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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania urzgdzenia mikrofluidalnego (bioczipu) do pro-
wadzenia hodowli tkankowych w uktadzie przeptywowym oraz prowadzenia badan proceséw biologicz-
nych przebiegajgcych w obrebie sztucznych tkanek. Mikrourzadzenia tego typu znajduja zastosowanie
w biologii, medycynie, farmacji, biotechnologii, inzynierii biomedycznej i inzynierii tkankowej do prowa-
dzenia badan mechanizmoéw réznicowania komérek oraz sposobdw sygnalizacji miedzykomarkowe;j,
badan odpowiedzi tkanek na uszkodzenia o podtozu fizycznym, chemicznym i biologicznym oraz wzro-
stu tkanki nowotworowej w obecnosci czynnikéw bioaktywnych i cytostatykow. Urzgdzenia te umozli-
wiajg wytworzenie in silico warunkéw dynamicznych bedgcych efektem przeptywu ptynu w naczyniach
uktadu krwionosnego i limfatycznego oraz w obrebie macierzy zewngtrzkomérkowej, nasladujgcych zja-
wiska obecne w organizmach zywych, a niemozliwe do odwzorowania in vitro podczas klasycznych
hodowli tkankowych: kulturach zawiesinowych, na podtozach statych i rusztowaniach. Sposéb wytwa-
rzania urzadzen mikrofluidalnych do prowadzenia hodowli tkankowych umozliwia bezposrednie wytwa-
rzanie ztozonych tréjwymiarowych struktur hydrozelowych o zadanej, powtarzalnej geometrii mikroka-
natéw w obrebie komdr hodowlanych, bez potrzeby stosowania potprzepuszczalnych membran, przez
co znajduje zastosowanie w produkcji masowej mikrourzgdzen. Ponadto, wykorzystanie materiatéw hy-
drozelowych umozliwia spontaniczne, samoistne formowanie nowych naczyn wlosowatych w obrebie
hodowanych tkanek w obecnosci czynnikéw proangiogennych, przez co lepiej nasladuje warunki wzro-
stu komérek in vivo. Dzieki wykorzystaniu materiatéw przepuszczalnych dla swiatta widzialnego oraz
promieniowania ultrafioletowego (UV) metoda umozliwia fabrykacje mikrouktadéw przeznaczonych do
prowadzenia obserwacji i detekcji z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej — klasycznej techniki
powszechnie wykorzystywanej w badaniach materiatéw biologicznych.

Inzynieria sztucznych tkanek jest przysztosciowg dziedzing dajgcg nadzieje na rozwigzanie pro-
blemoéw pacjentéw cierpigcych z powodu nieodwracalnych uszkodzen narzadéw bedacych nastep-
stwem chorob, urazéw oraz ich degeneracji (Robert Langer, Joseph P. Vacanti, (1993) Tissue Engine-
ering, Science, New Series, Vol. 260, No. 5110: 920-926). Obecnie tréjwymiarowe struktury tkankowe
wytwarzane sg na bazie porowatych rusztowan, w ktérych wnetrzu zamykane sg komérki. Rusztowania
te petnig role syntetycznej macierzy zewnatrzkomaérkowej i umozliwiajg przestrzenng organizacje ko-
morek oraz odpowiadajg za dostarczanie bodzcéw fizykochemicznych stymulujgcych podziaty i wzrost
komoérek wich obrebie. (Gaharwar AK, Peppas NA Khademhosseini A (2014) Nanocomposite hydrogels
for biomedical applications. Biotechnol Bioeng 111:441-453). Technika ta wykorzystana zostata do wy-
tworzenia waskiej grupy syntetycznych tkanek, ktére nie wymagajg ztozonej struktury naczyniowe;j:
tkanki chrzestnej i skory. Wytwarzanie tkanek o ztozonej strukturze naczyniowej np. serca czy watroby
napotyka na duze trudnosci z uwagi na niemozliwo$¢ uformowania funkcjonalnej sieci naczyn krwiono-
$nych w ich obrebie, zdolnej do prawidtowego ich odzywiania i natlenienia. Z tego wzgledu obecnie
gtéwnym wyzwaniem inzynierii tkankowej jest opracowanie metody formowania naczyn krwionosnych
wewnatrz porowatej struktury hydrozelowej, zdolnych do podtrzymania prawidlowej aktywnosci za-
mknietych we wnetrzu macierzy komérek. Mozna wyrézni¢ dwa podejscia w tej dziedzinie. Pierwsze
polega na dostarczeniu do macierzy hydrozelowej proangiogennych czynnikéw wzrostu, komérek ma-
cierzystych oraz komorek srodbtonka i w ten sposéb wymuszenie samoistnego formowania sieci naczy-
niowej wewnatrz sztucznej tkanki (Naito Y, Shinoka T, Duncan D, Hibino N, Solomon D, Cleary M et al
(2011) Vascular tissue engineering: towards the next generation vascular grafts. AdvDrug Deliv Rev
63:312-323). Drugie podejscie polega na wykorzystaniu technik mikrofabrykacji do uformowania struk-
tury mikrokanatéw w hydrozelu przed przeprowadzeniem hodowli komoérek w jej wnetrzu. (Zorlutuna P,
Annabi N, Camci-Unal G, Nikkhah M, Cha JM, Nichol JW et al (2012) Microfabricated biomaterials for
engineering 3D tissues. Adv Mater 24:1782-1804). Pierwsza z wymienionych metod jest nieefektywna
przy wytwarzaniu stabilnych rozgatezionych struktur naczyniowych wysokiego poziomu, druga stwarza
problemy przy fabrykacji drobnych naczyn wiosowatych w obrebie tkanek.

Chociaz konwencjonalne makroskalowe metody hodowli komérkowych znane juz od ponad 100
lat pozostajg podstawowymi metodami badan w biologii, medycynie i biotechnologii, wysokie wymaga-
nia stawiane przez nowo rozwijajgce sie dziedziny medycyny, w tym inzynierie tkankowg, wymagajg
stosowania nowych, precyzyjnych technik do prowadzenia hodowli komérkowych. Hodowle w mikroskali
zapewniajg lepszg, precyzyjng kontrole warunkéw rozwoju komaérek i wzajemnej ich interakcji, a przede
wszystkim prowadzenie hodowli w warunkach przeptywowych, w uktadzie dynamicznym — wiernie na-
sladujgcym zjawiska in vivo. Mikrofluidalne ukfady do hodowli tkankowych dajg mozliwos¢ ograniczenia
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wykorzystania modeli zwierzecych w badaniach nowych lekéw oraz przyspieszenia badanh przedklinicz-
nych z uwagi na wysokg powtarzalno$¢ wynikow i zgodnos¢ sztucznych tkanek z materiatem genetycz-
nym cztowieka. Mikrosystemy te nie tylko w lepszy sposéb nasladujg trojwymiarowg mikroarchitekture
tkanek niz hodowle klasyczne, ale oddajg specyficzne dla danej tkanki warunki fizyczne. Najbardziej
ztozone ukfady mikrofluidalne sg w stanie w ograniczonym zakresie odwzorowaé specyficzne wtasci-
wosci tkanek ptuc, watroby, nerek oraz uktadu pokarmowego, a nawet kilku organéw jednoczesnie —
dajgc mozliwos¢ prowadzenia badan farmakokinetyczno-farmakodynamicznych nowych lekéw in silico.
(F. Sonntag, et al., (2010), Design and prototyping of a chip-based multi-micro-organoid culture system
for substance testing, predictive to human (substance) exposure, J. Biotechnol. 148 (1), 70-75).

