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Abstract: Fiir die Proteomik ist die einfache und effiziente
Isolierung von Proteinen aus einer Mischung essenziell. Wir
beschreiben hier einen supramolekularen Ansatz, um selektiv
Proteine aus einer Proteinmischung einzufangen und mithilfe
eines Magnetfeldes auszufillen. Dies geschieht durch die Bil-
dung eines multivalenten selbstorganisierten Komplexes aus
einer verdiinnten Losung der folgenden drei Komponenten:
Cyclodextrin-beschichtete magnetische Nanopartikel, Ada-
mantan- und Kohlenhydrat-funktionalisierte nichtkovalente
Vernetzer und Lectine. Der selbstorganisierte ternire Komplex
wird im Magnetfeld ausgefillt und kann durch die Zugabe
eines konkurrierenden Bindungspartners leicht wieder in
Losung gebracht werden. Wir zeigen, dass dieser supramole-
kulare Ansatz zur Aufreinigung von Proteinen mithilfe ma-
gnetischer Extraktion hoch selektiv und effizient erfolgt.

M agnetische Nanopartikel (MNPs) aus Eisenoxid (Fe;O,,
v-Fe,05) erhalten aufgrund ihrer Anwendungsméglichkeiten
in der Biomedizin und im therapeutischen Bereich grofie
Aufmerksamkeit.!! Besonders ihr Superparamagnetismus,
ihre chemische Stabilitdt und ihre Biokompatibilitdt machen
MNPs einzigartig fiir den Einsatz in dem ausgesprochen
vielfiltigen Gebiet der Biomedizin. Sie finden bereits An-
wendung als Kontrastmittel fiir magnetische Kerns-
pinresonanztomographie,”) zum Trennen von Bakterien,"
beim Wirkstofftransport,™ fiir die biofunktionale molekulare
Bildgebung® und zum Auftrennen von Zellen.! Ein weiteres
Anwendungsgebiet ist die Trennung und Aufreinigung von
Zellen und Biomolekiilen in Bioprozessen.["! Verglichen mit
konventionellen Partikeln oder Harzen im Mikrometerbe-
reich zeigen MNPs wegen ihres kleinen Durchmessers und
ihrer grofen Oberflaiche herausragende Eigenschaften, wie
schnelle und effektive Bindung von Biomolekiilen, gute
Loslichkeit sowie rasche und reversible Ausfillung, die sie fiir
die Anwendung in biotechnologischen Trennprozessen be-
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sonders geeignet machen. In den letzten Jahrzehnten konnten
verschiedene Studien die Eignung von magnetischen Nano-
partikeln zur Aufreinigung von Proteinen demonstrieren. Vor
kurzem zeigten Xu und Mitarbeiter, dass mit einem Ni-Ni-
trilotriessigsdure(Ni-NTA)-Komplex modifizierte MNPs
ausgezeichnete Materialien zur Abtrennung von Histidin-

(His)-markierten Proteinen sind.[®! Mirkin et al. entwickelten

eine effiziente und selektive Methode zur Extraktion von His-

markierten Proteinen durch die Verwendung von Ni-haltigen

Nanostibchen mit einem Durchmesser von 300 nm.”! Des

Weiteren nutzt das Philips Magnotech System die dynami-

schen Eigenschaften von MNPs in einem magnetischen Feld

fiir Immuntests in Blut, Serum und Speichel."”
Supramolekulare Ansétze zur Immobilisierung von Pro-
teinen auf Oberflachen und Nanopartikeln mithilfe der Wirt-

Gast-Wechselwirkung von (3-Cyclodextrin($-CD)- und Ada-

mantanderivaten wurden bereits von mehreren Gruppen

beschrieben.'!! 2012 gelang uns die Entwicklung eines
lichtschaltbaren supramolekularen Systems zur Bindung von

Lectinen unter Zuhilfenahme von Cyclodextrinvesikeln und

Azobenzolgisten.'” Entscheidende Vorteile der Verwendung

eines supramolekularen Ansatzes zur Abtrennung von Pro-

teinen sind:

