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Abstract

Cells sense and actively respond to mechanical signals transmitted from their external
microenvironment. In the physiological conditions, cells adhere to solid tissues that range in
stiffness from very soft of ~100 Pa for brain to more rigid of ~100 000 Pa for soft cartilage.
Mechanosensitivity, which can be understood as the ability to transduce mechanical signal into
biochemical information, plays a crucial role in cell spreading, proliferation and migration.
Interest in constructing compliant cell culture platforms is increasing over past years as
researchers seek to investigate mechanical interactions between extracellular matrix (ECM) and
cells under various physicochemical conditions. Cell stiffness sensing is urgent especially in
context of cancer invasion to soft tissues, which is typically associated with an increase in
rigidity due to local accumulation of a dense, crosslinked protein network, allowing detection

of the tumor by physical palpation.

Motivated by the rapidly expanding amount of literature showing that mechanical
alternations in cell-microenvironment properties leads to migration, invasion and metastasis of
cancer, by the limited existing knowledge regarding the mechanosensing contribution to
cancerogenesis, and by potential implications in therapeutic pathways that this knowledge can
bring, the main objective of presented thesis was to examine the effect of substrate stiffness on
mechanical behavior of prostate cells.

The studied cell lines were derived from healthy prostate gland (PZ-HPV-7), as well as
from brain (Dul45), and bone metastases (PC-3). In order to mimic native ECM viscoelastic
properties, soft polyacrylamide hydrogels were used. Strain rheometry, atomic force
microscopy, and FTIR-ATR spectroscopy were employed to characterize chemical and
physical properties of the hydrogels. Atomic force and fluorescent microscopes were applied
to quantify elastic properties, cytoskeleton organization and spreading area of prostate cells as
well as population doubling time. To quantify the variability in cancer cells mechanosensing

two parameters — Ar (area rate) and Sr (stiffness rate) were introduced.

The results show that prostate cancer cells behave differently depending on substrate
stiffness and have unsettled mechanosensitivity comparing to healthy cells. These findings open
a large window for new studies on altered mechanosensing of cancer cells and their response

to matrix—derived forces during prostate cancer metastasis.



Streszczenie

Komorki cechuje zdolnos$¢ do percepcji i reakcji na sygnaty mechaniczne docierajace
z ich otoczenia. W zywym organizmie komorki sg elementami tkanek, ktorych sztywnos$¢ moze
wynosi¢ zaledwie ~ 100 Pa dla moézgu, ale az ~ 100 000 Pa dla miegkkiej chrzastki.
Mechanoczuto$¢, rozumiana jako zdolno$¢ do przeksztalcenia bodzca fizycznego na sygnat
biochemiczny, odgrywa kluczowa role w procesie rozplaszczania si¢ komorek, podziale
komorkowym oraz migracji. Liczne proby eksperymentalnego zbadania oddzialywan
mechanicznych wystepujacych miedzy komorka, a jej natywnym otoczeniem doprowadzity do
opracowania protokotéw syntezy podtozy hydrozelowych o wlasnosciach lepkosprezystych
podobnych do tkanek ludzkiego organizmu. Zbadanie wplywu bodzcéw mechanicznych na
aktywnos¢ fizjologiczng komorek wydaje si¢ by¢ szczegdlnie interesujace w kontekscie chordb
nowotworowych, ktorym czesto towarzysza lokalne zmiany sztywnos$ci tkanek, palpacyjnie

wyczuwalne jako guzy.

Prezentowane w niniejszej pracy badania prowadzone byty dla komorek prawidtowych,
pochodzacych z obwodowej strefy gruczotu krokowego (PZ-HPV-7), oraz komoérek rakowych,
wywodzacych si¢ z przerzutow raka prostaty do mézgu (Dul45) i kosci (PC-3). Manipulacja
sztywnoscig otoczenia komorek byla mozliwa dzigki zastosowaniu hydrozeli polimerowych
wykonanych z polikarylamidu. Wtasnosci chemiczne 1 fizyczne hydrozeli zostaty
zweryfikowane przy uzyciu spektroskopii absorpcyjnej z transformata Fouriera, reometru
rotacyjnego oraz mikroskopu sit atomowych. W celu opisania wlasnosci elastycznych
komorek, organizacji ich cytoszkieletu oraz pola powierzchni zastosowano mikroskopig
fluorescencyjna oraz mikroskopi¢ sit atomowych. Jakosciowa analiza mechanoczutosci
poszczegolnych linii komorkowych byla mozliwa dzigki wprowadzeniu dwoch parametrow —
Ar (bedacego miarg szybkosci zmian pola powierzchni komorek w funkcji sztywnosci
otoczenia) oraz Sr (bedacego miarg szybkosci zmian elastyczno$ci komorek w funkcji

sztywnosci otoczenia).

Uzyskane wyniki pokazuja modulujgca role bodzcow mechanicznych docierajacych do
komorek z ich otoczenia. Ponadto, mechanoczutos¢ komorek prawidtowych 1 nowotworowych
przejawia odmienny charakter. Roznice s3 widoczne zar6wno w morfologii komorek, ich

wlasnosciach elastycznych jak 1 tempie podziatu komérkowego.



Wykaz stosowanych skrotow

ECM — (ang. extracellular matrix) macierz zewngtrzkomorkowa
BPH — (ang. benign prostatic hyperplasia) tagodny przerost prostaty
PCa — (ang. prostate cancer) rak prostaty

PAA — poliakrylamid (lub poliakryloamid)

bis-akrylamid — N,N'-metylenobisakrylamid

TEMED — N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina

FTIR — ATR — (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Attenuated Total Reflectance)
spektroskopia ostabionego catkowitego wewngtrznego odbicia w podczerwieni

AFM — (ang. Atomic Force Microscopy) mikroskopia sit atomowych
PSPD — (ang. PhotoSensitive PhotoDiode) wspotczynnik czutosci detektora
PBS — (ang. Phosphate—buffered saline) roztwor soli fizjologiczne;j

Sulfo-SANPAH - sulfosukcynimidyl-6-(4-azydo-2-nitrofenyloamino)heksanian
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Rozdzial 1 — Wprowadzenie i cel pracy

Tematyka odpowiedzi komorkowej na bodzce mechaniczne jest zagadnieniem
badawczym z pogranicza fizyki i biologii komoérki. Badanie procesow fizycznych zwigzanych
z funkcjonowaniem obiektéw zywych wymaga znajomosci podstawowych poje¢ i praw fizyki
oraz zagadnien zwigzanych z funkcjonowaniem komorek, tkanek i narzadow. Wyznaczenie
$cistej granicy pomigedzy dwoma powyzszymi dziedzinami nie jest mozliwe, skutkiem czego
interpretacja uzyskanych wynikow wymaga kompleksowej analizy. Ponizszy rozdziat zostat

podzielony na trzy czesci, ktore wprowadzaja czytelnika w nastepujace tematy:

— Parametry opisujace wlasnosci elastyczne materii migkkiej oraz ich wzajemne
relacje.

— Metody badawcze stosowane do pomiaréw wiasnosci elastycznych zywych
komorek i tkanek.

— Znaczenie wlasnosci elastycznych komorek i tkanek w chorobie nowotworowe;.

Zakonczeniem rozdziatu jest opis celu pracy oraz zwigzle przedstawienie jej poszczeg6lnych

etapow.

1.1  Parametry opisujgce wlasnosci elastyczne

Wiasnosci mechaniczne mozemy podzieli¢ na rozne grupy w zaleznos$ci od charakteru
odpowiedzi materiatu ulegajacego odksztatceniu pod wplywem dziatania sity zewnetrzne;.
Ciala mogg ulega¢ odksztalceniom odwracalnym ust¢pujacym po usunig¢ciu dziatania sit
zewngtrznych, zwanym odksztalceniami spr¢zystymi lub elastycznymi (wtedy material jest
nazywany ciatem idealnie elastycznym). Inne rodzaje odksztatcen, to odksztalcenia czesciowo
odwracalne oraz trwate (po usunigciu dziatania sit zewngtrznych wytworzone odksztalcenie
pozostaje w materiale, ktory jest wtedy nazywany ciatem idealnie plastycznym). Wigkszo$¢
znanych materialdow rzeczywistych to materialy ulegajace odksztalceniom czg§ciowo
odwracalnym klasyfikujacym je pomiedzy cialami idealnie elastycznymi i plastycznymi.
W zaleznosci od wielkosci sity zewngtrznej dziatajacej na dany materiat, w pewnym zakresie

odksztalcen moga one by¢ traktowane jako materiaty idealnie elastyczne, w ktérych po



przekroczeniu pewnej wartos$ci napr¢zenia wytworzonego przez zewnetrzng sit¢ (tzw. granicy

sprezystosci), zaczynaja dominowac wlasnosci plastyczne.

Jednym z pierwszych praw mechaniki, opisujacych zalezno$¢ pomigdzy naprgzeniem
o a odksztalceniem ¢ jest sformutowane okoto roku 1676 prawo Hooke'a. Mowi ono, ze dla
niewielkich naprg¢zen, odksztalcenie jest proporcjonalne do naprg¢zenia, a wspotczynnikiem

proporcjonalnosci jest modut elastycznos$ci E (Rys. 1):
c=E-¢ 1)

gdzie naprezenie o jest zdefiniowane jako wielko$¢ sity F dziatajacej na jednostke powierzchni
odksztatcanego materiatu S. Jesli sita ta jest prostopadta do powierzchni ciata, to naprezenie
nazywamy normalnym, jesli jest styczna do powierzchni, to napr¢zenie nazywamy stycznym

lub $cinajacym.

v

Rysunek 1. Zaleznos¢ naprezenia o od odksztatcenia ¢ dla ciata podlegajgcego prawu Hooke a.

Stan naprg¢zenia zalezy tylko od geometrii odksztalcanego materialu 1 wielkosci sily
odksztalcajacej natomiast nie zalezy od wlasno$ci materiatu, z ktérego odksztatcane cialo jest
wykonane. Wlasno$ci materiatu s3 wyznaczane na podstawie zalezno$ci naprezenia od

odksztatcenia. Wyro6znia si¢ trzy podstawowe rodzaje odksztatcen:

1. Wydluzenie normalne powstate w wyniku rozciggania lub $ciskania.
2. Odksztatcenie postaciowe obserwowane na skutek $cinania.
3. Odksztatcenie objetosciowe powstajace w wyniku rownomiernego Sciskania za

pomocg ci$nienia hydrostatycznego.

Kazde z tych odksztatlcen moze by¢ wyznaczone na podstawie zmiany wymiaréw ciala
w odniesieniu do wymiaroéw poczatkowych czyli jako wydtuzenie, przesunigcie poprzeczne lub
zmiana objetosci. I tak, dla rozciggania ($ciskania) wyznacza si¢ wydtuzenie, dla $cinania —

przesuniecie poprzeczne, a dla $ciskania hydrostatycznego — zmiang objetosci. Odksztatcenia

2



te sg odksztalceniami sprezystymi, czyli majg charakter nietrwaty, tzn. ust¢puja po usunigciu
sity wywolujacej napr¢zenia. Dla kazdego typu odksztatcen istnieja liniowe zwiazki pomiedzy

naprezeniem i odksztalceniem:

c=E-¢ (2)
T=Gy 3
p=-K-9 (4)

gdzie o, 7, p sa odpowiednio naprezeniami wystepujacymi podczas wydtuzania (Sciskania),
Scinania i $ciskania hydrostatycznego; ¢ y, ¢ sa odpowiadajacymi im odksztalceniami.
Wspotczynnikami proporcjonalnosci sg moduly elastycznosci zwane modutem Younga (E),
Kirchhoffa (G) i Helmholtza (K). Moduty te maja wymiar ci$nienia (Pa). Im wyzsze wartosci

modulow sprezystosci, tym trudniej jest odksztatci¢ badany material.

1.1.1 Modul Younga (elastycznos$ci)

Modut Younga jest podstawowa wielko$cig opisujacg whasnosci elastyczne badanego
materialu. Wyznacza si¢ go jako stosunek przyrostu naprezenia 4o do powstalego na jego
skutek przyrostu wydtuzenia sprezystego A& Rysunek 2 ilustruje ide¢ wyznaczania modutu

Younga dla przypadku jednoosiowego rozciggania preta.
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Rysunek 2. Wydtuzenie preta pod wptywem dziatania sily rozciggajgcej.



Pr¢t o dhugosci poczatkowej | jest poddawany rozcigganiu (przylozone zostajg sity dziatajgce
wzdtuz osi z, F oraz —F). Na skutek powstatego napr¢zenia pojawia si¢ odksztalcenie, czyli
zmiana dlugosci preta o A/ Dla matych wydtuzen (tzn. kiedy jest spetnione prawo Hooke a)

mozemy zapisac:
F
s=E-— (5)
gdzie,
F, -F — sity dzialajace na pret o dtugosci | wzdhuz jego osi z [N],
S — pole przekroju poprzecznego preta [m?],

E — modut Younga [Pa],

% — wzgledne wydtuzenie preta.

Naprezenie o jest wyznaczane jako stosunek dziatajacej sity F do pola powierzchni przekroju
poprzecznego S, a odksztalcenie & to wartos¢ Al/1. Dla przypadku 41 = [ réwnanie (5) przyjmuje
posta¢ ¢ = E, z ktérego wynika, modul Younga jest rowny napr¢zeniu, dla ktdérego nastepuje

dwukrotny wzrost dlugosci ciata.

Podczas jednoosiowego rozciggania cial rzeczywistych obserwowane jest zmniejszenie pola
przekroju poprzecznego (mierzone w kierunku prostopadtym do dziatajgcej sily), ktore nie
zostalo uwzglednione w powyzszym rozumowaniu. Stosunek zmiany pola przekroju
poprzecznego (spowodowany przyktadowo zwezeniem preta podczas rozciggania) do jego
wzglednego wydluzenia nosi nazwe wspolczynnika Poissona p 1 jest wielkoS$cig
charakterystyczng dla danego materiatu. Wspotczynnik Poissona jest bezwymiarowy i okresla

sposob w jaki materiat ulega odksztatceniu.

1.1.2 Modut Kirchhoffa ($cinania)

Modut sprezystosci poprzecznej (inaczej modut odksztalcalno$ci postaciowej lub modut
Kirchhoffa) jest zdefiniowany jako stosunek naprezenia $cinajacego dziatajacego stycznie do

powierzchni ciata oraz odksztatcenia postaciowego jakie to napr¢zenie powoduje (Rys. 3).



X

Rysunek 3. Powstawanie odksztalcen podczas dziatania sit Scinajgcych: (A) przed i (B) po
dziataniu sit stycznych do powierzchni.

Miarg odksztalcenia powstatego w wyniku dziatania napr¢zenia $cinajgcego 7 jest tangens kata
a bedacy stosunkiem A//h. Jesli deformacja nie jest duza, wtedy tga jest rowny w przyblizeniu

samemu katowi. Ponownie mozemy zapisac:

F

s=6— (6)
Wspotczynnik proporcjonalnos$ci & [Pa] nazywany jest modutem sprezystosci poprzecznej
(modutem Kirchhoffa). Dla matych wartosci katow a zachodzi relacja:

c=G'a (7)

1.1.3 Modul Helmbholtza ($cisliwos$ci)

Trzecim podstawowym typem odksztatcen jest takie, ktore zostalo wytworzone poprzez
rébwnomierne dziatanie ci$nienia hydrostatycznego. Zgodnie z prawem Pascala, jesli na ciecz
Znajdujaca si¢ w zbiorniku zamknigtym dziala ci$nienie zewngtrzne, to ci$nienie wewnatrz
zbiornika rozchodzi si¢ we wszystkich kierunkach jednakowo oraz jest rowne cisnieniu
zewnetrznemu w kazdym punkcie. Zmiana ciSnienia Ap jest proporcjonalna do wzglednej

zmiany objgtosci:
av
Ap = —K— (8)

gdzie wspoétczynnikiem proporcjonalnosci jest K, czyli modut $cisliwosci.



Modut $cisliwosci okresla odporno$¢ na zmiang objetosci ciata pod wplywem zmiany cis$nienia.
Znak minus oznacza zmniejszanie objetosci ciata przy zwigkszaniu ci$nienia. Analogicznie jak
w przypadku modutu elastycznos$ci oraz modutu §cinania, mniejsza warto$¢ 5 oznacza wigkszg
Scisliwos$¢. W przypadku zywych komorek nie rozwaza si¢ odksztatcen zwigzanych ze zmiang
objetosci, co prowadzi do zatozenia warto$ci wspoiczynnika Poissona wynoszacej 0.5,

charakterystycznej dla materiatow niescisliwych.

1.1.4 Relacje pomigedzy modutami elastycznos$ci, $cinania i $ci§liwosci

Rozwazane powyzej moduty elastycznosci, $cinania i1 $cisliwosci to state opisujace
wiasnosci mechaniczne danego materiatu. Dla ciat idealnie elastycznych i izotropowych sa one
powiazane ze sobg ponizszymi relacjami:

— pomiedzy modulem $cinania G oraz modutem elastycznos$ci £

E

= 201+ (8)
— pomiedzy modutem $cisliwosci K oraz modutem elastycznosci E:
E
T 2(1-2p) )

1.2 Techniki pomiarowe stosowane w badaniach biomechanicznych

Pomiar whasnosci mechanicznych tkanek moze by¢ zrodtem informacji na temat roznic
strukturalnych obszaro6w zdrowych i patologicznie zmienionych, a w perspektywie sta¢ si¢
czula metodg diagnostyczng zaréwno w badaniach in vivo jak i ex vivo [1]. Ponadto, moze
pomdc w zrozumieniu mechanizmdéw patogenezy schorzen, konstruowaniu ich modeli i opisu
matematycznego. Umozliwi to symulacj¢ przebiegu procesu chorobotworczego
uwzgledniajacego zjawiska mechanobiologii. Proby zastosowania takiego opisu sg juz
powszechne w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej, gdzie mozliwo$¢ okreslenia
parametréow fizykochemicznych otoczenia jest sprawa kluczowa przy podejmowaniu decyz;ji

0 rodzaju stosowanych w leczeniu implantow [2]—[4].

W badaniach wtasnos$ci mechanicznych probek biologicznych wyréznia si¢ dwa gtowne

podejscia eksperymentalne. W pierwszym z nich czyli podejsciu makroskopowym, badany
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materiat jest traktowany jako osrodek ciggly. W takim pomiarze sita powodujaca odksztatcenie
probki jest przyktadana globalnie, a uzyskiwana informacja jest wypadkowa wtasnosci
mechanicznych wszystkich sktadnikow strukturalnych badanej probki. Drugim podejéciem jest
podejécie mikroskopowe, w ktorym pomiar jest przeprowadzany lokalnie, co pozwala na

uzyskanie odpowiedzi mechanicznej kazdego elementu strukturalnego probki.

Pierwsze dane literaturowe dotyczace metod pomiaru wiasno$ci mechanicznych tkanek
pochodzg z lat 70-tych ubiegtego stulecia [5], [6]. W roku 1987 ukazata si¢ ksigzka autorstwa
Fredericka Silvera opisujgca wlasnos$ci mechaniczne tkanek i struktur zwigzanych z narzgdem
ruchu — $ciegien, chrzastek, kosci, skory oraz naczyn krwiono$nych [7]. Stosowane éwczesnie
techniki pomiarowe obejmowaty wiskozymetrie rotacyjna, metody dynamicznego rozpraszania
Swiatta, wyznaczanie wspotczynnika dyfuzji oraz techniki umozliwiajace przeprowadzenie
roznorodnych testow wytrzymatosciowych (jak np. rozciaganie, $ciskanie, zginanie, skrecanie).
Z tego samego roku pochodzi pionierska praca Thomasa Krouskopa i wsp., pokazujaca
zastosowanie ultrasonografu wykorzystujacego efekt Dopplera (tzw. dopplerowskie USG) do
oceny roznic gestosci tkanek rozrostowych. W pracy tej przedstawiono procedure wyznaczania
elastycznosci mie$ni ud oraz przedramienia w oparciu o pomiar predkosci przejscia fali

ultradzwickowej o roéznej czestotliwoscei [8].

Pomimo rosnacego zaplecza eksperymentalnego, wigkszo$¢ badan nad wilasno$ciami
mechanicznymi tkanek prowadzona byta dla tych czg$ci ludzkiego organizmu, ktore
z fizjologicznego punktu widzenia sg poddawane cigglemu dziataniu bodzcow mechanicznych,
jak mies$nie (rozcigganie), naczynia krwionosne (przeptyw krwi), ptuca (zmiany objetosci
podczas wymiany gazowej), skora (dotyk) czy kosci i chrzastki (ucisk). Bardzo mato uwagi
poswiecano tkankom, ktore bezposrednio nie braly czynnego udzialu w aktywnoSci
mechanicznej organizmu (np. gruczoty wydzielania wewngtrznego). Dopiero w roku 1990
ukazata si¢ praca Parkera i wsp. w ktorej zostalty przedstawione wyniki pomiaréw elastycznosci
gruczotu prostaty oraz jej tagodnego przerostu, watroby oraz raka watroby z uzyciem
elastografii ultrasonograficznej [9]. W koncu lat dziewigédziesiatych ukazata si¢ kolejna praca
Thomasa Krouskopa i wsp. w ktorej sukcesywnie przebadano dwa typy tkanek zdrowych —
piersi i prostaty — oraz wywodzacych si¢ z nich nowotworéow, pochodzacych z roznych stadiow
zaawansowania. Tabela 1 przedstawia warto$ci modutu elastycznoéci tkanek prostaty uzyskane
w tych pomiarach. Ponadto, wszystkie probki poddano trzem réznym szybkos$ciom

odksztatcania (0.1, 1.0 oraz 4.0 Hz) oraz dwom r6znym stopniom wstepnej kompresji. Pomiar



clastycznosci tkanek zostal wykonany in Vitro przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej

(Instron), a kazda z tkanek po pomiarze poddana analizie histopatologicznej [10].

Tabela 1. Modut elastycznosci prawidtowych oraz nowotworowych tkanek prostaty wyznaczony
z uzyciem roznych technik badawczych.

Modut
Typ tkanki Technika pomiaru elastycznosci  Typ pomiaru  Zrédlo
[kPa]
prostata maszyna wytrzymato$ciowa 55.0 + 14.0* in vitro [10]
prawidlowa  elastografia ultrasonograficzna 3.8+ 1.8% in vivo [11]
AFM brak danych in vitro [12]
BPH** maszyna wytrzymato$ciowa 38.0 = 8.0* in vitro [10]
elastografia ultrasonograficzna 48+6.2 in vivo [12]
AFM 3.0£0.6 in vitro [12]
rak prostaty = maszyna wytrzymatosciowa 96.0 + 19.0* in vitro [10]
elastografia ultrasonograficzna 7.8 £3.3% in vivo [11]
elastografia ultrasonograficzna ~ 25.6 £10.2 in vivo [12]
AFM 1.7+1.2 in vitro [12]

* pomiar wykonano dla czestotliwo$ci obcigzania wynoszacej 0.1 Hz; ** BPH — ang. bening prostate
hyperplasia — fagodny przerost prostaty.

Zainteresowanie pomiarami wtasnosci mechanicznych tkanek oraz préoba ich korelacji
ze zmianami patologicznymi tych tkanek trwajg nieprzerwanie od czasow pierwszych
publikacji Parkera i Krouskopa (Tabela 1 przedstawia literaturowe wartosci modutu
elastycznosci tkanek prostaty uzyskane w pomiarach przy uzyciu réoznych technik). W chwili
obecnej obserwowany jest postep nie tylko w modelach teoretycznych stosowanych do opisu
wiasnosci elastycznych tkanek, ale takze prowadzone sg prace majace na celu skonstruowanie

nowych technik badawczych [13].

Tkanki, to elementy sktadowe narzadéw, ktore posiadajg ztozong strukturg (Rys. 4).
Tworzy je zespot wyspecjalizowanych komoérek, o podobnym pochodzeniu oraz funkcji.
Przestrzenng organizacj¢ komorek zapewnia macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular
matrix, ECM), zbudowana gléwnie z bialek oraz cukrow, powigzanych ze sobg w zwartg sie¢

(wyjatek stanowi osocze krwi).



Rysunek 4. llustracja struktury tkanek, ktérg tworzy zespot wyspecjalizowanych komaorek (kolor
niebieski) oraz otaczajgca je macierz zewngtrzkomorkowa (kolor zielony).

Kazdy z elementéw budujacych tkanki (zarowno komorki jak i macierz zewnatrzkomorkowa)
posiada unikalne wlasno$ci mechaniczne takie jak elastyczno$¢, plastyczno$é, lepkosé czy
wytrzymalo$¢ na rozcigganie. Wypadkowa tych wlasnosci determinuje odpowiedz

mechaniczng tkanki na dziatanie zewngtrznych bodzco6w mechanicznych.

Wyznaczenie warto$ci parametrow opisujacych wiasnosci mechaniczne pojedynczych
komorek stato si¢ mozliwe dzigki rozwojowi takich metod pomiarowych jak technika zasysania
mikropipeta (ang. micropipette aspiration, [14], [15]), technika szczypiec optycznych
(ang. optical tweezers lub optical stretcher [16], [17]), metody opierajace si¢ na pasywnej
(tj. Sledzenie ruchow termicznych pojedynczych molekut) i aktywnej mikroreologii
(czyli $ledzenie ruchow pojedynczych molekut wywotanych na skutek dziatania zewngtrznych
sit, np. pola magnetycznego), [18], [19], czy metod pomiaru odksztatcalnosci komorek pod

wplywem dziatania sity zewnetrznej [20], [21].

Podczas uczestnictwa w regulacji proceséw fizjologicznych, komorki sg narazone na
dziatanie rdéznorodnych bodzcow mechanicznych, takich jak zmiany ci$nienia czy
wystepowanie sit $ciskajacych lub rozciggajacych (Rys. 5). Dodatkowo, proces nowotworzenia
powoduje wzrost oddziatywan fizycznych pojedynczych komorek na skutek ich zwigkszonej
ruchliwosci, przyspieszonego podziatu i zmienionej adhezyjnosci [22]. Rola wielu technik
badawczych jest symulacja konkretnego bodzca dziatajacego na pojedyncze komorki,

a nastepnie §ledzenie odpowiedzi komorkowe.

Przyktadowym efektem dziatania zmian ci$nienia na komorki mogg by¢ zaburzenia gospodarki
wodno-elektrolitowej prowadzace zarowno do jej puchnigcia jak i kompresji (Rys. 5A).
W wyniku utraty duzych ilosci sodu z przestrzeni migdzykomorkowych moze doj$¢ do tzw.

odwodnienia hipotonicznego. Oznacza to, ze powstaly gradient osmotyczny powoduje



zwiekszone przenikanie wody do wnetrza komorek a w rezultacie zwiekszenie ich objetosci
(puchnigcie). Odwrotnoscig tego zjawiska jest tzw. odwodnienie hipertoniczne, podczas
ktérego w przestrzeniach miedzykomorkowych stezenie jonéw sodu znacznie przewyzsza jego
stezenie wewnatrzkomorkowe. Gradient osmotyczny jest wtedy przeciwnie skierowany,
a w wyniku utraty wody komoérka zmniejsza swoja objetos¢ (ulega kompresji). Technika
umozliwiajaca badanie wtasnosci mechanicznych komoérek poddanych kompres;ji jest technika
zasysania mikropipeta. Wykorzystuje ona mikrokapilary o niewielkiej §rednicy (mniejszej niz
srednica pojedynczej komorki), do ktorych jednostronnie przyktadana jest sita ssaca,
powodujaca weiagniecie komorki do wnetrza mikrokapilary. Pomiar taki pozwala na uzyskanie

informacji na temat elastyczno$ci komorek oraz napigcia powierzchniowego ich blony [23].

Typ bodzca Technika eksperymentalna Mierzony parametr
A ,/’* ~\
/ N ;/\ elastyczno$¢, napigcie
't :," — — y powierzchniowe
\\ + a'
Kompresia technika zasysania
pres) mikropipeta
B
‘ elastycznos¢, napiecie
l‘ M _— — D) — powierzchniowe,
! ’ wytrzymalo$c,
sita oddziatywania
rozcigganie pulapka
jednoosiowe optyczna

C >
— — — =
7 —> f\ :\) elastycznose,
. deformacyjnos¢

$cinanie proste tech{llka PIZepty
$cinajacego

Rysunek 5. Techniki stuzgce do pomiaru wiasnosci mechanicznych pojedynczych komorek,
imitujqgce rodzaje bodzcow mechanicznych na ktore komorki sq narazone.

Wystepowanie jednoosiowego rozciggania jest najlepiej widoczne podczas pracy migsni
poprzecznie prazkowanych (Rys. 5B). Obserwowane podczas skurczu $lizganie filamentow
aktynowych pomiedzy filamenty miozynowe powoduje jednoosiowa zmian¢ dlugos$ci

sarkomerow. Technika umozliwiajacg symulowanie rozciggania jednoosiowego jest putapka
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optyczna (nazywana tez szczypcami optycznymi), umozliwiajagca pulapkowanie
i przemieszczanie mikroskopowych obiektdow przy pomocy skupionej wiazki $wiatla
laserowego. Rozcigganiu mozna poddac nie tylko pojedyncze komorki, ale takze biatka 1 nici
DNA [24], [16]. W wyniku pomiaru mozna uzyska¢ informacj¢ na temat elastycznosci
badanego obiektu, jego napigcia powierzchniowego, wytrzymatosci na rozcigganie oraz

oddzialywan pomig¢dzy pojedynczymi molekutami [25], [26].

