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(57) Zusammenfassung: Monodisperse, spharische Kolloi-

de wurden durch abwechselndes Aufbringen von Polyanio-

nen und Polykationen mittels des "layer by layer" Verfah- : Makro \j
rens beschichtet. An die Polykationen werden Fluores- : g
zenzfarbstoffe kovalent gebunden (gelabelt), welche bei
unterschiedlichen Wellenldngen absorbieren und emittie-
ren. Pro Schicht wird eine definierte Menge eines Farbstof-
fes aufgebracht. Die Farbstoffmenge kann durch Variation
des Labelgehalts der Polymere oder durch Co-Abschei-
dung von ungelabelten Polymeren variiert werden. Unter-
schiedliche Kombinationen von Farbstoffmarkierungen
wurden auf die Partikel abgeschieden, wobei die Farbstoff-
markierungen voneinander durch Zwischenschichten aus ’e-
Polyanionen getrennt sind. Unerwiinschte Wechselwirkun- Verkapselte i ({M‘(w
gen zwischen den Farbstoffen wie z. B. Selbstldschung, Makromolekiile
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) oder die Bildung

von J- und H-Aggregaten kann durch Aufnahme von aus-

reichend vielen Zwischenschichten zwischen den Farbstof-

fen unterdriickt werden. Umgekehrt kann durch Einstellung

eines definierten Abstandes (0-6 mm) zwischen geeigne-

ten Farbstoffpaaren ein FRET-Signal erzeugt werden, wel-

ches durch Uber die Anzahl der Zwischenschichten unab-

hangig von der Farbstoffkonzentration kontrolliert werden

kann. Die Kodierung kann durch Messung der Fluores-

zenzsignale der Kapseln bei unterschiedlicher Anregung

und unterschiedlicher Emissionswellenlange ausgelesen

werden. Dies kann mittels konfokaler Laserscanningmikro-

skopie fiir einzelne Kapseln, mittels statischer ...
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft kombinatorische Bibliotheken auf der Basis von hohlen oder gefill-
ten Polyelektrolytkapseln, die mittels der Layer by Layer Methode hergestellten werden. Die LbL Methode er-
moglicht die Kontrolle der Anzahl, der Konzentration und des Abstandes zwischen den Farbstoffmolekilen auf
der Nanometerskala, wodurch sich eine hohere kodierte Informationsmenge in der Wand (Hdlle) ergibt, als es
von Partikeln (Beads, volle Mikropartikel) bekannt ist, die in ihrem Volumen oder an ihrer Oberflache farblich
kodiert sind. Der zweite Teil der Erfindung befalit sich mit der Mdglichkeit, Kapseln mit unterschiedlichen Ma-
kromolekiilen zu fillen, jedoch die Kapseln weiterhin permeabel fur kleine Molekile zu halten. Derartige farb-
kodierte Kapseln kénnen als kombinatorische Fangbehalter verwendet werden, welche eine erhebliche Menge
von spezifischen Substanzen aus einem Reaktionsgemisch aufnehmen kénnen. Nachfolgend kénnen die un-
terschiedlichen Kapseln mit unterschiedlichen Substanzen in ihrem Inneren aufgrund ihrer spezifischen Fluo-
reszenzsignale aussortiert werden. Diese kombinatorischen Bibliotheken kdnnen in vielen Gebieten in der Me-
dizin, der Biologie und der Chemie angewendet werden.
[0002] Die Miniaturisierung von Assays und Mikrotiterplatten istim Hinblick auf eine weitere VergroRerung der
Assayskapazitat begrenzt. Eine alternative Methode eréffnen die auf Beads basierenden Bibliotheken. Neue
Entwicklungen in der FluRzytometrie (Flow Cytometrie; z.B. COPAS™ bead flow sorting) erlauben einen
Durchsatz von bis zu 100.000 Partikel pro Stunde. Daher kénnten die auf Beads basierenden Bibliotheken die
fuhrende Technologie in Screening- oder Sammeloperationen werden.'” Wir haben hohle Kapseln aus
Polyelektrolyten® hergestellt, welche unterschiedliche Farbkombinationen in ihrer Wand enthalten. Die farbko-
dierten Kapseln kénnen wie Beads sortiert werden, jedoch sind sie hohl und kénnen viele Bindungsstellen so-
wohl auf der Wandoberflache als auch in ihrem Inneren aufweisen.
[0003] Diese Kapseln haben im Vergleich zu der Beads-Technologie verschiedene Vorteile:
