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biocompatibility. To achieve this, the magnetically separable, bioactive and biocompatible conjugates consist of a network of struc-
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf bioaktive und biokompatible Konjugate mit magnetischen Eigenschaften
und Verfahren zu deren Herstellung. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Priparation von magnetisch separierbaren
Konjugaten mit hoher Bio-Aktivitdt und Bio-Kompatibilitdt zu erméglichen. ErfindungsgeméB wird dies dadurch erreicht, da mag-
netisch separierbare, bioaktive und biokompatible Konjugate hergestellt werden, die aus Netzstrukturen mit superparamagnetischen
oder ferromagnetischen Eigenschaften bestehen, die teilweise aus Biomolekiilen und/oder Zellen, die gegebenenfalls mit Ankergrup-
pen versehenen sind, und einer oder mehreren von Kanilen durchbrochenen, vernetzten Schichten, die teilweise aus magnetischen
Eisenoxiden oder Mischoxiden der Formel MeO x Fe2O3 bestehen, wobei Me zweiwertige Metallionen wie Fe, Ba, Sr, Mn, Zn
oder Co und Fe,Os - Fe,O5 oder magnetische Reinmetalle, wie Kobalt und Eisen sind, durch die die Biomolekiile und/oder Zellen

biochemisch erreichbar sind, aufgebaut sind.
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Bioaktive und biokompatible Konjugate mit magnetischen

Eigenschaften und Verfahren zu deren Herstellung

Die Erfindung Dbezieht sich auf bioaktive und
biokompatible Konjugate mit magnetischen Eigenschaften
und Verfahren 2zu deren  Herstellung gemdff den

Oberbegriffen der Anspriiche 1 und 13.

Im Stand der Technik findet man eine Reihe von
magnetisch manipulierbaren Materialien, die sich in
ihrer Grofie, Zusaﬁmensetzung und Wirkung auf
Zielstrukturen stark unterscheiden.

Verfahren zur Herstellung magnetisch beweglicher,
biologisch aktiver Partikel sind bekannt. So sind
sogenannte ,magnetische Beads"“ (Technical Handbook 3rd
Edition 1998 ,Biomagnetic Techniques in Molecular
Biology"“) bekannt, die aus uniformen, superpara-

magnetischen, wmonodispersen Mikrometer-Polymerteilchen

o°

(z.B. Polystyrol) bestehen, die etwa 10 Gew.

magnetische Nano-Magnetitteilchen enthalten und deren

~Oberflache mit unterschiedlichen Biomolekiilen wie z.B.

Nukleinsdurefragmenten, Dextran oder Antikorpern
beschichtet wurden und die in der molekularbiologischen
Forschung und der klinischen Diagnostik Einsatz finden.
Diese Teilchen besitzen einen Durchmesser von 0,5-100
Mikrometern und sind flir einen direkten Einsatz im
klinischen Bereich zu grof3. Die Biomoleklile sind
ausschlieRflich auf der Oberfldche der Polymerkugeln

fixiert.

Verfahren zur Herstellung von Dispersionen kolloidaler,
superparamagnetischer und/oder ferromagnetischer

Partikel sind vielfach beschrieben. So werden z.B. in

PCT/EP02/01584
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der DE 196 54 965 dispergierbare Partikel, die super-
paramagnetische/ferromagnetische Kristalle  und/oder
maRgeschneiderte di-, tri- oder Blockcopolymere
enthalten, in der DE 196 24 426 magnetische
Flissigkeiten flir den Transport von diagnostischen oder
therapeutisch wirksamen Substanzen, in der DE 4309333
superparamagnetische Teilchen, Verfahren zZuxr
Herstellung und Verwendung, in der DE 19736736
Verfahren  zum Beschichten von Oberflachen mit
definierten Molekilschichten, in der DE 19758335 eine -
Magnetflissigkeit auf der Basis unpolarer Trager-
flissigkeit und Verfahren zur Herstellung, in der DE
19758350 eine magnetische Flissigkeit und Verfahren und
Vorrichtung zur Herstellung, in der DE 4325386 eine
magnetische FlUssigkeit auf der Basis einer wdassrigen
Tragerflissigkeit, in der DE 19702710 stabile und/oder
unstabile Dispersionen superparamagnetischer und/oder

ferromagnetischer Kristalle und in dexr DE 3709851 NMR-

Diagnostische Flissigkeitszusammensetzungen beschrie-

ben.

All diesen Verfahren ist gemeinsam, dass sie =zunéchst
magnetische Partikel préparieren und diese danach mit
biologischen Material in Kontakt bringen. Die Bio-
Aktivitdt und Bio-Kompatibilitdt der Materialien ist
nachteiligerweise gering und wurde nie vergleichend
untersucht.

Weiterhin ist bekannt, vorgebildete .magnetische
Nanopartikel mit Biomolekiilen zu beschichten. So wird
im U.S. Pat. No. 5,512,332 ein' Verfahren 2zur Her-

stellung von beschichteten magnetischen Partikeln durch

Inkubation von magnetischen Partikeln mit
beschichtenden Materialien beschrieben. Als
Beschichtungsmaterialien werden natlirliche oder

synthetische Materialien wie z.B. Polypeptide, Proteine
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oder Antikdrper verwendet. Dabei werden ausgehend von
einer ' Teilchenprdparation z.B. durch  Beschallung
zundchst sehr kleine magnetische Teilchen hergestellt

und diese mit den Beschichtungsmaterialien inkubiert.

In U.S. Pat. No. 3,970,518 wund 4,018,886 wird die
physikalische Beschichtung von magnetischen Partikeln
lber Adsorptionskrédfte beschrieben. Es wird dabei die
Herstellung von Nickel-Teilchen mit einem Durchmesser
von 1um durchgefihrt, die mit Rinderserumalbumin (BSA)
beschichtet sind. Bei Préparationen dieser Art wird von
ehormen Auswaschungen von nichtadsorbiertem Material
(U.S. Pat. No. 5,512,332) Dberichtet. In U.S. Pat. No.
4,554,088 wurde gezeigt, dass bei Prdparationen dieser

Art an die Oberfldche von Eisenoxiden adsorbierte

‘Antikdérper durch Inkubation mit 1M Kochsalz Ileicht

abgeldést werden kénnen, so dass nur sehr wenig
adsorbiertes Material an der Oberfldche zurltckbleibt.
Diese Ergebnisse koénnen von eigenen Untersuchungen bei
der Adsorption wvon BSA an Magnetitprédparationen

gestlitzt werden.

Aus U.S. Pat. No. 4,230,685 ist die Praparation von
Magnetit-Teilchen, die Albumin und Protein A durch eine

Emulsionspolymerisation bekannt.

'In U.S. Pat. No. 4,554,088 wird eine Silanisierung von

magnetiéchen Metalloxiden versucht, um diese kovalent
an biocaktive Molekiile zu binden. Damit ist aber die
freie Beweglichkeit, die flr entsprechende Nachweis-
reaktionen oder sogar pharmakologische Wirkungen
erforderlich ist, stark eingeschrankt.

PCT/EP02/01584
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In U.S. Pat. No. 4,452,773 wird die Herstellung von
«kolloidalen" Eisenoxid-Partikeln, die mit nicht-
ionischen Polysacchariden beschichtet sind, durch
Bildung des Magnetits in 25%-iger . Polysaccharidlésung
beschrieben. Danach werden die Biomolekiile mittels
chemischer Vernetzungstechnologie an den Partikeln

fixiert.

Aus U.S. Pat! No. 4,795,698 ist eine Koprazipitation
von Metalloxiden und von Polymeren>oder Proteinen wvon
0,1-1lmg/ml durch Titration mit einer Base in den
schwach alkalischen Bereich, Waschschritten und
anschliefender Beschallung bekannt. Dabei wird fast das

gesamte Polymer oder Protein gefdllt.

Es hat sich gezeigt, dass &hnliche Prdparationen unter
Verwendung voﬁ Proteinen nachteiligerweise eine stark
reduzierte biologische Aktivitat (z.B. Erkennbarkeit
durch Antikdérper) der adsorbierten Biomoleklile zeigen.
Auf Grund der Préparationstechniken besitzen die
beschriebenen Teilchenprédparationen eine eingeschrankte

Bio-Kompatibilitat.

Der Erfindung 1liegt die Aufgabe =zugrunde, eine
Praparation von magnetisch separierbaren Konjugaten mit
hoher Bioaktivitat und Biokompatibilitédt zu

ermdglichen.

Die LOsung der Aufgabe erfolgt mit den kennzeichnenden
Teilen der  Anspruche 1 und 13. Vorteilhafte
Weiterbildungen sind in den Unteranspriichen angegeben.

Erfinduﬁgsgeméﬁ wird dies dadurch erreicht, dass

magnetisch separierbare, biocaktive und biokompatible
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Konjugate hergestellt werden, die Netzstrukturen mit
superparamagnetischén oder ferromagnetischen Eigen-
schaften aufweisen, die teilweise aus Biomoleklilen
und/oder Zellen, die gegebenenfalls mit Ankergruppen
versehenen sind, und einer oder mehreren von hohlen
Kandlen durchbrochenen, vernetzten Schichten, durch die
die Biomolekiile und/oder Zellen biochemisch erreichbar
sind und die teilweise aus magnetischen Eisenoxiden
oder Mischoxiden der Formel MeO-Fe,0: bestehen, wobei
Me zweiwertige Metallionen wie Fe, Ba, Sr, Mn, Zn oder
Co und Fe,0; y- Fe,0; oder magnetische Reinmetalle, wie

Kobalt und Eisen sind, aufgebaut sind.

Diese Konjugate kénnen nach unterschiedlichen Verfahren
hergestellt werden. Ein bevorzugtes Verfahren zur
Herstellung magnetisch separierbarer, bioaktiver und
biokompatibler Konjugate ist dadurch gekennzeichnet,
dass gegebenenfalls mit Ankergruppen versehene
Biomoleklle und/oder Zellen mit ‘einer Loésung, die
Schwermetallsalze enthdlt, vermischt werden und das
Gemisch auf einen alkalischen pH-Wert eingestellt wird,
bzw. die gegebenenfalls mit Ankergruppen versehenen
Biomoleklile und/oder Zellen auf einen alkalischen pH-
Wert eingestellt werden und mit einer Ldésung, die
Schwermetallsalze enthalt, vermischt werden, die
entstandenen magnetisch beweglichen separierbaren
Konjugate ggf. anschlieffend gewaschen und danach mit
chemischen Substanzen, bzw.  mit physikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden behan-
delt werden, die die Schwermetalloxidabscheidung
partiell aufldsen.

