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Direkter Nachweis der unteren kritischen
Losungstemperatur von oberflichenfixierten
thermoresponsiven Hydrogelen durch
Oberflachenplasmonenresonanz**

Erik Wischerhoff,* Thomas Zacher,
André Laschewsky* und El Djouhar Rekai

Die Affinitédtsbiosensorik ist eine wichtige Methode, um
biochemische Bindungsprozesse zu untersuchen: Sie ermog-
licht, biomolekulare Wechselwirkungen in Echtzeit zu ver-
folgen, und gestattet somit dem Anwender, kinetische Kon-
stanten aus den Daten von Wechselwirkungsexperimenten
abzuleiten.l! Eines der populirsten Transduktionsprinzipien
in der Affinititsbiosensorik ist die Oberflichenplasmonen-
resonanz (SPR).”I Die Anregung von Oberfldchenplasmonen
in diinnen Metallfilmen — oftmals Gold — durch totalreflek-
tiertes Licht fithrt zu einem Minimum in der Intensitdt des
reflektierten Lichtes bei einem bestimmten Einfallswinkel
Ogpr, dem Resonanzwinkel. Eine Verdnderung des Bre-
chungsindex in unmittelbarer Nihe der Goldoberfldche
verschiebt die Lage dieses Resonanzwinkels. SPR ermoglicht
Wechselwirkungsmessungen in Echtzeit und erfordert keine
markierten Analyten.P!

Eine wichtige Voraussetzung fiir den Erfolg der Affinitéts-
biosensorik ist eine chemisch angepasste Sensoroberfldche.
Typischerweise werden Hydrogele als biokompatible Matri-
ces verwendet, um die Denaturierung von kovalent immobi-
lisierten Biomolekiilen zu verhindern und deren eigentliche
Funktionalitit an Sensoroberflichen zu erhalten.! Hiufig
werden hier Polysaccharide eingesetzt.’! Obwohl diese die
Aufgabe meist in zufrieden stellender Weise erfiillen, sind
synthetische hydrophile Polymere aufgrund einiger Vorteile
eine attraktive Alternative. Erstens konnen sie widerstands-
fahiger gegeniiber rigiden chemischen Bedingungen (starke
Sduren, Fouling etc.) sein und zweitens bieten sie die
Moglichkeit, durch Anpassen ihrer Struktur Polymere mit
neuen physikalischen Eigenschaften zu erhalten. Ein beein-
druckendes Beispiel fiir die Moglichkeiten, die sich durch
gezielte Modifikation von Hydrogelen eroffnen, sind die
thermoresponsiven Hydrogele.[]

Thermoresponsive Hydrogele weisen in wéssriger Losung
ein ungewohnliches Verhalten auf, das dem intuitiven Emp-
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finden widerspricht, da sie im Allgemeinen eine untere
kritische Losungstemperatur (lower critical solution tempe-
ratur, LCST) aufweisen. Wenn die Temperatur einen be-
stimmten Wert iiberschreitet, gewohnlich bezeichnet als
Triibungspunkt, fallen sie aus der Losung aus. Auch unter
den speziellen Bedingungen, die im eingeschrinkten Raum
an einer Oberfliche herrschen, sollten thermoresponsive
Hydrogele einen analogen Phaseniibergang eingehen.l”) Fiir
Anwendungen an Sensoroberfldchen ist solch ein Verhalten
von besonderem Interesse, denn es erlaubt, die Oberfldchen-
eigenschaften zu schalten oder neue Funktionalitdten ein-
zufithren. Einige Anwendungen nutzen bereits den Phasen-
iibergang an der Oberfliche.’] Direkt beobachtet wurde
jedoch ein entsprechender Ubergang an einer Oberfliche
bislang nicht. Im Folgenden berichten wir tiber den direkten
Nachweis der LCST eines neuen thermoresponsiven, an eine
Goldoberfliache gebundenen Hydrogels durch Oberfldchen-
plasmonenresonanz.

