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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna stano-
wigca zespot wymiennego czipa mikrofluidalnego jednorazowego uzytku do prowadzenia tréjwymiaro-
wych (3D) hodowli komérkowych i badan z ich wykorzystaniem, w zadanych warunkach hydrodyna-
micznych oraz urzadzenia wytwarzajacego mikropole magnetyczne (tzw. generatora mikropola magne-
tycznego) o zadanych wiasciwosciach, a w szczegolnosci zadanym rozktadzie natezenia pola magne-
tycznego. Przedmiotem wynalazku jest réwniez szybki i bezposredni sposdb wytwarzania magne-
tyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej opartej na prefabrykowanych elementach i ich lase-
rowej modyfikacji, jak réwniez sposob prowadzenia hodowli sztucznych tkanek w statym polu magne-
tycznym z wykorzystaniem magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalne;.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofiuidalna znajduje zastosowanie w biologii, me-
dycynie, farmaciji, biotechnologii i inzynierii biomedycznej do hodowli organéw i guzéw nowotworowych
na czipach mikrofluidalnych tzw. bioczipach mikroprzeptywowych (ang. tumor-on-a-chip, organ-on-a-
-chip) znajdujacych potencjalne zastosowanie w badaniach podstawowych mechanizmoéw réznicowania
komorek oraz sposobdéw sygnalizacji miedzykomoérkowej, badaniach odpowiedzi tkanek na stymulacje
i uszkodzenia o podtozu fizycznym, chemicznym i biologicznym, diagnostyce, rokowaniu i leczeniu cho-
réb, w szczegoélnosci choréb nowotworowych — w tzw. medycynie spersonalizowanej (metody celo-
wane) oraz na roznych etapach badan nowych substancji terapeutycznych, jak réwniez w badaniach
toksycznego wptywu zwigzkdw chemicznych na tkanki i organy cziowieka. Platforma umozliwia hodowle
przestrzenng spersonalizowanych zmian nowotworowych z wykorzystaniem komérek pobranych od pa-
cjenta i tworzenie modeli zmian nowotworowych umozliwiajacych dobdr optymalnych metod leczenia,
w tym metod skojarzonych dla nowotworéw odpornych na radiacje i chemioterapie np. celowanego leku
przeciwnowotworowego, napromieniowania i immunoterapii.

Inzynieria sztucznych tkanek jest ugruntowana dziedzing nauki, dajgca nadzieje na rozwiazanie
probleméw pacjentéw cierpigcych z powodu nieodwracalnych uszkodzeh narzadéw bedacych nastep-
stwem choréb, urazéw oraz ich degeneracji (Robert Langer, Joseph P Vacanti, (1993) Tissue Engine-
ering, Science, New Series, Vol. 260, No. 5110: 920-926). Istnieje wiele metod hodowli tréjwymiaro-
wych struktur komdrkowych, wykorzystujacych naturalne lub syntetyczne hydrozele, syntetyczne poro-
wate rusztowania oraz zawiesinowe hodowle sferoid i klastrow komoérkowych. Rusztowania petnig role
syntetycznej macierzy zewnatrzkomaorkowej i umozliwiaja przestrzenng organizacje komoérek oraz od-
powiadaja za dostarczanie bodzcow fizykochemicznych stymulujacych podziaty i wzrost komorek w ich
obrebie. Metody te sg jednak kosztowne, pracochtonne i ztozone, przez co ich rutynowe wykorzystanie
w diagnostyce medycznej jest niemozliwe. Kolejnym problemem w hodowli tkanek nasladujacych struk-
tury in-vivo jest prowadzenie zwartej kohodowli komérek réznych rodzajéow w zadany, uporzadkowany
sposéb. Wytwarzanie sztucznych, unaczynionych tkanek i organéw o ztozonej strukturze np. serca czy
watroby jest wciaz wyzwaniem pomimo rozwoju technik druku 3D, z uwagi na brak efektywnej techno-
logii umozliwiajacej kontrole potozenia komoérek w przestrzeni, a przez to formowania funkcjonalnych
struktur komoérkowych wyzszego poziomu w ich obrebie, w szczegdlnosci naczyh krwionosnych.
(Miranda D. Grounds, Obstacles and challenges for tissue engineering and regenerative medicine:
Australian nuances, Clin Exp Pharmacol Physiol 2018 Apr, 45(4):390—400). G.R. Suza wykorzystat hy-
drozel zawierajacy nanoczastki o wtasciwosciach magnetycznych, nanoczastki ztota do hodowli lewitu-
jacych w polu magnetycznym sferoid komoérkowych zawieszonych pod gérna powierzchnig medium ho-
dowlanego na szalce Periego. (Souza, GR. et al, Three-dimensional tissue culture based on magnetic
cell levitation, Nature Nanotechnology, 5, 4, (Apr 2010), 297-301). Z kolei W. L. Haisler rozwing powyz-
szg metode opracowujac protokdt hodowli lewitujacych klastrow komérkowych na ptytce wielodotkowej,
wykorzystujacy nanoczastki zelaza potaczone bezposrednio z komérkami oraz pole magnetyczne. Nie
zaobserwowano negatywnego wptywu pola magnetycznego o niskim natezeniu (30-500 G) na prolife-
racje i metabolizm komdrkowy, natomiast obecno$¢ zespalajacych komorki sit magnetycznych przyczy-
nita sie do formowania zwartych, stabilnych struktur komorkowych. (W L. Haisler et al. Three-dimensio-
nal cell culturing by magnetic levitation, Nature Protocols, 8, 10, (Oct 2013), 1940-9). Powyzsze metody
umozliwiajg kohodowle klastréw lub sferoid komérkowych o niezréznicowanej budowie i nieunaczynio-
nych w warunkach stacjonarnych z wykorzystaniem linii komérkowych lub komérek pierwotnych, jednak
bez wptywu na morfologiczng budowe tkanki. Wykorzystanie komoérek macierzystych w hodowli lewitu-
jacych sferoid pozwolito na uzyskanie zréznicowanych struktur komoérkowych, tzw. organoidéw komor-
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kowych (Alexes C. Daquinag, Adipose Tissue Engineering in Three-Dimensional Levitation Tissue Cul-
ture System Based on Magnetic Nanoparticles, Tissue Engineering Part C: Methods, 19, 5, 2013). Ko-
lejny problem stanowi automatyzacja i standaryzacja metod hodowli, ktéra wymagana jest w procedu-
rach medycznych, a ktéra warunkuje powtarzalnosé wynikéw i redukcje kosztéw jednostkowych badan
diagnostycznych.

Hodowle w mikroskali zapewniaja lepsza, precyzyjna kontrole warunkéw rozwoju komérek i wza-
jemnej ich interakcji, co pozwala na ich standaryzacje i automatyzacje, a przede wszystkim prowadzenie
hodowli w warunkach przeptywowych, w uktadzie dynamicznym — wiernie nasladujgcym zjawiska
in vivo, co w istotny sposob wptywa na morfologie komérek. Mikrofluidalne uktady do hodowli tkanko-
wych daja mozliwos$¢ ograniczenia wykorzystania modeli zwierzecych w badaniach nowych lekéw oraz
przyspieszenia badan przedklinicznych z uwagi na wysoka powtarzalno$é wynikéw i zgodnosé sztucz-
nych tkanek z materiatem genetycznym cztowieka. Mikrosystemy te nie tylko w lepszy sposdb nasladuja
trojwymiarowa mikroarchitekture tkanek niz hodowle klasyczne, ale sg w stanie oddac¢ specyficzne dla
danej tkanki warunki fizyczne np. ich prace mechaniczna. Ponadto ograniczajg zuzycie reagentéw oraz
materiatu biologicznego pozwalajg na wyprowadzenie hodowli z niewielkiej liczby komdrek w krotkim
czasie. (Low, L. A., Tagle, D. A., Tissue chips — innovative tools for drug development and disease
modeling, Lab Chip, 2017, 17, 3026-3036). Tym niemniej, obecnie wykorzystywane uktady mikroflui-
dalne do hodowli komoérkowych sg w stanie formowa¢ (modelowac) jedynie nieunaczynione tkanki
o prostej budowie morfologicznej lub proste kanaty optaszczone komérkami $rodbtonka — tzw. modele
naczyn krwionosnych, (Takashi Miura, Ryuji Yokokawa, Tissue culture on a chip: Developmental biology
applications of self-organized capillary networks in microfluidic devices, Develop. Growth Differ. (2016)
58, 505-515).

Do wytwarzania urzadzen mikrofluidalnych wykorzystywanych jest obecnie szereg metod, do naj-
wazniejszych naleza: fotolitografia miekka z wykorzystaniem PDMS, formowanie wtryskowe tworzyw
sztucznych, fabrykacja na bazie materiatow celulozowych, grawerowanie laserowe oraz druk 3D. For-
mowanie wtryskowe jest stosowane do produkcji wielkoseryjnej urzadzen mikrofluidalnych o powtarzal-
nych parametrach, wysokiej jakosci oraz niskich kosztach jednostkowych produkcji. Ze wzgledu na wy-
sokie koszty inwestycyjne wtryskarek oraz form wtryskowych metoda ta nie jest stosowana do wytwa-
rzania urzadzen prototypowych i produkcji krétkoseryjnej. Fabrykacja na bazie materiatéw celulozowych
ma zastosowanie jedynie do produkcji prostych urzadzen mikrofluidalnych o ograniczonej funkcjonal-
nosci. Litografia miekka pozwala na wytwarzanie ztozonych mikrouktadow z elementami automatyki
przeptywu (zawory, pompy itp.), jednak jest pracochionna wieloetapowa, kosztowna i nie daje mozliwo-
$ci automatyzacji procesu wytwoérczego. W odréznieniu od powyzszych metod grawerowanie laserowe
oraz drukowanie 3D sg jedynymi metodami wytworczymi, dla ktérych proces projektowania i wytwarza-
nia jest w petni zdigitalizowany i zautomatyzowany, co pozwala na wytwarzanie prototypowych egzem-
plarzy urzadzenh o zindywidualizowanej konstrukcji w prosty i automatyczny sposéb. Drukowanie 3D ze
wzgledu na ograniczong precyzje i jakos¢ uzyskiwanych powierzchni oraz ograniczona game biokom-
patybilnych materiatéw o dobrych wtasciwosciach optycznych ma ograniczone zastosowanie w produk-
cji urzadzen diagnostycznych i bioczipéw. (N. Bhattachaijee, A. Urrios, S. Kanga and A. Folch, The
upcoming 3D-printing revolution in microfluidics. Lab Chip, 2016, 16, 1720). Metody laserowe umozli-
wiaja z kolei wykorzystanie w procesie wytworczym certyfikowanych do zastosowarn medycznych, bio-
kompatybilnych, powszechnie dostepnych, tanich prefabrykowanych metoda wtryskowa elementow
i materiatdw o powtarzalnych, doskonatych wiasciwoséciach optycznych i dobrej przenikalnosci magne-
tycznej oraz wysokiej jakosci powierzchni.

