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Abstract: Doppelt responsive Hydrogele in Form inverser
Opale ermdoglichen neue autonome Sensorsysteme fiir (Bio)-
Makromolekiile, indem ein analytinduzierter Phaseniibergang
die Strukturfarbe des Opals dndert. Die auf Oligo(ethylen-
glycol)-Makromonomeren basierenden thermoresponsiven
Systeme enthalten Comonomere mit diversen Erkennungs-
einheiten. Andocken eines Analyten verschiebt die Temperatur
des Volumenphaseniibergangs vom LCST-Typ und induziert
durch die spezifische Erkennung ein Quellen des Hydrogels.
Dies verschiebt die Lage der optischen Bragg-Bande bis weit
itber 100 nm und erlaubt die Detektion mit einfachen optischen
Methoden. Dabei fordert die inverse Opalstruktur die effektive
Diffusion auch von makromolekularen Analyten, wie von
Glycopolymeren und Proteinen, im photonischen Kristall. Das
variable Systemdesign liefert eine breit anpassbare Plattform
fiir die Entwicklung von einfach zu verwendenden, schnellen
und preisgiinstigen Sensoren fiir Pathogene.

Dreidimensionale photonische Kristalle, speziell syntheti-
sche Opale und inverse Opale, sind eine attraktive Basis fiir
autonome Chemosensoren oder kolorimetrische Bioassays.
Typischerweise dndert sich durch das Andocken eines Ana-
lyten an eine geeignete funktionelle Gruppe, die im photo-
nischen Kristall eingebaut ist, ihre Strukturfarbe,! da sich die
Bedingungen fiir die konstruktive Interferenz von reflektier-
tem Licht dndern. Auch wenn die Farbverschiebung sowohl
durch eine Anderung des Brechungsindex als auch des Ab-
stands der Gitterebenen induziert werden kann, ist der zweite
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Ansatz der effektivere.”) Im Fall von Bioassays wird der
Kolloidkristall vorteilhaft aus einem Hydrogel aufgebaut
(inverses Opal-Hydrogel, IOH), das auf eine Veridnderung
der Hydrophilie des gesamten Systems durch die Bindung
eines Analyten mit Quellen oder Schrumpfen reagiert
(Schema 1). Solche Sensorsysteme sind bestechend einfach

Quellen
' *
+e : Erkennungs-
— einheit
]
hydrophiler
""""""""""""" Schrumpfen . Anat
+e@ o
> . hydrophober
Analyt

Schema 1. Durch Bindung des Analyten induzierte Volumenanderung
eines dreidimensionalen photonischen Kristalls als Sensor, fiir das Bei-
spiel eines inversen Opal-Hydrogels (IOH).

und ermoglichen a priori sogar eine Detektion mit dem Auge,
sodass weder komplizierte Geréte noch speziell ausgebildetes
Personal benétigt werden. Daher wurden hydrogelbasierte
photonische Kristalle als Sensoren bereits fiir etliche nieder-
molekulare Analyte erprobt.!'>=!

Bisher gibt es jedoch kaum Systeme zur Detektion von
grolen Analyten wie Makromolekiilen, Viren oder Bakteri-
en."™¢l Bei den wenigen Beispielen sind die maximalen
Verschiebungen des Interferenzmaximums klein und errei-
chen kaum 20 nm."!

Dies ist vermutlich auf eine nur begrenzte Verdnderung
der Hydrophilie des IOH durch die Bindung des Analyten
zuriickzufiihren und auch auf die gehinderte Diffusion von
Makromolekiilen in einen photonischen Kristall, sodass sich
der Gitterabstand nur wenig dndert. Dieser muss aber eine
massive Anderung erfahren, um ein groBes optisches Signal
zu erzeugen. Wir hofften dieses Problem mit inversen Opalen
aus doppelt responsiven IOHs losen zu konnen, die einen
Volumenphaseniibergang aufweisen: Wihrend die IOH-
Struktur das Eindiffundieren des Analyten in das Sensorgel
durch weite Kanéle begiinstigt, sollte der analytinduzierte
Phasentibergang das optische Signal verstirken.