Komorki s$rodbtonka wyscielajgce wnetrze naczyn krwionosnych sg nieustannie
narazone na dziatanie naprezen $cinajgcych (ang. shear stress), ktorych zrodlem jest ptynaca
w naczyniach krew (Rys. 5C). Sily te dziataja stycznie do powierzchni komorek i zaleza od
predkosci przeptywu. Ponadto, ten sam przeptyw jest zrédtem sily dziatajacej prostopadle do
powierzchni komoérek — tj. naprezenia rozciagajacego (ang. tensile stress) wynikajacego
Z ci$nienia tetniczego krwi wywieranego na $ciany naczyn. Technikg umozliwiajaca badanie
komoérek w warunkach $cinania prostego jest technika przeptywu $cinajacego. Umozliwia ona
formowanie przeptywow o réznej szybkosci i lepkosci, a nawet uwzglednienie pulsacyjnego
charakteru przeplywu, a nast¢gpnie ocen¢ zmian morfologicznych naczyn lub komoérek
wyscielajacych sztuczne kanaty przeptywowe. Pozwala to na uzyskanie informacji na temat

elastycznosci naczyn i deformacyjnosci komorek [27]-[29].

Komorki sg rowniez narazone na dzialanie bodzcéw mechanicznych o zasiggu
lokalnym, angazujacych pojedyncze biatka, kompleksy biatkowe czy bton¢ komodrkowa
1 powodujacych deformacj¢ jedynie fragmentu komorki. I tak maksymalna sita generowana
przez filament aktynowy podczas przemieszczania si¢ komorki wynosi okoto 5-7 pN [30].
Z kolei sita potrzebna na oderwanie pojedynczej komorki czerniaka zto§liwego od warstwy
komorek $rodbtonka wynosi okoto 50 pN [31]. Sita skurczu generowana przez cytoszkielet
komorek nierozptaszczonych, o maltym polu powierzchni wynosi okoto 10 nN, podczas gdy ta
sama sila generowana przez cytoszkielet komorek rozptaszczonych, o duzym polu powierzchni

moze wynosi¢ nawet 30 nN [32].

Technika umozliwiajaca lokalne pomiary wlasnosci mechanicznych zarowno blony
komorkowej, jak rowniez glgbszych warstw cytoszkieletu jest mikroskopia sit atomowych
(AFM). Technika ta zashuguje na szczegdlng uwage, ze wzgledu na mozliwo$¢ pomiaru
oddziatywan w szerokim zakresie sit — od odziatywan pojedynczych kompleksow biatkowych
na powierzchni komorki rzedu kilkudziesieciu pN, az po deformacj¢ sztywnej S$ciany
bakteryjnej sitami rzedu kilkunastu nN. Mikroskopia AFM jest obecnie jedng z najszerzej
stosowanych technik do oceny zmian elastycznos$ci cytoszkieletu komorkowego. Polega ona na
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rejestracji oddziatywania sondy zakonczonej ostrzem z powierzchnig probki w funkcji
odleglosci sondy od probki. Szeroki wybor sond skanujacych pozwala na tatwg zmiane zakresu

sit oraz geometrii skanujgcego ostrza [33].

Zmiany elastyczno$ci cytoszkieletu komorkowego, wyznaczone przy uzyciu AFM, zostaly
zaobserwowane dla komoérek w wielu jednostkach chorobowych takich jak miazdzyca,
cukrzyca i wiele typéw nowotwordéw [34]-[37]. Mikroskopia sit atomowych moze rowniez
stuzy¢ do oceny zmian wtasno$ci mechanicznych pojedynczych komoérek w nastepstwie
dziatania substancji chemicznych oraz lekéw [38]-[40]. Dodatkowo, dzigki mozliwoS$ci
prowadzenia pomiarow w warunkach zblizonych do fizjologicznych, mozna sprawdzi¢ jak

zmieniajg si¢ wlasnosci mechaniczne komoérek w roznych warunkach zewngtrznych.

1.3  Wplyw bodzcéw mechanicznych na rozwdj nowotworow

Do konca lat osiemdziesigtych ubieglego stulecia opis wplywu czynnikoéw
mechanicznych na zywy organizm ograniczal si¢ do rejestracji sygnatéw wywolanych
zmianami drgan mechanicznych, przyspieszen czy cisnienia [41]. Sposrod drgan
mechanicznych gtowng uwage skupiano na ultradzwigkach (fala dzwigkowa o czgstotliwosci
wyzszej niz gorna granica styszalnosci ucha ludzkiego, >20 kHz) oraz drganiach wibracyjnych
(drgania o czestotliwos$ci z zakresu ponizej kilkunastu Hz). Dziatanie biologiczne tych bodzcow
klasyfikowano w zaleznosci od ich natezenia i czasu trwania. Zaobserwowano, ze mate
nat¢zenia mogg prowadzi¢ do zmiany przepuszczalnosci bton biologicznych, natomiast duze
nat¢zenia mogg skutkowa¢ deformacjg jader, przerwaniem btony komorkowej 1 $Smiercig
komorek [42]-[44]. Przyspieszenia uznawane byly za czynniki mechaniczne zwigzane
z ruchem ciata, a ich bezposredniag konsekwencja byto pojawienie si¢ sil bezwladnosci
powodujacych przemieszczanie plynéw ustrojowych oraz narzadow 1 tkanek w organizmach
zywych [45]. Zmiany ci$nienia jako czynnika mechanicznego dyskutowane byly glownie

w kontekscie jego wptywu na procesy oddechowe organizmu [46], [47].

W koncu lat dziewiecdziesigtych ugruntowane zostalo przekonanie, ze bodzce
mechaniczne moga by¢ silnymi regulatorami funkcji zyciowych tkanek i komorek [48]-[51].
Whnikliwa analiza struktur budujacych tkanki pokazata, ze zywe obiekty tworza silnie
uporzagdkowane systemy, ktorych architektura jest utrzymywana dzigki dziataniu sit

rozciggajacych 1 S$ciskajacych bedacych w dynamicznej réwnowadze. Taki rodzaj
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samostabilizacji obiektow zywych, okreslany mianem architektury tensegralnej, zostat po raz
pierwszy zaproponowany przez Donalda Ingbera [52], [53]. Zastosowanie modelu
tensegralnego pozwolito wytlumaczy¢ zdolno$¢ komorek do szybkiej zmiany ksztattu
w odpowiedzi na zewng¢trzne bodzce mechaniczne o warto$ci co najmniej progowej (tj.

najnizszej wartosci bodzca niezbednej do wywotania odpowiedzi komorki).

Obecnie wiele uwagi poswieca si¢ zaburzeniom w réwnowadze mechanicznej oraz badaniom
nad odpowiedzia komoérek na bodzce mechaniczne - tzw. mechanoczutoscil - tkanek i komorek
na skutek progresji nowotworowej [54]. Istniejg publikacje pokazujace, ze proces
przemieszczania si¢ komoérek nowotworowych jest oparty o odziatywania fizyczne.
Przyktadowo, gesto upakowana masa komorek raka jajnika toruje sobie drogg, pozostawiajac
widoczng wyrwe w warstwie nabtonka [55]. Rola oddzialtywan mechanicznych podczas
metastazy pojedynczych komorek nowotworowych oderwanych od masy pierwotnej guza jest
przedmiotem zainteresowania wielu badaczy, a jej zrozumienie rodzi nadziej¢ na powstanie

nowych, przeciwnowotworowych metod terapeutycznych [22].

1.3.1 Molekularne podstawy odpowiedzi mechanicznej komorki

Roézne typy komorek (bakteryjne, roslinne, zwierzgce) wytworzyty roznorodne strategie
kontaktu z otoczeniem za posrednictwem wyspecjalizowanych elementéw strukturalnych.
Wiele sposrod tych struktur jest narazonych na dziatanie bodzcow mechanicznych o roznej
intensywnosci. Zyjace w roztworach wodnych bakterie s nieustannie wprawiane w drgania
poprzez ruchy Browna, dzigki ktorym utrzymuja si¢ w zawiesinie. Powoduje to ich
przypadkowe zderzenia oraz nieprzerwane bombardowanie ich blony przez czasteczki wody.
Komorki roslinne, tworzace ukierunkowang strukture, musza dostosowaé swoje potozenie
w odpowiedzi na grawitacje. W zalezno$ci od potozenia w obrebie organizmu, komorki
zwierzgce sg selektywnie eksponowane na dziatanie bodZcow mechanicznych. Mogg to by¢
przyktadowo drgania o wysokiej czestotliwosci w uchu $srodkowym, gradienty ci$nienia
osmotycznego w naczyniach krwiono$nych czy ci$nienie parcjalne powietrza w pecherzykach
plucnych. Monitorowanie i1 selektywne reagowanie na zewngtrzne bodzce mechaniczne

wymaga wspoOlistnienia wielu szlakow sygnalizacyjnych, receptoréw oraz mediatorow, ktore

! Mechanoczulo$¢ definiuje sie jako zdolno$¢ do prawidtowej percepcji, przetworzenia, a nastepnie odpowiedzi
komorki na dziatanie zewngtrznych bodzcow mechanicznych.
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pozwolg na wyodrebnienie sygnatu mechanicznego i jego przetworzenie na konkretng

informacj¢ biochemiczng.

Pojedyncza komorka posiada wyspecjalizowane struktury umozliwiajacej jej oddziatywanie

mechaniczne z otoczeniem (Rys. 6).

k = macierz
.. zewnatrzkomorkowa

> potaczenia komorka-macierz
zewnatrzkomorkowa

laczenia
D

komorka-komorka

@»  jadro komorkowe

blona komorkowa

// cytoszkielet

Rysunek 6. Elementy strukturalne biorgce udzial w odbiorze i odpowiedzi mechanicznej
w zywych komorkach.

Gléwnymi elementami strukturalnymi biorgcymi udzial w odbiorze i odpowiedzi mechanicznej

komorek s3:

— blona komoérkowa,

— cytoszkielet komorkowy,

— jadro komorkowe,

— potlaczenia komoérka — macierz zewnatrzkomorkowa,

— polaczenia komoérka — komorka.

Jedna z najprostszych struktur komérkowych bioracych udzial w odpowiedzi mechaniczne;j
komorki jest btona komérkowa — czyli potprzepuszczalna dwuwarstwa lipodowa oddzielajgca
wnetrze komoérki od Srodowiska zewnetrznego. Grupa bodzcéw mechanicznych, na ktore
odpowiada btona komodrkowa jest bardzo réznorodna — od zmiany ptynnosci blony w wyniku
ruchow termicznych poszczegélnych molekut, az po gradienty ci$nienia osmotycznego
dzialajace w poprzek btony. Dlatego tez, w toku ewolucji blona komorkowa zostata
wyspecjalizowana, aby stanowi¢ barier¢ przed potencjalnie szkodliwym dziataniem bodzcow

mechanicznych. Jednoczeénie, struktura ta umozliwia komérkom kontakt ze srodowiskiem
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zewnetrznym i przy jej udziale komorki wechodza w interakcje z otoczeniem. Btona komorkowa
nadaje komorce okreslony ksztalt i zapewnia selektywny transport substancji pomig¢dzy
komoérky a $rodowiskiem zewnetrznym. Zaktada si¢, ze dwuwarstwa lipidowa otaczajaca
komorke jest niesci§liwa 1 nie zmienia swojej gestosci pod dziataniem sit odksztatcajacych

wystepujacych w warunkach fizjologicznych [56], [57].

Strukturg tworzaca rodzaj wewngtrznego rusztowania oraz — zapewniajacg
funkcjonalno$¢ komorki jest cytoszkielet. Podstawowymi elementami tworzgcymi go sa
filamenty aktynowe (inaczej mikrofilamenty, Rys. 7A), filamenty posrednie (Rys. 7B) oraz
mikrotubule (Rys. 7C).

SR
GRS, | -7 mm

Rysunek 7. Trzy typy filamentow biatkowych tworzgcych cytoszkielet komorki: (4) filamenty
aktynowe, (B) filamenty posrednie, (C) mikrotubule (zaadoptowane z [58]).

Dynamiczna sie¢ biatkowych polimeréow jest w charakterystyczny sposob rozlokowana
w komorce: filamenty aktynowe sg zakotwiczone w blonie komodrkowe;j, filamenty posrednie
sa rownomiernie roztozone w catej objetosci komorki, natomiast mikrotubule rozchodzg sie
promieniscie z centralnego miejsca w poblizu jadra komorkowego. Utozenie poszczegolnych
typow elementdéw cytoszkieletu zalezy w duzym stopniu 0d ich rodzaju oraz penionej funkcji

[59].

Podstawowg jednostka budulcowg tworzaca filamenty aktynowe jest aktyna. Wystepuje ona
w komorkach jako pojedyncze biatko globularne (G-aktyna) lub jako liniowy fancuch ztozony
z monomerdéw G-aktyny. Tylko potowa wystepujacych w komoérce monomerow G-aktyny jest
zwigzana w sie¢ aktynowa, reszta wystepuje w postaci wolnej i moze zosta¢ uzyta do budowy

tancuchéw w zaleznosci od zapotrzebowania [60]. Filamenty aktynowe to najciensze struktury
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budujace cytoszkielet. Ich s$rednica wynosi ok. 7 nm [61]. W wigkszo$ci komorek
eukariotycznych widkna aktynowe sg rozlokowane w warstwie lezacej pod btong komorkowa
(tworzac tzw. cytoszkielet aktynowy, ang. cortex). Stad tez, uwaza si¢, ze to cytoszkielet
aktynowy nadaje komoérkom mechaniczng wytrzymato$¢. Siatka krétkich filamentow jest
zakotwiczona w blonie komoérkowej dzieki odpowiednim biatkkom wigzagcym aktyne
(ang. actin-binding proteins, w skrocie ABPSs) [62]. Biatka te sag obecne w procesie formowania
i wzrostu wtokien aktyny, generujac ich réznorodne ksztalty w zalezno$ci od lokalizacji. | tak,
cze$¢ biatek wigze aktyne w peczki utrzymujgc poszczegdlne nici w utozeniu réwnoleglym,
tworzac tzw. wiokna napr¢zeniowe lub wiokna stresu (ang. stress fibers). Inne biatka wigza

filamenty krzyzowo w zelopodobna sie¢ gietkich i krotkich filamentow (Rys. 8).

A. Sie¢ filamentow B. Wiazka filamentow C. Obraz AFM

Rysunek 8. Przyklady organizacji filamentow aktynowych w komoérkach. (A) Struktura
usieciowana, (B) rownolegta wigzka filamentow, (C) topografia AFM filamentow aktynowych
w zywej komorce w hodowli in vitro.

Bogata w aktyne warstwa przypowierzchniowa komorki generuje sity potrzebne komorce na
przemieszczanie si¢, a dynamiczny montaz i demontaz sieci aktynowej popycha do przodu
wiodacy koniec komorki. Dodatkowo, filamenty aktynowe wraz z biatkami towarzyszacymi,
(gtéwnie integrynami) tworza miejsca kotwiczenia komorki do macierzy zewnatrzkomorkowe;,

tzw. ogniska kontaktu [63].

Filamenty posrednie to najbardziej wytrzymaly element cytoszkieletu komorki. Wygladem
przypominaja ling spleciong z kilku nici (podjednostek filamentdw posrednich), a $rednica
takiej liny to ok. 10 nm (Rys. 7B). Tak zorganizowana struktura wigze si¢ z ich gtowna rola,
jaka jest przenoszenie naprezen mechanicznych w komorce. W zaleznosci od rodzaju biatek
z ktorych sg zbudowane wyrdznia si¢ kilka typow filamentow posrednich. Czg$¢ z nich jest

zbudowana z biatek zwanych laminami. Ich funkcja jest wzmacnianie wewngtrznej
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powierzchni btony jadrowej. Inne, tzw. cytoplazamatyczne filamenty posrednie wystepujace
w komorkach nabtonka, sg zbudowane z biatka keratyny. W komorkach tkanki tacznej sktadaja

si¢ z biatka wimentyny, a w komoérkach nerwowych tworza tzw. neurofilamenty [64].

Mikrotubule to dtugie, wydragzone w $érodku cylindry utworzone z dimeréw tubuliny
(o- 1 PB-tubuliny, biatka globularne), (Rys. 7C). Przekrdj poprzeczny mikrotubuli jest
pierscieniem o zewnetrznej Srednicy oK. 25 nm. W przeciwienstwie do pozostatych filamentow
tworzacych cytoszkielet, mikrotubule posiadaja swoje centrum organizacyjne — tzw. centrosom
— bedacy osrodkiem nukleacji. Zwykle jest on umiejscowiony w poblizu jadra komorkowego,
a jeden z koncoéw mikrotubuli jest w nim zakotwiczony. Drugi z koncow penetruje promieniscie
przez cytoplazme w kierunku blony komérkowej. Tak utworzona struktura organizuje wnetrze

i podtrzymuje ksztalt komorki [65].

Jadro komoérkowe stanowi rezerwuar materiatu genetycznego komorki, niezbedny do
podtrzymania procesOw zyciowych. Jest rowniez miejscem krzyzowania si¢ kaskad
sygnalowych stanowigc ,gléwne centrum dowodzenia”. Jadro komoérkowe odbiera
transmitowany przez cytoszkielet sygnal mechaniczny i zamienia go na biochemiczng
informacj¢. Informacja taka moze by¢ dla komorki sygnatem do rozpoczgcia podziatu, zmiany

trajektorii ruchu czy ksztattu [66].

Wazng klasa czasteczek biorgcych udzial w odpowiedzi mechanicznej komorek sa
biatka nalezagce do rodziny integryn. Biatka te tworzg potaczenia pomiedzy cytoszkieletem
aktynowym a macierzg zewnatrzkomorkowa, dlatego tez czesto okresla si¢ je mianem miejsc
przylegania lub ognisk kontaktu. Zwigzanie cytoszkieletu komdrkowego z otaczajaca macierzg
umozliwia komdrkom przyleganie do otoczenia oraz wymiang informacji. Integryny pelnia
bardzo wazng role w przenoszeniu napr¢zen pomigdzy cytoszkieletem, a otoczeniem komorki,
stanowigc wazny element w odpowiedzi mechanicznej komorki [67]. Prawidlowa sygnalizacja
z uzyciem potaczen komoérka — macierz zewnatrzkomorkowa warunkuje prawidlowy przebieg

podstawowych proceséw zyciowych.

Inng klasg biatek wuczestniczacych w transmisji bodzcow mechanicznych sg biatka
powierzchniowe kadheryny, tworzace polaczenia migdzykomorkowe. Potaczenia te utrzymuja
ciggtos¢ tkanek nablonkowych oraz umozliwiaja komorkom bezposrednia sygnalizacje. Biatka

kadheryny posrednicza w mechanicznym polaczeniu komorek migdzy soba, a wige rowniez
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stanowig drog¢ przenoszenia napr¢zen mechanicznych wystepujacych pomiedzy komorkami
[68], [69].

1.3.2 Rola oddzialywan mechanicznych w rozwoju nowotworow

W ostatnich latach zwraca si¢ duzg uwagg na zmiany wlasnos$ci mechanicznych tkanek
W procesie powstawania przerzutdow nowotworowych. Szerokie dyskusje dotycza gltéwnie
zmiany sztywno$ci macierzy zewnatrzkomorkowej oraz wzrostu ci$nienia §rodmigzszowego
wewnatrz guzéw [70]. Pomimo wyraznych zwigzkow miedzy zmianami wlasnosci
mechanicznych, a stanem zaawansowania nowotworu, w dalszym ciggu badania nad
mechanizmem powstawania i progresji tego schorzenia skupiajg si¢ gtdwnie na okresleniu roli
czynnikow genetycznych i biochemicznych. Pomiary wtasnosci mechanicznych komorek
i tkanek pozwalaja spojrze¢ na nowotwor jak na dynamiczny narzad, ktorego rozwoj 1 wzrost

w duzym stopniu zalezy od dziatania bodZcéw mechanicznych.

Mechanizm tworzenia przerzutow przedstawia schemat na Rysunku 9. Komorki guza
pierwotnego tworza heterogenna, gesto upakowang strukture, wyraznie odgraniczong od reszty
zdrowych komorek. Aby umozliwi¢ wzrost 1 rozprzestrzenianie si¢ guza niezbgdne jest
powstanie nowych naczyn krwiono$nych, pozwalajacych na transport substancji odzywczych
do jego wnetrza. Proces ten nosi nazwe angiogenezy. Dodatkowo, unaczynienie guza otwiera

komoérkom nowotworowym droge do migracji.

6. Guz wtorn

Rysunek 9. Mechanizm powstawania przerzutow nowotworowych.
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Gesto upakowane w guzie pierwotnym komorki ulegaja rozluznieniu, co umozliwia im
odrywanie si¢ od masy guza i inwazj¢ otaczajacych tkanek. W tym celu komorki musza
przekroczy¢ btone podstawng, warstwe komorek srédblonka wyscielajacg naczynia krwiono$ne
1 dotrze¢ do $wiatla naczynia. Przenikanie komorek nowotworowych do $wiatla naczyn
krwionosnych okre$la si¢ mianem intrawazacji (wejscia). Komorki, ktore przedostaty sie do
uktadu krwiono$nego maja zdolno$¢ szybkiej migracji do najodleglejszych miejsc organizmu.
Zanim jednak osiedlg si¢ ponownie, tworzac wtorne ognisko przerzutowe, konieczna jest
ponowna adhezja oraz migracja przez $ciany naczyn krwionos$nych — tzw. ekstrawazacja
(wyj$cie). W miejscu przerzutu komorki proliferuja, ponownie indukujg angiogeneze i tworza

kolejne ogniska przerzutowe [71]-[73].

1.3.3 Rak prostaty

Gruczot krokowy (inaczej prostata lub stercz) to narzad bedacy czgscig meskiego uktadu
ptciowego. Znajduje si¢ on ponizej pecherza moczowego i otacza gorng cz¢s¢ cewki moczowe;.
Jego gldwna rola jest wspotwytwarzanie ptynnej wydzieliny bedacej no$nikiem meskich gamet,
niezbednych w procesie zaptodnienia. U 50% meskiej populacji po przekroczeniu ok. 50 roku
zycia, gruczol krokowy powigksza si¢, co w medycynie okreslane jest mianem lagodnego
przerostu stercza (ang. benign prostate hyperplasia, w skrocie BPH) [74]. Jest to patologiczny
rozrost tkanki gruczolowej (inaczej gruczolak), ktorej przyczyna jest najprawdopodobniej
proces starzenia si¢ organizmu. Powigkszenie objetosciowe prostaty jest zwigzane ze wzrostem
liczby komorek gruczotowych oraz widkien biatkowych w jej obrgbie. Na tym etapie wzrostu
gruczolak nie ma charakteru nowotworu ztosliwego, ale fizycznie zaczyna wywiera¢ ucisk na
cewke moczowa, co powoduje zwezenie jej Swiatta, a w rezultacie utrudnione oddawanie

moczu.

Lagodny przerost gruczotu krokowego moze przerodzi¢ si¢ w nowotwor zlosliwy
gruczotu krokowego (ang. prostate cancer, w skrocie PCa), ale przebieg tego procesu jest
trudny do przewidzenia. Na ogot, tak jak jest to obserwowane w wielu innych typach
nowotworow, choroba rozpoczyna si¢ od pojedynczego ogniska pierwotnego, zlokalizowanego
w obrebie narzadu (tzw. stadium ograniczone do narzadu). Z czasem nowotwoOr rozrasta si¢
naciekajac tkanki okotosterczowe. Proces naciekania okolicznych tkanek skutkuje

przedostaniem si¢ komorek nowotworowych do $wiatta naczyn krwiono$nych i limfatycznych,
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umozliwiajac tworzenie wtornych ognisk nowotworowych — tzw. przerzutow, ktore sg gldéwna

przyczyng prowadzaca do zgondow pacjentow cierpigcych na raka [75].

przerzut
do mézgu

przerzut
do ptuc

pecherz
MoczZowy

przerzut & prostaty
do kosci

Rysunek 10. Drogi tworzenia przerzutow w raku prostaty. Komorki rakowe majq zdolnosé¢ do
naciekania tkanek roznigcych sie wlasnosciami elastycznymi, takimi jak tkanka mozgowa czy
macierz kosci.

Powstawanie wtornych ognisk nowotworowych jest procesem wieloetapowym, zachodzacym
wskutek zmian genotypowych?, a w nastepstwie fenotypowych® pojedynczych komorek
podlegajacych transformacji nowotworowej. Podczas tego procesu komoérka nabywa takich
wlasnos$ci jak zdolno$¢ do migracji, nieograniczonego podziatu, czy zdolnos¢ do degradacji
biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, ktorych komorka prawidtowa nie posiada. Podobnie jak
dla innych typéw nowotwordw, rak prostaty przerzutuje w okreslone miejsca organizmu.
W zaawansowanych stadiach choroby nowotworowej wystepowanie wtornych ognisk raka
stwierdza si¢ w tkankach o r6oznych wilasno$ciach elastycznych, jak wezty chlonne (0.12 kPa),

mozg (0.4 kPa), watroba (0.64 kPa), pluca (5—6 kPa) czy macierz kosci (~10° kPa),

2 Zmian zachodzacych w zbiorze genéw danego osobnika.
3 Zmian zachodzacych w zespole cech osobniczych takich jak anatomia, morfologia, fizjologia.

20



(Rys. 10) [76], [77]. W chwili obecnej nie dysponujemy pelnym wytlumaczeniem
molekularnego mechanizmu powstawania przerzutéw raka prostaty z uwzglednieniem jego
kierunkowosci. Istniejace hipotezy zaktadaja, ze adhezja i namnazanie komoérek nastepuje

w miejscu, gdzie lokalnie wystapity warunki sprzyjajace rozwojowi.

1.4  Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto zbadanie roli jaka bodzce mechaniczne transmitowane
z otoczenia komorki odgrywajg w rozwoju raka prostaty. Transmisja bodZzcéw mechanicznych
odbywa si¢ z powierzchni komorki do jej wnetrza. Umieszczenie komorki w otoczeniu o rdznej
sztywnosci powoduje zmiang wielkosci transmitowane;j sity, na ktorg komorka bedzie musiata
odpowiedzie¢ zmiang pewnych procesow zyciowych. Zdolnos¢ do prawidlowej adaptacji
w odpowiedzi na zewngetrzne sygnaly mechaniczne okre§la si¢ mianem mechanoczutosci.
Komorki nowotworowe, majace zdolno$¢ do migracji w odlegte miejsca ludzkiego organizmu
i adoptowania si¢ do otoczenia o skrajnych wlasno$ciach mechanicznych (jak tkanka mozgu
1 macierz kosci), muszg charakteryzowac si¢ zaburzong mechanoczutoscig. Chcac okresli¢
stopien mechanoczuto$ci komorek zdrowych i zmienionych nowotworowo przeprowadzono

ponizsza, trdjetapowa analize.

1. W celu wywolania zmiany wielkos$ci sily transmitowanej z otoczenia komorki
zaplanowano syntez¢ podtozy do hodowli komdrkowych o réznej sztywnosci, ktorych
wlasnosci chemiczne i fizyczne zostaty doktadnie scharakteryzowane. Podtoza te miaty
za zadanie imitowanie wlasno$ci lepkosprezystych tkanek, ktore fizjologicznie sg
miejscami metastazy raka prostaty. Technikami eksperymentalnymi wykorzystanymi
w tej czesci pracy byta spektroskopia absorpcyjna z transformatg Fouriera, reometr
rotacyjny oraz mikroskop sit atomowych.

2. Planowana charakterystyka dotyczyta komérkowego uktadu modelowego raka prostaty,
ktorego wilasnosci zostaly uprzednio opisane w hodowli na powierzchni twardej,
tj. na powierzchni szkla (E ~ 70 GPa). Analiza obejmowata wyznaczenie takich
parametrow jak pole powierzchni komodrek, obwod oraz sferyczno$¢, a nastgpnie
wlasnos$ci elastyczne pojedynczych komorek oraz tempo ich podzialu. Narzedziami
umozliwiajgcymi powyzsza charakterystyke byla mikroskopia fluorescencyjna oraz

mikroskopia sit atomowych.
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3. Zasadniczg czeScig pracy a zarazem realizacjg postawionego celu bylo prowadzenie
hodowli komérkowych na podlozach o réznej sztywnosci, z zakresu od 0.4 kPa do
41 kPa. Komorki poddane zostaly dokladnej charakterystyce mikroskopowe;,
wyznaczono parametry opisujace pole powierzchni oraz elastyczno$¢ komorek
w funkcji zmian sztywnosci otoczenia. Aby okresli¢ stopien mechanoczutosci komorek
wprowadzone zostaly parametry odzwierciedlajace tempo zmian pola powierzchni
1 elastycznosci zaleznych od sztywno$ci otoczenia. Dodatkowo zbadany zostal wptyw
bodzcoéw mechanicznych na tempo podziatu komoérkowego, ktore odgrywa kluczowsg

role W rozwoju nowotworu.
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Rozdziat 2 - Wlasnosci chemiczne 1 fizyczne podlozy

poliakrylamidowych

21  Wstep

Hydrozele polimerowe znajduja zastosowanie w bardzo wielu dziedzinach naszego
zycia, poczynajac od przemystu zywieniowego, tworzyw sztucznych, kosmetologii, az po
zastosowania biomedyczne jako no$niki lekdw czy substancje stosowane w inzynierii
tkankowej. Tak szerokie zastosowanie hydrozeli jest mozliwe z uwagi na tatwosc
przygotowania oraz modyfikacji ich wtlasnosci chemicznych oraz fizycznych [1], [2].
Hydrozele otrzymuje si¢ najczes$ciej w wyniku polimeryzacji, polikondensacji lub poliaddycji

monomeréw w obecnosci inicjatorow redoksowych [3].

