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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. На сучасному етапі розвитку хімії полімерів велика увага приділяється розробці нових біоактивних полімерних наношарів, прищеплених до твердих поверхонь, що дозволяє надавати поверхні спеціальні властивості, зокрема, біосумісність, контрольовану адсорбцію білків, здатність стимулювати проліферацію клітиних ліній тощо. Сучасне вирішення цього завдання передбачає пошук методів прищеплення до поверхні біологічних чи біологічно-подібних наношарів, що принципово змінюють її властивості. При цьому, слід відмітити, що на сьогоднішній день, незважаючи на успіхи полімерної хімії, методи формування прищеплених біомолекул на твердих поверхнях розвинуті ще недостатньо широко, що часто пов’язано з втратою бажаних біологічних властивостей молекулами при їх прищепленні до поверхні.

Використання частково окисненого декстрану та N-вінільних похідних амінокислот для формування біологічно-активних наношарів має значні перспективи. Сформовані за допомогою вище перерахованих молекул прищеплені полімерні наношари здатні значно покращувати адсорбцію білків та проліферативний ріст клітинних ліній на поверхні амінованого скла. Тому, дослідження закономірностей формування прищеплених біологічно-активних наношарів на поверхні амінованого скла є актуальним завданням. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами кафедри. Дисертацію виконано за планом науково-дослідних робіт Національного університету «Львівська політехніка» згідно із держбюджетними темами Міністерства освіти і науки України «Розробка основ технології одержання субстанцій з різними видами біологічної активності та нових препаратів, в тому числі пролонгованої дії на їх основі» (№ держреєстрації 0109U0045), «Полімерні носії для іммобілізації біоактивних лігандів» (№ держреєстрації 0107U009416), а також державної науково-технічної програми 03.06. «Нові екологічно безпечні лікувальні засоби».
Мета і завдання досліджень. Мета роботи − розробити методи синтезу полімерних біологічно сумісних наношарів на поверхні амінованого скла для застосування як поверхонь для контрольованої адсорбції білків та вирощування клітин.

Для досягнення основної мети необхідно було виконати такі завдання:

· Розробити прості та ефективні способи модифікації поверхні амінованого скла прищепленими полімерними біологічно сумісними наношарами, що включають процеси ″прищеплення до″ та ″прищеплення від″ поверхні.

· Дослідити основні закономірності та підібрати оптимальні умови модифікації амінованої поверхні скла прищепленими полімерними біологічно сумісними наношарами.

· Сукупністю фізико-хімічних методів дослідити властивості прищеплених полімерних наношарів, зокрема їх температуро- та рН-чутливі властивості.


· Дослідити закономірності адсорбції білків та росту клітинних ліній на поверхнях, модифікованих прищепленими полімерними біологічно сумісними наношарами.

Об’єкт дослідження: синтез полімерних біологічно сумісних наношарів, прищеплених до твердої поверхні; контрольована адсорбція білків; проліферативний ріст клітин.

Предмет дослідження: частково окиснений декстран, N-вінільні похідні амінокислот і процеси формування біологічно-активних наношарів на їх основі; полімерні біологічно сумісні наношари з ковалентно закріпленими на поверхні амінованого скла макромолекулами декстрану та амінокислотних похідних; полімерні покриття з високою здатністю до контрольованої адсорбції білків та адгезії клітин; модифіковані полімерні поверхні, що сприяють проліферації клітин.

Методи дослідження: для дослідження процесів формування полімерних біологічно сумісних наношарів на поверхнях амінованого скла та їх властивостей застосовували методи: визначення енергетичних характеристик поверхні за методом змочування різними рідинами, еліпсометричний мапінг, атомно-силову мікроскопію, часопролітну вторинну іонну мас-спектроскопію (TОF-SIMS), флуоресцентну та світлову мікроскопії.
Наукова новизна одержаних результатів. Основні наукові результати, які висунуті на захист, полягають у наступному:

· вперше проведено хімічну модифікацію поверхні амінованого скла прищепленням полімерних біологічно сумісних наношарів, які містять у своїй структурі фрагменти декстрану та полімерних похідних амінокислот, за конденсаційним механізмом ″прищеплення до″ і механізмом радикальної полімеризації ″прищеп​лення від″; 

· отримано полімерні біологічно сумісні наношари на основі похідних амінокислот та декстрану з рівномірним розподілом макромолекул на поверхні;

· виявлено вплив на формування наношарів концентрації реагентів у реакцій​ному середовищі (декстрану та N-метакрилоїл амінокислот) та часу прищеплення;

· встановлено, що поверхні на основі полі(N-метакрилоїл амінокислот) мають рН- та температурочутливі властивості;

· показано, що модифікація скляних амінованих поверхонь прищепленими полімерними наношарами дозволяє у широкому діапазоні змінювати їх поверхневі властивості, насамперед, вільну енергію поверхні та її топографію.

· вперше показано, що формування прищеплених полімерних наношарів декстрану та полі(N-метакрилоїл амінокислот) дозволяє значно підвищити рівень адсорбції певних білків, навіть за умов зміни властивостей довколишнього середовища (рН, температура), крім того такі наношари стимулюють проліферацію клітин та мають цитопротекторні властивості.

