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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest urzgdzenie mikroprzeptywowe i sposdb prowadzenia hodowli ko-
morkowych 3D w warunkach odzwierciedlajgcych srodowisko in vivo.

Hodowle in vitro komérek ludzkich sg bardzo waznym elementem badan réznych procesow we-
whnatrzkomoérkowych, jak réwniez komunikacji i interakcji miedzykomorkowej. Badania z wykorzysta-
niem hodowli in vitro sg niezbedne nie tylko w badaniach podstawowych, ale réwniez w procesie wdra-
zania i testowania potencjalnych nowych lekéw, czy badania wplywu réznych substancji na organizmy
zywe. Poza badaniami klinicznymi i farmaceutycznymi coraz czesciej wykorzystuje sie te technike do
kontroli jako$ci procesdw biochemicznych, w przemystowych systemach produkcyjnych w przemysle
spozywczym, chemicznym czy rolniczym. W tradycyjnych hodowlach komérkowych in vitro wykorzy-
stuje sie rozne naczynia hodowlane (szalki, butelki, probéwki itd.), w ktérych umieszcza sie komorki
zalane medium hodowlanym. Niestety tradycyjna hodowla ma szereg niedogodnosci. Warunki takiej
hodowli komorkowej sg mocno zmienne w czasie i przy diuzszym czasie hodowli znacznie odbiegajg
od tych panujgcych w organizmach zywych. Trudno jest precyzyjnie kontrolowaé parametry srodowiska
zewnetrznego komorek. Wymiana ptynéw pomiedzy komérkami, a naczyniami wtosowatymi w organi-
zmie odbywa sie jedynie poprzez dyfuzje, co przy tradycyjnej hodowli jest nie do zrealizowania.

Niedogodnoscig jest ponadto niestabilnos¢ warunkéw hodowli, spowodowana zmiang wtasnosci
medium hodowlanego w trakcie hodowli, na skutek braku ciggtej wymiany medium. Dotyczy to zaréwno
procesu wyczerpywania srodkéw odzywczych zawartych w medium, jak rowniez gromadzeniu wydzie-
lanych zwigzkéw przemiany materii. Ponadto problemem jest duza zmienno$¢ warunkdéw zewnetrznych
spowodowana trudnoscig w kontroli parametrow temperatury, sktadu gazowego, czy skokowg zmiang
sktadu medium w czasie koniecznej wymiany medium przy dtuzszym prowadzeniu hodowli.

Systemy mikroprzeptywowe w naturalny sposob pozwalajg na niwelacje czesci wad tradycyjnych
hodowli [S. Halldorsson, E. Lucumi, R. Gémez-Sjoberg, i R. M. T. Fleming, Biosens. Bioelectron., 2015,
63, 218-231]. Mianowicie ciggta wymiana medium pozwala na utrzymanie podobnych parametréw me-
dium w czasie trwania catego eksperymentu. Mamy mozliwo$¢ doktadniejszej kontroli warunkow ze-
wnetrznych, takich jak utrzymanie wiasciwej temperatury 37°C, czy skifad gazéw, w szczegodlnosci za-
wartosci CO2 na poziomie 5%. Tego typu hodowle sg stosowane z powodzeniem we wspomnianych
wczesniej badaniach.

Czesto istotnym elementem hodowli jest zapewnienie struktury zewnatrzkomaorkowej symulujgce;j
macierz zewngtrzkomérkowg do formowania przez komoérki tréjwymiarowych struktur. W przypadku ho-
dowli komorek ruchliwych, a w szczegdlnoéci nie adherentnych duzym problemem jest ich wychodzenie
poza pole obserwacyjne, stad tez waznym aspektem jest czeSciowe unieruchomienie komérek w celu
prowadzenia obserwacji komérkowych [A. Forer i J. Pickett-Heaps, Cell Biol. Int., 2005, 29, 9, 721-730].

Ponadto, znane sg informacje na temat zastosowania uktadéw mikroprzeptywowych w hodow-
lach komérkowych z kilku opiséw patentowych.

Z patentu CN106769338 znane jest wykorzystanie uktadu mikroprzeptywowego do hodowania
pojedynczych komérek.

