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1. Imie i nazwisko:
Anna Bratek-Skicki
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

* Dyplom magistra chemii — 2002 r. Wydziat Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Tytut
pracy: ,,Synteza glicydoamidu i jego stopniowa poliaddycja do amin alifatycznych,”

promotor: prof. dr hab. Edgar Bortel.

* Stopien naukowy doktora nauk chemicznych — 2009 r. Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN, Krakéw. Tytut pracy: ,.Influence of Adsorbed Polyelectrolytes on
the Kinetics of Colloid Particle Deposition and the Topology of Their Monolayers,”
promotor: prof. dr hab. Zbigniew Adamczyk

3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

Obecnie

01.07.2018 — obecnie — Senior Postdoctoral Researcher — Vrije Universiteit Brussel, Bruksela,
Belgia.

Poprzednie
01.10.2017 - 30.06.2018 — Visiting Researcher — Université Catholique de Louvain, Belgia.
01.10.2015 - 30.09.2017 — Postdoc w ramach indywidualnego stypendium Marii-

Sklodowskiej — Curie — Université Catholique de Louvain, Belgia.

01.09.2013 — 31.08.2014 — urlop macierzynski

01.08.2010 — 30.09.2015 — Chemik — Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. J.
Habera, Polska Akademia Nauk, Krakéw, Polska (od 01.10.2015 r. — urlop bezptatny).

01.06.2009 — 31.05.2010 — Postdoc — Centre for Bio-Nano Interactions, University College
Dublin, Dublin, Irlandia.

01.10.2004 - 31.05.2009 - Studia doktoranckie — Instytut Katalizy i Fizykochemii

Powierzchni, Krakéw, Polska.
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4. Omowienie osiagnie¢ stanowigcych podstawe wniosku habilitacyjnego

Osiagnigciem naukowym, wynikajacym z art. 219 ust. 1, pkt.2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
o stopniach i tytutach naukowych w systemie szkolnictwa wyzszego i nauki (Dz. U. 2018,
poz.1668) jest cykl powigzanych tematycznie artykutéw opublikowanych w czasopismach
naukowych lub w recenzowanych materiatach z konferencji mi¢dzynarodowych, ktére w roku
opublikowania artykulu w ostatecznej formie byty ujete w wykazie sporzadzonym zgodnie z

przepisami wydanymi na podstawie art. 267 ust. 2 pkt 2 lit.b.

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

,,Adsorpcja biatek na nosnikach polimerowych do zastosowan biomedycznych”

4.2. Publikacje naukowe bedace podstawg wniosku o wszczecie postepowania
habilitacyjnego

[H1] Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, P. Dabrowska, M. Nattich-Rak, ,,Mechanisms of
Fibrinogen Adsorption on Latex Particles Determined by Zeta Potential and AFM
Measurements,” Langmuir, 2012, 28, 1, 474—485. IF! 2012 = 4,187, 5-letni IF2012 = 4,416.

Jestem wspotautorkqg pomystu i koncepcji badan. Zaplanowatam i wykonatam petng
charakterystyke fibrynogenu i mikrosfer polimerowych w  funkcji pH i sity jonowej.
Przeprowadzitam obliczenia tadunkow mikrosfer polimerowych oraz czgsteczek fibrynogenu w
badanych warunkach, zbadatam stabilnos¢ otrzymanych mikrosfer z zaadsorbowang warstwg
biatka a nastegpnie opracowatam wyniki doswiadczalne i skorelowatam je z obliczeniami
teoretycznymi, przygotowatam czes¢ materiatu graficznego, wspotredagowatam manuskrypt, a
po recenzji bratam udziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow oraz w przygotowaniu

korekty manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 50 %.

[H2] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, M. Ciesla, ,,Human Fibrinogen
Monolayers on Latex Particles: Role of lonic Strenght,” Langmuir, 2013, 29, 3700-3710. IF2013
= 4.384, 5-letni IF2013 = 4.489.

Moj wktad polegat na uczestnictwie w  sformutowaniu celow badawczych i

zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu prac eksperymentalnych dotyczgcych sprawdzenia

"IF i 5-letni IF wg Journal Citations Reports (zgodnie z rokiem opublikowania).
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stabilnosci monowarstwy fibrynogenu w roznych sitach jonowych, wykonaniu czegsci pomiarow
ruchliwosci elektroforetycznej od stezenia fibrynogenu w roztworze 7z mikrosferami
polimerowymi, przygotowaniu probek lateksu z zaadsorbowanym fibrynogenem i ich pomiarze
przy pomocy mikroskopu SEM, analizie danych eksperymentalnych i teoretycznych oraz ich
dyskusji, przygotowaniu czesci wykresow oraz wigkszej czesci manuskryptu. Po recenzji bratam
udziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow oraz w przygotowaniu korekty
manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.

[H3] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,,Tuning Conformations of Fibrinogen
Monolayer on Latex Particles by pH of Adsorption,” Colloids and Surfaces B; Biointerfaces,
2013, 103, 482-488. 1F2013 = 4,287, 5-letni IF2013 = 4,226.

Moj wkitad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéow badawczych oraz
zaplanowaniu ich realizacji, sprawdzeniu stabilnosci monowarstw fibrynogenu o réznym
stopniu pokrycia w zatozonym przedziale czasu, analizie danych eksperymentalnych i
teoretycznych oraz ich dyskusji. Po recenzji bratam udziat w przygotowaniu odpowiedzi na

uwagi recenzentow oraz w przygotowaniu korekty manuskryptu wedtug ich zalecen.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.

[H4] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,,Human Fibrinogen Adsorption on
Latex Particles at pH 7,4 Studied by Electrophoretic Mobility and AFM Measurements,”
Current Topics in Medicinal Chemistry, 2014, 14, 640-648. 1F2014 = 3,402, 5-letni 1F2014 =

3,632. Artykul napisany na imienne zaproszenie wystosowane do Habilitantki.

Moj wkitad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych oraz
zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu czesci pomiarow obejmujgcych zaleznos¢ ruchliwosci
elektroforetycznej od stezenia fibrynogenu w roztworze z mikrosferami polimerowymi, analizie
danych eksperymentalnych i teoretycznych oraz ich dyskusji, przygotowaniu czesci wykresow,
wigkszosci tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem. Bratam udziat przygotowaniu

odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz w przygotowaniu korekty manuskryptu po recenzji.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.
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[H5] 7. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, M. Wasilewska, ,,Mechanisms of
Fibrinogen Adsorption at Solid Substrates,” Current Topics in Medicinal Chemistry, 2014,
14,702-729. 1F2014 = 3,402, 5-letni IF2014 = 3,632. Artykul napisany na imienne zaproszenie

wystosowane do Habilitantki.

Jestem wspotautorkq koncepcji tej pracy, opisu i analizy danych literaturowych
poswieconych mechnizmom adsorpcji fibrynogenu na mikrosferach polimerowych. W pracy
skupiono sig gtowne na osiagnieciach dotyczgcych ilosciowej interpretacji adsorpcji
fibrynogenu na mikrosferach polimerowych za pomocq badan ruchliwosci elektroforetycznej,
pomiarow AFM oraz modeli teoretycznych (Gouy-Chapman, 3D). Przeprowadzitam
szczegotowy przeglagd literaturowy, przygotowatam wiekszqg czes¢ manuskryptu, wystatam
prace do czasopisma. Przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentéow oraz bratam udziat

w przygotowaniu korekty manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 65 %.

[H6] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, J.M. Ruso, ,Fibrinogen: A Journey into
Biotechnology,” Soft Matter, 2016, 12, 8639-8653. IF2016 = 3,889, 5-letni IF= 3,632

Jestem wspotautorkq koncepcji tej pracy przeglgdowej opisujgcej oddziatywania
fibrynogenu z ligandami funkcyjnymi oraz opisujqcej znaczenie fibrynogenu jako gtownego
inhibitora surfaktantow ptucnych oraz jego adsorpcji na powierzchniach granicznych ciato
state/ciecz. Przeprowadzitam szczegotowy przeglgd literaturowy, przygotowatam wigkszg
czes¢ manuskryptu, przygotowatam materiat graficzny oraz odpowiedzi na uwagi recenzentow

a po recengji przeprowadzitam korekte manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 70 %.

[H7] A. vander Straeten, A. Bratek-Skicki, L. Germain, C. d'Haese, P. Eloy, C.A. Fustin, C.
Dupont-Gillain, ,,Protein-Polyelectrolyte Complexes to Improve the Biological Activity of
Proteins in Layer-by-Layer Assemblies,” Nanoscale, 2017, 9, 17186-17192. 1F2017 = 7,233, 5-
letni 1F2017=7,713.

Moj wktad polegat na uczestnictwie w  sformutowaniu celow badawczych i
zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu czeSci prac eksperymentalnych dotyczgcych
charakterystyki  kompleksow  biatko/polielektrolit  obejmujacych pomiary ruchliwosci

elektroforetycznej oraz wspotczynnikow  dyfuzji.  Przeprowadzitam analize  danych
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eksperymentalnych, bratam udziat w przygotowaniu tekstu manuskryptu, korektcie

manuskryptu wedtug zalecen recenzentow oraz opracowaniu odpowiedzi na ich pytania.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 40 %.

[H8] A. vander Stracten, A. Bratek-Skicki, A.M. Jonas, C.-A. Fustin, C. Dupont-Gillain,
,Integrating Proteins in Layer-by-Layer Assemblies Independently of their Electrical Charge,”
ACS Nano, 2018, 12 (8), pp 8372-8381. IF2018 = 13.942, 5-letni IF2018 = 13.951.

Moj wkitad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych i
zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu czesci prac eksperymentalnych dotyczgcych pomiarow
ruchliwosci elektroforetycznej, wspotczynnikow dyfuzji utworzonych kompleksow w badanych
warunkach pH i sity jonowej oraz stabilnosci utworzonych komplesow biatko/polielektrolit.
Przeprowadzitam analize danych eksperymentalnych i teoretycznych, bratam udziat w
przygotowaniu tekstu manuskryptu, korektcie manuskryptu wedtug zalecen recenzentow oraz

opracowaniu odpowiedzi na ich pytania.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 40 %.

[H9] A. Bratek-Skicki, P. Eloy, M. Morga, C. Dupont-Gillain, ,,Reversible Protein Adsorption
on Mixed PEO/PAA Polymer Brushes: Role of Ionic Strength and PEO Content,” Langmuir,
2018, 34 (9), pp 3037-3048. IF2018 = 3,683, 5-Letni [F2018 = 4,147.

Moj wktad polegat na sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu ich realizacyji,
wykonaniu wiekszoSci prac eksperymentalnych obejmujgcych pomiary kinetyki adsorpcji i
desorpcji biatek na homo i -heterogenicznych szczotkach polimerowych utworzonych 7 PAA i
PEO. Wykonatam petng charakterystyke szczotek polimerowych za pomocq spektroskopii
fotoelektronow (X- Ray Photoelectron Spectroscopy) i mikroskopii sit atomowych (AFM),
przeprowadzitam analize danych eksperymentalnych. Przygotowatam caly manuskrypt wraz z
obliczeniami i materiatem graficznym z wyjgtkiem wykreséw przedstawiajgcych wyniki
pochodzgce 7z pomiarow potencjatu przeptywu. Po recenzji, przygotowatam odpowiedzi na

uwagi recenzentow oraz korekte manuskryptu wedtug ich zalecen.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 80 %.

[H10] A. Bratek-SKkicki, V. Cristaudo, J. Savocco, S. Nootens, P. Morsomme, A. Delcorte, C.
Dupont-Gillain, ,,Mixed Polymer Brushes for the Selective Capture and Release of Proteins,”

Biomacromolecules, 2019, 20, 2, 778-789. IF2019 = 6.092, 5-Letni IF2019 = 5.775.
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Moj wktad polegat na sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu ich realizacyji,
wykonaniu wszystkich prac eksperymentalnych dotyczgcych kinetyk tworzenia szczotek
polimerowych (kwas poli(akrylowy) — PAA, tlenek poli(etylenu)-PEQO) oraz monitorowaniu
procesu adsorpcji biatek (z mieszaniny fibrynogen/lizozym/albumina) za pomocg mikrowagi
kwarcowej. Przeprowadzitam pomiary stuzgce identyfikacji zaadsorbowanych biatek na
powierzchni ztota za pomocq spektrometrii mass (Time of Flight lon Mass Spectrometry)
potgczonej 7 analizg gtownych sktadowych (Principal Component Analysis) oraz elektroforezy
zelowej. Przygotowatam caty manuskrypt wraz z materiatem graficznym z wyjgtkiem wykresow
przedstawiajgcych wyniki uzyskane metodg ToF-SIMS. Po recengzji, przygotowatam odpowiedzi

na uwagi recenzentow oraz korekte manuskryptu wedtug ich zalecen.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 80 %.

[H11] A. Bratek-Skicki, ,,Design of Ultra-Thin PEO/PDMAEMA Polymer Coatings for
Tunable Protein Adsorption,” Polymers, 2020, 12(3), 660. IF2019 = 3,426, S-letni IF= 3,636.

Jestem  autorem pomystu i koncepcji badan. Sformutowatam cele badawcze,
zaplanowatam i wykonatam wszystkie prace eksperymentalne oraz napisatam manuskrypt. Po
recenzji przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz przeprowadziatam korekte

manuskryptu wedtug ich zalecen.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 100 %.
Podsumowanie cyklu publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy habilitacyjnej
Liczba publikacji: 11
Sumaryczny IF zgodnie z datg opublikowania: 57,888.
Sumaryczny 5-letni IF: 60,513.
Liczba cytowan (z dn. 15.10.2020): 176 (Web of Science)
Liczba cytowan bez autocytowan (z dn. 15.10.2020): 150 (Web of Science)

4.3. Omoéwienie osiggniecia naukowego
4.3.1 Tto naukowe
4.3.1.1 Znaczenie procesu adsorpcji bialek

Adsorpcja biatek na powierzchniach statych jest powszechnym procesem
odgrywajacym istotng role w wielu zastosowaniach medycznych, farmaceutycznych,
analitycznych i biotechnologicznych. Adsorpcja bialek moze by¢ zjawiskiem zaréwno

pozadanym jak i niepozadanym. W wielu reakcjach zachodzacych na syntetycznych



Anna Bratek-Skicki - Autoreferat, Zalacznik nr 2

macierzach zewnatrzkomérkowych, adsorpcja biatka jest zjawiskiem niezbednym do
prawidtowego rozwoju tkanki. Natomiast w przypadku implantéw biomedycznych majacych
kontakt z ptynami ustrojowymi adsorpcja biatek jest zjawiskiem niepozadanym, ktére moze
prowadzi¢ do zakrzepicy lub wystepienia standw zapalnych zagrazajacych zdrowiu lub zyciu
pacjenta [1-9]. W wielu badaniach analitycznych niespecyficzna adsorpcja biatka na
powierzchni chipu badz biosensora moze doprowadzi¢ do nieprawidtowego odczytu badz
uszkodzenia urzadzenia. Z tego powodu poznanie mechanizméw adsorpcji bialek, opracowanie
nowych metod majacych na celu kontrolowanie proceséw adsorpcji na réznych powierzchniach

jest niesamowicie istotnym zagadnieniem skupiajacym uwage wielu badaczy.
4.3.1.2 Czynniki wplywajace na adsorpcje bialek
Wiasciwosci bialek a adsorpcja

Biatka sg ztozonymi biopolimerami zbudowanymi z 20 aminokwaséw, ktére okreslaja
ich strukturg pierwszorzedowa. Czasteczki bialek posiadajg réwniez strukturg drugorzedowa,
ktéra jest wynikiem obecnych wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Z kolei
struktura trzeciorzgdowa jest okre$lona poprzez mostki wodorowe, oddziatywania jonowe i
odziatywania van der Waalsa. W przypadku bialek zbudowanych z kilku fancuchéw
polipeptydowych mozliwa jest struktura czwartorzedowa. Molekuty bialek w wiekszosci
przypadkow sa asymetryczne, a tylko w wyjatkowych przypadkach majg ksztalt kulisty.
Najczesciej wystepuja w formie elipsoidy, litery Y jak immunoglobuliny lub serco-ksztattnej,
jak w przypadku albuminy ludzkiej (HSA). Biatka w roztworze poruszaja si¢ swobodnie, a po
adsorpcji przyjmuja okres$long orientacje. Ich orientacja okre$la, ktéra czg$¢ przylega do
powierzchni, a ktéra jest wyeksponowana do roztworu. Jest to niezwykle istotne je$li mamy do
czynienia z bialkami enzymatycznymi czy receptorami, gdyz niewlasciwa orientacja
biomolekuty wptywa na jej funkcjonalno$¢ [8]. Adsorpcja biatek z roztworu do powierzchni
zachodzi poprzez jeden badz kilka gléwnych mechanizméw transportu: dyfuzje, konwekcje
termiczng, przeplyw masowy. Ponadto transport bialek, gradienty stezenia, temperatura,
rozmiar biatka, jak i predko$¢ przeptywu maja znaczacy wplyw na adsorpcje bialek do
powierzchni stalej. Dyfuzja matych biatek jest szybsza niz duzych, gdyz mniejsze biatka
docieraja do powierzchni szybciej, natomiast duze biomolekuty wiaza si¢ z powierzchnig
mocniej ze wzgledu na ich rozmiar. Co wigcej, moga one rowniez wypychaé wczesniej

zaadsorbowane mniejsze biatka, co jako pierwszy zaobserwowat i opisat Leo Vroman [10].
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Srodowisko zewnetrzne

Warunki srodowiska okreslone przez temperature, pH, site jonowa czy rodzaj buforu
wywierajg ogromny wplyw na wiasciwosci biatek a w konsekwencji na ich proces adsorpcji.
Gtéownym czynnikiem regulujagcym adsorpcje bialek jest wzrost entropii spowodowany
uwolnieniem z powierzchni czgsteczek wody oraz jondw, a takze przeorganizowaniem
struktury biatka. Ilo$¢ zaadsorbowanego biatka na powierzchni ro$nie wraz ze wzrostem
temperatury, ktéra wplywa na rownowage termodynamiczng oraz kinetyke adsorpcji bialek.
Wyzsza temperatura wywotuje zwigkszong dyfuzje molekut biatek w kierunku powierzchni
adsorpcyjnej. Bardzo waznym czynnikiem jest rowniez pH i sita jonowa roztworu, ktére
wplywaja na stan elektrostatyczny biatka. W pH réwnym punktowi izoelektrycznemu (pl)
fadunki na powierzchni biatka sg skompensowane, a cata molekuta jest elektrycznie oboj¢tna.
W pH nizszym niz pl, biatko jest dodatnio natadowane, za§ w pH wyzszym niz pl ujemnie
natadowane. Jezeli powierzchnia adsorpcyjna jest réwniez natadowana, wowczas proces
adsorpcji  jest réwniez kontrolowany przez oddzialywania elektrostatyczne. Oprécz
oddziatywan biatko-powierzchnia istnieja dodatkowo oddzialywania migdzy biatkami, ktére
mogg powodowac zwigkszenie lub zmniejszenie upakowania na powierzchni, co z kolei moze
by¢ regulowane silg jonowg roztworu. Zbyt wysoka sita jonowa moze jednak sprzyjac¢

tworzeniu agregatéw biatek.
Wiasciwosci powierzchni a adsorpcja

Waznymi parametrami powierzchni, ktére wplywaja na proces adsorpcji biatek jest
fadunek, polarnos$¢, energia powierzchniowa, morfologia oraz chropowatos¢. Biatka w trakcie
adsorpcji przyjmujg orientacje, ktéra zapewnia im minimum energii swobodnej, wynika to z
oddziatywan kulombowskich, wigzan wodorowych, van der Waalsa i wzrostu entropii. Ze
wzgledu na heterogeniczny charakter biatek (fadunek, hydrofobowo$¢) przyjmuje sig¢, ze
adsorpcja biatek na powierzchniach hydrofobowych odbywa si¢ przy udziale fragmentéw
hydrofobowych biatka, natomiast jesli adsorpcja zachodzi na powierzchniach natadowanych,
wtedy biatka eksponuja do roztworu fragmenty o tadunku przeciwnym [11]. Te wyjatkowe
wlasciwosci bialek powoduja Ze proces adsorpcji jest skomplikowany, a jego zrozumienie

stanowi duze wyzwanie dla badaczy.
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4.3.1.3 Metody immobilizacji biatek
Mikrosfery polimerowe

Adsorpcja biatek na r6znych nosnikach réwniez sferycznych jest jednym ze sposobow
ich immobilizacji i znajduje wiele zastosowan w medycynie, biokatalizie i przemysle
biomedycznym. Analiza danych literaturowych wykazata, ze pomimo ogromnego znaczenia
tego procesu, oraz licznych zastosowan praktycznych brakuje jest iloSciowego opisu procesow
nieodwracalnej adsorpcji biatek [8-11]. Opis taki wymaga dogigbnej wiedzy dotyczacej
wlasciwosci biatek w roztworach, ich struktury, ksztattu, konformacji, stopnia hydratacji,
fadunku, etc. Istotny wptyw na wyzej wymienione wtasciwosci majg takie czynniki jak pH
roztworu, sita jonowa czy temperatura. Dodatkowo, po doglebnym przegladzie literaturowym
nie znaleziono badan zwigzanych z kinetykg tworzenia warstw biatkowych, jak rowniez ich
stabilno$ci w réznych warunkach. Jest to gtéwnie spowodowane szerokim zastosowaniem
metod posrednich do ktérych mozemy zaliczy¢ elipsometri¢ czy oznaczanie izotopowe. Aby
zrozumie¢ proces adsorpcji nalezy najpierw okresli¢ strukture powstatych warstw biatkowych
stosujgc metody bezposrednie takie jak mikroskopia sit atomowych. Wiasciwosci warstw
biatkowych mozna tez bada¢ za pomocag potencjalu przeptywu. Niestety, metoda ta jest
niezwykle czula dla niskich pokry¢, przez co trudne jest wyznaczenie maksymalnego pokrycia.

