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Nach innen gerichteter Aufbau konzentrischer Polymerschichten:
eine Methode zur Verkapselung von Biomolekiilen mit

simultaner Kodierung**

Jianhao Bai, Sebastian Beyer, Wing Cheung Mak, Raj Rajagopalan und Dieter Trau*

Gegensitzlich geladene Polyelektrolyte haben die Eigen-
schaft, Komplexe zu bilden, und wurden zur Erzeugung von
Hydrogelpartikeln,! zur Einfithrung von Genen in Zellen™
und zum Aufbau von sehr diinnen Polymermultischichten
verwendet.”! Die Herstellung von Polyelektrolytmultischich-
ten durch die Layer-by-Layer(LbL)-Technik wurde fiir eine
Vielzahl von Anwendungen genutzt, insbesondere zur Ver-
kapselung von Biomolekiilen in Mikrokapseln.! Die Ver-
kapselung z.B. von Proteinen® und DNA in Mikrokapseln
kann fiir eine Vielzahl biomedizinischer Anwendungen ge-
nutzt werden. Weitere Anwendungsbereiche sind Biosenso-
ren,”) Bioreaktoren,® die zielgerichtete Ansteuerung von
Zellen™ und die Freisetzung von Materialien oder Arznei-
stoffen.l’! Eine Vielzahl an Verkapselungsmethoden fiir
Biomolekiile wurde entwickelt; unseres Wissens erméglicht
jedoch keine dieser Methoden auch die gleichzeitige Kodie-
rung der Kapseln mit dem Zweck ihrer Identifizierung.

Wir beschreiben hier einen nach innen gerichteten
Aufbau von konzentrischen polymeren Multischichten in
Agarose-Mikrokugeln, wobei durch die Verwendung fluo-
reszenzmarkierter Polymere mehrfarbig gestreifte kugel-
symmetrische Schichten in den Mikrokugeln gebildet wurden.
Die erzeugten konzentrischen Polymermultischichten dienen
gleichzeitig zur Verkapselung von Biomolekiilen und zur
Kodierung der Mikrokugeln. Die Verwendung eines Hydro-
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gels als Matrix stabilisiert nicht nur die Kugelform der Mi-
krokapseln, sondern erzeugt auch giinstige Bedingungen fiir
die darin eingeschlossenen Biomolekiile.

Die Kodierung der Mikrokapseln erfolgte durch eine
Kombination von Farbe und Dicke der Polymerschichten.
Wir haben die Bildung dieser Polymerschichten in Agarose-
und in Alginat-Mikrokugeln untersucht (siche Hintergrund-
informationen, Abbildung S1), fithren aber im Folgenden nur
die mit der Agarose-Matrix erhaltenen Resultate auf. Die
Verfahrensschritte fiir den nach innen gerichteten Aufbau
konzentrischer Polymerschichten in Agarose-Mikrokiigel-
chen sind in Schema 1 dargestellt. Agarose-Mikrokiigelchen,
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Schema 1. Prozess der nach innen gerichteten Bildung von farbigen
konzentrischen Polymerschichten in der Hydrogelmatrix von Mikroku-
geln zur Verkapselung von Biomolekiilen und simultanen Kodierung
der Kapseln.
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die das zu verkapselnde Biomolekiil enthielten, wurden zu-
néchst in 1-Butanol suspendiert. Das organische Losungs-
mittel verhinderte dabei eine Ausdiffusion und den Verlust
von Biomolekiilen in den weiteren Verfahrensschritten.!
Als Nichstes wurde fluoreszenzmarkiertes Polyallylamin in
Form der freien Base (,,nicht ionisch*; niPA) gelost in 1-Bu-
tanol hinzugegeben, um die erste farbige Schicht zu erzeugen.
Anschlieend wurden die Mikrokugeln mit 1-Butanol gewa-
schen und mit einem anderen niPA inkubiert, um die néchste
Schicht zu erzeugen. Diese Inkubations- und Waschschritte
wurden solange wiederholt, bis die gewiinschte Zahl und
Kombination farbiger konzentrischer Schichten erzeugt war
(nicht fluoreszenmarkiertes niPA kann ebenfalls zur Farb-
kodierung verwendet werden, wodurch eine nichtfarbige
Schicht entsteht). Interessanterweise wurden so diskret ab-
gegrenzte Polymerschichten erzeugt, die einen nach innen
gerichteten Aufbau in die Agarose-Mikrokugeln mit jeder
neuen Inkubation des niPA aufweisen — also nach innen
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wachsen. Im letzten Schritt des Verfahrens wurden die so
gebildeten, mehrfarbig gestreiften kugelsymmetrischen
Schichten durch Vernetzung mit Disuccinimidylsuberat
(DSS) stabilisiert und dann in einen wissrigen Puffer (0.01 x
PBS; phosphate buffered saline) tiberfiihrt.