1) die einfache Modifizierung des gleichen CD-Grundge-
riists mithilfe orthogonaler nichtkovalenter Wechselwir-
kungen, die den Einsatz in einer Vielzahl biologischer
Prozesse ermoglicht;

2) die Vermeidung von denaturierenden Wechselwirkungen
zwischen Protein und Tragermaterial durch Bildung einer
abschirmenden hydrophilen Mikroumgebung um das
Protein durch die CD-Einheiten;

3) multivalente Anbindung der Proteine durch nichtkova-
lente supramolekulare Wechselwirkungen.

Hier wird ein simples und dynamisches supramolekulares
System zur selektiven Bindung und Abtrennung eines ge-
wiinschten Proteins aus einer Proteinmischung in einem
Magnetfeld beschrieben. In diesem System finden gleichzeitig
zwei orthogonale nichtkovalente Bindungsmotive Anwen-
dung: B-CD-Adamantan-Wirt-Gast-Einschluss und Protein-
Ligand-Wechselwirkungen. Da diese nichtkovalenten Wech-
selwirkungen von Natur aus schwach sind (Bindungskon-
stanten einer einzelnen Wechselwirkung K,~10°-10*m™"),
sind fiir einen stabilen Komplex in wissrigem Medium mul-
tivalente Bindungen notwendig (K,~10°m™"' fiir eine diva-
lente, K,~10°M~" fiir eine trivalente, K,~10”m™" fiir eine
tetravalente Wechselwirkung usw.).™®! Hier stellen wir eine
neue Klasse hydrophiler, 3-CD-beschichteter MNPs vor und
beschreiben ihren Einsatz zur selektiven supramolekularen
Bindung von Lectinen. Dies nutzen wir fiir einen neuartigen
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und hoch effektiven Ansatz zur magnetischen Aufreinigung
von Proteinen in wissrigem Medium.

