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Wprowadzenie

Standardowym materiatem stosowanym w zestawach testdw immunologicznych sg polimery,
poniewaz wykazujg one wysoky adsorpcje oraz jednorodno$é pokrycia biatkiem. W ostatnim
dziesiecioleciu zainteresowanie przesuwa sie z polimerowych materiatdbw masowych w kierunku
cienkich warstw. Ich powierzchnie mogg by¢ uzyte do tworzenia wzoréw gesto (o odstepie < 200
mikrometréw) i regularnie utozonych domen biatek. Te tzw. mikro-macierze biatek sg podstawa
konstrukcji zminiaturyzowanych odpowiednikéw klasycznych testéw immunologicznych oraz mogg
postuzy¢ jako podtoza do niejednorodnej hodowli komdrek (zwtaszcza gdy biatka, tak jak lektyny
uzyte w tej pracy, wiaza sie specyficznie z grupami z powierzchni komérek). Sam problem kontroli
pokrywania przez biatka cienkich warstw polimeréw jest tez wazny dla rozwoju biosensorow i
biomateriatow.

Gtéwnym celem tej pracy byt rozwdj strategii tworzenia mikro-macierzy biatek (lektyn) przez
ich selektywnq adsorpcje do regularnych powierzchniowych struktur domenowych
wielosktadnikowych cienkich warstw polimeréw funkcjonalnych, w tym hydrofobowych,
hydrofilowych, wrazliwych na bodzce srodowiska (,inteligentnych”) czy podatnych na techniki
miekkiej litografii modyfikujgce wtasnosci adsorpcyjne czy morfologie.

Podstawowe zagadnienia dotyczgce preparatyki (m.in. sieciowania warstw polimeréw
rozpuszczalnych w wodzie), technik badawczych i analizy morfologicznej (procedur wykonywanych
przez Autorke osobiscie za wyjgtkiem tych opisanych w paragrafie 2.1.5 oraz 2.2.3-2.2.4) s3
przedstawione w Sekcji 2. Natomiast najwazniejsze wyniki eksperymentalne pracy sg przedstawione
w Sekcjach 3.1 do 3.3.

Pierwszym etapem na drodze do zastosowania selektywnej adsorpcji w celu
powierzchniowego grupowania biatek jest wybdr powierzchni polimeréw o kontrastujgcej, najlepiej
tez tatwo kontrolowanej przez bodzice zewnetrzne, adsorpcji dla wybranych parametréw zaréwno
tworzenia cienkich warstw polimeréw oraz samego procesu adsorpcji biatka. Motywowato to,



niezaleznie od problemu rozwoju biomateriatéw, badania przedstawione w Sekgcji 3.1. Rozdziat 3.1.1
poréwnuje ilos¢ biatka zaadsorbowanego do powierzchni réznych warstw polimerowych [m.in.
polistyrenu PS, poli(tlenku etylenu) PEO i poli(metakrylanu metylu) PMMA] przez wprowadzong
analize obrazéw fluorescencyjnych za pomoca metody geometrii catkowej. Nastepny rozdziat 3.1.2
stosuje to podejscie, poréwnane z wynikami spektrometrii masowej jonéw wtérnych TOF-SIMS, do
opisu kontroli za pomocg temperatury i pH adsorpcji biatka do pokryé ,inteligentnych” [opartych o
poli(N-izopropyloakrylamid) PNIPAM polimeryzowany z nanowarstw oligoperoksydow].

Drugim etapem wiodgcym do tworzenia regularnego powierzchniowego mikro-grupowania
biatka jest przedstawiona w Sekcji 3.2 ocena i kontrola selektywnosci adsorpcji do izotropowych
wzorow powierzchniowych o dwu typach domen. Uzyskuje sie je w trakcie osadzania cienkich
warstw mieszanin polimerdw dzieki procesowi samo-organizacji (separacji faz). Pomija sie tu
regularnos¢ grupowana biatek, aby skupi¢ sie na relacji morfologicznej miedzy wzorem domen
polimeréw i domen biatek, opisanej (przy uzyciu metody geometrii catkowej) w rozdziale 3.2.1.
Okazuje sie, ze ze wzgledu na amfipatycznos¢ biatka nie kazda para domen polimeréw o
kontrastujgcej adsorpcji [np. PS/ PEO tak, PS/ PMMA nie] daje selektywng adsorpcje do domen
polimeru hydrofobowego. Kontrola tej selektywnosci uzyskana przy pomocy temperatury dla domen
powierzchniowych cienkich warstw mieszaniny polimeréw hydrofobowego i termo-czutego [PS/
PNIPAM] pozwolita (patrz rozdziat 3.2.2) na sukcesywng adsorpcje dwu rdoznych biatek. Wynik ten to
propozycja nowej, nie opartej o wielokrotny druk mikro-kontaktowy biomolekut, strategii tworzenia
mikrometrowych ptytek testowych zawierajgcych rézne biatka.

Bezposrednie odniesienie do tworzenia mikro-macierzy biatek majg przedstawione w sekcji
3.3 badania nad ich grupowaniem za pomoca adsorpcji do wzorow domen na powierzchni
polimerowej, ktore sq regularne dzieki zastosowaniu réinych technik miekkiej litografii.
Regularnos¢ ta jest testowana za pomocg analizy Fouriera. Rozdziat 3.3.1 przedstawia wyniki
adsorpcji biatka do powierzchni polimeru [PS zakonczonego grupg aminowg] o topografii zadanej
przez litografie sit kapilarnych i kontrascie adsorpcji wprowadzonym przed odwrécony druk mikro-
kontaktowy [przy pomocy silanéw zawierajgcych PEQ]. Z kolei nastepny rozdziat 3.3.2 opisuje
adsorpcje do powierzchni powstatych przez wspomagane rozpuszczalnikiem mikro-formowanie
gbrnej z dwu warstw polimeréw osadzonych kolejno [PEO/ bromowany PS]. W koricu w rozdziale
3.3.3 druk mikro-kontaktowy podtoza [Au za pomocg tioli zakoniczonych grupg metylowa]
wprowadza szablon, ktéry porzadkuje proces samo-organizacji mieszaniny dwu polimeréw [PS/ PEO]
w czasie osadzania cienkiej warstwy i prowadzi do regularnych wzoréw powierzchniowych domen
polimerdw uzytych do selektywnej adsorpcji biatka.

Wyniki pracy sg podsumowane w Sekgji 4.



Rozdziat 1.1
Wstep do adsorpcji biatek

Adsorpcja biatek do powierzchni ciat statych jest powszechnym i skomplikowanym procesem,
waznym z punktu widzenia badafn medycznych, farmaceutycznych, analitycznych, biotechnologii,
biologii komorki oraz biofizyki.

Adsorpcja biatek jest zjawiskiem czestym, poniewaz jest pierwszym etapem wielu reakgc;ji
biologicznych np. w przypadku syntetycznych macierzy zewnatrzkomdrkowych adsorpcja biatek jest
kluczowym elementem umozliwiajgcym prawidtowy rozwéj tkanki®, podczas gdy w przypadku
implantéw biomedycznych, majgcych kontakt z krwig, adsorpcja biatek moze prowadzi¢ do
zakrzepicy. »* Ponadto zaadsorbowane biatka mogg by¢ inicjatorami adhezji inni czasteczek, bakterii
czy komdrek.*® Na polu badari analitycznych niespecyficzna adsorpcja biatek do powierzchni
sensora, macierzy biatkowej, ptytki testowe] jest powaznym problemem redukujagcym uzytecznosc
tych urzadzen.’ Dlatego bez watpienia poznanie mechanizméw oraz kontrola (nieuniknionej)
adsorpcji biatka do powierzchni réznych materiatéw jest waznym zagadnieniem. ®

1.1.1. Czynniki kontrolujgce adsorpcje biatka

Wptyw $rodowiska zewnetrznego. Warunki, w ktdrych zachodzi adsorpcja biatka wywierajg
zasadniczy wptyw na zachowanie tych molekut. Sg to: temperatura, pH, rodzaj buforu, sita jonowa.
Temperatura wptywa nie tylko na rGwnowage termodynamiczng ale rowniez na kinetyke adsorpcji
biatka. Podwyzszona temperatura wywotuje wzmozong dyfuzje biatek w kierunku powierzchni
adsorbentu. Gtoéwng sitg rzagdzaca adsorpcjg biatek jest wzrost entropii spowodowany uwolnieniem z
ich powierzchni zaadsorbowanych czasteczek wody oraz jondw soli, a takze przeorganizowanie
struktury biatka. llo$¢ zaadsorbowanych biatek roénie wraz ze wzrostem temperatury. °
9



pH natomiast wptywa na stan elektrostatyczny biatek. Kiedy pH réwne jest punktowi
izoelektrycznemu biatka (pl) tadunki na powierzchni biatka kompensujg sie, a cata molekuta jest
elektrycznie obojetna. W niskim pH (<pl) biatka s3 dodatnio natadowane, a w pH> pl s3 natadowane
ujemnie. Jesli powierzchnia adsorbentu réwniez jest natadowana to adsorpcja jest kontrolowana
przez oddziatywania elektrostatyczne. Nalezy jednak pamieta¢, ze oprdcz oddziatywania bio- molekut
z powierzchnig, adsorbujgce biatka oddziatujg ze sobg nawzajem. Lateralne oddziatywanie biatek
moze spowodowac albo zwiekszenie gestosci upakowania molekut, albo efekt przeciwny zwigzany z
odpychajgcymi sitami elektrostatycznymi. Ponadto dziatanie sit jonowych sprzyja tworzeniu sie
agregatow biatek. °

Wptyw wiasnosci biatek na ich adsorpcje Biatka to ztozone biopolimery zbudowane z 20
aminokwasow budujgcych mery (z sekwencjg okreslajgcy strukture pierwszorzedows), do ktérych
dodatkowo mogg by¢ dotaczone tancuchy boczne oligosacharydéw, lipidow. Na skutek
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych formuje sie struktura drugorzedowa biatek (a- helisa,
B- harmonijka), natomiast oddziatywania jonowe, hydrofobowe, mostki siarczkowe odpowiadajg za
strukture trzeciorzedowa biatek. Z pofaczenia tancuchéw polipeptydowych, kazdy o okreslonej
strukturze 1-, 2- i 3-rzedowej, formuje sie struktura czwartorzedowa biatka. *° Ta wyjatkowa
roznorodno$¢ podstawowych elementéw budulcowych wptywa na ztozonos¢ struktury i
funkcjonowania biatek, przez co zagadnienie adsorpcji jest trudne.

Klasyfikujgc biatka ze wzgledu na ich oddziatywanie z powierzchnig uwzglednia sie ich
rozmiar, budowe, stabilnos¢ struktury. Mate i sztywne biatka (np. lizozymy) wykazujg stabg tendencje
do zmian konformacyjnych na skutek adsorpcji. Podczas gdy u biatek srednich, jak albumina czy
immunoglobuliny, adsorpcja powoduje konformacyjng reorientacje molekut, powodujgca ekspozycje
roznych czesci molekuty o odmiennych wtasnosciach hydrofobowych/ hydrofilowych, polarnych/
niepolarnych, natadowanych/ elektrycznie obojetnych. ™ W przypadku biatek o duzych rozmiarach
molekut, glikoprotein czy glikolipidéw, ich oddziatywanie z powierzchnig jest zdominowane przez
oddziatywania ich taricuchéw bocznych. °

W roztworach wielu biatek, ich adsorpcja do powierzchni wynika z efektéw: transportu,

adsorpcji i dziatania sit odpychajacych. Dyfuzja matych molekut jest szybsza niz duzych biatek, dlatego
w pierwszym etapie adsorbujg mate proteiny. Z drugiej strony duze biatka wigzg sie mocniej do
powierzchni, ze wzgledu na wiekszy obszar kontaktu, oraz mogg wymuszac¢ desorpcje mniejszych
biatek w czasie dyfuzji po powierzchni. W wyniku tego mozna zaobserwowacé lokalne maksimum na
czasowej zaleznosci adsorpcji biatka. To zachowanie nazywa sie efektem Vromana. * '
Wptlyw wiasnosci powierzchni na adsorpcje biatek. Waznymi dla adsorpcji biatek parametrami
charakteryzujgcymi powierzchnie sg energia powierzchniowa, polarnos¢, fadunek oraz morfologia i
chropowato$¢ (rysunek 1.1)."2  Wszystkie te parametry mozna tatwo okresli¢c dla pokryé
polimerowych, ktére obok powierzchni modyfikowanymi molekutami samo- organizujacymi sie
stanowig gtéwna grupe materiatéw, ktére sa wykorzystywane do badan adsorpcji. °

Badania pokazaty, ze biatka chetniej adsorbujg do powierzchni niepolarnych niz polarnych, o
wysokim napieciu powierzchniowym, a do powierzchni obojetnych elektrycznie adsorbujg
niechetnie. ° Jednak za gtéwna, najwazniejszg ceche podtoza determinujaca adsorpcje biatek uznaje

sie jego hydrofobowos¢. * % *?
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Rysunek 1. 1 Schemat oddziatywania biatka z dobrze scharakteryzowang powierzchnig. Na powierzchni biatka mozna
wyrozni¢ obszary o réznych wtasnosciach (hydrofobowos¢, polarnosé, tadunek). Powierzchnia adsorbentu takze sktada
sie z obszaréw o réznych wtasnosciach. Wedtug [10].

1.1.2. Zachowanie pojedynczych biatek na powierzchni

Orientacja biatka. Biatka s3 molekutami asymetrycznymi, w wyjatkowych wypadkach majg sferyczny
ksztatt, najczesciej majg forme elipsoidy, lub bardziej wyszukane np. serco- ksztattne BSA, czy
Y- ksztattne immunoglobuliny. W roztworze biatka rotujg swobodnie, natomiast zaadsorbowane do
powierzchni przyjmujg okreslong orientacje, ktéra determinuje jaka czes¢ biomolekuty oddziatuje z
powierzchnig, a ktéra czes¢ jest eksponowana w roztworze. Obrana orientacja biatka jest istotna,
kiedy zaadsorbowane biatka s enzymami, receptorami lub wykazujg inng specyficzng bioaktywnos¢,
poniewaz niewtaéciwa orientacja moze zablokowaé dostep ligandéw do miejsc wiagzacych. °

Adsorbujgce biatka przyjmujg orientacje zapewniajacg uzyskanie minimum energii
swobodnej, co wynika z oddziatywan kulombowskich, van der Waals’a, wigzah wodorowych, wzrostu
entropi. Poniewaz biatka w réznych obszarach majg rézne wtasnosci wynikajace z lokalnej budowy
(tadunek, hydrofobowos¢) sadzi sie, ze do podtozy hydrofobowych biatka eksponujg te fragmenty,
ktére s bogate w residua hydrofobowe. Analogicznie, biatka adsorbujace do natadowanych
powierzchni eksponujg fragmenty biomolekuty o tadunku przeciwnym. Jednak, w przypadku duzej
gestosci zaadsorbowanych biatek oddziatywania miedzy ‘sgsiadami’ mogg by¢é dominujgce w
poréwnaniu do oddziatywania biatko- natadowana powierzchnia. Sity odpychajgce miedzy biatkami,
mogg spowodowac¢ reorientacje molekut, tak ze tadunek biatka i podtoza bedzie taki sam. °

Zmiany konformacyjne. Oddziatywanie biatka z powierzchnia moze prowadzi¢c do zmian
konformacyjnych molekuty. Jednak dowiedziono eksperymentalnie, ze aktywnos$é¢ enzyméw po
adsorpcji do powierzchni moze by¢ niezmieniona lub nieco ostabiona w poréwnaniu do wolnych

enzymow jesli miejsca wigzgce sg zorientowane w kierunku roztworu. 9,10

Na przyktadzie
specyficznego oddziatywania pary karboksypeptydaza Y- konkanawalina A (glikoproteina- lektyna)
pokazano, ze adsorpcja do powierzchni polimerowej (PS/ PEO) nie wplyneta na zdolnos¢

specyficznego wigzania Ca Y do Con A. 2
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1.1.3. Zachowanie biatek w warstwie na powierzchni

Struktura warstwy biatek. Biatka mogg formowac¢ rzadko lub gesto upakowang monowarstwe. W
specyficznych warunkach, promujacych agregacje molekut lub hamujacych oddziatywania
odpychajace, tworzg wielowarstwy. Obserwacje pokazujg, ze upakowanie monowarstwy zalezy od
elektrostatycznych oddziatywan miedzy zaadsorbowanymi biatkami (zwigzek miedzy pH a pl) oraz od
koncentracji roztworu, masy czasteczkowej biatka. > **

W przypadku braku innych oddziatywan biatko- biatko niz krétko- zasiegowe odpychanie,
biatka adsorbujg w sposéb przypadkowy.

Oddziatywania lateralne. O oddziatywaniach lateralnych > > méwimy, gdy biatka oddziatujg nie tylko
z powierzchnig adsorbentu, ale rowniez ze sobg. Jest to mozliwe, gdy pH jest rézne od punktu
izoelektrycznego biatka oraz, gdy powierzchnia zostanie pokryta krytyczng iloscia biomolekut. Te
oddziatywania elektrostatyczne mogg by¢ dodatkowo modulowane przez jony buforu.

Zaobserwowano réwniez efekt ‘katalizy desorpcji’, polegajagcy na tym ze na skutek
zwiekszajgcego sie upakowania biatek, zmniejszajg sie odlegtosci miedzy ‘sgsiadami’ i kolejne
adsorbujgce biomolekuty mogg powodowac desorpcje wczesniej osadzonych biatek. To zjawisko jest
powigzane z opisanym wczesniej efektem Vromana.

Agregacja biatek. Bardzo waznym aspektem zjawiska adsorpcji biatek jest tworzenie sie ich

agregatéw a nawet klasterow. ***

Ten proces moze powodowac kumulowanie sie duzej ilosci biatek
na powierzchni adsorbenta i wptywac nie tylko na kinetyke adsorpcji ale réwniez na strukture
warstwy biatek. Agregaty mogg powstawal przez dyfuzje zaadsorbowanych biatek w kierunku
wiekszych ich grup lub przez bezposrednig adsorpcje biatek z buforu do wczesniej zaadsorbowanych
biomolekut. Okazuje sie, ze biatka preferujg adsorbowac w obszarach czesciowo pokrytych juz przez
biatka niz w obszarach pustych. Réwniez rozmiar agregatu wptywa na adsorpcje kolejnych biatek.
Agregacja moze wptywac¢ na funkcjonalnosé ptytek proteinowych stuzgcych do badania funkcji

komérkowych.
1.1.4. Rola wody w adsorpcji biatek do powierzchni

Adsorpcja biatek to nie tylko oddziatywanie biomelekut ze sobg i z adsorbantem, ale rdwniez
z czgsteczkami rozpuszczalnika. Wiekszos¢ eksperymentow adsorpcji biatek przeprowadzana jest w
buforze, czyli wodnym roztworze soli.

Woda jest specyficznym rozpuszczalnikiem, poniewaz czgsteczki wody tacza sie ze sobg za
posrednictwem wigzan wodorowych lub sit dyspersyjnych Lifshitza- van der Waalsa. W efekcie woda
to sie¢ potaczonych molekut- agregatow, gdzie okoto 75 % czasteczek w temperaturze pokojowej jest
potaczonych z trzema, czterema ‘sasiadami’.

Czasteczki wody wigzg sie réwniez z powierzchnig adsorbenta, jak réwniez z molekutami
biatek.  Fizyko- chemiczny charakter wigzania woda- adsorbent zalezy od wifasnosci
fizyko- chemicznych powierzchni adsorbenta. Zastgpienie czgsteczek wody adsorbujgcymi biatkami
na powierzchni adsorbenta zwigzane jest ze zmiang energii.
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Adsorpcja biatek jest kontrolowana przez kombinacje oddziatywan biatko/ powierzchnia,
biatko/ biatko, biatko/ woda, woda/ powierzchnia adsorbenta. *°

1.1.5. Adsorpcja biatek do powierzchni i wzoréw polimeréw

Adsorpcja Con A do polistyrenu. Mielczarski i in. '® przeprowadzili badania technikami spektroskopii
fotoelektrondw (XPS) oraz ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-IR) warstwy
zaadsorbowanej Con A do pokrycia polistyrenu (PS) w pH 4,8 oraz 7,4. Zbadano rowniez wptyw czasu
ekspozycji na strukture warstwy zaadsorbowanych biatek.

Zaobserwowano, ze w S$rodowisku o kwasnym pH zaadsorbowana Con A tworzy
monowarstwe. Czas ekspozycji wptywa na orientacje bio- molekut i tak w pH 4,8 po czasie 15 min
dimery Con A adsorbujg uktadajgc sie osig dtugg rownolegle do podtoza (orientacja ‘side-on’),
natomiast po 22 h o$ dtuga bio- molekuty jest prostopadta do powierzchni PS (orientacja ‘end- on’)
(rysunek 1.2).

W pH neutralnym wydtuzenie czasu adsorpcji do 24 h powoduje formowanie sie
wielowarstwy biatek, ale dla krétkich czasdw adsorpcji (15 min) powstaje monowarstwa (grubos¢ 3
nm) Con A zawierajgca 30 % wody.

15 min 22h
pH4.8
polistyren polistyren
15 min 24h
il 2 28 3
L X X X ) L. X X X ]
polistyren polistyren

> Con Adimer, hydratowany w 30 %
}:3 Con A tetramer, hydratowany w 50 %

Rysunek 1. 2 Schemat orientacji i struktury udokumentowanych eksperymentalnie etapéw adsorpcji Con A do PS w pH
4,8i7,4. Wedtug [16].

Badania adsorpcji biatek do powierzchniowych wzoréow domen mieszanin polimeréw. Metodg
rentgenowskiej fotoemisyjnej mikroskopii elektronowej (X- PEEM) zbadano adsorpcje albuminy (HSA)
i fibrynogenu (Fg) do powierzchniowych wzoréw mieszanin polistyrenu PS i poli(metakrylanu metylu)
PMMA, PS/ poliaktydu PLA oraz PS/ politlenku etylenu PEO w warunkach réznego pH, temperatury,
oraz w funkcji czasu adsorpcji i koncentracji biatka.

Dla pokry¢ PS/ PMMA zaobserwowano wzmocniong adsorpcje albuminy na powierzchniach
rozdzielajacych domeny PS i PMMA. **® Zaobserwowano réwniez, ze wydtuzenie czasu ekspozyciji
oraz zwiekszenie koncentracji biatka powoduje pokrycie biatkami wszystkich faz polimerowych
powierzchni. '’ Badania pokazaty, ze w warunkach réznego pH zmienia sie stopier adsorpcji albuminy
do domen faz PS i PMMA oraz do powierzchni miedzyfazowej (rysunek 1.3). *8
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Rysunek 1. 3 Wzgledna ilos¢ zaadsorbowanej albuminy do réznych obszaréw powierzchni PS/ PMMA w funkcji pH
(czerwony- PS, zielony- PMMA, fioletowy- powierzchnia rozdziatu PS i PMMA) otrzymane z pomiaréw X- PEEM. Liczby to
srednia grubos¢ (nm) warstwy w kazdym obszarze. Pole kazdego kota jest proporcjonalne do catkowitej ilosci albuminy
na powierzchni w danym pH. Wedtug [18].

Leung i in.' pokazali adsorpcje HSA do powierzchniowych wzoréw mieszaniny
wysokoczgsteczkowych PS/ PEO (frakcja wagowa 3:2). Z pomiaréw X- PEEM wynika, ze otrzymane
obszary nie zawieraty domen fazowych czystego PS czy PEO. Po 18 h wygrzewania w 160 °C skfad
wytworzonych wzorédw przedstawiat sie nastepujgco: obszar bogaty w PS zawierat okoto 70 % PS i
30 % PEO, natomiast obszar bogaty w PEO zawierat okoto 70 % PEO i 30 % PS (rysunek 1.4 c).
Niecatkowita separacja fazowa moze ttumaczy¢ zaobserwowang adsorpcje do faz bogatych w PS i
PEO oraz wzmocniong adsorpcje HSA (z wody dejonizowanej) do powierzchni miedzyfazowej (jednak
niewiele wyzszg niz do PS i PEO, poréwnaj rysunek 1.4 c).

C) i HSA concentration (mg/mL)
composite
region thickness (nm) 0.05 0.01 0.005
PS PS 6.1 6.5 6.9
PEO 3.1 2.7 2.6
HSA 0.8 0.8 0.5
PEO PS 2.7 3.8 3:l
PEO 7.1 52 6.2
HSA 0.8 1.0 0.7
interface PS 4.8 4.7 49
PEO 43 4.0 42
HSA 1.0 1.3 1.0

Rysunek 1. 4 Obraz fazowy (a) oraz topograficzny AFM (b) wzoréw powierzchniowych mieszaniny wysokoczasteczkowego
PS i PEO (3:2). Tabela (c) zawiera informacje o koncentracji polimeréw oraz biatka (grubo$¢ w nm, niepewnos¢ 0,5 nm)
w réinych obszarach prébki. Pokrycia PS/ PEO eksponowano do wodnych roztworéw HSA o stezeniu biatka 0,05; 0,01
oraz 0,005 mg/mL. Wedtug [19].
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Zuydrehoff i in. *° za pomoca mikroskopu AFM zobrazowali organizacje kolagenu
pokrywajgcego warstwy polimerowe PS oraz PMMA (rysunek 1.5). Zaobserwowano gestsze
upakowanie biatka na powierzchni PS niz na PMMA. Badania adsorpcji kolagenu przeprowadzone dla
pokry¢ mieszanin PS/ PMMA o réznej morfologii pokazaty, ze rozmiar domen PS (wyspy lub dotki)
wptywa na orientacje i konformacje bio- molekut.

kww - L“'r"‘/ 'l" /
kolagen na PS/ PMMA 30/ 70 (toluen) kolagen na PS/ PMMA 5/ 95 (toluen)

Rysunek 1. 5 Obrazy AFM (5x2,5 p.mz, z= 30 nm, stupek skali 500 nm) zarejestrowane po adsorpcji kolagenu do
jednorodnych podtozy PMMA (a) i PS (b) oraz wzoréw powierzchniowych mieszanin PS i PMMA (c, d).

Tworzenie regularnych wzoréw biatek. Do wytwarzania regularnych wzoréw jednego rodzaju lub
wielu biatek stosuje sie metody oparte na technice druku mikro- kontaktowego (uCP).** Jako
podktady stuzg czyste *“?* lub zmodyfikowane chemicznie? (przez warstwy molekut
samo- organizujgcych sie, polimery) ptytki szklane.

Inerowicz i in. ** zaproponowali tworzenie regularnych wzoréw wielu biatek w dwdch
etapach. W pierwszym kroku technika WCP nadrukowano wzér jednego biatka (wigzanie
kowalencyjne). W drugim kroku w wolnych obszarach substratu osadzono inne biatko przez
adsorpcje.

Eichinger i in.** réwniez wytworzyli regularne wzory dwéch biatek stosujgc pCP.

Odpowiednie zmodyfikowanie stolika odwrdconego mikroskopu fluorescencyjnego umozliwito
precyzyjne zastosowanie UCP. Obserwujac pod mikroskopem powierzchnie prébki pieczatkg PDMS
nadrukowano paski lamininy, nastepnie krok ten powtérzono dla agrekanu. Obserwacja
mikroskopowa pozwala na precyzyjne przytozenie drugiej pieczatki, tak aby unikngé¢ przekrywania sie
obszaréw z nadrukowanymi biatkami (rysunek 1.6).

Rysunek 1. 6 Nadrukowane mikro- kontaktowo wzory lamininy (znakowanej fluorescencyjnie Alexa Fluor 488) oraz
agrekanu (znakowanego fluorescencyjnie Alexa Fluor 592). Zamierzony odstep miedzy pasami 0 um (a) oraz 5 um (b).
Wedtug [24].
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Chalmeau i in.* zaprezentowali jednoczesne nadrukowywanie dwdch réznych biatek za
pomocg wielopoziomowej pieczatki PDMS (jedno krokowy druk multi- mikro- kontaktowy,
OSM- uCP). Kluczowe znaczenie w tej metodzie ma geometria wzoru pieczatki oraz ci$nienie
dziatajgce na pieczatke.

0 ol

9)

e Lokl T

Rysunek 1. 7 Schemat wytwarzania mikro- wzoréw dwadch biatek technika multi- mikro- druku kontaktowego jednego
kroku (OSM- uCP). (a-d) procedura zwilzania pieczatki roztworami biatek. (e-g) nadrukowywanie biatek przez przytozenie
zewnetrznego cisnienia. Wedtug [25].

Wytworzono réwniez wzory wielu biatek na podtozach polimerowych stosujagc metode
fotolitografii (rysunek 1.8).® Przygotowano warstwe polimeru, na ktérg po wygrzaniu natozono
warstwe fotorezystora. Po przykryciu jej maskg kwarcowa prébke naswietlano lampg rteciowa (350
W). Po czym warstwe fotorezystora wywotano tworzgc regularne wzory. Nastepnie przez adsorpcje
osadzono immunoglobuliny, a w kolejnym kroku powierzchnie pokryto roztworem blokujgcym.
Pdzniej procedure litograficzng powtdrzono tworzgc wzory dla nastepnego biatka. W kolejnym etapie
przeprowadzono eksperyment adsorpcji albuminy. Ponownie zastosowano procedure blokowania. W
ostatnim kroku usunieto warstwe fotorezystora, otrzymujgc warstwe polimerowg pokrytg
regularnymi wzorami wielu biatek.

pokrycie wygrzanie
krzem warstwg warstwy
polimeru polimeru
—_— —_—
pokrycie
pokrycie fotorezystem
blalklem 1 wygrzewanie
blokowanle 'ﬂaSWIeﬂame
naswietlanie fotolitograficzne usuniecie
pozostalego fotorezystu

pokrycie

bialkiem 2 2 ’ BekEWEe ’
o

Rysunek 1. 8 Schemat procedury przygotowania wzoréw biatkowych na powierzchni polimerowej metoda fotolitografii.
Wedtug [26].
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Rozdziat 1.2
Wstep do osadzania z roztworu cienkich warstw

polimerow

1.2.1. Parametr rozpuszczalnosci

Rozpuszczalnikiem nazywamy ciecz, ktéra jest zdolna rozpusci¢ inne materiaty, ktore
nazywamy substancjami rozpuszczalnymi. Mieszanine rozpuszczalnika i substancji rozpuszczanej
nazywamy roztworem.

Molekuty cieczy (jak réwniez ciat statych) oddziatujg ze sobg sitami van der Waalsa (polarne,
dyspersyjne) oraz przez wigzania wodorowe. Kiedy rozpuszczalnik rozpuszcza substancje, jego
czasteczki wnikajg miedzy molekuty substancji rozpuszczanej ostabiajgc ich wzajemne oddziatywania
powodujg ich separacje. Zatem proces rozpuszczania jest najbardziej efektywny, gdy oddziatywania
molekut rozpuszczalnika i rozpuszczanej substancji s3 podobne.

Parametr rozpuszczalnosci Hildebranda uwzglednia gesto$¢ energii potrzebng do
odseparowania wszystkich molekut cieczy lub ciata statego, zatem energie jaka musi byé dostarczona
uktadowi, aby doprowadzi¢ go do stanu gazowego i wyrazony jest wzorem:

§=c0% =2 (1)
m

gdzie: c to gestos¢ energii kohezji, AE energia parowania, a V,, objetos¢ molowa.

Warto$¢ parametru rozpuszczalnosci czesto stosowanych rozpuszczalnikdw miesci sie w
przedziale od 14 MPa"? (n- pentan) do 48 MPa'? (woda). ‘Spektrum’ rozpuszczalnikéw mozna
przedstawi¢ szeregujac je wedtug wartosci parametru rozpuszczalnosci. Jesli wybrany rozpuszczalnik
rozpuszcza dany materiat, rozpuszczalniki z jego najblizszego sasiedztwa spektrum réowniez wykazg te
wtasnosci.
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1.2.2. Sieciowy model roztworu polimeru.
1.2.2.1. Mieszaniny polimer- rozpuszczalnik

Flory, Huggins i Staverman w 1941 roku zaproponowali i opisali teorie modelu sieciowego dla
roztwordw polimerdw.

o0 oNe) 0 dolozenie
O00Q@O000O0O0

000 O

O O O O .Segment polimeru
00000000 Q molekuta rozpuszczalnika
O 00

090090000

0000000
(ORORCHORORORON®)

Rysunek 1. 9 Sieciowy model roztworu polimeru. Miejsca zajete przez segmenty polimeru (kota) oraz przez czasteczki
rozpuszczalnika (okregi). Wedtug [1].

Przedstawione podejscie zaktada, ze molekuty rozpuszczalnika i segmentéw polimeru tworzg
dwuwymiarowg lub tréjwymiarows sieé, gdzie kazdy z weztéw sieci jest zajety i ma taki sam rozmiar
(rysunek 1.9). Zatem pojedynczy segment oddziatuje z wieloma sgsiadami (Z). Teoria bliskiego pola
pomija korelacje potozenia segmentdw polimeru czy molekut rozpuszczalnika. Zatézmy, ze n,
tancuchéw polimerowych sktadajgcych sie z N segmentow jest zlokalizowanych w weztach sieci (n
liczba dostepnych pozycji). Wiec n,*N weztéw jest obsadzonych przez segmenty polimeru, a

®=n,*N/ n jest frakcjg objetosciowa polimeréw, 1- ®= (n- n,*N)/n to frakcja rozpuszczalnika,

ktorego molekuty zajmujg n= (1- @)n pozycji. Przed mieszaniem entalpie catkowitg mozna zapisac:

ny, NZ (n—-nyN)Z
Hprzed = Hpolimer + Hrozpuszczalnik = pTEPP Tpgss (2)
Wiec:
H d Z
=== [pepp + (1 — @) éss] (3)

Po zmieszaniu segmenty polimeru (P) mogg by¢ w kontakcie z czgsteczkami rozpuszczalnika (S) a
prawdopodobienstwo kontaktu P-P i S-S ulega zmianie (Tabela 1.1).

kontakt energia  prawdopodobieistwo  prawdopodobieristwo

przed mieszaniem po mieszaniu
P-P Epp P ‘-Pz
S-S Ess 1-¢ (1'(9)2
P-S Eps 0 2¢(1-)

Tabela 1. 1 Prawdopodobienstwo oraz energia kontaktu segmentéw polimeru (P) i czasteczek rozpuszczalnika (S).

Zatem entalpia takiej mieszaniny moze by¢ wyrazona:

H z
2 =Z[p%epp + (1 — 9)?ess + 2¢0(1 — @) eps] (4)
Entalpie mieszania, zdefiniowang jako réznice obu entalpi mozna wyrazié:

AHy, _ AHpo—AHprzea
n n

= .. = §[2€p5 - (EPP + ESS)](p(l - (p) (5)
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Czyli:
AHy, _ z

T — 2,7 L26Ps ~ (Epp F E55)]9(1 — @) = X9(1 — 9) (6)
Wspodtczynnik x to parametr oddziatywania Florryego- Hugginsa zdefiniowany nastepujaco:
z
X = St 2eps — (epp + &s5) (7)

Entalpia swobodna Gibbsa mieszania (na jeden wezet) moze by¢ wyrazona jako rdznica AH,, i AS,,T,
gdzie AH,, i AS,, to entalpia i entropia mieszania:

Sm = —anpln(p - ansln(1 - (p) (8)
Gm [ _ _ _
et = ¢ H[1—e]In(l — ) + x(1 - 9). (9)
1.2.2.2. Mieszaniny polimer- polimer.

Podobne obliczenia wykonane dla dwdch polimeréw A i B zbudowanych z Np i Ng
monomerow o frakcji objetosciowej @, i @g (Pa+ Ps= 1) dajg entalpie swobodng mieszania na jeden
wezet w postaci:

G
nkZT = z—jln(pA + z_gln(l’a + XPaPB (10)
W sytuacji, gdy ¢:= @a wzér (10) mozna zapisaé:
bm__ @ =% - _
ke = w9 Il —9) +xe(1 - 9) (11)

Rownanie entalpii swobodnej mieszania G,(¢) jest pierwszym punktem analizy zachowania sie faz.
Obliczenia na nim oparte dla réznych temperatur, a zatem rdzinych wartosci parametru x(T),
umozliwig uzyskanie krzywej wspotistnienia faz (binoda, rownanie (12)), spinody (rownanie (13)) oraz
wyznaczenie punktu krytycznego (réwnanie (14)).

Gm @2 —Gm @1 0Gm 0Gm
Jm %2 "Um Y1 _ ZFm =_m 12
P ey P1 EP [ (12)
%Gy _
=0 (13)
3Gy _
=0 (14)

W danej temperaturze T, punkty styku definiujg koncentracje (frakcje objetosciowe)
wspotistniejgcych faz @, i @,. Jednorodna mieszanina polimer- polimer jest stabilna w obszarze nie
obejmowanym przez binode, metastabilna miedzy binodg a spinodg (separacja fazowa przez
nukleacje i wzrost) oraz niestabilna w rejonie spinody (spontaniczna separacja fazowa w procesie
dekompozycji spinodalnej).

W obszarze niestabilnym nawet niewielkie fluktuacje koncentracji spowodujg obnizenie
wartosci entalpii swobodnej mieszania G,. Nie ma tu zadnej termodynamicznej bariery
ograniczajacej ciagta i spontaniczng separacje fazowg ‘dekompozycje spinodalng’. W obszarze
metastabilnym mieszanina jest stabilna wzgledem niewielkich zmian kompozycji, ale duze zmiany
koncentracji powodujg redukcje wartosci G,,. Takie fluktuacje prowadzg do tworzenia sie ziaren.
Wozrost ziaren zachodzi na skutek dyfuzji molekut z obszaréw o duzej do obszaréw o niskiej
koncentracji (‘nukleacja i wzrost’).
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Rysunek 1. 10 Diagram fazowy mieszaniny polimer- polimer oraz odpowiadajgca mu entalpia swobodna mieszania G,,
wyznaczona dla zadanej temperatury T,.

Typowy diagram fazowy przedstawiony na rysunku 1.10 odpowiada sytuacji tzw. gérnej
krytycznej temperatury rozpuszczania UCST, gdy separacja faz zachodzi z obnizeniem temperatury
(ponizej UCST). Istniejg uktady polimeréw o dolnej krytycznej temperaturze rozpuszczania LCST, gdzie
separacja faz jest inicjowana wzrostem temperatury (powyzej LCST).

1.2.2.3. Polimer A- Polimer B- rozpuszczalnik

Energia swobodna mieszania uktadu dwdch polimeréw (A, B) i rozpuszczalnika (S) moze by¢
wyrazona zaleznoscia:

Gm _ @ @ @
T _NA Inp, + _NB neg + _15 Qs + XapPa®p + XasPaPs + XsPpPs (15)
B A B

Oba polimery sg rozpuszczalne w tym rozpuszczalniku, a wiec Xas<< Xag Oraz Xss<< Xas czyli
termodynamika tego tréjsktadnikowego uktadu zalezy gtdwnie od parametru oddziatywania Xag.
Poniewaz @+ @+ s= 1 to tylko dwa parametry sg niezalezne, to w konsekwencji diagram fazowy
mozna przedstawi¢ na wykresie dwuwymiarowym zwanym tréjkatem Gibbsa ? (rysunek 1.11).
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Rysunek 1. 11 Tréjkat koncentracji Gibbs’a pokazuje diagram fazowy uktadu polimer A- polimer B- rozpuszczalnik w
temperaturze T,.

1.2.3. Technika spin- castingu

Technika spin- castingu to jednoetapowy proces wytwarzania cienkich warstw polimerowych.
Kropla roztworu umieszczana jest na podtozu, ktdre zostaje wprawione w ruch obrotowy i wiruje z
predkoscig w przez czas od kilku do kilkudziesieciu sekund.

Proces spin- castingu mozna podzieli¢ na kilka etapow (rysunek 1.12), w pierwszym nastepuje
zrzucenie wiekszej czesci roztworu, a jego resztki zostajg rozprowadzone na powierzchni substratu
tworzac cienka jednorodng warstwe. > W tym etapie gtéwna role odgrywa dziatanie sity Coriolisa,
bezwtadnos¢ ptynu i napiecie powierzchniowe.

W kolejnym etapie nastepuje $cienianie warstwy polimerowej. *® Lepko$¢ réwnowazy
dziatanie sity odsrodkowej, ktéra dazy do usuniecia roztworu z podtoza. Pdzniej Scienianie warstwy
jest zdominowane przez odparowanie rozpuszczalnika. Na tym etapie, jesli roztwdr zawiera
mieszanine polimerdw, odparowywanie rozpuszczalnika inicjuje proces separacji fazowej. Wtasnosci
materiatowe zmieniajg sie w sposéb ciggly poniewaz mocno zalezg od stezenia rozpuszczalnika.
Szybkie odparowywanie moze spowodowad zmiane temperatury jesli ciepto parowania jest wysokie.

W przypadku mieszanin polimeréw w pdZznym etapie spin- castingu, zachodzg takze inne
procesy. Jednym z nich jest samo- rozwarstwienie zwane takze indukowang przez powierzchnie
dekompozycje spinodalna. ’

Inne mechanizmy tworzenia sie struktur wiazg sie z kapilarnymi niestabilnosciami ®° granicy
miedzyfazowej polimer/ polimer, dwuwymiarowym wzrostem struktur poprzecznych ®'®*? oraz

niestabilnosciami konwekcyjnymi powierzchni swobodnej.

Opisywany scenariusz tworzenia sie
struktur powstat w oparciu o eksperymenty przeprowadzone z uzyciem réznych rozpuszczalnikéw,
polimeréw, substratéw (rysunek 1.13).%*>' Nalezy takze nadmienié, ze nie zawsze zachodza
wszystkie te procesy.

Gdy molekuty polimeréw nie sg juz mobilne, proces separacji fazowej uznaje sie za
zakoriczony. *® Zaczyna sie koricowy etap, kiedy gtéwnie nastepuje usuwanie rozpuszczalnika przez
parowanie. Jesli uzyskano kwasi- dwuwymiarowg strukture domenowg, to moze ona tworzy¢ wzoér
topograficzny na powierzchni swobodnej poniewaz tempa zestalania sie polimeréw sg rézne co

14,19

wynika z réznych wartosci parametréw rozpuszczania ® lub temperatury zeszklenia. Zatem,
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domeny bogate w jeden polimer mogg by¢ wyisze od fazy bogatej w drugi polimer dla koricowych
struktur cienkowarstwowych.

O | ==°© =
¥ ‘%’ .
u czas
1 >
zrzucenie lepkos¢ + sita odsrodkowa | parowanie

Rysunek 1. 12 Etapy spin- castingu.

Opis spin- castingu jest trudny ze wzgledu na liczne mechanizmy wptywajgce na tworzenie sie
warstwy polimerowej. Ponadto parametry termodynamiczne takie jak koncentracja roztworu czy
temperatura (spowodowane odparowywaniem rozpuszczalnika) szybko sie zmieniajg. Pomimo tego
zaproponowano wiele modeli opisujacych spin- casting. > Wiekszo$¢ z nich postuluje opisang wyzej
kolejnos¢ zdarzen oraz podaje ze grubo$¢ warstwy polimerowej h jest proporcjonalna do dwdéch
parametrow: predkosci katowej w i stezenia roztworu c,,

h~cpw™, (16)

gdzie wartosci n, m zalezg od modelu.
Najczesciej stosowany jest opis Lawrencea >, ktory zaktada ze gruboséé warstwy polimerowej h zalezy:

h~ -2 (17)

@05

Eksperymenty pokazalty, ze ta zaleino$é jest prawdziwa takze dla polimerowych mieszanin
wielosktadnikowych. *

1.2.4. Samo- organizacja w osadzanych cienkich warstwach mieszanin polimerow

Tworzenie struktur w osadzanych z roztworéw cienkich warstwach mieszanin polimeréw
mozna traktowac jako samo- organizacje, czyli kolektywne spontaniczne porzagdkowanie sie molekut
w uporzgdkowane nadstruktury. Samo-organizacja ta to gtdwnie separacja fazowa
(samo- stratyfikacja) i ewolucja rozseparowanych faz (niestabilnosci kapilarna i konwekcyjna, wzrost
2- wymiarowy).

nasassaed AAAAAALIA A A A JAAZ°A A

Rysunek 1. 13 Mechanizmy kierujagce formowaniem sie struktur w czasie spin- castingu. (a) Samo- rozwarstwianie, (b)
niestabilnosci kapilarne, (c) kwasi- dwuwymiarowy wzrost struktur poprzecznych, (d) niestabilnosci konwekcyjne
powierzchni swobodne;.

