Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna, sposob jej wytwarzania

oraz sposo6b hodowli sztucznych tkanek w mikropolu magnetycznym

Przedmiotem wynalazku jest magnetyczno-hydrodynamiczna platforma
mikrofluidalna stanowiaca zespdt wymiennego czipa mikrofluidalnego jednorazowego
uzytku do prowadzenia trojwymiarowych (3D) hodowli komérkowych i badan z ich
wykorzystaniem, w zadanych warunkach hydrodynamicznych oraz urzadzenia
wytwarzajacego mikropole magnetyczne (tzw. generatora mikropola magnetycznego) o
zadanych whadciwosciach, a w szczegdlnosci zadanym rozkladzie natgzenia pola
magnetycznego. Przedmiotem wynalazku jest rowniez szybki i bezposredni sposob
wytwarzania magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej opartej na
prefabrykowanych elementach i ich laserowej modyfikacji, jak rowniez sposob
prowadzenia hodowli sztucznych tkanek w stalym polu magnetycznym z wykorzystaniem
magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalne;j.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna znajduje zastosowanie
w biologii, medycynie, farmacji, biotechnologii i inzynierii biomedycznej do hodowli
organdéw i guzéw nowotworowych na czipach mikrofluidalnych tzw. bioczipach
mikroprzeptywowych (arg. tumor-on-a-chip, organ-on-a-chip) znajdujacych potencjalne
zastosowanie w badaniach podstawowych mechanizméw réznicowania komoérek oraz
sposobow sygnalizacji migdzykomoérkowej, badaniach odpowiedzi tkanek na stymulacje
iuszkodzenia o podlozu fizycznym, chemicznym i biologicznym, diagnostyce,
rokowaniu i leczeniu chordéb, w szczegélnosci chordb nowotworowych - w tzw.
medycynie spersonalizowanej (metody celowane) oraz na roznych etapach badan nowych
substancji terapeutycznych, jak réwniez w badaniach toksycznego wplywu zwiazkéw
chemicznych na tkanki i organy czlowieka. Platforma umozliwia hodowlg przestrzenng
~ spersonalizowanych zmian nowotworowych z wykorzystaniem komorek pobranych od
pacjenta i tworzenie modeli zmian nowotworowych umozliwiajacych dobdér optymalnych
metod leczenia, w tym metod skojarzonych dla nowotwordw odpornych na radiacje
i chemioterapi¢ np. celowanego leku przeciwnowotworowego, napromieniowania
i immunoterapii.

Inzynieria sztucznych tkanek jest ugruntowang dziedzing nauki, dajgca nadziej¢
na rozwigzanie problemdw pacjentéw cierpigeych z powodu nieodwracalnych uszkodzen

narzadéw bedacych nastepstwem chordb, urazéw oraz ich degeneracji (Robert Langer,



Joseph P. Vacanti, (1993) Tissue Engineering, Science, New Series, Vol 260, No. 5110
920-926). Istnieje wiele metod hodowli tréjwymiarowych struktur komdrkowych,
wykorzystujagcych naturalne lub syntetyczne hydrozele, syntetyczne porowate
rusztowania oraz zawiesinowe hodowle sferoid i klastrow komorkowych. Rusztowania
pelnia rol¢ syntetycznej macierzy zewnatrzkomorkowej i umozliwiaja przestrzenna
organizacj¢ komorek oraz odpowiadajg za dostarczanie bodZcow fizykochemicznych
stymulujacych podziaty i wzrost komorek w ich obrgbie. Metody te sa jednak kosztowne,
pracochlonne i zlozone, przez co ich rutynowe wykorzystanie w diagnostyce medycznej
jest niemozliwe. Kolejnym problemem w hodowli tkanek nasladujacych struktury in-vivo
jest prowadzenie zwartej kohodowli komodrek réznych rodzajow w  zadany,
uporzadkowany sposdb. Wytwarzanie sztucznych, unaczynionych tkanek i organdéw o
ztozonej strukturze np. serca czy watroby jest wcigz wyzwaniem pomimo rozwoju
technik druku 3D, z uwagi na brak efektywnej technologii umozliwiajacej kontrole
polozenia komodrek w przestrzeni, a przez to formowania funkcjonalnych struktur
komoérkowych wyzszego poziomu w ich obrgbie, w szczegélnosci naczyii krwionosnych.
(Miranda D. Grounds, Obstacles and challenges for tissue engineering and regenerative
medicine: Australian nuances, Clin Exp Pharmacol Physiol. 2018 Apr, 45¢4):390-400).
GR. Suza wykorzystal hydrozel zawierajgcy nanoczastki o wladciwosciach
magnetycznych, nanoczastki zlota do hodowli lewitujacych w polu magnetycznym
sferoid komorkowych zawieszonych pod gorng powierzchnia medium hodowlanego na
szalce Periego. (Souza, GR. et al., Three-dimensional tissue culture based on magnetic
cell levitation, Nature Nanotechnology, 3, 4, (Apr 2010), 297-301). Z kolei W. L. Haisler
rozwing powyzsza metodg opracowujgc protokét hodowli lewitujgcych klastrow
komorkowych na plytce wielodotkowej, wykorzystujacy nanoczgstki zelaza polaczone
bezposrednio z komodrkami oraz pole magnetyczne. Nie zaobserwowano negatywnego
wplywu pola magnetycznego o niskim natgzeniu (30500 G) na proliferacje i metabolizm
komdrkowy, natomiast obecno$é zespalajacych komoérki sit magnetycznych przyczynita
si¢ do formowania zwartych, stabilnych struktur komérkowych. (W. L. Huaisler et al.,
Three-dimensional cell culturing by magnetic levitation, Nature Protocols, 8, 10, (Oct
2013), 1940-9). Powyzsze metody umozliwiaja kohodowle klastrow lub sferoid
komdrkowych o niezréznicowanej budowie i nieunaczynionych w warunkach
stacjonarnych z wykorzystaniem linii komérkowych lub komoérek pierwotnych, jednak
bez wptywu na morfologiczng budowe tkanki. Wykorzystanie komérek macierzystych w

hodowli lewitujacych sferoid pozwolilo na uzyskanie zréznicowanych struktur



komérkowych, tzw. organoidéw komorkowych (dlexes C. Daquinag, Adipose Tissue
Engineering in Three-Dimensional Levitation Tissue Culture System Based on Magnetic
Nanoparticles, Tissue Engineering Part C: Methods, 19, 5, 2013). Kolejny problem
stanowi automatyzacja 1 standaryzacja metod hodowli, ktora wymagana jest w
procedurach medycznych, a ktdra warunkuje powtarzalnos¢ wynikéw i redukcje kosztow

jednostkowych badan diagnostycznych.

Hodowle w mikroskali zapewniaja lepsza, precyzyjna kontrole warunkéw
rozwoju komorek i wzajemnej ich interakcji, co pozwala na ich standaryzacj¢ i
automatyzacie, a przede wszystkim prowadzenie hodowli w warunkach przeptywowych,
w ukladzie dynamicznym - wiemie na$ladujgcym zjawiska in vivo, co w istotny sposéb
wplywa na morfologi¢ komoérek. Mikrofluidalne uklady do hodowli tkankowych daja
mozliwo$¢ ograniczenia wykorzystania modeli zwierzecych w badaniach nowych lekow
oraz przyspieszenia badan przedklinicznych z uwagi na wysoka powtarzalnosé wynikow i
zgodnosé sztucznych tkanek z materialem genetycznym czlowieka. Mikrosystemy te nie
tylko w lepszy sposob nasladujg tréjwymiarowa mikroarchitekturg tkanek niz hodowle
klasyczne, ale sa w stanie oddaé specyficzne dla danej tkanki warunki fizyczne np. ich
prace mechaniczng. Ponadto ograniczaja zuZycie reagentéw oraz materiatu biologicznego
pozwalaja na wyprowadzenie hodowli z niewielkiej liczby komoérek w krétkim czasie.
(Low, L. A., Tagle, D. A., Tissue chips — innovative tools for drug development and
disease modeling, Lab Chip, 2017, 17, 3026 - 3036). Tym niemniej, obecnic
wykorzystywane ukfady mikrofluidalne do hodowli komérkowych sa w stanie formowac
(modelowad) jedynie nieunaczynione tkanki o prostej budowie morfologicznej lub proste
kanaty optaszczone komorkami srodblonka - tzw. modele naczyn krwionoénych. (Takashi
Miura, Ryuji Yokokawa, Tissue culture on a chip: Developmental biology applications of
self-organized capillary networks in microfluidic devices, Develop. Growth Differ. (2016}
58, 505-515).