1. lhrer Masse ist sehr gering. Daher fallen Sie aus Lésungen mit unterschiedlicher Dichte wesentlich lang-
samer als Beads aus.
2. Infolge ihrer diinnen Wand und dem gleichen oder &hnlichem Material im Inneren wie im AuBeren ist die
Lichtstreuung sehr klein. Bei Beads fiihren Unterschiede im Brechungsindex zwischen Bead und dem L6-
sungsmittel (gewdhnlich Wasser) zu starker Lichtstreuung, die den Sortierprozef im FluRzytometer beein-
trachtigt.
3. Reaktionen sind bei Beads nur an deren Oberflache mdéglich. Daher ist die Anzahl ihrer Bindungsstellen
stark begrenzt. Im Falle unserer Kapseln kénnen die dufliere Wandoberflache, die innere Wandoberflache
und das gesamte Volumen der Kapseln fir Reaktionen genutzt werden. Eine Kapseln (oder ein Bead) mit
einem Durchmesser von 5 pm hat eine duere Oberflache von 78 pm? und ein Volumen von 65 pm?®. Unter
Annahme einer Konzentration der Bindungsstellen von 0.1 M weist ein Bead lediglich etwa 9 x 10* Bin-
dungsstellen auf, wohingegen eine Kapseln etwa 5000 mehr Bindungsstellen, namlich 4 x 10® Bindungs-
stellen aufweist.
4. Die Farbstoffmarkierungen kénnen mit ausreichendem Abstand untereinander aufgebracht werden, um
Wechselwirkungen wie die Bildung von H- oder J-Aggregaten, Selbstléschung oder Forster-Resonanzen-
ergietransfer zu vermeiden, welche die Fluoreszenzsignale im Falle der Markierung der Festkérperphase
mit unterschiedlichen Farbstoffen stéren. Dies gestattet mehr kombinatorische Mdglichkeiten.
5. Forster Resonanzenergietransfersignale kénnen kontrolliert zur falschungssichere Kodierung von Han-
delsmarken eingestellt werden.
6. Der Innenraum der Kapseln kann mit hochaktiven Biowirkstoffen wie Enzyme, DNS oder dergleichen
oder mit spezifisch funktionalisierten Polyelektrolyten gefiillt werden, welche ein selektives Fangen von Re-
aktionspartnern aus der L6sung durch Bioreaktionen, Physi- oder Chemisorption ermoéglichen. Nachfolgend
koénnen die kodierten Kapseln aussortiert werden.
7. Die kodierte Information kann durch die Anzahl der Farbstoffen, ihr Verhaltnis untereinander und durch
abstandesabhangige Wechselwirkungen untereinander wie etwa dem Foérster Resonanzenergietransfer
eingestellt werden. Bei den bekannten fluoreszierenden Beads* sind solche Wechselwirkungen uner-
wunscht, da der Abstand zwischen den Farbstoffmolekulen nicht kontrollierbar ist.
8. Herstellung von hohlen kodierten Kapseln und Nutzung ihres Innenraums fir die Immobilisierung von
Makromolekilen (Polyelektrolyte, Proteine, Enzyme). Die funktionalisierten Makromolekiile kénnen kom-
plementare Verbindungen aus Reaktionsldsungen durch Physisorption, Chemisorption biologische Bindun-
gen herausfischen.

Beschreibung der Experimente
Farbstoffmarkierung von Polyelektrolyten

[0004] PAH wurde mit den Farbstoffderivaten Fluoreszeinisothiocyanat, Tetramethylrhodaminisothiocyanat
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und einem Derivat von CY5 markiert. Die Formeln sind in Abb. 1 dargestellt. Die Markierungsreaktionen wurde
entsprechend allgemeiner Herangehensweise bei der Markierung von Proteinen durchgefiihrt. Anstelle eines
Hydrogenkarbonatpuffers wurde NaOH fir die Aktivierung von ca. 30% der PAH Gruppen verwendet. Das Re-
aktionsgemisch wurde gegen Wasser dialysiert. Nach Zugabe von HCL zu der markierten PAH-L6sung zur Ein-
stellung eines pH-Wertes von 4 — 5 wurde die Ldsung lyophilisiert. Der Markierungsgehalt wurden mittels
UV/Vis-Spektroskopie bestimmt und betrug fir PAH-FI 53:1, PAH-Rho 580:1, PAH-Cy5 500:1 (Verhaltnis der
PAH Einheiten : Anzahl der markierten Molekule). Die Ausbeute der Markierung betrug ca. 80% fir Fluoresze-
in, 20% fir Rhodamine und 40% fiir Cy5. Jedes PAH wurde nur mit einem Farbstoff markiert, da ein gleichzei-
tiges Markieren einer PAH-Kette den Nachteil der Selbstldschung oder des Forster Resonanz Energie Transfer
in sich birgt.