Samo- rozwarstwianie. Obliczenia teoretyczne pokazuja, ze preferencyjna adsorpcja polimerowych
sktadnikdw mieszaniny do jednej z zewnetrznych powierzchni moze powodowaé powstawanie
prostopadtej do powierzchni ttumionej fali koncentracji. ° Obserwowano réwniez, ze w przypadku
gdy jeden ze sktadnikéw preferowat obie powierzchnie zewnetrzne powstawaty dwie fale.
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Mechanizm samo- rozwarstwiania zaobserwowano zaréwno dla hartowania rozpuszczalnikowego %
jak i temperaturowego. ** Ten efekt jest odpowiedzialny za powstawanie struktur wielowarstwowych
bogatych w fazy réznych polimerdw.
Niestabilnosci kapilarne. Niestabilnosci kapilarne obserwuje sie po wytworzeniu dwu- warstwy.
Odparowywanie rozpuszczalnika powoduje zmiane koncentracji w warstwach, co moze wptyngé na
ich destabilizacje. Fluktuacje termiczne mogg wytworzy¢ fale powierzchniowe (fale kapilarne).
Mechanizm ten moze by¢ tlumiony przez cisnienie Laplacea y/ 2R (y- napiecie
powierzchniowe, R- lokalny promien krzywizny powierzchniowej), ale moze by¢ wzmocniony przez
dodatkowe cisnienie powierzchniowe wynikajgce z dziatania sit van der Waalsa (warstwy ciensze niz
10 nm) lub przez efekty Marangoniego. W wyniku wywieranych rdéznych cisnien tylko niektére fale
fluktuacji (o okreslonej dtugosci) mogg zosta¢ wzmocnione. Nastepuje zniszczenie warstwowej
struktury i tworzy sie lateralna, dwuwymiarowa struktura domenowa. %
Niestabilnosci konwekcyjne. Szybkie odparowywanie rozpuszczalnika moze spowodowacé oziebienie
powierzchni swobodnej warstwy lub obnizenie koncentracji rozpuszczalnika przy powierzchni. Oba
efekty moga wptynaé na pojawienie sie niestabilnoici konwekcyjnych Marangoniego. ** 2>
Konwekcja Marangoniego opisuje przeptyw cieczy wywotywany gradientem napiecia
powierzchniowego, ktdore wynikajg z rdéznicy temperatury lub koncentracji (rozpuszczalnika).
Przeptyw materiatu z (bardziej ogrzanych lub o wiekszej zawartosci rozpuszczalnika) obszaréw
powierzchniowych o nizszym napieciu powierzchniowym y w kierunku obszaréw o wyzszej wartosci y
musi by¢ skompensowany wertykalnym przeptywem cieczy (bardziej ogrzanej i o wyzszym stezeniu
rozpuszczalnika) z gtebszych rejondéw warstwy. To powoduje powstanie komdrek konwekcyjnych.
Struktury hierarchiczne. Jesli kilka niezaleznych mechanizmoéw jest zaangazowanych w formowanie
struktur i kazdy z nich ma dominujgcg charakterystyczng skale struktury mozna otrzymac struktury
hierarchiczne, co pokazano dla wielosktadnikowych mieszanin polimeréw PS/ PMMA/ PVP ° czy
PMMA/ PS i PMMA/ PVP, > P3BT/ PS %/,
Podtoza o zadanym wzorze chemicznym. Eksperymenty pokazaty, ze mozliwe jest odtworzenie
wzoru chemicznego podtoza przez cienkg warstwe polimerowa, strukturyzowang na skutek separacji

429 jakodé

fazowej polimerdw wynikajgcej z hartowania temperaturowego lub rozpuszczalnikowego.
wzoréw powierzchniowych zalezy od takich czynnikéw jak: napiecie miedzyfazowe, napiecie
powierzchniowe, grubos$¢ warstwy, skitad mieszaniny, asymetria wzoru czy stosunek
charakterystycznej skali domenowej 2R do periodycznosci wzoru A. 23031

Wyniki pokazuja, ze morfologia odtwarza najwierniej wzér podtoza gdy jego rozmiar A jest
poréwnywalny z 2R, lub kiedy 2R~ A/ n.*

W tej pracy szablony do pozycjonowania biatek przygotowano przez wylanie roztworéw
hydrofobowego PS i hydrofilowego PEO na podtoza z dwoma typami obszaréw o rdinych

wtasnosciach fizykochemicznych.
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Rozdziat 2

Czesc¢ eksperymentalna

2.1. Przygotowanie probek

2.1.1. Techniki miekkiej litografii cienkich warstw polimerowych

W miekkiej litografii stosuje sie pieczatki elastomerowe, zazwyczaj wykonane z
polidimetylosiloksanu PDMS, do przenoszenia wzoru na powierzchnie. Gtéwna zaletg tych metod jest
mozliwos¢é wytworzenia periodycznych wzoréw na duzych obszarach w tatwy, szybki i tani sposdb.
Ponadto techniki te nie wymagaja szczegdlnej czystosci. 2

Pieczatki PDMS wykonuje sie przez wylanie prepolimeru na matryce, ktéry poddaje sie
procesowi wygrzewania w ustalonej temperaturze. Po oderwaniu pieczatki od matrycy jest ona
gotowa do uzycia. W tej pracy zastosowano zaréwno ptaskie pieczatki PDMS jak i o strukturze
podtuznych paskdéw o periodycznosci 4 i 8 um.

W czesci doswiadczalnej przedstawiono wyniki, ktére otrzymano stosujac rézne techniki
miekkiej litografii, w tym technike druku mikro- kontaktowego (uCP)?, odwréconego druku
mikro- kontaktowego (i- uCP) >, litografie sit kapilarnych (CFL)>® i technike mikro- formowania
warstw wspomagang rozpuszczalnikiem (SAMIM). L7
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2.1.1.1. Technika druku mikro- kontaktowego uCP

Pieczatki PDMS o periodycznosci 4 i 8 um posmarowano roztworem heksadekanotiolu
rozpuszczonego w etanolu i przytozono do powierzchni Au. Jako wynik tej czynnosci powierzchnie Au
zostaty nadrukowane obszarami samo- porzadkujacych sie monowarstw (SAM) tioli. Po kilku
sekundach pieczatki usunieto, a podfoza sptukano etanolem w celu usuniecia niezwigzanych molekut
SAM. Zmodyfikowanych chemicznie podtozy (rysunek 2.1 a) uzyto do wytworzenia hierarchicznych
wzoréw domen polimerowych (rozdziat 3.3.3).

2.1.1.2. Litografia sit kapilarnych

W tej technice pieczatke PDMS przyktada sie do powierzchni warstwy polimerowej. Prébka z
przylegajagcg do powierzchni pieczatkg umieszczana jest w piecu i wygrzewana w temperaturze
wyzszej od temperatury zeszklenia polimeru przez czas do kilku godzin. W tych warunkach sity
kapilarne powodujg dopasowywanie sie masy polimerowej do ksztattu pieczatki. Po ostudzeniu w
temperaturze pokojowej i usunieciu pieczatki powinno sie otrzyma¢ polimerowy wzor
powierzchniowy komplementarny do wzoru pieczatki PDMS. Jednak moze sie zdarzyé, ze sity
kapilarne bedg za stabe aby catkowicie wypetni¢ przestrzen wzoréw pieczatki (rysunek 2.1 b).

W tej pracy metody tej uzyto do wytworzenia tréjwymiarowych jednorodnych chemicznie
wzoréw powierzchniowych PS- NH, (rozdziat 3.3.1).

a)
PDMS
v : ca. 30° .
zwilzona pieczatka =~ Au -am.m.mmaa X grupafunkcyjna
2-3 nm (CH,),
[ 4 4 4 44444 -
MCP l . RN S
SAM
.4
Au
b) c) d)

| FOMS |
| PDMS POMS l

Si0,
]
lCFL (T>Tg) PDMS
PDMS l
Sio,
parowanie
SiO,
— 50,
i-uCP SAMIM

Rysunek 2. 1 Schematyczne przedstawienie wytwarzania wzoréw powierzchniowych technikami miekkiej litografii: (a)
druku mikro- kontaktowego, (b) litografii sit kapilarnych, (c) odwréconego druku mikro- kontaktowego, (d) techniki
mikro- formowania warstw wspomaganej rozpuszczalnikiem.

2.1.1.3. Technika odwréconego druku miko- kontaktowego i- uCP

Schemat ilustrujgcy metode odwréconego druku mikro- kontaktowego (i- uCP ) jest pokazany
na rysunku 2.1 c. Ptaska pieczatka PDMS jest pokrywana roztworem zawierajgcym molekuty zdolne
do tworzenia monowarstw SAM. Nastepnie pieczatka zostaje przytozona i docisnieta do
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polimerowego wzoru powierzchniowego na czas od kilku do kilkunastu minut. Po usunieciu pieczatki
otrzymujemy nie tylko zmodyfikowane chemicznie polimerowe wzory powierzchniowe, ale réwniez
otrzymujemy chemiczny wzér na ptaskiej pieczatce PDMS.

W tej pracy technike te zastosowano do wytworzenia kontrastu chemicznego
tréjwymiarowych, regularnych struktur warstwy polistyrenu zakornczonego grupg aminowg (rozdziat
3.3.1).

2.1.1.4. Mikro- formowanie warstw wspomagane rozpuszczalnikiem SAMIM

Inng technika, dzieki ktérej mozna uzyska¢ tréjwymiarowe polimerowe wzory powierzchniowe
jest mikro- formowanie warstw wspomagane rozpuszczalnikiem SAMIM. Pieczatka elastomerowa
zostaje zwilzona dobrym rozpuszczalnikiem danego polimeru i zostaje umieszczona na powierzchni
warstwy polimerowej. Rozpuszczalnik rozpuszcza lub wnika do cienkiej warstwy powodujac jej
pecznienie. Rozmiekczona warstwa polimerowa dopasowuje sie do topografii pieczatki. W czasie gdy
pieczatka elastomerowa pozostaje w kontakcie z substratem rozpuszczony polimer zaczyna sie
zestalaé, w wyniku parowania rozpuszczalnika (znikajacego prawdopodobnie przez dyfuzje w
pieczatce PDMS) i formuje sie wzor polimerowy komplementarny do topografii pieczatki (rysunek
2.1d).

SAMIM jest technikg tatwg w zastosowaniu. Kluczowym problemem jest wtasciwe zwilzenie
pieczatki oraz witasciwy kontakt pokrytej rozpuszczalnikiem pieczatki z warstwg polimerowa.
Efektywnos¢ tej metody, jako$¢ wytworzonych struktur zalezy od rozpuszczalnika, ktory powinien
szybko rozpuszczaé powierzchnie warstwy polimerowej jednakze nie powinien wnika¢ do pieczatki
PDMS, powodujac jej rozpuszczenie lub deformacje wzoru.

Powierzchniowe wzory polimerowe wytworzone technikg SAMIM pokazano w rozdziale 3.3.2.

2.1.2. Sieciowanie warstw polimerdéw rozpuszczalnych w wodzie

W ostatnich latach na przyktadzie podtozy PS/ PMMA pokazano ze powierzchniowe wzory
polimerowe moga by¢ stosowane do pozycjonowania biatek. #'° Szczegdlnie interesujace moze byé
wykorzystanie wzoréw powierzchniowych par polimer hydrofobowy/ polimer hydrofilowy, poniewaz
takie uktady mogg gwarantowacé selektywng adsorpcje biatek (biatka adsorbujg do powierzchni
hydrofobowych). Jednakze hydrofilowe wtasnosci polimeru w tym przypadku sg zaréwno jego zaletg
jak i wadg, gdyz eksperymenty adsorpcji przeprowadza sie w srodowisku wodnym. Aby zapobiec
rozpuszczeniu polimeru hydrofilowego konieczne byto opracowanie metody sieciowania.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano mieszaniny polimerédw zawierajgce
hydrofilowy politlenek etylenu PEO, oraz termo- czuty poli(N- izopropylakrylamid) PNIPAM.
Badania nad usieciowaniem wysokoczasteczkowego PEO prowadzone byty przez Doytcheva i in. ***
Pokazano, ze politlenek etylenu mozna usieciowa¢ przez oswietlanie promieniowaniem
ultrafioletowym prébki PEO domieszkowanej rdéznymi czynnikami sieciujgcymi: benzoing,
benzofenonem, acetofenonem czy triakrylanem pentaerytrytolu (PETA). Prawdopodobnie
mechanizm sieciowania za pomocg PETA polega na polimeryzacji rodnikowej grup akrylowych w

tréjwymiarowej sieci, ktéra wiezi molekuty wysokoczgsteczkowego PEO. Na efektywnos¢ sieciowania
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wplyw ma wiele czynnikéw takich jak masa czasteczkowa polimeru, ilos¢ czynnika sieciujgcego,
11-15

warunki naswietlania (temperatura, czas, odlegtos¢ od probki).

Sieciowanie PEO i PNIPAM przeprowadzono optymalizujgc metode z referencji [13]. Do
roztworéw polimerdw rozpuszczalnych w wodzie, i ich mieszanin, dodawano czynnika sieciujgcego
PETA w ilosci 20 % frakcji wagowej PEO (PNIPAM). Warstwy polimerowe eksponowano na $wiatto UV
przez 2 h w temperaturze pokojowej.

2.1.3. Funkcjonalizacja powierzchni przez polimerowe pokrycia ,inteligentne”

Pierwszym krokiem modyfikacji powierzchni szkta jest utworzenie warstwy SAM zbudowanej z
APTES- u (y- aminopropylo- trietoksysilanu) przez zanurzenie ich w 0,2 % roztworze APTES w
metanolu na czas 24 h. Molekuty APTES wigzg sie kowalencyjnie do powierzchni szkta. Te ktére sie
nie zwigzaty sg usuwane z powierzchni w trakcie przeptukiwania w aparacie Soxhleta. W kolejnym
etapie procesu funkcjonalizacji podfoza przez 2 h sg zanurzone w sporzgdzonym w dioksanie 1 %
roztworze oligoperoksydu, ktéry zostat zsyntetyzowany z tetrachloro- anhydrytu kwasu
piromelitowego, glikolu polietylenowego PEG-9 i tert- butylo hydroperoksydu. Za pomocg grup
aminowych molekut APTES przywigzano do powierzchni szkta molekuty oligoperoksydu.

0 o)
I
Cl—C @[C—OO—C(CHg)g
H C C-04CHy—CH,-0 X H
I I m
o) 0

Rysunek 2. 2 Oligoperoksyd syntezowany z tetrachloro- anhydrytu kwasu piromelitowego, glikolu polietylenowego PEG-9
i tert-butylo hydroperoksydu.n=9; m=3 +5

Wolne oligoestry zmywano dioksanem w aparacie Soxhleta w ciggu 4 h. Tak przygotowane
podtoza umieszczono w amputkach z roztworami monomerdéw, ktére zostaty uzupetnione argonem.
Po zamknieciu amputek wygrzewano je w temperaturze 90 °C w ciggu ustalonego czasu (2- 48 h).
Zmodyfikowane podtoza po wydobyciu ich z amputek, przemywano w aparacie Soxhleta przez czas 4
godzin. Poszczegdlne etapy przygotowania pokry¢ PNIPAM wykonanych przez grupe docenta Jurija
Stetsyshyna z Politechniki Lwowskiej przedstawiono na rysunku 2.3.
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Rysunek 2. 3 Przygotowanie pokry¢ opartych na PNIPAM: funkcjonalizacja powierzchni szkfa za pomoca warstw samo-
organizujacych sie APTES (1), modyfikacja otrzymanej w ten sposéb powierzchni molekutami oligoperoksydow (2) i
polimeryzacja tancuchéw PNIPAM z czastek oligoperoksydow (3).

2.1.4. Adsorpcja biatek do powierzchni polimerow

Materiaty polimerowe sg powszechnie stosowane w inzynierii materiatowej, biomedycynie czy
biotechnologii. W zaleznosci od przeznaczenia powierzchnie polimerowe musza by¢ zaprojektowane
w sposob sprzyjajacy lub blokujgcy adsorpcje bio- molekut. Prowadzone dotychczas badania adsorpcji
biatek takich jak: fibrynogen czy albumina pokazuja, ze gtéwnym czynnikiem wptywajacym na
adsorpcje biatka jest hydrofobowos¢ podtoza. Pokazano tez, ze wazng role mogg odgrywac
oddziatywania elektrostatyczne. Podstawowym problemem zwigzanym z immobilizacjg biatek na
podtozach jest zachowanie struktury konformacyjnej biatka, poniewaz tylko proteiny o nienaruszonej
budowie zachowujg zdolno$¢ specyficznego wigzania swoich ligandéw. ***’

Nalezy takze pamietad, ze biatka to molekuty amfipatyczne, tatwo reagujace z podtozem, a
podstawowym problemem nie jest adsorpcja sama w sobie a jej kontrola, poniewaz moze ona by¢
zaktécana chociazby przez oddziatywania miedzy samymi biatkami. Amfipatyczny charakter biatek
wywiera duzy wptyw na ich adsorpcje na granicy faz o rdinych wifasnosciach powierzchni

(hydrofobowosc).

W tej pracy do badan wytypowano dwie znakowane fluorescencyjnie lektyny, czyli biatka
wigzgce specyficznie reszty cukrowe. Ta identyfikacja zachodzi w wysoce specyficzny sposob i jest
poréwnywalna z oddziatywaniami antygen- przeciwciato. Dlatego tez lektyny sg wykorzystywane do
identyfikowania weglowodanéw znajdujacych sie w bfonach komérkowych oraz do badania tych
oddziatywan. Wybrano konkanawaline A z Canavalia ensiformis (Con A) oraz lektyne soczewicy z Lens
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culinaris (LcH). Mimo, ze biatka te majg bardzo podobna budowe wykazujg rdzinice stopnia
powinowactwa wigzania pochodnych sacharydéw: glukopiranozy i mannopiranozy. * W roztworze,
Con A (ponizej pH 5,8) i LcH (dla réznych pH) wystepuja w formie dimeréw zbudowanych z
podjednostek o wadze M,= 20000- 30000, a na jeden mer przypada jedno centrum wigzace
weglowodany. Aby lektyny zwiazaty specyficznie weglowodany konieczna jest obecnosé¢ jondw Mn*" i
Ca”. Z badan krystalograficznych komplekséw lektyny- mannopiranozy wynika, ze miejsca
specyficznego wigzania glikoprotein sg zlokalizowane w bliskiej odlegtosci od miejsc wigzacych jony
wapnia i manganu. Powyzej pH 6,9 Con A wystepuje w formie tetrameru, a kazdy z merdéw jest
zbudowany z tancucha polipeptydowego zawierajgcego 237 miejsc aminokwasowych, podczas gdy
mery lektyny soczewicy zbudowane sg z dwdch réznych taricuchdw polipeptydowych o masach 6 000
(tancuch a) i 18 000 (tarcuch B). LcH posiada mniej miejsc wigzacych weglowodany, dlatego tez
wykazuje mniejszg specyficznosé niz Con A.

W tej pracy pokazano wyniki eksperymentow adsorpcji lektyn do jednorodnych podiozy
polimerowych w warunkach fizjologicznych oraz w s$rodowisku o réznym pH i temperatury.
Wytypowano do tych eksperymentéw LcH, poniewaz w przeciwieristwie do innych lektyn *° dla LcH

nie zaobserwowano wczeéniej zadnych znaczacych zmian w strukturze czwartorzedowej (dimer) *°

20,21

ani tez w drugorzedowej (stworzonej gtdwnie przez B- harmonijki) w zastosowanym przedziale

temperatur i pH. Zaobserwowano jedynie niewielki stopiert zmiany struktury trzeciorzedowej na

bardziej zwartg w $rodowisku o pH 7,5 w poréwnaniu do pH 5 czy 10. °>*

Wczesniejsze badania
pokazuja niewielki wzrost adsorpcji biatka w punkcie izoelektrycznym *’ (pl..4= 8 *), ale dowiedziono

réwniez niewielki wptyw oddziatywan elektrostatycznych na adsorpcje LcH. 2

2.2. Techniki badawcze

2.2.1 Mikroskopia optyczna i fluorescencyjna

Mikroskopia optyczna i fluorescencyjna sy powszechnie stosowane w badaniach
biologicznych i medycznych. Mikroskop fluorescencyjny to mikroskop optyczny zaopatrzony w
dodatkowe filtry umozliwiajgce obserwacje swiatta fluorescencyjnego emitowanego przez badang
probke. Obserwowana prdbka jest oswietlana promieniowaniem o okreslonej dtugosci fali A, ktore
jest przez nig absorbowane, a wzbudzone molekuty preparatu stajg sie Zzréodtem promieniowania o
nizszej energii. To promieniowanie pada na filtr fali emitowanej, ktéry jest transparentny tylko dla
Swiatta fluorescencyjnego. Mikroskop wyposarzony jest w Zrddto Swiatta (najczesciej lampy
rteciowe), zestaw filtrow (selekcjonujgcych dtugosc fali absorbowanej i Swiatto emitowane) oraz
zwierciadto potprzezroczyste (rysunek 2.4).

W tej pracy techniki mikroskopii fluorescencyjnej uzyto do identyfikacji znakowanych
fluorescencyjnie zaadsorbowanych do powierzchni polimerowych biatek. Byty to lektyny
konkanawalina A znakowana izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) absorbujgcym $wiatto niebieskie
(Asps= 490 nm) i emitujgcym sSwiatto zielone (A.n= 525 nm), oraz lektyna soczewicy LcH znakowane
izotiocyjanianem tetrametylorodaminy (TRITC) absorbujgcym s$wiatto zielone (A,s= 557 nm), a
emitujgcym sSwiatto czerwone (A.n,= 576 nm). Obserwacje probek przeprowadzono mikroskopem
optycznym Olympus BX51 zaopatrzonym w lampe halogenkowg o mocy 100 W, filtry U-MNB2
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(Aexi= 470- 490 nM, Aemie> 510 nm) oraz U-MNG2 (A= 530- 550 nm, Aemic> 590 nm) i kamere cyfrowa

typu DP72.
detektor

/filtr fali emitowanej

— 1

zwierciadto dichroiczng

g

filtr fali wzbudzajgcej

i )
obiektyw
\ F

T

probka

Rysunek 2. 4 Schemat budowy mikroskopu fluorescencyjnego.

2.2.2 Mikroskopia sit atomowych AFM

Techniki mikroskopii skanujgcego prébnika, w tym mikroskopia sit atomowych AFM, s3
powszechnie uzywane do badania wtasnosci powierzchni réznego typu materiatéw (stopy metali,
polimery, materiaty biologiczne).

Pomiar AFM opiera sie na oddziatywaniu ostrego prébnika z badang powierzchnia.
Rzeczywiste oddziatywanie jest dos¢ skomplikowane, ale przyjmuje sie, ze w zaleznosci od odlegtosci
prébnika od podtfoza, dziatajg sity przyciggajace (daleko) lub odpychajgce (blisko) ostrze AFM. Sity
oddziatywania prébnik- atomy powierzchni sg opisane potencjatem Lenarda- Jonesa.

Podstawowe elementy aparatu AFM to laser, fotodetektor i skaner piezoelektryczny
poruszajacy probka lub ostrzem. Skupiona wigzka laserowa kierowana jest na koniec dzwigni AFM,
ktdra odbijajgc sie pada na detektor. Sity dziatajgce na prébnik w trakcie pomiaru powodujg skrecanie
i uginanie sie dZzwigni, a wiec zmienia sie potozenie odbitej wigzki Swiatta w uktadzie wspdtrzednych
podzielonego na cztery czesci detektora. Taka budowa detektora umozliwia jednoczesng rejestracje
sit dziatajgcych prostopadle i poprzecznie, wiec mozliwe jest uzyskanie nie tylko obrazu
topograficznego powierzchni ale réwniez mapy struktur domenowych. **

N N

laser detektor AFM LEM

o oy oA

Rysunek 2. 5 Schemat ilustrujacy idee pomiaréw AFM i LFM. Dziatanie sit w kierunku normalnej do powierzchni (AFM)
oraz sit lateralnych (LFM) oraz ich wptyw na potozenie wigzki odbitej w detektorze. Wedtug [24].
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Metody pomiaréw mikroskopem sit atomowych mozna podzieli¢ na dwie grupy: kwasi-
statyczne kontaktowe i oscylacyjne bezkontaktowe. W trybie kontaktowym dziatajg gtéwnie sity
odpychajgce miedzy probkg a ostrzem AFM: w kierunku prostopadtym do powierzchni (rdéznice
wysokosci, AFM) oraz sity rownolegte do powierzchni (rézne wtasnosci materiatu lub wystepowanie
krawedzi, LFM) (rysunek 2.6). W bezkontaktowym trybie pracy mierzone sg amplituda i faza oscylacji
ostrza, spowodowane przez zmiany wysokosci lub witasnosci powierzchni. Istnieje jeszcze trzeci
sposéb pracy mikroskopu AFM, przerywanego kontaktu, gdzie oscylujgca igta uderza w powierzchnie
probki.

.

Prébka. ‘ Inny material. |
| ‘
Obraz LFM
Probka. ;
i |
Obraz LFM m‘
1

Rysunek 2. 1 Boczne wychylenia dzwigni AFM spowodowane tarciem (u goéry) lub zmianami w nachyleniu powierzchni
(na dole).

W tej pracy pomiary wykonano uzywajgc mikroskopéw AFM (Nanonics Imaging Ltd., Izrael
oraz Agilent 5500, USA) pracujgcych w trybach kontaktowym i bezkontaktowym. Zarejestrowano
obrazy topograficzne, obrazy LFM oraz obrazy kontrastu fazowego.

2.2.3 Pomiary kata zwilzania wody
2.2.3.1 Réwnanie Younga

Na podstawie pomiaréw kata zwilzania 6 mozna wyznaczy¢ warto$¢ napiecia

25,26

powierzchniowego ciata statego. W 1850 roku Young zaproponowat zwigzek, ktdry dla

materiatdw mozna zapisaé jako:

Ys = ¥sv +yLcosO (18)
gdzie y to napiecie powierzchniowe, a indeksy: S, L odpowiadajg ciatu statemu i cieczy. Réwnanie to
opisuje warunki konieczne, aby kropla pozostata w réwnowadze mechanicznej, kiedy dziatajg te trzy
rodzaje napiecia powierzchniowego.

Relacja (18) zawiera tylko dwie wielkosci mierzalne, sg to kat zwilzenia © oraz napiecie
powierzchniowe cieczy y,. Dlatego tez relacja Younga nie jest wystarczajgca do wyznaczenia ys. Ale w
pofaczeniu z réwnaniem, ktore wigze ys. z ys i Y., tworzy uktad réwnan umozliwiajacy wyznaczenie
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wartosci napiecia powierzchniowego warstwy polimerowej. Po potgczeniu tych dwdéch zaleznosci Li i
Neuman otrzymali nastepujacy wzor:

cosf = —1 + 2(?)0'56_[;[]“_]/5]2 (19)
L
Uzywajac znanej wartosci parametru B, mozna wyznaczy¢ energie powierzchniowg podtoza. Wartosci
energii powierzchniowej v sg uzyte w tej pracy dla poréwnania powierzchni réznych polimeréw. Z
kolei do charakteryzacji zmian wtasnosci badanych podtozy pod wptywem bodZzcéw Srodowiska uzyto
zaleznosci wyznaczonych dla kata zwilzania 0.

i e

ciato state

Rysunek 2. 7 Rozktad napie¢ powierzchniowych wptywajacych na ksztatt kropli .

Pomiary kqgta zwilzania. Statyczne pomiary kata zwilzania wykonano technika kropli lezgcej uzywajac
aparatu EasyDrop (DSA 15) firmy Kriiss wyposazonego w komore temperaturowg na bazie modutéw
Peltiera. Kropla cieczy, o dobrze okreslonej wartosci napiecia powierzchniowego (woda), jest
umieszczana za pomocg kapilary na badanym podtozu polimerowym. Nastepnie po zarejestrowaniu
zdjecia, analizowany jest ksztatt kropli (wysokos$¢ h, srednica kontaktu z podtozem ). Kat przylegania
mozna okre$li¢ na podstawie wzoru *’:

6 = 2arctan(2 %) (20)
Ciecz zastosowana w pomiarach nie moze rozpuszcza¢ badanej warstwy. W dalszej czesci

pokazano wyniki pomiarow kata zwilzenia wody wykonane dla pokryé- PNIPAM oraz dla
usieciowanych warstw dostepnego komercyjnie poli(N- izopropylakrylamidu).

2.2.4 Spektrometria masowa jonow wtdérnych TOF- SIMS

Techniki mikroskopowe dajg informacje w postaci obrazéw réznych domen na powierzchni
(LFM, mikroskopia fluorescencyjna) oraz obrazéw topografii powierzchni (AFM). Nie dajg zadnych
informacji o tym co znajduje sie w prébce. Jedng z technik umozliwiajacg zbadanie sktadu
chemicznego jest spektrometria masowa jonéw wtérnych SIMS. Technike te z powodzeniem stosuje
sie do badania materiatéw, jednak od niedawna zaczeto jg stosowaé do badan prébek biologicznych.

Gtéwna idea tej metody polega na pomiarze stosunku masy do tadunku elektrycznego jonéw
wtérnych, powstatych w wyniku bombardowania powierzchni prébki zjonizowang wigzky pierwotna.
W zaleznosci od warunkéw rozpylania, tj. od ilosci jondw pierwotnych na jednostke powierzchni,
rozrézniamy SIMS dynamiczny (d- SIMS, znaczne zniszczenie probki) oraz SIMS statyczny (s- SIMS,
analiza warstwy powierzchniowej).

d- SIMS moze pracowac w réznych modach przez co uzyskuje sie rézne typy informacji. Mozna
rejestrowa¢ zmiane intensywnosci kilku charakterystycznych dla danego uktadu polimeréw oraz
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substratu jondw wtdrnych w funkcji czasu rozpylania, czyli odlegtosci od powierzchni prébki. Zebrane
wyniki mozna przedstawic jako profile gtebokosciowe zmian koncentracji polimeréw. SIMS umozliwia
rowniez wykonanie powierzchniowych i przestrzennych, odpowiednio 2-dim i 3-dim map rozktadu
roznych polimeréw, na podstawie intensywnosci charakterystycznych jonédw wtdrnych
zarejestrowanych w funkcji potozenia (x, vy, z).

W przypadku materiatdw polimerowych, aby zapewni¢ warunki s-SIMS, dawka wigzki
pierwotnej, czyli catkowita liczba jondw pierwotnych na jednostke powierzchni wynosi Fy.< 10™
jonéw/ cm?.

Waznymi parametrami charakteryzujgcymi spektrometr masowy jondéw wtérnych sg masowa
zdolnos$¢ rozdzielcza Am, ktéra determinuje mozliwosé identyfikacji jondw o porédwnywalnych
masach oraz zdolnos$¢ rozdzielcza wzgledem gtebokosci Az, a takie powierzchniowa zdolnosé
rozdzielcza Ax.

W tej pracy pokazano widma masowe, profile gtebokosciowe oraz mapy 2D czystych warstw
polimerowych, a takze warstw pokrytych biatkami, wykonane na podstawie danych zarejestrowanych
w czasie pomiarow statystycznych i dynamicznych SIMS w wiekszos$ci aparatem TOF.SIMS 5 (ION- TOF
GmbH) wyposazonym w ciekto- metaliczne jonowe dziato bizmutowe o energii 30 keV oraz dziato Cgo"
o energii 20 keV (wigzki analizujace) oraz wigzki rozpylajace: tlenowg O, cezowa Cs* (od energii 250
eV do 2 keV). Aparat TOF.SIMS 5 wyposazony jest dodatkowo w dziato elektronowe kompensujgce
tadowanie sie analizowanej powierzchni. Aparat TOF.SIMS5 cechuje wysoka zdolno$¢ rozdzielcza Ax<

60 nm, Az< 5 nm.
odbiciowy spektrometr masowy

dziato Ga

dziato Cs

dziato El

sterowanie
potozeniem probki

Rysunek 2. 8 Model aparatu TOF.SIMS 5.

2.3 Analiza morfologii powierzchniowych wzorow domen polimerow i biatek

2.3.1 Metoda geometrii catkowej

Duza ilos¢ informacji zawarta w obrazach topograficznych AFM bad?Z fluorescencyjnych musi
by¢ ograniczona do skoriczonej liczby istotnych parametréow, aby poréwnaé ilosciowo rézne
morfologie. ® Standardowym narzedziem uzywanym do analizy obrazéw jest transformata Fouriera,
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ktéra pozwala okresli¢ $rednig odlegtos¢ miedzy centrami sgsiadujgcych domen R, ale nie daje
informacji o morfologii wzoréw powierzchniowych tj. ich pokryciu, ksztatcie i ciggtosci. Metoda
geometrii catkowej pozwala na okreslenie wszystkich tych parametréow dla obrazu przetworzonego
(przez odciecie na skali wysokosci lub natezenia fluorescencji dla charakterystycznej wartosci ') w
reprezentatywny obraz binarny (czarno- biaty). Komplet miar morfologicznych (tzw. miar
Minkowskiego) jest okreslony przez: frakcje pokrycia F powierzchni przez obszary biate, dtugos¢ granic
U miedzy domenami biatymi i czarnymi i parametr Eulera X tj. réznice liczby spdéjnych obszaréow
biatych i czarnych. Miary Minkowskiego stuzg do wyznaczenia pochodnych parametréw, takich jak np.
Srednie pole powierzchni domeny S= F/ Xg, $redni promien krzywizny r.= U/ 27 g Sredni rozmiar
domeny r.= (S/ )2, wspotczynnik wydtuzenia c= r./ re, Srednia odlegto$¢ miedzy domenami A= 1/
XEI/Z-

Miary Minkowskiego (znormalizowane przez rozmiar analizowanego obszaru) okreslajg typ
morfologii wzoréw powierzchniowych, a ich wartosci ufatwiajg ich poréwnywanie. Z kolei maksima na
histogramach wysokosci (dla obrazow AFM) czy natezenia Swiatta (dla obrazéw fluorescencyjnych),
utworzonych przez wykresy pochodnej frakcji pokrycia —dF/dq (czy dtugosci granic U), pozwalajg na
okreslenie reprezentatywnej wartosci g’ parametru odciecia q. Umozliwia to (dla znormalizowanych
danych) porédwnanie adsorpcji biatka ze znacznikiem fluorescencyjnym do réinych powierzchni
polimerowych.
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0,007 . d)
0,006 1%

0,005+
0,004 4 ¥

0,003 4

-dF/dq [a. u.]

0,002

surface coverage F

0,001 4

0,0 . - - T — 0,000 . — r ' .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 q04 0,6 0,8 1,0

treshold variable q treshold (intensity) variable q
Rysunek 2. 9 Oryginalny obraz fluorescencyjny (w skali szarosci) powierzchni pokrytej niejednorodng warstwa

biatek (a) i jego reprezentatywny obraz binarny wygenerowany dla poziomu odciecia q’ (b). (c) Frakcja
pokrycia powierzchni F(q) i (d) jej pochodna —dF/dq w funkcji poziomu odciecia q przedstawione dla (a).
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2.3.2 Analiza Fouriera

Analiza cech morfologicznych badanych obrazéw oparta jest na ich 2-wymiarowych
transformatach Fouriera. Dla izotropowych wzoréw powierzchniowych taka transformata daje
rozmyty pierscien o promieniu |k| w jego maksimum, wyznaczony z usrednionego radialnie spektrum
potegowego Pi(k) (tj. zaleznosci kwadratow amplitud fourierowskich od |k|). Promien |k| okresla
charakterystyczng skale struktury domenowej, jaka jest $rednia odlegtos¢ miedzy centrami
sgsiadujgcych domen 2R (2R=1/]k]).

Transformata fourierowska morfologii o charakterze anizotropowym wykazuje dodatkowg
(oprécz rozmytego pierscienia) sktadowa w ksztatcie linii silnych maksiméw dyfrakcyjnych potozonych
w pozycjach k=n’k;, gdzie n” — jest liczbg catkowita, natomiast kierunek i dtugos¢ wektora
|ki| = 1/A sg okreslone przez orientacje i period anizotropowego wzoru powierzchni. Spektrum
potegowe P(k) usrednione dla waskiego pasa wzdtuz linii k= n’k,, staje sie po odjeciu sktadowej
izotropowej P;(k) (usrednionej radialnie dla ptaszczyzny k bez pasa k=n’k;) spektrum potegowym
anizotropowej sktadowej P,(k) wzoru powierzchni. To spektrum P,(k) - okreslajgce daleko-zasiegowy
charakter uporzadkowania wzoru powierzchni - sktada sie z szeregu maksiméw dla wektora falowego
nlk,| (k,=1/A, n= 1, 2, 3) scharakteryzowanych przez absolutne J,= J(n|k;|) oraz znormalizowane
wartosci natezen |,= J./ Z.Jm. Te intensywnosci okreslajg wktad réznych moddw strukturalnych A/n do
morfologii obserwowanej na obrazach powierzchni.
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Rysunek 2. 10 Obraz topograficzny AFM (a) i obraz fluorescencyjny (d) oraz odpowiadajgce im transformaty Fouriera
(odpowiednio b, e) oraz uzyskane z nich spektra potegowe P,(k) anizotropowej sktadowej morfologii (odpowiednio c, f).
|, odpowiada znormalizowanym natezeniom maksimow dla wartosci wektora falowego nk; i odzwierciedla wktad
modéw strukturalnych o czestosci A/n (n= 1, 2, 3, 4) do topografii wzoru polimerowego (c) i morfologii wzoru biatkowego

(f).
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Rozdziat 3
Wyniki
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Rozdziat 3.1

Adsorpcja biatka do powierzchni polimerowych

3.1.1. Okreslenie relatywnej ilosci biatka zaadsorbowanego do powierzchni réznych
polimerow poprzez analize obrazéw fluorescencyjnych za pomoca metody
geometrii catkowej
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3.1.1.1. Abstrakt

Wiekszo$¢ metod rozwinietych do badania biatka osadzonego na réznych powierzchniach moze
tylko oznaczy¢ $rednie powierzchniowe pokrycie biatkiem lub dostarcza wylfgcznie jakosciowej
informacji o jego rozktadzie powierzchniowym, czyli morfologii. Obie te cechy, tj. ilos¢ biatka i
ilosciowe parametry morfologii mozna rygorystycznie okresli¢ za pomocg analizy obrazéw
fluorescencyjnych przy pomocy metody geometrii catkowej. Metode tg wprowadzono w pracy aby
poréwnaé relatywng ilo$¢ biatek zaadsorbowanych do roézinych powierzchni polimerowych:
polistyrenu (PS), poli(metakrylanu metylu) (PMMA), poli(metakrylanu n-butylu) (PnBMA),
poli(metakrylanu tert-butylu) (PtBMA), oraz zaréwno PS (PETA) jak i usieciowanego poli(tlenku
etylenu) (PEO*(PETA)) z domieszkg triakrylanu pentaerytrytolu (PETA). Podtoza polimerowe byty
inkubowane przez 15 minut w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH= 7,4)
zawierajgcym 125 pg/ mL znakowanych fluorescencyjnie lektyn: lektyny soczewicy (LcH z Lens
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culinaris) albo konkanawaliny A (Con A z Canavalia ensiformis). Serie obrazéw fluorescencyjnych
zostaly zarejestrowane w identycznych warunkach (ten sam bufor fizjologiczny, staty czas ekspozycji,
powiekszenie i wzmocnienie). Dla kazdego obrazu, zarejestrowanego kilkakrotnie dla kazdego
polimeru, wyznaczono rozkfad i srednig warto$¢ znormalizowanego natezenia fluorescencji. Wyniki
pokazuja, ze adsorpcja LcH do powierzchni PS (PETA), PtBMA, PS, PnBMA, PMMA i PEO*(PETA) moze
by¢ wyrazona jako stosunek nastepujacych wartosci (Srednia = przedziat ufnosci na poziomie 95%):
0,356+0,022; 0,298+ 0,030; 0,241+ 0,014; 0,083+ 0,008; 0,039+ 0,008 i 0,010+ 0,006. Natomiast
wzgledng adsorpcje Con A mozna opisa¢ warto$ciami 0,252+ 0,016; 0,217+ 0,014; 0,222+ 0,016;
0,046+ 0,006; 0,116+ 0,008; 0,006+ 0,002. Niewielkie rozrzuty natezenia fluorescencji od wartosci
srednich wskazujg na jednorodng dystrybucje zaadsorbowanych biatek. Zaproponowane podejscie
pozwala w szybki i fatwy sposéb nie tylko okresli¢ relatywng ilo$¢ zaadsorbowanych biatek, ale takze
scharakteryzowac ilosciowo powierzchniowg organizacje ich dystrybucji, co zostato pokazane dla
domen biatka zaadsorbowanego do dwufazowej powierzchni mieszaniny polimerdéw.

3.1.1.2. Wprowadzenie

Materiaty polimerowe majg wiele zastosowan biomedycznych, wykonuje sie z nich implanty
medyczne, biosensory stuzgce do diagnostyki, systemy kontrolowanego dozowania lekdw i szablony
do inzynierii tkankowej. *™® W zaleznoéci od obszaru stosowania, specyficzna adsorpcja protein do
biomateriatéw jest zjawiskiem pozgdanym (biosensory, dostarczanie lekéw) lub niepozgdanym
(implanty), dlatego tez wiedza o sposobach kontrolowania adsorpcji biatek jest kluczowa. Poza
specyficznymi oddziatywaniami, wiekszo$é biatek wykazuje tendencje do fizycznej adsorpcji do
podtozy polimerowych, redukujgc ich funkcjonalnosé. Badania nad adsorpcjg biatek sg wazne dla
projektowania biozgodnych powierzchni, gdzie eliminacja lub zredukowanie adsorpcji protein

wptywa na ulepszenie ich dziatania. ™°

Jednym z gtéwnych problemdéw pojawiajacych sie po
umieszczeniu implantu w ludzkim ciele, jest niespecyficzna adsorpcja biatek do wszczepionego
materiatu mogaca zainicjowac kaskade zdarzen, ktére w ostatnim etapie doprowadzajg do otorbienia
lub nawet odrzucenia tego materiatu przez organizm. Nie jest mozliwe wytworzenie powierzchni
catkowicie blokujgcej adsorpcje biatek in vivo, ale przez kontrolowanie i ograniczenie adsorpcji biatek
mozliwe jest wyprodukowanie urzadzen, ktére moga oddziatywa¢ z ludzkim ciatem i innymi
systemami biologicznymi bez niekorzystnych efektéw.