W amerykanskim opisie patentowym nr US7960166 (B2) opisano przeptywowe mikrourzgdzenie
oraz sposob jego wytwarzania, ztozone z dwdch réwnolegtych, prostych kanatéw oddzielonych poro-
watg membrang, przeznaczone do prowadzenia kohodowli komérkowych. Urzgdzenie umozliwia row-
nolegte prowadzenie hodowli dwdch réznych typow komaoérek w warunkach przeptywowych, a transport
substancji odzywczych oraz metabolitéw odbywa sie przez porowatg membrane pomiedzy kanatami,
przez co jedna z komér peni role naczynia krwionosnego, a druga komory hodowlanej. Podobnie z nie-
mieckiego opisu patentowego nr DE102011112638 (B4) znane jest mikrourzgdzenie ztozone z co naj-
mniej jednego przeptywowego kanatu i jednej komory hodowlanej oddzielonych porowatg membrang
do symulacji zjawisk biologicznych zachodzgcych w naczyniach krwionosnych. Sposob wytwarzania
obu mikrosysteméw wymaga integracji porowatej membrany wewnatrz urzadzenia, co jest technicznie
trudne do realizacji i nie daje mozliwosci formowania ztozonych struktur naczyniowych o dowolnej kon-
figuracji. Amerykanski opis patentowy nr US8647861 (B2) dotyczy mikrosystemu do prowadzenia ho-
dowli tkankowych, sposobu jego dziatania oraz metody wytwarzania mikrourzgdzenia. Urzgdzenie zto-
zone jest z centralnego mikrokanatu podzielonego za pomoca porowatych membran na wiele réwnole-
gtych przedziatéw wewnatrz ktérych mogg przeptywac ptyny. Powierzchnia membran zostata zmodyfi-
kowana za pomocg substancji utatwiajgcych adhezje komaérek do ich powierzchni, co umozliwia formo-
wanie tkanek na zewnetrznych powierzchniach naczyn (kanatéw przeptywowych), wewnatrz nieprze-
ptywowych komér hodowlanych. Mikrosystem zostat potgczony z uktadem zbiornikéw zasilajgcych oraz
pomp, a sterowanie ukfadu odbywa sie za pomocg komputera.

Sposdb wykonania mikrosystemu, podobnie jak w uprzednio oméwionych patentach, wymaga
rozmieszczenia porowatych, potprzepuszczalnych membran oddzielajgcych kanaty i komory mikrosys-
temu, co jest technicznie trudne do realizacji i nie daje mozliwosci formowania ztozonych struktur na-
czyniowych o dowolnej konfiguracji oraz nie umozliwia samoorganizacji naczyn wewnatrz hodowanych
tkanek. Przez to nie umozliwia oddania w sposéb doktadny wewnetrznej struktury dowolnej tkanki.
W kolejnym amerykanskim opisie patentowym nr US7622298 (B2) ujawniono metode in vitro wytwarza-
nia sieci przepuszczalnych naczyn krwionosnych, ktére sg zintegrowane z urzadzeniem mikrofluidal-
nym. Mikronaczynia wytwarzane byty poprzez hodowle komoérek srédbtonka na prostych, cylindrycz-
nych, wydtuzonych rdzeniach. Po wytworzeniu $cian naczyniowych zanurzano rdzenie otoczone $ciang
komérkowg w komorze urzgdzenia mikrofluidalnego wypetnionej hydrozelem, usuwano rdzen i prowa-
dzono dalszg hodowle komérek w warunkach przeptywowych, stymulujgc proces spontanicznego for-
mowania naczyn krwionosnych wewnatrz komory. Opisana metoda jest wieloetapowa i zmudna — wy-
maga przeprowadzenia wstepnej hodowli komérek na rdzeniach oraz precyzyjnej integracji $cian mi-
kronaczyh krwionosnych z komorg mikrourzgdzenia, co jest technicznie bardzo trudne do realizagiji,
a proces usuwania rdzeni ze Swiatta naczyn prowadzi do uszkodzen ich scian. Opisana metoda nie
umozliwia formowania sieci naczyn krwionosnych o zaprojektowanej, powtarzalnej konfiguracji i nie
umozliwia efektywnej produkgji seryjnej mikrosystemow o powtarzalnej geometrii naczyn do prowadze-
nia hodowli tkankowych. Z kolei, z amerykanskiego opisu patentowego nr US9081003 (B2) znany jest
mikrosystem oraz ukfad do symulacji dynamicznych zjawisk majgcych miejsce in vivo w obrebie tkanek,
narzadow i tréjwymiarowych struktur komoérkowych, a bedacych efektem przeptywu ptynu w ich obrebie.
Urzgdzenie znajduje zastosowanie przy testowaniu nowych lekéw oraz badaniu zjawisk transportu to-
warzyszacych dystrybucji lekéw w guzach nowotworowych, w szczegdlnosci w terapiach celowanych.
Mikrosystem sktadat sie z komory hodowlanej zaopatrzonej w przegrody i oddzielonej porowatg mem-
brang od kanatu petnigcego role naczynia krwionosnego. Potprzepuszczalna membrana stanowita pod-
pore dla hodowli komérkowych i stanowita bariere oddzielajgca kanat zasilajgcy od komory hodowlanej
i kanatéw limfatycznych. Sposéb wytwarzania wielowarstwowego mikrosystemu obejmowat wytworze-
nie elementéw mikrourzgdzenia wieloetapowg metodg fotolitograficzng w poli(dimetylosiloksanie)
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(PDMS) i potaczenie ich z porowatg potprzepuszczalng membrana, ktéra stanowita jedng z warstw mi-
krosystemu. Opisana metoda wytwarzania mikrosystemu jest wieloetapowa i zmudna.

Konstrukcja i sposéb jej wykonania nie daje mozliwosci formowania ztozonych struktur naczynio-
wych o dowolnej konfiguracji oraz nie umozliwia samoorganizacji naczyn wewnatrz hodowanych tkanek.
W amerykanskim zgtoszeniu patentowym nr W02015153451 (A1) opisano mikrosystem zdolny do wy-
twarzania substanciji biologicznie aktywnych, umozliwiajgcy prowadzenie hodowli tkankowych w warun-
kach przeptywowych. Ukfad ztoZzony byt z kilku réwnolegle przebiegajgcych kanatéw oddzielonych prze-
grodg posiadajgcg otwory umozliwiajgce transport masy pomiedzy kanatami. Sposob wytwarzania mi-
krosystemu bazowat na wieloetapowej metodzie fotolitografii miekkiej i obejmowat przygotowanie ma-
tryc replikacji z wykorzystaniem wafli krzemowych, powlekanie fotorezystem, przygotowanie fotomasek,
naswietlanie UV, wywotywanie fotorezystu, odlewanie warstw funkcjonalnych w PDMS i fgczenie ele-
mentow, powlekanie powierzchni za pomocg substancji modyfikujacych wtasciwosci powierzchniowe
mikrokanatéw. Opisana metoda jest wieloetapowa, pracochtonna i czasochtonna. Sposéb przygotowania
wielowarstwowych kokultur komérkowych oraz prowadzenia badan otrzymanych kultur tkankowych w urzg-
dzeniu mikrofluidalnym znany jest z amerykanskiego zgtoszenia patentowego nr US20060141617 (Al).
Urzadzenie wyposazone byto w prostoliniowe komory hodowlane, w ktérych wnetrzu usytuowane zo-
staty przegrody wykonane z macierzy hydrozelowej oraz hodowanych komoérek. Urzgdzenie zostato
wykonane klasyczng metoda fotolitograficzng w PDMS, a powierzchnia kanatéw zostata zmodyfikowana
za pomocg zwigzkéw krzemoorganicznych. Podobnie w amerykanskim opisie patentowym
nr US8119394 (B2) opisano urzadzenie do prowadzenia trojwymiarowych hodowli komérkowych na po-
wierzchni porowatych membran.