W amerykanskim opisie patentowym US6197575 B1 opisano urzadzenie mikrofluidalne w postaci
ptytki wielodotkowej do prowadzenia hodowli tkankowych oraz sposob jego wytwarzania. Urzadzenie
umozliwia hodowle tkanek z wykorzystaniem porowatych podtozy (rusztowan) na ktérych hodowane sa
komorki i wykorzystuje zjawisko perfuzji medium hodowlanego przez zwartg strukture komoérkowa.
Urzadzenie nie umozliwia precyzyjnej kontroli potozenia komorek w formowanej tkance ani hydrodyna-
micznego formowania jej struktury. Nie daje tez mozliwosci formowania naczyn przeptywowych
w tkance w zaprojektowany sposéb. Urzadzenie nie daje mozliwosci bezposredniej obserwacji i prowa-
dzenia badan z wykorzystaniem uformowanej tkanki w uktadzie przeptywowym, pod mikroskopem op-
tycznym i metodami epifluorescencyjnymi. Sposob wytwarzania urzgdzenia wykorzystuje mikroobrébke
tworzyw, mikroodlewanie, wyttaczanie, elektrodepozycje i druk 3D. Opisane metody wytwarzania nie
umozliwiajg szybkiego i bezposredniego wytwarzania spersonalizowanych uktadow mikrofluidalnych
z wykorzystaniem tanich prefabrykowanych elementéw o doskonatych wiasciwosciach optycznych i ich
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kastomizacji za pomoca skupionej wiazki laserowej. Z amerykanskiego opisu patentowego US7229820
B1 znany jest bioreaktor do prowadzenia hodowli i kohodowli komérkowych na podtozu umozliwiajgcym
immobilizacje komorek, dajacy mozliwos¢ zabezpieczenia hodowli przed kontaminacijg oraz krioprotek-
cje hodowli komorkowej. Urzadzenie jednak nie daje mozliwosci kontroli potozenia komorek oraz for-
mowania struktur komoérkowych o zadanej budowie morfologicznej, jak réwniez nie umozliwia bezpo-
$rednich obserwacji mikroskopowych struktury komérkowej. W amerykanskim zgtoszeniu patentowym
US20040029266 A1 autorzy zaprezentowali planarne urzadzenie do prowadzenia kultur tkankowych
w warunkach stacjonarnych. Z kolei w amerykanskim opisie patentowym US9226494 B2 opisano mo-
dularny bioreaktor do hodowli unaczynionych tkanek w warunkach przeptywowych. Urzadzenie ztozone
jest z trzech oddzielonych komér potozonych jedna nad druga, przy czym hodowle komdérkowa prowadzi
sie w komorze srodkowej wyposazonej w siatke podporowa macierzy komoérkowej. Metoda hodowli
unaczynionej tkanki wykorzystuje mikrofragmenty naczyn krwionosnych uprzednio wyseparowane
z tkanek i wprowadzane do komory hodowlanej. Urzadzenie nie daje mozliwosci precyzyjnej kontroli
potozenia komorek oraz formowania struktur komoérkowych o zadanej budowie morfologicznej, jak row-
niez nie umozliwia bezposrednich obserwacji mikroskopowych struktury komérkowej. W zgtoszeniu pa-
tentowym US20090181200 A1 ujawniono metode wytwarzania potokragtych kanatéow tworzacych sys-
tem naczyniowy w warstwach polimeru oraz wielowarstwowe urzadzenie mikrofluidalne ztozone z sze-
regu warstw. Przedstawiona metoda jest modyfikacjg klasycznej metody fotolitograficznej wytwarzania
urzadzen mikrofluidalnych. W amerykanskich opisach patentowych US5032508 B2 i US4963489 B2
opisano system do prowadzenia tréjwymiarowych hodowli komérkowych z wykorzystaniem siatek nylo-
nowych jako suportow. Z kolei zgtoszenie patentowe US20140186414 A1 ujawnia metode hodowli tka-
nek z wykorzystaniem mikroimplantéw zwierzecych. Z kolejnego zgtoszenia amerykarnskiego
US20140154703A1 znany jest mikrosystem do separacji i frakcjonowania komorek nowotworowych
z krwi pacjentow oraz ich hodowli. Separacja komoérek prowadzona jest z wykorzystaniem macierzy
precikdbw modyfikowanych powierzchniowo przeciwciatami monoklonalnymi przeciw specyficznym an-
tygenom wystepujacym na powierzchni komoérek nowotworowych. W zgtoszeniu US20130149724 A1
ujawniono mikrofluidalne urzadzenie wielosekcyjne umozliwiajace jednoczesna dysocjacje tkanki, ho-
dowle, separacje i manipulacje komdrkami oraz prowadzenia badan z ich wykorzystaniem. Urzgdzenie
umozliwia inspekcje hodowli za pomoca mikroskopu optycznego, jednak nie umozliwia precyzyjnego
pozycjonowania komorek. Ze zgtoszenia patentowego US20180141047 A1 znane jest wielodotkowe
urzadzenie mikrofluidalne do prowadzenia tréjwymiarowych hodowli komoérek w warunkach stacjonar-
nych, wykorzystujace materiaty podporowe do immobilizacji komérek. Do centralnie potozonych komaér
hodowlanych poprowadzone zostaty mikrokanaty doprowadzajace substancje stymulujace wzrost i pro-
liferacje komorek. W zgtoszeniu patentowym US20100267136 A1 opisano metode wytwarzania una-
czynionej tkanki bazujaca na odlewach polimerowych dwuwymiarowej struktury naczyniowej wykona-
nych w PDMS metodg litografii miekkiej, a nastepnie zasiedlaniu struktury ztozonej z dwoch warstw
funkcjonalnych przedzielonych membrang, komérkami. Metoda ta umozliwia budowe urzadzen mikro-
naczyniowych nasladujacych zywa tkanke. W kolejnym zgtoszeniu patentowym US20130143230 A1
opisano platforme mikrofluidalng do badania wptywu czynnikéw fizykochemicznych i biologicznych na
kultury i kokultury komérkowe. Hodowle komérkowe byly prowadzone w ukfadzie stacjonarnym i prze-
ptywowym na syntetycznych rusztowaniach. Ze zgtoszenia patentowego US20080233607 A1 znane
jest przeptywowe urzadzenie mikrofluidalne w postaci prostego kanatu posiadajgcego szereg przegrod,
do prowadzenia hodowli komérkowych w laminarnym przeptywie medium hodowlanego, a zgtoszenie
patentowe US20110086427A1 dotyczy urzadzenia mikrofluidalnego do prowadzenia hodowli komérko-
wych, ktére wyposazone jest w komore retencji komoérek o strukturyzowanej powierzchni utatwiajace;
zatrzymanie komorek w jej obrebie oraz kanat do perfuzji medium hodowlanego w obrebie hodowli ko-
morkowej. Z kolei w zgtoszeniu patentowym US20090023608 A1 opisano urzadzenie mikrofluidalne
posiadajace macierzowy uktad komoér hodowlanych do prowadzenia szeregu jednoczesnych badan
i hodowli komdrkowych. Uktad umozliwiat obserwacje hodowli pod mikroskopem optycznym. Podobnie,
w zgtoszeniu patentowym US20120003732 A1 przedstawiono system zaopatrzony w macierzowy uktad
komor hodowlanych do jednoczesnego prowadzenia badan z wykorzystaniem szeregu kultur komaorko-
wych pod mikroskopem optycznym. W amerykanskim zgtoszeniu patentowym US20070084706 A1 opi-
sano urzadzenie mikrofluidalne oraz metode prowadzenia hodowli komérkowych na porowatej mem-
branie.

Zadne ze znanych rozwigzan konstrukcyjnych oraz metod prowadzenia hodowli tkankowych
w przeptywowych uktadach mikrofluidalnych nie umozliwia precyzyjnej kontroli potozenia i efektywnego
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zatrzymania komorek oraz formowania klastréw komorkowych o zréznicowanej budowie morfologiczne;
i pozadanym ksztatcie plastrow o zadanej grubosci tworzacych unaczyniong sztuczna tkanke w obrebie
komor hodowlanych i bez uzycia struktur podporowych, rusztowan, hydrozeli lub membran pétprzepusz-
czalnych, a jedynie dzieki formowaniu i kontroli pola predkosci ptynu, mikropola magnetycznego o ni-
skim natezeniu i dyskretnym rozktadzie oraz powszechnie dostepnych biokompatybilnych, immunore-
aktywnych, modyfikowanych powierzchniowo biotylowanymi przeciwciatami mikrokapsutek polimero-
wych zawierajacych w rdzeniu nanoczastki o wlasciwosciach ferromagnetycznych, uprzednio potaczo-
nych w aglomeraty mikrokapsutka-komaérka w selektywny sposéb trwale lub roztgcznie z btona komoér-
kowa komorek okreslonych rodzajow dzieki tworzeniu komplekséw immunologicznych antygen-prze-
ciwciato. Ponadto dotychczas znane konstrukcje nie daja mozliwosci prowadzenia obserwacji mikrosko-
powych wewnatrz czipa mikrofluidalnego i bez koniecznosci wstepnego przygotowania probki, w tatwy
i efektywny sposoéb, dzieki wykorzystaniu materiatéw konstrukcyjnych o doskonatych wiasciwosciach
optycznych w postaci cienkich warstw oraz ograniczonej wysokosci komory hodowlanej, co umozliwia
prowadzenie powtarzalnych, wysokiej doktadnoéci badan i analiz z wykorzystaniem standardowych
technik badawczych wykorzystywanych w biologii, medycynie, farmacji oraz inzynierii biomedycznej,
a w szczegolnosci optycznej mikroskopii epifluorescencyjnej o duzych powiekszeniach optycznych i bez
znieksztatcen obrazu oraz spektrofluorymetrii, a nie wymaga zastosowania kosztownych metod mikro-
skopii konfokalnej stosowanych do analizy prébek o duzej migzszosci.

