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Mgr inz. Ewelina Tomecka w roku 2011 ukonczyla studia na kierunku biotechno-
logia na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Obecnie doktorantka
w Zakladzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systemoéw Chemicz-
nych. Zainteresowania naukowe autorki dotyczg tréjwymiarowej hodowli komorek
miesnia sercowego oraz komorek macierzystych w mikrosystemach przeptywowych.

Mgr inz. Katarzyna Tokarska w roku 2013 ukonczyta studia na kierunku techno-
logia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Obecnie
doktorantka w Zaktadzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systemoéw
Chemicznych. Przedmiotem jej zainteresowan naukowych jest wykorzystanie nano-
technologii w badaniach efektywnosci terapii fotodynamicznej w mikrosystemach

przeptywowych.

Dr inz. Elzbieta Jastrzebska w roku 2008 ukonczyta studia na kierunku technologia
chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. W 2012 r. uzy-
skata stopienn naukowy doktora nauk chemicznych. Obecnie pracownik Wydziatu
Chemicznego PW na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobioanalityki w Pra-
cowni Miniaturowych Systemoéw Chemicznych. Jej zainteresowania badawcze doty-
cza mikrosystemow przeplywowych w inzynierii komérkowe;.

Dr hab. inz. Michal Chudy, prof. PW w roku 1997 ukonczy! studia na kierunku
technologia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Sto-
pient doktora nauk chemicznych uzyskal w roku 2001, a doktora habilitowanego
w 2010r. Obecnie pracownik Wydzialu Chemicznego PW na stanowisku profesora
PW w Zakladzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systeméw Che-
micznych. Zainteresowania naukowe autora dotycza konstrukcji mikrosystemow
przeptywowych stosowanych w bioanalityce i diagnostyce medyczne;j.

Prof. dr hab. inz. Zbigniew Brzézka w roku 1977 ukonczyl studia na kierunku
technologia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Sto-
pien doktora nauk chemicznych uzyskal w roku 1982, a doktora habilitowanego
w 1991r. W roku 1998 uzyskat tytul profesora nauk chemicznych. Obecnie kieruje
grupg badawczg sensordw chemicznych (Chemical Sensors Research Group - CSRG)
oraz Pracownia Miniaturowych Systeméw Chemicznych. Od roku 2008 pelni row-
niez funkcje dziekana Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Zaintere-
sowania naukowe autora dotycza miniaturowych systemow analitycznych (lab-on-
-a-chip) do monitorowania bioanalitow.
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ABSTRACT

Lab-on-a-chip systems are promising tools in the field of cell engineering.
Microfluidic systems are integrated microlaboratories consisting of many micro-
structures such as microchannels and microchambers, which can be used for cell
analysis and cell culture. Appropriately designed geometry of the chip allows to
mimic in vivo conditions. Microsystems enables continuous culture medium per-
fusion. During cell culture, regulation of the flow rate of medium is possible, which
allows to control conditions of the cultivation.

In this paper we present a review of microfluidics systems which are used
in cell engineering. We describe methods of microsystems fabrication, parameters
which influence cell proliferation in microscale and examples of microsystems for
cell analysis and cell culturing. Microfluidic systems for maintaining cell culture
are mainly fabricated of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) and glass, non-toxic
materials for cells. The most commonly used method for fabrication of PDMS
microsystems is photolithography and replica molding techniques. Cell culture in
microsystems can be carried out in two ways: as a two-dimensional (2D) cell cul-
ture and three-dimensional (3D) cell culture. In two-dimensional culture cells grow
as a monolayer on a flat surface of microchambers or microchannels. Microsystems
for two-dimensional cell culture are widely described in the literature. They are
mainly used for: (i) cell proliferation after exposure to external stimuli, (ii) testing
the activity of cytotoxic drugs, (iii) interactions and cell migration and (iv) the
evaluation of procedures applicable in tumor therapy e. g. photodynamic therapy.
However, two-dimensional cell culture do not mimic fully in vivo conditions. In
living organisms cells grow spatially creating three-dimensional structures like tis-
sues. Therefore, nowadays microsystems for 3D cell culture are being developed
intensively. Three-dimensional cell culture in microfluidic systems can be achieved
in three ways: by the design of suitable geometry and topography of microchannels,
by the use of hydrogels or by spheroids formation. Three-dimensional cell culture
in microfluidic systems are much better experimental in vitro models than cell cul-
ture in traditional culture vessels. It is the main reason why microsystems should
be still improved, as to become widely used research tools in cellular engineering.

Keywords: cell engineering, microfluidic systems, two-dimensional (2D) cell cul-
ture, three-dimensional (3D) cell culture

Stowa kluczowe: inzynieria komoérkowa, mikrosystemy przeptywowe, dwuwymia-
rowa (2D) hodowla komoérkowa, tréjwymiarowa (3D) hodowla komérkowa
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WPROWADZENIE

Inzynieria komoérkowa jest jedng z najprezniej rozwijajacych si¢ interdyscypli-
narnych dziedzin nauk technicznych. Laczy w sobie biologi¢ komorki, synteze bio-
materialéw i metody inzynierii materialowej. Jednym z celéw inzynierii komoérko-
wej jest tworzenie modeli tkankowych, nasladujacych specyfike Zywego organizmu.
Narzedziem coraz czesciej wykorzystywanym do tego celu, s mikrouktady prze-
plywowe zwane réwniez systemami lab-on-a-chip (LOC). Systemy te pelnig funkcje
zintegrowanego mikrolaboratorium na plytce, umozliwiajacego przeprowadzenie
kompleksowej analizy w mikrostrukturach rzedu 10-100 um. Skladajg si¢ one
z wielu upakowanych w niewielkiej przestrzeni elementéw, odpowiedzialnych za
poszczegdlne etapy prowadzonego procesu oraz transport reagentow. Odpowiednio
zaprojektowana geometria mikrouktadu umozliwia prowadzenie badan w warun-
kach zblizonych do warunkéw in vivo. Jest to niewatpliwg zaleta mikrosystemow
przeptywowych wykorzystywanych w badaniach biologicznych.

1. PARAMETRY WPEYWAJACE NA PROLIFERACJE KOMOREK
W MIKROSYSTEMACH PRZEPLYWOWYCH

W literaturze prezentowanych jest szereg mikrosysteméw wykorzystywa-
nych w takich dziedzinach nauki jak chemia [1, 2] czy elektronika [3]. Niemniej
jednak, w ostatnich latach coraz wiecej grup badawczych skupia sie na opraco-
wywaniu mikroukltadéw wykorzystywanych w inzynierii komdrkowej [4]. Naj-
wiekszg korzyscig wynikajgcg z opracowywania urzgdzen mikroprzeptywowych,
jest zdolno$¢ tworzenia i kontrolowania specyficznego mikrosrodowiska wzrostu
komorek. Klasyczne metody hodowli i analizy komérek posiadaja wiele ograni-
czen, ktére nie pozwalajg na pelna kontrole wzrostu, réznicowania czy stymulacji
komorek. Zastosowanie systemow lab-on-a-chip pozwala na udoskonalenie tych
metod. Do zalet mikrosystemdéw nalezg miedzy innymi: mozliwos¢ wytworze-
nia mikrostruktur odpowiadajacych wymiarom komorek, szybka wymiana ciepla
i efektywny transport masy, mozliwo$¢ analizy wptywu bodzcéw zewnetrznych na
komorki oraz prowadzenia badai w warunkach dynamicznych [4].

