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DENNIS CHAPMAN

Nacido en 1927, es profesor de Biofisica Quimica de la “Royal Free Hospital School of Medicine”,
de la Universidad de Londres, habiendo pertenecido también a las Universidades de Cambridge y Shef-
field y como profesor visitante, a las de California, Pennsylvania, Newfoundland (Canadé) y Bolonia,
siempre en los departamentos de Biofisica, Fisiologia y Bioquimica.

En 1986 creé una empresa de Biotecnologia, la “Biocompatibles Ltd.” Ha presidido y formé parte de
numerosos Comités de Investigacion en distintas Universidades y ha participado como miembro de
Tribunal en la concesién de titulos y premios.

Su labor divulgativa se cifra en la publicacién de 12 libros y alrededor de 320 documentos cientificos
centrados en el estudio fisico-quimico de biomembranas y liposomas de una serie de sistemas biologi-
cos.

El “US Citation Index”, publicacién que analiza la labor de los autores cientificos mas importantes,
coloca al Profesor Chapman a la cabeza de una relaciéon de los 300 cientificos mds citados en el perio-
do 1965-1978.

La Catedra Fundacién BBV tiene como objetivo basico la difusion y el fomento de la investigacién en Espania,
con la intima aspiracion de sensibilizar a la opinién publica, mediante la incorporacién periddica de
personalidades cientificas internacionales, la estancia de destacados profesores espafioles en centros
extranjeros y el desarrollo de un programa anual de Lecciones Magistrales.

La coleccién de Conferencias de la Catedra Fundacion BBV pretende presentar, ante una amplia audiencia,
aportaciones cientificas originales y proporcionar a la sociedad en su conjunto, material de reflexion extraido de
los resultados de investigacion punta.
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BIOMEMBRANAS Y NUEVOS BIOMATERIALES:
CIENCIA E INVENCION

D. Chapman, FRS

Sr. Rector, profesor Aguirre, sefioras y sefio-
res, buenas tardes. En primer lugar, quiero agra-
decer a la Fundacién Banco Bilbao Vizcaya el dar-
me la oportunidad de estar con Uds. esta tarde.
También quiero dar las gracias a la Universidad
del Pais Vasco, Euskal Herriko Unibertsitatea. He
disfrutado de mi visita al Departamento de Bio-
quimica y estoy particularmente impresionado
por el arduo empeio de los jovenes cientificos
que trabajan en dicho laboratorio.

Esta tarde me gustaria mostrarles como Cien-
cia e Invencién discurren conjuntamente, en
unas ocasiones siendo la ciencia basica quien ayu-
da a la invencién, y en otras un invento quien fa-
cilita el desarrollo de la ciencia basica.

En nuestro departamento en Londres lle-
vamos a cabo tanto estudios basicos como apli-
cados. Creemos que esto es de gran utilidad y
que cada tipo de estudio enriquece y estimula al
otro. De esta forma nos aseguramos de que
nuestro trabajo tecnolégico esté fundado en sé-
lidos conocimientos bésicos. En esta conferencia
presentaré alguno de nuestros recientes estu-
dios bésicos sobre la estructura de las biomem-
branas. Posteriormente mostraré como nues-
tros estudios técnicos, que parten de la
mimetizacién de la estructura de estas biomem-
branas, nos han llevado a la produccién de nue-
vos biomateriales.

Estudios basicos

Nuestros estudios bdsicos se refieren a la es-
tructura de las biomembranas (ver figura |, que
muestra un diagrama de la estructura de una bio-
membrana). Nuestros primeros estudios sobre
las transiciones de fase de los lipidos, los estu-
dios con monocapas y la influencia del colesterol,
nos permitieron desarrollar el concepto de flui-
dez en las biomembranas (1). En la figura 2 mos-
tramos la estructura de algunas moléculas de
fosfolipidos presentes en biomembranas. Nues-
tro trabajo con fosfolipidos puso de relieve la na-
turaleza dindmica de las membranas.

