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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivierung von Polystyren-Festkdrperoberfldchen. Die Erfindung bezieht
sich auf Polystyrenoberflichen, die nach der Aktivierung zur Bindung von Biomakromolekiilen, biologischen
Materialien und niedermolekulari:n Verbindungen eingesetzt werden. Anwendungsgebiete sind die pharmazeutische
Industrie, die Biowissenschaften, die Biotechnologie sowie die Medizin. Die Aktivierung der Oberflache erfolgt
erfindungsgeméaR mit unterschiedlichen Organosilanen der allgemeinen Forme!

(XR'y)a SiRy-q
in der Gasphase nacheinander, wobei X eine Amino-, Carbonyl-, Carboxy-, Epoxy-, Isocyano-, Diazo-, Isothiocyano-,
Nitroso-, Sulfhydryl- oder Halocarbonyl-Gruppe und R’ eine Alkyl-, Alkylphenyl- oder Phenyl-Gruppe ist, wéhrend R
fiir eine Alkoxy-, Phenoxy- oder Halogen-Gruppe steht und n’ den Wert zwischen 0 und 20 und n den Wert zwischen 1
bis 3 haben kann. Im Ergebnis dieser Oberflachenmodifizierung erhalt man aktivierte Polystyrenoberflachen mit hoher
Bindungsfahigkeit und Bindungskapazitét.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Aktivierung von Polystyren-Festkérperoberflichen, gekennzeichnet dadurch, daB die
Polystyren-Festkérperoberflichen mit unterschiedlichen Organosilanen der Formel

(XR'y)n SiRy -y . n

nacheinander umgesetzt werdon, wo X eine Amino-, Carbonyl-, Carboxy-, Epoxy-, Isocyano-, Diazo-,
Isothiocyano-, Nitroso-, Sulfhydryl- oder Halocarbonyl-Gruppe und R’ eine geradkettige oder
verzweigte Alkyl-, Alkylphenyl- oder Phenyl-Gruppe sind, wihrend R fiir eine Alkoxy-, Phenoxy-
oder Halogen-Gruppe steht, wohei n’ den Wert zwischen 0~20 und n den Wert zwischen 1-3
besitzen, und da die Umsetzung mit mindestens zwei Organosilanen der Formel | nacheinander in
gasférmiger Phase erfolgt und daR anschlieBend gegebenenfalls eine . sitere Behandiung mit
homo- oder heterofunktionellen Reagenzien durchgefiihrt wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR Organosilane der Formel Il eingesetat
werden

X~CH~CHCH-Si(OR)3 (i)

wo X die reaktive Gruppe entsprechend Formel | ist und vorzugsweise eine Amino-, Epoxy-,
Carboxy- und Sulfhydryl-Gruppe darstellt und R fiir eine Methyl- oder Ethyl-Gruppe steht.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB die Organosilane gamma-
Aminopropyltriethoxysilan und GchidoxypropyltriethoxysiIan sind, so daR Xin Formel | eine
Amino- bzw. Epoxy-Gruppe sind, wéhrend R’ fiir eine Propyl-Gruppe steht und n’ und n den Wert 1
besitzen. ‘

4. Verfahren nach Punkt 1-3, gekennzeichnet dadurch, daR die Umsetzung der Polystyren-
Festkdrperoberflichen mit Verbindungen nach Formel | und Il in wéRrigem Milieu oder Gemischen
aus Wasser und organischen Lésungsmitteln erfolgt.

5. Verfahren nach Punkt 1-3, gekennzelchnet dadurch, daR die Umsetzung der Polystyren-
Festkdrperoberflachen in der Gasphase mit einem Aerosol oder bei einem Druck unterhalb des
Atmosphérendrucks erfolgt.

Anwendungsgebiet der rfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivierung v sn Festkérperoberflichen aus Polystyren zur nachfolgenden Bindung von
Proteinen, Nukleinsdure, niedermolekularen Ligand an, Mikroorganismen, Zellen und anderen biologischen Materialien. Das
Verfahren findet Anwendung in der pharmazeutischen Industrie, den Biowissenscliaften, in der Biotechnologie sowie in der
Medizin.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Spezifische und empfindliche immunologische Methoden zur quantitativen Bestimmung von Antigenen, Antikérpern, Haptenen,
Viren, Mikroorganismen etc. erlangten in den letzten Jahren eine herausragende Bedeutung in der madizinischen und
biowissenschaftlichen Forschung sowie in der klinischen Praxis. Insbesondere die als Immunoassays bezeichneten Methoden
zur Bestimmung von Antigenen, Antikdrpern, Raptenen etc. haben eine weite Verbreitung gefunden, da sie die Vorteile der
hohen Spezifitit immunologischer Reaktionen mit der extrem hchen Sensitivitiit das Detektionssystems (Radioimmunoassay,
Enzymimmunoassay, Fluoroimmunoassay etc.) in sich vereinigen.