Практичне значення одержаних результатів. Розроблено нові технологічні методи синтезу полімерних наношарів на амінованих скляних поверхнях, у тому числі промислових, із застосуванням  макромолекул декстрану та полі(N-метакрилоїл амінокислот). Формування прищеплених полімерних біологічно сумісних наношарів дозволяє регулювати адсорбційну здатність білків до таких поверхонь. Отримані поверхні можуть бути застосовані у вигляді біосенсорів. Таким чином, синтезовані полімерні наношари, що покращують адгезію клітин та стимулюють їх ріст і проліферацію, а також мають цитопротекторні властивості можуть бути застосовані у біомедичних цілях для вирощування експериментальних клітинних ліній, розмноження клітин отриманих від донорів для формування мультиклітинних структур (попередників тканин та органів), а також для створення клітинних банків тощо.

Особистий внесок здобувача. Автором дисертаційної роботи здійснено літературний пошук, виконано експериментальні дослідження, розроблено методи синтезу полімерних щіток. Формулювання мети роботи та висновків, аналіз результатів досліджень, планування експериментів здійснювалися спільно з науковим керівником − д.х.н., проф. В. П. Новіковим; к.х.н., доц. Ю. Б. Стецишиним та д.х.н., проф. В. С. Токаревим.
Апробація результатів роботи. Основні положення дисертаційної роботи доповідались і обговорювались на таких конференціях: Другій міжнародній конференції молодих вчених ″Хімія та хімічні технології 2011″(CCT-2011), (Україна, Львів, 2011), 13-тій всеукраїнській конференції з міжнародною участю студентів та аспірантів "Сучасні проблеми хімії" (Україна, Київ, 2012), VI науково-технічній конференції «Поступ у нафтогазопереробній та нафтохімічній промисловості» (Україна, Львів, 2012), Всеукраїнській з міжнародною участю конференції молодих вчених “Хімія, фізика та технологія поверхні” (Україна, Київ, 2012), XVIIIth International Seminar on Physics and Chemistry of Solids (Україна, Львів, 2012), VII Polish-Ukrainian Conference "Polymers of special application" (Польша, Радом, 2012), VIІ відкритій українській конференції молодих вчених з високомолекулярних сполук (Україна, Київ, 2012), V всеукраїнській науковій конференції „Хімічні Каразінські читання-2013” (Україна, Харків, 2013), Національній науково-технічній інтернет-конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми синтезу і створення нових біологічно-активних сполук та фармацевтичних препаратів» (Україна, Львів, 2013), WE-Heraeus-Seminar “Advanced Functional Polymers for Medicine” (Німечинна, Бонн, 2013), I міжнародній науково-практичній конференції «Хімія, Біо- і Нанотехнології, Екологія та Економіка в Харчовій та Косметичній Промисловості» (Україна, Щелкіно 2013), International conference “Nanotechnology and nanomaterials” (Україна, Буковель, 2013), IX International Scientific Conference daRostim 2013 (Україна, Львів, 2013).

