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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft radikalisch
vernetzbare liquide Zusammensetzungen zur Erzeu-
gung von Hydrogelen auf Basis von Polyacrylamid.
[0002] Inder modernen biologischen Analysentechnik
sowie in der medizinischen Diagnostik werden in zuneh-
menden MalRe sogenannte Biochips eingesetzt.
Biochips sind meist planare Tragersysteme aus Glas
oder Kunststoff, deren Oberflache mit einer zweidimen-
sionalen Erkennungsschicht, welche biologische Erken-
nungsmolekile umfasst, ausgerustet sind. Ein bekann-
tes Beispiel fir einen derartigen Biochip ist der optisch
auslesbare DNA-Chip, welcher von F. Hanel, H.P. Saluz
in BIOforum 9/99, Seiten 504-507 beschrieben ist.
[0003] Zur Steigerung der Empfindlichkeit derartiger
Biochips sowie zur Optimierung der Reproduzierbarkeit
der Messergebnisse ist der Einsatz dreidimensionaler
Immobilisierungsschichten fiir die biologischen Erken-
nungsmolekdle sinnvoll. So verwendet die Firma Schlei-
cher & Schuell GmbH eine dreidimensionale Immobili-
sierungsschicht fiir ein Produkt mit dem Namen FAST™
Slides DNA-Chips, in denen Fanger-Oligos in einer drei-
dimensionalen Nitrocellulose-Membran immobilisiert
sind (Schleicher & Schuell, BioMolecular Screening, Ca-
talog 2001 (int. Edt.)).

[0004] Ein Problem bei der technischen Realisierung
entsprechender Immobilisierungsschichten ist zunachst
der Wunsch nach einer kostengiinstigen Methode zum
Aufbringen der Schichten auf die Chips oder auf Trans-
ducersysteme. Glinstigerweise werden die Immobilisie-
rungssysteme aus flissigen Vorstufen auf eine geeigne-
te Unterlage aufgetropft, darauf dispensiert, aufge-
schleudert oder aufgedruckt. Zum Verfestigen der
Schichten werden zum Beispiel thermische Polymerisa-
tion bzw. Vernetzung, Trocknungsvorgange oder foto-
chemische Polymerisierungs- bzw. Vernetzungsvorgan-
ge gewahlt.

[0005] Ph. Arquint beschreibt fiir eine solche Anwen-
dung ein photovernetztes Hydrogel auf Basis eines ver-
netzten Polyacrylamids ("Integrated Blood Gas Sensor
for pO2, pCO2 und pH based on Silicon Technology (Dis-
sertation, Ph. Arquint, Uni Neuchatel, Schweiz, 1994).
[0006] Hydrogele spielen eine bedeutende Rolleinder
chemischen und/oder biochemischen Analytik sowie ins-
besondere bei der Realisierung von Chemo- und Biosen-
soren. Sie dienen dazu, ein wassriges Milieu in mecha-
nisch stabiler Form bei gleichzeitiger Gewdahrleistung
des Stoffaustausches in einer iberwiegend wassrigen
Umgebung zu realisieren. Durch Wahl der chemischen
Zusammensetzung, was die Komponenten und deren
Verhaltnis untereinander anbetrifft, kbnnen die Eigen-
schaften der Hydrogele, wie Wassergehalt, Quellverhal-
ten, mechanische Stabilitat, etc. Gber weite Bereiche va-
riiert werden.

[0007] Ph. Arquint beschreibt in seiner Dissertation ei-
ne Methode, bei welcher Poly-Acrylamid-Hydrogele mit
Hilfe einerannahernd halbleiterkompatiblen Methode auf
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Silicium-Wafern aufgebracht und fototechnisch struktu-
riert werden. Bei der beschriebenen Technologie liegt
jedoch ein entscheidendes Problem vor:

[0008] EinNachteildesvonArquintbeschriebenen Sy-
stemes, d.h. der Hydrogel-Vorstufe, ist darin zu sehen,
dass in der vernetzten Schicht keine reaktiven Linker-
gruppen zur Verfugung stehen, mit deren Hilfe chemi-
sche oder biologische Erkennungsmolekiile fir analyti-
sche Anwendungen eingekoppelt werden.

