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Characterization of polymer and molecular surface modifications for biointerface engineering

(Charakterystyka modyfikacji powierzchni polimerowych i molekularnych dla inzynierii
powierzchni graniczacych z ukladami biologicznymi)

Specyficzne wlasciwosci powierzchni ciala statego moga wywolywac pozadane odpowiedzi
uktadow biologicznych w wyniku tworzenia si¢ powierzchni rozdziatu faz pomiedzy powierzchnig a
takimi uktadami (ang. biointerface).! Powierzchnie migdzyfazowe, w tym réwniez na granicy uktad
biologiczny — faza skondensowana, sg cienkimi warstwami, ktorych wiasciwosci rdznig sie od
wlasciwoséci masowych uktadow czy faz znajdujacych si¢ po obu stronach tego rozdziatu.? Mozliwe jest
sztuczne wytworzenie, za pomocg inzynierii powierzchni ciala statego, powierzchni miedzy uktadem
biologicznym a faza skondensowana i nadanie jej wlasciwosci wplywajacych na oddzialywanie
biomolekut z podtozem. Na przyktad powierzchnie modyfikowane molekutami, tworzacymi
samoorganizujace si¢ monowarstwy (ang. Self-Assembled Monolayers (SAMS)), i/lub polimerami moga
wprowadza¢ sygnaly $rodowiskowe wplywajace na zachowanie komorek.®> Pozadane wilasciwosci
powierzchni miedzy ukladem biologicznym a faza skondensowana moga by¢ dopasowane
(,,dostrojone™), aby np. zapewni¢ biokompatybilno$¢ materiatow wprowadzonych do organizmu (np.
implantow)?, lub przelagczane np. po to, by zdja¢ arkusze komorek wyhodowane na termo-
przetaczalnych podtozach (ang. cell sheet engineering)*. Kolejnym waznym obszarem zastosowan

powierzchni modyfikowanych polimerami lub molekutami organicznymi® sa biomedyczne urzadzania
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stosowane w diagnostyce, takie jak biosensory &’ czy mikromacierze biatkowe lub DNA%8, Modyfikacje
te obejmuja nie tylko aktywacje powierzchni, np. przy uzyciu molekut SAM, ale réwniez wielokrokowa
immobilizacj¢ roznych biomolekut (nie tylko tych odpowiedzialnych za detekcje analitu). Przytoczone
wyzej przyklady obrazujg cel naukowy przedtozonego cyklu publikacji (Tabela 1), ktorym jest
charakterystyka modyfikacji powierzchni polimerowych i molekularnych, tworzqgcych powierzchnie
miedzyfazowe z Uktadami biologicznymi, o ,, dostrajalnych” lub przelgczalnych wlasciwosciach oraz

majgcych zastosowanie w biosensorach i mikromacierzach.

Tabela 1. Podsumowanie celu naukowego i osiggni¢tych wynikéw zaprezentowanych w autoreferacie.

CHARACTERISATION OF
POLYMER & MOLECULAR FOR BIOINTERFACE ENGINEERING
- Metody powierzchniowe SURACE MODIFICATIONS
c w . .
% o o surface ;?omerzchnle
8 S ?_n . » binding nowe typy miedzyfazowe o
® § 3 E assay polimerowe | molekularne bi.osensor.éw i | dostrajanych i
> mikromacierze | przetaczalnych
wiasciwosciach
H1 " cienkie polimery
warstwy sprzezone
H2 ] silany macierze dna
warstwy
H3 [ modyfikowane dostrajane
plazma
H4 I silany macierze dna
HS " cienkie polimery
warstwy sprzezone
warstwy
H6 | modyfikowane dostrajane
plazma
szczepione .
H7 v srczotki silany T-przetaczalne
szczepione .
H8 v ssczotki silany T-przetaczalne
HO I cienkie polimery
warstwy sprzezone
szczepione .
H10 v ssczotki silany T-przetaczalne

Pojawienie si¢ w latach 80. i 90. jak rowniez pdzniejszy rozwoj nowoczesnych technik analizy
powierzchni umozliwit nie tylko weryfikacje i optymalizacj¢ roznych protokolow inzynierii
powierzchni miedzy uktadami biologicznymi a fazg skondensowana, ale takze zbadanie zwigzanych z
nimi podstawowych zjawisk miedzyfazowych — rowniez na poziomie molekularnym: Mikroskopia sit
atomowych (AFM) dostarcza informacji o topografii powierzchni w skali nanometrycznej, ale takze
ujawnia ulozenie biomolekut na powierzchni. Z Kkolei metody spektroskopowe pozwalaja ocenié

modyfikacje powierzchni pod wzgledem zmian stgzenia atomowego 1 stanu chemicznego



Kamil Awsiuk

(rentgenowska spektroskopia fotoelektronéw, XPS). Inng zaleta metod spektroskopowych jest
mozliwos$¢ rozpoznania roznych molekut, a tym samym detekcja ich obecnosci i analiza ich rozktadu
na powierzchni (spektrometria masowa jonéw wtornych z analizatorem czasu przelotu, ToF-SIMS). Co
wigcej, W ostatniej dekadzie wykazano, ze ToF-SIMS jest rowniez bardzo skuteczng metoda
charakteryzowania zmian w konformacji (denaturacji) lub orientacji biomolekut.*° Jest to mozliwe
dzigki zastosowaniu analizy gtéwnych sktadnikow (PCA, ang. Principal Component Analysis) do
jednoczesnej inspekcji natezen wielu sygnatéow ToF-SIMS.*12 Widma ToF-SIMS mozna przedstawié
jako punkty pomiarowe w wielowymiarowej przestrzeni z uktadem wspotrzednych zdefiniowanych
jako (scentrowane wokot §rednich) natezenia sygnatow (Schemat 1). PCA wyznacza kilka kolejnych
kierunkéw najwigkszych nieskorelowanych zmian w analizowanym zbiorze danych, czyli kilka tzw.
sktadnikow gléwnych (PC), ktore tworza nowy uktad wspoétrzednych. Dzigki temu mozemy zmniejszy¢
wymiarowos$¢ zbioru danych, jednoczesnie zachowujac wszystkie istotne informacje. Rezultatem
analizy PCA sa widma ToF-SIMS (punkty) opisane przez nowe wspotrzedne PC na wykresach wynikow
(wykresow wspotrzednych obserwacji; Scores). Natomiast relacje (cosinusy kierunkowe) pomigdzy
nowymi osiami PC a oryginalnymi zmiennymi (intensywnosciami sygnatéw) sg opisane na wykresach
tadunkéw (wykresch wspotczynnikow wktadu od poszezegdlnych sygnatow; Loadings). Wskazuja one,
ktore zmienne sg odpowiedzialne za réznice pomiedzy punktami pomiarowymi. Mimo ogromnego
rozwoju metod analizy powierzchni (w tym uzytych tu metod AFM, XPS, ToF-SIMS, PCA), techniki
te sg czesto uzupetniane klasycznymi testami diagnostycznymi (opartymi o powierzchniowe wigzanie
przeciwciato-antygen czy tez hybrydyzacje nici DNA), ktore wykorzystuja mikroskopig
fluorescencyjng lub pomiary absorbancji w celu uzyskania dodatkowych danych wskazujacych na

modyfikacje aktywnosci biologicznej biomolekut.
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Schemat 1. Schemat obrazujacy analize PCA.

Wyniki osiaggniete przy realizacji zalozonego powyzej celu naukowego (charakterystyka

modyfikacji powierzchni polimerowych i molekularnych, tworzgcych powierzchnie miedzyfazowe z
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Ukfadami biologicznymi, o , dostrajalnych” lub przelgczalnych wiasciwosciach oraz majgcych
zastosowanie w biosensorach i mikromacierzach) zostaty zaprezentowane w nastepujacej kolejnosci
(Tabela 1.): I. Najpierw przedstawiono wyniki badan powierzchni polimerowych zmodyfikowanych
plazma. Probki scharakteryzowano za pomocg XPS i ToF-SIMS w celu oceny grup chemicznych
znajdujacych si¢ na powierzchni po kolejnych etapach modyfikacji. Il. Nastepnie, opisano wplyw
struktury cienkich warstw polimeréw sprz¢zonych na orientacje i konformacj¢ zaadsorbowanych do
nich biatek. W tym celu zaproponowano nowe podejscia taczace analiz¢ PCA danych ToF-SIMS z
analizg struktury molekut biatka i wzgledng hydrofobowos$cig reszt aminokwasowych. Ill. Trzecie
zaprezentowane zagadnienie dotyczyto weryfikacji trzech réznych protokotéw tworzenia macierzy
DNA. Przeprowadzona spektroskopowa i mikroskopowa analiza powierzchni, po kazdym etapie
modyfikacji powierzchni z uzyciem wielu réznych molekut, ujawnita nanostrukture (AFM), chemi¢
(XPS) i pokrycie molekularne (XPS i ToF-SIMS) zar6wno w kropkach DNA, jak i poza nimi, oraz
pozwolita na wskazanie najbardziej skutecznego protokotu immobilizacji DNA. IV. Ostatnie
zagadnienie dotyczyto badan nad wtasciwosciami termo-przetaczalnych szczotek polimerowych, w tym

ich biokompatybilno$ci i wptywu na adsorpcj¢ i orientacj¢ zaadsorbowanych bialek.

I. ,,Dostrajanie” wlasciwosci powierzchni polimerowych poprzez modyfikacje plazmg [H3 i H6]

Biomolekuty moga zosta¢ zwiazane z podtozem poprzez adsorpcje fizyczna wykorzystujaca
wigzania wodorowe oraz oddzialywanie van der Waalsa czy elektrostatyczne lub poprzez wigzanie
kowalencyjne z aktywnymi grupami chemicznymi znajdujgcymi si¢ na tym podtozu. W wyniku tych
oddziatywan molekuly nie mogg by¢ usunicte z powierzchni podczas ptukania buforem czy
detergentem.®

Jedng z metod szeroko stosowanych do modyfikacji powierzchni polimerowych przed
osadzeniem biomolekul jest obrobka plazmg. Pozwala ona efektywnie dostosowaé wlasciwosci
powierzchni, takie jak zwilzalno$¢, adhezja czy biokompatybilnos¢ w sposdb przyjazny dla sSrodowiska
i bez wptywu na wlasciwos$ci masowe materiatdéw. W wigkszosci przypadkéw w wyniku dziatania
plazmy, poprzez zastosowanie odpowiednich mieszanin gazow, ktore wytrawiajg podtoze lub osadzajg
sie na nim, na powierzchni tworzone sa grupy funkcyjne takie jak NHx, SOx, C=0, COOH, czy OH.}41
Whprowadzone w ten sposob na powierzchnie grupy funkcyjne moga nastgpnie zosta¢ wykorzystywane
do przytaczania biomolekut za pomoca odpowiedniej reakcji chemicznej. Niestety tak zmodyfikowane
powierzchnie muszg by¢ stosowane zaraz po obrobce plazma, gdyz wytworzone grupy funkcyjne sa
niestabilne w czasie.'* Zjawisko to jest czesto okre$lane jako starzenie si¢ i obserwowany jest powr6t
wlasciwosci hydrofobowych powierzchni.

Prace [H3] i [H6] przedstawiaja wyniki badan nad modyfikacja powierzchni poli(metakrylanu
metylu) z wykorzystaniem plazmy tlenowej [H3] oraz atmosferycznej plazmy helowej i helowo-

tlenowej [H6].
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W pracy [H6] zaprezentowano ,dostrajanie” przejécia migdzy stabilng hydrofilowoscia a
wysoka szybkos$cig trawienia z jednoczesng hydrofilizacja warstw PMMA w $rodowisku naturalnym
poprzez dostosowanie ilosci tlenu w gazie roboczym, jakim byt hel. Efektywniejsza hydrofilizacja
powierzchni PMMA zmodyfikowanych plazmg helowg zwigzana jest z wyzszym stgzeniem azotu
ujawnionym w badaniach XPS i ToF-SIMS. Pomiary kata zwilzania wody ujawnity spadek kata z ~69°
dla czystego PMMA do ~28° 1 ~40° dla powierzchni zmodyfikowanych odpowiednio plazma helowg i
helowo tlenowa. Warto$ci te ustabilizowaty si¢ po 10 dniach na poziomie ~40° i ~50° i pozostaty state
przez ok. 45 dni. Co wigcej, optyczna spektroskopia emisyjna plazmy ujawnita silng korelacj¢ pomigdzy
kompozycja fazy gazowej a zwigkszona obecnos$cig azotu i jednoczes$nie nizsza zawartoscia tlenu na
powierzchni PMMA zmodyfikowanych plazma He w poréwnaniu do plazmy helowo-tlenowej. Widma
XPS ujawnity rowniez mozliwg czgSciowg podmiang grup estrowych PMMA grupami amidowymi dla
probek traktowanych plazma helowa, podczas gdy dla warstw PMMA zmodyfikowanych plazma
helowo-tlenowg obserwowane jest zwigkszone utlenianie powierzchni, co w potaczeniu z wigkszymi
szybko$ciami trawienia (~ cztery razy wyzszy niz dla czystego helu) wskazuje na inny mechanizm
modyfikacji powierzchni.

W publikacji [H3] zaprezentowano nowa metod¢ wigzania kowalencyjnego biatek (w tym
Immunoglobuliny G (IgG)) do powierzchni polimeréw z topografiag mikronanoskopowa indukowanag
plazma i stabilng w czasie funkcjonalnoscia chemiczna. Zostato to osiagnigte za pomoca krotkiego (1—
5 minut) wytrawiania i jednoczesnego procesu tworzenia tekstur o rozmiarach mikro- i nano-skopowych
przy uzyciu plazmy tlenowej, po ktérym nastepuje szybki etap wygrzania powierzchni. Wygrzanie
powierzchni indukuje przyspieszone odzyskiwanie hydrofobowosci przy jednoczesnym zachowaniu
istotnych grup chemicznych wytwarzanych przez plazmg — stabilizuje powierzchnig.

W celu wykazania zdolno$ci do kowalencyjnego wigzania molekut do powierzchni PMMA
trawionych plazmg wykorzystano rozne pochodne biotyny zaprojektowane tak by byly zdolne do
tworzenia wigzan kowalencyjnych z grupami karboksylowymi (-COOH) lub karbonylowymi (C = O).
Kowalencyjna immobilizacja biotyny i jej pochodnych zostala nastgpnie zweryfikowana poprzez
wigzanie specyficzne ze znakowang fluorescencyjnie streptawidyng. Przeprowadzone pomiary
fluorescencji dla powierzchni PMMA zmodyfikowanych plazmg ujawnity duze natezenie fluorescencji
w poréwnaniu do niemodyfikowanych warstw, co wskazuje na obecnos¢ zarowno grup karbonylowych,
jak i karboksylowych na powierzchni reagujacymi z odpowiednimi pochodnymi biotyny. Istnieje jednak
wyrazna réznica pomi¢dzy wygrzanymi i niewygrzanymi powierzchniami PMMA poddanymi
modyfikacji plazma. Wygrzane poditoza wykazuja mniejsza ilo§¢ grup karbonylowych, ktorych ilos¢
maleje z czasem, podczas gdy liczba grup karboksylowych pozostaje stabilna przez okres 180 dni. Z
drugiej strony dla niewygrzanych probek, zaréwno ilos¢ grup karbonylowych, jak i karboksylowych
stale maleje z czasem, a ich liczba zmniejsza si¢ o okoto 70% po 180 dniach w stosunku do wartosci

poczatkowych oszacowanych dla §wiezo przygotowanych powierzchni.
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Przeprowadzone badania XPS i ToF-SIMS dostarczyly informacji o sktadzie chemicznym
powierzchni stabilizowanych i niestabilizowanych probek modyfikowanych plazma.

