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Verfahren zur Herstellung perl- bzw. kugelférmiger magnetischer Partikel auf
Acrylsdurebasis zur Aufreinigung biologischer Substanzen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung perl- bzw.
kugelférmiger magnetischer Partikel auf Acrylsdurebasis zum Zweck der

Aufreinigung biologischer Substanzen.

Im Bereich der Biowissenschaften werden in zunehmendem MaRe magnetische
Polymerpartikel fiir die Analyse, Diagnostik oder Aufreinigung von Zellen und
‘Biomolekillen wie Antikdrpern oder anderen Proteinen, Nukleinséuren und

anderen Biopolymeren eingesetzt.

Bei diesen sogenannten Magnetbeads handelt es sich um ein aus einer
Polymerhtille bestehendes, vorzugsweise periférmiges Partikel mit einer
Teilchengrofe von 1 bis 100 pym, in das ein magnetisches Kolloid oder eine mikro-
bzw. nanopartikulare magnetische Substanz (z.B. Magnetit) eingekapselt ist und
so dem Polymerteilchen magnetische Eigenschaften verleiht. Zur Auftrennung von
Biomolekiilen oder Zellen kdnnen bestimmte Liganden (,Fangermolekiile®) an die
Polymerhiille chemisch gekoppelt werden, die die Biomolekiile oder Zellen selektiv
zu binden vermdgen. Durch magnetische Separation, im einfachsten Fall durch
Anlegen eines Handmagneten an das Reaktionsgefaf3, kénnen die betreffenden

Zielsubstanzen aus dem Substanzgemisch abgetrennt und analysiert werden.

Die Verwendung magnetischer Polymerpartikel bietet gegentiber den klassischen

chromatographischen Trennverfahren zwei entscheidende Vorteile:

a) Man arbeitet in einer Suspension, wodurch eine Reaktionskinetik &hnlich der
einer homogenen L&sung gegeben ist,

b) der Trennvorgang gegeniiber den herkdmmlichen Verfahren wird um den
Faktor 10 bis 100 verkirzt. Ferner kann bei der Nukleins&ure-Auftrennung der

zeitaufwendige Zentrifugationsschritt ganzlich umgangen werden.
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In der PCT Anmeldung WO 99/62079 werden magnetische Nanopartikel mit einer
Teilchengrofie <0,3 ym beschrieben, die durch Beschichten eines magnetischen
Oxids mit einem chelatierenden Stabilisator wie Gelatine, Polyethylenimin,
Polyaminen, Dextran, Chitosan, Polylysin, Polyvinylpyrrolidon oder Proteinen
gewonnen werden. Ein Einsatz dieser Teilchen in der Nukleinsaure-Aufreinigung
ist nicht moglich.

Magnetische Eisen-Dextran Mikropartikel sind in der U.S. Patentschrift 4,452,773
beschrieben. Durch Mischen einer Fe(ll)- und Fe(lll)-Salzlésung in Gegenwart
einer definierten Menge Dextran und anschlieBende Zugabe von Alkali werden 30-
40 nm groRe, kolloidale Eisenoxid- Teilchen gewonnen, an die Dexiran adsorbiert
ist. Ein ahnliches Verfahren liegt der PCT Anmeldung WO 90/07380 zugrunde. Es
werden Fe(ll)- und Fe(lll)-Salzidsungen unter Zugabe von Dextran bei 40°C
behandelt und anschlieRend mit NaOH titriert, aufgrund dessen
superparamagnetische Partikel mit einer GroRe von 40-100 nm erhalten werden.
Der Nachteil beider Verfahren im Hinblick auf rasche und einfache Abtrennung
besteht darin, daR aufgrund der Feinheit der Partikel eine Separation nur mittels
eines hochgradienten Magnetfeldes (,High Gradient Magnetic Field“) moglich ist.
Ein hochgradientes Magnetfeld wird durch eine mit Stahlwolle dicht-gepackie
Saule erzeugt, die sich zwischen den Polschuhen zweier starker Elektro- bzw.
Handmagnete befindet. Die Trennung der Teilchen erfolgt durch Hindurchleiten
der Suspension durch die gefiillte Trennsaule. Eine Abtrennung solcher Kolloide
ist mittels herkdmmlicher Handmagnete nicht moglich. Grundsétzliche
experimentelle Unterschiede zu der herkémmlichen Chromatographietechnik
bestehen somit kaum. Erschwerend fiir den Nachweis dieser Magnetpartikel ist
ferner der Umstand, daR die Teilchen unter dem Lichtmikroskop nicht mehr

sichtbar sind.

Die U.S. Patentschrift 4,647,447 beschreibt die Herstellung ferromagnetischer
Partikel fir die NMR-Diagnostik. Hierbei wird entweder von Fe(ll)/Fe(lll)-
Salzldsungen oder direkt von mikropartikularen Ferriten ausgegangen, die in
Gegenwart eines Komplexbildners wie z.B. Serum Albumin, Polysacchariden,

Dextran oder Dextrin zu Magnetsuspensionen umgesetzt werden.
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Aus der U.S. Patentschrift 4,070,246 ist ein mit p-Aminobenzoeséure und einem
Aldehyd unter Zugabe eines ferromagnetischen Pulvers umgesetztes Produkt
bekannt, mit dem jedoch eine Nukleinsaure-Aufreinigung nicht méglich ist. Die
Herstellung definierter perlformiger Partikel, wie sie fur diagnostische Tests
erforderlich sind, ist mit diesem Verfahren ebenfalls nicht durchfihrbar. Ahnliches
gilt auch fiir die in den U.S. Patentschriften 4,106,448, 4,136,683 und 4,735,796
beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Dextran eingekapselten

magnetischen Partikeln fur die Diagnostik und die Tumortherapie.

Serum Albumin-, Polypeptid- oder Polysaccharid-beschichtete super-
paramagnetische Eisenoxid-Partikel, die als Kontrastmittel in der NMR-Diagnostik
eingesetzt werden kénnen, sind in dem U.S. Patent 4,827,945 beschrieben.

Die Herstellungen von Eisenoxiden durch Ausféllen von Eisensalzen in Gegenwart
von Dextranen oder Polyglutaraldehyden gehen aus den U.S. Patenten 2,870,740
und 4,267,234 hervor.

Allen vorgenannten Verfahren und Produkten ist gemeinsam, dal} die
ferromagnetischen oder superparamagnetischen Partikel erst durch Ausfallen
einer Fe-Salzldsung, die ein bestimmtes molares Verhaltnis von Fe(ll) und Fe(lll)-
Salzen voraussetzt, in  Gegenwart eines Komplexbildners  bzw.

Beschichtungsagens hergestelit werden.

Die Synthese magnetischer Albumin- oder Protein-beschichteter Mikropartikel fur
die Virus- und Zell-Separation sowie fiir diagnostische Tests ist Gegenstand der
U.S. Patente 4,345588; 4,169,804; 4,115,534; 4,230,685; 4,247,406 und
4,357,259.

Definierte perl- bzw. kugelfdrmige Partikel, lassen sich mit den vorgenannten
Verfahren nicht herstellen. Die Abtrennung der magnetischen Frakiionen ist
darlber hinaus mittels einfacher Handmagnete, wie sie fur schnelle

Separationsprozesse erforderlich ist, nicht méglich.
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Periférmige Magnetpartikel sind aus den U.S. Patenten 4,861,705 bekannt. Es
werden  Agarose-Polyaldehyd-Komposit-Partikel ~ durch ~ Suspension der
Polymerphase in einer Ol-Phase gewonnen. Die Polymerpartikel weisen eine
TeilchengréfRe von 40-1000 pm auf.

Kugelformige Partikel aus Polyacrylaten oder Polystyrol werden in dem U.S.
Patent 4,654,267 beschrieben, die mittels Suspensionspolymerisation hergestellt
werden. AnschlieRend werden die Teilchen in einer organischen Phase unter
definierten Bedingungen gequollen. Es folgt eine Inkubation der Polymerpartikel in
einer Eisen-Salzlésung, die, nachdem sie in die Teilchen diffundiert ist, mittels
Ammoniak zu superparamagnetischen Eisenoxiden oxidiert werden. Das
Verfahren liefert perlférmige Partikel mit KorngroBen zwischen 0.5 und 20 ym. Das
Verfahren ist technisch sehr aufwendig. Neben der Verwendung hochtoxischer
Substanzen betragt der Zeitaufwand fiir die Praparation der Grundmatrix 10-30
Stunden. Ferner bedarf es zusatzlicher Nitro-, Nitroso- oder Amino-Gruppen, die
durch einen zusétzlichen Praparationsschritt in die Polymermatrix eingefiihrt wird,
um eine ausreichende Adsorption der Fe-Salze zu gewahrleisten. Der
entscheidende Nachteil der dort beschriebenen Partikel liegt in dem
Grundpolymeren Polystyrol begriindet. Polystyrol stellt ein &uRerst hydrophobes
Material dar, das im Kontakt mit Proteinlésungen oder anderen Biomolekilen stark
zur unspezifischen Adsorption neigt, ein Phanomen, das besonders bei
Separationsprozessen nachteilig ist. Ein Einsatz der dort beschriebenen Partikel in

der Nukleinsdure—Aufreinigung ist nicht méglich.