Esto contrastaba con otras visiones estaticas
postuladas con anterioridad, como las obtenidas
con los estudios de microscopia electrénica. Ul-
timamente estamos interesados en el estudio de
proteinas de membrana. La informacion de la es-
tructura secundaria de dichas proteinas la obte-
nemos por diversos métodos espectroscopicos,
como dicroismo circular, y principalmente por
espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). (Las proteinas de membrana pre-
sentan dificultades para su estudio, debido a que
necesitan de un entorno hidrofébico, y son muy
dificiles de cristalizar.) Nuestros estudios mas re-
cientes se han centrado en varias proteinas de
membrana, como, por ejemplo, las proteinas del
fago filamentoso Pfl, las proteinas del canal i6ni-
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Fig. 2. Estructura de las moléculas lipidicas mds comunes:
a) Fosfatidil colina (lecitina).
b) Esfigomielina.
¢} El grupo polar fosforilcolina.
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co de K y las proteinas del transporte de gluco-
sa. Hemos desarrollado y puesto a punto méto-
dos para obtener informacién tanto cualitativa
como cuantitativa de dichas proteinas de mem-
brana, mediante el andlisis de las bandas amida |
y amida Il de sus respectivos espectros de infra-
rrojo (2).

Estudios tecnologicos

Nuestros estudios tecnoldgicos, basados en
nuestro conocimiento de la estructura de las
membranas, estan relacionados con el desa-
rrollo de nuevos biomateriales y, en particular,
de materiales hemocompatibles. La aplicacion
clinica de dispositivos o materiales que estén en
contacto con la sangre es de vital importancia
en la medicina moderna. Las reacciones ad-
versas entre superficies prostéticas o extranas
y los componentes de la sangre son los factores
preeminentes que restringen el uso de ciertos
biomateriales. Ejemplos tipicos son: la incapa-
cidad para utilizar en la sangre biosensores que
actten adecuadamente durante largos periodos
de tiempo, y la necesidad de usar anticoagu-
lantes durante los procesos extracorporales,
tales como la diilisis y las operaciones de by-
pass de corazén y pulmén. En 1863, Lister
apuntd que “la causa real de la coagulacién de
la sangre cuando ésta es extraida del cuerpo, es
la influencia ejercida por materiales ordinarios,
el contacto con los cuales induce la coagu-
laciéon”.

Se han realizado muiltiples intentos para escla-
recer las razones por las que ciertos materiales
provocan la coagulacion de la sangre, lo que ha
dado origen a diversas sugerencias sobre cémo
solucionar el problema. Andrade (3) ha comen-
tado: “pricticamente todas las caracteristicas fi-
sicas y quimicas de los materiales han sido con-
sideradas de suma importancia en la coagulacién
sanguinea y la trombosis”.

Durante las udltimas décadas, se ha dedicado
un gran esfuerzo cientifico y mucho dinero al de-
sarrollo de materiales que no produjeran la for-
macién de trombos cuando entraran en contac-
to con la sangre, pero debido a la complejidad e
interdependencia de muchos de los pardmetros
que gobiernan la activacién plaquetaria y la coa-
gulacién, se han descrito de forma satisfactoria
muy pocos, si acaso alguno, materiales trombo-
rresistentes.

Algunos investigadores han sugerido que la
clave para la producciéon de materiales biocom-
patibles es la presencia de una superficie cargada
de forma negativa. Otros han indicado la necesi-
dad de una adecuada energia libre interfacial, o la
utilidad de superficies hidrofébicas, o lo adecuado
de una superficie cubierta de albimina para solu-
cionar el problema (4). También se ha propuesto
la preadsorcién de sustancias antitrombos, tales
como la heparina (un anticoagulante) o su inclu-
sién en una matriz de copolimeros (5).

