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Santrumpos

uCP — mikrokontaktinis antspaudavimas (angl. Microcontact Printing)
AA — akriliné ruigstis

AFM — atominés jégos mikroskopas (angl. Atomic Force Microscope )
AM — aminoetil metakrilato hidrochloridas

APS — amonio persulfatas

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. Bovine Serum Albumin)

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimido hidrochloridas
FN — fibronektinas

GA — glutaraldehidas

HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonrtigstis

MA — metakriliné ragstis

MES - 2-morfolinetanosulfoninés riigSties buferis

MKL — mezenchiminés kamieninés lgstelés

PAM - poliakrilamidas

PB — fosfatinis buferis

PBS — fosfatinis buferinis drusky tirpalas

PDMS — polidimetilsiloksanas

QI — kiekybinis vaizdinimas (angl. Quantitative Imaging)

rbPAM — poliakrilamidas su riboflavinu

sulfo-SANPAH — N-sulfosukcinimidil-6-(4'-azido-2'-nitrofenylamino) heksanoatas

TEMED — tetrametiletilendiaminas



Jvadas

Mechanobiologija — sritis tirianti mechanizmus, kuriais Igstelés jaucia ir lasteliy atsakus i
mechaninius aplinkos ar vidinius stimulus. Mechaninés aplinkos poveikis lgsteliy augimui vis
dar téra menkai suprantamas, taciau parodyta, kad lastelinés aplinkos standumas atsakingas uz
signalus, veikiancius lgsteliy proliferacija, migracija, diferenciacijg [1], [2], [3], [4]. Stebint
gyvas sistemas nesudétinga pamatyti audiniy lygmenyje veikiancias jégas, kaulai dél
patiriamos apkrovos formuojasi pagal Wolffo désnj (angl. Wolff"s law), kraujagysliy sienelés
patiria skyscio spaudimag ir tekme [5]. Audiniy lygmenyje Sios jégos atrodo ganétinai paprastai
suvokiamos, bet néra aiSku kaip jos jauc¢iamos ir paveikia pavienes Igsteles. Yra zinoma, kad
mechaninés mikroaplinkos savybés pasikeicia esant jvairioms patologijoms [5], [6], [7], [8].
Siekiant jvertinti mechaninés aplinkos jtakg lgsteléms, reikia biidy jg kontroliuoti ir registruoti
lastelinius pokycius [9]. Tai gali biiti pasiekiama naudojant minkstus Igsteliy augimo substratus
ir juos atitinkamai modifikuojant. Labai populiariis yra hidrogeliai, ypac sintetinis
poliakrilamido hidrogelis dél savo biosuderinamumo, paprasto modifikavimo ir gerai apraSyty
mechaniniy savybiy, bei mazos kainos. Tyrimai, kuomet jvairios lastelés yra auginamos ant
hidrogeliy, parodé, kad pavieniy lgsteliy orientacija ir diferenciacija gali buti kryptingai
valdomos, esant atitinkamai mechaninei aplinkai [10], [11], [12]. Svarbiis veiksniai tokiose
sistemose: substrato elastingumas, substrato topografija, 1asteliy adhezijos ploto apribojimai
[13]. Siuo metu dauguma naudojamy platformy leidzia tik vieno i§ $iy stimuly kontrole, o
platformos apjungiancios kelis mechaninius parametrus yra sudétingos ir naudojamos reciau.
Dél greitos mechanobiologiniy tyrimy raidos ir didelés svarbos, kyla poreikis ieSkoti naujy
budy, kaip lengvai paruosti paprastas, pigias lasteliy auginimo platformas, kurios leisty

preciziskai kontroliuoti, bei jvertinti 1asteliy ir jy aplinkos mechanines savybes.

Sio darbo tikslas — suformuoti Jungo modulio mikro-rastus ant poliakrilamido hidrogelio, ir
juos pritaikyti Iasteliy adhezijai ir mechaniniam stimuliavimui. Darbo uzdaviniai:

1) ISrinkti fotopolimerizacijai ir aktyvavimui tinkama poliakrilamido formuliacija.

2) Istirti suformuoty hidrogeliy mechanines savybes skenuojanc¢io zondo mikroskopu.

3) ISrinkti tinkamg biidg kovalentiniam baltymo prijungimui prie hidrogelio.

4) Pademonstruoti aktyvuoty hidrogeliy tinkamuma adheziniy lgsteliy tyrimams.

5) Palyginti ant hidrogeliy adhezavusiy mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy mechanines

savybes.



1 Skyrius: Literatiiros apzvalga

1.1 Hidrogeliy mechaniniy savybiy vertinimas skenuojancio zondo
mikroskopu

Hidrogeliai pasizymi savybémis iSlaikyti didelius kiekius vandens, gali skirtingai reaguoti |
aplinkos pH, turéti platy spektra Jungo modulio verciy, sutampanciy su didele dalimi minkStyjy
audiniy. Hidrogeliai yra elastiski, dazniausiai tamprumo modulio (E') verté smarkiai virSija
klampos modulio (E") verte [14]. Dauguma hidrogelio savybiy apsprendzia jo cheminis
paruoSimas — monomery santykis, papildomi reagentai, iniciatorius ir jo koncentracija,
stabilizatoriai. Siekiant kontroliuoti standumg (Jungo modulj) — svarbiausias parametras
monomery santykis [15], [16], ta¢iau galima kontroliuoti ir viskoelastines savybes i hidrogelj

imaiSant linijinio monomero [14].

Hidrogelio mechaniniy savybiy registravimas yra ganétinai sudétingas. Dazniausiai taikoma
reologijos arba nanojspaudimo eksperimentai, kuomet atominés jégos mikroskopo (AFM)
adata jspaudzia mazg bandinio plotg ir uzregistruojama jspaudimui naudota jéga ir jspaudimo
gylis [16], [17], [18]. Tokie AFM eksperimentai siekiant nustatyti medziagos Jungo modulj
daznai kliaujasi Hertzo modeliu, kuriam reikalingos prielaidos: mazas jspaudimo gylis,
izotropinis bandinys, tiesinis atsakas ir kuris remiasi kietiems substratams apraSytu adatos
ispaudimo profiliu [19], [20], [21], [22]. Nepaistant Siy trikumy, Hertzo modelis yra
populiariausias biidas jvertinti Jungo modulj minkStuose bandiniuose pasitelkiant AFM.
Didelis AFM privalumas vertinant medziagos mechanines savybes lasteliy eksperimentams yra
tai, kad jégos-atstumo kreives reikalingas Jungo modulio nustatymui galima registruoti
didesniuose plotuose pasitelkiant QI (angl. quantative imaging) moda, o dél maZo kontakto
ploto gaunamos vertés tiksliau atspindi lokalig 1asteliy jauciamg aplinka [21].
Jungo modulis (E) yra apra$omas kaip medZiagos savybeé priesintis spaudimui ar tempimui. Sis
dydis, pagal Huko désnj apraSomas formule:
E= (1)

¢la o — jtempis, € — santykinis pailgéjimas [18]. Atliekant AFM eksperimentus §i iSraiSka turi

™| q

buti modifikuojama siekiant suskai¢iuoti Jungo modulio vertes i$ jégos-atstumo kreiviy. Tokia

iSraiska vadinama Hertzo modeliu:

3(1—v?) F
Eyertz = ﬁ—}eg : 8—@) (2)



¢ia E — jungo modulis, v — Puasono santykis, € — santykiné deformacija, F — jspaudimo jéga,
Ro —spaudziamos sferos spindulys [22]. Sis modelis pritaikytas matuoti maZo spindulio
minkstos sferos Jungo modulj, j3 spaudziant ploks¢ia AFM adata. Modifikuota iSraiska,
taikoma jvairiy formy adatoms, spaudziant dideliy matmeny bandinj vadinama Oliverio Pharro

modeliu atrodo taip:

