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Farbkodierte Layer-by-Layer Mikrokapseln als kombinatorische Analysebiblio-

theken und als spezifische optische Sensoren

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft kombinatorische Bibliotheken auf der Basis von
hohlen oder gefiillten Polyelektrolytkapseln, die mittels der Layex by Layer Methode
hergestellten werden. Die LbL Methode ermdglicht die Kontrolle der Anzahl, der Kon-
zentration und des Abstandes zwischen cdlen Farbstoffmolekiilen auf der Nanometerska-
la, wodurch sich eine hohere kodierte Innformationsmenge in der Wand (Hiille) ergibt,
als es von Partikelnn (Beads, volle Mikropartikel) bekannt ist, diein ihrem Volumen oder
an ihrer Oberfliche farblich kodiert sind. Weiterhin ist der Fluoreszenzfarbstoff voll-
stindig an der Oberfliche konzentriert, vwas fiir FRET basierte Detektion in homogenen
Partikelassays vonn Vorteil ist, da die hohe Untergrundfluoreszenz der im Inneren des
Partikels lokalisierten und daher nicht arn FRET beteiligten Farbstoffe vollstindig weg-
fallt.!® Der zweite Teil der Erfindung befasst sich mit der Moglichlkeit, Kapseln mit un-
terschiedlichen M akromolekiilen zu fillen, jedoch die Kapseln weiterhin permeabel fiir
kleine Molekiile zu halten. Derartige farbkodierte Kapseln konnen. als kombinatorische
Fangbehilter verwendet werden, welche eine erhebliche Menge von spezifischen Sub-
stanzen aus einem Reaktionsgemisch au fnehmen konnen. Nachfol gend kdnnen die un-
terschiedlichen K apseln mit unterschiedllichen Substanzen in ihrem Iﬁneren aufgrund
ihrer spezifischen Fluoreszenzsignale awussortiert werden. Diese krombinatorischen Bi-
bliotheken konnen in vielen Gebieten in. der Medizin, der Biologie und der Chemie an-

gewendet werden.

Die Miniaturisierung von Assays und Mikrotiterplatten ist im Hinblick auf eine weitere
VergrofBerung der Assayskapazitit begrenzt. Eine alternative Methode erdffnen die auf
Beads basierenden Bibliotheken. Neue Entwicklungen in der FluBzytometrie (Flow

Cytometrie; zB. COPAS™ bead flow sorting) erlauben einen Durchsatz von bis zu
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2
100.000 Partikel pro Stunde. Daher konnten die auf Beads basierenden Bibliotheken die

fihrende Technologie in Screening-oder Sammneloperationen werden. 1-5.7

Wir haben hohle Kapseln aus Polyelektroly'ten6 hergestellt, welche unterschiedliche
Farbkombinationen in ihrer Wand enthalten. Die farbkodierten Kapseln kdnnen wie
Beads sortiert werden, jedoch sind sie hohl wvind konnen viele Bindungsstellen sowohl

auf der Wandoberfliche als auch in ihrem Inneren aufweisen.

Diese Kapseln haben i Vergleich zu der Beads-Technologie verschiedene Vorteile:
1. Threr Masse ist sehr gering. Daher fallen Sie aus Losungen mit unterschiedlicher

Dichte wesentlich langsamer als Beads aus.

2. Infolge ihrer diilnnen Wand und dem gleichen oder &hnlichem Material im Inneren
wie im AuBeren ist die Lichtstreuung sehr klein. Bei Beads fizxhren Unterschiede
im Brechungsindex zwischen Bead und dem Losungsmittel (gewdhnlich Wasser)

zu starker Lichtstreuung, die den Sortierprozefl im FluBzytometer beeintrichtigt.

3. Reaktionen sind bei Beads nur an deren Oberfliche moglich. Daher ist die Anzahl
ihrer Bindungsstellen stark begrenzt. Imx Falle unserer Kapseln konnen die &duflere
Wandoberfliche, die innere Wandoberfliche und das gesamte Volumen der Kap-
seln fiir Reaktiomen genutzt werden. Eine Kapseln (oder ein Bead) mit einem
Durchmesser vorn 5 um hat eine &uflere Oberfldche von 78 pm= und ein Volumen
von 65 um’. Unter Annahme einer Konzentration der Bindungsstellen von 0.1 M
weist ein Bead lediglich etwa 9 x 10* Bindungsstellen auf, wohiingegen eine Kap-
seln etwa 5000 mal mehr Bindungsstellen, ndmlich 4 x 10® Bindungsstellen auf-

weist.

4. Die Farbstoffmarkierungen kdnnen mit ausreichendem Abstand untereinander
aufgebracht werden, um Wechselwirkungen wie die Bildung von H- oder J-
Aggregaten, Selbstléschung oder Forster-Resonanzenergietransfer zu vermeiden,
welche die Fluoreszenzsignale im Falle der Markierung der Festkorperphase mit
unterschiedlichern Farbstoffen storen. Dies gestattet mehr komxbinatorische Mog-

lichkeiten.
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5. Forster-Resonanzenergietransfersignale konnen kontrolliert zur falschungssichere
Kodierung von Handelsmarken eingestellt werden, d.h. zur Markierung der mit

der Handelsimarke versehenen Ware.

6. Der Innenraum der Kapseln kann mit hochaktiven Biowirkestoffen wie Enzyme,
DNS oder dergleichen oder mit spezifisch funktionalisierten. Polyelektrolyten ge-
fiillt werden, welche ein selektives F angen von Reaktionspartnern aus der Losung
durch Bioreaktionen, Physi- oder Chemisorption erméglichen. Nachfolgend kon-

nen die kodierten Kapseln aussortiert werden.

