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Streszczenie

Biomateriaty na bazie polimeréw sg szeroko stosowane w biotechnologii, bioinzynierii
i medycynie jako cze$¢ biosensordow, implantéw, czy tez systemdw dostarczania lekéw.
Aby mozliwe byto jak najlepsze wykorzystanie potencjatu biomateriatéw polimerowych
niezbedne jest szczegdtowe poznanie ztozonych interakcji miedzy powierzchnig
polimeru, a otaczajgcymi go biomolekutami. Dlatego tez wazne jest okreslenie jak
wihasciwosci warstw polimerowych wptywajg na ich oddziatywanie z biatkami i jak
poprzez ich modyfikacje mozliwe jest kontrolowanie ilosci zaadsorbowanego biatka, czy
nawet jego orientacji i konformacji.

W ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej podjeto sie zbadania wptywu struktury
tancuchdw polimerowych na wiasciwosci uzyskanych cienkich warstw oraz ich
oddziatywania z biatkami. W pierwszych etapie badan zbadano wplyw taktycznosci
tancuchow polimerowych na wiasciwosci ich cienkich warstw. W tym celu wykorzystano
dwa polimery: poli(metakrylan tert-butylu) oraz poli(metakrylan metylu), ktore posiadajg
trzy typy taktycznosci. W takcie badan wykazano, ze wystepujg réznice w chemii
powierzchni cienkich warstw uzyskanych dla izotaktycznego, a ataktycznego
i syndiotaktycznego wariantu polimeru. Ekspozycja fancuchéw bocznych polimeréw do
powierzchni warstwy indukuje zmiany jej wiasciwosci, wptywajac na interakcje pomiedzy
polimerem, a zaadsorbowanym biatkiem. Wyniki te wykorzystano w kolejnym kroku
badan, w ktérym wytworzono wzory polimerowe uzywajgc mieszanin dwoch poprzednio
badanych polimeréw. Po dobraniu odpowiedniej modyfikacji podtoza mozliwe byto
otrzymanie izotropowych jak i regularnych wzoréw polimerowych, ktére postuzyty jako
matryca do selektywnej immobilizacji biatek. Opracowana procedura wytworzenia
regularnych mieszanin polimerowych moze zosta¢ wykorzystana do wytwarzania
mikromacierzy biatkowych.

W ostatnim etapie badan skupiono sie na wptywie architektury kopolimeru blokowego
sktadajgcego sie z polistyrenu i poliglicydolu na wtasciwosci uzyskanych cienkich warstw
i adsorpcje biatek. Pokazano, ze warstwy kopolimeru o strukturze grzebienia zmieniajg
swoje wiasciwosci pod wptywem immersji w wodzie poprzez eskpozycje tancucha
hydrofilowego poliglicydolu do powierzchni. Powoduje to zmniejszenie adsorpcji molekut
biatka do tych warstw. Innym zaobserwowanym efektem w trakcie tych badan byto
spowolnienie lub nawet zatrzymanie zmian konformacyjnych molekut polimeru w
warstwie poprzez adsorpcje biatka do jej powierzchni. Zjawisko to ukazuje potencjat
kontroli wiasciwosci warstwy kopolimerowej poprzez zmiany konformacji tancucha
kopolimerowego.

Najwazniejszym wnioskiem wynikajgcym z przeprowadzonych badan jest pokazanie, ze
struktura tancuchoéw polimerowych wptywa na wiasciwosci powierzchni ich cienkich
warstw, a tym samym na oddziatywania tych warstw z biomolekutami. W ramach
przeprowadzonych badan pokazano, ze odpowiedni wybdr polimeru, a w szczegdlnosci
struktury jego tancucha, znaczaco zmienia istote interakcji polimer — biatko promujac lub
wrecz przeciwnie zapobiegajgc adsorpcji molekut biatka. Co wiecej interakcje te maja tez
wptyw zaréwno na orientacje jak i konformacje molekut biatek adsorbujgcych do cienkich
warstw polimerowych
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Abstract

Polymer-based biomaterials are widely used in biotechnology, bioengineering and
medicine as part of biosensors, implants or drug delivery systems. To fully exploit the
potential of polymer-based biomaterials, a detailed understanding of the complex
interactions between the polymer surface and the surrounding biomolecules is required.
It is therefore important to determine how the properties of polymer layers affect their
interaction with proteins and how their modification can control the amount of protein
adsorbed or even its orientation and conformation.

The aim of this thesis was to investigate the influence of the structure of the polymer
chains on the properties of the obtained thin films and their interactions with proteins.
In the first stage of the research, the influence of the tacticity of the polymer chains on
the properties of their thin films was studied. For this purpose, two polymers were used:
poly(tert-butyl methacrylate) and poly(methyl methacrylate), which have three types of
tacticity. The study showed that there are differences in the surface chemistry of the
thin films obtained for the isotactic versus the atactic and syndiotactic variants of the
polymer. Exposure of the polymer side chains to the film surface induces changes in the
surface that affect the interactions between the polymer and the adsorbed protein.
These results were used in the next step of the study, in which polymer samples were
prepared using blends of the two previously studied polymers. By selecting an
appropriate substrate modification, it was possible to obtain both isotropic and regular
polymer patterns, which served as a matrix for the selective immobilization of proteins.
The method developed for the preparation of regular polymer blends can be used for
the preparation of protein microarrays.

The final stage of the study focused on the effect of the architecture of the block
copolymer of polystyrene and polyglycidol on the properties of the resulting thin films
and protein adsorption. It was shown that the copolymer layers with a comb structure
change their properties when immersed in water by the hydrophilic chain of the
polyglycidol escaping to the surface. This leads to a reduction in the adsorption of protein
molecules to these layers. Another effect observed during these studies was that the
conformational changes of the polymer molecules in the layer were slowed or even
stopped by the adsorption of the protein to its surface. This phenomenon demonstrates
the potential to control the properties of the copolymer layer through conformational
changes in the copolymer chain.

The main conclusion of the study is to show that the structure of polymer chains
influences the surface properties of their thin films and thus the interactions of these
films with biomolecules. The study showed that the appropriate choice of polymer, and
in particular its chain structure, significantly alters the nature of the polymer-protein
interactions, promoting or preventing the adsorption of protein molecules. Moreover,
these interactions also affects both the orientation and conformation of protein
molecules adsorbing into polymer thin films.
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ROZDZIAL 1

Czesc teoretyczna

Przedstawiona rozprawa doktorska skupia sie na badaniach oddziatywan cienkich warstw
polimerowych z molekutami zaadsorbowanych do nich biatek dlatego tez w ponizszym
rozdziale zostang przyblizone teoretyczne zagadnienia zwigzane zaréwno z polimerami
jak i z biatkami.

1.1. Wprowadzenie

Jako poczatek badan nad polimerami mozna uznac rok 1831 kiedy Thomas Hancock
opracowat metode wulkanizacji kauczuku. Do tej pory cztowiek korzystat z polimeréw
naturalnych takich jak kauczuk, celuloza czy chityna bez znacznych ingerencji w ich
postaC czy strukture samego polimeru. [1] Dopiero podczas rewolucji przemystowej
zaczeto sie zastanawia¢ nad mozliwosciami ulepszenia dotychczasowych materiatow. Tak
powstata syntetyczna guma oraz nitroceluloza, a takze pierwsze tworzywa sztuczne takie
jak ebonit oraz pierwsze catkowicie syntetyczne tworzywo polimerowe — bakelit, ktdry
powstat w 1909 roku z fenolu i formaldehydu. W kolejnych latach chemia polimeréw byta
jedng z najszybciej rozwijajgcych sie dziedzin nauki — powstaje tworzywo akrylowe czy
widkna poliamidowe i poliestrowe. [2] To, ze polimery staty sie integralng czescig
przemystu i nauki zostato potwierdzone w 1953 roku kiedy to H. Staudinger dostat
nagrode Nobla z chemii za odkrycie, ze celuloza stanowi zwigzek wieloczgsteczkowy
o budowie tancuchowej. Od tego momentu powstajg coraz to nowsze materiaty,
a W szczegodlnosci polimery catkowicie syntetyczne, ktdrych wielkg zaleta jest mozliwos¢
tatwej modyfikacji ich wasciwosci.

Biologia i medycyna od wiekéw wykorzystuje polimery, zaréwno te naturalnie
wystepujace, jak i syntetyczne. Polimery stanowig obiecujgcg klase biomateriatdw
o wszechstronnych zastosowaniach biomedycznych, dzieki ich dostepnosc,
odtwarzalnos¢ i mozliwos¢ modyfikacji specyficznych dla danej funkcji. Naturalne
polimery sg pozyskiwane gtdwnie ze zrodet biologicznych, a zatem sg powszechnie
dostepne i z natury biokompatybilne. Niektére wady zwigzane z naturalnymi polimerami
obejmujg ryzyko infekcji, antygenowos$¢ i zmienno$¢ miedzy partiami, co moze
ograniczac ich zastosowanie w medycynie. [3] Polimery syntetyczne, z drugiej strony,
wykazujg wieksza spdjnos¢ w swoich wiasciwosciach z doskonatg odtwarzalnoscia, ale
moze im brakowa¢ cech biokompatybilnosci wymaganych do zastosowan
biomedycznych. Dlatego tez wraz ze obserwowanym wzrostem zastosowania polimeréw
syntetycznych w biologii i medycynie wazne jest okreslenie natury oddziatywan miedzy
polimerem a biomolekutami. Jednym z takich aspektdéw jest adsorpcja biatek do
powierzchni warstwy polimerowej oraz mozliwo$¢ jej kontroli.

Celem przedstawionej pracy doktorskiej jest pokazanie, ze struktura tancuchdéw
polimerowych wptywa na witasciwosci cienkich warstw polimerowych a tym samym na
oddziatywania z biomolekutami. W ramach przeprowadzonych badan wykazano, ze
odpowiedni wybdr polimeru, a w szczegdlnosci taktycznosci czy architektury jego
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tancucha, znaczaco zmienia istote interakcji polimer — biatko co moze wptywac na
promowanie lub wrecz przeciwnie zapobiegac adsorpgiji biatka, a takze indukowac zmiany
konformacji czy orientacji jego zaadsorbowanych molekut.

1.2. Polimery

Wedlug stownikowej definicji polimer jest substancjg sktadajagcg sie
z czgsteczek, ktdre majg dtugie sekwencje jednego lub wiecej rodzajow atomoéw lub grup
atomoéw potfaczonych ze sobg wigzaniami kowalencyjnymi. [4] Najwieksze powtarzajgce
sie ugrupowanie atoméw w catym faincuchu nazywane jest merem. Gtéwng role
W procesie syntezy polimeréw, zwanym polimeryzacja, odgrywa odpowiedni dobor
monomeru, ktory jest substratem podczas reakcji. [2] Efektem polimeryzacji jest
otrzymanie dtugiego tancucha sktadajgcego sie z powtarzajagcych sie merow, ktorych
iloS¢ opisywana jest przez stopien polimeryzacji. Wtasnie ten dtugi tancuch odrdznia
polimery od innych materiatéw i nadaje im charakterystyczne wtasciwosci.

1.2.1. Czynniki wptywajace na strukture polimeru

To jakie witasciwosci bedzie posiadat dany zalezy w duzej mierze od jego struktury.
Czynniki, ktére bedg ksztattowac strukture mozna podzieli¢ ze wzgledu na: [1]

e Rodzaje jednostek konstytucyjnych jak i sekwencje w jakich tworzg tancuch
polimerowy

e Rodzaje jednostek konfiguracyjnych i ich sekwencje tworzacg tancuch
polimerowy

Jednostka konstytucyjna jest definiowana jako atomy lub zespoty atomdw, ktdre
tworzg tancuch makroczasteczki. Szczegdlnym przypadkiem jednostki konstytucyjnej,
ktdra catkowicie wywodzi sie z monomeru jest mer. Jesli tancuch polimeru sktada sie
z wielokrotnosci pojedynczej jednostki konstytucyjnej, wtedy taki polimer jest nazywany
polimerem regularnym. Natomiast obecno$¢ dwdch i wiecej jednostek konstytucyjnych,
ktérych sekwencje sg réozne w jednym tancuchu powoduje powstanie polimeru
nieregularnego.

Kolejnym czynnikiem, ktory bedzie wplywat na strukture danego polimeru jest jego
architektura. Architektura opisuje jak utozone sg jednostki konstytucyjne lecz nie niesie
informacji o ich potozeniu w przestrzeni. [1] Wyrdznia sie trzy sposoby utozenia
jednostek: postal liniowa (wszystkie mery sg utozone w postaci dtugiego tancucha),
postac rozgateziona (do gtéwnego tancucha doczepiane sg nastepne mery) oraz postac
usieciowana (tancuchy meréw faczg sie ze sobg poprzez mostki ztozone z takich samych
merdw). Wihasciwosci polimerdw sg $cisSle powigzane z ich architektura.

Jednostka konfiguracyjna sktada sie z jednostki konstytucyjnej, ktora zawiera
w sobie minimum jedno centrum chiralnosci. Centrem chiralnosci lub stereoizomerii
nazywamy atom (najczeSciej wegla), ktory jest zwigzany z zespotem podstawnikdw,
ktore nie naktadajg sie na siebie w swoim odbiciu lustrzanym. Jednostka konfiguracyjna
méwi 0 sposobie utozenia strukturalnego danej czasteczki. Rdznice w utozeniu
strukturalnym w makroczasteczce polimeru wptywajg na wiasciwosci danego polimeru.
Dlatego tez wyrdzniane sg izomery — sg to zwigzki, ktére pomimo takiej samej struktury
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molekularnej posiadajg rézne utozenie strukturalne co powoduje, ze kazdy z izomeréw
posiada rozne wtasciwosci. Wsrdd izomerdw mozna spotkac stereoizomery, ktore roznig
sie miedzy sobg rozmieszczeniem atoméw w przestrzeni.

Jednym z przyktaddw rozrdznienia stereoizomerdw jest taktycznos¢. Wedtug oficjalnej
definicji IUPAC (Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej) taktycznos¢ okresla
~uporzadkowanie kolejnosci powtarzalnych jednostek konfiguracyjnych w tancuchu
gtéwnym regularnej makroczasteczki, czasteczki regularnego oligomeru, regularnego
bloku lub regularnego tancucha”. [2] O polimerze mozna powiedzieé, ze jest taktyczny,
jesli kazda z powtarzajgcych sie jednostek konfiguracyjnych jest taka sama. Kluczowq
role odrywa tu centrum chiralnosci, w ktérym znajduje sie atom wegla w hybrydyzacji
sp® z czterema roznymi podstawnikami. [5] Sposdb utozenia podstawnikéw bedzie
wptywat na to jakg taktycznos¢ przyjmie dany polimer. Wyrdznia sie dwa sposoby
utozenia podstawnikow, ktore tworzg diady (Rysunek 1.1.). Jesli podstawniki sg utozone
na przemiennie wzgledem ptaszczyzny catego tancucha gtéwnego wtedy taka diada
nazywana jest diadg racemo. Natomiast, jesli podstawniki znajdujg sie tylko z jednej
strony pfaszczyzny to otrzymywana jest diada mezo.

N X, X X,
DIADA i DIADA | -
RACEMO H H H H MEZO H H H H

Rysunek 1.1. Dwa sposoby ufoZenia podstawnikow. Jako X oznaczony jest grupa boczna polimeru.

W zaleznosci jakie diady wchodzg w skfad tancucha to polimer moze przyjaé jeden z
trzech typdw taktycznosci (Rysunek 1.2.):

e Izotaktycznos¢ (iso) — faicuch zbudowany jest tylko z diad mezo;
e SyndiotaktycznosS¢ (syn) — tancuch posiada tylko diady racemo;
o Ataktyczno$¢ (at) — w skfad tancucha wchodzg zaréwno diady mezo jak i racemo.
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Rysunek 1.2. Trzy typy taktycznosci polimerow. Jako X oznaczona jest grupa boczna.

Z ogodlnego punktu widzenia mozna byto by sie zastanawiaé, dlaczego warto zwracac
uwage na to jakg taktycznos$¢ posiada dany polimer. Wiekszo$¢ dostepnych komercyjnie
polimerdw jest ataktyczna, gdyz otrzymanie polimeréw o zadanej taktycznosci (iso- lub
syn-) jest procesem bardziej skomplikowanym i czasochtonnym. Jednak jesli popatrzec
na mozliwe zastosowania polimerdow o znanej, powtarzajgcej sie strukturze to tatwo
zauwazy¢, ze krystaliczno$¢ wymaga regularnego uktadu strukturalnego. Dlatego tez
polimery o strukturze izotaktycznej lub syndiotaktycznej moga sie zestali¢ w sie¢
krystaliczng i jest to o wiele fatwiejsze niz w przypadku odmiany ataktycznej — polimery
o regularnej strukturze bedg tworzy¢ krystaliczne lub semikrystaliczne fazy, natomiast
polimery o strukturze nieregularnej od razu przechodzg do amorficznej fazy. [6]
Taktyczno$¢ danego polimeru bedzie wptywac na szereg jego wiasciwosci fizyko-
chemicznych takich jak temperatura zeszklenia, rézna rozpuszczalno$¢ w tym samym
rozpuszczalniku czy tez wytrzymatos¢ mechaniczna oraz stabilno$¢ termiczna. Dlatego
tez wazne jest, aby przy wyborze polimeru pamieta¢ o odpowiednim doborze
taktycznosci i zwigzanymi z nig wtasciwosciami.
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1.2.2, Mieszaniny polimerow

Mieszaniny polimerow (zwane rowniez blendami polimerowymi) to materiaty
powstate w wyniku zmieszania minimum dwaéch polimerdw w celu uzyskania nowego
materiatu o potgczonych wtasciwosciach kazdego z komponentéw. Tworzenie mieszanin
polimeréw jest jedng z najtatwiejszych opcji, kiedy juz wiasciwosci pojedynczego
polimeru nie wystarczajg do planowanych zastosowan. [7] Dodatkowo stosowane sg
jako metoda do opracowania nowych materiatow o konkretnym korcowym
przeznaczeniu, gdyz nie potrzebuje az takich naktadéw finansowych jak synteza catkiem
nowego polimeru oraz z jednej pary polimerow mozna otrzymaé szereg materiatow
o catkowicie odmiennych wtasciwosciach od materiatdw poczatkowych.

Jesli spojrze¢ na mieszaniny z punktu fizyki to mozna je zdefiniowac jako fizycznag
mieszanine dwodch lub wiecej strukturalnie réznych polimerdow bez wigzan
kowalencyjnych miedzy nimi. Do oczekiwanych interakcji miedzy komponentami zalicza
sie sity van der Waalsa, oddziatywania dipolowe lub wigzania wodorowe, ktére s3
przydatne w tworzeniu produktu koncowego o réznych kombinacjach wiasciwosci. [8]
Wytworzone mieszaniny mozna podzieli¢ na dwa typy:

e mieszalne — otrzymana warstwa ma charakter homogeniczny, czyli nie mozna
wyrozni¢ poszczegdlnych sktadnikow — taka mieszanina posiada jedna
temperature zeszklenia (Tg), ktdra znajduje sie posrodku zakresu temperatur
zeszklenia poszczegdinych sktadnikéw (okreslana jest tez jako mieszanina
jednofazowa);

e niemieszalne — otrzymana warstwa ma charakter heterogeniczny, czyli mozliwe
jest wyrdznienie faz nalezagcych do kazdego z polimeru — mieszanina ma dwie
temperatury zeszklenia, ktére odpowiadajg kazdemu z komponentéw (okreslana
jest tez jako mieszanina o morfologii dwufazowej).

Mieszalnos¢, ktorg mozna zdefiniowad jako zdolno$¢ do mieszania sie na poziomie
molekularnym dwdch sktadnikdéw w celu wytworzenia jednorodnej fazy, okresla jak typ
mieszaniny zostanie otrzymany. [9] Mieszalnos$¢ blend polimerowych jak i stabilnos¢
uktadu jest okreslona poprzez zmiany entalpii swobodnej mieszania (energii swobodnej
Gibbsa) AG,, :

AG,, = AH,,, — TAS, (1.1)

gdzie, AH,, jest zmiang entalpii mieszania (ktdra jest miarg zmiany energii), a AS,,
zmiang entropii mieszania.

W 1941 Flory i Huggins zaproponowali model termodynamiki roztworédw polimeréw,
ktdéry uwzglednia réznice w rozmiarach molekut poprzez wprowadzanie modyfikacji
wyrazenia na entropie mieszania (w poréwnaniu do stosowanego do tej pory rownania
1.1 dla zwyktych roztworédw). Wynikiem tego jest zmodyfikowane réwnanie na zmiane
energii swobodnej Gibbsa:

b1

AG,, = RT |—
m )

¢
Ing, + r—zzln b2 + XP192 (1.2)
gdzie, R jest stalg gazowa, T stalg temperaturg, ¢, i ¢, przedstawia frakcje
objetosciowg danego sktadnika, r, i r, przedstawiajg liczbe segmentéw danego
polimeru, (ktora jest proporcjonalna do stopnia polimeryzacji), a x jest tak zwanym
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wspotczynnikiem Flory’ego — Hugginsa. W rownaniu 1.2 pierwsze dwie sktadowe sg
zwigzane ze zmiang entropii mieszania:

=—R[—l ¢1+—ln¢2 (1.3)
Natomiast trzecia sktadowa réwnania 1.2 reprezentuje zmiane entalpii mieszania:

AH,, = RTx$1¢> (1.4)

Wktad zmiany entropii jest niewielki dla sktadnikédw o matych masach molowych, dlatego
tez mieszalno$¢ ukfadu lub jego niemieszalno$¢ bedzie gtdéwnie zalezna od wartosci
zmiany entalpii mieszania. Jesli parametr y jest ujemny, uktad bedzie wykazywat
mieszalno$¢, ktéra wystepuje przy spetnionym zatozeniu y < x.., 9dzie x. jest
parametrem Flory’ego - Hugginsa w punkcie krytycznym (funkcja mas molowych) i moze
by¢ wyrazona jako:

1/1 1,\°
xor=5(7=* =) (1.5)
Mieszalno$¢ polimerow moze zaleze¢ do roznych czynnikow takich jak polarnosé
polimerdw, sktad komponentéw, masa polimerdw czy warunki w jakich przeprowadzana
jest cata procedura (temperatura czy cisnienie). [9] Moze by¢ tez wyttumaczona na
podstawie diagramu fazowego przedstawionego na Rysunku 1.3. [8] Wyrdznia sie trzy
obszary o réznym stopniu mieszania sie: obszar jednofazowy oraz dwa obszary
dwufazowe — metastabilny oraz niestabilny.
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|:| obszar jednofazowy

- obszar metastabilny

obszar niestabilny

mmmmm binoda

= = == spinoda

@ punkt krytyczny

——>
0 1 ¢
czysty polimer 1 czysty polimer 2

Rysunek 1.3. Diagram fazowy dla mieszanin awoch polimerow.

Granica fazy rownowagi miedzy fazg homogeniczng, a heterogeniczng reprezentowana
jest przez krzywg wspdtistnienia faz zwang binoda. Potozenie binody mozna wyrazi¢ za
pomocg Wzoru:
AGy(92) — AGp(P1) _ G, _ 9G,
— = P1= —| P2 (1.6)
Q2 — P1 d¢p d¢
Mieszanina po przekroczeniu obszaru okreslanego przez binode jest metastabilna
(separacja fazowa zachodzi przez nukleacje i wzrost). Po przekroczeniu granicy
stabilnosci lokalnej (spinody) mieszanina wchodzi w obszar niestabilnosci (nastepuje
spontaniczna separacja fazowa). Spinoda jest okreSlana przez drugg pochodng energii

swobodnej Gibbsa:
<62A6m> _o (17)
@2 T '
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Dodatkowo mozliwe jest wyznaczenie punktu krytycznego, ktéry okreSla miejsce

przeciecia sie spinody i binody:
<63AGm> _o (1.8)
293 o7 )

W zaleznosci od masy czasteczkowej sktadnikdw mieszanina moze wykazywacé swoj
punkt krytyczny albo dla dolnej temperatury krytycznej (LCST z ang. Low Critical Solution
Temperature) albo dla gérnej temperatury krytycznej (USCT z ang. Upper Critical
Solution Temperature).

Tak jak to byto wspomniane wczesniej, wtasciwosci jakie posiada mieszanina polimerdw
nie sg wiernym odwzorowaniem potgczonych witasciwosci poszczegdinych sktadnikow
polimerowych. [10] Ogdlna charakterystyka jak i wiasciwosci mieszanin zalezg od kilku
czynnikéw, takich jak skiad mieszaniny i cechy poszczegdinych sktadnikéw (ktére
obejmuja ich strukture, stan i mase czasteczkowg), ale takze metoda przygotowania,
temperatura i czas przetwarzania, czy morfologia otrzymanej blendy (rozmiar, ksztatt,
powierzchnia miedzyfazowa, jednorodnosc i rozktad).

1.2.3. Kopolimery

Obok syntezy nowych polimeréw czy tworzenia mieszanin polimerowych, kopolimery sg
kolejng opcjg na otrzymanie materiatow o wybranych witasciwosciach. Kopolimerem
nazywany jest polimer, ktéry zostat zsyntezowany z wykorzystaniem minimum dwdch
monomerdw. [11] W rezultacie jeden materiat moze taczy¢ wiasciwosci wszystkich
zaangazowanych jednostek monomeréw. Tak jak w przypadku polimeréw to jakie
wiasciwosci bedzie miat kopolimer bedzie zalezato od jego struktury. Najwazniejszym
czynnikiem wptywajacym na strukture jest architektura kopolimeréw. [12] Wyrdznia sie
cztery typy architektury kopolimeréw przedstawione na Rysunku 1.4:

e Kopolimery statystyczne (losowe) — jednostki monomerdw utozone sg w sposob
nieokreslony, czesto nierdwny pod wzgledem powtdrzen danego monomeru;

e Kopolimery naprzemienne — jednostki monomeréw utozone sg naprzemiennie;

o Kopolimery blokowe — jednostki monomerdw wystepujg w blokach (dzielg sie na
diblokowe oraz multiblokowe);

e Kopolimery szczepione — do gtdbwnego tancucha jednego polimeru s3
przyczepione dodatkowe monomery rézne niz te ktére tworzg tancuch.
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Rysunek 1.4. Cztery gtowne typy architektury wystepujace w kopolimerach.

Najbardziej rozpowszechniong i najbardziej wyrdzniajaca sie architekturg kopolimeréw
sg kopolimery blokowe. Ich charakterystyczng cecha, ktéra odrdznia je od reszty
rodzajow kopolimerow jest to, ze dzieki niemieszalnosci segmentéw polimerowych
dochodzi do separacji mikrofaz, co daje mozliwos¢ wytworzenia materiatow
nanostrukturalnych. [13] Stale rosngce zainteresowanie rozwojem kopolimerow
blokowych wynika w szczegdlnosci z tatwej kontroli zaréwno wielkosci domen, jak
i morfologii materiatdw nanostrukturalnych. Takie materiaty mogg by¢ oparte na dwdch
typach kopolimeréw blokowych, ktére mozna wyrdznic ze wzgledu na proces
polimeryzacji: w roztworze lub w masie. Kopolimery tworzone przez polimeryzacje
w roztworze, w ktorym rozpuszczalnik jest selektywny dla jednego z monomerdw, beda
miaty tendencje do tworzenia miceli (ktérych morfologia bedzie zalezata od sktadu
kopolimeru blokowego). [14] Wybdr odpowiedniego kopolimeru blokowego, a takze
rozpuszczalnika, w ktorym zostanie przeprowadzona polimeryzacja, pozwala na bardzo
precyzyjng kontrole wielkosci i ksztattu czastek, stopnia agregacji i funkcjonalnosci. Tak
syntezowane kopolimery blokowe czesto stuzg jako baza dla nanomateriatéw
strukturalnych stosowanych jako cze$¢ systemdw dostarczania lekdw [15] lub jako
rusztowania dla materiatdw hybrydowych. [16] Kopolimery blokowe polimeryzowane
w_masie, dzieki zachodzacej separacji mikrofazowej, tworzg dobrze zdefiniowane,
samoorganizujgce sie struktury o przewidywalnym rozmiarze. Charakter morfologii
zalezy od wielu czynnikdw, w tym od architektury kopolimeru blokowego, stopnia
polimeryzacji kazdego bloku, interakcji miedzy blokami jak i interakcji kazdego bloku
z otoczeniem, a takze od sposobu przetwarzania probki. [17] Wiasciwosci materiatowe
kopolimeréw blokowych wynikajg z cech fizycznych blokéw monomeréw tworzacych
kopolimer. Daje to mozliwos¢ stworzenia materiatu o okreslonych wtasciwosciach, ktére
tak naprawde sg kombinacjg wybranych wilasciwosci polimeréw zawartych
w  kopolimerze.  Zakres mozliwych  zastosowan  kopolimeréw  blokowych
polimeryzowanych w masie stale sie poszerza rowniez o zastosowania interdyscyplinarne
obejmujace dziedziny takie jak: chemia, fizyka i materiatoznawstwo. Takim przykfadem
sg komponenty membranowe stosowane do filtracji, [18] czy jako sktadniki materiatow
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kompozytowych lub blend kopolimerowych. Oba rodzaje mogg by¢ precyzyjnie
dostosowane poprzez odpowiednie dobranie parametréw molekularnych, takich jak
masa molowa, frakcja objetosciowa danych segmentdw, ogdlna architektura kopolimeru,
a takze sztywno$¢ segmentdw (obejmuje to rowniez obecnos¢ blokdw krystalizacyjnych).

Waznym obszarem badan nad kopolimerami blokowymi, ktory zyskuje coraz wieksze
znaczenie, jest zagadnienie cienkich warstw kopolimeréw blokowych. Cienkie warstwy
kopolimeréw blokowych, dzieki wprowadzeniu grubosci warstwy poréwnywalnej
z wielkoscig domen, czesto wykazujg wieksze roznice w morfologii (w poréwnaniu do
warstw kopolimeréw otrzymywanych w standardowy sposéb) i dajg mozliwo$¢ uzyskania
bardziej zorientowanych domen. [19] Dodatkowo poprzez odpowiedni dobdr sktadnikow
kopolimeru blokowego (gdzie jeden z nich ma zdolno$¢ do krystalizacji) mozliwe jest
uzyskanie cienkich warstw kopolimeru o bardzo specyficznej morfologii. [20] Ze wzgledu
na mozliwo$¢ uzyskania regularnych nanostruktur w zakresie do 50 nm, cienkie warstwy
kopolimeréw diblokowych mogg znalez¢ zastosowanie jako membrany filtracyjne, maski
do nanolitografii, a nawet jako prawdopodobne zastosowanie w przechowywaniu
danych. [21]

1.3. Biatka

Biatka to makroczasteczki o ogromnym znaczeniu dla organizméw zywych - sg one
najbardziej rozpowszechnionymi zwigzkami organicznymi u kregowcdéw, stanowigc okoto
50% suchej masy ich tkanek. Praktycznie wszystkie procesy biologiczne zalezg od funkcji
biatek. Dlatego tez przy opracowywaniu nowych materiatdw i ich potencjalnym
wykorzystywaniu w biomedycynie wazna jest znajomo$¢ struktury biatka jak
i mechanizmoéw odpowiadajgcych za immobilizacje jego molekut do powierzchni.

1.3.1. Struktura biatek

Biatka to makroczasteczki, ktére w rzeczywistosci sg biologicznymi polimerami
sktadajgcymi sie z tysiecy powtarzajgcych sie jednostek monomerycznych zwanych
aminokwasami. Kazde biatko sktada sie z setek aminokwasdéw pofgczonych ze sobg
w dtugie tancuchy.

Aminokwasy to zwigzki organiczne zawierajgce zaréwno grupe aminowg (-NH.), jak
i grupe karboksylowg (-COOH) lub inng grupe kwasowg, takag jak grupa siarczanowa
(-S03). W wiekszosci biologicznie istotnych aminokwaséw grupa aminowa jest
pierwszorzedowa (-NH,), ale wstepujg tez aminy drugorzedowe (-NH-), czy réwniez
aminy trzeciorzedowe (jak w przypadku proliny), ktdre sg okreslane jako kwasy iminowe
(=N-). Ogdlna struktura aminokwaséw przedstawiona jest na Rysunku 1.5.

T
HNQ_(|:_H
COOH

Rysunek 1.5. Schemat budowy aminokwasow. Jako R oznaczony jest faricuch boczny, ktory jest
charakterystyczny dla danego aminokwasu.
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Kazdy z 20 aminokwasdéw posiada unikalny dla niego tancuch boczny, ktory
odpowiedzialny jest za wtasciwosci chemiczne danego aminokwasu. [22] R6znorodnos¢
strukturalna tancuchdw bocznych wptywa na rozmiar i hydrofobowo$¢ danego
aminokwasu co pozwala na tworzenie biatek o rdéznej strukturze i funkcji. Mozliwe jest
podzielenie aminokwasdéw ze wzgledu na charakterystyke ich tancuchéw bocznych —
podziat ten przedstawiony jest w Tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Podziat aminokwasow ze wzgledu na charakter ich taricuchow bocznych (na podstawie [22])

Grupa Aminokwasy tancuch boczny

tylko jeden wodor w tancuchu

Glicyna (Gly) bocznym

Alanina (Ala) grupa metylowa rquuszczalna w
wodzie

Neutralne aminokwasy z

niepolarnym tancuchem Walina (Val)

alifatycznym

niepolarne rozgatezione fancuchy
boczne

niepolarne rozgatezione tancuchy

Leucyna (Leu) boczne

Izoleucyna (Ile) niepolarne rozgatezione fancuchy

boczne
Neutralne aminokwasy Seryna (Ser) funkcyjna grupa hydroksylowa
alifatyczne z
niezjonizowanym fancuchem Treonina (Thr) funkcyjna grupa hydroksylowa
polarnym

Fenyloalanina (Phe) pierscien benzenowy

Neutralne aromatyczne indolowy heterocykliczny fancuch

Tryptofan (Trp)

aminokwasy boczny
Tyrozyna (Tyr) fenolowy hydroksyl
Cysteina (Cys) grupa siarczanowa
Aminokwasy z siarkg ;
Metionina (Met) niepolarny tancuch boczny
Kwas asparaginowy (Asp) grupa karboksylowa
Kwas glutaminowy (Glu) grupa karboksylowa
Aminokwasy kwasowe
Asparagina (Asn) grupa amidowa
Glutamina (GIn) grupa amidowa
Lizyna (Lys) grupa aminowa
Arginina (Arg) grupa karboksylowa

Aminokwasy zasadowe
heterocykliczny imadazolowy tancuch

Histydyna (His) boczny

wegiel zawarty w pierscieniu

Prolina Prolina (Pro) o
pirolidynowym

Aminokwasy tworzg wigzania kowalencyjne miedzy grupg karboksylowg jednego
aminokwasu a grupg aminowg innego. [23] To potaczenie typu amidowego nazywane
jest wigzaniem peptydowym i towarzyszy mu utrata wody (Rysunek 1.6.).
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Rysunek 1.6. Schemat powstawania wigzania peptydowego.

Produkt powstaty w wyniku potaczenia dwdch aminokwaséw nazywany jest peptydem.
Pézniejsze wigzanie dodatkowych jednostek aminokwasowych z tym dipeptydem
poprzez wigzanie peptydowe generuje tripeptydy, tetrapeptydy, pentapeptydy itp.
tancuchy utworzone z wiecej niz 10 aminokwasdw potgczonych wigzaniami
peptydowymi nazywane sg polipeptydami. Na jednym koncu kazdego tancucha
polipeptydowego znajduje sie aminokwas z wolng grupg aminowg. Zgodnie z konwencja,
ten koniec jest uwazany za poczatek fafcucha i nazywany jest N-koncowg czescig
polipeptydu. [24] Drugi koniec tancucha konczy sie wolng grupg karboksylowg i jest
uwazany za C-koncowg czescig polipeptydu. Ogdlnie rzecz biorgc, peptydy sg tarncuchami
aminokwasow pofgczonych wigzaniami peptydowymi. Jednakze niektére z nich maja
szczegodlne cechy, takie jak nietypowe wigzania peptydowe, nietypowe aminokwasy lub
pochodne aminokwasdéw czy nawet mozliwos¢ tworzenia struktur cyklicznych. Liczba
i rodzaj aminokwasow, ich sekwencja, czy ukfad przestrzenny sg waznymi
wyznacznikami funkcjonalnej roli peptyddw. [22] Przyjete zostato, ze potgczenie ponizej
100 aminokwasdéw lub o masie ponizej 10 kDa nazywane jest peptydem - powyzej tego
limitu méwimy juz o biatkach.