Do wytwarzania urzadzefi mikrofluidalnych wykorzystywanych jest obecnie
szereg metod, do najwazniejszych naleza: fotolitografia migkka z wykorzystaniem
PDMS, formowanie wiryskowe tworzyw sztucznych, fabrykacja na bazie materiatow
celulozowych, grawerowanie laserowe oraz druk 3D. Formowanie wtryskowe jest
stosowane do produkcji wielkoseryjnej urzadzen mikrofluidalnych o powtarzalnych
parametrach, wysokiej jakosci oraz niskich kosztach jednostkowych produkcji. Ze
wzgledu na wysokie koszty inwestycyjne wtryskarek oraz form wiryskowych metoda ta



nie jest stosowana do wytwarzania urzadzen prototypowych i produkeji krotkoseryjnej.
Fabrykacja na bazie materialow celulozowych ma zastosowanie jedynic do produkcji
prostych urzadzefi mikrofluidalnych o ograniczonej funkcjonalnosci. Litografia migkka
pozwala na wytwarzanie zlozonych mikrouktadéw z elementami automatyki przeptywu
(zawory, pompy itp.), jednak jest pracochtonna, wieloetapowa, kosztowna i nie daje
mozliwosci automatyzacji procesu wytworczego. W odréznieniu od powyzszych metod
grawerowanie laserowe oraz drukowanie 3D sa jedynymi metodami wytwérezymi, dla
ktorych proces projektowania i wytwarzania jest w pelni zdigitalizowany i
zautomatyzowany, co pozwala na wytwarzanie prototypowych egzemplarzy urzadzen o
zindywidualizowanej konstrukcji w prosty i automatyczny sposob. Drukowanie 3D ze
wzgledu na ograniczong precyzje i jako$¢ uzyskiwanych powierzchni oraz ograniczong
game biokompatybilnych materialéw o dobrych wiasciwodciach optycznych ma
ograniczone zastosowanie w produkcji urzadzen diagnostycznych i bioczipéw. (N.
Bhattacharjee, A. Urrios, S. Kanga and A. Folch, The upcoming 3D-printing revolution in
microfluidics, Lab Chip, 2016, 16,1720). Metody laserowe umozliwiaja z kolei
wykorzystanie w procesie wytworczym certyfikowanych do zastosowan medycznych,
biokompatybilnych, powszechnie dostgpnych, tanich prefabrykowanych metoda
wiryskowa elementow 1 materialdéw o powtarzalnych, doskonatych wiasciwosciach
optycznych i dobrej przenikalnosci magnetycznej oraz wysokiej jakosci powierzchni.

W amerykanskim opisie patentowym US6197575 Bl opisano urzadzenie
mikrofluidalne w postaci plytki wielodolkowej do prowadzenia hodowli tkankowych oraz
sposOb jego wytwarzania. Urzadzenie umozliwia hodowle tkanek z wykorzystaniem
porowatych podlozy (rusztowan) na ktérych hodowane sg komorki i wykorzystuje
zjawisko perfuzji medium hodowlanego przez zwartg strukture komérkows. Urzadzenie
nie umozliwia precyzyjnej kontroli polozenia komoérek w formowanej tkance ani
hydrodynamicznego formowania jej struktury. Nie daje tez mozliwosci formowania
naczyn przeplywowych w tkance w zaprojektowany sposéb. Urzadzenie nie daje
mozliwosci  bezpodredniej obserwacji i prowadzenia badan z wykorzystaniem
uformowanej tkanki w ukladzie przeplywowym, pod mikroskopem optycznym i
metodami  epifluorescencyjnymi. Sposdb  wytwarzania urzadzenia wykorzystuje
mikroobrobke tworzyw, mikroodlewanie, wytlaczanie, elektrodepozycje i druk 3D.
Opisane metody wytwarzania nie umozliwiaja szybkiego i bezposredniego wytwarzania
spersonalizowanych  ukladow  mikrofluidalnych z  wykorzystaniem  tanich

prefabrykowanych elementow o doskonatych wlasciwosciach optycznych 1 ich



kastomizacji za pomoca skupionej wigzki laserowej. Z amerykanskiego opisu
patentowego US7229820 B1 znany jest bioreaktor do prowadzenia hodowli i kohodowli
komérkowych na podlozu umozliwiajgcym immobilizacjg komérek, dajacy mozliwosé
zabezpieczenia hodowli przed kontaminacja oraz krioprotekcjg hodowli komérkowe;.
Urzadzenie jednak nie daje mozliwoéci kontroli polozenia komorek oraz formowania
struktur komdrkowych o zadanej budowie morfologicznej, jak réwniez nie umozliwia
bezposrednich obserwacji mikroskopowych struktury komodrkowej. W amerykanskim
zgloszeniu patentowym US20040029266 Al autorzy zaprezentowali planarne urzadzenie
do prowadzenia kultur tkankowych w warunkach stacjonarnych. Z kolei w amerykanskim
opisie patentowym US9226494 B2 opisano modularny bioreaktor do hodowli
unaczynionych tkanek w warunkach przeplywowych. Urzadzenie zloZone jest z trzech
oddzielonych komor polozonych jedna nad druga, przy czym hodowle komoérkowsa
prowadzi si¢ w komorze srodkowej wyposazonej w siatkg podporowa macierzy
komorkowej. Metoda hodowli unaczynionej tkanki wykorzystuje mikrofragmenty naczyn
krwionosnych uprzednio wyseparowane z tkanek | wprowadzane do komory hodowlane;j.
Urzagdzenie nie daje mozliwosci precyzyjnej kontroli polozenia Komérek oraz
formowania struktur komorkowych o zadanej budowie morfologicznej, jak rowniez nie
umozliwia bezposrednich obserwacji mikroskopowych struktury komoérkowej. W
zgloszeniu patentowym US20090181200 Al ujawniono metod¢ wytwarzania
polokraglych kanaléw tworzacych system naczyniowy w warstwach polimeru oraz
wielowarstwowe urzgdzenie mikrofluidalne ziozone z szeregu warstw. Przedstawiona
metoda jest modyfikacjg klasycznej metody fotolitograficznej wytwarzania urzgdzen
mikrofluidalnych. W amerykanskich opisach patentowych US5032508 B2 1 US4963489
B2 opisano system do prowadzenia tréjwymiarowych hodowli komoérkowych z
wykorzystaniem siatek nylonowych jako suportow. Z kolei zgloszenie patentowe
US20140186414 Al ujawnia metodg hodowli tkanek z wykorzystaniem mikroimplantéw
zwierzecych. Z kolejnego zgloszenia amerykanskiego US20140154703A1 znany jest
mikrosystem do separacji i frakcjonowania komérek nowotworowych z krwi pacjentow
oraz ich hodowli. Separacja komorek prowadzona jest z wykorzystaniem macierzy
precikéw modyfikowanych powierzchniowo przeciwciatami monoklonalnymi przeciw
specyficznym antygenom wystepujacym na powierzchni komérek nowotworowych. W
zgloszeniu US20130149724 Al ujawniono mikrofluidalne urzgdzenie wielosekeyjne
umoziiwiajace jednoczesna dysocjacje tkanki, hodowlg, separacje i manipulacje

komérkami oraz prowadzenia badan zich wykorzystaniem. Urzadzenie umozliwia



inspekcj¢ hodowli za pomoca mikroskopu optycznego, jednak nie umozliwia
precyzyjnego pozycjonowania komorek. Ze zgloszenia patentowego US20180141047 Al
znane jest wiclodotkowe urzadzenie mikrofluidalne do prowadzenia tréjwymiarowych
hodowli komoérek w warunkach stacjonarnych, wykorzystujgce materiaty podporowe do
immobilizacji komérek. Do centralnie polozonych komér hodowlanych poprowadzone
zostaty mikrokanaly doprowadzajace substancje stymulujace wzrost i proliferacje
komoérek. W zgloszeniu patentowym US20100267136 Al opisano metode wytwarzania
unaczynionej tkanki bazujaca na odlewach polimerowych dwuwymiarowej struktury
naczyniowe]j, wykonanych w PDMS metoda litografii migkkiej, a nast¢pnie zasiedlaniu
struktury ztozonej z dwodch warstw  funkcjonalnych przedzielonych membrang,
komédrkami. Metoda ta umozliwia budowe¢ urzadzen mikronaczyniowych nasladujacych
zywa tkankg. W kolejnym zgloszeniu patentowym US20130143230 Al opisano
platforme¢ mikrofluidalna do badania wplywu czynnikéw fizykochemicznych i
biologicznych na kultury i kokultury komérkowe. Hodowle komoérkowe byty prowadzone
w ukladzie stacjonarnym i przeplywowym na syntetycznych rusztowaniach. Ze
zgloszenia patentowego US20080233607 Al znane jest przeplywowe urzadzenie
mikrofluidalne w postaci prostego kanahlu posiadajacego szereg przegrdd, do prowadzenia
hodowli komérkowych w laminarnym przepltywie medium hodowlanego, a zgloszenie
patentowe US20110086427A1 dotyczy urzadzenia mikrofluidalnego do prowadzenia
hodowli komoérkowych, ktére wyposazone jest wkomorg retencji komodrek o
strukturyzowanej powierzchni utatwiajacej zatrzymanie komorek w jej obrebie oraz kanat
do perfuzji medium hodowlanego w obrgbie hodowli komérkowej. Z kolei w zgloszeniu
patentowym US20090023608 Al opisano urzadzenie mikrofluidalne posiadajace
macierzowy uktad komér hodowlanych do prowadzenia szeregu jednoczesaych badan i
hodowli komérkowych. Uktad umozliwial obserwacje hodowli pod mikroskopem
optycznym. Podobnie, w zgloszeniu patentowym US20120003732 Al przedstawiono
system zaopatrzony w macierzowy ukiad komér hodowlanych do jednoczesnego
prowadzenia badan z wykorzystaniem szeregu kultur komorkowych pod mikroskopem
optycznym. W amerykanskim zgloszeniu patentowym US20070084706 Al opisano
urzadzenie mikrofluidalne oraz metode prowadzenia hodowli komérkowych na porowatej

membranie.