W dalszej czgséci tego autoreferatu skupiono si¢ na modelowym uktadzie czgstka
polimerowa-bialko i opisano ilo§ciowy proces adsorpcji fibrynogenu na ujemnie natadowanych
mikrosferach polimerowych. Adsorpcja fibrynogenu na czgstkach polimerowych byta rzadko
badana, pomimo tego, ze okreslenie mechanizméw jego adsorpcji na mikrosferach
polimerowych ma ogromne znaczenie w zastosowaniach praktycznych m.in. w testach
immunologicznych. Nieliczne badania dotyczace tematu przeprowadzono w grupie Prof.
Santore, w ktérych wykorzystano ujemnie natadowang krzemionke o srednicy 1000 nm jako
powierzchni¢ adsorbujacg dla fibrynogenu [12]. Ilo§¢ zaadsorbowanego fibrynogenu
wyznaczono za pomocg techniki TIRF, aczkolwiek wyniki tych badan nie byly interpretowane

w sposéb ilosciowy.
Metoda ,,warstwa po warstwie” (ang. Layer-by-Layer - LbL)

Zachowanie wilasciwosci bialek, jak i zapobieganie ich denaturacji stanowig gtéwne
wyzwania w opracowaniu nowych technologii zwigzanych z adsorpcja biatek [13]. Wykazano,
ze immobilizacja bialek na powierzchniach warstw polielektrolitowych gwarantuje zachowanie

ich wlasciwosci. Dzieje si¢ to dzigki silnej hydratacji, efektywnemu oddziatywaniu biatka z
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przeciwnie natadowanymi powierzchniami (czgsteczkami) prowadzacemu do inwersji tadunku
catego uktadu oraz do zmian sit powierzchniowych [14-21]. Proces adsorpcji polielektrolitow
zachodzi gtéwnie dzigki dlugo zasiggowym oddziatywaniom elektrostatycznym i jest zalezny
od natury substratu, jego tadunku jak réwniez wlasciwosci roztworu [22,23]. W zaleznosci od
grup funkcyjnych polielektrolity mozna podzieli¢ na polikationy, polianiony oraz poliamfolity
zawierajgce zarowno grupy kationowe, jak i anionowe. Kontrolowana adsorpcja réznego
rodzaju polielektrolitow prowadzi do powstania wielowarstwowych filmow, ktére znalazty
szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach m.in. w biotechnologii, farmacji czy medycynie.
Takie multiwarstwy s3 tworzone gtéwnie przez naprzemienng adsorpcje przeciwnie
natadowanych polielektrolitow, okreslang mianem ,,warstwa po warstwie” (ang. Layer-by-
Layer — LbL). Schemat tworzenia multiwarstw polielektrolitowych metoda LbL zostal

przedstawiony na Rys.1.

Ujemnie naladowana  Adsorpeja Usuwanie nadmiaru
powierzchnia polikationu pelikationu

Adsorpcja Usuwanie nadmiaru
polianionu polianionu

Rys.1. Schemat tworzenia wielowarstwowych filméw polielektrolitowych metoda LbL.

Gtowna zaleta multiwarst jest mozliwos¢ wprowadzania w ich struktury réznych
aktywnych czastek, badz zwigzkéw takich jak DNA, wirusy czy leki przeciwnowotworowe
[24-26]. W literaturze przedstawiono mozliwo$¢ wprowadzenia bialek w struktury
polielktrolitowe zastepujac polikation lub polianion wybranym biatkiem. Podejscie to stwarza
jednak wiele ograniczen zwigzanych z heterogenicznym rozktadem tadunku wystepujagcym w

biatkach. W zawiazku z tym, pH, sita jonowa oraz rodzaj polielektrolitu muszg by¢ tak dobrane,
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aby zapewni¢ efektywny wzrost grubo$ci powtok polimerowych a co za tym idzie ilo$¢
wprowadzanego biatka. W przeciwnym przypadku, wzajemne odpychanie si¢ podobnie
natadowanych grup funkcyjnych biatka Iub/i polielektrolitu moze doprowadzi¢ do
zahamowania wzrostu multiwarstw, badz do dezaktywacji biomolekul. W literaturze
przedstawiona zostata efektywna metoda immobilizacji biatek metoda LbL, niemniej jednak
mozliwa byta ona tylko w waskim zakresie pH [27-32]. Z tego powodu koniecznym byto
wprowadzenie nowego podejscia, w ktérym heterogeniczny charakter bialek oraz anizotropia
ich fadunku zostang wyeliminowane. Rozwigzaniem, ktére spelnia ten warunek sg kompleksy
biatkowo-polielektrolitowe (ang. protein-polyelectrolyte complexes - PPCs). Idea wstepnego
tworzenia kompleksow, a nastgpnie ich wprowadzania w struktury polielktrolitowe metoda
LbL byta praktykowana juz na samym poczatku jej powstania, co prowadzito do tworzenia
struktur o réznej architekturze i funkcjonalnos$ci. Wychodzac naprzeciw potrzebie tworzenia
funkcjonalnych struktur biatkowo-polielektrolitowych powrécono do tej metody w taki sposdb,
aby aktywnos$¢ biatek, ich struktura, a co za tym idzie funkcjonalno$¢ nie zostaly zmienione.
Stato si¢ to jednym z gléwnych celéw badawczych opisanych szczegdtowo w dalszej czesci
tego autoreferatu.

Szczotki polimerowe

Kolejng, dynamicznie rozwijajaca si¢ metodg immobilizacji biatek na powierzchniach
statych jest metoda oparta na wykorzystaniu szczotek polimerowych. Termin szczotki
polimerowe jest pojeciem ogdélnym, ktéry w szerokim znaczeniu oznacza materiaty z
doszczepiong do podtoza warstwa tafcuchow polimerowych. Umownie takie materiaty dzieli
si¢ na trzy grupy: 1D, 2D oraz 3D, co oznacza odpowiednio szczotki polimerowe jedno-, dwu-
i tréjwymiarowe (Rys. 2). Szczotki polimerowe 1 D sktadajg si¢ z polimeru liniowego (ang.
backbone) petniacego role szkieletu do ktérego dotaczone sg odpowiednio tancuchy innego
polimeru (ang. side chains). W zaleznosci od ilosci tancuchéw bocznych zwigzanych ze

szkieletem definiuje si¢ geste lub luzne szczotki polimerowe [33-36].

Szczotki polimerowe typu 2 D sg tworzone na powierzchniach ptaskich do ktérych
dotgczone sg tancuchy polimerowe, a ich liczba przypadajgca na 1 nm? okreSla gestosé
szczepienia. Gdy powierzchnie substratéw na ktérych szczepione sa polimery maja ksztatt

kulisty powstaja szczotki polimerowe typu 3D [33].
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a) b) c)
1D 2D 3D

Rys.2. Schemat szczotek polimerowych typu a) 1D, b) 2D, ¢) 3D.

Istniejg trzy gtéwne metody szczepienia szczotek polimerowych: ,,szczepianie do” (ang.
grafting to), ,,szczepianie od” (ang. grafting from) i ,,szczepianie przez” (ang. grafting through)
[33]. Kazda z tych metod ma pewne ograniczenia, ale jednocze$nie oferuje wiele réznych
korzy$ci. W metodzie ,,szczepiania do” uprzednio zsyntetyzowane i scharakteryzowane
fancuchy polimerowe doszczepia si¢ do odpowiedniego podtoza. W tym przypadku uzyskanie
duzych gestosci szczepienia jest raczej niemozliwe ze wzgledu na duzg zawadg steryczng. W
metodzie ,,szczepienia od” tancuchy polimerowe syntetyzuje si¢ bezposrednio z okreslonego
podtoza. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie zalozonej dlugosci tancuchéw oraz duzych
gestosci szczepien. W metodzie ,,szczepienia przez” szczepienia dokonuje si¢ poprzez grupy
zdolne do polimeryzacji.

W literaturze wiele uwagi poswigca si¢ szczotkom polimerowym, ktdére reagujg na
bodzce zewnetrzne takie jak pH, sita jonowa, §wiatto czy pole magnetyczne (ang. stimuli-
responsive brushes) [37-41]. Moga one by¢ wykorzystywane jako materiaty funkcyjne np.
nanokompozyty, substancje stabilizujace rézne dyspersje, nosniki substancji aktywnych czy
materialy o znaczeniu biologicznym. Polielektrolitowe szczotki polimerowe zastuguja na
szczegblng uwage ze wzgledu na to, ze ich zmiany konformacyjne (ang. swelling/deswelling)
mozna kontrolowa¢ takimi parametrami, jak pH, sita jonowa roztworu, wartosciowo$¢ jonéw
rozpuszczalnika czy gestoscig upakowania na powierzchni, a przez to wptywaé na proces
adsorpcji. W odpowiednim roztworze szczotki te mogg by¢ rozciggnigte i zdolne do szybkiego
wychwytywania biatek Iub innych analitéw, a w innych zwini¢te i zdolne do ich usuwania.

Zwigkszenie powierzchni adsorpcyjnej szczotek polimerowych wynikajgce z ich
struktury moze zwicksza¢ wydajnos¢ i/lub czuto$¢ urzadzen analitycznych, ktére wykorzystuja

ich wtasciwosci. Urzadzenia takie moga by¢ wykorzystane jako absorbenty membranowe,
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mikromacierze biatkowe i modyfikowane ptytki stosowane w spektrometrii typu MALDI (ang.
matrix-assisted laser desorption/ionization) do wychwytywania bialek. Metody te bazuja na
tworzenia komplekséw z metalami (np. Ni**), wigzaniu kowalencyjnym czy adsorpcji
fizycznej. Jednakze, duzym problemem jest opracowanie metody, ktéra pozwalataby na
czasowa i selektywng adsorpcje biatka z jej mieszaniny. Interesujgce w tym aspekcie sg szczotki
polimerowe utworzone z dwéch roznych polimeréw, ktére odpowiednio reagowalyby na
bodzce srodowiska zewngtrznego. Potaczenie dwdch lub kilku polimeréw budujacych szczotke
pozwala nie tylko na wprowadzone réznej funkcjonalnos$ci, ale wptywa réwniez na morfologie
takiego ukladu [39]. Uhlmann et al. [40] badali adsorpcje¢ a-laktalbuminy i a-chymotrypsyny
na szczotkach polimerowych ztozonych z dwdch polielektrolitéw: stabej polizasady (poli(2-
winylopirydyny) (P2VP)) oraz stabego polikwasu (kwasu poli(akrylowego) (PAA)).
Zmieniajac pH i sit¢ jonowa roztworu regulowano ilo$¢ zaadsorbowanych biatek. Mieszane
szczotki polimerowe ztozone z polimeru adsorbujgcego biatko oraz polimeru, ktéry zapobiega
adsorpcji biatek wydaje si¢ by¢ szczegdlnie interesujace ze wzgledu na mozliwos¢ sterowania
procesem adsorpcji. Przyktadem takiego uktadu mogg by¢ szczotki zbudowane z poli(tlenku
etylenu) (PEO) oraz poli(kwasu akrylowego-b-styrenu) (PAA-PSS) badane przez Hoy et
al.[41]. Wlasciwosci szczotek byly zmieniane przez ilo§¢ wprowadzonego PEO do powierzchni
adsorpcyjnej natomiast adsorpcja biatek byta kontrolowana za pomocg sily jonowej, pH oraz
stezenia jonéw Ca?*. Niestety ukfad ten nie byl odpowiedni do uzyskania catkowitej desorpcji

biatek.
4.3.2. Cel pracy

Biorgc pod uwage  problemy  zwiazane z adsorpcja bialek gltéwnym celem
przeprowadzonych badan bylo opracowanie nowych metod immobilizacji biatek na

powierzchniach polimerowych, a w szczegdlnosci:

1. Okreslenie mechanizméw adsorpcji fibrynogenu, jako biatka modelowego na
mikrosferach  polimerowych, stabilnosci tworzonych warstw oraz pokry¢
maksymalnych.

2. Okreslenie mechanizmu powstawania komplekséw biatkowo-polielektrolitowych
wykorzystywanych do wprowadzania duzych ilosci bialek w filmy polielektrolitowe
wytwarzane metodg LbL przy zachowaniu ich aktywno$ci biologiczne;j.

3. Opracowanie metody wytwarzania szczotek polimerowych umozliwiajgcych efektywna

i selektywng adsorpcje bialek z roztworéw mieszaniny biatek.
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Przeprowadzone badania umozliwiajg lepsze zrozumienie mechanizméw adsorpcji bialek,
zachodzacych na réznych powierzchniach polimerowych. Ponadto, okres$lenie warunkéw w
ktérych zachodzi kontrolowana adsorpcja lub desorpcja biatlek moze znalez¢ zastosowanie w
wielu gateziach przemystu np. w biokatalizie, w testach immunologicznych o wysokiej

czulosci, czy w procesach selektywnego dostarczania lekow.
4.3.3. Metodologia badan
Mikrosfery polimerowe

Adsorpcja fibrynogenu ludzkiego oraz wotowego byla prowadzona na ujemnie
natadowanych mikrosferach polimerowych majacych $rednice 810 nm (wyznaczong z
pomiaréw DLS), syntezowanych wedlug procedury Godwina [42]. Pierwszy etap badan
obejmowat charakterystyke fizykochemiczng biatek oraz mikrosfer polimerowych w szerokim
zakresie pH (3,0 - 10,0) oraz sity jonowej (I =10M — 0,15 M). Proces adsorpcji fibrynogenu
na mikrosferach byl monitorowany za pomocg pomiaréw ruchliwosci elektroforetycznej, a jego
maksymalne pokrycie zostato wyznaczone przez okreslenie ilo$ci fibrynogenu pozostatego po
adsorpcji metodg mikroskopii sit atomowych (AFM). Na Rys. 3 przedstawiono schemat

zastosowanych metod eksperymentalnych.

RS

Roztwor mikrosfer Fibrynogen
polimerowych po adﬁorpcji

Wirowanie

Adsorpcja - Pomiary ruchliowsci elektroforetycznej
(! —— [:> mikrosfer polimerowych z
zaadsorbowang
warstwa fibrynogenu

Roztwoér mikrosfer Roztwor Adsorpcja na
polimerowych fibrynogenu plytce miki

:>~ Pomiary AFM monowarstwy fibrynogenu
\ na powierzchni miki

Rys. 3. Schemat procedury zastosowanej do okreslenia maksymalnego pokrycia fibrynogenu na mikrosferach
polimerowych.

W metodzie pierwszej, niezwiazane czasteczki fibrynogenu, ktére pozostaly w
roztworze po adsorpcji na mikrosferach polimerowych byty adsorbowane na powierzchni miki.

Nastepnie przy uzyciu mikroskopii sil atomowych okre§lono ich stezenie w suspensji po
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adsorpcji. W metodzie drugiej za pomocg wirdwki laboratoryjnej oddzielono czgstki
polimerowe z zaadsorbowanym fibrynogenem. Nast¢pnie zdekantowano roztwér z
nadmiarowym biatkiem i dodano do niego odpowiednig ilo$¢ mikrosfer, po czym okreslono

stezenie biatka poprzez pomiar ruchliwos$ci elektroforetycznej otrzymanej suspens;ji.
Kompleksy polielektrolitowo-biatkowe (ang. protein-polyelectrolyte complexes — PPCs)

Do tworzenia komplekséw biatkowo-polielektrolitowaych wykorzystano poli(styreno-
4-sulfonianu sodu) (PSS) o masie molowej M, = 7540 g/mol oraz roztwory lizozymu, ktérego
punkt izoelektyczny wystgpuje w pH 11,3. Lizozym jest enzymem hydrolitycznym,
rozktadajacym peptydoglikan wystepujacy w $cianach komoérkowych bakterii. Drugim
polielektrolitem wykorzystywanym do tworzenia pokry¢ polielektrolitowych byt
chlorowodorek poli(alliloaminy) (PAH) o masie molowej M, = 17 500 g/mol. Powstawanie
wielowarstwowych pokry¢ z wbudowanymi kompleksami PPCs bylo zapoczatkowane przez
utworzenie stabilnej multiwarstwy [PAH- PSS]> na powierzchni ztota. Nastepnym krokiem
byto naprzemienne wprowadzenie kompleksoéw lizozym/PSS oraz PAH-u.

Kompleksy byly tworzone w szerokim zakresie pH (3,0, 5,0, 7.5, 9,6) przy
zastosowaniu réznych buforéw (kwasu 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo] etanosulfo-
nowego soli sodowej (HEPES), buforu cytrynowego, octanowego i weglowego), oraz rdznej
sity jonowe;j (10, 200, 800 mM) regulowanej chlorkiem sodu. Obj¢tos¢ roztworu lizozymu byta
utrzymywana na statym poziomie, podczas gdy PSS i bufor byly dodawane w taki sposéb, aby
otrzymac¢ rézne wartosci stosunku teoretycznego tfadunku PSS-u do tadunku lizozymu, (-)/(+)
(od 0 do 2) oraz zeby stezenie lizozymu pozostawato state. Ladunek lizozymu obliczono w
funkcji pH na podstawie jego sekwencji aminokwasowej za pomoca PDB 2PQR [43].
Tworzenie komplekséw biatkowo-polielektrolitowych bylo badane za pomocg turbidymetrii,

mikrowagii kwarcowej, dynamicznego rozpraszania $wiatla oraz mikroskopii sit atomowych.
Szczotki polimerowe (ang. polimer brushes)

Szczotki polimerowe byly szczepione na powierzchni zlota metodg ,,szczpienia do” z
wykorzystaniem grupy tiolowej obecnej na jednym z koncéw tancucha polimerowego.
Zastosowano trzy rodzaje polimeréw: kwas poli(akrylowy) (PAA) o masie molowej M, = 2000
g/mol, poli (2- (dimetyloamino) metakrylan etylu) (PDMAEMA) o masie molowej M, = 8500
g/mol oraz poli(tlenek etylenu) o masie molowej M, =1100, 2000, 5000 g/mol. PAA jest stabym

anionowym polielektrolitem, ktérego stopien jonizacji zalezy od pH roztworu. Wraz ze
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wrostem pH jego tadunek wzrasta w zwigzku z deprotonacja grup karboksylowych, co sprawia,
ze PAA jest zdolny do pecznienia tj. wchlaniania i zatrzymywania wody. PDMAEMA jest
stabym polielektrolitem kationowym ktérego stopien jonizacji rwniez zalezy od pH roztworu.
Dla pH < 9,0 jest dodatnio natadowany, co jest wynikiem protonacji trzeciorzgdowych grup
aminowych. Poli(tlenek etylenu) (PEO), znany réwniez jako poli(glikol etylenowy), (PEG), jest
polimerem charakteryzujacym si¢ elastycznoscig tancuchow oraz wysokim stopniem
uwodnienia, co powoduje, ze bedac zakotwiczony na powierzchni przeciwdziala adsorpcji
biatek. Szczotki polimerowe w przedstawionej pracy tworzone byly poprzez réwnoczesne

szczepienie PAA oraz PEO na powierzchni zlota jak to zostato przedstawione na Rys. 4.

PAA PEO
AC Co
0 + —) \Ec/
o
SH SH
Powierzchnia "szczepienie do” Szczotka polimerowa

zlota

Rys. 4. Schemat tworzenia szczotek polimerowych metoda ,,szczepienia do” na powierzchni zlota [45].

Wiasciwosci  adsorpcyjne szczotek polimerowych byly zmieniane poprzez
zastosowanie réznego stosunku masowego PEO/PAA (100/0, 10/90, 50/50, 0/100) oraz r6znej
masy molowej PEO (PEO1- 1100 g/mol, PEO2-2000 g/mol, PEOS5- 5000 g/mol) podczas gdy
masa molowa PAA byla stata (M, = 2000 g/mol).

Do badania adsorpcji i desoprcji biatek na szczotkach polimerowych zostaly wybrane
trzy biatka réznigce sig: ksztattem, wielkoscig oraz fadunkiem. Biatkami tymi byty: albumina
ludzka (ang. human serum albumin - HSA), lizozym (Lyz) i fibrynogen ludzki (Fb). HSA jest
biatkiem globularnym, bedacym gtéwnym sktadnikiem osocza krwi, o masie czasteczkowej
66 kDa, wykazujacym punkt izoelektryczny przy pH 5,0 [46]. Lyz jest biatkiem kationowym o
masie czasteczkowej 14,4 kDa [47]. HSA jest biatkiem migkkim, ktére po adsorpcji moze
zmienia¢ konformacje, podczas gdy lizozym jest uznawany za biatko twarde, ktére nieznacznie
zmienia swojg konformacje. Fb jest bardzo duzym biatkiem o masie 340 kDa, ktére odgrywa
istotng role w procesach krzepniccia krwi i zostalo wybrane do badan ze wzglgdu na jego
zdolno$¢ adsorpcji powyzej jego punktu izoelektrycznego (iep. 5,8) [48]. Procesy adsorpcji
biatek byly prowadzone w roztworze o pH 7.4 lub 9,00 oraz sile jonowej I =10 M, 1
= 102 M, natomiast procesy desorpcji byty przeprowadzone w pH 9,0, dla sity jonowej 0,15

M regulowanej chlorkiem sodu.
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Metody instrumentalne

Polimerowe uklady wykorzystane do adsorpcji biatek charakteryzowano réznymi
komplementarnymi technikami z ktérych najwazniejsze s3: dynamiczne rozpraszanie $wiatla
(DLS), mikroelektroforeza z analizag dopplerowskg (LDA), turbidymetria, mikroskopia sit
atomowych (AFM), mikrowaga kwarcowa (QCM), spektroskopia fotoelektrondw w zakresie
promieniowania X (XPS), spektrometria masowa wtérnych jonéw z analizatorem czasu

przelotu (ToF-SIMS), pomiary potencjatu przeptywu oraz elektroforeza zelowa.
Metody teoretyczne

Wyniki eksperymentalne dotyczgce adsorpcji fibrynogenu na mikrosferach
polimerowych byty analizowane w oparciu o model teoretyczny Gouya—Chapmana (GC) oraz
model elektrokinetyczny 3D. W modelu GC zaktada si¢, Zze cata powierzchnia substratu po
adsorpcji  pokryta jest zaadsorbowanymi molekutami o réwnomiernym fadunku
powierzchniowym(o) zdefiniowanym rownaniem 1. Zaadsorbowane czgsteczki traktowane sg
jako ptaskie obiekty 2D, ktére adsorbujg si¢ miedzy tancuchami polimerycznymi na
powierzchni mikrosfer [49]. Zgodnie z zalozeniami wypadkowy ladunek powierzchniowy
wytworzony przez adsorpcje molekul, w tym przypadku fibrynogenu mozna wyznaczy¢ z

réwnania:

g=0,+N,N, 1)

gdzie: o, to gestos¢ tadunku powierzchniowego mikrosfer niepokytych biatkiem [e nm™2], Ny —
stezenie powierzchniowe fibrynogenu [um2], Ne —ilo$¢ fadunkéw na czgsteczkach fibrynogenu
wyznaczona z ruchliwosci elektroforetycznej [e].

Znajac wypadkowy tadunek powierzchniowy, potencjat dzeta badanych czastek mozna

obliczy¢ z nastgpujacego wzoru

_ 2
2kT m‘“‘*("'_ +4); )

=4+

&

gdzie: znak + zwigzany jest ze znakiem o, o jest bezwymiarowg gestoscig tadunku

elektrokinetycznego, wyznaczong z zaleznosci o = o /(2ekTnp)"2.
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W modelu elektrokinetycznym 3D zaktada si¢, ze rozktad tadunku na powierzchni
zaadsorbowanych molekut jest tréjwymiarowy [49]. Zgodnie z zalozeniami potencjal dzeta

powierzchni pokrytej czastkami mozna obliczy¢ z nastepujacego réwnania:

{(0) = E©); + E(0);, 3)

gdzie: Fi(©) oraz Fp(O) sa funkcjami bezwymiarowymi zaleznymi od pokrycia mikrosfer

biatkiem oraz od ksztattu biatka, @jest pokryciem mikrosfer obliczonym na podstawie wzoru:
O=5.N, )

gdzie: S, to pole przekroju czasteczki fibrynogenu wyrazone w [nm?] [49].