Публікації. Основний зміст дисертаційної роботи опубліковано в 21 науковій праці, з яких 7 статей, 6 з них−у фахових виданнях, з яких 1−в іноземному, 14 публікацій−у матеріалах і тезах конференцій.
Структура і обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається із вступу, 5 розділів, загальних висновків, списку використаної літератури. Обсяг роботи − 136 сторінок друкованого тексту, містить 15 таблиць, 67 рисунків. Бібліографічний список складається з 140 назв. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
У вступі обґрунтовано доцільність та актуальність теми дисертації, сформульовано мету і завдання досліджень, показано наукову новизну та практичне значення одержаних результатів. Викладено основні положення, які виносяться на захист дисертації, та дані про апробацію і публікацію результатів досліджень.
У першому розділі наведено огляд та аналіз літературних джерел щодо створення полімерних біологічно-активних систем. Розглянуто основні групи полімерних біологічно-активних систем. Наведено приклади полімерних біологічно-активних наношарів сформованих на основі полісахаридів, амінокислот, білків та їх похідних на твердих поверхнях та розглянуто їх переваги та недоліки На підставі виконаного огляду науково-технічної літератури обґрунтовано мету та завдання досліджень.
У другому розділі наведено основні фізико-хімічні властивості речовин, використаних у дослідженнях. Описано методики виконання експериментів: синтезу N−метакролоїл−L−амінокислот; формування прищепленого наношару 3−амінопро​пілтриетоксисилану на поверхні скла; формування декстрановмісного наношару на поверхні амінованого скла; формування пероксидовмісного наношару на поверхні амінованого та декстранізованого скла; формування прищеплених наношарів полімерів на основі похідних амінокислот методом ″прищеплення від″ пероксидованої поверхні. Для дослідження процесів формування полімерних біологічно сумісних наношарів на поверхнях амінованого скла застосовували методи: визначення енергетичних характеристик поверхні за методом змочування різними рідинами, еліпсометричний мапінг, атомно-силову мікроскопію, часопролітну вторинну іонну мас-спектроскопію (TОF-SIMS), флуоресцентну та світлову мікроскопії.
У третьому розділі дисертаційної роботи розглянуті особливості модифікації амінованої та декстранізованої поверхні скла дихлорангідридом дитретбутил​пероксипіромелітатом з метою іммобілізації на ній пероксидовмісного ініціатора (ПІ), що в подальшому забезпечить ініціювання радикальної полімеризації ″прищеплення від″. Синтез проводився у декілька стадій. На першій стадії було здійснено функціоналізацію поверхні скла молекулами 3−амінопропіл​триетоксисилану (АПТЕС), тобто було проведено її амінування. Скляні пластинки занурювали в 0,2 % розчин АПТЕСу в метанолі на 24 год, прищеплення проводили за кімнатної температури. На рис. 1 наведено загальну схему формування прищепленого наношару АПТЕС на поверхні скла.
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Рис.1 − Формування прищепленого наношару АПТЕС на поверхні скла
Первинні аміногрупи, іммобілізовані на поверхні скла, дозволяють здійснювати її модифікацію пероксидовмісним ініціатором з хлорангідридними групами на основі піромелітової кислоти. Аміновані скляні пластинки занурювали у 1 % мас. розчин дихлорангідриду дитретбутилпероксипіромелітата в діоксані на 2 год. Процес проводили при кімнатній температурі. Прищеплення ПІ здійснювали в результаті взаємодії аміногруп у структурі прищепленого АПТЕСу з хлорангідридними групами у молекулах ініціатора (рис. 2).
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Рис. 2 − Формування прищепленого наношару пероксидовмісного ініціатора на основі хлорангідриду піромелітової кислоти
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Формування пероксидованого наношару, прищепленого до поверхні аміно​ваного скла, підтверджували TOF-SIMS методом. На рис. 3 приведені TOF-SIMS спектри поверхонь амінованого скла, а також амінованого скла, модифікованого прищепленим наношаром пероксидовмісного ініціатора. На поверхні скла модифікованого АПТЕС (рис.3а) виявлено характеристичний пік СН4N+ (Mr=30), який підтверджує, що поверхня скла модифікована АПТЕСом. Пероксидні модифікатори (рис.3б) до остатнього часу не досліджувались методом TOF-SIMS, тому ми не можемо говорити про наявність характеристичних піків, а тільки про ідентифіковані фрагменти, що можна віднести до алкокиси угрупувань (C2H5O+ і C3H7O+), піки алкильних залишків C3H7+ і C4H9+, та пік, характерний для ароматичного ядра піромелітової кислоти (C7H7+). Крім того, наявні CH4N+ сигнали, та пік C3H8N+ іону, що відображають процес прищеплення пероксиестеру до АПТЕСу.

Рис. 3 − TOF-SIMS спектрограми піків позитивних вторинних іонів, отриманих з поверхонь модифікованих АПТЕС (а) та модифікованих АПТЕС-ПІ (б)
Формування декстранового наношару складається з двох послідовних стадій. На першій здійснювали окиснення перйодатною кислотою мономерних ланок декстрану до альдегідних груп (рис. 4), для цьго розчиняли 1,25 г декстрану у 25 мл дистильованої води (5 % мас. розчин), додавали 0,5 мл перйодатної кислоти і витримували реакційну суміш 4 год. На другій стадії за допомогою альдегідних груп діальдегіддекстрану здійснювали сам процес прищеплення до амінованої поверхні (рис. 5). Аміновані скляні пластинки на 6 год занурювали у отриманий розчин діальдегіддекстрану, одержаний частковим окисненням декстрану перйодатною кислотою у воді. Прищеплення проводили при кімнатній температурі. 
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Рис. 4 − Окиснення декстрану перйодатною кислотою до діальдегіддекстрану
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Рис. 5 − Прищеплення декстрану до амінованої поверхні

Модифікація декстранізованої поверхні прищепленими молекулами пероксидовмісного ініціатора (рис. 6) відкривають додаткові можливості для її модифікації, прищепленими полімерними щітками. Таким чином, є передумови створення поверхні вкритої одночасно наношаром декстрану та прищепленими макромолекулами похідних амінокислот – полімерними біологічно-активними щітками.

Декстранізовані поверхні мають функціональні групи двох типів, які здатні до ковалентного зв’язування пероксидовмісного ініціатора при взаємодії з його хлорангідридними групами. Це вільні аміногрупи на поверхні скла та гідроксильні групи у структурі макромолекул декстрану. Для іммобілізації ПІ декстранізовані скляні пластинки занурювали у 1 % мас. розчин дихлорангідриду дитретбутил​пероксипіромелітата в діоксані на 2 год. Прищеплення проводили при кімнатній температурі.
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Рис. 6 − Прищеплення ПІ до декстранізованої поверхні

У четвертому розділі наведено результати прищепленої полімеризації до отриманих пероксидованих покриттів N-вінільних похідних амінокислот методом ініціювання "від поверхні", тобто прищеплення "щіток" полі(N-метакрилоїл-L-амінокислот), зокрема: полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) (ПNМЛ), полі(N-метакрилоїл-L-фенілаланіну) (ПNМФ), полі(N-метакрилоїл-L-метіоніну) (ПNММ), полі(N-метакрилоїл проліну) (ПNМП) та полі(N-метакрилоїл гліцину) (ПNМГ). 
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	Рис. 7 − Формування прищеплених наношарів полі(N-метакрилоїл амінокислот) на пероксидованій поверхні


Пероксидовані скляні підкладинки поміщали в ампули з 0,1М етанольним розчином мономеру відповідної амінокислоти, продували вміст ампул аргоном. Після запаювання ампули прогрівали при температурі 90°С протягом певного часу. Прищеплення відбувалося за рахунок радикалоутворення при гомолізі іммобілізованих пероксидних груп ПІ. Змінюючи час прищеплення, досягали різного ступеня модифікації поверхні.
Формування прищеплених наношарів полі(N-метакрилоїл-L-амінокислот) на пероксидованій поверхні було підтвержено за допомогою TOF-SIMS методу та АСМ-мікроскопії на прикладі полі(N-метакрилоїл-L-лейцину).

