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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung beschreibt einen Trager aus zumindest einem Substrat, das
zumindest bereichsweise eine durch Plasmapolymerisation von Einzelbausteinen hergestellte
Beschichtung aufweist, dessen Verwendung sowie ein Verfahren zu dessen Herstellung.

[0002] Bei Systemen fir die Mikrofluidik oder in Microarray-Produkten zur Analyse biologischer
Proben kommt dem Trager bzw. der Oberflache bzw. der Oberflachenbeschaffenheit des Tra-
gers eine groBe Bedeutung zu. Analysen dieser Art sind oft sehr miihselig und zeitaufwendig
und es ist daher besonders wichtig dass die hierfiir verwendeten Assays empfindlich und zuver-
lassig sind. Insbesondere kann durch Oberflachenmodifikationen, wie zB durch Veranderung
der chemischen Funktionalitat, eine flr die Verwendung vorteilhafte Veranderung erzielt wer-
den.

[0003] Chemisch modifizierte Oberflachen sind beispielsweise in der pharmazeutischen Indust-
rie zur Entwicklung biologischer Testsysteme unabdingbar, da durch die gezielte Ausriistung
der Plattform mit definierten Schichten chemischer Funktionseinheiten die Interaktion Oberfla-
che/Biomolekiil gesteuert werden kann. Die Microarraytechnologie basiert ebenfalls auf der
Nutzung chemisch modifizierter Oberflachen zur Immobilisierung von DNA (Aminoberflache)
oder Proteinen (Aldehyd-, Epoxyoberflache) [M. Pirrung, Angew. Chem. 2002, 41, 1276. - N.
Zammatteo et. al., Analytical Biochemistry 2000, 280, 143. - M. Shena: Microarrays, A practical
approach, Oxford University Press 1999.]

[0004] Genomanalysen beinhalten die Verwendung biologischen Materials umfassend Nuklein-
séuren und Proteine, wobei viele Analysen parallel durchgefiihrt werden kénnen. Ublicherweise
werden Biomolekile durch chemische Kopplung oder Adsorption immobilisiert. Zurzeit werden
Arrays mit Biomolekilen hergestellt, indem Probenaliquote unter Bedingungen abgeschieden
werden, die es den Molekiilen erlauben, an die Arrayoberflache zu binden oder gebunden zu
werden. Alternativ oder zusétzlich kdnnen Biomolekile auf der Arrayoberfliche synthetisiert
oder direkt oder indirekt immobilisiert werden. Die Anzahl unterschiedlicher Proben, die auf
einem einzelnen Array aufgebracht werden, kann sehr hoch sein. Das Aufbringen kann durch
Array-Printer erleichtert werden. Arrays sind Ublicherweise Einmalprodukte, wodurch es win-
schenswert ist bei deren Produktion ein hohes MaB an Reproduzierbarkeit und ein Minimum an
Fehlern zu erzielen.

[0005] Um die gewtinschten Effekte zu erzielen, ist bekannt Trager mit vielen Vertiefungen oder
Mikrofluidikvorrichtungen chemisch zu behandeln, um die Affinitét bzw. Retention ausgewéhlter
Molekile auf ihrer Oberflache zu verbessern. Dabei ist es winschenswert, die behandelte
Oberflache mit dem Zielmolekil mit hoher Affinitdt und Retention zu binden ohne gleichzeitig
seine biologische Aktivitat negativ zu beeinflussen, sodass ein reproduzierbarer Assay durch-
fihrbar ist.

[0006] Aus der WO 01/031339 A1 ist die Anwendung der Plasmapolymerisation bekannt. Dabei
wird ein ultradiinner ca. 200nm vernetzter Polymerfiim auf einem Substrat mit kontrollierbarer
chemischer Funktionalitdt abgeschieden. Die Eigenschaften des Substrats bleiben dabei weit-
gehend unbeeintrachtigt. Plasmen oder ionische Gase werden Ublicherweise durch ein elektri-
sches Feld angeregt. Es handelt sich um ein duBerst reaktives chemisches Milieu, das lonen,
Elektronen, neutrale Teilchen und elektromagnetische Strahlung umfasst. Bei reduziertem
Druck lassen sich Bedingungen schaffen, bei denen sich die Temperatur der Elektronen deut-
lich von jener der lonen und der neutralen Teilchen unterscheidet. Es wurde von H. K. Yasuda,
Plasma Polymerisation, Academic Press, London 1985, beschrieben, dass organische Verbin-
dungen (Monomere) rein oder zusammen mit anderen Gasen, z.B. Argon, polymerisieren,
wobei sowohl Oberflachen in Kontakt mit dem Plasma als auch stromabwarts der Entladung
beschichtet werden. Die Plasmapolymerisation ist eine effektive Route zur |6sungsmittelfreien
Generierung dlnner (>5 nm) Schichten. Die Erzeugung eines kalten Plasmas geschieht im
Vakuum durch eine elekirische Entladung, durch die eine sehr reaktive Umgebung bestehend
aus lonen, Radikalen, Elektronen und metastabilen Teilchen erzeugt wird. Durch die Wahl
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geeigneter Reaktionsbedingungen wie Aktivierung, Druck, Leistungseintrag, Tragergase und
organische Ausgangsverbindungen (Monomere) kann eine Polymerisation der Reaktionspartner
und die Abscheidung des gebildeten Plasmapolymers auf Substraten erreicht werden. Plasma-
polymere unterscheiden sich meist drastisch von herkdmmlichen Polymeren aufgrund des
Fehlens einer kontinuierlichen Wiederholeinheit sowie einem hohen Grad der Vernetzung.
Grund hierfiur ist das Vorkommen einer Vielfalt an reaktiven Spezies im Plasma und einer dar-
aus folgenden geringeren Selektivitdt im Vergleich zu herkdmmlichen Synthesewegen. Grund-
bedingung fiir die Nutzung potentieller Monomere ist das Verbringen der meist flissigen Vorlau-
fer in die Gasphase unter den gewahlten Reaktionsbedingungen.

