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Verfahren zur Herstellung eines Protein-funktionalisierten Films sowie Prote-

in-funktionalisierter Film

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Protein-
funktionalisierten Films, bei dem ein Protein an ein Copolymer oder ein Poly-
mer mit einer unhydrolisierten oder hydrolisierten  Thiolacton-
Funktionalisierung iiber die vorhandene Funktionalisierung an den Film ange-
bunden wird. Die vorliegende Erfindung betrifft zudem einen entsprechend

hergestellten Film.

Die Herstellung diinner enzymhaltiger Polymerschichten ist zahlreich be-
schrieben und dient u.a. der Stabilisierung des verwendeten Enzyms sowie der
Kopplung von enzymatischen Reaktionen mit geeigneten Signalibertragungs-
wegen. Die geringe Dicke solcher Schichten ist vor allem fur Anwendungsbe-
reiche interessant, bei denen nur geringe Mengen an aktivem Material bend-
tigt werden, gleichzeitig aber schnelle, nicht durch Diffusionseffekte behinder-
te Ansprech- bzw. Konktaktzeiten gefordert sind. Zu nennen ist hier vor allem
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die Sensorik aber auch Bereiche wie die Biokatalyse. Jedoch findet sich bisher
kein System, bei dem eine einzige funktionelle Gruppe eine solche Vielzahl an
Funktionen im Rahmen der Generierung der enzymhaltigen Schicht Uber-
nimmt.

Die reversible Anbindung von Enzymen an eine Polymerschicht Uber
Disulfidbriicken ist in einem Patent von 1979 beschrieben (Patent US
4,176,006), jedoch miissen hier die Thiolgruppen in einem extra Schritt ber
ein niedermolekulares Mercaptan in die Polymerschicht eingeflihrt werden.

Verbindungen die sich zur Erzeugung dinner, enzymhaltiger Polymer-
schichten eignen, missen eine ganze Reihe von Eigenschaften erfiillen. Sie
mussen mit wéssrigen Enzymldsungen mischbar bzw. in diesen quellbar sein,
um eine hinreichende Beladung mit Enzym zu erreichen. Sie miissen funktio-
nelle Gruppen tragen, die eine feste Anbindung des Enzyms an die
Polymerschicht bzw. der Polymerschicht an das Substrat ermdglichen (z.B.
kovalent). Eine Quellbarkeit der fertigen Polymerschicht im Arbeitsmedium
des Enzyms {i.d.R. wéssrige Losungen) ist gefordert und oft werden Moéglich-
keiten zur Vernetzung der Polymermatrix angestrebt. Ober allem steht dari-
ber hinaus die Notwendigkeit den Immobilisierungsprozess vom ersten bis
zum letzten Schritt proteinkompatibel zu gestalten, d.h. eine Deaktivierung

des Enzyms wahrend Prozesses weitgehend zu verhindern.

Eine besondere Bedeutung kommt der Erzeugung ultradiinner Schichten
durch Selbstassemblierungsvorgange von geeigneten Verbindungen
(amphiphile Molekiile, polare Polymere, u.a.} an der Luft-Wasser-Grenzfldche
mittels Langmuir-Technik bei, da sie die Mdoglichkeit bietet, diinne, auf der
Wasseroberflache gespreitete Schichten kontrolliert und in gewiinschtem
MaRe zu komprimieren und damit Schichtdicken und —dichten einzustellen.
Polymere als verwendetes Material haben dabei gegeniiber niedermolekula-
ren, amphiphilen Verbindungen den Vorteil, dass sie mechanisch stabilere
Schichten bilden. Verwendbare Polymere missen allerdings eine limitierte
Wasserloslichkeit aufweisen und strukturell einen gewissen Polaritédtsgradien-
ten aufweisen. Ublicherweise wird dies durch den Einsatz von amphiphilen
Blockcopolymerstrukturen gel&st, die jedoch in ihrer Herstellung komplizierter
sind als etwa Homopolymere oder statistische Copolymere. Grundsatzlich
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kénnen auch Homopolymere bzw. statistische Copolymere Langmuirfilme
ausbilden (einen Polaritatsgradienten gabe es hier entlang der Struktur einer
Wiederholungseinheit), jedoch muss auch hier die limitierte Loslichkeit ge-
wihrleistet sein. Da dies aber im Widerspruch steht zu der fir die spdtere
Anwendung geforderten Wasserquellbarkeit der Polymermatrix, muss zusatz-

lich noch ein Weg gefunden werden, diese nachtraglich zu hydrophilisieren.

Das technische Problem liegt also darin, eine méglichst einfach aufgebaute
und damit leicht zugdngliche Polymerstruktur zu finden, die im Zuge der Bil-
dung von ultradiinnen, enzymhaltigen Schichten auf einem festen Substrat
oder an der Luft-Wasser-Grenzfldche mittels Langmuir-Technik eine Vielzahl
von Funktionen tbernehmen kann: Hydrophobisierung des Polymers fnit
nachtréglicher Moglichkeit zur Hydrophilisierung, kovalente Anbindung des
Enzyms an die Polymermatrix, kovalente Anbindung der Polymermatrix an das
gewilinschte Substrat, nachtragliche Vernetzung der gebildeten Schicht.

Ein Verfahren, welches eine einfache, leicht zugangliche polymere Struktur
einsetzt, die sidmtliche oben angesprochenen Funktionen vereint und auch
noch zum Teil aus biogenen Rohstoffen gewonnen werden kann, existiert bis-
her nicht. Funktionelle Gruppen in den Polymeren oder Polymerprecursoren
Ubernehmen in der Regel jeweils nur eine Funktion. Zur kovalenten Anbin-
dung von Enzymen werden in der Regel funktionelle Einheiten wie Oxiran-,
Carboxyl- oder Aminogruppen eingesetzt wobei z.B. bei letzterem noch zu-
satzliche, mitunter giftige Linker oder Cokomponenten zur Anbindung des
Enzyms notwendig sind. Oft wird das Enzym auch lediglich in einer
Polymermatrix ohne kovalente Anbindung physikalisch eingeschlossen. Auch
die Vernetzung der Polymermatrix erfolgt meist Gber zusétzlich einzusetzende
Vernetzer.