7. Die kodierte Information kann durch die Anzahl der Farbstoffen, ihr Verhiltnis
untereinander und durch abstandsabhingige Wechselwirkungen untereinander wie
etwa dem FOrster Resonanzenergietransfer eingestellt werdem. Bei den bekannten
fluoreszierernden Beads* sind solche Wechselwirkungen unexwiinscht, da der Ab-

stand zwischien den Farbstoffimolekiilen nicht kontrollierbar ist.

8. Herstellung von hohlen kodierten Kapseln und Nutzung ihress Innenraums fiir die
Immobilisierung von Makromolekiilen (Polyelektrolyte, Proteine, Enzyme). Die
funktionalisi erten Makromolekiile kGnnen komplementire V erbindungen aus Re-
aktionslésun gen durch Physisorptiorn, Chemisorption biologksche Bindungen her-

ausfischen.

Die vorliegende Erfindung betrifft Sensoren, die mittels der Layer-by-Layer LbL Me-
thode auf Kolloiden mit Durchmessern kleiner als 100 um aufge’baut werden und auf
chemische Stoffe oder physikalische Mef3groflen ansprechen. Das kolloide Templat
kann gegebenenfalls in einem Folgeschritt herausgelost werden, so dass hohle Kapseln

entstehen.

Die Sensorwirkung wird durch eine Schicht definierter Dicke eines speziellen Materials
erreicht, dass bei Anderung der Konzentration eines Stoffes in der umgebenden Losung

oder bei der Verdnnderung physikalischer P arameter entweder quill't oder schrumpft. Zur
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Detektion dieses Prozesses wird die Emission von Fluoreszenzfarbstoffen verwend et.

Zwei Varianten der Wirkungsweise sind moglich (Abbildung 8):

1. Die sensitive Schicht mit einer Dicke zwischen 0,1 nm und 10 nm befindet sich zvwi-.
schen zwei Schichten aus Polyelektrolyten. Die Polyelektrolytschicht auf der ein-en
Seite der sensitiven Schicht enthilt fest eingebunden einen Fluoreszenzfarbstoff héherer
Absorptionsenergie (Donor) und die Polyelektrolytschicht auf der anderen Seite ein<en
Fluoreszenzfarbstoff niedrigerer Absorptionsenergie (Akzeptor). Statt Fluoreszenzfarb-
stoffen kénnen auch emittierende Nanopartikel verwendet werden. Das Farbstoffpaar 3st
so abgestimmt, dass ein Forster (Fluoreszenz-) Resonanzenergietransfer FRET stattfi n-
det. Die Effizienz des FRET héngt empfindlich von dem Abstand der Farbstoffmolekiiile
zueinander ab. Das FRET Signal kann spektrometrisch sowohl anhand der Donor- als
auch der Akzeptorfluoreszenz statisch sowie anhand der Donoxfluoreszenz auch zeitab-

hingig detektiert werden.

2. Das sensitive Material wird kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff in vergleich s-
weise hoher Konzentration (Masse Material: Masse Farbstoff < 500:1) verkniipft. D-er
Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass er leicht mit sich selbst Dimere/Aggrega te
bildet. Wird das gelabelte Material inx einer Kapselwand als mindestens eine homogere
Schicht mit einer Dicke von 1 nm bis 1 pm eingebracht, fiihrt ein SelfquenchingprozeB
bei der Bildung von Dimeren oder H-aggregaten zu einer Loschung der Fluoreszenz des
Farbstoffmonomeren, wohingegen bei Bildung von J-Aggregaten oder Excimeren eire
neue Emissionsbande bei niedrigerer Energie entsteht. Bei Quellung/Schrumpfung der
Schicht in der Kapselwand kann das Signal iiber die Intensitit Oder die Lebensdauer der
Monomerfluoreszenz detektiert werden, bzw. iiber das Verhilinis von Monomerfluoress-

zenz zur Fluoreszenz des J-Aggregates bzw. Excimeren.

Im allgemeinen weisen die erfindungsgemiBen Kapseln, die bevorzugt einen Durch-
messer kleiner als 100 pm haben, eine Hiille auf, die aus minclestens drei Polyelektro-
lytschichten aufgebaut ist, wobei eine der drei Polyelektrolytschichten mit zumindesst
einem Farbstoff markiert ist. Dieser Farbstoff, bei dem es sich um einen Fluoreszen=-
farbstoff oder emittierende (fluoreszierende) Nanopartikel (P artikel mit einer Groe

bevorzugt kleiner 1 nm) handeln kann, dient beispielsweise zur Identifizierung der Kap-
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seln. In diesem Fall werden die Kapseln zur Markierung bzw. Codierung von techni-
schen Erzeugnissen, Partikeln, Zellen, Gewebe, Organen o-der Organismen biologi schen
Ursprungs verwendet, so dal anhand der Fluoreszenz des Farbstoffes deren Herkunft
festgestellt und identifiziert werden kann. Andererseits keonnen die Kapseln auch als
Sensoren dienen, die auf verinderte Umgebungsbedingur gen mit Anderung der Fluo-
reszenz des Farbstoffs meBbar reagieren. Schliefilich kSnnen die Kapseln auch als
'Fangbehzlter' verwendet werden, um Substanzen aus Lsungen zu entfernen bzw. zu
identifizieren. Kapseln, die mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind und spezi-
fisch mit jeweils einer anderen Substanz reagieren, beispielsweise durch spezifische
Bindungsstellen, eignen sich als Bibliothek von Reporter-Partikel zur Identifikation von
Substanzen und/oder der Markierung von Prozessen. Es liegt im Rahmen der Erfindung,

diese Anwendungen miteinander zu kombinieren.

