Mikrosystem przeptywowy do tréjwymiarowej hodowli komérek

Przedmiotem wynalazku jest mikrosystem przeptywowy typu Lab-on-a-
chip do przestrzennej hodowli komérek. Tego typu mikrosystemy znajdujg
zastosowanie gtdwnie w biocanalityce i sg wykorzystywane jako narzedzia
analityczne w badaniach przedklinicznych nad nowymi lekami i procedurami
terapeutycznymi.

Badania przesiewowe nowych lekow oraz badania in vitro nad
skutecznoscig nowych procedur terapeutycznych przeprowadzane sg zazwyczaj
z wykorzystaniem standardowych metod hodowli komérkowej i klasycznych
testow toksycznosci. Zwigzane jest to z pewnymi ograniczeniami. Tradycyjne
hodowle komorkowe in vitro, opierajg sie na wzroscie komorek w monowarstwie
(2D), przez co nie odzwierciedlajg w petni warunkdéw panujgcych w srodowisku
in vivo. Ponadto, w organizmach zywych komérki otoczone sg skomplikowang
siecig wtokien biatkowych, zwang macierzg zewnatrzkomorkowg ECM (ang.
Extracellular Matrix), ktéra zespala komorki ze sobg, umozliwiajgc im tworzenie
tréjwymiarowych struktur. Istnieje zatem potrzeba opracowania nowych modeli
dos$wiadczalnych in vitro, ktoére lepiej odzwierciedlajg Ssrodowisko komérek
wzrastajacych in vivo, niz standardowe modele dwuwymiarowe. Odpowiedzig na
te potrzeby moze by¢ zastosowanie mikrosystemdw przeptywowych. Badania z
wykorzystaniem tradycyjnych metod hodowli wymagajg takze zuzycia duzej ilosci
drogich odczynnikéw. Mikrosystemy typu Lab-on-a-chip peinig funkcje
zintegrowanego  mikrolaboratorium, umozliwiajgcego  przeprowadzenie
kompleksowej analizy probek o objetosciach rzedu kilkuset mikrolitréw, co
znacznie obniza koszty analizy.

Mikrosystem wedtug wynalazku stanowi hybrydowy uktad sktadajgcy sie z
dwéch hydrofobowych ptytek polimerowych z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS),
ktory jest materiatem przezroczystym, przepuszczalnym dla gazdw,
nieprzepuszczalnym dla wody i biokompatybilnym, oraz znajdujgcej sie miedzy
nimi porowate] membrany polimerowej, korzystnie wykonanej z poli(tereftalanu
etylenu) (PET). Wszystkie elementy uktadu sg ze sobg trwale potaczone za

pomocag plazmy tlenowej. Gbérna ptytka i dolna ptytka z PDMS wyposazone sg w



analogiczne mikrostruktury przy czym mikrostruktury obrécone sg wobec siebie
o 180° w poziomie. Kazda z mikrostruktur sktada sie z sze$ciu podtuznych
mikrokomor potgczonych siecig symetrycznych, sinusoidalnych mikrokanatéw z
dwoma kanatami doprowadzajacymi i jednym kanatem odprowadzajgcym.
Proces ftaczenia plytek polimerowych wyposazonych w symetryczne
mikrostruktury odbywa sie w ten sposoéb, ze wzdr mikrostruktury znajdujgcy sie
na jedne] z ptytek utozony jest naprzemianlegle w stosunku do wzoru
mikrostruktury znajdujgcego sie na drugiej ptytce. W wyniku takiego tgczenia
symetryczne mikrostruktury na obu ptytkach nakfadajg sie tylko czesSciowo.
Miejsca natozenia mikrostruktur z obu plytek stanowig miejsca analizy komorek
wprowadzanych do uktadu. Otwory wilotowe potgczone z mikrokanatami
doprowadzajgcymi i otwory wylotowe, potgczone z mikrokanatami
odprowadzajgcymi zawiesiny komdrkowe, medium hodowlane, reagenty oraz
produkty przemiany materii wywiercone sg tylko w goérnej ptytce polimerowej, co
utatwia obserwacje mikroskopowe komérek hodowanych w mikrosystemie za
pomoca odwroconego mikroskopu optycznego lub fluorescencyjnego.