W polskim opisie patentowym nr PL219444 (B1) ujawniono sposob wytwarzania urzgdzenia mi-
kronaczyniowego, a w zgtoszeniach patentowych P409877 (A1) oraz P415009 (Al) sposéb wytwarza-
nia urzgdzenia mikrofluidalnego do enkapsulacji substancji aktywnych i sposéb wytwarzania urzadzenia
mikrofluidalnego do prowadzenia hodowli komoérek nerwowych. W przywotanych dokumentach do wy-
tworzenia urzgdzenia mikrofluidalnego wykorzystano metode bezposrednig bazujgcg na laserowym
grawerowaniu cienkich warstw PDMS oraz tgczeniu ich z warstwami szkta i wiekiem z tworzywa sztucz-
nego. Nie ujawniono jednak sposobu wytwarzania urzgdzen mikrofluidalnych do prowadzenia hodowli
tkankowych, a w szczegodlnosci sposobu wytwarzania warstw hydrozelowych oraz metody wytwarzania
kanatéw w tych warstwach, co stanowi podstawowy element mikrosysteméw do prowadzenia hodowli
tkankowych. Nie opisano réwniez metody formowania $cian komoérkowych na powierzchniach kanatéow
warstwy hydrozelowe;j.

Zaden ze znanych sposobdw wytwarzania urzadzen mikrofluidalnych do prowadzenia hodowli
tkankowych w warunkach dynamicznych nie umozliwia bezposredniego wytwarzania ztozonych, trojwy-
miarowych, stabilnych i rozgatezionych struktur naczyniowych wysokiego poziomu o zadanej, powta-
rzalnej srednicy i przestrzennym rozktadzie w warstwach hydrozelowych i bez potrzeby stosowania poét-
przepuszczalnych membran, a jednoczesnie umozliwia spontaniczne, samoistne formowanie naczyn
witosowatych w obrebie hodowanych tkanek w obecnosci czynnikéw proangiogennych.

W rezultacie wynikta potrzeba opracowania nowego sposobu wytwarzania mikrosystemoéw do
prowadzenia hodowli tkankowych, rozwigzujgcego powyzsze problemy techniczne.

Sposob wytwarzania wielowarstwowego urzgdzenia mikrofluidalnego do prowadzenia hodowli
tkankowych w warunkach dynamicznych, ztozonego z co najmniej szesciu warstw, w tym: dna i wieka,
warstwy klejowej, co najmniej jednej pomocniczej warstwy szklanej, co najmniej jednej elastomerowej
warstwy funkcjonalnej oraz co najmniej jednej warstwy hydrozelowej, wedtug wynalazku jest piecioeta-
powy, przy czym w pierwszym etapie na podstawie uprzednio zaprojektowanych map przygotowanych
na podstawie zdjecia fizycznej struktury uktadu naczyn krwionosnych w tkance, modelu matematycz-
nego lub zgodnie z zatozeniami projektowymi w srodowisku graficznym CAD kazdej z warstw urzadze-
nia, wytwarza sie jego elementy — warstwy elastomerowe przygotowuje sie poprzez powlekanie nosnika
warstwg elastomeru i utrwala, a nastepnie graweruje i wycina elementy: kanaty i mikrokanaty naczy-
niowe i tgczace, otwory przelotowe i pozycjonujgce oraz komory hodowlane i przegrody poprzez na-
Swietlanie skupiong wigzkg lasera CO: o dtugosci fali 10,6 pm; pomocnicze warstwy szklane, warstwe
klejowg oraz dno i wieko mikrourzgdzenia graweruje sie i wycina elementy: otwory rewizyjne, przelotowe
i pozycjonujgce oraz zbiorniki poprzez naswietlanie skupiong wigzkg lasera CO: o dlugosci fali 10,6 um
arkuszy materiatu; w drugim etapie tgczy sie bez uzycia kleju warstwe elastomerowg ze szklang, po
uprzednim naswietleniu powierzchni elastomeru promieniowaniem ultrafioletowym (UV), w zespoty,
kazdy ztozony z jednej warstwy szklanej oraz jednej warstwy elastomerowej na nosniku stanowigcym
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tymczasowg postawe zespotu; w trzecim etapie wprowadza sie poprzez otwory rewizyjne usytuowane
w tymczasowej podstawie zespotu, do wnetrza komér hodowlanych zespotéw uprzednio przygotowany
ciekly hydrozel i zestala sie, a nastepnie odigcza tymczasowg podstawe zespotu i w ten sposdb w od-
stonietej warstwie hydrozelowej graweruje mikrokanaty naczyniowe, a w przegrodach kanaty tgczace,
poprzez naswietlanie skupiong wigzkg lasera CO2 o dtugosci fali 10,6 um; w czwartym etapie fgczy sie
bez uzycia kleju warstwe elastomerowg ze szklang, po uprzednim naswietleniu powierzchni elastomeru
promieniowaniem ultrafioletowym (UV), jeden lub kilka zespotéw wzajemnie lub z dnem, a z wiekiem za
pomocg warstwy klejowej; w pigtym etapie mikrosystem fgczy sie z wezami doprowadzajgcymi i odpro-
wadzajgcymi ptyny z uzyciem kleju.

Korzystnie hydrozel przygotowuje sie na bazie roztworu kwasu lub bezwodnika akrylowego, al-
koholu poliwinylowego, poli(kwasu mlekowego), glikolu polietylenowego, kolagenu, kwasu hialurono-
wego, alginianu, chitozanu lub ich mieszanin, lub tez mieszanin zwigzkéw wchodzgcych w sktad macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, w wodzie lub medium hodowlanym.

Korzystnie hydrozel sterylizuje sie poprzez filtracje na hydrofilowym filtrze membranowym o $red-
nicy poréw nie wigkszej niz 0,5 mikrometra.

Korzystnie do hydrozelu dodaje sie substancje ograniczajgce wzrost mikroorganizmow, najko-
rzystniej antybiotyki.

Korzystnie do hydrozelu dodaje sie substancje proangiogenne, najkorzystniej czynnik wzrostu
Srédbtonka naczyniowego VEGF.

Korzystnie do hydrozelu dodaje sie fibroblasty i komorki macierzyste.

