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Affinit�tsbiosensorsysteme basierend auf Oberfl�chenplas-
monenresonanz (SPR), Impedanzspektroskopie oder
Quarzkristallmikrowaagen (QCM) sind heute Standard-
werkzeuge in der Wirkstoffforschung.[1] Der Vorteil dieser
markierungsfreien Methoden liegt in ihrer hohen Selektivit�t
ohne Verf�lschung der gemessenen Bindungsaffinit�t, etwa
durch Fluoreszenzmarkierungen. Hauptziele der aktuellen
Forschung in diesem Bereich sind die Entwicklung noch
kosteng�nstigerer Sensoren, ein erhçhter Probendurchsatz
und verbesserte Sensitivit�t. Aktuelle Screeningmethoden
zeigen Limitierungen vor allem f�r polare, niedermolekulare
Analyten, da hierbei das Messsignal, etwa die �nderung des
Brechungsindex (SPR) in Wasser, sehr klein ist. Kohlen-
hydrate sind ein wichtiges Beispiel dieser Analytklasse, die
allerdings durch eine geringe Affinit�t zu ihren Rezeptoren
charakterisiert sind[2] und so die Messung zus�tzlich er-
schweren. Ein tieferes Verst�ndnis der Kohlenhydrat-Wech-
selwirkung ist jedoch von großem Interesse, um die biome-
dizinische Forschung, insbesondere die Entwicklung zucker-
basierter Arzneimittel[3] oder die Diagnostik von Pathoge-
nen,[4] voranzutreiben. Kr�ftebasierte Methoden wie die
Rasterkraftmikroskopie (AFM) oder optische Fallen kçnnten
hierf�r die nçtige Sensitivit�t und auch Informationen �ber
die Art der Wechselwirkung (spezifisch/unspezifisch)[5] lie-
fern. Eine Nutzung der Vorteile kraftbasierter Detektion f�r
Affinit�tsbiosensoren w�re daher erstrebenswert. Aufgrund
des geringen Durchsatzes und hohen experimentellen Auf-
wands kr�ftebasierter Messtechniken wurde dieser Ansatz
jedoch bisher nicht realisiert.

Wir beschreiben hier eine neue, einfach zu handhabende
kraftbasierte Detektionsmethode, die einen hohen Durchsatz
gew�hrleistet und leicht an verschiedene Analyten angepasst
werden kann. Als Detektionsprinzip verwenden wir die me-
chanische Verformung von weichen Hydrogelsonden (SCP;
soft colloidal probe), die durch spezifische Wechselwirkungen

an einer harten Oberfl�che induziert wird. Mithilfe eines
mechanischen Modells (JKR)[6] erhalten wir die Oberfl�-
chenenergie der SCP als Messsignal. Dies ist vergleichbar
etwa zu den Resonanzfrequenzen, die man bei SPR oder
QCM erh�lt. Die Messmethode wurde bislang zur Bestim-
mung von hydrophoben,[7] elektrostatischen[8] und Protein-
Wechselwirkungen[9] eingesetzt, oder um mikroskopische
Druckunterschiede zu bestimmen.[10] Wir erweiterten dieses
Messprinzip und etablierten ein SCP-Screening-Assay f�r
Kohlenhydratverbindungen. Im Folgenden beschreiben wir
die Synthese von Ligand/Rezeptor-funktionalisierten SCP
aus Polyethylenglykol(PEG)-Hydrogelen mit optimalen Ma-
terialparametern f�r die Kohlenhydraterkennung. Danach
diskutieren wir den SCP-Screening-Assay am Beispiel ver-
schiedener Kohlenhydrat-Analyten, variieren die Elastizit�t
der Sonden und vergleichen die Ergebnisse mit SPR-Expe-
rimenten. Hierbei ist erw�hnenswert, dass der SCP-Assay
nicht nur auf Kohlenhydrate beschr�nkt ist, sondern an be-
liebige Ligand/Rezeptor-Paare angepasst werden kann.