Komorki w naturalnym $rodowisku poddawane sg dzialaniu wielu czynnikéw
biochemicznych, fizycznych i fizykochemicznych. Czynniki te wplywaja na proli-
feracje, wzrost i funkcje komorek. Zastosowanie mikrosysteméw przeptywowych
umozliwia zaprojektowanie geometrii mikrostruktur w taki sposéb, aby odzwier-
ciedlaly one warunki in vivo [5]. Ponadto, pozwalaja one na obserwacje wzrostu
komorek oraz analiz¢ wplywu oddzialujacych na nie bodzcoéw zewnetrznych w cza-
sie rzeczywistym.

Istotnym zagadnieniem w prowadzeniu hodowli komdrek jest stres hydrody-
namiczny (ang. shear stress). Komorki proliferujace w mikrosystemach przeptywo-
wych poddawane sg cigglemu dzialaniu przeptywu reagentéw. Naprezenia cinajace
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moga powodowaé zmiany przepuszczalnosci, fragmentacj¢ a nawet przerwanie
blony komoérkowej. Wptywa to na morfologi¢ oraz proliferacje komorek [6]. Jed-
noczesnie, naprezenia $cinajagce w pewnym stopniu nasladuja przeptyw plynow
wystepujacy w warunkach in vivo. W zwigzku z tym, w zaleznosci od rodzaju
badanych komoérek przeptyw reagentéw moze dziala¢ stymulujaco na wzrost
komorek lub wywotywaé niekorzystny dla nich stres hydrodynamiczny. Systemy
lab-on-a-chip sa dobrym rozwigzaniem, umozliwiajacym badanie wplywu wartosci
naprezen $cinajacych na morfologie oraz zywotnos¢ komorek.

Kolejnym parametrem, wplywajacym na hodowle komédrek w mikroskali,
jest skuteczna objetos¢ hodowli (ang. Effective Culture Volume, ECV). Jest ona
wskaznikiem zdolnosci komoérki do kontroli jej mikro$rodowiska w trakcie wzro-
stu. Skuteczna objeto$¢ hodowli jest funkcjg wielkosci transportu masy wzdluz
kazdej osi mikrokanalu, efektow dyfuzji i konwekcji oraz stopnia adsorpcji biatek
na powierzchni [7]. Wysoki stosunek powierzchni do objetosci hodowli (ang. Sur-
face-Area-to-Volume ratio, SAV) pozwala na efektywniejsze dostarczanie substan-
¢ji odzywcezych i tlenu do komorek [4]. Ponadto, umozliwia zwiekszong wymiane
gazowa miedzy wnetrzem mikrouktadu a $rodowiskiem zewnetrznym. Nalezy
podkresli¢ réwniez, ze warto$¢ SAV w mikrosystemach jest zblizona do wartosci
uzyskiwanych w warunkach in vivo.

Prowadzenie badan z materialem biologicznym, wymaga zachowania ste-
rylnych warunkéw hodowli oraz ciggtego monitorowania fizjologii komorek.
W zwigzku z tym, podczas projektowania mikrosystemu istotny jest dobér odpo-
wiednich materialéw konstrukcyjnych. Materialy te powinny by¢ przede wszyst-
kim nietoksyczne dla komorek, umozliwiajace wymiane gazowa z otoczeniem,
stabilne w trakcie sterylizacji oraz proste w obrobce. Do materialéw najczesciej
wykorzystywanych do wytwarzania mikrosysteméw lab-on-a-chip w inzynie-
rii komorkowej zalicza sie szklo oraz materialy polimerowe - poli(dimetylo-
siloksan) - PDMS [8], poli(metakrylan metylu) - PMMA oraz poliweglan -
PC [9]. W celu uzyskania innych wlasciwosci powierzchni, na ktérej wzrastaja
komorki, materialy konstrukcyjne moga by¢ modytikowane [10]. W tym celu sto-
sowane sg biatka wystepujace w naturalnej macierzy zewnatrzkomorkowej, na przy-
kfad kolagen, fibronektyna, witronektyna.

Szklo,zewzgledunahydrofilowy charakter powierzchni,jestnajczesciejwykorzy-
stywanym materialem do wytwarzania mikrosysteméw przeznaczonych do hodowli
komorek adherentnych. Ponadto, transparentno$¢ szkla w szerokim zakresie fal pro-
mieniowaniaumozIliwiaintegracjezoptycznymimetodamidetekeji. Najczesciejwyko-
rzystywanymi metodami obrobki szkta jest fotolitogratia, mokre trawienie w kwasie
fluorowodorowym czy reaktywne trawienie jonowe (ang. Reactive Ion Etching, RIE).
W celu uszczelnienia uzyskanych mikrowzoréw, plytki szklane taczy sie¢ na przyktad
z PDMS po aktywacji ich powierzchni za pomoca plazmy tlenowej. Zastosowanie
przepuszczalnego dla gazow PDMS jest konieczne, ze wzgledu na mozliwo$¢ dyfuzji
tlenu, niezbednego do prawidlowego wzrostu komorek.
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Mikrostruktury w polimerach wykonuje si¢ przy uzyciu metod replikacyjnych
oraz metod ich bezposredniej obrébki [11]. Na szczegoélne zainteresowanie wsrod
materialéw polimerowych zastuguje PDMS. Posiada on szereg cennych wlasci-
wosci takich jak: biokompatybilnos¢, przenikalnos¢ dla gazéw, elastycznosé czy nie-
przepuszczalno$¢ dla wody. Wykazuje on réwniez stabilno$¢ w szerokim zakresie
temperatur. PDMS cechuje si¢ skrajnie wysoka hydrofobowoscia, co wyklucza jego
zastosowanie jako powierzchni przeznaczonej do wzrostu komoérek adherentnych.
Jednak z powodzeniem wykorzystywany jest do hodowli sferoidéow [12]. Najcze-
$ciej wykorzystywang metoda wytwarzania elementéw mikrouktadéw w PDMS
jest zastosowanie metod replikacyjnych. Na rysunku 1A przedstawiono schemat
wytwarzania mikrostruktur w PDMS. Metoda ta wymaga przygotowania pieczatki
odzwierciedlajacej strukture mikrosystemu. Pieczatka wykonywana jest zazwyczaj
metoda fotolitografii. Po wytworzeniu pieczatki nastepuje etap wylania mieszaniny
nieusieciowanego prepolimeru z odczynnikiem sieciujacym na gotowa matryce. Pod
wplywem podwyzszonej temperatury (ok. 70-80°C) dochodzi do jego usieciowania,
a utwardzong warstwe polimeru oddziela si¢ od pieczatki. W wyniku tej procedury
w usieciowanym elastomerze odwzorowywana jest sie¢ mikrokanatéw o dobrze
zdefiniowanych wymiarach. Po wywierceniu otworéw wlotowych i wylotowych
uzyskang strukture uszczelnia si¢ faczac ja z inng plytka. Najczesciej elementy wyko-
nane z PDMS faczy sie ze szklem lub kolejng warstwa polimeru, rzadziej natomiast
z ceramikg i krzemem.

