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ABSTRACT

In vitro study at the cellular level is an important step in evaluation of
biological properties of newly developed drugs. In addition, thanks to the use of cell
cultures, it is possible to study the function of the cells of a specific tissue and to
mimic the conditions of cell growth or disease state. Standard (conventional) cell
cultures are most often based on monolayer (two-dimensional, 2D) culture. In such
culture, the cells adhere to the surface of the bottle/ plate in which they grow.
Nevertheless, spatial (three-dimensional, 3D) cultures are also increasingly used in
culture research. However, conventional cell cultures still have a limited ability to
mimic the natural environment of cell growth. Lab-on-a-chip systems (called Cell-
on-a-chip) are new miniature constructional and methodical solutions useful for in
vitro cell cultures. Microsystems allow the development of more advanced cell
models than standard in vitro cultures so far used in biological laboratories. Thanks
to this, it is possible to study cell functions under conditions that mimic the natural
environment of cell growth. It should be emphasized, that the microsystems cannot
completely replace animal testing. Cell-on-a-chip systems can provide alternative
or complementary solutions / tools for in vivo tests, while ensuring high reliability
of the obtained results. So far, Lab-on-a-chip systems have been used to assess the
cytotoxicity of compounds, model intercellular interactions and mimic the function
of various tissues.

In this article we describe Cell-on-a-chip systems which can be used as
advanced models of cell cultures. At the beginning of the manuscript, Cell-on-a-
chip systems and materials used for fabrication microsystems are characterized.
Next, the microsystems used as platforms for cytotoxicity study are presented.
A special attention has been paid to Cell-on-a-chip for spatial cell cultures using:
spheroids, hydrogels, multilayers and nanoscaffolds. Finally,
Organ-on-a-chip systems are shortly discussed. Schemes of Cell-on-a-chip system,
types of cell cultures obtained in microscale are presented in the article. A table
showing a construction materials is also added. At the end, the article is
summarized.

Keywords: Cell-on-a-chip, microsystem, spheroids, hydrogel, cell cultures,
advanced in vitro model
Stowa kluczowe: Cell-on-a-chip, mikrosystem, sferoidy, hydrozel, hodowla

komorek, zaawansowany model in vitro
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2D

3D
CGG
COoC
ECM
ES
GelMA
HA

PC
PCL
PDMS
PDT
PEG
PET
PLLA
PMMA
PS

PU
SBS

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— dwuwymiarowa

— trjwymiarowa

— generator gradientu stezen

— cykliczny kopolimer poliolefinowy
— macierz pozakomorkowa

— elektroprzedzenie

— metakryloil zelatyny

— kwas hialuronowy

— poliweglan

— polikaprolakton

— poli(dimetylosiloksan)

— terapia fotodynamiczna

— polietylenoglikol

— poli(tereftalan etylenu)

— poli-L-laktyd

— poli(metakrylan metylu)

— polistyren

— poliueretan

—rozdmuch roztworu polimeru
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WPROWADZENIE

Badania in vitro, prowadzone na poziomie komorkowym, stanowia istotny etap
oceny wiasciwosci biologicznych nowoopracowywanych lekéw. Ponadto, dzieki
zastosowaniu hodowli komorkowych mozliwe jest badanie funkcji komoérek danej
tkanki, symulujac warunki wzrostu komorek czy stanu choroby. Standardowe hodowle
komorkowe oparte sa najczgsciej na hodowli w postaci monowarstwy
(dwuwymiarowej, 2D), gdzie komorki ulegaja adhezji do powierzchni naczynia,
w ktorym wzrastajg. Niemniej jednak, coraz czgsciej w badaniach wykorzystywane sa
rowniez hodowle przestrzenne (tréjwymiarowe, 3D). Mimo to, w dalszym ciagu
charakteryzuja si¢ one ograniczona mozliwoscia nasladowania srodowiska naturalnego
wzrostu komoérek. Ciekawym rozwiazaniem wydaje si¢ by¢ zastosowanie nowych
miniaturowych rozwiazan konstrukcyjnych i metodycznych hodowli komorek in vitro
jakim sa miniaturowe systemy Lab-on-a-chip (nazywane Cell-on-a-chip). Tego typu
systemy umozliwiaja opracowanie bardziej zaawansowanych modeli komérkowych od
standardowych hodowli in vitro, dotychczas stosowanych w laboratoriach
biologicznych. Dzigki czemu, mozliwe jest poznawanie funkcji komorek w warunkach
nasladujacych naturalne $rodowisko ich wzrostu. Nalezy jednak podkresli¢, ze
mikrosystemy nie moga w zupelosci zastapi¢ badan prowadzonych na zwierzetach.
W zwiazku z czym, stanowi¢ one moga alternatywne badz uzupelniajace
rozwigzania/narzedzia do testow in vivo, jednoczesnie zapewniajac wysoka
wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow. Systemy Lab-on-a-chip wykorzystywane sa do
oceny cytotoksycznosci zwiazkow, modelowania oddzialywan miedzykomorkowych
i nasladowania funkcji réznych tkanek.