Die p-CD-beschichteten magnetischen Nanopartikel
(MNP-CDAs) wurden in einer zweistufigen Synthese erhal-
ten: Zunichst wurden MNPs durch die basische Koprizipi-
tation von Fe'- und Fe'-Salzen synthetisiert und anschlie-
Bend mit Per-6-desoxy(carboxypropyl)thio-B-cyclodextrin-
(CDA)-Liganden modifiziert. Die Stirke der Bindung typi-
scher funktioneller Gruppen an eine Magnetitoberfliche
sinkt gem&B: Phosphonat > Carboxylat > Hydroxy > Sulfo-
nat."! Unser Ligandendesign stellt sieben Carbonsiure-
gruppen zur multivalenten Bindung an die MNP-Oberfldche
zur Verfiigung, ohne dabei die superparamagnetischen Ei-
genschaften der Partikel zu beeintriachtigen (Abbildung 1 A).
Die zweistufige Synthese der CDA-Liganden selbst wird in
den Hintergrundinformationen beschrieben. Eine Charakte-
risierung der MNP-CDAs beziiglich ihrer Grée und Form
erfolgte mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
Die TEM-Aufnahmen und die daraus hervorgehende Gro-
Benverteilung (Abbildung 1B,C) bestitigten, dass die erhal-
tenen Nanopartikel monodispers und einheitlich geformt
sind. Der Durchmesser der MNP-CDAs betrégt (12 +5) nm
und stimmt mit der durch dynamische Lichtstreuung (DLS)
erhaltenen mittleren Grofle tiberein (Abbildung 1D). Das C-
Potenzial der MNP-CDAs ist —43 mV aufgrund der sekun-
didren Hydroxygruppen und iiberschiissigen nichtkomple-
xierten Carboxygruppen der immobilisierten CDA-Liganden
(sieche Abbildung S1; S: Hintergrundinformationen). Die
Banden im FTIR-Spektrum der MNP-CDAs koénnen den
Hauptschwingungsmodi der CDAs wie folgt zugeordnet
werden: C-H-Schwingung bei #=2916 cm™ (¥#=2924 cm™
fiir das freie CDA), CH,-Deformationsschwingung bei 7=
1400 cm ™ (# =1398 cm™! fiir das freie CDA), eine charakte-
ristisch starke C=O(Carboxylat)-Streckschwingung bei 7=
1557 cm™ (#=1564 cm™" fiir das freie CDA) und eine breite,
schwache Bande bei #3263 cm™' (#=3274cm™" fiir das
freie CDA) aufgrund der Schwingung der Hydroxygruppen
(siche Abbildung S2). Die detektierten charakteristischen
Schwingungen belegen die Immobilisierung der CDA-Li-
ganden an der Oberfldche der MNPs und wurden im Falle der
nichtfunktionalisierten MNPs nicht gefunden. Des Weiteren
wurden thermogravimetrische Analysen (TGA) der nicht-
funktionalisierten sowie der beschichteten MNPs durchge-
fithrt (Abbildung S3). Aufgrund von Wasserriickstinden
konnte im Falle der nichtfunktionalisierten MNPs ein Mas-
senverlust von 1.0 % innerhalb des Messbereiches von 100 bis
600°C nachgewiesen werden. Bei den MNP-CDAs wurde
eine zusitzliche Massendifferenz von 17.1 % detektiert, die
auf den Verlust der CDA-Ligandenhiille der MNPs zuriick-
zufiihren ist. Fiir MNP-CDAs und CDAs lag der Hauptmas-
senverlust in einem Temperaturbereich von 150 bis 400°C
(sieche Abbildung S3). Basierend auf den TEM- und TGA-
Befunden ist eine Berechnung der Zahl an CDA-Liganden
pro MNP durch die Multiplikation des Volumens mit der
Dichte von Magnetit (0=2.64 gcm™) moglich. Aus der
daraus resultierenden molaren Masse lédsst sich eine Zahl von
ca. 1.97 x 10° CDAs pro MNP bestimmen. Die ausfiihrliche
Berechnung findet sich in den Hintergrundinformationen.
Die experimentellen Werte konnen mit theoretischen Werten
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Abbildung 1. Schematische Darstellung und Charakterisierung der hy-
drophilen -CD-beschichteten magnetischen Nanopartikel (MNP-
CDAs). A) Schematische Abbildung der MNP-CDAs und Molekiilstruk-
tur der CDA-Liganden (Auszug). B) TEM-Bilder der MNP-CDAs.

C) GréRenhistogramm der Partikel nach Auswertung der TEM-Bilder.
D) Gréflenhistogramm der Partikel ausgehend von DLS-Messungen.

verglichen werden, die aus einfachen geometrischen Uberle-
gungen hervorgehen. In diesem Fall werden die auf der
Oberflache immobilisierten CDA-Liganden als flache Schei-
ben mit einem Durchmesser von 1.53 nm betrachtet, die die
MNP-Oberfldche in einer hexagonal-dichtesten Kugelpa-
ckung besetzen. Gemifi diesen theoretischen Annahmen
werden ca. 0.94 x 10° CDAs benétigt, um ein einzelnes MNP
zu bedecken. Unsere experimentellen Befunde zeigen, dass
die Zahl an CDAs pro MNP in der Grofenordnung des
theoretisch berechneten Wertes liegt, aber erheblich hoher
ist. Dies kann dadurch erkliart werden, dass die MNPs nicht
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Aufreinigung von Proteinen durch die nichtkova-
lente Bindung und magnetische Abscheidung mit MNP-CDA und G1. Molekilstrukturen von

G1 und G2.

perfekt kugelférmig sind und effektiv eine gro3ere Oberfla-
che zur Verfiigung steht. Auch besteht die Moglichkeit, dass
CDAs in einem ,,senkrechten® anstelle eines ,,waagerechten®
Modus binden, sodass der Raumbedarf des Liganden an der
MNP-Oberfliche sinkt.