Ponadto, zaden ze znanych sposobdw hodowli sztucznych tkanek nie umozliwia hodowli orga-
noidow, organdw i guzéw nowotworowych w mikroobjetosciach z ograniczonej, niewielkiej liczby komo-
rek linii komorkowych lub komdrek pierwotnych pobranych od pacjenta bez koniecznosci ich wstepne;j
hodowli zawiesinowej, co ogranicza do minimum ich straty oraz liczbe koniecznych podziatéw komoér-
kowych, a tym samym skraca czas wymagany dla wytworzenia funkcjonalnej struktury tkankowej. Do-
datkowo, zadna ze znanych metoda hodowli sztucznych tkanek w czipach mikrofluidalnych nie wyko-
rzystuje wysokiej jakosci prefabrykowanych elementéw czipow mikrofluidalnych jednorazowego uzytku,
ktorych parametry w prosty i bezposredni sposéb moga by¢ indywidualnie i w zautomatyzowany sposob
dostosowywane (kastomizowane), co skraca i upraszcza procedure hodowli i daje mozliwos¢ jej stan-
daryzacji i automatyzacji, a przez to nie sg znane metody umozliwiajace wytwarzania zindywidualizo-
wanych modeli tkankowych dla rutynowych badan w medycynie spersonalizowane;j.

Ponadto, zadna ze znanych metod wytwarzania mikrosystemow nie opisuje metody wytwarzania
generatora dyskretnego mikropola magnetycznego oraz przeptywowego czipa mikrofluidalnego z nim
wspotpracujacego wykorzystujacego wysokiej jakosci, tanie prefabrykowane elementy podlegajace je-
dynie modyfikacji i dostosowaniu z wykorzystaniem laserowej stacji grawerujacej z laserem CO:2 o dtu-
gosci fali 10,6 lub 9,3 mikrometra, co umozliwia wytwarzanie zindywidualizowanego uktadu mikrokana-
tow, komor i ich przegrod w czipach mikrofluidalnych oraz zindywidualizowanego uktadu trzpieni ferro-
magnetycznych generatora pola magnetycznego, a przez to umozliwia tworzenie zindywidualizowa-
nych, prototypowych konstrukcji formujacych spersonalizowane, sztuczne zmiany nowotworowe, w za-
utomatyzowany, powtarzalny sposob i z zadowalajaca precyzja dla kazdego pacjenta w placéwce opieki
zdrowotnej przez wyszkolony personel medyczny, na podstawie zdje¢ tomograficznych, symulacji kom-
puterowej lub zatozen projektowych, a co nie jest osiggalne innymi znanymi metodami fabrykacji ukfa-
dow mikrofluidalnych, ktére wymagaja specjalistycznej wiedzy i dtugoletniego doswiadczenia o charak-
terze projektowo-inzynierskim.

Celem wynalazku byto opracowanie nowego rozwigzania konstrukcyjnego w postaci magne-
tyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej i sposobu jej wytwarzania. Dodatkowo postano-
wiono opracowac nowy sposob hodowli sztucznych tkanek na potrzeby medycyny spersonalizowanej,
ktéry rozwigzywatby powyzej wskazane problemy.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna sktadajaca sie z prefabrykowanych ele-
mentow wieka i postawy oraz skastomizowanej warstwy funkcjonalnej, a wieko czipa sktada sie z po-
krywy, arkusza szkta i wezykdw przytaczeniowych, podczas gdy podstawa czipa sktada sie z ostony
podstawy oraz arkusza szkfa, a warstwa funkcjonalna czipa sktada sie z cienkiej warstwy PDMS (poli-
dimetylosiloksanu), charakteryzuje sie tym, ze sktada sie z przeptywowego czipa mikrofluidalinego wy-
posazonego w mikrokanaty, komore hodowlang i gniazdo generatora mikropola magnetycznego oraz
jednego lub dwdch generatoréw mikropola magnetycznego, przy czym kazdy z generatoréw mikropola
magnetycznego ztozony jest z magnesu statego, szeregu trzpieni ferromagnetycznych i bloku genera-
tora posiadajacego wtyk; przy czym uktad mikrokanatéw i komér hodowlanych w czipie mikrofluidalnym
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oraz uktad trzpieni ferromagnetycznych generatora mikropola magnetycznego jest wzajemnie skorelo-
wany w ten sposob, ze trzpienie ferromagnetyczne w platformie przebiegajg réwnolegle od powierzchni
komory hodowlanej czipa do powierzchni magnesu statego.

Korzystnie gniazdo generatora mikropola obejmuje obszar komory hodowlanej czipa mikroflui-
dalnego.

Korzystnie gniazdo generatora mikropola wykonane jest w ostonie podstawy oraz w pokrywie
czipa mikrofluidainego.

Korzystnie wewnatrz komor hodowlanych rozlokowane sa przegrody formujgce pole predkosci
i wirowosci ptynu w jej wnetrzu.

Korzystnie arkusze szkta wieka i podstawy czipa wykonane zostaty ze szkta borosilikatowego do
epifluorescencji o grubosci nie wiekszej niz 150 mikrometrow.

Korzystnie wtyk generatora mikropola posiada wyniesiong ptaszczyzne réwnolegta do po-
wierzchni komory hodowlanej czipa, dopasowang ksztattem i potozeniem do gniazda generatora w po-
krywie wieka i ostonie podstawy czipa mikrofluidalnego.

Korzystnie powierzchnia wtyku generatora mikropola jest odsunieta od powierzchni magnesu sta-
tego na odlegto$¢ od 5 do 50 mm.

Korzystnie otwory trzpieni ferromagnetycznych rozlokowane sg w obszarze wtyku generatora mi-
kropola magnetycznego.

Korzystnie powierzchnia otworu pozycjonujacego magnes staty w podstawie generatora obej-
muje obszar komory hodowlanej czipa mikrofluidalnego.

Korzystnie stosuje sie magnesy ptytowe z grupy od N35 do N52.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne wykonane sg ze stali ferromagnetycznej, najkorzystniej
typu SS 430.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne maja srednice od 100 do 500 mikrometrow.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne ustawione sg prostopadle do powierzchni komory hodow-
lanej czipa mikrofluidalnego.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne sa roztozone nad i/lub pod komorg hodowlang czipa mi-
krofluidalnego we wzajemnych odlegtosciach nie mniejszych niz dwukrotno$¢ srednicy trzpienia ferro-
magnetycznego.

Korzystnie dwa wspoitpracujace generatory mikropola magnetycznego ustawione sa naprzeciw-
legte nad i pod czipem mikrofluidalnym.

Sposob wytwarzania magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej polega na tym,
ze na podstawie zdje¢ tomograficznych lub wynikéw symulacji komputerowych albo projektu sztucznej
tkanki, przygotowuje sie dwuwymiarowe mapy grawerowania lub ciecia prefabrykowanych elementéw
konstrukcyjnych platformy mikrofluidalnej: prefabrykowanej warstwy funkcjonalnej oraz blokéw genera-
tora, ktére sg bezposrednio i automatycznie grawerowane lub kastomizowane wiazka lasera i w ten
sposéb powstaja mikrokanaly i komory hodowlane oraz ich przegrody, a takze otwory przelotowe
trzpieni ferromagnetycznych generatora mikropola magnetycznego, a nastepnie wszystkie prefabryko-
wane i skastomizowane elementy platformy mikrofluidalnej sa ze soba taczone.

Korzystnie warstwa funkcjonalna czipa mikrofluidalnego wykonana zostata z prefabrykowanego
zespotu warstwy funkcjonalnej poprzez kastomizacje warstwy PDMS wigzka lasera CO2 o dtugosci fali
10,6 lub 9,3 mikrometra oraz nastepnie usuniecie folii poliestrowe;.

Korzystnie podczas kastomizacji warstwy PDMS prefabrykowane] warstwy funkcjonalnej czipa
grawerowana lub wycinana jest w warstwie PDMS struktura mikrokanatéw, komér hodowlanych i ich
przegrod formujacych pole predkosci i wirowosci medium hodowlanego.

Korzystnie pokrywa czipa oraz ostona podstawy zostaty potaczone z arkuszami szkta w sposéb
hydraulicznie szczelny i nieroztaczny metoda zgrzewania.

Korzystnie podczas kastomizacji blokéw generatora grawerowane sa otwory przelotowe trzpieni
ferromagnetycznych od powierzchni wtyku generatora do powierzchni magnesu statego za pomoca
wiazki lasera CO: o dtugosci fali 10,6 lub 9,3 mikrometra.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne wprowadzane sg w otwory przelotowe trzpieni ferroma-
gnetycznych i taczone trwale z blokiem generatora za pomoca kleju.

Istota wynalazku jest rowniez sposdéb hodowli sztucznych tkanek w mikropolu magnetycznym,
ktory polega na tym, ze w pierwszym etapie przeprowadza sie separacje i/lub koncentracje komorek
ludzkich lub zwierzecych z ich zawiesiny za pomoca mikrokapsutek magnetycznych, ktére tacza sie
z komoérkami, w drugim etapie zawiesine aglomeratéw mikrokapsutka-komoérka zattacza sie do czipa
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mikrofluidalnego tworzgcego zespoét z generatorem mikropola magnetycznego, a aglomeraty sg zatrzy-
mywane i pozycjonowane wewnatrz komory hodowlanej czipa w obszarach zdeterminowanych rozlo-
kowaniem rdzeni ferromagnetycznych, w trzecim etapie prowadzi sie hodowle komaérek z ktérych dyna-
micznie formuje sie tkanke w postaci klastréw za pomoca kontrolowanego przegrodami pola predkosci
i wirowosci medium hodowlanego w czipie, przy czym hodowle prowadzi sie w temperaturze 37°C,
w kolejnych etapach ponownie wprowadza sie do czipa mikrofluidalnego zawiesine aglomeratéw mikro-
kapsutka-komorka tego samego i/lub innego typu i prowadzi sie hodowle az do uzyskania wymaganej
struktury tkankowej, w ostatnim etapie prowadzi sie badania w czipie mikrofluidalnym z wykorzystaniem
utworzonej sztucznej tkanki.