Unter den zahlreichen beschrisbenen Varianten hat die sogenannte Festphasentachnik {,,solid phase”-Technik), bei der einer der

immunologischen Reaktionspartner an eine feste Phase gebunden wird und somit eine leichte Trennung der gebildeten Antigen-

Antikdrper-Komplexe von den freien, ungebundenen Reaktionspartnern erméglicht, eine weite Verbreitung gefunden.

Gegenwirtig wird fast ausschlieBlich das aufK.J. Catt und G.W. Tregear (Science 15 [1967) 1570) zuriickgehende Verfahren der

adsorptiven Bindung von Proteinen an feste Kunststoffphasen, vorzugsweise Polystyren, angewandt (Ubersicht: J.E. Herrmann:

Methode in Enzymol. 7.3 [1981] 239).

Allerdings ist dieses Verfahren mit einigen Nachteilen verbunden:

- Die Beladungsdichte an Plastematerialien und damit die Empfindlichkeit des Inmunoassays werden durch das jeweilige
Kunststoffmaterial, die zur Verfiigung stehende Oberfliche sowie die GréBe des Proteins limitiert,

- Wahrend der einzelnen Inkubations- und Waschvorgénge im Immunoassay werden erhebliche Proteinmengen {60% bei
Virunsantigenen: J.E. Herrmann, R. M. Hendry, M.F. Collins; J. Clin. Microbiol. 16 [1979) 210; 50% bei Antikérpern:
W.SchoBler, G.Wegner: Z. med. Labordiagn. 243 [1983] 177) desorbiert. Derartige Desorptionen beeinflussen wiederum die
Empfindlichkeit unginstig und bestimmen entscheidend den Fehler der Methods.
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~ Diemit Proteinen beladenen Plastematarialien konnen nach Ablauf der Immunreaktion nur einmal verwendet werden, so dafl
sehr wertvolle und nur aufwendig zu préparierende Proteine verlorengehen.
- Die Verwendung dieser Plastematerialien als EinweggefsRe stellt bei gréBeren Probanzahlen in der klinischen Routine einen
nicht unerheblichen dkonomischen Faktor dar.
~ Die Mdglichkeiten einer Standardisierung sind bei diesem Verfahren begrenzt.
Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, beschrieben verschiedene Autoren den Einsatz von chemlsch modifizierten Trégern zur
kovalenten Kopplung von Proteinen im Immunassay (Ubersicht: J.E. Herrmann: Methode in Enzymol, 73 (1981 239). Von
derartigen Materialien haben insbesondere Zellulose (DD-WP 225795 EP 0134025), Dextrane, Agar und dessen Derivate
(Ubersicht: S.Fuchs, M. Sela in: Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir, ed.} Blackwell Scientific Publication, Oxfort
{1978) neben Polyacrylséure-Derivaten oder Polyamiden {R. M. Hendry, J.E. Herrmann: J. immunol. methods. 35 [1980] 285) als
Matrix Anwendung gefunden,
Alls diese Materialien haben sich jedoch nicht in dem gewiinschten Umfang durchsetzen kénnen, esinmal, da die chemischen
Modifizierungen hufig mit einem erheblichen Aufwand verbunden sind, und zum anderen, da diese Materialien Proteine
unspezifisch binden, thermisch und chemisch relativ instabil sind oder mikrobiell leicht angegriffen werden.
In den Patentschriften DD-WP 214659 und DD-Wp 218189 wird die kovalente Bindung an Glas als feste Phase im Immunoassay
beschrieben. Dieses Verfahren, das sich durch eine Reihe von Vorteilen auszeichnet und auch Anwendung in der Praxis gefunden
hat (W.SchéBler, F.Hiepe, T. Montag, H.E. Schmidt; Biomed. Biochem. Acta 44 [1985) 1247), 188t sich nur relativ schwer an die
kommerzielle Gerétetechnik, die unter Nutzung von Mikrotitrationsplatten mit 96 Vertiefungen eine halb- oder vollautomatische
Durchfiihrung von Enzymimmunoassays erméglicht, adaptieren,
Andererseits hat es nicht an Versuchen gefehlt, Polystyren chemisch zu modifizieren, um an derartig aktivierte
Folystyrenoberflichen Proteine und andere biologisch aktive Verbindungen kovalent zu binden. Das Verfahren der Aktivierung
von Polystyren-Festkérperoberflichen mit Salpeterséure und anschlieBender Reduzierung der eingefiihrten Nitro-Gruppen zu
Amino-Gruppen, die nunmehr zur Umsetzung mit Glutaraldehyd {Ubersicht: G. H. Parsons: Methods in Enzymol. 73 [1981] 224)
oder zur Diazotierung (H.Filippusson, W.E. Hornby: Biochem. J. 120 [1970) 215) zur Verfligung stehen, fiihrt zu einer Einférbung
des Polystyrens wihrend der Nitrierung, die die Auswertung der im Enzymimmunoassay eingesetzten Mikrotritrationsplatten
durch vertikale Photometrie erheblich beeintréchtigt.
Boshnisch {in: Prot. biol. Fluids. Proc. 24th Coll. Bruges 1976 [H. Peters, ed.], Pergamon Press, Oxford 1976, S. 743) beschrieb ein
Verfahren der Aktivierung von Polystyrenoberflichen mittels Glutardialdehyd. Leider fiihrte dieses Verfahren nicht zu den
gewiinschten Ergebnissen, da sich auf diese Art und Weise keine Empfindlichkeitssteigerung im Enzymimmunoassay
nachweisen lief (M. Steiner, J. L. Stratt: Clin. Chem. 24 {1978] 339; E. Nugel, B.Porstmann, T. Porstmann, R. Seifert, H. Schmechta:
Z. med. Labor.-Diagn. 22 [1981) 202; eigene Ergebnisse).
In der US-Patentschrift 4001583 wird ein Verfahren der kovalenten Bindung von Proteinen mittels Glutaraldehyd an zuvor mit
adiphatischen Aminen benetzten Polystyrenoberflichen beschrisben. Allerdings kann die relativ schwache auf vorzugsweise
hydrophoben Wechselwirkungen basierenden Bindung zwischen dem Polystyren und den adiphatischen Aminen durch
Detergenzien, die in den Inkubations- und Waschmedien von z. B. iImmunoassays Anwendung finden, gestort werden, so da8 es
zu nicht unbetrédchtlichen Desorptionen wihrend der Ausfithrung des Immunoassays kommen kann. Deshalb wird bisher fast
ausschlieBlich das eingangs erwahnte Verfahren der adsorptiven Bindung an Polystyren genutzt.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, Polystyrenoberflichen kostengiinstig mit geringem technologischen Aufwand zu aktivieren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch chemische Oberflichenmodifizierung eine hohe Bindungsfahigkeit und
Bindungskapazitit von Polystyrenoberflachen zu erreichen.

