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Proteinresistente Oberflichen

Die Proteinadsorption gilt als der wichtigste Faktor der Wechselwir-
kung zwischen polymeren Biomaterialien und Korperfliissigkeiten
oder -gewebe. Die Haupteinflussfaktoren auf die Proteinadsorption
sind wasservermittelte hydrophobe und Hydratationskrifte sowie
elektrostatische Wechselwirkungen. Eine systematische Analyse ver-
schiedener Monolagen fiihrte zur Aufstellung allgemeiner Leitsiitze,
den sogenannten ,, Whitesides-Regeln“. Diese Konzepte wurden er-
folgreich auf die Entwicklung verschiedener proteinresistenter Ober-
flidchen angewendet und werden kontinuierlich weiterentwickelt, um
das Verstindnis von Protein-Material-Wechselwirkungen iiber die
bisherigen Grenzen hinaus zu erweitern. Ebenso werden die Theorien
zu Proteinadsorptionsmechanismen aufgrund der sich schnell entwi-
ckelnden analytischen Technologien fortlaufend verbessert. Ziel dieses
Aufsatzes ist die Verbesserung der aufgestellten empirischen Leitlinien
im Hinblick auf die theoretischen und analytischen Fortschritte. Dabei
werden die aktuellen analytischen Methoden zur Untersuchung me-
chanistischer Hypothesen und Theorien zu Protein-Oberflichen-
Wechselwirkungen besprochen. Ein besonderes Augenmerk liegt auf
aktuellen Technologien im Bereich bioinerter und biospezifischer
Beschichtungen und ihrer Anwendungen in der Biomedizin.
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schritten, dem sogenannten ,,Vroman-
Effekt“, durch andere Proteine mit
hoherer Affinitit ersetzt.['>!7)

In vielen Fillen kommen Bioma-
terialien direkt mit Blut in Kontakt. In
Abhingigkeit von den Bedingungen
kann das inner- oder auBerhalb des
Korpers erfolgen, etwa bei Biomate-

1. Einleitung

Biomaterialien und medizinische Gerédte verursachen
eine Reaktion, wenn sie in lebendes Gewebe implantiert
werden oder mit menschlichem Blut in Kontakt kommen.!
Innerhalb von Sekunden adsorbieren Proteine unspezifisch
auf der Implantatoberfliche (Abbildung 1), schnell gefolgt
von einer Kaskade von Fremdkorperreaktionen.” Diese
biologische Reaktion fiihrt zur Produktion einer faserartigen
avaskuldren Kapsel, die das Implantat vom Zielgewebe iso-
liert und somit die Funktion von Membranen und Biosenso-
ren behindert oder die Wirkstofffreisetzung aus einem
Transportvehikel verhindert.”!

Insbesondere die Proteinadsorption hat sich zu einem
Schwerpunkt der modernen Nanotoxikologie entwickelt. Die
meisten Nanopartikeloberflichen werden augenblicklich mit
einer dichten Proteinschicht bedeckt, wenn sie in die Blut-
bahn injiziert werden. Diese ,,Korona“ bestimmt die Reak-
tion des Korpers auf das Partikel.™® Das Wissen um die
Zusammensetzung der Korona und ihre zeitliche Entwick-
lung™'? ist notwendig, um ihre Auswirkungen zu verste-
hen."?! Zusitzlich kann die Proteinadsorption oft von einer
langsamen Proteindenaturierung begleitet werden, die eine
immunologische Erkennung der Partikel zur Folge hat. Diese
Immunreaktion wird durch denaturierte Proteine ausgelost
und damit nicht notwendigerweise durch das Material, aus
dem die Nanopartikel bestehen.'>!* All das wird zusitzlich
durch die Tatsache verkompliziert, dass es sich bei der Pro-
teinadsorption um ein kinetisches Phanomen handelt und sich
die Korona mit der Zeit verindert.” '’ Die sehr beweglichen
Proteine, die in der frithen Phase adsorbieren, werden spéter
in einer komplexen Folge von Adsorptions- und Austausch-
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rialimplantaten (z.B. Herzklappen)

oder bei partikuldaren Formulierungen,

die direkt tber  Dialysatoren,
Schlauchmaterialien oder Blutbeutel in den Blutstrom ge-
langen. Der Kontakt von Blut mit kiinstlichen (exogenen)
Oberflachen kann zur Thrombozytenadhision und -aktivie-
rung fithren, die wiederum eine Plasmagerinnung und/oder
Aktivierung des Komplementsystems auslosen. Es ist allge-
mein anerkannt, dass diese biologischen Effekte die Ad-
sorption von Proteinen auf der exogenen Oberfldche bein-
halten. Da keine vollstédndig proteinresistente Biomaterial-
oberfliche bekannt ist, erfordert die Anwendung von Bio-
materialien oft die gleichzeitige Behandlung mit anderen
Medikamenten, wie z.B. in einer gerinnungshemmenden
Therapie. Dies ist nicht erwiinscht, weil sowohl mogliche
Nebenwirkungen (einschlieBlich der Blutung, Neutropenie
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Abbildung 1. A) Die dynamische Adsorption und Denaturierung von
Proteinen auf unbehandelten Oberflichen. B) Die proteinresistente
Eigenschaft geeignet polymerbeschichteter Oberflichen.

oder Thrombozytopenie) als auch pharmakokinetische und
metabolische Storungen durch gleichzeitige Verabreichung
verschiedener Wirkstoffe bei multimorbiden Patienten auf-
treten konnen.

Dabher ist die Unterdriickung der unspezifischen Protein-
adsorption ein Schliisselfaktor zur Verbesserung der Bio-
kompatibilitit von Biomaterialien. Ein effizienter Ansatz
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besteht in der Modifizierung von Biomaterialoberflachen mit
einer Polymerbeschichtung, die sie in Hinblick auf Koérper-
flissigkeiten und das umgebende Gewebe ,tarnt“.’! Um
solche ,,getarnten“ Objekte zu erhalten, ist es sinnvoll, eine
Verringerung der Oberfldchenenergie der Biomaterialien in
Betracht zu ziehen. Fluorierte Beschichtungen mit einer ge-
ringen Oberflichenenergie wurden zur Verringerung der
Ablagerung von Meeresorganismen auf Oberflichen ver-
wendet,'® aber sogar Polytetrafluorethylen-Oberflichen
(PTFE, Teflon) absorbieren in physiologischer Umgebung
signifikante Mengen an Proteinen." Somit ist es wichtig, die
Triebkraft der Proteinadsorption zu verstehen, um bioinerte
Oberfldchen zu verbessern.

Der rasante Fortschritt in der Synthese und Charakteri-
sierung von funktionalen polymerbeschichteten Oberflachen
stellt zusdtzliche Herausforderungen an die Entwickler
theoretischer Modellierwerkzeuge fiir die quantitative Be-
schreibung der Proteinbindungsprozesse. Es ist jedoch deut-
lich, dass das theoretische Verstdndnis eine notwendige Be-
dingung fiir rationale Entwicklungsstrategien ist, die eine
externe Kontrolle sowohl der Bindungsthermodynamik als
auch der Kinetik ermoglichen kénnen.)

Unter allen moglichen Kriften werden die wasserver-
mittelten hydrophoben und Hydratationskrifte fiir die
Hauptakteure bei der Proteinadsorption gehalten, eine
Sichtweise, die in der von Berg empirisch ermittelten hydro-
philen/hydrophoben Grenze resultierte.”!! Dieses Konzept
beschreibt, welche Oberflachen in Abhéngigkeit ihrer Was-
serkontaktwinkel die Proteinadsorption unterstiitzen oder
hemmen. Bergs Gesetz ist eine quantitative Definition der
Hydrophobie/Hydrophilie: Oberflichen sind hydrophob,
wenn ihr Kontaktwinkel 6 mit Wasser groBer als ein kritischer
Wert von ungefihr 65° ist.!! Auf hydrophilen Oberflichen
mit 6 < 65° sind Proteine nicht in der Lage, das Wasser von
der Oberfldche zu verdringen und adsorbieren somit nicht,

Autoren sind Mitglieder des Helmholtz Virtual Institute on Multifunctional Biomaterials for Medicine, das seit 2011 von der Helmholtz-Gemeinschaft, der
Freien Universitit und der Universitit Freiburg gefordert wird und dem rund 40 Wissenschaftler aus verschiedenen Institutionen angehéren, die Protein-
Material-Wechselwirkungen erforschen (Sprecher: Prof. A. Lendlein, HZG-Teltow).
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wihrend das umgekehrte Verhalten bei hydrophoben Ober-
flaichen erwartet wird. Obwohl diese spezielle Sichtweise viele
experimentelle Ergebnisse erkldren kann, hat sie mehrere
Nachteile. Erstens: Indem der gesamte Fokus auf die Ober-
flichen-Wasser-Wechselwirkung gelegt wird, erhélt man
wenig Einblick in die konkurrierende, dynamische Adsorp-
tion von verschiedenen, gegenseitig miteinander wechselwir-
kenden Proteinen. Der zweite Kritikpunkt ist eher begriffli-
cher Natur: Bergs Grenze wird iiblicherweise aus der Be-
trachtung von hydrophoben und Hydratationskriften zwi-
schen grofen Partikeln abgeleitet, die sich, theoretisch be-
trachtet, wie flache Oberflichen verhalten. Die Stidrke und
GroBenabhéngigkeit dieser Krifte hingt jedoch stark von
den beteiligten Gro3enordnungen ab, wobei es im Nanome-
terbereich, in dem sich die Grofe der meisten Proteine be-
findet, einen wichtigen Ubergang gibt.’>*! Insofern ist es
nicht klar, wie viele der erhaltenen Ergebnisse zu Wechsel-
wirkungen auf groen Oberfliachen wirklich fiir die Adsorp-
tion auf kleinen Partikeln relevant sind.

Die Beobachtung einer starken Proteinadsorption fiir
viele Arten von geladenen hydrophilen Gelen, die iiblicher-
weise als polymere Beschichtungen verwendet werden, steht
in klarem Gegensatz zum empirischen Konzept von Bergs
Grenze. Vogler, der als erster die hydrophoben und Hydra-
tationskrifte als Hauptakteure der Proteinadsorption be-
nannte,?! hat diese Diskrepanz beobachtet. Er schlug vor,
zwischen denjenigen Proteinen zu unterscheiden, die direkt
an die Oberfldche gebunden sind, und solchen, die sich in
direkter Ndhe zur Oberfldche befinden. Abgesehen von der
Tatsache, dass diese Ad-hoc-Erkldarung experimentelle Be-
weise benotigt, konnte sie das Gesamtkonzept von Bergs
Gesetz retten, erscheint aber cher kiinstlich. Zusitzlich ist
nicht klar, welchen Unterschied es aus praktischer Sicht
machen wiirde, wenn man die Entwicklung bioinerter Be-
schichtungen betrachtet. Tatséchlich ist es schwer zu verste-
hen, dass Proteine, deren Abstand von der Biomaterialober-
fliche lediglich eine Wassermonolage betrédgt, von externen
Stoffen wie z. B. Mikroben oder Antikorpern, unterschieden
werden konnen, um daraufhin ihre gesamte Wechselwirkung
mit dem Material zu dndern. Es muss diskutiert werden wie
sie die gesamte Reaktion mit dem Material dndern konnen,
denn kein klarer physikalischer Mechanismus wiirde es
diesen Stoffen erlauben, eine so kleine Anderungen ZU un-
terscheiden. Zusitzlich kann das Verhalten fluorierter Ober-
flichen mit diesem Modell nicht direkt bewertet werden, da
die Fluorophilie eine weitere Dimension eroffnet, die nicht
als ,,hydrophil“ oder ,hydrophob® charakterisiert werden
kann.

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass die physiko-
chemischen Prozesse der Proteinadsorption durch ein kom-
plexes Zusammenspiel der Konformationsfreiheitsgrade des
(reagierenden) Polymers und verschiedenen polaren und
unpolaren Wechselwirkungsmechanismen bestimmt wer-
den.””! Erstere schlieBen sowohl die unspezifischen elektro-
statischen und ionischen Abschirmeffekte als auch lokalere
nichtkovalente Wechselwirkungen wie Salzbriicken oder
Wasserstoffbriicken mit ein. Die polaren Wechselwirkungen
konnen durch Anderungen der Salzkonzentration oder des
pH-Wertes beeinflusst werden. Die nichtpolaren Wechsel-
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wirkungen schlieBen Van-der-Waals- und solvensvermittelte
Phinomene wie die hydrophobe Anziehung® oder die Hy-
dratationsabstoBung mit ein.””! Eine quantitative Beschrei-
bung dieser stark verflochtenen und kumulativen Mechanis-
men erfordert mehrskalige und grobkornigere Modellie-
rungsansitze sowohl fiir die solvatisierten Polymere®2% als
auch die Proteine,””>! um alle relevanten Zeit- und Lén-
genskalen abzudecken, wihrend die chemische Spezifitit
gewahrt bleibt. Die Fiille der bisher entwickelten Werkzeuge
hat sich noch nicht zu einer komplett quantitativen Vorher-
sagemaschinerie entwickelt, aber Teilerfolge wurden in ver-
schiedenem Ausma@ fiir individuelle Systeme erreicht. Diese
werden im Abschnitt 2.5 zu den theoretischen Methoden
besprochen.

Auf der Suche nach geeigneten Beschichtungsmaterialien
haben Whitesides und Mitarbeiter eine systematische Studie
zur Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung ver-
schiedener chemischer Strukturen in selbstassemblierte Mo-
nolagen und ihrer Effizienz in der Unterdriickung der Pro-
teinadsorption durchgefiihrt.?>*) Auf der Grundlage dieser
Untersuchungen wurden vier molekulare Eigenschaften fiir
proteinresistente Monolagen vorgeschlagen, die als die
,» Whitesides-Regeln“ bekannt sind: 1) die Gegenwart polarer
funktioneller Gruppen, d.h., Hydrophilie, 2) die Gegenwart
von Wasserstoffbriickenakzeptoren, 3) das Nichtvorhanden-
sein von Wasserstoffbriickendonoren und 4) das Nichtvor-
handensein einer Nettoladung. Polymerbeschichtungen, die
alle diese Regeln erfiillen, sollten eine zusétzliche Hydrata-
tionsschicht bieten, die die Proteinadsorption auf der Ober-
fliche verhindert.

Auf der Grundlage der oben genannten empirischen
,» Whitesides-Regeln“ wurden viele verschiedene Arten bio-
inerter Molekiile entwickelt oder verwendet, die die Protein-
adsorption auf Materialoberfldchen effektiv verringern. Dazu
gehoren Peptide,”" Peptoide,* Oligo-/Polyethylenglykole,*!
Oligo-/Polyglycerole,* zwitterionische Polymere,® Poly-
saccharide,®® Polyoxazoline,””! Poly(propylensulfoxide )=
und Polyvinylpyrrolidone.®” Obwohl einige dieser Polymer-
beschichtungen wie z. B. Polyglycerol und Polysaccharide eine
groBe Anzahl an Hydroxygruppen (Wasserstoffbriicken-
donoren) enthalten und damit nicht der dritten Whitesides-
Regel entsprechen, erfiillen sie aufgrund ihrer verbesserten
Hydrophilie die erste Regel génzlich. In diesem speziellen
Fall ist Bergs Gesetz anwendbar. Demzufolge ist ein allge-
meines Verstindnis von bioadhidsiven als auch bioinerten
Oberflichen notwendig, um Beschichtungen anwendungs-
spezifisch optimieren zu kénnen.

Zusitzlich zu bioinerten Beschichtungen besteht ein an-
derer Ansatz darin, Polymeroberfldchen zu entwickeln, die
die (un)kontrollierte Adsorption von Proteinen nutzen, um
das Biomaterial abzuschirmen und/oder seinen Einbau zu
fordern, so dass Implantatoberflachen auf biologische Weise
den Kontakt mit dem Gewebe herstellen konnen.*”! Dabei
wird angenommen, dass die Kombination biospezifischer
Molekiile mit bioinerten Beschichtungen die Effizienz der
biologischen Kommunikation erhéhen kann.”! Zusitzlich zu
der zwitterionischen Phospholipiddoppelschicht enthalten
natiirliche Zellmembranen inselartig verteilte Kohlenhydrate
und Proteine. Dieses Konzept wurde fiir zellmembranéhnli-
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che Polymerbeschichtungen {ibernommen, die aus einem
bioinerten Material und daran konjugierten bioaktiven Mo-
lekiilen bestehen, die im lebenden Organismus selektiv an
Zielbiomolekiile binden konnen. Zum Beispiel konnen Ar-
ginin-Glycin-Asparaginsduren (RGDs), die an bioinerte Be-
schichtungen gebunden sind, an Endothelzellen binden,
wihrend die benachbarten bioinerten Polymere die Adhision
von Leukozyten und anderen Zellen verhindern.*!! Aus
diesem Grund sind bioinerte Oberfldchen ein unverzichtba-
rer Bestandteil bei der Entwicklung von Biomaterialien.

Fiir viele der oben erwdhnten Anwendungen galt die
PEGylierung als der Goldstandard der proteinresistenten
Oberflachen. Aktuelle Beobachtungen deuten jedoch an,
dass die PEGylierung weit von einer optimalen Methode fiir
biomedizinische Anwendungen entfernt ist. Obwohl es sich
bei PEG um einen Polyether handelt, der unter physiologi-
schen Bedingungen relativ stabil ist, wurde gezeigt, dass ein
Abbau moglich ist und besonders bei erhohten Temperatu-
ren, in der Gegenwart von Sauerstoff und Ubergangsmetal-
lionen oder im lebenden Organismus in der Gegenwart von
Enzymen auftritt.*>*! Die thermische Instabilitit ist fiir die
Herstellung und Handhabung von PEG-beschichteten Ma-
terialien wichtig. Zusétzlich wurde gezeigt, dass der enzy-
matische Abbau von niedermolekularen PEGs giftige Meta-
bolite erzeugt.!! In einigen Fillen wurden auch Uberemp-
findlichkeitsreaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schock
beschrieben.*! Derzeit wird noch diskutiert, ob diese Kor-
perreaktion auf PEG selbst zuriickzufiihren ist oder ob Un-
reinheiten aus der Synthese, wie z. B. 1,4-Dioxan, Ethylenoxid
oder Formaldehyd, dafiir verantwortlich sind. Mehrere Stu-
dien haben im Menschen auch Antikérper (IgM und IgG)
gegen PEG nachgewiesen, die durch wiederholte Gabe von
PEG oder PEG-Wirkstoff-Konjugaten verursacht worden
sein konnten.[*)

Aus diesem Grund haben Alternativen zu PEG in den
letzten Jahren viel Aufmerksamkeit erregt. Eine dieser Po-
lymerklassen ist Polyglycerol (PG), das entweder eine lineare
oder verzweigte Struktur besitzen kann.*”*! Diese Polymere
sind bestindiger gegen Hitze**"” und Oxidation!! als PEG
und besitzen dhnliche oder sogar bessere proteinresistente
Eigenschaften.’**! AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
PGs eine geringere Thrombozytenaktivierung als PEG ver-
ursachen. Eine andere Option sind zwitterionische Mole-
kiile.’™ Wie bereits erwihnt, ist hauptsichlich die an die Po-
lymerketten gebundene Wasserschicht fiir die Hydratations-
krifte verantwortlich, die die Proteinadsorption abwehren.”
Hydrophile Molekiile wie z.B. PEG und PG gestatten die
Hydratation iiber Wasserstoffbriicken, die schwicher als
elektrostatische ionische oder Ion-Dipol-Bindungen sind.
Zwitterionische Molekiile erfiillen mehrere Bedingungen:
Zum einen sind sie sehr stabil und zum anderen kombinieren
sie auf perfekte Weise die Ausbildung einer ionischen oder
Ion-Dipol-Bindung mit Wasser und das Nichtvorhandensein
einer Nettoladung (Whitesides-Regel 4). In Zukunft werden
sie neue Malstibe bei den proteinresistenten Materialien
setzen.

Der Schliissel zur Entwicklung der nichsten Generation
bioinerter und biospezifischer Oberfldachen liegt im Verstehen
der Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Polymer-
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oberflichen. Dieser Aufsatz wird sich daher auf die Metho-
den konzentrieren, mit denen Proteinwechselwirkungen mit
Polymeren auf Oberfldchen und in Losung untersucht werden
konnen. Zusétzlich sollen einige der aktuellen Entwicklungen
auf dem Gebiet der bioinerten und biospezifischen Oberflé-
chen im Zusammenhang mit ausgewéhlten biomedizinischen
Anwendungen beschrieben werden.

2. Methoden fiir die Analyse von Proteinwechselwir-
kungen

2.1. Uberblick iiber die physikochemischen Methoden zur
Untersuchung der Proteinadsorption

In diesem Abschnitt werden wichtige quantitative physi-
kochemische Methoden zur Detektion und Untersuchung
von Proteinwechselwirkungen zusammengefasst (Table 1),
die eine Abschitzung erlauben, ob eine Oberfldche als bioi-
nert oder biospezifisch wirkt.