Wiasciwosci danego biatka bedg zaleze¢ nie tylko od tego jakie aminokwasy je buduja,
ale przede wszystkim od jego struktury przestrzennej, czyli wzglednego utozenia
aminokwasow w przestrzeni dwu- i tréjwymiarowej. Wyrdznia sie cztery poziomy
strukturalne w biatkach:

e Struktura pierwszorzedowa odnosi sie do liczby i sekwencji aminokwasow
w tancuchu polipeptydowym. Ma postac faincucha, gdyz wigzania peptydowe
moga tworzy¢ wytacznie struktury liniowe. Sekwencja aminokwasowa biatka jest
najwazniejszym wyznacznikiem jego konformacji, wiasciwosci i cech
funkcjonalnych. Wymagania strukturalne, ktdre muszg by¢ spetnione aby biatko
spetniato swoja fizjologiczng role, sg bardzo rygorystyczne. Zachowana musi by¢
nie tylko liczba i rodzaj aminokwasow sktadowych, ale takze doktadna pozycja
kazdego aminokwasu w tancuchu polipeptydowym. Zmiany w tej kolejnosci lub
substytucje mogg wptynaé na zdolnos¢ funkcjonalng czasteczki i uczynic jg
nieaktywna.

e Struktura drugorzedowa definiuje regularny, przestrzenny i powtarzalny ukfad
tancucha polipeptydowego, ktory jest utrzymywany przez wigzania wodorowe.
Uktad przestrzenny, jaki przyjmuje tancuch polipeptydowy, zalezy od orientagji
wigzan miedzy atomami szkieletu —C—N—C—. Charakter wigzania peptydowego
plasuje je pomiedzy wigzaniem pojedynczym a podwojnym. Zapewnia to pewna
sztywnos$¢ potgczenia C—N, zapobiegajac swobodnej rotacji zaangazowanych
atoméw. Na podstawie dtugosci wigzan oraz katow jakie tworzg mozliwe jest
wyroznienie dwdch regularnych struktur: a-helisy oraz B-kartki:
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o a-helisa — tancuch polipeptydowy jest utozony spiralnie na osi centralnej
(mozna sobie to wyobrazi¢ jako tancuch owiniety wokét cylindra). Petny
obrét helisy obejmuje odlegtos¢ 0.54 nm wzdtuz osi biatka i obejmuje
3.6 reszty aminokwasowej. Oznacza to, ze kazda reszta rozcigga sie na
odlegtos¢ 0.15 nm, obejmujac kat 100° wokét osi biatka. Obrot tancucha
odbywa sie spiralnie w kierunku zgodnym z ruchem wskazdwek zegara.
Cata helisa utrzymywana jest dzieki wigzaniom wodorowym.

o B-kartka — w tej strukturze (zwanej rowniez jako B-harmonijka) tancuch
polipeptydowy jest bardziej rozciggniety — odlegtos¢ miedzy kolejnymi
weglami chiralnymi wynosi 0.35 nm. Gdy minimum dwa wydtuzone
tancuchy biatkowe zostang sparowane, mogg one utworzy¢ wigzania
wodorowe miedzy grupami =NH jednego tancucha i =CO drugiego,
tworzac struktury lamelarne posiadajgce zygzakowate ziozenie (tzw.
struktura pofatdowanej kartki). Wyrdznia sie dwie formacje B-kartki,
ktore zalezg od kierunku sparowanych fancuchdw biatkowych: jesli maja
ten sam kierunek to B-kartka jest réwnolegta, a jeSli wystepujg
w przeciwnych kierunkach to méwi sie o B-kartce antyrownolegtej.

e Struktura trzeciorzedowa opisuje kompletng tréjwymiarowg architekture biatka.
Odnosi sie do sktadania tancucha polipeptydowego i elementéw struktury
drugorzedowej w zwarty trojwymiarowy ksztatt. Skfadanie jest ztozonym
procesem, ktory jest napedzany przez minimalizacje energii oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych jak i czasteczka — rozpuszczalnik. Grupy hydrofobowe
majg tendencje do sktadania sie do wnetrza z mniejszg ekspozycCja na
rozpuszczalnik, podczas gdy natadowane i polarne tancuchy boczne maja
tendencje do znajdowania sie na powierzchni. Struktura 3D jest stabilizowana
przez wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe, sity van der Waalsa
i oddziatywania hydrofobowe. Mostki siarczkowe, ktére wystepujg miedzy
resztami cysteiny rowniez stabilizujg strukture 3D. Struktura trzeciorzedowa
moze zostac zaburzona lub nawet zniszczona w procesie denaturacji. Proces ten
zachodzi wraz ze zmiang temperatury lub w obecnosci rozpuszczalnikdw
organicznych, detergentéw lub innych substancji, ktére powodujg przerywanie
wigzan wodorowych. Ograniczona denaturacja moze by¢ odwracalna, ale
rozlegte ,roztozenie” struktury biatek czesto prowadzi do nieodwracalnej utraty
aktywnosci biologicznej.

e Struktura czwartorzedowa dotyczy tylko biatek, ktére utworzone sg przez dwa
lub wiecej fancuchéw polipeptydowych i odnosi sie do przestrzennego
rozmieszczenia tancuchdw jak i potgczen miedzy nimi. Biatka, ktore skfadajg sie
z minimum dwdch tancuchéw polipeptydowych nazywane s biatkami
oligomerycznymi. Tak jak w przypadku struktury trzeciorzedowej wigzania
wodorowe, oddziatywanie elektrostatyczne, czy hydrofobowe i mostki
dwusiarczkowe sg odpowiedzialne za utrzymanie pozycji réznych podjednostek
w biatku oligomerycznym.

Zroznicowane cechy strukturalne biatek skutkujg unikalnymi wtasciwosciami fizycznymi
danego biatka do ktérych zaliczajg sie: rozpuszczalno$é, rozmiar, masa, tadunek czy
rozny sposob adsorpcji.
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1.3.2. Immobilizacja biatek

Immobilizacje biatka mozna zdefiniowac jako przytgczenie jego molekut do powierzchni,
co skutkuje zmniejszeniem lub utratg mobilnosci. Jest to powszechne zjawisko, ktdére
czesto jest pierwszym krokiem w szeregu roznych procesach biologicznych, takich jak
sygnalizacja transbtonowa lub kaskada krzepniecia krwi. Jednak nie zawsze adsorpcja
biatek jest pozadana, gdyz moze powodowaé adhezje czgstek, bakterii czy komodrek,
potencjalnie promujgc kaskady zapalne lub procesy zanieczyszczenia. Caty proces
immobilizacji biatek na powierzchni jest wykorzystywany w dziedzinach nauk
analitycznych czy biomedycznych. W niektdrych przypadkach immobilizacja moze
prowadzi¢ do czesciowej lub catkowitej utraty aktywnosci biatka z powodu przypadkowej
orientacji i deformacji strukturalnej. [25] Aby w petni zachowac aktywnos¢ biologiczng,
biatka powinny by¢ przymocowane do powierzchni bez wptywu na konformacje, a tym
samym na jego funkcje. Ogodlnie rzecz biorgc, wybdr odpowiedniej strategii immobilizacji
zalezy od wiasciwosci fizykochemicznych zardwno powierzchni, jak i biatka. Z tego
wzgledu mozna wyrdzni¢ trzy mechanizmy immobilizacji: adsorpcja fizyczna, wigzania
kowalencyjne oraz wigzania specyficzne.

Adsorpcja fizyczna jest najprostszg metodg immobilizacji biatek, dzieki temu, ze
czasteczki biatek mogg adsorbowac sie do prawie wszystkich rodzajow powierzchni. [25]
Proces fizycznej adsorpcji biatek na powierzchniach materiatdw ma zasadnicze znacznie
zwhaszcza w poczatkowej fazie kontaktu powierzchni materiatow ze Srodowiskiem
biologicznym. Chociaz jest to najprostsza metoda immobilizacji, jej ztozonoS¢ jest
opisywana przez wiele réznych mechanizméw i sit dziatajgcych miedzy biatkiem,
a powierzchnig, w tym przez sity hydrofobowe, elektrostatyczne oraz van der Waalsa.
[26] To, ktdre sity miedzyczasteczkowe majg dominujgcy wktad, zalezy od konkretnego
biatka jak i od wiasnosci powierzchni. Dodatkowo kazda z molekut biatka moze tworzy¢
wiele kontaktdw w rdéznych orientacjach w celu zminimalizowania odpychajacych
oddziatywan z podtozem i wczesniej zaadsorbowanymi molekutami. [27] Prowadzi to do
przypadkowej orientacji i stabego wigzania z powierzchnig, co mozna zaliczy¢ do wad
adsorpcji fizycznej.

W poréwnaniu z adsorpcjg fizyczna, wigzanie kowalencyjne zapewnia silniejsza
interakcje i wyzszg selektywnosc. [28] Wykorzystywany jest fakt, ze biatka oferujg wiele
grup funkcyjnych, gtéwnie w tancuchach bocznych aminokwasoéw, ktére sg odpowiednie
do celow immobilizacji. Wigzania kowalencyjne tworzg sie pomiedzy fafcuchami
bocznymi aminokwasow, a odpowiednio zmodyfikowanymi nosnikami wystepujgcymi na
podtozu. Powoduje to powstanie nieodwracalnego wigzania, co wigze sie z duzym
pokryciem powierzchni. Do najpopularniejszych grup funkcyjnych wykorzystywanych do
zmodyfikowania podtoza zaliczane sg aldehydy, estry NHS oraz maleimidy. [29] Dzieki
obecnos$ciom tych grup na powierzchni warstwy mozliwe jest stworzenie wigzania
kowalencyjnego z molekutami biatka. Niestety wigzania z wykorzystaniem fancuchdéw
bocznych aminokwasdw sg czesto przypadkowe, gdyz opierajg sie na resztach
aminokwasowych obecnych na najbardziej zewnetrznej warstwie molekuty biatka.
Jednakze procedura wigzania kowalencyjnego moze by¢ przeprowadzona w Scisle
okreslony sposdb, tak aby uzyska¢ ukierunkowang i powtarzalng immobilizacje. Dzieki
dobrze zdefiniowanym procedurom mozliwe jest unikniecie denaturacji biatka, ktére
moze by¢ spowodowane reakcjg z grupami aminokwasowymi, ktdre nie s3
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zaangazowane w proces immobilizacji. [29] Aby biatka mogty zosta¢ zaadsorbowane do
powierzchni z wykorzystaniem wigzania kowalencyjnego wymagana jest funkcjonalizacja
molekut biatka lub/i docelowej powierzchni. Odpowiednie przygotowanie molekut oraz
powierzchni moze skutkowa¢ optymalng orientacjg biatka i ekspozycja domen
funkcjonalnych do powierzchni. W ten sposéb biatka mogg by¢ przytaczane do
powierzchni w dobrze uporzadkowany sposdb, umozliwiajgc powtarzalnos¢ i stabilnos$é
konformacyjna.

Trzecia metodg immobilizacji biatek do powierzchni jest wykorzystanie wigzan
specyficznych. Specyficzne wigzanie biatko-biatko lub biatko-ligand jest jedng z metod,
ktora oferuje ukierunkowang immobilizacje biatek. Biatka posiadajg na swojej
powierzchni miejsca wigzace, ktére mogg oddziatywaé z ligandem lub miejscami
wigzgcymi znajdujgcymi sie na powierzchni biatka komplementarnego. Dzieki znajomosci
wigzan specyficznych mozliwa jest immobilizacja biatka do przygotowanej wczesniej
powierzchni.  Specyficzne wigzanie zachodzi poprzez niekowalencyjne sity
miedzyczasteczkowe, takie jak sity van der Waalsa i wigzania jonowe lub wodorowe.
Jednakze, aby wykorzystac¢ specyficzne wigzanie do immobilizacji biatka, jego ligand lub
biatko komplementarne musi by¢ wczesniej osadzone na powierzchni. Caty proces
immobilizacji biatek z wykorzystaniem wigzan specyficznych przebiega w kilku etapach
podczas ktdrych tworzy sie biomolekularna warstwa. W pierwszym etapie na podtozu
osadzony jest ligand lub biatko komplementarne (poprzez wykorzystanie adsorpcji
fizycznej lub wigzania kowalencyjne). Nastepnie blokowane sg miejsca na powierzchni,
ktore nie sg obsadzone molekutami (najczesciej wykorzystywana do tego jest surowicza
albumina wotowa). W ostatnim kroku immobilizowane jest biatko, ktdre wigze sie
specyficznie do biatka/ligandu osadzonego w pierwszym etapie. Jednym z najbardziej
znanych wigzan specyficznych jest system streptawidyna-biotyna. Wigzanie ligand-
receptor miedzy streptawidyng, a biotyng jest jednym z najsilniejszych wigzan
niekowalencyjnych wystepujacych w przyrodzie. Specyfika tej interakcji pozwala na
rownomierng immobilizacje biatek, ktéra jest wykorzystywana w testach
biochemicznych. Dodatkowg zaletg stosowania tego systemu jest mozliwosé
wykorzystania biotynylacji biatek, ktéra polega na sprzezeniu molekuty biatka lub jego
fragmentu z biotyng (dzieki matej masie biotyny sprzezone biatko nie zmienia swojej
konformacji czy tez wiasciwosci). Wykorzystanie wigzan specyficznych jako metody
adsorpcji biatek posiada kilka unikalnych cech w poréwnaniu do pozostatych metod: [30]
wigzanie jest bardzo silne, lecz moze by¢ odwracalne w pewnych warunkach; daje
mozliwo$¢ ponownego wykorzystania podtoza; pozwala na zorientowang i stabilng
immobilizacje biatek.

1.3.3. Czynniki wptywajace na immobilizacje biatek

Caly proces immobilizacji biatka zalezy nie tylko od tego jaki mechanizm jest
wykorzystywany, ale tez kilku roznych czynnikéw, ktore bedg wptywac na caty przebieg
procesu:

e Wplyw parametrow zewnetrznych na adsorpcje biatek.
Warunki, w ktérych przeprowadzane sg eksperymenty adsorpcji biatek, maja
decydujacy wplyw na jej efektywno$é. Do decydujagcych parametrow
zewnetrznych mozemy zaliczyc:
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o Temperature — ma wptyw zaréwno na stan réwnowagi, jak i kinetyke
adsorpcji biatek. Gtéwng sitg napedowg adsorpcji biatek jest wzrost
entropii wynikajagcy z uwalniania zaadsorbowanych na powierzchni
czasteczek wody i jondw soli oraz z przegrupowan strukturalnych
wewnatrz biatka. Dlatego tez ilos¢ biatek zaadsorbowanych na
powierzchni wzrasta w podwyzszonej temperaturze;

o pH — okresla stan elektrostatyczny biatek. Gdy pH jest rowne punktowi
izoelektrycznemu (IEP) biatka, liczba tadunkdw ujemnych i dodatnich jest
zrownowazona, co skutkuje neutralng molekuta. Z kolei przy pH nizszym
nize IEP biatko jest natadowane dodatnio, a przy wyzszym pH
natadowane ujemnie. Elektrostatyczne odpychanie biatko-biatko jest
zminimalizowane w punkcie izoelektrycznym, co pozwala na wiekszg
gestos¢ upakowania na powierzchni. Z drugiej strony szybkos¢ adsorpcji
jest wysoka, gdy biatko i substrat majg przeciwne tadunki, poniewaz
przycigganie elektrostatyczne przyspiesza migracje w  kierunku
powierzchni;

o Stezenie rozpuszczonych jondw (sita jonowa) - sita jonowa zasadniczo
okresla odlegtos¢ ttumienia potencjatu elektrycznego statego fadunku w
elektrolicie. Oznacza to, ze im wyzsza sita jonowa, tym krotsze sg
oddziatywania elektrostatyczne miedzy natadowanymi jednostkami.
W konsekwencji adsorpcja natadowanych biatek lub domen biatkowych
na przeciwnie natadowanych substratach jest utrudniona, podczas gdy
adsorpcja na podtozach o podobnym tadunku jest wzmocniona;

Wptyw wiasciwosci biatka na jego adsorpcje

Réznorodnos¢ tancuchéw bocznych w aminokwasach budujgcych dane biatko
skutkuje niezwyktg ztozonosScig zaréwno strukturalng jak i funkcjonalng, co
sprawia ze kazde biatko bedzie sie odrobine inaczej zachowywac podczas procesu
adsorpcji. [29] Jednak mozna przeprowadzi¢  klasyfikacje  biatek
z uwzglednieniem ich zachowania miedzyfazowego, biorgc pod uwage takie
wiasciwosci fizyczne jak rozmiar, stabilno$¢ strukturalna i sktad. W mieszaninach
biatek zachowanie adsorpcyjne jest czesto wynikiem naktadania sie proceséw
transportu, adsorpcji i odpychania. Mate biatka dyfundujg szybciej niz duze i sg
dominujgcymi molekutami na wczesnym etapie adsorpcji. Wieksze biatka jednak
zazwyczaj silniej wigzg sie z powierzchnig ze wzgledu na wiekszy obszar kontaktu
i mogg nawet odpycha¢ inne wstepnie zaadsorbowane biatka podczas
rozprzestrzeniania sie na powierzchni. W konsekwencji catkowita masa
zaadsorbowanych biatek moze przejS¢ przez lokalne maksimum w trakcie
adsorpcji (tzw. efekt Vromana [31]);

Wptyw wiasciwosci powierzchni na adsorpcje biatka

Interakcje biatko - powierzchnia s zalezne z jednej strony od witasciwosci biatka
a z drugiej od wiasciwosci powierzchni, do ktorej adsorbuje biatko. Wazne
parametry, ktére nalezy wzig¢ pod uwage, obejmujg energie powierzchniowg,
polarnos¢, tadunek czy morfologie. Biatka majg tendencje do silniejszego
przylegania do powierzchni niepolarnych niz polarnych, do powierzchni
0 wysokim napieciu powierzchniowym niz do powierzchni o niskim napieciu
powierzchniowym oraz do podtozy natadowanych niz nienatadowanych. [25]

16
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Mozna sie spotkal w literaturze z doniesieniami, ze niepolarne powierzchnie
destabilizujg biatka, a tym samym utatwiajg reorientacje konformacyjng
prowadzacg do silnych oddziatywan miedzy biatkami i biatko-powierzchnia.
Wyjasnia to dosS¢ ogdlne eksperymentalne stwierdzenie, ze w wiekszoSci
przypadkéw powinowactwo biatek do powierzchni wzrasta na podtozach
hydrofobowych i maleje na podtozach hydrofilowych.

Caty czas gtéwnym zatozeniem badan nad immobilizacjg biatek jest che¢ zrozumienia
zachowania biatka tuz przed lub juz po adsorpcji na powierzchni — jako pojedynczych
molekut, ale tez jako jednego catego uktadu. [25] Badanie zjawisk adsorpcji biatek na
powierzchniach ciat stalych jest ztozonym i fascynujagcym przedsiewzieciem. Jego
naukowe znaczenie przejawia sie w réznych problemach napotykanych w obszarach
badawczych, takich jak projektowanie materiatéw biokompatybilnych, sledzenie zdarzen
biologicznych, ktére wyzwalajg lub zapobiegajg chorobom, ulepszanie urzadzen
analitycznych lub kontrola proceséw zanieczyszczania. Od lat 70-tych, kiedy Leo Vroman
zaobserwowat mechanizmy wymiany pomiedzy zaadsorbowanymi biatkami osocza,
badacze sg $wiadomi ogromnej ztozonosci zdarzen zwigzanych z adsorpcjg biatek. [31]
Chociaz szereg przeprowadzanych badan w ciggu ostatnich dekad w tej dziedzinie
znacznie poprawity nasze zrozumienie, nadal sg aspekty, ktore nie sg do konca
zrozumiane i brakuje ich opisu do petnego pogladu na to, jak biatka zachowujg sie
w kontakcie z statg powierzchnia.

CZESC TEORETYCZNA 17



ROZDZIAL 2

Czesc eksperymentalna

Tematem przedstawionej rozprawy doktorskiej jest wptyw struktury tancuchéw
polimerowych na wiasciwosci ich cienkich warstw jak réwniez na oddziatywania
powierzchni tych warstw z biatkami. W tym rozdziale pracy zostang omdwione polimery
oraz kopolimery bedgce przedmiotem badan jak i biatka, ktdre zostaty wykorzystane do
badan adsorpcji. Nastepnie zostang opisane zastosowane metody badawcze, ktore
zostaty wykorzystane do okreslenia struktury warstw polimerowych oraz ich oddziatywan
z biatkami.

2.1. Materialy

2.1.1. Polimery

Planowanie badan, ktore staty sie podstawg przedstawionej rozprawy doktorskiej zostato
rozpoczete od wyboru odpowiedniego gtéwnego materiatu badawczego — w tym
przypadku od doboru typu polimerdw, na ktorych zostat oparty caty projekt badawczy.

Jako, ze prowadzone badania byty czesScig projektu SONATA ,Wplyw taktycznosci
polimerow na adsorpcje, orfentacje i konformacje biatek na powierzchni cienkich warstw
polimerowych” zdecydowano sie na wybranie dwoch polimerdw z grupy metakrylandw:
poli(metakrylan tert-butylu) (PtBMA) oraz poli(metakrylan metylu) (PMMA). Kryterium
doboru obu polimeréw byto to, ze kazdy z nich posiada trzy formy stereoregularnosci,
co pozwolito na przeprowadzenie szczegdtowych badan nad wptywem stereoregularnosci
na wiasciwosci cienkich warstw polimerowych i ich oddziatywan z zaadsorbowanymi
biatkami.

W dalszej czesci badan do rozprawy doktorskiej w ramach wspdtpracy z grupg profesor
Teresy Basinskiej z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi,
zostaty przeprowadzone badania skupiajgce sie na wptywie architektury kopolimeru
polistyren-poliglicydol na wiasciwosci powierzchni jego cienkich warstw oraz na
adsorpcje biatek do jego powierzchni.

2.1.1.1. Poli(metakrylan metylu)

Poli(metakrylan metylu) (PMMA) jest jednym z najszerzej stosowanych polimeréw
w ogdlnorozumianym przemysle. Jest polimerem 2z rodziny akrylandw, ktory
otrzymywany jest w procesie polimeryzacji metakrylanu metylu (MMA), z szczegdlnym
uwzglednieniem procesu polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP).
Zaliczany jest do grupy amorficznych termoplastikow, dzieki obecnosci w swojej
strukturze (Rysunek 2.1.) fancucha bocznego grupy metylowej (CHs), ktdra zapobiega
$cistemu upakowaniu oraz umozliwia swobodny obrét wokét wigzan C-C [32].
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Rysunek 2.1. Schemat struktury poli(metakrylanu metyiu).

PMMA zostat odkryty na poczatku lat 30. przez dwdch brytyjskich chemikéw Rowlanda
Hilla i Johna Crawforda. Jedno z pierwszych zastosowan PMMA miato miejsce w 1934
roku przez niemieckiego chemika Otto Roehma, ktéry podjat prébe wyprodukowania
bezpiecznego szkta poprzez polimeryzacje metakrylanu metylu pomiedzy dwiema
warstwami szkta. Polimer oddzielit sie od szkta w postaci przezroczystego plastikowego
arkusza, ktéremu Roehm nadat nazwe handlowa Plexiglas. Swoje pierwsze zastosowania
nowy materiat znalazt juz podczas II wojny Swiatowej, gdzie zastgpiono nim szkito
w peryskopach okretéw podwodnych czy tez samolotéw wojskowych [33].

Dzieki swoim witasciwosciom takim jak duza wytrzymatoS¢ uderzeniowa, lekkosé,
odpornoS¢ na pekania a przy tym fatwoS¢ w przetwarzaniu PMMA jest jednym
z najbardziej wszechstronnie wykorzystywanych materiatéw polimerowych [34,35]. Jest
on powszechnie wykorzystywany w medycnie, gdzie zastosowanie polimeru mozna
podzieli¢ na cztery kluczowe obszary: stomatologie, ortopedie, okulistyke i produkcje
urzadzen [36,37]. PMMA znalazto zastosowanie w stomatologii, poniewaz jego
wihasciwosci, takie jak fatwos¢ przetwarzania i pigmentowania oraz dobre wiasciwosci
mechaniczne, a przede wszystkim niska toksyczno$¢, sprawiajg, ze jest to
najpopularniejsza baza protez na catym Swiecie [38—40]. Dzieki zastosowaniu réznych
metod polimeryzacji, a takze wykorzystaniu dodatkowych substancji, mozliwe jest
stworzenie zywicy dostosowanej do potrzeb pacjentéw. Zywice PMMA s3 odporne na
urazy, biokompatybilne i odporne na dtugotrwate dziatanie $rodowiska wodnego.
W oparciu o te same wtasciwosci, PMMA jest rdwniez stosowany jako gtowny sktadnik
sztucznych cementow kostnych stosowanych w ortopedii w celu zapewnienia mocowania
miedzy koscig a implantami [36,41—-45]. Jednym z interesujgcych zastosowan PMMA jest
okulistyka, gdzie stosowany jest jako materiat na soczewki wewnatrzgatkowe
przeszczepiane po operacji za¢my [46]. Ponadto, dzieki dobrym wilasciwosciom
fizykochemicznym, takim jak hydrofilowos¢ i fatwos$¢ przetwarzania, PMMA jest rowniez
wykorzystywany do produkcji zaawansowanych komérek mikroprzeptywowych, a takze
urzadzen typu /ab-on-a-chip [47-51]. Biorgc pod uwage szerokie zastosowanie PMMA
w medycynie, kluczowe jest zrozumienie mechanizméw interakcji miedzy polimerem
a biomolekutami, zwtaszcza z biatkami.

W literaturze mozna sie spotkac z szerokim zakresem badan nad PMMA (ponad 48 tysiecy
publikacji wedtug Web of Science). Jeden z bardziej interesujgcych obszaréw badan
skupia sie na poréwnaniu wtasciwosci réznych taktycznosci PMMA. Czysty polimer moze
by¢ zsyntezowany w izotaktyczng, ataktyczng czy tez syndiotaktyczng forme dzieki
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odpowiedniemu wyborowi metody polimeryzacji, inicjatordw czy rozpuszczalnika.
Amorficzna natura PMMA jest regulowana przez jego taktyczno$¢ w nastepujgcej
kolejnosci: syndiotaktyczny > ataktyczny > izotaktyczny [52].

Jesli chodzi o oddziatywania polimer — biatko to zaawansowane badania nad adsorpcjag
biatek koncentrujg sie gtéwnie na réznicach miedzy stereokompleksem (SC) utworzonym
miedzy izotaktycznym PMMA (iso-PMMA) i syndiotaktycznym PMMA (syn-PMMA) poprzez
porownanie do czystych stereoregularnych form jak i ataktycznego PMMA (at-PMMA).
Badania przeprowadzone dla réznych rodzajow biatek wykazaty, ze wieksze iloSci biatka
zostaty zaadsorbowane na SC niz na warstwach z pojedynczych stereocizomeréw PMMA.
Dodatkowo autorzy prac zaobserwowali zmiany w konformacji biatek, ktére potaczyli
z rozng konformacja PMMA na powierzchni. Dla stereokompleksu, ktdry posiada
uporzadkowang posta¢c PMMA biatka adsorbujg przy stosunkowo matej powierzchni
kontaktu, co skutkuje zmniejszong denaturacjg biatek [26,53-56]. Ponadto w literaturze
[51] mozna spotka¢ sie z badaniami dotyczacymi wiasciwosci i biokompatybilnosci
izotaktycznych i syndiotaktycznych wiokien z czystego PMMA oraz ich mieszanek
w réznych proporcjach wagowych. Przeprowadzone testy proliferacji komdrek wykazaty,
ze zaréwno czyste izotaktyczne i syndiotaktyczne wtdkna PMMA, jak i ich mieszanki uzyte
do testu hodowli sg biokompatybilne z komdrkami Hela.

Pomimo szerokiego przekroju badan nad wptywem taktycznosci PMMA na oddziatywania
z biatkami wiekszo$¢ z prac skupia sie na samym procesie adsorpcji biatka do
powierzchni. Jednak kluczowa jest nie tylko sama adsorpcja lecz réwniez waznym
aspektem jest zmiana orientacji lub konformacji biatka podczas samego procesu. Dlatego
tez przedstawione badania w rozdziale 4 pozwalajg na uzupetnienie tej luki i skupiajg sie
na wplywie stereoregularnosci polimetakrylanu metylu na orientacje osadzonych biatek.

2.1.1.2. Poli(metakrylan tert-butylu)

Poli(metakrylan tert-butylu) (PtBMA) nalezy do tej samej grupy polimeréw co
wyzej opisywany poli(metakrylan metylu). Jedyng rdznicg w strukturze obu polimerdw,
jest obecnos$¢ w grupie bocznej PtBMA (Rysunek 2.2.) dodatkowego wegla oraz dwéch
grup metylowych.
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Rysunek 2.2. Schemat struktury poli(metakrylanu tert-butylu).

PtBMA réwniez wystepuje w trzech formach stereoregularnosci: izotaktyczny, ataktyczny
czy syndiotaktyczny, gdzie pozadana forma taktycznosci jest syntezowana za pomoca
odpowiedniej metody polimeryzacji oraz uzytego inicjatora [57].
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W przeciwienstwie do PMMA, PtBMA nie jest az tak szeroko stosowanym polimerem.
Jednak posiadajgc podobny zestaw wiasciwosci co bardziej rozpowszechniony PMMA,
poli(metakrylan tert-butylu) znajduje coraz wiecej zastosowan, a jego szczegodlnie
wykorzystywang cechg jest hydrofobowosc. [58]

W ostatnich latach przedstawiono rézne przyktady badan nad zastosowaniem PtBMA
w biomedycynie. Dostepne sg badania nad odpowiedzig komoérek bakteryjnych na
wihasciwosci powierzchni PtBMA [59,60], jak i nad nanozelami typu rdzen/otoczka
sktadajace sie z rdzenia z poli (N-izopropylometakryloamidu) (PNIPMAAmM) pokrytego
otoczkg z PtBMA jako nosnikéw hydrofobowych chemioterapeutykéw [61]. Dzieki
stabilnej odpowiedzi temperaturowej i wspotczynnikowi podziatu  nanozel
PNIPMAAmM/PtBMA zapobiega przedwczesnemu uwalnianiu leku i pozwala na jego
precyzyjng kontrole. Ponadto, dzieki wysokiej hydrofobowosci PtBMA, zostata
opracowana metoda wytwarzania wzoréw biatkowych [62]. Poprzez wykorzystanie
hydrofobowosci PtBMA mozliwe bylo przytaczenie biatek do podtoza, dzieki czemu
zostata zachowana lepsza bioaktywnosS¢ kompleksu biotyna-awidyna. Dodatkowo
kopolimery blokowe bazujgce na PtBMA zyskaly szerokie zastosowanie w koniugatach
peptyd-polimer, ktére posiadajg zdolno$¢ do samoorganizacji oraz maja duzg aktywnosé
biologiczng [63] czy jako dobrze zdefiniowane amfifilowe kopolimery szczepione
o dobrych wiasciwosciach elektrochemicznych i magnetycznych. [64-66]

Jednakze, w przytoczonych pracach, nie zostatly przeprowadzone badania w kierunku
wptywu stereoregularnosci PtBMA na jego interakcje z biomolekutami. Z tego wzgledu
w ramach badan do przedtozonej pracy doktorskiej zostaty przeprowadzone badania nad
roznicami w taktycznos$ci polimeru oraz ich wptywem na immobilizacje peptydow, biatek
i adhezje bakterii, ktére sg opisane w rozdziale 3.

2.1.1.3. Polistyren-poliglicydol
Polistyren-poliglicydol (PS-PGL) jest amfifilowym kopolimerem blokowym, ktéry
sktada sie z dwdch blokdw: hydrofobowego polistyrenu oraz hydrofilowego poliglicydiolu.

Polistyren (PS) jest jednym z najszerzej stosowanych syntetycznych polimeréw na
$wiecie. PS jest aromatycznym polimerem z duzg masg molekularng o formule (CsHs)n
(Rysunek 2.3.), ktdry jest efektem polimeryzacji monomeru styrenu. [67]

Rysunek 2.3. Schemat struktury polistyrenu.

Poczatek rozwoju polimeréw syntetycznych przypada na lata 30. XIX wieku, kiedy to
Bonastre odkryt styren, a Eduard Simon przeprowadzit pierwsze udokumentowane
obserwacje polimeryzacji otrzymujgc polistyren. [68] Gtdwne postepy w rozwoju
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polimerédw zawierajgcych styren nastgpity wraz z pojawieniem sie przetworstwa tworzyw
sztucznych na duzg skale, do czego w duzej mierze przyczynita sie II wojna $Swiatowa.
[69] Podobnie jak inne tworzywa sztuczne, polistyren jest szeroko stosowany ze wzgledu
na jego dobre wiasciwosci mechaniczne i stosunkowo niski koszt. Jest szeroko stosowany
w materiatach budowlanych (jako materiat izolacyjny), czy tez w rdznorakich
opakowaniach: pojemniki na zywno$¢, jednorazowe naczynia. [67] Dzieki niskim
kosztom, doskonatej przejrzystosci, stabilnosci wymiarowej i mozliwosci dostosowania
do sterylizacji radiacyjnej, PS posiada wiele zastosowan medycznych, na ktore w gtownej
mierze sktada sie produkcja sprzetu laboratoryjnego (zestawy do hodowli komérkowej,
komponenty diagnostyczne). [69,70]

Poliglicydol (PGL) zwany rowniez pod nazwg poliglicerol jest zaliczany do
wysokofunkcjonalnych hydrofilowych polimeréw. Jest jednym z najblizszych analogéw
poli(glikolu etylenowego) (PEO), ktéry uwazany jest za zloty standard polimerowy
w zastosowaniach biologicznych. PGL stat sie waznym polimerem, ktéry fgczy w sobie
wszystkie wymagania takie jak: biokompatybilnos¢, nietoksycznos¢, rozpuszczalnosé
w wodzie czy stabilnoS¢ chemiczna, ktdére muszg spetnia¢ polimery, majace byc
wykorzystywane w biomedycynie i przemysle. PGL stanowi interesujgcg alternatywe dla
PEO, zwiaszcza jako sktadnik materiatow wykorzystywanych w specjalistycznych, czesto
niekonwencjonalnych zastosowaniach takich jak systemy dostarczania lekdw czy jako
skfadnik kosmetykéw przeciwstonecznych. [71,72]

Struktura chemiczna PGL jest podobna do PEO, z wyjatkiem tego, ze zawiera dodatkowg
grupe metylohydroksylowg w kazdej powtarzajacej sie jednostce. Boczne grupy
hydroksylowe zapewniajg wysoka hydrofilowos¢ catej makroczagsteczki (Rysunek 2.4.).
W konsekwencji, powierzchnie ze szczepionym poliglicydolem sg superhydrofilowe. [73]
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Rysunek 2.4. Struktura poliglicydolu.