Zadne ze znanych rozwiazan konstrukcyjnych oraz metod prowadzenia hodowli

tkankowych w przeptywowych uktadach mikrofluidalnych nie umozliwia precyzyjnej



kontroli polozenia i efektywnego zatrzymania komorek oraz formowania klastrow
komdrkowych o zréznicowanej budowie morfologicznej i pozadanym ksztalcie plastrow
o zadanej grubosci tworzacych unaczyniong sztuczng tkank¢ w obrgbie komor
hodowlanych i bez uzycia struktur podporowych, rusztowan, hydrozeli lﬁb membran
polprzepuszezalnych, a jedynie dzigki formowaniu i kontroli pola predkosci plynu,
mikropola magnetycznego o niskim natezeniu i dyskretnym rozkladzie oraz powszechnie
dostgpnych biokompatybilnych, immunoreaktywnych, modyfikowanych powierzchniowo
biotylowanymi przeciwcialami mikrokapsufek polimerowych zawierajacych w rdzeniu
nanoczastki o wiasciwosciach ferromagnetycznych, uprzednio polaczonych w aglomeraty
mikrokapsutka-komora w selektywny sposob trwale lub roziacznie z blong komérkowsg
komorek okre$lonych rodzajéw dzigki tworzeniu kompleksow immunologicznych
antygen-przeciwciato. Ponadto dotychczas znane konstrukcje nie daja mozliwosci
prowadzenia obserwacji mikroskopowych wewngtrz czipa mikrofluidalnego i bez
koniecznosci wstepnego przygotowania probki, w latwy i efektywny sposob, dzigki
wykorzystaniu materiatow konstrukcyjnych o doskonatych wlasciwosciach optycznych w
postaci cienkich warstw oraz ograniczonej wysokosci komory hodowlanej, co umozliwia
prowadzenie powtarzalnych, wysokiej dokfadnosci badan i anmaliz z wykorzystaniem
standardowych technik badawczych wykorzystywanych w biologii, medycynie, farmacji
oraz inZynierii biomedycznej, a w szczegdlnosci optycznej mikroskopii
epifiuorescencyjnej o duzych powigkszeniach optycznych i bez znieksztalcen obrazu oraz
spektrofluorymetrii, a nie wymaga zastosowania kosztownych metod mikroskopii
konfokalnej stosowanych do analizy prébek o duzej migzszosci.

Ponadto, zaden ze znanych sposobéw hodowli sztucznych tkanek nie umozliwia
hodowli organoidéw, organdéw i guzéw nowotworowych w mikroobjgtosciach
z ograniczonej, niewielkiej liczby komorek linii komérkowych lub komdrek pierwotnych
pobranych od pacjenta bez koniecznosci ich wstgpnej hodowli zawiesinowej, co
ogranicza do minimum ich straty oraz liczbe koniecznych podzialow komérkowych, a
tym samym skraca czas wymagany dla wytworzenia funkcjonalnej struktury tkankowej.
Dodatkowo, zadna ze znanych metoda hodowli sztucznych tkanek w czipach
mikrofluidalnych nie wykorzystuje wysokiej jakosci prefabrykowanych elementéw
czipow mikrofluidalnych jednorazowego uzytku, ktorych parametry w prosty i
bezposredni sposéb mogg by¢ indywidualnie 1 w zautomatyzowany sposob
dostosowywane (kastomizowane), co skraca i upraszcza procedurg hodowli i daje

mozliwo$¢ jej standaryzacji i automatyzacji, a przez to nie sa znane metody



umozliwiajagce wytwarzania zindywidualizowanych modeli tkankowych dla rutynowych
badan w medycynie spersonalizowane;.

Ponadto, zadna ze znanych metod wytwarzania mikrosystemow nie opisuje
metody wytwarzania generatora dyskretnego mikropola magnetycznego oraz
przeplywowego czipa mikrofluidalnege z nim wspdlpracujacego wykorzystujacego
wysokiej jakosci, tanie prefabrykowane elementy podlegajgce jedynie modyfikacji
i dostosowaniu z wykorzystaniem laserowe] stacji grawerujacej z laserem CO, o dhugosci
fali 10,6 lub 9,3 mikrometra, co umozliwia wytwarzanie zindywidualizowanego uktadu
mikrokanatéw, komor 1 ich przegréd w czipach mikrofluidalnych oraz
zindywidualizowanego ukladu trzpieni ferromagnetycznych  generatora pola
magnetycznego, a przez to umozliwia tworzenie zindywidualizowanych, prototypowych
konstrukcji  formujacych  spersonalizowane, sztuczne zZmiany nowotworowe,
w zautomatyzowany, powtarzalny sposob i z zadowalajacg precyzja dla kazdego pacjenta
w placowcee opieki zdrowotnej przez wyszkolony personel medyczny, na podstawie zdje¢
tomograficznych, symulacji komputerowej lub zalozen projektowych, a co nie jest
osiggalne innymi znanymi metodami fabrykacji uktadéw mikrofluidalnych, ktére
wymagaja specjalistycznej wiedzy i dhlugoletniego doswiadczenia o charakterze
projektowo-inzynierskim.

Celem wynalazku bylo opracowania nowego rozwigzania konstrukcyjnego w
postaci magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej i sposobu jej
wytwarzania. Dodatkowo postanowiono opracowaé nowy sposob hodowli sztucznych
tkanek na potrzeby medycyny spersonalizowanej, ktory rozwigzywalby powyzej
wskazane problemy.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna skladajaca sig
z prefabrykowanych elementow wieka i postawy oraz skastomizowanej warstwy
funkcjonalnej, a wieko czipa sklada si¢ z pokrywy, arkusza szkia i wezykow
przylaczeniowych, podczas gdy podstawa czipa sklada si¢ z oslony podstawy oraz
arkusza szkla, a warstwa funkcjonalna czipa sklada si¢ z cienkiej warstwy PDMS
(polidimetylosiloksanu), charakteryzuje si¢ tym, ze sklada si¢ z przeptywowego czipa
mikrofluidalnege wyposazonego w mikrokanaly, komorg hodowlang i gniazdo generatora
mikropola magnetycznego oraz jednego lub dwoch generatorow mikropola
magnetycznego, przy czym kazdy z generatorow mikropola magnetycznego ztozony jest
z magnesu stalego, szeregu trzpieni ferromagnetycznych i bloku generatora

posiadajacego wiyk; przy czym uktad mikrokanalow i komdr hodowlanych w czipie



mikrofluidalnym oraz uklad trzpieni ferromagnetycznych generatora mikropola
magnetycznego jest wzajemnie skorelowany w ten sposéb, ze trzpienie ferromagnetyczne
w platformie przebiegaja rownolegle od powierzchni komory hodowlanej czipa do
powierzchni magnesu statego.

Korzystnie gniazdo generatora mikropola obejmuje obszar komory hodowlanej
czipa mikrofluidalnego.

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

Korzystnie wewnatrz komdr hodowlanych rozlokowane s przegrody formujace
pole predkoscei i wirowosci ptynu w jej wnetrzu.

Korzystnie arkusze szkla wieka i podstawy czipa wykonane zostaly ze szkla
borosilikatowego do epifluorescencji o grubosci nie wigkszej niz 150 mikrometrow.

Korzystnie wtyk generatora mikropola posiada wyniesiong plaszczyzng
rownolegla do powierzchni komory hodowlanej czipa, dopasowang ksztaltem i
polozeniem do gniazda generatora w pokrywie wieka i oslonie podstawy czipa
mikrofluidalnego.

Korzystnie powierzchnia wtyku generatora mikropola jest odsunigta od
powierzchni magnesu stalego na odleglosé od 5 do 50 mm.

Korzystnie otwory trzpieni ferromagnetycznych rozlokowane sa w obszarze
wtyku generatora mikropola magnetycznego.

Korzystnie powierzchnia otworu pozycjonujacego magnes staly w podstawie
generatora obejmuje obszar komory hodowlanej czipa mikrofluidalnego.

Korzystnie stosuje si¢ magnesy plytowe z grupy od N35 do N52.

