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Aminocellulosen sind neue Typen von Poly-

saccharidderivaten, die die Modifizierung von 

unterschiedlichen Materialien mit Mono- oder 

dünnen Multischichten durch spontane Selbst-

organisation erlauben. Damit wird eine Aktivie-

rung der Oberflächen mit reaktiven Aminogrup-

pen möglich, die zur effizienten Immobilisierung 

von Biomolekülen genutzt werden können. 

Aminocellulosenmodifizierte Oberflächen wur-

den bereits umfangreich zur Immobilisierung 

von Enzymen erforscht [1]. Im vorliegenden 

Artikel wird die Anwendung der „Aminocellulose-

technologie“ im Bereich der Affinitätschromato-

graphie am Beispiel der dreidimensionalen Im-

munofiltration demonstriert.

Die dreidimensionale Affinitätsfiltration als 

spezielle Form der monolithischen Chromato-

graphie nutzt dreidimensionale Filter (poröse 

Formkörper), die sich einfach herstellen sowie 

konfektionieren lassen und damit ein interes-

santes Funktionselement zur Entwicklung von 

Produkten für analytische und biotechnolo-

gische Laboranwendungen darstellen. Die Filter-

herstellung kann durch Sintern von Polymeren 

wie Polyethylen, Polymethacrylat, Polyethersul-

fon und Polytetrafluorethylen bei 140 bis 300 °C 

erfolgen. Die erhaltenen Mikrofilter weisen in-

nere Oberflächen von 0,1– 0,9 m²/g auf. Mit Poly-

merschüttungen, die zusätzlich nanoporöse Par-

tikel beispielweise auf Basis von Silica, porösem 

Glas oder Poly methacrylatpartikeln enthalten, 

können Filter mit einer bimodalen Porengrößen-

verteilung und mit inneren Oberflächen erzeugt 

werden, die denen klassischer Chromatographie-

träger nahekommen (Abb. 1). Die mit Queck-

silberporosimetrie bestimmten inneren Oberflä-

chen erreichen bei Beimischungen von ca. 80 

Vol. %  hochporösem Material bis zu 50 m²/g, 

was bei einer mittleren Dichte von 0,5 g/cm³ bis 

zu 25 m²/ml entspricht. Es lassen sich problem-

los große Stückzahlen der dreidimensionalen 

Formstücke einschließlich Membranen herstellen. 

Immobilisierung von Proteinen
Mithilfe der Aminocellulosetechnologie erfolgt 

die Modifizierung der Oberfläche der hetero-

genen Filtermaterialen aus Polyethylen (PE), 

der Kombinationen von PE/Polymethacrylat, 

PE/Silica und PE/Glas, in einem einfachen 

Batchverfahren unter Bildung einer einheitlich 

hydrophilen inneren Oberfläche [2]. Die ein-

geführten Aminogruppen können in einfacher 

Art und Weise zur Immobilisierung von bio-

logischen Liganden genutzt werden (Abb. 2), 

wobei sich die üblichen Kopplungsverfahren 

der Biochemie eignen (Kasten). Dreidimen-

sionale Mikrofilter mit immobilisierten biolo-

gischen Liganden, insbesondere mit Antikörpern 

(Immunoaffinitätsfilter), sind sehr stabil und 

Polysaccharidbasierte 
Immobilisierung
Aminocellulose-Schichten zur Bindung von Proteinliganden 
für die Affinitätschromatographie

Dr. Peter Miethe1 und Prof. Dr. Thomas Heinze2

1 fzmb GmbH – Forschungszentrum für Medizintechnik und Biotechnologie, Bad Langensalza
2  Institut für Organische Chemie und Makromolekulare Chemie, Kompetenzzentrum für 

Polysaccharidforschung (KZP), Friedrich-Schiller-Universität Jena

Die dreidimensionale Affinitätsfiltration ist eine neuartige Variante der  Affinitäschromatographie. Sie basiert auf 

gesinterten mikroporösen Polymerfiltern, die zusätzlich nanoporöse Partikel enthalten können. Die Filter lassen 

sich in unterschiedlicher Geometrie, unterschiedlichen Dimensionen und unterschiedlicher Porosität herstellen. 

Nach der Modifizierung der Oberfläche mit einem neuen Typ von Cellulosederivaten, den Aminocellulosen variabler 

Struktur, werden an den Aminogruppen unterschiedliche chemische oder biologische Liganden immobilisiert. 