Uberlagerte lichtmikroskopische und konfokale fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen der Multischichtmikrokap-
seln mit unterschiedlicher Schichtenzahl sind in Abbildung 1

Abbildung 1. Uberlagerte lichtmikroskopische und konfokale fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen von Agarose-Mikrokugeln mit unter-
schiedlicher Zahl von konzentrischen Schichten: A) eine Schicht (niPA-
FITC), B) zwei Schichten (niPA-FITC/niPA-TRITC), C) drei Schichten
(niPA-FITC/niPA-TRITC/niPA-FITC), D) vier Schichten ((niPA-FITC/
niPA-TRITC),), E) fiinf Schichten ((niPA-FITC/niPA-TRITC),/niPA-FITC)
und F) sechs Schichten ((niPA-FITC/niPA-TRITC);). Die Einschiibe
zeigen jeweils vergréRerte Aufnahmen der fluoreszenzmarkierten
Schichten. FITC=Fluoresceinisothiocyanat, TRITC =Tetramethylrhod-
aminisothiocyanat.

dargestellt. Die erste farbige Schicht wurde durch Inkubation
mit FITC-markiertem niPA (Abbildung 1 A) und die zweite
Schicht durch Inkubation mit TRITC-markiertem niPA
(Abbildung 1B) erzeugt. Dieser Inkubationsprozess wurde
wiederholt, um drei, vier, fiinf und sechs nach innen gerich-
tete farbige konzentrische Schichten zu erzeugen, wie in den
Abbildungen 1 C-F gezeigt. Die Reihenfolge der Schichten
zeigt klar, dass jede neue Schicht von der Innenseite der
vorhergehenden Schicht aufgebaut wurde, die Schichten also
nach innen wachsen. Dieser Vorgang basiert auf der Eindif-
fusion von in 1-Butanol gelostem niPA (Loslichkeit in 1-Bu-
tanol ca. 2.5 mgmL™") in die Agarose-Matrix der Mikroku-
geln, getrieben durch einen Konzentrationsgradienten zwi-
schen der externen Losung und der internen Agarose-Matrix.
Nach Eindiffusion bildet das niPA (Loslichkeit in Wasser
>200mgmL ™) einen Komplex mit der Agarose (Abbil-
dung S2).'% Die hier beschriebene nach innen gerichtete
Bildung von Multischichten ist grundsitzlich neu und unter-
scheidet sich von der nach auflen gerichtetete Bildung von
LbL-Schichten, die in bisher publizierten Arbeiten iiber den
Transport von Polyanionen in entgegengesetzt geladene Hy-
drogele beschrieben wurde.™