[0005] Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Farbstoffe sind in Abb. 2a und b gezeigt. Die Absorp-
tionsmaxima der drei markierten PAH-Polymere wurden zu 495, 557 und 648 nm bestimmt. Die Fluoreszenz-
maxima betragen 520, 582 und 665 nm, wobei die Absorptionswellenlange fir die Anregung verwendet wurde.

Herstellung der Kapseln

[0006] 3 pm grofle Silicatemplate wurden mit 10 alternierenden Schichten von Poly(allylaminhydrochlorid)
(PAH, MW 60 000 g/mol) und Poly(styrolsulfonat) (PSS, MW 70 000 g/mol) beschichtet.® Um unterscheidbare
Wande zu erhalten, wurden unterschiedlich markierte PAH-Polymere fir die Beschichtung verwendet. Fur die
Farbung der Kapseln wurde lediglich eine Schicht des jeweiligen PAH verwendet. Nur im Falle von Cy5 wurden
aufgrund der geringeren Fluoreszenzquantenausbeute und des geringen Farbstoffgehalts 2 Schichten zur
Markierung verwendet. Es wurde versucht, einen gewissen Abstand zwischen den unterschiedlichen Farb-
stoffschichten zur Vermeidung von Foérster-Resonanzenergietransfer einzuhalten. Folgende Kapseln wurden
hergestellt:

Schicht/Kapsel |1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
1. PAH - - - - - - - -
2. PSS - - - - - - - -
3.PAH - - - Cys5s CyS CyS Cys -
4. PSS - - - - - - - -
5.PAH Rho Rho Fluo |CyS5 Cy5s Cys Cy5 -
6. PSS - - - - - - - -
7. PAH - - - - Fluo |Rho Fluo -
8. PSS - - - - - - - -
9.PAH - Fluo |- - - - Rho -
10. PSS i i i i N - ) §
Tabelle 1

Farbkodierte Kapseln mit unterschiedlichen Arten von PAH-Farbstoff-Schichten

Hohle Kapseln wurde durch Aufldsen des Silicatemplats mittels Fluorwasserstoffsaure und Waschen mittels
Wasser gewonnen.

[0007] Die Kapseln wurden mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie unter gleichzeitiger Verwendung
von 3 unterschiedlichen Kanalen untersucht (Abb. 3a — c). Die Anregungswellenlange der Laser war 488 nm
fir Fluoreszein, 543 nm fiir Rhodamin und 633 nm fir Cy5. Die Detektoren wurden auf maximale Emission der
Farbstoffe und auf einen minimalen Uberlapp ihrer Fluoreszenzemission eingestellt. Die Laserintensitaten und
die Detektorempfindlichkeiten wurden auf etwa gleiche Signalintensitat fir jeden Kanal eingestellt. Die Uber-
lagerung der 3 Kanale ergab 7 verschieden gefarbte Kapseln (Abb. 3d).

[0008] Eine quantitative und sichere Methode zur Unterscheidung der verschiedenen Kapseln bietet die Ana-
lyse der Fluoreszenzintensitaten entlang eines Profils durch die Kapseln. Die Profile zeigen die Verteilung der
Fluoreszenzintensitaten von unterschiedlichen Kanélen der gleichen Kapsel. Abb. 4a zeigt zum Beispiel das
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Profil der Kapseln des 2, 7, 1 und 5.
[0009] Die Fluoreszenzintensitaten pro Farbstoffschicht sind unterschiedlich fiir unterschiedlich gefarbte Kap-
seln, was auf Resonanzenergieeffekte und unterschiedlichem Gehalt an adsorbiertem Material zuriickgefuhrt
werden kann. Der Resonanzenergietransfer kann bei Verwendung mehrerer Schichten zwischen den Farb-
stoffschichten deutlich reduziert werden. Oberhalb eines Abstands von 6 nm (ca. 4 Schichten) treten nahezu
keine Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffmolekilen mehr auf.
[0010] Kontrollierter Forster-Resonanzenergietransfer Um feste Abstande zwischen den Farbstoffmolekiilen
zum Schutz von Handelsmarken gegen eine Falschung zu verwenden, wurden Kapseln mit unterschiedlichem
Abstand der Farbstoffe aber gleichem Farbstoffgehalt hergestellt. Abb. 5 zeigt die hergestellten Schichtkom-
binationen.
[0011] Die in den Kapseln mittels zwei Farbstoffen kodierte Information kann unter Verwendung von zwei un-
terschiedlichen Anregungswellenlangen und Fluoreszenzmessung bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen
ermittelt werden. Im Falle des Rhodamin/Fluoreszein-Systems bedeutet dies:
1. Anregungslicht bei 540 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die absolute Konzentration
von Rhodamine
2. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 520 nm: dies ergibt die Konzentration von Fluo-
reszein abziglich der Konzentration der Molekile, die einen Energietransfer zu Rhodamin erfahren
3. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die Intensitat des FRET oder
den mittleren Abstand zwischen den Farbstoffmolekilen (Falschungsnachweis)