Jak dotad zaproponowano wiele strategii, majacych na celu sttumienie niespecyficznej
adsorpcji biatek, opierajacych sie gtdwnie na wykorzystaniu powierzchni z politlenku etylenu oraz im
podobnych. ® ' ™ 7 drugiej strony warstwy biatek zaadsorbowanych niespecyficznie do powierzchni
polimerowych mogg posredniczy¢ w pdzniejszych oddziatywaniach miedzy powierzchnig polimerowg

6, 16-19

(np. implanty chirurgiczne) a komaérkami. Monitorowanie adsorpcji protein moze umozliwi¢

inicjowanie i kontrole pozgdanych odpowiedzi komdrkowych. Réznorodnosé wymagan stawianych
adsorpcji biatek do biomateriatéw wzmaga potrzebe catosciowych badan tego zjawiska.
Aby opisa¢ wigzanie biatek do powierzchni rézinych materiatéw, co wymaga badan

17, 19- 25 & TP
h. > 19 % $rednia ilo$¢ zaadsorbowanego

17, 20

interdyscyplinarnych, rozwinieto wiele technik badawczyc
biatka jest okreslana metodami nieobrazujgcymi takimi jak pomiary radioaktywnosci,
spektroskopowe pomiary ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR), *! lub metoda
posrednig za pomocg testu (immuno absorpcji enzymatycznej) ELISA albo przez poréwnanie mikro-

3,17, 19, 20, 22- 24

fotografii biatek pozycjonowanych na réznych typach powierzchni. Niezaleznie od tych
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metod przestrzenne utozenie immobilizowanych biatek jest badane za pomoca takich technik jak
mikroskopia fluorescencyjna, elektronowa mikroskopia skaningowa, rentgenowska fotoemisyjna

3,17,19, 20, 25

mikroskopia elektronowa. Ale morfologia powierzchniowych utozen biatek nie jest opisana

ilosciowo. Informacja zaréwno o stopniu pokrycia jak i przestrzennej organizacji biatek na
powierzchni moze by¢ jednoczesnie opisana przez zastosowanie metody geometrii catkowej, 2* *
ktdrg ostatnio zaproponowano do opisu morfologii wzoréw powierzchniowych mieszanek polimeréw
zobrazowanych mikroskopem sit atomowych i spektrometrem masowym jondw wtérnych. ****

%632 3by poréwnacé

W tej pracy po raz pierwszy zastosowano metode geometrii catkowej
relatywng ilos¢ znakowanych fluorescencyjnie biatek zaadsorbowanych do rdznych powierzchni
polimerédw. Analize przeprowadzono dla kilku serii zdje¢ fluorescencyjnych pozycjonowanych biatek.
Otrzymane dystrybucje prawdopodobienstwa intensywnosci fluorescencji pozwalajg ocenic
przestrzenng jednorodnos¢ pokrycia powierzchni. Ponadto kompletny zestaw miar morfologicznych
(Minkowskiego) jest stosowany do opisu przestrzennej organizacji biatek utozonych niejednorodnie
na powierzchni.

To podejscie jest prezentowane dla lektyn tj. biatek rozpoznajgcych rdzne typy struktur

h. **3® Oddziatywanie lektyn z gliokoproteinami jest jednym z trzech gtéwnych biologicznych

cukrowyc
mechanizmdéw rozpoznawania (dwa pozostate to oddziatywania biatko- biatko i biatko- kwas

nukleinowy).

Do eksperymentu wybrano dwie znakowane fluorescencyjnie lektyny (LcH i Con A), dla
ktérych zbadano adsorpcje do szesciu rdézinych warstw polimerowych: polistyrenu (PS),
poli(metakrylanu metylu) (PMMA), poli(n-metakrylanu butylu) (PnBMA), poli(metakrylanu tert-
butylu) (PtBMA), i PS (PETA) oraz usieciowanego politlenku etylenu (PEO*(PETA)), dwa ostatnie z
domieszkga triakrylanu pentaerytrytolu (PETA). Serie obrazéw fluorescencyjnych zarejestrowano dla
probek zanurzonych w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS; pH= 7,4).
Nastepnie dla kazdego obrazu wyznaczono rozktad i $rednig warto$é¢ znormalizowanego natezenia
fluorescencji, ktéra jest proporcjonalna do ilosci zaadsorbowanego do powierzchni warstwy
polimerowej biatka.

3.1.1.3. Opis eksperymentu

Przygotowanie podtozy polimerowych. Wszystkie uzyte polimery zostaty zakupione w firmie Aldrich.
W eksperymencie uzyto PS ($Srednia masa czasteczkowa M,= 64 000, polidyspersyjnos¢ M,/
M,= 1,06, temperatura zeszklenia T,= 100 °C), PMMA (M,= 31 000, M,/ M,= 1,03 , T,=105 °C),
PnBMA (M,,= 484 000, M,/ M= 1,07 , T,= 20 °C), PtBMA (M,,= 554 000, M,,/ M,=1,1, Tg=122 °C) i
PEO ( M,,= 42 700, M,,/ M= 1,25, T,= -63 °C). Wartosci temperatury zeszklenia zaczerpnieto z pracy
autorstwa Brandrup i in. *° Wszystkie polimery, z wyjatkiem PEO, byly rozpuszczone w toluenie
(koncentracja polimeru cyolimer= 15 mg/ mL). Natomiast politlenek etylenu (cpoimer= 15 mg/ mL) oraz
mieszanka PEO/ PS (stosunek wagowy 1:1, Cpoimer= 40 mg/ mL) zostaty rozpuszczone w chloroformie,
do ktérego dodano czynnika sieciujgcego PETA (odpowiednio cpera= 3 i 4 mg/ mL). Cienkie warstwy
polimerdw zostaty wykonane metodg wylewania roztworu na wirujgce wafle SiO, przy uzyciu spin-
coatera KW-4A (Chemat Technology, predkos¢ obrotowa w= 2k rpm, czas t= 30 s). Nastepnie podtoza
byty wygrzewane przez 25 minut w temperaturach 110 °C (PS, PMMA i PtBMA) i 40 °C (PnBMA) w
celu usuniecia resztek rozpuszczalnika z cienkich warstw tych polimeréw. W przypadku PEO i
mieszanki PEO/ PS zamiast wygrzewania zastosowano sieciowanie za pomocg standardowe;j
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procedury,’® *

czyli ekspozycje warstw polimerowych na promieniowanie ultrafioletowe (Swiatto
wysokocisnieniowej lampy rteciowej) przez 2 h. Dodatkowo, aby sprawdzi¢ wptyw obecnosci
czynnika sieciujgcego PETA w filmie polimerowym na adsorpcje biatek, zostata wylana kontrolna

probka (z roztworu toluenu) zawierajaca PS z domieszkg PETA (Cpolimer= 15 mg/ mL, cpera= 3mg/ mL).

Lektyny. Wybrane lektyny ( konkanawalina A (ConA) z Canavalia ensiformis i lektyna soczewicy (LcH) z
Lens culinaris) nalezg do grupy lektyn roslin motylkowatych, ktére wigzg sie specyficznie z
glikoproteinami zawierajgcymi reszty a-D- mannozy lub a-D-glukozy. Obydwa biatka sg zbudowane z
identycznych podjednostek, gdzie znajdujg sie miejsce wigzgce reszty cukrowe. Miejsca wigzace
cukry zawierajg silnie zwigzane jony wapnia i magnezu, ktére utrzymujg reszty aminokwasowe w
pozadanych pozycjach, co jest kluczowe dla zwigzania reszt cukrowych.

Con A wystepuje w formie dimeru (w pH 4,5- 5,6) oraz tetrameru (pH powyzej 7) i jest
zbudowana z jednej polipeptydowe] podjednostki (237 reszt aminokwasowych, M= 26500, wpis w
PDB 1CVN). LcH jest dimerem zbudowanym z dwéch podjednostek, kazda zawiera dwa zwigzane nie
kowalencyjnie taricuchy polipeptydowe (taricuch o, 52 reszty aminokwasowe, M,= 6000; tarncuch J3,
181 residua aminokwasowe, M,,= 18000, wpis w PDB 2LAL). Strukturalne podobieristwo tych dwdch
lektyn stwierdzono na podstawie podstawowych analiz struktury oraz na podstawie badan
krystalograficznych. Fatdowanie faricuchéw polipeptydowych w obszarach wigzania weglowodandw
jest podobne, mimo réznic w sekwencji pierwotnej. * Jednak Con A i LcH wykazujg rdine
powinowactwo do wigzania pochodnych sacharydéw o konfiguracji mannopiranozy i
glukopiranozy.** Do pomiaréw wybrano pare lektyn Con A i LcH, ktérych oddziatywanie specyficznie
z ich ligandami oraz homologia centréw wigzacych jest podobna, ale rézni je ich powinowactwo do
ligandéw cukrowych. %’

i=1

i(x,y).q :
. ; ;
44' c2di

X
white: i(x,y)>q black: i(x,y)<q

Rysunek 3. 1 Procedura przeksztatcenia oryginalnego obrazu fluorescencyjnego (w skali szarosci) (a), ktéry jest macierza
pikseli (x, y) o ustalonym lokalnym poziomie szarosci i(x, y) w serie czarno-biatych obrazéw przez odciecie na skali
natezenia fluorescencji dla wartosci q. Obraz (a) przetworzony dla réznych pozioméw odciecia (b) g< ¢’, (c) g=¢’, (d) g>
q’. Biate (i(x, y)= 1) i czarne (i(x, y)= 0) piksele dodane do obrazu (a) definiuja skale referencyjna.

Adsorpcja biatek. Do przetestowania stopnia adsorpcji biatek do réznych podtozy polimerowych
uzyto dwadch lektyn (Con A, LcH) znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC), ktéry adsorbuje
Swiatto o dtugosci fali A,,,= 490 nm, a emituje swiatto fluorescencyjne o dtugosci fali Aen= 525 nm.

Roztwory biatek o stezeniu ¢\ cona= 125 ug/ mL przygotowano z PBS (pH 7,4). Nastepnie kropla tego
roztworu zostata umieszczona na kazdym z podtozy. Czas inkubacji wynosit t= 15 min. Potem prébki
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zostaty ostroznie przeptukane PBS w celu usuniecia niezwigzanych biatek i umieszczone w buforze.
Wszystkie zdjecia fluorescencyjne zostaty wykonane dla prébek zanurzonych w buforze PBS przy
uzyciu mikroskopu Olympus BX51 wyposazonego w 100 W lampe rteciowg (jednorodnie
oSwietlajgcg catg powierzchnie prébki), filtry U-MNG2 (Ae= 470- 490 nm, Aem> 510 nm) oraz
obiektyw (UPlanApo) o 40-krotnym powiekszeniu. Zdjecia wykonano 12 bitowa kamerg cyfrowa
QICAM, ktdra rejestruje obrazy o 1392x 1040 pikselach (1,4 miliona). Obrazy (N= 6, dla kazdej prébki)
zapisano za pomocg programu komputerowego QCapture przy statych parametrach: czasu ekspozycji
4 s, wzmocnienia 1.

3.1.1.4. Metody.

3.1.1.4.1. Analiza obrazéw fluorescencyjnych o jednorodnej dystrybucji biatek.

Metoda analizy geometrii catkowej 2* 3*

moze byc¢ zastosowana do ilosciowej analizy obrazow
fluorescencyjnych wykazujacych jednorodny rozktad znakowanych znacznikiem fluorescencyjnym
protein. Aby przeprowadzi¢ te analize potrzebny jest zestaw kilku obrazéw fluorescencyjnych
zarejestrowanych w tych samych warunkach. Zaktada sie, ze ilos¢ zaadsorbowanych biatek jest
wprost proporcjonalna do intensywnosci fluorescencji. Zatem kazde zdjecie z mikroskopu
fluorescencyjnego jest macierzg pikseli o ustalonych, réinych lokalnych wartosciach i(x, vy),
proporcjonalnych do lokalnych wartosci intensywnosci fluorescencji. Ta informacja jest lepiej
zobrazowana dla obrazéw w skali szarosci, gdzie i(x, y) reprezentuje lokalny poziom szarosci

(rysunek 3.1).

Kazdy piksel obrazu moze by¢ zredukowany do biatego lub czarnego piksela, w zaleznosci czy
jego wartosc i(x, y) jest wyzsza lub nizsza od poziomu odciecia g. Dla danej wartosci q obraz jest
przetwarzany na obraz czarno-biaty, ktérego cechy mozna w petni opisaé przez trzy miary
morfologiczne (Minkowskiego) (patrz rozdziat 3.1.1.4.2), odzwierciedlajgce pokrycie, ksztatt i ciggtosc

obszaréw biatych, ****

tj. obszaréw o ,zbyt wysokiej” intensywnosci i(x, y)> g. Taka procedura opisu
jest powtarzana dla kolejnych wartosci g i odpowiadajgcym im czarno-biatym obrazom (rysunek 3.1b-

d).

Aby okresli¢ Srednig wartos¢ (i dystrybucje) intensywnosci dla kazdego obrazu
fluorescencyjnego wystarczy wyznaczy¢é pierwszg miare morfologiczng (znormalizowang przez
rozmiar obrazu) dla kazdego obrazu czarno- biatego, tj. stopien pokrycia powierzchni przez biate
piksele F(q). Doktadniej, taka analiza jest oparta na analizie zaleznosci frakcji powierzchniowej biatych
rejonéw F(q) zmiennej g, odpowiadajacej progowi odciecia intensywnosci fluorescencji (patrz
rysunek 3.1 i 3.2). Odpowiednie obliczenia zostaty wykonane za pomocg programu komputerowego
2Danal, **> napisanego w oparciu o algorytm przedstawiony przez Michielsena i in. ** mniej
skomplikowany, ale réwnowazny temu opublikowanemu przez Mecke. >

Powyzszy ogdlny opis metody musi by¢ uzupetniony pewnymi szczegétami. Po pierwsze, aby
skala wszystkich analizowanych obrazéw byta jednakowa dwa piksele o wartosci i(x, y) rownej 0 i 1
zostaly dodane do kazdego obrazu. Te dwa referencyjne elementy zdje¢ fluorescencyjnych
odpowiadajg czarnemu i biatemu pikselowi na obrazach przedstawionych w skali szarosci (rysunek
3.1a). W przeciwienstwie do pozostatych elementéw obrazu, te dwa piksele nie mogg znikngé

jednoczesnie z obrazéw binarnych. Jako ze wartosci i(x, y) sg proporcjonalne do (lokalnej) wartosci
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intensywnosci fluorescencji, powinno to zapewni¢ tatwos$¢ pordwnania stopnia wigzania biatka
whnioskowanego na podstawie rdéznych zdje¢ fluorescencyjnych, ale zarejestrowanych przy tych
samych parametrach. Po drugie, dla wszystkich obrazéw z dodang skalg odniesienia frakcja pokrycia
F(q) zostata obliczona jako funkcja poziomu odciecia g, zmieniajgcego sie od 0 do 1. W wyniku tego
otrzymano wykresy podobne do tego przedstawionego na rysunku 3.2.
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Rysunek 3. 2 Frakcja pokrycia powierzchni F przez piksele biate dla obrazéw binarnych, wykreslona w funkcji poziomu
odciecia q.

W kazdym przypadku, dla niskich wartosci poziomu odciecia g, F(q)= 1; nastepnie dla pewnej
wartosci g’ frakcja pokrycia F szybko maleje od 1 do O i pozostaje stata (F(q)= 0) dla wyzszych
wartosci q. Te trzy sytuacje odpowiednio odpowiadajg czarno- biatym obrazom: catkowicie biatemu
(z wyjatkiem referencyjnego piksela, rysunek 3.1 b), o najbardziej zréznicowanej strukturze (rysunek
3.1 c¢) i catkowicie czarnemu (z wyjatkiem biatego referencyjnego piksela, rysunek 3.1 d). Aby
jednoznacznie wyznaczy¢ warto$¢ poziomu odciecia q’, odpowiadajgcego najszybszej zmianie F(q),
zalezno$¢ F(q) zostata zrdzniczkowana (rysunek 3.3). Wartosé g’, wyznaczona przez dopasowanie
krzywej Gaussa, jest Srednig wartoscig intensywnosci fluorescencji analizowanego obrazu.
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Rysunek 3. 3 Pochodna -dF/ dq w funkcji poziomu odciecia q, pokazujaca dystrybucje pomiedzy piksele
znormalizowanego natezenia . Linia ciggta to dopasowana do danych eksperymentalnych (o) krzywa Gaussa, co
umozliwia precyzyjne wyznaczenie $redniej wartosci natezenia fluorescencji q’.

Kazdy wykres —dF/ dq reprezentuje réwniez rozktad pomiedzy pikselami znormalizowanego
natezenia, co odzwierciedla ilos¢ pikseli (pola obszarow) o okreslonej ilosci zaadsorbowanych biatek
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w réznych obszarach prébki (pikselach). Srednia warto$é q’, otrzymana z dopasowania krzywej
Gaussa, jest Srednig intensywnoscig fluorescencji analizowanego obrazu. Natomiast szerokos¢
piku -dF/ dg odzwierciedla dyspersje, czyli pokazuje zakres roznych warto$ci poziomu odciecia g, dla
ktdrych otrzymuje sie czarno-biate obrazy o najbardziej zréznicowanej strukturze (rysunek 3.1 c). Z
tego wynika, ze waskie piki —dF/ dq otrzyma sie dla jednorodnego pokrycia powierzchni przez biatka.
Natomiast, w przypadku gdy biatka adsorbujg losowo tj. niezaleznie od siebie, wykres - dF/dq
powinien miec ksztatt rozktadu prawdopodobienstwa Poissona, o wariancji rdwnej wartosci Srednie;j.
Zatem dyspersja powinna rosngc ze $Srednig wartoscig q’. Mimo, ze analizowane tu rozktady nie sg
typu Poissonowskiego ta cecha jest zachowana (patrz rozdziat 3.1.1.5), odzwierciedlajgc podobny
charakter adsorpcji lektyn do réznych powierzchni polimeru.

3.1.1.4.2. Analiza obrazéw fluorescencyjnych o niejednorodnej dystrybucji biatek.

Aby analizowac obrazy fluorescencyjne niejednorodnie zaadsorbowanych biatek metoda
geometrii catkowej jest stosowana w dwdéch krokach. W pierwszym kroku uzywa sie pierwszej miary
morfologicznej tj. miary pokrycia powierzchniowego F(q), tak jak to byto w przypadku powierzchni
pokrytych jednorodng warstwg biatek. Ten krok pozwala otrzymacé nie tylko srednig wartosé
(znormalizowanej) intensywnosci fluorescencji g’, ale takze okresli¢ jej dystrybucje pomiedzy piksele
(-dF/ dq). Szerokosé piku —dF/ dqg jest tutaj wieksza niz w przypadku powierzchni pokrytych biatkami
w sposob jednorodny. Drugi krok analizy wigze sie z zastosowaniem pozostatych miar Minkowskiego
do ilosciowego opisu powierzchniowej organizacji (niejednorodnie) zaadsorbowanych biatek.

D
* .’

- o

Rysunek 3. 4 Oryginalny obraz fluorescencyjny (w skali szarosci) powierzchni o niejednorodnej dystrybucji
zaadsorbowanych molekut biatka (a) oraz odpowiadajgce mu czarno- biate obrazy (b, c) wygenerowane dla pozioméw
odciecia g’+ fwhm/2 (b) oraz ¢’ (c), gdzie g’ to wartos¢ srednia, a fwhm to szerokos$é¢ potéwkowa krzywej Gaussa
opisujacej rozktad —dF/ dq.
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Rysunek 3. 5 Frakcja pokrycia powierzchni F(q) (a) i jej pochodna —dF/ dq (b) w funkcji poziomu odcigcia (intensywnosci
fluorescencji) q przedstawione dla rysunku 3.4 a.
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Procedura analizy metodg geometrii catkowej niejednorodnego pokrycia powierzchni przez
biatka jest pokazana dla Con A immobilizowanej na usieciowanych powierzchniowych wzorach
mieszaniny PEO/ PS domieszkowanej PETA. Reprezentatywny obraz fluorescencyjny (w skali szarosci)
oraz odpowiadajgce mu, wygenerowane dla réznych poziomdéw odciecia g, obrazy czarno-biate s3
pokazane na rysunku 3.4. Zalezno$¢ pokrycia w funkcji poziomu odciecia F(q) i jego pochodna —dF/ dq
dla tego obrazu sg pokazane odpowiednio na rysunkach 3.5 ai 3.5 b . Na rysunku 3.5 b wida¢ rozrzut
wartosci intensywnosci lokalnej fluorescencji. Jest on opisany krzywg Gaussa, ktérej szerokosc
potédwkowa wynosi 0,40 i jest wieksza od sredniej wartosci intensywnosci fluorescencji ' wynoszacej
0,37, co Swiadczy o niejednorodnym pokryciu powierzchni przez biatka. Aby zanalizowac
przestrzenne utozenie zaadsorbowanych biatek na podstawie obrazéw fluorescencyjnych (rysunek
3.4 a) nalezy wykorzystaé czarno- biaty obraz wygenerowany dla poziomu odciecia g= '+ fwhm/2.
Ten obraz najwierniej odwzorowuje taciatg strukture obrazu oryginalnego. Czarno- biate obrazy
otrzymane dla pozostatych poziomdéw odciecia (np. q’, patrz rysunek 3.4 c), wykazujg mniejsze
podobienstwo do oryginatu. Reprezentatywny czarno- biaty obraz (rysunek 3.4 b) charakteryzuja trzy

2631 (§) frakcja pokrycia F powierzchni

morfologiczne miary otrzymane z funkcjonatéw Minkowskiego:
przez obszary biate, (i) dlugos¢ granic biato- czarnych na jednostke powierzchni U,
(iii) charakterystyka Eulera xg, zdefiniowana jako réznica spdjnych obszaréw biatych i czarnych. W
dwuwymiarowej przestrzeni stanowig one kompletny zestaw miar morfologicznych (F, U, xe),
zazwyczaj znormalizowanych przez rozmiar obrazu. Zatem taciata struktura zaadsorbowanych biatek
moze by¢ opisana przez miary odzwierciedlajgce pokrycie F, lateralny ksztatt U, oraz topologiczna
ciggtos¢ x: tato- podobnych struktur o wiekszej intensywnosci fluorescencji czyli wiekszej ilosci
zaadsorbowanego biatka. Na przyktad powierzchniowa dystrybucja protein na rysunku 3.4 a jest
opisana przez F= 0.29, U= 1.08 um™ i Xe= 0.19 um™. Miary F, U oraz x; moga by¢ uzyte do okreélenia
catkowitego przestrzennego rozktadu protein, a wiec do testowania jakosci wzoréw biatkowych
wytworzonych do zastosowan bioanalitycznych.

Miary Minkowskiego mogg byc¢ réwniez uzyte do okreslenia parametréw, opisujgcych cechy
domen indywidualnych rozktadu przestrzennego, takich jak: $rednie pole powierzchni domeny
S=F/ Xg S$redni promien krzywizny r.= U/27 Xg, $redni rozmiar domeny r.= (S/m)*2, wspodtczynnik
wydtuzenia c= r /r,, $rednia odlegtos¢ miedzy domenami A= 1/ Xe"2. * Dla domen biatek z rysunku 3.4
parametry opisujace ich indywidualne cechy majg wartosci: S= 1,53 um?; r.= 0,91 pum; r= 0,70 pm; c=
1,30; A= 2,29 pm. Srednie wartoéci parametréw, opisujacych cechy pojedynczych domen
zaadsorbowanych biatek, mogg by¢ uzyte w celu testowania jakosSci pojedynczych mikro- kropek
tworzacych mikro- macierz biatka.

3.1.1.5. Wyniki i ich dyskusja. Adsorpcja biatek do réznych podtozy polimerowych.

Reprezentatywne, oryginalne obrazy fluorescencyjne, pokazujgce adsorpcje lektyny LcH do
powierzchni polimeréw o rézinych witasnosciach fizycznych, sg przedstawione na rysunku 3.6 w
odcieniach skali szarosci.

Poziom szarosci obrazéw pokazanych na rysunku 3.6, ktéry jest proporcjonalny do
intensywnosci fluorescencji, zmienia sie wyraznie od czarnego dla podtoza PEO*(PETA) do jasno
szarego dla PS(PETA), przez posrednie poziomy dla pozostatych polimerdw. To pokazuje, ze ilo$¢ LcH
zaadsorbowanego do réznych polimerdw silnie zalezy od indywidualnych wtasnosci tych polimerdw,
co jest odzwierciedlone przez intensywnos¢ fluorescencji. Poprzednie eksperymenty,
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przeprowadzone dla biatek pozycjonowanych do réinych polimeréw, wskazujg ze kluczowym
czynnikiem promujgcym adsorpcje protein jest struktura tancucha polimerowego determinujaca
oddziatywania elektrostatyczne, czy wigzania wodorowe lub oddziatywania hydrofobowe, ktére s3
odpowiedzialne za adsorpcje biatek. »**>*

Aby okredli¢ iloSciowo stopien adsorpcji LcH do warstw rdéznych polimeréw, obrazy
fluorescencyjne zanalizowano za pomoca geometrii catkowej, wedtug procedury opisanej w rozdziale
3.1.1.4.1. Otrzymane dystrybucje pikseli —dF/dg o znormalizowanej intensywnosci q, ktora
odzwierciedla znormalizowang ilos¢ zwigzanego biatka, sg pokazane na rysunku 3.7 dla
reprezentatywnych obrazéw réznych powierzchni polimerowych pokrytych molekutami modelowego
biatka. Monotoniczny wzrost szerokosci piku (dyspersja) wraz z pozycjg piku dystrybucji pikseli
(Srednia wartos¢) sSwiadczy o takiej samej naturze procesu adsorpcji biatek do wybranych
powierzchni polimerowych (co dyskutowano w sekcji 3.1.1.4.1). Z tego powodu obrazy o wysokiej
intensywnosci fluorescencji (rysunek 3.6 dla PnBMA, PS, PtBMA i PS(PETA)) pokazujg niewielka
niejednorodnos¢ homogenicznie pokrytej powierzchni, co jest widoczne przy wiekszym

) b) c)
PEO(PETA) PMMA PnBMA

d) €) f)
PS PtBMA PS(PETA)

Rysunek 3. 6 Oryginalne obrazy fluorescencyjne LcH zaadsorbowanego do powierzchni cienkich warstw réznych
polimeréw: PEO(PETA) (a), PMMA (b), PnBMA (c), PS (d), PtBMA (e), PS(PETA) (f) pokazane w skali szarosci. Zdjecia
wykonano i zarejestrowano w identycznych warunkach przy tych samych parametrach. Rozmiar obrazéw 120x 120 um.

powiekszeniu.

Dla kazdej powierzchni polimerowej, zanalizowano 6 zdjec¢ fluorescencyjnych, dla ktérych
wyznaczono pozycje pikdow g’ (rysunek 3.7) i otrzymano Srednig ilos¢ zaadsorbowanych biatek, co
zostato przedstawione w formie histograméw (rysunek 3.8). Adsorpcja lektyny LcH, mierzona w tej
samej skali znormalizowanej intensywnosci, wzrasta od wartosci bliskiej zera 0,010+ 0,006 (wartosc
Sredniat niepewnos¢ na poziomie 95 %) dla PEO*(PETA) do wartosci 0,356+ 0,022 dla PS(PETA), przez
wartosci posrednie 0,039+ 0,008 dla PMMA, 0,083+ 0,008 dla PnBMA, 0,241+ 0,014 dla PS i 0,298+
0,030 dla PtBMA. Test Studenta dla dwdch préb pokazat, ze na poziomie ufnosci 0,05, Srednie
wartosci wzglednej ilosci biatka zaadsorbowanego do réznych powierzchni polimeréw sg znaczaco
rozne. Porzadek w jakim wzrasta adsorpcja tej lektyny, pokazany na rysunku 3.8, w ogdlnosci
odwzorowuje wzrastajgcg hydrofobowos¢ czystych polimerdw, co wyraza sie przez malejgcg wartosc
sktadowej polarnej energii powierzchniowej polimeréw yp= 12,2; 11,5; 6,8 i 3,7 mJ/ m? odpowiednio
dla PEO, PMMA, PS i PtBMA. **° Wyjatkiem jest PnBMA (yp= 4,9 mJ/ m?) **® dla ktérego
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obserwowana jest staba adsorpcja, zwtaszcza w poréwnaniu do jego izomeru PtBMA o raczej
rozgatezionych (niz liniowych) bocznych grupach taricucha metakrylanu butylu. *” To pokazuje, ze
adsorpcja biatek jest zalezna od wielu oddziatywan biatko- polimer, silnie zalezgcych od struktury

tancucha.

150
PEO(PETA)
PMMA

A O D>ODO

-dF/dq [a.u.]

0.3

normalized intensity q

Rysunek 3. 7 llosciowa analiza adsorpcji LcH do powierzchni cienkich warstw badanych polimeréw: reprezentatywne
rozktady —-dF/ dq w funkcji znormalizowanej intensywnosci fluorescencji, odpowiadajgcej relatywnej ilosci
zaadsorbowanych molekut LcH.
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Rysunek 3. 8 Adsorpcja LcH do réinych typow powierzchni polimeréw. Stupki reprezentujg srednie wartosci wraz z
niepewnosciami wyznaczonymi na poziomie ufnosci 95 %.

Poréwnanie danych, pokazanych na rysunku 3.8 dla czystego PS i polistyrenu
domieszkowanego triakrylanem pentaerytrytolu PS(PETA) pokazuje, ze dodanie PETA powoduje
wzrost stopnia adsorpcji biatka LcH o 50%. Ta informacja jest wazna poniewaz PETA jest czynnikiem
sieciujgcym 042 zastosowanym tutaj aby zapobiec rozpuszczeniu PEO w wodnym roztworze PBS.
Mozna powiedzie¢, ze obserwowany niewielki stopien adsorpcji do podtoza PEO*(PETA) jest
spowodowany obecnoscig czynnika sieciujgcego PETA.

Dane dotyczace adsorpcji drugiej lektyny, ConA, zostaty otrzymane na podstawie analizy
wykonanej wedtug opisanej powyzej procedury i sg przedstawione na rysunkach 3.9 i 3.10. Rysunek
3.9 pokazuje rozktad pikseli znormalizowanej intensywnosci fluorescencji q, okreslonej dla
reprezentatywnych obrazéw adsorpcji Con A do réinych podtozy polimerowych. Rysunek 3.10
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przedstawia histogramy pokazujgce Srednig relatywng ilos¢ zaadsorbowanego biatka Con A, uzyskang

ze wszystkich analizowanych obrazéw.
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Rysunek 3. 9 llosciowa analiza adsorpcji Con A do powierzchni cienkich warstw badanych polimeréw: reprezentatywne

rozktady —-dF/ dq w funkcji znormalizowanej intensywnosci fluorescencji, odpowiadajacej relatywnej ilosci
zaadsorbowanych molekut Con A.
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Rysunek 3. 10 Adsorpcja C on A do réznych typow powierzchni polimeréw. Stupki reprezentujg srednia relatywna ilos¢
biatka wraz z niepewnosciami wyznaczonymi na poziomie ufnosci 95 %.

Wyniki prezentowane na rysunku 3.10 pokazujg, ze wigzanie Con A do powierzchni PS(PETA),
PtBMA, PS, PNnBMA, PMMA i PEO*(PETA) moze by¢ opisane (uzywajac tej samej referencyjnej skali
znormalizowanej intensywnosci) przez liczby: 0,252+ 0,016; 0,217+ 0,014; 0,222+ 0,016; 0,046+
0,006; 0,116+ 0,008 i 0,006+ 0002. t-test dla dwdch prob pokazat, ze na poziomie ufnosci 0,05,
Srednie wartosci wzglednej ilosci biatka Con A zaadsorbowanego do wybranych powierzchni
polimerowych sg znaczgco rézne z wyjatkiem tych dla czystego PS i PtBMA. Rosngca hydrofobowos¢
(malejagca wartos$¢ polarnej sktadowej energii powierzchniowej) czystych polimeréw PEO(PETA),
PMMA i PS wyjasnia wzrost adsorpcji Con A, natomiast nie ttumaczy (sama w sobie) ilosci Con A

zwigzanej do powierzchni PS i PtBMA.

Ostrozne pordwnanie adsorpcji dwoch lektyn, Con A i LcH, o identycznych znacznikach
fluorescencyjnych i tej samej procedurze analizy, pozwala wyrdznic¢ trzy polimery o takiej samej
intensywnosci fluorescencji zaadsorbowanych biatek: PEO*(PETA) (0,006+ 0,002 vs 0,010+ 0,006),
PnBMA (0,046% 0,006 vs 0,083+ 0,008) i PS (0,222+ 0,016 vs 0,241+ 0,014). Natomiast dos¢ istotne
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roéznice wida¢ dla PMMA (0,116+ 0,008 vs 0,039+ 0,008), PtBMA (0,217+ 0,014 vs 0,298+ 0,030) i
PS(PETA) (0,252+ 0,016 vs 0,356+ 0,022). Te same wnioski wynikajg z testu Studenta dla dwdch préb
na poziomie ufnosci 0.05. Zachowanie PnBMA, inne w poréwnaniu z pozostatymi metakrylanami
PMMA i PtBMA, moze wynika¢ z diugosci i elastycznosci bocznego tancucha zawierajgcego grupe
estrowa, ktéra ma mozliwo$¢ wptywania na oddziatywania migdzyczasteczkowe (tj. obnizenie T,
materiatéw polimerowych). **® Obydwa badane biatka, LcH (wpis w PDB 2LAL) i ConA (wpis w PDB
1CVN), wigzg specyficznie te same ligandy i majg takie same centra wigzace ale o innej

strukturze. 3 °°

Obserwowane rdznice w intensywnosci fluorescencji pokazujg, ze nie tylko
hydrofobowe, ale takze (dyspersyjne lub) elektrostatyczne sity i wigzania wodorowe sg wazne dla
wigzania biatek do polimeréw. Ponadto réznica w strukturze trzeciorzedowej obu lektyn (dimer-LcH i
tetramer- ConA dla uzytych wartosci pH) rdwniez moze wptywac na proces adsorpcji. Te obserwacje

zgadzaja sie z wczeéniejszymi doniesieniami dotyczacymi innych biatek. ** >

3.1.1.6. Podsumowanie

Rozszerzono zastosowanie analizy geometrii catkowej o obrazy fluorescencyjne, aby
poréwnac iloéciowo wzgledng adsorpcje biatek do réznych powierzchni polimerowych. Srednie
wartosci i rozktad pomiedzy piksele intensywnosci fluorescencji (znormalizowanej dla wszystkich
obrazéw danej serii) sg okresSlone pierwszag miarg Minkowskiego, opisujacg stopien pokrycia
powierzchni. Te wyniki pozwolity na bezposrednie, szybkie, ilosciowe i stosunkowo tatwe poréwnanie
relatywne] adsorpcji biatek do rdinych (polimerowych) powierzchni bezposrednio z obrazéw
fluorescencyjnych. Pokazane tu podejscie moze byé z tatwoscig zastosowane do bardziej wnikliwej
analizy przy uzyciu pozostatych funkcjonatéw Minkowskiego, opisujgcych (wraz z pierwszg miarg)
przestrzenng organizacje obszaréw powierzchni pokrytych znakowanymi fluorescencyjnie biatkami. *

Analize geometrii catkowej pokazano tu dla dwdch biatek, LcH i Con A, adsorbujgcych do
szesciu réoznych podtozy polimerowych, usieciowanego PEO*(PETA), PMMA, PnBMA, PS, PtBMA i
PS(PETA). Zasadniczo adsorpcja biatek wzrasta wraz ze wzrostem hydrofobowosci czystych
polimerdw, tj. wraz ze spadkiem wartosci polarnej sktadowej energii powierzchniowej. Zaréwno dla
Con A jak i LcH wyjatkiem od tej reguty jest PnBMA. Wyniki fluorescencyjne uzyskane dla obu lektyn
znakowanych tym samym fluoroforem i dla tej samej procedury przygotowania prébek, s3
poréwnywalne dla PNnBMA ale rézne dla pozostatych metakrylanéw: PMMA i PtBMA. To sugeruje, ze
dtugi i elastyczny tancuch boczny, zawierajgcy grupe estrowg, moze wptywac na oddziatywania
miedzyczasteczkowe, prowadzace do efektywnie takiej samej adsorpcji réznych protein. Takie samo
poréwnanie, przeprowadzone dla pozostatych polimeréw, pokazuje ze nie tylko oddziatywania
hydrofobowe ale réwniez inne sity (dyspersyjne, elektrostatyczne, wigzania wodorowe) sg wazne w
procesie adsorpcji lektyn. Ponadto mozna stwierdzi¢, ze z dodaniem czynnika sieciujgcego PETA
zwigzany jest wzrost adsorpcji.

Gtéwnym ograniczeniem zaproponowanej metody jest jej wzglednie iloSciowy charakter, tzn.
dostarcza nam ona tylko parametry proporcjonalne do rzeczywistej (bezwzglednej) ilosci
zaadsorbowanego biatka. Jednakze, wyniki otrzymane tg metodg mogg by¢ wykalibrowane np.
mikrowagg kwarcowa. Ta technika pozwala na pomiar nawet najmniejszych mas oraz na
monitorowanie zmiany masy w czasie rzeczywistym. ®1 pomimo braku natychmiastowej informacji o
absolutnej ilosci zaadsorbowanych biatek, analiza geometrii catkowej dostarcza parametr
proporcjonalnosci, ktéry mozna zastosowac do scharakteryzowania relatywnych zmian w adsorpcji
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biatek w sposéb ilosciowy. Ponadto mozna uzyska¢ kompletny zestaw miar morfologicznych,
opisujgcych ilosciowo organizacje na powierzchni niejednorodnie adsorbujgcej biatka (pokrycie
powierzchni, ksztatt, i topologiczng ciggtosé), jak to pokazano na przyktadzie adsorpcji Con A do fato-
podobnych domen PS w matrycy usieciowanego PEO.
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3.1.2. Kontrola za pomoca temperatury i pH adsorpcji biatka do polimerowych

pokryc¢ inteligentnych

3.1.2.1. Abstrakt

Pokrycia poli(N- izopropyloakrylamidu) PNIPAM, wytworzone (w ramach wspdlnego projektu
przez grupe Y. Stetsyshyna ze Lwowa) za pomocag polimeryzacji ,z powierzchni” oligoperoksydu
przyczepionego do szklanego poditoza za pomoca amino- organicznego  silanu  (3-
aminopropylotrietoksysilanu), wykazujg nie tylko temperaturows, ale rdwniez zalezng od pH zmiane
zwilzalnosci umozliwiajagc kontrole adsorpcjg biatek. Struktura i wifasnosci pokryé PNIPAM,
wytworzonych dla réznych czasdw polimeryzacji, zostaty sprawdzone przez pomiary kata zwilzenia
wody i za pomocg spektrometrii masowej jondw wtdrnych metodg czasu przelotu TOF- SIMS. Reakcja
zwilzalnodci na zmiane temperatury, mierzona pomiedzy 20 a 40°C, byta istotna dla pH 9 i 7
natomiast nieznaczna lub nieobserwowana dla pH 5 i 3, wskazujgc na blokowanie przez oligoperoksyd
przejscia konformacyjnego szczotek PNIPAM-u z hydrofilowych rozwinietych ktebkéw do
hydrofobowych zwinietych tancuchéw (globulek). Wyzsza chropowatos¢ powierzchni i drastyczny
wzrost adsorpcji modelowego biatka (lektyny soczewicy znakowanej izotiocyjanianem fluoresceiny),
zaobserwowano za pomocg Mikroskopu Sit Atomowych i mikroskopu fluorescencyjnego dla fazy
hydrofobowej, tj. dla pH 3 zmienianego przy statej temperaturze 22°C, oraz dla temperatury ok. 33°C
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zmienianej przy statym pH 9. Reakcja adsorpcji biatka na zmiany pH zostata potwierdzona przez
analize gtéwnych sktadowych (Principal Component Analysis) przeprowadzong dla wynikow TOF-
SIMS.

3.1.2.2. Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie intensywny rozwéj badan poswieconych materiatom
polimerowym, ktére wykazujg mozliwosci zmiany ich wiasnosci fizykochemicznych pod wptywem
bodZca zewnetrznego jakim moze by¢ zmiana temperatury, pH, swiatto itp. Takie polimery sg uzywane
do dopasowywania na zgdanie wfasnosci powierzchni takich jak hydrofilowosé lub
biokompatybilnos¢. Powierzchnie polimerowe czute na bodZce sg wazne dla produkcji selektywnych
membran, sensoréw lub systemow separujgcych uzywanych do kontrolowanego uwalniania lekéw i
translokacji nanoczastek, do wytwarzania mechanicznych sitownikéw i przetwornikéw."’ W
szczegdlnosci obserwuje sie wzmozone zainteresowanie badaniami powierzchni polimerowych
mogacych zmienia¢ swoje powinowactwo wzgledem biatek lub komdrek pod wptywem zewnetrznego
bodzca, ** a co za tym idzie moga mie¢ zastosowanie w biologii i medycynie.

Wiekszo$¢ z obecnie testowanych wrazliwych na bodzce systemdéw moze by¢ stymulowana
wyltgcznie przez jeden rodzaj bodZca. Aby rozszerzyé zakres zastosowan, badania majg na celu
wytworzenie systeméw polimerowych wrazliwych na dziatanie wielu czynnikéw. Przyktadem moga
by¢ polimery czute na zmiane zaréwno temperatury jak i pH zsyntetyzowane przez kopolimeryzacje
np. N-izopropylakrylamidu z kwasem metakrylowym ®° lub przez dotaczenie wrazliwych na zmiany
temperatury faricuchdw bocznych do wrazliwego na zmiany pH faricucha gtéwnego. ' Wytworzono
réwniez kopolimery wrazliwe na $wiatto i temperature. ™ Innym waznym przyktadem systemdéw
polimerowych sg hydrozele zbudowane z penetrujgcych sie nawzajem sieci temperaturowo czutego
poli(N- izopropyloakrylamidu) (PNIPAM) i pH- czutego polikwasu metakrylowego (PMAA),
przygotowane przez sekwencyjna metode polaryzacji. * Multi- czute mikro- zele wrazliwe na trzy
rodzaje bodZcéw zewnetrznych: pH, temperature i $wiatlo zostaty ostatnio zsyntetyzowane przez

15,16

Garcia i in. ' Z kolei Frakhulini in. wytworzyli biomimetyczne hybrydowe systemy polimer-

komorki, ktére sg magnetycznie- i pH- czute.

Widoczny postep w tworzeniu multi- czutych materiatéw polimerowych *** wptynat na
badania nad przyczepianiem ich do powierzchni (np. krzemu, szkta, polimeréw). "
Temperaturowo- i pH- czute filmy polimerowe na krzemie zostaty zsyntetyzowane metoda
polimeryzacji rodnikowej kopolimeru N- izopropylakrylamidu i kwasu akrylowego “z powierzchni’
szczotek inicjatoréw przyczepionych do powierzchni krzemu. ' W innym podejéciu bi- czute szczotki
powstaty gdy termo- czuty polimer (PNIPAM) i pH- czuty polimer (polikwas akrylowy lub poli(2-

winylopirydyna)) zostaty przyczepione razem ‘do powierzchni’ wafli krzemowych. ***°

W ostatnim czasie zaproponowano inng metode wytwarzania szczotek polimerowych o
zadanych wiasnosciach na podtozach szklanych. "> W tym przypadku szczotki s polimeryzowane ‘z
powierzchni’ lub  przyczepione ‘do powierzchni’ funkcjonalnych poliperoksydow lub
oligoperoksydéw. ** Pierwszym krokiem w tym podejsciu jest przyczepienie peroksydéw do réznych
powierzchni plastikowych (polipropylenu, polioelfin, poli(tereftalanu etylenu)). 2 %

Rozwinieciem powyziszej strategii jest wytworzenie warstw polimerowych, przez
przyczepienie do powierzchni szkta oligoperoksydow szczepionych z PNIPAM-em. Tak
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zaprojektowane pokrycia sg wrazliwe na bodice dwojakiego rodzaju. Wytworzono je metoda
polimeryzacji szczotek PNIPAM-u ‘z powierzchni’ warstwy oligoperoksydéw, ktdre zostaty
przyczepione do szklanego poditoza za posrednictwem aminosilanéw (APTES). W tym rozdziale
zbadano temperaturowo- i pH- zalezng odpowiedz tych szczotek, oraz sprawdzono adsorpcje biatek
do tych podtozy w réznych warunkach srodowiska tj. dla réznych wartosci temperatury i pH.

3.1.2.3. Cze$c eksperymentalna
3.1.2.3.1. Materiaty

Pirydyne i pozostate rozpuszczalniki organiczne oczyszczono metodg opisang przez
Weissbergera i in. ** Poli(glikol etylenu) (PEG- 9) zakupiono w Merck Chem. Co. N- izopropylakrylamid
(NIPAM) oraz (3- aminopropylotrietoksysilan) (APTES) nabyto w Sigma- Aldrich. Biatko znakowane
fluorescencyjnie izotiocyjanianem fluoresceiny, lektyne soczewicy (LcH- FITC) zakupiono w Biokom
(Polska).