Korzystnie powlekanie nosnika warstwg elastomeru przeprowadza sie w powlekaczu obrotowym.

Korzystnie warstwy elastomerowe przygotowuje sie poprzez nanoszenie polidimetylosiloksanu
(PDMS) na folie poliestrowg (PET).

Korzystnie do wykonania wieka i dna urzgdzenia wykorzystuje sie tafle szkta, poli(metakrylanu
metylu) PMMA lub folii poliestrowej (PET).

Korzystnie do wykonania warstwy klejowej wykorzystuje sie komercyjnie dostepne arkusze btony
klejowej na bazie kleju akrylowego, dwustronnie ostoniete papierem ostonowym.

Korzystnie utrwalanie warstw PDMS przeprowadza sie w suszarce szafkowej lub na ptycie grzej-
nej w temperaturze z zakresu 60—120°C, odpowiednio przez okres od 30 minut do 12 godzin lub w wa-
runkach pokojowych przez okres co najmniej 24 godzin.

Korzystnie parametry wigzki laserowej i przesuwu gtowicy laserowej dobiera sie tak, by zminima-
lizowa¢ oddziatywanie termiczne wigzki lasera z materiatem poza obszarem ciecia lub grawerowania.

Korzystnie wzajemne pozycjonowanie warstw mikrourzgdzenia przeprowadza sie z wykorzysta-
niem otwordéw pozycjonujgcych rozmieszczonych w tych samych miejscach na kazdej z warstw oraz
szablonoéw zaopatrzonych w bolce pozycjonujgce, dopasowanych do otworéw pozycjonujacych.

Korzystnie tgczenie warstw elastomerowych ze szklanymi warstwami pomocniczymi w zespoty
odbywa sie po uprzednim wygrzaniu warstwy szklanej w temperaturze 300°C przez okres co najmniej
30 minut.

Korzystnie warstwy fgczy sie w sposéb hydraulicznie szczelny.

Korzystnie mikrourzgdzenie fgczy sie w sposob hydraulicznie szczelny i nieroztagczny z wezami
doprowadzajgcymi i odprowadzajgcymi ptyny za pomocg kleju fotoutwardzalnego i naswietla promie-
niami UV nie krécej niz 30 sekund.

Korzystnie sie¢ mikrokanatow czysci sie i przemywa wodg dejonizowang, buforowanym roztwo-
rem soli fizjologicznej (PBS) lub wodnym roztworem EDTA i surfaktantu o temperaturze nie wyzszej niz
60°C.

Korzystnie w celu immobilizacji komorek wewngtrz mikrokanatéw, do mikrourzadzenia wprowa-
dza sie zawiesine komoérek w medium hodowlanym i pozostawia na okres nie krotszy niz 30 minut.

Korzystnie hodowle komoérek w warunkach przeptywowych prowadzi sie przy natezeniu prze-
ptywu medium hodowlanego nie mnigjszym niz 1 ml/24h.

Najkorzystniej do medium hodowlanego dodaje sie substancje proangiogenne.

Najkorzystniej do medium hodowlanego dodaje sie czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego
VEGF.

Sposob wytwarzania wielowarstwowego urzgdzenia mikrofluidalnego do prowadzenia hodowli
tkankowych w warunkach dynamicznych wedtug wynalazku jest oSmioetapowy, a przez to prosty, tani
i szybki, umozliwia bezposrednie — nie wymagajgce przygotowania fotomasek oraz matryc replikacji,
wytwarzanie ztozonych trojwymiarowych struktur hydrozelowych o zadanej, powtarzalnej geometrii, bez
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potrzeby wykorzystania potprzepuszczalnych membran, co umozliwia wytworzenie podstawowej, roz-
gatezionej sieci naczyniowej o stabilnej strukturze, a takze wtérne, spontaniczne i samoistne formowa-
nie naczyn wiosowatych w obrebie hodowanych tkanek, a ponadto dzigki wykorzystaniu materiatow
przepuszczalnych dla $wiatta widzialnego oraz promieniowania ultrafioletowego (UV) metoda umozliwia
fabrykacje mikrouktadéw przeznaczonych do prowadzenia obserwac;ji i detekcji z wykorzystaniem mi-
kroskopii fluorescencyjne;j.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach realizac;ji.

Przyktad realizacji 1

Sposbéb wytworzenia szesciowarstwowego, jednokomorowego, przeptywowego urzadzenia mi-
krofluidalnego do prowadzenia hodowli tkanki tgcznej z wykorzystaniem struktury hydrozelowej na bazie
kolagenu.

a) Przygotowanie hydrozelu

Przed przystgpieniem do fabrykacji mikrourzgdzenia przygotowano ciekty hydrozel. W tym celu
roztworzono komercyjnie dostepny liofilizowany kolagen typu IV w 0.2% v/v wodnym roztworze kwasu
octowego, otrzymujgc roztwor kolagenu o stezeniu 5 mg/ml. Przed przystgpieniem do przygotowania
roztworu wszystkie odczynniki i naczynia schtodzono w komorze chtodniczej do temperatury 4°C, a po
przygotowaniu roztwor przechowywano w formie ciektej w komorze chiodniczej lub w fazni lodowej
w temperaturze nie wyzszej niz 4°C. Nastepnie przygotowano medium hodowlane o sktadzie: 89% wy-
sokoglukozowego medium hodowlanego DMEM 2z L-glutaming, 10% ptodowej surowicy bydlecej, 1%
roztworu 100X pencyliny/streptomycyny i przechowywano w komorze chfodniczej w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed przestgpieniem do fabrykaciji warstwy hydrozelowej oba roztwory potgczono w pro-
porcjach objetosciowych 1:5 (kolagen:medium) i przefiltrowano na zimno na filtrze strzykawkowym
o $rednicy poréw 0,5 mikrometra. Nastepnie mieszanine ogrzano do temperatury 37°C i potgczono
w proporcjach 10:1 (hydrozel:koncentrat komérek) ze skoncentrowang zawiesing komérek mysiego
$rodbtonka linii L929 (1x107 komdrek/mL). Wszystkie operacje przeprowadzano w warunkach steryl-
nych w komorze laminarnej.