Dabei sind die ggf. mit Ankergruppen versehene
Biomolekiile und/oder  Zellen bei der Bildung der

Konjugate direkt anwesend und kénnen zwischen den

PCT/EP02/01584
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Schichten der sich bildenden magnetischen Komponente

eingelagert werden.

In einer Weiterbildung der Erfindung sind die
Biomolekiile synthetische und/oder natlrliche Oligomere
oder Polymere, wie z.B. Peptide wund/oder Proteine
und/oder Nukleinsdurefragmente und/oder . Nukleins&uren

und/oder Oligo- oder Polysaccharide.

Zellen sind Bakterienzellen oder humane Zellen, die

biocaktiv sein kdénnen.

Die erfindungsgemdafs eingesetzten Ankergruppen sind
ionisch  bindende Gruppén und/oder chelatbildende
Gruppen und/oder kovalent bindende Gruppen und/oder
Uber biologische Affinitdt bindende Gruppen, wie z.B.
Biotin, und/oder antikdérperbindende Gruppen und/oder
Fluoreszenzfarbstoffe, die zur Weiterreaktion der

Biomolekile und/odér Zellen geeignet sind.

Die Volumenkonzentrationen der eingesetzten
magnetischen Eisenoxide oder Mischoxide  betragen

0,0001% bis 10 Vol%, insbesondere 0,01 % bis 1 Vol%.

Kernteilchengréfen der magnetischen Komponente betragen
1 bis 1000 nm.

Die durchbrochenen, vernetzten Schichten, die teilweise
aus der magnetischen Komponente bestehen, sind von
Hohlriumen, die einen Durchmesser von 0,1 nm bis

1000 nm besitzen, durchbrochen.

In einer weiteren Ausbildung der Erfindung liegen die

Konjugate in dispergierter Form in wassrigen oder mit
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Wasser mischbaren Lésungen vor, wobei die Teilchengréfle
der Konjugate in Kugelform von 1 nm bis 500 um oder als
ausgedehnte Objekte bis zu 10 cm Lange und Breite
betragt.

In einer Weiterbildung des erfindungsgemdfien Verfahrens
werden gegebenenfalls mit  Ankergruppen  versehene
Biomoleklle und/oder Zellen mit einer Ldésung, die
zweiwertige Metallionen wund dreiwertige Eisenionen
enthdlt, vermischt und das Gemisch auf einen
alkalischen pH-Wert eingestellt  wird, bzw. die
gegebenenfalls mit Ankergruppen versehenen Biomolekille
und/oder Zellen auf einen alkalischen pH-Wert
eingestellt werden und mit einer Ldésung, die
zwelwertige Metallionen und dreiwertige Eisenionen
enthdlt, vermischt werden, die entstandenen magnetisch
beweglichen separierbaren Konjugate anschliefend ggf.
gewaschen wund mit chemischen Substanzen, bzw. mit
physikalischen, physiko-chemischen oder biochemischen
Methoden behandelt werden, die die oxidischen Bestand-

teile partiell auflésen.

Vorgebildete magnetisch separierbare Konjugate mit

Biomolekllen und/oder Zellen, die ggf. mit Ankergruppen

versehen sind, werden inkubiert und danach mit
chemischen Substanzen, bzw. mit physikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden

behandelt, die die oxidischen Bestandteile partiell

auflésen.

Vorgebildete magnetisch separierbare Konjugate werden
mit chemischen Substanzen, bzw. mit physikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden

behandelt, die die Oxidabscheidung partiell aufldsen
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und danach werden sie mit Biomoleklilen und/oder Zellen,
die ggf. mit Ankergruppen versehen sind, inkubiert und

anschliefRend ggf. gewaschen und magnetisch separiert.

Positiv geladene, in Wasser -dispergierte magnetische

Nanoteilchen werden mit Biomoleklilen und/oder Zellen

-vermischt, anschlief3end ggf. gewaschen und die

magnetisch separierbaren Konjugate mit chemischen
Substanzen, bzw. mit physikalischen, physiko-chemischen
oder biochemischen Methoden behandelt, die die

Oxidabscheidung partiell aufldsen.

Als ggf. mit Ankergruppen versehene Biomolekiile werden
Proteine eingesetzt, wie z.B. Serumproteine, Albumine,

wie Humanserumalbumin, und Enzyme.

'Als ggf. mit Ankergruppen versehene Biomolekiile werden

Nukleinsduren oder deren Fragmente eingesetzt.

Als Ankergruppen werden ionisch bindende und /oder
chelatbildende Gruppen und/oder zur kovalenten Bindung
befdhigte Gruppen und/oder Uber biologische Affinitat
bindende Gruppen, wie zB. Biotin, und/oder zur Bindung
von Antikdrpern befdhigte Gruppen und/oder

Fluoreszenzfarbstoffe, sowie Fluoreszein eingesetzt.

Die Schwermetallsalzldsung kann erfindungsgemaf’
Eisen(II)- und Eisen(III)-Salze enthalten.

Die Metallsalzld6sung kann weiterhin Kobalt— oder
Nickel-Salze enthalten.

Der alkalische  pH-Wert wird durch  Zugabe von
konzentriertem Ammoniumhydroxid NaOH oder KOH

eingestellt.

PCT/EP02/01584
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Als Substanzen, die die Metalloxidabscheidungen
partiell aufldsen, werden organische oder anorganische
Saduren eingesetzt. Insbesondere eignen sich dazu
organische S&uren, wie Citronensdure, Weinsdure und
Oxalsdure. Oxalsaure wird hierbei in einer
Konzentration von 10 - 0,1% und bei einer Temperatur
von 0°C - 50°C eingesetzt.

Darliberhinaus werden zum Aufldésen der Metalloxid-
abscheidungen anorganische Sauren, wie Salzsaure,

verwendet.

Als physikalische Dbzw. physiko- oder biochemische
Methode, die die Metalloxidabscheidungen partiell
aufldsen, werden Ionenstrahl- und/oder Laserstrahl-
techniken sowie elektrochemische Methoden und Bio-

Korrosions-Methoden verwendet.

Die Bildung der magnetischen Konjugate wird entweder
dadurch erreicht, dass man eine Lésung die
Schwermetallsalze enth&lt mit den Biomoleklilen und/oder
Zellen vermischt und das Gemisch anschlieflend auf einen
alkalischen pH-Wert einstellt, bzw. dadurch, dass man
die geldsten Biomoleklile und/oder Zellen zundchst auf
einen stark alkalischen pH-Wert einstellt und zu dieser
Lésung die Losung, die Schwermetallsalze enthalt,
zugibt. Die Reihenfolge der Verfahrensschritte 1ist
dabei von der Art der verwendeten Biomolekiile und/oder
Zellen abhangig und von dem beabsichtigten
Verwendungszweck der Thergestellten Konjugate. Die
entstandenen magnetisch separierbaren Konjugate werden
danach ggf. dadurch gewaschen, dass sie mittels eines
Magneten von der Lésung abgetrennt werden, in dem
Waschmedium, meist Wasser, resuspendiert werden und

erneut magnetisch abgetrennt werden. Die Zahl der

PCT/EP02/01584
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Waschschritte hangt von der Art der herzustellenden
Konjugate ab und betradgt Ublicherweise 3-4. Bei einigen
Herstellungsvarianten kann durchaus auf’ den
Waschzwischenschritt verzichtet werden.

Uberraschend wurde gefunden, dass eine Behandlung von
magnetisch separierbaren Konjugaten dieser Art mit
bestimmten chemischen Substanzen, bzw. mit
physikalischen, physiko-chemischen oder biochemischen
Methoden, die die Schwermetalloxidabscheidung partiell
aufldsen, zu einer wesentlichen Erhéhung der Bio-

Aktivitdt und Bio-Kompatibilitdt der Konjugate fihrt.

Dabei zeigte sich, dass unbehandelte  Konjugate
teilweise v&llig biologisch inaktiv sind und erst durch
den die magnetische Komponente partiell aufldsenden

Verfahrensschritt aktiviert werden.

In einer bevorzugten Verfahrensvariante werden als
Schwermetallsalze Salze von zweiwertigen Metallionen

gemeinsam mit dreiwertigen Eisenionen eingesetzt.

In einer weiteren Verfahrensvariante werden vorbildete
magnetisch separierbare Konjugate mit Biomolekiilen
und/oder Zellen inkubiert und danach mit chemischen
Substanzen, aber auch mittels physikalischen, physiko-
chemischen oder biochemischen Methoden behandelt, die
die Schwermetalloxidabscheidung partiell aufldsen.
Diese Verfahrensvariante arbeitet nicht mit allen
vorgebildeten Konjugaten und ist offensichtlich stark
von der Struktur der gebildeten Konjugate abhangig.
Dabei kann es teilweise zur vélligen. Aufldsung der
gesamten magnetisch separierbaren Konjugate kommen,
bzw. die behandelten Konjugate besitzen eine reduzierte

biologische Aktivitat.

PCT/EP02/01584
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In einer weiteren Verfahrensvariante werden
vorgebildete magnetische Konjugate zundchst mit
chemischen Substanzen, aber auch mittels physika-
lischen, physiko-chemischen oder biochemischen
Methoden, die die Schwermetalloxidabscheidung partiell
aufgeldsen, behandelt und anschlieRend mit Biomolekiilen
und/oder Zellen inkubiert. Dabei wird zundchst durch
eine partielle Aufldésung von Schwermetalloxidschichten
die Struktur der vorgebildeten Konjugate verandert, so
dass eine verbesserte An- oder Einlagerung der
Biomolekiile und/oder Zellen erfolgen kann. Dies kann
besonders flr niedermolekulare Biomolekiile sehr wichtig
sein.

In einer bevorzugten Verfahrensvariante werden positiv
geladene, in Wasser dispergierte magnetische
Nanoteilchen eingesetzt. Dies kann von Vorteil sein,
wenn die Bindung der Biomolekiile und/oder Zellen uber
ionische Wechselwirkungen erfolgen soll.