Die Produkte sind sowohl in ana lytischen als auch in präparativen Laborverfahren einsetzbar.

im Fokus



308.15

polysaccharidchemie

1/3 Anz

Abb. 1 Mikroporöser Polyethylenfilter mit eingelagerten nanoporösen Silica- (oben links) und Poly-
methacrylatpartikeln (oben rechts) und typische bimodale Porenverteilung eines Silica/Polyethylenfilters
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können nach Trocknung bei Raumtemperatur 

mehrere Jahre ohne Aktivitätsverlust gelagert 

werden. Bei reinen Polymermikrofiltern liegt 

die Bindungskapazität für Proteine bei 0,2 mg/g 

(0,1 mg/ml), bei heterogenem Filtermaterial 

werden Werte von bis zu 4 mg/ml erreicht.

Immundiagnostik
Das Konzept von dreidimensionalen Filtern 

wurde bereits in den 90er-Jahren für den Einsatz 

in immunologischen Schnelltests ausgearbeitet. 

Unter der Bezeichnung ABICAP® werden Mini-

säulen für Durchflussimmunoassays eingesetzt 

(Abb. 3 links, www.senova.de). Diese Assay-

technik konnte verifiziert und in mikrostruktu-

rierten Bauteilen und Pipettenspitzen eingesetzt 

werden (Abb. 3, Mitte). Mit Immunofilterassays, 

die nach dem ELISA-Prinzip arbeiten, können 

bei Assayzeiten von ca. 20 min mit ent sprechend 

affinen Antikörpern, Nachweisgrenzen für Pro-

teine im Bereich von 1 – 10 pg/ml erreicht werden. 

In einer Reihe von Applikationsstudien ergab 

sich, dass sich mit dem Verfahren nicht nur Pro-

teine [3], sondern auch Mikroorganismen [4], 

Viren [5], Lipopolysaccharide [6] und Nuklein-

säuren [7] nachweisen lassen. Ein  typisches und 

aktuelles Beispiel ist die Erkennung einer Ebola 

Virusinfektion durch die Detektion des Capsid-

proteins VP40 in einem Doppelantikörpersand-

wich. Wie auch an diesem Beispiel gezeigt wer-

den konnte, sind derartige Durchflussverfahren 

interessant, wenn ausreichend Proben volumen 

zur Verfügung steht und der Analyt zur Steige-

rung der Sensitivität aus einem größeren Volu-

men extrahiert werden kann. Die Abbildung 4 

zeigt diesen nützlichen Effekt am Beispiel des 

Nachweises von Ebolavirus aus Urin.

Setzt man anstelle von Enzymkonjugaten 

einfache Farbpartikelkonjugate ein, so reduziert 

sich die Analysezeit auf 10 min, wobei allerdings 

auch die Nachweisgrenze um ca. Faktor 100 

steigt. Bei den geschilderten Assays erfolgt die 

Quantifizierung durch eine einfache photome-

trische Messung des sorbierten Farbstoffs auf 

dem Filter im Transmissionsmodus.

Probenextraktion
Mit Immunoextraktionssäulen können sehr effi-

zient Analyten aus größeren Probenvolumina 

extrahiert, nachfolgend eluiert und beispiels-

weise mittels HPLC quantifiziert werden. Diese 

Technik ist bei der Analyse von Mycotoxinen 

etabliert und hat Eingang in die entspre-

chende Norm (Zearalenon: DIN EN 15792, 

Desoxynivalenol: DIN EN 15891) gefunden. Die 

dazu auf dem Markt angebotenen Extraktions-
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Kopplungsmethoden
(Auswahl) zur Immobilisierung biologischer Liganden

säulen enthalten üblicherweise ca. 1 ml eines 

Sepharosegels mit immobilisierten Antikörpern 

gegen ein Mycotoxin. Da die Konfektionierung 

und Lagerung von Gelsäulen nicht unproblema-

tisch ist, wurden Extraktionssäulen unter Ver-

wendung von dreidimensionalen Immunoaffini-

tätsfiltern entwickelt. Dabei kamen die oben 

beschriebenen Filter mit bimodaler Porengrößen-

verteilung auf Basis von Polyethylen und Silica 

zum Einsatz. Mit diesen Materialien lassen sich in 

einem Filtervolumen von 1,5 ml Bindungskapazi-

täten erreichen, die denen von konven tionellen 

1-ml-Sepharosegelsäulen entsprechen. Die Fluss-

raten sowie Proben- und Elutions volumina bei 

beiden Säulentypen sind vergleichbar (Abb. 5).

Auch im Falle der Probenextraktion be-

schränkt sich das Anwendungspotential der 

Affinitätsfilter nicht auf das gezeigte Beispiel 

von niedermolekularen Analyten, sondern 

 ermöglicht es beispielweise auch Viren anzurei-

chern, die nachfolgend über eine PCR detektiert 

werden können.

