reactivo,
con los grupos hidroxile del vehfculo, permiten, por o--
tra parte, la copulacién con aminodcidos abtivados, capa
citados para ello, por sjemplo con los radicales de tirg
sina o histidina del efectuador protefnico.

Derivados vinilfsufdnicos que contienen grupos arila
mine y semiésterss de dcido sulfdrico y Q’—hidroxietil—-
sulfona pueden hacerse reaccionar con los grupos hidroxi
lo del vehfculo. Estos hacen posible la  unién del efec--
tuador, de acuerdo con la reaccidn de diazotacidn previa
mente descrita,

Se forman enlaces éter especinlmente estables, en -
la reaccidn de los grupes hidroxilo del copolfmero de po
livinilenglicol con epdxidos no formadores de iones, que
contienen por lo menos dos grupos reactivos, tales como
las epihalohidrinas o los poliepdxidos, por ejemplo, epi
clorhidrina o bisepdxidos,

Otro tipo adicional de modificacidn es la introduc-—-
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1 cién por polimerizacidn de comondmeros en la cadena de
poli(carbonate de vinileno) (tal como, por ejemplo, da
vinilpirrolidona) con subsiguiente. reaccidn parcial de
los anillos carbonato ciclicos del poli(carbonato de vi-

g ni;eno) con una amina, por ejemplo con hexamat@lenodiam;
na, para formar un copolimero de poli(carbonato de vini-
lena) sustitufdo, a través de un enlace uretano con un es
paciador o efectuador. Los restantes grupos carbonato ci

clicos se saponifican luego para formar grupos hidroxilo:

’

..
- .

" CH-CH,—CH— CH— ... -CH-cH,—fR— cH—CH—CH— ... |,
A E VI A S Y I
- lo .ol +m-wm, N . jO- s e
- Lot RS M2 G o N1 70 saponificacién
;i
H.Z\ / c A '; \( = 0
. . 'ﬁ . . “ .
H, —H By~ - NH
2 A 2 ] -O n .. B 2 ) 2 i 0 v.l-}"l 1(2
: : i
poli(carbonato de vinilena)
. .ctI-CHZ~’T‘H — c‘:H —C}I—;—.?um .'.‘“. B - RN -
; © lon joml o 0 .. R .. .
- . ' . - 1 . . . . . ’
d, i, (“ ] Ry ‘ ) '

. .
i . e
d R . : Lo
4 ‘ o N .
.
. .' - » B . .
. .
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Ademds del método aqui indicado como ejemplo, para
el establecimiento del enlace covalente entre la matriz
de yehiculo y el efectuadar protefnico u otros efectuado~
res, existen ademds otros métodos que conducen a la reac-
cién de los grupos hidroxilo o de deteriminados grupos del
copolfmero, con un efectuador y, de este modo, establecen
el enlace covalente entre ambos; asf, la conocida reaccidn
con'bompuestos metdlicos formadores de complejos, por ejem
plo, con compuestos de titanio, Todos estos métodos son -
conocidos para el técnico en la materia,

En el caso de la unién de compuestos bioldgicamente

activos de bajo peso molscular, es frecuentemente ventajo

.80 no attivar al vehiculo, sino al efectuador.

En principio, pueden ser utilizados todos los proce-
dimientos que ses conccen en la qufmica macromolecular en
el caso de la modificacidn de compuestos macromoleculares,
sin?éticoé o naturales, Los copolfmerns de poliuwdnilengli
col ee caracterizan, ademds de por su estabilidad quimica

y térmica, por unas ventajosas propiedades de téecnicas de

. transformacidn y conducen con sllo a una superioridad fren

te a las matrices de veh{culo, hasta ahora consideradas cp
mo éptimas, a base de hidratos de carbono naturales. Se -
ﬁueden prepsrar, por ejemplo, en forma de fibras, hilos,
léminas o partfculas esféricas, de modo que, segin la fi-

nalidad de aplicacidn del efectuador a unir con ellos, -
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se puede elagir la forma mds adecuada. Preferentemente,
estos copolimsros se emplean en forma de polvos de tama-
fio fino de partfculas, con una elevada superficie especi
fica. )

Debido al tamafio, Tegulable mediante téenicas de pro
duceidn, de la superficie accesible para el enlace de los
efectuadores o del espaciador, se manifissta una ventaja
adicional de los copolfmeros de polivinilenglicol frente
a los materiales de vehiculo conocidos,