[0009] Timofeev et al. beschreiben in Nucleic Acids
Research, 1966, Band 24, Nr. 16, Seiten 3142-3148 ein
chemisch modifiziertes radikalisch vernetztes Polyacryl-
amid, dass u.a. fir die Immobilisierung von Fanger-Oli-
gos eingesetzt werden kann. Als Kopplungsgruppen im
Hydrogel werden Amino- oder Aldehyd-Gruppen ver-
wendet. Aldehyd- bzw. Amino- funktionalisierte Fanger-
Oligos kénnen an diese Kopplungsgruppen unter reduk-
tiven Reaktionsbedingungen kovalent immobilisiert wer-
den. Das bedeutet, dass neben der eigentlichen Kopp-
lungsreaktion zwischen Amino- und Aldehydgruppe bzw.
umgekehrt ein zusatzlicher Reduktionsschritt unter Ein-
satz von Reduktionsmitteln erforderlich ist. Weitere von
Timofeev et al. beschriebene Methoden zur chemischen
Aktivierung des vernetzten Polyacrylamids erfordern
ebenfalls zusatzliche Reaktionsschritte in der Polymer-
matrix.

[0010] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher
die Bereitstellung eines radikalisch vernetzbaren Hydro-
gelsystems auf Acrylamidbasis, das ein Comonomer ent-
halt, das die kovalente Ankopplung entsprechend modi-
fizierter Biomoleklle, d.h. chemischer oder biologischer
Erkennungsmolekiile, mit kompatiblen Linkergruppen,
Uber eine reaktive Linkergruppe in einem einfachen,
schnellen Reaktionsschritt ohne zusatzlichen Chemika-
lieneinsatz méglich macht.

[0011] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
demzufolge eine radikalisch vernetzbare, liquide Zusam-
mensetzung zur Erzeugung einer Hydrogelschicht auf
Basis von Polyacrylamid geméass Anspruch 1.

[0012] Nach Schichtherstellung und thermischer bzw.
Fotovernetzung wird ein mit Wasser quellbares Hydrogel
erhalten, das reaktive Linkergruppen zur Immobilisie-
rung chemischer oder biologischer Erkennnungsmole-
kiile fir analytische oder diagnostische Anwendungen
enthalt.

[0013] Die Monomervorstufe des Polyacrylamids ba-
siert auf Methylenbisacrylamid, wodurch wie bei Arquint
zwei Monomerketten miteinander verbunden sind. Durch
Variation der Konzentration des Vernetzungsmittels Me-
thylenbisacrylamid, Dimethylacrylsdureester, wie zum
Beispiel Tetraethylenglycoldimethacrylat, [8sst sich die
Maschenweite des Hydrogeles leicht einstellen.

[0014] Das Comonomer mit reaktiven Linkergruppen
ist aus der Gruppe ausgewabhlt, die aus Maleinsdurean-
hydrid und/oder Glycidyl{meth)acrylat besteht. Der
Weichmacher ist Mono-, Di- und/oder Triethylenglykol.
Durch Optimierung des Weichmacheranteiles in der Zu-
sammensetzung kann die getrocknete Vorstufenschicht
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in ihrem Polymerisierungsverhalten optimiert werden.
[0015] Die Zusammensetzung liegt vorzugsweise in
einem polaren, mit Wasser mischbaren Lésungsmittel,
vorzugsweise Dimethylformamid vor. Durch Variation
des Ldsungsmittelanteils kann die Verarbeitungsvisko-
sitat leicht eingestellt werden.