1. SYSTEMY CELL-ON-A-CHIP - KONSTRUKCJA I MATERIALY
1.1. CZYM SA SYSTEMY CELL-ON-A-CHIP?

Systemy Lab-on-a-chip po raz pierwszy zaprezentowano w literaturze kilka
dekad temu. Gléwnie wykorzystywane byly one w takich dziedzinach nauki jak
chemia czy analiza §rodowiskowa [1]. Z czasem, coraz wiecej mikrosystemow
znajdowato zastosowanie w takich obszarach nauki jak biologia, biotechnologia
i medycyna. Systemy Lab-on-a-chip definiowane s3a jako zintegrowane
mikrolaboratoria na plytce, za pomoca ktérych mozliwe jest przeprowadzenie
kompleksowej i wieloetapowej analizy z zastosowaniem mikrolitrowych objetosci
[2]. Prowadzenie badan w mikroskali z zastosowaniem materialu biologicznego
(tj. komorek pochodzenia zwierzgcego czy ludzkiego) pozwolito na rozwoj tzw.
systemow Cell-on-chip [3]. W prostym tlumaczeniu mozemy to rozumie¢ jako
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»komodrka na plytce”, czyli prowadzenie hodowli komoérek oraz ich analiza
w mikrometrowej plytce hodowlanej. Na Rysunku 1 przedstawiono schemat
systemu typu Cell-on-a-chip oraz jego kluczowe elementy. Mikrosystemy
zbudowane sa z co najmniej dwoch ptytek konstrukcyjnych o wymiarach kilku
centymetrow, trwale ze soba potaczonych. Materiaty, z ktorych wykonane sg te
ptytki powinny charakteryzowaé sie specyficznymi wiasciwosciami (opisanymi
w kolejnym podrozdziale). Jedng z najwazniejszych wlasciwosci tych materiatdw
jest biokompatybilno$¢. Determinowane jest to faktem, iz systemy Cell-on-a-chip
stosowane sg do pracy z materialem biologicznym. Minimum jedna ptytka
mikrosystemu posiada w swej strukturze wykonane mikrostruktury o odpowiednio
zaprojektowanej geometrii [3-5]. Technologia wytwarzania mikrostruktur
(tj. fotolitografia, mikrofrezowanie, metoda odlewu) zalezy od typu materiatu
z jakiego wykonana jest ptytka. Geometria mikrostruktur systemow Cell-on-a-chip
projektowana jest w taki sposob, aby zapewni¢ miejsca umieszczania i wzrostu
komorek (tzw. mikrokomory hodowlane), ktore odpowiadajg dotkom hodowlanym
w standardowych ptytkach. W tych mikrokomorach umieszczany jest badany
material biologiczny (np. pojedyncze komorki, zawiesina komodrkowa, czy
fragmenty tkanki). Ponadto, mikrosystem posiada dodatkowa sie¢ mikrokanatow,
umozliwiajgc potaczenie mikrokomoér miedzy sobg oraz z odpowiednimi otworami
wlotowymi i wylotowymi mikrosystemu. Mikrokanaly stuza réwniez do
wprowadzania komoérek do srodka mikrosystemu oraz dostarczania substancji
odzywczych i badanych zwigzkéw oraz usuwania metabolitéw komorkowych [4-6].
Wszystkie operacje, zwigzane z hodowla komorek, analizg ich funkcjonowania oraz
oceng wptywu egzogennych czynnikéw na stan hodowli komorkowej, prowadzone
sa w przeptywie w tzw. warunkach dynamicznych. Do hodowli komorek,
w szczegoOlnosci do uzyskania przestrzennej, trojwymiarowej (3D) hodowli
komérek stosowane mogag by¢ dodatkowe biomateriaty, ktére integrowane sg
wewnatrz mikrosystemu [4, 7]. Nalezg do nich np. hydrozele, rusztowania (ang.
scaffolds) i nanowtokna (omdéwione szczegdtowo w kolejnym podrozdziale).
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Rysunek 1. Schemat systemu typu Cell-on-a-chip oraz jego kluczowe elementy
Figure 1. A scheme of Cell-on-a-chip system and its key elements