W ostatnim dziesigcioleciu, hydrozele poliakrylamidowe staly si¢ popularnym
podtozem do badania oddziatywan komodrek z ich $rodowiskiem zewnetrznym [4]-[6].
Posiadaja one liczne, korzystne przy pracy z kulturami komérkowymi wlasciwosci fizyczne
i chemiczne przemawiajace za ich uzyciem. W szczegdlnosci wytwarzaja liniowe odksztatcenie
w odpowiedzi na szeroki zakres przytozonego naprezenia oraz wykazuja szybkie i catkowite
odzyskanie ksztattu po usunigciu sity odksztalcajgcej. Ponadto, mozna fatwo manipulowacé ich
sztywnoscig przez zmiang¢ stezenia i wzajemnych proporcji monomerow akrylamidu oraz
czynnika sieciujacego bis-akrylamidu. Dzigki mozliwo$ci kowalencyjnego taczenia z biatkami
adhezyjnymi moga postuzy¢ jako podtoza do hodowli komoérkowych, a dodatkowo sg
transparentne 1 niefluorescencyjne, co pozwala na tatwa wizualizacje¢ znajdujacych si¢ na nich

komorek [7].

Przedmiotem badanh niniejszego rozdzialu sg wilasnosci fizyczne 1 chemiczne zeli
poliakrylamidowych, ktore zostalty wykorzystane jako podioza do hodowli komorkowej
w eksperymentach Rozdzialu 4 niniejszej pracy. W pierwszym kroku przygotowanie podtozy
wymagato przeprowadzenia syntezy zeli poliakrylamidowych, a nastepnie charakterystyki
wlasno$ci chemicznych uzyskanych podtozy za pomocg spektroskopii absorpcyjnej
z transformatg Fouriera. Szczegdtowa analiza wlasno$ci mechanicznych przeprowadzona
zostata z uzyciem reometru rotacyjnego oraz mikroskopu sit atomowych (AFM). Uzyskana
informacja o wlasnos$ciach chemicznych i fizycznych podlozy zostata wykorzystana w

badaniach oddziatywan zywych komorek prostaty z otoczeniem.
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2.2  Materiaty i metody

2.2.1 Synteza zeli poliakrylamidowych

Poliakrylamid (inaczej poliakryloamid, w skrocie PAA) to polimer powstalty w wyniku
wolnorodnikowej polimeryzacji monomerow akrylamidu (inaczej akryloamidu) oraz czynnika
sieciujgcego N,N'-metylenobisakrylamidu (w skrocie bis-akrylamidu) w obecno$ci dwoch
inicjatorow — nadsiarczanu amonu i N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiaminy (w skrocie TEMED)

[8].

0] O +
(EH3 \S% NH4
/
N CHj o7 \
/ 0o—o_ o
HaC \/\N/ . \S//
| NH4 % N
CHj (@] O
TEMED nadsiarczan amonu

Rysunek 1. Inicjatory polimeryzacji poliakrylamidu bedqce Zrodtem wolnych rodnikow.

Pierwszy z inicjatoréw reakcji — TEMED, indukuje powstawanie wolnych rodnikow z wodnego

roztworu nadsiarczanu amonu (Rys. 1).
S,03~ - 2507
250; + H,0 — HSO; + OH

Powstate z rozktadu nadsiarczanu amonu rodniki hydroksylowe OH" rozpoczynaja dalsza
reakcje chemiczng. Polega ona na aktywacji czasteczek monomeréw akrylamidu w wyniku
dotaczania si¢ wolnych rodnikéw do podwojnego wigzania wegla C=C (Rys. 2). Rozpoczyna
to wzrost tancucha sktadajacego sic z monomeréw akrylamidu sieciowanych* przez
bis-akrylamid. Powstate tancuchy polimerowe tworza porowata struktur¢ w formie zelu.

Porowato$¢ zelu poliakrylamidowego bedzie zatem zaleze¢ od dostgpno$ci monomerow

4 Sieciowanie — poprzeczne wzajemne powigzanie liniowych lub rozgatezionych makroczasteczek i utworzenie
struktury zwanej siecig przestrzenng, ktéora moze by¢ zarowno dwu- jak i trzywymiarowa (B. Saville and A. A.
Watson “Structural Characterization of Sulfur-Vulcanized Rubber Networks”, Rubber Chemistry and Technology':
March 1967, Vol. 40, No. 1, pp. 100-148)
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i czynnika sieciujgcego oraz ich wzajemnych proporcji [9], [10]. W przypadku braku czynnika
sieciujacego, monomery akrylamidu utworzytyby dlugie, rozpuszczalne w wodzie liniowe

tancuchy.

H,C——CH NH .
— | nadsiarczan amonu

(|3:0 + | >
NH, NH TEMED

—CH,—CH CH,—CH CH—CH,—fCH,—CH
=o| 1= {=o L
ILH ILHz I‘|\IH I*|~IH2
(|3H2 N <|:H2 _ h
ILH _ NH, | Pl»JH [ NH, |
(‘::o (l::O (|::o (|::O

—CHZ—(‘:H———CHZ-HCl <|:H CH, CH2—H(13—-—

poliakrylamid

Rysunek 2. Reakcja wolnorodnikowej polimeryzacji poliakrylamidu. Jest to polimeryzacja
addycyjna, w wyniku ktorej redukowane sq wigzania wielokrotne wystepujgce pomiedzy
atomami wegla w czgsteczkach akrylamidu i bis-akrylamidu.

Zmiana wzajemnych proporcji akrylamidu i bis-akrylamidu generuje nie tylko zmiang
porowato$ci struktury, ale takze jej elastycznosci. Tym samym, wytworzenie zeli
poliakrylamidowych o réznej sztywnosci nie wymaga wprowadzenia dodatkowych czynnikow

chemicznych [11]-[13].
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2.2.2 Przygotowanie podtozy z zeli poliakrylamidowych

Zele poliakrylamidowe przeznaczone do hodowli komérkowych zostaty przygotowane
w oparciu o protokot opracowany przez Pelhama i Wanga opisany w 1998 roku [5].
Polimeryzacja zeli odbywa si¢ pomiedzy dwoma szkietkami nakrywkowymi, ktorych
wlasnosci powierzchniowe s3 celowo zmienione. Pierwsze szkietko musi zostaé
zmodyfikowane w celu zwigkszenia przylegania zelu do jego powierzchni, co utatwia
manipulacje probka. Drugie szkietko powinno uniemozliwia¢ przyleganie zelu do jego
powierzchni tak, aby po zakonczeniu polimeryzacji moglo by¢ z tatwoscia oderwane od zelu
nie naruszajac jego struktury. Pozwala to na uzyskanie ptaskiej powierzchni do dalszej

funkcjonalizacji lub bezposredniego pomiaru.
Zwigkszanie przylegania zelu do powierzchni szkia

Szkietka nakrywkowe (o $rednicy 15 mm, Thermo Scientific) zostaty wtozone do statywu
umieszczonego w eksykatorze rownoczesnie z szalka Petriego zawierajaca okoto 100 ml
(3-aminopropylo)-trietoksysilanu (APTES, Sigma). Po odpompowaniu powietrza z eksykatora
szkietka nakrywkowe pozostawaly przez 1 godzing w parach silanu osiadajacych na ich
powierzchni. Tak przygotowane szkietka nakrywkowe byly zanurzane w 0.5% roztworze
wodnym glutaraldehydu (SIGMA) przez 1 godzing i suszone w komorze laminarnej

(NUAIRE), ktora zapewniata przeptyw powietrza poprzez filtr HEPA.
Zmniejszanie przylegania zelu do powierzchni szkta

Zmniejszenie przylegania zeli poliakrylamidowych do powierzchni szkta realizowano poprzez
zastosowanie 5% roztworu cieczy silikonowej (SurfaSil, Fisher Scientific) w acetonie.
Zanurzona w cieczy silikonowej powierzchnia szkietek nakrywkowych (22 mm x 22 mm,
Thermo Scientific) charakteryzowata si¢ zwiekszong hydrofobowoscia. Kazde szkietko byto
zanurzane na ok. 5-10 sekund w roztworze cieczy silikonowej, a nastepnie przeptukane

w acetonie oraz metanolu i wysuszone w komorze laminarnej.
Wytwarzanie podlozy z zeli poliakrylamidowych

Pierwszym krokiem procedury wytwarzania podiozy z zeli poliakrylamidowych o r6éznych
wlasnosciach mechanicznych bylo przygotowanie wodnych roztworéw akrylamidu
I bis-akrylamidu o wyjSciowym stgzeniu odpowiednio 40% i 2%. Na bazie tych roztworéw
sporzadzono mieszaniny akrylamidu i bis-akrylamidu w taki sposob, aby koncowa objetosé¢
mieszaniny wynosita 1 ml (Tabela 1).
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Tabela 1. Przygotowanie roztworow akrylamidu i bis-akrylamidu do polimeryzacji zeli

poliakrylamidowych.

[%] wiv 40% akrylamid 2% bis-akrylamid dH,0
akrylamid/bis-akrylamid [ul] [ul] [ul]
3%/0.4% 75 200 725
5%/0.4% 125 200 675
7%/0.4% 175 200 625
10%/0.4% 250 200 550
12%/0.4% 300 200 500
15%/0.4% 375 200 425

dH20 — oznacza wode dejonizowang (pH = 5.0, opornosé 18 £2.cm™).

Roztwory wodne akrylamidu i bis-akrylamidu kazdorazowo odgazowywano, aby obecno$¢
tlenu czasteczkowego nie spowodowala zwolnienia wolnorodnikowej reakcji polimeryzacji.
Do objetosci 1 ml mieszanin dodawano inicjalizatory w nastepujacych proporcjach — 10 pl
nadsiarczanu amonu (Fluka) oraz 1.5 pul TEMED-u (Fisher Scientific). Nastgpnie 60 pl
mieszaniny umieszczano pomi¢dzy zmodyfikowanymi powierzchniami dwoch szkietek
nakrywkowych i1 pozostawiano na ok. 20 min do spolimeryzowania. Po tym czasie szkietko
o zwigkszonej hydrofobowosci odrywano, a zel przyklejony do silanizowanej powierzchni
szkla umieszczano w wodzie dejonizowanej. Tak przygotowane podioza moga byc¢
przechowywane przez kilka dni w temperaturze 4°C. Mozliwa jest rowniez dehydratacja zeli

I ponowne ich uwodnienie,

2.2.3 Spektroskopia w zakresie podczerwieni

Spektroskopia jest dziedzing nauki zajmujaca si¢ oddziatywaniem materii z falg
elektromagnetyczng o roznej dlugosci 1 energii. W zaleznos$ci od zakresu promieniowania
elektromagnetycznego wykorzystanego w poszczegdlnych metodach mamy do czynienia ze
spektroskopiag w nadfiolecie i $wietle widzialnym (ang. Ultra Violet/VISible, w skrocie
UV/VIS), spektroskopia w podczerwieni (ang. InfraRed, w skrocie IR), czy spektroskopia

jadrowego rezonansu magnetycznego (ang. Nuclear Magnetic Resonance, w skrocie NMR).
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Rysunek 3. Widmo promieniowania elektromagnetycznego.

Pomimo szerokiego zakresu promieniowania podczerwonego (Rys. 3), w spektroskopii IR
wykorzystywany jest zakres od okoto 2.5-10% ¢cm do 2.5:10° cm, ktory odpowiada liczbom

falowym A z zakresu 4000 cm™ — 400 cm™.

Gdy czasteczki zwigzku chemicznego zostang poddane dzialaniu promieniowania
elektromagnetycznego, energia o okreslonej dilugosci fali zostanie przez ten zwigzek
zaabsorbowana. Warunkiem absorpcji jest aby czgsto$¢ promieniowania odpowiadata czgstosci
drgan wlasnych czasteczki. Zaabsorbowanie promieniowania IR powoduje zmiang¢ amplitudy
drgan czasteczki 1 wystgpowanie dyskretnych poziomdéw energetycznych zwigzanych
z absorpcja. Analizujagc widmo absorpcyjne (w ktorym o$ X odpowiada liczbie falowej lub
dhugosci fali, a 0§ y intensywnosci absorpcji lub transmitancji) mozna stwierdzi¢ jakiego typu
wigzania chemiczne wystepuja w danej czasteczce, gdyz kazda z absorbowanych czestosci

promieniowania odpowiada konkretnym drganiom w obrgbie czasteczki.

Drgania oscylacyjne w czasteczce klasyfikuje si¢ w zaleznos$ci od tego, czy w drganiach
dominuje zmiana dlugosci wigzan (i), czy tez zmiana katow migdzy wigzaniami (ii).

Rozrézniamy zatem:

i.  drgania rozciggajace (ang. stretching), oraz

ii.  drgania deformacyjne (ang. bending).

Drgania rozciggajace oznacza si¢ symbolem v, a drgania deformacyjne symbolami
0, 7, p, woraz r. Drgania deformacyjne zwigzane ze zmiang katow migdzy wigzaniami moga
mie¢ charakter drgan nozycowych (0), szkieletowych (), wahadtowych (), wachlarzowych
(w) oraz skrecajacych (7). Stosuje si¢ takze podziat na drgania w ptaszczyznie (ang. in plane)
i poza plaszczyzng (ang. out of plane) molekuty lub grupy atoméw. Wazng cechg drgan jest
takze ich symetria, gdyZ moga one by¢ symetryczne lub asymetryczne wzgledem elementow

symetrii molekuty lub grupy atomoéw.
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Technika  spektroskopii  ostabionego  catkowitego  wewnetrznego  odbicia
w podczerwieni (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Attenuated Total Reflectance,
w skrocie FTIR-ATR) zostala wykorzystana w niniejszej pracy do oceny wlasnosci
chemicznych powierzchni zeli poliakrylamidowych utworzonych poprzez mieszanie w r6znych
proporcjach monomeréw akrylamidu i czynnika sieciujgcego. Technika FTIR-ATR pozwala
na przeprowadzenie pomiaru zarowno warstw polimerowych jak i probek ciektych, niosac

informacj¢ o chemicznych wtasnosciach powierzchni badanej probki.

Probka

\ Krysztal ATR \//

Zrédlo Detektor

Rysunek 4. Schemat eksperymentu ATR. Wigzka promieniowania IR po wprowadzeniu do
krysztalu ATR ulega catkowitemu wewnetrznemu odbiciu. Probka docisnigta jest do
zewnetrznej strony krysztalu, przez co energia wigzki promieniowania IR moze zostac
czesciowo zaabsorbowana.

Technika FTIR-ATR wykorzystuje zjawisko calkowitego wewnetrznego odbicia (Rys. 4).
W uktadzie pomiarowym kluczowa role odgrywa krysztal, przez ktory wprowadzana jest do
uktadu wigzka promieniowania IR. Wigzka promieniowania IR padajac na wewngtrzng
powierzchni¢ krysztatu, ulega wielokrotnemu catkowitemu wewnetrznemu odbiciu, a po
wyprowadzeniu z osrodka rejestrowana jest jej energia 1 natg¢zenie. Probka docis$nigta do
zewnetrznej strony krysztalu moze cze$ciowo zaabsorbowac energie odbijajacej sie¢ wiazki

promieniowania IR, co spowoduje zmiang amplitudy drgan czasteczek probki.
Przebieg eksperymentu i analiza danych

Analizie spektroskopowej poddano roztwory akrylamidu i bis-akrylamidu oraz zele
poliakrylamidowe znajdujace si¢ w warunkach wodnych. Zarejestrowane zostaly takze widma
wody dejonizowanej oraz inicjalizatoré6w polimeryzacji — nadsiarczanu amonu i TEMED-u.
Badania przeprowadzone zostaly przy uzyciu systemu Nicolet iS5 (Thermo Scientific)
zprzystawka iD3 ATR na krysztale ZnSe (kat padania 45°), w zakresie $srodkowej podczerwieni

tj. 4000 cm™ — 400 cm™. Zdolno$¢ rozdzielcza wynosita 8 cm™. Kazde widmo jest usrednieniem
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64 skanow. Widma analizowane byly przy uzyciu oprogramowania OMNIC Spectra Software
(Thermo Scientific). Do wszystkich widm zastosowana zostata korekta ATR (liczba odbi¢
réwna 1) oraz korekta linii bazowej. System Nicolet iS5 (Thermo Scientific) z przystawka iD3

ATR znajduje si¢ w zaktadzie Fizyki Doswiadczalnej Uktadow Ztozonych IFJ PAN.

2.2.4 Reometria

Reometr rotacyjny jest urzadzeniem stuzacym do wyznaczania wtasnos$ci reologicznych
zarowno ciat statych jak i cieczy. Glownym elementem reometru rotacyjnego jest wspotosiowy
uktad cylindrow tworzacych szczeling, w ktorej umieszczana jest probka (Rys. 5). Scinanie
probki nastepuje na skutek ruchu obrotowego jednego z cylindrow, podczas gdy drugi cylinder
pozostaje nieruchomy. W wyniku pomiaru uzyskuje si¢ informacj¢ na temat momentu
skrecajacego pochodzacego od obracajacego si¢ cylindra przy znanej czestosci jego obrotow.
Umozliwia to wyznaczenie szybko$ci $cinania badanego materialu oraz odpowiadajace jej

naprezenie styczne.

A B
g g"— Cylinder wykonujgcy

ruch obrotowy

Szczelina z probka

<—— Nieruchomy cylinder

Rysunek 5. Glowne elementy tworzqce reometr rotacyjny pracujgcy w geometrii
(A) plytka-ptytka i (B) stozek-plytka.

Badanie wlasnosci reologicznych podlozy wytworzonych z zeli poliakrylamidowych
przeprowadzono metoda oscylacyjng, w ktorej podtoze poddawano periodycznemu dziataniu
napre¢zenia T i rejestrowano wynikowe zmiany odksztatcenia y. Wprowadzony ruch oscylacyjny
ma posta¢ drgan sinusoidalnych (Rys. 6). Jesli badana probka ma charakter lepkospregzysty to
ruch oscylacyjny bedzie powodowat powstanie sktadowej zmiennej momentu obrotowego
powodujacego odksztatcenie probki. Bedzie ona przesunigta w fazie w stosunku do naprezenia

o kat fazowy 0.
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Rysunek 6. Przedstawienie zaleznosci pomiedzy naprezeniem, a odksztatceniem w pomiarze
metodq oscylacyjng. Dla materiatow lepkosprezystych sq one przesuniete w fazie o kqt o.
Amplitudy naprezenia oraz odksztatcenia sq oznaczone odpowiednio symbolami o i yo.

Metoda oscylacyjna umozliwia obliczenie modutu sprezystosci ¢’ oraz modutu stratnosci ¢”na

podstawie nastgpujacych relacji:

G' = ;—ZCOSS 1)
G" = ;—OsinS (2)
0

gdzie & jest katem opodznienia fazowego pomigdzy przylozonym naprezeniem,
a odksztalceniem badanego uktadu. Wzajemna relacja pomi¢edzy modulem sprezystosci

1 stratnosci jest opisana ponizszym wzorem:
tand = g 3
G’ ( )

Jesli materiat przejawia charakter idealnie lepki to kat fazowy o0 jest rdowny 90°, a modut
sprezystosci G’jest rowny 0. W przypadku substancji idealnie elastycznych kat fazowy o jest

réwny 0° natomiast modut stratnosci G”jest rowny 0.
Przebieg eksperymentu i analiza danych

Makroskopowe pomiary modutu sprezystosci oraz modutu stratnosci dla podiozy
wykonanych z zeli poliakrylamidowych zostaly przeprowadzone reometrem rotacyjnym
RheoStress 6000 (Thermo Haake), z uzyciem cylindrow o geometrii stozek—ptytka, §rednicy
50 mm i kacie rozwarcia 1°. Przedstawione w Tabeli 1 roztwory akrylamidu i bis-akrylamidu
o0 objetosci 1 ml polimeryzowane byly w szczelinie pomi¢dzy cylindrami reometru. Liniowy
zakres lepkosprezystosci dla zelu poliakrylamidowego zostat sprawdzony w zakresie naprezen
Sscinajacych od 0.1 Pa do 1000 Pa oraz w zakresie czgstotliwosci oscylacji od 1 Hz do 100 Hz.

Wiasciwy pomiar modutéw G’ oraz ¢” od momentu inicjalizacji polimeryzacji, az do jej
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zakonczenia przeprowadzony zostal przy oscylacji statej w czasie dla napre¢zenia 1 Pa
i czgstotliwosci 1 Hz w temperaturze 21°C. Kazdy pomiar trwat 20 minut i zostat wykonany
w trzech powtorzeniach. Warto$ci modutu sprezystosci oraz modutu stratnosci zaprezentowano
jako wartos$ci $rednie + odchylenie standardowe. Pomiary reologiczne zostaty przeprowadzone
na Wydziale Mechanicznym Politechniki Biatostockiej dzieki uprzejmosci Pani dr Joanny

Mystkowskiej.

2.2.5 Mikroskopia Sit Atomowych

Przyleganie pojedynczej komorki do podioza oraz proces jej rozplaszczania sie¢
zachodzi w duzej mierze w oparciu o specjalne struktury biatkowe zwane ogniskami kontaktu
lub miejscami przylegania (ang. Focal Adhesions, w skrocie FAs), ktorych rozmiar waha si¢
od 0.1 do 0.5 um? [14]. Obszary te stuza komorce jako sondy reagujace na lokalne zmiany
elastycznosci jej otoczenia (doktadniejszy opis jak komorki oddziatuja z otoczeniem znajduje
si¢ we wstepie do niniejszej pracy). Technikag umozliwiajaca lokalny pomiar wilasno$ci
mechanicznych materialu jest mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy,
w skrocie AFM). Jest to odmiana mikroskopii skaningowe;j bliskiego pola, w ktorej probkujaca
sonda AFM w postaci ostrza znajdujacego si¢ na koncu ptaskiej sprezynki ulega wychyleniom
na skutek oddzialywan z powierzchnig probki. Wychylenie sprezynki rejestrowane jest przy
uzyciu uktadu laser — dioda detekcyjna (Rys. 7). Wigzka laserowa zogniskowana na koncu
sprezynki (ponad probkujaca powierzchnie igla) odbija si¢ od jej powierzchni, a nastgpnie jest

rejestrowana przez detektor, ktorym jest pozycyjnie czuta dioda.

Laser

Sprezynka
zakonczona

Dioda detekcyjna
ostrzem

 Pribka P

Rysunek 7. Podstawowe elementy tworzgce mikroskop sit atomowych.
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Kiedy oddzialywanie z badang powierzchnig jest zaniedbywalne (odpowiada temu brak
mierzalnego wychylenia sprezynki), dioda detekcyjna ustawiona jest w taki sposob, aby wigzka
laserowa padata doktadnie na jej $rodek, czyli roznica napig¢ pomigdzy dolnymi, a gornymi
oraz lewymi i prawymi kwadrantami wynosita zero. Pojawienie si¢ oddziatywan pomiedzy
sondg AFM, a powierzchnig probki powoduje wychylenie sprezynki 1 tym samym zmiang
pozycji wigzki laserowej w obszarze czynnym diody detekcyjnej. Zmiana potozenia odbitej
plamki wiazki laserowej jest proporcjonalna do wychylenia sprezynki, a takze do wielko$ci

dziatajgcej na sprezynke sity.

Poruszanie i skanowanie probki jest realizowane przez skaner piezoelektryczny oraz silnik
krokowy. Do zgrubnego ruchu stuzy silnik krokowy, natomiast skaner piezoelektryczny

umozliwia precyzyjne przemieszczanie probki podczas pomiaru.

Pojedynczy pomiar wlasnos$ci elastycznych materiatu polega na rejestrowaniu sygnatu
tj. wychylenia sprezynki w funkcji polozenia skanera w osi prostopadtej do powierzchni
badanej probki (wychylenie skanera w plaszczyznie probki jest wylaczone). Zaleznos$é
pomiedzy wychyleniem sprezynki, a polozeniem skanera jest nazywana krzywa

,.sita-odleglos¢” (Rys. 8A).

A B
6+ 3
— Szklo 3
- —— Probka -
4- \,
] 2
z 24 =z 2.
= R=S
5 = i 2
punkt
01 1. kontaktu indentacja
2 ‘ ,

T T T 1 0 g T T T T T 1
-300 0 300 600 900  -4000  -2000 0 2000 4000
7 [nm] Wydhizenie skanera [nm]

Rysunek 8. (A) Krzywa ,,sita-odleglos¢” przedstawiajqca zaleznos¢ pomiedzy wychyleniem
sprezynki, ktore jest przeliczane na wartos¢ dzialajgcej sity, a potozeniem Z skanera
piezoelektrycznego rejestrowana podczas jednego cyklu zblizania, naciskania, a nastgpnie
oddalania sondy AFM od powierzchni probki. (B) Zasada wyznaczania wlasnosci elastycznych
materiatow z uzyciem mikroskopii sit atomowych. W wyniku odjecia krzywej kalibracyjnej
(kolor czarny) oraz pochodzqcej z probki (kolor czerwony) otrzymywana jest zaleznosé sita
nacisku — ugiecie materiatu (indentacja).
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Wilasnosci elastyczne wyznacza si¢ poprzez analize krzywej ,,sita — odlegtos$¢” rejestrowane;j
podczas naciskania powierzchni probki sonda AFM. Wyrdznia si¢ trzy charakterystyczne

obszary obserwowane podczas naciskania (obszary oznaczone numerami 1-3 na Rysunku 8B)
tj.:
1. zblizanie powierzchni probki do ostrza, w trakcie ktérego brak jest mierzalnego
oddziatywania pomig¢dzy prébkujaca sondg AFM, a powierzchnig badanej probki;
2. punkt kontaktu probkujacej sondy AFM z powierzchnig probki;

3. obszar wzrastajgcego wychylenia sprezynki powstatego na skutek oddziatywania

pomiegdzy sondg AFM, a powierzchnig badanej probki.

W celu wyznaczenia wlasnosci elastycznych badanego materialu konieczne jest zebranie
krzywych z powierzchni referencyjnej (np. szklo, krzem lub mika), dla ktérych zalezno$¢
wychylenia sprezynki od potozenia jest liniowa (tzw. krzywa kalibracyjna). Nastepnie
rejestruje si¢ krzywe ,,sita-odleglos¢” dla probki, ktora ulega deformacji pod wptywem sity
nacisku. Krzywe kalibracyjna i pochodzaca z probki sa odejmowane, co pozwala na uzyskanie
zalezno$ci sita nacisku — ugiecie materiatu, czyli indentacja. Zalezno$¢ ta jest podstawa do

Wyznaczenia wartosci modutu Younga.
Pomiar elastycznosci przy uzyciu AFM

Pomiary elastyczno$ci podiozy wykonanych z zeli poliakrylamidowych zostaty
przeprowadzone z uzyciem mikroskopu sil atomowych Xel20 (Park Systems, Korea)
znajdujacego si¢ w Laboratorium Badan Mikrouktadéw Biofizycznych IFJ PAN. Zastosowano
sondy AFM typu OTR4 (Bruker). W sondach tego typu sprezynka jest postaci trojkatnej
— tj. dwoch ramion spotykajacych si¢ w miejscu, w ktorym znajduje si¢ probkujace ostrze
o ksztalcie czworobocznej piramidy (Rys. 9). Nominalna wartos¢ statej sprezystosci k dla sond
OTR4 wynosi 0.02 N/m, a odpowiadajaca jej nominalna warto$¢ czgstotliwo$ci rezonansowe;j
13 kHz. Rzeczywiste wartoSci tych wielkosci roéznig si¢ pomiedzy pojedynczymi sondami
AFM, dlatego tez, przed wykonaniem kazdego pomiaru dokonywano kalibracji stalej

sprezystosci sprezynki.
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Rysunek 9. (A) Obraz trojkgtnej sondy AFM zarejestrowany w mikroskopie optycznym.
(B) Obraz ostrza probkujgcego w sondach AFM typu OTR4 uzyskany przy pomocy skaningowej
mikroskopii elektronowej (dzieki uprzejmosci dra Piotra Bobrowskiego, IMIM PAN).

Kalibracje przeprowadzano w nastepujacy sposob. W pierwszej kolejnosci ogniskowano
wiazke laserowa na konicu wybranej sprezynki i mierzono jej czestotliwos¢ rezonansowsq
w powietrzu. Nastepnie sond¢ AFM zblizano na odlegtos¢ kilku milimetréw od powierzchni
probki zanurzajac ja w cieczy nad powierzchnig szkta. Powierzchnia szkta nie ulega deformacji
w zakresie sit stosowanych w AFM, dlatego tez moze by¢ wykorzystywana jako powierzchnia
kalibracyjna. Na takiej powierzchni rejestrowane s3 krzywe ,sita-odleglos¢”. W tym
przypadku, wychylenie spr¢zynki bedzie odpowiadato wydtuzeniu skanera piezoelektrycznego.
Dzigki temu mozliwe jest wyznaczenie wspoOlczynnika pozwalajacego zamieni¢ wielko$¢
rejestrowanego napigcia (mierzonego w woltach (V)), na wychylenie sprezynki w nanometrach
(nm). Wyznaczany w ten sposob wspolczynnik jest nazywany wspotczynnikiem czulo$ci
detektora (ang. PhotoSensitive PhotoDiode, w skrocie PSPD). Otrzymane warto$ci PSPD sa
przedstawione w postaci histogramu na Rysunku 10A. Wielko$¢ wychylenia sprezynki jest
nastepnie przeliczana na wielko$¢ dziatajacej na probke sity (wyrazonej w nanoniutonach (nN))
przy zalozeniu znajomos$ci wartosci statej sprezystosci sprezynki (wyznaczonej z pomiaru

czestotliwosci rezonansowej).
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Rysunek 10. (4) Wartosci wspotczynnika czutosci detektora PSPD uzyskane dla wszystkich
pomiarow. (B) Schemat pomiaru wlasnosci elastycznych zeli poliakrylamidowych. Krzywe
., sita — odleglos¢” rejestrowano w obrebie map o rozmiarze 10 yum x 10 gm w losowo
wybranych obszarach na powierzchni Zelu.

Po wykonaniu kalibracji przeprowadzany jest pomiar elastyczno$ci badanych probek (w tym
przypadku podtozy z zelu poliakrylamidowego), czyli rejestracja krzywych ,,sita-odleglos$¢”
w kilku obszarach na powierzchni probki. Dla kazdego typu badanego podioza rejestrowano po
ok. 10 map, zawierajacych 36 krzywych. Probkowany obszar ma ksztatt kwadratu o boku
10 um (Rys. 10B).