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

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne maja $rednicg od 100 do 500
mikrometrow.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne ustawione sg prostopadle do powierzchni
komory hodowlanej czipa mikrofluidalnego.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne sa rozlozone nad i/lub pod komors
hodowlang czipa mikrofluidainego we wzajemnych odlegiosciach nie mniejszych niz
dwukrotnosé srednicy trzpienia ferromagnetycznego.

Korzystnie dwa wsp&lpracujace generatory mikropola magnetycznego ustawione

sa naprzeciwlegle nad i pod czipem mikrofluidalnym.
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Sposob wytwarzania magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej
polega na tym, Ze na podstawie zdjg¢ tomograficznych lub wynikéw symulacji
komputerowych albo projektu sztucznej tkanki, przygotowuje si¢ dwuwymiarowe mapy
grawerowania lub cigcia prefabrykowanych elementéw konstrukeyjnych platformy
mikrofluidalnej: prefabrykowanej warstwy funkcjonalnej oraz blokéw generatora, ktére
s3 bezposrednio i automatycznie grawerowane lub kastomizowane wigzka lasera i w ten
sposob powstaja mikrokanaly i komory hodowlane oraz ich przegrody, a takze otwory
przelotowe trzpieni ferromagnetycznych generatora mikropola magnetycznego,
anastgpnie wszystkie prefabrykowane i skastomizowane elementy platformy
mikrofluidalnej s3 ze soba taczone.

Korzystnie warstwa funkcjonaina czipa mikrofluidalnego wykonana zostala z
prefabrykowanego zespotu warstwy funkcjonalnej poprzez kastomizacje¢ warstwy PDMS
wigzka lasera CO; o dhugosci fali 10,6 lub 9.3 mikrometra oraz nastepnie usuniecie folii
poliestrowe;.

Korzystnie podczas kastomizacji warstwy PDMS prefabrykowanej warstwy
funkcjonalnej czipa grawerowana lub wycinana jest w warstwie PDMS struktura
mikrokanatéw, komor hodowlanych i ich przegréd formujgcych pole predkosci i
wirowosci medium hodowlanego.

Korzystnie pokrywa czipa oraz ostona podstawy zostaly polaczone z arkuszami
szkta w sposob hydraulicznie szczelny i nieroztaczny metodg zgrzewania.

Korzystnie podczas kastomizacji blokéw generatora grawerowane s3 otwory
przelotowe trzpieni ferromagnetycznych od powierzchni wtyku generatora do
powierzchni magnesu stalego za pomocg wiazki lasera CO; o dlugosci fali 10,6 lub 9,3
mikrometra.

Korzystnie trzpienie ferromagnetyczne wprowadzane sa w otwory przelotowe
trzpieni ferromagnetycznych i taczone trwale z blokiem generatora za pomoca kleju.

Istota wynalazku jest rowniez sposéb hodowli sztucznych tkanek w mikropolu
magnetycznym, ktdry polega na tym, ze w pierwszym etapie przeprowadza sig separacjg
i/lub koncentracje komérek ludzkich lub zwierzgcych z ich zawiesiny za pomoca
mikrokapsutek magnetycznych, ktore lacza sie z komorkami, w drugim etapie zawiesing
aglomeratow mikrokapsutka-komorka zatlacza sie do czipa mikrofluidalnego tworzacego
zespdl z generatorem mikropola magnetycznego, a aglomeraty sg zatrzymywane i
pozycjonowane wewnatrz komory hodowlanej czipa w obszarach zdeterminowanych

rozlokowaniem rdzeni ferromagnetycznych, w trzecim etapie prowadzi si¢ hodowlg
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komoérek z ktérych dynamicznie formuje si¢ tkanke w postaci klastrow za pomocg
kontrolowanego przegrodami pola predkosci i wirowoséci medium hodowlanego w czipie,
przy czym hodowle prowadzi si¢ w temperaturze 37 °C, w kolejnych etapach ponownie
wprowadza si¢ do czipa mikrofluidalnego zawiesing aglomeratéw mikrokapsuika-
komorka tego samego i/lub innego typu i prowadzi si¢ hodowlg az do uzyskania
wymaganej struktury tkankowej, w ostatnim etapie prowadzi si¢ badania w czipie
mikrofluidalnym z wykorzystaniem utworzonej sztucznej tkanki.

Korzystnie $rednica mikrokapsulek magnetycznych zawiera sig¢ w przedziale od 1 do
3 mikrometrow.

Korzystnie powierzchnia mikrokapsulek magnetycznych modyfikowana jest
powierzchniowo za pomoca biotylowanych przeciwciat monoklonalnych przeciw
antygenom wystgpujacym na powierzchni komoérek cztowieka lub na powierzchni
komérek zwierzgeych, najkorzystniej przeciw antygenom EpCam, CD45, CD31, CD34.

Korzystnie komorki podlegajagce aglomeracji sa komédrkami prawidlowymi lub
nowotworowymi linii czlowieka lub linii zwierzgcych lub tez sa komorkami pierwotnymi
cziowicka lub zwierzecymi, najkorzystniej do aglomeracji wykorzystuje sig komorki
ludzkich fibroblastow, komdrki §rodblonka oraz komérki macierzyste.

Korzystnie hodowle prowadzi si¢ przez okres od 3 godzin do 7 dni w warunkach
przeplywowych.

Korzystnie utworzony kiaster komérkowy ma postaé cienkiego plastra o grubosci od
0,02 do 0,5 mm.

Korzystnie natezenie przeptywu zawiesiny komorka-mikrokapsutka wprowadzanej
do czipa mikrofluidalnego zawiera si¢ w przedziale od 0,5 ml/min do 10 ml/min.

Korzystnie nat¢zenie przeptywu medium hodowlanego podczas hodowli komarek
zawiera si¢ w przedziale od 0,1 ml/godzing do 10 ml/godzing.

Korzystnie przeplyw medium hodowlanego przez czip mikrofluidalny podczas
hodowli komorkowej wymusza si¢ za pomocg pompy strzykawkowe;.

Korzystnie hodowlg komorek na czipie prowadzi sie w cieplarce.

Korzystnie  koncentracja  zawiesiny  aglomeratéw  mikrokapsutka-komorka
wprowadzanej do mikrosystemu zawiera si¢ w przedziale od 1x10° do 1x107
aglomeratdw na mililitr.

Korzystnie zawiesina aglomeratéw mikrokapsutka-komérka jest ich zawiesing w
referencyjnym medium hodowlanym dla zaglomerowanych komérek.

Korzystnie klastry komorkowe sg formowane z agregatéw mikrokapsutka-komorka
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wewngtrz komdr hodowlanych bezposrednio nad trzpieniami ferromagnetycznymi lub
pomigdzy naprzeciwlegle ulokowanymi trzpieniami ferromagnetycznymi w postaci wysp
lub stupkéw o srednicy rownej $rednicy trzpienia ferromagnetycznego.

Konstrukcja platformy umozliwia prowadzenie kohodowli komérkowych w
latwy 1 wydajny sposob, w dlugim okresie czasu przy wspdlpracy z powszechnie
dostgpnym, standardowym sprzgtem wykorzystywanym do prowadzenia hodowli
komérkowych w laboratoriach diagnostycznych, osrodkach zdrowia i jednostkach
naukowo-badawczych tj. z wykorzystaniem cieplarek i pomp infuzyjnych. Konstrukcja
platformy zapewnia ponadto mozliwosé wprowadzania dowolnych substancji czynnych
do $rodowiska hodowli oraz prowadzenie obserwacji mikroskopowych oraz badan i
analiz z wykorzystaniem standardowych technik badawczych wykorzystywanych w
biologii, medycynie, farmacji oraz inzynierii biomedyczne), a w szczegolnosci optycznej
mikroskopii epifluorescencyjnej i spektrofluorymetrii.