Wszystkie metody eksperymentalne oraz teoretyczne zostaly szczegdtowo opisane w

zataczonych publikacjach [H1-H11].

4.3.4 Oméwienie najwazniejszych wynikéw z prac wchodzacych w sklad osiagniecia

naukowego

Adsorpcja biatek na powierzchniach statych odgrywa istotng role w wielu procesach
biochemicznych oraz w wielu gateziach biotechnologicznych. Na szczeg6lng uwage zastuguje
adsorpcja biatek na nosnikach koloidalnych np. na powierzchniach latekséw polistyrenowych.
Materiaty te sg wykorzystywane w tzw. testach aglutynacyjnych stuzacych do diagnozy wielu
choréb m.in. reumatoidalnego zapalenia stawdw, twardziny czy zespolu Sjogrena. Metoda ta
opiera si¢ na wykorzystaniu mikroczasteczek lateksu optaszczonych specyficznymi
przeciwcialami monoklonalnymi. Zmodyfikowane w ten sposéb mikroczasteczki inkubuje si¢
z pobranym plynem ustrojowym. Je$li zawiera on badany antygen, nastepuje widoczna
makroskopowo aglutynacja. Przeciwciala monoklonalne sg bialkami o charakterystycznej
budowie, majace zdolno$¢ do specyficznego oddzialtywania z odpowiednim antygenem.
Jednak, aby mogto dojs¢ do takiego oddziatywania konieczna jest odpowiednia orientacja

przeciwciala na zaadsorbowanej powierzchni.

Majac na uwadze powyzsze fakty, w pracach H1-H4 skupiono si¢ na przeprowadzeniu
badan umozliwiajacych opracowanie metod stuzacych do okreslenia mechanizméw adsorpcji,
orientacji biatka oraz maksymalnego pokrycia biomolekul na powierzchniach mikrosfer
polimerowych. Wybranym biatkiem modelowym byl fibrynogen, biatko osocza krwi

odpowiedzialne za procesy krzepnigcia.
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W pracy [H1] przeprowadzono dokladng charakterystyke fizykochemiczng ujemnie
natadowanych mikrosfer polimerowych oraz fibrynogenu wotowego. Wykazano, ze fibrynogen
tworzy stabilne roztwory dla stezen ponizej 5000 mg L' w zakresie pH < 5,0 oraz dla pH > 6,0
[49]. Wykonano pomiary ruchliwosci elektroforetycznej oraz wspétczynnikéw dyfuzji
fibrynogenu dla trzech stezen NaCl 1073, 102, 0,15 M oraz pH w zakresie 3,5 — 11,0. Wartos$ci
wspolczynnikéw dyfuzji byly niezalezne od stezenia roztworu, co bylo dowodem na to, ze
czasteczki biatka w roztworze nie oddzialywaty ze soba.

Nastepnie wyznaczono zalezno$¢ ruchliwosci elektroforetycznej czasteczek
fibrynogenu w funkcji pH dla trzech stezen NaCl 103, 102, 0,15 M (Rys.5). Wykonane zostaty
réwniez pomiary wspélczynnika dyfuzji mikrosfer polimerowych, ktére wykazaly, Ze ich
$rednica hydrodynamiczna maleje wraz ze wzrostem sity jonowej od 860 nm dla 10 #M NaCl

do warto$ci 810 nm dla 102 M NaCl, powyzej ktérej warto$¢ $rednicy pozostaje stata. Efekt

 [pum em/Vs]

pH

Rys. 5. Zalezno$¢ ruchliwosci elektroforetycznej czasteczek fibrynogenu wotowego od pH dla trzech sit jonowych
regulowanych NaCl, T =298 K, ¢;= 500 ppm: 1) 1073, 2) 102, 3) 0,15 M [49].

ten zwigzany jest z obecno$cig na powierzchni mikrosfer tancuchéw polimerowych, ktdre
opadaja wraz ze wzrostem sily jonowej co jest wynikiem stabszego odpychania miedzy
natadowanymi tancuchami (Rys. 6).

Pomiary ruchliwosci elektroforetycznej mikrosfer polimerowych wykazaly, ze
posiadaja one ujemny tadunek elektryczny co zwigzane jest z obecnoscig na ich powierzchni

silnych grup kwasowych.
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Rys. 6. Zalezno$¢ $rednicy hydrodynamicznej mikrosfer polimerowych od sity jonowej: 1) pH 7,4, 2) pH 3,5 W
lewym dolnym rogu przedstawiono zdjgcie mikrosfer polimerowych na mice wykonane za pomocg SEM [49].

W kolejnym etapie monitorowano proces adsorpcji fibrynogenu na badanych mikrosferach za
pomocg ruchliwosci elektroforetycznej (Rys. 7) w zaleznos$ci od stezenia biatka wyrazonego

za pomoca stezenia powierzchniowego Ny wyrazonego rownaniem:

{Dt
Nf = 24/ —n¢ o)
JT

gdzie: D to wspétczynnik dyfuzji fibrynogenu [cm? s7!], nsto stezenie liczbowe fibrynogenu

W roztworze wyrazone nastepujgcym réwnaniem:

106 Av

Hy = —Mw (6)

gdzie ¢r stezenie wagowe fibrynogenu w roztworze, Av to liczba Avogadra, M,, to masa
molowa fibrynogenu. Pomiary wykonano dla trzech st¢zen mikrosfer polimerowych 40, 60 oraz
100 mg L. Na poczatku wyznaczono potencjal dzeta mikrosfer w danych warunkach,
nastepnie w warunkach dyfuzyjnych tworzono monowarstwy fibrynogenu przez zmieszanie
roztworu mikrosfer z roztworami fibrynogenu o réznym stezeniu (czas adsorpcji wynosit 10
min).

Model GouyaChapmana dla rozworu NaCl osile jonowej 102 M dobrze opisuje
przebieg krzywej kinetycznej dla Ny < 4 x103 um™ Wskazuje to na znaczng penetracje molekut
fibrynogenu w warstwie polimerycznej na powierzchni mikrosfer. Dla niskiej sily jonowe]

grubos¢ podwajnej warstwy elektrycznej jest poréwnywalna z wielkos$cig fibrynogenu. Jednak
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dla Ny > 4x 10® um?, model adsorpcji w orientacji ptaskiej jest bardziej odpowiedni, co

sugeruje, ze wszystkie dostepne miejsca w podwdjnej warstwie elektrycznej zostaty

0 1 2 g Tlmem

/ . Elﬁ: fibrinogen

40

tmV]

-100 ; ; ;
0 2 4 6 8

N, x 10° j.llll-zl
Rys. 7. Zalezno$¢ potencjalu zeta mikrosfer pokrytych fibrynogenem { w funkcji stezenia powierzchniowego
fibrynogenu Ny [um] (o$ dolna) i pokrycia powierzchniowego fibrynogenu Iy [mg m?] (o$ gérna). Punkty
reprezentuja wyniki eksperymentalne (10 M NaCl, pH 3,5), T = 298 K, dla réznych stezen mikrosfer
polimerowych ¢; 60 mg L' (o) oraz 40 mg L"'(*). Linia ciggla reprezentuje wyniki teoretyczne uzyskane z modelu
3D zaktadajacego adsorpcje fibrynogenu w orientacji planarnej przy efektywnym polu przekroju czasteczki
S, = 128 nm?, linia przerywana przedstawia wyniki obliczone z modelu Gouy-Chapmanna, a linia przerywana
pokazuje wyniki teoretyczne obliczono z modelu elektrokinetycznego zakladajacego losowg adsorpcje
fibrynogenu przy efektywnym przekroju czgsteczki réwnym S, = 35 nm? [49].
wypetnione molekutami fibrynogenu, a dalsza adsorpcja zachodzi gléwnie w orientacji
zblizonej do réwnolegtej. Dla najwyzszej sity jonowej wynoszacej 0,15M model GC okazat si¢
catkowicie nieadekwatny. Wskazuje to na minimalng penetracj¢ molekut biatka w warstwie
rozmytej. W tym przypadku, wyniki teoretyczne bazujace na modelu elektrokinetycznym
dobrze opisuja wyniki eksperymentalne wskazujac jednoznacznie na orientacj¢ plaska
czasteczek fibrynogenu (Rys. 8).
Nastepnie okres$lono stezenie czasteczek fibrynogenu po procesie adsorpcji. Zaobserwowano,
ze w poczatkowym etapie adsorpcji, po dodaniu niewielkiej ilosci fibrynogenu (0,1-1,0 mg L
1) wszystkie czgsteczki fibrynogenu adsorbowaly si¢ na powierzchni mikrosfer. Natomiast w
przypadku dodawania wigkszych ilosci biatka, gdy monowarstwa byla juz nasycona, w
roztworze zaczynaly pojawiac si¢ wolne czasteczki fibrynogenu. Zostaly one zaadsorbowane
na powierzchni miki i zobrazowane za pomocg mikroskopii sit atomowych. W ten sposéb
wyznaczono maksymalne pokrycie fibrynogenu na powierzchni mikrosfer polimerowych, byto

ono prawie 50% wigksze niz warto$¢ wyznaczona teoretycznie i eksperymentalnie dla

powierzchni ptaskiej [50]. Poréwnanie otrzymanych wynikéw pozwolilo stwierdzi¢, ze
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obecno$¢ taficuchéw polimerycznych ma duzy wplyw na adsorpcje¢ biatek na powierzchni

mikroczastek.

I [mg nf:]

E £ Fa

E_Wﬁ'g r — & — = —g =]

= 20 4 bulk fibrinogen
> 2
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-40
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60 E——————-
=80
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Rys. 8. Zalezno$¢ potencjatu dzeta mikrosfer { od pokrycia fibrynogenem I” [mg m™] (0§ gérna) i steZenia
powierzchniowego Ny [um™?] (0o$ dolna). Pelne punkty reprezentujg dane do$wiadczalne otrzymane dla stezenia
mikrosfer ¢; = 60 mg L', puste punkty przedstawiajg stezenie mikrosfer ¢; = 40 mg L! ; stezenie chlorku sodu
wynosito 0,15 M, pH 7,4. Linia ciaggta przedstawia wyniki teoretyczne obliczone na podstawie tréjwymiarowego
modelu elektrokinetycznego przy zatozeniu adsorpcji rownolegtej fibrynogenu przy efektywnym polu przekroju
czasteczki rtéwnym Sy = 128 nm? [49].

Poréwnanie danych eksperymentalnych otrzymanych dla adsorpcji fibrynogenu w pH
= 3,5 z obliczeniami teoretycznymi wykazuje, ze model GC nie opisuje we wlasciwy sposob
mechanizmu adsorpcji w tych warunkach. Wartosci potencjalow dzeta sg o wiele nizsze, niz te
wyznaczone do$wiadczalnie, co wskazuje na niepelng penetracj¢ fibrynogenu w rozmytej
warstwie polimerowej. Dane eksperymentalne poréwnano tez z obliczeniami teoretycznymi
zaktadajacymi adsorpcje plaska. Niestety, dla niskich pokry¢ model ten nie opisywal w sposéb
zadowalajacy otrzymanych wynikéw badan. Natomiast dla wyzszych stgzen fibrynogenu
obliczenia teoretyczne zgadzaly si¢ z wynikami eksperymentalnymi. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze adsorpcja fibrynogenu na mikrosferach polimerowych przebiega w dwoéch
etapach. W poczatkowej fazie czgsteczki fibrynogenu zapeilniaja puste miejsca czgsciowo
penetrujac do wnetrza mikrosfer, a nastgpnie w miar¢ wzrostu pokrycia ze wzgledu na brak
wolnych miejsc adsorpcyjnych czgsteczki, powodujg adsorbcje kolejnych molekut w orientacji
ptaskiej. Dla pH powyzej 5,8 (pH 7,4 i pH 9,7) w ktorych czasteczki fibrynogenu wykazuja
ujemny ladunek powierzchniowy zaobserwowano znaczacg adsorpcje¢ na ujemnie

natadowanych mikrosferach, co $wiadczy o heterogenicznym rozktadzie tadunku na

powierzchni czasteczki fibrynogenu. Co wigcej, na podstawie badan stabilno$ci monowarstwy
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w czasie, wykazano, ze czgsteczki fibrynogenu w badanych warunkach adsorbujg si¢
nieodwracalnie.
Otrzymane wyniki umozliwity sformutowanie dwéch mechanizméw adsorpcji
fibrynogenu na powierzchni mikrosfer polimerowych (Rys. 9):
1. mechanizm adsorpcji niezorientowanej, ktory wystepuje w niskich sitach jonowych,
podczas ktérego adsorbowane biomolekuty penetrujg rozmyta warstwe polimeryczna,
2. mechanizm adsorpcji ptaskiej, ktéry wystepuje w dla pH > 5,8 oraz w wyzszych
sitach jonowych. W tych warunkach molekuly fibrynogenu sg natadowane ujemnie, a

grubo$¢ warstewki polimerycznej jest mniejsza, co uniemozliwia penetracj¢ przez

czasteczki fibrynogenu.

a) BULK ELECTROLYTE

FIBRINOGEN
MOLECULES

SHEAR -4 .

PLANE
Fuzzy

LAYER

LATEX CORE

b) BULK ELECTROLYTE
FIBRINOGEN

MOLECULES

SHEAR
PLANE

FUzzy

LAYER
LATEX CORE

c) BULK ELECTROLYTE
FIBRINOGEN
MOLECULES

PLANE LATEX CORE LAYER

Rys.9. Schematyczne przedstawienie adsorpcji fibrynogenu na mikrosferach polimerowych. (a) adsorpcja zgodna
z modelem Gouy’a Chapman’a. (b) adsorpcja w orientacji prostopadtej. (c) adsorpcja w orientacji réwnolegtej.

W publikacji 2 [H2] zbadano mechanizm adsorpcji fibrynogenu ludzkiego na
powierzchni ujemnie naladowanych mikrosfer polimerowych oraz wyznaczono maksymalne
pokrycia w zaleznosci od sily jonowej regulowanej chlorkiem sodu. W pierwszym etapie
wykonano charakterystyke fizykochemiczng fibrynogenu ludzkiego, a w szczegdlnosci

wyznaczono punkt izoelektryczny ktéry wynosit 5,8 i byt zgodny z punktem izoelektrycznym
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fibrynogenu wotowego. Zbadano réwniez ruchliwos¢ elektroforetyczng fibrynogenu ludzkiego,
ktéra byla nizsza od wartosci uzyskanych dla fibrynogenu wolowego. Badania adsorpcji
przeprowadzono dla sily jonowej réwnej 103, 102, 0.15 M oraz pH 3,5 [49]. SteZenie
fibrynogenu zostato przeliczone na pokrycie nominalne fibrynogenu na powierzchni mikrosfer

za pomocg rownania:

rp=-—1 (7)

gdzie: vy — objetos¢ probki [L], ¢f— stezenie fibrynogenu w badanej probece [mg L], S; —
powierzchnia mikrosfer [m? g''], I’y — pokrycie fibrynogenem [mg m™].

Zalezno$¢ potencjatu dzeta mikrosfer z zadsorbowang warstwg Fb od stopnia pokrycia
wykazala, ze dla wszystkich badanych sit jonowych oraz dla /7 < 1 mg m? wystepuje wzrost
potencjatu dzeta wraz ze zwickszaniem si¢ stopnia pokrycia (Rys. 10), podczas gdy dla
wyzszych pokry¢ zmiany te sg znacznie mniejsze. Podobnie do wynikéw otrzymanych z badan
nad fibrynogenem wolowym, model GC dobrze opisuje wyniki tylko dla niskich pokry¢

3 D
Npx10™ [um™]
8

(=}
N~
S
(=)}

potencjat Fb we wngtrzu

¢[mV]

-80
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Rys. 10. Zalezno$¢ potencjalu dzeta mikrosfer  od pokrycia fibrynogenem 77 (0§ dolna) [mg m™] i stezenia
powierzchniowego Ny [um?] (0§ gérna). Punkty pelne przedstawiaja wyniki do$wiadczalne wyznaczone dla
stezenia mikrosfer ¢; 60 mg !, puste punkty reprezentyja stezenie mikrosfer réwne 40 mg L-1; stezenie NaCl =
0,15M, pH 3,5. Linia ciagta przedstawia wyniki teoretyczne uzyskane na podstawie modelu elektrokinetycznego
3D, linia przerywana - wyniki teoretyczne dla modelu GC [49].

(I'y < 0,5 mg m?) i dla niskich sit jonowych. Natomiast dla wyzszych stezen fibrynogenu oraz
wyzszych sit jonowych, model GC znaczaco niedoszacowuje wartosci potencjalu dzeta. Z
drugiej strony, model teoretyczny 3D dobrze opisuje wyniki eksperymentalne otrzymane dla

sit jonowych 102 M, 0,15M.
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Do obliczen teoretycznych zostat uzyty model kulkowy czasteczki fibrynogenu
przedstawiony na Rys. 11. Wyniki eksperymentalne zostaly porownane z obliczeniami

teoretycznymi, ktére wykazaty, ze wickszos¢ czasteczek fibrynogenu zaadsorbowana byta w

orientacji prostopadte;j.

+6e tbe

Rys. 11. Model czasteczki fibrynogenu, uzyty w obliczeniach teoretycznych dla pH 3,5. Czasteczka ta sklada si¢

z 23 kul o ré6znych srednicach. Zewnetrzne kule maja Srednicg 6,7 nm, srodkowa 5,3 nm a pozostale maja Srednicg
1,5 nm. Kat ¢ dla pH 3.5 wynosit 108° [49].

Podobnie jak w publikacji 1 [H1] pokrycia maksymalne zostaly wyznaczone za pomocg
mikroskopii AFM (Rys.12). Pomiary te wykonano dla trzech sit jonowych i zaobserwowano
spadek pokrycia maksymalnego wraz ze spadkiem sily jonowej od warto$ci 3,6 mg m? (I =
0,15 M) do 1,8 mg m?2 (I = 10 M), ktéry zostat wyjasniony wzrostem zasiegu oddziatywan

elektrostatycznych mi¢dzy zaadsorbowanymi biomolekutami.
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Rys. 12. Zaleznos¢ stgzenia powierzchniowego fibrynogenu na mice Ny, (Wyznaczonego za pomocg mikroskopii
AFM) od nominalnego stezenia fibrynogenu w roztworze wyjsciowym crdla stezenia NaCl = 0,15 M i pH 3,5., 1
- linia referncyjna obliczona z réwnania 5, 2 —dane do$wiadczalne, linia przerywana: fit liniowy danych
doswiadczalnych [49].

W publikacji 3 [H3] gléwnym celem badan bylo okreslenie wiasciwosci monowarstw
fibrynogenu wotowego a w szczeg6lnosci ich stabilno$ci na powierzchni mikrosfer
polimerowych tworzonych w réznych warunkach pH i sity jonowe;j. Stabilno$¢ wyznaczono za

pomocg cykli pH podczas ktérych adsorpcje prowadzono w pH 3,5 lub 7,4 a nastepnie
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zmieniano pH do warto$ci 9,7, aby znéw powrdci¢ do wyjsciowej wartosci pH przy ktérej miata
miejsce adsorpcja fibrynogenu.

Wykazano brak réznic migdzy pierwszym, a trzecim cyklem dla petnych monowarstw
(Iy = 3,5 mg m?) utworzonych w pH 3,5 oraz 7,4. Dzieki temu potwierdzona zostata ich
stabilnos¢ dla zakresu pH 3,5 — 9,7. Wyniki te wskazuja na to, Zze nie wystepuje desorpcja
czasteczek fibrynogenu z powierzchni czastek i jest on nieodwracalnie zaadsorbowany.
Poréwnanie cyklu pH dla czastek z warstwg fibrynogenu utworzonej w pH 3,5 oraz w pH 7,4
pokazato, ze punkt izoelektryczny wynosit odpowiednio 4,5 i 5,4 (Rys. 13). Uzyskane wyniki
wykazaly, Ze orientacja zaadsorbowanych czasteczek fibrynogenu na powierzchni mikrosfer
jest r6zna w zaleznosci od pH przy ktérym zachodzi adsorpcja. W celu zweryfikowania tej
hipotezy sprawdzono wplyw pokrycia na charakterystyke monowarstwy. W tym celu

wykonano dodatkowe cykle pH dla warstw z pokryciem réwnym 7 = 0,7, 1,4 oraz 2,0 mg m~.

nH

=] ' ' ' I L I 1]

LimW]

[am] 2

[
T
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Rys. 13. Zalezno$¢ potencjatu dzeta od cykli pH (adsorbcja w I = 0,15 M NaCl). Punkty i linia 2 — pokrycie
fibrynogenu 3,5 mg m2, adsorpcja w pH 7.4, punkty i linia 3 — pokrycie fibtynogenu 2,0 mg m?, adsorpcja w pH
7,4, punkty i linia 4 — pokrycie fibrynogenu 3,5 mg m adsorpcjaw pH 3.5. Linia 1 przedstawia wyniki uzyskane
dla roztworu wolnego fibrynogenu. [51].

Eksperymenty wykazaty, ze potencjat dzeta monowarstwy fibrynogenu zaadsorbowanej
w pH 7.4 jest wyzszy niz monowarstwy utworzonej w pH 3,5. Dodatkowo wraz ze
zmniejszaniem pokrycia, w wyniku przeprowadzonych cykli pH zaobserwowano zmniejszenie
warto$ci punktu izoelektrycznego. Poréwnujac wyniki uzyskane dla monowarstw utworzonych
w réznych warunkach pH, potwierdzono zaproponowane we wczesniejszej pracy mechanizmy
adsorpcji czgsteczek fibrynogenu, adsorpcj¢ prostopadta dla pH 3,5 oraz adsorpcje ptaska dla
pH 7,4. Rezultatem przeprowadzonych badan byto opracowanie nowej metody wyznaczenia
punktu izoelektrycznego bialka, przy pomocy badan ruchliwo$ci elektroforetycznej jego

monowarstwy na powierzchni mikrosfer polimerowych. Zaleta takiego rozwiazania jest
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zastosowanie matej ilosci uzytego biatka w poréwnaniu do tradycyjnych metod

instrumentalnych.

W publikacji 4 [H4] analizowano wptyw heterogenicznego rozktadu tadunku
fibrynogenu na jego adsorpcj¢ na ujemnie natadownych mikrosferach polimerowych. Badania
prowadzono w pH 7,4 oraz dla sit jonowych 103, 103 0,15 M. Pomiary ruchliwosci
elektroforetycznej fibrynogenu wykazatly, ze w pH 7,4 jego czasteczki sg ujemnie natadowane,
co powinno wykluczy¢ proces adsorpcji, gdyz mikrosfery polimerowe byly réwniez
natadowane ujemnie. Podobnie jak w przypadku fibrynogenu wotowego, fibrynogen ludzki
posiada heterogeniczny rozktad tadunku. Wykazano, ze w pH 7,4 tancuchy boczne fibrynogenu
sa dodatnio natadowane (Rys.14), a reszta czgsteczki posiada tadunek ujemny co sprawia, ze

mozliwa jest adsorpcja na ujemnie naladowanych powierzchniach.

