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teveel. Rob Zsom schonk de polystyreen latices en op het
analytisch laboratorium van AKZO zijn mijn gelabelde eiwitten
gratis gekarakteriseerd (Ab Buytenhuis en Gerard Hoenselaar).

Hoofdstuk V van dit proefschrift had nooit geschreven
kunnen worden zonder de medewerking van Wim Breemhaar, die
hieraan een aanzienlijke bijdrage heeft geleverd.

Tony Neplenbroeck, Huub Klein Breteler, Corné JHigers en
Johan Ronner hebben als student het nodige experimentele werk
voor mij verricht. De omslag en de figureh zijn getekend door

Anton Schupp en het typewerk is snel en goed verzorgd door
A typebureau SAS (Aliet Vos en Astrid Ouaaaf.
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Zowel op de afdelingen Chemische Technologie en Electrotech-
niek als het ziekenhuis "De Stadsmaten". Dat is &én van de
redenen waardoor ik moeiteloos de noodzakelijke 200.000 km
(Nijmegen-Enschede v.v.) héb kunnen overbruggen. Ook het vaak
prettige reisgezelschap heeft daartoe bijgedragen.

De lunchpauzes in de mensa werden veraangenaamd door
discussies over de meest uiteenlopende zaken met Jan Heezen,
Hans Wijmans, Frank Altena, Johan Ronner, Rick Bockhorst en
Pieter de Bock.

Jan Heezen wil ik nog eens extra bedanken voor de genoten

gastvrijheid bij hem thuis,
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HQQFDSTUK I

INLEIDING

I.l1. Algemeen

In dit proefschfift wordt de adsorptie van eiwitten aan
vast/vloeistof grensvlakken beschreven. Over dit onderwerp
zijn al veel publiéaties verschenen.

De kennis van eiwitadsorptie wordt onder andere toegepast in
de levensmiddelenindustrie, cosmetische industrie en
pharmaceutische industrie. Er bestaat vanuit verscheidene
disciplines de behoefte aan meer inzicht in eiwitadsorptie.
Zo is de laatste jaren een toenemende interesse voor dit
onderwerp waarneembaar in de biomedische techniek. Dit komt
vooral door de veelvuldiée toepassing van lichaamsvreemde
materialen in de geneeskunde. Te denken valt aan het gebruik
van medische hulpmiddelen (cathetérs, bloedzakken) en kunst-
organen (kunstnieren en kunststof implantaten). Het mate-
riaal waaruit deze hulpmiddelen en kunstorganen vervaardigd
zijn dient bloedcompatibel te zijn.

Wanneer lichaamsvreemd materiaal in contact komt met bloed,
kan trombusvorming optreden ten gevolge van bloedplaatjes-
adhesie en activering van de intrinsieke stolling. Hierbij
speelt de eiwitadsorptie een belangrijke rol. Zo blijkt dat
bij oppervlakken waaraan albumine gepreadsorbeerd is, in
contact met bloed de bloedplaatjesadhesie dgeringer is dan
bij oppervlakken waaraan fibrinogeen gepreadsorbeerd is
(ZUCKER en VROMAN, 1969).

Ondanks het grote aantal publicaties over adsorptie van
plasma eiwitten aan polymere oppervlakken is het beeld tot
nu toe nog niet consistent. Di; komt doordat eiwitadsorptie
een ingewikkeld procesAis waarbij vele wisselwerkingen
tussen adsorbens oppervlak en eiwitmoleculen een rol spelen
en doordat hypothesen slechts moeilijk getoetst kunnén

worden door de beperkingen van de onderzoekstechnieken.



De literatuur over eiwitadsorptie is samengevat in een
aantal overzichtsartikelen (BRASH, LYMAN, 1971; MACRITCHIE,
1978; VAN DER SCHEER, 1979). Dit Hoofdstuk geeft een over-
zicht van de ontwikkelingen met betrekking tot de adsorptie
van menselijk serum albumine (HSA), menselijk fibrinogeen
(HFb) en menselijk gamma globuline (HIgG) aan vast/vloeistof
grensvlakken over de laatste 6 jaar. Hierbij wordt onder an-
dere aandacht besteed aan de karakterisering van de grens-
viakken, de ruimtelijke structuur van het eiwit en het ad-
sorptie/desorptie proces. ' .

Bij het adsqrptie/desorptie proces zal aandacht besteed‘
worden aan de adsorptie/desorptie kinetiek, de reversibili-
teit van de adsorptie en de conformatie van geadsorbeerde
eiwitten. De concurrerende adsorptie vanuit mengsels en
plasma komt eveneens aan de orde. Tenslotte ﬁorden in dit

Hoofdstuk de doelstellingen van het onderzoek uiteengezet.

I.2. Grensvlakken en eiwitten

Een goede karakterisering van het vaste oppervlak en het
eiwit is onontbeerlijk voor de bestudering van het adsorp-

tieproces aan vast/vloeistof grensvlakken.

Het materiaal oppervlak

Een goed overzicht over oppervlakte karakterisering is

gegeven door B.D. RATNER (1982). Enkele methoden zijn:

- EsSCA (Eléctron Spectroscopg for Chemical Analysis) s waar-
bij met réntgenstralen eieétronen worden vrijgem&akt waar-
door over een afstand van 1-10 nm vanaf het oppervlak een
analyse van de bindingstoestanden van atomen kan plaats-
vinden. ) T

- ATR-IR (Attenuated Total Reflectance Infrared Spectro
scopy);: hierbijAworden infrarocodstralen door het te onder-—
zoeken oppervlak geabsorbéerd en gereflecteerd. Het IR ‘
spectrum geeft chemische informatie over het materiaal op~-
pervlak. De doordfingdiépte is dé laatste jaren terugge-
bracht van 1-5 um (bij eerdere IR studies) tot 50 nm in

modernere apparatuur.
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- Randhoek meting is een van de oudste.technieken om opper-
vliakken te karakteriseren en kan gebruikt worden om te be-
palen hoe hydrofoob of hydrofiel het substradt is (VAN DER
SCHEER, 1979).

- Verder kan de lading van materiaaloppervlakken bepaald
worden door middel van Potentiometrische titraties en
Electrokinetische metingén,

- Electronen microscopie wordt ook wel gebruikt voor karak-
terisering van het materiaaloppervlak. Dit is echter een
globale methode die alleen elementaire informatie over de
morfologie van het opperviak verschaft; ]

Er wordt meestal van uitgegaan dat bij adsorptie van ei-
witten aan vast/vloeistof grensvlakken de structuur en de

eigenschappen van het materiaal oppervlak behouden blijven.

Plasma eiwitten

In dit proefschrift is de adsorptie van de plasma eiwitten
menselijk serum albumine (HSA), menselijk fibrinogeen (HFb)
en menselfjk gamma globuline (HIgG) aan vast-vloeistof
grensvlakken beschreven. Deze eiwitten hebben verschillende
fysiologische functies in het bloed.

Z0 reguleert HSA de osmotische druk, de bH en het transport
van metaalionen, fosfolipiden en andere verbindingen

(Th. Peters, 1975). )

HFb speelt een belangrijke rol in het bloedstollings—
proces. Onder invloed van trombine worden peptides van het
HFDb moleculg afgesplitst, waardoor de ontskane fibrine
monomeren spontaan polymeriseren tot het fibrine polymeer,
dat na crosslinking onderdeel kan uitmakéh van eén trombus
(R.F. DOOLITTLE, 1975).

HIgG is het meest voorkomende antilichaam uit een serie
van vijf, bestaande uit HIgG, HIgD, HIgﬁ, HIgM en HIgA. Hng
is samengesteld uit een‘aanfal electroforetisch te scheiden
subklassen. Globulines spelen een belangrijke rol in het 7

complexe afweersysteem van de mens.
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Hoewél een gedetailleerde ruimtelijke structuur van de
plasma eiwitten HSA, HFb en HIgG niet bekend is hebben
WALTON en KOLTISKO (1982) op basis van rdntgen diffractie-
en circuiair dichroisme (CD) studies een redelijk beeld
kunnen geven van de vorm van deze eiwitten. Figuur 1 toont
de ruimtelijke voorstelling van HSA, HFb en HIgG. Tabel I.1
geeft een overzicht van een aantal belangrijke gegevens van

HSA, HFb en HIgG.

Tabel I.1
HSA HFb HIgG litera-
tuurplaats

Plasma concentratie(gl™l)| 40 2-4.5 12
Moleculegewicht 66248 340000 160000
Diffusie co&fficient 6.1 10”7 2.10-7 - v.d.SCHEER(1979)
(cm? sec™1)
Extinctie co&ff.(gl™l) .0.53 1.55 1.40
(280 nm)
Dimensies (nm) 14,0x4,0 ]45,0x9,0 v.d.SCHEER(1979)}

11,5x4,0 {47,5x6,5 |23,5x4,4|BASZKIN(1980)
Adsorptiewaarden voor
*End-on monolaag( ugcm'z) 0,90 1,85 1,70 BASZKIN(1280)
*gide-on " ( “ )|o,25 0,27 0,18 BASZKIN(1980)

*) Deze waarden zijn berekend op basis van de hierboven door
BASZKIN (12980) opgegeven dimensie voor HSA, HFb en HIgG,
uitgaande van een dichtste bolstapeling.

Bij de in de literatuur vermelde adsorptiestudies is vaak
onvoldoende aandacht besteed aan de zuiverheid van de eiwitten.
Dit heeft een grote invloed op het adsorptiegedrag, zoals-in
Hoofdstuk II van dit proefschrift zal worden aangetoond. Een
nauwkeurige zuivering en karakterisering van eiwitten is dan

ook noodzakelijk.
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FIGUUR 1.
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Deze r@imtelijﬁe voorstellingen van menselijk albumine
(HSA), menselijk fibrinogeen (HFb) en menselijk gamma-
globuline (HIgG) 'zijn overgenomen uit Biomaterials:

‘interfacial phenomena and applicatibns( advances in » .
chemistry series 199 S.L. COOPER en N.A. PEPPAS (pag. 250
en 251). )

HSA en HFb zijn reconstructies gebaseerd op gegevens
verkregen uit circulair dichroisme spectroscopie en
rontgendiffractie. HSA bestaat voor 48% en HFb voor 33% uit
a-helices.

BEIgG heeft. een gstructuur. Het hier weergegeven HIGG mo-
del is gereconstrueerd uit electronen microscoopfoto's. Voor
HFb en HIgG zijn geen diménsies gegeven (zie hiervoor Tabel
I.1).
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I.3. Meetmethoden voor eitwitadsorptie

Voor een ideale adsorptiestudie moet aan een aantal voor-
waarden worden voldaan; De eiwitadsorptie moet continu in
situ kunnen worden‘geregistreerd, kwantitatieve metingen
moeten mogelijk zijn. Verschillende eiwitten moeten worden
onderscheiden en bovendien moet opheldering over de confor-
matie van het eiwit aan het oppervlak ‘kunnen worden verkre-
gen. Veel methoden zijn ontwikkeld om eiwitadsorptie te
bestuderen, maar geén enkele methode kan volledig aan
bovenstaande voorwaarden voldoen. Een kort overzicht van

deze methoden wordt nu gegeven.

Adsorptie meting via depletie

De oudste adsorptiemetingen zijn gebaseerd op uitputting
(depletie) van de éiwitop;ossing’door middel van adsorptie
aan een fijn verdeélde dispersie van deeltjes waardoor een
groot oppervlak beschikbaar is. Momenteel worden bij voor-
keur latices gebruik£ omdat deze bestaan uit goed gekarak- -
teriseerde deeltjes. Deze techniek geeft kwantitatieve
resultaten en wordt vaak toegepast (NORDE, 1976; Van der
SCHEER, 1979; FAIR, 1980; MITZUTANI, 1980 en SUZAWA, 1981).
De adsorptie wordt bepaald uit de concentratieafname van
eiwit in oplossing en uit de bepa;ing van het aangeboden
oppervlak.
>De toepasbaarheid van deze methode voor oppervlakken die van
belang zijn voor biomedisch gebruik is echter beperkt. Vaak '
gaat het hierbij om kleine oppervlakken waardoor een te
geringe concentratieafname bereikt wordt.
De concentratieafname kan op een aantal manieren worden ge-
volgd: colorimetriséh kHLADY, 1978), immunologisch (KLEIN,
1980), spectroscopisch‘ék met behulp van radioactiviteits-

metingen (KLEIN ELHORST, 1978).

Radiolabeling van eiwitten

Het gebruik van radiotracers in adsorptiestudies komt veel
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vuldig voor. Met deze techniek kan de adsorptie van eiwit-
ten kwantitatief wordeh bestudeera aan kléine qppervlakken.
Het voordeel van deze methode is dat, door het aanbrengen
van verschillende labels in de verschillende eiwitten, het
in principe mogelijk is eiwitten van .elkaar te onderscheiden
aan het oppervlak.

De meest gebruikte' labels zijn I125 en 1131! Diverse
labelingsprocedures zijn mogelijk:
- chlooramine T labeling (HUNTER, 1962; KLEIN ELHORST, 1978
en PENNERS, 1981)
- lactoperoxidasé labeling (VAN 0SS, 1981 en BORNZIN, 1982),
en de monochloride labeling (BRASH en SCHMITT, 1983).
Ook wordt er gebruik gemaakt van commercieel gelabelde
eiwitten (LEMM, 1980 en VAN DULM, 1983), die meestal
gelabeld zijn met de chlooramine T methode. ,

VAN DER. SCHEER heeft drie labelingsmethoden (electrolyse
lactoperoxidase en chldoramine T.) getoetst op hun bruik-

baarheid in adsorptiestudies aan de hand van albumineadsorp-

tie aan polystyreen. Hij komt tot de conclusie dat er sprake,

is van preferenti&le adsorptie van gelabeld eiwit (VAN DER
SCHEER, 1979).

Hoewel radiol;beling een eenvoudige techniek is om eiwit- .

adsorptie te bestuderen blijkt dat er ten gevolge van label-
ing veranderingen in de eiwitconformatie kunnen optreden ,
waardoor het adsorptiegedrag verandert (WALTON, 1979). Ook
VAN WAGENEN en ANDRADE stelien dat de aanwezigheid van een
extrinsiek label de fysigphe eigenschappen en ook het ad-
sorptiegedrag van eiwiﬁten kan beinvloeden (VAN WAGENEN,
1980). )

Anderzijds zijn talrijke onderzoekers tot de conclusie
gekomen dat er geen verschil bestaat tussen het adsorptiege-~
drag van gelabelde en niet gelabelde eiwitten (BRASH, 1983;
VAN 0SS, - 1981; BORNZIN, 1982 en VAN DULM, 1983). Een belang-

rijke voorwaarde blijft dat de label onder milde om;tandig-l'

heden moet worden aandgebracht.
Ook de concurrende adsorptie van eiwitten is bestudeerd

door gebruikmaking van gelabelde eiwitten. HORBETT gebruikte
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. hiervoor een tgchniek waarbij uit plasma geadsorbeerde
eiwitten werdeh gelabeld met 1125. Daarna desorbeerde hij
de eiwitten met natrium dodecylsulfaat en met behulp van
polyacrylamidegel eléectroforese werden vervolgens de
eiwitten in het verkregen mengsel gescheiden. (HORBETT,
1981).

IHLENFELD (1979) en YOUNG (1982) gebruikten gelabelde ei-
witten voor in vivo adsorptiestudies. Hoewel de labelings-
methode voor wat betreft betrouwbaarheid beperkt is, is dit

de enige adsorptiemethode, die in-vivo mogelijk is.

Fluorescentie metingen

Met deze methode wordt het eiwit niet met een radioactief
label gelabeld maar met een fluorescerend label (fluorescein.:
isothiocyanaat, FITC). Deze labeling veroorzaakt ook arte-
facten in de adsorptieresultaten ten gevolge van optredende
structuurveranderingen (CRANDALL en ANDRADE, 1981). Tegen-
woordig wordt gebruik gemaakt van Totale Interne Reflectie
Fluorescentie, TIRF (VAN WAGENEN en ANDRADE , 1982). Met de-
ze techniek is geen extrinsiek label meer nodig maar wordt
gebruik gemaakt van de intrinsieke fluorescentie van eiwit-
ten als HSA en HFb, gebaseerd op de excitatie van trypto-
phaan in het eiwit. Toch blijft het probleem bestaan dat
geen directe kwantitatieve informatie verkregen kan worden
uit de fluorescéntiesignalen, omdat door adsorptie het flu-
orescentie signaal van het eiwit verandert. Een onafhahke-
1ijke calibratie methode blijft dus noodzakelijk. Vaak wordt
dan toch weer gebruik gemaakt van radioactief gelébelde ei-
witten.

Adsorptiestudies met extrinsiek fluorescerende labels zijn
uiégevoerd door BEISSINGER (1982), WALTON (1979), DE BRUIN
en VAN 0SS (1980).

Ellipsometrie

Een adsorptiemethode waarbij, in principe, in situ en

continu informatie verkregen kan worden over de dikte en de
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brekingsindex van de geadsorbeerde eiwitLaag is. ellipsome-

trie (CUYPERS, 1978; JOENSSON, 1982 en.  STENBERG, 1979). Door
de.vaak geringe verschillen in brekingsindex van substraat,
geadsorbeerde eiwit en gebruikte buffer geeft deze methode

weinig informatie over structuur en aard van de geadsor-

beerde eiwitlaag.

Infrarood spectroscopie

Infrarood spéctroscopie is op velerlei wijze toegepast bij
de bestudering van eiwitadsorptie. Infrarood interne re-
flectie spectroscopie werd in 1974 al toegepast door LEE en
KIM. Op hetzelfde principe berust de infrarood verschil
spectroscopie van MORRISEY (1974); de veelvoudige infrarood

spectroscopie (BRYNDA, 1978) en ATR-IR (Attenuated total

reflectance infr&red spectroscopy). De IR spectra geven veel

chemische informatie over de aard van de geadsorbeerde

eiwitlaag via verschuivingen in de amidebanden

(1300 cm—l). Deze informatie wordt echter vaak verstoord

door onder andere het spectrum van water. Deze verstoringen

kunnen momenteel wvrijwel geheel onderdrukt worden door ge-

bruik te maken van FTIR, Fourier Transform Infrarood

spectroscopie (GENDREAU 1982). Hoewel deze methode veel-

belovend is, blijft de interpretatie van de IR spectra

moeilijk.

Overige methoden

Naast de boven beschreven methoden staan er nog een aantal

andere methoden ter beschikking voor ae bestudering van ei-

witadsorptie. ' '

~ Circulair dichroisme, waarmee infofmatie verkregen kan
worden over de structuur van geadsorbeerde eiwitten
(WALTON en MAENPA, (1979). | '

~ Het meten van gfensvlakspanningen kBAGNALL, 1978, 1980;
VAN DER SCHEER, 1979; EN VAN‘OSS, 1981)

~ Electronenmicroscopie (EBERHART, 1977, 1982)

~ Calorimetrie (NORDE en LYKLEMA, 1978)

~ ESCA (HANSON en RATNER, 1980)

~ Enzym immuno assay methode (.BREEMHAAR, 1982).

~ Impedantiemetingen (STENBERG, 1979)
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Deze laatste twee methoden worden in dit proefschrift

nog uitvoerig beschreven (Hoofdstuk V en vVIiI).

Conclusies betreffende adsorptiemetingen van eiwitten

Geen van deze technieken afzonderlijk geeft voldoende infor-
matie. Om een goed beeld te kunnen vormen over de adsorptie
van eiwitten zullen resultaten, verkregen via verschillende
technieken, met elkaar vergeleken dienen te worden.

Een probleem hierbij is, dat de besproken technieken in
het algemeen door verschillende groepen onderzoekers worden
gebruikt waardoor vergelijking van de resultaten vaak onmo-
gelijk wordt; verschillende materialen en eiwitten worden

onder niet gelijke condities gebruikt.

I.4. De conformatie van eiwitmoleculen aan grensvlakken

Algemeen wordt aangenomen dat eiwitten geadsorbeerd aan
vloeistof/vlbeistof en vloeistof/lucht grensvlakken hun ter-
tiaire structuur verliezen. Al vele jaren wordt er gespécu— -
leerd over de structuur van eiwitten aan vast/vloceistof
grensvlakken en de vraag doet zich voor of het eiwit van
conformatie verandert wanneer het aan dit laétste type
grensvlak adsorbeert. Er zijn‘aénwiizingen dat aan vast/
vloeistof grensvlakken de eiwitten minder drastische confor-
matieveranderingen ondergaan dan bij vloeistof/vloeistof
grensvliakken (McRITCHIE, 1978).

Verscheidene technieken zijn toegepast voor de bepaling
van de conformatie van geadsorbeerde eiwitten. Veelal, met
name bij oudere adsorptietechnieken zoals depletiemetingen;’™
werd een schatting gemaakt van de moleculaire dimensies van
het eiwit in geadsorbeerde toestand op baéis van de gevonden
oppervlakteconcentratie en de aanname dat monolaag adsorptie
optrad. Zo concludeerden ORESKES.en SINGER in 1961 reeds dat
op basis van depletie van gamma globuline (IgG) zan poly~
styreen latex er sprake was van een side-on monolaag, waar-
bij de eiwit moleculen plat op het oppervlak liggen terwijl
bij hogere eiwitconcentraties in de oplossing de intersti--

tiéle plaatsen aan het oppervlak opgevuld werden met end-on
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geadsorbeerd IgG, waarbij de .moleculen rechtop staan. Hier-

bij werd -aangenomen dat de dimensies van IgG-tijdens adsorp~ -

tie niet veranderden.

NORDE bestudeerde in 1973 systematisch de adsorptie van
HSA aan polystyreen latex onder verschillende condities (pH,
temperatuur, en ionsterkte) ‘en vond voor HSA dat de adsorp-
tie makimaal'was (0,2 ug cm—z) bij het iso-electrisch punt
(pH 4,9). Deze oppervlakteconcentratie komt ongeveer overeen
met een .side-on monolaag. Boven en beneden het iso-elec-
trisch punt was de oppervlakteconcentratie lager (bij meer-
dere ionsterktes). Hieruit concludeerde hij dat HSA in die

gevallen een meer ontvouwde conformatie aannam. Ook BRASH en

LYMAN concludeerden in 1969 op basis wvan ‘moleculaire dimen-. .

sies dat tijdens het adsorptieproces de grootte van het mo-
lecule niet merkbaar veranderde.

Er zijn weinig technieken  die .direct informatie verschaf-
fen over de structuur van dgeadsorbeerd eiwit. Bovendien is

de interprétatie van de gegevens moeilijk. Zo 'gebruikten

MORRISEY en STROMBERG in 1974 infrarood verschil spectrosco- .

pie waarbij op basis van de eiwit amide-~I-band verschuiving

in het ispectrum inzicht verkregen werd in het percentage.

carbonylgroepen van het geadsorbeerde eiwit dat rechtstreeks

contact maakte met het oppervlak ("bindingsfractie"). Deze
metingen zijn uitgevoerd bij de adsorptie van albumine, pro-
trombine en fibrinogeen in situ. Bij albumine en protrombine
vonden ze een bindingsfractie van 0,11 die constant bleef

bij alle waargenomen oppervlakteconcentraties. Zij conclu-

deerden hieruit dat 'de interne bindinden en disulfidebruggen’

in deze eiwitten van dien aard zijn dat conformatieverande-
ringen ten gevolge van adsorptie niet optreden. Fibrinogeen
daarentegen vertoont een ‘toename in de "bindingsfractie" bij
hogere qppervlakpeconcentratie.,Dit wordt verkl@ard door. een
mogelijké éggregatie Qan fibrinqgeenf Bij'gammﬁ_globuline
bleek dat het aantal geadsorbeerde carponylgroepen afnam bij
toenemende oppervlakteconcentratie (FENSTERMAKER en
MORRISEY, 1976). MORRISEY zag geen significante verandering
van de conformatie van de eiwitten aan het oppervlakva¥s

funktie van de tijd.
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MC MILLIN en WALTON (1974) gebruikten circulair dichroisme
(CD) en concludeerden dat fibrinogeen tijdens de adsorptie
aan silica geen verandering in conformatie ondergaat terwijl
factor XII wel een sterke verandering ondergaat. Probleem
bij deze techniek is dat het gebruikte substraat een
storende factor kan zijn wanneer het ultraviolet licht
absorbeert. Deze studie heeft overigens geen vervolg gehad.

.Met fluorescentie spectroscopie is geen conformatieveran-
dering van BSA aangetoond na adsorptie aan poly-a-aminozuren
substraten (WALTON en MAENPA, 1979). Wel hebben SODERQUIST
‘en WALTON in 1980 met behulp van CD spectra aangetoond dat
verscheidene plasma eiwitten (HSA, HFb en HIgG) een verlies
aan secundaire of helix structuur te zien gaven na adsorptie
aan synthetische polypeptide films. In plaats van een con-
formatie analyse aan het oppervlak uit te voeren, bepaalden
zij de verandering in structuur door vergelijking van de el-
lipticiteit van het natieve eiwit met gedesorbeerd eiwit, na
elutie over een kolom waarvan de matrix bedekt was met
poly-a-aminozuren. Alleen irreversibele veranderingen kunnen
op deze wijze aangetoond worden.

Voortbordurend op de experimenten van SODERQUIST vinden
BRASH en CHAN (1981l) een verlies van 50% in a-helix struc-
tuur van fibrinogeen na adsorptie aan pyrexglas. Ook zij
maakten gebruik van CD.

Conclusie:

Uit het voorafgaande wordt duidelijk, dat een conformatie-
verandering van plasma eiwitten ten gevolge van adsorptie
aan vast/vloeistof grensvliakken niet zonder meer uitgesloten

mag worden.

1.5. De reversibiliteit van eiwitadsorptie

"Adsorptie van eiwitten aan verschillende oppervlakken
wordt vaak beschreven als "Langmuir adsorptie”. (DILLMAN en
MILLER, 1973; LEE en KIM, 1974; BRASH en'SAMAK,’1978). Dit
betekent echter geenézins dat eiwitadsorptie voldoet aan de
basisvoorwaarden voor éen *Langmuir adsorptie®™ gedrag. Deze

voorwaarden zijn: een homogeen oppervlak, monolaag adsorp-
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tie, reversibele adsorptie en geen laterale interacties in
geadsorbeerde toestand.

Toch nemen bovenstaande auteurs impliciet aan.dat eiwit-
adsorptie reversibel is. Er zijn éghter duidelijke aanwij-
zingen, vooral bij adsorptie aan hydrofobe oppervlakken, dat
dit niet zonder meer.het geval is.

