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Streszczenie

Podtoza do hodowli komorkowej charakteryzujg
sie réznymi wtasciwos$ciami mechanicznymi, ktére
mogg miec¢ znaczgcy wptyw na zachowanie komorek.
Szczegolnie ciekawy typ podifozy stanowig hydrozele
akryloamidowe, zaréwno ze wzgledu na tatwo$c ich
syntezy, jak i na fakt, iz poprzez niewielkie zmiany
ilosci substratéw wykorzystywanych w wytwarzaniu
tych podtozy, mozna uzyskac podfoza znacznie roz-
nigce sie elastyczno$cig. Dodatkowg zaletg hydrozeli
akryloamidowych jest to, Zze pomimo znacznych réznic

elastyczno$ci, biozgodno$c i bioaktywno$¢ pozostajg
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Abstract

Cell culture substrates show different mechanical
properties, that may have significant influence on be-
havior of cells. Acrylamide hydrogels are particularly in-
teresting substrates, due to both the ease of their syn-
thesis and the fact, that by small changes in the amounts
of reactants used in their manufacturing process,
one can obtain substrates of significantly different
elasticity level. An additional advantage of acryla-
mide hydrogels is that despite of significant changes
in elasticity they exhibit no changes in biological

properties.

niezmienione.

W niniejszym artykule skupiono sie na opisie synte-
zy podfozy akryloamidowych do hodowli komérkowey,
a takze na scharakteryzowaniu ich cech mechanicz-
nych i sprawdzeniu wptywu elastycznosci podtozy na
hodowle rybich komdrek keratynocytowych. Keratyno-
cyty to komorki, ktérych hodowla jest niewymagajgca,
w poréwnaniu do innych linii komorkowych, gdyz moga
one by¢ hodowane bez koniecznosci wykorzystywania
drogich pozywek, a takze bez koniecznosci inkubo-

wania w temperaturze 37°C.

W pracy szczegotowo opisano sposob wytwarza-
nia podtozy akryloamidowych o réznych stopniach
elastyczno$ci. Hydrofilowo$¢ otrzymanych podtozy
sprawdzano metodg goniometryczng poprzez pomiar
kata zwilzania. Istotng czeScig eksperymentu byto
okreslenie wtasciwosci mechanicznych otrzymanych
podfozy poprzez pomiar predkosci rozchodzenia sie
podtuznej fali ultradzwiekowej. W ten sposob porow-
nano wtasciwoSci mechaniczne czterech podfozy
réznigcych sie modutem elastyczno$ci. Stwierdzono,
iz najwieksze predkosci rozchodzenia sig fal dotyczg
proébek o najnizszym module elastycznosci, co Swiad-
czy o najwiekszym upakowaniu czgsteczek polimeru
i posrednio potwierdza najwyzszy stopien usieciowa-

nia polimeru.

Otrzymane podtoza postuzyty jako matryce do ho-
dowli keratynocytow, ktérych migracje obserwowano
pod mikroskopem. Zaobserwowano znaczne réznice

This article is focused on the synthesis of acryla-
mide substrates for cell culturing, characterization of
their mechanical properties, and also on searching
the influence of elasticity of the substrates on culture
of fish keratinocytes. Keratinocytes are cells, which
culture is simplified, compared to other cell lines, since
they may be cultured without usually expensive nour-
ishments and the necessity of incubation at 37°C.

The detailed description of the synthesis of acryla-
mide substrates of different levels of elasticity is given
in this paper. Hydrophilicity of the obtained substrates
was also investigated by testing the contact angle by
goniometric method. An important part of the experi-
ment was determining mechanical properties of the
obtained substrates by measuring velocity of propaga-
tion of ultrasonic longitudinal wave for substrates of
different elasticity modules. In that way comparison
of the elasticity of the four different substrates was
possible. It has been found, that the largest wave
propagation velocity refers to the samples of the low-
est elastic modules, what proves the highest degree
of cross-linking in these hydrogels.

The established substrates were used as matrices
for keratinocytes culture, which migration was observed
under the microscope. Depending on the substrate
significant differences in cell behavior, their migration
velocity, and shape changing has been observed.
The soft hydrogels with elasticity modulus less than
several kPa were stressful for the cells while hard ones

w zachowaniu sie komoérek, szybkoSci ich migracji
oraz przyjmowaniu ksztattu wskazujgcego stresogen-
ne dziatanie podtozy o niskim module elastycznosci
rzedu kilku kPa oraz korzystne oddziatywanie podtozy
twardych o module elastyczno$ci >30 kPa.

Stowa kluczowe: podtoza poliakryloamidowe,
elastycznos$c, hydrozele, keratynocyty
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with elasticity of >30 kPa were beneficial.
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Wprowadzenie

Podtoza stosowane w hodowlach komorek i tkanek
charakteryzujg sie roznymi wtasciwosciami mechanicznymi,
ktére bezposrednio wptywajg na zachowanie kultur komor-
kowych. Réwniez mikrostruktura wszczepianego materiatu
moze mie¢ znaczgcy wplyw na zachowanie komorek znaj-
dujgcych sie w rejonie implantu. Zachowanie komérek na
powierzchniach krawedzi, rowkéw badz innych elementow
topograficznych odbiega od odpowiedzi komérek osadza-
nych na gtadkich podtozach. W wielu przypadkach komorki
reagujg na zmiane topografii poprzez ukierunkowanie migra-
cji np. wzdhuz grzbietéw i widkien na podtozach [1].