Korzystnie $rednica mikrokapsutek magnetycznych zawiera sie w przedziale od 1 do 3 mikrometréw.

Korzystnie powierzchnia mikrokapsutek magnetycznych modyfikowana jest powierzchniowo za
pomoca biotylowanych przeciwciat monoklonalnych przeciw antygenom wystepujacym na powierzchni
komorek cztowieka lub na powierzchni komoérek zwierzecych, najkorzystniej przeciw antygenom
EpCam, CD45, CD31, CD34.

Korzystnie komorki podlegajace aglomeracji sg komérkami prawidtowymi lub nowotworowymi linii
cztowieka lub linii zwierzecych lub tez sg komdrkami pierwotnymi cztowieka lub zwierzecymi, najko-
rzystniej do aglomeracji wykorzystuje sie komorki ludzkich fibroblastow, komérki srédbtonka oraz ko-
morki macierzyste.

Korzystnie hodowle prowadzi sie przez okres od 3 godzin do 7 dni w warunkach przeptywowych.

Korzystnie utworzony klaster komérkowy ma postac¢ cienkiego plastra o grubosci od 0,02 do 0,5 mm.

Korzystnie natezenie przeptywu zawiesiny komérka-mikrokapsutka wprowadzanej do czipa mi-
krofluidalnego zawiera sie w przedziale od 0,5 ml/min do 10 mi/min.

Korzystnie natezenie przeptywu medium hodowlanego podczas hodowli komérek zawiera sie
w przedziale od 0,1 mil/godzine do 10 ml/godzine.

Korzystnie przeptyw medium hodowlanego przez czip mikrofluidalny podczas hodowli komérko-
wej wymusza sie za pomoca pompy strzykawkowe;j.

Korzystnie hodowle komdrek na czipie prowadzi sie w cieplarce.

Korzystnie koncentracja zawiesiny aglomeratéw mikrokapsutka-komaorka wprowadzanej do mi-
krosystemu zawiera sie w przedziale od 1x10® do 1x10” aglomeratow na mililitr.

Korzystnie zawiesina aglomeratéw mikrokapsutka-komorka jest ich zawiesing w referencyjnym
medium hodowlanym dla zaglomerowanych komaérek.

Korzystnie klastry komérkowe sg formowane z agregatéw mikrokapsutka-komoérka wewnatrz ko-
moér hodowlanych bezposrednio nad trzpieniami ferromagnetycznymi lub pomiedzy naprzeciwlegte ulo-
kowanymi trzpieniami ferromagnetycznymi w postaci wysp lub stupkéw o $rednicy réwnej $rednicy
trzpienia ferromagnetycznego.

Konstrukcja platformy umozliwia prowadzenie kohodowli komérkowych w fatwy i wydajny sposob,
w diugim okresie czasu przy wspotpracy z powszechnie dostepnym, standardowym sprzetem wykorzy-
stywanym do prowadzenia hodowli komdérkowych w laboratoriach diagnostycznych, osrodkach zdrowia
i jednostkach naukowo-badawczych tj. z wykorzystaniem cieplarek i pomp infuzyjnych. Konstrukcja plat-
formy zapewnia ponadto mozliwos$¢ wprowadzania dowolnych substancji czynnych do $rodowiska ho-
dowli oraz prowadzenie obserwacji mikroskopowych oraz badanh i analiz z wykorzystaniem standardo-
wych technik badawczych wykorzystywanych w biologii, medycynie, farmacji oraz inzynierii biomedycz-
nej, a w szczegolnosci optycznej mikroskopii epifluorescencyjnej i spektrofluorymetrii.

W szczegolnosci, platforma umozliwia wytworzenie hydrodynamicznego mikrosrodowiska prze-
ptywowego formujacego (modelujacego) strukture tkankowa, wtasciwego do prowadzenia kohodowli
komoérkowych w dtugim okresie czasu, umozliwiajacego proliferacje wzrost i roznicowanie komorek,
umozliwia wytworzenie srodowiska o statych lub zmiennych w czasie warunkach i kontrolowanych pa-
rametrach, takich jak: rozktad predkosci i wirowosci ptynu w komorze hodowlanej, przestrzenny rozktad
komoérek o zréznicowanej budowie morfologicznej, w tym réznych rodzajéow komorek cztowieka, oraz
umozliwia kontrolowane formowanie wewnatrztkankowych struktur naczyniowo-przeptywowych. Jest to
osiagane bez wykorzystania struktur podporowych, w szczegdélnosci nie wymaga zastosowania hydro-
zeli, potprzepuszczalnych membran i rusztowan, a mozliwe jest dzieki formowaniu i kontroli pola pred-
kosci ptynu w komorze, zastosowaniu ferromagnetycznych mikrokapsutek polimerowych o zmodyfiko-
wanych wiasciwosciach powierzchniowych, przez co adherujacych z komérkami, ktére umozliwiaja
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utrzymywanie aglomeratéw mikrokapsutka-komaérka oraz ich klastréw w okreslonych miejscach w obre-
bie przeptywowych komér mikrosystemu za pomoca mikropola magnetycznego wytwarzanego przez
generator pola.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidaina do hodowli i badan sztucznych tkanek
wedtug wynalazku umozliwia formowanie i hodowle sztucznych tkanek w przeptywowych, jednorazo-
wych, kastomizowalnych, biokompatybilnych czipach mikrofluidalnych w dyskretnym mikropolu magne-
tycznym generowanym w komorach hodowlanych czipa mikrofluidalnego za pomoca generatoréow mi-
kropola magnetycznego o niskim natezeniu, ktére umozliwiaja precyzyjng kontrole potozenia i efek-
tywne zatrzymanie agregatéw komérka-mikrokapsutka oraz formowanie zwartych klastrow komaérko-
wych o zréznicowanej budowie morfologicznej w bezposrednim sgsiedztwie trzpieni ferromagnetycz-
nych wewnatrz komory hodowlanej, a przez to formowanie i hodowle trojwymiarowych, przestrzennych,
przeptywowych funkcjonalnych struktur komoérkowych wyzszego poziomu ztozonych z uformowanych
klastréw komérkowych, a powstajacych w catej objetosci komory hodowlanej, tzw. sztucznych tkanek,
organoidow lub organdw na czipie, cechujgcych sie pozadanym ksztattem cienkich plastrow o zadane;
grubosci, a przegrody wewnatrz komér hodowlanych umozliwiajg ich hydrodynamiczne modelowanie,
przy czym aglomeraty komdrka-mikrokapsutka otrzymywane sg znanymi metodami w prosty sposob
dzieki wykorzystaniu powszechnie dostepnych biokompatybilnych, immunoreaktywnych, modyfikowa-
nych powierzchniowo biotylowanymi przeciwciatami mikrokapsutek polimerowych zawierajacych
w rdzeniu nanoczastki o wiasciwosciach ferromagnetycznych, ktére tacza sie w selektywny sposéb
trwale lub roztgcznie z btona komdrkowa komadrek okreslonych rodzajéw dzieki tworzeniu komplekséw
immunologicznych antygen-przeciwciato; ponadto konstrukcja platformy mikrofluidalnej daje mozliwosci
prowadzenia obserwacji mikroskopowych wewnatrz czipa mikrofluidalnego i bez koniecznosci wstep-
nego przygotowania probki, w tatwy i efektywny sposéb, dzieki wykorzystaniu materiatéw konstrukcyj-
nych o doskonatych wtadciwosciach optycznych w postaci cienkich warstw szkta oraz ograniczonej wy-
sokosci komory hodowlanej, co umozliwia prowadzenie powtarzalnych, wysokiej doktadnosci badan
i analiz z wykorzystaniem standardowych technik badawczych wykorzystywanych w biologii, medycy-
nie, farmaciji oraz inzynierii biomedycznej, a w szczegdlnosci optycznej mikroskopii epifluorescencyjnej
o duzych powiekszeniach optycznych i bez znieksztatceh obrazu oraz spektrofluorymetrii; ponadto me-
toda hodowli sztucznych tkanek w mikropolu magnetycznym umozliwia hodowle guzéw nowotworowych
w mikroobjetosciach z ograniczonej, niewielkiej liczby komérek linii komérkowych lub komoérek pierwot-
nych pobranych od pacjenta bez koniecznosci ich wstepnej hodowli zawiesinowej, co ogranicza do mi-
nimum ich straty oraz liczbe koniecznych podziatéw komérkowych, a tym samym skraca czas wyma-
gany dla wytworzenia funkcjonalnej struktury tkankowej, ktéry dodatkowo ulega skréceniu dzieki wyko-
rzystaniu prefabrykowanych elementéw czipéw mikrofluidalnych, ktérych parametry w prosty i bezpo-
$redni sposob moga by¢ indywidualnie i w zautomatyzowany sposob dostosowywane (kastomizowane),
co upraszcza procedure hodowli i daje mozliwos¢ jej standaryzacji i automatyzacji, a przez to umozliwia
jej rutynowe wykorzystanie w medycynie spersonalizowanej, ktéra to procedura kastomizacji umozliwia
wytwarzanie zindywidualizowanego uktadu mikrokanatéw, komor i ich przegréd w czipach mikrofluidal-
nych oraz zindywidualizowanego ukfadu trzpieni ferromagnetycznych generatora pola magnetycznego,
a przez to umozliwia tworzenie zindywidualizowanych, prototypowych konstrukcji formujacych sperso-
nalizowane, sztuczne zmiany nowotworowe, w zautomatyzowany, powtarzalny sposéb i z zadowalajaca
precyzjg dla kazdego pacjenta w placéwce opieki zdrowotnej przez wyszkolony personel medyczny, na
podstawie zdje¢ tomograficznych, symulacji komputerowej lub zatozen projektowych.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania oraz na rysunku na

ktérym:

fig. 1 przedstawia magnetyczno-hydrodynamiczng platforme mikrofluidaing z jednym gene-
ratorem mikropola magnetycznego,

fig. 2 przedstawia eksplodowany rysunek magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikro-
fluidalnej z dwoma naprzeciwlegtymi generatorami mikropola magnetycznego,

fig. 3 przedstawia eksplodowany rysunek czipa mikrofluidalnego z dwoma gniazdami gene-
ratora mikropola magnetycznego,

fig. 4 przedstawia eksplodowany rysunek generatora dyskretnego mikropola magnetycznego,

fig. 5 przedstawia prefabrykowany blok generatora mikropola magnetycznego,

fig. 6 przedstawia eksplodowany rysunek wieka czipa mikrofluidalnego,

fig. 7 przedstawia eksplodowany rysunek podstawy czipa mikrofluidalnego,

fig. 8 przedstawia eksplodowany rysunek prefabrykowanej warstwy funkcjonaine;j,
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Przyktad 1

