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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf Beschichtungen von verschiedenartigen Substraten, wobei eine hydrophile
Polymerschicht tiber eine polymere Haftvermittlerschicht an ein Substrat gebunden wird. Ebenso wird ein Verfahren zur Herstellung
dieser Schichtsysteme vorgestellt. Als Anwendung dieser erfindungsgemaissen Schichten bietet sich der Einsatz z.B. als Immobilisie-
rungsmatrix und zur Unterdriickung unspezifischer Proteinadsorption in Biosensoren, MALDI Targets und anderen bioanalytischen
Geriten an. Weiterhin kénnen sie zur Biokompatibilisierung von Implantaten und zur Beschichtung von Kontaktlinsen verwendet
werden. Optische Elemente, die mit derartigen Beschichtungen versehen sind, beschlagen nicht mehr. Dariiber hinaus sind die

Schichten schmutzabweisend bzw. selbstreinigend.
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.Beschichtung fiir verschiedenartige Substrate sowie

Verfahren zu deren Herstellung

Die vorliegende Erfindung betrifft polymere Beschich-
tungen fir verschiedenartige Substratoberfl&chen, um
deren bioinerten Charakter zu erhoéhen. Déﬁa}tige Sub-
stratbeschichtungen werden haufig fiir Vorrichtungén
verwendet, die in Kontakt mit biologischen Medien ‘
stehen, wie z.B. biocanalytische Vorrichtungen oder
Implantate. Hierfiir werden weitestgehend bioinerte -
also moglichst wechselwirkungsarme - Oberfl&dchen be-

vorzugt.

Nach dem Stand der Technik finden meist hydrophile
Polymere als Substratbeschichtung Verwendung. Hierzu
zdhlen Polyether, wie z.B. Polyethylenglycol; Poly-
saccharide, wie Heparin oder Dextran; Polyalkohole,
wie z.B. Polyvinylalkohol; oder auch Polyamide, wie

z.B Polyacrylamid. Flr biosensorische Zwecke haben
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sich diinne Hydrogelschichten aus carboxylierten Poly-
sacchariden, wie beispielsweise Carboxymethyldextran
bewdhrt (US Patent 5,436,161), da diese die Sensoro-
berfl&dche nicht nur gegen unspezifische Wechselwir-
kungen abschirmen, sondern Uuber die Carboxylfunktio-
nalit&dten auch eine effiziente Immobilisierung von

verschiedenen Biomolekiilen ermdglichen.

Die verwendete Methode zur Anbindung der Polymere an
das Substrat ist in der Regel vom verwendeten Sub-

stratmaterial abhé&dngig.

An Glas und andere oxidische Oberflédchen wird tbli-
cherweise zundchst ein kupplungsfdhiges Silan gebun-
den (Silanisierung), an welches in einem zweiten
Schritt ein hydrophiles Polymer gekoppelt wird. Die
Herstellung qualitativ hochwertiger Silanschichten
bedingt allerdings den Einsatz organischer L&ésungs-

mittel und ist relativ arbeitsaufwendig.

Edelmetalle koénnen iiber einen Monolayer aus bifunk-

tionellen langkettigen Alkylmercaptanen funktionali-
siert werden. An die aktivierten funktionellen Grup-
pen werden dann diinne Polysaccharidschichten kovalent
gebunden, welche zwecks Einfithrung kupplungsfihiger

Funktionalitaten spater carboxymethyliert werden. Da
die selbstorganisierten Monolagen den Nanorauhigkei-
ten der Metalloberflidche folgen, kommt es zu punktu-
ellen Inhomogenitdten, den sog. Pinhole-defects. Wei-
terhin 1&Rt sich die Dichte der spater eingefiihrten

Carboxylfunktionen nicht, bzw. nur schwer einstellen.

Kunststoffsubstrate lassen sich durch den Einsatz von
Oxidationsmitteln, Plasma oder ionisierender Strah-
lung unselektiv funktionalisieren. Weiterhin wurden

Polyamine in dinner Schicht adsorbiert, woran wieder-
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um Polyethylenglycol (PEG) kovalent gebunden werden
konnte (Bergstrtm et al. (1992) J. Biomed. Mat. Res.,
26, 779-790). Ein Nachteilil bei dieser Methode besteht
jedoch darin, daf zur nachfolgenden kovalenten Immo-
bilisierung von Liganden lediglich die terminale
funktionelle Gruppe der PEG-Kette zur Verfigung
steht. Aus demselben Grund ist auch die Immobilisie-
rungsdichte von Polyethylenglycol nicht besonders
hoch.

Eine substratunabhidngige Moglichkeit zur Oberflichen-
derivatisierung besteht in der Plasmaabscheidung von
dinnen Polymerfilmen geeigneter Funktionalitdt auf
dem Substrat mit anschliefender kovalenter Anbindung
des gewlinschten hydrophilen Polymers lber Oxirangrup-
pen (WO 94/06485). Auch diese Methode bedingt einen
vergleichsweise hohen apparativen Aufwand und liefert
dazu h&ufig nur geringe Dichten an kupplungsfihigen
Gruppen. Dariiber hinaus ist die Dicke der abgeschie-

denen Polymerisatschichten schwer steuerbar.

Eine &hnliche Methode wird in US 5080924 beschrieben.
Auch hier kommt es einer sehr niedrigen Immobilisie-
rungsdichte des hydrophilen Polymers auf der zugrun-
deliegenden Haftvermittlerschicht. Grund hierfir ist
die niedrige Konzentration des Polysaccharids, welche
dazu fihrt, dah sich die Polymerketten parallel zur
Substratoberfl&che ausrichten und somit nur eine ge-
ringe Schichtdicke erzielt wird.

Weiterhin werden beispielsweise in DE 40 26 978 Al
mehrlagige selbstorganisierte Polyelektrolytschichten
beschrieben, die alternierend auf ein Substrat aufge-
bracht sind. Die Polymerketten liegen hierbei in
Train-Konfiguration (parallel zur Oberfliache) bzw.

Train-Loop-Konfiguration (teilweise flach auf der
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Oberflédche, teilweise schleifenartig abstehend) vor.
Diese Techniken der alternierenden Polyelektro-
lytadsérption sowie deren Varianten bewirken nur ein
geringes Schichtdickenwachstum pro Schritt (wenige
nm) . Die Anordnung der Polymerketten parallel zur
Oberflédche fihrt zu zweidimensionalen Strukturen mit
geringer Immobilisierungskapazitdt. Dartiber hinaus
kénnen Biomolekiile, die groher als wenige kDa sind,
nicht oder nur sehr schwer durch diese Schichten hin-
durchdiffundieren (Siebeffekt).

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Be-
schichtung flir verschiedenartige Substrate zur Verfi-
gung zu stellen, mit der unspezifische Adsorptionen
vermieden und gleichzeitig eine einstellbare Immobi-

lisierungskapazitdt erzielt werden kann.

Diese Aufgabe wird durch die Beschichtung nach An-
spruch 1 sowie durch das Verfahren zur Herstellung
der Beschichtungen auf Substraten nach Anspruch 21
sowie den Verwendungen nach den Anspriichen 32 bis 40
gelést. Vorteilhafte Weiterbildungen der erfindungs-
gemdfen Beschichtung, des erfindungsgemidben Verfah-
rens und der erfindungsgemidben Verwendungen werden in

den abhangigen Anspriichen gegeben.