Wie in Abbildung 2 gezeigt, wurde die selektive Abtren-
nung von Proteinen aus einer Proteinmischung durch die
Verwendung der MNP-CDAs mit einem Adamantan-Koh-
lenhydrat-Konjugat untersucht. Dabei wurden zwei Lectine
ausgewihlt: Erdnuss-Agglutinin (PNA) und Concanavalin A
(ConA). Beide Lectine bilden im neutralen pH-Bereich Te-
tramere und haben vier Kohlenhydratbindungsstellen.!
ConA bindet ausschlieBlich a-p-Glucose, a-D-Mannose und
deren Glycoside, PNA hingegen ausschlieBlich f-p-Galactose
und dessen Glycoside. Fiir die multivalente Selbstorganisati-
on von Kohlenhydraten auf CD-Vesikeln wurde von uns der
Begriff , kiinstliche Glycocalix“ eingefiihrt."") Die Gastmo-
lekiile G1 und G2 enthalten jeweils zwei orthogonale mole-
kulare Erkennungseinheiten: eine Adamantan- und eine
Kohlenhydratfunktion. Das Adamantan dient der Bildung
einer 1:1-Einschlussverbindung mit B-CD (K,~ 10*m1).0!
Die Kohlenhydratfunktion, die zur Erkennung des Proteins
dient, ist tiber einen Tetraethylenglycol-Linker mit der
Adamantanfunktion verkniipft. Die Oberfliche der MNP-
CDAs kann iiber die einfache Zugabe dieser Adamantan-
Kohlenhydrat-Konjugate mit den spezifischen Kohlenhydra-
ten modifiziert werden. Die Eigenschaften der mit Ada-
mantan-Kohlenhydrat-Konjugaten = modifizierten =~ MNP-
CDAs wurden in Gegenwart von Lectinen untersucht.

Eine 25 pM Losung von entweder G1 oder G2 wurde zu
einer verdiinnten gepufferten Losung der MNP-CDAs
(0.2 mgmL™") gegeben. Die optische Dichte (OD,y) der
MNP-CDA Losung betrdgt <0.05 und bleibt auch nach
Zugabe von G1 unverdndert (Zugabe nach 2 min, gekenn-
zeichnet durch den ersten Pfeil in Abbildung 3). Wird hin-
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gegen ConA zu der Mischung aus MNP-
CDA und dem Konjugat G1 hinzugefiigt
(Zugabe nach 4 min, gekennzeichnet
durch den zweiten Pfeil in Abbildung 3),
erhoht sich der OD,y-Wert innerhalb von
10 min von ca. 0.05 auf 0.25. Diese Beob-
achtung lésst auf die rasche und spontane
Bildung des terndren Komplexes aus
MNP-CDA, G1 und ConA schlieBen.
Wegen der multivalenten orthogonalen
Vernetzung von MNP-CDAs und ConA
durch den Gast G1 aggregieren die MNP-
CDAs zu mikroskaligen Clustern. Diese
Aggregation konnte ebenfalls durch DLS
nachgewiesen werden (sieche Abbil-
dung S5). Identische Phdnomene konnen
auch im Falle von MNP-CDAs, G2 und
PNA nachgewiesen werden (Abbildung 3,
rote Kurve). Bei einer ,,falschen* Kombi-
nation von Gast und Lectin (z.B. G1 und
PNA oder G2 und ConA) wurde keine
Aggregation beobachtet. Aus diesen Be-
funden schlieen wir, dass die Bildung des
terndren Komplexes hoch selektiv ist und
die entsprechende Kombination aus Lectin und Adamantan-
Kohlenhydrat-Konjugat voraussetzt.