Nuestra original aproximacion al tema. Nuestra
aproximacion a este problema consiste en mi-
metizar la superficie lipidica externa de los glo-
bulos rojos y de las plaquetas (6). Sabemos que
la matriz lipidica de los eritrocitos y de las pla-
quetas presentan asimetria —esto es, la mono-
capa interna contiene lipidos que pueden provo-
car la coagulacién si se encuentran en contacto
con la sangre, mientras que los lipidos que cons-
tituyen la monocapa externa no la inducen (ver
figura 3)—. Los lipidos mayoritarios de la mono-
capa externa son (7) la lecitina (PC) y la esfingo-
mielina (SM) (90%). Estos dos lipidos poseen el
mismo grupo polar, el grupo fosforilcolina. En
nuestros primeros experimentos cubriamos
plisticos con uno de estos lipidos, la lecitina.
Posteriormente introdujimos grupos diacetiléni-
cos en las cadenas lipidicas, de forma que tras
irradiarlos con luz ultravioleta o con irradiacién
Y, los fosfolipidos polimerizaban. En ciertos ca-
sos utilizibamos balanzas de Langmuir-Blodgett
para cubrir las superficies plasticas (8) y en otros,
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Fig. 3. Representacion esquemadtica de la distribucion asimétrica de los principales fosfolipidos en las membranas plas-
maticas de plaquetas y eritrocitos humanos. (PC-fosfatidil colina, SM-esfingomielina, PE-fosfatidil etanolamina, PS-
fosfatidil serina, Pl-fosfatidil inositol).



las introduciamos en la disolucién adecuada. Los
estudios sobre las caracteristicas de la coagula-
cién sanguinea inducida por dichas superficies
cubiertas mostraron excelentes resultados so-
bre la activacién plaquetaria, activacién de la ad-
hesion del complemento a plaquetas, etc. (9).

Més recientemente hemos demostrado que
no toda la estructura de la fosfatidilcolina es
esencial para la biocompatibilidad, sino que sélo
el grupo fosforilcolina es necesario. Los grupos
de fosforilcolina se han pegado de diferentes for-
mas a una gran variedad de superficies, lo que ha
producido una considerable mejora en su bio-
compatibilidad. Por ejemplo, se han sintetizado
peliculas de polimeros cubiertas con fosforilcoli-
na, para tapizar superficies hidrofébicas tales
como PVC, polietileno, polipropileno (10), etc.
Esos polimeros, basados en la quimica del meta-
crilato, tienen pesos moleculares elevados, por
lo que debido a sus mdltiples sitios de unién, for-
man cubiertas muy estables. Asimismo, se ha uti-
lizado una amplia variedad de modificaciones de
superficie, como la descarga plasmatica y diver-
sos procedimientos quimicos, para transformar
superficies.

También se han sintetizado derivados de fos-
forilcolina funcionalmente activos, bien como ca-
bezas individuales funcionalmente activas (1 1) o
como polimeros derivados del metacrilato. Di-
chas moléculas se han unido quimicamente a di-
versas superficies hidrofilicas. Por diferentes mo-
dificaciones en superficie se han introducido
grupos funcionales donde no se encontraban
presentes. Asi, se han introducido grupos édcidos
en acero inoxidable para las subsiguientes reac-
ciones con derivados de aminofosforilcolina.

Se han fabricado nuevos materiales, bien intro-
duciendo derivados de fosforilcolina como plas-
tificadores en polimeros del tipo de PVC y poliu-
retano (12), o bien por copolimerizacién de
mondémeros de fosforilcolina en el esqueleto de
polimeros de poliuretanos y poliésteres (13, 14).

Los tratamientos con fosforilcolina estan sien-
do aplicados de forma satisfactoria a un amplio
rango de biomateriales. Instrumentos médicos
como catéteres intravasculares, catéteres de
drenaje, biosensores, circuitos extracorporeos,
kits de diagnostico clinico y membranas de filtra-
cién han sido tratados con gran éxito. El analisis
de varios de esos tratamientos con fosforilcolina
ha demostrado que no son citotdxicos. Los re-
sultados preliminares obtenidos recientemente
en tests clinicos sobre humanos y animales han
corroborado las observaciones in vitro. Por esta
razon, diferentes instrumentos de uso en medi-
cina estdn siendo sometidos a la tecnologia de la
fosforilcolina.