[0007] So wird in der DE 603 04 163 T2 eine Oberflachenmodifikation durch Plasmapolymerisa-
tion beschrieben, wodurch eine Oberflache, die ungleichmaBig ist und lokale Oberflachenberei-
che definiert, hergestellt wird. Diese Oberflache weist eine erhdhte Affinitét fir biologische
Molekdle, die der Oberflache ausgesetzt sind, auf. Dies wird dadurch erreicht, dass ein Teil des
Plasmas durch eine Offnung abgezogen wird. Alternativ kann ein Plasma an der Spitze oder in
einer Mikrokapillare angeregt werden.

[0008] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es einen Trager zur Immobilisierung von Nukle-
insduren bei gleichzeitiger Minimierung unspezifischer Bindungen von Proteinen sowie ein
Verfahren zu dessen Herstellung zur Verfligung zu stellen.

[0009] Die Aufgabe der Erfindung wird jeweils eigenstandig durch einen Trager mit einer Be-
schichtung, wobei die Beschichtung zumindest bereichsweise Freirdume zur Aufnahme eines
Lésungsmittels aufweist, und einem Verfahren, wobei die Beschichtung zumindest bereichswei-
se mit Freirdumen zur Aufnahme eines Ldsungsmittels erzeugt wird, gelést.

[0010] Die so generierte Schicht kann fir alle Anwendungen von Vorteil sein, die Nukleinséu-
ren, wie DNA, RNA, PNA, LNA oder eine Mischform davon, binden wollen und dabei gleichzei-
tig die Anbindung von Proteinen, wie z.B. Enzyme, Antikérper, Antigene, minimiert. Dies ist bei
sehr vielen Nachweisreaktionen der Fall, die Nukleinsduren als Fangersonden einsetzen. Am
haufigsten genutzte Enzyme sind Meerrettichperoxidase (HRP), Glucose-Oxidase oder Alkali-
Phosphatase, wobei diese sowohl flr colorimetrische als auch chemolumineszenz- und fluores-
zenz- Nachweisreaktionen eingesetzt werden. Im Analysenverlauf werden zuerst Analyten, die
mit einem Hapten, wie z. B. Biotin, Antigen, markiert sind, an z.B. DNA-Sonden hybridisiert.
AnschlieBend wird gewaschen und ein Enzym, das mit einem zum Hapten komplementaren
Fangermolekdl, z.B. Streptavidin, Antikérper, gekoppelt ist, an den Analyt-Sonden Komplex
gebunden. Nach einem weiteren Waschschritt wird das Enzym Substrat zugegeben und das
Reaktionsprodukt detektiert. Somit kann auf vorteilhafte Weise erzielt werden, dass nur jene
Molekile, die einen Bindungspartner mit einer spezifischen Bindungsstelle finden, am Trager
adhérieren und keine Signale durch unspezifische Anlagerungen von fir die Nachweis- und
Detektionsreaktion erforderlichen Reaktanden gebildet werden.

[0011] Die Freirdume bzw. Hohlrdume kdnnen sich sowohl in zwei- als auch in dreidimensiona-
ler Richtung erstrecken. Es kann dadurch eine Netzstruktur gebildet werden. Vorzugsweise
weist die Beschichtung eine dreidimensionale Struktur auf und bildet eine dreidimensionale
Matrix bzw. wird durch die Beschichtung eine dreidimensionale Struktur gebildet, wodurch die
Anbindung von Proteinen weitestgehend verhindert wird.

[0012] Weiters zeigt sich von Vorteil, dass mit dem erfindungsgeméBen Trager, der eine quell-
bare Beschichtung aufweist bzw. mit dem Verfahren, wobei als Beschichtung ein zumindest
bereichsweise quellfédhiges Plasmapolymerisat erzeugt wird, eine wirtschaftliche Oberflachen-
funktionalisierung zur Generierung funktioneller Schichten zur Verfligung gestellt wird, weil
durch die kostenglinstige Veredelung des Substrates herkémmliche Basismaterialien mit neuar-
tigen Eigenschaften ausgeriistet werden und somit neue Applikationen erschlossen werden
kénnen.

[0013] Die quellbare Schicht kann eine Hydratschicht aufweisen bzw. kann sich eine Hydrat-
schicht nach Aufbringen eines vorwiegend wassrigen Mediums bilden, wodurch die hohe Bin-
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dungskapazitat fir Nukleinsauren bei gleichzeitig minimierter Proteinanbindung erzielt wird und
somit eine Reaktionsoptimierung in Hinblick auf Sensitivitat, Hintergrund und auch Probenver-
brauch darstellt.