E=%<1—v2)% G)
¢ia S — kontakto standumas (gaunamas eksperimentiskai i$ jégos-atstumo kreivés), A — zondo
ir pavirSiaus kontakto plotas [23]. Jégos atstumo kreives (zr. 1 pav. a) registruojamos su AFM
zondu jspaudziant hidrogelio pavirsiy ir registruojant ispaudimo gylj (pjezo varikliy eigg) ir
adatos iSlinkimg (lazerio atspindzio padéties kitimas detektoriuje), Siems parametrams jtakos
turi konkreti adatos geometrija ir jos sgveikos su pavirSiumi [24], [25]. Sferinés formos adatos
ir hidrogelio pavirsiaus jspaudimo geometrija paremta teoriniais skai¢iavimais ir néra tiesiogiai
stebima eksperimento metu (zr. 1 pav. b, ¢). Dazniausiai AFM eksperimentuose pasitelkiamos
sferinés adatos, tuomet jy bandinio jspaudimo kreivé yra aprasoma pagal formule:

¢ia P—slégis, R —adatos sferos spindulys, h — jspaudimo gylis, E ir v atitinkamai Jungo modulis

ir Puasono santykis [23].
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1 pav. (A) AFM jégos kreive. X — asis, pjezo koordinaté (um), Y — asSis, zonda veikianti jéga
(nN). (B) AFM sferinis zondas, vaizdas i§: nanoandmore.com. (C) Sferos kontakto su hidrogeliu
schema ir svarbiis parametrai Jungo modulio skai¢iavimams. P — jspaudimo jéga, R — sferos
spindulys, a — kontakto spindulys, d — jspaudimo gylis, h — hidrogelio storis. Schema adaptuota
i8: Ding et al., 2018.

1.2 Hidrogeliy pritaikymas lgsteliy auginimo eksperimentams

Lastelés ciklas yra apsprendziamas daugelio ja veikianciy veiksniy, taip pat ir mechaniniy.
Augimo aplinkos standumas, lokaliis jo poky¢iai ar topografija veikia Igsteliy proliferacija,
migracija, diferenciacijg [26], [27], [28], [29], [30]. Hidrogeliai yra tinkami replikuoti Igsteliy
augimo aplinka, jy mechanines savybes lengva kontroliuoti chemiskai ir jie gali buti
paruosiami jvairiomis formomis ir lengvai suderinami su biologiniais bandiniais [31]. Sios ir
kitos savybés 1émé tai, kad hidrogeliai daznai taikomi Igsteliy kultiry bandymuose, stebint kaip
Sios reaguoja j augimo platformos standuma ar topografija [14], [32], [33], [34], [35].

Bandymams kuomet stebima augimo platformos standumo, jtaka lgsteléms, daznai
pasirenkami sintetiniai hidrogeliai. Tokie sintetiniai hidrogeliai, kaip poliakrilamidas (PAM)
yra labai patogis siekiant kontroliuoti standumg, nes hidrogelio mechanines savybes
apsprendzia jo sintezei panaudotas akrilamido ir bisakrilamido monomery santykis [26]. Tai

leidzia lengvai ir greitai paruosti skirtingo Jungo modulio platformas lasteliy auginimui.

Dauguma hidrogeliy yra bioinertiski, todél juos reikia biofunkcionalizuoti siekiant juos
pritaikyti Isteliy auginimui [36]. Dazniausiai bioaktyvus pavirSius pasiekiamas prie hidrogelio
prijungiant tarplastelinio uzpildo baltymus, tokius kaip — albuming, lamining, kolageng ar

fibronekting. Sis prijungimas gali bati atliekamas kontroliuojant biofunkcionalizuoty zony



raSta mikrometriniu tikslumu, taikant mikrokontaktinio  antspaudavimo (pPCP, angl.
microcontact printing) metodika [26], [37]. Tokia rasto kontrolé¢ apriboja lasteléms prikibti
tinkamg adhezing zona, ir leidZia orientuoti Igsteles eksperimentatoriaus pasirinktomis

kryptimis.

Didelis hidrogeliy pranasumas yra tai, kad juos galima paruosti jvairiomis formomis. Daznai
hidrogeliai taikomi kaip substratas kuris pakeicia plastikg ar stiklg 2D Igsteliy eksperimentuose
[28]. Jeigu tokie hidrogeliai yra paruoSiami kartu su topografija — gaunamos 2,5D platformos
[26], [38]. Sios sistemos leidZia kontroliuoti, kaip lastelés augs eksperimento metu, apriboti jy
augimui skirtg plota, orientuoti lasteles. Hidrogeliai, taip pat, gali biiti panaudojami ir kuriant
mikrofluidikos sistemas [27]. Tokios sistemos sukuria 3D lgsteliy aplinkg ir leidzia kontroliuoti

ne vien mechaninius, bet ir biocheminius stimulus, kuriuos patiria 1gstelés.

Ivairiais buidais paruostos poliakrilamido platformos daznai naudojamos siekiant parodyti
lasteliy gebéjima orientuotis ir fenotipinius Igsteliy pokycius auginant Sias skirtingose
mechaninése aplinkose. Tokios Igstelés kaip, fibroblastai, epitelis, miocitai daznai tampa Siy
tyrimy objektais, dél aiSkiy morfologiniy skirtumy esant mechaniniams stimulams [14], [32],
[35], [38]. Idomu tai, jog Sie tyrimai parodo, kad lastelés reaguoja ne vien j substrato standuma
ar topografija, bet ir | viskoelastines medziagos savybes, o mechaniniai stimulai gali paveikti:

lastelines funkecijas, citoskeleto iSsidéstyma, bei lasteliy adhezija.



1.3 Hidrogeliy litografija

Siekiant paruosti hidrogelius, turinius netolygias chemines, mechanines savybes, ar tikslines
formas gali buti pasitelkiamos jvairios sistemos. Vienas populiaresniy biidy yra naudoti
fotolitografija. Tokiu atveju yra paruoSiami foto-reaktyviis hidrogeliai, Sie gali biiti
skersarySinami aps$vietus, naudojant Sviesg prie hidrogelio gali buti prijungiami papildomi
reagentai keiCiantys jo savybes arba Sviesa gali nutraukti hidrogelyje suformuotus cheminius
rysius [39], [40], [41], [42], [43]. Sie metodai leidzia sukurti sudétingy formy platformas ar
kontroliuoti jy mechanines savybes, taciau tokios sistemos yra sudétingai paruoSiamos, jy

gamyba uztrunka ilgai ir triiksta standartizuoty protokoly jy naudojimui.

Vienas paprasciausiy biidy sukurti platforma su skirtingomis standumo zonomis — yra sukurti
ja 18 skirtingy medziagy. Metodas sukuriant mink§ta PDMS substrata su didesnio standumo
zona 1§ KMPR fotopolimero apraSytas Tseng & Di Carlo, 2014. Nors tokia sistema leidZia
lengvai kontroliuoti platformas standumag, tafiau jos paruoSimas sudétingas, platforma

nevienalyté, sudétinga sukurti Igstelinio dydzio standumo rastus.

Huang et al., 2021 apraSo Sviesa kontroliuojamas hidrogeliy sistemas, kurios leidzia sukurti
standumo rastus hidrogelyje, su UV Sviesa nutraukiant j hidrogelj jmaiSyta fotochemiskai
skylantj reagenta. Naudojant tokj hidrogelj ir struktiirinj ap$vietima, gaunamos platformos su
mikrometry eilés standumo rastais. Tokia sistema turi daug privalumy, taciau jos paruoSimas
yra sudétingas. DidZiausias tokios sistemos privalumas yra tai, kad ja galima modifikuoti
Jvairiais Sviesai reaktyviais reagentais, kurie gali padéti ja vaizdinti ar prijungti papildomas
medziagas. Panasi platforma aprasyta ir Lee et al., 2018, Siame tyrime naudotas azoreagentas
reaguojantis ] mélyng Sviesa. Hidrogelis paruostas su Siuo reagentu pakeisdavo savo standuma
po apdvietimo mélyna $viesa, dél azoreagento izomerizacijos. Sio metodo privalumas —

standumo valdymas eksperimento metu.

Sviesa valdomos platformos tampa padiu patraukliausiu hidrogeliy litografijos metodu.
ISvystytos mikroskopijos ir struktiiruoto apSvietimo metodikos uZztikrina gerg rasty rezoliucija
ir metodin] prieinamuma, o platus foto-aktyviy cheminiy reagenty pasirinkimas uztikrina platy

platformy pritaikomuma.



