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H O O F D S T U K  I 

INLEIDING 

1.1. Algemeen 

In  dit  proefschrift  wordt  de  adsorptie  van  eiwitten  aan 

vast/vloeistof  grensvlakken be'schreven. Over  dit  onderwerp 

zijn  al  veel  publicaties v,erschenen. 

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  veelvuldige  toepassing  van  lichaamsvreemde 

materialen in de  geneeskunde.  Te  denken  valt aa.n het  gebruik 

van medische  hulpmiddelen (catheter's, bloedzakken) en  ,kunst- 

organen  (kunstnieren  en  kunststof implantaten).  Het  mate- 

riaal  waaruit  deze  hulpmiddelen en kunstorganen  vervaardigd 

z'ijn 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  geringer is  dan 

bij  oppervlakken  waaraan  fibrinogeen  gepreads'orbeerd  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.  Dit  komt  doordat  eiwitadsorptie 

een  ingewikkeld  proces  is  waarbij  vele  wisselwerkingen 

tussen  adsorbens  oppervlak en eiwitmoleculen  een  rol  spelen 

en  doordat  hypothesen  slechts  moeilijk  getoetst  kunnen 

worden  door  de  beperkingen  van  de  onderzoekstechnieken. 
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D e  l i t e r a t u u r   o v e r   e i w i t a d s o r p t i e  i s  s a m e n g e v a t   i n   e e n  

a a n t a l   o v e r z i c h t s a r t i k e l e n  (BRASH,  LYMAN, 1971: M A C R I T C H I E ,  

1 9 2 8 ;  VAN DER SCHEER, 1 9 7 9 ) .  D i t  H o o f d s t u k   g e e f t   e e n   o v e r -  

z i c h t   v a n  d e  o n t w i k k e l i n g e n  met b e t r e k k i n g   t o t  d e  a d s o r p t i e  

v a n   m e n s e l i j k   s e r u m   a l b u m i n e  ( H S A ) ,  m e n s e l i j k   f k b r i n o g e e n  

( H P b )  e n   m e n s e l i j k  gamma g l o b u l i n e   ( H I g G )   a a n   v a s t / v l o e i s t o f  

g r e n s v l a k k e n   o v e r   d e  l a a t s t e  6 j aar .  H i e r b i j   w o r d t   o n d e r   a n -  

dere a a n d a c h t   b e s t e e d   a a n  d e  k a r a k t e r i s e r i n g   v a n  d e  g r e n s -  

v l a k k e n ,  d e  r u i m t e l i j k e   s t r u c t u u r   v a n   h e t  e iwi t  e n   h e t   a d -  

s o r p t i e / d e s o r p t ï e   p r o c e s .  

B i j  h e t  a d s o r p t i e / d e s o r p t i e   p r o c e s   z a l   a a n d a c h t  bes teed  

worden   aan  d e  a d s o r p t i e / d e s o r p t i e   k i n e t i e k ,   d e   r e v e r s i b i l i - .  

t e i t  v a n   d e   a d s o r p t i e   e n  d e  c o n f o r m a t i e   v a n   g e a d s o r b e e r d e  

e i w i t t e n .  D e  c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n u i t   m e n g s e l s   e n  _. 

p l a s m a   k o m t   e v e n e e n s   a a n   d e   o r d e .   T e n s l o t t e   w o r d e n   i n  d i t  

H o o f d s t u k  de , d o e l s t e l l i n g e n   v a n   h e t   o n d e r z o e k   u i t e e n g e z e t .  

1 . 2 .   G r e n s v l a k k e n   e n   e i w i t t e n  

E e n   g o e d e   k a r a . k - t e r i s e r i n g   v a n   h e t .   v a s t e   , o p p e r v l a k   e n   h e t  

e i w i t  i s  o n o n t b e e r l i j k   v o o r  d e  b e s t u d e r i n g   v a n   h e t   a d s o r p -  

t i e p r o c e s   a a n   v a s t / v l o e i s t o f   g r e n s v l a k k e n .  

Het m a t e r i a a l  oppervlak 

E e n   g o e d   o v e r z i c h t   o v e r   o p p e r v l a k t e   k a r a k t e r i s e r i n g  i s  

g e g e v e n   d o o r  B . D .  RATNER ( 1 9 8 2 ) .   E n k e l e   m e t h o d e n   z i j n :  

- EX.4 (Electron S p e c t r o s c o p y  f o r  C h e m i c a l  Analysis) , waar- 

b . i j  m e t  r ö n t g e n s t r a l e n   e l e c t r o n e n   w o r d e n   v r i j g e m a a k t   w a a r - ’  

d o o r   o v e r   e e n   a f s t a n d   v a n  1-1.0 nm v a n a f   h e t   o p p e r v l a k   e e n  

a n a l y s e   v a n  d e  b i n d i n g s t o e s t a n d e n   v a n   a t o m e n   k a n   p l a a t s -  

v i n d e n .  
~. 

- A T R - I R  ( A t t e n u a t e d  ~ o t a l  Reflectance I n f r a r e d  Spectra. 

scopy); h i e r b i j   w o r d e n   i n f r a r o o d s t r a l e n   d o o r   h e t  t e  o n d e r -  

z o e k e n   o p p e r v l a k   g e a b s o r b e e r d   e n   g e r e f l e c t e e r d .  H e t  I R  

s p e c t r u m   g e e f t   c h e m i s c h e   i n f o r m a t i e   o v e r   h e t  materiaal op- 

p e r v l a k .  D e  d o o r d r i n g d i e p t e  i s  d’e l aa t s t ’e  j a r e n   t e r u g g e -  . 

b r a c h t  v a n  1-5 Km ( b i j  eerdere I R  s t u d i e s )   t o t  5 0  nm i n  

m o d e r n e r e   a p p a r a t u u r .  
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- Randhoek  meting is een  van  de  oudste  technieken  om  opper- 
vlakken  te  kar,akteriseren  en  kan  gebruikt  worden  om  te  be- 

palen  hoe  hydrofoob of hydrofiel  het  substraat  is  (VAN  DER 

SCHEER, 1979). 

- Verder  kan  de  lading .van materiaaloppervlakken  bepaald 
worden door middel  van potentiometrische  titraties en 

Electrokinetische  metingen. 

- Electronen  microscoPie wordt ook wel  gebruikt voor k.arak- . 

terisering  van  het  materiaaloppervlak.  Dit  is  echter e.en 

globale  methode  die  alleen  'elementaire infor.matie over  de 

morfologie  van  het  oppervlak  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 . . s  

q .  

In  dit  proefschrift  is'de  adsorptie  van  de  plasma  eiwitten 

menselijk  serum  albumine (HSA), menselijk  fibrinogeen  (HFb) 

en menseli'jk gamma  globuline  (HIgG)  aan  vast-vloeiatof 

grensvlakken beschreven.. Deze  eiwitten  hebben  verschillende 
fys'iologische functies in het bloed. 

Zo reguleert  HSA  de  osmotische  druk,  de pH 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 

HFb  molecule  afgesplitst,  waardoor  de onts'tane fibrine , 

monomeren  spontaan  polymeriseren  tot  het  fibrine  polymeer, 

dat na crosslinking  onderdeel  kan  uitmaken  van een trombus 

(R.F. DOOLITTLE, 1975). 

HIgG is het  meest voo'rkomende antilichaam  uit een serie , 

van  vijf,  bestaande  uit  HIgG,  HIgD,  HIgE,  HIgM  en HIgA. HIgG 

is  samengesteld uit een  aantal  electroforetisch te scheiden 

subklassen.  Globulines,spelen  een  belangrijke  rol  in  het , 

complexe  afweersysteem  van  de mens. 
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Hoewel een  gedetailleerde  ruimtelijke  structuur  van  de 

plasma  eiwitten KSA, HPb  en  HIgG  niet  bekend  is  hebben 

WALTON en K O L T I S K O  (1982) op basis  van  röntgen  diffractie- 

en  circulair  dichroisme (CD) studfes  een  redelijk  beeld 

kunnen  geven  van de vorm  van  deze eiwitten. Figuur 1 toont 

de  ruimtelijke  voorstelling  van  HSA,  HFb  en HIgG. Tabel 1.1 

Tabel I. 1 + 
H S A  litera- H I g G  HFb 

tuurplaats 

Plasma  concentratie ( g 1 - l )  

v.d.SCHEER(1979) 2.10-7 6.1 10-7 Diffusie  coëfficient 

160000 340000 66248 Moleculegewicht 

2-4.5 40 

( cm2 sec-1 

Extinctie.  cozff. ( glAl . O .  S 3 1.55 1.40 
(280 m) 

Dimensies (m) v.d.SCHEER(1979): 4 5 , 0 ~ 9 , 0  14,0x4#0 

12 9 

f 

11. '5~4,0  BMZKIN(1980) 2 3 , 5 ~ 4 , 4  47,5X6,5 

Adsorptiewaarden  voor 
*&d-on  monolaag( ~ . g c z n - ~ )  
*Side-on 'I ( 

BASZKIN(1980) 1,70 1,85 0,90 
B S Z K I N ( 1 9 8 0  ) O, 18 0 , 2 7  O ,25 

*) Deze waarden z i jn  berekend op basis  van  de  hierboven  door 
BASZKIN (1?80) opgegeven dislensie voor HSA, H F b  en HI*, 
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 

Hoofdsfuk I1 van  dit proefschrift  zal  worden  aangetoond.  Een 

nauwkeurige  zuivering  en  karakterisering van eiwitten  is  dan 

ook  noodzakelijk. 
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F I G U U R  1. 

Menselijk  f ibrinogeen 

-30a- 

Menselijk gamma globuline 
. .  

Menselijk serum  a’lbumine 

Deze r u i m t e l i j k e   v o o r s t e l l i n g e n   v a n   m e n s e l i j k   a l b u m i n e  

( H S A ) ,  m e n s e l i j k   f i b r i n o g e e n   ( H F b )   e n   m e n s e l i ’ j k  gamma- 

g l o b u l i n e  ( H I g G )  - z i j n   o v e r g e n o m e n   u i t  Biomaterials: 

-3nterfacial phenomena and applications,   advances  in 

chemistry  series 199 S . L .  COOPER e n  N.A. PEPPAS ( p a g .  2 5 0  

e n  251). 

HSA e n  HFb z i j n   r e c o n s t r u c t i e s   g e b a s e e r d  op g e g e v e n s  

v e r k r e g e n   u i t   c i r c u l a i r   d i c h r o i s m e  spectroscopie  e n  

r ö n t g e n d i f f r a c t i e .  HSA bes t aa t  v o o r  48% e n  HFb voor 33% uit 

a - h e l i c e s .  

HIgG h e e f t . e e n   @ s t r u c t u u r .  Het h i e r   w e e r g e g e v e n  HIgG mo- 

d e l  i s  g e r e c o n s t r u e e r d ’   u i t  e1ectronen.microscoopfoto’s. Voor 

H F b  e n  HIgG z i j n   g e e n   d i m e n s i e s   g e g e v e n  ( z i e  h i e r v o o r   T a b e l  

1.1) 
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1 . 3 .   M e e t m e t h o d e n   v o o r   e i t w i t a d s o r p t i e  

V O O K  e e n   i d e a l e   a d s o r p t i e s t u d i e   m o e t   a a n   e e n   a a n t a l   v o o r -  

waa rden   worden   vo ldaan .  D e  e i w i t a d s o r p t i e   m o e t   c o n t i n u   i n  

s i t u  “ k u n n e n   w o r d e n   g e r e g i s t r e e r d ,   k w a n t i t a t i e v e   m e t i n g e n  

m o e t e n   m o g e l i j k   z i j n .   V e r s c h i l l e n d e   e i w i t t e n   m o e t e n   w o r d e n  

o n d e r s c h e i d e n   e n   b o v e n d i e n   m o e t   o p h e l d e r i n g   o v e r  de c o n f o r -  

mat ie  v a n   h e t  e i w i t  a a n   h e t   o p p e r v l a k ‘ k u n n e n   w o r d e n   v e r k r e -  

gen .  Veel  m e t h o d e n   z i j n   o n t w i k k e . l d  om e i w i t a d s o r p t i e  t e  

b e s t u d e r e n ,  maar g e e n   e n k e l e   m e t h o d e   k a n   v o l l e d i g   a a n  

b o v e n s t a a n d e   v o o r w a a r d e n   v o l d o e n .   E e n   k o r t   o v e r z i c h t   v a n  

deze   me thoden   word t   nu   gegeven .  

A d s o r p t i e   m e f I i n g  v i a  d e p l e t i e  

D e ”  o u d s t e   a d s o r p t i e m e t i n g e n   z i j n   g e b a s e e r d  op  u i t p u t t i n g  ’ .  
( d e p l e t i e )   v a n  d e  e i w i t o p l o s s i n g ’   d o o r  m i d d e l  v a n   a d s o r p t i e  

a a n   e e n   f i j n   v e r d e e l d e   d i s p e r s i e   v a n  d e e l t j e s  waardoor   een  

g r o o t   o p p e r v l a k   b e s c h i k b a a r  i s .  Momenteel  worden b i j   v o o r -  

k e u r  l a t i c e s  g e b r u i k t   o m d a t   d e z e   b e s t a a n   u i t   g o e d   g e k a r a k - ‘  

t e r k s e e r d e   d e e l t j e s .   D e z e   t e c h n i e k   g e e f t   k w a n t i t a t i e v e  

r e s u l t a t e n   e n   w o r d t   v a a k   t o e g e p a s t  ( N O R D E ,  1976;  Van der  

S C H E E R ,  1979;  P A I R ,  1980;  M I T Z U T A N I ,  1 9 8 0   e n  S U Z A W A ,  1 9 8 1 ) .  

D e  a d s o r p t i e   w o r d t   b e p a a l d   u i t  d e  c o n c e n t r a t i e a f n a m e   v a n  

eiwit  i n , o p l o s s i n g   e n   u i t  d e  b e p a l i n g   v a n   h e t   a a n g e b o d e n  

o p p e r v l a k .  

D e  t o e p a s b a a r h e i d   v a n   d e z e   m e t h o d e   v o o r   o p p e r v l a k k e n  d i e  v a n  

c b e l a n g   z i j n   v o o r   b i o m e d i s c h   g e b r u i k  i s  e c h t e r   b e p e r k t .  V a a k  

g a a t  h e t   h i e r b i j  om k l e i n e   o p p e r v l a k k e n   w a a r d o o r   e e n  t e  

g e r i n g e   c o n c e n t r a t i e a f n a m e  b e r e i k t  w o r d t .  

D e  c o n c e n t r a t i e a f n a m e   k a n  op e e n   a a n t a l   m a n i e r e n   w o r d e n  ge- 

v o l g d :   c o l o r i m e t r i s c h  ( H L A D Y r  1978) ,   immuno log i sch  ( K L E I N ,  

1 9 8 0 1 ,   s p e c t r o s c o p i s c h   o f  met b e h u l p   v a n   r a d i o a c t i v i t e i t s -  

m e t i n g e n  ( K L E I N  ELHORST!,‘ 1 9 7 8 ) .  

. .  

.~ 7 

R a d i o l a b e l i n g  van  e i w i t t e n  
H e t  g e b r u i k   v a n   r a d i o t r a c e r s   i n   a d s o r p t i e s t u d i e s  komt v e e l  
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v u l d i g   v o o r .  Met d e z e   t e c h n i e k   k a n   d e   a d s o r p t i e   v a n  'eiwit-  

t e n   k w a n t i t a t i e f   w o r d e n   b e s t u d e e r d   a a n   k l e i n e   o p p e r v l a k k e n .  

H e t  v o o r d e e l   v a n   d e z e   m e t h o d e  i s  d a t ,  d o o r   h e t   a a n b r e n g e n  

v a n   v e r s c h i l l e n d e   l a b e l s   i n   d e   v e r s c h i l l e n d e   e i w i t t e n ,   h e t  

i n   p r i n c i p e   m o g e l i j k  i s  e i w i t t e n   v a n  e l k a a r  t e  onde ' r sche iden  

a a n   h e t   o p p e r v l a k .  

De meest g e b r u i k t e ,   l a b e l s   z i j n  I e n  I131. D i v e r s e  
1 2 5  

l a b e l i n g s p r o c e d u r e s   z i j n   m o g e l i j k :  

- c h l o o r a m i n e  T l a b e l i n g  ( H U N T E R ,  1962 ;  KLEIN ELHORST,  1978 

e n  P E N N E R S ,  1 9 8 1 )  

- l a c t o p e r o x i d a s e   l a b e l i n g  ( V A N  OSS, '  1 9 8 1   e n  B O R N Z I N ,  1 9 8 2 ) ,  

e n  d e  m o n o c h l o r i d e   l a b e l i n g  ( B R A S H  e n  S C H M I T T ,  1 9 8 3 ) .  

Ook w o r d t  e r  g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   c o m m e r c i e e l   g e l a b e l d e  

e i w i t t e n  (LE", 1980   en  VAN DULM, 19831 ,  d i e  meestal  

g e l a b e l d   z i j n  met d e  ch loor .amine  T methode .  

VAN DER. SCHEER h e e f t   d r i e   l a b e l i n g s m e t h o d e n   ( e l e c t r o l y s e  

l a c t o p e r o x i d a s e   e n   c h l o o r a m i n e  T . )  g e t o e t s t   o p   h u n   b r u i k -  

b a a r h e i d   i n   a d s o r p t i e s t u d i e s   a a n  d e  hand   van   a lbumineadso rp -  

t i e  a a n   p o l y s t y r e e n .  H i j  komt t o t  d e  c o n c l u s i e  d a t  e r  s p r a k e  j 

i s  v a n   p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n   g e l a b e l d  e i w i t  ( V A N  D E R  

S C H E E R ,  1 9 7 9 ) .  

H o e w e l   r a d i o l a b e l i n g   e e n   e e n v o u d i g e   t e c h n i e k  i s  om e iwi t -  ., 

a d s o r p t i e  t e  b e s t u d e r e n  b l i j k t  d a t  er  t e n   g e v o l g e   v a n  l a b e l -  

i n g   v e r a n d e r i n g e n   i n  d e  e i w i t c o n f o r m a t i e   k u n n e n   o p t r e d e n  

w a a r d o o r   h e t   a d s o r p t i e g e d r a g   v e r a n d e r t  (WALTON, 1 9 7 9 ) .  O o k  ,~ 

VAN W A G E N E N  en  A N D R A D E  s t e l l . e n  d a t  d,e a a n w e z i g h e i d   v a n   e e n  

e x t r i n s i e k   l a b e l  d e  f y s i s c h e   e i g e n s c h . a p p e n   e n ,  ook h e t   a d -  

s o r p t i e g e d r a g   v a n   e i w i t t e n   k a n   b e ï n v l o e d e n  ( V A N   W A G E N E N ,  

1 9 8 0 )  . 
A n d e r z i j d s   z i j n  t a l r i j k e  o n d e r z o e k e r s   t o t   d e   c o n c l u s i e  

g e k o m e n   d a t  e r  g e e n   v e r s c h i l   b e s t a a t   t u s s e n   h e t   a d s o r p t i e g e -  

d r a g   v a n  g e l a b e l d e  e n   n i e t   g e l a b e l d e   e i w i t t e n  ( B R A S H ,  1983;  

VAN OSS, .1981;  B O R N Z I N ,  1 9 8 2   e n  VAN D U L M ,  1983) .   Een   be l ang-  

r i j k e  voor .waarde b l i j f t  d a t  d e  l a b e l  o n d e r  m i l d e  oms tand ig -  ~' 

hede .n   moet   worden   aangebracht  . 
Ook d e  c o n c u r r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n . i s   b e s t u d e e r d  

d o o r   g e b r u i k m a k i n g   v a n   g e l a b e l d e   e i w i t t e n .  HORBETT g e b r u i k t e  
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hiervoor  een  techniek  waarbij  uit  plasma  geadsorbeerde 

eiwitten  werden  gelabeld  met I . Daarna  desorbeerde  hij 
de  eiwitten  met  natrium  dodecylsulfaat  en  met  behulp  van 

polyacrylamidegel  electroforese  werden  vervolgens  de 

eiwitten  in  het  verkregen  mengsel  gescheiden.  (HORBETT, 

1981) . 

l25 

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. 

Fluorescent ie  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  fluorescentiesignalen,  omdat  door  adsorptie het flu- 

orescentie  signaal  van  het  eiwit  verandert.  Een  onafhanke- 

lijke  calibratie  methode  blijft  dus  noodzakelijk.  Vaak  wordt 

dan  toch  weer  gebruik  gemaakt  van  radioactief  gelabelde  ei- 

witten. 

Adsorptiestudies  met  extrinsiek  fluorescerende  labels  zijn 

uitgevoerd  door  BEISSINGER  (19821,  WALTON (1979), DE  BRUIN 

en  VAN OSS (1980). 

Ellipsometrie . .  

Een  adsorptiemethode  waarbij,  in  principe,  in  situ  en 

continu  informatie  verkregen  kan  worden  over  de  dikte  en  de 
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b r e k i n g s i n d e x   v a n  de g e a d s o r b e e r d e   e i w i t h a g   i s . e l l i p s o m e -  

t r i e  (CUYPERS, 1 9 7 8 ;  JÖNSSON, 1982  e n  STENBERG,  1 9 7 9 ) .  Door 

de v a a k   g e r i n g e   v e r s c h i l l e n   i n   b r e k i n g s i n d e x   v a n   s u b s t r a a t ,  

g e a d s o r b e e r d e  e i w i t  e n   g e b r u i k t e   b u f f e r   g e e f t   d e z e   m e t h o d e  

w e i n i g   i n f o r m a t i e   o v e r   s t r u c t u u r   e n   a a r d   v a n   d e   y e a d s o r -  

b e e r d e   e i w i t l a a g .  

In f rarood  spectroscopie 

I n f r a r o o d   s p e c t r o s c o p i e  i s  op v e l e r l e i   w i j z e   t o e g e p a s t   b i j  

de b e s t u d e r i n g   v a n   e i w i t a d s o r p t i e .   I n f r a r o o d   i n t e r n e  re- 

f l e c t i e   s p e c t r o s c o p i e   w e r d   i n   1 9 7 4   a l   t o e g e p a s t   d o o r  LEE e n  

K I M .  O p  h e t z e l f d e   p r i n c i p e   b e r u s t   d e   i n f r a r o o d   v e r s c h i l  

s p e c t r o s c o p i e   v a n  M O R R I S E Y  ( 1 9 7 4 ) ;   d e   v e e l v o u d i g e   i n f r a r o o d  

s p e c t r o s c o p i e  ( B R Y N D A ,  1 9 7 8 )   e n  ATR-IR ( A t t e n u a t e d   t o t a l  . 

r e f l e c t a n c e   i n f r a r e d   s p e c t r o s c o p y ) .  D e  IR s p e b t r a   g e v e n   v e e l  

c h e m i s c h e   2 n f o r m a t i e   o v e r   d e   a a r d   v a n   d e   g e a d s o r b e e r d e  I 

e i w i t l a a g  v i a   v e r s c h u i v i n g e n   i n   d e   a m i d e b a n d e n  

( 1 3 0 0  c m  1 .  Deze i n f o r m a t i e   w o r d t   e c h t e r   v a a k   v e r s t o o r d  

d o o r   o n d e r   a n d e r e   h e t   s p e c t r u m   v a n  water.  Deze v e r s t o r i n g e n  

k u n n e n   m o m e n t e e l   v r i j w e l   g e h e e l   o n d e r d r u k t   w o r d e n   d o o r   g e -  

b r u i k  t e  maken   van   FTIR ,   Four i e r   T rans fo rm  In f r a rood  

s p e c t r o s c o p i e  ( G E N D R E A U  1 9 8 2 ) .  Hoewel   deze   methode   vee l -  

b e l o v e n d  is, b l i j f t   d e   i n t e r p r e t a t i e   v a n   d e  I R  s p e c t r a  

m o e i l i j k .  

Overige  methoden 

Naast d e   b o v e n   b e , s c h r e v e n   m e t h o d e n   s t a a n  e r  n o g   e e n   a a n t a l  

a n d e r e   m e t h o d e n  t e r  b e s c h i k k i n g   v o o r   d e   b e s t u d e r i n g   v a n  e i -  

-1 

w i t a d s o r p t i e .  

- C i r c u l a i r   d i c h r o i s m e ,  waarmee i n f o r m a t i e   v e r k r e g e n   k a n  

w o r d e n   o v e r  de s t r u c t u u r   v a n   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n  

(WALTON e n  MAENPA, ( 1 9 1 9 ) .  

- H e t  m e t e n   v a n   g r e n s v l a k s p a n n i n g e n  ( B A G N A L L ,  1978,  1980; 

VAN DER SCHEER, 1979 ;  'E,N  VAN OSS, 1981)  . 

- E l e c t r o n e n m i c r o s c o p i e  (EBERHART,-1977, 1 9 8 2 )  

- C a l o r i m e t r i e  ( N O R D E  e n  LYKLEMA, 1 9 7 8 )  

- ESCA  (HANSON e n  RATNER, 1 9 8 0 )  

- Enzym i i m u n o   a s s a y   m e t h o d e  CBREEMHAAR, 1 9 8 2 ) .  

- I m p e d a n t i e m e t i n g e n  (STENBERG, 1 9 7 9 )  



Deze l a a t s t e   t w e e   m e t h o d e n   w o r d e n   i n   d i t   p r o e f s c h r i f t  

n o g   u i t v o e r i g   b e s c h r e v e n   ( H o o f d s t u k  V e n  VII). 

Conc lus i e s   be t re f f ende   adsorp t i eme t ingen  van e i w i t t e n  

G e e n   v a n   d e z e   t e c h n i e k e n   a f z o n d e r l i j k   g e e f t   v o l d o e n d e   i n f o r -  

m a t i e .  Om e e n   g o e d   b e e l d  t e  k u n n e n   v o r m e n   o v e r   d e   a d s o r p t i e  

v a n   e i w i t t e n   z u l l e n   r e s u l t a t e n ,   v e r k r e g e n   v i a   v e r s c h i l l e n d e  ' 

t e c h n i e k e n ,  m e t  e l k a a r   v e r g e l e k e n   d i e n e n  t e  worden.  

E e n   p r o b l e e m   h i e r b i j  i s ,  d a t   d e   b e s p r o k e n   t e c h n i e k e n   i n  

h e t   a l g e m e e n   d o o r   v e r s c h i l l e r d e   g r o e p e n   o n d e r z o e k e r s   w o r d e n  

g e b r u i k t   w a a r d o o r   v e r g e l i j k i n g   v a n   d e   r e s u l t a t e n   v a a k  onmo- 

g e l i j k   w o r d t ;   v e r s c h i l l e n d e   m a t e r i a l e n   e n   e i w i t t e n   w o r d e n  

o n d e r   n i e t   g e l i  j k e   . c o n d i t i e s   g e b r u i k t .  

1.4. D e  c o n f o r m a t i e   v a n   e i w i t m o l e c u l e n   a a n   g r e n s v l a k k e n  

A l g e m e e n   w o r d t   a a n g e n o m e n   d a t   e i w i t t e n   g e a d s o r b e e r d   a a n  

v l o e i s t o € / v l o e i s t o f   e n .   v l o e i s t o f / l u c h t   g r e n s v l a k k e n  hun ter-  

t i a i r e   s t r u c t u u r   v e r l i e z e n .  Al v e l e   j a r e n   w o r d t  e r  gespecu-  

l e e r d   O v e r   d e   s t r u c t u u r   v a n   e i w i t t e n   a a n   v a s t / V l o e i S t O f  

g r e n s v l a k k e n   e n  d e  v r a a g   d o e t   z i c h   v o o r  o f  h e t  e i w i t  van  

c o n f o r m a t i e   v e r a n d e r t   w a n n e e r   h e t   a a n   d i t  l a a t s t e  t y p e  

g r e n s v l a k   a d s o r b e e r t .  E r  z i j n ' a a n w i j z i n g e n   d a t   a a n ' v a s t /  

v l o e i s t o f   g r e n s v l a k k e n   d e   e i w i t t e n   m i n d e r   d r a s t i s c h e   c o n f o r -  

m a t i e v e r a n d e r i n g e n   o n d e r g a a n   d a n   b i j   v l o e i s t o f / v l o e i s t o f  

g r e n s v l a k k e n  ( M c R I T C H I E ,  .L978 1 .  

V e r s c h e i d e n e   t e c h n i e k e n   z i j n .   t o e g e p a s t   v o o r   d e   b e p a l i n g  

v a n   d e   c o n f o r m a t i e   v a n   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n .  Veelal ,  m e t  * 

name b i j   o u d e r è   a d s o r p t i e t e c h n i e k e n   z o a l s   d e p l e t i e m e t i n g e n i - . ; ,  

w e r d   e e n   s c h a t t i n g   g e m a a k t   v a n .   d e   m o l e c u l a i r e   d i m e n s i e s   v a n  

h e t  e i w i t  i n   g e a d s o r b e e r d e   t o e s t a n d  op b a s i s   v a n  de gevonden 

o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   e n   d e   a a n n a m e   d a t   m o n o l a a g   a d s o r p t i e  

o p t r a d .  Zo c o n c l u d e e r d e n  ORESKES.  ë n  SINGER i n  1 9 6 1  r e e d s   d a t  

op b a s i s   v a n   d e p l e t i e   v a n  Gamma g l o b u l i n e   ( . I g G )  aan p o l y -  

s t y r e e n   l a t e x  e r  s p r a k e  w a s  v a n   e e n   s i d e - o n   m o n o l a a g ,  w a a r -  

b i j   d e  e i w i t  m o l e c u l e n   p l a t  op h e t   o p p e r v l a k   l i q g e n ' t e r w i j l  

b i j   h o g e r e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   i n   d e   o p l o s s i n g  de i n t e r s t i -  ' 

t i ë l e  p l a a t s e n   a a n   h e t   o p p e r v l a k .   o p g e v u l d   w e r d e n  m e t  end-on 
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g e a d s o r b e e r d   I g G ,   w a a r b i j  d e  . m o l e c u l e n   r e c h t o p   s t a a n . , H i e r -  

b i j  werd   : aangenomen  da t   de   d , imens i ,es   van  I.gG t i j d e n s   a d s o r p -  I 

t i e r  n i e t .   v e r a n d e r d e n .  

N O R D E  b e s t u d e e r d e   i n   1 9 7 3   s y s t e m a t i s c h  d e  a d s o r p t i e   v a n  

H S A  a a n   p o l y s t y r e e n   l a t e x   o n d e r   v e r s c h i l l e n d e   c o n d i t i e s   ( p H ,  

t e m p e r a t u u r ,   e n   i o n s t e r k t e )   . e n   v o n d   v o o r  H S A  d a t  de adso rp -  

t i e  maximaal  was ( 0 , 2  p g  cm ) b i j  h e t   i s o - e l e c t r i s c h   p u n t  

(pH 4 , 9 ) .   D e z e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  komt   ongevee r   ove reen  

met e e n   s i d e - o n   m o n o l a a g .   B o v e n   e n   b e n e d e n   h e t   i s o - e l e c -  

t r i s c h  pun't' was d e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   l a g e r   ( b i j  meer- 

d e r e  i o n s k e r k t e s ) .   H i e r u i t   c o n c l u d e e r d e   h i j   d a t  H S A  i n  d i e  

g e v a l l e n   e e n  meer o n t v o u w d e ' c o n f o r m a t i e  aanna.m.. Ook B R A S H  e n  

LYMAN c o n c l u d e e r d e n   i n  1969. op b a s i s  van   , ,mo lecu la i r e   d imen- .  I 

s i e s  d a t   t i j d e n s   h e t   a d s o r p t i e p r o c e s  d e  g r o o t t e   v a n   h e t  mo- .. 

l e c u l e  n i e t  merkbaar v e r a n d e r d e .  1 

- 2  

E r  z i j n   w e i n i g   t e ' c h n i e k e . n  . d i e  ' d i r e c t  i n f o r m a t i e   v e r s c h a f -  

f e n   o v e r   d e   s t r u c t u u r   v a n   g e a d s o r b e e r d  eiwit:Bovendien i s  

de i n t e r p x - e t a t i e   v a n   d e  gegev1en.S m o e i l i j k .  Zo , ' g e b r u i k t e n  

M O R R I S E Y  e n  .STROMBERG i n   1 9 7 4   i n f r a r o o d   v e r s c h i . 1   s p e c t r o . s c o - .  

p i e  w a a r b i j  Òp b a s i s  van  d e  e i w i t  a m i d e - I - b a n d   v e r s c h u i v i n g  

i n   h e t   ; s p e c t r u m   . i n Z i c h C   v e r k r e g e n  we.rd i n   h e t   p e r c e . n t a ' g e :  

c a r b o n y l g r - o e p e n   v a n   h e t   g e a d s o r b e e r d e .  e i .wit  d a t  r e c h t s t r e e k s  

c o n t a c t   m . a a k t e  met h e t   o p p e r v l a k  ( . : " b i n d i n g s f . r a c t : i e " ) .  Deze 

m e t i n g e n   z i j n   u i t g e v o e r d  b i j  d e  a d s o r p t i e '   v a n   a l b u m i n e ,   p r o -  

t r o m b i n e   e n   f i b r i n o g e e n   i n   s i t u .  B i j  a l b u m i n e   e n   p r o t r o ' r n b i n e  , 

v o n d e n   z e   e e n   b i n d i n g s f a a c t ' i . e   v a n   0 , l ; l '  d i e  const. ,a 'nt  b l e e f  

b i  j a l l e  waargenomen o p p e r v l a k t e c o n c e h t r a b i e s .  z . i  j concxu- 

d e e r d e n   h i e r u i t  . d a t ' . d e  i n t e r n e "   b i n ' d i n g e r i   e n   d i s u l f i d e b r u g g e n '  

i n   d e z e   e i w i t t e n   v a n   d i e n  a a r d  z i j n   d a t   c o n f o r m a t i e v e c a n d e -  :' 

r i n . g e n   t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   n i e t   o p t r e d e n ,   F i b r i n o g e e n  

d a a r e n t e g e n   v e r t o o n t   e e n   , t o e n s m e .  ip de l ' b i n d i n g s f r a c t i e "  b i j  

h o g e r e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e .  , D i t  w o r d t   v e r k l a a r d   d o o r .   e e n  

m o g e l i j k e   a g g r e g a t i e   v a n   f i b r i n o g e e n .  B i j  gamma ~ l o b u l i n e  , , ,  

b l e e k  d a t  h e t   a a n t a , l   g e a d s o r b e e r q e   c a r , b o n y l g r o e p e n   a f n a m   b i j  

t o e n e m e n d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  ( F E N S T E R M A K E R  e n  .. b 

M O R R I S E Y ,  197.6) MORRISEY z a g   g e e n   s i g n i f i c a n t e   , v e r a n d e r i n g  ' 

v a n   d e   c o n f o r m , a t i e   v a n   d e   e ï w i t t e n   $ a n   h e t   o p p e r v l a k g a l s  

f u n k t i e   v a n  de  t i j d .  

. .  

. .  
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MC M I L L I N  e n  WALTON ( 1 9 7 4 )   g e b r u i k t e n   c i r c u l a i r   d i c h r o i s m e  

( C D )  e n   c o n c l u d e e r d e n  d a t  f i b r i n o g e e n   t i j d e n s  d e  a d s o r p t i e  . 

a a n  s i l i c a  g e e n   v e r a n d e r i n g   i n   c o n f o r m a t i e   o n d e r g a a t  t e rwi j l  

f a c t o r  X I 1  w e l  e e n  s t e r k e  v e r a n d e r i n g   o n d e r g a a t .   P r o b l e e m  

b i j  d e z e   t e c h n i e k  i s  d a t  h e t   g e b r u i k t e   s u b s t r a a t   e e n  

s t o r e n d e   f a c t o r   k a n   z i j n   w a n n e e r   h e t   u l t r a v i o l e t   l i c h t  

a b s o r b e e r t .   D e z e   s t u d i e   h e e f t   o v e r i g e n s   g e e n   v e r v o l g   g e h a d .  

.Met f l u o r e s c e n t i e   s p e c t r o s c o p i e  i s  g e e n   c o n f o r m a t i e v e r a n -  

d e r i n g   v a n  B S A  a a n g e t o o n d   n a   a d s o r p t i e   a a n   p o l y - a - a m i n o z u r e n  

s u b s t r a t e n  (WALTON e n  M A E N P A ,  1 9 7 9 ) .  W e l  hebben  S O D E R Q U I S T  

e n  WALTON i n  1980 met b e h u l p   v a n  CD s p e c t r a   a a n g e t o o n d   d a t  

v e r s c h e i d e n e   p l a s m a   e i w i t t e n  ( H S A ,  HFb e n   H I g G )   e e n   v e r l i e s  

a a n   s e c u n d a i r e   o f   h e l i x   s t r u c t u u r  t e  z i e n   g a v e n   n a   a d s o r p t i e  

a a n   s y n t h e t i s c h e   p o l y p e p t i d e  films. I n   p l a a t s   v a n   e e n   c o n -  

f o r m a t i e   a n a l y s e   a a n   h e t   o p p e r v l a k   u i t  t e  v o e r e n ,   b e p a a l d e n  

z i j  d e  v e r a n d e r i n g   i n   s t r u c t u u r   d o o r   v e r g e l i j k i n g   v a n  d e  e l -  

l i p t i c i t e i t   v a n   h e t   n a t i e v e  e iwit  met g e d e s o r b e e r d  e i w i t ,  na 

e l u t i e   o v e r   e e n   k o l o m   w a a r v a n  d e  m a t r i x   b e d e k t  was met 

p o l y - a - a m i n o z u r e n .   A l l e e n   i r r e v e r s i b e l e   v e r a n d e r i n g e n   k u n n e n  

op d e z e   w i j z e   a a n g e t o o n d   w o r d e n .  

V o o r t b o r d u r e n d   o p  d e  e x p e r i m e n t e n   v a n  S O D E R Q U I S T  v i n d e n  

B R A S H  e n  CHAN ( 1 9 8 1 )   e e n   v e r l f e s   v a n   5 0 %   i n   a - h e l i x   s t r u c -  

t u u r   v a n   f i b r i n o g e e n   n a   a d s o r p t i e   a a n   p y r e x g l a s .  Ook z i j  

m a a k t e n   g e b r u i k   v a n  C D .  

C o n c l u s  i e :  

U i t  h e t   v o o r a f g a a n d e   w o r d t   d u i d e l i j k ,  d a t  e e n   c o n f o r m a t i e -  

v e r a n d e r i n g   v a n   p l a s m a   e i w i t t e n . t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e  

a a n   v a s t / v l o e i s t o f   g r e n s v l a k k e n   n i e t   z o n d e r  meer u i t g e s l o t e n  

mag. worden.  

1 . 5 .  D e  r e v e r s i b i l i t e i t   v a n   e i w i t a d s o r p t i e  

A d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   a a n   v e r s c h i l l e n d e   o p p e r v l a k k e n  

w o r d t   v a a k   b e s c h r e v e n  a l s  " L a n g m u i r   a d s o r p t i e " .  ( D I L L M A H  e n  ' 

M I L L E R ,  1 9 7 3 ;  LEE e n  K I M ,  1974;  BRASH e n  S A M A K ,  1 9 7 8 ) .  D i t  

b e t e k e n t   e c h t e r   g e e n s z i n s  d a t  e i w i t a d s o r p t i e   v o l d o e t   a a n  de 

b a s i s v o o r w a a r d e n   v o o r   e e n   ' L a n g m u i r   a d s o r p t i e "   g e d r a g .   D e z e  

v o o r w a a r d e n   z i j n :   e e n   h o m o g e e n   o p p e r v l a k ,   m o n o l a a g   a d s o r p -  . 
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t i e ;  r e v e r s i b e 1 . e   a d s o r p t i e   e n   g e e n   l a t e r a l e   i n t e r a c t i e s   i n  

g e a d s o r b e e r d e   t o e s t a n d .  
. .  

T o c h   n e m e n   b o v e n s t a a n d e   a u t e u r s   i m p l i c i e t   a a n . d a t  eiwit-  

a d s o r p t i e   r e v e r s i b e l  is'. E r  z i j n   e S h t e r   d u i d e l i j k e   a a n w i j -  

z i n g e n ,   v o o r a l   b i j   a d s o r p t i e   a a n   h y d r o f o b e   o p p e r v l a k k e n ,   d a t  

d i t  n i e t   z o n d e r  meer h e t   g e v a l  i s .  

VAN D E R  S C H E E R  ( 1 9 7 9 )   s t e l d e  d a t  e r  s p r a k e  i s  v a n   e e n  

" s e m i - r e v e r s i b e l "   a d s o r p t i e p r o c e s .   H o e w e l  e r  g e e n   o f ,   e r g  

w e i n i g  e i w i t  d e s o r b e e r t   v a n   h y d r o f o b e   o p p e r v l a k k e n   ( p o l y s t y -  

r e e n )   w a n n e e r  d e  e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g   v e r -  

m i n d e r d   w o r d t ,   a d s o r b e e r t ' e r  wel meer wanneer d e  e i w i t c o n -  

c e n t r a t i e   i n  d e  o p l o s s i n g   t o e n e e m t .  . D i t  g e l d t   n i e t   a l l e e n  

v o o r   e i w i t t e n   m a a r   o o k   v o o r   s y n t h e t h i s c h e   p o l y m e r e n .   V o o r  

s y n t h e t i s c h e   p o l y m e r e n ' i s   d i t   v e r s c h i j n s e l   v e r k l a a r d  op 

g r o n d   v a n   h u n   h e t e r o d i s p e r s i t e i t  ( C O H E N  STUART;1980).  Gro- ' 

t e r e  m o l e c u l e n   a d s o r b e r e n  met e e n   g r o t e r e   a f f i n i t e i t   d a n . d e  

k l e i n e r e ,   e n   z i j n   i n   s t a a t   d e   k l e i n e r e   v a n   h e t   o p p e r v l a k  t e  

v e r d r i n g e n .  B i j  e e n   h o g e r   p o l y m e e r . a a n b o d   z u l l e n   o o k  meer 

g r o t e   m o l e c u l e n   a a n   h e t   o p p e . r v l a k '   a a n w e z i g   z i j n ,   d e z e   g r o t e  : 

m o l e c u l e n   d e s o r b e r e n   m o e i l i j k e r   d a n   k l e i n e r e   m o l e c u l e n .  