[0014] Die gebildete Beschichtung weist Kontakiwinkel aus einem Bereich mit einer unteren
Grenze von 35° und einer oberen Grenze von 65° mit Wasser als Messfliissigkeit auf, wodurch
sich ein bei Kontakt mit Reaktionslésungen in einem fir quellbare Materialien charakteristisches
Verhalten zeigt. Beim Aufbringen der Probe auf den Trager bildet sich kurzzeitig eine stationére
Phase eines auf der hydrophilen Oberflache sitzenden Tropfens, der anschlieBend rasch in die
Oberflache eindiffundiert.

[0015] Es ist vorgesehen, dass die Beschichtung eine Dicke ausgewahlt aus einem Bereich mit
einer unteren Grenze von 4 nm, vorzugsweise 10 nm, und einer oberen Grenze von 300 nm,
vorzugsweise 40 nm, aufweist. Zudem ist die gebildete Beschichtung defekifrei, vernetzt und
langzeitstabil und beeintrachtigt nicht die geforderten Hauptcharakteristika der prozessierten
Substrate, wie beispielsweise Transparenz oder Lésungsmittelbestandigkeit.

[0016] Das Material des Substrats des Tragers ist aus Kunststoff, aus einer Gruppe umfassend
ein kohlenstoff- oder siliziumbasiertes Polymer, aus einer Gruppe umfassend Polystyrol (PS),
Polyethylen (PE), Polyethylenterephthalat (PET, PETP, PBTP), Polypropylen (PP), Polyvi-
nylchlorid (PVC), Polyamide, Nitrozellulose, Polymethylmetacrylat (PMMA), Styrolacrylnitril
(SAN), Polycarbonat (PC), Cycloolefin-Copolymere (COC) wie Cyclopenten-Polyetheylen-
Copolymer, Cyclohexan-Polyetheylen-Copolymer, Cyclohepten-Polyetheylen-Copolymer sowie
Cycloolefin-Polymere (COP) oder dgl., Ditanalpentoxid, Glas, Metall bzw. Kombinationen dar-
aus, gebildet, wodurch aus dem Stand der Technik bekannte als auch neue Materialien mit
Eigenschaften ausgeristet werden kdnnen, die eine Bindung von Nukleinsauren unter gleich-
zeitig keiner bzw. minimaler Proteinbindung zulassen. Besonders vorteilhaft zeigen sich auch
Materialhybride aus Kunststoff und Glas.

[0017] Das Substrat kann auch als Membran ausgebildet sein, womit eine Vielfalt von Tragern
modifiziert werden kann. Zudem ist das zu beschichtende Substrat nicht auf planare Grundkér-
per beschrankt, sondern es kénnen auch strukturierte bzw. pordse Oberflachen beschichtet
werden.

[0018] Weiters ist vorgesehen, dass die Einzelbausteine von zumindest einer Monomerspezies
gebildet sind, wobei durch die Verwendung einer Spezies der Ausgangsverbindung bei Bedarf
eine méglichst einheitliche Beschichtung erzielt werden kann. Die Einzelbausteinzugabe fihrt
zur Plasmapolymerbildung.

[0019] Die Monomerspezies ist aus einer Gruppe umfassend Amine, Amide, Dialkyloxyethan
ausgewahlt, wobei die jeweilige Monomerspezies Reste aus einer Gruppe umfassend H, Alkyl
oder Aryl aufweisen kann, wodurch eine Beschichtung mit optimalen Eigenschaften zur Bindung
von Nukleinsauren bei gleichzeitig minimierter Proteinbindung erzielt wird. Als Reste R kénnen
H, Alkyl, Aryl dienen, wobei vorzugsweise Reste mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, insbesondere 1
bis 3 Kohlenstoffatomen, verwendet werden.

[0020] Vor oder wéhrend der Plasmapolymerisation kann eine Aktivierung der Oberfldche des
Substrats im Plasma durchgefiihrt werden, wobei die Synthesefiihrung der Plasmapolymerisati-
on ohne eine Vorbehandlung in einer guten Nukleinsaurebindungsféhigkeit bei gleichzeitiger
Proteinabweisung resultiert. Auf vorteilhafte Weise wird mittels einer zweistufigen Synthese,
bestehend aus Plasmabehandlung zur Aktivierung gefolgt von einer Plasmapolymersiation, eine
Schicht abgeschieden, welche in der Lage ist, die bisherigen Limitierungen hinsichtlich Wirt-
schaftlichkeit und somit Nutzbarkeit in der medizinischen Diagnostik, der Bindungsfahigkeit von
DNA kombiniert mit der gleichzeitigen Minimierung der unspezifischen Bindung von Proteinen
zu Uberwinden. Die Performance bei einem zweistufigen Prozess ist deutlich besser. Durch eine
vorgeschaltete Aktivierung kénnen auch Verunreinigungen des Substrats bzw. an der Oberfla-
che des Substrats eliminiert werden.

[0021] Die Aktivierung kann mit einem Reaktionsgemisch umfassend ein Tragergas und ein

3/12



> dstersichisches AT 505 883 B1 2012-10-15
V patentamt

Reaktionsgas in einem Reaktor durchgefihrt wird, wobei das Trégergas ein Inertgas und das
Reaktionsgas ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend Sauerstoff, Ammoniak, H,, N, COs,
C.H,, ist, womit kostengiinstige Gase zur wirtschaftlichen Produktion plasmapolymerisierter
Oberflachen verwendet werden kénnen.