In Analogie zu Affinit�tsbiosensoren erlaubt die SCP-
Methode direkte Bindungstests sowie Inhibitionstests nach
folgendem allgemeinen Prinzip: Ligand- oder rezeptorfunk-
tionalisierte SCP werden in Puffer dispergiert und sedimen-
tieren auf einen Glastr�ger, der mit dem entsprechenden
Bindungspartner der SCP-Oberfl�che funktionalisiert ist. Bei
Kontakt binden Liganden und Rezeptoren, adh�rieren die
SCP und formen eine charakteristische Kontaktfl�che auf
dem Glas (Abbildung 1 a,b). Hoch-deformierbare Hydrogele
werden hinreichend große Kontaktfl�chen aufweisen, die
man bequem mittels Mikrointerferometrie (RICM) vermes-
sen kann, um daraus die Oberfl�chenenergie W zu bestim-
men:

a3 ¼ 6p
W

Eeff
R2 ð1Þ

Hierbei ist a der Kontaktradius, R der Radius und Eeff =

[4E/3(1�n2)] der effektive Elastizit�tsmodul der SCP (n :
Poisson-Zahl, E : Elastizit�tsmodul). Die so ermittelten
Oberfl�chenenergien der SCP (Abbildung 1b) entsprechen
einem direkten Bindungstest, bei dem Rezeptor und Analyt
auf der Glasoberfl�che oder der SCP gebunden ist. Bei be-
kannter Dichte der Bindungspartner auf der Oberfl�che kann
die Ligand-Rezeptor-Bindungsenergie oder die spezifische
(Bio-)Adh�sion auf Hydrogeloberfl�chen bestimmt werden.
Dieser Test ist jedoch nicht f�r ein Hochdurchsatz-Screening
geeignet, da jeder Analyt zun�chst an eine der beiden Ober-
fl�chen gekuppelt werden m�sste. Alternativ erh�lt man
mithilfe von Inhibitionstests in Gegenwart von adh�rierenden
SCP (Abbildung 1c,d) schnell und direkt die Analytaffinit�t.
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Zu den SCP hinzugegebene Analytmolek�le konkurrieren
mit den Bindungen zwischen SCP und Glasoberfl�che und
inhibieren so die spezifische Adh�sion der SCP. In Abh�n-
gigkeit von Analytkonzentration und -affinit�t kommt es
demzufolge zur Verkleinerung von Kontaktfl�che und Ober-
fl�chenenergie (Abbildung 1b–d). Wenn alle Bindungsstellen
besetzt sind, lçst sich die SCP komplett von der Oberfl�che.
Aus der Kontaktfl�chen�nderung nach der Zugabe des
Analyten erh�lt man so die inhibitorische Konzentration bzw.
die Bindungsaffinit�t des Analyten.

Das allgemeine SCP-Messprinzip wurde dann am Beispiel
von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen getestet. Als
Referenz-Bindungspartner f�r den Inhibitionstest wurden der
Ligand Mannose (Man) und der Man-spezifische Rezeptor
Concanavalin A (ConA) gew�hlt. Hauptkriterien f�r robuste
und sensitive SCP-Assays sind die Reduzierung unspezifi-
scher Wechselwirkungen und eine hohe Deformierbarkeit
(Weichheit) der Sonden. Diese Kriterien werden z.B. von
PEG-Mikrogelen erf�llt, wie wir k�rzlich zeigen konnten.[8]

F�r die Sondensynthese haben wir langkettige PEG-Makro-
monomere (8–20 kDa) verwendet und somit hochflexible
Sonden mit Elastizit�tsmodulen von 4–32 kPa erhalten
(Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Durch die Ver-
wendung von neutralen und inerten PEG werden unspezifi-
sche Wechselwirkungen der SCP minimiert, dies erschwert
jedoch zugleich die Biokonjugation von Man oder ConA an
die Hydrogelmatrix. Dieses Problem konnte durch radikali-
sche Funktionalisierung des PEG unter UV-Einstrahlung
gelçst werden.[11] Es konnten Carboxylgruppen eingef�hrt
werden, an die anschließend Aminoethyl-Man bzw. ConA
gekuppelt wurde (Abbildung S2).