In der PCT Anmeldung W092/22201 (identisch mit DEOS 38 36 475 A1) werden
Polystyrol Partikel beschrieben, die in einem Zweischrittverfahren auf ein
Magnetkolloid aufpolymerisiert werden. Perlformige Partikel mit eindeutigen
Kolloideinschliissen sind nicht méglich. Das Verfahren stellt einen zeit- (> 20 Std.)
und arbeitsaufwendigen Prozess dar. Die Verwendung als DNA-Adsorber ist nicht
mdglich.

Gegenstand des franzosischen Patentes No. 79 21 343/2463 807 sind Polystyrol-
Beads, an die u.a. anti-DNA Antikérper oder Enzyme gekoppelt werden. Es wird



WO 2004/013188 PCT/EP2003/008032

eine Olin-Wasser-Dispersionspolymerisation verwendet, die bei 90°C Uber
mehrere Stunden hinweg stattfindet und zu relativ groBen Partikeln fihrt: >0,2

mm. Eine DNA Abtrennung ist mit diesen Tragern nicht méglich.

In dem U.S. Patent 4,157, 323 werden Acrylat-Beads fur die Zellseparation und —
markierung beschrieben. Aufgrund der Feinheit der Magnetpartikel (30-200 nm)
kdnnen diese Partikel nicht in routineméRigen (automatisierten) Separationen
eingesetzt werden. Das Verfahren erfordert aufwendige Synthesebedingungen:
100 °C Synthesetemperatur, Argon-Atmosphare, Gamma-Bestrahlung. Eine DNA-
Separationen ist nicht mdglich.

Die PCT Anmeldung WO 90/15666 beinhaltet die Herstellung magnetischer
Partikel, die durch Zucker- oder Vinylpolymere stabilisiert (eingekapselt) werden.
Das Verfahren erfordert aufwendige Vernetzungsschritte mit z.B. Epichlorhydrin

(extrem giftig) oder Dibrompropanol.

Polystyrol Komposit-Partikel (keine periférmigen Teilchen) sind Gegenstand des
U.S. Patentes 5,834,121. Eine eindeutige Einkapselung des Magnetkolloids ist bei
diesem Verfahren nicht moglich. Das Kolloid liegt vielmehr auf der Oberflache der
Partikel auf. Dadurch scheiden Anwendungen in der PCR sowie in der
Nukleinsaure Separation von vornherein aus. Das Verfahren findet unter
Stickstoff-Atmosphére bei 65-90°C Uber einen Zeitraum von 24 Std. statt.

Hua und Quian, J. Mater. Sci, Vol 36, 2001, 731 beschreiben Na-Polyacrylat
Hydrogele, die mit Hilfe der ,reversed-phase” Suspensions-Polymerisation unter
Anwendung von Gammastrahlen hergestellt werden. Zur Herstellung dieser

Teilchen ist eine Gamma-Strahlen-Quelle vonnéten.

Die Praparation periférmiger Polyacrylat-Partikel  (Hydroxyethyl-methacrylat,
Methacrylsaure) unter Zuhilfenahme speziell synthetisierter
Polymethylmethacrlyate und Polystyrole als Stabilisatoren werden von Takahashi
et al. (J. Polymer Sci., Vol. 34, 1996, pp 175) beschrieben. Die Polymerisation
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findet in Toluol bei 70-75°C uber einen Zeitraum von 8 Stunden hinweg unter
Stickstoff-Atmosphaére statt.

Eine weiteres Verfahren zur Herstellung von Polyhydroxymethyimethacrylat-
Mikropartikeln, die fiir die Metall-Chelat-Affinitats-Chromatographie einsetzbar
sind, wird von Denizli et al. (Colloids and Surfaces, Vol. 174, 2000, pp 307)
beschrieben. Die Synthese findet Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 65°C
statt.

Ein  Fallungspolymerisat aus Acrylamid, Methylenbis-Acrylamid und
Methacrylsaure, das als Kernpartikel fur die weitere Polymerisation mit Styrol
benutzt wird, ist von Kawaguchi et al. (Polym. Int. Vol. 30, 1993, pp 225)
beschrieben worden.

Hirayama et al. (J. Chromatogr. A, Vol. 676, 1994, pp 267) beschreiben die
Synthese  periformiger ~ Mikropartikel ~auf der  Basis  von N,N-
dimethylaminopropylacrylamid fur die Endotoxin Adsorption. Die Synthesen finden
bei 80°C Uber einen Zeitraum von 12 Stunden statt. Die Teilchen weisen einen

Durchmesser von >50 pm auf.

Alle vorgenannten Verfahren auf Polyacrylat oder Polystyrol-Basis stellen sehr
zeitaufwendige Praparationstechniken dar, die bis zu 24 Stunden dauern. Die
Herstellung magnetischer Partikel, die fur die Nukleins&ure-Aufreinigung geeignet
waren, sind mit den Verfahren sowie den Produkten aus dem Stand der Technik

nicht realisierbar.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, magnetische, perl- bzw.
kugelférmige Mikropartikel bereitzustellen, die fiir die Abtrennung biologischer
Substanzen, insbesondere fiir die Abtrennung von Biopolymeren geeignet sind
und die die Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren und
Produkte, beispielsweise in Bezug auf Herstellungsaufwand, Partikelgeometrie,
magnetisches Separationsverhalten, KorngroRe, Funktionalitat und

Trenneigenschaften vermeiden.
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Diese Aufgabe wird erfindungsgeméaf geldst durch ein Verfahren zur Herstellung
perl- bzw. kugelformiger magnetischer Partikel auf Acrylséurebasis zur
Aufreinigung biologischer Substanzen, das dadurch gekennzeichnet ist, dafy man
eine Mischung umfassend
a) mindestens ein polares, vorzugsweise ionisches, besonders bevorzugt
kationisches Acrylat-Monomer,
b) mindestens einen Veretzer mit mindestens zwei nicht konjugierten,
ethylenisch ungesattigten Doppelbindungen,
c) gegebenenfalls mindestens ein  zusétzliches, copolymerisierbares
wasserunlosliches monoethylenisch ungesattigtes Monomer,
d) mindestens einen Polymerisationsinitiator,
e) mindestens eine magnetische Komponente sowie
f) gegebenenfalls weitere Bestandteile
in einer mit Wasser nicht mischbaren organischen Phase suspendiert und zu

periférmigen Polymerpartikeln radikalisch vernetzt.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind unter ,biologischen Substanzen®
insbesondere eukaryotische oder prokaryotische Zellen, Viren, Biopolymere
(Nukleinsauren wie DNA, RNA, PNA und Antikérper sowie andere Proteine und

Proteinfragmente), sonstige Biomolekiile (z. B. Zucker) und auch chemisch

modifizierte oder natirlich vorkommenden  biologischen  Substanzen

nachempfundene Verbindungen zu verstehen, beispielsweise durch Anlagerung
von Polyethylenglykol modifizierte Proteine, oder Nukleins&uren, die vollstandig

(alle Nukleotide) oder teilweise (nur einige Nukleotide) modifiziert sind

(Nukleinsaurederivate), beispielsweise durch:

e Veranderung der Internucleosidbriicken: Austausch von Phosphodiestern
gegen Methylphosphonate, Phosphoramidate, ~Phosphorothioate — oder
Hydroxylamine;

e Veranderung der Zuckerkomponenten: Austausch der Ribose gegen diverse
Hexo- bzw. Pentopyranosen oder 3'-5'-carbocyclisch verbriickte Derivate der
2'-Deoxyribose (Steffens R & Leumann CJ (1997) Tricyclo-DNA: A
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phosphodiester-backbone based DNA analog exhibiting strong comlementary
base-pairing properties. J. Am. Chem. Soc. 119, 11548-11549);

e Austausch des Strangriickgrats: Austausch der Polyesterketten auf Basis von
Zucker-Phosphat-Einheiten gegen Carboxamidketten auf Basis von
Aminoséurederivaten wie N-(2-Aminoethyl)-glycin-Einheiten.