1.4. Hidrogeliy foto-polimerizacija

Egzistuoja skirtingi hidrogeliy polimerizacijos mechanizmai. Dvi pagrindinés polimerizacijos
kategorijos apima grandininj augimg (angl. chain growth) ir Zingsninj augimg (angl. step
growth). Kalbant apie minkStus hidrogelius dazniausiai galvojame apie grandininj augima,
kuris jtraukia radikaline, joning ir koordinacine polimerizacijas. Sie reakcijy mechanizmai
pasireiskia skirtingiems hidrogeliams pvz.: radikaline poliakrilamido (PAM), joniné
polietilenglikolio (PEG) ar koordinaciné polilaktinés rugsties (PLA) polimerizacija [40], [44],
[45]. Zingsninis augimas daZniau pasitaiko tarp epoksidy ar siloksany. Siekiant kuo tiksliau
valdyti hidrogelio polimerizacijg, parankiausia, kad $i vykty radikaliniu biidu. Radikaliné
polimerizacija prasideda, kuomet monomery sistemoje pradeda generuotis laisvieji radikalai.
Radikalus generuoti sistemoje galima naudojant: fotoiniciatorius, termoiniciatorius ar 2-iejy
komponenty sistemas. 2-iejy komponenty sistemos ir termoiniciatoriai paprastai generuoja
radikalus visame tirpalo tiiryje, taciau fotoiniciatoriy veikimas gali biiti erdviskai valdomas,
kontroliuojant bandinio ap$vietima [42]. Sis efektas danai i$naudojamas siekiant sukurti
trimates struktiras stereolitografijos buidu, nors hidrogeliai tokiose 3D spausdinimo sistemose

naudojami retai ir dazniau pasitelkiami kiti fotopolimerai.

Poliakrilamidas yra vienas dazniausiai naudojamy sintetiniy hidrogeliy, kurio polimerizacijos
reakcija yra radikaliné. Labai populiaru poliakrilamido tirpaluose, kaip radikaly generatoriy
naudoti amonio persulfata (APS) ir tetrametiletilendiaming (TEMED), taciau yra platus
pasirinkimas ir kity reakcijos iniciatoriy (zr. 1 lentele). Priklausomai nuo taikymo gali biiti
paranku polimerizacija valdyti Sviesa ar temperatiira. Dauguma komerciniy fotoiniciatoriy
veikia UV ar mélynoje Sviesoje, taciau populiar¢ja sistemos leidZiancios polimerus paruosti
naudojant ir didesnio bangos ilgio apSvietimg [48]. Naudojamo iniciatoriaus sugertis yra
kritinis faktorius siekiant pritaikyti hidrogelius jau egzistuojan¢ioms sistemoms.

1 lentelé. Daznesni polimerizacijos reakcijy iniciatoriai.

Didziausias sugeriamas

Iniciatorius Tipas o
bangos ilgis

APS ir TEMED 2-iejy komponenty sistema | -

Azobisisobutyronitrile Termoiniciatorius -

Irgacure 2959 Fotoiniciatorius 405 nm *

Irgacure 819 Fotoiniciatorius 430 nm **

LAP (lithium phenyl-2,4,6-
trimethylbenzoylphosphinate)
Riboflavinas (Vitaminas B2) | Fotoiniciatorius 444 nm *
*(Tomal & Ortyl, 2020), **[47]

Fotoiniciatorius 380 nm *
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2 Skyrius: Medziagos ir metodai

2.1 PAM kopolimery paruoSimas

PAM kopolimerai ruoSiami naudojant didelés monomerinés koncentracijos PAM misSinj i§ 150
pL akrilamido (75% w/v), 150 pL (2,3 % w/v) bisakrilamido, 255 pL HEPES buferio (35 mM
7.4 pH) reakcijos iniciacijai naudojant 0.9 yL TEMED ir 90 uL APS (2,3% v/w), kaip radikaly
generatorius. Pradiniai poliakrilamido miSiniai paruosti pagal [15], véliau optimizuojant iki
aprasomos recepturos. | §j misinj, papildomai pridedama atitinkamo monomero, taip kad Sio
kiekis sudaryty 5% bendro monomery kiekio tirpale. Naudoti funkciniai reagentai: 2-Aminoetil
metakrilato hidrochloridas (AM), 3-(Acriloyloksi)-2-hidroksipropil metakrilatas, 2,3-
Epoksipropil metakrilatas, akrilné riigstis (AA), metakriliné rugstis (MA).

2.2 PAM su fotoiniciatoriumi paruoSimas

PAM ruosiamas taip kaip apraSyta ankstesnéje 2.1 sekcijoje, kaip kopolimerg pridedant 6,3 pL
metakrilinés riig§ties (PAM-MA) arba aminoetil metakrilato hidrochlorido (PAM-AM), taiau
vietoje TEMED ir APS, naudojama 180 pL 7,6 mg/ml fotoiniciatoriaus Irgacure 2959. Taip

paruosto misinio polimerizacija vykdoma A = 365 nm §viesoje.

PAM su riboflavinu kaip iniciatoriumi (rbPAM) paruoSiamas tirpinant akrilamidg ir
biskarilamidg so¢iame riboflavino PBS tirpale. Sotus riboflavino tirpalas paruoSiamas tirpinant
riboflaving 0,2 g/ml koncentracija PBS buferyje ultragarsin¢je vonel¢je 10 min, veliau tirpala
filtruojant. Akrilamidas 0,4 g/ml ir bisakrilamidas 0,06 g/ml yra tirpinami so¢iame riboflavino
tirpale, ultragarsinéje vonel¢je ~20 min. Prie§ naudojant rtbPAM miSin;j | jj jmaiSoma 3,6 pl/ml

TEMED.

2.3 Struktirinis PAM hidrogelio apSvietimas

7 UL fotoinicijuojamo PAM-AM ar PAM-MA hidrogelio miSinio yra iSliejama petri lekStutéje
ir naudojant 170 pm auksScio tarpines pridengiama aminosilanizuotu 2,5 cm diametro stikliuku.
Taip iSliejamas skystas hidrogelis yra suspaustas tarp 2-iejy skaidriy pavirSiy, taciau niekur
neisteka. ISlietas hidrogelis yra apSvieCiamas su invertuotu Olympus IX81 mikroskopu su
Optigrid moduliu (Zr. 2 pav.), kuriame jstatyta kauké su rastais 15min, véliau hidrogelis
perkeliamas po A = 365nm diodu ir ten apSvieCiamas dar 45min (PAM miSiniui Sie laikai
trumpesni). Pabaigus apSvietimg aminosilanizuotas stikliukas kartu su prikibusiu hidrogeliu,

pincetu nuimamas nuo petri lekStutés ir perkeliamas j PBS buferj laikymui.
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Alternatyviai, naudojant tbPAM pasitelkiamas 3D spausdintuvas. Pasirinktas kiekis tbPAM
misinio iSpilamas j spausdintuvo vonele, ir paleidziama spausdinimo programa. Spausdinant
topografines struktiiras, voneléje esantis miSinys prispaudziamas spausdintuvo platformos, kuri
pakyla kartu su susipolimerizavusiu miSiniu, atspausdinus kiekvieng sluoksnj (zZr. 3 pav.).
Norint kontroliuoti apsSvietimo laikg nesukuriant topografijos, rbPAM isliejamas  vonele tarp
tarpiniy ir pridengiamas aminosilanizuotu stikliuku, spausdinimo metu nenaudojama judanti

platforma. Taip iSlaikomas tolygus hidrogelio storis, kontroliuojant §viesos sukuriama rasta.

2 pav. Tipiné¢ struktiiruoto apsvietimo schema, realizuota Optigrid
modulyje (a), plokStumoje suformuojamas kaukes vaizdas (b). Schema

adaptuota iS: [49]

Laikiklis

Spausdinimo

/ pagrindas

Dervos vonelé

UV ekranas

3 pav. Stereolitografijos schema pritaikoma 3D spausdintuvuose. Schema
adaptuota i8: [50]
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2.4 PAM-AM amino-amino grupiy sujungimas su glutaraldehidu

PAM-AM diskelis purtomas ultragarsinéje voneléje 0.1M HCI tirpale 10min. Po purtymo
diskelis dedamas j petri 1ékstute ir ant jo uzpilama 50 pL GA 25% vandeninio tirpalo, diskelis
su GA aktyvuojamas 15 min. Po aktyvacijos diskelis 3 min purtomas 0.1M HCI tirpale ir 1 min
PBS buferyje. Tuomet diskelis nudziovinamas ir ant jo uzneSamas baltymas (0.1 mg/ml FN

tirpalas) ir baltymas inkubuojamas 30min. Po inkubacijos diskelis 2min papurtomas PBS.