Seguimos haciéndonos preguntas sobre nues-
tra nueva técnica. ;Por qué el grupo fosforilcoli-
na es tan efectivo para producir superficies he-
mocompatibles? ;Se debe a su estructura de
zwitter-ion, es decir, a la presencia de una carga
positiva y otra negativa en el grupo polar, o es la
gran cantidad de agua fuertemente unida a ese
grupo polar la responsable! Hemos demostrado
que el grupo fosforilcolina no se une realmente a
las proteinas de la sangre, ni siquiera a otras pro-
teinas como puede ser la lisozima. Esto nos ha
llevado a otras aplicaciones técnicas (Biocompa-
tibles Ltd. ) como ha sido el sintetizar nuevos po-
limeros de hidrogel, que pueden ser utilizados
para fabricar lentes de contacto. Dichas lentes
no presentan deposicion de proteinas y no se re-
secan fuera del ojo.

Continuamos con nuestros estudios basicos y
aplicados. Seguiremos explorando problemas ba-
sicos relacionados con la interaccién de las célu-
las con superficies, y continuaremos nuestros es-
tudios sobre aplicaciones de la mimetizacion de
las biomembranas. Creemos que una combina-
cion de ciencia basica con invencion puede pro-
ducir nuevas y muy (tiles aplicaciones.

PREGUNTA: ;Puede hacer algin comentario
sobre la interaccién de lipidos y proteinas?



RESPUESTA: Si. Hace quince afios se sugirio
que todas las proteinas integrales de membranas
no existian en la bicapa lipidica como proteinas
separadas, sino que se presentaban como com-
plejos proteina-lipido en los que el lipido perma-
necia unido a la proteina con un tiempo de vida
de 1/5 de segundo y que se movia como un com-
plejo de larga vida en el entorno lipidico. Dicha
hipotesis fue apoyada principalmente por cienti-
ficos de Cambridge. Esta vision confundié a mu-
chos bioquimicos y ademas es incorrecta. En ge-
neral, las moléculas fosfolipidicas no forman
complejos de larga vida. Estudios con *H-NMR
muestran que no hay dos tipos de lipidos como
lipidos libres y lipidos inmovilizados.

Prof. Ciriaco Aguirre:

Agradecemos todos al profesor Chapman por
la exposicién que nos ha hecho sobre los lipidos
y sus aplicaciones, la aplicacién tecnolégica de su
conocimiento en cuanto a su estructuracion en
las membranas biolégicas, y hemos terminado
este acto. Parece que ya no hay lugar para més
preguntas al profesor Chapman, que tiene tanto
que contarnos. Agradezco de nuevo a la Funda-
cion Banco Bilbao Vizcaya, y a la Catedra Bilbao
Vizcaya por esta oportunidad. Gracias también a
la Universidad del Pais Vasco y, en fin, muchas
gracias a todos por su presencia. Buenas tardes.
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D. Chapman, FRS

BIOMEMBRANES AND NEW BIOMATERIALS:
SCIENCE AND INVENTION

Sr. Rector, Professor Aguirre, ladies and gen-
tlemen, good evening, First | wish to thank the
Fundaciéon Banco Bilbao Vizcaya for making it
possible for me to be with you this evening. | also
thank the Universidad del Pais Vasco, Euskal He-
rriko Univertsitatea. | have already enjoyed vis-
iting the Department of Biochemistry. | am par-
ticularly impressed already with the hard work-
ing determination of the young scientists who are
in this laboratory.

What | would like to do this evening is to show
how science and invention essentially go to-
gether, sometimes the basic science helping the
invention, sometimes an invention helping the
development of basic science.

In our Department in London we have both
basic and applied studies in progress. We believe
that this is useful and that each type of study en-
riches and stimulates the other. In this way we
also ensure that our technological work is based
upon sound basic information. In this lecture |
will cover some of our recent basic studies of
Biomembrane structures. | will next show how
our technological studies arise from the mimicry
of these biomembrane structures |eading to the
production of new biomaterials.

