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Kurzfassung:

Biohybrid-Hydrogele aus natirlichen und synthetischen Komponenten werden im Bereich der
regenerativen Therapien zunehmend eingesetzt. Die weitere Entwicklung und Anwendung dieser
Materialien erfordert neue Mdglichkeiten fir die /n-situ-Detektion der Bindung und Freisetzung von
Biomolekiilen, z. B. Wachstumsfaktoren. Miniaturisierte Sensoren, die wahrend der Bildungsphase
direkt in die Hydrogele integriert werden, kénnen hierzu einen entscheidenden Beitrag leisten. Hier
werden erste Ergebnisse fur die Erprobung der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (engl.:
surface plasmon resonance, SPR) und der elektrokinetischen Messungen fir die Detektion der
Anbindung von Proteinen in Hydrogelen aus sternférmig-verzweigtem Polyethylenglycol (starPEG)

und Heparin vorgestellt.

Schliisselwoérter: Biohybrid-Hydrogele, Heparin, star-PEG, SPR, elektrokinetische Messungen.

Einleitung und Motivation

Fur die Entwicklung neuer regenerativer
Therapienansatze werden zunehmend Bio-
hybrid-Hydrogele aus synthetischen Kompo-
nenten und natdrlichen Glycosaminoglycanen
eingesetzt. Auf Grund der negativen Ladung
der Glycosaminoglycane kdnnen diese Mate-
rialien Wachstumsfaktoren Uber elektrosta-
tische Wechselwirkungen binden, diese Uber
einen langeren Zeitraum freisetzen und damit
Regenerationsprozesse férdern. Hierfir ist die
genaue Kenntnis der Bindung der Faktoren in
den Hydrogelen bzw. von deren Freisetzung
aus den Hydrogelen notwendig. Die zur
Ableitung der entsprechenden  Material-
konstanten  erforderlichen  Untersuchungen
sollen durch Oberflaichenplasmonenresonanz-
spektroskopie  (Kinetik, Beladung) und
elektrokinetische Messungen zur Bestimmung
der Grenzflachenleitfahigkeit (Beladung)
realisiert werden.

Materialien und Methoden

Zusammensetzung der Biohybrid-Hydrogele
Biohybridgele aus aminofunktionalisiertem,
sternformig  verzweigten  Poly(ethylenglykol)

(starPEG, MW 10.000, Polymer Source Inc.,
Kanada) und Heparin (MW 14.000, Cal-
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biochem, Deutschland) (Bild 1) wurden durch
Vernetzung der Aminogruppen des starPEGs
mit den Carboxygruppen des Heparins unter
Nutzung von 1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDC, Sigma, Deutschland)
und N-Hydroxysulfosuccinimid (sNHS, Sigma,
Deutschland) hergestellt [1]. Das molare
Verhéltnis von starPEG zu Heparin wurde zur
Variation der mechanischen Eigenschaften der
Gele (Steifigkeit) variiert.

o
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Bild 1:
Hydrogele.
Beide Komponenten wurden in eisgekihltem
0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,4) geltst. Nach der
Zugabe des EDC und des sNHS zum Heparin
wurde die Mischung zur Aktivierung der
Carboxygruppen des Heparins auf Eis inkubiert
und anschlieBend das geléste starPEG
zugegeben. Unmittelbar darauf erfolgte die
Immobilisierung auf den Sensoroberflachen.

Zusammensetzung der verwendeten
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Bild 2: Schematische Darstellung des Messprinzips von (a) SPR und (b) Strémungsstrom- und Strémungs-
potentialmessungen zur Bestimmung der Grenzflachenleitfahigkeit.

Immobilisierung auf den SPR-Chips

Die Plasmonen-aktive Goldoberflache der
verwendeten SPR-Chips (capitalis GmbH,
Deutschland) wurde nach einer Ultraschall-
reinigung (5 min, reinst EtOH) durch Mikro-
kontaktdrucken von Octadecylmercaptan
(Sigma, Deutschland) in hydrophobe und
hydrophile Bereiche wie in [2] beschrieben
strukturiert. AnschlieBend wurden die fertig
gemischten aber noch nicht vernetzten Bio-
hybrid-Hydrogele mit Hilfe eines Nanoplotters
(GeSiM mbH, Deutschland) auf dem SPR-Chip
immobilisiert. Da fur die SPR-Messung eine
linienférmige Immobilisierung der Biohybrid-
Hydrogele auf der Goldflache notwendig ist,
wurden zuerst Tropfen mit einem Abstand von
200 ym abgesetzt. AnschlieRend wurde in alle
Zwischenrdume ein weiterer Tropfen dosiert
(Bild 3a). Als Referenz wurde 100 mM
Poly(ethylenglykol)methyletherthiol  (PEGthiol,
Sigma, Deutschland) im 0,2 M Phosphatpuffer
(pH 7,4) ebenfalls linienfédrmig immobilisiert.
Nach der Vernetzung Uber Nacht wurden die
Chips in 0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,4) dreimal
fur je eine Stunde gewaschen.