Wyznaczanie wartosci modutu Younga

Wyznaczenie warto§ci modutu elastycznosci (tzw. modutu Younga) zostato
przeprowadzone w oparciu 0 oprogramowanie wiasne (programy Force i JJ) oraz program
OriginLab 9.0.

W prowadzonej analizie istotnym krokiem jest wyznaczenie tzw. ,,punktu kontaktu”
— tj. miejsca, w ktorym probkujace ostrze zaczyna dotyka¢ badanej powierzchni. Po
wyznaczeniu punktu kontaktu nastgpuje odjecie krzywej kalibracyjnej od krzywe;j
zarejestrowanej na badanym materiale, co prowadzi do wyznaczenia zalezno$ci sita

nacisku — indentacja. Do tej zaleznoS$ci jest dopasowywana funkcja postaci:

F(4) = DAz (4)
gdzie,
F—sita [nN],

A4 — glebokos¢ indentacji [nm],
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dla modelu zaktadajgcego stozkowy ksztalt ostrza. Sondy AFM stosowane podczas pomiaru
AFM posiadaja ksztatt czworobocznej piramidy o kacie rozwarcia o = 35°, dlatego tez, modut
Younga zostal wyznaczony przy zalozeniu, ze ksztalt probkujacej igly AFM mozna opisaé
stozkiem. W wyniku dopasowania rownania (4) otrzymuje si¢ warto§¢ wspodiczynnika

D powigzanego z modutem Younga czyli E, s, zalezno$cia:

Epropki = —”(1_#22 Jrana ), ®)
gdzie u jest wspotczynnikiem Poissona mowigcym o Sci$liwosci badanego materiatu,
mieszczacym si¢ w zakresie 0 - 0.5. Wspodtczynnik Poissona dla Zeli poliakrylamidowych zostat
po raz pierwszy wyznaczony przez Geisslera i Hechta przy uzyciu techniki nieelastycznego
rozpraszania $wiatla oraz pegcznienia osmotycznego [15]. Zaleznie od sposobu jego
wyznaczania wartosci literaturowe u mieszcza si¢ w zakresie 0.3 + 0.5. Zakladajac, ze
przeprowadzany test mechaniczny (technika AFM oraz reometrem), nie powoduje wypychania
cieczy z zelowego networku, zatozono, ze wartos¢ wspotczynnika Poissona dla zelu

poliakrylamidowego wynosi 0.5 [15]-[17].
Topografia powierzchni

Mikroskop sit atomowych jest technikg stosowang gtoéwnie do obrazowania powierzchni
badanych prébek. Jednym z parametrow stuzacych do iloSciowego opisu wilasnosci
morfologicznych powierzchni jest jej chropowato$¢. Parametr ten odgrywa wazng role
w procesach adhezji i proliferacji wielu typow komodrek, m.in. osteoblastow, komorek
nerwowych, migsniowych czy pochodzenia nabtonkowego [18]-[20]. Chropowato$¢
powierzchni moze zosta¢ scharakteryzowana poprzez podanie nastepujacych parametrow

statystycznych [21]:

— Rp— odlegtos¢ od najwyzszego punktu wzniesienia profilu do linii $redniej,
— Ry —odleglos¢ od najnizszego punktu wglebienia profilu do linii $redniej,

— Rmax — suma wysokosci wzniesienia 1 glebokosci wglebienia jednego profilu,
— Ra—$rednie arytmetyczne odchylenie profilu chropowatosci od linii §redniej,

— Rq (RMS) - $rednie kwadratowe odchylenie profilu chropowatosci od linii §rednie;j.

Linia $rednia profilu chropowatosci to linia, ktora wskazuje warto$¢ §rednig profilu. Rysunek 11

przedstawia schematyczng reprezentacje parametréw opisujacych chropowato$¢ powierzchni.
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Rysunek 11. Schematyczna reprezentacja parametrow opisujgcych morfologie powierzchni.
Linig przerywang zaznaczono linig Srednig profilu chropowatosci. Parametry Rp 1 Ry t0
odpowiednio odlegtos¢ od najwyzszego wzniesienia i najnizszego wgtebienia profilu od linii
sredniej, a Rmaxt0 ich suma. Ra reprezentuje srednie arytmetyczne, a RMS srednie kwadratowe
odchylenie profilu chropowatosci od linii Sredniej.

-
>

X

Srednie arytmetyczne odchylenie profilu chropowatoéci od linii $redniej (Ra) jest parametrem
opisujacym zmiany w wysokosci powierzchni. Parametr ten w niewielkim stopniu uwzglednia
ekstremalne wzniesienia 1 wglebienia profilu, dlatego srednie kwadratowe odchylenie profilu

chropowatos$ci od linii $redniej (RMS) jest uznawane za bardziej reprezentatywne:

1 ..
RMS = |T=¥ils Xja 2% (i) (7)

gdzie,

M — liczba linii,

N — liczba punktéw w linii,

Zij — odchylenie wysokosci profilu od wartosci $redniej w pozycji (i,j) obrazu AFM.

Wartos¢ RMS dostarcza bardziej wiarygodnego opisu morfologii powierzchni w poréwnaniu
Z Ra. Dla probek podtozy wykonanych z Zelu poliakrylamidowego, wspotczynnik RMS zostat
wyznaczony na podstawie obrazow AFM zarejestrowanych w obszarach 1 uym % 1 um. Wyniki
zaprezentowano jako warto$¢ Srednig + odchylenie standardowe z minimum trzech obrazow.
Obliczenia zostaly wykonane z uzyciem darmowego oprogramowania WSxM 5.0 Develop 3.0
(Nanotec) [22].
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2.3 Uzyskane wyniki i ich dyskusja
2.3.1 Wiasnosci chemiczne powierzchni zelu poliakrylamidowego

Wrhasno$ci chemiczne powierzchni podtozy wykonanych z zelu poliakrylamidowego
zostaty wyznaczone przy uzyciu techniki FTIR-ATR. Technika ta pozwala na pomiary probek
ciektych, dzigki czemu mozliwa byla rejestracja widm roztworow akrylamidu i bis-akrylamidu
oraz zelu powstalego z ich polimeryzacji. Rysunek 12 przedstawia widma absorpcyjne
(i) roztworu zawierajacego 15% w/v monomerow akrylamidu i 0.4% w/v czynnika sieciujacego
bis-akrylamidu oraz (ii) zelu poliakrylamidowego uzyskanego z tego roztworu. Z uwagi na fakt,
ze widma absorpcyjne nawet prostych zwiazkow o niewielkiej réznorodnos$ci grup funkcyjnych
sktadaja si¢ z wielu pasm absorpcyjnych, analiz¢ otrzymanych widm rozpoczg¢to od okreslenia
charakterystycznych pasm grup funkcyjnych bioracych udzial w procesie polimeryzacji.
Obecno$¢ wigzan wielokrotnych w czasteczce z cala pewnoscig bedzie prowadzi¢ do
pojawienia si¢ w widmie pasm charakterystycznych dla tych wigzan oraz do zmian potozenia
pasm grup bezposrednio sasiadujacych z tymi wigzaniami. Jak przedstawiono na Rysunku 2
(paragraf 2.2.1 Synteza zeli poliakrylamidowych), w wyniku reakcji polimeryzacji
poliakrylamidu redukowane sg wigzania wielokrotne wystepujace pomiedzy atomami wegla
czgsteczek monomerow i czynnika sieciujgcego. Analiza widm przeprowadzona byta w pelnym
zakresie liczb falowych tj. 4000 cm™ — 400 cm™ natomiast ocene zmian zachodzacych podczas
polimeryzacji przeprowadzono w zakresie 1800 cm™ — 900 cm™, poniewaz w tym zakresie
widoczne sg pasma absorpcyjne pochodzace od drgan deformacyjnych wigzan wielokrotnych

—C=C- oraz wigzan wegiel-wodér grupy =C—H oraz =C—H".

5 Pasma absorpcyjne pochodzace od symetrycznego i asymetrycznego rozciggania grupy =C—Hy, s obserwowane
w zakresie 2960 — 2850 cm®. W ich intensywnosci nie zaobserwowano jednak znacznych zmian (dane nie
pokazane).
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Rysunek 12. Widmo FTIR-ATR roztworu zawierajgcego 15% w/v akrylamidu i 0.4% w/v
bis-akrylamidu oraz zelu powstalego po polimeryzacji tego roztworu. Niebieskim kolorem
zaznaczono potozenie pasm, dla ktorych obserwowane sq najwieksze rozZnice pomiedzy widmem
roztworu, a spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym.

Na Rysunku 12 odczytano potozenie pasm dla ktorych wystepuja najwigksze réznice pomiedzy
widmem roztworu, a spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym. Identyfikacje pasm
przedstawiono w Tabeli 2. Pasmo potozone w pozycji 1595 cm™ jest odpowiedzialne za drgania
rozciggajace wigzania podwojnego wegiel-wegiel. W wyniku polimeryzacji zelu
poliakrylamidowego obserwuje si¢ znaczny spadek jego intensywnos$ci, co jest wynikiem
redukowania wigzan podwoéjnych w celu dolgczenia kolejnej czasteczki monomeru lub
czynnika sieciujacego.

Tabela 2. Identyfikacja pasm absorpcyjnych odpowiedzialnych za polimeryzacje zeli

poliakrylamidowych; v — drgania rozciggajgce, 0 — drgania deformacyjne nozZycowe,
y — drgania deformacyjne szkieletowe.

Polozenie Przypisanie Literatura
pasma
1 1595 cm* vC=C (sprzezone z C=0) [23],[24]
2 1436 cm' 8CH2 [23],[24].[25]
3 1284 cm? yC—C (szkieletowe) [23],[25]
4 985 cm™ yCH (sprzezone z C—C) [23],[29]

Pasmo potozone w pozycji 1436 cm™ jest odpowiedzialne za drgania deformacyjne C—H grupy
—C=CHq>, ktorego intensywno$¢ znacznie spada w wyniku polimeryzacji zelu. Pasmo to nie

zanika, ale zmienia si¢ jego potozenie. Drgania obserwowane w pozycji 1284 cm™ i 985 cm
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pochodza od szkieletu weglowego czasteczek akrylamidu i bis-akrylamidu oraz grup —CH,
ktore nie biorg bezposredniego udzialu w procesie polimeryzacji, ale swoboda ich drgan zostaje

ograniczona po usieciowaniu.

Techniki spektroskopii w podczerwieni sg z powodzeniem wykorzystywane nie tylko
do identyfikacji, ale rowniez do $ledzenia modyfikacji polimerow i kompozytow. W celu
sprawdzenia czy zmiana proporcji monomeroéw i czynnika sieciujagcego w  zelu
poliakrylamidowym prowadzi do zmian w strukturze chemicznej powierzchni, zanalizowano

probki o zmiennej zawartosci akrylamidu (od 3% do 15% w/v).

3%aa/0.4%bis A]\\I\\_——
5 | | |
f 7%aa/0.4%bis
g
£ J\r\«\___
)
B . : .
<
15%aa/0. 4%blsJ\N\‘
4000 ' 30|00 2000 1000

Liczba falowa [cm’']

Rysunek 13. Widmo FTIR-ATR zeli poliakrylamidowych o stalym udziale czynnika sieciujgcego
(bis) i zmiennym udziale monomerow akrylamidu (aa), rownych 3%, 7% i 15% w/v. Niebieskim
kolorem zaznaczono pasma, w ktorych obserwuje si¢ roznice pomiedzy zelami.

Widma absorpcyjne zeli poliakrylamidowych o zmiennej zawarto$ci akrylamidu 3%, 7% 1 15%
i statej zawartosci bis-akrylamidu 0.4% zostaty przedstawione na Rysunku 13. Charakter widm
nie ulega zmianie wraz ze wzrostem stopnia usieciowania struktury zelu natomiast obserwuje
si¢ spadek intensywnosci pasm w potozeniach 2940 cm™ i 1560 cm™ (obszary te zaznaczono
kolorem niebieskim, Rys.13). Obserwowane zmiany g prawdopodobnie wynikiem obecnosci
powstatego z roztworu 3%aa/0.4%bis, a najww;ksze dla zelu 15%aa/0.4%bis co jest zgodne

z faktem, ze zanik pasm 2940 cm™ i 1560 cm™ nastepuje wraz ze wzrostem stezenia akrylamidu.
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! pochodzi od drgan rozciagajacych

Pasmo znajdujace si¢ w potozeniu 2940 cm’
asymetrycznych grupy —CHs czasteczek TEMED-u, natomiast pasmo w polozeniu 1560 cm™

jest pasmem wynikajacym z drgan deformacyjnych grupy N—H nadsiarczanu amonu®.

2.3.2 Makroskopowe wtasnos$ci mechaniczne zelu poliakrylamidowego

Wiasnosci mechaniczne wytworzonych podilozy z zelu poliakrylamidowego bytly
wyznaczone za pomocg reometru rotacyjnego. Technika ta jest jedna z metod oceny wlasnosci
mechanicznych materialéw polimerowych w szerokim zakresie przyktadanych naprezen
$cinajacych. Umozliwia ona rowniez $ledzenie procesow zachodzacych w materiatach w skali
czasowej rzedu dziesigtek sekund, minut, a nawet godzin. Pomiary modutu sprezystosci oraz
modulu stratno$ci w wyniku dziatania sit §cinajacych rozpoczeto od sprawdzenia zaleznosci
tych wielkosci od zmian naprezen §cinajacych przyktadanych w zakresie 0.1 Pa — 1000 Pa oraz
czestotliwosci oscylacji od 1 Hz do 100 Hz. Dzigki takim pomiarom, zostal wyznaczony

liniowy zakres lepkosprezystosci badanych zeli poliakrylamidowych (Rys. 14).
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Rysunek 14. Zaleznos¢ modutow sprezystosci G’i stratnosci G” od (A) naprezenia scinajgcego
oraz (B) czestotliwosci oscylacji zmierzona dla podiozy wykonanych z zelu poliakrylamidowego
o stezeniu 3% akrylamidu i 0.4% bis-akrylamidu. Testy zostaly przeprowadzone dla wszystkich
badanych zeli poliakrylamidowych o stezeniu akrylamidu od 3% w/v do 15% w/v.

& Widma absorpcyjne nadsiarczanu amonu i TEMED-u zostaty zarejestrowane w osobnym eksperymencie (dane
nie pokazane).
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Dla zelu o 3% zawartosci monomerdéw akrylamidu i 0.4% zawartosci bis-akrylamidu wartos$ci
modulu sprezystosci oraz modutu stratnosci utrzymuja si¢ na statym poziomie, az do wartosci
naprezenia rownej 380 Pa. Powyzej tej wartoSci usieciowana struktura Zelu
poliakrylamidowego ulega uszkodzeniu. Podobnie jest w przypadku zmian czestotliwosci
oscylacji, gdzie zalezno$¢ G’i G”pozostaje liniowa w funkcji £ az do wartosci 68 Hz. ZaleznoSci
te zostaty zarejestrowane dla wszystkich zawartych w Tabeli 1 proporcji akrylamidu i czynnika

sieciujgcego. Do dalszej analizy przyjeto statg warto$¢ naprgzenia rowng 1 Pa i czestotliwosci

réowng 1 Hz.
A B
1000001 G [pay 100000,
1 —G"[Pa]
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Rysunek 15. Pojedynczy pomiar modutu G’ G” przy stalych wartosciach naprezenia (1 Pa)
i czestotliwosci (1 Hz) w czasie polimeryzacji Zelu o zawartosci (A) 3% akrylamidu i (B) 15%
akrylamidu oraz stalej ilosci 0.4% bis-akrylamidu.

Rysunek 15 przedstawia charakter zmian modulu sprezystosci i modutu stratno$ci
zachodzacych podczas polimeryzacji zelu poliakrylamidowego w szczelinie reometru.
W pojedynczym pomiarze, 1 ml roztworu mieszaniny akrylamidu i bis-akrylamidu
umieszczano pomiedzy wspotosiowymi cylindrami, szczelnie otoczonymi ostong
zapobiegajacg wysychaniu Zelu podczas pomiaru. Proces polimeryzacji trwa ok. 20 minut.
W tym czasie mozna zaobserwowac¢ wzrost modutéw G’i G, az do osiggnigcia ich stabilnego
poziomu po zakonczeniu polimeryzacji. Tabela 3 zawiera wartosci liczbowe obu modutow,

ktore zostaty rowniez przedstawione na wykresie kolumnowym (Rys. 16B).
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Tabela 3. Wartosci G’ | G” zeli poliakrylamidowych o réznej zawartosci monomeréw
akrylamidu zmierzone metodg oscylacyjng (x — wartos¢ Srednia;, SD — odchylenie

standardowe).
[%] wiv G’[kPa] G” [kPa]
akrylamid/bis-akrylamid x+SD x+SD
3%/0.4% 0.40+£0.01 0.002 £ 0.001
5%/0.4% 2.82+0.04 0.013 £0.007
7%/0.4% 9.30+£0.23 0.274 £0.130
10%/0.4% 24.03 £3.96 2.855+1.606
12%/0.4% 32.00 =4.99 4.036 £ 2.440
15%/0.4% 40.82 £5.01 5.319 £ 8.659

Mozna zauwazy¢, ze wraz ze zwickszaniem st¢zenia monomerdw akrylamidu obserwowany
jest wzrost sztywnosci zeli poliakrylamidowych. Jest to wynikiem zwigkszenia si¢ stopnia
usieciowania, tj. wzrostu gestosci zelu poliakrylamidowego. W poczatkowym etapie
polimeryzacji warto$ci modulow sprezystosci i stratnosci sa porownywalne (Rys. 16A), ale
wraz z postepem procesu polimeryzacji modut sprezystosci zelu osigga wartos¢ kilkukrotnie
wiekszg od modutu stratnosci. Oznacza to, ze udziat wlasnosci lepkich jest znaczaco mniejszy

w poréwnaniu do wlasno$ci sprezystych. Dlatego tez, wlasnosci mechaniczne zeli

poliakrylamidowych sa na ogét opisywane przy pomocy modutu sprezystosci ¢’[26], [27].
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Rysunek 16. (A) Pomiar modutu G’w czasie polimeryzacji zeli poliakrylamidowych o roznym
stezeniu akrylamidu i stalym steZeniu czynnika sieciujqcego. (B) Stosunek wartosci modutu
sprezystosci G’ do modutu stratnosci G” dla Zeli poliakrylamidowych o roznym stezeniu
akrylamidu.

49



Rysunek 16A przedstawia wykresy zmian warto$ci modutu sprezystosci w czasie polimeryzacji
zeli poliakrylamidowych dla réznych stezeh monomeréw akrylamidu. Poniewaz dynamika
zmian warto$ci G’ zalezy od dostgpnosci substratow podczas polimeryzacji, obserwowane sa

réznice w jej przebiegu dla r6znych proporcji akrylamidu i bis-akrylamidu [28].

Szeroki zakres liniowej lepkosprezystosci oraz zdolno$¢ do odwracalnej deformacji po
dziataniu napre¢zen S$cinajacych, $ciskajacych i rozciggajacych pozwala zaklasyfikowaé
poliakrylamid jako elastomer [29], [30]. Modut sprezystosci sieci polimerowej odksztatcajace;j
si¢ w sposob elastyczny moze zostaé opisany przy pomocy statystycznej teorii elastycznoséci’
[31]. Przy zatozeniu, ze Scinanie proste elastomeru jest zwigzane jedynie ze zmiang entropii

ukfadu, relacja pomiedzy napr¢zeniem $cinajagcym, a odksztalceniem jest powigzana

nastepujacym wspotczynnikiem proporcjonalnosci [32]:
T= Y (8)

gdzie,

J-mol
=l

R — stata gazowa [;

T— temperatura [K],

n — liczba elastycznie aktywnych punktow sieciowania biorgcych udziat w odpowiedzi

mechanicznej [mol],

V— objetosé [m°].

Oznacza to, ze teoretycznie wyznaczony modut sprezystosci G’zelu poliakrylamidowego jest
rowny:

, RT

G teoretyczne = Tn )
W powyzszym uj¢ciu, przy zatozeniu statej wartosci temperatury T, modut sprezystosci zelu
poliakrylamidowego zalezy jedynie od liczby elastycznie aktywnych punktow sieciowania
utworzonych przez bis-akrylamid, natomiast nie zalezy od ilo$ci monomeréw dostepnych

w reakciji.

7 Statystyczna teoria elastyczno$ci zostata opracowana z latach 1930 — 1950 przez Mayera (1932), Kuhna, Marka,
Gutha (1934), Walla (1942), Flory’ego, Rehnera, Treloara (1943).
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Punkty sieciowania w zelu poliakrylamidowym sg tworzone przez czynnik sieciujacy
bis-akrylamid. Dla stezenia bis-akrylamidu réwnego 0.4% w/v, przy zalozeniu, ze kazda
czasteczka czynnika utworzyta elastycznie aktywny punkt sieciowania, warto$¢ teoretyczna
G teoretyczne WYN0SI 63.45 kPa (Rys. 17). Rownanie (9) jest rowniez podstawg do wyznaczenia
teoretycznej granicy sztywnosci zeli poliakrylamidowych, jakg mozna otrzymac dla r6znych

stezen czynnika sieciujgcego [33].

751

60 -

= 451 (:)
5 :
- Q

154 o o G

— G'te oretyczne

0_ T ql> '(D T T T T T T T
0 3 6 9 12 15

Stezenie akrylamidu [%o]

Rysunek 17. Wartosci modutu sprezystosci G’ dla roznych stezen monomerow akrylamidu
i statego stezeniu czynnika sieciujqcego bis-akrylamidu (0.4% w/v). Linig czerwonq zaznaczono
teoretyczng wartos¢ G’ przy zaloZeniu, Ze wszystkie czgsteczki czynnika sieciujgcego zostaty
zwigzane.

Przedstawione na Rysunku 17 warto$ci modulow sprezystosci dla stezen monomerow
akrylamidu z zakresu 3% — 15% w/v i stalej ilosci bis-akrylamidu 0.4% w/v mieszcza si¢
ponizej wyznaczonej teoretycznie wartosci G- Oznacza to, ze ilo§¢ monomeroéw akrylamidu
nie byla wystarczajaca aby zwigza¢ wszystkie czasteczki czynnika sieciujacego, a co za tym
idzie utworzy¢ aktywne punkty sieciowania. Podstawiajagc do rdwnania (9) wyznaczone
eksperymentalnie wartosci G’ mozemy wyznaczy¢ liczbe moli bis-akrylamidu tworzacych
punkty sieciowania oraz oszacowac stopien przereagowania czynnika sieciujacego. W tym celu
nalezy obliczy¢ stosunek ilosci substratu, ktory ulegl przereagowaniu do jego poczatkowe;j

ilosci wedhug nastepujacego wzoru:

a==-100% (10)

Np

gdzie,
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a — stopien przereagowania [%],
nr— liczba moli bis-akrylamidu tworzacych aktywne elastycznie punkty sieciowania [mol],
np— poczatkowa liczba moli bis-akrylamidu [mol].

Aby wyznaczy¢ liczbe moli bis-akrylamidu tworzacych aktywne elastycznie punkty

sieciowania nalezy przeksztalci¢ réownanie (9) do postaci:
n=-— (11)

1 podstawi¢ warto$ci G uzyskane w pomiarze reometrem rotacyjnym. Poczatkowa liczba moli

bis-akrylamidu moze zosta¢ wyznaczona dzigki znajomosci jego masy molowej.

Tabela 4. Szacunkowy stopien przereagowania bis-akrylamidu a w reakcji polimeryzacji
z monomerami akrylamidu o roznym stezeniu.

[%] wiv a
akrylamid/bis-akrylamid [%]
3%/0.4% 0.6
5%/0.4% 4.5
7%/0.4% 14.7
10%/0.4% 38.4
12%/0.4% 50.5
15%/0.4% 64.4

Wyniki zamieszczone w Tabeli 4 wskazuja, ze stopien przereagowania bis-akrylamidu dla
stezenia akrylamidu rownego 3% w/v wynosi jedynie 0.6% 1 ro$nie wraz ze wzrostem
dostgpnosci monomerow. Dla stezenia akrylamidu 15% stopien przereagowania jest najwyzszy

I wynosi 64.4%.

Statystyczna teoria elastycznosci moze by¢ stosowana do analizy wlasnosci
reologicznych, stopnia usieciowania oraz wydajno$ci sieciowania elastomerow syntetycznych
[34], [35]. Ma tez zastosowanie w przemysle zywieniowym, gdzie powigzanie struktury sieci
przestrzennej biopolimerdow z wlasciwo$ciami reologicznymi pozwala na oceng ich praktyczne;j

przydatnosci [36], [37].
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2.3.3 Lokalne wlasnosci mechaniczne zelu poliakrylamidowego

Pomiar elastycznos$ci przy uzyciu mikroskopii sit atomowych dostarcza informacji na
temat lokalnych wtasnosci mechanicznych probki. Warto§¢ modutu Younga wyznaczana byta
dla podtozy poliakrylamidowych o réznym stosunku akrylamidu do bis-akrylamidu, przy
zatozeniu, ze wspoOtczynnik Poissona ¢ = 0.5. Nominalna stala sprezystosci sond AFM uzytych
w eksperymencie wynosita 0.02 N/m, co pozwolito na uzyskanie maksymalnej indentacji
200 nm dla podtozy o 15% 1 12 % w/v akrylamidu. W zwiazku z powyzszym, modut Younga
zostal wyznaczony na glgbokosci 200 nm dla wszystkich badanych probek. Rysunek 18

przedstawia rozktady uzyskanych warto$ci modutu Younga.
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Rysunek 18. Rozktady wartosci modutu Younga dla zeli poliakrylamidowych o roznym stezeniu
monomerow akrylamidu.

Uzyskane wartosci §rednie modutu Younga wynosza 3.12 + 0.78 kPa, 10.69 + 2.04 kPa,
26.56 + 2.69 kPa, 68.64 = 7.48 kPa, 89.41 £ 11.10 kPa i 130.49 + 14.84 kPa odpowiednio dla
podtozy o zawartosci akrylamidu 3%, 5%, 7%, 10%, 12% 1 15% w/v. Wzrost iloSci
monomerdéw akrylamidu powoduje spadek elastycznos$ci podtozy poliakrylamidowych, a wigc
wzrost modutu Younga. Wyznaczone wartosci Srednie oraz ich odchylenia standardowe zostaly
przedstawione w Tabeli 5. Obserwowane roznice we wilasno$ciach mechanicznych podtozy
wynikaja ze wzrostu stopnia usieciowania i gestosci zeli poliakrylamidowych w wyniku
zwigkszenia si¢ ilosci substratow dostepnych podczas polimeryzacji. Otrzymany zakres

wartosci modutu Younga jest porownywalny z warto$ciami uzyskiwanymi dla innych
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materiatlow polimerowych stosowanych do hodowli komorkowej takich jak zelatyna czy

agaroza [38]-[40].

Warto$ci modutu Younga zeli poliakrylamidowych o tych samych proporcjach
akrylamidu i bis-akrylamidu moga rézni¢ si¢ w zalezno$ci od ksztattu ostrza probkujacego
uzytego w pomiarach oraz od glebokosci na ktorej wyznaczano warto$¢ modutu Younga.
Przyktadowo, w pracy Englera i wsp., modut Younga dla poliakrylamidu o st¢zeniu 5% wi/v
akrylamidu i 0.3% w/v bis-akrylamidu zmierzony przy uzyciu ostrza sferycznego o $rednicy
¢ = 2.5 um wynosit 8.10 = 0.01 kPa [41]. Pdzniejsze prace podajg juz inng wartos¢ modutu
elastycznosci rowna 8.73 + 0.79 kPa dla zelu poliakrylamidowego o tych samych proporcjach
akrylamidu do bis-akrylamidu. W pomiarach tych wlasnosci elastyczne wyznaczono w oparciu
0 eksperymenty wykonane ostrzem sferycznym o $rednicy 6 um [42]. W niniejszej pracy
warto$¢ modutu Younga dla podtoza z 5% w/v akrylamidu i 0.4% w/v bis-akrylamidu wyniosta

10.7 £ 2.0 kPa.

Kolejnym zrédiem rozbieznosci warto$ci modutu Younga moze by¢ zalozona warto$é¢
wspoélczynnika Poissona. Jak wspomniano w paragrafie 2.2.5, w literaturze obserwowany jest
rozrzut tej wartosci w zakresie 0.3 — 0.5 dla zelu poliakrylamidowego. Tabela 5 przedstawia
wartosci modutu Younga jesli za wspotczynnik Poissona przyjmie si¢ odpowiednio warto$¢

0.3,04i0.5.

Tabela 5. Wartosci modutu Younga podtozy poliakrylamidowych o rézinej zawartosci
monomerow akrylamidu wyznaczone dla wspotczynnika Poissona o wartosci 0.3, 0.4, i 0.5.

[%] wiv E + SD [kPa] E + SD [kPa] E + SD [kPa]
akrylamid/bis-akrylamid n=0.3 n=04 n=0.5

3%/0.4% 3.79+0.95 3.50+0.88 3.12+0.78
5%/0.4% 12.97 +£2.47 11.97 £2.29 10.69 + 2.04
7%/0.4% 32.24 +3.27 29.76 + 3.02 26.56 +£2.69
10%/0.4% 83.27 £9.08 76.87 +8.38 68.64 + 7.48
12%/0.4% 108.47 + 13.46 100.12 + 12.43 89.41 +11.10
15%/0.4% 158.30 + 17.96 146.12 + 16.57 130.49 + 14.84

Modut Younga zostal wyznaczony dla wartosci indentacji rownej 200 nm.