)
o ‘. ‘.8 ¢ ot
N B 4
pieczatka z filmu  umieszczenie pieczatki  wylanie prepolimeru| mikrofrezowanie czyszczenie
kapilarnego w formie PDMS -
- - Sty
usieciowanie wywiercenie otworéw  potaczenie z druga v
warstwy PDMS  na wezyki doprowadzajace warstwg PDMS . . mikrosystem
taczenie termiczne PMMA/PMMA

Rysunek 1. Schemat wytwarzania mikrosystemu z PDMS metoda replikacyjng (A); schemat wytwarzania
mikrosystemu z PMMA metodg mikrofrezowania (B)

Figure 1. Scheme of PDMS microsystem fabrication by replica molding technique (A); scheme of PMMA
microsystem fabrication by micromilling technique (B)

PMMA jest kolejnym materialem polimerowym, ktéry réwniez moze stanowic¢
jeden z elementéw konstrukcyjnych mikroukladu do hodowli komérek. Do obrébki
PMMA stosowana jest metoda mikrofrezowania (Rys. 1B). Polega ona na stopnio-
wym usuwaniu warstw polimeru z powierzchni materialu za pomoca obracajacego
sie mikrofrezu. Technologie wytwarzania coraz bardziej precyzyjnych narzedzi
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o wymiarach rzedu kilkudziesieciu mikrometréw, pozwalaja na bezposrednie wyko-
nanie mikrosystemow przepltywowych. Zaleta mikrofrezowania, w stosunku do
metod replikacyjnych, jest mozliwo$¢ otrzymania struktur 3D, natomiast jej wada
jest niska wydajno$¢ oraz rozdzielczo$¢.

Poczatkowo mikrosystemy wykorzystywane byty do manipulacji oraz badania
adhezji i migracji komoérek. Obecnie, mikrouklady o bardziej skomplikowanych
strukturach stosowane s3 miedzy innymi do przeprowadzenia testow toksycznosci
zwigzkow. Mozliwe jest rowniez zaprojektowanie urzadzen symulujacych metabo-
lizm calego organizmu, tzw. organ-on-a-chip. Przewaga tego typu rozwigzan nad
konwencjonalnymi metodami hodowli komoérek jest przede wszystkim prowadze-
nie badan w warunkach zblizonych do warunkéw in vivo.

2. MIKROSYSTEMY PRZEPLYWOWE DO DWUWYMIAROWE] (2D)
HODOWLI KOMOREK

Zastosowanie systemow lab-on-a-chip umozliwia prowadzenie badan
w mikrosrodowisku bardziej zblizonym do warunkoéw in vivo niz w przypadku sto-
sowania plytek 96-dotkowych [13]. Mikrouklady zawieraja w swej geometrii miejsca
przeznaczone do dokowania i wzrostu komorek (mikrokomory hodowlane), mikro-
kanaty doprowadzajgce komorki oraz sie¢ mikrostruktur umozliwiajacych ciggte
dostarczanie substancji odzywczych i badanych zwigzkdéw. W literaturze prezento-
wanych jest szereg mikrosystemoéw, do dwuwymiarowowej (ang. two-dimensional -
2D) hodowli komérek oraz ich analizy (tzw. microsystems for cellomics) [14]. Podob-
nie jak w konwencjonalnie stosowanych metodach, w mikrosystemach komorki
ulegaja adhezji do powierzchni materiatéw konstrukcyjnych. Niemniej jednak sa
one hodowane w warunkach dynamicznych (przeptyw substancji). Dwuwymiarowa
hodowla komoérek prowadzona w systemach lab-on-a-chip stosowana jest m.in. do
badania proliferacji komoérek po dziataniu bodzcéw zewnetrznych, badania cyto-
toksycznosci lekdw podawanych pojedynczo lub w terapii wielolekowej, badania
interakeji i migracji komorek oraz testowania procedur stosowanych w terapiach
przeciwnowotworowych np. terapii fotodynamicznej (ang. Photodynamic Therapy,
PDT) [14-17].

Jednym z pierwszych doniesien literaturowych na temat analizy prolifera-
cji komorek w mikroskali byla praca Tillesa [18]. Badania prowadzono w mikro-
ukladach wykonanych z poliweglanu oraz ze szkla. W jednym z mikrouktadow
plytke z poliweglanu zastapiono przepuszczalng dla gazéw membrana poliureta-
nowa (Rys. 2). Nastepnie, zbadano jak dostep tlenu oraz naprezenia $cinajace (prze-
plyw wprowadzanych substancji w zakresie od 0,06 do 4,18 ml/min) wplywajg na
wzrost komorek pierwotnych hepatocytéw hodowanych w monowarstwie z fibro-
blastami 3T3-]2.
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Rysunek 2. Schemat mikrokanatu do badania zywotnoéci hepatocytéw. Mikrouklad wykonany ze szkta i poli-
weglanu (A) oraz ze szkla i przepuszczalnej dla gazow membrany poliuretanowej (B) [18]

Figure 2. Scheme of microchannel for hepatocyte viability test. Microsystem was fabricated of glass and
polycarbonate (A) and of glass and gas-permeable polyurethane membrane (B) [18]

Zaobserwowano znaczacy spadek Zywotnosci komdrek oraz syntezy mocznika
i albuminy przez hepatocyty w mikrouktadzie z ograniczonym dostgpem tlenu.
Ponadto wykazano, ze nizsze warto$ci naprezenia $cinajacego (0,01 do 0,33 dyn/
cm’) wplywajg stymulujaco na proliferacje hepatocytéw. Prezentowane wyniki
potwierdzajg mozliwo$¢ stosowania przeplywowych mikrosysteméw do analizy
podstawowych funkcji komorek, jak réwniez do badania ich zywotnosci po dziala-
niu czynnikami zewnetrznymi.

Hodowle prowadzone w mikrosystemach przeptywowych typu lab-on-a-chip
maja przewage nad hodowlami statycznymi nie tylko ze wzgledu na redukcje zuzy-
wanych reagentéw i materiatu biologicznego, ale réwniez dzigki mozliwosci bie-
Zacego sterowania stezeniami i dozowaniem badanych substancji. Do prowadzenia
testow cytotoksyczno$ci zwiazkow, badania chemotaksji oraz migracji komorek
wykorzystywane sg czesto tzw. generatory gradientow stezen (ang. Concentration
Gradient Generator, CGG), w ktorych mozliwe jest wygenerowanie, w jednym
etapie analizy, kilku stgzen wprowadzanych do mikrouktadu roztworéw. Do naj-
prostszych generatoréw nalezg mikrokanaty w ksztatcie litery T lub Y [19]. Zasada
dziatania CGG polega na tym, ze roztwory ptynace w dwodch kanatach wprowadza-
jacych, tacza si¢ w jeden, gdzie na drodze dyfuzji nastgpuje ich wymieszanie. Ste-
rowanie gradientem moze odbywac si¢ poprzez odpowiednio zaprojektowanag sie¢
kanatow, ktorej liczba wlotow i wylotow determinuje liczbe otrzymanych stezen
uzywanego do badan czynnika. Dodatkowe wloty i mikrokanaty umozliwiaja uzy-
skanie bardziej ztozonych profili przeptywu. Systemy lab-on-a-chip zintegrowane
z generatorem gradientu stezen stosowane sa przede wszystkim do oznaczania cyto-
toksycznosci zwiazkow biologicznie czynnych oraz analizy ich wptywu na prolife-
racj¢ komorek rosngcych w postaci monowarstwy. Siyan opracowat mikrosystem,
wykonany z PDMS oraz ze szkla, do analizy opornosci komoérek nowotworu ptuc
(SK-MES-1) na dziatanie leku przeciwnowotworowego VP-16 [20]. Mikrosystem
sktadatl si¢ z CGG, w ktorym z dwoch roztwordw o roznym stezeniu uzyskiwano
na wylotach mikrokanatéw osiem stezen badanego zwigzku. Generator potaczony
byl z macierza 8 x 3 mikrokomdr hodowlanych. W mikrouktadzie o takiej geome-
trii zbadano zalezno$¢ pomig¢dzy ekspresja biatka GRP78 (ang. Glucose Regulator
Protein) a opornoscig komorek po dziataniu leku. W tym celu, komoérki induko-
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wano jonoforem wapnia A23187 o réznym stezeniu (0—6 pM), wprowadzonym do
mikrouktadu. Nastepnie, komorki inkubowano z 30 uM VP-16. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze zard6wno ekspresja biatek, jak 1 zywotno$¢ komorek wzrasta wraz ze
zwigkszajacym sie stezeniem A23187. Autorzy pracy udowodnili, ze biatko GRP78
odgrywa znaczacg rolg w opornosci chemicznej na dziatanie VP-16 w komorkach
nowotworu phuc.