Wieko czipa mikrofluidalnego zostato przedstawione na rysunku fig. 6, ponizej méwiono jego bu-
dowe oraz sposob wytwarzania. Wieko 4 ztozone jest z pokrywy czipa 18 wykonanej z PMMA o wymia-
rach 60/24/10 mm (dtugos¢/szerokosé/wysokose), arkusza szkta wieka 19 ze szkia borosilikatowego
o wymiarach 59/23/0,1 (dtugos¢/szerokosc/wysokos¢) mm oraz dwdch wezykdw przytaczeniowych 20
(zasilajgcego i wyptywowego) wykonanych z polietylenu o $rednicy wewnetrznej fi 0,4 mm i grubosci
$cianki 0,3 mm oraz dtugosci 100 mm. W pokrywie 18 wykonane zostaty dwa cylindryczne, zamkniete
od gory zbiorniki odpowietrzajgce 21 o srednicy 3,9 mm i wysokosci 3 mm, potagczone z bocznymi ka-
natami czipa 22 (zasilajagcym i wyptywowym) o srednicy 1 mm. Pokrywa 18 posiada gniazdo generatora
23 o wymiarach 18,9/11 mm (dtugosé/szerokos¢) w postaci otworu przelotowego 24 nad obszarem ko-
mory hodowlanej 8. W arkuszu szkfa 19 zostaty wykonane, w osi zbiornikow odpowietrzajacych 21 dwa
otwory przelotowe 24 o $rednicy réwnej srednicy tych zbiornikéw 21. W czterech naroznikach pokrywy
18 oraz arkusza szkta 19 wykonane zostaty przelotowe otwory pozycjonujgce 17 o $rednicy 0,4 mm,
w odpowiadajgcych sobie miejscach w pokrywie 18 i arkuszu szkta 19, ktére stuzg do wzajemnego,
precyzyjnego pozycjonowania elementow mikrosystemu z wykorzystaniem trzpieni pozycjonujacych 3
wprowadzanych w otwory 17. Elementy wieka zostaty potaczone po uprzednim wzajemnym spozycjo-
nowaniu, w sposéb hydraulicznie szczelny i nieroztgczny: pokrywa czipa 18 z arkuszem szkta 19 metodg
zgrzewania oraz pokrywa czipa 18 z wezykami przytaczeniowymi 20 po wprowadzeniu kohcéwek we-
zykow do otwordow bocznych kanatow czipa 22 (wlotowego i wylotowego) za pomoca biokompatybilnego
kleju fotoutwardzalnego. Elementy wieka tworza prefabrykowany, standaryzowany element czipa mi-
krofluidalnego. Prefabrykowane elementy wieka wykonane z PMMA zostaty wykonane metodg formo-
wania wtryskowego.

Podstawa czipa 18 zostata przedstawiona na rysunku fig. 7, ponizej omoéwiono jej budowe oraz
sposob wytwarzania. Podstawa 18 ztozona jest z ostony podstawy 25 wykonanej z PMMA o wymiarach
60/24/10 mm (dtugosé/szerokos¢/wysokos¢) oraz arkusza szkta 26 ze szkfa borosilikatowego o wymia-
rach 59/23/0,1 (dtugos¢/szerokoscé/wysokose) mm. Ostona podstawy 25 posiada gniazdo generatora 27
pod obszarem komory hodowlanej 8 w postaci otworu przelotowego 24 o wymiarach 18,9/11 mm (dtu-
gosé/szerokos¢). W czterech naroznikach ostony 25 oraz arkusza szkta 26 wykonane zostaty przelo-
towe otwory pozycjonujace 17 o $rednicy 0,4 mm, w odpowiadajgcych sobie miejscach w ostonie 25
i arkuszu szkta 26, ktére stuzg do wzajemnego, precyzyjnego pozycjonowania elementéw mikrosystemu
z wykorzystaniem trzpieni pozycjonujgcych 3 wprowadzanych w otwory 17. Elementy zespotu podstawy
6 zostaty potagczone po uprzednim wzajemnym spozycjonowaniu, w Sposob hydraulicznie szczelny i nie-
roztaczny metoda zgrzewania. Elementy podstawy 6 tworza prefabrykowany, standaryzowany element
czipa mikrofluidalnego. Prefabrykowane elementy zespotu wykonane z PMMA zostaty wykonane me-
toda formowania wtryskowego.

Prefabrykowana warstwa funkcjonalna czipa 5 mikrofluidainego zostata przedstawiona na ry-
sunku fig. 8, ponizej omoéwiono jej budowe oraz sposob wytwarzania. Prefabrykowana warstwa czipa 5
ztozona jest z arkusza folii nosnej 28 wykonanej z politereftalanu etylenu (PET) o wymiarach 60/24/0,1
mm (dtugosc/szerokosé/wysokos¢) mm oraz folii PDMS 29 o wymiarach 59/23/0,5 mm (dtugos$é/szero-
kos¢/wysokos¢) wykonanej z polidimetylosiloksanu (PDMS) metoda powlekania obrotowego folii nosne;
ciektym polidimetylosiloksanem w powlekaczu obrotowym, a nastepnie utwardzonej w suszarce szaf-
kowej w temp. 70°C przez okres 1 godziny. W czterech naroznikach folii nosnej 28 oraz folii PDMS 29
wykonane zostaty przelotowe otwory pozycjonujgce 17 o $rednicy 0,4 mm, w odpowiadajacych sobie
miejscach w obu foliach, ktére stuzg do wzajemnego, precyzyjnego pozycjonowania elementéw mikro-
systemu z wykorzystaniem trzpieni pozycjonujacych 3 wprowadzanych w otwory 17. Folia nosna z folig
PDMS potaczone sg ze soba w sposob roztaczny dzieki sitom adhezji powierzchniowe;.

Czip mikrofluidalny 2 zostat przedstawiony na rysunku fig. 3, ponizej oméwiono jego budowe oraz
sposob wytwarzania. Czip mikrofluidalny 2 ztozony jest z wieka czipa 4, warstwy funkcjonalnej czipa 5
oraz podstawy czipa 6. Przed przystgpieniem do kastomizacji prefabrykowanej warstwy funkcjonalne;j
przedstawionej na fig. 8, wykonano projekt w srodowisku CAD struktury sztucznej tkanki i na podstawie
projektu przygotowano dwuwymiarowa mape grawerowania folii PDMS 29. Nastepnie mapa ta zostata
automatycznie wyeksportowana do stacji grawerujacej i automatycznie przeniesiona na folie PDMS 29
zgodnie z powszechnie znang procedura. Warstwa funkcjonalna czipa 5 zostata wykonana z prefabry-
kowanej warstwy funkcjonalnej poprzez kastomizacje warstwy PDMS 29 na folii PET 28 za pomoca
wiazki lasera CO2 o dtugosci fali 10,6 mikrometra. W wyniku kastomizacji w warstwie PDMS zostaty
wyciete krawedzie mikrokanatéw 7 (zasilajacego i odptywowego) o szerokosci 3,9 mm zaokraglonych
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na swych zakonczeniach, komory hodowlanej 8 o szerokosci 6,7 mm i dtugosci 15 mm, potgczone;j
z mikrokanatami 7 (doprowadzajacym i odprowadzajacym) oraz dwoch przegréd 9 komory hodowlane;j
o wymiarach 0,7/1 mm (szerokos$¢/wysokosc), a PDMS z wnetrza kanatéw i komory zostat mechanicznie
usuniety, tak by na folii PET 28 pozostaty jego fragmenty tworzace przegrody komory hodowlanej 8. Wieko
czipa 4 i podstawa czipa 6 oraz skastomizowana warstwa funkcjonalna czipa 5 zostaty wzajemnie po-
taczone w sposéb hydraulicznie szczelny i nieroztgczny, w ten sposéb, Ze ich wtasciwosci powierzch-
niowe zostaty zmodyfikowane za pomocg plazmy powietrznej w niskocisnieniowej komorze plazmowe;j
zgodnie z ogdlnie znang procedura. Warstwa funkcjonalna czipa 5 zostata spozycjonowana z wykorzy-
staniem otwordw pozycjonujacych 17 oraz trzpieni pozycjonujacych 3 i ztaczona z wiekiem czipa 4 od
strony arkusza szkta 19, a nastepnie docisnieta z sita 1 kg/cm? i pozostawiona pod naciskiem przez
okres 10 min, po czym usunieto arkusz foli nosnej 28. Nastepnie w ten sposéb odstonieta powierzchnie
folii PDMS 29 zmodyfikowano za pomocg plazmy powietrznej w niskocisnieniowej komorze plazmowe;j
zgodnie z tg sama procedurg, spozycjonowano z podstawa czipa 6 od strony arkusza szkfa 26, ztgczono
i pozostawiono pod naciskiem o sile 1 kg/cm? na okres 10 min.