Аналіз TOF-SIMS спектрограм поверхонь модифікованих АПТЕС-ПІ до і після прищеплювальної полімеризації (рис. 8) показує їх значні відмінності, що підтверджує факт формування прищепленого наношару полі(N-метакрилоїл-L-лейцину). Покриття, модифіковані АПТЕСом, а потім ПІ (рис.8а), містять у своїй структурі групи, що здатні утворювати іони C2H5O+, C3H7O+, C3H7+, C4H9+, C7H7+, CH4N+ та C3H8N+. У той же час, інтенсивності цих піків на спектрі, знятому на поверхнях, модифікованих прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) (рис.8б), є значно нижчими. Проте, на ній зустрічаються піки, які відсутні на спектрограмах зразків, модифікованих ПІ, наприклад, характеристичні для лейцинових фрагментів піки C5H10N+ і C5H12N+, а також ідентифіковані C4H11NO2+ і C5H9NO2+.
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	Рис. 8 − TOF-SIMS спектри піків позитивних вторинних іонів, отриманих з поверхонь, модифікованих ПІ (а) та після прищеплення полі(N-метакрилоїл-L-лейцином) (б).




Проведений АСМ аналіз (рис. 9.), крім візуально спостережуваної різниці між поверхнею модифікованою пероксидовмісним ініціатором та поверхнею, де до шару ПІ прищепили полі(N-метакрилоїл-L-лейцин), показує суттєву різницю основних параметрів поверхонь. Так, середньоквадратична шорсткість поверхні (RMS) пероксидованого скла становить 0,7 нм, а поверхні з прищепленим шаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) – 1,4 нм; середній перепад висот для поверхні, модифікованої ПІ, становить 1,6 нм, а для поверхні з прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) – 4,7 нм. Це свідчить про значні відмінності між цими поверхнями.
	 SHAPE  \* MERGEFORMAT 




	Рис. 9 − АСМ-мікрофотографії топографій пероксидованої поверхні (а) та поверхні, модифікованої прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) (б).



[image: image19.wmf]-

n

 

H

C

l

+

n

C

C

O

O

C

O

C

O

C

l

O

O

C

(

C

H

3

)

3

C

l

O

O

(

C

H

3

)

3

C

Ï

å

ð

î

ê

ñ

è

ä

î

â

ì

³

ñ

í

è

é

 

³

í

³

ö

³

à

ò

î

ð

 

ï

ð

è

ù

å

ï

ë

å

í

è

é

ä

î

 

ï

î

â

å

ð

õ

í

³

 

à

ì

³

í

î

â

à

í

î

ã

î

 

ñ

ê

ë

à

 

 

O

O

(

C

H

3

)

3

C

O

S

i

S

i

O

H

H

O

H

2

N

O

S

i

S

i

O

 

H

N

O

S

i

O

S

i

S

i

H

2

N

C

O

O

S

i

S

i

H

2

N

O

S

i

S

i

O

H

2

N

O

S

i

C

O

C

O

C

O

S

i

S

i

O

H

H

O

H

N

O

Ï

î

â

å

ð

õ

í

ÿ

 

ñ

ê

ë

à

 

ì

î

ä

è

ô

³

ê

î

â

à

í

à

 

À

Ï

Ò

Å

Ñ

î

ì

(

à

ì

³

í

î

â

à

í

à

 

ï

î

â

å

ð

õ

í

ÿ

)

 

 

O

O

C

(

C

H

3

)

3

O

S

i

S

i

O

H

2

N

O

S

i

O

S

i

S

i

H

2

N

O

S

i

S

i

H

2

N

O

S

i

S

i

O

H

2

N

O

S

i

Закономірності формування прищеплених наношарів (ПNМЛ), (ПNМФ), (ПNММ), (ПNМП), (ПNМГ) були досліджені методом еліпсометрії (рис. 10) та вимірюванням контактних кутів змочування (рис. 11а). 
	
	Рис. 10 − Еліпсометрично визначені залежності товщини полімерних наношарів від часу прищеплювальної полімеризації при 90 (С у 0,1М розчині мономеру в етанолі.