ErfindungsgemaR einsetzbare Monomere a) sind beispielsweise Acrylséure,
Methacrylsaure, Acrylamid, Methacrylamid, Dimethylaminoethylacrylat,
Diethylamino-ethylacrylat, Dimethylaminoneopentylacrylat und
Dimethylaminoethylmethacrylat, Dimethylaminopropylacrylat,
Dimethylaminoneopentylacrylat und Dimethylaminoneopentylmethacrylat. Die
basischen Acrylate und Methacrylate werden vorzugsweise in Form ihrer Salze mit
starken Mineralsauren, Sulfonsduren oder Carbons&uren oder in quaternisierter
Form verwendet.

Weitere geeignete Monomere a) sind Sulfoethylacrylat, Sulfoethylmethacrylat,
Sulfopropylacrylat,  Sulfopropylmethacrylat, 2-Hydroxy-3-methacryloxypropyl-
sulfonsaure und 2-Acrylamido-2-methylpropansulfonsaure.

Die Sauregruppen der vorgenannten Sauren konnen entweder in nicht
neutralisierter Form oder in partiell bzw. bis zu 100% neutralisierter Form bei der

Polymerisation eingesetzt werden.

Bevorzugte Monomere der Gruppe a) sind Acrylséure, Methacrylsaure, Acrylamid,
Methacrylamid, Acrylamidopropansulfonsaure und insbesondere Methacrylsaure-
2-dimethylaminoethylester, Acrylséure-[2-(dimethylamino)-ethylester], Acrylsaure-
[3-(dimethylamino)-propylester] ~ oder Methacrylsaure-2-diethylaminoethylester

sowie Mischungen dieser Monomere.

Diese Monomeren konnen in jedem beliebigen Verhaltnis miteinander
copolymerisiert werden, wobei besonders bevorzugt partiell neutralisierte Sauren
verwendet werden. Bevorzugte Monomergemische a) sind Acrylsdure und/oder
Methacrylsaure; (Meth)acrylsaure/Ester der (Meth)acrylsédure mit C1 bis C4-

Alkanolen, z. B. n-Butylacrylat. Die (Meth)acrylsdure kann dabei teilweise oder
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vollstandig als Salz vorliegen. Weitere bevorzugt verwendete Monomergemische
a) sind z B. Acrylsdure und/oder Alkaliacrylat/Methacrylséure, Acrylsaure/
Alkaliacrylat, Acrylsdure und/oder Alkaliacrylat/Acrylamidopropansulfonsaure,
Acrylsaure und/oder Alkaliacrylat/Acrylamid, Acrylamid/Dimethylaminoethyl-
acrylatmethochlorid.

Die Monomere a) werden in einer Menge von 10 bis 95 Gew.-%, vorzugsweise
von 20 bis 90 Gew.-%, insbesondere von 30 bis 90 Gew.-%, bezogen auf die

eingesetzte Monomergesamtmenge eingesetzt.

- Zur Herstellung vernetzter Polymerisate enthalt die Mischung wenigstens einen
Vernetzer b) mit mindestens zwei nicht konjugierten, ethylenisch ungesattigten
Doppelbindungen.

Geeignete  Vernetzer  sind  beispielsweise  N,N'-Methylenbisacrylamid,
Polyethylenglykoldiacrylate und Polyethylenglykoldimethacrylate, die sich jeweils
von Polyethylenglykolen eines Molekulargewichts von 120 bis 8500, vorzugsweise
400 bis 2000, ableiten, Trimethylolpropantriacrylat, Trimethylolpropantri-
methacrylat, Ethylenglykoldiacrylat, Propylenglykoldiacrylat, Butandioldiacrylat,
Hexandioldiacrylat, Hexandioldimethacrylat, Diacrylate und Dimethacrylate von
Blockcopolymerisaten aus Ethylenoxid und Propylenoxid, zweifach bzw. dreifach
mit Acrylsiure oder Methacrylsaure veresterte mehrwertige Alkohole, wie Glycerin
oder Pentaerythrit, ~ Triallylamin,  Tetraallylethylendiamin,  Divinylbenzol,
Diallylphthalat, Polyethylenglykoldivinylether von Polyethylenglykolen eines
Molekulargewichts von 126  bis 4000, Trimethylolpropandiallylether,
Butandioldivinylether, Pentaerythrittriallylether und/oder Divinylethylenharnstoft.

Vorzugsweise setzt man wasserltsliche Vernetzer ein, z. B. 1,1,1,-Tris-
(hydroxymethyl)propantriacrylat, 3-(acryloyloxy)-2-hydroxypropylmethacrylat,
Methacrylsaureallylester, Acrylsauevinylester N,N'-Methylen-bisacrylamid,
Polyethylenglykoldiacrylate und Polyethylenglykoldimethacrylate, die sich von
Additionsprodukten von 2 bis 400 Mol Ethylenoxid an 1 Mol eines Diols oder
Polyols ableiten, Vinylether von Additionsprodukten von 2 bis 400 Mol Ethylenoxid
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an 1 Mol  eines Diols oder  Polyols, Ethylenglykoldiacrylat,
Ethylenglykoldimethacrylat oder  Triacrylate und  Trimethacrylate von
Additionsprodukten von 6 bis 20 Mol Ethylenoxid an ein Mol Glycerin,
Pentaerythrittriallylether und/oder Divinylharnstoff.

Als Vernetzer b) sind auRerdem Verbindungen geeignet, die mindestens eine
polymerisierbare ethylenisch ungesattigte Gruppe und mindestens eine weitere
funktionelle Gruppe enthalten. Die funktionelle Gruppe dieser Vernetzer muf in
der Lage sein, mit den funktionellen Gruppen, im wesentlichen den
Carboxylgruppen oder Sulfonsauregruppen der Monomeren a) zu reagieren.
Geeignete funktionelle Gruppen sind z. B. Hydroxyl-, Amino-, Epoxi-, Isocyanat-,

Ester-, Amid- und Aziridinogruppen.

Als Vernetzer b) kommen auBerdem solche Verbindungen in Betracht, die
mindestens zwei der vorgenannten funktionellen Gruppen tragen, die mit
Carboxyl- und Sulfonsduregruppen der Monomeren a) reagieren konnen.
Beispiele fiir solche Vernetzer b) sind Ethylenglykol, Diethylenglykol,
Triethylenglykol, Tetraethylenglykol, Polyethylenglykol, Glycerin, Polyglycerin,
Propylenglykol Diethanolamin, Triethanolamin, Polypropylenglykol,
Blockcopolymerisate aus Ethylenoxid und Propylenoxid, Sorbitanfettsaureester,
ethoxylierte Sorbitanfettsaureester, Trimethylolpropan, Pentaerythrit,
Polyvinylalkohol, Sorbit, Polyglycidylether wie Ethylenglykoldiglycidylether,
Polyethylenglykoldiglycidylether, Glycerindiglycidylether, Glycerinpolyglycidylether,
Diglycerinpolyglycidylether, Polygcherinpolyglycidylether, Sorbitpolyglycidylether,
Pentaerythritpolyglycidylether, Propylenglykoldiglycidylether und
Polypropylenglykoldiglycidylether, Polyaziridinverbindungen wie 2,2-
Bishydroxymethylbutanoltris[3-(I-aziridinyl)propionat], 1,6-Hexamethylen-
diethylenharnstoff, Diphenylmethan-bis-4,4'-N,N'-diethylenharnstoff, Halogen-
epoxyverbindungen wie Epichlorhydrin und a-Methylfluorhydrin, Polyisocyanate
wie 2,4-Toluylendiisocyanat und Hexamethylendiisocyanat, Alkylencarbonate wie
1,3-Dioxolan-2-on und 4-Methyl-1,3-dioxolan-2-on, polyquaternare Amine wie
Kondensationsprodukte von Dimethylamin mit Epichlorhydrin, Homo- und

Copolymere  von  Diallyldimethylammoniumchlorid ~ sowie  Homo-  und
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Copolymerisate von Dimethylaminoethyl(meth)acrylat, die gegebenenfalls mit

beispielsweise Methylchlorid quaterniert sind.

Weitere geeignete Vernetzer b) sind polyvalente Metallionen, die in der Lage sind,
ionische Vernetzungen auszubilden. Beispiele fir solche Vernetzer sind
Magnesium-, Calcium-, Barium- und Aluminiumionen. Diese Vernetzer werden
beispielsweise als Hydroxide, Carbonate oder Hydrogencarbonate der walrigen

polymerisierbaren Lésung zugesetzt.