Ponadto z innego patentu CN105838603 znane jest zastosowanie uktadu mikroprzeptywowego
do réwnoczesnego badania réznych komérek nowotworowych. Opis patentowy KR101468001 ujawnia
wykorzystanie porowatej nanowtdkniny do hodowli komdrkowej prowadzonej w urzgdzeniu mikroprze-
ptywowym.

Jedng z metod pozwalajgcych uzyskac tréjwymiarowe struktury wielokomorkowe sg hodowle
z wykorzystaniem matryc hydrozelowych. Hydrozele zastugujg na szczegdlng uwage, ze wzgledu na
ich fizyczne podobienstwo do macierzy pozakomérkowej, bedacej naturalnym Srodowiskiem wzrostu
komodrek [S.R Caliari, J.A. Burdick, Nat. Methods, 2016, 13, 405]. Na rynku dostepne sg naturalne
i syntetyczne preparaty hydrozelowe (Matrigel®, QGel) do hodowli komdrek 3D. Jedng z proponowa-
nych w literaturze alternatyw dla naturalnych hydrozeli, takich jak Matrigel® sg roztwory lub dyspersje
termoczutych polimeréw na bazie poli(N-izopropyloakrylamidu) [T. Gan, Y. Zhang, Y. Guan, Biomacro-
molecules, 2009, 10, 1410; Y. Wu, Z. Zhao, Y. Guan, Y. Zhang, Acta Biomater., 2014, 10, 1965;
M. Burek, S. Waskiewicz, A. Lalik, S. Student, T. Bieg, |. Wandzik, Biomater Sci., 2017, 5, 234, Mebiol®],
ktére pod wptywem ogrzania powyzej dolnej krytycznej temperatury przemiany fazowej (ok. 30°C) two-
rzg makroskopowe hydrozele fizyczne. Niektére hydrozele sg wykorzystywane w ukfadach mikroprze-
ptywowych, najczesciej do generowania kropli zawierajgcych zawiesiny komaérek w hydrozelu [J. Wu,
Q, Chen, W. Liu, Z. He, J.-M. Lin, TrAC Trends Anal Chem., 2017, 87,19; D. Velasco, E. Tumarkin,
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E Kumacheva, Small, 2012, 8, 1633]. Nastepnie wiasciwy eksperyment biologiczny prowadzony jest
poza ukfadem.

W uktadach mikroprzeptywowych brakuje takich rozwigzan, ktére pozwalajg na hodowle i obser-
wacje komérek unieruchomionych w hydrozelu w komorach ukfadu mikroprzeptywowego, gdzie wy-
miana medium nastepuje na drodze dyfuzji. W niniejszym rozwigzaniu proponujemy zastosowanie hy-
drozelu na bazie poli(N-izopropyloakrylamidu) [M. Burek, S. Waskiewicz, A. Lalik, S. Student, T. Bieg,
I. Wandzik, Biomater. Sci., 2017, 5, 234] do wypeinienia uktadu mikroprzeptywowego.

Celem wynalazku jest wytworzenie ukfadu mikroprzeptywowego do prowadzenia hodowli komor-
kowych 3D w warunkach odzwierciedlajgcych srodowisko in vivo.

Cel ten osiggnieto poprzez unieruchomienie komorek w porowatej matrycy hydrozelowej imituja-
cej warunki in vivo znajdujgcej sie w komorach inkubacyjnych uktadu mikroprzeptywowego.

Urzadzenie mikroprzeptywowe do hodowli in vitro charakteryzuje sie tym, ze zbudowane jest
Z co najmniej osmiu komor inkubacyjnych, ktére sg jednostronnie potgczone kanatami doprowadzaja-
cymi z gtbwnym kanatem przeptywowym usytuowanym réwnolegle do szeregu komor inkubacyjnych
zawierajgcym port wejsciowy i port wyjsciowy oraz kanatu doprowadzania substancji aktywnych z por-
tami wejsciowymi substancji aktywnych, przy czym ujscie kanatu doprowadzania substancji aktywnych
do gtéwnego kanatu przeptywowego usytuowane jest korzystnie w potowie pomiedzy komorami inku-
bacyjnymi, natomiast gtdwny kanat przeptywowy jest wyposazony w mieszacz ptynéw, ktory sktada sie
Z serii szykan.

