Streszczenie

Celem niniejszej pracy jest rozwdj metod charakteryzacji struktury i wiasciwodci powierzchni i

wzordw makromolekularnych w celu optymalizacji dzialania ich zastosowan biotechnologicznych.

Rozwazane sa dwie klasy wzordw i powierzchni: sfunkcjonalizowanych za pomocy szezepionych

faficuchéw  polimerowych oraz pokrytych nanowarstwami biologicznego rozpoznawania

miedzymolekularnego. Pierwszy rodzaj powierzchni znajduje zastosowanie w rozwoju podiozy

: ';"biofunkcjonalnych, natomiast drugi jest stosowany w biosensorach oraz urzadzeniach analitycznych

s fypu Lab-on-a-chip”. Do charakteryzacji powierzchni zastosowano spekirometrie masowg jondw

':.""v'vtémych z analizatorem czasu przelotu (ang. TOF-SIMS), obejmujgcg mody spektroskopowy 1

'..”:(':)br'azowania oraz wiclowymiarowa analize danych (w szczegoinodel analize gléwnych sktadnikow

ang PCA), a takze inne techniki analizy powierzchni takie jak pomiar kata zwilzania woda,

_'::.-:'f'r:;fi_kroskopie; sit atomowych (ang. AFM), mikroskopie fluorescencyjna, spektroskopie fotoelektrondéw

& : {ang XPS) oraz elipsometrig.

 Kontekst naukowy pracy oraz przeglad literatury zostal przedstawiony w rozdziale 1, natomiast

zastosowane techniki eksperymentalne zostaly opisane w rozdziale 2. Rozdziat 3 stanowi omowienie

zbio s artykuléw naukowych (Artykuty 1do V).

Atfykul 1 oraz Artykat II opisujg proces wytworzenia 1 charakteryzacje podiozy

S.:.furlk_cj'é'nalizowanych za pomoca wrazliwych na bodZce polimeréw szczepionych jednorodnie do

pow;efichni oraz wzoréw polimerow szczepionych (obdarzonych ifadunkiem elektrycznym)

wytworzonych z wykorzystaniem techniki litografii elektronowej. Podloza takie mogg znaleZé
-_zastosd\}_v:'anie w tworzeniu innowacyjnych powierzchni o kontrolowanym przez czlowieka

‘oddzialywaniu z bialkami.

W A_ftykule I prezentowane jest nowe podejicie do tworzenia pokryé polimeru POEGMAZ246

(poli(metakrylanu eteru etylenowego glikolu oligoetylenowego)) poprzez polimeryzacje z powierzchni

oligome _'W nadtlenkowych szczepionych do zmodyfikowanej uprzednio powierzchni szkla.

Kéfribleks{éwa charakteryzacja uzyskanych pokryé za pomocg réznych technik powierzchniowych (w

tym analiza temperaturowej zaleznosci zwilzalnoéei i topografii rozszerzona o pomiary w warunkach

iego pH) ujawnila ich niespodziewane wlasciwosci, takie jak wrazliwo$é na dwa rozne bodzce

(tem é'ra'_t'_'L_irg i pH) oraz silng zalezno$¢ adsorpcji bialek od pH. W celu optymalizacji warunkéw

ej, wzoréw szezepionych polimerdw, ktére nie bylo dotychczas szczegdlowo badane.

Snbrmkr metryczne struktury  biokompatybilnego polimeru PDMAEMA  (poli(metakrylanu

me B{_Q_a_ﬁfnoetylu)) zostaly szczepione z filméw polimeru fluorowego a nastepnie zmodyfikowane

: __Q_I'H?ly.p()]ikationu i wykorzystane do elektrostatycznego wigzania barwnikdéw organicznych oraz




biatek. Polgczenie technik mikroskopowych i spektroskopowych, w tym analizy TOF-SIMS
rozszerzonej do wysokorozdzielezego chemicznego obrazowania wzotréw polimerowych na podtozu

polimerowym oTaz molekularnej charakteryzacii ich po7niejszej modyfikacji, potwierdzito efektywng

funkcjonalizacje powierzchni. Dodatkowo, wyniki procesu litograficznego szczepienia polimerow

zostaly porownane dla rozoych warunkéw nagwietlania wigzka elektronéw w celu wyboru tych
dajacych najlepsze rezultaty pod katem zastosowat biotechnologicznych.