[0022] In einer Weiterbildung ist vorgesehen, dass zwischen der Aktivierung und der Plasmapo-
lymerisation ein Spllgas, vorzugsweise eine Inertgas, dem Reaktor, insbesondere der Reakti-
onskammer, zugefihrt wird, wodurch beispielsweise die Plasmapolymerisation stérende Pro-
dukte aus der Reaktionskammer abtransportiert werden. Durch die Aktivierung der Substrate
mittels Trager- und Reaktionsgase, wie z.B. O./Ar oder NHji/Ar Plasmen, bei héherer Leis-
tungseinkopplung werden auch Bindungsstellen generiert.

[0023] Die Aktivierung und/oder Plasmapolymerisation kann bei einer Leistungseinkopplung
aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 W, vorzugsweise 2 W, insbesondere 5 W,
und einer oberen Grenze von 2500 W, vorzugsweise 300 W, insbesondere 20 W, erfolgen. Bei
einer zweistufigen Synthese erfolgt die Aktivierung vorzugsweise bei einer Plasmaleistung aus
einem Bereich mit einer unteren Grenze von 2 W und einer oberen Grenze von 300 W und die
Plasmapolymerisation bei einer Plasmaleistung aus einem Bereich mit einer unteren Grenze
von 0,1 W und einer oberen Grenze von 80 W durchgefiihrt wird. Der gewahlte Leistungseintrag
ermdglicht die Gewahrleistung der gréBtméglichen Beibehaltung der strukturellen und funktio-
nellen Eigenschaften der Monomere.

[0024] Auch durch Bildung der Beschichtung durch gepulste Plasmen wird ermdglicht die struk-
turellen und funktionellen Eigenschaften der Monomere beizubehalten.

[0025] Die zumindest eine Monomerspezies kann flissig oder gasférmig zugefuhrt werden,
wobei die flissigen Monomere direkt in den Reaktor eingespritzt werden kénnen und unter den
dort gegebenen Druckbedingungen in die Gasphase libergehen oder auBerhalb verdampft und
als Gas eindosiert werden. Eine Vorreinigung der Monomere mittels wiederholter vorgeschalte-
ter Entgasungs-/Begasungs- oder Einfrier-/Entgasungszyklen ist nicht notwendig.

[0026] Der Druck wahrend der Aktivierung und/oder Plasmapolymerisation ist aus einem Be-
reich mit einer oberen Grenze von 1,5 mbar, vorzugsweise 0,5 mbar, und einer unteren Grenze
von 0,05 mbar, vorzugsweise 0,2 mbar, ausgewéhlt, wodurch optimale Druckverhaltnisse fir die
Plasmapolymerisation gegeben sind.

[0027] Die Aktivierung wird fiir einen Zeitraum mit einer unteren Grenze von 1 min, vorzugswei-
se, 5 min, und einer oberen Grenze von 15 min, vorzugsweise 10 min, und/oder die Plasmapo-
lymerisation flr einen Zeitraum mit einer unteren Grenze von 1,5 min, vorzugsweise, 10 min,
und einer oberen Grenze von 60 min, vorzugsweise 20 min, durchgefiihrt, wodurch optimale
Ergebnisse bezlglich der Bindung von Nukleinsauren bei gleichzeitige minimierter Proteinbin-
dung erreicht werden.

[0028] Um die Entnahme des Tragers aus der Reaktionskammer zu erleichtern und die Ge-
ruchsbelastigung so gering wie méglich zu halten, wird der Reaktor, insbesondere die Reakti-
onskammer, nach der Polymerisation mit Luft gespdlt und die Kammer bellftet.

[0029] Im Nachfolgenden werden Ergebnisse zur Analyse des erfindungsgeméBen Gegen-
stands bzw. Verfahrens dargestellt:

[0030] Es zeigen:

[0031] Fig. 1 FITR-Sprektrum eines gemaB Ausflihrungsbeispiel 1 beschichteten Cyclo-
olefinpolymer Trager im Vergleich zu einem unbeschichteten Tréager

[0032] Fig. 2 ToF SIMS Analyse einer Tiefenprofilierung und Feststellung der Schichtdicke
von Ausflhrungsbeispiel 1

[0033] Einflhrend sei festgehalten, dass in den unterschiedlich beschriebenen Ausfiihrungs-
beispielen gleiche Teile mit gleichen Bezeichnungen versehen werden, wobei die in der gesam-
ten Beschreibung enthaltenen Offenbarungen sinngemaB auf gleiche Teile mit gleichen Be-
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zeichnungen Ubertragen werden kdnnen. Auch sind die in der Beschreibung gewahlten Lage-
angaben, wie z.B. oben, unten, seitlich usw. auf die unmittelbar beschriebene sowie dargestell-
te Figur bezogen und sind diese bei einer Lagednderung sinngemal auf die neue Lage zu
Ubertragen. Weiters kdnnen auch Einzelmerkmale oder Merkmalskombinationen aus den ge-
zeigten und beschriebenen, unterschiedlichen Ausflhrungsbeispielen fur sich eigensténdige,
erfinderische oder erfindungsgemaBe Losungen darstellen.

[0034] Samtliche Angaben zu Wertebereichen in gegenstandlicher Beschreibung sind so zu
verstehen, dass diese beliebige und alle Teilbereiche daraus mit umfassen, z.B. ist die Angabe
1 bis 10 so zu verstehen, dass samtliche Teilbereiche, ausgehend von der unteren Grenze 1
und der oberen Grenze 10 mit umfasst sind, d.h. sémtliche Teilbereich beginnen mit einer unte-
ren Grenze von 1 oder gréBer und enden bei einer oberen Grenze von 10 oder weniger, z.B. 2
bis 9 oder 4 bis 7 oder 5 bis 6.