Beim Vergleich der von uns hergestellten Polymer-
schichten in Hydrogelen mit frither beschriebenen Polymer-
schichten, die durch den aktiven Transport von linearen und
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gegensitzlich geladenen Polyelektrolyten in Hydrogele ge-
bildet wurden,'*'¥ kann Folgendes festgestellt werden: In
beiden Fillen wird iiber stabile (Abbildung S3) und schicht-
weise angeordnete Hydrogel-Polymer-Komplexe berichtet,
die das gesamte Volumen der Hydrogelpartikel ausfiillen
konnen (Abbildung S4). Dennoch gibt es signifikante Un-
terschiede zwischen unserer vorliegenden Arbeit und den
vorangegangenen Arbeiten. So schrumpfen die von uns her-
gestellten Mikrokugeln nicht nach zweiwochiger Inkubation
in niPA-Losung (Abbildung S5). Die Bildung der Polymer-
schichten ist in unserem Fall nach innen gerichtet, wobei fri-
sches noch gelostes Polymer bereits gebildete Schichten pas-
siert und im Innern der Mikrokugel neue Schichten bildet.
Demgegeniiber beschreiben frithere Arbeiten die Bildung
von Schichten durch einen ,,Staffel“-Mechanismus,'*®! bei
dem neues Polymer das bereits gebundene Polymer verdrangt
und als Schicht vor sich her schiebt. Die nach innen gerichtete
Bildung neuer Schichten in unseren Experimenten deutet
daher darauf hin, dass frisches niPA durch alle vorherigen
Schichten hindurchdiffundiert und mit der ersten verfiigbaren
freien Agarose komplexiert.

Da die Fluoreszenzintensitdten der Schichten anndhernd
konstant sind (Abbildung S6), kann angenommen werden,
dass auch die Konzentration des gebildeten Agarose-niPA-
Komplexes konstant ist und daher die Agarose unter den
gegebenen Bedingungen eine konstante ,,Kapazitit“ fiir die
niPA-Bindung aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass die
Schichtdicke sowohl iiber die Menge des angebotenen niPA
(Abbildung 2 A) als auch iiber die Inkubationszeit (Abbil-
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Abbildung 2. Schichtdicke als Funktion der Schichtenzahl, Polymer-
menge und Inkubationszeit. A) Eine Verdoppelung des Volumens der
niPA-L8sung bei gleicher Inkubationszeit von 15 min fiihrte zu einem
Zuwachs der Schichtdicke. Der Einschub oben rechts beschreibt die
von auflen nach innen gerichtete Schichtabfolge. B) Schichtdicken der
ersten, dritten und fiinften Schicht als Funktion der Inkubationszeit
mit konstantem Volumen der Polymerlésung und konstanter niPA-Kon-
zentration.
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dung 2 B) genau eingestellt werden kann (nur Ergebnisse von
Mikrokapseln mit dhnlichem Durchmesser von ca. 175 um
sind gezeigt). Wir beobachteten, dass die Schichtdicke zu-
nimmt, wenn: 1) die Zahl der Schichten zunimmt, 2) sowohl
eine hohere niPA-Konzentration wie auch ein grofleres Vo-
lumen an niPA-Losung bei gleicher geringerer Konzentration
wihrend der Inkubation eingesetzt wird und 3) die Inkuba-
tionszeit verldngert wird. Lediglich die Dicke der ersten
Schicht nimmt nicht zu, wenn die Inkubationszeit verlangert
wird, was darauf hinweist, dass das Gleichgewicht erreicht
wurde. Da weitere Schichten gebildet werden konnen und das
meiste niPA (90%) fiir die erste Schicht verbraucht wurde
(Abbildung S7), kann angenommen werden, dass das niPA-
Polymer limitierend wirkt. Dies erklart, dass ein doppeltes
Volumen an Polymerlésung zu einer dickeren ersten Schicht
fithren muss. Fiir alle Schichten gilt, dass sich die Polymer-
konzentration wihrend der Inkubation verringert, sodass sich
die Kinetik der Schichtbildung verlangsamt. Fiir vergroferte
Volumina ist diese Verlangsamung der Kinetik jedoch redu-
ziert, was die Bildung von dickeren Schichten bei vergroBer-
tem Volumen der Polymerlosung (bei gleicher Konzentrati-
on) erklart, selbst wenn das Gleichgewicht noch nicht erreicht
ist. Der Sachverhalt wird durch den Umstand kompliziert,
dass einerseits mit weiteren Schichten die Diffusionsbarriere
wichst, was zu diinneren Schichten fiihren sollte, und ande-
rerseits das innere freie Volumen abnimmt, was zu dickeren
Schichten fiihren sollte. Unsere Beobachtungen zeigen, dass
der Effekt der Volumenabnahme iiberwiegt und dickere
Schichten erhalten werden (Abbildung 2 A). Um die Kodie-
rung von Mikrokugeln zu demonstrieren, wurden vielfarbig
gestreifte Multischichten mit unterschiedlichen Farb- und
Schichtdickenkombinationen erzeugt (Abbildung S8).