ErfindungsgemiB wird die Aufgabe mit einem Verfahren geldst, bei dem Po'ystyrenfestkérperoserflidchen mit unterschiedlichen
Organosilanen der allgemeinen Formel

(X Rtl\’)n Si Rl -n (l)

nacheinander behandelt werden, wobei X eine Amino-, Carbonyl-, Carboxy-, Epoxy-, Isacyano-, Diazo-, Isothiocyano-, Nitroso-,
Sulfhydryl-, oder Halocarbonyl-Gruppe und R’ eine Alkyl-, Alkylphenyl- oder Phenyl-Gruppe ist, wihrend R fiir eine Alkoxy-,
Phenoxy- oder Halogen-Gruppe steht und n’ den Wert zwischen 0 und 20 und n den Wert zwischen 1 und 3 haben kann.
Gebrduchliche Organosilane kénnen durch folgende Formel dargestelit werden:

YaSiRy-n . m,

wo Y eine Amino-, Carbonyl-, Carboxy-, Epoxy- oder Sulfhydryl-Gruppe darstellt und R fiir eine Alkoxy-, Phenoxy-Halogen-
Gruppe stehtund n den Wert zwischen 1-3 annehmen kann. In der Praxis weit verbreitet und oft genutzte Organosilane besitzen
die allgemeine Zusammensetzung

