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1. Einleitung 

Magnetische Nanopartikel besitzen Anwendungspotenzial 
in vielen biologischen und medizinischen Anwendungsge-
bieten. Superparamagnetische Magnetit-Nanopartikel wer-
den klinisch verwendet als Kontrastmittel im Magnet-Re-
sonanz-Imaging (MRI)und intensiv untersucht für Anwen-
dungen wie Drug-Delivery-Systeme, Zell-Bewegungs- und 
Trenn-Systeme und Hyperthermie (1-5). Dabei sind Eisen-
oxid (Magnetit)-Nanopartikel besonders interessant, da sie 
größenabhängigen Superparamagnetismus besitzen, nicht 
toxisch sind und im Organismus metabolisiert werden (5, 
6). Deshalb werden unterdessen Magnetit-Nanopartikel in 
vielen biomedizinischen und diagnostischen Anwendun-
gen eingesetzt (7-9). Die Stabilität und Biokompatibilität 
der Magnetit-Nanopartikel sind von der Größe der Par-
tikel und von der Oberfl ächenbeschichtung der Partikel 
in der Lösung abhängig (10). Die häufi gste Methode zur 
Herstellung von superparamagnetischen Magnetit-Nano-
partikeln ist die Kopräzipitation von Eisensalzen in der 
Gegenwart einer Base, meist Ammoniumhydroxid (11). 
Für biomedizinische Anwendungen sollte die Oberfl äche 
der Magnetit-Partikel komplett mit einer Polymerschicht 
überzogen sein, um den Eisenoxidkern gegen die Blutpro-
teine und Phagocytose-Rezeptoren abzuschirmen (12). Die 
üblichsten Beschichtungsmoleküle für biokompatible, auf 
Magnetit basierende Kolloide sind Derivate von Dextran 
und Polyethylenglycol (13, 15). 

In dieser Arbeit beschreiben wir eine neue Präpa-
rationsmethode von Magnetit-Protein-Partikeln durch 
direkte Kopräzipitation von Eisensalzen und Proteinen. 
Als Modellprotein wird Humanserumalbumin (HSA) ver-
wendet, das als Hauptprotein des humanen Blutserums 
an der Oberfl äche von Partikeln zur Verwendung in me-
dizinischen Diagnostik- und Therapieverfahren sehr gute 
Voraussetzungen für die Biokompatibilität der Magnetit-
Partikel besitzt. Dabei wurde gefunden, dass die meisten 
der primären Präzipitationsprodukte zunächst biologisch 
inaktiv (z. B. nicht von HSA-spezifischen Antikörpern 
erkennbar) sind und erst durch weitere chemische Akti-
vierungsschritte biologisch aktiviert werden können. Das 
Verfahren der chemische Aktivierung und dessen Opti-
mierung wird beschrieben und eine Modellvorstellung für 
diesen Aktivierungsschritt präsentiert. 

Magnetit-Nanopartikel-Kopplungsprodukte mit unter-
schiedlichen Biomolekülen (z. B. Antikörpern, Protein A) 
gehören zu den für eine Verwendung in humanmedizini-
schen Strategien favorisierten Transportvehikeln für bio-
aktive Moleküle. Deshalb wurden die von uns erhaltenen 
Magnetit-HSA-Komplexe in einem zweistufi gen Glutar-
aldehyd Verfahren chemisch aktiviert und kovalent mit 
Protein A und Antikörpern (IgG) gekoppelt. 

Für die Bewertung der biologischen Aktivität der Magnetit-
Protein-Partikel wurde ein Festphasenassay unter Verwen-
dung von Nitrocellulosemembranen als Trägermaterial und 
fl uoreszenzmarkierten (FITC) immunologischen Nachweis-
reagenzien entwickelt und eingesetzt. Der Festphasenassay 
wurde mittels Photo-Imaging bzw. Laserscanner-Imaging-
Technik ausgewertet und dokumentiert. 