2.2. Ausgewiihlte instrumentelle Methoden fiir die Untersuchung
von Protein-Oberflichen-Wechselwirkungen

Die Oberflichenplasmonenresonanz (surface plasmon
resonance, SPR) und die Quarzkristall-Mikrowaage (quartz
crystal microbalance, QCM) sind aufgrund ihrer hohen
Empfindlichkeit und ihrer Eignung fiir Echtzeitmessungen
weitverbreitete markierungsfreie Methoden zur Untersu-
chung von Grenzflichen. Die Flugzeit-Sekundédrionenmas-
senspektrometrie (time-of-flight secondary ion mass spec-
trometry, ToF-SIMS) ist eine leistungsfihige In-situ-Methode
sowohl zur Untersuchung der Orientierung und Konforma-
tion adsorbierter Proteine als auch zur Identifizierung und
Unterscheidung bestimmter Proteine in Mischungen. Darum
sollen diese drei Methoden hier besonders hervorgehoben
werden.

Die Oberfliichenplasmonenresonanz (SPR) und die Quarzkristall-
Mikrowaage (QCM)

SPR ist eine optische Methode, die Anderungen des
Brechungsindex auf Metalloberfldchen misst. Die SPR-Mes-
sung erfordert die Erzeugung von Oberflichenplasmonen
(surface plasmons, SPs). Ein geeigneter Aufbau hierfiir ist die
Kretschmann-Geometrie,” bei der ein Glasprisma an einem
mit einer diinnen Goldschicht iiberzogen Sensorchip befestigt
ist. Die Goldschicht steht wiederum in direktem Kontakt zur
Pufferlosung in der Flusszelle (Abbildung 2 A). Wenn Licht
auf die Grenzfliche zwischen dem Prisma und Gold fallt,["!
konnen die Photonen mit den freien Leitungselektronen der
Goldschicht wechselwirken, wodurch Plasmaoszillationen
entstehen. Ein Quant dieser Oszillation wird Plasmon ge-
nannt. Fine Resonanz findet statt, wenn die planparallele
Vektorkomponente des einfallenden Lichts mit dem Vektor
des Plasmonenimpulses zusammenpasst, was die Ausloschung
des reflektierten Lichtes bewirkt. Da die Grolenordnung der
Lichtvektorkomponente sich mit dem Winkel des einfallen-
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Tabelle 1: Gebriuchliche quantitative Analysemethoden fuir die Menge adsorbierten Proteins.
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Methode Echt- Insitu Gemessene Nachweis-  Vorteile Nachteile Lit.
zeit Elemente grenzel
UV/Vis- N Adsorption nach 1 pgmL™! Preiswert und schnell; Aufgrund der niedrigen Proteinmenge  [56]
Spektroskopie einem chromoge- leicht zugénglich auf der Oberfliche ist ein zusitzlicher
nen Assay chromogener Assay notwendig;
geringe Empfindlichkeit;
fir die Anfirbung sind Lésungsbedin-
gungen notwendig;
bestimmte chemische Bestandteile be-
einflussen den chromogenen Assay
Fluoreszenz- N Fluoreszenz 1 ngem™? Gute Empfindlichkeit; Fluoreszenzléschung; [57]
mikroskopie Messung von Konkurrenzadsorp- teure Reagentien
tionen
Isotopen- N Isotop 1ng Grofee Genauigkeit; Toxizitit; [58]
markierung Messung von Konkurrenzadsorp- kurze Halbwertszeit der tiblichen 'ZI-
tionen Markierung
SEC N MolekiilgroRe 100 ngmL™" ZweckmiRig Nur in Lésung méglich [59]
Ellipsometrie N Dicke 0.1 nm Preiswert und schnell; Nur auf flachen Oberflichen mit ho- [60]
leicht zuganglich mogen adsorbierten Schichten maég-
lich;
es ist schwierig, Modelle fiir gemischte
Oberflichen zu entwickeln
DLS N Hydrodynamischer 0.1 nm Hydratisierte Gréfe; Nur auf Partikel anwendbar [61]
Radius leicht zugénglich
XPS N Chemische Be- 10 ngem™2,  Quantitative chemische Zusam-  Probenverunreinigung; [62]
standteile 1 mol% mensetzung der Oberflichen- komplizierte quantitative Analyse;
schicht komplexes und teures Gerit
Neutronen- N Oberflichenstruktur 27/Q,.. Bestimmung der Dicke, Dichte  Schwierige Dateninterpretation; [63]
reflektometrie und Rauheit der Oberfliche; Neutronenanlage ist notwendig
Empfindlichkeit gegeniiber Isoto-
pen;
Empfindlichkeit gegeniiber leich-
ten Elementen
SAXS, SANS ) Chemische Be- 2-3% Komplette Analyse der radialen  Schwierige Dateninterpretation; [64]
standteile Struktur von Partikeln; Neutronenanlage notwendig
quantitative Analyse adsorbierter
Proteine
ToF-SIMS N Masse von Mole- 0.1 ngcm™  Extreme Oberflichenempfind- Nur niedermolekulare Fragmente [62]
kiilfragmenten lichkeit; kénnen detektiert werden;
Analyse der Orientierung und die Absolutmente eines einzelnen Pro-
Konformation von Proteinen; teins ist nicht zuginglich;
Unterscheidung und Quantifizie- teures Gerit
rung von Proteinmischungen
SFG N Spezifische chemi-  Monolage  Analyse der Orientierung und Komplexe Datenanalyse [65]
sche Bindungen Konformation von Proteinen;
Arbeit unter Umgebungsbedin-
gungen
FT-IR N Sekundarstruktur 2-3 Gew.-% Komplette Analyse der Sekundir- Grofde Probenmengen sind notwendig; [64]
von Proteinen struktur von Proteinen komplexe Datenanalyse
ITC J Thermische Analyse 1 Gew.-%  Zugang zur Thermodynamik der ~ Grof3e Probenmengen sind notwendig; [64]

Adsorption

komplexe Datenanalyse
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Tabelle 1: (Fortsetzung)
Methode Echt- Insitu Gemessene Nachweis-  Vorteile Nachteile Lit.
zeit Elemente grenzel
AFM N J Kraft 1pN Zugang zur Kraft der Proteinad-  Proteine miissen auf der AFM-Spitze  [66]
hision, auch fiir ein einzelnes immobilisiert werden;
Protein die absolute Menge des Proteins bleibt
unbekannt
RIfS J J Reflexion von 0.3 ngecm™  Hohe Empfindlichkeit; Relativ schlecht Zeitauflésung; [67]
weiflem Licht Temperaturunempfindlichkeit; transparente Tragermaterialien
Echtzeit- und In-situ-Analyse
SPR J J Oszillation von 0.2ngecm™2  Hohe Empfindlichkeit; Teure Sensoren; [68]
Elektronen Echtzeit- und In-situ-Analyse nur wenige Oberflachenarten;
limitierte Filmdicke
QCM ) ) Frequenz eines 1 ngem™? Gute Empfindlichkeit; Nur eine Messung der hydratisierten  [69]

Quarzkristalls

Echtzeit- und In-situ-Analyse;
verschiedene Oberflichen sind
zuginglich;

die mit dem viskosen Scherver-
lust zusammenhangende Dissi-

pation kann gemessen werden

Masse;
Energieumwandlung beeinflusst die
Massenberechnung

[a] Die genaue Nachweisgrenze betrifft die Qualitit der Maschinen, die Art des gemessenen Proteins und die Messbedingungen. Die Werte in dieser
Tabelle sind nur grobe Anniherungen. Abkiirzungen: | =ja; N =nein; UV/Vis = ultraviolett/sichtbar; SEC = GréRenausschlusschromatographie;
DLS =dynamische Lichtstreuung; XPS = Réntgenphotoelektronenspektroskopie; SAXS = Kleinwinkelréntgenstreuung; SANS = Kleinwinkelneutro-
nenstreuung; ToF-SIMS = Flugzeit-Sekundirionenmassenspektrometrie; SFG = Summenfrequenzerzeugung; FTIR = Fourier-Tranformations-Infra-

rotspektroskopie; ITC =isothermale Titrationskalorimetrie; AFM = Rasterkraftmikroskopie; RIfS =reflektrometrische Interferenzspektroskopie;
SPR=0Oberflichenplasmonenresonanz; QCM = Quarzkristallmikrowaage; Q,...=maximale Impulsiibertragung.

den Lichtes dndert, kann eine Resonanz nur bei einem be-
stimmten Winkel des einfallenden Lichtes auftreten. Der
Plasmonenimpuls hidngt wiederum vom Brechungsindex an
der Gold-Grenzfliche in der Flusszelle ab, da ihre abklin-
gende elektromagnetische Welle sich im Medium ausbreitet.
Somit verursachen Anderungen des Brechungsindex in der
Flusszelle eine Anderung des Plasmonenimpulses, wodurch
sich der einfallende Lichtwinkel, bei dem SPR stattfindet,
verschiebt. Dieser Winkel ist zur Masse der adsorbierten
Molekiile proportional, wenn die Oberfliche mit dem Elu-
tionsmittel in Kontakt gehalten wird.

Die QCM ist eine akustische Methode, die Anderungen
der adsorbierten Masse auf der Oberfliche eines piezoelek-
trischen Quarzkristalls misst. Durch Anlegen eines oszillie-
renden elektrischen Feldes an den Quarzkristall wird eine
transversale Schallwelle erzeugt, die sich durch den Kristall
fortpflanzt und an seinen Grenzfldchen reflektiert wird. Die
konstruktive Interferenz der reflektierten und der einge-
strahlten Welle fithren zu einer mechanischen Resonanz, die
den Ausschlag der Oszillation um einen Faktor 100 erhoht
(Abbildung 2B). Die enge Frequenzbreite fiir die Resonanz
und die Tatsache, dass die Resonanzfrequenz von der ge-
samten oszillierenden Masse abhingt, ermoglicht die prazise
Messung kleiner Stérungen an der Grenzfldche, wie sie z.B.
durch adsorbierte Molekiile hervorgerufen werden.["”)

Obwohl SPR und QCM czeitlich hochaufgeloste Infor-
mationen zu spezifischen und unspezifischen Proteinwech-
selwirkungen liefern, konnen sie nicht direkt fiir Materialien
verwendet werden, die eine ihrer Anwendung entsprechende
Form aufweisen. Stattdessen werden iiblicherweise goldbe-
schichtete Modellsensorchips verwendet, um die elektrische
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Leitfahigkeit (QCM) sicherzustellen oder Plasmonen zu er-
zeugen (SPR). Zusitzlich sind die Trégheit von Gold und die
Einfachheit der Oberflichenmodifizierung von Vorteil. Im
Fall von SPR konnte Silber die bessere Wahl in Hinblick auf
seine SPR-Eigenschaften sein, aber aufgrund seiner Oxida-
tionsneigung wird es iiblicherweise nicht in Betracht gezo-
gen.™ Fiir die QCM ist eine Reihe verschiedener Beschich-
tungen auf der Goldschicht verfiigbar, wihrend die Auswahl
fiir SPR eher begrenzt ist. Das kann auf den exponentiellen
Abfall des abklingenden Feldes zuriickgefiihrt werden. Durch
das Aufbringen einer Beschichtung auf der Sensoroberfléche,
die unvermeidlich das Volumen mit der hochsten Feldstirke
besetzt, kann die Empfindlichkeit erheblich reduziert
werden. Eine hiufig verwendete Definition fiir die Abkling-
lange bezieht sich auf die Lénge, bei der die abklingende
Feldintensitdt auf 1/e reduziert ist und die von der Grofen-
ordnung her der halben Anregungswellenlinge entspricht.”®
Ahnlich wie bei der SPR wird die Abklingléinge bei der QCM
als der Abstand definiert, bei dem die Amplitude der
Schallwelle auf 1/e ihres Wertes auf der Oberfldche gefallen
ist.”? Gebundene starre Masse bewirkt eine entsprechenede
Verlangerung der Abklinglinge, wodurch es keinen Emp-
findlichkeitsverlust gibt. Fiir weiche Polymermaterialien wird
jedoch aufgrund von Energiedissipation ein Abfall beobach-
tet.

Trotz der in beiden Féllen exponentiell abfallenden
Felder, wird zwischen der adsorbierten Masse und dem rela-
tiven Signal im allgemeinen ein linearer Zusammenhang an-
genommen. Fiir SPR sollte dies gelten, wenn Proteinwech-
selwirkungen innerhalb einer Polymermatrix gemessen
werden, weil der Ligand und der Analyt im Idealfall in der
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Abbildung 2. A) Prinzipieller Aufbau von Oberflichenplasmonenreso-
nanz(SPR)-Messungen unter Verwendung der Kretschmann-Konfigura-
tion. Alle Laserstrahlen werden von der Riickseite des Sensors reflek-
tiert, aufRer jenen, die in einem Winkel auftreffen, in dem das Metall
adsorbiert und die Energie in eine plasmonische Welle umwandelt.
Dieser Resonanzwinkel ist von der Masse des Materials an der Ober-
fliche abhingig. Der Winkel verschiebt sich im linken Diagramm von |
nach I, wenn Proteine auf der Oberfliche adsorbiert sind. Diese Ver-
schiebung kann in Echtzeit verfolgt werden (Diagramm rechts). Wie-
dergabe nach Lit. [73] mit Genehmigung der Nature Publishing Group.
B) Messung mit der Quarzkristallmikrowaage (QCM). Der piezoelektri-
sche Quarzkristall oszilliert und fiihrt zu einer resonanten akustischen
Scherwelle im Sensor, wenn ein elektrisches Wechselfeld senkrecht
dazu angelegt ist. Die Resonanzfrequenz der Oszillation und Energie-
dissipation verschiebt sich, wenn Proteine auf der Oberfliche adsor-
bieren und die Masse und Viskoelastizitit der Oberflichenschicht ver-
dndern. Die griinen Kugeln symbolisieren Proteine, die kleinen blauen
Kugeln stellen das akustisch gekoppelte Wasser dar. ,f ist die Fre-
quenz und ,D“ die Energiedissipation. Wiedergabe nach Lit. [74] mit
Genehmigung der Nature Publishing Group.
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Matrix gleichmiBig verteilt sind.””’ Wenn jedoch eine un-
spezifische Adsorption gemessen wird, dann koénnen die
Adsorbate einen Raum einnehmen, der von der Oberflidche
bis in einen Bereich von bis zu mehreren dutzend Nanome-
tern von der Oberfldche entfernt reicht, wo sie den gesamten
Raum ausfiillen. Aufgrund des abklingenden Feldes verur-
sachen Adsorbate innerhalb der ersten 10 nm Abstand von
der Oberflédche ein fast dreifach stirkeres Signal als Adsor-
bate, die sich in einer Entfernung von 300 nm befinden.”
Das bedeutet auch, dass Beschichtungen mit verschiedener
Dicke kaum unter Zuhilfenahme von Methoden wie SPR
oder QCM verglichen werden konnen, weil die Empfind-
lichkeit vom Abstand zur Oberfliche abhingt. Darum
konnten Abbaumethoden die erste Wahl sein, wenn Ober-
flaichen verschiedener Dicke verglichen werden sollen oder
wenn eine absolute Quantifizierung der Proteinadsorption,
besonders im Fall von dicken Beschichtungen, vorgenommen
werden soll.[”!

Das schwingungsbasierte Messen im Fall von QCM
erhoht zusitzlich die Komplexitidt bei der Quantifizierung,
weil die dissipativen Eigenschaften des Adsorbats ein lineares
Verhiltnis zwischen der Frequenz und der adsorbierten
Masse verhindern. Trotzdem wird fiir starr angebundene
Adsorbate ein lineares Verhiltnis angenommen, das der
Sauerbrey-Gleichung entspricht. Im Gegensatz dazu folgen
Proteinschichten, die die Masse des assoziierten Wassers mit
einschlieBen,’”® der Oszillation nicht starr. Im allgemeinen
verursacht ein hoher Wasseranteil einen Abfall der Viskosi-
tit, was wiederum zu einem Anstieg der Dissipation fiihrt. Da
das Sauerbrey-Modell diese Energiedissipation nicht mit
einbezieht, konnen die errechneten Massen deutlich kleiner
als die tatsichliche Masse sein. Die Anderung der Dissipation
kann jedoch leicht durch das Ausschalten des Oszillators und
die Messung der exponentiell abfallenden Amplitude der
Osziallation bestimmt werden.® Wenn die Dissipation, die
Resonanzfrequenz und wahlweise noch ergdnzende Metho-
den gegeben sind, so sind verschiedene Quantifizierungmo-
delle verfiigbar. Aufgrund der Komplexitédt des Themas wird
der Leser hiermit auf den exzellenten Aufsatz von Reviakine
et al. verwiesen.®” Es muss hier noch erwihnt werden, dass
die Empfindlichkeit der QCM aufgrund der dissipativen Ef-
fekte sowohl Vorteile (mehr Information) als auch Nachteile
(komplexe Modellierung) hat. Einerseits verkompliziert sie
die Quantifizierung und andererseits ist dies ihr Hauptvorteil
gegeniiber optischen Biosensoren, die gegeniiber Struktur-
danderungen weniger empfindlich sind.

Flugzeit-Sekundiirionen-Massenspektrometrie (ToF-SIMS)

ToF-SIMS ist eine Massenspektrometrietechnik zur De-
tektion adsorbierter Molekiile auf festen Oberfldchen. Ein
gepulster Ionenstrahl wird bei der SIMS verwendet, um
Molekiilfragmente von der Oberfliche des adsorbierten
Proteins abzuspalten. Die Sekundirionenfragmente werden
dann in einem elektrischen Feld auf eine einheitliche kineti-
sche Energie beschleunigt, wobei die Geschwindigkeit eines
Ions von seinem Masse-Ladungs-Verhiltnis abhidngt. Mit
dem ToF-Detektor wird die Geschwindigkeit gemessen, aus
der das Masse-Ladungs-Verhiltnis bestimmt werden kann.
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Aufgrund seiner hohen Oberflichen- und chemischen
Empfindlichkeit wurde ToF-SIMS zur Unterscheidung zwi-
schen verschiedenen adsorbierten Proteinen und zur Quan-
tifizierung der Zusammensetzung von Proteinmischungen
herangezogen.[*# Die Interpretation der Daten verschie-
dener Proteine ist jedoch immer eine Herausforderung, da
SIMS nur fiir kleine Fragmente mit m/z < 500 moglich ist.[
Oft konnen selbst einzelne Peptide nicht in ihrer kompletten
Form detektiert werden. Um die Informationen in den nie-
dermolekularen Fragmenten zu entziffern, wird die statisti-
sche Methode der Hauptkomponentenanalyse (principal
component analysis, PCA) mit den charakteristischen Peaks
eines bekannten Systems kombiniert.® Zusitzlich weist ToF-
SIMS eine gute Empfindlichkeit beziiglich der Konformation,
der Position und der Orientierung der Proteine auf der
Oberfliche auf®” Das liegt an der sehr geringen Eindring-
tiefe von SIMS (10-15 A),®! die kleiner als die physische
Ausdehnung vieler Proteine ist. Somit werden unter den
richtigen Bedingungen nur die duflersten Aminosdurereste
der adsorbierten Proteine analysiert.® Insgesamt ist ToF-
SIMS eine Entwicklungstechnologie, die neue Details der
adsorbierten Proteine auf der Oberfldche aufzeigt.

2.3.Die Charakterisierung der Proteinadsorption auf Partikeln in
Losung

Die Adsorption von Proteinen auf Polymeroberflichen
kann mithilfe kolloidaler Kern-Schale-Partikel mit wohlde-
finierter Polymerschale untersucht werden. Erwiesenerma-
Ben haben kolloidale Partikel mit einer typischen Grofe von
ca. 100 nm selbst bei geringen Partikelkonzentrationen eine
groBe Oberfliche, sodass eine ausreichend grofle Menge an
Protein in kleinen Volumina adsorbiert werden kann. Die
Proteinadsorption kann also auf kolloidalen Partikeln mit
einer Reihe von Methoden untersucht werden, die allgemein
fir die Charakterisierung von Partikeln entwickelt worden
sind. Mithilfe eines kiirzlich veroffentlichten Aufsatzes®! zu
diesem Thema wollen wir die drei Hauptmethoden und ihre
Ergebnisse kurz erldutern.

Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die ITC nutzt den Enthalpieeffekt, der durch eine Pro-
teinadsorption auf Nanopartikeln in Losung erzeugt wird. Im
Ergebnis gibt diese Methode eine direkte thermodynamische
Information, die nicht auf planaren Oberflichen erhalten
werden kann. Dieser offensichtliche Vorteil der ITC bei der
Untersuchung von Proteinadsorptionen hat zu einer Vielzahl
an Untersuchungen gefiihrt, die kiirzlich ausfiihrlich bespro-
chen wurden.® Im Allgemeinen misst man bei der ITC die
Entwicklung der Wiarme Q beim Mischen einer kleinen
Menge Protein mit einer Partikellosung in Wasser. Abbil-
dung 3 zeigt ein Beispiel einer solchen Messung. Die Ver-
diinnungswirme des Proteins muss in einem separaten Ex-
periment bestimmt und von den erhaltenen Messwerten ab-
gezogen werden. Die Integration der ITC-Rohdaten ergibt
dann die Wiarme AQ als Funktion des molaren Verhiltnisses
zwischen Protein und Partikeln. Eine klare Voraussetzung fiir
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Abbildung 3. Analyse der Proteinadsorption durch isothermale Titrati-
onskalorimetrie (ITC). Oberer Teil: ITC-Signal der Lysozymbindung an
Mikrogelpartikel bei 298 K in einer Pufferlésung. Die schwarzen Aus-
schlage sind die Verdliinnungswarmen des Proteins, die roten Aus-
schldge sind die Wirmednderung nach jeder Proteininjektion in die
Partikeldispersion. Unterer Teil: Die integrierte Warme Q jeder Lyso-
zymportion (Kreise), die in die Partikeldispersion injiziert wurde. Die
Verdiinnungswirme wurde bereits vom Gesamtsignal abgezogen. Die
rote Linie stellt die auf der Langmuir-Isotherme beruhende Anpassung
dar. Wiedergabe nach Lit. [94] mit Genehmigung der Royal Society of
Chemistry.

diese Methode ist, dass ein Gleichgewicht erreicht werden
kann. Das ist z. B. im Fall hydrophober Partikel nicht gegeben,
bei denen eine irreversible Adsorption stattfindet. Da das
Gleichgewicht die Grundlage fiir die anschlieende thermo-
dynamische Analyse ist, muss dieser Punkt fiir jeden be-
trachteten Einzelfall sorgféltig evaluiert werden.

Da die Auswertung der ITC-Daten normalerweise auf
einer Langmuir-Adsorptionsisotherme beruht, wird eine ge-
gebene Zahl von Adsorptionsstellen fiir ein bestimmtes
Protein angenommen. Das Ergebnis dieser Analyse ist die
Adsorptionskonstante K und die Anzahl der Adsorptions-
stellen N. Kiirzlich wurde eine Auswertungsmethode fiir ITC-
Ergebnisse entwickelt, die unabhéngig von diesen eher
stringenten Annahmen ist.”® In diesem Fall wird die resul-
tierende Adsorptionswédrme direkt an ein Modell angepasst,
das die Hauptantriebskrifte der Adsorption, d.h. die elek-
trostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen einbe-
zieht (siche Abschnitt 2.5).

Ein weiterer Punkt, der Aufmerksamkeit erfordert, ist die
Abhingigkeit der gemessenen Adsorptionswiarme von der
Temperatur. Die allgemeine Thermodynamik besagt, dass die
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Bindungsenthalpie sich iiber die folgende Gleichung aus der
van’t-Hoff-Gleichung ergibt:

dinK\  AHyy,
<dT—1 ); TR ()

Somit kann AS,;,, also aus der Temperaturabhingigkeit der
freien Energie abgeleitet werden:

dAGying _

ol — — ASung @

Aktuelle ITC-Untersuchungen, z. B. zur Protein-Protein-
Wechselwirkung oder Proteinentfaltung haben jedoch Ab-
weichungen zwischen der direkt iiber die ITC bestimmten
Enthalpie und der Bindungsenthalpie gezeigt, die aus der
Anwendung des van’t-Hoff-Gesetzes auf die hergeleitete
Bindungskonstante erhalten wird.”*! Es wurde vorgeschla-
gen, dass im Falle einer Proteinadsorption die mittels ITC
gemessene Enthalpie auch andere Beitrédge enthilt, die nicht
direkt mit dem Adsorptionsgleichgewicht zusammenhéngen.
Somit gilt

AHj. = AHying + AH o 3)

wobei nur AHy,;,4 auf die Bindung des Proteins an die Partikel
zuriickzufiihren ist. AH,., wird durch anderweitige Gleichge-
wichte verursacht, d.h. durch Prozesse, die unabhingig vom
Bindungsprozess stattfinden. Zum Beispiel wurde gezeigt,
dass diese Restenthalpie durch die Protonierung von Lyso-
zym verursacht wird, das an ein saures Mikrogel gebunden
ist.”! Ein anderes Beispiel ist die Adsorption von RNase A
an sphirische Polyelektrolyt-beschichtete Partikel.’” Fiir
diesen Fall hat sich herausgestellt, dass die Adsorptionswir-
me sehr klein ist, und die mittels ITC gemessenen Warme auf
andere Prozesse zuriickzufiihren ist. Dieser Aspekt macht
deutlich, dass weitere Untersuchungen dringend erforderlich
sind und, dass die Ergebnisse der ITC sich nicht immer direkt
und einfach interpretieren lassen.

SchlieBlich kann die ITC auch zur Bestimmung der En-
zymaktivitit gebundener Proteine herangezogen werden.!
Da die Warme einer durch das Enzym katalysierten, chemi-
schen Reaktion direkt gemessen wird, ist kein kalorimetri-
scher Assay erforderlich. Somit kann die ITC wertvolle In-
formationen iiber die Tertidrstruktur adsorbierter Proteine
liefern und zeigen, zu welchem Anteil die enzymatische Ak-
tivitdt durch die Adsorption erhoht oder erniedrigt wird.

Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS)

Die Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS; small angle
X-ray scattering) und Kleinwinkel-Neutronenstreuung (small
angle neutron scattering, SANS) kénnen zur Messung des
Radialdichteprofils sphirischer Partikel genutzt werden.!'"!
Im allgemeinen sind Kleinwinkel-Streumessungen beziiglich
des Kontrasts der untersuchten Objekte empfindlich, d.h.
beziiglich des Unterschieds zwischen der Streuldngendichte
des gelosten Objekts und einem Dispergiermedium wie z. B.
Wasser. Da Proteine generell einen sehr guten Kontrast
haben, ist die SAXS zur Untersuchung der Proteinadsorption
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auf Partikeln besser geeignet als SANS. Die gemessene
Streuintensitdt I(q) (q: Betrag des Streuvektors; g = (4m/
A)sin(6/2), A: Wellenlidnge der Strahlung, 6: Streuwinkel) von
sphérischen Partikeln ist durch folgende Gleichung gegeben
(siehe auch den Aufsatz in Lit. [100]):

1(q) = B*(q) )

wobei die Streuamplitude durch folgende Gleichung gegeben
ist:

Bla) = 4x [ Ip(r) — pu] - o P (5)

Hier ist p(r) die radiale Elektronendichte und p,, die
entsprechende Menge des Dispergiermediums. Das zentrale
Ergebnis einer SAXS-Messung fiir den Fall einer Proteinad-
sorption an Partikeln ist die Radialdichte des adsorbierten
Proteins, woraus ausfiihrliche Informationen iiber den Ad-
sorptionsprozess gewonnen werden konnen. Trotz dieser
wertvollen Informationen werden SAXS (und SANS) in
diesem Bereich nicht sehr oft verwendet, und die Zahl an
Veroffentlichungen zu diesem Thema ist gering.""''* SAXS
wurde auch verwendet, um die Adsorption von BSA an
sphirischen Polyelektrolytbiirsten zu beobachten. Zusam-
menfassend kann gesagt werden, dass die zeitaufgeloste
SAXS umfassende Informationen fiir eine erweiterte Unter-
suchung der dynamischen Prozesse der Proteinadsorption
liefern kann.

Fourier-Transformations-Infrarot(FTIR)-Spektroskopie

Die FTIR-Spektroskopie ist eine wertvolle Methode zur
Untersuchung der Sekundérstruktur von Proteinen sowohl in
wissriger Losung!'™1% als auch im adsorbierten Zu-
stand.'""11% Die Proteinsekundarstruktur wird auf Grundlage
des Adsorptionsmusters der charakteristischen Amidbanden
untersucht, d.h. der Amid-I- und Amid-II-Schwingungsmo-
den der Proteinamidgruppen im IR-Bereich zwischen 1500
und 1700 cm ™' (Abbildung 4). Dies sind die empfindlichsten
Schwingungsmoden zur Bestimmung des Gehaltes an a-Helix
und f3-Faltblatt und somit der Sekundérstruktur. Diese Me-
thoden konnen auch fiir adsorbierte Proteine verwendet
werden und gehoren zu den wertvollsten Werkzeugen zur
Untersuchung mdoglicher Veridnderungen der Sekundir-
struktur, die durch die Adsorption hervorgerufen werden
konnen.

In Abbildung 4 ist ein Beispiel einer solchen Analyse
gezeigt, worin die Spektren von adsorbiertem und natiirli-
chem Héamoglobin verglichen werden. Hier wurde Rinder-
héamoglobin auf einer sphéarischen Polyelektrolytbiirste mit
Poly(styrolsulfonsiure)-Ketten adsorbiert.'” Die verschie-
denen Spektren geben einen genaueren Einblick in die
Konformationsdnderungen, die durch die Wechselwirkung
mit der sphirischen Polyelektrolytbiirste verursacht werden
(Abbildung 4, rote Linie). Die Adsorption bewirkt eine
deutliche Anderung der Sekundérstruktur. Die Maxima der
Amid-I-Banden liegen in beiden Fillen bei 1656 cm™!. Die
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Abbildung 4. FTIR-Spektren von natiirlichem Hamoglobin (rote Linie,
vor der Adsorption gemessen) und von adsorbiertem Hamoglobin auf
einer sphirischen Polyelektrolytbiirste (blaue Linie). Die IR-Adsorption
ist in der Amid-I- (1600-1700 cm™') und Amid-Il-Region (1480—

1575 cm™") aufgetragen. Die Spektren sind auf die gleiche Konzentrati-
on des Rinderhimoglobins normiert. Das Differenzspektrum des ad-
sorbierten und natiirlichen Proteins (schwarze Linie) zeigt, dass die
Adsorption zu strukturellen Anderungen der Sekundarstruktur des Ha-
moglobins fiihrt. Wiedergabe nach Lit. [102] mit Genehmigung der
American Chemical Society.

geringere Intensitét des adsorbierten Himoglobins ist auf den
durch die Adsorption verusachten deutlichen Verlust der o-
helikalen Struktur zuriickzufiihren. Dieser wird von der Bil-
dung einer (-Faltblattstruktur begleitet (vergleiche die Si-
gnale der Differenzspektren bei 1682 cm™' und 1636 cm ™', die
im Spektrum des natiirlichen Hédmoglobins nicht vorkom-
men). Der helikale Anteil verringert sich in Abhangigkeit von
der Menge des adsorbierten Proteins von 71 % auf 34-42%.
Zusitzlich werden wihrend der Adsorption 10 bis 13 % der -
Faltblattstruktur gebildet. Zusammenfassend ist die FTIR-
Spektroskopie in der Lage, Informationen iiber die Anderung
der Sekundirstruktur zu liefern, die mit anderen Methoden
nicht verfiigbar sind (zumindest nicht fiir Proteine auf Ober-
flichen).

2.4. Biochemische Methoden

Die biochemische Analyse der Adsorption einzelner oder
mehrerer Proteine oder auch einer komplexen Proteinmi-
schung ist eine héufig verwendete Methode zur Untersuchung
von Biomaterial-Protein-Wechselwirkungen. Im Vergleich zu
Polymerfilmen als Testsubstraten konnen Mikro-/Nanoparti-
kel mit groBen Oberfldchen im Hinblick auf Empfindlichkeit
und die gebundenen Mengen bei mechanistischen Untersu-
chungen durchaus von Vorteil sein, aber sie konnen auch mit
bestimmten experimentellen Herausforderungen einherge-
hen. Zum Beispiel kann eine massive kolloidale Stabilisie-
rung bei gleichzeitig hoher Konzentration an ungebundenen
Proteinen in der Losung zwischen den Teilchen eine quanti-
tative Trennung von Substrat und Medium erschweren, wie
sie fiir deren nachfolgende separate Analyse benétigt wird.
Die dynamische Bewegung kleiner Partikel kann wiederum
die Kinetik der Proteinadsorption beeinflussen, und die Par-
tikel konnten somit fiir die Verwendung in oberflichenba-
sierten analytischen Techniken weniger geeignet sein. Zu-
sdtzlich muss bedacht werden, dass Partikeloberfldchen aus-
geprigte Unterschiede zu mit anderen Methoden hergestell-
ten Volumenmaterialien aufweisen konnen. Beispiele sind die
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Verwendung von Tensiden fiir die Partikelherstellung und
-stabilisierung oder die bevorzugte Anordnung einer Art von
Wiederhoungseinheiten eines Copolymers an der wissrigen
Grenzschicht wihrend der Partikelherstellung.

Neben der Verwendung verdiinnter Proteinlosungen fiir
mechanistische Studien ist es besonders interessant, anwen-
dungsrelevante Konzentrationen fiir Vorhersagestudien zu
verwenden, z.B. in Konkurrenz- und Austauschexperimen-
ten. Es konnte z.B. an Zellkulturplatten mit verschiedenen
bereitgestellten Bindungskapazititen gezeigt werden, dass
Fibronektin nur bei geringer Konzentration Unterschiede im
Adsorptionsverhalten aufweist und dass diese Unterschiede
bei hoherer Konzentration unbedeutend sind.'""! Wihrend
der Uberstand einer Polymerprobe mit dem Anteil der nicht-
adsorbierten Proteine leicht zugénglich ist, ist eine hohere
Genauigkeit bei der Charakterisierung des adsorbierten Po-
lymerteils notwendig. Die immunochemische Analyse mit-
hilfe der polyklonalen Antikoérperfarbung erlaubt die Paral-
lelbestimmung eines oder mehrerer Proteinanhdufungen
direkt an der Oberfliche.'"?! Zusétzlich kann sie Hinweise auf
die Konformation eines oder mehrerer der adsorbierten
Proteine liefern, wenn monoklonale Antikorper fiir krypti-
sche Epitope verfiigbar sind, die nur nach Entfaltung expo-
niert sind.["!

In vielen Fillen wird die Proteindesorption z.B. mit De-
tergentien!'* ] unterstiitzt, um die Proteine fiir die weitere
Untersuchung in Lésung freizusetzen. Eine wichtige Methode
ist in diesem Zusammenhang die Elektrophorese, die beson-
ders bei Techniken wie 2D- und/oder Western-Blot-Metho-
den Anwendung findet.!"*!'7! Es sollte bedacht werden, dass
verschiedene Methoden, einschlieBlich vergleichender in-
strumenteller Analysen von oberflichengebundenen Protei-
nen (z.B. mit XPS und einer biochemischen Analyse der
desorbierten Proteine in Losung), auch deutlich unter-
schiedliche Ergebnisse liefern konnen."® Das liegt sowohl an
der unvollstindigen Desorption und/oder der begrenzten
Fiahigkeit der entsprechenden Oberflichenanalysemethode,
die porose Polymeroberfliche zu erreichen. Alternativ
konnen gebundene Proteine auch einer Hydrolyse unter
sauren oder basischen Bedingungen unterzogen werden.
Nachfolgend kénnen dann die Abbauprodukte, in diesem Fall
die einzelnen Aminosiuren, quantifiziert werden.!"”'?") Des
Weiteren kann auch eine massenspektrometrische Analyse
der adsorbierten Proteine!?! im Anschluss an einen trypti-
schen Verdau durchgefiihrt werden, wobei die Fragment-
analyse den Nachweis adsorbierter Proteine auch in kom-
plexen Mischungen erlauben kann.!?”!

Da die Oberfldchenbedeckung durch Proteine haufig sehr
schnell abliduft, sind die klassischen biochemischen Methoden
zur Untersuchung von Proteinen in Losung, wie z.B. Chro-
mophorreaktionen  (Bicinchoninsdure-Assay, Bradford-
Assay, Lowry-Assay usw.),'”’! nicht die erste Wahl zur kine-
tischen Verfolgung der Adsorptions- und Austauschprozesse,
konnen aber zur Untersuchung des Gleichgewichtszustandes
geeignet sein. Jede dieser Methoden kann nur verwendet
werden, wenn einzelne Proteine untersucht werden oder
wenn keine Unterscheidung zwischen verschiedenen Protei-
nen notwendig ist. Eine individuelle Quantifizierung spezi-
eller Proteine in Losung erfordert entweder ihre Trennung,
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z.B. durch Gelchromatographie, oder ihren direkten selekti-
ven biochemischen Nachweis, z.B. mithilfe von Antikor-
pern™ oder Aptameren,'**!'%! oder indirekten Nachweis
(nach einer Markierung).26-181

Die Bindung von groen Fluoreszenzmarkierungen an
Proteine kann jedoch wiederum ihre Physikochemie und
moglicherweise auch ihre Konformation und Bioaktivitét
verdndern. Dieses Problem kann durch die Verwendung von
radioaktiven Markierungen iiberwunden werden,'?! obwohl
auch hier die Modifizierungsbedingungen zu Anderungen des
Adsorptionsverhaltens fithren konnen. Zusétzlich zum
Nachweis der inhédrenten Proteinfluoreszenz, die durch Tryp-
tophan und Tyrosin entsteht, sind Fluoreszenzmarkierungen
eine bevorzugte und sich stark verbreitende Methode zur
selektiven Proteinquantifizierung.'*! Posttranslatorische in-
trazellulire Markierungen™! oder Festphasen-Kupplungs-
methoden™ ermoglichen den Zugang zu Proteinen mit
ortsspezifischen Markierungen und erlauben somit die Kon-
trolle von Quantitét und Position der Fluoreszenzmarkierung
im gewiinschten Protein.*® Alternativ konnen Markierun-
gen fiir immunochemische Proteinfirbungen auch an be-
stimmte Antikorper gebunden werden.

Thrombozytenaktivierung

Eine wichtige Frage ist, wie das entschliisselte Protein-
adsorptionsmuster das Verhalten von Biomaterialien im le-
benden Organismus beeinflusst, was oft nicht vorhersagbar
ist. Biochemische Proteinadsorptionsassays miissen mit einer
funktionalen Analyse erginzt werden, die auch die zellba-
sierten Reaktionen und die Auslosung der immunologischen
Kaskadenreaktionen beriicksichtigt, die insbesondere beim
Kontakt eines Materials mit Blut auftreten. Die freigesetzten
loslichen Faktoren und der Gesamtaktivierungsstatus konnen
auch auf biochemischem Weg untersucht werden.

Es wird angenommen, dass die Adhésion von Thrombo-
zyten auf Materialoberflichen und die Auslosung der Ge-
rinnungskaskade durch oberflichengebundene Proteine be-
dingt werden. Viele verschiedene Proteine, einschliellich Fi-
brinogen,*!! Vitronectin, dem von-Willebrand-Faktor!"* und
aufgefaltetem Albumin,!**'¥"! wurden mit diesem Prozess in
Verbindung gebracht. Interessanterweise wird die Thrombo-
zytenadhédsion nur teilweise durch die Menge des an der
Oberfliche gebundenen Proteins beeinflusst, wihrend die
Art des Proteins und seine Konformation eine gréiere Rolle
zu spielen scheinen. Die Bindung von Thrombozyten konnte
allerdings toleriert werden, sofern sie nicht mit deren Akti-
vierung verbunden ist.

Wenn Testmedien aus Blut verwendet werden, kdnnen
nach der speziellen Vorbehandlung des Blutes eines in der
Regel gesunden Spender, verschiedenen Hamokompatibili-
tdtsaspekte untersucht werden. Thrombozytenreiches Plasma
(PRP), das zur Gerinnungshemmung mit Trinatriumcitrat
behandelt wurde, ist fiir die Untersuchung von Thrombozy-
ten-Biomaterial-Wechselwirkungen und deren thromboge-
nem Potential geeignet.'* Die Komplementaktivierung
unter simulierten physiologischen Bedingungen kann unter-
sucht werden, wenn Hirudin als Gerinnungshemmer in Voll-
blut verwendet wird."* Fiir das hiufig verwendete hepari-
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nisierte Vollblut miissen relevante Unterschiede beziiglich
der Konzentration und der Art des verwendeten Heparins
zwischen den verschiedenen Laboratorien bertiicksichtigt
werden, weil sie die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beein-
flussen konnen. In allen Fillen miissen die Blutsammlung und
-handhabung sehr standardisiert ablaufen, um einer Vorak-
tivierung der Gerinnung oder einem Verlust von Zellfunk-
tionen entgegenzuwirken.!*’!

