Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2013, 52, 5, 477-478

Nr 5/2013

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

str. 477

Roman SZAFRAN

e-mail: roman.szafran@pwr.wroc.pl

Zaktad Inzynierii Chemicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska, Wroctaw

Metodyka projektowania mikroaparatéw lab-on-a-chip
do badan przeptywéw w naczyniach wiosowatych guzéw nowotworowych

Wstep

Mikrosystemy LOC (Lab-On-a-Chip) sa coraz czgsciej wykorzysty-
wane w biotechnologii, inzynierii chemicznej i bioprocesowej. Obecnie
istnieje pilna potrzeba standaryzacji i unifikacji procesu projektowania
i wytwarzania mikrouktadow oraz jego dostosowania do wymogow
produkcji seryjnej poprzez automatyzacj¢ oraz opracowanie narze¢dzi
projektowania procesowego. Szansg¢ na to stwarzaja metody bezposred-
nie DLP (Direct Laser Prototyping), korzystajace z dobrze znanych
narzedzi CAD do projektowania mikrostruktur. Gruntowna wiedza
i doswiadczenie specjalistow z inzynierii chemicznej i procesowej z ob-
szaru mechaniki ptynéw, wymiany ciepta i masy, reakcji chemicznych,
biotechnologii oraz projektowania i przenoszenia skali predestynuje ich
do odegrania kluczowej roli w rozwoju nowej dziedziny nauki — mikro-
inzynierii chemicznej [Chow, 2002].

Coraz czgsciej pojawiaja si¢ doniesienia na temat wykorzystania
LOC w inzynierii biomedycznej, w do§wiadczeniach biochemicznych
zwiazanych z neowaskularyzacja i rozwojem choréb nowotworowych.
Na poziomie komorkowym najczgsciej sa to symulacje zwiazane z ba-
daniem komorek $rodbtonka, ktore tworza naczynia krwionosne.

Khan i Sefton [2011] opracowali mikrosystem, w ktorym badano
wplyw odksztalcen zwiazanych z naprgzeniami $cinajacymi i zaburze-
niami przeptywu krwi na fenotyp komorek srodblonka. Zwiazane jest
to ze wzmozona aktywnos$cia komorek (identyfikowang poprzez wzrost
konkretnych czynnikow) podczas tych zjawisk. Cechy i fenotyp $rod-
btonka sa istotne podczas takich proceséw jak angiogeneza, czy przyj-
mowanie przez organizm przeszczepu i dlatego znalazty si¢ w strefie
zainteresowan badaczy. Dla potrzeb eksperymentu, przy uzyciu foto-
litografii, zbudowano mikrosystem, gdzie PDMS optaszczono kultura
komorkowa. Wykazano w nim, ze zgodnie z zatozeniem wplyw wyzej
wymienionych czynnikow jest zwiazany z cechami komorek.

Jeong i in. [2011] przeprowadzili symulacj¢ migracji komorek $rod-
btonka przez sztucznie utworzona macierz zewnatrzkomorkowa w tréj-
wymiarowym uktadzie LOC. Jest to zjawisko zachodzace podczas fi-
zjologicznych i patofizjologicznych procesow takich jak angiogeneza,
metastaza guza nowotworowego, czy gojenie si¢ ran. Mikrourzadzenie
preparowano technika migkkiej litografii. Sztuczne mikrokanaly optasz-
czano mieszaning kolagenu i kwasu hialuronowego. Po oplaszczeniu,
przeprowadzono na jego powierzchni hodowlg ludzkich komoérek $rod-
btonka pochodzacych z zyly pgpowinowej HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells). Dzigki temu zaindukowano proces proliferacji
komorek, ich kietkowanie i migracj¢. Nie zaobserwowano jednak wzro-
stu naczyn (angiogenezy). Tak skonstruowany, trojwymiarowy system
moze stuzy¢ jako idealne pole dla badan rozwoju i ruchoéw komorek.

Uktady LOC mozna tez z powodzeniem wykorzystywac¢ do badan
nad komorkami nowotworowymi. Chaw i in. [2007] zbudowali chip
z mikrokanatami pokrytymi matrigelem (polimer stworzony z biatek
i zelatyny) i1 oplaszczonymi komoérkami HMVEC. Nastgpnie przez
uktad przepuszczano komoérki nowotworowe pochodzace z ludzkich
linii raka piersi, watroby i szyjki macicy. Przeprowadzano wizualiza-
cje mikroskopowa zachodzacych w mikrosystemie procesow. Badano
oddziatywanie pojedynczych komorek nowotworowych z komoérkami
srodblonka wyscielajacymi sztuczne naczynia. Uktad umozliwial ob-
serwacjg transmigracji, deformacji i adhezji tych komorek.