Unter Polyelektrolyten werden im Rahmen der Erfindungs insbesondere wasserld sliche
Molekiile oder Aggregate verstanden, die mindestens 2 Ladungen, bevorzugt sogar
mindestens drei Ladungen tragen. Bei einer Vielzahl von Polyelektrolyfen liegen sogar
deutlich mehr Ladungen vor. Zu den Polyelektrolyten zihken im Rahmen der Erfimdung
insbesondere organische Polyel ektrolyte, Nanopartikel, P>olyampholyte sowie V erbin-
dungen und Komplexe aus organischen Polyelektrolyten und niedermolekularen. Sub-

stanzen, z.B. Tenside.

Bei den Polyelektrolytschichten handelt es sich insbesond-ere um Schichten, die itn we-
sentlichenn etwa eine Monolage des entsprechenden Poly-elektrolyts dick sind. Solche
Polyelektrolytschichten lassen sich z.B. durch Layer-by—Layer Verfahren aufbringen.
Bei diesen werden Polyelektrolyte abwechselnder Polaritit aufgebracht, wobei sich
Polyelektrolyte solange an bestehende Polyelektrolytschichten anlagern, bis die [_adun-
gen der bereits bestehenden Schicht abgeséttigt sind.

Mehrschichtige Polyektrolytkapseln, die auch aus unterschiedlichen Polyelektrolyt-
schichten bestehen konnen, lassen sich beispielsweise nach dem Layer-by-Layex Ver-
fahren herstellen, das in der DE 198 12 083 Al, DE 199 07 552 Al, EP 98113 181,
WO/47252 US 6,479,146 beschrieben ist, deren Offenbarmungsinhalt hiermit vollsténdig

aufgenommen wird.
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Sofern die Kapseln als Sensor dienen, kdnnen beisprielsweise zwei der drei Hiillschich-
ten mmit jeweils einem unterschiedlichen Farbstoff mxarkiert werden. Die nichat mit Fluo-
reszenzfarbstoffen markierte dritte Polyelektrolytschicht liegt dabei zwischen den bei-
den markierten Polyelektrol ytschichten. Dadurch weisen diese einen gewissen Abstand
zueinander auf, der etwa der Dicke, beispielsweise 0.1 nm bis 10 nm, der nicht mar-
kierten mittleren dritten Schicht entspricht. Die Dicke der Polyelektrolytschicht héngt
dabei unter anderem von dem verwendeten Polyelektrolyt ab. Die verwendeten Farb-
stoffe sind so gewdhlt, dal3 sie unterschiedliche Emissions- und Absorptionsbanden
aufweisen, wobei sich die Emissionsbande des einen Farbstoffs mit der A'bsorptions-
bande des anderen Farbstoffs zumindest teilweise iberlappt. Dadurch kann es zu strah-
lungslosen Ubergingen zwischen den Farbstoffen kcommen, d.h. zu einem FRET. Der
Farbstoff mit der hheren A bsorptionsenergie (Akzesptor) kann dadurch seine Anregung
an den anderer Farbstoff (Farbstoff mit niedriger Absorptionsenergie; Donor) weiterge-
ben, ohne daf} eine Fluoreszenz des Akzeptorfarbstoffs beobachtet wird. Der strah-
lungslose Ubergang fiihrt damit zu einer Anregung des Donorfarbstoffs, dessen Fluo-
reszenz gemessen werden kann. Absorbiert der A kzeptorfarbstoff beispielsweise im
Blauen und fluoresziert im riinen, so sollte der Domorfarbstoff im Griinen absorbieren
und beispielsweise im Rotern emittieren. Eine Anreguing mit blauem Licht fiilart dann bei
einem strahlungslosen Ubergang zwischen den Farbstoffen zu einer beobachtbaren
Fluoreszenz im Roten, anstatt im Griinen. Die Effizienz des strahlungslosen Ubergangs
zwischen den Farbstoffmolekiilen héngt stark von deren Abstand zueinander ab, der von
der Dicke der nichtmarkierten dritten Polyelektrolyt schicht bestimmt wird. Andert sich
diese Dicke, z.B. als Reaktion auf verdnderte Umgebungsbedingungen, so Zindert sich
die Stirke der Kopplung zw-ischen den FarbstoffmoEekiilen. Daher kann auch von einer
sensitiven Schicht (sensorischen Zwischenschicht) ggesprochen werden. Ist der Abstand
der Farbstoffmolekiile gering, erfolgt ein nahezu stxahlungsloser Ubergang, d.h. es ist
nur eine geringe Fluoreszen=z des Akzeptorfarbstoffs jedoch eine relative hohe Fluores-
zenz des Donorfarbstoffs detektierbar. Bei VergroBerung des Abstands nimmt die Fluo-
reszenz des Akzeptorfarbstoffes zu, die des Donoxfarbstoffes ab. Diese Anderungen
sind meBbar und dienen als MaB fiir die Verdnderun g der Schichtdicke. Bei den Umge-

bungsbedingungen, deren A nderung zu einer Anderaung der Schichtdicke dex nichtmar-
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kierten Schicht filhren, kann es sich um pH-Wert, Salzkonzentratiomn, Temperatur, ad-
sorbierte Komponenten, Enzyme, Konzentration eines Stoffes, physilkalische Parameter,
das Losungsmittel beeinflussende oder mit der sensitiven Schicht reagierende Kompo-
nenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handeln. Insbesondere organische Polye-
lektrolyte reagieren exnpfindlich auf verinderte Umgebungsbedingurigen. So fiihrt bei-
spielsweise eine Temperaturdnderung zur V erdnderung der Wasseraufnahmeféhigkeit
der organischen Poly-elektrolyte und damit zu einer Schichtdicken&nderung. Ein Bei-

spiels ist hier PAH.