	


Результати показують, що при ініціюванні полімеризації N-метакрилоїл гліцину з пероксидованої поверхні, утворюється прищеплений наношар полі(N-метакрилоїл гліцину) товщиною ≈ 30 нм. На кривій можна виділити дві ділянки − це ділянка росту товщини прищепленого наношару протягом перших 20 год., та ділянка після 20 год. процесу, коли товщина прищепленого наношару майже не змінюється у часі. Подібні закономірності формування прищепленого наношару спостерігаються і для N-метакрилоїл проліну. Максимально можлива товщина прищепленого наношару полі(N-метакрилоїл проліну) становить ≈ 30 нм. Як і у випадку модифікації поверхні N-метакрилоїл гліцином, при застосуванні N-метакрилоїл проліну, зростання товщини прищепленого наношару після 20 год. процесу модифікації є відносно незначним, крива поступово виходить на плато. Максимальна товщина прищепленого наношару полі(N-метакрилоїл-L-метіоніну) становить ≈ 22 нм та досягається на 48 год модифікації. У той же час, на кривій можна виділити дві різні ділянки формування прищепленого шару. Це ділянка швидкого зростання прищеплення N-метакрилоїл-L-метіоніну до 20 год. модифікації, та ділянка повільного прищеплення N-метакрилоїл-L-метіоніну після 20 год., коли товщина наношару у часі практично не збільшується. Дослідження формування прищепленого наношару на основі N-метакрилоїл-L- лейцину показало, що на 20ій годині модифікації процес формування наношару практично завершується і його товщина становить ≈ 22 нм. При прищепленні полі(N-метакрилоїл-L- фенілаланіну) було отримано наношар з максимальною товщиною ≈ 22 нм.
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	Рис. 11 − Залежність контактного кута змочування водою (а) та ступеня модифікації поверхні, розрахованого за рівняння Касьє, (б), від часу прищеплювальної полімеризації при 90(С у 0,1М розчині мономеру в етанолі. 




З аналізу наведених залежностей контактних кутів змочування водою поверхонь, модифікованих прищепленням полі(N-метакрилоїл-L-амінокислот), (рис. 11а) від часу модифікації видно, що незважаючи на рівномірність утворених покриттів за даними еліпсометріїї, у ряді випадків повний ступінь модифікації не досягається, і останній залежить від природи мономеру. Значення контактних кутів змочування водою суцільної поверхні полі(N-метакрилоїл гліцину) становлять 0±00. З рівняння Касьє було визначено ступінь модифікації поверхні прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл гліцину) (рис.11б). Видно, що за даних умов модифікації досягається лише 75%-на модифікація поверхні. Контакний кут змочування суцільної поверхні полі(N-метакрилоїл проліну) становить 16,1±2º. Аналіз змін контактних кутів змочування у процесі модифікації пероксидованої поверхні прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл проліну) показав її неповне покриття, близько 80% на 48ій годині модифікації (рис. 11б). Контакний кут змочування суцільної поверхні полі(N-метакрилоїл метіоніну) становить 41,2±2º. Практично повна модифікація поверхні полі(N-метакрилоїл-L-метіоніну) досягається приблизно за 10 год прищеплення. Контакний кут змочування суцільної поверхні полі(N-метакрилоїл лейцину) становить 46,9±2º. Для поверхні модифікованої N-метакрилоїл-L-лейцином видно, що процес модифікації практично завершується на 20ій годині, оскільки ступінь модифікації при збільшенні тривалості процесу від 20 до 48 год. змінюється лише на 12%. Контакний кут змочування суцільної поверхні полі(N-метакрилоїл-L-фенілаланіну) становить 42,1±2º. Дослідження залежностей контактного кута змочування водою (рис. 11а) та ступеня модифікації поверхні, отриманого з рівняння Касьє (рис. 11б), від часу модифікації поверхні N-метакрилоїл-L-фенілаланіном показали, що на графіку можна виділити дві ділянки – швидкого та повільного прищеплення: ділянку швидкого прищеплення, у якій ступінь модифікації зростає від 0 до 70 % протягом перших 20 год, та ділянку повільної модифікації поверхні, на якій ступінь модифікації змінюється протягом наступних 26 год від 70 до 100 %.

Певний вплив на формування прищепленого наношару має природа амінокислотного фрагменту у складі мономерів, при цьому слід звернути увагу, що значення величин густин прищеплення є приблизно однаковими для всіх досліджуваних мономерів, в той час як природа мономерних одиниць визначає однорідність покриття поверхні прищепленими наношарів, їх висоту, енергетичні характеристики модифікованої поверхні. Для кожного типу наношарів визначено такі характеристики, як поверхнева концентрація прищепленого полімеру, густина прищеплення, молекулярна маса прищеплених ланцюгів (табл. 1). При цьому ми вважаємо, що за запропонованою схемою розрахунків молекулярної маси прищеплених полімерних ланцюгів та густини прищеплення, такі розрахунки відображають реальну картину тільки до значень часу полімеризації, при яких наношар ще не є повністю сформований (є вільний доступ мономерів до центрів радикалоутворення на поверхні). Згідно даних еліпсометрії цей час не перевищує 8‑15 год. процесу прищеплювальної полімеризації.
Таблиця 1
Характеристики прищеплених наношарів полі(N-метакрилоїл амінокислот), сформованих на пероксидованій поверхні
	Тип поверхні
	Час модифікації, год
	Товщина прищепленого наношару, нм
	Концентрація прищепленого полімеру
	Усереднена молекулярна маса, г/моль
	Густина прищеплення, макромолекул/нм2

	
	
	
	мг/м2
	моль/м2
	
	