Sposob przemieszczania si¢ i adhezje komorek nowotworowych
badano tez w innym mikrosystemie wykonanym metodami fotolito-
graficznymi. W ramach badan okre§lono wptyw geometrii uktadu na
przeptywy komorek czerniaka w sztucznie utworzonych naczyniach.

Dzigki badaniom udowodniono, ze ma ona wptyw na adhezj¢ komorko-
wa [Ishikawa i in., 2011].

Dotychczasowe badania prowadzone byty w uktadach LOC wytwa-
rzanych metodami litograficznymi, a nie prowadzono badan nad zasto-
sowaniem metody bezposredniego grawerowania laserowego (DLP) do
konstrukcji mikroaparatow biomedycznych do badan nad neowaskula-
ryzacja. Metoda DLP szerzej opisana w pracy [Szafran, 2013] umozli-
wia bezposrednie przeniesienie projektowanej struktury ze srodowiska
graficznego oprogramowania CAD na material konstrukcyjny chipa,
najczgsciej] PDMS, w ktorym grawerowane sa mikrokanaty. Utatwia
to wykorzystanie metod numerycznych (symulacji komputerowych)
w projektowaniu uktadu kanatow, a nast¢pnie przeniesienie opracowa-
nej struktury do $rodowiska CAD, skad jest ona eksportowana do stacji
grawerujacej 1 przenoszona za pomoca wiazki laserowej na materiat
konstrukcyjny chipa.

Celem badan byto opracowanie struktury kanalow odpowiadajacej
strukturze naczyn wlosowatych guza nowotworowego, nast¢pnie opra-
cowanie uktadu LOC do badan przeptywow w tej strukturze oraz fabry-
kacja zaprojektowanego systemu z wykorzystaniem metody DLP.

Modelowanie matematyczne procesu
angiogenezy nowotworowej

W badaniach zdecydowano si¢ na uzycie do celow projektowych mo-
delowej sieci naczyn krwiono$nych. Strukturg naczyn wlosowatych, na
podstawie ktorej wykonano projekt, uzyskano z modelu opracowanego
przez Travasso i in. [2011]. Jest to wieloskalowy model pdl fazowych
(multi-scale phase-field model). Laczy on zalety opisow fizyki osrod-
kow ciagltych z mozliwoscia $ledzenia ruchu pojedynczych komorek
$rddbtonka posiadajacych wypustki. Wykorzystano go do charaktery-
styki dynamiki wzrostu i oddzialywania pomigdzy strukturag komorek
nowotworowych a tworzacymi si¢ naczyniami wlosowatymi. Model
pola fazowego $ledzi pozycj¢ kapilar, a parametry w nim uzyte (takie
jak skala proliferacji, szybkos¢ komorek i stata dyfuzji) moga by¢ od-
niesione do warto$ci mierzonych do$wiadczalnie. Do modelu wprowa-
dzono sktadnik losowy, ktérym ujgto wewnatrzkomérkowa regulacje
gendw odpowiedzialng za aktywacj¢ wypustkowego fenotypu komo-
rek $rodbtonka. Model uwzgledniat takze zjawisko anastomozy, czyli
taczenia si¢ szybko rosnacych naczyn w jedno. Struktur¢ 2D naczyn
wlosowatych guza nowotworowego wykorzystang w dalszych etapach
badan przedstawiono na rys. 1.

Rys. 1. Modelowa struktura naczyn
wlosowatych guza nowotworowego.
[Travasso i in., 2011]

Metodyka projektowania i fabrykaciji

Na podstawie struktury przedstawionej na rys. 1 w pierwszej kolej-
nosci stworzono wektorowa mapeg kanatow w programie Autodesk Au-
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toCAD, ktdra nastgpnie uzupetniono o sie¢ kanatow doprowadzajacych
oraz odprowadzajacych ptyn ze struktury sieci naczyn wlosowatych.
Kanaty doprowadzajace i odprowadzajace mialy potaczenie z portami
umieszczonymi w plytce nakrywkowej chipa, umozliwiajacymi przyla-
czenie kapilar zasilajacych mikrochip. Strukturg kanatéw uktadu LOC
przedstawiono na rys. 2. Zaprojektowana struktur¢ wyeksportowano
do $rodowiska pracy stacji grawerujacej. Zgodnie z opracowana proce-
dura, zaprezentowana w pracy [Szafiran, 2013], strukturg przenoszono
na material kompozytowy otrzymany przez naniesienie PDMS na folig
poliestrowa.

Rys. 2. Budowa
I mikrochipa

24

Folia poliestrowa stanowita podtoze dla warstwy PDMS o grubo-
$ci 100 um, w ktérym grawerowano strukturg¢ kanatow, umozliwiajac
jednoczesnie pelne zachowanie geometrii wygrawerowanej struktury
przy przenoszeniu na nowe podloze. Zoptymalizowane parametry pra-
cy stacji grawerujacej wykorzystywane w procesie grawerowania byty
nastgpujace: moc: 3 W, szybkos¢ przesuwu gltowicy laserowej: 1 mm/s,
czestotliwos¢ impulsu: 1000 PPI, nadmuch boczny na miejsce grawe-
rowane.