- Los compuestos bioldgicamente activos, de acuerdo -
con la invencién, son indicados para la mayor parte de =~
los procedimientos de utilizacidn que se han dado a cong
cer para otros efectuadares unidas com vehiculos insolu-
bles eH agua, hidréfilos, Segln esto, se pueden hacer in
solubles en agua las enzimas. Las enzimas insolubles se
utilizan cada vez m#s para la determinacidn de substra--
tos en aparatos automdticos de anflisis y como los llama
dos electrodos enzimfticos. Debido a la mayor estabili--
dad, una seris de enzimas unidas a vehfculos estdn indi-
cadas para la realizacidn de reacciones enzimiticas téc-
nicas,

Las sustancins bioldgicamente activas, unidas con -
vehfculos, han encontrado, debido a su propiedad de adsor
bentes especificos, una amplia utilizacidn en la cromatg

graf{a por afinidad, Con ayuda de inhibidores enzimfti--
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cos, naturales o sintéticos, unidos con vehicules, se
consigue la alta purificacidn de enzimas, mientras que
las enzimas se han encontrado sobresalientemente indiqé
das como efectuadores, especialmentec para la ohtencidn
de inhibidores enzimdticos naturales a partir de sxtrac
tos brutos. Antigenos insolubles en agua, unidos con ve
hiculos, se emplean para el aislamiento de los anticuer
pos correspondientes, los cuales, de esta manera, se ob
tienen exentos de otros componentes de sugro y exentos'
de otras antf{aenos, Mediante cromatografia por afinidad,
se pueden aislar también anticuerpos no precipitables,

talss como los que, debido a su escasa concentracidn en

‘el suero, no son precipitables, y pueden también deter-

minarse cuantitativamente.

Ejemplos

Preparacifn de los copolfimsros de carbonata de vinilena,

£l carbonata de vinileno empleado para la prepara-
cidn de los copolimeros (CP), se puso en ebullicidn a -
reflujo, antes del esmpleo, durante una hora,sabre borohi
druro de sodio (100 partes en peso de carbonato de vini
leno por 2 partes en peso da NaBH,) a una presidn de 33
mm, despuds se destild a 7592C/33 mm por una columna de
50 em de longitud,con envolventse de plata, rellena de -
anillos de vidric Raschig, y se empled de la manera mds

inmediata posible para la copolimerizacidén. Asimismo, -
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los comondmarns empleados se purificaron previamente de
modo adicional por destilacidn.
1) Copolfmero de vinilenglicol/alcohol vinflico a partir

de copolimero saponificade de carbonato de vinileno/

'acetato de vinilo,

a) En 9 partes en peso de carbonato de vinileno y 1
parte en peso de acetato de vinilo se disuslven 0,05 par
tes en peso de azobisisobutironitrilo, bajo nitrdgenc. -
La mezcla de monSmeros se carga, bajo nitrégeno,_en un -
tubo bumba de aluminio aplanade (4 mm de espesor, 60 mm
de anchura, 150 mm de longitud) con cierre de rosca, (va
lumen de llenado total, aproximadamente 35 ml), se cierra
ba jo nltréqeno y se cuelga dentro de un bafio de agua ca-
llente a 509C, durante 48 horas. Se obtlanen placas de =
material sintético, duras y quebradizas, que se trituran
previamente en un molino de impacto. Seguidamente, el -=
granulado se calienta a 1209C, a una presidn de 1-2 mm,
durante § horas, para separar el resto de mondmero que =
no se ha polimerizado,

El granulado desprovisto de mondmern se continda mo
liendo en un molino hasta un tamafio de granos inferior a
0,1 mm, se incorpora en 500 partes en peso de lejfa de -
sosa 0,5 N, se mezcla durante una hora a 202C con un agi

tador de movimiento rdpido, siendo saponificados los gru

pos carbonato y acetila, E1 copolfmero de vinilenglicol/
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alcohol vin{lico, insoluble en agua, se filtra con suc-
cidn, se lava bien con agua hasta quedar libre de sales
inorgdnicas y se liofiliza (seca por congelacidn). Rendi
miento: 4,7 partes en peso de copolimero de vinilenglicaol/
alcohel vin{lico, con una superficie especifica medida -
seqin el método BET, de. 34 m> g'l° ,

b) Como se ha descrito en el apartado 1l.) a), a ex-
cepcién de que por cada 7 partes en peso de carbonato de
vinileno se emplsan 3 partes en peso de acetato de vinilo.