Analiza wynikéw (wspotrzednych obserwacji) PCA dla danych ToF-SIMS (Rys. 1-H3 a)
wyraznie rozroznita pomiedzy punktami pomiarowymi dla niezmodyfikowanej powierzchni PMMA
(posiadajacymi dodatnig warto$¢ dla pierwszego glownego sktadnika PC1) od danych uzyskanych dla
powierzchni zmodyfikowanych plazma (ujemne wartosci na PC1). Analiza tadunkoéw (wspoétczynnikow
wktadu od poszczegdlnych sygnatow) (Rys. 1-H3 b) ujawnita, ze rdznice te spowodowane sg wyzsza
intensywnoscig jonéw wtornych O, OH" oraz O;" dla probek zmodyfikowanych plazma. Wynik ten jest
zgodny za pomiarami XPS, ktore ujawnity ~26% tlenu dla czystych podtozy PMMA i ~50% tlenu dla
powierzchni traktowanych plazma tlenowa. Co wiecej, drugi glowny sktadnik PC2 rozr6znit pomiedzy
probkami stabilizowanymi i niestabilizowanymi, wskazujac na wzrost intensywnos$ci jonow wtornych
bedacych fragmentami alifatycznymi (np. C4H") (Rys. 1-H3 c) dla powierzchni wygrzanych, i sygnatow
zawierajacych tlen dla podlozy tylko zmodyfikowanych plazmg. Analiza probek za pomoca XPS
ujawnita rowniez oK. dwa razy wyzsza frakcje wigzan alifatycznych (C-C) na powierzchniach
wygrzanych. Wyniki otrzymane przy pomocy ToF-SIMS i XPS zostaty dodatkowo potwierdzone
badaniami kata zwilzania, ktore wykazaty wieksza hydrofobowos¢ powierzchni stabilizowanych.

0,003 T T T T

[ ]
[ ] B PMMA
0,002 - @ PMMA plasma
| A PMMA plasma stabilized

=X
8 0,001+ B
[ [ ]
N
¢ 0000 ul
o
=
o
«» -0,0014
2
3
D o] A ) g

0,003 T T T T T T
-0,06 -004 -002 000 0,02 0,04 006 008 010

Scores on PC 1 (99.92%)

LU0 B e e e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

= —
= =
N @
(=] o
=) o 054 4
(<2 =
et o~
O
O o
o =
5 o
& g
3 E |
S oo - -
S = )
Trr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T
Q080000000380000000000330000000000,
S R S R S LB BB B s A T LTSS,
R QR GR 000,00 000000000 00007502

(wspodtrzednych obserwacji; Scores) sporzadzony dla dwoch pierwszych gtéwnych sktadnikow PC1 vs
PC2 wyraznie pokazuje rozdzielone trzy grupy punkow odpowiadajacych kazdemu typowi probek.

Pierwszy glowny sktadnik (PC1) oddziela niemodyfikowany PMMA, majacy dodatnie wartosci PCl,
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od probek traktowanych plazmg o ujemnych warto$ciach na osi PC1. Z kolei PC2 ujawnia réznice
miedzy probkami poddanymi obrobce plazma a probkami poddanymi obrobce plazma 1 wygrzanymi.
Wykresy fadunkéw (wspotczynnikéw wkiadu od poszezegdlnych sygnatdéw; Loadings) dla (b) PC1 i (c)
PC2.

Dodatkowe prace skupily si¢ nad zbadaniem zdolnosci powierzchni zmodyfikowanych plazma
tlenowa i stabilizowanych do kowalencyjnego zwigzania biatek. Jako modelowe biatko uzyto kroliczego
1gG, a jego efektywna immobilizacja na powierzchni byta wykrywana poprzez reakcj¢ ze znakowanym
fluorescencyjnie (AlexaFluor 488) przeciwcialem przeciw kroliczemu IgG. W koncowym etapie badan
pokazano mozliwo$¢ wykorzystania powierzchni PMMA, modyfikowanych i teksturowanych plazmg a
nastgpnie stabilizowanych, jako substratow do oznaczen immunologicznych poprzez opracowanie
testbw immunologicznych do wykrywania biatka C-reaktywnego (CRP) (Rys. 2-H3) i

lipopolisacharydow (LPSs) salmonelli.

Untreated 5 min annealed

Rysunek 2-H3. Obrazy fluorescencyjne obszarow odpowiadajacych detekcji CRP dla roztworu o
stezeniu 50 ng / ml) dla testu immunologicznego przeprowadzonego na powierzchni PMMA: (i) nie
poddanej modyfikacji, (ii) modyfikowanej plazma tlenowg oraz (iii) modyfikowanej plazma tlenowg i
wygrzanej.

Podsumowanie wynikéw badan zaprezentowanych w pracach [H3 i H6]

Opracowano nowe metody modyfikacji powierzchni PMMA z wykorzystaniem plazmy
tlenowej [H3] oraz atmosferycznej plazmy helowej i helowo-tlenowej [H6]. Dodatkowo zweryfikowano
procedure polegajacg na szybkim wygrzaniu probek po modyfikacji plazma w celu uzyskania stabilnej
w czasie funkcjonalnosci chemicznej powierzchni. Wreszcie, biomolekuty, w tym przeciwciata i inne
biatka, zostaly zwigzane kowalencyjnie na podlozach zmodyfikowanych plazmg tlenows i
stabilizowanych poprzez wygrzanie wykazujac jednoczes$nie duza gestos¢ powierzchniowa. W obu
pracach metody XPS i PCA danych ToF-SIMS ujawnily obecno$¢ na powierzchni roéznych grup
chemicznych i pokazaty réznice w modyfikacji chemicznej migdzy réoznymi protokotami.

Badania spektroskopowe powierzchni modyfikowanych plazmg (ktorych  bytem
koordynatorem) zostaty przeprowadzone dzigki akcji FOCUS (81/F/KA/2015) w ramach projektu



Kamil Awsiuk

KNOW finansowanego przez MNiSW (7150/E-338/M/2015). Probki zostaty przygotowane przez grupg

dr Evangelosa Gogolides z the Institute of Nanoscience and Nanotechnology, NCSR “Demokritos”.

I1. Oddzialywanie bialek z powierzchnig polimeru sprze¢zonego w aspekcie zastosowan w nowych

biosensorach [H1, H5 i HI]

W pracach [H1, H5 i H9] zostaty opisane wyniki badan nad adsorpcja biatek do powierzchni
cienkich warstw polimeréw sprzgzonych.

Rodzina polimerow sprzgzonych zostata wybrana z powodu ich szerokiego zastosowania w
,»plastikowej” elektronice. Jednym z kierunkéw rozwoju ,,plastikowej” elektroniki jest konstrukcja
biosensorow pozwalajacych na selektywna detekcj¢ nawet niewielkich ilosci analitoéw. Wigkszo$¢ tych
urzadzen bazuje na organicznych tranzystorach polowych (organic field effect transistors (OFET)).
Polimerem najczgsciej wykorzystywanym do konstrukcji biosensorow bazujacych na OFET jest poli(3-
heksylotiofen) nalezacy do rodziny politiofenow (PT). Lancuch gtéwny molekuty politiofenu sktada si¢
z pierécieni tiofenowych, do ktorych przytaczone sa grupy boczne modyfikujace wiasciwosci polimeru.
Szczegodlng grupa wsrod PT szeroko badang sg poli(3-alkilotiofeny) (P3AT), w ktorych do pierscienia
tiofenowego przylaczony jest tancuch alkilowy zapewniajacy rozpuszczalnos¢ polimerow. Poniewaz
molekuta pojedynczego meru nie jest symetryczna kolejne mery w P3AT moga by¢ potaczone na trzy
sposoby gtowa-ogon (head-to-tail, HT), gtowa-glowa (head-to-head, HH) lub ogon-ogon (tail-to-tail,
TT). Polimery zawierajace potaczenia tylko typu HT okreslane sg jako regioregularne. Regioregularne
P3AT maja tendencje do krystalizacji co znaczaco wptywa na ich przewodnictwo elektryczne, ktore dla
polimerow nieregioregularnych o losowym potaczeniu meré6w waha si¢ w granicach 0,1-10 S/cm,
podczas gdy regioregularne P3AT osiagaja przewodnosé od 150 do 1000 S/cm.'®

Przeglad literatury ujawnia wiele prac opisujacych badania biosensoréw bazujacych na OFET,
w ktorych oddzialywania pomigdzy analitem a warstwg detekcyjng osadzong na powierzchni
potprzewodnika organicznego!’ 81 modyfikujg charakterystyczne parametry urzadzenia np. napiecie
progowe czy ruchliwo$¢ tadunku®. W wielu zastosowaniach biomedycznych, takich jak sensory
glukozy?*, DNAZ lub biatka®, warstwa potprzewodnikowa OFET sklada si¢ z PT, czgsto z
regioregularnego poli(3-heksylotiofenu) (RP3HT). Jednak dotychczasowe badania nad biosensorami
opartymi na PT rzadko koncentrujg si¢ na wplywie struktury warstwy polimerowej na wilasciwosci
adsorbowanych biatek.

W trakcie procesu adsorpcji do powierzchni molekuly biatka moga zmieni¢ swoja
konformacje?® lub przybraé rdzne orientacje®#?>261127, Biatka osiadajac na powierzchni mogg przybra¢
losowg orientacj¢ lub preferowa¢ wystawienie jednego z fragmentow na zewnatrz. Dobor orientacji
determinuje liczb¢ miejsc wigzacych na powierzchni biatka eksponowanych do $rodowiska

zewngtrznego, a tym samym ma ogromny wptyw na czuto$¢ i selektywno$¢ biosensorow.
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Biatkami najczesciej wykorzystywanymi do konstrukcji biosensorow sa: albumina surowicy
bydlecej (BSA), Immunoglobuliny G (IgG) oraz streptawidyna. BSA jest powszechnie stosowana do
blokowania wolnych miejsc na powierzchni biosensora lub do posredniego wprowadzenia na
powierzchnie molekut o matej masie czgsteczkowej poprzez skoniugowanie ich z molekutg BSA. IgG
tworza najliczniejszg klase przeciwcial w organizmie ludzkim i odgrywaja kluczowa rolg¢ w uktadzie
odpornosciowym. Sg one odpowiedzialna za rozpoznawanie antygenow i ze wzgledu na wysoka
specyficznos¢ i selektywnos$¢ reakcji miedzy antygenem a przeciwciatem, testy immunologiczne sg
wykorzystywane rutynowo nie tylko w laboratoriach diagnostycznych, ale takze w budowie
biosensorow. Streptawidyna jest powszechnie stosowanym biatkiem ze wzgledu na jej wysokie
powinowactwo do biotyny. Wigzanie streptawidyna-biotyna jest jednym z najsilniejszych,
niekowalencyjnych potgczen i jest powszechnie stosowane do tworzenia struktur wielowarstwowych i
immobilizacji na powierzchni roéznych biomolekut znakowanych biotyng.}*?*%® Dzigki temu
biotynylowane biomolekutly sg fatwiej dostepne podczas reakcji. Uktad biotyna-streptawidyna zostat m.
in. zastosowany do immobilizacji przeciwcial w sposob kontrolowany®!, zwigkszajgc tym samym
czulo$¢ testu immunologicznego®? w poréwnaniu do testu z losowo biotynylowanymi przeciwciatami.
Badania nad orientacja oraz konformacji tych biatek zaadsorbowanych do cienkich warstw politiofenow
przedstawiono w pracach [H1, H5 i H9].

Pierwszy etap prac polegat na zbadaniu wtasciwosci cienkich warstw PT. Polimerami uzytymi
w trakcie tych badan byty: nieregioregularny poli(3-butylotiofen) (P3BT), regioregularne poli(3-
heksylotiofen) (RP3HT) i poli(3-butylotiofen) (RP3BT) oraz poli(3,3"-didodecylo-quatertiofen)
(PQT12). Roztwory polimeréw przygotowano z uzyciem rozpuszczalnikow o niskiej pre¢znos¢ par
takich jak chlorobenzen (Pyw,= 1.2 kPa), toluen (Py,= 2.9 kPa) czy tiofen (Py,~8.3 kPa) a nastepnie
wytworzono cienkie warstwy polimerowe metoda odlewania na wirujacy podktad (ang. Spin coating).
W celu zminimalizowania jakichkolwiek efektow zwigzanych z resztkami rozpuszczalnika
pozostajacymi w warstwie polimerowej wytworzone warstwy zostaly wygrzane przez jedna godzine w
temperaturze 60 °C. Tak przygotowane warstwy scharakteryzowano przy uzyciu AFM, ToF-SIM, XPS
oraz metoda dyfrakcji promieniowania X padajacego pod matymi katami (grazing incidence X-ray
diffraction technique (GIXD)).

W celu detekcji subtelnych réznic chemii powierzchni pomiedzy roéznymi P3AT zastosowano
wielowymiarowa analiz¢ glownych sktadnikow danych otrzymanych z pomiaréw ToF-SIMS (Rys. 3-
H5). PCA zastosowano do jednoczesnej inspekcji natezen wielu sygnalow negatywnie natadowanych
jonow wtornych pochodzacych od tancucha gldéwnego, zbudowanego z pierscieni tiofenowych, jak
rowniez fragmentéw bocznych tancuchow alkilowych. Pierwszy gtowny sktadnik (PC1) rozroznit
punkty pomiarowe dla P3BT od widm zebranych dla regioregularnych P3AT (RP3HT i RP3BT) (Rys.

3-H5 a). Wykryte réznice pomigdzy tymi powierzchniami wynikaja z réznej intensywno$ci: jonow

wtornych C2HS™ (n = 0-5, wieksza intensywnos$¢ dla widm P3BT) — bedacych fragmentami tancucha

glownego (z mozliwymi réowniez fragmentami fancuchéw bocznych), oraz jonéw CzH™ (n = 1-3,

11



Kamil Awsiuk

wieksza intensywno$¢ dla widm RP3BT i RP3HT) - pochodzacych od bocznych tancuchow alkilowych
(oraz jonu S™ z pierscienia tiofenowego) (Rys. 3-H5 b)). W celu wyjasnienia otrzymanych wynikéw
PCA nalezy uwzglednic¢, ze glebokos$¢ probkowania metody ToF-SIMS jest ograniczona zaledwie do
zewnetrznych regionéw warstwy i wynosi ok 1-1.5 nm. Wyzsza intensywno$¢ jonéw C2nHS™ i nizsza
intensywnos$¢ jonow CoH™ w widmach zebranych dla P3BT w poroéwnaniu do RP3BT i RP3HT
wskazuje na ekspozycje tancucha gtéwnego do powierzchni w warstwie nieregioregularnego P3BT. Za$
w przypadku regioregularnych P3AT to grupy alkilowe eksponowane sg do powierzchni, ostaniajgc tym
samym lancuch gléwny skryty glabiej w warstwie polimerowej. Takie utozenie grup alkilowych
wskazuje, ze molekuly polimeru przybierajg orientacje ,,edge-on”, co prowadzi do ich krystalizacji w
warstwie RP3BT i RP3HT, za$ warstwa P3BT wykazuje strukture amorficzng.
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Rysunek 3-H5. Analiza PCA danych otrzymanych z widm negatywnych jonéw wtornych PT. (a)
Wartosci wspotrzednych (Scores) PC1 obserwacji pomiarowych dla warstw P3BT (kwadraty), RP3BT
(kota) i RP3HT (trojkaty) wylanych na wirujace podtoze z chlorobenzenu i nastgpne wygrzanych. (b)
Wykres wspotczynnikow wktadu (Loadings) do pierwszego sktadnika glownego PC1l od
poszczegdlnych sygnaldow masowych ToF-SIMS. Dodatnie wartosci PC1 sa wynikiem wigkszych
intensywnosci jonow CxHS (n = 0-5) za$ ujemne wartosci PC1 odpowiadaja wigkszym

intensywnosciom jonéw CnH™ (n = 1-5) (oraz S").

Aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki przeprowadzono dodatkowe badania za pomocg GIXD i
AFM. Obie te metody ujawnity istnienie porzadku krystaliczhego w warstwach regioregularnych
polimerow P3AT i strukture amorficzng dla P3BT. Co wigcej potozenie pikow bragowskich w widmie
GIXD pozwolito na oszacowanie odleglosci miedzyptaszczyznowych, ktore wyniosty ~1.26 nm i
~1.65 nm odpowiednio dla RP3BT i RP3HT. Otrzymane wartosci bardzo dobrze zgadzaja si¢ z
prezentowanymi w publikacjach wartosciami dla ptaszczyzny (100) krystalitow o orientacji ,,edge-
on”*®, co dodatkowo potwierdza analize danych ToF-SIMS. Przeprowadzone badania zaprezentowaty
mozliwo$¢ stosowania ToF-SIMS w potaczeniu z PCA do weryfikacji krystalizacji w warstwach

polimerowych.
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Nastgpny krok badan polegal na analizie struktury warstw bialek zaadsorbowanych do
powierzchni r6znych PT. W tym celu scharakteryzowano te warstwy z uzyciem AFM, XPS, testu
immunoenzymatycznego (enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)) oraz PCA danych ToF-
SIMS.

Jako pierwszg zbadano adsorpcje BSA do cienkich warstw RP3HT i P3BT [H1]. W celu
wykrycia r6znic w sktadzie aminokwasowym fragmentow biatek eksponowanych w zewnetrznych
regionach warstwy BSA przeprowadzono analiz¢ PCA zestawu sygnalow ToF-SIMS pochodzacych
tylko od aminokwasow. Subtelne réznice w chemii zewngtrznej warstwy zaadsorbowanych biatek,
ujawnione przez analiz¢ PCA danych ToF-SIMS, mogtly zosta¢ indukowane przez odziatywanie biatko-
podtoze powodujace zmiany w orientacji lub konformacji zaadsorbowanych molekut. By rozrézni¢ te
dwa efekty wyniki PCA przeanalizowano za pomocg dwoch modeli uwzgledniajacych modyfikacje
konformacji i niezaleznie zmiany orientacji BSA (Rys. 4-H1).

Prezentowane dotychczas wyniki badan ToF-SIMS (w potaczeniu z PCA) nad zmiang
konformacji bialek osadzonych na réznych podlozach bazowaty gtéwnie na prostym podziale
aminokwasow na hydrofobowe i hydrofilowe.3%%3" W pracy [H1] zostalo przedstawione bardziej
rygorystyczne podejscie wprowadzone przez Monera i in.%8, ktore wykorzystuje wzgledng miarg
hydrofobowosci tancuchéw bocznych aminokwaséw. Wzgledna miara hydrofobowosci bazuje na
wynikach chromatografii odwroconej fazy (RPC, ang. reversed phase chromatography) i jest
zdefiniowana jako roznica czasu retencji Atg dla peptydu glicyny, a peptydu roéznigcego sie tylko jedng
resztg aminokwasowg. % Dla kazdego z 17 aminokwasow, ktorych fragmenty zostaly zidentyfikowane
w widmie ToF-SIMS, wzgledna miara hydrofobowo$ci tancucha bocznego zostata wykreslono na Rys.
4-H1 a) wzgledem wartosci tadunkéw (Loadings) na PC2 dla jonéw wtornych odpowiadajacym
fragmentom tego aminokwasu. Wykres ten wyraznie prezentuje (zaznaczone elipsy), ze aminokwasy
wystepujace w regionach eksponowanych przez molekuty BSA osadzonych na P3BT (dodatnie warto$ci
tadunkéw na PC2) sg bardziej hydrofilowe (Atr < 0), za§ aminokwasy wystgpujace w regionach
eksponowanych przez BSA na RP3HT (ujemne warto$ci Loadings na PC2) sg bardziej hydrofobowe
(Atr > 0) w poréwnaniu do glicyny. Otrzymane wyniki wskazuja na zmiany w konformacji BSA
spowodowane oddziatywaniem z podtozem. Poniewaz hydrofobowe aminokwasy w natywnej formie
biatka zazwyczaj ukryte sg gteboko w jego strukturze, ich obecno$¢ w zewnetrznych regionach warstwy
BSA zaadsorbowanego do powierzchni RP3HT (ujawniona przez PCA danych ToF-SIMS) wskazuje
na wieksza denaturacje¢ molekut w porownaniu do BSA na P3BT.

Molekuta BSA sktada si¢ z pojedynczego tancucha polipeptydowego tworzacego trzy domeny.
Kolejna przeprowadzona analiza polegata na weryfikacji czy obserwowane roznice nie sg spowodowane
ekspozycja roznych domen indukowanag oddziatywaniem z podlozem. W tym celu poréwnano
zawarto$¢ aminokwaséw we wszystkich domenach z wynikami PCA. Dla kazdego aminokwasu,
ktorego fragmenty obserwowano w widmie masowym, jego wzgledna zawarto$s¢ w domenie I, 11 i III

(oznaczonej ré6znymi symbolami) zostata wykreslona na Rys. 4-H1 b) wzgledem wartosci tadunkow
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(Loadings) na PC2 dla jonow pochodzacych od tego aminokwasu. Analizujac otrzymany wykres (Rys.
4-H1b)) nie mozna wskaza¢ korelacji taczacej wyniki PCA z indukowanymi przez warstwe polimeru
zmianami orientacji zaadsorbowanych molekut BSA.

Wyniki uzyskane dzigki PCA danych ToF-SIMS sa zgodne z wynikami otrzymanymi przy
uzyciu innych metod badawczych. Zwigkszona ekspozycja hydrofobowych reszt aminokwasowych
umozliwia oddziatywania pomigdzy adsorbowanymi molekutami BSA®, co jest zgodne z obserwowang
izoterma adsorpcji typu Freundlicha (z XPS). Prowadzi to réwniez do tworzenia klastrow biatkowych
obserwowanych jako nieciggtosci pokrycia na obrazach AFM. Z kolei silniejsza deformacja biatka

odpowiedzialna jest rowniez za mniejszg ilosci zaadsorbowanych molekut BSA (z XPS).
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Rysunek 4-H1. Analiza PCA przeprowadzona dla sygnatéw od aminokwasow obecnych w
zewnetrznych regionach warstwy BSA zaadsorbowanej do P3BT (dodatnie wartos$ci na PC2) i RP3HT
(ujemne warto$ci na PC2). (a) Ladunki (Loadings) na PC2 wykreslone w funkcji wzglednej miary
hydrofobowosci tancuchow bocznych aminokwasow - zdefiniowanej jako rdznica czasu retencji Atr dla
peptydu glicyny a peptydu réznigcego sie tylko jedng reszta aminokwasow3.®® Aminokwasy
charakterystyczne dla eksponowanych regionow molekuty BSA zaadsorbowanej do P3BT i RP3HT
wykazuja whasno$ci, odpowiednio, bardziej hydrofilowe i hydrofobowe niz glicyna (co zaznaczono na
wykresie elipsami). (b) Analogicznie wykres tadunkow (Loadings) na PC2 w funkcji wzglednej

zawarto$ci danego aminokwasu w domenie I (kwadraty), I (kota) i III (trojkaty).

Kolejna praca [H5] skupita si¢ na badaniach adsorpcji IgG do cienkich warstw P3AT i
odpowiedzi na pytanie czy amorficzna struktura P3BT i semikrystaliczna RP3BT i RP3HT wplywa na
orientacje immunoglobuliny? Okazalo sie¢, ze dla P3BT i RP3BT sktadajacych si¢ z tych samych merow,
ale réznigcych si¢ ich potaczeniem (regioregularnoscig) zaobserwowano rdznice W orientacji i
aktywnosci biologicznej IgG spowodowang zmianami w strukturze warstwy polimerowej. Co wigcej
efekt ten zostat rowniez przeanalizowany pod katem wptywu réznej dugosci tancucha alkilowego przy

uzyciu RP3BT i RP3HT.
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Analiza PCA danych z widm ToF-SIMS, zebranych dla biatka zaadsorbowanego do
powierzchni roznych P3AT (Rys. 5-HS5), wyraznie rozroznita aminokwasy dominujgce w zewnetrznych
regionach molekuty kroliczego 1gG osadzonego na warstwach RP3BT i RP3HT od tych osadzonych na
P3BT. Aby zinterpretowac¢ te subtelne réznice, wyniki PCA przeanalizowano pod katem roznych
orientacji molekut 1gG.

Bazujac na danych z pomiaréw XPS zalozono dwie mozliwe orientacje: ,,end-on” i ,,head-on”,
ktore powoduja rozng ekspozycje fragmentéow F(ab’), i Fc do powierzchni. Najprostszy model
rozréznienia pomigdzy tymi orientacjami (,,end-on” i ,,head-on”) zaktada analiz¢ udziatu procentowego
kazdego z aminokwasow we fragmentach F(ab’); i Fc.!*# Jednak niektére sygnaty ToF-SIMS nie sa
charakterystyczne tylko dla jednego aminokwasu ale dwoch lub nawet trzech réznych aminokwasow. Z
tego wzgledu zaproponowano bardziej ogolny parametr, odnoszacy si¢ do wszystkich sygnatow ToF-
SIMS i zarazem zgodny ze stosunkiem F(ab’)./Fc. ! W modelu uzyto wzgledng czesto$é wystgpowania
(RP, ang. relative prevalence) fragmentéw aminokwasow (jonow wtornych) pochodzacych z F(ab”), w
porownaniu z Fc i wykreslono jg wzgledem otrzymanych tadunkow (Loadings) na PC2 (Rys. 5-H5 a)).
Parametr RP zostal zdefiniowany na podstawie wynikéw zaprezentowanych przez Wang i in. ! i bazuje
na analizie PCA widm ToF-SIMS zebranych dla modelowych przeciwciat jak rowniez referencyjnych
fragmentow F(ab’), (ujemna warto$¢ RP) i Fc (dodatnia wartos¢ RP). Rys. 5-H5 a) prezentuje
poroéwnanie parametru RP z tadunkami (Loadings) na PC1 otrzymanymi w trakcie badan [H5] dla
identycznych jonéw wtornych (kwadraty) lub aminokwasow (okregi). Bazujac na otrzymanym wykresie
(Rys. 5-H5 a)) mozna stwierdzi¢, ze IgG zaadsorbowane do regioregularnych polimerow P3AT bardziej
eksponujg region F(ab’), przyjmujgc orientacje¢ ,,end-on” (Rys. 5-H5 b), podczas gdy molekuty
osadzone na nieregioregularnym P3BT wykazujg mieszang orientacje ,,end-on”/,,head-on” (Rys. 5-H5
C).

Dodatkowe badania z uzyciem testu ELISA ujawnily, ze wigzanie przeciwciata anty-kroliczego
z zaabsorbowanym IgG krolika jest wyzsze (nawet do 71%), gdy test immunologiczny jest
przeprowadzany dla 1gG zaadsorbowanego do powierzchni regioregularnych polimeréw P3AT niz do
powierzchni P3BT o amorficznej strukturze. W szczegdlnoSci najwyzszg skutecznosé biodetekeji
zaobserwowano dla powierzchni RP3BT z bardziej rozwinigtg strukturg krystaliczng.

Przeprowadzone badania ujawnily rowniez inny interesujgcy aspekt. Mianowicie wskazujg, ze
orientacja molekut biatka jest spowodowana przez oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy podiozem

a momentem dipolowym molekuty IgG.
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Rysunek 5-H5. (a) Ladunki (Loadings) na PC1, odpowiadajagce molekutom IgG zaadsorbowanym do
powierzchni regioregularnych polimeréw P3AT (dodatnie warto$ci PC1) i nieregioregularnego P3BT
(ujemne warto$ci PC1), wykreslone w funkcji parametru RP dla fragmentéw aminokwasow
pochodzacych z regiondéw F(ab’), i Fc. Parametr RP zostat zdefiniowany na podstawie wynikow PCA
widm ToF-SIMS zebranych dla modelowych przeciwciat jak rowniez ich referencyjnych fragmentow
F(ab’); (ujemna warto$¢ RP) i Fc (dodatnia warto$¢ RP)!. Elipsami zaznaczono ekspozycje fragmentow
F(ab’)zprzeciwciat na RP3BT i RP3HT wskazujac na dominujacg orientacje ,,end-on” (b), zas dla P3BT

eksponowane sg zardéwno fragmenty Fc i F(ab”); sugerujgc mieszang orientacje ,,end-on”/,,head-on” (C).

Wyniki badan zaprezentowanych w pracach [H1 i H5] ujawnity silny wptyw struktury warstwy
polimeru (amorficzna vs. semikrystaliczna) na orientacje i konformacje molekut biatek
zaadsorbowanych do tych warstw. W publikacji [H9] efekt ten zostat przebadany dla streptawidyny
zaadsorbowanej do cienkich warstw trzech polimeréw przewodzacych P3BT, RP3HT i PQT12.

Roéwniez w tych badaniach analiza PCA danych ToF-SIMS ujawnita roznice w warstwie biatka
osadzonej na ré6znych polimerach (Rys. 6-H9 a). Widma ToF-SIMS streptawidyny zaadsorbowanej do
powierzchni PQT12 wskazuja wyzsza intensywnosc¢ sygnatow pochodzacych od tryptofanu i histydyny
(Rys. 6-H9 b). Oznacza to, ze molekuly streptawidyny eksponuja regiony bogate w te reszty
aminokwasowe do $rodowiska zewnetrznego. Aby sprawdzi¢, czy zaobserwowane réznice wynikajg ze
zmian konformacyjnych, zastosowano model zaprezentowany dla BSA w pracy [H1]. Uzyskane wyniki
nie wykazaty jednak zadnej korelacji pomigdzy danymi z PCA a zmianami konformacji streptawidyny
zaadsorbowanej do powierzchni roznych PT. Dlatego obserwowane roznice w chemii zewnetrznych
regionow warstwy zaadsorbowanego biatka sugeruja zmiany w orientacji molekut (podobnie jak w
przypadku IgG). Aby zweryfikowaé te¢ hipoteze, przeprowadzono analize struktury molekuty
streptawidyny.
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Rysunek 6-H9. Wyniki analizy PCA danych z widm ToF-SIMS zarejestrowanych dla streptawidyny
zaadsorbowanej do warstw réznych PT. (a) WartoSci wspotrzednych (Scores) na PC2 obserwacji
pomiarowych dla warstw P3BT (kwadraty), RP3HT (trojkaty) i PQTI12 (kota) i (b) wykres
wspotczynnikow (Loadings) wigzacy drugi sktadnik gtéwny PC2 z sygnatami masowymi ToF-SIMS.