Aufgrund der Gegenwart der MNPs zeigt der ternére
Komplex aus vernetztem MNP-CDA, Gast und Lectin su-
perparamagnetisches Verhalten und kann durch einfache
magnetische Prazipitation abgetrennt werden. Somit kann ein
Lectin, das spezifisch an die Kohlenhydrat-funktionalisierten
MNPs bindet, durch magnetische Abscheidung aus einer
Mischung von Proteinen entfernt werden. Zur Quantifizie-
rung der Effizienz der Proteinabtrennung wurden Fluores-
zenzmessungen von Fluoresceinisothiocyanat(FITC)- und
Tetramethylrhodaminisothiocyanat(TRITC)-markierten
Proteinen vor und nach der Komplexierung durchgefiihrt.
Sowohl die Anregungswellenldnge der jeweiligen markierten
Lectine (A, =490 und 540 nm) als auch die beobachtete
Fluoreszenz (A, =520 und 576 nm) zeigen bei den gewihlten
Konzentrationen keine Uberlagerung mit den anderen in der
Mischung vorliegenden markierten Lectinen (siehe Abbil-
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Abbildung 3. Bildung vernetzter ternirer Aggregate aus MNP-CDAs,
Adamantan-Kohlenhydrat-Konjugaten und Lectinen. Zeitabhingige
Messung der optischen Dichte bei 4 =400 nm. Bedingungen: [MNP-
CDA]=0.2 mgmL™, [G1]=[G2] =25 pum, [ConA] = [PNA] =

0.05 mgmL™"; 20 mm HEPES-Puffer (1.0 mm MnCl,, 1.0 mm CaCl,,
0.15m NaCl, pH 7.4); T=23°C.
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dung S6). Wie erwartet zeigt das Fluoreszenzspektrum
Emissionsmaxima bei 520 und 576 nm, was auf FITC-PNA
und TRITC-ConA zuriickzufiihren ist. Eine Mischung dieser
Lectine (jeweils 0.05 mgmL~") wurde mit einer Losung aus
MNP-CDA (0.45 mgmL™") und dem Adamantan-Mannose-
Konjugat (G1; 40 um) versetzt. Nach einer Inkubationszeit
von 10 min und magnetischer Abscheidung des Komplexes
wurde ein 88-prozentiger Abfall in der Fluoreszenzintensitét
von TRITC-ConA gemessen (bei A =576 nm), wihrend fiir
FITC-PNA nur ein 8-prozentiger Intensitétsabfall (bei 1=
520 nm) festzustellen war (Abbildung 4 A). Diese Beobach-
tungen lassen darauf schlieen, dass die Mannose-funktio-
nalisierten MNP-CDAs mit TRITC-ConA einen ternédren
Komplex bilden, der aus der Losung ausfillt. Wie in Abbil-
dung 4 A gezeigt, ist das Ausmal3 der Extraktion von der
Konzentration an MNP-CDAs abhingig. Dementsprechend
zeigen weitere Fluoreszenzmessungen, dass bei Zugabe von
MNP-CDAs und des Adamantan-Galactose-Konjugates (G2)
zur Proteinmischung die Ausfillung des terndren Komplexes
von FITC-PNA zu einem 86-prozentigen Intensitédtsabfall
(bei A =520 nm) fithrt, wihrend nur ein 6-prozentiger Abfall
fiir das nichtbindende TRITC-ConA (bei 4 =576 nm) beob-
achtet wird. Die Konzentration der Lectine wurde jeweils
tiber eine Kalibrationsmessreihe bestimmt (siche Abbil-

A
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Mix + MNP-CDA (0.15 mg mL™) + G1 (TRITC ex)
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Mix + MNP-CDA (0.45 mg mL™) + G1 (TRITC ex)
Mix + MNP-CDA (0.15 mg mL™) + G1 (FITC ex)
Mix + MNP-CDA (0.30 mg mL™) + G1 (FITC ex)
Mix + MNP-CDA (0.45 mg mL™) + G1 (FITC ex)
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" 3004 Mix + MNP-CDA (0.45 mg mL™) + G2 (FITC ex)