Randimiento: 4,1 partes en peso de copolimero de vi
nilenglicol/aleohol vinflico, con una superficie sspeci-
fioa del polvo de polfmero secado per congelacidn, de -
62,5 ng'l. ‘ '

c) Ensayo de comparacién como se describe en 1.) a),
a excepcidn de que se emplean 10 partes en peso de carbg
nato de vinileno y nada de comondmera, .

Rendimienta: 4,7 partes en peso de homopolimero de
vifilenglicol, con una superficie BSpacffica del polva -
de polfmeroc sscado por congelacidn de 20,5 mz.g-l.

2.) Copolfmero de vinilenoglical/vinilglicidil-&ter

Una mezcla de 7 partes en peso de carbonato de vi-
nileno, 3 partes en peso de vinilglicidil-éter y 0,1 par
tes en peso de azobisisobutironitrileo, se calienta, como
se ha descrito en 1.) a), en tubos bomba de aluminio pla

nos, a 508C, bajo nitrdgeno, durante 3 dias. Como se des-
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cribe en 1l.,) a), las placas de material sintético obte-
nidas se desmenuzan, se elimina de ellas el mon6mepo, se
muelen hasta un tamafio de granos inferior a 0,1 mm, S$e -
suspenden en 500 partes en pesc de NaOH 0,5 n, enfriada
con hielo, con un agitador de movimiento rdpido, duran-
te 30 minutos, seguidamente se epara de inmediato por --
centrifugacidn el polimero sanonificada, se pone en sus-
pensidn en hielo/agua, se neutraliza hasta pH 7 con H2804
2 n, enfriande con hielo, se filtra con succidn, se lava
con hielo/agua y se seca por congelacidn,

Rendimiento: 3,9 partes en peso de copolimero de vi
nilenglicol/vinilglicidil-éter, que contiens 1,3 miliequi
valentes de grupos oxirano/gramo (determinnde segdn; -~
"praktikum der makromolekularen organischen Chemis", pd-
gina 221, de Braun, D., Cherdron, H,, Kerny W., Hlithig

Verlag, Heidelberg 1966).
3.) Material de_vehfculo copolfmore sustitufdo con_amino.

3,9 partes en peso de capolfmeroc de vinilenglicol/
vinilglicidil-éter (procedente del Ejemplo 2)) se suspen
den con un agitador Ultra-Turrax en 100 partes en pesa -
de agua y se mezclan con 10 ml de amonfaco al 30%. Con -
un agitador magnético pequofio se continda agitando, segui
damente, durante otras l0 horas, a 502C, finalmente se -

filtra con succidn y se lava bien con agua y se scca por

congelacidn.,
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1l Rendimiento: 3,5 partes en peso de material de vehi

-

culo copolimero, gque contiene 0,9 miliequivalentes dg -

grupas amino por gramo, en forma de grupos 3~amino=2-hi-

droxi-propile (formados a partir de la reaccidn de amg--
5 nface con grupos glicidila).

4,) Copolimern de vinilennlicol/4cido acrflico

9 partes en peso de carbonato de vinileno, 1 parte

en peso de éster et{lico de dcido acr{lico y 0,05 partes

Tt en peso de : azobisisobutironitrilo se polimsrizan bajo -
j‘“u 10 nitréqeho como en @l Ejomplo l.)a), se desmenuzan, Sg ~-
R elimina de ellas el mondmero y se muelen hasta un tamaiio

de granas inferior a 0,1 mm, se Piltran con succidr, se

Cwn

~ lavan y se secan por conpelacidn.
‘Rendimiento: 5,0 partes en peso de polvo de polimerc
e 1s hidrdfilo, que contienen 1,1 miliequivalentes de grupos

- v

Al carboxilo- por gramo ds vehfgulo, con una superficie espg

cifica, segin sl método BET, de 27,2 mz.g”l.