Z kolei Wang opisal mikrosystem, posiadajacy 576 mikrokomoér hodowla-
nych, ktéry wykorzystano do badania toksycznego dzialania takich zwigzkéw jak:
digitonina, saponina, CoCl,, NiCl, oraz akroleina [21]. Mikrosystem wykonany
w PDMS, zawieral w swej geometrii mikrokanaty taczace si¢ ze soba prostopa-
dle. Przeznaczone byly one do wprowadzania komoérek oraz badanych zwiazkow.
Miejsca przecigcia dwdch mikrokanaléw tworzyly matryce mikrokomor, w kto-
rych hodowano komorki oraz prowadzono analize cytotoksyczno$ci zwigzkow.
W jednym mikrosystemie jednocze$nie badano zywotnos¢ komorek adherent-
nych BALB/3T3, Hela oraz komoérek srédblonka po ekspozycji na dzialanie
dwoch stezen kazdego ze zwigzkow (okreslonych jako wysokie i niskie stezenie).
Niewatpliwg zaletg opracowanego mikrosystemu przeptywowego byla mozliwo$é
jednoczesnego przeprowadzenia w nim badan przesiewowych kilku zwigzkow,
z wykorzystaniem réznych typéw komorek.

W opisanym powyzej mikrosystemie analizowano dzialanie pojedynczego
zwiazku, jednakze systemy lab-on-a-chip z powodzeniem moga by¢ wykorzystane
réwniez do przeprowadzenia badan terapii wielolekowej. W zespole Brzozki opra-
cowano mikrosystem, w ktérym zbadano cytotoksycznos¢ 5-fluorouracylu (5-FU)
oraz celekoksibu (ang. celecoxib, Celbx) inkubowanych z komérkami pojedynczo
iwkombinacji [22]. Mikrouktad wykonano z PDMS (technika fotolitografii i metoda
odlewu) oraz ze szkla (technikg fotolitografii i mokrego trawienia). W szkle wyko-
nano macierz 5 x 5 mikrokomoér hodowlanych (o $rednicy 1 mm). Z kolei w plytce
PDMS znajdowata si¢ sie¢ mikrokanatéw zaprojektowana w ten sposob, aby struk-
tury wielokanatowe pokrywaly si¢ z mikrokomorami wytworzonymi w plytce szkla-
nej. Ponadto, geometria mikrosystemu zawierata generator gradientu stezen, dzieki
ktoremu mozliwe bylo uzyskanie pieciu réznych stezen badanego zwiazku (Rys. 3).

W wytworzonym mikrosystemie badano zywotno$¢ komorek nowotworowych
(A549, HT-29) oraz prawidtowych (BALB/3T3) po ekspozycji na dziatanie poje-
dynczych zwigzkow o stezeniu 0-300 uM 5-FU oraz 0-120 pM Celbx. Mikrosystem
wykorzystano réwniez do oceny terapii wielolekowej, w tym celu przez generator
gradientu stezen wprowadzono jednoczesnie 300 uM 5-FU oraz 120 uM Celbx.
Dzieki obecnosci CGG, w komorach hodowlanych uzyskano kombinacje pieciu
réznych stezen obydwu zwigzkéw. Po 24 h i 48 h inkubacji okreslano zywotnos¢
komorek z wykorzystaniem barwienia réznicowego znacznikami fluorescencyj-
nymi: kalceing-AM (barwiacg komorki zywe na zielono) i jodkiem propidyny (bar-
wigcym komorki martwe na czerwono). W celu weryfikacji przydatnosci systemu
lab-on-a-chip do testéw cytotoksycznoséci przeprowadzono analize¢ poréwnawczg
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wynikéow uzyskanych w mikro i makroskali. Uzyskano nieznaczne rozbieznosci
pomiedzy zywotnosciag w obydwu modelach. Wynika¢ one mogty z réznych warun-
kow prowadzenia do$wiadczen: dla mikrouktadu (warunki przeplywowe) oraz dla
plytek 96-dotkowych (warunki statyczne).

martwe
komorki

Zywe
komorki

Rysunek 3. Mikrouktad (PDMS/szklo) wykorzystany do testow cytotoksycznosci 5-FU oraz Celbx [22]
Figure 3. Microsystem (PDMS/glass) for cytotoxicity tests of 5-FU and Celbx [22]

Hodowle 2D prowadzone w mikrosystemach postuzyly do badania cytotok-
syczno$ci réznego typu zwigzkow przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych,
podawanych w roztworze czy w formie nanoczastek. Oprocz analizy biologicznej
aktywnosci zwiazkéw systemy lab-on-a-chip z powodzeniem zostaly zastosowane
do badania procedur przeciwnowotworowych, np. terapii fotodynamicznej (PDT).
Lou zaprojektowal i wykonat mikroprzeptywowa platforme do oceny skutecznosci
PDT z wykorzystaniem réznych czynnikéw, migdzy innymi stezenia fotouczulacza,
dawki promieniowania, poziomu natlenienia, rodzaju komorek oraz czasu inkuba-
cji [23]. Mikrosystem zawieral trzy warstwy: (1) gazowa — umozliwiajaca kontrolo-
wanie poziomu tlenu (2) hodowlang - przeznaczona do hodowli komérek oraz (3)
wykorzystywang do naswietlania - zbudowana z odpowiednich filtréw pozwalaja-
cych na kontrole dostarczanej dawki promieniowania. Fotocytotoksycznos¢ komo-
rek glejaka C6 analizowano po dziataniu bigkitem metylenowym oraz naswietleniu
$wiatlem o dlugosci fali 635 nm. Geometria mikrosystemu pozwolita na jednocze-
sng analize skutecznoéci PDT w 324 réznych warunkach.

Z kolei w zespole Brzoézki opracowano mikrosystem nie tylko do analizy sku-
tecznosci PDT dla réznych stezen fotouczulacza, ale réwniez z wykorzystaniem
kokultur komoérkowych [24]. Mikrosystem, zawieral mikrokanaly w ksztalcie
litery V, na ktérych umieszczono pary komoér hodowlanych. Kazda para polaczona
byta ze sobg mikrokanatami poprzecznymi o réznej dlugosci — kanaly poprzeczne
mialy umozliwia¢ dyfuzje medium hodowlanego oraz migracje komoérek. Na
koncu struktury w ksztalcie litery V umieszczona zostala wspolna mikrokomora
do uzyskania kokultury. Dwa otwory wlotowe umozliwily jednoczesne wprowadza-
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nie komorek prawidlowych (MRC5) i nowotworowych (A549) pluc, w ten sposob
aby nie ulegly one wymieszaniu. W takim mikrosystemie przeprowadzono PDT
z wykorzystaniem kwasu 5-aminolewulinowego jako fotosensybilatora. Zaobserwo-
wano, ze obecno$¢ komdrek nowotworowych po PDT obniza zywotnos¢ komorek
prawidlowych, wzrastajacych w tym samym mikro$rodowisku. Mozna to ttumaczy¢
faktem, iz komorki nowotworowe uwalniaja sygnaly smierci (np. czynnik TNFa),
ktére dyfundujg do komdrek prawidlowych znajdujacych si¢ w bliskim sasiedztwie.
Z wykorzystaniem tego mikroukladu wykazano, ze systemy lab-on-a-chip moga by¢
stosowane zarowno do oceny zywotnosci komorek jak i badania ich podstawowych
funkcji i mechanizméw.