Bez watpienia jednym z najbardziej nasuwajacych sie pytan jest to, dlaczego
opracowywane sg narzedzia typu Lab-on-a-chip i czemu tak naprawde mialyby one
stuzy¢? Rozwoj systemdw Cell-on-a-chip zwigzany jest z poszukiwaniem nowych
sposobodw prowadzenia badan biologicznych in vitro. Hodowle komorkowe, czyli
utrzymanie zywych komoérek i tkanek poza organizmem przez minimum 24 h,
odgrywaja istotng role np. w poznawaniu funkcji komorek, badaniach
toksykologicznych czy w optymalizacji parametrow terapii. Standardowe hodowle
in vitro to najczesciej dwuwymiarowa (2D) monowarstwa, utworzona przez
komorki adherentne. Wyizolowanie komorek z ich przestrzennej geometrii
(panujacej w warunkach in vivo) pozbawia je m. in. sygnatdéw zewnatrz-
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komérkowych regulujacych strukture komorek [8]. Dlatego tez uznaje sig, ze
hodowle komdrkowe sg uproszczonym modelem biologicznym i w takim modelu
odpowiedz komorek na dziatanie czynnikéw zewngtrznych moze odbiega¢ od tych
obecnych w organizmie zywym. Systemy Cell-on-a-chip shizy¢ moga jako
narzgdzia, w ktorych uzyskiwane sg zaawansowane modele hodowli komorek. Jest
to miedzy innymi mozliwe dzigki zaprojektowaniu sieci mikrokanatow
odpowiadajacym unaczynieniu, zapewnieniu wysokiego stosunku powierzchni do
objetosci, na ktdrej rosng komorki (ang. surface to volume (SAV) ratio) oraz niskiej
efektywnej objetosci hodowli (ang. effective culture volume, ECV) [9,10]. Ponadto,
geometria mikrostruktur oraz zastosowanie dodatkowych biomaterialéw umozliwia
przestrzenne ulozenie i wzrost komérek [4, 7]. W mikroskali, w zaprojektowanych
mikrokanatach zapewniony jest laminarny przeplyw roztwordw. Dynamiczne
warunki hodowli, czyli zastosowanie na kazdym etapie badan przeptywu m.in.
skfadnikéw odzywczych i badanych substancji, odpowiada fizykochemicznemu
charakterowi mikrosrodowiska in vivo [11].

Oprocz tego, ze zastosowanie systemow Lab-on-a-chip pozwala na
rozwigzanie problemoéw zwigzanych z uproszczonym mikrosrodowiskiem hodowli
in vitro, daje ono rowniez korzysci z ekonomicznego punktu widzenia.
Miniaturyzacja umozliwia  zmniejszenie objetosci  badanego  materiatu
biologicznego oraz reagentow (pozywek hodowlanych, badanych zwigzkdéw)
stosowanych w trakcie prowadzenia eksperymentow. Dzieki temu ilos¢ powstatych
odpadéw réwniez ulega redukcji. Male wymiary mikrosystemow pozwalaja
réwniez na oszczedno$¢ przestrzeni. Ze wzgledu na szybkg wymiang masy i ciepta
skrocony jest czas prowadzonych eksperymentéw. Mikrokanaty moga by¢
wykorzystywane jako mikromieszalniki, umozliwiajace automatyczne generowanie
roztwordw o réoznym stezeniu, tworzac tzw. generatory stezen. Ponadto, w ostatnich
latach coraz czesciej sterowanie praca mikrosystemow prowadzone jest zdalnie, za
pomoca opracowanej do tego aplikacji np. na smartfonie. Taka automatyzacja
badan przyczynia si¢ do prowadzenia precyzyjnych oznaczen, zwigkszenia
przepustowosci badan jak réwniez zminimalizowania udzialu czynnika ludzkiego
w calym procesie hodowli i analizy komérek. To wszystko wptywa na redukcje
kosztow, co jest niezmiernie wazne w przypadku bardzo drogich badan
biologicznych [10-13].

