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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest mikrosystem przeptywowy zintegrowany z matami nanowtdknisty-
mi do hodowli i regeneracji komoérek. Tego typu mikrosystemy znajdujg zastosowanie w mikrobioanali-
tyce, inzynierii tkankowej i komorkowej, a takze medycynie regeneracyjnej. Przedmiot wynalazku mo-
ze przyczyni¢ sie do tworzenia modeli komérkowych uzytecznych w badaniach komérkowych in vitro.

Obecnie wiele zespotéw badawczych prowadzi badania z wykorzystaniem hodowli komoérko-
wych w warunkach in vitro, ktére majg by¢ alternatywg dla badan na zwierzetach. Ponadto, badania
laboratoryjne nad opracowaniem nowych metod leczenia chordb, zwlaszcza tych zwigzanych z nie-
wydolnoscig serca, wykonywane sg na dwuwymiarowych (2D) modelach komérkowych, ktére nie od-
wzorowujg tkanki miesnia sercowego w warunkach in vivo. Dlatego tez, konieczne jest opracowanie
nowych modeli tkankowych i narzedzi usprawniajgcych badania przeprowadzane przez zespoty ba-
dawcze. Jednym z nowatorskich rozwigzan, pozwalajgcym na usprawnienie badan biologicznych
w tym zakresie, jest wykorzystanie mikrosystemow przeptywowych typu Lab-on-a-Chip, w ktérych
komorki, a w szczegolnosci komérki miesnia sercowego hodowane sg na nanowtdknach polimero-
wych. Nanowiékna majg stuzy¢ jako rusztowania do prowadzenia hodowli komorek migesnia sercowe-
go oraz kierunkowac ich réwnolegte utozenie, co nasladowa¢ ma tkanke miesnia sercowego w warun-
kach in vivo. W literaturze niewiele jest przyktadéw tego typu rozwigzan technologicznych pozwalaja-
cych na uzyskanie hodowli komorek miesnia sercowego na nanowtdknach polimerowych oraz do pro-
by ich regeneracji po uszkodzeniu za pomocg komoérek macierzystych. Zazwyczaj proponowane sg
rozwigzania mikrosysteméw, w ktérych prowadzona jest dwuwymiarowa hodowla komoérek lub hodow-
la przestrzenna z zastosowaniem hydrozelu lub sferoidow. Takie rozwigzania uniemozliwiajg jednak
uzyskanie S$cisle sprecyzowanego kierunku wzrostu komorek. Ukierunkowany (réwnolegty) wzrost
komoérek serca zagwarantowany jest przez rownolegte utozenie nanowtdkien w macie nanowidknistej.

Dokument KR20190088337 ujawnia sposéb wytwarzania tkanki biomimetycznej zwigzanej
Zz membrang bazowg z nanowidkien utworzong przez elektroprzedzenie oraz urzadzenia mikroprze-
ptywowego zawierajgcego chip biomimetyczny ztozony z wielu tkanek biomimetycznych utworzonych
w ten sposéb z membrang bazowg. Konkretnie wynalazek ujawnia sposéb formowania sztucznej
membrany na powierzchni zywej tkanki, gdzie elektroprzedzenie polega na przykfadaniu pola elek-
trycznego pomiedzy elektrode przedzalniczg a roztwoér elektrolitu w celu elektrospinowania materiatu
polimerowego tworzacego witdkna w postaci nanowtokien. Ujawniona w dokumencie cienka membra-
na nie jest tym samym co mata nanowtdknista wedtug wynalazku, gdyz jej zasadniczg funkcjg jest
nasladowanie btony podstawnej w danej tkance oraz imitowanie bariery fizycznej w ludzkim ciele po-
miedzy komdrkami dwdch réznych linii.

Dokument W0O2006068421 ujawnia siatke do hodowli komdrkowej, w ktdrej liniowe nanowtdkna
skfadajgce sie z polihydroksyalkanianu; lub polihydroksyalkanianu i kolagenu, zZelatyny lub ich mie-
szaniny sg usieciowane. Siatka do hodowli komdrkowej wedtug tego wynalazku stuzy do hodowli ko-
morek nowotworowych, ktore fatwo do niej przylegajg. Dokument US2014046236 ujawnia warstwowe
rusztowanie chitozanowe skfadajgce sie z czesciowo stopionych warstw zawierajgcych membrane
z nanowtokien chitozanu oraz gagbke chitozanowg. Rusztowanie przeznaczone jest do stosowania
jako opatrunek na rany w medycynie regeneracyjne;j.