Die erfindungsgemdfe Beschichtung mit den beschriebe-
nen'Eigenschaften laBt sich dadurch erzeugen, dass
das gereinigte Substrat zundchst mit einer dinnen po-
lymeren Haftvermittlerschicht Uberzogen wird, an die
eine weitere hydrophile Polymerschicht aus mindestens
einem Polymer gekoppelt wird, deren Polymerketten zu-
mindest teilweise senkrecht zur Substratoberfliche,
also biirstenartig, ausgerichtet sind. Anhand des An-
teils der bilirstenartig ausgerichteten Polymerketten
kann die Immobilisierungskapazitdt dieser Schicht ge-
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geniiber z.B. Biomolekiilen eingestellt werden.

Dabei kann sich die hydrophile Polymerschicht aus un-
terschiedlichen Polymeren zusammensetzen. Dies hat
den Vorteil, dass die Permeabilitdt der hydrophilen
Polymerschicht fiir Biomolekiile mit unterschiedlichem
Molekulargewicht gesteuert werden kann. Dies erfolgt,
indem das Konzentrationsverhdltnis zwischen nieder-
und hochmolekularen Polymeren, welche die hydrophile
Polymerschicht ausbilden, den zu untersuchenden Mole-
kiilen entsprechend eingestellt wird.

Vorzugsweise kann auf der hydrophilen Polymerschicht
mindestens eine weitere Polymer- und/oder Partikel-
schicht aufgetragen sein. Diese legt sich dabei wie

ein -pordser Film tber die blirstenartige Struktur.

Als hydrophile Polymere kdnnen bevorzugt Polysaccha-
ride, Polyalkohole, Polyether , Polyamiden, Polycar-
bonsduren, Polysulfaten/-sulfonaten, Polyphosphaten/-
phosphonaten und/oder Kombinationen dieser eingesetzt
werden, die zus&dtzlich noch durch weitere Reaktions-
schritte chemisch funktionalisiert werden konnen.
Hierzu zdhlen z.B. mit Isothiocyanat-, Isocyanat-,
Carbonsdureazid-, N-Hydroxysuccinimidester-, N-
Acylimidazol-, Sulfonylchloridderivat-,Aldehyd-, Ke-
to~-, Glyoxal-, Oxiran-, Carbonat-, Arylhalogenid-,
Imidoester—-, Anhydrid-, Halogenalkyl-, Halogenacyl-,
Maleimid-, Aziridin-, Acryloyl-, Sulhydryl-, Disul-
fid-, Diazoalkan-, Diazoacetyl-, Imidazolylcarbamat-,
Hydrazid~-, Diazonium-, Arylazid-, Benzophenon-, Dia-
zopyruvat- oder Diaziringruppen. Eine vorteilhafte
Weiterbildung stellt eine Funktionalisierung z.B. mit
Nitrilotriessigs&urederivaten dar, wodurch Liganden
liber ein Metallchelat immobilisert werden kénnen. Die

Ankopplung von Molekiilen, die anhand einer biospezi-
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fische Erkennungsreaktion Liganden immobilisieren
kénnen, ist gleichfalls moglich. Ebenso kénnen biolo-
gische Effektormolekiile, wie z.B. Wachstums- oder Ad-
hdsionsfaktoren respektive blutgerinnungshemmende
Substanzen, wie z.B. Heparin immobilisiert werden.
Hierdurch erh&lt man biologisch aktive Beschichtun-
gen, die in vivo gezielt bestimmte Reaktionen der Ge-

websumgebung hervorrufen kodnnen.

Durch vorteilhafte Weiterbildung der erfindungsgemd-
Ben Beschichtung ist die polymere Haftvermittler-
schicht parallel zur Substratoberfldche angeordnet,
was eine gute Haftung der Polymerketten auf dem Sub-
strat sowie eine hohe Dichte kupplungsféhiger funk-

tioneller Gruppen bewirkt.

Struktur und Immobilisierungskapazit&dt der erfin-
dungsgemédBen Hydrogelstrukturen lassen sich durch
Verdnderung der Adsorptions- und Kupplungsbedingungen
steuern. Neben Verringerung der Konzentration des
zwelten Polymers, welche zu Schleifen- und Train-
strukturen fihrt, 18Rt sich durch Veranderungen von
pH und Salzgehalt bei der Adsorption des Haftvermitt-
lerpolymers ein nanorauher Untergrund erzeugen, auf
den, wie oben beschrieben, die zweite Polymerschicht
in Brushkonformation aufgebracht werden kann. Durch
ihre erhdhte Oberfldche besitzen sie eine hohere Im-
mobilisierungskapazitdt als planare Strukturen, ohne
dabei die filir dickere Hydrogele charakteristische

Diffusionslimitierung aufzuweisen.
Eine weitere Moglichkeit, zu nanorauhen Oberflédchen
zu gelangen, stellt der Einsatz von Partikeln

und/oder globuldren Proteinen als Haftvermittler dar.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung koénnen
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als polymere Haftvermittlerschicht auch amphiphile
Polymere oder Polyamine eingesetzt werden. Diese koén-
ne dabei Disulfid-, Sulfid-, Diselenid-, Selenid-,
Thiol-, Isonitril-, Nitro-, Selenol-, P(III)-,
Isothiocyanat-, Xanthat-, Thiocarbamat-, Phosphin-

Thioacetat- oder Dithioacetatgruppen tragen.

Die erfindungsgem&Ben Beschichtungen kénnen mit un-
terschiedlichen Substraten kombiniert werden. Fiir den
elektrochemischen Einsatz stellt der Einsatz leitfa-
higer Substratmaterialien eine vorteilhafte Weiter-
bildung dar. Die Schichten sind zudem elektrochemisch
und fir Ionen begrenzt permeabel. Dies fihrt dazu,
daR Biomolekiile durch Anlegen eines Potentials an ein
darunterliegendes Metallsubstrat unter bestimmten Be-
dingungen selektiv und reversibel in der biirstenarti-
gen Polymerschicht angereichert werden kénnen. Immo-
bilisiert man Enzyme in der Polymerschicht, erhidlt
man bei Anlegen eines geeigneten Potentials einen ex-

trem schnell ansprechenden Enzymsensor.

Ebenso kann als Substrat ein Glas- und/oder anderes
oxidisches Material eingesetzt werden, wobei dieses
durch einen zus&dtzlichen Reaktionsschritt silanisiert

werden kann.

Bei der Verwendung von Edelmetallen, wie z.B. Ag, Au,
Pt oder Pd ist eine Substratbeschichtung ebenso még-
lich. Die Haftvermittlerschicht 1&4Rt sich hierbei so-
wohl direkt auf die Substratoberfldche aufbringen,
als auch tber ein bifunktionelles Alkylmercaptan kop-

peln.

Die Beschichtung von auf Kunststoffmaterialien basie-
renden Substraten 1&Bt sich erfindungsgemiB umsetzen,

wobei die Kunstoffsubstrate vor der Beschichtung
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?“s

durch die Behandlung mit Oxidationsmitteln, durch den
Einsatz von oberfldchenmodifizierenden Plasmamethoden
oder ionisierende Strahlung zusatzlich funktionali-
siert werden konnen. In einer weiteren vorteilhaften
Ausgestaltung koénnen hydrophobe Oberfldchen mit einer
hinreichend niedrigen Oberfldchenenergie mit einer
Haftvermittlerschicht aus amphiphilen Polymeren be-
schichtet werden.

Eine zusitzliche Alternative des zu verwendenden Sub-
strates fir die erfindungsgemdfe Beschichtung stellen
Natur- oder Kunstfasern oder eine Kombination wvon

beiden dar.