Um polymerbasierte Schichten an der Luft-Wasser-Grenzflache zu erzeugen
verldsst man sich Ublicherweise auf amphiphile Blockstrukturen, wobei das
Enzym dann in der Regel auch nur physisorbiert, jedoch nicht kovalent ange-
bunden ist. Etwaig vorhandene funktionelle Gruppen Ubernehmen auch in
diesen Fillen in der Regel nur eine Funktion.

Ausgehend hiervon ist es somit Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Ver-
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fahren zur Herstellung eines Protein-funktionalisierten Films anzugeben, das
die oben angesprochenen Nachteile vermeidet. Zudem ist es die Aufgabe der

vorliegenden Erfindung, einen Protein-funktionalisierten Film bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird hinsichtlich eines Verfahrens mit den Merkmalen des Pa-
tentanspruchs 1 beziiglich eines Protein-funktionalisierten Films mit den
Merkmalen des Patentanspruchs 15 geldst. Die jeweilig abhangigen Patentan-
spriiche stellen dabei vorteilhafte Weiterbildungen dar.

Die Erfindung betrifft demnach ein Verfahren zur Herstellung eines Protein-
funktionalisierten Films, bei dem ein Film, enthaltend mindestens ein
Copolymer oder Polymer mit einer unhydrolysierten und/oder hydrolysierten
Thiolacton-Funktionalisierung sowie mindestens ein Protein erzeugt oder be-
reitgestellt, und das mindestens eine Protein {iber die unhydrolisierte oder
hydrolisierte Thiolacton-Funktionalisierung kovalent an das mindestens eine

Copolymeren oder Polymere angebunden wird.

Kennzeichnendes Merkmal des erfindungsgemafen Verfahrens ist, dass ein
spezifisches Copolymer bzw. Polymer eingesetzt wird, das eine
(unhydrolisierte oder hydrolisierte) Thiolacton-Funktionalisierung aufweist.
Bevorzugt ist die Thiolacton-Funktionalisierung dabei Giber ein entsprechen-
des Monomer in das Copolymer bzw. Polymer eingearbeitet. Die Thiolacton-
Funktionalisierung kann allerdings auch in einer Seitenkette des Copolymeren
bzw. Polymeren vorliegen, beispielsweise fir den Fall, dass es sich bei den
Copolymeren bzw. Polymeren um Pfropfpolymere handelt. Lediglich das Vor-
handensein der Thiolacton-Funktionalisierung ist zur kovalenten Anbindung
des Proteins erfindungswesentlich.

Das Copolymer und/oder Polymer kann dabei entweder ausschlieBlich
unhydrolisierte oder ausschlieBlich hydrolisierte Thiolacton-Funktionalisie-
rungen umfassen. Ebenso ist es moglich, dass das Copolymer bzw. Polymer

beide Arten der Funktionalisierung aufweist.

Die Erfindung zeichnet sich insbesondere durch die folgenden Vorteile aus:
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- Eine funktionelle Gruppe — die bis zu 5 Funktionen erfillt;
e Kovalente Anbindung der Polymerschicht an das Substrat
e Kovalente Anbindung des Proteins, insbesondere eines Enzyms an die
Polymerschicht
e Vernetzung der Polymerschicht
e Steuerung der Hydrophilie/Hydrophobizitat des Polymers
e Bereitstellung von Thiolgruppen zur reversiblen Anbindung von Enzy-
men Uber Bildung von Disulfidbriicken bzw. zur Fixierung der
Polymermatrix auf Metalloberflachen
- Leichte Zuganglichkeit dieser funktionellen Gruppe aus biobasierten Roh-
stoffquellen
- Verwendung eines leicht zuganglichen statistischen Copolymers herge-
stellt durch radikalische Polymerisation, Vermeidung komplizierter
ampbhiphiler Block- bzw. multifunktioneller Strukturen

Der Hauptvorteil liegt darin, dass eine funktionelle Gruppe, die leicht zugan-
glich ist und ebenso leicht in eine Polymerkette eingebaut werden kann, eine
Vielzah! von Funktionen (bernimmt die im Zuge der Bildung dinner enzym-
haltiger Schichten auf verschiedenen Substraten von Bedeutung sind. Dadurch
wird die Verwendung von komplexen, multifunktionellen Polymerstrukturen
oder Multikomponentensystemen vermieden. Gleichzeitig handelt es sich bei
dieser funktionellen Gruppe um eine Verbindung, die z. B. aus biobasierten
Rohstoffquellen gewonnen wird. Die Mdoglichkeit die Thiolactongruppen in
verschiedenste Polymere einzubauen flihrt dariber hinaus zu einer ver-
gleichsweise flexiblen Immobilisierungsplattform. Auch wenn das Verfahren
letztlich fir jedes Enzym individuell getestet werden muss, so ist es grundsatz-
lich auf jedes Protein anwendbar, welches z. B. mindestens eine von aullen
zugidngliche Lysineinheit tragt.

Der Film aus den Copolymeren oder Polymeren kann dabei in situ erzeugt
werden, indem der Film beispielsweise aus einer Ldsung des Copolymeren
oder Polymeren abgeschieden wird. Alternativ kann der Film des thiolacton-
funktionalisierten Copolymeren oder Polymeren auch bereits vorab gefertigt
und fur die Zwecke des erfindungsgemaRen Verfahrens bereitgestellt werden.
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Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform wird der Film allerdings in situ
erzeugt und hierbei insbesondere direkt auf einem Substrat oder mittels
Langmuir-Schaefer-Technik erzeugt.