Dokument US9655995 ujawnia kompozycje zawierajgce rusztowanie z nanowtdkien, ktére jest
zaszczepione jedng lub wiekszg liczbg odpowiednich komérek i ma konfiguracje pleciong, ktéra na-
Sladuje strukture tkanki, takiej jak tkanka serca oraz sposéb leczenia uszkodzonej tkanki serca gdzie
naktada sie rusztowanie na uszkodzong tkanke serca i zszywa. Przedstawione w stanie techniki roz-
wigzania nie ujawniajg mikrosysteméw przeptywowych typu Lab-on-a-Chip, a jedynie rusztowania
nanowtékniste do hodowli komérkowych, ktére wytworzono metodg elektroprzedzenia. Komérki ro-
snhgce na rusztowaniach przedstawionych w stanie techniki hodowane sg w warunkach statycznych
w tzw. makroskali, w zwigzku z tym nie sg to warunki w petni odwzorowujgce warunki panujgce
w ludzkim organizmie (warunki in vivo). Natomiast mikrosystem przeptywowy zaproponowany w wyna-
lazku w duzym stopniu umozliwia imitacje warunkéw fizjologicznych danej tkanki poprzez zapewnienie
przeptywu laminarnego wystepujagcego w mikrosystemach przeptywowych oraz wysoki stosunek
powierzchni do objetosci, ktéry zapewnia nieograniczony dostep substancji odzywczych i tlenu
do komorek.

Celem wynalazku jest opracowanie mikrosystemu przeptywowego umozliwiajgcego hodowle
komdrek miesnia sercowego oraz ich regeneracje po uszkodzeniu. Zaproponowany mikrosystem
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przeptywowy jest uktadem dwoch ptytek polimerowych, w ktérych wytworzono sie¢ mikrokanatéw
i mikrokomoér hodowlanych z umieszczonymi w nich matami nanowtdknistymi. Jest to mikrosystem
przeptywowy typu Lab-on-a-Chip do hodowli komérek miesnia sercowego oraz badania wptywu czyn-
nikéw zewnetrznych (np. zwigzki, inne komérki) na te hodowle. Przedstawiony mikrosystem przepty-
wowy jest mikrourzgdzeniem, ktore z powodzeniem moze zosta¢ wykorzystane w pracach badaw-
czych (w badaniach przedklinicznych).

Mikrosystem wedtug wynalazku stanowi hybrydowy ukfad sktadajgcy sie z hydrofobowej ptytki
goérnej z polimeru, korzystnie poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposazonej w cztery liniowe mikro-
kanaty, dwa boczne i dwa $rodkowe, z trzema mikrokomorami hodowlanymi o podtuznym ksztaicie
kazdy; z hydrofobowej ptytki dolnej z polimeru, korzystnie poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), wyposa-
zonej w dwanascie mikrozagtebien, tworzagcych macierz 4x3, w ktérych umieszczono maty nano-
wtokniste, korzystnie polilaktydowe lub poliuretanowe. Mikrokanaty w ptytce gornej znajdujg sie
w miejscu odpowiadajgcym srodkowi mikrozagtebieh, w ktérych umieszczono maty nanowidkniste.
W gornej ptytce polimerowej znajdujg sie dwa otwory wlotowe: jeden potgczony z trzema mikroka-
natami (jednym bocznym i dwoma $rodkowymi), oraz drugi potgczony z dwoma mikrokanatami (dru-
gim bocznym i sgsiadujgcym z nim mikrokanatem srodkowym). Przy czym jeden mikrokanat $rod-
kowy jest wspodlny dla obydwu otworéw wlotowych. Dwa osobne otwory wlotowe umozliwi¢ majg
rownoczesne wprowadzenie np. dwdch linii komoérkowych, co pozwoli¢ moze na hodowle kokultury
komorek w jednym z mikrokanatéw. Z drugiej stronu mikrokanatéw znajdujg sie trzy otwory wyloto-
wo-wlotowe: dwa osobne dla mikrokanatéw bocznych oraz jeden wspdlny dla mikrokanatow srod-
kowych. Otwory wylotowo-wlotowe stuzy¢ mogg do wprowadzania czynnikdw zmieniajgcych warun-
ki hodowli. Obydwie ptytki polimerowe sg ze sobg trwale potgczone przy uzyciu generatora plazmy
tlenowej. Uktad mikrokomor hodowlanych oraz mikrozagtebien z umieszczonymi matami nanowtok-
nistymi jest liniowy, czterorzedowy i zgodny z uktadem mikrodotkow hodowlanych w standardowej
plytce wielodotkowej Sarstedt 5022411.