Entsprechend entwickelten wir fiir die Erkennung von
Makromolekiilen neue IOH-Systeme, die auf Copolymeren
der Oligo(ethylenglycol)-Monomere 1 und 2 basieren (Ab-
bildung 1). Solche Copolymere sind fiir ihre Biokompatibili-
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Zuschriften

Abbildung 1. Monomere zur Herstellung der Hydrogelmatrix (1 und
2), fur deren Vernetzung (3) und deren Funktionalisierung (4a—4c).
Die Mannose-Einheit von 4b wurde wihrend der Polymerisation ge-
schiitzt (R=Acetyl) und im endgiiltigen Copolymer bzw. den IOH-Sys-
temen entschiitzt (R=H).

tdt und ihre geringe Neigung zu Fouling be-

kannt,”! was fiir Bioassays unabdingbar ist. F X
Wichtig ist weiterhin, dass solche Copolymere in U XC ) Q
Wasser einen Phaseniibergang mit unterer kriti- 00 Q
scher Mischungstemperatur (lower critical solu- __ ,
SiO,-Partikel

tion temperature, LCST) aufweisen, der sich
durch ihre Zusammensetzung genau einstellen
lisst.PP<! Zusitzlich konnen funktionelle Co-
monomere, die Erkennungseinheiten fiir die
Bindung spezifischer Analyten tragen, einfach
mit polymerisiert werden. Wenn die Bindung des
Analyten die Gesamthydrophilie verédndert,
verschiebt sich die LCST solcher Systeme.”

Eine solche doppelte Responsivitdt erlaubt es, einen
Phaseniibergang unter isothermen Bedingungen zu induzie-
ren, wenn die Bindung des Analyten die Ubergangstempe-
ratur von unterhalb nach oberhalb der Messtemperatur ver-
schiebt bzw. umgekehrt.™ In einem geeignet gewihlten
Temperaturfenster sollte dies zu wesentlich stiarkeren Volu-
meneffekten fithren als ein einfaches Quellen oder
Schrumpfen infolge der primiren Anderung der Hydrophilie
des Systems nach Bindung eines Analyten.

Fir den Konzeptbeweis wihlten wir gut etablierte
Erkennungssysteme, wie die Bindung von vicinalen Diol-
gruppen in bestimmten Glycopolymeren durch Benzo-
boroxol,[g] von Lektinen durch spezifische Zucker™ und von
Avidin durch Biotin.”*'! Entsprechend synthetisierten wir
die Erkennungseinheiten tragenden Comonomere 4a—c, die
mit einem Boronsdurehalbester,* einem Derivat der Azid-
omannose oder einem Biotin-Rest!'"!l funktionalisiert sind
(Abbildung 1). Die funktionalisierten IOHs wurden in drei
Schritten hergestellt. Zuerst wurden monodisperse SiO,-Na-
nopartikel mittels Stober-Verfahren!™? hergestellt und in
einen Kolloidkristall iiberfiihrt. Dann wurden dessen Liicken
mit den jeweiligen Monomergemischen gefiillt und diese
polymerisiert. SchlieBlich wurden die Nanopartikel des
Templats entfernt. (Schema 2).

Chemische Struktur und Menge des Vernetzers im
Sensor-IOH miissen exakt angepasst werden, um einerseits
einen effektiven Kontakt bzw. Eindringen der makromole-
kularen Analyte mit bzw. in das Hydrogel zu ermoglichen,
und um andererseits sicherzustellen, dass ein ausreichender
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Schema 2. Synthese von inversen Opal-Hydrogelen (IOHs):
Partikel (Durchmesser 420 nm)
5 um Dicke angeordnet. b) Das Templat wird mit Monomerengemisch gefiillt und an-
schlielend zu einem gefiillten Hydrogel photopolymerisiert. c) Entfernen der Nano-
partikel des Templats mit verdiinnter HF fiihrt zum doppelt responsiven IOH.

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Unterschied zwischen den Brechungsindizes von Hydrogel-
matrix und den mit Wasser gefiillten Kanélen und Poren be-
steht. Gute Ergebnisse wurden mit dem oligomeren Vernet-
zer 3 bei Anteilen von 19 Mol-% bezogen auf den gesamten
Comonomergehalt erzielt (Tabelle 1). Um IOH-Filme mit
ausreichender mechanischer Stabilitét fiir die Handhabung zu
erhalten, wurde der diinne, mit Monomer gefiillte Opalfilm
mit einem vergleichsweise dicken Film der Comonomere von
ungefdhr 100 pm Dicke iiberschichtet. Nach Aushérten und
Entfernen der Templatpartikel wurde so eine ungefdhr 5 um
diinne IOH-Schicht erhalten, die auf dem entsprechenden,
aber unstrukturierten Hydrogelfilm als Trager sitzt.
Zusitzlich zu den funktionalisierten inversen Opal-Serien
IOH-a bis IOH-c wurden analoge IOHs ohne Erkennungs-
einheiten als Referenzen hergestellt (Serie IOH-d, Tabelle 1).
Fiir vergleichende Modellstudien in wéssriger Losung syn-
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a) Monodisperse SiO,-
werden zu einem synthetischen Opal von ungefihr

Tabelle 1: Zusammensetzung von ausgewihlten responsiven Copoly-
meren und |OHs auf der Basis von 1 und 2 (festes Molverhiltnis 85:15).