W szczegblnosci, platforma umozliwia wytworzenie hydrodynamicznego
mikro$rodowiska przeplywowego formujacego (modelujacego) strukture tkankowa,
wlasciwego do prowadzenia kohodowli komdrkowych w dlugim okresie czasu,
umozliwiajgcego proliferacje wzrost i réznicowanie komdrek, umozliwia wytworzenie
srodowiska o statych lub zmiennych w czasie warunkach i kontrolowanych parametrach,
takich jak: rozklad pr¢dkosci i wirowosci ptynu w komorze hodowlanej, przestrzenny
rozklad komorek o zréznicowanej budowie morfologiczne), w tym roéznych rodzajow
komoérek czlowicka, oraz umozliwia kontrolowane formowanie wewngtrztkankowych
struktur naczyniowo-przeplywowych. Jest to osiggane bez wykorzystania struktur
podporowych, w  szczegllnosci nie  wymaga  zastosowania  hydrozeli,
potprzepuszczalnych membran i rusztowan, a mozliwe jest dzigki formowaniu i kontroli
pola predkosci ptynu w komorze, zastosowaniu ferromagnetycznych mikrokapsulek
polimerowych o zmodyfikowanych wiasciwosciach powierzchniowych, przez co
adherujgcych z komodrkami, ktore umozliwiaja utrzymywanie aglomeratow
mikrokapsutka-komora oraz ich klastrow w okreslonych miejscach w obrebie
przeplywowych komoér mikrosystemu za pomoca mikropola magnetycznego
wytwarzanego przez generator pola.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna do hodowli i badan
sztucznych tkanek wedlug wynalazku umozliwia formowanie i hodowlg sztucznych
tkanek w przeplywowych, jednorazowych, kastomizowalnych, biokompatybilnych

czipach mikrofluidalnych w dyskretnym mikropolu magnetycznym generowanym w
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komorach hodowlanych czipa mikrofluidalnego za pomoca generatoréw mikropola
magnetycznego o niskim natezeniu, ktdre umozliwiajg precyzyjna kontrole polozenia i
efektywne zatrzymanie agregatow komorka-mikropapsutka oraz formowanie zwartych
klastrow komdrkowych o zréinicowanej budowie morfologicznej w bezposrednim
sgsiedztwie trzpieni ferromagnetycznych wewnatrz komory hodowlanej, a przez to
formowanic i hodowle trjwymiarowych, przestrzennych, przeplywowych
funkcjonalnych struktur komérkowych wyzszego poziomu ztozonych z uformowanych
klastréw komérkowych, a powstajacych w calej objetosci komory hodowlanej, tzw.
sztucznych tkanek, organoidéw lub organdéw na czipie, cechujacych sig¢ pozgdanym
ksztaltem cienkich plastrow o zadanej grubosci, a przegrody wewnatrz komor
hodowlanych umozliwiajg ich hydrodynamiczne modelowanie, przy czym aglomeraty
komorka-mikropapsutka otrzymywane sa znanymi metodami w prosty sposéb dzigki
wykorzystaniu powszechnie dostgpnych biokompatybilnych, immunoreaktywnych,
modyfikowanych powierzchniowo biotylowanymi przeciwcialami mikrokapsutek
polimerowych  zawierajagcych ~w  rdzeniu  nanoczgstki o  wilasciwosciach
ferromagnetycznych, ktore facza sie sie w selektywny sposéb trwale lub roziacznie z
blong komérkowa komérek okreslonych rodzajow dzigki tworzeniu komplekséw
immunologicznych antygen-przeciwciato; ponadto konstrukcja platformy mikrofluidaine;
daje mozliwosci prowadzenia obserwacji mikroskopowych wewnatrz  czipa
mikrofluidalnego i bez koniecznosci wstepnego przygotowania probki, w latwy i
efektywny sposdb, dzigki wykorzystaniu materialow konstrukcyjnych o doskonalych
wlasciwosciach optycznych w postaci cienkich warstw szkla oraz ograniczonej
wysokosci komory hodowlanej, co umozliwia prowadzenie powtarzalnych, wysokiej
dokladnosci badan i analiz z wykorzystaniem standardowych technik badawczych
wykorzystywanych w biologii, medycynie, farmacji oraz inZynierii biomedycznej, a w
szczegblnosci optycznej mikroskopii epifluorescencyjnej o duzych powigkszeniach
optycznych i bez znieksztalcen obrazu oraz spektrofluorymetrii; ponadto metoda hodowli
sztucznych tkanek w mikropolu magnetycznym umozliwia hodowle guzow
nowotworowych w mikroobjetosciach z ograniczonej, niewielkiej liczby komérek linii
komérkowych lub komorek pierwotnych pobranych od pacjenta bez koniecznodci ich
wstepnej hodowli zawiesinowej, co ogranicza do minimum ich straty oraz liczbg
koniecznych podzialéw komoérkowych, a tym samym skraca czas wymagany dla
wytworzenia funkcjonalinej struktury tkankowej, ktéry dodatkowo ulega skroceniu dzigki
wykorzystaniu prefabrykowanych clementéw czipdw mikrofluidalnych, ktérych
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parametry w prosty i bezposredni sposdb mogg by¢ indywidualnie i w zautomatyzowany
sposob dostosowywane (kastomizowane), co upraszeza procedure hodowli i daje
mozliwos¢ jej standaryzacji i automatyzacji, a przez to umozliwia jej rutynowe
wykorzystanie w medycynie spersonalizowanej, ktéra to procedura kastomizacji
umozliwia wytwarzanie zindywidualizowanego ukladu mikrokanatéw, komor i ich
przegréd w czipach mikrofluidalnych oraz zindywidualizowanego ukladu trzpieni
ferromagnetycznych generatora pola magnetycznego, a przez to umozliwia tworzenie
zindywidualizowanych, prototypowych konstrukecji formujacych spersonalizowane,
sztuczne zmiany nowotworowe, w zautomatyzowany, powtarzalny sposéb i z
zadowalajaca precyzjg dla kazdego pacjenta w placowce opieki zdrowotnej przez
wyszkolony personel medyczny, na podstawie zdjeé¢ tomograficznych, symulacji

komputerowej lub zatozen projektowych.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania oraz na
rysunku na ktérym:
fig. 1 przedstawia magnetyczno-hydrodynamiczng platforme mikrofluidalng z jednym
generatorem mikropola magnetycznego,
fig. 2 przedstawia eksplodowany rysunek magnetyczno-hydrodynamicznej platformy
mikrofluidalnej z dwoma naprzeciwleglymi generatorami mikropola magnetycznego,
fig. 3 przedstawia eksplodowany rysunek czipa mikrofluidalnego z dwoma gniazdami
generatora mikropola magnetycznego,
fig. 4 przedstawia eksplodowany rysunek generatora dyskretnego mikropola
magnetycznego,
fig. 5 przedstawia prefabrykowany blok generatora mikropola magnetycznego,
fig. 6 przedstawia eksplodowany rysunek wieka czipa mikrofluidalnego,
fig. 7 przedstawia eksplodowany rysunek podstawy czipa mikrofiuidalnego,
fig, 8 przedstawia eksplodowany rysunek prefabrykowanej warstwy funkcjonalne;,

Przykiad 1.

Wieko czipa mikrofluidalnego zostalo przedstawione na rysunku fig. 6, ponizej
moéwiono jego budowe oraz sposob wytwarzania. Wieko 4 ztozone jest z pokrywy czipa
18 wykonangj z PMMA o wymiarach 60/24/10 mm (dhugosé/szerokosé/wysokosé),
arkusza szkla wieka 19 ze szkla borosilikatowego o© wymiarach 59/23/0,1

(dhugosc/szerokosc/wysokos¢) mm oraz dwoch wezykdéw  przylaczeniowych 20
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(zasilajacego i wyplywowego) wykonanych z polietylenu o $rednicy wewngtrznej fi 0,4
mm i grubosei §cianki 0,3 mm oraz diugoséci 100 mm. W pokrywie 18 wykonane zostaly
dwa cylindryczne, zamkniete od géry zbiorniki odpowietrzajace 21 o Srednicy 3,9 mm i
wysokosci 3 mm, potgczone z bocznymi kanatami czipa 22 (zasilajgcym i wyplywowym)
o érednicy 1 mm. Pokrywa 18 posiada gniazdo generatora 23 o wymiarach 18,9/11 mm
(dtugosé/szerokodéé) w postaci otworu przelotowego 24 nad obszarem komory
hodowlanej 8. W arkuszu szkla 19 zostaly wykonane, w osi zbiornikéw
odpowietrzajacych 21 dwa otwory przelotowe 24 o Srednicy rownej Srednicy tych
zbiornikéw 21. W czterech naroznikach pokrywy 18 oraz arkusza szkla 19 wykonane
zostaly przelotowe otwory pozycjonujace 17 o s$rednicy 0,4 mm, w odpowiadajacych
sobie miejscach w pokrywie 18 i arkuszu szkia 19, ktére stuzg do wzajemnego,
precyzyjnego pozycjonowania elementéw mikrosystemu z wykorzystaniem trzpieni
pozycjonujacych 3 wprowadzanych w otwory 17. Elementy wieka zostaly polgczone po
uprzednim wzajemnym spozycjonowaniu, w sposéb hydraulicznie szczelny i
nierozlaczny: pokrywa czipa 18 z arkuszem szkia 19 metoda zgrzewania oraz pokrywa
czipa 18 z wezykami przylaczeniowymi 20 po wprowadzeniu koficéwek wezykéw do
otwordw bocznych kanaléw czipa 22 (wlotowego 1 wylotowego) za pomoca
biokompatybilnego kleju fotoutwardzalnego. Elementy wieka tworza prefabrykowany,
standaryzowany element czipa mikrofluidalnego. Prefabrykowane elementy wieka
wykonane z PMMA zostaly wykonane metoda formowania wiryskowego.