Neben der nichtmarkierten Polyelektrolytschicht konnen weitere Polyelektrolytschich-
ten zwischen den mit Farbstoff markierten Polyelektrolytschichtery angeordnet sein,
oder die nichtmarkierte Polyelektrolytschicht besteht selbst aus mekreren Polyelektro-
lytschichten.

Sensorische Kapseln konnen jedoch auch ledi glich mit einem Farbstoff markiert sein. In
diesem Fall ist der Farbstoff in hoher Konzentration an sensitives Material innerhalb
einer Polyelektrolytschicht gebunden, wobei das sensitive Material zwuf die veréinderten
Umgebungsbedingungen durch Volumenzu- oder —abnahme reagieren kann. Die hohe
Konzentration der Farbstoffe fiihrt zu einemy Selfquenching, beispielsweise durch Di-
merbildung, oder zur Ausbildung neue Emissionsbanden im Falle der Bildung von Ex-
cimeren. Auch hier sind diese Prozesse stark von dem Abstand der F arbstoffe abhiingig,
so daB eine Anderung der Schichtdicke auch zu einem Anderung des Abstandes der
Farbstoffe fiihrt.

Sofern die Kapseln als 'Fangbehilter' dienen, weisen sie spezifische Bindungsstellen fr
die zu fangenden Movlekiile auf. Die Bindungsstellen kdnnen sich irm Inneren der Kap-
seln oder auf deren Hiille befinden. Kapselln mit unterschiedlichen Bindungsstellen
kdnnen mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert werden, so dal eine nachfolgende
Sortierung anhand der Fluoreszenz moglich ist. Dadurch konnen selektiv Substanzen,

z.B. Proteine, aus Losungen gewonnen werden.
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Beschreibung der Experimente

Farbstoffmarkierung von Polyelektrolyten:

PAH wurde mit den Farbstoffderivaten Fluoreszeinisothiocyanat, Tetramethylrhodam-
nisothiocyanat und einem Derivat von CY5 markiert. Die Formaeln sind in Abbildung 1
dargestellt. Die Markierungsreaktionen wurde entsprechend allgemeiner Herangehenss-
weise bei der Markierung von Proteinen durchgefiihrt. Anstelle eines Hydrogenkarboe-
natpuffers wurde NaOH fiir die Aktivierung von ca. 30% der PAH Gruppen verwendet.
Das Reaktions gemisch wurde gegen Wasser dialysiert. Nach Zugabe von HCL zu der
markierten PA H-L6sung zur Einstellung eines pH-Wertes von 4 — 5 wurde die Losun g
lyophilisiert. Der Markierungsgehalt wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt
und betrug fiir PAH-FI 53:1, PAH-Rho 580:1, PAH-Cy5 500 :1 (Verhiltnis der PAE
Einheiten : Anzahl der markierten Molekiile). Die Ausbeute der Markierung betrug ca.
80% fiir Fluoreszein, 20% fiir Rhodamine und 40% fiir Cy5. Jedes PAH wurde nur m3t
einem Farbstoff markiert, da ein gleich.zeitiges Markieren einer P AH-Kette den Nachte3l

der Selbstléschung oder des Forster Resonanz Energie Transfer in sich birgt.

Die Absorptionis- und Fluoreszenzspektren der Farbstoffe sind imn Abb. 2a und b gezeigt.
Die Absorptionsmaxima der drei markierten PAH-Polymere wurden zu 495, 557 un-d
648 nm bestimxmt. Die Fluoreszenzmaxima betragen 520, 582 und 665 nm, wobei di_e

Absorptionswellenldnge fiir die Anregung verwendet wurde.

Herstellung der Kapseln:

3 um groBe Silicatemplate wurdem mit 10 alternierenden Schichten von Po-
ly(allylaminhydrochlorid) (PAH, MW 60 000 g/mol) und Poly(styrolsulfonat) (PSS,
MW 70 000 g/mol) beschichtet.” Um unterscheidbare Winde zc erhalten, wurden unter-
schiedlich markierte PAH-Polymere fiir die Beschichtung vervwendet. Fiir die Fiarbun g
der Kapseln wurde lediglich eine Schicht des jeweiligen PAH wverwendet. Nur im Falle
von Cy5 wurden aufgrund der geringeren Fluoreszenzquantenatasbeute und des geringesn
Farbstoffgehalts 2 Schichten zur Markierung verwendet. Es waurde versucht, einen ge-
wissen Abstannd zwischen den unterschiedlichen Farbstoffschwichten zur Vermeidun g

von Forster-R esonanzenergietransfer einzuhalten. Folgende Kapseln wurden hergestell®:
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Schicht/Kapsel |1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
1.PAH - - - - - - — |-
2. PSS - - - - - - - -
3.PAH - - - Cy5 [CysS |Cy5 |Cys |-
4. PSS - - - - - - - -
5.PAH Rho |Rho |Fluo {Cy5 [CysS |Cy5 [Cy5 |-
6. PSS - - - - - - - -
7.PAH - - - - Flzo |Rho |Fluo |-
8.PSS - - - - - - - -
9.PAH - Fluo |- - - - Rho |-
10. PSS - - - - - - - -

Tabelle 1: Farbkodierte Kapseln mit unterschiedlichen Arten von PAH-F arbstoff
Schichten

Hohle Kapseln wurde durch Auflésen des Silicatemplats mittels Fluorwasserstoffsdure

und Waschen mittels Wasser gewonnen.