b) Projektowanie urzadzenia

Projekt mikrourzgdzenia mikrofluidalnego o wymiarach 24/60/3,6 mm (szerokosé¢/diugosé/wyso-
kos¢) zostat przygotowany w srodowisku graficznym oprogramowania do modelowa przestrzennego
typu CAD. Elementy sktadajgce sie na strukture czipa rozmieszczono na szesciu warstwach. Otwory
wlotowe i wylotowe potgczono za pomoca kanatéw doprowadzajgcych i odprowadzajgcych ptyny oraz
otworéw przelotowych z komorg hodowlang. Otwory przelotowe zapewniajg przeptyw ptynu w pionie
pomiedzy poszczegodlnymi warstwami, a kanaty umozliwiajg przeptyw planarny ptynu w obrebie jednej
warstwy. Komore hodowlang wraz z kanatami doprowadzajgcymi i odprowadzajgcymi ptynu do/z ko-
mory rozmieszono na warstwie funkcjonalnej wykonanej z PDMS, przy czym kazdy z kanatéw zostat
oddzielony hydraulicznie od komory za pomocg poprzecznej przegrody, w ktérej wykonane zostang
mikrokanaty tgczace przestrzenie kanatdéw doprowadzajgcych i odprowadzajgcych z komorg hodow-
lang. Warstwa funkcjonalna ograniczona zostata od dotu podstawg, a od géry pomocniczg warstwg
szklang zaopatrzong w otwory przelotowe oraz otwory rewizyjne, ktéra z kolei potgczona jest z wiekiem
za pomoca warstwy klejowej, w ktérej zaprojektowano otwory przelotowe. W warstwie hydrozelowe;j,
zlokalizowanej w obrebie komory hodowlanej, na podstawie zdjecia mikroskopowego tkanki nowotwo-
rowej, zaprojektowano rozktad mikrokanatéw naczyniowych, nasladujgcy w wierny sposéb rozktad drob-
nych zyfek i tetniczek w tkance. W wieku na bocznych $cianach rozmieszczono porty przytagczeniowe
dla mikrowezy doprowadzajgcych i odprowadzajgcych ptyny do/z urzgdzenia. W wieku rozmieszczono
zbiorniki potgczone portami przytgczeniowymi mikrowezy oraz z kanatami doprowadzajgcymi i odpro-
wadzajgcymi ptyny do/z komory hodowlanej. Dodatkowo w czterech narozach kazdej z warstw z wytg-
czeniem warstwy hydrozelowej, rozlokowano otwory pozycjonujgce. Tréjwymiarowy projekt mikrourzg-
dzenia przeniesiono na 6 rysunkéw dwuwymiarowych — map obrazujgcych kazdg z warstw mikrosys-
temu. Za pomocg réznych kolorow rozrézniono krawedzie o réoznych gtebokosciach i szerokosciach
ciecia. Rysunki zaprojektowanego mikrourzgdzenia zostaty bezposrednio wyeksportowany ze srodowi-
ska graficznego CAD do srodowiska pracy stacji grawerujgcej w sposob sekwencyjny kolejno dla kazdej
z warstw, w ten sposéb, ze warstwy rysunkowe sktadajgce sie na projekt jednej warstwy mikrourzgdze-
nia zostaty wyeksportowane jednoczesnie, podczas gdy pozostate warstwy rysunkowe byly wytgczone.

c) Pierwszy etap — fabrykacja elementéw mikrourzgdzenia

Elastomerowg warstwe funkcjonalng o grubosci 100 mikrometrow wytworzono metodg powleka-
nia obrotowego w powlekaczu obrotowym w ten sposéb, ze mieszanina prepolimeru PDMS i aktywatora
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polimeryzacji w stosunku wagowym 10:1 zostata odpowietrzona pod prézng, a nastepnie zadana w ilo-
$ci 4 cm?® na wirujgcy z predkoscig 500 obrotow na minute w komorze roboczej powlekacza dysk o sred-
nicy 80 mm wykonany z przezroczystej folii poliestrowej PET o grubosci 150 mikrometréow. Materiat byt
nastepnie wirowany przez 1,5 minuty, po czym zmniejszano stopniowo predkos¢ obrotowg dysku przez
1 minute do zera. W trakcie prowadzenia procesu powlekania w komorze powlekacza wytwarzane byto
nadcisnienie za pomocg doprowadzonego sprezonego, pozbawionego pytéw suchego powietrza. Na-
stepnie folia poliestrowa wraz z naniesiong warstwg elastomeru umieszczona zostata w szklanej szalce
Petriego w suszarce szafkowej, w ktérej zachodzit proces polimeryzacji w temperaturze 80°C przez
okres 6 godzin. Nastepnie na powierzchnie polimeru naniesiono arkusz przylegajgcego papieru ostono-
wego w celu ochrony przed zabrudzeniem pytami podczas grawerowania. Gotowe podioze przechowy-
wano w eksykatorze nad sitami molekularnymi 4A w atmosferze suchego powietrza o wilgotnosci
wzglednej 1%.

Nastepnie podioze z PDMS grawerowano skupiong wigzkg lasera CO2 o dtugosci fali 10,6 um,
mocy znamionowej 30 wat, srednicy plamki 25 mikrometréw i maksymalnej predkosci przesuwu gtowicy
0,25 m/s, w miejscach w ktérych zgodnie z projektem warstwa elastomeru miata zosta¢ przecieta do
powierzchni nosnika. W tym celu dla kazdej linii o okreslonym kolorze przyporzadkowano wektorowy
tryb pracy stacji grawerujgcej oraz ustalono moc wigzki laserowej na 0,3% mocy znamionowej, czesto-
tliwos¢ impulsu ustalono na 1000 DPI, predkos¢ przesuwu gtowicy laserowej 0,9% maksymalnej warto-
$ci znamionowej, jak réwniez odlegtosé ptaszczyzny roboczej od punktu ogniskowania wigzki laserowej
na 0,2 mm. Powyzsze nastawy umozliwity przeciecie warstwy PDMS do powierzchni nosnika poliestro-
wego przy uzyskaniu podstawowej szerokosci kanatu wynoszgcej 45 mikrometréw i przy jednoczesnym
ograniczeniu zabrudzenia powierzchni PDMS. Dla uzyskania kanatéw o szerokosci powyzej 100 mikro-
metréw w trybie wektorowym przecieto na obrzezach kanatu warstwe elastomeru do powierzchni no-
$nika, a nastepnie usunieto mechanicznie PDMS z wnetrza kanatu za pomoca ostrego szpikulca pod
mikroskopem stereoskopowym. Catkowite przeciecie warstwy PDMS i nosnika poliestrowego, wyma-
gane dla wykonania otworéw pozycjonujgcych, mozliwe byto dla nastepujgcych ustawieh urzgdzenia
grawerujgcego: moc 1,5%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 1,7%, czestotliwo$¢ impulsu 1000 DPI, odle-
gtos¢ ogniskowania 0,2 mm.

Pomocniczg warstwe szklang wykonano z arkusza szkta borokrzemowego o grubosci 150 mikro-
metréw i wymiarach 24/60 mm. W celu wykonania otworéw przelotowych, otworéw pozycjonujgcych
oraz otworéw rewizyjnych, powierzchnie szkta grawerowano trzykrotnie wodzac po okregu skupiong
wigzkg lasera w miejscach, w ktérych zgodnie z projektem warstwa szkta miata zostaé przecieta. W tym
celu przyporzadkowano poszczegélnym kolorom linii rysunkowych nastepujgce parametry pracy urza-
dzenia grawerujgcego: moc 0,4%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 0,3%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI,
odlegtos¢ ogniskowania 0,0 mm.

Warstwe klejowg wykonano z komercyjnie dostepnego arkusza btony klejowej z warstwg kleju
akrylowego o grubosci 100 mikrometréw obustronnie ostonietej papierem ostonowym. W celu wykona-
nia otworow przelotowych oraz wyciecia geometrii warstwy, powierzchnie arkusza grawerowano wo-
dzgc skupiong wigzkg lasera w miejscach, w ktérych zgodnie z projektem btona klejowa miata zostac
przecieta. W tym celu przyporzadkowano poszczegolnym kolorom linii rysunkowych nastepujgce para-
metry pracy urzadzenia grawerujgcego: moc 30%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 40%, czestotliwos¢ im-
pulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 0,3 mm. Catkowite przeciecie btony klejowej oraz dwoch
warstw papieru ostonowego, wymagane dla wykonania otwordw pozycjonujgcych, mozliwe byto dla na-
stepujacych ustawien urzgdzenia grawerujacego: moc 100%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 40%, czesto-
tliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 0,3 mm.