Zmiana wartosci wspotczynnika Poissona w zakresie 0.3 — 0.5 powoduje zmiang wartosci
modutu Younga o 18%. Wedlug Englera i wsp., zmiana wspotczynnika Poissona w powyzszym

zakresie powoduje zmiang¢ warto§ci modutu Younga o 10% dla igiet posiadajacych ksztatt
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czworobocznej piramidy, przy zatozeniu, ze modut Younga zostat wyznaczony na gtebokosci
5 — 50 nm [43]. Niepewno$¢ wartosci $rednich modutu Younga uzyskiwanych
w eksperymencie AFM plasuje si¢ na poziomie okoto 10% dla mniej elastycznych zeli
poliakrylamidowych i okoto 25% dla zeli bardzo elastycznych (Tabela 5). Btad wynikajacy
z uwzglednienia warto$ci wspotczynnika Poissona z zakresu 0.3 — 0.5 nie powoduje wigC

przesunigcia si¢ warto$ci powyzej standardowego btedu pomiarowego.

2.34 Relacja moduléw elastycznosci £ 1 S$cinania G dla zelu

poliakrylamidowego

Relacja wigzaca modut elastycznosci (tj. modut Younga) z modutem $cinania ma nastepujaca
postac:

E
G = 2(1+ p) (11)

Dla wspoétczynnika Poissona rownego 0.5 powyzsza relacja upraszcza si¢ do rownania:

E=3-G (12)
W celu sprawdzenia zalezno$ci pomigdzy eksperymentalnymi warto§ciami modutu Younga
otrzymanymi przy uzyciu techniki AFM, a warto$ciami modutu sprezysto$ci wyznaczonymi
przy uzyciu reometru rotacyjnego sporzadzono wykres zaleznosci E [kPa] w funkcji G’[kPa]
(Rys. 19).
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Rysunek 19. Wartosci modutu Younga otrzymane przy uzyciu techniki AFM dla wspolczynnikow
Poissona rownych 0.3 i 0.5 w funkcji modutu sprezystosci otrzymanego przy uzyciu reometru
rotacyjnego.
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Wyznaczona z nachylenia linii prostej eksperymentalna relacja przyjmuje postac:
E = (32 +£0.2)¢ (13)

I miesci si¢ w zakresie zalezno$ci teoretycznej dla wspotczynnika Poissona rownego 0.5. Jesli
warto$§¢ wspotczynnika Poissona bedzie wynosita 0.3, to rownanie (12) przyjmuje postac
E =2.6G'. Zastosowanie wartoSci wspOfczynnika Poissona 0.3 do wyznaczenia
eksperymentalnej relacji pomigdzy modutem Younga, a &’ powoduje sprowadzenie
rownania (13) do postaci: E = (3.9 + 0.41)G’.

Pomimo niewielkich rozbieznosci literaturowych, dotychczasowe wyniki pomiaréw wiasnosci
mechanicznych zeli poliakrylamidowych prowadzonych przy uzyciu réznych technik
wskazuja, ze zatozenie warto$ci wspoOtczynnika Poissona réwnego 0.5 jest prawidtowe.
Uzyskane warto$ci modutu Younga i modulu sprezystosci sa zbiezne z wynikami otrzymanymi
przez inne grupy badawcze nie tylko przy uzyciu mikroskopu sit atomowych czy reometru, ale
takze dzigki takim technikom jak zasysanie mikropipeta czy testy za pomoca maszyny

wytrzymato$ciowej [41], [44]-[46].

2.3.5 Topografia powierzchni zelu poliakrylamidowego

Gléwnym celem analizy topograficznej bylo sprawdzenie, jak wzrost stopnia
usieciowania zeli poliakrylamidowych wplywa na ich wlasno$ci powierzchniowe. Roznice
w topografii powierzchni pomiedzy podtozami o wigkszej elastycznosci (0.4 kPa) i mniejszej
elastycznosci (41 kPa) mogg mie¢ wplyw na wzrost komorek. Pomiar topografii powierzchni
podtozy poliakrylamidowych zostat przeprowadzony przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
pracujacego w trybie obrazowania. W celu oszacowania morfologii powierzchni podtozy uzyto
parametru RMS, bedacego miarg chropowatosci profilu powierzchni. Analizie poddano obrazy
0 wymiarach 1 um x 1 um zebrane dla podtozy o skrajnych sztywnosciach 0.4 kPa i 41 kPa,
ktére uprzednio poddano dehydratacji. Pomiar uwodnionych podtozy poliakrylamidowych nie

byt mozliwy, zarowno w trybie kontaktowym jak i bezkontaktowym.
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Rysunek 20. Topografia powierzchni podtozy poliakrylamidowych po dehydratacji.

Wysuszone podtoza poliakrylamidowe maja relatywnie gtadka powierzchni¢ o wspotczynniku
chropowato$ci wynoszacym 0.34 = 0.04 nm dla Zelu o elastyczno$ci 0.4 kPa i 0.29 + 0.02 nm
dla zelu o elastycznosci 41 kPa. Brak w literaturze informacji na temat chropowatos$ci podtozy
poliakrylamidowych wyznaczonej na podstawie pomiaru mikroskopia AFM (gtownie ze
wzgledu na trudno$¢ w uzyskaniu czytelnego obrazu powierzchni). Pomiar wysuszonych
podtozy poliakrylamidowych daje posrednia informacj¢ na temat rozmiaru porow w zelowej
sieci przestrzennej. Wysuszone podtoza umieszczone ponownie w roztworze wodnym
wykazuja zdolno$¢ do ponownego pecznienia, odzyskujac swoje wilasnosci elastyczne
(dane nie pokazane). Skuteczne zobrazowanie powierzchni zelu poliakrylamidowego bez
uprzedniej dehydratacji wydaje si¢ by¢ mozliwe jedynie przy uzyciu techniki skaningowej
mikroskopii elektronowej z przystawka w warunkach cieklego azotu (cryo-SEM). Obrazy
powierzchni podtozy poliakrylamidowych uzyskanych przy uzyciu techniki cryo-SEM zostaty
opublikowane przez Trappmanna i wsp. [47]. Przedstawiony $redni rozmiar porow w zelach
poliakrylamidowych waha si¢ w zakresie od 15 nm do 2.5 nm dla modutu elastycznosci od

0.5kPa do 115 kPa (modut elastyczno$ci wyznaczony z uzyciem mikroindentera Instron 5544).

2.4  Whnioski

Informacje uzyskane dzigki charakterystyce chemicznej i fizycznej podiozy

poliakrylamidowych moga zosta¢ podsumowane w nastepujacy sposob:
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vi.

Vii.

viil.

Powierzchniowe wtasnosci chemiczne podtozy poliakrylamidowych nie zmieniajg si¢
wraz ze wzrostem stezenia monomeréw akrylamidu dostepnych w reakcji
polimeryzacji.

Wzrost stezenia akrylamidu podczas reakcji polimeryzacji zelu poliakrylamidowego,
przy stalym stezeniu czynnika sieciujacego, powoduje zwigkszenie si¢ stopnia
usieciowania poliakrylamidu, czego przejawem jest wzrost jego sztywnosci.
Sztywnos¢ zeli poliakrylamidowych moze zosta¢ zmierzona technikg oscylacyjng przy
pomocy reometru rotacyjnego. Modut sprezystosci G’ Zelu poliakrylamidowego
przyjmuje warto$¢ kilkukrotnie wyzsza od modutu stratnosci G, dlatego tez sztywno$¢
zelu jest na og6t opisywana przy pomocy modutu G’.

Warto$¢ modulu ¢’ moze zosta¢ wyznaczona teoretycznie przy uzyciu statystycznej
teorii elastycznos$ci. Dla zelu poliakrylamidowego o stgzeniu 0.4% w/v czynnika
sieciujacego, przy zatozeniu, ze kazda czasteczka czynnika utworzyla elastycznie
aktywny punkt sieciowania, wynosi ona 63.45 kPa.

Uzyskane eksperymentalnie warto§ci modulu G’ mieszcza si¢ w  zakresie
0.4 kPa — 41 kPa i sg nizsze od wartosci wyznaczonej teoretycznie (63.45 kPa).
Oznacza to, ze ilos§¢ monomerdéw akrylamidu nie byla wystarczajaca aby zwigzac
wszystkie czasteczki czynnika sieciujacego.

Oszacowany stopien przereagowania czynnika sieciujacego dla proporcji akrylamidu
i bis-akrylamidu wykorzystanych w niniejszej pracy mieSci si¢ w zakresie
0.6% — 64.4%.

Lokalny pomiar wiasno$ci mechanicznych podtozy poliakrylamidowych pozwolit na
wyznaczenie wartosci modutu Younga, ktéra dla przebadanych podtozy miesci si¢ w
zakresie 3 kPa— 131 kPa, przy zatozeniu, ze wspotczynnik Poissona dla poliakrylamidu
wynosi 0.5.

Teoretyczna relacja pomigdzy modutem Younga i modutem sprezystosci dla zelu
poliakrylamidowego wynosi £'= 3G, jesli za wspotczynnik Poissona zostanie przyjgta
wartos¢ 0.5. Wyznaczona eksperymentalnie zalezno$¢ pokrywa si¢ z relacjg
teoretyczng przyjmujac nastepujaca forme: £= (3.2 + 0.2) G

Topografia powierzchni podtozy poliakrylamidowych scharakteryzowana przy
pomocy parametru chropowato$ci nie r6zni si¢ znaczaco dla podlozy o sztywnosci

0.4 kPai41 kPa (dla probek dehydratowanych).
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Rozdziat 3 — Elastycznos$¢ komoérek prostaty rosngcych na

powierzchni szkta

3.1 Wstep

Zasadniczym celem prowadzenia hodowli komérkowych jest odtworzenie istniejagcego
in vivo srodowiska komérkowego w uktadzie doswiadczalnym ex vivo, ktory pozwala na $cista
kontrole warunkéw zewngtrznych, stwarza mozliwo$¢ tatwej modyfikacji mikrosrodowiska
komorkowego oraz wszechstronng analize aktywnosci fizjologicznej komorek [1]. Hodowle
kultur komoérkowych prowadzi si¢ w $cisle okreslonych, wilasciwych dla kazdej linii
komorkowej warunkach, jak najbardziej zblizonych do tych panujacych w zywym organizmie.
Gléwnym zadaniem niniejszego rozdzialu byta charakterystyka uktadu modelowego raka
prostaty in vitro, ktory postuzy do dalszych badan nad rolg, jaka bodzce mechaniczne
odgrywaja w jego rozwoju. Zanim hodowane komorki begda przeniesione na opisane
w Rozdziale 2 podtoza poliakrylamidowe o rdznej sztywnosci, celem interpretacji wynikow
konieczna jest obserwacja i charakterystyka tych komoérek w hodowli konwencjonalnej,

tj. na szkle.

Na wstepie wazny jest wybor metod eksperymentalnych, ktore postuza do opisu
zachowania si¢ komorek. Szereg metod biologii molekularnej, biochemii czy genetyki pozwala
na Scisla charakterystyke profilu ekspresji genéw, wielkosci metabolizmu czy obecnos$ci
biatkowych markerow nowotworowych [2], [3]. Niniejsza praca doktorska skupia si¢ jednak
na wlasno$ciach mechanicznych zywych komorek, przez co metody eksperymentalne zostaty
wybrane w taki sposob, aby mozliwe bylo wyznaczenie parametrow zwigzanych przede
wszystkim z morfologia (ksztalt), organizacja wnetrza (cytoszkielet), oraz elastyczno$cia

komorek.

Pole powierzchni, objetos¢ oraz ksztatt komorek moze ro6znié si¢ znaczaco dla komoérek
zdrowych i zmienionych nowotworowo [4], [5]. Pokazano korelacje pomiedzy ksztaltem
przyjmowanym przez komorki, a zmiang ekspresji gendw, sygnalizacji komorkowej
i zywotno$ci komorek [6], [7]. Stopien rozptaszczenia komorek oraz ich ksztatt determinuje
kierunek roéznicowania si¢ komorek macierzystych [8]. Liczne prace autorstwa Ingbera i wsp.
pokazuja, ze procesy zyciowe takie jak podzial, wzrost czy $mier¢ sa kontrolowane

w komoérkach z uwzglednieniem parametrow geometrycznych [9]-[12]. Morfologia
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przyjmowana przez komorki zdrowe 1 nowotworowe jest $cisle powigzana z organizacjg ich
struktury wewngtrznej, gltéwnie cytoszkieletu komorkowego [13], [14]. To biatkowe
rusztowanie petni kluczowa rolg w regulowaniu podstawowych procesow zyciowych komorek,
takich jak migracja czy podziat [15]-[17]. Zaobserwowano, Zze zmiana organizacji
cytoszkieletu komorkowego podczas transformacji nowotworowej pozwala na deregulacje tych
procesOw promujac rozwoj choroby. Obserwacja ta stanowita punkt wyjscia do opracowania
terapii przeciwnowotworowych na bazie lekéw o dziataniu hamujacym polimeryzacje
cytoszkieletu [18]. Cytoszkielet komérkowy jest rOwniez narzedziem stuzacym do transmisji
bodZzcéw mechanicznych docierajacych do komoérki z zewnatrz oraz generowanych w jej
wnetrzu [19]. W efekcie przestrzenna sie¢ biatkowych filamentow moze by¢ traktowana jak
materiat biopolimerowy ulegajacy deformacjom i stanowigcy o wytrzymato$ci mechanicznej
komorki [20]. W zwigzku z powyzszym mozliwe jest zastosowanie teorii sprezystosci oraz
metod reologicznych do oceny wtasnosci mechanicznych pojedynczych komoérek [21]. Metoda
umozliwiajaca lokalny pomiar wiasnosci mechanicznych cytoszkieletu komorkowego jest
mikroskopia sit atomowych (AFM). Wyniki otrzymane z wykorzystaniem tej metody wskazuja

jednoznacznie, ze wlasnos$ci mechaniczne komorek zdrowych i nowotworowych roéznig sie

znaczgco [22]-[24].

Wyniki zawarte w ponizszym rozdziale przedstawiajg charakterystyke morfologiczng
trzech typow linii komorkowych prostaty tj. linii komorek prawidtowych (PZ-HPV-7) oraz
dwoch linii nowotworowych pochodzacych z przerzutu do moézgu (Dul45) i kosci (PC-3).
Charakterystyka morfologiczna obejmuje wyznaczenie parametréw opisujacych pole
powierzchni komorek (A), obwdd (O) oraz sferycznosé (S). Ponadto przeprowadzono
charakterystyk¢ nanomechaniczng Zzywych komoérek z wykorzystaniem mikroskopii sit
atomowych. Pomiar ten pozwolit na wyznaczenie wartosci modutu Younga komorek, bedacego
miarg ich elastycznosci. Wartos¢ modutu Younga zostala okreslona dla réznych glebokosci
ugiecia uktadu btona komoérkowa — cytoszkielet 1 skorelowana ze stopniem inwazyjnosci
badanych linii komoérkowych. Ostatecznie, dzigki obserwacjom prowadzonym w mikroskopie
optycznym mozliwa byta ocena tempa podziatu komdrkowego dla komorek hodowanych na

szkle.
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3.2  Materiaty i metody

3.2.1 Hodowla komoérkowa

W badaniach in vitro nad mechanizmem powstawania i metastazy raka gruczotu
krokowego wykorzystuje si¢ linie komodrkowe pochodzace z réznych stadiow procesu
chorobowego — od komorek wyizolowanych z prawidtowej tkanki gruczotlu, poprzez
wyizolowane w fazie tagodnego przerostu, az po komoérki pochodzace z wtoérnych ognisk raka
(przerzutow) [25]. W literaturze opisano dotychczas wilasciwosci kilkudziesieciu linii
komoérkowych, ktére sg wykorzystywane jako uklady modelowe w badaniach nad
powstawaniem raka prostaty [26], [27]. Trzy spo$rod nich zostaly wybrane do prezentowanych
tu badan — linia prawidlowa i dwie linie komoérek rakowych pochodzace z roznych stadiow

zaawansowania raka:

PZ-HPV-7 — prawidtowa linia komoérek nablonkowych wyizolowanych ze strefy obwodowe;j
prostaty 70-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej (Rys. 1A). Komorki te zostaty
unie$miertelnione z uzyciem wirusa brodawczaka ludzkiego (ang. human papilloma virus,
w skrocie HPV). Linia PZ-HPV-7 nie wykazuje zdolnosci do tworzenia guzoéw

nowotworowych, a w modelach in vitro raka prostaty uznawana jest za lini¢ referencyjna [28].

Dul45 — linia komoérkowa pochodzaca z przerzutéw raka prostaty do mézgu (Rys. 1B). Linia
ta zostata wyizolowana i po raz pierwszy opisana w 1978 r. przez Stone a i innych [29]. Dawcg
byt 69-letni m¢zczyzna rasy kaukaskiej cierpiacy na raka prostaty z rozleglymi przerzutami do
kosci udowej, kregostupa, watroby, ptuc i moézgu. W modelach in vitro linia Dul45 uznawana

jest za linig komorkowa charakteryzujaca si¢ umiarkowang inwazyjnoscia.

PC-3 — linia komoérkowa wyizolowana z przerzutu raka prostaty do kosci (Rys. 1C), ktora
zostata wyizolowana i opisana w roku 1979 przez Kaighna i innych [30]. Jej dawca byt 62-letni
me¢zczyzna rasy kaukaskiej cierpigcy na raka prostaty o wysokim stopniu agresji 1 rozlegtych
przerzutach, w tym do kosci. W modelach in vitro komorki linii PC-3 uznawane s3 za

charakteryzujace si¢ wysokim stopniem agresji.
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PZ-HPV-7 —

Rysunek /. Komorki prostaty (A) PZ-HPV-7, (B) Dul45 i (C) PC-3. Obrazy fluorescencyjne
przedstawiajgce cytoszkielet aktynowy, wybarwiony przy uzyciu falloidyny znakowanej
fluoroforem Alexa Fluor 488. Skala rowna 80 um.

Komorki wyzej opisanych linii wykazuja morfologi¢ charakterystyczng dla komorek
pochodzenia nabtonkowego (Rys. 1), jednak linie PC-3 i Dul45 cechuje szybszy wzrost i brak
inhibicji kontaktowej (tj. zahamowania wzrostu komorki w odpowiedzi na zetknigcie si¢

z powierzchnig innej komorki) [31].

Komorki linii PC-3 oraz Dul45 hodowane bytly w medium RPMI 1640 (ang. Roswell
Park Memorial Institute, Sigma) z 10% dodatkiem bydlgcej surowicy plodowej
(FBS, ang. Fetal Bovine Serum, Sigma), 1% L-glutaminy, 10 mM HEPES
(kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1- piperazynoetanosulfonowy, Sigma), 1 mM pirogronianu sodu
(Sigma), 2.5 g/L glukozy (Sigma), 100 U/ml penicyliny oraz 0.1 mg/ml streptomycyny
(Sigma). Komorki linii PZ-HPV-7 hodowane byly w medium Keratinocyte-SFM
(ang. Serum Free Medium, GIBCO) z dodatkiem 0.2 ng/ml EFG (ang. Epidermal Growth
Factor, GIBCO) oraz 30 mg/ml bydlgcej surowicy przysadkowej (GIBCO). Komorki
namnazane byly w plastikowych butelkach hodowlanych 1 pasazowane po uzyskaniu petnej
konfluencji (ok. 3-4 dni dla Dul145 i PC-3, oraz 5-7 dni dla PZ-HPV-7). Do pomiaru komorki
wysiewano na sterylne szkietka nakrywkowe (o s$rednicy 15 mm, Thermo Scientific).
Zawiesina zawierata 30.000 komorek/mL medium. Pomiary wykonywano dla trzech punktow
czasowych — po 24 h, 48 h i 72 h od wysiania w przypadku mikroskopii fluorescencyjnej oraz
mikroskopii sit atomowych. Tempo podziatu komodrek badano dla 4 punktow czasowych — po
24 h, 48 h, 72 h i 96 h. Przez caly okres trwania hodowli komorki inkubowano w temperaturze

37°C, w atmosferze o 5% stezeniu COz2 i duzej wilgotnosci (> 98%).
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3.2.2 Mikroskopia fluorescencyjna

Mikroskopia fluorescencyjna jest odmiang mikroskopii $wietlnej, ktora dzieki
zastosowaniu znacznika zdolnego do emisji sygnalu fluorescencyjnego po wzbudzeniu
swiatlem o odpowiedniej dtugosci fali pozwala na identyfikacje struktur subkomorkowych
[32]. W niniejszej pracy mikroskopia fluorescencyjna zostata zastosowana w celu wizualizacji

cytoszkieletu aktynowego oraz jadra komérkowego.

Komérki wyhodowane na szkietkach nakrywkowych plukano roztworem PBS
(ang. Phosphate Buffered Saline, Sigma) przez 2 minuty, a nastgpnie inkubowano z 3.7%
roztworem paraformaldehydu (Sigma) przez 20 minut w celu ich utrwalenia. Po zakonczeniu
inkubacji kazdy preparat ptukano trzykrotnie roztworem PBS. Kolejnym krokiem byta
permabilizacja btony komorkowej, ktéra umozliwi wniknigcie barwnikéw fluorescencyjnych
do wnetrza komoérki. W tym celu utrwalone preparaty inkubowano z 0.2% roztworem Triton
X-100 (Sigma) w temperaturze 4°C przez 5 min. Nastepnie preparaty trzykrotnie ptukano PBS.
Falloidyna znakowana fluoroforem Alexa Fluor 488 (Invitrogen) zostata wykorzystana w celu
wizualizacji filamentow aktynowych komorki, natomiast odczynnik Hoechsta (Invitrogen)
postuzyt do wybarwienia jader komodrkowych. Falloidyna (1 U/ml) inkubowana byta
z komorkami przez 30 min, a odczynnik Hoechsta (0.001 mg/ml) przez 5 min. Po zakonczeniu
inkubacji kazdy z preparatow kilkakrotnie przeptukano w celu usunigcia niezwigzanych

czasteczek barwnika.

Obrazy fluorescencyjne rejestrowano przy uzyciu dwoch mikroskopdéw: Olympus 1X71
wyposazony w lampe LED i1 Olympus IX51 wyposazony w 100 W lampe rteciowq
robwnomiernie o$wietlajaca caty obszar probki (mikroskopy dostepne sa w Pracowni Badan
Mikrouktadow Biofizycznych IFJ PAN). W kazdym z mikroskopow rejestracje sygnatu
fluorescencyjnego umozliwiaty dwa filtry: U-MWIG2 (Awzbudzenia = 530 — 550 nm,
demisii = 590 nm) do rejestracji sygnalu w zakresie S$wiatla zielonego oraz U-MNB2
(Awzbudzenia = 470 — 490 nm, Aemisii = 520 nm) do rejestracji sygnalu w zakresie $wiatta
niebieskiego. Mikroskop IX71 wyposazony jest w kamer¢ cyfrowa XC10
(Olympus, 1376 px x 1032 px), natomiast mikroskop IX51 w kamerg cyfrowa XC30
(Olympus, 2080 px x 1544 px), ktore umozliwiajg rejestracje obrazow. Wszystkie obrazy
zarejestrowano z uzyciem programu CellSense Dimensions (Olympus) przy pomocy

obiektywow z 20x, 40x, 60x oraz 100x powickszeniem.
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3.2.3 Analiza wielkoSci 1 ksztattu komorek

Jak przedstawiono we wstepnie do niniejszego rozdziatu, wielko$¢ 1 ksztalty
przyjmowane przez komorki sg $cisle powigzane z petniong przez nie funkcja i moga ulegaé
modyfikacjom w stanach patologicznych organizmu. Czgsto wystepujacymi w literaturze
parametrami opisujacymi morfologie komorek sa pole powierzchni, obwdd oraz sferyczno$¢
[33], [34].

Analize obrazéw fluorescencyjnych przeprowadzono z uzyciem darmowego oprogramowania
do analizy obrazu mikroskopowego NIH ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Ksztalt kazdej
z komorek obrysowywano recznie, przeliczajac ilos¢ rejestrowanych pikseli na ilosé
odpowiadajacych im mikrometrow. Pole powierzchni komérek (A) przedstawione jest w [um?],
obwdd komorek (O) w [um], natomiast sferycznos¢ (S) jest parametrem bezwymiarowym

zdefiniowanym jako:

Pole powierzchni komoérki (1)

S =4rm
[0bwb6d komoérki]?

Parametr S osiaga warto$¢ 1.0 dla idealnego kota a zbliza si¢ do wartosci 0.0 ze wzrostem

wydtuzenia komorki. Tylko pojedyncze komoérki zostaty poddane analizie.

3.2.4 Mikroskopia Sit Atomowych

Pomiar elastycznos$ci przy uzyciu mikroskopu sil atomowych jest Zrédlem informacji
na temat lokalnych wiasnosci lepkosprezystych badanej probki. Niewatpliwag zaleta tego
eksperymentu jest mozliwos¢ prowadzenia pomiaru w cieczy, co pozwala na utrzymanie
komorek w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Charakterystyka nanomechaniczna
uktadu modelowego raka prostaty stanie si¢ punktem wyjscia do badan odpowiedzi

mechanicznej komoérek rosnacych na podtozach o réznej sztywnosci w kolejnym rozdziale.

Pomiar elastyczno$ci zywych komorek przy uzyciu mikroskopu sit atomowych (Xel20, Park
Systems, znajdujacy si¢ w Pracowni Badan Mikrouktadéw Biofizycznych IFJ PAN),
prowadzony byt w medium hodowlanym wiasciwym dla kazdej linii komorkowej. Przed
przystapieniem do pomiaru szkietka z komorkami byly dwukrotnie przeptukiwane w medium
w celu usunigcia komorek stabo zwigzanych z powierzchnig szkta. Przygotowang probke

umieszczano na skanerze piezoelektrycznym, zwracajac szczeg6lng uwage, aby komorki
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znajdowaly si¢ caly czas w cieczy. Do pomiarow wlasnosci mechanicznych komoérek wybrano
sondy typu OTR4 (Bruker) posiadajace ostrza probkujace o geometrii czworobocznej piramidy.
W pierwszej kolejnosci dokonywano kalibracji analogicznej jak przed pomiarem elastycznosci
podtozy poliakrylamidowych, a nastgpnie rozpoczynano pomiar®. Procedura obejmowata

nastepujace etapy:

— pomiar czg¢stotliwosci rezonansowej sprezynki,

— rejestracja kalibracyjnej krzywej sita-odlegtos¢ na szkle, w miejscu wolnym od
komorek,

— wyznaczenie wspdlczynnika czutosci detektora,

— rejestracja krzywych sita-odleglo$¢ na pojedynczych komorkach.

Rysunek 2. Pomiar krzywych sita-odleglos¢ w mikroskopie sit atomowych (rysunek nie w skali).

Dla kazdego preparatu mierzono ok. 30 komorek, rejestrujac 36 krzywych z kazdej komorki

w obszarze kwadratu o boku 5 um (Rys. 2).

3.2.5 Analiza wlasno$ci mechanicznych komorek

Dane pomiarowe opracowywano z uzyciem oprogramowania wlasnego Laboratorium
Badan Mikrouktadéw Biofizycznych oraz programu OriginLab 9.0. Po wyznaczeniu punktu
kontaktu sondy AFM z powierzchnig komoérki odejmowano krzywa kalibracyjng od krzywe;j

zarejestrowanej na komorce. Uzyskana zalezno$¢ sita nacisku — indentacja byta dopasowywana

8 Dokladny opis budowy mikroskopu sit atomowych, zasada jego dziatania i prowadzenia pomiaru wlasnos$ci
elastycznych probek zostaty przedstawione w Rozdziale 2.
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z uzyciem funkcji opisanej w Rozdziale 2 (model zaktadajacy stozkowy ksztatt probkujacego
ostrza). Nastepnie wyznaczano wzgledng warto§¢ modutu Younga Ekomerki, przy zalozeniu, ze
wspotczynnik Poissona jest rowny 0.5. Zatozenie to jest stuszne w przypadku zywych komorek,

ktére moga by¢ traktowane jak material niescisliwy.