Szczegdtowa analiza specyficznych interakcji na poziomie komérka — komoérka
oraz badanie kokultur komérkowych jest waznym elementem badan podstawo-
wych. Zjawisko migracji komorek jest podstawg wielu proceséw fizjologicznych
i odgrywa kluczowg role w zrozumieniu wielu mechanizméw (np. przerzutéw
nowotworu, przebudowy tkanek, angiogenezy czy gojeniu sie ran). Konwencjonalne
metody hodowli posiadaja wiele ograniczen w tego typu badaniach. Oparte sg one
glownie na testach prowadzonych w warunkach statycznych, z ograniczong kon-
trolg precyzyjnego umieszczania komorek oraz stymulacji bodzcami zewnetrznymi.
Systemy lab-on-a-chip sa rozwigzaniem, pozwalajacym na precyzyjne umieszczenie
kilku typow komorek w jednym ukladzie, a nastepnie obserwacje ich wzajemnych
interakcji. Najprostszym rozwigzaniem stosowanym w mikrosystemach przepty-
wowych jest zastosowanie kilku réwnolegtych kanaléw, do ktérych wprowadzone
s3 badane komorki. Na przyklad, Nie opracowal mikrouktad, wykonany w PDMS,
w ktérym przeprowadzono badanie migracji komoérek po dzialaniu trypsyny [25].
W tym celu, do mikrokanalu (polaczonego z trzema kanalami wlotowymi) wpro-
wadzono komorki adherentne NIH-3T3. Nastepnie, po 48 h do jednego z mikro-
kanatéw wlotowych wprowadzano roztwor trypsyny. Powodowato to uszkadzanie
komorek oraz ich wyptukiwanie z mikrouktadu. Pozostala czes¢ komorek, rosna-
cych w monowarstwie pozostawala nienaruszona. W kolejnym etapie eksperymentu
badano jak rézne czynniki (epidermalny czynnik wzrostu — EGE cytochalazyna D
(CD) i falloidyna) wplywaja na migracje komédrek. W trakcie badan wykazano, ze
EGF najbardziej pobudza komérki do proliferacji i migracji wzdtuz mikrokanatu.

W innymi mikrosystemie, wykonanym ze szkta i PDMS, zbadano interakcje
pomigdzy komoérkami nowotworowymi (B16 — komorki czerniaka) i komorkami
uktadu odpornosciowego (WT oraz IRF-8 KO - komorki $ledziony) [26]. W struk-
turze mikrosystemu wyrozni¢ mozna byto trzy mikrokanaty ulozone rownolegle,
polaczone ze sobg mikrokanlikami (o szeroko$ci 12 um) shluzagcymi do migracji
komorek. Do kanatow bocznych wprowadzano komorki: do jednego mikrokanatu
komorki nowotworowe, do drugiego komoérki odporno$ciowe (WT lub IRF-8 KO).
Nastepnie, przez kolejne siedem dni, badano migracje komoérek odpornoscio-
wych wzdtuz mikrokanlikéw poprzecznych. Zaobserwowano przemieszczanie si¢
komorek $ledziony WT oraz silne interakcje z komoérkami nowotworowymi B16.
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W przeciwienstwie do nich, komorki odpornosciowe IRF-8 KO stabo oddzialywaty
z komoérkami czerniaka.

Badania migracji i interakcji komorek adherentnych w mikroskali potwier-
dzaja mozliwo$¢ wykorzystania systemow lab-on-a-chip jako narzedzi stosowanych
do prowadzenia badan in vitro. Stuzy¢ moga one do analizy wzajemnych oddzialy-
wan miedzy komoérkami nowotworowymi i prawidlowymi. Ponadto, mikrosystemy
z powodzeniem wykorzystywane s3 do badania zywotnoéci komdrek rosnacych
w monowarstwie po ich ekspozycji dowolnymi zwigzkami biologicznie czynnymi.
Ze wzgledu na szereg zalet stanowi¢ moga one alternatywne narzedzia do prowa-
dzenia wielu typéw badan biologicznych. Niemniej jednak zastosowanie komorek
rosngcych w monowarstwie (2D) nie jest idealnym odzwierciedleniem tréjwy-
miarowego (ang. three-dimensional, 3D) wzrostu komorek w warunkach in vivo.
W zwigzku z tym, coraz czgsciej opracowywane sg mikrouklady umozliwiajace pro-
wadzenie hodowli 3D w systemach lab-on-a-chip.

3. MIROSYSTEMY PRZEPEYWOWE DO TROJWYMIAROWE] (3D)
HODOWLI KOMOREK

Tradycyjne hodowle komodrkowe in vitro, opierajace si¢ na wzroscie komo-
rek w monowarstwie (2D), nie odzwierciedlaja w pelni warunkéw panujacych
w Srodowisku in vivo. W organizmach zywych komorki otoczone sg skompliko-
wang siecig widkien biatkowych tak zwang macierzg zewngtrzkomérkowg ECM
(ang. Extracellular Matrix), ktora zespala komorki ze sobg, tym samym umozli-
wiajac im tworzenie trojwymiarowych struktur (tkanek) [27]. W takim $rodowisku
komorki zorganizowane sg w sposob zapewniajacy im komunikacje i wzajemne
oddziatywanie. Ponadto, komorki zaopatrywane sa w sposob ciagly przez ptyny
ustrojowe w $wieze sktadniki pokarmowe, podczas gdy warunkach in vitro medium
hodowlane dostarczane i usuwane jest okresowo. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
stworzenia modeli doswiadczalnych in vitro odzwierciedlajacych, mozliwie najdo-
ktadniej, warunki panujace w Zywym organizmie.

Warunki podobne do in vivo mozna osiagna¢ w mikrosystemach przeptywo-
wych. Umozliwiaja one kontrole mikrosrodowiska komoérkowego poprzez odpo-
wiednig topografie mikrokanaléw, a takze zapewniajg staly przepltyw medium
hodowlanego [28]. Dodatkowo w mikrosystemach mozliwe jest osiggniecie prze-
strzennego wzrostu komorek. Tréjwymiarowe hodowle komoérkowe w mikro-
ukladach przeptywowych mozna osiggna¢ na kilka sposobéw. Jednym z nich jest
zastosowanie odpowiedniej geometrii i topografii mikrokanalow. Najczesciej spoty-
kane projekty tego typu mikroukladéw opierajg sie na wykorzystaniu tak zwanych
mikrostupkéw (ang. micropillars). Sa to tréjwymiarowe mikrostruktury o podstawie
elipsy, rombu, kwadratu czy trojkata, rozmieszczone i zorientowane w mikrokanale
w odpowiedni sposdb. Ich $redni to kilkadziesigt mikrometrow [29]. Mikrostupki
stosowane s3 w mikroukladach wykonanych gléwnie z poli(dimetylosiloksanu)
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(PDMS) za pomoca techniki glebokiego reaktywnego trawienia jonowego — DRIE
(ang. Deep Reactive Ion Etching) oraz metody replikacyjnej [30].