Bevorzugt werden im erfindungsgemdfen Verfahren bio-
kompatible, das heiRft Dbiovertrdgliche, Biomolekiile
und/oder Zellen eingesetzt, da die entsprechenden
Konjugate teilweise innerhalb von Therapiestrategien
verwendet werden kénnen. Dies- schliefdt eine
Kombination von biokompatiblen Biomolekulen und/oder
Zellen mit pharmakologisch wirksamen Biomolekilen
und/oder Zellen in Konjugaten ein. Als Zellen werden
innerhalb von Therapiestrategien z.B. humane
Eigenzellen nach Zellzucht verwendet.

In dem Verfahren werden bioaktive Biomolekiile und/oder
Zellen eingesetzt. Der Begriff ,biocaktiv® muf3 im
breitesten Sinne verstanden werden und umfaRt =z.B.
enzymatische Aktivitdten und/oder Bindungsaktivitéten
flir und von Antikdérpern und/oder Hybridisations-

aktivitdten von Nukleinsdurefragmenten oder Nuklein-

PCT/EP02/01584
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sduren und/oder Bindungsaktivitdten tUber biologische
Affinititen, wie z.B. des Systems Biotin/Streptavidin
oder z.B. die biologischen Aktivitdten von
Proteaseinhibitoren. Als Zellen werden z.B.
Bakterienzellen mit enzymatischer Aktivitdt oder humane
Zellen mit Affinitdten zu anderen Zelltypen verwendet.
Zur Herstellung von Konjugaten, die zur Verwendung
innerhalb von Therapiestrategien vorgesehen sind,
werden pharmakologisch witksame Biomoleklile und/oder
Zellen eingesetzt.

Der Einsatz erfolgt dabei durchaus in Kombination mit
anderen Biomolekiilen = und/oder Zellen. Die
pharmakologisch wirksamen Biomolekile kénnen durchaus
auch niedermolekulare chemische Verbindungen, die z.B.
eine cancerostatische Wirkung aufweisen, sein. Diese
kénnen sich zum z.B. im Innern der von uns
hergestellten Konjugate, gemeinsam mit bio-kompatiblen
Biomoleklilen und/oder Zellen befinden und nach
magnetophoretischer Konzentration am beabsichtigten
Wirkungsort gezielt freigegeben werden. Als Zellen
werden z.B. Bakterienzellen mit enzymatischer Aktivitdt
oder humane Zelllinien mit Affinitdt 2zu Dbestimmten
Tumoren eingesetzt.

Als Biomolekiile werdenv in dem Verfahren bevorzugt
Proteine eingesetzt. Sie sind sehr gut in die
magnetisch separierbaren Konjugate integrierbar, werden
durch die die Schwermetalloxidabscheidung partiell
aufldsenden Verfahrensschritte nicht aus den Konjugaten
herausgeldst und erhalten dadurch eine erhdhte Bio-
aktivitat. Durch  Verwendung von Serumproteinen,
bevorzugt Albumine, z. B. Humanserumalbumin (HSA) wird
dem beabsichtigten Anwendungsgebiet innerhalb humaner
Therapiestrategien Rechnung getragen. So besitzen z.B.

magnetisch separierbare Konjugate, die HSA enthalten
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und deren magnetische Komponente mit dem erfindungs-
gemafen Verfahren auf das mindest erforderliche Ausmaf
beschrankt wurde, eine sehr hohe Biokompatilbilit&dt im

humanen Blutsystem.

Bevorzugt werden in unserem Verfahren als Proteine
Enzyme verwendet. Dabei werden magnetisch separierbare
Konjugate hergesﬁellt, die innerhalb diagnostischer
Tests Einsatz finden, wobei z.B. Enzyme wie alkalische
Phosphatase (EC 3.1.3.1.) und Peroxidase (EC 1.11.1.7)
verwendet werden, als auch andere Enzyme flir organische
Synthesen wie z.B. Cholesterol Esterase (EC 3.1.1.13),
Trypsin ~(EC 3.4.21.4), Alkoholdehydrogenase
(EC 1.l.i.1) und Enzyme, die therapeutisch interessant
sind. '

Als Biomoleklile kénnen Nukleinsduren oder deren
Fragmente verwendet werden. Dabei kann sowohl RNA als
auch DNA bzw. Fragmente davon (z.B. Oligonukieotide)
zum Einsatz kommen. Die hergestellten magnetisch
separierbaren Konjugate reagieren mit Zielmolekiilen
tber Hybridisationsreaktionen und- kénnen in
diagnostischen Verfahren und innerhalb therapeutischer
Strategien zur Anwendung kommen.

An den Biomolekllen kénnen sich ggf. Ankergruppen
befinden. Dies kénnen ionisch bindende und /oder
chelatbildende Gruppen und/oder zur kovalenten Bindung
befihigte Gruppen und/oder Uber biologische Affinitéat
bindende Gfuppen, wie zB. Biotin, und/oder zur Bindung
von Antikdrpern befahigte Gruppen - und/oder
Fluoreszenzfarbstoffe sein. Diese Ankergruppen kd&énnen
sowohl zur nachtrédglichen Vernetzung von Molekiilen
innerhalb der magnetisch separierbaren Konjugate, als
auch zur Kopplung an Zielstruktﬁren und die Bindung von
diagnostich oder therapeutisch interessanten Molekiilen

genutzt werden. So kénnen z.B. Uber zur kovalenten
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Bindung befdhigte Gruppen unter Beteiligung chemischer
Crosslinker weitere flr die entsprechende Anwendung
interessante Moleklile gekoppelt werden oder ein
biotinyliertes Protein innerhalb des Konjugates kann
durch Reaktion mit Streptavidin mit weiteren Partnern
verknlipft werden. Dabei kann z.B. ein weiterer,
diagnostisch bzw. therapeutisch interessanter
Antikdrper an das magnetisch separierbare Konjugat
gebunden werden. Bei Benutzung von Fluorescein-
Ankergruppen kann z.B. mittels eines Anti-Fluoreszein-

Antikdrpers eine entspechende Nachweiskette aufgebaut

werden.

Bevorzugt werden in dem Verfahren in der
Schwermetallsalzldsung Eisen(II)- und Eisen(III)-Salze
eingesetzt. Das entstehende Magnetit besitzt gute

magnetische Eigenschaften und ist sehr gut fir die
weiteren Verfahrensschritte geeignet. Durch Einsatz von
Kobalt- und Nickel-Salzen k&énnen die magnetischen
Eigenschaften und Strukturen deér Konjugate verandert
werden und die Verfahrensschritte 2zur partiellen
Auflésung der magnetischen Metalloxidabscheidungen

beeinfluflt werden.

Eine bevorzugte Variante der Einstellung des
alkalischen pH-Wertes ist die Zugabe von konzentriertem
Ammoniak. Dadurch werden méglichst kleine (10-50 nm)
PrimarpartikelgréRen erreicht. Geeignete Biomolekule
und/oder Zellen koénnen auch als stark alkalische Ldsung

zugesetzt werden.

Die erfindungsgemafie partielle Aufldsung der
magnetischen Schwermetalloxidabscheidung spielt die
entscheidende Rolle bei der Herstellung der

erfindungsgemdaffen Konjugate. Dazu werden bevorzugt
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organische oder anorganische Sauren verwendet. Diese
.atzen“ erreichbare Teile der magnetischen Schwer-
metalloxidabscheidungen an und aktivieren damit die
biologische Aktivitdt der Konjugate. Bevorzugt -werden
organische S&uren, wie Citronensdure, Weinsdure und
Oxalsdure verwendet. Schwermetallkomplexierende Verbin-

dungen eignen sich ebenfalls.

Ein bevorzugtes Verfahren arbeitet mit 10 - 0,1l%iger
Oxalsdure. Durch Veranderung der Verfahrensbedingungen
(z.B. Konzentration, Temperatur) kénnen unterschied-
liche —Konjugate (unterschiedliche Eigenschaften,
unterschiedliche Konjugatgrdflen) hergestellt werden.
Bevorzugt wird eine Reaktionstemperatur zwischen 0°C
und 50°C, bei der die partielle Aufldésung der
Schwermetalloxidabscheidungen gut  gesteuert werden
kann. Salzsdure, als anorganische Sdure, ist flr das
Verfahren ebenfalls geeignet, erfordert aber eine sehr
genaue Abstimmung auf die entsprechenden Biomolekiile
und/oder Zellen. Als Mittel, die magnetischen
Schwermetalloxidschichten partiell aufzuldsen, koénnen
auch physikalische Methoden, wie der Einsatz von
Tonenstrahl- oder Laserstrahltechniken, verwendet
werden. Dabei werden unterschiedlich grofie Hohlrdume
(Kandle) in die entsprechenden magnetischen Schichten
geschossen bzw. Schichten partiell abgetragen: Zu
partiellen Auflésung der magnetischen Schwer-
metalloxidschichten kénnen auch elektrochemische
Verfahren, bei denen die Schwermetalloxidschichten
durch Bildung elektrochemischer Lokalelemente aufgeldst
werden und Bio-Korrosions-Methoden, bei denen unter
Einwirkung von Mikroorganismen (z.B. Bakterien) die
magnetischen Schwermetalloxidschichten partiell durch

die Mikroorganismen zersetzt werden, eingesetzt werden.
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Die Erfindung wird an Hand der folgenden

Ausflihrungsbeispiele ndher erlautert.

Beispiele

Beispiel 1

2,6 ml Fe-Stammldésung (21g FeCl, x 4H,O0, 54,7g FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdiunnt, werden mit 2ml einer
Lésung von FITC-markiertem BSA (Fluoreszein-
isothiocyanat-markiertes Rinderserumalbumin, 0,5 mg/ml)
gemischt und mit 1 ml konzentriertem Ammoniak versetzt.
Die schwarz ausfallenden magnetischen Konjugate werden
sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit 2 ml
Wasser versetzt, geschittelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt.
Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile magnetische
Konjugate, die FITC-markiertes BSA enthalten. Aus
Fluoreszenzmessung der Uberstdnde kann kalkuliert
werden, dass ca. 90% des FITC-BSA in den Konjugaten
enthalten sein missen. In einem Tupfeltest auf
Nitrocellulose und Fluorometer kann aber keine
Fluoreszenz auf der Oberflache der Konjugate
nachgewiesen werden. Dies spricht fir eine Position der
fluoreszenzmarkierten Molekiile im Innern der Konjugate
bzw. fuar eine Léschung der Fluoreszenz durch die

Magnetitabscheidung.