Przygotowanie podtozy. Przygotowanie podtozy opartych o PNIPAM opisano w rozdziale 2.1.3 i
przedstawiono schematycznie na rysunku 3.11. W skrdcie, tworzenie tych pokry¢ polega na (1)
funkcjonalizacji szkta za pomocg monowarstw SAM opartych o APTES, (2) modyfikacji takiej
powierzchni przy uzyciu molekut oligoperoksyddow, (3) polimeryzacji szczotek PNIPAM z czastek
oligoperoksydow.
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molekutly oligoperoksydow przyczepione taficuchy PNIPAM-u przyczepione do
do zmodyfikowanej powierzchni szkla molekut oligoperoksydow

Rysunek 3. 11 Przygotowanie pokry¢ opartych na PNIPAM: funkcjonalizacja powierzchni szkta za pomocg warstw samo-
organizujacych sie APTES (1), modyfikacja otrzymanej w ten sposob powierzchni molekutami oligoperoksydow (2) i
polimeryzacja tancuchéw PNIPAM z czastek oligoperoksydow (3).

3.1.2.3.2. Charakterystyka podtozy polimerowych.

Podtoza szczotek PNIPAM przyczepionych do powierzchni szkta metodg polimeryzacji ‘z
powierzchni’, gdzie jako inicjatoréw uzyto oligoperoksydéw przyczepionych do ptytek szklanych za
pomocg APTES- u, zostaty przygotowane przez dr. Yurija Stetsyshyna z Politechniki Lwowskie;.
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Pomiary kata zwilzania (CA). Statyczne pomiary kata zwilzania wykonano technikg kropli lezacej
uzywajac aparatu EasyDrop (DSA 15) firmy Kriiss wyposazonego w komore temperaturowga na bazie
modutéw Peltiera. Pomiary wykonano w kilku wybranych temperaturach miedzy 20 a 40 °C, aby
sprawdzi¢ temperaturowg odpowiedz pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM. Temperature
kontrolowano przez caty czas trwania pomiardw za pomocg termopary bedacej w kontakcie z
powierzchnig probki. Aby okresli¢ zwilzalnos¢ dla danego pH, przed pomiarem prébki zanurzono (15
min) w roztworze o tym pH, nastepnie osuszono je strumieniem azotu i umieszczono w komorze
temperaturowej aparatu pomiarowego. Przed nastepnym pomiarem kata zwilzania szczotek
PNIPAM- u dla innego pH, prébki zanurzano na czas 30 min w wodzie dejonizowanej, osuszano i
umieszczano w roztworze o innym pH. Wartosci kata zwilzania zostaty podane jako wartosci sSrednie
obliczone na podstawie danych z 10 pomiaréw wykonanych w réznych obszarach danej proébki.

Roztwér buforowego pH 9 sporzadzono z 0,1 M wodnego roztworu boraksu (Na,B,07).
Bufory o pH wynoszacym 7, 5 i 3 przygotowano przez zmieszanie 0,2 M wodorofosforanu sodu
(Na;HPO,4) i 0,1 M kwasu cytrynowego w stosunku objetosciowym, odpowiednio, 82,5 %, 51,0 % i
20,5 %.

Mikroskopia sit atomowych (AFM). Obrazy topograficzne pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM
zostaty zarejestrowane w réznych warunkach temperaturowych i pH za pomoca mikroskopu sit
atomowych Agilent 5500 pracujgcym w trybie bezkontaktowym, przy uzyciu super ostrych
krzemowych prébnikéw AFM. Temperaturowe pomiary AFM przeprowadzono in situ. Do tego celu
uzyto standardowego, podgrzewanego stolika AFM podtagczonego do regulatora temperatury
(LakeShore). Zbadano zmiane morfologii powierzchni w odpowiedzi na zmiane warunkéw
termicznych dla proébki ze szczotkami PNIPAM- u otrzymanymi po 20 h polimeryzacji. Prébka przez 15
minut umieszczona byta w roztworze o pH= 9. Po osuszeniu wykonano pomiary AFM w
temperaturach 20; 27,5; 30 32,5 °C.

Pomiary AFM zmian morfologii szczotek PNIPAM w odpowiedzi na rédzne pH wykonano dla
warstwy uzyskanej po 48 h polimeryzacji PNIPAM-u. Prébka przez 15 min zanurzona byta w
roztworze o zadanym pH. Po osuszeniu wykonano pomiary AFM. Przed powtdrzeniem tego kroku
(zanurzeniem w roztworze o innej wartosci pH) probke zanurzono w wodzie dejonizowanej przez 30
min i suszono strumieniem azotu. Te procedure powtdrzono dla kolejnych wartosci pH.

Reprezentatywne obrazy AFM scharakteryzowano podajgc chropowatos¢ (RMS) i skosnosé
(SK), ktore definiujg odpowiednio rozpietos¢ (RMS) i asymetrie (SK) dystrybucji wysokosci w obrazach
AFM. Te topograficzne parametry uzyskano stosujgc program komputerowy Picolmage, w ktéry
zaopatrzony jest mikroskop Agilent 5500.

Adsorpcja biatek. Lektyna soczewicy znakowana izotiocyjanianem fluoresceiny (LcH- FITC),
adsorbujgcym Swiatto o dtugosci fali A,,,= 490 nm, a emitujgcym Swiatto fluorescencyjne o dtugosci
fali Aemic= 525 nm, zostata wybrana jako biatko modelowe do badania adsorpcji do powierzchni
pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM w warunkach réznej temperatury i pH.

Przygotowano cztery roztwory LcH o réznych wartosciach pH, ale o identycznej koncentracji
biatka wynoszacej 125 pg/ mL, uzywajac czterech réznych buforéw. Uzyto roztworu soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami (PBS) jako buforu o neutralnym pH (pH= 7,4). Bufory o pH= 3 i 5
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sporzgdzono przez dodanie kroplami kwasu solnego do PBS, natomiast bufor o pH= 9 powstat przez
dodanie NaOH do buforu PBS.

Aby zbada¢ wptyw pH srodowiska na adsorpcje biatek krople (80 uL) kazdego z roztworéw
LcH umieszczono na powierzchni szczotek PNIPAM (uzyskanych po 48 h polimeryzacji). Po 15
minutach kazdg z prébek sptukano ostroznie wtasciwym buforem tj. o tym samym pH co pH uzytego
roztworu biatek. Nastepnie kazda z probek zostata ostroznie wysuszona strumieniem azotu.

W celu sprawdzenia wptywu zmiany temperatury na adsorpcje protein, krople roztworu
biatek o pH=9 eksponowano na powierzchni szczotek PNIPAM (po 24 h polimeryzacji PNIPAM- u)
przez 15 min w temperaturach 20, 26, 29 i 34 °C. Nastepnie wszystkie probki przemyto buforem o
pH= 9 aby usunga¢ niezaadsorbowane biatka, a na koricu wysuszono strumieniem azotu.

Mikroskopia fluorescencyjna. Adsorpcje biatek znakowanych fluorescencyjnie do powierzchni pokry¢
zobrazowano mikroskopem optycznym Olympus BX51 zaopatrzonym w lampe halogenkowa o mocy
100 W, filtr U-MNG2 (Aeyii= 470- 490 nm, Aemic> 510 nm) oraz kamere cyfrowa typu DP72. Wszystkie
zdjecia suchych prébek wykonano uzywajgc programu CELLAF. Dla obu eksperymentéw adsorpcji
biatek, badajacych zalezno$é od temperatury i pH, wykonano serie zdje¢ w tych samych warunkach w
ramach kazdej serii, co wynikato z faktu, ze ilos¢ zaadsorbowanego biatka determinuje wybér czasu
rejestracji zdjecia.

TOF- SIMS. Aby zbada¢ sktad chemiczny powierzchni préobek po kazdym z krokéw wytwarzania
podtozy pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM oraz aby potwierdzié¢ fluorescencyjne wyniki adsorpcji
biatek do warstw szczotek PNIPAM-u w Srodowisku o rdéinym pH, wykonano pomiary
spektrometrem masowym jondw wtdrnych czasu przelotu (TOF- SIMS) za pomocg aparatu TOF.SIMS
5 (ION- TOF GmbH) wyposazonego w ciekto- metaliczne jonowe dziato bizmutowe o energii 30 keV.
Klastery Bi; zostaty uzyte jako Zrédto jondw pierwotnych o jonowej gestosci dozy mniejszej niz 10™
jonéw/ cm? aby zapewni¢ statyczny tryb pracy. Pulsujacego niskoenergetycznego dziata
elektronowego uzyto, aby skompensowaé tadowanie sie powierzchni w trakcie pomiaru. Dla kazdej
probki zarejestrowano widma masowe o wysokiej rozdzielczosci zebrane w dwdch rdznych,
nieprzekrywajacych sie obszarach (100x100 um?). Dla kazdego widma minimalna rozdzielczoéé
masowa (m/ Am) dla piku C,Hs" byta wieksza niz 7800. Kalibracje masowg wykonano przez
wykorzystanie pikéw HY, H,", CH', CH," i C,H,". Wielokrotne i ztozone widma TOF-SIMS
zarejestrowane dla prébek z biatkami zaadsorbowanymi w srodowisku o réznym pH zanalizowano za
pomocg analizy gtéwnych sktadnikéw (PCA), ktdra pozwala na pokazanie subtelnych rdéznic w sktadzie
chemicznym powierzchni poszczegdlnych prébek.

3.1.2.4. Wyniki

Warstwy oligoperoksyd- graft- PNIPAM przyczepione do powierzchni szkta wytworzono w
tréjstopniowym procesie. W pierwszym etapie natywng powierzchnie szkta zmodyfikowano
APTES- em. Nastepnie doczepiono oligoperoksydy wykorzystujgc oddziatywanie grup aminowych w
warstwie APTES- u z fragmentami tetrachloro- anhydrytu kwasu piromelitowego, znajdujgcymi sie w
molekutach oligoperoksydéw. W trzecim kroku wytworzono szczotki PNIPAM stosujac metode
polimeryzacji ,,z powierzchni” warstwy oligoperoksyddéw.
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Wielowarstwowa struktura pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM oraz wptyw temperatury i
pH na ich zwilzalno$¢, jak réwniez adsorpcja biatek do tych pokryé w funkcji pH i temperatury sg
opisane ponizej.

3.1.2.4.1. Struktura i wtasnosci warstw oligoperoksydow- graft- PNIPAM.

Wielowarstwowa struktura (TOF-SIMS). W tréjstopniowym procesie wytworzono cienkie
wielowarstwowe uktady zbudowane ze szkta/ APTES-u/ oligoperoksydu- graft- PNIPAM. Aby
potwierdzi¢ te wielowarstwowa strukture wykonano pomiary przy uzyciu TOF- SIMS. Spektrometr
masowy jondw wtdrnych pracowat w trybie statycznym, ktéry charakteryzuje wysoka czutos¢ analizy
chemicznej (rozdzielczo$¢ masowa m/ Am> 7800) oraz gtebokoscig prébkowania mniejszg niz 2 nm.
Reprezentatywne widmo jonéw dodatnich TOF- SIMS zarejestrowane dla powierzchni prébek po
kazdym z trzech krokéw produkcji szczotek PNIPAM jest pokazane na rysunku 3.12. Obecnosc
warstwy APTES-u (grubos¢ warstwy ~ 0,5 nm wyznaczona elipsometrem we Lwowie) jest
potwierdzona licznymi sygnatami pochodzacymi od weglowowodorowych fragmentéw oraz stabym,
ale charakterystycznym pikiem CH4N*. Przyczepienie taricuchéw oligoperoksydéw (gruboé¢ warstwy 1
nm w danych warunkach) do powierzchni szkta pokrytego APTES- em skutkowato pojawieniem sie
dodatkowych pikdw (zaznaczone elipsami na rysunku 3.12 b), ktére odpowiadajg fragmentom
taricuchéw oligoperoksydéw zawierajgcym tlen (CH;0%, C,HsO*, CsH,0" i CsHeO,") oraz sygnat
charakterystyczny dla kwasu piromelitowego C,H,". Oprécz sygnatu CH,N" widoczny jest pik CsHgN*
potwierdzajacy przyczepienie oligoperoksydéw do APTES- u. Réwniez polimeryzacja PNIAPAM- u ,,z
powierzchni” oligoperoksydéw jest potwierdzona pomiarami TOF- SIMS (rysunek 3.12 c), grubosc
warstwy w stanie uwodnionym wynosi > 25 nm. Jony wtdrne zawierajgce tlen znikajg (poréwnaj
rysunek 3.12 b) poniewaz oligoperoksydy znajdujg sie ponizej gtebokosci prébkowania. Na widmach
widoczne sg silne piki charakterystyczne dla PNIPAM- u **** tj. C3HgN" (izopropy! i NH) oraz CsH,NO*
(czesc izopropylowa i amidowa).
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Rysunek 3. 12 Reprezentatywne widma masowe TOF- SIMS powierzchni szkta zmodyfikowanej APTES- em (a), po
przyczepieniu oligoperoksydow (24 h) (b) i po 20 h polimeryzacji PNIPAM- u (c). Sygnaty charakterystyczne dla kolejnych
warstw oznaczono elipsami.
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3.1.2.4.2. Temperaturowo i pH zalezna odpowiedz szczotek PNIPAM

Reakcja zwilzalnosci modyfikowanej pH na zmiane temperatury (CA). Wykonano pomiary kata
zwilzania wody pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM (dla rdéinych czaséw polimeryzacji) w
warunkach réznego pH, ktérych wyniki poréwnano z wartosciami kata zwilzania prébki referencyjnej
(rysunek 3.13). Jako referencji uzyto pokryé PNIPAM- u bezposrednio po ich utworzeniu. Zaréwno
pomiary kata zwilzania w funkcji temperatury wykonane dla prébek referencyjnych, jak i prébek
poddanych dziataniu buforu o pH od 3 do 9, pokazujg duzg czuto$é pokryé oligoperoksyd- graft-
PNIPAM wytworzonych dla 20 i 48 h polimeryzacji N-izopropylakrylamidu (odpowiednio rysunek
3.13 b, ¢ ). Z kolei wyniki przedstawione na rysunku 3.13 a pokazujg, ze nie zaobserwowano zadnego
wpltywu pH na zwilzalnos¢ warstwy oligoperoksyddw przyczepionych do szkfa za posrednictwem
APTES- u (czas polimeryzacji PNIPAM-u 0 h). Whnikliwa analiza zmian kata zwilzania w funkgji
temperatury dla pokry¢ o zerowym czasie polimeryzacji PNIPAM- u (rysunek 3.13 a) ujawnia zmiany
wartosci kata zwilzania (jednak niewiele wyzsze od wartosci niepewnosci pomiarowych) dla prébki

referencyjnej (rysunek 3.13 a,*) oraz dla tego pokrycia eksponowanego na roztwdr pH 9, ale nie
wykazuje podobnych zmian dla pomiaréw wykonanych w pH 3, 5 i 7 (rysunek 3.13 a, o, 0,V ). Ta
(bardzo staba) odpowiedz na dziatanie roztworu o pH 9 na bardzo cienkg (<1,5 nm) warstwe
oligoperoksydéw moze odzwierciedla¢ réznice w temperaturowo- indukowanym obnizeniu
powinowactwa do wody warstwy zawierajgcej protonowane (niskie pH) lub deprotonowane (wysokie
pH) grupy karboksylowe. *°

Reakcja zwilzalnosci na zmiane temperatury przedstawiona na wykresie 3.12 b, c dla szczotek
PNIPAM po 20 i 48 h polimeryzacji w pH 9 i 7 (=Y, odpowiednio) jest zgodna z odpowiedzig prébek

referencyjnych (*). To zachowanie moze ttumaczyé powstawanie miedzy hydrofilowymi grupami
amidowymi (H-N-C=0) fragmentow PNIPAM-u a czgsteczkami wody wigzan wodorowych, ktoére
dominujg w nizszych temperaturach, ale powyzej temperatury przejScia T. sg zastepowane przez
wigzania wodorowe miedzy grupami amidowymi taricuchéw PNIPAM (rysunek 3.13). ™" To
wywotuje zmiane struktury PNIPAM-u z hydrofilowych luznych ktebkéw do hydrofobowych
zwinietych tancuchéw (globulek). Temperatura przejscia z fazy hydrofilowej do hydrofobowej jest
dolng krytyczng temperaturg rozpuszczania LCST dla uktadu PNIPAM- woda. Podczas gdy same

19,26

tancuchy PNIPAM nie sg czute na dziatanie roztworéw o rdéinych pH pokrycia
oligoperoksyd- graft- PNIPAM charakteryzujg sie silng wrazliwoscig na zmiane pH. Kiedy zmieniaja sie
warunki srodowiska z zasadowych na kwasne (pH 5 i 3), temperaturowa odpowiedz zwilzalnosci jest
nieznaczna lub nieobserwowalna poniewaz szczotki PNIPAM- u polimeryzowane z oligoperoksydéw
stajg sie hydrofobowe w catym zakresie temperatur (o i ¢; rysunek 3.13 b, c). Musi to by¢
spowodowane procesem (aktywnym w niskim pH), ktéry uniemozliwia dostep czgsteczkom wody do
PNIPAM-u, a wiec blokuje wigzanie sie wody z grupami amidowymi. Czesto za ten proces
odpowiadajg konkurencyjne wigzania wodorowe grup amidowych™ (lub innych struktur
odpowiedzialnych za reakcje temperaturowe *’) i grup COOH réznych segmentéw /, blokéw ™ %,
taricuchow * lub warstw ¥ (rysunek 3.14). Takie wiazania sa naruszane w wyzszych pH poniewaz
grupy karboksylowe ulegajg jonizacji. Poniewaz grupy karboksylowe znajduja sie w oligoperoksydach,
mozna zaproponowaé, ze to one odpowiadajg za reakcje zsyntetyzowanych pokry¢ na zmiany

zaréwno temperatury jak i pH, co jest silnie widoczne w wynikach zebranych na rysunku 3.13.
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Rysunek 3. 13 Temperaturowa zaleznos¢ katow zwilzania wody, wyznaczona na pokryciach
oligoperoksydy- graft- PNIPAM po 0 (a), 20 (b) i 48 h(c) polimeryzacji PNIPAM- u bezposrednio po utworzeniu (syntezie) (

*) oraz w warunkach pH 3 (o), 5 (0), 7 (V) i 9 (»). Linie ciggte wygenerowane przez funkcje sigmoidalna.
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Rysunek 3. 14 Schemat hipotetycznych konformacji wigzan wodorowych miedzy grupami amidowymi szczotek
PNIPAM- u, a grupami karboksylowymi oligoperoksydu i czgsteczek wody zaré6wno w réznych temperaturach jak i pH.

Zmiana morfologii warstwy oligoperoksyd- graft- PNIPAM pod wptywem temperatury i pH (AFM).
Aby zbadaé¢ wptyw obu czynnikéw: temperatury i pH na morfologie szczotek PNIPAM- u wykonano
dwie serie pomiaréw AFM pod katem przejscia ze stanu uwodnionego do stanu hydrofobowego
wywotanego zmiana temperatury (w niezmiennym pH) oraz zmiang pH (dla T= const, T< T,csr= 29 °C).
Wyniki przedstawione na rysunku 3.15 zarejestrowano dla warstw PNIPAM- u polimeryzowanego
przez 20 h. Prébki zanurzono w roztworze o pH 9 i osuszono przed pomiarami AFM. Obrazy
powierzchni zarejestrowano kolejno w temperaturach 20,0; 27,5; 30,0; 32,5 °C. Wraz ze wzrostem
temperatury powierzchnia szczotek PNIPAM- u staje sie zaréwno bardziej chropowata jak i bardziej
ustrukturyzowana z bardziej widocznymi wysokimi wyspo- podobnymi strukturami. Aby w ilosciowy
sposob okresli¢ te zmiany uzyto dwoch parametréw okreslajgcych chropowatosé (RMS) i skosnosc
(SK) dystrybucji wysokosci w obrazach AFM, ktore sg miarg odpowiednio rozpietosci i asymetrii.
Amplituda oscylacji wysokosci jest odzwierciedlona wartosciami RMS wynoszgcymi 1,2; 1,7; 1,5i 2,0
nm dla czterech kolejnych temperatur. Natomiast wyspowy charakter jest wyrazony wartoSciami
skoénosci wynoszacymi 0,30 (20,0 °C); 0,60 (27,5 °C); 0,75 (30,0 °C) i 1,40 (32,5 °C). Te zmiany
morfologiczne obserwowane sg w wyniku przejScia fazowego PNIPAM- u, czyli zmiany utozenia
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tancuchéw z rozwinietych ktebkow, tworzacych relatywnie jednorodng powierzchnie do globulek
tworzacych widoczne agregaty.

200nm . 200nm
™

Rysunek 3. 15 Obrazy AFM topografii powierzchni oligoperoksydéw szczepionych z PNIPAM- em (po 20 h polimeryzacji
PNIPAM- u) eksponowane w buforze o pH 9, wysuszone przed pomiarami, zarejestrowane w temperaturach 20,0 (a);
27,5 (b), 30 (c) i 32,5 °C (d).

29.5 nm 19.89 nm

200nm
i

Rysunek 3. 16 Obrazy AFM topografii powierzchni oligoperoksydow szczepionych z PNIPAM- em (po 48 h polimeryzacji
PNIPAM- u) zarejestrowane w temperaturze 22 °c po zanurzeniu w buforach o pH wynoszacym 9 (a); 7 (b), 5 (c) i 3(d).
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Wptyw przejscia ze stanu uwodnionego do hydrofobowego indukowanego zmiang pH
Srodowiska jest pokazany na rysunku 3.16. Obrazy warstw szczotek PNIPAM (otrzymanych po 48 h
polimeryzacji) zarejestrowano w temperaturze 22 °C po ekspozycji pokry¢ na dziatanie buforéw o
malejgcym pH od 9 przez 7,4; 5 az do pH= 3.

Podobnie jak poprzednio relatywnie ptaska powierzchnia staje sie bardziej chropowata,
widoczne sg struktury w ksztatcie wysp. Te obserwacje odzwierciedlajg wartosci parametréw
opisujacych cechy obrazéw AFM tj. RMS wynoszacy 0,7 (pH 9); 2,3 (pH 7); 3,1 (pH 5); 2,4 nm (pH 3)
oraz SK o wartosciach 0,2 (pH 9); 0,6 (pH 7); 1,5 (pH 5); 1,2 (pH 3). Na rysunku 3.16 pokazana jest
zmiana morfologii od relatywnie jednorodnej powierzchni szczotek do agregatow zwinietych
tancuchéw i jest ona bardziej zaakcentowana niz w wyzej omoéwionym przypadku. Moze to wynikaé z
rodzaju bodzca wywotujgcego przejscie oraz od charakterystyki przejscia jak réowniez z dtuziszego
czasu polimeryzacji PNIPAM- u (48 zamiast 20 h), a wiec wiekszego pokrycia powierzchni molekutami
PNIPAM.

3.1.4.3. Kontrola za pomocy temperatury i pH adsorpcji biatka do polimerowych pokry¢
»inteligentnych”

Aby zbada¢ adsorpcje biatek *® do przygotowanych pokryé uzyto modelowego biatka
znakowanego fluorescencyjnie izotiocyjanianem fluoresceiny, lektyny soczewicy (LcH- FITC). Lektyny
sa biatkami wiazacymi sie specyficznie z weglowodanami *°, w szczegélnosci z o-D-mannoza
wystepujaca na powierzchniach komdrek. ***' Moga identyfikowaé komérki posiadajace receptory
mannozy, wywotujac ich adhezje lub stymulowa¢ reakcje biologiczne. *> W zwiazku z tym kontrola
adsorpcji lektyny do pokry¢ ,inteligentnych” moze umozliwi¢ zainicjowanie kilku proceséw
biologicznych na takich powierzchniach oraz ich kontrole.

Adsorpcja biatek zalezy nie tylko od specyfiki podfoza, tutaj modyfikowanego przez zmiane
temperatury lub pH, ale réwniez od wtasnosci biatek, ktdrych struktura réwniez moze by¢ zmieniona
przez dziatanie czynnikéw zewnetrznych. *® Jednakze w przeciwieristwie do innych lektyn * dla
wybranego biatka LcH nie zaobserwowano wczesniej zadnych znaczgcych zmian w strukturze
czwartorzedowej (dimer) ** ani tez w drugorzedowej (stworzonej gtéwnie przez B- harmonijki) ** 3> w
zastosowanym przedziale temperatur i pH. Jedynie zaobserwowano niewielki stopien zmiany
struktury trzeciorzedowej na bardziej zwartg w srodowisku o pH 7,5 w porédwnaniu do pH 5 czy
10.% 3" Woczeséniejsze badania pokazuja niewielki wzrost adsorpcji biatka w punkcie
izoelektrycznym 2 (pl.y=8?%), ale dowiedziono réwniez niewielki wptyw oddziatywan

elektrostatycznych na adsorpcje LcH. ¥’

Temperaturowa i pH zalezna adsorpcja biatka znakowanego fluorescencyjnie do pokry¢
yinteligentnych” PNIPAM. Szczegdlnie interesujgcym zagadnieniem jak adsorpcja biatek reaguje na
wplyw przejscia konformacyjnego szczotek PNIPAM- u z hydrofilowych rozwinietych kiebkéw do
hydrofobowych globulek wywotane albo zmiang temperatury (w srodowisku o statym pH o wysokiej
wartosci) albo przez ekspozycje na bufory o réznym pH (ale statej temperaturze o wartosci mniejszej
od dolnej krytycznej temperatury rozpuszczania LCST PNIPAM- u). Poniewaz pokrycia PNIPAM- u
reagujg zaréwno na zmiany temperatury jak i pH wykonano dwie serie pomiarow.
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Wyniki powyzszej serii eksperymentéw adsorpcji biatka w postaci reprezentatywnych
obrazéw fluorescencyjnych przedstawione sg na rysunku 3.17. Pokazujg one adsorpcje znakowanej
izotiocyjanianem fluoresceiny lektyny soczewicy do pokryé PNIPAM-u (polimeryzowanego przez
24 h ,,z powierzchni” oligoperoksydow) w temperaturach 20 (rysunek 3.17 a), 26 (rysunek 3.17 b), 29
(rysunek 3.17 c) i 34 °C (rysunek 3.17 d) przy statym pH 9. W kazdym przypadku niezaadsorbowane
biatka zostaty usuniete przez ostrozne sptukanie probek buforem. Po wysuszeniu probek wykonano
zdjecia fluorescencyjne, na ktdrych zaobserwowano istotng rdéznice stopnia pokrycia powierzchni
biatkami. W temperaturze 20 °C nie zaobserwowano adsorpcji, umiarkowang adsorpcje lektyny
zaobserwowano w 26 °C, natomiast w temperaturze 29 i 34 °C widoczna jest silna adsorpcja LcH. Aby
iloSciowo opisa¢ adsorpcje LcH do pokry¢ PNIPAM-u uzyto metody geometrii catkowej, a wiec
wyznaczono S$rednie wartosci znormalizowanego natezenia fluorescencji. Otrzymane wyniki
pokazuja, ze adsorpcja LcH do szczotek PNIPAM- u moze by¢ opisana wartoéciami 0,01+ 0,01 (20 °C);
0,10+ 0,01 (26 °C); 0,21+ 0,01 (29 °C) i 0,21+ 0,01 (34 °C). To pozwala wnioskowa¢ o zmieniajagcym sie
hydrofobowym charakterze pokry¢ PNIPAM- u polimeryzowanych ,z powierzchni” oligoperoksydéw
w temperaturze nieco ponizej dolnej krytycznej temperatury rozpuszczania, wynoszacej 29 °C, co
dodatkowo potwierdzone jest przez zdjecia kropel wody umieszczonych na tym pokryciu w

ustalonych warunkach temperatury i pH (rysunek 3.17 a-d, w prawych dolnych rogach)

Rysunek 3. 17 Reprezentatywne fluorescencyjne obrazy biatka LcH zaadsorbowanego do pokryé¢ ,inteligentnych”
PNIPAM (polimeryzowanych przez 24 h ,,z powierzchni” oligoperoksydéw) przy statym pH wynoszacym 9, a w réznych
temperaturach 20 (a), 26 (b), 29 (c) i 34 °c (d). Rozmiar obrazéw wynosi 437,7 um x 329,6 um. W prawych dolnych rogach
obrazy kropel wody potozonych na powierzchni szczotek w danych warunkach.



Wyniki pokazujgce wptyw réznego pH na adsorpcje lektyny sg zaprezentowane na rysunku
3.18. Fluorescencyjne obrazy zarejestrowano po ekspozycji pokry¢ ,inteligentnych” PNIPAM
(uzyskanych po czasie polimeryzacji wynoszgcym 48 h) na bufory o pH réwnym 9 (rysunek 3.18 a), 7,4
(rysunek 3.18 b), 5 (rysunek 3.18 c) i 3 (rysunek 3.18 d), a nastepnie na roztwory biatka o
odpowiadajgcym pH. Te eksperymenty przeprowadzono w takich samych warunkach tj. w statej
temperaturze 22 °C, uzyto roztworéw biatek o takiej samej koncentracji, dla ktérych zastosowano
identyczny czas inkubacji. Zaobserwowano radykalng zmiane adsorpcji biatka od $ladowej, ledwie
widocznej dla pH 9 i 7,4 do silniejszej dla pH 5 i bardzo mocnej dla pH 3. Srednie wartoéci
znormalizowanego natezenia fluorescencji <I> wyznaczone metodg geometrii catkowej pokazuja, ze
adsorpcja LcH moze by¢ wyrazona wartosciami 0,01+ 0,01 (pH 9); 0,01+ 0,01 (pH 7,4); 0,32+ 0,01 (pH
5) i 0,38+ 0,01 (pH 3). Modyfikacja adsorpcji biatka zachodzi razem ze zmiang zwilzalnosci pokry¢
PNIPAM- u polimeryzowanego ,z powierzchni” oligoperoksydéw dla pH ~6, co jest potwierdzone

przez zdjecia kropel wody umieszczone w prawych dolnych rogach paneli rysunku 3.18.

Rysunek 3. 18 Reprezentatywne fluorescencyjne obrazy lektyny LcH zaadsorbowanej do pokry¢ ,inteligentnych”
PNIPAM-u (polimeryzowanego przez 48 h ,,z powierzchni” oligoperoksydéow) w temperaturze 22 °C,aw réznych pH 9(a),
7,4 (b), 5 (c) i 3 (d). Rozmiar obrazéw wynosi 437,7 um x 329,6 um. W prawych dolnych rogach obrazy kropel wody
potozonych na powierzchni szczotek w danych warunkach.

Reakcja adsorpcji biatka na zmiany pH (TOF-SIMS). Analiza obrazéw fluorescencyjnych lektyn,
ktérych adsorpcja byta kontrolowana przez zmiane temperatury lub pH, umozliwita okreslenie
wzglednej ilosci zaadsorbowanego biatka. Adsorpcja LcH jest bardzo staba dla pokryé PNIPAM-u w
stanie hydrofilowym, ktory obserwowany jest w warunkach obnizania temperatury w Srodowisku

zasadowym (pH 9) lub dla wzrostu pH w temperaturze pokojowej. Trudnos¢ analizy poréwnawczej
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obrazéw fluorescencyjnych, wynikajgca z koniecznosci dostrojenia warunkow rejestracji zdje¢ do

prébek o wysokiej intensywnosci **3°

, hie pozwala na jednoznaczne stwierdzenie braku adsorpcji
biatka w temperaturze pokojowej i wysokim pH. Aby odrézni¢ pokrycia nieadsorbujgce biatek od tych
z niewielka iloscig zaadsorbowanego biatka uzyto spektroskopii masowej jondw wtérnych metoda
czasu przelotu TOF- SIMS ze wzgledu na jej wysoka czutoéé¢ na sktad chemiczny podtoza. ******* Do
otrzymanych wynikéw TOF- SIMS zastosowano analize gtéwnych sktadnikéw (Principal Component

Analysis), ktéra pozwala na wyodrebnienie nawet subtelnych rdznic w sktadzie chemicznym prébki.
41, 43-46

Wptyw temperatury na adsorpcje biatek do pokry¢ PNIPAM byt juz badany technikg TOF-
SIMS “>** %7 3 analiza gtéwnych sktadnikéw przeprowadzona dla tych pomiaréw wykazata, ze ponizej
temperatury przejécia Tc nie obserwuje sie adsorpcji biatek. ** %’ Jak dotad nie przeprowadzono
podobnej analizy dla adsorpcji lektyn kontrolowanej zmiang pH.

Pokrycia PNIPAM- u polimeryzowane ,z powierzchni” oligoperoksydow zbadano technika
TOF-SIMS przed jak i po przeprowadzeniu eksperymentéw adsorpcji biatek w warunkach statej
temperatury wynoszacej 22 °C i pH o wartosciach 9; 7,4; 5 i 3. Dla kazdej z pieciu prébek serii
zarejestrowano dwa widma masowe jondéw dodatnich. Z palety pikdw wybrano dwa
charakterystyczne dla PNIPAM-u, tj. sygnaly CsHgN™ i C3H,NO', oraz jedenascie  sygnatéw
charakterystycznych dla lektyny. Sygnaty wybrane z widma masowego odpowiadajg fragmentom
najliczniejszych aminokwaséw ** budujacych LcH * i sg to CgHioN* (Phe), CsH,0" (Val), C,HgNO" (GIn),
CsH1oN* (Val), C3HgNO* (Thr), C3Hs0," (Ser), CsHoNO* (Asn), C,HgNO® (Ser), CoHgN* (Ala), CHLN' (Gly) i
NH.,". Relatywne intensywnosci tych 13 sygnatéw otrzymanych z 10 widm TOF- SIMS tworzg olbrzymi
zbiér danych, ktére mozna sobie wyobrazi¢ jako 10 punktdéw w przestrzeni 13- dim. *° Analiza PCA
pozwolita okresli¢ gtéwne kierunki nieskorelowanych gtéwnych zmian tego zestawu danych tzw.
sktadnikéw gtéwnych PC. Pierwszy sktadnik PC1 pokrywa 82,1 % catkowitej wariancji danych. Zwigzek
miedzy PC1, a oryginalnymi pikami TOF-SIMS (13 pikami), pokazano na rysunku 3.19. PC1 jest
zdominowane pozytywnymi ‘wktadami’ odpowiadajgcymi sygnatom pochodzgcym od biatka LcH,
podczas gdy jedyny negatywny udziat pikdw od grupy CsHgN® jest charakterystyczny dla pokrycia
oligoperoksyd-graft-PNIPAM. Taka struktura wykresu ‘wktadéw’ pikéw do PC1 pokazuje, ze sktadowa
PC1l jest wtasciwg zmienng do pordwnywania prébek o réinym stopniu pokrycia biatkami.
(Natomiast PC1 wraz z PC2, rozdzielajg wszystkie wyniki TOF- SIMS na pie¢ grup, odpowiadajgcych
pieciu prébkom serii, patrz rysunek 3.20 w suplemencie).
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Rysunek 3. 19 Analiza PCA widm masowych TOF- SIMS zarejestrowanych dla pokry¢ oligoperoksyd-graft-PNIPAM
zarejestrowanych przed i po adsorpcji biatka LcH w pH 9; 7,4; 5 oraz 3 (T= 22 0C). (a) Wykres wigzacy pierwszy sktadnik
gtéwny PC1 z charakterystycznymi pikami TOF- SIMS. (b) Srednie wartosci sktadu PC1, wartosci srednie z dwéch
pomiaréw dla kazdej z 5 probek (petne diamenty, lewa skala) poréwnane ze s$rednimi wartosciami natezenia
fluorescencji <I> (otwarte kota, prawa skala).

Na rysunku 3.19 (prawy panel) pokazano ‘Srednie wartosci sktadu’ PCl (wypetnione
diamenty), ktére odwzorowujg adsorpcje LcH do pokryé oligoperoksydow-graft-PNIPAM, wczesniej
wyznaczong pot- ilosciowo na podstawie zdje¢ fluorescencyjnych (intensywnos¢ fluorescencji <I>
zaznaczona jako otwarte kota). Adsorpcja biatek jest doktadniej scharakteryzowana analizg PCA 13
sygnatéw TOF-SIMS, ale zgadza sie z oceng dokonang na podstawie analizy intensywnosci
fluorescencji. Podejscie PCA pozwala réwniez na pordwnanie wynikéw otrzymanych dla czystych
pokry¢ PNIPAM z wynikami zarejestrowanymi po adsorpcji w pH 9 i T= 22 °C (rysunek 3.18, prawy
panel). To pordwnanie pozwala stwierdzi¢, Zze nie zaobserwowano mierzalnych ilosci
zaadsorbowanego biatka do pokry¢ PNIPAM w stanie hydrofilowym.

3.1.2.5. Podsumowanie i wnioski

Przygotowano pokrycia PNIPAM przez polimeryzacje ,z powierzchni” oligoperoksydow
metodg, ktéra moze byc¢ zastosowana do substratow innych niz uzyte tutaj szkto.

Wielowarstwowa struktura pokry¢, szkto/ APTES/ oligoperoksyd- graft- PNIPAM zostata
potwierdzona przez analize danych otrzymanych z pomiaréw statycznych TOF- SIMS, wykonanych po
kazdym etapie produkcji. Pomiary kata zwilzania potwierdzity wzbudzane temperaturg obnizenie
zwilzalnos$ci powierzchni o 10 i 30 stopni dla pokryé otrzymanych po 2 i 20 h polimeryzacji. To
odpowiada ,, mozaikowej” strukturze Cassiego PNIPAM-u na powierzchni, dla ktorego efektywny
stopied pokrycia wynosi 25% i 85%. Wysoce czuta na zmiany temperatury zwilzalnos$¢
przygotowanych pokryé PNIPAM pozwala wnioskowaé ich potencjalne zastosowanie w
biomedycynie. *°

Termiczna odpowiedz zwilzalnosci, silnie zaznaczona w Tc= 27- 30 °C, byta wyrazna dla pH 9 i
7, gdy nastepowato przejscie konformacyjne szczotek PNIPAM-u z hydrofilowych rozwinietych
ktebkéw do hydrofobowych globulek, natomiast byta nieznaczna i nie wystepowata odpowiednio dla
pH 5 i 3, ze wzgledu na wytacznie hydrofobowy charakter powierzchni w catym przedziale

19, 26

temperatur. Poniewaz same tancuchy PNIPAM- u nie sg czute na dziatanie réznego pH mozna

sadzi¢, ze za te zmiany odpowiedzialne s3g oligoperoksydy. 'Przejsciu ze stanu hydrofilowego do
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hydrofobowego wywotanemu przez podniesienie temperatury przy zachowaniu statego pH lub przez
obnizenie pH ale przy statej temperaturze (nizszej niz Tc) towarzyszy zmiana morfologii powierzchni
pokryé na bardziej chropowatg o widocznych agregatach zwinietych tancuchéw.

Wrazliwos$é na bodzce pokryé¢ PNIPAM wykorzystano do przeprowadzenia kontrolowanej
(temperatura, pH) adsorpcji biatka znakowanego izotiocyjanianem fluoresceiny. Lektyna soczewicy,
ktérej uzyto jako biatka modelowego, moze rozpoznawaé komdrki posiadajace receptory mannozy. *
Zatem zaprezentowane wyniki z zasady mogg postuzy¢ do eksperymentéw kontrolowanej adhezji
komérek i do inicjowania odpowiedzi biologicznej. Adsorpcja biatek kierowana przez warunki pH
zostata potwierdzona réwniez analizg TOF- SIMS. Analiza gtdwnych sktadowych przeprowadzona dla
wynikéw TOF-SIMS pozwolita bardziej precyzyjnie oszacowaé relatywng ilos¢ zaadsorbowanego
biatka w poréwnaniu do poét- ilosciowej porownawczej metody fluorescencyjnej. W szczegdlnosci
jednoznacznie stwierdzono brak adsorpcji do hydrofilowych pokryé PNIPAM- u polimeryzowanego ,,z
powierzchni” oligoperoksyddw w temperaturze 22 °C i przy pH 9. Analiza PCA po raz pierwszy zostata
uzyta do zbadania reakcji adsorpcji biatka na zmiany pH.

3.1.2.6. Suplement
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Rysunek 3. 20 Analiza PCA widm masowych TOF- SIMS zarejestrowanych dla pokry¢ oligoperoksyd- graft- PNIPAM przed i
po adsorcji LcH w pH 9; 7,4; 5 3 (T= 22 °). (a) Wiazacy drugi skfadnik gtéwny PC (PC2) z charakterystycznymi pikami
TOF- SIMS. (b) Wykres obserwacji srednie wartosci sktadu PC1 wzgledem PC2, wyniki TOF- SIMS uporzagdkowane w 5
odseparowanych grup (zaznaczone elipsami) odpowiadajacych pieciu probkom tej serii.
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Rozdziat 3.2
Selektywna adsorpcja biatka do izotropowych

wzorow domen polimerow

3.2.1. Adsorpcja biatka do domen warstw powstatych dzieki samo-organizacji
mieszanin polimerow hydrofobowych i hydrofilowych

3.2.1.1. Abstrakt

Cienkie warstwy o izotropowych powierzchniowych wzorach domen polimerowych zostaty
uzyte jako podioza do badania selektywnej adsorpcji dwoch biatek (Con A i LcH) i do testowania
jakosci ,odtworzenia” wzoréw polimerowych przez zaadsorbowane biatka. Metode geometrii
catkowej uzyto do ilosSciowego poréwnania morfologii domen biatkowych (z obrazéw
fluorescencyjnych) z oryginalnymi izotropowymi wzorami domen polimeréow (obrazéw AFM),
powstatych dzieki samo-organizacji (separacji faz) w czasie osadzania warstw mieszanin polimeréw
polistyrenu PS/ poli(metakrylanu metylu) PMMA oraz PS/ poli(tlenku etylenu) PEO. Stwierdzono
preferencyjng adsorpcje obu lektyn do domen fazowych PMMA, wzmocniong w obszarze powierzchni
miedzyfazowych PS/ PMMA. Natomiast dla ukfadu PS/ PEO wnioskuje sie wysoce selektywng
adsorpcje protein do domen PS.
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3.2.1.2. Wprowadzenie

Mikro- macierze biatkowe tj. tablice wielu biatek rozmieszczonych przestrzennie na bardzo
matej powierzchni, ' maja liczne zastosowania w wielu dziedzinach m. in. w biologii, urzadzeniach

biomedycznych, technologii biosensoréw i w inzynierii tkankowej. **8

Jest to zwigzane z faktem, ze
oddziatywania miedzy biatkami, przeciwciatami i innymi molekutami odgrywajg kluczowa role w wielu
biologicznych procesach: przekazywaniu sygnatéw komdérkowych, odpowiadajg za reakcje uktadu
odpornosciowego, adhezje komérek, lub ich rozwéj. Mikro- macierze biatkowe sg narzedziem
umozliwiajgcym jednoczesng charakteryzacje roztworéw ztozonych z wielu sktadnikéw z
uwzglednieniem wielu cech. ' Moze to by¢ przydatne np. w diagnostyce medycznej, poniewaz
mozliwa jest nie tylko identyfikacja biatek, ale rowniez okreslenie ich ilosci, co pozwala prognozowat¢
potencjalne choroby lub rozpozna¢ stopier zaawansowania choroby juz trwajacej. > Mikro- macierze
biatkowe mogg by¢ réwniez uzyte jako podtoza do hodowania komédrek, co pozwala na
kontrolowanie i obserwowanie oddziatywah komodrka- komérka oraz komodrka- macierz
zewnatrzkomdrkowa, > *° a wiec umozliwia zrozumienie proceséw wzrostu komoérki, jej réznicowania
sie oraz adhezji. *°

Istnieje wiele technik wytwarzania macierzy biatkowych. *” Biatka moga by¢ nadrukowane na

2027 |lub zwiagzane niespecyficznie *®* do powierzchni najczesciej polimerowe;

dane podtoze
posiadajgcej pewien wzdér. Powszechnie stosowanymi metodami wytwarzania macierzy
proteinowych na  powierzchniach  polimerowych s3: konwencjonalna fotolitografia,
elektronolitografia, miekka litografia, pin spotting, oraz techniki mikro przeptywowe. ® ' 1% 202938
Jednakze réwniez niekonwencjonalne metody takie jak tworzenie mikro- wzoréw biatek na wzorach
kondensacyjnych * moga by¢ zaadoptowane do tych celéw. Eksperymenty wykonane przez Morina i

in., > Souse i in. , * jak réwniez Li i in. ***

pokazujg, ze mozliwa jest selektywna adsorpcja biatek do
rozseparowanych domen faz réznych polimeréw. Warstwy mieszanin polimeréw sg interesujgce ze
wzgledu na ich réznorodne wtasnosci powierzchni (np. hydrofobowos¢, tadunek), ktére mogg sie
zmienia¢ w skali od tej poréwnywalnej do pojedynczych molekut (dziesigtki nanometréow) do tej
odpowiadajacej catym komérkom (dziesigtki mikrometréw). >

W tej czesci pracy badana jest selektywna adsorpcja biatek do powierzchniowych wzoréw
polimerowych w kontekscie odwzorowania tych wzoréw przez zaadsorbowane biatka. Wzory
polimerowe powstaty w procesie samo- organizacji (spontanicznej separacji faz) podczas spin-
castingu. Dwie znakowane fluorescencyjnie lektyny: konkanawaline A i lektyne soczewicy
wykorzystano do badania adsorpcji do izotropowych wzoréw mieszaniny polimeréw PS/ PMMA i
PEO/ PS powstatych w procesie samo- organizacji. Podtoza PEQ/ PS zostaty usieciowane za pomocga

promieniowania ultrafioletowego.