Wieko mikrourzgdzenia wykonano z PMMA w ten sposoéb, ze arkusz materiatu przecieto z wyko-
rzystaniem skupionej wigzki lasera CO2 o mocy 30 wat otrzymujgc prostokatne arkusze o wymiarach
24/60 mm i grubosci 3 mm. W bocznych scianach podstawy wykonano otwory stuzgce do przytgczenia
kapilar doprowadzajgcych i odprowadzajgcych ptyny w ten sposob, ze wyznaczone miejsca naswietlano
wodzac po okregu skupiong wigzka lasera. Ustawienia lasera byty nastepujgce: moc 10%, szybkosc
przesuwu gtowicy 1%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 27 mm, za drugim ra-
zem: moc 18%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 1%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ognisko-
wania 27 mm. W efekcie otrzymano boczne porty przytgczeniowe dla mikrowezy. Zbiorniki kanatéw
doprowadzajgcych i odprowadzajgcych ptyny do/z zespotu warstw funkcjonalnych czipa wykonano
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w wieku mikrourzgdzenia w ten sposob, Zze wyznaczone miejsca naswietlano wodzac po okregu sku-
piong wigzka lasera przy zadanych ustawieniach lasera: moc 100%, szybko$¢ przesuwu gtowicy 4,5%,
czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 3,0 mm.

Podstawe mikrourzgdzenia wykonano z folii poliestrowej PET w ten sposob, ze arkusz materiatu
przecinano i wykonywano otwory pozycjonujgce z wykorzystaniem skupionej wigzki lasera CO2 o mocy
30 wat, przy nastawach lasera: moc 5%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 20%, czestotliwos¢ impulsu 1000
DPI, odlegto$¢ ogniskowania 0,1 mm.

d) Drugi etap — tgczenie warstw w zespoty

W celu potaczenia warstwy elastomeru z pomocniczg warstwg szklang w zespdt, usunieto z po-
wierzchni elastomeru ochronny arkusz papieru ostonowego, a nastepnie warstwe funkcjonalng na no-
$niku z folii poliestrowej przemyto roztworem KOH w etanolu o stezeniu 50 g/dm?, po czym trzykrotnie
przemyto wodg dejonizowanej i wysuszono w strumieniu czystego sprezonego powietrza. Nastepnie
arkusz szkta (szkietko mikroskopowe nakrywkowe) wyprazono w temperaturze 300°C w piecu, w at-
mosferze powierza w czasie 30 minut. Réwnolegle warstwe funkcjonalng naswietlono w komorze UV
promieniowaniem o dtugosci fali 185 nm i 253,7 nm przez 30 sekund. Nastepnie oba elementy spozy-
cjonowano z wykorzystaniem szablonu zaopatrzonego w bolce pozycjonujgce, w ten sposob, ze bolce
szablonu wprowadzano w otwory pozycjonujgce kolejnych warstw i docisnieto elementy. Po usunieciu
szablonu, dodatkowo dociskano elementy za pomocg watka gumowego w celu usuniecia pecherzy po-
wietrza z przestrzeni pomiedzy warstwami, po czym zespét umieszczano na termostatowanej plycie
grzejnej o temperaturze 120°C na okres 30 min. W ten sposéb otrzymywano zespét komory hodowlanej
ztozony z warstwy szklanej i elastomerowej ostonietej od spodu nosnikiem poliestrowym bedgcym jego
tymczasowg podstawa,

e) Trzeci etap — przygotowanie warstwy hydrozelowej

W celu przygotowania warstwy hydrozelowej, uprzednio przygotowany hydrozel wprowadzano
za pomocg strzykawki jednorazowej zaopatrzonej w igte o srednicy dopasowanej do srednicy otworow
rewizyjnych, przez otwory rewizyjne zespotu komory hodowlanej do wnetrza komory, wypetniajac jg
catkowicie. Nastepnie zespét umieszczano w cieplarce w temperaturze 37°C na okres 1 godziny w celu
zestalenia hydrozelu. Po tym okresie usuwano tymczasowg podstawe poliestrowg zespotu i grawero-
wano odstonietg warstwe hydrozelowg skupiong wigzkg lasera w celu wytworzenia mikrokanatéw na-
czyniowych o szerokosci 50 mikrometréw. Ustawienia lasera byty nastepujace: moc 0,1%, szybkos¢
przesuwu gtowicy 10%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 0,3 mm. Parametry
pracy lasera zostaty tak dobrane by zminimalizowa¢ efekty termiczne w obszarze hydrozelu poza prze-
strzenig mikrokanatéw i nie uszkodzi¢ warstwy szklanej znajdujgcej sie ponizej warstwy hydrozelowe;.
Dodatkowo w przegrodach oddzielajgcych komore hodowlang od kanatéw doprowadzajgcych i odpro-
wadzajgcych ptyny wykonano mikrokanaty tgczgce w ten sposéb, ze powierzchnie przegrod naswietlano
skupiong wigzkg lasera w miejscach w ktérych wediug projektu miaty znajdowac¢ sie mikrokanaty f3-
czace. W tym przypadku ustawienia lasera byty nastepujgce: moc 1,1%, szybkos$¢ przesuwu gtowicy
1,6%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegto$¢ ogniskowania 0,3 mm.

f) Czwarty etap — fgczenie zespotu komory hodowlanej z dnem i wiekiem mikrourzadzenia.

W celu potaczenia zespotu z wiekiem mikrourzgdzenia zestawia sie elementy z wykorzystaniem
szablonu zaopatrzonego w bolce pozycjonujgce w ten sposob, ze bolce szablonu wprowadza sie w
otwory pozycjonujgce kolejnych warstw, tj. zespotu komory hodowlanej, warstwy klejowej oraz wieka i
dociska elementy. Przed potgczeniem zespotu z dnem, dno naswietlano w komorze UV promieniowa-
niem o dtugosci fali 185 nm i 253,7 nm przez 30 sekund a nastepnie potagczono z zespotem z wykorzy-
staniem szablonu i docisnieto.

g) Piaty etap — taczenie mikrourzgdzenia z mikrowezami

W celu przytgczenia mikrowezy do urzgdzenia wprowadzono ich zakonczenia do bocznych por-
téw przytgczeniowych po uprzednim naniesieniu na ich konce kleju fotoutwardzalnego i naswietlano
w Swietle UV przez 30 sekund. Powierzchnia czipu nad komorg hydrozelowg zostata ostonieta nieprze-
puszczalng dla $wiatta UV folig w celu zapobiezenia niekorzystnemu oddziatywaniu promieniowania UV
na strukture hydrozelowa.

h) Szésty etap — czyszczenie mikrosystemu

W celu usuniecia zanieczyszczenh po procesie grawerowania warstwy hydrozelowej mikrouktad
przemywa sie trzykrotnie buforowanym roztworem soli fizjologicznej PBS kazdorazowo o objetosci
1 cm?® i temperaturze 37°C.
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j) Siédmy etap — immobilizacja komoérek