Die Adsorption des Haftvermittlerpolymers sowie die
kovalente Anbindung der bilrstenartig angeordneten
zweiten Polymerschicht konnen hierbei einfach aus
wdsserigen Losungen erfolgen. Da der Aufbau dieses
Schichtelements durch Selbstorganisation resp. unter
vollstédndiger Umsetzung der funktionellen Gruppen er-
folgt, besitzt das erfindungsgeméfie Herstellungsver-
fahren eine systemimmanent hohe Fehlertoleranz, die
zu konstanten Schichtqualitdten fihzrt.

Bevorzugt weist die Beschichtung eine Schichtdicke
zwischen 10 und 500 nm und besonders bevorzugt zwi-
schen 10 und 100 nm auf.

Fir die Verwendung der Beschichtung gemdf den Ansprii-
chen 32 bis 40 bieten sich vielf&dltige Moglichkeiten.

Hierzu zdhlt die Immobilisierung von Liganden in ei-
nem Affinitidtssensor ebenso wie die Immobilisierung
von Enzymen in amperometrischen Enzymsensoren. Aber
auch eine Selektivitidtssteigerung von Sensoren wird

ermdglicht, indem Molekiile oberhalb eines bestimmten
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Molekulargewichts ausgeschlossen werden kénnen, wobeil
die Grenze durch die Struktur der Beschichtung einge-
stellt werden kann.

Die erfindungsgemaBen Schichten lassen sich besonders
vorteilhaft zur Beschichtung von Biochips, hier be-
sonders von Proteinchips anwenden, da sie zum einen
unspezifische Anbindungen an die Chipoberflache un-
terdricken und auf der anderen Seite eine hohe Immo-

bilisierungskapazitdt gewdhrleisten.

In der Massenspektrometrie, insbesondere fiir MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) koénnen
die erfindungsgemdfien Hydrogelschichten nicht nur
eingesetzt werden, um die zu analysierenden Biomole-
kiile auf der Targetoberfldche durch elektrostatische
Adsorption aufzukonzentrieren, sondern auch, um an
kovalent immobilisierten Liganden biospezifische Er-
kennungsreaktionen durchzufiihren. Konventionell be-
schichtete MALDI Targets, wie sie beispielsweise in
WO 98/59360 beschrieben werden, eignen sich wegen der
geringen Immobilisierungskapazitat der planar be-
schichteten Oberfl&dchen hierfiir schlecht, da das re-
sultierende Signal-/ Rausch Verhidltnis der hiermit
vorgenommenen Messungen zu gering ist. Dasselbe
trifft auf Hydrogeloberfl&chen zu, die gemdB der in
US Patent 5,436,161 beschriebenen Methode hergestellt
werden, da diese neben anderen, bereits weiter oben
beschriebenen Nachteilen, Hydrogele mit einer viel zu
kleinen Immobilisierungskapazitidt liefert. Im Gegen-
satz hierzu koénnen mit dem erfindungsgemédfen Verfah-
ren Hydrogelschichten mit einer vielfach hdéheren Im-
mobilisierungskapazitdt hergestellt werden. Die an
diese Schichten adsorbierten Biomolekiile liefern in
der nachfolgenden MALDI Analyse eine sehr gute Si-
gnalqualitat.
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Da die bereits erwdhnte elektrostatische Aufkonzenz-
trierung in der geladenen Hydrogelmatrix nur dann
stattfinden kann, wenn die aufzukonzentrierenden Bio-
molekile eine dem Hydrogel entgegengesetzte Ladung
tragen, und die Ladung der Biomolekiile wiederum von
deren pI (isoelektrischen Punkt) und dem pH der Pro-
benldsung abhidngt, kénnen die erfindungsgemdfen
Schichten genutzt werden, um den pl von unbekannten
Biomolekiilen ggf. auch in Mischungen zu bestimmen.
Hierzu 1l6st man die unbekannte Probe in Puffern mit
verschiedenen pH Werten und 1&Bt diese Losungen auf
diskrete hydrogelbeschichtete Substrate einwirken. Da
sich z.B. in einer negativ geladenenen Hydrogelmatrix
nur die Molekilile anreichern werden, deren pI oberhalb
des eingestellten pHs liegt, kann man bei geeigneter
Abstufung des pH Gradienten durch eine nachfolgende
MALDI Analyse oder andere Methode zur Quantifizierung
der adsorbierten Biomolekiile den pI der Einzelkompo-
nenten einer Mischung recht genau eingrenzen.

In einer weiteren Ausfiihrung konnen die Hydrogel-
schichten zur Sequenzanalyse von Biomolekilen, insbe-
sondere von Proteinen genutzt werden. Hierzu immobi-
lisert man zundchst ein geeignetes, z.B. proteoly-
tisch wirkendes Enzym in der Hydrogelmatrix und 1l&Bt
dieses auf in einem spdteren Schritt adsorbierte Bio-
molekile einwirken. Die Massen der resultierenden Ab-
bauprodukte kénnen dann mittels MALDI bestimmt wer-

den.

Durch die Verwendung eines geeigneten polymeren Haft-
vermittlers besteht in einer weiteren Ausfihrungsform
die Moglichkeit, fiir MALDI Messungen tiblicherweise
unmittelbar vor der Messung aufgetropfte UV absorbie-
rende Substanzen, wie z.B. 3,5~Dimethoxy-4-

hydroxyzimtsdure durch kovalente Kopplung in den
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Haftvermittler zu integrieren. Hierdurch wird die
energieadsorbierende Wirkung des UV Absorbers nicht

nur gleichméRiger tiber die Targetfldche verteilt,

sondern es wird auch eine eventuelle Denaturierung

der untersuchten Biomolekille verhindert, da diese mit
dem UV Adsorber nicht in Kontakt kommen. Eine grobere
Menge UV absorbierenden Materials 1l&Rt sich auf die

Oberfldche aufbringen, indem man diese Substanzen in
Partikel, Vesikel oder Liposomen einschlieft und die-

se als Haftvermittler verwendet.

Bei der Verwendung leitfdhiger Substrate besteht die
Moglichkeit, die Beschichtungen durch Anlegen eines
Potentiales fiir die Immobilisierung von Biomolekiilen,
in einer weiterflihrenden Variante auch fiir die sta-
tiondre Chromatographie einzusetzen. Hierbei kann
durch Anderung des angelegten Potentials eine statio-
nadre Phase mit variablen Adsorptionseigenschaften

realisiert werden.

Auf der anderen Seite ist es moglich, die erfindungs-
gemdBen Schichten zur Optimierung chromatografischer
Prozesse oder zur Charakterisierung unbekannter Sub-
stanzgemische einzusetzen. Hierflir immobilisert man
auf einem Trédger nebeneinander mehrere Schichten mit
unterschiedlichen Adsorptionseigenschaften. Dies koén-
nen zum Beispiel unterschiedlich geladene, hydrophob,
mit Metallionen oder mit chelatisierenden Gruppen de-
rivatisierte Hydrogelschichten sein. Gibt man nun die
Ldsung einer zu untersuchenden Substanz auf einen
derartigen Trdger und analysiert mit einer geeigneten
Analysenmethode, wie z.B. MALDI oder SPR die an die
unterschiedlichen Schichten adsorbierte Menge, so
kdnnen sehr schnell substanzspezifische Adsorptions-
profile erstellt werden. Diese kdénnen dann beispiels-

weise verwendet werden, um chromatografische Reini-
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gungsprozesse zu entwickeln bzw. zu optimieren.
Beaufschlagt man einen derartigen Trager mit einem
unbekannten Probengemisch, so werden die Einzelbe-
standteile je nach Affinit&dt in unterschiedlichem MaB
an die verschiedenen Schichten adsorbiert. Durch
nachfolgende MALDI Analyse koénnen die sich hierdurch
ergebenden spezifischen Adsorptionsmuster dann ermit-
telt werden.