Eine bevorzugte Ausfithrungsform des Erzeugens des Films auf einem Substrat
umfasst hierbei das Rakeln, Spin-Coating und/oder Spriihauftrag aus einer
Losung des mindestens einen Copolymeren und/oder Polymeren, bevorzugt
aus (schwach) saurer oder neutraler Losung, insbesondere aus einer Losung
mit einem pH-Wert von 5 bis 7. Zur Herstellung der Ldsungen der
Copolymeren und/oder Polymeren werden dabei Losungsmittel verwendet,
die in der Lage sind, die jeweiligen Copolymeren bzw. Polymeren zu Idsen.

Eine bevorzugte Ausfithrungsform zur Erzeugung des Films mittels Langmuir-
Schaefer-Technik sieht ein Spreiten einer LOsung des mindestens einen
Copolymeren und/oder Polymeren in einem fliichtigen, nicht mit Wasser
mischbaren Losungsmittel, insbesondere Chloroform, auf der Oberflache von
Wasser oder einer wassrigen Losung vor.

Fir den Fall, dass der Film des Copolymeren oder Polymeren auf einem Sub-
strat abgeschieden wird, ist das Substrat bevorzugt ausgewahlit aus der Grup-
pe bestehend aus Polymerfilmen oder -membranen, bevorzugt mit Aminog-
ruppen oberflachenfunktionalisierten Polymerfilmen oder Membranen, insbe-
sondere mit Aminogruppen oberflachenfunktionalisierten Filmen oder Memb-
ranen aus Polyacrylnitril, Polydimethylsiloxan, cellulosebasierten Polymeren,
Polyvinylalkoholen, Poly(hydroxyalkylacrylate), insbesondere  Poly(2-
hydroxyethylacrylat), Poly(hydroxymethylacrylat) sowie Copolymere hiervon
sowie anorganischen Substraten, bevorzugt mit Aminogruppen oberflachen-
funktionalisierten anorganischen Substraten, insbesondere mit Aminogruppen
oberflichenfunktionalisierten anorganischen Siliziumwafer, Glassubstrate
oder Metallsubstrate, insbesondere Minzmetallsubstraten oder mit Minzme-
tallen beschichteten Substraten. Besonders bevorzugt als Miinzmetall ist da-
bei Gold. Metalle, die eine kovalente Bindung mit Thiolgruppen eingehen
konnen, beispielswiese die zuvor genannten Miinzmetalle, insbesondere Gold
brauchen dabei nicht notwendigerweise mit Aminogruppen oberflachenfunk-
tionalisiert sein.
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Uber die vorhandenen Thiolacton-Einheiten im mindestens eine Copolymeren
kann somit ein kovalentes Anbinden des Films an ein ggf. vorhandenes Sub-
strat erfolgen. Fir den Fall, dass das Substrat eine oberflachlich vorhandene
Aminofunktionalisierung aufweist, kénnen diese Aminogruppen in Analogie zu
den Aminogruppen des anzubindenden Proteins mit den Thiolactongruppen
reagieren. Andererseits kann alternativ oder zusatzlich hierzu auch ein kova-
lentes Anbinden des Copolymeren oder Polymeren an das Substrat direkt
Uiber freie SH-Gruppen der hydrolysierten Thiolactoneinheit erfolgen, bei-
spielsweise im Falle von Substraten aus Mianzmetallen oder mit Miinzmetal-

len beschichteten Substraten.

Das Protein kann auf verschiedene Art und Weise mit den Copolymeren oder
Polymeren vor Erzeugung der kovalenten Bindung in Kontakt gebracht wer-
den und dadurch in den Film des mindestens einen Copolymeren oder Poly-
meren eingearbeitet werden.

Beispielsweise kann das Protein nach Erzeugung oder Bereitstellung des Films
des mindestens einen Copolymeren oder Polymeren auf die Oberflache des
Films, insbesondere durch, Spin-Coating und/oder Sprihauftrag einer Losung
des mindestens einen Proteins aufgetragen werden. Bevorzugt wird hierbei
der Film des mindestens einen Copolymeren oder Polymeren mit dem min-
destens einen Protein durchdrungen, d.h. das Protein penetriert in den Film
des Copolymeren oder Polymeren.

Alternativ oder additiv hierzu ist es ebenso mdglich, dass das mindestens eine
Protein mit dem mindestens einen Copolymeren und/oder Polymeren ver-
mischt wird und aus dieser Mischung der Film des mindestens einen
Copolymeren und/oder Polymeren erzeugt wird. Beispielsweise kann das
Copolymere und/oder Polymere zusammen mit dem mindestens einen Prote-
in in eine Lésung gebracht werden und aus dieser Lésung der Film erzeugt
werden. Insbesondere bei dieser Ausfliihrungsform ist das mindestens eine
Protein homogen innerhalb des Films aus mindestens einem Copolymeren
oder Polymeren verteilt.

Im Falle des Erzeugens des Films des mindestens einen Copolymeren
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und/oder Polymer an der Luft-Wasser-Grenzfliache kann das mindestens eine
Protein mittels Langmuir-Schaefer-Technik durch Aufgabe des Proteins in die
wassrige Subphase, vor, wahrend und/oder nach Erzeugen des Films des min-
destens einen Copolymeren und/oder Polymeren und Ad- und/oder Absorpti-
on des mindestens einen Proteins an und/oder in den Film des Copolymeren
und/oder Polymeren eingearbeitet werden.

Bevorzugte unhydrolysierte Thiolacton-Funktionalisierungen sind hierbei ins-
besondere ausgewihlt aus der Gruppe aus Resten mit der nachfolgend abge-
bildeten allgemeinen Formel |

S
R
X
Formel |

Eine hydrolisierte Thiolacton-Funktionalisierung ist dabei insbesondere aus-
gewahlt aus der Gruppe aus Resten mit der nachfolgend abgebildeten allge-

»_COOH
(e,

Formel Il

meinen Formel Il

X

In den voranstehend beschriebenen Formeln | und Il bedeuten jeweils unab-

hdngig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8
Kohlenstoffatomen und

X 1 bis 6.

