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1. Einleitung und Zielsetzung

Synthetisch hergestellte einzelstrangige Oligonukleotide, so genannte Aptamere, besitzen die
Fahigkeit, ihr Zielmolekidl mit einer hohen Affinitat und Spezifitat zu binden. Diese Fahigkeit
erhalten sie aufgrund des in vitro Herstellungsverfahrens, genannt SELEX, bei dem die
Aptamere aus einer groRen Bibliothek aus Oligonukleotiden anhand ihrer Affinitat zum
Zielmolekdl ausgesucht und vervielfaltigt werden [1]. Die Affinitat entsteht aufgrund der
dreidimensionalen Struktur, die von der Basenabfolge des Oligonukleotids bestimmt wird. Die
Bindung des Aptamers wird von hydrophobischen und elektrostatischen Interaktionen,
Wasserstoffbriickenbindungen und sterischen Effekten bestimmt [2] und ist fir das Zielprotein
hochspezifisch. Aus diesem Grund konnen sie als Alternative zu Antikdrpern mit diversen
Vorteilen in der Herstellung und Anwendung betrachtet werden, siehe Kapitel 2.4 Aptamere.
Bisher werden Aptamere in der medizinischen Diagnostik und Therapie, oder als biologisch
aktiver Teil von Biosensoren verwendet [3].

Mit der Immobilisierung dieser spezifischen Erkennungsstrukturen auf
superparamagnetischen Partikeln ergeben sich aussichtsreiche Anwendungen im
Downstream Processing, siehe Kapitel 2.4.2 Anwendung von Aptameren, die in dieser Arbeit
untersucht werden. Im Bereich der Aufarbeitung kdnnen die Aptamerpartikel Zielmolekile aus
komplexen Fermentationsmedien abtrennen. Dazu werden die Partikel in aufgeschlossenen
Zellen verteilt und binden dort die gewiinschten Zielmolekile. Bei extrazellularen Produkten
wlrde dieser Verfahrensschritt entfallen. AnschlieRend werden die Partikel magnetisch
separiert und die tbrigen Zellen bzw. Bestandteile des Lysats entfernt. Durch die Zugabe eines
Elutionspuffers wird das Zielmolekil von den Partikeln gewaschen und die Partikel einer neuen

Separation zugefihrt, siehe Abb. 1.
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Abb. 1: Verwendung der Aptamerpartikel im Zelllysat zur wiederholten Abtrennung von Zielproteinen.
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Der Vorteil der Magnetpartikel gegentber bisherigen Methoden der Proteinaufarbeitung ist,
dass die Aptamerpartikel direkt in der Biomasse verwendet und somit der entsprechende
Separationsschritt eingespart werden kann. Ein weiterer Vorteil bildet die mdogliche
Renaturierung von Aptameren durch Anlegen der fir jedes Aptamer spezifischen
Schmelztemperatur. Zudem kann die Regeneration der Aptamerpartikel, genau wie bei
Protein A oder Antikorpern, die bei Affinitatsaufarbeitungen haufig verwendet werden,
innerhalb von Minuten erfolgen. Zusammenfassend kénnen Aptamerpartikel eine langfristige
und wirtschaftliche Lésung bieten.

Da die Immobilisierung der Aptamere bisher nicht reversibel ist, werden zwei verschiedene
Aptamere an die Partikel gebunden. Zunachst werden kurze Oligonukleotide als Linker, so
genannte ,Spacer”, kovalent an die Magnetpartikel gebunden. An diese folgt anschlie3end die
Hybridisierung des Zielmolekul bindenden Aptamers. Es besteht damit die Méglichkeit, das
Zielmolekul tber die Dehybridisierung des Aptamers vom Linker zu losen. Zuséatzlich ist es
moglich, die Magnetpartikel je nach Aufreinigung, mit einem neuen, spezifischen Aptamer zu
modifizieren. Es entsteht ein Magnetpartikel mit spezifischer Bindungseigenschaft, die nach
Bedarf dem Zielmolekil angepasst werden kann. Dazu wird die Bindung zwischen Oligolinker
und langem Aptamer durch Hitzeeinwirkung denaturiert und das Aptamer entfernt. Die
Oligolinker verbleiben auf den Partikeln und kénnen mit einer dem neuen Zielmolekil
angepassten Aptamerstruktur hybridisiert werden. Anschaulich wird dies in Kapitel 2.4.3
Auswahl der verwendeten Aptamere.