Weitergehende Verwendungsméglichkeiten bestehen auch
im Einsatz als schmutzabweisende Beschichtungen oder
Antihaftbeschichtungen in w&Brigen Medien. Dazu z&hlt
auch die Beschichtung von Fullkorpern von Bioreakto-
ren, ebenso wie die bioinerte Beschichtung von medi-
zinischen Ger&ten oder auch Implantaten, die in Kon-
takt mit Korperflissigkeiten und/oder Gewebe stehen.
Besonders interessant ist fiir letztere Anwendung die
Moglichkeit, die Beschichtungen mit anderen Biomole-
ktilen zu derivatisieren. So koénnen beispielsweise ge-
webespezifische Adhdsions- oder Wachstumsfaktoren in
die Beschichtungen immobilisiert werden. Dies kann
z.B. das gewlinschte Einwachsen von Implantaten erheb-
lich beschleunigen oder gar erst ermdglichen. Immobi-
lisert man blutgerinnungshemmende Biomolekiile, wie
z.B. Heparin an die Beschichtungen, so wird die H&mo-
kompatibilitdt erheblich verbessert. Gegeniiber kon-
ventionellen Verfahren zur Heparinimmobilisierung hat
diese Methode den Vorteil, daB bei geringerem Hepa-
rinverbrauch dickere und stabilere Schichten reali-

siert werden konnen.

Eine weitere Variante stellt die Kopplung von pharma-
zeutisch aktiven Wirkstoffen an Haftvermittler- oder
Hydrogelschicht dar. Werden diese beispielsweise tliber
hydrolysierbare Bindungen, wie z.B. Estergruppen an-

gebunden, werden sie durch allmdhliche Hydrolyse
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langsam in die Umgebung abgegeben. Hieraus ergibt
sich eine vorteilhafte Moglichkeit zur kontrollierten
Wirkstofffreisetzung.

Eine weitere Anwendung besteht in der Beschichtung
von Nano- und Mikropartikeln. Diese lassen sich durch
die erfindungsgemdben Beschichtungen sehr gut gegen
Adsorption und Flokkulation stabilisieren sowie
bioinertisieren. Auferdem stellt die Beschichtung ei-
ne ausgezeichnete Matrix fliir die Immobilisierung von
Bio- und anderen Molekiilen dar. Biofunktionalisierte
Partikel dieser Art lassen sich sowohl fiir analyti-
sche und prédparative Zwecke einsetzen, als auch - im
Sinne des vorigen Absatzes - als gewebsspezifische
Wirkstoffcarrier, die sich beispielsweise Uber spezi-
fisch bindende Antikorper an erkrankte Geweben binden
und dort langsam pharmazeutische Wirkstoffe freiset-

zen.

Fir optische Elemente kann die Beschichtung als Anti-
beschlagsbeschichtung ebenso wie flir die Retention
von Flissigkeiten eingesetzt werden. Letzeres ist ei-
ne hocherwilinschte Eigenschaft fiir die Oberfldche wvon
Kontaktlinsen. Da die Hydrogelschichten in wédssrigen
Medien auBerdem eine schmierende Wirkung zeigen, wird
der Tragekomfort von derart beschichteten Kontaktlin-

sen signifikant erhoht.

Im folgenden werden verschiedene Ausfiihrungen und
Verwendungsmdéglichkeiten der erfindungsgemédfen Be-
schichtung anhand der folgenden schematischen Figuren

und weiterer Anwendungsbeispiele ndher dargestellt.

Fig. 1 zeigt schematisch den Aufbau einer erfindungs-
gemdBen Beschichtung. Das hier bezeichnete Substrat

(3) ist mit einer polymeren Haftvermittlerschicht (2)
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tUberzogen, wobei deren Polymerketten parallel zur
Substratoberfldche angeordnet sind, so dass eine hohe
Dichte funktioneller Gruppen vorliegt, die fir die
weitere Ankopplung des hydrophilen Polymers (1) ge-
eignet ist. Das hydrophile Polymer (1) ist dabei
senkrecht zur Substratoberfldche angeordnet, so dass
eine Vielzahl funktioneller Gruppen (4) fiir die Immo-

bilisierung von Biomolekiilen zur Verfiligung steht.

Fig. 2 zeigt schematisch den Aufbau einer erfindungs-
gemédBen Beschichtung auf einer im NanomaBstab
und/oder MikromaBstab aufgerauhten Oberfliche. Diese
fraktalen Strukturen bilden sich, wenn die Konzentra-
tion des Haftvermittlers vergrébert wird, so dass
sich die Haftvermittlerschicht nicht vollst&ndig par-
allel zur Substratoberfldche ausrichtet, sondern auch
teilweise schleifenartig vom Substrat absteht. Auf-
grund der erhohten Oberfliche kann so eine erhdhte
Immobilisierungskapazitdt gegeniiber der in Fig. 1
dargestellten planaren Struktur erreicht werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die bei Verwendung von hy-
drophilen Polymeren hoéheren Molekulargewichts charak-
teristische Diffusionslimitierung vermieden werden

kann.

In Fig. 3 ist die gemischte Belegung des Substrats
mit hydrophilen Polymeren unterschiedlichen Moleku-
largewichts und Ladungsdichten schematisch darge-
stellt. (la) ist ein Polymer mit einem hdheren Mole-
kulargewicht und einer hoheren Dichte negativ gelade-
ner funktioneller Gruppen (4), als Polymer (lb). Bei-
de Polymere kdénnen in einem Arbeitsgang via einen
Haftvermittler (2) auf ein beliebiges Substrat (3)
gebracht werden. Vorteile derartiger Strukturen lie-
gen in einem tiiber das Mischungsverhdltnis (la) zu

(1b) einstellbaren r&dumlichen Abstand zwischen den
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den hohermolekularen Ketten, wodurch ein Hydrogel mit
einstellbarer Porengrdhe entsteht. Diese 1l&aBt sich
vorteilhaft zur Steigerung der Selektivit&dt in Senso-
ren verwenden. Werden Polymere unterschiedlicher La-
dungsdichte gemischt und Liganden in einem zweiten
Arbeitsgang bevorzugt an die héhergeladenen Ketten
gekoppelt, so kann die herabgesetzte Ladung der da-
zwischenliegenden Bereiche zu deutlich reduzierten

unspezifischen Wechselwirkungen fihren.

Fig. 4 zeigt schematisch ein Fig. 1 d&hnliches Schich-
telément, in dem Uber der hydrophilen Polymerschicht
in Blirstenkonformation (4) noch eine weitere vorzugs-
welse ungeladene in Train Konfiguration vorliegende
indifferente Polymerschicht (5) gelegt wurde. Solche
Architekturen stellen nach Immobilisierung eines Li-
ganden innerhalb Schicht (4) eine diffusionslimitier-
te Beschichtung dar, die sich besonders vorteilhaft
zur Konzentrationsbestimmung von Analyten in Affini-
tatssensoren eignet. Des weiteren schirmt Schicht (5)
die eigentliche sensitive Schicht (4) gegen unspezi-
fische Wechselwirkungen aus der Probenmatrix ab und

kann ebenfalls als molekularer Filter genutzt werden.