...........

-4e -6e -4e

Rys. 14. Model czasteczki fibrynogenu, wykorzystany do obliczen teoretycznych dla pH 7.4 [52].

Najpierw okreslono zmiany ruchliwosci elektroforetycznej mikrosfer polimerowych w
zaleznosci od iloci zaadsorbowanego biatka w pH 7,4 oraz dla sit jonowych 10, 103,0,15M.
Analizujac przebieg krzywej, zaobserwowano mniejszy wzrost wartosci potencjatu dzeta w
funkcji pokrycia w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi dla pH 3,5. Dane eksperymentalne
zostaty poréwnane z danymi teoretycznymi uzyskanymi w oparciu o model elektrokinetyczny
3D (linia ciagla na Rys. 15). Jak przedstawiono na wykresie, wida¢ dobrg zgodnos¢ danych
teoretycznych z wynikami do§wiadczalnymi. Warto$¢ pokrycia maksymalnego dla sity jonowej
0,15 M byta mniejsza w pH 7,4 niz w pH 3,5 i wynosita 3,2 mg m?. Wskazuje to na inny
mechanizm adsorpcji w pH 7,4 w poréwnaniu z mechanizmem majgcym miejsce w pH 3,5.

Wykazano ponadto , ze wraz ze spadkiem st¢zenia NaCl zmniejsza si¢ stopien pokrycia
mikrosfer czasteczkami fibrynogenu, co §wiadczy o wzrodcie oddzialywan elektrostatycznych
miedzy zaadsorbowanymi biomolekutami. Zaproponowano dwa mechanizmy adsorpcji ktére
zostaly przedstawione na Rys. 16. Adsorpcja fibrynogenu w pH 3,5 zachodzi gtéwnie w

orientacji prostopadlej w zwigzku z koncentracja ujemnego tadunku na koncach czgsteczki.
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Z kolei, w pH 7,4 fibrynogen adsorbuje si¢ w orientacji prostopadiej dzicki dodatniemu
fadunkowi, obecnemu na tancuchach bocznych.

3 2
N x10" [um™]
0 2 4 6 8

1
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Rys.15. Zaleznos$¢ potencjatu dzeta mikrosfer polimerowych { od pokrycia fibrynogenu f (o$ dolna) oraz od
stezenia powierzchniowego fibrynogenu Ny (o$ gérna) dla I = 0,15 Mi pH 7,4. Pelne punkty ¢; = 60 mg L', punkty
puste ¢; = 40 mg L'!. Linia ciggla przedstawia wyniki teoretyczne obliczone z modelu 3D [52].

Rys. 16. Mechanizm adsorpcji fibrynogenu ludzkiego dla pH 3,51 7.4.

Wyniki uzyskane z pracach [H1-H4] wraz z doglgbnym przegladem literaturowym
zostaly podsumowane w dwéch pracach przegladowych [H5-H6].

W publikacji 5 [H5], bedacej artykulem przegladowym, podsumowano wyniki badan
po$wigcone mechanizmom adsorpcji fibrynogenu na powierzchniach migdzyfazowych ciato
state/ciecz oraz stabilno$ci utworzonych monowarstw biatka. Osiggnigcia przedstawione w
pracach H1-H4 zestawiono z wynikami uzyskanymi w innych o$rodkach badawczych. Artykut
podzielono na trzy gléwne czesci. Na wstepnie krétko opisano znaczenie adsorpcji bialek w
biologii, medycynie i naukach posrednich. Ponadto krétko zreferowano trudno$ci zwigzane z
iloSciowym opisem procesu adsorpcji biatlek na réznych powierzchniach. W kolejnej czesci
przedstawiono fizykochemiczng charakterystyke czasteczek fibrynogenu obejmujaca pomiary

dynamicznego rozpraszania $§wiatta, ruchliwo$ci elektroforetycznej oraz lepkos$ci. Nastgpnie
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analizowano mozliwe konformacje molekuty fibrynogenu i efektywny rozktad tadunku dla
réznych wartosci pH oraz sily jonowej ze szczegllnym uwzglednieniem konformacji
czgsciowo-zwinietej (ang. semi-collapsed) charakterystycznej dla warunkéw fizjologicznych
(pH 7.4, I = 0,15M). W czedci trzeciej doktadnie zostata oméwiona adsorpcja fibrynogenu na
powierzchniach hydrofobowych oraz hydrofilowych wraz z ograniczeniami i zaletami
stosowanych metod badawczych. Szeroko dyskutowana byla réwniez adsorpcja fibrynogenu
jako biatka modelowego na mikrosferach polimerowych ze wzgledu na duze znaczenie tego
procesu w testach diagnostycznych. W czgsci tej szczegélowo omdéwiono réwniez zagadnienia
odwracalnosci adsorpcji, orientacji czasteczek fibrynogenu i maksymalnego pokrycia.

Przedstawiono réwniez stabilno$¢ monowarstw fibrynogenu utworzonych na
mikrosferach polimerowych w odniesieniu do cyklicznych zmian pH i sily jonowej. W
koncowej sekcji analizowano osadzanie modelowych czastek polimerowych na
monowarstwach fibrynogenu wraz z uwzglednieniem wystgpujacych oddziatywan co
pozwolito uzyska¢ cenne informacje o orientacjach czasteczek fibrynogeniu. Na podstawie
przedstawionych danych eksperymentalnych i teoretycznych opisujgcych rozkiad tadunku,
wielko$¢ czasteczki fibrynogenu mozliwe bylo okreslenie konformacji makromolekut jak
réwniez prawdopodobnych mechanizméw adsorpcji fibrynogenu na powierzchniach statych

wraz z wyznaczeniem maksymalnych pokry¢ [53].

W publikacji 6 [H6], bedacej artykulem przegladowym, przedstawiono badania
po$wiecone okre$leniu struktury fibrynogenu, zmianom konformacyjnym w rdéznych
warunkach, oddziatywaniom z ligandami i réznymi powierzchniami, ktérych zrozumienie jest
podstawa do opracowywania nowych funkcjonalnych materialéw mogacych mie¢
zastosowanie w biotechnologii. W pierwszej czgsci skoncentrowano si¢ na pelnej
charakterystyce czgsteczki fibrynogenu bazujgc na dostepnych danych eksperymentalnych i
teoretycznych. Nast¢gpnie omdwiono zmiany konformacyjne molekuty fibrynogenu w
zaleznosci od zmian r6znych parametréw takich jak pH, temperatura, obecnosc ligandéw wraz
z zaletami i ograniczeniami stosowanych metod badawczych opisywanych w literaturze. W
kolejnej czegsci zreferowano wyniki badan poswigcone oddziatywaniom fibrynogenu z
ligandami i lekami. Przedstawiono rOwniez szeroki zakres metod eksperymentalnych i
teoretycznych niezb¢dnych do opisania rodzaju oddziatywan miedzy ligandami (lekami) a
fibrynogenem. Kolejna sekcja poswiecona byta adsorpcji fibrynogenu na réznych
powierzchniach granicznych np. powietrze/woda wraz z dyskusja stosowanych technik

badawczych i modeli teoretycznych z uwzglgdnieniem wielkos$ci, powierzchni oddziatujacych
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z czasteczkami fibrynogenu. W nastgpnej czgsci szczegdlng uwage zwrdcono na procesy
adsorpcji fibrynogenu na powierzchniach granicznych ciato state/ciecz. W ostaniej czgdci
opisano oddziatlywania fibrynogenu z nanoczasteczkami w ktérych skoncentrowano si¢ na
zmianach konformacyjnych i orientacji biomolekut zmieniajacych si¢ podczas adsorpcji, co ma
kluczowy wplyw na wiele proceséw np. agregacje, toksyczno$¢ czy sygnalizacje [54].

Prace [HS] i [H6] podsumowujg zagadnienia dotyczgce immobilizacji biatek na
mikrosferach polimerowych. W dalszej czeSci skoncentrowano si¢ na innym sposobie
immobilizacji biatek jakim jest metoda oparta na tworzeniu komplekséw biatkowo-
polielektrolitowych. W metodzie tej globalny tadunek komplekséw moze by¢ zmieniany w
zaleznosci od ilosci oraz tadunku stosowanych substratéw, a samg adsorpcj¢ mozna tatwo
regulowac za pomocg takich parametréw jak pH, sita jonowa czy masa molowa polielektrolitu.
Powyzsza idea powstata na bazie doniesien literaturowych dotyczacych tworzenia komplekséw
polielektrolitowo-polielektrolitowych, ktére byly opisywane w literaturze réwnolegle z
rozwojem techniki ,,warstwa po warstwie” [55-63]. Po wilaczeniu komplekséw biatkowo-
polielektrolitowych do struktur multiwarstwowych, aktywno$¢ immobilizowanego biatka
powinna by¢ zachowana z powodu wysokiego stopnia uwodnienia charakterystycznego dla
filméw polielektrolitowych [64].

W publikacji 7 [H7] opracowano metode tworzenia komplekséw biatkowo-
polielektrolitowych (PPCs) z lizozymu oraz PSS-u. Kompleksy te moga stuzy¢ jako elementy
budulcowe w celu immobilizacji biatek na powierzchniach, co ma zasadnicze znaczenie w
projektowaniu efektywnych bioreaktoréw. Lizozym byt kompleksowany z tancuchami PSS o
masie molowej 7450 g/mol (PSS)) w pH 7,5. Tworzenie PPCs zostalo schematycznie

przedstawione na Rys.17.

Lysozyme PSS,

Rys. 17. Tworzenie komplekséw (PCCs) z lizozymu i PSS; [65].
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Rys. 18. (a) Znormalizowana

absorbancja komplekséw lizozym/PSS
w funkcji (-)pss/(+)Lys w pH 7,5
(czarne punkty) w buforze HEPES. Szare
stupki reprezentuja ilo§¢ lizozymu
obecnego w kompleksach po
odwirowaniu zas niebieskie jego ilos¢ w
roztworze, (b) zalezno$¢ potencjatu dzeta
komplekséw w funkeji (-)pss/(+)Lys, (¢)
Promien hydrodynamiczny [um]
komplekséw w  funkcji stosunku
teoretycznego tadunku PSS do lizozymu

(')PSS/(+)Lys [65].

Proces tworzenia kompleksow monitorowano metoda
turbidymetryczng zmieniajgc stosunek tadunku PSS-u i
lizozymu ((-)pss/(+)Lys) (PPCs_0.5, PPCs_1.0, PPCs_1.5,
PPCs_2.0,). Ladunek biatka policzono na podstawie
sekwencji aminokwasowej i wynosit on +8, podczas, gdy
tadunek PSS; wynikajacy z jego struktury wynosit -36.
Absorbancja przy 450 nm (A450) wzrastala wraz ze
wzrostem (-)pss/(+)Lys az do osiggnigecia maksymalnej
warto$ci ok. 0.21 dla (-)pss/(+)Lys = 1,25. Nastepnie,
powstate kompleksy zostaly odwirowane i okreslono ilos¢
lizozymu w odwirowanych kompleksach (osadzie) i w
roztworze.

[lo§¢ lizozymu w kompleksach wzrastata az do
osiggniecia maksymalnej wartosci dla (-)pss/(+)Lys = 1,25
po czym obserwowano niewielki spadek przy (-)pss/(+)Lys
migdzy 1,5 a 2,0 (Rys.18a). Zmierzono réwniez zmiany
potencjatu dzeta PPCs w funkcji (-)pss/(+)Lys, ktére sa
przedstawione na Rys.18b. Obnizenie potencjalu dzeta
lizozymu wywotane powstawaniem kompleksow z
ujemnie natadowanymi
(-)pss/(+)Lys = 1,5.

wprowadzanego PSS-u prowadzito do powstania ujemnie

fancuchami pojawia si¢ dla
Dalsze zwiekszanie ilosci
natadowanych komplekséw z wartoscig potencjalu dzeta
rowng wartosci charakterystycznej dla PSS-u. Najwigksza
warto$¢ absorbancji odpowiada najwickszej ilosci biatka
ich

obecnego w  kompleksach  wyznaczonej

po
odwirowaniu, co jest zgodne z zastosowanymi modelami
teoretycznymi przedstawionymi w literaturze [55-60].
Wyniki te sugerujg, ze powstale kompleksy posiadaja
rdzen-korona z

strukture neutralng domeng

typu
zlokalizowang wewnatrz wraz z ujemnie naladowanymi

tancuchami na zewnatrz.
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Na Rys. 18c¢ przedstawiono zalezno$¢ promienia hydrodynamicznego komplekséw w funkcji
(-)pss/(+)Lys . Na wykresie mozna zaobserwowac dwie grupy czastek, pierwsza o rozmiarach
ok. 3 nm, odpowiadajaca wielko$ci swobodnego lizozymu oraz druga z promieniem
hydrodynamicznym ok. 1 um odpowiadajgca wielko$ci utworzonych komplekséw. Kompleksy
powstate w stosunku (-)pss/(+)Lys powyzej 1,5 byly ujemnie natadowane. Do budowy
multiwarstw wykorzystano dwa rodzaje komplekséw, dodatnio naladowane utworzone w
stosunku  (-)pss/(+)Lys = 0,5 oraz ujemnie natadowane dla ktérych (-)pss/(+)Lys = 1,5. Aby
zmniejszy¢ wptyw podioza na proces adsorpcji komplekséw, we wszystkich eksperymentach
dwie pierwsze warstwy byly utworzone z PAH-u oraz PSS-u posiadajacego mas¢ molowa
rowng 70 000 g/mol (PSSh). Nastepnie, utworzono kolejne warstwy z nastepujacych
substratow: (i) PAH z PPCs_0,5 [PAH-PPCs_0,5], (ii)) PAH z lizozymem [PAH-Lys], (iii)
lizozym z PSSn[Lys-PSSh], (iv) PAH z PSS, [PAHPSS:], (v) PAH z PPCs_2 [PAH-PPCs_2].
Dodatnio natadowane kompleksy utworzone w (-)pss/(+)Lys = 0,5 nie zostaly zaadsorbowane
na dodatnio natladowanej warstwie PAH-u (i). Kiedy PAH byt adsorbowany naprzemiennie z
dodatnio natadowanym lizozymem (ii), réwniez nie obserwowano wzrostu masy warstw
polielktrolitowych. Z kolei naprzemienna adsoprcja ujemnie natadowanego PSS-u z dodatnio
natadowanym lizozymem (iii) doprowadzita do powstania pigciu warstw utworzonych na
dwdch pierwszych warstwach minimalizujacych wptyw podtoza. Natomiast, najwigkszy
przyrost warstw polielektrolitowych byt obserwowany dla ujemnie natadowanych komplekséw
utworzonych w stosunku (-)pss/(+)Lys = 2 [65].

Aktywno$¢ enzymatyczng lizozymu w kompleksach wbudowanych w struktury
wielkowarstwowe badano przy uzyciu 4 metyloumbelliferylu B-D-N, N ', N' '-
triacetylochitotriozydu ((GIcNAc) 3-MeU). Aktywno$¢ enzymatyczna lizozymu byta badana
po kazdym etapie osadzania zaréwno dla lizozymu obecnego w kompleksach [Lys-PSSh]s i
[PAHPPCs_2]s5, jak réwniez lizozymu w roztworze. Po zaadsorbowaniu jednej warstwy
lizozymu, aktywno$¢ warstwy polielektrolitu z biatkiem byta taka sama jak dla monowarstwy
lizozymu. Z kolei, gdy ilo$¢ lizozymu bylta nizsza dla [PAH-PPCs_2]s w poréwnaniu z [Lys-
PSSh]s s, ich aktywno$¢ enzymatyczna byla wyzsza niz dla tych ostatnich. Ta réznica moze
wynika¢ z wigkszej ilosci polielektrolitu w wielowarstwowej strukturze, ktdra sprzyja dyfuzji
substratu i/lub produktu oraz zwigkszonego poziomu hydratacji w [PAH-PPCs_2]5 [65].

Przedstawiono, ze wzrost tworzenia multiwarstw zawierajacycj kompleksy biatkowo-
polielektrolitowe jest proporcjonalny do ilosci tworzonych warstw, co nie bylo mozliwe w

przypadku zastgpienia dodatniego polielektrolitu swobodnym lizozymem. Ponadto, wykazano,

33



Anna Bratek-Skicki - Autoreferat, Zalacznik nr 2

ze specyficzna aktywno$¢ lizozymu byta wicksza w kompleksach biatkowo-polielktrolitowych
w poréwnaniu z wolnym lizozymem w roztworze.

W publikacji 8 [H8] szczegdélowo analizowano wielkos¢, wiasciwosci oraz
mechanizm tworzenia kompleksow Lyz/PSS tworzonych w réznych warunkach pH i sity
jonowej. Lizozym byl kompleksowany z PSS; w pH 3,0, 5,0, 7,5 oraz 9,6 oraz sile jonowej
réownej [ =0, 10, 200 lub 800 mM w stosunku (-)pss/(+)Lys = 2. Ladunek teoretyczny lizozymu
w pH 9,6, 7,5, 5,0, 3,0 wynosil odpowiednio + 6.0, +8.0, +9.5, i +17. Dla wszystkich sit
jonowych powyzej I > 0 mM otrzymano niezerowe warto$ci absorbancji. Pomiary
turbidymetryczne wykazaty, ze najwyzsze zmgtnienie byto w pH 7,5 i I = 200 mM, oraz, ze
PPCs powstaty w sitach jonowych powyzej I > 0. W pH 3,0, 5,01 9,6 i I = 0 mM, nie
zaobserwowano zmetnienia co sugeruje, ze i) PPCs nie powstaly, ii) PPCs pozostaty
rozpuszczone w roztworze lub iii) PPCs nie rozpraszaja wystarczajacej ilosci $wiatla
niezbednej do detekcji.

Wielkos¢ PPCs (promien hydrodynamiczny-R;) komplekéw powstaltych w réznych
warto$ciach pH i sity jonowej zostata przedstawiona na Rys.19a. Jak mozna zauwazyc, pH nie
ma znaczgcego wptywu na wielko$¢ kompleksow. W wysokich pH, R, nieco zmniejsza si¢
natomiast przy $rednich wartosciach (pH = 5,0 - 7,0) osigga maksymalng warto$§¢ nieco

powyzej 2.0 um.

@ PPCs (b) PPCs
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Rys. 19. (a) Zalezno§¢ promienia hydrodynamicznego (R:) komplekséw lizozym/PSS; mierzonego metoda
dynamicznego rozpraszania $wiatta od pH i/ 2, (b) zaleznosc potencjatu dzeta od pH i/ 2. Czarne punkty
pokazuja Srednie warto$ci eksperymentalne (n = 3) [66].

Pomiary potencjatu dzeta kompleksow zostalty wykonane w funkcji pH i I sg
przedstawione na Rys. 19b. Wszystkie kompleksy utworzone w wyzej wymienionych
warunkach pH i sity jonowej byly natadowane ujemnie, niemniej jednak potencjal dzeta byt

najnizszy, gdy kompleksy byty tworzone w niskim pH i niskiej sile jonowej. Na przyktad
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potencjat dzeta mierzony dla PPCs w pH 9,6 i I = 800 mM byt réwny -3,4 + 0,4 mV, natomiast
w pH 3,01 /=0 mM wynosit - 29,1 + 0,9mV. Pomiary potencjatu dzeta zostaty powtérzone po
tygodniu od momentu ich utworzenia, a uzyskane wyniki nie r6znity si¢ znaczgco od wartosci
uzyskanych tuz po ich utworzeniu. Oznacza to, ze PPCs sg stabilne przez okres przynajmniej
tygodnia. Wszystkie PPCs sg ujemne naladowane i moga one by¢ na przemian adsorbowane na

dodatnio natadowanej warstwie PAH-u.

(@) (b)
# —— Ry —— I, --—--- lysozyme * Yo IMV
T i lg diameter 25 <20
<55
<90
. <125
N <160
m >= 160

Distance /nm

0 5 10 15 20 25 30 2 3 4 5 6 7 8 8 W W
Iz mM Yz pH

Rys. 20 (a) Teoretyczne warto$ci parametru (Rg)ii (Ip) dla czasteczki PSS-u, dtugos$¢ Bjerruma /g oraz grubosci
elektrycznej warstwy podwdjnej ¥/ w funkcji 1" (pH 7.5). Punkty niebieskie przedstawiajg czasteczki lizozymu,
natomiast linia czerwona dotyczy czgsteczki PSS,. Linia fioletowa przedstawia wartos¢i 7, linia czerwona ?
warto$ci Re PSS , linia zielona wartosci [p PSS: , natomiast linia niebieska przerywana przedstawia $rednice
hydrodynamiczng lizozymu. (b) Mapa przedstawiajaca zalezno$¢ potencjatu powierzchniowego lizozymu (o) w
funkeji pH i I *. Catkowity tadunek lizozymu w zakresie pH 3,0-10,0 jest przedstawiony na niebiesko (skala
gradientu) [66].

W celu wiasciwego tworzenia kompleksow biatkowo-polimerowych posiadajacych
okreslone wtasciwosci niezbedne jest zrozumienie sity napedowej odpowiedzialnej za ich
tworzenie. W zwigzku z powyzszym konieczna jest doglgbna znajomo$¢ wiasciwosci
reagujacych substratow, ich struktury, konformacji, tadunku, stopnia hydratacji w badanych
warunkach. W tym celu obliczono i analizowano parametry okreslajace elastycznos¢
fancuchéw polimerowych takie jak ,,root-mean-square distance” (Rg) w oparciu o teori¢ Odijk-
Skolnick-Fixmand (OSF) i ,,effective persistence length” (I,), dtugo$¢ Bjerrusa /z lizozymu oraz
dtugos¢ Debye’a, x/ (Rys. 20a).

W zwiazku z tym, ze PSS jest silnym, ujemnie naladowanym polianionem, pH nie ma
znacznego wplywu na konformacje jego tancuchéw. W niskiej sile jonowej, tj. /=0 mM i 10
mM, PSS; ma konformacj¢ wydluzong, a otrzymane wartosci Rg wynoszg odpowiednio 8,8 i

6,7 nm i nieznacznie r6znig si¢ od dtugosci rozwinigtego PSS; wynoszacego 9,0 nm. Przy
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wyzszych silach jonowych, tancuchy przybierajg strukture¢ bardziej zwarta odpowiadajaca Rg
okoto 4,3 14,1 nm. Wyzsze wartosci /, wystepuja w niskiej sile jonowej (I, =70 nm przy [ =0
mM), i sa bliskie /g dla >200 mM. Dtugosci Debye’a x! dla pH 7,5 osiagnety warto$ci nizsze
niz $rednica lizozymu i wynosily odpowiednio, dla / = 25 mM (tj. 5 mM"?) i I = 200 mM (4j.
14,1 mM'?).