5.) Poli-vinilenqlicol sustitufdo con qrupos W-aminohexilo

5 partes en peso de.copolimero de vinilenglicol/dci

20 do acrilico, (procedente del Ejemplo 4), se susponden, -
con el Ultra Turrax, en 100 ml de agua, se enfrfan hasta

52C, se mezclan con 2,5 g de para-toluenosulfonato de N~
~ciclohexil-(N‘~-(N-metilmorfolino)~etil)~-carbodiimida, se
agitan durante 30 minutos a pH S y 5eC, se separan por -

25 filtracién y se lavan rdpidamente con hielo/agua. E1 vehf
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culo activado se suspende sequida e inmediatamente, en
una golucién de 5 g de hexametilenodiamina en 100 @l'de
aqua, puesta a pH 7,5 con HCl 2 n y enfriada a 59C, y se
agita durante 24 horas mis en estas condiciones con un -
agitador mngnético, se filtra con succidn, se lava bien

con agua y se scca por congelacidn,

col sustitufdo con grupos We-aminohexilo, con 0,7 milie
guivalnnte de grupos amino por gromo de vehfculo,

6;) Reaccidn de copolfmero de vinilenglicol/alcohol vini
lico procedesnte del Ejemplo 1.)a), con una superficie es

pacifica seqin el método BET, de 34 mz.q-l.

a) con epiclorhidrina

fSD g de un copolfmero de vinilenglicol/alcohol Qiqi
lico, preparado segin el Ejemplo l.)a), se suspanden en
1l litro de NalH 2 n, ses mezclan con 250 ml de epiclorhi-
drina y se agitan durante 2 horas a 55-602C. El valor del
pH de la suspensién desciende, al czbo de un corto tiempo,
hasta 10-~11. Mediante la adicidn de NaOH se mantiene du-
rante 1 hora mfs este valor de pH., Al cabo de 2 horas de
tiempo de reaccién se filtra con succidn el material sé-
lido, se lava con agua, con acetona y, finalmente, nueva
mente con agua,

b) con hexametilenodiamina

50 g de hexametilenodinmina se disuelven'en 1,5 1i~-
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tros de agua y se mezclan con HC1l hasta pH 10. A la solu

cién se afiade el copolfmero de vinilenglicol/alcohol ‘vin{
lico, activado segln 6.)a), y se agita durante 6 horas a

50-559C. Despufs, se filtra el producto con succidn y se

lava con agua hasta liberarlo de hexametilenodiamina.

c) con éster de 4cido sulfdrico de l-aminobenceno-
=4 @ ~hidroxietilsulfona.

El producto obtenido en el Ejemplo 6.)b) se agita -
durants una hora, con 50 g de éster sulfirico de l~aming
banceno~4-.c>—hidroxietilsulfcna, a 552C y a pH 10, Se-=
guidamente, se senara el material s§lido por filtracidn,
se8 lava econ agua, con acetona y, nuevamente, con agqua.

d.) Diazatacidn

'lD g del producto obtenido en &1 Ejemple 6.)c) se -
lavan sobre un embudo Buchner, con 200 @l de HCl 0,1 n vy,
despubs, ss suspenden en 300 ml de HCl 0,5 N. La suspen-
siéh se mezcla, con agitacidn, con una solucidn de NaNo,
0,1 n, & 0-49, hasta que se pueda comprebar en la diazo-
tacidn, con papel ds almidén KJ, un pequefio exceso de ni
trito, Al cabo de 10 minutos, se separa por filtracidn -
mediante un embudo Buchner y el residuo se lava con hieloa/
agua y, seguidamente, con tampdn de fosfato sddico 0,15
My de pH 7,5, a la temperatura de 0O a 4°C.

g) Unidn covalente con protefna.

0,8 g de albdmina se disuelven en 350 ml de tampdn
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de fosfato de pH 7,5, se enfrfan a 42C y se les afiade el
producte preparado en 6.)d). La suspensidn se agita duran
te 20 horas a 49C, después de ello se separa por filtra-
cidn, y el material sélido se lava con NaCl 1 M y con sg
lucidn de sal comdn tamponada con fosfato (PBS), (solu--
cién acuosa de NaCl al 0,9%, con un contenido de tampdn
de Na HPD,-KH,PO, 1/15 mol, de pH 7,2).