Die Kapseln wurden mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie unter gleichazeitiger
Verwendung von 3 unterschiedlichen Kanilen unterstacht (Abb. 3a — c). Die Anre-
gungswellenldnge der Laser war 488 nm fiir Fluoreszein, 543 nm fiir Rhodarmin und
633 nm fiir Cy5. Die Detektoren wurden auf maximale Emission der Farbstoffe und auf
einen minimalen Uberlapp ihrer Fluoreszenzemission e ngestellt. Die Laserintensitéiten
und die Detektorempfindlichkeiten wurden auf etwa gleiche Signalintensitit fir jeden
Kanal eingestellt. Die Uberlagerung der 3 Kanile ergab 7 verschieden gefirbte Kapseln
(ADbb. 34).

Eine quantitative und sichere Methode zur Unterscheidung der verschiedenen IKapseln
bietet die Analyse der Fluoreszenzintensititen entlang esines Profils durch die Kapseln.

Die Profile zeigen die Verteilung der Fluoreszenzintensitdten von unterschiedlichen
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Kanilen der gleichen Kapsel. Abbildung 4a zeigt zum Beispiel das Profil der Kapseln 2,
7, 1 und 5.

Die Fluoreszenzintensititen pro Farbstoffschicht sind unterschiedlich fiir unterschied-
lich gefirbte Kapseln, was auf Resonanzenergieeffekte und unterschiedlichem Gehalt
an adsorbiertem Material zuriickgefiihrt werden kann. Der Resonanzemergietransfer
kann bei Verwendung mehrerer Schichten zwischen den Farbstoffschichten deutlich
reduziert werden. Oberhalb eines Abstands von & nm (ca. 4 Schichten) treten nahezu

keine Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffimaolekiilen mehr auf.

Kontrollierter Forster-R esonanzenergietransfer

Um feste Abstinde zwischen den FarbstoffmolekTilen zum Schutz von Handelsmarken
gegen eine Filschung zu verwenden, wurden Kapseln mit unterschiedlichem Abstand
der Farbstoffe aber gleichem Farbstoffgehalt hergsestellt. Abbildung 5 zeigt die herge-

stellten Schichtkombinationen.

Die in den Kapseln mittels zwei Farbstoffen kodierte Information kann unter Verwen-
dung von zwei unterschiedlichen Anregungswellemldngen und Fluoreszenzmessung bei
zwei unterschiedlichen Wellenldngen ermittel€ werden. Im Falle des Rhoda-

min/Fluoreszein-Systems bedeutet dies:

1. Anregungslicht bei 540 nm, Messung der EEmission bei 576 nm: dies ergibt die

absolute Konzentration von Rhodamin

2. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 520 nm: dies ergibt die
Konzentration von Fluoreszein abziiglich dex Konzentration der Mo1ekiile, die ei-

nen Energietransfer zu Rhodamin erfahren

3. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die
Intensitit des FRET oder den mittleren Abstand zwischen den Farbstoffmolekiilen

(Falschungsnachweis)
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Jede der hergestellten Kapselarten ergibt ein. spezifisches Verhiltnis zwischen Signal 1 :
Signal 2 : Signal 3. Fiir die Messung von kleinen Unterschieden im1 der Signalintensitit
geniigen bereits diese zwei Farbstoffe, um eine grofle Anzahl von Kodierungsmdglich-
keiten zu realisieren. Jedoch kann die Anzahl der Farbstoffe in Kapseln bis zu 7 betra-

gen.

Nutzung des Forster-Resonanzenergietranasfers fiir sensorische Anwendungen

Fir die Sensoranwendungen wurden die Kapseln 2 und 3 aus Tabelle 1 verwendet. Es
wurde von uns gefumnden, dass PAH/PSS Schichten bei Zugabe von Lésungen quarter-
nédrer Alkylammonitemsalze je nach Kettenléinge stark aufquellen oder auch schrumpfen.
Ein starkes Quellen von (PAH/PSS)s Kapseln von 3 pum bis auf 5,7-6,0 pm wird bei
Zugabe einer 0,05 M Dodecyltrimethylammomiumbromidlésung (DODAB) gefunden.
Bei Verdoppelung des Kapseldurchmessexrs wird sich bei isotroper Quellung der
Schichten der Abstand zwischen den Farbstoffschichten ebenfalls verdoppeln, wohin-

gegen sich das Volurmen einer Schicht um den Faktor 8 vergrofert.

Im Experiment 1 wuarde die Kapsel 2 verwendet. Die Konzentration an Rhodamin und
Fluoreszein in der Kapselwand wurde UV/VIS spektroskopisch vor und nach dem
Quellungsvorgang bestimmt. Der mittlere Albstand zwischen beiden Farbstoffschichten
betrug vor der Behandlung etwa 4,5 nm und danach nahezu 9 nm. Die Anderung des
FRET Signals (Aee = 495 nm, Ay = 578 nin) wurde mit dem Fluoreszenzspektrometer
wihrend des Quellvorgangs verfolgt (Abbildung 9). Durch die Quellung der Schichten
verringerte sich die FRET Signalintensitit bei Reaktion mit 0,05 M DODAB um 86%.