[0035] Das Fassungsvermdgen der Reaktionskammer fiir nachfolgend beschriebenes und das
erfindungsgeméBe Verfahren umfasst zwischen 0,01 m® und 0,8 m°.

[0036] Die Plasmabehandlung der Substrate mittels O,/Ar oder NHz/Ar Plasmen bei héherer
Leistungseinkopplung dient der Aktivierung mittels Generierung von Bindungsstellen. Die sofort
anschliessende Reaktandenzugabe der unten aufgefliihrten Substanzklassen | bis Il fihrt zur
Plasmapolymerbildung. Als Reste R kdnnen H, Alkyl, Aryl dienen, wobei die Reste einer Sub-
stanzklasse entweder gleich oder verschieden sein kénnen. In der Substanzklasse | ist n vor-
zugsweise zwischen 1 und 5 ausgewahlit, wobei durch n=1 sehr gute Ergebnisse erzielt werden.

0

R
N. . O 4
A R ~IN0

=

I I1 I1

[0037] Zwischen dem Aktivierungsschritt und dem Polymerisationsschritt kann ein Splilgas (z.
B. Argon) zur Entfernung der Reaktanden eingesetzt werden. In der bevorzugten Ausfihrung ist
eine Reaktorspilung nicht notwendig.

[0038] Das zu beschichtende Substrat kann aus einem kohlenstoff- oder siliziumbasierten
Polymer, Glas, Ditantalpentoxid, Metall oder auch Membranen bestehen und ist nicht auf pla-
nare Grundkdrper beschrénkt. Auch Kombinationen von Materialien sind prozessierbar.

[0039] Das Tragergas kann Argon oder ein anderes Inerigas sein; Reaktionsgase kdnnen
Sauerstoff, Ammoniak, H,, N, CO. oder ahnliche Vertreter sein.

[0040] Die Plasmaleistung erstreckt sich bevorzugt auf den Bereich von 0,1 W bis 2500 W,
vorzugsweise 2 W bis 300 W, in besonders bevorzugter Ausfihrung von 5 W bis 20 W.

[0041] Plasmaquellen, wie aus dem Stand der Technik bekannt, kdnnen genutzt werden.

[0042] Die flissigen Monomere kdnnen direkt in den Reaktor eingespritzt werden oder als
Aerosole eingebracht werden und unter den dort gegebenen Druckbedingungen in die Gaspha-
se Ubergehen oder auBerhalb verdampft und als Gas eindosiert werden. Eine Vorreinigung der
Monomere mittels wiederholter vorgeschalteter Entgasungs-/Begasungs- oder Einfrier-
/Entgasungszyklen ist nicht notwendig.

[0043] Die Druckbereiche wahrend der Polymersiation liegen bevorzugt zwischen 0,05 mbar
und 1,5 mbar, in einer bevorzugten Ausfihrung zwischen 0,2 mbar und 0,5 mbar.

[0044] Die Schichtabscheidung resultiert abhangig vom Grundkdrper in einer hydrophilen Ober-
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flache mit bevorzugten Kontaktwinkelbereichen von 35° bis 65° mit Wasser als Messfllssigkeit.

[0045] Die Reaktionszeit der Aktivierung kann im Bereich von 1 min bis 15 min liegen; in bevor-
zugter Ausfiihrung im Bereich von 5 min bis 10 min.

[0046] Die Reaktionszeiten der Plasmapolymerisation liegen im Bereich von 1,5 min bis 60 min
und in einer bevorzugten Ausfihrung im Bereich von 10 min bis 20 min.

[0047] Die Schichtdicke der Plasmapolymere betragt 4 nm bis 300 nm, in bevorzugter Ausfiih-
rung 10 nm bis 40 nm.

[0048] Nach der Polymerisation wird die Reaktionskammer fiir einen Zeitraum von 1 min bis 5
min mit Luft gespult, die Kammer beliiftet und die beschichteten Grundkdérper entnommen.

[0049] Abhéngig von der Dimensionierung des Reaktors bzw. der Reaktionskammer kann es
erforderlich sein, die oben angefuhrten Werte entsprechend auf die gewahlte Dimensionierung
anzupassen, was im routinemaBsigen Ermessens des Fachmanns liegt.

[0050] Die resultierenden Schichten zeichnen sich bei Kontakt mit Reaktionslésungen in einem
fir quellbare Materialien charakteristischen Verhalten aus, indem sich bei Tropfenaufgabe kurz
(1-2 sec) eine stationdre Phase eines auf der Oberflache sitzenden Tropfens bildet, der im
Anschluss schnell in die Oberflache eindiffundiert. Dieses Quellen generiert eine Hydratschicht,
die eine Adhasion von Proteinen verhindert und bsp. fir nasschemisch Polyethylenglykol (PEG)
bzw. Polysaccharid versetzte Oberflachen gut dokumentiert ist (K. Emoto, Anal. Chem. 1996,
68, 3751 - C. Brink, Colloid Surf 1992, 66, 149 - Y.S. Lin, Colloids and Surf. B: Biointerfaces
1994, 3, 49 - E. Uchida, Langmuir 1994, 10, 481). Eine Mischung von PEG Derivaten mit Hyd-
rophilic Lipophilic Balance Klassifizierungen zwischen 5 und 8 mit Basispolymeren, wie Polysty-
rol, istin WO 1998/017407 A1 zur Erreichung einer Proteinabweisung dokumentiert.