2.5 PAM-MA su FN, amino-karboksilo grupiy sujungimas per EDC

ParuosSiamas baltymo/EDC tirpalas. Jam paruosti naudojamas 20 uL EDC (19 mg/ml) tirpalas,
EDC tirpinant MES 0.1M 6pH buferyje ir 10 pL baltymo tirpalo (0.1 mg/ml FN) 6pH PB
buferyje. Paruostas baltymo/EDC tirpalas uzneSamas ant PAM diskelio ir inkubuojamas 3h. Po
inkubacijos diskelis perneSsamas j PBS buferj ir 2min papurtomas ultragarsinéje vonel¢je.
Alternatyviai galima naudoti BSA ar kitus baltymus esant didesnéms baltymo koncentracijoms

uztenka trumpesnés inkubacijos (darant su BSA naudota 10 uL. 10mg/ml BSA ir 20 uL. EDC).

2.6 PAM hidrogeliy padengimas fibronektino baltymu

PAM hidrogeliai dengti naudojant sulfo-SANPAH reagentg. PasiruoSiamas sulfo-SANPAH
tirpalas (2 mg/ml) 7,4 pH MES buferyje. ISsyk pasiruosus tirpalag, PAM bandiniai inkubuojami
su 20 pL tirpalo 365nm UV Sviesoje 10 min. Po inkubacijos, nedelsiant bandiniai praplaunami
PBS buferiu, lengvai nudziovinami puciant azotu ir ant bandiniy uzlaSinami 7 pL FN tirpalo

(0,5 mg/ml). Bandiniai su FN inkubuojami per naktj, Saldytuve.

2.7 Hidrogelio mechaniniy savybiy ir topografijos tyrimas panaudojant
AFM

Struktiirizuoti hidrogeliai buvo tyrinéjamas su JPK Nanowizard 3 bio-AFM, naudojant
HQ:NSC 36 tipless adatg su priklijuota d = 4 pm silicio sfera. Hidrogeliai tirti kontaktiniu
rézimu, naudojant QI moda. Jungo modulio vertés hidrogeliams programiskai apskaiciuojamas
taikant Hertzo modelj (Zr. 4 pav.). Konkretlis matavimo parametrai buvo atskirai parenkami
kiekvienam eksperimentui, siekiant iSgauti aiSkius topografijos vaizdus ir tinkamas jégos-

atstumo kreives, tolimesnei analizei.
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4 pav. Schema vaizduojanti bandinio Jungo modulio vaizdinimg naudojant AFM-QI moda. Su
AFM zondu (A), kiekvienam nagrinéjamos zonos pikseliui uzregistruojama jégos kreive (B),
véliau Sioms kreivéms pritaikomas Hertzo modelis (C) ir taip gaunamos Jungo modulio vertés
kiekviename pikselyje, Sios vertés galiausiai pavaizduojamos spalviniu vaizdu (D).

2.8 Mezenchiminiy lasteliy eksperimentai

Nuo Sulinéliuose laikomy hidrogeliy nusiurbiamas PBS ir Sulinéliai uZpilami mitybine terpe,
taip hidrogeliai palaikomi 4,5 h. kambario temperatiiroje. Véliau, mitybiné terpé nusiurbiama
nuo 3ulinéliy ir hidrogeliai sausai laikomi apie 10min. Tuomet po 2 x 10* mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy (MKL) uZséta j visus Sulinélius su hidrogeliais, bei tuscig Sulinel; (TCP
kontrol¢). MKL prie§ uzséjimg buvo nudazytos su 32,5 uM Hoechst 33342 branduoliy ir 10
uM CellTracker Green CMFDA dazais. Lasteliy s¢jimui naudojama 30 pL 1asteliy suspensijos,
uzséjus laukiama 30 min, po to papildant Sulinélj mitybine terpe iki Iml turio. Plokstele
perkeliama j inkubatoriy, lastelés vaizdinamos po 4h ir 24h nuo uZséjimo. Pra¢jus 24h lgstelés
15 min fiksuotos su 4 % paraformaldehidu kambario temperatiiroje. Po fiksavimo Sulinéliai 3

kartus atsargiai nuplaunami su PBS.
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3 Skyrius: Rezultatai
3.1 PAM hidrogeliy kopolimerai

Zvalgant poliakrilamido gelio funkcionalizavimo galimybes, buvo paruosti skirtingas
funkcines grupes inkorporuojantys PAM miSiniai (zr. 2 lentele). IS Siy méginiy, 2 nebuvo
permatomi, kas apsunkinty tolimesnius bandymus, todél tolimesni Siy PAM tyrimai nebuvo
vykdomi (zr. 5 pav.). I§ likusiy, PAM su akriline rugstimi polimerizavosi kiek keistai, diskelis
buvo smarkiai susitraukes, stipriai brinko, o ankstesni tyrimai su metakriline rtigstimi jau
leidzia turéti karboksilo grupe dangos pavirSiuje, iSvengiant $iy sunkumy. PAM su aminoetil
metakrilatu buvo pats perspektyviausias, nes savo fizikinémis savybémis mazai skyrési nuo
paprasto PAM hidrogelio, bet leido turéti PAM su amino grupémis. Bandant sujungti amino
grupe i$ baltymo su PAM-AM buvo pasitelktas glutaraldehidas, tac¢iau toks PAM jgaudavo
rysSkiag oranzin¢ spalva ir smarkiai padidédavo tokio PAM standumas nepriklausomai nuo
paveikimo laiko (zr. 6, 7 pav.), taCiau baltyma prie hidrogelio prijungti galima ir kitais
metodais. Galiausiai pasirinkta tolimesniems bandymams naudoti PAM ir metakrilinés rugsties

kopolimerg (PAM-MA), bei PAM ir amino metakrilato kopolimerg (PAM-AM).

2 lentelé. PAM kopolimerai ir jy savybés.

PAM kopolimeras (angl.) | Cheminé formulé Skaidrumas | Jungo modulis
O
2-Aminoethyl NH
methacrylate H2C\W)J\Q/\/ 2 Skaidrus 46 + 4 kPa
hydrochloride (AM
y (AM) CHs . el
O
Methacrylic acid (MA) HZC%OH Skaidrus 35+ 5 kPa
CHj
O
Acrylic acid (AA) HoCso Skaidrus 22 £9 kPa
OH
3-(Acryloyloxy)-2- 9 9 .
HoCo J__cH, Matinis ]
hydroxypropyl 2 j)koﬁ/\o baltas
methacrylate CHa OH
O
2,3-Epoxypropyl H.C Matinis
methacrylate A O% baltas 3% 1kPa
CHa O
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4

2-Aminoethyl methacrylate

Methacrylic acid Acrylic acid
hydrochloride

2,3-Epoxypropyl methacrylate 3-(Acryloyloxy)-2-hydroxypropyl

5 pav. PAM hidrogeliai su skirtingy kopolimery priedais. Visi PAM hidrogeliai

paruosti pridedant 5% kopolimero, polimerizacijg inicijuojant TEMED ir APS
junginiais.

GA aktyvuoto PAM Jungo modulio pokyc¢iai laike

-

~
o

A)

(o2}
o

Jungo modulis (kPa)
B a1
o o

w
o

Kontrolé (0 min) 5 min 10 min 15 min
GA inkubavimo trukmé

7 pav. Glutaraldehidu paveikty PAM-AM, Jungo modulio vertés
priklausomai nuo inkubavimo trukmés. Kiekvieno tasko jungo
modulio verté gauta suvidurkinus vertes gautas 30 um x 30 um
bandinio plote. Dézutés zymi IQR regiong (Q2,Q3 rézius), atkarpos
uz dézuciy, visy duomeny pasiskirstymo rézius, briikSnys — mediana.