Wykorzystanie mikrostupkéw w celu uzyskania tréjwymiarowej hodowli komo-
rek przedstawiono w kilku pracach [31-33]. W kazdej z nich opisano mikrosystem
przeplywowy, ktérego gléwny mikrokanat (dtugo$¢ = 1 cm, szeroko$¢ = 600 pm,
wysoko$¢ = 100 pm) zostal podzielony przez system dwdch rzedéw eliptycznych
mikrostupkéw na trzy réwne strefy (o szerokosci 200 pm). Mikrostupki o wymiarach
30 x 50 pm, oddalone od siebie 0 20 pm wyznaczaly strefe wzrostu komorek (w cen-
trum kanatu) oraz dwie strefy przeptywu medium hodowlanego (Rys. 4). Odlegto-
$ci pomiedzy mikrostupkami byly wystarczajgce, aby stworzy¢ bariere pomiedzy
strefg rosngcych komorek a przeptywajacym medium, a jednoczesnie zapewniaty
swobodng dyfuzje medium do komoérek podczas hodowli. Komérki wprowadzano
do mikroukladu $srodkowym kanatem za pomocg pompy strzykawkowej. Obecnos¢
mikrostupkéw zapewniata lokowanie si¢ komorek tylko w centralnej czesci mikro-
kanatu. Przestrzenng hodowle komorek, w zaprojektowanym mikrouktadzie, udato
sie osiagna¢ gdy gestos¢ zawiesiny wprowadzanych komorek miescita sie w zakresie
1,5-10-10° komorek/ml [31]. Takie gestosci zawiesiny komérkowej pozwalaly ,,upa-
kowywa¢” komorki warstwowo (jedna obok drugiej oraz jedna nad i pod druga) tylko
w centralnej czesci mikrokanalu, ograniczonej przez mikrostupki. Komoérki uloko-
wane w ten sposob tworzyly troéjwarstwows, przestrzenng strukture. Nieprzypad-
kowe bylo réwniez ustawienie mikrostupkéw pod pewnym katem do osi podtuz-
nej mikrokanalu, co dodatkowo zwigkszalo wydajnos¢ unieruchomienia komérek
w jego srodkowej czesci. Zastosowanie zawiesiny komorkowej o gestosci mniejszej
niz 1,5-10° komérek/ml pozwalato jedynie na ulokowanie komérek obok siebie
W postaci monowarstwy.

Mikrostupki
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Rysunek 4.  Schemat mikrokanatu z systemem dwoch rzedow eliptycznych mikrostupkéw, wyznaczajacych
strefe hodowli komoérek oraz dwie strefy przeptywu medium hodowlanego [31]

Figure 4. Scheme of the microchannel with two rows of elliptic micropillars, which define the zone of cell
growth and two zones of culture medium flow [31]

W tego typu mikroukladach z powodzeniem przeprowadzono hodowle,
w warunkach przeplywowych, komdrek nowotworowych linii HepG2 [31], MFC?7,
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hepatocytow, szczurzych mezynchymalnych komoérek macierzystych ze szpiku kost-
nego (rBMSCs), mysich mioblastéow linii C2C12 [33]. Komoérki hodowano przez
3 do 7 dni. Zbadano réwniez wplyw szybkosci przeptywu zawiesiny komoérek pod-
czas wysiewania na ich zywotno$¢ [31]. Badania wykazaly, ze przy szybkosciach
przeptywu 0,02 i 0,05 ml/h, komoérki wykazywaly ponad 80% Zywotnos¢. Natomiast
przeplyw o wartosci 0,1 ml/h zapewnial tylko okolo 60% zywotnos¢ komorek.
Zatem, do hodowli wybrano wartos$¢ przeptywu medium wynoszaca 0,05 ml/h.

W pracy Anene-Nzelu [33] oprocz zastosowania mikrostupkéw, umozliwiaja-
cych przeprowadzenie tréjwymiarowej hodowli komorek, dodatkowo zmodyfiko-
wano powierzchnie mikrokanaléw za pomocg réwnolegtych w stosunku do siebie
mikrorowkéw (ang. microgrooves). Mialy one zapewni¢ odpowiednia organizacje
komorek. Jest to szczegdlnie istotne podczas hodowli komoérek miesniowych (mie-
$nia sercowego, mieéni szkieletowych czy gtadkich) lub nerwowych, ktére w tkan-
kach zywych organizméw ukladajg si¢ rownolegle w stosunku do siebie tworzac
widkna. Orientacja komoérek determinuje sygnalizacje miedzy nimi. Losowe ulo-
zenie komoérek wzgledem siebie zaburza ich komunikacje i oddziatywanie, wyniku
czego tracg swoj fenotyp i funkcje. Opisywany mikrouklad wykonano w PDMS za
pomoca techniki DRIE i metody replikacyjnej. Gleboko$¢ stosownych mikrorow-
kow wynosita okoto 225 nm a odlegtosci pomigdzy nimi okoto 2 pm. W tak zapro-
jektowanym mikroukfadzie przeprowadzono 6-dniowa tréjwymiarowa hodowle
mysich mioblastéw linii C2C12 w trzech réznych konfiguracjach: 1) mikrorowki
zorientowane rownolegle wzgledem kierunku przeptywu medium, 2) mikrorowki
zorientowane prostopadle do kierunku przeptywu medium i 3) powierzchnia bez
mikrorowkéw. Celem badan bylo sprawdzenie wplywu orientacji mikrorowkow
wzgledem kierunku przeplywu medium na orientacje hodowanych komorek.
Obserwacje wykazaly, ze komorki uporzadkowaly sie zgodnie z rozmieszczeniem
mikrorowkéw w pierwszym przypadku w 78%, w drugim przypadku 53%. W przy-
padku powierzchni bez mikrorowkéw okoto 20% komorek byto prawidtowo uloko-
wanych. Z tego wynika, ze obecno$¢ mikrorowkow wplywa na orientacje komorek,
co z kolei pozwala doktadniej odzwierciedli¢ warunki in vivo okreslonych rodzajow
komorek. Jednak projektowanie i wytwarzanie tego typu mikrostruktur wigze si¢
z wysokimi kosztami produkcji oraz wykorzystywaniem skomplikowanych i czaso-
chtonnych technik.

Innym sposobem na uzyskanie tréjwymiarowych hodowli komoérkowych
w mikrosystemach, niewymagajacym stosowania skomplikowanych geometrii
mikrokanaléw, jest wykorzystanie hydrozeli. Hydrozele to klasa wysokouwodnio-
nych hydrofilowych polimeréw pochodzenia naturalnego lub syntetycznego [34].
Pod wptywem réznych czynnikéw zewnetrznych plynna postaé hydrozelu ulega
zelowaniu tworzgc tréjwymiarowy sie¢ widkien o okreslonej srednicy i wielkosci
poréw, strukturalnie podobng do macierzy zewnatrzkomorkowej. W zaleznosci od
rodzaju hydrozelu jego zelowanie moga powodowac¢ takie czynniki jak: okreslona
temperatura, promieniowanie o okreslonej dtugosci fali, czy obecnos¢ okreslonych
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zwiazkow chemicznych [35]. Przed procesem zelowania zawiesina komorek zostaje
zmieszana z ptynnym hydrozelem (pre-hydrozelem). Nastepnie, tak przygotowang
mieszaning poddaje si¢ dzialaniu czynnika Zelujagcego, w wyniku czego plynna
posta¢ hydrozelu ulega zestaleniu, a komorki enkapsulacji w jego wnetrzu. Zaleta
stosowania hydrozeli jest ich transparentnos¢, umozliwiajaca obserwacje rosnacych
w nich komdrek, podobienstwo w strukturze do ECM, dobra dyfuzja skladnikow
odzywczych oraz jednorodne rozmieszczenie komoérek w calej objetosci hydrozelu
[36].