Wsréd licznych materiatéw stosowanych do wyrobu
podfozy do hodowli komdrkowych szczegdlnie popularne sg
hydrozele polimerowe. Staty sie one popularne w latach 50.
dwudziestego wieku - pierwszym materiatem hydrozelowym
uzytym jako implant medyczny byt poli(alkohol winylowy),
wyprodukowany w formie ggbki. Do wytwarzania materiatow
hydrozelowych stosuje sie zaréwno polimery biodegrado-
walne, jak i syntetyczne. Biokompatybilne hydrozele poli-
merowe znajdujg szerokie zastosowanie w biomedycynie
i farmacji, szczegodlnie w kontrolowanym dostarczaniu
i uwalnianiu lekow, inzynierii tkankowej oraz medycynie
regeneracyjnej [2,3].

Zele polimerowe to materiaty bedace potgczeniem cieczy
z ciatem statym, w ktorych luzno usieciowana matryca polime-
rowa tworzy tréjwymiarowg sie¢ wypetniong ptynami, ale nie
rozpuszcza sie w nich. llo$¢ ptynéw zaabsorbowanych przez
zel moze by¢ duzo wieksza niz ilos¢ polimeru. Tréjwymiarowy
charakter matrycy polimerowej zapewnia swoistg rownowage
struktury zelu — pecznienie Zzelu wzrasta wraz ze wzrostem
dtugosci mostkéw sieciujgcych i odlegtosci miedzy nimi.

W niniejszej pracy wykorzystano zele poliakryloamidowe,
wytworzone z akryloamidu usieciowanego bisakryloamidem.
Przez kontrolowane zmiany stezenia tych dwoch sktadnikow
mozna otrzymac szereg podtozy o réznej elastycznosci,
przy czym sieciowanie zeli poliakryloamidowych nie wpty-
wa znaczgco na wymiary matrycy. Zele te mozna poddaé
aktywaciji i pokry¢ wybranymi biatkami macierzy zewnatrz-
komodrkowej przed rozpoczeciem hodowli komorkowej, co
daje mozliwos¢ niezaleznego sterowania wtasciwosciami
mechanicznymi i biologicznymi podtoza. Ponadto zele
poliakryloamidowe sg izotropowe i sprezyste (powracaja
do pierwotnego ksztattu po odjeciu sit odksztatcajgcych),
co sprawia iz mozliwe jest wykonanie obliczen charaktery-
zujgcych deformacje obszaréw podtoza. Rozmiary poréw
nie przekraczajg 100 nm, co uniemozliwia migracje komorek
w gigb podioza [10]. Przedstawione badania dotyczyty
migracji keratynocytow, czyli komodrek nabtonkowych.
U ssakow komorki te wraz ze wzrostem ulegajg procesom
rogowacenia, co pozwala im petni¢ funkcje ochronne [4].
W przypadku rybich keratynocytéw tylko u wybranych ga-
tunkéw nastepuje obumieranie komérek naskorka. W wiek-
szosci przypadkow rybi naskorek pokryty jest warstwag $luzu
petnigcego role warstwy ochronnej w srodowisku wodnym
[5]. Wazng cecha charakterystyczng tego typu komorek jest
migracja posiadajgca podobny mechanizm jak w przypadku
gojenia sie ran. A zatem komorki migruja, gdy nie wyczuwajg
obok siebie innych komoérek. W celu przemieszczenia sie,
opisywane komorki tworzg ptaskie wysuniecie btony komor-
kowej — lamellipodium. Fazy ruchu keratynocytow nie sg
wyraznie rozdzielone w czasie, lecz toczg sie rownolegle
i w efekcie migracja odbywa sie ptynnie.

Rybie keratynocyty sg czesto uzywane w badaniach ko-
morkowych ze wzgledu na liczne zalety, wsrod ktérych warto
wymieni¢ miedzy innymi: niewymagajgce warunki hodowli
i obserwacji (brak koniecznosci stabilizowania temperatury
i stezenia CO,) oraz fatwos¢ ich pozyskiwania.

Introduction

Substrates used in cell studies and tissue engineering
differ in mechanical properties, that directly influence be-
havior of cell cultures. Also, the microstructure of implanted
material can have a significant impact on behaviour of cells
residing in the region of implant. The behavior of the cells
on edges, grooves or other topographical elements differs
from the response of cells cultured on smooth surfaces.
In many cases, cells respond to the changes in topography
by directing their migration, for example along the grooves
and fibres of the substrate [1].

Among many materials applied for cell culturing, espe-
cially popular ones are polymer hydrogels. They became
popular in the 1950s. The first hydrogel material used as
a medical implant was poly(vinyl alcohol) produced in the
form of a sponge. Both, natural and synthetic polymers are
used for manufacturing hydrogel materials. Biocompatible
polymer hydrogels are widely used in biomedicine and phar-
macy, particularly in controlled delivery and release of drugs,
tissue engineering and regenerative medicine [2,3].

Polymer gels are materials that are combination of a lig-
uid and a solid, where loosely crosslinked polymeric matrix
forms a three dimensional network, that is filled with fluid,
but does not dissolve in it. The amount of liquids absorbed
by gel can be much greater than the amount of the polymer.
The three-dimensional character of polymer matrix provides
a unique balance of the gel structure — swelling of the gel
increases with the increase of crosslinks length and the
distance between them.