Im Experiment 2 wurde die Kapselsorte 3 verwendet. Durch die hohe Fluoreszeinkon-
zentration in der einen PAH Schicht tritt ein. effizienter Quenchprozef3 auf. Nach Zuga-
be von 0,05 M DOD.AB Lésung vergroflert sich das Volumen der P_AH Schicht etwa um
den Faktor 8. Durch die verringerte Selbstldé schung des Farbstoffes erhoht sich dadurch
die Fluoreszenz der Kapseln um 290 % (Abbildung 10).

Fiillen der Kapseln mit reaktiven Makromolekiilen:
Es gibt drei unterschiedliche Wege fiir die Immobilisierung von Makromolekiilen im

Inneren der Kapseln:
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1. "Schiff in Flasche" Synthese (ship in bottle synthesis) von Polymeren innerhalb
der Kapseln (Abbildung 6)."

2. Schaltenn der Permeabilitit von spezifischen Kapseln fiir korrespondierende Mia-

kromolekiile mittels Salze oder pH-Anderungen (Abbildung 7)"!

3. Bilden eines Niederschlags eines instabilen Komplexen aus den Makromolekiil en
und einer Hilfssubstanz auf demm kolloiden Templat. Nachfolgendes Einkapseln
des Materials durch die iibliche LbL-Methode und Aufflosen des Kerns und dles
Makrorr:lolelciilkomplexes.8

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der erfindungsgeméiBen Kapseln sowie der-en
Verwendung sind nachfolgend angefiihrt, wobei simtliche Ausgestaltungen beliebig

miteinander kombinierbar sind:

e Kapseln aus Polyelektrolyt-Multischichten hergestellt nach dem Layer-by-Layser
Verfahren und kleiner als 100 um fir Kodierungs- und sensoeri-

sche/diagnostische/analytische Anwendungen und enthaltend

a) eine definierte Zuordnung von farbstoffmarkierten Polyelektrolyten =ur
Schichtzahl,

b) eine definierte Zuordnung von farbstofffreien Polyelektrolyten =ur
Schichtzahl,

c) eine definierte Zuordnuing von sensorischen Polyelektrolyten oder sensso-
risch reaktiven Beschichtungskomponenten zur- Schichtzahl

d) eine definierte Zuordnung von Wechselwirkzungen der Markierungen

unterschiedlicher Schichten

e Kapseln mit Kern oder ohne Kern als Hiille enthaltend das Losungsmittel oder eine

Losung anaderer Zusammensetzung,.
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Kapseln enthaltend einen oder mehrere Fluoreszenzfarbstoffe in mindestens zwei
Schichten, die es gestatten, sowohl die Fluoreszerazfarben als auch deren Intensiti-

ten und die Wechselwirkungen bzw. SelbstwechseE wirkungen definiert ein=zustellen.

Kapseln enthaltend mindestens zwei Fluoreszerazfarbstoffe in unterschiedlichen
Schichten, die miteinander iiber Forster Resonamz Energie Transfer (FRET) ver-

kniipft sind.

Kapseln mit mindestens einer, zwischen zum FRET befahigten Donor- urad Akzep-
toxr-Fluoreszenzfarbstoff-rmarkierten Schichten gel egenen sensorischen Zwischen-
schicht, die in Anpassung an verdnderte Eigenscha fien des Mediums, zB. pH, Salz-
konzentration, Temperatur, adsorbierte Komponeriten, Enzyme, das Losungsmittel
beeinflussende oder mit der Zwischenschicht reagierende Komponenten sowie
mischbare Losungsmittel anteile, das FRET Signal messbar beeinflusst und fiir diese

Anderung als Sensor dienen kann.

Kapseln enthaltend mindestens zwei Fluoreszenzfarbstoffe, deren Abstannd vonein-

ander den Forster Resonanz Energie Transfer unterbindet.

Kapseln mindestens eine Schicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff in einer Dichte,
die zur Selbstwechselwirkung (Selbstléschung) iranerhalb der Schicht fiithren kann
und durch Anderungen von Komponenten oder Bedingungen des Medium s oder der

Umngebung messbar beeinflusst werden kann und d afiir als Sensor dienen kcann.

Kapseln, wobei die Kapseln kleiner als 10pm, bevorzugt kleiner als 1pm sind.

Kapseln mit einem modifizierten Kern, der sensorische Funktionen oder Kodie-

rungseigenschaften besitzen kann.

Verwendung der Kapseln als Bibliothek von R.eporter-Partikeln oder kodierten
Farbpartikeln zur Identifikation von Substanzen urd/ oder der Markierung von Pro-

Zessen.



10

15

20

25

30

WO 2004/014540 PCT/EP2003/008376

14

Verwendung der Kapseln in der mediziniischen Diagnostik, dexr kombinatorischen
Chemie, der Geenomik und Proteomik, der Biologie und Biotechnologie und der
Technik.

Verwendung der Kapseln zur Codierung von technischen Erzeugnissen.

Verwendung der Kapseln zur Markierung von Partikel, Zellen, Geweben, Organen

und Organismen biologischen Ursprungs.

Zusammensetzung fiir die Identifizierung von Substanzen, wobel die Zusammenset-
zung mindestens zwei Arten von Kapselra 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 zurﬁindest eine dieser Schichten mit ei-

nem Farbstoff mnarkiert ist.
Zusammensetzung aufweisend zumindest 3 Arten von Kapseln.