Molekuta streptawidyny jest homotetramerem posiadajacym cztery miejsca wigzace biotyne, po
jednym na kazda podjednostke. Kazdy monomer ma w swojej budowie sze$¢ reszt tryptofanu (Rys. 7-
H9) z czego cztery sposrdd nich (Trp-79, Trp-92, Trp-108 i Trp-120) biorg udzial w oddziatywaniu
hydrofobowym z czgsteczka biotyny w miejscu wigzgcym. Cho i in. wykazali, ze obecnos¢ sygnatow
od tryptofanu w widmie masowym ToF-SIMS (zebranym dla warstwy streptawidyny osadzonej na
podtozu), wskazuje na ekspozycje miejsca wigzacego biotyne na zewnatrz warstwy (co zostato rowniez
potwierdzone efektywniejszym wigzaniem biotynylowanych przeciwciat).3!

Dodatkowo, kazda podjednostka streptawidyny ma w swojej budowie tylko dwie reszty
histydyny (His-87 i His-127) (Rys. 7-H9). His-127 bierze udziat w oddziatywaniu pomiedzy
podjednostka 1 i 3 (jak rowniez 2 i 4) a His-87 znajduje si¢ w petli L5,6 bedacej powyzej miejsca
wigzacego biotyne.*! Poniewaz His-127 jest ukryta gleboko wewnatrz molekuly jej wktad do widma
masowego w statycznym modzie ToF-SIMS jest zaniedbywalny. Jednakze, w przypadku modyfikacji
struktury czwartorzedowej streptawidyny His-127 moze by¢ rowniez eksponowana do wigzki jonow
pierwotnych i dawa¢ wktad do widma masowego. Biorac pod uwage powyzsze obserwacje mozna
stwierdzi¢, ze wigksze natezenie sygnatow charakterystycznych dla histydyny w widmie masowym
streptawidyny zaadsorbowanej do powierzchni PQT12 potwierdza ekspozycj¢ miejsc wigzacych

biotyne na zewnatrz i zarazem moze sugerowac zmiany w strukturze czwartorzedowej streptawidyny.
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Trp-120

Rysunek 7-H9. Struktura podjednostki streptawidyny (kod PDB: 1STP) z zaznaczonym niebieska
strzatka wektorem momentu dipolowego (241.7 D). Dodatkowo zaznaczono potozenie reszt tryptofanu

(czerwony) i histydyny (zo6tty) oraz molekule biotyny (niebieski).

Kolejnym waznym aspektem badan byly rezultaty prezentujace informacje o odziatywaniu
biatko-powierzchnia. Kazda podjednostka streptawidyny ma moment dipolowy rowny 241.7 D, ktory
jest skierowany od L3,4 do L5,6 (Rys. 7-H9). Jednakze, streptawidyna jest homotetramerem i momenty
dipolowe od kolejnych podjednostek znosza sig, tak ze moment dipolowy catej molekuly wynosi zero.
Dlatego oddziatywanie pomigdzy momentem dipolowym biatka a PT nie moze by¢ sita napedowa
adsorpcji. Jednakze, oddziatywanie pomigdzy momentem dipolowym podjednostek streptawidyny a
warstwa PT moglo zmieni¢ orientacje¢ lub nawet nieznacznie strukturg czwartorzgdowa catej molekuty,
tak aby miejsca wigzace biotyne zostaly wyeksponowane w zewngtrznych rejonach warstwy bialka.
Whiosek ten jest zgodny z wczeéniejszymi obserwacjami dla IgG zaprezentowanymi w [H5], jak
rowniez z wynikami zaprezentowanymi przez E. Macchia i in.*2. Badania grupy z Bari wskazuja, ze
symetryczna struktura tetramerycznych biatek wigzgcych biotyne zmienia si¢ po adsorpcji do RP3HT
(pOlprzewodnika organicznego).*? Ponadto, podjednostki biatka znajdujace si¢ blizej warstwy PT beda
znacznie silniej oddzialywa¢ z organicznym poélprzewodnikiem niz te znajdujgce si¢ dalej od
powierzchni migdzyfazowej.*?

Analiza PCA danych ToF-SIMS wraz z analiza struktury streptawidyny ujawnita, ze
streptawidyna zaadsorbowana do cienkich warstwach PQT12 przyjmuje taka orientacje, ze miejsca
wigzace biotyng sa eksponowane na powierzchni, co wskazuje na najwyzsza aktywno$¢ biologiczng
zaadsorbowanego biatka w poréwnaniu do dwoch pozostatych podtozy. Obserwacja ta zostata rowniez
potwierdzona przy uzyciu testu immunoenzymatycznego (Rys. 8-H9). Wyniki ELISA ujawnity
trzykrotnie wyzsze wigzanie koniugatu biotyna-HRP ze streptawidyng zaadsorbowana na powierzchni
PQT12 w poréownaniu do RP3HT. Co wigcej streptawidyna zaadsorbowana do warstw P3BT stracita

prawie catkowicie swoja aktywnos$¢ biologiczna.
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Rysunek 8-H9. Absorbancja fali o dtugosci 405 nm otrzymana dla roztworu, w ktorym inkubowano
powierzchnie roznych polimeréw PT z zaadsorbowang streptawidyna po reakcji z biotynylownym HRP.
Znormalizowana warto$¢ absorbancji odpowiada ilosci zwigzanego koniugatu biotyna-HRP (stupki

reprezentujg srednie wartosci wraz z niepewnosciami (odchylenie standardowe), n=4).

Podsumowanie wynikéw badan zaprezentowanych w pracach [H1, HS i H9]

Przeprowadzone badania nad adsorpcja biatek do powierzchni cienkich warstw polimerow
sprzgzonych wykazaty wptyw krystalizacji molekut polimeru w warstwie na orientacj¢ i konformacje
zaadsorbowanych biatek. Odkrycie to, w polaczeniu z faktem zwigkszonej ruchliwos$ci tadunkow w
cienkich semikrystalicznych warstwach PT, wspiera zastosowanie tych podtozy do konstrukcji urzgdzen
bioelektronicznych i biosensorycznych. Ponadto przedstawione wyniki pokazujg, ze PQT12 moze by¢
interesujgca alternatywa dla RP3HT powszechnie stosowanego w biosensorach opartych na OFET.
Kolejnym waznym rezultatem bylo odkrycie, ze oddzialywanie migdzy momentem dipolowym biatka
a warstwa polimerowg odgrywa znaczaca role w orientacji jego molekul. Odkrycie to sugeruje, ze
moment dipolowy calej czasteczki biatka lub jego podjednostek moze oddziatywaé z warstwag PT i
orientowa¢ biatko lub nawet zmienia¢ nieznacznie jego strukture czwartorzedowa bez naruszenia
aktywnosci biologicznej.

Co wigcej, w badaniach tych zaproponowano i zastosowano kilka nowych rozszerzen metod
analizy powierzchni. Po pierwsze, ekspozycja do powierzchni bocznych fancuchow alkilowych molekut
PT bedaca wynikiem struktury semikrystalicznej o orientacji krystalitow ,,edge-on” zostata wykryta za
pomocg analizy PCA danych ToF-SIMS. Po drugie, zaproponowano bardziej rygorystyczne podejscie
do badania zmian konformacyjnych biatka na podstawie danych ToF-SIMS, poprzez poréwnanie
tadunkow (Loadings) z analizy PCA przeprowadzonej dla réznych aminokwasow z hydrofobowoS$cia
ich tancucha bocznego, zamiast powszechnie stosowanej uproszczonej klasyfikacji tylko jako
hydrofobowe lub hydrofilowe.

Badania przeprowadzono w ramach projektu finansowanego przez NCN (PRELUDIUM)
UMO-2011/03/N/ST5/04764, ktorego bytem kierownikiem.
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I11. Weryfikacja nowych protokoléow tworzenia mikromacierzy DNA [H2 i H4]

Uktad Dbiotyna-streptawidyna zostat rowniez uzyty w trakcie badan nad protokotami
pozwalajacymi unieruchomi¢ biotynylowane sondy oligonukleotydowe na powierzchniach
zmodyfikowanych silanami. Mikromacierze i sensory DNA znalazty szerokie zastosowanie w réoznych
dziedzinach, takich jak badania genetyczne, diagnostyka chorob zakaznych, monitorowanie srodowiska
oraz jako$¢ i bezpieczenstwo zywnosci. “*° Niezaleznie od zastosowania, wydajnos$¢ tych urzadzen
silnie zalezy od sposobu unieruchomienia na powierzchni jednoniciowych DNA stuzacych jako sondy
detekcyjne. Dobdr metody immobilizacji wptywa nie tylko na gestos¢ sond na powierzchni, ale rowniez
ich stabilno$¢ i orientacje. W ramach przeprowadzonych badan zweryfikowano trzy wielokrokowe
protokoty wykorzystujace wiele molekul w tym uktad biotyna-streptawidyna do wytworzenia
mikromacierzy DNA (przy uzyciu mikrodruku kontaktowego) na podtozu SiO, zmodyfikowanym
silanem (zawierajacym grupy epoksydowe) (Rys. 9-H2). W ramach prac przeprowadzono
charakterystyke powierzchni przy uzyciu AFM, ToF-SIM i XPS po kazdym kroku depozycji/reakcji
kolejnych molekut. Kolejne protokoty przygotowania macierzy obejmowaty: drukowanie koniugatu
streptawidyny z biotynylowanym tafcuchem oligonukleotydow (SAv-b-oligo) na podtozu pokrytym
wczesniej biotynylowanym BSA (protokoét I: A-B—-C-D, Rys. 9-H2); drukowanie biotynylowanych
oligonukleotydéw (b-oligo), na podtozu pokrytym streptawidyng w wyniku wcze$niejszej reakcji z
biotynylowanym BSA (protokot II: A-B-C— E-F, Rys. 9-H2), lub bezposrednio osadzonej na
silanizowanym podtozu (protokot III: A-G-H-I, Rys. 9-H2). Rezultaty przeprowadzonych badan
zostaty opisane w pracach [H2 1 H4].

vsg-q+

Axoda

Rysunek 9-H2. Schemat trzech réznych protokotow immobilizacji sond oligonukleotydowych na
powierzchni SiO, modyfikowanej silanem z grupami epoksydowymi (A) z wykorzystaniem uktadu
biotyna-streptawidyna: | (A—-B-C-D), Il (A—B—-C-E-F) i lll (A—G—H-I). Pierwszy sposob I obejmuje
immobilizacj¢ biotynylowanego BSA (B), blokowanie wolnych miejsc przy uzyciu BSA (C),
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drukowanie kropek z koniugatu streptawidyny z biotynylowanym tancuchem oligonukleotydow (D).
Alternatywnie w protokole 1l kropki macierzy zostaly wydrukowane z Dbiotynylowanych
oligonukleotydoéw (F) na warstwie streptawidyny (E) osadzonej wczesniej dzigki reakcji specyficznej
ze zwigzanym kowalencyjnie na powierzchni biotynylowanym BSA (C). Ostatni protokot sktadat si¢ z
immobilizacji streptawidyny na silanizownej powierzchni SiO; (G), blokowaniu wolnych miejsc przy
uzyciu BSA (H) i drukowaniu kropek z biotynylowanych sond oligonukleotydowych (1).

Istotng kwestig przeprowadzonych badan byto uzyskanie powtarzalnosci charakterystycznych
cech we wszystkich kropkach macierzy. R6znice w rozktadzie molekut pomigdzy kolejnymi punktami
mogg utrudniaé potencjalne zastosowanie macierzy DNA do oznaczania iloSciowego. Aby zbada¢ ten
problem, submilimetrowe domeny macierzy oligonukleotydow przeanalizowano za pomocg
obrazowania ToF-SIMS (Rys. 10-H2). Obrazy ToF-SIMS utworzone dla jondw charakterystycznych
dla DNA ujawnity dobra powtarzalno$¢ wielkosci, ksztattu i ggstosci DNA dla kropek w macierzach

wytworzonych za pomocg kazdej z analizowanych metod immobilizacji.

0.02

0.005

Rysunek 10-H2. Obrazy ToF-SIMS macierzy DNA na powierzchni SiO. utworzone na podstawie
analizy ujemnie natadowanych jonow wtornych pochodzacych z oligonukleotydow (rozmiar
analizowanego obszaru 2.5 mm x 2.5 mm). Analiza obrazéw ujawnia powtarzalno$¢ wielkosci, ksztattu,

intensywnosci 1 specyficznych cech rozktadu oligonukleotydow kropek dla tej samej macierzy.
Ponadto, dzicki wysokiej specyficznosci metody ToF-SIMS mozliwa jest analiza wielo-

molekularnego sktadu powierzchni mikromacierzy, dzigki detekcji sygnatow charakterystycznych dla

kazdej z molekut uzytych w kazdej z procedur przygotowania macierzy (Rys. 11-H2 oraz Rys. 10-H2).
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Rysunek 11-H2. Dystrybucja wszystkich molekut (rzad oznaczony ,.total +”) oraz komplementarne
obrazy dystrybucji streptawidyny (rzad oznaczony ,,Str” odpowiadajacy intensywnosci jonu CoHgN*
charakterystycznego dla tryptofanu), BSA (odpowiadajacy intensywnosci jonu CsHioN+
charakterystycznego dla lizyny), silanu z grupami epoksydowymi (rzad oznaczony ,.epoxy”
odpowiadajacy intensywnosci jonu CH30") oraz podtoza SiO, (odpowiadajacy intensywnos$ci jonu Si*)
otrzymane dzi¢ki obrazowaniu ToF-SIMS kropek macierzy przygotowanych wedlug wszystkich trzech
protokotow (kolumny D, F i I). Obrazy otrzymane dla wszystkich jonéw zarejestrowanych przez
analizator (rzad oznaczony ,.total +”) zostaly uzyte do normalizacji pozostalych obrazéw (pokazanych

juz po normalizacji).

Tworzenie kropek macierzy, dla kazdego z trzech analizowanych protokotow, nastepowato w
réznych warunkach, co miato znaczgcy wptyw na ostateczny ksztalt macierzy. W wyniku procedury |
obserwuje si¢ jednolite kropki o rozmiarach ok. 550 pm z jasniejszym pierScieniem na obrzezach
swiadczacym o zwigkszonej gestosci powierzchniowej sond oligonukleotydowych tzw. efekt
pierscienia kawy (coffee-ring effect). Punkty macierzy powstale w wyniku drugiej procedury maja
rozmiar ok ok. 570 pm i wykazuja dwa charakterystyczne pierscienie. Wewnetrzny pierscien wyznacza
obszar 0 zmniejszonej gestosci powierzchniowej oligonukletydéw tworzac tzw. strukture paczka-
oponki (doughnut-like). Wreszcie, kropki powstale w wyniku procedury III maja ksztalt piku z
maksimum w $rodku i znacznie mniejszym rozmiarze 270 pm. Koncowy rozmiar wytworzonych kropek
jest zwigzany glownie z réznym pokryciem powierzchni biatkiem (ujawnionym przez XPS) i
chropowatoécig (ujawniong przez AFM) — zwiekszajagcymi zwilzalno$¢ powierzchni i rozmiar

22



Kamil Awsiuk

drukowanych kropli DNA. Dodatkowa rolg odgrywa tez lepkos$¢ roztworu, ktora zmniejsza wielko$é
kropli.