In this work, polyacrylamide gels produced from
acrylamide crosslinked with bis-acrylamide were used.
By controlling changes of the concentration of these two
components, a number of substrates of different elasticity
can be produced, wherein the crosslinking does not sig-
nificantly affect the dimensions of the matrix. These gels
may be activated and coated with selected extracellular
matrix proteins before the start of cell culture, which allows
for independent control of the mechanical and biological
properties of the substrate. Moreover, polyacrylamide gels
are isotropic and resilient (they return to original shape after
removal deformation forces), which makes possible to
perform calculations characterizing the deformation of the
substrate. The size of the pores does not exceed 100 nm,
which prevents cells from migration into the substrate [10].
Results presented in this article refer to the migration of
keratinocytes that are epithelial cells. In mammals these
cells usually keratinize while growing, which enables them
to perform their protective functions [4]. In the case of fish
keratinocytes, death of epidermal cells occurs only among
selected species. In most cases fish skin is covered with the
layer of mucus, that acts as a protective layer in the aquatic
environment [5]. An important attribute of these kinds of cells
is migration, which mechanism is similar to wound healing.
Thus, cells migrate when they do not sense other cells
nearby. In order to move, keratinocytes form a flat protrusion
of the cell membrane — lamellipodium. Movement phases
of keratinocytes are not clearly separated in time, but run
simultaneously, resulting in smooth migration.

Fish keratinocytes are often used in cell studies because
of their numerous advantages, among which worth mention-
ing are undemanding culture and observation conditions
(lack of necessity to stabilize the temperature and concen-
tration of CO,), and effortless procuring.
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Poza wyzej wymienionymi zaletami, keratynocyty sg
interesujgcym obiektem w badaniach podstawowych takze
z powodu wzglednie statego ksztattu podczas migracji oraz
duzej szybkosci przemieszczania sie, co wyraznie skraca
czas zbierania danych. Ciato komorki jest w przyblizeniu
eliptyczne, za$ uwzgledniajgc lamellipodia mozna jej ksztait
okresli¢ jako wachlarzowaty [6].

Materiaty i metody

Do otrzymywania hydrozeli oraz funkcjonalizacji podtozy

uzyto nastepujgcych odczynnikéw:

- akryloamid - 40% roztwor wodny (BioRad)

- N,N’-metylenobisakryloamid - 2% roztwoér wodny (BioRad)
- (3-aminopropylo)trietoksysilan (APTES) (Sigma-Aldrich)
- N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (BioRad)
- nadsiarczan amonu (APS) (BioRad)

- woda destylowana H,0%

- aldehyd glutarowy - 0,5% roztwér wodny (BioRad)

- kwas 1-[6-[(4-azydo-2-nitrofenylo)amino]lheksanoiloksy]-
2,5-diokso-pirrolidyno-3-sulfonowy (sulfo-SANPAH) (BioRad)
- sztuczny ptyn fizjologiczny PBS (phosphate-buffered
saline) — 1 litr PBS przygotowano w laboratorium poprzez
zmieszanie w roztworze wodnym: wodorosiarczanu(VI)
sodu - 8,599 g (Sigma-Aldrich), diwodorosiarczanu(VI)
potasu - 2,177 g (Sigma-Aldrich) oraz chlorku sodu - 9,002 g
(Sigma-Aldrich).

Morfologie podtozy scharakteryzowano metoda skaningo-
wej mikroskopii elektronowej (Nova 200 NanoSEM). Hydro-
filowo$¢ oznaczono metodg goniometrii (DSA10Mk2 Kruss).
Predkos$¢ przejscia fal ultradzwiekowych przez zele zmie-
rzono na aparacie CT-3 z gtowicami o czestotliwosci 1 MHz.

Wyniki i dyskusja

Otrzymywanie podtozy akrylanowych o réznej
sztywnosci

W tej pracy skupiono sie na hydrozelach poliakryloami-
dowych (PAM), roznigcych sie miedzy sobg sztywnoscia,
jako podfozach do hodowli komdrkowych. Poliakryloamid
jest catkowicie biozgodny pomimo tego, ze monomer jest
silnie toksyczny. Bardzo duzg zaletg tego typu materiatu jest
to, iz modut sprezystosci mozna bardzo fatwo zmienic przez
zmiane wzglednych stezen akryloamidu i bisakryloamidu.
Pomimo zmiany wtasciwosci mechanicznych PAM chemicz-
na budowa powierzchni zelu nie ulega zmianie [7,8]. Dzieki
temu, ze rozmiary porow w zelach poliakryloamidowych sg
mniejsze niz 100 nm, komaorki nie migrujg do wnetrza zelu
[9,10]. Wielko$¢ porow zostata okreslona na podstawie
obrazéw SEM (RYS. 1).

Zele poliakryloamidowe o réznej elastycznosci otrzymy-
wano zgodnie z procedurg opisang wczesniej w literaturze
[10]. llosci uzytych odczynnikéw zostaty zebrane w TABELI 1.

Polimeryzacja akryloamidu zachodzita zgodnie z me-
chanizmem rodnikowym. Schemat zachodzacej reakcji
przedstawiono na RYS. 2.

Katalizatorami reakcji byty N,N,N’,N’-tetrametyloety-
lenodiamina (TEMED), natomiast nadsiarczan amonu
byt inicjatorem reakcji wolnorodnikowej. Proces poli-
meryzacji przebiegat w srodowisku wodnym. Kolejno$¢
dodawania sktadnikow byta istotna ze wzgledu na duzag
szybkos$¢ reakcji polimeryzacji. Pierwszym krokiem byto
zmieszanie odpowiednich ilosci akryloamidu, bis-akry-
loamidu z wodg destylowang. Nastepnie bardzo szybko
dodawano kolejno APS oraz TEMED. Pobierano po 0,1 ml
tak otrzymanej mieszaniny i przenoszono na szkietka
mikroskopowe, po czym nakrywano krople mniejszym
szkietkiem i pozostawiano do catkowitej polimeryzacji.