XCH,CH,CH~5i(OR}, (1)
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wo X die reaktive organische Gruppe entsprechend Formel | ist und R fir eine Methyl- oder Ethyl-Gruppe steht.
Der Umsatz wird damit mit mindestens zwei Organosilanen der Formel | nachelnander durchgefihrt, wobei die Reaktion in
gasférmiger Phase erfolgt und bevorzugt wéRrige Systeme oder Wasser-L&sungsmittelgemische eingesetzt werden,
AnschlieBend erfolgt gegebenenfalls eine weitere Behandlung der modifizierten Polystyrenfestkérperoberflichen mit homo-
oder heterobifunktionellen Reagenzien. '
Die Bindung der eingesstzten Organnsilane an die Polystyrenfestkdrperoberfitichen ist Uberraschend, da keine Hydroxyl-
Gruppen (wie z.B. bei Si0,-Oberfliichen, vorzugsweise Glas) als Angriffspunkte zur Verfiigung stehen. Der Mechanismus der
Bindung ist noch weitgehend unklar. Denkbar ist, da die Organosilane iiber einige wenige Hydroxyl-Gruppen des Polystyrens
oder darin enthaltener Weichmacher gebunden werden, wobei méglicherweise eine Stabilisierung und Verstérkung der Bindung
durch nachfolgende Polykondensation der Organosilane auftritt. Denkbar istjedoch auch, daB die Bindung durch einige wenige
konvalente Bindungen und/oder starke Nebenvalenzkrifte erfolgt.
Wichtig hierbei ist, daB die Umsetzung mit den Organosilanen, die nicht toxisch sind und grof3technisch in betrdchtlichem
Umfang produziert werden, in der Gasphase erfolgt, Von groBer Bedeutung hierbeiist, daB die Reaktion in wRrigem Milieu oder
Wasser-Ldsungsmittelgemischen, wie Ethanol/Wasser oder Methanol/Wasser erfolgen kann, so daB der technologische
Aufwand gering ist. Besonders vorteilhaft gestaltet sich die Aktivierung durch Anwendung von Aerosolen oder durch
Unterdruck.
Nunmehr steht die organofunktionelle Gruppe den iiblichen chemischen Reaktionen unter Verwendung von Amino-, Carbonyl-,
Epoxy-, Carboxy-, Isocyano-, Diazo-, Isothiocyano-, Sulfhydryl-, Nitroso- oder Halocarbonyl-Gruppen zur Verfilgung, so da
diese Verbindungen als Briicke zwischen der Festkérperoberfléche und der organischen/biologischen Verbindung fungieren.
Die sich durch Bindung von Organosilanen an Polystyrenfestkdrperoberfliichen ergebenden chemischen Modifizierungen sind
sehr stabil, so daB so aktivierte Polystyren-Oberflichen im trocknen oder feuchten Zustand Gber lange Zeitrdume ohne
Aktivitétsverlust gelagert werden kénnen und daB gebundene biologisch aktive Liganden {iber lange Zeit auch unter extremen
Bedingungen stabil gebunden bleiben. Die unspezifischen Bindungen an so aktivierte Polystyrenoberflichen sind gering.
Organosilane zeichnen sich durch gute Biokompatirilitét aus.
Das erfolgt beispielsweise so, daB die Polystyrenfestkérperoberfliichen mit Aminopropyltriethexysitan und nachfolgend mit
Glycidoxypropyitriethoxysilan aktiviert werden und die nunmehr an der Festkdrperobarfliche befindlichen Epoxy-Gruppen mit
Proteinen, Nukleinsiuren, niedermolekuloren Liganden, Zellen, Mikroorganismen und anderen biologischen Materialien
reagieren. An die so aktivierten Polystyrenfestkdrperoberflichen werden im folgenden Proteine, wie Antigene und Antikérper,
Nukleinsduren, niedermolekulare Liganden, Mikroorganismen, Zellen und andere biologisch aktive Materialien, gebunden und
zur Trennung und lsolierung entsprechender Wechselwirkungspartner oder vor allem zum qualitativen und quantitativen
Nachwaeis von spezifischen Wechselwirkungspartnern im Festphasen-Immunoassay eingesetzt.
Vorteilhaft ist weiterhin, daR durch Wahl unterschiedlicher Organosilane und gegebenenfalls bifunktioneller
Kopplungsreagenzien realisiert werden kénnen, da unter Nutzung des zugrunde liegenden und erfindungsgemaRen Prinzips
Polystyrenfestkdrperoberflichen mit den unterschiedlichsten funktionellen Gruppen (X in Formel 1) erhalten werden kénnen.
Hinzu kommt, da - bedingt durch den Spacereffekt der Organosilane (R’ - O~ 20) und/oder der bifunktionellen
Kopplungsreagenzien (so z.B. Glutaraldehyd) - die gebundenen biologisch aktiven Verbindungen fast ausnahmslos ihre
Aktivitét behalten,
Die Erfindung weist folgende Vorteile auf:
-- Durch Verwendung vorgefertigter Formkérper aus Polystyren ist die gezielte Aktivierung nur der Flichen mdglich, an die die
nachfolgender Bindung erfolgen soll.
- Der technologische Ablauf der Aktivierung ist einfach und kostenglinstig.
~ Die aktiven Oberflichen besitzen eine hohe Bindungskapazitit.
~ Die optischen Eigenschaften der Formkdrper sind nach der Aktivierung nicht verandert.