Dementsprechend wurden zwei SCP-Systeme hergestellt
a) Man-SCP (4, 15 und 32 kPa), die mit Man-Liganden kon-
jugiert sind, und b) ConA-SCP (32 kPa), die mit ConA-Re-
zeptoren konjugiert sind (Abbildung 2a,b). Homogenit�t und
Biokonjugationsgrad der SCP wurden mithilfe von konfoka-
ler Mikroskopie, ATR-FTIR und Aminos�ureanalyse unter-
sucht. Wir konnten zeigen, dass die Man-SCP etwa einen
Man-Liganden pro 180 PEG-Wiederholungseinheiten pr�-

sentiert und dass die ConA-SCP maximal mit ConA-Rezep-
toren bedeckt ist – genauer 3.6 � 1016 ConA pro m2 (Abbil-
dung S3). Der zweite Teil des SCP-Kohlenhydratsensors sind
Glasoberfl�chen, die Man oder ConA als Bindungpartner zur
SCP pr�sentieren. Entsprechend wurden durch Silanisierung
zwei Glastr�gersysteme hergestellt:[8] a) ConA-funktionali-
sierte Deckgl�ser und b) Man-funktionalisierte Deckgl�ser
(Abbildung S4). Die Aminos�ureanalyse der Deckgl�ser
ergab eine nahezu dichteste Packung (4 � 1015 ConA pro m2)

Abbildung 1. Allgemeines Prinzip: a) Die mit ligandfunktionalisierte Hydrogelsonde (SCP) und die rezeptorfunktionalisierte Oberfl�che kommen
in Kontakt. b) Bei Kontakt werden Ligand-Rezeptor-Komplexe gebildet. Dies induziert die mechanische Verformung der SCP und Bildung der
Kontaktfl�che. c) Inhibitionstest nach Zugabe des Analyten und Bestimmung der Kontaktfl�che bis d) die SCP nicht mehr an der Rezeptoroberfl�-
che bindet. Die RICM-Bilder zeigen die Kontaktfl�che (dunkle Fl�che im Zentrum). Die obere Skizze ist nicht maßstabsgetreu, und die geometri-
sche �bereinstimmung zwischen der Ligand- und Rezeptoroberfl�che ist visuell idealisiert.

Abbildung 2. Die verschiedenen Versuchsanordnungen: a) SCP mit
Man-Liganden und einer ConA-funktionalisierten Glasoberfl�che
b) SCP mit ConA und einer Man-funktionalisierten Glasoberfl�che
c) Zugabe eines Analyten. d) Kontaktradius in Abh�ngigkeit vom Parti-
kelradius; die Oberfl�chenenergien W wurden durch Kurvenangleiche
(durchgezogene Linien) von Gleichung (1) an die Messdaten ermittelt.
&: PEG-ConA, W = 21.3�1.7 mJm�2; ~: PEG-Man,
W = 25.8�2.3 mJm�2; +: PEG-Man, W = 7.3�1.4 mJm�2 (mit 833 mm

a-Methyl-d-mannose).
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von kovalent bzw. Man-gebundenen ConA-Rezeptoren auf
der Oberfl�che.