Die Thrombozytenaktivierung wird mit der Freisetzung
der folgenden Stoffe verbunden, die alle die Gerinnung be-
giinstigen: Vasokonstriktoren (Thromboxan, Thrombozyten-
Wachstumsfaktor, Serotonin), Vermittlern der Thrombozy-
tenaggregation (Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor, Throm-
bospondin, Adenosintriphosphat, Thrombozytenaktivie-
rungsfaktor (PAF)) und Promotoren der Thrombozyten-
adhdsion (Fibronektin, von-Willebrand-Faktor). Die an-
schlieBende Verklumpung kann auch weit entfernt von einem
GefaBimplantat zu Thrombosen und Infarkten fithren, was
die Hauptgefahr bei der Anwendung von Biomaterialien
darstellt. Trotzdem ist es aufgrund der kurzen Freisetzungs-
zeiten, dem lokalen Auftreten, und der niedrigen Konzen-
trationen nicht praktikabel, die Proteinfreisetzung aus
Thrombozyten zu untersuchen, um die Thrombozytenakti-
vierung im lebenden Organismus einschétzen zu koénnen.

Besser ist es, wihrend der Aktivierung die Anderungen
des Thrombozytenphénotyps beziiglich seiner Grofle und
Form, d.h. die Anderung von der diskoiden zur flachen aus-
gebreiteten Form zu beobachten. Die Grofle und Form von
einzelnen Thrombozyten in einem bestimmten Aktivie-
rungsstadium wird mit 0 bis VI klassifiziert, und die durch-
schnittliche GroBe eines Thrombozyten auf einem Biomate-
rial liefert viele Informationen iiber den Grad seiner Akti-
vierung.'*® Zusitzlich kann die gesamte Fliche eines Bio-
materials berechnet werden, die nach dem Vollblutkontakt
mit Thrombozyten bedeckt ist. Ein wichtiger Schritt hin zu
einem schnelleren Screening wire die automatisierte Identi-
fizierung eines einzelnen Thrombozyten auf einer Oberflidche
und des entsprechenden thrombozytenbedeckten Bereichs,
was kiirzlich mithilfe der optischen Mikroskopie untersucht
wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass die verwendete
Datenauswertungsmethode bei Verwendung eines zweistufi-
gen Filters fiir den Abzug des Hintergrundes mithilfe des
Rolling-Ball- und des Wasserscheidensegmentierungsalgo-
rithmus sehr erfolgreich ist.'*!

Eine andere Moglichkeit zur Visualisierung des Aktivie-
rungsgrades von Thrombozyten verwendet die Immunfar-
bung bestimmter Proteine auf den Thrombozyten. In Ab-
hingigkeit ihres Aktivierungsgrades dndert sich das Muster
der Proteine auf der Thrombozytenoberfldche, d.h., nicht-
aktivierte Thrombozyten sind mit Albumin bedeckt, wihrend
dies bei aktivierten Thrombozyten nicht der Fall ist. Darum
konnen nicht-aktivierte im Gegensatz zu aktivierten Throm-
bozyten mit Antikdrpern gegen Albumin angefarbt werden.
Im Gegensatz dazu kann Fibrinogen hauptsichlich auf akti-
vierten Thrombozyten nachgewiesen werden. Andere Pro-
teine, die ausgewertet werden konnen, sind Myosin, Aktin, o-
Aktinin, Tropomyosin und Vinculin.['*?

Die Plasmagerinnung kann von Biomaterialien iiber
einen thrombozytenunabhingigen Mechanismus (,,Kontakt-
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aktivierungsmechanismus“) ausgelost werden, wobei man
nicht vergessen darf, dass nur die Aktivierung beider Me-
chanismen zu einer schnellen Gerinnung fiihrt. Die Kon-
taktaktivierung wird in klinischen Chemielaboratorien rou-
tineméBig gemessen, um die Blutgerinnung bei Patienten zu
beurteilen. Die verbreitetsten Methoden sind hierbei die
Messung der Prothrombinzeit (PT), die das duBerliche Ge-
rinnungssytem betrifft, sowie die (aktivierte) partielle
Thromboplastinzeit [(a)PTT], die das intrinsische Gerin-
nungssystem reprasentiert.

Komplementaktivierung

Die immunologischen Reaktionen auf Biomaterialien
konnen ihre In-vivo-Anwendung verhindern oder stark ein-
schrinken. Im Gegensatz zu Antikorpern, die nach wieder-
holter Gabe von z.B. PEGylierten Verbindungen™*! auftre-
ten, ist das Komplementsystem Teil des angeborenen Im-
munsystems, das auf Biomaterialien mit Mechanismen rea-
giert, die urspriinglich fiir die Verteidigung gegen mikrobielle
Eindringlinge entwickelt wurden. Die Aktivierung des
Komplementsystems kann zu inflammatorischen Reaktionen
auf Biomaterialien fithren, und in dieser Hinsicht spielt die
Proteinadsorption eine Hauptrolle. Darum gehort der Test
auf Komplementaktivierung zu einem wichtigen Funktions-
test fiir die Bewertung der biologischen Effizienz von Bio-
materialien. Fiir einen umfassenden Uberblick iiber das
Komplementsystem wird auf die Spezialliteratur verwie-
sen."™ Ungefihr 30 verschiedene Proteine sind an der
Komplementaktivierung beteiligt, bei der der Schliisselschritt
die Proteolyse der Komponente 3 (C3) zur Komponente 3b
(C3b) ist. Diese Spaltung ist iiber verschiedene Reaktions-
wege moglich, von denen aber im Zusammenhang mit der
biomaterialinduzierten Komplementaktivierung nur zwei
eine Rolle zu spielen scheinen.'*>*! Die C3b-Bildung ist
entweder Teil des klassischen Weges, der durch die C3-Bin-
dung an die Biomaterialoberflache vermittelt wird, oder des
alternativen Weges. Dieser tritt bei spontaner Hydrolyse von
C3 in Plasma mit einem Mangel an Inhibierung durch eines
der Regulierungsproteine, wie z.B. Faktor H, auf. C3 bindet
in der Regel nicht direkt an eine Oberfliche, sondern an
zuvor adsorbierte Proteine, und hier besonders an Albumin,
Fibrinogen oder IgG. Man nimmt an, dass die direkte kova-
lente Bindung von C3b an unvertrégliche Oberfldchen einen
wichtigen Schritt fiir seine spédtere Bioaktivitét darstellt. Die
kovalente Bindung kann iiber Amid- oder Esterbindungen
erfolgen, weshalb Materialoberflichen mit nukleophilen
Aminogruppen moglicherweise besonders stark komple-
mentaktivierend sind. Die Quantifizierung von Proteinen des
Komplementsystems, z. B. von C3b, durch SPR oder QCM ist
eine Option zur Beurteilung des Einflusses eines Biomaterials
auf die Komplementaktivierung. Die Bildung und Veranke-
rung von C3b fiihrt zur Freisetzung von Anaphylatoxinen, wie
z.B. der Komponente 3a (C3a) und 5a (C5a). Unabhingig
vom Reaktionsweg ist darum die Konzentration von C5a im
Plasma oder Serum nach der Inkubation mit einem Bioma-
terial ein effektives Maf fiir den Grad der Komplement-
aktivierung.'*'* Ein wichtiger Punkt ist hier die katalytische
Produktion von C5a, dessen erhohte Werte mit dem Enzyme-
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Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) detektiert werden
konnen. Auf der Suche nach Biomaterialien mit geringen
komplementaktivierenden Eigenschaften ist die bevorzugte
Adsorption von regulatorischen Molekiilen und hier inbe-
sondere des Faktors H von Interesse. Die Faktor-H-Adsorp-
tion reguliert den alternativen Weg und konnte die Immun-
antwort auf Biomaterialien reduzieren.!'*!

Partikelbasierte Affinititschromatographie komplexer Proteinproben
zur ldentifizierung von Polymerbindungsparinern

Die Trennung biochemischer Mischungen durch Affini-
tatschromatographie wird durch die spezifische Wechselwir-
kung der stationdren Phase mit den Biomolekiilen erreicht.
Die stationdre Phase besteht aus polymerbeschichteten
Beads, die Proteine aus Mischungen, z.B. menschlichem
Serum oder Plasma, spezifisch adsorbieren konnen. Es ist
eine praktikable und unkomplizierte Methode, die sich
sowohl fiir eine nachfolgende Proteinidentifizierung als auch
fiir Biokompatibilitéts- und Nanotoxizititspriifungen im all-
gemeinen eignet.

Fine allgemeine Regel ist, dass die Bindung von huma-
nem Serum an unfunktionalisierte Beads mit der an funk-
tionalisierte Beads verglichen werden sollte, die zusétzliche,
intrinsische polymerspezifische Bindungsproteine diskrimi-
nieren. Um dieses Ziel zu erreichen, kann eine Siulen-
packung der Beads die spitere Handhabung, wie z.B. die
Beladung mit Protein, das Waschen, die spezifische Auswa-
schung von gebundenen Wechselwirkungspartnern sowie die
Regenerierung des funktionalen Trdgermaterials vereinfa-
chen. Durch Anwendung der 1D- und 2D-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) kann das Protein von den bloen
polymerfunktionalisierten Beads getrennt werden, und die
einzelnen Proteinspots konnen mittels Massenspektrometrie
und Sequenzierungsmethoden analysiert werden.

Es wird angenommen, dass das Plasmaproteom aus un-
gefihr 3700 Proteinen besteht.>*!>!1 Wenn man bedenkt, dass
die Proteinkorona-Bildung von Nanopartikeln in erster Linie
durch besonders hiufig auftretende Proteine wie Albumin,
Immunglobine, Fibronektin und Apolipoproteine bestimmt
wird, dann ist es nicht ilberraschend, dass mit Zhnlichen
Methoden auf unterschiedlichen Oberfldchen dhnliche Pro-
teinmuster als Bindungsproteine identifiziert wurden.'
Darum sind Proteine mit hoherer Bindungsaffinitét oft durch
ihre geringe Haufigkeit in komplexen biologischen Protein-
l6sungen versteckt. Zusétzlich ist die Identifizierung realer
Bindungspartner oft fraglich, da eine indirekte Bindung durch
Uberbriickungsproteine ein hiufiges Phinomen ist. Um die
direkten Wechselwirkungen mit der Polymeroberfliche zu
beurteilen, sind zusétzliche Techniken wie SPR, ITC oder die
mikroskalige Thermophorese (MST) notwendig, um die
Proteinbindung auf einzelnen gereinigten Proben zu iiber-
priifen. Da es sich bei der Proteinkorona-Bildung um einen
dynamischen Prozess handelt, hat sie den Abbau eines hiufig
vorkommenden Proteins aus dem Plasma oder Serum zur
Folge, der durch Affinitdtschromatographie beobachtet
werden kann. Das eroffnet die Moglichkeit, zusétzliche rele-
vante Bindungspartner zu identifizieren.
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2.5. Theoretische Werkzeuge zur Priifung mechanistischer
Hypothesen

Damit eine Oberfldche bioinert oder bioaktiv ist, muss die
Proteinadsorption entweder verhindert oder kontrolliert
werden. Dies ist auf gewisse Art und Weise das Hauptdogma,
auf dem theoretische Modelle aufbauen, die den Einfluss von
Beschichtungen auf Biomaterialien untersuchen. Wie schon
in der Einleitung beschrieben, werden wasservermittelte hy-
drophobe und Hydratationskréfte fiir die Hauptakteure der
Proteinadsorption gehalten — eine Sichtweise, die in ,,Bergs
Gesetz* zusammengefasst ist.”!] Wenn man dieser empiri-
schen Regel folgt, dann findet auf hydrophilen Oberflichen
keine Proteinadsorption statt, weil Proteine nicht in der Lage
sind, die Wassermolekiile auf der Oberfliche zu ersetzen,
wihrend das Gegenteil fiir hydrophobe Oberfldachen der Fall
sein sollte. Obwohl diese Ansicht mit vielen anfidnglichen
Experimenten in Einklang steht, haben spdtere Untersu-
chungen verschiedener geladener hydrophiler
Gelel6+95:96.103.153] deytlich gezeigt, dass eine Proteinadsorpti-
on auch auf solchen Oberfldchen stattfinden kann. Das ver-
langt nach verbesserten theoretischen Modellen, die in der
Lage sind, diese Ergebnisse zu erklédren. In diesem Zusam-
menhang ist es nun allgemein anerkannt, dass die physiko-
chemischen Prozesse, die der Proteinadsorption zugrunde
liegen, durch ein komplexes Zusammenspiel der Konforma-
tionsfreiheitsgrade des (reagierenden) Polymers und ver-
schiedener polarer und unpolarer Wechselwirkungsmecha-
nismen gelenkt werden.” Unpolare Wechselwirkungen
schlieen sowohl Van-der-Waals-Krifte als auch solvensver-
mittelte Phinomene wie die hydrophobe Anziehung?? oder
HydratationsabstoBung®! ein, die auch in Bergs Gesetz be-
riicksichtigt werden. Die polaren Wechselwirkungen konnen
durch eine Anderung der Salzkonzentration und des pH-
Wertes beeinflusst werden und schlieBen sowohl unspezifi-
sche elektrostatische und ionische Abschirmungseffekte als
auch lokalere, spezifische nicht kovalent bindende Wechsel-
wirkungen wie z. B. Salzbriicken oder Wasserstoffbriicken ein.
Eine quantitative Beschreibung dieser miteinander stark
verflochtenen und kooperativen Mechanismen erfordert
mehrskalige grobkornige Modellierungsansidtze sowohl fiir
die solvatisierten Polymere®2® als auch fiir die Proteine,*"*!
um alle relevanten Zeit- und Lingenskalen zu erfassen und
gleichzeitig die chemische Spezifitdt zu bewahren.

In diesem Zusammenhang ermdglicht die Verbesserung
der Computertechnik die Untersuchung von Proteinwech-
selwirkungen mit Oberflichen auf einer mikroskopischen
Ebene mithilfe von partikelbasierten Computersimulatio-
nen,™ wie z. B. Molekiildynamiksimulationen mit expliziter
Einbeziechung von Wasser!" oder grobkérnigeren solvens-
freien Langevin-Simulationen.™ Die frithen Arbeiten auf
diesem Gebiet konzentrierten sich auf den Einfluss von
GroBe und Volumeneffekten auf die konkurrierende Pro-
teinadsorption auf einfachen Modelloberfldchen. In diesen
Studien wurde die Konkurrenz zwischen Protein-Protein- und
Protein-Oberflichen-Wechselwirkungen sowie der Einfluss
von ProteingroBenverhiltnissen auf die Bindung unter-
sucht.""1381 Aktuellere grobkornigere Simulationen haben
einen Einblick in Formeffekte und die Kinetik solcher Pro-
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zesse gegeben."™ Auf der Mikroskala haben solche Simula-
tionen mit expliziter Einbeziehung von Wasser auf rein hy-
drophilen, geladenen festen Oberflichen gezeigt, dass die
treibende Kraft der Proteinadsorption die elektrostatische
Anziehung zwischen Teilen des Proteins und der Oberfldche
ist.' Kiirzlich haben Studien der Proteinadsorption auf
realistisch modellierten Polyurethanpolymeroberflidchen ge-
zeigt, dass das Zusammenspiel zwischen den hydrophoben
Resten, der Oberflichenrauheit und der Hydrophilie der
Polymeroberfliche die Gesamtproteinadsorptionsaffinitét
bestimmt."*"! MD-Studien der Adsorption von Lysozym auf
einer kristallinen Polyethylenoberfliche haben auf der Mo-
lekiilebene einen Einblick in das empfindliche Gleichgewicht
zwischen der orientierungsabhéngigen Proteinoberfldchen-
wechselwirkung und der (De)Hydratation der Reaktanten
wihrend der Adsorption gegeben.!'” Die beiden detaillierten
Simulationen zeigen, dass die Verschiedenartigkeit der Pro-
teine fiir das Ergebnis der spezifischen Wechselwirkungsme-
chanismen eine Schliisselrolle spielt und dass nicht nur eine
einzelne Wechselwirkung der Protein-Oberfléchen-Adsorp-
tion zugeordnet werden kann. Wihrend diese Simulationen
einen wertvollen molekularen Einblick geben, sind die damit
zuginglichen Zeit- und Léngenskalen immer noch zu be-
schriankt, um den Adsorptionsprozess vollstindig zu verste-
hen.['®*]

Auf einer eher mesoskopischen Skala (bei einer geringe-
ren Auflosung der Protein- oder Oberflachenatome oder von
Hydratationseffekten) wurden sich ergdnzende Ansitze auf
der Grundlage von Gittermodellen,'™! der Einzelketten-
,Mean-Field“-Theorie,'*>'®! der Dichtefunktionaltheorie
(DFT)™ 1" oder der molekularen Feldtheoriel™>7! einge-
fiihrt. In diese konnen sowohl ,,Mean-Field“-Néherungen fiir
die Elektrostatik als auch fiir die Excluded-Volume-Packung
der Proteine einbezogen werden. In einer Reihe bahnbre-
chender Arbeiten haben Szleifer und Mitarbeiter sowohl die
Effekte der Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen
Systemkomponenten als auch die der unspezifischen Protein-
Oberflachen- und Polymer-Oberflachen-Wechselwirkungen
mit Bezug zum ausgeschlossenen Volumen aufge-
zeigt 18819171l Diese Studien haben eine stabilere theoreti-
sche Grundlage zu der empirischen Regel geliefert, die
besagt, dass die Konkurrenz um Oberflachenadsorptions-
stellen zwischen den einzelnen Wiederholungseinheiten im
Polymer und den Proteinen ein wichtiger molekularer Me-
chanismus ist, der die Proteinadsorption auf polymerbe-
deckten Oberflichen verhindert. AuBerdem konnte diese
Theorie weitere Einblicke dahingehend liefern, wie die Po-
lymerparameter (z.B. Molekiilmasse, Ankerdichte oder Hy-
drophobie) die bei der Proteinadsorption beobachteten
Trends bestimmen. Zum Beispiel war es moglich, qualitativ
und quantitativ zu erkldren, warum lange Polymere selbst bei
einer viel geringeren Ankerdichte die Proteinadsorption ge-
nauso effektiv verhindern konnen wie kurze Polymere. Dies
wurde auf die Verformbarkeit des Polymerriickgrats zuriick-
gefiihrt, die es aufgrund der Komprimierung durch die ad-
sorbierten Proteine erlaubt, dass Monomere sich nahe der
Oberfliche ansammeln konnen und dadurch eine Adsorpti-
onsbarriere bilden. Dieser Mechanismus wirkt umso besser,
je stiarker die hydrophobe Oberfldchen-Monomer-Anziehung
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ist. Ein &dhnlicher Mechanismus
wurde von Halperin und Kroger
beschrieben, die zeigen konnten,
dass das Quellen und Kollabieren o
einer Polymerbiirste drei verschie-
dene stabile Adsorptionsordnungen
fiir Proteine hervorrufen kann: di-
rekte Bindung an das Substrat, an
das das Polymer gebunden ist, Ein-
bettung in die Polymerbiirste oder .

Bindung an die Biirstenoberfla-
che.['”>173 Diese Modelle sind wich-
tig fiir die Kldrung der Rolle der
Polymerarchitektur fiir die Protein-
adsorption, die durch Polymer-
Oberflachen-Wechselwirkungen
bestimmt wird. Bemerkenswerter-
weise beinhalten sie keinerlei elek-
trostatische Wechselwirkung zwi-
schen den Polymerketten und Pro-
teinen. Die meisten Polymerbe-
schichtungen und Proteine sind
jedoch geladen und erzeugen me-
soskalige elektrostatische Potentiale
und Felder. In diesem Zusammen-
hang zeigen elektrostatische ,,Mean-Field“ Erweiterungen
der DFT-Methoden um konkurrierende Adsorptionen auf
unbehandelten Oberflichen, dass mehrere Proteinschichten
auftreten, deren Struktur durch die Salzkonzentration kon-
trolliert wird."*”! AuBerdem zeigen feldtheoretische Modelle,
in denen die klassischen Polymerbiirstentheorien!”1" mit
den Effekten der Ladungsregulierung und der Proteinpa-
ckung kombiniert werden, wie sich wihrend der Proteinbin-
dung die elektrostatischen Potentiale selbst regulieren und
von den Polymerkonformationen der Polyelektrolytbiirsten
abhingen."*®7*17 Vor kurzem konnte auf einer eher kon-
zeptionellen Ebene gezeigt werden, wie die elektrostatische
Kooperativitidt von intrinsischen Bindungseffekten separiert
werden kann, indem modernere Bindungsmodelle an expe-
rimentelle Bindungsisothermen fiir Lysozyme und Kern-
Schale-Mikrogele angepasst wurden.”® All diese Ergebnisse
zusammengenommen zeigen die Bedeutung der elektrosta-
tischen Mechanismen bei der Proteinadsorption auf Poly-
meroberflichen auf. Die Details eher lokaler elektrostati-
scher Korrelationseffekte, wie Salzbriickenbindungen oder
Gegenionenfreisetzungsmechanismen® wurden noch nicht
vollstandig experimentell und theoretisch bestétigt (sieche
Abbildung 5).