In dieser Arbeit wird die Bindung von Oligolinkern und Aptameren auf magnetischen Partikeln
realisiert. Dazu werden zunachst die PartikelgroRenverteilungen der verwendeten Partikel
untersucht. Anhand der Gré3e kdnnen die mogliche Oberflachensaturierung der Partikel und
die zur Saturierung notwendigen Einsatzmengen an Oligonukleotid und Aptamer abgeschatzt
werden. Die Geschwindigkeit der Bindungsreaktion wird mit Hilfe der Aufnahme der
Isothermen Uber die Bindungsdauer beobachtet, um den Zeitpunkt der optimalen Beladung zu
ermitteln. Die Oligolinker enthalten eine terminale Erkennungsstruktur, die zur Bildung
kovalenter Bindungen mit den chemisch aktivierten Magnetpartikeln verwendet wird. Zur
Optimierung der Bildungskapazitat werden der pH-Wert und die Konzentration des
Oligolinkers wahrend der Bindung variiert und anschlieBend Aptamer an die Partikel
hybridisiert. Die Ergebnisse der Versuche sind in Kapitel 4.2 Aptamerpartikel dargestellt.
Nach der Optimierung der Aptamerpartikel werden diese auf ihre Wiederverwendbarkeit und
Langzeitstabilitat untersucht, um maogliche Vorteile der Partikel gegentber konkurrierenden
Methoden abzuschéatzen. Die Partikel werden in gemischten Proteinmedien untersucht, um die
Spezifitat der Partikel und die unspezifische Adsorption an die Partikel zu untersuchen. Diese
sind entscheidend fur den Separationserfolg und damit fur die Funktion der Partikel.

AbschlieRend erfolgt ein Vergleich der Ergebnisse mit Modellsystemen, mit zurzeit
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angewandten Methoden der Proteinaufreinigung, die in Konkurrenz zu den Aptamerpartikel
stehen. Es werden mit Iminodiessigsaure (IDA)-funktionalisierte Magnetpartikel betrachtet,
die die Histidin-Endungen (Hise-Tags) von entsprechend modifizierten Proteinen binden und
damit als direkter Vergleich fir die ebenfalls Hise-Tags bindenden Aptamerpartikel dienen.
Zudem wird die spezifische Bindung von Protein A, Antikdrper und Antigen im Vergleich
dargestellt. Der abschlieBende Vergleich der verschiedenen Partikel wird in Kapitel 4.2.10
Vergleich der Modellsysteme mit den Aptamerpartikeln erlautert.

Als Modellproteine fur die Immobilisierung werden zwei mit Hise-Tag modifizierte Proteine
verwendet. Das fluorimetrisch aktive GFPmut2 wird aufgrund seiner Moglichkeit zur Detektion
und Visualisierung verwendet, um die Bindung an Partikel zu quantifizieren und optisch
nachzuweisen. Fir die enzymatischen Untersuchungen werden Laccase und die Cytochrom
P450 Monooxygenase verwendet, die aussichtsreiche biotechnologische Anwendungen
verspricht, wie in Kapitel 2.4.2 Anwendung von Aptameren aufgefihrt wird.

Im Rahmen der Arbeit wird zudem die Planung und Konstruktion eines fir die
Laboranwendung konzipierten magnetischen Separators durchgefiihrt. Der Separator wird
nach dem Vorbild eines bestehenden groReren Separators entworfen und auf die Anwendung
mit geringen Partikelmengen und die Erzeugung geringer Partikelverluste ausgelegt. Nach der
Aufnahme verschiedener Durchbruchskurven des Separators wird die Verteilung der Partikel
im Filter simuliert, die wichtigsten Filterkenndaten berechnet und mit dem Vorbild verglichen.
In anschlieBenden Versuchen mit Laccase-Immobilisaten wird die Anwendbarkeit des
Miniatur-Separators erprobt. Diese Versuche sind in Kapitel 4.3 Hochgradienten-
Magnetseparation dargestellt.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Magnetpartikel

In den folgenden zwei Unterkapiteln werden zunéchst die physikalischen Grundlagen der
Magnetseparation erlautert und anschlieBend die Auswirkungen der Kréafte auf die
Eigenschaften magnetischer Partikel dargestellt. In den weiteren Abschnitten wird auf die
Abtrennung der Partikel mit dem HGMS-Verfahren (Hochgradienten-Magnetseparation)
eingegangen und die Messmethoden fir die PartikelgroRen aufgezeigt, die fiur die

magnetischen Eigenschaften der Partikel von Bedeutung sind.