W celu lepszego zrozumienia mechanizmu tworzenia kompleksow PSS/lizozym
obliczono i analizowano rowniez potencjal powierzchniowy lizozymu (wo) [67], ktory zostat
obliczony dla badanych wartosci I przy zalozeniu, Ze lizozym ma ksztatt sferyczny o promieniu
1,85 nm (R;) (Rys. 20b). R6zne wartosci Ry, powstalych komplekséw tworzonych w réznych
pH mozna wyjasni¢ poprzez zwickszajacy si¢ dodatni tadunek lizozymu w miar¢ zmniejszania
pH. W niskim pH, mamy do czynienia z silnym przycigganiem kulombowskim mi¢dzy
dodatnio natadowanymi czasteczkami lizozymu i ujemnie natadowanymi tancuchami PSS,
ktére sprzyjajg tworzeniu PPCs. Z kolei w pH bliskim punktu izoelektrycznego lizozymu (pH
11,35), tadunek biatka jest mniejszy przez co tworzenie PPCs jest mniej efektywne.
Potwierdzajg to symulacje, ktére pokazuja, ze przy ustalonej I, stalej wartosci /,, adsorpcja
lizozymu z monomerami PSS; wzrasta gdy zwigksza si¢ tadunek biatka [67].

Wyniki adsorpcji wolnego lizozymu i lizozymu w formie kompleksow w warstwach
typu [Lys-PSSh]ss 1 [PAH-PPCs]s wykazaty, ze mamy do czynienia z roznymi mechanizmami
tworzenia powyzszych pokry¢. Gdy wielowarstwe tworzono w I = 10 mM, pozwalato to na
budowe struktury, ktéra byla niezalezna od fadunku biatka. Z kolei, gdy wielowarstwe
tworzono w I = 0 mM, uzyskano dwa rézne typy pokry¢ zalezne od stopnia jonizacji
polikationu: (1) wielowarstwowe pokrycia PE o wysokiej zawartosci wody byly uzyskiwane
wtedy gdy polikation byt w petni zjonizowany (nawet jesli byt tworzony w I = 0 mM) i (2)
wielowarstwowe pokrycia z duzg ilo$cig biatka niezaleznie od jego tadunku byly tworzone, gdy
polikation byt naladowany < 70%.

Metody opisane w pracach [H7] i [H8] pozwalaja zaprojektowa¢ wielowarstwowe
pokrycia polielektrolitowe z duzg iloScig biatka, ktérego aktywno$¢ nie tylko pozostaje
niezmieniona, ale jest wyzsza w poréwnaniu z aktywnoscig biatka w roztworze. Jest to bardzo
pozadane w zastosowaniach w ktérych wymagana jest wysoka aktywno$¢ biologiczna, np. do
dostarczania lekéw, czy w biokatalizie itp. Polielektrolity znalazty rowniez zastosowanie w
tworzeniu struktur wrazliwych na zmiany parametréw zewnetrznych takich jak pH czy sita
jonowa. W potaczeniu z innymi polimerami stanowig baz¢ do projektowania nowych

funkcjonalnych struktur polimerowych takich jak szczotki polimerowe, ktore maja
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zastosowanie w wielu galeziach przemystu. Z tego wzgledu w pracach [H9-H11] skupiono si¢
na zaprojektowaniu szczotek, na ktérych adsorpcja biatek moze by¢ kontrolowana poprzez
zmiany parametrow roztworu.

W publikacji 9 [H9] skupiono si¢ na utworzeniu i doglebnej charakterystyce
mieszanych szczotek polimerowych PEO/PAA utworzonych na ptaskiej powierzchni ziota w
celu okreslenia warunkéw sprzyjajacych efektywnej adsorpcji i desorpcji biatek. Utworzone
szczotki polimerowe charakteryzowano kilkoma metodami m.in. przy uzyciu spektroskopii
fotoelektrondw w zakresie promieniowania X. Pomiary XPS wykazaly obecno$¢ obu
substratdw na powierzchni zlota, gdyz zarejestrowano dwa charakterystyczne piki
odpowiadajace odpowiednio PEO przy 286,3 eV (C-O-C) oraz PAA przy 288,8 eV (C-OOH)
(Rys. 21).

a 1 C-(CH
)HSC‘OAV‘ e c(CH)
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C(CH)

Intensity (a.u.)

Intensity (a.u.)
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Rys. 21. Piki Cls zarejestrowane przy pomocy metody XPS na powierzchni ztota z polimerami PEO, PAA i
PEO/PAA: (a) PEOI, (b) PAA, (c) PEO1/PAA 10/90 oraz (d) PEO1 / PAA 50/50 [68].

Dane uzyskane z pomiaréw XPS postuzyly réwniez do obliczenia grubosci suchych szczotek
d* oraz liczby jednostek PEO i PAA na nm? (Tabela 1). Grubo$¢ szczotek polimerowych
oszacowano rowniez na podstawie pomiaréw QCM-D (Tabela 1, d**). Mas¢ zaadsorbowanej
warstwy na jednostke powierzchni (pokrycie powierzchniowe, Am) obliczono stosujac
zalezno$¢ Sauerbrey’a a nastgpnie, bioragc pod uwage gestos¢ obu polimeréw, obliczono

grubosci uwodnionych szczotek d**. Obserwowane réznice mi¢dzy grubosciami obliczonymi
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z pomiaréw QCM-D i XPS sg przypisywane réznicom w hydratacji warstw. Na szczotkach
utworzonych z PEO oraz szczotkach utworzonych z PAA badano adsorpcje¢ trzech bialek,
albuminy, lizozymu oraz fibrynogenu. Adsorpcje przeprowadzono w pH 9,0 oraz dla dwoch sit
jonowych I =103 M, I = 10> M natomiast desorpcje¢ przeprowadzono w tym samym pH oraz
sile jonowej rownej 0,15 M. W pracy tej wykazano, ze szczotki utworzone z PEO zapobiegaja
adsorpcji trzech badanych biatek natomiast znikoma adsorpcja HSA zostata zaobserwowana
na szczotkach PAA. Dla szczotek mieszanych PEO/PAA zaobserwowano znaczaca adsorpcje
lizozymu i fibrynogenu charakteryzujacg si¢ duzymi wartosciami pokrycia powierzchniowego
(Rys. 22), co zwigzane jest z tworzeniem pokry¢ wielowarstwowych. Cze$ciowa desorpcje
lizozymu i fibrynogenu zaobserwowano na mieszanych szczotkach PEO/PAA 10/90, natomiast

catkowita desorncia miata mieisce na szczotkach PEO/PAA 50/50. W oracv tei wvkazano. ze
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Rys. 22. Zalezno$¢ pokrycia biatka wyznaczonego przy uzyciu metody QCM-D modelu (model Sauerbreya)
wyznaczona po etapie adsorpcji (symbole zamkniete, I = 102M, pH 9,0) i po desorpcji (symbole otwarte - [ = 0,15
M, pH 9,0), od stezenia powierzchniowego PEO na nm? wyznaczonego na podstawie pomiaréw XPS: a) Lys, b)
Fb [68].

W pracy tej zaprojektowano szczotki polimerowe, ktére pozwalaja na catkowite
zahamowanie procesu adsorpcji biatek (szczotki zbudowane z PEO) oraz szczotki pozwalajace
na adsorpcj¢ duzych ilosci bialek (PEO/PAA) a po zmianie sity jonowej roztworu na ich
catkowitg desorpcj¢. Bazujagc na tych osiggnieciach, w kolejnej pracy badano mozliwosé
selektywnej adsorpcji danego biatka z mieszaniny kilku biatek stosujgc uktad zbudowany ze

szczotek mieszanych (PEO/PAA).
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Tabela 1. Charakterystyka szczotek polimerowych utworzonych na powierzchni sensoréw zlotych
przedstawiajaca ich grubo§¢ wyznaczong na podstawie pomiaréw XPS i QCM-D oraz warto$ci potencjatlu dzeta
otrzymane z pomiar6éw potencjatu przeptywu.: d* - §rednia grubo$¢ szczotek polimerowych obliczona na
podstawie pomiaré6w XPS, liczba jednosttk PEO na nm? liczba jednostek PAA na nm? Am - masa
zaadsorbowanej warstwy na jednostke powierzchni (pokrycie powierzchniowe) obliczona z pomiaréw QCM-D
przy uzyciu wzoru Sauerbreya, d** - §rednia grubos$¢ szczotek polimerowych obliczona na podstawie danych z
pomiar6w QCM-D przy uwzglednienieugestosci PEO (1,13 g/cm®) i PAA (1,074 g /em?®), { - potencjat dzeta
mierzony dla /=102 M, pH 9,0 [68].

PEO units | PAA units Am

Sample name d* (nm) (amd) (am?) (ng/en?) d** (nm) {(mV)
Au - - - - - -56+6
Au-PAA 2.6+02 - 35 475.0 +76 4.4 -39+5
Au-PEO1 1.6 +0.3 12 - 547.0 *-56 4.8 -35+4
Au-PEO2 19403 28 - 675.0 £ 63 6.0 -36 £4
Au-PEOS 29+02 45 - 1195.0 £50 10.2 -32+4
Au-PEO1/PAA 10/90 | 3.5+0.3 16 17 497.0 + 84 4.5 -43 +5
Au-PEO2/PAA 10/90 | 4.1+0.3 22 20 580.0 £ 65 53 41+5
Au-PEO5/PAA 10/90 | 4.7+0.2 22 23 1275.0 £ 45 11.6 40 %5
Au-PEO1/PAA 50/50 | 3.0+0.3 25 9 520.0 £ 78 4.7 40+ 4
Au-PEO2/PAA 50/50 | 3.2+0.3 27 9 560.0 + 60 5.1 42 +4
Au-PEO5/PAA 50/50 | 3.9+%0.3 34 14 1196.0 £ 55 10.9 -35+4

W publikacji 10 [H10] badano zdolno$¢ mieszanych szczotek polimerowych do
selektywnej adsorpcji jednego biatka z mieszaniny trzech biatek: albuminy, lizozymu i
fibrynogenu. Do identyfikacji danego biatka zaadsorbowanego na powierzchni szczotek
polimerowych wykorzystano metod¢ ToF-SIMS potaczong z analizag PCA. Wyniki pomiaréw
zostaty przedstawione w Tabeli 2. Nastgpnie przeprowadzono adsorpcje z mieszaniny
Lys/HSA/Fb bialek na szczotkach PEO/PAA, a badane prébki zmierzono metodg ToF-SIMS z
analizg PCA. Uzyskane wyniki sugeruja, ze selektywna adsorpcja Lys miata miejsce na
szczotkach polimerowych PEO/PAA, gdy byta przeprowadzona w sile jonowej I = 10°M,
natomiast gdy adsorpcja miata miejsce w sile jonowej I = 102 M, analiza PCA wykazala
obecno$¢ pikéw charakterystycznych dla albuminy (Rys. 23). Kierujac si¢ ograniczeniami tej
metody polegajagcymi gtéwnie na mozliwosci analizy badanych prébek, ktérych grubos$¢ nie
przekracza 2 nm, badane biatka identyfikowano za pomocg elektroforezy zelowej potaczonej z
odbarwianiem jonéw srebra. Zaleta tej metody jest jej wysoka czulo$¢ umozliajgca detekcje

biatek na poziomie nanogramdéw. Wyniki tych pomiaréw zostaly przedstawione na Rys. 24.
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Tabela 2. Tabela 2. Charakterystyczne fragmenty HSA, Lyz i Fb uzyskane z pomiaré6w ToF-SIMS potaczonych
z analizg PCA uzyskane po adsorpcji pojedynczych biatek na szczotkach PEO1/PAA[69].

Lyz fragments HSA fragments Fb fragments
m/z m/z m/z
CH3N* 43 Pro
CHsNs* 59 | Arg (8.53%) CsHioN* | 72 | Val (7.06%) CsHeN* | 68 | (4.36%),
CH/Ns* | 73 Lys (6.24%)
CsHsNO* | 70 | Asn (10.85%) | CsHioN* | 84 Leu (10.51%), C3HgNO* | 74 | Thr (6.19%)
) Lys (9.85%) '
His (2.63%) Gln
CoHgN* | 130 | Trp (4.65%) CsHsNs* | 110 Arg ( 4 13 (;) CsHeNO* | 84 | (4.42%),
glrasw Glu (6.63%)
CsHjoN* 120 | Phe (5.75%)

Wykazano, ze gdy biatka byty adsorbowane w sile jonowej 10°M wykryto tylko jeden prazek

odpowiadajacy masie okoto 15 kDa, ktéry mozna zidentyfikowac¢ jako lizozym, natomiast gdy

adsorpcja zachodzita w sile jonowej 102M zaobserwowano dwa prazki, pierwszy ~ 70 kDa i

drugi ~ 15 kDa, ktére moga by¢ przypisane albuminie i lizozymowi. Podobne wyniki

otrzymano dla szczotek polimerowych PEO/PAA 10/90 oraz PEO/PAA 50/50 (Rys.24).
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Rys. 23. Wyniki analizy widm ToF-SIMS metoda PCA dla kationowych form HSA, Lyz, Fb adsorbowanych na
szczotkach PEO1/PAA 10/90 z roztworéw pojedynczych biatek (a) (c = 0,2 mg/ml, I = 10°M, pH 9,0, z wyjatkiem
HSA, pH 3,5 ) i (b) Mieszaniny Lyz /HSA /Fb (c = 0,2 mg / ml, I = 10*M, I = 10M pH 9,0)[69].

W pracy tej wykazano mozliwosc¢ selektywnej adsorpcji dodatnio natadowanego biatka

na mieszanych szczotkach w ktoérych jeden z polimeréw byl ujemnie natadowanym stabym

polianionem. Dodatkowo, obecno$¢ politlenku etylenu umozliwita catkowite usuniecie

zaadsorbowanego wczesniej biatka. W kolejnej pracy, zastosowano podobne podejscie, ale z
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wykorzystaniem dodatnio naladowanego polikationu, ktéry umozliwitby adsorpcje ujemnie

natadowanego biatka (biatek).
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Rys. 24. SDS-PAGE biatek zaadsorbowanych na szczotkach PAA i PEO/PAA. Przedstawione sity jonowe
odpowiadajg warunkom adsorpcji: a) biatka na szczotkach PAA i PEO/PAA 10/90 po adsorpcji z mieszaniny
Lyz/HSA/Fb , b) biatka na szczotkach PEO/PAA 50/50 po adsorpcji z mieszaniny Lyz/HSA/Fb [69].

W publikacji 11 [H11] skupiono si¢ na utworzeniu i charakterystyce mieszanych
szczotek polimerowych PEO/PDMAEMA utworzonych na ptaskiej powierzchni ztota w celu
okreslenia warunkow sprzyjajacych efektywnej adsorpcji i desorpcji biatek. Utworzone
szczotki polimerowe charakteryzowano kilkoma metodami m.in. przy uzyciu spektroskopii
fotoelektronow w zakresie promieniowania X. Na Rys. 25 przedstawione jest widmo XPS
zarejestrowane dla powierzchni zlota z zaadsorbowang warstwg PDMAEMA. Obecnos$¢ piku
przy ok. 399 eV charaktrystycznego dla N 1s potwierdza efektywne zakotwiczenie PDMAEMA
na powierzchni zlota. Ponadto, korzystajac z danych XPS okreslono udziat PEO i PDMAEMA
w utworzonych warstwach polimerowych. Ponadto z pomiaréw QCM-D wyznaczono pokrycie
powierzchniowe oraz oszacowano grubos$¢ utworzonych szczotek polimerowych (Tabela 3).

Nastepnie procesy adsorpcji czterech biatek, lizozymu, avidyny, albuminy oraz
fibrynogenu przeprowadzono na szczotkach polimerowych wymienionych w Tabeli 3 w sile

jonowej 10*M i pH 7.4 i byly one monitorowane za pomocg QCM-D.

Wykazano, ze adsorpcja Lyz i Av, ktére sg dodatnio natadowane w badanych warunkach nie
zachodzi na zadnej z badanych szczotek polimerowych. Jest to spowodowane obecnos$cig
dodatnio natadowanego polikationu oraz duzg iloscig PEO w badanych szczotkach. Dodatkowo

potwierdza to utworzenie jednorodnych ~monowarstw PEO, PDMAEMA Iub
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PEO/PDMAEMA, ktére zapobiegaja adsoprcji dodanio natadowanych bialek na ujemnie

natadowanej powierzchni zlota.
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Rys. 25. Widmo XPS uzyskane dla powierzchni sensoréw zlotych pokrytych warstwa PDMAEMA.
Powigkszenie zakresu widma migdzy 413 a 393 eV wskazuje na obecno$¢ charakterystycznego piku
pochodzacego od Nls, ktérego wykrycie potwierdza obecnos¢ polimeru na powierzchni ztota [70].

Tabela 3 Charkterystyka szczotek polimerowych PEO/PDMAEMA utworzonych na powierzchni zlota
obejmujaca udziat objetosciowy PEO oraz PDMAEMA (V peo, V ppmaema ) w utworzonych szczotkach, Am -
mas¢ zaadsorbowanej warstwy na jednostke powierzchni, d- $rednia grubo$¢ szczotek polimerowych obliczona
na podstawie danych z pomiaréw QCM-D.[70].

Nazwa prébki V reo V ppMAEMA Am (ng/em?) d (nm)
Au-PDMAEMA - 1.0 505 +/-96 3.8
Au-PEO1 1.0 - 547 +/-56* 4.8%
Au-PEO2 1.0 - 675 +/-63* 6.0%*
Au-PEO5 1.0 - 1195 +/-50%* 10.2*
Au-PEO1/PDMAEMA 50/50 0.61 0.39 480 +/-104 3.9
Au-PEO2/ PDMAEMA 50/50 0.61 0.39 609 +/-85 5.0
Au-PEO5/ PDMAEMA 50/50 0.83 0.17 910 +/-94 7.4
Au-PEO1/PDMAEMA 60/40 0.52 0.48 508 +/-63 4.1
Au-PEO2/ PDMAEMA 60/40 0.68 0.32 711 +/-85 5.8
Au-PEO5/ PDMAEMA 60/40 0.83 0.17 922 +/-63 7.5
Au-PEO1/ PDMAEMA 70/30 0.62 0.38 511 +/-102 4.2
Au-PEO2/ PDMAEMA 70/30 0.57 0.43 762 +/-93 6.2
Au-PEO5/ PDMAEMA 70/30 0.88 0.12 1055 +/-65 8.6
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Rys. 26. Wykresy QCM uzyskane dla szczotek mieszanych PEO/PDMAEMA utworzonych na powierzchni
sensoréw ztotych z nastgpujacymi po sobie etapami adsorpcji/desorpcji biatek: a) adsorpcja HSA na
PEO1/PDMAEMA 70/30, b) adsorpcja HSA na szczotkach PEOS/PDMAEMA 70/30, c) Adsorpcja Fb na
PEO1/PDMAEMA 70/30, d) Adsorpcja Fb na szczotkach PEO5 /PDMAEMA 50/50 (adsorpcja w pH 7,41 1= 10"
M, desorpcja w I = 0,15M, pH 9,0), R1- ptukanie uktadu roztworem soli o takim samym pH i sile jonowe;j jaki
zostat zastosowany do adsorpcji bialek, R2 — ptukanie woda, R3 - wprowadzenie roztworu soli 0,15 M i pH 9,0,
R4 - ptukanie woda [70].

Efektywna adsorpcja pozostalych dwoéch bialek albuminy i fibrynogenu zostata
wykazana na powierzchni szczotek utworzonych z PDMAEMA oraz PEO/PDMAEMA. Ilos¢
zaadsorbowanego biatka malata wraz ze wzrostem ilosci PEO w szczotkach polimerowych lub
ze wzrostem masy molowej PEO.

Nastepnie badano mozliwo$¢ catkowitej desorpcji albuminy i fibrynogenu z badanych

szczotek. Wykazano, ze catkowita desorpcja albuminy zachodzita na szczotkach polimerowych
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PEO5/PDMAEMA 70/30 (Rys. 26b) natomaiast calkowita desorpcja fibrynogenu miata
miejsce na szczotkach PEO5/PDMAEMA 50/50 (Rys. 26 d) [70].

W pracach [H9-H11] wykazano mozliwo$¢ tworzenia funkcjonalnych szczotek
polimerowych zbudowanych z dodatnio lub ujemnie natadowanego polielektrolitu oraz
politlenku etylenu, ktére umozliwiajg adsorpcje duzych ilosci biatek oraz catkowitg desorpcje
w przypadku kiedy szczotki zawieraja odpowiednig ilos¢ PEO w potaczeniu ze zmianami pH

i/lub sity jonowej roztworu.
4.3.5. Podsumowanie

Zastosowanie szeregu komplementarnych technik badawczych umozliwito
przeprowadzenie unikatowych pomiaréw i wuzyskanie wynikéw majacych znaczenie
poznawcze, stanowigcych oryginalny wkiad do fizykochemii biatek i makrojonéw. Gtéwnymi
osiggnigciami bedgcymi efektem przeprowdzonych badan jest opracowane trzech efektywnych
metod immobilizacji biatek. Pierwsza z nich jest metoda oparta na immobilizacji biatek na

mikrosferach polimerowych, a do najwazniejszych dokonan nalezy zaliczy¢:

* Rozwinigcie nowej metody okreslenia w warunkach in sifu pokrycia czasteczek biatek
na powierzchniach no$nikéw koloidalnych opartej na wyznaczeniu zmian ich potecjatu
dzeta w zalezno$ci od stezenia roztworu biatka. Istotng zaleta tej metody jest jej wysoka
czuto$¢, co umozliwia precyzyjne wyznaczenie stezenia biatka na poziomie 10°M, w
znacznie krétszym czasie, niz tradycyjne metody immunochemiczne (ELISA).

* Opracowanie nowej metody wyznaczania punktu izoelektrycznego czasteczek biatek
opartej na ilosciowej interprteacji wynikéw pomiaréw zmian ruchliwosci
elektroforetycznej mikrosfer polimerowych z osadzong monowarstwg biatka przy
uzyciu modelu elktrokinetycznego 3D. Zaletg tej metody, oprécz duzej precyzji, jest
minimalne zuzycie badanego biatka, znacznie mniejsze niz w tradycyjnych metodach
instrumentalnych.

* Okreslenie zmian konformacji czasteczek fibrynogenu w zaleznosci od pH oraz sity
jonowej, co wptywa decydujaco na ich orientacje w monowarstwach tworzonych na
powierzchni no$nikéw koloidalnych.

* Wyznaczenie pokrycia maksymalnego czgsteczek fibrynogenu na mikrosferach
polimerowych zaleznego od sity jonowej i pH, interpretowanych przy uzyciu modelu

sekwencyjnej adsorpcji losowej. Wykazano, ze znaczacy wzrost pokrycia fibrynogenu,
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zwigzany jest ze zmiang orietacji z plaskiej na prostopadta, co prowadzi do tworzenia
tzw. szczotek biatkowych.

Wyjasnienie zjawiska anomalnej adsorpcji fibrynogenu dla pH 7.4, przy ktérym
czgsteczki biatka i mikrosfery polimerowe wykazujg usredniony ujemny tadunek jako
skutku jego niejednorodnego rozktadu charakteryzujacego si¢ rownoczesng obecnoscia
dodatnio i ujemnie natadowanych domen.