Pokazano juz, ze przestrzenna organizacja zaadsorbowanych biatek moze by¢ opisana metoda

47- 58

geometrii catkowej, przez zastosowanej jej do obrazéw fluorescencyjnych. Na podstawie tej

analizy otrzymuje sie kompletny zestaw miar morfologicznych odzwierciedlajgcych pokrycie, ksztatt i

> Tutaj poréwnam ilosciowo wzory

topologiczng ciggtos¢ domen zaadsorbowanych biatek.
zaadsorbowanych biatek, zobrazowane za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, z oryginalnymi
izotropowymi wzorami polimerowymi PS/ PMMA i PEO/ PS, zobrazowanymi mikroskopem sit
atomowych, przez zastosowanie tej samej metody.”®> Poniewaz w obu przypadkach wytworzono

powierzchniowe mikro- wzory polimeréw na obszarach makroskopowych, ich miary morfologiczne
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(Minkowskiego) wyznaczono na podstawie serii wielu obrazéw o réznych rozmiarach wykonanych w
roznych rejonach prébek. Pordwnanie otrzymanych wartosci miar morfologicznych umozliwia

znalezienie cech wspdlnych réinych wzoréw powierzchniowych 2 i pozwala oceni¢ jakos¢

394142 \wykonywano

odtworzenia oryginalnego wzoru. ** W innym, stosowanym dotychczas podejsciu
analize poréwnawczg wzordw biatek i wzorédw polimerdéw na podstawie pokrywajgcych sie obrazéw

tych samych obszaréw prébek.

W moich wczesniejszych badaniach pokazatam na przyktadzie pary Con A- karboksypeptydaza
Y (Ca Y), ze biatka zaadsorbowane do powierzchni polimeru zachowujg wtasnosé specyficznego
wiazania lektyna- glikoproteina.®

3.2.1.3. Czesc¢ eksperymentalna
3.2.1.3.1. Przygotowanie podtoiy polimerowych.

Do tych badan uzyto polistyrenu PS ($Srednia masa czasteczkowa M, = 64 000,
polidyspersyjnos¢ M,/M,= 1,06, temperatura zeszklenia T, = 100°C), PMMA (M,, = 31 000, M,,/M,=
1,03, T,= 105°C), PEO ( M, = 42 700, M,,/M,= 1,25, Tg= -63°C).

Izotropowe wzory polimerowe. Aby przygotowac¢ cienkie warstwy izotropowych wzoréw
polimerowych dwusktadnikowe mieszaniny PS/ PMMA (wagowo 1:2) i PEO/ PS (wagowo 1:1)
rozpuszczono odpowiednio w toluenie i w chloroformie, catkowita koncentracja polimeréw wynosita
Coolimer= 40 mg/ mL. Roztwory zawierajgce PEO wzbogacono czynnikiem sieciujagcym triakrylanem
pentaerytrytolu (PETA, cpera= 4 mg/ mL). Warstwy polimerowe przygotowano technikg spin-
castingu, czyli przez wylanie roztworéw na wirujgce podtoza SiO,, przy uzyciu spin- coatera KW- 4A
(Chemat Technology). Podtozy PS/ PMMA nie poddano dodatkowej obrébce (np. nie zastosowano
wygrzewania), natomiast warstwy PEO/ PS zostaty dodatkowo usieciowane, stosujgc standardowa

052 polegajgca na  oswietleniu  probek  promieniowaniem  ultrafioletowym

procedure
(wysokocisnieniowa lampa Hg, 400 W), aby zapobiec rozpuszczeniu sie PEO podczas deponowania

biatek.
3.2.1.3.2. Charakterystyka powierzchni.

Morfologia powierzchni oraz lateralne uporzadkowanie domen w badanych filmach
polimerowych zostaty scharakteryzowane na podstawie obrazédw topograficznych (AFM), obrazéw
tarcia (LFM) i obrazéw fazowych (PDM) zarejestrowanych mikroskopem sit atomowych (The
Academia System, Nanonics Imaging Ltd., lzrael) pracujgcym w modzie kontaktowym i

- 8 Fazy polimeréw oraz ich wertykalne uporzadkowanie dla wzoréw

niekontaktowym.
wytworzonych przez samo- organizacje zidentyfikowano po selektywnym wytrawieniu PS (zanurzenie

podtozy w cykloheksanie przez 60 s).
3.2.1.3.3. Adsorpcja biatek.

Aby sprawdzi¢ adsorpcje biatek do powierzchniowych wzoréw polimerowych uzyto dwdch
lektyn (Biokom, Polska): konkanawaliny A (Con A) i lektyny soczewicy (LcH). Lektyny sg biatkami
rozpoznajacymi reszty cukrowe zwigzane kowalencyjnie z biatkami btonowymi. Ta identyfikacja
zachodzi w wysoce specyficzny sposdb, poréwnywalny do oddziatywania antygen- przeciwciato.
Wybrane do eksperymentu biatka réznig sie stopniem powinowactwa do réznych oligosacharydéw
oraz strukturg trzeciorzedowg w sSrodowisku o pH 7,0 (Con A jest tetramerem, a LcH dimerem). Tych
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lektyn uzyto do zademonstrowania nowej metody analizy stopnia pokrycia powierzchni przez biatka
zaadsorbowane do réznych podtozy polimerowych- analizy geometrii catkowej. *®

Obie lektyny byty znakowane fluorescencyjnie, Con A izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
absorbujgcym sSwiatto niebieskie (A;,s= 490 nm) i emitujgcym Swiatto zielone (Aen= 525 nm),
natomiast LcH byto znakowane izotiocyjanianem tetrametylorodaminy (TRITC) absorbujacym $wiatto
zielone (A= 557 nm), a emitujgcym Swiatto czerwone (Aem= 576 nm). Roztwory biatek sporzgdzono
z PBS (pH 7,4; Sigma) o koncentracji c= 125 pg/ mL. Krople kazdego z roztworéw deponowano na
powierzchni wzoréw polimerowych przez 15 minut. Nastepnie prébki, po ostroznym przeptukaniu
zostaty umieszczone w buforze PBS. Wszystkie pomiary fluorescencyjne wykonano dla prébek
zanurzonych w buforze, uzywajac mikroskopu Olympus BX51 wyposazonego w 100 W lampe
rteciowq.

3.2.1.3.4. Analiza obrazow.

Szczegdlng uwage poswiecono wykalibrowaniu skali obrazéw fluorescencyjnych tak aby byta
identyczna jak skala obrazow AFM. Najpierw skale dtugosci obrazéw AFM wykalibrowano przez
pomiary siatek kalibracyjnych. Nastepnie, probki do kalibracji, izotropowe wzory polimeréw PS i

6365 zostaly zobrazowane obydwiema technikami

fluorescencyjnego  poli(3- alkyltiofenu)
mikroskopowymi (mikroskopia fluorescencyjna FM i AFM). W kolejnym kroku poréwnano wyniki
analizy fourierowskiej obrazéw AFM i FM w celu wykalibrowana skali obrazéw fluorescencyjnych

wzgledem skali obrazéw AFM.

Analiza geometrii catkowej. Do ilosciowej analizy obrazéw fluorescencyjnych zastosowano analize

47- 57 > %% Kazdy obraz stanowi macierz

geometrii catkowej , Uzywajac procedury opisanej wczesnie;j.
pikseli o ustalonej lokalnej wartosci i(x, y) proporcjonalnej do lokalnej wartosci wysokosci (dla
obrazéw AFM) lub intensywnosci fluorescencji (dla obrazéw fluorescencyjnych). Kazdy piksel obrazka
moze zostac przetworzony na biaty lub czarny w zaleznosci od tego czy jego wartosc i(x, y) jest wyzsza

lub nizsza od wybranego poziomu odciecia q.

Procedura umozliwiajgca wyznaczenie optymalnej wartos$ci poziomu odciecia g, konieczna do
wygenerowania obrazéw binarnych, zostata wczeéniej rygorystycznie okreélona dla obrazéw AFM ** i
fluorescencyjnych *°. Dla bimodalnego rozktadu pikseli w obrazach AFM, takich jak te zarejestrowane
dla wzoréw PS/ PMMA i PEQ/ PS, poziom odciecia wynosi g= (h:+h,)/2 >* i zalezy od dominujacych
poziomdéw wysokosci hy i h,. Natomiast dla obrazéw fluorescencyjnych o monodalnym rozktadzie
pikseli optymalna warto$¢ q odpowiada g=f;+ hwmh/2 i jest ona zalezna od wartosci sredniej
rozktadu i od szerokosci potdwkowej (patrz rozdziat 3.2.1.6).

Kazdy binarny (czarno- biaty) obraz jest w petni opisany przez komplet miar morfologicznych
(Minkowskiego), okreslajacych frakcje pokrycia F powierzchni przez obszary biate, dtugos¢ granic U
miedzy domenami biatymi i czarnymi oraz parametr Eulera xg czyli roznice liczby spdjnych obszaréw
biatych i czarnych.”*>® Te charakterystyczne miary (F, U, x:) jednoznacznie opisuja topograficzne
obrazy wzoréw polimerowych oraz fluorescencyjne obrazy domen biatek. * Dla kazdego obrazu,
wyznaczono miary Minkowskiego (znormalizowane przez rozmiar obrazu) za pomoca programu
komputerowego opisanego w referencji [53], stosujgcego algorytm z referencji [51] (mniej
skomplikowany jednak adekwatny do tego z referencji [47]). Ich $rednie wartosci (<F>, <U>, < xg>),
uzyskane przez analize kilku (do 9) obrazéw o rdinych rozmiarach zarejestrowanych w réznych
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obszarach danej probki, pozwalajg na poréwnanie morfologii domen: wzoréw polimerow i
zaadsorbowanych biatek.

3.2.1.4. Wyniki
3.2.1.4.1. Wzory polimerowe wytworzone przez samo- organizacje.

Procedura przygotowania warstw z domenami réznych polimeréw powstatymi w procesie
samo- organizacji jest przedstawiona schematycznie na rysunku 3.21. Wzory powierzchniowe o
izotropowym rozmieszczeniu domen dwdch wspdtistniejgcych faz polimerdw silnie kontrastujgcych
PS/ PMMA i PEO/ PS powstaty przez wylanie ich roztwordw (rysunek 3.21 a) na wirujgce podtoza
SiO,. Mechanizm samo- organizacji polega tutaj na spontanicznej separacji faz, zainicjowanej przez
odparowywanie rozpuszczalnika, prowadzacej do formowania sie rozdzielonych domen widocznych
na obrazach topografii powierzchni, tworzgcych strukture lateralng co wynika z rdinej
rozpuszczalno$é poszczegdlnych polimerdw. ® % % Filmy PEO/ PS (z domieszka PETA) zostaty
usieciowane za pomocg promieniowania UV (rysunek 3.21 c) aby unikngc¢ rozpuszczenia PEO podczas
pdzniejszego procesu depozycji biatek.

PMMA

- '0.0.':\ %%

|_| c) |_| d)
Rysunek 3. 21 Schemat powstawania wzoréw polimerowych przez samo- organizacje zachodzaca w czasie spin- castingu

mieszanin polimeréw PS/ PMMA i PEO/ PS. Cienkie warstwy PEO/ PS, wylane z roztworu zawierajgcego PETA, zostaly
usieciowane promieniowaniem UV, aby zapobiec rozpuszczeniu PEO w wodnym roztworze biatek.

Otrzymana topografia i lateralne uporzagdkowanie domen PS/ PMMA w warstwie
polimerowej, zbadane przy uzyciu AFM, przedstawiono na rysunku 3.22. Poréwnanie obrazéw AFM i
LFM pozwala stwierdzi¢, ze wyspo- podobne struktury wysokie widoczne w obrazie topograficznym
(rysunek 3.22 a, b) oraz otaczajgce je obszary niskie sg tworzone przez réine fazy polimerdw.
Dodatkowa analiza topografii wykonana mikroskopem AFM po rozpuszczeniu PS, przy uzyciu
selektywnego rozpuszczalnika (zanurzenie w cykloheksanie przez 60 s, rysunek 3.22 c, d), pokazuje ze
obszary wysokie odpowiadajg fazie PMMA (co jest zgodne z [66], [67]).

Wyniki pomiaréw przeprowadzonych dla wzoréw PEO/ PS (z domieszkg PETA) sg pokazane na
rysunku 3.23. Obrazy AFM, zarejestrowane przed (rysunek 3.23 a, b) i po (rysunek 3.23 ¢, d)
selektywnym wytrawieniu PS, pozwalajg sgdzi¢ ze domeny wysokie to faza PS.
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~as cast

" removed PS

Rysunek 3. 22 Obrazy AFM (a, c) i LFM (b, d) powierzchni PS/ PMMA po spin- castingu (a, b) i po zanurzeniu w
cykloheksanie w celu usuniecia PS (c, d).

AFM

as cast

PS/PEO

’ re}noved PS

Rysunek 3. 23 Obrazy topograficzne AFM (a, c), LFM (b) i obraz fazowy (d) powierzchni PEO/ PS po spin-castingu (a, b) i
po zanurzeniu w cykloheksanie w celu usuniecia PS (c, d).

3.2.1.4.2. Adsorpcja biatek do powierzchniowych wzoréw polimeréw wytworzonych przez samo-
organizacje.

Cienkie warstwy izotropowych wzoréw polimeréw, PS/ PMMA i PEO/ PS, uzyskane metodg
samo- organizacji zostaty uzyte jako podtoza do badania selektywnej adsorpcji dwdch znakowanych
fluorescencyjnie lektyn: Con A i LcH.

Reprezentatywne wyniki uzyskane dla warstw PS/ PMMA sg przedstawione na rysunku 3.24.
Obraz AFM pokazujgcy oryginalny wzér powierzchni PS/ PMMA (rysunek 3.24 a) jest poréwnywany z
obrazami fluorescencyjnymi lektyn, Con A (rysunek 3.24 b) i LcH (rysunek 3.24 c), zaadsorbowanych
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do tych wzoréw powierzchniowych. Z bezposredniej oceny obrazéw widaé, ze tfaciata struktura
zaadsorbowanych biatek odtwarza wyspo- podobne domeny fazy PMMA. Ponadto pojedyncze plamki
o wyzszej intensywnosci fluorescencji wskazujg na tworzenie sie agregatéw biatek, ktére mogg
powstawac na powierzchni takze przy ekspozycji na roztwory o niskim stezeniu biatek. ®® Lokalizacja
tych pojedynczych agregatéw nie pokrywa sie z wyspo- podobnymi strukturami polimeru. Bardziej
doktadna analiza, oparta na zbadaniu profili intensywnosci fluorescencji (rysunek 3.24 b’ i ¢’),
wskazuje na preferencyjng adsorpcje biatek do fazy PMMA (podwyzszone plateau na rysunku 3.24 a’)
wzmochiong w obszarze granicy faz PMMA i PS.
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Rysunek 3. 24 Obraz AFM (a) wzoru PS/ PMMA powstatego w procesie samo- organizacji i obrazy fluorescencyjne (b, c)
lektyn, Con A (b) i LcH (c), zaadsorbowanych do powierzchniowych wzoréw polimeréw. Profile topograficzne (a’) i
intensywnosci fluorescencji (b’, ¢’) odpowiadajg liniom zaznaczonym na (a, b, c). Reprezentatywne binarne obrazy (d, e,
f) s3 odwzorowaniem obrazéw oryginalnych (a-c). Biate obszary, odpowiadajagce domenom fazy PMMA (d) i
zaadsorbowanym lektynom: Con A (e) i LcH (f), s scharakteryzowane (patrz Tabela 3.1) przez wspoétczynniki opisujace
pokrycie F, diugosé¢ granic U oraz topologiczng ciggtos¢ X (tj. roznice liczby biatych domen i czarnych dziur),
znormalizowane przez rozmiar analizowanej powierzchni.

Aby zweryfikowa¢ tg specyficzng wilasnos¢ adsorpcji biatek, obserwowang lokalnie,
zastosowano ilosciowy i nielokalny sposéb analizy tj. metode geometrii catkowej do serii kilku
obrazéw AFM (fluorescencyjnych). Zazwyczaj jakos¢ odwzorowania wzoru jest analizowana przez
poréwnanie dwdch wzordw: oryginalnego i odtwarzajgcego. Jednym ze sposobdw rozwigzania tego
zagadnienia, postulowanym przez Li i in. ** *, jest analiza wzglednego pokrycia réznych
przekrywajgcych sie elementéw obu wzoréw na tym samym analizowanym obszarze. Takie podejscie
jednak nie pozwala na ilosciowe poréwnanie obu wzoréw oddzielnie, a zwtfaszcza na uwzglednienie

opisu ich morfologii.

Dlatego tez do poréwnania morfologii oraz oceny jako$¢ odtworzenia wzoru polimerdw
utworzonego na rozlegtych obszarach przez zaadsorbowane lektyny zastosowano metode analizy
geometrii catkowej do serii obrazéw topograficznych powierzchni i obrazéw fluorescencyjnych
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wzordw biatka (o réznych wymiarach i zarejestrowanych w réznych obszarach prdbek). Taki sposéb
analizy powierzchni pozwala na optymalny dobdr préby statystycznej. Zatem miary morfologiczne
(Minkowskiego),” charakteryzujace zaréwno wzory polimerowe jak i biatkowe, otrzymano dla serii
reprezentatywnych obrazéw. Na podstawie tych danych obliczono wartosci srednie tych parametrow
i ich niepewnosci. Otrzymane s$rednie wartosci trzech miar Minkowskiego (<F>, <U>, <xg>), ktore
charakteryzujg morfologie domen fazy PMMA i zgrupowanych biatek (Con A i LcH) zebrano w Tabeli
3.1.

PS/ PMMA <F> <U>[pm ™ <Xe> [um 7

PMMA 0,46+ 0,02 0,64+ 0,02 0,019+ 0,002
Con A 0,51+ 0,03 0,85+ 0,04 -0,024+ 0,010
LcH 0,52+ 0,01 0,81+ 0,01 -0,002+ 0,001

Tabela 3. 1 Srednie wartosci miar Minkowskiego obliczone dla topograficznego obrazu domen fazy PMMA we wzorze PS/
PMMA- gérny rzad oraz dla obrazéw fluorescencyjnych lektyn, Con A - rzad srodkowy i LcH- rzad dolny,
zaadsorbowanych do tego wzoru polimerowego.

Przed interpretacjg wartosci zaprezentowanych w Tabeli 3.1 nalezy przypomnieé, ze w tym

>4 9 gryginalne obrazy (rysunek 3.24 a- c) sa transformowane na reprezentatywne obrazy

podejsciu
czarno- biate (odpowiednio rysunek 3.4 d- f), opisywane przez frakcje pokrycia F powierzchni przez
obszary biate, dtugos¢ granic U biatych domen i parametr Eulera x: okreslajgcy réznice liczby spéjnych
obszaréow czarnych i biatych, gdzie biate domeny odpowiadajg wysokiej fazie PMMA (rysunek 3.24 d) i
zaadsorbowanym biatkom (rysunek 3.24 e, f). Wszystkie miary morfologiczne sg znormalizowane
przez rozmiar obrazowanego obszaru, aby zapewnié tatwe pordwnanie miedzy obrazami o réznych

wymiarach geometrycznych.

Pokrycie powierzchni <F> przez domeny biatek Con A i LcH wynosi odpowiednio 51+ 3 % i 52+
1 % i jest nieznacznie wyzsze w porédwnaniu do pokrycia powierzchni obszarami fazy PMMA, ktére
wynosi 46+ 2 % (patrz Tabela 3.1). Na tej podstawie mozna stwierdzi¢ preferencyjng adsorpcje biatek
do domen fazy PMMA. Niewielki wzrost wartosci <F> (frakcja powierzchniowa domen biatych na
rysunku 3.24 e, f w poréwnaniu do d) moze wynika¢ z obecnosci pojedynczych klasteréow biatek,
ktére nie replikuja wzoru polimerowego. Z drugiej strony, gdyby takie klastery dominowaty w
morfologii, wptynetoby to na obnizenie sredniej wartosci parametru opisujgcego dtugos¢ brzegow
<U> domen proteinowych. Jednak w omawianym przypadku dtugos¢ granic struktur
powierzchniowych <U> wzrosta od 0,64+ 0,02 |,lm'1 dla fazy PMMA do 0,85+ 0,04 um'l i 0,81+ 0,01
um™ odpowiednio dla Con A i LcH. Wzrost wartosci parametru U dla domen biatkowych jest
skorelowany z drastycznym obnizeniem wartosci parametru opisujgcego ciggtosé <xz> (0,019+ 0,002
um™ dla domen PMMA ale -0,024+ 0,010 um™ i -0,002+ 0,001 pm™ dla Con A i LcH). Ujemne wartosci
<Xe> wynikajg z wystepowania w przewazajagcym stopniu obszaréw niepokrytych biatkami
wydzielonych wewnatrz domen biatkowych (czarne dziury), o dtugosci granicy wiekszej od tej dla
domen PMMA (poréwnaj biate domeny na rysunku 3.24 e, f i d). Wszystkie zmiany wartosci
parametréw Minkowskiego (<F>, <U>, <xg>) mozna wyjasni¢ faktem wzmocnionej adsorpcji biatek na
granicy faz PS i PMMA. Dodatkowo wartos¢ absolutna ciggtosci |<xe>| jest nizsza dla
zaadsorbowanego LcH niz dla Con A, co wskazuje na wiekszg spdjnos¢ nieadsorbujacych biatka
obszarow wewngtrz domen biatkowych (centralne czesci domen fazy PMMA). To daje bardziej
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wyrazng adsorpcje lektyny LcH niz Con A do granicy rozdziatu PS i PMMA. Podobne wnioski mozna
wysnué na podstawie obserwacji lokalnego wigzania sie biatek, czyli analizy profili intensywnosci
fluorescencji (rysunek 3.24 b’ i c’).

Zwiekszona adsorpcja biatek do granicy miedzyfazowej PS/ PMMA byta juz wcze$niej
obserwowana dla dwéch innych protein: fibrynogenu Fg * i ludzkiej albuminy HSA (zaadsorbowanych
z roztworéw o nizszej koncentracji). ** ** Biatka cechuje wysoka aktywno$¢ reakcji z podtozem i ich
tendencja do wigzania sie do obszaréw granicy faz, wynikajaca z amfipatycznosci biatek, (miedzy fazg
PS i PMMA eksponowanych na roztwér biatka) moze skutkowac obnizeniem entalpii swobodnej
uktadu. * Taka preferencyjna adsorpcja jest zaktdcana w przypadku wzrostu zaréwno stezenia biatka
jak i czasu adsorpcji. ** ** ** Te dwa parametry w potaczeniu z pH roztworu biatka kontroluja
dystrybucje biatka w obszarze miedzyfazy i domen polimeréw. ** ** * W zaleznosci od tych
parametréw zaobserwowano obnizong, identyczng lub zwiekszong relatywng adsorpcje dla PMMA w
poréwnaniu do PS. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze sposdb przygotowania podtozy polimerowych
(bezposrednie uzycie po wylaniu warstw, ‘> ® poddane wygrzewaniu, > termicznemu lub w
obecnosci rozpuszczalnika *°) moze istotnie wptynaé na adsorpcje biatek. Tym faktem nalezy
ttumaczy¢ zaobserwowang zwiekszong adsorpcje lektyn do domen fazy PMMA niz do fazy PS (dla
podtozy, ktdrych po spin- castingu nie poddano procesowi wygrzewania), podczas gdy odwrotne
zachowanie zaobserwowano dla warstw czystych polimeréw poddanych wygrzewaniu. >°
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Rysunek 3. 25 Obraz AFM (a) wzoru PEO/ PS powstatego w procesie samo- organizacji i obrazy fluorescencyjne (b, c)
lektyn, Con A (b) i LcH (c), zaadsorbowanych do powierzchniowych wzoréw polimerowych. Profile topograficzne (3’) i
intensywnosci fluorescencji (b’, ¢’) odpowiadaja liniom zaznaczonym na (a, b, c). Reprezentatywne binarne obrazy (d, e,
f) s3 odwzorowaniem obrazéw oryginalnych (a-c). Biate obszary, odpowiadajgce domenom fazy PS (d) i zaadsorbowanym
lektynom: Con A (e) i LcH (f), s scharakteryzowane (patrz Tabela 3.2) przez wspoétczynniki opisujgce pokrycie F, dtugosc
granic U oraz topologiczng ciggtos¢ xg (tj. roznice liczby biatych domen i czarnych dziur), znormalizowane do rozmiaru
powierzchni.
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Gtéwng role w procesie adsorpcji biatek odgrywaja oddziatywania hydrofobowe.
Prawdopodobnie dlatego lektyny (tj. jedna z klas biatek) zwiekszajg swoje zdolnosci wigzania wraz ze
wzrostem hydrofobowosci polimeréw (tj. obnizeniem wartosci polarnej sktadowej parametru
rozpuszczalnosci polimeréw &,= 17,4; 11,01 5,7 MPa%® odpowiednio dla PEO, PMMA i PS).9 Jednakze
w sytuacji gdy badana jest adsorpcja biatka do wzoru polimeréw o podobnej hydrofobowosci inne
efekty zdaja sie w wiekszym stopniu wptywac¢ na adsorpcje, jak to byto juz wczesniej opisane. 3 4> 42
Na przyktad biatka mogg eksponowaé powierzchnie hydrofobowg lub hydrofilowg i przez to
preferencyjnie zwigzg sie z domenami wzoru polimerowego o nizszej (faza PS) lub wyzszej (faza
PMMA) wartosci energii powierzchniowej. W wynku tego mozna zaobserwowac zwiekszong
adsorpcje biatek w obszarze miedzyfazowym PS i PMMA. Podobny efekt zaobserwowano wczesniej

394142 9 jle oddziatywania hydrofobowe s3 obserwowane zaréwno dla PS

dla fibrynogenu i albuminy.
jak i PMMA, to w przypadku tego drugiego polimeru mogg mieé rowniez miejsce wigzania wodorowe
(pomiedzy grupami karbonylowymi polimeru a grupami amidowymi biatek) oraz oddziatywania dipol-
dipol. Rdwnowaga miedzy oddziatywaniami odpowiedzialnymi za adsorpcje biatek do powierzchni
polimerowej moze by¢ zachwiana przez obecno$é resztek rozpuszczalnika pozostatych po spin-
castingu. Ten efekt moze byé wzmocniony, jesli dany rozpuszczalnik preferuje jeden z polimeréw (tj.
wiecej toluenu zostaje w fazie PS niz PMMA). © Ten fakt moze ttumaczy¢ dlaczego lektyny
zaadsorbowaty w wiekszej ilosci do fazy PMMA niz PS, ktory jest powszechnie uwazany za bardzo

dobre podtoze dla biatek.

Reprezentatywne obrazy wzoréw powierzchniowych PEO/ PS okazano na rysunku 3.25.
Obrazy fluorescencyjne prezentujg struktury utworzone przez Con A (rysunek 3.25 b) i LcH (rysunek
3.25 c) zaadsorbowane do wzoru polimerowego. Struktura domen biatkowych odzwierciedla
strukture fazy PS w oryginalnym wzorze, zobrazowang przez mikroskop AFM (rysunek 3.25 a). W
przeciwienstwie do poprzedniego uktadu polimeréw PS/ PMMA, tutaj lektyny adsorbujg do fazy
polimeru w sposéb wysoce selektywny. Dodatkowa analiza profili intensywnosci fluorescencji
(rysunek 3.25 b’ i ¢’) pokazuje brak adsorpcji lektyn w obszarze granicy faz polimer/ polimer (PEO/
PS).

Te wyjatkowe, obserwowane lokalnie wtasnosci adsorpcji biatek do PEQ/ PS, s3 potwierdzone
przez ilosciowe wyniki otrzymane z analizy geometrii catkowej. Uzyskane srednie wartosci miar
Minkowskiego (<F>, <U>, <xg>), zamieszczone w Tabeli 3.2, charakteryzujg morfologie domen
wysokich fazy PS i tato- podobnych domen biatek (Con A i LcH) pokazanych na reprezentatywnych
obrazach binarnych (rysunek 3.25 d- f).

PEO/ PS <F> <U>[um ™ <xe> [um 7]
PS 0,32+ 0,04 0,35+ 0,04 0,024+ 0,005
Con A 0,25+ 0,04 0,34+ 0,03 0,023+ 0,002
LcH 0,27+ 0,03 0,32+ 0,03 0,020+ 0,001

Tabela 3. 2 Srednie wartosci miar Minkowskiego obliczone dla topograficznego obrazu domen fazy PS we wzorze PEO/ PS
- gorny rzad oraz dla obrazéw fluorescencyjnych lektyn, Con A — rzad $rodkowy i LcH- rzad dolny, zaadsorbowanych do
tego wzoru polimerowego.
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Dtugoéé granic <U> i parametr Eulera <x> wyznaczone dla obszaréw fazy PS (0,35+ 0,04 pm™;
0,024+ 0,005 pm™) sg w granicach niepewnosci pomiarowej identyczne z wartoéciami otrzymanymi
dla Con A (0,34+ 0,03 um™*; 0,023+ 0,002 um™) i LcH (0,324 0,03 pm™; 0,020+ 0,001 pm ). Natomiast
wspotczynnik pokrycia <F> dla lektyn (25 4 % dla Con A i 27+ 3 % dla LcH) jest troche nizszy w
poréwnaniu do wartosci otrzymanej dla domen fazy PS (32+ 4 %). Te charakterystyczne wartosci miar
Minkowskiego potwierdzajg selektywne wigzanie sie biatek do domen fazy PS oraz brak adsorpcji do
miedzypowierzchni PEO/ PS. Dla domen biatek brak adsorpcji w obszarze miedzyfazowym powinien
dac obnizenie wartosci <F>, znacznie mniejsze obnizenie wartosci wspétczynnika <U> i nienaruszong
wartosé <xg>.

Réznica w stopniu hydrofobowosci miedzy PEO i PS jest znacznie wieksza niz miedzy PMMA i
PS. Zatem efekty zwigzane z obecnoscig rozpuszczalnika (chloroformu) w przygotowanych technika
spin- castingu warstwach nie mogg wptywaé na preferencyjng adsorpcje biatek do domen fazy PS.
Wiadomo z badan opisanych w rozdziale 3.1.1, ze domieszki PETA, umozliwiajgcego sieciowanie,
powodujg zwiekszona adsorpcje lektyn do fazy PS. *°

Adsorpcja biatek do jakiejkolwiek powierzchni wigze sie z losowg orientacja molekut
biatkowych. Aby mozliwe bylo zastosowanie takich powierzchni w biosensorach, potrzebne jest
potwierdzenie ze miejsca wigzgce sg skierowane na zewnatrz, a biatka s3 w stanie oddziatywac
specyficznie tj. zachowac ich biologiczng aktywnos$¢. Przeprowadzone wczesniej badania
potwierdzajg, ze przedstawiona nowa metoda tworzenia uporzadkowanych wzoréw biatkowych,
oparta na adsorpcji biatek do powierzchniowych wzordw mieszanin polimeréw moze by¢ uzyta w
zastosowaniach biomedycznych. *° Reszty cukrowe zaadsorbowanych molekut Ca Y zwigzaty sie
specyficznie ze znakowanymi fluorescencyjnie lektynami. Powinowactwo takiego wigzania jest
poréwnywalne z powinowactwem oddziatywania antygen- przeciwciato. ”°

3.2.1.5. Podsumowanie i wnioski

W tym rozdziale opisano selektywng adsorpcje biatek (Con A i LcH) do wzordw polimeréw
wytworzonych przez samo- organizacje (mieszaniny PS/ PMMA i PEO/ PS). Domeny biatek powstate
na skutek preferencyjnej adsorpcji do powierzchniowych wzoréw polimeréw, s poréwnywane w
sposob ilosciowy z oryginalnymi wzorami podtozy (wzory izotropowe) aby sprawdzi¢ jakos¢
odtworzenia. Wyniki nielokalnej analizy geometrii catkowej, wykonanej dla serii kilku obrazéw
(fluorescencyjnych i AFM), sg wyrazone przez Srednie wartosci miar Minkowskiego opisujace
pokrycie powierzchni F, dtugos¢ granic U oraz topologiczng tacznos¢ x¢ domen biatek oraz wzoréw
polimeréw. Dwa rodzaje odtworzenia wzoru podfoza sg scharakteryzowane przez rdézne relacje
miedzy dwoma zestawami miar morfologicznych (Tabele 3.1 i 3.2). Zwiekszona adsorpcja biatek do
granicy miedzy fazami polimer/ polimer (PS/ PMMA) oraz preferencyjna adsorpcja biatek do domen
PMMA, widoczna jest na obrazach czarno- biatych w postaci ciemnych ‘dziur’ stabo odwzorowanych
domen z wydtuzonymi granicami. To zachowanie jest odzwierciedlone przez drastyczne obnizenie
wartosci parametru X az do wartosci ujemnych, ktéremu towarzyszy wzrost wartosci parametréw F
i U (Tabela 3.1). Z kolei wysoce selektywna adsorpcja do domen fazy PS jest zaobserwowana dla
wzordw PEO/ PS. Otrzymane wyniki nie dajg zadnych podstaw do stwierdzenia zwiekszonej adsorpcji
lektyn w obszarze granicy faz dla uktadu PEO/ PS a potwierdzajg prawie idealne odtworzenie wzoru
podtoza. Wartosci parametréow U i Xz s3 pordwnywalne, natomiast F jest minimalnie obnizone
(Tabela 3.2).
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Analiza geometrii catkowej, pokazana w tym rozdziale, moze by¢ stosowana w badaniach
adsorpcji biatek poniewaz opisuje ilosciowo i w relatywnie fatwy sposéb morfologiczne
uporzadkowanie biatek o niejednorodnej dystrybucji, obserwowane wielokrotnie wczesniej. & 1"
20, 25,2931, 36, 38-42, 46, 7174 \\/ e pracy metodg analizy Minkowskiego (zastosowanga do fluorescencyjnych
obrazéw zaadsorbowanych do réinych faz polimerowych biatek) wyselekcjonowano najbardziej
kontrastujgcg pare polimeréw PEO/ PS. Pary tej uzyto do wytworzenia regularnych matryc
polimerowych (patrz rozdziat 3.3.2) stuzgcych do uporzadkowanego grupowania biatek (mikro-

macierzy biatek).
3.2.1.6. Suplement

PS/PMMA PS/PEO@ConA
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Rysunek 3. 26 Bimodalny rozktad pikseli obrazu AFM (a, a’), gdzie poziom odciecia definiuja wysokosci h; oraz h,, q’=
(hy+h,)/2 oraz monodalny rozktad pikseli w obrazie fluorescencyjnym (b, b’), gdzie q’= fo+fwhm/2 i jest zaleine od
sredniej wartosci dystrybucji oraz szerokosci potéwkowej rozktadu pikseli.
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3.2.2. Sukcesywna adsorpcja biatek do domen powierzchniowych mieszanin
polimeréw hydrofobowych i termo- czutych.

Con A+ LcH
na PS/

MACVAEWAEN W

3.2.2.1. Abstrakt

Mikro-metrowe ptytki testowe zawierajgce rdzne biatka sg tworzone za pomocg druku mikro-
kontaktowego rdéznych biatek. Zamiast tej strategii zaproponowano tworzenie powierzchniowych
mikro- wzoréw dwu réznych biatek przez zastosowanie ich sukcesywnej i kontrolowanej temperaturg
adsorpcji do powierzchniowych domen fazowych hydrofobowego PS i termo- czutego poli(N-
izopropylakrylamidu) PNIPAM. Osadzone cienkie warstwy z mieszaniny PS/ PNIPAM domieszkowanej
triakrylanem pentaerytrytolu, z domenami fazowymi powstatymi w trakcie depozycji, zostaty
usieciowane za mocg ultrafioletu. Takie warstwy polimerowe postuzyly jako podtoze do dwu-
stopniowej adsorpcji biatka: Con A (znakowanego izotiocyjanianem fluoresceiny, fluorescencja
zielona) przeprowadzonej w 24 °C, czyli w temperaturze nizszej od dolnej krytycznej temperatury
rozpuszczania LCST PNIPAM-u wynoszacej 32 °C, oraz LcH (znakowanego izotiocyjanianem
tetrametylorodaminy, fluorescencja czerwona) przeprowadzonej w 38 °C. Zauwazono wysoka
korelacje miedzy domenami polimerowymi bogatymi w PS i PNIPAM, obserwowanymi za pomocg
mikroskopu AFM, oraz domenami biatek Con A i LcH, odpowiednio, uwidocznionymi przez
mikroskopie fluoroscencyjna.

3.2.2.2. Wprowadzenie

Pozycjonowanie wielu biatek na tym samym podtozu jest waznym zagadnieniem z punktu
widzenia bioinzynierii materiatowe] jak i analizy biomedycznej. Jak dotagd w tym celu stosowano
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rézne metody, w tym mikro- przeptywowe i drukowanie strumieniowe (inkjet printing). * Techniki te
jednak nie pozwalajg na wytwarzanie mikro- macierzy wielu biatek na duzych obszarach, dlatego tez
zaczeto stosowacd techniki miekkiej litografii, czyli sukcesywne nadrukowywanie kolejnych rodzajéw
biomolekut, co wymaga duzej precyzji. **

Wyniki publikowane przez wiele grup badawczych pokazuja, ze jako podtoza do selektywnej
adsorpcji biatek mozna wykorzystaé mikro- wzory polimerowe, ktére mozna wytwarzaé¢ na duzych
obszarach. Jak dotad prezentowano wyniki adsorpcji m. in. fibrynogenu i albuminy do wzoréw
powierzchniowych polimeréw kontrastujacych adsorpcje biatek. >*°

Jednoczesnie trwajg intensywne badania polimeréw ,inteligentnych”, czyli takich ktére
zmieniajg swoje wiasnosci fizykochemiczne pod wptywem dziatania bodicéow zewnetrznych np.
temperatury, pH, $wiatfa, pola magnetycznego. ' Jednym z polimerdw inteligentnych cieszacych sie
szczegbélnym zainteresowaniem jest termo- czuty poli(N- izopropylakrylamid) PNIPAM, ktéry ulega
przemianie fazowej w fizjologicznie istotnym zakresie temperatur, co moze umozliwi¢ kontrolowana
adsorpcje/ desorpcje biatek lub komdrek. Nizsza temperatura krytyczna rozpuszczania (LCTS)
PNIPAM- u wynosi ~32 °C. Powyzej LCST, PNIPAM wykazuje wtasnoéci hydrofobowe, natomiast
ponizej tej temperatury ma wtasnosci hydrofilowe. ** Adsorpcja biatek w duzym stopniu zalezy od

5,7-9,13

hydrofobowosci podtoza, wiec dla PNIPAM- u obserwuje sie adsorpcje biatek powyzej 32 °C.

W tym rozdziale pokazana jest dwustopniowa adsorpcja lektyn do wzoréw powierzchniowych
polimeréw hydrofobowego PS i termo- czutego PNIPAM. Morfologia powierzchni zostata
zobrazowana mikroskopem sit atomowych AFM, a obrazy zaadsorbowanych znakowanych
fluorescencyjnie biatek obserwowano mikroskopem fluorescencyjnym.

3.2.2.3. Czes¢ eksperymentalna
3.2.2.3.1. Przygotowanie podtozy polimerowych

Polimery uzyte do omawianego eksperymentu to polistyren PS (Srednia masa czasteczkowa
My= 64 000, polidyspersyjnos¢ M,/ M,=1,06, temperatura zeszklenia T,= 100 °C) i poli(N-
izopropylakrylamid) PNIPAM (M,,= 19 000- 26 000, temperatura miekniecia T,= 96 °C).

Mieszanine PS/ PNIPAM (wagowo 1:1) rozpuszczono w chloroformie, catkowita koncentracja
polimeréw wynosita Cpoimer= 40 mg/ mL. Sporzadzono takze roztwér PNIPAM- u w chloroformie o
koncentracji 20 mg/ mL. Roztwory wzbogacono czynnikiem sieciujgcym triakrylanem pentaerytrytolu
(PETA, cpera= 4 mg/ mL). Warstwy polimerowe przygotowano technika spin- castingu, czyli przez
wylanie roztwordéw na wirujgce podtoza SiO,, przy uzyciu spin- coatera KW- 4A (Chemat Technology).
Predkos¢ obrotowa w wynosita 1k rpm (PS/ PNIPAM) i 2k rpm (PNIPAM). Wzory powierzchniowe PS/
PNIPAM oraz jednosktadnikowe warstwy PNIPAM zostaty dodatkowo usieciowane wedtug procedury
opisanej w referencji [14] polegajacej na oswietleniu probek promieniowaniem ultrafioletowym
(wysokocisnieniowa lampa Hg, 400 W), aby unikng¢ rozpuszczenia PNIPAM- u w czasie depozycji
roztworéw biatek w temperaturach nizszych niz 32 °C.

3.2.2.3.2. Adsorpcja biatek

Do grupowania biatek na powierzchniach jednorodnych PNIPAM oraz wzorach polimerowych

PS/ PNIPAM uzyto dwéch lektyn (Biokom, Polska): konkanawaliny A (Con A) i lektyny soczewicy (LcH).

Con A i LcH oddziatywuja specyficznie z a- D- glukozg i a- D- mannozg, ale energia swobodna tych
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oddziatywar jest rézna. >

Biatka te rdznig sie takze strukturg trzeciorzedowg. Obie lektyny byty
znakowane fluorescencyjnie, Con A izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) adsorbujagcym swiatto
niebieskie (A,ps= 490 nm) i emitujgcym Swiatto zielone (A= 525 nm), natomiast LcH byto znakowane
izotiocyjanianem tetrametylorodaminy (TRITC) adsorbujgcym swiatto zielone (A= 557 nm), a

emitujacym Swiatto czerwone (A= 576 nm).

Roztwory biatek sporzgdzono z soli fizjologicznej buforowanej fosforanami PBS (pH 7,4;
Sigma) o koncentracji ¢1 con a ()= 41,5 pg/ mL, ktére deponowano na podtozach PS/ PNIPAM. Dla
podtozy PS/ PNIPAM pozycjonowanie biatek zostato przeprowadzone dwu- etapowo. W pierwszym
kroku podtoza PS/ PNIPAM eksponowano na roztwor Con A przez 15 min w temperaturze ponizej
nizszej krytycznej temperatury rozpuszczalnosci PNIPAM- u. Nastepnie prébki sptukano ostroznie
roztworem PBS w celu usuniecia wolnych biomolekut. W kolejnym kroku prébki te umieszczono w
komorze, w ktdrej temperatura wynosita 38 °C, czyli wyzszej od temperatury przejécia PNIPAM- u do
stanu hydrofobowego, ale nadal mieszczgcej sie w przedziale temperatur fizjologicznych. W tych
warunkach przez czas 20 min deponowano roztwér LcH. Po tym etapie probki ponownie ostroznie
sptukano i umieszczono je w buforze PBS. Wszystkie pomiary fluorescencyjne wykonano dla prébek
zanurzonych w buforze. Na jednorodnych podtozach PNIPAM- u deponowano w temperaturach 24 i
38 °C roztwory biatka o koncentracji ¢; cona (e)= 125 pg/ mL.