Beispiel 1:

Carboxymethyl (CM) Dextran mit reduziertem Carboxyme-
thylierungsgrad

Zu einer Lo6sung von 0,5 g Dextran MW 60 kDa (Sigma)
in 10 ml1 3 M NaOH werden unter stédndigem Rithren 0,74
g Iodessigs&ure gegeben. Nach 70 min bei Raumtempera-
tur neutralisiert man mit Phosphorsidure und dialy-
siert gegen dest. Wasser. Die Carboxymethyldextranlo-

sung wird anschliebend auf 1-2 ml eingeengt, mit 5 ml
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Methanol versetzt und anschliefend mit 25 ml Ethanol
gefdllt. Nach Zentrifugation, zweimaligem Waschen mit
Ethanol und Trocknung im Vakuum erhdlt man 410 mg
weifes Pulver. Der Carboxymethylierungsgrad, der sich
beispielsweise durch Ricktitration eines mittels sau-
ren Ionenaustauschern in die freie Sadure tberfiihrten
Aliquots ermitteln 1&BRt, betrdgt 1 COOH Gruppe pro

sechs Anhydroglucoseeinheiten.

Beispiel 2:

CM Dextran Monoschichten auf carboxylfunktionalisier-
ten Oberfl&chen

1 mm dicke einseitig mit Gold bedampfte Glasplattchen
werden gereinigt, mit einer Lésung aus 0,1 $ Poly
(ethylen-co-maleinsaure-co-maleinsduremono (carboxy-
methylethylsulfid) ester) in Wasser iberschichtet und
1 h lang geschwenkt. Die derart carboxylfunktionali-
sierten Glasplé&ttchen werden durch einstiindige Beauf- .
schlagung mit 20 mM N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-
ethylcarbodiimid (Fluka) und 10 mM N~
Hydroxysuccinimid (Merck) in 0,1 M Natrium 2-
Morpholino-ethansulfonatpuffer, pH 6,0 (Fluka) in die
aktiven NHS Ester {iberfithrt. Man Uberschichtet die
getrockneten Substrate mit wenigen pl einer Lésung
aus 20% 1/6 CM Dextran MW 60 kDa (aus Beispiel 1), 2%
Glucuronsdure und 1% Dimethylaminopyridin (Merck),
zieht das Losungsmittel im Vakuum ab und inkubiert 10
min bei 50 °C. Abschliefend wird nicht gebundenes
Dextran durch 5 minlitige Behandlung mit 0,1 M HCl ab-
geldst.
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Belspiel 3:

CM Dextran Mono- und Multischichten auf aminofunktio-

nalisierten Oberflichen

1 mm dicke einseitig mit Gold bedampfte Glasplattchen
werden gereinigt und mit einer Lésung aus 5% Polye-
thylenimin MW 600 - 1000 kDa (Fluka) in Wasser 15 min
lang geschwenkt. Nach Splilen mit dest. Wasser werden
die aminofunktionalisierten getrockneten Substrate
mit einer L&sung aus 15% 1/6 CM Dextran MW 60.000
(aus Beispiel 1) in je 0,1 M N-(3-Dimethylamino-
propyl)-N‘'-ethylcarbodiimid (Fluka), N-
Hydroxysuccinimid (Merck) und Natriumphosphat, pH 6,0
; (Fluka) beaufschlagt und eine Stunde stehengelas-
sen. Das zu einer gelartigen Masse erstarrte CM Dex-
tran behandelt man 10 bis 20 Stunden mit 0,1 M Na-
Carbonatpuffer pH 9,4, worauf sich nicht kovalent ge-
bundenes CM Dextran ablést. Die verbleibende Mo-

noschicht weist einen Kontaktwinkel von unter 5° auf.

Beispiel 4:

Stabilisierung gegen unspezifische Proteinadsorp-
tionen durch CM Dextran Beschichtungen

Das goldbeschichtete, CM Dextran modifizierte Glas-
substrat aus Beispiel 2 wird in einen Oberflédchen-
plasmonenresonanz (SPR) Biosensor (IBIS, XanTec) mon-—
tiert und durch Beaufschlagung mit verschiedenen pro-
teinhaltigen Losungen auf unspezifische Wechselwir-
kungen gepriift (s. Fig. 5). An eine unbeschichtete
Vergleichsfléche werden bereits aus einer L&sung von
1 mg Rinderserumalbumin (BSA) / ml physiologischer
Kochsalzpuffer (PBS), pH 7,4 innerhalb kurzer Zeit
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ca. 5 ng Protein / mm? irreversibel adsorbiert, was
einer nahezu vollstandigen Belegung entspricht. An
die mit Carboxymethyldextran beschichtete Oberflé&che
findet dagegen selbst bei Beaufschlagung mit unver-

dinntem foetalen Kédlberserum keine Adsorption statt.

Beispiel 5:

Erhdhung der Immobilisierungskapazitdt durch dreidi-
mensionale Hydrogelstrukturen

Ein analog zu Beispiel 3 mit Carboxymethyldextran MW
500 kDa beschichtetes goldbedampftes Glassubstrat
wird in einen Oberfl&dchenplasmonenresonanz (SPR) Bio-
sensor (IBIS, XanTec) montiert und die Immobilisie-
rungskapazitdt der Sensoroberfldche gemessen (s. Fig.
6) . Bel Beaufschlagung mit einer Losung von 50 pug BSA
/ ml 10 mM Natriumacetatpuffer pH 5,0 findet eine ca.
finffach hohere elektrostatische Adsorption statt,
als .an eine vergleichbare carboxylierte planare Ober-
fl&che. Im vorliegenden Beispiel wird das angerei-
cherte BSA durch Elutionspuffer (2 M NaCl, pH 13)
wieder quantitativ desorbiert. Uberfiihrt man vor der
Proteinanreicherung einen Teil der Carboxylgruppen
mittels 20 mM N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-
ethylcarbodiimid (Fluka) und 10 mM N-
Hydroxysuccinimid (Merck) in 0,1 M Natrium 2-
Morpholino-ethansulfonatpuffer, pH 6,0 (Fluka) in die
aktiven NHS Ester, werden die zun&chst elektrosta-
tisch angereicherten Proteine kovalent gebunden und

lassen sich folglich nicht mehr eluieren.
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Beispiel 6:
Dreidimensional - fraktale Hydrogelstrukturen

Die Goldsensordiscs werden gemidB Beispiel 3 mit Car-
boxymethyldextran beschichtet. Statt Polyethylenimin
wird hierbel Polyallylamin (Aldrich Nr. 28,322-3) ho-
hes Molekulargewicht und statt 1/6 Cm Dextran MW6O0
kDa wird diesmal vollsté&ndig carboxyliertes CM Extran
MW 5 kDa verwendet. Dieses spllt man einmal mit 2 M
NaCl, 10 mM NaOH und eine andere Charge mit 2 M NaCl,
10 mM HC1l. Im Fall der sauren Spllung betrdgt die Im-
mobilisierungskapazitat ca. 8,5 ng BSA/mm?, bei der
alkalischen Elution hingegen nur 5,3 ng BSA/mm?. Zu-
riickgefihrt werden kann diese Beobachtung auf eine
lockere, teilabgeléste Struktur der Polyallylaminket-
ten nach der sauren Elution, die letztlich eine hohe-
re Oberfl&che und damit auch eine hohere Immobilisie-
rungskapazitdt zur Folge hat.