Immunpräzipitation und 
Proteinreinigung
Mit den Immunoaffinitätsfiltern können auch 

Verfahren zur Abtrenn ung von Biomolekülen 

aus komplexen Stoffgemischen aufgebaut wer-

den. Sie stellen ebenfalls eine preiswerte Alter-

native zu etablierten Verfahren auf Basis von 

Chromatographiematerialien wie Agarose, Se-

pharose oder Polymethacrylat dar. Das Einsatz-

spektrum ist dabei sehr vielseitig und wurde im 

Labormaßstab (Mikrosäulen) am Beispiel der 

Reinigung von IgG mit Protein A etabliert und 

lässt sich für HIS-Tag, Protein-G und Concana-

valin-A nutzen. Die Mikrosäulen können bei-

spielsweise in einem 96iger-Rack durch Schwer-

kraft prozessiert werden.

Ausblick
Die dreidimensionale Affinitätsfiltration von ami-

nocellulosemodifizierten Festkörpern ist eine 

einfache und robuste Technik zur Herstellung 
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Abb. 2  Schematische Darstellung des schichtweisen Aufbaus eines mit 
 Antikörpern funktionalisierten Mikrofilters (oben). Struktur eines Amino-
cellulosecarbanilat-Moleküls; über die primären Aminogruppen werden 
Liganden gekoppelt (unten).
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Wie Polymerfilme helfen, 
Medizintests zu verbessern
Für Ihren zur Anwendungsreife entwickelten „Ultrasensitiven immuno-

logischen Schnelltests für die Notfallmedizin auf Basis nanostrukturierter 

Polymermembranen“ wurden die Chemiker Prof. Dr. Thomas 
Heinze und Dr. Friedrich Scholz von der FSU Jena sowie Katrin 

Frankenfeld und Christian Rautenberg vom Forschungszentrum für 

Medizintechnik und Biotechnologie mit dem Thüringer Forschungspreis 

2014 in der Kategorie „Angewandte Forschung“ ausgezeichnet. Der aus-

gezeichnete Schnelltest kommt derzeit vor allem in der Notfallmedizin 

zum Einsatz, etwa beim Nachweis eines Herzinfarkts.

Thüringer Forschungspreis 2014
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Abb. 5  Vergleichende Untersuchung von Extraktionssäulen auf Basis von 
Sepharose und Immunofiltern unter Berücksichtigung der Immobilisie-
rungsmethode. Die Antikörperaktivität gibt an, welche Zearalenon (ZEA)-
Menge des theoretischen Maximalwertes tatsächlich gebunden werden 
konnte.

Abb. 3  Formate für immunologische Durchflussanalysen auf Basis von Affi-
nitätsfiltern, links ABICAP (Antibody Binding Immuno Column for Analytical 
Purpose) mit Positiv-, Negativ- und Messfilter (von oben nach unten), Mitte 
analytische Pipettenspitze, rechts Lab-on-Chip der Fa. ChipShop GmbH Jena

Abb. 4  Abhängigkeit des photometrischen Signals (optische Dichte, OD) 
eines enzymatischen Ebola-VP40-ABICAP-Testes von der aufgegebenen 
Urinmenge für zwei unterschiedliche Viruspartikelkonzentrationen am Bei-
spiel eines Filters mit immobilisierten Antikörpern gegen Ebola-Virus Stamm 
Zaire (ZEBOV). Die Bindung ist spezifisch, Marburgvirus (MARV) wird nicht 
gebunden (5).
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von Funktionselementen für bioanalytische oder präparative Anwen-

dungen. Vor dem Hintergrund der gezeigten Leistungsdaten, insbesondere 

bei analytischen Verfahren kann davon ausgegangen werden, dass zukünftig 

weitere auf Affinitätsfiltern basierende Verfahrensansätze entwickelt werden, 

wobei miniaturisierte Filterelemente auch mit unkonventionellen Geo-

metrien eine größere Rolle spielen werden. Die wichtige Geometrie der 

Flachmembran mit typischen Dicken im Bereich von 100  – 500 µm wird 

gegenwärtig erforscht. Sie sind eine interessante Alternative zur Nitrocellu-

losemembran, die gegenwärtig häufig zur Herstellung von Teststreifen 

 eingesetzt wird. Darüber hinaus haben die beschriebenen Materialien prinzi-

piell das Potenzial für einen Einsatz in der Bioaufarbeitungstechnik. Inwie-

weit sie dabei gegen etablierte Chromatographieträger bestehen können, 

muss weiter untersucht werden. Dabei spielt auch das Design der Struktur 

der Aminocellulosen und ihrer Schichtbildung eine herausragende Rolle.

 > thomas.heinze@uni-jena.de
 > pmiethe@fzmb.de
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