2.1.1 Magnetische Kenngrdf3en

2.1.1.1 Magnetische Flussdichte

Um einen stromdurchflossenen Leiter bildet sich ein Magnetfeld, dessen Feldlinien senkrecht
zu dem Leiter verlaufen. Verlauft der Leiter durch ein weiteres Magnetfeld, kommt es zu einer
Uberlagerung der Felder. Das superpositionierte Feld (bt auf den Stromleiter eine senkrecht
zur Stromrichtung und den Feldlinien des Magnetfeldes stehende Kraft aus. Die magnetische
Flussdichte B ist wie folgt definiert:

F

B =
[-L

(Gl. 1)

Entsprechend der Einflussfaktoren Leiterlange L, Strom | und Kraft F variiert die magnetische
Flussdichte. Sie ist ein Vektor, der in Richtung des Magnetfeldes verlauft und senkrecht zur
Strom- und Kraftrichtung steht. Das magnetische Feld wird damit durch seine auf den
stromdurchflossenen Leiter ausiibende Wirkung beschrieben. Die Einheit der magnetischen

Flussdichte wird folgendermaf3en dargestellt:

Bl=r—=—7F=773=T (Gl. 2)

2.1.1.2 Magnetische Feldstarke und Permeabilitat

Ein magnetisches Feld entsteht aufgrund einer magnetischen Feldstarke H. Innerhalb einer
stromdurchflossenen Spule ist der Betrag mit der Lange L der Spule und der Anzahl der

Windungen n folgendermal3en definiert:

(Gl. 3)

=
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Die Richtung der magnetischen Feldstarke H entspricht derjenigen der magnetischen
Flussdichte und besitzt die Einheit Am™. Durch die magnetische Feldkonstante po und die
Permeabilitatszahl p, besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der magnetischen
Flussdichte und der magnetischen Feldstarke, siehe (Gl. 4). Die Permeabilitatszahl ist ein Mal3

flr die Durchlassigkeit der in der Spule befindlichen Materie fir magnetische Felder.

B=uo u-H (Gl. 4)

2.1.1.3 Polarisation und Suszeptibilitat

Wird eine Substanz in ein magnetisches Feld eingebracht, verandert sich die magnetische
Flussdichte innerhalb der Materie vom Ausgangswert Byakum auf den neuen Wert Buaterie. Die
Anderung der magnetischen Induktion AB wird magnetische Polarisation J genannt, siehe (Gl.
)

] = Buaterie = Mo H (GL. 5)

Die Polarisation ist bei allen Stoffen, mit Ausnahme ferro- bzw. ferrimagnetischer Substanzen,

proportional zu der von ihr hervorgerufenen Feldstarke.

J=x"p-H (Gl. 6)

Hierbei ist die magnetische Suszeptibilitat k der Proportionalitatsfaktor.

K= —1 (GL. 7)

Anhand der Permeabilitatszahl yr werden Stoffe mit konstanter Suszeptibilitat in zwei Gruppen
eingeteilt. Stoffe mit y, > 1 bzw. K > 0 heilden paramagnetisch und verstarken das Magnetfeld.
Stoffe mit ur < 1 bzw. K < 0 werden als diamagnetisch bezeichnet und schwachen das
Magnetfeld. Bei ferro- und ferrimagnetischen Stoffen ist die magnetische Polarisation J nicht
proportional zur Feldstarke H, sondern strebt bei groRen Feldstarken einem Maximalwert
entgegen. Damit ist die Permeabilitatszahl y, eine Funktion der Feldstarke H.
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2.1.1.4 Magnetisierung
Anstatt der Polarisation J wird in der Technik der Einfluss eines Magnetfeldes auf ferro- bzw.
ferrimagnetische Substanzen mit Hilfe der Magnetisierung M beschrieben. Gemessen wird die

Magnetisierung in der Einheit Am™.