VAN DER SCHEER (1979) stelde dat er sprake is van een
"semi-reversibel" adsorptieproces. Hoewel er géen of erg
weinig eiwit desorbeert van hydrofobe oppervlakken (polysty-
reen) wanneer de eiwitconcentratie in de oplossing ver-
minderd wordt, adsorbeert er wel meer wanneer de eiwitcon-
centratie in de oplossing toeneemt. Dit geldt niet alleen
voor eiwitten maar ook voor synthethische polymeren. Voor
synthetische polymeren is dit verschijnsel verklaard op
grond van hun heterodispersiteit (COHEN STUART,  1980). Gro-
tere moleculen adsorberen met een grotere affiniteit dan: de
kleinere, en zijn in staat de kleinere van het oppervlak te
verdringen. Bij een hoger polymeer aanbod zullen ook meer
grote moleéulen aan het oppervlak aanwezig zijn, deze grote
moleculen desorberen moeilijker dan kleinere moleculen.
Daardoor heeft de isotherm toch geen high affinity karakter
terwijl het polymeer niet of zeer moeilijk desorbeert. Voor
eiwitten gaat deze verklaring echter niet op, daar eiwitten-
in het algemeen monodispers zijn.

BRASH en SAMAK (1978, 1981) laten er geen twijfel over
bestaan dat eiwitadsorptie (aan polyethyleen) een dynamisch
proces is, waarbij uitwisseling van eiwitten aan het grens-
vlak optreedt onder "steady state" condities. Zij vinden in

. . . . . 125
eerste instantie een uitwisseling tussen I HSA en

1131 HSA en vervolgens, na ongeveer 60 uur, is geen uit-
wisseling meer merkbaar, terwijl 50 tot 70% van het opper-
vlak nog bezet wordt door het oorspronkelijk eiwit. Dit per-
centage is afhankelijk van de gekozen adsorptiecondities. De
auteurs concluderen hieruit dat er sprake is van heterogeni-
teit in bindingsenergie tussen eiwit en de diverse plaatsen

op het oppervlak. Zij vinden overigens ook geen desorptie

ten gevolge van verdunnfng in oplossing. HFb gepreadsorbeerd

aan glas desorbeert evenmin bij verdunning. De uitwisseling
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is bij HFb sneller dan bij HSA. In tegenstelling tot BRASH
vindt CHUANG (1978) enige desorptie van HFb bij hydrofiele
oppervliakken (Cuprophaan) in de pure buffer. OQOok vindt
CHUANG uitwisseling.

VROMAN (1980) heeft de verdringing van.eén soort eiwit door
een ander eiwit bestudeerd en komt tot de conclusie dat
hoogmoleculaire eiwitten laagmoleculaire eiwitten verdringen
van het -oppervliak. - ' . Lo

DE BRUIN en VAN 0SS (1980)vstellen dat de reversibiliteit
van het adsorptieproces gerelateerd kan worden aan de hydro-
fobiciteit van adsorbens en adsorbaat. SCHMITT (1983),
HORBETT (1981) en BASZKIN (1980) hebben adsorptiestudies
uitgevoerd, waarbij de hydrofobiciteit van het oppervlak ‘als
parameter is gebruikt. Uit deze studies blijkt dat
"hydrofiele” oppervlakken aanleiding geven tot reversibele
eiwitadsorptie terwijl aan “"hydrofobe" oppervlakken eiwitten
irrgversibel adsorberen.

Veel auteurs_ (SODERQUIST, 1980; BRYNDA, 1978; BORNZIN en
MILLER, 1982) maken melding van twee gelijktijdige proces-—
sen: een reveréibel adsorptieproces naast een irreversibel
_adsorptiéproces. Dit kan zowel veroorzaakt worden door de
hetefogeniteit van het oppervlak als door de aanwezigheid -
van een reversibele eiwitconformatie en een irreversibele
eiwitconformatie. In Hoofdstuk‘IIIivan dit proefschrift
wordt een overgang gesuggereerd van reversibel geadsorbeerd
eiwit naar "irreversibel" geadsorbeerd eiwit.

Concluderend kan gesteld worden.dat plasma eiwitten niet
waarneembaar desorberen van hydrofobe oppervliakken, zodat
Verlaéing van. de eiwitconcentratie in‘de'oplossing niet
leidt tbt een aanzienlijke vermindering in de geadsorbeerde
hoeveelheid. Uitwisseling tussen eiwit aan het oppervlak en

eiwit in de oplossing kan echter wel optreden.

I.6. Kinetiek en mechanisme van eiwitadsorptie

De beschrijving van de adsorptielvan kleine moleculen aan
grensvlakken is een klassiek pfobleem dat redelijk goed
wordt begfepen; De adséfpéie van macromoleculen aan vaste

oppervlékken is niet 26>duidélijk. Er zijn echter wel een
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aantal modellen bekend waarmee het adsorptieproces be-

schreven kan worden (SILBERBERG, 1970; COHEN STUART, 1980). De

adsorptie van eiwitten vanuit oplossing aan vaste oppervlak-
ken is door de vele wisselwerkingen nog ingewikkelder. Bij
het opzetten van een adsorptiemodel dient rekening te worden
gehouden met conformatieveranderingen die ép kunnen treden
ten gevolge van adsorptie (zie I.4), het reversibele of ir-
reversibele karakter van de adsorptie (zie I.5), eventuele
denaturatie van geadsorbeerde eiwitten, maar ook met de ex-
perimentele omstandigheden en de gebruikte adsorptietechniek

(zig I.3).°

Kinetiek '
Bij de bestuderihg van de kinetiek van eiwitadsorptie zijn

twee effecten van belang. In de eerste plaats de aanvoer van

het eiwit naar de grenslaag en in de tweede plaats de adsor-
ptie aan het grensvlak. . _ .

LEE en KIM (1974) bestudeerden adsorptiesnelheden van
plasma eiw;tten aan verschgidene hydrofobeibiomaterialen ge-
bruikmakend van interne reflectie infrarood spectroscopié.
GORMAN (1971) heeft fibrinogeen adsorptie aan mica.gevolgd
als functie van de tijd doorbde geadsorbeerde moleculen te
"tellen" met behulp vanrelectronenmicrospopie. CUYPERS
(1978) gebruikte ellipsometrie terwijl ROOHK (1977), BRASH
(1274) en KOCHWA (1977) radiolabeling toepasten-om.snelheid;
curves te bepalen waarbij de oppervlakteconcenﬁratie uitge-
zet is als functie van de tijd bij een consténte.eiwiteon-
centratie in de oplossing.

VAN DULM en NORDE (1983) stellen met behulp van metingen
met gelabelde eiwitten vast dat de adsorptie van HSA aan ‘
glas en polystyreen diffusie-bepaald is. Wanneer echter ei-
wit en oppervlak negatief geladen zijn wordt de Kkinetiek bej
paald door een adsorptie barri@re veroorzaakt door electro-
statische repulsies.

BORNZIN concludeert aan de .hand van 40, snelheidscurves
van de adsorptie 'van .runder albumine en runder fibrinogeen
aan siliconrubber en cuprophaan dat een deel van het eiwit

reversibel en een deel "irreversibel" adsorbeert. Het "irre-
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versibele" deel wardt beschreven met behulp van een
diffusie vergelijking en het reversibele gedeelte met behulp
van een tweede orde Langmuir kinetiek.

BEISSINGER (1980) heeft een kinetisch model opgesteld,
uitgaande van reversibele adsorptie, waarbij sprake is van
twee soorten interacties tussen eiwit en oppervlak. Hij
maakt hierbij gebruik van de Langmuir-Hinshelwood benade-
ring. Het model wordt gecontroleerd aan de hand van de ad-
sorptie van HIgG aan kwarts.!Dit model heeft hij een jaar
later verder uitgebreid waardoor het toepasbaar was voor
concurrerende adsorptie. De experimentele resultaten (adsor-
ptie van HSA en HIgG) weken sterk af van de modelfitting )
(BEISSINGER 1981).

Een adsorptiemodel wordt ook gegeven door SODERQUIST (1980).
Hij gaat uit van 3 stadia in het adsorptieproces: een ini-
ti€le korte periode waarbij de adsorptie reversibel is, een
tweede fase waarbij de geadsorbeerde eiwitten een langzame
conformatieverandering aan het oppervlak ondergaan, waardoor
desorptie onmogelijk- wordt en een eindstadium waarbij
geadsorbeerde éiwitten gedenatureerd zijn en wederom kunnen
desorberen.

FAIR (1980) neemt op grond van experimenten met runder albu-
mine en runderglobuline, geadsorbeerd aan polystyreen, aan
dat er 3 gebieden-in de adsorptie isotherm te onderscheiden
zijn. Bij lage oppervliakteconcentraties is er een willekeu-
rige verdeling van eiwitten aan het oppervlak met onderling
zwakke laterale interacties. Een tweede gebied wordt geken;
merkt door ‘een "glasachtige" eiwitstructuur aan het
oppervlak. Bij hoge oppervlakteconcentraties is er sprake
van een kristalstructuur met sterke laterale interacties.
Over effecten in de tijd wordt niet gesproken.

Vrijwel in alle verschenen publicaties over adsorptie van
eiwitten wordt aangenomen dat eiwitten adsorberen in een mo-
"nolaag, en dat het oppervlak verzadigd raakt -met eiwitten.
In Hoofdstuk III van dit proefschrift zijn de in de litera-
tuur vermeldé verzadigingswaarden voor HFb en HSA bijeenge-

zet.
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Conclusie

De adsorptie van eiwitten aan vast/vloeistof grensvlakkenAis
een ingewikkeld proces, waarvanvhet mechanisme nog niet goed
bekend is. Dit komt vooral door de onduidelijkheid die er

bestaat omtrent de reversibiliteit van het proces.

I.7. Concurrerende eiwitadsorptie

Bij de meeste adsorptiestudies met eiwitmengsels is ge-
bruik gemaakt van HSA, HIgG en HFb. Bij concurrerende eiwit-
adsorptie blijkt dat de geadsorbeerde eiwitlaag is samenge-

steld uit de drie in oplossing aanwezige eiwitten.

De aard van de geadsorbeerde eiwitlaag wordt bepaald door de’

concentratie van de eiwitten in de oplbssing en het sub-

straat. %o stelt HORBETT (1975) dat de HFb oppervlaktecon-
centratie gehalveerd wordt wanneer een tienvoudige overmaat
HSA en HIgG wordt toegevoegd. .

Meestal blijkt HFb echter preferentieel te adsorberen ten
opzighte van HSA en HIgG (KOCHWA, 1977; ROOHK (1977); BRASH,
1979, 1981; LEE, 1974).

'~ ROOHK (1977), UNIYAL (1982) en KIM (1979) stellen dat er
een nauwe relatie bestaat tussen HFb adsorptie enerzijds en
de daarmee gepaar§ éaande trombogeniciteit en
plaatjesadhesie anderzijds. YOUNG en COOPER concluderen
bovendien dat de adsorptie van HIgG, fibronectine en de Van
Willebrand factor eveneens tromboseversterkend werkt (1982).
In al deze studies is»gebruik'gemaakt van radiolabeling.

BEISSINGER en LEONARD.(1982) maken gebruik van fluores-—
centie labeling. Op grond van hun adsorptieexperimenten met
HSA en HIgG aan kwarts komen zij tot de conclusie dat de
samenstelling van de geadsorbeer@e eiwitléag afhagkglijk is
van het aangeboden eiwitmengsel in oplossing.

LEMM en UNGER (1980) hebben de concurrerende adsorptié
van HIgG, HSA en HFb aan polyurethaan en. siliconrubber op-
pervlakken als functie van de tijd gevolgd en vinden dat HFDb
en HIgG in eerste instantie oververtegenwéordigd zijn‘enidat

vervolgens uitwisseling plaatsvindt van geadsorbeerd eiwit
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met albumine in de aoplossing. Dit is ook gevonden door LEE
en KIM (1974).

Een andere waarneming komt uit het werk van GENDREAU (1982).
Hij heeft gebruikmakend vén Fourier Transformatie Infrarood
spectroscopie de concurrerende adsorptie'van HSA en HFb aan
germanium bestudeerd. Hij komt tot de conclusie dat HSA het
snelst adsorbeert en dat geadsorbeerd HSA vervolgens uit-
gewisseld wordt met HFb in de oplossing, zodat uiteindelijk
HFb preferentieel adsorbeert.

Omdat de diffusieco&fficient van HSA groter is dan die van
HFb is inderdaad te verwachten dat in eerste instantie HSA
preferentieel adsorbeert. Verdringing aan het oppervlak van
het geadsorbeerde HSA door HFb is vervolgens niet uit te
sluiten (HFb is een groter molecule dan HSA).

Wanneer meerdere componenten in het systeem aanwezig zijn
wordt de interpretatie van de gevonden resultaten nog gecom-
pliceerder. Dat is het geval wanneer de concurrerende adsor-
ptie van eiwitten uit plasma wordt bestudeerd. BRASH (1981)
constateert dat de HSA en HFb adsorptie vanuit plasma bedui-
dend lager is dan in modelsystemen. Hij maakt hierbij ge-~
bruik van radiolabeling en adsorptie aan glas. Aan poljure—
thanen adsorbeert vanuit plasma“in het geheel geen HFb of
HSA. Alleen HIgG wordt waargenomen aan het oppervlak.

VROMAN (1982} vindt gedurende de eerste minuten van de
adsorptie uit plasma een hoge fibrinogeenconcentratie aan
het oppervliak en vervolgens een gereduceerde fibrinogeen ad- -
sorptie. Dit wordt ook gevonden door BREEMHAAR (1982).
VROMAN spreekt van verdringing door kininogeen, BREEMHAAR
van verdringing door hoge dichtheid lipoproteinen.

HORBETT en WEATHERSBY hebben de adsorptie van HSA, HFb,
HIgG, hemoglobine en protrombine bestudeerd aan poly-HEMA en
poly-EMA, zZij konden geen HSA adsorptie detecteren. UNIYAL
(1982) stelt dat door de aanwezigheid van rode bloedcellen
in plasma de adsorptie van HFb en HSA vermindert. Het is be-
kend dat Hemoglobine preferentieel adsorbeert ten opzichte
van HFb (BRASH 1981).

ITHLENFELD en COOPER (1979) hebben in vivo eiwitadsorptie

bestudeerd aan PVC, silastic en polyurethaan, gebruikmakend
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van radiolabeling. Zij vinden in eerste iﬁstantie een piek
in de fibrinogeen adsorptie en vervolgens een uitwisseling
van geadsorbeerd fibrinogeen met albumine en gamma globuli-
ne. Er wordt geen adsorptie van andere eiwitten vermeld.

5

Conc1u51e

Het moge duldelljk 213n dat uit deze concurrerende adsorptle
experimenten geen eenduldlge conclu51es getrokken kunnen
worden. Wat wel du1delljk wordt uit deze resultaten 1s dat
gedurende de eerste mlnuten van de adsorptle verdrlnglng van
geadsorbeerd eiwit optreedt met andere woorden de
eiwitsamensielling.aan het qppervlak kan variéren als
functle van de tija. ) )

Zo 1is op grond van de hoge HSA concentratle in plasma en de
hoge diffusie coeff1c1ent van HSA een preferentlele ad—
sorptie van HSA te verwachten. Dit is echter nlet het geval.
Wel is het mogelijk dat aanvankelljk geadsorbeerd HSA ver-
drongen wordt door HFb of door andere eiwitten in de oplos-

sing.

I.8. Doelstellingen van dit proefschrift

Uit het literatuuroverzicht wordt duidelijk dat het
hoofdstuk van de eiwitadsorptie nog zeker niet afgerond is.
%Zo blijkt de gebruikte adsorptiemethode invloed te hebben op
de adsorptieresultaten. De mogelijkheid van afwijkingen in

de adsorptieresultaten ten gevolge van radiolabéling wordt

aan de orde gesteld in Hoofdstuk II. Dit gebeurt aan de hand-

van een vergelijkend onderzoek van de adsorptie van gelabeld
en ongelabeld eiwit. Vervolgens wordt gelabeld eiwit
gekarakteriseerd met behulp van High Performance Liquid
Chromatography. (Appendix II)

Ook de vraag of eiwitadsorptie een reversibel proces is,
is nog niet bevredigend beantwoord. In Hoofdstuk III wordt,
rekening houdend met de beperking van de radiolabelings-
methode, nader ingegaan op de reversibiliteit van eiwit-
adsorptie. In dit Hoofdstuk wordt ook een adsorptie model

beschreven.
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In de Hoofdstukken IV, V, VI en VII worden achtereenvol-
gens adsorptiestudies beschreven waarbij gebruik is gemaakt
van alternatieve methoden. In Hoofdstuk IV worden depletie-
metingen in combinatie met  HPLC beschreven, waarmee de con-
currerende adsorptie van HSA, HFb en HIgG aan polystyreen
latices is bestudeerd. In Hoofdstuk V wordt de enzym immuno
assay methode toegepast in combinatie met radiolabeling van
eiwitten. De adsorptie van HSA aan PVC en PS is hier bestu-
deerd. Hoofdstuk VI behandelt de concurrerende eiwitadsorp-
tie van HFb, HSA en HIgG uit plasma aan PS latices. In dit
Hoofdstuk wordt gebruik gemaakt van depletiemetingen in com-
binatie met HPLC en radiaal immuno diffusie (MANCINI, 1965).
Tot slot wordt in Hoofdstuk VII de mogelijke toepassing van
capaciteitsspanningsmetingen beschreven ter bestudering van
de adsorptie van peptiden en eiwitten aan sioz.

Het verkrijgen van een beter inzicht in de (concurreren-
de) adsorptie van HFb, HIgG en HSA aan polystyreen staat in

bijna alle Hoofdstukken van dit proefschrift centraal.
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HOOFDSTUK II

AFWIJKEND ADSORPTIEGEDRAG VAN EIWITTEN TEN GEVOLGE VAN HET
GEBRUIK VAN LABELINGSTECHNIEKEN EN/OF VAN ONGEZUIVERD EIWIT.

II.l. Inleiding

Het radiolabelen van eiwitten wordt al vele jaren toége—
past voor eiwit adsorptiesiudies{ Ter verkfijging van zin-
voile, Bétrouwbare resultaten moet voldaan wordén aan een
aantal voorwaarden, verbonden aan het gebruik van radioac-
tief gelabelde eiwitten. Zo dient de eiwitoplossing homogéén
en monodlspers te zijn. Na hét 1abelingéprdces maé geen‘
ongebonden radioisotoop in de eiwitoplossing achterblljven.
De labellng behoort eenduldlg en gelljkmatlg te zijn en het
adsorptlegedrag van het gelabelde e1w1t moet identiek zijn
aan het adsorptlegedrag van het niet gelabelde e1w1t.
Wanneer aan deze voorwaarden is voldaan, dan is het
radiolabelen van eiwitten een elegante methode om kwantita-
tief de adsorptie van eiwitten te bestuderen aan kleine op-
pervliakken. Ook kan, gebruikmakend van verschillende speci-
fieke labels, ‘concurrerende eiwitadsorptie gelijktijdig en
kwantltatlef worden bestudeerd.

In de meeste eiwit adsorptlestudles wordt 1mp1101et aan-
genomen dat aan bovenstaande voorwaarden is voldaan. Zo re-.
fereren R.G. GREIG en D.E. BROOKS (1981) een aantal adsorp-
tiestudies waarblj zonder meer aangenomen is 'dat de gebruik-
te e1w1top10551ngen homogeen en monodlspers zijn. Echter
eiwitpreparaten bevatten vaak dimeren..en oligomeren. Boven-
dien blijkt de heterogeniteit dikwijls nog toe te nemen tij-
dens_de bewerkingen nogdzakelijk voor giwitadsozptiestudies
(JANATOVA en ANDRADE, 15801, . _

Dat het adsorptiegedraq van gelabeld en niet gelabeld eiwit
niet altijd 1dent1ek hoeft te zijn 1s aangetoond door GRANT’
(1977), V.D. SCHEER (1978), en KLEIN ELHORST (1978). Dit in
tegenstelling tot CHUANG (1978), PENNERS (1981), V. 0SS
(1981), BORNZIN (1§82), SCHMITT (l§83) en V. DULM (1983),
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die het bewezen achten dat er geen Verschil in adsorptiege-
drag bestaat tussen gelabelde en niet gelabelde eiwitten.
CRANDALL en ANDRADE (1981) hebben aangetoond dat door label-
ing drastische veranderingen optreden in het chromatogra-
fisch en electroforetisch gedrag van BSA en waarschuwen voor
het gebruik van radiolabeling in adsorptiestudies.

In dit Hoofdstuk wordt het belang van de karakterisering
en zuivering van de plasma eiwitten menselijk albumine, men-
selijk fibrinogeen en menselijk immuno gamma globuline aan-
gegeven met betrekking tot dé adsorptie aan vaste oppervlak-
ken. Vervolgens wordt met gebruikmaking van gezuiverde
eiwitten de invloed van radiolabeling van deze eiwitten op
het adsorptiegedrag bestudeerd. Dit gebeurt aan de hand van
gelijktijdige bepéling van de adsorptie van gelabeld en niet
gelabeld eiwit aan polystyreen-latex. Aan de hand van aeze
resultaten zal nader ingegaan worden op bovenstaande con-

troverse.

II.2. Experimenteel

Materialen

Menselijk serum albumine (Human Serum Albuﬁin, HSA;
kristallijn, ﬁW=6,6x104) was afkomstig van Sigma, USA (Lot
nr. A9511)., Het opgegeven eiwitgehalte bedroeg 9gs (ge~-
wichtsprocenten, gew.%).

Menselijk fibrinogeen (Human Fibrinogen, HFb; kristal-
lijn, Mw=3,4x105) was afkomstig van Kabi, Zweden en had de
volgende samenstelling 38,5 gew.% HFb, 46 gew.% natrium-
acetaat en 15,4 gew.% Natrium-chloride .

Menselijk immuno gamma globuline (Human Immuno gamma Globu-
lin, HIgG, kristallijn MW=1,6x105) was afkomstig van het
Centraal Laboratorium van de Bloedtransfusiedienst. Het to-
tale eiwitgehalte bedroeg 74% bepaald in 4it laboratorium
met behulp van HPLC. Ook is gebruik gemaakt van HIgG af-
komstig van KABI, AB Stockholm, Zweden. HIgG is in beide ge-
vallen bereid uit de Cohnfracties II en III door ‘

precipitatie uit alcohol. Het totale eiwitgehalte van HIéG
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(Kabi) bedroeg 95 gew.% waarvan 98 gew.% HIgG.

De eiwitten zijn gekarakteriseerd, gezuiverd en wederom
gekarakteriseerd voor gebruik (éie verderop onder resulta-
ten).

Alle experimenten zijn uitgevoerd in fosfaat gebufferde
zoutoplossingen (phosphate buffered saline solutions, PBS),
die bereid zijn door een oplossing van 0,01 N NaOH en 0,15 M
NaCl toe te vdegen aan een oplossing van 0,01 M NaH2P04
en’ 0,15 M NaCl tot een pH van 7,35 is bereikt. De gebruikte
chemicali&n waren analytisch zuiver.

De polystyreen latex (PS-latex) was afkomstig van SERVA
(Dow uniform latex particles no 41932), De opgegeven deel-
tjesdiameter was 399 nm + 10 nm. Dit is geverifieerd met be-
hulp van een scanning electronen microscoop. De electro-~
foretische mobiliteit van de latexdeeltjes werd gemeten bij
20°C en '‘een pH van 7,35 in een PBS buffer met een Rank
Brothers Mark II micro-electroforese apparatuur (de bereken-
de z&ta potentiaal is =-20mV). Het specifieke oppervlak van
de PS-latex is 1,43 mzml_l gebaseerd op een vaste stof

-3 .
percentage van 10% en een dichtheid van 1,05 gcm voor PS.

II.3. Methoden en voorschriften

Concentratiebepaling

De eiwitconcentraties zijn routinematig bepaald door het
meten van de extinctie bij 280lnm. Hierbij is gebruik ge-
maakt van extinctiecoéffici€nten (de éxtinctie van 1 gl"l
eiwitoplossingen in een 1L cm kwartscuvet bij 280 nm), die
bepaald zijn door verdunningsreeksen met bekende eiwit-
conceﬁtraties. Figuur 1 geeft de ijklijnen voor HSA, HFb en
HIgG. Op basis van deze grafiek zijn de extinctieco&ffici&n-
ten respectievelijke bepaald op 0,53 voof HSZA; 1,40 voor

HIgG en 1,55 voor HFb.

VLabeling van eiwitten

De eiwitten zijn gelabeld met 1125 afkomstig van

37



30

251

201

-
[«
1

extinktie 280 nm
(=]
a

o

0 04 08 12 16 20 24
eiwitconcentratie (i)

Figuur 1 IJkcurves van HSA (0), HIgG ([O) en HFb (A ) voor
de bepaling van extinctiecoé&fficié&nten.

Amersham, Engeland (IMS 30) gebruikmakend van de chloor-
amine T methode. Deze methode is ontwikkeld door HUNTER
(1962) en later enigszins gewijzigd door KLEIN ELHORST
(1978). Het principe is als volgt: chlooramine T is een
oxydatiemiddel dat het jodide, beschikbaar als natriumzout,
oxydeert tot jodium. Hierb;j wordt aangenoﬁen dat vervolgens

substitutie plaatsvindt d.m.v. I_ op de orthoplaats van de

phenoiring in het aminozuur ;yrozing, dat deel uitmaakt van
de eiwitmoleculen. Voorts wordt aangenomen dat slechts een
jodiumatoom per eiwitmplegule wordt ingevoerd.

De procedure is 1%3 volgt: aan 5 ml eiwitoplossing (bij-
voorbeeld 1 g1 ' HSA) wordt 50 ul NaI, waarin 5 & 10 ul
radioactief Nal van Amerghém aanwezié is met een activiteit
van 1000 uCi, toegevoegd. De in de oplossing aanwezige
hoeveelheden eiwit en Jjodide zijn equimolair. De sub-
stitutiereactie wordt vervolgens gestart door 50 ul
chlooramine T (2gl—l) toe te voegen aan de eiwitoplossing;

na 5 minuten wordt de oxydatie reactie gestopt door
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toevoeging van een overmaat reducerend agens (50 yul natrium
bisulfiet met een concentratie van Zgl-l). Alle com-
ponenten zijn opgelost in PBS buffer pH 7,35 bij 20° C. Na
de labeling wordt het labelingspercentage bepaald met be-
hulp van dunne laag chromatografie (STERN 1965). Hierbij
wordt een druppeltje van het reactiemengsel aangebrgcht_op
aluminiumfolie bedekt met een dunne laag cellulose-acetaat
(MERCK no. 5574/0025). Als eluens wordt een methanol-water
oplossing '(85%~15%) gebrgikt. Op deze wijze wordt vrij jodi-
de gescheiden van aan eiwit gebqndep jodium. Door de alumi-
niumfolie in stukken te knippen en vervolgens de radioacti-
viteit te bepalen in een COBAS gamma-teller kan het percen-
tage gebonden jodium worden berekend. Dit percentage kan bij
de chlooramine T methode varié&ren van 75% tot 85%.