D a a r d o o r   h e e f t  d e  i s o t h e r m   t o c h   g e e n   h i g h   a f f i n i t y   k a r a k t e r  

t e r w i j l  h e t   p o l y m e e r   n i e t   o f ' , z e e r   m o e i - l i j k   d e s o r b e e r t .   V o o r  

e i w i t t e n   g a a t   d e z e   v e r k l a r i n g   e c h t e r   n i e t   o p ,  daa r  e i w i t t e n -  

i n   h e t   a l g e m e e n   m o n o d i s p e r s   z i j n .  

B R A S H  e n  S A M A K  ( 1 9 7 8 ,   1 9 8 1 )   l a t e n  e r  g e e n  t w i j f e l  o v e r  ' .  

b e s t a a n   d a t   e i w i t a d s o r p t i e   ( a a n   p o l y e t h y l e e n ) , e e n   d y n a m i s c h  

p r o c e s  i s ,  w a a r b i j  u i t w i s s e l i n g   v a n   e i w i t t e n   a a n   h e t   g r e n s -  

v l a k   o p t r e e d t   o n d e r   " s t e a d y   s t a t e "   c o n d i t i e s .  Z i j  v i n d e n   i n  

e e r s t e  i n s t a n t i e   e e n   u i t w i s s e l i n g   t u s s e n  H S A  e n  , I. 

1131 H S A  e n   v e r v o l g e n s ,   n a   o n g e v e e r  6 0  u u r ,  i s  , , g e e n   u i t -  

w i s s e l i n g  meer merkbaa r ,  t .erwij1 50, t o t  7 0 %  v a n   h e t   o p p e r -  

v l a k   n o g   b e z e t   w o r d t   d o o r   h e t   o o r s p r o n k e l i j k  e iwi t .  D i t  p e r -  

c e n t a g e  i s  a f h a n k e l i j k   v a n  d e  g e k o z e n   a d s o r p t i e c o n d i t i e s .  D e  

a u t e u r s   c o n c l u d e r e n   h i e r u i t   d a t  e r  s p r a k e  i s  v a n   h e t e r o g e n i -  

t e i t  i n   b i n d i n g s e n e r g i e   t u s s e n  e i w i t  e n  d e  d i v e r s e   p l a a t s e n  

o p   h e t   o p p e r v l a k .  Z i j  v i n d e n   o v e . r i g e n s   o o k   g e e n   d e s o r p t i e  

t e n   g e v o l g e   v a n   v e r d u n n ' i n g   i n   o p l o s s i n g .  HFb g e p r e a d s o r b e e r d  

a a n   g l a s   d e s o r b e e r t   e v e n m i n  b i j  v e r d u n n i n g .  D e  u i t w i s s e l i n g  
. I 
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i s  b i j  HFb s n e l l e r   d a n  b i j  H S A .  I n   t e g e n s t e l l i n g   t o t  BRASH I. 

v i n d t  CHUANG ( 1 9 7 8 )   e n i g e   d e s o r p t i e   v a n  HFb b i j  h y d r o f i e l e  . 

o p p e r v l a k k e n   ( C u p r o p h a a n )   i n  d e  p u r e   b u f f e r .  O o k  v i n d t  . 

C H U A N G  u i t w i s s e l i n g .  

VROMAN ( 1 9 8 0 )   h e e f t   d e   v e r d r i n g i n g   v a n . é & n   s o o r t  e iwi t  doo:r 

e e n   a n d e r  e i w i t  b e s t u d e e r d   e n  komk t o t  d e  c o n c l u s i e  d a t  , 

h o o g m o l e c u l a i r e   e i w i k t e n   l a a g m o l e c u l a i r e   e i w i t t e n   v e r d r i n g e n  

v a n   h e t  . o p p e r v l a k .  I *. . . L  

I .  , . . -  

DE BRU-IN e n  VAN O S S  : ( 1 9 8 0 )   s t e l l e n  d a t  d e  r e v e r s i b i l i t e i t  

van h e t  a d s o r p t i e p r o c e s   g e r e l a t e e r d   k a n   w o r d e n   a a n  de.  hydro-  

f o b i c i t e i t   v a n   a d s o r b e n s   e n   a d . s o r b a a t .  S C H M I T T  ( 1 9 8 3 ) ,  

HORBETT ( 1 9 8 1 )   e n  B A S Z K I N  ( 1 9 8 0 ) .   h e b b e n   a d s o r p t i e s t u d i e s  

u i t g e v o e r d ,  w a a r b i j  d e  h y d r o f o b i c i t e i t   v a n   h e t   o p p e r v l a k ' a l s  

p a r a m e t e r  i s  g e b r u i k t .  U i t  d e z e   s t u d i e s  b l i j k t  d a t  

" h y d r o f i e l e "   o p p e r v l a k k e n   * a a n l e i d i n g   g e v e n   t o t   r e v e r s i b e l e  

e i w i t a d s o r p t i e  t e r w i j l  a a n   " h y d r o f o b e "   o p p e r v l a k k e n   e i w i t t . e n  

i r r e v e r s i b e l   a d s o r b e r e n .  

Veel  a u t e u r s  ( S O D E R Q U I S T ,  1980;  B R Y N D A ,  1978;  B O R N Z I N  e n  

M I L L E R ,  19821 ,maken   me ld ing   van  t w e e  g e l i j k t i j d i g e   p r o c e s -  

s e n :   e e n   r e v e r s i . b e 1   a d s , o r p t i e . p r o c e s   n a i s t   e e n   i r r e v e r s i b e l  

a d s o r p t i e p r o c e s .  D i t  k a n   z o w e l   v e r o o r z a a k t   w o r d e n   d o o r  de 

h e t e r o g e n i t e i t   v a n   h e t   o p p e r v l a k  a l s  d o o r  d e  a a n w e z i g h e i d  . 

v a n   e e n   r e v e r s i b e l e   e i w i t c o n f o r m a t i e   e n   e e n   i r r e v e r s i b e l e  . 

e i w i t c o n f o r m a t i e .   I n   H o o f d s t u k . 1 1 1   v a n  d i t  p r o e f s c h r i f t  

w o r d t   e e n   o v e r g a n g   g e s u g g e r e e r d   v a n   r e v e r s i b e l   g e a d s o r b e e r d  

e iwi t  n a a r   " i r r e v e r s i b e l " .   g e a d s o r b e e c d  e iwi t .  

Conc lude rend   kan  gesteld w o r d e n . d a t   p l a s m a   e i w i t t e n   n i e t  

w a a . r n e e m b a a r   d e s o r b e r e n   v a n   h y d r o f o b e   o p p e r v l a k k e n ,   z o d a t  

v e r l a g i n g   v a n .  d e  e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n .  d e  o p l o s s i n g   n i e t  

l e i d t  t o t   e e n   a a n z i e n l i j k e   v e r m i n d e r i n g   i n  d e  g e a d s o r b e e r d e  

h o e v e e l h e i d .   U i t w i s s e l i n g '   t u s s e n  e i w i t  a a n   h e t   o p p e r v l a k   e n  

e i w i t  i n  de  o p l o s s i n g   k a n   e c h t e r  wel o p t r e d e n .  

1 . 6 .   K i n e t i e k   e n   m e c h a n i s m e   v a n   e i w i t a d s o r p t i e  I 

D e  b e s c h r i j v i n g   v a n  d e  a d s o r p t i e ' v a n   k l e i n e   m o l e c u l e n   a a n  

g r e n s v l a k k e n  is e e n  k l a s s i e k  p r o b l e e m   d a t  r e d e l i j k  goed  

w o r d t   b e g r e p e n .  De a d s o r p t i e   v a n   m a c r o m o l e c u l e n   a a n   v a s t e  

o p p e r v l a k k e n  i s  n i e t   z o   d u i d . e l i j k .  E r  z i j n  ech ter  w e l  e e n  
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a a n t a 1 , m o d e l l e n   b e k e n d  w a a r m e e  h e t   a d s o r p t i e p r o c e s   b e -  

s c h r e v e n   k a n   w o r d e n  (SILBERBERG, 1970 ;  C.OHEN STUART, 1 9 8 0 ) .  D e  

a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   v a n u i t   o p l o s s i n g   a a n   v a s t e   o p p e r v l a k -  

k e n  i s  d o o r   , d e   v e l e ' w i s s e l w e r k i n g e n   n o g   i n g e w i k k e l d e r .  B i , j  

h e t   o p z e t t e n   v a n   e e n   a d s o r p t i e m o d e l   d i e n t   r e k e n i n g  t e  worden  

gehouden  met c o n f o r m a t i e v e r a n d e r i n g e n   d i e   o p   k u n n e n   t r e d e n  i 

t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   ( z i ' e   I . 4 ) ,   h e t   r e v e r s i b e l e   o f  i r -  

r e v e r s i b e l e   k a r a k t e r   v a n   d e   a d s o r p t i e   ( z i e  1.51, e v e n t u e l e  

d e n a t u r a t i e   v a n   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n , '  maar ook m e t  d e   e x -  

p e r i m e n t e l e   o m s t a n d i g h e d e n   e n   d e   g e b r u i k t e   a d s o r p t i e t e c h n i e k  

( z i e  1 . 3 ) .  ' 

X i n e t i e k  
B i j  de b e s t u d e r i n g   v a n   d e   k i n e t i e k   v a n   e i w i t a d s o r p t i e   z i j n  

t w e e  e f f e c t e n   v a n   b e l a n g .  I n  d e  e e r s t e  p l a a t s   d e   a a n v o e r   v a n  

h e t  e i w i t  n a a r   d e   g r e n s l a a g   e n   i , n  d e ,   t w e e d e   p l a a t s   d e .   a d s o r -  

p t i e   a a n   h e t   g r e n s v l a k .  

L E E  e n  K I M  ( 1 9 7 4 )   b e s t u d e e r d e n   a d s o r p t i e s n e l h e d e n   v a n  

p l a s m a   e i w i t t e n   a a n   v e r s c h e i d e n e   h y d r o f o b e   b i o m a t e r i a l e n   g e -  

b r u i k m a k e n d   v a n   i n t e r n e   r e f l e c t i e   i , n f r a r o o d   s p e c t r o s c o p i e .  

GORMAN ( 1 9 7 1 )   h e e f t   f i b r i n o g e e n   a d s o r p t i e   a a n  mica g e v o l g d  

als, f u n c t i e   v a n   d e   t i j d   d o o r  a@ g e a d s o r b e e r d e   m o l e c u l e n  t e  

" t e l l e n "   m e t   b e h u l p   v a n   e l e c t r o n e n m i c r o s c o p i e .  CUYPERS 

( 1 9 7 8 )   g e b r u i k t e   e l l i p s o m e t r i e  t e r w i j l  R O O H K  ( 1 9 7 7 ) ,  ,BRASH 

( 1 9 7 4 )   e n  KOCHWA ( 1 9 7 7 )   r a d i o l a b e l i n g   t o e p a s t e n .   o r n . s n e l h e i d -  

c u r v e s  t e  b e p a l e n   w a a r b i  j d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   u i t . g e -  

z e t  i s  als f u n c t i e   v a n   d e   t i j d   b i j   e e n   c o n s t a n t e .   e i w i , t c o n -  

c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g .  . .  

VAN, DULM e n  NORDE ( 1 9 8 3 )   s t e l l e n  m e t  b e h u l p   v a n   m e t i n g e n  

m e t  g e l a b e l d e   e i w i t t e n  v a s t  d a t   d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA a a n  

g l a s   e n   p o l y s t y r e e n   d i f f u s i e - b e p a a l d  . is. W a n n e e r   e c h t e r  e i -  

w i t  e n   o p p e r v l a k   n e g a t i e f   g e l a d e n . z i j n . w o r d t   d e '   k i n e t i e k   b e -  

p a a l d  d o o r   e e n   a d s o r p t i e   b a r r i è r e   v e r o o r z a a k t  door e l e c t r o -  

s t a t i s c h e   r e p u l s i e s .  

B O R N Z I N  c o n c l u d e e r t   a a n   d e . h a n d . v a n  '40, s n e l h e i d s c u r v e s  

v a n  de a d s o r p t i e   ' v a n   r u n d e r   a l b u m i n e   e n   r u n d e r   f i b r i n o g e e n  

a a n   s i l i c o n r u b b e r   e n   c u p r o p h a a n ' d a t   e e n   d e e l   v a n   h e t  e i 'wi t  

r e v e r s i b e l   e n   e e n   d e e l   " i r r e v e r s i b e l "   a d s o r b e e r t .  Het "irre-  
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v e r s í b e l e "   d e e l   w o r d t   b e s c h r e v e n  m e t  b e h u l p   v a n   e e n  

d i f f u s i e   v e r g e l i j k i n g   e n   h e t   r e v e r s i b e l e   g e d e e l t e  m e t  b e h u l p  

v a n   e e n   t w e e d e   o r d e   L a n g m u i r   k i n e t i e k .  

BEISSLNGER..(l980) h e e f t   e e n   k i n e t i s c h   m o d e l   o p g e s t e l d ,  

u i t g a a n d e   v a n   r e v e r s i b e l e   a d s o r p t i e ,   w a a r b i j   s p r a k e  i s  van  

t w e e  s o o r t e n   i n t e r a c t i e s   t u s s e n  e i w i t  e n   o p p e r v l a k .  H i j  

maakt  hierbij gebru ik   van   de   Langmui r -Hinshe lwood   benade -  

r i n g .  , H e t  mode l   word t .   gecon t ro l ee rd   aan   de   hand   , van   de   ad -  

s o r p t i e   v a n  HIgG a a n   k w a r t s . 3  D i t  m o d e l   h e e f t   h i j   e e n   j a a r  

later v e r d e r   u i t g e b r e i d  waardoor h e t   t o e p a s b a a r  w a s  voor  

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e .  D e  e x p e r i m e n t e l e   r e s u l t a t e n   ( a d s o r -  

p t i e   v a n  HSA e n  HIgG)  weken s t e r k  af v a n   d e   m o d e l f i t t i n g  

(BEISSINGER 198-1). 

Een a d s o r p t i e m o d e l   w o r d t   o o k   g e g e v e n   d o o r  S O D E R Q U I S T  ( 1 9 8 0 ) .  

H i j  g a a t   u i t   v a n  3 s t a d i a   i n   h e t   a d s o r p t i e p r o c e s : '   e e n   i n i -  

tiB,le k o r t e   p e r i o d e   w a a r b i j   d e   a d s o r p t i e   r e v e r s i b e ' x  i s ,  e e n  

tweede f a s e   w a a r b i j   d e   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n   e e n   l a n g z ' a m e  

c o n f q r m a t i e v e r a n d e r i n g   a a n   h e t   o p p e r v l a k   o n d e r g a a n ,   w a a r d o o r  

d e s o r p t i e   o n m o g e l i j k - w o r d t   e n   e e n   e i n d s t a d i u m   w a a r b i j  

g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n   g e d e n a t u r e e r d   z i j n   e n   w e d e r o m   k u n n e n  

d e s o s b e r e n .  

P A I R  (1980)  neemf op g r o n d   v a n   e x p e r i m e n t e n  m e t  r u n d e r   a l b u -  

m i n e   e n   r u n d e r g l o b u l i n e ,   g e a d s o r b e e r d   a a n   p o l y s t y r e e n ,   a a n  

d a t  er  3 g e b i e d e n - i n   d e   a d s o r p t i e   i s o t h e r m  -te o n d e r s c h e i d e n  

z i j n .  B i j .  l a g e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e s  i s  e r  e e n   w i l l e k e u -  

r i g e   v e r d e l i n g   v a n   e i w i t t e n   a a n   h e t   o p p e r v l a k  m e t  o n d e r l i n g  , 

zwakke l a t e r a l e   f n t e r a c t i e s .  Een   tweede   gebied   wordt   geken-  

m e r k t   d o o r   ' e e n   " g l a s a c h t i g e '   e i w i t s t r u c t u u r   a a n   h e t  

o p p e r v l a k .  , B i j  hoge oppervlakteconcentraties'is er s p r a k e  

v a n   e e n   k r i s t a l s t r u c t u u r   m e t . s t e r k e   l a t e r a l e   i n t e r a c t i e s .  

O v e r   e f f e c t e n   i n   d e   t i j d   w o r d t   n i e t   g e s p r o k e n .  

V r i j w e l   i n  a l l e  v e r s c h e n e n   p u b l i c a t i e s   o v e r   a d s o r p t i e   v a n  

e i w i t t e n   w o r d t   a a n g e n o m e n   d a t   e i w f t t e n   a d s o r b e r e n  i n  e e n  mo- 

n o l a a g ,   e n   d a t   h e t   o p p e r v l a k   v e r z a d i g d   r a a k t "  m e t  e i w i t t e n .  

I n   H o o f d s t u k  III v a n   d i t   p r o e f s c h r i f t   z i j n   d e   i n   d e   l i t e r a -  

t u u r   v e r m e l d e  verzadigingswaarden.voor HFb e n  HSA b i , j e e n g e -  

z e t .  
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Conclus ie  

De adsorptie  van  eiwitten  aan  vast/vloeistof  grensvlakken is 

een  ingewikkeld  proces,  waarvan  het  mechanisme  nog  niet  goed 

bekend is. Dit  komt  vooral  door  de  onduidelijkheid  die er 

bestaat  omtrent  de  re*versibiliteit  van  het proces. 

1.7. 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 

concentrat'ie van  de  eiwitten in de  oplossing  en  het s,ub- 

straat. Zo 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 adsorbe'ren ten 

opzichte  van,HSA  en  HIgG  (KOCHWA,  1977;  ROOHK  (1977);  BRASH, . 

1979,  1981;  LEE, 1974). 

ROOHK  (19771,  UNIYAL  (1982)  en  KIM  (1979)  stellen  dat er 

een  nauwe  relatie  bestaat  tussen  HFb  adsorptie  enerzijds  en 

de  daarmee  gepaard  gaande  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  geadsorbeerde  eiwitlaag  afhankelijk is 

van  het  aangeboden  eiwitmengsel  in  oplossing. . 
. .  

LEMM  en  UNGER  (1980)  hebben  de  concurrerende  adsorptie 

van  HIgG,  HSA  en  HFb  aan  polyurethaan  en.  siliconrubber  op- 

pervlakken  als  functie  van  de  tijd  gevolgd  en vind,en dat  HFb 

en  HIgG  in  eerste  instantie  oververtegenwoord,igd  zijn,en  dat 

vervolgens  uitwisseling  plaatsvindt  van  geadsorbeerd  eiwit 
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met a l b u m i n e   i n  d e  o p l o s s i n g .  D i t  i s  ook   gevonden  door  L E E  

en K I M  (1974.1 . 
E e n   a n d e r e   w a a r n e m i n g   k o m t   u i t   h e t  w e r k  v a n  G E N D R E A U  ( 1 9 8 2 ) .  

H i j  h z e f t   g e b r u i k m a k e n d   v a n   F o u r i e r   T r a n s f o r m a t i e   I n f r a r o o d  

s p e c t r o s c o p i e  d e  c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e , v a n  H S A  e n  HFb a a n  

g e r m a n i u m   b e s t u d e e r d .  H i j  komt t o t   d e   c o n c l u s i e  d a t  H S A  h e t  

s n e l s t   a d s o r b e e r t   e n  d a t  g e a d s o r b e e r d  H S A  v e r v o l g e n s  u i t -  

g e w i s s e l d   w o r d t  met H F b  i n  d e  o p l o s s i n g ,   z o d a t   u i t e i n d e l i j k  

HFb p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r t .  

Omdat  d e  d i f f u s i e c o ë f f i c i e n t   v a n  H S A  g r o t e r  i s  d a n   d i e   v a n  

HFb i s  i n d e r d a a d  t e  v e r w a c h t e n  d a t  i n  ee r s t e  i n s t a n t i e  H S A  

p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r t ' .   V e r d r i n g i n g   a a n   h ' e t   o p p e r v l a k   v a n  

h e t   g e a d s o r b e e r d e  HSA d o o r  HFb i s  v e r v o l g e n s   n i e t   u i t  t e  

s l u i t e n  (HFb i s  e e n   g r o t e r   m o l e c u l e   d a n  H S A ) .  

.. . 

Wanneer meerdere c o m p o n e n t e n   i n   h e t .   s y s t e e m   a ' a n w e z i g   z i j n  

wordt de i n t e r p r e t a t i e  van de gevonden r e s u l t a t e n   n o g  gecom- 

p l iceerder .  D a t  i s  h e t   g e v a l   w a n n e e r  d e  c o n c u r r e r e n d e   a d s o r -  

p t i e   v a n   e i w i t t e n   u i t  p ' l a sma   word t   bes tudee rd .  BRASH ( 1 9 8 1 )  

c o s s t a t e e r t  d a t  d e  H S A  e n  HFb a d s o r p t i e   v a n u i t   p l a s m a   b e d u i -  

d e n d   l a g e r  i s  d a n   i n   m o d e l s y s t e m e n .  Hij m a a k t  h i e r b i j  'ge- 

b r u i k   v a n   r a d i o l a b e l i n g   e n   a d s o r p t i e   a a n   g l a s .  Aan p o l y u r e -  

t h a n e n   a d s o r b e e r t   v a n u i f   p l a s m a . i n  h e t  g e h e e l   g e e n  HFb of  

H S A .  A l l e e n  H I g G  w o r d t   w a a r g e n o m e n '   a a n   h e t   o p p e r v l a k .  

VROMAN (1982) v i n d t   g e d u r e n d e  de  'eers te  minu ten   van  d e  _. 

a d s o r p t 2 e   u i t  plasma e e n   h o g e   f i b r i n o g e e n c o n c e n t r a t i e   a a n  

h e t   oppervlak^ e n   v e r v o l g e n s   e e n   g e r e d u c e e r d e   f i b r i n o g e e n   a d -  

S o r p t i e .  D i t  word t   ook   gevonden  door  BREEMHAAR ( 1 9 8 2 ) .  

VROMAN s p f e e k t   v a n   v e r d r i n g i n g  door k i n i n o g e e n ,  BREEMHAAR 

v a n   v e r d r i n g i n g   d o o r   h o g e   d i c h t h e i d   l i p o p r o t e i n e n .  

HORgETT e n  W E A T H E R s B Y  hebben  d e  a d s o r p t i e   v a n  RSAr BFb,  

H I g G ,  h e m o g l o b i n e   e n   p r o t r o m b i n e   ' b e s t u d e e r d   a a n  poly-HEMA e n  

poly-EMA. Z i j  konden   geen  H S A  a d s o r p t i e ' d e t e c t e r e n .  UNIYAL 

( 1 9 8 2 )  s t e l t  d a t  d o o r  de -  a a n w e z i g h e i d   v a n   r o d e   b l o e d c e l l e n  

i n   p 1 a s m a " d e   a d s o r p t i e   v a n  HFb e n  H S A  v e ' r m i n d e r t .  H e t  i s  be- 

k e n d ' d a t   h e m o g l o b i n e   p r e f G r e n t i e e 1   a d s o r b e e r t   t e n   o p z i c h t e  

v a n  HFb ( B R A S H  1 9 8 1 . )  . 
1.HLENFELD ' e n  COOPER ( 1 9 7 9 )   h e b b e n   i n   v i ' v o ,   e i w i t a d s o r p t i e  

b e s t u d e e r d   a a n  PVC,  s i l a s t i c  e n   p o l y u r e t h a a n ,   g e b r u i k m a k e n d  
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van  radiolabeling.  Zij  vimden in eerste  instantie  een  piek 

in  de  fibrinogeen  adsorptie  en  vervolgens een  uitwisse,ling 

van  geadsorbeerd  fibrinogeen.met  albumine  en g,amma globuli- ' 

ne.  'Er wordt  geen  adsorptie  van  andere  eiwitten vermeld. 

Conclusie 

Het  moge  duidelijk  zijn  dat  uit  deze.concurrerende  adsorptie 

experimenten  geen eenduidi,g,e conclusies  getrokken  kunnen 

worden. Wat  wel duideli,jk wordt  uit  deze'  resultaten  is  dat 

gedurende  de  eerste  minuten  van  de  adsorptie  verdringing  van 

geadsorbeerd  eiwit  optreedt  met  andere  woorden de 

' .  

eiwitsamenstelling  aan  het  oppervlak  kan  variëren  als 

functie  van  de tijd. 

Zo is op  grond  van  de  hoge  HSA  concJntratie in plasma en de 

hoge  diffusie  coëfficiënt  van  HSA  een  preferenti,ële a,d- 

sorptie  van HSA te  verwachten.  Dit  is  echter  niet  het geval. 
. '  ' 

Wel is het  mogelijk  dat  aanvankelijk  geadsorbeerd  HSA ver- I 

drongen word,t door  HFb of door  andere  eiwitten in de  oplos- 

sing. 

. ,* . .  

1.8. Doelstellingen  van  dit  proefschrift 

Uit  het  literatuuroverzicht  wordt  duidelijk  dat  hef 

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  radiolabeling wor-dt 

aan  de  orde  gesteld  in  Hoofdstuk 11. Dit  gebeurt  aan de hand- 

van  een ver'gelijkend onderzoeli van  de  adsorptie  van  gelabeld 

en  ongelabeld eiwit. Vervolgens  wordt  gelabeld  eiwit 

gekarakteriseerd  met  behulp  van  High  Performance  Liquid 

Chromatography.  (Appendix  11) 

Ook  de  vraag  of  eiwitadsorptie  een  reversibel  proces is, 
is nog  niet  bevredigend  beantwoord.  In  Hoofdstuk I 1 1  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  VI1  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  VI1  de  mogelijke  toepassing  van 

capaciteitsspanningsmetingen beschreven ter bestudering  van 

de  adsorptie van peptiden  en  eiwitten  aan  Si0 2. 
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  I1 

AFWIJKEND  ADSORPTIEGEDRAG  VAN  EIWITTEN  TEN  GEVOLGE  VAN  KET 

GEBRUIK  VAN  LABELINGSTECHNIEKEN EN/OF VAN  ONGEZUIVERD EIWIT. 
I .  

11.1. Inleiding 

Het  radiolabelen  van  eiwitten  wordt  al  vele  jaren  toege- 

past voor eiwi,t adsorptiestudies.  Ter  verkrijging van zin- 

volie,  betrouwbare  resultaten  moet  voldaan  worden  aan  een 

aantal'voorwaarden,  verbonden  aan  het  gebruik  van  radioac- 

tief  gelabelde  eiwitten. Zo dient  de  eiwitoplossing  homogeen 

en  monodispers te  zijn.  Na het  labelingsproces mag geen' 

ongebonden  radioisotoop in de  eiwitoplossing  achterblijven. 

De  labeling  behoort  eenduidig  en  gelijkmatig  te  zijn en  het 

adsorptiegedrag van het  gelabelde  eiwit  moet  identiek  zijn 

aan  het  adsorptiegedrag  van  het  niet  gelabelde eiwit. 

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- 

pervlakken. Ook  kan,  gebruikmakend van verschillende  speci- 

fieke  labels,'c-oncurrerende  eiwitadsorptie  gelijktijdig  en 

kwantitatief  worden  bestudeerd. . 

. .  

In  de  meeste  eiwit  adsorptiestudies  wordt  impliciet  aan- 

genomen  dat  aan  bovenstaande  voorwaarden is  voldaan. Zo re-, 

fereren R.G. GREIG!,en D.E. BROOKS  (1981)  een  aantal  adsorp- 

tiestudies  waarbij  zonder  meer  aangenomen is 'dat de  gebruik- 

te  eiwitoplossingen  homogeen  en  monodispers zijn. Echter 

eiwitpreparaten  bevatten vaak dimeren.en  olig~meren.  Boven- 

dien  blijkt  de 'heterogeniteit&dikwijls nog toe te nemen tij- 

dens  de  bewerkingen  noodzakelijk voor eiwitadsorptiestudies 

(JANATOVA en ANDRADE,  1980 l,., 

Dat  het  adsorptiegedrag  van  gelabeld ,en niet  gelabeld  eiwit 

, .  

niet  altijd  identiek  hoeft  te  zijn  is  aangetoond  door  GRANT 

(19771, V.D. SCHEER (1978), en KLEIN, E L H O R S T  (1978). Dit in 

tegenstelling  tot  CHUANG  (19781, P.ENNERS (198.11, V. O S S  

(19811,  BORNZIN  (19821,  SCHMITT  (19831,en V. DULM  (19831, 

. I  



d i e  h e t   b e w e z e n   a c h t e n  d a t  er  g e e n   v e r s c h i l   i n   a d s o r p t i e g e -  

d r a g   b e s t a a t   t u s s e n   g e l a b e l d e   e n   n i e t  g e l a b e l d e  e i w i t t e n .  

CRANDALL e n  ANDRADE ( 1 9 8 1 )  h e b b e n   a a n g e t o o n d  d a t  d o o r  l a b e l -  

i n g   d r a s t i s c h e   v e r a n d e r i n g e n   o p t r e d e n   i n  h e t  c h r o m a t o g r a -  

f i s c h   e n   e l e c t r o f o r e t i s c h   g e d r a g   v a n  BSA e n   w a a r s c h u w e n   v o o r  

h e t  g e b r u i k   v a n   r a d i o l a b e l i n g   i n   a d s o r p t i e s t u d i e s .  

I n  d i t  H o o f d s t u k   w o r d t   h e t   b e l a n g   v a n  d e  k a r a k t e r i s e r i n g  

e n   z u i v e r i n g   v a n  de plasma e i w i t t e n   m e n s e l i j k   a l b u m i n e ,  men- 

s e l i j k  f i b r i n o g e e n   e n   m e n s e l i j k  immuno gamma g l o b u l i n e   a a n -  

g e g e v e n  met b e t r e k k i n g   t o t   d e   a d s o r p t i e   a a n   v a s t e   o p p e r v l a k -  

k e n .   V e r v o l g e n s   w o r d t  met g e b r u i k m a k i n g   v a n   g e z u i v e r d e  

e i w i t t e n  de  i n v l o e d   v a n   r a d i o l a b e l i n g   v a n   d e z e   e i w i t t e n  op 

h e t   a d s o r p t i e g e d r a g   b e s t u d e e r d .  D i t  g e b e u r t   a a n  de  hand   van  

g e l i j k t i j d i g e   b e p a l i n g   v a n   d e   a d s o r p t i e  v a n  g e l a b e l d   e n   n i e t  

g e l a b e l d  e i w i t  a a n   p o l y s t y r e e n - l a t e x .  Aan d e  h a n d   v a n   d e z e  

r e s u l t a t e n   z a l   n a d e r   i n g e g a a n   w o r d e n  op b o v e n s t a a n d e   c o n -  

t r o v e r s e .  

11 .2 .  E x p e r i m e n t e e l  

Materialen 

Menselijk s e r u m  a l b u m i n e  (Human Serum  Albumin,  HSA; 

k r i s t a l l i j n ,  MW=6,6x10 ) w a s  a f k o m s t i g  v a n  Sigma,  USA ( L o t  

n r .   A9511) .  H e t  opgegeven  e i w i t g e h a l t e  bedroeg 98% (ge- 

w i c h t s p r o c e n t e n ,  gew. % ). 

4 

Menselijk f i b r i n o g e e n  ( H u m a n  F i b r i n o g e n ,  H F b ;  k r i s t a l -  
5 l i j n ,  MW=3,4x10 ) w a s  a f k o m s t i g  van Kabi ,  Z w e d e n  en had de 

v o l g e n d e  samenstel l ing 38;s g e w . %  HFb, 46 g e w . 8  n a t r i u m -  

ace taa t  en  l 5 , 4  g e w . %  N a t r i u m - c h l o r i d e  . 
Menselijk immuno gamma g l o b u l i n e  (Human  Immuno gamnna Globu- 

l i n ,  H I g G ,  k r i s t a l l i j n  MW=1,6x103) was a f k o m s t i g  van het 

Cen,traal L a b o r a t o r i u m   v a n  de B l o e d t r a n s f u s i e d i e n s t .  Het to- 

- 

t a l e  eiwitgehalte bedroeg 74% bepaald i n  d i t  l a b o r a t o r i u m  

m e t  b e h u l p  van HPLC. Ook i s  gebruik gemaakt van H I g G  af- 

koms t ig  v a n  K A B I ,  AB Stockholm, Zweden. H l g G  i s  i n  beide ge- 

v a l l e n  bere id  u i t  de C o h n f r a c t i e s  I1 e n  III door 

p r e c i p i t a t i e  u i t  a l c o h o l ,  H e t  t o t a l e  e iwi tgeha l t e  v a n  H I g G  
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( K a b i )   b e d r o e g  9 5  gew.%  waarvan 98  gew.%  HIgG, 

D e  e i w i t t e n   z i j n   g e k a r a k t e r i s e e r d ,   g e z u i v s r d   e n   w e d e r o m  

g e k a r a k t e r i s - e e r d   v o o r   g e b r u i k   ( z i e   v e r d e r o p   o n d e r   r e s u l t a -  

t e n ) .  

A l l e  e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v o e r d   i n   f o s f a a t   g e b u f f e r d e  

z o u t o p l o s s i n g e n   ( p h o s p h a t e   b u f f e r e d   s a l i n e   s o l u t i o n s ,  PBS), 

d i e  b e r e i d   z i j n   d o o r  een o p l o s s i n g   v a n  0 , O l  N N a O H  e n  O ,  15 M 

N a C l  t o e  t e  v o ' e g e n   a a n   e e n   o p l o s s i n g   v a n  0,Ol M N a H  PO . 
2 4  

e n '  O ,  15 M N a C l  t o t   e e n  pH v a n  7,35 is b e r e i k t .  D e  g e b r u i k t e  

c h e m i c a l i ë n   w a r e n   a n a l y t i s c h   z u i v e r .  

De  polystyreen  latex ( P S - l a t e x )  was a f k o m s t i g   v a n  S E R V A  

(Dow u n i f o r m   l a t e x   p a r t i c l e s   n o  41932). D e  opgegeven  deel-  

t j e s d i a m e t e r  was 399 nm t 10 nm. D i t  i s  g e v e r i f i e e r d  m e t  be -  

h u l p   v a n   e e n   s c a n n i n g   e l e c t r o n e n   m i c r o s c o o p .  D e  e l e c t r o -  

f o r e t i s c h e   m o b i l i t e i t   v a n  de l a t e x d e e l t j e s   w e r d   g e m e t e n   b i j  

2OoC e n . e e n  pH van  7,35 i n   e e n  PBS b u f f e r  m e t  e e n  Rank 

B r o t h e r s  Mark I1 m i c r o - e l e c t r o f o r e s e   a p p a r a t u u r  (de b e r e k e n -  

d e   z ê t a   p o t e n t i a a l  i s  -'2OmV). H e t  s p e c i f i e k e   o p p e r v l a k ' v a n  

d e  P S - l a t e x  is 1,43 m m l  g e b a s e e r d  op e e n   v a s t e   s t o f  

p e r c e n t a g e   v a n  1 0 %  e n   e e n   d i c h t h e i d   v a n  1,05 gcm v o o r  PS. 

2 -1 

- 3  

11.3. M e t h o d e n   e n   v o o r s c h r i f t e n  

Concentr2tiebepaling 
D e  e l w i t c o n c e n t k a t i e s   z i j n   r o u t i n e m a t i g   b e p a a l d   d o o r   h e t  

me ten   van  de e x t i n c t i e   b i j  2 8 0  'nm. H i e r b i j  i s  g e b r u i k   g e -  

m a a k t   v a n   e x t i n c t i e c o ë f f i c i ë n t e n   ( d e   e x t i n c t i e   v a n  l g1 
-1 

e i w i t o p l o s s i n g e n   i n   e e n  l c m  k w a r t s c u v e t   b i j  2 8 0  nm), d i e  

b e p a a l d   z i j n   d o o r   v e r d u n n i n g s r e e k s e n  m e t  bekende  e iwit-  

c o n c e n t r a t i e s .   F i g u u r  1 g e e f t   d e   i j k l i j n e n   v o o r  H S A ,  HFb e n  

H I g G ,  Op b a s i s   v a n   d e z e   g r a f i e k   z i j n  de e x t i n c t i e c 0 ë f f i c i ë n ' -  

t e n   r e s p e c t i e v e l i j k e   b e p a a l d  op 0,53 voor HSA; 1,40 v o o r  

H I g G  e n  1,55 voor HFb. 

Labelìng van eiwitten 

D e  e i w i t t e n   z i j n   g e l a b e l d  m e t  I a f k o m s t i g   v a n  125 
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eiwitconcentratie (g[-') . 

HPb ( A  1 v o o r  
de b e p a l i n g   v a n   e x t i n c t i e c o ë f f i c i ë n t e n .  

. .  
Amersham,  Engeland ( IMS 3 0 )  g e b r u i k m a k e n d   v a n   d e   c h l o o r -  

amine  T methode.  Deze  methode i s  o n t w i k k e l d   d o o r  HUNTER 

(1962) e n ' l a t e r   e n i g s z i n s   g e w i j z i g d   d o o r  K L E I N  ELHORST 

( 1 9 7 8 ) .  H e t  p r i n c i p e  i s  a l s  v o l g t :   c h l o o r a m i n e  T i s  e e n  

o x y d a t i e m i d d e l   d a t  h e t  j o d i d e ,   b e s c h i k b a a r   a l s   n a t r i u m z o u t ,  

o x y d e e r t   t o t   j o d i u m .   H i e r b i j   w o r d t   a a n g e n o m e n   d a t   v e r v o l g e n s  

s u b s t i t u t i e   p l a a t s v i n d t   d . m . v . , 1 2   o p  d e  o r t h o p l a a t s   v a n  d e  

p h e n o l r i n g   i n   h e , t   a m i n o z u u r   . t y r o s i n e ,  d a t  dee l  u i t m a a k t   v a n  

d e   e i w i t m o l e c u l e n .   V o o r t s   w o r d t  aa.ngenomen d a t  s l e c h t s   @ e n  

j o d i u m a t o o r n . p e r   e i w i t m o l ~ e c . u l e  w o r d t  i n g e v o e r d .  

I .  

D e  p r o c e d u r e  i s  11s vo1g. t :   aan 5 m l  e i w i t o p l o s s i n g  ( b i j -  

v o o r b e e l d  1 g 1  H S A )  w o r d t  5 0  pl. NaI, w a a r i n  5 à 10 1-11 

r a d i o a c t i e f  Na1 v a n  Amers'ham a a n w e z i g  i s  met e e n   a c t i v i t e i t  

v a n  1 0 0 0  v C i ,  t o e g e v o e g d .  D e  i n  d e  o p l o s s i n g   a a n w e z i g e  

h o e v e e l h e d e n  eiwit  e n   j o d i d e   z i j n   e q u i m o l a i r .  D e  sub-  

s t i t u t i e r e a c t i e   w o r d t   v e r v o l g e n s   g e s t a r t   d o o r  5 0  p 1  

c h l o o r a m i n e  T ( 2 g l   t o e  t e  voegen   aan  d e  e i w i t o p l o s s i n g ;  

na 5 m i n u t e n   w o r d t  d e  o x y d a t i e  r eac t i e  g e s t o p t   d o o r  

-1 

-1 
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toevoeging van een  overmaat  reducerend  agens  (50 p 1  natrium 
bisulfiet  met  een  concentratie  van 2gl-1). Alle com- 

ponenten  zijn  opgelost'in  PBS  buffer pH 7,35 bij 2 0 '  C. Na 

de  labeling  wordt  het  labelingspercentage  bepaald met be- 

hulp  van  dunne  laag'chromatografie  (STERN 1965). Hierbij 

wordt  een  druppeltje  van  het  reactiemengsel  aangebracht  op 

aluminiumfolie  bedekt  met  een  dunne  laag  cellulose-acetaat 

t (MERCK no. 5574/0025). Als  eluens  wordt  een  methanol-water 

oplossing '(85%-15%) gebruikt.  Op  deze  wijze  wordt  vrij  jodi- 

de  gescheiden  van  aan  eiwit  gebonden 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  variëren  van  75%  tot 85%. 

Wanneer  aangenomen  wordt  dat  slechts 1 jodium  atoom per 

eiwitmolecule is ingebouwd  en  dat de labelingsreaktie voor 

radioactief  jodium ( I  ' niet  verschilt  met  de 

labelingsreactie  van  niet  radioactief  jodium ( I  ) ,  dan  kan 

gesteld  worden,  dat  van  de  gezuiverde  eiwitoplossing na 
labeling 75-85% v.an het  eiwit  gelabeld  is  met  jodium  en dat 

daarvan  slechts 0,028 gelabeld  is  met  radioactief jodium. 

Het  .reactiemengsel  kan  op  twee  manieren  gezuiverd  worden va.n 

chlooramine T, natriumbisulfiet  en  vrij jod,ide. Dit  kan  door 

gedurende  16 uur bij 2 0 °  C  de  eiwitoplossing te dialyseren I 

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 

zuiveringsstap is wederom  met  behulp  van  dunne  laag, 

chromatografie  het  percentage  vrij  jodide bepaald. Dit , 

varieerde  van 0.2 tot 1%. 