Weitere geeignete Vernetzer sind multifunktionelle Basen, die ebenfalls in der
Lage sind, ionische Vernetzungen auszubilden, beispielsweise Polyamine oder
deren quaternierte Salze. Beispiele fiir Polyamine sind Ethylendiamin, Diethy-
lentriamin, Triethylentetramin, Tetraethylenpentamin, Pentaethylenhexamin und
Polyethylenimine sowie Polyvinylamine mit Molmassen von jeweils bis zu
4000000.

Die vorgenannten Vernetzer b) konnen einzeln oder in Mischungen verwendet

werden.

Die Monomeren b) werden in einer Menge von 0,01 bis 30 Gew.-%, vorzugsweise
von 0,1 bis 30 Gew.-%, insbesondere von 0,5 bis 20 Gew.-%, bevorzugt von 0.5
bis 15 Gew.-%, besonders bevorzugt von 0.5 bis 10 Gew.-%, bezogen auf die
Monomergesamtmenge, eingesetzt. Fur die Herstellung hochporéser Trager
(Porenweite >50 nm) werden in der Regel Vernetzerkonzentrationen zwischen 0,5

und 1 Gew.% eingesetzt.

Erfindungsgemal geeignete Monomere c¢) sind solche monoethylenisch
ungeséttigte Monomere, die mit den Monomeren a) und b) copolymerisierbar sind.
Hierzu gehoren beispielsweise die Amide und Nitrile von monoethylenisch
ungesattigten Carbonsduren, z. B. Acrylamid, Methacrylamid und N-Vinyl-
formamid, Acrylnitril und Methacrylnitril, Dialkyldiallylammoniumhalogenide wie
Dimethyldiallylammoniumchlorid, Diethyldiallylammoniumchlorid, Allylpiperidinium-

bromid, N-Vinylimidazole wie z. B. N-Vinylimidazol, 1-Vinyl-2-methylimidazol und
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N-Vinylimidazoline wie N-Vinylimidazolin, 1-Vinyl-2-methylimidazolin, 1-Vinyl-2-
ethylimidazolin oder 1-Vinyl-2-propylimidazolin, die gegebenenfalls in Form der
freien Basen, in quaternisierter Form oder als Salz bei der Polymerisation

eingesetzt werden kdnnen.

AuRerdem eignen sich Dialkylaminoalkylacrylate und Dialkylaminoalkyl-
methacrylate, Dimethylaminoethylacrylat, Dimethylaminoethylmethacrylat,
Diethylaminoethylacrylat und Diethylaminoethylmethacrylat. Die basischen Ester

werden vorzugsweise in quaternisierter Form oder als Salz eingesetzt.

Weitere geeignete Verbindungen c) sind beispielsweise Vinylester von gesattigten
C1- bis C4-Carbonsauren wie Vinylformiat, Vinylacetat oder Vinylpropionat,
Alkylvinylether mit mindestens 2 C-Atomen in der Alkylgruppe, wie z.B.
Ethylvinylether oder Butylvinylether, Ester von monoethylenisch ungesattigten C3-
bis C6-Carbonsauren, z. B. Ester aus einwertigen C1- bis C18-Alkoholen und
Acrylsaure wie z. B. Methylacrylat, Ethylacrylat, Propylacrylat, Isopropylacrylat, n-
Butylacrylat, Isobutylacrylat, Hexylacrylat, 2-Ethylhexylacrylat, Stearylacrylat, die
entsprechenden Ester der Methacrylsdure, Fumarsdure oder Maleinsaure,
Halbester von Maleinsdure, zB. Maleinsduremonomethylester  und
Hydroxyalkylester der genannten monoethylenisch ungesattigten Carbonséuren,
z. B. 2-Hydroxyethylacrylat, Hydroxypropylacrylat, —Hydroxybutylacrylat,
Hydroxyethylmethacrylat, Hydroxypropylmethacrylat und Hydroxybutylmethacrylat,
N-Vinyllactame wie N-Vinylpyrrolidon oder N-Vinylcaprolactam, Acrylsaure- und
Methacrylsaureester von alkoxylierten einwertigen, geséttigten Alkoholen, z. B.
von Alkoholen mit 10 bis 25 C-Atomen, die mit 2 bis 200 Mol Ethylenoxid und/oder
Propylenoxid pro Mol Alkohol umgesetzt worden sind, sowie Monoacrylsaureester
und Monomethacrylsdureester von Polyethylenglykol oder Polypropylenglykol,
wobei die Molmassen (MM) der Polyalkylenglykole beispielsweise bis zu 2000
betragen konnen. Weiterhin geeignete Monomere der Gruppe c) sind
alkylsubstituierte Styrole wie Ethylstyrol oder tert. Butylstyrol.
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Die Monomeren c) kdnnen auch als bindre oder ternare Mischungen bei der
Copolymerisation mit den anderen Monomeren eingesetzt werden, Zz. B.
Mischungen aus Vinylacetat und 2-Hydroxyethylacrylat in beliebigem Verhéltnis.

Bevorzugte Monomere c¢) sind 2-Hydroxyethylmethacrylat, Acrylamid, 2-
Hydroxyethylacrylat,  Vinylacetat, (Meth)acrylamid, (Meth)acrylsaureester,
vinylaromatische Verbindungen und N-Vinyllactame, insbesondere N-Vinyl-

pyrrolidon.

Gegebenenfalls setzt man die Monomere der Gruppe ¢) in Mengen von 0,5 bis 60
Gew.-%, insbesondere 0,5 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 5 bis 50 Gew.-%,
bevorzugt 5 bis 40 Gew.-%, besonders bevorzugt 5 bis 30 Gew.-% und ganz
besonders bevorzugt 5 bis 20 Gew.-%, bezogen auf die insgesamt zur

Polymerisation gelangenden Monomere ein.

Als Polymerisationsinitiatoren  d) kénnen samtliche unter  den
Polymerisationsbedingungen in Radikale zerfallende Verbindungen eingesetzt
werden, zB. Peroxide, Hydroperoxide, Wasserstoffperoxid, Persulfate,

Azoverbindungen sowie Redoxkatalysatoren.

Bevorzugt ist der Einsatz von wasserldslichen Initiatoren. In manchen Féllen ist es
vorteilhaft, Mischungen verschiedener Polymerisationsinitiatoren zu verwenden, z.
B. Mischungen aus Wasserstoffperoxid und Natrium- oder Kaliumperoxidisulfat.
Mischungen aus Wasserstoffperoxid und Natriumperoxidisulfat kénnen in jedem

beliebigen Verhéltnis verwendet werden.

Geeignete organische Peroxide sind beispielsweise Acetylacetonperoxid,
Methylethyiketonperoxid, tert.-Butylhydroperoxid, Cumolhydroperoxid, tert.-Amyl-
perpivalat, tert.-Butylperpivalat, tert.-Butylperneohexanoat, tert.-Butyl-
perisobutyrat, tert.-Butylper-2-ethylhexanoat, tert.-Butylperisononanoat, tert.-Butyl-
permaleat, tert.-Butylperbenzoat, tert.-Butylper-3,5,5-tri-methylhexanoat und tert.-

Amylperneodekanoat.
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Besonders geeignete Polymerisationsinitiatoren sind N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS), durch deren kombinierte
Zugabe eine signifikante Beschleunigung der Polymerisation erzielt werden kann.

Die bevorzugten Konzentrationen von TEMED und APS (40%ige walrige Losung)
liegen, bezogen auf die Monomerphase, im Bereich von 1-10 Vol. % fur TEMED
und 1-20% fur APS, wobei generell eine steigende Konzentration an TEMED und
APS mit einem proportionalen Anstieg der Polymerisationsgeschwindigkeit
einhergeht.

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dal die oben beschriebene
Polymerisationsbeschleunigung nur dann eintritt, wenn die APS Zugabe zeitlich
vor der TEMED Zugabe erfolgt. Auf diese Weise kann die Polymerisation und

somit die Beadbildung innerhalb weniger Minuten abgeschlossen werden.

Weiterhin geeignet sind wasserlésliche Azostarter, z. B. 2,2'-Azobis-(2-
amidinopropan)dihydrochlorid, 2,2'-Azobis-(N,N'-dimethylen)iso-butyramidin-
dihydrochlorid, 2-(Carbamoylazo)isobutyronitril, 2,2'-Azobis [2-(2'-imidazolin-2-

yl)propan-dihydrochlorid und 4.4 -Azobis-(4-cyanovaleriansaure).