Poliglicydol byt intensywnie badany przez ostatnie dwie dekady. W literaturze mozna sie
spotkaé, z okresleniami, ze poliglicydol jest wysoce mobilny, ktérej to cechy nie traci
nawet jesli jest zwigzany z innymi czgsteczkami. [74] W rezultacie powierzchnie
z zwigzanym PGL sg odporne na adsorpcje biomolekut (np. biatek). [75] Jedng z zalet
PGL jest mozliwo$¢ syntezy makroczgsteczek o réznej architekturze, takich jak liniowe,
dendrymeryczne, rozgatezione czy inne formy. Liczne badania koncentrujg sie na
wplywie architektury PGL na jego wiasciwosci w wodzie, roztworach wodnych, krwi lub
komdrkach. [76,77] Uzyskane wyniki dla PGL sg bardzo obiecujgce, poniewaz zaréwno
ich formy liniowe, jak i rozgatezione sg biokompatybilne i pod wzgledem
biokompatybilnosci przewyzszajg PEO. Jednak badania powiok PGL i ich interakcji

z biomolekutami sg ograniczone, poniewaz PGL jest materiatem rozpuszczalnym
w wodzie. Dlatego wiekszoS¢ badan koncentruje sie na szczepieniu tancuchéw PGL do
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ptaskich powierzchni. Innym podejsciem jest synteza kopolimeréw glicydolu, ktdre
umozliwiajg tworzenie wodoodpornych cienkich warstw pochodnych poliglicydolu.
[71,78]

PS-PGL taczacy w sobie polistyren i poliglicydol jest jednym z najlepiej przebadanych
kopolimeréow amfifilowych. Sfunkcjonalizowane kopolimery blokowe mogg by¢
stosowane do unieruchamiania bioaktywnych czgsteczek, czy stosowania struktur
micelarnych do ukierunkowanego dostarczania lekdw. [79] Dzieki swoim unikalnym
wihasciwosciom fizycznym i biologicznym, a przez co mozliwosci kontrolowania ich
struktury, wykorzystanie kopolimeréw blokowych oferuje ekscytujgce mozliwosci dla
nowych biomateriatdw o unikalnej funkcjonalnosci biologicznej. Dlatego tez zostata
wykorzystana jedna z zalet PGL, ktdéra pozwala na kontrolowanie architektury
makroczasteczek podczas procesoéw syntezy. [77,80] Umozliwia to na otrzymanie
kopolimeréw o dwdch réznych architekturach bloku poliglicydolu (Rysunek 2.5.).
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Rysunek 2.5, Schemat kopolimerow PS-b-PGL o roznej architekturze: liniowej (a) oraz grzebienia (b). Na
czerwono zaznaczony jest blok polistyrenu, a na niebiesko blok poliglicydolu.

Pomimo szeregu opublikowanych badan na temat rdznego utozenia blokdow
w kopolimerach amfifilowych, brak jest jednoznacznego okre$lenia, jak kopolimery
0 réznym utozeniu blokdéw bedg sie zachowywaé w $rodowisku wodnym oraz ich
struktura wptywa na wiasciwosci cienkich warstw. [81]

Dlatego tez badania przedstawione w rozdziale 6 skupity sie na dwdch diblokowych
kopolimerach polistyren-b-poliglicydol (Rysunek 2.5.) w ktorych masa czasteczkowa
bloku polistyrenowego i poliglicydolowego byta podobna (stopien polimeryzacji (DP)
rowny 29), ale roznity sie one strukturg molekularng segmentu poliglicydolowego:
jednym z nich byt liniowy PGL (DP dla PGL réwne 41), natomiast drugi zawierat PGL
o strukturze grzebienia (PS-b-(PGL-g-PGL)) (DP réwne 39).
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2.1.2. Biatka

Po doborze odpowiednich polimerow oraz kopolimerow, drugg w kolejnosci
najwazniejszg rzeczg byt dobdr biatek do sprawdzenia wptywu wiasciwosci warstw na
adsorpcje biatek. Jako gtéwne biatko zostata wybrana surowicza albumina wotowa
(BSA), ktdra jest powszechnym standardem w badaniach z zakresu immobilizacji biatek
do powierzchni. Dodatkowo zostata wykorzystana immunoglobulina typu G (IgG), ktéra
pozwolifa na sprawdzenie aktywnosci zaadsorbowanych biatek poprzez przeprowadzenie
immunoreakcji. Przeprowadzanie badan z uzyciem zardowno surowiczej albuminy
wotowej jak i immunoglobuliny G pozwolito na wstepne ocenienie, czy przygotowana
powierzchnia mogtaby miec zastosowanie przy wytwarzaniu modelowych mikromacierzy
biatkowych, gdzie IgG jest stosowane jako molekuta detekcyjna pozwalajgca na wigzanie
antygendw, a BSA jako czynnik blokujgcy niespecyficzne oddziatywania z powierzchnia.

Ponadto zostat przebadany wptyw stereoregularnosci warstw polimerowych na adsorpcje
zestawu modelowych biatek o rdznych rozmiarach, ksztattach czy punktach
izoelektrycznych, do ktérych nalezaty fibrynogen, owalbumina, lizozym czy tez
streptawidyna. Dzieki zastosowanemu zestawowi biatek byta mozliwa ocena nie tylko
adsorpcji biatka do powierzchni, ale réwniez mozliwe byto okreSlenie, czy podczas
procesu nie zaszty zmiany w orientacji badz konformacji zaadsorbowanych biatek.

2.1.2.1. Surowicza albumina wotowa

Surowicza albumina wotowa (BSA od ang. bovine serum albumin) jest biatkiem
zaliczajagcym sie do grupy albumin surowiczych, bedacych jednym z pierwszych
opisanych biatek w historii (w 1840 roku zostata przeprowadzona pierwsza dializa
albuminy). [82] Surowicza albumina jest jednym z najbardziej ewolucyjnie zmiennych
biatek, ktéra podczas swojej ewolucji rozwineta zdolno$¢ wigzania nowych grup
ligandow, takich jak hormony, metabolity lub toksyny. Chociaz albumina surowicza jest
szybko zmieniajgcym sie biatkiem, ma dwie cechy, ktére sg niezmienne nie tylko wsréd
jej domen, ale takze miedzy réznymi gatunkami: zachowana struktura trzeciorzedowa,
ktéra jest wysoce helikalna i nie zawiera zadnych fragmentéw p-kartki jak
i charakterystyczny wzor mostkow dwusiarczkowych. [83]

Architektura albumin jest gtownie spiralna i sktada sie z trzech domen o bardzo
podobnych konformacjach, ktére tworzg ogdlny ksztalt przypominajacy serce
(Rysunek 2.6.). Granice domen znajdujg sie w srodku najdtuzszych helis (reszty 193
i 382). Kazda domena posiada dwie subdomeny: subdomene A, ktéra zawiera szeS¢ helis
i subdomene B z czterema helisami. [84]
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Rysunek 2.6. Schemat struktury surowiczej albuminy wotowej z zaznaczonymi trzema domenami.: domeng
I (Zielona), domeng II (Z0fta) oraz domeng III (czerwona). Schemat przygotowany za pomocg narzedzi
graficznych Protein Data Bank na podstawie struktury 4F5S.

BSA jest jednym z lepiej zbadanych biatek. Nosi przydomek ,Frakcja V" ze wzgledu na
numer frakgji, dla ktdrej proces oczyszczania albuminy zostat opracowany przez Edwina
Cohna do odzyskiwania albuminy z osocza krwi bydlecej. [85] Jest relatywnie duzym
biatkiem o masie molekularnej réwnej 66,3 kDa oraz wymiarach 9 nm x 5,5 nm
x 5,5 nm. [86] Strukturalnie sktada sie z 583 aminokwasow, usieciowanych 17 resztami
cysteiny. Cechy strukturalne BSA sprawiajg, ze jest jednym z najlepszych modeli do
zrozumienia podstaw fizykochemicznych oddziatywan polimerowo-biatkowych. Molekuta
jest stabilna i nie wchodzi w reakcje z wieloma zwigzkami, lecz jednak posiada zdolnosc¢
do wigzania sie z innymi ligandami dzieki zestawowi reszt hydrofobowych na jej
powierzchni.

Dzieki swoim zaletom takim jak: niski koszt, duza dostepno$¢, stabilnosé,
rozpuszczalnoS¢ w wodzie, stosunkowo obojetny charakter czy tez strukturalne
podobienstwo do ludzkiej albuminy surowiczej (HSA) BSA jest stosowana w wielu
biochemicznych reakcjach. [87] Uzywana jest jako standard w wielu procedurach takich
jak przygotowywanie szczepionek czy tez jako antygen testowy do sprawdzenia waznosci
testow. Najszersze zastosowanie znalazta jako modulator przy testach typu ELISA (ang.
Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) jako referencyjny standard biatka przy analizie
biatek Bradforda, gdzie stuzy do blokowania miejsc wigzan niespecyficznych jak
i stabilizuje biomolekuty zwigzane z albuminami. Z tego tez powodu BSA jest jednym
z najpopularniejszych materiatdow stosowanych do blokowania wigzan niespecyficznych
na powierzchni biosensoréw. [88] Ponadto ze wzgledu na swojg charakterystyczng
budowe i posiadanie na swojej powierzchni wolnych fafncuchéw bocznych od
aminokwasow, ktére pozwalajg na wigzanie lekdw lub zwigzkéw bioaktywnych, molekuty
BSA stosowane sg jako matryca dla nanoczasteczek. Nanoczgsteczki BSA mogg przenosic
leki hydrofobowe lub peptydowe oraz zwigzki bioaktywne. Wigzanie lekdw jest
odwracalne, dzieki czemu nanoczasteczki BSA mogg by¢ transportowane w organizmie
i uwalniac leki w docelowej komorce. Ponadto BSA posiada czas pottrwania w krwi
trwajacy ok. 19 dni, co moze poprawi¢ farmakokinetyke leku niesionego przez
czasteczke. [89]
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2.1.2.2. Immunoglobulina G

Immunoglobuliny nalezg do grupy przeciwciat, ktére wytwarzane sg przez komorki
plazmatyczne powstajgce z limfocytow B. Przeciwciata wystepujg zwykle we krwi
obwodowej i zewnetrznych ptynach ustrojowych, takich jak $lina czy tzy. Do ich gtéwnej
funkcji zalicza sie neutralizacja wirusdw oraz oznaczanie antygendw lub drobnoustrojow
do zniszczenia przez fagocytoze.

Przeciwciata majg charakterystyczng budowe (Rysunek 2.7.), na ktérg sktadajg sie pary
tancuchdw lekkich i ciezkich. Mostki dwusiarczkowe tgczg miedzy sobg tancuchy ciezkie
jak i przytaczajg lekkie tancuchy do ciezkich. Kazdy z tarcuchéw zbudowane s3 z kilku
roznych domen, ktére posiadajg state (C) lub zmienne (V) sekwencje aminokwaséw.
Specyficznos$¢ aminokwaséw okreslana jest przez potgczenie obszaréw zmiennych (V),
ktore tworzg trojwymiarowg kieszen, bedaca lustrzanym odbiciem antygenu. [90]
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Rysunek 2.7. Schemat struktury budowy molekuty immunoglobuliny G z zaznaczonymi ciezkim taricuchem
(niebieskie obszary) oraz lekkim faricuchem (czerwone obszary). Schemat (a) przygotowany za pomoca
narzedzi graficznych Protein Data Bank na podstawie struktury 11GY.

Przeciwciata mozna podzieli¢ na pie¢ izotypow (IgM, IgG, IgA, IgD i IgE), ktore rdznig
sie miedzy sobg strukturg chemiczna ciezkich tancuchéw. Kazdy z izotypdw posiada rézne
struktury molekularne, state powinowactwa czy pojawiajg sie w réznym czasie
w odpowiedzi immunologicznej, petnigc inne funkcje. Poczatkowy kontakt z antygenem
wywotuje odpowiedZ pierwotng i produkcje przeciwciat klasy IgM. Dalsza stymulacja
antygenem moze prowadzi¢ do odpowiedzi wtornej charakteryzujgcej sie produkcjg
przeciwciat klasy IgG, IgA, IgE lub IgD. [91]

Immunoglobulina G (IgG) jest najczesciej wystepujgcym typem przeciwciat — stanowi
okoto 75% catosci immunoglobulin w osoczu. Molekuta IgG sktada sie z dwdch
identycznych ciezkich tancuchéw oraz dwdch tancuchdéw lekkich potgczonych mostkami
dwusiarczkowymi. tancuchy lekkie oraz potowa faincuchdéw ciezkich tworzy fragment
wigzacy antygen — nazywany regionem F(ab),. Pozostate tancuchy ciezkie buduja
fragment zwany regionem Fc. Region F(ab), odpowiada za wigzanie antygenu, a region
Fc za funkcje efektorowe, ktdrych zadaniem jest potgczenie sie z receptorami obecnymi
na powierzchniach komorek uktadu odpornosciowego. [92,93]

Mozna wyrdzni¢ cztery podklasy IgG, ktére sg rdznicowane na podstawie wielkoSci
fragmentdw F(ab), oraz masy czasteczkowej. IgGl oraz IgG3 s produkowane
w odpowiedzi na biatka i wigzg receptory Fc na komdrkach fagocytowych jak i aktywuja
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monocyty. Natomiast produkcja IgG2 oraz IgG4 wywotywana jest przez antygeny
weglowodanowe.

Dzieki swoim zdolno$ciom wigzania sie z okreSlonymi antygenami immunoglobulina G
znalazta zastosowanie biomedyczne jako testy immunologiczne takie jak wczesniej juz
wspomniana ELISA lub jest wykorzystywana jako warstwa detekcyjna w biosensorach.
Immunoglobulina G jest doskonatym markerem immunochemicznym, ktéry mozna
zastosowa¢ w diagnostyce réznych chordb takich jak przewlekte infekcje, choroby
zapalne czy rézne nowotwory zwigzane z uktadem odpornosciowym. [94] Jednak testy
diagnostyczne oparte na unieruchomionych IgG wymagajg takiej orientacji
zaadsorbowanych biatek, w ktdrej miejsca wigzgce antygen sg dostepne dla antygendw
w roztworze. Co wiecej, zmiany konformacyjne powodujgce utrate aktywnosci wigzania
czy niespecyficzne wigzania antygenéw do powierzchni muszg by¢ ograniczone do
minimum, aby przygotowany test byt jak najbardziej miarodajny. [95]

2.1.2.3. Lizozym

Lizozym (Lys) jest biatkiem z grupy hydrolaz glikozydowych, ktérych gtéwna rolg jest
rozktadanie disacharydéw poprzez hydrolize wigzania w peptydoglikanach. Lys, zwany
rowniez jako muramidaza lub hydrolaza N-acetylomuraminowa, jest stosunkowo matym
enzymem wydzielniczym, ktéry katalizuje hydrolize specyficznych polisacharyddw
zawartych w $cianach komorkowych bakterii. [96] Lizozym jest polipeptydem
posiadajgcym 129 reszt aminokwasowych (Rysunek 2.8.) o masie czasteczkowej 14,3
kDa, ktérego struktura stabilizowana jest poprzez obecno$¢ czterech mostkow
siarczkowych, co zapewnia duzg stabilnos¢ termiczng. [97]

Rysunek 2.8. Schemat struktury molekuty lizozymu. Schemat przygotowany za pomocg narzedzi graficznych
Protein Data Bank na podstawie struktury 253L.

Lizozym jest enzymem wszechobecnym w przyrodzie, wystepuje w prawie wszystkich
wydzielinach, ptynach ustrojowych i tkankach organizmdw ludzkich i zwierzecych. Zostat
rowniez wyizolowany z niektdrych roslin, bakterii czy tez bakteriofagdw. Lys wykazuje
silny potencjat przeciwbakteryjny, gtéwne przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, dzieki
czemu odgrywa kluczowg role w zapobieganiu infekcjom bakteryjnym. Odbywa sie to
gtéwnie poprzez hydrolizowanie kopolimeréw polisacharydowych, ktdre stanowig
jednostki strukturalne wielu Scian komorkowych bakterii. [96]

Dzieki swoim wilasciwosciom muramidaza znalazta swoje zastosowanie w przemysle
zywnosci i farmaceutycznym, ale rowniez w medycynie. Podwyzszony poziom lizozymu
W moczu czy tez w osoczu jest wskaznikiem pojawienia sie chordb takich jak nefropatia,
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gruzlica lub biataczka monocytowa. Dlatego tez mozna znalez¢ prace, ktorych celem jest
stworzenie czujnikdbw wykrywajacych lizozym, co moze sie przetozy¢ na mozliwos¢
wczesniejszego ostrzegania przed nadchodzacymi infekcjami. [98—100]

2.1.2.4. Owalbumina

Owalbumina (OVA) jest biatkiem z rodziny albumin, ktére stanowi okoto 75%
wszystkich protein w biatku jaja ptasich. Zalicza sie do glikoprotein, posiadajgc 386 reszt
aminokwasowych o masie czgsteczkowej 45 kDa. W strukturze OVA (Rysunek 2.9.)
potowa reszt aminokwasowych jest hydrofobowa, a jedna trzecia jest natadowana,
w wiekszosci o charakterze kwasowym, nadajgc czasteczce punkt izoelektryczny réwny
4,5.[101]

Rysunek 2.9. Schemat struktury molekuty owalbuminy. Schemat przygotowany za pomocg narzedzi
graficznych Protein Data Bank na podstawie struktury 10VA.

Owalbumina petni gtdwnie dynamiczng funkcje w rozwijajgcych sie komorkach
organicznych, poprzez migrowanie do rozwijajacego sie zarodka zmieniajagc swojg forme
na mniej uporzadkowane struktury transportowe. Dodatkowo zostata sklasyfikowana
jako jeden z gtéwnych alergenéw w biatku jaj. [101] tatwa dostepno$¢ w duzych
iloSciach doprowadzita do jego szerokiego zastosowania jako standardu w badaniach
struktury i wiasciwosci biatek oraz w eksperymentalnych modelach alergii. [102]
Owalbumina jest stosowana jako niereaktywne nosniki w testach ELISA (dzieki
posiadaniu immunologicznie podobnych antygendéw co BSA) [103] lub jako matryce do
przedtuzonego uwalniania lekow. [104]

2.1.2.5. Fibrynogen

Fibrynogen (FIB) jest biatkiem o masie 340 kDa, ktdre jest syntezowane przez
hepatocyty. Sktada sie z dwdch symetrycznych pétmolekut, z ktdrych kazda sktada sie
z jednego zestawu trzech réznych fancuchdw polipeptydowych okreslanych jako a, Biy,
ktére sktadaja sie odpowiednio z 610, 461 i 411 reszt aminokwasowych (Rysunek 2.10.).
[105]
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Rysunek 2.10. Schemat struktury molekuty fibrynogenu z zaznaczonymi faricuchami polipeptydowymi: A
(czerwony), B (niebieski) i y (zielony). Schemat przygotowany za pomocg narzedzi graficznych Protein Data
Bank na podstawie struktury 1EI3.

Fibrynogen odgrywa centralng role w wewnetrznych i zewnetrznych kaskadach
krzepniecia, gdyz jest gtdwnym biatkowym czynnikiem krzepniecia osocza. Niskie
stezenia fibrynogenu w osoczu sg zatem zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem krwawienia
z powodu uposledzonej pierwotnej i wtdrnej hemostazy. W zwigzku z petniong funkcja
biatka wykonywane sg testy okreslajgce poziom fibrynogenu, w celu okreslenia ryzyka
pojawienia sie standw krwotocznych czy tez oceny ryzyka choréb wiencowych. [106,107]

2.1.2.6. Streptawidyna

Streptawidyna (STR) jest biatkiem o homotetrametrycznej strukturze (Rysunek 2.11.)
0 masie 56 kDa, ktéra pochodzi z bakterii Streptomyces avidinii. Posiada cztery miejsca
wigzania o wysokim powinowactwie, ktdre moga wigzac wiele biotynylowanych ligandéw
i powodowac agregacje celu. Dlatego tez streptawidyna i jej pochodne (facznie okreslane
jako awidyny) sg szeroko stosowane w naukach molekularnych ze wzgledu na ich wysoce
selektywng i stabilng interakcje z biotyna.

Rysunek 2.11. Schemat struktury molekuty streptawidyny. Schemat przygotowany za pomocg narzedzi
graficznych Protein Data Bank na podstawie struktury 1DF8.

Do popularnosci uktadu streptawidyna-biotyna przyczyniajg sie rowniez inne czynniki,
takie jak stabilnos¢ biatek oraz rdozne chemiczne i enzymatyczne metody biotynylacji
dostepne do stosowania w roznych projektach eksperymentalnych. [108] Chociaz
chemiczna biotynylacja jest prosta i powszechnie stosowana, technice tej brakuje
selektywnosci docelowej i stochastycznie modyfikuje szeroki zakres chemicznie
podobnych grup. Z drugiej strony, kilka technik chemoenzymatycznych opracowanych
w ostatnich latach moze wprowadzi¢ selektywng biotynylacje biatek w hodowanych
komdrkach i in vivo. Uktad streptawidyna-biotyna jest podstawg do wiekszosci
dostepnych komercyjnie biosensordw [109] czy tez jako celowana terapia lekéw
przeciwnowotworowych oraz przy terapii genowej, poniewaz oddziela srodek celujacy od
rzeczywistego leku, aby poprawic indeks terapeutyczny leczenia. [110]
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2.2. Techniki badawcze

W ramach przeprowadzonych badafn wykorzystano osiem technik badawczych
zaliczanych do metod mikroskopowych, spektroskopowych oraz optycznych. Tak
dobrany zestaw technik pozwolit na scharakteryzowanie wytworzonych warstw
polimerowych poprzez okre$lenie ich topografii, sktadu chemicznego oraz grubosci.
Dodatkowo mozliwe byto okreslenie przebiegu immobilizacji biatek jak i orientacji oraz
konformacji molekut biatka juz po adsorpcji.

2.2.1. Wytwarzanie cienkich warstw polimerowych

Jednym z kluczowych zagadnien, jesli chodzi o badania nad cienkimi warstwami
polimerowymi jest dobranie odpowiedniej metody ich wytwarzania. W zaleznosci od
zaktadanych wilasciwosci jakie tworzona warstwa ma posiada¢ mozliwy jest dobdr takiej
techniki, aby spetniata wszystkie zatozone wymagania. W przedstawionej pracy zostaty
wykorzystane trzy metody tworzenia warstw polimerowych.

2.2.1.1. Spin — coating

Metoda spin-coatingu jest jedng z najszerzej stosowanych metod wytwarzania
cienkich warstw polimerowych. Jest jednoetapowg metodg pozwalajgcg na otrzymanie
jednorodnych warstw, polegajacg na naktadaniu roztworu polimeru na obracajacy sie
podktad. Caty proces spin-coatingu mozna podzieli¢ na trzy etapy: [111,112]

e Osadzanie roztworu
Na przygotowane podioze nanoszona jest kropla roztworu w taki sposob, aby
pokryla catg powierzchnie. Roztwdr polimeru jest przygotowywany
z rozpuszczalnika, w ktérym dobrze sie rozpuszcza.

e Powlekanie
W kolejnym etapie podtoze wprowadzane jest w ruch obrotowy i przy$piesza do
zadanej wczesniej predkosci katowej, ktéra miesci sie w zakresie kilku tysiecy
obrotdw na minute. W pierwszych sekundach roztwor rozprzestrzenia sie
pokrywajgc powierzchnie z jednoczesnym zrzuceniem 90% wyjsciowego
roztworu. Dla pozostatego roztworu opdr Scinajgcy rownowazy przyspieszenie
obrotowe, co pozwala na otrzymanie jednorodnej warstwy na podtozu. Gdy
osiggnieta zostanie zatozona wczesniej predko$¢ wirowania utrzymuje sie ona
przez okreslony czas (najczesciej 30-60 sekund) podczas ktérego sity lepkosci
roztworu dominujg, powodujgc zmniejszanie sie grubosci warstwy.

e Odparowanie
Kiedy grubosS¢ warstwy osigga punkt, w ktérym efekty lepkosci dajg tylko
niewielki przeptyw roztworu, zaczyna sie koAcowy etap w ktérym dominuje
odparowanie rozpuszczalnika. Gdy rozpuszczalnik zostanie  usuniety,
otrzymywana jest cienka warstwa polimeru na podtozu.

Technika spin-coatingu jest prostg, wydajng czasowo, wysoce powtarzalng i optacalng
metodg tworzenia cienkich warstw polimerowych. Niestety ze wzgledu na swojg zasade
dziatania jest réwniez metodg nieekonomiczng (wiekszo$¢ roztworu jest tracona) jak
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i posiada swoje ograniczenia, jesli chodzi o mozliwo$¢ zastosowania roznej wielkosci
podtdz czy tez precyzyjng kontrole grubosci otrzymanej warstwy.

Podczas badan technika ta zostata zastosowana do wytworzenia cienkich warstw
polimeréw PMMA i PtBMA; mieszanin polimerowych; i kopolimeréw PS-PGL.

2.2.1.2. Horizontal dipping

Technika horizontal dippingu (h-dip) jest metodg zaliczang do technik tworzenia
warstwy przy pomocy przesuwanego menisku (z ang. meniscus-guided coating). W tej
technice roztwér polimeru jest umieszczany miedzy podtozem a elementem
prowadzacym (tak zwana gtowica), pomiedzy ktérym wytwarza sie menisk. [113] Menisk
roztworu jest granicg rozdziatu faz ciecz-powietrze, ktéra tgczy gtowice powlekajaca
z podtozem. Nastepnie elementy te przemieszczajg sie wzgledem siebie, rozprowadzajac
roztwor po podtozu, ktéry odparowujgc tworzy tym samym warstwe polimeru. Schemat
ilustrujgcy metode dziatania przedstawiony jest na Rysunku 2.12.

gtowica

menisk
roztworu

podtoze

Rysunek 2.12. Schemat powstawania warstw polimerowych z zastosowaniem metody horizontal dijppingu.

Caty proces tworzenia warstw za pomocg metody h-dip mozna podzieli¢ na cztery etapy:
[114]

e Podtoze jest przymocowywane do ruchomej platformy, a gtowica jest montowana
nad podtozem w dobrze zdefiniowanej odlegtosci.

e Roztwdr jest wprowadzany do pustej przestrzeni miedzy gtowicg a podtozem
poprzez dziatanie kapilarne, tak aby na podtozu utworzyt sie jednolity menisk
roztworu z napieciem powierzchniowym, ktore przyciggajg roztwor do gtowicy;

e Podtoze jest transportowane poziomo z okreSlong predkoscig przy jednoczesnym
zachowaniu ksztattu menisku. Cienka warstwa roztworu jest rozprowadzana
rownomiernie na podtozu;

e Tak jak w przypadku spin-coatingu ostatnim etapem jest proces odparowywania
rozpuszczalnika. W efekcie otrzymywane jest podtoze pokryte jednorodng
warstwg polimerowg o grubosci, ktdra jest kontrolowana przez predkos¢
przesuwu jak i odlegtos¢ podtoze-gtowica.

Zastosowanie techniki horizontal dippingu pozwala na kontrole grubosci warstw oraz
daje mozliwos¢ wprowadzenia modyfikacji metody. Poprzez wykorzystanie
przewodzgcego podtoza oraz gtowicy pokrytej warstwg ztota mozliwe jest zastosowanie
zewnetrznego pola elektrycznego podczas tworzenia warstwy, co wptywa na zmiany
w morfologii tworzonej warstwy. [115] Dodatkowg przewagg h-dip sg mniejsze straty
w roztworze (rzedu 10%) czy tez brak ograniczen w wymiarze stosowanego podtoza.
Podczas badan technika horizontal dippingu zostata wykorzystania do wytworzenia
cienkich warstw mieszanin PMMA+PtBMA.
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2.2.1.3. Druk mikrokontaktowy

Technika druku mikrokontaktowego jest technikg zaliczang do technik miekkiej
litografii, ktdre opierajg sie na drukowaniu i formowaniu wzoréw na podtozu za pomocg
elastomerowych stempli z wczesniej zaprojektowanymi wzorami. Jako technika
wytwarzania mikrostruktur do zastosowan biologicznych, miekka litografia przezwycieza
wiele niedociggnie¢ standardowej fotolitografii. W szczegdlnosci, oferuje mozliwos¢
kontrolowania struktury molekularnej powierzchni oraz wytwarzania struktur kanatéw
odpowiednich dla mikroprzeptywéw oraz modelowania i manipulowania osadzonymi
komorkami. [116]

Druk mikrokontaktowy jest metodg nanoszenia materiatdw w postaci wzordw na
powierzchnie za pomocg stempla z poli(dimemetylosilanu) (PDMS). Cata procedura jest
przedstawiona na Rysunku 2.13. i sktada sie z kilku etapdw. Na przygotowany stempel
(a) nanoszona jest warstwa roztworu substancji, ktéra ma zosta¢ wydrukowana. Po kilku
sekundach, gdy rozpuszczalnik odparowuje, ,tusz” zostaje na strukturze reliefowej
(najwyzszych partiach pieczatki) (b). Nastepnie stempel jest przenoszony do
bezposredniego kontaktu z podtozem na okres od 30 sekund do kilku minut (c). Po
usunieciu stempla z powierzchni pozostaje wzér, ktory jest zdefiniowany przez wypukta
strukture pieczatki (d). Metoda druku mikrokontaktowego jest jedng z najbardziej
rozpowszechnionych technik miekkiej litografii dzieki swojej wygodzie i fatwosci
uzytkowania jak i mozliwosci drukowania na duzych powierzchniach. [117]

a) c)

===

b) d

I LI LI L

Rysunek 2.13. Schemat procesu druku mikrokontaktowego.

W pracy w rozdziale 5 technika druku mikrokontaktowego zostata wykorzystana do
otrzymania regularnych wzoréw polimerowych. Jako ,tusz” zostat wykorzystany roztwor
APTES, ktéry pozwolit na lokalne zmodyfikowanie powierzchni podtoza krzemowego
i otrzymanie regularnej separacji fazowej mieszaniny iso-PMMA + at-PtBMA.

2.2.2. Mikroskopia sit atomowych

Mikroskopia sit atomowych (AFM od ang. Afomic Force Microscopy) jest technikg
zaliczang do metod skaningowej mikroskopii, ktdre opierajg sie na rejestrowaniu
interakcji miedzy badang probka a ostrzem przesuwajgcym sie po jej powierzchni. AFM
jest niedestruktywng technikg, wykorzystywang do analizy powierzchni, ktdra dostarcza
informacji o topografii jak i wtasciwosciach mechanicznych badanej prébki.

Schemat dziatania mikroskopii sit atomowych przedstawiony jest na Rysunku 2.14.
Badana prdbka jest montowana na stoliku piezoelektrycznym, a nastepnie jest do niej
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zblizana dzwignia z ostrzem na koncu, aby mogta zajs¢ interakcja ostrze-prébka.
Zbierane informacje na temat zmian potozenia dzwigni odpowiadajg zmianom sit miedzy
ostrzem, a prébka. Otrzymywane informacje sg sczytywane przez diode kwadrantowa,
ktora wykrywa sygnat z wigzki lasera odbitego od dzwigni. [118] Zmiany w sile miedzy
atomami na ostrzu, a atomami na powierzchni probki powodujg uginanie sie dzwigni, co
pozwala na zebranie informacji o topografii badanej powierzchni.

fotodioda

dzwignia AFM

probka

Rysunek 2.14. Schemat dziatania mikroskopii sit atomowych.

AFM moze pracowac w réznych trybach, ktére réznig sie miedzy sobg odlegtoscig i naturg
interakcji ostrze — powierzchnia. [119] Wybdr jednego z trzech trybdéw zalezy od
informaciji, ktérg chce sie uzyskac oraz od badanego materiatu czy oczekiwanego obrazu
AFM:

e Tryb kontaktowy
Tak jak sama nazwa sugeruje w tym trybie ostrze jest w statej interakgji z probka.
Dziatajg wtedy gtownie sity odpychajgce ostrze — probka, gdyz ostrze podaza caty
czas po hierdownosciach probki. Zaletg tego trybu jest szybkos¢, prostota pomiaru
czy mozliwos¢ jednoczesnego pomiaru innych parametréw (np. tarcia). Do wad
nalezy zaliczy¢é mozliwo$¢ zniszczenia powierzchni delikatnych probek oraz
stosunkowe szybkie zuzycie powierzchni ostrza (zwtaszcza jego ostrej koncowki).

e Tryb bezkontaktowy
W tym trybie dZzwignia oscyluje z swojg naturalng czestotliwoscig rezonansowa
oraz niskg amplitudg w pewnej odlegtosci od prébki. Kiedy dzwignia zbliza sie do
powierzchni sity przyciggajgce i odpychajgce modyfikujg czestotliwosé
rezonansowg dzwigni. Poprzez kontrolowanie czestotliwosci mozliwa jest
manipulacja odlegtosci ostrze — powierzchnia, co pozwala na mapowanie
powierzchni. Gtéwng zaletg trybu bezkontaktowego jest nie destruktywnosé
probki jak i ostrza, co jednoczeSnie obniza rozdzielczo$¢ przestrzenng
otrzymywanego obrazu.

e Tryb przerywanego kontaktu
W ramach poprawy rozdzielczosci trybu bezkontaktowego zostat opracowany
trzeci tryb — przerywanego kontaktu. Dziata na tej samej zasadzie co poprzedni
tryb, jednak z wiekszg amplitudg oscylacji, co powoduje, ze w kazdym cyklu
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ostrze przekracza obszar przyciggania, uderzajgc w probke. Przy standardowych
czestotliwosciach tego trybu (zakres 100-300 kHz) ostrze ma kontakt z prébka
w bardzo krétkich odstepach czasowych. Zaletg wyboru tego trybu jest mate
zuzycie ostrza oraz wieksza dowolno$¢ mierzonych prébek. Z drugiej strony
wywierana na podtoze sita (mniejsza niz w trybie kontaktowym) jest trudniejsza
do kontrolowania.

Mikroskopia sit atomowych jest szeroko stosowang technikg zaréwno w badaniach
materiatowych do obrazowania struktur w nanoskali [119], jak réwniez dzieki mozliwosci
pomiaréw w cieczy znalazta swoje zastosowanie w badaniach biologicznych. [120]

Podczas badan prowadzonych w czasie gromadzenia materiatu do rozprawy, technika
AFM zostata wykorzystana w celu scharakteryzowania topografii wytworzonych cienkich
warstw polimerowych jak i oceny wptywu czynnikéw zewnetrznych (takich jak adsorpcja
biatek czy immersja w wodzie) na zmiany w topografii podtozy.

2.2.3. Spektrometria masowa jonow wtornych
z analizatorem czasu przelotu

Spektrometria masowa jonéw wtornych SIMS (z ang. Secondary Ion Mass
Spectrometry) jest spektroskopowg technikg badania powierzchni, ktéra umozliwia
bardzo szczegbtowg analize chemiczng powierzchni badanej probki.

Technika SIMS opiera sie na identyfikacji jondw wtdrnych emitowanych z badanej
powierzchni po procesie bombardowania przez energetyczne jony pierwotne. Jako jony
pierwotne najczesciej stosowane sg jony metali takich jak bizmut, cez czy gal jak réwniez
mozna sie spotkac z wykorzystaniem klastréw. Schemat budowy aparatury przestawiony
jest na Rysunku 2.15. Podczas pomiaru krotkie impulsy silnie skupionej wigzki jonéw
pierwotnych uderzajg w powierzchnie prébki indukujgc kaskade zderzen, w wyniku czego
powierzchnia prdbki jest rozpylana z niewielkg frakcjg emitowanych zjonizowanych
czastek, tj. jondw wtérnych. Jonami wtornymi, ktére mogg by¢ dodatnio lub ujemnie
natadowane, nazywane sg fragmenty czasteczek lub w nielicznych przypadkach cate
czasteczki, tworzace prébke badz zaadsorbowane na jej powierzchni. Emitowane jony sg
nastepnie przyspieszane i trafiajg do analizatora masowego. [121] Dzieki zastosowaniu
analizatora czasu przelotu (ToF z ang. 7ime-of-Flight) mozliwe jest rozdzielnie jonéw
wykorzystujac fakt, ze czas dotarcia do detektora zalezy od stosunku masy do tadunku
(m/z) — im wieksza masa jondw tym dtuzszy czas przelotu.
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Rysunek 2.15. Schematyczna ilustracja przedstawiajgca aparature ToF-SIMS.
Pomiary ToF-SIMS mogaq by¢ realizowane w dwdch zasadniczo réznych trybach: [122]
e Tryb statyczny

Podczas pomiaréw gestos¢ dawki jondw pierwotnych utrzymywana jest ponizej
tak zwanego ,statycznego limitu” (<10'? jondw/cm?), dzieki czemu jony wtdrne
pochodzg wytgcznie z nienaruszonych obszaréw badanej probki. Powoduije to tez,
ze statyczny SIMS jest wysoce czutlg technikg, ktdra zbiera informacje tylko
z najbardziej zewnetrznej warstwy powierzchni (okoto 1-2 nm warstwy)
e Tryb dynamiczny

W ramach tego trybu prébka jest degradowana w wyniku wysokiej gestosci
jondw pierwotnych. Pozwala to na otrzymanie informacji na temat rozktadu
pierwiastkow w gtebszych rejonach probki czy tez mozliwe jest przeprowadzenie
profilowania gtebokosciowego warstw.