Wanneer aangenomen wordt dat slechts 1 jodium atoom pe;
eiwitmolecule is ingebouwd en dat de labelingsreaktie voor

radiocactief jodium (IlZS) - niet verschilt met de

labelingsreactie van niet radioactief jodium (1127), dan kan
gesteld worden dat van de gezuiverde eiwitoplossing na
labeling 75-85% van het eiwit gelabeldVis met jodium en dat
daarvan slechts 0,02% gelabeld is met radioactief jodium.
Het reactiemengsel kan op twee manieren gezuiverd worden van
chlooramine T, natriumbisulfiet en vrij jodide. Dit kan door
gedurende 16 uur bij 20° C de eiwitoplossing te dialyseren
tegen PBS buffer of door te elueren over een GPC kolom (G25,
PD-10 Pharmacia Fine Chemicals). Deze laatste methode heeft
als voordeel dat de eiwitoplossingen binnen enkele minuten
gezuiverd kunnen worden van de verontreinigingen. Dit komt
de stabiliteit van de eiwitoplossing ten goede. Na de
zuiveringsspap is wederom met behulp van dunne laag
chromatografie het percentage vrij jodide bepaald. Dit
varieerde van 0,2 tot 1%.

Na 1 week zijn de gelabelde eiwitoplossingen opnieuw
gecon;roleerd op aanwezigheid van vrij jodide met behulp van
dunne laag chromatografie. Er kon geen toename van vrij
jodide worden aangetoond..

Alle experimenten zijn uitgevoerd binnen 5 dagen na
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labeling met gezuiverde eiwitoplossingen waarin 1-10%

gelabeld eiwit (uit 75-85% verkregen door verdunning).

Adsorptie van eiwitten

De adsorptie van de dgezuiverde eiwitten HSA, HIgG en HFb
is bestudeerd met de depletietechniek. Deze methode bestaat
uit het meten van de eiwitconcentratie voor en na toevoegen
van een bekende hoeveelheid PS-latex aan een eiwitoplossing.
Ter verkrijging van betrouwbare resultaten zijn de
concentraties latex en eiwit meestal zodanig gekozen,'dat
ongeveei 25% van het in oplossing aanwezige eiwit adsor-
beert aan de latex. PS-latex en eiwitten 2z2ijn vooraf gesus-
pendeerd in PBS buffer pH 7,35 bij een temperatuur van 20° C.

Na toevoeging van 10-200 pyl PS-latex oplossing aan 2-3ml
eiwitoplossing, wordt het geheel af en toe geschud tot de
vereiste adsorptietijd is bereikt. Dan wordt het mengsel ge-
centrifugeerd in een Sorvall Superspeed RC-2B centrifuge ge-
durende 15 minuten (versnelling 20.000 g).

De initié&le eiwitconcentraties van de oplossing en van de

heldere bovenstaande oplossing worden op twee manieren be-

paald. Hierbij wordt rekening gehouden met verdunning van de

oplossingen ten gevolge van de toevoeging van PS-latex. De

eiwitconceéntratie wordt bepaald door

- meting van de radioactiviteit in de oplossing met een
Cobas gamma-teller of door

- Uv speciroscopie bij 280 nm.

Uit de verandering in eiwitconcentratie veroorzaakt door

adsorptie aan de PS-latex en het bekende latex oppervlak kan

de geadsorbeerde hoeveelheid eiwit per oppervliakte eenheid

worden berekend.

In gevallen waarbij geen heldere supernatant verkregen
werd, is de bovenstaande oplossing gefiltreerd door een
Millipore cellulose-acetaat filter (Poriediameter 0,2 pm).
Bij filtratie van de heldere supernatanten kon geen detec-
teerbare vermindering in de eiwitconcentratie worden waarge-
nomen.

Door op twee manieren de eiwitconcentratie tehbepalen kan
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gelijktijdig de adsorptie van gelabeld en niet gelabeld
eiwit aan PS-latex worden gevolgd in dezelfde oplossing on-

der exact dezelfde omstandigheden.

II.4. Resultaten

Karakteriseriné en zuivering van de eiwitten

Voor gebruik zijn de eiwitten gekarakteriseerd en gezui-
verd. Ter karakterisering van HSA, HIgG en HFb is gebruik
gemaakt van HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
Polyacrylamide gel electroforese en immuno-electroforese.
HIgG is bovendien nog gekaraktefiseerd met iso—elegtrische
focusering. Uit de karakterisering van HSA, HFb en HIgG
bleek dat deze eiwitten voor gebruik gezuiverd moesten wor-

den. Dit is gebeurd met Sepharose 6B chromatografie.

Karakterisering met HPLC

Gebruik is gemaakt van een Waters Associates
chromatograaf gekoppeld aan een UV spectrofotometer (UV
Cord, LKB) Qoorzien van een micro doorsfroom cel.‘De‘HPLC
kolom waarvan gebruik is gemaakt is een TSK-GEL SW 3009
kolom afkomstig van VARIAN. Deze kolom bevat een ﬁoreuze gel
met hydrofiele deeltjes (diameter 10 um) gestapeld in
gedistilleerd water; de kolom is'speciaal vervaardigd voor
eiwitscheidingen.

Het HPLQ chromatogram van ongezuiverd HSA laat 3 pieken
zien (Figuur 2A), die kunnen worden toegeschreven aan HSA
monomeer (1), HSA dimeer (1') en HSA trimeer (1"). Een hoe-
veelheid van‘ongeveef 14%_dimeer is aanwezig en minder dan
1% trimeer is gedetecteerd (berekend op basis van de piek-
oppervlakken).

Na zuivering is nog slechts een kleine hoeveelheid dimeer
aanwezig (Figuur’ZB). Ook HIgG (Kabi) en HIgG (CLB) bevatten
hoogmoleculaire componenten. Na sepharose 6B chromatografie
bevat HIgG (Kabi) nog steeds meer hoogmoleculair materiaal
dan HIgG (CLB) HFE kan met HPLC niet gescheiden worden in
meerdere componenten, dit wil echter nog niet zeggen dat de

HFb oplossing geen andere componenten bevat dan HFb



detektor respons

monomeer. Echter met de TSK gel SW kolommen is het niet

mogelijk HFb te scheiden van hoogmoleculaire aggregaten.
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Figuur 2 HPLC chromatogram van niet gezuiverd HSA (Figuur
A), monomeer (l'), dimeer (1''), trimeer (1'"), en
HSA na Sepharose 6B zuivering (Figuur B).

Karakterisering met polyacrylamide gel electroforese

HSA is gekarakteriseerd met behulp van disc—-electroforese
op een polyacryl amide gel. Naast vorm en grootte van het
molecuul, zoals bij HPLC, speelt hier ook de lading van het
eiwit een belangrijke rol bij de scheiding tussen monomeer
en eventueel aanwezige dimeren. Met deze karakteriserings-
methode konden na eiwitkleuring 3 eiwitbandjes. gedetecteerd

worden die op grond van hun plaatS'correspdnderen met HSA
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monomeer, HSA dimeer en HSA trimeer. Polyacryl amide gel
electroforese van HFb leverde ook hier slechts &én band op.
Het HIgG preparaat bevatte een groot aantal componenten
zichtbaar in een groot aantal bahdjes,-dit in tegenstelling
tot het HPLC chromatogram (Figuur 3) dat slechts 2 extra

componenten aangaf.
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Figuur 3 HPLC .chromatogrammen van gezuiverd HIgG Kabi.
(Figuur A) en gezuiverd HIgG, CLB (Figuur B).

Karakterisering met iso electrische focusering

HIgG is bovendien gekarakteriseerd met behulp van
iso-electrische focusering (RIGNETTI en DRYSDALE) waarbij
over het electroforesemedium een pH-gradiént is aangelegd}
waardoor een scherpe concentrering (focusering) van elk

eiwit op zijn iso-electrisch punt plaatsvindt. HIgG (cLB)

43



bevat eiwitcomponenten met iso-electrische punten in het
lage pH traject (5,2 ¢ pEH( 7,0), terwijl HIgG (Kabi) geen

componenten bevat met een I.E.P < pH 7.0 (Figuur 3%).

3.50-

455+
5.20-

585 -

6.55

685
135 1

221
3.'305

Figuur 3* Iso-electrische focusering resultaten
A2, HIgG (Kabi)
B. HIgG (CLB)
C. Calibratie kit pH 3-10 van Hoechst.

Immuno electroforese

Door karakterisering met immuno electroforese (GRABAR,
1953), waarbij gebruik gemaakt werd van konijnen anti-mense-
lijk serum kon bij zowel HSA, HFb als HIgG geen ander eiwit

worden aangetoond.

44



detektor respons

@

detektor respons

(@]

detektor respons

=N

5
elutietijd (uren).

Sy

5
elutietijd (uren)

E/\, :
elutietijd (uren)

Figuur 4

10 15 20

Elutiepatronen van HSA (RA), HFb (E) en HIgG (C) na

Sepharose 6B kolomchromatografie.
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Zuivering van eiwitten

HSA, HIGG en HFb zijn gezuiverd, gebruikmakend van gel-
filtgatie. Deze methode was oorspronkelijk alleen bedoeld
voor zuivering van HFb, waardoor met behulp van Sepharose 6B
chromatografie de in HFb aanwezige hoogmoleculaire com-
ponent (MW=lﬂ6) kon worden verwijderd (VISSER, 1979). Deze
methode bleek later ook geschikt om HSA te zuiveren van
dimeer en monomeer (Figuur 2B). Het was echter niet mogeliijk
om op deze wijze de extra componenten in de HIgG oplossing
volledig te verwijderen (Figuur 3B). Figuur 4 toont de
elutiepatronen vén HSA, HFb en HigG. PBS (pH 7,35) werd ge-
bruikt als elutiebuffer bij 20°C. Uit het elutiepatroon van
de HFb oplossing blijkt dat ook hierin hoog moleculaire
componenten aanwezig zijn. Na zuivering van HFDb bleek de
stabiliteit van het eiwit aanzienlijk te zijn toegenomen. De
monomeer en dimeer fracties van HSA zijn verzameld en
afzonderlijk gekarakteriseerd, Na 3 dagen zijn deze fracties
opnieuw gekarakteriseerd. Het HPLC chromatogram van HSA
monomeer en dimeer bleek na 3 dagen niet veranderd, waardoor
geconcludeefd kan worden dat er geen snel evenwicht bestaat

tussen monomeren, dimeren of eventuele oligomeren.
Ook na het labelen van de gezuiverde eiwitten kon met

HPLC, immuno electroforese en polyacrylamide gel electrofore-
se geen verandering ten gevolge van labeling in de eiwitop-

lossingen worden waargenomen.

Eiwitadsorptie

De adsorptie van gezuiverde gelabelde en niet gelabelde ei-
witten HSA, HIgG en HFb aan PS-latex is gemeten als functie
van de tijd. Binnen 15 minuten werd een plateauwaarde be-
reikt, die na 20 uur niet veranderd was.

Behalve de snelheidscurves zijn ook de adsorptie isothermeﬁ
van gezuiverde gelabelde eiwitten (HSA, HFb en HIgQG) bepaald
d.m.v. zowel Radiocactiviteitsmetingen (RAD) als metingen met
behulp van UV spectroscopie (UV) ., pe isothermen zijn weerge-
geven in Figuur 5-7. In alle gevallen vefschilden de iso-

thermen verkregen door radioactiviteitsmetingen aanzienlijk
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Figuur 7 Adsorptie isothermen van partieel gelabeld HFb aan
een PS-latex na 4 uur adsorptie gebruikmakend van
UV spectroscopie (A ) en van radioactiviteits-
metingen. Het HFb bevatte voor adsorptie respec-
tievelijk 8% (W),
1,6% (@) en 0,8% (A ) gelabeld eiwit.

van de isothermen verkregen met behulp van UV-spectroscbpie.
Terwijl de RAD isothermen geen plateauwaarden bereikten bij
eiwitconcentraties in oplossing variérend van 0-8 gl-l,
werden wel plateauwaarden bereikt voor UV isothermen.

Figuur 8 laat zien dat, als UV spectroscopie wordt gebruikt
voor de eiwitconcentratiebepaling, dezelfde adsorptie iso-
thermen verkregen worden voor 78% gelabeld HFb (waarbij de
totale HFb oplossing vooraf de labelingsprocedure heeft on-
dergaan) en niet gelabeld HFb. Normaal gesproken geldt voor
gelabelde eiwitoplossingen dat slechts 3-10% van het opge-
loste eiwit de labelingsprocedure heeft ondergaan.

Figuur 9 toont adsorptie isothermen (RAD en UV) van HFb aan
PS-latex, waarbij de totale HFb oplbssing vooraf de la-
belingsprocedure heeft ondergaan (78% gelabeld eiwit).vIn dait

~geval kan geconstateerd worden dat geen significant verschil

waarneembaar is tussen de RAD isotherm en de UV isotherm. Dit
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labelingsprocedure ondergaan) na I uur adsorptie
aan PS-latex gebfuikmakend van UV spectroscopie
(A) en van radiocactiviteitsmetingen (A).
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geldt ook voor HSR en HIgG isothermen.

Dat niet alleen radiolabeling leidt tot verschillen in
adsorptieisothermen wordt duidelijk in Figuur 10. De
adsorptieisotherm voor HIgG (CLB) bereikt een plateauwaarde
lage eiwitconcentratie in de oplossing (0,4 uqcm_2 bij 0,1
gl—l), terwijl de isotherm van HIgG (Kabi) nog helemaal
geen plateauwaarde heeft bereikt bij deze eiwitconcentratie.
Kennelijk 2zijn verschillen in de voorbehandeling van deze

eiwitten verantwoordelijk voor het verschil in adsorptie.
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Figuur 10 Adsorptie isothermen van HIgG (Kabi) (0) en HIgG
(CLE) (0O) aan polystyreen iatex bepaald met UV

spectroscopie.

IT.5. Discussie

Uit de karakterisering en zuivering van HFb, HSA en HIgG
blijkt dat geen van deze e1w1tten alleen uit monomeren be-
staat. HFb, HSA en HIgG bevatten een niet te verwaarlozen
hoeveelheid dimeer en oligomeren. Veel adsorptlestudles zijn
gepubllceerd waarblj plasma e1w1tten geadsorbeerd zijn aan

vaste oppervlakken zonder deze . e1w1tten vooraf te karakteri-—

seren..
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Ook bij deze éiwitstudies kunnen naast het aanwezige mono-
meer,. polymere materialen aanwezig zijn, die de adsorptie van
het monomeer sterk ‘kunnen beinvloeden (door concurrerende
adsorptie) en de analyse van de adsorptieresultaten aanzien- -
1ijk kunnen verstoren. Dit is aangetoond in-ons laboratorium
aan de hand van 2 gamma globuline preparaten (afkomstig van
KABI, Stockholm en CLB, Amsterdam), die onder dezelfde
adsorptie condities een 2eer verschillend adsorptie gedrag
vertoonden (Figuur 10). Uit de karakterisering van HIgG
(Kabi) en HIgG (CLB), zié Figuur 3, bleek dat deze preparaten
niet identiek waren (RONNER,  1984). Ook blijkt uit de karak-
terisering van HIgG dat één methode niet voldoende is om een
goed inzicht te krijgen in de in de oplossing aanwezige
eiwitcomponenten. De zuivering van eiwitten voor adsorptie
vereenvoudigt het te bestuderen systeem in 'ieder geval
aanzienlijk en maakt de verkregen resultaten gemakkelijker
interpreteerbaar. v

Toch blijkt dat in ons" systeem, bij gebruik van radio--
gelabelde eiwitten, ook na zuivering, geen eenduidige inter-
pretatie van de adsorptieresultaten mogelijk is. De iso-
thermen van gelabeld HSA, HIgG en HFb vertonen significante
verschillen afhankelijk van de gebruikte detectie methode
(Figuur 5-7).

Er kan geconcludeerd worden dat in dit soort systemen het
gebruik van gelabelde eiwitten leidt tot onbetrouwbare
resultaten. VAN DER'SCHEER (1978) en KLEIN ELHORST fL978)
constateerden reeds eerder preferenti&le adsorptie van met
jodium gelabelde eiwitten aan PS~latex. Zij kwamen echter
tot de conclusie dat wanneer .een: plateauwaarde bereikt was,
de door labeling bepaalde adsorptiewaarde omgezet kon worden '
in de re&le adsorptiewaarde door gebruik te maken ‘van een °
constante preferenti&le adsorptiefactor. De figuren 5-7 -
laten zien dat dit niet mogelijk is: Het verschil tussen de
adsorptiewaarde van de UV isotherm en ‘de RAD ‘isotherm is
niet constant maar concéntratieafhankelijk. Er is dus geeni
sprake van een éonstaﬁte‘preferentiéle adsorptiefactor.

GRANT (1977) vond verschillende .adsorptiewaarden voor HSA
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125 131

aan platina, waarbij HSA gelabeld werd met I s I of

tritium. Dezelfde auteurs vonden ook dat de adsorptie van
1 131

HSA-TI 25 verschilde van HSA-X aan drie polymere

oppervlakken, polyethyleen, siliconen rubber en poly
ethyleen terephtalaat onder exact dezelfde condities.
Hieruit zou geconcludeerd kunnen worden dat zelfs de aard
van de label invloed heeft op het adsorptiegedrag.

GRANT vond echter ook dat de adsorptie onafhankelijk was
van de specifieke activiteit in de oplossing.

Dit is eveneens gevonden door CHUANG (1978), VAN 0SS
(1981), PENNERS (1981), BORNZIN (1982), SCHMITT (1983) en
VAN DULM (1983), die mogelijke preferenti&le adsorptie van
gelabelde eiwitten bepaalden door, uitgaande van een con-
stante bﬁlk eiwitconcentratie, het percentage gelabeld eiwit

in oplossing te varié&ren.

Op basis van deze experimenten concludeerden zij dat de
aanwezigheid van een label in eiwitten geen effect heeft op
het adsorptiegedrag van deze eiwitten aan de verschillende
oppervlakken. Bij al deze experimenten wordt uitgegaan van
radioactiviteitsmetingen van geadsorbeerde moleculen aan
kleine oppervlakken. VAN DER SCHEER (1978) heeft aangetoond
dat radioactiviteitsmetingen aan kleine oppervlakken niet
gevoelig genoeqg zijn om een eventuele preferentiéle
adsorptie te detecteren,

De met UV bepaalde adsorptieisothermen aan PS-latex van
ongelabeld HFb en HFb dat in zijn geheel de labelings~
procedure heeft ondergaan (78% gelabeld) zijn identiek
(Figuur 8). Hieruit kan geconcludeerd worden dat de ver-
schillen in eiwitstructuur, ontstaan ten gevolge van label-
ing, niet van dien aard zijn dat hierdoor het specifiek
oppervlak van het eiwit in de geadsorbeerde toestand aan-
zienlijk veranderd wordt. Ook de RAD isotherm van 78%
gelabeld HFb is identiek aan de UV isotherm (Figuur 9), Dit
houdt in dat de verhouding tussen de radioactiviteit . in
oplossing en oppervlak gelijk is aan de verhouding tussen de

hoeveelheid eiwit in oplossing en oppervlak. Dit is een van
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de voorwaarden voor het gebruik van radiogéiabelde eiwitten
in adsorptiestudies. Met andere woorden, door gebruik te
maken van volledig gelabeld eiwit, zouden toch enigszins
betrouwbare resultaten verkregen kunnen worden. Bovendien
kan uit Figuur 9 geconcludeerd worden dat het adsorptie-
gedrag van radioactief gelabeld eiwit niet verschilt van dat
van gelabeld eiwit.

Toch blijft als slotconclusie gelden dat, wanneer eiwit-
adsorptiestudies uitgevoerd worden met behulp van radio=-
labelingstechnieken aan ongezuiverde eiwitten, de betrouw-
baarheid van de kwantitatieve resultaten gering is. Ook
relatief nieuwe methodes zoals Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (GENDREAU, 1982) en Total Internal Reflection
Fluorescence (VAN WAGENEN, 1982) worden gecalibreerd met
gelabelde eiwitten. Gezocht dient te worden naar een
adsorptiemethode, waarbij het direct of indirect gebruik van

gelabelde eiwitten niet meer nodig is ter kwantificering.
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APPENDIX IIA

KARAKTERISERING VAN RUNDER SERUM ALBUMINE EN GELABELD RUNDER
SERUM ALBUMINE

Om inzicht te krijgen in de oorzaken van het afwijkend
adsorptiegedrag van gelabeld HSA, HFb en HIgG aan PS-latex i
runder serum albumine (BSA) en gejodeerd BSA gekarak-
teriseerd met behulp van HPLC (High-Performance Liéuid Chro-
matography); BSA is gekozen vanwede de bestaande expertise
met dit eiwit op HPLC gebigd.

Bij het onderzoek naar verschillen in adsorptiegedrag
tussen gelabeld en ongelabeld ei%it met behulp van HPLC is
gebruik gemaakt van gel permeatie chromatografie, reversed
phase chromatografie en ionenwisseling. Bij gel permeatié (s
3000 kolom), met PBS als elutiebuffer, kon geeh verschil in
chromatografisch gedrag worden aangetoond tussen BSA en
gelabeld BSA. Door de labeling en/of de labelingsprocedure
worden de grootte en vorm van BSA kennelijk niet aanzienlijk
gewijzigd. '

Met reversed phase chromatografie, waarbij in de elutie-
buffer de methanol/water ratio is gevarieerd kon eveneens
geen verschil in chromatografisch gedrag worden aangetoond
tussen BSA en BSAI. De hydrofobe 1nteract1es tussen kolom-
matrlx en e1W1t worden door 1abe11ng of labellngsprocedure
eveneens niet merkbaar gew1321gd. )

Wanneer echter een 545 TSK an10nenw1sselaar als kolom-
matrixXx gebruikt wordt ter karakterlserlng blijkt dat ten ge-
volge van de labeling van BSA een extra component is ont-
staan die een hogere affiniteit voor de kolommatrix bezit
(Figuur 1.). Met de vorming van deze cdomponent gaat een’
afname van ongemodificeerd BSA - in de opldssing gepadrd. De
vorming van deze component wordt stdpgézét'waﬁheer,'door
toevoeging van ngtriumbisulfiet, de oxiderende werking van
chlooramine T wordt opgeheven. Bij de gevalgde labelings-
procedure (Hoofdstuk II van dit prbefschrift) wordt op deze

wijze een gedeelte 'van het in de oplossing aanwezige BSA

s

W
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BSA voor labeling BSA na labeling
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HPLC chromatogrammen van BSA (conc. 1 gl-l) TOoOr en na
jodiumlabeling. Kolommatrix, 545 TSK anionenwisselaar;
elutiebuffer, HZO/ 0,11 NH4OAc PH 5,5.injectievolume

50 ul, flowsnelheid 0,5 ml/min. UV dectectie bij 280 nm.

omgezet in een eiwit met een grotere affiniteit voor de
kolommatrix van de ionenwisselaar.

Op basis van deze resultaten kan slechts geconcludeerd
worden dat de veranderde ionogene interactie van gelabeld BSA
ten gevolge van de aanwezigheid van deze nieuwe component
verocorzaakt wordt door jodiuminbouw of door de gebruikte

labelingsprocedure. Om dit na te gaan werden onder andere
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oplossingen van BSA in aanwezigheid van chlooramine T zonder

jodium en oplossingen van BSA in aanwezigheid van jodium

zonder chlooramine T geanalyseerd met behulp van een 545 TSK

anionenwisselaar. Uit de gegevens in TABEL AI blijkt dat

chlooramine T de oorzaak is van de vorming van een nieuwe

component en niet de inbouw van jodium.

TABEL Al: De HPLC analyse van BSA in aanwezigheid van de ver=-

schillende labelingscomponenten

BSA jodium chloor- patrium vorming van een
amine T bisﬁlfiet nieuwe component

+ + + + JA

+ - + + JA

+ + - - NEEN

+ + - + NEEN

+ aanwezig in oplossing - niet aanwezig in oplossing

Chlooramine T is echter noodzakelijk in de labelings-

procedure om I te oxyderen tot jodium. Om veiligheids-

redenen wordt radioactief jodium geleverd in de vorm van

jodide zouten. Jodium is namelijk vluchtig.

Concluderend blijkt dat door de gebruikte labelingsprocedure

extra componenten ontstaan met andere adsorptieve eigenschap-

pen dan BSA. Het is niet onmogelijk dat door labeling van HSA,

HFb en HIgG eveneens extra componenten ontstaan,

homogeniteit van de componenten in deze oplossing verloren

gaat.

waardoor de
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APPENDIX IIB

Ter verklaring van het'afwijkend adsorptiegedrag van
gelabeld eiwit aan PS-latices in Hoofdstuk II volgt hier een
afleiding voor de bepaling van de oppervlakteconcentratie op
basis van radioactiviteitsmetingen waarbij rekening gehouden

wordt met de chromatografische gegevens van gelabeld BSA.

De adsorptiewaarden van de isothermen in Hoofdstuk II zijn

berekend door gebruikmaking van de formule

Cs'k .
Cs = c* ¢ (1)
waarin
Cs* = de gemeten radioactiviteit per oppervlakte eenheid, een

maat-voor de concentratie - gelabeld eiwit aan het opper-

vlak (Rad cm-z)

C* = de gemeten radioactiviteit per volume eenheid, een maat
voor de doncentratie gelabeld eiwit in de oplossing

(rad cmf3)

. -3
(o4 = de concentratie eiwit in de oplossing ( pug cm )

(gelabeld én ongelabeld)

Cs = de berekende concentratie eiwit aan hét oppervlak

( ugcm-z)

Deze formule mag alleen worden toegepast wanneer gelabeld
eiwit en ongelabeld eiwit een identigk adsorptiegedrag
vertonen. VAN DER SCHEER heeft aangetoond dat er sprake was
van preferentiéle adsorptie van gelabeld eiwit ten opzichte
van ongelabeld eiwit. Hij ging er echter van uit dat al het
aanwezige gelabelde eiwit in oplossing preferentieel adsor-

beerde en uitgaande van deze veronderstelling heeft hij een
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formule afgeleid gebruikmakend van een eenvoudig kinetisch .
model. Op deze wijze kon de juiste oppervlakteconcentratie -

verkegen worden door toepassing van

Cs* .
Cs = é Cc* [od (2)

De evenredigheidsfactor of preferenti&le adsorptiefactor ﬁ
is een constante wanneer er sprake is van een volledig bedek-
te monolaag. Dit geldt voor zowel reversibele als irrever-

sibele eiwitadsorptie. (VAN DER SCHEER, 1978)

Uit de karakterisering &et Sehuip van HPLC van gelabeld
BSA blijkt dat slechts een deel van het gelabelde eiwit een
afwijkend adsorptie gedrag vgrtoont. ‘

Formule 1 en formule 2 zijn in dit geval niet van toepaséing.

