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Biofizyka wykorzystuje metody fizyczne do badania zjawisk biologicznych a jednym z jej
celow jest badanie materiatlow bioaktywnych, ktére moglyby znalez¢ zastosowanie w naukach
medycznych, gtéwnie w inzynierii tkankowej, dostarczaniu lekoéw, bioseparacji 1 tworzeniu materialow
bakteriobojczych. Powierzchnie bioaktywne sg idealnym kandydatem dla takich zastosowan, poniewaz
sa zdolne do wzmacniania lub redukowania interakcji z obiektami biologicznymi (komoérkami,
biatkami lub innymi bioczastkami) w zalezno$ci od specyficznych wymagan. Bardzo czgsto jako
powierzchnie bioaktywne wykorzystuje si¢ powloki szczepionych szczotek polimerowych, tzn.
tancuchow polimerowych, ktore s zaczepione jednym koncem do powierzchni. W szczegolnosci duze
zainteresowanie wzbudzaja inteligentne szczotki polimerowe (smart polymer brushes SPB), ktére sa
zdolne do odwracalnej zmiany swoich wiasciwosci fizykochemicznych w odpowiedzi na temperature.
Celem pracy byto wytworzenie nowatorskich szczotek polimerowych o precyzyjnie okreslonych
wlasciwosciach, scharakteryzowanie ich wlasciwosci fizycznych i chemicznych oraz okreslenie ich
aktywnosci biologicznej, co ma kluczowe znaczenie dla zastosowan w biomedycynie. Glowne
osiggniecia i wyzwania w tych dziedzinach zostaty przedstawione w czgsci I rozprawy.

Do wytwarzania powlok SPB zastosowano kontrolowang polimeryzacje szczepiong i
niekontrolowang polimeryzacj¢ szczepiong. Polimeryzacje niekontrolowang przeprowadzono zgodnie z
procedura polimeryzacji inicjowanej oligonadtlenkiem, natomiast polimeryzacj¢ kontrolowang za
pomoca metody ATRP. Ponadto opracowano rozne rodzaje nanokompozytow: szczotki polimerowe
szczepione do powierzchni plaskich z wbudowanymi nanoczastkami nieorganicznymi (rys. la) oraz
dyspersyjny nanokompozyt ze szczotki polimerowej szczepionej na powierzchni nanoczastek SiO»
(rys. 1b). Szczegdlowy opis wytwarzania SPB i opartych na nich nanokompozytéw zostat opisany w

rozdziale II.1. pracy.
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Rysunek 1. Szczotki polimerowe zawierajace nanoczastki nieorganiczne szczepione na podtozach
ptaskich (a) oraz szczotki polimerowe szczepione na powierzchni nanoczgstek nieorganicznych (b).

Po przygotowaniu SPB przeprowadzono szczegdélowe Dbadania ich wlasciwosci
fizykochemicznych. Szczegétowa analiza wytworzonej warstwy wymagala zastosowania
zaawansowanych technik dos$wiadczalnych. Do scharakteryzowania sktadu chemicznego probek
zostaty wykorzystane dwie techniki: spektrometria masowa jondw wtornych (ToF-SIMS) i
rentgenowska spektrometria fotoelektronéw (XPS). Z kolei grubo$¢ i wspdtczynnik zalamania SPB
wyznaczono metodg elipsometrii, a ich topografia zostata zbadana metoda mikroskopii sit atomowych
(AFM). Gesto$¢ szczepienia szczotek okreslono na podstawie wspotczynnika zalamania $wiatla
szczotki polimerowej, wyznaczonego za pomoca elipsometrii. W celu potwierdzenia termoczuto$ci
powtok, badano ich zwilzalno$¢ za pomoca pomiardw kata zwilzania wody w funkcji temperatury.
Dodatkowo do okreslenia wielkosci, ksztalttu 1 rozmieszczenia nanoczastek nieorganicznych
wbudowanych w szczotki polimerowe szczepione do powierzchni ptaskich skaningowg mikroskopie
elektronowa (SEM). Aby okresli¢ rozmiar, ksztatt i struktur¢ nanokompozytéw zbudowanych z
szczotek polimerowych szczepionych na powierzchni nanoczastek SiO; zastosowano transmisyjna
mikroskopi¢ elektronowa (TEM). W celu okreslenia ich udzialu wagowego zastosowano analize
termograwimetryczng (TGA), na podstawie ktérej obliczono grubo$¢ powloki szczotki. Promien
hydrodynamiczny i &-potencjat szczotek polimerowych szczepionych na powierzchni nanoczastek SiO-
okreslono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS). Aby zbada¢ aktywno$¢ biologiczng
wytworzonych SPB, niezbedne byto zastosowanie odpowiednich metod i technik badawczych. Do
oceny wzrostu komorek na wytworzonych szczotkach polimerowych zastosowano mikroskopig
optyczng 1 fluorescencyjng. Aby umozliwi¢ obserwacje¢ komorek za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej zostalty one wybarwione za pomoca barwnikéw fluorescencyjnych, umozliwiajac
wizualizacje ich jader i widkien aktynowych. Aktywno$¢ metaboliczna zdrowych komoérek skutkuje
poborem tlenu, ktory scharakteryzowano za pomoca polarografii. Z kolei wtasciwos$ci antybakteryjne
wytworzonych SPB oceniano metoda seryjnych rozcienczen 1 barwien fluorescencyjnych.