Korzystnie mikrokanaty majg szerokos¢ 300 um i wysokos¢ 200 um.

Korzystnie mikrokomory hodowlane majg wymiary 1000 um x 6400 um i wysokosci 200 pum.

Korzystnie mikrozagtebienia majg wymiary 4000 um x 6400 pum i wysoko$ci 500 um.

Korzystnie maty nanowtdkniste majg wymiary 4000 pum x 6400 um i wysokosci 500 pm.

Mikrostruktury mikrouktadu na obu ptytkach polimerowych zostaty wytworzone w PDMS. PDMS
jest transparentnym, przepuszczalnym dla gazéw, biokompatybilnym materiatem polimerowym, ktéry
daje mozliwos¢ odwzorowywania mikrostruktur metodg replikacyjng. Forme do wytworzenia mikro-
struktur w ptytce polimerowej goérnej wykonano metodg fotolitografii, ktéra polega na naswietleniu
i utwardzeniu Swiattem UV filmu kapilarnego w Scisle okreslonych miejscach. Forme do wytworzenia
mikrostruktur w ptytce polimerowej dolnej wykonano metodg mechaniczng, korzystnie metodg mikro-
frezowania, w ptytce polimerowej z poli(metakrylanu metylu) (PMMA). Metoda mirkofrezowania polega
na usuwaniu warstw materiatu przez obracajgcy sie mikrofrez w Scisle okreslonych miejscach. Uzy-
skana forma moze by¢ uzywana wielokrotnie. Formy do odwzorowania ptytki gérnej i dolnej zalano
mieszaning prepolimeru PDMS i czynnika sieciujgcego zmieszanych w stosunku wagowym 9:1 dla
ptytki dolnej i usieciowano w podwyzszonej temperaturze (ok. 75°C). Gérng ptyte sieciowano przez
60 min, do catkowitego usieciowania polimeru. Ptytka dolna zostata usieciowana w podwyzszonej
temperaturze (ok. 75°C) czeSciowo przez 21 minut. Nastepnie, w dolnej ptytce polimerowej w mikro-
zagtebieniach umieszczano maty nanowidkniste i tak przygotowana dolna ptytka polimerowa z zato-
pionymi matami umieszczana byta w podwyzszonej temperaturze (ok. 75°C) na kolejne 39 min, w celu
zakonczenia sieciowania sie PDMS. Maty nanowtdkniste wykonano metodg rozdmuchu roztworu po-
limeru. Metoda ta polega na wykorzystaniu dwoch dysz, w ktérych dyszg wewnetrzng przeptywa roz-
twor polimeru, a dyszg zewnetrzng sprezone powietrze. Na wylocie dyszy zewnetrznej, ulegajgce
rozprezeniu powietrze zwieksza swojg predkos¢, co prowadzito do wyciggniecia widkna polimeru
z kropli roztworu. Witbkna zbierano na obracajgcym sie kolektorze z kontrolg szybkos$ci obrotowej, co
pozwala na kontrole ukierunkowania widkien. Gtéwne elementy mikrosystemu: ptytka gérna polimero-
wa oraz ptytka dolna polimerowa z zatopionymi matami nanowtdknistymi zostaty ze sobg trwale pota-
czone za pomocg plazmy tlenowej, ktéra wytworzona zostata przy uzyciu generatora plazmy tlenowe;.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zaprojektowany w taki sposéb, ze mozliwa jest hodowla
komodrek dwdch linii, korzystnie komorek miesnia sercowego i komérek macierzystych oraz ich kokul-
tura w réznych warunkach. Komorki jednej linii w postaci zawiesiny komérkowej w medium hodowla-
nym wprowadzane sg jednym otworem wlotowym potgczonym z trzema mikrokanatami (jednym bocz-
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nym i dwoma s$rodkowymi). Komoérki drugiej linii komérkowej wprowadzane sg w postaci zawiesiny
drugim otworem wlotowym, ktéry potgczony jest z dwoma mikrokanatami (drugim bocznym i sgsiadu-
jacym z nim mikrokanatem srodkowym). Otwory wlotowe przechodzg w mikrokanaty, ktére umozliwiajg
przeptyw zawiesiny komérkowej i umieszczenie jej w mikrodotkach hodowlanych na matach nano-
widknistych. W ten sposéb uzyskiwane mogg byé¢ kolejno: hodowla komoérek jednego typu — w jednym
mikrokanale bocznym i jednym $rodkowym, kokultura dwéch typéw komoérek — w drugim mikronale
srodkowym, hodowla komérek drugiego typu — w drugim mikrokanale bocznym.