In formule 1 dient Cs* en C* vervangen te worden door AS*+Bg*

en A*+B*, En C door A+A*+B*, ’

- A is ongelabeld eiwit.

- A* is gélabeld eiwit dat geen afwijkend adsorptiegedrag
vertoont ten opzichte van A. w

- B* ig gelabeld eiwit dat wel een afwijkend adsorptiegedrag
vertoont ten opzichte van A, A

Formule 1 kan nu geschreven worden als

Cs* ~ _As* + Bg* e o
Cs = C* C A* + B* (A+A ‘+B*) (3)

A* +B * is meestal veel kleiner dan A (laag labelingspercentage).

Formule 3 is dan te vereenvoudigen tot

Csv= As¥* + Bs* A (4)
A* + B*

59



Om inzicht te krijgen uit wat voor eiwitmoleculen de gead-
sorbeerde eiwitlaag bestaat wordt de volgende redenering
opgezet.

Het percentage gelabeld eiwit in de oplossing A*+B* is
meestal zeer laag (3%).

Van dit percentage vertoont slechts een gedeelte B*/A*+B*
een afwijkend adsorptie gedrag. Rls aangenomen wordt dat,
géén extreme preferenti&le adsorptie optreedt, zodat

+ * * ¢A ierui
As* As>>Bs en AS KRy dan volgt hieruit dat
C = A +A *+B_* & A

s s s S s
Om te komen tot een juiste berekening van As zal dus gebruik

moeten worden gemaakt van de formule

comhs = As® (5)
A%

In de praktijk is echter alleen As*+Bs* en A*+B* bekend.
En in de veronderstelling dat gelabeld eiwit geen afwijkend
adsorptiegedrag vertoont wordt dan ook altijd gebruik gemaakt
van vergelijking (1) of eigenlijk van vergelijking (4).
Dit betekent dat door toepassing van deze vergelijkingen een
afwijking in de berekende adsorptiewaarde ontstaat die gege-

ven wordt door

¢| 1l + Bs*/As* (6)
~ —+ BST/AST
1 + B*/A*

é' is kwantitatief moeilijk te bepalen omdat B*/A* en
Bs*/As* onbekend zijn.
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"HOOFDSTUK III

DE REVERSIBILITEIT VAN EIWITADSORPTIE AAN POLYSTYREEN

III.,1l. Inleiding

Er bestaat nog steeds verschil van mening over de vraag
of eiwitadsorptie beschouwd kan worden als een reversibel
proces. Gepreadsorbeerde eiwitten aan hyd;ofobe oppervlakken
desorberen niet of zeer langzaam wanneer deze oppervlakken
in contact komen met bufferoplossingen waarin geen eiwit
aanwezig is (BRASH, 1969 en BRYNDA, 1978).

Eiwitadsorptie aan hydrofobe oppervlakken wordt in dit
opzicht beschouwd als “irreversibel", terwijl voor hydro-
fiele oppervlakken zowel reversibele (BRASH, UNIYAL, 1979)
als "irreversibele™ adsorptie (MC RITCHIE, 1972) is gevonden
(zie noot).

In een uitstekend review zet MC RiTCHIE alle factoren met
betrekking tot reversibele en irreversibele eiwitadsorptie
op een rij (MC RITCHIE, 1978).

In veel eiwitadsorptiestudies aan ‘hydrofobe oppervlakken
is aangetoond dat de adsorptietak van de isotherm afhanke-
lijk is van de eiwitconcentratie in de oplossing.

Deze concentratie afhankelijkheid wordt vaak beschreven met
een Langmuir isotherm (ORESKES en SINGER, 1961; BRASH en
LYMAN, 1969; DILLMAN en MILLER 1973; LEE en KIM 1974). Dit

vooronderstelt reversibele eiwitadsorptie.

Noot: In de literatuur wordt eiwitadsorptie beschouwd als
irreversibel wanneer geadsorbeerd eiwit in contact met
een buffer niet desorbeert. Desorptie van geadsorbeerd
eiwit door verdringing blijft dan nog altijd mogelijk.
In dit proefschrift wordt het begrip irreversibel
alleen dan gehanteerd wanneer ook geen verdringing of
uitwisseling van geadsorbeerde eiwitten meer mogelijk
is. Het begrip irreversibel uit de literatuur, waarbij
nog wel verdringing mogelijk is, wordt in dit hoofd-
stuk tussen aanhalingstekens geplaatst ("irre-
versibel").
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Als de eiwitconcentratig in de oplossing hoog genoeg is
‘"nadert de isotherm een plateauwaarde, waarbij aangenomen
wordt dat bij die concentraties een volledig bezette mono-
moleculairé eiwitlaag aanwezig is op het oppervlak. De eiw-
itmoleculen in deze geadsorbeerde eiwitlaag kunnen in prin-
cipe end-on (staand) gesitueerd zijn op het oppervilak
(BRASH, 1969) of side-on (liggend) zoals Norde aanneemt
(NORDE, 1976).

Dat eiwitadsorptie niet een echt irreversibel proces is
blijkt eveneens &it ﬁe‘albumine desorptie van glas en zelfs
van polystyreen oppervlakken, wanneer deze met albumine ‘
gepreadsorbeerde oppervlakken in contact gebracht worden met
bloedplasma (COLEMAN et 1976). dok BRASH (1978, 1983) en
CHAN (1981) tonen aan dat eiwitadsorptie een dynamisch
proces is, waarbij uitwisseling van eiwitten aan het gréns-
vliak optreedt onder "steady state" condities. Deze adsorp-
tiestudies zijn uitgevoerd aan polyethyleen/albumine syste-
men (BRASH, 1978), glas/fibrinogeen systemen (CHAN, 1981) en
aan fibriﬁdgeen in aanwezigheid van positieve negatieve en
neutrale polyelectroliet complexen (BRASH, 1983). Bij al de-
ze experimenten wordt Ilzsvgelabeld eiwit uitgewisseld met
Il3lgelabe1d eiwit. BRASH vindt een uitwisseling van
geadsorbeerde eiwitﬁen aan het oppervliak met eiwittem in
oplossing voor al Qeze systemen. Ook blijkt telkens een
fractie van het geadsorbeerde eiwit niet uitwisselbaar te
zijn. ) i. ] V

In dit Hoofdstuk wordt de aﬂsofptie.beschreven van mense-
lijk albumine (HSA) en menselijk fibrinogeen (HFb) aan
PS—latex (een grote oppervlakte/volume verhouding en een
negatief geladen oppervliak) en PS-films (een kleine opper-
vlakte/volﬁme verhouding). Op basis van desorptie en uitwis-
selingéexperimenten van HSA en HFb aan deze PS oppervlakken
wordt naqér ingegaan op de reversibiliteit van het eiwit-
adsorptieproces. Al aéze experimenten zijn uitgevoerd in
een fosfaatbuffer pH 7,35 bij 0,9% NaCl. Aan de hand van de
resultéten wordt een voor dit systeem toepasbaar adsofptie—

model opgesteld.
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ITI.2, Materialen en methoden

Menselijk serum albumine (HSA) en meﬁselijk fibrinogeen
(HFb) zijn gezuiverd en"gekarakteriseerd zoals beschreven in
hoofdstuk II. HSA was afkomstig‘van Sigma (A9511), HFb van
KABI, Stockholm.

Polystyreen (PS), MW 670,000 Mw/Mn=1,15, was afkomstig
van Pressure Chemical Company, Pittsburgh, Mellon Institute
(Lot no 13A). Polystyreen films 2zijn vervaardigd door oplos-
sen van PS in tolueen (7%) en deze oplossing vervolgens uit
te strijken over een glasplaat, waarna het oplosmiddel ver-
dampt onder uitsluiting van vocht. Op deze wijze wordt een
transparante PS f£ilm verkregen mét een dikte van 20 um.
Tijdens de experimenten is gebruik geméakt van ﬁs—filmpjes
met een totaal oppervlak van 2'cm2. -
Polystyreéh—latex (Ps—latéx) was afkoms%ig van AKZO Cor-

porate Research, Arnhem (nr. VS08). De diameter van de

1atexdee1tjéé is bepaald met behulp van een electronenmicro-’

scoop en bedroeg 326 nm '+ 14 nm. Het vaste stof‘géhalte”was
1,51 gew.%, de pH was 7,35. ’ ' :
Tijdens de expérimenten is gébruik-gemaakt van phoéphate
buffered saline solution (PBS buffer), pH 7,35. De eiwitten
zijn gelabeld inet’I125 volgens de chlooramine T methode,

<

zoals'beschreven in Hoofdstuk II.

De aésorbtieexperimenten zijn uitgevoérd doo 4ebruik te
maken vaniz‘adsorptie methoden. - '
a. Adsorptie aan PS-filmpjes (kleine'oppervlékte/volumé'vei;
houding) ' o '
De adsorptie vah eiwit aan Pséfilmpjes kan bepaald worden
door gebruik te maken van radlolabellngstechnleken. "
De radioactiviteit op het PsS oppervlak na adsorptle vanu
eiwit vanuit de oplossing is een maat voor de hoeveelheld
radioactief gelabeld eiwit aanwezig op het oppervlak.
Hieruit kan de totale hoeveelheld eiwit aan het oppervlak
berekend worden, doordat de radloact1VLte1t van de oplos-

singen met bekende eiwitconcentraties bekend is (volgens
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een ijkcurve) en er een lineair verband bestaat tussen de
radiocactiviteit en de hoeveelheid eiwit. Wanneer een

gelijk adsorptiegedrag voorondersteld. wordt van gelabeld,
radioactief gelabeld en ongelabeld eiwit mag gebruik wor-

den gemaakt van de volgende formule:

In formule 1 is Cs de oppervlakteconcentratie (ugcm—z)
van geadsorbeerd eiwit, Cs* de radioactiviteit gemeten
aan het oppervlak (counts min—lcm-z), C* de
radioactiviteit in de oplossing (counts min—lml-l) en

C de totale eiwitconcentratie in de oplossing ( Ugml—l).
De adsorptie experimenten zijn uitgevoerd bij 20°C onder
steady state condities in buisjes gevuld met 3 ml eiwit-
oplossing. De totale eiwitconcentratie in de oplossing
vermindert tijdens adsorptie niet waarneembaar doordat
gebruik wordt gemaakt van relatief kleine PS-oppervlak-
ken. Tijdens de experimenten is contact van de poly-
styreen oppervlakken met het vloeistof/lucht grensvlak
vermeden ter voorkoming van artefacten ten gevolge van de
eventuele aanwezigheid van een Langmuir-Blodgett laag aan
het grensvlak.

Ook tijdens de wasprocedure is contact van het oppervlak
met het vlioeistof/lucht grensvlak vermeden. Dit was moge-
lijk door de eiwitoplossing te verdringen met PBS buffer.
De eiwitoplossing werd dermate verdund dat de eiwitcon-
centratie uiteindelijk gereduceerd was tot nul.

Alle metingen zijn uitgevoerd in drievoud. De maximale
spreiding in de berekende oppervlakteconcentraties van
geadsorbeerd eiwit bedroeg 8%.

Het percentage gelabeld eiwit in de oplossing was meestal
3%, verkregen door menging van gelabeld en ongelabeld
eiwit. Van die 3% was slechts een kleine fractie,radi&-

actief gelabeld (1,2 x 10 °).
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b. Adsorptie aan PS-latex (groot oppervlak).

Deze methode is eerder beschreven in hoofdstuk II. In dit
geval wordt de oppervlakteconcentratie van geadsorﬁeerd
eiwit bepaald uit de verlaging van de eiwitconcentratie
in oplossing ten gevolge van adsorptie aan PS-latex. Bij
deze methode kan zowel gebruik gemaakt worden van gela-
beld als ongelabeld eiwit, omdat naast de radiocactivi-

teitsmeting een UV meetmethode beschikbaar is.

Uitwisseling van geadsorbeerd eiwit met eiwit

in de oplossing

Deze experimenten zijn uitgevoerd aan PS-latex en PS
£ilms voor HSA en HFb in PBS buffer pH 7,35 bij 20°C.

Ter beétudering van eiwituitwisseling aan kleine PS
oppervlakken zijn deze oppervlakken gepreadsorbeerd met
gelabeld eiwit bij een bekende concentratie in de oplos-
sing. De oppervlakteconcentratie is dan te berekenen aan
de hand van de radioactiviteit aan het oppervlak. De
oplossing wordt nu vervangen door ongelabeld eiwit met
dezelfde concentratie als de oorspronkelijke concentratie
gelabeld eiwit. Bij deze procedure wordt contact tussen
het oppervlak en het vloeistof/lucht grensvlak vermeden.
De vermindering. van radiocactiviteit aan het oppervlak
wordt nu geregistreerd met behulp van een gammé—teller
als functie van de tijd. Op deze wijze wordt de desorptie

van gelabeld eiwit berekend onder evenwichtscondities.

Als aangenomen wordt dat in evenwicht de totale opper-
vliakteconcentratie constant blijft bij een constante
eiwitconcentratie in oplossing, kan gesteld worden dat de
hoeveelheid geadsorbeerd ongelabeld eiwit bij eveﬁwicht
gelijk is aan de hoeveelheid gedesorbeerd gelabeld eiwit..
Dit experiment kan herhaald worden door het oppervlak -
eerst te preadsorberen met ongelabeld eiwit bij een
bepaalde concentratie ongelabeld eiwit in de oplossing en
vervolgens de .ongelabelde eiwitoplossing te vervangen
door oplossing van gelabeld eiwit, weer met dezelfde

eiwitconcentratie.
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Nu kan de uitwisseling van eiwit aan het oppervlak bij
gelijkblijvende eiwitconcentraties in oplossing worden
bepaald als functie van de tijd door registratie van de
toename in radioactiviteit aan het oppervlak. Als er
inderdaad sprake is van &&n op &&n uitwisseling zonder
verschil in affiniteit zal de desorptie als functie van
de tijd complementair zijn aan de adsorptie in het tweede
experiment bij dezelfde eiwitconcentratie in de oplossing.
De uitwisseling van eiwitten aan PS-latex is uitgevoerd
op identieke wijze als boven beschreven. Echter met dit
verschil dat nu de desorptie respectievelijk adsorptie
van eiwit aan latex onder evenwichtscondities is bepaald
aan de hand van de verhoging respectievelijk verlaging
van de radioactiviteit in de oplossing. Hiervoor was het
noodzakelijk de latex suspensies telkens te centrifugeren
en vervolgens te resuspenderen in eiwitoplossingen met

dezelfde concentratie.

IIT.3. Resultaten

Adsorptie van HFb en HSA aan PS-plaatjes (oppervlak 2
cm2) is bepaald als functie van de tijd (Figuur 1). Bij
een -HSA concentratie van 0,7 gl-l wordt een evenwicht
bereikt binneén 15 minuten en na 16 uur is de oppervlaktée-
concentratie niet veranderd. De adsorptie van HFb verloopt
langzamer. De adsorptie isothermen van HSA en HFb aan
PS-plaatjes worden gegeven in Figuur 2. Bij een concentratie

-1 : .
van 16 gl HSA in de oplossing blijkt het PS oppervliak

verzadigd. De oppervlakteconcenfratie is dan 0,6 pg cm-z.
Bij HFb adsorptie wordt geen.verzadigingswaarde waargenomen.
Wanneer HFb concentraties in de oblossing hoger worden dan 4

- l . -
gl ontstaat vlokking van het eiwit in de oplossing.
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Figuur 1 Adsorptie van HSA (8) en HFb (A) als functie van
de tijd aan PS films. De concentratie HSA in op-
-1 . R
lossing is 0,7 gl =, de concentratie HFb in
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oplossing is 0,4 gl .
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Figuur 2 Adsorptieisothermen van HSA (8) en HFb (A) aan
PS~-films. De adsorptietijd . -is 3 uur. Condities PBS

buffer pH 7,35, temp. 23°C."



In figuur 3 is de adsorptie van HFb en HSA gegeven als
functie van de temperatuur. Een lichte toename van de hoe-
veelheid geadsogbeerd eiwit aan het oppervlak wordt waarge-
nomen bij toenemende temperatuur en bij 45°C treedt vlokking

op van HFb in de oplossing. De oppervlakteconcentratie is

14
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Figuur 3 Adsorptie van HSA (@®) en HFb (A ) als functie van
de temperatuur aan PS-film. De adsorptietijd is 3

aur.

teikens bepéald door meting van de radioactiviteit aan het
oppervlak van PS. Desorptie van eiwit is met PBS buffer in
geen enkel geval waargenomen. De PS oppervlakken waren bij
deze desorptieproeven met bufferoplossingen voor gedurende 1
d 3 uur gepreadsorbeerd met HSA en HFb, waarbij de concen-
tratie HSA (van 0,1 tot 10 gl-l) en HFb (van O,l tot 4

gl-l) gevarieerd is, Zelfs na 50 uur contact met de buf-
feroplossing was de oppervlakteconcentratie van geadsorbeerd

eiwit niet verminderd.

De uitwisseling van HSA en HFb aan PS-plaatjes is gegeven

als functie van de tijd in Figuur 4 en Figuur 5. Hierbij

68



100

80+

60 1

40

gepreadsorbeerd HSA (%)
N
o

o

0

4 8 12 16. 20 24

uitwisselingstiid (uren)

Figuur 4

Uitwisseling van HSA geadsorbeerd aan PS-films bij

evenwicht.

Het percentage van de oorspronkelijke oppervlakte-

concentratie is uitgezet als functie van de tijd.

Dit is verkregen door:

a. Initiéle adsorptie van HSA 1125 en vervolgens
uitwiéseling met ongelabeld eiwit (@) of

b. Initi€le adsorptie met ongelabeld HSA en ver-
Volgens uitwisseling met 1251 gelabeld HSA
(0.

De evenwichtsconcentratie HSA in oplossing. is

1 gl—l. De evenwichtsconcentratie aan het opper-

-2
vliak is 0,2 pg cm .
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Figuur 5

‘Uitwisseling van HFb geadsorbeerd aan PS-film bij

evenwicht. Het percentage van de oorspronkelijke
oppervlakteconcentratie is uitgezet als functie
van de tijd. Dit is verkregen door:

125

a. Initi€le adsorptie van HFbI {A) ,vervolgens
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uitwisseling‘met ongelabeld HFb of
b. Initi€le adsorptie met ongelabeld HFb(A]’
vervolgens uitwisseling met 1251 gelabeld HFb.
De eveﬁwichtsgoncentré£ie HFb in oplossing is
0,67 gl-l. be evenwichtsconcentratie aan het
oppervlak is 0,4 ug cm_z‘ De preadsorptie tijd

was 3 uur.



zijn de oppervlakken gepreadsorbeerd gedurende 15-60 minuten
met- gelabeld én ongelabeld eiwit. Voor preadsorptie en uit-
wisseling van HSA is steeds gebruik gemaakt van een HSA
o0plossing met een eiwit concentratie van 1 gl_}. Voor pre-
adsorptie en uitwisseling van HFb bedroeé de HFb concentra-
tie in de oplossing 0,67 gl_l. Uit Figuur 4 blijkt dat een
bepaalde fractie (ca. 60%) gelabeld HSA geadsorbeerd aan het
PS oppervlak niet uitwisselt met ongelabeld HSA in de oplos-
sing (stippellijn) terwijl ongelabeld HSA geadsorbeerd aan
het PS oppervlak, gezien de adsorptie van gelabeld eiwit,
vrijwel volledig uitwisselt met gelabeld eiwit in de oplos-
sing.

Voor fibrinogeen is eenzelfde verschijnsel waargenomen.
Ook bij HFb blijkt slechts een kleine fractie geadsorbeerd
gelabeld HFb, circa 10%, uitwisselbaar met ongelabeld HFb in
de oplossing, terwijl ook nu ongelabeld geadsorbeerd HFb
vrijwel geheel uitwisselt met gelabeld HFb in de oplossing.
Na 4 uur lijkt in het geheel geen uitwisseling van eiwit
meer op te treden. In Figuur 4 en 5 is aangenomen dat de
totale eiwitconcentratie aan het opperylak tijdens uitwis-

seling constant blijft als functie van de tijd.

Adsorptie van HFb en HSA aan PS-latex

In tejenstelling tot de adsorptie van HFb aan PS-plaatijes
blijkt dat HFb adsorptie aan PS—iatex'binnen 15 minuten een
evenwichtswaarde heeft bereikt. Voor HSA adsorptie aan
PS-latex wordt eveneens binnen 15 minuten een evenwichts-
waarde bereikt. De vorm van de isotherm hangt sterk af van
de bepalingsmethode van de eiwitconcentratie in de oplossing
voor en na adsorptie- van eiwit aan de latices (zie hoofdstuk
II). Wanneer de vermindéring in de eiwitconcentratie ten
gevolge wvan adsorptie aan PS-latex wordt beéaald met behulp
van UV spectroscopie worden "high-affinity" isothermen
verkregen, waarbij reeds bij lage eiwitconcentratie in de
oplossing het verzadigingsniveau is bereikt. De HSA plateau-

-2 .
waarde ligt bij 0,1 ugcm bij adsorptie aan PS-latex
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gebruikmakend van UV detectie. Dit is een factor 6 lager dan
de plateauwaarde van HSA-adsorptie aan PS-plaatjes bepaald
door meting van de radioactiviteit aan het oppervlak (0,6
ugcm-z). De met UV detectie bepaalde plateauwaarde (0,6
pgcm-z) van Hfb aan PS-latex is niet vergelijkbaar met "de
plateauwaarde" van HFb aan PS-plaatjes omdat in dit geval

geen plateau bereikt is.
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Figuur 6 Adsorptieisothermen voor HSA (#) en HFb (A) aan
PS-latex. Bepaald uit de vermindering in radio-
aktiviteit in de oplossing ten gevolge van adsorp-

tie van gelabeld eiwit, Adsorptietijd 1 uur,
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De overeenkomst tussen de adsorptieisothermen van HFb en
HSA aan PS-latex (Figuur 6) bepaald door vermindering van de
radiocoactiviteit 'in de oplossing en de adsorptieisothermen
van HSA en HFb (Figuur 2), bepaald door meting van de radio-
activiteit aan het oppervlak van PS-plaatjes is veel groter,
dan bij vergelijking van de twee detectiemethoden UV en RAD
bij adsorptie aan latices.

De op deze wijze verkreden HFb isotherm aan PS-latex is
identiek aan de HFb isotherm aan PS-plaatjes. De HSA iso-
therm aan PS-latex heeft wel dezelfde vorm als de HSA iso-
therm aan PS~plaatjes, maar de oppervlakteconcentratie is
bij PS-latex gemiddeld 40% lager dan de HSA oppervlakte-
concentratie aan PS-plaatjes bij dezelfde eiwitconcentraties
in oplossing.

Ook uitwisseling van HFb en HSA bij evenwicht is bestu-
deerd aan een systeem met PS-latex. Uit deze experimenten
blijkt dat aan PS-latex geadsorbeerd gelabeld HSA en HFb
totaal niet uitwisselt met ongelabeld HSA en HFb in de
oplossihg. Geadsorbeerd ongelabeld HSA en HFb wisselt
slechts gedeeltelijk uit met gelabeld HSA en HFb in de
oplossing. (Tabel III.1)

De preadsorptietijd bedroeg 1 uur enver is gebruik
gemaakt van eiwitoplossingen met een concentratie van 1
gl—l. De uitwisselingstijd was maximaal 16 uur. De resul~
taten met betrekking tot eiwituitwisseling aan PS-latex zijn
vergeleken met de uitwisseling van HSA en HFb aan PS-plaat-
- jes en worden gegeven in TabeliIiI.l Tot slot dient nog
vermeld te worden dat ook aan PS-latex geadsorbeerd HSA en
HFb in het geheel niet desorbeert tegen een PBS buffer

binnen 50 uur.
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TABEL III.l Uitwisselingspercentage bij evenwicht van aan
PS-latex en PS-plaatjes geadsorbeerd HSA en
HFb na 16 uur bij 20°C.

A/B¥* PS-latex PS-plaatjes
HSA/HSA* 7% 100% ) i
HSA*/HSA 0% 40% ¥
HFb/HFb* 38% 100%
HFb*/HFDb 0% R 10%

A/B wil zeggen preadsorptie met A en vervolgens uitwis-
‘seling met een evenwichts concentratie B in de oplossing;
een sterretje beduidt radioactief gelabeld materiaal. De
evenwichtsconcentratie was steeds 1 gl_l echter voor
uitwisseling van HFb aan plaatjes was deze concentratie

-
0,67 gl

III.4. Discussie

Plateauwaarden van de adsorptie isothermen

Hoewel, zoals uit de resultaten blijkt, niet altijd
plateauwaardén worden bereikt bij de adsorptie van
plasmaeiwitten aan vaste oppervlakken, wordt toch algemeen
aangenomen dat als het oppervlak verzadigd is met
geadsorbeerd eiwit er sprake is van éen monomoleculaire
- eiwitlaag. Baszkin en Lyman (1980) hebben adsorptiewaarden
berekend voor HSA en HFb op basis van de dimensies van deze
eiwitmoleculen voor side-on en end-on adsorptie, waarbij zij
uitgaan van een monomdleculaire eiwitlaag. De voor HSA
berekende oppervliakteconcentratie is dan 0,25 pg cm-2 voor
side—-on adsorptie en 0,90 ,ug cm_2 voor end-on adsorptie.
Voor HFb zijn deze waarden respectievelijk 0,27 ug cm—2
en 1,85 ug cm_z.l(Hoofdstuk I, Tabel I.l).