Die Permeabilitdt der konzentrischen Schichten wurde
anhand von Dextran-TRITC (65-76 kDa) untersucht, da es
nicht durch DSS vernetzt wird und ungeladen ist (dadurch ist

.

Abbildung 3. Uberlagerte lichtmikroskopische und konfokale fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen von Agarose-Mikrokugeln mit verkap-
seltem Dextran-TRITC. A)-C) Mikrokugeln mit A) einer konzentrischen
Schicht niPA-FITC, B) drei konzentrischen Schichten niPA-FITC/niPA/
niPA-FITC und C) fiinf konzentrischen Schichten (niPA-FITC/niPA),/
niPA-FITC. D)—F) Konfokale Aufnahmen des in den Agarose-Mikroku-
geln verkapselten Dextran-TRITC (65-76 kDa), mit D) einer konzentri-
schen Schicht, E) drei konzentrischen Schichten und F) fiinf konzentri-

schen Schichten. (Die Aufnahmen A,D; B,E und C,F sind korrespondie-
rend.)
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keine elektrostatische Wechselwirkung mit anderen Polyme-
ren moglich). Abbildung 3 zeigt in Wasser dispergierte Aga-
rose-Mikrokapseln, in denen die Verkapselung von Dextran-
TRITC durch eine (Abbildung 3 A,D), durch drei (Abbil-
dung 3B,E) und durch fiinf (Abbildung 3 C,F) konzentrische
vernetzte Schichten erreicht wurde. Das Dextran-TRITC
fand sich in derselben Region wie das niPA und war nicht
homogen im Zentrum der Mikrokugel verteilt. Diese nicht-
homogene Verteilung ist auch fiir in LbL-Mikrokapseln ver-
kapseltes Dextran beschrieben worden.™ Da Dextran-
TRITC fiir die Dauer der Dispersion in 1-Butanol homogen
im Zentrum der Mikrokugel verteilt war und Dextran nicht
mit DSS vernetzt oder mit niPA elektrostatisch wechselwir-
ken kann, nehmen wir an, dass sich die Dextran-Molekiile
wihrend des Austauschs von 1-Butanol mit Wasser in den
niPA-Schichten ,,verfangen* haben. Dieses Verfangen des
Dextrans kann durch die Ausbildung eines Konzentrations-
gradienten vom Innern zum AuBern der Mikrokugeln nach
Uberfiihrung in eine wissrige Losung erklirt werden.

Als Nichstes konnten wir demonstrieren, dass die Bio-
funktionalitdt von Glucoseoxidase GOx und Meerrettich-
peroxidase (HRP) durch den Verkapselungsprozess nicht
beeintréchtigt wird. Beide Enzyme wurden in Mikrokugeln
mit drei vernetzten konzentrischen Schichten (farblos/griin/
farblos fiir GOx) und (farblos/rot/farblos fiir HRP) verkap-
selt. Zusitzlich wurde Rinderserumalbumin (BSA) zur Kon-
trolle verkapselt (rot/farblos/griin). Die verkapselten Enzyme
und das verkapselte BSA wurden vermischt, und wir erhielten
zwei Séatze von Mikrokugelgemischen: Satz 1 bestehend aus
HRP- und BSA-Mikrokugeln (Abbildung 4 A und D) und