W mikrosystemach przeptywowych hydrozele sg czgsto stosowanym rozwia-
zaniem w celu uzyskania tréjwymiarowej hodowli komoérek. Przyklad zastosowa-
nia w mikroukladzie jonowrazliwego hydrozelu przedstawiono w pracy Kima [37].
Wykorzystany hydrozel (Puramatrix), bedacy mieszaning samoorganizujgcych
sie syntetycznych peptydow, ulega zelowaniu w obecnosci jondw soli (zawartych
w medium hodowlanym) [38]. W wyniku tego fancuchy peptydowe tworzg sie¢
nanowldkien o $rednicy 10 nm i wielkosci poréw 50-200 nm. Zastosowana geo-
metria kanaléw umozliwiata ogniskowanie hydrodynamiczne mieszaniny ptynnego
hydrozelu i komérek w centralnej czgéci gléwnego mikrokanatu (diugos¢ = 2 mm
i szeroko$¢ = 900 pm), a nastepnie Zelowanie w wyniku przeplywu medium hodow-
lanego [37]. Mikroukltad wykonano w poli(dimetylosioksanie) (PDMS) za pomoca
techniki fotolitografii i metody replikacyjnej. Warstwe PDMS z otrzymang strukturg
mikrokanaléw potaczono ze szkielkiem mikroskopowym z wykorzystaniem plazmy
tlenowej. Do mikroukladu wprowadzano jednocze$nie za pomoca pomp strzykaw-
kowych: mieszaning ptynnego hydrozelu i zawiesiny komoérek (1:1), 10% roztwor
sacharozy oraz medium hodowlane (wartosci przeplywoéw kolejno: 0,167; 3; 0,5 ul/
min). Roztwor sacharozy pelnit dwie role: ogniskowal hydrodynamicznie miesza-
ning hydrozelu i komérek w $rodku gtéwnego mikrokanatu oraz izolowal w pierw-
szym etapie dwa strumienie medium hodowlanego (zwierajacego zelujace sole)
od mieszaniny hydrozelu i komérek (Rys. 5A). Gdy mikrokanal na calej diugosci
zostal wypelniony hydrozelem, wylaczono przeptyw roztworu sacharozy, natomiast
przeptyw medium hodowlanego zwickszono do 1,3 pl/min (Rys. 5B). W momen-
cie gdy oba strumienie medium hodowlanego dotarty do mieszaniny hydrozelu
i komorek, przeplyw mieszaniny hydrozelu z komoérkami zostal wylaczony.
W wyniku dyfuzji medium do wnetrza hydrozelu ulegl on zzelowaniu, a komérki
enkapsulacji w jego wnetrzu (Rys. 5C). W zaprojektowanym mikroukladzie prowa-
dzono 3-dniowa hodowle hepatocytéw linii nowotworowej HepG2 w warunkach
przeptywowych (wartos¢ przeplywu medium wynosita 0,5 p/l/min). Wykazano
réwniez, ze warto$¢ przeptywu roztworu sacharozy, podczas wprowadzania hydro-
zelu do mikrouktadu, nie powinna by¢ wieksza niz 6,7 pl/min, poniewaz wplywa to
negatywnie na zywotno$¢ hodowanych komorek.
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Rysunek 5. Schemat procesu tworzenia sie strefy hydrozelu (wraz zamknigtymi w jego wnetrzu komoérkami)
w centrum gtéwnego mikrokanatu: wszystkie ptyny wprowadzane s3 do mikrouktadu jedno-
czesnie, roztwor sacharozy ogniskuje hydrodynamicznie mieszanine hydrozelu i komérek oraz
izoluje ja od medium hodowlanego (A); przeplyw roztworu sacharozy zostaje wylaczony, oba
strumienie medium hodowlanego docieraja do mieszaniny hydrozelu i komoérek (B); zelowanie
hydrozelu w wyniku dyfuzji medium (C) [37]

Figure 5. Scheme of hydrogel zone formation (with cells encapsulated inside) in the middle of the main
microchannel: all liquids are introduced into the microdevice simultaneously, sucrose solution
hydrodynamically focuses the hydrogel-cells mixture and isolates the mixture of culture medium
(A); the flow of sucrose solution is turned off, both streams of culture medium start to be in con-
tact with hydrogel-cells mixture (B); gelation of hydrogel by culture medium diffusion (C) [37]

Kolejnym typem przestrzennej hodowli komoérek w mikroukladach przepty-
wowych sg sferoidy. Sg one jednymi z pierwszych modeli in vitro umozliwiajacymi
przestrzenny kontakt komorek [39]. Powstaja one z agregatéw komoérkowych pod-
czas hodowli w zawiesinie lub nieadhezyjnym $rodowisku [40]. Brak lub ograni-
czona adhezja do podioza sprawia, ze komérki wykazuja zwiekszona tendencje¢ do
tworzenia skupisk, przeksztalcajacych si¢ w miar¢ uplywu czasu w tréjwymiarowe
wielokomérkowe twory. Za tworzenie si¢ agregatow komdrkowych odpowiadaja
zlokalizowane w blonie komoérkowej czasteczki adhezyjne - CAMs (ang. Cell Adhe-
sion Molecules) [41]. Czasteczki adhezyjne zwane réwniez adhezynami, to glikopro-
teiny stanowiace integralng cze¢s¢ btony komoérkowej, ktére biorg udzial w tworzeniu
kontaktow i polaczen migdzykomoérkowych.

Z powodu ograniczonej dyfuzji (na glebokos¢ okoto 150-200 pum [40]) skladni-
kow odzywezych do wnetrza sferoidow, skladajg si¢ one z komorek o zréznicowanym
fenotypie [42]. Centralng cze$¢ sferoidu stanowig komorki objete zmianami mar-
twiczymi. W poblizu obszaréw centralnych wystepuja komorki w fazie spoczynko-
wej. Zewnetrzna warstwe (3-5 warstw) stanowia komorki proliferujace. Charakte-
rystyczna morfologia sferoidéw sprawia, Ze s3 one szeroko stosowane jako model
nieunaczynionego guza nowotworowego w ocenie skutecznosci dzialania lekow
przeciwnowotworowych i radioterapii [40].

Sferoidy mozna otrzymaé réznymi, dokladnie opisanymi, metodami [40].
Zastosowanie mikrosystemow generujacych samoorganizacje komoérek do sfe-
roidéw jest jedna z nowszych technik. Przyklady mikroukltadéw umozliwiaja-
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cych tworzenie sferoidéw s3 szeroko opisywane w literaturze [43-45]. W zespole
Brzdzki trwajace od kilku lat badania nad tym zagadnieniem zaowocowaly kilkoma
projektami tego typu mikroukladéw. Jeden z zaprojektowanych [46] mikrosyste-
mow pozwolil uformowa¢ sferoidy o $rednicy do okolo 300 um i prowadzi¢ ich
hodowle przez 15 dni. Hodowle prowadzono w 24 przeptywowych mikrokomo-
rach o cylindrycznym ksztalcie zapewniajacych bardzo niskie naprezenia $cina-
jace < 0,001 dyn/cm” (uznawane za nieszkodliwe dla komérek ssaczych) podczas
wymiany medium hodowlanego. Mikrouklad o geometrii kanaléw i rozmieszcze-
niu mikrokomor, przedstawiony na Rysunku 64, skladat sie z trzech warstw. Kazda
z warstw, zawierajaca poszczegdlne elementy geometrii, zostata wykonana w PDMS
za pomocg techniki fotolitografii i metody replikacyjnej. Tréjwarstwowa struktura
mikroukladu pozwolila stworzy¢ przestrzenng strukture kanaldéw tzn. uzyskad
kanaty na réznych wysokosciach (Rys. 6B).

