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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest mikrosystem przeptywowy do warstwowej hodowli komoérek prawi-
dtowych i nowotworowych typu Lab-on-a-chip do wielowarstwowej hodowli komoérek prawidtowych
oraz nowotworowych réznych typéw w postaci monokultury lub kokultury komérkowej. Tego typu mi-
krosystemy znajdujg zastosowanie w dziedzinie inzynierii tkankowej i komoérkowej, a takze w bioanali-
tyce i medycynie. Przedmiot wynalazku moze przyczyni¢ sie do tworzenia zaawansowanych modeli
komorkowych i tkankowych uzytecznych w badaniach komérkowych in vitro.

Badania laboratoryjne nowoopracowywanych zwigzkéw terapeutycznych o potencjalnym cha-
rakterze przeciwnowotworowym w szerokim zakresie wykonywane sg na dwuwymiarowych (2D)
modelach komdrkowych, dalekich od struktur nasladujgcych budowe tkanki nowotworowej in vivo.
W warunkach fizjologicznych strukture tkanki nowotworowej tworzg zaréwno komorki nowotworowe,
jak i komérki prawidtowe, ktére stanowig tzw. tgcznotkankowo-naczyniowe podscielisko dla nowotwo-
ru. Komérki tkanki tacznej, dzieki swoim specyficznych wiasciwosciom, sg podstawg wzrostu komérek
nowotworowych, zapewniajg zachowanie integralno$ci nowotworu i stymulujg jego komérki do prolife-
racji. Opracowanie modeli tkankowych nasladujgcych specyfike zywego organizmu jest wspétczesnie
jednym z gtéwnych celéw inzynierii komorkowej i tkankowej. Jednym z nowatorskich rozwigzan, ktére
pozwalajg na usprawnienie badan w zakresie tych dziedzin nauki jest wykorzystanie mikrosystemoéw
typu Lab-on-a-chip. W literaturze jest mato przyktadéw nowych rozwigzan technologicznych pozwala-
jacych na precyzyjne modelowanie tkanki nowotworowej w warunkach in vitro. Odpowiedzig na to
zapotrzebowanie jest mikrosystem przeptywowy wedtug wynalazku, ktéry umozliwia hodowle komor-
kowego modelu nowotworu 3D jak i 2D w postaci wielowarstwy komérkowej.

Mikrosystem wedtug wynalazku stanowi hybrydowy uktad sktadajacy sie z trzech gtéwnych
elementdéw: hydrofilowej dolnej ptytki szklanej, korzystnie ze szkta sodowego o grubos$ci 170 um,
hydrofobowej ptytki $rodkowej z polimeru, korzystnie poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposazonej
w sze$é okragtych otworéw zagtebiajgcych oraz hydrofobowej ptytki gérnej z polimeru, korzystnie
poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposazonej w dwa liniowe mikrokanaty z trzema mikrodotkami
kazdy w ksztatcie zblizonym do owalu. Otwory zagtebiajgce znajdujg sie w miejscu odpowiadajgcym
Srodkowi mikrodotkow w gérnej ptytce. Mikrokanaty na wejSciu zaopatrzone sg w otwory wlotowe
a na wyj$ciu mikrokanaty tgczg sie i konczg sie otworem wylotowym. Ptytki sg ze sobg trwale pota-
czone przy uzyciu generatora plazmy tlenowej. Uktad komér hodowlanych w mikrosystemie jest
liniowy, dwurzedowy i zgodny z uktadem dotkédw hodowlanych na standardowej ptytce wielodotkowej
Sarstedt 5022411.

Korzystnie mikrokanaty (1a) majg wysokos¢ 200 um.

Korzystnie mikrokomory (4) majg wymiary 2000 pm x 6900 pm i wysoko$¢ 200 pm.

Korzystnie otwory zagtebiajgce (7) majg $rednice 2,0 mm lub 1,2 mm.

