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Materials and methods 

Cell culture maintenance   

L929  fibroblastic  cells  (DSMZ  Braunschweig, Germany, ACC‐2)  established  from 

normal subcutaneous areolar and adipose tissue of a male C3H/An mouse were used for 

the cell viability and proliferation assessment as a relevant cell type for the biocompatibil‐

ity testing of biomaterials according to the ISO 10993‐5 standards. Cells were cultured in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10%  fetal bovine serum  (FBS), 100 units/ml of 

penicillin, 100 mg/ml of streptomycin and 1% amphotericin (all from Gibco). Cells were 

maintained  in  a humidified  atmosphere under  5% CO2  at  37°C,  and  the media were 

changed twice a week. 

Cell cytotoxicity assessment   

Polymer cytotoxicity was evaluated and quantitatively assessed using the resazurin‐

based metabolic assay PrestoBlue® (Invitrogen, USA) as previously described [1]. For the 

assessment of the polymer samples, 104 cells per well were seeded in 96 well plates. After 

24 h, the culture medium was replaced with medium containing the different dilutions of 

the polymer samples. Cell viability was measured at days 1 and 2. The measurements 

were performed in a spectrophotometer (Synergy HTX Multi‐Mode Microplate Reader, 

BioTek, Bad Friedrichshall, Germany) and the absorbance was measured at 570 and 600 

nm. Cells cultured on the tissue culture treated polystyrene (TCPS) surface was used as 

control. Data represent means ± standard deviation of triplicates of two independent ex‐

periments (n = 6). 
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Figure S1: 1H NMR spectrum of the PDMAEMA homopolymer in MeOD. 

 

 

Figure S2: 1H NMR spectrum of PQDMAEMA‐EtBr in D2O. 
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Figure S3: 1H NMR spectrum of PQDMAEMA‐EtI in D2O.   

 

 

Figure S4: 1H NMR spectrum of PQDMAEMA‐EtBrOH in D2O.   
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Figure S5: 1H NMR spectrum of PQDMAEMA‐HexBr in D2O.   
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Figure S6. Cytotoxicity assessment of PDMAEMA and  the PQDMAEMA copolymers at 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 mg/mL 

polymer concentration, using the resazurin‐based cell viability reagent PrestoBlue®. The experimental data were ana‐

lyzed using two‐way ANOVA followed by the Tukey’s multiple comparisons test between the five polymers at each 



Polymers 2021, 13, 3051  5  of  6 
 

 

concentration group and the TCPS control. For these analyses the GraphPad Prism software version 8.0 (La Jolla, USA) 

was used. The values represent means ± standard deviation of triplicates of two independent experiments (n = 6), and 

the asterisk (*) designates significant differences compared to the TCPS control (p = 0.0001). 

 

Figure S7. Zoomed‐in SEM  images of E. coli  focusing on morphological changes on bacterial cell membranes after 

incubation with 5 mg/ml cationic polymers for 5 and 24 h. The control represents the morphology of cells cultured in 

the absence of the polymers. 
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