Die spezifische Balance von hydrophilen und hydrophoben
Gruppen ist ein Charakteristikum vieler thermoresponsiver
Polymere, die eine LCST in wissriger Losung aufweisen.
Um die Ubergangstemperatur einzustellen, haben wir wasser-
16sliche Polymere durch partielle Acylierung modifiziert.['"]
Im Vergleich zum weit verbreiteten Ansatz der Copolymeri-
sation erleichtert diese Strategie die Herstellung chemisch
homogener, statistischer Copolymere und eroffnet so prinzi-
piell die Moglichkeit eines scharfen Phaseniibergangs. Das fiir
diese Arbeit gewihlte Vorlduferpolymer war Poly-N-[tris-
(hydroxymethyl)methyl]acrylamid (P-THMA; siche Ein-
schub in Abbildung 1), das bekannt ist durch biomedizinische
Anwendungen.!'!] Partiell acetylierte P-THMA-Derivate wei-
sen eine LCST in wissriger Losung auf;/'¥! die beobachteten
Triibungspunkte hingen von der Konzentration ab. P-THMA
mit 40 Mol-% Acetoxygruppen tiberdeckt den physiologisch
interessanten Temperaturbereich von 20 bis 45°C (Abbil-
dung 1).

Allerdings ist es nicht evident, wie sich Polymere, die in
Losung thermoresponsiv sind, verhalten, wenn sie an einer
Oberflache befestigt sind. Fiir die Messung der temperatur-
abhingigen Konformation der fixierten Polymere haben wir
einen SPR-Prototypen (BioTul AG, Miinchen) verwendet. Da
das evaneszente Feld der Oberflichenplasmonen exponen-
tiell mit dem Abstand zur Oberfliche abfillt, wird der Kollaps
des Hydrogels bei Durchschreiten des Triibungspunktes den
durchschnittlichen lokalen Brechungindex &4ndern (Abbil-
dung 2). Folglich sollte der Kollaps als Winkelverschiebung
des Intensitdtsminimums zu verfolgen sein.

T« LCST
T =LCST

C»[)b(ﬂ o AEE

Abbildung 2. Schematische Darstellung des thermoresponsiven Effekts
von acetyliertem P-THMA, das an einer Goldoberfliche chemisorbiert ist,
wie er mit SPR bestimmt und quantifiziert wurde. Der Phaseniibergang
findet bei LCST 26 °C statt.

Die SPR-Apparatur verwendet eine Laserdiode (A=
784 nm) als Lichtquelle und hat eine Winkelauflosung von
0.005°. Das monochromatische Licht gelangt durch ein
Zylinderprisma zu einem goldbeschichteten Glasplédttchen
(BK7-Glas, n=1.511), das mit Immersionsol optisch an das
Prisma gekoppelt ist. Die Intensitét des reflektierten Lichts
wird als Funktion des Einfallswinkels mit einer Photodiode
gemessen.

In den Experimenten wurden reines und partiell acetylier-
tes P-THMA iiber die terminalen Disulfidgruppen auf Gold
chemisorbiert und anschlieBend wurden die beschichteten
Substrate in Wasser, das sich in einer Durchflusszelle befand,

eingetaucht. Schrittweise wurde Wasser
auf bestimmte Temperaturen erwidrmt

20

-— ‘\A\
0 o) 0.25

050 und in die Durchflusszelle injiziert, wéh-

R renddessen jeweils die SPR-Messungen
o° durchgefiihrt wurden (Abbildung 3). Zur
045 Verbesserung des Signal/Rausch-Verhilt-
nisses wurden jeweils mehrere Messkur-

- 0.40 ' ven gemittelt. Eine Polynomanpassung an

die Datenpunkte des einfachen P-THMA
Lo3s (Abbildung 3, offene Kreise) dient als
Referenzkurve und gibt in Ubereinstim-
mung mit den von Schiebener et al.l'’l
aufgelisteten Daten die Temperaturab-
hingigkeit des Brechungsindex von Was-
ser wieder. Die mittlere Steigung der

-0.30

LCST/°C

Abbildung 1. Abhéngigkeit der LCST wissriger Losungen von acetyliertem P-THMA vom
molarem Anteil der Acetylierung y (Konzentration 20 gL=!; offene Kreise) sowie von der
Polymerkonzentration ¢ (Acetylierungsgrad 40 % gefiillte Dreiecke). Die Linien dienen lediglich
dazu, den Verlauf der Messwerte zu verdeutlichen und haben keine physikalische Bedeutung. Im
Einschub ist die Struktur von P-THMA mit dem Disulfidgruppen tragenden Azoinitiatorfragment

gezeigt.