Korzystnie wszystkie mikrostruktury: mikrokanaty oraz mikrokomory majg
wysokos¢ 50 um.

Korzystnie porowata membrana PET jest okragtego ksztattu, o srednicy
25 mm, wyposazona w pory o srednicy 0.4 um, rozmieszczone na membranie z
gestoscig 2 x 108 cm-=2.

Mikrosystem wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze w prosty
sposob umozliwia wytworzenie zaawansowanej trojwymiarowej hodowli komorek
roznych linii komoérkowych, dzieki wykorzystaniu dodatkowego elementu
konstrukcyjnego w postaci porowatej membrany polimerowej. Hodowla komorek
w tym mikrosystemie daje mozliwo$¢ wykorzystania wynalazku jako narzedzia
do szybkiej wstepnej oceny skutecznosci nowych lekéw oraz procedur
terapeutycznych w warunkach in vitro, ktére lepiej odzwierciedlajg warunki in vivo
niz standardowe techniki hodowli komdrkowe;.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zaprojektowany w taki sposob, ze
umozliwia jednoczesng hodowle dwdch adherentnych linii komdrkowych po
dwdch réznych stronach porowatej membrany polimerowej. W pierwszym etapie
komorki pierwszej linii wprowadzane sg dwoma kanatami doprowadzajgcymi do

przestrzeni znajdujgcych sie nad membrang polimerowg. Po 24 godzinach od



wprowadzenia komorki ulegajg adhezji do membrany. Po tym czasie komorki
drugiej linii komoérkowej wprowadzane sg dwoma innymi kanatami
doprowadzajgcymi, znajdujgcymi sie po przeciwnej stronie uktadu. Po
wprowadzeniu komoérek mikrosystem jest odwracany o 180° i utrzymywany w ten
sposob przez kolejne 24 godziny (do momentu adhezji komorek drugiej linii
komoérkowej do drugiej strony membrany). Mikrosystem daje takze mozliwos$é
hodowli tej samej linii komorkowej po dwdch réznych stronach membrany.

Mikrosystem wedlug wynalazku daje mozliwos¢ tworzenia tréjwymiarowe;
(3D) hodowli komoérkowej. Struktura przestrzenna otrzymywana jest dzieki
natozeniu dwéch monowarstw komérkowych rosngcych po dwdch réznych
stronach membrany, ktére pozostajg ze sobg w bezposrednim kontakcie dzieki
obecnosci porow w membranie. Porowato$¢ membrany umozliwia tworzenie sie
potgczenn miedzykomérkowych wystepujacych naturalnie w  strukturach
tkankowych, tworzenie wspdinej dla obu hodowli macierzy zewnagtrzkomorkowe;j
oraz zachowanie aktywnosci szlakdéw sygnatowych komdrka-komorka i komérka-
ECM charakterystycznych dla przestrzennych struktur  komorkowych.
Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zaprojektowany w celu tworzenie modelu
komorkowego uzytecznego w analizie skutecznosci kombinacji réznych procedur
terapii przeciwnowotworowych oraz do analizy migracji komorkowe;.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat zilustrowany w przykfadzie
wykonania na rysunku, na ktérym Fig.1 przedstawia schemat mikrostruktury
uktadu w widoku z gory, Fig.2 przedstawia przekroj poprzeczny mikrokomér
hodowlanych i membrany porowatej wzdtuz linii A-A, Fig. 3 przedstawia warstwy
mikrosystemu a Fig.4 przedstawia mikroukfad w rzucie uko$nym.

Mikrosystem wedtug wynalazku wykonano z goérnej ptytki polimerowej 1
wykonanej z PDMS, porowatej membrany PET 2 oraz z gornej ptytki polimerowej
3 wykonanej z PDMS. Goérna ptytka 1 i dolna ptytka 3 z PDMS wyposazone sg w
analogiczne mikrostruktury przy czym mikrostruktury obrécone sg wobec siebie
o 180° w poziomie. Kazda z mikrostruktur sktada sie z szesciu podtuznych
mikrokomor 4 potgczonych siecig symetrycznych, sinusoidalnych mikrokanatéw
z dwoma kanatami doprowadzajgcymi 5 i jednym kanatem odprowadzajgcym 6.
W gbrnej ptytce polimerowej 1 znajdujg sie otwory doprowadzajgce 7 i otwory
odprowadzajgce 8 do odprowadzania zawiesin komdrkowych, medidéw