6 pav. PAM — AM hidrogelis
pries (a) ir po 15min (b)
inkubacijos vandeniniame
25% glutaraldehido tirpale.
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3.2 Fotoinicijuojama PAM polimerizacija

PAM polimerizacija gali buti inicijuojama pasitelkiant fotoiniciatorius, vienas populiariausiy
komerciSkai prieinamy fotoiniciatoriy polimerizacijos reakcijoms — Irgacure 2959 (2-Hydroxy-
4'-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone).  Irgacure  molekulé UV  Sviesoje
(efektyviausiai ties A = 320 — 390 nm) skyla j radikalus, reikalingus vykdyti polimerizacijos
reakcijg. Su Siuo iniciatoriumi paruostas monomery misinys buvo selektyviai skersarySinamas
lokaliai ap$viediant skirtingas miginio dalis. Sia savybe buvo pasinaudota sickiant sukurti
lokaliai skirtingas standumo zonas vieno bandinio pavirsiuje. Toks metodas leidzia hidrogelio
pavirSiuje sukurti pasirinktos formos rastus, kontroliuoti jy standumg reguliuojant UV
ekspozicijos trukme, bei ap§vietos intensyvuma. Siame darbe naudoti 2-iejy tipy rastai: diskai
ir juostos (Zr. 8 pav.). Darbe pritaikyta optin¢ sistema, kuomet UV pluostas eidavo per Olympus

IX81 mikroskope jtaisyta kauke su pasirinktais rastais, dél fokusavimo kaukés rastai buvo

sumazinami iki 5-karty, taip hidrogelj per objektyva apsvieciant kauke atkartojanciais rastais.

8 pav. Standumo rastai suformuoti PAM-MA hidrogeliuose naudojant strikturuotg apSvietimg (Zr. pav. 2).
Diskiniy rasty (A) skersmuo ant hidrogelio d # 40 pm (B) ant kaukés d = 200 pm (C), juostiniy rasty (D)
plotis ant hidrogelio d # 10 um (E) ant kaukés d = 50 um (F).

1
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Stebint s€ékmingg rasty formavimga pasitelkiant selektyvy apSvietimg, buvo nuspresta iSméginti
raSty formavimui pritaikyti stereolitografijos metodikg. Rasty formavimui Siuo biidu buvo
pasitelktas komercinis 3D spausdintuvas, naudojantis A = 405nm bangos ilgio apSvietima.
Irgacure 2959 néra tinkamas iniciatorius Siam bangos ilgiui, todél buvo pakeista poliakrilamido
formuliacija j riboflavino inicijuojamg poliakrilamido miginj (rbPAM). Si formuliacija turéjo
skaidrig gelsva spalva, taciau seékmingai polimerizavosi apSvieciama 3D spausdintuvo diodu.
Optimizuojant rbPAM miSinj pasiekta formuliacija, kuriai uztekdavo 30 sekundziy apsSvietos
50 um auksgio sluoksniui skersarysinti. Siuo metodu galima hidrogelj paruoiti polimerizuojant
sluoksniais, taip gaunant trimates hidrogelio struktiiras. Tokiu biidu paruostos skirtingo plocio
topografinés juostos hidrogelio pavirSiuje (Zr. 9 pav.). Véliau Sis metodas pritaikytas tam kad
biitu paruosti bandiniai, kurie neturéty topografijos taciau skirtingos bandinio zonos, biitu
eksponuojamos Sviesoje skirtingg laiko perioda tikintis, jog tai sukurs skirtingo standumo

zonas.

9 pav. PAM hidrogelis su riboflavino fotoiniciatoriumi (rbPAM) paruostas
stereolitografijos biidu (3D spausdintuvu), bandinys turi 3-jy skirtingy
plociy iskilusias juostas (plo¢iai: 5 mm; Imm; 0,5mm).
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3.3 Dangos topografijos ir Jungo modulio vertinimas taikant AFM
PAM dangos buvo tirtos atominiy jégy mikroskopu (AFM) siekiant jvertinti dangos pavirSiuje
atsiradusig topografija ir standumo rastus. Naudotas kontaktinis matavimo rézimas ir QI moda,
tai reiSkia, kad eksperimento metu, apibréztas dangos pavirSiaus plotas buvo suskirstytas ]
zonas (pikselius) ir kiekvienoje 1§ Siy zony uzregistruota jégos kreivé. Tiriant juosting
topografija ant PAM-MA nustatyta, kad i sieké 2-4 um aukstj (zr. 11 pav. A) ir buvo kietesnés
i8kilusiose vietose (zr. 11 pav. B). Siekiant atskirti Jungo modulio vertes ant ir tarp standumo
Juosty, bendrai, abiejy zony Jungo modulio histogramai pritaikomi 2 Gauso skirstiniai (zr. 12,
13 pav.). Jungo modulis ties iSkilimais buvo apytiksliai 20% didesnis ~ 9kPa, nei tarp iSkilimy
~6kPa (zr. 13 pav.). Tyrinéjant diskus, uzregistruotos visiskai kitos vertés. Disky aukstis siekia
10 um ir daugiau, kas virs$ija AFM matavimo galimybes, tod¢l vaizdai gaunami su artefaktais,
o Jungo modulio vertés gali biiti netikslios. Sioms dangoms Jungo modulis registruojamas tarp
10 kPa ir 90 kPa, (zr. 10 pav.) dangoms uzregistruota daugiau kaip 60 QI matavimy ant 8
bandiniy. PAM-AM dangos buvo paruostos naudojant tik juosting kauke, dél jau zinomy
diskiniy rasty keliamy i$sukiy. Naudojant fotoinicijuojamg PAM-AM gautos Jungo modulio
vertés gautos gerokai mazesnés ir sieké 3 — 4 kPa (Zr. 13 pav.), negu atliekant zvalgomuosius
eksperimentus su APS ir TEMED iniciatoriais (~ 46 kPa, zr. 2 lentele). PAM-AM skirtumas
lyginant su PAM-MA miSiniu, tai kad didesnio Jungo modulio zonos yra topografiskai Zemiau,
nei minkStesnés mazesnio Jungo modulio zonos. Topografija ant $iy bandiniy siekia 2 pm
aukst] nuo Zemiausios iki aukSciausios zony, $is peré¢jimas jvyksta ~ 20 um ilgio atkarpoje (Zr.
11 pav. C, D). Paruosty PAM dangy Jungo modulio vertés papuola i biologiSkai reikSmingas
1-50 kPa ribas [38].

o
4

8.0% pm

ﬁ

0 pum

84.4 kPa

30

[pm]
20

10

60.1 kPa

[um]

10 pav. PAM-MA dangy su disko formos standumo rastais topografijos (A)
ir Jungo modulio (B) vaizdai iSmatuotas AFM - QI rezimu. Diskas iSkiles ir
turi didesnj Jungo modulj, nei fonas.
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11 pav. Hidrogeliy dangy su juostiniais standumo rastais, paruostais naudojant stritkturuotg apsvietima, Jungo
modulis ir topografija iSmatuoti AFM - QI rezimu. Pateikiami 2-jy hidrogeliy su skirtingais kopolimerais PAM-
MA topografija (A) ir Jungo modulis (B), PAM-AM topografija (C) ir Jungo modulis (D), bei kontrolinio
poliakrilamido hidrogelio be kopolimery topografija (E) ir Jungo modulis (F). Po vaizdais pateikiamas matuoto
vaizdo jstrizainés (balta punktyriné linija) profilis. A — dalyje matomas juosty kreivumas yra duomeny analizés
programos artefaktas.
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Histograma su pritaikytu 2 komponenty Gauso skirstiniy misinio modeliu
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12 pav. AFM-QI biidu PAM-AM bandiniui uZregistruotos Jungo modulio vertés atvaizduotos histograma.
Duomenims pritaikytas 2-jy komponenty Gauso skirstiniy misinio modelis skirtingo Jungo modulio
zonoms i$skirti. Gauso skirstiniai atskiria ilgiau apsviestos zonos (standumo juostos) Jungo modulj nuo
mazesnes, tarpo tarp juosty vertes.