Mikrosystem wedtug wynalazku daje mozliwosé prowadzenia w tym samym mikrouktadzie nie-
zaleznych hodowli dwéch typdw komérek oraz ich kokultury w ré6znych warunkach na matach nano-
widknistych. Mikrosystem wedtug wynalazku moze sta¢ sie alternatywnym rozwigzaniem pozwalaja-
cym na stworzenie modelu tkanki miesnia sercowego oraz na badanie wptywu innej linii komoérkowe;j,
korzystnie komorek macierzystych na regeneracje uszkodzonych komérek miesnia sercowego. Mikro-
system wedtug wynalazku moze postuzy¢ jako narzedzie do opracowania nowych metod terapeutycz-
nych pozwalajgcych na leczenie niewydolnosci serca.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zilustrowany w przyktadzie wykonania na rysunku,
na ktérym Fig. 1 przedstawia widok perspektywiczny kolejnych warstw mikrosystemu, Fig. 2 przed-
stawia widok mikrosystemu z gory, a Fig. 3 przedstawia przekroj poprzeczny przez srodek mikrokomo-
ry hodowlanej.

Mikrosystem wykonano z hydrofobowych ptytek polimerowych gérnej 1 i dolnej 2 z po-
li(dimetylosiloksanu) (PDMS). Pierwszym etapem wytworzenia mikrosystemu bylo zaprojektowanie
geometrii mikrostruktur w programie AutoCAD. W celu wykonania formy do odwzorowania mikrostruk-
tur w ptytce polimerowej gornej 1 wykonano tzw. maske. Zaprojektowany wzor mikrostruktur zostat
naswietlony na folii w wysokiej rozdzielczosci 3600 dpi. Nastepnie maska zostata wykorzystana
do wykonania formy z wypukilymi mikrostrukturami, ktéra wytworzona byta w filmie kapilarnym o gru-
bosci 200 um metodg fotolitografii. Metoda fotolitografii polega na naswietleniu i utwardzeniu filmu
kapilarnego swiattem UV w $cisle okreslonych miejscach, a nastepnie odmyciu filmu kapilarnego
Z miejsc, ktore nie byty naswietlone. W wyniku tych dziatan powstata forma do wytworzenia ptytki gor-
nej 1 z modelem sieci mikrokanatéw o wysokosci 200 um.

Zaprojektowany model CAD ptytki polimerowej dolnej 2 przettumaczono na jezyk maszynowy
przy pomocy modutu CAM — SolidCAM. Nastepnie wzor geometrii mikrostruktur ptytki dolnej 2 zostat
odwzorowany w formie (ptytka z PMMA o wymiarach 100 mm x 100 mm) za pomocg metody mikro-
frezowania. W pierwszym etapie usunieto wierzchnig warstwe PMMA o grubosci okoto 125 um. Na-
stepnie wykonano wtasciwg wypuktg forme, korzystnie pieczatke. Pieczatki wykonane zostaty wiruja-
cym (predko$¢ 15 000 obrotéw/min) frezem o srednicy 500 um. Frez poruszat sie z predko$cig liniowg
500 mm/minute w ptaszczyznie réwnolegtej do powierzchni frezowanej. Zachodzenie frezu przy sg-
siednich przejazdach nastawiono na 70%. Dzieki takim parametrom zminimalizowana zostata chropo-
wato$¢ powierzchni, ktéra powstata w wyniku frezowania. W wyniku tych dziatan powstata forma
do wytworzenia ptytki dolnej 2 z modelem mikrozagtebien 4 o wysokosci 500 pum. Usunieto widry
z pieczatki, a nastepnie umyto jg i osuszono.