Dodatkowo badania XPS pokazaty, ze najwigksza i najmniejsza ggstos¢ powierzchniowa
streptawidyny (od ilosci ktorej zalezy posrednio gesto$¢ sond DNA) osiggnicto odpowiednio dla
protokotu I i I1I, co jest zgodne z wynikami mikro-analizy ToF-SIMS.

Ostatni etap badan nad metodami immobilizacji sond oligonukleotydowych skupit si¢ na ocenie
zastosowania prezentowanych protokotow do analizy rzeczywistych probek [H4]. Przygotowane
mikormacierze wykorzystano do detekcji mutacji pojedynczych nukleotydow w genie BRCA1 (rak
piersi). Mikormacierze wytworzone wedlug protokotu I zapewniaja znacznie szybsza kinetyke
hybrydyzacji z produktami PCR, zmniejszajac do 30 min. czas hybrydyzacji wymagany dla
mikromacierzy, ktory jest znacznie dtuzszy dla protokotéw Il (3 h) i Il (1 h). Co wiecej protokét T
zapewnia roOwniez znacznie wyzsze sygnaty hybrydyzacji w poroéwnaniu z podejsciami III i II. Zaleta
mikromacierzy przygotowanych zgodnie z protokotem I jest rowniez wysoki wspotczynnik
dyskryminacji (wyzszy niz 20) dla wszystkich testowanych mutacji, podczas gdy dla protokotu 11 byt

on nie wyzszy niz 5.

Podsumowanie wynikéw badan zaprezentowanych w pracach [H2 i H4|

W ramach przeprowadzonych badan nanostruktura, chemia i pokrycie powierzchni macierzy
DNA uzyskanych w wyniku wieloetapowych protokotéw, zostalty po raz pierwszy scharakteryzowane
po kazdym etapie osadzania/reakcji biomolekul. Jednoczesna analiza rozmieszczenia wielu molekut
wewnatrz kropek DNA pozwolita scharakteryzowac wielko$¢, powtarzalnos¢ i morfologie uzyskanych
kropek w kazdym z trzech weryfikowanych protokotow immobilizacji sond oligonukleotydowych.
Badania spektroskopowe i mikroskopowe wykazaty, ze najwyzsza wydajno$¢ unieruchomienia
oligonukleotydow osiagnieto wedlug nowej strategii, gdy koniugaty streptawidyny z biotynylowanymi
oligonukleotydami sg drukowane na powierzchniach pokrytych biotynylowang BSA. Ponadto
opracowany protokét immobilizacji oligonukleotydow zapewnia wyzszg czuto$¢ i wspotczynnik
dyskryminacji przy jednoczesnej redukcji czasu analizy.

Wyniki opublikowane w pracy [H2] zostaly wybrane na tylna oktadke czasopisma Analyst
(Rys. 12-H2). Prezentowane badania zostaly przeprowadzone w ramach grantu europejskiego
FOODSNIFFER (FP7-1CT8-318319). Probki zostaty przygotowane przez dr Panagiote Petrou z the
Institute of Nuclear & Radiological Sciences & Technology, Energy & Safety, NCSR “Demokritos”.
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Rysunek 12-H2. Tylna oktadka czasopisma Analyst (2015) 140 prezentujaca wyniki badan nad réznymi

protokotami tworzenia mikromacierzy DNA.
IV. Warstwy polimerowe o przelaczalnych wlasciwosciach [H7, H8 i H10]

W ostatnich latach podjeto znaczne wysitki majace na celu opracowanie materiatéw
polimerowych reagujacych na temperature.**° Szczegdlng uwage zwrocono na szczotki polimerowe
,,szczepione” do powierzchni oraz ich podstawowe wiasciwosci i potencjalne zastosowania.**>° Znaczna
czes¢ tych badan zostata poswigcona szczotkom polimerowym wykazujacym termo-przetaczalne
wlasciwosci zwigzane z dolng lub gorng krytyczng temperaturg rozpuszczania polimeru (LCST lub
UCST).5% Chociaz wickszo$¢ wrazliwych na temperature szczotek polimerowych opiera si¢ na LCST
lub UCST, istniejg réwniez inne mechanizmy odpowiedzi temperaturowej. °6°® Wgrod nich
najwazniejsze sg przej$cia zwigzane z przejsciem ze stanu szklistego w stan elastyczny (Tg - temperatura
zeszklenia) lub topnieniem fazy krystalicznej (Tm - temperatura topnienia). *° Niestety, efekty przej$é
zwigzanych z Tg i Tm w szczotkach polimerowych sg rzadko wykorzystywane w badaniach
biomedycznych, co najprawdopodobnigej jest spowodowane wysokimi temperaturami tych przejsc.

Kolejnym interesujgcym zagadnieniem zwigzanym z responsywnymi uktadami polimerowymi,
zwlaszcza szczepionymi szczotkami, jest wprowadzenie nanoczastek metalicznych lub
polprzewodnikowych (NP), ktére otwieraja nowe drogi inzynierii materialow kompozytowych.
Materialy te wykazujg unikalne wiasciwosci biologiczne, mechaniczne, elektryczne lub optyczne.5%-63
Szczegodlng uwage poswigca si¢ nanoczastkom srebra (Ag-NP) ze wzgledu na ich tatwa synteze, niska
toksyczno$¢ i stosunkowo niski koszt produkcji. %-%¢ Ponadto Ag-NP wzbudzaja wiele zainteresowania

ze wzgledu na ich dobrg przewodno$é elektryczng, stabilno$é chemiczng®, wiasciwosci
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antybakteryjne®’ oraz wiasciwosci elektryczne i optyczne®®, Pierwsze proby wiaczenia Ag-NP do
szczepionych szczotek polimerowych z uzyciem borowodorku sodu jako $rodka redukujacego zostaly
opisane w pracach Benetti i in.” oraz Gupta i in. "2, jednak przedstawione w tych pracach informacje
o ksztatcie wytworzonych nanoczastek sg bardzo ograniczone.

W pracy [H7 i H10] przedstawiono badania nad szczepionymi szczotkami poli(metakrylanu n-
butylu) (PBMA) o temperaturze zeszklenia zblizonej do zakresu temperatur fizjologicznych (Tg = 20—
25 °C)™®™ Natomiast praca [H8] przedstawia modyfikacje termoprzetgczalnych szczotek
polimerowych bazujacych na LCST poprzez wprowadzenie nanoczastek srebra. We wszystkich
przypadkach szczotki polimerowe szczepiono ,,z powierzchni” szklta zmodyfikowanego warstwg
molekul samoorganizujacych (3-aminopropylo)trietoksysilanu (APTES) stosujagc polimeryzacje
rodnikowa z przeniesieniem atomu (ATRP) lub inicjator polimeryzacji (oligomer nadtlenkowy).

Ag-NP zostalty wprowadzone do trzech réznych typow szczotek polimerowych [HS8]: poli(4-
winylopirydyny) (P4VP), poli(metakrylanu eteru etylowego glikolu oligoetylenowego 246)
(POEGMAZ246) i kopolimeru wyzej wymienionych polimerow (P(4VPco-OEGMAZ246)). Metoda
syntezy szczotek bazowala na czteroetapowej procedurze z uzyciem borowodorku sodu jako $rodka
redukujacego i zostata zweryfikowana badaniami ToF-SIMS. Dla wszystkich szczotek z nanoczastkami
widma ToF-SIMS ujawnily obecno$¢ dwoch pikow U7Ag* i PAg* charakterystycznych dla Ag-NP.
Zarejestrowana ilo§¢ nanoczasteczek zalezy jednak od rodzaju powtoki polimerowej i zmienia si¢ ze
stosunkowo niskiego poziomu dla P4VP do znacznie wyzszego dla POEGMA?246. Rowniez ksztalt i
wielko§¢ wytworzonych nanoczastek, ujawnione za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowe;j
(ESEM), byly rozne dla réznych szczotek polimerowych. W przypadku powlok opartych na P4VP
obserwowano sferyczne NP o $rednicy 20—60 nm, natomiast dla szczotek POEGMA246 nanoczasteczki
mialy ksztatt nanodrutéw o dwumodalnym rozktadzie wielkosci (20 nm X 60 nm i 7 nm x 20 nm). Z
kolei bardzo mate Ag-NP w ksztalcie stabo rozgatezionych dendrytycznych nanostruktur o $redniej
szerokosci kilku nanaometrow zaobserwowano w powlokach P(4VP-co-OEGMA?246). Dodatkowe
pomiary przeprowadzono w $rodowisku wodnym przy uzyciu AFM pracujacego w trybie MAC
(magnetyczny mod bezkontaktowy) (Rys. 13-H8). Pomiary wykonano w trzech ré6znych temperaturach
(10, 20 1 30 ° C) dobierajac je tak by byly ponizej, pomiedzy i powyzej LCST obu polimerow uzytych
do wytworzenia szczotek (P4VP: Tc = 14 °C; POEGMA246: Tc = 26 °C). Otrzymane obrazy topografii
zaleza silnie od sktadu chemicznego szczotki 1 zgodnie z przewidywaniem obserwowane sga znaczne
zmiany w topografii powierzchni w odpowiedzi na zmiang¢ temperatury. Najbardziej ztozong
transformacj¢ topografii powierzchni zaobserwowano dla powlok opartych na kopolimerach, dla
ktorych wezesniejsze badania ujawnity podwojne przej$cie temperaturowe.”

Na koniec zbadano wtasciwos$ci optyczne szczotek polimerowych z Ag-NP za pomocg techniki
UV-VIS. Analiza zarejestrowanych widm absorpcyjnych wykazala silng zalezno$¢ absorpcji
plazmonowej od temperatury, zwlaszcza dla szczotek P4VP, dla ktérych zaobserwowano liniowa

zalezno$¢ temperaturowa.
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Dodatkowo (nieopublikowane jeszcze) badania bedace podstawa polskiego (P.424734) i
mi¢dzynarodowego (PCT/PL2019/050013) zgtoszenia patentowego ujawnily  wlasciwosci
bakteriobojcze przetaczane temperaturowo szczotek polimerowych z osadzonymi Ag-NP. W
temperaturze 4 °C zaréwno czyste szczotki polimerowe jak i szczotki z Ag-NP nie wykazuja zadnych
wiasciwosci bakteriobojczych. Natomiast w temperaturze 37 °C wszystkie typy szczotek polimerowych
z nanoczastkami srebra wykazaty wlasciwosci bakteriobdjcze, podczas gdy wzrost bakterii dla czystych
podtozy pozostat bez zmian i byl identyczny jak w temperaturze 4 °C.

10 °C 20" 30°

08 08 1um 02 04 08 1pm 2 04 o8 08

0 02 04

P4VP

P@AVP
_co-
OEGMA246)

POEGMAZ246

Rysunek 13-H8. Obrazy AFM przedstawiajace topografie podtozy ze szczepionymi szczotkami P4VP
(a—c), P(4VP-co-OEGMAZ246) (d-f) i POEGMA246 (g-i) oraz osadzonymi nanoczgstkami srebra.
Obrazy zarejestrowano w cieczy w temperaturze 10 °C (a, d oraz g), 20 °C (b, e oraz h) i 30 °C (c, f

oraz i).

Ostatnie zagadnienie zaprezentowane w przedtozonym opisie celu naukowego odnosi sie do
badan wilasciwosci szczepionych szczotek polimerowych PBMA w funkcji temperatury i grubosci
warstwy [H7]. Wlasciwosci powlok polimerowych zostaty scharakteryzowane przy uzyciu ToF-SIMS
i elipsometrii po kazdym etapie ich przygotowania. Pomiary kata zwilzania wody ujawnily indukowane
temperaturg zmiany hydrofobowosci powierzchni. Ponadto hydrofobowos$¢ szczepionych szczotek
PBMA silnie zalezy od ich grubosci i zmienia si¢ nieliniowo. Co wazniejsze, otrzymane szczotki PBMA
wykazaty stabilne wlasciwos$ci termoprzelgczalne w ciggu kilku kolejnych cykli grzania i chtodzenia.

Chropowato$¢ powierzchni (opisana przez RMS, ang. root mean square) oszacowana na podstawie
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obrazow AFM szczepionych szczotek PBMA o r6znych grubosciach i w réznych temperaturach (Rys.
14-H7 a)-d)) sugeruje zmian¢ morfologii warstwy od strukturyzowanej i bardzo szorstkiej do
stosunkowo gladkiej w podwyzszonej temperaturze dla wszystkich typow badanych szczepionych
szczotek PBMA, przy czym zmiany te sg najstabsze dla powtoki PMBA o grubosci rownej 86 nm. Co
wigcej otrzymane wyniki pokazuja, ze w przypadku szczotek PBMA o grubo$ci mniejszej niz 60 nm,

Tg wzrasta gwattownie wraz ze wzrostem grubosci (Rys. 14-H7 e)).
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Rysunek 14-H7. (a-d) Zmiana chropowato$ci powierzchni szczotek PBMA o roznej grubosci w funkcji
temperatury. (e) Zaleznosci temperatury przejécia Tq od grubosci warstwy szczepionej szczotki

polimerowej PBMA wyznaczona na podstawie danych AFM (a-d)

Aby zbada¢ biokompatybilno$¢ wytworzonych szczotek PBMA, szczotki o grubosci rownej 86
nm i 43 nm, jak rowniez ptytki szklane (kontrola) uzyto jako podtoza do hodowli linii komorkowej
HTB-5 raka pecherza moczowego. Po 144 godzinach hodowli zaobserwowano dobrze rozwinieta
warstwe jednokomoérkowa na powltoce PBMA o grubos$ci rownej 86 nm. Z kolei komoérki inkubowane
na cienszej (43 nm) powtoce PBMA, jak réwniez na kontrolnej ptytce szkta zaczynaly tworzy¢ warstwe
konfluentna.

Wreszcie, w pracy [H10] przedstawiono wplyw temperatury na orientacj¢ biatek
zaadsorbowanych do szczotek PBMA przy uzyciu znakowanej fluorescencyjnie BSA i przeciwciata
anty-1gG. Jako warstwy odniesienia zastosowano szczepione szczotki poli(akrylanu n-butylu) (PBA),
dla ktorego temperatura zeszklenia wynosi okoto -55 °C.