Podstawa czipa 18 zostata przedstawiona na rysunku fig. 7, ponizej omdéwiono jej
budow¢ oraz sposéb wytwarzania. Podstawa 18 zlozona jest z ostony podstawy 25
wykonanej z PMMA o wymiarach 60/24/10 mm (dtugosé/szerokosé/wysokosc) oraz
arkusza szkla 26 ze szkla borosilikatowego o  wymiarach  59/23/0,1
(dtugosé/szerokosc/wysokosé) mm. Ostona podstawy 25 posiada gniazdo generatora 27
pod obszarem komory hodowlanej 8 w postaci otworu przelotowego 24 o wymiarach
18,9/11 mm (dtugosé/szerokosé). W czterech naroznikach ostony 25 oraz arkusza szkia
26 wykonane zostaly przelotowe otwory pozycjonujace 17 o Srednicy 0,4 mm, w
odpowiadajgcych sobie miejscach w ostonie 25 1 arkuszu szkla 26, ktore stuzg do
wzajemnego, precyzyjnego pozycjonowania elementéw mikrosystemu z wykorzystaniem
trzpieni pozycjonujgcych 3 wprowadzanych w otwory 17. Elementy zespolu podstawy 6
zostaly polaczone po uprzednim wzajemnym spozycjonowaniu, w sposob hydraulicznie
szczelny 1 nierozlgczny metoda zgrzewania. Elementy podstawy 6 tworza

prefabrykowany, standaryzowany element czipa mikrofluidalnego. Prefabrykowane
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elementy zespolu wykonane z PMMA zostaly wykonane metoda formowania
wiryskowego.

Prefabrykowana warstwa funkcjonalna czipa 5 mikrofluidalnego zostala
przedstawiona na rysunku fig. 8, ponizej omdwiono jej budowg oraz sposéb
wytwarzania. Prefabrykowana warstwa czipa 5 zlozona jest z arkusza folii nosnej 28
wykonane; z politereftalanu  etylenu (PET) o wymiarach 60/24/0,1 mm
(dhugosé/szerokosé/wysokos¢) mm oraz folii PDMS 29 o wymiarach 59/23/0,5 mm
(dtugosé/szerokosé/wysokosé) wykonanej z polidimetylosiloksanu (PDMS) metoda
powlekania obrotowego folii nosnej cieklym polidimetylosiloksanem w powlekaczu
obrotowym, a nast¢pnie utwardzonej w suszarce szafkowej w temp. 70 °C przez okres 1
godziny. W czterech naroznikach folii nosnej 28 oraz folii PDMS 29 wykonane zostaly
przelotowe otwory pozycjonujace 17 o $rednicy 0,4 mm, w odpowiadajacych sobie
miejscach w obu foliach, ktére shiza do wzajemnego, precyzyjnego pozycjonowania
elementow mikrosystemu z wykorzystaniem trzpieni pozycjonujacych 3 wprowadzanych
w otwory 17. Folia noéna z folia PDMS polaczone s ze soba w sposdb rozlaczny dzieki
sifom adhezji powierzchniowe;j.

Czip mikrofluidalny 2 zostal przedstawiony na rysunku fig. 3, ponizej oméwiono
jego budowe oraz sposob wytwarzania. Czip mikrofluidalny 2 ztozony jest z wieka czipa
4, warstwy funkcjonalnej czipa 5 oraz podstawy czipa 6. Przed przystgpieniem do
kastomizacji prefabrykowanej warstwy funkcjonalnej przedstawionej na fig. 8, wykonano
projekt w srodowisku CAD struktury sztucznej tkanki i na podstawie projektu
przygotowano dwuwymiarowa mape grawerowania folii PDMS 29. Nastgpnie mapa ta
zostala automatycznic wyeksportowana do stacji grawerujgcej 1 automatycznie
przeniesiona na folie PDMS 29 zgodnie z powszechnie znang procedura. Warstwa
funkcjonalna czipa 5 zostala wykonana z prefabrykowane] warstwy funkcjonalnej
poprzez kastomizacj¢ warstwy PDMS 29 na folii PET 28 za pomoca wiazki lasera CO» o
dhugoéei fali 10,6 mikrometra. W wyniku kastomizacji w warstwie PDMS zostaly
wyctete krawedzie mikrokanatow 7 (zasilajacego i odplywowego) o szerokosci 3,9 mm
zaokraglonych na swych zakonczeniach, komory hodowlanej 8 o szerokosci 6,7 mm i
dhigosci 15 mm, polaczonej z mikrokanatami 7 (doprowadzajacym i odprowadzajgcym)
oraz dwodch  przegrod 9 komory hodowlanej o  wymiarach (,7/1 mm
(szerokosé/wysokosc), a PDMS z wnetrza kanatéw i komory zostal mechanicznie
usuniety, tak by na folii PET 28 pozostaly jego fragmenty tworzace przegrody komory

hodowlanej 8. Wieko czipa 4 i podstawa czipa 6 oraz skastomizowana warstwa
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funkcjonalna czipa 5 zostaly wzajemnie polaczone w sposéb hydraulicznie szczelny i
nierozlgczny, w ten sposdb, ze ich wlasciwosci powierzchniowe zostaly zmodyfikowane
za pomoca plazmy powietrznej w niskocisnieniowej komorze plazmowej zgodnie z
ogolnie znang procedurg. Warstwa funkcjonalna czipa 5 zostala spozycjonowana z
wykorzystaniem otworéw pozycjonujacych 17 oraz trzpieni pozycjonujgcych 3 i zlgczona
z wiekiem czipa 4 od strony arkusza szkta 19, a nastepnie dociénigta z sita 1 kg/em? i
pozostawiona pod naciskiem przez okres 10 min, po czym usuni¢to arkusz foli nosnej 28.
Nastepnie w ten sposéb odstonigta powierzchnig folii PDMS 29 zmodyfikowano za
pomoca plazmy powietrznej w niskoci$nieniowej komorze plazmowej zgodnie z tg sama
procedurg, spozycjonowano z podstawa czipa 6 od strony arkusza szkla 26, zlaczono i
pozostawiono pod naciskiem o sile 1 kg/cm? na okres 10 min.

Prefabrykowany blok generatora 10 zostal przedstawiony na rysunku fig. S,
ponizej omdwiono jego budowe oraz sposob wytwarzania. Blok generatora 10 o
wymiarach catkowitych 60/24/62 mm (dtugoesc/szerokosé/wysokosé) wykonany zostal z
PMMA metoda formowania wtryskowego i posiada wtyk generatora 14 o wysokosci 10
mm dopasowany wymiarami i potozeniem do gniazda generatora 23 i 27 w czipie
mikrofluidalnym 2 oraz podstawe generatora 15 o wysokosci 52 mm. W podstawie 15 od
spodu wykonany zostal prostopadtoscienny otwor pozycjonujacy magnes 16 o wymiarach
12/12/12 mm (szerokos$é/wysoko$é/glebokosé) dopasowany wymiarami do wymiaru
magnesu stalego 12. W czterech naroznikach podstawy 15 wykonane zostaly przelotowe
otwory pozycjonujace 17 o srednicy 0,4 mm, ktére stuza do wzajemnego, precyzyinego
pozycjonowania elementéw magnetyczno-hydrodynamicznej platformy mikrofluidalnej z
wykorzystaniem trzpieni pozycjonujacych 3 wprowadzanych w otwory pozycjonujgce 17.

Generator mikropola magentycznego 1 zostal przedstawiony na rysunku fig. 4,
penizej omowiono jego budowe oraz sposdb wytwarzania. Generator ztoZony jest z bloku
generatora 10, dziewigtnastu cylindrycznych trzpieni ferromagnetycznych 11 o srednicy
fi 0,1 mm i dhugosci 50 mm wykonanych ze stali S5430 oraz neodymowego szesciennego
magnesu statego 12 o wymiarach 12/12/12 mm typu N52. Przed przystgpieniem do
kastomizacji prefabrykowanego bloku generatora mikropola magnetycznego 1
przedstawionego na fig. 5, wykonano projekt w srodowisku CAD struktury sztucznej
tkanki i na podstawie projektu przygotowano dwuwymiarows mapg grawerowania bloku
generatora. Nastgpnie mapa ta zostala automatycznie wyeksportowana do stacji
grawerujgcej i automatycznie przeniesiona na blok generatora zgodnie z powszechnie

znang procedurg. Blok generatora 10 zostal wykonany z prefabrykowanego bloku
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generatora mikropola magnetycznego poprzez kastomizacje za pomocg wiazki lasera CO»
o dhugosci fali 10,6 mikrometra. W wyniku kastomizacji w blokach generatora 10 zostaly
wykonane zgodnie z ogolnie znang procedura przelotowe otwory trzpieni
ferromagnetycznych 13 o  Srednicach  dopasowanych do srednicy trzpieni
ferromagnetycznych 11 i w migjscach przewidzianych w projekcie. Nastepnie, w tak
przygotowane otwory wprowadzone zostaly trzpienie ferromagnetyczne 11 w ten sposdb,
by ptaszczyzny ich zakofczen byly zlicowane z gérng powierzchnig wtyku generatora 14.
Nast¢pnie do otworu pozycjonujacego magnes 16 w podstawie generatora 15, w obr¢bie
trzpieni ferromagnetycznych 11 wprowadzono 0,05 ml kleju fotoutwardzalnego, a
nastgpnie wprowadzono w otwor pozycjonujacy magnes 16 magnes staty 12, po czym
klej utwardzono pod lampa UV przez 1 minutg i w ten sposéb trwale zespolono wszystkie
elementy.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna zostala przedstawiona
na rysunku fig. 1, ponizej oméwiono je¢j budowe oraz sposéb wytwarzania. Platforma
zlozona jest z generatora mikropola magnetycznego 1, czipa mikrofluidalnego 2 oraz
czterech trzpieni pozycjonujacych 3. Czip mikrofluidalny 2 zostal spozycjonowany na
generatorze mikropola magnetycznego 1 z wykorzystaniem otwordw pozycjonujacych 17
1 wprowadzonych w otwory trzpieni pozycjonujacych 3 o srednicy 0,35 mm i dtugoscei 60
mm, w ten sposob by wtyk generatora 14 wprowadzony zostat w gniazdo generatora 27 w

podstawie czipa 6 i scisle przylegal do powierzchni arkusza szkta podstawy 26.