	Полі(N-метакрилоїл гліцин)
	12
	22.5
	26,2
	1,8•10-4
	100800
	0,15

	Полі(N-метакрилоїл пролін)
	12
	17
	20,6
	1,1•10-4
	79200
	0,15

	Полі(N-метакрилоїл метіонін)
	8
	14
	16,3
	0,7•10-4
	89068
	0,11

	Полі(N-метакрилоїл-L-лейцин)
	10
	15
	15,7
	0,8•10-4
	70800
	0,13

	Полі(N-метакрилоїл  фенілаланін)
	8
	11,5
	13,6
	0,6•10-4
	74320
	0,11


Поверхні, модифіковані полі(N-метакрилоїл лейцином) є температуро- та pH- чутливими. На рис. 12 наведено топографії поверхонь прищеплених наношарів полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) при температурах 5 та 25 (С, отриманих АСМ. Структура наношарів зазнає значних змін при зміні температури середовища. Так, RMS поверхні наношару полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) при 5 (С становить 0,2 нм, у той же час RMS поверхні цього наношару при 25 (С − 1,4 нм (рис. 12). Зміни змочуваності та структури прищепленого наношару за дії різних температур, очевидно також, пов’язані зі зміною конформації макромолекул полі(N-метакрилоїл-L-лейцину), внаслідок їх здатності утворювати та розривати водневі зв’язки з молекулами води. При температурі, вищій за нижню критичну температуру розшарування, відбувається розрив водневих зв’язків і конформацію макромолекул визначають Ван-дер-Ваальсівські взаємодії між їх фрагментами. Це веде до виштовхування молекул води з шару полімеру, який ущільнюється і при цьому значення RMS поверхні значно зменшується.
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	Рис. 12 − АСМ-мікрофотографії та топографічний переріз поверхні, модифікованої прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) (21 год модифікації) при температурах 5 (C (a) та 25 (C (б).




На рис. 13 наведено залежності величин контактних кутів змочування водою прищеплених наношарів  полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) після вимочування у буферних розчинах від температури. 
Видно, у всіх випадках температурочутливі властивості зберігаються, у той же час рН чутливі властивості у повній мірі проявляються тільки у сильно лужному середовищі, де контактний кут змочування при низьких температурах складає близько 5(, а при температурі 20 (С, складає близько 65(, тобто у цьому температурному діапазоні зміна контактних кутів змочування становить близько 60(. Такі значні зміни величин контактних кутів змочування поверхні при рН=11, очевидно, пов’язані з практично повною іонізацією карбоксильної групи у сильно лужному середовищі і тому її нездатністю конкурентно взаємодіяти з амідними групами при низьких температурах, і відтак, блокувати процес взаємодії амідних груп з молекулами води. 
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Рис. 13 − Залежність величин контактних кутів змочування водою прищеплених наношарів полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) після вимочування у буферних розчинах від температури. 
Час модифікації 21 год.

У п’ятому розділі вивчено біологічну активність декстранізованих поверхонь та поверхонь, модифікованих пришепленими наношарами на основі N-метакрилоїльних похідних амінокислот, яка характеризувалась здатністю до адсорбції білків, адгезії клітин, їх росту, поділі та диференціації.

Методом флюоресцентної мікроскопії було показано здатність білків з флюоресцентними мітками лентіл лектин та бичачого сироваткового альбуміну утворювати стабільні білкові наношари на поверхнях з щітками полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) та показано, що при дії різних температур характер адсорбції не змінювався, незважаючи на зміни у властивостях поверхні.

Також було досліджено адсорбцію альбуміну на декстранізованій поверхні. На рис. 14 наведено криві залежностей висоти наношару альбуміну (а) та індексу рефракції поверхні (б) від часу адсорбції альбуміну з цитратно-фосфатного розчину при рН=7,4 на поверхні вихідного та модифікованого скла. Видно, що після значної початкової адсорбції альбуміну на поверхні скла відбувається його часткова десорбція, і встановлюється динамічна рівновага, яка веде до формування на поверхні термодинамічно стійкого наношару. Ці закономірності зберігаються як для немодифікованої, так і для амінованої скляних поверхонь. 

Разом з тим, на поверхні, модифікованій декстраном, висота наношару альбуміну після досягнення певної величини, практично не змінюється. Одночасно в процесі адсорбції зростає показник індексу рефракції, що свідчить про утворення ущільненого наношару альбуміну на поверхні, модифікованій декстраном.
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	Рис. 14 − Залежність висоти наношару альбуміну (а) та індексу рефракції отриманої плівки (б) від часу адсорбції альбуміну на поверхні скла : 1−модифікованого АПТЕС; 2−модифікованого АПТЕС−декстран; 3−немодифікованого. Концентрація розчину альбуміну становить 0,2 мг/мл, рН=7,4.


Процес адсорбції альбуміну з кислого буферного розчину (рН=3) відбувається дещо інакше. Так, висота отриманих наношарів альбуміну на поверхні скла та амінованого скла є значно меншою (рис. 15а), а значення індексу рефракції - значно вищим (рис. 15б). Зростання товщини наношару альбуміну при адсорбції з кислого розчину можна пояснити зміною його конформації, при якій утворюються більш щільно упаковані наноструктури альбуміну. Разом з тим, висоти наношарів альбуміну на поверхні, модифікованій декстраном, практично не залежать від величини рН альбумінового розчину, а величина індексу рефракції шару є дещо вищою, якщо адсорбцію вести з кислого розчину. 
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	Рис. 15 − Залежність висоти наношару альбуміну (а) та індексу рефракції отриманої плівки (б) від часу адсорбції альбуміну на поверхні скла : 1−модифікованого АПТЕС; 2−модифікованого АПТЕС−декстран; 3−немодифікованого. Концентрація розчину альбуміну становить 0,2 мг/мл, рН=3.