GemiR einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass der Rest R
Wasserstoff bedeutet und x 2 oder 3 ist, insbesondere 2 ist.
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Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform sieht vor, dass das Copolymere
Wiederholungseinheiten beinhaltet oder das Polymere aus Wiederholungs-
einheiten gebildet ist mit der nachfolgenden allgemeinen Formel |lI
(unhydrolisiert) oder IV (hydrolisiert)

m m
HS COOH
< R O R
X S X

Formel 1l Formel IV

wobei jeweils unabhangig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8
Kohlenstoffatomen und

X 1 bis 6

bedeuten und bevorzugt R Wasserstoff und x 2 oder 3 ist.

Das Copolymere kann hierbei zudem Wiederholungseinheiten beinhalten, die
nicht Thiolacton-funktionalisiert sind und insbesondere der nachfolgend ab-
gebildeten allgemeinen Formel genligen:

wobei jeweils unabhédngig voneinander

X NH, O oder NR* und
R! einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8 Kohlen-
stoffatomen oder Wasserstoff bedeuten.
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10

R'ist hierbei insbesondere ein Isopropyl-Rest , X insbesondere die Funktionali-
sierung NH.

Gemal einer insbesondere bevorzugten Ausfihrungsform ist das Copolymere
aus den beiden folgenden Wiederholungseinheiten a) und b) gebildet ist:

a) *
O X
R2
wobei jeweils unabhangig voneinander
X NH,

R?  einen der nachfolgenden Reste

HS
X S R

wobei jeweils unabhangig voneinander
R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8
Kohlenstoffatomen und

X 1bis6
bedeuten, und
b)

@) X
R’
wobei jeweils unabhdngig voneinander
X NH, O oder NR* und
R? einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8 Kohlen-

stoffatomen oder Wasserstoff bedeuten,

wobei die Wiederholungseinheiten a) und b) statistisch verteilt im
Copclymeren vorliegen.
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Beim zuvor genannten bevorzugten Copolymeren ist es insbesondere vorteil-
haft, wenn der molare Anteil der Wiederholungseinheiten a), bezogen auf die
Gesamtheit der Wiederholungseinheiten a) + b) 5 bis 50 mol-%, bevorzugt 10
bis 40 mol-%, besonders bevorzugt 15 bis 30 mol% betrégt.

Bevorzugt ist das Protein, das kovalent an das Copolymer bzw. Polymer ange-
bunden wird, ein Enzym, insbesondere ein Enzym ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus Aldolasen, Hydrolasen, wie z.B. Lipasen, Proteasen, Amidasen,
Acylasen, Nitrilasen, Dehalogenasen, Isomerasen, Transferasen, oder ein funk-
tionelles Protein insbesondere Kanalproteine und Antikorper sowie Kombina-

tionen hiervon.

Der Film kann beispielsweise mit 0,01 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 1 bis 20
Gew.% des mindestens einen Proteins beladen werden.

Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform sieht vor, dass zur kovalenten An-
bindung des Proteins an das mindestens eine Copolymer oder Polymer mit
einer unhydrolysierten Thiolacton-Funktionalisierung der im ersten Schritt
erzeugte Protein enthaltende Film lber 0,1 bis 24 h, bevorzugt 0,1 bis 8h h,
insbesondere 0,1 bis 2 h gelagert wird.

Die zuvor beschriebene Lagerung wird dabei bei zumindest einem der nach-
folgenden Parameter ausgeflihrt: Bei Temperaturen von 0 bis 30 °C, bevorzugt
0 bis 10 °C und/oder bei einem pH von 7,5 bis 12, bevorzugt 8 bis 10 und/oder
unter Einwirkung eines Oxidationsmittels, beispielsweise Wasserstoffperoxid.

Insbesondere bei den zuvor genannten Nachbehandlungsschritten findet eine
Vernetzung des mindestens einen Copolymeren und/oder Polymeren statt,
indem noch vorhandene Thiolacton-Funktionalitdaten hydrolysiert und vor-
handene freie oder durch die Hydrolyse entstandene Thiolfunktionalitdten
untereinander Disulfidbriicken ausbilden.

Zudem ist insbesondere {iber die beschriebene Nachbehandlung ebenso eine
kovalente Ankniipfung des mindestens einen Copolymeren und/bzw. Polyme-
ren an ein ggf. vorhandenes Substrat méglich, indem beispielsweise eine Ami-
nogruppe eines oberflachlich Aminogruppen-funktionalisierten Substrats mit
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einem noch vorhandenen Thiolacton reagiert oder eine freie Thiolgruppe mit
einem Thiolgruppen-affinen Substrat, bevorzugt einem Metall oder mit Metall
beschichteten Substrat, insbesondere einem Minzmetall oder mit Miinzme-
tall beschichteten Substrat, beispielsweise ein Goldsubstrat oder ein mit Gold
beschichtetes Substrat unter Ausbildung einer kovalenten Bindung reagiert.

Alternativ hierzu ist es ebenso bevorzugt, dass zur kovalenten Anbindung des
Proteins an das mindestens ein Copolymer oder Polymer mit einer
hydrolysierten Thiolacton-Funktionalisierung der im ersten Schritt erzeugte
Protein enthaltende Film unter oxidierenden Bedingungen behandelt wird,
wobei Disulfidbriicken zwischen proteineigenen Thiolgruppen und den
Thiolgruppen des hydrolysierten Thiolactons erzeugt werden.

Die Erfindung betrifft zudem einen Protein-funktionalisierten Film, enthaltend
mindestens ein Copolymer und/oder Polymer, an das (iber einen Spacer, aus-
gewdhlt aus den nachfolgend abgebildeten allgemeinen Formeln V und VI

O N
> ¥__COOH
< HN—Protein <R/;/
x R SH X S—S—Protein
Formel V Formel VI

wobei jeweils unabhangig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8
Kohlenstoffatomen und

X 1bis6

bedeuten,

mindestens ein Protein kovalent angebunden ist.

Die freien SH-Gruppen in Formel V kdnnen zum Teil oder insgesamt durch den
Nachbehandlungsschritt Disulfidbricken zu weiteren freien SH-Gruppen der
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Formel V und/oder zu Thiolgruppen von Proteinen ausbilden und so den
Polymerfilm vernetzend stabilisieren.