Oddzialywanie mig¢dzy biatkami i nanoczastkami SiO> z powloka polimerowa zbadano za pomoca



kalorymetrii izotermicznej (ITC). Szczegdétowy opis metod eksperymentalnych zastosowanych w
przedstawionej pracy przedstawiono w czesci Il rozprawy.

Podloza do hodowli krowich komorek ziarnistych oraz kompleksoOw oocyt-cumulus cieszg si¢
obecnie duzym zainteresowaniem, poniewaz odgrywaja one kluczowg role w rozwoju pecherzykow
jajowych. Ze wzgledu na wiasciwosci szczotek polimerowych tworzonych z poli(oligo(glikolu
etylenowego)metakrylanu eteru etylowego) (pOEGMA), poli(4-winylopirydyny) (pVP) i p(OEGMA-
co-VP) zostaty one wybrane jako potencjalne nowe podtoza dla hodowli krowich komoérek ziarnistych
oraz kompleksow oocyt-cumulus. Szczotki pOEGMA , pVP i p(OEGMA-co-VP) zostaly z
wytworzone na szklanych ptytkach w procesie polimeryzacji inicjowanej oligonadtlenkiem.
Morfologia wytworzonych powlok zostata zbadana za pomoca AFM, wykazujac, ze powierzchnie
pOEGMA i pVP sa stosunkowo gladkie, natomiast morfologia p(OEGMA-co-VP) jest szorstka.
Hodowle komorkowa przeprowadzono w §rodowisku wodnym, co moze wplywac na topografie SPB,
poniewaz szczotka moze pecznien. Dlatego tez zbadano stopien pecznienia powlok za pomoca
elipsometrii w srodowisku wodnym i wykazano, ze jedynie warstwa pOEGMA pecznieje w sposob
znaczacy. Zbadano takze rozwoj krowich komorek ziarnistych oraz kompleksow oocyt-cumulus na
wytworzonych powtokach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze najlepsze warunki do hodowli tych komorek
zapewniaty szczotki p(OEGMA-co-VP). Ponadto analizowano metaboliczny pobdr tlenu przez
komorki warstwy ziarniste] w oraz bez obecno$ci 4 inhibitorow: NaF , kwasu amytal-5-etylo-5-
izoamylo-barbiturowego (amytal), NaN3 1 disodowego kwasu etylenodiaminotetraoctowego
(Na2EDTA) . W obecnosci NaF pobor tlenu przez komodrki hodowane na p(OEGMA-co-VP) wzrost, co
wskazuje na prawidlowe dojrzewanie komoérek. Szczegdtowy opis wihasciwosci fizykochemicznych
pOEGMA , pVP i p(OEGMA-co-VP) oraz rozwoju na nich komorek ziarnistych kroéw oraz
komplekséw oocyt-cumulus przedstawiono w czgsci III rozprawy.