Przyklad 2
Sposob prowadzenia hodowli sztucznej tkanki nowotworowej w postaci przeptywowego,

unaczynionego klastra o grubosci 0,5 mm w mikropolu magnetycznym z wykorzystaniem
magnetyczno-hydrodynamicznej  platformy  mikrofluidalney zlozonej =z  czipa
mikrofluidalnego 2 i jednego generatora mikropola magnetycznego 1 polega na tym, ze:

1. W pierwszym etapie przeprowadzono separacj¢ i koncentracj¢ w probdwee komorek
prawidlowych fibroblastéw cztowieka linii Hs 578Bst z 5 ml ich zawiesiny o koncentracji
1x10° komérek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych  mikrokapsutek magnetycznych o srednicy jednego mikrometra,
modyfikowanych powierzchniowo przeciwcialami monokionalnymi BerEP4 przeciw
antygenowi cztowieka EpCAM zgodnie z referencyjng proceduis separacji zalecang przez
producenta. Nasigpnie agregaty mikrokapsulka-komérka ponownie zawieszono w

medium hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten sposéb uzyskujac ich 10 krotna
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koncentracjg w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komodrkowej. Nastgpnie
przeprowadzono separacj¢ i koncentracj¢ w probowce komorek nowotworowych raka
piersi linii cztowieka SK-BR-3 z 2 ml ich zawiesiny o koncentracji 1x10° komérek w
referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych
mikrokapsutek magnetycznych o S$rednicy jednego mikrometra, modyfikowanych
powierzchniowo przeciwcialami monoklonalnymi BerEP4 przeciw  antygenowi
cztowiecka EpCAM zgodnie z referencyjna proceduja separacji zalecang przez
producenta. Nastgpnie agregaty mikrokapsutka-komorka ponownie zawieszono w
medium hodowlanym o objgtosci 0,1 ml, w ten sposéb uzyskujac ich 20 krotna
koncentracje w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komdrkowe;.

Nastgpnie przeprowadzono separacj¢ t koncentracje w probowce pierwotnych,
prawidlowych komorek érodbtonka (HUVEC) czlowieka z 1 ml ich zawiesiny o
koncentracji 5x10° komérek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych mikrokapsutek magnetycznych o srednicy trzech mikrometrow,
modyfikowanych powierzchniowo przeciwciatami monoklonalnymi przeciw antygenowi
cztowieka CD31 zgodnie z referencyjna proceduja separacji zalecang przez producenta.
Nastepnie agregaty mikrokapsutka-komérka ponownie zawieszono w medium
hodowlanym o objetosci 0,1 ml, w ten sposéb uzyskujac ich 10 krotna koncentracj¢ w
stosunku do wyjsciowej zawiesiny komérkowe;j.

2. W drugim etapie pobrano za pomocg strzykawki z probowki 0,5 ml skoncentrowanej
zawiesiny agregatow mikrokapsutka-komorka prawidtowych fibroblastow linii Hs 578Bst
i zatloczono do wezyka przylaczeniowego 20 sterylnego czipa mikrofluidalnego 2
umieszczonego na generatorze mikropola magnetycznego 1 w ciagu 1 minuty. Agregaty
mikrokapsulka-komorka zatrzymaly sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa
mikrofluidainego 2 na wysokosci trzpieni ferromagnetycznych 11 w postaci klastrow
komorkowych, a nadmiar medium hodowlanego wyptyna poza uklad wezykiem
przylaczeniowym 20 (wyplywowym).

3. W trzecim etapie polaczono wezyk przytaczeniowy 20 na wlocie czipa
mikrofluidalnege 2 ze strzykawka o objetosci 50 ml, umieszezong w pompie
strzykawkowej, wypeliong referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowlg
komorek przez okres 48 godzin w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy zmiennym
nat¢Zeniu przeplywu. Natgzenie przeptywu medium hodowlanego bylo ustawione w ten
sposob, ze pierwszy dwugodzinny interwatl byt bez przeptywu medium, a nastgpujacy po

nim drugi dwugodzinny interwat byl z przeptywem medium o nat¢zeniu 0,1 ml/godzine.
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Interwaly powtarzaly si¢ cyklicznie kolejno po sobie.

4. W czwartym etapie, po odlaczeniu pompy strzykawkowe] do wezyka
przylaczeniowego 20 czipa mikrofluidalnego 2 i polaczeniu ze strzykawka, wprowadzono
za jej pomoca 0,1 ml uprzednio przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatow
komorka-mikrokapsutka komérek nowotworowych raka piersi linii czlowieka SK-BR-3 z
natgzeniem 1 ml/minutg. Agregaty mikrokapsutka-komdérka zatrzymaly sie w obrebie
komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 w rejonie rdzeni ferromagnetycznych 11
oplaszczajac dookola uprzednio utworzone klastry komorkowe ztozone z komodrek
prawidiowych.

5. W piagtym etapie polaczono wezyk przylgezeniowy 20 (wlotowy) czipa
mikrofluidlanego 2 ze strzykawka o obje¢tosci 50 ml, umieszczona w pompie
strzykawkowej, wypelniong referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowle
komérek przez okres 24 godzin w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy stalym natezeniu
przeplywu o wartosci 0,5 ml/godzine.

6. W szdstym etapie, po odlaczeniu pompy strzykawkowej, do wgzyka przylaczeniowego
20 (wlotowego) czipa mikrofluidlanego 2 wprowadzono za pomoca strzykawki 0,1 ml
uprzednio przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatéw komorka-mikrokapsulka
komorek $rodblonka czlowieka HUVEC z natezeniem z nateZeniem 6 ml/minute.
Agregaty mikrokapsutka-komdrka zatrzymaty sie w obrebie komory hodowlanej 8 czipa
mikrofluidalnego 2 w rejonie rdzeni ferromagnetycznych 11 opiaszczajac dookola
uprzednio utworzone klastry komdrkowe ztozone z komédrek prawidlowych i komérek
nowotworowych,

7. W siédmym etapie polaczono wezyk przylaczeniowy 20 (wlotowy) czipa
mikrofluidlanego 2 ze strzykawks o objetosci 50 mi, umieszczona w pompie
strzykawkowej, wypelniong referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowle
komorek przez okres 7 dni w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy stalym nat¢Zeniu
przeplywn o natgzeniu 1 ml/godzing. Medium w strzykawce uzupehniano okresowo co 24
h.

8. W Osmym etapie przeprowadzono badania z wykorzystaniem utworzonego modelu
Zimiany nowotworowej, w ten sposéb, ze czip mikrofluidalny 2 po odlgczenin pompy
strzykawkowej, rozlaczono z generatorem mikropola magnetycznego 1, komdrki w
mikrosystemie wybarwiono z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego zestawu
live/dead zgodnie ze standardowg procedura, a nastgpnie umieszczono pod odwréconym

epifluorescencyjnym mikroskopem optycznym i obserwowano obszary nekrotryczne w



21

obrebie sztucznej tkanki nowotworowe;.

Przykiad 3.
Wicko czipa 4 mikrofluidalnego zostalo wykonane zgodnie z parametrami i

procedurg przedstawiong w przykladzie realizacji 1, z tg réznica, ze wysoko$é pokrywy
czipa 18 wynosita 3 mm oraz wysokos¢ arkusza szkta 19 ze szkia borosilikatowego
wynosifa 0,15 mm. W pokrywie wykonane zostaly dwa cylindryczne, zamknigte od gory
zbiorniki odpowietrzajace 21 o érednicy 3,9 mm i wysokosci 2 mm, polaczone z
bocznymi kanatami czipa 22 (zasilajacym i wyplywowym) o srednicy 1 mm.