Zudem kann auch ein kovalentes Anbinden des Substrates Uber die
Thiolactonfunktionalisierung gem&R den weiter oben stehenden Mechanis-
men erfolgen.

Samtliche zuvor genannten bevorzugten Ausfiihrungsformen, die im Zusam-
menhang mit dem Verfahren genannt sind, insbesondere hinsichtlich der ein-
setzbaren bzw. angebundenen Proteine, der bevorzugten Ausfilhrungsformen
hinsichtlich der zur Anbindung verwendeten funktionellen Gruppierungen
gelten sowie moglicher Substrate uneingeschriankt ebenso fur den erfin-
dungsgemadBen Protein-funktionalisierten Film,

Der erfindungsgemafle Protein-funktionalisierte Film zeichnet sich insbeson-
dere durch eine Dicke von 5 nm bis 500 nm aus.

Der Film kann dabei wie vorstehend beschrieben ebenso auf einem Substrat,

das zuvor bereits eingehender definiert wurde, angeordnet sein.

Eine weiter bevorzugte Ausfiihrungsform sieht vor, dass der Gehalt des min-
destens einen Proteins, bezogen auf die Gesamtmasse des Films von 0,01 bis
50 Gew%, bevorzugt 1 bis 20 Gew.% betragt.

Technische Anwendungsmoglichkeiten der vorliegenden Erfindung sind insbe-
sondere die !mmobilisierung von Enzymen auf Membransubstraten fur
biokatalystische Anwendungen. Hier geht es vor allem um die Moglichkeit, die
Enzymstabilitdt zu erhéhen, aufwendige Reinigungsschritte zu vermeiden so-
wie kontinuierliche Prozessfiihrungen zu erlauben. Als Beispiel sei hier die
oben naher beschriebene beispielhaft erwdhnte Immobilisierung einer
Aldolase erwidhnt, ein Enzym, welches bei der Herstellung von pharmazeuti-
schen Wirkstoffen Verwendung findet. Zur Herstellung solcher Membranen
kénnen im Prinzip etablierte, skalierbare Membranziehverfahren angewendet
werden. Die Moglichkeit zur Regenerierung der enzymaktiven Membran, d.h.
des Neubeladens dieser mit Enzym ohne die Notwendigkeit, die Membran
komplett austauschen zu miissen, diirfte flir viele technische Anwendungen
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einen wichtigen Pluspunkt darstellen. Ein weiteres relevantes Anwendungs-
gebiet ware in der Sensorik zu suchen. Glucosesensoren beispielsweise basie-
ren oft auf Glucose-Oxidase die in diinnen Schichten immaobilisiert ist.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfoigenden Ausfiihrungen né-
her beleuchtet, ohne die Erfindung auf die speziell dargestellten Parameter zu
beschranken.

Der Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird nachfolgend insbesondere
am Beispiel der Nutzung von thiolactonhaltigen Copolymeren fiir verschiede-
ne Verfahren zur Erzeugung dinner, enzymhaltiger Polymerschichten bzw. -

filme auf variierenden Substraten ndher erlautert.

Diese Schichten bzw. Filme kénnen dabei entweder direkt auf dem gewiinsch-
ten Substrat durch Techniken wie Spin-Coating und Sprihauftrag generiert
oder zunichst an der Luft-Wasser-Grenzfliche mit anschlieRendem Ubertrag
auf das Substrat mittels Langmuir-Schaefer-Technik gebildet werden. Zentra-
les Element sind dabei die y-Butyrothiolactoneinheiten des verwendeten
Copolymers, die bevorzugt als statistisch verteilte Substituenten entlang der
Polymerkette angeordnet sind.

Diese nehmen mehrere, fir das jeweilige Immobilisierungsverfahren essenti-
elle Funktionen ein, deren Kombination Ublicherweise nur durch Verwendung
strukturell komplexer Verbindungen erreicht werden kann.

Gleichzeitig sind y-Butyrothiolactonderivate als Produkte der intramolekula-
ren Kondensationsreaktion von Methionin oder Homocystein leicht aus biolo-
gischen Rohstoffquellen zu erschlieRen.

Die Herstellung der diinnen, enzymhaltigen Polymerschicht geschieht bevor-
zugt in zwei Stufen. Zundchst wird die Schicht selbst auf einem passenden
Substrat generiert wobei das Enzym hier zunachst nur physikalisch in die
Polymerschicht eingebunden ist. In einem Nachbehandlungsschritt wird dann
die feste Verbindung aller Komponenten sowie die Vernetzung und u.U.
Hydrophilisierung der Polymermatrix gewahrleistet. Flr die Grundstruktur des
verwendeten Polymers kommen verschiedene Polymerklassen in Frage, wie
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etwa (meth)acrylamid-, oder {(meth-)acrylatbasierte Systeme. Diese sind leicht
durch radikalische Copolymerisation des Hauptmonomeren mit einem analo-
gen, thiolactonfunktionalisierten Comonomer synthetisierbar. Geht man von
N-Isopropylacrylamid als Hauptmonomereinheit aus (siehe Figur 1, in der die
Grundstruktur eines thiolactonhaltigen, statistischen Copolymers auf N-
Isopropylacrylamid-Basis dargestellt ist), so kommt man durch einen genu-
gend hohen Anteil an Thiolactonacrylamid-Comonomer zu einem Polymer
welches in der Lage ist, definierte Langmuirfilme auszubilden und dabei hin-
reichend hydrophob ist, so dass dieser Film an der Luft-Wasser-Grenzflache
Ober einen langeren Zeitraum hinweg stabil bleibt. Greift man andererseits
auf N,N-Dimethylacrylamid als Hauptmonomereinheit zuriick, kénnen wiede-
rum Polymere erzeugt werden, die auch bei héheren Thiolactongehalten noch
wasserldslich sind, was vor allem fur das Verfahren Ober den direkten Auftrag
der Schicht auf ein Substrat wichtig ist.