Jednoznaczne potwierdzenie elektrostatycznego mechanizmu nieodwracalnej adsorpcji
czasteczek fibrynogenu na powierzchniach no$nikéw polimerowych dla szerokiego

zakresu pH.

Druga metodag jest immobilizacja bialek w multiwarstwowych pokryciach polimerowych

przez zastosowanie kompleksow biatkowo-polielektrolitowych, a do najwazniejszych

osiaggni¢¢ w tym obszarze badan mozna zaliczyc¢:

Wykazanie, ze grubo$¢ warstw polielektrolitowych z wbudowanymi kompleksami
ro$nie proporcjonalnie do ilo$ci tworzonych warstw co nie byto mozliwe w klasycznej
metodzie ,,warstwa po warstwie,” w ktérej dodatnio natladowany polielektrolit zostat
zastgpiony dodatnio natadowanym biatkiem.

Okreslenie mechanizméw tworzenia wielowarstwowych pokry¢ z wbudowanymi
kompleksami w zaleznosci od sity jonowej. Dla wigkszych sit jonowych tworzyly si¢
struktury niezalezne od fadunku biatka, natomiast dla niskich sit jonowych uzyskiwano
dwa rézne typy pokry¢ zalezne od stopnia jonizacji polikationu.

Potwierdzenie wigkszej aktywnos$ci enzymatycznej biatka bedacego sktadnikiem
kompleksow w poréwnaniu z wolnym biatkiem w roztworze, co otwiera nowe
mozliwosci tworzenia funkcyjnych wielowarstwowych materialow polimerowych,
ktére moga znalez¢ zastosowanie w biokatalizie, medycynie, uktadach dostarczjacych
leki, itp.

Trzecia metoda oparta jest na wykorzystaniu szczotek polimerowych do efektywnej

adsorpcji biatek a do najwazniejszych rezultatéw nalezy zaliczy¢:

Wykazanie uzytecznos$ci heterogenicznych szczotek polimerowych utworzonych z
polikwasu akrylowego oraz politlenku etylenu jako substratéw umozliajacych
odwracalng adsorpcje bialek wskutek zmiany sity jonowe;.

Opracowanie metody wytwarzania szczotek polimerowych z politlenku etylenu oraz
poli(2-(dimetyloamino) metakrylanu etylu umozliwiajagcych kontrole proceséw

adsorpcji albuminy i fibrynogenu dla réznych warto$ci pH i sity jonowe;j.
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* Wykazanie, Ze procesy adsorpcji i desorpcji czasteczek bialek mogg by¢ wykonywane
wielokrotnie nie zmieniajgc wlasciwosci utworzonych szczotek polimerowych co moze
mie¢ duze znaczenie w opracowaniu nowych technologii separacji, czy detekcji danej

substancji.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdélnosci
zagraniczne;j.

5.1. Omowienie osiagni¢¢ niewchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej

Studia magisterskie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego (specjalnos¢:
chemia polimerow) ukonczytam obrong pracy magisterskiej w 2002 roku, ktorej celem byta
synteza glicydoamidu i jego stopniowa poliaddycja do amin alifatycznych. W tym okresie
opracowatam nowy produkt polimerowy, ktéry byl testowany do produkcji farb, lakieréw,
produktéw gipsowych przez firm¢ Dwory (obecnie "Synthos" S.A.) w O$wigcimiu.

Po obronie pracy magisterskiej rozpoczg¢tam studia doktoranckie w Instytucie Katalizy
i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk zmieniajgc jednoczesnie profil moich
badan. Gtéwnym celem mojej pracy doktorskiej stato si¢ okreslenie wptywu zaadsorbowanych
polielektrolitéw na powierzchni miki na adsorpcje czastek lateksowych. Powierzchnig¢
zmodyfikowang za pomocg zaadsorbowanych polielektrolitow scharakteryzowlam metoda
potencjatu przeptywu. Proces osadzania czgstek lateksu na zmodyfikowanych powierzchniach
byt monitorowany przez bezposrednia obserwacje pod mikroskopem optycznym lub przy
uzyciu mikroskopii sit atomowych (AFM). Metoda potencjalu przepltywu umozliwia
obserwowanie zmian potencjatu dzeta powierzchni w funkcji pokrycia polielektrolitem/
biatkiem. Metoda ta pozwala wykrywac st¢zenia zaadsorbowanych obiektéw w zakresie 0,1
ppm, co nie jest mozliwe przy uzyciu innych metod. Eksperymenty te przeprowadzilam w
warunkach transportu dyfuzjnego i konwekcjyjnego przy uzyciu odpowiednich celek. Podczas
studiéw doktoranckich:

e Opracowatam nowa metodologi¢ wykrywania sladowych ilo§ci makromolekut i biatek
na powierzchniach cialo state/ciecz, w oparciu o kinetyke osadzania czastek
koloidalnych, ktére sa znacznie bardziej precyzyjne niz inne obecnie stosowane

metody (np. elipsometria).
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Okreslitam ograniczenia powszechnie stosowanej teorii DLVO przez precyzyjne
pomiary kinetyki osadzania czgstek koloidalnych na powierzchniach modyfikowanych
kontrolowanymi ilosciami polielektrolitéw/biatek.

Zademonstrowatam znaczenie hydratacji i efektdw jonizacji kondensacyjnej w
procesach adsorpcji. Wyniki te zakwestionowaly zastosowanie ogélnej teorii de
Gennesa.

Prac¢ doktorskg zatytutowang ,,Okreslenie wptywu zaadsorbowanych polielektrolitéw

na kinetyke oraz topologi¢ zaadsorbowanych monowarstw czgstek koloidalnych" ktorej

promotorem byt prof. dr hab. inz. Zbigniew Adamczyk, obronitam w roku 2009.

Prace [1-5] obejmujace artykuly w recenzowanych czasopismach migdzynarodowych i

krajowych zostaty opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora i przedstawiajg

gléwne osiagnigcia opisane w mojej rozprawie doktorskie;j.

Opublikowane przed doktoratem:

1.

7. Adamczyk, A. Bratek, E. Szelag, A. Bastrzyk, A. Michna, J. Barbasz, ,,Colloid
Particle Deposition on Heterogeneous Surfaces Produced by Polyelectrolyte
Adsorption,” Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects, 2009, 343, 111-
117, IF2009 =1,988.

A. Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala, ,,Particles Deposition on Surfaces
of Controlled Heterogeneity,” Colloids for nano- and biotechnology, ISBN 978-963-
9319-70-7, 2009.

A. Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala, M. Szaraniec, 2007,
,,Characterization of polyelectrolytes in the bulk and at solid/liquid interfaces,”
Surfactants and Dispersed Systems in Theory and Practice, SURUZ, Oficyna
Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, red. K. A. Wilk, ISBN 83-7076-125-9, 57-60,
(materialy konferencyjne).

Z. Adamczyk A. Michna, M. Szaraniec, A. Bratek, J. Barbasz. ,,Characterization of
Poly(ethylene imine) Layers on Mica by Streaming Potential and Particle Deposition
Methods,” Journal of Colloid and Interface Science, 2007, 303, 353-364, IF2007= 2,309.

Z. Adamczyk, A. Bratek, B. Jachimska, T. Jasinski, P. Warszynski ,,Structure of

Poly(acrylic) acid in Electrolyte Solutions Determined from Simulations and Viscosity
Measurements,” J. Chem. Phys. B. 2006, 110, 22426-22435 1F2006 = 4,115.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, odbytam roczny staz podoktorski w ramach

indywidualnego stypendium Irish Research Council for Science, Engineering and Technology

(IRCSET) zatytutowanego ,,Design and Synthesis of Nanoparticles with Novel Cell Targeting

Functionalities” w Centre for Bio-Nano Interactions, University College Dublin w Irlandii.
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Zajmowalam si¢ badaniem wplywu nanoczgstek krzemionki na metabolizm komoérek
fibroblastu (WI-38), a w szczegllnosci zwigzku toksycznosci z wilasciwosciami
fizykochemicznymi nanoczgstek. Badatam réwniez proces tworzenia, jak i sktad otoczki
biatkej na powierzchni nanoczgstek po kontakcie z osoczem [B]. Ponadto bralam udziat w
opracowaniu nowych strategii skutecznej immobilizacji bialek na nanoczastkach a w
szczegolnosci:

* Opracowatlam metody kowalencyjnego unieruchomiania bialek (albumina surowicy
wolowej, albumina surowicy ludzkiej, transferyna) na nanoczasteczkach
polistyrenowych znakowanych fluorescencyjnie.

*  Przeprowadzitam pierwsze badania dotyczace analizy sktadu otoczki biatkowej
utworzonej po kontakcie z biatkami osocza w zaleznos$ci od rodzaju nanoczastek.

* Bralam aktywny udzial w opracowaniu procedury immobilizacji Apolipoproteiny E
znakowanej fluorescencyjnie, ktéra byla pdzniej wykorzystana w eksperymentach
badajacych transport przez barier¢ krew-mézg (BBB).

Uzyskane wyniki zaprezentowatam réwniez na nastgpujacych konferencjach: i) European
Colloid Interface Society (2009), ii) 8" International Conference on Advanced Polymers via
Macromolecular Engineering (2009), iii) BioNano Inspiring Responsible Development for
Society and the Environment (2009), iv) US- Poland Workshop &Summer School (2010).

W sierpniu 2010 roku zostalam zatrudniona na stanowisku chemika w Instytucie
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie,
w grupie Koloidy kierowanej przez prof. dr hab. inz. Zbigniewa Adamczyka. Gléwnym
przedmiotem moich badaf bylo okreslenie mechanizméw adsorpcji fibrynogenu na
mikrosferach polimerowych, wyznaczenie pokrycia maksymalnego oraz okreslenie stabilno$ci
monowarstw bialkowych. Moje badania obejmowaty zaréwno syntez¢ mikrosfer
polimerowych z réznymi grupami funkcyjnymi, jak rowniez opracowanie efektywnej metody
tworzenia monowarst biatkowych na sferycznych makroczastkach o okreslonym pokryciu i
orientacji biomolekut [H1-HS, C,D]. W tym okresie wspdtpracowalam z dwiema polskimi
firmami IBSS BIOMED S.A., Polska bedacej producentem szczepionek i probiotykéw oraz
P.W. BIOMEX, Polska, bedacej producentem szybkich testow lateksowych dla
mikrobiologicznej diagnostyki laboratoryjnej. Wspdtpraca opierata si¢ na wykonywaniu syntez
okreslonych sferycznych nos$nikéw polimerowych, wykorzystywanych pézniej do produkcji

testow diagnostycznych.
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W latach 2006-2016 wspotpracowatam z teoretykami, tj. Prof. P. Warszynskim, dr hab.
Jakubem Barbaszem z IKiFP oraz dr hab. Jakubem Cie$lag z Instytutu Fizyki im. M
Smoluchowskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego co zaowocowato opublikowaniem kilku prac
[H2,5,C,D].

W pazdzierniku 2015 rozpoczetam kolejny staz naukowy w ramach indywidualnego
stypendium Marii Sklodowskiej-Curie poswiecony badaniom adsorpcji biatek na szczotkach
polimerowych. Projekt ten, zatytulowany ,,Mixed brushes of stimuli-responsive polymers for
the selective adsorption of proteins, byl realizowany na uniwersytecie UCLouvain w Belgii.
Gtéownym celem moich badan bylo opracowanie szczotek polimerowych zakotwiczonych na
powierzchni ztota umozliwiajacych efektywng adsorpcje i desorpcje biatek potaczong z
selektywng immobilizacja danego biatka z mieszaniny biatek [H9-H11]. W trakcie realizacji
tego projektu nawigzatam wspétprace z kilkoma grupami badawczymi na tamtejszym
uniwersytecie (Prof. P. Morsomme, Prof. A. Delcorte, Prof. A.M. Jonas, Prof. C.-A. Fustin),
ktéra umozliwita mi poglebienie znajomosci technik badawczych takich jak XPS i ToF-SIMS
oraz umozliwila mi udziat w innym projekcie badawczym zatytulowanym ,,Exploiting protein-
polyelectrolyte interactions to control and tune protein immobilization at interfaces.” Gtéwnym
celem badan bylo okre§lenie mechanizmu powstawania komplekséw biatkowo-
polielektrolitowych wykorzystywanych do wprowadzania duzych ilosci biatka w warstwy
polielektrolitowe wytwarzane metodga LbL przy zachowaniu catkowitej aktywnosci
biologicznej [H7-H8]. W tym okresie nawigzalam rowniez wspétprace z Prof. J.M.Ruso z
uniwersytetu w Santiago De Compostella z Hiszpanii czego owocem jest wspélna praca
przegladowa opisujgca oddziatlywania fibrynogenu z ligandami funkcyjnymi za pomocg
r6znych technik eksperymentalnych oraz modeli teoretycznych, jego znaczenia jako gléwnego
inhibitora surfaktantow ptucnych oraz jego adsorpcji na powierzchniach granicznych ciato
stale/ciecz [H6].

W lipcu 2018 roku rozpoczetam prace na uniwersytecie VUB w Brukselii w ramach
projektu badawczego zatytulowanego ,,Optical and microfluidic tools to unravel the dynamics
of bio-condensates.” Gléwnym celem tego projektu jest opracowanie nowatorskiego chipu
umozliwiajagcego manipulowanie, detekcj¢ oraz S$ledzenie zmian strukturalnych ciektych
kondensatéw utworzonych z bialek zwigzanych z chorobami neuorodegeneracyjnymi takimi
jak stwardnienie zanikowe boczne (ALS), demencja czolowo-skroniowa (FTD) [E,F].

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, niewchodzace w sktad

cyklu publikacji zostaty przedstawione ponize;.
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Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

A. Z. Adamczyk, M. Nattich, A. Bratek, ,, Adsorption and Deposition of Particles,
Polyelectrolytes and Biopolymers, Nanoscience: Colloidal and Interfacial Aspects; Eds
Victor Starov; Boca Raton, Fla.: CRC; London: Taylor & Francis; vol. 147; ISBN 978-
1-4200-6500-8; 2010 (rozdziat w ksiazce).

B. M. Stepnik, J. Arkusz, A. Smok. A. Bratek-Skicki A. Salvati, J. Hanrahan, I. Lynch,
K.A. Dawson, H. De Jong Wim, K. Rydzynski, ,,Diverse Cytotoxic Effects of Silica
Nanoparticles with Different Physico-Chemical Characteristics on 3T3-L1 Mouse and
WI-38 Human Fibroblast,” Toxicology and Applied Pharmacology, 2012, 263, 8§9-101,
1F2012 =3,975.

C. P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, M. Ciesla, ,,Modelling and
Measurements of Fibrinogen Adsorption on Positively Charged Microspheres,"
Condens. Matter Phys., 19, 2016, 13801-13014, TF2016 = 0.882.

D. P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, M. Cie$la “Human Fibrinogen
Adsorption on Positively Charged Latex Particles,” Langmuir, 2014, 30 (37), pp 11165-
11174 TF2014 = 4,457.

E. P. Gelin, J.Van Lindt, A. Bratek-SKkicki, S. Stroobants, M. Krzek, 1. Ziemecka, P.
Tompa, W. De Malsche, D. Maes, ,,Focusing of Microcrystals and Liquid Condensates
in Acoustofluidics,” Crystals, 2019, 9(3), 120, IF2019 = 2,404.

F. A. Bratek-Skicki, R. Pancsa, B. Mészaros, J. Van Lindt, “A Guide to Regulation of
the Formation of Biomolecular Condensates,” The FEBS Journal, 2020, 287, 10, 1924-
1935 IF2019 = 4,392.

5.2. Wyklady

1. A. Bratek-Skicki, ,,Protein Adsorption on Polymeric Carriers for Biomedical
Applications,” seminarium instytutowe Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. J. Habera PAN, 15 kwietnia, 2020 Krakow.

5.3. Projekty badawcze
Kierownik projektu:

2012-2013 — project KNOW dla mtodych pracownikéw naukowych, MNiSW, ,,Determining
mechanisms and conformational changes of protein adsorption on colloidal particles.”

Wykonawca:

1. 2018 — obecnie - Strategic Research Programme (SRP) Spearhead, Growth funding
,,Optical and microfluidic tools to unravel the dynamics of bio-condensates,” VUB,
Bruksela, Belgia.

2. 2016-2017 — Projekt FNRS, ,,Exploiting protein-polyelectrolyte interactions to control
and tune protein immobilization at interfaces,” UCLouvain, Belgia.

3. 2015-2017 — Projekt europejski, indywidualne stypendium Marii-Sktodowskiej-Curie
659391, ,,Mixed brushes of stimuli-responsive polymers for the selective adsorption of
proteins, “UCLouvain, Belgia.

4. 2013-2015 — Grant Narodowego Centrum Nauki, Opus UMO-2012/07/B/ST4/00559,
,Okreslenie mechanizméw adsorpcji wybranych bialek anizotropowych w
kontrolowanych warunkach transportu”, IKiFP im. J. Habera PAN, Krakéw, Polska.
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5. 2011-2014 — Grant Narodowego Centrum Nauki, NN 204 4390 40, ,Nowe uklady
multiwarstwowe o kontrolowanej architekturze i funkcjonalnosci”, IKiFP im. J. Habera
PAN, Krakéw, Polska.

6. 2010-2015 - Grant POIG, POIG.01.01.02-12-028/09, ,,Funkcjonalne nano i
mikroczgstki — synteza oraz zastosowania w innowacyjnych materiatach i technologiach
(FUNANO)”, IKiFP im. J. Habera PAN, Krakow, Polska.

7. 2010-2013 — Grant Narodowego Centrum Nauki, NN 204 0264 38, ,,Nowa metoda
ilo$ciowego opisu oddziatywan czgstek koloidalnych oraz biatek z granicami faz oparta
na pomiarach elektrokinetycznych”, IKiFP PAN, Krakéw, Polska.

8. 2009-2010 — indywidualne stipendium IRCSET, Centre for Bio-Nano Interaction UCD,
,Design and synthesis of nanoparticles with novel cell targeting functionalities,”
Dublin, Irlandia.

9. 2007-2010 — Projekt badawczy specjalny, COST D43, 1193/COST/2007/03, ,,Nowe
nanomaterialty powierzchniowe o kontrolowanej architekturze i funkcjonalnosci dla
zastosowan biomedycznych”, IKiFP PAN, Krakéw, Polska.

10. 2007-2010 — Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, N205 022 31/1112,
,Nowa metoda wytwarzania no$nikow nano- oraz mikrokapsularnych o okreslone;j
funkcjonalnosci do selektywnego dostarczania reagentéw”, IKiFP PAN, Krakoéw,
Polska.

11. 2007-2009 — Grant Ministerstwa Nauki I Szkolnictwa Wyzszego — project promotorski,
N204 150 32/3822, ,,Okreslenie wptywu zaadsorbowanych polielektrolitéw na kinetyke
oraz topologi¢ zaadsorbowanych monowarstw czastek koloidalnych, IKFP, PAN,
Krakow.

5.4 Dzialalnos¢ ewaluacyjna
. Journal of Colloid and Interface Science, 2019-1.
. Langmuir, 2015-1, 2016-1, 2017-1.
. Biomaterials, 2015-1.
. The Open Medicinal Chemistry, 2019-1, 2020-1.
. International Journal of Biomacromolecules, 2019-1.
. Molecular Pharmaceutics, 2019-1, 2020-1.
. Colloid and Polymer Science, 2019-1, 2020-1.
. Colloids and Interface Science Communications, 2019-1.
. Current Analytical Chemistry 2018-1, 2019-1.
10. Polymers, 2020-2.
11. Antioxidants, 2020-1.
12. Materials, 2020-1.

O 0 N O N K~ W NN =

6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.
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6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Opiekun studentow odbywajacych staz badawczy w IKiFP

1.

Opieka dydaktyczna nad studentkag Akademii Gérniczo-Hutniczej odbywajacej staz
letni w IKFP (marzec 2011- wrzesien 2011).

Opieka nad studentkg z Berlinskiego Uniwersytetu Technicznego odbywajaca staz
badawczy w IKiFP, (czerwiec 2007- lipiec 2007).

Opieka naukowa nad studentka Uniwersytetu Jagiellonskiego, odbywajacg staz
badawczy w IKiFP (styczen 2011 — czrwiec 2011).

Opieka naukowa nad pracami magisterskimi

1.

Opieka naukowa nad praca magisterskg realizowang na Université catolique de
Louvain, Belgia. Amanda Brzeska, ,,Study of selective protein adsorption on stimuli-
responsive polymer brushes,” 2016/2017.

Opieka naukowa (ang. Supervisor) pracy magisterskiej realizowanej w Vrije
Universitait Brussel, Katholieke Universiteit Leuven, Universiteit Antwerpen Belgia:
Luis Fernando Durdan Armenta, ,,Measuring Early Kinetics of Liquid-Liquid Phase
Separation of the Low-Complexity Domain of hnRNPA2,” 2019/2020.

Opieka naukowa nad doktorantem w charakterze promotora pomocniczego.

1.

Paulina Zeliszewska ,,Mechanizmy adsorpcji fibrynogenu na powierzchniach
nosnikéw koloidalnych, IKFP im J. Habera PAN, 2012-2016.

6.2. Dzialalno$¢ popularyzatorska

1.

Organizacja zaj¢¢ oraz prezentacji popularyzujacych nauke w ramach akcji cyklicznie
organizowanych lub wspodtorganizowanych przez IKiFP im J. Habera PAN:

- Dzien Otwarty IKiFP im. J. Habera PAN organizowany raz w roku (w latach: 2004,
2005, 2006, 2007, 2008, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014).

- Festiwal Nauki w Krakowie organizowany na Rynku Giéwnym (maj 2008).

Oprowadzanie grup studentéw, gosci krajowych i zagranicznych odwiedzajacych IKiFP
po laboratoriach, (2004-2015) — prezentacja sprzetu laboratoryjnego oraz mozliwosci
badawczych.

Otwarte Forum Euro Science, Marie-Sklodowska-Curie Action, prezentacja tematu:
,.Smart Polymeric Materials for Biomedical Applications,” 2016, Manchester, Wielka
Brytania.

Przygotowanie prezentacji promujacych nauk¢ w ramach PhD Student’s Day (2016,
2017), Université catholique de Louvain, Louvain-la-Neuve, Belgia.

Przygotowanie krétkiego filmu na kanale Youtube promujgcego moja tematyke
badawcza (2017): https://www.youtube.com/watch?v=a0-C6Jj49LI.
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7.1 Granty, staze naukowe, wyroznienia

2007 — Gléwna nagroda za najlepszy poster podczas 9th Conference on colloid chemistry.
colloid for nano - and biotechnology, Siofok, Wegry.

2007 — Osiagnigcie naukowe IKiFP PAN przyznane przez Rade Naukowg IKiFP PAN za
.Okreslenie kinetyki tworzenia oraz struktury monowarstw czastek koloidalnych
oddzialywujacych potencjatem krotkozasiegowym (prof. Z. Adamczyk, mgr A. Bratek. mgr
A. Michna, dr J. Barbasz), Krakéw.