In addition to these advantages, keratinocytes are also
interesting objects in basic research because of their rela-
tively unchanging shape during migration, and their high
speed of movement, which clearly reduces the time of data
collecting. Cell body is approximately elliptical, only when
considering lamellipodia, its shape could be specified as
a fan-shaped [6].

Materials and methods

For the preparation of hydrogels and functionalization of

substrates following reagents were used:

- acrylamide - 40% water solution (BioRad)

- N,N’-metylenebisacrylamide - 2% water solution (BioRad)
- (3-aminopropyl)trietoxysilane (APTES) (Sigma-Aldrich)

- N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) (BioRad)
- ammonium persulfate (APS) (BioRad)

- distilled water H,O%

- glutaraldehyde — 0.5% water solution (BioRad)

- 1-[6-[(4-azido-2-nitro-phenyl)amino]hexanoyloxy]-2,5-di-
oxo-pyrrolidine-3-sulfonic acid (sulfo-SANPAH) (BioRad)

- synthetic physiological fluid PBS (phosphate-buffered
saline) — 1 liter of PBS was prepared in laboratory by mixing
in water solution: sodium bisulfate(Vl) - 8.599 g (Sigma-
Aldrich), potassium dihydrosulfate(Vl) — 2.177 g (Sigma-
Aldrich) and sodium chloride — 9.002 g (Sigma-Aldrich).

The morphology of the substrates was characterized
by scanning electron microscopy (Nova 200 NanoSEM).
The hydrophilicity was determined by the method of go-
niometry (DSA10Mk2 Kruss). The velocity of transition of
ultrasonic waves through gels was measured with a CT-3
apparatus with heads of 1 MHz frequency.

Results and Discussion

Preparation of acrylate substrates of different
stiffness

This work is focused on polyacrylamide hydrogels (PAM)
of various stiffness as substrates for cell studies. Polyacry-
lamide is biocompatible despite the fact that the monomer
is highly toxic. One major advantage of this kind of material
is the possibility of easy change of the elasticity modulus,
by varying the relative concentrations of acrylamide and
bis-acrylamie. Despite the change of mechanical proper-
ties of PAM, chemical structure of the gel surface does not
change [7,8]. Because the pore sizes in polyacrylamide
gels are smaller than 100 nm, the cells do not migrate into
the interior of the gel [9,10]. Pores size was estimated from
SEM images (FIG. 1).

Polyacrylamide gels of different elasticity were prepared
according to the procedure previously described in the
literature [10]. The amounts of used reagents together with
the elasticity modules are summarized in TABLE 1.

Acrylamide polymerization occurred according to the
radical mechanism. The scheme of the reaction taking place
is presented in FIG. 2.

The catalyst for the reaction was N,N,N’,N’-tetram-
ethylethylenediamine (TEMED), and the free radical
polymerization initiator was ammonium persulfate (APS).
The polymerization process was carried out in an aque-
ous medium. The order of addition of the reagents was
important due to the high speed of polymerization reac-
tion. The first step was mixing the appropriate amounts
of acrylamide, bis-acrylamide and distilled water. Then,
APS and TEMED were added successively. After that,
0.1 ml of the mixture was transferred onto microscope
coverslip glass. Then the smaller glass was used to
cover the drop and was left to complete the polymerization.
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RYS. 1. Zdjecie SEM wysuszonego hydrozelu
poli(akryloamido-co-N,N’-methylenobisakrylo-
amidowego).

FIG. 1. SEM image of dried poly(acrylamide-co-
N,N’-methylenebisacrylamide) hydrogel.

RYS. 2. Schemat reakcji kopolimeryzacji akrylo-
amidu i N,N’-metylenobisakryloamidu.

FIG. 2. Scheme of copolymerization of acrylamide
and N,N’-methylenebisacrylamide.

TABELA 1. Odczynniki uzywane w przygotowaniu podtozy poliakryloamidowych.
TABLE 1. Reagents used in the preparation of polyacrylamide substrates.

llo$¢ uzytego roztworu  llos¢ uzytego roztworu Woda Modut elastycznosci
akryloamidu bis-akryloamidu destylowana TEMED wedtug [10]
The amount of used The amount of used Distilled Elasticity modulus
acrylamide solution bis-acrylamide solution water according to [10]
[ml] [ml] LGE)
1 0.75 0.75 8.5 0.1 0.01 1.37+0.22
| I 1.0 1.5 7.5 0.1 0.01 3.24+0.58 |
L3 25 1.5 6.0 0.1 0.01 34.88 |
| I 2.0 2.4 5.6 0.1 0.01 40.40+2.39

Uktad zalewano roztworem PBS w celu wymycia pozosta-
tosci monomeru. llosci monomeru i czynnika sieciujgcego
dobrano na podstawie literatury tak, by otrzymane hydro-
zele znaczgco réznity sie modutem elastycznosci E [10].
Oczekiwane wartosci modutow E byty nastepujace:
probka 1—1,37+0,22 kPa, probka 2 — 3,24+0,58 kPa, prébka 3
— 34,88 kPa, probka 4 — 40,40+2,39 kPa. Numery prébek
zgodne sg z TABELA 1.

Otrzymane hydrozele charakteryzowaty sie bardzo
gtadka powierzchnig, co stwierdzono w obserwacjach
w skaningowym mikroskopie elektronowym. Morfologia pro-
bek byta identyczna niezaleznie od sztywnosci hydrozelu.