M =AH = HMaterie - HVakuum (Gl. 8)

Der Maximalwert der Polarisierung bzw. Magnetisierung bei ferro- und ferrimagnetischen
Stoffen wird Sattigungspolarisation Js oder Sattigungsmagnetisierung Ms genannt. Der Wert
wird durch eine vollstandige Ausrichtung der magnetischen Dipole unter der magnetischen
Kraftwirkung des Magnetfeldes erreicht. Mit zunehmender Magnetisierung wachst die

Feldstarke bis zu einer vollstandigen Ausrichtung aller Dipole [4].

2.1.2 Magnetische Partikel und ihre Eigenschaften

Fur die Verfahrenstechnik relevante magnetische Partikel kbnnen aus Metallen (Fe, Co, Ni),
Metalloxiden (FeO, Fe;O3; (Maghemit), FesO4 (Magnetit)), Legierungen (FePt, FePts) sowie
Ferriten (CoFe204, MnFe;0,4) bestehen [5]. Die Vorteile gegentber nicht magnetischen
Partikeln bestehen in der hohen Abtrenneffizienz von bis zu 99 %, der damit verbundenen
Wiederverwendbarkeit der Partikel, sowie der einfacheren Prozesskontrolle durch angelegte
Magnetfelder. Magnetische Partikel kdnnen pords oder unporés synthetisiert werden. Nicht
pordse Partikel neigen nicht zum Fouling, wie andere in der Chromatographie eingesetzte
Materialien und lassen sich deshalb leichter reinigen und wiederverwenden. Zudem kénnen
bei der Verwendung von Enzymen diese direkt an der Oberflache gebunden werden, wodurch
eine Reaktionsverlangsamung durch Porendiffusion vermieden wird [5]. Anhand der
Oberflachenbeschichtung lassen sich Dispergierbarkeit und Biokompatibilitdt in
verschiedenen Medien erreichen [6]. Nanoskalige Partikel besitzen zuséatzlich eine grol3e
spezifische Oberflache.

Magnetische Nanopartikel weisen zudem von makroskopischen Koérpern abweichende
Eigenschaften auf. Werden magnetisierbare Partikel von einer Gro3e tber 20 nm magnetisch
separiert, verbleibt nach dem Entfernen der Magnete eine Restmagnetisierung (Remanenz)
weshalb es zur Agglomeration der Partikel kommt. Dieser Effekt beruht auf der parallelen
Ausrichtung der magnetischen Momente Uber gréRere Kristallbereiche, den Weil3schen
Bezirken mit einer GréRe von 0,001 - 0,1 mm?3. Es entstehen Dom&nen magnetischer Spins
mit gleicher Orientierung. Bei Partikeln mit einem Durchmesser kleiner als 20 nm tritt aufgrund
der geringen GrofRe paramagnetisches Verhalten auf. Beim Anlegen eines auf3eren
Magnetfeldes richten sich diese Partikel zum Magnetfeld aus, beim Entfernen des auf3eren

Feldes kehren sie in den ungeordneten Zustand zurlck [5]. Hierbei verbleibt keine Remanenz

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Theoretische Grundlagen

und es tritt deshalb keine Partikelaggregation wie bei ferromagnetischen Permanentmagneten
auf. Beim Vergleich von Magnetisierungskurven ferromagnetischer und

superparamagnetischer Partikel kann dieser Effekt betrachtet werden (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Magnetisierungskurve ferromagnetischer und superparamagnetischer Materialien vom Ausgangszustand der
magnetischen Sattigung [7].