3.2.6  Wyznaczenie czasu podwojenia populacji komorek

Przy zalozeniu, ze kazda komorka dzieli si¢ na dwie potomne, mozliwe jest
wyznaczenie czasu podwojenia populacji komorek tq [35]. W tym celu, przez cztery kolejne
dni trwania hodowli komorkowej rejestrowano obrazy fluorescencyjne z uzyciem obiektywu
o niewielkim powigkszeniu (10x). Liczb¢ komorek zliczano i odktadano na wykresie jako
warto$¢ $rednig + odchylenie standardowe. Nastepnie do punktéw dopasowywano funkcje

postaci:

y(t) = yoekt (6)
gdzie yo oznacza liczb¢ komorek w czasie to, k to stata wzrostu komorek, a t czas. Czas
podwojenia ty wyznaczany jest z zaleznosci:

n2
tg = % (7)

Do wyznaczenia niepewnosci pomiarowej uzyta zostata r6zniczka zupetna postaci:

n2

o(ty) = 22 o(k) ®)

3.2.7 Statystyka

Obserwowane rozktady warto$ci pola powierzchni, obwodu oraz sferycznosci komoérek
sa rozktadami niesymetrycznymi. Aby zanalizowac je w sposob ilosciowy, histogramy opisano
rozktadem logarytmicznie normalnym. Gegstos¢ tego rozkladu przedstawia funkcja:

[zl

e aw? 9)

Y= Yo+

2TwWX

gdzie xc oznacza warto$¢ $rednig, a W odchylenie standardowe tej wartosci. Dodatkowo, w celu

opisania ksztattu rozktadow uzyto dwoch parametrow — skosnosci 1 kurtozy. Wspotczynnik
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skosnosci (Skew, ang. skewness), bedacy miarg asymetrii rozktadu, przyjmuje wartos¢ 0 dla
rozktadu symetrycznego, wartosci ujemne dla rozkltadow o lewostronnej asymetrii 1 wartosci
dodatnie dla rozktadéw o prawostronnej asymetrii. Znak wspotczynnika asymetrii wskazuje na
jej kierunek, natomiast jego warto$¢ bezwzgledna okre$la site asymetrii. Sko$nos¢ (Skew)

wyraza si¢ nast¢pujagcym wzorem:

n

n X
(n—-1)(n-2) i=1(

— X3
Skew = = ) (10)

gdzie, X1 to kolejne warto$ci zmiennej, X i sd to odpowiednio warto$¢ $rednia i odchylenie
standardowe, a n liczebno$¢ proby. Wzor na btad standardowy wspotczynnika skosnosci SEskew

ma postac:

SEgken = J& (1)

n=2)(n+1)(n+3)

Kurtoza (K, ang. kurtosis), tzw. wspotczynnik skupienia, jest traktowana jako miara
koncentracji wynikow wokot warto$ci centralnej xc. Kurtoza przyjmuje warto$¢ 3 dla rozktadu
normalnego (mezokurtycznego). Dla rozkltadow wysmuktych (leptokurtycznych) jest wicksza
od 3, a dla rozktadow sptaszczonych (platykurtycznych) przyjmuje wartosci mniejsze od 3.
Kurtoza wyraza si¢ nastgpujacym wzorem:

n(n+1)

_ n ( 3(n—1)>2
T (n-D(n-2)(n-3) <=1

(n-2)(n-3)

Xi—f 4 _
sd )

(12)

gdzie, x1 sg kolejnymi warto§ciami zmiennej, X i Sd oznaczajacymi odpowiednio warto$é

srednig 1 odchylenie standardowe, a n jest liczebnosciag proby. Wzor na btad standardowy

2-1
SEx = 2 SEsiew /m—z)Tm (13)

Analizie poddano nie mniej niz 100 komorek w przypadku kazdej linii komorkowe;.

kurtozy SEx ma postac:

Wartosci $rednie  modutlu elastycznosci, wraz z odchyleniem standardowym
wyznaczono dla glgbokosci probkowania z zakresu 100 nm — 600 nm. Dla kazdej linii
komorkowe] wykonano trzy niezalezne pomiary. Modut Younga byt wyznaczony dla ok. 90
komoérek z kazdej linii komorkowej. W celu weryfikacji istotno$ci statystycznej
obserwowanych rézni¢ w parametrach opisujacych ksztaltt komorek oraz ich elastycznosé

wykonano t-test Studenta dla zmiennych niepotaczonych z przedziatem ufnosci rownym 95%.
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Oznaczenie istotnosci statystycznej stosowane w pracy: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,

bs — brak roznic istotnych statystycznie.

3.3 Uzyskane wyniki i ich dyskusja

3.3.1 Morfologia komorek prostaty rosngcych na szkle

Pole powierzchni zajmowane przez przylegajaca do podtoza komorke oraz jej ksztalt sa
wynikiem dynamicznej interakcji pomigdzy btong komoérkowa, poszczegdlnymi elementami
cytoszkieletu i miejscami adhezji komorki z podiozem [11], [36]. Istotnym parametrem
stosowanym do opisu morfologii komoérki jest jej wielko§¢ wyznaczana na podstawie
zarejestrowanych obrazow optycznych. Moze ona zostaé przedstawiona jako pole powierzchni

(A) zajmowane przez komorki, co pozwoli na poréwnanie ich wzajemnych rozmiaréw (Rys. 3).

PZ-HPV-7

Rysunek 3. Morfologia komorek linii PZ-HPV-7 (A), Dul45 (B) i PC-3 (C) w hodowli na szkle.
Obrazy fluorescencyjne przedstawiajq cytoszkielet aktynowy (kolor zielony), wybarwiony przy
uzyciu falloidyny znakowanej fluoroforem Alexa Fluor 488 oraz jgdro komérkowe (niebieski)
zabarwione odczynnikiem Hoechsta. Skala wynosi 10 um.

Warto$¢ pola powierzchni nie opisuje jednak w pelni morfologii badanych komoérek. W celu
uzyskania doktadniejszej informacji na temat ksztaltu przyjmowanego przez komorki
konieczne jest wprowadzenie dodatkowych parametrow uzupetiajacych opis morfologiczny
komorek. Takimi parametrami sg obwdd komorki (O) 1 jej sferycznosé (S). Tabela 1
przedstawia wartosci Srednie, a Rysunek 4 rozktady wartosci tych parametrow wyznaczonych
dla linii komoérkowych PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3 po 24 h ich wzrostu na powierzchni szkta.
Srodek rozkladu zostal wyznaczony na podstawie dopasowania funkcji logarytmicznie

normalnej. Warto zwréci¢ uwage nie tylko na wartosci liczbowe uzyskane z dopasowania
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funkcji, ale takze na ksztalt histogramoéw, gdyz jego charakter niesie informacj¢ na temat
niejednorodnosci badanej populacji.
Tabela 1. Wartosci pola powierzchni, obwodu i sferycznosci komorek linii PZ-HPV-7, Dul45

i PC-3 zaprezentowane jako wartos¢ srednia + SD wyznaczonych z dopasowania funkcji
logarytmicznie normalne;j.

Pole powierzchni Obwdd komorki Sferycznosé

A [um?] O [um] S
PZHPV-7 1053 £17 139+ 1 0.74+0.11
Dul45 745+ 15 109+ 1 0.82+0.10
PC-3 764 +47 1328 0.74 £0.32

Podobnie jak dla innych typow nowotworéw, komodrki prawidlowe prostaty PZ-HPV-7
charakteryzuja si¢ wigkszym polem powierzchni niz obie badane linie nowotworowe. Taka
relacja pomiedzy komorkami prawidlowymi, a zmienionymi nowotworowo jest obserwowana
zarowno w przypadku raka piersi [37] jak i skory [38]. Pola powierzchni wyznaczone dla
komorek PC-3 i Dul45 sg nierozroznialne w granicy btedu eksperymentalnego (Tab. 1). Nie
oznacza to jednak, ze ksztalty przyjmowane prze komoérki sa podobne. Komorki linii Dul45
posiadajg ksztalt zblizony do idealnej kuli o parametrze sferycznosci rownym 0.82 + 0.10,
natomiast komorki linii PC-3 posiadaja ksztalt wydtuzony, zblizony do elipsy. Parametr

sferycznosci dla tych komoérek wynosi 0.74 + 0.32.

Obwod komorek PZ-HPV-7 i PC-3 wynosi odpowiednio 139 um i 132 um, podczas gdy
komorki linii Dul45 maja najmniejszy obwdd réwny 109 um. Wartosci $rednie parametru
sferycznosci zamieszczone w Tabeli 1 sugeruja, ze komoérki linii PZ-HPV-7 oraz PC-3
przybieraja podobny ksztatt (maja rowny parametr sferycznosci). Obrazy morfologiczne dla
tych komorek przedstawiajg jednak rozne ksztatty, komorki PC-3 majg ksztalt bardziej
wydhuzony niz komorki PZ-HPV-7.
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Rysunek 4. Rozklady wartosci pola powierzchni, obwodu oraz sferycznosci komorek prostaty
rosngcych na szkle wyznaczone po 24 h hodowli. Panel A-C przedstawia rozktad pola
powierzchni komorek, panel D-F rozktad obwodu komorek, a panel G-I rozkiad ich
sferycznosci.

Komorki linii PC-3 charakteryzuje niejednorodny ksztatt z duza iloscig wypustek 1 pofaldowan,
podczas gdy komorki linii PZ-HPV-7 przyjmuja ksztalt bardziej jednorodny. Pochodzace
z obwodowej strefy gruczotu krokowego komorki PZ-HPV-7 wykazuja morfologie
charakterystyczng dla zdrowych komoérek nabtonkowych. Komorki tworzace odlegle, wtorne
ogniska nowotworowe na ogo6l morfologicznie nie przypominajg komorek tkanki z ktorej sie
wywodza. Srodowiskiem komérek PC-3 wyizolowanych z przerzutu raka prostaty do kosci nie
jest tkanka nabtonkowa, ale tkanka kostna, zbudowana z biatek macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
i komorek osteoblastow. Pole powierzchni komoérek PC-3 jest znacznie mniejsze od
osteoblastow, ale obie linie komoérkowe posiadajg charakterystyczny, elipsoidalny ksztalt

z licznymi wypustkami [39].
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Zarowno obrazy fluorescencyjne na Rysunku 3 jak i rozktady na Rysunku 4 pozwalajg
stwierdzi¢, ze zakres przyjmowanych przez komorki ksztattow jest specyficzny dla kazdej linii
komoérkowej. Interpretacje uzyskanych wynikow wzbogacaja parametry charakteryzujace

ksztalt analizowanych rozktadow — sko$nosc (Skew) i kurtoza (K), (Rys. 5).

A B [ PZ-HPV-7
2,0 4 Dul45
EPC-3
3 il
1,51
2 4
2 1,0 N
Q 14
.
N
0,5 07
-1
0,0 . .
Pole Obwod  Sferycznosé Pole Obwaod  Sferycznosé
powierzchni (0) (S) powierzchni (0) (S)
(A) A

Rysunek 5. Wartosci miar ksztaltu histogramu, tj. kurtozy i skosnosci wyznaczonych dla
rozktadow przedstawionych na Rysunku 4 opisujgcych morfologie badanych komorek.

W przypadku rozktadéw pola powierzchni zajmowanego przez komorki histogramy uzyskane
dla wszystkich trzech linii komodrkowych sga skosne prawostronnie. Oznacza to, ze
w przebadanych populacjach wielkos¢ wigkszosci komorek jest wyzsza od wartosci Sredniej.
Najnizsza wartos¢ kurtozy wykazuje rozktad pola powierzchni dla komorek linii PZ-HPV-7,
anajwyzsza rozktad komorek linii PC-3. Takie wartosci kurtozy sugeruja, ze wielko$¢ komorek
linii prawidtowej (PZ-HPV-7) cechuje rozktad stosunkowo ptaski, ale najmniej asymetryczny,
natomiast najwigksza asymetria rozktadu wystepuje dla komoérek o najwiekszej inwazyjnosci
(PC-3). Komorki linii Dul45 posiadaja rozkltad pola powierzchni o umiarkowane;
asymetryczno$ci i sptaszczeniu. Sita asymetrii rozktadu obwodu komorek jest w zakresie btedu
eksperymentalnego poréwnywalna dla wszystkich badanych linii komoérkowych. Tak jak
w przypadku rozktadéw pola powierzchni s3 one skos$ne prawostronnie, co oznacza

wystepowanie wartosci wigkszych od wartosci $rednie;.

Rozktad sferycznos$ci, wskazujacej na podtuzny lub sferyczny ksztatt komorek, rowniez
wykazuje charakter dodatnio sko$ny. Wyraznie mniejsza asymetri¢ przejawia rozktad dla
komorek linii PC-3. Rozktady wartoéci sferycznos$ci komorek linii PZ-HPV-7 i Dul45

charakteryzuja si¢ poréwnywalng skosnosciag. Porownywalna w zakresie biledu
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eksperymentalnego jest tez dla powyzszych linii komorkowych warto$¢ kurtozy, z duzym
odstepstwem w przypadku inwazyjnej linii PC-3, ktérej ujemna warto$¢ kurtozy oznacza silne

splaszczenie rozkladu sferycznosci (Rys. 4G, 4H, 41).

3.3.2 Elastycznos$¢ komorek prostaty rosngcych na szkle

Pomiary elastycznos$ci komoérek prostaty rosnacych na szkle zostaly przeprowadzone
w trzech punktach czasowych: po 24 h, 48 h i 72 h od rozpoczecia hodowli. Mialy one na celu
oceng¢ organizacji cytoszkieletu komorkowego w zalezno$ci od (i) typu badanych komorek,
tj. prawidlowe i nowotworowe, (ii) gltebokos$ci nacisku probkujacej sondy AFM, (iii) czasu
wzrostu komorek. Struktura cytoszkieletu aktynowego w zywych komorkach PZ-HPV-7,
Dul45 i PC-3 moze zosta¢ zwizualizowana przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej (Rys. 3).
Pomimo wysokiej rozdzielczosci w ptaszczyznie probki, uzyskany obraz fluorescencyjny nie
pozwala na oceng¢ przestrzennej organizacji cytoszkieletu. Badajac stopien ugiecia
cytoszkieletu w odpowiedzi na przylozong zewng¢trznie sit¢ mozna w sposob posredni otrzymac
informacj¢ na temat jego wytrzymaloSci 1 usieciowania. Ponadto, modut Younga
odzwierciedlajacy wlasnosci elastyczne badanego materialu, moze zosta¢ wyznaczony dla
réznych glebokosci indentacji. Pozwoli to na ocen¢ zmian organizacji cytoszkieletu w roznych
jego warstwach, poczawszy od filamentow znajdujacych si¢ tuz pod blona komodrkowa
(na glebokosci okoto 100 nm), az po obszary zlokalizowane na glebokosci kilkuset

nanometrow.

W niniejszej pracy wlasnosci elastyczne komorek zostaty wyznaczone dla glebokosci
indentacji z zakresu od 100 nm do 600 nm. Zatozenie poczatkowego punktu analizy na
glebokosci 100 nm jest zwigzane z faktem, ze dla mniejszych warto§ci wyznaczenie punktu
kontaktu sondy AFM z powierzchnig komorki jest obarczone duzym bledem. Maksymalna
glebokos¢ indentacji 600 nm jest podyktowana ograniczeniem sity, jaka mozna zastosowaé
podczas rejestracji krzywych sita—odlegto§¢ przy uzyciu ostrzy OTR4, z powodu ich
niewielkiej statej sprezystosci (k = 0.02 N/m).

Rysunek 6 przedstawia rozktady wyznaczonych wartosci modutu Younga otrzymane dla dwoch
réznych glebokosci probkowania — 200 nm i1 600 nm, dla komdrek rosnacych przez 24 h, 48 h
172 h od momentu wysiania. O$ rzednych przedstawia wartosci modutu Younga (£), natomiast

o$ odcigtych liczbe zmierzonych komorek (N).
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Rysunek 6. Rozktady wartosci modutu Younga dla linii komoérkowych PZ-HPV-7, Dul4b
i PC-3 dla niewielkiej glebokosci indentacji 200 nm oraz dla duzej glebokosci indentacji
600 nm. Wykresy A, B, C przedstawiajq komorki po 24 h hodowli, D, E, F — po 48 h hodowli,
a G, H, 1 po 72 h hodowli.

W przypadku niewielkiej wartosci glebokosci indentacji jaka jest 200 nm, odpowiedz
mechaniczna komorki jest zwigzana glownie z powierzchniowa warstwg cytoszkieletu
aktynowego, zakotwiczonego w btonie komorkowej. Dla glebokosci 600 nm odpowiedz
mechaniczna komorki bedzie pochodzita z gltebszych warstw cytoszkieletu. Dodatkowo pole
kontaktu powierzchni z ostrzem AFM na glebokosci indentacji 200 nm jest znaczgcO mniejsze
niz dla gltebokosci 600 nm. Oznacza to, ze mniejsze glebokosci indentacji bgda zrodiem

odpowiedzi pochodzacej z mniejszej objetosci komorki.

Probkowanie wlasnosci elastycznych komorek na glebokosci 200 nm pozwala na
uwypuklenie lokalnych niejednorodnosci cytoszkieletu, czego przejawem sg szerokie rozktady
wartosci modulu Younga na Rysunku 6 (kolor czarny). Wraz ze wzrostem indentacji

obserwowane jest znaczace zwezenie rozktadow oraz przesunigcie srodka cigzkosci w strone
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nizszych wartosci (kolor szary). Oznacza to, ze zwigkszenie glebokosci nacisku sondy AFM
uniemozliwia zobrazowanie subtelnych niejednorodnosci i1 odzwierciedla usredniong
podpowiedz cytoszkieletu zwigzang ze zwickszeniem si¢ pola kontaktu ostrza AFM

z powierzchnig probki.
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Rysunek 7. Zaleznos¢ modutu Younga W funkcji glebokosci indentacji dla komorek linii
PZ-HPV-7 (kwadraty), Dul45 (kota) i PC-3 (trojkqty) po 24 h (A), oraz 72 h hodowli (B).
(C, D) relacje wartosci modutu Younga dla linii PZ-HPV-7, Dul45 oraz PC-3 wyznaczone na
maksymalnej glebokosci indentacji 600 nm po 24 h (C), oraz 72 h hodowli (D). Istotnos¢
statystyczna ***P < (0.001 zostala potwierdzona przy uzyciu t-testu Studenta.

Rysunek 7 przedstawia wartosci modulu Younga wyznaczone dla trzech badanych linii
komorkowych prostaty po 24 h 1 72 h od rozpoczgcia hodowli komorkowej. Warto§¢ modutu
Younga dla komorek linii PZ-HPV-7 wynosi 3.93 + 0.98, dla komorek linii Dul45 2.18 £ 0.41,
a dla komorek linii PC-3 2.91 + 0.59 po 24 h od posiewu. Warto$ci te nie ulegaja znaczacej
zmianie w przypadku, gdy komorki hodowane sg przez 72 h. Wyznaczone $rednie wartosci
modutu Younga wynoszg wtedy 3.56 = 0.87, 2.04 £ 0.46 i1 2.44 + 0.46 odpowiednio dla
komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3. Relacja modutéw Younga komorek linii PZ-HPV-7,
Dul45 i PC-3 wyznaczonych na glgbokosci indentacji 600 nm przyjmuje nastgpujaca postac:

Epz.Hpv7 > Epca > FEpuwss 1 nie ulega zmianie w kolejnych dniach wzrostu komorek.

Niniejsza praca nie jest pierwszg probg poszukiwania korelacji pomigdzy wtasnosciami
mechanicznymi komorek raka prostaty o r6znym potencjale metastatycznym hodowanych na
szkle. Opublikowana w roku 2008 praca autorstwa Farii 1 wsp., pokazata r6znice w wartosciach

modutu Younga mierzonych przy uzyciu mikroskopu sit atomowych [40].
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Rysunek 8. Pordéwnanie wartosci modutu Younga wyznaczonych w niniejszej pracy
z wartoSciami literaturowymi.

Kolejna praca autorstwa Lekka i wsp., jest przykltadem wnikliwej analizy wlasnosci
mechanicznych komoérek wyizolowanych z pigciu réznych typdéw nowotworow w tym
nowotworu prostaty [41]. Prezentowane w literaturze wartosci modutu elastyczno$ci uzyskane
dla tego samego typu komorek rdznig si¢ miedzy sobg (Rys. 8). Potencjalnymi zrodtami
obserwowanych roznic moga byé¢: (i) inne metody kalibracji sond pomiarowych, (ii) rézna
geometria ostrzy uzytych do pomiaru, (iii) zmienna gleboko$¢ wyznaczenia warto$ci modutu
Younga (w pracy Farii i wsp. 3000 nm, w pracy Lekka i wsp. 500 nm). Ponadto, powodem
rozbieznosci mogg by¢ inne warunki prowadzenia hodowli komoérkowej, sktad pozywek
hodowlanych oraz odczynnikow. Praca autorstwa Dochevy 1 wsp., przedstawia zmian¢ warto$ci
modutu Younga oraz pola powierzchni komorek raka prostaty w zaleznosci od biatka (kolagen
| lub fibronektyna), ktorym pokryte zostaly szkietka nakrywkowe uzyte do hodowli [42].
Rosngce na szkietkach pokrytych kolagenem I komoérki PC-3 majg warto§¢ modutu Younga
réwna ~ 4.3 kPa, natomiast komorki rosngce na szkle pokrytym fibronektyng ~ 3.2 kPa.

Cytoszkielet komorkowy jest zbudowany z elastycznych filamentéw o r6znej dugosci
I grubosci, a zgodnie z modelem tensegralnym odpowiada za utrzymanie napigcia w strefie
korowej komorki [43]. Wyznaczajgc elastyczno$¢ cytoszkieletu komérkowego w zakresie
kilkuset nanometrow od btony komoérkowej, mozemy zatozy¢, ze cytoszkielet aktynowy jest
glowng sktadowa odpowiedzialng za reakcj¢ mechaniczng komorki [44], [45]. Obserwowane

na Rysunku 7 zmiany wartosci modutu Younga towarzyszace wzrostowi indentacji od 100 nm
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do 600 nm wynikaja ze zmiany organizacji cytoszkieletu w ré6znych warstwach komorki oraz

ze zwigkszenia si¢ pola kontaktu ostrza AFM z powierzchnig komorki.

Zalezna od glebokosci indentacji réznica w odpowiedzi mechanicznej komorek zostata
zaobserwowana dla fibroblastow, erytrocytow oraz komorek pecherza moczowego [45], [46].
W celu ilosciowego oszacowania wielkosci obserwowanych zmian zostal wykorzystany
parametr R, zdefiniowany jako stosunek warto$ci modutu Younga dla matej i duzej wartosci
indentacji. W przypadku komérek prostaty wybrano dwie wartosci — 200 nm i 600 nm®.

R= 2% (14)

Eso00

Takie podejscie pozwala na uniezaleznienie si¢ od wartosci poczatkowej modutu wyznaczone;j
dla niewielkiej indentacji, ktéra zwykle jest obarczona duzym bledem. Ponadto umozliwia

uwidocznienie r6znic w niejednorodnosci struktury cytoszkieletu w gradiencie glebokosci.
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Rysunek 9. (4) Rozktad wartosci parametru R dla trzech linii komérkowych PZ-HPV-7, Dul45,
PC-3. (B) Wartos¢ srednia parametru R oraz jej odchylenie standardowe dla badanych typow
komorek wynosi odpowiednio: 0.60 + 0.12 dla PZ-HPV-7, 0.51 + 0.13 dla Dul45 oraz
0.48 + 0.17 dla PC-3. Oznaczenie istotnosci statystycznej: ***P<(.001, bs — brak roznic
istotnych statystycznie.

Widoczne na Rysunku 9B wartosci parametru R $wiadczg o wigksze] przestrzennej
jednorodnosci cytoszkieletu komorek linii prawidtowej PZ-HPV-7 w poréwnaniu z komorkami

pochodzacymi z przerzutu do mézgu (Dul45) oraz kosci (PC-3). Warto$¢ parametru R dla

® Parametr R zostal po raz pierwszy wprowadzony w pracy magisterskiej K. Pogody ,,Wlasnosci reologiczne
cytoszkieletu aktynowego w zywych komorkach” (WBBiB UJ, 2010). Wyniki pracy magisterskiej zostaly
opublikowane w pracy Pogoda i wsp. "Depth-sensing analysis of cytoskeleton organization based on AFM
data." European Biophysics Journal 41.1 (2012): 79-87.
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komorek prawidlowych wynosi 0.60 & 0.12, a dla komorek z przerzutu raka prostaty do mozgu

1 kosci odpowiednio 0.51 £0.1310.48 = 0.17.

3.3.3 Czas podwojenia populacji komoérek prostaty rosngcych na szkle

Tempo podziatlu komorkowego jest istotnym parametrem w kontek$cie badan nad
nowotworami. Wyznaczenie czasu podwojenia populacji komorek linii PZ-HPV-7, Dul45
I PC-3 bylo mozliwe dzigki rejestracji obrazow fluorescencyjnych jader komoérkowych
w czterech punktach czasowych: po 24 h, 48 h, 72 h 1 96 h od rozpoczecia hodowli. Zliczanie
komorek odbywato si¢ manualnie. Srednia liczba komoérek zostala odtozona na osi rzednych
w funkcji czasu trwania hodowli komdrkowej. Dopasowanie funkcji eksponencjalnej opisane;j

w paragrafie 3.2.6 umozliwito wyznaczenie czasu podwojenia populacji.
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Rysunek 10. Wyznaczenie czasu podwojenia populacji komorek na podstawie zdjecé
fluorescencyjnych rejestrowanych w czterech kolejnych punktach czasowych. (A) Dopasowanie
rownania (6) do wyznaczonej eksperymentalnie sredniej liczby komorek. (B) Czas podwojenia
dla komorek linii prawidlowej PZ-HPV-7 jest najdiuzszy i wynosi 46.7 + 3.9 [h], krotszy dla
komorek Dul45 29.8 = 2.6 [h], i najkrotszy dla komorek PC-3 25.5 = 2.5 [h]. Analiza wykazata
istotng statystycznie roznice (***P < 0.001) pomiedzy czasem podwojenia populacji komorek
linii prawidtowej, a liniami nowotworowymi oraz brak istotnej statystycznie roznicy (bs)
pomiedzy linig komérek PC-3, a linig Dul45%.

Zgodnie z tendencja obserwowang powszechnie w literaturze, czas podwojenia komorek
pochodzacych z wtérnych ognisk nowotworowych jest krotszy niz dla komoérek prawidtowych.

Czas podwojenia populacji komorek linii Duld5 i PC-3 jest w granicy bledu

10 Graniczny poziom istotno$ci wyniést P = 0.1079.
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eksperymentalnego nierozroznialny i wynosi odpowiednio 29.8 £ 2.6 1 25.5 + 2.5. Komorki
prawidtlowe PZ-HPV-7 potrzebuja 46.7 £ 3.9 h na podwojenie swojej liczby w populacji
(Rys. 10).

3.4  Whnioski

W niniejszym rozdziale przedstawiona zostata charakterystyka wlasnosci
mechanicznych trzech linii komérkowych, stanowigcych uklad modelowy do badan raka
prostaty — referencyjna linia PZ-HPV-7, pochodzgca z przerzutu raka prostaty do mézgu Dul45
oraz wywodzaca si¢ z przerzutu do kosci PC-3. We wszystkich zaprezentowanych
eksperymentach hodowle komoérkowe prowadzone byty w sposéb konwencjonalny z uzyciem
szkietek nakrywkowych jako substratow hodowlanych. Populacja komoérek linii PZ-HPV-7
cechuje si¢ jednorodng morfologia, najwolniejszym wzrostem oraz najwyzsza warto$cig
modulu Younga. Zaro6wno obrazy fluorescencyjne jak i pomiary wykonane przy uzyciu
mikroskopu sit atomowych potwierdzaja wysoki stopien organizacji cytoszkieletu aktynowego

tej linii w porownaniu z liniami raka prostaty posiadajacymi zdolno$¢ do metastazy.
Otrzymane wyniki mozna podsumowac¢ nastepujaco:

i.  Stwierdzono, ze komorki linii PZ-HPV-7 charakteryzuja si¢ najwigkszym polem
powierzchni w poréwnaniu z komoérkami linii Dul45 oraz PC-3. Zmniejszenie pola
powierzchni komorek rakowych jest obserwowane rowniez w innych typach
NOWOtWOrow.

ii.  Przebadane linie wykazujg ksztalt zblizony do komodrek pochodzenia nablonkowego,
ale dla komorek rakowych widoczne sg preferencje, wynikajace z kierunku metastazy
— komorki linii Dul45 sg bardziej sferyczne, a komorki linii PC-3 bardziej wydtuzone.

iii. W oparciu o analiz¢ ksztattu komorek stwierdzono, ze najwigksza niejednorodnosé
populacji wystepuje dla komorek linii PC-3 o najwyzszym stopniu agres;ji.

Iv.  Analiza wlasnosci mechanicznych komodrek prostaty potwierdza obserwowane
wczesniej relacje w ich elastycznosci, tj. Epz-Hpv-7 < Epc3 < Epuiss. Efekt ten utrzymuje
si¢ w kolejnych dniach trwania hodowli komérkowe;.

V.  Przeprowadzenie pomiaréw elastycznosci w funkcji glgbokosci ugiecia cytoszkieletu
aktynowego pozwolito na uzyskanie informacji na temat jego niejednorodnosci
w kolejnych warstwach ponizej blony komorkowej. Wyznaczony parametr R pokazuje,

ze cytoszkielet komorek prawidlowych PZ-HPV-7 cechuje wigksza przestrzenna
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Rozdziatl 4 — Elastycznos$¢ komorek prostaty rosngcych na podtozach

o rdéznej sztywnosci

41  Wstep

Dotychczasowe badania prowadzone in vitro wykazaty, ze aktywnos¢ fizjologiczna
komoérek moze by¢ modulowana pod wptywem zewnetrznych sit dziatajacych w ich otoczeniu
z udziatem biatkowych receptorow powierzchniowych zwanych integrynami [1]-[3]. Przekaz
(czyli transmisja) sit zewngtrznych, moze zosta¢ wywolany poprzez zmiang sztywnos$ci
otoczenia komorki [4], [5]. Pierwsze doniesienia literaturowe na temat reakcji komorek na
zmiang wiasno$ci mechanicznych otoczenia dotyczyly morfologii komoérek prawidiowych,
takich jak fibroblasty i komoérki macierzyste. Jednym z podstawowych parametrow opisujacych
morfologi¢ pojedynczej komorki jest pole powierzchni. Zmiany pola powierzchni komoérek
przylegajacych do podiozy o roéznej sztywnosci zostaly zaobserwowane dla wielu ich typow,
zardbwno pochodzenia nabtonkowego, mezenchymalnego jak i nerwowego [6]-[8]. Warto
podkresli¢, ze tempo podzialu komorkowego jest parametrem wrazliwym na zmiany
sztywnos$ci otoczenia komoérki [9], [10]. Ponadto, obserwuje si¢ istotne modyfikacje
w charakterze oraz tempie migracji komorek [11], [12]. Zmiany wtasno$ci mechanicznych
podtoza hodowlanego wptywaja rdwniez na roéznicowanie si¢ komorek macierzystych, co
oznacza, ze transmisja bodZcéw mechanicznych z otoczenia komoérki do jej wnetrza ma wptyw
na procesy zachodzace podczas wczesnego rozwoju zarodkowego [13]-[15]. Zmiana struktury
wewnetrznej komorki w odpowiedzi na sztywno$¢ otoczenia (w wyniku ktorej obserwowane
sg zmiany pola powierzchni i ksztaltu komoérek), moze zosta¢ opisana w sposob jakosciowy
dzigki pomiarom wiasnos$ci elastycznych komorek [16]-[20]. Modul Younga, bedacy miarg
elastycznosci komorek odzwierciedla zmiany zachodzace w organizacji ich wnetrza — gldwnie
cytoszkieletu komorkowego [21]. Reorganizacja cytoszkieletu komérkowego jest procesem
dynamicznym, zachodzacym w sposob ciagly w odpowiedzi na bodzce mechaniczne
docierajace do komorki z zewnatrz oraz generowane w jej wnetrzu [22]-[24]. Prawidlowa
percepcja, przetworzenie, a nastepnie reakcja na te czynniki sg podstawag prawidtowego

funkcjonowania komorek i narzgdow [3], [25], [26]. Konsekwencjg niewtasciwej odpowiedzi
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na bodzce mechaniczne moga by¢ zmiany patologiczne zachodzace w obrgbie komorki,

nastepnie tkanki, a ostatecznie calego organizmu [27], [28].