Otrzymywane dane podczas pomiardw sktadajg sie z zestawu widm masowych zebrane
dla poszczegodlnych pikseli, ktérych potozenie jest okreslane przez wigzke skanujgca
powierzchnie probki. Zmierzone widma jonéw dodatnich lub ujemnych (w zaleznosci od
napiecia na ekstraktorze) mozna podzieli¢ na trzy obszary: w niskim zakresie mas (do
300 u) wykrywane sg jony sktadajgce sie z grup koncowych, jednostek powtarzalnych
czy fancuchéw bocznych; w $rednim zakresie mas (300 — 2000 u) wykrywane sg
zazwyczaj jony skfadajace sie z wielu powtarzajgcych sie jednostek z lub bez utraty grup
funkcyjnych; w wysokim zakresie mas (do 10000 u) mozna zaobserwowac nienaruszone
jony oligomeryczne. [123]

Analiza widm ToF-SIMS moze zostaé przeprowadzona na dwa sposoby: bazujac tylko
na pojedynczych, charakterystycznych sygnatach (analiza pojedynczych pikéw) lub
przeprowadzajac statystyczng analize catego widma lub zestawu wybranych pikow.
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W analizie pojedynczych pikdéw otrzymane sygnaty poréwnywane sg do dostepnych baz
referencyjnych, dzieki czemu mozliwe jest okreslenie sktadu badanej probki. Niestety
analiza pikdw moze by¢ utrudniona i obarczona marginesem btedu ze wzgledu na
mozliwe wystepowanie zanieczyszczen na powierzchni czy tez ztozong strukture
analizowanej warstwy. [124] Dlatego tez czesciej stosowang metodg analizy ToF-SIMS
jest analiza dla catego widma lub zestawu sygnatéw wybranych z wielu widm. Do analizy
przygotowanych zestawow danych uzywane sg metody analizy wielowymiarowej, ktore
znacznie utatwiajg prace z ogromng liloscig danych generowanych podczas pomiardw.
Jedng z najczesciej stosowanych metod jest analiza gtéwnych sktadowych (PCA
z ang. Principal Component Analysis). PCA jest wielowymiarowg technikg pozwalajacg
na zmniejszenie macierzy danych do ich mozliwie najmniejszego wymiaru poprzez
znalezienie nowej bazy (nowych czynnikéw). [125] Celem PCA jest wyodrebnienie kilku
pierwszych czynnikéw zwanych ,gtéwnymi sktadowymi”, ktére wychwytujg najwieksza
wariancje w wielowymiarowym zbiorze danych, a tym samym zredukowanie liczby
zmiennych opisujacych uktad. Znalezione gtdwne skiadowe tworza nowy ortogonalny
uktad wspoirzednych, gdzie kolejna gtowna sktadowa opisuje coraz nizszy procent
wariancji, a tym samym pozwala na zmniejszenie wymiaru danych bez strat w zawartych
w nich informacjach. Wynikiem analizy PCA s3 wykres wspdtrzednych obserwacji
(scores), ktory jest rezultatem opisu wyjsciowych danych przez nowe wspdtrzedne oraz
wykres wspotczynnikow wkitadu od poszczegdinych sygnatdéw tak zwanych tadunkéw
(loadings), ktéry okresla relacje pomiedzy nowymi osiami, a oryginalnymi zmiennymi
(ktérymi sg intensywnosci wybranych sygnatéw). Dzieki zastosowaniu analizy PCA do
widm ToF-SIMS mozliwe jest okreslenie, ktore zmienne odpowiadajg za roznice
w punktach pomiarowych, co umozliwia znacznie lepsze zrozumienie uzyskanych
wynikéw. [126]

Dzieki duzej czutosci jak i specyficznosci w potgczeniu z wysokg rozdzielczoscig masowa,
przestrzenng oraz gtebokosciowg metoda ToF-SIMS stata sie jedng z najchetniej
wykorzystywanych technik do analiz materiatowych w tym takze biologicznych.

W ramach pracy doktorskiej metoda ToF-SIMS zostata wykorzystana do pomiaréw
cienkich warstw polimerowych oraz warstw z zaadsorbowanymi biatkami lub peptydami.
Dzieki pomiarom warstw polimerowych mozliwe byto ustalenie réznic w orientacji grup
bocznych do powierzchni wynikajgcych z taktycznosci polimeréw. Natomiast pomiary
warstw z zaadsorbowanymi biomolekutami umozliwity okreslenie, czy struktura warstwy
polimerowej wptywa na zmiany w orientacji adsorbowanych biatek jak i na zmiany
konformacyjne spowodowane adsorpcja.

2.2.4. Mikroskopia optyczna i fluorescencyjna

Mikroskopia optyczna, a zwlaszcza jej wariant fluorescencyjny jest jedna
z podstawowych technik w badaniach z zakresu biologii czy biomedycny.

Mikroskop fluorescencyjny jest typem mikroskopu optycznego, ktdéry zostat wyposazony
w dodatkowe filtry pozwalajgce na obserwacje $wiatta fluorescencyjnego emitowanego
przez badang prébke. [127] Podstawg tej metody jest napromieniowanie prdbki
okreslong dtugoscig fali (wybrang przez zastosowanie odpowiedniego filtru dla okreslonej
fali wzbudzajacej), ktora zostaje zaabsorbowana przez prébke, a nastepnie zbierane jest
$wiatto fluorescencyjne emitowane przez probke. Emitowane Swiatto posiada nizszg
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energie niz Swiatto wzbudzajgce, dlatego przez zastosowanie dodatkowego filtru
(wycinajacego dtugosc fali Swiatta wzbudzajgcego) mozliwe jest rozdzielenie obu wigzek
$wiatta. Swiatto emitowane przechodzi przez filtry i trafia do okularu, dzieki czemu
mozliwe jest obserwowanie fluorescencji probki. [128] Schemat catego procesu
przedstawiony jest na Rysunku 2.16.

Tokular
filtr fali +

emitowanej
lustro i
dichromatyczne =
zrédto
filtr fali Swiatta
wzbudzajacej
obiektyw | *

probka
Rysunek 2.16. Schemat budowy mikroskopu fluorescencyjnego.

Jedng z metod analizy otrzymanych obrazéw fluorescencyjnych jak i optycznych jest
uzycie podejscia geometrii catkowej. Wykorzystanie tego podejscia pozwala na
opisanie struktur widocznych na obrazach fluorescencyjnych Iub pordwnanie
intensywnosci fluorescencji dla réznych obrazéw, dzieki czemu mozliwe jest ich
poréwnanie iloSciowe. Zebrane obrazy fluorescencyjne zostajg konwertowane na obrazy
w skali szarosci, gdzie natezenie fluorescencji danego obszaru jest zapisane w postaci
skali szarosci. Dzieki wybraniu specyficznego poziomu odciecia g obraz w skali szarosci
mozna przeksztatci¢ do postaci czarno-biatej mapy, gdzie natezeniom nizszym niz g
odpowiada kolor czarny, a natezeniom wiekszym niz g odpowiada kolor biaty. [129]
W rezultacie tworzony jest obraz binarny (czarno-biaty), a cechy powierzchni mozna
w pei scharakteryzowa¢ za pomocg trzech miar morfologicznych (wspétczynnikéw
Minkowskiego), odzwierciedlajgcych frakcje pokrycia przez obszary biate (F), dtugosc
granic miedzy czarnymi, a biatymi obszarami (U) oraz parametr Eulera (Xe), ktory okresla
liczbe spdjnych biatych obszaréw (liczba jednorodnych obszaréw biatych minus liczba
jednorodnych obszaréw czarnych). [130] Dzieki zastosowaniu miar Minkowskiego
mozliwa jest rowniez potiloSciowa analiza poréwnawcza otrzymanych obrazéw,
a W szczegdlnosci okreslenie wzglednej adsorpcji biatek ze znacznikami
fluorescencyjnymi do warstw polimerowych.
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W ramach badan, ktére wchodzg w sklad rozprawy doktorskiej, mikroskopia
fluorescencyjna zostata wykorzystana do okreslenia adsorpcji biatek do przygotowanych
warstw polimerowych. Dodatkowo zostata wykorzystana analiza miar Minkowskiego
pozwalajgca na potilosciowg analize pordownawczg ilosci zaadsorbowanego biatka czy
w przypadku wzoréw polimerowych, na poréwnanie struktur otrzymanych réznymi
sposobami.

2.2.5. Pomiar kata zwilzania

Pomiar kata zwilzania jest jedng z metod charakteryzowania powierzchni,
w szczegdlnosci jej zwilzalnosci. Katem zwilzania (0) nazywany jest kat, ktory tworzy sie
na przecieciu powierzchni styku ciecz-ciato state oraz powierzchni przylegania ciecz-gaz
(w tak zwanym punkcie potréjnym). Najpopularniejszym wariantem tej metody
pomiaréw jest statyczny pomiar kata zwilzania mierzony dla kropli cieczy pomiarowej
(najczesciej wody) osadzonej na badanej powierzchni.

Dzieki pomiarom kata zwilzania mozliwe jest okreSlenie charakteru powierzchni
(hydrofilowo$¢ lub hydrofobowos$¢) oraz wyznaczenie wartosci swobodnej energii
powierzchniowej (SFE z ang. Surface Free Energy) badanej powierzchni. SFE opisuje
stan rownowagi atoméw w warstwie powierzchniowej materiatow, a tak naprawde
odzwierciedla stan nierdwnowagi w oddziatywaniach miedzyczasteczkowych obecnych
na granicy faz dwdch osrodkéw. [131] Jest miarg charakterystyczng dla kazdej substancji
dlatego tez jest stosowana jako miara wiasciwosci adhezyjnych danego podioza. Aby
moc wyliczyé swobodng energie powierzchniowg ciata statego z uzyciem pomiaréw
katow zwilzania wykorzystywane jest zmodyfikowane réwnanie Younga, opisujgce bilans
energii w punkcie potrdjnym:

Ys = Ysi + Vi, cos(0) (2.1)

gdzie, ys oznacza SFE dla ciata statego, ys. energie miedzyfazowg na granicy
podtoze/ciecz, y. SFE dla wykorzystywanej cieczy, a © zmierzony kat zwilzania. Rysunek
2.17. ukazuje roztozenie napie¢ powierzchniowych dla mierzonej kropli.

gaz Y.

ciecz YS
F
cialo state YSL

Rysunek 2.17. Schematyczne roztozenie swobodnej energii powierzchniowej dla formujacej sie kropli.

>

Aby wyliczy¢ swobodng energie powierzchniowg dla badanego materiatu, mozliwe jest
wykorzystanie roznych podejs¢ analitycznych. Najpopularniejszym jest podejscie zwane
metodg Kaelble-Owens-Wendt, ktore polega na wyznaczeniu sktadowej dyspersyjnej
i polarnej swobodnej energii powierzchniowej. [132] W tym podejsciu zaktadamy, ze
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catkowita SFE jest sumg czesci polarnej i dyspersyjnej, a réwnanie to opisujace wyglada
nastepujgco:

Ys = Ve + s (2.2)
gdzie, y§ jest czescig dyspersyjng SFE ciata statego, a v} czescig polarng SFE ciata
statego. Aby mdc wyliczy¢ obie czesci SFE mierzone sg katy zwilzania dla dwdch cieczy:
jednej ktora jest polarna i druga ktéra jest niepolarna badz bipolarna, dla ktérych obie

czesci SFE sg znane. [133] Dlatego tez mozliwe jest wyliczenie czesci dyspersyjnej
i polarnej dla badanego materiatu:

_ > -
Ya(cosO,4+1) — <y—g> yp (cosOgp + 1)
AL (2.3)

2 [yd— bk

2
[yB(cos 05 +1) -2 [Yivs
P _
Ys =
L 2\/73 |

gdzie y, jest SFE polarnej cieczy, a y4 i v} jej dyspersyjna i polarng czescia; yp jest SFE
niepolarnej cieczy, a v i v, jej dyspersyjna i polarng czescig oraz 8, i Og s zmierzonymi
katami zwilzania odpowiednio dla polarnej i niepolarnej cieczy.

Y,

(2.4)

Podczas badan do rozprawy doktorskiej zostaty zmierzone katy zwilzania dla cienkich
warstw polimerowych o réznej taktycznosci w celu wyznaczenia swobodnej energii
powierzchniowej i jej skladowych. Dodatkowo dla warstw kopolimerdw zostaty
zmierzone katy zwilzania w ramach sprawdzenia zmian wtasciwosci powierzchni po
kazdym etapie modyfikacji.

2.2.6. Spektroskopia Ramana

Spektroskopia Ramana jest technikg wykorzystywang do analizy probek ze szczegdinym
naciskiem na strukture chemiczng czy tez identyfikacje substancji na podstawie ich
charakterystycznych widm (tzw. fingerprints).

Technika ta opiera sie na rozpraszaniu Ramana. Padajgce Swiatto (najczesSciej jego
zrodtem jest laser o znanej dtugosci fali) oddziatuje z pojedynczymi molekutami
znieksztatcajgc chmure elektrondw wokot jadra, co powoduje tworzenie bardzo
krotkotrwatego "kompleksu". Powstaje w ten sposdb wysokoenergetyczna forma
molekuty o innej geometrii elektrondéw, ale bez wiekszych ruchéw jader atomowych.
Powstaty "kompleks" nazywany czesto "wirtualnym stanem czasteczki” jest niestabilny,
a Swiatto jest natychmiast uwalniane w postaci promieniowania rozproszonego.
Poniewaz "kompleks” ma inng geometrie elektronowg niz podstawowa molekuta, zaden
ze standw elektronowych czgsteczki nie bedzie opisywat ukiadu elektrondw,
a rzeczywisty ksztalt znieksztatconego uktadu elektrondw bedzie zalezat od tego, ile
energii zostanie przekazane do molekuly, czyli bedzie zalezat od czestotliwosci uzytego
lasera. Dlatego tez wykorzystany laser bedzie definiowat energie stanu wirtualnego jak
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i zakres jego znieksztatcenia. [134] W spektroskopii wibracyjnej (do ktdrej nalezy
spektroskopia Ramana) wykrywane sg zmiany energii rozpraszanych fotonow. Jesli
fotony sg rozpraszane w sposéb elastyczny wystepuje wtedy rozpraszanie Rayleigha,
ktore jest procesem dominujgcym w catym uktadzie. Jednak w nielicznych przypadkach
(jeden na 10°-10% fotondw) podczas procesu rozpraszania jest indukowany ruch jadra,
co powoduje ze energia zostaje przekazana albo z padajgcego fotonu do czasteczki, albo
z czasteczki do rozproszonego fotonu. Ten proces nazywany jest promieniowaniem
nieelastycznie rozproszonym lub rozpraszeniem Ramana. Na Rysunku 2.18.
przedstawiony jest diagram rozpraszania Rayleigha oraz Ramana. [135]

A
S,
2 A" " wirtualny
> S = — [ — poziom
aca A energii
w
- -
S, v v
rozpraszanie rozpraszanie rozpraszanie
Ramana Rayleigha Ramana
(anti-Stokes) (Stokes)

Rysunek 2.18. Diagram Jabtoriskiego przedstawiajacy rozpraszanie Ramana i Rayleigha w kategoriach
przejs¢ miedzy stanami energetycznymi czgsteczki i opowiadajacymi im widami Ramana.

W temperaturze pokojowej wiekszoS¢ czasteczek, ale nie wszystkie, znajduje sie na
poziomie wibracyjnym o najnizszej energii. Poniewaz stany wirtualne nie s3
rzeczywistymi stanami czasteczki, lecz tworzg sie podczas oddziatywania lasera
z elektronami, co powoduje polaryzacje, energie tych standw mozna okresli¢ poprzez
czestotliwoS¢ uzywanego zrddfa Swiatta. Rozpraszanie Rayleigha jest procesem
0 najwiekszej intensywnosci, poniewaz wiekszos¢ fotondw rozprasza sie w ten sposdb.
Nie wigze sie on z zadng zmiang energii i w konsekwencji $wiatto ma te samg dtugosc¢
fali (nie dochodzi do zmiany stanu energetycznego). Natomiast proces rozpraszania
Ramana wigze sie z zmianami energetycznymi i w zaleznosci od kierunku przeptywu
energii mozna wyrdézni¢ dwa typy rozpraszania. Rozpraszanie Stokesa zachodzi, gdy
proces rozpraszania z podstawowego stanu wibracyjnego prowadzi do absorpcji energii
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przez czasteczke i jej promocji do wzbudzonego stanu wibracyjnego o wyzszej energii.
[135] Jednakze, ze wzgledu na energie termiczng, niektdre czasteczki mogg byé obecne
w stanie wzbudzonym i rozpraszanie z tych standw do stanu podstawowego jest
rozpraszaniem anty-Stokesa i obejmuje transfer energii do rozproszonego fotonu.

Otrzymywane dane podczas pomiaréw sktadajg sie z zestawu widm, gdzie kazde widmo
niesie ze sobg szereg informacji o miejscu w ktérym zostato zarejestrowane. Z kazdego
zebranego widma mozliwe jest wyodrebnienie interesujgcych informacji takich jak
okreslenie faz z ktorych skiada sie prébka lub zachodzacych zmian w stanach
wibracyjnych. [136] Dlatego tak wazng role odgrywa dobranie odpowiedniej metody
analizy danych. Analogicznie tak jak przy ToF-SIMS (Podrozdziat 2.2.3.) wykorzystywane
sg metody analizy wielowymiarowej. Jedng z najbardziej popularnych metod jest analiza
gtownych sktadowych jednak wykorzystywane sg tez inne metody: analiza klastrowa czy
tez analiza niezaleznych komponentow.

W ramach pracy doktorskiej spektroskopia Ramana zostata wykorzystana w celu
okreslenia sktadu blend polimerowych PMMA+PtBMA.

2.2.7. Profilometria

Profilometria jest jedng z metod wykorzystywanych do okre$lania grubosci warstwy
i chropowatosci powierzchni. Technika ta wykorzystuje sonde do skanowania
powierzchni probki i generowania jej obrazu. W trakcie pomiaru sonda styka sie
z powierzchnig, fizycznie przesuwajac sie wzdtuz powierzchni w celu uzyskania odczytu
wysokosci badanej probki. Mozliwe jest rejestrowanie dwuwymiarowych jak
i trojwymiarowych obrazédw badanych powierzchni. W przypadku pomiaru 2D sonda jest
przesuwana tylko w kierunku pionowym, jednak w przypadku pomiaru 3D dochodzi
jeszcze ruch w ptaszczyznie bocznej z ustalonym krokiem pomiarowym, dzieki czemu
mozliwe jest uzyskanie tréjwymiarowej mapy badanej powierzchni. [137] Niestety
w przeciwienstwie do metod optycznych, takich jak elipsometria, profilometria wymaga
sifowego sprzezenia zwrotnego i fizycznego dotykania powierzchni, co moze by¢
destrukcyjne dla niektorych powierzchni.

W niniejszej pracy doktorskiej technika profilometrii zostata wykorzystana do okreslenia
grubosci przygotowywanych cienkich warstw polimerowych.
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ROZDZIAL 3

Wplyw stereoregularnosci cienkich
warstw poli(metakrylanu tert-butylu)
na oddziatywania z peptydami,
biatkami i bakteriami

3.1. Wprowadzenie

Biomaterialy na bazie polimeréw znalazty szerokie zastosowanie w biologii, medycynie
i biofizyce jako konstrukcje biosensoréw, implantéw, czy tez jako czeS¢ systemoéw
dostarczania lekdw. Dla mozliwie najlepszego wykorzystania potencjatu biomateriatow
niezbedna jest szczegdtowa wiedza na temat ztozonych interakcji miedzy powierzchnig
polimeru, a otaczajgcymi go biomolekutami. Proces adsorpcji do powierzchni czesto
indukuje zmiany w konformaciji biatka [138] lub prowadzi do przyjecia réznych orientacji
jego molekuty. [139] Biatka moga sie ukfadac losowo lub orientowad sie preferencyjnie,
co ma wpltyw na zmniejszenie dostepnosci miejsc wigzacych na powierzchni, a tym
samym na obnizenie czutosci i selektywnosci przygotowanej warstwy biomolekularne;j.
Dotychczasowo najszerzej badanymi parametrami, ktére maja wptyw na przebieg
adsorpcji biatek, sg: temperatura, sita jonowa oraz pH buforu, interakcje biatko-biatko,
a takze wilasciwosci samej warstwy polimerowej takie jak hydrofobowos$¢ czy
chropowatosc¢. [29] Jednakze, biorgc pod uwage rosnaca liczbe syntetycznych polimeréw
stosowanych w biomedycynie, otwiera sie catkiem nowe pole badan nad wplywem
stereochemii polimeréw na ich wtasciwosci fizykochemiczne oraz biologiczne. [140]

W tym rozdziale pracy zostaty przedstawione systematyczne badania wptywu trzech
stereoregularnych form PtBMA na adsorpcje peptyddw i biatek, a takze interakcje warstw
polimerowych ze szczepami bakterii. Cienkie warstwy PtBMA o réznej taktycznosci
zostaty zbadane za pomocg szeregu technik takich jak: mikroskopia sit atomowych,
pomiary kata zwilzania, rentgenowska spektroskopia fotoelektrondw i spektrometria mas
jondw wtdrnych. Celem badan byto okreslenie topografii, energii powierzchniowej
i sktadu chemicznego przygotowanych podtozy. Nastepnie zostat zbadany proces
immobilizacji biatek z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, dzieki ktdrej
mozliwie byto okreSlenie efektywnosci immobilizacji. Ponadto zostata wykorzystana
technika ToF-SIMS w potgczeniu z analizg PCA w celu weryfikacji orientacji i konformacji
zaadsorbowanych biatek. Dodatkowo zostaty przeprowadzone pomiary XPS w celu
zweryfikowania ilosci zaadsorbowanych biatek oraz zastosowana zostata metoda
oznaczania fioletu krystalicznego do iloSciowego oznaczenia adhezji bakterii.

WPLYW STEREOREGULARNOSCI CIENKICH WARSTW POLI(METAKRYLANU
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3.2. Wykorzystane metody badawcze

3.2.1. Przygotowanie podtozy

W badaniach zostaty wykorzystane trzy polimery: ataktyczny (at-, Mn=523 x 103,
PDI=1,13), izotaktyczny (iso-, 493 x 103, PDI=1.,27, Iso > 85%) i syndiotaktyczny (syn,
Mn=443 x 103, PDI=1,1) poli(metakrylan tert-butylu) (PtBMA). Roztwory PtBMA byty
wylewane z toluenu (stezenie roztworu 15 mg/mL), na podtoza krzemowe, a nastepnie
zostata utworzona warstwa za pomocg metody spin-coatingu (predko$¢ powlekania w =
2200 obr./min). Po wytworzeniu warstw podtoza byty wygrzewane przez 1 godzine
w temperaturze 60°C.

3.2.2. Adsorpcja peptydow i biatek

W celu zbadania adsorpcji peptydéw do warstw PtBMA zostaty zakupione dwie sekwencje
peptydow RRKRRKRRKRRKRRKKHHKHHKHH (dodatnio natadowany peptyd, oznaczony
jako peptyd I sktadajacy sie z argininy (R), lizyny (K) i histydyny (H))
i DEEDDEEDDEEGGDDEEDDEEDDEE (ujemnie natadowany peptyd, oznaczony jako
peptyd II sktadajacy sie z kwasu asparaginowego (D) i glutaminowego (E)). Proces
adsorpcji peptydoéw zostat przeprowadzony poprzez umieszczenie kropli roztworu na
przygotowanej wczesniej cienkiej warstwie polimerowej, a nastepnie catos¢ byta
inkubowana przez 30 minut w warunkach normalnych. Nastepnie podtoza zostaty
przemyte buforem PBS, wodg dejonizowang oraz wysuszone pod strumieniem azotu.

Do zbadania adsorpcji biatek do warstw PtBMA o roznej taktycznosSci zostaty uzyte
albumina surowicy bydlecej (BSA), kozia immunoglobulina G (IgG), fibrynogen (FIB),
streptawidyna (Str) i owalbumina (OVA). Wszystkie te biatka byly znakowane
znacznikiem Alexa Fluor 488, ktory absorbuje niebieskie $wiatto (Asbs = 496 nm) i emituje
zielong fluorescencje (Aemit = 520 nm). Roztwory biatek o statym stezeniu réwnym 125
Mg/ml zostaty przygotowane przy uzyciu buforu fosforanowego (PBS, pH= 7,4). W celu
zbadania adsorpcji biatek, kropla roztworu biatka zostata umieszczona na warstwie
polimeru i utrzymywana w warunkach otoczenia przez okres inkubacji wynoszacy 30
minut. Nastepnie wszystkie prébki zostaty przemyte buforem oraz wodg destylowang
w celu usuniecia niezaadsorbowanych biatek i wysuszone pod strumieniem azotu.

Aby zweryfikowaé wptyw taktycznosci polimeru na orientacje biatek, kozie IgG zostato
zaadsorbowane na podtozach krzemowych pokrytych cienkimi warstwami PtBMA poprzez
zanurzenie w roztworze 1 mg/mL IgG w PBS, przez 30 minut. Po inkubacji prébki
dokfadnie przemyto buforem, wodg destylowang i wysuszono pod strumieniem azotu.
Dodatkowo, jako referencje zaadsorbowano do cienkich warstwach PtBMA fragmenty
F(ab). i Fc uzytych czasteczek IgG (o stezeniu 500 pug/mL w PBS).

3.2.3. Hodowla bakteryjna

Podczas badan zostaty wybrane dwa szczepy referencyjne: Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™ i Escherichia coli ATCC® 25922™. Szczepy byty hodowane w 3 mL
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buforze Bacto™ Tryptic Soy Broth (TSB) i inkubowane tlenowo przez 24 godziny
w temperaturze 37°C. Nastepnie hodowle bakterii zostaty rozcienczone w Swiezej
pozywce TSB do gestosci optycznej OD600 wynoszacej 0,5 , ktora odpowiada stezeniu
komdrek 3 x 108 CFU (jednostek tworzacych kolonie) zgodnym ze standardami
McFarlanda. Nastepnie hodowle bakterii ponownie zostaty rozcienczone w stosunku
1:100 w $wiezej pozywce TSB.

Badania nad adhezjg bakterii przeprowadzono wedtug obowigzujgcych protokotéw.
Poszczegdlne dotki sterylnych, polistyrenowych, 24-dotkowych, ptaskodennych ptytek do
hodowli tkankowych, w ktdrych umieszczono przygotowane wczesniej warstwy
polimerowe, zostaty wypetnione rozcienczong hodowlg bakterii (1000 pl na dotek). Pytki
hodowlane zostaty inkubowane przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Zawarto$¢
kazdego dotku zostata delikatnie odessana, a nastepnie przeptukana trzykrotnie 0,2 mL
buforu fosforanowanego w celu usuniecia nieprzylegajacych komoérek bakteryjnych.
Przylegajgce bakterie zostaty wybarwione 0,5% fioletem krystalicznym (CV). Nadmiar
barwnika zostat usuniety poprzez ptukanie w wodzie dejonizowanej. Po wysuszeniu,
powierzchnie probek zostaty zbadane z wykorzystaniem pomiaru absorbancji
zabarwionych, przylegajacych warstw bakterii; pomiar ten zostat odczytany przy dtugosci
fali 570 nm za pomoca czytnika ptytek Tecan Infinite® 200 PRO.

Hodowla bakteryjna oraz adhezja bakterii do cienkich warstw PtBMA zostata
przeprowadzona w ramach wspétpracy z prof. dr hab. Monikg Brzychczy-Wtoch oraz prof.
dr. hab. Tomaszem Gosiewskim z Katedry Mikrobiologii UJ CM.

3.2.4. Charakterystyka powierzchni

Pomiary energii powierzchniowej. Swobodna energia powierzchniowa warstw
polimerowych zostata okreSlona na podstawie pomiaréw statycznych katdw zwilzania
zmierzonych dla formamidu i dijodometanu. Pomiary zostaty przeprowadzone
w temperaturze pokojowej przy uzyciu metody siedzacej kropli (ang. sessile drop)
z wykorzystaniem urzadzenia Kruss EasyDrop (DSA15). Katy zwilzania zostaty okreSlone
jako $rednia z dziesieciu pomiaréw wykonanych w réznych miejscach na powierzchni
prébki. Nastepnie do obliczenia swobodnej energii powierzchniowej zostato zastosowane
podejscie analityczne wedtug modelu Kaelble-Owens-Wendt.

Mikroskopia fluorescencyjna. Adsorpcja biatek do powierzchni warstwach PtBMA
zostata zbadana przy uzyciu mikroskopu optycznego Olympus BX51, wyposazonego
w lampe halogenowg o mocy 100W, filtr U-MWIG2 i kamere typu DP72. Wszystkie
obrazy zostaty zarejestrowane dla wysuszonych probek przy uzyciu programu Cell*F. W
trakcie badan zostaty przeprowadzone dwie serie eksperymentalne i dla kazdej z nich
wykonano co najmniej pie¢ zdje¢ fluorescencyjnych dla kazdej prébki.

Mikroskopia sit atomowych (AFM). Obrazy AFM warstw polimerowych przed i po
adsorpcji BSA wykonano za pomocg mikroskopu Agilent 5500 pracujgcego
w trybie bezkontaktowym, wyposazonego w prébniki krzemowe o statej sprezystosci
okoto 2 N/m i czestotliwosci rezonansowej okoto 70 kHz. Obrazy AFM zostaty
przeanalizowane przy uzyciu oprogramowania Gwyddion, dzieki ktéremu zostata
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obliczona miara chropowatosci powierzchni (Root Mean Square RMS, $rednia obliczona
dla wysokosci wszystkich pikseli obrazu AFM).

Spektrometria masowa jonow wtornych czasu przelotu (ToF-SIMS).
Powierzchnie PtBMA analizowano przed i po adsorpcji peptydéw oraz biatek za pomoca
aparatu TOF.SIMS 5 wyposazonego w cieklo-metaliczne jonowe dziato bizmutowe
o energii 30 keV. Widma masowe zostaly zarejestrowane z co najmniej czterech réznych
nienaktadajgcych sie miejsc o rozmiarze 200 pm x 200 ym o wysokiej rozdzielczosci
masowej m/Am > 7300 zmierzonej dla sygnatu C4sHs* (m/z = 53). Aby zapewnic¢ warunki
trybu statycznego, gesto$¢ dawki zdeponowanej na powierzchni byfa nizsza niz 102
jonéw/cm? dla wszystkich probek. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) zostata
przeprowadzona w celu zbadania réznic w strukturze warstw PtBMA o rdznej
stereoregularnosci, jak réwniez w celu wykrycia wszelkich réznic w orientacji
i konformacji molekut biatka zaadsorbowanych na warstwach iso-, syn- i at- PtBMA.
Przed przystgpieniem do analizy, intensywnosci wybranych pikéw z widm jondéw
natadowanych dodatnio badz ujemnie zostaty znormalizowane do sumy ich
intensywnosci, a nastepie wysrodkowane.

Rentgenowska spektroskopia fotoelektronow (XPS). W celu identyfikacji
pierwiastkow wchodzacych w skiad prdbki jak i oszacowania ich koncentracji zostata
przeprowadzona analiza XPS za pomocg systemu PHI VersaProbell Scanning XPS.
Zostata wykorzystana lampa Al i promieniowanie z linii Ka o energii 1486.6 eV. Detektor
zostat ustawiony pod katem 45°, a energia przejécia w analizatorze zostata ustawiona
na 46,95 eV w celu uzyskania widm o wysokiej rozdzielczosci energetycznej dla regionéw
C1s, N 1s, O 1si Si 2p. Wszystkie widma XPS zostaty wykalibrowane wzgledem piku C1s
o0 energii 2848,8 eV dla niesfunkcjonalizowanego, nasyconego wegla (C-C). Analiza widm
zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania PHI MultiPeak. Pomiary XPS
zostaly wykonane w ramach badania zleconego przez dr. Mateusza M. Marca z
Akademickiego Centrum Materiatow i Nanotechnologii AGH.

3.3.  Wyniki

3.3.1. Charakterystyka powierzchni cienkich warstw
polimerowych

Wiasciwosci polimeru zalezg nie tylko od rodzaju monomeru wchodzacego w jego skiad,
ale takze od struktury drugorzedowej i trzeciorzedowej. Dlatego tez poprzez zmiane
stereochemii wigzania mozna zmieni¢ wtasciwosci fizykochemiczne powierzchni cienkiej
warstwy polimerowej, takie jak chropowato$¢, energia swobodna czy zwilzalnosc.
Dlatego W pierwszej kolejnosci (przed badaniami oddziatywan
z biomolekutami) cienkie warstwy PtBMA o roznej taktycznosci zostaty zbadane za
pomocg technik: AFM, XPS, pomiaréw kata zwilzania i ToF-SIMS.
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Obrazy AFM nie wykazaty Zzadnych rdznic chropowatoséci warstwy w zaleznosci od
taktycznosci polimeru. Warto$¢ RMS warstw polimerowych dla wszystkich taktycznosci
(Rysunek 3.1.) byta poréownywalna i wskazywata na bardzo gtadkie powierzchnie
(~0,2 nm). Ponadto, badania XPS nie wykazaty réznic w skfadzie pierwiastkowy, a sktad
C i O wynosi okoto ~80% i ~20% (Tabela 3.1.) dla wszystkich warstw, co jest zgodne
z teoretycznie przewidywanym stosunkiem 8:2 w oparciu o strukture PtBMA i literature.
[141]

at-PtBMA iIso-PtBMA

Cesa= 0 pg/mL

C.,= 100 pg/mL

RMS = 0.57 nm RMS = 0.59 nm RMS = 0.54 nm

Rysunek 3.1. Obrazy topografii powierzchni warstw at-, iso- i syn-PtBMA przed (a-c) i po adsorpcji (d-f)
biatka wraz z wartoscig chropowatosci warstw.,

Tabela 3.1 Sktad C, N i O dla powierzchni warstw at-, iso- i syn-PtBMA.

Koncentracja [%]
C N o
at-PtBMA | 80,5(0,1) | 0,0(0,1) 19,5(0,1)
iso-PtBMA | 80,1 (0,1) | 0,1(0,1) | 19,8 (0,1)
syn-PtBMA | 80,7 (0,8) | 0,2(0,2) | 19,1(0,5)

W celu wykrycia subtelnych réznic w chemii powierzchni warstwy polimerowej
zwigzanych z ekspozycja grup chemicznych faincucha polimerowego zastosowano
metode ToF-SIMS w potgczeniu z PCA (Rysunek 3.2.). [142] Zbiér danych wykorzystany
do wielowymiarowej analizy PCA zostat utworzony przez sygnaty jondw dodatnich
odpowiadajgce fragmentom tancucha PtBMA, ktore zostaty wyszczegdlnione w bibliotece
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widm oprogramowania SurfacelLab (z wytgczeniem pikow, ktdrych intensywnos¢ zostata
wysycona w detektorze, np. CsHqe*) — wybrane sygnaly zostaty przedstawione w Tabeli

3.2.

Tabela 3.2. Sygnaty ToF-SIMS wraz z masami, ktore zostaty wybrane do analizy gtownych sktadowych na
podstawie spektrum masowego cienkich warstw PtBMA.

sygnat | masa (u) | sygnat | masa (u) | sygnat | masa (u)
CHy* 26,0148 | C4HoO* | 73,0693 | CeHsO.* | 112,0543
CoHs* 27,0230 | GsHsO* | 81,0335 | CeHoO.* | 113,0605
CHO* 29,0018 | CsHeO* | 82,0418 | CsHi002* | 114,0686
CoHs* 29,0393 | C4Hs0,* | 83,0135 | C/HeO.* | 125,0604
CH;0* 31,0177 | GsH;O* | 83,0494 | CH1002* | 126,0687
GsHs* 39,0226 | CsHsO* | 84,0557 | GHu10.t | 127,0833
GHs* 41,0389 | C4HsO,* | 85,0276 | C/H1,0,* | 128,0873
CHsO* 43,0187 | CsHsO* | 85,0664 | CoH:i:O* | 135,0827
CHs0* 45,0342 | C4HeO* | 86,0389 | CgH1:10* | 139,0771
CsHs* 53,0386 | C4H,0.* | 87,0430 | C/HsOs* | 140,0467
C4H,* 55,0548 | C4HsO," | 88,0527 | C/HsOs* | 141,0507
CsHsO* 57,0401 | GCeH,O* | 95,0490 | CsHi30.* | 141,1026

CHs02* 59,0122 | CeHsO* | 96,0561 | CioH130* | 149,1003
GCsH,0* 59,0505 | CeHsO* | 97,0691 | CoH11O* | 151,0776
C4H50* 67,0148 | CeH10O" | 98,0723 | CoH130,* | 153,0969
CsH7* 67,0543 | CsH,0. | 99,0475 | CGH1004* | 158,0639
C4H4O* 68,0260 | CeH:110" | 99,0874 | CoH1:03* | 167,0781
C4HsO* 69,0339 | CsHgO.* | 100,0547 |CioHisO2*| 167,1325
C4HsO* 70,0406 CgHii* | 107,0868 | CioHi30* | 173,0949
C4H,0* 71,0496 | C/HoO* | 109,0660 | CioHisO* | 175,1137
C4HsO* 72,0594 | CeH;,O," | 111,0424 |Ci1H140s5*| 226,0807

Przeprowadzona analiza PCA pokazuje, ze gtowny kierunek nieskorelowanych zmian
(PC1) wyraznie rozdziela punkty pomiarowe dla warstwy iso-PtBMA od at-PtBMA i syn-

PtBMA (Rysunek 3.2a).