У таблиці 2 наведено динаміку проліферативного росту клітин культури фібробластів лінії NIH3/T3 при культивуванні на поверхнях, модифікованих прищепленими наношарами − скло/АПТЕС (ДГ 1); −. скло/АПТЕС/декстран (ДГ 2); − скло/альбумін (ДГ 3); − скло/АПТЕС/альбумін (ДГ 4); −скло/АПТЕС/декстран/альбумін (ДГ 5).
Таблиця  2
Проліферативний ріст культури клітин фібробластів лінії NIH3/T3 на модифікованих поверхнях протягом 72-х год культивування. (М±m), n=3

	Групи та статистична обробка результатів
	Концентрація клітин

млн/см3, після культивування

	
	24 год
	48 год
	72 год

	Контрольна група
	1,274±0,01
	1,804±0,03
	1,808±0,07

	ДГ 1
	1,333±0,15
	2,654±0,09
	2,154±0,03

	ДГ 2
	1,266±0,03
	2,895±0,06
	2,529±0,02

	ДГ 3
	1,458±0,01
	2,187±0,06
	1,845±0,05

	ДГ 4
	1,707±0,01
	1,850±0,02
	1,845±0,08

	ДГ 5
	2,004±0,03
	1,887±0,07
	1,804±0,04


При порівнянні даних проліферативного росту культур на поверхнях скла різної хімічної природи можна стверджувати, що суттєве підвищення клітинного росту спостерігається на поверхні скла, модифікованій АПТЕС/декстраном.

У таблиці 3 наведено динаміку проліферації ембріональних клітин нирки лінії HEK-293 при культивуванні на поверхнях, модифікованих прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину).
 Таблиця 3

Проліферативний ріст клітин лінії HЕК 293 на модифікованій та контрольній поверхні при 24, 48 та 72 год культивування. Первинна густина клітин (800 000 клітин/мл). 

	Природа поверхні
	Концентрація клітин млн/см3 після культивування

	
	24 год
	48 год
	72 год

	Скло
	1,01±0,04
	1,69±0,1
	2,82±0,02

	Полі(N-метакрилоїл лейцин)
	1,43±0,15
	2,05±0,03
	3,53±0,08


Аналіз даних показав, що при культивуванні клітин культури HEK-293 спостерігається їх швидкий ріст з наступним формуванням моношару клітин. Клітини, культивовані на поверхнях, модифікованих прищепленим наношаром полі(N-метакрилоїл-L-лейцину), проявили значно вищу проліферативну активність та життєздатність, ніж на поверхні немодифікованого скла.

Проведені дослідження показали, що поверхні скла, модифіковані наношарами АПТЕСу, декстрану, альбуміну та полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) не виявляють токсичних властивостей та можуть бути використані для культивування різних типів клітин. Крім того, поверхні скла, модифіковані АПТЕСом та АПТЕС/декстраном, сприяють підвищенню проліферативної активності та життєздатності клітин фібробластів та можуть бути використані як клітинні матрикси для вирощування клітин різних типів.

ВИСНОВКИ

1. Розроблено прості та ефективні методи синтезу на поверхні амінованого скла біологічно сумісних наношарів, що здійснювалось іммобілізацією пероксидовмісного ініціатора на основі піромелітової кислоти на поверхні амінованого скла або на його попередньої декстранізованій поверхні з подальшим формуванням пептидімітуючих прищеплених макроланцюгів в результаті прищеплювальної радикальної полімеризації N-метакрилоїл амінокислот, ініційованої з поверхні іммобілізованим ПІ.

2. Ступінь модифікації амінованої поверхні ПІ (дихлорангідридом дитретбутил​пероксипіромелітата) визначається його концентрацією у розчині та часом взаємодії з поверхнею. Встановлено, що максимально досяжна концентрація ПІ на амінованій поверхні становить 4,4∙10-6 моль/м2, а на амінованій та декстранізованій поверхні – 2,7∙10-6 моль/м2.

3. Пероксидована поверхня дозволяє здійснювати цільову поверхневу модифікацію  полімерними біологічно сумісними наношарами через прищеплення макромолекул полі(N-метакрилоїл амінокислот). При цьому відкриваються широкі можливості регулювання вільної енергії поверхні, її дисперсійної, кислотної та основної складових. На прикладі, прищеплених "щіток" полі(N-метакрилоїл-L-лейцину) показано можливість створення рН- та температурно-чутливих пептидімітуючих систем.

4. Ступінь модифікації поверхні прищепленими наношарами полі(N-метакрилоїл амінокислот), а відповідно поверхнева концентрація і щільність прищеплення їх макромолекул визначається часом проведення процесу прищеплювальної полімеризації. 