3.2.2.3.3. Charakterystyka powierzchni

Dla jednorodnych warstw PNIPAM- u metodg kropli lezgcej wykonano pomiary kata zwilzenia
aparatem Kriiss EasyDrop (DSA15) wyposazonym w komore temperaturowg na bazie modutéw
Peltiera. Pomiary przeprowadzono w zakresie temperatur od 20- 40 °C, wykonujac 10 pomiaréw dla
kazdej temperatury, ktéra kontrolowano za pomocg termopary bedacej w bezposrednim kontakcie z
powierzchnig prébki.

Morfologia powierzchni oraz lateralne uporzagdkowanie domen warstw wylanych z roztworu
PS/ PNIPAM zostaty scharakteryzowane na podstawie obrazéw tarcia (LFM) zarejestrowanych w
temperaturze pokojowej mikroskopem sit atomowych (Agilent 5500) pracujgcym w modzie
kontaktowym.

Zdjecia fluorescencyjne lektyn jednorodnie pokrywajacych powierzchnie PNIPAM oraz mikro-
wzoréw zaadsorbowanych biatek zarejestrowano w temperaturze pokojowej, bezposrednio po
depozycji roztwordw biatek dla prébek zanurzonych w roztworze PBS mikroskopem fluorescencyjnym
Olympus BX51 wyposazonym w lampe halogenkowa o mocy 100 W, filtry U- MNB2 i U- MNG2 oraz
kamere cyfrowa typu DP72. Zdjecia fluorescencyjne wykonano przy pomocy programu Cell F.

3.2.2.4. Wyniki
3.2.2.4.1. Kontrolowana adsorpcja biatek do jednorodnych podtozy PNIPAM- u.

Aby sprawdzi¢ czy zmiana temperatury osadzonych, usieciowanych warstw PNIPAM-u
wplywa na ich zwilzalno$s¢ wykonano pomiary kata zwilzenia naniesionej na powierzchnie kropli
wody. Wyniki tych pomiaréw (rysunek 3.27 c) pokazujg, ze kat zwilzania zmienia sie o wiecej niz 10
stopni, zatem jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze zaobserwowano przejscie fazowe PNIPAM- u ze
stanu hydrofilowego do stanu hydrofobowego.”” Nizsza krytyczna temperatura rozpuszczania,
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wyznaczona dla tych warstw, wynosi ~ 32 °C i jest zgodna z wartoéciami T¢ (PNIPAM) podawanymi w
12,17,18

literaturze.
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Rysunek 3. 27 Zmiana kata zwilzania poditozy PNIPAM- u w funkcji temperatury (c). Obrazy z mikroskopu
fluorescencyjnego warstw PNIPAM- u zarejestrowane po adsorpcji biatek (a, b, d, c). Adsorpcja Con A- FITC do PNIPAM- u
w temperaturze 20 °c (a) i 38 °c (d). Adsorpcja LcH- TRITC do PNIPAM- u w temperaturze 20 °c (b) i 38 °c (e). Zdjecia
zarejestrowane w tych samych warunkach (czas zbierania 4s, prébki zanurzone w PBS). Rozmiar zdjec (a, b, d, e)
1,75%1,32 mm.

Wiedzac, ze za adsorpcje biatek odpowiadaja gtéwnie oddziatywania hydrofobowe > 7

wyniki pomiaréw kata zwilzenia skonfrontowano z adsorpcjg znakowanych fluorescencyjnie lektyn
Con Ai LcH do tych podtozy. Na rysunku 3.27 a, b przedstawiono obrazy obserwowane mikroskopem
fluorescencyjnym po ekspozycji podtozy PNIPAM do roztworéw biatek w temperaturze T= 20 °C< T
(PNIPAM). Czarne zdjecia $wiadczg o braku zaadsorbowanych do powierzchni molekut Con Ai LcH, a
wiec potwierdzajg hydrofilowy stan podfoza. Zupetnie inny obraz widzimy na zdjeciach
fluorescencyjnych zarejestrowanych dla podtozy PNIPAM eksponowanych na roztwory biatek w
temperaturze 38 °C, czyli temperaturze wyzszej od Tc (PNIPAM) (rysunek 3.27 d, e). Na rysunku 3.27
d widoczna jest intensywna fluorescencja zielona Con A znakowanej FITC, a na rysunku 3.27 e
widoczna jest, rowniez intensywna, fluorescencja czerwona LcH znakowanego TRITC. Fakt, ze lektyny
zaadsorbowaty do powierzchni PNIPAM- u w temperaturze powyzej 32 °C potwierdza hydrofobowy
charakter podtoza.

3.2.2.4.2. Mikro- wzory biatek na PS/ PNIPAM.

Wyniki pomiaréw kata zwilzania i jednorodnej adsorpcji biatek do warstw PNIPAM- u oraz
wyniki adsorpcji lektyn do jednorodnych powierzchni PS opisane w rozdziale 3.1.1, zachecity do
wytworzenia powierzchniowych wzoréw PS/ PNIPAM, w celu zastosowania ich do wytworzenia
mikro- macierzy biatek.

Wzory powierzchniowe PS/ PNIPAM powstaty w procesie samo- organizacji w czasie spin-
castingu. Separacja fazowa indukowana odparowywaniem rozpuszczalnika spowodowata powstanie
izotropowego wzoru powierzchniowego domen rdznych faz polimerowych. Warstwy PS/ PNIPAM
zostaty usieciowane promieniowaniem UV, aby zapobiec rozpuszczeniu sie PNIPAM- u w procesie
deponowania wodnych roztwordw biatek.
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Na rysunku 3.28 (lewy panel) pokazano obraz LFM, na ktérym widoczne sg zmiany w tarciu
powierzchniowym wynikajgce z domenowej budowy powierzchni czyli obecnosci faz PS i PNIPAM.

a) b) d)
= szCST* ‘m m_ #
w “\ B TV zaT ﬁ_ #

hydrofobowy/

20 um
RS e

Ps/ @ ConA Ps/ @ LcH

Rysunek 3. 28 Miko- macierz wielu biatek: Con A- FITC i LcH- TRITC, widocznych na obrazach fluorescencyjnych
odpowiednio (c’) i (e’), wytworzone metodg sukcesywnej selektywnej adsorpcji adsorpcji biatek (b, d) do wzoréw
powierzchniowych hydrofobowego polistyrenu 9tworzacego matryce) i termo- czutego poli(N- izopropylakrylamidu)
(tworzacego wyspy) o morfologii widocznej na obrazie LFM (a).

Usieciowane wzory powierzchniowe PS/ PNIPAM postuzyly jako szablony do wytworzenia
mikro- macierzy wielu biatek, przez zastosowanie dwu- etapowej selektywnej adsorpcji lektyn: Con A-
FITC oraz LcH-TRITC. Reprezentatywne obrazy zaadsorbowanych, znakowanych fluorescencyjnie
lektyn oraz schemat postepowania pokazane sg na rysunku 3.28 b-e’. W pierwszym etapie
przeprowadzono adsorpcje Con A- FITC w temperaturze pokojowej (rysunek 3.28 b). Odtworzenie
jednej z faz polimerowych przez zaadsorbowane biatka umozliwia identyfikacje sktadnikéw wzoru
polimerowego, poniewaz zgodnie z oczekiwaniami wynikajgcymi z wczesniejszych badan (patrz sekcja
3.1.1 i 3.2.1) w tych warunkach Con A wigze sie do fazy PS. Poréwnujgc obraz fluorescencyjny
zaadsorbowanej Con A (rysunek 3.28 c’) z obrazem LFM wzoru polimerowego (rysunek 3.28 a’),
jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze szablon polimerowy sktada sie z domen termo- czutego PNIPAM-
u w matrycy hydrofobowego PS. W kolejnym kroku podtoze PS/ PNIPAM z zaadsorbowang Con A
umieszczono w komorze w temperaturze 38 °C, gdzie przeprowadzono ekspozycje na roztwor
drugiego biatka (LcH- TRITC). Jak pokazano w sekcji 3.1.2 w temperaturze powyzej 32 °C PNIPAM
zmienia wfasnosci na bardziej hydrofobowe, co zostato potwierdzone adsorpcjg LcH- TRITC do
wyspo- podobnych struktur wzoru polimerowego. Uzyte tu podejscie polegajace na identyfikacji faz
polimeréw przez testowanie odtwarzania wzoru podioza przez zaadsorbowane biatka, zostato

zaproponowane przez Bonduelle i in.**?°

3.2.2.5. Podsumowanie

W tej czesci pracy zaproponowano nowg, stosunkowo tatwga i niedrogg metode wytwarzania
mikro- macierzy wielu biatek opartg na sukcesywnej selektywnej adsorpcji lektyn do wzoréw
powierzchniowych cienkich warstw mieszanin polimeréw hydrofobowych i termo- czutych.
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Metodg spin- castingu przygotowano izotropowe wzory powierzchniowe hydrofobowego PS i
termo- czutego PNIPAM- u. Przez sukcesywne pozycjonowanie Con A (T= 20 °C), a nastepnie LcH (T=
38 °C) uzyskano mikro- wzory dwdéch znakowanych fluorescencyjnie biatek na duzych obszarach.
Takie mikro- wzory wielu biatek mozna wykorzysta¢ jako podtoza do hodowli komérek. %

Zademonstrowano sposdb tworzenia pokryé PNIPAM nie przez tworzenie ich szczotek
kowalencyjnie przytwierdzonych do powierzchni lecz przez odlewanie i usieciowienie cienkich
warstw tego polimeru. Utworzone w ten sposdb warstwy PNIPAM wykazujg kontrolowane
temperaturowo wtasciwosci, takie jak zwilzalno$¢ i adsorpcja biatka, poréwnywane do tych
obserwowanych dla szczotek PNIPAM.
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Rozdziat 3.3

Mikro-macierze biatka jako wynik jego grupowania
przez regularne wzory domen na powierzchniach
polimerow

3.3.1. Adsorpcja biatka do powierzchni polimeru o regularnym kontrascie adsorpcji
wprowadzonym przez miekka litografie

3.3.1.1. Abstrakt

Zaprezentowano nowatorskie podejscie, pozwalajgce na wytwarzanie mikro-wzoréw
biatkowych o wielu réznych skalach przestrzennych na duzych obszarach, oparte na selektywnej
adsorpcji biatek do powierzchni warstwy polistyrenu zakoficzonego grupa aminowag PS-NH, o
strukturze topograficznej - wytworzonej za pomocg form elastomerowych (litografia sit kapilarnych) i
o kontrascie adsorpcji biatek - wprowadzonym przez silany zawierajgce poli(tlenek etylenu) PEO i
nadrukowane za pomoca ptaskich pieczatek elastomerowych (odwrécony druk mikro-kontaktowy).
Obrazy powierzchni zarejestrowane mikroskopem sit atomowych potwierdzajg jednolitos¢ sktadu
warstw PS-NH, z pasami rowkow i wzniesient wystepujacych naprzemiennie z periodycznoscig 4< A<
200 pm. Morfologia warstw, przed i po selektywnej adsorpcji modelowego biatka (lektyny LcH
znakowanej izotiocyjanianem fluoresceiny), zobrazowana zostata, odpowiednio, mikroskopem
optycznym i fluorescencyjnym. Analiza obrazéw mikroskopowych (przeprowadzona takze za pomoca
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analizy Fouriera) pokazuje, ze wysokie obszary periodycznego wzoru powierzchni PS-NH, sg
,odtwarzane” jako ciemne lub jasne pasy na obrazach fluorescencyjnych dla wzniesien tworzgcych,
odpowiednio, periodycznie powtarzajace sie ptaskowyze (szersze niz 3 pm) lub waskie grzbiety. Ten
odwrdcony kontrast mikro-wzoréw biatkowych wynika ze zmiany geometrii struktury topograficznej
PS-NH,, co wptywa na powierzchniowy przeptyw silandw PEO z ptaskiej pieczatki do powierzchni
polimeru zaréwno w, jak i poza obszarami kontaktu w czasie stosowania druku mikro-kontaktowego.
Substruktury biatek o periodzie rownym frakcji A/n periodycznosci struktury topograficznej sa
obserwowane dla powierzchni polimeru z powtarzajgcymi sie grzbietami (n=2) i ptaskowyzami (n= 2 i
4). Wynika to z lokalnej modyfikacji adsorpcji biatek przez rézng koncentracje silanéw oraz cechy
topografii powierzchni.

3.3.1.2. Wstep

W ostatnich latach mikro- wzory biatkowe staty sie przedmiotem wielu badan, gtéwnie ze
wzgledu na szeroki i réznorodny zakres zastosowart w biomedycynie. '™ Specyficzne przestrzenne
uporzadkowanie biatek, pogrupowanych w gesto upakowane plamki na powierzchniach
biosensoréw, umozliwia rownoczesng charakterystyke skomplikowanych proceséw i materiatéw
biologicznych, stajac sie standardowym narzedziem dla analizy i diagnozy biomedycznej. > >
Mikro- wzory biatkowe mogg takze stuzy¢ jako podtoza dla niejednorodnej hodowli komérkowej,
ktéra umozliwia poznanie i kontrolowanie oddziatywan komédrka- komoérka oraz komérka- macierz

zewnatrzkomdrkowa *° oraz daje wglad w prcoesy wzrostu, podziatu i adhezji komérek. *°

Poniewaz unikalne wtasnosci mikro- macierzy biatkowych wynikajg z kontrolowanego
pozycjonowania biatek, zaproponowano wiele metod przeznaczonych do precyzyjnego deponowania
protein na obszarach o szerokim zakresie skali przestrzennych. Jedng z najbardziej rozwinietych
strategii jest selektywna adsorpcja biatek do powierzchniowych wzoréw polimerowych
przygotowanych przy pomocy wielu technik, takich jak litografia, techniki mikro- przeptywowe lub
separacja fazowa mieszanek polimerowych. '™*

Posrod licznych technik miekkiej litografii takich jak druk mikro-kontaktowy (uCP) czy

11, 20

mikro- formowanie warstw wspomagane rozpuszczalnikiem (SAMIM) stosowanych powszechnie

w aplikacjach biologicznych, takze mniej znane metody takie jak litografia sit kapilarnych (CFL)* lub

technika odwrdconego druku mikro- kontaktowego (i- uCP) ****, s3 uzywane w dziedzinie

24,25

biomedycyny.

W tej czesci pracy prezentuje nowe podejscie umozliwiajgce wytwarzanie wzoréw
biatkowych, w wielu réznych skalach przestrzennych na rozlegtych obszarach warstw polimerowych.
To podejscie oparte jest na selektywnej adsorpcji biatek do tréjwymiarowych powierzchni warstwy
polistyrenu zakonczonego grupg aminowg (PS- NH,). Wytworzone technikg spin- castingu jednorodne
cienkie warstwy PS- NH, zmodyfikowano w procesie dwustopniowym. W pierwszym kroku, warstwy
PS- NH, ustrukturyzowano topograficznie w podwyzszonej temperaturze stosujgc pieczatki
elastomerowe o zadanym wzorze (litografia sit kapilarnych CFL). ™ W  kroku drugim
ustrukturyzowane warstwy PS-NH, byty dekorowane silanami poli(tlenku etylenu) za pomoca

21-23

ptaskich pieczatek PDMS (odwrécony druk mikro- kontaktowy i- uCP) w celu lokalnego

zablokowania adsorpcji biatek. Metoda modyfikacji podtoza oparta o dwustopniowe (CFL, i- uCP)
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miekko litograficzne podejscie jest zademonstrowana przy uzyciu modelowego biatka — znakowane;j
fluorescencyjnie lektyny soczewicy (LcH).

Biokompatybilna natura PEO, nietoksycznego i nie immunogennego polimeru jest dobrze
udokumentowana. Dlatego tez silany- PEO (szczepione tancuchy PEO) sg powszechnie uzywane w

% 830 31 proceséw adsorpeji 2% i

celu zminimalizowania czy szablonowania wedtug wzoréw
kowalencyjnego wiazania biatek ® czy adhezji biatek *. Stosowano réwniez grupowanie szczotek PEO

przez nadrukowywanie ich na powierzchnie polistyrenu bogata w PS- NH,.2

Poniewaz drukowanie czastek za pomoca pieczgtek elastomerowych jest powszechnie

uzywane, dlatego cechy ktére mogg ogranicza¢ lub rozszerzy¢ te metode sa ogromnie wazne. *>** N

a
przyktad kontrast chemiczny, ktéry jest wyjatkowo czuty na geometrie kontaktu pieczatka-
powierzchnia wptywa na mato- i wielko- obszarowe wzory drukowane jednoczesnie za pomoca tioli
na ztocie. ** W tym rozdziale przedstawiony jest podobny efekt wystepujacy dla silanéw PEO
nadrukowanych na PS- NH, gdzie kontrast chemiczny moze zosta¢ odwrdcony. W konsekwencji
podczas adsorpcji biatek tworzone sg mikro- wzory ‘odtwarzajgce’ odpowiednio rowki lub
wzniesienia oryginalnego wzoru topografi polimeru o charakterystycznych ptaskowyzach (szersze niz
3 um) lub waskich grzbietach. Pokazane jest takze, ze oprocz odwréconego kontrastu takie mikro-
wzory biatkowe odpowiadajgce substrukturom o periodycznosci réwnej utamkowi periodycznosci
topografii mogg by¢ wytworzone za pomocg prezentowanej tu dwu- stopniowej metody miekko

litograficznej.

Jak dotad, ani zjawisko odwréconego kontrastu, ani wytworzenie regularnych substruktur nie
byty obserwowane podczas wytwarzania mikro- wzordw biatkowych na strukturyzowanej
powierzchni polimerowej.

Selektywna adsorpcja biatek do powierzchniowych domen polimeréw silnie zalezy od
eksperymentalnych szczegétow zaréwno tworzenia kontrastu chemicznego jak i adsorpcji biatek.
Modyfikowane warunki spin- castingu i pdzniejszej obrdbki mogg prowadzi¢ do drastycznego
ostabienia (poréwnaj referencje [40], [11]) lub nawet do odwrdcenia selektywnej adsorpcji (poréwnaj
referencje [41], [11]). Natomiast selektywna adsorpcja protein moze by¢ zatrzymana jesli
koncentracja biatek lub czas inkubacji wzroénie o rzad wielkosci. *° Ten rozdziat jest poswiecony
analizie mechanizméw modyfikujgcych powierzchnie polimeru, prowadzacych do tworzenia wzoréw
przez zaadsorbowane biatka.

3.3.1.3. Materiaty i metody
3.3.1.3.1. Przygotowanie podtozy polimerowych.

Cienkie warstwy polistyrenu zakornczonego grupg aminowg (PS- NH,, M,,= 17 000, Pl = 1,3,
zakupione w Polymer Standard Service, Mainz) zostaty przygotowane metodg spin- castingu
(predkos¢ wirowania @= 1k rpm, czas t= 30 s) czyli wylania roztworu PS- NH, i toluenu (koncentracja
polimeru c,= 20 mg/ mL) na podtoza SiO,.

Nastepnie w warstwach PS- NH, wytworzono struktury topograficzne przez uzycie litografii sit
kapilarnych (doktadny opis procedury w referencji [19]). Pieczatke elastomerowg z wzorem,
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wykonang z poli(dimetylosiloksanu) PDMS, umieszczono na powierzchni polimerowej przez czas t= 30
min w temperaturze T= 120 °C, co skutkowato wytworzeniem tréjwymiarowego wzoru w formie
naprzemiennych paséow rowkow i wzniesien o periodycznosci A zmieniajgcej sie od 4 do 200 um.
Tréjwymiarowe wzory polimerowe ze strukturami wysokimi w formie ptaskowyzéw (szerokos¢ w> 3
pm) lub waskich grzbietéw (w< 3 um) zostaty wyprodukowane przy uzyciu réznych pieczatek PDMS.

Aby otrzymac chemiczny kontrast na tréjwymiarowe powierzchnie PS- NH, nadrukowano
silany- PEO ® uzywajac techniki odwréconego druku mikro- kontaktowego (szczegdty procedury w
referencjach [21], [22]). Ptaska pieczatka PDMS po pokryciu jej warstwa 2 % (frakcja objetosciowa)
roztworu etanolu i silanu CgH,,0sSi (ABSR GmbH&Co.KG, Karlsruhe) zostata przytozona do
powierzchni tréjwymiarowego wzoru polimerowego na czas t= 30 min. Najpierw powierzchnia
ptaskiej pieczatki PDMS (o wymiarach 1,5 x 2,0 cm i wadze 1,5 g ) byta zwilzana roztworem silanéw-
PEO za pomocg bawetnianego patyczka (nasgczonego ~ 0,1 mL roztworu) przez 5 s. Koncentracja
roztworu (wielokrotnego uzytku) mogta sie zmieni¢ maksymalnie o 10 % jego nominalnej wartosci
(przez parowanie). Stopien zwilzania pieczatki zostat okreslony przez pomiar kata zwilzania etanolem,
ktdrego wartos¢ wyniosta 22,9 °. Nastepnie zwilzona pieczatka PDMS zostata recznie umieszczona na
powierzchni tréojwymiarowego wzoru polimerowego i zostawiona w kontakcie z powierzchnig probki
przez 20 min (wywierajac cisnienie ~ 50 Pa). Aby zapewni¢ dobry kontakt miedzy polimerowym
podtozem a ptaska pieczatkg PDMS, ta ostatnia zostata dodatkowo docis$nieta (zaraz po natozeniu)
pincetg przez 10 s (dodatkowe cisnienie ~ 6 kPa). Przed adsorpcjg biatek, podtoza zostaty przeptukane
woda dejonizowang DI i wysuszone stabym strumieniem azotu.

3.3.1.3.2. Adsorpcja biatek.

Lektyna soczewicy z Lens culinaris (LcH, Biokom, Polska) znakowana fluorescencyjnie
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC), zostata uzyta jako biatko modelowe. Tréjwymiarowe
powierzchnie polimerowe (topograficznie ustrukturyzowane PS- NH, czesciowo pokryte silanami-
PEO) pokryto roztworem biatka i soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS; pH= 7,4; Sigma) o
koncentracji c..y= 41,5 mg/ mL przez czas inkubacji wynoszgcy t= 10 min, a nastepnie ostroznie
sptukane woda dejonizowana.’ Prébki przed badaniem mikroskopem fluorescencyjnym zostaty
osuszone w desykatorze.

3.3.1.3.3. Charakteryzacja préobek.

Zaréwno topografia jak i sktad podtozy polimerowych byt obrazowany zaréwno mikroskopem
optycznym jak i mikroskopem sit atomowych. Obrazy topograficzne i fazowe zarejestrowano w
powietrzu w temperaturze pokojowej mikroskopami AFM pracujagcymi w trybie bezkontaktowym
(MultiView 1000 firmy Nanonics Imaging Ltd., Agilent 5500).

Adsorpcja biatek do podtozy polimerowych zostata zbadana przy uzyciu mikroskopu
optycznego Olympus BX51, wyposazonego w 100 W lampe halogenkowgq oraz filtry U- MNB2 (Ae, =
470-490 nm, Aen>510 nm) i U- MNG2 (Ae,= 530-550 nm, A»> 580 nm) oraz obiektyw (UplanApo) o
powiekszeniu 40x. Wszystkie obrazy zarejestrowano dla suchych prébek. Obrazy te zarejestrowano
kamera cyfrowg XC50 oraz uzywajac programu CELLAF.
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3.3.1.3.4. Analiza obrazow.

Obrazy fluorescencyjne zaadsorbowanych biatek byty analizowane numerycznie przez
zastosowanie analizy Fouriera FFT. Do analizy uzyto oprogramowania przygotowanego w naszym

laboratorium. 3%

Dla kazdego obrazka zostata wygenerowana jego 2- dim transformata Fouriera
(rysunek 3.29). Kazde spektrum FFT sktada sie z, lezacych w jednej linii, mocnych maksimow
dyfrakcyjnych o potozeniu k= nk; (n- liczba catkowita, |k, |= 1/A). Kwadrat amplitud FFT obszaru k,
tworzacy waski pasek lezgcy wzdtuz maksimow nk;, zostat usredniony aby otrzymaé catkowite
spektrum potegowe P(k). Sktadowa izotropowa tego spektrum, zdefiniowana przez dane usrednione
radialnie dla ptaszczyzny k bez pasa nk,, zostata odjeta od P(k) aby otrzyma¢ widmo sktadowej
anizotropowej P,(k). Widmo P,(k) (rysunek 3.29 b) sktada sie z kilku maksiméw lezgcych w pozycji

nk;, ktorych absolutna i relatywna intensywno$¢ wynoszg odpowiednio J,= J(nk;) i 1,= J./Zm)m.
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Rysunek 3. 29 Analiza za pomocg szybkiej transformacji Fouriera (FFT) (a) obrazu fluorescencyjnego (pokazanego na
rysunku 3.34 a) i odpowiadajagca mu sktadowa anizotropowa P,(k) catkowitego spektrum potegowego. |, oznacza
wzgledne natezenie maksiméw w pozycjach nk, i odzwierciedla wktad modu strukturalnego o czestosci A/n do morfologii
wzoru biatek.

3.3.1.4. Wyniki

Dwustopniowe zastosowanie technik miekkiej litografii zostato wykorzystane do wytworzenia
3-dim wzordéw polimerowych. Najpierw w uzyskanych technika spin-castingu warstwach polistyrenu z
grupami aminowymi (rysunek 3.30 a) wytworzono strukture topograficzng za pomocg pieczatek
elastomerowych uzywajac litografii sit kapilarnych (rysunek 3.30 b)." Nastepnie, tak przygotowane
powierzchnie polimerowe udekorowano, za pomocg ptaskiej pieczatki PDMS, silanami- PEO (technika
odwrdéconego druku mikro- kontaktowego), tak aby zablokowac lokalnie niespecyficzng adsorpcje
biatek (rysunek 3.30 ¢). ***
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Rysunek 3. 30 Schematyczne przedstawienie zjawiska odwroconego kontrastu (e) i wytwarzania substruktur (f), opartych
na selektywnej adsorpcji bialek do 3- dim powierzchni polimerowej polistyrenu z grupami aminowymi wytworzonej
metodg spin-castingu (a) o topografii uformowanej technika litografii sit kapilarnych (CFL) (b) i lokalnie
zmodyfikowanego, w celu zablokowania adsorpcji biatek, warstwg silanéw- PEO natozong technika odwroconego druku
mikro- kontaktowego i-uCP (c, d).

Podczas pierwszego kroku CFL, pieczatka PDMS o zadanym wzorze topografii zostata
przytozona do warstwy PS- NH, w temperaturze 120 °C, na skutek czego powstaty tréjwymiarowe
wzory polimerowe zobrazowane mikroskopem AFM (rysunek 3.30 a-c) i optycznym (rysunek 3.30 d,
e). Obrazy powierzchni AFM (rysunek 3.30 c) pokazujg naprzemienne wysokie i niskie struktury w
formie paskéw. Natomiast zarejestrowane rdwnoczesnie z obrazami topograficznymi obrazy
kontrastu fazowego (rysunek 3.31 a- trace i b- retrace obszaru pokazanego na rysunku 3.31 c)
pokazujg jednorodny sktad podtoza (na obrazy wptywa jedynie topografia podtoza).
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Rysunek 3. 31 Sktad powierzchni (a, b — kontrast fazowy trace i retrace), topografia (c, AFM, trace, ten sam obszar co na
a, b) oraz morfologia duzych obszaréow prdobek (d, e — obrazy z mikroskopu optycznego), o topografii wytworzonej
(naprzemienne paski wysokie i niskie) technika litografii sit kapilarnych warstw polimerowych PS- NH,. Struktury wysokie
moga tworzy¢ grzbiety (o szerokosci ws 3 um; a-c, e) lub ptaskowyze (w> 3 um, d). Obrazy (a-c) odpowiadajg temu
samemu topograficznemu wzorowi polimerowemu co (e). Ciemne obszary obrazéw optycznych odpowiadajg strukturom
wysokim (poréwnaj c, e).

Poréwnanie obrazéw tego samego wzoru polimerowego zarejestrowanych mikroskopem sit
atomowych (rysunek 3.31 c) oraz optycznym (rysunek 3.31 e) pokazuje, ze strukturom wysokim (tutaj
wezszym) na obrazach z mikroskopu optycznego odpowiadajg ciemniejsze paski. Ponadto obrazy
optyczne ukazujg dwa typy wytworzonych metodg CFL, przy uzyciu réznych pieczagtek PDMS, 3-dim
powierzchni (rysunek 3.31 d, e). Zawsze wzor polimerowy sktada sie z naprzemiennie wystepujgcych
rowkéw i wzniesien, ale struktury wysokie tworza szersze niz 3 pm ptaskowyze (rysunek 3.31 d i
rysunek 3.30- lewy panel) lub waskie grzbiety o szerokosci w < 3 um (rysunek 3.31 i rysunek 3.30-
prawy panel). Powyzsze rozrdéznienie geometrii wzoréw powierzchniowych bedzie istotne dla
pdzniejszego modyfikowania powierzchni silanami- PEO technikg i-uCP (dystrybucja silandw), oraz
tworzenia wzoréw biatkowych przez selektywng adsorpcje. Oba efekty geometrii trojwymiarowego
wzoru topograficznego sg dyskutowane w kolejnej czesci.

3.3.1.4.1. Mikro-wzory biatkowe o odwréconym kontrascie

Efektem selektywnej adsorpcji znakowanej fluorescencyjnie lektyny soczewicy lentil lectin
(LcH) do 3-dim wzoréw polimerowych byto wytworzenie regularnych mikro-wzoréw biatkowych.
Jakos¢ otrzymanych wzoréw, uzyskanych dla powierzchni polimeréw o réznej rzezbie topograficznej,
jest potwierdzona obrazami fluorescencyjnymi (rysunek 3.32 b, d). Zaskakujagcg ceche mozna
zaobserwowaé poréwnujac morfologie wzordéw fluorescencyjnych biatek z morfologia 3-dim wzoréw
polimerowych widoczng na obrazach z mikroskopu optycznego (rysunek 3.32 a, c). Dla wzoru
polimerowego ze wzniesieniami wysokimi tworzacymi ptaskowyze (ciemne paski — rysunek 3.32 a)
biatka adsorbujg selektywnie w rowkach (jasniejsze paski- rysunek 3.32 b). Natomiast dla wzniesien w
formie waskich grzbietow tj. o szerokosci w < 3 um (ciemniejsze paski- rysunek 3.32 c), znakowane
fluorescencyjnie molekuty lektyn gromadzg sie na powierzchni struktur wysokich, a nie niskich
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(jasniejsze paski- rysunek 3.32 d). Zaobserwowany tutaj odwrdcony kontrast mikro-wzoréw
biatkowych obejmuje swoim zasiegiem duze obszary (siegajgce do 0,9 mm), gdzie lektyny adsorbujg
selektywnie do rowkow (rysunek 3.33 a) lub wzniesien (rysunek 3.33 b) w zaleznosci od geometrii
wzoru polimerowego. Zaproponowane podejscie, z wielokrotnym zastosowaniem technik miekkiej
litografii, pozwala na wytwarzanie mikro-wzoréw biatkowych o réinej periodycznosci A (patrz
rysunek 3.33 gdzie A wynosi odpowiednio 8, 45 i 75 um), w dodatku do odwréconego kontrastu co
czyni go obiecujacy technika w aspekcie zastosowan biomedycznych.

Dla dalszej analizy odwrdcenia kontrastu przez mikro-wzory biatkowe warto przypomnieé, ze
powierzchnie pokryte PEO sg odporne na adsorpcje biatek, co wynika z efektéw sterycznych i
mobilnosci taricuchéw PEO. ** Zatem podczas gdy szczepione faricuchy PEO (silany- PEO) moga

zablokowa¢ adsorpcje protein *272% 31

te same tancuchy PEO, ale o nizszej gestosci powierzchniowe;j
(np. tworzace odseparowane grzybki) nie mogg zapobiec adsorpcji, co ostatnio zostato opisane w
[30]. Z tego powodu odwrdcony kontrast mikro-wzoréw biatkowych, wytworzonych przez selektywna
adsorpcje, musi by¢ zwigzany z inwersjg obszaréw reliefu polimerowego z duzg gestoscig silanéw

PEO.

Obszary o wysokim stopniu pokrycia PEO powstajg na wzniesieniach i w rowkach
topograficznego wzoru polimerowego o charakterystycznych ptaskowyzach (poréwnaj rysunki lewy
panel 3.30 e, 3.32 a, b) oraz grzbietach (rysunek 3.30 e- prawy panel, 3.32 ¢, d). Odpowiednio w obu
przypadkach silany- PEO zostaty nadrukowane tg samg technikg i-lL.CP. Zatem odwrdcenie kontrastu
chemicznego musi by¢ spowodowane zmiang geometrii kontaktu miedzy ptaskg pieczatkg PDMS
(pieczatka i-puCP) a 3-dim powierzchnig polimerowa, o szerokich (ptaskowyze, lewy panel na rysunku
3.30 ¢, d) lub waskich (grzbiety, prawy panel na rysunku 3.30 c, d) wzniesieniach. Geometria w strefie
kontaktu pieczatek moze wptywaé na sposdb rozprowadzenia roztworu silanéw z pieczatki do
podtoza, jak zaobserwowano wczeéniej dla nadrukowanych na ztoto alkanotioli. ** To wskazuje, ze
transport roztworu silanéw-PEO wzdtuz powierzchni pieczatki i podtoza jest najwazniejszym
mechanizmem rozprowadzenia, wazniejszym niz transport silandw z ich pary czy dyfuzja z wnetrza
pieczatki PDMS. **> Mozna sadzi¢, ze praktycznie cata objeto$é roztworu silanéw- PEO naniesionego na
pieczatke jest zatrzymywana przez obszary ptaskowyzéw (w> 3 pum) nie zostawiajac nic dla obszarow
obnizonych (rysunek 3.30 d- lewy panel). Odwrotng sytuacje zaobserwowano dla wzoréw
polimerowych o waskich grzbietach. Tutaj molekuty silanéw- PEO transportowane sg do obszaréw
niskich, takze w rejony odlegte od stref kontaktu (Rysunek 3.30 d- prawy panel). W dodatku przeptyw
roztworu silanéw- PEO jest tu tylko w niewielkim stopniu modyfikowany przez szczyty grzbietow z
powodu lepszego kontaktu (wyzsze cisnienie kontaktowe). Dlatego tez waskie grzbiety po
zastosowaniu techniki i-uCP pozostajag ubogie w molekuty SAM. Zaproponowany model opisujacy
odwrécony kontrast wydrukowanych silanéw i zgrupowanych biomolekut lektyn jest potwierdzony
przez substruktury o potowie periodycznosci reliefu, dyskutowane dalej.
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Rysunek 3. 32 Mikro-wzory biatkowe o odwrdéconym kontrascie. Obrazy fluorescencyjne (b, d) lektynach
zaadsorbowanych do rowkéw (a, b) lub do wzniesien (c, d) topograficznych wzoréw polimerowych wytworzonych z
wzniesionymi ptaskowyzami (a) lub waskimi grzbietami (c). Struktury wysokie na obrazach z mikroskopu optycznego (a,
c) sg ciemniejsze (préwnaj rysunek 3.31). Periodyczno$¢ wzorow polimerowych wynosi 180 um (a, b) i 8 um (c, d).

Rysunek 3. 33 Wzory lektyn LcH znakowanych fluorescencyjnie wytworzone na duzych obszarach (siegajacych> 0,9 mm)
3- dim wzoru polimerowego przez selektywna adsorpcje do rowkéw (a) lub grzbietéw (b). Periodycznos¢ pieczatki A
wynosi 45 um (a, dolny prawy rég), 75 um (a, gérny lewy rog) i 8 um (b).
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3.3.1.4.2. Substruktury w mikro-wzorach biatkowych.

Dla polimerowego reliefu z waskimi grzbietami, ktéry jest udekorowany silanami- PEO przez
selektywng adsorpcje zaobserwowano nowe zjawisko. Oprécz odtworzenia wzoru polimerowego o
periodycznosci A zaadsorbowane biatka dodatkowo utworzyty substruktury o periodycznosci A/2.
Reprezentatywne obrazy fluorescencyjne zaadsorbowanych lektyn LcH (rysunek 3.34), pokazuja ze
substruktury A/2 mogg wspdtistnie¢ ze strukturami pierwszorzedowymi jako odrebne obszary
(rysunek 3.35 a) lub jako domeny biatkowe o réznym wktadzie do morfologii wzoréw biatkowych
(rysunek 3.34 a- po prawej, b). Pierwszorzedowa struktura wzoréw biatkowych powstaje przez
adsorpcje lektyn do grzbietéw wzoru polimerowego, ktdére byty w bezposrednim kontakcie z,
zwilzong roztworem silanéw- PEO, ptaska powierzchnig pieczatki elastomerowej, skutkiem czego nie
zostaty pokryte warstwg SAM (rysunek 3.30 d, e- prawy panel). Efektywnie molekuty silanéw- PEO
dyfundowaty po powierzchni z obszaréw kontaktu do obszaréw niskich poza kontaktem, blokujac
mozliwos¢ adsorpcji biatek w tych obszarach. Wynika z tego, ze substruktury A/2 powstaty w pasach
o niewielkiej koncentracji molekut SAM, potozonych w réwnym odstepie od sasiednich stref kontaktu
(rysunek 3.30 f- prawy panel). Pojawienie sie tych paséw i ich kontrast w koncentracji silanéw- PEO
zalezy od powierzchniowego strumienia silandw. Sg wiec bardzo czute na sposdb zwilzenia pieczatki
PDMS roztworem silandéw oraz na ci$nienie wywierane na pieczatke. Rozny wktad substruktur A/2 do
morfologii mikro-wzoréw biatkowych (rysunek 3.34 a, b) moze wynikaé z réznic w powierzchniowym
strumieniu roztworu silanédw modyfikowanym przez ilos¢ uzytego roztworu silandw,
niejednorodnosci zwilzenia pieczatki tym roztworem lub z niejednorodnego kontaktu podczas i-lCP
(np. kiedy pieczatka jest krétko naciskana pinceta). *

Rysunek 3. 34 Mikro-wzory biatek z substrukturami A/2 utworzonymi w dodatkach paséw odtwarzajacych polimerowe
grzbiety o periodzie A= 8 um. Obrazy fluorescencyjne zaadsorbowanych biomolekut LcH- FITC pokazujg wspétistnienie
substruktur A/2 i struktur pierwszego rzedu A w osobnych obszarach (a) lub w postaci domen dajgcych rézny wktad do
morfologii poprzecznie wydtuzonych wzoréw biatkowych (b, prawa strona a).

Substruktury biatkowe A/n (n- liczba catkowita) odtwarzajgce topograficzne wzory
polimerowe zaobserwowano nie tylko dla powierzchni o strukturach wysokich w formie waskich
grzbietéw (rysunek 3.35 a) ale takze dla tych z wysokimi strukturami w formie ptaskowyzow (rysunek
3.35 b). Szerokos¢ poprzecznie wydtuzonych domen biatkowych jest mniejsza w pordwnaniu z
rozmiarem poprzecznym struktur wzoru polimerowego, zatem obserwuje sie wzrost rozdzielczosci
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mikro-wzoréw biatkowych w poréwnaniu do matrycy litograficznej zastosowanej w technice CFL.
Podczas gdy zaobserwowane struktury A/2 s3 wyrazne dla obu typéw wzoréw polimerowych
(rysunek 3.35 a, b) to dodatkowo w przypadku 3- dim powierzchni o wysokich ptaskowyzach
zaobserwowano substruktury o periodycznosci A/4 (rysunek 3.35 b).

Rysunek 3. 35 Fluorescencyjne obrazy mikro-wzoréw biatkowych LcH-FITC z wyraZznymi substrukturami A/2 (a, b) oraz
A/4 (b). Ich rozmiar poprzeczny jest mniejszy niz rozmiar waskich grzbietéow (a) i ptaskowyiéw (b) topograficznych
wzoréw polimerowych.

Bardziej zasadnicza rdznica pomiedzy substrukturami mikro-wzoréw biatkowych na obu
typach reliefu polimerowego jest bardziej widoczna po dokiadniejszej analizie obrazéw
fluorescencyjnych (rysunek 3.35 a, b) przedstawionych w formie cie¢ pokazujgcych profile srednich
wartosci natezenia fluorescencji (rysunek 3.36 e, h). W przypadku wzoréw polimerowych o waskich
grzbietach ilo$¢ zaadsorbowanych biomolekut (odzwierciedlona w intensywnosci fluorescencji) ma
wyrazne minimum réwne dla wszystkich obszaréw pomiedzy strukturami pierwszego rzedu A
a substrukturami (rysunek 3.36 e). Natomiast dla struktur wysokich w formie ptaskowyzéw natezenie
fluorescencji ma dwa lokalne minima: minimum o wyzszej wartosci intensywnos$ci odpowiada
obszarom pomiedzy strukturami A a substrukturami, podczas gdy drugie niskie minimum odpowiada
obszarom pomiedzy réwnoodlegtymi grupami takich domen (rysunek 3.36 h). Ta réznica wynika
z odmiennych mechanizméw tworzenia sie substruktur biatkowych. Dla reliefu o strukturach
wysokich w formie grzbietow mikro-wzory biatkowe o strukturach A/ n odtwarzajg wzér chemiczny
wytworzony przez wysokie pokrycie powierzchni przez silany- PEO jak jest to opisane powyzej.
Natomiast substruktury biatkowe zaobserwowane dla wzoru topograficznego z ptaskowyzami
powstaty przez adsorpcje, modyfikowang wewnatrz obszaréw niskich wolnych od silanow (wyzsze
minima lokalne na rysunku 3.36 h) i zablokowang silanami-PEO w obszarach ptaskowyzéw (nizsze

lokalne minima na rysunku 3.36 h). Na adsorpcje biatek moze wptywaé topografia powierzchni. ¢

*” Obserwowane tutaj zjawisko moze mie¢

Moze ona by¢ nawet wzmocniona wzdtuz rowkow.
nastepujgce wyjasnienie: po poczatkowe] adsorpcji do obszaréw niskich poprzeczna mobilnosc¢
biatek ® prowadzi do zwiekszenia koncowej obecnosci w rogach rowkéw (gdzie lokalne pole
powierzchni jest wieksze), kosztem zaniku obecnosci biatka na sgsiednich obszarach, oddzielajgcych
boczne rejony (rogi) rowdéw od ich paséw centralnych (rysunek 3.35 b i 3.35 h). Ten mechanizm

podobny jest do efektu oczkowego (doughnut effect) zaobserwowanego w mikro-macierzach
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biatkowych wytwarzanych technikg punktowania na ptaskich podtozach, ktéry polega na
powstawaniu domen biatkowych w formie pierscieni (bez centralnego maksimum). *

3.3.1.4.3. Analiza Fouriera mikro-wzoréw biatkowych

Aby zbadaé daleko- zasiegowe uporzadkowanie domen biatkowych tworzgcych mikro-wzory

fluorescencyjne ich morfologie zbadano za pomoca analizy Fouriera (rysunek 3.29). *”°

Relatywne
intensywnosci |, opisujgce piki widoczne w spektrum potegowym P,(k) (rysunek 3.29 b) sg uzyte do
okreslenia wktadu rdéznych moddéw strukturalnych (A/n, n- liczba catkowita) do morfologii

mikro-wzordéw biatek.

Aby poréwnac grupowanie protein na topograficznych wzorach polimerowych (o oryginalnej
periodycznosci A) wyniki analizy Fouriera sg pokazane (w formie histograméw relatywnych
intensywnosci 1,) na rysunku 3.36 dla trzech typéw mikro-macierzy biatkowych: o strukturach
pierwszego rzedu A, (rysunek 3.36 a-c), substrukturach o periodycznosci A/2 (rysunek 3.36 d-f), i
wspatistniejgcych substrukturach A/2 i A/4 (rysunek 3.36 g-i). Uporzadkowanie dalekiego zasiegu w
przypadku wszystkich trzech typdéw mikro-wzoréw biatkowych jest odzwierciedlone przez niezerowe
wartosci intensywnosci fluorescencji |, (rysunek 3.36 ¢, f, i). Jest ono rowniez widoczne na profilach
$redniej wartosci intensywnosci fluorescencji <i(x, y)>, wyznaczonej prostopadle do kierunku paskéw
reliefu polimerowego (rysunek 3.36 b, e, h).