Na podstawie wykresu wspotczynnikéw wkiadu od

poszczegdlnych sktadowych (/oadings) (Rysunek 3.2b) mozna stwierdzi¢, ze rdznice
miedzy taktycznos$ciami wynikajg z obecnosci jondw wtérnych C;H;0*, C4HsO*, C4HoO" i
CeH,0,* stanowigcych fragmenty PtBMA zwigzane z grupami estrowymi oraz jonow
CsHs*, GsHs*, CsHy*, C4H;0,*, CsHii* bedacych gtdwnie fragmentami grup alkilowych
tancucha polimerowego. Jony te i ich powigzanie ze strukturg tancucha polimerowego
zostaty zaznaczone na Rysunku 3.3.
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Rysunek 3.2. Wykres wspotrzednych obserwacji PC1 (a) i odpowiadajacy mu wykres wspotczynnikow wktadu
od poszczegolnych sygnatow (b) z analizy PCA widm masowych ToF-SIMS zarejestrowanych dla warstw

ataktycznego (niebieskie kofa), izotaktycznego (czerwone kwadraty) oraz syndiotaktycznego (zielone
trajkaty) PtBMA.
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Rysunek 3.3. Schematyczne przedstawienie fragmentacji faricucha PtBMA.
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Dodatkowo, analiza PCA sygnatdw wybranych dla widm ToF-SIMS jondw ujemnie
natadowanych réwniez wyraznie rozdzielita punkty pomiarowe zebrane dla warstwy iso-
PtBMA od punktéw pochodzacych z pomiaréow warstw at- i syn- PtBMA (Rysunek 3.4.).
Odpowiadajacy wykres tadunkéw(/oadings) (Rysunek 3.4b) pokazuje, ze fragmenty
grup alkilowych (Cy, C;H i C37) sg charakterystyczne dla warstw at- i syn-PtBMA, podczas
gdy fragmenty grup estrowych (CHOz, C;HsO i C;HsO") [143] sg reprezentatywne dla
iso-PtBMA.
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Rysunek 3.4. Wykres wspdtrzednych obserwacji (scores) PCI (a) i odpowiadajagcy mu wykres
wspotczynnikow wktadu od poszczegdinych sygnatow (loadings) (b) z analizy PCA dla negatywnych
sygnatow ToF-SIMS zarejestrowanych dla warstw izotaktycznego (czerwone kwadraty), ataktycznego
(niebieskie kofa) oraz syndiotaktycznego (zielone trdjkaty) PtBMA.

Poniewaz XPS nie ujawnit zadnych rdznic w sktadzie pierwiastkowym i biorgc pod uwage,
ze gtebokos$¢ probkowania ToF-SIMS jest ograniczona do najbardziej zewnetrznych
obszaréw podtoza (~1-1,5 nm), rdznice w skfadzie chemicznym powierzchni wykryte
przez PCA sg zwigzane z ekspozycjg grup chemicznych tancucha polimerowego.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze dla warstw iso-PtBMA grupy estrowe sg
eksponowane na powierzchni, w przeciwienstwie do warstw at-PtBMA i syn-PtBMA, gdzie
grupy estrowe znajdujg sie gtebiej w warstwie polimerowej i sg ,przykryte” tancuchem
gtéwnym polimeru.

Orientacja réznych grup chemicznych w warstwie polimerowej moze prowadzi¢ do
modyfikacji wiasciwosci powierzchniowych. W zwigzku z tym dla wszystkich warstw
zostata wyznaczona swobodna energia powierzchniowa (SFE), jak rdwniez jej sktadowe
polarne i dyspersyjne (bazujgc na pomiarach katéw zwilzania kropli dla formamidu
i dijodometanu). Wartosci otrzymanych katéw zwilzania zostaty przeanalizowane metoda
analityczng Kaelble-Owens-Wendt, ktorej wyniki przedstawiono w Tabeli 3.3. [132]
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Tabela 3.3. Swobodna energia powierzchniowa oraz jej sktadowa dyspersyjna i polarna dla at-, iso- i syn-
PLtBMA.

Skiadowa Skitadowa Swobodna energia
dyspersyjna polarna powierzchniowa
[mN/m] [mN/m] [mN/m]
iso-PtBMA 25,5(0,8) 2,60 (0,01) 28,1 (0,8)
at-PtBMA 27,5 (1,7) 2,35 (0,06) 29,8 (1,7)
syn-PtBMA 27,4 (1,6) 2,24 (0,07) 29,6 (1,7)

Wyniki przedstawione w powyzszej tabeli nie wykazujg zauwazalnej réznicy miedzy
obliczonymi SFE dla wszystkich analizowanych warstw polimerowych. Co wiecej,
sktadowe dyspersyjne sg poréwnywalne dla wszystkich polimeréw w ramach
oszacowanych niepewnosci. Jednakze mozna zaobserwowac niewielkie rdéznice dla
sktadowej polarnej SFE. Dla iso-PtBMA warto$¢ czeSci polarnej jest wieksza
w poréwnaniu do warstw at-PtBMA i syn-PtBMA, co koreluje z wynikami analizy PCA
danych ToF-SIMS i potwierdza powierzchniowg akumulacje polarnych estrowych grup
funkcyjnych. [144]

3.3.2. Adsorpcja peptydow do warstw polimeréow
o roznej taktycznosci

W kolejnym etapie badan nad wiasciwosciami warstw PtBMA o rdznej taktycznosci
zostata zbadana adsorpcja dwdch rodzajow peptyddéw skiadajacych sie wytacznie
z aminokwaséw zasadowych (peptyd I) lub aminokwaséw o charakterze kwasowym
(peptyd II). Po inkubacji warstw polimerowych w roztworach peptyddéw, na widmach
ToF-SIMS mozna zaobserwowac serie sygnatdw charakterystycznych dla peptyddw.
Rysunek 3.5. przedstawia znormalizowane natezenia reprezentatywnych jondw
wtornych CsHiaN* i C4H1oNs*™ pochodzacych odpowiednio od lizyny (Lys) i argininy (Arg)
obecnych w peptydzie I oraz jonéw CsHioN* i CsHsNO* charakterystycznych dla kwasu
glutaminowego (Glu) wchodzacego w skfad peptydu II. [145] Bezposrednia analiza
Rysunku 3.4 pokazuje, ze ilos¢ dodatnio natadowanego peptydu I zaadsorbowanego na
powierzchni warstwy polimerowej jest najwieksza dla iso-PtBMA, w poréwnaniu do at-
i syn- PtBMA. Z kolei adsorpcja ujemnie natadowanego peptydu II na warstwie iso-PtBMA
byta znacznie mniejsza niz w przypadku warstw at- i syn- PtBMA. Obserwacje te
wskazujg, ze ekspozycja polimerowych grup estrowych na powierzchni warstw iso-PtBMA
sprzyja przycigganiu aminokwasow z H-donorowymi tancuchami bocznymi i odpychaniu
ujemnie natadowanych Asp i Glu w wyniku oddziatywan elektrostatycznych z tlenem
w polarnych grupach estrowych. Ponadto, przedstawione wyniki sg zgodne z wynikami
uzyskanym przez grupe profesora T. Serizawy, gdzie peptydy bogate w reszty
zawierajgce arginine wykazywaly wieksze powinowactwo do izotaktycznego PtBMA.
[146]
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Rysunek 3.5. Znormalizowane intensywnosci sygnatow ToF-SIMS reprezentacyjnych dla peptydu I (a-b) oraz
dla peptydu II (c-d) zebrane dla warstw PtBMA z rozng taktycznoscia przed i po adsorpcji peptydow
(* istotnie statystycznie roznice miedzy grupami, p<0,05)

3.3.3. Adsorpcja bialek do warstw PtBMA o rodznej
taktycznosci

W kolejnym kroku zostat oceniony wptyw taktycznosci polimeru na adsorpcje biatek,
ktdre sg bardziej ztozonymi czgsteczkami niz peptydy. Liczne badania nad zjawiskiem
adsorpcji biatek wskazujg na ztozono$¢ tego procesu i opisujg wiele rdéznych
mechanizmdéw i sit dziatajgcych miedzy biatkiem a powierzchnig, w tym: silty
elektrostatyczne i van der Waalsa, a takze oddziatywania hydrofobowe. Adsorpcja biatek
zalezy od wielu réznych oddziatywan biatko-powierzchnia, a niektére z nich mogg byc
ttumione lub wzmacniane poprzez zmiane stereochemii polimeru. W konsekwenciji, ilos¢
zaadsorbowanych biatek, jak réwniez ich orientacja i konformacja, moze byc
kontrolowana.

3.3.3.1. Ilos¢ zaadsorbowanego biatka do cienkich warstw
PtBMA

Aby okresli¢ wptyw stereoregularnosci polimeru na adsorpcje biatek, wybrano piec

modelowych biatek o réznych rozmiarach, ksztattach i punktach izoelektrycznych, tj.

albumina surowicy bydlecej (BSA), kozie przeciwciato IgG, fibrynogen (Fib),

streptawidyna (STR) i owalbumina (OVA), gdzie wszystkie byty znakowane barwnikiem
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Alexa Fluor 488. Ilo$¢ biatek zaadsorbowanych na powierzchni zostata oszacowana za
pomocg mikroskopii fluorescencyjnej i analizy pofilosciowej z wykorzystaniem miar
Minkowskiego. Otrzymane wyniki wzglednej ilosci biatek zaadsorbowanych do cienkich
warstw PtBMA o rdéznej taktycznosci zostaty przedstawione na Rysunku 3.6.
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Rysunek 3.6. Wzgledna ilos¢ zaadsorbowanych biatek: surowiczej albuminy wotowej (a), fibrynogenu (b),
IgG (c), owalbuminy (d) oraz streptawidyny (e) do cienkich warstw ataktycznego, izotaktycznego i
syndiotaktycznego PtBMA.

Bezposrednie badania obrazdéw fluorescencyjnych zarejestrowanych dla wszystkich
analizowanych biatek nie wykazaty zmian intensywnosci fluorescencji, ktdra jest
proporcjonalna do ilosci zaadsorbowanych biatek na at-, iso- oraz syn- PtBMA, co
wskazuje, ze taktycznos$¢ tego polimeru nie wplywa na ilos$¢ zaadsorbowanych biatek.
Ponadto, badania AFM (Rysunek 3.1.d-f) wykazaty, ze dla wszystkich rodzajow warstw
PtBMA czasteczki BSA sg rozmieszczone jednorodnie i nie s3 obserwowane rdznice
w strukturze warstw biatkowych.

W kolejnym kroku zostat przeprowadzony dodatkowy eksperyment majacy na celu ocene
czy stezenie biatka w roztworze ma wptyw na jego adsorpcje do cienkiej warstwy PtBMA
o réznej taktycznosci. W tym celu wzgledna iloS¢ nieznakowanego lizozymu i IgG
zaadsorbowanego z roztworu o réznym stezeniu biatka (do 4,5 mg/ml) zostata
oszacowana za pomocg XPS. Poniewaz sygnat N 1s XPS jest charakterystyczny dla biatek
i nie wystepuje w warstwie polimerowej (Tabela 3.1.), stezenie atomowe azotu mozne
zostac przyjete jako wzgledna ilo$¢ zaadsorbowanego biatka. Dane przedstawione na
Rysunku 3.7 nie wykazujg zadnych réznic w ilosci molekut biatka zaadsorbowanych na
warstwie polimerowej o roznej taktycznosci dla wszystkich stezen biatka w roztworze
i sg zgodne z wynikami uzyskanymi przy uzyciu pd&tilosciowej analizy obrazéw
fluorescencyjnych.
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Rysunek 3.7. Procentowa koncentracja azotu na powierzchni iso- (czerwone kwadraty), at- (niebieskie kdtka)
oraz syn- (Zielone trdjkaty) PtBMA po adsorpcji lizozymu (a) oraz IgG (b) przedstawiona w funkcji stezenia
biatka w roztworze PBS.

3.3.3.2. Wplyw taktycznosci cienkich warstw polimeréw na
orientacje i konformacje zaadsorbowanych biatek

Innym waznym aspektem interakcji biatko - podtoze jest orientacja i konformacja
zaadsorbowanych molekut biatka. Oddziatywania biatko-podioze mogg byc¢
modyfikowane przez rézne wiasciwosci powierzchni polimeru powigzane z orientacjg
roznych grup chemicznych. Biatka sg zazwyczaj molekutami asymetrycznymi i tylko
w wyjatkowych przypadkach wykazujg ksztatt kulisty. Modelowym przyktadem moze byc¢
BSA i IgG, ktéra majg specyficzne ksztatty (Podrozdziat 2.1.2.1. oraz 2.1.2.2.).
W przypadku IgG orientacja zaadsorbowanego biatka jest niezwykle istotna, poniewaz
ma duzy wptyw na aktywnos$¢ immunoglobuliny. Aby zweryfikowaé wptyw ekspozycji
roznych grup chemicznych na powierzchni warstw PtBMA (zwigzanych z jego
taktycznoscig) na dominujgca orientacje i konformacje zaadsorbowanych biatek, zostata
przeprowadzona analiza ToF-SIMS warstw BSA, a takze IgG i jej fragmentow
(F(ab): i Fc) zaadsorbowanych na iso-, syn- i at- PtBMA. Przy przeprowadzaniu tego typu
badan, nalezy pamietaé, ze technika ToF-SIMS dziata w warunkach ultrawysokiej prozni,
dlatego badane warstwy biatek byty odwodnione, a struktura biatek mogta ulec zmianie.
Jednakze poréwnanie orientacji biatek lub stopnia denaturacji na réznych prébkach byto
nadal mozliwe [126,139], poniewaz wszystkie badane powierzchnie to PtBMA, a zatem
wszelkie zmiany w strukturze biatka indukowane przez odwodnienie powinny byc¢
podobne dla tych powierzchni, ktdre rdznig sie jedynie taktycznoscia. [147]

W pierwszej kolejnosci zostaty wykonane pomiary 69 widm dla warstw at-, iso- i syn-
PtBMA z zaadsorbowanymi molekutami IgG oraz domenami Fc i F(ab),, a nastepnie
zostata przeprowadzona analiza PCA w oparciu o 28 fragmentédw jondw dodatnich
(wymienionych na Rysunku 3.8b) [145], pochodzacych wytacznie od aminokwasow. Jak
pokazano na Rysunku 3.8.a, pierwsza gtdwna sktadowa (PC1), ktéra obejmuje 74,10%
catkowitej wariancji, rdznicuje widma zarejestrowane z warstw PtBMA
z zaadsorbowanymi domenami Fc (charakteryzujgcymi sie dodatnimi wartosciami PC1)
i F(ab), (charakteryzujgcymi sie ujemnymi warto$ciami). Analiza wykresow /foadings
pokazuje, ze jony charakterystyczne dla dodatnich wartosci PC1 pochodzg od
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aminokwasow, takich jak arginina, prolina, histydyna i fenyloalanina, ktére s3
charakterystyczne dla domeny Fc koziego przeciwciata IgG. Z kolei jony pochodzace od
aminokwasow takich jak alanina, seryna, walina, treonina i tryptofan fadujg PC1
w kierunku ujemnym, wskazujgc, ze sg one bardziej charakterystyczne dla domeny
F(ab),. [148] Pomimo faktu, ze doktadna sekwencja aminokwasowa domeny F(ab),
zastosowanego przeciwciata nie zostata okreslona, uzyskany zestaw charakterystycznych
aminokwasow jest zgodny z ostatnimi badaniami ToF-SIMS dla koziego przeciwciata IgG
oraz z sktadem aminokwasowym innych czgsteczek IgG1. [149]
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Rysunek 3.8. Analiza orientacji IgG za pomoca PCA danych ToF-SIMS. (a) Wykres wspotrzednych obserwacji
PCI jonow dodatnich z widm ToF-SIMS zebranych dla fragmentow Fc (petne kotka) i F(ab)2 (petne
kwadraty) a takze dla catej molekuty IgG (otwarte trdjkaty), zaadsorbowanych na warstwach at-PtBMA
(niebieskie symbole), iso-PtBMA (czerwone symbole) i syn-PtBMA (zielone symbole). (b) Wykres
wspotczynnikow wktadu od poszczegoinych sygnatow PC1 odpowiadajacy wykresowi srednich wartosci
sktadu pokazanemu w (a). (istotne rdznice w Srednich wartosciach wspotrzednych obserwacji na PCI
okreslono za pomoca testu ANOVA, p < 0,05, oznaczone symbolem gwiazaki *).

Aby okresli¢ dominujgca orientacje czasteczek IgG zaadsorbowanych do warstw PtBMA
o réznej stereoregularnosci, mozna rozwazyc¢ srednig warto$¢ wspotrzednych obserwacji
na PC1. Jak pokazano na Rysunku 3.8.a, punkty danych reprezentujgce pomiary warstw
PtBMA z zaadsorbowanymi catymi molekutami IgG charakteryzujg sie ujemnymi
wartosciami Sredniej wartosci wspdtrzednej obserwacji (scores) na PC1, co wskazuje na
ekspozycje fragmentu F(ab), i dominujacg orientacje end-on (domena F(ab).
wystawiony w gore) molekut IgG. Dodatkowo, Srednie wartosci scores na PC1 dla probek
z IgG zaadsorbowanymi do warstw iso-PtBMA sg wyzsze niz dla tych zaadsorbowanych
na at- lub syn- PtBMA. Istotna rdznica wystepujaca dla scores na PC1 pomiedzy grupg
punktéw danych odpowiadajgcych IgG zaadsorbowanym na iso-PtBMA a grupg punktow
danych odpowiadajgcych temu samemu biatku zaadsorbowanemu na syn-PtBMA zostata
potwierdzona testem ANOVA przy poziomie wspdtczynnika istotnosci réwnemu 0,05.
Przeprowadzona do tej pory analiza nie jest rozstrzygajgca jesli chodzi o warstwy IgG na
at-PtBMA ze wzgledu na znacznie wieksze rozproszenie punktéw danych. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze wieksza cze$¢ molekut IgG podczas procesu adsorpcji do iso-PtBMA
przyjmuje nieaktywng orientacje head-on (domena Fc zwrdcona do géry) w poréwnaniu
do warstw wykonanych z at- i syn-PtBMA. Obserwacja ta zostata potwierdzona przez
badanie  mikroskopii  fluorescencyjnej skutecznoSci  wigzania antygenu do
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zaadsorbowanych molekut IgG (Rysunek 3.9.). Uzyskane wyniki wykazaty nizszg
aktywnos¢ biologiczng warstw IgG przygotowanych na warstwie iso-PtBMA w
porownaniu do warstw at- i syn-PtBMA, co wigze sie z wyzszym udziatem nieaktywnej
orientacji head-on dla molekut IgG zaadsorbowanych do warstwy iso-PtBMA.
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Rysunek 3.9. (a) Schemat procedury weryfikacji orientacji IgG zaadsorbowanego na powierzchni PtBMA.
Kolejne etapy polegaty na adsorpcji IgG (krdliczego IgG) z roztworu o stezeniu 100 Lg/ml, blokowaniu
roztworem BSA o stezeniu 10 mg/mL i ekspozycji na roztwor antygenu znakowanego fluorescencyjnie (kozie
przeciwciato IgG) o stezeniu 25 Lig/mlL. Struktury czasteczek biatek zostaty wykreslone przy uzyciu narzedzi
graficznych z Protein Data Bank (b) Wykres intensywnosci fluorescencji znakowanego fluorescencyjnie
antygenu (kozie przeciwciato 1gG) po zwigzaniu ze wstepnie zaadsorbowanym anty-IgG (immunoreakcia)
na warstwach PtBMA (* istotnie statystycznie roznice miedzy grupami, p < 0,05).

W dalszej czesci badan zostaty przeprowadzone pomiary ToF-SIMS wsparte analizg PCA
w celu zbadania zachowania molekut BSA zaadsorbowanych na cienkich warstwach
polimeru PtBMA o rdznej stereoregularnosci. Jak wida¢ na Rysunku 3.10.a PC2 opisuje
32.16% wariancji i odroznia BSA zaadsorbowane do iso-PtBMA (wartosci dodatnie na
PC2) od BSA zaadsorbowanego na at- i syn- PtBMA, ktdre posiadajg ujemne wartosci na
PC2. Analiza tadunkdéw (wspdtczynnikow wkiadu od poszczegdinych sygnatéw) dla PC2
(Rysunek 3.10b) pokazuje, ze dodatnie wspdtczynniki dla PC2 sg zwigzane z fragmentami
argininy i kwasu glutaminowego, podczas gdy ujemne wspdtczynniki na PC2 s3
spowodowane jonami pochodzacych z histydyny, alaniny i fenyloalaniny.
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Rysunek 3.10. Zmiany konformacji BSA wykryte za pomocg PCA danych ToF-SIMS. (a) wykres
wspotrzednych obserwacji PC2 dla jonow dodatnich z widm ToF-SIMS BSA zaadsorbowanego na warstwach
iso-PtBMA (czerwone kwadraty), at-PtBMA (niebieskie kotka) i syn-PtBMA (zielone trdjkaty). (b) Wykres
wspotczynnikow wkitadu od poszczegdinych sygnatow dla PC2 odpowiadajacy wykresowi wspotrzednych
obserwacji pokazanemu w (a).

BSA jest biatkiem w ksztalcie serca i skfada sie z trzech domen (albumina I, albumina II,
albumina III) gdzie kazda z nich ma rézny sktad aminokwasowy. Aby mozna byto
okresli¢, czy obserwowane rdznice sy zwigzane ze zmianami orientacji BSA
indukowanymi przez podtoze, zostata przeprowadzona analiza struktury czasteczki BSA
(4F5S z Protein Data Bank) oraz sktadu aminokwasowego dla wszystkich trzech domen.
Wyniki tej analizy wykazaty, ze albumina I, w poréwnaniu do albuminy II i albuminy III,
jest bogata w histydyne (8 w poréwnaniu 6 i 3) i fenyloalanine (11 w poréwanku 7 i 9).
Z kolei alanina czesciej wystepuje w albuminie II (21) niz w przypadku albuminy I czy
III (odpowiednio 13 i 11). Tak wiec analiza aminokwaséw zlokalizowanych
w zewnetrznych, eksponowanych rejonach warstwy biatka zaadsorbowanego do warstw
at- i syn- PtBMA nie sugeruje zadnej preferencyjnej orientacji BSA. Co wiecej, ilos¢
argininy (6, 9, 8) i kwasu glutaminowego (21, 19, 19), charakterystycznych dla
zewnetrznych regiondw BSA osadzonej na powierzchni iso-PtBMA, jest poréwnywalna
dla wszystkich domen. Pokazuje to, ze roznice w strukturze warstwy BSA wykryte przez
analize PCA nie sg zwigzane z rdzng orientacja molekut BSA zaadsorbowanych na
powierzchni polimeréw o réznej stereoregularnosci.

Innym waznym zjawiskiem zachodzacym podczas adsorpcji biatek sg zmiany
konformacji. W wyniku oddziatywan miedzy molekutami biatka a powierzchnig, molekuty
mogg denaturowac i odstania¢ hydrofobowe aminokwasy, ktdre sg zwykle ukryte gtebiej
w strukturze biatka. [150] Aby sprawdzi¢, czy rdéznice w strukturze zaadsorbowanego
biatka wskazane przez PCA s3g zwigzane z denaturacjg BSA, zostata zastosowana metoda
analizy, w ktdérej wzgledna miara hydrofobowosci tancuchéw bocznych aminokwasdéw
zostata zdefiniowana jako roznica w czasie retencji Atg, wzgledem peptydu glicyny [151]
i zostata wykresSlona wzgledem tadunkéw na PC2 (Rysunek 3.11.a). Uzyskany wykres
wyraznie pokazuje korelacje miedzy wspodtczynnikami wktadu od poszczegdinych
sygnatéw na PC2 a wzgledng miarg hydrofobowosci faricuchdw bocznych aminokwaséw.
Aminokwasy, zidentyfikowane jako wystepujace w zewnetrznych regionach warstwy BSA
na iso-PtBMA (dodatnie wspdtczynniki na PC2), jak rowniez na cienkich warstwach at-
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i syn- PtBMA (ujemne wspdtczynnik PC2), sg odpowiednio bardziej hydrofilowe (Atz < 0)
lub bardziej hydrofobowe niz w przypadku glicyny (Atrz > 0).

Rozktad aminokwasow:
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Rysunek 3.11. a) Hydrofobowosc taricuchow bocznych aminokwasow zdefiniowana jako roznica w czasie
retencji (Atz) w odniesieniu do peptydu glicyny wykreslona wzgledem wartosci wspotczynnikow wktadu od
poszczegoinych sygnatow na PC2 dla BSA zaadsorbowanego na cienkich warstwach PtBMA. (b) Rozktady
alaniny (czerwony), histydyny (niebieski) i fenyloalaniny (czarny) (b, d) na powierzchni i (c, e) w strukturze
czgsteczki BSA.

Aby potwierdzi¢ te obserwacje, zobrazowano potozenie hydrofobowej alaniny, histydyny
i fenyloalaniny w strukturze molekuty BSA. Na Rysunku 3.11.b-e przedstawiona jest
struktura BSA z zaznaczong pozycjg alaniny (czerwone kulki), histydyny (niebieskie kulki)
i fenyloalaniny (ciemnoszare kulki). Poréwnanie rozktadu tych aminokwaséw na
powierzchni z wnetrzem molekuty BSA wyraznie pokazuje, ze wiekszo$¢ z nich jest ukryta
gtebiej w strukturze biatka, wiec nie sg one fatwo dostepne dla jondw pierwotnych ToF-
SIMS. Wskazuje to na, wywotane oddziatywaniem z podtozem, modyfikacje konformacji
BSA i ekspozycje hydrofobowych aminokwasdw, ktére zwykle znajdujg sie we "wnetrzu"
struktury czagsteczki biatka, dla BSA zaadsorbowanego na at- i syn- PtBMA.

Analogiczne analiza zostata przeprowadzona réwniez dla molekut IgG. W tym celu
wzgledna miara hydrofobowosci fancuchéw bocznych aminokwaséw zostata wykresSlona
wzgledem wspdtczynnikédw wkiadu od poszczegolnych sygnatow na PC1 uzyskanych
podczas analizy zestawu danych IgG (Rysunek 3.12.). Przedstawiony wykres wyraznie
pokazuje, ze nie mozna wskazac zadnej korelacji zwigzanej ze zmianami konformacji
zaadsorbowanych czasteczek IgG. Zatem rdznice w sktadzie najbardziej zewnetrznego
obszaru zaadsorbowanej warstwy IgG ujawnione przez PCA (Rysunek 3.8.) sg zwigzane
z rdzng orientacjg przeciwciat wywotang taktycznoscig warstwy polimerowej.
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Rysunek 3.12. Hydrofobowosc faricuchow bocznych aminokwasow zdefiniowana jako rozZnica w czasie
retencji (Atz) w odniesieniu do peptydu glicyny wykreslona wzgledem wartosci wspotczynnikow wktadu od
poszczegoinych sygnatow PC1 dla IgG adsorbowanych na cienkich warstwach PtBMA.

IgG i BSA rdznig sie pod wzgledem skiadu aminokwasowego, masy i tadunku
(w warunkach pH zblizonego do fizjologicznego), dlatego r6zne zachowanie tych biatek
na powierzchniach iso-, at- i syn- PtBMA wskazuje, ze przy opisie adsorpcji biatek do
powierzchni tych polimeréw nalezy wzig¢ pod uwage rozne rodzaje interakcji. Zmiany
w orientacji IgG mozna wyjasni¢ oddziatywaniem elektrostatycznym miedzy
czgsteczkami biatka a grupg estrowg polimeru. Fragmenty Fc i F(ab), majg rdézne
wartosci IEP i sg odpowiednio natadowane ujemnie i dodatnio, mimo ze catkowity
tadunek IgG jest bliski zeru (przy pH zblizonym do fizjologicznego). Zatem cata
czgsteczka IgG ma moment dipolowy skierowany od ujemnie natadowanego fragmentu
Fc do dodatnio natadowanego fragmentu F(ab),. Podobnie jak w przypadku peptyddw,
grupa estrowa iso-PtBMA wystawiona do powierzchni warstwy przycigga dodatnio
natadowane czesci czgsteczki. W rezultacie, czeS¢ molekut IgG zmienia swojg orientacje
z end-on na head-on podczas adsorpcji do iso-PtBMA w poréwnaniu do at- i syn- PtBMA.
Z kolei zmiane konformacji czasteczek BSA mozna wyjasni¢ oddziatywaniami
hydrofobowymi pomiedzy niepolarnymi fragmentami BSA, a niepolarnymi fragmentami
alkilowymi PtBMA (np. grupami alfa-metylowymi czy tancuchem gtdwnym PtBMA)
eksponowanymi na powierzchni at- i syn-PtBMA.

3.3.4. Adhezja bakterii do cienkich warstw PtBMA

Aby sprawdzi¢, czy orientacja grup chemicznych w warstwie polimerowej wykonanej
z polimeru o réznej taktycznosci ma jakikolwiek wptyw na interakcje z bardziej ztozonymi
systemami biologicznymi, oceniono adhezje bakterii do tych warstw. Do badan zostaty
wybrane dwa reprezentatywne typy bakterii: gram-ujemna Escherichia coli (ATCC
25922) i gram-dodatni Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Wyniki przedstawione na
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Rysunku 3.13 pokazujg, ze oba typy bakterii przyczepiajg sie do wszystkich powierzchni
PtBMA lepiej niz do powierzchni samego krzemu, ktéry stanowit prébke kontrolng (NTC).
Istniejg jednak pewne rdéznice miedzy bakteriami Gram-ujemnymi E£. coli i Gram-
dodatnimi S, aureus. W przypadku E. coli nie zostat zaobserwowany wptyw taktycznosci
polimeru i nie odnotowano znaczacej réznicy miedzy iloscig bakterii dla wszystkich
rodzajow PtBMA. Z kolei wiecej komérek S. aureus byto w stanie przyczepic sie do iso-
PtBMA w poréwnaniu do dwdch innych stereoregularnosci, gdzie nie zaobserwowano
roznic pomiedzy syn- i at- PtBMA.
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Rysunek 3.13. Ocena adhezji bakterii do warstw PtBMA o réznej taktycznosci.

W swojej publikacji profesor E.P. Ivanova wnioskuje, ze pomimo ujemnego tadunku
powierzchniowego netto niektdre rodzaje bakterii sg w stanie przyczepic sie do cienkich
warstw PtBMA. [152] Wnioski z tej pracy wskazujg, ze pozakomorkowe substancje
polimerowe (EPS) dziatajg jako gtdwny czynnik odpowiedzialny za przyczepianie sie
bakterii. Interakcja miedzy powierzchnig warstwy polimerowej, a bakteriami moze
wplywaé na ich aktywno$¢ metaboliczng, w wyniku czego komérki s w stanie
zainicjowac produkcje okreslonych EPS, ktore promujg przyczepianie sie bakterii. [152]
Jednak sktad zewnagtrzkomdrkowych substancji polimerowych moze rdzni¢ sie dla
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. W literaturze wykazano, ze u niektorych
bakterii Gram-dodatnich skfad chemiczny ich EPS moze by¢ nieco inny ze wzgledu na ich
gtéwnie kationowy charakter. Fakt ten moze wyjasniac wiekszg liczbe komorek S. aureus
przytgczonych do powierzchni iso-PtBMA, dla ktérych grupy estrowe faincucha
polimerowego sg eksponowane do S$rodowiska zewnetrznego, promujgc interakcje
z dodatnio natadowanymi czasteczkami, jak przedstawiono w przypadku dodatnio
natadowanych peptyddw.
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3.4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania ujawnity, ze orientacja grup chemicznych polimeru w cienkich
warstwach polimerowych indukuje zmiany na powierzchni; co ma ogromny wpltyw na
interakcje miedzy warstwg polimeru a materiatami biologicznymi. Orientacja grup
estrowych PtBMA do powierzchni zaobserwowana dla formy izotaktycznej silnie
zmodyfikowata ich oddziatywanie z peptydami, biatkami i bakteriami w poréwnaniu
z forma syndiotaktyczng i ataktyczng. Ekspozycja polarnych grup estrowych iso-PtBMA
sprzyja oddziatywaniom elektrostatycznym i wigzaniom wodorowym 2z dodatnio
natadowanymi peptydami. Jednak w przypadku bardziej ztozonych molekut, takich jak
biatka, nalezy wzig¢é pod uwage réwniez inne rodzaje interakcji. Oddziatywania
elektrostatyczne sg odpowiedzialne za orientacje molekut IgG, podczas gdy
oddziatywania hydrofobowe wptywajg na konformacje BSA. Co wiecej, bakterie Gram-
dodatnie S. aureus sg réwniez wrazliwe na ekspozycje grup chemicznych na powierzchni
warstwy polimerowej i w rezultacie wiecej komorek bakterii byto w stanie przyczepic sie
do warstw iso-PtBMA w poréwnaniu do dwdch innych stereoregularnosci.

Materiat przedstawiony w tym rozdziale wchodzi w sktad publikacji: N. Janiszewska,
J. Raczkowska, K. Grzegorczyk, M. Brzychczy-Wtoch, T. Gosiewski, M. M. Marzec, K.
Gajos, K. Awsiuk; Effect of poly(tert-butyl methacrylate) stereoregularity on polymer film
interactions with peptides, proteins and bacteria, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 210 (2022), 112248; DOI: 10.1016/j.colsurfb.2021.11478.
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ROZDZIAL 4

Zmiany w orientacji biatek wywotane
taktycznoscia poli(metakrylanu
metylu)

4.1. Wprowadzenie

Poli(metakrylan metylu) (PMMA) jest jednym z najczesciej wykorzystywanych polimeréw
syntetycznych w szeroko rozumianym przemysle z szczegdlnym naciskiem na
zastosowania biomedyczne. Biorgc pod uwage mozliwosci jakie daje PMMA, kluczowe
jest zrozumienie mechanizmdw interakcji miedzy polimerem a biomolekutami, zwtaszcza
z biatkami. Temat ten byt prezentowany przez Takeshi Serizawe, ktdrego badania
koncentrowaty sie na okreSleniu wptywu stereoregularnosci PMMA na iloSC biatka
zaadsorbowanego do powierzchni warstwy polimerowej. W swojej pracy wykazat, ze
wihasciwos¢ adsorpcji biatek do warstw PMMA jest silnie zalezna od warstwy,
a powinowactwo do izotaktycznego PMMA byto znacznie nizsze niz ich powinowactwo do
ataktycznego lub syndiotaktycznego PMMA. [153-155] Dodatkowo przeprowadzit
badania uwzgledniajgce zdolnoS¢ peptydéw do rozpoznawania subtelnych rdznic
pomiedzy strukturg stereoregularnych cienkich warstw polimerowych. [56,154] Pomimo
licznych prac nad wptywem stereoregularnosci PMMA na ilo$¢ zaadsorbowanego biatka,
aspekt zmian orientacji biatka podczas procesu adsorpcji zostat pominiety.