AUSFUHRUNGSBEISPIEL 1:

[0051] Argon 5.6, NH; und N,N-Dimethylacrylamid werden wie vom Hersteller, z.B Aldrich,
Fluca, bezogen eingesetzt. Grundkérper aus Polystyrol, Cycloolefinpolymer und Glas werden in
der Reaktionskammer platziert und der Druck auf 0,1 mbar reduziert. Es erfolgt die Dosierung
von Argon und NH; unter einer Druckeinstellung auf 0,5 mbar und die Leistungseinkopplung
von 180 W fiir 10 min. Nach dem Stoppen des Aktivierungsprozesses wird der Druck auf 0,1
mbar geregelt, durch Zugabe von Argon und N,N-Dimethylacrylamid auf 0,35 mbar erhéht und
die Plasmapolymerisation bei einer Leistungsstufe von 15 W fiir 15 min durchgefihrt.

AUSFUHRUNGSBEISPIEL 2:

[0052] Argon 5.6, NH; und N,N-Dimethylallylamin werden wie vom Hersteller bezogen einge-
setzt. Grundkérper aus Polystyrol, Cycloolefinpolymer und Glas werden in der Reaktionskam-
mer platziert und der Druck auf 0,1 mbar reduziert. Es erfolgt die Dosierung von Argon und NH;
unter einer Druckeinstellung auf 0,5 mbar und die Leistungseinkopplung von 100 W fir 10 min.
Nach dem Stoppen des Aktivierungsprozesses wird der Druck auf 0,1 mbar geregelt, durch
Zugabe von Argon und N,N-Dimethylallylamin auf 0,5 mbar erhéht und die Plasmapolymerisati-
on bei einer Leistungsstufe von 15 W fiir 20 min durchgefuhrt.

AUSFUHRUNGSBEISPIEL 3:

[0053] Argon und Dimethoxyethan werden wie vom Hersteller bezogen eingesetzt. Grundkérper
aus Polystyrol, Cycloolefinpolymer und Glas werden in der Reaktionskammer platziert und der
Druck auf 0,1 mbar reduziert. Es erfolgt die Dosierung von Argon und Dimethoxyethan unter
einer Druckeinstellung auf 0,6 mbar und die Leistungseinkopplung von 6 W flr 40 min.

[0054] Durch die hergestellien Freirdume ist die Proteinabweisung von erfindungsgemaR her-
gestellten Oberflachen um ein vielfaches hdher als bei herkdmmlich hergestellten, wie bei-
spielsweise im Stand der Technik, beschriebenen Oberflachen. Die Bindungseigenschaften der
funktionalisierten Oberflache werden mit Hilfe eines kompetitiven ELISA Tests Uberprift, wobei
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sich eine um den Faktor 10 niedrigere Bindungseigenschaft fir erfindungsgeméBe Oberflachen
im Vergleich zu herkdmmlichen Oberflachen nachweisen I&sst.

[0055] Weiters konnte eine verbesserte DNA Immobilisierung der aus den erfindungsgemafBen
Verfahren resultierenden Schichten gezeigt werden, wodurch einerseits der Nukleins&ure-
verbrauch der zu immobilisierenden Sonden und andererseits der Probenverbrauch sinken. Die
Bindungskapazitat fir DNA ist um mindestens 40 % bis 60 % hdéher als bei unfunktionalisierten
oder aus dem Stand der Technik bekannten funktionalisierten Oberflachen.

[0056] Das weitgehend intakte Strukturmotiv C(=O)N ist anhand der fir Amide charakteristi-
schen Carbonylbande bei 1680 cm™ nachweisbar, wie im FITR Spekirum in Fig. 1 gezeigt wird,
wobei der Peak bei 1680 cm™ aus der erfindungsgemaBen funktionalisierten Oberfliche des
Tragers resultiert, wohingegen unfunktionalisierte Oberflachen keinen Peak bei 1680 cm™ zei-
gen.

[0057] Eine Tiefenprofilierung und Feststellung der Schichtdicke anhand der chemischen
Schichtzusammensetzung mittels ToF SIMS liefert in der bevorzugten Ausfiihrung des Beispie-
les 1 eine Schichtdicke von ca. 11 nm, wie in Fig. 2 dargestellt ist. Zur Ermittlung der Element-
verteilung als Funktion der Tiefe werden Tiefenprofile erstellt. Bei der ToF-SIMS Tiefenprofilie-
rung im so genannten "Dual-Beam-Mode" wird die Probenoberflache mit einem lonenstrahl
(hier: Cs+) kontinuierlich zerstaubt, wahrend ein zweiter lonenstrahl (hier: Bi3+) zur Charakteri-
sierung der chemischen Zusammensetzung des so entstandenen Kraterbodens verwendet
wird. Die zur Profilierung erforderliche massive Zerstaubung verursacht Schadigungen des
Festkdrpermaterials, so dass bei dieser Analyseart zumeist nur die Verteilung von Elementen
als Funktion der Tiefe erfasst werden kann.