Als Initiatoren koénnen weiterhin Redoxkatalysatoren verwendet werden.
Redoxkatalysatoren enthalten als oxidierende Komponente mindestens eine der
oben angegebenen Perverbindungen und als reduzierende Komponente z. B. As-
corbinséure, Glukose, Sorbose, Ammonium- oder Alkalimetall-hydrogensulfit, -
sulfit, -thiosulfat, -hyposulfit, -pyrosulfit oder -sulfid, Metallsalze, wie Eisen-ll-ionen
oder Silberionen oder Natriumhydroxymethylsulfoxylat.

Vorzugsweise verwendet man als reduzierende Komponente des
Redoxkatalysators Ascorbinsdure oder Natriumsulfit. Anstelle der oxidierenden
Komponente des Redoxkatalysators kann man auch einen oder mehrere

wasserlosliche Azostarter verwenden.
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Die genannten Polymerisationsinitiatoren werden in (blichen Mengen eingesetzt,
die in Abhangigkeit von dem gewiinschten Reaktionsverlauf durch den Fachmann

in geeigneter Weise angepaf’t werden kdnnen.

Erfindungsgemal geeignete magnetische Komponenten e) sind insbesondere
Magnetkolloide oder magnetische Pulver. Als magnetische Kolloide bzw.
Magnetpulver kénnen grundsatzlich solche  ferro-, ferri- oder
superparamagnetischen Substanzen eingesetzt werden, die eine homogene

Mischung mit der Monomerphase eingehen.

Als bevorzugte magnetische Substanz wird Magnetit mit PartikelgroBen im
Bereich von etwa 10 nm bis etwa 600 nm, insbesondere etwa 20 bis etwa 400 nm
eingesetzt. Substanzen solcher Art sind z.B. unter der Handelsbezeichnung
Bayferrox im Handel erhéltlich. Die Herstellung solcher Kolloide ist allgemeiner
Stand der Technik und wurde u.a. von Shinkai et al., Biocatalysis, Vol. 5, 1991,
pp61, Reimers und Khalafalla, Br. Patent 1,439,031 oder Kondo et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol., Vol 41, 1994, pp 99, beschrieben.

Die Konzentrationen der Kolloide in der Polymerphase liegen, jeweils bezogen auf
die Monomerphase, vorzugsweise im Bereich von etwa 5 bis etwa 30 Vol.-%,
insbesondere 5 bis 10 Vol.-% bei den Kolloiden, die herstellungsbedingt bereits
als waBrige Kolloide vorliegen, und im Bereich von etwa 1 bis etwa 20 Gew.-%,

insbesondere 5 bis 10 Gew.-% bei den Festsubstanzen.

Die magnetischen Eigenschaften der erfindungsgemé® herstellbaren
Polymerpartikel werden durch direktes Zumischen eines geeigneten
Magnetkolloids oder magnetischen Pulvers vor der Suspension zu der
Monomerphase erzielt. Durch die Moglichkeit des genauen Zudosierens der
magnetischen Substanz kdnnen parallel damit die magnetischen Eigenschaften
der Polymerpartikel in gezielter Weise eingestellt bzw. veréndert werden. Dies ist
vor allem im Hinblick auf die die Trenneffizienz determinierenden magnetischen
Attraktionskrafte der Teilchen von ausschlaggebender Bedeutung. Dieser einfach

zu variierende Verfahrensparameter zeichnet den erfindungsgeméfen Prozess
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gegeniiber den meisten aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur

Herstellung magnetischer Trager eindeutig aus.

So sind in dem im U.S. Patent 4,654,267 beschriebenen Verfahren zur Herstellung
magnetischer Partikel aufwendige Quellungsprozesse mit Eisensalzen und
anschlieRende Oxidation zum Magnetit erforderlich, wé&hrend bei dem
erfindungsgemaRen Verfahren das magnetische Kolloid in einfacher Weise der

Monomerphase zugesetizt werden kann.

Bei der anschlieBenden Suspension in der organischen Phase werden die
Magnet-Kolloide dann simultan in die sich bildenden Polymertropfchen
eingekapselt. Diese Verfahrensweise stellt eine deutliche verfahrenstechnische
Vereinfachung gegeniiber dem vorgenannten Verfahren dar, womit auch eine

erhebliche Zeitersparnis verbunden ist.

Die Praparationszeiten bei dem vorgenannten Verfahren aus dem Stand der
Technik betragen zwischen 10 und 30 Stunden, das erfindungsgemafe Verfahren
bendtigt hingegen lediglich etwa 5 bis 15 Minuten zur Gewinnung der

funktionalisierten Magnetpartikel.

Um eine moglichst feindisperse, gleichméaiige Verteilung der Magnetpartikel in
dem Polymeren zu gewahrleisten, ist es vorteilhaft eine kurzzeitige Beschallung
der Monomermischung mit Hilfe eines Ultraschallfingers oder in einem
entsprechenden Ultraschallbad vorzunehmen oder, beispielsweise durch Einsatz
ublicher Homogenisatoren, hohe Scherkrafte auf die Mischung einwirken zu

lassen.

Neben der Beschallung kénnen den magnetischen Pulvern auch solche
Substanzen zugesetzt werden, die emulsionsstabilisierende Eigenschaften
besitzen und dadurch eine homogenere Verteilung der Magnetsubstanzen in der
Monomerphase fordern. Substanzen dieser Art sind z.B. Poly-N-Vinylpyrrolidon,
Celluloseacetat-butyrat, ~ Serum-Albumin,  aliphatische  und aromatische

Sulfonsaure-Derivate, Gelatine oder Polyethylenglykole. Die Mengen der
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eingesetzten Emulgatoren liegen zumeist im Bereich von etwa 0.5 bis etwa 5

Gew.-%, bezogen auf die eingesetzte Magnetsubstanz.

Die homogene Verteilung der Magnetsubstanzen in der Monomerphase lait sich
auch fordemn, indem man beispielsweise hohe Scherkrafte auf die Mischung
einwirken 1aBRt. Dazu verwendet man Homogenisatoren, die dem Fachmann

bekannt sind.

Beispielhaft seien genannt:
- Labordissolver Dispermat, Fa. VMA-Getzmann, Reichshof, DE
- Ultra-Turax, Fa. Janke und Kunkel, Staufen, DE
- Druckhomogenisator, Fa. Gaulin, Libeck, DE
- Gerate mit einem Rotor-Stator-System, etwa
- Dispax, Fa. Janke und Kunkel, Staufen, DE
- Cavitron-Homogenisatoren, Fa. v. Hagen & Funke, Sprochhével, DE
- Homogenisatoren der Fa. Kotthoff, Essen, DE
- Homogenisatoren der Fa. Dorr Oliver, Grevenbroich, DE.

Ublicherweise betreibt man diese Gerate bei Drehzahlen von 1000 bis 25.000 pro

Minute, bevorzugt 2000 bis 25.000 pro Minute. Weiterhin kénnen die hohen

Scherkrafte ebenso durch

- Hindurchpressen der Mischung unter hohem Druck durch einen engen Spalt
oder durch Diisen kleinen Durchmessers,

- Kolloidmiihlen,

oder andere geeignete Homogenisatoren erzeugt werden.

Die erfindungsgema® hergestellten Partikel weisen vorzugsweise eine
Teilchengroe im Bereich von etwa 1 bis etwa 50 ym, vorzugsweise 1 bis 30 pm,
insbesondere 1 bis 20 ym auf. Solche Teilchengréen haben sich im Bereich der
Separationstechnologie sowohl im Hinblick auf eine rasche magnetische
Abtrennung als auch in Bezug auf maximal verfliigbare Teilchenoberflachen, die
ausschlaggebend fur die Trennkapazitidt des Trégers sind, als optimal

herausgestellt.
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Die aus dem Stand der Technik bekannten Magnetpartikel auf Polyacrylat-Basis
weisen durchweg eine PartikelgréRe >50 um, solche auf Basis von Polystyrol eine
solche von <1 pym auf.

Teilchengroen im Bereich von etwa 1 bis etwa 50 ym zu erhalten, wird
tiberraschenderweise durch die Verwendung von Olen, insbesondere Mineraldl,
tierischen oder pflanzlichen Olen (Pflanzenélen) als Suspensionsmedium mit einer
Viskositat im Bereich von 25 bis 150 mPa-s, insbesondere im Bereich von 30 bis

80 mPa-s (bzw. Centipoise) ermdglicht.

Vorzugsweise wird die Monomerphase vor der Suspension in der organischen
Phase etwa 5 bis etwa 180 Sekunden vorpolymerisiert.