- In tabel III.2 zijn de plateauwaarden gegeven voor de
adsorptie van plasma eiwitten (HFb en HSA) aan polystyreen,

polyethyleen en glas voor zover bekend in de literatuur. Uit
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TABEL III.2

"PLATEAUWAARDEN" VOOR DE ADSORPTIE VAN PLASMAEIWITTEN AAN
POLYSTYREEN (PS), GLAS EN POLYETHYLEEN (PE).
A. MENSELIJK SERUM ALBUMINE (HSA)
r i
polymeer plateauconc. methode .. referentie pH temp. ionstgfﬁte
{ ng em™2) (°c (mol 1
PS 0.5 IR BRASH (69) 7.4 37 0.15
Ps~latex | 0.20 depletie . NORDE (76)f 4.7 20 0.01
PS-latex 0.11 depletie NORDE (76)f 7.0 20 ; 0.01
Ps-latex | 0.14 depletie [ VDSCHEER(78) 7.3 22 . 0.01
PS 0.62 labeling VDSCHEER(78)} 7.3 37 . 0.15
PS* 0.20 labeling BRASH (81)f 7.4 23 ; 0.05
PS 0.60 labeling LENSEN (84) 7.4 22 [ 0.15
PS-latex | 0.10 depletie LENSEN . (84) 7.4 22 0.15
glas* 0.04 labeling BrRasE (76) 7.4] 23 | o0.20
glas*®* 0.20 labeling BRASH (81L)} 7.4 23 | 0.05
glas 0.14 labeling NORDE (83) 7.4 22 0.05
PE 0.80 IR BRASH (69) 7.4 37 .0.15
PE* 0.20 labeling BRASH (76) 7.3 23 0.20
PE 0.1l6 IR BRYNDA (78) 7.4 37 0.20
PE* 0.17 labeling BRASH (81) 7.4 23 0.05
B. MENSELIJK FIBRINOGEEN (HFb).
j T
polymeer plateauconc. methode referentie ‘pH temp. - ionsterkte
( ug cm™2! (°C? . (mol 1 3
PS 1.7 IR BRASH (69)] 7.4 37 0.15
PS-latex | 0.55 depletie | VDSCHEER(78) 3.5 23 0.01
PS-latex | 0.70 depletie VDSCHEER(78)] 8.9 22 0.01
PS 0.90 labeling KLEIN E.(78) 7.4 37 O.lS
PS 1.00 labeling BRASH (79) 7.4 23 0.05
PS-latex | 0.60 depletie LENSEN (84) 7.4 22 0.15
glas* 0.74 ‘labeling BRASH (76) 7.3 23 0.20
glas®* 0.70 labeling BRASH (81) 7.4 23 0.05
glas 0.60 labeling UNIYAL (82)] 7.4 23 0.15
glas 0.28 ellipso. JONSSON (82)] 7.4 22 0.15
glas 1.00 labeling SCHMITT (83)} 7.4 37 0.05
PE 1.3 IR BRASH (69)] 7.4 37 0.15
PE¥* 1.18 labeling . BRASH (76) 7.3 23 0.20
PE* 1.06 labeling BRASH (82)] 7.4 22. 0.05

* ejiwitconcentratie in de oplossing 1 gl-1
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deze tabel wordt duidelijk dat de plateauwaarden, Voor zover
er werkelijk sprake van is, nogal uiteenlopen afhankelijk
van de gekozen adsorptiecondities en de gebruikte adsorptie-
methode. In de meeste gevallen blijken de plateauwaarden wel
te liggen tussen de door Baszkin berekende extreme waarden
voor side-on en end-on monolaag adsorptie. Echter de pla-
teauwaarde van HSA adsorptie aan PS-latex is lager dan ver-
wacht op basis van de berekende waarde voor side-on adsorp-
tie. NORDE verklaart dit door aanname van een conformatie-
verandering van HSA ten dgevolge van adsorptie.

De in Hoofdstuk II en III bepaalde plateauwaarden Vvoor
HSA en HFb adsorptie gemeten aan PS zijn consistent met de
door NORDE en VAN DER SCHEER bepaalde plateaus onder bijna
dezelfde condities (NORDE, 1976; VAN DER SCHEER, 1978). De
plateauwaarde van HSA aan PS plaatjes, bepaald door meting
van de radioactiviteit aan het PS oppervlak, is 6 maal hoger
dan de plateauwaarde van HSA aan PS-latex met behulp van UV
detectie (Figuur 5, Hoofdstuk II). Vergelijking tussen de

"plateauwaarden" van gelabeld HSA aan plaatjes met de

"plateauwaarden" van gelabeld HSA aan latex (Figuur 5,
Hoofdstuk II) is in het geheel niet mogelijk, omdat bij de
adsorptie van gelabeld HSA geen plateau wordt waargenomen.
Al deze adsorptie-isothermen zijn bepaald onder exact
dezelfde adsorptiecondities met dezelfde batch HSA. Het.
verschil in plateauwaarden zou verklaard kunnen worden door
~het verschil in aangeboden PS oppervlak. Het PS-latex opper-
vliak is negatief geladen, terwijl de PS plaatjes ongeladen
zijn. Echter op basis vah de z&ta potentiaal (-20 mV) is een
oppervlaktelading berekend van minder dan‘Z uk «—:m-2 voor

het latex oppervlak (NORDE, 1976). Dit correspondeert met de
aanwezigheid van 1 of 2 negatieve ladingen per geadsorbeerd
eiwitmolecuul in de monolaag. Het effect van de oppervlakte-
lading op de adsorptiewaarden lijkt te verwaarlozen. Het
verschil in berekende oppervlakteconcentratie dient veeleer
gezocht te worden in de heterogeniteit van gelabeld eiwit,

zoals uit de karakterisering van gelabeld eiwit blijkt.
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(Appendix IIA). Dit in combinatie met de oﬁpervlakte/volume—
verhouding, die bij PS plaatjes anders is dan bij latex
experimenten. Een deel van het gelabeld eiwit adsorbeert
preferentieel aan.polystyreen. Deze preferentiéle adsorptie
komt bij kleine oppervlakken (PS-filmpjes) sterker tot »
uiting‘dan bij grote oppervlakken (PS-latex). Hierdoor wordt
aan PS-filmpjes een hogere oppervlakte concentratie berekend.
In hoofdstuk IV van dit proefschrift wordt dit nog eens
gelllustreerd aan de hand van de concurrerende adsorptie van
HSA monomeren en dimeren. De preferentié&le adsorptie van
dimeren komt ook hier aan kleinere oppervlakken sterker tot

uitdrukking (zie TABEL 1IV.2).

Beschrijving van de eiwitadorptie aan hydrofobe oppervlak-

ken.

Uit de figuren 2 en 6 blijkt dat de adsorptie van gela-
beld HFb en HSA afhankelijk is van de concentratie in\de'
oplossihg. Eéhter desorptie van eiwitten geadsorbeerd aan PS
oppervlakken in kontakt met buffer wordt niet gevonden. Toch
is er sprake .van een dynamisch evenwicht, waarbij eiwitten
adsorberen en desorberen (figuren 4 en 5) en waarbij veron-=
dersteld wordt dat de totale oppervlakteconcentratie kon-
stant blijft'tijdens uitwisseling. In aanwezigheid van eiwit
in dé oplossing kan het adsorptie~desorptie gedrag van eiwit-
ten aan hydrofobe oppervliakken beschouwd worden als een
reversibel proces, wanneer de eiwitconcentratie in de
oplossing na adsorptie constant blijft.

Aan de hand van een aantal vergelijkingen zal een
beschrijving worden gegeven voor het adsorptie-desorptie
gedrag van eiwitten en de rol die eiwitten in oplossing
daarbij spelen.

Voor monolaagadsorptie kan het volgende evenwicht worden

opgesteld:

Pg + V ——= Pp (rev) (1)
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Hierin staat Ps voor het eiwitmolecule in oplossing,
V(vacature) voor de beschikbare plaats aan het oppervlak en
PA(rev) het reversibel geadsorbeerd eiwitmolecule.

Met deze vergelijking zou het adsorptie/desorptie proces
beschreven kunnen worden bij een volledig reversibel proces.
De realiteit is echter dat bij vermindering van de
eiwitconcentratie in de oplossing geadsorbeerd eiwit zeer

langzaam desorbeert of in het geheel niet desorbeert.

Nu zijn er aanwijzingen dat eiwitten in geadsorbeerde
toestand een andere conformatie bezitten dan eiwitten in
oplossing (Hoofdstuk I.) De verandering in de eiwitstruktuur
ten gevolge van adsorptie aan het oppervlak heeft tot gevolg
dat desorptie in afwezigheid van eiwit in oplossing niet
mogelijk is of slechts zeer langzaam verloopt. Wanneer er
wel eiwit in oplossing is, blijkt desorptie echter wel moge-
1lijk, hoewel de totale oppervlakie concentratie dan wei’
gelijk blijft (uitwisseling). RAan het oppervliak is evenwel
naast reversibel geadsorbeerd eiwit ook eiﬁit aanwezig, dat
moeilijk ;f niet desorbeerbaar is. Bij afwezigheid van eiwit
in de oplossing blijkt bijna al het aaﬁwézige gea@sqrbeerde
eiwit gefixeerd in de "irreversibele" toestand, zoals blijkt
uit het gegeven dat eiwit onder deze condities niet desor-

beert.

Een tweede vergelijking voor de beschrijving van het

adsorptieproces is daarom noodzakelijk..

Palrev) — 35 Pp ("irr") (2)

In (é) is PA ("irr") moeilijk desorbeerbaar geadsor-—
beerd eiwit.

De overgang van PA (rev) naar PA ("irr"™) kan afhah-
kelijk zijn van de contacttijd tussen geadsorbeerd eiwit en
oppervlak en van de aard van de interactie tussen geadsor-
beerd eiwit en oppervlak.(SODERQUIST, 1980)

Dan is er nog een derde vergelijking noodzakelijk voor de
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besehrijving van het desorptieproces:

Pp ("irr" )= Pp: (rev) (3)

Deze overgang wordt mogelijk gemaakt door de kinetische
energie, die de eiwitmolekulen in oplossing bezitten en

waarmee -desorptie van Py ("irr") slechts in de vorm van

'
aA

verdringing of uitwisseling wordt mogelijk gemaakt. P
(rev) hoeft niet identiek te zijn aan de PA (rev) en op

dezelfde wijze aan het oppervlak gebonden. Dit blijkt o.a.
uit circulair dichroisme experimenten, waarbij het o -~helix
gehalte van fibrinogeen tot de helft was gereduceerd nadat

het gedesorbeepdywas van een glas oppervlak (CHAN, 1981).

Uitwisseling van HSA enVHFb aan PS )

Bij de uitwisseling van HSA en HFb aan PS filmpjes
(Figuren 4 en 5) als functie van de tijd vallen twee dingen
onmiddellijk op. Gepreadsorbeerd ongelabeld eiwit vertoont
een ander desorptie respectievelijk uitwisselingsgedrag bij
evenwicht dan gepreadsorbeerd gelabeld eiwit. Bovendien
blijkt een fractie gepreadsorbeerd gelabeld eiwit niet uit-
wisselbaar met ongelabeld eiwit in de oplossing. Deze resul-
taten komen overeen met het werk van BRASH. (1978 en 1983).
Er is sprake.van 2 adsorptieprocessen doordat gelabeld eiwit
in oplossing heterogeen blijkt te zijn (Appendix IIA).

l. Een reversibel adsorptieproces, geldend voor ongelabeld
eiwit en een deel van het gelabeld eiwit. Dit eiwit ad-
sorbeert reversibel in aanwezigheid van eiwit in oplos-
sing en uitwisseling is mogelijk. Hierop is de'vooraf—
gaande adsorptiebeschrijving van toepassing.

2. Daarnaast treedt een tweede adsorptieproces op, waarbij
geen uitwisseling mogelijk blijkt. Dit geldt slechts voor
een deel van het .gelabeld eiwit. Voor dit gelabeld eiwit
is de voorgaande beschrijving van het adsorptie model

niet van toepassing. Deze beschrijving is slechts van
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toepassing op identieke eiwitmoleculen. Er is dus sprake
van heterogeniteit. van gelabeld eiwit. Brash (1978 en
; : . . 131
1983) vindt deze heterogeniteit terug voor zowel I

125
als I gelabeld HFb en HSA.

Conclusie

Eiwitadsorptie mag beschouwd worden als een reversibel
proces, waarbij eiwit in oplossing in evenwicht is met
geadsorbeerd eiwit aan het oppervlak. Uitwisseling tussen
geadsorbeerd eiwit en eiwit in.oplossinq is mogelijk.
Wanneer de eiwitoplossing vervangen wordt door een
bufferoplossing zonder eiwit wordt de evenwichtssituatie
onmiddellijk bevroren of gefixeerd. Dit geldt voor on-
gelabelde eiwitten, Voor gelabelde eiwitten geldt dat een
deel van het gelabelde eiwit een sterkere affiniteit heeft
met het oppervlak dan ongelabelde eiwitten. Dit deel is in
geadsorbeerde toestand niet uitwisselbaar met ongelabeld

eiwit.
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HQOFDSTUK IV

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAFIE.(HPLC) ALS METHODE
TER BESTUDERING VAN CONCURRERENDE ADSORPTIE VAN EIWITTEN

IV.1. Inleiding

Wanneer lichaamsvreemde materialen in contact komen met
bloed is een van de eerst optredende verschijnselen de ad-
sorptie van plasma eiwitten aan het materiaal oppervlak. De
samenstielling van de aan het oppervlak geadsorbeerde eiwit-
ten wordt vaak in verband gebracht met de'bloedcompatibili-

teit van deze materialen. Om inzicht te krijgen in de aan

het oppervlak geadsorbeerdé eiwitlaag is bestudering van de !

concurrerende adsorptie van plasma eiwitten noodzakelijk.
Slechts enkele studies zijn bekend waarbij de concurrerende
adsorptie van plasma eiwitten (meestal menselijk
albuminé—HSA, menselijk fibrinogeen-HFb en menselijk immuno
gamma globuline-HIgG) syéﬁematisch is onderzocht.

MOYER EN GORIN (1940) maakten gebruik van depletiemeting-

en om het concurrerende adsofptiégedrag van HSA en HIgG‘aaﬂ

kwarts te bestuderen. Zij vonden dat eiwitten niet of nauwe-

lijks adsorbeerden aan tevoren met een willekeurig ander
eiwit gepreadsorbeerde oppervlakken. BRASH (1969) conclu-
deerde met behulp van radiolabeling dat oppefflakken waaraan
HSA preferentieel adsorbeerde mindef'trombogeen waren dan’
oppervlakkég waaraan HFb preferentieel adsorbeerde. LEE
(1974) bestudeerde met behulp van radiolébelingbde-boncur—"
rerende adsorptie van HFb, HSA en HIgG aan hydrdfobe opper-"
vliakken. De oppervlakteconcentratie vdn de respectievelijke
eiwitten bij concurrerende adsorptie was beduwidend lager dan
bij afzoﬁderlijke aanbieding. Tot dezelfde bevindingen kwam
KOCHW2Z (1977) voor de concurrerende adsorptie van HSA, HFb -
en HIgG aan polyurethaan.‘Tevens'vond hij geﬁruikmakend van
radiolabeling, dat deze eiwitten onderling gedeeltelijk
uitwisselbaar waren. In latere studies van BRASH (1979),
maakt deze melding van preferenti&€le adsorptie van HFb aan

polystyreen, polyurethaan en silicon rubber oppervlakken.
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BEISSINGER (1982) heeft getracht gebruikmakend van
fluorescentielabeling de kinetiek van de concurrerende
adsorptie van HSA en HIgG aan kwarts te beschrijven met
behulp van Langmuir-Hinshelwood vergelijkingen.

Behalve het ruim veertig jaar oude onderzoek van MOYER en
GORIN zijp bovenstaande studies allemaal uitgevoerd door
gebruikmaking van labelingstechnieken. Uit hoofdstuk II en
IIT blijkt dat door radiolabeling het adso;ptieqedrag van
eiwitten kan veranderen. Maar ook bij gebruikmaking van
fluorecentielabeling kunnen artefacten optreden (CRANDALL
1981). Ter verkrijging van betrouwbare resultaten dient
gebruik te worden gemaakt van ongelabelde eiwitten. Momen-
teel zijn twee nieuwe methoden bekend waarbij concurrerende
adsorptie van plasma eiwitten bestudeérd kan worden zonder
labeling vooraf. Dit zijn de Enzym Immuno Assay Methode
(BREEMHAAR 1983) en de Fourier Transformatie Infrarood
Reflectie methode (GENDREAU 1982). De kwantificeerbaarheid
van de met deze methoden verkregen adsorptie;esultaten vormt
nog een probleem. Tot nu toe worden de resultaten vén deze
methoden gekwantificeerd door gebruik te maken van

adsorptieresultaten verkregen met gelabelde eiwitten.

In deze studie wordt teruggegrepen naar de oude depletie
techniek, maar nu gecombineerd met High Performance Liquid
Chromatografie (HPLC). Met deze methode is het mogelijk de
concurrerende adsorptie van plasma eiwitten te bestuderen
als functie van de tijd en de samenstelling van het eiwit-
mengsel. Bij deze methode is er geen sprake van modificatie
van eiwitten ten gevolge van labeling. 0Op deze wijze is de
concurrerende adsorptie van HSA, HIgG en HFb aan polystyreen
latex (PS-latex) bestudeerd, door zowel een gelijktijdige
als opeenvolgende aanbieding van plasma eiwitten. Ter verge-

lijking is ook gebruik gemaakt van labelingstechnieken.
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IV.2. Materialen en methoden

De gebruikte polystyreen (PS~-latex) was afkomstig van SERVA -

(bow uniform latex particles no. 41932) en is gekarak-
teriseerd zoals beschreven in hoofdstuk II van dit proef-
schrift. Het latex oppervlak per ml. bedroeg 0,143 m2.'
Tijdens de concurrerende adsorptie experimenten is gebruik
gemaakt van de volgende plasma eiwitten: HSA (no. A 9511 af-
komsig van SIGMA, USA), HIgG (afkomstig van het Centraal
Laboratorium voor de Bloedtransfusiedienst) en HFb (no.
65313 afkomstig van de firma KABI, Zweden). De karakterise-
ring van deze eiwitten is eveneens beschreven in Hoofdstuk
IT. HSA monomeer en dimeer is verkregen door preparatieve
zuivering van HSA (no. A 9511), dat 10~14% dimeer bevat. Met
behulp van Sepharose 6B chromatografie was het mogelijk HSA
monomeer en dimeer in handen te krijgen met zuiverheden van
meer dan 97%. De gebruikte elutiebuffer was PBS (0,01 M
NaHzPO4, 0,01 N NaOH en 0,15 M NaCl). Overigens éijn
alle adsorptie experimenten uitgevoerd in PBS oplossingen
bij een pH van 7,35 en een temperatuur van ZOOC.
Concurrerende eiwitadsorptie is met behulp van de
HPLC/depletie techniek bepaald. Er is daarpij gebruik
gemaakt van een High Performance Liquid-Chromatograaf-
(Waters Associates) in combinatie met een Toyo Soda
Micropack TSK-Gel 3000 SW kolom (VARIAN). Deze kolom is
speqiaal geschikt voor scheiding van plasma eiwitten en
bevat een poreuze gel met hydrofiele deeltjes (10 um in
diameter). De detector bestond uit een UV spectrofotbmeter
(UV Cord, LKB) toegerust met een doorstroomcel en afgesteld

op een golflengte van 280 nm.

Concentratiebepaling van het eiwit in de oplossing

Normaal gesproken wordt bij deplgtiemetingen de
oppervlakteconcentratie van het eiwit bepaald uit de afname
van eiwitconcentratie in de oplossing ten gevolge'van )
adsorptie. De concentraieafname kan o.a. gevolgd worden met

behulp van UV spectroscopie (280 nm) gebruikmakend van
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bekende extinctiecoé&fficienten zoals .in hoofdstuk II
beschreven. Bij de HPLC/depletietechniek wordt de i
eiwitconcentratie in oplossing eveneens bepaald met behulp
van UV spectroscopie, maar nu is het specifiek oppervlak van
de eiwitpiek (ook wel de piekhoogte) in het HPLC.
chromatogram een maat voor de bij deze piek behorende
eiwitconcentratie in de oplossing.

Om inzicht te krijgen in de juistheid en nauwkeurigheid
van deze methode is.de piekhoogte van de respectievelijke
HSA en HFb pieken in het HPLC chromatogram uitgezet als
functie van hun concentratie in de oplossing (Fig .1l). De
spreiding in de piekhoogte was niet groter dan 3% bij
dezelfde eiwitconcentraties in de oplossing en dezelfde HPLC

condities.

Concurrerende adsorptie:

Bij de concurrerende adsorptie experimenten kan nu de
depletie gevolgd wordén met behulp van HPLC. Vboraf wordt
van een eiwitmengsel (b.v. HSA monomeer, HSA dimeer of HSA
in combinatie met HFb eh Hng) met bekende eiwitconcentra-
ties een HPLC chromatbgram gemaakt. Vervolgens wordt aan dit
mengsel een bekende hoeveelheid PS-latex toééevoegd (zie
Tabel IV.1l en IV.2) en na de vereiste adsorptietijd worden’
de PS-latex eiwit suspensies gecentrifugeerd gedurende 15
minuten in een SORVALL RC-28 centrifuge (20.000 g). De
bovenstaande heldere‘§loeistof wordt geisoléerd en de afname
in de eiwitconcentratie wordt bépaald door‘de afname in
piekhoogte van de respectievelijke eiwitpiékén in het HPLC
chromatogram. . ) o

Twee factoren spelen een belangrijke rol in de nauwkeu-
righeid van de op deze wijze verkregen adsorptiegegevens.

Ten eerstelhet scﬁéidend vermogen van de gebruikte HPLC
kolom. Een g&éde basiélijnschéiding van alle in de oplossing
aanwezige compénenten‘is noodzakélijk. Ten tweede, de
depletie moet beduidend groter zijn dan 3% van héﬁAaénwezige
eiwit in opl&ésing, gezien de spreiainé in de concentratie-
bepaling. o ' . h

Als aan beide voorwaarden voldaan is kan op deze wijze de
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detektor respons

0 05 1 _ 15 - 2.
eiwitconcentratie (g!™")

Fig. 1 De hoogte van de HSA monomeer (O) en dimeer (@)

pieken en van de HFb (A)plek in het HPLC chromatogram

als functie van de eiwitdoncentratie in oplossing. -
Uit de lineariteit is 4f te leiden dat de piekhoogte

een maat is voor de eiWwitconcentratie in oplossing.

concurrerende - adsorptle ‘van ongelabelde e1w1tten

kwantitdtief worden bepaald.

Ter vergelijking is ‘de concurrerende adsorptie van gela-

belde eiwitten bestudeerd. De eiwitten zijn gelabeld volgens

de chlooramine T methode (KLEIN ELHORST 1978). Door gebruik

.. 125" . ‘
te maken van I 5 en 1131 labels is het mogelijk gelijk-

tijdige adsorptie van 2 eiwitten in eén eiwitmengsel te vol-
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gen. Ook kan op deze wijze de uitwisseling tussen verschil-
lende eiwitten worden gevolgd, zoals beschreven in Hoofdstuk

IIX van dit proefschrift.

IV.3. Resultaten

In de figuren 2 t/m 4 worden de HPLC chromatogrammen ge-
geven van verschillende combinaties HSA, HIgG en HFb voor en
na adsorptie aan PS-latex. In figuur 2 wordt een chromato-
gram getoond van een mengsel bestaande uit 0,37 gl-l HFD
en 1,8 gl_l HIgG voor en na adsorptie. Het verschil (gear-
ceerd oppervliak) wordt veroorzaakt door adsorptie van eiwit.
In figuur 3 wordt een chromatogram gegeven van een mengsel
waarin ongezuiverd HSA (3 gl-l) en HFb (0,3 gl_l) voor-
komen, voor en na adsorptie. In beide concurrerende adsorp-
tie experimenten wordt aangetoond dat HFb sterk preferen-
tieel adsorbeert. Als in deze concurrerende adsorptieexpe-
rimenten de concentratie van de eiwitten wordt gevarieerd op
een zodanige wijze dat na adsorptie nog steeds HFb in de
oplossing aanwezig is, blijkt dat geen of tenminste een niet
detecteerbare hoeveelheid HIgG of HSA adsorbeert aan het
PS-latex oppervlak.

In figuur 4 wordt de verandering in het HPLC chromatogrém
gegeven ten gevolge van adsorptie aan PS-latex van een meng-
sel bestaande uit 3 eiwitten te weten gezuiverd HSA (2,0
g1™Y), uFb (0,45 g1 ') en HIgE (0,76 g1 '). De bere-
kening van de adsorptiégegevens is in dit geval gecompli-

ceerder doordat de piek van HSA niet volledig te scheiden is
van die van HIgG in het chromatogram. De adsorptie-

concentraties behorend bij figuur 4 zijn berekend door
aanname van volledige HFb adsorptie en geen HSA adsorptie.
De adsorptiegegevens verkregen door toepassing van de
HPLC/depletie techniek (Figuren 2 t/m 4) zijn samengevat in
Tabel IV.1l.

Het berekenen van kwantitatieve adsorptiegegevens voor de
concurrerende adsorptie van HSA en HIgG aan PS-latex is met

de huidige experimentele opstelling erg lastig. Dit komt,
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detektor respons'

o 2 2 6 8 10
elutietijd (min.)

]

Fig. 2 HPLC chromatogram van een mengsel HFb (0,37 gl—l),
piek 1 en HIGG (1,8 gl-1)~piek 2 en 2' in PBS, pH
7,35, 20°C elutiesnelheid 1 ml min ', elutie-
buffer PBS. Het gearceerde oppervlak verdwijnt door

adsorptie. Adsorptietijd is vier uur.
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detektor respons

AN

elutietijd (min.)

-1
Fig. 3 HPLC chromatogram van een mengsel HFb (0,3 gl ),

90

. -1 .
piek 1 en ongezuiverd HSA (3 gl ), piek 3, 3' en

‘3", De condities zijn gelijk aan die van figuur 2.

Het gearceerde oppervlak verdwijnt door adsorptie.



detektor respons

V3 T b3 p;
elutietijd (min.) :

Fig. 4 HPLC chromatogram van een medgsel,HFb (0,45 gl-l),
piek 1, HIgG (0,76 gL_l), piek 2 en 2' en gezuiverd
HSA (2,0 gl-l), piek 3. De condities voor adsorptie
zijn als bij figuur 2. Het gearceerde oppervlak ver=

dwijnt door adsorptie.
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zoals reeds eerder vermeld, doordat het niet mogelijk is met
de gebruikte HPLC kolom de HSA en HIgG componenten volledig
te scheiden. Kwantitatieve adsorptiewaarden kunnen dan ook
niet worden gegeven. Wel is geconstateerd dat bij gelijke
beginconcentraties HSA en HIGG in de oplossing en voldgende
PS-latex aanbod na adsorptie alleen nog HSA detecteerbaar is
in de oplossing. In de literatpur zijn geen concurrerende
resultatén beschikbaar, die vergeleken kunnen worden met
voorgaande resultaten. Wel is in ons laboratorium de concur~
rerende adsorptie bestudeerd van HSAIl en HFbIl3l aan
PS-latex en PS plaatjes onder overeenkomstige condities.
Gezien de resultaten in Hoofdstuk II en III is echter een
vergelijkende studie niet zonder complicatie (mogelijk

preferentié&le adsorptie van gelabeld eiwit).