[0058] Auch Ergebnisse aus XPS Untersuchungen an Proben der Ausfiihrungsbeispiele zeigen
eine deutlich veranderte Zusammensetzung im Vergleich mit unbeschichteten Referenzen. Fir
die Messungen wurde ein PHI Quantera SXP Gerdt verwendet: Anregungsstrahlung: AlKa;
Analysespot: 200 x 200 pm?.

[0059] In der nachfolgenden Tabelle 1 wird der Vergleich der Elementkonzentrationen in Atom-
prozent von transparentem und weiBBem Polystyrol (PS) angefiihrt und zusatzlich die Konzentra-
tionsverhalinisse angegeben. Die Ergebnisse flir beide Proben sind einander sehr &hnlich.
Insgesamt werden in den obersten ca. 10 nm der Proben 11,6 Atomprozent (At%) N und 13,7
At% O (transparentes Polystyrol) bzw. 15,8 At% N und 16,6 At% O (weiBes Polystyrol) gefun-
den.

C O N C/O C/N
PS, transparent |74.7 (13.7 |11.6 |5.4 6.4
PS, wei3 67.7 |16.6 [15.8 (4.1 4.3

Tab.1: prozentuale Anteile der chemischen Verschiebungen des C 1s Peaks

[0060] Nachfolgende Tab. 2 zeigt die prozentualen Anteile der chemischen Verschiebungen
des C1s Peaks; (C1s aliphatisch/aromatisch: 284,8 eV; C-O/C-N: 286,2 eV; C=0/0O-C-0: 287,5
eV)

[0061] Der Sauerstoff O 1s-Peak wird bei 531 eV gefunden (entsprechend O-C-Bindungen) und
der N 1s-Peak bei 399,5 eV (entsprechend N-C-Bindungen).

[0062] Vergleicht man die beiden Tabellen, so kann man schlieBen, dass ca. 33% des Kohlen-
stoffs (entsprechend 24 At%) sind nicht als C-C gebunden sind. Bei 13 At% O und 11 At% N
kdnnen daher praktisch kaum Bindungen von C zu 2 Sauerstoffen vorhanden sein. Somit ist
das C(=0)N Strukturmotiv auch nach der Plasmapolymerisation weiterhin bestimmend und eine
Fragmentierung des Monomers weitgehend ausgeschlossen.
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C-C/C-H C-O/C-N |C=0/0-C-0
aliphatisch/aromatisch

PS, transparent |67 20 13

PS, wei 68 16 16

Tab. 2: prozentuale Anteile der chemischen Verschiebungen des C 1s Peaks

[0063] Das Vorhandensein einer modifizierten Oberflachenschicht kann somit durch unter-
schiedliche Analysen bestatigt werden.

[0064] Die erfindungsgemaBen Trager kénnen beispielsweise fir Arraysysteme zum Nachweis
von Analyten oder fir mikrofluidische Strukturen verwendet werden. Typische Anwendungs-
méglichkeiten sind Nukleinsdure-Hybridisierungarrays mit Signalerzeugung, wobei hier mit aus
dem Stand der Technik bekannten Methoden ein Blockierungsschritt, der die proteinbindenden
Stellen der Oberflache des Tragers mit einer nicht-proteinbindenden Schicht bedeckt, durchge-
fihrt werden muss, weil sonst ein Signal durch den Hintergrund resultieren wirde. Dieser Blo-
ckierungsschritt entfallt durch den erfindungsgemaBen Trager.

[0065] Durch die Erhéhung der Nukleinsdurebindungskapazitat an die Oberfliche des erfin-
dungsgeméBen Tragers kann auch eine Verbesserung der Empfindlichkeit von Nukleinsaure-
Hybridisierungsassays erreicht werden und somit die Nachweisgrenze verbessert werden.

[0066] Auch fiir Immunoassays eignet sich der erfindungsgemaBe Trager, weil es zu keiner
unspezifischen Bindung von Proteinen an die Oberflaiche kommt und dadurch ein stérender
Hintergrund fir das Signal verhindert werden kann.

[0067] Durch das erfindungsgeméaBe Verfahren kdnnen auch Oberflachen, insbesondere
Kunststoffoberflachen hydrophilisiert werden, sodass ein Transport von Proben in Mikrokanalen
erméglicht wird. Das Verfahren erlaubt die Modifikation von Oberflaichen mit Vertiefungen,
wodurch es sich auch fir strukturierte Oberflachen eignet.

[0068] Die den eigenstandigen erfinderischen Lésungen zugrunde liegende Aufgabe kann der
Beschreibung entnommen werden.

Patentanspriche

1. Verfahren zur zumindest bereichsweisen Modifikation einer Oberflache eines Tragers aus
zumindest einem Substrat durch Abscheiden einer Beschichtung mittels Plasmapolymeri-
sation, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung zumindest bereichsweise mit
Freirdaumen zur Aufnahme zumindest einer Lésung erzeugt wird indem vor oder wahrend
der Plasmapolymerisation eine Aktivierung der Oberflache des Substrats im Plasma bei ei-
ner hdheren Leistungseinkopplung als der Plasmapolymerisation durchgefiihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest bereichsweise ein
quellfahiges Plasmapolymerisat erzeugt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Beschich-
tung eine dreidimensionale Struktur gebildet wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivie-
rung mit einem Reaktionsgemisch umfassend ein Tragergas und ein Reaktionsgas in ei-
nem Reaktor durchgefiihrt wird, wobei das Tragergas ein Inertgas und das Reaktionsgas
ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend Sauerstoff, Ammoniak, Hs, N», CO,, CoHo, ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen
der Aktivierung und der Plasmapolymerisation ein Splilgas dem Reaktor, insbesondere der
Reaktionskammer, zugefihrt wird.
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Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Splilgas ein Inertgas ist.