Korzystnie w urzadzeniu mikroprzeptywowym wedtug wynalazku do gtéwnego kanatu przeptywo-
wego dotgczony jest kanat tgczacy z portem wejsciowym, ktdry usytuowany jest w kierunku przeptywu
ponizej portu wejsciowego.

Korzystnie w urzgdzeniu mikroprzeptywowym wedtug wynalazku kanaty doprowadzajgce usytu-
owane sg pod kagtem >90° do gtéwnego kanatu przeptywowego, natomiast ich dlugos¢ jest nie mniejsza,
niz szeroko$¢ kanatu doprowadzajgcego.

Korzystnie urzgdzenie wedtug wynalazku posiada prézniowy kanat odpowietrzajgcy z portem bez
pofgczenia z komorami inkubacyjnymi, usytuowany réownolegle do szeregu komor inkubacyjnych po
przeciwnej stronie, niz gtéwny kanat przeptywowy.

Korzystnie urzgdzenie wedtug wynalazku wykonane jest z materiatu o wspétczynniku dyfuzji dla
gazdéw w zakresie 0,1-15x10-°m?/s korzystnie z poli(dimetylosiloksanu).

Sposdb hodowli in vitro polega na tym, ze do komor inkubacyjnych urzgdzenia mikroprzeptywo-
wego okreslonego powyzej wprowadza sie komérki zawieszone w hydrozelu poprzez gtéwny kanat
przeptywowy zasilany hydrozelem przez dodatkowy port wejSciowy przy jednoczesnie zamknietych por-
tach wejéciowych, portach wejsciowych substancji aktywnej, przy jednoczesnie podawanej przez port
prézni do kanatu odpowietrzajgcego, nastepnie po wypetnieniu komaér inkubacyjnych hydrozelem odcina
sie jego doptyw do dodatkowego portu wejsciowego, ktéry pozostawia sie otwarty, po czym do portu
wejsciowego podaje sie medium hodowlane, natomiast z gtébwnego kanatu przeptywowego wyptukuje
sie hydrozel i zamyka port.

Korzystnie sposob hodowli in vitro wedtug wynalazku polega na tym, ze podczas napetniania
komor inkubacyjnych hydrozelem urzadzenie mikroprzeptywowe utrzymuje sie w temperaturze ponizej
temperatury zelowania hydrozelu, korzystnie w zakresie 22°C do 24°C, a podczas wyptukiwania hydro-
zelu z gtéwnego kanatu przeptywowego utrzymuje sie urzgdzenie mikroprzeptywowe w temperaturze
29°C do 31°C, natomiast hodowle komdrek w komorach prowadzi sie utrzymujgc urzadzenie mikroprze-
ptywowe w temperaturze odzwierciedlajgcej warunki in vivo, korzystnie 36,5°C do 37°C.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku stosuje sie hydrozel na bazie polimeru termoczutego,
korzystnie poli(N-izopropyloakrylamidu), ktéry Zeluje w zakresie temperatur 20°C do 37°C, korzystnie
28°C-33°C.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku stosuje sie hydrozel o stezeniu polimeru 2% do 8%
wag., korzystnie 4,5% wag.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku stosuje sie hydrozel w roztworze o sile jonowej w za-
kresie 0,050 M do 0,200 M, korzystnie 0,165 M.

Korzystnie wedilug sposobu wynalazku zapewnia sie przeptyw medium hodowlanego w gtéwnym
kanale przeptywowy o strumieniu zapewniajgcym state stezenie na catej dlugosci kanatu przeptywo-
wego.

Zaletg rozwigzania wedtug wynalazku jest brak sieciowania hydrozelu po przygotowaniu zawie-
siny z komaérkami, wprowadzanie komérek do uktadu nastepuje w temperaturze pokojowej, komorki nie
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opadajg, gdyz zaraz po wprowadzeniu do komér uktadu mikroprzeptywowego hydrozel ulega zelowaniu
i komorki pozostajg w nim unieruchomione, ponadto istnieje mozliwos$¢ obserwaciji mikroskopowych
przy wykorzystaniu znakowanych fluorescencyjnie substanciji.