Dlatego tez ze wzgledu na brak tego typu badan dla PMMA, w tym rozdziale zostaty
przedstawione badania majgce na celu okreslenie wptywu taktyczno$ci PMMA na proces
adsorpcji biatek (w szczegdlnosci orientacji i konformacji molekut biatka). Tak jak
w przypadku PtBMA (Rozdziat 3) zostaty wykorzystane trzy formy stereoregularnosci
PMMA: izotaktyczna, ataktyczna i syndiotaktyczna, dla ktdrych zostata przeprowadzona
adsorpcja biatka. Cienkie warstwa PMMA zostaty zbadane za pomocg spektrometrii
masowej jonow wtdrnych, mikroskopii sit atomowych i pomiaréw kata zwilzania w celu
okreSlenia topografii jak i sktadu chemicznego powierzchni. Nastepnie dzieki
wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej zostata okreslona iloS¢ zaadsorbowanych
molekut biatka. Dodatkowo dzieki pomiarom ToF-SIMS potgczonym z analizg PCA
mozliwe byto okreslenie zmian w orientacji i konformacji zaadsorbowanych biatek.

4.2. Wykorzystane metody badawcze

4.2.1. Przygotowanie podtozy

W badaniach zostaty wykorzystane trzy polimery: ataktyczny (at-, Mn=50 x 103,
PDI=1,09), izotaktyczny (iso-, Mn=52,5 x 103, PDI=1,16, iso > 98%) i syndiotaktyczny
(syn, Mn=46 x 103, PDI=1,8) poli(metakrylan metylu) (PMMA). Roztwory PMMA byly
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wylewane z chlorobenzenu (stezenie roztworu 10 mg/mL), na krzem, a nastepnie zostata
utworzona warstwa za pomocg metody spin-coatingu (predkos¢ powlekania w = 2200
obr./min). Po wytworzeniu warstw podtoza byly wygrzewane przez 1 godzine
w temperaturze 60 °C.

4.2.2. Immobilizacja biatek

Do zbadania adsorpcji do warstw PtBMA o roznej taktycznosci zostaty uzyte albumina
surowicy bydlecej (BSA), kozia immunoglobulina G (IgG) i fibrynogen (FIB), wszystkie
ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 488. Roztwory biatek o stezeniu rownym:
80 pg/ml (BSA), 125 pg/ml (IgG) i 30 pg/ml (FIB), zostaty przygotowane przy uzyciu
buforu fosforanowego (PBS). W celu zbadania adsorpcji biatek, kropla roztworu biatka
zostata umieszczona na warstwie polimeru przez 30 minut. Nastepnie wszystkie prébki
zostaty przemyte buforem oraz wodg destylowang w celu usuniecia niezaadsorbowanych
biatek i wysuszone pod strumieniem azotu.

Wptyw taktycznosci polimeru na orientacje biatek potwierdzono poprzez adsorpcje
koziego IgG na podtozach krzemowych z cienkimi warstwami PMMA poprzez zanurzenie
w roztworze 1mg/ml IgG w buforze PBS przez 30 minut. Po inkubacji prébki dokfadnie
przemyto buforem, wodg destylowang i wysuszono pod strumieniem azotu. Ponadto,
fragmenty F(ab); i Fc uzytych czasteczek IgG (w stezeniu 500 pg/mL w PBS) zostaty
zaadsorbowane na cienkich warstwach PMMA w celach referencyjnych.

4.2.3. Charakterystyka powierzchni

Mikroskopia fluorescencyjna. Adsorpcja biatek do powierzchni warstwach PMMA
zostata zbadana przy uzyciu mikroskopu optycznego Olympus BX51, ktory jest
wyposazony w lampe halogenowg o mocy 100W, filtr U-MWIG2 i kamere typu DP72.
Wszystkie obrazy zostaty zarejestrowane dla wysuszonych prébek przy uzyciu programu
Cell~F. W trakcie badan zostaty przeprowadzone dwie serie eksperymentéw i dla kazdej
z nich wykonano co najmniej pie¢ zdje¢ fluorescencyjnych dla kazdej probki.

Pomiary energii powierzchniowej. Swobodna energia powierzchniowa warstw
polimerowych zostata okreSlona na podstawie pomiaréw statycznych katdw zwilzania
zmierzonych dla formamidu i dijodometanu. Pomiary zostaty przeprowadzone
w temperaturze pokojowej przy uzyciu metody kropli siedzacej z wykorzystaniem
urzadzenia Kruss EasyDrop (DSA15). Katy zwilzania zostaly okreSlone jako Srednia
z dziesieciu pomiaréw wykonanych w rdéznych miejscach na powierzchni prébki.
Nastepnie do obliczenia swobodnej energii powierzchniowej zostato zastosowane
podejscie analityczne wedtug Kaelble-Owens-Wendt.

Mikroskopia sit atomowych (AFM). Obrazy AFM warstw polimerowych wykonano za
pomocg mikroskopu Agilent 5500 pracujgcego w trybie bezkontaktowym, wyposazonego
w prébniki krzemowe o statej sprezystosci okoto 2 N/m i czestotliwosci rezonansowej
okoto 70 kHz. Obrazy AFM przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania Gwyddion,
dzieki ktdremu zostata obliczona miara chropowatosci powierzchni (RMS).
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Spektrometria masowa jonow wtornych (ToF-SIMS). Powierzchnie PMMA
analizowano przed i po adsorpcji biatek za pomocg aparatu TOF.SIMS 5 (ION-TOF
GmbH) wyposazonego w ciekto-metaliczne jonowe dziato bizmutowe o energii
30 keV. Zostaty zarejestrowane widma masowe, posiadajgce wysoky rozdzielczosé
masowg m/Am > 8000 przy CsHs™ (m/z = 53). Aby zbadac rdznice w strukturze cienkich
warstw PMMA o réznej taktycznosSci jak i wykry¢ mozliwe rdznice w orientacji i
konformacji biatek zaadsorbowanych na warstwach iso-, syn- i at-PMMA przeprowadzono
analize gtéwnych skltadowych (PCA). Przed przystgpieniem do analizy, intensywnosci
wybranych pikéw z widm jondw dodatnich zostaty znormalizowane do sumy ich
intensywnosci, a nastepnie wysrodkowane (podzielone przez srednig).

4.3. Wyniki
4.3.1. Charakterystyka cienkich warstw PMMA

Oddziatywania pomiedzy polimerem a biatkiem sg silnie zalezne od wtasciwosci warstwy
polimerowej, dlatego tez w pierwszym etapie tych badaf przeprowadzono
charakterystyke struktury cienkich warstw PMMA o rdznej taktycznosci. Po wytworzeniu
cienkich warstw PMMA ich topografia i gruboS¢ zostata zmierzona za pomocg AFM oraz
profilometrii (Rysunek 4.1.). Grubo$¢ badanych prébek byta taka sama dla wszystkich
taktycznosci i wynosita okoto 27 nm. Ponadto otrzymane obrazy AFM pokazujg ptaskie
powierzchnie, bez zadnych rdéznic w ich topografii czy chropowatosci (RMS ponizej
0,5 nm) dla wszystkich taktycznosci.

iso-PMMA at-I';‘!VIMA

0.0 um 02 04 0.0 ym
¥ 051nm 0.0 |3

syn-PMMA
02 04

04 0.0 pm
0.65nm 0.0 =N

0.4 l"“ : ¥ 04
-053 - 058 115
RMS: 0,14 nm RMS: 0,16 nm RMS: 0,30 nm
Grubosé: ~25 nm Grubosé¢: ~29 nm Grubosé: ~26 nm

Rysunek 4.1. Obrazy topografii cienkich warstw PMMA o rdznej taktycznosci wraz ze zmierzonymji
wartosciami grubosci danej warstwy.

Jako, ze topografia warstw nie wykazata roznic miedzy taktycznosciami w nastepnym
kroku przeanalizowano chemie powierzchni warstw polimerowych, co byto mozliwe
dzieki wykorzystaniu metody ToF-SIMS w potaczeniu z wielowymiarowg analiza danych.
ToF-SIMS dostarcza informacji na temat najbardziej zewnetrznego obszaru warstwy
polimerowej (1 — 1,5 nm), dzieki czemu mozna go wykorzysta¢ do oceny, ktore
fragmenty tancucha polimerowego sg wystawione na dziatanie srodowiska zewnetrznego
— podobnie jak to zrobiono w Rozdziale 3. [150] Zbidér danych wykorzystany do PCA
zostat utworzony z intensywnosci 26 pikéw (wyszczegdlnionych w Tabeli 4.1.), ktdére
odpowiadajg jonom ujemnym bedacych fragmentami fancuchéw PMMA.

ZMIANY W ORIENTACII BIALEK WYWOLANE TAKTYCZNOSCIA

POLI(METAKRYLANU METYLU) 63



Tabela 4.1. Sygnaty ToF-SIMS wraz z masami, ktore zostaly wykorzystane do przeprowadzenia PCA dla
warstw PMMA o roznej taktycznosci,

Sygnat | Masa (u) | Sygnat | Masa (u)
O 15,9955 CH 49,0095
OH- 17,0033 CaHy 50,0156
CoHs 27,0253 C4Hs 51,0254
CHO 29,004 CaHs 52,0313
CH3O 31,0231 Cy4Hs 53,042
Oy 31,9894 GHsO 55,0233
Cs 36,0009 Cs 60,0022
GH 37,0088 CsH- 61,013
CsHy 38,0167 CsHy 62,017
CsHz 39,0254 CsHs 63,0248
C.O 39,9956 CsHsa 64,0318
COy 43,9915 CsHs 65,0416
Cs 48,0006 CsHe 66,0454

Pierwsza gtdwna sktadowa (PC1) opisujgca kierunek nieskorelowanych gtéwnych zmian
odpowiada za 94,81% catkowitej wariancji w catym zestawie danych (Rysunek 4.2.a).
Wykres wspdtrzednych korelacji (scores) PC1 vs PC2 wyraznie pokazuje, ze PC1 rozdziela
punkty pomiarowe warstwy iso-PMMA, majace ujemne wartosci, od warstw at- i syn-
PMMA, ktore wykazujg dodatnie wyniki (Rysunek 4.2.a). Jak widaC na wykresie
wspdtczynnikdw wkiadu od poszczegdinych sygnatdw (/oadings) (Rysunek 4.2.b),
ujemne wyniki s3 zwigzane z jonami wtornymi CH,", ktére sg alkilowymi fragmentami
gtéwnego fancucha i ujemnie tadujgcymi PC1 (Rysunek 4.2.b). Natomiast dodatnie
wyniki PC1 wynikajg z dodatnich wartosci /oadings na PC1 jondw posiadajgcych w swojej
strukturze tlen (O , OH , CHsO i CO), ktore sg fragmentami estrowych grup
metylowych tafncuchéw bocznych. Otrzymane wyniki PCA pokazuja, ze powierzchnia iso-
PMMA zawiera mniej grup akrylanowych eksponowanych do $srodowiska zewnetrznego
niz warstwy syn- lub at-PMMA.
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Rysunek 4.2. Wykres wspotrzednych obserwacji PC1 (a) i odpowiadajacy mu wykres wspotczynnikow wktadu
od poszczegoinych sygnatow (b) z analizy PCA widm masowych ToF-SIMS zarejestrowanych dla warstw
izotaktycznego (czerwone kofa), ataktycznego (niebieskie kwadraty) oraz syndiotaktycznego (zielone
trajkaty) PMMA. Elipsy pokazuja 95% poziom ufnosci dla kaZzdego rodzaju probek.

W ramach potwierdzenia i zweryfikowania orientacji faricuchdw bocznych polimeru,
ujawnionej za pomocg ToF-SIMS, zostaty dodatkowo przeprowadzone pomiary katéw
zwilzania dla formamidu i dijodometanu. Dzieki tym pomiarom jak i podejsciu
analitycznemu Kaelble-Owens-Wendt, [132,133] mozliwe jest okreSlenie swobodnej
energii powierzchniowej oraz jej sktadowych: polarnej i dyspersyjnej. Otrzymane
wartosci zostaly przedstawione w Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Swobodna energia powierzchniowa | jej sktadowe wyliczone dla iso-, at- i syn-PMMA.

Skladowa Skladowa Swobodna energia
dyspersyjna polarna powierzchniowa
[mN/m] [mN/m] [mN/m]
iso-PMMA 39,3 (1,4) 4,3 (0,1) 43,6 (1,5)
at-PMMA 39,7 (0,5) 5,3(0,1) 45,0 (0,6)
syn-PMMA 38,5 (2,6) 6,6 (0,1) 45,1 (2,7)

Wyniki przedstawione w Tabeli 4.2. pokazujg, ze obliczone wartosci SFE, jak rowniez ich
sktadowe dyspersyjne sg poréwnywalne dla wszystkich polimerow w ramach
oszacowanych niepewnosci. Z kolei réznice obserwuje sie dla polarnej sktadowej SFE,
ktdra jest nizsza dla warstw iso-PMMA w poréwnaniu do warstw at- i syn-PMMA. Wyniki
te korespondujg z wynikami PCA i potwierdzajg powierzchniowg akumulacje polarnych
estrowych grup funkcyjnych dla warstw at- i syn-PMMA, podczas gdy grupy te sg ukryte
gtebiej dla iso-PMMA. Co wiecej, rezultat ten potwierdza wyniki uzyskane przez X.
Vanden Eynde, ktéry w swojej pracy wykazat, ze izotaktyczno$¢ prowadzi do
zmniejszenia na powierzchni stezenia grup zwigzanych z tancuchami bocznymi PMMA [5]
(stosunek grupy bocznej do taicucha gtéwnego wyliczone na podstawie wynikéw ToF-
SIMS pokazano w Tabeli 4.3.).
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Tabela 4.3. Wyliczone parametry intensywnosci znormalizowanych sygnatow od faricucha gtownego i grupy
estrowej dla widm jonow ujemnych PMMA ToF-SIMS i ich proporcje.

iso-PMMA at-PMMA syn-PMMA
tahcuch 0,495(0,009) | 0,454(0,009) | 0,451(0,009)
Grupa boczna 0,505(0,039) | 0,546(0,041) | 0,549(0,042)
Stosunek grupa 1,021 1,201 1,218
boczna/tancuch

4.3.2. Adsorpcja bialek do warstw PMMA o roznej
taktycznosci

4.3.2.1. Wplyw taktycznosci PMMA na ilos¢ zaadsorbowanego
biatka

Po okresSleniu wiasciwosci cienkich warstw PMMA zostat rozpoczety drugi etap badan
majacy na celu poréwnanie efektywnosci adsorpcji biatek do warstw PMMA o réznej
taktycznosci. W tym celu na przygotowane podtoza zostaty osadzone biatka znakowane
fluorescencyjnie: BSA oraz fibrynogen. Warstwy polimerowe z zaadsorbowanymi
biatkami zostaty zobrazowane za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, a nastepnie
otrzymane obrazy zostaty przeanalizowane wedtug podejScia geometrii catkowej
w szczegolnosci za pomocg miar Minkowskiego.
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Znormalizowana intensywnos¢
fluorescencji
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warstwy PMMA warstwy PMMA
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Rysunek 4.3. Adsorpcia surowiczej albuminy wotowej (BSA) i fibrynogenu (FIB) do cienkich warstw
[zotaktycznego, ataktycznego i syndiotaktycznego PMMA. (* istotnie statystycznie roznice miedzy grupami,
p<0.05)

Przeprowadzona analiza poréwnawcza zdje¢ fluorescencyjnych, ktdre zostaty zebrane
dla obu rodzajow biatek ukazuje, ze wieksza ilos¢ biatka (a przez to mocniejsza
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fluorescencja) widoczna jest na warstwach at- i syn-PMMA niz dla warstw iso-PMMA
(Rysunek 4.3.). Zaleznos¢ ta jest dowodem na to, ze taktycznos¢ tego polimeru wptywa
na ilos¢ zaadsorbowanych biatek. Co wiecej zaprezentowane wyniki, sg zgodne
z wynikami przedstawionymi przez prof. Serizawe. [54,156,157]

4.3.2.2. Analiza ToF-SIMS  Dbiatlek zaadsorbowanych na
warstwach PMMA

Badania nad iloscig zaadsorbowanego biatka na powierzchni PMMA o réznej taktycznosci
sg juz szeroko znane. Jednak na prézno szuka¢ prac, ktére by traktowaty nie tylko
0 samej adsorpcji, ale o tym jakie zmiany w orientacji czy tez konformacji zachodza
podczas adsorpcji na warstwach PMMA i wptywu taktycznosci danego podtoza na ten
proces. Dlatego tez aby przeanalizowa¢, w jaki sposéb taktycznoS¢ polimeru i réznice
w skfadzie chemicznym powierzchni warstwy wptywajg na oddziatywanie z molekutami
biatek, zostaty przeprowadzone dalsze badania z uzyciem ToF-SIMS i PCA dla BSA
zaadsorbowanego na cienkich warstwach PMMA o roznej taktycznosci.

Wynik analizy gtéwnych sktadowych przeprowadzonej na zbiorze danych zawierajgcym
intensywnosci pikdw pochodzacych wytgcznie od aminokwaséw pokazano na Rysunku
4.4. Kazdy punkt w przestrzeni zdefiniowanej przez wyniki PC1 odpowiada widmu jondw
dodatnich, z ktérego wybrano piki wymienione w Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Sygnaty ToF-SIMS, ich masy i pochodzenie od aminokwasow wybrane do analizy gtownych
Ssktadowych z widm masowych BSA adsorbowanego na warstwach PMMA.

Sygnat masa (u) aminokwas
CsHeN* 56,0488 Ala
CsHisNO* 70,0264 Asn
CsHsN* 70,069 Ile,Phe, Pro
CsHioN* 72,0849 Val
CsHgNO* 74,0592 Thr
CsHsN>* 81,046 His
CsHeN>* 82,052 His
C4sHeNO* 84,0416 Glu, Thr
CsHi:N* 86,1021 Ile,Leu
CsHsN.O* 87,0589 Asn
C3HeNO>* 88,0379 Asn, Asp
C;H4NOz* 98,0228 Asn
CsH12N* 98,1002 Lys
CsH1oN3* 100,089 Arg
CsHioN* 120,0767 Phe
CoH,0* 131,0496 Phe
CsHioNO* 136,0721 Tyr
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PC1, ktdra opisuje najwiekszg zmiennosS¢ (47,87% wariancji) w zestawie danych, ujawnia
roznice w strukturze warstwy BSA zaadsorbowanej do PMMA o réznej taktycznosci.
Widoczne jest, ze zmierzone widma dzielg sie na dwie grupy (Rysunek 4.4.a). Probki
z BSA zaadsorbowanym do at- i syn-PMMA majg dodatnie wartosci na PC1, podczas gdy
punkty pomiarowe dla warstw iso-PMMA majg wartosci ujemnie na PCl. Udziat
poszczegblnych sygnatdw ToF-SIMS w PC1, pokazany na Rysunku 4.4.b (zwany
wykresem wspodtczynnikdw wktadu od poszczegdinych sktadnikdw - /oadings), wskazuje,
ze separacja pochodzi z sygnatdw zwigzanych z fragmentami réznych aminokwasdow.
Ujemne wartosci na PC1 sg powigzane z fragmentami histydyny, fenyloalaniny i tyrozyny.
Z kolei dodatnie wartosci na PC1 wynikajg z wyzszej intensywnosci jondw pochodzacych
od waliny, treoniny, izoleucyny i leucyny. Oznacza to, ze regiony BSA bogate w te
aminokwasy sg wyeksponowane na warstwach PMMA i réznig sie w zaleznosci od
taktycznosci.
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Rysunek 4.4. Analiza orientacji BSA za pomoca PCA danych ToF-SIMS. (a) Wykres wspotrzednych obserwacji
PCI1 jonow dodatnich z widm ToF-SIMS zebranych dla BSA zaadsorbowanego na warstwach iso-PMMA
(czerwone kofa), at-PMMA (niebieskie kwadraty) oraz syn-PMMA (zielone trdjkaty). (b) Wykres
wspotczynnikow wktadu od poszczegdinych sygnatow PCI odpowiadajacy wykresowi Srednich wartosci
sktadu pokazanemu w (a).

Jedng z przyczyn rdéznic powodujgcych rozdzielenie punktéw przez PCA moze byé
denaturacja molekut BSA. W takiej sytuacji obecno$¢ hydrofobowych aminokwasow
zwykle ukrytych gtebiej w strukturze biatka powinna by¢ obserwowana na jego
powierzchni warstwy biatka. Aby zweryfikowaé, czy zaobserwowane zmiany
W najwyzszej warstwie BSA zaadsorbowanej na réznych warstwach PMMA sg zwigzane
z denaturacjg BSA, zostata przeprowadzona analiza wzglednej miary hydrofobowosci
tancuchdw bocznych aminokwasow, ktéra zostata rowniez wykorzystana w rozdziale
3.3.3.2., a nastepnie zostata wykreSlona wzgledem tadunkéw na PC1 (Rysunek 4.5.).
[126]
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Rysunek 4.5. Hydrofobowosc faricuchow bocznych aminokwasow zdefiniowana jako roznica w czasie retencji
(Atz) w odniesieniu do peptydu glicyny wykreslona wzgledem wartosci wspotczynnikow wktadu od
poszczegoinych sygnatow PC 1 dla BSA zaadsorbowanego na cienkich warstwach PMMA.

Celem takiej analizy jest pomoc w okreSleniu, czy istnieje korelacja miedzy
hydrofobowoscig aminokwasow a ich ekspozycjg przez molekuty biatka zaadsorbowane
na okreSlonym typie powierzchni (iso-PMMA vs. syn- i at- PMMA). Uzyskany wykres
wyraznie pokazuje, ze nie mozna wskazac korelacji miedzy PC1 a zmianami konformagji
czasteczek BSA zaadsorbowanych na PMMA o réznej taktycznosci. Swiadczy to o tym, ze
rozdzielenie punktdw przez PC1 nie jest wynikiem denaturacji BSA, lecz moze by¢
zwigzane ze zmiang orientacji molekut wywotang oddziatywaniami z réznymi grupami
chemicznymi eksponowanymi na powierzchni PMMA o r6znej taktycznosci.

Tak jak zostato to opisane to w Podrozdziale 2.1.2.1. czgsteczki BSA sktadajg sie z trzech
domen (albumina I, albumina II i albumina III) o poréwnywalnej liczbie aminokwasdw
(albumina I - 191, albumina II - 193 i albumina III - 198), ale o réznym skfadzie. [84]
Wykorzystujgc fakt, ze gtebokos¢ probkowania ToF-SIMS jest mniejsza niz rozmiar
biatka, mozliwa jest analiza aminokwaséw obecnych na powierzchni biatka, ktéra
dostarcza informacji o orientacji catej molekuty biatka. [150] Dlatego tez kolejnym
krokiem byta analiza struktury przestrzennej surowiczej albuminy wotowej i skorelowanie
jej z wynikami PCA (tak jak to zrobiono w Podrozdziale 3.3.3.2.). Na podstawie tej analizy
mozna zauwazy¢, ze histydyna, fenyloalanina i tyrozyna, ktére s eksponowane na
powierzchni molekuty BSA zaadsorbowane do warstw iso-PMMA, wystepujg w wiekszej
ilosci w albuminie I niz w albuminie II i albuminie III (His: 8 vs 6 i 3, Phe: 11vs 7 i 9,
Tyr: 9 vs 7 i 4). Z kolei wystepowanie treoniny (7 i 7 vs 17) i waliny (6 i 11 vs 19) jest
najwyzsze dla albuminy III. Dlatego potgczenie danych PCA z analizg struktury BSA
sugeruje, ze molekuty BSA zaadsorbowane do warstw iso-PMMA eksponujg albumine I,
podczas gdy albumina III jest eksponowana przez czasteczki biatka zaadsorbowane do
cienkich warstwach at- i syn-PMMA.
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Jako ze badania przeprowadzone dla BSA sugerujg modyfikacje orientacji czasteczek
biatka, ktdra jest indukowana przez grupy chemiczne eksponowane przez tancuchy
polimerowe, zostaly przeprowadzone dodatkowe badania z wykorzystaniem innego
biatka. IgG jest molekutg w ksztatcie litery Y, dla ktdrej orientacja zaadsorbowanego
biatka jest niezwykle wazna i ma duzy wplyw na jej aktywno$¢. Poniewaz IgG posiada
wiekszg i bardziej ztozong molekute niz BSA, aby zweryfikowaé wptyw taktycznosci na
dominujaca orientacje zaadsorbowanej 1gG, zostata przeprowadzona analiza ToF-SIMS
nie tylko catej czasteczki, ale rowniez jej fragmentdw (F(ab). i Fc), ktdére zostaty
zaadsorbowane do cienkich warstwach iso-, at- i syn-PMMA. Analiza PCA zostata
przeprowadzona oddzielnie dla trzech réznych taktycznosci PMMA, a jej wyniki zostaty
pokazane na Rysunku 4.6.
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Rysunek 4.6. Analiza sktadowych gtownych calych przeciwcialt oraz ich fragmentow F(ab), i Fc
zaadsorbowanych na a) iso-PMMA, b) at-PMMA i c) syn-PMMA cienkich warstwach. Odpowiadajace wykresy
wspotczynnikow wkitadu od poszczegoinych sygnatow zostaty przedstawione na wykresach (d-f). Elipsy
pokazuja 95% poziom ufnosci dla kazdego rodzaju probek.
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Widoczne jest, ze dla kazdej z warstw punkty pomiarowe (Rysunek 4.6.a-c) zostaty
pogrupowane w trzy dobrze oddzielone klastry zwigzane z catg molekutg IgG (zielony)
oraz jej fragmentami F(ab). (niebieski) i Fc (czerwony). Dla wszystkich analiz PC1
wyraznie rozroznito fragmenty F(ab) i Fc ze wzgledu na ich rézny skfad aminokwasowy,
[93] a punkty dla catych molekut znajdujg sie pomiedzy tymi dwoma grupami. Jednakze
dla warstw iso-PMMA widoczne jest nakfadanie sie punktéw pomiarowych pochodzacych
od powierzchni z zaadsorbowanymi catych molekut IgG i fragmentami F(ab):
(Rysunek 4.6a). Wskazuje to, ze zewnetrzne regiony warstw IgG zaadsorbowanej na
iso-PMMA s3 zdominowane przez fragmenty F(ab). (czyli cata molekuta przyjmuje
dominujgcg orientacja end-on), podczas gdy IgG zaadsorbowane na at- i syn-PMMA
wykazujg mieszang orientacje — cze$¢ molekut w orientacji head-on, a cze$¢ w end-on.

Wystepujgce réznice w orientacji molekut biatek sg wynikiem ekspozycji roznych grup
chemicznych faicuchéw polimerowych na powierzchni, ktéra jest zalezna od rodzaju
taktycznosci PMMA. Zgodnie z literaturg, dwie gtdéwne sity napedowe determinujgce
adsorpcje biatek i ich orientacje to oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobowe.
Dlatego, aby lepiej zrozumie¢ zjawisko modyfikujgce orientacje zaadsorbowanych biatek,
zostat wziety pod uwage tadunek i indeks alifatyczny réznych domen czasteczek BSA
i IgG.

tadunek catej czasteczki biatka zalezy od jej punktu izoelektrycznego (IEP). Jednak
rozktad tadunku w czasteczce nie jest jednorodny ze wzgledu na rozny skiad
aminokwasow, dlatego tez rézne domeny biatkowe bedg miaty rézny tadunek netto. BSA
(IEP okoto 4.7 - 5) przy pH 7 jest natadowane ujemnie, a fadunki netto réznych domen
sg rozne i rowne -7.8, -9.0 i -1.3 odpowiednio dla albumin I, II i III. [158] Z drugiej
strony IgG (IEP ~ 7) przy pH 7 jest neutralne, ale punkt izoelektryczny fragmentéw
F(ab), i Fc wynosi odpowiednio 8.5 i 6.1. W rezultacie fragment Fc jest natadowany
ujemnie, a F(ab); jest natadowany dodatnio, natomiast cata czasteczka IgG ma moment
dipolowy skierowany od fragmentu Fc do fragmentu F(ab).. Z kolei indeks alifatyczny
okreSla wzgledng objetos¢ reszt alifatycznych w domenie biatkowej. [159] Wartosci
indeksu dla poszczegdinych biatek zostaty wyliczone w oparciu o narzedzie ProtParam
dostepne na stronie internetowej ExPASy (http.//www.expasy.org). Narzedzie to
pozwala na obliczenie réznych parametrow fizycznych i chemicznych dla danej sekwencji
aminokwasowej. Indeks alifatyczny dla BSA zostat obliczony dla kazdej z domen
korzystajac z sekwencji 4F5S dostepnej w Protein Data Bank. Z kolei dla IgG, gdzie
doktadna sekwencja nie jest znana, zostaly wykonane obliczenia dla kilku sekwencji
opisujacych rozne fragmenty kréliczego IgG dostepnych rowniez w Protein Data Bank
(Fab: 7RA7, 7D9Z, 7MFR, 4HBC; Fc: 2VUQO).Wszystkie wyniki zostaty przedstawione
w Tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Wartosc wyliczonego indeksu alifatycznego dla BSA i jej domen oraz dla fragmentow IgG.

Biatko domena Indeks alifatyczny
Albumina I 64.4
BSA Albumina II 80.0
Albumina III 82.6
Fc 70.4
IgG
F(ab). 69.9

Analiza struktury BSA pokazuje, ze wszystkie domeny BSA sg natadowane ujemnie, ale
istnieje duza réznica w indeksie alifatycznym. Sugeruje to, ze to wiasnie interakcje
hydrofobowe sg odpowiedzialne za zmiany orientacji BSA. Patrzac na wyniki PCA dla
BSA, mozna zauwazy¢, ze albumina III o najwyzszej wartosci indeksu alifatycznego jest
zorientowana w kierunku powierzchni iso-PMMA, gdzie eksponowane sg niepolarne
fragmenty alkilowe (np. grupy a-metylowe) i grupy fancucha gtéwnego PMMA. Z kolei
albumina I, ktéra posiada najnizszg wartos¢ indeksu alifatycznego jest zorientowana w
strone warstw syn- i at-PMMA, dla ktérych polarna cze$¢ energii powierzchniowej jest
najwyzsza. Z drugiej strony, oddziatywania elektrostatyczne muszg by¢ bardziej
dominujgce w orientacji czasteczek IgG, poniewaz wartosci indeksu alifatycznego dla Fc
i F(ab)2 sg porownywalne i rdwne ~70. Dlatego grupa estrowa odstonieta na powierzchni
at- i syn-PMMA przycigga dodatnio natadowany fragment F(ab). czasteczek IgG,
w wyniku czego cze$¢ molekut zmienia swojg orientacje. Podobne zachowanie zostato
zaobserwowane w przypadku PtBMA (Rozdziat 3.), gdzie réwniez zostato wykazane, ze
ekspozycja grupy estrowej modyfikuje orientacje zaadsorbowanej IgG poprzez
oddziatywania elektrostatyczne z fragmentami F(ab)..

4.4. Podsumowanie

W tym rozdziale zostaty przedstawione wyniki przeprowadzonych badan nad wptywem
taktycznosci PMMA na wtasciwosci cienkich warstw jak i ich oddziatywanie z biatkami.

Dzieki zastosowaniu metody ToF-SIMS potaczonej z analizg PCA zostaly wykazane
roznice w chemii powierzchni warstw o réznej taktycznosci. Warstwy at- i syn-PMMA
wykazujg powierzchniowe nagromadzenie polarnych estrowych grup funkcyjnych
podczas gdy grupy te sg ukryte gtebiej dla iso-PMMA. Wyniki te zostaty dodatkowo
potwierdzone przez obliczenia swobodnej energii powierzchniowej, ktére wykazaty
roznice dla polarnej czesci sktadowej SFE, ktdra jest nizsza dla iso-PMMA w poréwnaniu
do pozostatych dwoch warstw.

Znajac roznice w wiasciwosciach warstw zostat zbadany wptyw taktycznosci PMMA na
adsorpcje biatek (z wykorzystaniem BSA, IgG i FIB). Obrazowanie fluorescencyjne
ukazato, ze wieksza ilos¢ molekut biatka adsorbowana jest do warstw syn- i at-PMMA niz
do warstw iso-PMMA. Z kolei analiza PCA danych ToF-SIMS w pofaczeniu z analizg
struktury molekut BSA jak i IgG pozwolita na opis orientacji biatek i wykazata rézne
mechanizmy oddziatywan polimer-biatko, ktére sa spowodowane rdzng kompozycja
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chemiczng powierzchni warstwy polimerowej. Przeprowadzone badania ujawnity, ze
oddziatywania hydrofobowe sg odpowiedzialne za zmiany orientacji BSA, podczas gdy
oddziatywania elektrostatyczne sg bardziej dominujgce przy zmianie orientacji molekut
IgG podobnie jak we wczesniejszych badaniach dla warstw PtBMA (Rozdziat 3).

Materiat przedstawiony w tym rozdziale zawiera cze$¢ wynikdow przygotowywanej
publikacji: N. Janiszewska, K. Gajos, J. Raczkowska, K. Awsiuk, Protein orientation and
polymer phase separation induced by poly(methyl methacrylate) tacticity.
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ROZDZIAL 5

Wpilyw taktycznosci polimerow
na separacje fazowq mieszaniny
PMMA+PtBMA

5.1. Wprowadzenie

W ostatnich latach mikromacierze staty sie obiektem szeroko zakrojonych badan ze
wzgledu na szereg potencjalnych zastosowan w zakresie diagnostyki, medycyny,
inzynierii tkankowej czy tez biosensoréw. Mikromacierze sg to uporzadkowane wzory
molekut, majace rozmiary rzedu kilku mikrometréw. [160] W swojej pierwotnej formie
byty wykorzystywane do analizy opartej na DNA, jednak obecnie mikromacierze oparte
na biatkach sg réwniez powszechnie stosowane w badaniach naukowych i klinicznych,
gtéwnie w diagnostyce i opracowywaniu lekdw ze wzgledu na ich wysokg skutecznosc¢
w  wykrywaniu biomarkerow i przeciwciat. [161] Swoje szerokie zastosowanie
mikromacierze zawdzieczajg specyficznemu i przestrzennemu rozmieszczeniu biatek.
Dzieki temu mozliwa jest precyzyjna i rbwnoczesna charakterystyka ztozonych proceséw
biologicznych. Szereg kryteridow, ktére muszg spetni¢ mikromacierze biatkowe powoduje,
ze caly czas dazy sie do znalezienia perfekcyjnej metody ich wytwarzania. Obecne
gtldbwnym trendem w tworzeniu mikromacierzy jest wykorzystanie wstepnie
uksztattowanych  powierzchni  polimerowych [162,163], gdzie najwiekszym
zainteresowaniem cieszg sie mikromacierze biatkowe oparte na wzorach polimerowych.
Tworzone sg one przy uzyciu miekkiej litografii. [129,160], jednak optymalizacja ksztattu
przygotowanej powierzchni nadal wymaga szeroko zakrojonych badan, gtéwnie ze
wzgledu na bardzo ztozong interakcje biatek z powierzchniami. [163] Przy checi
zastosowania materiatdw na bazie polimerdw, kluczowe jest okresSlenie, w jaki sposdb
oddziatujg one z biomolekutami, gdyz interakcje polimer — biatko znaczgco wptywajg na
caly proces immobilizacji molekut. Za wykorzystaniem materiatéw polimerowych
przemawia rowniez fakt, ze dotychczasowe procesy wytwarzania macierzy sktadajg sie
z wielu etapdw i posiadajg niewielkie mozliwosci modyfikacji. Dlatego tez wazne jest
opracowanie prostszych metod wytarzania wzordw biatkowych bez tracenia na ich
efektywnosci i wydajnosci.

W tym rozdziale zostaty przedstawione badania nad wptywem taktycznosci polimerdw
PMMA i PtBMA na ich separacje faz w cienkich warstwach polimerowych oraz nad
wptywem wiasciwosci podtoza na kontrole tego procesu. Warstwy te zostaty wytworzone
dwiema réznymi technikami — spin-coating i horizontal dipping. Wykorzystanie metody
h-dip umozliwito wytworzenie znacznie wiekszych domen o mikrometrowych rozmiarach.
Nastepnie zostaty wytworzone uporzadkowane wzory polimerowe dzieki wykorzystaniu
techniki druku mikrokontaktowego. Wykorzystujgc rézng adsorpcje biatek, zaréwno ze
wzgledu na rodzaj polimeru jak i jego taktycznos¢, przygotowane wzory iso-PMMA+at-
PtBMA zostaty uzyte jako podtoza do modelowych mikromacierzy biatek.
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5.2. Wykorzystane metody badawcze

5.2.1. Przygotowanie podtozy

Podczas badan zostato wykorzystane sze$¢ polimerdw: izotaktyczny, ataktyczny
i syndiotaktyczny PtBMA (Podrozdziat 3.2.1.) oraz izotaktyczny, ataktyczny
i syndiotaktyczny PMMA (Podrozdziat 4.2.1.). Kazdy z polimeréw zostat rozpuszczony
w chlorobenzenie tworzac roztwory o stezeniu 20 mg/ml. Nastepnie roztwory zostaty
zmieszane ze sobg w stosunku objetosciowym 1:1, tworzac dziewie¢ mieszanin
PMMA+PtBMA.