Abbildung 4. Aufrechterhaltung der Biofunktionalitit von HRP (rot
fluoreszenzmarkiert) und GOx (griin fluoreszenzmarkiert) in Mikroku-
geln; als Kontrolle wurde BSA verkapselt (griin und rot fluoreszenz-
markiert). Lichtmikroskopische Aufnahmen von A) HRP- und BSA-Mi-
krokugeln und B,C) HRP- und GOx-Mikrokugeln mit D) iiberlagerten
FITC- und TRITC-Fluoreszenzaufnahmen von HRP- und BSA-Mikroku-
geln und E,F) HRP- und GOx-Mikrokugeln vor der Zugabe der Substra-
te. 10 s nach Zugabe von Wasserstoffperoxid und Ampliflu Red (AR)
zu den G) HRP- und BSA-Mikrokugeln und H) HRP- und GOx-Mikro-
kugeln wurde nur bei den HRP-Mikrokugeln eine violette Farbe beob-
achtet. I) Nach Zugabe von Glucose und AR zu den HRP-Mikrokugeln
wurde ebenfalls nur bei den HRP-Mikrokugeln eine violette Farbe be-
obachtet.
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Satz 2 bestehend aus HRP- und GOx-Mikrokugeln (Abbil-
dung 4B, C, E und F). Die Biofunktionalitit der verkapselten
Enzyme wurde {iiber ihre enzymatische Aktivitit nach
Zugabe von Glucose/Ampliflu Red (AR) fiir GOx und
Wasserstoffperoxid/AR fiir HRP nachgewiesen. GOx kata-
lysiert die Reaktion von Glucose mit Sauerstoff zu Glu-
conolacton und Wasserstoffperoxid. HRP Kkatalysiert die
Umsetzung von AR mit Wasserstoffperoxid in ein violettes
Produkt. Tatsichlich kann die Umsetzung zum farbigen
Produkt 10 s nach der Zugabe von H,0,/AR zu HRP/BSA-
Mikrokugeln (Abbildung 4 G) und von Glucose/AR zu HRP/
GOx-Mikrokugeln (Abbildung 4H) beobachtet werden.
Durch Auslesen der Farb- und Schichtdickenkombination
und Dekodierung kann gezeigt werden, dass das violette
Reaktionsprodukt ausschlieBlich in den HRP-Mikrokapseln
gebildet wird. Abbildung 41 zeigt das entstandene farbige
Reaktionsprodukt 2 min nach der Zugabe von Glucose/AR
zu HRP/GOx-Mikrokugeln. Nach Dekodierung konnte ge-
zeigt werden, dass das farbige Produkt ebenfalls nur in den
HRP-Mikrokugeln entstand und daher GOx ebenfalls die
Biofunktionalitidt durch den Herstellungsprozess hindurch
bewahrt hat. Die Bildung des farbigen Reaktionsprodukts fiir
Satz 2 (HRP/GOx-Mikrokugeln) dauert lianger, weil das in
den GOx-Mikrokugeln produzierte Wasserstoffperoxid zu-
nichst zu den HRP-Mikrokugeln diffundieren muss.
Zusammenfassend haben wir die Verkapselung von Bio-
molekiilen in Mikrokapseln mit einer Farb- und Schichtdi-
ckenkodierung gezeigt. Verkapselung und Kodierung wurden
durch einen nach innen gerichteten Aufbau von konzentri-
schen, farbig gestreiften Polymerschichten erreicht. Durch die
Permutation der Farbreihenfolge und der Schichtdicken ge-
lingt eine elegante Kodierung der Mikrokugeln. An den
Beispielen GOx und HRP wurde demonstriert, dass Biomo-
lekiile verkapselt werden konnen und dabei ihre Biofunk-
tionalitdt beibehalten. Wir sind iiberzeugt, dass diese neue
Methode zum Fortschritt auf dem Gebiet der Kolloidwis-
senschaften und der Mikroverkapselung beitrdgt. Ein An-
wendungsbeispiel wire die Identifizierung von Mikrokapseln
in Losung oder in Bioarrays fiir Parallelnachweisverfahren
und Parallelreaktionen. Auch sehen wir die Moglichkeit der
Einbindung von chemischen oder biologischen Funktionali-
tdten in die Schichten, um sequenzielle Reaktionen in einer
Hydrogelmatrix zu ermoglichen oder sichtbar zu machen.