Wyniki charakteryzacji wielokrokowych — protokofow biofunkcjonalizacjii 1 tesiu
immunologicznego, ktore wprowadzajg kolejno roézne molekuly do nanowarstw rozpoznawania
migdzymolekularnego osadzanych na powierzchni przetwornika Krzemowego, przedstawione sa w
Artykutach 11, TV i V. Charakteryzacja powierzchni biosensora, rozbudowana do wielokrokowej
analizy uZywajace] wielu technik, zostala zademonstrowana dla urzadzenia typu _lab-on-a-chip”
wykrywajacego szkodliwe substancje w zywnosci, ktore zostato wyprodukowane W ramach projektu
7FP Wspolnoty FEuropejskiej © nazwie FOODSNIFFER. W szezegolnosel, zmiany chemiﬂj
powierzchni wyznaczone zostaty za pomoca metody TOF-SIMS rozrdzniajace) poszczegélnﬂ‘
molekuly orgapiczme stosowane w protokotach biofunkcjonalizacji 1 testu immunologicznego
Subtelne zmiany w biomolekularnym skladzie nanowarstw, zachodzace dla poszczegdinych kroko
protokotu, zostaly wykryte i sklasyfikowane za pomocg wielowymiarowej analizy danych TOF-SIMS‘
Dodatkowo, dane na temat nanostruktury powierzchni 1 jej pokrycia molekutami - dostarczone dzi@lﬁ
zastosowaniu réznych technik badawczych - ujawnity zlozone zjawiska powierzchniowe, ktore mog
wplywac na aktywno$¢ biomolekularna a nawet utrudniaé wykrycie analitu (np. desorpcia biah4
detekcyjnego). Jest to szezegdlnie cenne W odniesieniu do optymalizacjl dziatania biosensorow.

Przedmiotem badan Artykuls 111 jest protokot biofunkcjonalizacji stosowany W celu detek
(alergenu) biatka krowiej «-kazeiny W miekn kozim. W artykule tym narzedzia anali
powierzchniowej spekirometrii TOF-SIMS (tj. obrazowanie i analiza molekularna) zostaty rozwini
do kontroli ,in-situ” mikro—strukturyzqwanych obszaréw biosensorycznych na scalopym ukiad
,lab-on-a-chip”. Dodatkowo, zbadana zostata jednorodnos¢ wrzordw  hiatka detekcyjne
otrzymanych za pomocd automatycznego robota nakrapiajacego 1 dopasowanych do obszar
biosensorycznych ukladu ,Jab-on-a-chip”. Analiza ta pozwolita na wybor optymalnych warunk
immobilizacji biatka detekcyjnego prowadzac do znaczne] poprawy powtarzalnosci odpowie
biosensora i czutosei deteke]i.

W Artykule IV wyznaczony sostat, na powierzchni krzemu imitujacej przetwo
biosensoryczny, sklad molekularny oraz utozenie i orientacja bialek uzytych w kolejnych krok
protokoiu do wykrywania (mykotoksyny) ochratoksyny A. W tym przypadku zastosowany zostat
immunologiczny typu posredniego, W kiérym sygnal wykrycia analitu zostaje wzmocniony P
powierzchniows reakcje pomigdzy przeciwcialem pierwszo- 1 drugorzgdowym. W pracy
wprowadzona zostala nowa metoda oszacowania masy powierzchniowe; poszezegolnych biafek, k

tgczy informacjg o catkowite) powierzchniowe gestodei biatek, dostarczang przez elipsometric,
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sktadzie molekularnym, uzyskiwana z analizy TOF-SIMS. Pozwala to na okreslenie stosunku

molowego specyficznie wiazacych sie biomolekul, Ponadto, badania nad orientacja przeciwciat
immobilizowanych na powierzchni zostaty po raz pierwszy rozszerzone do analizy orientacji zardéwno
przeciwciata pierwszo- jak i drugorzgdowego. Wielowymiarowa analiza danych TOF-SIMS pozwolita
okreslié i poréwnaé orientacje przeciwcial zaadsorbowanych za pomocg powierzchniowych wigzan
specyficznych i unieruchomionych bezposrednio na podtozu.

Zaprezentowana analiza protokoléw biofunkcjonalizacji powierzchni biosensorow zostata
rozszerzona w Artykule V o poréwnanie dwoch sposobdw nanoszenia roztworu biatka detekcyjnego:
za pomocg automatycznego robota nakrapiajacego (przez nakladajgce sie krople nanolitrowe) i rgcznie
za pomoca pipety (jednej mikrolitrowej kropli). Zbadano réwniez wplywu poczatkowej ggstosci
powierzchniowej biatka detekcyjnego na przebieg nastgpnych krokéw protokoiu funkcjonalizacji 1

detekcji analitu. Badany protokét majacy shuzacy do detekcji  (pestycydu) tiabendazolu byl

: :-_ analizowany zaréwno na plaskich powierzchniach krzemowych jak i na mikro-strukturyzowanych

. .: powierzchniach biosensoréw na ukladzie scalonym. Analiza nanostruktury utworzonych warstw
| biatek, ich gestosci powierzchniowe] oraz zawartosci biatka detekcyjnego ujawnita zaskakujaca
desorpcje biatka detekcyjnego, zalezng od jego poczatkowej gestosci powierzchniowej, zachodzacy
- podezas procedury blokowania i wplywajacg na efektywnos¢ wiazania analitu przez uzyskane
| nanowarstwy rozpoznawania miedzymolekularnego.

Podsumowanie i koncowe wnioski rozprawy doktorskiej zaprezentowane zostaly w rozdziale 4.