Bei der Verringerung der Feldstéarke, ausgehend von einem gesattigten Bereich bis auf den
Wert Null, verbleibt bei ferromagnetischen Partikeln eine Remanenz Jg, d. h. die Partikel
besitzen weiterhin eine Polarisation. Erst wenn eine dem urspringlichen Feld
entgegengesetzte Kraft Hc, die Koerzitivfeldstarke, auf die Partikel einwirkt, wird die
Magnetisierung auf den Nullwert abgesenkt. Bei superparamagnetischen Magnetpartikeln
verbleibt keine Remanenz nach Entfernen des Magnetfeldes. Der Vorgang wird auch
Relaxation der Magnetisierung genannt und ist durch die Brownsche Molekularbewegung
begiinstigt. Dieser Effekt beruht auf der Unterschreitung des kritischen Volumens, ab dem die
Multidoméanenstruktur nicht mehr energetisch glnstig ist. Die einzelnen Spins dieser Partikel
ordnen sich in einer einzelnen ferromagnetischen Doméne an. Die Magnetisierung solcher
kleiner Partikel kann durch thermische Energie zwischen verschiedenen Richtungen
fluktuieren. Dieses Verhalten wird als Superparamagnetismus bezeichnet [8]. Abb. 3 zeigt die
Domanen ferromagnetischer Partikel bestehend aus mehreren Doméanen und

superparamagnetischer Partikel aus je einer Domane [4, 9].
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Abb. 3: Schematische Darstellung magnetischer Doménen in a) ferromagnetischen Partikeln bestehend aus mehreren
Domanen und b) superparamagnetischen Partikeln bestehend aus jeweils einer Domane. Beim Anlegen eines
Magnetfeldes richten sich die superparamagnetischen Partikel aus, siehe c), verlieren diese Ausrichtung
jedoch nach Entfernen des Magnetfeldes wieder [9, 10].

Allerdings besitzen magnetische Partikel aus reinem Magnetit nur eine geringe
Sorptionskapazitat, neigen aufgrund von van-der-Waals-Kraften zur Agglomeration und
eignen sich deshalb in dieser Form nicht als Adsorptionsmittel [11]. Zudem neigt der Werkstoff
zur Oxidation, was einen Verlust der Magnetisierbarkeit bedeutet. In den letzten Jahrzehnten
wurden deshalb neue Partikel entwickelt, die superparamagnetische Eigenschaften besitzen,
aber zudem hohe Bindungskapazitaten erreichen kénnen und gleichzeitig eine Schutzschicht
gegenltber Umwelteinflissen besitzen. Diese Partikel bestehen aus magnetischen
Nanopartikeln, meist bestehend aus Magnetit, verteilt in einer sie umhillenden Matrix aus
Polymer. Auf der Matrixoberflache kénnen funktionelle Gruppen bzw. Liganden flir spezifische
Anwendungen angebracht werden (siehe Abb. 4). Die funktionellen Gruppen befinden sich auf
der Oberflache, um mit ihrer Umgebung zu interagieren und z. B. eine selektive Aufreinigung

von Zielmolekdilen zu erreichen.

Magnetit
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Funkt.

M tpartikel
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Abb. 4: Schematische Darstellungen von superparamagnetischen Makropartikeln bestehend aus 15-20 nm groRen
Magnetit-Nanopartikeln in einer sie umgebenden Matrix. Auf der Oberflache der Matrix befinden sich
funktionellen Gruppen wie COOH, NH, oder Liganden.
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2.1.3 Anwendungsbereiche magnetischer Partikel

Die Anwendung von Magnetpartikeln reicht bis Mitte der 1970er Jahre zuriick, als Enzyme auf
Magnetpartikel immobilisiert und fir die Separation von Biomolekilen eingesetzt wurden [12].
Biotechnologische Hauptanwendungsgebiete sind in der Bioanalytik sowie der Biomedizin zu
finden. Als Beispiel kdnnen die Isolierung und Aufreinigung von Proteinen [13, 14], die
Immobilisierung von Enzymen [13, 14] und der Einsatz in der medizinischen Diagnostik [13]
genannt werden.

Ein Vorteil bei der Separation von Biomolekilen liegt in der Selektivitat und dem Einsparen
von Abtrennungsschritten, da das Zielmolekul direkt aus der Biosuspension, z. B. aus Blut,
Fermentationsmedium oder Wasser aufgenommen und damit abgetrennt wird [15]. Die
Abtrennung ist im Vergleich zu anderen Separationsmethoden schneller, schonender und
weniger aufwendig. Zusatzlich lassen sich Waschschritte und Pufferwechsel einfach
realisieren [14].