2. Methoden und Materialien

2.1 Herstellung der Magnetit-Protein-Partikel 
Die Präparation der Magnetit-HSA-Partikel erfolgte durch 
Kopräzipitation von Eisensalzen mit HSA. Dabei wurden 
1,3 ml einer Eisenstammlösung (Fe(II)-Chlorid, Fe(III)-
Chlorid, äquimolar) und 2mg HSA (in 1 ml destilliertem 
Wasser) vermischt und mittels 0,5 ml Ammoniak präzipi-
tiert. Nach sofortiger Zugabe von ca. 40 ml destilliertem 
Wasser und guter Vermischung (Vortex) wurden die 
magnetischen Komplexe mittel eines Magneten an der 
Röhrchenwand konzentriert und der Überstand dekantiert. 
Die Waschung wurde noch dreimal wiederholt und die 
Partikelpäparation in 4 Aliquots (1 ml) geteilt. Präzipitierte 
Magnetit-Partikel ohne HSA im Fällungsansatz wurden als 
Kontrolle parallel hergestellt. 

2.2 Chemische Aktivierung der Magnetit-
Protein-Partikel 

Zur chemischen Aktivierung wurden Aliquots der Magne-
tit-HSA-Partikel mit unterschiedlichen organischen Säuren 
(z. B. Zitronensäure, Weinsäure und Oxalsäure) bei 20°C ca. 
30 Sekunden inkubiert, danach viermal mit destilliertem 
Wasser gewaschen und in 1 ml Wasser resuspendiert. Die 
Inkubation erfolgte mittels unterschiedlicher Konzentra-
tionen und Volumina der Säuren. Das Gesamtvolumen 
der magnetisch abgeschiedenen Magnetit-Protein-Parti-
kel wurde vor und nach dem Säurebehandlungsschritt 
bestimmt. 

2.3 Festphasenassay zur Bestimmung der 
biologischen Aktivität 

2 µl der aliquotierten Magnetit-HSA-Partikel-Präparationen, 
einschließlich Verdünnungen, wurden auf Nitrocellulose-
streifen aufgetüpfelt und angetrocknet. Auf den gleichen 
Streifen wurden Negativkontrollen (z. B. Magnetit-Parti-
kel) und Positivkontrollen (z. B. HSA-Verdünnungen und 
fl uoreszenzmarkierte Antikörper) getüpfelt. Nach einem 
Blockierungsschritt der Oberfl äche des Trägermaterials 
mittels 0,1% (w/v) Gelantine in PBS wurden die Streifen 
mit einem FITC markierten anti-HSA-Antikörper 3 Stun-
den inkubiert, mit PBS viermal gewaschen und danach 
mittels Photoimager bzw. Laserscanner ausgewertet. Alle 
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Inkubations- und Waschschritte erfolgen unter leichter Be-
wegung der Streifen in einer Inkubationswanne auf einem 
Laborschüttler. Bei der Auswertung und Dokumentation 
der Nitrocellulosestreifen wurde zunächst eine Bestrahlung 
mittels visuellem Licht (vis.) und danach mittels UV-Licht 
(uv) zur Anregung der Fluoreszenz (FITC) vorgenommen. 
Mittels des (vis.)-Bildes ist eine Quantifi zierung des Magne-
tits in den Präparationen möglich. Eine grüne Fluoreszenz 
der (uv)-Bilder zeigt die Bindung des Antikörpers (biologi-
sche Aktivität) quantitativ auswertbar an. 

2.4 Glutaraldehydaktivierung der Magnetit-
HSA-Partikel 

Zur Kopplung weiterer Proteine an Magnetit-HSA-Partikel 
wurden mittels Oxalsäure aktivierte Magnetit-HSA-Partikel 
mit Glutaraldehyd aktiviert. Dazu wurden Aliquots der 
Partikel-Präparation mit 1 ml 2,5% (w/v) Glutaraldehyd 
vermischt, 1 Stunde bei Raumtemperatur leicht geschüt-
telt und anschließend dreimal mit destilliertem Wasser 
gewaschen. 