Samtliche Funktionen, die die Thiolactoneinheiten im Zuge des
Immobilisierungsverfahrens einnehmen, sind in Figur 2 dargestellt. Ersichtlich
sind die von den Thiolactongruppen des eingesetzten Polymers {ibernomme-
nen Funktionen im Zuge der Generierung enzymhaltiger, diinner

Polymerschichten auf variierenden Substraten.

A) Generierung der diinnen, enzymhaltigen Schicht

Der Direktauftrag der Polymerschicht auf ein Substrat, beispielsweise einer
Polyacrylnitrilmembran die mit Aminogruppen oberflachenfunktionalisiert ist,
kann durch Rakeln, Spin-Coating oder Spriihauftrag aus leicht saurer Losung
erfolgen. Die Beladung mit Enzym erfolgt dann ebenfalls durch Sprihauftrag.
(Figur 3). In Figur 3 links dargestellt ist die Applikation der Palymerschicht
durch Rakeln; rechts die Beladung der aufgetragenen Polymerschicht mit En-
zymldsung durch Spriihauftrag.

Alternativ werden Polymer und Enzym in einer Lésung gemischt und

dann gemeinsam aufgetragen.

Im Falle der Filmerzeugung an der Luft-Wasser-Grenzflache mittels Langmuir-
Schaefer wird der Polymerfilm erzeugt, indem eine L6sung des Polymeren in
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Chloroform auf der Wasseroberflache gespréitet wird. Nach Verdampfen des
Losungsmittels kann der Film durch Bewegung der Barrieren der Langmuir-
Filmwaage beliebig komprimiert werden bevor im Anschluss das zu immobili-
sierende Protein, hier beispielhaft eine Aldolase, in die Subphase injiziert wird.
Nach einer festgelegten Wartezeit (etwa 1-2 Stunden), wahrend der das En-
zym an den Polymerfilm adsorbiert, wird dieser nach einer eventuellen, wei-
teren Komprimierung und damit Verdichtung durch einfaches Auftippen eines
passenden, aminfunktionalisierten Substrats auf die Wasseroberflache auf
jenes Substrat Gbertragen (siehe Figur 4, die schematisch die Erzeugung einer
ultradiinnen, enzymhalitigen Polymerschicht mittels Langmuir-Schaefer-
Technik zeigt). Durch mehrfache Wiederholung des Ubertragungsschritts kann
kontrolliert ein ultradlinner Film mit gewinschter Schichtdicke aufgebaut
werden (siehe Figur 4). Dargestellt ist hierbei der kontrollierte Aufbau einer
ultradiinnen  Schicht eines N-isopropylacrylamid (NIPAAm)-basierten
Polythiolactones aus Figur 1 auf einem geeigneten Substrat (hier:
aminofunktionalisierte Silizium-Wafer) mittels Langmuir-Schaefer;. A} Schicht-
dicke in Abhingigkeit von der Anzahl an Ubertragungsschritten; B) AFM Topo-
graphiebild einer Polymerschicht entstanden aus aufeinanderfolgenden 8
Ubertragungsschritten.

B) Nachbehandlungsschritt

Beispielhaft wird nachfolgend die Nachbehandlung einer durch Langmuir-
Schaefer erzeugten aldolasehaltigen Polymerschicht beschrieben. Die Nach-
behandlung von Filmen, die durch Direktauftrag gewonnen wurden erfolgt
jedoch véllig analog. Im Anschluss an die Filmerzeugung und -lUbertragung
wird das beschichtete Substrat in einem leicht basischen Puffer (pH = 9) bei 5
°C fur einige Stunden gelagert, um die Anbindung des Enzyms an das Polymer
sowie die Fixierung des Polymers an das Substrat Uber die Thiolactoneinheiten
zu forcieren {siehe hierzu auch Figur 2). Gleichzeitig wird ein weiterer Teil der
Thiolactone hydrolysiert, wodurch die Polymermatrix hydrophilisiert wird. Die
Umsetzung der Thiolactone bedingt wiederum die Freisetzung von
Thiolgruppen, die unter oxidativen Bedingungen Disulfidbriicken ausbilden
kénnen und damit eine zuséatzliche Vernetzung des Polymerfilms bewirken.
Um letzteres in ausreichendem Malle zu gewdhrleisten, setzen wir geringe
Mengen Wasserstoffperoxid zu. Die erfolgreiche Hydrophilisierung kann durch
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Kontaktwinkelmessungen und AFM-Studien nachgewiesen werden. Steht fur
die Anbindung der Polymermatrix an das Substrat kein entsprechend
aminfunktionalisiertes Material zur Verfligung, kann diese auch prinzipiell
Uber die freigesetzten Thiolgruppen erfolgen. Diese Anbindungsstrategie
kommt beispielsweise flir Metalloberflachen in Frage.

Durch Verwendung von im Vorfeld mit einem Fluoreszenzfarbstoff markier-
tem Enzym konnte gezeigt werden, dass die an Luft-Wasser-Grenzflache er-
zeugten Filme tatsadchlich enzymhaltig sind, wobei das AusmaR der anfangli-
chen Komprimierung des Films die immobilisierte Menge an Enzym direkt
beeinflusst. Da das verwendete Enzym wie die meisten Proteine ein multi-
funktionelles Amin darstellt, bedingt bereits dessen Anbindung an die
Thiolactoneinheiten der Polymermatrix eine Vernetzung derselbigen. Deutlich
wird dies anhand von Mikroskopiebildern, die zeigen, dass die Nachbehand-
lung der Ubertragenen Schichten diese deutlich intakter zurticklasst wenn En-
zym anwesend ist, wahrend ein GroRteil des Materials in Abwesenheit von
Enzym widhrend der Nachbehandlung abgewaschen wird (siehe hierzu Figur 6,
in der optische Mikroskopiebilder wvon diinnen, NIPAAmM-basierten
Polythiolactonschichten auf Silizium-Wafern, erzeugt mittels Langmuir-
Schaefer, nach der Behandlung mit schwach basischem Kaliumphosphatpuffer
(pH = 9) dargestellt sind). Der Kontrast zwischen den Bereichen mit und denen
ohne Film korreliert direkt mit der Schichtdicke und damit der Menge an Ma-
terial welches nach dem Nachbehandlungsschritt Gbriggeblieben ist. Grund-
satzlich bleibt jedoch noch mehr Material erhalten, wenn H;0; zur Ausbildung
der Disulfidbrlicken eingesetzt wird.