O ile w przypadku tradycyjnych hodowli tatwe w realizacji jest zastosowanie ré6znego typu hydro-
zeli, o tyle w przypadku systemu mikroprzeptywowych hodowli jest to znacznie trudniejsze. Szczegdlnie
waznym elementem odwzorowania warunkéw hodowli ze wzrostem komorek w narzgdach ludzkich jest
wymiana medium wykorzystujgc jedynie procesy dyfuzji, a nie bezposredni przeptyw medium wokét
komoérek. Nie sg znane rozwigzania, w ktérych stosuje sie hydrozel do hodowli komérek w urzgdzeniach
mikroprzeptywowych, w ktérych wymiana medium i substancji aktywnych odbywa sie tylko poprzez pro-
ces dyfuzji.

W toku prowadzonych badan stwierdzono, ze termoczuty hydrozel moze by¢ wykorzystany do
hodowli komérkowych 3D oraz obserwacji mikroskopowej komérek w komorach inkubacyjnych urza-
dzenia mikroprzeptywowego, w warunkach in vitro zblizonych do tych panujgcych w organizmie ludzkim.

Hodowle komérek oraz obserwacje mikroskopowg komorek prowadzi sie w komorach inkubacyj-
nych urzgdzenia mikroprzeptywowego. Odpowiednia konstrukcja urzgdzenia mikroprzeptywowego za-
wierajgcego komory inkubacyjne, port prozniowy, porty doprowadzajgce hydrozel, medium i substancje
aktywne pozwala na unieruchomienie komoérek w termoczutym hydrozelu. Dzieki zastosowaniu dodat-
kowego portu wejsciowego dla hydrozelu i obecnosci kanatu prézniowego okazato sie, ze proces do-
starczania i utrzymania zzelowanego hydrozelu w komorach inkubacyjnych jest mozliwy nawet przy
dtugotrwatych hodowlach komérek. Wynalazek wg opisu pozwala na jednoczesne prowadzenie hodowli
w grupie komor, dla ktérych dostarczane jest czyste medium (fj. dla grupy kontrolnej) oraz w grupie
komor dla ktérych dostarczane jest medium z zawartoscig badanej substancji aktywnej (j. w grupie
poddanej badaniu) dzieki zastosowaniu portéw do podawania substancji aktywnej wraz z mieszaczem
ptynéw. W celu utrzymania prawidtowych warunkéw zewnetrznych uktad mikroprzeptywowy nalezy
umiesci¢ w komorze o zwigekszonej zawartosci dwutlenku wegla (5%) oraz temperaturze 37°C.

Przedmiot wynalazku objasniono w podanych ponizej przykfadach, gdzie Fig. 1 przedstawia wy-
konanie urzgdzenia mikroprzeptywowego, Fig. 2 przedstawia widok z géry uktad kanatéw z portami
i komorami inkubacyjnymi urzadzenia mikroprzeptywowego, Fig. 3 przedstawia proces wyptukiwania
zelu z kanatu gtdwnego, Fig. 4 przedstawia wprowadzanie do urzadzenia mikroprzeptywowego sub-
stancji aktywnej — procedura 1, za$ Fig. 5 przedstawia wprowadzanie do urzgdzenia mikroprzeptywo-
wego substancji aktywnej — procedura 2, a Fig. 6 przedstawia zdjecie jednej komory inkubacyjnej urzg-
dzenia w trakcie obserwaciji.