Zusammensetzung, wobei die Kapseln eimen mittleren Durchmesser von weniger als

10 pm, bevorzu gt weniger als 1 pm besitzen.

Zusammensetzung nach einem der vorangegangenen Anspriichera, wobei die Hiillen

aus Polyelektrolytschichten bestehen.

Zusammensetzung, wobei mindestens ein Kapseltyp durch Kapseln definiert ist,
deren Hiillen aus mindestens zwei, mit unterschiedlichen Farbrstoffen markierten
Schichten bestehen, wobei die mit unterschiedlichem Farbstoff amarkierten Schich-
ten voneinander durch zumindest eine ni cht mit Farbstoffen markierte Schicht ge-

trennt sind.

Figuren 1 bis 10 zeigen verschiedene Ausfilhrungsformen der Erfindung.

Figur 1 zeigt die Struktur der verwendeten Flurioreszenzfarbstoffe.
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Figur 2a) zeigt das Absorptionsspektrum (normalisierte Intensitét) und Figur 2b) das
Fluoreszenzspektrum (normalisierte In tensitét) von PAH-FI, PAH-Rho und PAH-Cy5 ,

normalisierte Intensitit.

In Figur 3 sind konfokale Bilder einer Mischung von farbkodierten Kapseln dargestellt.
3 a) zeigt den. Fluoreszeinkanal, d.h. die Fluoreszenz von Fluoreszein, 3 b) den Rhoda—
minkanal, 3 ¢) den Cy5 Kanal und 3 d) die Uberlagerung der drei Farbkaniile.

Figur 4 zeigt einer Mischung der gefdrbten Kapseln 2, 7, 1, 5. Fiir die Aufnahmen wur—
de ein konfokales Fluoreszenzmikroskop verwendet. In Fig. 4 a) ist das Uberlagerungs—
bild der drei Farbkanile des Fluoreszemzmikroskops und in 4 b) das Profil der Fluores—

zenzintensitit entlang der weiflen Linie in Fig. 4 a) zu sehen.

Figur 5 verdeutlicht den prinzipiellen Aufbau der hergestellten Schichtkombinationen,
wobei in Fig. a-c) unterschiedliche FR ET-Signalintensititen bei gleicher Farbstoffkon—
zentration und in Fig. 5 d-f) unterschiedliche FRET-Signalintensititen bei unterschied—

licher Farbstoffkonzentration zu seher sind, wobei a) links oben und f) rechts unter

liegt.

In Figur 6 sind die prinzipiellen Schritte der sogenannten "Schiff in Flasche" Synthese
von Polymeren innerhalb der Kapseln dargestelit. Nach der Auflésung des Kerns, dex
als Templat zur Beschichtung mit den Polyelektrolyten gedient hat, passieren Monome—
re die Hiille vind gelangen in das Innere der Kapsel. Bei geeignet gewihlten Bedingun-
gen polymerisieren die Monomere und konnen daher die Hillle nicht mehr passieren. I
einem abschlieBenden Waschschritt werden die Polymere auflerhalb der Kapseln aus

der Losung entfernt. Zuriick bleiben eimgekapselte Monomere -

Figur 7 zeigt das Prinzip des Beladens von MF Kapseln (8 Schichten) durch Schaltern
der Permeabi litit von speziellen Kaps eln fiir korrespondierernde Makromolekiile durch
Salz oder pH-Wert. Durch Anderung cles Salzgehaltes und/oder des pH-Wertes konnemn
die Poren der Hiillen vergroBert und damit die Permeabilitdt exrhoht werden. Dies erlaub»t
auch groflerern Markromolekiilen das Eindringen in die Kapseln. Abschlieend wird der

pH-Wert und/oder der Salzgehalt wied er auf die Anfangswerte zuriickgefiihrt; die Porem
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verschlieBen sich wieder bzw. werden kleiner. Die in die Kapseln eingedrumgenden

Makromolekiile kénnen die Hiille nun nicht mehr passi eren.

Figur 8 zeigt den schematischen Aufbau und die Wirkuingsweise der zwei unterschiedli- --
chen, weiter oben beschriecbenen Sensorkapseln. In der oberen Zeile in Figur 8 ist die
Kapsel 2 dargestellt, wihrend in der unteren Zeile die Kapsel 3 zu sehen ist. Durch Zu-
gabe von DODAB vergrlert sich die Dicke der nicht markierten Zwischenschicht
(sensitive Schicht), so da} der Abstand der beiden markierten Schichten zuninamt. Da-
durch verringert sich die Kopplung zwischen den Farb stoffen, der FRET ist sclawicher.

Als Fol ge wird eine geringere Fluoreszenz des Donorfarbstoffs bei 578 nm registriert.

In Figur 9 sind die Signalintensitéten der Kapsel Nr. 2

a) in Wasser und

b) nachh Einwirken einer 0,05 M DODAB Losung dargestellt. (griin Absorption des
Fluores zeins bei 495 nm, rot —Absorption des Rhodarmins bei 553 nm, blau FRET Si-
gnal Aexc = 495 nm, Aem =578 1nim)

Die Fluoreszenzintensitit von Kapseln Nr. 3 nach Zugabe von 0,05 M DODAB ist da-
gegen in Figur 10 dargestellt.
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Anspriiche

1. Kapseln

- mit einern Durchmesser kleiner als 100 pm und

- einer Hiille, die zumindest drei Polyelektrolytschichten atifweist, wobei zumindes€
eine dieser drei Polyelektrolytschichten mit zumindest einem Farbstoff markiere

ist.