W celu immobilizacji komérek srodbtonka mysiej linii B129 na wewnetrznej powierzchni mikroka-
natdw naczyniowych skoncentrowang zawiesing komdrek (1x107 komdérek/mL) w referencyjnym me-
dium hodowlanym M1168 zawierajgcg miedzy innymi czynniki wzrostu mysiego $rodbtonka: VEGF
i EGF wprowadzono do mikrokanatéw naczyniowych urzgadzenia i inkubowano przez okres 4 godzin
w temperaturze 37°C w warunkach stacjonarnych w celu ich adhezji do powierzchni mikrokanatow.

k) Osmy etap — hodowla komérek w warunkach przeptywowych

W celu stymulacji samoistnego formowania wtosowatych naczyn krwionosny w obrebie sztucznej
tkanki, prowadzono hodowle komérkowg w warunkach przeptywowych przez okres 5 dni po umieszcze-
niu mikrosystemu w cieplarce w warunkach: 37°C, 5% CO2 i 95% wilgotnosci. W tym celu pompe strzy-
kawkowg ze strzykawka 50 ml wypetniong referencyjnym medium hodowlanym M11168 umieszczono
poza obrebem cieplarki i podtgczono za pomocg mikrowezy do wlotu mikrosystemu znajdujgcego sie
w cieplarce. Wyloty mikrosystemu potgczono ze zbiornikiem na odpady. Hodowle prowadzono przy
przeptywie medium 5 ml/24h.

Przyktad realizacji 2

Sposbéb wytworzenia szesciowarstwowego, jednokomorowego, przeptywowego urzadzenia mi-
krofluidalnego do prowadzenia hodowli tkanki nowotworowej ludzkiego raka piersi z wykorzystaniem
struktury hydrozelowej na bazie alginianu. Urzgdzenie zostato wytworzone w podobny sposéb jak
przedstawiono w przyktadzie 1, z tg réznicg ze:

a) Przygotowanie hydrozelu

Przed przystgpieniem do fabrykacji mikrourzgdzenia przygotowano ciekty hydrozel. W celu otrzy-
mania 10 cm? roztworu alginianu sodu o stezeniu 5% w/v w PBS, PBS oraz alginian sodu intensywne
mieszano na mieszadle magnetycznym w zamknietym naczyniu w tazni wodnej o temperaturze 80°C
do catkowitego rozpuszczenia. Roztwoér schtodzono i przechowywano w komorze chiodniczej w tempe-
raturze 4°C.

Nastepnie przygotowano medium hodowlane o sktadzie: 89% wysokoglukozowego medium ho-
dowlanego L-15 z L-glutaming, 10% ptodowej surowicy bydlecej, 1% roztworu 100X pencyliny/strepto-
mycyny i przechowywano w komorze chtodniczej w temperaturze 4°C. Bezposrednio przed przystagpie-
niem do fabrykacji warstwy hydrozelowej oba roztwory potgczono w proporcjach objetosciowych 1:5
(alginian:medium) i przefiltrowano na zimno na filtrze strzykawkowym o $rednicy poréw 0,2 mikrometra.
Nastepnie mieszanine ogrzano do temperatury 37°C i potgczono w proporcjach 10:1 (hydrozel:koncen-
trat komorek) ze skoncentrowang zawiesing komarek ludzkiego nowotworu piersi linii MB-231 (1x10’
komoérek/mL). Wszystkie operacije przeprowadzano w warunkach sterylnych w komorze laminarnej.

e) Trzeci etap — przygotowanie warstwy hydrozelowej

W celu przygotowania warstwy hydrozelowej, uprzednio przygotowany ciekty hydrozel wprowa-
dzano za pomocg strzykawki jednorazowej przez otwory rewizyjne zespotu komory hodowlanej o $red-
nicy dopasowanej do srednicy wylotu strzykawki do wnetrza komory, wypetniajgc jg catkowicie. Nastep-
nie z otwordw rewizyjnych usuwano hydrozel i wypetniano otwory 5% wodnym roztworem chlorku wap-
nia, po czym zespot umieszczano w cieplarce w temperaturze 37°C na okres 6 godziny w celu zestalenia
hydrozelu. Po tym okresie usuwano tymczasowg podstawe poliestrowg zespotu i grawerowano odsto-
nietg warstwe hydrozelowg skupiong wigzka lasera w celu wytworzenia mikrokanatéw naczyniowych o
szerokosci 80 mikrometréw. Ustawienia lasera byly nastepujace: moc 0,2%, szybko$¢ przesuwu gtowicy
10%, czestotliwos¢ impulsu 1000 DPI, odlegtos¢ ogniskowania 0,5 mm. Parametry pracy lasera zostaty
tak dobrane by zminimalizowac efekty termiczne w obszarze hydrozelu poza przestrzenig mikrokanatéw
i nie uszkodzi¢ warstwy szklanej znajdujgcej sie ponizej warstwy hydrozelowej. Dodatkowo w przegro-
dach oddzielajgcych komore hodowlang od kanatéw doprowadzajgcych i odprowadzajgcych ptyny wy-
konano mikrokanaty tgczgce w ten sposéb, ze powierzchnie przegréd naswietlano skupiong wigzka la-
sera w miejscach w ktorych wedtug projektu miaty znajdowac sie mikrokanaty tgczgce. W tym przypadku
ustawienia lasera byly nastepujgce: moc 0,3%, szybkos¢ przesuwu gtowicy 0,9%, czestotliwos¢ impulsu
1000 DPI, odlegto$¢ ogniskowania 0,2 mm.

j) Siédmy etap — immobilizacja komérek

W celu immobilizacji komérek srodbtonka HUVEC na wewnetrznej powierzchni mikrokanatéw na-
czyniowych skoncentrowang zawiesing komorek (1x108 komoérek/mL) w referencyjnym medium hodow-
lanym 211-500 suplementowang 211-GS zawierajgcg miedzy innymi czynnik wzrostu srodbtonka
VEGF, wprowadzono do mikrokanatéw naczyniowych urzgdzenia i inkubowano przez okres 2 godzin w
temperaturze 37°C w warunkach stacjonarnych w celu ich adhezji do powierzchni mikrokanatow.
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g) Osmy etap — hodowla komérek w warunkach przeptywowych