Materialy na bazie CaCOj; sg powszechnie stosowane w biomedycynie do dostarczania lekow.
W literaturze spotykane sg doniesienia, ze szczotka pPOEGMA nie jest cytotoksyczna i zapewnia stabe
warunki adhezji komorek. W czgéci IV pracy zostat eksperymentalnie zbadany wplyw nanoczastek
CaCOs osadzonych w nieadhezyjnej, niecytotoksycznej szczotce pOEGMA, na komorki ludzkie.
Szczotka pOEGMA zostata wytworzona na ptaskim podlozu szklanym za pomoca polimeryzacji
rodnikowej z przeniesieniem atomu inicjowanej powierzchniowo (ATRP). Nanoczgstki CaCOj3 zostaty
wbudowane w szczotke przy uzyciu biomineralnego stracania z roztworéow CaCly i Na;COs. Skiad
chemiczny pOEGMA z wbudowanymi nanoczgstkami CaCO3z zbadano metoda ToF-SIMS i XPS,
morfologi¢ powierzchni okreslono za pomoca metody AFM, nanoczastki CaCO3 zobrazowano metoda
SEM. Ponadto zbadano odpowiedz termiczng powtok dzigki pomiarom kata zwilzania wody w r6znych

temperaturach. Zostat réwniez zbadany wplyw nanoczgstek CaCOs na trzy rozne ludzkie linie



komorkowe: keratynocyty ( HaCaT ), komorki czerniaka (WM35) 1 osteoblasty (MC3T3-el). Komorki
hodowano na kontrolnym podtozu szklanym, szczepionej szczotce pPOEGMA 1 szczepionej szczotce
pOEGMA z wbudowanymi nanoczastkami CaCOs. Do przeprowadzenia analizy iloSciowe] komorki
zostaly wybarwione oraz zobrazowane za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej. Wpltyw nanoczastek
CaCOs osadzonych w szczotkach pOEGMA zostat zbadany pod katem adhezji komorek, wskaznika
proliferacji 1 zywotnosci komorek. Poczatkowa ilo§s¢ komorek, zarejestrowana na powierzchni po 24
godzinach inkubacji, moze by¢ zwigzana gtownie ze zdolnos$cig powierzchni do adhezji komorek.
Dalsza inkubacja przez 72 1 144 godziny charakteryzuje aktywnos$¢ proliferacyjng komoérek. Wskaznik
proliferacji definiowany jest jako stosunek liczby komoérek na powierzchni po danym okresie inkubacji
do liczby komoérek, ktore do niej pierwotnie przylgnety. Zywotnosé komorek definiowana jest jako
stosunek liczby komorek na powierzchni do liczby komorek na probee kontrolnej po danym okresie
inkubacji. Badania wykazaty, ze wytworzony nanokompozyt nie stwarza odpowiednich warunkéw do
hodowli osteoblastow (MC3T3-el) natomiast nie jest cytotoksyczny dla linii komoérkowych zdrowe;j
skory (HaCaT) 1 czerniaka (WM35). Wbudowane nanoczastki CaCO3 wykazaty, ze oddziatywanie a
komorkami silnie zalezy od rodzaju badanych komorek.

Duza wage przywiazuje si¢ do inteligentnych powlok antybakteryjnych, ktore aktywuja swoje
wlasciwosci antybakteryjne pod wptywem bodzcow temperaturowych i sg zdolne do samooczyszczania
(strategia ,.kill-relase”), ktorego podstawe stanowi zdolno$¢ powlok do zmiany wilasciwosci
fizykochemicznych pod wplywem zmiany temperatury za ktéorg odpowiada nizsza krytyczna
temperatura roztworu (LCST). Schemat strategii ,.kill-relase” jest przedstawiony na rys. 2. Ponizej
LCST, SPB s3g otoczone warstwa hydratacyjng i bakterie nie przylegaja do powierzchni SPB. Gdy
temperatura wzro$nie powyzej LCST, mozliwe sg trzy sposoby dziatania antybakteryjnego. Po
pierwsze, bakterie przylegaja do SPB i sg zabijane przez wbudowany $rodek antybakteryjny. W drugim
sposobie, SPB zaczynaja uwalnia¢ $rodek antybakteryjny i zabijaja bakterie nieprzylegajace do
warstwy. Trzeci sposob taczy oba opisane powyzej mechanizmy. Martwe bakterie przylegajace do
szczotki sa uwalniane, gdy temperatura szczotki spada ponizej LCST. Inteligentne powtoki
antybakteryjne, ktére aktywuja swoje wilasciwosci za pomoca bodzcoéw temperaturowych, moga
znalez¢ wiele zastosowan w zapobieganiu tworzeniu si¢ warstw bakteryjnych na codziennie
uzywanych, czesto dotykanych powierzchniach, takich jak smartfony, bankomaty, czy tez okna. W
czesci V rozprawy przedstawiono nowatorskie powtoki termoczute oparte na powtokach pOEGMA i
pVP z wbudowanymi nanoczastkami srebra, wykazujace niezwykle silny efekt bakteriobdjczy,
aktywujacy si¢ samoczynnie w podwyzszonej temperaturze. Sktad wytworzonych powtok zbadano za
pomoca ToF-SIMS i XPS. Reakcje termiczng powtok SPB zbadano poprzez pomiary katy zwilzania

wody w réznych temperaturach. Morfologi¢ wytworzonych nanokompozytow okreslono za pomoca