Mit diesen Glastr�gern und den 32-kPa-SCP wurden zu-
n�chst direkte Bindungstests durchgef�hrt und dabei zwei
Messoptionen verglichen: a) Man-SCP gegen ConA-Ober-
fl�chen und b) ConA-SCP gegen Man-Oberfl�chen (Abbil-
dung 2). Die SCP-Oberfl�chenenergie W wurde aus den
Kontaktfl�chen auf der Glasoberfl�che mittels RICM be-
stimmt (Abbildung S7). Dazu wurden die ermittelten Kon-
taktradien und SCP-Radien mit der Gleichung (1) gefittet
(Abbildung 2d). Die Oberfl�chenenergie durch direkte Bin-
dung von Man-SCP auf ConA betrug 25� 2 mJ m�2, bzw. 21�
2 mJm�2 f�r die ConA-SCP, die auf der Man-Oberfl�che
binden. Beide Messoptionen zeigen �hnliche Oberfl�chen-
energien, was auf eine �hnliche Dichte der Bindungspartner
hindeutet, wie bereits die Aminos�ureanalyse zeigte. Ebenso
ist die Methode unabh�ngig von der Positionierung der Bin-
dungspartner (entweder auf SCP oder Glastr�gern). Um die
ermittelten Oberfl�chenenergien zu evaluieren, vergleichen
wir sie mit ihrem theoretischen Maximum: Dabei nehmen wir
an, dass alle ConA-Bindungstaschen auf der Oberfl�che
einen Man-Liganden mit einem Beitrag von 5.2 kcalmol�1 zur
Oberfl�chenenergie binden. Nach den ermittelten ConA-
Dichten l�ge das Maximum f�r die Oberfl�chenenergie bei
290 mJ m�2 und damit 10-mal hçher als die gemessenen Werte.
Die Differenz zwischen theoretischem und gemessenem Wert
kann durch die Oberfl�chenrauhigkeit in der Grçßenordnung
von 3 nm und der nicht-idealen Verteilung der Bindungs-
partner erkl�rt werden: Die Man-Liganden haben einen
�hnlichen, aber zuf�lligen Abstand im Vergleich zu den
ConA-Bindungstaschen. Daher stimmen die Positionen der
meisten Bindungspartner nicht vollst�ndig �berein, wodurch
die Man/ConA-Wechselwirkungen zwischen den Oberfl�-
chen im Vergleich zum theoretischen Maximum abge-
schw�cht sind (Abbildung S5).

Die Spezifit�t der SCP-Bindung konnte durch Zugabe
von kompetitiv bindenden Kohlenhydratliganden (z. B.
10 mm a-Me-d-Man) gezeigt werden. Bei dieser Konzentra-
tion des kompetitiven Liganden binden die SCP nicht mehr
auf den Oberfl�chen. Dies zeigt die hohe Spezifit�t der SCP-
Glastr�ger-Interaktion. Wichtig hierbei ist, dass bei Hinzu-
f�gen niedrigerer Konzentrationen von a-Me-d-Man bis zu
1 mm die SCP noch binden (Abbildung 2d, Kreuzmarkie-
rung) und die Oberfl�chenenergie nur allm�hlich mit der
Konzentration des zugegebenen Zuckers sinkt (Abbildung 3).
Demzufolge werden die ConA-Rezeptoren nur teilweise in-
hibiert, in Abh�ngigkeit von Konzentration und Affinit�t der
Liganden. Dies kann direkt durch den abnehmenden SCP-
Kontaktradius bei Zugabe des Zuckers visualisiert und mit-
hilfe der Oberfl�chenenergien quantifiziert werden.

Die konzentrationsabh�ngige �nderung der Oberfl�-
chenenergien ermçglicht SCP-Inhibitionsassays zur Affini-
t�tsbestimmung der zugegebenen Zuckeranalyten. Dabei
wird die Analytkonzentration variiert, die �nderung der
Oberfl�chenenergie gemessen und daraus die mittlere inhi-
bitorische Konzentration (IC50) als Maß f�r die Analytaffi-
nit�t bestimmt. Die SCP-Methode wurde zuerst anhand ver-
schiedener Monosaccharid-Analyten mit unterschiedlicher
Affinit�t zu ConA getestet: a-Me-d-Man, d-Man und d-Glu.

Alle Messungen wurden mit dem SCP-System in Abbil-
dung 2a durchgef�hrt. Um den Einfluss der Flexibilit�t der
PEG-Sonden auf die IC50-Werte zu untersuchen, haben wir
dar�ber hinaus die Elastizit�tsmodule der SCP variiert (4, 15
und 32 kPa). Zun�chst wurde die direkte Bindung zwischen
Man-SCP und ConA-Oberfl�chen ohne Analyt als Referenz
detektiert. Dann wurden die verschiedenen Analyten zuge-
geben und die Abnahme der Oberfl�chenenergie als Funk-
tion der Analytkonzentration registriert (Abbildung 3).