Beispiel 2

2,6 ml Fe-Stammldésung (21g FeCl, x 4H,0, 54,7g FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, werden mit 2ml einer
Loésung von BSA (Rinderserumalbumin, 0,5 mg/ml)
gemischt und mit 1ml konzentriertem Ammoniak versetzt.
Die schwarz ausfallenden magnetischen Konjugate werden

sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit 2 ml
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Wasser versetzt, geschittelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt.
Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile magnetische
Konjugate, die BSA enthalten. Die Konjugate werden in
ca. 5 ml Wasser suspendiert und aliquotiert.

Parallel wird eine Konjugat-Prdparation ohne BSA
durchgeftthrt. Von den Konjugat-Suspensionen werden
Verdlinnungsreihen in Wasser (1:10, 1:100) hergestellt.
Die Testung der Konjugat-Prdparationen erfolgt in einem
Nitrocellulose -Streifentest:

Auf einem Streifen Nitrocellulose (NC, 7 x 8,4 cm)
werden die Verdlnnungsreihen der Konjugate mit und ohne
BSA in der Praparation, und eine BSA-Verdinnungsreihe
als Positivkontrolle getlpfelt (1 pl, Doppelwerte). Es
werden mehrere NC-Streifen parallel getipfelt.

Nach Lufttrocknung bleibt ein Streifen unbehandelt,
andere Steifen werden 5 Minuten bei Zimmertemperatur
mit organischen oder anorganischen Sduren [5%
Oxalsiure, 5% Weinsdure, 5% Citronensdure und Salzsaure
(1:10 Verdlnnung)] behandelt, kurz mit Wasser gewaschen
und 30 Minuten in eine Blocklésung (PBS, 0,5% Gelatin)
gelegt. Danach erfolgt eine gemeinsame Inkubation der
unbehandelten und behandelten Streifen mit einem FITC-
markierten Antikdrper gegen BsA (Chicken,
affinitatsgereinigt, . 1:100 Verdinnung) . Nach der
Antikérperreaktion (4 Stunden, Zimmertemperatur) werden
die Streifen mit PBS gewaschen und unter UV-Licht auf
Bindung von Anti-BSA Antikdrpern gepruft:

Die Positivkontrolle aller Streifen (unbehandelt und
sdurebehandelt) hat reagiert, die BSA-Verdinnungsreihe
zeigt deutliche grine Fluoreszenz.

Die Negativkontrolle (Konjugat-Praparation ohne BSA)
zeigt keine Fluoreszenz auf allen Streifen (unbehandelt

und sdurebehandelt) .
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Von der Konjugat-Praparation mit BSA fluoresziert die
Verdinnungsreihe auf dem mit Oxalsiure behandeltem
Streifen strark grin (bis 1:100 Verdinnung) wahrend die
anderen Streifen, einschliefflich des wunbehandelten
Streifens, nicht fluoreszieren.

Offensichtlich wird durch die Oxalsdurebehandlung das
BSA im Innern der Konjugate der Antikdrperreaktion
zugangig gemacht.

Dies spricht wiederum f£fir eine Abschirmung des BSA
durch eine A&dufere magnetische Schicht in der ersten
Phase der Prédparation der Konjugate und fir die
M&églichkeit der partiellen Zerstdrung und damit
biologischen Erreichung des BSA im Innern der Konjugate

durch Behandlung mit Sduren.

Beispiel 3

2ml einer Lésung von FITC-markiertem BSA
(Fluoreszeinisothiocyanat-markiertes Rinderserum-
albumin, 0,5 mg/ml) werden mit 1 ml konzentriertem
Ammoniak vermischt. \

Die alkalische Lésung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung
(21g FeCl,x4H,0, 54,7g FeCl3;x6H,0 + 200 ml Hy0), 1:20
verdinnt, versetzt und umgeschittelt.

Die schwarz ausfallenden Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 2 ml Wasser
versetzt, geschiittelt und wieder magnetisch abgetrennt;
Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Der
gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate, die
FITC-markiertes BSA enthalten. Der Uberstand nach
Ausfallung der Konjugate wird fluorometrisch vermessen.
Im Uberstand sind nur noch ca. 10% des FITC-markierten

BSA nachweisbar. Damit miRten ca. 90% des FITC-
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markierten BSA in der Konjugat-Prédparation enthalten
sein.

Im Tupfeltest auf NC und im Fluorometer =zeigen die
Konjugate keine Fluoreszenz, was wiederum fir eine
Positionierung des FITC-BSA im Innern der Konjugate
auch bei dieser Variante des ersten Teiles der
Pr3paration spricht.

Die BSA-Konjugat-Praparation =zeigt optisch weiterhin
ihre braunschwarze Farbung, was fir ihre magnetische
Beweglichkeit spricht, wahrend die Farbung der
Konjugat-Prdparation ohne BSA ihre schwarze Farbung
nach Behandlung mit Oxalsiure véllig verloren hat

(vollige Zerstdrung der Teilchen).

Beispiel 4

2ml einer Loésung von BSA (Rinderserumalbumin,
0,5 mg/ml) werden mit 1 ml konzentfiertem Ammoniak
vermischt.

Die alkalische Lésung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung
(21g FeCl, x 4H,0, 54,79 FeCl;x6H,O0 + 200 ml H0), 1:20
verdinnt, versetzt und umgeschiuttelt.

Die schwarz ausfallenden Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 2 ml Wasser
versetzt, geschiittelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Der
gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate,
dieBSA enthalten. Die Konjugat-Pradparation wird analog
der Pri4paration aus Bsp. 2 aliquotiert, auf NC
getupfelt, sdurebehandelt und mit einem FITC-markierten
Antikdérper gegen BSA inkubiert. Nach PBS Waschung wird
mittels UV-Lampe auf Fluoreszenz gepruft:

Wie in Bsp. 2 arbeiten alle Positiv- und

Negativkontrollen korrekt.
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Wie in Bsp 2 fluoresziert auch bei dieser Konjugat-
Praparation nur die mit Oxalsdure gewaschene
Praparation (grine Fluoreszenz bis 1:100 Verdinnung)
was wiederum flir eine Positionierung des BSA im Innern
der Konjugate und die Mdglichkeit der partiellen
Offnung von Magnetitschichten durch S&urebehandlung
spricht.

Die BSA- Konjugat-Priparation zeigt optisch weiterhin
ihre braunschwarze Farbung, was flOr ihre magnetische

Beweglichkeit spricht, wahrend die Farbung der

‘Konjugat-Praparation ohne BSA ihre Farbung nach

Behandlung mit Oxalsdure v6llig verloren hat (vdllige

ZerstOrung der Teilchen).

Beispiel 5

Analog Bsp. 2 werden magnetische Konjugate mit und ohne
BSA préapariert.

Die Konjugate werden nach Waschung mit Wasser in 5ml
Wasser suspendiert. 50 pl der Teilchensuspension werden
mit 50 pl 5%iger Oxalsdure versetzt. Die Reaktion
erfolgt 5 Min. bei Raumtemperatur. Nach ca. 2 Min.
ldsen sich die ohne BSA préaparierten magnetischen
Konjugate v©6llig auf. Nach 5 Min. werden die mit BSA
praparierten Konjugate mittels eines Magneten von der
Losung abgetrennt, mehrmals mit Wasser gewaschen und in
50 pl Wasser resuspendiert.

Jeweils 1 pl der Uberstédnde und der Konjugate werden
analog Bsp.2 (einschlieRlich Positivkontrollen (BSA-
Verdiinnungsreihe), Negativkontrolle: Konjugate ohne
Oxalsdurebehandlung) auf Nitrocellulose getlipfelt, mit
mit Anti-BSA Antikdérper (FITC-markiert) behandelt.

Nach Waschung wird der NC-Streifen unter UvV-Licht

ausgewertet.
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Nur die BSA-Verdunnungsreihe (Positivkontrolle) und die
mit Oxalsdure behandelten Konjugate (BSA-Konjugate)
zeigen eine deutliche grine Fluoreszenz.

Die Konjugate waren gut magnetisch abscheidbar und sind
damit magnetisch und biologisch aktiv. Die Ubersténde
nach der Oxalsidurebehandlung fluoreszieren ebenfalls
nicht, was flur eine hohe Stabilitdt des BSA in den

Konjugaten spricht.

Beispiél 6

Analog zu Bsp 5 werden Konjugat-Praparationen
durchgefithrt. Die Saurebehandlung der Konjugate wird 5
Minuten bei Raumtemperatur mit 1% Oxalsdure
durchgefihrt, die Auswertung erfolgt mittels des NC-
Streifentestes unter Verwendung des FITC-markierten
AntikOrpers gegen BSA. Die Ergebnissen werden mit
denen von Bsp. 5 verglichen. Die ©prdaparierten,
sdurebehandelten magnetischen Konjugate zeigen eine
starke Reaktion mit dem Antikdrper.

Nicht mit S&ure behandelte Konjugate zeigen keine oder
nur sehr schwache Reaktion mit dem Antikdrper. Dies
spricht fir eine Freilegung und/ oder Aktivierung
biologischer Funktionen durch die Behandlung mit

Sauren.

Beispiel 7

Die Konjugat-Prdparation erfolgt zundchst analog zu Bsp
2 ohne BSA. Danach werden die Teilchen 10 Minuten bei
Zimmertemperatur mit einer BSA-L&sung (5mg/ml)
inkubiert, mehrmals mit Wasser gewaschen, magnetisch
abgetrennt und aliquotiert. Uberstandsmessungen zeigen
eine adsorptive Bindung von = BSA. Aliqgots der

Teilchensuspension werden mit S&uren behandelt.

PCT/EP02/01584



10

15

20

25

30

WO 02/064122

22

Im NC-Streifentest werden saurebehandelte mit
unbehandelten Konjugate und analog Bsp. 2 mit BSA
préparierten Konjugate verglichen.

Die hier praparierten Konjugate zeigen keine
Antikérperreaktion bzw. lésen sich in 5-1%-iger
Oxalsaure v6llig auf.

Dies spricht fir einen v6llig anderen Konjugat-Aufbau
bei den durch nachtrdgliche Beschichtung mit BSA
hergestellten Konjugaten im Vergleich zur Prdparation

der Konjugate unter Beteiligung von BSA.