Die Ubertragenen Schichten ze'igen enzymatische Aktivitat (Figur 7), wobei im
Zuge der Messungen ein Herausdiffundieren des Enzyms nicht oder nur zu
einem geringen Teil zu beobachten ist. In Figur 7 ist ein Aktivitatsassay fir 2-
Deoxy-5-phosphatealdolase (DERA) basierend auf der Freisetzung eines fluo-
reszierenden Farbstoffs im Zuge der enzymatischen Umsetzung eines entspre-
chenden Substrats gezeigt. Die jeweilige Konzentration an Enzym (immobili-
siert und in L6sung) betrug ca. 3 pg/mL (bezogen auf das Volumen der Sub-
stratlésung). Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen mit denen sich die jeweilige
Menge an immobilisiertem Enzym abschatzen lasst, kann aus den Ergebnisse
der Aktivitdtsstudien geschlossen werden, dass die spezifische Aktivitdt des
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immobilisierten Enzyms und die des entsprechenden Enzyms in Losung von
der GroRenordnung her dhnlich sind. Ein massiver Verlust an Enzymaktivitat
wird durch die erfindungsgemafBe Immobilisierungsstrategie effektiv vermie-
den.

C) Modifiziertes Protokoll zur Herstellung regenerierbarer Membranen

Eine leichte Modifikation des Verfahrens zum Direktauftrag der enzymhaltigen
Polymerschicht auf ein Substrat gibt uns die Mdglichkeit regenerierbare en-
zymhaltige Schichten aufzubauen. Hier wird zunachst das Polymer allein auf
die unter A) beschriebene Weise auf ein Substrat aufgebracht. Bevor die Bela-
dung mit Enzym erfolgt wird nun jedoch zundchst eine Hydrolyse der
Thiolactoneinheiten durchgefiihrt. Wichtig dabei ist, dass die Hydrolyse voll-
stindig ist damit spater kein Enzym irreversibel gemaR Figur 3 an die
Polymerschicht anbinden kann. Die Anbindung erfolgt stattdessen durch Ge-
nerierung von Disulfidbriicken zwischen enzymeigenen und den im
Hydrolyseschritt freigesetzten polymereigenen Thiolgruppen unter oxidativen
Bedingungen. Diese Bindungen kénnen zu einem spateren Zeitpunkt durch ein
geeignetes Reduktionsmittel wieder gespalten werden um so den Weg fir
eine neuerliche Beladung mit Enzym freizumachen. Die Thiolactoneinheiten
dienen hierbei auch weiterhin zur Anbindung der Polymerschicht an das Sub-
strat.

Eine entsprechende Vorgehensweise ist in Figur 8 skizziert, die schematisch
ein Verfahren zur Erzeugung regenerierbarer, enzymhaltiger
Polymerschichten durch reversible Anbindung des Enzyms an die
Polymermatrix (iber Bildung von Disulfidbriicken darstellt.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung eines Protein-funktionalisierten Films, bei

dem ein Film, enthaltend

mindestens ein Copolymer oder Polymer mit einer unhydrolysierten
und/oder hydrolysierten Thiolacton-Funktionalisierung sowie mindes-

tens ein Protein erzeugt oder bereitgestellt, und

das mindestens eine Protein liber die unhydrolisierte oder
hydrolisierte Thiolacton-Funktionalisierung kovalent an das mindes-

tens eine Copolymeren oder Polymere angebunden wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Film
direkt auf einem Substrat oder mittels Langmuir-Schaefer-Technik er-

zeugt wird.

Verfahren nach vorhergehendem Anspruch, dadurch gekennzeichnet,

dass die Erzeugung des Films

auf einem Substrat durch Rakeln, Spin-Coating und/oder Sprihauftrag
aus einer L6sung des mindestens einen Copolymeren und/oder Poly-
meren, bevorzugt aus saurer oder neutraler Lésung, insbesondere aus

einer Losung mit einem pH-Wert von 5 bis 7 und/oder

mittels Langmuir-Schaefer-Technik durch Spreiten einer Losung des
mindestens einen Copolymeren und/oder Polymeren in einem fliichti-
gen, nicht mit Wasser mischbaren Losungsmittel, insbesondere Chloro-
form, auf der Oberflache von Wasser oder einer wassrigen Lésung

(wdassrige Subphase)
erfolgt.
Verfahren nach vorhergehendem Anspruch, dadurch gekennzeichnet,

dass das Substrat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

Polymerfilmen oder -membranen, bevorzugt mit Aminogruppen ober-
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flachenfunktionalisierten Polymerfilmen oder Membranen, insbeson-
dere mit Aminogruppen oberflachenfunktionalisierten Filmen oder
Membranen aus Polyacrylnitril, Polydimethylsiloxan, cellulosebasierten
Polymeren, Polyvinylalkoholen, Poly(hydroxyalkylacrylate), insbeson-
dere Poly(2-hydroxyethylacrylat), Poly(hydroxymethylacrylat) sowie
Copoylmere hiervon sowie anorganischen Substraten, insbesondere
Metallsubstraten, insbesondere Miinzmetallsubstraten oder mit
Minzmetall beschichteten Substraten, oder mit Aminogruppen ober-
flachenfunktionalisierten anorganischen Substraten, insbesondere mit
Aminogruppen oberflachenfunktionalisierten anorganischen

Siliziumwafer, Glassubstrate.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das mindestens eine Protein

nach Erzeugung oder Bereitstellen des Films des mindestens einen
Copolymeren und/oder Polymeren auf die Oberflache des Films aufge-
tragen, insbesondere durch Spin-Coating und/oder Sprihauftrag einer