2009 — Rozprawa Doktorska wyrozniona nagroda Rady Naukowej Instytutu Katalizy i
Fizykochemii Powierzchni PAN, Krakow.

2009 — Laureat indywidualnego stypendium realizowanego w Centre for Bio-Nano Interactions
in Dublin, Ireland ,.Design and Synthesis of Nanoparticles with Novel Cell Targeting
Functionalities, Dublin, Irlandia.”

2013 — Laureat stypendium dla wybitnych mfodych naukowcoéw finansowanego przez
Ministerswo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach programu KNOW,

2015 — Laureat indywidualnego stypendium Marii Sktodowskiej-Curie .. Mixed Brushes of
stimuli Responsive Polymers for the selective adsorption of Proteins™ realizowanego na
Université catholique de Louvain w Belgii.

7.2. Dzialalnos¢ ewaluacyjna projektow

2019 r. — powotanie na stanowisko eksperta w Komisji Europejskiej (European Commission,
Research Executive Agency).

7.3 Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dotychczasowy dorobek naukowy skiada si¢ z 20 oryginalnych publikacji. z czego
19 prac opublikowano w recenzowanych czasopismach z bazy Journal Citation Reports oraz z
3 materialow konferencyjnych rejestrowanych w bazie Journal Citation Reports. Ich taczna
miara oddziatywania IF zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 94,786. Warto nadmienic, ze
jestem wspotautorka rozdziatu w ksiazee, trzech prac przegladowych oraz autorka jednej pracy
w ktorej wystepuje jako jedyny autor. Zgodnie z zalacznikami komunikatu MNiSW
dotyczacego ujednoliconego wykazu czasopism punktowanych ogloszonego na lata 2007-
2019, taczna punktacja mojego dorobku naukowego wynosi 709 pkt. Wediug bazy Web of
Science h-indeks prac z mojego dorobku naukowego wynosi obecnie 12. Sumaryczna liczba
cytowan wedlug Web of Science wynosi 358 (bez autocytowan liczba wynosi 315 — dn.
15.10.2020). Moje wyniki zostaly zaprezentowane podczas 18 wystapien ustnych (12
wygtoszonych) oraz na 39 plakatach naukowych podczas konferencji krajowych i

zagranicznych.

J6.AC A o0 ﬁ’é{&ge 2}, wiely —SUd Edu
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Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowigcych znaczny wklad w rozwaj
okreslonej dyscypliny

I. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH, O

KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

2.Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe o ktérym mowa w art. 219 ust. 1. pkt
2b ustawy:

A) Tytul osiagnigcia naukowego:

,Adsorpcija biatek na nosnikach polimerowych do zastosowan biomedycznych

Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego:

[H1] Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, P. Dabrowska, M. Nattich-Rak, ,,Mechanisms of
Fibrinogen Adsorption on Latex Particles Determined by Zeta Potential and AFM
Measurements,” Langmuir, 2012, 28, 1, 474—485. IF! 2012 = 4,187, 5-letni IF2012 = 4,416.

Jestem wspotautorkq pomystu i koncepcji badan. Zaplanowatam i wykonatam petng
charakterystyke fibrynogenu i mikrosfer polimerowych w funkcji pH i sily jonowej.
Przeprowadzitam obliczenia tadunkow mikrosfer polimerowych oraz czgsteczek fibrynogenu
w badanych warunkach, zbadatam stabilnos¢ otrzymanych mikrosfer z zaadsorbowang
warstwq biatka a nastepnie opracowatam wyniki doswiadczalne i skorelowatam je z
obliczeniami teoretycznymi, przygotowatam czes¢ materiatu graficznego, wspotredagowatam
manuskrypt, a po recenzji bratam udziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow oraz w

przygotowaniu korekty manuskryptu zgodnie 7 ich zaleceniami.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 50 %.

[H2] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, M. Cieéla, ,,Human Fibrinogen
Monolayers on Latex Particles: Role of lonic Strength,” Langmuir, 2013, 29, 3700-3710. IF2013
= 4.384, 5-letni IF2013 = 4.489.

Mdéj wkitad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, wykonaniu prac eksperymentalnych dotyczgcych sprawdzenia stabilnosci
monowarstwy fibrynogenu w roznych sitach jonowych, wykonaniu czesci pomiaréw
ruchliwosci elektroforetycznej od stezenia fibrynogenu w roztworze z mikrosferami
polimerowymi, przygotowaniu probek lateksu z zaadsorbowanym fibrynogenem i ich pomiarze

przy pomocy mikroskopu SEM, analizie danych eksperymentalnych i teoretycznych oraz ich

"IF i 5-letni IF wg Journal Citations Reports (zgodnie z rokiem opublikowania).
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dyskusji, przygotowaniu czesci wykreséw oraz wigkszej czesci manuskryptu. Po recenzji
bratam udziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow oraz w przygotowaniu korekty
manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.

[H3] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,,Tuning Conformations of Fibrinogen
Monolayer on Latex Particles by pH of Adsorption,” Colloids and Surfaces B; Biointerfaces,
2013, 103, 482-488. IF2013 = 4,287, 5-letni k2013 = 4,226.

Moj wktad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych oraz
zaplanowaniu ich realizacji, sprawdzeniu stabilnosci monowarstw fibrynogenu o roinym
stopniu pokrycia w zatoZomym przedziale czasu, analizie danych eksperymentalnych i
teoretycznych oraz ich dyskusji. Po recengji bratam udzial w przygotowaniu odpowiedzi na

uwagi recenzentow oraz w przygotowaniu korekty manuskryptu wedtug ich zalecen.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.

[H4] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,,Human Fibrinogen Adsorption on
Latex Particles at pH 7,4 Studied by Electrophoretic Mobility and AFM Measurements,”
Current Topics in Medicinal Chemistry, 2014, 14, 640-648. IF2014 = 3,402, 5-letni 1F2014 =

3,632. Artykul napisany na imienne zaproszenie wystosowane do Habilitantki.

Moj wktad polegat na uczestnictwie w  sformutowaniu celow badawczych oraz
zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu czesci pomiaréw obejmujgcych zaleznos¢ ruchliwosci
elektroforetycznej od stezenia fibrynogenu w roztworze z mikrosferami polimerowymi, analizie
danych eksperymentalnych i teoretycznych oraz ich dyskusji, przygotowaniu czesci wykresow,
wigkszosci tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem. Bratam udzial przygotowaniu

odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz w przygotowaniu korekty manuskryptu po recenzji.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 55 %.

[HS] Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, M. Wasilewska, ,,Mechanisms of
Fibrinogen Adsorption at Solid Substrates,” Current Topics in Medicinal Chemistry, 2014,
14,702-729. TF2014 = 3,402, 5-letni IF2014 = 3,632. Artykul napisany na imienne zaproszenie

wystosowane do Habilitantki.

Jestem wspotautorkg koncepcji tej pracy, opisu i analizy danych literaturowych
poswigconych mechnizmom adsorpcji fibrynogenu na mikrosferach polimerowych. W pracy

skupiono sie gtowne na osiagnieciach dotyczgcych ilosciowej interpretacji adsorpcji
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fibrynogenu na mikrosferach polimerowych za pomocq badan ruchliwosci elektroforetycznej,
pomiarow AFM oraz modeli teoretycznych (Gouy-Chapman, 3D). Przeprowadzitam
szczegotowy przeglgd literaturowy, przygotowatam wigkszg czes¢ manuskryptu, wystatam
prace do czasopisma. Przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz bratam udziat

w przygotowaniu korekty manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 65 %.

[H6] A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, J.M. Ruso, ,Fibrinogen: A Journey into
Biotechnology,” Soft Matter, 2016, 12, 8639-8653. IF2016 = 3,889, 5-letni IF= 3,632

Jestem wspotautorkq koncepcji tej pracy przeglgdowej opisujgcej oddziatywania
fibrynogenu z ligandami funkcyjnymi oraz opisujgcej znaczenie fibrynogenu jako gtownego
inhibitora surfaktantow ptucnych oraz jego adsorpcji na powierzchniach granicznych ciato
state/ciecz. Przeprowadzitam szczegotowy przeglgd literaturowy, przygotowatam wigkszg
czes¢ manuskryptu, przygotowatam materiat graficzny oraz odpowiedzi na uwagi recenzentow

a po recengji przeprowadzitam korekte manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 70 %.

[H7] A. vander Straeten, A. Bratek-Skicki, L. Germain, C. d'Haese, P. Eloy, C.A. Fustin, C.
Dupont-Gillain, ,,Protein-Polyelectrolyte Complexes to Improve the Biological Activity of
Proteins in Layer-by-Layer Assemblies,” Nanoscale, 2017, 9, 17186-17192. 1F2017 = 7,233, 5-
letni IF2017 = 7,713.

Moj wktad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, wykonaniu czesci prac eksperymentalnych dotyczgcych charakterystyki
kompleksow biatko/polielektrolit obejmujacych pomiary ruchliwosci elektroforetycznej oraz
wspotczynnikow dyfuzji. Przeprowadzitam analize danych eksperymentalnych, bratam udziat
w przygotowaniu tekstu manuskryptu, korektcie manuskryptu wedtug zalecen recenzentow oraz

opracowaniu odpowiedzi na ich pytania.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 40 %.

[H8] A. vander Stracten, A. Bratek-Skicki, A.M. Jonas, C.-A. Fustin, C. Dupont-Gillain,
,Integrating Proteins in Layer-by-Layer Assemblies Independently of their Electrical Charge,”
ACS Nano, 2018, 12 (8), pp 8372-8381. IF2018 = 13.942, 5-letni IF2018 = 13.951.

Moj wkitad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu

ich realizacji, wykonaniu czesci prac eksperymentalnych dotyczgcych pomiaréw ruchliwosci
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elektroforetycznej, wspotczynnikow dyfuzji utworzonych kompleksow w badanych warunkach
pH i sity jonowej oraz stabilnosci utworzonych komplesow biatko/polielektrolit.
Przeprowadzitam analize danych eksperymentalnych i teoretycznych, bratam udziat w
przygotowaniu tekstu manuskryptu, korektcie manuskryptu wedtug zalecen recenzentéow oraz

opracowaniu odpowiedzi na ich pytania.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 40 %.

[H9] A. Bratek-Skicki, P. Eloy, M. Morga, C. Dupont-Gillain, ,,Reversible Protein Adsorption
on Mixed PEO/PAA Polymer Brushes: Role of Ionic Strength and PEO Content,” Langmuir,
2018, 34 (9), pp 3037-3048. IF2018 = 3,683, 5-Letni [F2018 = 4,147.

Moj wktad polegat na sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu ich realizacji,
wykonaniu wigkszosci prac eksperymentalnych obejmujgcych pomiary kinetyki adsorpcji i
desorpcji biatek na homo i -heterogenicznych szczotkach polimerowych utworzonych 7 PAA i
PEO. Wykonatam petng charakterystyke szczotek polimerowych za pomocq spektroskopii
fotoelektronow (X- Ray Photoelectron Spectroscopy) i mikroskopii sit atomowych (AFM),
przeprowadzitam analize danych eksperymentalnych. Przygotowatam caty manuskrypt wraz z
obliczeniami i materiatem graficznym z wyjgtkiem wykresow przedstawiajgcych wyniki
pochodzgce z pomiarow potencjatu przeptywu. Po recenzji, przygotowatam odpowiedzi na

uwagi recenzentow oraz korekte manuskryptu wedtug ich zalecen.
Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 80 %.

[H10] A. Bratek-Skicki, V. Cristaudo, J. Savocco, S. Nootens, P. Morsomme, A. Delcorte, C.
Dupont-Gillain, ,,Mixed Polymer Brushes for the Selective Capture and Release of Proteins,”

Biomacromolecules, 2019, 20, 2, 778-789. IF2019 = 6.092, 5-Letni IF2019 = 5.775.

Méj wktad polegat na sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu ich realizacji,
wykonaniu wszystkich prac eksperymentalnych dotyczgcych kinetyk tworzenia szczotek
polimerowych (kwas poli(akrylowy) — PAA, tlenek poli(etylenu)-PEQO) oraz monitorowaniu
procesu adsorpcji biatek (z mieszaniny fibrynogen/lizozym/albumina) za pomocg mikrowagi
kwarcowej. Przeprowadzitam pomiary stuzgce identyfikacji zaadsorbowanych biatek na
powierzchni ztota za pomocq spektrometrii mass (Time of Flight Ion Mass Spectrometry)
potgczonej z analizg gtownych sktadowych (Principal Component Analysis) oraz elektroforezy
zelowej. Przygotowatam caty manuskrypt wraz z materiatem graficznym z wyjgtkiem wykresow
przedstawiajgcych wyniki uzyskane metodq ToF-SIMS. Po recengji, przygotowatam

odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz korekte manuskryptu wedtug ich zalecen.
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Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 80 %.

[H11] A. Bratek-Skicki, ,,Design of Ultra-Thin PEO/PDMAEMA Polymer Coatings for
Tunable Protein Adsorption,” Polymers, 2020, 12(3), 660. IF2019 = 3,426, S-letni IF= 3,636.

Jestem  autorem pomystu i koncepcji badan. Sformutowatam cele badawcze,
zaplanowatam i wykonatam wszystkie prace eksperymentalne oraz napisatam manuskrypt. Po
recenzji przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz przeprowadziatam korekte

manuskryptu wedtug ich zalecen.

Swoj wktad w powstanie publikacji szacuje na 100 %.
Sumaryczny impact factor powyzszych publikacji zgodnie z datg opublikowania wynosi

57,888.

II. INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNEJ

1. Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt I.1).

Brak.
2. Wykaz opublikowanych rozdziatéw w monografiach naukowych.
Opublikowane po doktoracie:
1. Z.Adamczyk, M. Nattich, A. Bratek, ,,Adsorption and Deposition of Particles,
Polyelectrolytes and Biopolymers,” Nanoscience: Colloidal and Interfacial Aspects;
Eds Victor Starov; Boca Raton, Fla.: CRC; London: Taylor & Francis; vol. 147; ISBN
978-1-4200-6500-8; 2010 (rozdzial w ksiazce).

Jestem wspotautorka koncepcji tej pracy, bralam udzial w opracowaniu przegladu

liliteraturowego, w dyskusji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

3. Informacja o cztonkostwie w redakcjach naukowych monografii.
Brak.

4. Wykaz opublikowanych artykutéw w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.2).

Opublikowane przed doktoratem:

1. Z. Adamczyk, A. Bratek, E. Szelag, A. Bastrzyk, A. Michna, J. Barbasz, ,,Colloid
Particle Deposition on Heterogeneous Surfaces Produced by Polyelectrolyte
Adsorption,” Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects, 2009, 343, 111-
117, IF2009 =1,988.
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Wykonatam pomiary potencjalu przeptywu powierzchni miki pokrytej PEI w funkcji
pokrycia polikwasem akrylowym (PAA). Wyznaczytam kinetyki osadzania latekséw na
biwarstwach PEI/PAA przy zastosowaniu naczynka z osiowo-symetrycznym naplywem
suspensji, okreslitam zalezno$ci poczatkowej zredukowanej szybkosci osadzania czastek w
funkcji pokrycia PAA oraz poczgtkowej zredukowanej szybkosci osadzania czastek od
potencjatu dzeta miki pokrytej PEI/PAA i maksymalnego pokrycia czastek od stopnia pokrycia
PAA. Analizowatam otrzymane wyniki, napisalam wst¢png wersje manuskryptu,
przygotowalam odpowiedzi na pytania recenzentdéw oraz przeprowadzitam korekte

manuskryptu wedtug ich zalecen.

2. A.Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala — ,,Particles Deposition on Surfaces
of Controlled Heterogeneity, Colloids for Nano- and Biotechnology,” ISBN 978-963-
9319-70-7, 2009.

Moj wkiad polegal na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, wykonaniu wszystkich prac eksperymentalnych, analizie wynikoéw oraz

przygotowaniu calego manuskryptu wraz z materiatem graficznym.

3. A. Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala, M. Szaraniec, 2007,
»Characterization of polyelectrolytes in the bulk and at solid/liquid interfaces,”
Surfactants and Dispersed Systems in Theory and Practice, SURUZ, Oficyna
Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, red. K. A. Wilk, ISBN 83-7076-125-9, 57-60,

(materialy konferencyjne).

Wykonatam pomiary objetosciowe badanych polielektrolitéw oraz czastek polimerowych
obejmujace pomiary ruchliwosci elektroforetycznej oraz wspotczynnikéw  dyfuzji.
Wyznaczytam zalezno$ci potencjatu dzeta miki od pokrycia polietylenoiminy, maksymalne
pokrycie lateksem na utworzonych monowastwach przy zastosowaniu naczynka z osiowo-

symetrycznym naptywem suspensji.

4. 7Z. Adamczyk A. Michna, M. Szaraniec, A. Bratek, J. Barbasz, ,,Characterization of
Poly(ethylene imine) Layers on Mica by Streaming Potential and Particle Deposition
Methods,” Journal of Colloid and Interface Science, 2007, 303, 353-364, IF2007= 2,309.

Wyznaczytam kinetyki osadzania latekséw na warstwach PEI przy zastosowaniu naczynka

z osiowo-symetrycznym naptywem suspensji, okreSlitam zalezno$ci poczatkowej

zredukowanej szybkosci osadzania czastek w funkcji pokrycia PEI oraz poczatkowej
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zredukowanej szybkosci osadzania czastek od potencjalu dzeta miki pokrytej PEI i
maksymalnego pokrycia czastek od stopnia pokrycia PEI. Przeprowadzitam analiz¢ wynikéw,
wspoéiredagowatam tekst publikacji oraz udzielitam odpowiedzi na pytania recenzentéw
dotyczace wykonanych przeze mnie pomiarow.
5. Z. Adamczyk, A.Bratek, B. Jachimska, T.Jasinski, P.Warszynski ,,Structure of
Poly(acrylic) acid in Electrolyte Solutions Determined from Simulations and Viscosity

Measurements,” J. Chem. Phys. B., 2006, 110, 22426-22435, IF2006 = 4,115.

M¢j wkiad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych i
zaplanowaniu ich realizacji, wykonaniu wszystkich prac eksperymentalnych oraz
przygotowaniu czg¢$ci manuskryptu wraz z materialem graficznym. Przeprowadzitam analize
wynikéw, wspotredagowatam tekst publikacji a po recenzji przygotowatam odpowiedzi na

uwagi recenzentéw oraz przeprowadzitam korekte manuskryptu wedtug ich zalecen.
Opublikowane po doktoracie:

1. M. Stepnik, J. Arkusz, A. Smok. A. Bratek-Skicki A. Salvati, J. Hanrahan, I. Lynch,
K.A. Dawson, H. De Jong Wim, K. Rydzynski, ,,.Diverse Cytotoxic Effects of Silica
Nanoparticles with Different Physico-Chemical Characteristics on 3T3-L1 Mouse and
WI-38 Human Fibroblast,” Toxicology and Applied Pharmacology, 2012, 263, 89-101,
IF2012 =3,975.

Méj wkiad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych i
zaplanowaniu ich realizacji, analizie danych i ich dyskusji. Wykonatam peing charakterystyke
obejmujaca pomiary wielkos$ci nanoczgstek krzemu w funkcji st¢zenia, pomiary potencjatu
dzeta oraz pomiary stabilnos$ci badanych uktadéw. Wspdtredagowatam tekst publikacji oraz

udzielitam odpowiedzi na pytania recenzentéw dotyczgce wykonanych przeze mnie pomiaréw.

2. P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, M. Cie$la, ,,Modelling and
Measurements of Fibrinogen Adsorption on Positively Charged Microspheres,”

Condens. Matter Phys., 19, 2016, 13801-13014, IF2016 = 0.882.

Mgj wktad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, analizie danych i ich dyskusji. Przygotowatam cz¢$¢ manuskryptu, odpowiedzi

na recenzje oraz przeprowadzitam korekte manuskryptu wedtug zalecen recenzentéw.

3. P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, M. Cieéla, ,,Human Fibrinogen
Adsorption on Positively Charged Latex Particles,” Langmuir, 2014, 30 (37), 11165—
11174 TF2014 = 4,457.
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Moj wkiad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, analizie danych i ich dyskusji. Przygotowatam cz¢$¢ manuskryptu, odpowiedzi

na recenzje oraz przeprowadzitam korekte manuskryptu wedtug zalecen recenzentow.

4. P. Gelin, J.Van Lindt, A. Bratek-SKkicki, S. Stroobants, M. Krzek, 1. Ziemecka, P.
Tompa, W. De Malsche, D. Maes, ,, Focusing of Microcrystals and Liquid Condensates
in Acoustofluidics,” Crystals, 2019, 9(3), 120, IF2019 = 2,404.

Mgj wktad polegat na uczestnictwie w sformutowaniu celow badawczych i zaplanowaniu
ich realizacji, analizie danych i ich dyskusji. Bralam udzial w przygotowaniu tekstu
manuskryptu, korektcie manuskryptu wedlug zalecen recenzentéw oraz opracowaniu

odpowiedzi na ich pytania.

5. A. Bratek-Skicki, R. Pancsa, B. Mészdros, J. Van Lindt, ,,A Guide to Regulation of
the Formation of Biomolecular Condensates,” The FEBS Journal, 2020, 287, 10, 1924-
1935 1F2019 = 4,392.

Jestem wspotautorkg koncepcji tej pracy przegladowej opisujacej podstawowe
mechanizmy powstawania bezmembranowych organelli komdérkowych, uwzgledniajacych
dziatanie wewnetrznych elementéw regulacyjnych, modyfikacje postranslacyjne oraz szeroka
game zwigzkéw chemicznych bioracych udziat w tworzeniu omawianych struktur. Dokonatam
przegladu literaturowego, przygotowatam wigkszg cz¢$¢ manuskryptu, przygotowatam czegsé
materialu  graficznego, przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz

przeprowadzitam korekte manuskryptu zgodnie z ich zaleceniami.

Abstrakty konferencyjne publikowane w migdzynarodowych czasopismach znajdujacych si¢

w bazie Journal Citation Reports (JRC).

1. A. Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Protein adsorption on stimuli-responsive mixed
PDMAEMA/PEO polymer brushes,” The FEBS Journal, 2016, 283, 316 (materialy
konferencyjne), IFz2016 = 3,902.

2. P.Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Revealing adsorption mechanism of
human fibrinogen on positively charged latex,” The FEBS Journal, 2015, 282, 330
(materialy konferencyjne), IF2015 = 4,237.

3. A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,,Human fibrinogen monolayers
under aqueous conditions,” The FEBS Journal, 282, (2015), 335-336 (materialy
konferencyjne), IF2015 = 4,237.
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5. Wykaz osiagni¢¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.3).
Brak.

6. Wykaz publicznych realizacji dziet artystycznych (z zaznaczeniem pozycji niewymienio-
nych w pkt 1.3).
Brak.

7. Informacja o wystgpieniach na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach
naukowych lub artystycznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wykladow na
zaproszenie i wyktadéw plenarnych.