Beispiel 8

Die Konjugat-Prdparation erfolgt ausgehend von positiv
geladenen, in Wasser dispergierten magnetischen
Nanoteilchen. 2 ml einer 0,5 molaren (100g/1l) wassrigen
Nanoteilchen-Dispersion werden 10 Minuten bei
Zimmertemperatur mit einer BSA-L&sung (5mg/ml)
inkubiert, mehrmals mit Wasser gewaschen, magnetisch
abgetrennt und aliquotiert. Uberstandsmessungen ergeben
eine deutliche Bindung von BSA. Aligots der Konjugat-
Suspension werden mit S&uren behandelt.

Im NC-Streifentest werden sdurebehandelte mit
unbehandelten Konjugate und analog Bsp. 2 mit BSA
préparierten Konjugate verglichen.

Die hier préaparierten Konjugate zeigen keine bzw. sehr
schwache Antikdrperreaktion, 1ldésen sich aber in 5-1%-
iger Oxalsaure nicht véllig auf.

Die Sdureresistenz spricht fur éinen anderen Konjugat-
Aufbau als bei den durch nachtrdgliche Beschichtung
(Bsp.7) hergestellten Konjugaten. Im Vergleich mit den
unter Beteiligung von BSA wdhrend der Prdparation
hergestellten Konjugaten zeigen die hier hergestellten
Konjugate aber eine wesentlich schwachere

Antikérperreaktion. Dies weist auf eine andere Bindung
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der Biomoleklile bzw. eine andere Konjugat-Struktur in

den Konjugaten hin.

Beispiel 9

Verkapselung von Peroxidase ohne Tragerprotein

1,3 ml Fe-Stammlésung (21g FeCl, x 4H,0, 54,7g FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdunnt, werden mit 1lml PBS,
die 150 Einheiten Alkalische Phosphatase (Roche)
gemischt und mit 0,5ml konzentriertem  Ammoniak
versetzt. Die schwarz ausfallenden magnetischen
Konjugate werden sofort mittels eines - Magneten

abgetrennt und mit 20 ml Wasser versetzt, geschittelt

- und wiedér magnetisch abgetrennt. Der Vorgang wird noch

dreimal mit groéfleren Volumina Wasser wiederholt. Der
gewaschene Niederschlag enthdlt stabile magnetische
Konjugate, die Peroxidase enthalten. Aus Messungen der
Enzymaktivitédt der Uberstidnde kann kalkuliert werden,
dass ca. 95% des Enzyms in den Konjugaten enthalten
sein missen. Die magnetischen Konjugate  werden
aliquotiert. Ein Teil des Konjugates wird 5 Minuten
mit 3ml 1%iger Oxalsdure behandelt. Und anschliefend
unter magnetischer Abscheidung mit Wasser 4x gewaschen.
Die Enzymaktivitdt der Konjugate wird mittels eines
Enzymaktivitidtstestes unter Verwendung von»BMlblué POD
Substrat (Roche)  in Lésung (Mikrotiterplatte, 100ul)
vermessen. Die mit Oxalsdure Dbehandelten Konjugate
zeigen eine Enzymaktivitdt, die einer 1:5 Verdinnung
des unbehandelten Enzymes entspricht. Dabei ist zu
berticksichtigen, dass wahrend des aktivierenden
Oxalsdureschrittes ein Teil des verkapselten Enzymes in
der nicht magnetisch beweglichen Fraktion erscheint.

Der Nachweis der Enzymaktivitéat der magnetisch
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beweglichen Konjugate kann Uber mehrere Tage bei

Zimmertemperatur gefihrt werden.

Beispiel 10

Verkapselung von Peroxidase mit Tragerprotein

1,3 ml Fe-Stammlésung (21g FeCl, x 4H;0, 54,79 FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, werden mit 1ml PBS,
die 10 mg Humanserumalbumin (HSA) und 300 Einheiten
Alkalische Phosphatase (Roche) gemischt und mit 0,5 ml
konzentriertem Ammoniak versetzt. Die schwarz
ausfallenden magnetischen  Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten .abgetrennt und mit 20 ml Wasser
versetzt, geschittelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird noch dreimal mit gréﬁerenl'Volumina
Wasser wiederholt. Der gewaschene Niederschlag enthalt
stabile magnetische Konjugate, die Peroxidase
enthalten. Aus Messungen der Enzymaktivitét derL
Uberstdnde kann kalkuliert werdeﬁ, dass ca. 80% des
Enzyms in den Konjugaten enthalten sein missen. Die
magnetischen Konjugate werden aliquotiert. Ein Teil des
Konjugates wird 5 Minuten mit 3 ml 1%iger Oxalsaure
behandelt. Und anschliefBend unter magnetischer
Abscheidung mit Wasser 4x gewaschen. Die Enzymaktivitat
der Konjugate wird mittels eines Enzymaktivitatstestes
unter Verwendung von BM blue POD Substrat (Roche) in
Lésung (Mikrotiterplatte, 100ul) vermessen. Die mit

Oxalsdure behandelten Konjugate zeigen eine
Enzymaktivitat,  die einer 1:4 Verdinnung des
unbehandelten  Enzymes entspricht. Dabei ist zu
berlticksichtigen, dass wahrend des aktivierenden

Oxalsaureschrittes ein Teil des verkapselten Enzymes in
der nicht magnetisch beweglichen Fraktion erscheint.

Der Nachweis der Enzymaktivitat der magnetisch
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beweglichen Konjugate kann Uber mehrere Tage bei

Zimmertemperatur geflithrt werden.

Beispiel 11
Verkapselung von Alkalischer Phosphatase ohne

Tragerprotein

1,3 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl, x 4H,0, 54,7g FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, werden mit 1ml PBS,
die 10ul (150 Einheiten) Alkalische Phosphatase (Roche)
gemischt und mit 0,5 ml konzentriertem Ammoniak
versetzt. Die schwarz ausfallenden magnetischen

Konjugate werden sofort mittels eines Magneten

,abgetrennt und mit 30 ml Wasser versetzt, geschittelt

und wieder magnetisch abgetrennt. Der Vorgang wird noch
viermal mit 40 ml Wasser wiederholt. Der gewaschene
Niederschlag enthdlt stabile magnetische Konjugate, die
Alkalische Phoéphatase enthalten. Aus Messungen der
Enzymaktivitdt der Ubersténde kann kalkuliert werden,
dass ca. 90% des Enzyms in den Konjugaten enthalten
sein mlissen.  Die magnetischen Konjugate werden
aliquotiert. Ein Teil des Konjugates wird 10 Minuten
mit Sml 0,1%iger Oxalsdure behandelt. Und anschliefiend
unter magnetischer Abscheidung mit Wasser 4x gewaschen.
Die Enzymaktivitdt der Konjugate wird mittels eines
Enzymaktivitdtstestes unter Verwendung von BM purple
Alkalische Phosphatase Substrats (Roche) in Ldsung
(Mikrotiterplatte, 200ul) vermessen. Die mit Oxalsadure
behandelten Konjugate zeigen eine Enzymaktivitat, die
einer 1:10 Verdinnung des unbehandelten Enzymes
entspricht. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass wahrend
des aktivierenden Oxalsdureschrittes ein Teil des

verkapselten Enzymes in der nicht magnetisch
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beweglichen Fraktion erscheint. Der Nachweis der
Enzymaktivitadt der magnetisch beweglichen Konjugate
kann tUber mehrere Tage bei Zimmertemperatur gefihrt

werden.

Beispiel 12
Verkapselung von Alkalischer Phosphatase mit

Tragerprotein

1,3 ml Fe-Stammldésung (21lg FeCl, x 4H;0, 54,7g FeCl; X
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, werden mit 1lml PBS,
die S5Smg Humanserumalbumin (HSA) und 10ul (150
Einheiten) Alkalische Phosphatase (Roche) gemischt und
mit 0,5 ml konzentriertem Ammoniak versetzt. Die
schwarz ausfallenden magnetischen Konjugate werden
sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30 ml
Wasser versetzt, geschittelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch viermal mit 40 ml
Wasser wiederholt. Der gewaschene Niederschlag enthadlt
stabile magnetische Konjugate, die Alkalische
Phosphatase enthalten. Aus Messungen der Enzymaktivitat
der ﬁbersténde kann kalkuliert werden, dass ca. 90% des
Enzyms in den Konjugaten enthalten sein mlssen. Die
magnetischen Konjugate werden aliquotiert. Ein Teil des
Konjugates wird 10 Minuten mit 5 ml 0,1%iger Oxalsaure
behandelt. Und anschliefRend unter magnetischer
Abscheidung mit Wasser 4x gewaschen. Die Enzymaktivitat
der Konjugate wird mittels eines Enzymaktivitatstestes
unter Verwendung von BM purple Alkalische Phosphatase
Substrats (Roche) in Ldésung (Mikrotiterplatte, 200ul)
vermessen. Die mit Oxalsdaure behandelten Konjugate
zeigen eine Enzymaktivitdt, die einer 1:8 Verdunnung
des unbehandelten Enzymes entspricht. Dabei ist zu

berltcksichtigen, dass wahrend des aktivierenden
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Oxalsdureschrittes ein Teil des verkapselten Enzymes in

der nicht magnetisch bewegiichen Fraktion erscheint.
Der Nachweis der  Enzymaktivitdt der magnetisch
beweglichen Konjugate kann tUber mehrere Tage bei

Zimmertemperatur gefliihrt werden.