2.5 Kopplung von Protein A und Aktivitätstest 
Die unter 2.4 aktivierten Magnetit-HSA-Partikel wurden in 
200 µl destilliertem Wasser resuspendiert und mit 100 µg 
Protein A (25 µl) zunächst 2,5 Stunden bei Raumtempera-
tur und anschließend über Nacht bei 4°C leicht geschüttelt. 
Nach Waschung mit destilliertem Wasser kann der Aktivi-
tätstest durchgeführt werden. Der Aktivitätstest erfolgt wie 
unter 2.3 beschrieben als Festphasenassay auf Nitrocellulo-
sestreifen. Als Nachweissonde wird ein FITC-fl uoreszenz-
markierter Antikörper (Kaninchen) verwendet. 

2.6 Materialien 
Es wurden Chemikalien und Biochemikalien folgender 
Firmen verwendet: 

FeCl2x4H2O (Fluka), FeCl3x6H2O (Riedel-deHaen), 
Ammoniak (Riedel-deHaen), Oxalsäure, Weinsäure und 
Citronensäure (Fluka), PBS (phosphate buffered saline) 
(Sigma), Glutaraldehyd (Sigma), HSA (Sigma), Protein A 
(ICN), Anti-HSA FITC-markiert (ICN), IgG-FITC-markiert 
(anti-Huhn, Kaninchen) (Sigma), Nitrocellulosemembra-
nen 0,45 µm (Bio-Rad), Gelantine (Bio-Rad) 

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Herstellung von Magnetit-Protein-Partikeln 
und chemische Aktivierung 

Magnetit-Protein-Partikel können durch direkte Kopräzi-
pitation von Proteinen aus Eisensalzlösungen hergestellt 
werden. Als Modellprotein wurde HSA verwendet. Die 
primären Fällungsprodukte (HSA/M) weisen zwar einen 
hohen Magnetitgehalt (vgl. Abbildung 1 (vis)) auf, sind 
aber wie Magnetit-Präparationen (M, Negativkontrol-
le) biologisch inaktiv, da keine fl uoreszenzmarkierten 
Antikörper gebunden werden können (vgl. Abbildung 
1 (uv)). Die HSA-Verdünnungsreihe und der fluores-
zenzmarkierte Antikörper (Positivkontrollen) liefern 
deutliche Fluoreszenzsignale. Erst nach Aktivierung mit 
organischen Säuren (vgl. z. B. Oxalsäure, Abbildung 1) 
gelingt der Nachweis von biologischer Aktivität (Bindung 

von anti-HSA Antikörpern). Obwohl die Magnetit-HSA-
Partikel deutlich weniger Magnetit (vgl. Abbildung 1 
(vis.)) enthalten, sind diese sehr gut mittels Magnet aus 
Lösungen abscheidbar. 

Abb. 2: Optimierung der chemischen Aktivierung für Magnetit-
HSA-Partikel

Die chemische Aktivierung kann mittels unterschiedli-
cher organischer Säuren (z. B. Zitronensäure, Weinsäure 
und Oxalsäure) erreicht werden (vgl. Abbildung 2). Die 
beschriebenen organischen Säuren wurden durch ein 
Screening unter Verwendung des von uns entwickelten 
Festphasenassays aus einer hohen Zahl von Kandidatenver-
bindungen selektiert. Optimale Ergebnisse erhält man mit 
Oxalsäure. Die optimale Oxalsäurekonzentration beträgt 
1,5 % (w/v). Es können Magnetit-HSA-Partikel mit hoher 
biologischer Aktivität und zur magnetischen Beweglichkeit 
ausreichend hohem Magnetitgehalt präpariert werden. 