/ \) Jungo modulio pasiskirstymas minkstose ) Jungo modulio skirtumas tarp minkstesnés ir standesnés )
ir kietose zonose skirtingoms medZiagoms bandinio zony, skirtingiems PAM bandiniams Procentiné Jungo modulio skirtumo iraidka tarp minkatesnés
y = < ir standesnés bandinio zony, skirtingiems PAM bandiniams
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Poliakrilamido kompozicija AM MA PAM %] AM MA PAM

13 pav. Jungo modulio verciy ant ir uz standumo juosty palyginimas tarp skirtingy poliakrilamido
kompozicijy (PAM — poliakrilamidas be kopolimery) (A). Absoliutiis Jungo modulio verc¢iy skirtumai tarp
minkstesniy ir kietesniy bandinio zony, skirtingoms poliakrilamido kompozicijoms (B). Santykiniai Jungo
modulio verciy skirtumai tarp minkstesniy ir kietesniy bandinio zony (C). IS skirtingy QI matavimy sudarytos
standumo verciy histogramos ir Sioms pritaikyti 2-iejy komponenty Gauso skirstiniai, taip iSskiriant
minkstesne ir standesng zonas. PAM-AM duomenys i§ 2 QI vaizdy, PAM-MA i§ 4 QI vaizdy, PAM i§ 2 QI
vaizdy. Dézutés zymi IQR regiong (Q2,Q3 rézius), atkarpos uz dézuciy, visy duomeny pasiskirstymo rézius,
briikSnys — mediang.

21



3.4 PAM-MA bioaktyvavimas ir 1gsteliy adhezijos patikrinimas

Norint PAM-MA hidrogelj paversti biosuderinamu Igsteliy eksperimentams, hidrogelj reikia
dengti tarplastelinio uzpildo baltymais. Vienas i$ $iy baltymy yra fibronektinas, kuris skatina
lasteliy adhezija. Daznas protokolas siekiant padengti didelj] plota baltymu yra
mikroantspaudavimas, tac¢iau dé¢l pavirSiuje esanciy struktiiry, mikroanstpaudavimo neiseina
taikyte Siame darbe aprasytoms dangoms, todél buvo reikalinga ieSkoti metodiky, kaip
fibronektino baltyma prie hidrogelio prijungti i$ tirpalo. Baltymo prijungimui buvo nuspresta
panaudoti EDC reagentg (prijungimo protokolas aprasytas 2.5 skyriuje). Pirmieji bandymai
Siam naujam protokolui buvo atlieckami naudojant BSA baltyma, nes $is yra pigus ir jj galima
naudoti didelémis koncentracijomis (10mg/ml). Fluorescuojantis Texas Red zZyme Zymétas
BSA buvo sékmingai prijungtas prie hidrogelio, tai patvirtinta hidrogelj purtant ultragarsinéje
voneléje ir véliau vaizdinant Sio fluorescencijg Salia kontrolinio bandinio (zr. 14 pav.). Véliau
protokolas buvo pritaikytas fluorescuojancio fibronektino prijungimui prie tokiy pat dangy,
fibronektino koncentracijos tirpale gerokai mazesnés (0.1 mg/ml), nei BSA, todél lyginant Siy
bandiniy fluorescencija su kontrolémis buvo numanoma, kad skirtumai nebus tokie ryskis kaip
BSA bandiniy. Si prielaida buvo teisinga, bet skirtumai tarp kontrolinio bandinio ir bandinio
dengto firbonektino baltymy buvo matomi, todél nuspresta, kad fibronektinas bent dalinai
prisijungé prie hidrogelio (zr. 15 pav.). Ant taip paruosty PAM-MA dangy buvo auginamos
mezenchiminés kamieninés lgstelés. Buvo atlikti 2 lgsteliy auginimo eksperimentai, vienas
naudojant dangas su diskais, kitas — dangas su juostomis. Kiekvieno i$ §iy eksperimenty metu
naudoti 4 bandiniai su struktiiromis, 1 kontrolinis bandinys be struktiiry ir plastiko kontrolé.
Abiejy eksperimenty metu pastebéta, kad labai mazai lasteliy linkusios prikibti ir i8silaikyti

dangos pavirSiuje (Zr. 16 pav.), taciau lgstelés augo ant Sulinélio pavirSiaus uZz bandinio.

Lasteléms augant ant dangy su diskais, 1astelés morfologija smarkiai skyrési priklausomai nuo

“2mm

[

14 pav. PAM-MA hidrogelio aktyvavimas EDC reagentu ir Texas Red BSA baltymo
prijungimas i§ buferio. Sviesiame lauke (A) matomas aktyvuotas (kairéje) ir
neaktyvuotas (desin¢je) hidrogeliai. Fluorescenciniame vaizde (B), matomas tik
aktyvuotas hidrogelis.
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to ar 81 augdavo ant disko ar tarp disky. Ant disky augusios lgstelés buvo linkusios uzimti visg
disko plota ir toliau nesiplésti, tarpuose augusios lgstelés orientuodavosi tarp disky. Lastelés
augusios ant pavirSiy su juostomis irgi iSsiskyré i 2 tipus, dalis lgsteliy orientavosi iSilgai juosty

ir jgavo pailga forma, o kita dalis iSplito per keletg juosty igydamos apvalig forma.

15 pav. PAM-MA hidrogelio aktyvavimas EDC reagentu ir kovalentinis
HiLite 488 Zyme Zymeéto fibronektino baltymo prijungimas.
Fluorescenciniame vaizde matyti stipresnis aktyvuoto hidrogelio signalas
(kairéje), negu neaktyvuoto (desSinéje). Prijungimui naudota 100 karty
mazesné baltymo koncentracija negu 14 pav.

16 pav. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy adhezija ant PAM-MA dangy su disko
formos standumo ir topografijos raStais. Kairéje — vaizdas po 4h nuo lgsteliy uzs¢jimo,
desin¢je — 24h. Rodyklémis pazymétos prikibusios Igstelés.
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3.5 PAM-AM bioaktyvavimas ir 1gsteliy adhezijos patikrinimas

Fibronektino prijungimui prie PAM-AM, kuris neturi karboksilo grupés buvo pasitelktas sulfo-
SANPAH reagentas, (protokolas aprasytas 2.6 skyriuje). Sulfo-SANPAH reagentas turi rySkia
raudong spalva, kuria nudazo hidrogelj, po aktyvacijos. Fibronektino Zyméto HiLyte 488 Zyme
fluorescencija néra matoma ant tokiy bandiniy. Tam kad biity galima patvirtinti, jog
fibronektino baltymas buvo sékmingai prijungtas, nuspresta ant bandinio uzauginti GFP
ekspresuojancius fibroblastus, kurie kimba prie fibronektino ir nekimba prie PAM. Lyginant
PAM-AM bandinj paveikta sulfo-SANPAH reagentu ir inkubuotg su FN baltymy ir kontrolinj
bandinj, kuris nebuvo inkubuotas su FN baltymu, matome aisky skirtumg tarp pavirSiaus
pasidengimo fibroblastais (zr. 17 pav.). Eksperimentas patvirtino sékmingg fibronektino
prijungimg prie PAM-AM hidrogelio, todél toliau nuspresta Siuos hidrogelius panaudoti MKL

eksperimentams.

P RO R 00 i’/ : :
17 pav. PAM-AM hidrogelio aktyvavimas sulfo-SANPAH regentu ir
kovalentinis fibronektino baltymo prijungimas. Sukloti hidrogeliy $viesaus
lauko ir Zaliai fluorescuojanéiy fibroblasty fluorescencijos vaizdai. Zymi
fibroblasty adhezija ant aktyvuoto (B) bandinio, lyginant su neaktyvuotu (A)
bandiniu, patvirtina sékmingg fibronektino baltymo prijungima.
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3.6 Lasteliy auginimas ant PAM ir PAM-AM dangy

Matant prastg lasteliy prisitvirtinimg prie PAM-MA dangy, eksperimentai buvo pakartoti
naudojant PAM ir PAM-AM dangas, prie kuriy fibronektino baltymas buvo jungtas per sulfo-
SANPAH reagenta. Eksperimento metu naudoti bandiniai su standumo juostomis ir be
standumo juosty ir kontrolés be fibronektino (zr. 18 pav.). Ant bandiniy matoma kad MKL
sékmingai nusédo ir prikibo prie hidrogeliy dengty fibronektino baltymu pavirSiaus. Lastelés
orientavosi iSilgai suformuoty standumo juosty (SJ). Lastelés neaugo ant kontroliniy bandiniy,
be fibronektino baltymo ir nebuvo orientuotos ant bandiniy be standumo juosty. Lyginant

paprasta PAM miSin; su PAM-AM, daugiau lasteliy prikibo ant PAM-AM pavir$iy, negu

paprasto PAM. Lastelés augintos ir ant hidrogeliy su riboflavinu (rbPAM), kuriame