125 1 
127 

Na 1 week  zijn  de  gelabelde  eiwitoplossingen  opnieuw 

gecontroleerd  op  aanwezigheid  van  vrij jodide. met be,hulp van 

dunne  laag chromatografie., Er kon  geen  toename  van  vrij 

jodide  worden aangetoond,. 

Alle  experimenten  zijn  uitgevoerd binne.n 5  dagen  na 
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l a b e l i n g  met g e z u i v e r d e   e i w i t o p l o s s i n g e n   w a a r i n  1-10% 

g e l a b e l d  e i w i t  ( u i t  7 5 - 8 5 %   v e r k r e g e n   d o o r   v e r d u n n i n g ) .  

A d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n  

D e  a d s o r p t i e   v a n  d e  g e z u i v e r d e   e i w i t t e n  H S A ,  HIgG e n  HPb 

is b e s t u d e e r d  met d e   d e p l e t i e t e c h n i e k .   D e z e   m e t h o d e  b e s t a a t  

u i t  h e t  m e t e n  v a n   d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   v o o r   e n   n a   t o e v o e g e n  

v a n   e e n   b e k e n d e   h o e v e e l h e i d  P S - l a t e x  a a n   e e n   e i w i t o p l o s s i n g .  

T e r  v e r k r i j g i n g   v a n   b e t r o u w b a r e   r e s u l t a t e n   z i j n  d e  

c o n c e n t r a t i e s   l a t e x   e n  e iwi t  meestal z o d a n i g   g e k o z e n ,  da t  

o n g e v e e r  2.5% v a n   h e t  i n  o p l o s s i n g   a a n w e z i g e  e iwit  a d s o r -  

b e e r t  a a n   d e   l a t e x .   P S - l a t e x   e n   e i w i t t e n   z i j n   v o o r a f   g e s u s -  

p e n d e e r d   i n  PBS b u f f e r  pH 7 , 3 5   b i j  e .en   t empera tuur   van  2 0 °  C .  

Na t o e v o e g i n g   v a n  1 0 - 2 0 0  p 1  P S - l a t e x   o p l o s s i n g   a a n  2 - 3 m l  

e i w i t o p l o s s i n g ,   w o r d t   h e t   g e h e e l   a f   e n   t o e   g e s c h u d   t o t  de  

v e r e i s t e   a d s o r p t i e t i j d  i s  b e r e i k t .  Dan w o r d t   h e t   m e n g s e l   g e -  

c e n t r i f u g e e r d   i n   e e n   S o r v a l l   S u p e r s p e e d  RC-2B c e n t r i f u g e   g e -  

d u r e n d e   1 5   m i n u t e n   ( v e r s n e l l i n g  2 0 . 0 0 0  g ) .  

~e i n i t i z l e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   v a n   d e   o p l o s s i n g   e n   v a n   d e  
heldere  b o v e n s t a a n d e   o p l o s s i n g   w o r d e n   o p  t w e e  m a n i e r e n  be- 

p a a l d .  H i e r b i j  w o r d t   r e k e n i n g   g e h o u d e n  m e t  v e r d u n n i n g   v a n  de 

o p l o s s i n g e n   t e n   g e v o l g e   v a n  de t o e v o e g i n g   v a n   P S - l a t e x .  D e  

e i w i t c o n c e n t r a t i e   w o r d t   b e p a a l d   d o o r  

.- m e t i n g   v a n  de r a d i o a c t i v i t e i t   i n  de o p l o s s i n g  m e t  e e n  

Cobas gamma-teller o f  d o o r  

- UV s p e c t r o s c o p i e  b i j  2 8 0  nm, 

U i t  de v e r a n d e r i n g   i n   e i w i t c o n c e n t r a t i e   v e r o o r z . a a k t   d o o r  

a d s o r p t i e   a a n  de PS-latex e n   h e t   . b e k e n d e  l a t ex  o p p e r v l a k  kan 

de geadsorbeerde h o e v e e l h e i d  e i w i t  p e r   o p p e r v l a k t e   e e n h e i d  

w o r d e n   b e r e k e n d .  

I n   g e v a l l e n  w a a r b i j  g e e n   h e l d e r e   s u p e r n a t a n t   v e r k r e g e n  

werd, i s  de b o v e n s t a a n d e   o p l o s s i n g  ge f i l t r ee rd  d o o r   e e n  

M i l l i p o r e   c e l l u l o s e - a c e t a a t   f i l t e r   ( P o r i e d i a m e t e r  O ,  2 . p m ) .  

B i j  f i l t r a t i e  van  de he ldere  s u p e r n a t a n t e n   k o n   g e e n  detec- 

teerbare  v e r m i n d e r i n g   i n  de eiwitconcentratie.worden waarge- 

nomen. 

Door op t w e e  m a n i e r e n  de e i w i t c o n c e n t r a t i e  te'bepalen k a n  
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gelijktijdig  de  adsorptie  van  gelabeld  en  niet  gelabeld 

eiwit  aan  PS-latex  worden  gevolgd i’n dezelfde  oplossing  on- 

der  exact  dezelfde  omstandigheden. 

11.4. Resultaten 

Karakterisering en zuivering van  de e i w i t t e n  
Voor  gebru,ik  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  gekarakteriseerd met iso-electrische 

focusering.  Uit  de  karakterisering  van  HSA, HFb en  HIgG 

bleek  dat  deze  eiwitten  voor  gebruik  gezuiverd  moesten w o r -  

den. Dit is gebeurd  met  Sepharose 6B chromatografie. 

K a r a k t e r i s e r i n g  m e t  HPLC 
Gebruik is gemaakt  van  een  Waters  Associates 

chromatograaf  gekoppeld  aan  een UV spectrofotometer (UV 

Cord, LKB) voorzien  van  een  micro  doorstroom cel., De HPLC 
kolom  waarvan  gebruik  is  gemaakt  is  een  TSK-GEL SW 3000 

kolom  afkomstig  van VARIAN. Deze  kolom  bevat  een  poreuze gel 

met  hydrofiele  deeltjes  (diameter  10 pm) gestapeld  in 

gedistilleerd  water;  de  kolom  is  speciaal  vervaardigd voor 

eiwitscheidingen. 

Het  HPLC  chromatogram  van  ongezuiverd H S A  laat 3 pieken 

zien  (Figuur 2A), die  kunnen  worden  toegeschreven  aan  HSA . :. 

monomeer (l), HSA  dimeer (l’) en  HSA  trimeer  (l”).  Een hoe,- 

veelheid van ongeveer  14%  dimeer  is  aanwezig  en  minder  dan 

1%  trimeer  is  gedetecteerd  (berekend 0.p basis  van  de  piek- 

oppervlakken). 

Na zuivering  is nog slechts  een  kleine.hoeveelheid  dimeer 

aanwezig  (Figuur 2B). Ook  HIgG  (Kabi)  en  BIgG  (CLB)  bevatten 

hoogmoleculaire  componenten.  Na  sepharose 6B chromatografie 

bevat  HIgG  (Kabi) nog steeds meer hoogmoleculair  materiaal 

dan HIgG (CLB) HFb  kan  met  HPLC  niet  gescheiden  worden in 

meerdere  componenten,  dit  wil  echter nog niet  zeggen  dat  de 

H F b  oplossing  geen  andere  Componenten  bevat  dan  HPb 
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monomeer.  Echter  met  de T S K  gel SW kolommen is het,  niet 

mogelijk  HPb te  scheiden van 

1 " 

L 

hoogmoleculaire  aggregaten. 

O 2 
elutietijd (min.) 

4 6 O 2 4 6 
elutietijd (min.) 

Figuur 2 BPLC chromatogram v a n   n i e t  gezuiverd. HSA (Figuur 
A ) ,  monomeer (L') r d i m e e r  (1' ' 1 ,  t r imeer  ( 1 ' " ) r  en 
E S A  na S e p h a r o s e  6B z u i v e r i n g  (Figuur B). 

K a r a k t e r i s e r i n g  met polyacrylamide g e l  e lec tro forese  

HSA is gekarakteriseerd  met  behulp van disc-electroforese 

op een  polyacryl  amide gel. Naast  vorm  en  grootte  van  het 

molecuul,  zoals  bij  HPLCr  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 hie.r slechts  één band op.  ' 

Het  HIgG  preparaat  bevatte  een  groot  aantal  componenten 

zichtbaar  in  een  groot  aantal  bandjes,  .dit  in  tegenstelling 

tot  het  HPLC  chromatogram  (Figuur 3 )  dat  slechts 2 extra 

componenten aangaf. 

Figuur 3 HPLC  .chromatogrammen  van  gezuiverd  HIgG K a b i .  
(Figuur A) en  gezuiverd  HIgG, CLB (Figuur B )  

Karakterisering met is0  e.lectrische  focusering 

HIgG  is  bovendien  gekarakteriseerd met behulp  van 

iso-electrische  focusering  (RIGNETTI  en  DRYSDALE)  waarbij 

over  het  electroforesemedium  een  pH-gradiënt is aangelegd, 

waardoor  een  scherpe  concentrering (foc'usering) van el'k 

eiwit op zijn  iso-electrisch  punt  plaatsvindt.  HIgG .(CLB) 
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bevat  eiwitcomponenten  met  iso-electrische  punten  in  het 

lage pH traject (5,2 pH < 7 , 0 ) ,  terwijl  HIgG  (Kabi)  geen 

componenten  bevat  met  een 1.E.P  < pH 7.0 (Figuur 3 * ) .  

PH 

3.50 i 
4.55 4 
""1 5.8 5 
6.55 i 
6.85 - 
735 - 

. * .  . , . . . . .  . . . . . . . . .  

C A  B 
- ..-.d -s. %ìWI& i 

Figuur 3' Iso-electrische focusering  resultaten 
A. H I g G  (Kabi) 
B. H I g G  (CLB) 
C. Calibratie k i t  p H  3-10 van  Hoechst. 

Immuno e lectroforese 

Door  karakterisering  met  immuno  electroforese  (GRBBAR, 

19531, waarbij  gebruik  gemaakt  werd  van  konijnen  anti-mense- 

lijk  serum  kon  bij  zowel HSA,  HEb  als  HIgG  geen  ander  eiwit 

worden  aangetoond. 
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C 

c rn 
O 
Q rn 

-3 5 10 15 ' 20 I 
elutietijd (uren), 

5 10 15 20 
elutietijd (uren) 

" 5  l0 15 20 
elutietijd (uren) 
Figuur 4 Elutiepatronen van MSA ( A ) ,  HFb ( a )  en HIgG (C) na 

Sepharose 6 B  kolomchromatografie. 
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Z u i v e r i n g  van e i w i t t e n  

H S A I   H I g G  e n  H P b  z i j n   g e z u i v e r d ,   g e b r u i k m a k e n d   v a n   g e l -  

f i l t r a t i e .  Deze  methode was o o r s p r o n k e l i j k   a l l e e n   b e d o e l d  

v o o r   z u i v e r i n g   v a n  HFb ,  w a a r d o o r  met b e h u l p   v a n   S e p h a r o s e  6 B  

c h r o m a t o g r a f i e  d e  i n  HFb a a n w e z i g e   h o o g m o l e c u l a i r e  com- 

p o n e n t  (MW=lO ) kon   worden   ve rwi jdecd  (VISSER, 1979). Deze 

methode  b l e e k  l a t e r  o o k   g e s c h i k t  om H S A  t e  z u i v e r e n   v a n  

dimeer  e n  monomeer   (Figuur  2B). H e t  was e c h t e r   n i e t   m o g e l i j k  

om o p   d e z e   w i j z e  d e  e x t r a   c o m p o n e n t e n   i n   d e  HIgG o p l o s s i n g  

v o l l e d i g  t e  v e r w i j d e r e n   ( F i g u u r  3B). F i g u u r  4 t o o n t  d e  

e l u t i e p a t r o n e n   v a n  H S A ,  HFb ' en  HIgG. PBS (pH 7 , 3 5 1  werd  ge-  

b r u i k t  a l s  e l u t i e b u f f e r   b i j  2OOC. U i t  h e t   e l u t i e p a t r o o n   v a n  

d e  HPb o p l o s s i n g   b l i j k t  d a t  ook h i e r i n   h o o g   m o l e c u l a i r e  

c o m p o n e n t e n   a a n w e z i g   z i j n .  N a  z u i v e r i n g   v a n  HPb b l e e k   d e  

s t a b i l i t e i t   v a n   h e t  e i w i t  a a n z i e n l i j k  t e  z i j n   t o e g e n o m e n .  D e  

monomeer e n  dimeer f r a c t i e s  van  HSA z i j n   v e r z a m e l d   e n  

.6 

a f z o n d e r l i j k   g e k a r a k t e r i s e e r d ,  Na 3 d a g e n   z i j n   d e z e  f r a c t i e s  

o p n i e u w   g e k a r a k t e r i s e e r d .  H e t  HPLC ch romatogram  van  HSB 

monomeer  en dimeer b l e e k  n a  3 d a g e n   n i e t   v e r a n d e r d ,   w a a r d o o r  

g e c o n c l u d e e r d   k a n   w o r d e n   d a t  e r  g e e n   s n e l   e v e n w i c h t   b e s t a a t  . 

t u s s e n  monomeren,  dimeren o f  e v e n t u e l e   o l i g o m e r e n .  
Ook n a  h e t  l a b e l e n   v a n  de g e z u i v e r d e   e i w i t t e n   k o n  m e t  

HPLC, immuno e l e c t r o f o r e s e . e n   p o l y a c r p l a , m i d e  ge l  e l e c t r o f o r e -  

se  g e e n   v e r a n d e r i n g   t e n   g e v o l g e   v a n   l a b e l i n g   i n  de e i w i t o p -  

l o s s i n g e n   w o r d e n   w a a r g e n o m e n .  

B i w i t a d s o r p t i e  

D e  a d s o r p t i e   v a n   g e z u i v e r d e  gelabelde e n   n i e t  gelabelde e i -  

w i t t e n  HSA, HIgG e n  H F b  aan PS- la tex  i s  g e m e t e n  a l s  f u n c t i e  

v a n  de t i j d .  B i n n e n  15 m i n u t e n  w e r d  e e n   p l a t e a u w a a r d e  be- 

r e i k t ,  d i e  na 20  u u r  n i e t  v e r a n d e r d  w a s .  

Behalve de s n e l h e i d s c u r v e s   z i j n  ook de a d s o r p t i e  i s o t h e r m e n  

v a n   g e z u i v e r d e  gelabelde e iwi t ten  ( H S A ,  H P b  e n  K I g G )  bepaald 

d.m.v. zowelRadioactivfteitsmetingen ( R A D )  a l s  m e t i n g e n  m e t  

b e h u l p   v a n  UV S p e C t r O S C O p i S  (uv), D e  i s o t h e r m e n   z i j n  weerge- 

g e v e n   i n   F i g u u r  5-7.  In a l l e  g e v a l l e n   v e r s c h i l d e n  de i s o -  

t h e r m e n   v e r k r e g e n  door  radioactiviteitsmetinqen a a n z f e n l i j k  
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0,4 - 

O 2 4 6 8 10 
HSA concentratie (91-') 

Figuur 5 Adsorptie   isothermen  van HSA' " ( 3 % '  g e l a b e l d ,   d e   r e s t  
..,van he't e i w i t  i s  o n g e l a b e l d )  aan e e n  PS-latex na l 

- : '  uur adsorptie  gebruikmakena  .van UV s p e d t r o s c o p i e  
( O )  e n   v a n   r a d i o a c t i v i t e i t s m e t i n g e ' n  [ O ) .  
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L I 1 1 I I 

2 4 6 
HFb  concentratie (91-’) 

F i g u u r  7 A d s o r p t i e   i s o t h e r m e n   v a n   p a r t i e e l   g e l a b e l d  HFb a a n  
e e n . P S - l a t e x   n a  4 u u r   a d s o r p t i e   g e b r u i k m a k e n d   v a n  
UV s p e c t r o s c o p i e  ( ,&) e n   v a n   r a d i o a c t i v i t e i t s -  
m e t i n g e n .  H e t  HFb b e v a t t e   v o o r   a d s o r p t i e   r e s p e c -  
t i e v e l i j k  8% ( ) , 
1 , 6 %  ( O )  e n  0 , 8 %  ( A  ) g e l a b e l d  e i w i t .  

v a n  de i s o t h e r m e n   v e r k r e g e n  m e t  b e h u l p   v a n   U V . s p e c t r o s c o p i e .  

T e r w i j l  de RAD i s o t h e r m e n   g e e n   p l a t e a u w a a r d e n   b e r e i k t e n   b i j  

e i w i t c o n c e n t r a e i e s   i n   o p l o s s i n g   v a r i ë r e n d   v a n  0 -8  q1 I 

werden  w e l  p l a t e a u w a a r d e n   b e r e i k t  voor UV i s o t h e r m e n .  

-1 

F i g u u r  8 l a a t   z i e n   d a t ,  a l s  UV s p e c t r o s c o p i e   w o r d t   g e b r u i k t  

voor de e i w i t c o n c e n t r a t i e b e p a l i n g ,   d e z e l f d e   a d s o r p t i e  iso- 

t h e r m e n   v e r k r e g e n   w o r d e n   v o o r  7 8 %  g e l a b e l d  HFb ( w a a r b i j   d e  

’ t o t a l e  HFb o p l o s s i n g   v o o r a f  de l a b e l i n g s p r o c e d u r e   h e e f t   o n -  

d e r g a a n )   e n   n i e t   g e l a b e l d  HFb. N o r m a a l   g e s p r o k e n   g e l d t   v o o r  

g e l a b e l d e   e i w i t o p l o s s i n g e n  da t  slechts 3-108 v a n   h e t   o p g e -  

l o s t e  e i w i t  de l a b e l i n g s p r o c e d u r e   h e e f t   o n d e r g a a n  . 
F i g u u r  9 t o o n t   a d s o r p t i e   i s o t h e r m e n  ( R A D  e n  UV) van  HFb a a n  

PS-latex, w a a r b i j   d e   t o t a l e  HFb o p l o s s i n g   v o o r a f   d e  la- 

b e l i n g s p r o c e d u r e  heeft , o n d e r g a a n  ( 7 8 %  g e l a b e l d  e i w i t ) .  , In d i t  

g e v a l   , k a n   g e c o n s t a t e e r d   w o r d e n  dat  g e e n   s i g n i f i c a n t   v e r s c h i l  

waarneembaar  is t u s s e n  de RAD i s o t h e r m   e n  de UV i s o t h e r m ,  D i t  
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l 

HFb concentratie (91-') 

F i g u u r  8 A d s o r p t i e   i s o t h e r m e n   b e p a a l d  met b e h u l p   v a n  a l l é é n  
UV s p e c t r o s c o p i e   v a n  7 8 %  g e l a b e l d  HFb ( A ) ,  waar-  
b i j  a l  h e t  i n  d e   o p l o s s i n g   a a n w e z i g e  HFb d e   l a b e l -  
i n g s p r o c e d u r e   h e e f t   o n d e r g a a n  e n  n i e t   g e l a b e l d  
HFb ( V  1. A d s o r p t i e t i j d  l u u r .  

A A A 

A 

A 

A 
A 

1 I I 

925 0,50 0.75 1.00 
HFb concentratie (91-') 

F i g u u r  9 A d s o r p t i e   i s o t h e r m e n   v a n  HFb d a t  voor 78% g e l a b e l d  
is ( a l  h e t   i n   d e   o p l o s s i n g   a a n w e z i g e  HFb h e e f t   d e  
l a b e l i n g s p r o c e d u r , e   o n d e r g a a n )  na 1. u u r   a d s o r p t i e  
a a n   P S - l a t e x   g e b r u i k m a k e n d   v a n  UV s p e c t r o s c o p i e  
(A)  e n   v a n   r a d i o a c t i v i t e i t s m e t i n g e n  (A). 
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g e l d t  ook voor  HSA e n  H I g G  i s o t h e r m e n .  

D a t  n i e t   a l l e e n   r a d i o l a b e l i n g  l e i d t  tot v e r s c h i l l e n  in 

a d s o r p t i e i s o t h e r m e n  wordt  d u i d e l i j k  in Figuur 10, ~e 

a d s o r p t i e i s o t h e r m   v o o r  H I g G  (CLB) b e r e i k t  een p l a t e a u w a a r d e  

l age  e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n  d e  o p l o s s i n g  ( 0 , 4  Ugcm b i j  

g l - l ) ,  t e r w i j l  d e  i s o t h e r m   v a n  HIgG ( K a b i )  n o g   h e l e m a a l  

g e e n   p l a t e a u w a a r d e   h e e f t   b e r e i k t  b i j  d e z e   e i w i t c o n c e n t r a t i e .  

K e n n e l i j k   z i j n   v e r s c h i l l e n   i n  d e  v o o r b e h a n d e l i n g   v a n   d e z e  

e i w i t t e n   v e r a n t w o o r d e l i j k   v o o r   h e t   v e r s c h i l   i n   a d s o r p t i e .  

-2  

F i g u u r  10 A d s o r p t i e   i s o t h e r m e n  van H I g G   ( K a b i )  (0) en H I g G  
(CLB) (n) a a n   p o l y s t y r e e n  %Latex bepaald met UV 
s p e c t r o s c o p i e .  

1 1 . 5 .   D i s c u s s i e  

U i t  d e  k a r a k t e r i s e r i n g   e n   z u i v e r i n g   v a n  HFb, HSA e n  HIgG 

b l i j k t  d a t  g e e n   v a n   d e z e   e i w i t t e n   a l l e e n   u i t  monomeren be- 

s t a a t .  H F b 8  HSA e n  HIgG b e v a ' t ' t e n   e e n   n i e t  t e  v e r w a a r l o z e n  

h o e v e e l h e i d  dimeer e n   o l i g o m e r e n .  Veel a d s o r p t i e s t u d i e s   z i j n  

g e p u b l i c e e r d ,   w a a r b i j   p l a s m a   e i w i t t e n   g e a d s o r b e e r d   z i j n ' a a n  

v a s t e   o p p e r v . l a k k e n   z o n d e ' r   d e z e - e i w i t t e n   v o o r a f  t e  k a r a k t e r i -  

s e r e n .  . , .  
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Ook b i j   d e z e   e i w i t s t u d i e s   k u n n e n   n a a s t   h e t   a a n w e z i g e  mono- 

m e e r , . p o l y m e r e   m a t e r i a l e n   a a n w e z i g   z i j n , ' d i e   d e   a d s o r p t i e   v a n  

h e t  monomeer s t e r k  . k u n n e n   b e i n v l o . e d e n   ( d o o r   c o n c u r r e r e n d e  

a d s o r p t i e )   e n  d e  a n a l y s e   v a n  d e  a d s o r p t i e r e s u l t a t e n   a a n z i e n -  r 

l i j k  k u n n e n   v e r s t o r e n .  D i t  i s  a a n g e t o o n d   i n . o n s   l a b o r a t o r i u m  

a a n   d e   h a n d   v a n  2 gamma g l o b u l i n e   p r e p a r a t e n   ( a f k o m s t i g   v a n  

K A B I ,  S t o c k h o l m   e n  C L B ,  Amsterdam) ,  d i e '  o n d e r   d e z e l f d e  

a d s o r p t i e   c o n d i t i e s   e e n   z e e r   v e r s c h i l l e n d   a d s o r p t i e   g e d r a g  

v e r t o o n d e n   ( F i g ' u u r   1 0 ) .  U i t  d.e k a r a k t e r i s e r i n g   v a n  HIgG 

( K a b i )  e n  HIgG ( C L B ) ,  z i e   F i g u u r  3 ,  b le , ek  d a t  d e z e   p r e p a r a t e n  

n i e t   i d e n t i e k   w a r e n   ( R O N N E & , ' 1 9 8 4 ) .  Ook b l i j k t  u i t  d e  k a r a k -  

t e r i s e r i n g   v a n  HIgG d a t   é é n   m e t h o d e   n i e t   v o l d o e n d e  i s  om e e n  

g o e d   i n z i c h t  t e  k r j j g e n   i n  de' i n   d e   o p l o s s i n g   a a n w e z i g e  

e i w i t c o m p o n e n t e n .  D e  z u i v e r i n g   v a n   e i w i t t e n   v o o r   a d s o r p t i e  

v e r e e n v o u d i g t   h e t  t e  b e s t u d e r e n   s y s t e e m   i n   ' i e d e r   g e v a l  

a a n z i e n l i j k   e n  maakt d e  v e r k r e g e n   r e s u l t a t e n   g e m a k k e l i j k e r  

i n t e r p r e t e e r b a a r .  , .  

T o c h   b l i j k t  d a t  i n  ons '  sys teem,  b i j   g e b r u i k   v a n   r a d , , ï o - * '  

g e l a b e l d e   e i w i t t e n ,   o o k   n a   z ú i v e r i n g ; .   g e e n   e e n d u i d i g e   i n t e r -  

p r e t a t i e   v a n  d e  a d s o r p t i e r e s u l t a t e n   m o g e l i j k  i s .  D e  i s o -  

t h e r m e n '   v a n   g e l a b e l d '  H S A ,  HIgG e n  HFb v e r t o n e n   s i g n i f i c a n t e  

v e r s c h i l l e n   a f h a n k e l i j k   v a n  d e  g e b r u i k t e  d e t e c t i e  methode  

( F i g u u r  5 - 7 1 .  

E r  k a n   g e c o n c l u d e e r d   w o r d e n  d a t  i n  d i t  s o o r t   s y s t e m e n  h e t  

g e b r u i k   v a n   g e l a b e l d e   e i w i t t e n  l e i d t  t o t  o n b e t r o u w b a r e  

r e s u l t a t e n ,  VAN D E R ,  S C H E E R  ( 1 9 7 8 )   e n  K L E I N  ELHORST '(1.978) 

c o n s t a t e e r d e n  reeds eerder p r e f e r e n t i ë l e  a d s o r p t i t e   v a n  m e t  I 

j o d i u m  gelabe, lde e i w i t t e n  aan PS-La tex ,  Z i j  kwamen e c h t e r  . 

t o t  de c o n c l u s i e .  d a t  wanneer-een.plateauwaarde b e r e i k t  was,' 

d e  door .   1ab.elFng bepaalde adsorptiewaarde 'omgezet   kon  worden 

i n  de reë,le a d s o r p t i e w a a r d e  door  g e b r u i k .  t e  maken  'van   een  5 

c o n s t a n t e  p re fe ren t i ë l e  adsorp t ie f .ac* tor .  D e  f i g u r e n  5 - 7  

l a t e n   z i e n  dak d i t  .n ie t   moge1k. jk  i s :  h e t   v e r s c h i l   t u s s e n  de 

a d s o r p t i e w a a r d e ' v a n  de UV i so the rm e n  'de RAD . i s o t h e r m  is  

n i e t   c o n s t a n t  maar c o n c e n t r a t i e a f h a n k e l i j k .  E r  i s  d u s   g e e n .  

s p r a k e   v a n  een c o n s t a n t e ' p r e f e r e n t i ë ' l e  a d s o r p t i e f a c t o r .  

GRANT (-1977)  vond verschillende.adsorptiewaarden v o o r  H S A  



a a n   p l a t i n a ,   w a a r b i j  HSA g e l a b e l d   w e r d  m e t  I , I 
t r i t i u m .   D e z e l f d e   a u t e u r s   v o n d e n   o o k   d a t   d e   a d s o r p t i e   v a n  

l 2 5  131 of 

ESA-I 125 v e r s c h i l d e   v a n  H S A - I 1 3 1  a a n  d r ie  p o l y m e r e  

o p p e r v l a k k e n ,   p o l y e t h y l e e n ,   s i l i c o n e n   r u b b e r   e n   p o l y  

e t h y l e e n   t e r e p h t a l a a t   o n d e r   e x a c t   d e z e l f d e   c o n d i t i e s .  

H i e r u i t   z o u   g e c o n c l u d e e r d   k u n n e n   w o r d e n   d a t   z e l f s   d e   a a r d  

van  de l a b e l   i n v l o e d   h e e f t  op h e t   a d s o r p t i e g e d r a g ,  

GRANT v o n d   e c h t e r   o o k   d a t   d e   a d s o r p t i e   o n a f h a n k e l i j k  w a s  

v a n   d e   s p e c i f i e k e   a c t i v i t e i t   i n   d e   o p l o s s i n g .  

D i t  i s  eveneens   gevonden   door  CHUANG ( 1 9 7 8 )  r VAN O S S  

(19811,  PENNERS ( 1 9 8 1 ) ,  B O R N Z I N  (1982), SCHMITT ( 1 9 8 3 )   e n  

VAN DULM ( 1 9 8 3 ) ,   d i e   m o g e l i j k e   p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n  

g e l a b e l d e   e i w i t t e n   b e p a a l d e n   d o o r ,   u i t g a a n d e   v a n   e e n   c o n -  

s t a n t e   b u l k   e i w i t c o n c e n t r a t i e ,   h e t   p e r c e n t a g e   g e l a b e l d  e i w i t  

i n   o p l o s s i n g  t e  v a r i ë r e n ,  

Op b a s i s   v a n   d e z e   e x p e r i m e n t e n   c o n c l u d e e r d e n   z i j   d a t   d e  

a a n w e z i g h e i d   v a n   e e n   l a b e l   i n   e i w i t t e n   g e e n   e f f e c t   h e e f t  op 

h e t   a d s o r p t i e g e d r a g   v a n   d e z e   e i w i t t e n   a a n   d e   v e r s c h i l l e n d e  

o p p e r v l a k k e n .  B i j  a l  d e z e   e x p e r i m e n t e n   w o r d t   u i t g e g a a n   v a n  

r a d i o a c t i v i t e i t s m e t i n g e n   v a n   g e a d s o r b e e r d e   m o l e c u l e n   a a n  

k l e i n e   o p p e r v l a k k e n .  VAN DER SCHEER ( 1 9 7 8 )   h e e f t   a a n g e t o o n d  

d a t   r a d i o a c t i v i t e i t s m e t i n g e n   a a n   k l e i n e   o p p e r v l a k k e n   n i e t  

g e v o e l i g   g e n o e g   z i j n  om e e n   e v e n t u e l e   p r e f e r e n t i ë l e  

a d s o r p t i e  t e  d e t e c t e r e n .  

D e  m e t  UV b e p a a l d e   a d s o r p t i e 5 s o t h e r m e n   a a n   P S - l a t e x   v a n  

o n g e l a b e l d  HFb e n  HFb d a t   í n   z i j n   g e h e e l   d e   l a b e l i n g s -  

p r o c e d u r e   h e e f t   o n d e r g a a n  (78% g e l a b e l d )   z i j n   i d e n t i e k  

( F i g u u r   8 ) .   H i e r u i t   k a n   g e c o n c l u d e e r d   w o r d e n  d a t  d e   v e r -  

s c h i l l e n   i n   e i w i t s t r u c t u u r ,   o n t s t a a n   t e n   g e v o l g e   v a n   l a b e l -  

i n g ,   n i e t   v a n   d i e n   a a r d   z i j n   d a t   h i e r d o o r   h e t   s p e c i f i e k  

o p p e r v l a k   v a n   h e t  e i w i t .  i n   d e   g e a d s o r b e e r d e   t o e s t a n d   a a n -  

z i e n l i j k   v e r a n d e r d   w o r d t ,  Ook de  RAD i s o t h e r m   v a n  788 

g e l a b e l d  HFb i s  i d e n t i e k   a a n   d e  UV i s o t h e r m   ( F i g u u r   9 ) .  D i t  

h o u d t   i n   d a t   d e   v e r h o u d i n g   t u s s e n   d e   r a d i o a c t i v i t e i t   . i n  

o p l o s s i n g   e n   o p p e r v l a k   g e l i j k  is a a n   d e   v e r h o u d i n g   t u s s e n   d e  

h o e v e e l h e i d  e i w i t  i n   o p l o s s i n g   e n   o p p e r v l a k .  D i t  i s  e e n   v a n  
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d e   v o o r w a a r d e n   v o o r   h e t ,   g e b r u i k   v a n   r a d i o g e ’ l a b e l d e   e i w i t t e n  

i n   a d s o r p t i e s t u d i e s .  Met a n d e r e   w o o r d e n ,   d o o r   g e b r u i k   t e  

m a k e n   v a n   v o l l e d i g   g e l a b e l d   e i w i t ,   z o u d e n   t o c h   e n i g s z i n s  

b e t r o u w b a r e   r e s u l t a t e n   v e r k r e g e n   k u n n e n   w o r d e n .   B o v e n d i e n  

k a n   u i t   F i g u u r  9 g e c o n c l u d e e r d   w o r d e n   d a t   h e t   a d s o r p t i e -  

g e d r a g   v a n   r a d i o a c t i e f   g e l a b e l d  e i w i t  n i e t   v e r s c h i l t   v a n   d a t  

v a n   g e l a b e l d   e i w i t .  

Toch b l i j f t   a l s   s l o t c o n c l u s i e   g e l d e n   d a t ,   w a n n e e r  e i w i t -  

a d s o r p t i e s t u d i e s   u i t g e v o e r d   w o r d e n  m e t  b e h u l p   v a n   r a d i o -  

l a b e l i n g s t e c h n i e k e n   a a n   o n g e z u i v e r d e   e i w i t t e n ,   d e   b e t r o u w -  

b a a r h e i d   v a n   d e   k w a n t i t a t i e v e   r e s u l t a t e n   g e r i n g  i s .  Ook 

r e l a t i e f   n i e u w e   m e t h o d e s   z o a l s   F o u r i e r   T r ’ a n s f o r m   I n f r a r e d  

S p e c t r o s c o p y  (GENDREAU,  1 9 8 2 )   e n   T o t a l   I n t e r n a l   R e f l e c t i o n  

F l u o r e s c e n c e  (VAN WAGENEN, 1 9 8 2 )   w o r d e n   g e c a l i b r e e r d  m e t  

g e l a b e l d e   e i w i t t e n .   G e z o c h t   d i e n t  t e  worden   naa r  e e n  

a d s o r p t i e m e t h o d e ,   w a a r b i j   h e t   d i r e c t  of i n d i r e c t   g e b r u i k   v a n  

g e l a b e l d e   e i w i t t e n   n i e t  m e e r  n o d i g  i s  t e r   k w a n t i f i c e r i n g .  
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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 is 

runder  serum  albumine  (BSA)  en  gejodeerd BSA gekarak- 

teriseerd  met  behulp  van  HPLC  (High-Performance  Liquid  Chro- 

matography); B S A  is gekozen  vanwege  de  bestaande  expertise 

met  dit  eiwit op HPLC gebied. 

Bij  het  onderzoek  naar verschill'en  in adsorptiegedrag 

tussen  gelabeld en ongelabeld  eiwit  met  behulp  van  HPLC is 

gebruik  gemaakt  van  gel  permeatie  chromatografie,  reversed 

phase  chromatografie  en  ionenwisseling.  Bij  gel  permeatie  (SW 

3 0 0 0  kolom),  met  PBS  als  elutiebuffer,  kon  geen  verschil in 

chromatografisch  gedrag  worden  aangetoond  tussen BSA en. 

gelabeld BSA. Door  de  labeling en/of de  labelingsprocedure 

worden  de  grootte  en vorm  van B S A  kennelijk  niet  aanzienlijk ' 

gewijzigd. 

Met  reversed  phase  chromatografie,  waarbij in de eltltie- 

buffer de methanol/water  ratio  is  gevarieerd  kon  eveneens 

geen  verschil  in  chromatografisch  gedrag  worden  aangetoond 

tussen BSA  en B S A I .  Ee  hydrofobe interacties, tussen  kolom- 

matrix  en  eiwit  worden  door.labeling of labelingsprocedure , .  

eveneens  niet  merkbaar gewijzigd. 

., * *  . 
- I. 

Wanneer  echter  een 545 TSK anionenwisselaar  als  kolom- 

matrix  gebruikt  wordt ter karakterisering  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 l.). Met  de  vorming  van dez-e domponent  gaat  een' 

afname  van  ongemodificeerd BSA.  in de  oplòksing gepaard. De 
vorming  van  deze  component  wordt sto'pge'zet'wanneer, 'door 

toevoeging  van natr'iumbisulfiet, de  oxiderende  werking  Van 

ch1ooramin.e T wordt opgeheven. Bij d e  gevol-gde labelings-' 

. .  

procedure  (Hoofdstuk I1 van  dit  prbefschrift)  wordt  op  deze 

wijze  een  gedeèlte'van  het in de'oplossing'  aanwezige B S A  
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elutietijd 

HPLC chromatogrammen  van BSA (conc. 1 g1 -l ) r:oor en  na 

jodiumlabeling. Kolommatrix, 545  TSK anionenwisselaar; 

elutiebuffer, H O/ O,ll NH  OAc p H  585.injectievolume 

5 0  p.1, flowsnelheid 0,s m l / m i n .  UV dectectie  bij 280 nm, 
2 4 

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 B S A  

ten  gevolge  van  de  aanwezigheid  van  deze  nieuwe  component 

veroorzaakt  wordt  door  jodiuminbouw of door  de  gebruikte 

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

jodium  en  oplossingen  van B S A  in  aanwezigheid  van  jodium 

zonder  chlooramine T geanalyseerd  met  behulp  van  een 545 TSK 

anionenwisselaar.  Uit  de  gegevens  in TABEL A I  blijkt  dat 

chlooramine T de  oorzaak is van  de  vorming  van  een  nieuwe 

component  en  niet  de  inbouw  van  jodium, 

T A B E L   A l :  De HPLC analyse  van B S A  in  aanwezigheid  van  de  ver- 

schillende  labelingscomponenten 

B S A  vorming  van  een  natrium  chloor- jodium 
amine T nieuwe  component bisulfiet 

+ 
J A  + + 
J A  + + + 

+ - 
+ 

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 H S A ,  

HFb  en  HIgG  eveneens  extra  componenten  ontstaan,  waardoor  de 

homogeniteit  van  de  componenten in deze  oplossing  verloren 

gaat. 
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A P P E N D I X  I I B  . . , "  

\ 

T e r  v e r k l a r i n g   v a n   h e t   . a f w i j k e n d   a d s o x p t i e g e d r a g   v a n  

g e l a b e l d  e i w i t  a a n  PS-latices i n   H o o f d s t u k  I1 v o l g t  h i e r  e e n  

a f l e i d i n g   v o o r  de b e p a l i n g   v a n  de  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   o p  

b a s i s   v a n   r a d i o a c t i v i t e i t s m e t i n g e n   w a a r b i j   r e k e n i n g   g e h o u d e n  

w o r d t  met de  c h r o m a t o g r a f i s c h e   g e g e v e n s   v a n   g e l a b e l d  B S A .  

D e  a d s o r p t i e w a a y d e n . - v - a n   d e   i s o t h e r m e n   i n   H o o f d s t u k  I1 z i j n  

b e r e k e n d   d o o r   g e b r u i k m a k i n g   v a n  d e  f o r m u l e  

. I _  . 
C s *  

C s =  c* c 

w a a r i n  

C s *  = d e  g e m e t e n   r a d i o a c t i v i t e i t  per o p p e r v l a k t e   e e n h e i d , ,   e e n  

m a a t ~ v o o r   d e   c o n c e n t r a t i e . g e l a b e 1 d  e iwi t  a a n   h e t   o p p e r -  

v l a k  ( R a d  cm-2) 

C *  = d e  g e m e t e n   r a d i o a c t i v i t e i t   p e r   v o l u m e   e e n h e i d ,   e e n   m a a t  

V O O E  d e  c o n c e n t r a t i e   g e l a b e l d  e i w i t  i n  d e  o p l o s s i n g  

( r a d  
- 3  

c m '  1 

C = d e  c o n c e n t r a t i e  e i w i t  i n  d& o p l o s s i n g  ( Mg c m  1 . . 
- 3  

( g e l a b e l d   é n   o n g e l a b e l d )  . 

C s  = d e  b e r e k e n d e   c o n c e n t r a t i e  e i w i t  a a n  het  o p p e r v l a k  ' 

- 2  
vgcm 1 

D e z e   f o r m u l e  mag a l l e e n   w o r d e n   t o e g e p a s t   w a n n e e r   g e l a b e l d  

e iwi t  e n   o n g e l a b e l d  e i w i t  e e n   i d e n t i e k   a d s o r p t i e g e d r a g  

v e r t o n e n .  VAN DER S C H E E R  h e e f t   a a n g e t o o n d   d a t  er s p r a k e  was 
v a n   p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n   g e l a b e l d  e iwi t  t e n   o p z i c h t e  

v a n   o n g e l a b e l d  e iwit .  K i j  g i n g  e r  e c h t e r   v a n   u i t  d a t  a l  h e t  

a a n w e z i g e   g e l a b e l d e  e i w i t  i n   o p l o s s i n g   p r e f e r e n t i e e l   a d s o r -  

beerde e n   u i t g a a n d e   v a n   d e z e   v e r o n d e r s t e l l i n g   h e e f t  h i j  e e n  



formule  afgeleid  gebruikmakend van een  eenvoudig  kinetisch. . 

model. Op  deze  wijze  kon  de  juiste  oppervlakteconcentratie r 

verkegen  worden  door  toepassing  van 

Cs* 
C s = #  - C* C ( 2 )  

De  evenredigheidsfactor,of preferenti-ële adsorptiefactor 

is  een  constante  wanneer  er  sprake is van  een  volledig  bedek- 

te monolaag. Dit  geldt  voor  zowel.reversibele  als  irrever-' 

sibele  eiwitadsorptie. ( V A N > D E R  S C H E E R ,  1978) 

afwijkend  adsorptie  gedrag vertoont. 