Durch ihre enge Bindung an die thermodynamische Be-
schreibung der Proteinadsorption ist die kinetische Model-
lierung ebenfalls ein wichtiges Forschungsgebiet. Die Ge-
schwindigkeiten der Proteinadsorption und -desorption
werden durch die lokale Proteinmobilitit in Losung und der
Polymermatrix bestimmt. Die Mobilitdtsbetrdge stammen
teilweise von lokalen Protein-Polymer- und Protein-Protein-
Wechselwirkungen, wihrend weitreichende hydrodynami-
sche Effekte ebenfalls eine Rolle spielen. Das Proteindiffu-
sionsvermogen in Polymernetzwerken wird z.B. in Form der
Reduktion des freien Netzwerkvolumens, der Verstirkung
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Abbildung 5. Die Darstellung von Salzbriicken, einem typischen ionischen Korrelationseffekt, der die
Adsorption auf einer geladenen Polymerbiirste vorantreibt. Rote und griine Kugeln stellen die negati-
ven bzw. positiven Ladungen dar. Im Einschub sind zwei ,Salzbriicken* zwischen dem Polymer und
einem in die Polymermatrix eingebetteten Protein gezeigt. In diesem Modell wird die Proteinadsorp-
tion sogar dann thermodynamisch bevorzugt, wenn sowohl das Polymer als auch das Protein die
gleiche Nettoladung tragen. Letzteres weist in Anbhéngigkeit von den Salzen in der Lésung verschie-
dene Formen auf. Abgesehen von den zuvor genannten Salzbriicken kénnen die Manning-Kondensa-
tion und Gegenionenfreisetzungseffekte tiblicherweise gentigend starke thermodynamische Krifte
ausiiben, um die Monopol-Monopol-AbstoBung zu iiberwinden.

61

des hydrodynamischen Soges auf die gelosten Stoffen in
einem komprimierbaren Kontinuum und die durch Hinder-
nisse bewirkte Verldngerung der diffusiven Weglingen be-
schrieben. 8 Aufgrund der heterogenen Verteilung von
Wechselwirkungen und Beweglichkeiten zwischen verschie-
denen Proteinen zeigt die Zusammensetzung der adsorbier-
ten Proteinschicht in Mehrkomponentensystemen ein nicht-
monotones Verhalten mit der Zeit, den sogenannte Vroman-
Effekt.>8!] Eine korrekte Beschreibung dieses Effekts und
seiner Abhingigkeit von den Systemparametern ist wahr-
scheinlich die wichtigste Herausforderung bei der Entwick-
lung von Modellen zur Beschreibung der Proteinadsorp-
tionskinetik. Ublicherweise wird der Vroman-Effekt als das
Ergebnis der Konkurrenz zwischen der anfianglich schnellen
Adsorption kleiner Proteine und der hoheren thermodyna-
mischen Stabilitidt der groBeren (und damit langsameren)
Proteine erklart, die die kleinen auf lange Sicht verdréngen.
Dieses vereinfachte Bild bezieht jedoch viele wichtige Fak-
toren nicht mit ein. Die Diffusion ist z.B. nicht der einzige
Mechanismus, durch den Proteine sich bewegen; auch Kon-
vektionsfliisse, die aufgrund von Gradienten der Freien
Energie auftreten, sind von Bedeutung. Zusétzlich sind einige
der thermodynamischen Krifte, die die Proteinbewegung
antreiben, nicht groBenabhédngig. Daraus folgt, dass die Ad-
sorption grof3erer Proteine nicht immer langsamer oder sta-
biler ist als die Adsorption kleinerer Proteine. Um diese
Szenarien zu beschreiben und ein préziseres Bild der Prote-
inadsorptionskinetik zu erhalten, wurden Modelle zur Ad-
sorption sowohl unbehandelter als auch polymerbeschichte-
ter Oberfliachen mit vielen verschiedenen Methoden unter-
sucht. Diese reichen von partikelbasierten Molekularsimula-
tionen™ %! bis hin zu den effizienteren grobkoérnigeren
Modellen, die auf Kontinuumtheorien!'®-'%17 gder Master-
gleichungen aufbauen.”*? Die partikelbasierten Molekiil-
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simulationen wurden nicht nur zum Versténdnis der Dynamik
einzelner Proteine verwendet,'® sondern auch, um die kol-
lektiven Effekte zu untersuchen, die auf die Proteinform!">!
zuriickzufiihren sind, und um die Rolle von groB3eninduzier-
ten Effekten zu kldren."""!*¥ Zum Beispiel konnte gezeigt
werden, wie die Proteinform zu verschiedenen effektiven
Wechselwirkungen auf unbehandelten Oberfldchen fithren
kann, wodurch eine nicht-monotone konkurrierende Ad-
sorptionskinetik hervorgerufen wird.'*”! Hierbei handelt es
sich um eine mogliche Erscheinungsform des Vroman-Ef-
fekts. Obwohl es niitzlich ist, den Einfluss solcher molekula-
ren Aspekte wie der Proteinform und der chemischen
Struktur zu untersuchen, kénnen partikelbasierte Simulatio-
nen nicht die relevante Zeitskala betrachten, die von Milli-
sekunden bis zu Stunden oder Tagen reicht,[®49%103.16.182.185]
was aber notwendig wire, um den Vroman-Effekt in echten
Systemen zu verstehen.

Die zwei wichtigsten Denkansitze zur Losung dieser
Aufgabe sind Mastergleichungen, die eine Langmuir-dhnliche
Kinetik und Ab-initio-Modelle beschreiben, die auf dem so-
genannten ,verallgemeinerten Diffusionsansatz*,'*® d.h.
»dynamischer DFT“ (DDFT) beruhen.®!®! Die Entwick-
lung von Langmuir-Kinetik-Modellen ist méglich, sobald fiir
alle in Losung vorliegenden Spezies die Gleichgewichtsbin-
dungskonstanten fiir die Einzelkomponenten-Protein-Ad-
sorption vorliegen. Zumindest bei einfachen Systemen
konnte gezeigt werden, dass sie die beobachtete Kinetik
verlisslich erkliren.”>® Zum Beispiel bieten sie eine Er-
klarung dafiir, wie langlebige stabile Zustdnde in Systemen
mit vielen Proteinarten auftreten konnen, die Stunden an-
dauern, bevor das wahre Gleichgewicht erreicht wird,"®? und
erkldaren somit die offensichtlich widerspriichlichen experi-
mentellen Ergebnisse. Der molekulare Mechanismus dieser
langlebigen Zustdnde ist der folgende: Wihrend die Ad-
sorption von der Diffusionszeitskala dominiert wird, die
wiederum durch die Proteingro3e und Losungsmittelviskosi-
tdt bestimmt ist, wird die Desorption durch die Notwendig-
keit kontrolliert, ein stark gebundenes Protein von einer
Oberflache abzulosen. Dieses Protein mag nicht das ther-
modynamisch stabilere sein, adsorbiert aber anfidnglich
schneller auf der Oberfliache, weil es einen hoheren Diffusi-
onskoeffizienten hat, was eine mogliche Folge des Vroman-
Effekts ist. Die Zeitskala fiir die Proteindesorption kann grob
aus den bekannten Gleichgewichtsadsorptionskonstanten
und der diffusionskontrollierten Debye-Geschwindigkeit be-
rechnet werden!® und betriigt fiir typische Proteine auf un-
behandelten Oberfldchen mehrere Stunden. Ein Nachteil der
Langmuir-Kinetikmodelle ist, dass alle Effekte der verschie-
denen Antriebskrifte des betreffenden Systems einfach in
einer einzigen Zahl zusammengefasst werden, die die
Gleichgewichtsbindungskonstante der verschiedenen Spezies
ist. Als solche sind sie nicht besonders hilfreich bei quanti-
tativen Vorhersagen in Hinblick auf spezielle Auswahlkrite-
rien, z.B. wie die Polymerankerdichte die beobachtete Ki-
netik beeinflussen wird. Es darf auch nicht vergessen werden,
dass die Annahme einer Langmuir-dhnlichen Kinetik nicht
immer giiltig ist,"®! und zwar besonders dann, wenn Gro-
Beneffekte eine Rolle spielen. Da zusétzlich die dynamischen
Anderungen der verschiedenen Wechselwirkungen zwischen
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den Spezies, die die Adsorption beférdern, nur teilweise be-
riicksichtigt werden, konnen Langmuir-Kinetikmodelle die
vielen moglichen kooperativen Bindungsmechanismen nicht
immer ausreichend beschreiben.

Um diese Probleme zu losen, wurden von Szleifer und
Mitarbeitern im Bereich der DDFT-Ansitze bereits wichtige
Schritte in Richtung der Entwicklung einer gut begriindeten
theoretischen Beschreibung der Sorptionskinetik unternom-
men, in der Gleichgewichtsfunktionale der Freien Energie zur
Erzeugung chemischer Gradienten in Diffusionsgleichungen
verwendet werden.' """l Unter Nutzung solcher Ansitze
wurde z.B. gezeigt, dass Polymere, die nicht von der Ober-
fliche angezogen werden den fiir die Adsorption bendotigten
Zeitraum stark vergroBern konnen. Polymere dagegen, die
starker von der Oberfliche angezogen werden, obwohl sie
weniger effektiv beziiglich der Adsorptionskinetik sind,
eignen sich besser fiir die Verringerung der Proteinadsorption
im Gleichgewicht. Der Einfluss von Parametern wie der Po-
lymerlinge und -ankerdichte!® ! sowie der Proteinladung
und Salzkonzentration im Medium!” auf einer unbehan-
delten Oberfliache adsorbierten Proteinmischung wurden
untersucht. Auch wenn sie rechenintensiver sind als die
Langmuir-Kinetikmodelle, sind DDFT-Modelle immer noch
in der Lage, die relevanten Zeitskalen darzustellen, die iibli-
cherweise an der konkurrierenden Proteinadsorption betei-
ligt sind,'®! und bieten auf diese Art eine Moglichkeit zum
Vergleich realer Systeme. Ein offensichtlicher Vorteil solcher
Ansitze ist, dass sie auf molekularen Parametern wie der
Polymerankerdichte und -linge aufbauen,!'®!®! wodurch sie
sich direkt auf experimentell kontrollierbare Quantitidten
beziehen und somit dem Materialwissenschaftler brauchbare
Designregeln bereitstellen. Im Rahmen der DDFT muss noch
eine Menge untersucht werden. Insbesondere ist die Kinetik
geladener Systeme aufgrund der Kopplung der Proteinbe-
wegung an die lokalen und zeitabhingigen elektrostatischen
Felder nahe der Oberfliche sehr kompliziert.'"”! Es wurde
gerade erst begonnen, diese Effekte zu untersuchen, z. B. auch
unter Einbeziehung einer geladenen Polymerbeschichtung.
Wenn man die Vielfalt der Wechselwirkungen betrachtet, die
die Bindungsprozesse bestimmen, dann kann fiir die Resul-
tate zukiinftiger Modellstudien zur konkurrierenden Ad-
sorptionskinetik von Proteinen an polymerbeschichteten
Oberflachen ein sehr vielfiltiges Verhalten erwartet werden.

3. Bioinerte und biospezifische Oberflichen
3.1. Bioinerte und proteinresistente Beschichtungen

Zahlreiche Polymere sind zur Herstellung proteinresis-
tenter Beschichtungen verwendet und systematisch unter-
sucht worden.l*"*¥”.1¥8 Dabei hat in vielen Fillen die 3D-Ar-
chitektur dieser Beschichtungen noch weniger Aufmerksam-
keit erhalten als ihre jeweilige chemische Struktur. Allerdings
ist die Verankerung, rdumliche Anordnung und die Topologie
sehr wichtig, um gut bedeckte Trégermaterialien zu erhalten
und Proteinadsorption gédnzlich zu unterbinden. Im folgenden
Abschnitt werden verschiedene Strategien fiir die Erzeugung
dichter bioinerter Beschichtungen diskutiert.
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Beschichtungen mit Monolagen

Die Beschichtung mit Monolagen ist die am h&ufigsten
untersuchte und verwendete Methode, da auf diese Weise
sehr gut kontrollierbare Strukturen mit entsprechend einfa-
chen Beschichtungsmethoden erreicht werden kénnen (Ab-
bildung 6). Wirkungsvolle Methoden zur Herstellung solcher
Monolagenbeschichtungen schlieen die Selbstorganisation,
die nicht-kovalente Physisorption und die kovalente Chemi-
sorption ein.

R. Haag et al.

teinresistenz sowohl auf den OEG-SAMs mit hydrophoben
Endgruppen als auch auf den Oligopropylenglykol-SAMs mit
hydrophoberem Inneren stark verringert. Es wurde vorge-
schlagen, dass sowohl die interne als auch terminale Hydro-
philie das Eindringen von Wassermolekiilen in das Innere der
SAMs begiinstigt, was eine notwendige Voraussetzung fiir die
Proteinresistenz ist."”! Vor kurzem wurde sogar eine ther-
misch schaltbare, lineare Polyglycerol-Copolymer-Mono-
schicht fiir die reversible Zell- und Proteinadhésion be-
schrieben.['*)

Whitesides und
Mitarbeiter untersuch-

Schwanz l:l

linear

SR8 QY

hyperverzweigt

ten auch das Proteinre-
sistenzverhalten von
mehreren hundert
SAMs mit verschiede-
nen funktionellen
Gruppen auf Gold.
Dabei  wurde eine

d-—\

l

dendritisch kammférmig

Reihe funktioneller

Kopfgruppe O

Thiol

3 Sy

R=Cl, OMe, OEt

Silan
Oberflache: Au Oberflache: SiO,

Gruppen als proteinre-
sistent identifiziert. In
diesen systematischen
Studien wurde auch der
Wirkungsmechanismus
von proteinresistenten
Oberflidchen durch
Korrelation der Prote-

s
ol 'ud oH

Phosphat Catechol
Oberflache: Metalloxid

Abbildung 6. Darstellung einer typischen Monolage. Die Polymere fiir Monolagenbeschichtungen enthalten in der
Regel Kopfankergruppen und funktionale Schwanzketten. Ubliche verwendete Ankergruppen sind je nach Oberfla-
che z.B. Thiol-, Silan-, Phosphat-/Phosphonat- oder Catecholgruppen. Schwanzketten kénnen linear, hochverzweigt,
dendritisch und kammartige Biirstenstrukturen aus hydrophilen Polymeren sein.

Selbstassemblierte Monolagen (SAMs)

Selbstorganisierte Monolagen (SAMs; self-assembled
monolayers) sind geordnete molekulare Formen, die sich
durch spontane Adsorption organischer Molekiile auf festen
Oberflichen bilden™®! und somit eine bequeme, flexible und
einfache Methode zur Modifizierung von Metall-, Metalloxid-
und Halbleiteroberflichen bieten.*!

Whitesides und Mitarbeiter haben w-funktionalisierte
Alkanthiol-SAMs auf Gold verwendet, um die Wechselwir-
kungen von Proteinen mit organischen Oberflichen zu un-
tersuchen. Die Hexaethylenglykol-terminierten SAMs zeig-
ten eine sehr gute Proteinresistenz.”®! Grunze et al. unter-
suchten diese Oligoethylenglykol(OEG)-SAMs auf Gold-
und Silberoberflichen sowie den Einfluss der Polymerket-
tenkonformation auf die Proteinresistenz."”!! Die OEG-
Ketten nehmen auf einer Goldoberfldche eine helikale Kon-
formation ein, die die Proteine abstof3t. Auf Silberoberfla-
chen nehmen sie hingegen eine frans-Konformation an, die
Proteine adsorbiert. Computersimulationen mit der Monte-
Carlo-Methode und Neutronenreflektivitdtsuntersuchungen
legen nahe, dass Wassermolekiile aufgrund der erheblichen
konformativen Unordnung in helikalen SAMs diese in ho-
herem Mafe durchdringen konnen, als dies bei trans-orien-
tierten SAMs der Fall ist.’>21%] Zusitzlich wurde die Pro-
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inresistenzeigenschaft
mit der molekularen
Struktur  untersucht.
Infolgedessen wurden
die daraus abgeleiteten
empirischen Leitlinien
zur Entwicklung proteinresistenter Oberflichen als die
,»Whitesides-Regeln“ bekannt (siche auch die Einlei-
tung).[29‘30]

Die Selbstorganisation ist eine der effektivsten Methoden
zur Herstellung von Monolagenbeschichtungen mit einer
hohen Dichte und Oberflachenbedeckung. Um das thermo-
dynamische Gleichgewicht zu erreichen, ist eine fehlerfreie
Molekularstruktur notwendig, die eine Ankergruppe fiir eine
reversible Bindung an die Oberfl4che (z.B. iiber Thiol-Gold-
Chemie) und eine geordnete Schwanzkette (meist lineare
Alkyleinheiten) besitzt. Zur Erzeugung homogener Be-
schichtungen ist eine planare kristalline Oberflidche notwen-
dig."® Eine Alternative fiir eine grofere Anwendungsbreite
sind weniger geordnete, aber vielfdltige Monolagenbe-
schichtungen, die durch nicht-kovalente Physisorption oder
kovalente Chemisorption erhalten werden kénnen.

Physisorption (nichtkovalente Adsorption)

Die Physisorption ermoglicht das Aufbringen bioinerter
Beschichtungen auf verschiedenartigen Oberfldchen, beson-
ders im Hinblick auf chemisch inerte Polymeroberfléichen.
Typische Physisorptionsmethoden sind die Langmuir-Blod-
gett-Abscheidung, die hydrophobe Adsorption und elektro-
statische Anziehung. Beispielsweise konnen Blockcopoly-
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merbiirsten iiber einen ihrer Blocke auf einer Oberfldche
physisorbieren.!”]

Langmuir-Blodgett-Monolagen einer Mischung von Di-
palmitoylphosphatidylcholin und 10-30 Mol-% Cholesterol
unterdriicken die Proteinadsorption aufgrund der dicht ge-
packten Phosphocholingruppen.’””’  Trotzdem wird die
Langmuir-Blodgett-Ablagerung aufgrund der empfindlichen
Geridte und Einschrankungen beziiglich der Substratgrofie
und -form nicht besonders hiufig verwendet. Stattdessen
konnen amphiphile Blockcopolymere auf hydrophoben
Oberfliachen physisorbiert werden, indem die Trdgermate-
rialien in einer verdiinnten wéssrigen Blockcopolymerlosung
(z.B. aus PEG-Polypropylenoxid, PEG-PPO) getaucht
werden. Diese Copolymere konnten unter optimalen Bedin-
gungen die unspezifische Proteinadsorption auf einer hydro-
phoben Oberfliche bis auf Werte von weniger als 3 ngcm >
verringern.'®! In einer sehr aktuellen Studie wurden pro-
teinresistente amphiphile Copolymere aus Poly(2-meth-
acryoyloxyethyl-phosphorylcholin-b-n-butylmethacrylat)
(polyMPC-BMA) durch Trimethoxysilylpropylmethacrylat-
(TSMA)-Seitenketten vernetzt, um die Stabilitét zu erhohen.
Diese vernetzte Beschichtung war in ethanolischen und
wissrigen SDS-Losungen stabil. Ohne Vernetzung wiirde das
gesamte Polymer unter diesen Bedingungen leicht abgewa-
schen werden.!"””)

Weiterhin wurde beschrieben, dass Copolymere aus Poly-
(L-lysin)-Poly(ethylenglykol) (PLL-PEG) mit dem positiv
geladenen PLL-Block auf anionisch geladenen Oberfldchen
anhaften und mit dem PEG-Block eine rdumliche Barriere
bilden.?™ In spiteren Studien wurden PLL-PEG- und PLL-
Dextran-Kammpolymere mit einem PLL-Riickgrat und
PEG- oder Dextranseitenketten entwickelt. Diese reduzieren
die Proteinadsorption auf verschiedenen negativ geladenen
Metalloxidoberflichen wie TiO,, Siy,Tiy O, und Nb,O.[1%:201
Ublicherweise wurden langkettige n-Alkansiduremonolagen
auf Metalloxidoberflichen untersucht.”*

Chemisorption (kovalente Anbindung)

Eine kovalente Bindung sorgt fiir eine viel stiarkere Ver-
bindung zwischen einer Polymerbeschichtung und einer
Oberfliache als die Physisorption, sodass fiir viele Anwen-
dungen eine kovalente Immobilisierung notwendig ist. Neben
der Thiolbindung auf Gold- und Silberoberflichen gibt es
viele andere Ankergruppen, die Monolagen ausbilden
konnen. Silane werden im allgemeinen auf Siliciumoxid und
anderen hydroxylierten Oberflichen verwendet,”™! und
Phosphatgruppen kénnen Monolagen auf vielen Metalloxid-
oberflichen verankern.”™ In den letzten Jahren wurde auch
Brenzcatechin als geeignete Ankergruppe fiir Edelmetall-
und Metalloxidoberflichen entdeckt.”™ Diese Veranke-
rungsgruppen wurden bereits hédufig verwendet oder haben
das Potenzial fiir eine Verwendung in proteinresistenten Be-
schichtungen. Zusétzlich sind entsprechend der Oberfla-
chenfunktionalisierung verschiedene spezifische Kupplungs-
reaktionen verfiigbar.