Losung des mindestens einen Proteins und/oder

wahrend der Erzeugung des Films durch Vermischen des mindestens
einen Proteins mit dem mindestens einen Copolymeren und/oder

Polymeren und/oder

im Falle des Erzeugens des Films des mindestens einen Copolymeren
und/oder Polymer mittels Langmuir-Schaefer-Technik durch Aufgabe
des Proteins in die wassrige Subphase, vor, wahrend und/oder nach
Erzeugen des Films des mindestens einen Copolymeren und/oder
Polymeren und Ad- und/oder Absorption des mindestens einen Prote-

ins an und/oder in den Film

in den Film des Copolymeren und/oder Polymeren eingearbeitet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die unhydrolisierte Thiolacton-Funktionalisierung
bevorzugt ausgewahlt ist aus der Gruppe aus Resten mit der nachfol-

gend abgebildeten allgemeinen Formel | und die hydrolisierte
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Thiolacton-Funktionalisierung bevorzugt ausgewahlt ist aus der Grup-

pe aus Resten mit der nachfolgend abgebildeten allgemeinen Formel II

:;%SO »#{_COOH
(0T s

X
Formel | Formel Il

wobei jeweils unabhangig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit
1 bis 8 Kohlenstoffatomen und

X 1 bis 6

bedeuten und bevorzugt R Wasserstoff und x 2 oder 3 ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Copolymere Wiederholungseinheiten beinhal-
tet oder das Polymere aus Wiederholungseinheiten gebildet ist mit der

nachfolgenden allgemeinen Formel Ill (unhydrolisiert) oder IV
(hydrolisiert)

N
SRS

Formel 1lI Formel IV
wobei jeweils unabhangig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit
1 bis 8 Kohlenstoffatomen und

X 1 bis 6

bedeuten und bevorzugt R Wasserstoff und x 2 oder 3 ist.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das Copolymere Wiederholungseinheiten der nach-

folgend abgebildeten allgemeinen Formel beinhaltet

wobei jeweils unabhangig voneinander
X NH, O oder NR* und

R! einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8 Kohlen-

stoffatomen oder Wasserstoff

bedeuten.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Copolymere aus den beiden folgenden

Wiederholungseinheiten a) und b) gebildet ist:

a) *

wobei jeweils unabhangig voneinander
X NH,

R? einen der nachfolgenden Reste

Annn |

HS
< R 0 oder COOH
X S

R
X

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit

1 bis 8 Kohlenstoffatomen und

x 1bis6
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bedeuten, und

wobei jeweils unabhangig voneinander
X NH, O oder NR" und

R! einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 8 Kohlen-

stoffatomen oder Wasserstoff

bedeuten,

wobei die Wiederholungseinheiten a) und b) statistisch verteilt im
Copolymeren vorliegen, wobei insbesondere der molare Anteil der
Wiederholungseinheiten a), bezogen auf die Gesamtheit der Wieder-
holungseinheiten a) + b) 5 bis 50 mol-%, bevorzugt 10 bis 40 mol-%,
besonders bevorzugt 15 bis 30 mol% betragt..

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Protein ein Enzym ist, insbesondere ein Enzym
ausgewadhlt aus der Gruppe bestehend aus Aldolasen, Hydrolasen, wie
z.B. Lipasen, Proteasen, Amidasen, Acylasen, Nitrilasen,
Dehalogenasen, Isomerasen, Transferasen, oder ein Protein mit nicht-
enzymatischer Funktion, insbesondere Kanalproteine und Antikdrper
sowie Kombinationen hiervon.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Film mit 0,01 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 1 bis 20

Gew.% des mindestens einen Proteins beladen wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zur kovalenten Anbindung des Proteins an das
mindestens eine Copolymer oder Polymer mit einer unhydrolysierten

Thiolacton-Funktionalisierung der im ersten Schritt erzeugte Protein
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enthaltende Film Gber 0,1 bis 24 h, bevorzugt 0,1 bis 8h h, insbesonde-
re 0,1 bis 2 h gelagert wird.

Verfahren nach vorhergehendem Anspruch, dadurch gekennzeichnet,

dass die Lagerung
bei Temperaturen von 0 bis 30 °C, bevorzugt 0 bis 10 °C und/oder
bei einem pH von 7,5 bis 12, bevorzugt 8 bis 10 und/oder

unter Einwirkung eines Oxidationsmittels, beispielsweise Wasserstoff-
peroxid,

erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeich-
net, dass zur kovalenten Anbindung des Proteins an das mindestens
ein Copolymer oder Polymer mit einer hydrolysierten Thiolacton-
Funktionalisierung der im ersten Schritt erzeugte Protein enthaltende
Film unter oxidierenden Bedingungen behandelt wird, wobei
Disulfidbriicken zwischen proteineigenen Thiolgruppen und den

Thiolgruppen des hydrolysierten Thiolactons erzeugt werden.

Protein-funktionalisierter Film, enthaltend mindestens ein Copolymer
und/oder Polymer, an das tber einen Spacer, ausgewdhlt aus den

nachfolgend abgebildeten allgemeinen Formeln V und VI

@)
> _COOH
< HN—Protein <R/§\/
X R SH X S—S—Protein
Formel V Formel VI

wobei jeweils unabhangig voneinander

R Wasserstoff oder einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit
1 bis 8 Kohlenstoffatomen und

X 1 bis 6

bedeuten,
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mindestens ein Protein kovalent angebunden ist,

wobei der Protein-funktionalisierter Film bevorzugt eine Dicke von 5

nm bis 500 nm, und/oder

das Copolymere oder das Polymere tiber Disulfidbriicken vernetzt ist

und/oder mit dem Substrat kovalent verbunden ist, und/oder

der Gehalt des mindestens einen Proteins, bezogen auf die Gesamt-
masse des Films von 0,01 bis 50 Gew%, bevorzugt 1 bis 20 Gew.% be-
tragt.
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Figur 6
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Figur 7
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