[0016] Die erfindungsgemale Zusammensetzung
bietet fiir die Erzeugung von Hydrogelen, insbesondere
solcher, welche zur Herstellung von Immobilisierungs-
schichten Verwendung finden sollen, viele Vorteile. Die
Vorstufenkomponenten sind in einem breit variierbaren
Mischungsverhaltnis mischbar. Die Viskositat der Zu-
sammensetzung ist leicht einstellbar. Eine gute Schicht-
bildung ist gewahrleistet, wahrend welcher keine Pha-
sentrennung auftritt. Die Schicht ist fur Licht zur Fotoiniti-
ierung ausreichend transparent. Vernetzungsdichte und
Wasserquellbarkeit lassen sich beliebig einstellen. Die
Hilfskomponenten, wie Weichmacher etc., kbnnen nach
der Vernetzung leicht ausgewaschen werden. Die Haf-
tung an der Substratoberfldche kann mittels Ublicher
Haftvermittlersysteme auf beispielsweise Silanbasis ver-
starkt werden.

Patentanspriiche

1. Radikalisch vernetzbare liquide Zusammensetzung
zur Erzeugung einer Hydrogelschicht auf Basis von
Polyacrylamid, wobei die Zusammensetzung neben
der Monomer-Vorstufe des Polyacrylamids, dem
Vernetzungsmittel und den/dem Radikalinitiator
(en), wenigstens ein Comonomer mit reaktiven Lin-
kergruppen und wenigstens einen Weichmacher
umfasst, dadurch gekennzeichnet, dass die Mo-
nomer-Vorstufe des Polyacrylamids Methylenbis
(meth)acrylamid und/oder Dimeth-acryl-saureester
ist, das Comonomer mit reaktiven Linkergruppen
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Maleinséu-
reanhydrid und/oder Glycidyl{meth)acrylat besteht
und der Weichmacher aus der Gruppe ausgewahlt
ist, die aus Mono-, Di- und/oder Triethylenglycol be-
steht.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sie in einem polaren, mit Was-
ser mischbaren Losungsmittel vorliegt.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das L&sungsmittel Dimethyl-
formamid ist.

4. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem
der Anspruiche 1 bis 3 zur Erzeugung einer Immobi-
lisierungsschicht fir Biomolekile auf einer Transdu-
ceroberflache.
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Claims

1. Radically crosslinkable liquid composition for pro-
ducing a polyacrylamide-based hydrogel layer, with
the composition comprising at least one comonomer
with reactive linker groups and at least one softener
in addition to the monomer precursor of the polyacr-
ylamide, the crosslinking agent and the radical initi-
atior,
characterised in that
the monomer precursor of the polyacrylamide is
based on acrylamide methylenbis(meth)acrylamide
and/or dimethacrylic acid ester, the comonomer with
reactive linker groups is selected from the group
comprising maleic acid anhydride and/or glycidyl
(meth)acrylate and the softener is selected from the
group comprising monoethylene glycol, diethylene
glycol and/or triethylene glycol.

2. Composition according to claim 1,
characterised in that
it is available in a polar solvent which can be mixed
with water.

3. Composition according to claim 2,
characterised in that
the solvent is dimethyl formamide.

4. Use of a composition according to one of the claims
1 to 3 to produce an immobilization layer for biomol-
ecules on a transducer surface.

Revendications

1. Composition liquide réticulable par voie radicalaire
pour générer une couche d’hydrogel a base de po-
lyacrylamide, la composition comprenant outre le
précurseur monomeére, du polyacrylamide, I'agent
de réticulation et I'initiateur/les initiateurs radicalaire
(s), au moins un comonomére avec des groupes de
lieurs réactifs et au moins un plastifiant, caractéri-
sée en ce que le précurseur monomére du polya-
crylamide est du méthylénebis(meth)acrylamide
et/ou de I'ester diméthylacrylique, le comonomére
est choisi avec des groupes de lieurs réactifs dans
le groupe qui se compose d'anhydride d’acide ma-
leique et/ou de glycidyl(méth)acrylate et le plastifiant
est choisi dans le groupe qui se compose de mono-,
di-, et/ou triethyléneglycol.

2. Composition selon la revendication 1, caractérisée
en ce qu’elle est présente dans un solvant polaire
et miscible avec de I'eau.

3. Composition selon la revendication 2, caractérisée
en ce que le solvant est du formamide de diméthyle.
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4. Utilisationd’une composition selon I'une quelconque
des revendications 1 a 3 pour générer une couche
d'immobilisation pour des biomolécules sur une sur-
face de transducteur.
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