Przyktad 1

Wykonanie urzgdzenia mikroprzeptywowego

Urzadzenie mikroprzeptywowe charakteryzuje sie tym, ze posiada co najmniej osiem komor in-
kubacyjnych (2), ktére sg korzystnie jednostronnie potgczone kanatami doprowadzajgcymi (3) z gtéw-
nym kanatem przeptywowym (4) posiadajacym port wejsciowy (4a) i wyjsciowy (4b) oraz posiada kanat
doprowadzania substancji aktywnych (6) wraz z portami wejsciowymi substancji aktywnej (6a) oraz (6b)
przy czym miejsce ujscia kanatu doprowadzania substancji aktywnej (6) do gtéwnego kanatu przepty-
wowego (4) jest zlokalizowane korzystnie w potowie pomiedzy komorami inkubacyjnymi (2) a substancije
aktywng doprowadza sie wytgcznie do czesci, korzystnie potowy, komoér inkubacyjnych (2), a gtéwny
kanat przeptywowy (4) w kierunku przeptywu ponizej miejsca ujscia kanatu doprowadzania substanc;ji
aktywnej (6) jest wyposazony w mieszacz ptynéw (8) sktadajgcy sie z serii szykan (8a) korzystnie wpty-
wajgcych na wymieszanie sie strug ptyndw pochodzgcych z gléwnego kanatu przeptywowego (4) oraz
kanatu doprowadzania substancji aktywnej (6). Urzadzenie mikroprzeptywowe (1) charakteryzuje sie
tym, ze posiada prézniowy kanat odpowietrzajgcy (9) z portem (9a) bez potaczenia z komorami inkuba-
cyjnymi (2) oraz ze gtéwny kanat przeptywowy (4) jest potgczony kanatem tgczgcym (10) z dodatkowym
portem wejsciowym (10a), a ujscie kanatu tgczacego (10) do gtéwnego kanatu przeptywowego (4) znaj-
duje sie w kierunku przeptywu ponizej portu wejsciowego (4a), korzystnie nie dalej niz w odlegtosci
réwnej szerokosci gldwnego kanatu przeptywowego od portu wejsciowego (4a). Medium hodowlane
i badane substancje aktywne sg dostarczane z kanatu gtéwnego (4) do komor inkubacyjnych (2) wy-
tacznie na drodze dyfuzji masy poprzez kanaty doprowadzajace (3) usytuowane pod katem >90° do
kanatu gtéwnego (4), a ich dlugos¢ jest nie mniejsza niz szerokos¢ kanatu doprowadzajgcego.
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Przyktad 2

Napetnianie komdr hydrozelem z zawiesing komoérek

W tym etapie do urzadzenia mikroprzeptywowego (1) wprowadza si¢ hydrozel z zawieszonymi
komadrkami za poprzez port (10a). Aby byto to mozliwe zamyka sie port wejsciowy (4a), port wyjSciowy
(4b) oraz oba porty wejsciowe substancji aktywnych (6a) oraz (6b). W trakcie wprowadzania hydrozelu
do komor inkubacyjnych (2) utrzymuje sie urzadzenie mikroprzeptywowe (1) w temperaturze pokojowe;j,
réwnoczesnie utrzymujgc podcisnienie w prozniowym kanale odpowietrzajgcym (9) poprzez doprowa-
dzenie prozni przez port (9a), az do catkowitego wypetnienia wszystkich o$miu komor inkubacyjnych
(2). Na Fig. 2 przedstawiono w widoku z géry uktad kanatéw z portami i komorami inkubacyjnymi urzg-
dzenia mikroprzeptywowego.

Przyktad 3

Wyptukiwanie zelu z kanatu gtéwnego

W tym etapie nalezy wyptuka¢ hydrozel z giébwnego kanatu przeptywowego (4) wykorzystujgc
medium hodowlane dostarczone portem (4a). W tym etapie nie jest wymagane dostarczanie prézni
portem (9a), réwnoczesnie porty wejsciowe substancji aktywnych (6a) oraz (6b) sg zamkniete. Waznym
elementem tego etapu jest utrzymywanie temperatury urzgdzenia mikroprzeptywowego (1) w tempera-
turze okoto 30°C, co pozwala na uniknigcie wyptukania zelu z komor inkubacyjnych (2). Po catkowitym
usunieciu hydrozelu z kanatu gtéwnego (4) mozna podwyzszy¢ temperature urzgdzenia mikroprzepty-
wowego (1) do temperatury prowadzenia hodowli komérkowych, okoto 37°C. Proces ten przedstawiono
na Fig. 3.