PDMS jest biokompatybilnym, nietoksycznym, transparentnym i przepuszczalnym dla gazéw
materiatem polimerowym, ktory dzieki specyficznym wtasciwosciom daje mozliwo$¢ odwzorowywania
skomplikowanych mikrostruktur metodg odlewu, korzystnie metodg replikacyjng. Metoda replikacyjna
polega na przygotowaniu mieszaniny prepolimeru PDMS z czynnikiem sieciujgcym w stosunku 10:1,
a nastepnie wykonaniu odlewu do wczesniej przygotowanej formy wyposazonej w wypukty wzoér od-
powiadajgcy ostatecznej strukturze mikrosystemu. Forme dla wytworzenia mikrosystemu wedtug wy-
nalazku wykonano w ptytce polimerowej z poli(metakrylanu metylu) (PMMA), metodg mikrofrezowania.
Mikrofezowanie jest metodg mechanicznej obrébki bezposredniej i polega ona na stopniowym usuwa-
niu warstw polimeru z powierzchni materiatu za pomocg obracajgcego sie mikrofrezu. Po wykonaniu
odlewu nastepuje etap sieciowania PDMS w podwyzszonej temperaturze (ok. 70°C). Ptytke polimero-
wg wyposazong w otwory zagtebiajgce wykonano metodg odlewu cienkiej warstwy PDMS miedzy
dwiema ptytkami z PMMA, wyposazonymi w zagtebienie. Otwory zagiebiajgce wykonano w $cisle
okre$lonych miejscach, odpowiadajgcych lokalizacji mikrokomér w pierwszej ptytce, za pomocg precy-
zyjnego dziurkacza punktowego typu Uni-Core. Trzy gtéwne elementy mikrosystemu: dwie ptytki poli-
merowe i ptytka szklana, zostaty ze sobg trwale potgczone, dzieki aktywacji ich powierzchni plazmg
tlenowa wytworzong przy uzyciu generatora plazmy tlenowe;j.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zaprojektowany w taki sposéb, ze mozliwe jest uzyska-
nie w tym samym mikrouktadzie dwuwymiarowej (2D — monowarstwa) lub tréjwymiarowej (3D —
przestrzennej, wielowarstwowej) hodowli komoérek prawidtowych, nowotworowych lub ich kokultury
(jednoczesnej hodowli dwéch typdw komérek w tej samej komorze hodowlanej). Odpowiednie typy
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komérek wprowadzane sg réwnolegle dwoma otworami wlotowymi w postaci zawiesiny komoérkowej
w medium hodowlanym. Otwory wlotowe przechodzg w sie¢ mikrokanatéw, umozliwiajgcych prze-
ptyw medium hodowlanego oraz zawiesiny komoérkowej. Mikrosystem zostat wyposazony w dwa
otwory wlotowe, tak aby w jednym uktadzie mozliwa byta réwnolegta i niezalezna hodowla dwéch
réznych typéw komoérek. Dodatkowo kazdy z typéw komérek moze byé hodowany jednoczeénie
w trzech komorach hodowlanych, odpowiadajgcych trzem powtdrzeniom pomiarowym. Kazda komo-
ra hodowlana sktada sie z otworu zagtebiajgcego, ktory jest docelowym miejscem hodowli komérek
oraz przestrzeni nad otworem zagtebiajgcym, wypetnionej medium hodowlanym, niezbednym
do utrzymania funkcji zyciowych komérek. Otwoér zagiebiajgcy umozliwia prowadzenie w mikrosyste-
mie hodowli prawidtowych komoérek podstawnych, wykazujgcych duzg wrazliwos¢ na przeptyw, przez
minimalizacje stresu hydrodynamicznego.

Mikrosystem wedtug wynalazku daje mozliwos¢ prowadzenia w tym samym mikrouktadzie ho-
dowli komérek w monowarstwie (2D) jak i utozeniu przestrzennym (3D). W celu uzyskania hodowli 2D
komorki prawidtowe lub nowotworowe zawieszane sg w medium hodowlanym, a nastepnie wprowa-
dzane do mikrosystemu za pomocg pompy perystaltycznej. W celu uzyskania hodowli 3D komérki
prawidtowe (korzystnie fibroblasty, o charakterze tgcznotkankowo-naczyniowym, zdolne do intensyw-
nego wytwarzania macierzy zewngtrzkomérkowej) zawieszane sg w medium hodowlanym i wprowa-
dzane do mikrouktadu. Po 24 h komérki prawidtowe ulegajg adhezji a nastepnie komérki nowotworo-
we zawieszane sg w medium hodowlanym i wprowadzane do mikrosystemu. Komérki nowotworowe
ulegajg adhezji czeSciowo do warstwy komoérek prawidiowych, czeSciowo do warstwy podtoza, po
czym rozpoczyna sie proces ich intensywnej proliferacji, na skutek stymulacji przez komaérki prawidio-
we. Nastepuje wytworzenie trojwymiarowej (3D) wielowarstwy kokultury komérek.