In der Medizin werden Magnetpartikel sowohl fiir die Diagnose als auch zur Therapie
eingesetzt. Bei der Hyperthermie, der Warmebehandlung bei Krebs, wird ein Fluid mit 15 nm
groBen superparamagnetischen Partikeln mittels einer Kanile in das Tumorgewebe
eingebracht. Die Partikel binden dort aufgrund spezifischer Antikbrper an die schadlichen
Zellen und kénnen durch Einwirken verschiedener Energiequellen, bspw. einem Magnetfeld,
eine Temperaturerhbhung im Gewebe erzeugen. Die Erwarmung fuhrt zum Zelltod des
Tumorgewebes, wobei umliegendes Gewebe weitgehend geschont werden kann [16, 17]. Des
Weiteren werden superparamagnetische Eisenoxid-Partikel (SPIO) als Kontrastmittel fir die
Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt. Die magnetischen Eigenschaften der Partikel
beeinflussen die Signalstarke in der MRT, da sie die Ti- und T.-Relaxationszeit verkirzen,
also die Zeit, bis ein longitudinales (T1) oder ein transversales (T.) Signal detektiert wird. Dies
ist fur die Bildgebung der MRT bedeutend. Mittlerweile kdnnen mit dieser Methode
Korperbereiche im Millimeterbereich dargestellt werden [18, 19]. Dadurch wird die
Beobachtung und Veranderung krankhafter Gewebe oder Organe ermdglicht. In kontroverser
Diskussion steht dabei die Unbedenklichkeit der Magnetpartikel. Zum einen sollen sie Uber
den physiologischen Eisenstoffwechsel langsam wieder ausgeschieden werden [20], zum
anderen sind die Risiken der Nanotechnologie noch nicht hinreichend erforscht. Eine weitere
Anwendung fir die chemische Analyse mit Magnetpartikeln bilden Enzym linked
Immunosorbent Assay (ELISA) fur verschiedene umweltbelastende Stoffe, z. B. Herbizide wie

Cyanazin oder Atrazin [21, 22].
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2.1.4 Hochgradienten Magnetseparation

Die Hochgradient-Magnetseparation (HGMS) stellt eine Alternative zu konventionellen
Methoden der Proteinaufarbeitung wie Filtration und Chromatographie dar und dient zudem
als Prozessintensivierung der Verfahrensschritte Zentrifugation, Chromatographie und
Fallung. Mit Hilfe der HGMS kdnnen klassische Methoden der Fest-Flissig-Trennung wie
bspw. Sedimentation oder Tiefenfiltration ersetzt werden. Bei der Abtrennung schwach
magnetischer Partikel und der Verwendung sehr hoher Feldgradienten wurde der Begriff der
Hochgradienten-Magnetseparation von Pfister 1979 gepragt [23]. Das Grundprinzip der HGMS
ist in Abb. 5 dargestellt.

Eine mit einer magnetisierbaren Abscheidematrix gefillte Filterkammer wird in den
Einflussbereich eines Magnetfelds gebracht. Die in der Abbildung durch einen
Drahtquerschnitt dargestellte Abtrennmatrix, die aus Stahlwolle, Drahten oder perforierten
Scheiben bestehen kann, biindelt das auRen vorliegende Magnetfeld und schafft fiir ferro- und
paramagnetische Partikel Bereiche mit starker Anziehungskraft. Nachdem sich die Partikel an
die Abtrennmatrix angelagert haben, wird die partikelfreie Suspension aus der Filterkammer
ausgespllt. Anschlie3end kann ein neuer Abtrennzyklus erfolgen [4].

magnetische Ablauf
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Abb.5: Prinzip der Hochgradienten-Magnetseparation nach Franzreb [4].

Fur bisherige Anwendungen im Maf3stab 1-5 L wurde der Hochgradienten-Magnetfilter
Steinert HGF-10 verwendet. Bei diesem wird ein Permanentmagnet im Inneren eines
Hufeisenmagneten ausgerichtet, damit die Magnetkréfte auf eine Trennkammer im Joch des
Hufeisenmagneten wirken. Aufgrund der hohen Gradienten an den Dréhten entstehen starke
Magnetkrafte an den Gittern [24]. Zur besseren Ablosung der Partikel von den Gittern wéahrend
des Spulvorgangs kann der Filter an seiner Halterung pneumatisch oder mechanisch geklopft
werden. Der Aufbau des HGF-10 ist in Abb. 6 dargestellt.
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