Prefabrykowany blok generatora 10 zostat przedstawiony na rysunku fig. 5, ponizej oméwiono
jego budowe oraz sposob wytwarzania. Blok generatora 10 o wymiarach catkowitych 60/24/62 mm (dtu-
gosé/szerokosé/wysokos¢) wykonany zostat z PMMA metoda formowania wtryskowego i posiada wtyk
generatora 14 o wysokosci 10 mm dopasowany wymiarami i potozeniem do gniazda generatora 23 i 27
w czipie mikrofluidalnym 2 oraz podstawe generatora 15 o wysokosci 52 mm. W podstawie 15 od spodu
wykonany zostat prostopadtoscienny otwor pozycjonujacy magnes 16 o wymiarach 12/12/12 mm (sze-
rokosé/wysokosc¢/gtebokos¢) dopasowany wymiarami do wymiaru magnesu statego 12. W czterech na-
roznikach podstawy 15 wykonane zostaty przelotowe otwory pozycjonujgce 17 o srednicy 0,4 mm, ktére
stuza do wzajemnego, precyzyjnego pozycjonowania elementéw magnetyczno-hydrodynamicznej plat-
formy mikrofluidalnej z wykorzystaniem trzpieni pozycjonujacych 3 wprowadzanych w otwory pozycjo-
nujace 17.

Generator mikropola magnetycznego 1 zostat przedstawiony na rysunku fig. 4, ponizej omoéwiono
jego budowe oraz sposob wytwarzania. Generator ztozony jest z bloku generatora 10, dziewietnastu
cylindrycznych trzpieni ferromagnetycznych 11 o srednicy fi 0,1 mm i dlugosci 50 mm wykonanych ze
stali SS430 oraz neodymowego szesciennego magnesu statego 12 o wymiarach 12/12/12 mm typu
N52. Przed przystapieniem do kastomizacji prefabrykowanego bloku generatora mikropola magnetycz-
nego 1 przedstawionego na fig. 5, wykonano projekt w srodowisku CAD struktury sztucznej tkanki i na
podstawie projektu przygotowano dwuwymiarowa mape grawerowania bloku generatora. Nastepnie
mapa ta zostata automatycznie wyeksportowana do stacji grawerujacej i automatycznie przeniesiona
na blok generatora zgodnie z powszechnie znang procedura. Blok generatora 10 zostat wykonany z pre-
fabrykowanego bloku generatora mikropola magnetycznego poprzez kastomizacje za pomocg wigzki
lasera CO2 o dtugosci fali 10,6 mikrometra. W wyniku kastomizacji w blokach generatora 10 zostaty
wykonane zgodnie z ogodlnie znang procedura przelotowe otwory trzpieni ferromagnetycznych 13
o $rednicach dopasowanych do $rednicy trzpieni ferromagnetycznych 11 i w miejscach przewidzianych
w projekcie. Nastepnie, w tak przygotowane otwory wprowadzone zostaty trzpienie ferromagnetyczne
11 w ten sposéb, by ptaszczyzny ich zakonczen byly zlicowane z gérng powierzchnia wtyku generatora
14. Nastepnie do otworu pozycjonujacego magnes 16 w podstawie generatora 15, w obrebie trzpieni
ferromagnetycznych 11 wprowadzono 0,05 ml kleju fotoutwardzalnego, a nastepnie wprowadzono
w otwdr pozycjonujgcy magnes 16 magnes staty 12, po czym klej utwardzono pod lampg UV przez
1 minute i w ten sposéb trwale zespolono wszystkie elementy.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna zostata przedstawiona na rysunku
fig. 1, ponizej oméwiono jej budowe oraz sposéb wytwarzania. Platforma ztozona jest z generatora mi-
kropola magnetycznego 1, czipa mikrofluidainego 2 oraz czterech trzpieni pozycjonujacych 3. Czip mi-
krofluidalny 2 zostat spozycjonowany na generatorze mikropola magnetycznego 1 z wykorzystaniem
otwordw pozycjonujacych 17 i wprowadzonych w otwory trzpieni pozycjonujacych 3 o srednicy 0,35 mm
i dtugosci 60 mm, w ten sposdb by wtyk generatora 14 wprowadzony zostat w gniazdo generatora 27
w podstawie czipa 6 i Scile przylegat do powierzchni arkusza szkta podstawy 26.

Przyktad 2

Sposob prowadzenia hodowli sztucznej tkanki nowotworowej w postaci przeptywowego, unaczy-
nionego klastra o grubosci 0,5 mm w mikropolu magnetycznym z wykorzystaniem magnetyczno-hydro-
dynamicznej platformy mikrofluidalnej ztozonej z czipa mikrofluidainego 2 i jednego generatora mikro-
pola magnetycznego 1 polega na tym, ze:
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W pierwszym etapie przeprowadzono separacje i koncentracje w probéwce komorek prawi-
dtowych fibroblastow cztowieka linii Hs 578Bst z 5 ml ich zawiesiny o koncentracji 1x10° ko-
morek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych mi-
krokapsutek magnetycznych o $rednicy jednego mikrometra, modyfikowanych powierzch-
niowo przeciwciatami monoklonalnymi BerEP4 przeciw antygenowi cztowieka EpCAM zgod-
nie z referencyjng procedura separacji zalecang przez producenta. Nastepnie agregaty mi-
krokapsutka-komorka ponownie zawieszono w medium hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten
sposob uzyskujgc ich 10 krotng koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komorko-
wej. Nastepnie przeprowadzono separacje i koncentracje w probéwce komérek nowotworo-
wych raka piersi linii cztowieka SK-BR-3 z 2 ml ich zawiesiny o koncentracji 1x10% komdrek
w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych mikrokap-
sutek magnetycznych o $rednicy jednego mikrometra, modyfikowanych powierzchniowo
przeciwciatami monoklonalnymi BerEP4 przeciw antygenowi cztowieka EpCAM zgodnie z re-
ferencyjna procedurg separacji zalecang przez producenta. Nastepnie agregaty mikrokap-
sutka-komodrka ponownie zawieszono w medium hodowlanym o objetosci 0,1 ml, w ten spo-
s6b uzyskujac ich 20 krotng koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komorkowe;.
Nastepnie przeprowadzono separacje i koncentracje w probéwce pierwotnych, prawidiowych
komorek srodbtonka (HUVEC) cztowieka z 1 ml ich zawiesiny o koncentracji 5x10° komdrek
w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych mikrokap-
sutek magnetycznych o $rednicy trzech mikrometrow, modyfikowanych powierzchniowo
przeciwciatami monoklonalnymi przeciw antygenowi cztowieka CD31 zgodnie z referencyjna
procedura separacji zalecang przez producenta. Nastepnie agregaty mikrokapsutka-komorka
ponownie zawieszono w medium hodowlanym o objetosci 0,1 ml, w ten sposdb uzyskujgc ich
10 krotng koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komorkowe;.

W drugim etapie pobrano za pomoca strzykawki z probowki 0,5 ml skoncentrowanej zawie-
siny agregatéw mikrokapsutka-komorka prawidtowych fibroblastéw linii Hs 578Bst i zatto-
czono do wezyka przytaczeniowego 20 sterylnego czipa mikrofluidainego 2 umieszczonego
na generatorze mikropola magnetycznego 1 w ciagu 1 minuty. Agregaty mikrokapsutka-ko-
morka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 na wysokosci
trzpieni ferromagnetycznych 11 w postaci klastréw komoérkowych, a nadmiar medium hodow-
lanego wyptyna poza ukiad wezykiem przytaczeniowym 20 (wyptywowym).

W trzecim etapie potaczono wezyk przytaczeniowy 20 na wlocie czipa mikrofluidalnego 2 ze
strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referencyj-
nym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komdrek przez okres 48 godzin w cie-
plarce, w temperaturze 37°C, przy zmiennym natezeniu przeptywu. Natezenie przeptywu me-
dium hodowlanego byto ustawione w ten sposodb, Zze pierwszy dwugodzinny interwat byt bez
przeptywu medium, a nastepujacy po nim drugi dwugodzinny interwat byt z przeptywem me-
dium o natezeniu 0,1 ml/godzine. Interwaty powtarzaty sie cyklicznie kolejno po sobie.

W czwartym etapie, po odtgczeniu pompy strzykawkowej do wezyka przytaczeniowego 20
czipa mikrofluidalnego 2 i potaczeniu ze strzykawka, wprowadzono za jej pomoca 0,1 ml
uprzednio przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatéw komoérka-mikrokapsutka ko-
morek nowotworowych raka piersi linii cztowieka SK-BR-3 z natezeniem 1 mi/minute. Agre-
gaty mikrokapsutka-komérka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa mikroflui-
dalnego 2 w rejonie rdzeni ferromagnetycznych 11 optaszczajgc dookota uprzednio utwo-
rzone klastry komérkowe ztozone z komérek prawidtowych.

W piatym etapie potaczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy) czipa mikrofluidlanego 2 ze
strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referencyj-
nym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komdérek przez okres 24 godzin w cie-
plarce, w temperaturze 37°C, przy statym natezeniu przeptywu o wartosci 0,5 mil/godzine.
W szdstym etapie, po odtgczeniu pompy strzykawkowej, do wezyka przytaczeniowego 20
(wlotowego) czipa mikrofluidlanego 2 wprowadzono za pomoca strzykawki 0,1 ml uprzednio
przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatéw komorka-mikrokapsutka komorek
srodbtonka cztowieka HUVEC z natezeniem z natezeniem 6 ml/minute. Agregaty mikrokap-
sutka-komorka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 w re-
jonie rdzeni ferromagnetycznych 11 optaszczajac dookota uprzednio utworzone klastry ko-
morkowe ztozone z komorek prawidtowych i komoérek nowotworowych.
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7. W siédmym etapie potaczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy) czipa mikrofluidalnego 2
ze strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referen-
cyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komaérek przez okres 7 dni w cieplarce,
w temperaturze 37°C, przy statym natezeniu przeptywu o natezeniu 1 ml/godzine. Medium
w strzykawce uzupetniano okresowo co 24 h.

8. W dsmym etapie przeprowadzono badania z wykorzystaniem utworzonego modelu zmiany
nowotworowej, w ten sposdb, ze czip mikrofluidalny 2 po odtgczeniu pompy strzykawkowe;,
roztaczono z generatorem mikropola magnetycznego 1, komoérki w mikrosystemie wybar-
wiono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego zestawu live/dead zgodnie ze standardowag
procedura, a nastepnie umieszczono pod odwroéconym epifluorescencyjnym mikroskopem
optycznym i obserwowano obszary nekrotryczne w obrebie sztucznej tkanki nowotworowej.