Referaty na zaproszenie:

1. A. Bratek-Skicki?, Z. Adamczyk, P. Dgbrowska, M. Nattich-Rak, ,.Determining
mechanisms of fibrinogen adsorption at solid/liquid interfaces,” 3rd International
Symposium on Surface Imaging/Spectroscopy at the Solid/Liquid Interface, 2012,
Krakéw, Polska.

2. A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, M. Ciesla ,,Determination of the
mechanism of fibrinogen adsorption on colloidal carriers," At the interface between
surface and light: Adsorption and spectroscopy SERS, 2015, Krakéw, Polska.

Komunikaty ustne:

1. A. Bratek-Skicki, A. Brzeska, C.C. Dupont-Gillain, ,,Selective protein adsorption on
mixed PEO/PAA polymer brushes studied by time-of-flight ion mass spectrometry and
gel electrophoresis,” SIMS21 conference, 2017, Krakéw, Polska.

2. A. vander Sraeten, A. Bratek-Skicki, Dupont-Gillain, ,,Polyelectrolyte interactions to
control and tune protein immobilization at interfaces,” Applications in Biocatalysis and
Separation Technology, AVS 64th International Symposium and Exhibition, 2017,
Tampa, Floryda, USA.

3. A. Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Selective protein adsorption on stimuli-
responsive brushes,” European Colloid & Interface Society, 2016, Rzym, Wtochy.

4. P. Zeliszewska, M. Wasilewska, Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, M. Ciesla,
»Mechanisms of fibrinogen adsorption on colloidal microparticles,” European Colloid
& Interface Society, 2016, Rzym, Wtochy.

5. P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Mechanism of human fibrinogen
adsorption on latex particles,” VII'" Interfacial Phenomena in Theory and Practice,
2013, Sudomie, Polska.

6. P.Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Electrokinetic and AFM studies of
fibrinogen adsorption on colloid paticles,” 27th Conference of the European Colloid
and Interface Society, 2013, Sofia, Butgaria.

2 Nazwisko osoby prezentujgcej zostato podreslone.
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A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, P. Dabrowska, ,Mechanisms of fibrinogen
adsorption on colloid particles,” 26" Conference of the European Colloid and Interface
Society, 2012, Malmo, Szwecja.

P. Dabrowska, Z.Adamczyk, A. Bratek-Skicki, ,,Fibrinogen monolayers on latex
particles - electrophoretic studies,” Interfacial phenomena in theory and practice Young
Scientists Workshop, 2012, Sudomie, Polska.

Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, A. Michna, M. Nattich, ,,Streaming potential
characterization of particle and polyelectrolyte adsorption layers at mica,” Workshop
of Cost Action D43 “Functionalized Materials and Interfaces,” 2008, Berlin, Niemcy.

Z. Adamczyk, A. Bratek — Skicki, A. Michna, M. Nattich; ,,Mono-and bilayers of
macroions on mica studied by the streaming potential method,” 22nd Conference of the
European Colloid and Interface Society — ECIS, 2008, Krakéw, Polska.

A. Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala ,,Particle deposition on surfaces of
controlled heterogeneity,” Colloid for nano- and biotechnology, 9th Conference on
colloid chemistry, 2007, Siofok, Wegry.

A. Bratek, Z. Adamczyk, T. Jasinski, P. Warszynski, ,,Deposition of particles on
polyelectrolyte covered surfaces,” SURUZ, 2007, Ksigz/Wroctaw, Polska.

. A. Bratek, 7Z. Adamczyk, T. Jasinski, Piotr Warszynski ,,Deposition of particles on

polyelectrolyte covered surfaces,” COST D43 Workshop, 2007, Krakéw, Polska.

A. Bratek, Z Adamczyk, B. Jachimska, T. Jasinski, P. Warszynski, ,,The influence of
pH and ionic strength on the structure of polyelectrolytes in aqueous solutions,”
Surfactants and Dispersed Systems in Theory and Practice, SURUZ, Young Scientists
Workshop, 2006, Sudomie/Koscierzyna, Polska.

A. Bratek, Z Adamczyk, B. Jachimska, T. Jasinski, P. Warszynski, ,,Determining the
structure of polyacrylic acid in aqueous solutions,” Young Scientists Workshop,
Surfactants and Dispersed Systems in Theory and Practice, SURUZ, 2006, Lublin,
Polska.

A.Bratek, Z. Adamczyk, B.Jachimska, ,,Determining the structure of polyelectrolytes
by viscosity measurements,” Surfactants and Dispersed Systems in Theory and
Practise, SURUZ, 2005, Krakéw, Polska.

A. Bratek, Z. Adamczyk, B. Jachimska, ,,The influence of pH and ionic strength on the
viscosity of polyelectrolytes solutions,” Surfactants and Dispersed Systems in Theory
and Practice XLVIII PTChem 1 SITPChem, SURUZ, 2005, Poznan, Polska.

A.Bratek, Z. Adamczyk, B. Jachimska, ,,The influence of ionic strength on the
viscosity of polyelectrolyte solutions,” Biomedical Applications of Surfactants and
Dispersed Systems, SURUZ, 2005, Pawtowice /Wroctaw, Polska.
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Plakaty naukowe:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

A. Bratek-Skicki, J. Van Lindt, P. Batys, D. Maes, P. Tompa, ,,A generic approach for
studying the kinetics of liquid-liquid phase separation of ALS-linked protein,” FEBS
Congress, 2019, Krakéw, Polska.

A. Bratek-Skicki, A. Brzeska, C. Dupont-Gillain, ,,Selective, protein adsorption on
mixed PDMAEMA-PEO polymer brushes,” 2017, Louvain la Neuve, Belgia.

. A.Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Protein adsorption on stimuli-responsive mixed

PDMAEMA/PEO polymer brushes,” FEBS Congress, 2016, Kusadasi, Turcja.

A.Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Jonic and pH-dependent protein adsorption on
stimuli-responsive polymer brushes,” The 1st UCL Interplatform Workshop on
Nanotechnology: From Materials to Devices, 2016, Louvain-la-Neuve, Belgia.

A. Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Protein adsorption on mixed PEO/PAA
polymer brushes- role of pH and ionic strength,” Ph.D. Student’s Day, 2016, Louvain-
la-Neuve, Belgia.

A. Bratek-Skicki, C. Dupont-Gillain, ,,Smart Polymeric Materials for Biomedical
Applications,” Euro Science Open Forum (ESOF), Marie Sklodowska-Curie Actions
ESOF Satellite Event, 2016, Manchester, Wielka Brytania.

A.Bratek-Skicki, P. Zeliszewska, Z. Adamczyk, ,Systematic study of human
fibrinogen adsorption on negatively charged colloidal particles,” 29th ECIS, 2015,
Bordeaux, Francja.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Human fibrinogen monolayers on
colloidal carrier particles of various charge,” 15th International Conference on
nanotechnology, 2015, Rzym, Wiochy.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Revealing adsorption mechanism of
human fibrinogen on positively charged latex,” FEBS Congress, 2015, Berlin, Niemcy.

A. Bratek-Skicki, P. Zeliszewska Z. Adamczyk, ,,Human fibrinogen monolayers under
aqueous conditions,” FEBS Congress, 2015, Berlin, Niemcy.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Conformations of Fibrinogen
Monolayers on Latex Particles; Role of pH of Adsorption,” 4th International Colloids
Conference Surface Design and Engineering, 2014, Madryt, Hiszpania.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Human Fibrinogen Adsorption on
Latex particles at pH 7.7 Studied by Electrophoretic Mobility and AFM
Measurements,” Frontiers of Polymer Colloids: From Synthesis to Micro-Scale
Applications, 2014, Praga, Czechy.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,,Mechanisms of human fibrynogen
adsorption on colloid particles determined by electrokinetic and AFM measurements,”
38th Federation of European Biochemical Societies Congress, 2013, St. Petersburg,
Rosja.

P. Zeliszewska, A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, ,, Tuning conformations and stability
of fibrinogen monolayers on latex particles,” 27th Conference of the European Colloid
and Interface Society, 2013, Sofia, Bulgaria.

11



15

16.

17.

18.
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
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. P. Dabrowska, Z.Adamczyk, A. Bratek-Skicki, M. Nattich-Rak, ,Electrokinetic
studies of protein adsorption on latex particles,” 3rd International Symposium on
Surface Imaging/Spectroscopy at the Solid/ Liquid Interface, 2012, Krakéw, Polska.

P. Dabrowska, Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, ,,Fibrinogen adsorption on latex
particles — Electrokinetic studies,” 4™ US-Poland Workshop on Interfacial Phenomena
at the Nanoscale: Fluids and Soft Matter, 2012, Poznan, Polska.

A. Bratek-Skicki, 7. Adamczyk, P. Dabrowska, M. Nattich-Rak, ,,Determining
mechanisms of protein adsorption via AFM, electrokinetic measurements and colloid
enhancement,” Colloids and Nanomedicine, 2012, Amsterdam, Holandia.

A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, P. Dgbrowska, ,,Physichochemical background of the
colloid enhancement method for protein monolayer detection at solid/liquid interfaces,”
Colloids and Nanomedicine, 2012, Amsterdam, Holandia.

P. Dabrowska, Z. Adamczyk, A. Bratek-Skicki, ,Determining mechanisms of
fibrinogen adsorption on latex particles,” Colloids and Nanomedicine, 2012,
Amsterdam, Holandia.

A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, P. Dabrowska, ,.Electrokinetic studies of protein
adsorption on latex particles,” 26" Conference of the European Colloid and Interface
Society, 2012, Malmo, Szwecja.

M. Nattich-Rak, A. Bratek-Skicki, P. Dabrowska, Z. Adamczyk, ,Mechanisms of
Fibrinogen Adsorption on Latex Particles Determined by Zeta Potential and AFM
Measurements,” 55 Zjazd PTChem i SITPChem, 2012, Biatystok, Polska.

A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, P. Dabrowska, ,,Electrokinetic studies of fibrynogen
adsorption on latex particles, ,,Polymers for Advanced Technologies,” 2011, L6dzZ,
Polska.

A. Bratek-Skicki, N. Hintzschel, D. Walczyk, A. S. Pitek, F. B. Bombelli, M.
Monopoli, I. Lynch, K. A. Dawson, ,,Study of nanoparticles under physiological
conditions - characterization and protein corona determination,” US-Poland Workshop
& Summer School, 2010, Krakéw, Polska.

Z. Adamczyk, A. Michna, A. Bratek-Skicki, B. Siwek, ,,Nanoparticles deposition on
heterogeneous surfaces produced by polyelectrolyte adsorption,” ISSIS, 2009, Krakéw,
Polska.

A. Michna, Z. Adamczyk, B. Siwek, A. Bratek-Skicki, ,,Silver nanoparticles
deposition on heterogeneous surfaces produced by polyelectrolyte adsorption,” ECIS
2009, Antalya, Turcja.

S. Ramirez-Garcia, A. Bratek-Skicki, M. Morris, L. Chen and K. A. Dawson,
,Dispersion of TiO; nanoparticles in biocompatible fluids, ECIS, 2009, Antalya,
Turcja.

N. Héntzschel, A. Bratek-Skicki, F. Baldelli Bombelli, A. Salvati, I. Lynch, K.A.
Dawson, ,,Behaviour of nanoparticles under physiological conditions — dispersion,
corona evolution and cellular uptake,” 8" International Conference on Advanced
Polymers via Macromolecular Engineering, 2009, Dresden, Niemcy.

S. Ramirez-Garcia, A. Bratek, S. Coll, M. Morris, Lan Cen, I. Lynch, K. A. Dawson,
,surface modification of TiO> nanoparticles assists its dispersion in biocompatible
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30.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
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fluids, BioNano Inspiring Responsible Development for Society and the Environment,”
2009, Dublin, Irlandia.

Z. Adamczyk, M. Nattich, A. Bratek—Skicki, P. Warszynski; ,,Structure of poly
(acrylic) acid in electrolyte solutions and on surfaces determined from simulations and
viscosity measurements,” The Polymer Processing Society 24" Annual Meeting, 2008,
Salerno, Wtochy.

A. Bratek-Skicki, Z. Adamczyk, P. Warszynski, M. Nattich; ,,Polyelectrolyte
Structures Determined from Simulations, PCS and Viscosity Measurements,”
Polyelectrolytes 2008 International Conference, 2008, Coimbra, Portugalia.

7. Adamczyk, A. Bratek—Skicki, M. Nattich, J. Barbasz; ,,Characterization of
polyelectrolyte mono- and biolayers on mica by the streaming potential and particle
deposition methods,” Polymer Network Group — Polymer Networks: Chemistry,
Physics, Biology and Applications — PNG 2008, 2008, Larnaca, Cypr.

Z. Adamczyk, A. Bratek—Skicki, M. Nattich, J. Barbasz, B. Jachimska, P. Warszynski;
»Characterization of polyelectrolyte mono- and multilayers on mica by the streaming
potential and particle deposition methods,” 22" Conference of the European Colloid
and Interference Society — ECIS, 2008, Krakow, Polska.

7. Adamczyk, A. Bratek—Skicki, E. Szelag, A. Bastrzyk, J. Barbasz; ,,Colloid Particle
Deposition on Heterogeneous Surfaces Poroduced by Mono- and Bilayers of

Polelectrolytes,” 22" Conference of the European Colloid and Interference Society —
ECIS, 2008, Krakéw, Polska.

A. Bratek, Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala, ,,.Deposition of particles on surfaces
covered by polyelectrolytes,” ECIS, 2007, Geneva, Szwajcaria.

A. Bratek, Z. Adamczyk, T. Jasinski, P. Warszynski, ,,Polyelectrolyte structure in
solution-simulation and measurements,” COST D43 workshop, 2007, Krakéw, Polska.

A. Bratek, 7Z. Adamczyk, A. Michna, M. Zembala, ,,Characterization of
polyelectrolytes in the bulk and at solid/liquid interfaces,” 9th Conference on colloid
chemistry, Colloid for nano- and biotechnology, 2007, Siofok, Wegry.

A. Bratek, Z. Adamczyk, B. Jachimska, T. Jasinski, P. Warszynski, ,,Deposition of
nanoparticles on surfaces of controlled heterogeneity - creating media of desired
architecture,” ECIS, 2006, Budapeszt, Wegry.

B. Jachimska, Z. Adamczyk, A. Bratek, A. Galinska — Rakoczy, ,,Characterization of

polyelectrolytes by dynamic light scattering and viscosity measurements,” XVIII
International Symposium on Bioelectrochemistry and Bioenergies, 3™ Spring Meeting
Bioelectrochemistry, 2005, Coimbra , Portugalia.

A. Bratek, Z. Adamczyk, B. Jachimska, ,,Influence of pH and ionic strength on the
structure of polyacrylic acid in aqueous solutions,” XLVIII PTChem i SITPChem,
2005, Poznan, Polska.

8. Informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych
lub migdzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji.

1. 15th European Student Colloid Conference in Krakéw, Polska, 2015 — uczestnictwo w
organizacji konferencji.

2. 22" Conference of the European Colloid and Interference Society — ECIS, 2008, Krakéw,
Polska, uczestnictwo w organizacji konferencji.
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9. Informacja o uczestnictwie w pracach zespoléw badawczych realizujgcych projekty
finansowane w drodze konkurséw krajowych lub zagranicznych, z podzialem na projekty
zrealizowane 1 bedgce w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o petnionej funkcji
w ramach prac zespotow.

Kierownik projektu:

2012 -

2013 — project KNOW dla mtodych pracownikéw naukowych, MNiSW “Determining

mechanisms and conformational changes of protein adsorption on colloidal particles.”

Wykonawca:

1.

10.

11.

2018 — obecnie — Strategic Research Programme (SRP) Spearhead, Growth funding
,»Optical and microfluidic tools to unravel the dynamics of bio-condensates,” VUB,
Bruksela, Belgia.

. 2016 — 2017 - Projekt FNRS, ,Exploiting Protein-Polyelectrolyte Interactions to

Control and Tune Protein Immobilization at Interfaces,” UCLouvain, Belgia.

2015 - 2017 — Projekt europejski, indywidualne stypendium Marii-Sktodowskiej-Curie
659391, ,,Mixed brushes of stimuli-responsive polymers for the selective adsorption of
proteins,” UCLouvain, Belgia.

2013 — 2015 — Grant Narodowego Centrum Nauki, Opus UMO-2012/07/B/ST4/00559,
»Okreslenie mechanizméw adsorpcji wybranych biatek anizotropowych w
kontrolowanych warunkach transportu,” IKiFP im. J. Habera PAN, Krakéw, Polska.

2011 — 2014 — Grant Narodowego Centrum Nauki, NN 204 4390 40, ,,Nowe uktady
multiwarstwowe o kontrolowanej architekturze i funkcjonalnosci,” IKiFP im. J. Habera
PAN, Krakéw, Polska.

2010 - 2015 - Grant POIG, POIG.01.01.02-12-028/09, ,,Funkcjonalne Nano i
mikroczastki- synteza oraz zastosowania w innowacyjnych materiatach i technologiach
(FUNANO),” IKiFP im. J. Habera PAN, Krakéw, Polska.

2010 — 2013 — Grant Narodowego Centrum Nauki, NN 204 0264 38, ,,Nowa metoda
ilosciowego opisu oddzialywan czastek koloidalnych oraz bialek z granicami faz oparta
na pomiarach elektrokinetycznych,” IKiFP PAN, Krakéw, Polska.

2009 — 2010 — indywidualne stypendium IRCSET, Centre for Bio-Nano Interaction
UCD, ,Design and Synthesis of Nanoparticles with Novel Cell Targeting
Functionalities,” Dublin, Irlandia.

2007 — 2010 — Projekt badawczy specjalny, COST D43, 1193/COST/2007/03, ,,Nowe
nanomateriaty powierzchniowe o kontrolowanej architekturze i funkcjonalnosci dla
zastosowan biomedycznych,” IKiFP PAN, Krakéw, Polska.

2007 — 2010 — Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, N205 022 31/1112,
»INowa metoda wytwarzania no$nikéw nano- oraz mikrokapsularnych o okreslone;j
funkcjonalnosci do selektywnego dostarczania reagentéw,” IKiFP PAN, Krakéw,
Polska.

2007 — 2009 — Grant Ministerstwa Nauki I Szkolnictwa Wyzszego - project
promotorski ~ N204 150  32/3822, ,,OkreSlenie =~ wptywu  zaadsorbowanych
polielektrolitéw na kinetyke oraz topologi¢ zaadsorbowanych monowarstw czgstek
koloidalnych,” IKFP, PAN, Krakéw, Polska.
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10. Czionkostwo w mig¢dzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych wraz z informacjg o pelnionych funkcjach.

* American Chemical Society od 2015.

* Marie Curie Alumni Association od 2015.

* European Colloid & Interface Society od 2005.
* Euro-Science od 2015.

* The Polish Biochemical Society od 2016.

11. Informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym
zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

2018 — obecnie — Senior Postdoctoral Researcher — Vrije Universiteit Brussel, Bruksela, Belgia.
2015 — 2017 — stypendium Marii Sklodowskiej-Curie, Université catholique de Louvain,
Belgia.

2009 — 2010 - stypendium IRCSET Centre for Bio-Nano Interactions, University College
Dublin, Irlandia.

12. Cztonkostwo w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz z informacja
o petnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady naukowej, itp.).

Brak.

13. Informacja o recenzowanych pracach naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci
publikowanych w czasopismach migedzynarodowych.

1. Journal of Colloid and Interface Science, 2019 — 1.
. Langmuir, 2015 -1, 2016 — 1, 2017 — 1.
. Biomaterials, 2015 — 1.
. The Open Medicinal Chemistry, 2019 — 1, 2020 — 1.

. International Journal of Biomacromolecules, 2019 — 1.

2

3

4

5

6. Molecular Pharmaceutics, 2019 — 1, 2020 — 1.

7. Colloid and Polymer Science, 2019 — 1, 2020 — 1.
8. Colloids and Interface Science Communications, 2019 — 1.
9. Current Analytical Chemistry 2018 — 1, 2019 — 1.
10. Polymers, 2020 — 2.

11. Antioxidants, 2020 — 1.

12. Materials, 2020 — 1.

14. Informacja o uczestnictwie w programach europejskich lub innych programach
mig¢dzynarodowych.

1. Member of COST Action CM1101 “Colloidal Aspects of Nanoscience for Innovative

15



Dr Anna Bratek-Skicki

Processes and Materials.”

15. Informacja o udziale w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okreslone
w pkt. IL.9.

Brak.

16. Informacja o uczestnictwie w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan,
whnioski o przyznanie nagréd naukowych, wnioski w innych konkursach majacych charakter
naukowy lub dydaktyczny.

Od 2019 roku pelni¢ funkcje eksperta w Komisji Europejskiej (ang. Research Excecutive
Agency) 1 jestem zaangazowana w ocen¢ indywidulalnych wnioskéw Marii-Sktodowskiej-
Curie.

Petitam role eksperta i bralam udzial w ocenie wnioskow ogloszonych przez Narodowe

Centrum Nauki.

III. INFORMACJA O WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM I
GOSPODARCZYM

1. Wykaz dorobku technologicznego.
Brak.

2. Informacja o wspdlpracy z sektorem gospodarczym.

W latach 2010-2015 wspotpracowatam z dwiema polskimi firmami IBSS BIOMED S.A.,
Polska, bedacej producentem szczepionek i probiotykdéw oraz P.W. BIOMEX, Polska, bedace;j
producentem  szybkich testéw lateksowych dla mikrobiologicznej  diagnostyki
laboratoryjnej. Wspotpraca opierata si¢ na wykonywaniu syntez okreslonych sferycznych
nos$nikéw polimerowych wykorzystywanych pézniej do produkcji testow diagnostycznych.
Pismo potwierdzajagce w/w wspdtprace z firmg Biomex zostalo dotgczone jako dodatkowy
zalacznik.

3. Uzyskane prawa wiasnosci przemystowej, w tym uzyskane patenty, krajowe lub
mi¢dzynarodowe.

Brak.

4. Informacja o wdrozonych technologiach.
Brak.

5. Informacja o wykonanych ekspertyzach lub innych opracowaniach wykonanych na
zamoéwienie instytucji publicznych lub przedsigbiorcéw.

Brak.
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6. Informacja o udziale w zespotach eksperckich lub konkursowych.
Brak.

7. Informacja o projektach artystycznych realizowanych ze Srodowiskami pozaartystycznymi.
Brak.

IV. INFORMACJE NAUKOMETRYCZNE

. Informacja o punktacji Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktorych parametr
ten jest powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania:

94,786

2. Informacja o liczbie cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem
autocytowan (stan z 15.10.2020).

Web of Science (WoS): 358 (bez autocytowan 315)

Scopus: 359, (bez autocytowan 314)

3. Informacja o posiadanym indeksie Hirscha (stan z 15.10.2020).
Indeks Hirscha wg Web of Science (WoS): 12

Indeks Hirscha wg Scopus: 12

4. Informacja o liczbie punktow MNiSW.
Calkowita liczba punktow MNiSW: 709

(podpis wnioskodawcy)
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