AFM 1 SEM. Przeprowadzono badania teromoprzetaczalnej aktywnosci antybakteryjnej
wytworzonych nanokompozytéw dla modelowych bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) i

Gram-ujemnych (Escherichia coli).
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Rysunek 2. Strategia , kill-relase” zabijania i usuwania bakterii dla warstw SPB

Mozliwo$¢ zastosowania powierzchni zawierajacych nanoczastki metaliczne jest ograniczone
ze wzgledu na potencjalne skutki uboczne stwarzane przez nanoczastki. Metaliczne nanoczastki moga
by¢ uwalniane z powierzchni i kumulowa¢ si¢ w ludzkich narzadach, takich jak watroba, $ledziona,
pluca czy nerki. Ponadto nanoczastki srebra uwalniane z powierzchni wykazuja potencjalng
genotoksyczno$¢ aktywowang réznymi mechanizmami, w szczegolnosci wytwarzaniem nadmiaru
reaktywnych form tlenu, co skutkuje stresem oksydacyjnym, obnizonym poziomem glutationu,
podwyzszong peroksydacja lipidow, stanem zapalnym, uszkodzeniem DNA, zmianami cyklu
komorkowego 1 proliferacji oraz apoptoza i nekroza. Nanoczastki srebra wbudowane w matryce
szczotki polimerowej sg z nig zwigzane 1 nie powinny mie¢ mozliwosci uwolnienia si¢ z niej. Aby
potwierdzi¢ te hipoteze, zbadano za pomoca XPS uwalnianie nanoczastek srebra w $rodowisku
wodnym. Aby zbada¢ potencjalng cytotoksyczno$s¢ wytworzonych nanokompozytéw, wykorzystano je
jako podtoza do hodowli dwoch linii komoérkowych: komorek HaCaT ludzkiej skory i komorek
czerniaka WM35. Badania uwalniania nanoczastek srebra z warstw pPOEGMA w §rodowisku wodnym
wykazaty, ze uwalnianie nanoczastek ma charakter wydluzony, a ilo$¢ srebra w powtoce nie spada

ponizej 35% stezenia poczatkowego po 55 dniach inkubacji. Wydluzony charakter zmniejszania



zawartosci srebra w powloce sugeruje, ze nanoczasteczki srebra nie uwalniajg si¢ z szczotki pPOEGMA
a spadek ilosci srebra wynika raczej z uwalniania jonéw srebra w srodowisku wodnym. Wykazano
takze, ze nanoczastki srebra wbudowane w warstwie pPOEGMA nie wykazuja cytotoksycznego wpltywu
na komorki HaCaT ludzkiej skory dla krotkich czaséw ekspozycji (<72 godziny) i mogg mieé
niewielki, ale wykrywalny wptyw na komorki czerniaka WM35. Brak toksyczno$ci wobec ludzkich
komorek skory daje mozliwos$¢ zastosowania wytworzonych powtlok jako warstw umozliwiajacych
zapobieganie proliferacji bakterii na codziennie uzywanych, cz¢sto dotykanych powierzchniach, takich
jak smartfony, okna i inne szkta. Odpowiedz termiczna pPOEGMA z wbudowanymi nanoczgstkami
srebra moze zosta¢ zablokowana, gdy st¢zenie srebra jest zbyt wysokie. Do$wiadczalnie zostaty
okreslone najbardziej optymalne warunki do wytwarzania warstw pOEGMA 2z wbudowanymi
nanoczgstkami srebra. W rozdziale VI rozprawy zostaty przedstawione badania uwalniania srebra z
pOEGMA w s$rodowisku wodnym, badania wplywu nanoczastek srebra wbudowanych w warstwe
pOEGMA na keratynocyty ludzkie i komorki czerniaka oraz optymalne warunki wytwarzania warstw
pOEGMA z wbudowanymi nanoczastkami srebra.