SJ+ FN+ SJ- FN+ SJ+ FN-

PAM-AM

PAM

18 pav. MKL adhezija ant PAM ir PAM-AM hidrogeliy.
Paveiksle matomi bandiniui charakteringi sukloti hidrogelio
Sviesaus lauko mikroskopijos, zaliai fluorescuojancio citozolio
ir mélynai fluorescuojanciy branduoliy vaizdai, po 24h nuo
lgsteliy s¢jimo. SJ — standumo juostos, FN — fibronektinas.
PAM-AM su standumo juostomis (A), PAM-AM lygus
pavirsius (B), PAM-AM su standumo juostomis nedengtas
baltymu (C), PAM su standumo juostomis (D), PAM lygus
pavir$ius (E), PAM su standumo juostomis nedengtas baltymu
(F), TCP (angl. tissue culture plate) plastiko kontrolé (G).
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stereolitografijos biidu suformuotas standumo gradientas, ant Sio bandinio matomi ryskis
lasteliy fenotipiniai skirtumai (Zr. 19 pav.). Ant Sio bandinio lastelés auga tiek pavienés tiek ir

sankaupomis ir §iy morfologijos atsiskiria skirtingose bandinio zonose (Zr. 20 pav.).

§

19 pav. MKL adhezija ant fibronektinu bioaktyvuoto rtbPAM hidrogelio, kuriame suformuotas Jungo
modulio gradientas. Sukloti hidrogelio Sviesaus lauko ir Igsteliy fluorescencijos (zaliai fluorescuojantis
citozolis, mélynai — branduoliai) vaizdai. Hidrogelio Jungo modulis didé¢ja i§ vaizdo virSaus j apacia.

20 pav. Priartintos jvairios 19 pav. zonos.
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3.7 MKL lasteliy vertinimas AFM

Skirtingos lastelinés morfologijos stebétos ant rbPAM bandinio fluorescencinés mikroskopijos
metodais, buvo matuotos AFM atlikus lasteliy fiksavimg. Matuotos lastelés augusios ant stiklo
uz bandinio, didelés Igstelinés sankaupos matomos ant bandinio, bei pavienés lastelés ar mazi
lastelinés sankaupos randamos skirtingose bandinio zonose. Matuojant pavienes Iasteles
nesunku registruoti didesnio ploto vaizdus (100 um x 100 pm) dél ganétinai nedidelio 1asteliy
aukscio (iki 4-5 pm), taciau matuojant dideles lastelines sankaupas Siy aukstis gali siekti 10
um ir daugiau, todél sunku registruoti didelio ploto vaizdus (zr. 21 pav.). Vertinant lasteliy
Jungo modulj pastebéta, kad jis panasSus pavienéms lgsteléms ar mazoms lgstelinéms
sankaupoms randamoms hidrogelio pavir$iuje, nesvarbu kurioje bandinio vietoje jos randasi ir
siekia ~5 kPa, taciau skiriasi nuo Jungo modulio uzregistruoto ant dideliy lasteliniy sankaupy
ir lasteliy augusiy ant stiklo, kuriy Jungo modulio vertés siekia ~15 kPa ir yra labai panaSios

tarpusavyje (Zr. 22 pav.). Kadangi kiekvienas matavimas tur¢jo bent po keleta lasteliy ar

MKL sankaupa Ant PAM Ant stiklo

40
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100

1.54 ym =

[um]
60

40

20

100

52.1 kPa

[um1
80 80

40

20
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21 pav. Fiksuoty MKL topografijos ir Jungo modulio vaizdai uzregistruoti AFM-QI reZimu. Visos
lasteles priklauso tam paciam bandiniui tac¢iau buvo skirtingose zonose ir iSreiske skirtingag morfologija
(zr. 21 pav.), uzregistruota Igsteliy sankaupos augusios ant hidrogelio topografija (A) ir Jungo modulis
(B), pavieniy lasteliy augusiy ant hidrogelio topografija (C) ir Jungo modulis (D), bei lasteliy augusiy
ant stiklo, uz PAM hidrogelio topografija (E) ir Jungo modulis (F).
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dariniy, buvo nuspresta panaudoti kiekvienos lgstelés viduting Jungo modulio verte ir pagal
Sias jvertinti matuoto regiono Igsteliy Jungo modulio mediang ir atlikti statistinius palyginimus
tarp lasteliy augusiy ant stiklo, didelés MKL sankaupos ir bendrai visy kity registruoty lasteliy.
Matyti, kad didelés MKL sankaupos Jungo modulio vertés buvo panasios j ant stiklo augusiy
MKL Jungo modulio vertes ir abiejy Siy zony Igsteliy Jungo modulio vertés reikSmingai skyrési

nuo kity Iasteliy Jungo modulio verciy (zr. 23 pav.).

30
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nri nr2 nr3 nr4 nr5 nré nr7 nr8
AFM Matavimai

- N N
[6)] o o

Jungo modulis (kPa)
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22 pav. Lasteliy esanciy skirtingose tbPAM bandinio zonose Jungo modulio vertés, i§ viso matuotos
8 zonos: nrl, lgstelés ant stiklo; nr 2-7, pavienés lastelés ar mazos Igsteliy sankaupos atsitiktinése
bandinio vietose; nr8, didel¢ lasteliy sankaupa. Dézutés Zymi IQR regiong (Q2,Q3 réZius), atkarpos
uz dézuciy, visy duomeny pasiskirstymo rézius, bruksnys - mediana. Matome, kad lasteliy augusiy
ant stiklo, ir didelés lastelinés sankaupos Jungo modulio vertés kiek didesnés, nei kity matavimy.

*k

20 | ns |

©

o

=3

S

el

o

S

& 10

[

=)

3

5 Mann-Whitney U testas

*p<0.05
**p<0.01

ns — statistikai nereikSminga

MKL ant stiklo MKL darinys MKL ant hidrogelio

23 pav. Jungo modulio vertés uZregistruotos skirtingoms lgsteléms ar lgsteliniams

dariniams ant ir uz bandinio pavirSiaus. Vietoj visy uzregistruoty jégos kreiviy, analizei

buvo naudojama vidutiné vienos lgstelés Jungo modulio verté, grafike visy pavieniy

lasteliy ar mazy Igsteliniy dariniy vertes atspindimos bendroje (MKL ant hidrogelio)

grupg¢je ir statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo dideliy lgsteliniy sankaupy, bei lasteliy ant

stiklo Jungo modulio verciy. Dézutés zymi IQR regiong (Q2,Q3 rézius), atkarpos uz

dézuciy, visy duomeny pasiskirstymo rézius, briikkSnys - mediana. Statistiniam 28
reikSmingumui jvertinti atliktas Mann-Whitney U testas.



Pagrindinés iSvados ir rezultatai

1y

2)

3)

4)

5)

Darbe paruosti 6-iy skirtingy kompozicijy poliakrilamido hidrogeliai. Tyrimai buvo
tesiami tik su 3-jy kompozicijy skaidriais hidrogeliais su karboksilo (PAM-MA), amino
(PAM-AM) grupémis ir kontroliniu hidrogeliu be priedy (PAM).

2-iem skirtingais fotopolimerizacijos metodais suformuoti standumo mikro-rastai ir
atominés jégos mikroskopu (AFM) atlikta Jungo modulio analizé. Nustatyta, kad PAM-
MA Jungo modulis sieké nuo 6 kPa iki 9kPa, PAM-AM nuo 3 kPa iki 4 kPa, kontrolinis
PAM nuo 1 kPa iki 3 kPa.

Hidrogeliai buvo bioaktyvuoti, kovalentis§kai prijungiant fibronektino baltymag 3-is
skirtingais budais. Geriausi rezultatai gauti fibronekting jungiant prie PAM-AM
hidorgeliy naudojant sulfo-SANPAH bifunkcinj reagenta.