[0012] Jede der hergestellten Kapselarten ergibt ein spezifisches Verhaltnis zwischen Signal 1 : Signal 2 : Si-
gnal 3. Fur die Messung von kleinen Unterschieden in der Signalintensitat genligen bereits diese zwei Farb-
stoffe, um eine grofe Anzahl von Kodierungsmdglichkeiten zu realisieren. Jedoch kann die Anzahl der Farb-
stoffe in Kapseln bis zu 7 betragen.

Fullen der Kapseln mit reaktiven Makromolekiilen

[0013] Es gibt drei unterschiedliche Wege fiir die Immobilisierung von Makromolekiilen im Inneren der Kap-
seln:
1. "Schiff in Flasche" Synthese (ship in bottle synthesis) von Polymeren innerhalb der Kapseln (Abb. 6)."
2. Schalten der Permeabilitat von spezifischen Kapseln fir korrespondierende Makromolekiile mittels Salze
oder pH-Anderungen (Abb. 7)"
3. Bilden eines Niederschlags eines instabilen Komplexen aus den Makromolekilen und einer Hilfssubs-
tanz auf dem kolloiden Templat. Nachfolgendes Einkapseln des Materials durch die lbliche LbL-Methode
und Aufflésen des Kerns und des Makromolekiilkomplexes.®
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Patentanspriiche
1. Zusammensetzung fur die Identifizierung von Substanzen, wobei die Zusammensetzung mindestens

zwei Arten von Kapseln mit einem Durchmesser weniger als 100 um aufweist, wobei die Kapseln einen Kern
und eine Hiille besitzen und die Hiille mindestens drei Schichten aufweist, wobei zumindest eine dieser Schich-
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ten mit einem Farbstoff markiert ist.
2. Zusammensetzung aus Anspruch 1, aufweisend zumindest 3 Arten von Kapseln.

3. Zusammensetzung aus Anspruch 1 oder 2, wobei die Kapseln einen mittleren Durchmesser von weniger
als 10 ym, bevorzugt weniger als 1 ym besitzen.

4. Zusammensetzung nach einem der vorangegangenen Anspriichen, wobei die Hillen aus Polyelektro-
lytschichten bestehen.

5. Zusammensetzung nach einem der vorangegangenen Ansprichen, wobei mindestens ein Kapseltyp
durch Kapseln definiert ist, deren Hillen aus mindestens zwei, mit unterschiedlichen Farbstoffen markierten
Schichten bestehen, wobei die mit unterschiedlichem Farbstoff markierten Schichten voneinander durch zu-
mindest eine nicht mit Farbstoffen markierte Schicht getrennt sind.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Abb. 2:
a) Absorptionsspektrum von PAH-FI, PAH-Rho und PAH-Cy5, normalisierte Intensitéit
b) Fluoreszenzspektrum von PAH-F1, PAH-Rho und PAH-Cy5, normalisierte Intensitt
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Abb. 3:

Konfokale Bilder einer Mischung von farbkodierten Kapseln
a) Fluoreszeinkanal

b) Rhodaminkanal

¢) Cy5 Kanal

d) Uberlagerung der 3 Farbkanile
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Abb. 4:

Konfokale Bilder einer Mischung von gefirbten Kapseln 2,7, 1,5
a) Uberlagerungsbild der drei Farbkanile

b) Profil der Fluoreszenzintensitit entlang der weien Linie im Bild a)
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RS
Polymerisation Waschen

Abb. 6: ,,Schiff in Flasche* Synthese der Polymere innerhalb der Kapseln
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Abb. 7

Prinzip des Beladens von MF Kapseln (8 Schichten) durch Schalten der Permeabilitit von
speziellen Kapseln fiir korrespondierende Makromolekiile durch Salz oder pH-Wert
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