W pierwszej kolejnosci oszacowano ilos¢ molekut BSA zaadsorbowanych na szczotkach
PBMA i PBA w funkcji temperatury na podstawie badan przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej i
analizy otrzymanych obrazow za pomocg metody geometrii catkowej.”® Intensywno$¢ fluorescencji
BSA zaadsorbowanego do szczotek PBA (czerwone shupki na Rysunku 15-H10) jest proporcjonalna do
ilosci zaadsorbowanego biatka i prawie niezalezna od temperatury oraz nieco stabsza niz dla kontrolnej
probki czystego szkta (linia przerywana na rysunku 15-H10). Natomiast w przypadku szczotek PBMA,

adsorpcja BSA przedstawia silng zalezno$¢ temperaturowa i wzrasta prawie dwukrotnie, dla
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temperatury podniesionej z 10 °C (ponizej przejscia) do 35 °C (powyzej przejscia). Gestose
powierzchniowa BSA na referencyjnych probkach szkta oszacowana z pomiaréw XPS wyniosta 0.47 +
0.03 mg/m?.
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Rysunek 15-H10. Intensywnos¢ fluorescencji molekut BSA zaadsorbowanych na powtokach PBMA
(niebieskie stupki) i PBA (czerwone stupki) oraz na referencyjnych podtozach szklanych (linia

przerywana). (* roznice istotne statystycznie, p <0,05).

W nastgpnym kroku zmiany orientacji i konformacji molekut BSA zaadsorbowanych do
szczotek PBMA i PBA zostaty zbadane za pomocg ToF-SIMS i PCA. Analize PCA przeprowadzono na
zestawie sygnalow charakterystycznych tylko dla fragmentow aminokwasow, a wyniki analizy BSA na
szczotkach PBMA przedstawiono na Rysunku 16-H10. Jak wida¢ na rysunku 16-H10 a), glowny
sktadnik PC1 wykazuje najwigksza zmiennos¢ (86.39%) w tym zbiorze danych pomiedzy biomolekuta
BSA zaadsorbowang na powtokach PBMA i na szkle stosowanym jako odniesienie. Co wiecej, gtowny
sktadnik PC2 pokazuje roéznicg (6.42%) wynikajaca z adsorpcji BSA do szczotek PBMA w réznych
temperaturach. Punkty pomiarowe zabrane dla powierzchni z BSA adsorbowang w 10 °C (ponizej
przejécia) majg ujemne wartosci wynikow (Scores) na PC2, podczas gdy probki inkubowane w
temperaturach powyzej przejscia majg takie wartosci dodatnie. Ponadto punkty pochodzace od
referencyjnego szkta sa rozmieszczane losowo wokot wartosci zerowej PC2 1 nie wykazujg zaleznos$ci
temperaturowej. Na podstawie wykresu tadunkéw (Loadings) na PC2 (Rysunek 16-H10 b)) mozna
zauwazy¢, ze ujemne wartosci PC2 sa zwigzane wyzsza intensywnoscia fragmentoéw histydyn, argininy,
tyrozyny, seryny i fenyloalaniny. Z kolei dodatnie wartosci PC2 wynikaja z wigkszych sygnatow
(jonow) pochodzacych z waliny, lizyny, treoniny, izoleucyny i leucyny. Oznacza to, ze regiony BSA

bogate w te aminokwasy sa eksponowane w zewnetrznych regionach warstwy biatka.
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Rysunek 16-H10. (a) Wykres wynikow (Scores; wspotrzednych obserwacji) (PC1 vs. PC2) analizy
PCA widm masowych warstwy BSA zaadsorbowanej do szczotek PBMA (kwadraty) i referencyjnego
podtoza szklanego (kétka) w temperaturze 10 °C (symbole czarne), 20 °C (czerwone), 26 °C (niebieskie)
i35 °C (zielone). Elipsy reprezentuja granice ufnosci na poziomie 95% dla kazdego rodzaju probek. (b)
Ladunki (Loadings; wspotczynniki wkiadu) na PC2 z zaznaczonymi aminokwasami, od ktorych
pochodza analizowane jony wtérne. Dodatnie wartosci tadunkow na PC2 sa wynikiem wyzszych
intensywnosci jonow wtornych pochodzacych od aminokwas6w charakterystyczne dla regionu
Albumina 3, takich jak np. treonina (c), za$ ujemne wartosci PC2 sa spowodowane wyzszymi
intensywnosciami fragmentéw aminokwaséw charakterystycznych dla regionow Albumina 1 i
Albumina 2, takich jak np. histydyna (d). Rozktady treoniny (c) i histydyny (d) w molekule BSA. Trzy
domeny molekuty BSA zaznaczono kolorem: czerwonym — Albumina 1, niebieskim — Albumina 2 i

zielonym — Albumina 3.

W celu sprawdzenia dla molekuty BSA zaadsorbowanej do szczotek PBMA, czy obserwowane
i wynikajace ze zmiany temperatury roznice warto$ci wspotrzednych gtownego sktadnika PC2 sa
zwigzane z denaturacja biatka, zastosowano podejsécie przedstawione w pracy [H1]. Wyniki tej analizy
(nieprzedstawione tutaj) ujawnity, ze nie mozna wskaza¢ zadnej korelacji taczacej PC2 z indukowanymi
temperaturg zmianami konformacji zaadsorbowanych molekut BSA. Dlatego obserwowane réznice w
ekspozycji reszt aminokwasowych na powierzchni warstwy biatka sugerujg zmiany w orientacji BSA.
Aby ocenic te hipoteze, przeprowadzono analizg struktury BSA.

BSA sktada si¢ z trzech domen (Albumina 1, Albumina 2, Albumina 3), a wielko$¢ catej
molekuty wynosi okoto 9 x 5.5 x 5.5 nm3.7" Tlo§¢ aminokwasow w kazdej domenie jest poréwnywalna
(Albumina 1 - 191 aa, Albumina 2 - 193 aa i Albumina 3 - 198 aa), ale ich sktfad jest r6zny. Sktad
aminokwasowy kazdej z domen BSA (4F5S) zostat obliczony na podstawie danych z protein data bank.
Na podstawie tych danych stwierdzono, ze domeny Albumina 1 i Albumina 2 w poréwnaniu z Albuming
3 sg bogate w histydyne (8 1 6 vs. 3) i tyrozyng (9 1 7 vs. 4). Ponadto treonina (717 vs. 17) i walina (6 i
11 vs. 19) wystepuja czesciej w Albuminie 3 niz w Albuminie 1 i Albuminie 2. Trojwymiarowa struktura
molekuty BSA z zaznaczonymi pozycjami treoniny (Rys. 16-H10 c)) i histydyny (Rys. 16-H10 d))

wyraznie pokazuje, ze wigeej His jest Albuminie 1 i 2, podczas gdy Albumina 3 jest bogata w Thr.
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Ponadto seryna wystepuje najczgsciej w Albuminie 2 (12) w porownaniu z Albuming 1 i Albuming 3 (7
i 8). Biorac pod uwage rezultaty analizy PCA danych ToF-SIMS i analiz¢ struktury BSA mozna
stwierdzi¢, ze BSA zaadsorbowana do szczotek PBMA przyjmuje ponizej Tg taka orientacjg, ze
Albumina 1 i Albumina 2 sg eksponowane na zewnatrz warstwy, podczas gdy dla temperatur powyzej
przejscia to Albumina 3 jest eksponowana.

Identyczna analiza danych ToF-SIMS zostala przeprowadzona dla molekul BSA
zaadsorbowanych do szczotek PBA. Uzyskane rezultaty PCA (nie przedstawione tutaj), tj. wyniki
(Scores) i fadunki (Loadings), nie ujawnity zadnych indukowanych temperaturg réznic w adsorpcji
biatka. Ponownie gtowny sktadnik PC1 odzwierciedla najwigksza zmienno$¢ (94.24%) w zbiorze
danych pomiedzy podtozem PBA a szklem, do ktérego zostata zaadsorbowana BSA. Z kolei drugi
gtowny sktadnik PC 2, wychwycit tylko 2.01% wariancji i jest wynikiem niewielkich r6znic pomiedzy
referencyjnymi probkami szklanymi. Wyniki te sa zgodne z danymi uzyskanymi z mikroskopii
fluorescencyjnej, w ktorych nie zaobserwowano réznic w ilosci bialek zaadsorbowanych do szczotek
PBA.

Poniewaz badania adsorpcji BSA do szczotek PBMA ujawnily zalezna od temperatury
orientacje zaadsorbowanych molekut biatka, dalsza cze$¢ badan miata na celu weryfikacje tego efektu
dla przeciwciat (anty-IgG). Ponownie ilos¢ anty-IgG zaadsorbowanej w roznych temperaturach do
powlok PBMA oceniano przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej i analizy obrazéw za pomoca
metody geometrii catkowej. Podobnie jak w przypadku BSA, adsorpcja anty-lgG wykazuje silng
zaleznos$¢ od temperatury, tak ze ze wzrostem temperatury obserwuje si¢ wzrost ilosci zaadsorbowanych
molekut (Rys. 17-H10 a), czerwone kolumny).

Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ PCA widm ToF-SIMS uzyskanych dla anty-1gG osadzonych
w roznych temperaturach na powlokach szczotek PBMA. Gtowny sktadnik PC1 (Rys. 17-H10 c))
wyraznie rozdziela punkty pomiarowe odpowiadajgce anty-1gG zaadsorbowanej do szczotek PBMA
ponizej i powyzej Tg. Dodatnie warto$ci wynikéw (wspotrzednych obserwacji) na PC1 odpowiadaja
molekutom anty-IgG osadzonym w 10 i 20 ° C, podczas gdy anty-lgG adsorbowana w 26 i 35 ° C
wykazuje wartosci ujemne. Analiza wykresu tadunkow na (wspotczynnikoéw wktadu do) PC1 (Rys. 17-
H10 d)) ujawnia, ze dodatnie warto$ci na PC1 sg zwigzane z wyzszg intensywnoscig sygnatow od
treoniny i tryptofanu w widmie masowym. Z kolei ujemne wartosci tadunkéw (Loadings) na PC1
odpowiadaja glownie wyzszej intensywnos$ci fragmentow pochodzacych z proliny, izoleucyny i
leucyny. Dystrybucja tych aminokwasow w przeciwciele sugeruje jego inng orientacj¢. Aby doktadniej
oceni¢ orientacje¢ anty-1gG, zastosowano podejscie zaprezentowane w pracy [H5]. Wyniki PCA (tadunki
(Loadings) na PC1) poréwnano z wzgledna czgstoscia wystepowania (RP) fragmentéw aminokwasow
(jonow wtornych) pochodzacych z F(ab”), (ujemne warto$ci RP) w porownaniu z tymi pochodzacymi z
regionu Fc (dodatnie wartosci PR). Rysunek 17-H10 d) przedstawia warto$ci parametru RP
wykreslonego wzgledem otrzymanych tadunkéw (Loadings) na PC1 okreslonych w pracy [H10] dla

identycznych jonéw wtérnych (czerwone kwadraty) i/lub aminokwasow (czarne kotka). Otrzymany
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wykres wyraznie pokazuje, ze zewnetrzne regiony anty-IgG zaadsorbowane na powlokach PBMA
ponizej Tg (dodatnie warto$ci PC1) sg zdominowane przez fragmenty F(ab’), molekuty biatka (ujemne
RP), podczas gdy eksponowany obszar warstwy anty-1gG osadzonej na szczotkach PBMA powyzej Tg
(ujemne wartosci PC1) odpowiada fragmentom Fc. Przeprowadzona analiza wykazata wplyw
temperatury na orientacje przeciwcial z dominujacg orientacjg ,.head-on” dla molekut anty-1gG
osadzonych powyzej Tg i dominujaca orientacja ,.end-on” dla biatka zaadsorbowanego ponizej
temperatury przejscia.

Kluczowa kwestig, istotng dla wszelkich potencjalnych zastosowan biomedycznych powlok
opartych na szczotkach polimerowych z zaadsorbowanymi biatkami, zwlaszcza jako biosensoréw lub
mikromacierzy, jest ich aktywnos$¢ biologiczna. W celu zbadania, czy proces adsorpcji i zachodzace w
réznych temperaturach zmiany wptywaja na aktywnos¢ biologiczng biatka, przeprowadzono badania
specyficznej immunoreaktywnosci antygen-przeciwciato migdzy kroliczym anty-1gG specyfikowanym
przeciwko kozim przeciwciatom a fluorescencyjnie wyznakowanym kozim I1gG (Rys. 17-H10 a),
niebieskie stupki). Poniewaz miejsca wigzace antygen zlokalizowane sg we fragmentach F(ab’)y,
wszelkie roznice w intensywnosci fluorescencji moga by¢ skorelowane z orientacja zaadsorbowanego
anty-1gG. Stosujac ponownie analize obrazéw z mikroskopii fluorescencyjnej za pomoca metody
geometrii catkowej oszacowano wzgledna aktywnos$¢ wigzania specyficznego. Wzgledna aktywnosé
wigzania specyficznego obliczono jako stosunek intensywnosci fluorescencji zarejestrowanej dla 1gG
zwigzanych przez anty-IgG zaadsorbowanej do szczotek PBMA w réznych temperaturach (Rys. 17-
H10 a), niebieskie stupki) do intensywnosci fluorescencji zarejestrowanej dla anty-1gG (Rys. 17-H10
a), czerwone stupki). Jak pokazano na Rysunku 17-H10 b), skuteczno$¢ wigzania IgG z anty-1gG jest
wyzsza dla przeciwciala osadzonego w temperaturze ponizej Tg w poréwnaniu z anty-1gG
zaadsorbowanym powyzej temperatury przejscia. Jest to zgodne z wnioskami z analizy PCA danych
ToF-SIMS (Figura 17-H10 d)), poniewaz w temperaturze ponizej Tg molekuty anty-IgG przyjmuja
orientacje ,,end-on” w wyniku czego miejsca wigzace sg wystawione do roztworu, co umozliwia
wigzanie antygenoéw. Przedstawione wyniki wyraznie wskazujg, ze anty-lgG zaadsorbowane do
szczotek PBMA zachowuje swoja aktywno$¢ biologiczng i potwierdza zmiany orientacji molekut biatka

indukowane temperatura.
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Rysunek 17-H10. (a) Intensywno$¢ fluorescencji anty-IgG (czerwone stupki) i IgG po zwigzaniu z anty-
IgG (immunoreakcja) (niebieskie stupki) zaadsorbowanymi do powtok szczepionych szczotek PBMA.
(b) Skuteczno$¢ reakcji immunologicznej, obliczonej jako stosunek intensywno$ci fluorescencji
zarejestrowanej dla IgG po zwigzaniu z anty-IgG do intensywnosci fluorescencji zarejestrowanej dla
anty-1gG. (*réznice istotne statystycznie, p <0,05). (c) Wykres wynikéw (Scores) na PC1 analizy PCA
danych ToF-SIMS dla anty-lgG zaadsorbowanego do PBMA w temperaturze 10 °C (czarny), 20 °C
(czerwony), 26 ° C (niebieski) i 35 © C (zielony). Linie przerywane przedstawiaja granice ufnosci na
poziomie 95% dla kazdej temperatury. (d) Wykres prezentujacy tfadunki (Loadings) na PC1, wykre§lone
w funkcji parametru RP jonow od aminokwaséw pochodzacych z regionow F(ab’), (ujemne wartosci
RP) i regionu Fc (dodatnie wartos$ci RP)™. Prostokaty oznaczajg schematycznie ekspozycje regionow
anty-1gG: F(ab’), w temperaturze T <Tg i Fc w T> Tg, sugerujac odpowiednio orientacj¢ ,.end-on” i

,;,head-on”.