Cienkie warstwy mieszanin polimerow. Cienkie warstwy mieszanin zostaty
przygotowane z wykorzystaniem dwdch technik: spin-coatingu o predkosci powlekania
® = 2200 obr./min lub horizontal-dippingu o predkosci poruszania sie gtowicy 5 mm/s.
W pierwszej iteracji jako podtoza zostaly wykorzystane wafle krzemowe, a w drugim
podejéciu na podtoza krzemowe najpierw zostat natozony roztwdér APTES. Po
przygotowaniu, wszystkie warstwy byty wygrzane przez 1 godzine w temperaturze 60°C.

Uporzadkowane wzory polimerowe. Do stworzenia regularnych wzoréw zostata
wykorzystana technika druku mikrokontaktowego. Roztwdr APTES zostat natozony na
wczesniej przygotowany stempel PDMS o zadanym wzorze, a nastepnie pieczatka zostata
odci$nieta na podtozu krzemowym. Na tak przygotowanych podtozach krzemowych
zostaty wytworzone warstwy mieszanin polimerowych technikg h-dip przy takich samych
ustawieniach jak w przypadku izotropowych mieszanin.

5.2.2. Adsorpcja bialek

W celu okreslenia adsorpcji biatek na roéznych sktadnikach mieszanin polimerowych,
a takze weryfikacji ich aktywnosci biologicznej zostaty wykorzystane dwa podejscia.

W pierwszym aby sprawdzi¢ preferencyjng adsorpcje do jednego z skfadnika mieszaniny
krolicze IgG znakowane Alexa Fluor 488 zostato zaadsorbowane na przygotowanych
wzorach polimerowych. Kropla roztworu biatka o stezeniu 100 pug/ml zostata natozona
na podtoze na okres 30 minut, a nastepnie prébka zostata przeptukana buforem PBS
i wodg oraz wysuszona strumieniem azotu.

W celu sprawdzenia potencjalnego zastosowania regularnych wzoréw polimerowych jako
mikromacierz biatkowych zostata przeprowadzona procedura immunoreakcji. Warstwy
mieszanin zostaty inkubowane z roztworem 100 pg/ml kroliczego IgG (anty-IgG,
specyficznemu przeciwko kozim przeciwciatom) przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Po przemyciu buforem PBS, prébki zostaty zanurzone w buforze blokujgcym
(10 mg/ml roztwér BSA) na 30 minut. Na koniec, po przemyciu PBS i wodg destylowang,
prébki zostaty zanurzone w 25 pg/ml roztworu koziego IgG znakowanego Alexa Fluor
488, w buforze blokujagcym na 30 minut w temperaturze pokojowej. Po tym etapie
warstwy zostaty jeszcze raz przemyte PBS jak i wodg destylowang oraz wysuszone pod
strumieniem azotu.

WPLYW TAKTYCZNOSCI POLIMEROW

NA SEPARACIE FAZOWA MIESZANINY PMMA+PTBMA 73



5.2.3. Charakterystyka powierzchni

Mikroskopia fluorescencyjna. Adsorpcja biatek do warstw mieszanin zostata zbadana
przy uzyciu mikroskopu optycznego Olympus BX51, ktéry jest wyposazony w lampe
halogenowg o mocy 100W, filtr U-MWIG2 i kamere typu DP72. Wszystkie obrazy
zarejestrowano dla wysuszonych probek przy uzyciu programu CellAF. Zostaty
przeprowadzone dwie serie eksperymentdw i dla kazdej z nich wykonao co najmniej pie¢
zdjec fluorescencyjnych dla kazdej probki.

Mikroskopia sit atomowych (AFM). Obrazy AFM mieszanin polimerowych zostaty
wykonane za pomocg mikroskopu WITec Alpha 300R pracujgcego w trybie
kontaktowym, wyposazonego w probniki krzemowe o statej sprezystosci 0,2 N/m
i czestotliwosci rezonansowej okoto 14 kHz.

Spektroskopia Ramana. Pomiary spektroskopii Ramana zostaty przeprowadzone przy
uzyciu systemu WITec Alpha 300R, wyposazonego w spektrometr UHTS300 i detektor
CCD DR316B_LD z siatkg 600 g/mm oraz laser 532 nm (moc lasera 10 mW). Obrazy
spektralne zostaty uzyskane przy uzyciu obiektywu 50x w zakresie 140-3400 cm™
z czasem integracji 1 sekunda i rozdzielczoscig 100x100 punktéow na 20x20 pm.
Wszystkie uzyskane mapy ramanowskie byly dalej przetwarzane przy uzyciu
oprogramowania WITec ProjectSIX 6.1. Obrazy zostaly poddane usunieciu
promieniowania kosmicznego i zastosowaniu procedury odejmowania tta przy uzyciu
funkgcji "shape". Nastepnie obrazy widm zostaty przeanalizowane przy uzyciu analizy TCA
(z ang. True Component Analysis), ktéra pozwala na identyfikacje poszczegolnych
skfadnikéw prébki poprzez zdefiniowanie podobnych widm jako tego samego sktadnika
i zidentyfikowanie wszystkich pikseli na obrazie, ktdére miaty te same cechy widmowe.
Nastepnie zostaty wyodrebnione S$rednie widma komponentdéw, aby umozliwi¢
identyfikacje informacji molekularnych kazdego sktadnika.

5.3.  Wyniki

Gldwnym celem badan byto stworzenie mikromacierzy biatkowych opartych na
mieszaninach polimerowych PMMA+PtBMA oraz ocena, w jaki sposob taktycznosc¢
polimeréw wchodzacych w sktad mieszaniny bedzie wptywata na przebieg separacji
fazowej. Wyniki badan przedstawionych w Rozdziale 3 wskazujg na silny wptyw
taktycznosci PtBMA na interakcje z peptydami, biatkami i bakteriami, ktore byty znaczaco
zmodyfikowane dla izotaktycznego PtBMA w pordwnaniu z formg syndiotaktyczng
i ataktyczng. Co wiecej, eksperymenty adsorpcji biatek na PMMA, przedstawione
w rozdziale 4, pokazujg wiekszg ilos¢ molekut biatek zaadsorbowanych na syn- i at-PMMA
niz na warstwach iso-PMMA. Dodatkowo wyniki przedstawione przez dr J. Zemte
wskazujg na wiekszg adsorpcje biatek na PtBMA niz na warstwach PMMA. [130]

Biorgc pod uwage otrzymane we wczesniejszych rozdziatach wyniki, zostata podjeta
préba potaczenia wiasciwosci obu polimerow w celu wykorzystania mieszanin
PMMA+PtBMA do zastosowan biomedycznych, w szczegdlnosci jako platform dla
mikromacierzy  biatkowych poprzez kontrolowanie wzoréw powierzchniowych
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utworzonych w procesie separacji faz. Gldwnym zatozeniem badan byto okreslenie
mozliwosci tworzenia domen faz polimerowych (ze szczegélnym uwzglednieniem
taktycznosci  polimeréw) wykazujgcych rézne powinowactwo do Dbiatek, co
w konsekwencji prowadzi do preferencyjnej adsorpcji biatek wytacznie do wybranego
sktadnika mieszaniny.

5.3.1. Charakterystyka separacji fazowej mieszanin
PMMA+PtBMA

Tak jak w poprzednich rozdziatach badania zostaty rozpoczete od zbadania topografii
i morfologii cienkich warstw polimerowych — w tym przypadku mieszanin skfadajacych
sie z PMMA oraz PtBMA, kazdy wystepujacy w trzech rdéznych taktycznosciach.
Mieszaniny zostaty przygotowane za pomoca techniki spin-coatingu na podtozach SiO.

at-PMMA  iso-PMMA  syn-PMMA

s b 2 =

at-PtBMA

-PtBMA

1S0O

syn-PtBMA

Rysunek 5.1. Topografia warstw mieszanin PMMA+PtBMA na podfozu krzemowym.

Topografia przygotowanych warstw (Rysunek 5.1.) zostata zmierzona za pomocg AFM
i ujawnita ptaskie powierzchnie bez widocznych domen dla wszystkich form PMMA
zmieszanych z réznymi PtBMA, co wskazuje na proces tworzenia sie dwuwarstwy. Biorgc
pod uwage energie powierzchniowe obu polimerdw (29,61 mN/m dla syn-PtBMA;
43,6 — 45,1 mN/m dla PMMA) i polarnego podioza SiOx (49,4 mN/m), mozna
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wywnioskowaé, ze aby zminimalizowac energie miedzyfazowa, dolna warstwa powinna
sktadac sie z PMMA, gdyz posiada energie powierzchniowg zblizong do energii podtoza,
a gorna warstwa powinna zawiera¢ w wiekszosci PtBMA, ktdry posiada znacznie nizszg
swobodng energie powierzchniowa.

Dla wszystkich mieszanin skfadajacych sie z at- i iso-PtBMA pofatdowania powierzchni sg
wyraznie widoczne. Takie pofatdowania mogg by¢ zwigzane z dwoma efektami,
niestabilnoscig interfejsu polimer-polimer, spowodowang oddziatywaniami van der
Waalsa miedzy podiozem a gorng warstwg PtBMA lub niestabilnoscia swobodnej
powierzchni, wynikajgcg z efektu hydrodynamicznego lub niestabilnosci konwekcji
podczas szybkiego odparowywania rozpuszczalnika. [164] Zaobserwowane pofalowania
sugerujg, ze struktura oddzielonych domen fazowych warstw moze by¢ modyfikowana
przez destabilizacje interfejsu PMMA+PtBMA, spowodowang oddziatywaniami miedzy
podtozem a gérng warstwg PtBMA, ktdrych sita zalezy od wzajemnego oddziatywania
energii powierzchniowych PMMA, PtBMA i poditoza.

W zwigzku z tym, powierzchnie SiOx zostaty zmodyfikowane za pomocg APTES,
charakteryzujgcego sie nizszg energia powierzchniowg (45,08 mN/m) i zostaty
wykorzystane jako podtoza do wytworzenia cienkich warstw mieszanin PMMA+PtBMA
(proces tworzenia warstw byt analogiczny do tworzenia warstw na samym krzemie).
Obrazy AFM, ktdre zostaty zmierzone dla wytworzonych warstw potwierdzity znacznie
bardziej rozwiniety proces separacji faz i powstanie wzoréw dwuwymiarowych
(Rysunek 5.2.).
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Rysunek 5.2. Topografia warstw mieszanin PMMA+PtBMA na podfozZu pokrytym APTESem.

Dla mieszanin z syndiotaktycznym PtBMA, ktore byty catkowicie ptaskie na SiOx, widoczne
staty sie Slady pofatdowan. Z kolei dla warstw mieszanin, ktére w swoim sktadzie
posiadajg iso-PtBMA obserwowane pofatdowania powierzchni sg znacznie lepiej
rozwiniete w poréwnaniu do tych na SiO. Dodatkowo, w przypadku ataktycznego PtBMA
zmieszanego z PMMA, mozna zauwazy¢ widoczne domeny fazowe.

Ze wzgledu na dobrze rozwinietg separacje faz, preferencyjng orientacje przeciwciat
zaadsorbowanych na powierzchni at-PtBMA (w porédwnaniu do iso-PtBMA) oraz nizszg
adsorpcje biatek na iso-PMMA (w poréwnaniu do at- i syn-PMMA), do dalszych badan
zostata wybrana warstwa ztozong z iso-PMMA i at-PtBMA na podtozu SiOx
modyfikowanym APTESem. Ponadto, w celu szczegdtowej weryfikacji sktadu
domenowego, cienkie warstwy sktadajace sie z izotaktycznego PMMA i ataktycznego
PtBMA zostaty zbadane za pomocg spektroskopii Ramana. W tym celu cienkie warstwy
zostaty przygotowane z wykorzystaniem techniki horizontal dippingu, co umozliwito
otrzymane znacznie wiekszych domen niz w przypadku struktur otrzymanych metoda
spin-castingu. Mozna to stwierdzi¢ poprzez pordwnanie obrazéw topograficznych
mieszaniny iso-PMMA+at-PtBMA wytworzonej za pomocg spin-coatingu (Rysunek 5.2.)
z warstwg wytworzong za pomocg horizontal dippingu (Rysunek 5.3.b).
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Rysunek 5.3. Przedstawienie domenowej kompozycji mieszaniny iso-PMMA+at-PtBMA, ktora zostata
potwierdzona przez pomiary AFM-Raman w tym samym miejscu.

Uzyskane wyniki wskazujg na obecnos¢ dwoch komponentdw, ktdre sg przestrzennie
oddzielone na powierzchni prébki, co jest doskonale widoczne na obrazie analizy TCA
mapy Ramana (Rysunek 5.3.c). Kazdy z komponentéw charakteryzuje sie réznymi
widmami nazwanymi komponentem 1 i komponentem 2 (Rysunek 5.3.c), ktore
odpowiadajg odpowiednio czerwonym i niebieskim obszarom na mapie Ramana
(Rysunek 5.3.d). Aby mozliwe byto zweryfikowanie, ktdére komponenty odpowiadajg
obszarom bogatym w iso-PMMA, a ktore at-PtBMA, ich widma w zakresie 2600 — 3180
cm? (ktéry odpowiada najbardziej intensywnym sygnatom) zostaty pordwnane z
widmami referencyjnymi zmierzonymi dla czystych polimeréw. Korelacja Pearsona
sktadnika 1 z referencyjnymi widmami at-PtBMA i iso-PMMA wyniosta odpowiednio 0,99
i 0,85, podczas gdy dla sktadnika 2 korelacja z widmami at-PtBMA i iso-PMMA wyniosta
odpowiednio 0,84 i 0,99. To pokazuje, ze czerwone obszary na mapie sg obszarami
bogatymi w at-PtBMA, natomiast niebieskie obszary sg ztozone z iso-PMMA. Dodatkowo
porownanie obrazéw AFM zarejestrowanych w tym samym miejscu z mapami sktadu
Ramana wyraznie pokazuje, ze podwyzszone i obnizone obszary prébki sg utworzone
przez rozne sktadniki (Rysunek 5.3.b i 5.3.d). Aby je zidentyfikowaé, mapy AFM zostaty
poréwnane z mapami skfadu okreslonymi za pomocg spektroskopii Ramana i wykazaty
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tworzenie sie wgtebien o wysokiej zawartosci PMMA w podwyzszonej matrycy stworzonej
przez PtBMA.

5.3.2. Wytworzenie regularnych wzorow polimerowych

W celu potencjalnego zastosowania badanych warstw polimerowych jako szablonéw
mikromacierzy biatkowych, domeny polimerowe powinny by¢ uporzadkowane
przestrzennie i dobrze zdefiniowane. W przeciwienstwie do izotropowych,
nieuporzadkowanych struktur powstajgcych zwykle podczas separacji faz cienkich
warstw mieszanin polimerdw na jednorodnych podtozach, obecno$¢ wstepnie
uksztattowanego podtoza prowadzi do powstawania domen fazowych o dalekim zasiegu
uporzadkowania. Jednak jest to mozliwe tylko jesli zostang odpowiednio dobrane
parametry, takie jak grubo$¢ warstwy, energia powierzchniowa i miedzyfazowa, a takze
wspdtmiernos¢ miedzy miarg powtarzalnosci wzoru, a skalg domeny. [165,166]

Aby wytworzy¢ regularne wzory mieszaniny iso-PMMA+at-PtBMA, zostata zastosowana
technika druku mikrokontaktowego w celu modyfikacji podtoza. Aby uzyskac
uporzadkowany wzor, zostata zastosowana asymetryczna pieczatka
z poli(dimetylosilanu) (PDMS) z wyttoczonym wzorem paskéw (Rysunek 5.4.).
Wykorzystanie pieczatki o takiej strukturze pozwolito na otrzymanie wzoru sktadajacego
sie z naprzemiennych paskow SiOx i APTES (3 um / 5 um) na podtozu.
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Rysunek 5.4. Zdjecie z mikroskopu optycznego (a) oraz mapa AFM topografii (b) asymetrycznej pieczatki
0 wzorze naprzemiennych paskow.
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Analiza topografii warstw wykazata, ze dla mieszaniny skfadajacej sie z iso-PMMA i at-
PtBMA wytworzonej za pomocg techniki spin-coatingu, proces samoorganizacji bedzie
inaczej przebiegat i bedzie zalezat od wykorzystanego podtoza: dla podtoza z APTES beda
sie tworzyty pionowe domeny fazowe (Rysunek 5.4.); natomiast dla samego SiOy bedzie
zauwazalna dwuwarstwowa struktura (Rysunek 5.1.). Dlatego tez, jesli podtoze bedzie
wstepnie zmodyfikowane w naprzemienne paski SiOy i APTES, to paski SiOx powinny
preferencyjnie przyciggac iso-PMMA, a obszary pokryte APTES powinny by¢ pokryte at-
PtBMA, ktory jest wypychany z obszaréw SiOx. Mozliwosci replikacji wzoru, ktdra jest
napedzana preferencyjnymi oddziatywaniami tylko jednego sktadnika mieszaniny
z paskami jednego rodzaju okazata sie skuteczna dla uktadu PS:PVP. [165,166] Efekt ten

WPLYW TAKTYCZNOSCI POLIMEROW

NA SEPARACIE FAZOWA MIESZANINY PMMA+PTBMA 81



zostat rowniez zaobserwowany w przypadku badanej mieszaniny, a domeny polimerowe
utworzone w warstwach przygotowanych technikg horizontal dippingu niemal idealnie
odzwierciedlajg wzoér narzucony przez stempel PDMS, co zostato potwierdzone za
pomocg mikroskopii optycznej (Rysunek 5.5.a) i AFM (Rysunek 5.5.b).

—_— Component 1 —— Component 2
at-PtBMA iso-PMMA /
"
JM 9
- |
I
i
! f W
J “‘), | ~ N w\/
20 0 20 240 20 B w20 2wo w300

przesuniecie Ramana [1/cm] przesunigcie Ramana [1/cm]

Rysunek 5.5. Regularne wzory na warstwach iso-PMMA+at-PtBMA wytworzone na podfozu krzemowym z
odbita pieczatka APTESu. Powodzenie procesu replikacji zostato potwierdzenie przez potgczenie mikroskopii
optycznej (a), AFM (b) oraz spektroskopii Ramana (c-d).

Tak jak w przypadku izotropowych mieszanin, jej uporzadkowana wersja tworzy
naprzemienne obszary o rdznej wysokosci. Ponownie wykorzystano spektroskopie
Ramana w potgczeniu z analiza TCA do okreSlenia, ze podwyzszone obszary probki
(oznaczone na czerwono na Rysunku 5.5.d) sktadajg sie w wiekszosci z at-PtBMA.

5.3.3. Selektywna adsorpcja bialek do wzorow
polimerowych

W ostatnim etapie badan zostata zweryfikowana mozliwo$¢ tworzenia wzoréw
biatkowych poprzez selektywng adsorpcje biatek do jednego ze skfadnikéw mieszaniny
jak réwniez sprawdzono ich aktywnos$¢ biologiczng i mozliwo$¢ immunoreakciji
z antygenem. W Rozdziale 3 zostato ukazane, ze adsorpcja biatek do warstwach PtBMA
jest stabo zalezna od jej stereoregularnosci. Co wiecej, adsorpcja biatek do warstw
PtBMA jest wieksza niz do warstw PMMA, [130] ktdre zostaty opisane w Rozdziale 4.
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Dlatego tez mieszanina stabo adsorbujgcego iso-PMMA i at-PtBMA, ktory posiada
zdolno$¢ do wysokiej adsorpcji biatek powinna umozliwi¢ tworzenie wzoréw biatkowych.

Hipoteza opisujgca mozliwos¢ tworzenia wzoréw biatkowych zostata zweryfikowana dla
obu rodzajéw wzoréw polimerowych, tj. izotropowych i regularnych z wykorzystaniem
dwdch podejs¢ do adsorpgji biatek (schemat przedstawiony na Rysunku 5.6.).

b)

25 um Si0

Rysunek 5.6. Adsorpcja biatek do izotropowej (a-b) oraz regularnej (c-d) mieszaniny iso-PMMA + at-PtBMA
wytworzonej odpowiednio na ciggtej warstwie APTES (a-b) oraz na uksztaftowanej warstwie
naprzemiennych paskow APTES/SiOy (c-d). Warstwy mieszanin obrazowane z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego (a, c) razem z schematem ilustrujgcym topografie podfoZa i proces adsorpcji biatka do
domen z at-PtBMA (b, d)

W przypadku regularnych wzorédw (paskéw) selektywna adsorpcja biatka zostata
zweryfikowana przez zanurzenie warstwy polimerowej w roztworze znakowanej
fluorescencyjnie kroéliczej IgG. Nastepnie probka zostata przemyta w buforze i wodzie
destylowanej, a pdzniej zostata wysuszona i zebrano obrazy fluorescencyjne. Z kolei
w przypadku izotropowych domen fazowych zweryfikowano nie tylko selektywng
adsorpcje, ale takze aktywnosc¢ biologiczng wstepnie zaadsorbowanej IgG. Jest to jedna
z kluczowych kwestii dla potencjalnych zastosowan biomedycznych wzordw biatkowych,
poniewaz podczas adsorpcji molekuty biatka mogg zmieniaC swojg orientacje
i w rezultacie blokowa¢ dostep do okreslonej czesci biatka. W celu zbadania, czy
selektywna adsorpcja na powierzchniach polimeréw z naniesionym wzorem zmnigjsza
aktywno$¢ biatek, zostat przeprowadzony nastepujacy eksperyment. Najpierw
nieregularne wzory powierzchniowe iso-PMMA+at-PtBMA zostaty pokryte kréliczym IgG
zdolnym do wychwytu kozich przeciwciat. W kolejnym kroku podtoza inkubowano
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w buforze blokujgcym (roztwor BSA o koncentracji 10 mg/ml w PBS) powszechnie
stosowanym do blokowania wszelkich niespecyficznych interakcji. Na koniec prébki
zostaty inkubowane w roztworze koziego IgG (znakowanym Alexa Fluor 488)

rozpuszczonym w buforze blokujgcym. W tak przeprowadzonej

procedurze

fluorescencyjnie znakowane molekuty koziej IgG wigzg sie tylko specyficznie ze wstepnie
zaadsorbowanym kroliczym IgG (specyficznym przeciw koziemu IgG); dlatego obrazy

fluorescencji

odpowiadajg pozycji

wstepnie zaadsorbowanych  kréliczych IgG

i potwierdzajq ich aktywno$¢ biologiczna.

Otrzymane zdjecia fluorescencyjne (Rysunek 5.7.) pokazujg wzory odzwierciedlajgce
domeny fazowe obserwowane na powierzchni i przedstawione schematycznie na
Rysunkach 5.6.b oraz 5.6.d, co jest potwierdzeniem preferencyjnej adsorpcji czasteczek
IgG do domen PtBMA jaki i rowniez potwierdzeniem zachowanej aktywnosci biologicznej.
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Rysunek 5.7. Ocena odwzorowania izotropowych (a) jak i regularnych (b) wzorow polimerowych przez
zaadsorbowane IgG z wykorzystaniem analizy parametru pokrycia powierzchni. Czarno-biate obrazy
powstaty z obrazow AFM, Raman i fluorescencyjnych dla ustalonego poziomu odciecia wyznaczonego przy
uzyciu analizy geometrii catkoweyj. [167]

Obserwacja ta zostata dodatkowo oceniona jakoSciowo poprzez wykorzystanie jednej
z funkcji Minkowskiego, a mianowicie pokrycia powierzchni F. W tym celu oryginalne
obrazy topografii AFM, mapy sktadu Ramana i obrazy fluorescencji (Rysunek 5.7) zostaty
przeksztatcone w czarno-biate obrazy przy uzyciu analizy geometrii catkowej i procedury
dokfadnie opisanej w literaturze, [167] a nastepnie zostata obliczona frakcja biatego
obszaru, ktéra odpowiada wyzszym obszarom na obrazach AFM, domenom PtBMA na
mapach sktadu Ramana oraz obszarom z zaadsorbowanym biatkiem na obrazach
fluorescencyjnych. Zaréwno dla izotropowego, jak i regularnego wzoru (Rysunek 5.7)
parametr F wykazat te same wartosci dla wszystkich trzech typéw obrazéw,
potwierdzajgc idealne dopasowanie topografii i sktadu obserwowanych domen oraz
wskazujac na idealne odwzorowanie wzordéw polimerowych przez zaadsorbowane biatka,
a tym samym wytworzone matryce biatkowe. Badania te ukazaty preferencyjng
adsorpcje biatek do domen fazy bogatej w PtBMA, a takze na zachowanie aktywnosci
biologicznej przez zaadsorbowane molekuty IgG, co jest kluczowym krokiem w produkcji
polimerowych mikromacierzy biatkowych.

5.4. Podsumowanie

W ramach badan w tym rozdziale zostata pokazana mozliwos¢ wytwarzania
mikromacierzy biatkowych na bazie mieszanin polimerowych sktadajacych sie z PMMA
i PtBMA. Przeprowadzone badania wykazaty, ze na podtozach SiOx proces separacji faz
prowadzi do utworzenia struktury dwuwarstwowej dla wszystkich mieszanin
PtBMA+PMMA, z dolng warstwg PMMA pokrytg PtBMA. Dwuwymiarowe domeny
zaobserwowano tylko dla at-PtBMA zmieszanego z PMMA o rdznej taktycznosci, gdy SiOx
byt zmodyfikowany APTESem. Fakt ten zostat wykorzystany w kolejnym etapie, w ktorym
mieszaniny polimerdw zostaty wylane na wstepnie zmodyfikowanym podtozu
o naprzemiennych paskach SiOx i APTES. W tym przypadku proces separacji faz, ktéry
jest napedzany preferencyjnymi oddziatywaniami miedzy PMMA i podtozem krzemowym
doprowadzit do powstania regularnych wzoréw polimerowych. Wyzsze domeny widoczne
na topograficznych obrazach AFM sktadaly sie z PtBMA, podczas gdy nizsze obszary
sktadaty sie z PMMA, co potwierdzita spektroskopia Ramana. Nastepnie zostata
zweryfikowana mozliwo$¢ tworzenia wzordw biatkowych poprzez ich selektywna
adsorpcje do jednego ze sktadnikdw mieszaniny, wykazujac idealne odzwierciedlenie
zarowno izotropowych, jak i regularnych wzordéw polimerowych przez biatka
zaadsorbowane na domenach PtBMA. Na koncu zostata potwierdzona aktywnos$¢
biologiczna zaadsorbowanego biatka, co wskazuje na wysoki potencjat prezentowanych
wynikow do zastosowania jako platformy dla mikromacierzy biatkowych.

Materiat przedstawiony w tym rozdziale zawiera cze$¢ wynikdw przygotowywanej
publikacji: N. Janiszewska, K. Gajos, J. Raczkowska, K. Awsiuk, Protein orientation and
polymer phase separation induced by poly(methyl methacrylate) tacticity.
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ROZDZIAL 6

Wpityw architektury poliglicydolu
w kopolimerze polistyren-b-
poliglicydol na wilasciwosci cienkich
warstw oraz na adsorpcje biatek

6.1. Wprowadzenie

W ostatnim czasie kopolimery blokowe znalazly zastosowanie w réznych gateziach
inzynierii chemicznej i naukach biologicznych. W szczegdlnosci kopolimery blokowe
okazaty sie przydatne w projektowaniu surfaktantéw do konkretnych zastosowan, takich
jak magnetyczne nosniki danych [168] lub porowate membrany. [169] Stosowane sg tez
jako powtoki odporne na adsorpcje biatka, ktdre zapewniajg wiasciwosci biobdjcze
i przeciwporostowe. [170,171] Jednak w tych zastosowaniach niezwykle istotne jest
kontrolowanie morfologii i struktury warstw kopolimerowych, gdyz posiadaja one
znaczacy wptyw na wiasciwosci chemiczne i fizyczne takiej powierzchni. Szczegodlnie
interesujgce jest to, w jaki sposdb zmiany w makromolekularnej architekturze
kopolimeréow amfifilowych wplywajg na sklad chemiczny powierzchni warstw
polimerowych. Na przykfad, tak jak pokazano w poprzednich rozdziatach pracy, polimery
0 roznej taktycznosci eksponuijg rézne grupy chemiczne na powierzchni, modyfikujac ich
interakcje z peptydami, biatkami czy bakteriami. Ponadto, regioregularnos¢ fancuchdéw
polimerowych nie tylko modyfikuje transport nosnikow tadunku w cienkiej warstwie
polimerowej, ale takze wptywa na orientacje i konformacje zaadsorbowanych biatek.
[150] Efekty te sg jeszcze silniejsze w przypadku kopolimeréw blokowych, poniewaz
roznica w strukturze chemicznej blokdéw powoduje niekompatybilnos¢ blokowa
prowadzacg do ich separacji. W warstwie kopolimeru amfifilowego bloki polimerowe
ulegajg samoorganizacji tworzac nano- lub mikro-domeny. W zaleznosci od
zewnetrznego bodzca, fafcuchy w domenach mogg by¢ reorganizowane, co wptywa na
witasciwosci zewnetrznej warstwy. [17,172] Ekspozycja réznych grup chemicznych
modyfikuje witasciwosci powierzchni, co ma kluczowe znaczenie dla interakcji biatko-
polimer. Dlatego badania zaleznosci miedzy bodzcami zewnetrznymi a whasciwosciami
segmentdw kopolimeru w warstwie miedzyfazowej sg szczegdlnie wazne dla zastosowan
materiatow biomedycznych.

Pomimo kilku publikacji na temat zaleznosci utozenia kopolimerédw blokowych
w $rodowisku hydrofilowym lub hydrofobowym, wiedza na ten temat jest wcigz
niewystarczajgca. Dlatego celem badan przedstawionych w tym rozdziale jest okre$lenie
wptywu architektury makroczasteczki kopolimeru na wtasciwosci powierzchni warstwy.
W szczegolnosci interesujgce jest znalezienie zaleznoSci pomiedzy wiasciwosciami
powierzchni cienkich warstw determinowanymi przez architekture kopolimeru,
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a adsorpcjg modelowego biatka ktérym byta albumina surowicy bydlecej (BSA). W tym
celu badania skupity sie na dwdch diblokowych kopolimerach polistyren-b-poliglicydol,
w ktorych masa czgsteczkowa bloku polistyrenowego i poliglicydolowego byta podobna,
ale roznity sie one strukturg molekularng segmentu poliglicydolowego: jednym z nich byt
liniowy wariant (ktebek — ktebek), natomiast drugi zawierat PGL o strukturze grzebienia
(ktebek — szczotka).

Badania opisane w tym rozdziale ukazujg zalezno$¢ miedzy sktadem chemicznym
i strukturg powierzchni warstw kopolimerowych, a takze ich modyfikacje po inkubacji
w wodzie w funkgcji architektury kopolimeru. Ponadto, zostaty zaobserwowane réznice
w adsorpcji biatek do warstw polimerowych w zaleznosci od architektury fancucha
kopolimeru.

6.2. Wykorzystane metody badawcze

6.2.1. Przygotowanie podtozy

Przedmiotem badan byty dwa kopolimery o réznej architekturze: liniowy polistyren-b-
poliglicydol (PS-b-PGL) oraz grzebieniowy polistyren-b-(poliglicydol-g-poliglicydol) (PS-
b-(PGL-g-PGL) (struktury kopolimerédw zostaty przedstawione na Rysunku 2.5.).
Kopolimery zostaty zsyntezowane oraz scharakteryzowane przez doktora Mariusza
Gadzinowskiego i profesor Terese Basinskg z Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi.

Do przygotowania warstw zostaty wybrane podtoza krzemowe, ktore zostaty pociete na
kawatki o wymiarach 11 x 11 mm, umyte w izopropanolu przez 10 minut, a nastepnie
wysuszone pod strumieniem azotu. Aby zapewni¢ najlepszg czystos¢ podiozy zostata
przeprowadzona procedura RCA, ktéra skiada sie z dwdch etapow: z czyszczenia
organicznego (roztwor NH4 : H.0; : H,O w stosunku wagowym 1:1:5) oraz z czyszczenia
jonowego (roztwér HCl : H,0, : HO w stosunku 1:1:5). Kazdy etap zostat
przeprowadzony w temperaturze 75°C przez 15 minut, a nastepnie podtoza zostaty
obficie przemyte wodg destylowang oraz wysuszone w strumieniu azotu.

Roztwory PS-b-PGL oraz PS-b-(PGL-g-PGL) zostaty wylane z dimetyloformamidu
(stezenie roztworu 20 mg/mL), na wczesniej umyty krzem, a nastepnie zostata
utworzona warstwa za pomocg metody spin-coatingu (predko$¢ powlekania w = 3000
obr./min). Nastepnie prébki byty przygotowywane zgodnie z ich oznaczeniami:

e ,po przygotowaniu” — prébki bezposrednio po przygotowaniu warstwy;

e ,woda 0 min” — po wytworzeniu warstw podtoza byly wygrzewane przez godzine
w temperaturze 60°C;

e ,woda 5 min” i ,woda 10 min” — podioza zostaty wygrzane przez godzine
w temperaturze 60°C, a nastepnie zanurzone w wodzie dejonizowanej przez 5
lub 10 minut. Po tym uptywie czasu zostaty wysuszone pod strumieniem azotu;

e ,PBS5 min”— podtoza zostaty wygrzane przez godzine w temperaturze 60°C oraz
zanurzone w roztworze buforu (PBS) przez 5 minut. Nastepnie zostaty
przeptukane w wodzie dejonizowanej i wysuszone pod strumieniem azotu.
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6.2.2. Adsorpcja bialek

Do zbadania adsorpcji biatek uzyto BSA znakowanego Alexa Fluor 488. Roztwory biatka
o stezeniu 100 pg/mL zostaty przygotowane przy uzyciu buforu fosforanowego (PBS),
a nastepnie ich koncentracja zostata zweryfikowana za pomoca spektrofotometru UV-Vis
NanoDrop One. W celu zbadania adsorpcji biatek, warstwy kopolimeru zostaty zanurzone
w roztworze biatka i inkubowane przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wszystkie probki zostaty przeptukane PBS oraz wodg dejonizowang w celu usuniecia
niezaadsorbowanych biatek, a na sam koniec wysuszone pod strumieniem azotu.

6.2.3. Charakterystyka powierzchni

Profilometria. W celu zbadania zmiany grubosci przygotowanych warstw przed i po
zanurzeniu w wodzie, ich profile gtebokosciowe zostaty zarejestrowane przy uzyciu
profilometru Dektak XT, wyposazonego w igte pomiarowg o promieniu 12.5 um. Dla
kazdej probki zostata wykonana rysa na powierzchni, ktéra pozwolita na odstoniecie
znajdujacg sie ponizej warstwy krzemu, a nastepnie zostato zebrane 8 profili
w standardowym module w poprzek rysy, co umozliwito okre$lenie grubosci warstwy.

Mikroskopia sit atomowych (AFM). Obrazy AFM powierzchni warstw
kopolimerowych zostaty wykonane przy uzyciu Nanosurf Flex Axiom z kontrolerem
C3000. Pomiar zostat wykonany w trybie przerywanego kontaktu wykorzystujgc prébniki
0 promieniu mniejszym niz 7 nm (o geometrii symetrycznej), statej sprezystosci 42 N/m
i czestotliwosci rezonansowej 320 kHz. Obrazy zostaty zarejestrowane z rozdzielczosScig
512 x 512 punktéw. Analizy obrazéw zostaty wykonane przy uzyciu oprogramowania
SPIP Image Metrology. Pomiary AFM zostaly przeprowadzone przez doktora
habilitowanego Tomasza Makowskiego z Centrum Badan  Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi.