B lot zawiesiny Mikrokomory ot zawiesin
wylot zawiesiny komérkowej wxll(omérkowej v hodowlane komérkowejy

o=0=¢-0=0=0-0-0: ‘ _ e \ S |h_

*}, mE

g=0=g=0=g=
\/ / sferoidy
mikrokomory wlot zawiesiny
hodowlane komoérkowej

Rysunek 6. Schemat geometrii mikrosystemu przeptywowego do formowania i hodowli sferoidéw (A); sche-
mat przekroju poprzecznego zaprojektowanego mikroukladu (B) [46]

Figure 6. Scheme of the geometry of the microfluidic system for spheroids formation and culture (A);
scheme of cross-section of the designed microsystem (B) [46]

Badania nad uformowaniem i hodowlg sferoidéw w zaprojektowanym mikro-
ukladzie wykonano na adherentnych komoérkach nowotworu okreznicy linii HT-29.
Hydrofobowe wlasciwosci poli(dimetylosiloksanu) pozwolily zapobiec adhezji
komorek do powierzchni mikrokanaléw/mikrokomor, tam samym sprzyjajac two-
rzeniu si¢ agregatow/sferoidow. Formowanie sferoidéw w mikroukladzie odbywato
sie w czterech etapach: (1) wysianie komorek, (2) agregacja komorek, (3) wymy-
cie niezagregowanych komorek, (4) uformowanie zwartego sferoidu. Na poczatku
zawiesing komérek o gestoéci 10° komérek/ml wprowadzono do mikrouktadu
za pomoca pompy strzykawkowej z predkoscia przeplywu 24 pl/min. Agregacje
komorek zaobserwowano po 16 godzinach hodowli. Po tym czasie niezagregowane
komoérki wymyto z mikrokomoér. Sredni wymiar uzyskanych sferoidéow w 8 dniu
hodowli wynosit 140 + 10 pm, w 15 dniu hodowli 270 + 50 pm. Grubos¢ warstwy
komorek proliferujacych wynosita 60 + 10 um, co odpowiadalo 4-5 warstwom
komorek.

W drugim z zaprojektowanych mikroukladéw [47] tréjwymiarows strukture
mikrokanatéw uzyskano dzieki zastosowaniu techniki mikrofrezowania. Pozwolito
to uprosi¢ proces wytwarzania mikroukladu poprzez wyeliminowanie wielowar-
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stwowej struktury oraz skomplikowanego procesu wzajemnego pozycjonowania
poszczegdlnych elementdéw geometrii (mikrokanaléw i mikrokomdr) zawartych
w kazdej z warstw. Mikrouktad wykonano w PDMS z zastosowaniem procesu pod-
wojnego odlewu i termicznego starzenia (metoda ta dokladnie opisana w pracy
[47]). Mikrouklad sktadal si¢ z trzech kanaléw o szerokosci 1 mm i glebokosci
50 um (Rys. 7). Kazdy mikrokanal zawieral 15 cylindrycznych mikrokomor o $red-
nicy 200 um i glebokosci 150 pm. Zaprojektowana geometria zapewniata niskie
naprezenia $cinajace 0,0013 dyn/cm’ podczas przeptywu medium z predkoscig
4,5 ul/min. Glebokos¢ kanatow byla wystarczajaca aby zapobiec wymywaniu agre-
gatow podczas wymiany medium.
wlot zawiesiny komérkowej

/

/
mikrokomory wylot zawiesiny
hodowlane komérkowej

Rysunek 7. Schemat geometrii mikrosystemu przeplywowego do formowania i hodowli sferoidow [47]
Figure 7. Scheme of the geometry of the microfluidic system for spheroids formation and culture [47]

Badania nad uformowaniem i hodowla sferoidéw w zaprojektowanym mikro-
ukladzie wykonano réwniez na adherentnych komorkach nowotworu okreznicy
linii HT-29. Hydrofobowe wlasciwos$ci PDMS zwigkszono poprzez modyfikacje jego
powierzchni za pomoca poli(alkoholu winylowego) (PVA), co sprzyjalo wzajemnej
adhezji komorek. Powstawanie sferoidéw przebiegato tak samo jak we wczesniej
opisywanym mikrosystemie. Zaprojektowany mikrosystem przeptywowy umozli-
wil uformowanie sferoidéw oraz ich 4 tygodniowa hodowl¢. Zaobserwowano trzy
fazy wzrostu: faza I (0-3 dnia) to agregacja komorek, tworzenie sferoidu i powolny
wzrost biomasy, faza II (3-10 dni) to intensywna proliferacja i wzrost objetosci
biomasy a faza III (po 10 dniach) to spadek tempa proliferacji az do zatrzymania
wzrostu sferoidow, stala objetos¢ biomasy. Podczas drugiej fazy wzrostu zbadano
cytotoksycznos$¢ 5-fluorouracylu o stezeniach w zakresie 0,3-5 mM w stosunku
do otrzymanych sferoidéw. Dla malych stezen leku (0,3 i 0,5 mM) zaobserwowano
zahamowanie wzrostu sferoidéw. Wigksze stezenia (1, 2 i 5 mM) spowodowaly
$mier¢ komorek i ich odlaczanie sie od sferoidéw, co skutkowalo zmniejszeniem
ich $rednicy. Zjawisko to wykorzystano jako wskaznik cytotoksycznoéci badanego
zwigzku. Tak przeprowadzona hodowla sferoidéow postuzyla jako dobry model
komdrkowy w ocenie skutecznosci dziatania leku przeciwnowotworowego.
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Przestrzenne hodowle komdrkowe w mikrosystemach przeptywowych stano-
wig duzo lepszy model doswiadczalny in vitro niz hodowle w tradycyjnych naczy-
niach hodowlanych. Pomimo tego trzeba wlozy¢ jeszcze wiele pracy w udoskona-
lenie konstrukeji mikrosysteméw aby mogty one stac sie¢ powszechnie stosowanym
narzedziem badawczym inzynierii komérkowe;.

PODSUMOWANIE

Mikrosystemy przeptywowe s3 obiecujacym narzedziem badawczym inzynierii
komoérkowej. W poréwnaniu do tradycyjnych hodowli komérkowych pozwa-
laja one odwzorowa¢ warunki in vivo. Przede wszystkim zapewniaja staly w cza-
sie przepltyw medium hodowlanego, ktére dostarcza swieze skfadniki pokarmowe
niezbedne do wzrostu komorek, jak réwniez usuwa z ich otoczenia powstajace
podczas hodowli toksyczne metabolity. Warunki przeptywowe zapewniajg sta-
to$¢ i powtarzalnos¢ warunkéw hodowli, co skutkuje zmniejszeniem przypadko-
wosci w badaniach naukowych. Dodatkowo podczas hodowli mozliwa jest regu-
lacja warto$ci przeplywu medium, co pozwala sterowa¢ warunkami hodowli. Co
najwazniejsze, w mikroukladach mozliwe jest osiggniecie przestrzennej hodowli
komorek. W takim $rodowisku komorki zorganizowane sa w sposob zapewniajacy
im komunikacje i wzajemne oddzialtywanie. Dzi¢ki temu hodowla komdrkowa
w mikrosystemach przeplywowych stanowi duzo lepszy model doswiadczalny niz
tradycyjne hodowle. Ponadto, wykorzystanie systemow lab-on-a-chip do badan
moze w przysztosci ograniczy¢ lub catkowicie wyeliminowac testy na zwierzetach.

PODZIEKOWANIE

Niniejszapracabylafinansowanazfunduszyprzeznaczonychnabadaniastatutowe
w Politechnice Warszawskiej.
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