Gdy nanoczasteczka zostanie wstrzyknigta do krwi, natychmiast zaczyna oddzialywaé z
biatkami i tworzy si¢ na niej korona biatkowa. Strukture korony biatkowej mozna podzieli¢ na dwie
warstwy: migkka korone biatkowa i twardg korong biatkowa. Warstwa twardej korony biatkowej jest w
silnym kontakcie z nanoczastka i nie jest mozliwe ich oderwanie. Z kolei biatka migkkiej korony
biatkowej stabiej oddziatuja z nanoczastka 1 moga by¢ zastgpione innymi biatkami. Reprezentatywna
miarg ,,twardo$ci” korony biatkowej jest energia swobodna adsorpcji. ITC (ang. isothermal titration
calorimetry) jest unikalng technika, ktora umozliwia okreslenie powinowactwa wigzania, entalpii i
ilosci miejsc wigzacych w oddzialywaniach biatko-nanoczgstka. Na podstawie entalpii i powinowactwa
wigzania wyznaczana jest energia Gibbsa i1 entropia oddzialywania. Struktura korony biatkowej silnie
zalezy od wlasciwosci fizykochemicznych nanoczastek i bialek, takich jak zwilzalnos$¢, tadunek
powierzchniowy, wielko$¢ czy tez ksztatt. W cze$ci VII rozprawy za pomoca techniki ATRP na
nanoczgstkach SiO> wytworzono warstwy pOEGMA , pVP i trzech kopolimerow p(OEGMA-co-VP) o
roznym udziale wagowym VP i OEGMA. Za pomoca TGA 1 XPS zostat okreslony udzial wagowy
szczotek polimerowych i sktad chemiczny wytworzonych szczotek polimerowych. Na podstawie zdjeé¢
TEM okreslono wielkos$¢, ksztatt i strukture przygotowanych szczotek a dzigki wykorzystaniu DLS
zarejestrowano zmiang potencjatu & w funkcji temperatury. Oddzialywania migedzy wytworzonymi
szczotkami polimerowymi, a biatkami ludzkiej krwi (ludzka albumina surowicy (HSA),
immunoglobulina (IgG) 1 fibrynogen (Fbr)), mieszaning biatek odpowiadajacg 5-krotnie
rozcienczonemu ludzkiemu osoczu oraz ludzkim osoczem zostaty zbadane za pomoca ITC ponizej i

powyzej LCST wytworzonych szczotek polimerowych. Zgodnie z wynikami opisanymi w rozdziatach



IV 1 V przyjeto, ze zmiana wlasciwosci wytwarzanych polimeréw zachodzi w zakresie 15-25 °C.
Skuteczna synteza szczotek pPOEGMA , pVP i p(OEGMA-co-VP) zostala potwierdzona za pomoca
XPS. Zaro6wno SPB szczepione do nanoczastek SiO»,jak i biatka wykazaly ujemny potencjat &, a zatem
oddziatywaty wbrew sitom kulombowskim poprzez oddziatywania hydrofobowe lub polarne. Rodzaj
oddziatywania mozna rozr6ézni¢ za pomocg ITC na podstawie znaku zmiany entalpii: odpowiednio AH
< 0 dla asocjacji hydrofobowej 1 AH > 0 dla asocjacji hydrofilowej. Dla poszczegolnych biatek HSA,
IgG 1 Fbg obecnos¢ fragmentoéw VP w szczotkach polimerowych sprzyjata adsorpcji ponizej i powyzej
LCST. Z kolei fragmenty OEGMA redukowaty (HSA) lub catkowicie blokowaly (IgG i Fbg)
adsorpcje. Polimery zawierajace OEGMA wykazaty zalezne od LCST powinowactwo do biatek, a
szczepione szczotki p(OEGMA-co-VP) posiadajg przetagczalne wiasciwosci do duzej lub malej
adsorpcji badanych biatek modelowych. Wykazano, ze biatka z osocza krwi adsorbuja do szczotek
polimerowych, do ktéorych nie adsorbuje zadne z trzech pojedynczych biatek. Reprezentatywne
wykresy ITC uzyskane dla warstw p(OEGMA-co-VP) ponizej i powyzej LCST przedstawiono na rys.
3.
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Rysunek 3. Reprezentatywne krzywe ITC dla oddzialywania bialek i1 szczotek termoczutych
szczepionych na powierzchni nanoczastek SiO2 w roznych temperaturach: (A) adsorpcja Fbg do

p(OEGMA-co-VP 3:1)@SiO> w 10°C i (B) adsorpcja HSA do p(OEGMA-co-VP 1:3)@SiO, w 37°C.