Beispiel 13

Verkapselung von Glukoseoxidase ohne Tragerprotein

2,6 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl, x 4H,0, 54,79 FeCl; x
6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, werden mit 1ml PBS,
die 8 mg (260 Einheiten/ml) Glukoseoxidase (GOD)
(Serva) gemischt und mit 1ml konzentriertem Ammoniak
versetzt. Die schwarz ausfallenden magnetischen
Konjugate werden sofort mittels eines Magneten
abgetrennt und mit 30 ml Wasser versetzt, geschiittelt
und wieder magnetisch abgetrennt. Der Vorgang wird noch
viermal mit 40 ml Wasser wiederholt. Der gewaschene
Niederschlag enthdlt stabile magnetische Konjugate, die
Glukoseoxidase enthalten. Die magnetischen Konjugate
werden aliquotiert. Ein Teil des Konjugates wird 10
Minuten mit 5 ml 0,1%iger Oxalsdure behandelt. und
anschliefend unter magnetischer Abscheidung mit Wasser
4x gewaschen. Die Enzymaktivitdt der Konjugate wird
mittels eines Enzymaktivitdtstestes unter Verwendung
von o-Dianisidin als Farbsubstrat und Peroxidase als
Zweitenzym in Ld&ésung bestimmt. Die Auswertung erfolg
mittels Spektralphotometer bei 436 nm. Die magnetisch
beweglichen Konjugate zeigen nach Renaturierung bei 4°C
Uiber Nacht deutliche Enzymaktivitat.
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Beispiel 14

Verkapselung von Glukoseoxidase mit Tragerprotein

2,6 ml Fe-Stammldésung (21g FeCl; x 4Hﬂ3, 54,7g FeCl; x
6H,0 + 200 ml Hy,0), 1:20 verdinnt, werden mit 1ml PBS,
die 5 mg Humanserumalbumin (HSA) und 4 mg (260
Einheiten/ml) Glukoseoxidase (GOD) (Serva) gemischt und
mit 1ml konzentriertem Ammoniak versetzt. Die schwarz
ausfallenden magnetischen Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30 mi Wasser
versetzt, geschiittelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird noch viermal mit 40 ml Wasser
wiederholt. Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile
magnetische Konjugate, die Glukoseoxidase enthalten.
Die magnetischen Konjugate werden aliquotiert. Ein Teil
des Konjugates wird 10 Minuten mit 5 ml 0,1%iger
Oxalsdure behandelt. und anschliefiend unter
magnetischer Abscheidung mit Wasser 4x gewaschen. Die
Enzymaktivitdt der Konjugate wird mittels eines
Enzymaktivitdtstestes unter Verwendung von o-Dianisidin
als Farbsubstrat und Peroxidase als Zweitenzym 1in
Lésung bestimmt. Die Auswertung erfolg mittels
Spektralphotometef bei 436 nm. Die magnetisch
beweglichen Konjugate zeigen deutliche Enzymaktivitdat.

Beispiel 15 ,
Verkapselung von Nukleinsdaurefragmenten mit

Tragerprotein

2 ml einer Losung von HSA (Humanserumalbumin, 0,5
mg/ml) und beschallter FITC-markierter Heringssperma-
DNA (0,5 mg/ml) werden mit 1 ml konzentriertem Ammoniak

vermischt.
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Die alkalische Lésung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung
(21g FeCl, x 4H,0, 54,7g FeCl;x6H,O + 200 ml H;0), 1:20

verdinnt, versetzt und umgeschiittelt.

Die schwarz ausfallenden Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30ml Wasser
versetzt, geschittelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird mnoch dreimal wiederholt. Der
gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate,
dieHSA und Heringssperma-DNA enthalten. Die Konjugat-
Priparation wird analog der Praparation aus Bsp. 2
aliquotiert, auf NC getlpfelt, sdurebehandelt und mit
einem Peroxidase-markierten Antikdrper gegen FITC
inkubiert. ©Nach PBS Waschung wird mittels ECL-
Nachweissystem auf Peroxidaseaktivitdat gepruft. Die
FITC-markierte DNA - ist in den  saurebehandelten
Priparationen deutlich nachweisbar. Die DNA kann in
einem Hybridisationsassay mit 3?P—markierter homologer

DNA in einer Verdlinnung bis 1:10* nachgewiesen werden.

Beispiel 16
Verkapselung von Nukleinsdurefragmenten ohne

Tragerprotein
2 ml einer Lésung beschallter FITC-markierter
Heringssperma-DNA (0,5 mg/ml) werden mit 1ml

konzentriertem Ammoniak vermischt.

Die alkalische LOsung wird mit 2,6 ml Fe-Stammlésung
(21g FeCl, x 4H,0, 54,79 FeCl3x6H,O0 + 200 ml Hy;0), 1:20
verdinnt, versetzt und umgeschiittelt.

Die schwarz ‘ausfallenden Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30 ml Wasser
versetzt, geschiittelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Der

gewaschene Niederschlag enthalt stabile Konjugate, die
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Heringssperma-DNA enthalten. Die Konjugat-Praparation
wird analog der Praparation aus Bsp. 2 aliquotiert, auf
NC getiipfelt, sdurebehandelt und mit einem Peroxidase-
markierten Antikdrper gegen FITC inkubiert. Nach PBS
Waschung - wird mittels ECL-Nachweissystem auf
Peroxidaseaktivité&t geprift. Die FITC-markierte DNA ist
in den sdurebehandelten Praparationen deutlich
nachweisbar. Die DNA. kann in einem Hybridisationsassay
mit 3’P-markierter homologer DNA in einer Vefdﬁnnung

bis 1:10* nachgewiesen werden.

Beispiel 17
Verkapselung von Antibiotika (Kanamycin) mit

Tragerprotein.

2 ml einer Ldésung von HSA (Humanserumalbumin, 0,5
mg/ml) und Kanamycinsulfat (20 mg/ml) werden mit 1ml
konzentriertem Ammoniak vermischt.Die alkalische L&sung
wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl,; x 4H:0, 54,79
FeCl;x6H,0 + 200 ml H,0), 1:20 verdinnt, versetzt und
umgeschittelt.Die schwarz ausfallenden Konjugate werden
sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30 ml
Wasser versetzt, geschlittelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch dreimal wiederholt.
Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate,
die HSA und Kanamycin enthalten. Die Konjugat-
Prédparation wird aliquotiert wund die Aliquots mit
unterschiedlichen Konzentrationen Oxalsdure (0,01% -
10 %) 3 Min. behandelt und anschliefend mit jeweils
30 ml Wasser dreimal gewaschen. Aliquots der
Praparationen werden auf Ndhragarplatten aufgetipfelt.
Die Agarplatten werden mit einer Bakterienkultur
(Kanamycin-empfindlich) beimpft und Gber Nacht bei 37°C

bebriitet. Die saurebehandelten Préaparationen =zeigen
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eine deutliche Hemmung des Bakterienwachstums um den
Auftragungsort der magnetischen Praparate. Die héchste
Hemmung wird durch Praparate nach Behandlung mit 0,1-1%

Oxalsdure erzielt.

Beispiel 18
Verkapselung von Antibiotika (Ampicillin) mit

Tragerprotein

2ml einer L&sung von HSA (Humanserumalbumin, 0,5 mg/ml)
und Kanamycinsulfat (10 mg/ml) werden mit 1ml
konzentriertem Ammoniak vermischt.Die alkalische Losung
wird mit 2,6 ml Fe-Stammldésung (21g FeCl, x 4H,0, 54,79
FeCl;x6H,0 + 200 ml Hy0), 1:10 verdinnt, versetzt und
umgeschiittelt.Die schwarz ausfallenden Konjugate werden
sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30ml
Wasser versetzt, geschlittelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch dreimal wiederholt.
Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate,
die HSA wund Ampicillin enthalten. Die Konjugat-
Priparation wird aliquotiert wund die Aliquots mit
unterschiedlichen Konzentrationen Oxalsdure (0,01%-10%)
3 Minuten behandelt und anschlieRend mit jeweils 30 ml
Wasser dreimal gewaschen. Aliquots der Prdparationen
werden auf Nahragarplatten aufgetiipfelt. Die
Agarplatten werden mit einer Bakterienkultur
(Ampicillin-empfindlich) beimpft wund Uuber Nacht bei
37°C bebrutet. Die salrebehandelten Praparationen
zeigen eine deutliche Hemmung des Bakterienwachstums um
den Auftragungsort der magnetischen Praparate. Die
héchste Hemmung wird durch Praparate nach Behandlung

mit 0,05%-1% Oxalsdure erzielt.
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Beispiel 19
Verkapselung von Bakterienzellen
2 ml einer Nahrldsung, die 10° E.coli Zellen

(Ampicillin-resistenter Stammm) enthalten werden mit
2,6 ml Fe-Stammldésung (21g FeCl, x 4H0, 54,79
FeCl;x6H,O0 + 200 ml Hy,0), 1:20 verdinnt, versetzt,
umgeschittelt und danach mit 1ml Ammoniak versetzt.Die
schwarz ausfallenden ZXonjugate -werden. sofort mittels
eines Magneten abgetrennt und mit 30ml Wasser versetzt,
geschlittelt und wieder magnetisch abgetrennt. Der
Vorgang wird noch dreimal wiederholt. Der gewaschene
Niederschlag enthdlt stabile Konjugate, die E.coli-
Zellen enthalten. Die Konjugat-Praparation wird
aliquotiert wund die Aliquots mit unterschiedlichen
Konzentrationen Oxalsdure (0,01% -10%) 3 Min. behandelt
und anschliefend mit jeweils .30 ml Wasser dreimal
gewaschen. Aliquots der Praparationen werden auf
Nidhragarplatten, die Ampicillin enthalten, Uberimpft.
Die Agarplatten werden 2 Tage bei  37°C bebritet.
Parallel werden Agarplatten ohne Zellen, Magnetit-

~ Préparationen ohne Zellen und Praparationen ohne

Sdurebehandlung als Kontrolle mitgefidhrt. Die
salirebehandelten Praparationen zeigen eine
koloniefdrmiges Bakterienwachstum. Das héchste

Bakterienwachstum wird durch Praparate nach Behandlung

mit 0,1-1% Oxalsdure erzielt.