TABEL IV.1l

CONCURRERENDE ADSORPTIE VAN VERSCHILLENDE EIWITTEN AAN

2
PS LATEX (0.143m )

buffer| eiwitten |eiwit conc. in de ‘ ?eiwitconcen-
volume oplossing (gl-1) ' tratie aan het
voor na PS latex opper-
{(ml) adsorptie adsorptie | viak ( pgcm—-2)
F— =
1.5 HFb 0.37 niet detecteerbaar 0.4
HIGG 1.8 } 1.58 i 0.2
1.0 HFb 0.3 | niet detecteerbaar | 0.2
HSA 3.0 | 2.90 , 0.07
1.5 HFDb 0.45 niet detecteerbaar 0.5
HSA . 0.76 0.76 ! -
EIgG 2.0 1.80 . 0.2

In Figuur 5 is de adsorptieisotherm van HSA aan PS
plaatjes gegeven bij aanwezigheid van een vaste concentratie

-1, . R
HFb (0,3 gl ) in oplossing. De HSA isotherm lijkt een
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plateauwaarde. te benaderen bij 5 gl“l in de oplossing,

-2
waarbij de oppervlakteconcentratie 0,4 ugcem

is. De HFb

' -2
oppervlakteconcentratie is dan 0,1 pgcm . De opper-

vlakteconcentratie HFb neemt duidelijk af bij
concentratie HSA in oplossing. Wel blijkt dat
heid van HFb in de oplossing de plateauwaarde

lager is in vergelijking met de plateauwaarde

téenemende

‘door aanwezig-

voor HSA 30%

van de adsorp-

tieisotherm van gelabeld HSA (zonder bijmenging van andere

eiwitten) aan PS (0,6 ugcm-z).

o
>
>

geadsorbeerd eiwit (ugcm2)

o

0 !
HSA concentratie (gI™")

L
w
»

Fig. 5 Adsorptie isotherm van gelabeld HSA bij vaste HFb

-1
concentratie van 0,3 gl aan PS film

125
De adsorptie van HSAI (@) en HFbI

gegeven als functie van de concentratie HSA in oplos-

sing. De adsorptietijd is zes uur.

(2 cm-z).

(A) is

131

In figuur 6 wordt een gelijksoortige isotherm van gela-

beld HSA ‘gegeven als in figuur 5. Nu voor de adsorptie

125

HSAI -aan PS-latex bij aanwezigheid van een vaste begin-

concentratie HFb van 0,8 ql_l. Na adsorptie is haast alle
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geadsorbeerd eiwit (ugcm'?),

(o]

—_
e
[}

0 05
HSA concentratie (gI™")

Fig. 6 Adsorptie isotherm (adsorptietijd een uur) van

125
HSAI (®), bij een vaste beginconcentratie

HFbIl3l (0,8 gl_l) aan PS-latex (1068 cm—z) in

een buffervolume van 600 -ul,

De adsorptie van HSAIIZ5 (®) en HFbIl3l (A) is

gegeven als functie van de evenwichtsconcentfatie HSA in
oplossing. De eindconcentratie 3Fb1131 is né,adsorptie

minder dan 3% van de beginconcentratie.

HFb uit de oplossing verdwenen. Er is hier dus sprake van
een sterke preferentiéle adsorptie van HFb. De plateauwaarde
voor HSA is nu 0,04 ugcm-z.

De concurrerende adsorptie van HSA en-HFb is ook bestu-
deerd als functie van de tijd. Bij adsorptie aan PS-latex
bleek dat binnen 15 minuten de evenwichtswaarde was bereikt,
zowel voor gelabelde als voor ongelabelde eiwitten. Bij
adsorptie aan PS-plaatjes bleek HFb binnen 15 minuten in
evenwicht, echter de oppervlakteconcentratie van HSA was na
15 minuten slechts 0,25, ug‘::rnm2 en—bereikte pas na 5 uur
een evenwichtswaarde van 0,4 ugcm—z bij 5 gl—l.rVan—
zelfsprekend zijn alle isothermen onder evenwichtsomstandig-

heden bepaald. -
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Uitwisseling van HSA en HFb aan PS-latex-.

Uitwisseling tussen geadsorbeerd HSA en HFb in oplossing
is bij latex niet aangetoond met de HPLC/depletie techniek.
Wel is in speciale gevallen extra adsorptie aangetoond. Wan-
neer aan PS latex gedurende 5, 10, 30 en 60 minuten, ge-
bruikmakend van 1 gl-l HSA oplossing, HSA gepreadsorbeerd
wordt en vervolgens een oplossing van 1 gl-l HFb wordt
toegevoegd, dan blijkt dat de HSA oppervlakteconcentratie
constant blijft, terwijl toch een extga hoeveelheid HFb
adsorbeert (0,35 ugcm*z)- HSA adsorbeert niet aan latex

waaraan HFb gepreadsorbeerd is.

Uitwisselingsétudies aan PS-latex zijn ook uitgevoerd met
behulp van gelabelde eiwitten (HSAI125 en HFbIlBl).
Gepreadsorbeerd gelabeld HFb wisselt niet meer uit met
gelabeld HSA ih oplossing. Wel adsorbeert gelabeld HSA aan
latex opperélakken waaraaﬁ gelabéld HFb gepreadsorbeerd is.
De HSA adsorptie is dan wel aanzienlijk 1éger in vergelij-
king met HSA adsorptie aan PS-latex oppervlakken waarbij
geen gelabeld HFb is gepreadsorbeerd. Wanneer aan de latex-
oppervlakken HSA met een waarde van 0,14 ugcmz

gepreadsorbeerd wordt en vervolgens.in contact gebracht

worden met gelabeld HFb in oplossing, dan wordt:. gelabeld HSA

gedeeltelijk verdrongen door het HFb in de oplossing. De
adsorptie.van gelabeld HFb wordt niet beinvloed door
aanwezigheid van HSA, tevoren geadsorbeerd aan het.

latexoppervlak.

Uitwisseling van HSA én HFb aan PS-plaatjes

Anders is het gesteld wanneer bij uitwisselingsstudies in
plaats van PS-latex geébruik wordt gemaakt van PS plaatjeé:'
De uitwisseling van HFb en HSA aan PS plaatjes WOrdt'wéer—
.géQeven in fig. 7. In dit geval wordt gelabeld HFb aan het”
oppervlak gedeeltelijk verdrongeﬁ door ongelabeld HSA in op-
lossing. Ook wordt gelabeld HSA aan het oppervlak: gedeel-

telijk verdrongen door ongelabeld HFb in oplossiﬁg.
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gepreadsorbeerd eiwit (%)

(o]

—

0 10 20 30 40 50 100

uitwisselingstijd (uren)
R . . . 125 -2
Fig. 7 Uitwisseling van HFbI (0,34 tgecm ) geadsor-

beerd aan PS-plaatjes met 3 gl-l HSA in oplossing
(¥). Uitwisseling van HSAII?S (0,33‘ugcm-z)
geadsorbeerd aan PS plaatjes met 0,3 g‘l-1 HFb in
oplossing (®). Het percentage van de ocorspronkelijke
oppervlakteconcentrétie is uitgeéet als functie van
de tijd. Aan de PS oppervlakken is met respectieve-
1ijk 3 g1~ HSA en 0,3 g1”! BFb gedurende drie

uur vooraf HSAR en HFb geadsorbeerd.

De concurrerende adsorptie van HSA monomeren en dimeren aan
PS-latex

Naast bestudering van de concurrerende adsorptie van HSA,
HFb en HIgG is het ook mogelijk om met behulp van de
HPLC/depletie methode de concurrerende adsorptie van dimeren
‘en monomeren van eenzelfde eiwit te bestuderen. Dit wordt
geillustreerd aan de hand van de HSA dimeer en monomeer
adsorptie aan PS-~latex. Het blijkt dat het percentage HSA

dimeer in de totale hoeveelheid geadsorbeerd HSA verandert
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TABEL IV.2

CONCURRERENDE ADSORPTIEGEVEVENS VAN HSA DIMEER EN

AAN PS LATEX*

MONOMEER

oplossing oppervlak
s (cm?) HSA conc. dimeer| perc.geads.]|geads.hoe- perc.dim
PS latex| (g1™1) (%) | eiwit (%) |veelheia (%)
opper- HSA(ugcm"Z)
vlak
447 0.325 12 4.4 0.067 58
447 0.310 12 8. 0.137 34
894 0.294 11 13.4 0.104 34
894 0.294 11 13.4 0.104 34
1787 0.240 10 29.4 0.114 24
1787 0.247 10 27.5 0.107 24
3575 0.151 10 55.6 0.107 18
3575 0.155 10 54.4 0.105 17
7150 0.034 13 90.0 0.086 14
7150 0.032 14 90.6 0.086 14

* Adsorptie na 1 uur bij 20°C in een PBS oplossing,

pH

7,35.

Mengsels - van 1,4 ml ongezuiverd HSA (14% dimeer) en 0,5 ml
PS latex met verschillende concentraties zijn gebruikt.

De HSA be
(gl™

0,34

finconcentratie van het mengsel is steeds
)«

met de hoeveelheid toegevoegd PS-latex bij een konstante

beginconcentratié HSA in oplossing (Tabel IV2).

Bij een grote verhouding van latex oppervlak tot volume

van de eiwitoplossing is de dimeer/monomeer verhouding aan

het oppervlak gelijk aan de verhouding in de oplossing,.

Bij

een kleine verhouding latex oppervlak tot volume van de

eiwitoplossing komt de preferentiéle dimeer adsorptie goed

tot uiting.
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IV.4., Discussie

Hoewel verschillende methoden zijn toegepast voor de
bestudering van eiwitadsorptie aan vast-vloeistof grensvlak-
ken, hebben slechts het gebruik van radiolabeling en
fluorescentielabeling van eiwitten geleid tot kwantitatieve
adsorptiegegevens bij concurrerende adsorptie experimenten.

Het gebruik wvan gglabelde eiwitten, zo blijkt uit hoofd-
stuk II en III leidt niet altijd tot betrouwbare adsorptie-
resultaten., In dit hoofdstuk is aangetoond'dat kwantitatieve
gegevens voor concurrerende adsorptie experimenten verkregen
kunnen worden zonder gebruik te maken van labeling van
eiwitten. De bruikbaarheid van de HPLC/depletie methode is
geillustreerd aan de hand van de concurrerende adsorptie van
HIgG, HFb, HSA monomeer en HSA dimeer. Gezien de snelle ont-
wikkeling met betrekking tot de HPLC eiwitanalyse, zal het
in de toekomst mogelijk worden de concurrerende adsorptie
van meerdere eiwitten te bestuderen. Beperkende faktor
blijft dat het met deze methode niet mogelijk is concurre-
rende eiwitadsorptie aan kleine oppervliakken te bestuderen.

Uit de resultaten blijkt dat steeds een sterke preferen-
ti€le adsorptie van HFb wordt waargenomen wanneer mengsels
van zowel HSA en HFb of HIgG en HFb in contact gebracht
worden met PS-latex. Bovendien treedt geen adsorptie op van
HSA en HIgG wanneer er nog sprake is van HFb in oplossing.
Dit sfemt overeen met de resultaten verkregen met behulp van
radiolabeling waarbij de concurrerende adsorptie van
HSAI125 en HE’bIl3l is bestudeerd aan PS-latex. Uit onze
experimenten wordt duidelijk dat hoewel HSAI125 preferen-
tieel adsorbeert ten opzichte van ongelabeld HSA (Hoofdstuk
II) deze preferentie niet tot uiting komt ten opzichte van
ongelabeld HFb. Daarbij moeten we ook bedeﬁken dat HSAI125
bestaat uit een mengsel van ongelabeld eiwit (97%) en ge-
labeld eiwit (3%) waarvan slechts een zeer kleine fractie'
radioactief 'gelabeld is. Bij uitputtingsmetingen is gelabeld
HSA niet in staat ongelabeld HFb van het PS-latex oppervliak

te verdringen.
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Hoewel HFb. sterk preferentieel adsorbeert, is het te ver-
wachten dat in eerste instantie HSA en HIgG wel adsorberen
aan het oppervlak in aanwezigheid van HFb. Dit kan gebeuren
omdat. de diffusiecoefficiénten van HSA en HIgG groter zijn
dan die van HFb. Hieruit moet geconcludeerd worden dat in
aanwezigheid van HFb initieel geadsorbeerd HSA of HIgG snel
uitwisselt met HFb. Echter na 5 minuten preadsorptietijd
laat geadsorbeefd HSA (ongelabeld) zich niet meer verdringen
door HFb (ongelabeld). Dit betekent dat de door het
oppervlak geinduceerde verandering van het geadsorbeerde H§A
binnen vijf minuten optreedt. Deze verandering wordt in
hoofdstuk III van dit proefschrift beschreven met
vergelijking (2) als PA(rev)-—aPA("irr").

GENDREAU vindt echter wel uitwisseling tussen HSA en HFb
gedurende de eerste minuten van adsorptie gebruikmakend van
de FTIR detectietechniek bij concurrerende adsorptie wvan HSA
en HFb aan een germaniumkristal.

Opvallend ‘is dat, wanneer HSA een plateauwaarde heeft '
bereikt in de adsorptie, het voor HFb nog steeds mogelijk is
om te adsorberen. Kennelijk zijn er dan nog steeds open
plaatéen aan het oppervlak aanwezig waarop HFb kan adsorbe-
ren. Op basis van theoretische berekeningen is het oppervlak
volledig bedekt met HSA bij een oppervlakfeconcentratie van
0,25 ll.gcm-.2 (een dichtste stapeling van side-on geadsor-
beerd HSA aannemende). De gevonden pléteauwaarde\voor HSA is
0,1 ugcm-z. Op basis van deze 5erékeningen zijn bij deze
plateauwaarde nog open plaatsen aan het oppervlak aanwezig.
Bij onderlinge vergelijking van Ae concurrerende adsorptie-
gegevens van HFﬁ en HSA aan PS-latex en PS—plaatjes springen
de afwijkende adsorptieresultaten van HSA en HFb aan
PS-plaatjes onmiddellijk in het oog. Kénnelijk speelt de
oppervlakte/?olume verhouding eéﬁ belangrijke rol bij de
caon- currentie tussen gelébéld en onge%abeld HSA eﬁ HFb. Dit
wordt geIllustreeQd bij de preferentiele adsorp;ie van HSA
dimeer ten opzichte van HSA moﬂomeer. ﬁier blijkt.dat de
oppervlakte/volume verhouding in ieder geval een belangrijke

rol speelt (Tabel IV.2).
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De discrepantie tussen de concurrerende adsorptieresul-
taten van ongelabeld HFb en HSA enerzijds en gelabeld HFb en
HSA andefzijds is niet vreemd als men bedenkt dat er al
artefacten optreden ten gevolge van labeling in de adsorptie
bij een &&ncomponentsysteem zoals uit hoofdstuk II bleek.

Uit de resultaten verkregen met de HPiC/depletie techniek
blijkt dat HSA dimeer preferentieel adsorbeert ten opzichte
van HSA monomeer. In veel adsorptiestudies Qordt gebruik ge-
maakt van ongezuiverd HSA. Ongezuiverd HSA bevat verschil-
lende hoeveelheden dimeer- (10-15%) en zelfs trimeer (GITLIN
1975). Het is te verwachten dat door aanwezigheid van HSA
dimeer in oplossing er afwijkingen ontstaan in de adsorptie
resultaten van HSA monomeer, zoals dodr BROOKS gesuggereerd
(BROOKS 1981). Dit is echter niet het geval. Zelfs bij de
adsorptie van 100% dimeer wordt dezelfde adsorptiewaarde
gevonden aan PS-latex onder dezelfde condities als bij
adsorptie van HSA monomeer. Hieruit moet geconludeerd worden
dat het specifiék oppervlak van dimeer tweemaal zo groot is

als dat van HSA monomeer.

IV.5. Conclusie

Resumerend kan gesteld worden dat betrouwbare concurre-
rende. adsorptiegegevens verkregen kunnen worden met niet
gelabelde eiwitten door gebruikmaking van de HPLC/depletie
methéde. Als eiwitmengsels van HSA, HFb en HIgG in contact
gebracht worden met een PS-latex oppervlak wordt een sterke
preferentiele adsorptie van HFb waargenomen.,

Uit de adsorptie experimenten met HSA oplossingen waarin
dimeer en monomeer aanwezig zijn, blijkt HSA dimeer prefe-
rentieel te adsorberen. Wederom blijkt dat door vergelijking
van concurrerende adsorptiegegevens van gelabeld HFb en HSA
én van ongelabeld HFb en HSA er afwijkingen optreden ten
gevolge van labeling. Deze komen bij adsorptie aan

PS-plaatjes het sterkst tot uiting.
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HOOFDSTUK V

EEN VERGELIJKENDE STUDIE VAN DE ADSORPTIE VAN MENSELIJK
ALBUMINE ‘AAN POLYSTYREEN EN POLYVINYLCHLORIDE

V.l Inleiding

Om inzicht te krijgen in de bloedcompatibiliteit van
materialen is een goed begrip van het adsorptiegedrag van
plasma eiwitten aan deze materialen noodzakelijk. Vele
methodes worden toegepast om de adsorptie vah plasma eiwit-
ten aan vaste oppervlakken té bestuderen (Hoof@stuk I.3).
Echter met geen enkele methode wordt een volledig inzicht

verkregen in het adsorptiegedrag van eiwitten uit plasma.

%Zo is de depletie van eiwitten uit de oplossing weliswaar
kwantitatief bij gebruik van latices maar de nauwkeurigheid
van deze methode bij kleine oppervlakken, noodzakelijk voor
studies aan bijvoorbeeld biémedische materialen, is 2zeer
beperkt. Door radiolabeling van eiwitten kunnen wel kwanti-
tatieve adsorptiewaarden aan kleine oppervlakken worden ver-
kregen. Maar uit Hoofdstuk II en III blijkt dat het adsorp-
tiegedrag van eiwitten door radiolabeling kan veranderen.
'Ellipsometrié en infraroodreflectiespectroscopie worden
eveneens dgebruikt voor adsorptiestudies, maar deze tech-
nieken hebben als nadeel dat de resultaten moeilijk inter-
preteerbaar zijn en dat de toepasbaarheid voor concurrerende
adsorptie van eiwitten beperkt is. BREEMHAAR heeft in 1982
gebruik gemaakt van een nieuwe adsorptiemethode gebaseerd op
een enzymimmunoassay techniek waarbij op relatief eenvoudige
wijze de concurrerende adsorptie van eiwitten vanuit plasma
kon worden bestudeérd aan polystyreen en polyvinylchloride.
De kwantificeerbaarheid van de verkregen resultaten vormt
ook hier nog steeds een probleem. In dit Hoofdstuk wordt de
adsorptie beschreven van menselijke albumine (HSA) aan
polystyreen en polyvinylchloride waarbij gebruik gemaakt is

van drie adsorptietechnieken:
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- de enzymimmunoassay methode

- radiolabeling van eiwitten en de

- Biorad desorptie methode.

Bij deze studie zijn de adsorptiecondities voor de ver-
schillende methoden exact gelijken gehouden. Op deze wijze
wordt getracht de betrouwbaarheid en de bruikbaarheid van de

verschillende methoden onderling te toetsen.

V.2. Experimenteel

Polystyreen (PS) is afkomstig van Hepanostika, Organon
Teknika, Turnhout, Belgi&. polyvinylchloride (PVC) Batch no.
1-220~29 is afkémstig van Dynatech, Virginia, USA. Deze
polymeren zijn gebruikt in de vorm van microtiterplaten
bestaande uit respectievelijk 110 PS titreerputjes met een
beschikbaar oppervlak van 1,9 cm2 per stuk en 9296 PVC
titreerputjes met ieder een oppervlak van 2,0 cmz. Dit
zijn de contactoppervlakken na afvullen met 75 pl eiwit-
oplossing. Menselijk albumine (HSA) is verkregen van het
Centraal Laboratorium van de Nederlandse Bloedtransfusie-
dienst en gebruikt zonder verdere zuivering (ZO%Aoplossing).
Deze oplossing is verdund met 0,01 M Fosfaatbuffer waarin
0,15 M NaCl bij een pH van 7,35 (PBS) tot de gewenste eiwit-
concentraties. PBS en PBS in aanwezigheid van 0,05% Tween-20
(PBS~Tw) zijn gebruikt als wasbuffers; Tween-20 is een

oppervlakte actieve stof. De pH van deze buffers is 7,35.

V.3. Adsorptiemethoden

Enzym immunoassay (EIA)

Deze methode is uitvoerig beschreven door BREEMHAAR (1982).

Het principe is hieronder schematisch weergegeven.

! 2

(VY L
: S
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Hierin is (1) de vaste fase, (2) het antigeen (eiwit), (3)°
het antilichaam, (4) het enzym gekoppelde tweede anti-

‘ lichaam en (5) het substraat (nodig voor de kleuringsreaktie

met het enzym).

Eiwit (2) adsorbeert op een vast oppervlak (l). Het gead-
sorbeerde eiwit is te beschouwen als een antigeen dat ver-
volgens reageert met een antilichaam (3). In dit geval wordt
als antilichaam gebruikt konijnenserum verdund in PBS. Het
serum is afkomstig van het CLB. Vervolgens wordt een tweéde
anti-lichaam (conjugaat) (4) toegevoegd dat complexeert met
het eerste antilichaam (3). Dit conjugaat bestaat uit gezui-
verd schapen anti-konijnen immunoglobuline G dat eveneens
afkomstig is van het CLB. Dit immunoglobuline G is vooraf
gekoppeld met het enzym mierikswortelperoxidase, dat afkoms~
tig is van Boehringer, Mannheim West Duitsland volgens de
methode van Carlsson (CARLSSON 1978). Vervolgens wordt het
substraat (5) ureumperoxidase (Hepanostika, Organon
Technika, Turnhout Belgi€) in aanwezigheid van 3,3', 5,5"'
tetramethylbenzidine (Fluka, Zwitserland) toegevoegd. Dit
substraat geerft uiteindelijk een kleuring met de gekoppelde
mierikswortelperoxidase. De extinktie van het omgezette
substraat (A450) is een maat voor de hoeveelheid
geadsorbeerd eiwit aan het oppervlak. De adsorptieprocedure
met de EIA methode is als volgt:

De titreerputjes van de PS en PVC microtiterplaten worden
in kontakt gebracht met 75 pl HSA oplossing (vari&rend van
10“6 tot 10 gl-l) bij 20°C gedurende é&é&n uur. De
microtiterplaten zijn tijdens adsorptie afgedekt ter voor-
koming van verdamping. Na é&n uur worden de putjes geledigd
en viermaal gewassen met 150 ul PBS of PBS-Tw. Iedere was-
beurt duurt dertig seconden. De adsorptie wordt gemeten bij
450 nm (A ) met behulp van een colorimeter voorzien van

450
een 80 pl doorstroomcel (Vitatron).
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Radiolabeling

HSA wordt vooraf gelabeld met het radioactieve I125
volgens de chlooramine T methode zoals elders beschreven
(KLEIN ELHORST 1978). Vervolgens worﬁen de titreerputjes van
de PS en PVC microtiterplaten gevuld met 75 ul gelabeld HSA
van verschillende concentratie (3% gelabeld eiwit). Na &én
uur wordt de albumine oplossing weggenomen en worden de
oppervlakken viermaal gewassen met 150 gyl PBS of PBS-Tw. De
HSA oppervlakteconcentratie kan worden bepaald aan de hand
van de radioactiviteit op het oppervliak van de putjes die
gemeten wordt met een COBAS gamma teller. De radiocactiviteit

per ug eiwit is bekend uit ijkproeven.

Biorad eiwit assay

Met de Biorad eiwit assay kid (Biorad Laboratories,
California, USA), kunnen slechts lage eiwitconcentraties ge-
detecteerd worden in oplossing (van 1 tot 25 mgl-l). Deze
methode is het eerst beschreven door BRADFORD (1976) en is
gebaseerd op eiwitkleuring met behulp van Coomassie
Brilliant Blue G-250 dat bij koppeling met eiwit een .
absorptiemaximum heeft bij 595 nm. De PVC putjes worden ook
hier gevuld met 75 Ml HSA van verschillende éoncentraties
en na één uur adsorptie bij 20°C worden de oppervlakken
viermaal gewassen met PBS of PBS-Tween. Vervolgens wordt de
geadsorbeerde hoeveelheid eiwit gedesorbeerd in een oplos-—
sing van 400 upyl PBS, die 0,01% Triton X-100 bevat. Na zes-
tien uur desorptie wordt 100 pul Coomassie Brilliant Blue
G-250 toegevoegd en- de extinctie bij 595 nm met behulp van
een colorimeter (Vitatron) bepaald. Met een ijkcurve kan de
oorspronkelijke hoeveelheid geadsorbeerd eiwit worden

bepaald.

V.4. Resultaten

De adsorptie isothermen van HSA aan PVC (Figuren 1, 3 en
5) en PS (Figuren 2 en 4) zijn bepaald met de EIA methode
(Figuren 1 en 2), door radiolabeling van HSA (Figuren 3 en

4) en met behulp van de Biorad eiwit assay (Figuren 5). Bij
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Figuur 1 Adsorptie isotherm van HSA aan PVC bepaald met EIA.
" Adsorptie tijd &&n uur, temp. ZOOC, pH 7,35 in
PBS buffer.
Twee wasprocedures zijn toegepast PBS (0O). en

PBS—-Tween (@).

gebruik van de EIA methode blijkt dat reeds bij concentra-
ties van minder dan 0,1 gl-.l het oppervlak verzadigd is

met geadsorbeerd eiwit (Figuren 1 en 2). De oppervlakte-
concentraties zijn echter niet kwantificeerbaar. De adsorp-

tie wordt uitgedrukt in extinctiewaarden (A450). Bij ver-~
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Figquur 2 Adsorptie isotherm van HSA aan PS bepaald met de
EIAR methode.
Condities als bij Figuur 1. Wasprocedure PBS (O) en

PBS~-Tween (@).

zadiging is A gelijk aan 1,5. De isothermen, bepaald

door radiolabiigng van HSA, zijn wel kwantificeerbaar. Voor
PS wordt bij 5 gl_l HSA in oplossing een plateau bereikt
van 0,5 ug cm—z.-PBS is gebruikt als wasbuffer. Ook de
HSA,isothefm aan PVC bepaald met behulp van Biorad eiwit-
assay, vertoont een verzadigingswaarde (0,6 ug cm-z). Er

is sprake van een "high affinity" isotherm evenals bij de
HSA isothermen adn PS en PVC bepaald met EIA. Ook hier is
het oppervlak bij zeer lage eiwitconcentraties in de

oplossing reeds verzadigd met eiwit. Bij deze isotherm is

108



08
407
06
& 04
13
Q
o
3
<
98}
jung
D 021
Q
8
< °
(2]
kel
55
Q
@ 0+ T T T T T
o 2 4 6 8 10

HSA concentratie (gi™)
Figuur 3 Adsorptie isotherm van HSA aan PVC bepaald met

radiolabeling.

Condities als bij Figuur 1. Wasprocedure-bBS (O) en
PBS-Tween .(@).
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Figuur 4 Adsorptie isotherm van HSA aan PS bepaald met
radiolabeling.
Condities als bij figuur 1. Wasprocedures PBS (O)

en PBS-Tween (@).
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PBS eveneens gebruikt als wasbuffer. Wanneer PBS-Tween
gebruikt wordt als wasbuffer, blijkt dat in bijna alle
gevallen lagere adsorptiewaarden worden verkregen. Slechts
de adsorptie isotherm van HSA aan PVC, bepaald met EIA, ‘

ondervond geen invloed van de gebruikte wasbuffer (Figuur 1).