Szkietka, na ktérych osadzano podioza byly wczesniej
odpowiednio modyfikowane powierzchniowo. Pierwszym
etapem modyfikacji byta silanizacja przy pomocy 0,5%
wodnego roztworu 3-aminopropylotrietoksysilanu (APTES).
Kazde szkietko trzymano w roztworze silanu przez 10 minut,
a nastepnie ptukano w wodzie destylowanej przez 20 minut.
Po wysuszeniu powierzchnia byta aktywowana przy pomocy
0,5% wodnego roztworu aldehydu glutarowego. Reakcja
aktywacji trwata 30 minut. Na RYS. 3 zobrazowano reakcje
zachodzgce na powierzchni szkta po silanizaciji.

Migracja komérkowa jest bezposrednio zwigzana z two-
rzeniem punktéw adhezyjnych. Aby do tego doszto na po-
wierzchni hydrozelu muszg znajdowac sie odpowiednie biat-
ka macierzy pozakomaérkowej. W celu immobilizacji biatek na
powierzchni podtozy przeprowadzono funkcjonalizacje przy
pomocy heterobifunkcyjnego zwigzku sieciujgcego sulfo-
SANPAH, ktérego wzor strukturalny znajduje sie na RYS. 4.

PBS solution was poured over the system to rinse the re-
sidual monomer. The amounts of monomer and crosslinking
agent were selected based on the literature data, so that the
received hydrogels were of different elasticity modulus E.
The expected values of modulus E according to [10] were
as follows: sample 1 — 1.371£0.22 kPa, sample 2 — 3.24+
0.58 kPa, sample 3 — 34.88 kPa, sample 4 —40.40+2.39 kPa.
Sample numbers are in accordance with TABLE 1.

The all obtained hydrogels showed a very smooth sur-
face, which was found in the observations in the scanning
electron microscope. The morphology of the samples was
the same, regardless on the stiffness of the hydrogel.

The glasses, on which substrates were deposited,
were previously modified on their surface. The first step
of modification was silanization by 0.5% water solution of
3-aminopropyltriethoxysilane (APTES). Each glass was
kept in silane solution for 10 minutes, and then rinsed with
distilled water for 20 minutes. After drying, the surface was
activated with 0.5% glutaraldehyde solution. The activation
reaction lasted 30 minutes. Creation of the silanized surface
of glass is presented in FIG. 3.

Cell migration is directly related to the formation of points
of adhesion. For this to occur, there have to be appropriate
extracellular matrix proteins on the surface of the hydro-
gel. In order to immobilize proteins on the surface of the
substrates, functionalization with the use of a crosslinker
— sulfo-SANPAH, which structural formula is illustrated in
FIG. 4, was carried out.
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RYS. 3. Proces silanizacji powierzchni szkta.
FIG. 3. Silanization process of glass surface.

RYS. 4. Budowa chemiczna sulfo-SANPAH.
FIG. 4. Chemical structure of sulfo-SANPAH.

Reakcja przytgczenia sulfo-SANPAH do powierzchni
poliakryloamidowe;j jest katalizowana przez promieniowa-
nie UV o dhugosci fali od 320 do 350 nm. Jest to mozliwe
dzieki obecnosci w strukturze fotoreaktywnej grupy nitrofe-
nyloazydowej. W trakcie procesu funkcjonalizacji powstajg
wigzania kowalencyjne, ktére powoduja, ze czagsteczka
jest silnie zwigzana z powierzchnig zelu. Schematycznie
funkcjonalizacja podioza pokazana jest na RYS. 5.

Hydrofilowos$¢ otrzymanych poliakryloamidow
Podtoza réznigce sie stopniem usieciowania i w zwigzku
z tym elastycznoscia, poddano badaniom kata zwilzania me-
todg goniometryczng. Przed wykonaniem badania zele wy-
ciggano z PBSu i suszono przez 60 minut. Krople nanoszone
na powierzchnie zeli (niezaleznie od stopnia sztywnosci),
zwykle byty wchianiane przez podtoze, rozptywalty sie na jego
powierzchni lub kat zwilzania byt bardzo maty. Swiadczy to
o bardzo duzej hydrofilowosci podtozy. Réznice w sztywno-
Sci podtozy poliakryloamidowych nie wptywajg znaczgco na
ich hydrofilowos¢, aczkolwiek na powierzchni zelu miekkiego
(probka 1 i 2) kropla wody wsigkata w prébke, podczas gdy
na twardszych powierzchniach (probki 3 i 4) pozostawata na
powierzchni, co przedstawiono na RYS. 6. R6zne miejsca
na powierzchni prébek troche réznity sie hydrofilowoscia,
ale kat zwilzania zawsze byt mniejszy niz 30°.

/// Promieniowanie UV / UV radiation

g
000 Biatka macierzy
g0d0da0ag g pozakomorkowej
X X X X X _X Extracellular matrix peptides

B PAM Zel / PAM gel

Szkietko mikroskopowe
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x sulfo-SANPAH

99499 ¢

RYS. 5. Schemat procesu funkcjonalizacji
podiozy.
FIG. 5. Scheme of substrate functionalization
process.

RYS. 6. Przyktadowy ksztalt kropli na powierzchni
hydrozelu akryloamidowego.

FIG. 6. Exemplary shape of the drop on the surface
of acrylamide hydrogel.

The reaction of sulfo-SANPAH attachment to the sur-
face of polyacrylamide is catalyzed by UV radiation with
a wavelength of 320 to 350 nm. This is possible due to the
presence of photoreactive nitrophenylazide groups in the
structure. In the process of functionalization, the covalent
bonds are formed, which cause that the molecule is firmly
bound to the gel surface. The scheme of the functionaliza-
tion is given in FIG. 5.