Spektrometria masowa jonow wtornych czasu przelotu (ToF-SIMS).
Powierzchnie kopolimeréw, dla ktorych zastosowano rézne procedury przygotowania
(bezposrednio po wytworzeniu warstwy, po wygrzaniu oraz po inkubacji w wodzie),
zostaty zbadane za pomocg aparatury TOF.SIMS 5, wyposazonej w ciekto-metaliczne
jonowe dziato bizmutowe o energii 30 keV jak i klastry Bis*. Widma masowe o wysokiej
rozdzielczosci masowej m/Am >8000 dla piku C4" (m/z = 48) zostaty zebrane w pieciu
roznych obszarach (kazdy o powierzchni 200 pm x 200 pm). Analiza sktadowych
gtéwnych (PCA) zostata przeprowadzona w celu zbadania rdéznic w strukturze warstw
kopolimerowych sktadajacych sie z kopolimeréw PS-b-PGL lub PS-b-(PGL-g-PGL), a takze
w celu wykrycia wszelkich réznic miedzy warstwami kopolimerowymi w zaleznosci od
sposobu przygotowania. Przed przystgpieniem do analizy PCA, intensywnosci wybranych
pikow z widm zostaty znormalizowane do sumy ich intensywnosci, a nastepnie
wysrodkowane.

Mikroskopia fluorescencyjna. Adsorpcja biatek do powierzchni warstw PS-b-PGL
i PS-b-(PGL-g-PGL) zostata zbadana przy uzyciu mikroskopu optycznego Olympus BX51,
wyposazonego w lampe halogenowg o mocy 100, filtr U-MWIG2 i kamere typu DP72.
Wszystkie obrazy zarejestrowano dla wysuszonych prébek przy uzyciu programu CellMF.
Dla kazdej prébki zostato zarejestrowane co najmniej pie¢ obrazéw fluorescencyjnych.
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Pomiary kata zwilzania. Zwilzalno$¢ warstw kopolimerowych zostata okreSlona na
podstawie wartos¢ kata zwilzania wody. Pomiary zostaty wykonane przy uzyciu metody
kropli siedzacej przy uzyciu przyrzadu Kruss EasyDrop (DSA15). Katy zwilzania zostaty
okreslone jako $rednia z 6 pomiaréw dla kazdego rodzaju prébki.

6.3. Wyniki

6.3.1. Stabilnos¢ warstw kopolimerowych w srodowisku
wodnym

Pierwszym krokiem byta analiza stabilnosci warstwy kopolimerowej w wodzie. W tym
celu za pomocg profilometru zostata zmierzona grubo$¢ warstw po przygotowaniu
i wygrzaniu (oznaczone jako ,woda 0 min”). Najpierw kazda probka zostata zmierzona
przed zanurzeniem, a nastepnie po inkubacji w wodzie przez 5 lub 10 minut (grubos¢
warstw zostata za kazdym razem zmierzona w kilku punktach) (Rysunek 6.1.). Grubo$¢
warstw przed zanurzeniem byfa porownywalna dla obu kopolimeréw i wynosita okoto
41 nm. Mozna jednak zaobserwowac duze réznice miedzy PS-b-(PGL-g-PGL) i PS-b-PGL
po inkubacji w wodzie. W przypadku PS-b-(PGL-g-PGL) zostato zaobserwowane
pecznienie warstwy objawiajgce sie wzrostem jej grubosci odpowiednio 0 ~27% i ~29%
dla warstwy inkubowanej w wodzie przez 5 lub 10 minut. Z kolei dla PS-b-PGL po
dziataniu wody grubo$¢ warstwy pozostata niezmieniona. Dane te sugerujg, ze
architektura makroczasteczek kopolimeru odgrywa znaczacg role w ich zachowaniu
w cienkich warstwach. Czasteczki wody mogg tatwiej penetrowac i oddziatywac
z hydrofilowymi fancuchami PGL o strukturze grzebienia PS-b-(PGL-g-PGL) niz
w kopolimerze o strukturze liniowej PS-b-PGL.
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Rysunek 6.1 .Porownanie grubosci warstw kopolimerow przed (czerwone stupki) oraz po inkubacji w wodzie
przez 5 (niebieskie stupki) i 10 (Zotte stupki) minut.
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Cienkie warstwy kopolimeréow zostaty réwniez zbadane za pomocg AFM przed i po
inkubacji w wodzie. Topograficzne i fazowe obrazy AFM zarejestrowane dla powierzchni
PS-b-(PGL-g-PGL) i PS-b-PGL zostaty przedstawione na Rysunku 6.2. Uzyskane obrazy
pokazujg poréwnywalng strukture warstwy dla obu kopolimeréw po wygrzaniu (,woda
0 min”). Jednak obrazy fazowe AFM powierzchni warstw zmieniajg sie po inkubadji
w wodzie (Rysunek 6.2d,h). W przypadku PS-b-PGL mozna zaobserwowac niewielki
wzrost rozmiaréw struktur obserwowanych w warstwie, podczas gdy warstwa PS-b-
(PGL-g-PGL) zmienita catkowicie swojg morfologie, a obrazy fazowe nie wykazujg
zadnych struktur.

PS-b-PGL

woda 0 min

woda 5 min

Rysunek 6.2. Porownanie struktury warstw kopolimerow uwidocznionej przez topograficzne (a,¢,€,g) oraz
fazowe (b,d,f,h) obrazy AFM przed (a-b, e-f) i po (c-d, g-h) inkubacji w wodzie przez 5 minut,

6.3.2. Roznice w chemii powierzchni spowodowane
interakcja woda — kopolimer

W pierwszym etapie, powierzchnia warstw kopolimerowych (bezposrednio po
przygotowaniu) zostata przeanalizowana za pomocg ToF-SIMS w celu wykrycia rdéznic
w sktadzie chemicznym ich powierzchni. Analiza PCA zostata przeprowadzona na zbiorze
danych sktadajgcym sie z fragmentdw alkilowych charakterystycznych dla PS oraz
fragmentdw zawierajgcych tlen charakterystycznych dla PGL (Tabela 6.1.)
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Tabela 6.1. Sygnaty ToF-SIMS i ich masy wybrane do analizy gtownych sktadowych dla widm masowych
warstw kopolimerowych.

Sygnat | Masa [u]

CHO 29,0039
CHs3O 31,0198
CsHy 38,0166
CsHs 39,0274
CyHs0O 43,0215
CHO 44,0255
Cs 48,0004
C4H 49,0106
C4Hy 50,0134
C4H3 51,0249
C3HsO 57,0366
CH30, | 59,0161
Cs 60,0007
CsH 61,0088
CsHy 62,017
CsHs 63,0246
GCsHsO, | 73,0309
CeHy 74,0137
CH 85,0082

Pierwsza gtéwna sktadowa (PC1) oddziela punkty danych pochodzace z PS-b-(PGL-g-
PGL), ktore posiadajg dodatnie wyniki PC1, od PS-b-PGL posiadajgcymi ujemne wartosci
(Rysunek 6.3.a). Dodatnie fadunki (/oadings) na PC1 (Rysunek 6.3.b) sg zdominowane
przez sygnaty pochodzace od CHsO" CoH3Oz i G3HsO'. Z kolei ujemne tadunki PC1
pochodzg gtdwnie od CsHs0, i C4H". Wynika z tego, ze fragmenty PGL sg odpowiedzialne
za rdznicowanie miedzy grzebieniowym PS-b-(PGL-g-PGL) i liniowym PS-b-PGL.
Powodem takiego réznicowania jest fakt, ze jednostki glicydolu w kopolimerze typu
ktebek - szczotka PS-b-(PGL-g-PGL) majg zmodyfikowane grupy hydroksylowe wewngtrz
tancuchow. Dlatego sygnat CsHsO>” pochodzacy od niemodyfikowanej jednostki glicydolu
jest bardziej charakterystyczny dla liniowego PS-b-PGL, podczas gdy krétsze fragmenty
z mniejszg liczbg atomdw wodoru (np. C:H3O" i C;H30;7) sg bardziej intensywne w widmie
masowym PS-b-(PGL-g-PGL).
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Rysunek 6.3. Wykres wspdtrzednych obserwacji (a) z odpowiadajacym mu wykresem wspotczynnikow
wkiadu od poszczegolnych sygnatow (b) dla pierwszej gltownej sktadowej (PC1) z przeprowadzonej analizy
PCA dla ujemnych sygnatow ToF-SIMS pochodzacych od PS-b-(PGL-g-PGL) (petne trojkaty) oraz PS-b-PGL
(puste trdjkaty).

W kolejnym kroku skupiono sie na wykryciu zmian na powierzchni warstwy
kopolimerowej po zanurzeniu cienkich warstw w wodzie. W tym celu warstwy PS-b-(PGL-
g-PGL) i PS-b-PGL po wygrzaniu inkubowano w wodzie przez 5 minut, a nastepnie
wysuszono i zebrano widma ToF-SIMS. Jak wida¢ na Rysunku 6.4., PC1 pokazuje, ze
najwieksza zmiennosS¢ (98,14%) w zbiorze danych wystepuje miedzy PS-b-(PGL-g-PGL)
i PS-b-PGL, tak jak w przypadku warstw $wiezo po wykonaniu. Ale co wazne, PC2
wychwytuje roznice (1,72%) wynikajaca ze zmian spowodowanych interakcjg cienkiej
warstwy polimerowej ze S$rodowiskiem wodnym. Probki, ktére sg tylko wygrzane
(oznaczone jako ,woda 0 min”), maja ujemne wyniki dla PC2, podczas gdy probki
inkubowane w wodzie majg dodatnig warto$¢ dla PC2. Ponadto punkty pomiarowe dla
prébek PS-b-(PGL-g-PGL) sg bardziej rozciggniete wokét zerowej wartosci PC2, co
sugeruje wiekszg modyfikacje ich chemii powierzchni po zanurzeniu w wodzie. Na
podstawie wykresu wspotczynnikéw wktadu od poszczegdinych sygnatéw dla PC2
(Rysunek 6.4.b) mozna zauwazyé, ze ujemne wartosci dla PC2 s3 zwigzane
z fragmentami PS. Z kolei dodatnie wyniki dla PC2 wynikajg z dodatnich tadunkdéw
loadings jondw pochodzacych z PGL, w szczegdlnosci CsHsO,. Oznacza to, ze po
zanurzeniu w wodzie makroczasteczki kopolimeru w cienkiej warstwie zmienity swojg
orientacje i konformacje, wystawiajgc segmenty PGL do powierzchni. Co wiecej, efekt
ten jest bardziej wyrazny w przypadku kopolimeru o strukturze grzebienia PS-b-(PGL-g-
PGL) niz w przypadku kopolimeru liniowego PS-b-PGL.
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Rysunek 6.4. Wykres wspotrzednych obserwacji (a) z analizy PCA dla ujemnych sygnatow ToF-SIMS
pochodzacych od warstw PS-b-(PGL-g-PGL) (petne symbole) oraz PS-b-PGL (puste symbole) z réznym
czasem interakcji z woda. Wykres wspdtczynnikow wktadu od poszczegdinych sygnatow (b) odnoszacy sie
do wykresu wspotrzednych obserwaci (a).

Przeprowadzona analiza PCA danych ToF-SIMS pokazuje, ze najbardziej znaczacym
jonem emitowanym z powierzchni jest CsHsO,". Poprzednia analiza przeprowadzona dla
warstw polimerowych bezposrednio po wytworzeniu pokazuje, ze jon ten jest zwigzany
z niemodyfikowang jednostkg monomeru PGL, dla ktérej grupa hydroksylowa tancucha
bocznego PGL nie zostata zmieniona. Ponadto, splatanie makroczasteczek polimerowych
w cienkich warstwach polimerowych ogranicza zmiany orientacji catych makroczasteczek
(zwiaszcza dla liniowego tancucha PS-b-PGL), ale farcuchy boczne PGL w kopolimerach
PS-b-(PGL-g-PGL) powinny mie¢ wiekszg mobilnoS¢. Ponadto kopolimer blokowy PS-b-
PGL wykazywat dwie temperatury zeszklenia (Tg) -11°C i +72°C, co odpowiada
temperaturom zeszklenia dla poszczegdlnych polimeréw (PGL -20°C i PS ~100°C). [80]
Zatem czas relaksacji zgodnie z zaleznoscig Vogela-Fulchera-Tammanna [173] powyzej
temperatury zeszklenia polimeru T4 powinien regulowaé ruchliwos$¢ faincucha PGL. Co
wiecej, ruchliwo$¢ tancuchéw bocznych PGL w grzebieniowym PS-b-(PGL-g-PGL)
zwieksza sie po zanurzeniu w wodzie z powodu pecznienia warstwy polimerowej, co
wykazano na podstawie pomiaréw grubosci (Rysunek 6.1.). Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi wiadome jest, ze temperatura zeszklenia dla PGL jest wrazliwa na ilos¢
zaabsorbowanych czasteczek wody w bloku PGL, w wyniku czego spada ona do zakresu
okoto -30°C - -40°C. [174] Sugeruje to, ze po zanurzeniu w wodzie tancuchy boczne PGL
w kopolimerze o strukturze grzebienia PS-b-(PGL-g-PGL) oddziatujg z czasteczkami
wody, zmieniajgc konformacje i sa eksponowane do powierzchni, podczas gdy efekt ten
jest ograniczony w przypadku liniowego kopolimeru PS-b-PGL.

W celu zbadania wptywu immersji w wodzie na efektywng zwilzalnos¢ warstw PS-b-(PGL-
g-PGL) i PS-b-PGL, zostaty zmierzone katy zwilzania wody dla warstw polimerowych po
wygrzewaniu i inkubacji w wodzie przez 0, 5 i 10 minut.
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Rysunek 6.5. Zdjecia katow zwilzania dla warstw PS-b-(PGL-g-PGL) (a-c) oraz dla PS-b-PGL (d-f) z roznym
czasem immersji w wodzie.

Wyniki przedstawione na Rysunku 6.5 wraz z Rysunkiem 6.6 pokazujg catkowicie
odmienne zachowanie obu badanych kopolimeréw. Wartosci kata zwilzania zmierzone
dla warstw PS-b-PGL nieznacznie zmniejszyty sie po inkubacji prébki w wodzie i wahaty
sie od 81,1(2,1) stopnia dla probek po wygrzaniu (0 min) do 78,9(1,8) stopnia dla warstw
inkubowanych przez 10 minut. Natomiast w przypadku warstwy PS-b-(PGL-g-PGL) zostat
zaobserwowany silny wplyw wody, co znalazto odzwierciedlenie
w zwiekszeniu hydrofilowosci powierzchni warstwy kopolimerowej, przy zmniejszeniu
kata zwilzania z 80,3(1,3) stopnia do 63,1(0,9) stopnia.
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Rysunek 6.6. (a) Srednie katy zwilzania zmierzone dla PS-b-(PGL-g-PGL) oraz PS-b-PGL po rdznym czasie
inkubagji warstw w wodzie. (b) Frakcja polyglicydolu na powierzchni wyliczona dla warstw kopolimerowych
zanurzonych w wodzie, na podstawie danych zwilzalnosci analizowanych na podstawie rownania Cassie

(6.1).

Zwiekszona hydrofilowo$¢ warstw PS-b-(PGL-g-PGL) jest powigzana z ekspozycjg
tancuchow PGL na powierzchni warstwy. Zgodnie z réwnaniem Cassie (6.1) [175]
efektywny kat zwilzania Ocomp powierzchni ziozonej z segmentéw polistyrenu
i poliglicydolu zalezy od frakcji powierzchniowej PGL (F) i PS (1-F):

c0s(0comp) = F cos(6pg,) + (1 — F) cos(6ps) (6.1)
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Gdzie OpeL. and Bps to katy zwilzania zmierzone dla kropli wody umieszczonej na
powierzchni ztozonej tylko z poliglicydolu lub tylko z polistyrenu, wynoszace odpowiednio
24 i 89 stopni. [176]

Dla warstw PS-b-PGL B@comp Wykazuje niewielkie zmiany, a szacowana frakcja molowa
poliglicydolu na powierzchni jest rowna 0,151(0,039), 0,179(0,026) i 0,193(0,035),
odpowiednio dla warstw inkubowanych w wodzie przez 0, 5 i 10 minut. Z kolei dla PS-b-
(PGL-g-PGL) frakcja molowa poliglicydolu na powierzchni wzrosta znaczaco
z 0,167(0,025) dla prébki po inkubacji do 0,484(0,015) dla warstwy kopolimeru
trzymanej w wodzie przez 10 minut. Wyniki te sg zgodne z analizg PCA danych ToF-SIMS
(Rysunek 6.4.) i pokazujg, ze po wygrzewaniu powierzchnie obu kopolimeréw s3
hydrofobowe z frakcjg molowg PGL ponizej 20%. Jednakze inkubacja w wodzie indukuje
zmiany konformacji PGL w warstwie kopolimeru majgcego strukture grzebienia PS-b-
(PGL-g-PGL) i zwieksza hydrofilowo$¢ powierzchni, podczas gdy dla liniowego PS-b-PGL
frakcja molowa PGL pozostaje nadal ponizej 20%. Obserwacja ta potwierdza, ze
architektura kopolimeru tworzgcego warstwe odgrywa znaczacg role w kontrolowaniu
wiasciwosci powierzchni tej warstwy.

6.3.3. Adsorpcja biatek do warstw kopolimerow

Zwiekszona hydrofilowos$¢ powierzchni PS-b-(PGL-g-PGL) po inkubacji w wodzie powinna
wptywacé na modyfikacje oddziatywan biatek z powierzchnig kopolimeru. Aby zbadac ten
efekt, zostata zbadana adsorpcja BSA do powierzchni warstw PS-b-(PGL-g-PGL) i PS-b-
PGL. W tym celu znakowana fluorescencyjnie BSA zostata zaadsorbowana do
powierzchni kopolimeru, ktory przed adsorpcjg byt inkubowany w wodzie przez 0, 5i 10
minut, a zebrane obrazy fluorescencji zostaty przeanalizowane za pomocg metody
geometrii catkowej w celu oszacowania wzglednej ilosci zwigzanego biatka.

Dla kazdej z prébek zostaty zebrane obrazy fluorescencyjne w serii pieciu na probke,
a reprezentatywne obrazy, ktdre przedstawiajg adsorpcje BSA na powierzchni warstw
PS-b-(PGL-g-PGL) i PS-b-PGL 0 réznym czasie inkubacji w wodzie (5 i 10 minut) zostaty
zaprezentowane na Rysunku 6.7.a-b. Intensywno$¢ fluorescencji obserwowana na
obrazach jest proporcjonalna do ilosci molekut BSA zwigzanych z powierzchnig i jest silnie
zalezna od indywidualnych wiasciwosci powierzchni warstwy. Porédwnanie obrazow
fluorescencyjnych ujawnito, ze ilos¢ molekut BSA maleje wraz ze wzrostem czasu
inkubacji warstw PS-b-(PGL-g-PGL) w wodzie, podczas gdy dla PS-b-PGL nie ma zmian
w intensywnosci fluorescenciji.
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Rysunek 6.7. Zdjecia fluorescencyjne dla zaadsorbowanego BSA do cienkich warstw PS-b-(PGL-g-PGL) (a)
oraz PS-b-PGL (b), ktore zostaty wygrzane oraz zanurzone w wodzie przez 0, 5 czy 10minut lub w roztworze
PBS przez 5 minut. Zdjecia zostaty przeanalizowane z zastosowaniem podejscia geometrii catkowej dla
otrzymania flosciowych wartosci zaadsorbowanego BSA do warstw kopolimerow (c-d).

W celu ilosciowego zbadania adsorpcji BSA na kopolimerach inkubowanych w wodzie,
zdjecia fluorescencyjne zostaty przeanalizowane metodg geometrii catkowej, ktdra
zostata opisana w Podrozdziale 2.2.4. Dla kazdej z prébek zostat wyliczony rozktad
intensywnosci pikseli na obrazach fluorescencyjnych w celu uzyskania $redniej wartosci
zaadsorbowanych biatek, ktora nastepnie zostata znormalizowana do wartosci uzyskanej
dla probek po wygrzewaniu (0 min). Otrzymane wyniki wzglednej adsorpcji biatek zostaty
przedstawione w postaci histograméw (Rysunek 6.7.c-d), ktére wyraznie pokazujg
malejacy iloS¢ BSA dla PS-b-(PGL-g-PGL) i statg wartos¢ dla PS-b-PGL wraz ze wzrostem
dtugosci czasu inkubacji w wodzie.

Obserwacje te sg zgodne z wynikami przedstawiajgcymi réznice w sktadzie chemicznym
powierzchni warstw kopolimerowych indukowanymi w trakcie inkubacji w wodzie.
Warstwy PS-b-(PGL-g-PGL) w wyniku oddziatywania z czgsteczkami wody eksponowaty
hydrofilowe tancuchy PGL do powierzchni. Im dluzszy czas inkubacji, tym wiecej
bocznych tancuchdow PGL moze zmieni¢ swojg konformacje, a hydrofobowosé¢
powierzchni maleje, co potwierdzajg przeprowadzone pomiary kata zwilzania.
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W rezultacie mniej molekut biatka adsorbuje do powierzchni. Z kolei chemia powierzchni
PS-b-PGL nie zmienia sie znaczaco po inkubacji w wodzie, co wykazaty pomiary
ToF-SIMS jak i kata zwilzania. Dlatego tez ilos¢ biatek osadzonych na powierzchni warstw
PS-b-PGL jest poréwnywalna.

Jednak bardziej interesujacy jest fakt, ze adsorpcja biatek do cienkiej warstwy
kopolimeru PS-b-(PGL-g-PGL) jest poréwnywalna z iloscig biatka zaadsorbowanego na
powierzchni warstwy PS-b-PGL. Podczas badan adsorpcji biatek do powierzchni réznych
kopolimeréow, przygotowane warstwy byty inkubowane przez 5 minut w wodnym
roztworze BSA w PBS. Okres ten byt wystarczajgcy dla warstwy PS-b-(PGL-g-PGL)
inkubowanej w wodzie do zwiekszenia frakcji powierzchniowej PGL z ~0,17 do ~0,48
i zwiekszonej hydrofilowosci powierzchni. Wydaje sie jednak, ze makroczasteczki
PS-b-(PGL-g-PGL) nie zmieniajg swojej konformacji podczas inkubacji w wodnym
roztworze BSA w PBS. Efekt ten moze mie¢ dwa mozliwe wyjasnienia. Po pierwsze,
interakcje jon-grupa hydroksylowa mogg by¢ wystarczajgco silne, aby zmniejszyé
ruchliwo$¢ grup bocznych w tancuchu PGL. Po drugie, biatka zaadsorbowane na
powierzchni kopolimeru mogg opo6znia¢ lub nawet blokowac zmiany konformacji
makroczgsteczek kopolimeru.

Oddziatywanie grupy hydroksylowej tancucha bocznego PGL z jonami jest podobne do
tego obserwowanego dla jondw treoniny i potasu w strukturze biatek. [177] Energia
oddziatywania jon-dipol (~86 kJ/mol) jest wieksza niz wigzan wodorowych (~21 kJ/mol),
a co wiecej, kilka grup hydroksylowych z réznych fancuchéw bocznych PGL moze
oddziatywac z tym samym jonem. [178] Moze to sugerowal, ze wigczenie jonéw do
grzebieniowych tancuchéw PGL zmniejszyto ich mobilno$¢ i uniemozliwito reorientacje
hydrofilowych tancuchéw PGL do powierzchni.

Aby zweryfikowaC te hipoteze, warstwy PS-b-(PGL-g-PGL) i PS-b-PGL zostaty
inkubowane w buforze PBS przez 5 minut, a nastepnie zostata przeprowadzona
adsorpcja BSA do ich powierzchni. Zdjecia fluorescencyjne (Rysunek 6.7.), jak rowniez
wyniki analizy tych wykresow metodg geometrii catkowej pokazuja, ze ilos¢ BSA
zaadsorbowanego na powierzchni warstw PS-b-PGL jest porownywalna z warto$ciami
uzyskanymi dla powierzchni inkubowanych w wodzie. Z kolei ilos¢ biatka
zaadsorbowanego na powierzchni PS-b-(PGL-g-PGL) typu ktebek — szczotka jest nawet
nizsza niz dla prébek inkubowanych w wodzie. Co wiecej, kat zwilzania warstw
inkubowanych w PBS pozostaje niezmieniony dla warstw PS-b-PGL (~78,2°) i maleje dla
PS-b-(PGL-g-PGL) do 55,8°, co skutkuje jeszcze wiekszg frakcjg molowg poliglicydolu na
powierzchni (~0,61). Wyniki te pokazujg, ze obecnos¢ jondw w roztworze wodnym nie
wptywa na ruchliwo$¢ tancuchéw polimerowych, a zatem zjawiskiem odpowiedzialnym
za zmniejszenie ruchliwosci tancuchow PGL jest fakt adsorpcji biatek.

Co wiecej, hydrofobowa powierzchnia warstw kopolimerowych bogatych we frakcje PS
sprzyja adsorpcji biatek. Podczas adsorpcji do warstwy polimerowej molekuty biatka
ulegajg zmianom konformacyjnym. Powierzchnia kontaktu biatka z powierzchnig
powoduje wzrost energii swobodnej, a zatem biatka majg tendencje do maksymalizacji
swojej powierzchni oddziatujgcej z warstwg polimerowg poprzez zmiany konformacyjne.
[179] W rezultacie interakcja miedzy tancuchami PS eksponowanymi na powierzchni,
a czgsteczkami BSA zmniegjsza ruchliwo$¢ faricuchdw polimerowych. Podobny efekt zostat
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zaobserwowany we wczesniejszych pracach autorki w przypadku izotaktycznego
poli(metakrylanu n-butylu), gdzie molekuty biatka adsorbujgc do warstwy polimeru,
zwiekszajg jej stabilnos¢ i opdzniajg efekt ,,odwilzania” warstwy (z ang. dewetting). [180]

6.4. Podsumowanie

Na przestrzeni catego rozdziatu zostaty przedstawione wyniki wskazujace, ze architektura
kopolimeru tworzacego cienkg warstwe silnie wptywa na wiasciwosci powierzchni tej
warstwy. Warstwa kopolimeru PS-b-(PGL-g-PGL) pecznieje i wystawia tancuchy PGL do
powierzchni po zanurzeniu w wodzie, co powoduje, ze zmieniajg sie jej wiasciwosci
z hydrofobowej na hydrofilowg. W przeciwienstwie do tego, powierzchnia warstw dla
kopolimeru o strukturze liniowej PS-b-PGL nie zmienia swoich wiasciwosci i jest
porownywalna dla powierzchni po wygrzewaniu jak i inkubowanych w wodzie.
Zaobserwowana roznica w sktadzie chemicznym powierzchni po inkubacji w wodzie ma
silny wplyw na interakcje biatko-kopolimer. Podczas przeprowadzonych badan zostato
pokazane, ze inkubacja w wodzie modyfikuje wiasciwosci powierzchni warstw PS-b-
(PGL-g-PGL) i zmniejsza adsorpcje biatek, podczas gdy efekt ten nie jest obserwowany
dla powierzchni warstwy ztozonych z liniowego PS-b-PGL.

Inng ciekawg obserwacjg jest fakt, ze powierzchnia warstwy kopolimeru blokowego
o strukturze grzebienia PS-b-(PGL-g-PGL) nie zmienia swoich wiasciwosci
powierzchniowych po zanurzeniu w roztworze BSA. Wyjasnieniem tej obserwacji jest to,
ze adsorpcja molekut BSA spowalnia lub nawet blokuje zmiany konformacyjne czasteczek
kopolimeru. W rezultacie faricuchy PGL nie mogg zmieni¢ swojej konformacji i ostabié
oddziatywania miedzy czgsteczkami biatka a powierzchnig kopolimeru. Wyniki tych badan
sugerujg zatem nowg strategie poprawy wiasciwosci warstw kopolimeréw poprzez
umozliwienie tancuchom polimerowym zmiany ich konformacji lub zmniejszenie tego
efektu poprzez utworzenie ochronnej warstwy biatkowej.

Materiat przedstawiony w tym rozdziale wchodzi w sktad publikacji:_N. Janiszewska,
T. Basinska, M. Gadzinowski, S. Stomkowski, T. Makowski, K. Awsiuk; Impact of
polyglycidol block architecture in polystyrene-b-polyglycidol copolymers on the
properties of thin films and protein adsorption, Applied Surface Science 669 (2024),
160458, DOI: 10. 1016/j.apsusc.2024.160458
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ROZDZIAL 7

Podsumowanie

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wyptywu struktury
tancuchow polimerowych na wiasciwosci cienkich warstw polimerowych jak i ich
oddziatywania z biomolekutami (w szczegdlnosci z biatkami). Badania zostaty
przeprowadzone dla dwoch polimeréw o réznej taktycznosci (Rozdziaty 3-5) oraz dla
kopolimeru blokowego o rdéznej architekturze jednego z blokéw (Rozdziat 6).

Podczas realizowania badan zostat wykorzystany szereg technik spektro- i mikro-
skopowych oraz metod analizy danych. W celu wytworzenia cienkich warstw zostaty
uzyte trzy metody: spin-coating, horizontal dipping i druk mikrokontaktowy, dzieki temu
mozliwe byto uzyskanie warstw o dobrze zdefiniowanych wtasciwosciach. Nastepnie
wykorzystujgc zestaw metod takich jak: AFM, ToF-SIMS, spektroskopia Ramana czy
profilometria mozliwe byto scharakteryzowanie wytworzonych warstw polimerowych
i okreslenie wptywu struktury tancucha polimerowego na wiasciwosci takiej warstwy.
Dodatkowo zostaty ocenione oddziatywania warstw z biatkami (jak i réwniez z peptydami
i bakteriami) dzieki wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej oraz ToF-SIMS.

W pierwszym etapie badan zostat oceniony wplyw taktycznosci danego polimeru na
oddziatywania z biomolekutami. Gtéwnym wnioskiem z tej czeSci badan jest stwierdzenie,
ze orientacja grup chemicznych fancucha polimerowego wptywa na ich utozenie
w cienkich warstwach, a tym samym indukuje zmiany na powierzchni warstwy, co
wptywa na interakcje polimer — biomolekuty. Dzieki zastosowaniu metody ToF-SIMS
potaczonej z analizg PCA zostaty ukazane réznice w chemii powierzchni warstw o réznej
stereoregularnosci. Dla PtBMA opisanego w Rozdziale 3, orientacja grup estrowych
w formie izotaktycznej modyfikuje oddziatywania z peptydami, biatkami i bakteriami.
Poprzez ekspozycje tych grup warstwy iso-PtBMA wptywajg na lepszg adsorpcje dodatnio
natadowanych peptydéw oraz zmiany w orientacji molekut IgG i konformacji BSA.
Dodatkowo bakterie gram-dodatnie sg rowniez wrazliwe na ekspozycje grup estrowych,
co skutkuje lepszg adhezjg do warstw iso-PtBMA (w poréwnaniu do PtBMA w formie
ataktycznej i syndiotaktycznej). Natomiast dla PMMA, opisanego w Rozdziale 4
obserwowana jest inna sytuacja jesli chodzi o ekspozycje grup estrowych na powierzchni
— jest ona obecna w warstwach at- i syn-PMMA. Powoduje to bardziej efektywna
adsorpcje molekut biatka do powierzchni ataktycznej i syndiotaktycznej w poréwnaniu
do warstw izotaktycznych. Jednakze w przypadku obu polimeréw PtBMA i PMMA
obserwowane sg te same mechanizmy oddziatywania — oddziatywania hydrofobowe sg
odpowiedzialne za adsorpcje molekut BSA i zmiany w jej orientacji badz konformacji,
podczas gdy oddziatywania elektrostatyczne sg kluczowe dla zmian w orientacji molekut
IgG.

Uwzgledniajgc wyniki otrzymane dla polimerow o roznej taktycznosci, badania
w kolejnym etapie skupity sie na mozliwosci wytworzenia mikromacierzy na bazie
mieszanin polimerowych. W Rozdziale 5 zostat opisany proces otrzymywania
dwuwymiarowych domen dla mieszanin PMMA + PtBMA, ktore w swoim sktadzie miaty
at-PtBMA oraz byly przygotowane na podtozu SiOx modyfikowanym APTES. Jako
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mieszanine, ktora tworzy najlepszg separacje fazowag wybrano iso-PMMA + at-PtBMA,
dla ktérej to zostata podjeta proba otrzymania regularnych wzoréw polimerdw, dzieki
wykorzystaniu wstepnie zmodyfikowanego podioza sktadajacego sie z naprzemiennych
paskow SiOx i APTES. Wykorzystujac preferencyjne oddziatywania miedzy PMMA i SiOy,
otrzymane zostaty warstwy, ktdre sktadaty sie z wyzszych obszaréw PtBMA i nizszych
obszaréw PMMA, co zostato potwierdzone dzieki zastosowaniu AFM i spektroskopii
Ramana potaczonej z analizg TCA. Dodatkowo biorgc pod uwage selektywng adsorpcje
biatek do jednego z dwodch sktadnikdw mieszaniny zostata sprawdzona mozliwosé
tworzenia wzoréw biatkowych. Jako wynik tego badania otrzymano idealnie
odzwierciedlenie wzordw regularnych jak i izotropowych poprzez immobilizacje biatka do
domen ziozonych z PtBMA. Ponadto zachowanie aktywnosci biologicznej
zaadsorbowanego biatka wskazuje na mozliwe zastosowanie przygotowanych warstw
jako podstawy do wytwarzania mikromacierzy biatkowych.

W ostatnim etapie badan zostat sprawdzony wptyw architektury kopolimeru na
wihasciwosci utworzonych z niego cienkich warstw oraz na adsorpcje biatek. Wyniki
przedstawione w Rozdziale 6 wskazujg, ze architektura jednego z blokéw w kopolimerze
blokowym ma znaczacy wptyw na wiasciwosci samej warstwy, zwiaszcza jesli jest ona
wystawiona na dziatanie czynnikdw zewnetrznych takich jak woda. Kopolimer
o strukturze kiebek — szczotka PS-b-(PGL-g-PGL) pod wptywem immersji w wodzie
zaczyna zwieksza¢ swojg grubos$¢ wystawiajgc tancuchy PGL do powierzchni zmieniajgc
tym samym witasciwos¢ warstwy z hydrofobowej na hydrofilowa. Jednak dla kopolimeru
o strukturze liniowej PS-b-PGL efekt ten nie jest obserwowany i jej wtasciwosci sg
porownywalne przed i po immersji w wodzie. Widoczne zmiany w chemii powierzchni
podobnie jak w Rozdziatach 3 i 4 znaczgco zmieniajg interakcje kopolimer — biatko.
Poprzez wystgpienie zmian pod wptywem oddziatywan tancuchéw PGL z molekutami
wody dla warstw PS-b-(PGL-g-PGL) wczesniej inkubowanych w wodzie zmniejsza sie
adsorpcja molekut biatka do powierzchni. Innym bardzo ciekawym zaobserwowanym
efektem jest blokowanie zmian orientacji tancuchéw PGL przez biatka adsorbujgce do
cienkich warstw PS-b-(PGL-g-PGL). Zjawisko to moze zosta¢ wykorzystane jako
koncepcja pozwalajgca na poprawe wiasciwosci amfifilowych kopolimeréw blokowych
poprzez kontrolowanie zmian konformacji tancucha polimerowego wchodzacego w sktad
kopolimeru.

Na przestrzeni catej rozprawy doktorskiej zostat ukazany i opisany rzeczywisty wptyw
struktury faiicucha polimerowego na wiasciwosci cienkich warstw oraz ich oddziatywania
z biatkami. Jednym z gtéwnych wynikdw catej pracy jest wykazanie, ze istniejgce réznice
w chemii powierzchni wystepujace miedzy réznymi taktycznoSciami tego samego
polimeru badz bedace wynikiem réznic w architekturze blokéw w kopolimerach
blokowych majg istotny wplyw na interakcje warstwa — biatko co moze wptywacé na
promowanie lub wrecz przeciwnie zapobieganie adsorpcji molekut biatka jak réwniez
wplywa na orientacje i konformacje zaadsorbowanych molekut biatka. Dlatego tez
niezwykle istotne jest dobranie odpowiedniej struktury fancucha polimerowego do
planowanych przysztych zastosowan cienkich warstw polimerowych.
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