08
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geadsorbeerd HSA (ugem®)

o
o

0 2 4 6 8 10
HSA concentratie (gl™)

Figuur 5 Adsorptie isotherm van HSA aan PVC bepaald met de
biorad. Eiwitassay.
Condities als bij figuur 1. Wasprocedure PBS (O) en

PBS-Tween (@).

V.5. Discussie

In de‘standaardprocedure van enzym immuno assays wordt
meestal PBS-Tween gebruikt als wasbuffer na adsorptie van
eiwitten (van WEEMEN, 1971; ENGVALL, 1971; BREEMHAAR 1982).
Uit de isothermen (Figuren‘z, 3, 4 en 5), waarbij de
adsorptie van HSA aan PVC en PS gegeveﬁ is als functie van
HSA concentratie in de oplossing gebruikmakend van ver-
schillende adsorptiemethoden, blijkt dat het gebruik van

PBS—-Tween als wasbuffer leidt tot lagere adsorptiewaarden
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voor HSA in vergelijking met PBS als wasbuffer. RAan PVC en
PS geadsorbeerd HSA desorbeert wanneer het in kontakt komt
met PBS~Tween oplossingen. Dit is reeds eerder gevonden voor
adsorptie van BSA (runder serum albumine) aan PS door
LETHONEN in 1980. Zij vonden dat BSA.geadsorbeerd aan PS
oppervlakken bijna volledig desorbeerde na zesmaal wassen
met PBS-Tween. Hierdoor verminderde de obpérvlakteconcen-
tratie wvan 0,57_ugcm‘2 tot 0,05 ugcm-z. Tween is een
oppervlakteactieve stof en verdringt eiwit van het opper-
vlak. PBS~Tween is dus minder geschikt alsrwésbuffer bij
eiwitadsorptiestudies. Wanneer hierna gesproken wordt van
HSA adsorptie isothermen, dan is PBS gebruikt als wasbuffer

tenzij anders vermeld.

Hoewel er veel gepubliceerd is over de adsorptie van HSA
vanuit waterige oplossingen aan polymere oppervlakken is nog
steeds niet duidelijk welke methode het meest geschikt is .
voor eiwitadsorptiestudies. Uit de resultaten van deze stu-
die, waarbij een aantal adsorptiemethoden zijn vergeleken
voor de adsorptie van HSA aan PS en PVC, blijkt dat‘onder
dezelfde adsorptiecondities de adsorptie isotherm afhanke-
1lijk is van de gebruikte adsorptiemethode. Het adsorptie~
gedrag van HSA aan PVC en PS vertoont onderling een gélij—
kenis, tenminste wanneer dezelfde adsorptiemethode wordt
toegepast. Uit het feit dat desorptie van HSA, geadsorbeerd
aan PVC, geringer is dan de desorptie van HSA geadsorbeerd
aan PS bij wassen met PBS-Tween, zou geconcludeerd kunnen

worden dat de affiniteit tussen HSA en PVC groter is dan die
tussen HSA en PS.

De adsorptie isothermen van HSA aan PVC en PS (Figuren 3
en 4) , bepaald door gebruikmaking van gelabeld HSA, zijn in
overeenstemming met reeds eerder beschreven HSA ‘isothermen
aan PS, waarbij gebruik. is gemaakt van gelabeld HSA (Hoofd-
stuk III van dit'p;oefschrift en VAN DER SCHEER, 1978). Ook’
hier blijkt dat high-affinity isothermen, zoals in de

Figuren 1, 2 en 5 gevonden wordt, met gelabeld eiwit niet
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verkregen worden. Een reden hiervoor zou kunnen zijn dat,
zoals in appendix II van dit proefschrift wordt duidelijk .
gemaakt aan de hand van adsorptie studies met gelabeld BSh,
gelabeld eiwit bestaat uit twee soorten moleculen die in
affiniteit voor het oppervlak verschillen. Eiwitoplossingen
worden zo vergélijkbaar met heterodisperse systemen van
macromoleculen. COHEN STUART (1980) heeft aangetoond dat
voor adsorptie vanuit dergelijke systemen een low affinity
isotherm wordt vefkregen terwiﬁl er toch sprake is van een

sterke affiniteit van de macromoleculen voor het oppervlak.

Wanneer de "EIA" adsorptiewaarden (Figuren 1 en 2) ge-
kwantificeerd worden aan de hand van de "radiolabeling"
adsorptiewaarden (Figuren 3 en 4), moet geconcludeerd worden
dat de verandering in HSA oppervlakteconcentratie van
0,1 .ugcm-2 tot 0,6 ugcm_2 over het concentratie gebied

van ca. 0,1 tot 10 gl-l, zoals in Figuren 3 en 4 gevonden

wordt niet merkbaar is in de "EIA" waarden (A450 blijft

1,5). Een verklaring voor de "constante" adsorptiewaarden in
. . -1

Figuren 1 en 2 bij concentraties groter dan 0,1 gl kan

gezocht worden in de sterische hindering die de antilicha-
men ondervinden wanneer ze gekoppeld zijn aan geadsorbeerd
HSA bij een HSA oppervlakteconcentratie hoger dan
O,prgcm-z. Bij een HSA oppervlakteconcentratie van

0,1 pgcm"2 is het beschikbaar oppervlak per HSA molecule
114 nmz. Dit 'is ongeveer gelijk aan de dwarsdoorsnede van
een antilichaam (103 nmz). De interactie tussen geadsor-
beerd HSA en antilichaam is dan maximaal (A450 =1,5). Bij
hogere HSA oppervlakteconcentraties zal &&n op één
interactie tussen antilichaam en geadsorbeerd HSA echter
niet meer mogelijk zijn ten gevolge van de onderlinge
sterische hindering van de gekoppelde antilichamen. Het
bereik van de EIA methode is voor HSA adsorptie beperkt tot
HSA oppervlakteconcentraties van 0,1 ugcm—z. Dit wordt nog
eens verduidelijkt wanneer ten gevolge van het wassen van
PBS-Tween door desorptie de HSA oppervlakteconcentratie aan

-2
PVC wordt verlaagd tot 0,1 ugcm (Figuren 3 en 5) en aan
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-2
PS tot 0,05 pgcm (Figuur 4). De verlaging tot
0,1_1_1g<:m“2 aan PVC is niet merkbaar in de "EIA" isotherm,
-2
omdat 0,1 pgecm HSA aan het oppervlak nog steeds een

maximale A450 waarde geeft van 1,5. De verlaging tot

0,05 _ugcm_2 HSA aan PS is wel merkbaar en reduceert de
A450 waarde in Figuur 2 tot circa 50%. Ookzde verlaging in
de "biorad" adsorptiewaarden van 0,6 ugcm tot

0,1 pgcm2 (Figuur 5) is in Figuur 1 niet detecteerbaar.
Op grond van deze bevindingen kan geconcludeerd worden dat
kwantificering van de EIA methode mogelijk is tot opper-

-2 .
vlakteconcentraties van ten hoogste 0,1 ugcm ‘HSA.

Bovendien blijkt uit vergelijking van de Figuren 1 en 3
met de Figuren 2 en 4 dat de affiniteit van HSA voor PS
lager is dan voor PVC en/of dat de affiniteit van Tween=-20

voor PS hoger is dan voor PVC.
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HOOFDSTUK VI

ADSORPTIE VAN PLASMA EIWITTEN AAN POLYSTYREEN LATEX VANUIT
PLASMA

VI.1. Inleiding

Wanneer bloed in contact komt met lichaamsvreemde materi-~
alen kan binnen enkele minuten trombusvorming optreden. Aan
het materiaaloppervlak zullen plasma eiwitten adsorberen en
de samenstelling van deze geadsorbeerde eiwitlaag is een
bepalende factor in de door het materiaal geinduceerde
stolling.

Tot op dit moment is van geen enkel materiaaloppervlak in
contact met bloed, de‘;ijdafhankelijkheid en de samenstel-~
ling van de geadsorbeerde eiwitlaag exéct bekend. Wel is
systematisch onderzoek verricht naar de concurrerende eiwit-
adsorptie in modelsystemen met twée of drie plasmaeiwitten.
Zo is de .adsoxrptie van albumine, fibrinogeen en gamma
globuline bestudeerd voor verschillende materialen (BRASH,
1976; HORBETT, 1975; LEE, 1974; LENSEN, 1984). Uit deze
studies blijkt dat fibrinogeen sterk preferentieel adsor-

beert aan een groot aantal oppervlakken.

Bloed bevat echter meer dan 100 plasma eiwitten (SWICK,
1980). Een vgrgelijking met deze modelsystemen is dan ook
niet zonder meer mogelijk. Daarom is het noodzakelijk de
eiwitadsorptie te bestuderen vanuit plasma . BRASH heeft de
concurrerende adsorptie van albumine, fibrinogeen en gamma-
globuline bestudeerd vanuit plasma door gebruik te maken van
radiolabeling. Het verrassend resultaat van dit onderzoek is
dat in tegenstelling tot de studie van modelsystemen, waar-
bij mengsels van eiwitten worden gebruikt, bij plasma de
fibrinogeen adsorptie sterk is gereduceerd (BRASH 1982).
IHLENFELD (1979) en VROMAN (1982) vinden eveneens een gere-
duceerde fibfinogeen adsorptie bij gebruik van bloed en
plasma, maar gedurende de eerste minuten van de adsorptie is

er wel sprake van een hoge fibrinogeenconcentratie aan het
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oppervlak. VROMAN schrijft dit toe aan uitwisseling tussen
geadsorbeerd fibrinogeen en in plasma 'aanwezig kininogeen.
Ook BREEMHAAR (1982) kémt door middel van plasma verdun-
ningsexperimenten tot de conclusie dat geadsorbeerd
fibrinogeen uitwisselt met een hoogmolteculaire component in
het plasma. Hij heeft aangetoond dat hoge dichtheid lipo-
proteinen fibrinogeen Verdringén van het oppervlak.
WEATHERSBY (1976) maakt melding van de preferenti&le
adsorptie van hemoglobine en een vijftal onbekende eiwitten

wanneer bloed in kontakt komt met kunststoffen.

In dit hoofdstuk wordt de adsorptie van menselijk
albumine (HSA), menselijk gamma globuline (HIgG) en mense-
1lijk fibrinogeen (HFb) uit plasma aan polystyreen-latex
beschreven als functie van de tijd. De adsorptie is bestu-
deerd met behulp van de HPLC/depletie techniek, waarbij de
eiwitconcentratie in oplossing bepaald wordt met behulp van
UV spectroscopie en een methode waarbij de depletie in com-
binatie wordt gebruikt met een eiwitconcentratie bepaling
door middel van radiale immuno diffusie. Met behulp van deze
methoden kan op twee manieren de depletie van eiwit uit

plasma worden gevolgd als functie van de tijd.

VI.2. Materialen en methoden

Veré ingevroren gecitreerd plasma (fosfaat en dextrose
bevattend) is verkregen van de stichting Rode Kruis Bloed-
bank, Twente-Achterhoek (no. 31). Polystyreen latex
(PS~-latex) was afkomstig van AKZO Corporate Research, Arnhem
(nr. VS 08). Deze latex bevat een vaste stof gehalte van
1,51 gew.% en een deeltjesdiameter van 326 + 14 nm. De latex
was gesuspendeerd in PBS buffer pH 7,35 en bereid zonder

emulgator.

De adsorptie van de specifieke eiwitten is bestudeerd
door toepassing van de depletietechniek, zoals reeds eerder

beschreven (LENSEN 84). 'L ml PS-latex werd hierbij in con-
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t gebracht met 100 ul plasma. Na de vereiste adsorptie-

d werd het mengsel van plasma en latex gedurende 15 minu~-

ten gecentrifugeerd (SORVALL 20.000 g). Uit de afname van de

spe
ads
de
is

tie

Bep

cifieke eiwitconcentraties in het plasma ten gevolge van
orptie aan ae latex kan de geadsorbeerde hoeveelheid van
respectievelijke eiwitten worden bepaald. Op deze wijze

de adsorptie van HFb, HIgG en HSA bestudeerd. De adsorp-

-experimenten zijn uitgevoerd bij 20°C.

aling van de concentratie eiwit in plasma,

a. Radiaal immuno diffusie (RID)
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Om de afname van de specifieke eiwitconcentraties te kun-
nen bepalen is de concentratie‘HFb, HSA en HIgG in plasma
voor en na adsorptie bepaald met behulp van radiaal
immuno diffusie (RID). Deze methode is reeds. in 1965 be-
schreven door G. MANCINI, A.O0. CARBONARA en J.F. HEREMANS.
Voor de radiaal immuno diffusie van HFb, HSA en HIgG in
plasma is gebruik gemaakt van Nor-Partigeen immuno-
diffusieplaten afkomstig van Behringwerke A.G., Marburg
W. Germany.

De methode verloopt als volgt: 5 pyl plasma wordt opge-
bracht in een agarose medium dat een antiserum bevat,
specifiek voor het te onderzoeken eiwit. Het plasma zal
radiaal diffunderen door het agarose medium, waardoor
precipitatie ontstaat ten gevolge van de koppeling tussen
het plasmaeiwit dat als antigeen te beschouwen is en het
antilichaam aanwezig in de agarose. De diameter van de
ontstane precipitaatring is logaritmisch gerelateerd aan
de eiwitconcentratie in het plasma. Op deze wijze zijn de
concentraties van HSA, HFb en HIgG in plasma bepaald. De
concentratiebepalingen zijn in drievoud uitgevoerd en
duurden afhankelijk van het te bepalen eiwit 4 tot 80
uur. Voor het gebruikte plasma waren de beginconcentra-
ties van HFb, HIgG en HSA respectievelijk 3,7 + 0,2 gl—l,
10,1 + 0,4 g1™% en 35 +_ 1,0 g1-1,



b. OV spectroscogie
De afname in de concentratie HFb, HSA en HIgGG in plasma

is eveneens gevolgd met behulp van UV spektroskopie
(LC-75 detector bij 280 nm) door toepassing van een HPLC

kolom, zoals reeds eerder beschreven (LENSEN 1984). Het
piekoppervlak van de specifieke pieken in het HPLC
chromatogram is een maat voor de concentratie eiwit in
het plasma. De gebruikte HPLC kolom was een TOYO SODA
3000 SW kolom, afkomstig van VARIAN, ‘

Zoals békend bevat menselijk plasma meer eiwitten dan al-
leen HFb, HIgG en HSA. Deze eiwitten absorberen eveneens
in het UV gebied en leveren dus een bijdrage aan het HPLC
chromatogram van plasma. Aangenomen wordt dat de extinc-
tiebijdrage van deze eiwitten in vergelijking met de bij-

drage van HFb, HIgG en HSA te verwaarlozen is.

Vi.3. Resultaten

Het HPLC chromatogram van gecitreerd plasma is gegeven in
Figuur 1. Vier duidelijke pieken zijn zichtbaar: HFb (piek
1), HIgG (piek 2) en HSA (piek 3). Ook is een merkbare hoe-
veelheid laagmoleculair materiaal aanwezig (piek 4). Uit Fi-
guur 1 blijkt dat HIgG en HSA niet volledig te scheiden
zijn. Dit maakt de berekening van de adsorptiewaarden voor
HSA en HIgG gecompliceerd, tenminste wanneer zowel HSA als
HIgG édsorberen. In de praktijk blijkt, uitgaande van de
HPLC chromatogrammen, dat HSA niet detecteerbaar adsorbeert
(Figuur 2). Waardoor Bij voldoende HIgGvaahbod, de HIgGG
adsorptie eenvoudig kwantitatief te bepalen is (zie -
Hoofdstuk IV).

Ook de radiaal immuno diffusie methode ként 2ijn
beperkingen. Zo kunnen HFb concentraties lager dan 0,3
gl_1 in verdund plasma niet meer worden geéétedtéerd.

Algemeen geldt voor depletiemetingen dat de meest
nauwkeurige adsorptiewaarden verkregen worden bij een
depletie van ongeveer 50%. Bij zelfgemaakte eiwitmengsels

kan de verhouding tussen de concentratie van de ver-
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Figuur 1. HPLC chromatogram van plasma (gecitreerd), waarin
HFb (piek 1), HIgG (piek 2), HSA (piek 3) en laag
moleculair materiaal (piek 4) voorkomen. De elu-

tiebuffer is PBS pH 7,35.

schillende eiwitten enerzijds en het latex oppervlak
anderzijds zodanig gekozen worden, dat aan deze voorwaarde
voldaan kan worden. In plasma is de verhouding tussen de
verschillende eiwitconcentraties vooraf vastgelegd.

Ondanks bovenstaande beperkingen en voorwaarden is het
toch mogelijk de adsorptie van HFb, HIgG en HSA uit plasma
te bepalen als functie Vah de tijd (TABEL VI.l). In deze
Tabel zijn de adsorptiewaarden gegeven voor HFb, HSA en
HIgG, berekend op grond van de concentratievermindering in
plasma door adsorptie aan PS~latex bepaald met behulp van UV
spectroscopie en radiaal immuno diffusie.

In Figuur 2 is de adsorptie van HSA uit plasma aan .
PS-latex gegeven als functie van de tijd. De adsorptie is op
twee manieren bepaald (UV spectroscopie en RID). Hieruit

blijkt dat HSA niet merkbaar adsorbeert. Twee adsorptie-
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TABEL VI.1

De adsorptie van HSA, HFb en HIgG aan polystyreen latex

2
(2670 cm” ) uit plasma als functie van de tijd.

Radiaal immuno diffusie bepaling

Ads.tijd conc. in oploss. | geadsorb. fractie oppervlakte conc.
(minuten)| (g1~1) » (vg cm™2)

HFb HSA HIgG | HFb HSA HIgG} HFb HSA HIgG

0,34} 3,2 0,22 o,00, 0,00 jO0,00
1 . - .3 0,55} - 0,00, 0,40} -~ 0,00 fJo,15
_ - 3| 0,67 |- 0,00, 0,27 - 0,00 | 0,10
15 - 3,5 0,64 | - " 0,00} 0,30} - 0,00 JoOo,11
30 - 3,0 0,64 | - 0,06f 0,30 - 0,08 0,11
60 - i, 0,12 | - 0,59 0,86} - 0,77 0,33
180 - 1,6 0,14 | - ~ 0,50 o0,84] - 0,66 | 0,32

* De HFb conc. in oplossing is niet bepaalbaar na adsorptie.

HPLC/UV bepaling

Ads.tijd conc. in oploss. [geadsorb. fractie]oppervlakte conc.

(minuten) (gl"l) v (tg cm™2)
HFDb HSA HIgG | HFDb HSA HIgG | HFb HSA HIgG

0,34} 3,2 0,92 : 0,00}0,00 jJO,00
1 ' 0,23} 3,2 0,57 jo,33} o,00{ 0,38 {0,05 (0,00 |jO,14

0,21}]. 3,4 0,60 0,374 0,00, 0,35 f0,05|0,00 jO,13
15 0,20}y 3,0 0,62 0,39 o0,00f{ 0,33 JO,06 }|0,00}0,12
30 : 0,19§ 3,0 0,57 0,43} 0,00, 0,38 |0,06 0,60 0,14
60 0,17] 3,4 o,36 {o,50{ 0,00} 0,61 }0,07 }{ 0,00 0,23
180 0,16}l 3,3 0,32 0,54} o,00} 0,65 0,07 10,00 10,25

noot: Het totale volume bedroeg 1,1 ml 100 pul plasma en 1 ml
PS-latex. Bij de HPLC/UV bepalingen is de beginconcen-
tratie bepaald met behulp van RID.
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waarden in deze figuur wijken sterk af. De HSA oppervlakte-
concentraties bepaald met RID na 1 uur en 3 uur adsorptie
(0,7 ugcm-z) komen overeen met een zevenvoudige plateau-
waarde (0,1 Ugcm_z) verkregen bij zuiver HSA na adsorptie
aan Ps-latex.

De HIgG adsorptiewaarden, bepaald met UV en RID, zijn
goed in overeenstemming met elkaar (Figuur 3). De HIgG
oppervlakteconcentratie varieert van 0,12 pgcm—-2 (na 1
minuut) tot 0,28 1.1,<;,'cm—2 (na 1 uur).

Doordat de detectiegrens van de HFb concentratie in plas-

-1
ma 0,3 gl bedraagt en de HFb concentratie na adsorptie
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Figuur 2, De adsorptie van HSA aan PS-latex uit verdund
plasma als functie van -de tijd. In de grafiek is
de HSA plateauwaarde (voor zuiver HSA) eveneens
aangegeven (- - = ).

De adsorptiewaarden zijn bepaald met behulp. van UV
(®) en RID (Q).
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lager was dan 0,3 gl-l,‘kon met behulp wvan RID de HFB
adsorptie niet worden bepaald. De HFb adsorptie, bepaald met
UV, is gegeven in Figuur 4. De oppervlaktéconcentratie van
HFb neemt langzaam toe tot 0,07, ug c:m“2 na 3 uur. Ook
blijkt uit de afname van piek 4 na adsorptie laagmoleculair
materiaal te adsorberen aan PS-latex. Onbekend is hoeveel en

wat voor materiaal.
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Figuur 3. De adsorptie van HIgG aan PS-latex als functie van
de tijd uit verdund plasma, De-HIgG plateauwaarde
is eveneens aangegeven (- - ).

De adsorptiewaarden zijn bepaald met behulp van UV
(M) en RID (0O0).
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Figuur 4. De adsorptie wvan HFgALit plasma (11 x verdund) be-
paald met UV spectroscopie aan PS-latex als func-
tie van de tijd. In de grafiek is aangegeven de
HFb plateauwaarde (- - - ) en de onder de gegeven
omstandigheden maximaal mogelijke opper-

vlakteconcentratie (ee...).

VI.4. Discussie

De concentratie HSA, HFb en HIgG kan van plasma tot plas-
ma sterk vari&ren. Dit betekent dan ook dat de verkregen

adsorptiewaarden sterk afhankelijk zijn van het gebruikte
plasma.

Het is opvallend te noemen dat HSA in het geheel niet
adsorbeert aan PS-latex vanuit plasma, terwijl HSA in zeer
hoge concentraties voorkomt in plasma. Dit betekent dat de
geadsorbeerde eiwitlaag in samenstelling geen afspiegeling
is van de verhoudingen tussen de eiwitten, zoals ze in
plasma voorkomen. Kennelijk spelen specifieke eiwit-opper-

vlakte interacties een bepalende rol in het adsorptieproces.
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Toch, zo blijkt uit de snelheidscurve van Figuur 2, wordt
voor HSA na 1 uur adsorptie een zeer hoge oppervlakte con-
centratie berekend, wanneer de HSA concentratie bepaald
wordt met radiaal immuno diffusie. Deze methode is gebaseerd
op de immunologische activiteit van het HSA en er wordt
impliciet aangenomen dat deze immunologische activiteit
tijdens het adsorptieproces niet wordt beiInvloed. Dit 1lijkt
echter wel het geval. Op grond van de concentratie bepaling
van HSA met UV spectroscopie na 1 uur kan geconcludeerd
worden dat ook na 1 uur er geen sprake is van een concen-
tratieafname van HSA in plasma en dat er dientengevolge geén
HSA adsorptie optreedt in de mate zoals gesuggereerd uit de
RID metingen. De met behulp van RID bepaalde hoge HSA
adsorptiewaarden zijn een gevolg van het teruglopen in
immunologische activiteit van HSA ten gevolge van het lang-
durig contact tussen HSA in plasma en de PS-latex. Deze
terugloop in immunologische éctiviteit wordt niet waarge-
nomen bij contrdle experimenten, waarbij HSA niet in contact
is geweés£ met PS—latex.>00k KOCHWA vindt voor HIgG adsorp-
tie aan hydrofobe materialen een afname in immunologische
activiteit van HIgG (KOCHWA 1967). Dit kan duiden op struc-
tuurveranderingen in het HIgG molecule ten gevolge van
adsorptie/desorptie. Voor HFb zijn de structuurveranderingen
ten gevolge van adsorptie aangetoond met circulair dichrois-
me spectroscopie (CHAN, 1980) aan glas., Vreemd is echter;
dat iﬁ geval van HSA in contact met PS-latex in het geheel

vgeen adsorptie'waargenomén is. De mogelijkheid blijft aan-
wezig, dat HSA koftstondig geadsorbeerd is aan PS-latex en
dat HSA vervolgens door andere moleculen verdrongen wordt

van het oppervlak.

Hoewel ook bij HIgG voor de concentratie in plasma na 1
uur adsorptie lagere waarden worden bepaald met radiaal
immuno diffusie, is op grond van deze experimenten niet vast
te stellen of deze vermindering veroorzaakt wordt door het
teruglopen van de immunologische activiteit van HIgG. Het.

blijkt dat ook met behulp van UV spectroscopie een verlagihng
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van de HIgG concentratie wordt waargenomen na 1 uur. De HIgG
adsorptie lijkt te veranderen. De oppervlakte concentratie
neemt toe van 0,1 yug cm‘_2 tot 0,3 ugcm-z. De HIgG
plateauwaarde behorend bij de adsorptie van zuiver HIgG be-

draagt 0,41ug cm .

Op basis van de resultaten met modelsystemen bestaande
uit HFb, HIgG en HSA zou HFb sterk preferentieel moeten
adsorberen. Dit is echter voor plasma niet het geval. De HFb
adsorptie bedraagt slechts 0,07 ug cmpz. Er zijn een aan-
tal redenen waarom de preferenti€le adsorptie van HFb =zich
niet zo duidelijk manifesteert.

In de eerste plaats zijn de adsorptie condities van dien
aard dat wanneer alle oorspronkelijk in plasma aanwezige HFD
zou adsorberen, de oppervlakteconcentratie nog maar 0,15 ug
cm_z'zod bedragen (stippellijn in Figuur 4).

In de tweede plaats geldt dat de HFb adsorptie alleen be~-
paald is met behulp van HPLC/UV en zoals reeds eerder ge-
steld is het zeer goed mogelijk dat de HFb piek (piek 1 in
Figuur 1) van het HPLC chromatogram ook nog andere hoog-
moleculaire componenten bevat, waardoor het onmogelijk is
een juiste HFb oppervlakteconcentratie te bepalen.

Ook BRASH, VROMAN en BREEMHAAR vinden een lagere waarde
van de HFb adsorptie uit plasma in vergelijking met model-
systemen. %ij verklaren dit door verdringing van HFb door

hoogmoleculaire componenten, zoals HDL en kininogeen.

Deze verklaring is wel plausibel voor adsorptie aan kleine
oppervlakken, maar voor latexoppervlakken is dié minder
waarschijnlijk.