Immobilisierung auf den Sensoroberfldachen fiir
die elektrokinetische Messung

Zur Immobilisierung der Hydrogele auf den
Substraten fur die elektrokinetischen Mes-
sungen (thermisch oxidierte Siliziumwafer-
stiicke) wurden diese mit einer diinnen Schicht
aus Poly(ethylen-alt-maleinsdureanhydrid)
funktionalisiert. Auf diese Schicht wurde die
Mischung aus beiden Hydrogelkomponeten
(siehe oben) pipettiert und mit einem Teflon®
AF-beschichteten Deckglaschen abgedeckt.
Nach der Vernetzung der Gelkomponenten
wurde das Deckglaschen entfernt. Die Dicke
der erhaltenen Hydrogelschichten lag im
Bereich einiger Mikrometer.
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SPR-Spektroskopie

Bei der SPR-Spektroskopie werden die An-
derungen der dielektrischen Eigenschaften in
einer ca. 200 nm dunnen Schicht oberhalb der
ca. 50 nm dicken Goldschicht infolge von
Bindungsereignissen detektiert (Bild 2). Als
Messsignal wird die Verschiebung des
Minimums des reflektierten Anregungsstrahls
im Winkelspektrum (,SPR-Signal“) verwendet.

Elektrokinetische Messungen

Die elektrokinetischen Phdnomene Strémungs-
potential und Strdmungsstrom basieren auf der
Ausbildung einer elektrochemischen Doppel-
schicht an Fest-/Flussig-Phasengrenzen [3].
Beide GroéRen wurden zur Bestimmung der
Grenzflachenleitfahigkeit an einem von zwei
Hydrogel-beschichteten Substraten gebildeten
Mikrokanal in Abhangigkeit von Differenzdruck
einer den Kanal durchstrémenden Elektrolyt-
[6sung gemessen [4]. Die Grenzflachenleit-
fahigkeit reflektiert die Uberschussladung im
Gel und andert sich durch die Anbindung von
Proteinen Uber elektrostatische Wechsel-
wirkungen.

Ergebnisse

In einer Reihe von Vorversuchen wurde die
Immobilisierung der Hydrogele auf beiden
Sensoroberflachen (linienférmige Beschichtung
fir SPR, Bild 3b, ganzflachige Beschichtung fir
elektrokinetische Messungen) optimiert. Es
konnte gezeigt werden, dass die erhaltenen
Hydrogelschichten unter Scherbelastung (in
Folge der Durchstrémung der Messzellen mit
Puffer/Elektrolyt) delaminationsstabil sind.

SPR-Messungen

Referenzmessungen an Hydrogelen ohne
Beladung mit Wachstumsfaktoren haben
gezeigt, dass die Gele mit einem hdheren
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Bild 3: Immobilisierung der Hydrogele auf der Goldoberfléche des SPR-Chips. (a) Schematische Darstellung der
linienférmigen Immobilisierung der Hydrogele auf den SPR-Chips. (b) Phasenkontrastaufnahme von
unterschiedlichen Hydrogelen auf der Goldflaéche des SPR-Chips. (c) Verschiebung der Minima des reflektierten

Lichtes im SPR nach dem Immobilisieren der Gele.

Vernetzungsgrad y (molares Verhéltnis starPEG
zu Heparin) ein héheres SPR-Signal hervor-
rufen (Bild 3c). Dieser Befund korreliert mit der
Zunahme der Netzwerkdichte/geringeren
Quellung der Gele bei héherem
Vernetzungsgrad. Anschlieend konnte die
Anbindung von Lysozym an das Hydrogel
mittels SPR nachgewiesen werden (Bild 4).
Lysozym hat eine vergleichbare GréRe wie
relevante Wachstumsfaktoren und einen im

basischen pH-Bereich liegenden
isoelektrischen Punkt. An die Gele mit einem
geringen  Vernetzungsgrad konnte  mehr

Lysozym angebunden werden als an Gele mit
einem héheren Vernetzungsgrad.
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Bild 4: Verschiebung des Minimas bei den SPR-Mes-
sungen in Abhéngigkeit der Lysozymkonzentration
und des Vernetzungsgrades des Geles.

Damit konnte gezeigt werden, dass die
Anbindung von Proteinen an die Hydrogele
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mittels  Oberflachenplasmonresonanzspektro-
skopie detektiert werden kann.

Elektrokinetische Messungen

Die Grenzflachenleitfahigkeit wurde unter
Verwendung der Mikrospaltzelle [4] Uber
Strémungspotential- und  Strdbmungsstrom-
messungen bestimmt. Diese hat in den
durchgefiihrten Versuchsreihen mit
zunehmender Beladung der Hydrogelfiime mit
Lysozym infolge der damit einhergehenden
Ladungskompensation deutlich abgenommen
(Bild 5). Damit konnte nachgewiesen werden,
dass die Grenzflachenleitfahigkeit  ein
geeigneter Parameter zur Detektion der
Bindung von Biomolekilen in Biohybrid-
Hydrogelen ist.
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Bild 5: Ergebnisse der Strémungsstrommessungen
an einem Hydrogel mit dem Vernetzungsgrad y = 3,
welches mit unterschiedlichen Konzentrationen
Lysozym beladen wurde.

Zusammenfassung

In der ersten Phase des Projektes konnten
Biohybrid-Hydrogele aus starPEG und Heparin
erfolgreich auf Sensorchips immobilisiert und
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erste Messungen zur Anbindung von
Biomolekdlen an die Gele durchgefiihrt werden.
Diese Arbeiten werden gegenwaértig auf
Wachstumsfaktoren mit  unterschiedlicher
Affinitdt zu Heparin erweitert. Auf Basis der zu
erwartenden Ergebnisse soll im weiteren
Projektverlauf ein mikrofluidischer Sensor fir
die In-situ-Detektion von Bindungsereignissen
in Biohybrid-Hydrogelen entwickelt werden.
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