Zgodnie z opracowana procedura [Szafran, 2013] po grawerowaniu
struktura byta trzykrotnie myta w izopropanolu, w myjce ultradzwigko-
wej, kazdorazowo przez okres 1 minuty. Po wysuszeniu w warunkach
pokojowych, powierzchnia PDMS byta naswietlana lampa UV o dtu-
goscei fali 185 nm i 253,7 nm przez okres 1 min, po czym niezwlocznie
taczona z nowym podtozem — mikroskopowym szkietkiem podstawo-
wym. Po doci$nigciu warstw przez okres 10 minut zdejmowano war-
stwg wierzchnig — folig poliestrowa, pozostawiajac warstwg wygrawe-
rowanego PDMS trwale przytaczona do powierzchni szkta.

Nastepnie plytke nakrywkowa wykonana z PMMA z wycigtymi
otworami na wprowadzenie kapilar zasilajacych, naswietlano pod lam-
pa UV wraz z warstwa PDMS przez okres 1 min, po czym elementy
taczono, dociskano i pozostawiano na okres 1 h w celu trwatego ztacze-
nia. Ostatnig czynnoS$cia byto wklejenie stalowych kapilar pelniacych
rolg portdw przytaczeniowych dla polipropylenowych kapilar doprowa-
dzajacych ptyny do uktadu.

Wyniki badan doswiadczalnych

Narys. 3 przedstawiono opracowany uktad LOC do badan przeptywu
plynu w sieci naczyn wtosowatych guzéw nowotworowych.

Rys. 3. Uktad LOC
skonstruowany do
badan przeptywow
plynow w sieci na-
czyn wlosowatych
guzOW nowotworo-
wych

Montaz mikrosystemu pozwolit na sprawdzenie przepustowosci ca-
tego uktadu i droznosci pojedynczych kanatow. W tym celu do uktadu
wprowadzano biegkit metylenowy, ktory pozwalat na doktadne uwidocz-
nienie wszystkich mikrokanatow (Rys. 4). Niektore elementy struktury,
w szczegolnosci odgalgzienia kanatow nie zawsze byly prawidlowo
potaczone z reszta struktury, w efekcie tworzyly si¢ nieciagtosci prze-
pltywu.

Po obserwacji mikroskopowej wykonano korektg projektu w Auto-
Cadzie. Polegata ona na delikatnym przeciaganiu polilinii poza miejsce
skrzyzowania kanalow, a w efekcie po korekcie uzyskano prawidtowa
strukturg kanatow (Rys. 4).

Rys. 4. Stuktura mikrokana-
low po wprowadzeniu ko-
rekty do projektu z powodu
obserwowanych nieciagto-
$ci struktury

Tak skonstruowany system byt w dalszej kolejnosci poddawany ba-
daniom przeptywow, co zostanie szczegdtowo omowione w pracy [Sza-
fran i Tomczak, 2013].

Whioski

W pracy zaprezentowano nowa metodyke projektowania mikrosys-
temow z wykorzystaniem zoptymalizowanej metody bezpo$redniego
grawerowania laserowego DLP. Metoda ta zostala wykorzystana do
przygotowania oryginalnego uktadu LOC, ktory do tej pory nie zostat
opisany w literaturze.

Przeprowadzone eksperymenty zakonczono zbudowaniem komplet-
nego i funkcjonalnego mikrourzadzenia, bgdacego dwuwymiarowym
modelem naczyn wlosowatych guza nowotworowego.

Sposaob fabrykacji mikrouktadu LOC w poréwnaniu do technik fotoli-
tograficznych i migkkiej litografii jest zdecydowanie prostszy i szybszy.
Nie wymaga preparacji matrycy czy fotomaski, jak rowniez pomiesz-
czen clean room. Umozliwia to wprowadzanie szybkich poprawek do
projektu, badz tatwe tworzenie catkiem nowych struktur. W prosty spo-
s6b mozna zwigkszac, badz zmniejsza¢ Srednice kanatéw lub komor.

Poréwnujac dotychczasowe osiagnigcia na polu budowy chipow sy-
mulujacych naczynia krwiono$ne mozna stwierdzié¢, ze opracowana mi-
krostruktura naczyn wlosowatych prezentuje duzo wigksze mozliwosci.
Jej geometria odwzorowuje uktad naczyniowy duzo wierniej, a sposob
fabrykacji umozliwia stworzenie dowolnie wybranej struktury, nieza-
leznie od narzadu, nowotworu, czy nawet organizmu.

Ponadto zbudowany uktad LOC po odpowiedniej modyfikacji moze
stuzy¢ jako srodowisko badan nad uwalnianiem CTC z tkanek guza
i procesem metastazy.
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