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

In  formule 1 dient Cs* en C* vervangen  te  worden  door As*+Bs* 

en A*+B*. En C door A+A*+B*. 

- A is ongelabeld eiwit. ' ' 

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

- B* is  gelabeld  eiwit  dat  wel  een  afwijkènd  adsorptiegedrag 
vertoont  ten  opzichte  van A. ' 

Formule 1 kan  nu geschreven  worden  als 

CS* = As* + BS* I .  

Cs = T C  A *  + B*  (A+A*+B*) ( 3 )  

A* +B * is  meestal  veel  kleiner  dan A ( l a a g  labelingspercentage) . 
Formule 3 is dan  te  vereenvoudigen  tot 

C s  = AS* f BS* A 
A* + B* 
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O m  i n z i c h t  t e  k r i j g e n   u i t  wat v o o r   e i w i t m o l e c u l e n  d e  gead-, 

s o r b e e r d e  e i w i t l a a g  b e s t a a t  w o r d t  de  v o l g e n d e   r e d e n e r i n g  

o p g e z e t .  

Het p e r c e n t a g e   g e l a b e l d  eiwit  i n  d e  o p l o s s i n g  A*i-B* is 

m e e s t a l   z e e r  l a a g  ( 3 % ) .  

Van d i t  p e r c e n t a g e   v e r t o o n t   s l e c h k s   e e n  gedee l te  B*/A*+B* 

e e n   a f w i j k e n d   a d s o r p t i e   g e d r a g .  A l s  aangenomen  wordt  d a t ,  

g é é n   e x t r e m e   p r e f e r e n t - i Z l e   a d s o r p t i e   o p t r e e d t ,   z o d a t  

e n  d a n  v o . l g t   h i e r u i t   d a t  

= A +A *+B * e. A 
s s  s S 

O m  t e  komen t o t   e e n   j u i s t e   b e r e k e n i n g   v a n  As z a l   d u s   g e b r u i k  

moeten  worden  gemaakt   van d e  f o r m u l e  

I n  d e  p r a k t i j k  i s  e c h t e r   a l l e e n  A s * + B s *  e n  A*+B* bekend.  

En i n  d e  v e r o n d e r s t e l l i n g  d a t  gelabeld e i w i t  g e e n   a f w i j k e n d  

a d s o r p t i e g e d r a g   v e r t o o n t   w o r d t   d a n   o o k  a l t i j d  g e b r u i k  gemaakt  

v a n   v e r g e l i j k i n g  (1) o f  e i g e n l i j k   v a n   v e r g e l i j k i n g  (4). 

D i t  b e t e k e n t  d a t  d o o r   t o e p a s s i n g   v a n   d e z e   v e r g e l i j k i n g e n   e e n  

a f w i j k i n g   i n  d e  b e r e k e n d e   a d s O r p t . i e w a a r . d e   o n t s t a a t  d i e  gege-  

v e n   w o r d t   d o o r  

1 i- Bs*/As* (6) 
4 '  1 + B*/A* 

6' i s  k w a n t i t a t i e f   m o e i l i j k  t e  b e p a l e n   o m d a t  B*/A* e n  
B s * / A s *  o n b e k e n d   z i j n .  
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' HOOFDSTUK  I11 

DE REVERSIBILITEIT  VAN  EIWITADSORPTIE AAN POLYSTYREEN 

111.1. Inleiding 

Er bestaat nog steeds  verschil van  mening  over  de  vraag 

of eiwitadsorptie  beschouwd  kan  worden  als  een  reversibel 

proces. Gepreadsorbeerde  eiwitten  aan  hydrofobe  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  reversgbele  en  irreversibele  eiwitadsorptie 

op  een lrij (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 wannee'r 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 likeratuur,  waarbij 
nog  wel  verdringing  mogelijk is, wordt  in  dit  hoofd- 
stuk  tussen  aanhalingstekens  geplaatst  ("irre- 
versibel"). 
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A l s  d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g   h o o g   g e n o e g  i s  

n a d e r t  d e  i s o t h e r m   e e n   p l a t e a u w a a r d e ,   w a a r b i j   a a n g e n o m e n  

w o r d t  d a t  b i j  d i e   c o n c e n t r a t i e s   e e n   v o l l e d i g   b e z e t t e  m,ono- 

m o l e c u l a i r e   e i w i t l a a g   a a n w e z i g  i s  op h e t   o p p e r v l a k .  De eiw- 

i t m o l e c u l e n   i n   d e z e   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t l a a g   k u n n e n   i n   p r i n -  

c i p e   e n d - o n   ( s t a a n d )   g e s i t u e e r d   z i j n . o p   h e t   o p p e r v l a k  

( B R A S H ,  1 9 6 9 )   o f   s i d e - o n   ( l i g g e n d )   z o a l s   N o r d e   a a n n e e m t  

( N O R D E ,  1 9 7 6 )  . 
Dat e i w i t a d s o r p t i e   n i e t   e e n   e c h t   i r r . e v e r s i b e l   p r o c e s  i s  . 

b l i j k t   e v e n e e n s   u i t   d e   a l b u m i n e   d e s o r p t i e   v a n   g l a s   e n   z e l f s  , 

van   po , ly s ty re , en   oppe rv lakken ,   wannee r   deze  met a l b u m i n e  

g e p r e a d s o r b e e r d e   o p p e r v l a k k e n   i n   c o n t a c t   g e b r a c h t   w o r d e n  met 

b l o e d p l a s m a  (CO'LEMAN e t  1 9 7 6 ) .  Ook BRASH ( 1 9 7 8 ,   1 9 8 3 )   e n  

C K A N  ( 1 9 8 1 )  t o n e n   a a n  d a t  e i w i t a d s o r p t i e   e e n   d y n a m i s c h  ' 

p r o c e s  is ,  waa rb i j  u i t w i s s e l i n g   v a n   e i w i t t e n   a a n   h e t   g r e n s -  

v l a k   o p t r e e d t   o n d e r   " s t e a d y   s t a k e "   c o n d i t i e s .   D e z e   a d s o r p -  

t i e s t u d i e s   z i j n   u i t g e v o e r d   a a n   p o l y e t h y l e e n / a l b u m i n e   s y s t e :  

men * ( B R A S H ,  19781, g l a s / f i b r i n o g e e n   s y s t e m e n  ( C H A N ,  1 9 8 1 ) .   e n  

a a n   f . i b r i n 0 g e e . n   i n   a a n w e z i g h e i d   v a n   p o s i t i e v e   n e g a t i . e v e   e n  

n e u t r a l e   p o l y e l e c t r o l i e t   c o m p l e x e n  (BRASH,, 1 9 8 3 ) .  B i j  a l  de -  

. .  

z e   e x p e r i m e n t e n   w o r d t  I ge l abe ld  eiwit u i t g e w i s s e l d , m e t  

I 1 3 ' g e l a b e l d  e i w i t .  BRASH v i n d t   e e n   u i t w i s s h l i n g   ' v a n  .:. 

1 2 5  

g e a d s o r b e e r d e   e i w i t t e n   a a n   h e t   o p p e r v l a k  met e i w i t t e n   i n  

o p l o s s i n g  Voor a l  d e z e   s y s t e m e n .  Ook b l i j k t  t e l k e n s   e e n  

f r a c t i e  v a n   h e t   g e a d s o r b e e r d e  e iwit  n , . i e t   u i t w i s s e l b q a r  t e  . 

z i j n .  

I n   d i t   H o o f d s t u k   w o r d t  d e  a d s o r p t i e , b e s c h r e v e n   S a n  menSe,- 

l i j k  a l b u m i n e  ( H S A )  e n   m e n s e l i j k   f i b r i n o g e e n  ( H F b )  a a n  

P S - l a t e x   ( e e n   g r o t e   o p p e r v l a k t e / v o I u m e   v e r h o u d i n g   e n   e e n  

n e g a t i e f   g e l a d e n   o p p e r v l a k )  en  P S - f i l m s .   l e e n . k l e i n e   o p p e r -  

v l a k t e / v o l u m e   v e r , h o u d i n g ) .  O p  b a s i s  v a n   d e s o r p t i e  e,n u i t w i s -  

s e l i n g s e x p e r i m e n t e n   v a n  H S A  e n  HFb a a n   d e z e  P'S o p p e r v l a k k e n  

w o r d t  nad:er i n g e g a a n  o p  d e  r e v e r s i b i l i t e i t  v,an het  e iwit-  

a d s o r p t i e p r o c e s .  A l  d e z e   e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v o e k d   i n  

e e n   f o s f a ? a t b u f f e r  pH ' 7 ,35  b i j  0 , 9 %  N a C l .  Aan d e  hand  van d e  

r e s u l t a t e n   w o r d t   e e n   v o o r  d i t  s y s t e e m   t o e p a s b a a r   a d s o r p t i e -  

m o d e l   o p g e s t e l d .  
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1 1 1 . 2 .   M a t e r i a l e n   e n   m e t h o d e n  I ,  

M e n s e l i j k   s e r u m '   a l b u m i n e  ( H S A )  e n   m e n s e l i j k   f i b r i n o g e e n  

( H F b )   z i j n   g e z u i v e r d   e n ' g e k a r a k t e r i s e e r d   z o a l s   b e s c h r e v e n   i n  

h o o f d s t u k  11. H S A  was   a fkomst ig   van   S ' igma  (A9511) ,  HFb van  

K A B I ,  S tockho lm.  

P o l y s t y r e e n  ( P S ) ,  MW 670.000 Mw/Mn=1,15, w a s   a f k o m s t i g  

v a n   P r e s s u r e   C h e m i c a l   C o m p a n y ,   P i t t s b u r g h ,   M e l l o n   I n s t i t u t e  

( L o t   n o   1 3 A ) .   P o l y s t y r e e n  f i l m s  z i j n   v e r v a a r d i g d   d o o r   ' o p l o s -  

s e n   v a n  P S  i n   t o l u e e n   ( 7 % )   e n   d e z e   o p l o s s i n g   v e r v o l g e n s   u i t  

t e  s t r i j k e n   o v e r   e e n   g l a s p l a a t ,   w a a r n a "   h e ' t   o p l o s m i d d e l   ' v e r -  

d a m p t   o n d e r   u i ' t s l u i t i n g   v a n   v o c h t .  Op d e z e   w i j z e   ' w o r d t   e e n  

t r a n s p a r a n t e  PS f i l m   v e r k r e g e n  met e e n  d i k t e  van  20 pm. 

T i j d e n s   d e   e x p e r i m e n t e n  i s  g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   P S - f i l m p j e s  " 

met e e n   t o t a a l   o p p e r v l a k   v a n  2 cm 2 . t  . 

P o l y s t y r e e n - l a t e x  ( P S - l a t e x )  was a fkoms ' t i g   van  A K Z O  C o r -  

p o r a t e   R e s e a r c h ,  Arnhem ( n r .  VSUS). D e  d i ' a m e t e r   v a n   d e  

l a t e x d e e l t j e s  i s  b e p a a l d  met b e h u l p   v a n   e e n   e l e c t r o n e n m i c r o - '  

s c o o p   e n   b e d ' r o e g   3 2 6  nm 'f_ 1 4  nm. Het v a s t e   s t o f   g e h a 1 t e ' " w a s  

1 , 5 1  gew.%, d e  pH was 7 ,35 .  i .  

T i j d e n s  d e  e x p e r i m e n t e n  i s  g e b r u i k ' g e m a a k t   v a n   p h o s ' p h a t e  

b u f f e r e d   s a l i n e   s o l u t i o n  (PBS b u f f e r ) ,  pH 7 , 3 5 .   D e ' e i w i t t e n  , 

z i j n   g e l a b e l d  met I v o l g e n s  d e  c h l o o r a m i n e  T met'hode, 1 2 5  

z o a l s   b e s c h r e v e n   i n   H o o f d s t u k  11. 

D e  a d s o r p t i e e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v o e r d   d o o   g e b r u i k  t e  

m a k e n   v a n   ' 2 , ' a d s o r p t i e   m e t h o d e n .  

a .  A d s o r p t i e   a a n   P S - f i l m p j e s  ( k l e i n e ' o p p t r v l a k t e / v o l u m e " v e r -  

h o u d i n g )  ' 

D e  a d s o r p t i e   v a n  e i w i t  a a n   P S - f i l m p j e s   k a n   b e p a a l d   w o r d e n  

door  g e b r u i k '  t e  maken  van radiolabelingstechnieken. 

De r a d i o a c ' t i v i t ' e i t  op h e t  PS o p p e r v l a k   n a  a d s o r p t i e  v a n '  

e iw i t  v a n u i t  de O p l o s s i n g  i s  e e n  maat voor  de h o e v e e l h e i d  

r a d i o a c t i e f  ge l abe ld  e i w i t  a a n w e z i g  op h e t   o p p e r v l a k .  ' 

H i e r u i t  kan  'de t o t a l e  h o e v e e l h e i d  e i w i t  a a n  h e t  o p p e r v l a k  

beregend'  wordeh, d o b r d a t  de r a d i o a c t i v i t e i t   v a n  de op los -  

s i n g e n  m e t  b e k e n d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   b e k e n d  i s  ( v o l g e n s  

, .  
' L  r . : 'S 

. .  

. -  
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e e n   i j k c u r v e )   e n  er e e n   l i n e a i r   v e r b a n d   b e s t a a t   t u s s e n   d e  

r a d i o a c t i v i t e i t   e n  de h o e v e e l h e i d  e i w i t .  Wanneer   een 

g e l i j k   a d s o r p t i e g e d r a g   v o o r o n d e r s t e l d . w o r d t   v a n   g e l a b e l d ,  

r a d i o a c t i e f   g e l a b e l d   e n   o n g e l a b e l d  e i w i t  n a g   g e b r u i k   w o r -  

den   gemaak t   van   de   vo lgende   fo rmule :  

c, = Cs+ 
C* 

c 

I n   f o r m u l e  1 i s  C s  d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  (ugcm 1 

v a n   g e a d s o r b e e r d  e i w i t ,  Cs* d e   r a d i o a c t i v i t e i t   g e m e t e n  

a a n   h e t   o p p e r v l a k   ( c o u n t s   m i n  c m  l ,  C* d e  

r a d i o a c t i v i t e i t   i n   d e   o p l o s s i n g   ( c o u n t s   m i n  m l  ) en  

C d e   t o t a l e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g  ( pgml ) . 

-2 

-1 -2 

-I -1 

-I 

D e  a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v o e r d   b i j  2OoC o n d e r  

s t e a d y  s ta te  c o n d i t i e s   i n   b u i s j e s   g e v u l d  m e t  3 m l  e i w i t -  

o p l o s s i n g .  D e  t o t a l e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g  

v e r m i n d e r t   t i j d e n s   a d s o r p t i e   n i e t   w a a r n e e m b a a r   d o o r d a t  

g e b r u i k   w o r d t   g e m a a k t   v a n   r e l a t i e f   k l e i n e   P S - o p p e r k l a k -  

k e n ,   T i j d e n s   d e   e x p e r i m e n t e n  i s  c o n t a c t   v a n   d e   p o l y -  

s t y r e e n   o p p e r v l a k k e n  m e t  h e t   v l o e i s t o f / l u c h t   g r e n s v l a k  

vermeden t e r  v o o r k o m i n g   v a n   a r t e f a c t e n   t e n   g e v o l g e   v a n   d e  

e v e n t u e l e   a a n w e z i g h e i d   v a n   e e n   L a n g m u i r - B l o d g e t t   l a a g   a a n  

h e t   g r e n s v l a k .  

Ook t i j d e n s   d e   w a s p r o c e d u r e  is  c o n t a c t   v a n   h e t   o p p e r v l a k  

m e t  h e t   v l o e i s t o f / l u c h t   g r e n s v l a k   v e r m e d e n .  D i t  w a s  moge- 

l i j k   d o o r   d e   e i w i t o p l o s s i n g  t e  v e r d r i n g e n  m e t  'PBS b u f f e r .  

D e  e i w i t o p l o s s i n g   w e r d   d e r m a t e   v e r d u n d   d a t   d e   e i w i t c o n -  

c e n t r a t i e   u i t e i n d e l i j k   g e r e d u c e e r d  was t o t   n u l .  

A l l e  m e t i n g e n   z i j n   u i t g e v o e r d   i n   d r i e v o u d ,  D e  maximale 

s p r e i d i n g   i n   d e   b e r e k e n d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e s   v a n  

g e a d s o r b e e r d  e i w i t  b e d r o e g  8%. 

H e t  p e r c e n t a g e   g e l a b e l d  e i w i t  i n   d e   o p l o s s i n g  w a s  meestal 

3 8 ,  v e r k r e g e n   d o o r   m e n g i n g   v a n   g e l a b e l d   e n   o n g e l a b e l d  

e i w i t .  Van d i e  3% w a s  s l e c h t s   e e n   k l e i n e   f r a c t i e .   r a d i o -  

a c t i e f   g e l a b e l d  ('L,2 x 10 ).  -5 
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g e v a l   w o r d t   d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n   g e a d s o r b e e r d  

e i w i t   b e p a a l d   u i t  de v e r l a g i n g   v a n   d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e  

i n   o p l o s s i n g   t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x .   B i j  

d e z e   m e t h o d e   k a n   z o w e l   g e b r u i k   g e m a a k t   w o r d e n   v a n   g e l a -  

b e l d  a l s  o n g e l a b e l d   e i w i t ,   o m d a t   n a a s t   d e   r a d i o a c t i v i -  

t e i t s m e t i n g   e e n  UV m e e t m e t h o d e   b e s c h i k b a a r  i s .  

Uitwissel ing van geadsorbeerd e iw i t  met e iw i t  
i n  d e  oplossing 

D e z e   e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v 0 e r . d   a a n   P S - l a t e x   e n  PS 

films voor  H S A  e n  HFb i n  P B S  b u f f e r  pH 7 , 3 5  b i j  2 O o C .  

T e r   b e s t u d e r i n g   v a n   e i w i t u i t w i s s e l i n g   a a n   k l e i n e  PS 

o p p e r v l a k k e n   z i j n   d e z e   o p p e r v l a k k e n   q e p r e a d s o r b e e r d  m e t  

g e l a b e l d  e i w i t .  b i j   e e n   b e k e n d e   c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s -  

s i n g .  D e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  i s  dan  t e  b e r e k e n e n   a a n  

d e   h a n d   v a n   d e   r a d i o a c t i v i t e i t   a a n   h e t   o p p e r v l a k .  D e  

op los s ing   wor ' d t   nu   ve rvangen  door o n g e l a b e l d  e iwi t  m e t  

d e z e l f d e   c o n c e n t r a t i e   a l s   d e   o o r s p r o n k e l i j k e   c o n c e n t r a t i e  

g e l a b e l d   e i w i t .  B i j  d e z e   p r o c e d u r e   w o r d t   c o n t a c t   t u s s e n  

h e t   o p p e r v l a k   e n   h e t   v l o e i s t o f / l u c h t   g r e n s v l a k   v e r m e d e n .  

D e  v e r m ' i n d e r i ' n g , v a n   r a d i o a c t i v i t e i t   a a n   h e t   o p p e r v l a k  

w o r d t   n u   g e r e g i s t r e e r d   m e t   b e h u l p   v a n   e e n   g a m m a - t e l l e r  

a l s  f u n c t i e   v a n   d e   t i j d .  Op d e z e   w i j z e   w o r d t   d e   d e s o r p t i e  

v a n   g e l a b e l d  e i w i t  b e r e k e n d   o n d e r   e v e n w i c h t s c o n d i t i e s . .  , .  

Als aangenomen  wordt da t  i n   e v e n w i c h t  de t o t a l e   o p p e r -  

v l a k t e c o n c e n t r a t i e   c o n s t a n t   b l i j f t   b i j   e e n   c o n s t a n t e  

e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   o p l o s s i n g ,   k a n   g e s t e l d   w o r d e n ,   d e  

h o e v e e l h e i d   g e a d s o r b e e r d   o n g e l a b e l d   e i w i t   b i j   e v e n w i c h t  

g e l i j k  i s  a a n   d e   h o e v e e l h e i d   g e d e s o r b e e r d   g e l a b e , l d  e i w i t .  

D i t  e x p e r i m e n t   k a n   h e r h a a l d   w o r d e n   d o o r   h e t   o p p e r v l a k  

ee r s t  t e  p r e a d s o r b e r e n   m e t   o n g e l a b e l d  e i w i t  b i j   e e n  

b e p a a l d e   c o n c e n t r a t i e   o n g e l a b e l d  e iwit  i n  de o p l o s s i n g   e n  

v e r v o l g e n s  de . , , o n g e l a b e l d e   e i w i t o p l o s s i n g   t e   v e r v a n g e n  

door o p l o s s i n g   v a n   g e l a b e l d  e i w i t ,  weer  m e t  d e z e l f d e  

e i w i t c o n c e n t r a t i e .  



Nu k a n   d e   u i t w i s s e l i n g   v a n  e i w i t  a a n   h e t   o p p e r v l a k   b i j  

g e l i j k b l i j v e n d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   i n   o p l o s s i n g   w o r d e n  

b e p a a l d  a l s  . f u n c t i e   v a n   d e   t i j d   d o o r   r e g i s t r a t i e   v a n   d e  

toename i n   r a d i o a c t i v i t e i t   a a n  het  o p p e r v l a k .  A l s  er  

i n d e r d a a d   s p r a k e  i s  van  é&n op é é n   u i t w i s s e l i n g   z o n d e r  

v e r s c h i l   i n   a f f i n i t e i t   z a l  de d e s o r p t i e  als f u n c t i e   v a n  

de t i j d   c o m p l e m e n t a i r   z i j n   a a n   d e   a d s o r p t i e   i n   h e t   t w e e d e  

e x p e r i m e n t   b i j   d e z e l f d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g .  

D e  u i t w i s s e l i n g   v a n   e i w i t t e n   a a n   P S - l a t e x  i s  u i t g e v o e r d  

o p   i d e n t i e k e   w i j z e  a l s  b o v e n   b e s c h r e v e n .   E c h t e r  m e t  d i t  

v e r s c h i l   d a t  n u   d e   d e s o r p t i e   r e s p e c t i e v e l i j k   a d s o r p t i e  

v a n   e i w P t   a a n   l a t e x   o n d e r   e v e n w i c h t s c o n d i t i e s  i s  b e p a a l d  

a a n   d e   h a n d   v a n  de v e r h o g i n g   r e s p e c t i e v e l i j k   v e r l a g i n g  

v a n   d e   r a d i o a c t i v i t e i t   i n   d e   o p l o s s i n g .   H i e r v o o r  w a s  Plet 

n o o d z a k e l i j k   d e   l a t e x   s u s p e n s i e s   t e l k e n s .  t e  c e n t r i f u g e r e n  

e n   v e r v o l g e n s .  t e  r e s u s p e n d e r e n   i n   e i w i t o p l o s s i n g e n  m e t  

d e z e l f d e   c o n c e n t r a t i e .  

111.3. R e s u l t a t e n .  

A d s o r p t i e  Van H F b  en ,KSA aan P S - p l a a t j e s  ( o p p e r v l a k  2 

c m  ) i s  b e p a a l d   a l s   f u n c t i e   v a n   d e   t i j d   ( F i g u u r  I). B i j  

e e n  .HSA c o n c e n t r a t i e   v a n  0, '7  g 1   w o r d t   e e n   e v e n w i c h t  . ' ,  

b e r e i k t   b i n n e n  I5 m i n u t e n   e n   n a   1 6   u u r  is de o p p e r v l a k t e -  

c o n c e n t r a t i e   n i e t   v e r a n d e r d .  D e  a d s o r p t i e   v a n  HFb v e r l o o p t  

l a n g z a m e r .   D e - a d s o r p t i e '   i s o t h e r m e n   v a n  HSA e n  HFb a a n  

P S - p l a a t j e s   w o r d e n   g e g e v e n   i n   F i g u u r  2.  B i j  e e n   c o n c e n t r a t i e  

v a n  1 6  g 1  HSA i n   d e   o p l o s s i n g   b l i j k t   h e t  PS o p p e r v l a k  

2 

-1 

-1 

v e r z a d i g d .  D e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  i s  dan 0,6 u.g c m  -2 . 
B i j  HFb a d s o r p t i e   w o r d t   g e e n '   v e r z a d i g i n g s w a a r d e   w a a r g e n o m e n ,  

Wanneer HFb c o n c e n t r a t i e s   i n  de o p l o s s i n g   h o g e r   w o r d e n   d a n  4 

g l - l   o n t s t a a t   v l o k k i n g   v a n   ' h e t  e i w i t  i n   d e   o p l o s s i n g .  
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adsorptie tijd (uren) 

Fi 

Figuur 2 Adsorpt ie i sothermen van HSA ( 8 )  e n  HFb (A) aan 

PS-films. De a d s o r p t i e t i j d  .is 3 uur. C o n d i t i e s  PBS 

buffer pH 7#35? temp. 23OC.’’ ‘ 
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Sn f i g u u r  3 i s  d e   a d s o r p t i e   v a n  HFb e n  HSA gegeven  als 

f u n c t i e   v a n   d e   t e m p e r a t u u r .  Een l i c h t e   t o e n a m e   v a n  de hoe-  

v e e l h e i d   g e a d s o r b e e r d  e i w i t  a a n   h e t   o p p e r v l a k   w o r d t   w a a r g e -  

nomen b i j   t o e n e m e n d e   t e m p e r a t u u r   e n   b i j  45OC t r e e d t   v l o k k i n g  

op  van HFb i n  de o p l o s s i n g .  D e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  i s  

0 

A 

3 
temperatuur (“C) 

F i g u u r  3 A d s o r p t i e   v a n  HSA ( O )  e n  HFb ( A  ) a l s  f u n c t i e   v a n  

d e   t e m p e r a t u u r   a a n   P S - f i l m .  De a d s o r p t i e t i j d  is 3 

u u r  , 

t e l k e n s   b e p a a l d   d o o r   m e t i n g   v a n   d e   r a d i o a c t i v i t e i t   a a n   h e t  

o p p e r v l a k   v a n  PS. D e s o r p t i e   v a n  e iwit  is  m e t  P B S  b u f f e r   i n  

geen   enke l   geva l   waa rgenomen .  D e  PS o p p e r v l a k k e n   w a r e n  b i j  

d e z e   d e s o r p t i e p r o e v e n  m e t  b u f f e r o p l o s s i n g e n   v o o r   g e d u r e n d e  1 

à 3 uur g e p r e a d s o r b e e r d  m e t  HSA e n  H F b ,  w a a r b i j  de concen-  

t . ra t ie  HSA ( v a n  0 , l  t o t  10 g 1  ) e n  HFb ( v a n  0 , l  t o t  4 

g l - l )   g e v a r i e e r d  i s .  Z e l f s  na 5 0  u u r   c o n t a c t  m e t  de buf-  

f e r o p l o s s i n g  w a s  de o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n   g e a d s o r b e e r d  

e iwi t  n i e t   v e r m i n d e r d ,  

-1 

D e  u i t w i s s e l i n g   v a n  HSA e n  H F b  a a n   P S - p l a a t j e s  Ls gegeven 

a l s   f u n c t i e   v a n  de t i j d  i n   F i g u u r  4 e n   F i g u u r  5. H i e r b i  j 
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5 

-Q- 

I I I I 

4 8 12 16 . 20 Q 

uitwisselingstijd (uren) 

F i g u u r  4 U i t w i s s e l i n g   v a n  HSA g e a d s o r b e e r d   a a n  PS-films b i j  

e v e n w i c h t .  

H e t   p e r c e n t a g e   v a n  de o o r s p r o n k e l i j k e   o p p e r v l a k t e -  

c o n c e n t r a t i e  i s  u i t g e z e t  a l s  f u n c t i e   v a n   d e   t i j d .  

D i t  i s  v e r k r e g e n   d o o r :  

a .  I n i t i ë l e   a d s p r p t i e   v a n  HSA 1125 e n   v e r v o l g e n s  

u i t w i s s e l i n g  m e t  o a g e l a b e l d   e i w i t  ( O  1 of 

b .   I n i t i ë l e   a d s o r p t i e  m e t  o n g e l a b e l d  IPSA e n  v e r -  

S o l g e n s   u i t w i s s e l i n g   m e t  I g e l a b e l d  IPSA 

( 0 . 1 .  

1 2 5  

D e  e v e n w i c h t s c o n c e n t r a t i e  HSA i n  o p l o s s i n g . i s  

1 g1-l. D e  e v e n w i c h t s c o n c e n t r a t i e   a a n   h e t   o p p e r -  

v l a k  is  O ,  2 1-1.9 cm . - 2  
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6 4 - 8  12 16 20 24 
uitwisselingstijd (uren) 

F i g u u r  5 ' U i t w i s s e l i n g   v a n  HFb g e a d s o r b e e r d   a a n  P S - f i l m  b i j  

evenwi 'eh t  i H e t  p e . r c e n t a g e   v a n   d e   o o r s p r o n k e l i j k e  

o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  i s  u i t g e z e t  a l s  f u n c t i e  

van  de t i j d .  D i t  is v e r k r e g e n   d o o r :  

. a. I n i t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n  €iFb11251A) , v e r v o l g e n s  

u i t w i s s e l i n g  m e t  o n g e l a b e l d  HFb of  

b .   I n i t i ë l e   a d s o r p t i e  m e t  o n g e l a b e l d  HFb 

v e r v o l g e n s   u i t w i s s e l i n g  m e t  1251 g e l a b e l d  HFb 
. .  , . _  

D e  e v e n w i c h t s c o n c e n t r a t i e  HFb i n  op l .oss ing  is 

0 8 6 7  g1-l. D e  e v e n w i c h t s c o n c e n t r a t i e   a a n  het  

o p p e r v l a k  is O 8 4  , p g  cm D e  p r e a d s . o r p t i e  t i j a  
was 3 uur. 

- 2  
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z i j n  de oppe rv lakken   gep readso rbee rd   gedurende   15 -60   minu ten  

m e t .  g e l a b e l d   e n   o n g e l a b e l d   e i w i t .  Voor p r e a d s o r p t i e   e n   u i t -  

. w i s s e l i n g   v a n  HSA i s  s t e e d s   g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   e e n  HSA 

o p l o s s i n g   m e t . e e n   e i w i t   c o n c e n t r a t i e   v a n  1 g 1  , . v o o r   p r e -  
-1 

a d s o r p t i e   e n   u i t w i s s e l i n g   v a n  HFb b e d r o e g  de HFb c o n c e n t r a -  

t i e   i n  de o p l o s s i n ' g  0,67 g 1  . U i t  F i g u u r  4 b l i j k t  da t  e e n  

b e p a a l d e   f r a c t i e   ( c a .   6 0 % )   g e l a b e l d  H S A  g e a d s o r b e e r d   a a n   h e t  

PS o p p e r v l a k   n i e t   u i t w i s s e l t  m e t  o n g e l a b e l d  HSA i n   d e   o p l o s -  

s i n g   ( s t i p p e l l i j n )  t e r w i j l  o n g e l a b e l d  H S A  g e a d s o r b e e r d   a a n  

h e t  PS o p p e r v l a k ,   g e z i e n  de  a d s o r p t i e   v a n   g e l a b e l d  e i w i t ,  

v r i j w e l   v o l l e d i g   u i t w i s s e l t  m e t  g e l a b e l d   e i w i t   i n   d e   o p l o s -  

s i n g .  

-1 

v o o r   f i b r i n o g e e n  i s  e e n z e l f d e   v e r s c h i j n s e l   w a a r g e n o m e n .  

Ook b i j  H F b  b l i j k t   s l e c h t s   e e n   k l e i n e   f r a c t i e   g e a d s o r b e e r d  

g e l a b e l d  HFb, c i r c a  10%, u i t w i s s e l b a a r  m e t  o n g e l a b e l d  HFb i n  

d e   o p l o s s i n g ,  t e r w i j l  o o k   n u   o n g e l a b e l d   g e a d s o r b e e r d  HFb 

v r i j w e l   g e h e e l   u i t w i s s e l t  m e t  g e l a b e l d  HFb i n   d e   o p l o s s i n g .  

Na 4 u u r   l i j k t   i n   h e t   g e h e e l   g e e n   u i t w i s s e l i n g   v a n   e i w i t  

meer OP t e  t r e d e n .   I n   F i g u u r  4 e n  5 i s  a a n g e n o m e n   d a t  de 

t o t a l e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   a a n   h e t   o p p e r v l a k   t i j d e n s   u i t w i s -  

s e l i n g   c o n s t a n t   b l i j f t   a l s   f u n c t i e   v a n  de t i j d .  

Adsorptie van H F b  en HSA a a n   P S - l a t e x  

I n  t e g e n s t e l l i n g   t o t   d e   a d s o r p t i e   v a n  HFb a a n   P S - p l a a t j e s  

b l i j k t  d a t  HFb a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x   b i n n e n  1 5  minu ten   een  

e v e n w i c h t s w a a r d e   h e e f t   b e r e i k t .  Voor H S A  a d s o r p t i e   a a n  

PS- l a t ex   word t   eveneens   b innen   15   minu ten   een   evenwich t s -  

w a a r d e   b e r e i k t .  De vo rm  van   de   i so the rm  hang t   s t e rk   a f   van  

d e   b e p a l i n g s m e t h o d e   v a n   d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e  i n '  d e   o p l o s s i n g  

v o o r   e n '   n a   a d s o r p t i e ,   v a n   e i w i t   a a n   d e   l a t i c e s   ( z i e   h o o f d s t u k  

11). Wanneer d e  . ve rminde r ing  i n  d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   t e n  

g e v o l g e  .va'n a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x - w o r d t   b e p a a l d  m e t  behu lp  

van UV s p e c t r o s c o p i e ' w o r d e n   " h i g h - a f f i n i t y "   i s o t h e r m e n  

v e r k r e g e n ,   w a a r b i j   r e e d s   b i j   l a g e   e i w i t c o n c e n t r a t i e  i n  de  

o p l o s s i n g   h e t   v e r z a d i g i n g s n i v e a u  i s  b e r e i k t .  De HSA p l a t e a u -  

w a a r d e   l i g t  b i j  0 , l  pgcm b i j  a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x  
- 2  
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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 

pgcm 1 .  De met UV detectie  bepaalde  plateauwaarde (0,6 

pgcm 1 van  HEb  aan  PS-latex  is  niet  vergelijkbaar  met  "de 

plateauwaarde"  van  HFb  aan  PS-plaatjes  omdat i n  dit  geval 

geen  plateau  bereikt is. 

-2 

-2 

O 2 4 .  6 8 10 
eiwitconcentratie (gl-') 

F i g u u r  6 Adsorptisisothermen voor HSA ( O )  e n  HFb (A) aan 

PS-latex.   Bepaald uit d e   v e r m i n d e r i n g   i n   r a d i o -  

a k t i v i t e i t   i n  de o p l o s s i n g   t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p -  

t i e  van g e l a b e l d  e i w i t .  A d s o r p t i e t i j d  1 uar. 
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. De overeenkomst  tussen  de  adsorptieisothermen  van  HFb  en 

HSA aan  PS-latex  (Figuur 6) bepaald  door  vermindering van de 

radioactiviteit 'in de  .oplossing  en de. adsorptieisothermen 

van  HSA en HFb  (Figuur 2 1 ,  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  verkregen  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 4 0 %  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 

oplossing.  Geadsorbeerd  ongelabeld  HSA  en  HFb  wisselt 

slechts  gedeeltelijk  uit  met  gelabela  HSA  en  HFb  in  de 

oplossing.  (Tabel 111.1) 

De  preadsorptietijd  bedroeg 1 uur  en  er  is  gebruik 

gemaakt  van  eiwitoplossingen  met  een  concentratie  van 1 

g1-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  TabelIII.1  Tot  slot  dient  nog 

vermeld  te worde'n 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 111 o I Uitwisselingspercentage bi j evenwicht  van  aan 
PS-latex  en  PS-plaatjes  geadsorbeerd BSA en 
HFb  na 16 uur  bij 2OoC. 

* 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  echter  voor 
-1 

111.4. Discussie 

Plateauwaarden  van  de  adsorptie  isothermen 

Hoewel,  zoals  uit  de  resultaten  blijkt,  ni.et,altijd 

plateauwaarden  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  een  monomoleculaire 

' eiwitlaag.  Baszkin  en  Lyman  (1980)  hebben  adsorptiewaarden 

berekend  voor KSA en  HPb op basis  van  de  dimensies  van  deze 

eiwitmoleculen  voor  side-on en end-on  adsorptie,  waarbij  zij 

uitgaan  van  een  monomoleculaire  eiwitlaag.  De  voor HSA 

berekende  oppervlakteconcentratie is dan 0,25  p'g cm voor 

side-on  adsorptie  en 0,90 ,pg cm  voor  end-on  adsorptie. 

Voor HPb  zijn  deze  waarden  respectievelijk 0,27 pg  cm 

en 1,85 Kg cm . (Hoofdstuk I, Tabel 1.1). ' 

-2 

-2 

- 2  

- 2  

I n  tabel. 111.2 zijn  de  plateauwaarden  gegeven  voor,de 

adsorptie  van  plasma  eiwitten  (HPb  en  HSA)  aan  polystyreen, 

polyethyleen  en  glas  voor  zover  bekend  in  de  literatuur.  Uit 
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T A B E L   1 1 1 . 2  

"PLATEAUWAARDEN"  VOOR  DE  ADSORPTIE   VAN  PLASMAEIWITTEN AAN 

P O L Y S T Y R E E N   ( P S ) ,   G L A S   E N   P O L Y E T H Y L E E N   ( P E ) .  

' .  

A .   M E N S E L I J K   S E R U M   A L B U M L N E   ( H S A )  

p o l y m e e r   p l a t e a u c o n c .   m e t h o d e .  .~ r e f e r e n t i e  p H  tem ionste 

I ( O C P -  (mol ( pg cm-2) I 
PS 
P S - l a t e x  
P S - l a t e x  
P S - l a t e x  
PS 
PS * 
PS 
P S - l a t e x  

g l a s *  
g l a s *  
slas 

P E  
PE* 
P E  
P E *  

0.5 

i 37. 7.3 V D S C H E E R (  78 l ì  l a b e l i n g  0.62 
22 7.3 f V D S C H E E R ( 7 8 ) :  d e p l e t i e  O .  14 
20 7 . O  NORDE (76 1 '  d e p l e t i e  0.11 
20 4.7 

I r  NORDE (76)' d , e p l e t l e  o .20 
37 7.4 B R A S H  (69) I R  

0.60 l a b e l i n g  L E N S E N  (84 7.4 i 22 
0.20 23 7.4 B R A S H   ( 8 1 ) ;  l a b e l i n g  

0.10 1 22 7.4 L E N S E N  (84)' d e p l e t i e  

0.04 

37 7.4 BRASH (69) I R  O .'8 O 

22 7.4 NORDE (83) l a b e l i n g  0.14 

23 7.4 B R A S H  (76)' l a b e l i n g  
0.20 23 7.4 j B R A S H   ( 8 1 ) .  1 a b e . l i n g  

0.20 23 7.'3 B R A S H  (76) l a b e l i n g  
0.16 

23 7.4' B R A S H  ( 8 1  1, l a b e l i n g  0.17 
37 7.4 BRYNDA (78) ' I R  

B . M E N S E L I J K   F I B R I N O G E E N   ( H F b  ) . 

PS 
P S - l a t e x  
P S - l a t e x  
PS 
PS 
P S - l a t e x  

g l a s *  
g l a s *  
g l a s  
g l a s  
qlas 

P E  
~ PE* 
l P R *  

0.15 
0.01 
0.01 
0.01 
0.15 
0.05 
0.15 
O .  15 

o -20 
0.05 
0.05 

I o *,l5 
0.20 
0 . 2 0  
0.05 

1 i 
p o l y m e e r   p l a t e a u c o n c .   m e t h o d e   r e f e r e n t i e  

( pg cm-'! mol 1' 

. 

-- 

-- 

-L 

1.3 

0.05 22" 7.4 B R A S H  (82) . l a b e l i n g  1.06 
0.20 , 23 7.3 B R A S H  (76) l a b e l i n g  . 1.18 
0.15 37 7.4 BRASH (69) IR ' 

* e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g  1 91-1 
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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 H S A  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 HSB ten  gevolge  van  adsorptie. 
De  in  Hoofdstuk I1 en 111 bepaalde  plateauwaarden  voor 

HSA en  HPb  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 H S A  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 11). Vergelijking  tussen  de 

"plateauwaarden"  van  gelabeld  HSA  aan  plaatjes  met  de 

vlak is  negatief  geladen,  terwijl  de  PS  plaatjes  ongeladen 

zijn,  Echter op basis  van  de  zêta  potentiaal ( - 2 0  mV)  is  een 

oppervlaktelading  berekend  van  minder  dan 2 p:C cm 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. 

- 2  
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(Appendix IIA). Dit  in  combinatie.met  de  oppervlakte/volume- 

verhouding,  die bi j PS  ,plaatjes-  anders ,is dan bi j  latex 

experimenten.  Een  deel  van  het  gelabeld  eiwit  adsorbeert 

preferentieel  aan  polystyreen.  Deze  preferentiële  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 

geïllustreerd  aan  de  hand  van  de  concurrerende  adsorptie  van 

HSA  monomeren  en,dimeren.  De  preferentiële  adsorptie  van 

dimeren  komt  ook  hier  aan  kleinere  oppervlakken  sterker  tot 

uitdrukking  (zie  TABEL IV.2). 

Beschrijvinq  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 

oplossing.  Echter  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  de  oplossing  kan  het  adsorptie-desarptie  gedrag  van  eiwit- ' 

ten  aan  hydrofobe  oppervlakken  beschouwd  worden  als  een 

reversibel  proces,  wanneer  de  eiwitconcentratie  in  de 

oplossing  na  adsorptie  constant blijft. 