Wyniki zawarte w ponizszym rozdziale przedstawiajg zmiany wtasnosci elastycznych
pojedynczych komoérek rosngcych na podlozach o réznej sztywnosci. Pomiary zostaly
przeprowadzone dla trzech linii komorkowych prostaty tj. jednej linii komoérek prawidtowych
(PZ-HPV-7) oraz dwoéch rakowych pochodzacych z przerzutow do moézgu (Dul45) i kosci
(PC-3). Zmiany morfologii, tempa podziatu i wlasnosci elastycznych komoérek zostaly
ilosciowo opisane za pomocg takich parametréw jak pole powierzchni pojedynczej komorki
(odzwierciedlajace morfologi¢ pojedynczej komorki), czas podwojenia populacji komorek
(zwigzany ze zdolno$cig komorek do podziatu) oraz modut Younga (opisujacy wiasnosci
mechaniczne komorek). Parametry te zostaty wprowadzone i doktadnie opisane w Rozdziale 3
zawierajagcym wyniki uzyskane dla komorek rosnacych na podtozu twardym, ktérym byta
powierzchnia szkta (o module elastycznosci ~70 GPa). Podloza o sztywnosci od 0.4 kPa do
41 kPa, odzwierciedlajacej sztywnos¢ tkanek tworzacych ludzki organizm wykonano z zeli
poliakrylamidowych (ich produkcja zostata opisana w Rozdziale 2). Podtoza poliakrylamidowe
pokryto fibronektyng — biatkiem macierzy zewnatrzkomoérkowej umozliwiajacym adhezje

komorek do podioza.

4.2  Materiaty i metody

4.2.1 Sieciowanie powierzchni podtozy poliakrylamidowych

Powierzchnia czystego zelu poliakrylamidowego nie wykazuje zdolnosci do adsorpcji
biatek, skutkiem czego komorki, ktére podczas wzrostu przylegaja do podtoza nie moga
wytworzy¢ stabilnych miejsc kontaktu na powierzchni zelu [29]. Aby umozliwié przyleganie
oraz wzrost komodrek na poditozach poliakrylamidowych konieczna jest chemiczna
funkcjonalizacja ich powierzchni. W tym celu stosowany jest aktywowany $wiattem UV
czynnik sieciujgcy, ktorym jest sulfosukcynimidyl-6-(4-azydo-2-nitrofenyloamino) heksanian,

tzw. Sulfo-SANPAH. Jego struktura chemiczna jest przedstawiona na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Struktura chemiczna czynnika sieciujgcego Sulfo-SANPAH. (A) ester
sulfo-N-hydroksybursztynoimidowy {gczqcy si¢ z pierwszorzedowq grupg aminowq biatka oraz
(B) pierscien azydku nitroaniliny tqczqcy sie¢ z poliakrylamidem.

Sulfo-SANPAH  posiada ~w  swojej  strukturze  aktywny  ester  sulfo-N-
hydroksybursztynoimidowy (w skrocie ester sulfo-NHS, Rys. 1A) oraz pierScien nitroaniliny
(Rys. 1B) zawierajacy przytaczony anion azydkowy (N3-, Rys. 1C). Pod wptywem dziatania
promieniowania UV grupa azydkowa przechodzi w nitren z wydzieleniem czasteczkowego
azotu (N2). Przytaczanie si¢ zwigzku Sulfo-SANPAH do powierzchni zeli poliakrylamidowych
zachodzi dzigki reakcji nitrenu, bedacego silnym nukleofilem, z atomami wegla poliakrylamidu
(jak schematycznie pokazano na Rysunku 2). Optymalna fotoliza grupy azydkowej zachodzi
dla promieniowania UV z zakresu 320 — 350 nm.

.

Ny | O\N+/O O\N+/

uv

i
4

N: NH

®

Rysunek 2. Pierscien nitroaniliny zawierajgcy przylgczony fotoreaktywny anion azydkowy.
W wyniku dziatania promieniowania UV grupa azydkowa przechodzi w nitren, ktory tgczy sig
z atomami wegla poliakrylamidu. Reakcji towarzyszy wydzielenie czgsteczkowego azotu.

— el
[ +

Drugi koniec czasteczki czynnika sieciujgcego Sulfo-SANPAH zawiera grupe aktywnego estru
sulfo-N-hydroksybursztynoimidowego. Estry sulfo-NHS reagujg z pierwszorzedowa grupa

aminowg biatka (tzw. nukleofilami, w ktérych wystepuje nadmiar elektronow zdolny do
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utworzenia nowego wigzania) tworzac stabilne wigzanie amidowe z jednoczesnym

uwolnieniem reszty sulfo-NHS (Rys. 3).

Na (I) 0
0=S 7 o
[l pH 7-9
+ o) N [l LN
7 NN\
O R
amina [-rzedowa ester sulfo-NHS
biatka
O Na (l) o
_ Biatko 0=S /4
e + (|)|
N
NH R o e
2 OH
wigzanie amidowe sulfo-NHS

Rysunek 3. Ester sulfo-NHS reaguje z pierwszorzedowq grupg aminowq znajdujgcq sie na
powierzchni biatka tworzqc stabilne wigzanie amidowe z jednoczesnym uwolnieniem reszty
sulfo-NHS. R oznacza reszte czynnika sieciujgcego polgczong z powierzchniqg Zelu
poliakrylamidowego.

Predkos¢ hydrolizy oraz reaktywnos$¢ grup aminowych wzrasta z podwyzszeniem wartosci pH,

dlatego reakcja ta jest prowadzona w roztworach o pH mieszczacym si¢ w zakresie 7-9.

W praktyce, powierzchnia zeli poliakrylamidowych jest sieciowana w nastepujacy sposob.
Roztwor czynnika sieciujacego otrzymano poprzez rozpuszczenie 0.5 mg sulfo-SANPAH
(Pierce) w 1 pul DMSO (dimetylosulfotlenek, SIGMA). Powstaty roztwor zostal dopetniony
1 mililitrem 80 mM buforu HEPES (kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy,
SIGMA) o pH rownym 8.0. Na powierzchni¢ podtoza z zelu poliakrylamidowego nakrapiano
100 pl roztworu sulfo-SANPAH, a nastepnie naswietlano przez 10 minut promieniowaniem
UV o dtugosci fali 365 nm umieszczajac podtoza w odleglosci ok. 50 cm od Zrodta $wiattall,
Po naswietleniu podtoza plukano trzykrotnie w 1 ml buforu HEPES w celu usunigcia

niezwigzanych czasteczek czynnika sieciujacego.

11 Lampa rteciowa model UVLS-28 firmy UVP Upland o mocy 8 Wat (CA, USA).
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4.2.2 Immobilizacja fibronektyny na powierzchni podiozy

poliakrylamidowych

Podtoza poliakrylamidowe z powierzchnig usieciowang czynnikiem Sulfo-SANPAH
inkubowano przez 2 h z 0.1 mg/ml roztworem fibronektyny (MP Biomedicals) rozpuszczonej
w roztworze PBS (MP Biomedicals, pH = 7.4). Duze stezenie bialka ma na celu wysycenie
wszystkich czasteczek czynnika sieciujgcego [30]. Po zakonczeniu inkubacji z fibronektyng
podioza ptukano trzykrotnie w 1 ml roztworu PBS w celu usunigcia niezwigzanych czasteczek
biatka. Podloza umieszczano w sterylnych 12—dotkowych ptytkach do hodowli (Sarstedt)

zanurzone w roztworze PBS na 12 h przed rozpoczgciem hodowli komorkowe;.

4.2.3 Hodowle komoérkowe

Hodowle komoérkowe linii prostaty tj. PZ-HPV-7, Dul45 oraz PC-3 prowadzone byty
analogicznie do opisu przedstawionego w Rozdziale 3. Po namnozeniu w plastikowych
butelkach hodowlanych (Sarstedt) potaczenia komoérek z podtozem trawiono w obecnosci
trypsyny 1 uzyskang zawiesing komorek wysiewano na podtoza poliakrylamidowe pokryte
fibronektyna (podloza byly uprzednio przeptukane medium hodowlanym). Zawiesina komorek
zawierata okoto 30 000 komoérek/ml medium. Hodowle komérkowe prowadzono przez cztery
doby tj. od 24 h do 96 h po wysianiu. Analiz¢ pola powierzchni i elastycznos$ci komorek
prowadzono przez trzy doby wzrostu komorek, a tempo podziatu komérkowego wyznaczano

w oparciu o czterodobowg obserwacje liczby komorek w kolejnych dniach hodowli.

424 Ocena  depozycji  fibronektyny na  powierzchni  podlozy

poliakrylamidowych

Jedna z pierwszych analiz przeprowadzonych w ramach badan niniejszego rozdziatu
byto sprawdzenie w jaki sposob biatko rozktada si¢ na powierzchni zelu poliakrylamidowego
usieciowanego czynnikiem Sulfo-SANPAH. W tym celu wykorzystano fibronektyne

znakowang fluorescencyjnie barwnikiem Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Fibronektyna zostata
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wyizolowana z osocza krwi rybiej, a nastepnie znakowana fluorescencyjnie!?. Tak
przygotowana fibronektyna byta inkubowana na powierzchni usieciowanego zelu

poliakrylamidowego.

Obrazy fluorescencyjne rejestrowano przy uzyciu mikroskopu Leica DMIRE2 (Leica, IL,
mikroskop znajduje si¢ na Uniwersytecie w Pensylwanii, USA) wyposazonego w lampe
rteciowg o mocy 100 W. Sygnat fluorescencyjny pochodzacy z kompleksu fibronektyna-Alexa
Fluor 488 byt rejestrowany z wykorzystaniem filtru GFP (Awzbudzenia = 460 — 500 nm,
Jemisii = 510 nm), oraz obiektywu 100x z imersja olejowa. Obrazy fluorescencyjne byly
rejestrowane przy pomocy cyfrowej kamery typu EM-CCD C9100 (512 px x 512 px,
Hamamatsu, Japan), a analiza obrazéw zostatla przeprowadzona z wykorzystaniem

oprogramowania Leica FW4000.

4.2.5 Znakowanie fluorescencyjne komorek prostaty na podtozach

poliakrylamidowych

Komoérki prostaty rosnace na podiozach poliakrylamidowych o roznej sztywnosci
znakowano fluorescencyjnie w analogiczny sposob jak komorki rosngce na powierzchni szkta
(szczegodtowy opis znajduje si¢ w Rozdziale 3). Aby zobrazowac pole powierzchni zajmowane
przez pojedyncza komoérke, wiokna aktynowe zostaly wybarwione fluorescencyjnie
barwnikiem falloidyna-Alexa Fluor 488. Obrazy fluorescencyjne rejestrowano przy uzyciu
mikroskopu optycznego 1X 71 Olympus (znajdujacego si¢ w Pracowni Badan Mikrouktadow
Biofizycznych IFJ PAN w Krakowie) wyposazonego W filtr U-MWIG2 do rejestracji sygnatu
w zakresie $wiatla zielonego oraz U-MNB2 do rejestracji sygnalu w zakresie $wiatla
niebieskiego, obiektywy o powigkszeniu 20x, 40x, 60x, 100x oraz kamere cyfrowa XC10
(Olympus, 1376 px x 1032 px). Analiz¢ pola powierzchni komoérek przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania ImageJ. Obrazy fluorescencyjne komorek rejestrowano w trzech
punktach czasowych tj. po 24 h, 48 h i 72 h. Kazdorazowo rejestrowano minimum 10 obrazéw
fluorescencyjnych dla podtoza poliakrylamidowego o zadanej sztywnosci (0.4 kPa, 2.8 kPa,
9.3 kPa, 24 kPa, 32 kPa i 41 kPa) i dla kazdej linii komodrkowe;.

12 Tzolacja fibronektyny oraz jej znakowanie fluorescencyjne zostata przeprowadzona w Instytucie Medycyny
i Inzynierii znajdujacym si¢ na Uniwersytecie w Pensylwanii (USA) przez pracownikow laboratorium
prowadzonego przez prof. P. Jamney’a.
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4.2.6 Elastyczno$¢ komorek prostaty na podtozach poliakrylamidowych

Wiasnosci  mechaniczne  komoérek  prostaty  rosngcych  na  podtozach
poliakrylamidowych o réznej sztywno$ci zostaly zmierzone przy uzyciu mikroskopu sit
atomowych (Xel20, Park Systems, znajdujacy si¢ w Pracowni Badan Mikroukladéw
Biofizycznych IFJ PAN w Krakowie), analogicznie do sposobu opisanego szczegbétowo
w Rozdziale 2 i 3. Wiasnosci elastyczne komorek byly mierzone z uzyciem sond AFM typu
OTR4 (Bruker) w trzech punktach czasowych po 24 h, 48 h i 72 h od rozpoczecia hodowli.
Pomiar realizowano poprzez rejestracj¢ krzywych ,,sita — odlegto$¢” dla okoto 30 komorek,
rejestrujac na kazdej komorce 36 krzywych w obszarze kwadratu o boku 5 pum. Rownolegle do
pomiaru  elastycznosci  komoérek  przeprowadzono pomiar  sztywnosci  podloza
poliakrylamidowego znajdujacego si¢ w odlegtosci kilku mikrometréw od komorki. Dzigki
temu mozna bylo sprawdzi¢ czy prowadzenie kilkudniowej hodowli komoérkowej moze

powodowac¢ zmiany sztywnosci podtozy poliakrylamidowych.

Wiasno$ci elastyczne zostalty wyznaczone w oparciu o wlasne oprogramowanie
znajdujace si¢ w Laboratorium Badah Mikrouktadow Biofizycznych (programy Force 1 JJ) oraz

program OriginLab 9.0.

4.2.7 Czas podwojenia populacji komorek na podtozach poliakrylamidowych

Czas podwojenia populacji komoérek prostaty zostal wyznaczony poprzez dopasowanie
funkcji eksponencjalnej do punktow pomiarowych okreslajacych s$rednig liczbe komorek
w kolejnych dniach hodowli komodrkowej (procedura ta jest szczegétowo opisana w Rozdziale
3) prowadzonej na podtozach poliakrylamidowych o roznej sztywnosci. Dopasowywana

funkcja miata postac:

y(t) = ye* 1)

gdzie yo oznacza liczb¢ komorek w czasie to, K to stata wzrostu komorek, a t czas.
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4.2.8 Statystyka

Rozktady wartosci pola powierzchni pojedynczych komoérek rosngcych na podtozach
o réznej sztywnosci dopasowano funkcja opisujaca rozktad logarytmicznie normalny. Analizie
poddano okoto 100 komoérek dla kazdej linii komoérkowej (PZ-HPV-7, PC-3 i Dul4b)

hodowanej na podtozu poliakrylamidowym o zadanej sztywnoSci.

Warto$ci $rednie modutu Younga oraz odchylenia standardowe wyznaczane byly dla
kazdego typu komorek w trzech punktach czasowych (po 24 h, 48 h i 72 h od wysiania),
hodowanych na podiozu poliakrylamidowym o zadanej sztywnosci. Modul Younga byl
wyznaczony dla szesciu wartosci ugigcia powierzchni komoérki (indentacji) z zakresu od
100 nm do 600 nm. Kazdorazowo badano ok. 90 komorek aby uzyskaé jeden punkt pomiarowy.

Dla kazdego punktu pomiarowego wykonano trzy niezalezne powtorzenia.

Istotnos¢ statystyczna rdznic w uzyskanych wynikach byta zweryfikowana przy uzyciu
testu t-Studenta dla zmiennych niepotaczonych z zadanym przedzialem ufnosci 95%.
Oznaczenie istotnosSci statystycznej stosowane w pracy: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,

bs — brak roznic istotnych statystycznie.

4.3  Uzyskane wyniki

4.3.1 Rozktad fibronektyny na powierzchni podtozy poliakrylamidowych

Celem sprawdzenia w jaki sposob fibronektyna jest rozlozona na usieciowanej
czynnikiem Sulfo-SANPAH powierzchni zeli poliakrylamidowych o roznej sztywnosci
zobrazowano fluorescencyjnie czgsteczki barwnika Alexa Fluor 488 zwigzane z tym biatkiem.
Obrazy fluorescencyjne =zarejestrowane dla trzech wybranych sztywnosci podiozy

poliakrylamidowych nie pokazuja znaczacych roéznic w rozktadzie biatka (Rys. 4).
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Rysunek 4. Obrazy fluorescencyjne fibronektyny znakowanej barwnikiem Alexa Fluor 488,
immobilizowanej na powierzchni  usieciowanego czynnikiem  Sulfo-SANPAH Zelu
poliakrylamidowego o sztywnosci 0.4 kPa, 9.3 kPa i 41 kPa (skala wynosi 30 xm).

Kontrola jednorodnos$ci rozktadu fibronektyny na powierzchni podtozy poliakrylamidowych
ma na celu wykazanie, ze zmiany w zachowaniu si¢ komoérek wynikajg ze zmiennej sztywnosci

ich otoczenia, a nie ilo$ci biatka dostgpnego w procesie adhezji komoérkowe;.

4.3.2 Morfologia  komoérek  prostaty  rosngcych na  podtozach

poliakrylamidowych

Komorki prostaty, jako komoérki pochodzenia nablonkowego przylegaja do podtoza, co
warunkuje ich prawidtowe funkcjonowanie. W organizmie zywym, komorki przylegaja do
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz komorek sgsiadujacych czemu towarzyszy przyjecie przez
nie specyficznego ksztattu [2]. W zaleznosci od struktury i lokalizacji macierzy
zewnatrzkomorkowej, jej modut elastycznosci waha si¢ od kilkuset Pa dla mozgu 1 weztow
chtonnych, kilku kPa dla tkanki pluc, az do kilkuset kPa dla migkkiej chrzastki [31].
Prowadzenie hodowli komodrkowych na powierzchni szkla odbiega zatem znacznie od
warunkéw  fizjologicznych. Badanie procesu adaptacji komoérki do otoczenia o rdznej
sztywnosci mozna rozpocza¢ od monitorowania zmian jej ksztattu. Obrazy fluorescencyjne
(cytoszkieletu aktynowego znakowanego falloidyng z barwnikiem Alexa Fluor 488) komorek
badanych linii komoérkowych prostaty hodowanych na podtozach poliakrylamidowych o rdzne;j

sztywnosci sg przedstawione na Rysunku 5.
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0.4 kPa 9.3 kPa 41 kPa Szkto, ~70GPa

Rysunek 5. Obrazy fluorescencyjne cytoszkieletu aktynowego komorek linii prawidlowej
prostaty PZ-HPV-7, oraz dwoch linii rakowych Dul45 i PC-3 rosngcych na podlozach
poliakrylamidowych o sztywnosci 0.4 kPa, 9.3 kPa, 41 kPa oraz na szkle po 24 h hodowli (skala
wynosi 30 gm).

Wszystkie trzy typy badanych komorek rosngcych na podtozach poliakrylamidowych
o sztywnosci 0.4 kPa pozostaja nierozplaszczone zachowujac sferyczny ksztalt. Wzrost
sztywnos$ci podtozy powoduje, ze komorki coraz bardziej si¢ rozplaszczaja, co §wiadczy
o tworzeniu si¢ coraz wigkszej ilosci punktow kontaktu z podtozem. Konsekwencja tego
zjawiska jest wzrost pola powierzchni pojedynczej komoérki. Na podiozu poliakrylamidowym
o sztywnoS$ci 41 kPa komorki osiagaja ksztatt zblizony do komorek rosnacych na twardej
powierzchni szkla (o module ~ 70 GPa), a ich pole powierzchni osiaga warto$¢ zblizona do
warto$ci obserwowanej dla komoérek hodowanych na powierzchni szkta. Komorki prawidiowe
prostaty (tj. linia PZ-HPV-7) rozptaszczajg si¢ na podtozach o mniejszej sztywnosci (9.3 kPa).
Ich zachowanie jest odmienne w poréwnaniu z komoérkami rakowymi obu badanych linii
(PC-3 1 Dul45), ktore na powierzchni zelu poliakrylamidowego o sztywnosci 9.3 kPa pozostaja
nadal sferyczne, ale z widocznymi elementami wskazujgcymi na postepujacy proces
rozplaszczania si¢ (obecnos¢ licznych wypustek). Najwiekszy wzrost pola powierzchni dla
prawidlowych komorek PZ-HPV-7 odbywa si¢ w zakresie sztywnos$ci od 0.4 kPa do 9.3 kPa.
Efekt dynamicznego wzrostu komoérek prawidlowych w tym zakresie zostat juz opisany dla
fibroblastow, dla ktorych zaobserwowano trzykrotny wzrost pola powierzchni w zakresie

sztywnosci od 2 kPa do 10 kPa [7]. Analogiczna obserwacja dotyczy aortalnych komorek
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mie$ni gladkich, dla ktorych wzrost pola powierzchni jest najbardziej dynamiczny w zakresie
sztywnosci od 1 kPa do 8 kPa [6]. Komorki rakowe Dul45 (pochodzace z przerzutu do mozgu)
oraz PC-3 (pochodzace z przerzutu do kosci) ulegaja rozptaszczeniu poréwnywalnemu do
komorek hodowanych na powierzchni szkta tylko dla podtozy poliakrylamidowych o wyzszych
sztywnos$ciach (32 kPa i 41 kPa). Taki charakter wzrostu pola powierzchni w funkcji
sztywnos$ci podtozy poliakrylamidowych pokrywanych fibronektyng zostal pokazany dla

komorek czerniaka ztosliwego [30].

Aby opisa¢ tempo obserwowanych zmian pola powierzchni dla badanych komorek
(PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3), do zaleznosci pola powierzchni (A) od logarytmu sztywnosci
podtozy poliakrylamidowych (G) dopasowano funkcj¢ liniowa (Rys. 6A). Nachylenie

dopasowanej prostej Ar (ang. area rate) mowi o szybkosci zmian pola powierzchni komorek.
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Rysunek 6. (4) Pole powierzchni komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3 w funkcji sztywnosci
podtozy poliakrylamidowych, wyrazonej jako modul sprezystosci G’ 24 h po wysianiu.
(B) Nachylenie prostej Ar (wyznaczone poprzez dopasowanie funkcji liniowej do zaleznosci na
Rys. 64) odzwierciedla szybkos¢ zmian pola powierzchni komorek w funkcji sztywnosci
podtoza.

Poréwnujac szybko$¢ zmiany pola powierzchni dla badanych linii komorkowych prostaty
(Rys. 6B) mozna zauwazyc¢, ze po 24 h prowadzenia hodowli na zmiang sztywnos$ci otoczenia
najszybciej reaguja prawidlowe komorki prostaty (PZ-HPV-7), dla ktérych nachylenie prostej
Ar wynosi 434 + 63 um?kPa (R? = 0.9). Dla komoérek linii Dul45 (przerzut do mézgu)
charakteryzujacej si¢ umiarkowang inwazyjno$cia, Ar Wynosi 256 + 59 um?/kPa (R? = 0.78),
a wigc 0 41% mniej niz dla komorek linii prawidtowej. W przypadku komorek linii PC-3
(przerzut do kosci) uznawanych za komorki o wysokim stopniu agresywnosci w modelach

in vitro, szybko$¢ zmian pola powierzchni ze wzrostem sztywnos$ci podloza jest o 57%
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wolniejsza niz dla komoérek prawidlowych i wynosi 186 + 47 um?/kPa (R? = 0.74). Liczbowe

wartosci pola powierzchni pojedynczych komorek znajduja si¢ w Tabeli 1.

Tabela 1. Wartosci Srednie pola powierzchni (A) komoérek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3
rosngcych na podtozach poliakrylamidowych o roznej sztywnosci.

G’ Apz-Hpv-7 Abu14s Apc-3
[kPa] [um?] [um?] [um?]
0.4 440+ 12 264 + 6 289 4+ 5
2.8 1078 £ 22 373+8 3905+ 6
9.3 1113 +£25 537+ 31 591+9
24 1106 £ 22 684 £ 24 649 + 18
32 1334 + 24 859 + 24 718 £ 17
41 1328 £23 1027 £ 27 773+ 16

Engler 1 wsp. sugeruja, ze zmiana pola powierzchni komoérek w funkcji sztywnosci
podtoza powinna zosta¢ opisana przy uzyciu funkcji hiperbolicznej lub potggowej [6]. Pozwala
to na znalezienie granicznej sztywnosci podtoza, ponizej ktorej tempo rozptaszczania komorek
jest bardzo szybkie, a powyzej ktérej wolniejsze, az do osiggnigcia wartosci pola powierzchni
na szkle. Takie dopasowanie nie niesie jednak informacji na temat tempa zmiany pola
powierzchni komoérek w gradiencie sztywnosci podtoza. Ponadto, odzwierciedla zachowanie
si¢ komorek prawidtowych, ktére cechuje zmienna dynamika adaptacji do Srodowiska
zewngetrznego (dynamiczna zmiana w zakresie matych sztywnosci podtoza 1 jej pozniejszy
spadek). Dla komorek rakowych nie obserwuje si¢ warto$ci granicznej sztywnosci, a wzrost

pola powierzchni jest liniowy.

Analiza wzrostu kilkunastu linii komoérek rakowych na zelach poliakrylamidowych
0 roéznej sztywnos$ci zostata przeprowadzona rowniez przez Tilghmana i wsp. [32].
Eksperymenty przeprowadzone przez ta grupg badawcza polegaly na pigciodniowej obserwacji
wzrostu komoérek na podlozach o dwoch sztywnosciach, 0.15 kPa oraz 9.6 kPa. Wyniki
prezentowane w pracy pokazuja, ze komorki linii PC-3 majg zdolno$¢ do rozptaszczania si¢ juz
na podtozach o sztywnosci 0.15 kPa. Autorzy sugeruja, ze komorki te nie s3 wrazliwe na zmiang
sztywnosci ich otoczenia. Wniosek ten kontrastuje z wynikami otrzymanymi w niniejszej
pracy, a zrodlem otrzymanych rozbieznosci jest prawdopodobnie typ ligandu uzytego do
usieciowania powierzchni podtozy poliakrylamidowych — w pracy Tilghmana i wsp. jest to
kolagen, natomiast w niniejszej pracy fibronektyna. Zmiana ligandu obecnego na powierzchni
podtozy skutkuje zmiang rodzaju receptoréw integrynowych zaangazowanych w procesy

adhezji komoérkowej. Znaczne roznice w adaptacji komoérek w zaleznosci od typu ligandu
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obecnego na powierzchni podtozy poliakrylamidowych zostaly zaobserwowane takze dla

komorek czerniaka ztosliwego [30].

Aby sprawdzi¢ czy komorki prostaty zachowuja swoje zdolnosci adaptacyjne w czasie, analiza
pola powierzchni pojedynczych komorek zostala przeprowadzona réwniez dla dtuzszego czasu

hodowli tj. 48 h'i 72 h (Rys. 7).
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Rysunek 7. Pole powierzchni komorek linii PZ-HPV-7, Dul4d5 i PC-3 w funkcji sztywnosci
podtozy poliakrylamidowych, wyrazonej jako modut sprezystosci G’ po (A) 48 h, (B) 72 h od
wysiania.

Po 48 h wzrostu komorki linii PZ-HPV-7 w dalszym ciggu charakteryzujg si¢ szybsza zmiang
pola powierzchni (Ar = 494 + 18 um?/kPa, R? = 0.99), w poréwnaniu do komoérek rakowych
Dul45 (Ar = 270 + 50 um?kPa, (R? = 0.85)) oraz PC-3 (176 + 44 pm?/kPa (R? = 0.75)).
W przypadku jeszcze dtuzszej hodowli tj. 72 h, prawidlowe komorki prostaty zaczynaja si¢
wolniej adaptowa¢ do podtozy poliakrylamidowych o roznej sztywnosci (Ar WyNOSi
320 + 45 um?/kPa (R? = 0.91)). Warto$¢ parametru Ar dla komoérek PZ-HPV-7 jest w dalszym
ciggu nieco wyzsza niz dla komoérek Dul45 (przerzut do moézgu), ktéora wynosi
306 + 55 pm?/kPa (R? = 0.86). Roznica w szybkosci zmian pola powierzchni w poréwnaniu
z pomiarem dokonanym po 24 h 148 h dla komoérek PC-3 (przerzut do kos$ci) jest wieksza, gdyz
Ar Wynosi 248 + 46 pm?/kPa (R? = 0.85).

Uzyskane wyniki mozna podsumowaé stwierdzeniem, ze w czasiec 48 h hodowli
komorki prawidtowe PZ-HPV-7 wykazuja najszybsze zmiany pola powierzchni, komorki
Dul45 pochodzace z przerzutu do moézgu umiarkowane, a komorki PC-3 pochodzace
z przerzutu do ko$ci zmieniajg swdj ksztalt najwolniej pomimo wzrostu sztywnosci otoczenia.

Po 72 h hodowli komoérkowej zmiany pola powierzchni komorek prostaty charakteryzuja si¢

99



zblizonymi warto$ciami nachylenia prostej wskazujacej na podobny charakter procesu
rozplaszczania si¢ komorek. Moze to wynikaé ze znacznego zwigkszenia si¢ liczby komorek
po trzech dobach hodowli, co w znacznym stopniu moze zmienia¢ uruchamiane szlaki

sygnalizacji komoérkowej i procesy adaptacyjne komorek.