El producto filtrado y las soluciones de lavado se
investinan sobre albdmina segin el método de la inmunodi
fusidn radial. 60 mg de albdmina se unen con 1 g del veh{
culo asf preparado,

7.) Reaccidn de copolimero de vinilenglical/alecohol vini
lico procedente del Ejemplo 1,)b), con una superficie es

pecifica, seqdn_ el método BET, dg_ggignngg:i%n*“wu_w.__

) - Segn reaccianes anflogas a las descritas en 6,)a) hasta
@), se pueden unir cuantitativamente 80 mg de albdmina -~
con 1 g de vehiculo activadn,

8.) Reaccién de homopolimaro de vinilenglicol procedente -
del Ejemplo l.)c), con una superficie especifica, segin -

el métOdO BET, de 2035 mzog-lc _— .

Segln reacciones andlogas a las daescritas en 6.)a) hag
ta e), se pueden unir cuantitativamente 45 mg de albimina -

con 1 g de vehfculo activado.
9,) Copolfmero de vinilenglicol/vinilpirrolidona sustitui-

do con qgrupos &) -aminchexile, R
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1 En 9 psrtes en peso de carbonato de vinilecno y 1 par
te en peso de vinilpirrolidona, se disuelven, bajo nitrg-
geno, 0,05 partes en peso de azobisisobutironitrilo, y se
polimerizan y transforman de manera andloga a la del Ejem

5 plo 1.) a).

Despuds de eliminar el mondmero, sl granulado se di-
suelve hasta formar una solucidn al 127 en peso en dime--
1uf? tilformamida, y esta solucidn se inyecta, con una presidn

de 15 atmSsferas manométricas, sn un ba®o de precipita--

--»iD cidn de metancl. So obtimne un precipitado de fibras fi--

R nas de topolfmero de carbonato de vinilideno/vinilpirrolji
o L)

AR dona, el cual se filtro con succidn, se lava posteriocrmen

" te con metanol y se vuslve a suspender en 200 partes en -
peso'da matanol. So affadan 6 partes en peso de hexametile
nodiamina, disueltas en 50 partes en peso de metanol, se -
agita la suspmnsidn durante 2 dias a la temperatura am--
bisnte, se filtra con succidn y se lava con metanol. El -
residuo de filtracidn, lavado, se suspende luego en una -
solucién de 10 partes en peso de metilato sddico en 300 -

20 ~ partes en peso de metanol al 967, durante 4 dfas a la tem

paratura ambiente, se lava con metanol y, desmnues, de ma-

nera muy intensa, con agua, y se seca poTr congelacidn.
Rendimianto: 5,0 partes en peso de copolimero de vi-

nilenglicol/vinilpirrolidona, sustitufdo con grupos W-ami

258
nohexilo, a través de enlaces uretano, que cnntiene 1,6 -
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milieﬁuiualnntes de grupos NHz/g de vehirulo,
10,) Unidn de I9G con un copolimero suatitufdo con gru--
pos ) -aminohexilo proredente del Ejemplo 9.), con ayul

da de anhfdrido de 4cido succinico y carbodiimida solu--

ble en aqua.

5 partes en peso del vehiculo sustitufdp con grupos
() ~aminohexilo preparado segin 91 £jemplo 9, se someten
a succinoilacidn durante 4 horas, a 109C y pH 6, con 2,5
partes en peso de anhidrido de Acida succinico, que estén
suspendidas en 200 partes en peso de aguae. El valor de pH
se regula con NaOH 2n. Despuds de lavar el material séli
do con agua, el producto se agita con 1,25 partes en peso
de para-tolueno-sulfonato de N~ciclnhe¥il-(N'—metilmorﬁg
ling);etil}carbadiimida a pH 5§ y a 59C, durante 30 minu-
tos, se senara por filtracidn y se lava rédpidamente can
hielo/agua,

0,5 partes en peso de IglG se disuelven en 150 partes
en peso de tampdn de fosfato de pH 7,5, y se agitan con
el vshfculg activado, durante 24 horas a 48C, Desnufs de
filtracidn, el producto se lava con sal comdn 1 M y con

PBS.
Con 1 g del veh{iculo se unen covalentemente 75 mg de

I1gG.
11,) Copolimero de vinilenglicol/dietilenglicol-divinil-

fter, _—
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En 9 partes en peso de carbonato de vinileno y 1 -~
parte en peso de dietilenglicol-divinil-éter, se disuel-
ven 0,1 partes en peso de azobisisobutironitrile, bajo =
nitrégeno, y, como se ha descrito en 1l.)a), se calientan
en tubos-~bomba de aluminio aplanados, bajo nitrdgeno, dy
rante 3 dfas, a 509C, y se polimerizan, Desnués de transg
formacidn y saponificacidn como se describe en l,)a), se
obtienen 3,5 partes en peso de copolimero de vinilengli-
col/dietilenglicol-divinil-dter.