The hydrophilicity of the obtained polyacrylamides

The substrates differing with the degree of crosslinking,
and therefore the flexibility, were submitted to the tests of
contact angle using goniometry method. Before performing
the tests, gels were pulled out of PBS and dried for 60 min-
utes. Water droplets applied on the surfaces of substrates
during the test were usually absorbed by substrate, dis-
sipated on its surface or the contact angle was very small.
This demonstrates a very high hydrophilicity of substrates.
Differences in stiffness of polyacrylamide substrates do not
have a significant influence on their hydrophilicity, however
the droplets on the soft gels (sample 1 and 2) just sinked
into the surface, while these on samples 3 and 4 partially
stayed on the surface as shown in FIG. 6. Different parts
of the same sample also slightly differed in hydrophilicity,
however the angle never exceeded 30°.
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Pomiar predkosci podtuznych fal ultradzwiekowych

Sprezystosé probek poréwnano poprzez pomiar predko-
$ci rozchodzenia sig fal ultradzwigkowych w sporzgdzonych
zelach. Pomiary wykonano przy pomocy aparatu CT-3
z gtowicami o czestotliwosci 1 MHz. Probki miaty Srednice
ok. 35 mm i grubosc¢ ok. 2 mm. Po wyciggnieciu z roztworu
PBS, zele pozostawiano na okreslony czas na powietrzu,
a nastepnie dokonywano pomiaru predkosci fal ultradzwie-
kowych w okreslonych odstepach czasu w kilku niezalez-
nych od siebie seriach pomiarowych, nastepujacych po
sobie w czasie od 45 minut do 100 minut. Probki umiesz-
czano miedzy dwiema gtowicami i w kazdej serii pomiarowej
odczytywano czas przejscia podtuzne;j fali ultradzwickowej
oraz droge przebytg przez fale. Pomiary prowadzono przy
dwodch roznych ustawieniach gtowic: 1) odlegtosé miedzy
gtowicami rowna jest doktadnie Srednicy probki, tzn. gtowice
tylko stykajg sie z probka, 2) odlegtos¢ miedzy gtowicami
zostaje zmniejszona o 1 mm, tzn. prébka ulegata niewiel-
kiemu Scisnieciu pomiedzy gtowicami. Wykonano 21 serii
pomiarowych dla prébek nr 1, 2 i 4 oraz 15 dla probki 3.
By unikng¢ btedéw pomiarowych, co pewien czas wyko-
nywano pomiar sprawdzajgcy na wzorcach 2 ys i 10 ps,
a serie pomiarowe poprzedzat i kohczyt pomiar predkosci fali
ultradzwiekowej w powietrzu. Srednia predko$¢ podtuzne;
fali ultradzwiekowej w powietrzu dla catego okresu badania
w temperaturze pokojowej wynosita 343,6 £ 1,05 m/s.

Najwyzsze $rednie wartosci podtuznej fali ultradzwieko-
wej wyznaczono dla prébki nr 1 (najnizszy modut elastycz-
nosci) vL = 1662,3 + 12,6 m/s, a nieco nizsze (w granicach
btedu pomiarowego) dla prébki nr 2 vL = 1655,9 + 6,6 m/s.
Natomiast dla prébek 3 i 4 (wysoki modut elastycznosci)
uzyskano znacznie mniejsze wartosci predkosci podtuznej
fali ultradzwiekowej: odpowiednio vL(3) = 1576,6 + 9,2 m/s
ivL(4)=1547,8 + 4,6 m/s. Stwierdzono, ze suszenie probek
nie ma wpltywu na wartosci wyznaczonych predkosci fali, co
dobitnie Swiadczy, ze obserwowana szybkosc¢ przechodzenia
fali jest $cisle zwigzana z istnieniem o$rodka polimerowego
w hydrozelu. Trzeba jednak dodac, ze wartosci szybkosci
zblizone sg do szybkosci rozchodzenia sie fali ultradzwigko-
wej w wodzie. Probki nie zmieniajg wiasciwosci sprezystych
z czasem suszenia. Nieznaczny wptyw na wtasciwosci ma
docisk gtowic do probki. Obserwuje sie wzrost predkosci
0 ok. 6% w pomiarach z gtowicami doci$nietymi.

Analiza wynikow wykazata, ze dla kazdej probki wystepu-
ja dwa rodzaje wynikow niezaleznie od odlegtosci pomigdzy
gtowicami. Na RYS. 7 przedstawiono wykresy zmian szyb-
kosci fali ultradzwigkowej w czasie dla probek 2 i 4 réznia-
cych sie znacznie modutem elastycznosci. Nizsze wartosci
z reguty uzyskiwane sg przy lekkim kontakcie i sg mniejsze
o ok. 100 m/s od wartosci maksymalnych. Generalnie, wiek-
sze réznice szybkosci obserwowano dla probek migkkich.