Abb. 3: Optimierung der Oxalsäurebehandlung

Die Konzentration und das zur Aktivierung verwendete 
Volumen der Oxalsäure, bezogen auf defi nierte Partikel-
zahlen, spielen bei der Aktivierung ebenfalls eine Rolle 

Abb. 1: Chemische Aktivierung von Magnetit-HSA-Partikeln
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(vgl. Abbildung 3). Durch Verwendung unterschiedlicher 
Säurekonzentrationen (von 0,1-1,5% (w/v)) kann man 
Magnetit-HSA-Partikel mit unterschiedlich hohem Ma-
gnetitgehalt erhalten. Bei dem Aktivierungsschritt sinkt 
das Volumen der Magnetit-HSA-Partikel durch Reduktion 
des Magnetitgehaltes beträchtlich. Reine Magnetit-Partikel 
werden unter diesen Reaktionsbedingungen vollständig 
aufgelöst. 

Abb. 4: Modell der chemischen Aktivierung

Die Ergebnisse der Experimente führen zu einer Modell-
vorstellung für die chemische Aktivierung (Abbildung 4). 
Während der chemischen Aktivierung werden zunächst 
biologisch inaktive Magnetit-HSA-Partikel, in denen die 
Erkennungsepitope für die anti-HSA-Antikörper (FITC-fl uo-
reszenzmarkiert) durch Magnetit an der Partikeloberfl äche 
verdeckt sind, in biologisch aktive Partikel überführt. Die 
organischen Säuren beseitigen Magnetit und legen Erken-
nungsepitope des HSA an der Oberfl äche der Partikel frei. 
Dabei wird das Volumen der Partikel deutlich reduziert. 

3.2 Glutaraldehydaktivierung von Magnetit-HSA-
Partikeln und Kopplung von Proteinen 

Magnetit-HSA-Partikel sind durch die an der Oberfl äche 
der Partikel liegenden Proteinregionen sehr gut geeignet 
für Strategien zur kovalenten Kopplung von Biomolekülen 
mittel unterschiedlicher Kopplungsreagenzien. In Abbil-
dung 5 sind die Optimierungsergebnisse einer zweistufi -
gen Aktivierungsmethode von Magnetit-HSA-Partikeln 
mittels Glutaraldehyd schematisch zusammengefasst. 
Das Verfahren ermöglicht die kovalente Kopplung von 
Immunglobulinen (IgG) und Protein A. Für die präparier-
ten Magnetit-HSA-Protein A-Partikel ist der Aktivitätstest 
unter Verwendung des Festphasenassays in Abbildung 6 
dargestellt. Zur Kopplung werden relativ hohe Protein-

konzentrationen (100 µg pro 225 µl Ansatz) benötigt, 
die nicht vollständig gekoppelt werden. Die Abbildung 6 
zeigt die Überstandsanalyse von 2 Präparationen. Die Par-
tikelpräparationen zeigen hohe biologische Aktivität des 
über Glutaraldehyd gekoppelten Protein A (Bindung von 
FITC-markierten Antikörpern über den Fc-Teil an Protein 
A). Als Negativkontrolle werden Magnetitpartikel, als Po-
sitivkontrollen eine Protein A Verdünnung und Magnetit-
HSA-Protein A-Kontrollpartikel verwendet. Magnetit-HSA-
Protein A-Partikel wurden zur Größenbestimmung mittels 
Atomic Force Mikroskopie untersucht (vgl. Abbildung 7). 
Es konnte eine Größe von ca. 93 nm bestimmt werden. Die 
Abbildung zeigt ein 3D-Bild eines Magnetit-HSA-Protein 
A-Nanopartikels auf einer Siliciumoberfl äche. 