200+
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Abbildung 4. Fluoreszenzspektren vor und nach der magnetischen Ab-
scheidung aus der Lectinmischung (Mix). A) Schrittweiser Abfall der
Intensitit der Emission bei A=576 nm nach Abscheidung des Komple-
xes aus MNP-CDA, G1 und TRITC-ConA (pinkfarbene bis violette
Linien), wobei die Emission bei A=520 nm unverindert bleibt (hell-
griine Linien). B) Schrittweiser Abfall der Intensitat der Emission bei
A=520 nm nach Abscheidung des Komplexes aus MNP-CDA, G2 und
FITC-PNA (hellgriine bis dunkelgriine Linien), wobei die Emission bei
A=576 nm unverandert bleibt (pinkfarbene Linien). Bedingungen:
[TRITC-ConAl,=[FITC-PNA],=0.05 mgmL ™", [G1]=[G2] =40 um, [Ad-
teg]=10 um, [MNP-CDA]=0.15-0.45 mgmL™"; 20 mm HEPES-Puffer
(1.0 mm MnCl,, 1.0 mm CaCl,, 0.15m NaCl, pH 7.4); T=23°C.
Aex =490 und 540 nm.
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dung S6 und Tabelle S1). Kontrollexperimente ergaben, dass
sich die Intensitédt der Fluoreszenz-markierten Lectine weder
nach Zugabe von MNP-CDAs noch nach Zugabe des Ada-
mantan-Kohlenhydrat-Konjugates veridndert (siche Abbil-
dung S7). Dies belegt, dass der zuvor beobachtete Intensi-
titsabfall auf die spezifische Ausfdllung des gewiinschten
Lectins aus der Proteinmischung zuriickzufiihren ist. Nicht-
spezifische Wechselwirkungen konnen vernachléssigt werden,
da zu deren Minimierung alle Experimente mit 10 um Ad-
amantyltetraethylenglycol (Ad-teg) durchgefithrt wurden
(siche Abbildung S8).

Nach der magnetischen Ausfillung blieb hauptsichlich
nur noch ein Lectin in Losung. Um das ausgefillte Lectin aus
dem terndren Komplex zuriickzugewinnen, wurde, wie in
Abbildung 2 gezeigt, eine Losung aus (3-Octylglucosid (OG),
-CD und Kohlenhydratligand verwendet. Das nichtionische
Tensid OG wurde ausgewihlt, da es in der Lage ist, Proteine
ohne Denaturierung zu losen.'"”) Dabei wurde eine 50 mm
Tensidkonzentration verwendet, die deutlich iiber der Kriti-
schen Micellenbildungskonzentration von 25 mm liegt. Dies
gewibhrleistet, dass die MNPs durch eine schiitzende Micelle
in Losung gehalten werden. Wie in Abbildung 2 dargestellt,
wurde die iiberstehende Losung (FITC-PNA: 0.046 mgmL ™)
nach der magnetischen Abscheidung des Komplexes dekan-
tiert. Der Niederschlag enthdlt MNP-CDA, G1, Ad-teg und
den Hauptanteil an TRITC-ConA. Die Intensitdt der Fluo-
reszenz bei A =576 nm steigt nach der Inkubation des Riick-
standes mit 50 mm OG-Losung um 36 %, was die begrenzte
Loslichkeit des terndren Komplexes und Freisetzung von
TRITC-ConA nur durch OG zeigt. Bei der Verwendung einer
Mischung aus 50 mm OG, 100 mm D-Glucose und 100 pm -
CD konnte ein Anstieg von 85% beobachtet werden (Ab-
bildung 5A). Demnach kann durch die Verwendung von
iiberschiissigen konkurrierenden Bindungspartnern wie D-
Glucose und B-CD der ternire Komplex vollstandig zerstort
werden. Aus der Intensitdt der Fluoreszenz bei A =520 nm
kann errechnet werden, dass nur 6% der FITC-PNAs in
Losung verbleiben (Abbildung 5 A und Tabelle S1). Die ent-
sprechenden Experimente mit dem ternidren Komplex aus
MNP-CDA, G2 und FITC-PNA zeigen, dass nach Inkubation
mit der Mischung aus OG, p-Galactose und (3-CD ebenfalls
eine Freisetzung von 77 % erreicht werden konnte (Abbil-
dung 5B und Tabelle S1). Diese Befunde belegen, dass die
Trennung von zwei Lectinen durch einen einzigen Ausfil-
lungsschritt mit einem supramolekularen magnetischen
Komplex und die folgende Dissoziation des Komplexes durch
konkurrierende Bindungspartner hoch effizient und selektiv
sind.