Przyktad 3

Wieko czipa 4 mikrofluidalnego zostato wykonane zgodnie z parametrami i procedurg przedsta-
wiong w przyktadzie realizacji 1, z tg réznica, ze wysoko$¢ pokrywy czipa 18 wynosita 3 mm oraz wy-
soko$¢ arkusza szkta 19 ze szkta borosilikatowego wynosita 0,15 mm. W pokrywie wykonane zostaty
dwa cylindryczne, zamkniete od gory zbiorniki odpowietrzajace 21 o $rednicy 3,9 mm i wysokosci 2 mm,
potaczone z bocznymi kanatami czipa 22 (zasilajacym i wyptywowym) o $rednicy 1 mm.

Podstawa czipa mikrofluidalnego 6 zostata wykonana zgodnie z parametrami i procedurg przed-
stawiong w przyktadzie realizacji 1, z tg réznica, ze wysoko$¢ ostony podstawy 25 wynosi 3 mm, wyso-
kos¢ arkusza szkta 19 ze szkta borosilikatowego wynosi 0,15 mm.

Prefabrykowana warstwa funkcjonalna czipa 5 mikrofluidalnego zostata wykonana zgodnie z pa-
rametrami i procedura przedstawiona w przykitadzie realizacji 1, z tg réznica, ze wysoko$¢ warstwy
PDMS 29 wynosi 0,02 mm.

Czip mikrofluidalny 2 i sposéb jego wytwarzania, zostat wykonany zgodnie z parametrami i pro-
cedurg przedstawiong w przyktadzie realizacji 1 z tg réznica, ze warstwa funkcjonalna czipa 5 zostata
wykonana z prefabrykowanej warstwy funkcjonalnej 5 poprzez kastomizacje warstwy PDMS 29 na folii
PET 28 za pomoca wigzki lasera CO: o dtugosci fali 9,3 mikrometra.

Prefabrykowany blok generatora 10 mikropola magnetycznego zostat wykonany zgodnie z para-
metrami i procedura przedstawiona w przyktadzie realizacji 1, z tg réznica ze catkowita wysokosc¢ bloku
generatora 10 wynosi 17 mm, wysoko$¢ wtyku generatora 14 wynosi 3 mm, a wysokos¢ podstawy
generatora 15 wynosi 14 mm.

Generator mikropola magnetycznego 1 zostat wykonany zgodnie z parametrami i procedurg
przedstawiona w przyktadzie realizacji 1, z tg roznica, ze $rednica trzpieni ferromagnetycznych 11 wy-
nosi 0,5 mm, a dtugos¢ 5 mm. Blok generatora 10 zostat wykonany z prefabrykowanego bloku genera-
tora 10 mikropola magnetycznego poprzez kastomizacje za pomocg wiagzki lasera CO2 o dtugosci fali
9,3 mikrometra. Wykorzystano magnes neodymowy typu N35.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna zostata przedstawiona na rysunku
fig. 2. Platforma ztozona jest z dwoch naprzeciwlegtych generatoréw mikropola magnetycznego 1, czipa
mikrofluidalnego 2 oraz czterech trzpieni pozycjonujacych 3. Czip mikrofluidalny 2 zostat spozycjono-
wany na generatorze mikropola magnetycznego 1 z wykorzystaniem otworéw pozycjonujacych 17
i wprowadzonych w otwory trzpieni pozycjonujacych 3 o srednicy 0,35 mm i dtugosci 40 mm, w ten
sposéb by wtyki generatoréw 14 wprowadzone zostaty w gniazda generatora w ostonie podstawy 27 i w
pokrywie 23 i &cisle przylegaty do powierzchni arkusza szkta 26 i 19 w podstawie 6 | wieku czipa 4.

Przyktad 4

Sposob prowadzenia hodowli sztucznej tkanki w postaci przeptywowego, unaczynionego klastra
o grubosci 0,02 mm w mikropolu magnetycznym z wykorzystaniem magnetyczno-hydrodynamiczne;
platformy mikrofluidalnej ztozonej z czipa mikrofluidainego 2 i dwdch generatoréw mikropola magne-
tycznego 1 polega na tym, ze:

1. W pierwszym etapie przeprowadzono separacje i koncentracje w probéwce komorek prawi-
dtowych fibroblastéw cztowieka linii Hs 578Bst z 10 ml ich zawiesiny o koncentracji 5x10°
komorek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
mikrokapsutek magnetycznych o $rednicy jednego mikrometra, modyfikowanych powierzch-
niowo przeciwciatami monoklonalnymi BerEP4 przeciw antygenowi cztowieka EpCAM zgod-
nie z referencyjng proceduja separacji zalecang przez producenta. Nastepnie agregaty mi-
krokapsutka-komdrka ponownie zawieszono w medium hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten
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sposob uzyskujac ich 20 krotng koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komorko-
wej. Nastepnie przeprowadzono separacje i koncentracje w probowce pierwotnych, prawidto-
wych komorek $rodbtonka (HUVEC) cztowieka z 1 ml ich zawiesiny o koncentraciji 5x10° ko-
maorek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych mi-
krokapsutek magnetycznych o $rednicy trzech mikrometrow, modyfikowanych powierzch-
niowo przeciwciatami monoklonalnymi przeciw antygenowi cziowieka CD31 zgodnie z refe-
rencyjna procedurg separacji zalecana przez producenta. Nastepnie agregaty mikrokap-
sutka-komédrka ponownie zawieszono w medium hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten spo-
s6b uzyskujac ich 2 krotng koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komérkowe;.
W drugim etapie pobrano za pomoca strzykawki z probowki 0,5 ml skoncentrowanej zawie-
siny agregatoéw mikrokapsutka-komoérka prawidtowych fibroblastow linii Hs 578Bst i zatto-
czono do wezyka przytaczeniowego 20 (wlotowego) sterylnego czipa mikrofluidalnego 2
umieszczonego pomiedzy dwoma generatorami mikropola magentycznego 1 platformy mi-
krofluidalnej w ciagu 3 sekund. Agregaty mikrokapsutka-komaorka zatrzymaty sie w obrebie
komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 na wysokosci trzpieni ferromagnetycznych 11
w postaci klastréw komérkowych, a nadmiar medium hodowlanego wyptyna poza uktad we-
zykiem przytaczeniowym 20 (wyptywowym).

W trzecim etapie potaczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy) czipa mikrofluidalnego 2 ze
strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referencyj-
nym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komérek przez okres 3 godzin w cieplarce,
w temperaturze 37°C, przy statym natezeniu przeptywu medium hodowlanego wynoszacym
10 ml/godzine.

W czwartym etapie, po odtgczeniu pompy strzykawkowej od wezyka przytaczeniowego 20
czipa mikrofluidalnego 2 i potaczeniu ze strzykawka, ponownie wprowadzono za pomoca
strzykawki 0,5 ml skoncentrowane] zawiesiny agregatéw mikrokapsutka-komorka prawidto-
wych fibroblastow linii Hs 578Bst i zattoczono do wezyka przytaczeniowego 20 na wlocie do
sterylnego czipa mikrofluidalnego 2 umieszczonego pomiedzy dwoma generatorami mikro-
pola magnetycznego 1 platformy mikrofluidalnej w ciagu 10 sekund. Agregaty mikrokapsutka-
-komorka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego na wysoko-
$ci trzpieni ferromagnetycznych 11 optaszczajgc dookota uprzednio utworzone klastry komor-
kowe, a nadmiar medium hodowlanego wyptyng poza uktad wezykiem przytaczeniowym 20
(wylotowym) z czipa mikrofluidalnego 2.

W piatym etapie potaczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy) czipa mikrofluidalnego 2 ze
strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referencyj-
nym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komdrek przez okres 48 godzin w cie-
plarce, w temperaturze 37°C, przy statym natezeniu przeptywu o wartosci 0,3 ml/godzine.
W sz6stym etapie, po odtgczeniu pompy strzykawkowe] od wezyka przytagczeniowego 20
czipa mikrofluidalnego 2 i potaczeniu ze strzykawka, wprowadzono za jej pomocg 0,1 ml
uprzednio przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatow komaérka-mikrokapsutka ko-
morek srodbtonka cztowieka HUVEC z natezeniem 6 ml/min. Agregaty mikrokapsutka-ko-
morka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 w rejonie
rdzeni ferromagnetycznych 11 optaszczajgc dookota uprzednio utworzone klastry komor-
kowe ztoZzone z komdrek prawidtowych.

W siédmym etapie potgczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy) czipa mikrofluidalnego 2
ze strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie strzykawkowej, wypetniona referen-
cyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowle komoérek przez okres 24 godzin w cie-
plarce, w temperaturze 37°C, przy statym natezeniu przeptywu o natezeniu 1 mi/godzine.

8-15. Nastepnie w etapach od osiem do pietnascie czterokrotnie sekwencyjnie powtarzano czyn-

16.

nosci opisane w etapach szesc¢ i siedem.