Probe  funktionelles Comonomer-  Vernetzer- Triibungs-
Comonomer  gehalt [Mol-%]  gehalt [Mol-%]  punkt [°C]

5a 4a 15 0 27.0

IOH-a  4a 7 19

5b*  4b 10 0 39.2"

5b 4b 10 0 42.44

IOH-b 4b 14 19

5c 4c 10 0 345

IOH-c  4c 13 19

5d - - 0 30.9

IOH-d - - 19

[a] Tribungspunkte wurden mittels Turbidimetrie in 0.3 Gew.-% PBS-
Losung (pH 7.4) bestimmt. [b] Vor Entschiitzung. [c] Nach Entschiit-
zung.

thetisierten wir ebenso die analogen loslichen Copolymere
ohne Vernetzer (Proben 5a-d, Tabelle 1).

Tabelle 1 listet die Triibungspunkte der l6slichen Copo-
lymeranaloga der IOHs in wissrigem Puffer (phosphatge-
pufferte Salzlosung, PBS) auf. Das Basiscopolymer zeigt
einen Phaseniibergang bei 30.9°C. Die Funktionalisierung
mit den Monomeren 4a—c verdandert die Gesamthydrophilie
unweigerlich und verschiebt so den Triibungspunkt gering-
fugig. Wichtig ist, dass die Zugabe der entsprechenden Li-
ganden (Auswahl in Abbildung2) zu einer deutlichen Ver-
schiebung der Triibungspunkte fiihrte. So erhohte die Zugabe
von Fructose oder des von Xylose abgeleiteten Copolymers
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Abbildung 2. Auswahl von nieder- und hochmolekularen potenziellen
Liganden, deren Bindung an das Boroxol enthaltende Copolymer 5a
und IOH-a getestet wurde (die Zucker sind in ihrer bevorzugten {3-Py-
ranoseform dargestellt).

PXM (siche unten) den Trilbungspunkt einer 0.3 Gew.-%
Losung von Copolymer Sa in PBS um 8.4°C bzw. 5.9°C,
wihrend die schwach oder nicht bindenden verwandten Mo-
lekiile Ribose, Maltopentaose (PMA) oder Poly(vinylalko-
hol) (PVA) lediglich marginale Verschiebungen (<0.5°C)
verursachten. Ahnlich erhohte die Zugabe des Proteins
Avidin den Triibungspunkt von S¢ um 6.7°C, wihrend die
Zugabe von anderen, nicht bindenden Proteinen wie Rin-
derserumalbumin den Triibungspunkt nicht beeinflusste.
Diese Ergebnisse belegen das doppelte Ansprechen des
funktionalisierten Copolymers, nimlich sowohl auf die Tem-
peratur als auch auf molekulare Erkennungsprozesse.

Nach addquater Vernetzung bleibt die Thermoresponsi-
vitdt der Copolymersysteme im IOH erhalten. Dies fiihrt zu
einem starken Schrumpfen beim Erwérmen, und in Folge zu
einer ausgeprégten Verschiebung der Lage der Bragg-Bande
und der entsprechenden Farbe. Abbildung 3 zeigt dies bei-
spielhaft fiir IOH-a. Fiir die Copolymere von 1 und 2 ist
charakteristisch, dass sich der Schrumpfprozess der Hydro-
gele infolge des Phaseniibergangs iiber einen breiten Tem-
peraturbereich erstreckt. Dies kontrastiert mit den scharfen
Tritbungspunkten, die in Losung beobachtet werden und den
Beginn des Phaseniibergangs der analogen l6slichen Copo-
lymere anzeigen.!"”!

Werden spezifische polymere Liganden zu den funktio-
nellen IOHs gegeben, dndert sich die temperaturabhéngige
Verschiebung der Bragg-Bande deutlich (Abbildungen 4 und
5). Dieses Verhalten ist bemerkenswert selektiv. Wihrend
z.B. der stark bindende polymere Ligand PXM eine starke
und empfindliche Verschiebung des Uberganges von IOH-
a induziert, das Boroxolgruppen als Erkennungseinheiten
tragt,' sind die Effekte der schwach bzw. nicht bindenden
Polymere PVA und PMA auf den Ubergang vernachlissigbar
(Abbildung 4 a). Bemerkenswert ist, dass Fructose die Lage
des Ubergangs von IOH-a kaum beeinflusst, obwohl dieser
méaflig bindende niedermolekulare Ligand den Triibungs-
punkt des analogen loslichen Copolymers merklich ver-
schiebt (siehe oben). Hingegen beeinflusst selbst die Zugabe
des stark bindenden Polymers PXM nicht das als Referenz
dienende IOH-d, das keine Erkennungseinheiten besitzt
(Abbildung 4b). Diese Ergebnisse belegen allesamt eine er-
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Abbildung 3. Von der Temperatur T abhingige optische Eigenschaften
von |OH-a in PBS-Puffer: a) Absorptionsspektren, b) Wellenlinge des
Maximums der Bragg-Bande (1,,)-

folgreiche und spezifische Erkennung von Makromolekiilen
durch die IOHs.