Podsumowanie wynikow badan zaprezentowanych w pracach [H7, H8 i H10]

Zaprezentowane wyniki badan przedstawiaja wplyw chemii powierzchni termoczutych
szczepionych szczotek polimerowych (z LCST) na ksztatt zsyntetyzowanych Ag-NPs. Ponadto
pokazano wptyw temperatury na morfologie powltoki i efekty optyczne.

Dalsze badania ujawnily termoprzetgczalnos¢ (opartg na Tg) powltok PBMA, jak réwniez
pokazaty duzy wplyw temperatury i grubosci szczotek PBMA na zwilzalno$¢ i morfologie

wytworzonych powierzchni. Ponadto wykazano zgodnos$¢ biologiczna szczotek PBMA poprzez
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hodowlg linii komorkowej HTB-5 (komorek rakowych pecherza moczowego) i wykonanie testu
immunologicznego z wykorzystaniem koziego 1gG oraz zaabsorbowanego wczesniej do powierzchni
kroliczego przeciwciata anty-1gG specyfikowanego przeciwko koziemu 1gG. Ten ostatni eksperyment
potwierdzit rowniez r6zng temperaturowo zalezng orientacj¢ biatka zaadsorbowanego do szczotek
PBMA ujawniong przez PCA danych ToF-SIMS. Analiza tadunku zgormadzonego na molekule biatka
jak réwniez zmiany energii powierzchniowej ujawnila, ze to topografia powierzchni i elastyczno$é
warstwy polimerowej sa odpowiedzialne za zmiany orientacji biatek adsorbowanych do powtoki PBMA
w roéznych temperaturach.

Badania zaprezentowane w pracach [H7 i H10] byly cze$ciowo dofinansowane z $rodkdéw
projektu finansowanego przez NCN (SONATA) UMO-2016/21/D/ST5/01633 i grantu z $rodkow
wlasnych Uniwersytetu Jagiellonskiego, ktorych bylem kierownikiem. Badania, ktérych wynikiem jest
praca [H8] byty finansowany przez Centrum Transferu Technologii CITTRU UJ w ramach projektu
"Inkubator Innowacyjnosci+" w ramach przedsiewzigcia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
,Inkubator innowacyjnosci Plus”, na podstawie umowy nr MNISW/2017/DIR/70 z dnia 17.03.2017.

Synteza szczotek polimerowych prowadzona byta przez dr Jurija Stetsyshyna z Politechniki Lwowskiej.

5. Omowienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Na moj pozostalty dorobek naukowo badawczy sklada si¢ trzydziesci jeden artykulow
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie JCR i dwa spoza listy (w sumie 33 prace
poza cyklem). Artykuty [P1-P10] zostaly opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora, zas artykuty
[D11-D33] zostaty opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora. Z tego zbioru, cztery artykuty [P3, P8,
P9 i P14] zawierajg wyniki wczeéniej opisane w pracy doktorskiej.

Oproécz tego jestem wspotautorem jednego patentu i 8 zagranicznych zgloszen patentowych

wymienionych ponizej po liscie publikacji poza cyklem habilitacyjnym.

Publikacje poza cyklem habilitacyjnym

P.1 Budkowski, A., Bernasik, A., Moons, E., Lekka, M., Zemla, J., Jaczewska, J., Haberko, J.,
Raczkowska, J., Rysz, J., Awsiuk, K. (2009)Structures in multicomponent polymer films: Their
formation, observation and applications in electronics and biotechnology, Acta Physica Polonica A,
115 (2), pp. 435-440.

P.2 Awsiuk, K., Bernasik, A., Kitsara, M., Budkowski, A., Rysz, J., Haberko, J., Petrou, P., Beltsios,
K., Raczkowska, J. (2010) Protein coverage on silicon surfaces modified with amino-organic films:
A study by AFM and angle-resolved XPS, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 80 (1), pp. 63-
71.

33



Kamil Awsiuk

P.3 Awsiuk, K., Psarouli, A., Petrou, P., Budkowski, A., Kakabakos, S., Bernasik, A., Rysz, J., Raptis,
I. (2011) Spectroscopic and microscopic examination of protein adsorption and blocking of non-
specific binding to silicon surfaces modified with APTES and GOPS, Procedia Engineering, 25, pp.
334-337.

P.4 Awsiuk, K., Bernasik, A., Kitsara, M., Budkowski, A., Petrou, P., Kakabakos, S., Prauzner-
Bechcicki, S., Rysz, J., Raptis, I. (2012) Spectroscopic and microscopic characterization of
biosensor surfaces with protein/amino-organosilane/silicon structure, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 90 (1), pp. 159-168.

P.5 Zemta, J., Rysz, J., Budkowski, A., Awsiuk, K. (2012) Proteins grouped into a variety of regular
micro-patterns by substrate-guided domains of self-assembling poly(ethylene oxide)/polystyrene
blends, Soft Matter, 8 (20), pp. 5550-5560.

P.6 Budkowski, A., Zemta, J., Moons, E., Awsiuk, K., Rysz, J., Bernasik, A., Bjorstrém-Svanstrom,
C.M., Lekka, M., Jaczewska, J. (2012) Polymer blends spin-cast into films with complementary
elements for electronics and biotechnology, Journal of Applied Polymer Science, 125 (6), pp. 4275-
4284,

P.7 Stetsyshyn, Y., Zemla, J., Zolobko, T., Fornal, K., Budkowski, A., Kostruba, A., Donchak, V.,
Harhay, K., Awsiuk, K., Rysz, J., Bernasik, A., Voronov, S. (2012) Temperature and pH dual-
responsive coatings of oligoperoxide-graft-poly(N-isopropylacrylamide): Wettability, morphology,
and protein adsorption, Journal of Colloid and Interface Science, 387 (1), pp. 95-105.

P.8 Awsiuk, K., Budkowski, A., Petrou, P., Bernasik, A., Marzec, M.M., Kakabakos, S., Rysz, J., Raptis,
I. (2013) Model immunoassay on silicon surfaces: Vertical and lateral nanostructure vs. protein
coverage, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 103, pp. 253-260.

P.9 Awsiuk, K., Budkowski, A., Psarouli, A., Petrou, P., Bernasik, A., Kakabakos, S., Rysz, J., Raptis,
I. (2013) Protein adsorption and covalent bonding to silicon nitride surfaces modified with organo-
silanes: Comparison using AFM, angle-resolved XPS and multivariate ToF-SIMS analysis, Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces, 110, pp. 217-224.

P.10 Marzec, M.M., Awsiuk, K., Bernasik, A., Rysz, J., Haberko, J., Luzny, W., Budkowski, A. (2013)
Buried polymer/metal interfaces examined with Kelvin Probe Force Microscopy, Thin Solid Films,
531, pp. 271-276.

P.11 Malainou, A., Tsougeni, K., Ellinas, K., Petrou, P.S., Constantoudis, V., Sarantopoulou, E.,
Awsiuk, K., Bernasik, A., Budkowski, A., Markou, A., Panagiotopoulos, I., Kakabakos, S.E.,
Gogolides, E., Tserepi, A. (2013) Plasma-assisted nanoscale protein patterning on si substrates via
colloidal lithography, Journal of Physical Chemistry A, 117 (50), pp. 13743-13751.

P.12 Stetsyshyn, Y., Fornal, K., Raczkowska, J., Zemla, J., Kostruba, A., Ohar, H., Ohar, M., Donchak,
V., Harhay, K., Awsiuk, K., Rysz, J., Bernasik, A., Budkowski, A. (2013) Temperature and pH
dual-responsive POEGMA-based coatings for protein adsorption, Journal of Colloid and Interface
Science, 411, pp. 247-256.
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P.13 Raczkowska, J., Ohar, M., Stetsyshyn, Y., Zemta, J., Awsiuk, K., Rysz, J., Fornal, K., Bernasik,
A., Ohar, H., Fedorova, S., Shtapenko, O., Polovkovych, S., Novikov, V., Budkowski, A. (2014)
Temperature-responsive peptide-mimetic coating based on poly(N-methacryloyl-I-leucine):
Properties, protein adsorption and cell growth, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 118, pp. 270-
279.

P.14 Awsiuk, K., Rysz, J., Petrou, P., Budkowski, A., Bernasik, A., Kakabakos, S., Marzec, M.M.,
Raptis, 1. (2014) Immobilization of oligonucleotide probes on silicon surfaces using biotin-
streptavidin system examined with microscopic and spectroscopic techniques, Applied Surface
Science, 290, pp. 199-206.

P.15 Stetsyshyn, Y., Raczkowska, J., Budkowski, A., Kostruba, A., Harhay, K., Ohar, H., Awsiuk, K.,
Bernasik, A., Ripak, N., Zemkta, J. (2015) Synthesis and Postpolymerization Modification of
Thermoresponsive Coatings Based on Pentaerythritol Monomethacrylate: Surface Analysis,
Wettability, and Protein Adsorption, Langmuir, 31 (35), pp. 9675-9683.

P.16 Gostek, J., Awsiuk, K., Pabijan, J., Rysz, J., Budkowski, A., Lekka, M. (2015) Differentiation
between Single Bladder Cancer Cells Using Principal Component Analysis of Time-of-Flight
Secondary lon Mass Spectrometry, Analytical Chemistry, 87 (6), pp. 3195-3201.

P.17 Prauzner-Bechcicki, S., Raczkowska, J., Madej, E., Pabijan, J., Lukes, J., Sepitka, J., Rysz, J.,
Awsiuk, K., Bernasik, A., Budkowski, A., Lekka, M. (2015) PDMS substrate stiffness affects the
morphology and growth profiles of cancerous prostate and melanoma cells, Journal of the
Mechanical Behavior of Biomedical Materials, 41, pp. 13-22.

P.18 Raczkowska, J., Prauzner-Bechcicki, S., Lukes, J., Sepitka, J., Bernasik, A., Awsiuk, K.,
Paluszkiewicz, C., Pabijan, J., Lekka, M., Budkowski, A. (2016) Physico-chemical properties of
PDMS surfaces suitable as substrates for cell cultures, Applied Surface Science, 389, pp. 247-254.

P.19 Bobrowska, J., Moffat, J., Awsiuk, K., Pabijan, J., Rysz, J., Budkowski, A., Reading, M., Lekka,
M. (2016) Comparing surface properties of melanoma cells using time of flight secondary ions mass
spectrometry, Analyst, 141 (22), pp. 6217-6225.

P.20 Gajos, K., Angelopoulou, M., Petrou, P., Awsiuk, K., Kakabakos, S., Haasnoot, W., Bernasik, A.,
Rysz, J., Marzec, M.M., Misiakos, K., Raptis, I., Budkowski, A. (2016) Imaging and chemical
surface analysis of biomolecular functionalization of monolithically integrated on silicon Mach-
Zehnder interferometric immunosensors, Applied Surface Science, 385, pp. 529-542.

P.21 Stetsyshyn, Y., Raczkowska, J., Budkowski, A., Awsiuk, K., Kostruba, A., Nastyshyn, S., Harhay,
K., Lychkovskyy, E., Ohar, H., Nastishin, Y. (2016) Cholesterol-Based Grafted Polymer Brushes
as Alignment Coating with Temperature-Tuned Anchoring for Nematic Liquid Crystals, Langmuir,
32 (42), pp. 11029-11038.

P.22 Gosecka, M., Raczkowska, J., Haberko, J., Awsiuk, K., Rysz, J., Budkowski, A., Marzec, M.M.,
Bernasik, A., Basinska, T. (2016) Multilayers of poly(styrene/a-tert-butoxy-wo-vinylbenzyl-
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polyglycidol) microspheres with core-shell morphology: Characterization by AFM, SIMS and XPS,
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 507, pp. 200-2009.

P.23 Bobrowska, J., Pabijan, J., Wiltowska-Zuber, J., Jany, B.R., Krok, F., Awsiuk, K., Rysz, J.,
Budkowski, A., Lekka, M. (2016) Protocol of single cells preparation for time of flight secondary
ion mass spectrometry, Analytical Biochemistry, 511, pp. 52-60.

P.24 Raczkowska, J., Stetsyshyn, Y., Awsiuk, K., Zemta, J., Kostruba, A., Harhay, K., Marzec, M.,
Bernasik, A., Lishchynskyi, O., Ohar, H., Budkowski, A. (2016) Temperature-responsive properties
of poly(4-vinylpyridine) coatings: Influence of temperature on the wettability, morphology, and
protein adsorption, RSC Advances, 6 (90), pp. 87469-87477.

P.25 Bobrowska, J., Pabijan, J., Wiltowska-Zuber, J., Jany, B.R., Krok, F., Awsiuk, K., Rysz, J.,
Budkowski, A., Lekka, M. (2016) Data on step-by-step atomic force microscopy monitoring of
changes occurring in single melanoma cells undergoing ToF SIMS specialized sample preparation
protocol, Data in Brief, 8, pp. 1322-1332.

P.26 Raczkowska, J., Awsiuk, K., Prauzner-Bechcicki, S., Pabijan, J., Zemta, J., Budkowski, A., Lekka,
M. (2017) Patterning of cancerous cells driven by a combined modification of mechanical and
chemical properties of the substrate, European Polymer Journal, 93, pp. 726-732.

P.27 Gajos, K., Budkowski, A., Tsialla, Z., Petrou, P., Awsiuk, K., Dabczynski, P., Bernasik, A., Rysz,
J., Misiakos, K., Raptis, I., Kakabakos, S. (2017) Contact pin-printing of albumin-fungicide
conjugate for silicon nitride-based sensors biofunctionalization: Multi-technique surface analysis
for optimum immunoassay performance, Applied Surface Science, 410, pp. 79-86.

P.28 Raczkowska, J., Stetsyshyn, Y., Awsiuk, K., Lekka, M., Marzec, M., Harhay, K., Ohar, H.,
Ostapiv, D., Sharan, M., Yaremchuk, ., Bodnar, Y., Budkowski, A. (2017) Temperature-responsive
grafted polymer brushes obtained from renewable sources with potential application as substrates
for tissue engineering, Applied Surface Science, 407, pp. 546-554.

P.29 Gajos, K., Budkowski, A., Pagkali, V., Petrou, P., Biernat, M., Awsiuk, K., Rysz, J., Bernasik, A.,
Misiakos, K., Raptis, I., Kakabakos, S. (2017) Indirect immunoassay on functionalized silicon
surface: Molecular arrangement, composition and orientation examined step-by-step with multi-
technique and multivariate analysis, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 150, pp. 437-444.

P.30 Gajos, K., Kamifiska, A., Awsiuk, K., Bajor, A., Gruszczynski, K., Pawlak, A., Zadto, A., Kowalik,
A., Budkowski, A., Stepien, E. (2017) Immobilization and detection of platelet-derived extracellular
vesicles on functionalized silicon substrate: cytometric and spectrometric approach, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 409 (4), pp. 1109-1119.

P.31 Marzec, M.M., Awsiuk, K., Dabczynski, P., Rysz, J., Budkowski, A., Bernasik, A. (2018)
Influence of Acrylic Polymers Stereoregularity on Interface Interactions in Model Thin Film
Systems, Macromolecular Chemistry and Physics, 219 (15), art. no. 1800097,

P.32 Gajos, K., Budkowski, A., Petrou, P., Pagkali, V., Awsiuk, K., Rysz, J., Bernasik, A., Misiakos,
K., Raptis, I., Kakabakos, S. (2018) Protein adsorption/desorption and antibody binding
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stoichiometry on silicon interferometric biosensors examined with TOF-SIMS, Applied Surface
Science, 444, pp. 187-196.