Experimentelles
Chemikalien: Dextran-TRITC M,, 65-76 kDa, 1-Butanol wasserfrei
99.8%, Disuccinimidylsuberat (DSS), Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Glucoseoxidase (GOx), Meerrettichperoxidase (HRP),
Rinderserumalbumin (BSA), D-(4)-Glucose und Mineral6l von
Sigma; Span 80, Ampliflu Red und Tetramethylrhodaminisothiocya-
nat (TRITC) von Fluka; 1-Undecanol, Cal,, Polyallylamin (PA) M,,
65 kDa und ADOGEN 464 von Aldrich; Agarose mit niedrigem
Schmelzpunkt von Promega; Ethanol von Fisher Scientific; Chloro-
form und Wasserstoffperoxid (H,0,) von BDH Chemicals; PBS von
1st Base. Doppelt destilliertes Wasser wurde mit einer Fistreem
Cyclone-Apparatur (GroBbritannien) hergestellt.

Herstellung von nicht-ionischem fluoreszenzmarkiertem Poly-
allylamin in 1-Butanol: Eine Losung von nicht-ionischem Polyallyl-
amin (niPA) in 1-Butanol wurde durch Trocknen der gekauften
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wissrigen niPA-Losung im Trockenschrank und anschlieBendes
Losen des getrockneten niPA in 1-Butanol bis zur Séttigung herge-
stellt. Die geséttigte Stammldsung wurde auf 1 mgmL~"' verdiinnt,
nachdem 1 mL der gesittigten niPA-Losung in 1-Butanol einge-
dampft und der Riickstand zur Konzentrationsbestimmung zurtick-
gewogen wurde. Fluoreszenzmarkiertes niPA wurde durch Reaktion
mit reaktivem Fluorophor (FITC oder TRITC) in 1-Butanol mit niPA
hergestellt. Das Verhiltnis von Fluorophor zu Monomereinheit
betrug 1:100.

Herstellung von Agarose- und Alginat-Mikrokugeln: Die Aga-
rose-Mikrokugeln wurden aus einer 2-proz. Losung von Agarose in
destilliertem Wasser hergestellt. Optional kénnen der Losung Bio-
molekiile zugegeben werden. Die Losung wurde auf 45°C vorge-
wirmt und in ein ebenfalls auf 45°C vorgewédrmtes Mineralol mit
0.1% Span80 unter Riihren eingetragen, wodurch Wasser-in-Ol-
Emulsionstropfchen erzeugt wurden, die anschlieBend durch Ab-
kithlen im Eisbad zu Agarose-Mikrokugeln verfestigt wurden. Die
festen Agarose-Mikrokugeln wurden durch Lagern bei —20°C weiter
stabilisiert. Zur Herstellung der Alginat-Mikrokugeln wurde eine 2-
proz. Natriumalginatlosung in Mineralol mit Span80 unter Riihren
emulgiert. Zu dieser Wasser-in-Ol-Emulsion wurde ein gleicher Vo-
lumenanteil einer 0.05M Losung von Cal, in Undecanol gegeben. Die
Inkubationszeit zur Calciumalginatbildung betrug 15 min. Das Vo-
lumenverhiltnis zwischen wissriger und oliger Phase betrug 1:25.