Przyktad 4

Woprowadzanie do urzgdzenia mikroprzeptywowego substancji aktywnej

Wykorzystanie do testowania wptywu réznych substancji chemicznych na hodowane komoérki
umozliwiajg dodatkowe porty substancji aktywnych (6a) oraz (6b). Wyrézniamy dwa typy komér urza-
dzenia mikroprzeptywowego (1): kontrolne oraz testowe. Do komor testowych poza medium hodowla-
nym doprowadzona jest portem (6a) dodatkowa substancja, ktéra nastepnie jest mieszana w mieszaczu
ptynow (8). Zaktada sie, ze przeptyw w kanale doprowadzania substancji aktywnej (6) jest znacznie
mniejszy niz przeptyw medium w gtéwnym kanale przeptywowym (4), dzieki czemu réznica w catkowi-
tym przeptywie w czesci kontrolnej i testowe] jest pomijalnie mata. Aby stezenie badanej substanciji
w giéwnym kanale przeptywowym (4) czesci testowej urzgdzenia byto zgodne z zaktadang wartoscig
zadang wymagane jest zastosowanie nastepujgcej procedury:

1/. Aby wprowadzi¢ substancje aktywng do systemu nalezy zamkng¢ kolejno port wejsciowy me-
dium (4a) i hydrozelu (10a), a nastepnie port wyjsciowy (4b). Nastepnie nalezy otworzy¢ port wejsciowy
substancji aktywnej (6a) odprowadzajgc ptyngca substancje portem (6b). Proces ten nalezy kontynuo-
wac¢ do momentu doprowadzenia substancji do urzgdzenia mikroprzeptywowego (1). Proces ten przed-
stawiono na Fig. 4.

2/. Ostatecznie nalezy otworzy¢ kanaty dla medium (4a) oraz (4b) i zamkng¢ kanat (6b) ustalajgc
wartosci przeptywu medium i substancji aktywnych na odpowiednim poziomie. Proces ten przedsta-
wiono na Fig. 5.

Przyktad 5

Zastosowanie urzgdzenia mikroprzeptywowego do obserwacji mikroskopowych

Jednym z przyktadowych zastosowan urzadzenia mikroprzeptywowego (1), jest obserwacja mi-
kroskopowa komoérek ludzkich raka jajnika. Do hodowli komaérek raka jajnika wykorzystano syntetyczne
medium hodowlane DMEM F-12 (Dulbecco’s modified Eagle’s Ham’s Nutrient Mixture medium) suple-
mentowane ptodowg surowicg bydlecg. Na Fig. 6 przedstawiono zdjecie jednej komory inkubacyjnej (2)
urzgdzenia w trakcie obserwacji. W czesci A zostaty natozone dwa zdjecia: wyznakowanych fluorescen-
cyjnie jgder komérkowych wykonane za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz zdjecie wykonane
z wykorzystaniem mikroskopii $wietlnej Swiatta przechodzacego. Czes$¢ B zawiera obraz tych samych
komorek wykonany wytgcznie z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Czes¢ C zawiera zdjecie
urzgdzenia mikroprzeptywowego (1) z uwzglednieniem jego wymiaréw fizycznych.

Zaleta rozwigzania wedtug wynalazku jest mozliwo$¢ unieruchomienia i hodowli komorek w urza-
dzeniu mikroprzeptywowym (1), w ktérym wymiana medium i substancji aktywnych odbywa sie tylko
poprzez proces dyfuzji. Warunki zblizone do warunkéw in vivo zostaty zapewnione poprzez unierucho-
mienie komorek w termoczutym hydrozelu o budowie fizycznej podobnej do macierzy pozakomaérkowej,
bedacej naturalnym srodowiskiem wzrostu komorek.
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Urzgdzenie mikroprzeptywowe do hodowli in vitro, znamienne tym, ze zbudowane jest z co
najmniej osmiu komoér inkubacyjnych (2), ktére sg jednostronnie potgczone kanatami dopro-
wadzajgcymi (3) z gtdwnym kanatem przeptywowym (4) usytuowanym réwnolegle do szeregu
komor inkubacyjnych (2) zawierajgcym port wejsciowy (4a) i port wyjsciowy (4b) oraz kanatu
doprowadzania substancji aktywnych (6) z portami wejsciowymi substancji aktywnych (6a)
i (6b), przy czym ujscie kanatu doprowadzania substancji aktywnych (6) do gtéwnego kanatu
przeptywowego (4) usytuowane jest korzystnie w potowie pomiedzy komorami inkubacyjnymi
(2), natomiast gtéwny kanat przeptywowy (4) jest wyposazony w mieszacz ptynéw (8), ktéry
skfada sie z serii szykan (8a).