Beispiel 20
Verkapselung von Farbstoffen (Dextranblau) mit

Tragerprotein, Oxalsdaurebehandlung

2 ml einer Ldésung von HSA (Humanserumalbumin, 5 mg/ml)

und Dextranblau (10 mg/ml) werden mit 1 ml
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konzentriertem Ammoniak vermischt. Die alkalische
Losung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl, x 4H;0,
54,7g FeCl;x6H,0 + 200 ml H;0), 1:10 verdunnt, versetzt
und durchmischt. Die schwarz ausfallenden Konjugate
werden sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit
30ml Wasser versetzt, geschlttelt und wieder magnetisch
abgetrennt. Der Vorgang wird noch dreimal wiederholt.
Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Magnetit-
Konjugate, die HSA und Dextranblau enthalten. Die
Waschldsungen werden spektralphotometrisch vermessen
und die Menge des verkapselten Farbstoffes kalkuliert.
Die Kalkulation ergibt, dass ca. 70% des Dextranblaus
mittels Magnetit verkapselt wurden. Die Konjugat-
Pridparation wird aliquotiert wund die Aliquots mit
unterschiedlichen Konzentrationen Oxalsaure (0,01% -
10%) 3 Min. behandelt und anschliefRend mit jeweils 30
ml Wasser dreimal gewaschen. Eine Probe bleibt
unbehandelt. Die Magnetit-Konjugate werden in 1ml
destilliertes Wasser aufgenommen und “in
Eppendorfrdéhrchen Uberfihrt. Die Proben werden zunachst
3 Stunden bei Zimmertemperatur und danach bei 4°C Uber
Nacht gelagert. Danach werden die Magnetit-Konjugate
mittels Magnet von den Uberstidnden abgetrennt und diese
spektralphotometrisch vermessen. Nach dieser Lagerung
befindet sich kein Dextranblau in den Uberstdnden der
sdurebehandelten und der unbehandelten Praparationen.
AnschlieRend werden die Proben zwei Stunden bei 80°C
gemeinsam im Wasserbad erhitzt, die Magnetit-Konjugate
erneut mittels Magnet von den Uberstdnden getrennt und
vermessen. Nur bei den s&urebehandelten Magnetit-HSA-
Dextranblau-Konjugaten kann eine deutliche Blaufarbung
der Uberstdnde nachgewiesen werden, wahrend die nicht
mit S&ure behandelten Prdparationen kein Dextranblau in

den Uberstand abgeben. Die stdrkste Freisetzung von
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Farbstoff wird bei einer Oxalsdurekonzentration von
0,05-4% gemessen. Auch diese Experimente sprechen fiur
eine vo6llig verdnderte Struktur der sdurebehandelten

Magnetitkonjugate mit gebdffneten Porenstrukturen.

Beispiel 21
Verkapselung von Farbstoffen (Dextranblau) mit

Tragerprotein, Salzsdurebehandlung

2 ml einer Ldsung von HSA (Humanserumalbumin, 5 mg/ml)
und Dextranblau (io mg/ml) werden mit 1ml
konzentriertem Ammoniak vermischt. Die alkalische
Losung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl, x 4H,0,
54,7g FeCl;x6H,0 + 200 ml H,0), 1:10 verdlinnt, versetzt
und durchmischt. Die schwarz ausfallenden Konjugate
werden sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit
30 ml Wasser versetzt, geschittelt und wieder
magnetisch abgetrennt. Der Vorgang wird noch dreimal
wiederholt. Der gewaschene Niederschlag enthdlt stabile
Magnetit-Konjugate, die HSA und Dextranblau enthalten.
Die Waschldsungen werden spektralphotometrisch
vermessen und die Menge des verkapselten Farbstoffes
kalkuliert. Die Kalkulation ergibt, dass ca. 70% des
Dextranblaus mittels Magnetit verkapselt wurden. Die
Konjugat-Pradparation wird aliquotiert und die Aliquots

mit unterschiedlichen Konzentrationen Salzsdure (0,01n

-—ln) 3 Minuten behandelt und anschlieffend mit jeweils

30 ml Wasser ‘dreimal gewaschen. Eine Probe bleibt
unbehandelt. Die Magnetit-Konjugate werden in 1 ml
destilliertes Wasser aufgenommen und in Eppendorf-
réhrchen  dberfihrt. Die . Proben werden zunachst
3 Stunden bei Zimmertemperatur und danach bei 4°C f{iber
Nacht gelagert. Danach werden die Magnetit-Konjugate

mittels Magnet von den Uberstinden abgetrennt und diese

PCT/EP02/01584



10

15

20

25

30

WO 02/064122

35

spektralphotometrisch vermessen. Nach dieser Lagerung
befindet sich kein Dextranblau in den Uberstinden der
saurebehandelten und der unbehandelten Prdparationen.
AnschlieRend werden die Proben zweli Stunden bei 80°C
gemeinsam im Wasserbad erhitzt, die Magnetit-Konjugate
erneut mittels Magnet von den Uberstdnden getrennt und
vermessen. Nur bei den sdurebehandelten Magnetit-HSA-
Dextranblau-Konjugaten kanh eine deutliche Blaufarbung
der Uberstinde nachgewiesen werden, wahrend die nicht
mit Sdure behandelten Praparationen kein Dextranblau in
den Uberstand abgeben. Die starkste Freisetzung von
Farbstoff wird bei einer Salzsdurekonzentration von 0,1
bis 0,3n gemessen. Auch diese Experimente sprechen fur
eine vo6llig veranderte Struktur der saurebehandelten

Magnetitkonjugate mit gedffneten Porenstrukturen.

Beispiel 22
Verkapselung von Farbstoffen (Bromphenolblau) mit

Tragerprotein, Oxalsdurebehandlung

2 ml einer Ldsung von HSA (Humanserumalbumin, 5 mg/ml)
und  Bromphenolblau (10 mg/ml) werden  mit Iml
konzentriertem Ammoniak vermischt. Die alkalische
Loésung wird mit 2,6 ml Fe-Stammlésung (21g FeCl, x 4H0,
54,7g FeCl;x6H,0 + 200 ml H,0), 1:10 verdinnt, versetzt
und durchmischt. Die schwarz ausfallenden Konjugaté
werden sofort mittels eines Magneten abgetrennt und mit
30 ml Wasser versetzt, geschittelt und wieder
magnetisch abgetrennt. Der Vorgang wird noch dreimal
wiederholt. Der gewaschéne Niederschlag enthdlt stabile
Magnetit-Konjugate, die HSA und Bromphenolblau
enthalten. Die Waschldésungen werden spektral-
photometrisch vermessen und die Menge des verkapselten
Farbstoffes kalkuliert. Die Kalkulation ergibt, dass
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ca. 60% des Bromphenolblaus mittels Magnetit verkapselt
wurden. Die Konjugat-Praparation wird aliquotiert und
die Aliquots mit unterschiedlichen Konzentrationen
Oxals&ure (0,01%-10%) 3 Min. behandelt und anschlieflend
mit jeweils 30 ml Wasser dreimal gewaschen. Eine Probe
bleibt unbehandelt. Die Magnetit-Konjugate werden in
1ml destilliertes Wasser aufgenommen und in
Eppendorfréhrchen iberfihrt. Die Proben werden zunachst
3 Stunden bei Zimmertemperatur und danach bei 4°C uber
Nacht gelagert. Danach werden die Magnetit-Konjugate
mittels Magnet von den Uberstdnden abgetrennt und diese
spektralphotometrisch vermessen. Nach dieser Lagerung
befindet sich kein Bromphenolblau in den Uberstédnden
der saurebehandelten und der unbehandelten
Praparationen. Anschlieflend werden die Proben zweil
Stunden bei 80°C gemeinsam im Wasseérbad erhitzt, die
Magnetit-Konjugate erneut mittels Magnet von den
Uberstdnden getrennt und vermessen. Nur bei den
sdurebehandelten Magnetit-HSA-Bromphenolblau-Konjugaten
kann eine Blaufdrbung der Ubersténde nachgewiesen
werden. Die stdrkste Freisetzung von Farbstoff wird bei
einer Oxalsdurekonzentration von 0,05-4% gemessen. Auch
diese Experimente sprechen fur eine v&llig veranderte
Struktur der sdurebehandelten Magnetitkonjugate mit

gebffneten Porenstrukturen.

Beispiel 23
Verkapselung von Proteinen mit zusdtzlichen

funktionellen Gruppen, immunologischer Nachweis

2 ml einer Losung von FITC-markiertem BSA
(Rinderserumalbumin, 5 mg/ml) werden mit 1 ml
ammoniakalischer Lésung - vermischt. Die alkalische

Losung wird mit 2,6 ml Fe-Stammldsung (21g FeCl, x 4H,0,
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54,79 FeCl;x6H,0 + 200 ml H;0), 1:20 verdinnt, versetzt
und durchmischt.

Die schwarz ausfallenden Konjugate werden sofort
mittels eines Magneten abgetrennt und mit 30ml Wasser
versetzt, geschlttelt und wieder magnetisch abgetrennt.
Der Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Der
gewaschene Niederschlag enthdlt stabile Konjugate, die
FITC-BSA enthalten. Die Konjugat-Prdparation wird

aliquotiert. Eine Probe bleibt unbehandelt, andere

werden mittels unterschiedlicher Konzentrationen (0,1-
5%) Oxalsidure behandelt und anschlieflend dreimal mit je
30 ml Wasser gewaschen, in 1ml Wasser aufgenommen und

in ein Eppendorfrbhrchen uberfihrt. Jeweils 3 pl der

.Praparate werden analog zu Bsp. 2 auf Nitrocellulose

getipfelt und mit einem Peroxidase-markierten
Antikdrper gegen FITC inkubiert. Nach PBS Waschung wird
mittels ECL-System auf Peroxidaseaktivitdt (Auswertung
Uber Chemolumineszenz) gepruft: Wie in Bsp. 2 arbeiten
alle Positiv- und Negativkontrollen korrekt. Nur die
mit Oxalsaure behandelten Prdparationen zeigen
deutliche Signale. Das heifft der gegen FITC gerichtete
Antikdérper konnte das FITC am BSA erreichen und
immunologisch erkennen. Die optimale Oxalsaure-

konzentration liegt bei 0,1-1%.
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Patentanpriiche

Bioaktive und biokompatible Konjugate mit
magnetischen Eigenschaften,

gekennzeichnet dadurch, dass

sie Netzstrukturen mit supefparamagnetischen oder
ferromagnetischen Eigenschaften aufweisen, die
teilweise aus Biomolekiilen und/oder Zellen, die
gegebenenfalls Ankergruppen enthalten, und einer
oder mehreren von  Hohlraumen  durchbrochenen,

vernetzten Schichten, durch die die Biomolekiile

‘und/oder Zellen biochemisch erreichbar sind und die

teilweise aus magnetischen Eisenoxiden oder
Mischoxiden def Formel MeO-Fe,0; bestehen, wobei Me
zweiwertige Metallionen von Fe, Ba, Sr, Mn, 2Zn oder
Co und Fe,0; y; Fe,0; oder magnetische Reinmetalle,

wie Cobalt und Eisen sind, aufgebaut sind.

Bioaktive und biokompatible Konjugate nach
Anspruch 1,
gekennzeichnet dadurch, dass

die Biomolekiile und/oder Zellen biokompatibel sind.