Aan  de  hand  van  een  aantal vergelijskingen  'zal een 

beschrijving  worden  gegeven voor het  adsorptie-desorptie 

gedrag  van  eiwitten  en  de  rol  die  eiwitten  in  oplossing 

daarbi j spelen. 

Voor  monolaagadsorptie  kan  het  volgende  evenwicht  worden 

opgesteld: 
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H i e r i n   s t a a t  PS v o o r   h e t   e i w i t m o l e c u l e   i n   o p l o s s i n g ,  

V ( v a c a t u r e )   v o o r   d e   b e s c h i k b a r e   p l a a t s   a a n   h e t   o p p e r v l a k   e n  

P ( r e v )   h e t   r e v e r s i b e l   g e a d s o r b e e r d   e i w i t m a l e c u l e .  
A 

M e t  d e z e   V e r g e l i j k i n g   z o u   h e t   a d s o r p t i e / d e s o r p t i e   p r o c e s  

b e s c h r e v e n   k u n n e n   w o r d e n   b i j   e e n   v o l 1 e . d i g   r e v e r s i b e l   p r o c e s .  

D e  r e a l i t e i t  i s  e c h t e r   d a t   b i j   v e r m i n d e r i n g   v a n   d e  

e i w i t c o n c e n t r a t i e  in de o p l o s s i n g   g e a d s o r b e . e r d  e i w i t  z e e r  

l a n g z a a m   d e s o r b e e r t   o f   i n   h e t   g e h e e l   n i e t   d e s o r b e e r t ,  

Nu z i j n  er  a a n w i j z i ~ n g e n   d a t   e i w i t t e n   i n   g e a d s o r b e e r d e  

t o e s t a n d   e e n   a n d e r e   c o n f o r m a t F e   b e z i t t e n   d a n   e i w i t t e n   i n  . 

o p l o s s i n g   ( H o o f d s t u k  I , )  D e  v e r a n d e r i n g   i n   d e   e i w i t s t r u k t u u r  

t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n   h e t   o p p e r v l a k   h e e f t   t o t   g e v o l g  

d a t   d e s o r p t i e   i n   a f w e z i g h e i d   v a n  e i w i t  i n   o p l o s , s i , n g   n i e , t  

m o g e l i j k  i s  o f   s l e c h t s   z e e r   l a n g z a a m   v e r l o o p t .   W a n n e e r  er  

w e l  e i w i t  i n   o p l o s s i n g  i s ,  b l i j k t   d e s o r p t i e   e c h t e r  w e l  moge- 

l i j k ,   h o e w e l   d e   t o t a l e   o p p e r v l a k t e   c o n c e n t r a t i e   d a n  w e l  

g e l i j k   b l i j f t   ( u i t w i s s e l i n g ) .  Aan h e t   o p p e r v l a k  is  evenwel  

n a a s t   r e v e r s i b e l   g e a d s o r b e e r d  e i w i t  ook e i w i t  a a n w e z i g ,   d a t  

. .  

m o e i l i j k  of n i e t   d e s o r b e e r b a a r  ris, B i j  a f w e z i g h e i d   v a n  e i w i t  

i n   d e   o p l o s s i n g   b l i j k t   b i j n a   a l   h e t   a a n w e z i g e   g e a d s o r b e e r d e  

e i w i t  g e f i x e e r d   i n   d e   " i r r e v e r s i b e l e "   t o e s t a n d ,   z o a l s   b l i j k t  

u i t   k e t   g e g e v e n   d a t  e i w i t  o n d e r   d e z e   c o n d i t i e s   n i e t   d e s o r -  

b e e r t .  
. .  

E e n   t w e e d e   v e r g e l i j k i n g   v o o r   d e   b e s c h r i j v i n g   v a n   h e t  

a d s o r p t i e p r o c e s  i s  d a a r o m   n o o d z a k e l i j k .  

I n  ( 2 )  i s  P ( lrirrl' ) m o e i l i j k   d e s o r b e e r b a a r   g e a d s o r -  A 
b e e r d  e i w i t .  

D e  ove rgang   van  P ( r e v )   n a a r  P ( I ' i r r " )  k a n   a f h a n -  A A 
k e l i j k   z i j n   v a n   d e   c o n t a c t t i j d   t u s s e n   g e a d s o r b e e r d  e i w i t  e n  

o p p e r v l a k   e n   v a n   d e   a a r d   v a n   d e   i n t e r a c t i e '   t u s s e n   g e a d s o r -  

bee rd   e iwi t   en   oppe rv lak . (SODERQUIST,  1 9 8 0 )  

Dan is er n o g   e e n   d e r d e   v e r g e l i j k i n g   n o o d z a k e l i j k  voor de  
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b e s c h r i j v i n g   v a n   h e t   d e s o r p t i e p r o c e s :  

U i t w i s s e l i n g  van HSA en H F b  a a n  P S  
1 .  

B i j  d e   u i t w i s s e l i n g   v a n  HSA e n  HFb a a n  PS f i l m p j e s  . 

( F i g u r e n  4 e n  5 )  a l s  f u n c t i e   v a n   d e   t i j d   v a l l e n  twee d i n g e n  

o n m i d d e l l i j k   o p .   G e p r e a d s o r b e e r d   o n g e l a b e l d  e i w i t  v e r t o o n t  

e e n   a n d e r   d e s o r p t i e   r e s p e c t i e v e l i j k   u i t w i s s e l i n g s g e d r a g   b i j  

e v e n w i c h t   d a n   g e p r e a d s o r b e e r d   g e l a b e l d  e i w i t .  B o v e n d i e n  

b l i j k t   e e n   f r a c t i e   g e p r e a d s o r b e e r d   g e l a b e l d  e i w i t  n i e t   u i t -  

w i s s e l b a a r  m e t  o n g e l a b e l d  e i w i t  i n   d e   o p l o s s i n g .  Deze r e s u l -  

t a t e n  komen o v e r e e n  m e t  h e t   w e r k   v a n  BRASH. ( 1 9 7 8  e n  1 9 8 3 ) .  

E r  is s p r a k e s v a n  2 a d s o r p t i e p r o c e s s e n   d o o r d a t   g e l a b e l d  e iwi t  

i n   o p l o s s i n g   h e t e r o g e e n   b l i j k t  t e  z i j n   ( A p p e n d i x  IIA). 

1. Een r e v e r s i b e l   a d s o r p t i e p r o c e s ,   g e l d e n d   v o o r   o n g e l a b e l d  

e i w i t  e n   e e n   d e e l   v a n   h e t   g e l a b e l d  e i w i t .  D i t  e i w i t  ad-  

s o r b e e r t   r e v e r s i b e l   i n   a a n w e z i g h e i d   v a n  e iwi t  i n   o p l o s -  

s i n g   e n   u i t w i s s e l i n g  i s  m o g e l i j k .   H i e r o p  i s  de v o o r a f -  . 

g a a n d e   a d s o r p t i e b e s c h r i j v i n g   v a n   t o e g a s s i n g .  

2 .  Daarnaast t r e e d t   e e n   t w e e d e   a d s o r p t i e p r o c e s   o p ,   w a a r b i j  

g e e n   u i t w i s s e l i n g   m o g e l i j k   b l i j k t .  D i t  g e l d t   s l e c h t s   v o o r  

e e n   d e e l   v a n   h e t   . g e l a b e l d  e i w i t .  Voor d i t   g e l a b e l d  e i w i t  

i s  d e   v o o r g a a n d e   b e s c h r i j v i n g   v a n   h e t   a d s o r p t i e   m o d e l  

n i e t   v a n   t o e p a s s i n g .  Deze b e s c h r i j v i n g  i s  s l e c h t s   v a n  
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t o e p a s s i n g  op i d e n t i e k e   e i w i t m o l e c u l e n .  E r  is d u s   s p r a k e  

v a n   h e t e r o g e n i t e i t   v a n   g e l a b e l d  e i w i t .  B r a s h  (1978 e n  
13 1 

1 9 8 3 )  v i n d t  deze h e t e r o g e n i t e i t   t e r u g  voor zowel I 

a l s  g e l a b e l d  HFb e n  HSA. 

Conclusie 

E i w i t a d s o r p t i e  mag beschouwd  worden a l s  e e n   r e v e r s i b e l  

p r o c e s I   w a a r b i j  e iwi t  i n   o p l o s s i n g  i n  e v e n w i c h t  is m e t  

g e a d s o r b e e r d  e i w i t  a a n   h e t   o p p e r v l a k .   U i t w i s s e l i n g   t u s s e n  

g e a d s o r b e e r d  e i w i t  e n  e i w i t  i n   o p l o s s i n g  i s  m o g e l i j k .  

W a n n e e r   d e   e i w f t o p l o s s i n g   v e r v a n g e n   w o r d t   d o o r   e e n  

b u f f e r o p l o s s i n g   z o n d e r  e i w i t  w o r d t   d e   e v e n w i c h t s s i t u a t i e  

o n m i d d e l l i j k   b e v r o r e n  of g e f i x e e r d .  Dit g e l d t   ' v o o r  on- 

g e l a b e l d e   e i w i t t e n .   V o o r   g e l a b e l d e   e i w i t t e n   g e l d t  da t  e e n  

deel v a n   h e t   g e l a b e l d e  e i w i t  e e n   s t e r k e t e   a f f i n i t e i t   h e e f t  

met h e t  o p p e r v l a k   d a n   o n g e l a b e l d e   e i w i t t e n .  D i t  d e e l  i s  i n  

g e a d s o r b e e r d e   ' t o e s t a n d   n i e t   u i t w i s s e l b a a r  met o n g e l a b e l d  

e iwi t .  
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HOOFDSTUK I V  

H I G H  PERFORMANCE , L I Q U I D  CHROMATOGRAFIE:(HPLC) ALS METHODE 

T E R  B E S T U D E R I N G  VAN CONCURRERENDE ADSORPTIE VAN EIWIT.TEN 

. .  
1v.1. I n l e i d i n g  , , . I  

W a n n e e r   l i c h a a m s v r e e m d e   m a t e r i a l e n   i n   c o n t a c t   k o m e n ' m e t  

b l o e d  'is e e n   v a n   d e   e e r s t   o p t r e d e n d e   v e r s c h i j n s e l e n   d e   a d -  

s o r p t i e   v a n ' p l a s m a   e i w i t t e n   a a n   h e t   m a t e r i a a l   o p p e r v l a k .  De 

s a m e n s - C e l l i n g   v a n   d e   a a n   h e t   o p p e r v l a k   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t -  " 

t e n   w o r d t   v a a k   i n   v e r b a n d   g e b r a ' c h t   m e t   d e   ' b l o e d c o m p a t i b i l i -  

t e i t   v a n   d e z e   m a t e r i a l e n . .  Om i n z i c h t  t e  k r i j g e n   i n   d e   a a n  

h e t   o p p e r v l a k '   g e a d s o r b e e r d 6   e i w i t l a a g  i"s b e s t u d e r i n g   v a n   d e , . '  . ,  

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i - e   v a n   p l a s m a   e i w i t t e n   n o o d z a k e l i j k .  ' ,_ 

S l e c h t s   e n k e l e   s t u d i e s   z i j n   b e k e n d   w a a r b i j   d e   c o n c u r r e r e n d e  

a d s o r p t i e   v a n   p l a s m a   ' e i w i t t e n   ( m e e s t a l   m e n s e l i j k  

a lbumin ' e -HSA,   mense l i j k   f i b r inogeen-HFb   en   mense l i j k  immuno 

gamma g l o b u l i n e - H I g G )   s y s t e m a t i s c h  i s  o n d e r z o c h t .  

MOYER EN G O R I N  ( 1 9 4 0 )  m a a k t e n   g e b r u i k   v a n   d e p l e t i é m e ' t i n g -  

en  o m  h e t   c o n c u r r e r e n d e   a d s o f p b i e g e d r a g   v a n  H S A  e n  HIgG a a n  

k w a r t s  t e  b e s t u d e r e n .  Z i j  v o n d e n   d a t   e i w i t t e n   n i e t  of nauwe- ' 

l i j k s   a d s o r b e e r d e n   a a n   t e v o r e n  m e t  e e n   w i l l e k e u r i g   a n d e r  

e i w i t   g e p r e a d s o r b e e r d e   o p p e r v l a k k e n .  B R A S H ' ( i 9 6 . 9 )  conc ' iu -  

d e e r d e   m e t   b e h u l ' p   v a n   . r a ' d i o l a b e l i n g   d a t   o p p e r v l a k k e n   w k a r a a n  

HSA p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r d e   m i n d e r   ' t r o m b o g e e n  wapen  dan ' 

opperv lakkeh   waaraan .  HFb p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r d e .  LEE 

( 1 9 7 4 )  b e s t u d e e r d e   m e t   b e h u l p   v a n   r a d i o l a b e l i n g   d e . c o n c u r - '  ' 

r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  HFb,' HS'A e n  HIgG 'aan   hydrofobe   opper -"  

v lakkem.  D e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e '   v a n   d e   k e s p ' e c t i e v e l i j k e  

e i w i t t e n   b i j   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e  w a s  b e d k i d e n d   l a g e r   d a n  

, ,  

I '  . 

b i j   a f z o n d e r l i j k e   a a n b i e d i n g .  To't d e z e l f d e   b e v i n d i n g e n  kwam 

KOCHWA ( 1 9 ' 7 7 )  v o o r   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e  'van HSA,  HFb 

e n  HIgG a a n   p o l y u r e t h a a n . '   T e v e n s   v o n d   h i j   g e s r u i k m a k e n d   v a n  

r a d i o l a b e l i n g ,   d a t   d e z e   e i w i t t e n   o n d e r l i n g   g e d e e l t e l i j k  

u i t w i s s e l b a a r   w a r e n .   I n   l a t e r e   s t u d i e s   v a n  B R A S H   ( 1 9 7 9 1 ,  

m a a k t   d e z e   m e l d i n g   v a n   p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n  HFb a a n  

p o l y s t y r e e n ,   p o l y u r e t h a a n   e n   s i l i c o n   r u b b e r   o p p e r v l a k k e n .  
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B E I S S I N G E R  ( 1 9 8 2 )   h e e f t   g e t r a c h t   g e b r u i k m a k e n d   v a n  

f l u o r e s c e n t i e l a b e l i n g  d e  k i n e t i e k   v a n  d e  c o n c u r r e r e n d e  

a d s o r p t i e   v a n  H S A  e n  H I g G  a a n  k w a r t s  t e  b e s c h r i j v e n  met 

b e h u l p   v a n   L a n g m u i r - H i n s h e l w o o d   v e r g e l i j k i n g e n .  

B e h a l v e  h e t  r u i m   v e e r t i g   j a a r   o u d e   o n d e r z o e k   v a n  MOYER e n  

G O R I N  z i j n   b o v e n s t a a n d e   s t u d i e s  a l l emaa l  u i t g e v o e r d   d o o r  

g e b r u i k m a k i n g   v a n   l a b e l i n g s t e c h n i e k e n .  U i t  h o o f d s t u k  I1 e n  

I11 b l i j k t  d a t  d o o r   r a d i o l a b e l i n g   h e t   a d s o r p t i e g e d r a g   v a n  

e i w i t t e n  kan   ve rande ren .  Maar ook b i j  geb ru ikmak ing   van  

f l u o r e c e n t i e l a b e l i n g   k u n n e n   a r t e f a c t e n   o p t r e d e n  ( C R A N D A L L  

1 9 8 1 ) .  T e r  v e r k r i j g i n g   v a n   b e t r o u w b a r e   r e s u l t a t e n   d i e n t  

g e b r u i k  t e  w o r d e n   g e m a a k t   v a n   o n g e l a b e l d e   e i w i t t e n .  Momen- 

t e e l  z i j n  twee nieuwe  methoden   bekend waarb i j  c o n c u r r e r e n d e  

a d s o r p t i e   v a n  plasma e i w i t t e n   b e s t u d e e r d   k a n   w o r d e n   z o n d e r  

l a b e l i n g   v o o r a f  . D i t  z i j n  d e  Enzym Immuno Assay  Methode 

(BREEMHAAR 1 9 8 3 )   e n  de  F o u r i e r   T r a n s f o r m a t i e   I n f r a r o o d  

R e f l e c t i e  methode  ( G E N D R E A U  1 9 8 2 ) .  D e  k w a n t i f i c e e r b a a r h e i d  

v a n  de met d e z e   m e t h o d e n   v e r k r e g e n   a d s , o r p t i e r e s u l t a t e n   v o r m t  

nog  een  probleem.  Tot   nu  toe  worden d e  r e s , u l t a t e n   v a n   d e z e  

m e t h o d e n   g e k w a n t i f i c e e r d   d o o r   g e b r u i k  t e  maken  van 

a d s o r p t i e r e s u l t a t e n   v e r k r e g e n  met ge labe lde  e i w i t t e n .  

In d e z e   s t u d i e   w o r d t   t e r u g g e g r e p e n   n a a r  d e  o u d e   d e p l e t i e  

t e c h n i e k ,  maar nu   gecombinee rd  m e t  H i g h   P e r f o r m a n c e   L i q u i d  

C h r o m a t o g r a f i e  ( H P L C ) .  Met deze   me thode  is  h e t  m o g e l i j k  d e  

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  pIasma e i w i t t e n  t e  b e s t u d e r e n  

a l s  f u n c t i e   v a n  de t i j d  e n  de s a m e n s t e l l i n g   v a n   h e t  eiwit-  

m e n g s e l .  B i j  deze   me thode  i s  er g e e n  s p r a k e  v a n   m o d i f i c a t i e  

v a n   e i w i t t e n   t e n   g e v o l g e   v a n   l a b e l i n g .  Op d e z e   w i j z e  i s  de 

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  H S A ,  H I g G  e n  HFb a a n   p o l y s t y r e e n  

l a t e x   ( P S - l a t e x )   b e s t u d e e r d ,   d o o r   z o w e l   e e n   g e l i j k t i j d i g e  

a l s  o p e e n v o l g e n d e   a a n b i e d i n g   v a n  plasma e i w i t t e n .  Ter v e r g e -  

l i j k i n g  i s  o o k   g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   l a b e l i n g s t e c h n i e k e n .  
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IV.2. M a t e r i a l e n   e n   m e t h o d e n  

D e  g e b r u i k t e   p o l y s t y r e e n   ( P S - l a t e x )  was a f k o m s t i g   v a n  SERVA. 

( D o w  u n i f o r m   l a t e x   p a r t i c l e s  no. 41932) e n  i s  ge 'karak-  . .  

t e r i s e e r d   z o a l s   b e s c h r e v e n   i n   h o o f d s t u k  I1 v a n   d i t   p r o e f -  

s c h r i f t .  H e t  l a t e x   o p p e r v l a k   p e r  ml. b e d r o e g  0,143 m . 
T i j d e n s   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n  i s  g e b r u i k  . 

gemaakt   van   de   vo lgen .de  plasma e i w i t t e n :  HSA ( n o .  A 9 5 1 1  a f -  

koms ig   van  SIGMA, U S A ) ,  HIgG ( a f k o m s t i g   v a n   h e t   C e n t r a a l  

L a b o r a t o r i u m   v o o r   d e   B l o e d t r a n ' s f u s i e d i e n s t )   e n  HFb ( n o .  

65313 a f k o m s ' t i g   v a n  de f i r m a  K A B I ,  Zweden).  D e  k a r a k t e r i s e -  

r i n g   v a n   d e z e   e i w i t t e n  is e v e n e e n s   b e s c h r e v e n   i n   H o o f d s t u k  

11. HSA monomeer e n  dimeer i s  v e r k r e g e n   d o o r   p r e p a r a t i e v e  

z u i v e r i n g   v a n  H S A  ( n o .  A 95111, d a t  10-14% d i m e e r   b e v a t .  Met 

b e h u l p   v a n   S e p h a r o s e  6 B  c h r o m a t o g r a f i e  was h e t   m o g e l i j k  H S A  , 

monomeer e n  dimeer i n   h a n d e n  t e  k r i j g e n  m e t  z u i v e r h e d e n   v a n  

meer d a n  9 7 % .  D e  g e b r u i k t e   e l u t i e b u f f e r  was PBS (0,Ol M , 

N a H  P O  O , O 1  N N a O H  e n  O , 15 M N a C l ) .  O v e r i g e n s   z i j n  

a l l e  a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n   u i t g e v o e r d   i n  P B S  o p l o s s i n g e n  

b i j   e e n  pH van  7,35 e n   e e n   t e m p e r a t u u r   v a n  20 C. 

2 

2 4 '  

O 

C o n c u r r e r e n d e   e i w i t a d s o r p t i e  i s  m e t  b e h u l p   v a n   d e  

H P L C / d e p l e t i e   t e c h n i e k   b e p a a l d .  E r  is d a a r b i j   g e b r u i k  

gemaakt   van   een   High   Per formance   Liquid .   Chromatograaf  

(Waters A s s o c i a t e s )   i n   c o m b i n a t i e  m e t  een  Toy0  Soda 

Mic ropack  T S K - G e l  3 0 0 0  SW kolom ( V A R I A N ) .  Deze  kolom i s  

s p e c i a a l   g e s c h i k t   v o o r   s c h e i d i n g   v a n  plasma e i w i t t e n   e n  

b e v a t   e e n   p o r e u z e   g e l  m e t  h y d r o f i e l e   d e e l t j e s  (10 ,p,m i n  

diameter) .  D e  d e t e c t o r   b e s t o n d   u i t   e e n  UV s p e c t r o f o t o m e t e r  

' (UV Cord,  L K B )  t o e g e r u s t  m e t  e e n   d o o r s t r o o m c e l   e n   a f g e s t e l d  

o p   e e n   g o l f l e n g t e   v a n  280 nm. 

Concentratiebepaling van het  eiwit in d e  OplossinÇ 
N o r m a a l   g e s p r o k e n   w o r d t   b i j   d e p l e t i e m e t i n g e n   d e  

o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n   h e t  e i w i t  b e p a a l d   u i t   d e   a f n a m e  

v a n   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   d e   o p l o s s i n g   t e n   g e v o l g e   v a n  . 

a d s o r p t i e .  D e  c o n c e n t r a i e a f n a m e   k a n   o . a .   g e v o l g d   w o r d e n  m e t  

b e h u l p   v a n  UV s p e c t r o s c o p i e  (280 nm) gebru ikmakend   van  



b e k e n d e   e x t i n c t i e c o ë f f i c i e n t e n   z o a l s   . i n   h o o f d s t u k  I1 . .  

b e s c h r e v e n .  B i j  d e  H.PLC/d .ep le t ie techniek   wordt  d e  

e i w i t c o n c e n t r a . t i e   i n   o p l o s s . i n g   e v e n e e n s   b e p a a l d  met b e h u l p  

van  UV s p e c t r o s c o p i e ,  maar nu i s  h e t   s p e c i f i e k   o p p e r v l a k   v a n  

d e  e i w i t p i e k   ( o o k  wel d e  p i e k . h o o g t e )   i n   . h e t  HPLC I . 

chromatoqram  een   maa t   vqor  d e  b i j  d e z e   p i e k   b e h o r e n d e  

e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n  d e  o p l o s s i n g .  

Om i n z i c . h t  t e  k r i j g e n   i n - d e   j u i s t h e i d   e n   n a u w k e u r i g h e i d  

van   deze   me thode  i s . d e  p i e k h o o g t e   v a n  de  r e s p e c t i e v e l i j k e  

HSW e n  HFb p i e k e n   i n   h e t  HPLC c h r o m a t o g r a m   u i t g e z e t  a l s  , 

f u n c t i e   v a n   h u n   c o n c e n t r a t L e   . i n  d e  o p l o s s i n g   ( F i g  I ) .  D e  

s p r e i d i n g   i n , d e   p i e k h o o g t e  was n i e t .   g r o t e r   d a n  3 %  b i j  

d e z e l f d e ,   e i w i t c p n c e n t r a t i e s   i n  d e  o p l o s s i n g   e n   d , e z e l f d e  HPLC 

c o n d i t . i e S .  

Concurrerende a d s o r p t i e  : 

B i j  d e  c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n   k a n   n u  d e  

d e p l e t i e   g e v o l g d   w o r d e n  met b e h u l p   v a n  HPLC.  Voora f   word t  

v a n   e e n   e i w i t m e n g s e l   ( b . v .  H S A  monomeer, H S A  dimeer o f  H S A  

i n   c o m b i n a t i e  m e t  HFb en  HIgG) met b e k e n d e   e i w i t c o n c e n t r a -  

t i e s  e e n  H P L C  ch romatogram  ggmaak t .   Vervo lgens   word t   aan  d i t  

m e n g s e l   e e n   b e k e n d e   h o e v e e l h e i d   P S - l a t e x   t o e g e v 0 e g . d   ( z i e  

T a b e l  IV.l  en^ I.V.2) en   na  d e  v e r e i s t e . a ' d s o r p t i e t i j d  word'en' 

d e  P S - l a t e x  ' e iwi t  s u s p e n s i e s   g e c e n t r i f u g e e r d   g e d u r e n d e  1 5  

m i n u t e n   i n   e e n  SORVALL' RC-28 c e n t r i f u g e  ( 2 0 . 0 0 0  g ) .  D e  

b o v e n s t a a n d e   h e l d e r e   ' v l o e i s t o f   w o r d t   g e ï s o l e e r d   e n  d e  a fname 

i n  d e  e i w i t c o n c e n t r a t i e   w o r d t   b e p a a l d   d o o r  d e  a f n a m e   i n  

p i e k h o o g t e   v a n  d e  r e s p e c t i e v e l i j k e   e i w i t p i e k é n   i n   h e t  H P L C  

chromatogram.  
Z '  

T w e e  f a c t o r e n   s p e l e n   e e n   b e l a n g r i j k e  rol i n  d.e nauwkeu- 

r i g h e i d   v a n   d e  op d e z e   w i j z e   v e r k r e g e n   a d s o r p t i e g e g e v e n s .  

Ten  e e r s t e  ' h e t   s c i e ï d e n d   v e r m o g e n   v a n  d e  g e b r u i k t e  H'PLC 
r .  ' 

kolom.  Een  go-ede b a s i s l i j n s c h e i d i n g   v a n  a l l e  i n  d e  o p l o s k i n g  

a a n w e z i g e   c o m p o n e n t e n ' i s   n o o d z a k e l i j k .   T e n  tweede, d e  

d e p l ' e t i e   m o e t   b e d u i d e n ' d   g r o t e r   z i j n   d a n  3 %  v a n  het a a n w e z i g e  

e i w i t  i n   o p l o s s i n g ,   g e z i e n  d'e s p r e i d i n g   i n  d e  c o n c e n t r a t i e - '  

b e p a l i n g .  

- r  

. .  

A l s ?  a a n  b e i d e  v o o r w a a r d e n   v o l d a a n  i s  kan op d e z e   w i j z e  d e  
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o '0,5 
eiwitconcentratie (g!-') 

F i g .  1 D e  h o o g t e   v a n   d e  HSA monomeer ( O )  e n . d i m e e r  ( O )  

p i e k e n   e n   v a n   d e  HFb ' ( A j p i e k   i n   h e t  HPLC chromatogram 

a l s  f u n c t i e   v a n   d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e " i n   o p l o s s i n g .  

U i t  d e   l i n e a r i t e i t  is af t e  l e i d e n   d a t  de p i e k h o o g t e  

e e n  maat i s  v o o r   d e -   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   ' . o p l o s s i n g .  
v .  . .  

c o n c u r r e r e n d e .   a d s o ~ r p t i e   ' v a n   o n g e x a b e l d e   e i w i t t e n  

k w a n t i t á t i e f   w o r d e n   b e p a a l d .  
. , .  . . , .  I 

Ter v e r g e l i j k i n g  i s  'de c o n c u r r ' e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   g e l a -  

belde e i w i t t e n   b e s t u d e e r d .  D e  e i w i t t e n   , z i j n   g e l a b e l d   v o l g e n s  

de c h l o o r a m i n e  T methode ( K L E I N  ELHORST 1978). Door g e b r u i k  

t e  maken va'ri I 125 e n  Il3l l a b e l s  i s  h e t   m o g e l i j k   g e l i j ' k -  

t i j d i g e   a d s o r p t i e   v a n  2 e i w i t t e n  i n  e e n   e i ! # i t m e n g s e l  t e  vo l -  
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gen .  Ook kan op d e z e   w i j z e  de u i t w i s s e l i n g   t u s s e n   v e r s c h i l -  

l e n d e   e i w i t t e n   w o r d e n   g e v o l g d ,   z o a l s   b e s c h r e v e n   i n   H o o f d s t u k  

111 v a n   d i t   p r o e f s c h r i f t .  

TV. 3 .  R e s u l t a t e n  

I n  de f i g u r e n  2 t / m  4 worden de HPLC chromatogrammen  ge- 

g e v e n   v a n   v e r s c h i l l e n d e   c o m b i n a t i e s  HSA, HIgG e n  HFb voor e n  

n a   a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x .   I n   f i g u u r  2 w o r d t   e e n   c h r o m a t o -  

g r a m   g e t o o n d   v a n   e e n   m e n g s e l   b e s t a a n d e   u i t  O ,  37 g 1  HFb 

e n  1,8 g1 HIgG v o o r   e n   n a   a d s o r p t i e .  H e t  v e r s c h i l   ( g e a r -  

c e e r d   o p p e r v l a k )   w o r d t   v e r o o r z a a k t   d o o r   a d s o r p t i e   v a n  e i w i t .  

I n   f i g u u r  3 word t   een   ch romatogram  gegeven   van   een   mengse l  

w a a r i n   o n g e z u i v e r d  HSA ( 3  g l  ) e n  HFb (0,3 g1 ) v o o r -  

k o m e n ,   v o o r   e n   n a   a d s o r p t i e .   I n   b e i d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p -  

t i e  e x p e r i m e n t e n   w o r d t   a a n g e t o o n d  dat HFb s t e r k   p r e f e r e n -  

t i e e l  a d s o r b e e r t .  A l s  i n   d e z e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e e x p e -  

r i m e n t e n  de c o n c e n t r a t i e   v a n   d e   e i w i t t e n   w o r d t   g e v a r i e e r d  op 

e e n   z o d a n i g e   w i j z e  da t  n a   a d s o r p t i e   n o g  steeas HFb i n   d e  

o p l o s s i n g   a a n w e z i g  i s ,  b l i j k t  da t  g e e n  of  t e n m i n s t e   e e n   n i e t  

d e t e c t e e r b a r e   h o e v e e l h e i d  HIgG of HSA a d s o r b e e r t   a a n  het 

P S - l a t e x   o p p e r v l a k .  

-l 

-1 

-I -1 

I n   f i g u u r  4 w o r d t   d e   v e r a n d e r i n g   i n   h e t  HPLC chromatogram 

g e g e v e n   t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x   v a n   e e n  meng- 

s e l  b e s t a a n d e   u i t  3 e i w i t t e n  t e  we te .n   gezu ive rd  HSA (2, O 

g l - l  1,  HFb (0,45 g1 ) e n  HIgG ( O ,  7 6  g 1  1 .  D e  b e r e -  
-l -1 

k e n i n g   v a n  de a d s o r p t l e g e g e v e n s  i s  i n   d i t   g e v a l   g e c o m p l i -  

c e e r d e r   d o o r d a t   d e   p i e k   v a n  HSA n i e t   v o l l e d i g  t e  s c h e i d e n  is  
van d i e  van H I g G  i n  he t   ch romatogram.  D e  a d s o r p t i e -  

c o n c e n t r a t i e s   b e h o r e n d   b i j   f i g u u r  4 z i j n   b e r e k e n d  door 

aanname   van   vo l l ed ige  HEb a d s o r p t i e  e n  geen  HSA a d s o r p t i e .  

De a d s o r p t i e g e g e v e n s   v e r k r e g e n   d o o r   t o e p a s s i n g   v a n   d e  

H P L C / d e p l e t i e   t e c h n i e k   ( F i g u r e n  2 . t / m  4 )  z i j n   s a m e n g e v a t  i n  

T a b e l  IV.1. 

H e t   b e r e k e n e n   v a n   k w a n t i t a t i e v e   a d s o r p t i e g e g e v e n s   v o o r  de 

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA e n  HIgG a a n   P S - l a t e x  is met 

de h u i d i g e  e x p e r i m e n t e l e   o p s t e l l i n g   e r g   l a s t i g .  D i t  komt, 

ss 



I I t ' l  I I I I 

O 2 4 6 8 10 

elutietijd (min.) 

F i g .  2 HPLC chromatogram van een mengsel HFb (083.7 g1 -1 ) 

piek 1 en HIgG (188 g1 ).piek 2 en 2' in PBS, pH 

7,358 20  C elutiesnelheid I ml min , elutie- 
buffer PBS. Het gearceerde  oppervlak  verdwijnt  door 

adsorptie . Adsorptieti jd is vier uur. 

-1 

O -1 
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l 

I 1 l 1 -  I 

O 
1 

4 6 
s I 

8 10 
elutietijd (min.) 

F i g .  3 HPLC chrornatogram  van een  mengsel  HFb (0,3 g1 1 ,  

p i e k  i en   ongezu iverd  ESA (3 g1 1 ,  p i e k  3, 3 '  e n  

3''- D e  c o n d i t i e s  zijn g e l i j k   a a n  d i e  van  f iguur  2 .  

H e t  gearceerde   opperv lak   verdwi jnt   doo i   adsorpt i e .  

-1 

-1 

1 .  
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ö 
I I I I I I I 

8 ,  10 12 . 14 16  18 
elutietijd (min.) 

F i g .  4 HPLC chromatogram  van  een  mengsel HFb ( 0 , 4 5  g1 ) ,  
-1 

p i e k  1, H I g G  (0,76 gl-'), p i e k  2 en  2 '  en ,gezuiverd 

HSA (2, O sl-l) ,  p i e k  3 .  D e  c o n d i t i e s  voor a d s o r p t i e  

z i j n  a l s  b i j  f i g u u r  2. H e t  gearc.eerde  oppe,rvlak  ver- 

dwijnt door a d s o r p t i e .  . . .. 
n .  
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z o a l s   r e e d s  eerder v e r m e l d ,   d o o r d a t   h e t   n i e t   m o g e l i j k  i s  met 

d e  g e b r u i k t e  HPLC kolom d e  H S A  e n  HIgG c o m p o n e n t e n   v o l l e d i g  

t e  s c h e i d e n .   K w a n t i t a t i e v e   a d s o r p t i e q a a r d e n   k u n n e n   d a n   o o k  

n i e t   w o r d e n   g e g e v e n .  Wel i s  g e c o n s t a t e e r d   d a t   b i j   g e l i j k e  

b e g i n c o n c e n t r a t i e s  H S A  e n  HIgG i n   d e   o p l o s s i n g   e n   v o l d o e n d e  

P S - l a t e x   a a n b o d   n a   a d s o r p t i e   a l l e e n   n o g  H S A  d e t e c t e e r b a a r  i s  

i n  de  o p l o s s i n g .   I n  de  l i t e r a t u u r   z i j n   g e e n   c o n c u r r e r e n d e  

r e s u l t a t e n   b e s c h i k b a a r  , d i e  ve rge leken   kunnen   worden  met 

v o o r g a a n d e   r e s u l t a t e n .  Wel i s  i n   o n s   l a b o r a t o r i u m  de c.oncur- 

r e r e n d e   a d s o r p t i e   b e s t u d e e r d   v a n  H S A I  e n  HFbI  aan 

P S - l a t e x   e n  PS p l a a t j e s   o n d e r   o v e r e e n k o m s t i g e   c o n d i t i e s .  

G e z i e n  d e  r e s u l t a t e n   i n   H o o f d s t u k  I1 e n  111 i s  e c h t e r   e e n  

v e r g e l i j k e n d e   s t u d i e   n i e t   z o n d e r   c o m p l i c a t i e   ( m o g e l i j k  

p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n   g e l a b e l d  e i w i t ) .  

125 1 3 1  

I n   F i g u u r .  5 i s  d e  a d s o r p t i e i s o t h e r m   v a n  HSA a a n  PS . 

p l a a t j e s  g e g e v e n  b i j  a a n w e z i g h e i d   v a n   e e n   v a s t e   c o n c e n t r a t i e  

HFb ( 0 , 3  gl-') i n   o p l o s s i n g .  D e  H S A  i s o t h e r m  l i j k t  e e n  
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plateauwaarde. te benaderen  bij 5 gl-l in  de  oplossing, 

waarbij  de  oppervlakteconcentratie 0,4 pgcm is. De HFb 

oppervlakteconcentratie i's dan 0,l pgcm De  opper- 

vlakteconcentrat'ie HF.b neemt  duidelijk  af  bij  toenemende 

concentratie  HSA in oplossing.  Wel  blijkt  dat 'd0o.r aanwezig- 

heid  van  HFb  in  de  ,oplossing  de  plateauwaarde voor HSA 30% 

lager is in  vergelijking  met  de  plateauwaarde  van  de  adsorp- 

tieisotherm  van  gelabeld  HSA  (zonder  bijmenging  van  andere 

eiwitten)  aan  PS (0,6 pgcm ) .  

-2  

-2 

-2 

HSA concentratie (gl-') ' 

F i g .  5 Adsorpt i e   i so therm  van   ge labe ld  HSA b i j   v a s t e  HFb 

c o n c e n t r a t i e   v a n  0 1 3  g1  aan P S  film (2 cm ) .  

D e  adsorpt i e   van  H S A I  (O)  en  HFbI (A) i s  
gegeven als f u n c t i e  van  de   concentrat ie  HSA i n   o p l o s -  

s i n g .  D e  a d s o r p t i e t i j d  i s  zes   uur.  

-1 - 2  

125 131 

In figuur 6 wordt  een  gelijksoortige  isotherm van gela- 

beld  HSA'gegeven  als in figuur 5. N u  voor  de  adsorptie 
HSA1125 .aan PS-latex  bij  aanwezigheid  van  een  vaste  begin- 

concentratie  HFb van 0,8 g1-l.  Na adsorptie is haast  alle 



HSA concentratie (gl-') 

F i g .  6 A d s o r p t i e  i so the rm ( a d s o r p t i e t i j d  e e n   u u r )   v a n  

H S A I  C O ) ,  b i j  e e n  vaste b e g i n c o n c e n t r a t i e  

H F b I  (0,8 41- l )  aan P S - l a t e x  ( 1 0 6 8  c m  ) i n  

1 2 5  

L31 -2 

een b u f f e r v o l u m e   v a n  6 0 O - v l .  

D e  adsorp t ie  v a n  H S A I  (o) e n  H F b I  (A) is  

gegeven a l s  f u n c t i e   v a n  de e v e n w i c h t s c o n c e n t r a t i e  HSA i n  

o p l o s s i n g .  D e  e i n d c o n c e n t r a t i e  HFbI is n a  . adsorp t ie  

m i n d e r  dan 3% van .de b e g i n c o n c e n t r a t i e .  

125 1 3 1  

HFb u i t   d e   o p l o s s i n g   v e r d w e n e n .  Er is  h i e r   d u s   s p r a k e   v a n  

e e n  s t e r k e  p r e f e r e n t i g l e   a d s o r p t i e   v a n  H F b .  D e  p l a t e a u w a a r d e  

v o o r  H S A  i s  nu 0,04 pgcm . - 2  

D e  c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  H S A  en-HFb i s  ook b e s t u -  

d e e r d ' a l s   f u n c t i e   v a n  de t i j d .  B i j  a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x  

b l e e k   d a t   b i n n e n  1 5  m i n u t e n   d e   e v e n w i c h t s w a a r d e  was b e r e i k t ,  

zowe l   voor  gelabelde a l s  voor o n g e l a b e l d e   e i w i t t e n .  B i j  

a d s o r p t i e   a a n   P S - p l a a t j e s  b l e e k  HFb b i n n e n  15 m i n u t e n   i n  

e v e n w i c h t ,   e c h t e r  d e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n  HSA was n a  

1 5  m i n u t e n   s l e c h t s  0,25 .  vgcm e n . . b e r e i k t e   p a s   n a  5 u u r  

e e n   e v e n w i c h t s w a a r d e   v a n  0,4 pgcm b i j  5 g 1  . -Van- 

z e l f s p r e k e n d   z i j n   a l l e   i s o t h e r m e n   o n d e r   e v e n w i c h t s o m s t a n d i g -  

-2 

- 2  -1 

h e d e n  b e p a a l d .  - 
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u i t w i s s e l i n g   v a n  'HSA en i i F b  a a n   P S - l a t e x .  

U i t w i s s e l i n g  t u s s e n  g e a d s o r b e e r d  HSA e n  HFb i n   o p l o s s i n g  

i s  b . i j   l a t e x   n i e t   a a n g e t o o n d  met d e   H P L C / d e p l e t i e   t e c h n i e k .  

Wel i s  i n   s p e c i a l e   g e v a l l e n  e x t r a  a d s o r p t i e   a a n g e t o o n d .  Wan- 

n e e r  aan  PS l a t e x   g e d u r e n d e   5 ,  1 0 ,  30 e n  60 minu ten ,   ge -  

bruikmakend  van l g 1  HSA o p l o s s i n g ,  'HSA g e p r e a d s o r b e e r d  

w o r d t   e n   v e r v o l g e n s   e e n   o p l o s s i n g   v a n  1 g 1  HFb w o r d t  

t o e g e v o e g d ,   d a n   b l i j k t   d a t   d e  HSA o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  

c o n s t a n t   b l i j f t ,  t e r w i j l  t o c h   e e n   e x t r a   h o e v e e l h e i d  HFb 

a d s o r b e e r t   ( 0 , 3 5  pgcm ) .  HSA a d s o r b e e r t   n i e t   a a n   l a t e x  

waaraan  HFb g e p r e a d s o r b e e r d  i s .  