W szesnastym etapie przeprowadzono badania z wykorzystaniem utworzonej sztucznej
tkanki, w ten sposdéb, ze czip mikrofluidalny 2 odtaczono od generatoréw mikropola magen-
tycznego 1 platformy mikrofluidainej bez odtgczania od pompy strzykawkowej, a nastepnie
umieszczono pod mikroskopem optycznym i obserwowano przeptyw medium w naczyniach
sztucznej tkanki.
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Zastrzezenia patentowe

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna sktadajaca sie z prefabrykowanych
elementéw wieka (4) i podstawy (6) oraz skastomizowanej warstwy funkcjonalnej (5), a wieko
(4) sktada sie z pokrywy (18), arkusza szkita wieka (19) i wezykow przytaczeniowych (20),
podczas gdy podstawa (6) sktada sie z ostony podstawy (25) oraz arkusza szkta podstawy
(26), a warstwa funkcjonalna (5) sktada sie z cienkiej warstwy PDMS (polidimetylosiloksanu)
(29) znamienna tym, ze skifada sie z przeptywowego czipa mikrofluidalnego (2) wyposazo-
nego w komore hodowlang (8) i gniazdo generatora (23) mikropola magnetycznego oraz jed-
nego lub dwdch generatorow mikropola magnetycznego (1), przy czym kazdy z generatorow
mikropola magnetycznego (1) ztozony jest z magnesu statego (12), szeregu trzpieni ferroma-
gnetycznych (11) i bloku generatora (10) posiadajacego wtyk generatora (14); przy czym uktad
mikrokanatow (7) i komor hodowlanych (8) w przeptywowym czipie mikrofluidalnym (2) oraz
ukfad trzpieni ferromagnetycznych (11) generatora mikropola magnetycznego (1) jest wzajem-
nie skorelowany w ten sposob, Ze trzpienie ferromagnetyczne (11) w platformie przebiegaja
rownolegle od powierzchni komory hodowlanej (8) do powierzchni magnesu statego (12).
Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze gniazdo generatora (23) obejmuje obszar komory hodowlanej (8) przeptywowego czipa
mikrofluidalnego (2).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalina wedtug zastrz. 1 znamienna
tym, Zze gniazdo generatora w wieku (23) wykonane jest w ostonie podstawy (25) oraz
w pokrywie (18).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze wewnatrz komor hodowlanych (8) rozlokowane sa przegrody (9) formujace pole predkosci
i wirowosci ptynu w jej wnetrzu.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze arkusze szkfa wieka (19) i podstawy (26) wykonane zostaty ze szkia borosilikatowego do
epifluorescencji o grubosci nie wiekszej niz 150 mikrometrow.
Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze wtyk generatora (14) posiada wyniesionag ptaszczyzne réwnolegta do powierzchni komory
hodowlanej (8), dopasowang ksztattem i potozeniem do gniazda generatora w wieku (23) i do
gniazda generatora w podstawie (27).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze powierzchnia wtyku generatora (14) jest odsunieta od powierzchni magnesu statego (12)
na odlegto$¢ od 5 do 50 mm.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna
tym, ze otwory trzpieni ferromagnetycznych (13) rozlokowane sg w obszarze wtyku gene-
ratora (14).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze powierzchnia otworu pozycjonujacego magnes staty (16) w podstawie generatora (15) obej-
muje obszar komory hodowlanej (8).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 9 znamienna tym,
ze stosuje sie magnesy ptytowe z grupy od N35 do N52.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze trzpienie ferromagnetyczne (11) wykonane sg ze stali ferromagnetycznej, najkorzystniej
typu SS 430.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze trzpienie ferromagnetyczne (11) maja $rednice od 100 do 500 mikrometrow.
Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze trzpienie ferromagnetyczne (11) ustawione sg prostopadle do powierzchni komory hodow-
lanej (8).

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze trzpienie ferromagnetyczne (11) sg roziozone nad i/lub pod komora hodowlana (8) we wza-
jemnych odlegtosciach nie mniejszych niz dwukrotno$¢ $rednicy trzpienia ferromagnetycz-
nego (11).
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Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna wedtug zastrz. 1 znamienna tym,
ze dwa wspotpracujace generatory mikropola magnetycznego (1) ustawione sa naprzeciwle-
gte nad i pod przeptywowym czipem mikrofluidalnym (2).

Sposéb wytwarzania magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidainej znamienny
tym, ze na podstawie zdje¢ tomograficznych lub wynikéw symulacji komputerowych albo pro-
jektu sztucznej tkanki, przygotowuje sie dwuwymiarowe mapy grawerowania lub ciecia prefa-
brykowanych elementéw konstrukcyjnych platformy mikrofluidalnej: prefabrykowanej warstwy
funkcjonalnej (5) oraz blokow generatora (10), ktore sg bezposrednio i automatycznie grawe-
rowane lub kastomizowane wigzka lasera i w ten sposéb powstajg mikrokanaty (7) i komory
hodowlane (8) oraz ich przegrody (9), a takze otwory przelotowe trzpieni ferromagnetycznych
(13) generatora mikropola magnetycznego (1), a nastepnie wszystkie prefabrykowane i ska-
stomizowane elementy platformy mikrofluidalnej sg ze soba taczone.

Sposéb wedtug zastrz. 16 znamienny tym, ze warstwa funkcjonalna (5) wykonana zostata
z prefabrykowanego zespotu warstwy funkcjonalnej poprzez kastomizacje warstwy PDMS
(29) wiazka lasera CO:2 o dtugosci fali 10,6 lub 9,3 mikrometra oraz nastepnie usuniecie folii
nosne;j (28).

Sposoéb wedtug zastrz. 16 znamienny tym, ze podczas kastomizacji warstwy PDMS (29) pre-
fabrykowanej warstwy funkcjonalnej (5) grawerowana lub wycinana jest w warstwie PDMS
(29) struktura mikrokanatow (7), komér hodowlanych (8) i ich przegrod (9) formujacych pole
predkosci i wirowosci medium hodowlanego.

Sposéb wedtug zastrz. 16 znamienny tym, ze pokrywa (18) oraz ostona podstawy (25) zo-
staty potaczone z arkuszami szkta w sposdb hydraulicznie szczelny i nieroztaczny metoda
zgrzewania.

Sposob wedtug zastrz. 16 znamienny tym, ze podczas kastomizacji blokéw generatora (10)
grawerowane sg otwory przelotowe trzpieni ferromagnetycznych (13) od powierzchni wtyku
generatora (14) do powierzchni magnesu statego (12) za pomocg wiazki lasera CO2 o dtugosci
fali 10,6 lub 9,3 mikrometra.

Sposoéb wedtug zastrz. 16 znamienny tym, ze trzpienie ferromagnetyczne (11) wprowadzane
sa w otwory przelotowe trzpieni ferromagnetycznych (13) i faczone trwale z blokiem genera-
tora (10) za pomoca kleju.

Sposob hodowli sztucznych tkanek w mikropolu magnetycznym znamienny tym, ze w pierw-
szym etapie przeprowadza sie separacje i/lub koncentracje komorek ludzkich lub zwierzecych
z ich zawiesiny za pomoca mikrokapsutek magnetycznych, ktére tacza sie z komdrkami,
w drugim etapie zawiesine aglomeratow mikrokapsutka-komoérka zattacza sie do przeptywo-
wego czipa mikrofluidalnego (2) tworzacego zespot z generatorem mikropola magnetycznego
(1), a aglomeraty sg zatrzymywane i pozycjonowane wewnatrz komory hodowlanej (8) w ob-
szarach zdeterminowanych rozlokowaniem trzpieni ferromagnetycznych (11), w trzecim eta-
pie prowadzi sie hodowle komorek z ktérych dynamicznie formuje sie tkanke w postaci kla-
strow za pomoca kontrolowanego przegrodami (9) pola predkosci i wirowosci medium hodow-
lanego w przeptywowym czipie mikrofluidalnym (2), przy czym hodowle prowadzi sie w tem-
peraturze 37°C, w kolejnych etapach ponownie wprowadza sie do przeptywowego czipa mi-
krofluidalnego (2) zawiesine aglomeratéw mikrokapsutka-komorka tego samego i/lub innego
typu i prowadzi sie hodowle, az do uzyskania wymagane;j struktury tkankowej, w ostatnim eta-
pie prowadzi sie badania w przeptywowym czipie mikrofluidalnym (2) z wykorzystaniem utwo-
rzonej sztucznej tkanki.

Sposob wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze srednica mikrokapsutek magnetycznych za-
wiera sie w przedziale od 1 do 3 mikrometra.

Sposéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze powierzchnia mikrokapsutek magnetycznych
modyfikowana jest powierzchniowo za pomocg biotylowanych przeciwciat monoklonalnych
przeciw antygenom wystepujacym na powierzchni komérek cztowieka lub na powierzchni ko-
morek zwierzecych.

Sposéb wedtug zastrz. 24 znamienny tym, ze powierzchnia mikrokapsutek magnetycznych
modyfikowana jest za pomoca przeciwciat przeciw antygenom EpCam, CD45, CD31, CD34.
Sposob wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze komorki podlegajace aglomeracji sg komér-
kami prawidtowymi lub nowotworowymi linii cztowieka lub linii zwierzecych lub tez sa komor-
kami pierwotnymi cztowieka lub zwierzecymi.



16

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

PL 240 748 B1

Sposéb wedtug zastrz. 26 znamienny tym, ze do aglomeracji stosuje sie komorki ludzkich
fibroblastow, komorki srodbtonka oraz komorki macierzyste.

Sposéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze hodowle prowadzi sie przez okres od 3 godzin
do 7 dni w warunkach przeptywowych.

Sposoéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze utworzony klaster komorkowy ma postac cien-
kiego plastra o grubosci od 0,02 do 0,5 mm.

Sposob wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze natezenie przeptywu zawiesiny komérka-mi-
krokapsutka wprowadzanej do przeptywowego czipa mikrofluidalnego (2) zawiera sie w prze-
dziale od 0,5 ml/min do 10 ml/min.

Sposéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze natezenie przeptywu medium hodowlanego
podczas hodowli komdrek zawiera sie w przedziale od 0,1 ml/godzine do 10 ml/godzine.
Sposoéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze przeptyw medium hodowlanego przez przepty-
wowy czip mikrofluidalny (2) podczas hodowli komoérkowej wymusza sie za pomocg pompy
strzykawkowej.

Sposoéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze hodowle komoérek w przeptywowym czipie mi-
krofluidalnym (2) prowadzi sie w cieplarce.

Sposéb wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze koncentracja zawiesiny aglomeratéw mikro-
kapsutka-komoérka wprowadzanej do przeptywowego czipa mikrofluidalinego (2) zawiera sie
w przedziale od 1x10° do 1x107 aglomeratow na mililitr.

Sposob wedtug zastrz. 22 i 34 znamienny tym, Zze zawiesina aglomeratéw mikrokapsutka-
komoérka jest ich zawiesing w referencyjnym medium hodowlanym dla zaglomerowanych ko-
morek.

Sposob wedtug zastrz. 22 znamienny tym, ze klastry komoérkowe sg formowane z agregatow
mikrokapsutka-komoérka wewnatrz komér hodowlanych (8) bezposrednio nad trzpieniami fer-
romagnetycznymi (11) lub pomiedzy naprzeciwlegte ulokowanymi trzpieniami ferromagne-
tycznymi (11) w postaci wysp lub stupkéw o $rednicy réwnej srednicy trzpienia ferromagne-
tycznego (11).
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