Beispiel 7:
Gemischte Hydrogelschichten

Die Goldsensordiscs werden gemdf Beispiel 3 mit Car-
boxymethyldextran beschichtet, wobei man statt 1/6 CM
Dextran MW 60.000 diesmal jedoch eine Mischung aus
7,5 % 1/6 CM Dextran MW 5.000 und 7,5 % vollstadndig
carboxyliertes Dextran MW 60.000 verwendet. Die re-
sultierenden Beschichtungen zeigen eine deutlich ge-
ringere Diffusionslimitierung bei der Anbindung von
Biomolekiilen an immobilisierte Liganden sowie verbes-
serte Stabilisierung gegen unspezifische Wechselwir-

kungen.
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Beispiel 8:
Diffusionslimitierte Hydrogelstrukturen

Die Goldsensordiscs werden gemdf Beispiel 3 mit Car-
boxymethyldextran beschichtet. AnschlieBend aktiviert
man die Carboxylgruppen erneut mit jeweils 0,2 M N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid und N-
Hydroxysuccinimid und beaufschlagt die Chips mit ei-
ner Losung von 10% Dextran MW 500.000 in 0,1 M PBS
Puffer pH 7,5. Nach einer Reaktionszeit von 2 bis 4
Stunden wdscht man ungebundenes Dextran mit 0,1 M Na-
triumcarbonatpuffer pH 9,4 Uber 4 Stunden ab. Die re-
sultierenden Doppelschichten zeigen eine deutlich ho-
here Diffusionslimitierung bei der Anbindung von Bio-
molekiilen an immobilisierte Liganden als die in Bei-
spiel 3 beschriebenen Monoschichten. Sie eignen sich
deshalb vorzugsweise zur Durchfihrung von Konzentra-
tionsbestimmungen. Fig. 11 zeigt die elektrostatische
Adsorption von BSA in diese Doppelschichtstruktur.
Der lineare, diffusionskontrollierte Bereich ist mit

Pfeilen gekennzeichnet.

Beispiel 9:

Reversible Antikdrperanbindungen an immobilisierte

Haptene

Um die Eignung der in den obigen Beispielen beschrie-
benen Hydrogelstrukturen als Immobilisierungsmatrix
zur Durchfihrung von Immunassays zu testen, wurde 2,4
Dichlorphenoxyessigsaure~3-Aminopropylamid kovalent
an einen mit CM Dextran derivatisierten SPR Sensor-
chip gekoppelt. Die derart mit Haptenen versehene
Oberfldche beaufschlagte man anschlieBend mit Anti
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2,4 Dichlorphenoxyessigsdure Antikdrpern in den Kon-
zentrationen 1 pg/ml (1), 16 pg/ml (2), 2 pg/ml (3),
1,5 pg/ml (4) und 3 pg/ml (5) (Fig. 7). Die Antikdr-
per waren jeweils in PBS Puffer, pH 7,4 geldst; nach
der Antikdrperbeaufschlagung wurde zundchst jeweils
mit einer Lésung von 100 pug 2,4 Dichlorphenoxyessig-
saure-3~-Aminopropylamid/ml PBS Puffer die Dissoziati-
on gemessen und die Chipoberfldche anschlieBend mit
0,5 M NaOH vollstandig regeneriert. Vor dem nédchsten
Assay stellte man mit PBS Puffer jeweils wieder das
Grundsignal ein. Nach jedem Assay wurden die gebunde-
nen Antikdrper mit denaturierender Regenerationsld-

sung nahezu quantitativ wieder abgelést.

Beispiel 10:

Elektrodeposition in Carboxymethyldextranhydrogel-
schichten

Fig. 8 zeigt die irreversible Anbindung von Avidin an
dextranbeschichtete Sensoroberfldchen durch Anlegen
eines ausreichend negativen Potentials unter Bedin-
gungen, bei denen ohne Potential keine Adsorption er-
folgen wlirde. Zundchst wird die Oberflache durch Be-
handlung mit 1 M NaCl regeneriert (100 sec). Zur Kon-
trolle legt man anschliefend in Abwesenheit von Avi-
din eine negatives Potential von - 0.4 und - 0.6 V an
(bei ca. 300 sec), wobei sich keine Verdnderung des
SPR Signals zeigt. Nach 400 sec. werden zundchst 500
pg Avidin / ml 2 mM Natriumacetatpuffer pH 4,7 zuge-
geben, worauf ca. 8 ng/mm? adsorbiert werden. Durch
Anlegen verschiedener negativer Potentiale wird zu-
sdtzlich Avidin abgeschieden (bei 600 sec). Wie ein
Elutionsversuch durch Behandlung mit 1 M NaCl zeigt
(bei 800 sec), verbleibt das Protein irreversibel in
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der Matrix. Avidin ist biologisch voll aktiv, was
durch Bindung von biotinylierter Glucoseoxidase be-
legt wird (bei 900 sec). Die Bindung widersteht einer
Elution von 10 mM NaOH in 2 M NaCl.

Beispiel 11:

Herstellung von ultradinnen Enzymschichten sowie Ver-

wendung in einem Enzymsensor

In Fig. 9 wird beispielhaft die Bestimmung von Gluko-
se mit GOD-Pt-Elektroden auf der Basis von Carboxyme-
thyldextranmonolagen gezeigt. Die Pt-Elektroden, MaRe
800 x 800 pm werden zundchst gemidl Beispiel 3 mit ei-
ner Monoschicht 1/6 CM-Dextran 60 kDa auf PEI Haft-
vermittler versehen.

Avidin wird aus einer Lésung von 500 pg/ml Avidin in
2 mM Natriumacetat, pH 4.7 gem&BR Beispiel 8 bei einem
Potential von -~ 0.8 V (1 h) auf der Elektrodenober-
flache abgeschieden. Anschliebend inkubiert man mit
biotinylierter Glukoseoxidase (50 pg/ml) in PBS Puf-
fer, pH 7,4 Uber 1 Stunde. Die so derivatisierten
Elektroden werden mit verschieden konzentrierten Glu-
coseldsungen (100, 250, 500, 1000 u. 2000 pmol/l Glc)
in PBS Puffer, pH 7.4 kalibriert (s. Fig. 10). Gemes-
sen wird dabei das enzymatisch gebildete Hy0, bei +
700 mV gegen eine Ag/AgCl-Referenzelektrode (3 M
KC1).
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Beispiel 12:

Verbesserung der Signalqualitdat von MALDI Messungen
durch Aufkonzentration der Analytmolekiile in Hydro-
gelschichten

Herstellung des Referenztargets: Ein goldbedampftes
MALDI Target (Micromass Ltd., Manchester, GB) wird
gereinigt und 2 h mit einer 0,5% Loésung von 1-
Dodecanthiol in Ethanol beaufschlagt. AnschlieBend
wascht man mit Ethanol und Wasser. Die hydrophobe
Oberflédche beaufschlagt man anschlieBend mit einer
Losung von 1 mg BSA / ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0.
Nach 2 h ist auf der hydrophoben Oberfl&dche eine Mo-
nolage BSA adsorbiert worden. Es wird gespiilt und ge-

trocknet.

Herstellung des hydrogelbeschichteten Targets: Ein
goldbedampftes MALDI Target (Micromass Ltd., Manche-
ster, GB) wird gereinigt und gemdl Beispiel 3 mit
Carboxymethyldextran MW 2 Mio. Da beschichtet. Die so
derivatisierte Oberfl&dche wird 1 h mit einer L&sung
von 0,1 mg BSA / ml 10 mM Natriumacetatpuffer pH 5,0
beaufschlagt. Anschlieflend splilt man mit gleichem Na-
triumacetatpuffer oder Wasser und trocknet.