Erfindungsgeman bevorzugt einsetzbare Ole sind ausgewahlt unter

a) Mineralélen, d. h. flissigen Destillationsprodukten, die aus mineralischen
Rohstoffen (Erdol, Braun- u. Steinkohlen, Holz, Torf) gewonnen wurden und
die im wesentlichen aus Gemischen von geséttigten Kohlenwasserstoffen
bestehen,

b) Olen tierischen Ursprungs, insbesondere technischen Fischélen, wie
Capelindl, Heringsdl, Makrelensl, Orange-Roughy-Ol, Sardinenél,
Thunfischél und anderen, sowie

c) Olen pflanzlichen Ursprungs, insbesondere Aprikosenkerndl, Argandl,
Avocadodl, Babassudl, Baumwollsaattl, Boragesamendl, Calenduladl,
Camelinadl, Erdnussél, Frittierdl, Hagebuttenkernél, Hanfél, Haselnussdl,
Johannisbeersamendl, Johanniskrautdl, Jojobadl, Kakaobutter,
Knoblauchél, Kokosél, Kirbiskerntl, Kukuinussoél, Lein6l, Lorbeerdl,
Maiskeimmol, Makadamianussél, Mandeldl, Mangofett, M.C.T.-OI, Mohnél,
Nachtkerzendl, Olivenél, Palmkerndl, Palmdl, Paranussotl, Pekannussol,
Perilladl, Pfirsichkerndl, Pistazienkerndl, Rain Forest Ole, Reiskeimdl,
Rizinus®l, Gemischen aus RUbdl / Rapsol, Gemischen aus Saflordl /

Disteldl, Sanddornfruchtfleischdl, Schwarzkimmeldl, Senfél, Sesamél,
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Sheabutter, Sojaél, Sonnenblumendl, Traubenkerndl, Walnussél und
Weizenkeimal,

oder Mischungen davon.

Die Polymerisationsreaktion wird bevorzugtermafen in dem Fachmann bekannter
Weise entweder im Batch-Reaktor, im kontinuierlichen Strémungsrohr, in der
Ruhrkesselkaskade oder im kontinuierlichen Riihrkesselreaktor durchgefiihrt. Die
Kesselreaktoren haben in der chemischen Industrie dabei die grote Bedeutung
erlangt, da sie eine sehr groRe Flexibilitat bezliglich der Betriebsbedingungen und
der Betriebsweise aufweisen und an fast alle ProzeRerfordernisse angepalbt
werden kénnen. Rihrkesselreaktoren eignen sich fur diskontinuierliche und
kontinuierliche Betriebsweise und sie besitzen einen weiten Einsatzbereich, der
vom Laborkessel bis zum GroBreakior reicht. Rihrkesselreaktoren sind in
standardisierter Bauweise fir zahlreiche Anwendungen in verschiedensten
Werkstoffen und Werkstoffkombinationen erhaltlich. Ruhrkesselreaktoren sind
leicht begeh- und reinigbar und erlauben eine relativ einfache Umstellung auf

andere Polymerisationsreaktionen (s. z. B. Ullmann, Band 3, 4. Aufl., S. 505-510).

Neben den Ublichen Kiihi- und Heizeinrichtungen, Zu- und Ableitungen fir
Reaktionsedukte und -produkte weisen die fur die Durchfihrung des
erfindungsgemaRen Verfahrens geeigneten Reaktorbehélter Ruhrvorrichtungen
auf, die meist aus einem Uber eine Rihrwelle angetriebenen Riihrer bestehen und
fir gewisse Anwendungsfille zudem Statoren aufweisen, die zur besseren
Durchmischung als Stromstérer dienen. Die Ruhrer selbst sind an meist
senkrechten Ruhrerachsen befestigt, welche entweder von unten oder von oben in
den im allgemeinen zylindrischen Reaktorbehélter hineinragen. Der zentrische
Einbau von oben in den Reaktorbehélter ist im allgemeinen bevorzugt, da die

Abdichtung der Riihrerwelle relativ einfach durchgefiinrt werden kann.

Aus Ullmanns, Enzyclopedia of Industrial Chemistry, 5. Auflage, Volume B2,
Kapitel 25 sind unterschiedlichste Ruhrer, beispielsweise Propellerrihrer,
Scheibenrihrer, Ankerrithrer, Impellerriihrer, Blattriihrer, MIG-Ruhrer, usw.

bekannt.
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ErfindungsgemaR bevorzugt wird der Suspensionsvorgang mit Hilfe eines
konventionellen  Propellerriihrers  bewerkstelligt.: Um  die  gewlinschten
TeilchengroBen von 1 bis 30 pm zu erhalten, werden Ruhrgeschwindigkeiten
zwischen 1000 und 4000 U/Min. benétigt, wobei eine direkte Proportionalitat
zwischen der Riihrgeschwindigkeit und der Feinheit der Teilchen gegeben ist. So
lassen sich Teilchengréfen von <10 ym durchweg mit Rihrgeschwindigkeiten von
>2000 U/Min. und solche >10 pm mit Rihrgeschwindigkeiten von <1000-2000

U/Min. erzielen.

Als erfindungsgemaR einsetzbare weitere Bestandteile f) kommen insbesondere
Schutzkolloide, Polymerisationsbeschleuniger oder Emulgatoren in Betracht.
Diese sind aus dem Stand der Technik bekannt und kénnen durch den Fachmann

je nach Bedarf der Reaktion zugesetzt werden.

Ein wesentliches Merkmal der vorliegenden Erfindung besteht in der Moglichkeit,
die gewiinschten Eigenschaften der Beads wie Molekulbindungsverhalten,
magnetische Eigenschaften, Funktionalitat durch die Zusammensetzung der
Ausgangsmischung festzulegen. So wird die Porositdt der Teilchen, die ein
unmittelbarer EinfluBparameter fir die Biomolekul-Bindungskapazitéten darstellt,
in entscheidendem MaRe durch die Konzentration des Vernetzers b) in dem
Monomeransatz festgelegt. In der Regel enthalt der Monomeransatz zwischen 0,5
und 10 Gew.-% Vernetzeranteil, vorzugsweise zwischen 0,5 und 2 Gew.-%. Je
geringer der Vernetzeranteil im Reaktionsansatz ist, desto groRer werden die
Poren der polymerisierten Partikel.

Dies stellt einen weiteren tiberraschenden Vorteil der vorliegenden Erfindung dar,
denn bei tiblichen Suspensionspolymerisationsverfahren muf® man, um eine grofe
innere Oberflache zu erzielen, einen geringen Vernetzungsgrad wéhlen. Durch
Einlagern von L&sungsmittelmolekilen werden die Kettenabsténde aufgeweitet
und die Polymere werden sehr weich (Gel-Typen) und sind somit mechanisch sehr
instabil, was filr viele Anwendungen, insbesondere im Bereich der Separation von
Biomolekillen, unerwiinscht ist. Wenn gréRBere mechanische Stabilitat gefordert

wird, benétigt man permanent makropordse Polymere. Diese werden bei der
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tiblichen Suspensionspolymerisation durch Anwesenheit geeigneter Porenbildner
(meist ein inertes Losungsmittel) in der dispersen Phase gebildet. Das Porogen
soll ein thermodynamisch gutes Losungsmittel fur das Monomer, aber ein
schlechtes Losungsmittel fiir das Polymer sein. Ein "gutes” Porogen filhrt zu sehr
spater Phasenseparation und damit zu kleinen Poren, ein "schlechtes” Porogen
fuhrt zu friherer Phasentrennung und groBen Poren. Aufgrund der hohen
Vernetzungsgrade sind solche Polymertrager nur sehr wenig quellbar, haben aber

gute mechanische Eigenschaften.

Im Gegensatz dazu erméglicht das erfindungsgemaRe Verfahren die Steuerung

der Porositat direkt tiber die Vernetzerkonzentration.

Auerdem werden - im Gegensatz zu den aus dem Stand der Technik bekannten
Suspensionsphasen - fur das erfindungsgemafe Verfahren keine zusétzlichen
oberflachenaktiven Stabilisatoren fiir die organische Phase benétigt. Dieser
Umstand erleichtert die anschlieBenden Waschprozeduren, da beim Entfernen der
Olphase keine restlichen Stabilisatoren auf der Oberflache der Beads verbleiben

kénnen.

Die erfindungsgemaR erhaltenen Polymerpartikel sind in Abhangigkeit von Art und
Anzahl der polaren Funktionen, die sie einpolymerisiert enthalten, zur Aufreinigung

von Biomolekiilen, Mikroorganismen oder Zellen geeignet.