Basic Studies

Our basic studies are concerned with Bio-
membrane Structures (see Fig. | showing a sche-
matic diagram of a biomembrane structure). Our
first studies were of lipid phase transitions, mo-
nolayer studies, the influence of cholesterol lea-
ding to the development of the concept of the
fluidity of biomembranes (1). In Fig. 2 we show
the structure of some phospholipid molecules
present in biomembranes. Our work on phos-
pholipids emphasized the dynamic nature of bio-
membranes. This was in contrast with the earlier
static picture of biomembranes as represented
by electron microscope studies. Our recent ba-
sic studies are now concerned with membrane
proteins. We are obtaining information on mem-
brane protein secondary structure using various
spectroscopic methods including CD, and in par-
ticular, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR). (Membrane proteins are difficult to study
because the proteins need to be retained in a hy-
drophobic environment and they are very diffi-
cult to crystallize.) Our recent studies are con-
cerned with various membrane proteins e. g.
filamentous phage Pfl proteins, K* ion-channel
proteins and glucose transport proteins. We
have developed methods to obtain qualitative
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Fig. 2. The structures of common lipid molecules:
a) a phosphatidylcholine (lecithin)
b) sphingomyelin
¢) the phosphorylcholine polar group.
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and quantitative information on these biomem-
brane proteins using the amide | and amide Il
bands present in their infrared spectra (2).

Technological Studies

Our technological studies concern the deve-
lopment of new biomaterials and in particular
new haemocompatible materials. This is based
upon our knowledge of biomembrane struc-
tures. The clinical application of devices or ma-
terials which contact blood is of major impor-
tance in modern medicine. Adverse reactions
between foreign or prosthetic surfaces and
blood components are the pre-eminent factors
restricting the use of certain biomaterials. Typ-
ical examples of this are the inability to have bio-
sensors to operate effectively for any length of
time in blood and the need for anticoagulants
to be used during extracorporeal procedures
such as dialysis and heart-lung bypass opera-
tions. Lister pointed out in 1863, “the real cau-
se of the coagulation of blood when shed from
the body is the influence exerted on it by ordi-
nary matter, the contact of which effects a dis-
position to coagulate”.

There have been many attempts to understand
why certain materials cause blood coagulation
and many suggestions have been made as to how
to overcome the problem. Andrade (3) has com-
mented, “virtually every physical and chemical
characteristic of materials has been suggested as
being important in blood coagulation and throm-
bosis”.

Over the past few decades, much research ef-
fort and capital has been directed towards deve-
loping materials that do not cause thrombus for-
mation when exposed to blood. Because of the
complexity and interdependence of the many pa-
rameters which govern platelet activation and
coagulation, few, if any, satisfactory thrombore-
sistant materials have been reported.

Some researchers suggested that the key to
producing haemocompatible materials was to
have a negatively charged surface. Others sug-
gested that an appropriate interfacial free energy
was necessary, or that hydrophobic surface would
be useful, or that an albumin coated surface
would solve the problem (4). The preabsorption
of antithrombotic moieties, such as heparin (an
anticoagulant) or their inclusion in a copolymer
lattice has also been proposed (5).

Our new approach. Our new approach to this
problem is to mimic the outer lipid surface of the
red blood cells and platelet cells (6). We know
that the lipid matrix of red blood cells and plate-
let cells have lipid class asymmetry —the inner li-
pid surface contain lipids which on contact with
blood can cause blood coagulation to occur,
whilst the outer surface contain lipid classes (see
Fig. 3) which do not. The lipids of the outer sur-
face are mainly (7) lecithin (PC) and sphingo-
myelin (SM) (90 %). These two lipids possess the
same polar group, a phosphorylcholine group. In
our first experiments we coated plastics with
one of these lipids (lecithin). We next introduced
diacetylene groups into the lipids chains so that
upon irradiation with u.v. light or y-irradiation
phospholipid polymers would be formed. In
some cases we used Langmuir-Blodgett devices
for coating the plastic surfaces (8) and in other
cases used a solution dip-coating method. Stu-
dies of blood coagulation characteristics with
these coated surfaces showed excellent results
including examination of platelet activation, pla-
telet adhesion complement activation, etc. (9).