Ant bioaktyvuoty PAM-AM ir PAM hidrogeliy stebéta s¢kminga mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy adhezija. Nustatyta, kad lastelés orientuojasi iSilgai standumo
mikro-rasty ir keicia morfologijg priklausomai nuo hidrogelio Jungo modulio.
Skirtingy morfologijy lasteliy Jungo modulis jvertintas AFM metodu. Skirtingoms
morfologijoms nustatyti statistiSkai reikSmingi lasteliy Jungo modulio skirtumai 5 — 15

kPa intervaly ribose.
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SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo suformuoti Jungo modulio mikro-rastus ant poliakrilamido hidrogelio,

ir juos pritaikyti Igsteliy adhezijai ir mechaniniam stimuliavimui.

Ieskant tinkamy poliakrilamido formuliacijy, buvo pasirinkta naudoti fotoinicijuojama
hidrogelj su fotoinciatoriais Irgacure 2959 ar riboflavinu, taip sukuriant galimybes hidrogelio
polimerizacija kontroliuoti §viesa. Sis hidrogelis buvo praturtintas MA (metakriline riigstimi)
arba AM (aminoetil metakrilato hidrochlorido), tai leido iSbandyti skirtingus metodus

kovalentiniam fibronektino baltymo prijungimui prie hidrogelio.

Formuojant standumo raStus, monomery miSinys buvo skersarySinamas 2-iejy Zingsniy
fotopolimerizacijos biidu. Pirmiausia miSinys per kauke eksponuotas UV Sviesoje, tam
pritaikant invertuotg mikroskopa, véliau bendrai eksponuotas po 365 nm UV §viesos diodu.
Standumo rasty formavimui buvo pasitelktas ir kitas, stereolitografijos — 3D spausdinimo
metodas. Formuojant rastus Siuo biidu, hidrogelio miSinys buvo apSvie€iamas skirtingais

Sviesos rastais trumpais intervalais, nekeiciant bandinio aukscio.

Registruojant standumo vertes AFM, buvo pastebéta, kad didesnis standumas PAM-MA
hidrogeliams registruojamas 1-ame polimerizacijos zingsnyje apSviestose vietose, taciau tose
paciose zonose registruojama ir iSkilusi topografija. PAM-AM hidrogeliams efektas buvo
atvirkscias, didesnio standumo zonos registruotos topografiskai zemiau. Naudojant juostinius
raStus PAM-MA bandiniams, iSmatuota kad juosty aukstis sieké 2-4 um ir juostos ir aplinkos
Jungo modulis atitinkamai sieké 9 kPa ir 6 kPa . Naudojant diskus nepavyko uZregistruoti
didelés raiskos QI vaizdy, be artefakty, iSmatavus 8 bandinius ir uzregistravus daugiau, nei 60

QI. Registravimy metu nustatyta, kad struktiiry aukstis gali siekti 10 pm ir daugiau, o Jungo
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modulio vertés skirtingiems matavimas skyrési iki 9-iy karty, nuo 10 kPa iki 90kPa. PAM-AM
bandiniy standumas ir topografija buvo kiek mazesni, juosty topografija sieké iki 2 pm, o Jungo

modulio vertés ant juosty ir uz jy skyrési ~10% ir vyravo 3-4 kPa réziuose.

Lastelés ant paruosSty PAM-MA méginiy, prie kuriy fibronektino baltymas jungtas per EDC
reagentg augo ganétinai prastai, mazai lasteliy prikibdavo prie bandinio po uzs¢jimo ir dar
maziau iSsilaikydavo pirmas 24h. Lastelés islikusios eksperimento metu jgydavo skirtingas
formas priklausomai nuo savo padéties bandinyje (ant topografijy arba tarp jy). Ant PAM ir
PAM-AM bandiniy, prie kuriy fibronektinas jungtas per sulfo-SANPAH reagentg lastelés augo
daug geriau, daug lasteliy nusédo ir prikibo prie bandiniy ir Sios orientavosi iSilgai paruosty

standumo rasty.

Atliekant lgsteliy mechaninius matavimus skenuojan¢io zondo mikroskopu, nustatyta kad
susiformave didelés Iasteliy sankaupos savo Jungo modulio vertémis reik§mingai skiriasi nuo

aplinkiniy lasteliy ir jy vertés panaSesnés j ant stiklo auganciy Iasteliy.

Darbo metu paruostos hidrogeliy platformos gali buti pritaikomas mechanobiologiniams
tyrimams. Didziausias platformos privalumas — pritaikytas fotopolimerizacijos protokolas,
leidziantis paprastai paruosti platformas su jvairiais standumo rastais ir topografijomis.

Lastelés isreiske skirtingas morfologijas augdamos ant Siy hidrogeliy.
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SUMMARY

Aim of this work was to form Young ‘s modulus micropatterns on polyacrylamide hydrogel

and adapt these hydrogels for adhesion and mechanical stimulation of cells.

Polyacrylamide formulation used in this work involved photoinitiators such as Irgacure 2959
or riboflavin, allowing for control of hydrogel crosslinking via light. Hydrogel was
copolymerised with methacrylic acid (MA) or aminoethyl methacrylate hydrochloride (AM),
allowing for various protocols of covalent attachment of extracellular matrix protein —

fibronectin, to hydrogel surface.

While forming stiffness patterns, hydrogel mixture was polymerised in 2-step approach. Firstly,
hydrogel mixture was exposed to patterned UV light through inverted microscope with
photomask. Secondly, sample was exposed to uniform UV light. Another method employed
was stereolithography — 3D printing. When forming stiffness patterns with 3D printer, sample

height was kept constant, and only the light pattern from printer was changing.

When evaluating these patterns with scanning probe microscopy, it was observed that for PAM-
MA hydrogels, higher Young’s modulus values are obtained from areas exposed to UV light in
1* polymerisation step, however these areas also exhibited higher topography. For PAM-AM
hydrogels we observed inverse effect, with areas of higher Young’s modulus values forming
lower. When measuring PAM-MA samples, height of line topography was estimated to be
between 2-4 um and Young’s modulus values of lines to be around 9 kPa, while gaps between
them had 6 kPa. When trying to evaluate same composition samples with disk patterns, it was
impossible to get high resolution QI images. 8 samples with over 60 QI measurements were
taken, to establish that height of disk patterns exceeds measuring range, and could be over 10

pum in height, Young’s modulus values for these disks varied wildly, ranging from 10 kPa to 90
32



kPa, across samples. For PAM-AM samples with line patterns, line topography only reached
up to 2um, and Young’s modulus of gaps was 10% larger than modulus of lines and ranged

somewhere between 3-4 kPa.

Cells on prepared PAM-MA samples, to which the fibronectin protein was bound via the EDC
reagent, grew rather poorly, few cells adhered to the sample after seeding, and even fewer
survived the first 24 hours. The cells that survived during the experiment differentiated into
various shapes, either on the topography or between them. On PAM and PAM-AM samples to
which fibronectin was bound via the sulfo-SANPAH reagent, cells grew much better, many
cells adhered to the samples, and these oriented themselves along the prepared stiffness

patterns.

Mechanical measurements of the cells performed using a scanning probe microscope revealed
that the large cellular structures that formed differed significantly in their Young’s modulus
values from the surrounding cells, and their Young’s modulus was more similar to that of cells

growing on glass.

The hydrogel platforms prepared during this work can be adapted for mechanobiological
studies. The greatest advantage of the platform is the applied photopolymerization protocol,
which allows for the simple preparation of platforms with various stiffness patterns and

topographies. Cells exhibited different morphologies when growing on these platforms.

33



Padéka

Dékoju VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro, NanoinZinerijos skyriaus darbuotojams:
Tomui Rakickui ir Tadui Jelinskui uz pagalbg jrangos pritaikyme fotopolimerizacijos
eksperimentams, bei pagalbg analizuojant hidrogeliy ir Iasteliy Jungo modulj, Tomui
Javorskiui uz pagalbg ruoSiant bandinius ir renkantis tinkama biofunkcionalizavimo metodika,
Agnei Vailionytei uz atliktus fibroblasty adhezijos eksperimentus, bei bandiniy citotoksiskumo
vertinimg, bei Gintarei StankeviCienei uz pagalbg interpretuojant Iasteliy adhezijos

esperimentus.

Dékoju NVI (Nacionalinis vézio institutas) darbuotojams DZiugui Jurguciui ir prof. dr. Vitalijui

Karabanovui, uz Iasteliy adhezijos eksperimentus ir gauty rezultaty aptarima.
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