-1 

-1 

-2 

U i t w i s s e l i n g s s t u d i e s   a a n   P S - l a t e x   z i j n  o o k   u i t g e v o e r d  met 

b e h u l p   v a n   g e l a b e l d e   e i w i t t e n  (HSAI en  HFbI 1. 

G e p r e a d s o r b e e r d   g e l a b e l d  HFb wissel t  n i e t  meer u i t  met , 

g e l a b e l d  HSA i n   o p l o s s i n g .  Wel a d s o r b e e r t   g e l a b e l d  HSA a a n  

l a t e x  o p p e r v l a k k e n   w a a r a a n   g e l a b e l d  HFb g e p r e a d s o r b e e r d  i s .  

De HSA a d s o r p t i e  i s  dan  wel a a n z i e n l i j k   l a g e r   i n   v e r . g e l i j -  

k i n g  met HSA a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x   o p p e r v l a k k e n   w a a r b i j  

g e e n   g e l a b e l d  HFb i s  g e p r e a d s o r b e e r d .   W a n n e e r   a a n   d e   l a t e x -  

o p p e r v l a k k e n  H S A  m e . t  e e n  waarde van O ,  14, ygcm 

g e p r e a d s o x b e e r d   . w o ' r d t   e n   v e r v o l g e n s .   i n   c o n t a c t   g e < b r a c h t  

worden  m e t  g e y a b e l d  HFb. i n   o p l o s s i n g ,   d a n   w o r d t :   g e l a b e l d  HSA 

g e d e e l t e l i j k   v e r d r o n g e n   d o o r   h e t  HFb i n   d e   , o p l o s s i n g .  D e  

a d s o r p t i e .   v a n   g e l a b e l d  HFb w o r d t ,   n i e t '   b e ï h v l o e d   d o o r  

a a n w e z i g h e i d   v a n  HSA, t e v o r e n   g e a d s o r b e e r d   a a n .   h e t .  

l a t e x o p p e r v l a k .  

1 2 5   1 3 1  

2 

I e  . .. U i t w i s s e l i n g   v a n  H S A  e n  H F b  a a n   P S - p l a a t j e s  . L  

Anders  i s  h e t   g e s t e l d   w a n n e e r   b i j   u i t w i s s e l i n g s s t u d i e s   i n  

p l a a t s   v a n   P S - l a t e x   g é b r u i k   w o r d t   g e m a a k t   v a n ,  PS p l a a t j e s ' ;  

D e  u i t w i s s e l i n g   v a n  H'Fb e n  HSA a a n  PS p l a a t j e s  wordt. weer- . 

g e g e v e n  i n  f i g .  7. I n   d i t   g e v a l   w o r d t   g e l a b e l d ' H F b   a a n   h e t " '  

o p p e r v l a k   g e d e e l t e l i j k   v e r d r o n g e n   d o o r   o n g e l a b e l d  H S A  in op- 

l o s s i n g .  Ook w o r d t   g e l a b e l d  HSA a a n   h e t   o p p e r v l a k . g e d e e 1 -  " ' 

t e l i j k   v e r d r o n g e n   d o o r   o n g e l a b e l d  HFb i n  oplossing. 

. t  
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h 

10 20 30 40 5d 100 
uitwisselingstijd (uren) 

F i g .  7 U i t w i s s e l i n g  van HPb1125 ( 0 , 3 4  V g ~ r n - ~ )   g e a d s o r -  

b e e r d   a a n   P S - p l a a t j e s  m e t  3 g l  HSA i n   o p l o s s i n g  

Cv). U i t w i s s e l i n g   v a n  HSAX , ( O ,  3 3  gcm 1 

g e a d s o r b e e r d   a a n  PS p l a a t j e s  m e t  0,3 g1 HFb i n  

o p l o s s i n g  (a). H e t  p e r c e n t a g e  van d e   o o r s p r o n k e l i j k e  

o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  ís u i t g e z e t  als  f u n c t i e  van 

d e   t i j d .  Aan d e  PS o p p e r v l a k k e n  i s  met r e s p e c t i e v e -  

lij k 3 g l  HSA e n  O ,  3 g 1  HFb g e d u r e n d e   d r i e  '. 

u u r   v o o r a f  HSA e n  HFb g e a d s o r b e e r d .  

-1 

L25 -2 

-l 

-1 -1 

D e  concurrerende a d s o r p t i e  van ESA m o n o m e r e n  en d i m e r e n  aan 

P S - l a t e x  

Naast b e s t u d e r i n g   v a n  de c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA, 

HFb e n  H I g G  i s  h e t  ook m o g e l i j k  om met b e h u l p   v a n  de 

H P L C / d e p l e t i e   m e t h o d e   d e c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   d i m e r e n  

en  monomeren van e e n z e l f d e  e iwi t  t e  b e s t u d e r e n .  D i t  w o r d t  

g e i l l u s t r e e r d   a a n  de hand  van de H S A  dimeer  en  monomeer 

a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x .  H e t  b l i j k t   d a t   h e t   p e r c e n t a g e  HSA 

d i m e e r   i n   d e   t o t a l e   h o e v e e l h e i d   g e a d s o r b e e r d  HSA v e r a n d e r t  
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T A B E L  I V .  2 

C O N C U R R E R E N D E   A D S O R P T I E G E V E V E N S  VAN H S A   D I M E E R  EN  MONOMEER 

AAN PS LATEX* 

o p l o s s i n g  
H S A  conc.   d imeer  

O. 325 

0.310 

O. 294 

O. 294 

O. 240 

O . 247 

0.151 

O. 155 

0.034 

0.032 

12 

12 

11 

l1 

10 

10 

10 

10 

13 

14 

p e r c .   g e a d s  
e i w i t  ( % )  

4.4 

8.8 

13.4 

13.4 

29.4 

27.5 

55.6 

54.4 

90 .o 
90.6 

o p p e r v l a k  
geads   .hoe-  
v e e l h e i d  
HSA(ugcm-2: 

0.067 

0.137 

O. 104 

O. 104 

0.114 

0.107 

0 . 1 0 7  

O. 105 

0.086 

0.086 

58 

34 

34 

34 

2 4  

24 

18 

17 

14 

14 

* A d s o r p t i e   n a  1 uur.  b i j  2OoC i n   e e n  PBS o p l o s s i n g ,  
pH = 7,35 .  
Mengse l s .   van  1,4 m l  o n g e z u i v e r d  HSA (14% d i m e e r )   e n  O, 5 ml 
PS l a t e x  m e t  v e r s c h i l l e n d e   c o n c e n t r a t i e s   z i j n   g e b r u i k t .  
D e  HSA b e   i n c o n c e n t r a t i e   v a n   h e t   m e n g s e l  i s  s t e e d s  
O ,  34 ( g l - ? )  .. 

m e t   d e   h o e v e e l h e i d   t o e g e v o e g d   P S - l a t e x   b i j   e e n   k o n s t a n t e  

b e g i n c o n c e n t r a t i e  HSA i n   o p l o s s i n g   ( T a b e l  IV2). 

B i j .  e e n   g r o t e : v e r h o u d i n g   v a n   l a t e x   o p p e r v l a k   t o t   v o l u p l e  

van  de e i w i t o p l o s s i n g  is de  dimeer/monomeer   verhouding  aan 

h e t   o p p e r v l a k   g e l i j k   a a n   d e   v e r h o u d i n g   i n   d e   o p l o s s i n g .  B i j  

e e n   k l e i n e   v e r h o u d i n g   l a t e x   o p p e r v l a k   t o t   v o l u m e   v a n   d e  

e i w i t o p l o s s i n g   k o m t   d e   p r e f e r e n t i ë l e  dimeer a d s o r p t i e   g o e d  ' 

t o t   u i t i n g .  
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I V . 4 .  D i s c u s s i e  

H o e w e l   v e r s c h i l l e n d e   m e t h o d e n   z i j n   t o e g e p a s t   v o o r   d e  

b e s t u d e r i n g   v a n   e i w i t a d s o r p t i e   a a n   v a s t - v l o e i s t o f   g r e n s v l a k -  

k e n ,   h e b b e n   s l e c h t s   h e t   g e b r u i k   v a n   r a d i o l a b e l i n g   e n  

f l u o r e s c e n t i e l a b e l i n g   v a n   e i w i t t e n   g e l e i d   t o t   k w a n t i t a t i e v e  

a d s p r p t i e g e g e v e n s   b i j   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n .  

H e t  g e b r u i k   v a n   g e l a b e l d e   e i w i t t e n ,  zo b l i j k t   u i t   h o o f d -  

s t u k  I1 en  111 l e i d t   n i e t   a l t i j d   t o t   b e t r o u w b a r e   a d s o r p t i e -  

r e s u l t a t e n .  I n  d i t  h o o f d s t u k  i s  a a n g e t o o n d   d a t   k w a n t i t a t i e v e  

g e g e v e n s   v o o r   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n   v e r k r e g e n  

kunnen  worden   zonder   gebru i ,k  t e  m a k e n   v a n   l a b e l i n g   v a n  

e i w i t t e n .  D e  b ru ikbaa rhe id   van   de   HPLC/dep le t i e   me thode  i s  

g e i l l u s t r e e r d   a a n   d e   h a n d   v a n   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  

HIgG, HFb, HSA monomeer e n  HSA d i m e e r .   G e z i e n   d e   s n e l l e   o n t -  

w i k k e l i n g  m e t  b e t r e k k i n g   t o t   d e  HPLC e i w i t a n a l y s e ,   z a l   h e t  

i n  d e   t o e k o m s t   m o g e l i j k   w o r d e n   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e  

v a n   m e e r d e r e   e i w i t t e n  t e  b e s t u d e r e n .   B e p e r k e n d e   f a k t o r  

b l i j f t   d a t   h e t  m e t  d e z e   m e t h o d e   n i e t   m o g e l i j k  i s  c o n c u r r e -  

r e n d e   e i w i t a d s o r p t i e   a a n   k l e i n e   o p p e r v l a k k e n  t e  b e s t u d e r e n .  

U i t  de r e s u l t a t e n   b l i j k t   d a t   s t e e d s   e e n   s t e r k e   p r e f e r e n -  

t i ë l e  a d s o r p t i e   v a n  HFb wordt   waargenomen  wanneer   mengse ls  

van   zowe l  HSA en  HFb o f  HIgG e n  HFb i n   c o n t a c t   g e b r a c h t  

worden m e t  P S - l a t e x .   B o v e n d i e n   t r e e d t   g e e n   a d s o r p t i e  op van  

HSA e n  HIgG wanneer  e r  n o g   s p r a k e  i s  van HFb i n   o p l o s s i n g .  

D i t  s temt o v e r e e n  m e t  d e   r e s u l t a t e n   v e r k r e g e n  m e t  b e h u l p   v a n  

r a d i o l a b e l i n g   w a a r b i j   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  

H S A I  125 e n  HFbI13' is b e s t u d e e r d   a a n   P S - l a t e x .  U i t  onze  

e x p e r i m e n t e n   w o r d t   d u i d e l i j k   d a t   h o e w e l  HSA1125 p r e f e r e n -  

t i e e l  a d s o r b e e r t   t e n   o p z i c h t e   v a n   o n g e l a b e l d  HSA ( H o o f d s t u k  

11) d e z e   p r e f e r e n t i e ' n i e t   t o t   u i t i n g  komt t e n   o p z i c h t e   v a n  

o n g e l a b e l d  HFb. D a a r b i j   m o e t e n  w e  ook b e d e n k e n   d a t  HSbI 
125 

b e s t a . a t   u i t   e e n   m e n g s e l   v a n   o n g e l a b e l d  e i w i t  ( 9 7 % )  en  ge-  

l a b e l d  e i w i t  ( 3 % )  w a a r v a n   s l e c h t s   e e n   z e e r   k l e i n e   f r a c t i e  

r a d i o a c t i e f   . g e l a b e l d  is. B i j  u i t p u t t i n g s m e t i n g e n  i s  g e l a b e l d  

HSA n i e t   i n   s t a a t   o n g e l a b e l d  HFb v a n   h e t   P S - l a t e x   o p p e r v l a k  

t e  v e r d r i n g e n .  
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Hoewel HFb: s t e r k   p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r t ,  i s  h e t  t e  v e r -  

w a c h t e n   d a t   i n   e e r s t e   i n s t a n t i e  HSA e n  HIgG w e l  a d s o r b e r e n  

a a n   h e t   o p p e r v l a k   i n   a a n w e z i g h e i d   v a n  HFb. D i t  kan   gebeuren  

o m d a t . d e   d i f f u s i e c o e f f i c i ë n t e n   v a n  HSA e n  HIgG g r o t e r   z i j n  

d a n   d i e   v a n  HFb. H i e r u i t   m o e t   g e c o n c l u d e e r d   w o r d e n   d a t   i n .  

a a n w e z i g h e i d   v a n  HFb i n i t i e e l   g e a d s o r b e e r d  H S A  of  HIgG s n e l  

u i t w i s s e l t   m e t  HFb. E c h t e r   n a  5 m i n u t e n   p r e a d s o r p t i e t i j d  

l a a t   g e a d s o r b e e r d  HSA ( o n g e l a b e l d )   z i c h   n i e t   m e e r   v e r d r i n g e n  

d o o r  HFb ( o n g e l a b e l d ) ,  D i t  b e t e k e n t   d a t   d e   d o o r   h e t  

o p p e r v l a k   g e i n d u c e e r d e   v e r a n d e r i n g   v a n   h e t   g e a d s o r b e e r d e  HSA 

b i n n e n   v i j f   m i n u t e n   o p t r e e d t .  Deze v e r a n d e r i n g   w o r d t   i n  

h o o f d s t u k  111 van d i t   p r o e f s c h r i f t   b e s c h r e v e n  m e t  

v e r g e l ' i j k i n g  ( 2 )  a l s  P ( r e v ) - + P  ( " i r r " ) .  ' 

A A 
GENDREAU v i n d t   e c h t e r  w e l  u i t w i s s e l i n g   t u s s e n  HSA en  HFb 

g e d u r e n d e   d e   e e r s t e   m i n u t e n   v a n   a d s o r p t i e   g e b r u i k m a k e n d   v a n  

de  FTIR d e t e c t i e t e c h n i e k   b i j   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA 

e n  HFb a a n   e e n   g e r m a n i u m k r i s t a l .  

Opva l l end  . i s  d a t ,   w a n n e e r  HSA e e n   p l a t e a u w a a r d e   h e e f t  i 

b e r e i k t   i n   d e   a d s o r p t i e ,   h e t   v o o r  HFb n o g   s t e e d s   m o g e l i j k  i s  

om t e  a d s o r b e r e n .   K e n n e l i j k   z i j n   e r   d a n   n o g   s t e e d s   o p e n  

p l a a t s e n   a a n   h e t   o p p e r v l a k   a a n w e z i g   w a a r o p  HFb kan   adso rbe -  

r e n .  Op b a s i s   v a n   t h e o r e t i s c , h e   b e r e k e n i n g e n  i s  h e t   o p p e r v l a k  

v o l l e d i g   b e d e k t  m e t  HSA b i j   e e n   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n  

0,25 p.gcm ( e e n   d i c h t s t e   s t a p e l i n g   v a n   s i d e - o n   g e a d s o r -  
-2 

b e e r d  HSA aannemende) ,  D e  g e v o n d e n   p l a t e a u w a a r d e   v o o r  HSA i s  

O t l pgcm . Op b a s i s   v a n   d e z e   b e r e k e n i n g e n   z i j n   b i  j d e z e  

p l a t e a u w a a r d e   n o g   o p e n   p l a a t s e n   a a n   h e t   o p p e r v l a k   a a n w e z i g .  

B i j  o n d e r l i n g e   v e r g e l i j k i n g   v a n   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e -  

gegevens   van  HFb e n  HSA a a n   P S - l a t e x   e n   P S - p l a a t j e s   s p r i n g e n  

d e   a f w i j k e n d e   a d s o r p t i e r e s u l t a t e n   v a n  HSA e n  HFb a a n  

-2 

P S - p l a a t j e s   o n m i d d e l l i j k   i n   h e t  oog. K , e n n e l i j k   s p e e l t   d e  

o p p e r v l a k t e / v o l u m e   v e r h o u d i n g   e e n   b e l a n g r i j k e   r o l   b i j   d e  

c o n -   c u r r e n t i e   t u s s e n   g e l a b e l d   e n   o n g e l a b e l d  HSA e n  HFb, D i t  

w o r d t   g e ï l l u s t r e e r d   b i j   d e   p r e f e r e n t i e l e   a d s o r p t i e   v a n  HSA 

d i m e e r   t e n   o p z i c h t e   v a n  HSA monomeer. H i e r  b l i j k t   d a t   d e  

o p p e r v l a k t e / v o l u m e   v e r h o u d i n g   i n   i e d e r   g e v a l   e e n   b e l a n g r i j k e  

r o l  s p e e l t   ( T a b e l  IV.2). 

! 
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D e  d i s c r e p a n t i e   t u s s e n  de c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e r e s u l -  

t a t e n   v a n   o n g e l a b e l d  HFb e n  HSA e n e r z i j d s   e n   g e l a b e l d  HFb e n  

H S A  a n d e r z i   j d s  i s  . n i e t   v r e e m d   a l s  men b e d e n k t  dat  e r  a l  

a r t e f a c t e n   o p t r e d e n   t e n   g e v o l g e   v a n   l a b e l i n g   i n   d e   a d s o r p t i e  

b i j   e e n   é é n c o m p o n e n t s y s t e e m   z o a l s   u i t   h o o f d s t u k  I1 b l e e k .  

U i t  d e   r e s u l t a t e n   v e r k r e g e n  m e t  d e   H P L C / d e p l e t i e   t e c h n i e k  

b l i j k t   d a t  BSA d i m e e r   p r e f e r e n t i e e l   a d s o r b e e r t   t e n   o p z i c h t e  

v a n  HSA m o n o m e e r ,   I n   v e e l   a d s o r p t i e s t u d i e s   w o r d t   g e b r u i k   g e -  

m a a k t   v a n   o n g e z u i v e r d  HSA. Ongezuiverd  HSA b e v a t   v e r s c h i l -  

l e n d e   h o e v e e l h e d e n   d i m e e r .  ( 1 0 4 5 % )  e n   z e l f s  trimeer ( G I T L I N  

1 9 7 5 ) -  H e t  is t e  v e r w a c h t e n   d a t   d o o r   a a n w e z i g h e i d   v a n  HSA 

d i m e e r   i n   o p l o s s i n g  e r  a f w i j k i n g e n   o n t s t a a n   i n   d e   a d s o r p t i e  

r e s u l t a t e n   v a n  H S A  monomeer ,   zoa l s   door  BROOKS g e s u g g e r e e r d  

(BROOKS 1 9 8 1 ) .  D i t  i s  e c h t e r   n i e t   h e t   g e v a l .  Z e l f s  b i j   d e  

a d s o r p t i e   v a n  1 0 0 %  d i m e e r   w o r d t   d e z e l f d e   a d s o r p t i e w a a r d e  

g e v o n d e n   a a n   P S - l a t e x   o n d e r   d e z e l f d e   c o n d i t i e s  a ls  b i j  

a d s o r p t i e   v a n  H S A  monomeer. H i e r u i t   m o e t   g e c o n l u d e e r d   w o r d e n  

d a t   h e t   s p e c i f i e k   o p p e r v l a k   v a n   d i m e e r   t w e e m a a l   z o   g r o o t  i s  

a l s  d a t   v a n  ESA monomeer. 

I V ,  5 .  C o n c l u s i e  

R e s u m e r e n d   k a n   g e s t e l d   w o r d e n   d a t   b e t r o u w b a r e   c o n c u r r e -  

r e n d e . a d s o r p t i e g e g e v e n s   v e r k r e g e n   k u n n e n   w o r d e n  m e t  % ie t  

g e l a b e l d e   e i w i t t e n   d o o r   g e b r u i k m a k i n g   v a n   d e   H P L C / d e p l e t i e  

methode.  Als e i w i t m e n g s e l s   v a n  HSA,  HFb e n  HIgG i n   c o n t a c t  

g e b r a c h t   w o r d e n  m e t  e e n   P S - l a t e x   o p p e r v l a k   w o r d t   e e n   s t e r k e  

p r e f e r e n t i e l e   a d s o r p t i e   v a n  HFb waargenomen. 

U i t  de a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n  m e t  HSA o p l o s s i n g e n   w a a r i n  

d i m e e r   e n  monomeer a a n w e z i g   z i j n ,   b l i j k t  HSA d i m e e r   p r e f e -  

r e n t i e e l  t e  a d s o r b e r e n ,  Wederom b l i j k t   d a t   d o o r   v e r g e l i j k i n g  

v a n   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e g e g e v e n s   v a n   g e l a b e l d  HFb en  HSA 

Q n   v a n   o n g e l a b e l d  HFb e n  HSA er a f w i f k i n g e n   o p t r e d e n   t e n  

g e v o l g e   v a n   l a b e l i n g .  Deze  komen b i j   a d s o r p t i e   a a n  

P S - p l a a t j e s   h e t   s t e r k s t   t o t   u i t i n g .  
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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  van  plasma  eiwit- 

ten  aan  vaste  oppervlakken te bestuderen  (Hoofdstuk 1.3). 

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  biomedische  materialen, is zeer 

beperkt. Door  radiolabeling  van  eiwitten  kunnen  wel  kwanti- 

tatieve  adsorptiewaarden  aan'kleine  oppervlakken  worden ver- 

kregen.  Maar uit  Hoofdstuk  I1 en I11  blijkt  dat  het  adsorp- 

tiegedrag van eiwitten  door  radiolabeling kan  veranderen. 

Ellipsometrie en infraroodreflectiespectroscopie  worden 

eveneens  gebruikt  voor  adsorptiestudies, maar deze  tech- 

nie.ken 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  bestudeerd  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  adsorptietechni-eken: 
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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. O p  deze  wijze 

wordt  getracht  de  betrouwbaarheid  en  de'bruikbaarheid  van  de 

verschillende  methoden  onderling  te  toetsen. 

V.2. Experimenteel 

Polystyreen (PS) is a f k o m s t i g  van  Hepanostika, Organon 

Teknikat Turnhout, B e l g i k ' . .  polyvinylchloride ( P V C )  Batch no. 

1-220-29  is  afkomstig  van  Dynatech,  Virginia, USA. Deze 
polymeren  zijn  gebruikt  in  de  vorm  van  microtiterplaten 

bestaande  uit  respectievelijk 210 PS titreerputjes  met  een 

beschikbaar  oppervlak  van 1,9 cm2  per  stuk  en  96  PVC 

titreerputjes  met  ieder  een  oppervlak  van 2,O cm . Dit 
zijn  de  contactoppervlakken  na  afvullen  met 75 1-11 eiwit- 

oplossing.  Menselijk  albumine (HSA) is verkregen  van  het 

2 

Centraal  Laboratorium  van  de  Nederlandse  Bloedtransfusie- 

dienst  en  gebruikt  zonder  verdere  zuivering (20% ,oplossing). 

Deze  oplossing  is  verdund  met 0,Ol M Fosfaatbuffer  waarin 

0,15 M NaCl bij- een pH van 7 , 3 5  (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. Adsorptiemeth0de.n 

Enzym  immùnoassay (BIA) 

Het  principe  is  hieronder  schematisch  weergegeven. 
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H i e r i n  i s  ( l )  d e   v a s t e   f a s e ,  ( 2 )  h e t   a n t i g e e n  ( e i w i t ) ,  ( 3 )  ' ' 

h e t   a n t i l i c h a a m ,  (4) h e t  e n z y m   g e k o p p e l d e   t w e e d e   a n t i -  

l i c h a a m   e n  (5) h e t   s u b s t r a a t   ( n o d i g   v o o r   d e   k l e u r i n g s r e a k t , i e  

m e t  h e t   e n z y m ) .  

E i w i t  ( 2 )  a d s o r b e e r t  op e e n   v a s t   o p p e r v l a k  (1). H e t  gead-  

s o r b e e r d e   e i w i t  i s  t e  beschouwen a l s  e e n   a n t i g e e n   d a t   v e r -  

v o l g e n s   r e a g e e r t  m e t  e e n   a n t i l i c h a a m  ( 3 ) .  I n  d i t  g e v a l   w o r d t  

a l s   a n t i l i c h a a m   g e b r u i k t   k o n i j n e n s e r u m   v e r d u n d   i n  PBS. H e t  

se rum i s  a f k o m s t i g   v a n   h e t  CLB. V e r v o l g e n s   w o r d t   e e n   t w e e d e  

a n t i - l i c h a a m   ( c o n j u g a a t )  ( 4 )  t o e g e v o e g d   d a t   c p m p l e x e e r t  m e t  

h e t   e e r s t e   a n t i l i c h a a m  (3)- D i t  c o n j u g a a t , b e s t a a t   u i t   g e z u i -  

v e r d   s c h a p e n   a n t i - k o n i j n e n   i m m u n o g l o b u l i n e  G d a t   e v e n e e n s  

a f k o m s t i g  i s  v a n   h e t  CLB, D i t  immunoglobul ine  G i s  v o o r a f  

g e k o p p e l d   m e t   h e t   e n z y m   m i e r i k s w o r t e l p e r o x i d a s e ,  d a t  afkoms- 

t i g  i s  van   Boehr inge r ,   Mannhe im  Wes t   Du i t s l and   vo lgens  de . 

methode   van   Ca r l s son  (CARLSSON 1978). V e r v o l g e n s   w o r d t   h e t  

s u b s t r a a t  ( 5 )  u r e u m p e r o x i d a s e   ( H e p a n o s t i k a ,   O r g a n o n  

T e c h n i k a ,   T u r n h o u t   * B e l g i ë )   i n   a a n w e z i g h e i d   v a n  3 , 3 ' ,  5,5' 

t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e   ( F l u k a ,   Z w i t s e r l a n d )   t o e g e v o e g d .  D i t  

s u b s t r a a t   g e e f t   u i t e i n d e l i j k   e e n   k l e u r i n g  m e t  d e   g e k o p p e l d e  

m i e r i k s w o r t e l p e r o x i d a s e .  D e  e x t i n k t i e   v a n   h e t   o m g e z e t t e  

s u b s t r a a t  ( A  i s  e e n   m a a t   v o o r   d e   h o e v e e l h e i d  

g e a d s o r b e e r d   e i w i t   a a n   h e t   o p p e r v l a k .  D e  a d s o r p t i e p r o c e d u r e  
450 

met   de  EIA methode i s  a l s   v o l g t :  

D e  t i t r e e r p u t j e s   v a n   d e  PS e n  PVC m i c r o t i t e r p l a t e n   w o r d e n  

i n   k o n t a k t   g e b r a c h t  m e t  75 u 1  HSA o p l o s s i n g .   ( v a r i ë r e n d   v a n  

10 t o t  10 g 1  1 b i j  2OoC g e d u r e n d e   é é n   u u r .  D e  

m i c r o t i t e r p l a t e n   z i j n   t i j d e n s   a d s o r p t i e   a f g e d e k t  ter  v o o r -  

-6  -1 

koming  van   verdamping ,  N a  é é n   u u r   w o r d e n   d e   p u t j e s   g e l e d i g d  

e n   v i e r m a a l . g e w a s s e n   m e t  150 u1 PBS of PBS-Tw. I e d e r e  was- 

b e u r t   d u u r t   d e r t i g   s e c o n d e n .  D e  a d s o r p t i e   w o r d t   g e m e t e n   b i j  

450 nm (A450) m e t  b e h u l p , v a n   e e n   c o l o r i m e t e r   v o o r z i e n   v a n  

e e n  8 0  1-1'1 d o o r s t r o o m c e l   ( V i t a t r o n ) .  
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RadiolabeLing 

H S A  w o r d t   v o o r a f   g e l a b e l d  met h e t   r a d i o a c t i e v e  I 
1 2 5  

v o l g e n s  d e  c h l o o r a m i n e  T m e t h o d e   z o a l s  e l d e r s  b e s c h r e v e n  

( K L E I N  ELHORST 1 9 7 8 ) .   V e r v o l g e n s   w o r d e n   d e   t i t r e e r p u t j e s   v a n  

d e  PS e n  PVC m i c r o t i t e r p l a t e n   g e v u l d . m e t   7 5  p 1  g e l a b e l d  H S A  

v a n   v e r s c h i l l e n d e   c o n c e n t r a t i e  ( 3 %  g e l a b e l d  e iwi t ) .  N a  é é n  

uur   Wordt  de  a lbumine   op los s ing   weggenomen   en   worden  d e  

o p p e r v l a k k e n   v i e r m a a l   g e w a s s e n  m e t  1 5 0  p 1  P B S  o f  PBS-Tw. D e  

H S A  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   k a n   w o r d e n   b e p a a l d   a a n   d e   h a n d  

v a n   d e   r a d i o a c t i v i t e i t  op h e t   o p p e r v l a k   v a n   d e   p u t j e s  d i e  

gemeten   word t  met e e n  C O B A S  gamma t e l l e r .  D e  r a d i o a c t i v i t e i t  

p e r  pg e iwi t  i s  b e k e n d   u i t   i j k p r o e v e n .  

B i o r a d  e i w i t  assay 

Met d e   B i o r a d  e i w i t  a s s a y   k i d   ( B i o r a d   L a b o r a t o r i e s ,  

C a l i f o r n i a ,  U S A ) ,  k u n n e n   s l e c h t s  lage e i w i t c o n c e n t r a t i e s   g e -  

d e t e c t e e r d   w o r d e n   i n   o p l o s s i n g   ( v a n  l t o t  2 5  mg1 ) .  Deze 

methode  i s  h e t  e e r s t  b e s c h r e v e n   d o o r  BRADFORD ( 1 9 7 6 )   e n  is 

g e b a s e e r d  op e i w i t k l e u r i n g  met behu lp   van   Coomass i e  

B r i l l i a n t   B l u e  G-250 d a t  b i j  k o p p e l i n g  met e iwit  e e n  

a b s o r p t i e m a x i m u m   h e e f t   b i j  595  nm. D e  PVC p u t j e s   w o r d e n   o o k  

h i e r   g e v u l d  met 75 p 1  H S A  v a n   v e r s c h i l l e n d e   c o n c e n t r a t i e s  

e n   n a   é é n   u u r   a d s o r p t i e   b i j  20°c worden de  o p p e r v l a k k e n  

v i e r m a a l   g e w a s s e n  met PBS o f  PBS-Tween. V e r v o l g e n s   w o r d t  d e  

g e a d s o r b e e r d e   h o e v e e l h e i d  e i w i t  g e d e s o r b e e r d   i n   e e n   o p l o s -  

s i n g   v a n  4 0 0  p 1  PBS,  d i e  0,01% T r i t o n  X-100 b e v a t .  Na z e s -  

t i e n   u u r   d e s o r p t i e   w o r d t  100 p1 C o o m a s s i e   B r i l l i a n t   B l u e  

G - 2 5 0  t o e g e v o e g d   e n . d e   e x t i n c t i e  b i j  595 nm met b e h u l p   v a n  

e e n   c o l o r i m e t e r   ( V i t a t r o n )   b e p a a l d .  Met e e n   i j k c u r v e   k a n  d e  

o o r s p r o n k e l i j k e   h o e v e e l h e i d   g e a d s o r b e e r d  eiwit  worden 

b e p a a l d .  

-1 

V . 4 .  R e s u l t a t e n  

De a d s o r p t i e   i s o t h e r m e n   v a n  HSA a a n  PVC ( F i g u r e n  l, 3 e n  
. .  

5 )  e n  PS ( F i g u r e n  2 e n  4 )  z i j n   b e p a a l d  met d e  E I A  methode 

( F i g u r e n  1 e n  2 1 ,  d o o r   r a d i o l a b e l i n g   v a n  HS-A ( F i g u r e n  3 e n  

4 )  e n  met b e h u l p   v a n  d e  B i o r a d  e iwi t  a s s a y   ( F i g u r e n  5 ) .  B i j  
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HSA concentratie (gl-l) 
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HSA concentratie  (g[-') 

F i g u u r  2 A d s o r p t i e   i s o t h e r m   v a n  HSA a a n  PS b e p a a l d  m e t  de  

E I A  me thode  , 

C o n d i t i e s  a l s  b i j   F i g u u r  1. W a s p r o c e d u r e  PBS (O) en 

z a d i g i n g  i s  A g e l i j k   a a n  1,5. D e  i s o t h e r m e n ,   b e p a a l d  

d o o r   r a d i o l a b e l i n g   v a n  HSA, z i j n  w e l  k w a n t i f i c e e r b a a r ,  Voor 

PS w o r d t   b i j  5 g1 H S A  i n  o p l o s s i n g   e e n . p l a t e a u   b e r e i k t  

van  O ,  5 pg c m  : PBS i s  g e b r u i k t  a l s  w a s b u f f e r .  Ook d e  

HSA i s o t h e r m   a a n  PVC b e p a a l d  m e t  b e h u l p   v a n   B i o r a d  e i w i t -  

a s s a y ,   v e r t o o n t   e e n   v e r z a d i g i n g s w a a r d e  ( 0 , 6  pg c m  ) .  E r  

i s  s p r a k e   v a n   e e n   " h i g h   a f f i n i t y "   i s o t h e r m   e v e n a l s   b i j   d e  

HSA i s o t h e r m e n   a d n  PS e n  PVC b e p a a l d  m e t  EIA. Ook h i e r  i s  

h e t   o p p e r v l a k   b i j   z e e r  lage e i w i t a o n c e n t r a t i e s   i n  de 

o p l o s s i n g   r e e d s   v e r z a d i g d  m e t  e i w i t .  B i j  d e z e   i s o t h e r m  i s  

45 O 

-I 

-2 

-2 
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Figuur 3 Adsorpt i e   i so therm  van  HSA aan PVC bepaald m e t  
.- . 

r a d i o l a b e l i n g .  
C o n d i t i e s  a l s  b i j  Figuur 1. Wasprocedure . c  P B S  (O) en  

PBS-Tween . ( 0 )  . 

HSA concentratie (gi- ' )  

Figuur 4 A d s o r p t i e   i s o t h e r m ; v a n  HSA aan PS bepaa ld  met 

radiolabeling, 

C o n d i t i e s  als b i j   f i g u u r  1. Wasprocedures PBS (O) 

en  PBS-Tween ( O ) .  
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PBS e v e n e e n s   g e b r u i k t  a l s  wasbuf fe r .   Wannee r  PBS-Tween 

g e b r u i k t   w o r d t  als w a s b u f f e r ,   b l i j k t   d a t   i i b i j n a   a l l e  

g e v a l l e n   l a g e r e   a d s o r p t i e w a a r d e n   w o r d e n   v e r k r e g e n .   S l e c h t s  

d e   a d s o r p t i e . i s o t h e r m   v a n  RSA a a n  PVC, b e p a a l d  m e t  E I A ,  

o n d e r v o n d   g e e n   i n v l o e d   v a n  de g e b r u j k t e   w a s b u f f e r   ( F i g u u r  l ) .  

HSA concentratie (91-') 

F i g u u r  5 A d s o r p t i e   i s o t h . e r m   v a n  H S A  a a n  PVC b e p a a l d  m e t  de 

b i o r a d .   E i w i t a s s a y .  

C o n d i t i e s  als. b i j   f i g u u r  1. W a s p r o c e d u r e  PBS ( 0 )  e n  

PBS-Tween ( O ) .  

' V.5. D i s c u s s i e  

I n   d e   s t a n d a a r d p r o c e d u r e   v a n   e n z y m  immuno a s s a y s   w o r d t  

meestal PBS-Tween g e b r u i k t   a l s   w a s b u f f e r   n a   a d s o r p t i e   v a n  

e i w i t t e n   ( v a n  WEEMEN, 1971; ENGVALL, L971; BREEMHAAR 1982). 

U i t  de i s o t h e r m e n   ( F i g u r e n  2, 3 ,  4 e n  5 1 ,  w a a r b i j  de 

a d s o r p t i e   v a n  HSA a a n  PVC e n  PS gegeven  i s  a l s  f u n c t i e   v a n  

HSA c o n c e n t r a t i e  i n  d e   o p l o s s i n g   g e b r u i k m a k e n d   v a n   v e r -  

s c h i l l e n d e   a d s o r p t i e m e t h o d e n ,   b l i j k t  da t  h e t   g e b r u i k   v a n  

PBS-Tween a l s  w a s b u f f e r  l e id t  tot lagere a d s o r p t i e w a a r d e n  
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v o o r  HSA i n   v e r g e l i j k i n g  m e t  PBS a l s  w a s b u f f e r .  Aan PVC e n  

PS g e a d s o r b e e r d  HSA d e s o r b e e r t   w a n n e e r   h e t   i n   k o n t a k t   k o m t  I 

m e t  PBS-Tween o p l o s s i n g e n .  D i t  i s  r e e d s   e e r d e r   g e v o n d e n   v o o r  I 

a d s o r p t i e   v a n  BSA ( r u n d e r   s e r u m   a l b u m i n e )   a a n  PS door  
LETHONEN i n  1 9 8 0 .  Z i j   v o n d e n   d a t   B S A . g e a d s o r b e e r d   a a n  PS 

' o p p e r v l a k k e n   b i j n a   v o l l e d i g   d e s o r b e e r d e   n a   z e s m a a l   w a s s e n  

m e t  PBS-Tween. H i e r d o o r   v e r m i n d e r d e  de o p p e r v l a k t e c o n c e n -  

t r a t i e   v a n  0,57 ugcm t o t  0 ,05  pgcm . Tween i s  e e n  

o p p e r v l a k t e a c t i e v e   s t o f   e n   v e r d r i n g t   e i w i t   v a n   h e t   o p p e r -  

v l a k .  PBS-Tween i s  dus m i n d e r   g e s c h i k t   a l s   , w a s b u f f e r   b i j  

- 2  -2 

e i w i t a d s o r p t i e s t u d i e s .   W a n n e e r   h i e r n a   g e s p r o k e n   w o r d t   v a n  

HSA a d s o r p t i e   i s o t h e r m e n ,   d a n  i s  PBS g e b r u i k t  a l s  w a s b u f f e r  

t e n z i j   a n d e r s   v e r m e l d ,  

Hoewel e r   v e e l   g e p u b l i c e e r d  i s  o v e r   d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA 

v a n u i t   w a t e r i g e   a p l o s s i n g e n   a a n   p o l y m e r e   o p p e r v l a k k e n  i s  nog 

s t e e d s   n i e t   d u i d e l i j k   w e l k e   m e t h o d e   h e t  meest g e s c h i k t  i s ,  . 

v o o r   e i w i t a d s o r p t i e s t u d i e s .  U i t  d e   r e s u l t a t e n   v a n   d e z e   s t u -  

d i e ,   w a a r b i j   e e n   a a n t a l   a d s o r p t i e m e t h o d e n   z i j n   v e r g e l e k e n  

v o o r   d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA a a n  PS e n  P V C ,  b l i j k t   d a t   o n d e r  

d e z e l f d e   a d s o r p t i e c o n d i t i e s   d e   a d s o r p t i e   i s o t h e r m   a f h a n k e -  

l i j k  i s  v a n   d e   g e b r u i k t e '   a d s o r p t i e m e t h o d e .  H e t  a d s o r p t i e -  ! 

g e d r a g   v a n  HSA a a n  PVC en  PS v e r t o o n t   o n d e r l h g   e e n   g e l i j -  

k e n i s ,   t e n m i n s t e   w a n n e e r   d e z e l f d e   a d s o r p t i e m e t h o d e   w o r d t  

t o e g e p a s t .  U i t  h e t   f e i t   d a t   d e s o r p t i e   v a n  HSA, g e a d s o r b e e r d  

a a n  P V C ,  g e r i n g e r  i s  d a n   d e   d e s o r p t i e   v a n  HSA g e a d s o r b e e r d  

a a n  PS b i j   w a s s e n   m e t  PBS-Tween, z o u   g e c o n c l u d e e r d   k u n n e n  

worden d a t  d e   a f f i n i t e i t   t u s s e n  HSA e n  PVC g r o t e r  i s  d a n   d i e  

t u s s e n  HSA en  PS.  