Dla mikro-wzoréw biatkowych o strukturze pierwszego rzedu A (rysunek 3.36 a-c), profil <i(x,
y)>, sktada sig z ‘komdrek elementarnych’ (przez analogie do krystalografii *%) o statej A i zawierajacej
jeden obszar pokryty biatkami, z czego wynikajg malejgce wartosci intensywnosci |,> |,> |3 ze wzgledu

na przestrzenng rozpieto$¢ pasdéw biatkowych. % !

Natomiast mikro-wzory z widocznymi
substrukturami A/2 (rysunek 3.36 d-f) daja profil intensywnosci <i(x, y)>, sktadajacy sie z ‘komorki
elementarnej-A’ zawierajgcej dwa obszary: bogaty w zaadsorbowane biatka i przesuniety o A/2 rejon
o mniejszej ilosci biatka. Skutkiem tego jest zredukowanie wartosci intensywnosci |, struktury
podstawowej ponizej wartosci intensywnosci |, odzwierciedlajgcej mod strukturalny A/2. W koncu,
dla biatek zgrupowanych we wspédtistniejgce substruktury A/2 i A/4 (rysunek 3.36 g-i) profil
intensywnosci <i(x, y)>, sktada sie ‘komorki’ A zawierajacej trzy obszary bogate w LcH- FITC: dwie
‘domeny’ oddzielone o A/2 zawierajgce mniejszg ilo$¢ biomolekut i trzecig, bardziej wyrazna (prawie
dwukrotnie), przesunietg o A/4. To specyficzne utozenie paséw biatka powoduje, ze zaobserwowano
bardzo staby (bliski zeru) pik dyfrakcyjny n= 2, a co za tym idzie bardzo duzg intensywnosé¢ piku I,
podstawowego modu strukturalnego.
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Rysunek 3. 36 Wytworzone obszary (a, d, g) i usrednione wzdtuz osi y wartosci natezenia fluorescencji <i(x, y)>, (b, e, h)
obrazéw fluorescencyjnych (rysunki 3.32 d, 3.35 a, 3.35 b) oraz wyniki analizy Fouriera (c, f, i) (histogramy wzglednych
wartosci natezen fourierowskich |, zdefiniowane na rysunku 3.29, wraz z zaznaczonymi niepewnos$ciami pomiarowymi,
obliczone dla kilku obrazéw (n2 3), odpowiadajag mikro-wzorom biatkowym o strukturze pierwszego rzedu A (a-c),
wyraznych domenach substrukturach A/2 (d- f) oraz widocznych substrukturach A/2 i A/4 (g-i). Niepewnosci pomiarowe
(c, f, i) obliczono z odchylenia standardowego.

3.3.1.5. Wnioski

3-dim powierzchnie polimerowe o naprzemiennych pasiastych rowkach i wzniesieniach
wytworzone technikg litografii sit kapilarnych (CFL)* (o periodycznoici 4< A< 200 pm) i
zmodyfikowane chemicznie przez nadrukowanie silanéw- PEO technikg odwréconego druku
mikro-kontaktowego (i-puCP) > zostaty uzyte jako podtoza do selektywnej adsorpcji modelowego
biatka- znakowanej fluorescencyjnie lektyny soczewicy (LcH). W ten sposdéb wytworzono mikro-wzory
biatkowe o odwrdconym kontrascie z zaadsorbowanymi lektynami odwzorowujgcymi powierzchnie
wgtebien lub wzniesien wzoru polimerowego w zaleznosci od geometrii obszarow wysokich tj.
odpowiednio dla ptaskowyzéw lub waskich grzbietdow. Wynika to z chemicznego kontrastu
powstajgcego w trakcie i-uCP, w czasie ktérego nastepuje transfer molekut silanéw-PEO, silnie
zalezny od geometrii wzoru polimerowego i kontaktu pomiedzy zwilzong pieczatka a substratem. Ten
wazny dla technik druku molekularnego efekt jest zgodny z wczeéniejszymi badaniami. *

Substruktury biatkowe o frakcji A/n periodycznosci wzoru polimerowego powstajg réwniez
wedtug zaprezentowanego modelu. Dominujgce substruktury A/2 oraz wspotistniejgce substruktury
A2 i AJ4 wytworzono dla struktur wysokich odpowiednio w postaci grzbietéw i ptaskowyzdw.
Rozpoznano dwa mechanizmy wytwarzania substruktur, ktére zwigzane sg z rézng adsorpcjg biatek
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wynikajaca z modyfikacji chemicznego kontrastu podtoza * lub topografii powierzchni. ¥ Domeny
lektyn wytworzone w formie substruktur s mniejsze od elementéw reliefu polimerowego. Zatem
rozdzielczos¢ mikro-wzoréw biatkowych jest lepsza od rozdzielczosci pieczatki litograficznej
(pieczatka CFL).

Analiza Fouriera potwierdzita uporzadkowanie dalekiego zasiegu domen biatkowych we
wszystkich wytworzonych typach mikro-wzoréw biatkowych: o strukturze pierwszego rzedu A, o
substrukturach A/2 i o wspédtistniejgcych substrukturach A/2 i A/4. Ponadto specyficzny sposdb
regularnego uporzgdkowania domen biatkowych na 3- dim powierzchniach polimeréw jest widoczny
na profilach sredniej intensywnosci fluorescencji.

Wszystkie cechy (uporzadkowanie dalekiego zasiegu, szeroki zakres skali przestrzennej,
odwrdcony kontrast, regularne substruktury) wytworzonych mikro-wzoréw biatkowych za pomoca
pokazanego podejscia, stosujgcego techniki miekkiej litografii, sprawiajg ze tg3 metode mozna
potencjalnie wykorzysta¢ do produkcji powierzchni nadajgcych sie dla zastosowan biomedycznych
(np. do niejednorodnej hodowli komadrek).
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3.3.2. Adsorpcja biatka do regularnych struktur domenowych dwu polimerow
wytworzonych przy pomocy miekkiej litografii

LcH

eSS S

Y 7 PP

S1dd

3.3.2.1. Abstrakt

Badania przeprowadzone uprzednio wykazaty wysoce- selektywng adsorpcje biatek (lektyn
LcH i ConA) do izotropowych domen polimerowych utworzonych przez samo- organizacje w warstwie
osadzonej z mieszaniny poli(tlenku etylenu) PEO i polistyrenu PS. Dlatego ta para polimeréw, PEO i PS,
ten ostatni bromowany czesciowo (PBrS) dla zapewnienia kontrastu w spektroskopii masowej jonow
wtdrnych SIMS, zostata wybrana do stworzenia regularnych powierzchniowych struktur domenowych
dla adsorpcji biatka. Zaproponowana strategia tworzenia periodycznych wzoréw PEO/ PBrS polega na
osadzeniu i usieciowaniu (za pomocy ultrafioletu) warstwy PEO (domieszkowanej triakrylanem
pentaerytrytolu), osadzeniu wierzchniej warstwy PBrS, a nastepnie na mikro- formowaniu
wspomaganym rozpuszczalnikiem i usuwajgcym periodyczne obszary gérnej z dwu- warstw
polimeréw. Obrazy powierzchniowe uzyskane za pomocg AFM oraz SIMS pokazujg uzyskane
periodycznie regularne wzory niskich obszaréw zawierajgcych PEO oddzielone wysokimi pasami PBrS.
Z kolei, obrazy fluorescencyjne po adsorpcji biatka (lektyn LcH badz ConA) pokazuja regularne mikro-
wzory biatka. Ponadto wyniki fluorescencyjne sugerujg wyzszg selektywnos$é adsorpcji dla tych
wzoréw PEO i PBrS niz dla struktur mieszanin PEO i PS.
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3.3.2.2. Wprowadzenie

Wysoce selektywna adsorpcja lektyn do izotropowych wzoréw PEO/ PS zachecita do
stworzenia regularnych wzordéw biatek. W tym celu przygotowano regularne wzory powierzchniowe
PEO/ PS w rdznych skalach przestrzennych i na duzych obszarach. Aby utatwié¢ identyfikacje faz
polimerowych na powierzchni uzyto polistyrenu bromowanego PBrS. Zastosowano technike
mikro-formowania wspomagang rozpuszczalnikiem SAMIM i wytworzono powierzchniowe wzory
PEOQ/ PBrS do ktorych adsorbowaty znakowane fluorescencyjnie lektyny LcH oraz Con A.

3.3.2.3. Czes¢ eksperymentalna
3.3.2.3.1. Przygotowanie podtozy polimerowych.

Do tych badan uzyto politlenku etylenu PEO (Srednia masa czgsteczkowa M,, = 42 700,
polidyspersyjnos¢ M,/ M,= 1,25, temperatura zeszklenia T,=-63 °C) oraz czesciowo bromowanego
polistyrenu PBrS (M,,= 185 000, M,/ M,= 1,04, zawierajacy 10,7 % segmentdéw bromowanych).
Czesciowo bromowanego polistyrenu, ktérego fizykochemiczne wtasnoéci nie réznig sie od PS,*°
uzyto aby umozliwi¢ identyfikacje domen.

Uporzqdkowane wzory polimerowe. Uporzagdkowane wzory polimerowe wytworzono stosujgc
technike mikro- formowania warstw wspomagang rozpuszczalnikiem (SAMIM). *’ Przygotowano
roztwory PBrS w toluenie i PEO (z domieszkg PETA, cpera= 4 mg/ mL) w chloroformie o stezeniu
¢,= 20 mg/ mL. Nastepnie wylano cienkie warstwy PEO na wafle krzemowe przy uzyciu spin- coatera
KW- 4A i usieciowano je wedtug standardowej procedury. °*®® Kolejnym krokiem byto wylanie
warstwy PBrS na wczesniej przygotowang warstwe PEO. Pdzniej pieczatki elastomerowe o réznych
mikro- wzorach (liniowe symetryczne i niesymetryczne ztobienia o periodycznosci 10- 35 um) zostaty
zwilzone toluenem (selektywny rozpuszczalnik dla PBrS), a nastepnie przytozone do zewnetrznej
powierzchni dwu-warstwy (PBrS) na czas 5 min, na skutek czego powstaty naprzemienne wysokie
paski fazy PBrS i niskie obszary PEO (rysunek 3.36).

3.3.2.3.2. Charakterystyka powierzchni.

Morfologie powierzchni scharakteryzowano na podstawie obrazéw topograficznych (AFM) i
obrazéw tarcia (LFM) zarejestrowanych mikroskopem sit atomowych (The Academia System,

64 % powierzchniowe

Nanonics Imaging Ltd., lzrael) pracujgcym w modzie kontaktowym.
uporzadkowanie domen zostato potwierdzone przez uzyskanie map kompozycyjnych o rozdzielczosci
sub- mikro- metrowej, w oparciu o wyniki dynamicznej spektroskopii masowej jonéw wtdrnych
d- SIMS (aparat VSW wyposazony w wysokiej rozdzielczosci dziato jonowe i Zrddto ciekto- metaliczne,
60, 67, 68

Fei): wegla (jony C,, m/ z= 24), bromu (jony Br’, m/ z= 79) i tlenu (jony O’, m/ z= 16).
3.3.2.3.3. Adsorpcja biatek.

Aby przetestowal adsorpcje biatek do regularnych wzoréw powierzchniowych polimerow
kontrastujgcych uzyto lektyn: konkanawaliny A (Con A znakowana izotiocyjanianem fluoresceiny
FITC, fluorescencja zielona) oraz lektyny soczewicy (LcH znakowane izotiocyjanianem
tetrametylorodaminy TRITC, fluorescencja czerwona) (Biokom, Polska). Roztwory biatek sporzadzono
z PBS (pH 7,4; Sigma) o koncentracji ich (cona)= 125 pg/ mL. Krople kazdego z roztworédw deponowano
na powierzchni regularnych wzoréw PEO/ PS przez 15 minut. Nastepnie probki po ostroznym
przeptukaniu buforem umieszczono w PBS. Wszystkie pomiary fluorescencyjne wykonano dla prébek
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zanurzonych w buforze, uzywajac mikroskopu Olympus BX51 wyposazonego w 100 W lampe
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Rysunek 3. 37 Wzér polimerowy PEO/ PBrS wytworzony technikami miegkkiej litografii. Dwu-warstwa PEO/ PBrS (d)
przygotowana przez sukcesywne wylewanie roztworéw polimerdéw i ich selektywnych rozpuszczalnikow na wirujgce
podtoze (a, c) potaczone z usieciowaniem PEO (z domieszkg PETA, b) wzér topograficzny wytworzono stosujgc technike
mikro-formowania warstw SAMIM (e, f).

3.3.2.3.4. Wzory wytworzone technikg mikro- formowania warstw SAMIM.

Wzory polimerowe. Badania adsorpcji biatek do izotropowych wzoréw polimerowych pokazaty
wysoce specyficzng adsorpcje do podtoza PEO/ PS, wiec ta para zostata wybrana do wytworzenia
regularnych wzoréw polimerowych, a w kolejnym kroku mikro- macierzy biatek. Aby zapewnié
kontrast konieczny do stworzenia map kompozycji na podstawie pomiaréw dynamicznej
spektroskopii masowej jondw wtdrnych dSIMS PS zastgpiono jego bromowanym odpowiednikiem
PBrS °**”®® (o identycznych witasnosciach fizykochemicznych). ® Uporzadkowane wzory polimerowe
przygotowano stosujgc dwuetapowq procedure, schematycznie zilustrowang na rysunku 3.37. W
pierwszym kroku wytworzono dwu- warstwe polimeréw PEO/ PBrS przez sukcesywny spin- casting
roztworéw polimeréw (rysunek 3.37 a-d). Etapem posrednim byto usieciowanie dolnej warstwy
uktadu PEO (z domieszkg PETA, rysunek 3.37 e). Warstwa (bromowanego) PS byfa przygotowana z
jego roztworu w toluenie, ktdry jest selektywnym rozpuszczalnikiem dla PS ale nie dla PEO. To w
dodatku do wczesdniejszego usieciowienia warstwy PEO zapewnia dobrg strukture dwuwymiarowa. W
drugim kroku wytworzono wzér polimerowy stosujac technike mikro- formowania warstw SAMIM ¥/
(rysunek 3.37 e) przy uzyciu selektywnego rozpuszczalnika dla warstwy gornej. W efekcie otrzymano
uporzadkowany wzdér naprzemiennych paskéw niskich fazy PEO oraz paskéw wysokich fazy PBrS
(rysunek 3.37 f). Stosujac te metode mozna wytworzy¢ regularne mikro- wzory polimerowe o réznych
skalach przestrzennych i ksztatcie (symetryczne i asymetryczne o szerszych strukturach PBrS) na
rozlegtych obszarach prébki (rysunek 3.38).
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Rysunek 3. 38 Obraz z mikroskopu optycznego regularnych wzoréw polimerowych PEO/ PBrS (periodycznosé 10- 35 um)
wytworzonych w dwu-warstwie polimeréw technika mikro-formowania warstw.

Aby zweryfikowac czy regularne wzory powierzchniowe sktadaja sie z pojedynczych domen
polimerowych (PEO lub PBrS), uformowang dwu- warstwe zbadano przy uzyciu mikroskopii AFM i
LFM (rysunek 3.39 a, b) oraz wykonano mapy kompozycji na podstawie pomiaréw dSIMS (rysunek
3.39 c-e). Poréwnanie obrazéw AFM i LFM pozwala stwierdzi¢ jednoznacznie, ze obszary niskie i
struktury wysokie sg zbudowane z dwéch réznych materiatéw (widoczny kontrast na obrazie LFM).
Natomiast jednorodno$¢ mapy koncentracji wegla w analizie dSIMS, otrzymana z rozdzielczoscig
masowa jondw C, (rysunek 3.39 c), nie pozostawia watpliwosci ze cata powierzchnia jest pokryta
materiatem polimerowym, PBrS lub PEO. Zatem usieciowana warstwa PEO (przylegajgca do
powierzchni podktadu SiO,) nie jest przerwana przez zastosowang procedure mikro- formowania
warstw, a wiec wytworzono naprzemienne paski faz PBrS i PEO. W przypadku niesymetrycznych
paskow sktad wysokich (szerokich) struktur jest dodatkowo potwierdzony przez mapy dSIMS rozktadu
PBrS otrzymanych z rejestracji jonéw Br™ (rysunek 3.39 e).

272.82 nm!

PBrS/PEO

Rysunek 3. 39 Obrazy AFM (a) i LFM (b) powierzchni oraz mapy dystrybucji dSIMS (50x50 pm) wegla (jony C,, c), tlenu
(jony O, d), bromu (jony Br, e) zarejestrowane dla ustrukturyzowanej dwu- warstwy, tworzacej wzory powierzchniowe
(tutaj asymetryczne) ztozone z wysokich (szerszych) obszarow PBrS i niskich (wezszych) obszaréw PEO. Obszary jasniejsze
na obrazach i mapach odpowiadajg wyzszym wartosciom sygnatu.
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Adsorpcja biatek do wzorow polimerowych wytworzonych technikami miekkiej litografii.
Reprezentatywne obrazy fluorescencyjne (rysunek 3.40) pokazujg adsorpcje biatek do wzoréw
topograficznych wytworzonych technika mikro- formowania warstw zaimplementowang do dwu-
warstwy réznych polimeréw. Uporzagdkowane grupowanie biatek jest obserwowane dla obu lektyn,
Con A (rysunek 3.40 a) i LcH (rysunek 3.40 b), ktére odtwarzajg regularny wzoér powierzchniowy PEO/
PBrS. Na podstawie poprzednich eksperymentéw adsorpcji biatek do izotropowych wzoréw PEO/ PS
mozna stwierdzi¢, ze biatka zaadsorbowaty selektywnie do fazy PBrS (szerokie paski) a nie do
obszaréw PEO. Ta hipoteza jest potwierdzona przez rysunek 3.40 a, gdzie biatka pokrywajg szerokie
paski polimerowe, ktére dla uzytych pieczatek elastomerowych zawsze odpowiadajg domenom PBrS.
Dodatkowo analiza profili intensywnosci fluorescencji (rysunek 3.40 a’, b’) sugeruje, ze selektywnosé
oddziatywania polimer- biatko jest wyzsza dla wzoréw PEO/ PBrS niz dla struktur wzoréw
izotropowych PEO/ PS (rysunek 3.25 b’, c’).

16000 a’) 16000- b)
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g 40001 g 4000:n\ ’ \ ’ \ / \ /
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Rysunek 3. 40 Obrazy fluorescencyjne lektyn Con A (a) i LcH (b) zaadsorbowane selektywnie do wzoru polimerowego
PEO/ PBrS wytworzonego technikami miekkiej litografii. Profile intensywnosci fluorescencji (a’, b’) odpowiadajg liniom
zaznaczonym na (a, b).

3.3.2.4. Podsumowanie i wnioski

Ta nowa metoda zostata zaproponowana do wytwarzania matryc polimerowych o réznych
ksztattach i rozmiarach na duzych obszarach, przez zastosowanie techniki mikro- formowania warstw
SAMIM do dwu- warstwy PEO i PBrS. Wykorzystujgc wysoka selektywnos$¢ wigzania lektyn do domen
PS, co pokazano we wczesniejszych badaniach, wykorzystano je do przygotowania regularnych
mikro-wzoréw biatek (Con A i LcH). Regularne mikro- wzory biatek mozna wykorzystac jako podtoza
do adhezji komodrek. Gtéwnym wyzwaniem pozostaje wytworzenie regularnych wzoréw wielu biatek.
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3.3.3. Adsorpcja biatka do samo- organizujacych sie domen miesznin dwu
polimerdw o regularnosci narzuconej przez miekka litografie

2R/ . —
N~ ___— protein —‘
Ao
blend [ g &

Osadzanie cienkich warstw mieszanin polimerédw na wirujgce podtoze (spin- casting)

3.3.3.1. Abstrakt

umozliwia jednoczesng depozycje i samo-organizacje domen o kontrastujgcych wiasciwosciach
powierzchniowych. Uzyskiwane nieregularne wzory powierzchniowe sg uzywane jako szablony dla
adsorbowanych biatek i wysiewanych komdrek. Jednakze bardziej regularne pozycjonowanie
materiatu biologicznego jest wymagane przez bardziej zaawansowane zastosowania biomedyczne. W
tym projekcie mieszaniny politlenku etylenu (PEO) i polistyrenu (PS) (wagowo 1:1 i 1:2),
domieszkowane triakrylanem pentaerytrytolu, i osadzone jako warstwy (z charakterystyczng skalg 2R
polimerowej struktury domenowej 1,6 < 2R < 4,0 um) na ztocie Au z nadrukowanymi mikro-
kontaktowo paskami heksadekanotiolu SAM (o periodycznosci A = 4 i 8 um), zostaty usieciowane za
pomocya ultrafioletu. Tak sporzadzone cienkie warstwy polimeréw zostaty uzyte jako szablony do
grupowania (fluorescencyjnie znakowanego) biatka ConA w periodyczne mikro-wzory o réznych
morfologiach zaleznych od stosunku 2R/ A, takich jak: taricuchy wysp (2R/ A~ 0,2); rozgatezione pasy
(2R/ A~ 0,33), pary paskow (2R/ A~ 0,5) i pasy (2R/ A~ 1). Hierarchicznie (dla 2R/ A< 1) regularne
mikro-wzory biatka odzwierciedlajag faze bogatg w PS. Dla obszaréw Au podtoza jest ona
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uporzadkowana podczas osadzania warstwy w domeny wyzsze od otaczajacej jg fazy bogatej w PEO.
Natomiast dla periodycznie powtarzajgcych sie obszaréw SAM podtoza, faza PS jest pokryta przez
lamelle bogatg w PEO o posredniej wysokosci. Relacja pomiedzy daleko-zasiegowym
uporzadkowaniem warstw mieszanin (szablonéw adsorpcji, zobrazowanych przy pomocy mikroskopu
AFM) oraz regularnoscig mikro-wzoréw biatek (zgrupowanych domen biatek, widocznych przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego) jest badana za pomocg analizy Fouriera.

3.3.3.2. Wstep

Wielosktadnikowe warstwy polimeréw sporzgdzone technikg spin- castingu majg duze
znaczenie technologiczne ze wzgledu na prostote obrébki rozpuszczalnikowej i réznorodnosc
uzyskiwanych morfologii domen bogatych w rézne polimery. 19 9sadzanie mieszanin polimerow z
roztworu przez spin- casting jest tanim jedno- krokowym procesem prowadzgcym do jednorodnej
depozycji na duzych obszarach samo- zorganizowanych domen fazowych tworzacych rézne elementy
urzgdzen polimerowych. To czyni je uzyteczng metoda produkcji urzadzen dla szerokiej gamy
zastosowan, szczegdlnie w obszarze ,plastikowej” elektroniki. **'*>

W dodatku struktura i wtasnosci (tj. hydrofobowos$¢) osadzonych cienkich warstw mieszanin
polimerdw ** **> zmieniaja sie w zakresie rozmiaréw charakterystycznych dla biologii, tj. od rozmiaréw
zgrupowan biomolekut (dziesigtki nanometréw) do rozmiaréw catych komorek (dziesigtki mikro-
metréw). 2 Dlatego tez powierzchniowe wzory polimeréw s powszechnie uzywane jako matryce do
grupowania biatek '® ¥ 2% 27 23 5ra7 do niejednorodnej hodowli komérek. *> ** * W tych
zastosowaniach wykorzystuje sie selektywng adsorpcje biatek i zréinicowang (chemicznie lub
topograficznie) adhezje komadrek do nieregularnych struktur czyli do losowo rozmieszczonych domen
wzordw powierzchniowych polimeréw powstatych przez samo- organizacje. Jednakze bardziej
regularne pozycjonowanie materiatu biologicznego jest wymagane przez bardziej zaawansowane

30- 32

zastosowania biomedyczne, takie jak mikro- macierze biatek tj. macierze gesto upakowanych

domen biatek o rozmiarach mniejszych niz 250 pm. **

Mikro- macierze biatek umozliwiajg rownoczesng analize majacg na celu identyfikacje biatek
obecnych w badanym materiale (macierze analityczne) lub sprawdzajgce aktywnosc¢ biologiczng
biatek (macierze funkcjonalne), co jest niezwykle uzyteczne w diagnostyce biomedycznej. ** Takie
uktady mogg by¢ réwniez uzyte jako podkfady do niejednorodnego wysiewania komérek *, ktére
umozliwia kontrole oddziatywan miedzy komodrkami oraz oddziatywan komoérek z macierzg
zewnatrzkomorkowsq i pozwala na prowadzenie badan podstawowych nad adhezjg, wzrastaniem i
réznicowaniem sie komdrek. 2 Oczekuje sie biologicznej reakcji komérek wywotanej przez regularne
mikro- wzory lektyny, biatka (uzytego w moich badaniach) wigzgcego sie specyficznie z
weglowodanami obecnymi w btonie komérkowej. **

Opracowano réznorodne metody umozliwiajgce kontrolowane pozycjonowanie materiatu
biologicznego na duzych obszarach powierzchni réznych materiatéw. Poza nadrukowywaniem oraz
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osadzaniem biatek i komdrek metodami stosujgcymi mikro- przeptywy. Wiele innych

innowacyjnych metod proponuje ich selektywna depozycje do powierzchni o regularnych wzorach **
- %5 przygotowanych za pomoca miekkiej litografii. Jednakze uzyskanie chemicznego kontrastu,
wymaganego do selektywnej adsorpcji biatek i zr6znicowanej adhezji komadrek, jest zwigzane w tych

metodach z wieloetapowg ekspozycjg lub depozycjg réznych sktadnikéw na podtoza.
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W tym rozdziale pokazuje, ze osadzanie cienkich warstw mieszanin polimeréw na wirujgce
podtoze z nadrukowanymi mikro- kontaktowo paskami heksanodekanotiolu SAM pozwala wytworzy¢
w jednoetapowym procesie regularne wzory powierzchniowe o réznej morfologii sktadajgce sie z faz
polimerdw adsorbujgcych i nieadsorbujgcych biatka, odpowiednio domen bogatych w polistyren i
politlenek etylenu, ktdrych uzyto jako szablonéw do grupowania biatka- znakowanej fluorescencyjnie
lektyny konkanawaliny A. W dodatku, morfologie grupowanego modelowego biatka,
odzwierciedlajgce powierzchniowa strukture domen mieszanin PEO/ PS, sg kontrolowane przez
warunki spin- castingu (predko$s¢ obrotowg w, stechiometrie mieszaniny) determinujgce
charakterystyczng skale struktur domenowych 2R, a zatem takze stopien (2R/ A) ich wspotmiernosci
ze statym okresem A wzoru SAM na podtozu.

Jako pierwszy proces samo- organizacji kontrolowany przez nadrukowany regularny wzér
monowarstw SAM zaobserwowat Boltau. *® Pézniej proces ten stat sie obiektem wielu badar. *>° W

46, 48, 49, 53, 60, 61

dodatku do lateralnie zorganizowanych domen (kwasi- dwuwymiarowych, 2) takze

pionowe uktady lamelli (L) ®*®* byty porzadkowane na duzych obszarach za pomocg wzoréw SAM, a
strukturyzowane warstwy uznano za obiecujace dla ,plastikowej” elektroniki. >* > >7- 60 62:68

W tym projekcie zastosowano to podejscie do mieszaniny politlenku etylenu (PEO) i
polistyrenu (PS) (wagowo 1:1 i 1:2), domieszkowane triakrylanem pentaerytrytolu. Mieszaniny te
osadzono jako warstwy (z charakterystyczng skalg 2R polimerowej struktury domenowej 1,6 < 2R <
4,0 um) na ztocie Au z nadrukowanymi mikro-kontaktowo paskami heksadekanotiolu SAM (o
periodycznosci A = 4 i 8 um) i zostaty usieciowane za pomoca ultrafioletu. Ponadto pokazano, ze
nadrukowane regularne wzory SAM mogg wymusi¢: formowanie powierzchniowych wzoréw
polimerowych na obszarach makroskopowych (> 2 mm) i wytworzenie jednoczesnie domen o
strukturze zaréwno lateralnej (2) jak i lamellarnej (L). Tak przygotowane podtoza wykorzystano do
stworzenia hierarchicznych mikro- wzoréw biatek.

Wysoka biokompatybilnos¢ PEO oraz wtasnosci przeciw osadowe (antifoulding) sprawity, ze
PEO oraz jego kopolimery wykorzystano do wytwarzania noénikéw lekéw oraz struktur ® lub
powierzchni o kontrolowanej adsorpcji biatek. > *° Pokazano juz, ze nieregularne wzory
powierzchniowe mieszanki PEO/ PS, mogga stuzy¢ jako szablony do grupowania biatek selektywnie
adsorbujacych do domen PS. > Ponadto zademonstrowano juz, ze morfologiczne miary uzyskane z
analizy geometrii catkowe] pozwalajg poréwnac powierzchniowa organizacje zgrupowanego biatka i
domen mieszaniny polimerowej. 2w tym projekcie uzyto mieszanki PEO/ PS do wytworzenia
szablondéw o regularnym wzorze do grupowania biatka w periodyczne mikro- wzory. Aby potwierdzi¢
metodologicznie dalekozasiegowy charakter szablonéw polimerowych i wzoréw zgrupowanego
biatka zastosowano analize Fouriera.

3.3.3.3. Czesc¢ eksperymentalna
3.3.3.3.1. Przygotowanie podtozy polimerowych

Jednorodng warstwe ztota o grubosci 50 nm wytworzono na ptytkach krzemowych w
procesie termicznego naparowania prézniowego. Warstwy Au zanurzono przez 5 min w 10 mM
roztworze heksadekanotiolu [CH3(CH,).sSH] rozpuszczonego w etanolu, nastepnie powierzchnie te
sptukano etanolem i wysuszono strumieniem azotu. Tak przygotowane podtoza Au i ztota pokrytego
monowarstwg SAM uzyto jako podtozy referencyjnych do regularnych wzoréw chemicznych Au/ SAM
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>2 70 Symetryczne, naprzemienne paski

przygotowanych technikg druku mikro- kontaktowego (LLCP).
Au i SAM- CH; wytworzono nadrukowujgc heksanodekanotiol pieczatka elastomerowa (wykonang z
poli(dimetylosiloksanu)) o periodycznosci A= 4 i 8 um. Kontakt pieczatki z powierzchnig pokrytg
warstwg Au trwat 30 s, po czym kazda prdébka zostata kilka razy sptukana etanolem i wysuszona

strumieniem azotu.
3.3.3.3.2. Osadzanie mieszanin polimeréw

W tym projekcie uzyto polimerdw: polistyrenu (PS, masa czgsteczkowa M,,= 58,9 kD, indeks
polidyspersyjnosci M,,/M,= 1,09) oraz politlenku etylenu (PEO, M,= 42,7 kD, M,/M,= 1,26),
zakupionych w Polymer Standard Service (Moguncja). Z tych polimerédw przygotowano mieszaniny o
stosunku wagowym PEO:PS wynoszgcym 1:1 i 1:2 rozpuszczone w chloroformie, stezenie polimeréw
w roztworze wynosito 20 mg/ mL. Do mieszanin polimeréw dodano 4 mg czynnika sieciujgcego
triakrylanu pentaerytrytolu (PETA) na 1 mlL roztworu. Mieszaniny polimeréow deponowano na
wirujace z predkoscig obrotowg = 2k i 5k rpm podtoza, zaréwno te jednorodne chemicznie i te z
nadrukowanymi wzorami, uzywajac powlekacza obrotowego KW- 4A (Chemat Technology).
Nastepnie cienkie warstwy polimerdw zostaly usieciowane ultrafioletem przez zastosowanie

standardowej procedury, 2 h ekspozycji na $wiatto 400 W lampy rteciowej. ">

3.3.3.3.3. Adsorpcja biatka

Lektyna Konkanawalina A (Con A) znakowana fluorescencyjnie izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC, fluorescencja zielona) zostata uzyta jako modelowe biatko do tworzenia réznych mikro-
wzordw biatka przez selektywna adsorpcje do fazy bogatej w PS wzoréw PEO/ PS. ** Krople roztworu
Con A w roztworze soli fizjologicznej buforowanym fosforanami(PBS; pH= 7,4) o koncentracji biatka
41,5 mg/ mL byly deponowane na warstwach PEOQ/ PS przez czas 10 min. Niezaadsorbowane
biomolekuty zostaty sptukane buforem, po czym prébki zanurzono w 10 mL PBS.

3.3.3.3.4. Charakterystyka powierzchni

Morfologie powierzchni cienkich warstw PEO/ PS zobrazowano mikroskopem sit atomowych.
Obrazy topograficzne i amplitudy zarejestrowano w powietrzu w temperaturze pokojowe;j
mikroskopem Agilent 5500 pracujgcym w trybie bezkontaktowym, uzywajgc super ostrych
krzemowych prébnikéw AFM (Nanomeasures). Dodatkowo, aby sprawdzi¢ wertykalny zasieg fazy PS,
wykonano pomiary AFM wzoréw PEO/ PS po zastosowaniu wytrawiania selektywnym
rozpuszczalnikiem- cykloheksanem (selektywnie rozpuszcza PS).

Mikro-wzory zaadsorbowanego biatka zarejestrowano w temperaturze pokojowej
bezposrednio po depozycji roztworu biatka dla prébek zanurzonych w roztworze PBS mikroskopem
fluorescencyjnym Olympus BX51 wyposazonym w lampe halogenkowa o mocy 100 W, filtr U-MVNF2
oraz kamere cyfrowa typu DP72. Zdjecia fluorescencyjne zapisano programem Cell*F.

Dla filméw o dwuwarstwowej strukturze wykonano dodatkowo profilowanie
gtebokosciowe wykorzystujgc spektrometr masowy jondw wtérnych czasu przelotu (TOF-SIMS).
Pomiary wykonano aparatem TOF.SIMS5 (ION-TOF GmbH) pracujgcym w trybie dwdéch wigzek, w obu
przypadkach kat padania wigzki wynosit 45° wzgledem normalnej do powierzchni. Dziato analizujace
to wigzka jonéw Bi;* o energii 30 keV, natomiast wigzka rozpylajgca to dziato Cs* o energii 250 eV.
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Rozmiar obszaru rozpylanego jonami Cs* wynosit 300x300 um? podczas gdy centralny obszar krateru
o rozmiarze 100x100 pum?® byt analizowany jonami Bis;*.  Zanim przystapiono do analizy
wykalibrowano widma masowe jonéw ujemnych wedtug sygnatéw pochodzacych od H, C, C,, C5, C4
i Cs. Aby sprawdzi¢ sktad prébek w gtgb wykonano profilowanie gtebokosciowe jonéw wtdrnych
C,0H (m/z= 73) oraz CgH (m/z= 41), ktére pochodzg odpowiednio od PEO i PS. Zmiane koncentracji
danego polimeru z gtebokoscig wida¢ na zarejestrowanych wykresach natezenia jondw wtérnych w
funkcji czasu rozpylania t (odzwierciedlajgcemu wzrost odlegtosci od powierzchni warstwy), od
momentu uzyskania warunkdéw statycznego rozpylania tj. po uptywie pierwszych 20-100 s pomiaru.
Charakterystyczne piki pozwalajace na jednoznaczng identyfikacje badanych polimeréw wybrano na
podstawie widm masowych zarejestrowanych dla jednorodnych warstw badanych polimeréw,
uzywajac tej samej aparatury (patrz rysunek 3.50).

3.3.3.3.5. Analiza obrazéw.

Analizy cech morfologicznych obrazéw topograficznych AFM oraz obrazéw fluorescencyjnych
zaadsorbowanych biatek oparta jest na ich dwuwymiarowych transformatach Fouriera. Dla
izotropowych wzoréw powierzchniowych taka transformata daje rozmyty pierscien o promieniu |[k| w
jego maksimum, wyznaczony z usrednionego radialnie spektrum potegowego Pi(k) (tj. zaleznosci
kwadratéw amplitud fourierowskich od |k|). Promien |k| okresla charakterystyczng skale struktury
domenowej, jaka jest Srednia odlegto$¢ miedzy centrami sgsiadujgcych domen 2R (2R=1/|k]).

Transformata fourierowska morfologii o charakterze anizotropowym wykazuje dodatkowa
(oproécz rozmytego pierscienia) sktadowa w ksztatcie linii silnych maksiméw dyfrakcyjnych potozonych
w pozycjach k=n’k;, gdzie n” — jest liczbg catkowita, natomiast kierunek i dtugos¢ wektora
|ky| = 1/A jest okreslona przez orientacje i period anizotropowego wzoru powierzchni. Spektrum
potegowe P(k) usrednione dla waskiego pasa wzdtuz linii k= n’k; , staje sie po odjeciu sktadowej
izotropowe] Pi(k) (usrednionej radialnie dla ptaszczyzny k bez pasa k=n’k;) spektrum potegowym
anizotropowej sktadowej P,(k) wzoru powierzchni. To spektrum P,(k) - okreslajgce daleko-zasiegowy
charakter uporzadkowania wzoru powierzchni - sktada sie z szeregu maksiméw dla wektora falowego
n|lk,| (k;=1/A, n= 1, 2, 3) scharakteryzowanych przez absolutne J,= J(n|k;,|) oraz znormalizowane
wartosci natezen 1,= J,/ ZnJm (rysunek 3.41 b. d). Te intensywnosci okreslajg wktad réznych modow
strukturalnych A/n do morfologii obserwowanej na obrazach powierzchni.
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Rysunek 3. 41 (a) 2- dim transformata Fouriera obrazu topograficznego AFM (pokazanego na rysunku 3.48 a) oraz (c)
obrazu fluorescencyjnego (pokazanego na rysunku 3.48 c) i uzyskane na ich podstawie anizotropowe sktadowe spektr
potegowych P,(k) (odpowiednio b, d). I, odpowiada znormalizowanym natezeniom maksiméw dla wartosci wektora
falowego nk, i odzwierciedla wktad modéw strukturalnych o czestosci A/ n (n= 1, 2, 3, 4) do topografii wzoru
polimerowego (c) i morfologii wzoru zaadsorbowanego biatka (d).

3.3.3.4. Dyskusja wynikow
3.3.3.4.1. Powierzchniowe wzory polimerowe na jednorodnych substratach.

Aby wyjasni¢ mechanizm samo- organizacji mieszanin polimeréw PEO/ PS, domieszkowanych
PETA, na podtozach z nadrukowanymi paskami molekut samoorganizujacych sie (heksadekanotiolu,
SAM- CHj3) konieczne jest sprawdzenie jakie struktury powstajg po osadzeniu tych roztwordw na
wirujgce jednorodne podtoza Au lub SAM.

Wzory polimerowe powstate dla podtozy Au, ktérych morfologia pokazana jest na rysunku
3.42- lewy panel, tworzg strukture lateralng i sktadajg sie z wysokich domen PS otoczonych niskg fazg
PEO. Stwierdzenie to wynika z porownania morfologii wzoréw PEO/ PS odlanych z roztwordéw o
réznych stosunkach wagowych PEO/ PS (rysunek 3.42, lewa kolumna). Z obrazéw topograficznych
widac, ze ze wzrostem ilosci PS zwieksza sie udziat domen wysokich we wzorze polimerowym. Teza ta
zostata potwierdzona przez dodatkowe pomiary AFM morfologii prébek po wcze$niejszym
rozpuszczeniu fazy PS przez zanurzanie probki w cykloheksanie, selektywnym rozpuszczalniku
(rysunek 3.43 b), ktéry rozpuscit domeny wysokie. Ponadto z otrzymanych obrazéw wynika, ze wzory
PEO/ PS tworzg kwasi- dwuwymiarowa (2) lateralng strukture domen w catej grubosci filmu
polimerowego tj. od powierzchni do podtoza Au co pokazane jest schematycznie na rysunku 3.43 a.
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Rysunek 3. 42 Obrazy AFM wzoréw powierzchniowych mieszaniny PEO/ PS o stosunku wagowym 1:1 (a, b) i 1:2 (c- f)
wylanych z chloroformu z predkoscig obrotowa w= 2k rpm (a, b, e, f) i w= 5k rpm (c, d) na jednorodne podioza Au (3, c, €)
i SAM (b, d, f). Kolejnos¢ obrazéw wynika ze wzrostu wartosci charakterystycznej skali domenowej (2R= 1,60 um (a); 2,61
um (c); 4,00 um (e)).
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PEO

Au

Rysunek 3. 43 (a) Schematyczny przekrdj struktury lateralnej 2 (kwasi- dwuwymiarowej), sktadajacej sie z wysokich
domen fazy PS i niskich domen fazy PEO, otrzymanej dla mieszaniny PEO/ PS 1:2 wylanej z chloroformu na substrat Au
(predkos¢ wirowania w= 5k rpm), powstat w oparciu o obrazy AFM zarejestrowane przed (rysunek 2c) i po selektywnym
wytrawieniu fazy PS przez zanurzenie probki w cykloheksanie (b).

Struktura domen widocznych na rysunku (3.43 a) jest wynikiem skomplikowanych proceséw

19,7478 Jast ona skutkiem separagcji

zachodzacych w czasie samo- organizacji podczas spin- castingu.
fazowej, procesu opisywanego przez parametr oddziatywania x, ktéry dla PEO- PS wynosi 0,11-
0,28"7 i jest o wiele wyzszy od wartosci parametru oddziatywania w punkcie krytycznym X
wynoszgcej 0,0026. Separacja fazowa prowadzi zazwyczaj do powstania dwu- warstwy, dla ktérej
obserwuje sie wywotane gradientem stezenia rozpuszczalnika (odparowywanie i wysychanie warstwy

7% 7% niestabilnosci fazowe typu Marangoniego. W efekcie przerwania ciagtosci

polimerowej
warstwy  powstajg lateralne struktury domenowe polimeréw, ktére zaczynajg ewoluowacd
poprzecznie. Temu procesowi towarzyszy radialny przeptyw materiatu i zmniejszanie sie grubosci
warstwy h, kontrolowanej przez predkos¢ rozkrecania w i koncentracje polimeréw w roztworze c, (h™

1/2) 48,53,76 procesy ewolucji struktury domenowej i zmniejszania sie ich grubosci koricza sie, gdy

Co/ w
molekuty polimeru o wyzszej temperaturze zeszklenia stajg si¢ niemobilne (T, (PS)= 373 K, T, (PEO)=
219 K). Tak wiec rowniez s$rednia odlegtos¢ miedzy centrami sagsiadujgcych domen 2R jest
kontrolowana za pomocg w oraz c,. 2> Zestalanie roztwordéw, powodowane parowaniem
rozpuszczalnika, oraz frakcje resztkowe rozpuszczalnika sg rézne dla obu faz, a wiec zamrozenie danej
fazy nastepuje niejednoczesnie i jest to odzwierciedlone w topografii warstwy. To zachowanie jest
raczej wynikiem réznych wartosci temperatur zeszklenia a nie parametrow rozpuszczania 8, ktére
wynosza: 17,5-18,6 Mpa®? dla PS; 19,6- 20,2 Mpa®? dla PEO i 19 Mpa'? dla chloroformu. > W
rezultacie powstajg wysokie domeny bogate w PS w matrycy niskiej fazy bogatej w PEO. Poniewaz
faza PEO pozostaje diuzej napeczniona chloroformem i dalej od rGwnowagi moze tu dojs¢ do wtérnej
separacji w czasie ktérej uformuja sie drobne kroplo- ksztattne struktury. > Jednak bardziej
prawdopodobne jest to, ze widoczne mate (< 200 nm) struktury w niskich obszarach bogatych w PEO
(rysunek 3.42 c, e ) to krystality PEO. Podobny efekt zaobserwowano w badaniach wylanych
jednosktadnikowych warstw PEO.*® Rédwniez nitkowate struktury, podobne do tych widocznych na
rysunku 3.46 d, zaobserwowano uprzednio dla zaawansowanego procesu krystalizacji PEO. %
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Podobnie jak w przypadku separacji fazowej wynikajacej z hartowania temperaturowego "
morfologia struktur lateralnych uformowanych w czasie spin- castingu roztworu mieszaniny
polimeréw zalezy od sktadu tej mieszaniny. * ® Gdy mozna zaniedba¢ wertykalne przegrupowywanie
faz, to oczekuje sie dla mieszanin o krytycznej zawartosci sktadnikéw powstania dwu- ciggtych
wzoréw, podczas gdy dla sktadu dalekiego od krytycznego spodziewana jest struktura kroplo-
podobna. Te teze potwierdzajg obserwacje zmiany ciggtych struktur fazy bogatej w PS (rysunek 3.42
e) dla uktadu o frakcji wagowej polistyrenu wps wynoszacej 0,67 w wyspo- podobne domeny PS dla
wps= 0,50 wywotane obnizeniem ilosci PS ponizej masowej krytycznej ilosci (gdzie objetosc¢ i frakcja
wagowa PS wynoszg odpowiednio 0,58 i ~ 0,56).