4.3.3 Elastyczno$¢ komorek prostaty na podtozach poliakrylamidowych

Podloza poliakrylamidowe o roznej sztywnos$ci postuzyly do badan roli jaka bodzce
mechaniczne odgrywaja w funkcjonowaniu komorek prostaty. Kazdorazowo, réwnolegle do
pomiaru wiasnosci elastycznych komodrek prowadzono pomiar elastycznosci podioza
poliakrylamidowego w ich sgsiedztwie. Takie badanie pozwolilo stwierdzi¢ czy zmiany
wiasnosci elastycznych komoérek w kolejnych dniach hodowli nie wynikaja z lokalnych zmian

sztywnosci podioza.

Rysunek 8 przedstawia rozktady warto$ci modutu Younga dla komorek linii PZ-HPV-7, Dul45
i PC-3 rosnacych przez jedna dobg¢ na podtozach poliakrylamidowych o trzech wybranych
sztywnosciach: 0.4 kPa, 9.3 kPa i 41 kPa. Na podtozu o sztywnosci 0.4 kPa warto$ci modutu
Younga s3 najmniejsze i wynosza odpowiednio 2.36 + 0.45 kPa, 1.43 + 0.2510.75 + 0.16 dla
komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3. Wzrost sztywnos$ci podtoza hodowlanego do warto$ci
9.3 kPa powoduje spadek elastycznosci komorek, tj. wzrost warto$ci modutu Younga. Osiaga
on warto$¢ 3.3 = 0.77 kPa dla komoérek PZ-HPV-7, co jest rowne wzrostowi sztywnosci
0 ok. 40%. Komorki linii Dul45 rowniez stajg si¢ mniej elastyczne osiggajac wartos¢ modutu
Younga réwng 2.02 + 0.43, co réwniez oznacza wzrost sztywnosci o ok. 41%. Najwigksza
zmiana elastyczno$ci komorek pomigdzy podtozami o sztywnosci 0.4 kPa i 9.3 kPa
obserwowana jest dla komorek linii PC-3, ktorych modut Younga wynosi 1.3 + 0.26, co jest
rowne zmianie o ok. 73%. Dziesi¢ciokrotny wzrost sztywnos$ci podtozy poliakrylamidowych
skutkuje wzrostem modutu Younga o 65% dla komorek linii PZ-HPV-7 (E = 3.9 + 1.05), 72%
dla komorek linii Duld5 (E = 2.46 + 0.45) oraz az 239% dla komorek linii PC-3
(E=254+0.47), (Tab. 2).
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Rysunek 8. Wiasnosci elastyczne komorek linii PZ-HPV-7, Duld5 i PC-3 rosngcych na
podtozach poliakrylamidowych o sztywnosci 0.4 kPa (A,B), 9.3 kPa (C,D) i 41 kPa (E,F) po
24 h hodowli. Lewy panel (A, C, E) przedstawia rozktady wartosci modutu Younga dla
wszystkich komorek. Prawy panel (B, D, F) przedstawia wartosci srednie modutu Younga oraz
ich odchylenia standardowe. Oznaczenie istotnosci statystycznej: ***P<0.001, bs — brak roznic
istotnych statystycznie®®.

Tabela 2. Procentowa zmiana wartosci modutu Younga dla komorek linii PZ-HPV-7, Dul45
I PC-3 pomigdzy podtozami o sztywnosci 0.4 kPa i 9.3 kPa oraz 0.4 kPa i 41 kPa (24 h).

[%] wzrostu E [kPa] [%] wzrostu E [kPa]

0.4 kPa/9.3 kPa 0.4 kPa/41 kPa
PZ-HPV-7 40% 65%
Dul45 41% 2%
PC-3 73% 239%

13 Graniczny poziom istotnosci wyniost P = 0.49.
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Rysunek 9. Wiasnosci elastyczne komorek linii PZ-HPV-7, Duld5 i PC-3 rosngcych na
podtozach poliakrylamidowych o sztywnosci 0.4 kPa (4,B), 9.3 kPa (C,D) i 41 kPa (E,F) po
48 h hodowli. Lewy panel (A, C, E) przedstawia rozktady wartosci modutu Younga dla
wszystkich komorek. Prawy panel (B, D, F) przedstawia wartosci srednie modutu Younga oraz
ich odchylenia standardowe. Oznaczenie istotnosci statystycznej: ***P<(.001, **P < 0.01.

Tabela 3. Procentowa zmiana wartosci modutu Younga dla komorek linii PZ-HPV-7, Dul45

A 48h

4 6
E [kPa]
C 48h
2 4 6 8
E [kPa]
E 48h
2 4 6 8
E [kPa]

E [kPa]

E [kPa]

E [kPa]

5.0

2.5

0.0

5.0

2.5

0.0

5.0

2.5

0.0

mm PZ-HPV.7
@mDul4s
M PC-3
* 3k %
* %k
* % %
Typ komorek
W PZ-HPV.7
* 3k % [EmDul45
* k% I PC-3
* %k %
|
| -
Typ komorek
* %k %
% 3Kk B PZ-HPV-7
I Dulds
B PC-3
* %
Typ komorek

i PC-3 pomiedzy podtozami o sztywnosci 0.4 kPa i 9.3 kPa oraz 0.4 kPa i 41 kPa (48 h).
[%] wzrostu E [kPa] [%] wzrostu E [kPa]

0.4 kPa/9.3 kPa 0.4 kPa/41 kPa
PZ-HPV-7 50% 90%
Du145 30% 25%
PC-3 160% 328%
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Rysunek 10. Wiasnosci elastyczne komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3 rosngcych na
podtozach poliakrylamidowych o sztywnosci 0.4 kPa (A,B), 9.3 kPa (C,D) i 41 kPa (E,F) po
72 h hodowli. Lewy panel (A, C, E) przedstawia rozktady wartosci modutu Younga dla
wszystkich komorek. Prawy panel (B, D, F) przedstawia wartosci Srednie modutu Younga oraz
ich odchylenia standardowe. Oznaczenie istotnosci statystycznej: ***P<(.001, *P < 0.05.

Tabela 4. Procentowa zmiana wartosci modutu Younga dla komorek linii PZ-HPV-7, Dul45
I PC-3 pomigdzy podtozami o sztywnosci 0.4 kPa i 9.3 kPa oraz 0.4 kPa i 41 kPa (72 h).

[%] wzrostu E [kPa] [%] wzrostu E [kPa]

0.4 kPa/9.3 kPa 0.4 kPa/41 kPa
PZ-HPV-7 62% 93%
Dul45 30% 55%
PC-3 101% 225%
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Sukcesywny wzrost wartosci modutu Younga towarzyszacy wzrostowi sztywnosci podtozy
poliakrylamidowych jest obserwowany dla trzech badanych linii komoérkowych réwniez

w kolejnych dniach trwania hodowli komdrkowej (Rys. 9, Rys. 10, Tab. 3, Tab. 4).

Jak przedstawiono w Rozdziale 3, wartos¢ modutu Younga jest zalezna od glebokosci
nacisku sondy AFM. W zwigzku z tym przeprowadzono analize¢ zalezno$ci elastycznosci

komorek rosngcych na podtozach o roznej sztywnosci w funkceji gigbokosci indentacji z zakresu

100 nm do 600 nm (Rys. 11).
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Rysunek 11. Wartos¢ modutu Younga w funkcji sztywnosci podtozy poliakrylamidowych
(wyrazona jako G’). Wartosci modutu Younga wyznaczono odpowiednio na giebokosci
indentacji 100 nm (A), 200 nm (B), 300 nm (C), 400 nm (D), 500 nm (E) i 600 nm (F). Powyzsze
wartosci uzyskano dla komorek zmierzonych po 24 h hodowli. Analogiczna analiza zostala
przeprowadzona dla komorek rosngcych przez 48 h i 72 h (dane nie pokazane).
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Wyznaczony w pomiarze elastycznos$ci przy uzyciu AFM modut Younga niesie informacj¢ na
temat wlasnosci elastycznych badanych komoérek i odzwierciedla organizacje cytoszkieletu
aktynowego. Aby opisa¢ zmiany organizacji cytoszkieletu komorek dla roznych glebokos$ci
indentacji wprowadzono parametr Sg (ang. stiffness rate), bedacy miarg szybko$ci zmian
elastycznosci komorek w funkcji sztywnos$ci podloza. Parametr Sg, zostal wyznaczony dla

réznych glebokosci jak ideowo przedstawiono na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Idea wyznaczania parametru Sr dla réznych glebokosci indentacji na przyktadzie
linii komorkowej PC-3.

Funkcja liniowa wazona odchyleniami standardowymi zostata dopasowana do wartos$ci
modutu Younga komorek rosngcych na podtozach o sztywnosci z zakresu 0.4 kPa — 41 kPa.
Miarg szybkosci zmian elastyczno$ci komorek w funkcji zmian sztywnos$ci podioza jest wigc
nachylenie prostej — parametr Sg. Na jego podstawie mozna oceni¢ w jakich warstwach
cytoszkieletu komérkowego zachodza najwigksze zmiany adaptacyjne do otoczenia. Parametr
Sr zostal wyznaczony dla wszystkich badanych linii komérkowych podczas trzech kolejnych

dni hodowli.
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Rysunek 13. Parametr Sr wyznaczony jako nachylenie prostych z Rysunku 11,

odzwierciedlajgcy szybkos¢ zmian elastycznosci komorek w funkcji sztywnosci podtoza dla
(A) 24 h, (B) 48 hi (C) 72 h od wysiania.

Parametr Sr jest miarg wrazliwosci komorek na zewngtrzne bodzce mechaniczne
transmitowane przez podtoza poliakrylamidowe o roznej sztywnosci. Jak wida¢ na Rysunku 13,
warto$¢ parametru Sr zalezy od glebokosci indentacji, co oznacza, ze wptyw zewngtrznych
bodzcow mechanicznych transmitowanych do cytoszkieletu nie jest jednorodny we wszystkich
jego warstwach. Z przedstawionych wykreséw wynika, ze komorki trzech badanych linii r6znig
si¢ mechanoczutoscig. W przypadku komoérek prawidtowych parametr Sg osigga warto$¢

0.11 + 0.02 (R? = 0.82), dla powierzchniowej warstwy cytoszkieletu (100 nm), ale wraz ze
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wzrostem glebokosci indentacji (600 nm) maleje do wartosci 0.04 = 0.01 (R? = 0.59). Komorki
wyizolowane z przerzutu raka prostaty do mozgu charakteryzuje najmniejsza zmiana parametru
Sk, dla glebokosci 100 nm wynosi 0.05 +0.01 (R?=0.78), a dla glebokosci 600 nm 0.02 + 0.01
(R? = 0.66). Komorki linii PC-3, pochodzace z przerzutu raka prostaty do kosci wykazuja
najwicksze zmiany parametru Sgr, ktory dla glgbokosci 100 nm osigga najwigkszg warto$¢
0.19 + 0.01 (R? = 0.99), a nastepnie spada ze wzrostem glebokosci indentacji az do wartosci
0.05+0.01 (R*>=0.97).

Dla badanych linii komérkowych mozna zapisa¢ nastepujaca relacje mechanoczutosci:

Sr pC-3> SR Pz-HPV-7 > SR Du145
Powyzsza relacja jest zachowana dla komorek rosngcych rowniez przez 48 h i 72 h od wysiania

na podloza poliakrylamidowe.

4.3.4 Czas podwojenia populacji komorek na podtozach poliakrylamidowych

Podloza wykonane z zelu poliakrylamidowego zostaty wykorzystane do zbadania
wplywu sztywnos$ci otoczenia komorek zdrowych 1 zmienionych nowotworowo na tempo
podziatu komoérkowego. Jak wspomniano we wstepie niniejszej pracy, komorki nowotworowe
nabywaja zdolnosci do nieograniczonego podziatu, przez co w hodowli in vitro na szkle
obserwuje si¢, ze czas potrzebny na podwojenie populacji komérek nowotworowych jest

znacznie krotszy niz dla komoérek pochodzacych z tkanek zdrowych.
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Rysunek 14. Czas podwojenia populacji komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3 w funkcji
sztywnosci podtoza hodowlanego (wyrazonej jako wartos¢ G) oraz w hodowli na szkle.
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Umieszczenie komoérek na podtozach o roznej sztywnosci powoduje zmiany w tempie ich
podziatu, zardwno w przypadku komoérek zdrowych jak i nowotworowych. Najwicksze rdznice
w czasie potrzebnym na podwojenie populacji komoérek sa obserwowane dla podloza
o sztywnosci 9.3 kPa. Komorki PZ-HPV-7 potrzebujg az 68 + 7 h, podczas gdy komorki Dul45
pochodzace z przerzutu do moézgu i komoérki PC-3 pochodzace z przerzutu do kosci
odpowiednio 42 = 6 h i 39 + 8 h. Z kolei na podtozu poliakrylamidowym o najwigkszej
sztywnosci 41 kPa r6znice w tempie podziatu komorek zanikaja i wynosza 36 + 5 h, 32 +4 h
i 30 = 7 h odpowiednio dla komorek linii PZ-HPV-7, Dul45 i PC-3. Warte zauwazenia jest, ze
na podtozu o sztywnosci 0.4 kPa, czyli odpowiadajacej najbardziej migkkim tkankom
ludzkiego organizmu (jak np. tluszcz, moézg, wezty chlonne) zarowno komorki zdrowe jak

i nowotworowe nie tracg zdolno$ci do podziatu komdrkowego (Rys. 14).

W przypadku komoérek prawidtowych, czas podwojenia populacji jest silnie
skorelowany z polem powierzchni zajmowanym przez komorki. Uwaza si¢, ze aby komorka
byla zdolna do przeprowadzenia cyklu podziatowego, musi osiagnaé odpowiedni rozmiar,
ktorego miarg moze by¢ jej objetosé, pole powierzchni czy tez masa [33]-[35]. Rysunek 15
przedstawia zalezno$¢ czasu podwojenia komorek prawidtowych PZ-HPV-7 i rakowych Du145
oraz PC-3 rosngcych na podlozach poliakrylamidowych. Osig odcigtych nie jest w tym

wypadku sztywno$¢ podtoza, ale pole powierzchni jakie komorki na danym podtozu osiggaja.
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Rysunek 15. Czas podwojenia populacji komorek linii PZ-HPV-7, Du145 i PC-3 w funkcji pola
ich powierzchni.

Mozna zauwazy¢, ze gdy komorki prawidlowe osiagng pole powierzchni powyzej okoto
1100 um? ich czas podwojenia ulega znacznemu skroceniu i wynosi miedzy 30, a 40 godzin,
tj. okoto 50% szybciej niz dla komorek prawidtlowych o mniejszym polu powierzchni.
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W przypadku komoérek nowotworowych taka graniczna warto$¢ pola powierzchni nie jest

obserwowana i zalezno$¢ czasu podwojenia liczby komorek od ich rozmiaru jest liniowa.

4.4  Wnioski

Podloza wykonane z zeli poliakrylamidowych o réznej sztywnosci moga postuzy¢ do
badania oddziatywan komorek z ich otoczeniem oraz do poszukiwania informacji na temat roli
jaka bodzce mechaniczne transmitowane z otoczenia komodrki pelnig w rozwoju stanow
patologicznych organizmu. Jednym z proceséw chorobowych, ktorym towarzyszy zmiana
wlasnosci mechanicznych otoczenia komoérkowego oraz zaburzenia w transmisji bodzcow
zewnetrznych sa nowotwory. Gruczot prostaty jest narazony na gradienty ci$nienia docierajace
ze znajdujacego si¢ nad nim pecherza moczowego. Przerost gruczolu krokowego,
poprzedzajacy przej$cie lagodnej zmiany w nowotwor zlosliwy, powoduje zwiekszenie
ci$nienia $rédmigzszowego wewnatrz gruczotu. Czynniki te, sg zrodlem lokalnych zmian
sztywnos$ci otoczenia komodrek i mogg zaburza¢ ich mechanoczulo$¢. W kolejnym etapie
rozwoju choroby pojedyncze komoérki rakowe zlokalizowane wewnatrz guza nabywaja
zdolnosci do tworzenia wtdrnych ognisk przerzutowych w miejscach tak odleglych i o tak
roznych wlasnosciach mechanicznych jak moézg oraz ko$¢. Prowadzenie hodowli
komoérkowych na podiozach o réznej sztywnosci pozwolitlo na imitacj¢ zmieniajacych si¢
podczas progresji raka wilasnosci lepkosprezystych otoczenia. Komorki linii prawidtowej
PZ-HPV-7 oraz dwoch rakowych — Dul45 (przerzut do moézgu) 1 PC-3 (przerzut do kosci)
postuzyty jako uktad modelowy. Mozliwos¢ $ledzenia zmian wiasnosci mechanicznych
komorek w procesie adaptacji do zmieniajagcych si¢ warunkow otoczenia pozwolito na

wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

i.  Morfologia komoérek zdrowych oraz pochodzacych z zaawansowanych stadiow raka
zalezy od sztywnosci podtoza hodowlanego.
ii.  Prawidlowe komorki linii PZ-HPV-7 maja zdolno$¢ do rozptaszczania si¢ na
podtozach o mniejszej sztywnos$ci niz komorki obu badanych linii rakowych.
iii.  Miarg tempa zmian pola powierzchni (A) komorek w funkcji sztywnosci podioza
poliakrylamidowego moze by¢ parametr Ar (ang. stiffness rate) wyznaczony

z nachylenia prostej dopasowanej do punktéw eksperymentalnych.
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Warto$¢ parametru Ar jest najwigksza dla komorek prawidtowych 1 wynosi 434 + 63
um?/kPa, podczas gdy dla komérek pochodzacych z przerzutu do moézgu Ar osiaga
wartosé 256 + 59 um?/kPa. Szybkoé¢ zmian pola powierzchni jest najwolniejsza dla
komoérek pochodzacych z przerzutu do kosci i wynosi 186 + 47 um?/kPa.

Komorki prostaty zachowuja swoje zdolnosci adaptacyjne w czasie 24 h 1 48 h
hodowli, ale w kolejnej dobie réznice w szybko$ci zmian pola powierzchni nie sg
juz tak wyrazne.

Wiasnosci elastyczne komorek prostaty, opisywane modutem Younga zalezg od
sztywnosci podtoza hodowlanego.

Najwicksze zmiany elastycznosci, a wigc reorganizacji cytoszkieletu aktynowego sa
obserwowane dla komorek linii PC-3. Zmiany elastycznosci komérek PZ-HPV-7
1 Dul45 sa tagodniejsze.

Miarg zmian elastyczno$ci komorek w  funkcji  sztywnos$ci podloza
poliakrylamidowego moze by¢ parametr Sr (ang. stiffness rate) wyznaczony
z nachylenia prostej dopasowanej do punktow eksperymentalnych.

Parametr Sr odzwierciedla zmiane elastyczno$ci komoérek 1 jest zalezny od
glebokosci indentacji. Parametr Sr moze shuzy¢ do oszacowania stopnia
mechanoczutosci komorek.

Wyznaczona przy pomocy parametru Sg relacja mechanoczuto$ci przybiera
nastepujaca postac: Sr pc-3 > Sr pz-HPv-7 > SR Du14s 1 byta zachowana przez trzy doby
trwania hodowli komorkowe;.

Czas podwojenia populacji komorek zalezy od sztywnosci podloza hodowlanego.
Na podtozach o matej sztywno$ci komorki dzielg si¢ wolniej niz na podiozach
o duzej sztywnosci.

Czas podwojenia populacji jest skorelowany z polem powierzchni zajmowanym
przez komorki. Komorki prawidlowe musza osiggna¢ warto$¢ graniczng pola
powierzchni, aby zwigkszy¢ tempo podziatu o okoto 50%. Z kolei komorki rakowe

wykazuja liniowa zalezno$¢ czasu podwojenia od zajmowanego pola powierzchni.
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Rozdziat 5 — Podsumowanie

Tkanki tworzace ludzki organizm to materiaty lepkosprezyste zbudowane z grupy
wyspecjalizowanych komorek otoczonych macierzag zewnatrzkomorkowa. Komorki te s3
nieustannie poddawane dzialaniu endogennych i egzogennych bodzcow mechanicznych.
W stanach patologicznych czgsto obserwuje si¢ lokalne zmiany wlasnosci mechanicznych
tkanek, np. w procesie wtdknienia watroby czy w czasie tworzenia nowotworowego nacieku
weztow chlonnych. Wiele proceséw fizjologicznych zachodzacych w komoérkach
prawidlowych odbywa si¢ w oparciu o tzw. mechanoczutos$¢, czyli zdolno§¢ do odbioru,
przetworzenia, a nastgpnie odpowiedzi na zewnetrzny bodziec mechaniczny. Komorki
nowotworowe, zdolne do tworzenia odlegtych przerzutow cechuje zaburzona mechanoczutos¢
I umiejetnos¢ efektywnej migracji oraz podziatu w srodowisku o odmiennych w stosunku do

wyjsciowej tkanki wlasnosciach lepkosprezystych.

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka odpowiedzi mechaniczne; komorek
wywodzacych si¢ z prostaty oraz raka prostaty w zmiennych warunkach otoczenia. Proby
takiego opisu byly podjete wezesniej przez Halla 1 wsp. (2002), ktorzy badali tempo podziatu
oraz migracji komorek linii PC-3 (przerzut raka prostaty do kos$ci), hodowanych na
elastycznych podtozach kolagenowych w obecno$ci komoérek zrgbu prostaty [1]. W 2009 roku
ukazata si¢ praca Bakera 1 wsp., w ktorej przebadano wtasnosci mechaniczne komorek linii
PC-3 rosnacych na podtozach poliakrylamidowych oraz kolagenowych przy uzyciu pasywnej
mikroreologii [2]. Rok pdzniej ukazata si¢ praca Tilghmana i wsp., w ktorej obserwacji
poddano komorki linii PC-3 oraz Dul45 rosngce na podtozach poliakrylamidowych o réznej
sztywnosci [3]. Prezentowane eksperymenty skupialy si¢ glownie na wyznaczeniu tempa
podziatu komoérek, zmian pola powierzchni oraz zdolnosci do migracji. W 2012 roku ukazata
si¢ praca Sieha 1 wsp., w ktorej obiektem badan byta linia komérek LNCaP, wywodzaca si¢
Z przerzutu raka prostaty do weztow chtonnych. Analizie poddano profil wzrostu tych komorek
umieszczonych przez 28 dni na hydrozelach o réznej sztywnosci wykonanych z poli(tlenku
etylenu) [4]. Wszystkie powyzsze prace pokazywaly modulujacy wpltyw wlasnosci

mechanicznych otoczenia komorkowego na rozwoj raka prostaty.

Niniejsza praca jest wedle wiedzy autorki pierwsza proba systematycznego przebadania

odpowiedzi mechanicznej pojedynczych komorek prawidtowych oraz rakowych prostaty
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rosngcych na podilozach poliakrylamidowych o ro6znej sztywnosci. Aby oszacowad
spodziewane zaburzenia w mechanoczuto$ci komorek zmienionych nowotworowo
przygotowano podtoza poliakrylamidowe o szeéciu sztywno$ciach z zakresu 0.4 kPa — 41 kPa.
Witasnosci chemiczne 1 fizyczne podtozy zostaly scharakteryzowane z uzyciem techniki
spektroskopii absorpcyjnej z transformatg Fouriera, reometru rotacyjnego oraz mikroskopii sit
atomowych. Otrzymane wyniki zostaly przedyskutowane w $wietle statystycznej teorii
elastycznosci oraz w oparciu o istniejacg wiedze literaturowa. Wybor komorkowego uktadu
modelowego zostat podyktowany potrzebg obserwacji komoérek wywodzacych si¢ z roznych
etapow procesu chorobowego, dlatego by zrealizowaé cel pracy przebadano trzy linie
komorkowe — prawidtowa PZ-HPV-7 oraz wywodzaca si¢ z przerzutdw raka prostaty do mozgu
lini¢ Dul45 i do kosci PC-3, ktore w hodowlach in vitro r6znig si¢ stopniem agresywnosci.
Wilasno$ci mechaniczne komoérek rosnagcych na szkle zostaly przebadane przy uzyciu
mikroskopu sit atomowych pracujacego w trybie spektroskopii sity. Analize uzupehita
obserwacja pola powierzchni oraz preferencji ksztattu przyjmowanego przez komorki. Z uwagi
na duze znaczenie obserwowanych w chorobie nowotworowej zmian tempa podziatu
komoérkowego, parametr ten byl monitorowany réwnolegle z powyzszymi eksperymentami.
Istota pracy bylo prowadzenie hodowli komdérkowych na zelach poliakrylamidowych oraz

ocena stopnia mechanoczutosci komorek z réoznych etapéw procesu nowotworzenia.

Stopien mechanoczuto$ci komorek prawidtowych i1 rakowych zostal wyznaczony
(i) w oparciu o obserwacje zmian pola powierzchni komorek oraz (ii) zmian wiasnosci
mechanicznych komoérek w gradiencie sztywno$ci podlozy poliakrylamidowych.
Woprowadzone parametry Ar i Sr opisuja odpowiednio tempo zmian pola powierzchni
1 elastyczno$ci komorek w funkcji sztywnosci ich otoczenia. Ich warto$¢ jest charakterystyczna
dla kazdej linii komorkowej. Najbardziej dynamiczna zmiana pola powierzchni zajmowanego
przez komorki w wyniku wzrastajacej sztywnosci ich toczenia wystepuje dla komorek
prawidtowych PZ-HPV-7. Obserwowany charakter zmian jest typowy dla komorek
prawidlowych 1 zostal juz wcze$niej opisany dla fibroblastow oraz komorek migsni gladkich.
Zgodnie z przewidywaniami odpowiedz na zmienne warunki otoczenia komorek rakowych linii
Dul45 i PC-3 rozni si¢ od odpowiedzi komoérek prawidtowych, a tempo zmian pola
powierzchni w gradiencie sztywno$ci otoczenia jest mniejsze. Swiadczy to o modyfikacji
procesow adaptacji do zmiennych warunkow ich zewnetrznego mikrosrodowiska na skutek
procesu nowotworzenia. Wyznaczenie parametru Ar dla badanych linii komoérkowych

doprowadzito do nastepujacej relacji:
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AR pz-HPV-7> AR Du145 > AR PC3

Tempo zmian wlasnosci elastycznych komoérek zostato wyznaczone na podstawie wartosci ich
modutu  Younga, otrzymanego z pomiaréw mikroskopii sit atomowych. Parametr
Sr, odzwierciedlajacy szybko$¢ zmian elastyczno$ci komorek w odpowiedzi na zmienne
warunki otoczenia zostal okreslony dla roznych glebokosci ugigcia kompleksu btona
komorkowa — cytoszkielet. Dzigki temu, mozliwe bylo oszacowanie zakresu propagacji
bodzcow mechanicznych w roznych warstwach komoérki. Otrzymane wyniki pokazuja, ze
komorki linii rakowej PC-3 charakteryzujg sie najszybszymi zmianami organizacji
cytoszkieletu, a zmiany te sg silnie skorelowane z glgbokoscia probkowania, liczong jako
odleglos¢ od powierzchni komorki do jej wnetrza. Komorki prawidiowe PZ-HPV-7 wykazuja
mniejszg mechanoczulo$é, czego przejawem jest nizsza wartos$¢ parametru Sgr. Z kolei komorki
rakowe linii Dul45 charakteryzuje najnizsza warto$¢ parametru Sr 0raz najmniejsza jego
zmiana dla wzrastajgcej glebokos$ci indentacji. Otrzymane wyniki mozna zapisaé w postaci

nastepujacej relacji:
SR PC-3> SR PZ-HPV-7 > SR Du145

Warto zauwazy¢, ze niezaleznie od badanej linii komorkowej, najwigksze warto$ci
parametru Sr sa obserwowane dla niewielkich glebokosci indentacji, tj. 100 nm — 200 nm.
Oznacza to, ze adaptacja komoérek w odpowiedzi na zewngtrzne bodzce mechaniczne ma
miejsce gtownie w powierzchniowych warstwach cytoszkieletu. Moze to sugerowac, ze rola
korowej warstwy cytoszkieletu aktynowego jest odbidr sygnalu mechanicznego, jego

odfiltrowanie i dalsze przestanie do jadra komorkowego w formie zmodyfikowane;.

Przedstawione relacje parametréow Ar i Sr r6znig si¢ migdzy sobg. Oznacza to, Ze nie
zaobserwowano korelacji w tempie zmiany pola powierzchni i elastyczno$ci komorek w funkeji
sztywnosci ich otoczenia. Prace Gawara i Ramosa sugeruja, Ze nie pole powierzchni zajmowane
przez komorki ma wplywu na ich wlasnosci elastyczne, ale catkowita 1lo$¢ 1 stopien polaryzacji
aktyny w ich wnetrzu [5], [6]. W niewielkim stopniu na sztywnos$¢ komoérek moze wplywaé
réwniez sposob organizacji widkien aktynowych. Oznacza to, ze rozptaszczanie si¢ komorek

1 zmiana ich sztywnosci to procesy ktorymi kieruja dwa niezalezne mechanizmy.

Dodatkowo zaobserwowano modulujacy wptyw sztywnos$ci otoczenia komorek na
tempo ich podziatu. Dla podlozy o sztywnosci z zakresu 2.4 kPa — 24 kPa tempo podziatu
komorek prawidtowych jest znaczaco wolniejsze od tempa podziatlu komorek rakowych, ale

przy wzroscie sztywnos$ci otoczenia roznice te ulegajg zatarciu. Tempo podziatu komorkowego
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jest rowniez zalezne od pola powierzchni zajmowanego przez komorki, a charakter tej

zalezno$ci rozni si¢ dla komoérek prawidtowych i1 rakowych.
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