Die so erhaltenen Inhibitionskurven wurden mit der Hill-
Gleichung gefittet und die IC50-Werte ermittelt. Um die IC50-
Werte untereinander und mit anderen Methoden vergleichen
zu kçnnen, f�hren wir die „relative Affinit�t“ ein, die die
Analyten mit der IC50 von a-Me-d-Man in Beziehung setzt
(Tabelle 1). Wie aus kalorimetrischen Studien erwartet,[12]

zeigte a-Me-d-Man die hçchste, d-Man eine mittlere und d-
Glu die geringste relative Affinit�t.

Um zu zeigen, dass der SCP-Assay auch in der Lage ist,
strukturell komplexere Modellwirkstoffe zu charakterisieren,
wurden multivalente Glykooligomere mit einem, zwei, drei
und f�nf Mannose-Einheiten als Analyt untersucht. Die
Mannose-Einheiten werden auf einem monodispersen, se-
quenzdefinierten Oligo(Amidoamin) (PAA) konstanter
L�nge (2 kDa) pr�sentiert (entsprechend PAA-Man1, PAA-
Man2, PAA-Man3, PAA-Man5).[13] Diese Strukturen weisen
deutlich kleinere IC50-Werte im mikromolaren Bereich auf
und zeigen die schon aus vorangegangenen SPR-Untersu-
chungen bekannte Abh�ngigkeit der Affinit�t von der Anzahl
der Man-Gruppen auf der PAA-Sequenz.[13] Es ist anzuneh-
men, dass diese multivalenten Verbindungen kooperativ
binden, was �blicherweise aus der Steigung der Hill-Kurven
abzulesen ist. Jedoch weist jede Kurve eine ungef�hre Stei-
gung von 2 auf, unabh�ngig von mono- oder multivalenter
Man-Pr�sentation. Dies w�rde bedeuten, dass ein bindender,
auch monovalenter, Analyt nicht nur eine einzelne Bin-
dungstasche inhibiert, sondern auch die Wahrscheinlichkeit
erhçht, eine benachbarte Bindungstasche von der SCP-
Oberfl�che zu lçsen. Diese „kooperative Inhibition“ bençtigt
daher keine multivalenten, kooperativen Analyten, sondern
ist schon durch die Inhibition einzelner Bindungen zwischen
SCP-Man und ConA-Glasoberfl�che gegeben. Des Weiteren

Abbildung 3. IC50-Kurven f�r verschiedene Analyten, die die Man/
ConA-Wechselwirkung inhibieren.

.Angewandte
Zuschriften

6202 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 6200 –6203

http://www.angewandte.de


beobachteten wir eine Verringerung der IC50 um den Faktor
25 bei Verringerung des Elastizit�tsmoduls der SCP von
32 kPa auf 4 kPa. Dieser Effekt entsteht wahrscheinlich durch
den erhçhten Entropiegewinn bei Ablçsen der weicheren,
flexibleren PEG-Ketten von der Rezeptoroberfl�che.[14]

Aus technischer Sicht ist es wichtig zu betonen, dass die
relativen Affinit�ten auch bei Variation des Elastizit�ts-
moduls der Sonden konstant sind und dass sie gut mit den
Werten aus SPR-Messungen �bereinstimmen (Tabelle 1).[13]