Das identische Trennverfahren wurde auch auf eine Mi-
schung von TRITC-ConA und FITC-markierte Meerrettich-
peroxidase (FITC-HRP) angewendet. HRP zeigt keine Bin-
dungsaffinitdt zu den beiden verwendeten Kohlenhydraten
(D-Mannose oder D-Galactose). Durch den Einsatz von
MNP-CDAs und G1 war es moglich, selektiv 93% des
TRITC-ConA aus der Losung zu extrahieren, ohne dabei die
Konzentration von FITC-HRP zu beeinflussen (siche Abbil-
dung S9). Nach dem Dekantieren der iiberstehenden, FITC-
HRP enthaltenden Losung war es moglich, 74 % des kom-
plexierten TRITC-ConA durch den Zusatz von OG, p-Glu-
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Abbildung 5. Fluoreszenzspektren vor und nach der Auflésung des
Lectinniederschlages. A) Anstieg der Intensitit der Emission bei
A=576 nm nach Auflésung des Komplexes aus MNP-CDA, G1 und
TRITC-ConA (violette bis pinkfarbene Linien). Die Intensitit bei
A=520 nm zeigt Riickstinde von FITC-PNA an. B) Anstieg der Intensi-
tit der Emission bei A=>520 nm nach der Auflssung des Komplexes
bei MNP-CDA, G2 und FITC-PNA (dunkelgriine bis hellgriine Linien).
Die Intensitit bei 1 =576 nm deutet auf Riickstinde von TRITC-ConA
hin. Bedingungen: [OG] =50 mwm, [p-Glucose] = [p-Galactose] =

100 mm, [3-CD] =100 pum; 20 mm HEPES-Puffer (1.0 mm MnCl,,

1.0 mm CaCly, 0.15m NaCl, pH 7.4); T=23°C. 1, =490 und 540 nm.

cose und -CD wieder freizusetzen. Zur Demonstration der
moglichen Anwendung dieses Trennverfahrens auch unter
anndhernd physiologischen Bedingungen wurde TRITC-
ConA aus einer 5-prozentigen Losung des fetalen Kélberse-
rums extrahiert (sieche Abbildung S10). Auch in diesem Fall
verlief die Extraktion sehr effizient.

Zusammenfassend konnten eine effektive Methode fiir
die Funktionalisierung von MNPs mit CD sowie deren Ein-
satz zur effizienten magnetischen Proteintrennung durch
Kombination zweier orthogonaler supramolekularer Wech-
selwirkungen (Adamantan-B-CD-Einschluss und Kohlenhy-
drat-Lectin-Wechselwirkung) entwickelt werden. Die Koh-
lenhydrat-beschichteten MNPs stellen eine sehr grofle aktive
Oberfldche zur selektiven Adsorption von Proteinen zu Ver-
fiigung, wihrend der magnetische Kern die gezielte Abtren-
nung der Partikel durch den Einfluss eines dufleren Magnet-
feldes ermoglicht. In einem einzelnen Extraktionsschritt er-
reicht die selektive Bindung und Freisetzung der Proteine
eine Effizienz von 85 %. Nach unserem Kenntnisstand gab es
zuvor noch kein dynamisches und multivalentes System zur
Trennung eines spezifischen Proteins aus einer Mischung von
Proteinen.
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