Neben der Vielfalt der Ankergruppen gibt es auch ver-
schiedene Kettenarchitekturen, die durch Chemisorption als
Monolagenbeschichtungen verwendet werden konnen.
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Einige wichtige Beispiele sind hochverzweigte und dendriti-
sche Polymere, die eine stark verzweigte 3D-Architektur
aufweisen.”™ Diese Strukturen konnen bei gleichem Mole-
kulargewicht groBere Oberflachenbereiche bedecken als li-
neare Molekiile. Da eine dendritische Struktur auf der
Oberfliache viele freiliegende funktionelle Gruppen prisen-
tiert, ist sie ein hervorragender Ausgangspunkt fiir weitere
mehrfache Funktionalisierungen.* Der Vorteil der multiva-
lenten Anbindung und der baumartigen Struktur kommt
insbesondere bei rauhen Oberflichen zum Tragen. Dendriti-
sches Polyethylenimin (PEI),*” aliphatische Polyesterden-
dronen® und Carbazoldendronen™ haben sich als gute
Oberflachenabschirmungen erwiesen. Darum wurden che-
misch aktive Schichten durch OEGylierung oder PEGylie-
rung der vielen Amin- oder Hydroxygruppen auf der Ober-
flache in ihre inerten Formen tiberfiihrt. Solche PEGylierten
dendritischen Monolagen konnen die Proteinresistenz deut-
lich verbessern.

Oligo-/Polyglycerol- (OG/PG) und PEG-Dendronen
konnen direkt zur Herstellung bioinerter Beschichtungen
verwendet werden, ohne dass weitere Oberflachenpassivie-
rungsschritte notwendig sind. Hochverzweigte PG-Monola-
genbeschichtungen zeigen aufgrund der aliphatischen Poly-
etherketten, hydrophilen Oberflichengruppen und ihrer
hochverzweigten Struktur™ 2% interessante strukturelle Ei-
genschaften und eine dhnliche oder sogar bessere Proteinre-
sistenz als PEG-Monolagen. Zusitzlich hat PG eine hohere
thermische und oxidative Stabilitit als PEG.”” Die Monola-
gen von PEG-Dendronen der zweiten Generation auf TiO,-
Oberflachen sind &dhnlich proteinresistent wie das lineare
PEG-Analog mit dem gleichen Molekulargewicht."!!! Eine
Analyse der Hydratationseigenschaften legt nahe, dass die
dendritischen Monolagen relativ steif sind und eine geringe
Hydratations- und Dissipationskapazitdt haben. Monolagen
aus linearen Polymeren sind dagegen viskoelastische, stark
dissipierende und stark hydratisierte Beschichtungen.”'!
Insgesamt werden hochverzweigte und dendritische Mono-
lagen mit ihrer begrenzten und multifunktionellen Archi-
tektur als sehr attraktiv fiir die biotechnologische Behandlung
von Oberfldchen angesehen.

Im Gegensatz zu Metall- und Halbleiteroberfldchen be-
sitzen nur wenige gebriduchliche Polymeroberflichen aktive
funktionelle Gruppen fiir chemische Kupplungen. Darum
sind chemische Vorbehandlungs- oder Bestrahlungsmetho-
den notwendig, um die Oberflichen zu aktivieren. Ubliche
Aktivierungsmethoden wie z.B. durch chemische Reagen-
tien, Ozonoxidation, Plasmabehandlung, Elektronen- und
UV-Bestrahlung wurden in einem kiirzlich erschienenen Ar-
tikel® gut beschrieben und sollen hier nicht wiederholt
werden. Wir werden nur einige wenige, wirkungsvolle Me-
thoden erldutern.

Porose Polyetherimid-Membranen konnen durch chemi-
sche Reaktionen leicht funktionalisiert werden, weil die
Imidwiederholungseinheit mit Stickstoffnukleophilen rea-
giert, wodurch sich zwischen dem Polymer und der zu kup-
pelnden Verbindung Amidbindungen bilden. Dadurch kann
die Funktionalisierung erfolgen, ohne die Polymerkette zu
zerstoren. Die Membranoberflichen wurden durch die An-
bindung von PEGs,”"! linearen Polyglycerolen,! Heparin,
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Polyethylenimin®¥ oder Tris(hydroxymethyl)ami-
nomethan funktionalisiert.”” PEG und lineare Po-
lyglycerole konnten die Proteinadsorption nicht
komplett verhindern, und hatten interessanterweise
nur einen geringen Einfluss auf die Thrombozyten-
adhédsion und -aktivierung. Genauere Analysen legen
nahe, dass eine Struktur-Funktions-Beziehung, die
z.B. fiir PEG auf idealen flachen Systemen etabliert
wurde, nicht einfach auf die rauere Oberfliche einer
Polymermembran iibertragen werden kann. Flache
anorganische Oberfldchen sind daher nicht die per-
fekten Modelle fiir praktische Anwendungen.?'!

Polydimethylsiloxan (PDMS) und Polytetraflu-
orethylen (PTFE) sind zwei wichtige Materialien, die
ublicherweise chemisch inert sind. Semetey et al.
haben eine Hydrosilylierungs-Klickreaktion be-
schrieben, die in einem einzigen Reaktionsschritt in
Wasser die Vinylgruppen modifizierter Cellulose und die
freien Hydrosilangruppen auf der Oberfliche kommerzieller
Siliconelastomere konjugiert. Dabei konnte gezeigt werden,
dass diese Strategie in Oberflidchen mit sehr hoher Protein-
resistenz resultiert.”!) Ein anderer aktueller Bericht be-
schreibt die oberflacheninitiierte Polymerisation von Poly-
sulfobetainmethacrylat (polySBMA) auf PTFE nach einer
Plasmabehandlung, wodurch die Hydratationskapazitdt und
Proteinresistenz von PTFE verbessert wurde.*"”

Obwohl kovalent angebundene Beschichtungen erfolg-
reich fiir viele Materialoberflichen, einschlieBlich PTFE,
eingefithrt wurden, konnen die meisten von ihnen die Prote-
inresistenz nicht so effektiv verringern, wie selbstorganisierte
Monolagen auf Gold dies aufgrund ihrer geringen Oberfla-
chenaktivitidt und hohen Pfropfdichte konnen. Als eine Al-
ternative wird der ,,Grafting-from“-Ansatz beschrieben, der
den theoretischen Vorteil hat, dass dickere und dichtere
Monolagenbeschichtungen erzeugt werden konnen.*™ Mit
dieser Methode wurde z.B. eine sehr dichte kammartige Po-
lymerbiirstenbeschichtung entwickelt. Der Photoinitiator
Benzophenon (BP) wurde zur Aktivierung sowohl organi-
scher (Polyethersulfon und Polycarbonaturethan) als auch
anorganischer Oberflichen (Keramik) verwendet.?'®2"”! Die
angeregten BP-Einheiten abstrahieren Wasserstoffatome von
der Polymer- oder Keramikoberflache. Dann wird die Poly-
merisation der Monomere, die aus kurzen bioinerten Sei-
tenketten bestehen, von den Radikalen an der Oberfliche
initiiert. Weil die Grundfldche der ,,Biirste” deutlich grofer
ist als die des Initiators,”® kann eine sehr hohe Oberfli-
chenpackungsdichte erreicht werden. Kammartige Polymer-
biirsten aus Poly(hydroxyethyl)methacrylat (polyHEMA)
und Poly[oligo(ethylenglycol)methylmethacrylat]  (poly-
OEGMA) haben die Proteinadsorption auf Oberflichen
deutlich verringert.*8!

Polymerbiirsten-Oberflichenbeschichtungen mit sehr gut
kontrollierter Dicke wurden durch die Verwendung der In-
situ-Atomtransferradikalpolymerisation (ATRP) erzeugt.
Die ATRP-Initiatoren mit Ankereinheiten wurden auf ver-
schiedenen Trigermaterialien immobilisiert.”?*??! Eine Po-
lymerbiirstenschicht aus polyOEGMA konnte die Menge
unspezifisch adsorbierten Proteins auf unter 1 ngem™ ver-
ringern.”! Auch eine dendritische Polymerbiirste mit PG-
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Abbildung 7. Molekiilstrukturen von Sulfobetain-, Carboxybetain- und Phosphoryl-
cholingruppen sowie einer Mischung aus Trimethylammonium- und Sulfonat-
gruppen (Pseudobetaine).

Dendron-Seitenketten konnte die Proteinadsorption aus
menschlichem Blutplasma wirksam reduzieren.??!

Zwitterionische Molekiile kombinieren die starke Wech-
selwirkung mit Wasser und die Regel des Nichtvorhanden-
seins einer Nettoladung perfekt und sind damit auch exzel-
lente Kandidaten fiir proteinresistente Materialien (Abbil-
dung 7).7># Tn den vergangenen Jahren wurden mehrere
zwitterionische Polymerbiirsten iiber die ,,Grafting-from*-
Methode hergestellt, einschlieBlich Polysulfobetain,?! Poly-
carboxybetain,?! Polyphosphobetain®” und gemischt gela-
dene Polymere.”™ Die komplizierte Synthese der Phospho-
betain-Monomere, z.B. 2-Methacryloyloxyethylphosphoryl-
cholin (MPC), schrinkte die Verwendung der Polyphospho-
betaine ein.*! Poly(sulfobetainmethacrylat) (polySBMA)
und Poly(carboxybetainmethacrylat) (polyCBMA) waren die
am hédufigsten verwendeten Polysulfobetaine bzw. Poly-
carboxybetaine. PolyCBMA-Beschichtungen haben im Ver-
gleich zu den polySBMA-Beschichtungen eine bessere Pro-
teinadsorptionsresistenz, weil der Abstand zwischen den ge-
ladenen Gruppen in CBMA Kkiirzer ist als in SBMA. Dieser
kiirzere Abstand fiihrt zur einer stirkeren Hydratations-
schicht auf der Oberflache. Zusétzlich adsorbieren sowohl
polyCBMA- als auch polySBMA-Beschichtungen weniger
Proteine als polyOEGMA, was ein Hinweis darauf ist, dass
zwitterionische Polymere eine brauchbare Alternative zu
PEG-Materialien sind.”® Gemischt geladene Polymerbe-
schichtungen, in denen die positiv und negativ geladenen
Einheiten von zwei verschiedenen Monomeren stammen,
sind auf einem &hnlich guten Niveau proteinresistent wie die
oben genannten Polymere.” Zwitterionische Polymere
werden aufgrund ihrer guten Proteinresistenzeigenschaften
und ihrer hohen Stabilitdt auch als neuer Mafistab fiir pro-
teinresistente Materialien sowie als Plattformen fiir biospe-
zifische Oberflichen anstelle von PEG angesehen. Sie sind
jedoch empfindlich gegeniiber extremen pH-Werten und der
Ionenstirke, was ihre Effizienz unter solchen Bedingungen
einschridnken kann.

Die Stabilitdt von Monolagenbeschichtungen ist ein we-
sentlicher Faktor fiir praktische Anwendungen, da die
Wechselwirkung zwischen einigen der Ankergruppen und
den Tragermaterialien ist jedoch relativ schwach. Um dieses
Problem zu l6sen, wurden Monolagenbeschichtungen mit
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mehrfachen Ankergruppen (Multivalenzeffekt) entwickelt.
Die relativ geringe Stabilitidt von thiolgebundenen Monola-
gen wird durch die begrenzte Stirke der Metall-Schwefel-
Bindung und durch die Anfilligkeit einiger einfacher Thio-
latsysteme fiir Zerfallsreaktionen weiter eingeschrinkt.®!
Thioctansdure ist ein Linkermolekiil, das an einem 1,2-Di-
thiolanring eine Carboxylgruppe trigt und Alkanthiolate er-
setzen kann, um stabilere Beschichtungen zu erzeugen."
Die andere attraktive Alternative ist die Verwendung des
Polymers Polypropylensulfid (PPS), das aus Sulfid-Wieder-
holungseinheiten besteht. Mehrwertige Ankergruppen
werden im allgemeinen fiir stabiler gehalten.” Die vielen
Sulfidgruppen chemisorbieren stark auf Gold und zeigen eine
bessere Stabilitdt gegeniiber Oxidationsreaktionen als Al-
kanthiolate. Blockcopolymere aus Poly(propylensulfid-block-
ethylenglykol) (PPS-PEG) konnen Goldoberflichen gegen
Proteinadsorption passivieren. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Beschichtungen unter Umgebungsbedingungen fiir
mindestens 41 Tage gegen Schwefeloxidation unempfindlich
sind.®? Ein anderes Beispiel ist Brenzcatechin auf einer
TiO,-Oberfldche. Brenzcatechin bildet mit Metalloxidober-
flichen einen Charge-Transfer-Komplex.”! Fiir eine prak-
tisch irreversible Bindung und den Zusammenhalt der gebil-
deten Monolage sind drei Brenzcatechin-Einheiten in der
Ankergruppe notwendig. Die Beschichtungen aus linearen
Oligo-Brenzcatechin-Ankern mit dendritischen PEG-Ketten
waren fiir mindestens 12 Tage in physiologischem Puffer
stabil.?!!l Dendritisches Polyethylenimin kann stabil auf einer
selbstorganisierten Monolage immobilisiert werden, die
Carbonsiureanhydridgruppen reprisentiert.?””  Zusitzlich
kann dieses dendritische Polymer aufgrund seiner flexiblen
hochverzweigten Struktur die Defekte einer selbstorgani-
sierten Monolage mit geringer Pfropfdichte kompensieren.
Wenn sie mit kurzen PEG-Gruppen ausgestattet werden, sind
die Polyethyleniminoberflichen sehr
proteinresistent.
Monolagenarchitekturen  zeich-
nen sich durch eine hohe Effektivitat
und Einfachheit aus. Dichte Be-
schichtungen wurden jedoch aufgrund
von sterischen Effekten und Be-
schichtungsdefekten bisher nur fiir
einige wenige Trdgermaterialien er-
reicht. Zusétzlich sind extreme Re-
aktionsbedingungen notwendig, um
eine starke kovalente Oberfldchen- c
bindung zu erhalten, die aber die
mechanischen Eigenschaften des Tra-
germaterials beeintriachtigen kénnen.
Die Langzeitstabilitidt solcher Mono-
lagen auf chemisch inerten Oberfld-
chen bleibt weiterhin eine Herausfor-
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und dichter Schichten auf Substraten verwendet, aber die
Schichtdicke ist dabei nicht immer kontrollierbar. Einige
Multilagen-Technologien bieten jedoch ein hohes Mal} an
Kontrolle iiber die Dicke der Beschichtung (Abbildung 8).
Beschichtungen aus mehrfachen Lagen konnen die Defekte
jeder einzelnen Schicht abschirmen, sodass eine hohe Ober-
flachenbedeckung erhalten wird. Noch wichtiger sind wih-
rend der Bildung der Multilagenbeschichtungen die Wech-
selwirkungen innerhalb der Schicht, die durch hydrophobe
Krifte, Wasserstoffbriicken, elektrostatische Wechselwir-
kungen, kovalente Vernetzung usw. verstarkt werden konnen.
Diese Wechselwirkungen erhohen die Stabilitdt der Be-
schichtungen, sodass sie sogar iiber eine schwache Veranke-
rung auf den Oberflichen immobilisiert werden konnen. Mit
anderen Worten: Viele Mehrlagenbeschichtungen konnen
auf inerten Oberflachen unter milden Bedingungen erzeugt
werden.

Die schichtweise Anordnung von Polyelektrolyten durch
die aufeinanderfolgende Adsorption von Polyanionen und
Polykationen aus einer Losung, das sogenannte Substrat-
schichtungs- oder Layer-by-Layer-Verfahren, ist eine allge-
mein verwendete Methode fiir die Herstellung von Mehr-
komponentenfilmen auf einer groen Auswahl von Oberfl4-
chen.¥ Die klassischen Polyelektrolytmultilagen sind jedoch
nicht in der Lage, Proteinadsorption zu verhindern, da sie
immer eine Nettoladung auf ihrer Oberfldche aufweisen, was
im Konflikt zur Whitesides-Regel des Nichtvorhandenseins
jeglicher Nettoladung steht.

Um dieses Problem zu iiberwinden, haben Textor et al.
geladene LbL-Beschichtungen mit Poly(L-lysin)-Poly(ethy-
lenglykol) (PLL-PEG) kombiniert, um die Ladung abzu-
schirmen. Wie schon erwédhnt kann der positiv geladene PLL-
Block von PLL-PEG mit negativ geladenen Schichten
wechselwirken, wobei der PEG-Block auf der Oberfliche

bioinerte Polymere
chemisch aktive Beschichtungen
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Abbildung 8. A) Eine Beschichtung, die durch schichtweise Substratabscheidung (LbL) aufgebaut
wurde. B) Eine bioinerte Beschichtung, die an eine chemisch aktive Schicht gebunden ist. C) Eine
chemisch homogene Mehrlagenbeschichtung. D) Eine hierarchisch aufgebaute Polymer-Mehrla-
genbeschichtung, in der von oben nach unten die chemische Aktivitit graduell ab- und die bio-
inerten Eigenschaften graduell zunehmen.
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nach auBlen weist. Oberflidchen aus Siliciumoxid, Melamin-
formaldehyd (MF) und Polylactid (PLA) wurden so erfolg-
reich mit alternierenden Mehrlagenschichten aus Polyallyl-
aminhydrochlorid (PAH, polykationisch) und Polystyrolsul-
fonat (PSS, polyanionisch) beschichtet. Nach dem Abschluss
mit einer Monolage aus PLL-PEG zeigten die Beschichtun-
gen eine gute Resistenz gegen die Adsorption von Protei-
nen.” Hammond et al. haben proteinresistente LbL-Mehr-
lagenschichten durch Anpassung der Hydrophobie der Poly-
kationen zur Neutralisierung der Oberflichennettoladung
erzeugt. Kationische N-alkylierte Polyethylenimine mit kon-
trollierten Alkylkettenldngen wurden mit anionischen Poly-
acrylsdure-Polymeren (PAA) auf einer Siliciumoberfliche
angeordnet. Die hydrophoben Alkylketten verhindern die
klassische elektrostatische Anordnung der hydrophilen
PAAs. Die adsorbierte Menge an PAA kann kontrolliert
werden als eine gerade ausreichende Menge, um so die
Oberflichenladung zu neutralisieren, statt sie umzukehren.
In diesem Fall wurde die Proteinadsorption aufgrund der
hydrophilen PA A-Oberschicht und der Null-Nettoladung auf
der Oberfliche minimiert.”® Durch die LbL-Anordnung
kann die Dicke der Beschichtungen gut gesteuert werden,
und extreme Reaktionsbedingungen lassen sich vermeiden.
Es sind jedoch mehrfache Beschichtungsschritte in Losungen
mit verschiedenen pH-Werten notwendig, um die Defekte der
einzelnen Schichten auszugleichen. Obwohl viele LbL-Be-
schichtungen auf verschiedenen Oberflichen appliziert
werden konnen, mangelt es bei ungeladenen Oberflachen
immer noch an Stabilitét.

In den letzten Jahren wurden mehrere materialunabhén-
gige Beschichtungsmethoden entwickelt, die nur einen oder
wenige Arbeitsschritte erfordern. Diese Beschichtungen
wurden chemisch oder physikalisch vernetzt, um ihre Stabi-
litdt zu erhohen. Andererseits bieten sie eine Menge funk-
tioneller Gruppen fiir die weitere Modifizierung. Somit
konnten solche chemisch aktiven Beschichtungen mit bio-
inerten Beschichtungen kombiniert werden, um die Protein-
resistenz einer gro3en Auswahl von Materialoberfldchen zu
verbessern.