Die Methode lieferte zudem reproduzierbare Ergebnisse und
ist sehr robust auch bei wiederholten Messungen auf gewa-
schenen, regenerierten Glastr�gern (Abbildung S6). Der
SCP-Assay zur Bestimmung von Oberfl�chenenergien (di-
rekter Bindungstest) ist jedoch optisch limitiert, da �nde-
rungen des Kontaktradius kleiner als 0.5 mm prinzipiell nicht
detektierbar sind. Durch Einsatz weicherer SCP konnten wir
jedoch zeigen, dass die Auflçsung der Methode signifikant
verbessert werden kann. Es gelang die Darstellung von Hy-
drogelsonden mit 10-fach kleineren Elastizit�tsmodulen
(0.3 kPa) durch Verringerung der Initiatorkonzentration bei
Vernetzung der PEG-Mikrogele. Mit diesen Sonden kçnnen
Oberfl�chenenergien im Bereich 0.1 mJ m�2 detektiert
werden. Damit l�ge das Detektionslimit noch unterhalb der
Nachweisgrenze der Oberfl�chenkraftapparatur oder �hnli-
cher Methoden.

Insgesamt zeigte die SCP-Methode eine hohe Sensitivit�t
und Reproduzierbarkeit insbesondere f�r Screeningassays
mit Kohlenhydratanalyten. Im Vergleich zu den existierenden
markierungsfreien Techniken ist zu betonen, dass die SCP-
Methode keine aufw�ndigen Instrumente oder kosteninten-
sive Verbrauchsmaterialien wie z.B. metallbedampfte Bio-
chips bençtigt. Des Weiteren zeigte die erfolgreiche Cha-
rakterisierung der Kohlenhydrate, dass die Methode auch f�r
niedermolekulare Analyten mit wasser�hnlichen Brechungs-
indizes gut geeignet ist.

Neben der Entwicklung neuer Wirkstoffassays ist das
Themenfeld der biologischen Grenzfl�chen ein weiterer
Einsatzbereich der Methode. In diesem Kontext seien neue
theoretische Modelle erw�hnt, die zeigen, dass die mechani-
sche Flexibilit�t der Grenzfl�che die Kooperativit�t spezifi-
scher Bindungen beeinflusst.[15] In der Praxis beobachtet man
zudem, dass die Elastizit�t der Matrix einen entscheidenden
Einfluss auf die Adh�sion von Zellen hat.[16] Die Bindung der
SCP auf Rezeptoroberfl�chen kann im Prinzip als ein stark
reduziertes Zell-Matrix-Modellsystem betrachtet werden. In
der Tat beobachteten wir einen deutlichen Einfluss des
Elastizit�tsmoduls der Hydrogele auf spezifische Bindung
und inhibitorische Konzentration. Weitere SCP-Untersu-
chungen unter verbesserter Kontrolle der Ligand- und Re-
zeptordichten werden dazu beitragen, den Einfluss von me-
chanischer Flexibilit�t und Multivalenz auf die spezifische
Adh�sion biologischer Grenzfl�chen besser zu verstehen.
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Tabelle 1: IC50-Werte und relative Aktivit�ten normiert pro Man-Einheit
des Kohlenhydratanalyten gemessen mit SCP und SPR.

Inhibitor SPR[13]

IC50 [mm]
SCP-RICM[a]

IC50 [mm]
Relative
Aktivit�t/Man

d-Glu n.d. 1.3 � 105�1.9 � 104 0.005

d-Man 6500 6490�500 (32 kPa SCP) 0.1
920�36 (15 kPa SCP) 0.15
248�81 (4 kPa SCP) 0.1

a-Me-d-Man 750 620�20 (32 kPa SCP) 1
140�12 (15 kPa SCP) 1
25�2 (4 kPa SCP) 1

a-Me-d-Man[b] 750 650�80 1
PAA-Man1 8 6.1�0.7 101
PAA-Man2 5 3.4�0.5 91
PAA-Man3 1 0.8�0.1 258

PAA-Man5 n.d. 0.4�0.1 (32 kPa SCP) 248
0.12�0.02 (15 kPa SCP) 234
<0.05 (4 kPa SCP) >100

[a] Wenn nicht anders bezeichnet, wurden die Messungen mit 32-kPa
SCP-durchgef�hrt. [b] Invertiertes System ConA-SCP vs. Man-Glastr�ger.
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