P.33 Zemta, J., Gajos, K., Awsiuk, K., Rysz, J., Budkowski, A. (2019) Sequential binary protein
patterning on surface domains of thermo-responsive polymer blends cast by horizontal-dipping,

Materials Science and Engineering C, 99, pp. 1477-1484.

Patenty i1 zgloszenia patentowe:

Patenty:
1.

P.418951, Kamil Awsiuk, Jakub Rysz, Mateusz Marzec, Andrzej Budkowski, 2016-10-01,

Urzadzenie i sposob wytwarzania warstw polimerowych o zadanej strukturze przestrzenne;j

Miedzynarodowa faza zgloszenia patentowego PCT:

1.

PCT/PL2017/050048, Kamil Awsiuk, Jakub Rysz, Mateusz Marzec, Andrzej Budkowski, 2017-
09-25, A device and a method for preparation of polymer films having a predefined spatial
structure

PCT/PL2019/050013, Andrzej Budkowski, Joanna Raczkowska, Kamil Awsiuk, Yurij
Stetsyshyn, 2019-03-02, Polymer material with thermal-switching bactericidal properties, the
method of its preparation and application

PCT/EP2019/055935, Kamil Awsiuk, Pawet Dabczynski, Maciej Michalik, Jakub Rysz,
Mateusz Marzec, 2019-03-09, Conducting a reaction in a meniscus moved over a substrate
PCT/EP2018/083248, Kamil Awsiuk, Pawet Dabczynski, Jakub Rysz, Maciej Michalik,
Mateusz Marzec, 2018-12-02, Conducting a photochemical reaction in a moving meniscus
PCT/EP2019/056361, Jakub Rysz, Pawel Dabczynski, Mateusz Marzec, Kamil Awsiuk, 2019-

03-13, Producing nanoporous films of semiconducting metal oxides

Zgloszenia patentowe fazy krajowe:

1.

A device and a method for preparation of polymer films having a predefined spatial structure:
e EPO, EP17798003.4, Data wejScia w fazg EP: 7 kwietnia 2019r.
e USA, US 16/338,481, Data wejscia w fazg US: 31 marca 2019r.
e Australia, AU2017337999, Data wejs$cia w fazeg AU: 7 marca 2019r.
e Indie, IN201917012750, Data wejScia w faze IN: 29 marca 2019r.

Polskie zgloszenia patentowe:

1.

P.423691, Kamil Awsiuk, Pawel Dabczynski, Maciej Michalik, Jakub Rysz, Mateusz Marzec,

2017-12-04, Urzadzenie i sposob prowadzenia reakcji fotochemicznej w przesuwanym menisku

37



Kamil Awsiuk

2. P.424734, Andrzej Budkowski, Joanna Raczkowska, Kamil Awsiuk, Yurij Stetsyshyn, 2018-
03-02 Polimerowy materiat o termoprzelaczalnej bakteriobdjczosci, sposdb jego
otrzymywania i zastosowania

3. P.425045, Jakub Rysz, Kamil Awsiuk, Mateusz Marzec, Pawet Dabczynski, 2018-03-28,
Sposob wytwarzania nanoporowatych warstw potprzewodzacych tlenkow metali

4. P.425043, Andrzej Budkowski, Jakub Rysz, Kamil Awsiuk, Pawet Dabczynski, Dariusz
Augustowski, 2018-03-28, Sposoéb wytwarzania warstw aktywnych polimerowych urzadzen
optoelektronicznych

5. P.425002, Andrzej Budkowski, Jakub Rysz, Kamil Awsiuk, Mateusz Marzec, Pawel
Dabczynski, Maciej Michalik, 2018-03-23, Urzadzenie do oddziatywania na ciecz w menisku

przesuwanym po podtozu i sposéb prowadzenia reakcji

Okres przed uzyskaniem stopnia doktora

Studia fizyki ukonczylem na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Jagiellonskiego w 2009 roku obrong pracy magisterskiej p.t. ,,Badanie witasnosci
powierzchni czynnej biosensoréw metodami mikroskopii skaningowej i spektroskopii fotoelektronéw”
przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Budkowskiego. Podczas tych badan opracowatem
podejscie do okreslania cech struktury, takich jak stopien pokrycia powierzchni i grubo$¢ warstwy
powstatej w wyniku adsorpcji biatka na podtozach krzemowych (zmodyfikowanych amino-silanami)
sluzacymi jako modelowa powierzchnia biosensora. Warstwe bialka zbadano za pomoca katowo
rozdzielczego XPS (ARXPS) i AFM. Otrzymane dane pomiarowe przeanalizowano przy uzyciu
nowego modelu ARXPS dwuwarstwy organicznej w potaczeniu z analiza metodg geometrii catkowej
obrazow AFM topografii warstw z zaadsorbowanym biatkiem. Wyniki tych badan opublikowano w
pracy [P2].

Badania nad modelowymi powierzchniami biosensorow zainicjowane W trakcie pracy
magisterskiej zostaly poszerzone podczas studiow doktoranckich (2009-2013). Celem badan
prowadzonych w czasie studiow doktoranckich byta mikro- i spektro-skopowa analiza struktury i
wlasciwosci warstw biomolekularnych o grubosci kilku nanometrow istotnych dla zastosowan w
biosensorach (tytut pracy doktroskiej: “Biomolecular nanolayers on synthetic organic films: their
structure and properties for biosensor applications”). Przygotowanie powierzchni biosensoréw to proces
wieloetapowy w trakcie ktorego wykorzystuje si¢ wiele roznych molekut. Dlatego podczas studiow
doktoranckich zaimplementowano rézne metody mikroskopowe z skanujacym probnikiem, takie jak
mikroskopia sit atomowych, skanujaca mikroskopia optyczna bliskiego pola jak réwniez metody
spektroskopowe — ToF-SIMS, XPS czy ARXPS w celu analizy procesu przygotowania modelowej
powierzchni biosensora. W trakcie badan analizowano uktad bazujacy na krzemowym przetworniku
sfunkcjonalizowanym przy uzyciu réznych biomolekut detekcyjnych w tym biatka czy sondy DNA.

Glowne zagadnienia opisane w rozprawie doktorskiej dotyczyly: a) porownania adsorpcji fizycznej i
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wigzania kowalencyjnego IgG do powierzchni zmodyfikowanej silanami zakonczonymi odpowiednio
grupami aminowymi i epoksydowymi [P9]; b) petnej charakterystyki warstw biatek detekcyjnych po
wieloetapowej procedurze przygotowania powierzchni jak i immunoreakcji [P4]; ¢) modelowego testu
immunologicznego na powierzchniach krzemowych — opis nanostruktury powstatej warstwy [P8]; d)
weryfikacji czterech protokotow opartych na ukladzie streptawidyna-biotyna a stuzacych do
przestrzennie-jednorodnego osadzenia sond oligonukleotydowych na powierzchni  sensora
modyfikowanej amino-silanami [P14].

Wyniki badan zaprezentowane zarowno w pracy magisterskiej jak i rozprawie doktorskiej
zostaly wykorzystane do przygotowania biosensora w ramach projektu europejskiego PYTHIA (2008-
2012) “Monolithically integrated interferometric biochiPs for label-free earlY deTection of Human
dIseAses”. Dodatkowo, praca [P14] byta punktem startowym od badan nad osadzaniem sond DNA
przestrzennie-ograniczonym do kropek mikromacierzy na podtozu modyfikowanym silanami z grupa
epoksydowa (Sekcja Ill. Celu naukowego i uzyskanym wynikow [H2, H4]).

W trakcie studiéw doktoranckich rozpoczatem wspotprace z dr Panagiota Petrou z the Institute
of Nuclear & Radiological Sciences & Technology, Energy & Safety, N.C.S.R. Demokritos w Atenach
oraz dr Yurij Stetsyshyn z the Politechniki Lwowskiej.

W okresie studiow doktoranckich bytem stypendysta programu ,,Doctus — Matopolski fundusz
stypendialny dla doktorantow” (2010-2013) oraz laureatem Stypendium Specjalnego im. Mariana
Smoluchowskiego dla doktorantow Krakowskiego Konsorcjum Naukowego ,,Materia — Energia-

Przysztos¢”.

Po uzyskaniu stopnia doktora

Po zakonczeniu studiow doktoranckich pracowatem w Instytucie Fizyki UJ najpierw na
stanowisku asystenta (2013 — 2016) a nastepnie adiunkta (2016 — obecnie), kontynuujac badania nad
charakterystyka roéznego typu powierzchni, koncentrujac si¢ na materiatach organicznych i ich
oddziatywaniu z biatkami, komorkami i bakteriami w aspekcie zastosowan biomedycznych jak réwniez
w ,,plastikowej” elektronice.

Moje badania skupity si¢ w znacznej czgéci na polimerach sprzezonych. Bytem kierownikiem
dwoch projektow finansowanych przez NCN (UMO-2011/03/N/ST5/04764) oraz MNiSW
(0001/1P3/2015/2015/73). Celem pierwszego projektu przyznanego przez NCN (,,Immobilizacja biatek
do powierzchni warstw i mikrowzorow polimeréw sprzezonych w aspekcie zastosowan w
biosensorach™) byta analiza orientacji i konformacji bialek osadzonych na powierzchniach cienkich
warstw polimerow sprzezonych. Wyniki tych badan przedstawiono w przedtozonym opisie celu
naukowego i uzyskanym wynikow w Sekcji Il. Oddzialywanie biatek z powierzchnig polimeru
sprzezonego w aspekcie zastosowan w nowych biosensorach [H1, H5 i H9]. Drugi projekt wspierany
przez MNiSW koncentrowat si¢ na opracowaniu nowej metody i urzadzenia, ktore umozliwiajg

tworzenie warstwy polimerowej w kontrolowany sposob. Urzadzenie bazuje na metodzie ,,horizontal
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dipping”, gdzie niewielka ilo$¢ roztworu jest umieszczana pomiedzy walcem i podtozem, ktore
poruszaja sie wzgledem siebie dzieki sterowanemu komputerowo przesuwowi liniowemu. W
proponowanej metodzie migdzy przewodzace podtoze a elektrode wytworzong na walcu przyktadany
jest prad zmienny lub staty. Prostopadle pole elektryczne wptywa na separacje faz zachodzacg w
mieszaninie polimeréw sprzgzonego i izolujacego umozliwiajac tworzenie warstwy polimerowej z
obszarami 0 okreslonej strukturze bez zadnych dodatkowych krokow. Efektem projektu jest
opatentowana metoda (P.418951) tworzenia cienkich warstw polimerowych kompatybilna z
technologig roll-to-roll. Technologia ta umozliwia rowniez kontrole osadzania tlenkéw metali, np.
dwutlenek tytanu i zostata zastosowana do wytworzenia barwnikowych ogniw stonecznych (DSSC). W
innej wersji opracowanego systemu nastepuje skupienie wigzki §wiatta w menisku utworzonym mig¢dzy
walcem i podtozem w wyniku czego nastepuje inicjacja fotoreakcji w okreslonym miejscu na podtozu.
W rezultacie urzadzenie dziata jako drukarka metalicznych linii przewodzacych. Badania te
zaowocowaly  trzema  mie¢dzynarodowymi  (PCT/EP2019/055935,  PCT/EP2018/083248,
PCT/EP2019/056361) i czterema polskimi (P.423691, P.425045, P.425043 i P.425002) zgtoszeniami
patentowymi.

W okresie po doktoracie kontynuowatem réwniez wspotprace z dr Yurijem Stetsyshynem
dotyczacg syntezy i charakterystyki nowego typu pokry¢ polimerowych, tworzonych na bazie szczotek
polimerowych. Badania te zaowocowaly 9 publikacjami oraz polskim (P.424734) i migdzynarodowym
(PCT/PL2019/050013) zgloszeniem patentowym. Zgloszenia patentowe dotyczg jeszcze
niepublikowanych wynikoéw, prezentujacych termoprzetaczalne wiasciwosci antybakteryjne szczotek
POEGMA i P4VP z nanoczastkami Ag, aktywowanymi spontanicznie powyzej ich temperatury
przejscia LCST i prowadzacych do eliminacji wszystkich bakterii w temperaturze 37 °C.

Dzicki mojemu doswiadczeniu w prowadzeniu badan z wykorzystaniem réznych technikach
mikro- i spektro-skopowych mogtem rowniez wspiera¢ moja mtodszg kolezanke dr Katarzyne Gajos w
jej badaniach nad strukturg i wlasciwosciami powierzchni makromolekularnych oraz ich wzorow do
zastosowan biotechnologicznych. Czg¢$¢ tych badan zostala przeprowadzona w ramach projektu
europejskiego 7PR FOODSNIFFER, w ktorym bylem réwniez wykonawca.

Wspieram rowniez badania prowadzone przez moja starsza kolezanke dr hab. Joanng
Raczkowskg nad wplywem elastycznosci podtoza na zachowanie komérek nowotworowych o réznym
stopniu zaawansowania. W ramach prowadzonych badan jestem odpowiedzialny za charakterystyke
podtozy przy uzyciu metody ToF-SIMS [P17, P18 i P26].

Jestem takze odpowiedzialny za analiz¢ PCA widm ToF-SIMS otrzymanych dla komorek
nowotworowych w ramach prac prowadzonych we wspotpracy z prof. Maltgorzatg Lekka (IFJ PAN,
Krakow, Polska) [P16, P19, P23, P25]. PCA zastosowano do analizy calego spektrum masowego bez
wstepnej selekcji poszczegdlnych sygnatdéw co pozwolito na rozréznienia réoznych typow komorek
nowotworowych. Nasze odkrycia pokazuja, ze inwazyjny fenotyp ludzkich komoérek raka pecherza

moczowego moze by¢ skorelowany ze zmianami sktadu chemicznego komorek.
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Podczas moich wizyt w the National Centre for Scientific Research "Demokritos” w Atenach
poznatem dr Evangelosa Gogolidesa, co zaowocowato wspolpraca nad wspdlnym projektem
dotyczacym charakterystyki powierzchni modyfikowanych plazmg [H3, H6 i P11].

W okresie po doktoracie otrzymatem ,,Stypendium dla wybitnych mlodych naukowcow”
przyznawane przez MNiSW (2018), jak rowniez zostalem uhonorowany dwukrotnie zespotowa
Nagrodg Rektora | stopnia za osiggni¢cia naukowe (20151 2017).

Réwnolegle do badan naukowych, moje obowiazki obejmujg réwniez prowadzenie zajeé
dydaktycznych na Woydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu
Jagiellonskiego. W 2016 roku przygotowatem i prowadze jako wyktadowca nowy kurs ,,Biosensory”
(15 h) dla studentow Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ. Jestem rowniez
wyktadowca kursu ,,Podstawy fizyki fazy skondensowanej” (30 h) (2018/2019) oraz prowadze wyktad
prezentujacy metody oparte na spektrometrii mas (15 h) w ramach kursu ,,Metody fizyczne w biologii i
medycynie I’ (od 2017). Prowadzitem rowniez liczne laboratoria i zajecia rachunkowe dla studentow

WEFAIS oraz bytem promotorem pracy licencjackiej i magisterskiej.
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