Das Monomer [2.2]Paracyclophan-4-methyl-2-bromiso-
butyrat, das ATRP-Initiierungseinheiten enthédlt, wurde
durch chemische Gasphasenabscheidung und Polymerisation
auf verschiedene Oberflichen aufgebracht. PolyOEGMAs
wurden dann direkt auf diese Beschichtungen polymerisiert,
um sie proteinresistent zu machen.”! Eine andere Methode
verwendete die Radiofrequenz-Magnetronkathodenzerstédu-
bung von Nylon-6,6 zur Abscheidung auf Oberfldchen. Bio-
inerte Polymerbiirsten wurden dann an ATRP-Initiatoren
polymerisiert, die an die Aminogruppen der Oberfliache ge-
bunden waren.”*! Des Weiteren wurden hydrophobe Ober-
flichen mit Proteinschichten modifiziert. Denaturiertes
menschliches Serumalbumin wurde auf der Oberfldche ad-
sorbiert und mit Glutaraldehyd vernetzt, um die Stabilitédt der
Schicht zu erhohen. Dann wurde eine #hnliche Nachbe-
handlung mithilfe der ATRP durchgefiihrt.?*!! Diese inter-
essanten Methoden erweitern die Moglichkeiten, chemisch
inerte Oberflichen, einschlieBlich Teflon, zu modifizieren.
Allerdings waren die Beschichtungen mit [2.2]Paracyclo-
phan-4-methyl-2-bromisobutyrat und Nylon-6,6 nur durch
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hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert, und die vernetz-
ten Proteinbeschichtungen sind in physiologischer Umgebung
vermutlich abbaubar. Somit konnte die Langzeitstabilitét
dieser Beschichtungen in biomedizinischen Anwendungen
ein Problem werden. Die am héufigsten verwendete materi-
alunabhingige Beschichtung ist das von Muscheln inspirierte
Polydopamin, das auf praktisch allen Oberfldchen haftet und
nur ein einfaches Eintauchen unter milden Bedingungen er-
fordert.*>2%] Viele Arten von bioinerten Polymeren wurden
mittels Michael-Addition oder Schiff-Base-Reaktionen auf
Polydopamin-Beschichtungen als proteinresistente Sekun-
dirschichten aufgebracht,[424-24]

Sternformige bioinerte Polymere wie z.B. die Mischung
aus epoxy- und aminofunktionalisierten Stern-PEGs, konnen
auf Tragermaterialien als chemisch homogene Mehrlagen-
beschichtungen mit einem hohen Vernetzungsgrad stabilisiert
werden. Um die Stabilitéit zu erh6hen, konnen bioinerte Po-
lymere mit den gleichen Anker- und Vernetzungsgruppen
spontan bindende homogene Mehrlagenbeschichtungen in
nur einem Schritt bilden.?*”! Brenzcatechine, die sowohl als
Anker- als auch Vernetzungsgruppe fungieren konnen,
wurden an die funktionalisierten Seitenketten von PEG?**
oder die verzweigten Ketten von dendritischem Polyglycerol
(dPG)P*! gebunden, um eine mehrfache Verankerung und
Vernetzung zu erreichen. Wenn nicht geniigend Brenzcate-
chineinheiten vorhanden waren, war die Verankerung des
Polymers nicht effektiv, wihrend zuviele Einheiten zur Ad-
sorption von Proteinen fiihrten. Eine gut ausbalancierte
Menge an Brenzcatechin fithrte zu Beschichtungen mit einer
sowohl hohen Stabilitdt als auch einer sehr guten Proteinre-
sistenz.**!

Diese chemisch homogenen Beschichtungen présentieren
jedoch einige freie Vernetzungseinheiten auf der Oberfléche,
die bei langerem Kontakt mit Proteinen deren Adsorption
verursachen konnen. Die oben besprochenen materialunab-
hiangigen Polydopamin-analogen Beschichtungen wechsel-
wirken aufgrund ihrer hohen chemischen Aktivitit stark mit
Proteinen. Es ist schwer, die chemisch aktiven Stellen iiber
die Immobilisierung bioinerter Monolagen komplett abzu-
schirmen. In einer aktuellen Studie konnten Wei et al. diese
zwei Beschichtungsarten in einer hierarchischen Multilagen-
architektur kombinieren und so die Nachteile beider Mate-
rialien zu gleichen Teilen verringern (Abbildung 8 D). Eine
materialunabhéngige Brenzcatechin- und Amin-reiche dPG-
Beschichtung wurde als hochadhésive Grundschicht verwen-
det. Darauf wurde eine bioinerte Mehrlagenschicht aus dPG
mit einer geeigneten Brenzcatechinmenge appliziert, um die
Aktivitdt der Grundschicht komplett abzuschirmen. Ab-
schlieend wurde aus Monobrenzcatechin-funktionalisiertem
dPG eine flexible Monolage durch Anbindung an die freien
Oberfldchenbrenzcatechineinheiten der zweiten Schicht er-
zeugt, um alle aktiven Gruppen zu blockieren. In dieser
hierarchisch aufgebauten Beschichtung sinkt die chemische
Aktivitit und es steigen die bioinerten Eigenschaften graduell
von unten nach oben. Eine Struktur mit diesen Eigenschaften
wurde zur Herstellung einer materialunabhidngigen Be-
schichtung mit sehr guten Proteinresistenzeigenschaften und
sehr hoher Langzeitstabilitiit verwendet.>”
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Superamphiphobe und lubrifizierte selbstreinigende Beschichtungen

Die oben erwihnten hydrophilen Beschichtungen wech-
selwirken mit Wasser, wodurch die Proteinadsorption ver-
hindert wird. In einem anderen Ansatz wurden durch Er-
niedrigung der Oberflichenenergie selbstreinigende Be-
schichtungen zur Verhinderung einer Kontaminierung ent-
wickelt.”!I Selbstreinigende Oberflichen wurden ausfiihrlich
untersucht, aber selten fiir biomedizinische Anwendungen in
Betracht gezogen. Die Hauptprobleme betreffen die Bio-
kompatibilitit und Effektivitdt dieser Beschichtungen in
physiologischer Umgebung. Trotzdem wurden vor einiger
Zeit Studien veroffentlicht, die den Kontakt zwischen Blut
und selbstreinigenden Oberflichen zum Thema haben. Die
typischen superhydrophoben Oberflichen sind nicht in der
Lage, Blutplasma abzustofen, weil die hochkonzentrierten
amphiphilen Proteine die Oberflichenspannung des Blutes
stark erhohen.” Vollmer und Butt et al. haben eine super-
amphiphobe Beschichtung entwickelt, die aus einem fraktal-
artigen Netzwerk fluorierter Siliciumoxid-Nanosphéren be-
steht (Abbildung 9A-C). Zwischen den Nanosphiren
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Lubrifizierte selbstreinigende Oberflache

Lubrifizierung

F trocken, super-

Abbildung 9. A) Darstellung einer superamphiphoben Oberflichenbeschichtung. Ein fraktalartiges
Netzwerk aus fluorierten Siliciumoxid-Nanospharen wurde auf Edelstahlgeweben stabilisiert.
B) Menschliches Vollblut wurde aus einem Edelstahlkérbchen mit einer superamphiphoben Beschich-
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konnen Gase eingeschlossen werden, die Fliissigkeiten und
damit auch Blut davon abhalten, mit der festen Oberflidche in
Kontakt zu treten. Nach 48 h in menschlichem Vollblut
konnten nur einige wenige Blutproteine auf der beschichteten
Oberfliche nachgewiesen werden.*

Die Geometrie von superhydrophoben oder superam-
phiphoben Oberflichen erzeugt eine Energiebarriere, die
Flussigkeiten davon abhiilt, in die Poren einzudringen. Wenn
der Druck einen bestimmten kritischen Druck iibersteigt,
wird das Gleichgewicht zwischen den drei Phasen Gas, Fliis-
sigkeit und Feststoff auf der Oberfliche zerstort.” Dann
verliert eine superamphiphobe Oberfldache ihre Effizienz
beziiglich der Proteinabwehr. Vogel und Aizenberg et al.
haben gleitfordernde, mit einem fluorierten Schmierstoff
behandelte, porose Beschichtungen als omniphobe Oberfli-
chen entwickelt (Abbildung 9D-F). Es wurden nanopordse
Oberflachenstrukturen erzeugt, die den fluorierten Schmier-
stoff auf der Oberfliche einschlieBen, wodurch eine fehl-
stellenfreie, selbstheilende fliissige Grenzschicht gebildet
wird. Eine zweite Fliissigkeit mit gelosten Verunreinigungen
konnte zuverlédssig abgewehrt werden, wenn sie auf die
Oberfliche gegeben wurde. Es
konnte gezeigt werden, dass unver-
diinntes fotales Rinderserum mit
seinen Blutproteinen zwar die tro-
ckene Oberfldche beflecken kann,
nicht aber die lubrifizierte Ober-
fliche. Zusétzlich waren die ab-
wehrenden Figenschaften dieser
lubrifizierten Oberfliche unter
hohem Druck stabil, und sie konnte
starken Scherkriften und mechani-
scher  Beschddigung  widerste-
hen.” Das Hauptproblem fiir eine
biomedizinische Anwendung ist
jedoch, dass die Freisetzung flu-
orierter Molekiile nicht ausge-
schlossen werden kann.

Obwohl es noch ein langer Weg
bis zu einer In-vivo-Anwendung in
der Biomedizin ist, haben super-
amphiphobe und lubrifizierte
selbstreinigende  Beschichtungen
eine neue Moglichkeit im Bereich
der proteinresistenten und zellab-
weisenden Materialien eroffnet.

Test

lubrifiziert

Leitlinien fiir die Entwicklung einer
proteinresistenten Oberfliichenbe-
schichtung

tung gegossen. C) Ein Proteinadsorptionsassay auf superamphiphoben und kontrollierten Oberfl4-

chen. Die Einschiibe zeigen das SEM-Bild einer superamphiphoben Membran, nachdem diese 24 h
menschlichem Vollblut ausgesetzt war (links, Maf3stab: 10 um), und des entsprechenden Metallge-
D) Herstellungsprinzip von lu-
brifizierten selbstreinigenden Beschichtungen. Der perfluorierte Schmierstoff wurde in das fluorierte
porose Netzwerk eingefiillt und bildete einen stabilen Fliissigkeitsfilm, der durch die Nanostrukturen
an Ort und Stelle gehalten wird. E) Ein SEM-Bild des nanoporésen Netzwerks vor der Fiillung mit
dem Schmierstoff. Mafistab: 5 um. F) Fluoreszenzbilder von Sypro-Ruby-gefirbten Oberflichen nach
Inkubation mit unverdiinntem fétalen Rinderserum (FBS). Wiedergabe der Teile (A)—(C) aus Lit. [252]
und der Teile (D)—(F) aus Lit. [254] mit Genehmigung der Nature Publishing Group.

webes nach 2 h in menschlichem Vollblut (rechts, Maf3stab: 50 um).
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Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die meisten der oben
genannten Beschichtungen sehr
gute Proteinabwehreigenschaften
haben, aber diese Systeme haben
Vor- und Nachteile. Um eine pro-
teinresistente Beschichtung fiir eine
praktische Anwendung zu entwi-
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ckeln, ist das Kosten-Nutzen-Verhiltnis immer der erste und
wichtigste Faktor. Deshalb sind kommerziell erhiltliche Ma-
terialien und praktikable Beschichtungsmethoden notwendig.
Obwohl die OEG/PEGylierung nicht die besten Methoden
sind, so sind sie die derzeit noch am héufigsten verwendeten.
Um gute Leistungen zu erreichen, konnen Polyglycerole oder
zwitterionische Polymere als Alternativen in Betracht gezo-
gen werden (vgl. das Frontispiece). Eine SAM kann einfach
auf chemisch aktiven Trdgermaterialien wie z.B. Gold als
Monoschicht aufgebracht werden. Chemisch inerte Polymer-
materialien sollten durch Bestrahlung oder eine aktive
Grundbeschichtung aktiviert werden. Hierarchische Multila-
genstrukturen konnen die Proteinresistenz von Beschichtun-
gen erhohen. Um die Stabilitit zu erhohen, sollten eine
mehrfache Oberflichenbindung und die Vernetzung der in-
neren Schichten in Erwégung gezogen werden. Superamphi-
phobe und lubrifizierte selbstreinigende Beschichtungen
wurden vor kurzem auch fiir In-vitro-Hilfsmittel verwendet
werden, um die Blutplasmaadsorption zu verhindern, und
kommen in weiterentwickelter Form auch fiir die Verwen-
dung im lebenden Organismus in Frage. Insgesamt ist es
notwendig, sowohl die 3D-Architektur als auch die chemische
Struktur zu betrachten, um eine génzlich proteinresistente
Oberflachenbeschichtung zu entwickeln.

Weiterhin ist es wichtig zu bedenken, dass trotz der her-
vorragenden Leistungen dieser Beschichtungen im Labor nur
einige wenige von ihnen in den anwendungsnahen Medien
wie Blutplasma und -serum eine gute Performance haben.
Die dem Fouling durch hoch komplexe proteindse Spezies
zugrundeliegenden Prinzipien sind nach wie vor nicht aus-
reichend untersucht. Huck und Mitarbeiter haben 98 Plas-
maproteine identifiziert, die sich an derzeit verwendeten
proteinresistenten Beschichtungen ablagern.”*! Es wurde
gezeigt, dass die bioinerten Beschichtungen zwar die Menge
der adsorbierten Proteine, aber nicht die Zusammensetzung
der adsorbierten Schicht d4ndern konnen. Als der Hauptbe-
standteil der adsorbierten Schicht wurden in geringer Dichte
abgelagerte Lipoprotein-Partikel (LDL) identifiziert, die aus
Phospholipiden, Triglyceriden, Cholesterylester und Apoli-
poprotein B100 (apoB100) bestehen. Diese Entdeckung wird
das Wissen um die Prinzipien der Wechselwirkungen zwi-
schen komplexen Protein- und Polymer-beschichteten Ober-
flichen zu vertiefen und zur Entwicklung neuer proteinre-
sistenter Beschichtungen fiihren.

3.2. Anwendungen in der Biomedizin

Neben der Verbesserung der In-vivoBiokompatibilitét
implantierter Gerite sind proteinresistente Beschichtungen
auch in vielen anderen biomedizinischen Anwendungen, wie
z.B. in der Diagnostik, bei Blutkontaktmaterialien, Verpa-
ckungen und Biopharmazeutika, von grofler Bedeutung.
Einige der aktuellen Entwicklungen in diesen Bereichen
sollen im folgenden Abschnitt besprochen werden.
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In-vitro-Diagnostik

Beschichtungen fiir Festphasen-Immunoassays miissen
hauptséachlich zwei Kriterien erfiillen. Sie miissen die unspe-
zifische Adsorption aus Proteinlésungen oder komplexen
Medien wie Blutplasma reduzieren und gleichzeitig die Im-
mobilisierung eines Protein- oder Peptidliganden ermogli-
chen. Die einfachste Moglichkeit zur Immobilisierung von
Proteinen wird fiir Mikrotiterplattenassays verwendet und
beruht auf der Physisorption durch hydrophobe Wechselwir-
kungen mit dem Polystyrol(PS)-Tragermaterial. Um die un-
spezifische Adsorption zu beriicksichtigen, werden die ver-
bliebenen Bindungsstellen nachtriglich mit Detergentien
oder Proteinen geblockt. Im Fall von Proteinmicroarrays ist
die Physisorption auf Nitrocellulose-behandelten Glasober-
flachen die am hiufigsten verwendete Methode, da die porose
Struktur sowohl eine hohe Ligandendichte als auch eine
Stabilisierung des Liganden ermdglicht.” Genau wie bei
den Mikrotiterplattenassays werden die verbleibenden Bin-
dungsstellen mithilfe geeigneter Blockierungspuffer besetzt.
Die Einfachheit dieser Methoden kann jedoch verschiedene
Nachteile, wie eine erhohte unspezifische Adsorption oder
die Denaturierung der immobilisierten Liganden mit sich
bringen.”>® Wihrend ersteres zu einem groBeren Hinter-
grundrauschen fiihrt, verringert der zweite Effekt die Si-
gnalintensitédt. Zusétzlich ist die mangelnde Regenerations-
fahigkeit der ligandenbeschichteten Oberfliche nach jedem
Messzyklus ein Problem, wenn Bindungs- oder Geschwin-
digkeitskonstanten iiber zeitaufgeloste Nachweismethoden
wie SPR oder QCM bestimmt werden sollen. Eine protein-
abweisende Polymermatrix mit passenden reaktiven Gruppen
fiir die Ligandenimmobilisierung sollte alle der soeben ge-
nannten Probleme verbessern.

Glas, das ein hiufig verwendetes Trégermaterial fiir Pro-
teinmicroarrays ist, und Oxidoberflichen, wie sie in der
Lichtleiterspektroskopie (OWLS) und in Siliciummikroring-
resonatoren verwendet werden, besitzen die gleichen funk-
tionellen Gruppen auf der Oberfldache, ndmlich Silanolgrup-
pen.® Daher konnen diese Oberflichen mithilfe von Si-
lanchemie funktionalisiert werden. Der einfachste Weg zur
Modifizierung von SiO,-Oberflichen ist die Verwendung di-
funktioneller Standard-Silankupplungsreagentien wie 3-
Aminopropyltriethoxysilan ~ (APTS), 3-Isocyanatpropyl-
triethoxysilan (ICPTES) oder (3-Glycidyloxypropyl)tri-
ethoxysilan (GOPTES). Sie konnen fiir die direkte Modifi-
zierung mit einem spezifischen Biomolekiil oder als Haft-
vermittler fiir die weitere Funktionalisierung mit einer iner-
ten Matrix verwendet werden. Abgesehen vom Fehlen einer
inerten Matrix sind viele der primédren Amine des gebunde-
nen APTS aufgrund sterischer Hinderung nicht zugénglich.
Pathak et al. haben versucht, dieses Problem durch Verwen-
dung von 1,1’-Carbonyldiimidazol zu l6sen, das als Haftver-
mittler auf Glas- und Siliciumoxidoberfldchen fiir die nach-
folgende Modifizierung mit Polypropylenimin(PPI)-Dendri-
meren der 1. bis 5. Generation diente.”*”! Die Autoren
konnten zeigen, dass die Zuginglichkeit der Amine mit ho-
herer Generation deutlich steigt. Um das Problem der un-
spezifischen Adsorption zu behandeln, haben Hucknall et al.
bis zu 100 nm dicke Poly(oligo(ethylenglykyl)methacrylat)-
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Biirsten mittels ATRP auf Glasoberfldchen erzeugt und diese
dann fiir Proteinmicroarrays mit Fluoreszenzauslesung ge-
nutzt.? Die Autoren haben durch Vergleich dieser Be-
schichtungen mit kommerziell erhiltlichen Nitrocellulose-
membranen gezeigt, dass die Verringerung des Hintergrund-
rauschens eine hundertfach niedrigere Nachweisgrenze
(LOD) zur Folge hatte. Wenn diese auf Goldoberflichen
aufgebracht wurden, verringerte sich die unspezifische Ad-
sorption von unverdiinntem Rinderserum soweit, dass sie
unterhalb der Nachweisgrenze eines kommerziellen SPR-In-
strumentes lag. Zusitzlich konnten die Autoren zeigen, dass
die Ligandenimmobilisierung ohne Ausbildung einer kova-
lenten Bindung moglich war, lediglich durch physikalische
Verknduelung innerhalb der oberflichengebundenen Poly-
merketten erfolgte. Eine vielversprechende Alternative zu
hydrolytisch instabilen Siloxanbindungen ist die photoche-
mische Anbindung von endstidndigen Alkenen an Silicium-
und Siliciumoxidoberflichen.”"*? Diese Methode kann
sowohl fiir Kohlenstoffmaterialien als auch andere Halblei-
teroberflichen wie Germanium, Gallium und Nitrid ver-
wendet werden.

Dreidimensionale Polymerschichten, die durch Grafting-
from-Methoden erzeugt wurden, sind auch fiir Biosensoren
auf Grundlage der Theorie des abklingenden Feldes von be-
sonderem Interesse, da ihre Hohe leicht an die Abklingldnge
des Feldes angepasst werden kann. Trotzdem muss die Be-
schichtungsdichte niedrig genug gehalten werden, um das
Durchdringen mit Ligand- bzw. Analytmolekiilen zu erlau-
ben. In zeitaufgelosten Methoden wie der SPR oder QCM
wird die unspezifische Adsorption normalerweise durch einen
Referenzkanal kompensiert, der mit der gleichen Analytlo-
sung in Kontakt steht und dessen Signal vom Messsignal ab-
gezogen wird. Die Genauigkeit dieser Daten ist jedoch be-
deutend hoher, wenn die unspezifische Bindung auf ein Mi-
nimum begrenzt werden kann.’® Bei kommerziellen SPR-
Chips wird dies normalerweise mit einer Beschichtung aus
Carboxymethyldextran, einem halbsynthetischen Polysac-
charid, erreicht, dessen Carbonsduregruppen fiir die Ligan-
denimmobilisierung genutzt werden konnen. Leider bertick-
sichtigen die Referenzkompensation und die proteinresis-
tente Beschichtung nicht die unspezifische Adsorption, die
durch den Liganden selbst verursacht wird. Eine alternative
Referenzierungsmethode wurde von gpringer et al. vorge-
schlagen.?® Statt der Verwendung eines Referenzkanals, der
mit einer unmodifizierten Matrix beschichtet wurde, wurde
der Nachweiskanal mit dem immobilisierten Ligand mit
einem Analyten untersucht, dessen Bindungsstellen mit
demselben Ligand blockiert waren.