5. Формування на поверхні скла полімерних наношарів з прищепленими макроланцюгами декстрану та полі(N-метакрилоїл амінокислот) дозволяє наділити поверхню біологічно-активними властивостями, що проявляються у здатності контрольовано адсорбувати білки та стимулювати ріст клітин.
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АНОТАЦІЯ

Огар М.О. Синтез полімерних біологічно сумісних наношарів на поверхні амінованого скла. – На правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук за спеціальністю 02.00.06 – хімія високомолекулярних сполук. – Національний університет “Львівська політехніка” Міністерства освіти і науки України, Львів, 2014.

Дисертаційна робота присвячена синтезу на поверхні амінованого скла нових полімерних біологічно сумісних наношарів на основі декстрану та N‑метакри​лоїльних похідних амінокислот в перспективі проведення контрольованої адсорбції певних білків та надання поверхні здатності стимулювати адгезію, ріст і проліферацію клітинних ліній. Процес формування полімерних наношарів проводили в декілька стадій. Спочатку поверхню скла модифікували аміносиланом АПТЕС і до утвореного амінованого моношару в подальшому прищеплювали пероксидовмісний ініціатор (ПІ) на основі піромелітової кислоти. Також проводили модифікацію амінованої поверхні діальдегідом декстраном, з подальшим прищепленням цього ПІ. Іммобілізований ПІ використовували для ініціювання прищеплювальної "від поверхні" радикальної полімеризації N-метакрилоїл-L-амінокислот для отримання пептидімітуючих полімерних щіток. У роботі висвітлено особливості перебігу реакції та оптимізовано умови її проведення. 
Сформовані таким чином полімерні наношари на основі декстрану та N-метакрилоїльних похідних амінокислот відкривають широкі перспективи для застосування такого дешевого матеріалу, як аміноване скло у біомедицині, наномедицині та клітинній біології.

Ключові слова: синтез полімерних наношарів, полімерні щітки, декстран, полі(N-метакрилоїл-L-амінокислоти), модифікація поверхні, адсорбція білків.
АННОТАЦИЯ

Огар М.О. Синтез полимерных биологически-совместимых нанослоёв на поверхности аминированного стекла. – На правах рукописи.
Диссертация на соискание научной степени кандидата химических наук по специальности 02.00.06 – химия высокомолекулярных соединений. – Национальный университет “Львовская политехника” Министерства образования и науки Украины, Львов, 2014.

Диссертационная работа посвящена синтезу на поверхности аминированного стекла новых полимерных биологически совместимых нанослоев на основе декстрана и N-метакрилоильных производных аминокислот в перспективе проведения контролируемой адсорбции определенных белков и придания поверхности способности стимулировать адгезию, рост и пролиферацию клеточных линий. Процесс формирования полимерных нанослоев осуществляли в несколько стадий. Сначала поверхность стекла модифицировали аминосиланом АПТЕС и к образованному аминированному монослою в дальнейшем прививали пероксидсодержащий инициатор (ПИ) на основе пиромеллитовой кислоты. Также проводили модификацию аминированной поверхности диальдегидом декстрана, с последующей прививкой этого ПИ. Иммобилизованный ПИ использовали для инициирования привитой “от поверхности” радикальной полимеризации N‑метакрилоил-L-аминокислот для получения пептидимитирующих полимерних щеток. В работе освещены особенности прохождения реакции и оптимизированы условия ее проведения. 

Сконструированные таким образом полимерные нанослои на основе декстрана и N-метакрилоильных производных аминокислот открывают широкие перспективы для применения такого дешевого материала, как аминированное стекло в биомедицине, наномедицине и клеточной биологии.

Ключевые слова: синтез полимерных нанослоев, полимерные щетки, декстран, поли(N-метакрилоил-L-аминокислоты), модификация поверхности, адсорбция белков.

SUMMАRY

Ohar M.O. Synthesis of the polymer biologically compatible nanolayers on the aminated glass surface. - Manuscript.
Thesis for the Ph. D. degree by speciality 02.00.06 – High-Molecular Compounds. – Lviv Polytechnic National University of Ukrainian Ministry of Education and Science, Lviv, 2014.
This thesis is devoted to synthesis at the aminated glass surface of novel polymeric biocompatible nanolayers based on dextran and N-methacryloyl derivatives of amino acids in prospect of controlled adsorption of specific proteins and imparting an ability to enhance adhesion, growth and proliferation of cell lines onto the modified surface. Formation of the polymer nanolayers has been realized in several stages. At first, the glass surface has been modified by aminosilane APTEC; and onto the aminated monolayer the peroxidecontaining initiator (PI) based on pyromellitic acid has been grafted. Otherwise aminated glass surface has been modified by dextran dialdehyde, followed by grafting of this PI. The immobilized PI has been used further for initiation of the "from the surface" graft polymerization of N-methacryloyl-L-amino acids for obtaining of the peptide imitating polymeric brushes. The reaction peculiarities as well as the optimal conditions for its proceeding are highlighted in this work.

The nanolayers formed at the inexpensive aminated glass substrates via the elaborated method are expected to find wide application in biomedicine, nanomedinice and cell biology.

Keywords: synthesis of polymer nanolayers, polymer brushes, dextran, poly(N-methacryloyl-L-amino acids), surface modification, protein adsorption.
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