Na przygotowang forme (pieczatke) do wytworzenia gérnej ptytki 1 wylano ptynny PDMS (zmie-
szany prepolimer i odczynnik sieciujacy w stosunku wagowym 9:1) i pozostawiono do usieciowania
w podwyzszonej temperaturze (ok. 75°C) przez 60 min. W ten sposéb odwzorowano mikrostrukture
w gornej ptytce PDMS, na ktérg sktadaty sie cztery mikrokanaty: dwa boczne 1a i 1d oraz dwa $rod-
kowe 1b i 1c. Kazdy mikrokanat zawierat trzy mikrokomory hodowlane 5 o podiuznym ksztatcie. Po-
przez zamrozenie w ciektym azocie usieciowanej gornej ptytki polimerowej 1, a nastepnie wywiercenie
otworéw za pomocg wiertta o $rednicy 1,3 mm, wykonano otwory wlotowe 6 i 7 oraz wylotowo-
-wlotowe 8 i 9. Otwor wlotowy 6 potgczony jest z trzema mikrokanatami (jednym bocznym 1a i dwoma
Srodkowymi 1b i 1c), natomiast otwér wlotowy 7 potgczony jest z dwoma mikrokanatami (drugim bocz-
nym 1d i sgsiadujgcym z nim mikrokanatem $rodkowym 1c). Z drugiej strony mikrostruktury dwa mi-
krokanaty boczne 1a i 1d zaopatrzone sg w dwa osobne otwory wylotowo-wlotowe 8, natomiast mi-
krokanaty srodkowe 1b i 1c zakoiczone sg kolejnym otworem wylotowo-wlotowym 9.

Na przygotowang forme (pieczatke) do wytworzenia dolnej ptytki 2 wylano ptynny PDMS
(prepolimer i odczynnik sieciujgcy zmieszany w stosunku wagowym 9:1) i pozostawiono do cze-
Sciowego usieciowania w podwyzszonej temperaturze (ok. 75°C) przez 21 minut. W ten sposéb
odwzorowano w dolnej ptytce polimerowej 2 dwanascie mikrozagtebien 4, w ktérych zatopiono maty
nanowtokniste 3 wykonane z poli-L-laktydu lub poliuretanu. Nastepnie ptytke dolng 2 z matami
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nanowtoknistymi 3 pozostawiono do catkowitego usieciowania w podwyzszonej temperaturze
(ok. 75°C) przez kolejne 39 min.

Maty nanowtdkniste 3 wytworzono za pomocg metody rozdmuchu roztworu polimeru. Metoda ta
polega na wykorzystaniu uktadu koncentrycznych dysz (dysza zewnetrzna i wewnetrzna), systemu
dostarczania sprezonego powietrza, systemu dostarczania roztworu polimeru oraz obrotowego bebna
jako kolektora. Roztwér polimeru dostarczono do dyszy wewnetrznej za pomocg pompy strzykawko-
wej z predkoscig przeptywu 30 mi/h, natomiast sprezone powietrze dostarczono do dyszy zewnetrznej
przy cisnieniu wlotowym 0,1 MPa za pomocg pompy powietrza. Dzieki rozprezeniu sie powietrza
na wylocie dysz, zwiekszato ono swojg predkos¢, co pozwolito na wyciggniecie widkien polimeru,
a nastepnie zebraniu ich na obracajgcym sie bebnie (predkos¢ kolektora wynosita 11 000 obro-
téw/min, co pozwalato na ukierunkowanie widkien w strukturze otrzymywanej maty). Otrzymane maty
nanowtdkniste ogrzewano przez noc w temperaturze 50°C, co pozwolito na odparowanie resztek roz-
puszczalnika, w ktérym rozpuszczono polimer. Po tym czasie wycieto maty nanowitokniste 3 o odpo-
wiednich wymiarach.

Ptytke polimerowa gorng 1 i ptytke polimerowg dolng 2 z zatopionymi matami nanowtéknistymi 3
poddano dziataniu plazmy tlenowej i trwale potgczono ze sobg. Plytki 1 i 2 potgczono w taki sposdb,
ze mikrokomory hodowlane 5 w goérnej ptytce 1 znajdujg sie w miejscu odpowiadajgcym Srodkowi
mikrozagtebien 4 w dolnej ptytce 2. W wykonanych otworach wlotowych 6, 7 oraz wylotowo-wloto-
wych 8 i 9 umieszczono wezyki.