W celu stymulacji samoistnego formowania wlosowatych naczyn krwionosny w obrebie sztucznej
tkanki, prowadzono hodowle komérkowg w warunkach przeptywowych przez okres 3 dni po umieszcze-
niu mikrosystemu w cieplarce w warunkach: 37°C i 95% wilgotnosci. W tym celu pompe strzykawkowg
ze strzykawka 50 ml wypetniong referencyjnym medium hodowlanym 89% L-15 z L-glutaming, 10%
ptodowej surowicy bydlecej, 1% roztworu 100X pencyliny/streptomycyny oraz ludzki czynnik VEGF,
umieszczono poza obrebem cieplarki i podtgczono za pomocg mikrowezy do wlotu mikrosystemu znaj-
dujgcego sie w cieplarce. Wyloty mikrosystemu potgczono ze zbiornikiem na odpady. Hodowle prowa-
dzono przy przeptywie medium 5 mi/24h.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania wielowarstwowego urzadzenia mikrofluidalnego do prowadzenia hodowli
tkankowych w warunkach dynamicznych ztozonego z co najmniej szesciu warstw, w tym: dna
i wieka, warstwy klejowej, co najmniej jednej pomocniczej warstwy szklanej, co najmniej jednej
elastomerowej warstwy funkcjonalnej oraz co najmniej jednej warstwy hydrozelowej, zna-
mienny tym, ze w pierwszym etapie na podstawie uprzednio zaprojektowanych map przygo-
towanych na podstawie zdjecia fizycznej struktury uktadu naczyn krwiono$nych w tkance, mo-
delu matematycznego lub zgodnie z zatozeniami projektowymi w $rodowisku graficznym CAD
kazdej z warstw urzadzenia, wytwarza sie jego elementy — warstwy elastomerowe przygoto-
wuje sie poprzez powlekanie nosnika warstwg elastomeru i utrwala, a nastepnie graweruje
i wycina elementy: kanaty i mikrokanaty naczyniowe i fgczgce, otwory przelotowe i pozycjonu-
jace oraz komory hodowlane i przegrody poprzez naswietlanie skupiong wigzkg lasera CO:
o diugosci fali 10,6 um; pomocnicze warstwy szklane, warstwe klejowg oraz dno i wieko mi-
krourzgdzenia graweruje sie i wycina elementy: otwory rewizyjne, przelotowe i pozycjonujace
oraz zbiorniki poprzez naswietlanie skupiong wigzkg lasera CO: o dtugosci fali 10,6 um arku-
szy materiatu; w drugim etapie fgczy sie bez uzycia kleju warstwe elastomerowg ze szklang,
po uprzednim naswietleniu powierzchni elastomeru promieniowaniem ultrafioletowym (UV),
w zespoty, kazdy ztozony z jednej warstwy szklanej oraz jednej warstwy elastomerowej na
nosniku stanowigcym tymczasowg postawe zespotu; w trzecim etapie wprowadza sie poprzez
otwory rewizyjne usytuowane w tymczasowej podstawie zespotu do komér hodowlanych ze-
spotéw uprzednio przygotowany ciekty hydrozel i zestala sie, a nastepnie odtgcza tymczasowg
podstawe zespotu i w ten sposdb w odstonietej warstwie hydrozelowej graweruje mikrokanaty
naczyniowe, a w przegrodach kanaty tagczace, poprzez naswietlanie skupiong wigzkg lasera
CO:2 o dtugosci fali 10,6 um; w czwartym etapie tgczy sie bez uzycia kleju warstwe elastome-
rowg ze szklang, po uprzednim naswietleniu powierzchni elastomeru promieniowaniem ultra-
fioletowym (UV), jeden lub kilka zespotéw wzajemnie lub z dnem, a z wiekiem za pomocag
warstwy klejowej; w pigtym etapie mikrosystem tgczy sie z wezami doprowadzajgcymi i od-
prowadzajgcymi ptyny z uzyciem kleju.

2. Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze hydrozel przygotowuje sie na bazie roztworu
kwasu lub bezwodnika akrylowego, alkoholu poliwinylowego, poli(kwasu mlekowego), glikolu
polietylenowego, kolagenu, kwasu hialuronowego, alginianu, chitozanu lub ich mieszanin, lub
tez mieszanin zwigzkéw wchodzgcych w sktad macierzy zewnatrzkomorkowej, w wodzie lub
medium hodowlanym.

3. Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze hydrozel sterylizuje sie poprzez filtracje na hy-
drofilowym filtrze membranowym o $rednicy poréw nie wiekszej niz 0,5 mikrometra.

4. Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze do hydrozelu dodaje sie substancje ogranicza-
jace wzrost mikroorganizmow.

5. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze do hydrozelu dodaje sie antybiotyki.

6. Sposob wediug zastrz. 2 znamienny tym, ze do hydrozelu dodaje sie substancje proangio-
genne.

7. Sposob wedtug zastrz. 6 znamienny tym, ze do hydrozelu dodaje sie czynnik wzrostu $rod-
btonka naczyniowego VEGF.

8. Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze do hydrozelu dodaje sie fibroblasty i komorki
macierzyste.
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Sposéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze powlekanie nosnika warstwg elastomeru prze-
prowadza sie w powlekaczu obrotowym.

Sposéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze warstwy elastomerowe przygotowuje sie po-
przez nanoszenie polidimetylosiloksanu (PDMS) na folie poliestrowg (PET).

Sposdb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Ze do wykonania wieka i dna urzadzenia wykorzy-
stuje sie tafle szkta, poli(metakryklanu metylu) PMMA lub folii poliestrowej (PET).

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Zze do wykonania warstwy klejowej wykorzystuje
sie komercyjnie dostepne arkusze btony klejowej na bazie kleju akrylowego, dwustronnie osto-
niete papierem ostonowym.

Sposdb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze utrwalanie warstw PDMS przeprowadza sie
w suszarce szafkowej lub na ptycie grzejnej w temperaturze z zakresu 60—120°C, odpowied-
nio przez okres od 30 minut do 12 godzin lub w warunkach pokojowych przez okres co naj-
mniej 24 godzin.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze parametry wigzki laserowej i przesuwu gtowicy
laserowej dobiera sie tak, by zminimalizowa¢ oddziatywanie termiczne wigzki lasera z mate-
rialem poza obszarem ciecia lub grawerowania.

Sposbéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze wzajemne pozycjonowanie warstw mikrourzg-
dzenia przeprowadza sie z wykorzystaniem otwordw pozycjonujgcych rozmieszczonych
w tych samych miejscach na kazdej z warstw oraz szablondéw zaopatrzonych w bolce pozy-
cjonujgce, dopasowanych do otworéw pozycjonujacych.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze fgczenie warstw elastomerowych ze szklanymi
warstwami pomocniczymi w zespoty odbywa sie po uprzednim wygrzaniu warstwy szklanej
w temperaturze 300°C przez okres co najmniej 30 minut.

Sposéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze warstwy tgczy sie w sposob hydraulicznie
szczelny.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze mikrourzadzenie tgczy sie w sposéb hydraulicz-
nie szczelny i nierozigczny z wezami doprowadzajgcymi i odprowadzajgcymi ptyny za pomocg
kleju fotoutwardzalnego i naswietla promieniami UV nie krécej niz 30 sekund.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze sie¢ mikrokanatdw czysci sie i przemywa wodg
dejonizowang, buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) lub wodnym roztworem
EDTA i surfaktantu o temperaturze nie wyzszej niz 60°C.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze w celu immobilizacji komoérek wewnatrz mikro-
kanatéw, do mikrourzgdzenia wprowadza sie zawiesine komoérek w medium hodowlanym i po-
zastawia na okres nie krotszy niz 30 minut.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze hodowle komérek w warunkach przeptywowych
prowadzi sie przy natezeniu przeptywu medium hodowlanego nie mniejszym niz 1 ml/24h.
Sposob wedtug zastrz. 24 znamienny tym, ze do medium hodowlanego dodaje sie substan-
cje proangiogenne.

Sposoéb wedtug zastrz. 25 znamienny tym, ze do medium hodowlanego dodaje sie czynnik
wzrostu srédbtonka naczyniowego VEGF.
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