Bioaktive und biokompatible Konjugate nach Anspruch
1 oder 2,
gekennzeichnet dadurch, dass

die Biomolekilile und/ocder Zellen bioaktiv sind.

Bioaktive und biokompatible Konjugate nach einem
der Anspruche 1 bis 3,

‘gekennzeichnet dadurch, dass

die Biomoleklile und/oder- Zellen pharmakologisch

wirksam sind.
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Bioaktive und biokompatible Konjugate nach einem
der Anspriche 1 bis 4,

gekennzeichnet dadurch,  dass

die Biomoleklile pharmakologisch wirksame

Moleklile, wie Cancerostatika sind.

Bioaktive und biokompatible Konjugate nach einem
der Anspriche 1 bis 5,

gekennzeichnet dadurch, dass

die Biomoleklle synthetische und/oder naturliche
Oligomere oder Polymere, wie z.B. Peptide und/oder
Proteine und/oder Nukleinsdurefragmente und/oder
Nukleinsduren und/oder Oligo- oder Polysaccharide

sind.

Bioaktive und biokompatible Konjugate mnach einem
der Ansprﬁché 1 bis 6, \
gekennzeichnet dadurch, dass

die Zellen Bakterienzellen oder humane Zellen, die

~biocaktiv sein kdnnen, sind.

Biocaktive und biokompatible Konjugate nach einem
der Anspriuche 1 bis 7,

gekennzeichnet dadurch, dass

die Ankergruppen ionisch bindende Gruppen und/oder
chelatbildende Gruppen und/oder kovalent bindende
Grﬁppen und/oder tber biologische Affinitat

bindende. Gruppen, wie z.B. Biotin, und oder

Antikdrperbindende Gruppen und/oder
Fluoreszenzfarbstoffe sind, die zur Weiterreaktion

der Biomolekiile und/oder -Zellen geeignet sind.
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Bioaktive und biokompatible Konjugate nach 1,
gekennzeichnet dadurch, dass

die Volumenkonzentration der magnetischen
Eisenoxide oder Mischoxide 0,0001% bis 10 Vol%,
insbesondere 0,01 % bis 1 Vol %, betragt.

Bioaktive und biokompatible Konjugate nach 1,
gekennzeichnet dadurch, dass . '

die Kernteilchengroéfie der magnetischen Komponente
1-1000 nm betragt.

Bioaktive und bickompatible Konjugate nach 1,
gekennzeichnet dadurch, dass

die durchbrochenen, vernetzten Schichten, die
teilweise aus der magnetischen Komponente bestehen,
von Hohlrdumen, die einen Durchmesser von O,i nm

bis 1000 nm besitzen, durchbrochen sind.

Bioaktive und biokompafible Konjugate nach 1,
gekennzeichnet dadurch, dass

die Konjugate in dispergierter Form in wassrigen
oder mit Wasser mischbaren Ldsungen vorliegen,
wobei die Teilchengrdéflie der Konjugate in Kugelform
von 1lnm bis 500 um oder als ausgedehnte Objekte bis
zu 10 cm Lange und Breite betragt.

Verfahren 2zur Herstellung von biocaktiven wund
biokompatiblen Konjugaten mit magnetischen
Eigenschaften,

gekennzeichnet dadurch, dass

gegebenenfalls Ankergruppen enthaltene Biomolekille
und/oder Zellen mit einer L&sung, die Metallsalze
enthdlt, vermischt werden und das Gemisch auf einen
alkalischen pH-Wert eingestellt wird, bzw. die
gegebenenfalls mit Ankergruppen versehenen
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15.
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Biomolekiile und/oder Zellen auf einen alkalischen
pH-Wert eingestellt werden und mit einer L&sung,
die Metallsalze enth&lt, vermischt werden, die
entstandenen magnetisch beweglichen separierbaren
Konjugate anschlieffend ggf. gewaschen und danach
mit chemischen Substanzen, bzw. mit phyéikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden
behandelt werden, die die unmagnetischen und/oder
magnetischen oxidischen Bestandteile partiell

auflésen.

Verfahren zur Herstellung bioaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 13,
gekennzeichnet dadurch, dass

gegebenenfalls mit Ankergruppen versehene
Biomolekule und/oder Zellen mit einer Lésung,idie
zweiwertige Metallionen und dreiwertige Eisenionen
enthdlt, vermischt werden und das Gemisch auf einen
alkalischen pH-Wert eingestellt wird, bzw. die
gegebenenfalls mit Ankergruppen versehenen
Biomolekiile und/oder Zellen auf einen alkalischen
pH-Wert eingestellt werden und mit einer Ld&sung,
die zweiwertige Metallionen und dreiwertige
Eisenionen enthalt, vermischt werden, die
entstandenen magnetisch beweglichen separierbaren
Konjugate anschlieffend ggf. gewaschen und mit
chemischen Substanzen, bzw. mit physikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden
behandelt werden, die die oxidischen Bestandteile

partiell aufldsen.

Verfahren zur Herstellung von bioaktiven und
biokompatiblen Konjugaten mit magnetischen
Eigenschaften, ’
gekennzeichnet dadurch, dass
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vorgebildete magnetisch separierbare Konjugate mit
Biomolekiilen und/oder  Zellen, die ggf. mit
Ankergruppen versehen sind, inkubiert werden und
danach mit chemischen Substanzen, bzw. mit
physikalischen, physiko-chemischen oder
biochemischen Methoden behandelt werden, die die

oxidischen Bestandteile partiell aufldsen.

Verfahren =zur Herstellung von Dbioaktiven und
biokompatiblen Konjugaten mit magnetischen
Eigenschaften,

gekennzeichnet dadurch, dass

vorgebildete magnetisch separierbare Konjugate mit
chemischen Substanzen, bzw. mit physikalischen,
physiko-chemischen oder biochemischen Methoden
behandelt werden, die die Oxidabscheidung partiell
aufldsen und danach mit Biomoleklilen und/oder
Zellen, die ggf. mit Ankergruppen versehen sind,
inkubiert werden und anschliefend ggf. gewaschen

und magnetisch separiert werden.

Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biockompatibler Konjugate nach Anspruch 14,
gekennzeichnet dadurch, dass

positiv geladene, in Wasser dispergierte
magnetische Nanoteilchen mit BiomoleklGlen und/oder
Zellen vermischt werden, anschliefRend ggf.
gewaschen werden und die magnetisch separierbaren
Konjugate mit chemischen Substanzen, bzw. mit
physikalischen, physiko-chemischen oder
biochemischen Methoden behandelt werden, die die
Oxidabscheidung partiell aufldsen.
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Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Anspriiche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als ggf. mit Ankergruppen versehenen Biomolekiile

Proteine eingesetzt werden.

Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 18,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Proteine Serumproteine eingesetzt werden.

Verfahren zZur Herstellung bioaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 18,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Proteine Albumine eingesetzt werden.

Verfahren zur Herstellung bicaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 20,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Albumin Humanserumalbumin eingesetzt werden.

Verfahren ZUur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 18,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Proteine Enzyme eingesetzt werden.

Verfahren zZur Herstellung biocaktiver und
biockompatibler Konjugate nach einem der Anspriche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als ggf. mit Ankergruppen versehenen Biomoleklile
Nukleinsduren oder deren Fragmente eingesetzt

werden.

PCT/EP02/01584



10

15

20

25

30

WO 02/064122

24.

25.

26.

27.

44

Verfahren .Zux Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Anspriiche
13 bis 17, ‘ '

gekennzeichnet dadurch, dass

als Ankergruppen ionisch bindende und /oder
chelatbildende Gruppeh und/oder zur kovalenten
Bindung befdhigte Gruppen und/oder uber
biologische Affinitat bindende Gruppen, wie Biotin,
und/oder zur  Bindung von Antikdérpern befdhigte
Gruppen und/oder Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt

werden.

Verfahren zZur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 24,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Ankergruppe fluoreszeinhaltige Gruppen

eingesetzt werden.

Verfahren zZur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 13,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Schwermetallsalzldsung Eisen(II) - und
Eisen(III)-Salze -enthaltende ‘Lésﬁngen eingesetzt

werden.

Verfahren zur Herstellung bioaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 13,
gekennzeichnet dadurch, dass

als Metallsalzldsung Kobalt- oder Nickel-Salze

enthaltende Lbsungen eingesetzt werden.
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Verfahren zZur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 13,
gekennzeichnet dadurch, dass

der alkalische pH-Wert durch Zugabe von
konzentriertem Ammoniumhydroxyd NaOH oder KOH

eingestellt wird.

Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Ansprilche
13 bis 17, gekennzeichnet dadurch, dass

als Substanzen, die die Metalloxidabscheidungen
partiell aufldsen, organische oder anorganische

Sduren verwendet werden.

Verfahren zur Herstellung bicaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Anspriiche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als Substanzen, die die Metalloxidabscheidungen
partiell aufldsen, organische Sauren,_ wie
Citronensdure, Weinsdure und Oxalsdure verwendet

werden.

Verfahren zur Herstellung bioaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 29,

gekennzeichnet dadurch, dass

o

Oxalsdure 1in einer Konzentration von 10- 0,1

eingesetzt wird.

Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach Anspruch 29,
gekennzeichnet dadurch, dass

Oxalsdure Dbei einer Temperatur von 0°C-50°C

eingesetzt wird.
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Verfahren zur Herstellung biocaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Anspriche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als Substanzen, die die Metalloxidabscheidungen
partiell aufldsen, anorganische Sdauren, wie

Salzsdure, verwendet werden.

Verfahren zur Herstellung bicaktiver und

biockompatibler Konjugate nach einem der Anspriche

13 bis 17,
gekennzeichnet dadurch, dass
als physikalische Methode, die die
Metalloxidabscheidungen partiell aufldsen,
Ionenstrahl- und/oder Laserstrahltechniken,

verwendet werden.

Verfahren zZur Herstellung bioaktiver und
biocompatibler Konjugate nach einem der Anspruche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als physiko-chemische Methoden, die die
Metalloxidabscheidungen partiell aufldsen,

elektrochemische Methoden, verwendet werden.

Verfahren zur Herstellung bioaktiver und
biokompatibler Konjugate nach einem der Anspruche
13 bis 17,

gekennzeichnet dadurch, dass

als biochemische Methoden, die die
Metalloxidabscheidungen partiell aufldsen, Bio-

Korrosions-Methoden, verwendet werden.
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