Eine substratunabhingige Methode fiir die Erzeugung
funktionaler Oberfldchen wurde von Rodriguez-Emmeneg-
ger et al. vorgestellt.?*! Die Autoren zeigten, dass Nylon-6,6
als substratunabhéngiger Adhisionsschicht fiir die nachfol-
gende Anbindung von Oligoethylenglykolmethacrylaten und
Carboxybetainacrylamiden iiber ATRP verwendet werden
kann.

Bioinerte Beschichtungen haben sich in der Molekular-
diagnostik zur Verbesserung der Signal-Rausch-Verhéltnisse
von Biosensoren grofteils durchgesetzt, um die niedrigeren
Nachweisgrenzen von Analyten messen zu konnen, die direkt
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vom Patienten erhalten werden. Zum Beispiel konnten die
Fille von Gebarmutterhalskrebs, der die zweithéufigste
Krebsart bei Frauen ist, durch die Fritherkennung mithilfe
von Screeningprogrammen deutlich verringert werden. Es ist
mittlerweile fest etabliert, dass eine Infektion mit den ge-
fahrlichen Papillomavirus(HPV)-Typen der Hauptgrund fiir
fast alle Gebidrmutterhalskrebserkrankungen ist. Der ,,Pa-
pilloCheck“?*! beruht z.B. auf einer biospezifischen Poly-
meroberflichenbeschichtung (Abbildung 10). Dieser Micro-
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Abbildung 10. Der PapilloCheck fiir die friihzeitige Erkennung des gefahrli-

chen Papillomavirus beruht auf einem DNA- Mikroarray-basierten Hybrid

sierungsassay. Die biospezifischen (R, =Amino-PEG-gebundene Oligonu-

kleotide) und bioinerte Gruppen (R, = Hydroxy-PEG) auf der Polymerbiirste
kénnen so kontrolliert werden, dass ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis er-
halten wird. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung der PolyAn GmbH,

Berlin.2%

array-basierte DNA-Hybridisierungsassay kann PCR-ampli-
fizierte Virusfragmente aus der Korperfliissigkeit von Pati-
enten zuverldssig detektieren. In Abhéngigkeit von der Sei-
tenkettenfunktionalitit kann durch die Mischung einer
bioinerten und einer biospezifischen Polymerkomponente
das Signal-Rausch-Verhiltnis erheblich verbessert werden.

Oberflichen im Kontakt mit Kérperfliissigkeiten (Dialyse, Blutbe-
hdlter usw.)

Obwohl die ideale bioinerte Oberfldche noch gefunden
werden muss, haben sich abhingig von der Anwendungsart
verschiedene Polymere zu Standards entwickelt, die Ober-
flichen mit einer niedrigeren Proteinadsorption bieten.
Einige wichtige Polymere fiir biomedizinische Anwendungen
sind Polyethersulfone (PES; in der Dialyse), Polyvinylchlo-
ride (PVCs) als weichmacherhaltige PVCs (PVC-P, z.B. fiir
Blutbeutel und Schlauchmaterialien) und Silicone (Shunts,
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Schlauchmaterialien, Katheter, Implantate). Da alle diese
Anwendungen auch in Zukunft von groer Bedeutung sind,
miissen die Nachteile der derzeit verwendeten Systeme durch
weitere Forschung adressiert werden. In der Dialyse werden
Polymermembranen zu Entfernung von Toxinen aus dem
Blut verwendet, z. B. bei Patienten mit Nierenversagen. Die
Kapazitit des Dialysators ist stark an die Proteinadsorption
auf der Membran gekoppelt, wihrend die moglichen throm-
bogenen oder Komplementaktivierungseigenschaften (siche
auch Abschnitt 2.4) einen groBen Einfluss auf die Gesundheit
der Patienten haben. Obwohl die Dialyse in der Klinik rou-
tinemifBig verwendet wird, ist die gleichzeitig notwendige
Behandlung mit gerinnungshemmenden Medikamenten ein
grundlegendes Problem. Ein interessanter Losungsansatz ist
die Adsorption von gerinnungshemmender Zitronensédure auf
Polyurethanen und die Vermischung dieses funktionalisierten
Polymers mit PES. Dadurch wurde eine deutlich geringere
Proteinadsorption und Thrombozytenaktivierung erreicht.?*”!
Die Oberflichenmodifizierung von PES, z.B. mit Polyvinyl-
alkohol, Polyethylenglykol oder Chitosan, ist ein anderer
moglicher Ansatz zur Verringerung der Proteinadsorption
und Verbesserung der Langzeitmembranleistung.”**! Zusam-
mengefasst haben bioinerte Oberflichen von Dialysatoren
das Potenzial, die Parallelbehandlung mit gerinnungshem-
menden Medikamenten zu verringern, das Wohlbefinden der
Patienten zu verbessern und die Dialysatortrennleistung bei
klinischen Anwendungen zu erhohen.

Fir biomedizinische Anwendung ist PVC trotz vieler
Probleme immer noch das am héufigsten benutzte Material.
Einer der Hauptkritikpunkte ist die Verwendung von bis zu
50% Weichmacher in biegsamen PVC-Materialien,”” ohne
die die oben genannten Anwendungen nicht méglich wiren.
Des Weiteren ist PVC chemisch relativ inert, sodass die
Funktionalisierung von PVC-Oberflichen ein interessantes
Forschungsgebiet bleibt. Die Funktionalisierung ist z. B. mit-
hilfe von Polymeren mit photoreaktiven Gruppen wie 2-Py-
ridyldithio- und Benzophenongruppen in den Seitenketten
moglich, womit CD47 immobilisiert werden konnte. Die
CD47-Funktionalisierung unterbindet sowohl die Adhésion
als auch die Aktivierung der Thrombozyten und Neutrophile
deutlich. Wihrend Silicon mit Blick auf die Himokompati-
bilitét besser geeignet zu sein scheint als PVC-P**! hat es
eine geringere mechanische Stabilitidt und wird 6fter mit Er-
miidungserscheinungen in Verbindung gebracht. Darum
konnten Oberflichenfunktionalisierungen mit Mischungen
von Silicon oder anderen funktionalen Polymeren ein guter
Weg sein, um medizinische Hilfsmittel mit geeigneten Fest-
korper- und Oberfliacheneigenschaften zu erhalten, als le-
diglich die mechanischen Festkorpereigenschaften von Sili-
con zu verbessern. Abbildung 11 zeigt einige typische medi-
zinische Hilfsmittel, fiir die dringend kovalent gebundene
bioinerte Polymerschichten benétigt werden. Der Stent ist ein
gutes Beispiel fiir ein in Verwendung befindliches, aber nicht
ideales Hilfsmittel, da Polymerbeschichtungen durch die
Ausdehnung teilweise zerstort werden, wodurch Kanten
freigelegt werden, die dann Angriffspunkte fiir Proteinad-
sorption und Thrombozytenaktivierung sind.”"! Die Ober-
flichenfunktionalisierung von PVC, Silicon oder Stents
konnte die Haltbarkeit von Blutprodukten erhohen, die
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Abbildung 11. Typische Anwendungen von méglichst bioinerten Poly-
meren im Medizinbereich (von links nach rechts): A) Blutbeutel (Wie-
dergabe nach Lit. [271] mit Genehmigung von Elsevier). B) Katheter.
C) Polyphosphazen-beschichteter Edelstahlstent.

Notwendigkeit einer zusitzlichen medikamentésen Behand-
lung reduzieren und sowohl das Versagen von Implantaten als
auch implantatverbundene Komplikationen reduzieren.

Primdrverpackungen und Handhabung von Biopharmazeutika

Die Entwicklung rekombinanter therapeutischer Proteine
hat in den letzten zwei Jahrzehnten deutliche Fortschritte
gemacht. Die Herstellung, der Versand und die Lagerung von
Proteinwirkstoffen stellt aber aufgrund der Denaturierungs-
und Aggregationsneigung der Proteine eine Herausforderung
dar. Obwohl lyophilisierte Proteine eine verbesserte Stabilitét
gegeniiber thermischer Denaturierung haben, sind fliissige
Formulierungen einfacher zu verarbeiten, benotigen weniger
Handhabungschritte und sind darum einfacher zu verabrei-
chen.”’? In fliissigen Formulierungen sind Proteine jedoch
sowohl chemischen als auch physikalischen Stressfaktoren
starker ausgesetzt, die wéhrend der angestrebten zwei Jahre
Haltbarkeit zu ihrer Denaturierung, Aggregation oder Ad-
sorption auf der Verpackungsoberfliiche fithren kénnen.?”!
Das kann zu einem Verlust der therapeutischen Wirksamkeit
fiihren und sogar immunogene®**”! und allergische Reak-
tionen auslosen.’*7)

Die bei weitem am héufigsten verwendeten Behilter fiir
kleinmafBstdabliche Anwendungen sind Borosilicatgldschen
Typ I. Glasoberflaichen konnen jedoch trotz ihrer relativen
Tragheit und Hydrophilie groe Proteinmengen adsorbie-
I.en'[57,278]

Frie3 und Mitarbeiter haben gezeigt, dass die Adsorption
von IfG1 und IgG aus humanem Serum (h-IgG) auf Typ-I-
Gléschen hauptsichlich durch elektrostatische Wechselwir-
kungen bedingt ist und darum stark vom pH-Wert und der
Ionenstirke der Losung abhingt.”” Dabei korreliert die er-
hohte Ladungsdifferenz zwischen Oberfldche und Protein mit
einer erhohten Proteinadsorption (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Adsorptionsprofile von monoklonalem 1gG1 (m) und ge-
sammeltem humanem IgG (2) in Borosilicatglasflischchen in Abhin-

gigkeit vom pH-Wert. Wiedergabe nach Lit. [279] mit Genehmigung
von Elsevier.

Um die vorteilhaften Eigenschaften, wie die Undurch-
lassigkeit gegeniiber Gasen und Feuchtigkeit, von Glas als
Primérverpackungsmaterial zu bewahren und die unspezifi-
sche Adsorption zu reduzieren, konnen Glasfldschchen mit
bioinerten Materialien beschichtet werden. Aufbauend auf
den oben diskutierten Ergebnissen wurden Glasbeschich-
tungen auf Basis von Polyglycerol (PG) in Hinblick auf die
unspezifische IgG1-Adsorption untersucht.’”! In diesem Fall
konnte eine deutliche Verringerung des adsorbierten IgG1
beobachtet werden. Anders als bei den unbeschichteten
Glasflaschchen hatten der pH-Wert und die Ionenstédrke der
Formulierung keinen Einfluss auf die Menge des adsorbierten
IgG. Des Weiteren wurden die Beschichtungen durch indu-
striell relevante Sterilisierungsmethoden nicht beeinflusst.
Langzeitstabilitétstests fiir bis zu drei Monate zeigten auch
am Ende dieser Zeit noch eine hohe Proteinresistenz der PG-
Oberfliachen.

Eine Alternative zu Glas sind Behilter aus Cycloolefin-
Polymeren (COP) bzw. Cycloolefin-Copolymeren (COC).
COP/COC-Behilter sind transparent, was eine gute visuelle
Kontrolle erlaubt, und deutlich leichter sowie bruchsicherer
als Glas. Quadry et al. haben die Adsorption von niedrig-
konzentrierten Formulierungen (10 ugmL™") zweier Proteine
(75,20 kDa)?! auf COP und Glasflischchen nach einem Tag
Lagerung untersucht. Fiir beide Proteinformulierungen
wurde bei den COP-Glasfldschchen eine reduzierte Menge
adsorbierten Proteins gefunden. Demgegeniiber fanden
Mathes et al. in Einzelproteinadsorptionsexperimenten mit
IgG bei Konzentrationen von 1 mgmL™" im Vergleich zu
Glasflaschchen keine deutliche Verbesserung.?”! Tatsichlich
konnten sie zeigen, dass die Menge des adsorbierten IgG1 bei
einer Reihe von lonenstirken und pH-Puffern nach einem
Tag Lagerung sogar erhoht war.

Wobei Probleme, die mit der Proteinadsorption auf Be-
hélteroberfldchen assoziiert werden, in der Regel durch die
Zugabe von Hilfsmitteln wie humanem Serumalbumin
(HSA), Zuckern oder nichtionischen Tensiden geldst
werden.”®?¥ Diese Hilfsmittel verringern nicht nur die
Adsorption auf dem Primérbehélter, sondern erhéhen zu-
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sétzlich die Loslichkeit, Festkorperstabilitidt und reduzieren
die Proteinadsorption wihrend des Herstellungsprozesses.
Dies ist besonders bei Filtrationen der Fall, bei denen die
Proteine grofen Oberflichen ausgesetzt sind.”**! Da HSA
jedoch aus gesammeltem Plasma gewonnen wird, kann sein
Gebrauch Probleme mit sich bringen, die mit Chargenstreu-
ung oder Pathogenen aus dem Blut zu tun haben,”* wihrend
nichtionische Tenside die Oxidation, Denaturierung und
Aggregation der Proteine erhohen.”! Die Verwendung von
Zuckern kann ebenfalls Probleme verursachen, die aus der
Hyperosmolaritéit der Formulierung hervorgehen.

Obwohl Polymerbeschichtungen die Menge des adsor-
bierten Proteins deutlich reduzieren konnen, kann der Ver-
lust an Proteinen bei hochdosierten Formulierungen, bei
denen der Proteinverlust durch Adsorption iiblicherweise
unter 0.1% liegt, als vernachlédssigbar betrachtet
werden.”*2l Wenn jedoch instabile Proteine und niedrig
dosierte Formulierungen wihrend der Rekonstitution oder
bei ihrer Verdiinnung (fiir eine einfachere Anwendung) in
Kontakt mit Behilterwidnden kommen, dann ist der Protein-
verlust durch Adsorption in der Regel recht erheblich. Zum
Beispiel haben McLeod et al. den Verlust von Faktor VIII
durch Adsorption wihrend der Lagerung in PVC-Behiltern
vor der Anwendung beschrieben.” Ein anderes Beispiel fiir
einen erhohten Proteinverlust bei stark verdiinnten Protein-
losungen wurde von Quadry et al. beschrieben, die nach 24 h
Lagerung in Glasfldaschchen einen deutlichen Verlust von bis
zu 16 % bei Proteinkonzentrationen von 10 uygmL ' gefunden
haben.®™ Page et al. haben die Adsorption von Fliissigfor-
mulierungen von rhIL-11 an Glasfldaschchen bei Konzentra-
tionen von 1 pugmL™" untersucht und nach 3 h bei Raum-
temperatur einen 40%igen Aktivititsverlust gefunden.
Dieser Aktivitdtsverlust war hauptséchlich auf die Adsorpti-
on an die Glasoberfldche zuriickzufiihren.

Zusitzlich werden bei der Handhabung von Proteinen in
der Diagnostik niedrig konzentrierte Proteinlosungen in der
Regel mit einer Reihe von (Kunststoff-)Oberflichen in
Kontakt gebracht.®®) Der dabei auftretende Proteinverlust
kann einen groB3en Einfluss auf das Ergebnis eines diagnos-
tischen Assays haben. Zum Beispiel haben Dixit et al. den
Aktivitdtsverlust von humanem Fetuin A (HFA) in BSA-
behandelten bzw. unbehandelten PP-Schlduchen bei Kon-
zentrationen von 10 ngmL™"' mit drei verschiedenen Metho-
den untersucht.” Sie konnten zeigen, dass der HFA-Akti-
vitatsverlust aufgrund von Adsorption und Konformations-
anderungen nach 12h Lagerung in unbehandelten PP-
Schlduchen mehr als 60% betrug, wihrend der Verlust in
BSA-behandelten Schlduchen bei unter 40 % lag. Insofern ist
das Problem des Proteinanalytverlustes in diagnostischen
Assays ein bislang wenig beachtetes Problem, das ist der
Zukunft dringend behandelt werden sollte.

Neben den oben beschriebenen biomedizinischen An-
wendungen wurden bioinerte Beschichtungen auch zum
Schutz gegen marines Biofouling, Bakterien- und Biofilme,
Infektionsresistenz usw. verwendet.'>#12? Bioinerte Mate-
rialien wehren die proteininduzierte Adhision von Organis-
men ab. Die Kombination von bioinerten Materialien mit
anderen spezifisch-funktionalen Materialien, wie beispiels-
weise hydrophoben Komponenten (z.B. fluorierten Polyme-
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ren) und aktiven Einheiten (z.B. quartiren Ammionium-
ionen), verbessern die Eigenschaften und verringern die Zy-
totoxizitdt der verwendeten Beschichtungen. Aber auch in
diesem Bereich fehlt es immer noch an langzeitstabilen
bioinerten Beschichtungen.

4. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Trotz beachtlicher wissenschaftlicher Aktivitit, sind die

Wechselwirkungen zwischen polymeren Biomaterialien und
Proteinen aus Korperflussigkeiten oder -geweben immer
noch nicht gut verstanden. Obwohl es viele Einzelveroffent-
lichungen zu diesem Thema gibt, haben nur wenige syste-
matische Studien einige erste allgemeine Schlussfolgerungen
geliefert. Sowohl wasservermittelte hydrophobe und Hydra-
tationskréfte als auch elektrostatische Wechselwirkungen
werden als die Hauptfaktoren bei der Proteinadsorption an-
gesehen. Auf der Grundlage von unzéhligen systematischen
Experimenten an selbstassemblierten Monolagen (SAMs)
wurden die sogenannten ,,Whitesides-Regeln® abgeleitet, um
die Entwicklung von proteinresistenten Beschichtungen an-
zuleiten. Diese Regeln haben tatsdchlich zu zahlreichen sehr
guten proteinabwehrenden Monolagen gefiihrt, die aber noch
einige Einschrankungen aufweisen. Dank der schnellen Ent-
wicklung analytischer Techniken konnten diese empirischen
Regeln weiter verbessert werden. Auch die theoretische
Modellierung hat sich im letzten Jahrzehnt deutlich verbes-
sert. Insbesondere gibt es eine allgemeine Ubereinstimmung
beziiglich der vermuteten Hauptaspekte, die fiir die Protein-
adsorption verantwortlich sind. Das Verstidndnis der Dyna-
mik und der konkurrierenden Adsorption ist aber noch
deutlich weniger entwickelt. Grundsétzlich fehlen auch sys-
tematische Studien, die Theorie und Experiment verbinden.

Die zukiinftige Forschung sollte sich daher auf die fol-

genden Aspekte konzentrieren:

www.angewandte.de

Es werden mehr quantitative Studien benotigt, die theo-
retische Modelle mit Experimenten an gut verstandenen
Oberflachenschichten vergleichen. Die Ergebnisse solcher
Studien konnen dann zur weiteren Entwicklung und Op-
timierung empirischer Regeln, wie den , Whitesides-
Regeln®, genutzt werden.

Es besteht ein deutlicher Mangel an systematischen Stu-
dien, die sich mit der konkurrierenden Adsorption von
Proteinen an gut untersuchten Oberflidchen beschéftigen.
Eine solche Studie muss die Zeitabbhéngigkeit einbezie-
hen, um das notwendige quantitative Verstidndnis der
Langzeitproteinresistenz von Oberfldchen in komplexen
biologischen Medien zu liefern.

Es sollte eingehend untersucht werden, wie die Kon-
formationsdnderungen bzw. Denaturierung der auf einer
Oberflache adsorbierten Proteine die Biokompatibilitét
beeinflussen.

Weiterhin sollten, basierend auf dem stetig wachsenden
theoretischen Verstidndnis, neue bioinerte Beschichtungen
entwickelt werden, die die Proteinadsorption aus sehr
komplexen Proteinmischungen wie Blutplasma effektiv
verhindern.

R. Haag et al.

e Da die meisten Beschichtungen wéhrend einer Langzeit-
implantation enzymatisch abbaubar oder nur schlecht auf
der Implantatoberfliche verankert sind, konnen die
Zellen sich in die Implantatoberfldchen integrieren, um
die Beschichtungen mit Komponenten ihrer extrazelluli-
ren Matrix (ECM) zu ersetzen. Eine im lebenden Orga-
nismus durchgefiihrte Langzeitanwendungsstudie wurde
bisher mit keiner proteinresistenten Oberfldche durchge-
fiihrt.

e® Verschiedene biomedizinische Anwendungen wurden
eingefiihrt, aber die Kombination von bioinerten und
biospezifischen Oberflichen in einem optimalen Verhalt-
nis bleibt weiterhin eine groBe Herausforderung fiir die
Zukunft.

Die vorgeschlagenen Untersuchungen werden auch fiir
ein besseres Verstdndnis der schwierigeren Systeme wie po-
rosen Membranen, Blutbeuteln, Schlauchmaterialien und
vielen anderen biomedizinischen Instrumenten sorgen.
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