In more recent developments we have shown
that the total phospholipid structure of phos-
phatidylcholine is not essential for biocompatibi-
lity, but rather it is the phosphorylcholine head-
group which is important. VWe have attached
phosphoryl-choline headgroups in a number of
different ways to a variety of surfaces and consi-
derable improvement in haemocompetibility is
observed. For example, film physisorbable
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Fig. 3. A schematic representation of the asymmetry in the distribution of the major phospholipids in the plasma mem-
brenes of human platelets and erythrocytes (PC-phos phetidylcholine, SM-sphingomyelin, PEphosphatidylethanola-
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phosphorylcholine containing polymers have
been synthesized for coating hydrophobic sur-
faces such as PVC, polyethylene, polypropylene
(10), etc. These polymers, based on methacryla-
te chemistry, have high molecular weights and
therefore form very stable coatings owing to
their multipoint attachment. In addition, a variety
of surface modifications have been used, such as
plasma discharge and chemical procedures, to
make hydrophilic surfaces hydrophobic. Mate-
rials such as celluloses and stainless steel have
been successfully coated.

In addition, functionally active phosphorylcho-
lina derivatives have been synthesised, either as
individual functionally active headgroups (I1) or
as methacrylate based polymers, and these mo-
lecules have been chemically attached to a va-
riety of hydrophilic surfaces. Various surface mo-
difications have been made to introduce partner
functional groups where these groups are not al-
ready present e.g. introducing acid groups into
stainless steel for the subsequent reaction of
aminophosphorylcholine derivatives.

Other new materials have been made either
by introducing phosphorylocholine derivatives
as plasticisers into polymers such as PVC and
polyurethane (12) or by copolymerising phos-
phorylcholine monomers into the polymer back-
bone of polyurethanes and polyesters (13,14).

Phosphorylcholine treatments have now been
successfully applied to a wide range of biomate-
rials. Medical devices, such as intravascular ca-
theters, drainage catheters, indwelling biosen-
sors, extracorporeal circuits, clinical diagnostic
kits and filtration membranes have been treated
successfully. A variety of phosphorylcholine tre-
atments have been tested and shown to be
noncytotoxic. Recently, these in vitro observa-
tions have been substantiated by results from
early animal and human clinical tests. Phos-
phorylcholine technology has now become esta-
blished in a wide range of medical devices.

We are continuing to ask basic fundamental
questions about our new technology. Why is the
phosphorylcholine group so effective at produ-
cing haemocompatible surfaces? Is it due to its
zwitter-ion structure i.e. the presence of a posi-
tive and negative charge in the polar group, or
the large amount of water which is tenaciously
held by this polar group. We have shown that
the phosphorylcholine group does not readily
bind blood proteins or even proteins such as ly-
sozyme. This has led us to a further technologi-
cal application (Biocompatibles Ltd.) i.e. to syn-
thesize new hydrogel polymers which can be
used to construct contact lenses. These lenses
show no protein deposition and no drying out
of the lens.

We are continuing our basic and technological
studies. We will be exploring basic problems re-
lating to how cells interact with surfaces a well as
studying other applications of biomembrane mi-
micry. We believe that a combination of basic
science with invention can produce many new
and useful applications.

QUESTION: Would you say a few words on
the interaction of lipid and protein?

ANSWER: Yes. It was suggested some fifteen
years ago that all integral proteins in the lipid bi-
layer do not exist as separete proteins but exist
as protein-lipid complexes that the lipid remains
attached to the protein with a lifetime one fifth
of a second and moves as a long-lived complex in
the bulk lipid. The idea to some extent, was en-
couraged by scientists particularly in Cambridge.
The view confused many biochemists and it is in-
correct. In general the phospholipid molecules
do not form long-lived complexes. Deuterium
nmr studies show that there are not two types
of lipid i.e. free and immobilised lipid.

Prof. Ciriaco Aguirre:
We would all like to thank Professor Chapman
for his presentation on lipids and their applica-



tions and for the technical application of his
knowledge to the structure of biological mem-
branes. It seems that there is no time left to ask
Professor Chapman further questions, although
he has much to tell us. | would like to thank once
again the BBV Foundation and the Cétedra Bil-
bao Vizcaya for this opportunity. | would also like
to thank the University of the Basque Country
and finally to offer a big thanks to all those pre-
sent. Good afternoon.
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