o

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivie-
rung und/oder Plasmapolymerisation bei einer Leistungseinkopplung aus einem Bereich
mit einer unteren Grenze von 2 W und einer oberen Grenze von 300 W erfolgt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivie-
rung und/oder Plasmapolymerisation bei einer Leistungseinkopplung aus einem Bereich
mit einer unteren Grenze von 2 W, insbesondere 5 W, und einer oberen Grenze von 300
W, insbesondere 20 W, erfolgt und die Aktivierung vorzugsweise bei einer Plasmaleistung
aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 2 W und einer oberen Grenze von 300 W
und die Plasmapolymerisation bei einer Plasmaleistung aus einem Bereich mit einer unte-
ren Grenze von 0,1 W und einer oberen Grenze von 80 W durchgefiihrt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Be-
schichtung durch gepulste Plasmen abgeschieden wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Plas-
mapolymerisation durch Zugabe zumindest einer Monomerspezies durchgefiihrt wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Zuga-
be der zumindest einen Monomerspezies fllissig und/oder gasférmig erfolgt.

12. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Druck
wahrend der Aktivierung und/oder Plasmapolymerisation aus einem Bereich mit einer obe-
ren Grenze von 1,5 mbar, vorzugsweise 0,5 mbar, und einer unteren Grenze von 0,05
mbar, vorzugsweise 0,2 mbar, ausgewahlt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Akti-
vierung fur einen Zeitraum mit einer unteren Grenze von 1 min, vorzugsweise, 5 min, und
einer oberen Grenze von 15 min, vorzugsweise 10 min, durchgefiihrt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Plas-
mapolymerisation fir einen Zeitraum mit einer unteren Grenze von 1,5 min, vorzugsweise,
10 min, und einer oberen Grenze von 60 min, vorzugsweise 20 min, durchgeflhrt wird.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Reak-
tor, insbesondere die Reaktionskammer, nach der Polymerisation mit Luft gespilt und die
Kammer beliiftet wird.

16. Trager hergestellt nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 aus zumin-
dest einem Substrat, das zumindest bereichsweise eine durch Plasmapolymerisation von
Einzelbausteinen hergestellte Beschichtung aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass die
Beschichtung eine hohe Bindungskapazitét fir Nukleinsduren bei gleichzeitig minimierter
Proteinanbindung aufweist.

17. Trager nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung zumindest
bereichsweise quellbar ist.

18. Trager nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung
zumindest bereichsweise eine dreidimensionale Struktur aufweist.

19. Trager nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die quellba-
re Schicht eine Hydratschicht bildet.

20. Trager nach einem der Anspriche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die gebildete
Beschichtung Kontaktwinkel aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 35° und ei-
ner oberen Grenze von 65° mit Wasser als Messfllissigkeit aufweist.

21. Trager nach einem der Anspriiche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Be-
schichtung eine Dicke ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 4 nm,
vorzugsweise 10 nm, und einer oberen Grenze von 300 nm, vorzugsweise 40 nm, auf-
weist.
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22. Trager nach einem der Anspriiche 16 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Material
des Substrats vorzugsweise aus Kunststoff, aus einer Gruppe umfassend ein kohlenstoff-
oder siliziumbasiertes Polymer, aus einer Gruppe umfassend Polystyrol (PS), Polyethylen
(PE), Polyethylenterephthalat (PET, PETP, PBTP), Polypropylen (PP), Polyvinylchlorid
(PVC), Polyamide, Nitrozellulose, Polymethylmetacrylat (PMMA), Styrolacrylnitril (SAN),
Polycarbonat (PC), Cycloolefin-Copolymere (COC) wie Cyclopenten-Polyetheylen-
Copolymer, Cyclohexan-Polyetheylen-Copolymer, Cyclohepten-Polyetheylen-Copolymer
sowie Cycloolefin-Polymere (COP) oder dgl., Ditanalpentoxid, Glas, Metall bzw. Kombina-
tionen daraus, gebildet ist.

23. Trager nach einem der Anspriiche 16 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat
als Membran ausgebildet ist.

24. Trager nach einem der Anspriiche 16 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Einzel-
bausteine von zumindest einer Monomerspezies gebildet sind.

25. Trager nach einem der Anspriche 16 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Mono-
merspezies aus einer Gruppe umfassend Amine, Amide, Dialkyloxyethan ausgewéhlt ist.

26. Trager nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Monomerspezies Amine
Reste aus einer Gruppe umfassend H, Alkyl oder Aryl aufweist.

27. Trager nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Monomerspezies Amide
Reste aus einer Gruppe umfassend H, Alkyl oder Aryl aufweist.

28. Trager nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Monomerspezies Dialky-
loxyethan Reste aus einer Gruppe umfassend H, Alkyl oder Aryl aufweist.

29. Verwendung des Tragers nach einem der Anspriche 16 bis 28 fir Arraysysteme zum
Nachweis von Analyten.

30. Verwendung des Tragers nach einem der Anspriiche 16 bis 28 flr mikrofluidische Bauteile.

Hierzu 2 Blatt Zeichnungen
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