Mikrosystem wedtug wynalazku wykorzystano do hodowli i analizy wzrostu komérek miesnia
sercowego (H9C2) oraz mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSC) na matach nonowtdkni-
stych wykonanych z poliuretanu. W tym celu, wykonany przeptywowy mikrosystem wysterylizowano
za pomocg swiatta UV. Nastepnie, otworami wlotowymi 6 i 7 wprowadzono do mikrosystemu medium
hodowlane i inkubowano przez 24 h. Po tym czasie, do mikrokomér komor hodowlanych 5 wprowa-
dzono przez otwor wlotowy 6 zawiesine komérek H9C2, natomiast otworem wlotowym 7 zawiesine
komoérek MSC. W ten sposoéb uzyskiwano rézne typy hodowli w mikrokomorach hodowlanych 5 kaz-
dego z mikrokanatow 1a—1d: hodowla komérek H9C2 — w mikrokanale bocznym 1a i srodkowym 1b,
kokultura dwéch typow komorek — w mikronale srodkowym 1¢, hodowla komérek MSC — w mikrokana-
le bocznym 1d. Wprowadzone komorki inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze w temp. 37°C
i atmosferze 5% CO2. W celu jako$ciowej analizy zywotnosci komérek hodowanych w mikrosystemie,
przez otwory wylotowo-wlotowe 8 i 9 wprowadzono roztwér barwnikéw fluorescencyjnych — kalcei-
ny-AM o stezeniu 2 mM oraz jodku propidyny o stezeniu 1 mg/ml i mikrosystem inkubowano przez
10 minut w inkubatorze. Z wykorzystaniem analizy mikroskopowej dokonywano oceny zywotnosci
komorek oraz ich ukierunkowanego wzrostu. Do mikrosystemu mogg by¢é wprowadzone kolejno me-
dium hodowlane otworami wylotowo-wlotowymi 8 i czynnik symulujgcy niedotlenienie komoérek otwo-
rem wylotowo-wlotowym 9. Dzieki temu mikrosystem moze byé wykorzystany do symulacji modelu
choroby serca lub badania regeneracji komérek miesnia sercowego.

Zastrzezenia patentowe

1. Mikrosystem przeptywowy zintegrowany z matami nanowtdknistymi do hodowli i badania re-
generacji komérek miesnia sercowego posiadajgcy system mikrokanatéw i mikrozagtebien
na maty nonowtékniste oraz otwory wlotowe i wylotowe wykonane w potgczonych trwale
ptytkach polimerowych, znamienny tym, ze w hydrofobowej gérnej ptytce polimerowej (1)
znajdujg sie cztery liniowe mikrokanaty, mianowicie dwa boczne (1a) i (1d) i dwa $rodkowe
(1b) i (1c) z trzema mikrokomorami hodowlanymi (5) o podtuznym ksztatcie kazdy a w hydro-
fobowej dolnej ptytce polimerowej (2) znajduje sie dwanascie mikrozagtebien (4), tworzgcych
macierz 4x3, w ktérych umieszczono maty nanowtékniste (3), ponadto w gérnej ptytce (1)
znajdujg sie dwa otwory wlotowe: jeden otwodr (6) potgczony z trzema mikrokanatami
— jednym bocznym (1a) i dwoma s$rodkowymi (1b) i (1c), oraz drugi otwédr (7) potgczony
z dwoma mikrokanatami — drugim bocznym (1d) i sgsiadujgcym z nim mikrokanatem $rod-
kowym (1c), z drugiej strony mikrokanatéw znajdujg sie trzy otwory wylotowo-wlotowe: dwa
osobne (8) dla mikrokanatéw bocznych (1a) i (1d) oraz jeden wspdlny (9) dla mikrokanatéw
srodkowych (1b) i (1c), przy czym ptytki (1) i (2) sg ze sobg trwale potgczone przy uzyciu ge-
neratora plazmy tlenowej a uktad mikrokomér hodowlanych (5) w mikrosystemie jest liniowy,
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czterorzedowy i zgodny z uktadem dotkéw hodowlanych na standardowej ptytce wielodotko-
wej Sarstedt 5022411, przy czym hydrofobowe ptytki gérna (1) i dolna (2) wykonane sg z po-
lildimetylosiloksanu) oraz maty nanowtdkniste (3) wykonane sg z poliuretanu lub polilaktydu.
. Mikrosystem wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mikrokanaly (1a—1d) majg szeroko$¢
300 pm i wysokos¢ 200 um, mikrokomory hodowlane (5) majg wymiary 1000 pm x 6400 um
i wysokos$¢ 200 um oraz mikrozagtebienia (4) majg wymiary 4000 pm x 6400 um i wysokos$¢
500 pm.

. Mikrosystem wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze maty nanowtdkniste (3) majg wymiary
4000 pm x 6400 pum i wysokosé 500 um.
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