2. Kapseln nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl

zwei der drei Polyelektrolytschichten jeweils mit mindesten einem unterschiedlichera
Farbstoff markiert sind, wobei die mit unterschiedlichem Farbstoff markierten zwex
Polyelekirolytschichten voneinander durch zumindest die nicht mit Farbstoffen mar—

kierte dritte Polyelektrolytschicht getrerant sind.

3. Kapseln nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daf
die nicht mit Farbstoffen markierte dritte Polyelektrolytschicht eine Dicke zwischen O.L

nm und 10 nm aufweist.

4. Kapseln nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daf3

es sich bei der nicht mit Farbstoffen mnarkierten dritten Polyelektrolytschicht um eine
sensitive Schicht handelt, die bei Verinnderung ihrer Umgeburagsbedingungen entwedex
quillt oder schrumpft und so ihre Dicke #ndert.

5. Kapseln nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl

es sich bei den Umgebungsbedingungen um pH-Wert, Salzkonzentration, Temperatur,
adsorbierte K omponenten, Enzyme, K onzentration eines Stoffes, physikalische Para—
meter, das LOsungsmittel beeinflussernde oder mit der sensitive Schicht reagierende

Komponenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handelt.

6. Kapseln nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekenn=zeichnet, dall

es sich bei den unterschiedlichen Farbstoffen um einen Farbstoff mit héherer Absorpti -
onsenergie (IDonor) und einen Farbstoff mit niedriger Absorptionsenergie (Akzeptor)
handelt.
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7. Kapseln nach einem der A nspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf
die unterschiedlichen Farbstoffe so aufeinander abgestimmt sind, daf ein Forster (Fluo-
reszenz-) Resonanzenergietransfer (FRET) zwischern den unterschiedlichen FFarbstoffen

moglich ist.

8. Kapseln nach einem der Anspriiche 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl

sich zwischen denen mit Farbstoffen markierten Polselektrolytschichten neben der nicht
mit Farbstoffen markierten dritten Polyelektrolytschicht weitere nicht mit FFarbstoffen
markierte Polyelektrolytschichten befinden oder die nicht mit Farbstoffen markierte
dritte Polyelektrolytschicht ihrerseits aus mehreren P olyelektrolytschichten besteht.

9. Kapseln nach einem der Anspriiche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da

es sich bei der sensitive Schi cht um eine organische Polyelektrolytschicht han delt.

10. Kapseln nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichraet, dafl
der Farbstoff mit einem sensitiven Material kovalerat in hoher Konzentratiom verkniipft

wird.

11. Kapseln nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal3
es sich bei dem sensitiven Material um ein Material handelt, das bei Verdndexung seiner

Umgebungsbedingungen entweder quillt oder schrumpft und so sein Volumera dndert.

12. Kapseln nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl

es sich bei den Umgebungsbedingungen um pH-W ert, Salzkonzentration, T-emperatur,
adsorbierte Komponenten, Enzyme, Konzentration eines Stoffes, physikali sche Para-
meter, das Lsungsmittel beeinflussende oder mit dem sensitiven Material reagierende

Komponenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handelt.

13. Kapseln nach einem der Anspriiche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daf3
die Konzentration des Farbstoffs so hoch ist, da der Farbstoff mit sich sel>st Dimere,
Aggregate oder Excimere ausbildet, die zu einem Selfquenching der Fluoreszenz oder

zur Ausbildung einer neuen Emissionsbande fiihren.
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14. Kapseln nach. einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekenmzeichnet, dafl
die Konzentration des Farbstoffs der Beziehung

Masse sensitiven Materials : Masse Farbstoff < 500 : 1

geniigt.

15. Kapseln nach einem der Anspriiche 10 bis 14, dadurch gekenne zeichnet, dafl

die mit Farbstoff markierte Schicht eine Dicke von 1 nm bis 1 pm aufweist.

16. Kapseln nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch gekenmezeichnet, daf3
es sich bei der mit Farbstoffen markierten Polyelektrolytschicht uzn eine mit Farbstoffen

markierte organische Polyelektrolytschicht handelt.

17. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch ggekennzeichnet, dal
es sich bei den Farbstoffen um Fluoreszenzfarbstoffe oder emittierende Nanopartikel

handelt.
18. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl
die Kapseln hohl sind und sich in ihrerm von der Hiille begrenzten Innenraum Makro-

molekiile befinden.

19. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch ggekennzeichnet, dafl

die Hiille fiir Molekiile bis zu einer gewissen Grofe permeabel sirad.

20. Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daf3

* die Kapseln einen festen Kern aufweisen, der von der Hiille umgeben ist.

21. Kapseln nach einem der vorangehennden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da3
die Kapseln einen mittleren Durchmesser von weniger als 10 pma, bevorzugt von weni-

ger als 1 pum besitzen.

22. Kapseln nach einem der vorangehennden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dall

die Kapseln durch das Layer-by-Layer Verfahren hergestellt sind.
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23. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da3
die Kapseln zur Markierun g oder Codierung von €echnischen Erzeugnissex, Partikeln,

Zellen, Gewebe, Organen oder Organismen biologischen Ursprungs dienen.

24. Zusammensetzung fir die Identifizierung oder Markierung von Substanzen,
dadurch gekennzeichnet, daf3
sie mindestens zwei Arten von unterschiedlichen Kl apseln nach einem der Anspriiche 1

bis 23 aufweist.

25. Zusammensetzung nach. Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafl
sie zumindest drei Arten von unterschiedlichen Kapseln nach einem der Anspriiche 1

bis 23 aufweist.
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