Measurements of velocity of ultrasonic waves
propagation

The resilience of the samples was compared by meas-
uring the velocity of propagation of ultrasonic waves in the
prepared gels. The measurements were performed by the
CT-3 apparatus with heads of 1 MHz frequency. The diam-
eter of samples was about 35 mm, and their thickness was
approximately 2 mm. After removing samples from PBS,
gels were left for a specified time in the air, and then the
velocity of propagation of ultrasonic waves was measured
in a number of independent series, following each other in
time from 45 minutes to 100 minutes. Samples were placed
between the two heads and in each measurement series,
the time of transmission of longitudinal ultrasonic wave and
the distance crossed by the wave were recorded. Measure-
ments were conducted at two different positions of heads: 1)
the distance between heads was equal to the diameter of the
sample, i.e. the heads were in contact with the sample, and
the sample dimensions were not disturbed; 2) the distance
between the heads was reduced by 1 mm, i.e. the sample
was slightly compressed between the heads. 21 measuring
series were performed for each of the samples 1, 2 and 4,
and 15 series for the sample 3. To avoid measurement er-
rors, a checking measurement has been taken periodically
using the standards of 2 pys and 10 ys, and the measure-
ment series were preceded and ended by a measurement
of velocity of ultrasonic wave in the air. The average velocity
of longitudinal ultrasonic wave in the air for the whole testing
period at room temperature was 343.6 + 1.05 m/s.

The highest values were determined for the sample 1 (the
lowest flexibility modulus) v,= 1662.3 + 12.6 m/s, and slightly
lower (but within the measurement error) for sample 2
v,= 1655.9 + 6.6 m/s. In contrast, samples 3 and 4 (high
flexibility modulus) gave much lower values of the velocity
of longitudinal ultrasonic wave, respectively: v (3) = 1576.6
+ 9.2 m/s and v (4) = 1547.8 £ 4.6 m/s. It was found that
the measured velocity values are not affected by the drying
time, which clearly shows, that observed velocity is closely
related to the existence of polymeric center in the hydrogel.
Although, it should be noted, that the velocity values are
similar to that in water. The samples do not change their
elastic properties while drying. Changing the distance be-
tween heads (compressing the sample) has a slight effect
on the obtained values. An increase in the speed by about
6% was observed in the compressed samples.

Analysis of the results showed that for each sample there
are two types of results regardless the distance between
the heads. FIG. 7 shows the changes of the velocity of the
ultrasonic wave in time for samples 2 and 4, which signifi-
cantly differ with elasticity modulus. Lower values are gener-
ally achieved with a light contact of heads with the a sample,

W prébkach cha-
rakteryzujgcych sie
niskim modutem ela-
stycznosci obserwo-
wano dalszy spadek
szybkosci o 100 m/s.
Najwyzsze wartosci
szybkosci uzyska-
no dla prébki nr 1 o
najnizszym module
elastycznosci i nie-
znacznie nizsze dla 1300

—+—2, contact / 2, kontakt
4, contact / 4, kontakt

= e
o o 9N
S O o
o O O

1550
1500 -
1450
1400

Velocity / Szybkos$é [m/s]

-
w
[l
o

however, at maximum they
are less only about 100 m/s.
Larger difference in the ve-
locity values were observed
for soft samples then for the
harder ones. For samples
with low elastic modulus fur-
ther reduction of values by
100 m/s was observed. The
highest values of velocity
were attained for the sample
1 with the lowest elastic-
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ity modulus, and a slightly
lower for the sample 2.

Sci pojawia sie przy
znacznym wzroscie
modutu elastyczno-
Sci hydrozelu.

RYS. 7. Zmiany szybkosci fali ultradzwiekowej w czasie.
FIG. 7. Changes of the velocity of the ultrasonic wave vs. time.

Significant reduction of ve-
locity occurs with consid-
erable increase in elastic
modulus of the hydrogel.
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Srednie warto$ci szybkosci prze-
chodzenia fali ultradzwiekowej wraz
z odchyleniem standardowym dla
wszystkich rodzajoéw hydrozeli w zalez-
nosci od modutu elastycznosci podano
na RYS. 8.
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Obserwacja migracji komorek
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hydrozelowych

Podtoza hydrozelowe wykorzystano
w celu obserwacji zachowania komo-
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for all types of hydrogels ac-
cording to the elastic modulus
is shown in the FIG. 8.

Observation of keratinocyte
cell migration on hydrogel
substrates

Hydrogel substrates were
used to observe the behavior

rek keratynocytowych, pochodzgcych
zrybich tusek. Procedura przygotowa-
nia tych komorek jest dobrze opisana

T
2

Sample/Probka

T T of keratinocytes derived from

fish scales. The preparation
procedure of these cells is well

w wielu publikacjach np. w [6]. Poje-
dyncze tuski, pozyskane z ryb gatunku
Molinezja, umieszczano miedzy dwo-
ma, natozonymi na siebie podtozami
lub szkietkami nakrywkowymi. Na-
stepnie dokonywano infuzji matej ilosci
pozywki DMEM (Euroclone) z 10% surowicg FBS (Sigma
Aldrich) pomiedzy te podtoza. Tak utworzony ,sandwicz”
pozostawiano w uszczelnionej szalce Petriego na okres od
24 do 72 godzin w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego
okresu, sprawdzano czy komorki zeszty z tuski na podtoze
i wtedy separowano podtoza od siebie. Podfoza z komor-
kami byty umieszczane w plastikowych szalkach Petriego
z pozywka DMEM/FBS. Nastepnie dokonywano pomiaréw
migracji keratynocytow za pomocg mikroskopu optycznego
Axio Observer Z1 (Carl Zeiss). Obrazy migrujgcych komo-
rek rejestrowano uzywajac techniki fotografii poklatkowej
(tzw. time lapse) co 20 sekund przez 20 minut.

Komorki obserwowano na wszystkich czterech podto-
zach hydrozelowych. Prawidtowo migrujgce komorki, byty
rozptaszczone na podtozach i przybieraty wydtuzone, wrze-
cionowate ksztatty. Na RYS. 9 przedstawiono przyktadowe
zdjecia mikroskopowe komorek na podtozach hydrozelo-
wych o modutach elastycznosci 1,3 kPa (RYS. 9a) oraz
40 kPa (RYS. 9b).