Inny skfad mieszaniny niz ten o krytycznym sktadzie powoduje réwniez zmniejszenie
charakterystycznej skali struktury domenowej 2R * ©, ktéra jest zdefiniowana jako odwrotno$¢
promienia pierscienia wyznaczonego za pomocy analizy Fouriera. Dla mieszanin PEO/ PS kontrolujgc
predkosé rozkrecania w oraz zmieniajgc stechiometrie mieszaniny otrzymano wzory powierzchniowe
o skali struktur domenowych z przedziatu 1,6 i 4,0 um.

W przeciwienstwie do struktur powierzchniowych w formie mikrometrowych domen o
dobrze zdefiniowanych krawedziach w przypadku lateralnej separacji fazowej otrzymanych na
podtozach Au (rysunek 3.42, lewa kolumna) dla tych samych mieszanin wylanych na jednorodne
podtoza SAM otrzymano bardziej jednorodng powierzchnie o ledwie zauwazalnych (rysunek 3.42 d, f)
lub stabo uformowanych (rysunek 3.42 b) strukturach. Bardziej wnikliwa obserwacja pokazuje, ze
powstaty mniejsze (rysunek 3.42 d, f) lub bardziej wyrazne (rysunek 3.42 b) pofalowania. Ponadto
pofalowana powierzchnia mieszaniny PEO/ PS 1:2 jest rdwnomiernie pokryta niewielkimi (200 nm)
okragtymi domenami przypominajgcymi struktury powstate w wyniku wtérnej separacji fazowej w
obrebie niskiej fazy PEO mieszaniny PEO/ PS deponowanej na Au. Ta obserwacja sugeruje ze warstwa
powierzchniowa (pofalowana) jest bogata w PEO, czyli ze otrzymano film polimerowy o lamellarnym
utozeniu faz polimerowych. Warstwowe utozenie faz polimerowych zostato potwierdzone
profilowaniem gtebokosciowym wykonanym przy uzyciu TOF-SIMS (rysunek 3.44 b, c). Profile
gtebokosciowe jonow wtérnych C,OH i C¢H, odpowiednio charakterystyczne dla PEO i PS,
odzwierciedlajg zmiane sktadu w gtab filmu polimerowego od warstwy powierzchniowej bogatej w
PEO az do warstwy dolnej, bogatej w PS (rysunek 3.44 b). Takie pomiary wykonano réwniez dla
mieszaniny PEO/ PS o stechiometrii 1:1. Pomimo widocznych na obrazach AFM pofatdowan, tutaj
rowniez otrzymano dwu-warstwowe utozenie faz PEO i PS.

Samoistne uwarstwienie mieszaniny polimeréw (morfologia lamellarna) pokazane
schematycznie na rysunku 3.44 a spowodowane jest gromadzeniem sie molekut PS na warstwie SAM,
co wynika z wartosci napiecia powierzchniowego dla tego polimeru (yes= 40,7 mJ/ m”a Vpeo= 42,9 mJ/
m?), ktdra jest bardziej kompatybilna z niska energia powierzchniowg SAM wynoszaca 20,0 mJ/ m*.
Obliczona energia miedzyfazowa na granicy czysty polimer i podtoze SAM * wynosi Ves/ sam= 3,6 mJ/
m” i Vpeoy sam= 4,3 mJ/ m?. Z analogicznych obliczert wykonanych dla podtozy Au (ya,= 45,1 mJ/ m?)
otrzymano nastepujace wartosci energii miedzyfazowej Vps; a,= 0,1 mJ/ m? i Yreos av= 0,0 mJ/ m°.
Poniewaz dla podtozy Au nie zaobserwowano warstwowego utozenia faz inne efekty powodujace
rozwarstwienie, ktére nie zalezg od chemii podtoza, takie jak segregacja molekut do powietrza
powodowana nizszym napieciem powierzchniowym czy tez segregacja polimeru do podtoza
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spowodowana zestalaniem sie i wczesniejszym usuwaniem z roztworu, 60 muszg sie wzajemnie
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Rysunek 3. 44 (a) Schematyczny przekréj struktury lamellarnej L (faza PS graniczy z podtozem, a faza PEO z powietrzem),
wykonany na podstawie wynikéw analizy danych AFM (rysunek 2d) i pomiaréw SIMS (b) mieszaniny PEO/ PS 1:2 wylanej
z chloroformu na podtoze SAM wirujgce z predkoscia w= 5k rpm. Profile gtebokosciowe SIMS (b), wykonane poprzez
granice lamelli PEO i PS, odzwierciedlajg rozktad fazy PEO (C,OH', m/ z= 41, o, prawa 0$) i rozktad fazy PS (C¢H, m/ z= 73,
e, lewa 0$) w warstwie polimerowej. Czas rozpylania odzwierciedla odlegtos¢ od pierwotnej powierzchni (rozpylanie
polimerdw zawierajacych atomy tlenu (PEO)nastepuje szybciej niz w przypadku PS) &,

Gtéwnym procesem kierujgcym separacjg fazowg w mieszaninie PEQ/ PS deponowanej na
podtoze SAM wywotane] przez parowanie rozpuszczalnika jest preferencyjna segregacja molekut PS
na podtozu SAM. Dazenie do osiggniecia minimum energii, kierujgce samo- wypietrzaniem
(rozwarstwieniem), daje takze stabilnos¢ utworzonej dwuwarstwy podczas pdzniejszych i kornicowych
etapéw samo- organizacji. Aczkolwiek na powierzchni uktadu widoczne sg Slady niestabilnosci
Marangoniego powierzchni miedzyfazowej polimer-polimer, w postaci mocnych (rysunek 3.42 b) i
stabszych (rysunek 3.42 d, f) pofatdowan odpowiednio dla mieszanin PEO/ PS 1:1 i 1:2, bedace
wynikiem dazenia do przerwania ciggtosci lamellarnego utozenia faz. Takie dowody niestabilnosci sg
mniej widoczne dla stechiometrii 1:2 najprawdopodobniej ze wzgledu na wiekszg zawartosé
zestalajgcego sie wczesniej PS.

3.3.3.4.2. Grupowanie biatka do wzoréw powierzchniowych wytworzonych przez samo-
organizacje o regularnosci narzuconej przez miekka litografie

Poniewaz oddziatywanie roztworu mieszaniny polimeréw z podfozem wptywa na samo-
organizacje molekut (molekuty PS gromadzg sie na SAM) to mozna sgdzi¢ ze naprzemienne paski Au i
SAM powinny wymusi¢ regularne uporzgdkowanie faz mieszaniny polimeréw. Periodyczne paski
heksadekanotiolu powstajg przez nadrukowanie ich mikro- kontaktowo za pomoca pieczatek
elastomerowych o réznej geometrii wzoréw (o periodycznosci A= 4 i 8 um) i sg wykorzystywane do
testowania utozenia domen mieszanin PEO/ PS (z domieszkg PETA) o frakcji wagowej 1:1i 1:2 i o
charakterystycznej skali struktury domen 1,6< 2R< 4,0 um. Zanalizowano role sktadu mieszaniny oraz
wspotmierno$¢ wymiarow (2R/ A) miedzy wzorem podtoza a uporzadkowanymi dalekozasiegowo
domenami polimeréw zobrazowanymi mikroskopem AFM. Tak przygotowane (usieciowane
promieniowaniem UV) powierzchniowe wzory polimeréw sg uzyte jako szablony do grupowania
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znakowanej fluorescencyjnie lektyny Con A, czyli do wytwarzania mikro- macierzy biatka,
obserwowanych mikroskopem fluorescencyjnym. Zwigzek miedzy regularnymi, dalekozasiegowo
uporzadkowanymi wzorami podfoza a wzorami zgrupowanych biatek sprawdzono za pomoca analizy
Fouriera.

Periodyczne taincuchy wysp (2R/ A~ 0,2)

Deponujgc roztwér PEO/ PS o stechiometrii 1:1 na wirujgce z predkoscia obrotowg w
wynoszacy 2 k rpm podtoze z periodycznymi naprzemiennymi paskami Au i SAM otrzymano wzér
powierzchniowy o charakterystycznej morfologii pokazanej na rysunku 3.44 a. Widoczne sg tu dwa
typy obszaréw o wyspo- podobnej strukturze. Jeden z tych obszaréw skfada sie z gesto utozonych
okrggtych domen o wyraznych krawedziach, struktura tych obszaréw przypomina morfologie
mieszaniny wylanej na Au (rysunek 3.42 a). Natomiast drugi typ obszarow sktada sie z rzadko
rozproszonych mniej rozwinietych domen i przypomina wzdr powierzchniowy, ktdry zaobserwowano
dla tej mieszaniny po jej wylaniu na powierzchnie SAM (rysunek 3.42 b).

W dalszej dyskusji dotyczacej identyfikacji i uporzadkowania domen polimeréw PEO i PS
zostanie wykorzystane obrazowanie powierzchni za pomocg zaadsorbowanych biatek, podejscie

zaproponowane przez Bonduelle i in. " %

Wczesniejsze badania, ktére wykonatam, pokazujg ze
Con A adsorbuje do cienkich warstw PS oraz do izotropowo utozonych domen bogatych w PS w
przypadku wzoréow powierzchniowych PEO/ PS podczas gdy warstwy PEO oraz obszary wzordw

powierzchniowych bogate w PEO nie wykazujg wtasnosci adsorpcyjnych. 2 #

Uwzglednienie
powyzszych faktéw umozliwia analize obrazu fluorescencyjnego pokazanego na rysunku 3.45 b,
przedstawiajgcego domeny biatka zaadsorbowanego do wzoru powierzchniowego mieszaniny PEO/
PS wylanej na podtoze o regularnym wzorze (rysunek 3.45 a). Poréwnanie obrazu wzoru
powierzchniowego mieszaniny z obrazem fluorescencyjnym zaadsorbowanego biatka potwierdza, ze
gesto roztozone fluorescencyjne, okragte elementy odpowiadajg obszarom bogatym w PS,
tworzacym obszary o lateralnej kwasi- dwuwymiarowej morfologii (2), ktére muszg znajdowac sie
nad centralng czescig paskéw Au (patrz rysunek 3.42 a). Natomiast rzadkie struktury wysokie
sgsiednich obszaréw o nieobserwowanej fluorescencji (utozone centralnie nad paskami SAM) s3
mniej rozwiniete a warstwa powierzchniowa jest bogata w PEO. Lokalna zawartos¢ PEO w warstwie
powierzchniowej musi by¢ wysoka poniewaz niska gestos¢ powierzchniowa PEO nie hamuje adsorpgji
biatka. ®* Najwyrazniej w omawianym tu przypadku ciagtos¢ struktury lamellarnej (L) i warstwa gérna
bogata w PEO nie zostata naruszona przez niestabilnosci Marangoniego. Schematyczne
przedstawienie ogdlnej morfologii filmu pokazano na rysunku 3.46 a. Jednakie szkic ten, ktéry
generalizuje typowe elementy struktur mieszaniny PEO/ PS dla 2R/ A < 0,5, nie uwzglednia dwdch
specyficznych wtasnosci. Po pierwsze, obszary lamellarne sg pod lekkim wptywem niestabilnosci
miedzyfazowych. Po drugie, pomimo symetrycznego wzoru podfoza paskow Au/ SAM obszary
struktur lateralnych tworzacych tancuchy wysp sg szersze niz obszary o budowie lamellarnej o
warstwie bogatej w PEO. Ten efekt mozna wyjasni¢ tym, ze latelarnie porzadkujace sie fazy
polimerdw na podtozu Au destabilizujg lamellarng morfologie faz polimeréw w obszarach sgsiednich
na SAM (gdzie wystepujg niestabilnosci Marangoniego).
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Rysunek 3. 45 (a) Obraz AFM usieciowanych wzoréw powierzchniowych mieszaniny PEO/ PS 1:1 (w:w) osadzonej z
chloroformu na wirujgcym z predkoscig w= 2k rpm podtozu Au z uprzednio utworzonym wzorem tioli o periodycznosci A=
8 um. (b) Obraz fluorescencyjny biatka (lektyny Con A) zaadsorbowanego do domen fazy PS. (c) Histogramy
znormalizowanych natezen maksimow dyfrakcyjnych transformaty Fouriera 1, okreslajacych wkiad modéw
strukturalnych A/ n do morfologii obserwowanej na obrazie topograficznym (a) (wypetnione kolumny) i fluorescencyjnym
(b) (niewypetnione kolumny).
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Rysunek 3. 46 Schematyczne przekroje wzoréw polimerowych PEO/ PS (scharakteryzowanych skala domenowa 2R)
uformowanych na paskach Au/ SAM ( o periodycznosci A) o réznych typach morfologii zaleznych od relacji 2R/ A: (a)
mniejsza od 1/ 2, (b) poréwnywalnej z 1/ 2, (c) bliskiej 1. Na (a, b) widoczne s3 typy domen PEO: niskie (PEO- 2) i $rednie
(PEO-L), ktére odpowiadajg strukturom lateralnym 2 i lamellarnym L charakterystycznym odpowiednio dla obszaréw Au i
SAM. (d) Obraz AFM dla 2R/ A~ %. Biatka adsorbujg do fazy bogatej w PS, tworzacej wysokie domeny nad periodycznymi
obszarami Au, ale pokryte s3 warstwg PEO- L nad obszarami SAM. Takie utozenie prowadzi do mikro- wzoréw o
hierarchicznej morfologii pokazanej na (e), jest to fragment obrazu fluorescencyjnego przedstawionego na rysunku
3.49c.

Omawiany rysunek 3.45 przedstawia biomolekuty Con A zgrupowane w periodyczne
struktury taricuchow wysp. Jest to hierarchiczny mikro-wzor biatka o dwdch charakterystycznych
skalach: periodycznosci A= 8 um narzuconej przez paski PEO odpornego na adsorpcje biatka,
wywodzace sie z lokalnej lamellarnej morfologii, oraz skali 2R polimerowej struktury domenowej
wynoszgcej 1,60 um dla obszaréw alternatywnych o lateralnej morfologii, gdzie PS tworzy wyspo-
podobne domeny, do ktdrych chetnie adsorbujg biatka. Takie zhierarchizowane mikro- wzory s3
wytwarzane na duzych obszarach tj. > 2 mm co pokazano na rysunku 3.47.

Analiza porodwnawcza dalekozasiegowego uporzgdkowania regularnych struktur z
zgrupowanymi biatkami i ich polimerowych szablonéw jest wykonana za pomocg analizy Fouriera. Za
pomocg relatywnych intensywnosci |, opisujgcych piki anizotropowej sktadowej spektrum
potegowego P,(k) (rysunek 3.41 b, d) oszacowano wktad réznych moddéw strukturalnych A/ n do
morfologii obserwowanej na obrazach fluorescencyjnych biatek i na obrazach AFM powierzchni
szablonéw polimerowych. Wyniki analizy Fouriera otrzymane dla omawianego szablonu w postaci
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tancuchow wysp (tj. dla 2R/ A~ 0,2) pokazano na rysunku 3.45 c jako histogramy relatywnych
intensywnosci |, dla powierzchniowych wzoréw polimeréow (kolumny wypetnione) i wzoréw
zaadsorbowanych biatek (kolumny niewypetnione). Zaréwno dla struktur powierzchniowych wzoréw
polimerdw jak i mikro- wzordw biatek otrzymano silny pik intensywnosci modu podstawowego I,> 0,6
i o wiele stabsze intensywnosci wyzszych modéw |, (n> 1). Stosujac analogie do krystalografii mozna
stwierdzié¢, ze zastosowana analiza Fouriera pokazuje periodycznos¢ szerokich paskéw (,komorki
elementarnej’) o licznych przypadkowo rozmieszczonych domenach wysokiego PS/ biatek

(,atomach”).

Rysunek 3. 47 Hierarchiczne mikro- wzory wytworzone na obszarach makroskopowych (> 2mm). Fluorescencyjnie
znakowane biatko (lektyna Con A) zaadsorbowato selektywnie do fazy bogatej w PS wzoréw powierzchniowych PEO/ PS
1:1 (a) i 1:2 (b) uformowanych na wzorach Au/ SAM- CH; 4 um/ 4 um w czasie spin- castingu (w= 2k rpm).

Regularne rozgatezione pasy (R/ A~ 0,33)

Aby zweryfikowaé¢ kontrole nad morfologia wzoréw powierzchniowych PEO/ PS zmieniono
stechiometrie mieszaniny z 1:1 na 1:2. Aby czesciowo zrekompensowaé zmniejszenie skali 2R
zwiekszono predkos¢ wirowania w do 5 k rpm. W wyniku tego charakterystyczna skala struktury
domenowej odpowiada jednej trzeciej periodycznosci wzoru SAM A= 8 pum. Topografia
powierzchniowych wzoréw polimeréow powstatych przy tak wybranych parametrach zostata
zobrazowana mikroskopem AFM i pokazana jest na rysunku 3.48 a, na ktérym wida¢ dwa typy
naprzemiennych obszaréw o odmiennej strukturze. Pierwszy typ to obszar o ciggtych strukturach
wysokich izolowanych dolinami przypominajgcy strukture lateralng (2) zaobserwowang dla tej
mieszaniny wylanej w tych samych warunkach na jednorodne podtoze Au (rysunek 3.42 c). Dlatego
tez mozna wnioskowa¢, ze te pasma uformowaty sie na paskach Au. Z kolei drugi typ obszaru czyli
ptaskowyze o Sredniej wysokosci, ktére sg jednorodne na powierzchni, przypomina swojg budowg
lamellarne uporzadkowanie faz (L) polimeréw na podtozach jednorodnych SAM (rysunek 3.42 d), a
wiec powstat na paskach SAM.

Aby zidentyfikowaé trzy typy domen powierzchniowych (ucigglone wzniesienia, ptaskowyze
Sredniej wysokosci, odizolowane doliny) sktadajgce sie z réznych faz polimeréw mozna zastosowac
dwa rodzaje obrazowania powierzchni. Obraz zarejestrowany pierwszg metoda, jakg jest mapowanie
zaadsorbowanych biatek fluorescencyjnych, jest pokazany na rysunku 3.48 c. Z poréwnania go z
obrazem topograficznym (rysunek 3.48 a) wynika, ze rozgatezione domeny biatka (ktére adsorbuje
do PS) odpowiadajg ucigglonym strukturom wysokim. Natomiast pozostate dwa rodzaje domen gdzie
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adsorpcja biatka nie zostata zaobserwowana muszg by¢ bogate w molekuty PEO. Podobny wniosek
wynika z analizy przeprowadzonej w oparciu o amplitudowy obraz AFM odzwierciedlajgcy nachylenie
powierzchni. Na obrazie amplitudy o wiele wyraZniej niz na obrazie topograficznym widoczne s3
detale struktur powierzchniowych, ktére znajdujg sie w obszarach PEO i sg wynikiem krystalizacji.
Obraz amplitudy AFM pokazany na rysunku 3.48 b wyraznie przedstawia rozgatezione wysokie
struktury fazy PS o niskim sygnale amplitudy skontrastowane z obszarami PEO o silnych oscylacjach
sygnatu, ktére to obszary odpowiadajg ptaskowyzom i dolinom widocznym na obrazie
topograficznym. Schemat wnioskowanej struktury jest pokazany na rysunku 3.46 a.
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Rysunek 3. 48 Obrazy AFM (a- topografia, b- amplituda) wzoréw powierzchniowych PEO/ PS (1:2) uformowanych w
czasie spin- castingu (w= 5k rpm) na podtoiu o periodycznym wzorze Au/ SAM- CH; 4 um/ 4 pum. (c) Obraz
fluorescencyjny biatka (lektyny Con A) zaadsorbowanego do domen fazy PS. (d) Histogramy znormalizowanych natezen
maksiméw dyfrakcyjnych transformaty Fouriera 1, okreslajgcych wktad modéw strukturalnych A/ n do morfologii
obserwowanej na obrazie topograficznym (a) (wypetnione kolumny) i fluorescencyjnym (c) (niewypetnione kolumny).
Okrag w (b) pokazuje tozsamos¢ fazy PEO tworzacej paski nad obszarami SAM (o sredniej wysokosci, a) i fazy PEO
tworzacej doliny uformowane nad Au (niskie, a).

Aby przetestowac dalekozasiegowe uporzadkowanie wzoréw powierzchniowych mieszaniny

PEO/ PS i morfologii zgrupowanych biatek sprawdzono intensywnosci fourierowskie I,, co pokazano

na rysunku 3.48 d (wypetnione kolumny- AFM, niewypetnione kolumny- FM). Wyraznie najwiekszy
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wktad do morfologii obrazu topograficznego ma mod strukturalny o czestosci A/ 3. Jego intensywnos$¢
(I~ 0,46) jest o wiele wyzsza niz wktad modu strukturalnego A/ 2 i modu podstawowego.
Odpowiadaja za to izolowane doliny PEO, ktére dominujg w obrazie topograficznym i tworzg silng
substrukture A/ 3, co wynika z dwdch efektow. Pierwszym z nich jest charakterystyczna odlegtosé
miedzy dolinami 2R= 2, 61 um co odpowiada 1/ 3 periodycznosci wzoru substratu A. Po drugie,
odizolowane doliny sg utozone w réwnolegte faicuchy, co zostato wymuszone przez sgsiednie
obszary o lamellarnej morfologii. Natomiast w przypadku struktur sktadajgcych sie z zgrupowanych
biatek, gtéwny wktad do morfologii wnosi mod podstawowy o intensywnosci |,~ 0,60, ktéry jest o
wiele silniejszy od intensywnosci I, odpowiadajgcym wyzszym modom A/ n (n>1). To odzwierciedla
periodycznosé rozgatezionych paséw zaadsorbowanych biatek fluorescencyjnych o strukturze
wewnetrznej niewystarczajgco regularnej, aby zmodyfikowaé wartosci natezen Fouriera.

Periodyczne pary paskéw (R/ A~ 0,50)

W kolejnym kroku predkos¢ wirowania zostata zredukowana, aby zmniejszy¢
charakterystyczng skale struktury domenowej do wartosci rdwnej potowie periodycznosci wzoru
substratu A= 8 um, czyli 2R= 4 um. Byto to motywowane wczesniejszymi doniesieniami o wywotanym
przez wzér podtoza idealnym uporzadkowaniu domen mieszanin o skali >*> a nawet periodycznosci
rownej A/ 2. °' Otrzymana morfologia osadzonych warstw PEO/ PS jest pokazana na obrazie
topograficznym AFM (rysunek 3.49 a). Widoczne sg naprzemienne asymetryczne, wysokie i szerokie
oraz niskie i waskie, paski o periodycznosci zgodnej z periodycznoscig wzoru substratu A= 8 um.
Jednak bardziej wnikliwa analiza lokalnej struktury (rysunek 3.46 d) pokazata, ze w obszarze szerokich
pasow mozna wyrézni¢ dwa typy domen, sg to wysokie krawedzie odseparowane ptaskim regionem
o $redniej wysokosci. Odlegto$¢ miedzy tymi krawedziami rézni sie od A/ 2 zatem morfologia, inna od

>3 81 moze by¢ opisana jako periodyczne pary paskéw.

zaobserwowanej wczesniej dla 2R/ A~ 0,5

Jak w przypadku rozgatezionych paséw, tutaj rdwniez obserwuje sie trzy typy domen o
roznych wysokosciach (poréwnaj rysunek 3.48 a, 3.49 a) z tg rdznicg, ze wzniesienia i depresje nie sg
juz potaczone i odizolowane, odpowiednio, ale sg liniowe odzwierciedlajgce strukture lateralng (2),
co wynika z dtuzszego czasu separacji fazowej (po zredukowaniu w). Wniosek ten jest dodatkowo
potwierdzony przez obraz morfologii otrzymanej dla posredniej wartosci 2R/ A~ 0,38 (rysunek 3.53).
Lamellarna struktura (L) morfologii jest zachowana w formie ptaskowyzéw, czyli domen o $redniej
wysokosci. Doktadna analiza lokalnej topografii (rysunek 3.46 d) pokazuje nitkowate struktury
charakterystyczne dla skrystalizowanego PEO. ¥ S3 one wyraznie widoczne w obszarach dolin i
ptaskowyzéw powigzanych odpowiednio z domenami PEO- 2 i PEO- L (rysunek 3.46 b). Podobieristwo
obu typéw domen bogatych w PEO potwierdzono obrazem amplitudy AFM (rysunek 3.49 b).
Natomiast pary wysokich paskow (tworzace krawedzie paskow szerokich) sg jednoznacznie
zidentyfikowane jako faza PS na podstawie zdjeé¢ fluorescencyjnych zaadsorbowanych lektyn
(poréwnaj rysunki 3.48 a, coraz 3.46 d, e).

Periodyczne pary paskéw biatek zaadsorbowanych selektywnie do domen PS wzordéw
powierzchniowych polimeréw PEO/ PS sg zgrupowane na obszarach makroskopowych (> 2 mm) co
pokazano na rysunku 3.47 b. Te regularne mikro- wzory biatek odwzorowujg nowy typ morfologii
mieszaniny polimeréw powstaty przez dziatanie kilku czynnikéw. Po pierwsze podtoze o wzorze Au/
SAM wymusza réwnoczesne wytworzenie sie obszarow o morfologii lateralnej (2) i lamellarnej (L)
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domen. Po drugie lamelle o szerokosci A/ 2 formujg sie nad paskami SAM, podczas gdy ostateczna
skala lateralnie uporzagdkowanych domen jest troche nizsza od charakterystycznej skali domenowe;j
2R~ N/ 2, aby dopasowac sie do szerokosci paskdéw Au. Po trzecie utozenie domen, odpowiadajgce
stechiometrii mieszaniny PEQ/ PS 1:2, jest zoptymalizowane gdy dtugo$¢ granic miedzyfazowych jest
zredukowana. To odpowiada za potaczenie sie lamellarnych domen PS (na obszarach SAM) z
lateralnymi domenami PS (na obszarach Au), co schematycznie pokazano na rysunku 3.46 b. Podobne

52, 59

U- ksztattne struktury, ograniczone przez wzér podtoza (paski) zostaty ostatnio zaobserwowane

dla innej mieszaniny. W tamtym przypadku efekt ten zwigzany jest z procesem dewettingu. ®
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Rysunek 3. 49 Obrazy AFM (a- topografia, b- amplituda) wzoréw powierzchniowych PEO/ PS (1:2) uformowanych w
czasie spin- castingu (w= 2k rpm) na podtozu o periodycznym wzorze Au/ SAM- CH; 4 pm/ 4 pum. (c) Obraz
fluorescencyjny biatka (lektyny Con A) zaadsorbowanego do domen fazy PS. (d) Histogramy znormalizowanych natezen
maksiméw dyfrakcyjnych transformaty Fouriera 1, okreslajgcych wktad modéw strukturalnych A/ n do morfologii
obserwowanej na obrazie topograficznym (a) (wypetnione kolumny) i fluorescencyjnym (c) (niewypetnione kolumny).
Okrag w (b) pokazuje obszary tozsamosc fazy PEO, tworzacej szerokie pasy nad obszarami SAM (o sredniej wysokosci, a) i
bardziej regularne wstegi nad obszarami Au (doliny, a).

Analiza Foriera pokazana na rysunku 3.49 d potwierdza dalekozasiegowy charakter
uporzadkowania powierzchniowych wzoréw topograficznych (wypetnione kolumny) i mikro- wzoréw
biatka (niewypetnione kolumny). Wzér topograficzny ewidentnie jest zdominowany przez wysokie
struktury PS oddalone od siebie o mniej niz A/ 2. Nalezg one do szerszych stref, ktore sg wyzsze od
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sgsiednich waskich dolin o periodycznosci A. Przez analogie do krystalografii to odpowiada , komodrce
elementarnej” ztozonej z dwdch paskéw (,atomdédw”) oddalonych od siebie prawie o A/ 2. Takie
uporzadkowanie jest odzwierciedlone przez intensywno$é drugiej harmonicznej I,> 0,48, ktérej
wartos$é jest wyzsza od wartosci intensywnosci strukturalnego modu podstawowego |; i wyzszych |,
(n> 2). Regularne pary paskéw uformowane z fazy PS sg odwzorowane przez zaadsorbowane biatka
(rysunek 3.46 d, e). analiza Fouriera pokazuje, ze otrzymano mikro- wzory biatka wiernie
odtwarzajgce morfologie wzoréw powierzchniowych polimeréw (rysunek 3.49 d).

Regularne paski (2R/ A~ 1)

Aby pokazaé, ze wspotmiernosé (2R/ A) miedzy mieszaning a wzorem substratu moze by¢
kontrolowana przez periodycznos¢ wzoru A, zmniejszono A do 4 um, ale nie zmieniono warunkdéw
spin- castingu i charakterystycznej skali domenowej 2R= 4 um. We wszystkich pracach, gdzie skala
domenowa byta dopasowana do periodycznosci wzoru chemicznego podfoza (2R~ A), obserwowano

idealne odtworzenie tego wzoru chemicznego przez morfologie mieszanin réznych polimeréw. *® %

>3, €0, 61,86, 87 Takie zachowanie zaobserwowano réwniez dla mieszaniny PEO/ PS, co widaé na obrazie
topograficznym AFM (rysunek 3.50 a). Przedstawiona topografia wzoru powierzchniowego PEO/ PS
rozni sie od morfologii pokazanych weczesniej, otrzymanych dla 2R/ A< 1. Nie uformowaty sie
wspotistniejgce, hierarchiczne lamellarne (L) i lateralne (2) struktury domenowe. Widoczne s3
natomiast naprzemienne podtuzne wyspy i doliny podobne do struktur obserwowanych wczeéniej. *®
47,33, 00, 61 Analogicznie postuluje sie, ze ten typ wzoru powierzchniowego sktada sie z kwasi-
dwuwymiarowych domen, ktérych utozenie kontrolowane jest chemicznymi wtasnosciami substratu.
To oznacza, ze liniowe domeny PS uformowane wzdtuz paskow SAM, sg wyzsze od liniowych domen
fazy PEO utworzonych na obszarach Au (rysunek 3.46 c). Taka identyfikacja dwdch typdw (nie jak
poprzednio trzech) domen jest potwierdzona przez poréwnanie obrazu topograficznego z obrazem
fluorescencyjnym zaadsorbowanej Con A, ktdra selektywnie adsorbuje do fazy bogatej w PS (rysunek

3.50 b).

Wyniki analizy Fouriera sg przedstawione na rysunku 3.50 c. Zaréwno wzér powierzchniowy
obrazu topograficznego (wypetnione kolumny) jak i morfologia mikro- wzoru biatek (niewypetnione
kolumny) charakteryzuje sie wyraznymi periodycznymi paskami. Dlatego, tez w obu tych przypadkach
natezenie Fouriera struktury podstawowej jest najwieksze (I,> 0,8), a wktad strukturalny pozostatych
modéw I, (n> 1) mozina zaniedba¢. Poréwnanie wzoréw powierzchniowych polimeréow i
zgrupowanych biatek dokonane za pomocg analizy Fouriera potwierdza dalekozasiegowe
uporzadkowanie tych wzordw i prawie idealng reprodukcje wzoru polimeréw przez zaadsorbowane
lektyny.
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Rysunek 3. 50 (a) Obraz AFM usieciowanych wzoréw powierzchniowych mieszaniny PEO/ PS 1:2 (w:w) osadzonej z
chloroformu na wirujacym z predkoscia w= 2k rpm podtozu Au z uprzednio utworzonym wzorem tioli o periodycznosci A=
4 pm. (b) Obraz fluorescencyjny biatka (lektyny Con A) zaadsorbowanego do domen fazy PS. (c) Histogramy
znormalizowanych natezen maksiméw dyfrakcyjnych transformaty Fouriera 1,, okreslajagcych wkitad modéw
strukturalnych A/ n do morfologii obserwowanej na obrazie topograficznym (a) (wypetnione kolumny) i fluorescencyjnym
(b) (niewypetnione kolumny).

3.3.3.5. Wnioski

W tej czesci rozszerzono badania samo-organizacji w mieszaninach polimerow
deponowanych na podtozu z nadrukowanym wzorem chemicznym z systeméw modelowych % %>%

658,61 7y systemdw uzywanych dla ,plastikowej” elektroniki >" > 7 °% 62 3 yktady polimeréw dla
zastosowan biomedycznych. Wzory powierzchniowe polimeréw, o morfologii kontrolowane] przez

wzor chemiczny podtoza, sg uzyte jako szablony do grupowania lektyny Con A i wytwarzania réznych,
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regularnych mikro- wzoréw. Domenowe struktury polimeréw odpornego na adsorpcje biatka PEO i
chetnie adsorbujgcego biatka PS powstajg w czasie jednoetapowego procesu wylewania ich
mieszaniny na wirujgce podtoze. Modelowe biatko- lektyna Con A adsorbuje wysoce selektywnie do
domen PS wzoréw powierzchniowych w zoptymalizowanych warunkach (sktad mieszaniny, warunki
wylewania, warunki adsorpcji biatka). * Ostatnio publikowane wyniki badari mieszaniny PS/ PEO
pokazujg, ze duzy wptyw na stopien selektywnosci adsorpcji biatka wywierajg uzyte materiaty i

> W tym rozdziale pokazano regularne domeny

warunki przygotowania filméw polimerowych. *
biatkowe uporzgdkowane na obszarach makroskopowych. Pokazane podejscie moze by¢
zastosowane dla innych mieszanin polimeréw i innych biatek. Stosujgc samo- organizacje wedtug
wzoru podtoza mozna uzyska¢ regularne wzory powierzchniowe mieszaniny PS/ PMMA. *! Dla
nieregularnych odpowiednikdw tych wzoréw zaobserwowano niejednorodng adsorpcje lektyn,
albuminy i fibrynogenu, ktérej stopien zalezat od warunkow adsorpcji dla réznych typéw domen (lub

nawet powierzchni miedzyfazowych). ' 181923

Wzory powierzchniowe PEO/ PS zostaty uzyte jako szablony do grupowania lektyn w
regularne mikro- wzory o réznej morfologii zaleznej od 2R/ A, kontrolowanej przez periodyczno$é¢
wzoru chemicznego podtoza A, przez stechiometrie mieszaniny oraz warunki spin- castingu (te
ostatnie umozliwiajg kontrole skali domen 2R). Z wyjatkiem periodycznych paskow uzyskiwanych dla
A~ 2R, otrzymano nowe hierarchiczne rodzaje wzoréw dla 2R/ A< 1. Periodyczne taricuchy wysp,
rozgatezione paski i pary paskow powstaty przez wymuszone wzorem podtoza jednoczesne tworzenie
sie lokalnych lamellarnych (L) i lateralnych (2, kwasi- dwuwymiarowych) struktur domenowych.
Naprzemienne lokalne struktury domenowe dwdch typdw narzucajg wieksze rozmiary
(periodycznos¢ A) hierarchicznej morfologii, podczas gdy mniejsze rozmiary struktur lateralnych
wynikajg z charakterystycznej skali domenowe;j 2R.

Analiza Fouriera potwierdza dalekozasiegowe uporzgdkowanie regularnych struktur, a przede
wszystkim potwierdza (z wyjatkiem 2R/ A~ 1/3) zgodnos$¢ powierzchniowych wzoréw polimeréw i
mikro- wzoréw zgrupowanych molekut biatka. Pokazano réwniez, ze ograniczenie struktur lateralnych
(2) przez sagsiadujgce paski o strukturze lamellarnej (L) prowadzi do liniowego, regularnego utozenia
domen lateralnych co jest uwidocznione przez znaczne wzmocnienie wyzszych moddéw strukturalnych
A/ n (n> 1). Natezenia wyzszych harmonicznych Fouriera I, (n> 1) stajg sie dominujace (ls~ 0,46) dla
topografii mieszaniny dla 2R/ A~ 1/3 a przewazaja w topografii i grupowaniu biatek dla 2R/ A~ 1/2.

Zademonstrowane regularne mikro- wzory biatka charakteryzujg sie dalekozasiegowym
uporzadkowaniem, bogactwem typdw morfologii, réznymi rozmiarami, mozliwoscig uzyskania
substruktur, uzytecznoscia do badania reakcji komérkowych (dla zastosowanej tu Con A ** %)
Zaprezentowana tu strategia tworzenia mikro- wzorow biatek jest wyjatkowa ze wzgledu na
zastosowanie selektywnej adsorpcji biatka do szablonéw polimerowych o kontrolowanej morfologii
wytworzonych w jedno- etapowym procesie przez samo- organizacje (kontrolowang wzorem
podtoza) polimerdw o kontrastujgcych wtasnosciach adsorpcji biatka. Wszystkie wtasnosci tej metody
sprawiajg, ze wytworzone w ten sposéb mikro- wzory biatka mogg by¢ zastosowane w aplikacjach
biomedycznych.
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3.3.3.6. Informacje uzupetniajace
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Rysunek 3. 51 Widma masowe SIMS réznych polimeréw (PS, PEO, PEO z domieszka PETA), na podstawie ktorych wybrano
charakterystyczne jony wtérne, umotzliwiajgce identyfikacje sktadnikéw mieszanin: C,OH’, m/ z= 41 (PEO), C¢H, m/ z= 73

(PS).
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Rysunek 3. 52 Profile gtebokosciowe SIMS, wykonane prostopadle do ptaszczyzny lamellarnie utozonych faz mieszaniny
PEO/ PS 1:1 wylanej z chloroformu na podtoze SAM wirujace z predkosciag w= 2k rpm, odzwierciedlajg rozktad fazy PEO
(C,OH’, m/ z= 41, o, prawa 0$) i rozktad fazy PS (C¢H, m/ z= 73, e, lewa 03) w warstwie polimerowej. Czas rozpylania
odpowiada gtebokosci probkowania (rozpylanie polimeréw zawierajacych atomy tlenu (PEO)nastepuje szybciej niz w

przypadku PS) &
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200 nm

SAM/Au A=8 pm

Rysunek 3. 53 Obrazy AFM (a- topografia, b- amplituda) wzoréw powierzchniowych PEO/ PS (1:2) uformowanych w
czasie spin- castingu (w= 4k rpm) na podtozu o periodycznym wzorze Au/ SAM- CH; 4 um/ 4 um.
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Rozdziat 4
Podsumowanie

Celem tej pracy byto rozwiniecie strategii tworzenia mikro- macierzy biatek (lektyn) przez ich
selektywng adsorpcje do regularnych wzoréw powierzchniowych cienkich warstw polimeréw. Do
badan wytypowano materiaty polimerowe o réznych wtasnosciach powierzchni (hydrofobowosc),
wrazliwe na bodzce (tzw. polimery ,inteligentne”) oraz polimery podatne na techniki miekkiej
litografii.

W trakcie realizowania kolejnych etapdéw pracy tego projektu doktorskiego zastosowano
wiele technik badawczych i metod analizy. Lateralng strukture oraz domenowe uporzgdkowanie faz
polimerédw obrazowano za pomocg mikroskopii sit atomowych (topografia, AFM), sit bocznych (tarcie,
LFM), kontrastu fazowego (PDM) oraz mikroskopu optycznego. Osadzone na powierzchniach cienkich
warstw polimerowych biatka obrazowano mikroskopem fluorescencyjnym. Pomiary kata zwilzania
wody w funkcji temperatury i pH wykonano dla pokryé PNIPAM. Warstwowg strukture
zsyntetyzowanych pokry¢ PNIPAM sprawdzono za pomocg spektroskopii masowej jondw wtérnych
(Rozdziat 3.1.2). Te technike zastosowano réwniez do ilosciowej analizy warstw polimerdw pokrytych
biatkami (Rozdziat 3.1.2 i 3.3.3). Wzory powierzchniowe biatek analizowano metodami Fouriera oraz
geometrii catkowej.

Po raz pierwszy zastosowano metode analizy geometrii catkowej do obrazéw
fluorescencyjnych biatek zaadsorbowanych do jednorodnych powierzchni réznych polimeréw.
Umozliwia ona (wzglednie) ilosciowe pordwnanie stopnia adsorpcji. Wyniki nielokalnej analizy
geometrii catkowej obrazéw potwierdzity, ze biatka adsorbujg do powierzchni hydrofobowych,
ponadto umozliwity wyselekcjonowanie par kontrastujgcych polimeréw do badan powierzchniowego
grupowania biatek (Rozdziat 3.1.1; [A1]). Zoptymalizowano metode sieciowania (Rozdziat 2.1.4) PEO
([A1]) oraz opracowano sposoéb sieciowania termo- czutego PNIPAM ([A5]).
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Wyniki analizy geometrii catkowej obrazéw fluorescencyjnych LcH zaadsorbowanej do pokry¢
polimerédw ,inteligentnych” w warunkach rézinego pH porédwnano z wynikami analizy danych
spektrometrii masowej jondw wtdrnych czasu przelotu (Rozdziat 3.1.2; [A3]). Jednoznacznie zostata
potwierdzona stusznos¢ metody zaproponowanej do iloSciowe] analizy obrazéw fluorescencyjnych.

Stosujac selektywng adsorpcje biatek do powierzchniowych wzoréw mieszanin polimerdéw o
kontrastujgcych wtasnosciach hydrofobowy/ hydrofilowy PS/ PEO oraz PS/ PMMA wytworzono
nieregularne mikro- wzory Con A i LcH. Jakos¢ odtworzenia wzoru podtoza przez zgrupowane biatka
testowano stosujgc analize geometrii catkowej. Potwierdzono, ze na podtozu PS/ PMMA biatka nie
grupuja sie w wysoce selektywny sposéb. Otrzymano pokrycia PEO/ PS, do ktérych biatka adsorbuja
w wysoce selektywny sposdb co jest potwierdzone wyznaczonymi miarami Minkowskiego oraz
lokalng analizg natezenia fluorescencji (Rozdziat 3.2.1; [A4], [A7]).

Po raz pierwszy przygotowano mikro- wzory wielu biatek na powierzchniowych wzorach PS/
PNIPAM. Zastosowano sukcesywng selektywng adsorpcje rdzinych lektyn kontrolowang zmiang
temperatury (Rozdziat 3.2.2; [A5]). Zastosowanie zaproponowanego tu podejscia do regularnych
wzordéw PS/ PNIPAM moze stanowi¢ konkurencje dla strategii tworzenia mikro- macierzy wielu biatek
opartej na wielokrotnym stosowaniu druku mikro- kontaktowego.

W rozdziale 3.3 zaproponowano wiele metod wytwarzania regularnych mikro- metrowych
ptytek testowych biatek ([A2, A4, A6, A7]) . Zaprezentowane w rozdziatach 3.3.1 oraz 3.3.2 strategie
wytwarzania ptytek oparte sg na rdéznych technikach miekkiej litografii: sit kapilarnych, odwréconego
druku mikro- kontaktowego oraz mikro- formowania warstw wspomaganego rozpuszczalnikiem.
Stosujgc te techniki wytworzono mikro- wzory biatek o réznej periodycznosci (kilka do kilkaset um) na
obszarach makroskopowych (> 0,9 mm) (Rozdziat 3.3.1; [A6]). Przez samo- organizacje PEO/ PS
wedtug szablonu podtoza, kontrolowang warunkami spin- castingu, wytworzono wiele typow
regularnych wzoréw polimerdw kontrastujgcych, ktorych nastepnie uzyto do pozycjonowania lektyny
Con A. Wytworzono mikro- metrowe ptytki testowe o réznorodnych wzorach powierzchniowych
(Rozdziat 3.3.3; [A2]).

Przygotowane w ramach tego projektu mikro- wzory lektyn mogg by¢ wykorzystane do
monitorowania ilosci glikoprotein (specyficzne oddziatywanie lektyna- glikoproteina) jak réwniez jako
podtoza do testowania adhezji oraz hodowli komérek.
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