Mikrosystem weditug wynalazku daje mozliwo$é prowadzenia przestrzennej hodowli kokultury
dwoch typow komérek: prawidtowych i nowotworowych. Hodowla komérek w mikrosystemie daje moz-
liwo$é wykorzystania mikrosystemu jako potencjalnego narzedzia do badania wtasciwosci nowoopra-
cowywanych lekéw, do szybkich przesiewowych badan cytotoksycznos$ci oraz do testowania terapii
przeciwnowotworowych w warunkach in vitro.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zilustrowany na rysunku, na ktérym Fig. 1 przedstawia
widok perspektywiczny kolejnych warstw mikrosystemu, Fig. 2 przedstawia widok mikrosystemu
z géry a Fig. 3 przedstawia przekroj poprzeczny przez srodek mikrokomory hodowlanej.

Mikrosystem stanowi hybrydowy ukfad sktadajacy sie z trzech gtéwnych elementéw: hydrofilo-
wej dolnej plytki szklanej 3 ze szkta sodowego o gruboéci 170 um, hydrofobowej ptytki $rodkowej 2
z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposazonej w sze$¢ okragtych otwordéw zagtebiajgcych 7 oraz
hydrofobowej ptytki gérnej 1 z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposazonej w dwa liniowe mikroka-
naty 1a z trzema mikrodotkami 4 kazdy w ksztatcie zblizonym do owalu. Otwory zagtebiajgce 7 znajdu-
jq sie w miejscu odpowiadajgcym Srodkowi mikrodotkow 4 w gérnej ptytce 1. Mikrokanaty 1a na wej-
Sciu zaopatrzone sg w otwory wlotowe 5 a na wyjsciu mikrokanaty tgczg sie i koncza sie otworem
wylotowym 6. Ptytki sg ze sobg trwale potgczone przy uzyciu generatora plazmy tlenowej. Ukfad ko-
mor hodowlanych 4 w mikrosystemie jest liniowy, dwurzedowy i zgodny z uktadem dotkéw hodowla-
nych na standardowej ptytce wielodotkowej Sarstedt 5022411.

Mikrosystem wykonano z dwoch ptytek polimerowych gérnej 1 i Srodkowej 2 oraz dolnej ptytki
szklanej 3. Wytworzenie mikrosystemu rozpoczyna sie od zaprojektowania odpowiednich wzoréw
mikrostruktur w programie AutoCAD. Zaprojektowany model CAD zostat przettumaczony na jezyk
maszynowy przy pomocy modutu CAM - SolidCAM. Nastepnie, wz6r geometrii mikrosystemu od-
wzorowano w formie za pomocg metody mechanicznej na drodze mikrofrezowania. W tym celu wy-
korzystano ptytke z PMMA o wymiarach 100 mm x 100 mm. W pierwszym etapie usunieto wierzch-
nig warstwe PMMA o grubosci okoto 125 um, a nastepnie wyfrezowano wtadciwg wypuktg forme,
korzystanie pieczatke. Pieczatke wykonano frezem o $rednicy 500 pm, wirujgcym z predko$cig
15 000 obrotéw na minute i poruszajgcym sie w ptaszczyznie réwnolegtej do frezowanej powierzch-
ni z liniowg predkoscig 500 mm/min. Zachodzenie frezu przy sgsiednich przejazdach nastawiono
na 70%. Dzieki takim parametrom zminimalizowano chropowato$é powierzchni powstatg w wyniku
frezowania. W wyniku tych dziatan powstat wypukty model sieci mikrokanatéw o wysokosci 200 pm.
Usunieto wiéry oraz umyto i osuszono forme. Ptynny PDMS wylano na forme i pozostawiono
do usieciowania. Usieciowang strukture w ptytce polimerowej zamrozono w ciektym azocie, a na-
stepnie wywiercono otwory wlotowe 5 stuzgce do wprowadzania zawiesiny komérkowej, medium
hodowlanego i badanych substancji do mikrosystemu oraz otw6r wylotowy 6. Ptytke polimerowg 2
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wycieto z odlanej cienkiej membrany z PDMS powstatej w wyniku usieciowania PDMS miedzy
dwiema ptytkami z PMMA, wyposazonymi w zagtebienie o wysoko$ci 200 um. W cienkiej membra-
nie wykonano 6 otwordéw zagtebiajgcych, postugujgc sie dziurkaczem precyzyjnym typu Uni-Core,
umozliwiajgcym wykonywanie otworéw o Srednicy 1,2 mm lub 2,0 mm. Obie ptytki polimerowe 1 i 2
potgczono z ptytkg szklang 3 za pomocg plazmy tlenowej, a w wykonanych otworach umieszczono
wezyki. Ptytki 1, 2 i 3 miaty wymiary 60 mm x 24 mm.