Poréwnujgc zachowanie sie komoérek na wszystkich czte-
rech rodzajach podtozy stwierdzono, iz komorki znacznie
tatwiej migrujg na podtozach o wiekszej sztywnosci, czyli
na probkach 3 i 4 (E odpowiednio 35 i 40 kPa). Na tych
podtozach komoérki zachowywaty swoj charakterystyczny
wachlarzowaty ksztatt (RYS. 9b). Natomiast na podtozach
0 niskim module elastycznosci (prébki 1 i 2, E odpowied-
nio 1,3 i 3,2 kPa) zaobserwowano niezwykle interesujgcy
przykiad przybierania nietypowego dla rybich keratynocytow
ksztattu kulistego (RYS. 9a). Ksztatt taki jest typowy raczej
dla komérek stacjonarnych. Pomimo tej zmiany, niektore
komorki keratynocytéw usitowaty dalej migrowaé. Wyjas-
nienie mechanizmu wptywu zmniejszonej elastycznosci
podtoza na taki ksztatt i zachowanie komorek keratynocytow
wymaga dalszych badan. Obserwacje te zostaly opisane
szczegotowo w innej publikacji [11].

RYS. 8. Srednie predkosci fal ultradzwie-
kowych w badanych hydrozelach.

FIG. 8. Average values of the ultrasonic
vawe velocity in the studied hydrogels.

described in several papers,
for example in [6]. Fish scales,
collected from Molly fish, were
placed in between two substrate
plates or between the substrate
and a coverslip. Then infusion
of the small amount of DMEM cell media (Euroclone) with
10% of FBS (Sigma Aldrich) between the substrates was
performed. The formed “sandwich” was left in a sealed Petri
dish for 24 to 72 hours at room temperature. After that, it was
checked whether the cells migrated from the scale onto the
substrate and then substrates were separated. Substrates
with the cells on them were placed in plastic Petri dishes with
DMEM/FBS medium. Cell migration measurements were
performed employing optical microscope Axio Observer Z1
(Carl Zeiss). Images of the migrating cells were registered
using time lapse technique with 20 s between frames for
20 minutes.

The cells were observed on all four hydrogel substrates.
Properly migrating cells were flattened on substrates and
assumed elongated, fusiform-like shape. In FIG. 9 there are
shown exemplary microscopic images of cells on hydrogel
substrates with elastic modulus of 1.3 kPa (FIG. 9a) and
40 kPa (FIG. 9b).

Comparing cell behavior on all four types of substrates,
it was found that the cells migrate more easily on substrates
with higher stiffness, that is on sample 3 and 4 (E - 34 and
40 kPa, respectively). On these substrates cells maintained
their characteristic fan-like shape (FIG. 9b). However, on the
substrates with a low elasticity modulus (samples 1 and 2,
E — 1.3 and 3.2 kPa, respectively) a very interesting example
of atypical, as for fish keratinocytes, spherical shape was
observed (FIG. 9a). Such shape is typical for stationary
cells. Despite this shape change, some of the keratinocytes
still tried to migrate. In order to explain the mechanism of
influence of decreased substrate elasticity on such cells
shape and behavior requires further research. More detailed
studies are described in another publication [11].

RYS. 9. Komérki keratynocytowe na podiozu
hydrozelowym po 24 godzinach przebywania na
podtozu:

a) podtoze o module elastycznosci 1,3 kPa,

b) podtoze o module elastycznosci 40 kPa.
Powiekszenie 10x.

FIG. 9. Keratinocytes on hydrogel substrate after
24 hrs of residing on a substrate:

a) substrate of the elasticity modulus 1.3 kPa,

b) substrate of the elasticity modulus 40 kPa.
Magnification 10x.
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Podsumowanie

Otrzymano cztery rodzaje hydrozeli akryloamidowych
znacznie réznigcych sie modutem elastycznosci. Porow-
nano ich wtasciwosci mechaniczne poprzez pomiar szyb-
kosci rozchodzenia sie fali ultradzwiekowej, a nastepnie
zbadano wptyw elastycznosci podtoza na zachowanie sie
keratynocytow.

Potwierdzono, ze podtoza akryloamidowe sg odpowiedni-
mi materiatami do hodowli komorek keratynocytowych, ktére
sg z kolei doskonatym modelem do badania parametréw
procesu migracji komérkowej. Wykorzystujgc te podtoza
wykazano, ze srednia szybkos¢ migracji keratynocytéow
na podtozach sztywnych byta znacznie wigksza niz na
podtozach o module elastycznosci 10 do 40 razy nizszym.
Zaobserwowane w badaniach zmiany ksztattu keratyno-
cytow na miekkich poditozach jednoznacznie wskazujg na
wplyw elastycznosci podtoza na ten rodzaj komorek.
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Summary

Four types of acrylamide hydrogels of significantly dif-
ferent elasticity modulus were obtained. Their mechanical
properties were compared by measuring the velocity of
propagation of ultrasonic waves, and then the influence
of the substrate elasticity on keratinocytes behavior was
studied.

We confirmed that acrylamide substrates are appropriate
materials to culture keratinocyte cells which, on the other
hand, are a very good model to study parameters of cell
migration process. We proved that the keratinocytes average
migration velocity on the stiff substrates was significantly
higher than on substrates of elasticity modulus of 10 to 40
times lower. Observed in this work changes of keratinocytes
shape on the soft substrates unambigously indicate an influ-
ence of the substrate elasticity on this type of cells.
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