12,) Copolfmero de vinilenglicol/N-acriloilaminoacetaldg
hidodimetilacetal,

a) En 9 partes en peso de carbonato de vinileno y 1

Y

parte. en peso de Nfacriloilamincaceéaldehidodimetilace—
tal, se disuelvon 0,05 partes en peso de azobisisobutirg
nitrile, bajo nitrégeno. La mezcla de mondmeros se poli-
meriza tomo se describe en l.)a), se trapsforma y se sa-
ponifica para formar 4,1 partes en peso de copolimera de
Neacriloilaminoacetaldahidodimetilacetal/vinilenglicol,

10 partes en peso de copolfmern de N-acrileilaminoa
cetaldehidodimetilacetal/vini}enqlicol se agitaron en --
100 partes en peso de HCl 1 n, durante 4 a 5 horas. E1 -
vehfcula activado se lavd con agua y con tampdén de fosfa
to de pH 7,5,

b) 0,5 g do alblmina se disolvieron en 200'ml de PBS

y se agitaron, a 48C, durante 14 horas, con el producto
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preparado en a). Después de filtracién, la protefna uni-
da con el vehfculo se lavé con sal comdn 1 M y con PBS.

1 g del vehfculo asi preparado se une con 40

mg de albdmina.

. - REIVINDICACIONES -

' Los puntos de invencidn propia y nueva, que
se présentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa
tente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l12,~ Procedimiento para la preparacidn de una
combinacidn formada por un copolimero de vinilenglicol vy
una sustancia bioldgicamente activa, unida con dste qufmi
camente, caracterizado porque (A) se hace reaccionar un
copolimero del carbonato de vinileno con una sustancia
bioldgicamente activa y, después de ello se transforman
los grupos carbonato cf{clico, todavia prassentes, en Qru-
pos hidroxi, o (B) se transforman los grupos carbonato cf
clico de un copolimero del carbonato de vinileno, en gru-

pos hidroxi, y (a) se hacen reaccionar grupos electréfilog



i- presentes eﬁ gl copolimefo, o introducidos en éste, con
una sustancia bioldgicamente activa, o (b) estos grupos
hidroxi se hacen reaccionarv(l) bien sea primeramente con
un compussto que contiene grupos electréfilos y, después,

5 con una sustancia bioldgicaments activa, (2) bien sea di-
rectamente con una sustancia bioldgicamente activa porta-
dora de grupos electrdfilos.

28,- Procedimiento segdn la reivindicaciﬁn
la, caracte&izado porque el copolimero contisne por lo

10 menos 55% de unidades mondmeras de vinilenglicol y, como
maximo, 45% de unidades mondmeras de por lo menos un com=-

puesto de las fdrmulas generales:

1

R
15 H CzC/// H C=C/// ’ H,C=C
AN

2
' COUR3 U-CD—CH3 . Cl

s e Ve

B N R SN
20 @ @—-—CH::CHZ (OCH,-CH,) -

U . U-EH:CHZ

25

C - 30 -
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CH2 ’ H2C=[; :

0C ———— CH? : 0

O=~CH~CH CH=CH
\ / 2 12
. 0 0 0
\/
c
0

14

en laélque Rl significa hidrdgeno, metilo, etilo, R, sig
nifica metilo, etilo, propilo, y n significa un ndmero

entero entre 1 y 4.

32,- Procedimiento segln la reivindicacién
12, caracterizado porque la sustancia bioldgicamente acti
va s una enzima, un activador; un_iﬁhibidof,:un antigeno
o un anticuerpo, una proteina de plasma, una sustancia
de grupos'sangufneos, una fitohemoaglutinina, un antibid-
tico, una vitamina o una hormona, un péptido o un aminodci
do, -un efectuador preparado natural o sintéticamente,

4a,- Procedimiento para la preparacidn de

una combinacidn formada por un copolfmerc de vinilengli=-

col y una sustancia bioldgicamente activa.

- 3] -



Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines gue se han especificado,
Esta Memoria consta de treinta y dos hojas

gscritas a miquina por una sola cara.

5
Madrid,

P.A.
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