Nach innen gerichtete Bildung konzentrischer niPA-Schichten in
Agarose- oder Alginat-Mikrokugeln: Um die Agarose- oder Alginat-
Mikrokugeln aus dem Ol in 1-Butanol zu iiberfiihren, wurde eine 0.5-
proz. Losung von ADOGEN464 in Ethanol zur Dispersion der
Agarose- oder Alginat-Mikrokugeln in Ol gegeben und energisch
gemischt. Anschlieend wurde die Dispersion zentrifugiert und der
Mineralol- und Ethanoliiberstand verworfen. Das Pellet, das die
Agarose- oder Alginat-Mikrokugeln enthilt, wurde mit einer Losung
von 0.5% ADOGEN 464 in 1-Butanol gewaschen. Die erhaltenen
Agarose- oder Alginat-Mikrokugeln wurden danach mit der ge-
wiinschten Menge einer niPA oder niPA-TRITC oder niPA-FITC in
1-Butanol mit 0.5% ADOGEN464 fiir eine gewiinschte Zeit bei
leichtem Schiitteln inkubiert (typischerweise wurden 200 uL. Mikro-
kugeln mit 1 mL der niPA-Ldsung 5-45 min inkubiert). AnschlieBend
wurde iiberschiissiges niPA entfernt und mit 1-Butanol gewaschen,
wodurch die erste konzentrische Schicht aus niPA gebildet wurde.
Die Inkubation mit niPA-Losungen (mit 0.5% ADOGEN 464)
wurde wiederholt, bis die gewiinschte Zahl an Schichten erhalten war.
(Anmerkung: Die Bildung von konzentrischen Schichten mit niPA ist
auch ohne den Zusatz von ADOGEN 464 moglich. Der kationische
Emulgator wurde dem Fabrikationsprozess zugesetzt, um sicherzu-
gehen, dass die Agarose-Mikrokugeln nicht aggregieren oder dehy-
dratisieren, wihrend sie in 1-Butanol dispergiert sind.)

Um die konzentrischen Schichten zu stabilisieren, wurden die
Mikrokugeln mit DSS (40 mgmL " in Chloroform) 2 h inkubiert. Die
resultierende Vernetzung ist notwendig, da andernfalls ein GroBteil
des schichtbildenden niPA gelost und verteilt wiirde, sobald die Mi-
krokugeln in einer wassrigen Umgebung dispergiert werden. Um die
Agarose-Mikrokugeln aus 1-Butanol in PBS zu iiberfiihren, wurden
sie zunéchst zweimal mit Ethanol und anschlieSend mit ethanolischen
Losungen mit steigendem PBS-Gehalt (0.01 x ) von 10%, 50% und
90 % gewaschen, bevor sie in reinem 0.01 x PBS dispergiert wurden.

Die enzymatische Analyse von GOx und HRP wurde mit fol-
genden Losungen durchgefithrt: 5 mgmL™" Glucose in 1x PBS,
0.02% H,0, in 1x PBS und 5 mgmL~' Ampliflu Red in DMSO.

Bestimmung der Konzentration des im Uberstand zuriickgeblie-
benem niPA: 500 pL der 1 mgmL™"' niPA-FITC-Lésung wurden je-
weils zur Bildung einer Schicht eingesetzt. Nach der Inkubation
wurden die Agarose-Mikrokugeln zentrifugiert und die Fluoreszenz
des Uberstands mit einem Mikroplattenleser (FLUOstar OPTIMA,
BMG LABTECH, Deutschland) bestimmt. Die Konzentration an
iiberschiissigem niPA-FITC im Uberstand nach jeder Schichtbildung
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wurde durch Vergleich der Fluoreszenz mit der Fluoreszenz der
Stammldsung bestimmt.

Phasenkontrast- und Fluoreszenzbilder: Systemmikroskop
(Olympus BX41, Japan) mit einer CCD-Farbdigitalkamera (Retiga
4000R, QImaging, Kanada); Bild-Erfassung: QCapture Pro Software
(Version 5.1.1.14, QImaging, Kanada); Konfokale Fluoreszenzmi-
kroskopie: Laser-Scanning-Mikroskop (FluoView FV300, Olympus,
Japan). Bildanalyse: ImageJ Software (Scion Corp., USA).

Eingegangen am 18. November 2009,
verdnderte Fassung am 19. April 2010
Online veroffentlicht am 16. Juni 2010
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