Es konnen jedoch auch bestimmte Liganden (,Fangermolekiile®) an die
Polymerhiille chemisch gekoppelt werden, die die Biomolekile, Mikroorganismen
oder Zellen selektiv zu binden vermdgen. Zur Herstellung dieser Liganden werden
die Polymerpartikel (nach erfolgter Suspensionspolymerisation) vorzugsweise mit
Monomeren umgesetzt, die reaktive Gruppen enthalten. Bevorzugte Monomere
mit reaktiven Gruppen sind ausgewahlt unter Glycidylmethacrylaten,
Glycidylacrylaten, Halogenalkylmethacrylaten, Halogenalkylacrylaten,
Maleinsaureanhydrid, Acrylsaurechlorid, Acrylsdureanhydrid, Methacrylséure-
chlorid und Methacrylsdureanhydrid. Diese Monomere mit reaktiven Gruppen

werden vorzugsweise mit Nucleophilen wie z.B. Aminen, im besonderen mit
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Polyaminen und besonders bevorzugt mit Polyethyleniminen nachtraglich
umgesetzt. Hierdurch wird eine Modifizierung der Partikeloberflache mit den
erwiinschten Liganden bewirkt.

Ganz besonders bevorzugt ist die Verwendung von Monomeren, die Uber
alkylierende Reagenzien modifiziert werden kénnen wie Aminoalkyl(meth)acrylate,
Hydroxyalkyl(meth)acrylate.

Weitere voneinander unabhéngige Gegenstéande der vorliegenden Erfindung sind:
Perl- bzw. kugelfdrmige magnetische Partikel auf Acrylsaurebasis zur Aufreinigung
biologischer Substanzen, erhaltlich nach dem erfindungsgemafien Verfahren
sowie die Verwendung perl- bzw. kugelférmiger magnetischer Partikel auf
Acrylsaurebasis, die nach dem erfindungsgemafen Verfahren erhalten wurden,
zur Aufreinigung biologischer Substanzen.
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Die nachfolgenden Beispiele erldutern die Erfindung, ohne sie jedoch darauf

einzuschrankent.

Beispiel 1

10 ml einer walrigen Mischung bestehend aus Acrylamid und N,N'-
Methylenbisacrylamid (34:1) werden mit 10 ml 2-Dimethylaminoethyl-methacrylat
und 118 mg Magnetit-Kolloid (Bayferrox, Fa. Bayer) vermischt und 10 Sekunden
mit Ultraschall behandelt (500 W). Der Mischung werden sodann 2 ml 0,4 %ige
Ammoniumpersulfat-Lésung (APS) und 1 ml N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) zugesetzt. Nach Zugabe des TEMEDs wird der Polymeransatz 30
Sekunden vorpolymerisiert und sodann in 300 ml Pflanzendl, Viskositat 84
Centipoise, unter Rihren (1500 U/Min.) fur 4 Min. suspendiert. Mann lat die
Mischung danach fiir weitere 10 Min. ohne Rithren weiter polymerisieren. Der
Suspension werden ca. 100 ml Petrolather zugesetzt; die Olphase 13t sich
sodann durch Anlegen eines Handmagneten abtrennen. Es folgt mehrfaches
Waschen der Polymerphase mit Petroléther, Aceton und Athanol. Danach wird die
Polymerphase mehrere Stunden in aqua dest aufbewahrt. Es werden

Polymerpartikel mit einer mittleren TeilchengréRe von 27 pm gewonnen.

Beispiel 2

Ein Magnetit-Kolloid wird analog der Vorschrift von Kondo et al., Appl. Microbiol.
Biotechn., Vol. 41, 1994, 99-105, hergestellt. 5 ml des waRrigen Kolloids werden
fur 30 Sekunden mit einem Hochleistungsultraschallfinger (Fa. Dr. Hielscher)
beschallt. Dieses Kolloid wird sodann einer Mischung, bestehend aus 10 ml
Acrylamid (30%ige waRrige Losung), 2 ml 2-Hydroxyethyl-methacrylat und 1 ml
N,N'-Methylenbisacrylamid  (30%ige wa&Rrige Losung) und 15 ml 2-
Dimethylaminoethyl-methacrylat , zugesetzt. Nach Zugabe von 2 ml APS und 1 ml
TEMED wird die Mischung in 40 ml Pflanzendl (Viskositat 105 Centipoise) unter
Ruhren (2200 U/Min) fur 4 Minuten dispergiert.



WO 2004/013188 PCT/EP2003/008032
24

Danach wird die Suspension fiir 15 Minuten auf 60°C ohne Riihren aufgeheizt. Die
Olphase wird sodann nach Absetzen der Polymerphase abdekantiert und diese
mehrfach abwechselnd analog Beispiel 1 mit Petrolather, Aceton und Athanol
gewaschen. Die gewonnene Fraktion wird mehrere Stunden in Wasser
aufbewahrt. Man erhalt Polymerpartikel mit einer mittleren Teilchengroe von 13

pm.

Beispiel 3

8 ml N,N'-Methylenbisacrylamid, 85 ml 2-Hydroxyethyl-methacrylat und 95 ml 2-
Dimethylaminoethyl-methacrylat werden vermischt. 8,5 ¢ Bayferrox 318 M-Pulver
(Fa. Bayer), das zuvor mit 5 ml Polyethylenglykol (Mw 400) vermischt wurden,
werden der Monomermischung zugesetzt. Die Mischung wird sodann 10
Sekunden mit einer Ultraschall-Sonotrode analog Beispiel 2 beschallt. Es erfolgt
die Zugabe von 18 ml APS. Die Mischung wird anschiiefend in 2,5 Liter
Pflanzendl gemaR Beispiel 1 unter Rihren (1500 U/Min) dispergiert. Nach 30
Sekunden erfolgt die Zugabe von 10 ml TEMED. Nach 3minttiger Dispersion
unter Ruhren 13Rt man die Mischung weitere 15 Minuten ohne Rihren bei
Raumtemperatur stehen. Es erfolgt die Abirennung der Olphase. Nach
mehrmaligem Waschen mit Petroldther wird die Polymerphase mehrfach
abwechselnd mit Aceton und Athanol nachgewaschen. Danach wird die
Polymerphase mehrere Stunden in 500 ml aqua dest aufbewahrt. Es werden

Polymerpartikel mit einer mittleren Teilchengréfie von 22 um gewonnen.
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Patentanspriiche:

. Verfahren zur Herstellung perlfsrmiger magnetischer Partikel —auf

Acrylsaurebasis zur Aufreinigung biologischer Substanzen, das dadurch

gekennzeichnet ist, dal man eine Mischung umfassend

a) mindestens ein polares Acrylat-Monomer,

b) mindestens einen Vernetzer mit mindestens zwei nicht konjugierten,
ethylenisch ungeséttigten Doppelbindungen,

c) gegebenenfalls mindestens ein zusétzliches, copolymerisierbares
wasserunldsliches monoethylenisch ungesattigtes Monomer,

d) mindestens einen Polymerisationsinitiator,

e) mindestens eine magnetische Komponente sowie

f) gegebenenfalls weitere Bestandteile

in einer mit Wasser nicht mischbaren organischen Phase suspendiert und zu

perlférmigen Polymerpartikeln radikalisch vernetzt.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da® das polare Acrylat-
Monomer a) ein ionisches Acrylat-Monomer, vorzugsweise ein kationisches
Acrylat-Monomer ist, insbesondere ein Acrylat-Monomer, das ausgewahlt ist
unter Methacrylsaure-2-dimethylaminoethylester,  Acrylséure-[2-(dimethyl-
amino)-ethylester], Acrylsaure-[3-(dimethylamino)-propylester] oder
Methacrylsaure-2-diethylaminoethylester.

. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal die

organische Phase ausgewahlt ist unter

a) Mineraldlen,

b) Olen tierischen Ursprungs, insbesondere technischen Fischdlen, wie
Capelindl, Heringsdl, Makrelensl, Orange-Roughy-Ol,  Sardinendl,
Thunfischdl und anderen, sowie

c) Olen pflanzlichen Ursprungs, insbesondere Aprikosenkerndl, Argandl,
Avocadodl, Babassudl, Baumwollsaatél, Boragesamendl, Calenduladl,
Camelinadl, Erdnussol, Frittiersl, Hagebuttenkerndl, Hanfél, Haselnussdl,

Johannisbeersamendl, Johanniskrautdl, Jojobadl, Kakaobutter,
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Knoblauchél, Kokosdl, Kurbiskerndl, Kukuinussél, Leindl, Lorbeerdl,
Maiskeimol, Makadamianussol, Mandeldl, Mangofett, M.C.T.-Ol, Mohnol,
Nachtkerzendl, Olivendl, Palmkernél, Palmol, Paranussol, Pekannussol,
Perilladl, Pfirsichkernél, Pistazienkerndl, Rain Forest Ole, Reiskeimdl,
Rizinusdl, Gemischen aus Ribdl / Rapstl, Gemischen aus Saflordl /
Disteldl, Sanddornfruchtfleischol, Schwarzkimmeldl, Senfol, Sesamal,
Sheabutter, Sojadl, Sonnenblumendl, Traubenkerndl, Walnussol und
Weizenkeimél,

oder Mischungen davon.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal die organische
Phase eine Viskositat im Bereich von 25 bis 150 mPa-s, insbesondere im
Bereich von 30 bis 80 mPa-s aufweist.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daR die magnetische Komponente e) Magnetit mit
PartikelgréRen im Bereich von etwa 10 nm bis etwa 600 nm, insbesondere
etwa 20 bis etwa 400 nm.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daR die magnetische Komponente e) Substanzen zugesetzt
enthalt, die emulsionsstabilisierende Eigenschaften besitzen, insbesondere
Substanzen, die ausgewahlt sind unter Poly-N-Vinylpyrrolidon, Celluloseacetat-
butyrat, Serum-Albumin, aliphatischen und aromatischen Sulfonsdure-

Derivaten, Gelatine oder Polyethylenglykolen oder Mischungen davon.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dal das Monomer ¢) ausgewahlt ist unter 2-
Hydroxyethylmethacrylat, ~ Acrylamid, 2-Hydroxyethylacrylat, Vinylacetat,
(Meth)acrylamid, (Meth)acrylsaureester, vinylaromatischen Verbindungen und

N-Vinyllactamen, insbesondere N-Vinylpyrrolidon.
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dal das Monomer c) in Mengen von 0,5 bis 50 Gew.-%,
vorzugsweise 5 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 5 bis 40 Gew.-%, besonders
bevorzugt 5 bis 30 Gew.-% und ganz besonders bevorzugt 5 bis 20 Gew.-%,
bezogen auf die insgesamt zur Polymerisation gelangenden Monomere,

eingesetzt wird.

0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dal die Monomerphase vor der Suspension in der

organischen Phase etwa 5 bis etwa 180 Sekunden vorpolymerisiert wird.

10.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, da der Polymerisationsinitiator d) aus einer Mischung von

Ammoniumpersulfat und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin besteht.

11.Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal die
Ammoniumpersulfat-Zugabe zeitlich vor der N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamin-Zugabe erfolgt.

12.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daf man nach erfolgter Suspensionspolymerisation Liganden
chemisch an die Polymerhiille koppelt, die Biomolekule, Mikroorganismen oder

Zellen selektiv zu binden vermogen.

13.Perliférmige magnetische Partikel auf Acrylsaurebasis zur Aufreinigung
biologischer Substanzen, erhaltlich nach einem der Anspriiche 1 bis 12
dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel eine Teilchengrofe im Bereich von
etwa 1 bis etwa 50 pm, vorzugsweise 1 bis 30 um, insbesondere 1 bis 20 pm
aufweisen und
a) mindestens ein polares Acrylat-Monomer,
b) mindestens einen Vemetzer mit mindestens zwei nicht konjugierten,

ethylenisch ungesattigten Doppelbindungen,
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c) gegebenenfalls mindestens ein zusatzliches, copolymerisierbares
wasserunlésliches monoethylenisch ungeséattigtes Monomer,

d) mindestens eine magnetische Komponente sowie

e) gegebenenfalls weitere Bestandteile

einpolymerisiert enthalten.

14.Verwendung von perlférmigen magnetischen Partikeln auf Acrylsaurebasis, wie
in Anspruch 13 beschrieben, zur Aufreinigung biologischer Substanzen,

insbesondere zur Aufreinigung von Nukleinsauren, Nukleins&aurederivaten,

eukaryotischen Zellen, Proteinen, Viren oder Bakterien.



INTEI'"\TIONAL SEARCH REPORT

lnternatiﬁ:lication No

PCT/EP 03/08032

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC 7 CO8F2/44 C08F220/34 CO8F2/14

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

IPC 7 CO8F

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A FR 2 735 778 A (S0C. PROLABO S.A.)
27 December 1996 (1996-12-27)

A WO 80 02687 A (ICI AUSTRALIA LTD.)
11 December 1980 (1980-12-11)

D Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are listed in annex.

° Special categories of cited documents :

“A* document defining the general state of the art which is not
considered io be of particular relevance

*E* earlfier document but published on or afierthe international
filing date

"L.* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"Q" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

“P* document published prior 1o the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu~
‘m?gts, 3uch combination being obvious io a person skilled
in the art.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

8 December 2003

Date of mailing of the international search report

16/12/2003

Name and mailing address of the ISA

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31~70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Cauwenberg, C

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)




INTE

TIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

lnternatiolﬁlivcatlon No

PCT/EP 03/08032

Patent document

Publication

Patent family

Publication

cited in search report date member(s) date

FR 2735778 A 27-12-1996  FR 2735778 Al 27-12-1996
AT 200901 T 15-05-2001
CA 2198250 Al 09-01-1997
DE 69612654 D1 07-06-2001
DE 69612654 T2 08-11-2001
DK 777691 T3 24-09-2001
EP 0777691 Al 11-06-1997
ES 2157448 T3 16-08-2001
Wo 9700896 Al 09-01-1997
JP 10505630 T 02-06-1998
NO 970792 A 07-04-1997
us 5976426 A 02-11-1999

WO 8002687 A 11-12~1980 WO 8002687 Al 11-12-1980
DE 3038751 C1 11-05-1989
EP 0029443 Al 03-06-1981
GB 2061293 A ,B 13-05-1981
JP 4009803 B 21-02-1992
JP 56500656 T 14-05-1981

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992)




|NTERNATIONALEWECHERCHENBERICHT — 'S —
PCT/EP 03/08032

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
IPK 7 CO8F2/44 CO08F220/34 C08F2/14

Nach der Internationalen Patentkiassifikation (iPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindesiprifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 7 COS8F

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehérende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elekironische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

A FR 2 735 778 A (SOC. PROLABO S.A.)
27. Dezember 1996 (1996-12-27)

A WO 80 02687 A (ICI AUSTRALIA LTD.)
11. Dezember 1980 (1980-12-11)

Weitere Veréffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu Siehe Anhang Patentfamilie
entnehmen
° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen  : ™ Spdételf Ve;éffeg;@_licl&u?g, die r]afxfch gem interdnaliqntalera Aqméaldedatum
*A" Verdtfentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert oder dem Priorilatsdatum verdffentiicht worden ist und mit der
aber nicht als %esonders bedeutsam anzusehen ist ' Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
N i . X Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
E* &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist *X* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
L' Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er— kann allein aufgrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf
scgeinen ZU lase;]en, 'c])de{) durlcz‘? die dastVesiffer;ftlichluragsdaturln einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachiet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Verdifentlichung belegt werden «y» yerifentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindun
solt oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet ¢
— ausgefiihrt) o . _— werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
0" Vertifentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, . Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
P Ve"!%f Betrlw;lzung, éelne Alésstel.lutng octi_er a{lderi Mal?gagnt]en beﬁlehi h diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist
'P* Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nac ‘on .. . AT .
dem beanspruchten Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist & Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie st
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des intemationalen Recherchenberichis
8. Dezember 2003 16/12/2003
Name und Postanschriit der Internationalen Recherchenbehédrde Bevolimé&chtigter Bediensteter

Européisches Paten[amt. P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Riiswng; 0 Tx 316

Tel. (+31-~70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fax: (+31-70) 340-3016 Cauwenberg, C

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992)




INTERNATIONALER I‘?HERCHENBER!CHT

Angaben zu Verdffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren

Intemaﬁon‘«k‘lenzeichen

PCT/EP 03/08032

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentifamilie Verdffentlichung

FR 2735778 A 27-12-1996 FR 2735778 Al 27-12-1996
AT 200901 T 15~05-2001
CA 2198250 Al 09~-01-1997
DE 69612654 D1 07-06-2001
DE 69612654 T2 08-11-2001
DK 777691 T3 24-09-2001
EP 0777691 Al 11-06-1997
ES 2157448 T3 16-08-2001
Wo 9700896 Al 09-01-1997
JP 10505630 T 02-06-1998
NO 970792 A 07-04-1997
us 5976426 A 02-11-1999

WO 8002687 A 11-12-1980 WO 8002687 Al 11-12-1980
DE 3038751 C1 11-05-1989
EP 0029443 Al 03~06-1981
GB 2061293 A ,B 13~05-1981
JP 4009803 B 21-02-1992
JP 56500656 T 14-05-1981

Formblatt PCT/ISA/210 {Anhang Patentiamilie){Juli 1992)




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Search_Report