Urzgdzenie mikroprzeptywowe wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do gtéwnego kanatu
przeptywowego (4) dotgczony jest kanat fgczacy (10) z portem wejsciowym (10a), ktory usy-
tuowany jest w kierunku przeptywu ponizej portu wejsciowego (4a).

Urzadzenie mikroprzeptywowe wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze kanaty doprowadzajace
(3) usytuowane sg pod katem >90° do gtéwnego kanatu przeptywowego (4), natomiast ich
dlugosc¢ jest nie mniejsza, niz szerokos¢ kanatu doprowadzajgcego (3).

Urzadzenie mikroprzeptywowe wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze posiada prozniowy kanat
odpowietrzajgcy (9) z portem (9a) bez potgczenia z komorami inkubacyjnymi (2), usytuowany
réwnolegle do szeregu komor inkubacyjnych (2) po przeciwnej stronie, niz gtéwny kanat prze-
ptywowy (4).

Urzadzenie mikroprzeptywowe wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze wykonane jest z mate-
riatu o wspotczynniku dyfuzji dla gazéw w zakresie 0,1-15x10-°m?/s korzystnie z poli(dimety-
losiloksanu).

Sposéb hodowli in vitro, znamienny tym, ze do komér inkubacyjnych (2) urzgdzenia mikro-
przeptywowego okreslonego w zastrz. 1 wprowadza sie komorki zawieszone w hydrozelu (11)
poprzez gtéwmy kanat przeptywowy (4) zasilany hydrozelem przez dodatkowy port wejsciowy
(10a) przy jednoczesnie zamknietych portach wejsciowych (4a), portach wejsciowych sub-
stancji aktywnej (6a) i (6b), przy jednoczesnie podawanej przez port (9a) prozni do kanatu
odpowietrzajgcego (9), nastepnie po wypetnieniu komér inkubacyjnych (2) hydrozelem odcina
sie jego doptyw do dodatkowego portu wejsciowego (10a), ktéry pozostawia sie otwarty, po
czym do portu wejsciowego (4a) podaje sie medium hodowlane, natomiast z gtdbwnego kanatu
przeptywowego (4) wyptukuje sie hydrozel i zamyka port (10a).

Sposob wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze podczas napetniania komér inkubacyjnych (2)
hydrozelem urzgdzenie mikroprzeptywowe (1) utrzymuje sie w temperaturze ponizej tempe-
ratury zelowania hydrozelu, korzystnie w zakresie 22°C do 24°C, a podczas wyptukiwania
hydrozelu z gtdwnego kanatu przeptywowego (4) utrzymuje sie urzgdzenie mikroprzeptywowe
(1) w temperaturze 29°C do 31°C, natomiast hodowle komérek w komorach prowadzi sie
utrzymujgc urzadzenie mikroprzeptywowe (1) w temperaturze odzwierciedlajgcej warunki in
vivo, korzystnie 36,5°C do 37°C.

Sposob wedtug zastrz. 6, znamienny tym, Ze stosuje sie hydrozel na bazie polimeru termo-
czutego, korzystnie poli(N-izopropyloakrylamidu), ktéry zeluje w zakresie temperatur 20°C do
37°C, korzystnie 28°C do 33°C.

Sposéb wedtug zastrz. 6, znamienny tym, Ze stosuje sie hydrozel o stezeniu polimeru 2% do
8% wag, korzystnie 4,5% wag.

Sposob wedtug zastrz. 6, znamienny tym, Ze stosuje sie hydrozel w roztworze o sile jonowej
w zakresie 0,050 M—0,200 M, korzystnie 0,165 M.

Sposob wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze zapewnia sie przeptyw medium hodowlanego
w gtéwnym kanale przeptywowy (4) o strumieniu zapewniajgcym state stezenie na catej dtu-
gosci kanatu przeptywowego (4).
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