De a d s o r p t i e   i s o t h e r m e n   v a n  HSA a a n  PVC en  PS ( F i g u r e n  3 

en  4 )  , b e p a a l d   d o o r   g e b r u i k m a k i n g   v a n   g e l a b e l d  HSA, z i j n   i n  

ove reens t emming  m e t  r e e d s  eerder b e s c h r e v e n  HSA ' i s o t h e r m e n  

a a n  PS , w a a r b i j   g e b r u i k -  i s  g e m a a k t   v a n   g e l a b e l d  HSA (Hoof  d- 

s t u k  I11 v a n   d i t , p r o e f s c h r i f t   e n  VAN DER SCHEER, 1978).'Ook 

h i e r   b l i j k t  d a t  h i g h - a f f i n i t y   i s o t h e r m e n ,   z o a l s   i n   d e  

F i g u r e n  1, 2 e n  5 gevonden  wordt ,  m e t  g e l a b e l d  e i w i t  n i e t  
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verkregen  worden,  Een  reden  hiervoor  zou  kunnen  zijn  dat, 

zoals  in  appendix I1 van  dit  proefschrift  wordt  duidelijk , 

gemaakt  aan  de  hand  van  adsorptie  studies  met  gelabeld B S A ,  

gelabeld  eiwit  bestaat  uit  twee  soorten mol'eculen die in 

affiniteit  voor  het  oppervlak  verschillen.  Eiwitoplossingen 
worden zo vergelijkbaar  met  heterodisperse  systemen  van 

macromoleculen. C O H E N   S T U A R T  (1980) heeft  aangetoond  dat 

voor  adsorptie  vanuit  dergelijke  systemen  een  low  affinity 

isotherm  wordt  verkregen  terwijl  er  toch  sprake  is  van  een 

sterke  affiniteit  van  de  macromoleculen  voor  het  oppervlak, 

Wanneer  de s E L A "  adsorptiewaarden  (Figuren l en 2 )  ge- 

kwantificeerd  worden  aan  de  hand  van  de  "radiolabeling" 

adsorptiewaarden  (Figuren 3 en 41, moet  geconcludeerd  worden 

dat  de  verandering  in H S A  oppervlakteconcentratie  van 

O, 1 .vgcm  tot 0,6 vgcm  over  het  concentratie  gebied 

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

wordt  niet  merkbaar  is  in  de r r E I A "  waarden ( A  blijft 

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

Figuren l en 2 bij  concentraties  groter  dan O, 1 g1  kan 

gezocht  worden  in  de  sterische  hindering  die  de  antilicha- 

men  ondervinden  wanneer  ze  gekoppeld  zijn  aan  geadsorbeerd 

H S A  bij  een H S A  oppervlakteconcentratie  hoger  dan 

O,l').~gcm . Bij  een HSA oppervlakteconcentratie  van 
0 , l  vgcm  is  het  beschikbaar  oppervlak  per H S A  molecule 

114 nm . Dit 'is ongeveer  gelijk  aan  de  dwarsdoorsnede  van 
een  antilichaam (103 nm ) .  De  interactie  tussen  geadsor- 

beerd H S A  en  antilichaam is dan  maximaal ( A  = 1,5). Bi  j 

hogere H S A  oppervlakteconcentraties  zal  één op é&n 

interactie  tussen  antilichaam  en  geadsorbeerd H S A  echter 
niet  meer  mogelijk  zijn  ten  gevolge  van  de  onderlinge 

sterische  hindering  van  de  gekoppelde  antilichamen.  Het 

bereik  van  de  EIA  methode  is  voor H S A  adsorptie  beperkt  tot 

H S A  oppervlakteconcentraties  van 0',1 vgcm . Dit  wordt  nog 
eens  verduidelijkt  wanneer  ten  gevolge  van  hst  wassen  van 

PBS-Tween door desorptie  de ,HSA oppervlakteconcentratie  aan 

PVC wordt  verlaagd  tot O,l.?Jgcrn (Figuren 3 en 5) en  aan 
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PS t o t  O ,  0 5  pgcm ( F i g u u r  4). D e  v e r l a g i n g   t o t  

0,l  gcm a a n  PVC i s  n i e t   m e r k b a a r   i n   d e  " E I A "  i s o t h e r m ,  

omda t  0,1 1-(.53cm-2 HSA a a n   h e t   o p p e r v l a k   n o g   s t e e d s  ' e e n  

max ima le  A w a a r d e   g e e f t   v a n   1 , 5 .  D e  v e r l a g i n g   t o t  

0,05 ,pgcm HSA a a n  PS i s  w e l  m e r k b a a r   e n   r e d u c e e r t   d e  

A w a a r d e   i n   F i g u u r  2 t o t  c i r c a  5 0 % .  Ook d e   v e r l a g i n g   i n  

d e   " b i o r a d "   a d s o r p t i e w a a r d e n   v a n  O, 6 pgcm t o t  

O, 1 pgcm2 ( F i g u u r  5 )  i s  i n   F i g u u r  1 n i e t   d e t e c t e e r b a a r .  

O p  g r o n d   v a n   d e z e   b e v i n d i n g e n   k a n   g e c o n c l u d e e r d   w o r d e n   d a t  

k w a n t i f i c e r i n g   v a n  de E I A  m e t h o d e   m o g e l i j k  i s  t o t  o p p e r -  

v l a k t e c o n c e n t r a t i e s   v a n   t e n   h o o g s t e  0 , l  pgcm .HSA.' 

-2 

-2 

45 O 
-2 

450 2 

-2 

B o v e n d i e n   b l i j k t   u i t   v e r g e l i j k i n g   v a n   d e   F i g u r e n  1 e n  3 

m e t  d e   F i g u r e n  2 e n  4 d a t   d e   a f f i n i t e i t   v a n  HSA v o o r  PS 

l a g e r  i s  d a n   v o o r '  PVC e n / o f   d a t   d e   a f f i n i t e i t   v a n  Tween-20 

v o o r  PS h o g e r  i s  dan   voor  P V C .  
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HOOFDSTUK VI 

ADSORPTZE VAN PLASMA EIWITTEN AAW POLYSTYREEN  LATEX V A N U I T  

PLASMA 

V I .  l , I n l e i d i n g  

W a n n e e r   b l o e d   i n   c o n t a c t   k o m t  m e t  l i chaamsvreemde.  materi- 

a l e n   k a n   b i n n e n   e n k e l e   m i n u t e n   t r o m b u s v o r m i n g   o p t r e d e n .  Aan 

h e t   m a t e r i a a l o p p e r v l a k   z u l l e n   p l a s m a   e i w i f t e n   a d s o r b e r e n   e n  

d e   s a m e n s t e l l i n g   v a n   d e z e   . g e a d s o r b e e r d e   e i w i t l a a g  i s  e e n  

b e p a l e n d e   f a c t o r   i n  de d o o r   h e t   m a t e r i a a l   g e ï n d u c e e r d e  

s t o l l i n g ,  

T o t   o p   d i t  moment is  v a n   g e e n   e n k e ' l   m a t e r i a a l o p p e r v l a k   i n  

c o n t a c t  m e t  b l o e d ,   d e   t i j d a f h a n k e l i j k h e i d   e n   d e   s a m e n s t e l -  

l i n g   v a n   d e   g e a d s o r b e e r d e   e i w i t l a a g   e x a c t   b e k e n d .  W e l  is  

s y s t e m a t i s c h   o n d e r z o e k   v e r r i c h t   n a a r   d e   c o n c u r r e r e n d e  e i w i t -  

a d s o r p t i e   i n   m o d e l s y s t e m e n  m e t  twee of d r i e   p l a s m a e i w i t t e n .  

Zo i s  de . a d s o r p t i e   v a n   a l b u m i n e ,   f i b r i n o g e e n   e n  gamma 

g l o b u l i n e   b e s t u d e e r d   v o o r   v e r s c h i l l e n d e   m a t e r i a l e n  (BRASH, 

1976;  HORBETT, 1975;  LEE, 1974;  LENSEN, 1 9 8 4 ) .  U i t  d e z e  

s t u d i e s   b l i j k t   d a t   f i b r i n o g e e n   s t e r k   p r e f e r e n t i e &   a d s o r -  

b e e r t   a a n   e e n   g r o o t   a a n t a l   o p p e r v l a k k e n ,  

B l o e d   b e v a t   e c h t e r  m e e r  dan  l 0 0  p l a s m a   e i w i t t e n  (SWICK, 

1 9 8 0 ) .  Een v e r g e l i j k i n g  m e t  deze   mode l sys t emen  i s  dan  ook 

n i e t   z o n d e r  m e e r  m o g e l i j k .  Daarom i s  h e t   n o o d z a k e l i j k   d e  

e i w i t a d s o r p t i e  t e  b e s t u d e r e n   v a n u i t   p l a s m a  . BRASK h e e f t   d e  

c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   a l b u m i n e ,   f i b r i n o g e e n   e n  g a m m a -  

. g l o b u l i n e   b e s t u d e e r d   v a n u i t   p l a s m a   d o o r   g e b r u i k  t e  maken  van 

r a d i o l a b e l i n g .  K e t  v e r r a s s e n d   r e s u l t a a t   v a n   ' d i t   o n d e r z o e k  i s  

d a t   i n   t e g e n s t e l l i n g   t o t   d e   s t u d i e   v a n   m o d e l s y s t e m e n ,  waar- 

b i j   m e n g s e l s   v a n   e i w i t t e n   w o r d e n   g e b r u i k t ,   b i j   p l a s m a   d e  

f i b r i n o g e e n   a d s o r p t i e   s t e r k  i s  g e r e d u c e e r d  (BRASH 19821, 

IHLENFELD ( 1 9 7 9 )   e n  VROMAN ( 1 9 8 2 )   v i n d e n   e v e n e e n s   e e n   g e r e -  

d u c e e r d e   f i b r i n o g e e n   a d s o r p t i e   b i  j g e b r u i k   v a n   b l o e d   e n  

p l a sma ,   maa r   gedurende   de  eerste m i n u t e n   v a n   d e   a d s o r p t i e  is 

er w e l  s p r a k e   v a n   e e n   h o g e   f i b r i n o g e e n c o n c e n t r a t i e   a a n   h e t  
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o p p e r v l a k .  VROMAN s c h r i j f t   d i t   t o e   a a n   u i t w i s s e l i n g   t u s s e n  

g e a d s o r b e e r d  f i b r i n o g e , e n   e n   i n   p l a s m a   ' a a n w e z i g   k i n i n o g e e n .  

Ook BREEMHAAR (1982)   komt   door   middel   van   p lasma  verdun-  

n i n g s e x p e r i m e n t e n   t o t   d e   c o n c l u s i e   d a t   g e a d s o r b e e r d  

f i b r i n o g e e n   u i t w i s s e l t  met een   hoogmol*ecu la i r e   componen t   i n  

h e t   p l a s m a .  H i j  h e e f t   a a n g e t o o n d   d a t   h o g e   d i c h t h e i d   l i p o -  

p r o t e i n e n   f i b r i n o g e e n   v e r d r i n g e n   v a n   h e t   o p p e r v l a k .  

WEATHERSBY (197.6) m a a k t   m e l d i n g   v a n   d e   p r e f e r e n t i ë l e  

a d s o r p t i e   v a n   h e m o g l o b i n e   e n   e e n   v i j f t a l   o n b e k e n d e   e i w i t t e n  ' 

w a n n e e r   b l o e d   i n   k o n t a k t   k o m t  m e t  k u n s t s t o f f e n .  

I n   d i t   h o o f d s t u k   w o r d t   d e   a d s o r p t i e   v a n   m e n s e l i j k  

a lbumine   (HSA) ,   mense l i j k  gamma g lobu l ine   (HIgG)   en   mense -  

l i j k   f i b r i n o g e e n   ( H F b )   u i t   p l a s m a   a a n   p o l y s t y r e e n - l a t e x  

b e s c h r e v e n   a l s   f u n c t i e   v a n   d e   t i j d .  D e  a d s o r p t i e  i s  b e s t u -  

d e e r d   m e t   b e h u l p   v a n   d e   H P L C / d e p l e t i e   t e c h n i e k ,   w a a r b i j   d e  , 

e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   o p l o s s i n g   b e p a a l d   w o r d t   m e t   b e h u l p   v a n  

UV s p e c t r o s c o p i e   e n   e e n   m e t h o d e   w a a r b i j   d e   d e p l e t i e   i n  com- 

b i n a t i e   w o r d t   g e b r u i k t   m e t   e e n   e i w i t c o n c e n t r a t i e   b e p a l i n g  

d o o r   m i d d e l   v a n   r a d i a l e  immuno. d i f f u s i e .  Met   behulp   van   deze  

methoden   kan   op  t w e e  m a n i e r . e n   d e   d e p l e t i e   v a n   e i w i t   u i t  

p l a sma   worden   gevo lgd  a ls  f u n c t i e   v a n   d e   t i j , d .  

V I . 2 .  M a t e r i a l e n   e n   m e t h o d e n  

V e r s  i n g e v r o r e n   g e c i t r e e r d   p l a s m a   ( f o s f a a t   e n   d e x t r o s e  

b e v a t t e n d )  i s  v e r k r e g e n   v a n  de s t i c h t i n g  Rode Kru i s   B loed-  

bank ,   Twente-Achterhoek   (no .  31). P o l y s t y r e ' e n   l a t e x  

( P S - l a t e x )  w a s  a f k o m s t i g   v a n  AKZO C o r p o r a t e   R e s e a r c h ,  Arnhem 

( n r .  VS 08). Deze l a t e x   b e v a t   e e n   v a s t e   s t o f   g e h a l t e   v a n  

1,51 gew.% e n   e e n   d e e l t j e s d i a m e t e r   v a n  326 5 1 4  nm. D e  l a t e x  

w a s   g e s u s p e n d e e r d   i n  PBS b u f f e r  pH 7,35 e n   b e r e i d   z o n d e r  . 

e m u l g a t o r .  

D e  a d s o r p t i e   v a n  de s p e c i f i e k e   e i w i t t e n  i s  b e s t u d e e r d  

d o o r   t o e p a s s i n g   v a n   d e   d e p 1 e t i e t e c h n i e k ; z o a l s   r e e d s   e e r d e r  

b e s c h r e v e n  (LENSEN 8 4 ) .  '1 m l  P S - l a t e x   w e r d   h i e r b i j   i n   c o n -  
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t a c t   g e b r a c h t  m e t  100 V 1  p l a s m a .  N a  de v e r e i s t e   a d s o i p t i e -  

t i . j d   w e r d   h e t   m e n g s e l   v a n   p l a s m a ' e n   l a t e x ,   g e d u r e n d e  15 minu- 

t e n   ' g e c e n t r i f u g e e r d  (SORVALL 2 0 . 0 0 0  g ) .  U i t  de   a fname   van   de  

s p e c i f i e k e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   i n   h e t   p l a s m a   t e n   g e v o l g e   v a n  

a d s o r p t i e   a a n   d e   l a t e x   k a n   d e   g e a d s o r b e e r d e   h o e v e e l h e i d   v a n  

d e   r e s p e c t i e v e l i j k e   e i w i t t e n   w o r d e n   b e p a a l d .  Op d e z e   w i j z e  

i s  de a d s o r p t i e   v a n  HFb, HLgG e n  HSA b e s t u d e e r d .  D e  a d s o r p -  

t i e - e x p e r i m e n t e n   z i j n   u i t g e v o e r d   b i j  20OC. 

B e p a l i n g  van d e  concentrat ie  e i w i t  i n  p l a s m a .  

a .  R a d i a a l  i m m u n o  d i f f u s i e  (RID) 

Om d e   a f n a m e   v a n   d e   s p e c i f i e k e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s  t e  kun- 

n e n   b e p a l e n  i s  d e   c o n c e n t r a t i e  HFb, HSA e n  HIgG i n   p l a s m a  

v o o r   e n   n a   a d s o r p t i e   b e p a a l d  m e t  b e h u l p   v a n   r a d i a a l  ' 

immuno d i f f u s i e  ( R I D ) ,  Deze  methode i s  reeds. i n  1965 be -  

s c h r e v e n  door G .  M A N C I N I ,   A . 0 ,  CARBONARW en  J .F.  HEREMANS. 

Voor d e   r a d i a a l  immuno d i f f u s i e   v a n  HFb, HSA en  HIgG i n  

p l a s m a  is g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   N o r - P a r t i g e e n  immuno- 

d i f f u s i e p l a t e n   a f k o m s t i g   v a n   B e h r i n g w e r k e  A.G. I Marburg  

W .  Germany. 

' D e  m e t h o d e   v e r l o o p t  a l s  v o l g t :  5 w 1  p lasma   word t   opge -  

b r a c h t   i n   e e n   a g a r o s e  medium d a t   e e n   a n t i S . e r u r n   b e v a t ,  

s p e c i f i e k  voor h e t  t e  onderzoeken e i w i t .  H e t  p l a s m a   z a l  

r a d i a a l   d i f f u n d e r e n   d o o r   h e t   a g a r o s e  medium, waardoor 

p r e c i p i t a t i e   o n t s t a a t   t e n   g e v o l g e   v a n   d e   k o p p e l i n g   t u s s e n  

h e t   p l a s m a e i w i t   d a t  a l s  a n t i g e e n  t e  beschouwen is e n   h e t  

a n t i l i c h a a m   a a n w e z i g   i n   d e   a g a r o s e .  D e  d i a m e t e r  va.n  de 

o n t s t a n e   p r e c i p i t a a t r i n g  i s  l o g a r i t m i s c h   g e r e l a t e e r d   a a n  

d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e   i n   h e t   p l a s m a .  O p  d e z e   w i j z e   z i j n   d e  

c o n c e n t r a t i e s   v a n  HSA, HFh e n  HIgG i n  plasma b e p a a l d ,  De 

c o n c e n t r a t i e b e p a l i n g e n   z i j n   i n   d r i e v o u d   u i t g e v o e r d   e n  

d u u r d e n   a f h a n k e l i j k   v a n   h e t  t e  b e p a l e n  e i w i t  4 t o t  8 0  

u u r .  Voor h e t   g e b r u i k t e  plasma w a r e n   d e   b e g i n c o n c e n t r a -  

t ies  v.an BFb, HIgG e n  HSA r e s p e c t i e v e l i j k  3,7 f: 0 , 2  g1 , 
l o t 1  2 0 1 4  g1-l e n  3 5  +, I , O  gl-1.  

-l 
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b. UV spec t roscop ie  

De  afname in de  concentratie HFb, HSA en HIgG 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 19841.. Het 

piekoppervlak  van  de  specifieke  pieken in het  HPLC 

chromatogram is een  maat voor de  concentratie  eiwit  in 

het plasma. De gebruikt,e HPLC  kolom  was  een TOY0 SODA 

3000  SW  kolom,  afkomstig  van  VARIAN. 

Zoals bek,end 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 

l), 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 a'ls 

HIgG  adsorberen.  In  de  praktijk  blijkt;  uitgaande  van  de f 

HPLC  chromatogrammen,  dat  HSA  niet  detecteerbaar  adsorbeert 

(Figuur 2 ) .  Waardoor  bij  voldoende  HIgG  ,aanbod,  de  HIgG 

adsorptie  eenvoudig  kwantitatief  te  bepalen is (zie " 

Hoofdstuk IV). 

Ook  de  radiaal  immuno  diffusie  methode  kent  zijn 

beperkingen. Zo kunnen  HFb  concentraties  lager  dan 0,3 

gl-l in  verdund  plasma  niet meer worden gedetecteerd. 
.- .. 

Algemeen  geldt  voor  depletiemetingen  dat  de  meest 

nauwkeurige  adsorptiewaarden  verkregen  worden  bij een 

depletie  van  ongeveer 50%. B i j  zelfgemaakte  eiwitmengsels 

kan  de  verhouding  tussen  de  concentratie  van  de ver- 
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o cl- 
2 

G 
L 
O 

Q) 

Q) 
U 

F i g u u r  

t 
I 1 I 1 s I I 

O 1 2 3 4 5 6 7 8  
elutietijd (min.) 

l. HPLC c h r o m a t o g r a m   v a n   p l a s m a   ( g e c i t r e e r d ) ,   W a a r i n  

HFb ( p i e k  1) , HIgG ( p i e k  2 )  , HSA ( p i e k  3 1 e n   l a a g  

m o l e c u l a i r  mater iaal  ( p i e k  4 )  voorkomen.  De elu- 

t i e b u f f e r  is PBS pH 7,35. 

s c h i l l e n d e  e i w i t t e n  e n e r z i j d s  e n  h e t ,   l a t e x   o p p e r v l a k  

a n d e r z i j d s   z o d a n i g   g e k o z e n   w o r d e n ,   d a t   a a n  d e z e  voorwaarde  

vo ldaan   kan  worden .  1 n . p l a s m a  i s  d e   v e r h o u d i n g  t u s s e n  de 

v e r s c h i l l e n d e   e i w i t c o n c e n t r a t i e s   v o o r a f   v a s t g e l e g d .  

O n d a n k s   b o v e n s t a a n d e   b e p e r k i n g e n   e n   v o o r w a a r d e n  i s  h e t  

t o c h   m o g e l i j k  de a d s o r p t i e   v a n  HFb,  HIgG e n  HSA u i t   p l a s m a  

t@ b e p a l e n   a l s   f u n c t i e   v a n  de t i j d  (TABEL VI.1) o I n   d e z e  

T a b e l   z i j n  de a d s o r p t i e w a a r d e n   g e g e v e n   v o o r  H F b ,  HSA e n  

HIgG, b e r e k e n d  op g r o n d   v a n   d e   c o n c e n t r a t i e v e r m i n d e r i n g   i n  

P l a s m a  door a d s o r p t i e   a a n   P S - l a t e x   b e p a a l d  m e t  b e h u l p   v a n  uv 
s p e c t r o s c o p i e   e n   r a d i a a l  immuno d i f f u s i e .  

I n   F i g u u r  2 is  de a d s o r p t i e   v a n  RSA u i t   p l a s m a   a a n  . 

P S - l a t e X  gegeven  a l s  f u n c t i e   v a n  de t i j d c  D e  a d s o r p t i e  is op 

t w e e  m a n i e r e n   b e p a a l d  (UV s p e c t r o s c o p i e   e n  R I D ) .  H i e r u i t  

b l i j k t  d a t  HSA n i e t   m e r k b a a r   a d s o r b e e r t .  T w e e  a d s o r p t i e -  
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TABEL V I .  1 

D e  a d s o r p t i e   v a n  HSA,  HFb e n  HIgG a a n   p o l y s t y r e e n   l a t e x  

( 2 6 7 0  c m  ) u i t   p l a s m a  als f u n c t i e   v a n   d e   t i j d .  2 

R a d i a a l  immuno d i f f u s i e   b e p a l i n g  

* D e  HFb c o n c .   i n   o p l o s s i n g  i s  n i e t   b e p a a l b a a r ' n a   a d s o r p t i e .  

HPLC/UV b e p a l i n g  

n o o t :   H e t   t o t a l e   v o l u m e   b e d r o e g  1,l m l  100 1.11 p l a s m a   e n  1 m l  

P S - l a t e x .  Bij d e  HPLC/UV b e p a l i n g e n  i s  de '   beg inconcen-  

t r a t i e  b e p a a l d  m e t  b .ehulp   van  R I D .  
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w a a r d e n   i n   d e z e   f i g u u r   w i j k e n   s t e r k  af. D e  HSA o p p e r v l a k t e -  

c o n c e n t r a t i e s   b e p a a l d  m e t  R I D  na  I uur  en  3 u u r   a d s o r p t i e  

(0,7 pgcm ) komen o v e r e e n  m e t  e e n   z e v e n v o u d i g e   p l a t e a u -  

w a a r d e  ( O , , l  V g c m  ) v e r k r e g e n  b i j  z u i v e r  HSA n a   a d s o r p t i e  

a a n   P S - l a t e x .  

-2 

-2 

D e  HIgG a d s o r p t i e w a a r d e n ,   b e p a a l d  m e t  UV e n  R I D ,  z i j n  

goed i n   o v e r e e n s t e m m i n g  m e t  e l k a a r   ( F i g u u r  3 ) .  D e  HIgG 

o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a r i e e r t   v a n  0,12 llgcm ( n a  l 

m i n u u t  1 t o t  O ,  28 U g c m  ( n a  1 u u r ) .  

-2 

- 2  

D o o r d a t   d e   d e t e c t i e g r e n s   v a n   d e  HFb c o n c e n t r a t i e   i n   p l a s -  

ma 0,3 g 1   b e d r a a g t   e n  de HFb c o n c e n t r a t i e   n a   a d s o r p t i e  -1 

c 

1 -  

a, 
a, 

O 
D -  
o 
e 0.2 - 
(d O 

a 
W I 'I I - 

o 10 20 30 40 50 60 2/ 170 180 

O 

adsorptie  tijd (min.) 

F i g u u r  2 .  D e  a d s o r p t i e   v a n  HSA a a n   P S - l a t e x   u i t   v e r d u n d  

p l a s m a  als f u n c t i e   v a n   . d e   t i j d .   I n   d e  grafiek is 

d e  HSA p l a t e a u w a a r d e  (voor  z u i v e r  HSA) eveneens 

a a n g e g e v e n  t -  - - 1 .  

De a d s o r p t i e w a a r d e n   z i j n   b e p a a l d  m e t  b e h u l p .   v a n  UV 

( O )  en R I D  CO). 



l a g e r  was dan O ,  3 g 1  8 kon m e t  behu lp   van  R I D  de  HFb 

a d s o r p t i e   n i e t   w o r d e n   b e p a a l d .  D e  HFb a d s o r p t i e ,   b e p a a l d  m e t  

UV, i s  g e g e v e n   i n   F i g u u r  4.  D e  o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n  

HFb n e e m t   l a n g z a a m   t o e   t o t  0, 0 7 ,  p.9 cm na  3 u u r .  Ook 

b l i j k t   u i t   d e   a f n a m e   v a n   p i e k  4 n a   a d s o r p t i e   l a a g m o l e c u l a i r  

m a t e r i a a l  t e  a d s o r b e r e n   a a n   P S - l a t e x .   O n b e k e n d  i s  h o e v e e l   e n  

w a t  v o o r   m a t e r i a a l .  

-1 . 5 

- 2  * 

adsorptie tijd (min.) 

F i g n u r  3. D e  a d s o r p t i e   v a n  HIgG a a n   P S - l a t e x  als f u n c t i e   v a n  

d e   t i j d   u i t   v e r d u n d   p l a s m a .   D e - H I g G   p l a t e a u w a a r d e  

i s  e v e n e e n s   a a n g e g e v e n  ( -  - ). 
D e  a d s o r p t i e w a a r d e n  z i j n  b e p a a l d  m e t  b e h u l p  van Uv 

(I) e n  R I D  (U). 
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adsorptie tijd (min.) 

w 
F i g u u r  4. D e  a d s o r p t i e   v a n  HFb u i t   p l a s m a  (11 x v e r d u n d )   b e -  

p a a l d  m e t  UV s p e c t r o s c o p i e   a a n   P S - l a t e x  a l s  f u n c -  

t i e  v a n   d e   t i j d .   I n   d e   g r a f i e k  i s  a a n g e g e v e n   d e  

HPb p l a t e a u w a a r d e  . ( -  - - ) e n   d e   o n d e r   d e   g e g e v e n  

o m s t a n d i g h e d e n   m a x i m a a l   m o g e l i j k e   o p p e r -  

v l a k t e c o n c e n t r a t i e  (..,..). 

' V I . 4  . D i s c u s s i e  

D e  c o n c e n t r a t i e  HSA, HFb e n  H I g G  kan   van   p lasma tot p l a s -  

m a  s t e r k   v a r i ë r e n .  D i t  b e t e k e n t   d a n   o o k  da t  d e   v e r k r e g e n  

a d s o r p t i e w a a r d e n   s t e r k   a f h a n k e l i j k   z i j n   v a n   h e t   g e b r u i k t e  
p l a s m a .  

H e t  i s  o p v a l l e n d  t e  noemen d a t  H S A  i n   h e t   g e h e e l   n i e t  

a d s o r b e e r t   a a n   P S - l a t e x   v a n u i t   p l a s m a ,  t e r w i j l  HSA i n   z e e r  

h o g e   c o n c e n t r a t i e s   v o o r k o m t   i n   p l a s m a .  D i t  b e t e k e n t   d a t   d e  

g e a d s o r b e e r d e   e i w i t l a a g   i n   s a m e n s t e l l i n g   g e e n   a f s p i e g e l i n g  

i s  v a n   d e   v e r h o u d i n g e n   t u s s e n  de e i w i t t e n ,   z o a l s  ze i n  

p ' l a s m a   v o o r k o m e n .   K e n n e l i j k   s p e l e n   s p e c i f i e k e   e i w i t - o p p e r -  

v l a k t e   i n t e r a c t i e s   e e n   b e p a l e n d e  r o l  i n   h e t ' a d s o r p t i . e p r o c e s .  
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Toch,  zo b l i j k t   u i t   d e   s n e l h e i d s c u r v e   v a n   F i g u u r  2 ,  word t  

v o o r  HSA na  1 u u r   a d s o r p t i e   e e n   z e e r   h o g e   o p p e r v l a k t e   c o n -  

c e n t r a t i e   b e r e k e n d ,   w a n n e e r   d e  HSA c o n c e n t r a t i e   b e p a a l d  

w o r d t   m e t   r a d i a a l  immuno d i f f u s i e .  Deze  methode i s  g e b a s e e r d  

o p   d e   i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t   v a n   . h e t  HSA e n  e r  w o r d t  

i m p l i c i e t   a a n g e n o m e n   d a t   d e z e   i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t  

t i j d e n s   h e t   a d s o r p t i e p r o c e s   n i e t   w o r d t   b e ï n v l o e d .  D i t  l i j k t  

e c h t e r   w e l   h e t   g e v a l .  Op g r o n d   v a n   d e   c o n c e n t r a t i e   b e p a l i n g  

van  HSA met UV s p e c t r o s c o p i e   n a  1 u u r   k a n   g e c o n c l u d e e r d  

worden   da t   ook   na  1 u u r   e r ,   g e e n   s p r a k e  i s  van   een   concen-  

t r a t i e a f n a m e ,   v a n  HSA i n   p l a s m a   e n   d a t   e r   d i e n t e n g e v o l g e   g e e n  

HS'A a d s o r p t i e   o p t r e e d t   i n   d e   m a t e   z o a l s   g e s u g g e r e e r d   u i t   d e  

R I D  me t ingen .  De m e t  b e h u l p   v a n  R I D  b e p a a l d e   h o g e  HSA 

a d s o r p t i e w a a r d e n   z i j n   e e n   g e v o l g   v a n   h e t   t e r u g l o p e n   i n  

i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t   v a n  HSA t e n   g e v o l g e   v a n   h e t   l a n g -  

d u r i g   c o n t a c t   t u s s e n  HSA i n   p l a s m a   e n   d e   P S - l a t e x .   D e z e  

t e r u g l o o p   i n   i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t   w o r d t   n i e t   w a a r g e -  ' 

nomen b i j   c o n t r s l e   e x p e r i m e n t e n ,   w a a r b i j  HSA n i e t   i n   c o n t a c t  

i s  gewees t  met P S - l a t e x .  Ook KOCHWA v i n d t   v o o r  HIgG a d s o r p -  

t i e   a a n   h y d r o f o b e   m a t e r i a l e n   e e n   a f n a m e   i n   i m m u n o l o g i s c h e  

a c t i v i t e i t   v a n  HIgG (KOCHWA 1967). D i t  k a n   d u i d e n  op s t r u c -  

t u u r v e r a n d e r i n g e n   i n   h e t  HIgG m o l e c u l e   t e n   g e v o l g e   v a n  

a d s o r p t i e / d e s o r p t i e .  Voor HFb z i j n   d e   s t r u c t u u r v e r a n d e r i n g e n  

t e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n g e t o o n d  m e t  c i r c u l a i r   d i c h r o i s -  

me s p e c t r o s c o p i e  (CHAN,  1980) a a n   g l a s .  Vreemd is e c h t e r ,  

d a t   i n   g e v a l   v a n  HSA i n   c o n t a c t  m e t   P S - l a t e x   i n   h e t   g e h e e l  

g e e n   a d s o r p t i e   w a a r g e n o m e n  i s .  . D e  m o g e l i j k h e i d   b l i j f t   a a n -  

w e z i g ,   d a t  HSA k o r t s t o n d i g   g e a d s o r b e e r d  i s  a a n   P S - l a t e x   e n  

d a t  HSA v e r v o l g e n s   d o o r   a n d e r e   ' m o l e c u l e n   v e r d r o n g e n   w o r d t  

v a n   h e t   . o p p e r v l a k .  

Hoewel  ook b i j  HIgG v o o r   d e   c o n c e n t r a t i e   i n   p l a s m a   n a  1 , 

u u r   a d s o r p t i e   l a g e r e   w a a r d e n   w o r d e n   b e p a a l d   m e t   r a d i a a l  

.immune d i f f u s i e ,  is o p   g r o n d   v a n   d e z e   e i s p e r i m e n t e n   n i e t   v a s t  

t e  s t e l l e n   o f   d e z e   v e r m i n d e r i n g   v e r o o r z a a k t . w o r d t   d o o r   h e t  

. t e r u g l o p e n   v a n   d e   i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t   v a n  HIgG. H e t .  

b l i j k t   d a t   o o k  m e t  b e h u l p   v a n  UV s p e c t r o s c o p i e   e e n   v e r l a g i n g  
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v a n  de HIgG c o n c e n t r a t i e   w o r d t   w a a r g e n o m e n   n a  l u u r .  D e  HIgG 

a d s o r p t i e   l i j k t  t e  v e r a n d e r e n .  D e  o p p e r v l a k t e   c o ' n c e n t r a t i e  

n e e m t   t o e   v a n  0,l p g  ca'  t o t  0,3 pgcm . D e  HIgG 

p l a t e a u w a a r d e   b e h o r e n d   b i j   d e   a d s o r p t i e   v a n   z u i v e r  HIgG b e -  

d r a a g t  0 , d  I pg cm , 

-2 - 2  

- 2  

Op b a s i s   v a n  de r e s u l t a t e n  m e t  m o d e l s y s t e m e n   b e s t a a n d e  

u i t  HFb, HIgG en  HSA zou HFb s t e r k   p r e f e r e n t i e e l   m o e t e n  

a d s o r b e r e n .  D i t  i s  e c h t e r   v o o r   p l a s m a   n i e t   h e t   g e v a l .  D e  HFb 

a d s o r p t i e   b e d r a " a g t   s l e c h t s  O ,  O 7 pg c m  . E r  z i j n   e e n   a a n -  

t a l  r e d e n e n   w a a r o m   d e   p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n  HFb z i c h  

n i e t  zo d u i d e l i j k   m a n i f e s t e e r t ,  

I n   d e  eerste p l a a t s   z i j n   d e   a d s o r p t i e   c o n d i t i e s ,   v a n   d i e n  

a a r d   d a t   w a n n e e r  a l l e  o o r s p r o n k e l i j k   i n   p l a s m a   a a n w e z i g e  HFb 

z o u   a d s o r b e r e n ,   d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   n o g   m a a r  0,15 l-lg 

c m  , z o u   b e d r a g e n   ( s t i p p e l l i j n   i n   F i g u u r  4 ) .  

I n   d e   t w e e d e   p l a a t s   g e l d t   d a t   d e  HFb a d s o r p t i e   a l l e e n   b e -  

p a a l d  i s  m e t  b e h u l p   v a n  HPLC/UV e n   z o a l s   r e e d s   e e r d e r   g e -  

s t e l d  i s  h e t '   z e e r   g o e d   m o g e l i j k   d a t   d e  HFb p i e k   ( p i e k  l i n  

F i g u a r  1) v a n   h e t  HPLC chromatogram  ook   nog   andere   hoog-  

m o l e c u l a i r e   c o m p o n e n t e n   b e v a t ,   w a a r d o o r   h e t   o n m o g e l i j k  is. 

e e n   j u i s t e  HFb o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e  t e  b e p a l e n .  

-2  

-2  

Ook  BRBSH, VROMAN e n  BREEMHAAR' v i n d e n   e e n  lagere waarde  

van  de  HFb a d s o r p t i e   u i t   p l a s m a   i n   v e r g e l i j k i n g  m e t  model- 

s y s t e m e n .  Z i j  v e r k l a r e n   d i t   d o o r   v e r d r i n g i n g   v a n  HFb d o o r  

h o o g m o l e c u l a i r e   c o m p o n e n t e n ,   z o a l s  H D L  e n   k i n i n o g e e n ,  
D e z e   v e r k l a r i n g  i s  w e l  p l a u s i b e l   v o o r   a d s o r p t i e  aan k l e i n e  

o p p e r v l a k k e n ,   m a a r   v o o r   l a t e x o p p e r v l a k k e n  i s  d i t   m i n d e r  

F t a a r s c h i   j n l i   j k .  

D i t  i s  h e t   b e s t  te i l l u s t r e r e n   m e t   e e n   r e k e n v o o r b e e l d .  

S t e l   d a t   d e   o p p e r v l a k t e c o n c e n t r a t i e   v a n   e e n   h o o g m o l e c u l a i r e  

c o m p o n e n t ,   b . v .   k i n i n o g e e n ,  l pg c m  i s  b i j   v o l l e d i g e  , 

b e d e k k i n g   v a n   h e t   o p p e r v l a k   e n   d a t   k i n i n o g e e n   s t e r k   p r e f e -  

-2 

r e n t i e e l   a d s o r b e e r t ,  Dan i s  u i t g a a n d e   v a n  2 m l  e i w i t o p l o s -  ' 

s i n g   e e n   c o n c e n t r a t i e   v a n  0 , 0 0 1  - 0 , 0 0 5  g l  a l  v o l d o e n d e  

om f i b r i n o g e e n   v a n   h e t   o p p e r v l a k  t e  v e r d r i n g e n ,   w a n n e e r   h e t  

-1 

o p p e r v l a k  2 c m L i s .  U i t g a a n d e   v a n   e e n   l a t e x   o p p e r v l a k   v a n  
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2 0 0 0  c m  is u i t g a a n d e   v a n  2 m l  e i w i t o p l o s s i n g   e e n   k i n i n o -  

g e e n c o n c e n t r a t i e   v a n  1 t o t  5 g 1   n o o d z a k e l i j k .  D e  k i n i n o -  

g e e n c o n c e n t r a t i e   i n  plasma b e d r a a g t   e c h t e r   s l e c h t s  

0,06 q1 ( S W I C K  1 9 8 0 ) .  D i t  b e t e k e n t ,  d a t  k i n i n o g e e n   i n  

d i t   s o o r t   e x p e r i m e n t e n  waar P S - l a t e x   w o r d t   g e b r u i k t   n o o i , t   i n  

s t a a t  i s  f i b r i n o g e e n   v a n   h e t   o p p e r v l a k  t e  v e r d r i n g e n .  

2 

-1 

-1 ' 

conclusie 

I n   d i t   h o o f d s t u k  is de c o n c u r r e r e n d e   , a d s o r p t i e   v a n  ' e iw i t -  

t e n   u i t   p l a s m a   a a n   P S - l a t e x   b e s c h r e v e n .  D e  a d s o r p t i e   v a n  HSA 

b l i j k t   i n   a a n w e z i g h e i d   v a n  d e  . a n d e r e   e i w i t t e n   v e r w a a r l o o s -  

b a a r  t e  z i j n .  Toch i s  h e t  meest o p v a l l e n d e   r e s u l t a a t   h e t  

t e r u g l o p e n   i n  de i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t  van H S A  n a  1 u u r  

c o n t a c t  m e t  P S - l a t e x .  D i t  g e g e v e n   k a n   g e v o l g e n   h e b b e n   v o o r  

h e t   g e b r u i k   v a n  immuno a s s a y s ,  e e n   s t a n d a a r d   m e t h o d e   d i e  

v e e l v u l d i g   w o r d t   t o e g e p a s t   i n   k l i n i s c h   c h e m i s c h e   l a b o ' r a t o r i a  

om e i w i t t e n   i n  plasma t e  d e t e c t e r e n .  Men neemt b i j   g e b r u i k  

van   deze   me thode   aan  da t  de i m m u n o l o g i s c h e   a c t i v i t e i t   v a n  . 

e i w i t t e n   d o o r   a d s o r p t i e   n i e t   w o r d t   b e i n v l o e d .   V o o r  w a t  be-  

t r e f t   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   u i t   p l a s m a   a a n  

P S - l a t e x   k a n   g e s t e l d   w o r d e n   d a t   z o w e l   H I g G ' a l s  HFb a d s o r -  

b e r e n   u i t   p l a s m a ,  maar d a t  HSA, d a t   i n   d e   h o o g s t e   c o n c e n t r a -  

t i e  i n   p l a s m a   v o o r k o m t ,   n i e t  of s l e c h t s   i n   z e e r   g e r i n g e  mate 

a d s o r b e e r t .  
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HOOFDSTUK V I 1  

TOEPASSING VAN CAPACITEITSSPANNINGSMETINGEN TER BESTUDERING 

VAN DE ADSORPTIE VAN E I W I T T E N  EN P E P T I D E N  AAN SILICIUM/ 

SILICIUMOXIDE ELECTRODEN 

V I I .  1. I n l e i d i n g  

I n   d i t   H o o f d s t u k   w o r d t   e e n   m e e t t e c h n i e k   b e s c h r e v e n   v o o r  

d e   b e s t u d e r i n g   v a n   d e   e l e c t r i s c h e   e i g e n s c h a p p e n   v a n   g e a d s o f -  

b e e r d e   p o l y p e p t i d e n   e n   e i w i t t e n .  Met d e z e   t e c h n i e k  i s  h e t  

m o g e l i j k   d e   a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   e n   p o l y p e p t i d e n   c o n t i n u  

t e  meten  a l s  f u n c t i e   v a n   d e   t i j d ,  
, .  

IVARSSON en  ARWIN h e b b e n   d e z e   t e c h n i e k   r e e d s   e e r d e r   t o e -  

g e p a s t   v o o r   d e   a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   a a n   m e t a l e n  ( A R W I N  

1 9 8 0 ,  IVARSSON 1981). Zo h e e f t  IVARSSON d e   a d s o r p t i e   v a n  

f i b r i n o g e e n   e n   a l b u m i n e   g e m e t e n   a a n   t i t a n i u m  a l s  f u n c t i e   v a n  

de t i j d   d o o r   g e b r u i k  t e  maken  van twee e l e c t r o c h e r n i s c h e  

methoden  (Galvanipotentiaalmetingen e n '   e l e c t r o d e c a p a c i t e i t s -  

m e t i n g e n )   i n   c o m b i n a t i e  m e t  e l l i p s o m e t r i e .  ARWIN h e e f t   d e  

a d s o r p t i e   v a n   a l b u m 2 n e   a a n   p l a t i n a   g e m e t e n  m e t  b e h u l p   v a n  

c a p a c i t e i t s m e t i n g e n ,   o o k   i n   c o m b i n a t i e  m e t  e l l i p s o m e t r i e .   I n  

b e i d e   g e v a l l e n  i s  e c h t e r   s p r a k e   v a n   p r e l i m i n a i r e   e x p e r i m e n -  

t e n .  