Podstawa czipa mikrofluidalnego 6 zostala wykonana zgodnie z parametrami i
procedura przedstawiong w przykladzie realizacji 1, z ta rozmica, ze wysokod¢ oslony
podstawy 25 wynosi 3 mm, wysokos¢ arkusza szkla 19 ze szkla borosilikatowego wynosi
0,15 mm.

Prefabrykowana warstwa funkcjonalna czipa 5 mikrofluidalnego zostala
wykonana zgodnie z parametrami 1 procedura przedstawiong w przykladzie realizacji 1, z
ta roznica, ze wysokos¢ warstwy PDMS 29 wynosi 0,02 mm.

Czip mikrofluidalny 2 i sposéb jego wytwarzania, zostal wykonany zgodnie z
parametrami i procedura przedstawiona w przykladzie realizacji 1 z tg roznicg, ze
warstwa funkcjonalna czipa 5 zostala wykonana z prefabrykowanej warstwy
funkcjonalnej 5 poprzez kastomizacjg warstwy PDMS 29 na folii PET 28 za pomoca
wigzki lasera CO; o dlugosei fali 9,3 mikrometra.

Prefabrykowany blok generatora 10 mikropola magnetycznego zostal wykonany
zgodnie z parametrami i procedura przedstawiong w przykladzie realizacji 1, z ta roznicg
ze catkowita wysokoé¢ bloku generatora 10 wynosi 17 mm, wysoko$¢ wtyku generatora
14 wynosi 3mm, a wysokos¢ podstawy generatora 15 wynosi 14 mm.

Generator mikropola magnetycznego 1 zostal wykonany zgodnie z parametrami i
procedura przedstawiong w przykiadzie realizacji 1, z ta réznicg, ze Srednica trzpieni
ferromagnetycznych 11 wynosi 0,5 mm, a dlugosé 5 mm. Blok generatora 10 zostat
wykonany z prefabrykowanego bloku generatora 10 mikropola magnetycznego poprzez
kastomizacje za pomoca wigzki lasera CO; o dtugosci fali 9,3 mikroﬁletra. Wykorzystano
magnes neodymowy typu N35.

Magnetyczno-hydrodynamiczna platforma mikrofluidalna zostala przedstawiona

na rysunku fig. 2. Platforma zlozona jest z dwoch naprzeciwleglych generatorow
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mikropola magnetycznego 1, czipa mikrofluidalnego 2 oraz czterech trzpieni
pozycjonujacych 3. Czip mikrofluidalny 2 zostal spozycjonowany na generatorze
mikropola magnetycznego 1 z wykorzystaniem otworéw pozycjonujacych 17 i
wprowadzonych w otwory trzpieni pozycjonujacych 3 o srednicy 0,35 mm i dtugosci 40
mm, w ten sposob by wtyki generatoréw 14 wprowadzone zostaly w gniazda generatora
w oslonie podstawy 27 1 w pokrywie 23 i écisle przylegaty do powierzchni arkusza szkia

26 i 19 w podstawie 6 i wieku czipa 4.

Przyklad 4

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

1. W pierwszym etapie przeprowadzono separacje i koncentracje w probowce komorek
prawidlowych fibroblastow czlowieka linii Hs 578Bst z 10 ml ich zawiesiny o
koncentracji 5x10° komorek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem
komercyjnie dostgpnych mikrokapsutek magnetycznych o érednicy jednego mikrometra,
modyfikowanych powierzchniowo przeciwcialami monoklonalnymi BerEP4 przeciw
antygenowi czlowieka EpCAM zgodnie z referencyjng proceduja separacji zalecana przez
producenta. Nastgpnie agregaty mikrokapsulka-komorka ponownie zawieszono w
medium hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten sposob uzyskujae ich 20 krotng
koncentracie w stosunku do wyjsciowej zawiesiny komorkowej. Nastepnie
przeprowadzono separacj¢ i koncentracj¢ w probdéwce pierwotnych, prawidtowych
komérek srédblonka (HUVEC) czlowieka z 1 ml ich zawiesiny o koncentracji 5x10°
komoérek w referencyjnym medium hodowlanym z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych mikrokapsulek magnetycznych o srednicy trzech mikrometrow,
modyfikowanych powierzchniowo przeciwciatami monoklonalnymi przeciw antygenowi
czlowieka CD31 zgodnie z referencyjng proceduja separacji zalecana przez producenta.
Nastgpnie agregaty mikrokapsulka-komorka ponownie zawieszono w medium
hodowlanym o objetosci 0,5 ml, w ten sposob uzyskujac ich 2 krotng koncentracjg w
stosunku do wyjsSciowe) zawiesiny komorkowej.

2. W drugim etapie pobrano za pomoca strzykawki z probéwki 0,5 ml skoncentrowanej

zawiesiny agregatow mikrokapsutka-komoérka prawidtowych fibroblastow linii Hs 578Bst
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i zatloczono do wezyka przylaczeniowego 20 (wlotowego) sterylnego czipa
mikrofluidalnego 2 umieszczonego pomigdzy dwoma generatorami mikropola
magentycznego 1 platformy mikrofluidalnej w ciagu 3 sekund. Agregaty mikrokapsufka-
komérka zatrzymaly sie w obrgbie komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego 2 na
wysokosci trzpieni ferromagnetycznych 11 w postaci klastréw komérkowych, a nadmiar
medium hodowlanego wyplyna poza uklad wezykiem przylaczeniowym 20
(wyplywowym).

3. W trzecim etapie polaczono wezyk przylaczeniowy 20 (wlotowy) czipa
mikrofluidalnego 2 ze strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczona w pompie
strzykawkowej, wypehiona referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowlg
komorek przez okres 3 godzin w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy stalym natgzeniu
przeptywu medium hodowlanego wynoszacym 10 ml/godzine.

4, W czwartym etapie, po odigczeniu pompy strzykawkowej od wezyka
przylaczeniowego 20 czipa mikrofluidalnego 2 i polaczeniu ze strzykawka, ponownie
wprowadzono za pomocg strzykawki 0,5 ml skoncentrowanej zawiesiny agregatow
mikrokapsutka-komoérka prawidtowych fibroblastéw linii Hs 578Bst i zatloczono do
wezyka przylgczeniowego 20 na wlocie do sterylnego czipa mikrofluidalnego 2
umieszczonego pomigdzy dwoma generatorami mikropola magentycznego 1 platformy
mikrofluidalnej w ciggu 10 sekund. Agregaty mikrokapsutka-komorka zatrzymaty sig w
obrgbic komory hodowlanej 8 czipa mikrofluidalnego na wysokosci trzpieni
ferromagnetycznych 11 oplaszczajac dookota uprzednio utworzone klastry komérkowe, a
nadmiar medium hodowlanego wyptyna poza uklad wezykiem przylaczeniowym 20
(wylotowym) z czipa mikrofluidainego 2.

5. W pigtym etapie potgczono wezyk przylaczeniowy 20 (wlotowy) czipa
mikrofluidalnego 2 ze strzykawka o objetosci 50 ml, umieszczong w pompie
strzykawkowej, wypehiona referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowlg
komérek przez okres 48 godzin w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy stalym natgzeniu
przeptywu o wartosci 0,3 ml/godzing.

6. W sz0stym etapie, po odlagczeniu pompy strzykawkowej od wezyka przylgczeniowego
20 czipa mikrofluidalnego 2 i polaczeniu ze strzykawkg, wprowadzono za jej pomocg 0,1
ml uprzednio przygotowanej skoncentrowanej zawiesiny agregatow komérka-
mikrokapsutka komérek $rodblonka cztowieka HUVEC z nat¢zeniem 6 ml/min. Agregaty
mikrokapsulka-komérka zatrzymaly si¢ w obrebie komory hodowlanej 8 czipa

mikrofluidalnego 2 w rejonie rdzeni ferromagnetycznych 11 oplaszczajac dookota
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-uprzednio utworzone klastry komérkowe ztozone z komérek prawidtowych.

7. W siodmym etapie polgczono wezyk przytaczeniowy 20 (wlotowy)} czipa
mikrofluidalnego 2 ze strzykawka o objetosci S0 ml, umieszczong w pompie
strzykawkowej, wypetniong referencyjnym medium hodowlanym i prowadzono hodowle
komorek przez okres 24 godzin w cieplarce, w temperaturze 37°C, przy stalym natezeniu
przeptywu o natgzeniu 1 ml/godzing.

8-15. Nastgpnie w etapach od osiem do pigtnascie czterokrotnie sekwencyjnie
‘powiarzano czynnosci opisane w etapach szesc i siedem.

16. W szesnastym etapie przeprowadzono badania z wykorzystaniem utworzonej
sztucznej tkanki, w ten sposob, ze czip mikrofluidainy 2 odlaczono od generatorow
mikropola magentycznego | platformy mikrofluidalnej bez odlaczania od pompy
strzykawkowej, a nast¢pnie umieszezono pod mikroskopem optycznym i obserwowano

przepltyw medium w naczyniach sztucznej tkanki.
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