Mikrosystem wedtug wynalazku wykorzystano do hodowli w monowarstwie (2D) oraz w utozeniu
przestrzennym wielowarstwowym (3D) prawidtowych fibroblastéw jajnika (HOF) oraz komérek nowo-
tworu jajnika (A2780 oraz SCOV-3) w postaci monokultury (2D) lub kokultury (3D) komédrkowe;j.
Do wysterylizowanego mikrouktadu wprowadzono medium hodowlane. Nastepnie, do mikrokomér
hodowlanych wprowadzono przez otwory wlotowe zawiesiny komérek jajnika przygotowane w medium
hodowlanym, o gestosci okoto 1-10% komérek mL" (dla komérek nowotworowych) lub okoto 1-103 ko-
morek mL-' (dla komérek prawidtowych). Wprowadzone komorki inkubowano przez 24 h w inkubato-
rze w T = 37°C, CO2 = 5%. Przez otwory wlotowe wprowadzano roztwdr odczynnika AlamarBlue,
w celu okre$lenia zywotnosci komoérek. W trzeciej i czwartej dobie hodowli (po 48 h i po 72 h) co-
dziennie wprowadzano roztwér odczynnika w celu sprawdzenia stopnia proliferacji komoérek. Ostatnie-
go dnia hodowli otworami wlotowymi wprowadzano do komoérek roztwér jodku propidyny i kalceiny-
AM, w celu jakosciowego okreslenia zywotnosci komérek hodowanych w hodowli 2D i 3D. Otrzymany
mikrosystem wykorzystano takze do oceny skuteczno$ci terapii fotodynamicznej. W tym celu do mi-
krosystemu wprowadzono zawiesine dwdch linii komdrkowych, a nastepnie po 24 h do komoérek
wprowadzono roztwér zwigzku fotouczulajgcego meso-tetrafenyloporfiryny i naswietlano komorki
przez transparentne $ciany mikrouktadu $wiattem o dtugosci fali 640 nm, w celu aktywacji zakumulo-
wanego w komorkach zwigzku. Zywotnosé komdrek w mikrosystemie po przeprowadzeniu procedur
terapeutycznych analizowano w analogiczny sposéb, za pomocg testu AlamarBlue oraz réznicowego
barwienia barwnikami fluorescencyjnymi.

Zastrzezenia patentowe

1. Mikrosystem przeptywowy do warstwowej hodowli komérek prawidtowych i nowotworowych,
posiadajgcy system mikrokanatéw i mikrodotkéw hodowlanych oraz otwory wlotowe i wylo-
towe, znamienny tym, ze sktada sie z trzech ptytek: hydrofilowej dolnej ptytki szklanej (3),
hydrofobowej ptytki srodkowej (2) z polimeru, wyposazonej w sze$é okragtych otworéw za-
gtebiajgcych (7) oraz hydrofobowej ptytki gérnej (1) z polimeru, wyposazonej w dwa liniowe
mikrokanaty (1a) z trzema mikrodotkami (4) kazdy w ksztatcie zblizonym do owalu a otwory
zagtebiajace (7) znajdujg sie w miejscu odpowiadajgcym Srodkowi mikrodotkéw (4) w gérnej
ptytce (1), ponadto mikrokanaly (1a) na wejSciu zaopatrzone sg w otwory wlotowe (5)
a na wyjsciu mikrokanaty (1a) faczg sie i konczg sie otworem wylotowym (6), przy czym piyt-
ki (1, 2 i 3) sg ze sobg trwale potgczone przy uzyciu generatora plazmy tlenowej a uktad ko-
moér hodowlanych (4) w mikrosystemie jest liniowy, dwurzedowy i zgodny z uktadem dotkéw
hodowlanych na standardowej ptytce wielodotkowej Sarstedt 5022411.

2. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hydrofilowa dolna ptytka szklana (3) wy-
konana jest ze szkta sodowego o grubo$ci 170 um.

3. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hydrofobowa ptytka $rodkowa (2) wyko-
nana jest z poli(dimetylosiloksanu).

4. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hydrofobowa ptytka gérna wykonana jest
z poli(dimetylosiloksanu).

5. Mikrosystem wedilug zastrz. 1, znamienny tym, ze mikrokanaty (1a) majg wysokos$é
200 pm.

6. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mikrokomory (4) majg wymiary
2000 pm x 6900 pm i wysoko$¢ 200 um.

7. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze otwory zagtebiajace (7) majg Srednice
2,0 mm lub 1,2 mm.
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