Auf beide Targets wird je MeBpunkt 0,5 pl 10 mg/ml
Sinapinsdureldsung getropft, getrocknet und die Tar-
gets anschlieBend einer MALDI ToF Analyse unterzogen.
Fig. 12 zeigt das Signal der hydrophoben Ver-
gleichsoberfl&dche, Fig. 13 das hydrogelbeschichtete
Target. Das Signal/Rauschverh&ltnis des hydrogelbe-
schichteten Targets ist ca. sechsmal besser als das

des Vergleichstargets.
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Beispiel 13:

Separation von Proteinen unterschiedlichen pIs aus
Zelllysaten und nachfolgende MALDI Analyse

Herstellung des hydrogelbeschichteten Targets: Ein
goldbedampftes MALDI Target (Micromass Ltd., Manche-
ster, GB) wird gereinigt und gemdBl Beispiel 3 mit
Carboxymethyldextran MW 20 Mio. Da beschichtet. Ein
Teil der so derivatisierten Oberfldche wird 1 h mit
einer auf pH 4,8 gepufferten Lo6sung eines vorher ent-
salzten Monocytenlysats beaufschlagt. Der andere Teil
wird 1 h mit einem analog hergestellten Monocytenly-
sat pH 7,3 inkubiert. Beide Oberflidchen werden mit
Wasser gesplilt, kurz getrocknet und gemdf Beispiel 13
einer MALDI Analyse unterworfen. Fig. 14 zeigt das
Spektrum des pH 4,8 Lysats, Fig. 15 das des pH 7,3
Lysats. Die Pfeile in Fig. 14 kennzeichnen einige Pe-
aks, die bei pH 7,3 nicht mehr erscheinen. Hieraus
kann geschlossen werden, daB die zugehtrigen Molektiile

einen pI zwischen 4,8 und 7,3 haben.
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Patentanspriiche

Beschichtung auf einem Substrat,

enthaltend eine polymere Haftvermittlerschicht
und eine weitere, mindestens einen Polymer ent-
haltende, hydrophile Polymerschicht, deren Poly-
merketten zumindest teilweise blirstenartig aus-

gerichtet sind.

Beschichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass auf der hydrophilen Polymer-
schicht mindestens eine weitere Polymer-

und/oder Partikelschicht aufgetragen ist.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die hydrophile Po-
lymerschicht aus mindestens zwei unterschiedli-
chen Polymeren besteht, die sich in der chemi-
schen Zusammensetzung, der Ladung und/oder ihrem

Molekulargewicht unterscheiden.

Beschichtung nach mindestens einem der Anspriiche
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die hydro-
phile Schicht ausgewdhlt ist aus Polysacchari-

den, Polyalkoholen, Polyethern, Polyamiden, Po-
lycarbonsduren, Polysulfaten/-sulfonaten, Poly-
phosphaten/-phosphonaten und/oder Kombinationen

dieser.

4 Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, dass die hydrophile Po-
lymerschicht zur kovalenten Immobilisierung ei-

nes Liganden zusé&tzlich funktionalisiert ist.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die hydrophile Po-

lymerschicht mit Isothiocyanat-, Isocyanat-,
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Carbonsdureazid~, N-Hydroxysuccinimidester-, N-

. Acylimidazol-, Sulfonylchloridderivat-,Aldehyd-,

Keto-, Glyoxal-, Oxiran-, Carbonat-, Arylhaloge-
nid-, Imidoester-, Anhydrid-, Halogenalkyl-, Ha-
logenacyl-~, Maleimid-, Aziridin-, Acryloyl-,
Sulfhydryl-, Disulfid-~, Diazoalkan-, Diazoace-
tyl-, Imidazolylcarbamat-, Hydrazid-, Diazonium-
, Arylazid-, Benzophenon-, Diazopyruvat- oder

Diaziringruppen funktionalisiert ist.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die hydrophile Po-
lymerschicht fiir die Immobilisierung eines Li-
ganden iliber ein Metallchelat zus&tzlich funktio-
nalisiert ist, wie z.B. durch die Reaktion mit
Nitrilotriessigsdurederivate.

" Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass an die hydrophile
Polymerschicht zusdtzlich Molekiile fiir die Immo-
bilisierung eines Liganden iiber eine biospezifi-

sche Erkennungsreaktion gebunden sind.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5
dadurch gekennzeichnet, dass an die hydrophile
Polymerschicht Biomolekiile, Proteine, Nuklein-
sduren, (Poly-)saccharide, Antikdérper, Adhisi-
onsfaktoren, Wachstumsfaktoren, gerinnungshem-
mende Faktoren, wie z.B. Heparin und/oder andere
biologische Effektormolekiile gebunden sind.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dass die Haftvermittler-

schicht aus mindestens einem Polymer, dessen Po-
lymerketten parallel zur Substratoberfldche an-

geordnet sind, oder mindestens einem globul&ren

Polymer besteht.
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Beschichtung nach einem der Anspriliche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass die Haftvermittler-
schicht aus Partikeln, Vesikeln oder Liposomen
besteht.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass die Haftvermittler-
schicht eine im NanomaBstab und/oder MikromaB-
stab aufgerauhte Oberflidche bildet.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, dass die Haftvermittler-
schicht aus einem amphiphilen Polymer, z.B. ei-
nem Polyamin besteht, das Disulfid-, Sulfid-,
Diselenid-, Selenid-, Thiol-, Isonitril-, Nitro-
, Selenol-, P(III)-, Isothiocyanat-, Xanthat-,
Thiocarbamat-, Phosphin-, Thioacetat-, Silanol-,
Silylether-, Silylester-, Silylthioester-,
Silylthioether-, oder Dithioacetatgruppen tragen
kann.

- Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13,

bei der der polymere oder partikelfdrmige Haft-
vermittler energieabsorbierende, bevorzugt UV

absorbierende Gruppen tréagt.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14,

dadurch gekennzeichnet, dass der polymere Haft-

vermittler Sinapinsdure-, Sinapinsdureamid-, Di-
methoxyhydroxysinapinsdure, Sinapinsdurebromid-,
Dihydroxybenzoesdure- oder Cyanohydroxysinapin-

sduregruppen tragt oder diese Substanzen in ei-

nem partikel-, vesikel- oder liposomenartigen

Haftvermittler eingeschlossen sind.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15,

- dadurch gekennzeichnet, dass der polymere

und/oder partikelférmige Haftvermittler pharma-
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zeutisch aktive Wirkstoffe, in kovalent und/oder

nichtkovalent gebundener Form enthalt.

Beschichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Haftvermittlerschicht aus al-
ternierenden Polymer- und/oder Partikelschichten
besteht.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 17,

- dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat aus

einem leitfdhigen Material, einem Glasmaterial
oder anderem oxidischem Material, das zusadtzlich
silanisiert sein kann, einem Edelmetall, das zu-
sdtzlich mit einem Alkylmercaptan funktionali-
siert sein kann, einem Kunststoffmaterial, aus

Naturfasern und/oder Kunstfasern besteht.

Beschichtung nach Anspruch 18, bei der das Sub-
strat durch Behandlung mit Oxidationsmitteln,
mit Plasma und/cder ionisierender Strahlung

funktionalisiert und/oder ges&dubert ist.

Beschichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 19,
bei der das Substrat aus Nano- und/oder Mikro-
partikeln besteht.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat, bestehend aus einer Haftvermitt-
lerschicht und einer weiteren hydrophilen Poly-
merschicht aus mindestens einem weiteren Poly-

mer,

dadurch gekennzedichnet,

dass liber die Molekularmasse und/oder die Kon-
zentration des hydrophilen Polymers die Ausrich-
tung der Polymerketten gesteuert und dadurch die
Immobilisierungskapazitat der Beschichtung ein-
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gestellt wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach Anspruch 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die hydrophile Polymerschicht
ausgewahlt ist aus Polysacchariden, Polyalkoho-
len, Polyethern, Polyamiden, Polycarbonsduren,
Polysulfaten/-sulfonaten, Polyphosphaten/-
phosphonaten und/oder Kombinationen dieser, wo-
bei eine zusdtzliche Funktionalisierung der hy-

drophilen Polymerschicht erfolgen kann.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf

" einem Substrat nach Anspruch 21 oder 22, dadurch

gekennzeichnet, daB die Permeabilitdt der hydro-
philen Polymerschicht fir Substanzen mit unter-
schiedlichem Molekulargewicht durch das Konzen-
trationsverhdltnis mindestens Jjeweils eines
hoch- und eines niedermolekularen Polymers ge-

steuert wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach einem der Anspriiche 21 bis
23 , dadurch gekennzeichnet, dass die Haftver-
mittlerschicht vor und/oder wadhrend der Kopplung
der hydrophilen Polymerschicht und/oder der Auf-
bringung auf die Haftvermittlerschicht mit kupp-

lungsfdhigen Gruppen aktiviert wird und das hy-

. drophile Polymer durch diese Gruppen kovalent

gekoppelt wird.

Verfahren zur Hersteliung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach Anspruch 21 bis 24, dadurch
gekennzeichnet, dass die Haftvermittlerschicht
und/oder das hydrophile Polymer vor, widhrend
und/oder nach der Kopplung mit Isothiocyanat-,

Isocyanat—-, Carbonsdureazid-, N-Hydroxy-
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succinimidester-, N-Acylimidazol-, Sulfonylchlo-

. ridderivat-,Aldehyd~-, Keto-, Glyoxal-, Oxiran-,

Carbonat-, Arylhalogenid-, Imidoester-, Anhy-
drid-, Halogenalkyl-, Halogenacyl-, Maleimid-,
Aziridin-, Acryloyl-, Sulhydryl-, Disulfid-,
Diazoalkan-, Diazoacetyl-, Imidazolylcarbamat-,
Hydrazid-, Diazonium-, Arylazid-, Benzophenon-,
Diazopyruvat- oder Diaziringruppen funktionali-

siert werden.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach Anspruch 21 bis 25, dadurch
gekennzeichnet, dass das hydrophile Polymer wah-
rend der Beaufschlagung auf das haftvermittler-
beschichtete Substrat mit einer Mischung aus 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid und

N-Hydroxysuccinimid aktiviert wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach einem der Anspriiche 21 bis
26 dadurch gekennzeichnet, dass der pH und die
Salzkonzentration bei der Adsorption der Haft-
vermittlerschicht an das Substrat so gewdhlt
wird, dass sich eine im NanomaBstab angerauhte
Oberfléache bildet.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach einem der Anspriiche 21 bis
27, dadurch gekennzeichnet, dass die Haftver-
mittlerschicht aus einem amphiphilen Polymer,
z.B. einem Polyamin, das Disulfid-, Sulfid-, Di-
selenid-, Selenid-, Thiol-, Isonitril-, Nitro-,
Selenol-, P(III)-, Isothiocyanat-, Xanthat-,
Thiocarbamat-, Phosphin- Thiocacetat- oder Dit-

hioacetatgruppen tragen kann, gebildet wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
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einem Substrat nach einem der Anspriiche 21 bis
28, dadurch gekennzeichnet, dass als Substrat
ein leitf&higes Material, ein Glasmaterial oder
anderes oxidisches Material, das zusdtzlich si-

lanisiert werden kann, ein Edelmetall, das mit

- einem Alkylmercaptan funktionalisiert werden

kann, ein Kunststoff, eine Naturfaser und/oder

Kunstfaser eingesetzt wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach Anspruch 21 bis 29, dadurch

gekennzeichnet, dass das Substrat durch Behand-

lung mit Oxidationsmitteln, mit Plasma und/oder

ionisierender Strahlung funktionalisiert

und/oder gesdubert wird.

Verfahren zur Herstellung einer Beschichtung auf
einem Substrat nach einem der Anspriiche 21 bis
30, dadurch gekennzeichnet, dass die Adsorption

der Haftvermittlerschicht und/oder die Kopplung

- der hydrophilen Polymerschicht an die Haftver-

mittlerschicht in wdssriger Losung stattfindet.

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat
nach einem der Anspriiche 1 bis 20 in sensori-
schen Systemen, z.B. Affinitdtssensoren, ampero-

metrischen Sensoren oder Biochips.

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat

nach einem der Anspriiche 1 bis 20 auf einem Pro-
bentrdger zur massenspektrometrischen, bevorzugt
MALDI, Analyse von chemischen und/oder biologi-

schen Verbindungen.

Verwendung einer mit geladenen Gruppen versehe-

nen Beschichtung nach Anspruch 1 bis 20 zur Er-

- mittlung des isoelektrischen Punkts von Molekii-

len, dadurch gekennzeichnet, daR die Beschich-
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tung mit Losungen unterschiedlichen pHs der be-
treffenden Molekiile beaufschlagt wird und die
Adsorption der Moleklile an die Beschichtung be-
stimmt wird.

Verwendung der Beschichtung nach Anspruch 1 bis

20 zur Optimierung chromatographischer Prozesse.

Verwendung der Beschichtung nach Anspruch 1 bis

- 20 zur Aufkonzentration von Biomolekiilen

und/oder die Immobilisierung von Biomolekiilen,
z.B. als Beschichtungsmaterial flr stationdre
chromatographische Phasen, wobeli das Substrat
leitfdhig sein kann und hieran zusdtzlich ein

Potential angelegt werden kann.

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat

nach einem der Anspriiche 1 bis 20 zur Beschich-
tung von Nano-, Mikropartikeln, intrakorporalen
Wirstoffdepots und/oder Fiillk&rper von Bioreak-

toren.

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat
nach einem der Anspriiche 1 bis 20 als schmutzab-
welsende Beschichtung oder als Antihaftbeschich-

- tung in wabrigen Medien.

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat
nach einem der Anspriiche 1 bis 20 als bioinerte
und/oder biocaktive Beschichtung fir mit biologi-
schen Medien in Kontakt stehende medizinische

Gerdte und/oder Implantate .

Verwendung der Beschichtung auf einem Substrat
nach einem der Anspriiche 1 bis 20 als Antibe-
schlagsbeschichtung fur optische Elemente, z.B.
Gléser, oder fiir die Retention von Flissigkeiten

auf optischen Gerdten in der Ophthalmiatrie.
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Zusammenfassung

Die Erfindung bezieht sich auf Beschichtungen von
verschiedenartigen Substraten, wobei eine hydrophile
Polymerschicht tiber eine polymere Haftvermittler-
schicht an ein Substrat gebunden wird. Ebenso wird
ein Verfahren zur Herstellung dieser Schichtsysteme

vorgestellt.

Als Anwendung dieser erfindungsgemédlen Schichten bie-
tet sich der Einsatz z.B. als Immobilisierungsmatrix
und zur Unterdriickung unspezifischer Proteinadsorpti-
on in Biosensoren, MALDI Targets und anderen bioana-
lytischen Geradten an. Weiterhin koénnen sie zur Bio-
kompatibilisierung von Implantaten und zur Beschich-
tung von Kontaktlinsen verwendet werden. Optische
Elemente, die mit derartigen Beschichtungen versehen
sind, beschlagen nicht mehr. Dariiber hinaus sind die
Schichten schmutzabweisend bzw. selbstreinigend.
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