Wenn die IOHs innerhalb des Ubergangsfensters bei
einer konstanten Temperatur gehalten werden, lésst sich der
durch den Phaseniibergang verstirkte Detektionsprozess
isotherm durchfiihren. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass
biologisch relevante wasserlosliche Polymere die Hydrophilie
des Gesamtsystems in der Regel erh6hen und somit auch
dessen Phaseniibergangstemperatur. Die Quellung des Hy-
drogels aufgrund des verschobenen Phaseniibergangs erfolgt
viel schneller als ein induziertes Schrumpfen. Beispielsweise
fithrt die Bindung des spezifischen Liganden PXM an IOH-
a bei 37°C zu einer Verschiebung der Bragg-Bande von
130 nm. Im optimalen Temperaturbereich von 50-55°C
werden mit diesem IOH-System sogar Verschiebungen von
bis zu 200 nm erreicht. Solch groBe Effekte sind mit einem
einfachen Photometer oder sogar mit dem bloBen Auge
problemlos zu erkennen.

Die IOH-Systeme auf Basis der Comonomere 1-3 sind
offenbar generell als Plattform zur Detektion von Makro-
molekiilen geeignet. Wenn Comonomer 4 a, das eine Boroxol-
Erkennungseinheit tragt, durch andere funktionelle Como-
nomere ersetzt wird, z. B. durch das mit Mannose funktiona-
lisierte 4b oder das Biotin tragende 4¢, lassen sich auch
Proteine wie das Lektin Concanavalin A (ConA) oder Avidin
spezifisch nachweisen (Abbildung 5a). In diesen Systemen
induziert die Bindung ebenfalls eine grole Verschiebung des
Temperaturfensters fiir die Entquellung und entsprechend
auch des Maximums der Bragg-Bande bei einer vorgegebe-
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Abbildung 4. Von der Temperatur T abhingiges Quellen funktionali-
sierter IOHs in Gegenwart potenzieller Liganden, verfolgt anhand der
Verschiebung des Maximums der Bragg-Bande (Wellenldnge des Ab-
sorptionsmaximums 4,,,). a) IOH-a: x =in PBS-Puffer, 0 =in Gegen-
wart von Fructose, A =in Gegenwart von PVA, ¥V =in Gegenwart von
PMA, @ =in Gegenwart von PXM (IOH-spezifischer Analyt). b) Refe-
renz IOH-d (ohne Erkennungseinheiten): x =in PBS-Puffer, @ =in Ge-
genwart von PXM (alle Analytkonzentrationen 50 mm Wiederholungs-
einheiten).

nen Temperatur, wie fiir die inversen Opale IOH-b und IOH-
c gezeigt. Sogar bei Konzentrationen im nanomolaren Be-
reich iibersteigt die spektrale Verschiebung noch 20 nm
(Abbildung 5b).

MafBgeschneiderte inverse Opale aus doppelt responsiven
Hydrogelen erlauben es also, thermosensitives Verhalten und
Empfindlichkeit fiir molekulare Erkennungsprozesse mit-
einander zu verbinden. Dies erméglicht die Detektion ma-
kromolekularer Analyte mittels einfacher optischer Metho-
den, wobei entsprechend konstruierte Systeme die effiziente
Diffusion auch groer Analyte in den photonischen Kristall
erlauben. Durch Erkennung und Bindung des Analyten
werden die Gitterabstdnde — und damit die Strukturfarbe —
massiv verdandert; das erzeugte optische Signal ist einfach zu
detektieren. Solche Systeme stellen eine vielversprechende
und vielseitige Plattform fiir die Entwicklung von einfachen,
kostengiinstigen Sensoren fiir Pathogene dar.

Stichworter: Hydrogele - Photonische Kristalle - Polymere -
Responsive Materialien - Sensoren

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6641 -6644
Angew. Chem. 2015, 127, 6741-6745
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Abbildung 5. a) Von der Temperatur (T) abhingiges Quellen funktiona-
lisierter IOHs in Gegenwart potenzieller Liganden, verfolgt anhand der
Verschiebung des Maximums der Bragg-Bande (4,.,): + =I0OH-b in
PBS-Puffer, 0 =10H-b in Gegenwart von ConA, x =I0OH-c in PBS-
Puffer, @ =IOH-c in der Gegenwart von Avidin (Analytkonzentration
0.5 gL™"). b) Verschiebung A des Maximums der optischen Bragg-
Bande von Biotin-funktionalisiertem IOH-c mit steigender Konzentrati-
on von Avidin C, bei 35°C.
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