hodowlanych oraz reagentow. Wszystkie mikrostruktury: mikrokanaty oraz



mikrokomory majg wysoko$¢ 50 um. Porowata membrana PET jest okragtego
ksztaltu, o Srednicy 25 mm, wyposazona w pory o0 Srednicy 0.4 um,
rozmieszczone na membranie z gestoscig 2 x 106 cm-2.

W pierwszym etapie geometrie mikrosystemu zaprojektowano w
programie AutoCAD, a nastepnie wzdr odzwierciedlajacy geometrie naswietlono
na foli, w wysokiej rozdzielczosci 3600 dpi, tworzgc maske. Maske wykorzystano
do wytworzenia pieczagtki, czyli wypuktej mikrostruktury ze Swiattoczutego
materiatu, korzystnie filmu kapilarnego, za pomocg metody fotolitografii. Metoda
fotolitografii polega na naswietleniu i utwardzeniu filmu kapilarnego swiattem UV
w wybranych miejscach oraz odmyciu filmu kapilarnego z migjsc
nienaswietlonych. W kolejnym etapie na pieczatke z wypuklg strukturg,
umieszczong w formie, wylano ptynny PDMS, czyli odgazowang mieszanine
prepolimeru i czynnika sieciujgcego w stosunku 10:1, a nastepnie PDMS
sieciowano w temperaturze 70 °C przez 90 minut. Usieciowang gorng ptytke
polimerowg 1 zamrozono w cieklym azocie, a nastepnie wywiercono otwory 7
doprowadzajgce i otwory odprowadzajace 8 zawiesiny komérkowe, medium
hodowlane oraz reagenty. Obie ptytki polimerowe 1 i 3 oraz membrane
polimerowg 2 potaczono ze sobg za pomocg plazmy tlenowej, tak, aby
membrana PET znajdowata sie miedzy ptytkami z PDMS, dokftadnie w miejscu
naktadania sie mikrokomér hodowlanych 4. W wykonanych otworach
umieszczono wezyki. W procesie taczenia elementdw mikrosystemu
naprzemianlegle utozone mikrostruktury utworzyty nienakfadajgce sie sieci
mikrokanatéw doprowadzajgcych 5 i odprowadzajgcych 6.

Mikrosystem wedtug wynalazku zostat wykorzystany do hodowli komorek
prawidtowych 1 nowotworowych jajnika w utozeniu przestrzennym. Do
wysterylizowanego mikrouktadu wprowadzono medium hodowlane. Nastepnie,
przez kanaty doprowadzajace do przestrzeni mikrokomér hodowlanych
znajdujgcych sie nad membrang wprowadzono zawiesine prawidiowych komérek
jajnika o gesto$ci okoto 10° komorek mL-'. Mikrosystem z komodrkami
inkubowano przez 24h w inkubatorze (T=37°C, CO2 = 5%) do momentu, kiedy
komorki ulegty adhezji do membrany. Po 24h do przestrzeni mikrokomér
znajdujgcych sie pod membrang wprowadzono zawiesine komoérek
nowotworowych jajnika o gesto$ci okoto 10° komdrek mL-'. Mikrosystem

odwrécono o 180° i inkubowano w inkubatorze (T=37°C, CO2=5%) przez kolejne



24h, do momentu adhezji komorek nowotworowych do drugiej strony membrany.
Tak otrzymang hodowle przestrzenng monitorowano za pomocg odwréconego
mikroskopu optycznego, a nastepnie wykorzystano do przeprowadzenia
procedury chemioterapii. Do hodowanych komodrek wprowadzano roztwory
doksorubicyny w réznych stezeniach, zawigzek inkubowano z komérkami 24h, a
nastepnie oceniano niezaleznie zywotno$¢ komérek prawidiowych i
nowotworowych wykorzystujgc réznicowe barwienie komoérek barwnikami

fluoresencyjnymi: kaleceing-AM i jodkiem propidyny.