4772 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Kurve betrigt —0.011 degK~!, entspre-
chend einer temperaturabhédngigen Bre-
chungsindexénderung von Wasser von
—1.0x 104K"L

Die analogen Messungen mit modifi-
ziertem P-THMA, das an 40% der Hy-
droxygruppen acetyliert ist, sind in Abbil-
dung 3 (gefiillte Kreise) gezeigt. Neben
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Erhohung von Ubergangstemperaturen

66.40 - 66.65 bei oberflichenfixierten Fliissigkristall-
i polymeren berichtet.[]

86:351 AO, - 66.60 Wir haben am Beispiel von acetylier-

1 r tem P-THMA gezeigt, dass durch kon-

66.300 - 66.55 trollierte chemische Modifizierung eine

1 r LCST in einem bereits bekannten Poly-

Op 1 © 86257 6650 @ _/° mer eingefiihrt und eingestellt werden

kann. Die Chemisorption eines solchen

66.20 - 66.45 Polymers fiihrt zu thermoresponsiven

—_— Hydrogelen auf Goldoberflichen. Wir

66.15 - - 66.40 haben den thermisch induzierten Uber-

] gang direkt mit SPR nachgewiesen und

66.10 . . . . : . ; 66.35 anhand eines Vergleiches der Messun-

20 25 30 35

Ti°C —

Abbildung 3. Offene Kreise: Ogpr(T)-Auftragung des unmodifizierten P-THMA. Die Kurve gibt die
Abhingigkeit des Brechungsindex von Wasser von der Temperatur wieder und dient als Referenz.
Getiillte Kreise: Ogpg(7)-Auftragung des acetylierten P-THMA (Acetylierungsgrad 40%). Der
Kollaps des Hydrogels bei 7= LCST fiihrt durch den Phaseniibergang, wie er in Abbildung 2 illustriert

ist, zu einer signifikanten Verschiebung A@gpy.

der generellen Abnahme des Resonanzwinkels mit steigender
Temperatur erkennt man eine deutliche Anderung in der
Steigung zwischen ca. 26 und 28.5°C, die zu einem Versatz
von A@gpr =0.026° fiithrt. Dieser Versatz zeigt den Phasen-
iibergang des acetylierten P-THMA bei steigender Tempera-
tur an. Auf Fresnel-Gleichungen basierende Modellrechnun-
gen™l ergeben unter Annahme homogener Schichten, dass
die gemessenen Werte von Ogpr(7) mit dem beobachteten
Versatz von AB@gpr =0.026° einem gequollenen Hydrogelfilm
von etwa 60 nm Dicke bei 7< LCST entsprechen, der auf eine
Dicke von 5.7 nm kollabiert, wenn die Temperatur die LCST
iibersteigt. Fiir das kollabierte Hydrogel wurde ein Bre-
chungsindex von 1.478 angenommen, fiir das gequollene
Hydrogel wurde nach Garnet™! ein gemischter Brechungs-
index von 1.344 berechnet. Die Breite AT des Phaseniiber-
gangs kann zu AT~2.5°C abgeschitzt werden und ist im
Wesentlichen auf die statistisch verteilten Kettenldngen des
Polymers zuriickzufiihren. (Eine vollstindig acetylierte Probe
aus derselben Charge wurde mit Gelpermeationschromato-
graphie analysiert; es ergab sich eine scheinbare Polydispersi-
tit von 8.)

Der thermisch induzierte Ubergang auf der Goldoberfliche
findet bei T~26°C statt, was einer Konzentration von etwa
15 gL' in wissriger Losung entspriiche. Die durch die SPR-
Messungen ermittelten Dimensionen fiir den kollabierten und
den gequollenen Hydrogelfilm deuten auf eine lokale Kon-
zentration des Polymers in dem chemisorbierten gequollenen
Hydrogelfilm von etwa 120 gL~!, wenn eine Dichte des
Polymers von 1.2 gem™ angenommen wird. Zwei Faktoren
mogen diese Differenz erkldren: Erstens konnten die ge-
messenen Temperaturen infolge von Wirmeflusseffekten
systematisch leicht zu hoch sein und zweitens ist es sehr
wahrscheinlich, dass sterische Einschrankungen fiir Polymer-
ketten an Grenzfldchen einen wesentlichen Einfluss auf den
Phaseniibergang haben” und somit die Ubergangstemperatur
fiir riumlich eingeschrinkte Polymerketten zu hoheren Wer-
ten verschieben. Beispielsweise wurde iiber eine gleichartige
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gen mit berechneten Werten den ther-
moresponsiven Effekt quantifiziert.
Aufgrund ihrer unkomplizierten Struk-
tur und ihres ausgeprigten thermores-
ponsiven Verhaltens bieten die vorge-
stellten Hydrogele das Potential fiir
interessante biochemische Anwendun-
gen, wie etwa die Steuerung von Bin-
dungsprozessen an Sensoroberflichen durch Variation der
Temperatur.

Eingegangen am 18. Mai,
verdnderte Fassung am 20. September 2000 [Z15143]
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