STENBERG h e e f t   e v e n e e n s   d e   a d s o r p t i e   v a n   a l b u m i n e   b e s t u -  

d e e r d  m e t  b e h u l p   v a n   c a p a c i t e i t s m e t i n g e n .  H i j '  h e e f t   ' e c h t e r  

h e t   m e t a l e n   s u b s t r a a t   v e r v a n g e n   d o o r  s i l i c i u m / s i l i c i u m , o x i d e .  

Gebruikmakend  van   een  S i 0  l a a g  m e t  e e n   d i k t e   v a n  1 , 6  nm. 

w o r d t   t e n   g e v o l g e   v a n   a l b u m i n e   a d s o r p t i e   e e n   c a p a c i t e i t s v e r -  

l ag ing   waa rgenomen   van  1,5%. (STENBERG 1 9 7 9 ) .  

2 

E v e n a l s  STENBERG hebben  ook - w i ' j  i n   p l a a t s   v a n   e e n   m e t a l e n  

o p p e r v l a k   g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   e e n   s i l i c i u m / s i l i c i u m o x i d e  

e , l e c t r o d e .  D i t  h e e f t   e e n   a a n t a l   v o o r d e l e n .  Door g e b r u i k  t e  

m a k e n   v a n   h e t   i s o l e r e n d e   S i 0  a l s  e l e c t r o d e m a t e r i a a l   k a n  

s t roomdoorgang   ve rmeden   worden .  B i j  geb ru ikmak ing   van  

m e t a l e n   e l e c t r o d e n  i s  d i t   n i e t  zo. S i 0 2  is e e n   i s o l a t o r   e n  

a l s  z o d a n i g   b e t e r   v e r g e l i j k b a a r  m e t  p o l y m e r e n   ( z o a l s  o.a. 
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g e d e f i n i e e r d   o p p e r v l a k   b e k e n d   u i t  d e  c h r o m a t o g r a f i e   e n  d e  

I S F E T  ( I o n   S e n s i t i v e  F i e l d '  E f f e c t  T r a n s i s t o r )   t e c h n o l o g i e .  

Naast de b e s c h r i j v i n g   v a n  d e  m e e t t e c h n i e k   w o r d e n   i n  d i t  

h o o f d s t u k  d e  g e s u l t a t e n   g e g e v e n   v a n  d e  a d s o r p t i e   v a n   h e t  

t r i p e p t i d e  S2238 e n  d e  e i w i t t e n  HFb ,  HIgG e n  H S A  a a n  S i 0  

T e r  v e r g e l i j k i n g  i s  e v e n e e n s   d e   a d s o r p t i e   v a n  HSA a a n   S i 0 2  

b e p a a l d  a l s  f u n c t i e   v a n  d e  t i j d   e n   c o n c e n t r a t i e   d o o r   g e -  

b r u i k m a k i n g   v a n   d e   r a d i o l a b e l i n g s m e t h , o d e .  . 

2. 

V I I . 2 .  Methode 

klS_ern_e_e_nl 
 oor i n   e e n   w i s s e l s t r o o m s c h a k e l i n g  t e  me ten   hoe  d e  ef-  

f e c t i e v e   c a p a c i t e i t   v a n  d e  d o o r   e e n   m e t a a l e l e c t r o d e ,  

s i l i c i u m o x i d e l a a g   e n   s i l i c i u m   g e v o r m d e   c o n d e n s a t o r   a f h a n g t  

v a n   d e   a a n g e l e g d e   g e l i j k s p a n n i n g ,   k u n n e n   g e g e v e n s   w o r d e n  

v e r k r e g e n   o v e r  de a a r d   v a n  h e t  S i / S i 0 2  g r e n s v l a k ,  de 

d o t e r i n g   v a n   h e t   s i l i c i u m ,   e v e n t u e l e   l a d i n g   i n   h e t   o x i d e ,  

e t c .  

E r  z i j n   v e e l   m e t i n g e n   v e r r i c h t   a a n   d e r g e l i j k e  MOS (Metal 

O x i d e   S e m i c o n d u c t o r )   s t r u c t u r e n ,  'maar ook z i j n   m e t i n g e n   v e r -  

r i c h t   a a n  E O S  ( E l e c t r o l i e t   O x i d e   S e m i c o n d u c t o r )  ( D E  ROOY 

1 9 7 8 ,  BOUSSE 1 9 8 2 ) ,   w a a r b i j   h e t  metaal v e r v a n g e n  is  d o o r   e e n  

v l o e i s t o f   p l u s   r e f e r e n t i e e l e c t r o d e   ( F i g u u r  1). B i j  e e n  E O S  

s y s t e e m ,   w a a r v a n   d e  I S F E T  e e n   p r a c t i s c h e   r e p r e s e n t a n t  i s ,  

kan men n u   t e v e n s   d e   e i g e n s c h a p p e n   v a n   h e t  S i 0  / e l e c t r o -  

l i e t  g r e n s v l a k   b e s t u d e r e n .  
2 

D e  c a p a c i t e i t  C d i e  men b i j  e e n   b e p a a l d e   f r e q u e n t i e  meet, 

kan  beschouwd  worden a l s  d e  r e s u l t a n t e   v a n   e e n   c a p a c i t e i t  

'S i 0  
o v e r   d e   o x i d e l a a g   i n  se r ie  met e e n   c a p a c i t e i t  

C S i r 2 d i e   v e r b a n d   h o u d t  met de r u i m t e l a d i n g s w o l k   i n   h e t  

s i l i c i u m .  

Als Csio, >> Csi is, wordt C = Csi. Is Csï >> Csio2 dan is C = Csio2. 
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In  deze  vergelijkingen  is C sio een constante, maar 

C hangt af van  de dikte’van  de  sepletielaag,  die  een 

functie is van  de  aangelegde  gelijkspanning  en van de 

doteringsconcentratie van het  silicium. 

Si 

Figuur 1 Meetopstelling referentieelectrode/electroliet/ 
sio2/Si ( E O S ) .  De  aan  de  klemmen  gemeten 

capaciteit is die van de  serieschakeling  van 

‘si0 s i -  Si 
afhankelijk  van  de  aangelegde  geli  jkspanning. 

en C De  grootte  van C is 
2 

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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hop ing   van  meerderheidsladingsdragers, v e r a r m i n g   d a a r v a n   e n  

o p h o p i n g   v a n  minderheidsladingsdragers a a n   h e t   g r e n s v l a k  

S i / S i O  
2 -  

T e n   g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n   h e t   S i 0   / v l o e i s t o f   g r e n s -  2 
v l a k   k a n   d e   c a p a c i t e i t  C w o r d e n   v e r l a a g d ,   d o o r d a t   e e n   e x t r a  

c a p a c i t e i t   w o r d t   g e ï n t r o d u c e e r d   i n  s e r i e  m e t  C e n  

Csi. D i t  e f f e c t   z a l   h e t   s t e r k s t   o p t r e d e n   i n   h e t   a c c u m u l a -  

t i e  of i n v e r s i e   g e b i e d .  Deze c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g   w o r d t   i n  

f i g u u r  2 a a n g e d u i d   a l s  A C  . 

SF0 
2 

a d s  

gelijkspanning V (volt) . 

F i g u u r  2 B e t  v e r l o o p   v a n ' d e   c a p a c i t e i t  ( C )  v a n   e e n  EOS con-  

d e n s a t o r  m e t  d e   a a n g e l e g d e .   g e l i j k s p a n n i n g .  D e  EOS 

c o n d e n s a t o r   h e e f t   e e n   c a p a c i t e i t  C wan- 

n e e r  Plet s i l i c i u m  vlak o n d e r   h e t   o x i d e   g o e d  ge1e.i- 

dend is .  D i t  is h e t  g e v a l   i n   a c c u m u l a t i e   e n   i n   i n -  

v e r s i e .  

De s t i p p e l i j n   g e e f t   e e n   m o g e l i j k e  CV c u r v e  weer na  

a d s o r p t i e .  

i n  de t e k s t ,  

s i o2 '  

ACads 
en  A V  w o r d e n   n a d e r   u i t g e l e g d  
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S T E N B E R G  h e e f t   e e n   d u i d e l i j k e   c a p a c i t e i t s v e r . l a g i n g   i n   h e t  

a c c u m u l a t i e g e b i e d   g e m e t e n   t e n g e v o l g e   v a n   p e p t i d e a d s o c p t i e ,  

a a n  S i 0  2. 

D o o r   a d s o r p t i e   a a n   h e t  S i 0  / v l o e i s t o f   g r e n s v l a k   k a n ,   o o k  
2 

d e   o p p e r v l a k t e   p o t e n t i a , a l  ( ' Y , )  a a n   h e t   e l e c t r o l i e t / i s o l a t o r  

g r e n s v l a k   v e r a n d e r e n .  D i t  i s  m e r k b a a r   i n   d e  vorm  van  een 

h o r i z o n t a l e   v e r s c h u . i v i n g   i n   d e  CV c u r v e .  Deze  v e r s c h u i v i n g  

i s  i n   F i g u u r  2 a a n g e d u i d  met AV.  

B O U S S E  h e e f t   d e  r e l a t i e  t u s s e n   o p p e r v l a k t e p o t e n t i a a l   e n  

AV bepaa ld  als f u n k t i e , v a n  de p H  van  de e l e k t r o l i e t o p l o s s i n g  

(BOUSSE 1980 ) . 
J A N A T A  h e e f t   t e n   g e v o l g e   v a n   a l b u m i n e   a d s o r p t i e   d r a i n -  

s t r o o m v e r a n d e r i n g e n   g e m e t e n  b i j  e e n  I S F E T ,  d i e  e v e n e e n s  

w i j z e n  op v e r a n d e r i n g e n   i n  de o p p e r v l a k t e   p o t e n t i a a l   t e n  

g e v o l g e   v a n  de a d s o r p t i e .  

V i a  CV m e t i n g e n   k u n n e n   i n   p r i n c i p e   d u s  t w e e  e f f e c t e n  

worden   gemeten:  

A. E e n   v e r a n d e r i n g   i n  c a p a c i t e i t  r e s u l t e r e n d   i n   e e n  AC 
ads 

B. E e n   v e r a n d e r i n g   i n   o p p e r v l a k t e p o t e n t i a a l   r e s u l t e r e n d   i n  

e e n  AV. 

V I I . 3 .   E x p e r i m e n t e e l  

materialen;: 

V o o r   d e   a d s o r p t i e e x p e r i m e n t e n  i s  g e b r u i k   g e m a a k t   v a n   g e -  

z u i v e r d  H S A  ( l o t n r ,   A 9 5 1 1   v a n  S I G M A ) ,  HFb ( K A B I )  e n  HIgG 

( C e n t r a a l   l a b o r a t o r i u m   v a n   d e   B l o e d t r a n s f u s i e d i e n s t ) .  De 

z u i v e r i n g   e n   k a r a k t e r i s e r i n g   v a n   d e z e   e i w i t t e n  i s  b e s c h r e v e n  

i n   H o o f d s t u k  11. 

H e t  p e p t i d e   S 2 2 3 8  was a fkoms t - ig   van  K A B I ,  S tbckholm.  

S2238 s t a a t  v o o r  H-D-phenylalanyl-L-pipecolyl-L-arginine-p 

n i t r o a n i l i d e   d i h y d r o c h l o r i d e  ('M=625,6).. Het p r e p a r a a t   w o r d t  

g e w o o n l i j k   g e b r u i k t   v o o r   d e   b e p a l i n g   v a n   p r o t r o m b i n e   e n  

a n t i t r o m b i n e   i n   a ' c t i v i t e i t   i n   p l a s m a .   I n   d i t   g e v a l  is S2238 

g e b r u i k t  voor c o ' n t r o l e m e t i ' n g e n ,   w a a r b i j   S 2 2 3 8   g e a d s o r b e e r d  

w e r d   a a n   S i 0  i 
2 -  
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Radiolabeling 

D e  l a b e l i n g s t e c h n i e k  i s  t o e g e p a s t  o m  de a d s o r p t i e   v a n  KSA 

e n  S i 0  o p p e r v l a k k e n  t e  b e s t u d e r e n .  HSA i s  g e l a b e l d  m e t  

I g e b r u i k m a k e n d   v a n   d e   c h l o o r a m i n e  T m e t h o d e ,   z o a l s  
125 

b e s c h r e v e n  i n  H o o f d s t u k  11. 

V I I .  4 .  R e s u l t a t e n  

T e r  c o n t r 8 l e   v a n   d e   m e e t o p s t e l l i n g   e n   m e e t m e t h o d e  i s  d e  

a d s o r p t i e   a a n  Si0 a l s  f u n c t i e   v a n   d e  t i j d  b e s t u d e e r d   v a n  

h e t   p e p t i d e  S2238. I n  F i g u u r  3 i s  d e   c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g  

v a n   h e t   s y s t e e m   w e e r g e g e v e n   t e n   g e v o l g e   v a n  S2238 a d s o r p t i e  

e v e n a l s   d e   v e r h o g i n g  i n  c a p a c i t e i t   t e n   g e v o l g e   v a n   d e s o r p t i e  

2 

a a n  Si0 H e t  s i l i c i u m .  bevond z i c h   h i e r b i j   i n   a c c u m u l a t i e  

door V = -4V t e  kiezen. D e  c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g  is c o n t i n u  
2 -  
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t e  v o l g e n  a l s  f u n k t i e   v a n   d e  t i j d  n a   t o e v o e g i n g   v a n  S 2 2 3 8  

a a n   h e t   e l e c t r o l i e t  (PBS). N a  2 0  m i n u t e n   s t a b i l i s e e r t  de 

c a p a c i t e i t   z i c h   o p   e e n   e i n d w a a r d e .  H e t  o p p e r v l a k . - i s   d a n  

w a a r s c h i j n l i j k   v e r z a d i g d  m e t  S 2 2 3 8 .  

W a n n e e r   v e r v o l g e n s   h e t   o p p e r v l a k   g e s p o e l d   w o r d t  met PBS 
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F i g u u r  3 De c a p a c i t e i t s v e r a n d e r i n g   v a n   e e n  

S i / S i O  ( 8 n m ) / P B S   ( 0 , 1 5   N a C l ) / r , e f e r e n t i e  

e l e c t r o d e   o p s t e l l i n g   t e n   g e v o l g e   v a n  

a d s o r p t i e / d e s o r p t i e   v a n  S2238 aan  S i 0  a l s  

f u n c t i e   v a n   d e  t i j d .  V = -4V.. 

2 

2 
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b u f f e r ,   k e e r t   d e   c a p a c i t e i t  weer o p  d e   o o r s p r o n k e l i j k e  

w a a r d e   t e r u g .  Er i s  h i e r   s p r a k e   v a n   v e r s   o p g e l o s t   S 2 2 3 8  

( F i g u u r   3 )  . Volgens  d e  c bijsluiter van  K A B 1  t r e e d t ,  b i j  n i e t  

v e r s e   o p l o s s i n g e n   5 2 2 3 8 ,   h y d r o l y s e  op  v a n   h e t   p e p t i d e   t e n  

g e v o l g e   v a n  d e  a a n w e z i g h e i d   v a n   m i c r o o r g a n i s m e n   i n  d e  o p l o s -  

s i n g .  D i t  i s  ook m e r k b a a r   i n  d e  c a p a c i t e i t s m e t i n g .  Een n i e t  

v e r s e   o p l o s s i n g   S 2 2 3 8   v e r o o r z a a k t  s t e r k  a f w i j k e n d e   r e s u l t a -  

t e n .  E r  worden   geen  deteckeerbare  capaciteitsveranderingen 

meer g e m e t e n   t e n   g e v o l g e   v a n   t o e v o e g i n g   v a n   S 2 2 3 8   a a n  d e  P B S  

o p l o s s i n g ,   w a n n e e r   d e   s 2 2 3 8   o p l o s s i n g e n   o u d e r   z i j n   d a n  1 

w e e k .  

Voomr de b e p a l i n g   v a n  d e  a l b u m i n e   a d s o r p t i e   a a n  S i 0 2  i s  

d e  l a b e l i n g s m e t h o d e   g e b r u i k t ,  waa rb i j  d e  a d s o r p t i e   v a n  HSA 

a a n  S i 0 2  b e p a a l d  i s  a l s  f u n c t i e   v a n   d e  t i j d  e n  a l s  f u n c t i e  

van  d e  c o n c e n t r a t i e   ( F i g u r e n  4 e n  5 ) .  De H S A  o p p e r v l a k t e -  

c o n c e n t r a t i e   n e e m t   n a  1 5  m i n u t e n   n i e t  meer t o e .  D e  p l a t e a u -  

w a a r d e   v o o r   d e  H S D A  a d s o r p t i e  (0,6 pgcm ) komt   overeen  

m e t  d e  H S A  p l a t e a u w a a r d e   v o o r   a d s o r p t i e   a a n   p o l y s t y r e ' e n ,   d i e  

b e p a a l d  werd met r a d i o l a b e l i n g .  

- 2  

Met b e h u l p   v a n   c a p a c i t e i t s m e t i n g e n  i s  g e t r a c h t  d e  a d s o r p -  

t i e  van  HSA,  HPb e n  HIgG t e  v o l g e n   a l s   f u n c t i e   v a n  de t i j d ,  

w a a r b i j  d e  e i w i t c o n c e n t r a t i e   v a r i e e r d e   v a n  0 , O l  g 1  . t o t  

10 g1-l. D i t  i s  i n t e r e s s a n t   t . a . v .  d e  a d s o r p t i e v e r s c h i j n -  

s e l e n   g e d u r e n d e  d e  e e r s t e  1 5  m i n u t e n ,  d i e  v i a  de l a b e l i n g s -  

m e t h o d e   m o e i l i j k  yeregis t reerd kunnen  worden.  Wanneer d e  

e l e c t r o l i e t o p l o s s i n g  bes taa t  u i t  P B S  b u f f e r   ( i o n s ' t e r k t e  0,15 

M )  b l i j k t  d e  c a p a c i t e i t   v a n   h e t   r e f e r e n t i e   e l e c t r o d e /  

e l e c t r o l i e t / S i O  /Si s y s t e e m   d o o r  de  a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n  

n i e t  detecteerbaar  t e  v e r a n d e r e n .  Wel z i j n   t e n   g e v o l g e   v a n  

H S A ,  H F b  e n  HIgG a d s o r p t i e   h o r i z o n t a l e   v e r s c h u i v i n g e n   i n  d e  

CV curve   waargenomen,  d i e  d u i d e n  op  e e n   v e r a n d e r d e  

o p p e r v l a k t e p o t e n k i a a l   a a n   h e t  S i 0  / v l o e i s t o f   g r e n s v l a k .  D e  

pH w e r d   t i j d e n s  d e  m e t i n g   n i e t   v e r a n d e r d  (pH = 7,351. 

-1 

2 

2 
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adsorptie tijd (uren) 

Figuur 4 De  snelheidscurve  van H S A  adsorptie  aan  SiOat 

bepaald  met  behulp  van  radiolabeling.,  De H S A  . 

concentratie is lgl 
-1 

HSA concentratie (gl-l) 

Figuur 5 De  adsorptieisotherm  van H S A  aan  Si0  bepaald 
2 r  

met  behulp  van  radiolabeling. 
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V I I . 5 .  D i s c u s s i e  

H e t  m e e s t  o p v a l l e n d e   r e s u l t a a t   i n  d i t  h o o f d s t u k  is d a t   d e  

a d s o r p t i e   v a n  €€SA, HFb e n  HIgG g e e n   c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g   t e n  

g e v o l g e   v a n   h e t   r e f e r e n t i e  e lec t rode /e lec t ro l ie t /S iO / S í  

s y s t e e m   h e e f t .  
2 

Een v e r k l a r i n g   v o o r   d i t   r e s u l t a a t   k a n   g e z o c h t   w o r d e n   i n  

d e   s t r u c t u u r   v a n   d e   e i w i t t e n .   E i w i t t e n   z i j n   m a c r o m o l e c u l e n  

d i e   e e n   p r i m a i r e ,   s e c u n d a i r e   e n  t e r t i a i r e  s t r u c t u u r   b e z i t -  

t e n .  M e t  name de t e r t i a i r e   s t r u k t u u r ,   w a n n e e r   d e z e   b e h o u d e n  

b l i j f t   t i j d e n s  d e   a d s o r p t i e   v a n   h e t   e i w i t ,  i s  er d e   o o r z a a k  

v a n   d a t   k l e i n e   i o n e n   v r i j   d o o r   h e t   g e a d s o r b e e r d e  e i w i t  kun- 

n e n   d i f f u n d e r e n .  D e  g e a d s o r b e e r d e   e i w i t l a a g  i s  d a a r d o o r  t e  

b e s c h o u w e n   a l s   e e n   e l e c t r i s c h   p o r e u z e   l a a g .  E L R I C H  h e e f t   o o k  

r eeds   gewezen  op d e   a a n w e z i g h e i d   v a n   e e n   v r i j e   d o o r g a n g   v o o r  

w a t e r m o l e c u l e n   e n   i o n e n   i n   e e n   l a a g   e i w i t m o l e c u l e n  ( E I R I C H  

1 9 7 7  1 . 

P e p t i d e n   z i j n   v e e l   k l e i n e r   d a n   e i w i t t e n   e n   b e z i t t e n   g e e n  

t e r t i a i r e  e n   s e c u n d a i r e   s t r u k t u u r .  Een g e a d s o r b e e r d e  

p e p t i d e l a a g  i s  d a n   o o k   e l e c t r i s c h   g e z i e n   v e e l   m i n d e r   p o r e u s  

e n   g e d r a a g t   z i c h   d a a r d o o r  m e e r  a l s  e e n   i s o l a t o r .  

D i t  b l i j k t   o o k   u i t   d e   r e s u l t a t e n   ( F i g u u r  3 )  w a a r u i t  e e n  

d u i d e l i j k e   c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g   w a a r n e e m b a a r  i s  t e n   g e v o l g e  

v a n   d e   p e p t i d e a d s o r p t i e   a a n  SjO D e  r e s u l t a t e n  m e t  be-  

t r e k k i n g   t o t   d e   e i w i t a d s o r p t i e   e n   p e p t i d e a d s o r p t i e   a a n  

S i 0 2 ,   g e m e t e n  m e t  b e h u l p   v a n   c a p a c i t e i t s m e t i n g e n ,   s t e m m e n  

g r o t e n d e e l s   o v e r e e n  m e t  d e   r e s u l t a t e n   v a n  STENBERG, M i j  

v i n d t   e c h t e r  w e l  e e n   z e e r   g e r i n g e   c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g   t e n  

g e v o l g e   v a n  H S A  a d s o r p t i e  (1,5%), w a a r s c h i j n l i j k   t e n   g e v o l g e  

v a n   e e n   g r o t e r e   g e v o e l i g h e i d   v a n   d e   m e e t o p s t e l l i n g   ( e e n  

d u n n e r e  S i 0  l a a g ) .  

G e z i e n   h e t   " i r r e v e r s i b e l e n '   k a r a k t e r   v a n   e i w i t a d s o r p t i e  

( H o o f d s t u k  111) e n   d e   r e v e r s i b e l e   a d s o r p t i e   v a n  S2238 aan  

S i 0  mag v e r o n d e r s t e l d   w o r d e n ,  da t  de i n t e r a c t i e   e n   h e t  

c o n t a c t   t u s s e n  e i w i t  e n   o p p e r v l a k   g r o t e r  i s  d a n   t u s s e n  

p e p t i d e   e n   o p p e r v l a k .  D e  v e r k l a r i n g   d i e  STENBERG g e e f f ,   d a t  

2 -  
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t e n   g e v o l g e   v a n   e e n   z e e r   g e r i n g   c o n t a c t   t u s s e n   g e a d s o r b e e r d  

e i w i t   e n   s u b s t r a a t   g e e n   s t e r k e   c a p a c i t e i t s v e r l a g i n g   o p t r e e d t  

i n   v e r g e l i j k i n g   m e t   p e p t i d e a d s o r p t i e  is dan  ook  minder  

a a n n e m e l i j k .  

I n   t e g e n s t e l l i n g   t o t   c a p a c i t e i t s m e t i n g e n   b l i j k t ,   d a t   t e n  

g e v o l g e   v a n  HSA, HFb e n  HIgG a d s o r p t i e  w e l  de   S iOz  opper -  

vlaktepotentiaa1,verandert. D e  o p t r e d e n d e   v e r a n d e r i n g e n   b l e -  

k e n   e c h t e r   n i e t   r e p r o d u c e e r b a a r   e n   d e r m a t e   g r i l l i g ,   d a t   o p  

g r o n d   h i e r v a n   o p  d i t  moment g e e n   v e r d e r e   u i t s p r a k e n  mogen 

worden   gedaan .  

JANATA z i e t  o p   b a s i s   v a n   d e   d o o r   , h e m   a a n   e e n  ISFET geme- 

t e n   v e r a n d e r e n d e   o p p e r v l a k t e p o t e n t i a a l   t e n   g e v o l g e   v a n  

a l b u m i n e   a d s o r p t i e ,   m o g e l i j k h e d e n   v o o r   d e   o n t w i k k e l i n g   v a n  

een   immunoe lec t rode .  H i j  v e r m e l d t   e c h t e r   n i e t s   o v e r   r e p r o -  

d u c e e r b a a r h e i d   e n   n a u w k e u r i g h e i d   v a n   z i j n   m e t i n g e n .  

Conclusie 

T . a . v .   d e   c a p a c i t e i t s m e t i n g e n   k a n   g e s t e l d   w o r d e n ,   d a t  

d e z e   v o o r   d e   b e s t u d e r i n g   v a n   e i w i t a d s o r p t i e   n i e t   d i r e c t  

g e s c h i k t   z i j n .  

H e t  i s  e c h t e r   w e l   m o g e l i ' j k  m e t  b e h u l p   v a n   c a p a c ì t e i t s -  

m e t i n g e n   d e   k i n e t i e k   v a n   a d s o r p t i e   e n   d e s o r p t i e   v a n   l a a g -  

m o l e c u l a i r   m a t e r i a a l ,   z o a l s   p e p t i d e n ,   c o n t i n u  i n  s i t u   k e  

v o l g e n  a l s  f u n c t i e   v a n   d e   t i j d .  Ook i s  h e t   m o g e l i j k  om o p  

d e z e   w i j z e   d e   c o n c u r r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n   p e p t i d e n   e n  e iwi t -  

t e n   t e   b e s t u d e r e n .  

T . a . v .   d e   m e t i n g - v a n   e e n   v e r a n d e r i n g   i n   o p p e r v l a k t e -  

p o t e n t i a a l   t e n   g e v o l g e   v a n   e i w i t a d s o r p t i e   k a n   g e s t e l d   w o r -  

d e n ,   d a t   e e n  I S F E T  m e t i n g   d i r e c t e r  i s  d a n   e e n  CV m e t i n g   e n  

i n   d e   t o e k o m s t   p e r s p e c t i e v e n   k a n   b i e d e n  m e t  b e t r e k k i n g   t o t  

d e   o n t w i k k e l i n g   v a n   e e n   e i w i t g e v o e l i g e   S i / S i O   e l e c t r o d e .  

D e  r e p r o d u c e e r b a a r h e i d   e n   e e n d u i d i g h e i d   v a n   d e  m e t  d e z e  

e l e c t r o d e   v e r k r e g e n   r e s p o n s   d i e n e n   e c h t e r  w e l  b e t e r  t e  z i j n ,  

d a n   d e   i n   d i t   h o o f d s t u k '   v e r m e l d e   r e s u l t a t e n .  

2 
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I n   t h i s   t h e s i s   t h e  r e s u l t s  of a d s o r p t i o n   s t u d i e s   w i t h   s o m e  

p l a s m a   p r o t e i n s   ( h u m a n   s e r u m   a l b u m i n  (HSA), f i b r i n o g e n   ( H F b )  

a n d  human  immuno gamma g l o b u l i n   ( H I g G ) )   o n t o   s o l i d / l i q u i d  

i n t e r f a c e s   a r e  desc r ibed .  T h e   a i m   o f   t h e s e   i n v e s t i g a t i o n s  i s  

t o   o b t a i n   m o r e   i n s i g h t   i n   t h e   p r o c e s s e s   o c c u r i n g  a t  t h e  

s u r f a c e  of p o l y m e r i c   m a t e r i a l s   i n   c o n t a c t   w i t h   b l o o d .  

A r e v i e w   o f   t h e   l i t e r a t u r e   a b o u t   p r o t e i n   a d s o r p t i o n   a t  

i n t e r f a c e s  i s  p r e s e n t e d   i n   C h a p t e r  I .  I t  i s  shown t h a t  s t i l l  

many c o n t r a d i c t i o n s   a b o u t   p r o t e i n   , a d s o r p t i o n  l i k e  t h e  

q u e s t i o n   o f   t h e   r e v e r s i b i l i t y   o f   a d s o r p t i o n  d o  e x i s t .  

I n   C h a p t e r  11. i t  i s  s h o w n ,   t h a t   p r o t e i n  d imers  a n d   o l i g o -  

mers a r e  p r e s e n t e d   i n   n o n   p u r i f i e d   s o l u t i o n s .  T h e   p r e s e n c e   o f  

t h e s e   p r o d u c t s   i n   p r o t e i n   s o l u t i o n s   u s e d   f o r   a d s o r p t i o n  , 

s t u d i e s  may l ead  t o  a m i s i n t e r p r e t a t i o n   o f   t h e   a d s o r p t i o n  

d a t a .   T h i s   C h a p t e r   a l s o   d e s c r i b e s   t h a t   t h e   a d s o r p t i o n  , 

b e h a v i o u r   o f   r a d i o l a b e l e d   p r o t e i n s   o n t o  a p o l y s t y r e n e   l a t e x  

d i f f e r s   f r o m   t h a t  o f  t h e   n o n - l a b e l e d   o n e s .   I s o t h e r m s  for t h e  

a d s o r p t i o n   o f  H S A ,  HIgG and  HFb o n t o  a p o l y s t y r e n e   l a t e x   a r e  

d e t e r m i n e d   b y   m e a s u r i n g   t h e   d e p l e t i o n  of p r o t e i n   i n   t h e  

s o l u t i o n .   T h i s .   h a s   ' e i t h e r   b e e n   f o l l o w e d   b y   r a d i o a c t i v i t y  

measu remen t s  or  by UV s p e c t r o s c o p y .   D i f f e r e n t   a d s o r p t i o n  

i s o t h e r m s   f o r   t h e   s a m e   p r o t e i n  were o b t a i n e d  when e i t h e r  

r a d i o a c t i v i t y  or UV s p e c , t r o s c o p y   w a s   u s e d   a s  a d e t e c t i o n  

t e c h n i q u e .  

T h e   a d s o r p t i o n   o f   p r o t e i n s   o n t o ,   p o l y s t y r e n e   l a t e x  seems t o  

b e   i r r e v e r s i b l e  ( n o  s p o n t e a n o u s   d e s o r p t i o n   h a s   b e e n   o b s e r v e d  

o n c e  t h e  p r o t e i n   h a s   b e e n   a d s o r b e d ) .   H o w e v e r ,  i t  a l s o   a p p e a r s  

t h a t   e x c h a n g e   o f   p r o t e i n s   a t   t h e   s u r f a c e   w i t h   t h e s e   i n  

s o l u t i o n  i s  p o s s i b l e .   B a s e d   o n   t h i s   i n f o r m a t i o n   o n e  i s  

i n c l i n e d   t o   i n f e r   t h a t   p r o t e i n   a d s o r p t i o n  i s  r e v e r s i b l e  as  

l o n g   a s   e x c h a n g e  of p r o t e i n   m o l e c u l e s  i s  c o n s i d e r e d .  

A d e s c r i p t i o n   o f   t h e   a d s o r p t i o n / d e s o r p t i o n   p r o c e s s   o f  

p r o t e i n s   a t   t h e   p o l y s t y r e n e   s u r f a c e   h a s   b e e n   g i v e n   i n   C h a p t e r  

III .  

139 



T h i s   d e s c r i p t i o n   i n c l u d e d   t h e   a s s u m p t i o n   o f  a s t r u c t u r a l  

c h a n g e  o f  p r o t e i n  a s  a r e s u l t   o f   t h e   a d s o r p t i o n   a t   t h e  

s o l i d / l i q u i d   i n t e r f a c e .  

I n   o r d e r   t o   o b t a i n   r e l i a b l e   r e s u l t s   f r o m   c o m p e t i t i v e  

p r o t e i n   a d s o r p t i o n   e x p e r i m e n t s ,  a me thod   based  on t h e   u s e  o f  

H i g h   P e r f o r m a n c e   L i q u i d   C h r o m a t o g r a p h y  was d e v e l o p e d  as a 

a l t e r n a t i v e   o f   t h e   r a d i o l a b e r i n g   m e t h o d .   T h i s   m e t h o d  i s  

d e s c r i b e d '   i n   C h a p t e r  I V .  C o m p e t i t i v e   a d s o r p t i o n   s t u d i e s   w i t h  

H S A ,  HFb and  H I g G  o n t o   P S - l a t e x   s h o w   t , h a t  a s t r o n g  

p r e f e r e n t i a l   a d s o r p t i o n  o f  HPb t a k e s   p l a c e .  When a d s o r p t i o n  

s t u d i e s  were c a r r i e d  o u t   w i t h   s o l u t i o n s   c o n t a i n i n g  H S A  

monomer  and  dimer,  a p r e f e r e n t i a l   a d s o r p t i o n  o f  HSA d imer  was 

o b s e r v e d .  

T h e   a d s o r p t i o n  o f  H S A  o n t o   p o l y s t y r e n e   a n d   p o l y ( v i n y 1  

c h l o r i d e )   m e a s u r e d   b y   r a d i o l a b e l i n g   a n d   a n  Enzyme Immuno 

Assay  ( E I A )  h a s   b e e n   d e s c r i b e d   i n   C h a p t e r  V. T h i s   c o m p a r a t i v e  

s t u d y   w a s   d o n e   i n   o r d e r   t o   q u a n t i f y   t h e  EIA method.  I t  i s  

shown t h a t  H S A  s u r f a c e   c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o r e   t h a n  0 , l  pgcm 

c a n   n o t   b e   q u a n t i f i e d   b y  E I A .  

- 2  

T h e   a d s o r - p t i o n  o f  p r o t e i n s  a t  s o l i d / p l a s m a   i n t e r f a c e s   h a s   b e e n  

desc r ibed  i n   C h a p t e r  VI. No 'HSA a d s o r p t i o n   f r o m   p l a s m a   o n t o  

. P S - l a t e x  was f o u n d .   H o w e v e r   t h e   l a r g e r  HFb and  HIgG m o l e c u l e s   d o  

a d s o r b   o n t o   P S - l a t e x .  

I n   C h a p t e r  V I 1  C a p a c i t y - V o l t a g e  ( C V )  measurements  a r e  u s e d   f o r  

2 a d s o r p k i o n   s t u d i e s .   T h e   a d s o r p t i o n   o f  HSA, HIgG and HFb o n t o  S i 0  

i s  n o t   m e a s u r a b l e  as y e t   b e c a u s e  o f  t h e   h i g h   c a p a c i t y  of  t h e  

p r o t e i n s  a s  c o m p a r e d   w i t h   t h e  S i 0  c a p a c i t y   ( p r o t e i n s  a r e  

e l e c t r i c a l l y   T h e   a d s o r p t i o n   a n d   d e s o r p t i o n   k i n e t i c s  o f  

p e p t i d e s   h o w e v e r   c o u l d  b e  f o l l o w e d   i n   t h i s  way. I t  i s  shown  f rom 

r e s u l t s   t h a t  t h e  a d s o r p t i o n   o f  p e p t i d e s  o n t o  S i 0  is a r e v e r s i b l e  

p r o c e s s .  

2 

2 
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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  (HPb)  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- 

lijk 'dat  er met  betrekking  tot  de  adsorptie van eiwitten  aan 

grensvlakken nog veel  tegenstrijdige  opvattingen bestaan. 

Vooral  het  al of niet  reversibele  karakter  van  eiwitadsorptie 

is  een  onderwerp  waarover nog geen  eensluidende  mening is, 

gevormd . 
In  Hoofdstuk  I1  wordt  met  behulp  van  verschillende ka'rak- 

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  beïnvloeden. 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  z.owel  met 

behulp  van  radioactiviteitsmetingen  als  met  UV  spectroscopie 

gemeten. Er werden  verschillende  isothermen verk.regen  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  eiwitmo.1eculen  de- 

sorberen  niet meer  spontaan). Uitwisseling  blijkt  wè1  moge- 

lijk. Op .grond van  dit gegeven  wordt  geconcludeerd dat de  ad- 

sorptie  toch  reversibel  is, wan,neer men  naar  uitwisseling  van 

eiwitmoleculen kijkt. 
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I n   H o o f d s t u k  I11 w o r d t ,   r e k e n i n g   h o u d e n d  met d e  b e p e r k i n g e n  

v a n   d e   r a d i o l a b e l i n g s m e t h o d e ,   e e n   b e s c h r i j v i n g   g e g e v e n   v a n  

h e t   a d s o r p t i e / d e s o r p t i e   p r o c e s   v a n   e i w i t t e n   a a n   p o l y s t y r e e n .  

E r  w o r d t   h i e r b i j .   e e n   s t r u c t u u r v e r a n d e r i n g   v a n   h e t  eiwit  t e n  

g e v o l g e   v a n   a d s o r p t i e   a a n g e n o m e n .  

Ter  v e r k r i j g i n g   v a n   b e t r o u w b a r e   r e s u l t a t e n   u i t   c o n c u r r e -  

r e n d e   e i w i t a d s o r p t i e   e x p e r i m e n t e n  i s  e e n   m e t h o d e   o n t w i k k e l d  

w a a r b i j   g e b r u i k t   g e m a a k t   w o r d t   v a n   H i g h   P e r f o r m a n c e   L i q u i d  

C h r o m a t o g r a f i e .  D i t  a l s  a l t e r n a t i e f   v o o r  d e  l a b e l i n g s m e t h o d e .  

D e  HPLC m e t h o d e   w o r d t   b e s c h r e v e n   i n   H o o f d s t u k  I V .  I n  d i t  

h o o f d s t u k   w o r d e n   t e v e n s   d e   r e s u l t a t e n   g e g e v e n   v a n  d e  c o n c u r -  

r e r e n d e   a d s o r p t i e   v a n  H S A ,  HIgG e n  HFb a a n   P S - l a t e x .  E r  w o r d t .  

e e n  s t e r k e  p r e f e r e n t i ë l e   a d s o r p t i e   v a n  HFb waargenomen. 

W a n n e e r   a d s o r p t i e s t u d i e s   w o r d e n   v e r r i c h t  met o p l o s s i n g e n  

w a a r i n  H S A  monomeer  en dimeer a a n w e z i g   z i j n ,   a d s o r b e e r t  HSA 

dimeer p r e f e r e n t i e e l .  

I n   H o o f d s t u k  V w o r d t  d e  a d s o r p t i e   v a n  H S A  a a n   p o l y s t y r e e n  

e n   p o l y ( v i n y l c h 1 o r i d e )   b e s c h r e v e n .  D e  m e t . i n g e n   w e r d e n   u i t g e -  

v o e r d  m e t  b e h u l p - v a n   r a d i o l a b e l i n g   e n  met b e h u l p   v a n   e e n  Enzym 

Immuno Assay  ( E I A ) .  D e . E I A  m e t h o d e   z o u   o p ' d e z e  wijze i n   p r i n -  

c i p e  t e  k w a n t i f i c e r e n   z i j n .  H e t  b l e e k  e c h t e r   d a t  H S A  o p p e r -  

v l a k t e   c o n c e n t r a t i e s   v a n  meer dan  0 , l  p.gcm n i e t  t e  kwan- 

t i f i c e r e n   z i j n  met b e h u l p   v a n  ETA.  . 

-2 

D e  a d s o r p t i e   v a n   e i w i t t e n   a a n   P S - l a t e x   v a n u i t   p l a s m a   w o r d t  

b e s c h r e v e n   i n   K o o f d s t u k  V I .  E r  werd g e e n  H S A  a d s o r p t i e   a a n  

P S - l a t e x   v a n u i t   p l a s m a   w a a r g e n o m e n .  D e  g r o t e r e  HFb e n  HIgG 

m o l e c u l e n   a d s o r b e r e n   e c h t e r  wel a a n   P S - l a t e x .  

I n   H o o f d s t u k  V I 1  z i j n  d e  C a p a c i t e i t s - S p a n n i n g s  ( C V )  m e t i n -  

g e n   v o o r   a d s o r p t i e s t u d i e s   b e s c h r e v e n .  D e  a d s o r p t i e   v a n  HSAI 

HIgG e n  KPb a a n  S i 0  is v o o r a l s n o g   n i e t  meetbaar vanwege d e  

h o g e   c a p a c i t e i t   v a n   d e   e i w i t t e n   i n   v e r g e l i j k i n g  m e t  d i e   v a n  

h e t  S i 0 2  ( e i w i t t e n   z i j n   e l e c t r i s c h   " p o r e u s " ) .  Wel i s  d e  

a d s o r p t i e   e n   d e s o r p t i e   v a n   p e p t i d e n  op  deze wi jze  g e v o l g d  

a l s  f u n c t i e   v a n  d e  t i j d .  U i t  d e , r e s u l t a t e n  b l i j k t  d a t  d e  

a d s o r p t i e   v a n   p e p t i d e n   a a n  S i 0 2  e e n   r e v e r s i b e l   p r o c e s  i s ,  

2 
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