Abb. 7: Atomic Force Microscopy (AFM)

Abb. 5: Schema der Zweistufen-Glutaraldehyd-Aktivierung

Abb. 6: Präparation und biologische Aktivität von Magnetit-HSA-
Protein A-Partikeln
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3. Zusammenfassung

Das neue Präparationsverfahren ermöglicht die Präpara-
tion von biologisch aktiven Magnetit-Protein-Partikeln. 
Dazu werden die Proteine direkt aus einem Gemisch von 
Fe(II)- und Fe(III)-Salzen unter Verwendung von Ammo-
niak als Fällungsmittel kopräzipitiert. Die entstehenden 
Präzipitate sind zunächst biologisch inaktiv und müssen 
mittels eines zusätzlichen chemischen Reaktionsschrittes 
aktiviert werden. Unter den unterschiedlichsten, mittels 
Festphasenassay geprüften, Aktivierungsstrategien zeigten 
sich organische Säuren (z. B. Zitronensäure, Weinsäure und 
Oxalsäure) als effektivste Aktivierungmittel. Die chemische 
Aktivierung hängt von den Aktivierungsbedingungen (z. 
B. Temperatur und Konzentration der organischen Säuren) 
unter denen die primären Präzipitationsprodukte behan-
delt werden ab. Zur Präparation von biologisch hoch-
aktiven Magnetit-HSA-Partikeln wurde die Einwirkung 
von 1,5%-iger (w/v) Oxalsäure bei Zimmertemperatur als 
optimaler Aktivierungsschritt bestimmt. 

Während der Säurebehandlung vergrößert sich die 
Protein/Magnetit-Rate sehr stark. Wahrscheinlich wird 
dabei oberfl ächlich auf dem Magnetit-Protein-Komplex 
abgelagertes Magnetit durch die organischen Säuren gelöst 
und Proteinstrukturen freigesetzt (Nachweis von Antikör-
per-Erkennungsepitopen mittels Festphasenassay). Die Un-
tersuchungen lassen ein Modell der chemischen Aktivie-
rung (vgl. Abbildung 4) postulieren, dass eine beachtliche 
Volumenreduktion der primären Präzipitationsprodukte 
während des chemischen Aktivierungsschrittes zeigt. Nach 
diesem Schritt sind Proteinregionen an der Oberfl äche der 
Partikel frei zugängig und werden dadurch nachweisbar (z. 
B. durch fl uoreszenzmarkierte (FITC) Antikörper). 

Die biologische Aktivität der Magnetit-Protein-Kom-
plexe wurde mittels eines neu entwickelten Festphasenas-
says unter Verwendung von Nitrocellulosemembranen als 
Trägermaterial und fl uoreszenzmarkierten Antikörpern als 
Nachweisreagens bestimmt. Der Test ermöglicht die pa-
rallele Testung einer Vielzahl unterschiedlicher Proben, 
einschließlich Positiv- und Negativkontrollen, im Scree-
ningverfahren. Der Test ist automatisierbar. 

Chemisch aktivierte Magnetit-HSA-Partikel sind favori-
sierte magnetische Partikel für die chemische Kopplung von 
unterschiedlichen Biomolekülen. Sie könnten als generell 
einsetzbare Vehikel zur Bindung und zum Transport von 
biologisch oder medizinisch interessanten Molekülen wie 
Protein A, Immunglobulinen (IgG), medizinisch interessan-
ten Antikörpern und anderen Proteinen verwendet werden 
(vgl. Abbildung 4). Die chemische Kopplung von Biomole-
külen an die präparierten Magnetit-HSA-Partikel gelingt z. 
B. mittels Glutaraldehyd. Magnetit-HSA-Protein A-Partikel, 
die durch direkte Präzipitation von Magnetit-HSA-Partikeln, 
chemische Aktivierung und ein zweistufi ges Glutaraldehyd-
verfahren zur kovalenten Kopplung von Protein A präpariert 
wurden, könnten als generell verwendbares Transportvehi-
kel zum Transport von Protein A-bindungsfähigen Antikör-
pern in biologischen Systemen verwendet werden. 

Magnetit-HSA-Protein A-Nanopartikel mit hohen 
IgG-Bindungskapazitäten wurden präpariert und mittels 
Atomic Force Mikroskopie (AFM) charakterisiert. Sie be-
sitzen eine Größe von ca. 93 nm. 
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