Dit is het best te illustreren met een rekenvoorbeeld.
Stel dat de oppervlakteconcentratie van een hoogmoleculaire
component, b.v. kininogeen, 1 ug ‘::mm2 is bij volledige
bedekking van het oppervlak en dat kininogeen sterk prefe-
rentieel adsorbeert. Dan is uitgaande van 2 ml eiwitoplos-
sing een concentratie van 0,001 - 0,005 gl—l al voldoende
om fibrinogeen van het oppervlak te verdringen, wanneer het

2
oppervlak 2 cm is. Uitgaande van een latex oppervlak van
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2000 cm2 is uitgaande van 2 ml eiwitoplossing een kinino-
geenconcentratie van 1 tot 5 gl“l noodzakelijk. De kinino-
geenconcentrgtie in plasmé bedraagt echter slechts

0,06 gl—l (SWICK 1980). Dit betekent, dat kininogeen in

dit soort experimenten waar PS-~latex wordt éebruikt nooit in

staat is fibrinogeen van het oppervlak te verdringen.

Conclusie

In dit hoofdstuk is de concurrerénde-quorptie van ‘eiwit-
ten uit plasma aan PS-latex beschreven. De adsorptie van HSA
blijkt in aanwezigheid van de ‘andere eiwitten verwaarloos-—
baar te zijn. Toch is het meest opvallende resultaat het
teruglopen in de immunologische activiteit van HSA na 1 uur
contact met PS-latex. Dit gegeven kan gevolgen hebben voor
het gebruik van immuno assays, een standaard methode die
veelvuldig wordt toegepast in klinisch chemische labdratpria
om eiwitten in plasma te detecteren. Men neemt bij gebruik
van deze methode aan dat de immunologische activiteit van -
eiwitten door adsorptie niet wordt beinvloed. Voof wat be-
treft de concurrerende adsorptie van eiwitten uit plasma aan
PS-latex kan gesteld worden dat zowel HIGG als HFb adsor-
beren uit plasma, maar dat HSA, dat in de hoogste concentra-
tie in plasma voorkomt, niet of slechts in zeer gerinée mate

adsorbeert.
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HOOFDSTUK VII
TOEPASSING VAN CAPACITEITSSPANNINGSMETINGEN TER BESTUDERING
VAN DE ADSORPTIE VAN EIWITTEN EN PEPTIDEN AAN SILICIUM/

SILICIUMOXIDE ELECTRODEN

VII.l. Inleiding

In dit Hoofdstuk wordt een meettechniek beschreven voor
de bestudering van de electrische éigenschappenvvan gea&sof-
beerde polypeptiden en eiwitten. Met deze techniek is het
mogelijk de adsorptie van eiwitteﬁ en polypeptiden continu
te meten als functie van de tijd.

IVARSSON en ARWIN hebben deze techniek reeds eerder toe~
gepast voor de adsorptie van eiwitten aan metalen (ARW&N
1980, IVARSSON 1981l). Zo heeft IVARSSON de adsorptie van
fibrinogeen en albumine gemetén aan titanium als functie van
de tijd door gebruik te maken van twee electrochemische
methoden (Galvanipotentiaalmetiﬁgeﬁ en'electrodécapaditeits;
metingen) in combinatie met ellipsometrie. ARWIN heeft de
adsorptie van albumine aan platina gemeten met behulp van
capaciteitsmetingen, ook in combinatie met ellipsometrie. Iq
beide gevallen is echter sprake van preliminaire experiﬁen—'
ten.

STENBERG heeft eveneens de adsorptie van‘aibumine bestu—
deerd met behulp van capaciteitsmetingen. Hij heeft echter
het metalen substraat vervangen door silicium/siliciumoxide.
Gebruikmakend van een Sio2 laag met een dikte Qan 1,6 nm.
wordt ten gevolge van albumine adsorptie een capaciteitsver-
laging waaréenomen van 1,5%. (STENBERG 1979).

Evenals STENBERG hebben ook wij in plaats van een metalen
oppervlak gebruik gemaakt van een silicium/siliciumoxide
electrode; Dit heeft een aantal Voordelen.lboor gebruik te
maken van het isolerende Sio2 als electrodemateriaal kan‘
stroomdoorgang vermeden worden. Bij gebruikmaking van
metalen electroden is dit niet zo. Sio2 is een isolator en
als zodanig beter vergelijkbaar met polymeren (zoals o.a.

polystyreen). Bovéndien is het Si02 oppervlak een goed
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gedefinieerd oppervlak bekend uit de chromatografie en de
ISFET (Ion Sensitive Field Effect Transistor) technologie.
Naast de beschrijving van de meettechniek worden in_dit
hoofdstuk de resultaten gegeven van de adsorptie van het
tripeptide S2238 en de eiwitten HFb, HIgG en HSA aan SiOz.
Ter vergelijking is eveneens de adsorptie van HSA aan Sio2
bepaald als functie van de tijd en concentratie door ge-

bruikmaking van de radiolabelingsmethode.

VIiI.2. Methode

Algemeen.

Door in een wisselstroomschakeling te meten hoe de ef-
fectieve capaciteit van de door een ﬁetaalelectrode,
siliciumoxidelaag en silicium gevormde condensator afhangt
van de aangelegde gelijkspanning, kunnen gegevens worden
verkregen over de aard van het Si/SiO2 grensvlak, de
dotering van het silicium, eventuele lading in het oxide,
etc.

Er zijh veel metingen verricht aan dergelijke MOS (Metal
Oxide Semiconductor) structuren, maar ook zijn metingen ver-
richt aan EOS (Electroliet Oxide Semiconductor) (DE ROOY
1978, BOUSSE 1982), waarbij het metaal vervangen ié door een
vlioeistof plus referentieelectrode (Figuur l); Bij een EOS
systeem, waarvan de ISFET éen practische representant is,
kan men nu tevens de eigenschappen van het Si02/electro—
liet grensvlak bestuderen.

De capaciteit C die men bij een bepaalde frequenfie meet,
kan beschouwd worden als de resultante van een capaciteit
CSio over de oxidelaag in serie met een capaciteit
C_.., die verband houdt met de ruimteladingswolk in het

Si
silicium.

-1
= Cas
3102 ‘

o

Als CSi02 >> CSi is, wordt C = CSi' Is CSi >> C8102 dan is C = CSiOZ‘
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In deze vérgelijkingen is C

. een constante, maar
Sio

CSi hangt af van de dikte van de %epletielaag, die een

functie is van de aangelegde gelijkspanning en van de

doteringsconcentratie van het silicium.

Figuur 1

referentie elektrode

CUURLALARANAN Y AR

&\\\\\\\\\\\\\\\\\\

elektrolietoplossing

Meetopstelling referentieelectrode/electroliet/
SiOz/Si (EOS). De aan de klemmen gemeten
capaciteit is die van de serieschakeling van

o] en C_,. De grootte van C is

sio Si Si
afhankelijk van de aangelegde gelijkspanning.

Het verband tussen capaciteit C en de aangelegde gelijk~-

spanning V voor een MOS of EOS configuratie bij lage

frequentie (minder dan 100 Hz) is gegeven in Figuur 2. Een

curve als in Figuur 2 wordt capaciteitsspannings (CV) curve

genoemd. Men onderscheidt de gebieden accumulatie, depletie

en inversie, welke respectievelijk te maken hebben met op-
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hoping van meerderheidsladingsdragers, verarming daarvan en
ophoping van minderheidsladingsdragers aan het grensvlak

. {0 .
si/si 5

Ten gevolge van adsorptie aan het Sioz/vloeistof grens-—
vlak kan de capaciteit C worden verlaagd, doordat een extra
capaciteit wordt geintroduceerd in serie met cSiO en
cSi' Dit effect zal het sterkst optreden in het alcumula-
tie of inversie gebied. Deze capaciteitsverlaging wordt in

figuur 2 aangeduid als Acads'

10

08 1

accumulatie inversie

o
D
1

04-

deplétie

[¢] - T T T
2

o
[\*]

genormaliseerde capaciteit C/Csio,

A -3

gelijkspanning V (volt)

Figuur 2 Het verloop van de capaciteit (C) van een EOS con-
densator met de aangelegde,gelijképanning. De EOS

condensator heeft een capaciteit C wan-

. r
neer het silicium vlak onder het oiige goed gelei-
dend is. Dit is het geval in accumulatie en in in-
versie.
De stippelijn geeft een mogelijke CV curve weer na

adsorptie. Aca en AV worden nader uitgelegd

ds
in de tekst.
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STENBERG heeft een duidelijke capaciteitsverlaging in het
accumulatiegebied gemeten tengevolge van peptideadsorptie

i0, .
aan Si 2

Door adsorptie aan het Sioz/vloeistof grensvlak kan ook
de oppervlakte potentiaal (Wo) aan het electroliet/isolator
grensvlak veﬁanderen. Dit is merkbaar in de vorm van een
horizontale verschuiving in de CV curve. Deze verschuiving
is in Figuur 2 aangeduid met AV. .

BOUSSE heeft de relatie tussen oppervlaktepotentiaal en

AV bepaald als funktiewyan de pH van de elektrolietoplossing
(BOUSSE 1980).

JANATA‘heeft ten gevolge van albumine adsorptie drain-
stroomveranderingen gemeten bij een ISFET, die eveneens
wijzen op veranderingen in de oppervlakte potentiaal ten

gevolge van de adsorptie.

Via CV metingen kunnen in principe dus twee effecten

worden gemeten:
A. Een verandering in capaciteit resulterend in een Acads'
B. Een verandering in oppervlaktepotentiaal resulterend in

een AV.

VII.3. Experimenteel

materialen:

Voor de adsorptieexperimenten is gebruik gemaakt van ge-
zuiverd HSA (lotnr. A9511 van SIGMA), HFb (KABI) en HIgG
(Centraal laboratorium van de Bloedtransfusiedienét). De
zuivering en karakterisering van deze eiwitten is beschreven
in Hoofdstuk II.

Het peptide $2238 was afkomstig van KABI, Stockholm.
52238 staat voor H-D-phenylalanyl—L—pipecolyl-L—arginine—p
nitroanilide dihydrochloride (M=625,6). Het preparaat wordt
gewoonlijk gebruikt voor de bepaling van protrombine en
antitrombine in activiteit in plasma. In dit geval is S2238
gebruikt voor controlemetingen, waarbij $2238 geadgorbeerd

- o

werd aan Sioz.
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methode

De methode is gebaseerd op het meten van CV curven aan
een referentieelectrode/electrodeoplossing/SiOZ/Si opstel-
1ing (Figuur 1) voor en tijdens adsorptie van eiwit of pep-
. tide vanuit de electrolietoplossing (PBS) aan het Sioz
oppervlak. Het gebruikte silicium (halfgeleider) was van
het n type (110) en had een specifieke weerstand van 10
ohm cm. De laagdikte wvan het thermisch oxide (Sioz) vari-
eerde van 7,5 nm tot 60 nm afhankelijk van het monster. Op
hef’sio2 oppervlak is een kwartskuvet geplaatst, die aan
de onderkant open is en voorzien van een viton O-ring, waar-~
door de in de cuvet gepipetteerde oplossingen niet weg kun-
nen lekken (zie Figuur 1l). Het contact oppervlak tussen
SiO0_ en de electrolietoplossingen is 0,18 cmz.

Met behulp van een referentiecapaciteit (751 nF) en een
PAR 129A twee fase lock-in versterker is de capaciteit van
het systeem continu gemeten als functie van de aangelegde
gelijkspanning. De frequentie van de meetspanning was steeds
20 Hz.

Na elke adsorptiemeting zijn de SiO2 oppervlakken grondig

gereinigd met rokend salpeterzuur en gedistilleerd water.

Radiolabeling

De labelingstechniek is toegepast om de adsorptie van HSA
en Sio2 oppervlakken te bestuderen. HSA is gelabeld met
125 :
T gebruikmakend van de chlooramine T methode, zoals

beschreven in Hoofdstuk II.

VII.4. Resultaten

Ter contrdle van de meetopstelling en meetmethode is de
adsorptie aan siO2 als functie van de tijd bestudeerd van
het peptide $2238. In Figuur 3 is de capaciteitsverlaging
van het systeem weergegeven ten gevolge van 52238 adsorptie
evenals de verhoging in capaciteit ten gevolge van desorptie
aan SiO_. Het silicium. bevond zich hierbij in accumulatie

door V = =4V te kiezen. De capaciteitsverlaging is continu
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te volgen als funktie van de tijd na toevoeging van Sé238
aan het electroliet (PBS). Na 20 minuten stabiliseert de
capaciteit zich op een eindwaarde. Het oppervlakﬁis dan
waarschijnlijk verzadigd met S2238. T

Wanneer vervolgens het oppervlak gespoeld wordt met PBS

0360

© 03554

0350

03454

0,340

gapacneh(chnrﬁ

0335 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 130 140

tijd (min.)

Figuur 3 De capaciteitsverandering van een
Si/SiOZ(Bnm)/PBS (0,15 NaCl)/referentie
electrode opstelling ten gevolge van
adsorptié/dgsorptie van S2238 aan SiO_ als

2
functie van de tijd. V = -4V..
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buffer, keert de capaciteit weer op de oorspronkelijke
waarde terug. Er is hier sprake van vers opgelost S2238
(Figuur 3). Volgens de ‘bijsluiter van KABI treedt, biJj niet
verse oplossingen S2238, hydrolyse op van het peptide ten
gevolge van de aanwezigheid van microorganismen in de oplos-
sing. Dit is ook merkbaar in de capaciteitsmeting. Een niet
verse oplossing S2238 veroorzaakt sterk afwijkende resulta-
ten. Er worden geen detecteerbare capaciteitsveranderingen
meer gemeten ten gevolge van toevoeging van S2238 aan de PBS
oplossing, wanneer de S2238 oplossingen ouder zijn dan 1

week.

Voor de bepaling van de albumine adsorptie aan Sio2 is
de labelingsmethode gebruikt, waarbij de adsorptie van HSA
aan SiO2 bepaald is als functie van de tijd en als functie
van de concentratie (Figuren 4 en 5). De HSA oppervlakte-
concentratie neemt na 15 minuten niet meer toe. De plateau-
waarde voor de HSDA adsorptie (0,6 ugcm_z) komt overeen
met de HSA plateauwaarde voor adsorptie aan polystyreen, die
bepaald werd met radiolabeling.

Met behulb van capaciteitsmetingen is getracht de adsorp-
tie van HSA, HFb en HIgG te volgen als functie van de tijd,
waarbij de eiwitconcentratie varieerde van 0,01 C_;l"-l tot
10 gl_l. Dit is interessant t.a.v. de adsorptieverschijn-
selen gedurende de eerste 15 minuten, die via de labelings-
methode moeilijk geregistreerd kunnen worden. Wanneer de
electrolietoplossing bestaat uit PBS buffer (ionsterkte 0,15
M) blijkt de capaciteit van het referentie electrode/
electroliet/sioz/si systeem door de adsorptie van eiwitten
niet detecteerbaar te veranderen. Wel zijn ten devolge van
HSA, HFb en HIGgG adsorptie horizontale verschuivingen in de
CV curve waargenomen, die duiden op een veranderde
oppervlaktepotentiaal aan het Sioz/vloeistof grensvlak. De

pH werd tijdens de meting niet veranderd (pH = 7,35).
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Figuur 4 De snelheidscurve van HSA adsorptie aan Sioz,
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Figuur 5 De adsofptieisotherm van HSA aan Sioz, bepaald

met behulp van radiolabeling.
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VII.5. Discussie

Het meest opvallende resultaat in dit hoofdstuk is dat de
adsorptie van HSA, HFb en HIgG geen capaciteitsverlaging ten
gevolge van het referentie electrode/electroliet/sioz/si
systeem heeft.

Een verklaring voor dit resultaat kan gezocht worden in
de structuur van de eiwitten; Eiwitten zijn macromoleculen
die een primaire, secundaire en tertiaire structuur pezit—
ten. Met name de tertiaire struktuur, wanneer deze behouden
blijft tijdens de adsorptie van het eiwit, is er de oorzaak
van dat kleine ionen vrij door het geadsorbeerde eiwit kun-
nen diffunderen. De geadsorbeerde eiwitlaag is daardoor te
beschouwen als’een electrisch poreuze laag. EIRICH heeft ook .
reeds gewezen op de aanwezigheid van een vrije doorgang voor
watermoleculen en ionen in een laag eiwitmoleculen (EIRICH

1977).

Peptiden zijn veel kleiner dan eiwitten en bezitten geen
tertiaire en secundaire struktuur. Een geadsorbeerde
peptidelaag is dan ook electrisch gezien veél minder poreus
en gedraagt zich daardoor meer als een isolator,.

Dit blijkt ook uit de resultaten (Figuur 3) waaruit een
duidelijke capaciteitsverlaging waarneembaar is ten gevolge
van de peptideadsorptie aan Sjoz. De resu;taten met be-
trekking tot de eiwitadsorptie en peptideadsorptie aan
Sioz' gemeten met behulp van capaciteitsmétingen, stemmen
grotendeels overeen met de resultaten van STENBERG. Hij
vindt echter wel een zeer geringe capaciteitsverlaging ten
gevolge van HSA adsorptie (1,5%), waarschijnlijk ten gevolge
van een grotere gevoeligheid van de meetopstelling (een
dunnere SiO2 laag).

Gezien het “"irreversibele" karakter van eiwitadsorptie .
(Hoofdstuk III) en de reversibele adsorptie van S$2238 aan
SiO2 mag verondersteld worden, dat de interactie en het
contact tussen eiwit en oppervlak groter is dan tussen

peptide en oppervlak. De verklaring die STENBERG geeft, dat
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ten gevolge van een zeer gering contact tussen geadsorbeerd
eiwit en substraat geen sterke capaciteitsverlaging optreedt
in vergelijking met peptideadsorptie is dan ook minder
aannemelijk.

In tegenstelling tot capaciteitsmetingen blijkt, dat ten
gevolge van HSA, HFb en HIgG adsorptie wel de 5102 opper-
vlaktepotentiaal verandert. De optredende veranderingen ble-
ken echter niet reproduceerbaar en dermate grillig, dat op
grond hiervan op dit moment geen verdere uitspraken mogen
worden gedaan.

JANATA ziet op basis van de door hem aan een ISFET geme-
ten veranderende oppervlaktepotentiaal ten gevolge van
albumine adsorptie, mogelijkheden voor de ontwikkeling van
een immunoelectrode. Hij vermeldt echter niets over repro-

duceerbaarheid en nauwkeurigheid van zijn metingen.

Conclusie

T.a.v. de capaciteitsmetingen kan gesteld worden, dat
deze voor de bestudering van eiwitadsorptie niet direct
geschikt zijn.

Het is echter wél mogelijk met behulp van capaciteits-
metingen de kinetiek van adsorptie en desorptie van laag-
moleculair matériaal, zoals peptiden, continu in éitu te
volgen als functie van de tijd. Ook is hef mogelijk om op
deze wijze de concurrerende adsorptie van peptiden en eiwit-

ten te bestuderen.

T.a.v. de meting van een verandering in oppervlakte-
potentiaal ten gevolge van'eiwitadsorptie kan gesteld wor-
den, dat een ISFET meting directer is dan een CV metihg en
in de toekomst perspectieven kan bieden met hetrekking tot
de ontwikkeling van een eiwitgevoelige Si/Sio2 electrode.

De reproduceerbaarheid en eenduidigheid van de met deze
electrode verkregen respons dienen echter wel beter te zijn,

dan de in dit hoofdstuk'vermélde resultaten.
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SUMMARY

In this thesis the results of adsorption studies with éome
plasma proteins (human serum albumin (HSA), fibiinogen (HFb)
and human immuno gamma globulin (HIgG)) onto solid/liquid
interfaces are described. Theraim of these inveétigations is
to obtain more insight in the processes occuring at the
surface of polymeric materials in contact with blood.

A review of the literature about protein adsorption a£
interfaces is presented in Chapter I. It is shown that still
many contradictions about p;otein adso;ption like the
question of the ;eversibility of adsorption do exist.

In Chapter II it is shown, that protein dimers andvoligo—
mers are presented in non purified solutions. The presence of
these products in protein solutions used for adsorption
studies may lead to a misinterpretation of the adsorption
data. This Chapter also describes that the adsorption
behaviour of radiolabeled proteins onto a polystyrene lateg
differs from that of the non-labeled ones. Isotherms for the
adsorption of HSA, HIgG énd HFb onto a polystyrene 1atex are
determined by measuring the depletion of protein in the ’
solution. This has either been followed by radioactivity
measurements or by UV spectroscopy. Different adsorption
isotherms for the same protein were obtained when either
radidactivity or UV spectroscopy was used as a detection
technique.

The adsorption of proteins onto polystyrene latex seems to
be irreversible (no sponteanocus desorption has been observed
once the protein has been adsorbed). However, it also appearé
that‘exchange of proteins at the surface with these in
solution is possible. Based on this information one 1is
inclined to infer that protein adsorption is reversible as
long as exchange of protein molecules is considered.

A description of the adsorption/desorption process of
proteins at the polystyrene surface has been given in Chapter
ITI.

139



This description included the assumption of a structural
change of protein as a result of the adsorption at the
solid/liquid interface.

In order to obtain reliable results from competitive
protein adsorption experiments, a method based on the use of
High Performance Liquid Chromatography was develbped as a
alternative of the radiolabeling method. This method is
described in Chapter IV, Competitive adsorption studies with
HSA, HFb and HIgQG onto PS-latex show that a strong
preferential adsorption of HFb takes place. When adsorption
studies were carried out with solutions containing HSA
monomer and dimer, a preferential adsorption of HSA dimer was
observed.

The adsorption of HSA onto polystyrene and poly(vinyl
chloride) measured by radiolabeling and an Enzyme Immuno
Assay (EIR) has been described in Chapter V. This comparative
study was done in order to quantify the EIA method. It is
shown that HSA surface concentrations of more than 0,1 pgcm_2

can not be quantified by EIA.

The adsorption of proteins at solid/plasma interfaces has been

described in Chapter VI. No HSA adsorption from plasma onto

PS-latex was found. However the larger HFb and HIgG molecules do

adsorb onto PS-latex.

In Chapter VII Capacity-Voltage (CV) measurements are used for

adsorption studies. The adsorption of HSA, HIgG and HFb onto SiD2

is not measurable as yet because of the high capacity of the

proteins as compared with the SiO2 capacity (proteins are

electrically "“"porous"). The adsorption and desorption kinetics of

peptides however could be followed in this way. It is shown from

results that the adsorption of peptides onto Si0_ is a reversible

2
process.
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SAMENVATTING

In dit proefschrift worden de resultaten van een studie
naar de adsorptie van enkele plasma eiwitten (menselijk
albumine (HSA), fibrinogeen (HFb) en gamma globuline (HIgG))
aan vast/vloeistof grensvlakken beschreven. Het doel van het
onderzoek is om meer inzicht te verkrijgen in de processen
die zich afspelen aan het grensvlak van polymere materialen
en bloed. ; ‘

Uit een literatuur overzicht in Hoofdstuk I wordt-duide-
1lijk dat er met betrekking tot de adsorptie van eiwitten aan
grensvlakken nog veel tegenstriﬁdige opvattingen bestaan.
Vooral het al of niet reversibele karakter van eiwitadsorptie
is een onderwerp waarover nog geen eensluidende mening is
gevormd.

In Hoofdstuk II wordt met behulp van verschillende karak-
teriseringsmethoden aangetoond, dat oplossingen van eiwitten .
die niet gezuiverd zijn, dimeren en oligomeren bevatten. De
aanwezigheid van deze dimeren en oligomeren in de eiwitoplos-.
sing kan de adsorptieresultaten aanzienlijk beinvloeden. Ook
wordt in dit Hoofdstuk melding gemaakt van het afwijkend ad-
sorptiegedrag van gelabelde eiwitten in vergelijking met on-
gelabelde eiwitten. De isothermen HSA, HIgG en HFb aan poly-
styreen-latex werden bepaald door meting van de afname van de
eiwitconcentratie in de oplossing. Deze afname werd zowel met
behulp van radioactiviteitsmetingen als met UV spectroscopie
gemeten. Er werden verschillende isothermen verkregen voor de
adsorptie van hetzelfde eiwit aan polystyreen-latices indien
gebruik gemaakt werd van radioactiviteitsmetingen of van UV
spectroscopie als detectie-techniek. )

De adsorptie van de eiwitten aan polystyreen oppervlakken
lijkt irreversibel (eenmaal geadsorbeerde eiwitmoleculen de-
sorberen niet meer spontaan). Uiiwisseling blijkt wél moge-
lijk. Op grond van dit gegeven wordt geconcludeerd dat de ad-
sorptie toch reversibel is, wanneer men naar uitwisseling van

eiwitmoleculen kijkt.
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In Hoofdstuk III wordt, rekening houdend met de beperkingen
van de radiolabelingsmethode, een beschrijving gegeven van
het adsorptie/desorptie proces van eiwitten aan polystyreen.
Er wordt hierbij een structuurverandering van het eiwit ten
gevolge van adsorptie aangenomen.

Ter verkrijging van betrouwbare resultaten uit concurre-
rende eiwitadsorptie experimenten is een methode ontwikkeld
waarbij gebruikt gemaakt wordt van High Performance Liquid
Chromatografie. Dit als alternatief voor de labelingsmethode.
De HPLC methode worat beschreveﬁ in Hoofdstuk IV. In dit
hoofdstuk worden tevens de resultaten gegeven van de concur-
rerende adscorptie van HSA, HIgG en HFb aan PS-latex. Er wordt.
een sterke preferentiéle agsorptie van HFb waargenomen.
Wanneer adsorptiestudies worden verricht met oplossingen
waarin HSA monomeer en dimeer aanwezig zijn, adsorbeert HSA
dimeer preferentieel.

In Hoofdstuk V wordt de adsorptie van HSA aan polystyreen
en poly(vinylchloride) beschreven. De metingen werden uitge-
voerd met behulp -van radiolabeling en met behulp van een Enzym
Immuno Assay (EIA). De EIA methode zou op deze wijze in prin-
cipe te kwantificeren zijn. Het bleek echter dat HSA opper-
vlakte concentraties van meer dan 0,1 u.gcm_2 niet te kwan-
tificeren zijn met behulp van EIA.

De adsorptie van eiwitten aan PS-latex vanuit plasma wordt
beschreven in Hoofdstuk VI. Er werd geen HSA adsorptie aan
PS-latex vanuit plasma waargenomen. De grotere HFb en HIgGG
moleculen adsorberen echter wel aan PS-latex.

In Hoofdstuk VII zijn de Capaciteits-Spannings (CV) metin-
gen voor adsorptiestudies beschreven. De adsorptie van HSA,
HIgG en HFb aan siU2 is vooralsnog niet meetbaar vanwege de
hoge capaciteit van de eiwitten in vergelijking met die van
het SiO2 (eiwitten zijn electrisch "poreus"). Wel is de
adsorptie en desorptie van peptiden op deze wijze gevolgd
als functie van de tijd. Uit de .resultaten blijkt dat de

adsorptie van peptiden aan SiO2 een reversibel proces is.
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