Ausfihrungsbeispiela

Beisplel 1

Polystyrenréhrchen (4ml, Durchmesser 9mm, Héhe 40mm, VEB Polyplast Halberstadt, DDR) werden mit
Y:Aminopropyltriethoxysilan und nachfolgend Glycidoxypropyltriethoxysilan in Wasser/Ethanol (1:1) bespritht und
anschlieBend getrocknet. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 mm Phosphat-Puffer, pH 6,8, werden die Réhrchen mit je 200!
1%J-1gG (gerichtet gegen das Enzym alkalische Phosphatase) in einer Konzentration von 10pg/m! und 50 ug/ml (0,1 m Phcsphat-
Puffer, pH 6,8) versetzt und 4 h bei 37° inkubiart. Nach Absaugen der iiberschiissigen Proteinmenge und nachfolgundera
intensiven dreimaligen Waschen mit jeweils 2ml PBS-Puffer, der 0,05% Tween 20 und 0,02% NaN, enthiilt, wird die gebundene
Proteinmenge durch Messung der Radioaktivitét unter Mitfiihrung der eingesetzten Proteinlésung als Standard bestimmt.
Danach werden die Polystyrolréhrchen wiederum zehnmal mit 0.g. PBS-Puffer gewaschen und erneut die gebundene
Proteinmenge durch Bestimmung der Radioaktivitat bestimmt.

Die so mit '®J-1gG beladenen Réhrchen werden anschlieBend mehrfach im Enzymimmunoassay eingesetzt. Nach einem
Zeitraum von vier Wochen wird die gebundene Proteinmenge wiederum durch Bestimmung der Radioaktivitét ermittelt. Die
Ergebnisse sind in Tab, 1 zusammengefaRt.,

Beispiel 2

Eine kommerzielle Mikrotestplatte (VEB Polyplast Halberstadt, DDR) wird, wie in Beispiel 1 beschrieben, aktiviert und
anschlinBend mit 3% Glutardialdehyd versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen des tiberschiissigen Reagenz und
nachfolgendem dreimaligen Waschen werden die Réhrchen mit je 200l '%J-1gG (gerichtet gegen das Enzym alkalische
Phosphatase) in den Konzentrationen von 10ug/ml und 50 ug/ml versetzt und 4 h bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen der
berschiissigen Proteinmenge und nachfolgendem Waschen wird die gebundene Proteinmenge, wie in Beispiel 1 beschrieben,
durch Messung der Radioaktivitat bestimmt. Auch hier erfolgt eine mehrmialige Bestimmung der gebundenen Proteinmenge
nach weiteren Waschzyklen sowie Einsatz der R5hrchen im Enzymimmunoassay. Die Ergebnisse sind auch in Tab. 1 dargestelit,
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Tabelle 1:

Bestimmung der Bindung von '%8)-IgG an Polystyren (alle Werte reprisentieren Zehnfachbestimmungen; zur Vergleichbarkeit
wurde die gebundene Proteinmenge auf gleiche Flicheneinheiten bezogen: als Referenz erfolgte die Bindung von '%J-IgG durch
Adsorption mit einem Carbonat-Bicarbonat-Puffer, pH 9,6)

Proteinbindung 1. Messung 2,Messung 3.Messung
(drei Wasch- ' {weiterezehn {nach aehrmali-
2yklen) Waschzyklen) gemEins.i.EIA)

adsorptiv:

Polystyrenrdhrchen

10 pg/mil 760 ng/cm? 700 ng/cm? 488 ng/cm?

50 ug/ml 1698 ng/em? 1464 ng/cm? 1110ng/cm?

Polystyrenkugeln

10ug/mi 1150 ng/cm? 1026 ng/cm? §22ng/cm?

chemisch aktiviert

Polystyrenréhrchen

10 ug/ml 1149 ng/em? 1023 ng/em? 1047 ng/em?

50 pg/ml 2283 ng/ecm? 2047 ng/em? 2047 ng/cm?

chemisch aktiviert

Polystyren

10pug/ml 1604 ng/cm? 1327 ng/cm? 1327 ng/ecm?
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