Systemy Cell-on-a-chip znajduja szerokie zastosowanie w inzynierii
komérkowej. Coraz czesciej oparte sg one nie na prostej dwuwymiarowej hodowli,
ale na przestrzennym wzroscie badanych komérek. Tym samym, mikrosystemy
moga by¢ uznawane za innowacyjne narzedzia, ktdre mogg by¢ stosowane do
analizy i hodowli komorek r6znego typu.
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1.2. MATERIALY STOSOWANE DO WYKONANIA SYSTEMOW CELL-ON-A-CHIP

Materiaty stosowane do wykonania systemow Lab-on-a-chip dedykowanych
inzynierii komorkowej podzieli¢ mozna na: (1) materiaty konstrukcyjne, stosowane
do wytworzenia mikrostruktur oraz (2) biomateriaty, stosowane do modyfikacji
powierzchni mikrokanalow czy wuzyskania hodowli przestrzennej (3D)
w mikrosystemie [4, 14]. Zaréwno wybor materialu konstrukcyjnego jak
i biomateriatu uwarunkowany jest typem badanych komdrek oraz przeznaczeniem
opracowywanego systemu Lab-on-a-chip. Materialy konstrukcyjne przede
wszystkim powinny umozliwia¢ wykonanie w nich mikrostruktur. Ponadto, ze
wzgledu na prowadzenie badan z probka Dbiologiczng, powinny by¢
biokompatybilne oraz umozliwiaé wzrost komoérek [4, 14]. Tak jak prezentowano
w poprzednim podrozdziale, systemy Lab-on-a-chip, skladaja si¢ z minimum
dwoch plytek. Co najmniej jedna z nich powinna by¢ przepuszczalna dla gazow,
celem utrzymania odpowiedniego natlenienia komorek umieszczonych wewnatrz
mikrosystemu. Takie rozwigzanie, eliminuje konieczno$¢ integracji mikrosystemow
z elementem regulujacym poziom gazéw. Kolejng wazna cecha materiatow jest ich
transparentnos$¢. Dzigki zastosowaniu co najmniej jednego przezroczystego
materialu mozliwe jest prowadzenie obserwacji morfologii i proliferacji komorek
W czasie rzeczywistym.

Poli(dimetylosiloksan) (PDMS) oraz szklo sa materialami najczgsciej
wykorzystywanymi do konstrukcji mikrosysteméw typu Cell-on-a-chip. Wynika to
z wlasciwosci tych materiatow. Szkto jest biokompatybilne, przezroczyste,
hydrofilowe 1 chemicznie obojetnie. PDMS 2z kolei jest hydrofobowym
elastomerem, w ktéorym z dokladnoscia do kilku mikrometréw mozliwe jest
wykonanie mikrowzoru. Ponadto, jest to materiat przepuszczalny dla gazéw [7, 13-
16]. Wybor materiatu konstrukcyjnego jest determinowany typem hodowli (2D lub
3D) jaki chcemy uzyskaé w mikrouktadzie. W literaturze najczesciej prezentowane
sa mikrosystemy do hodowli 2D komdrek, gdzie komdrki ulegaja adhezji do
powierzchni, na ktorej wzrastajag. W tym celu jako jeden z elementéw
konstrukcyjnych mikrosystemu stosowane jest hydrofilowe szklo. Z kolei,
hydrofobowy PDMS wykorzystywany jest do uzyskania hodowli przestrzennych
(np. sferoidéw) lub jako element tzw. mikrosysteméw hybrydowych, polaczonych
ze szklem. Stanowi on wtedy material przepuszczalny dla gazéw [7, 15-17].
Zastosowanie W opracowywaniu systemow typu Lab-on-a-chip do hodowli
i analizy komoérek znajduja réwniez polimery termoplastyczne. Wyrdznic tutaj
mozna: poli(metakrylan metylu) (PMMA), poliweglan (PC), polistyren (PS),
cykliczny kopolimer poliolefinowy (COC) [4, 14, 18-21]. Typ materialu oraz
wymiary mikrostruktur wptywaj jaki rodzaj technologii zostanie zastosowany do
uzyskania mikrostruktur (tabela 1).
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Tabela 1. Charakterystyka materialow konstrukcyjnych mikrosystemow
Table 1. Characterization of constructional materials of the microsystems
Material Szklo PDMS PMMA PS PC CcocC
Biokompatybilnosé +++ +++ +++ +++ +++ +++
Hydrofobowos¢ - ++ ++ ++ ++ ++
Przepuszczalno$é
| .
dla gazéw - 52531 58 145 92 63,5
[em’-mm/m
‘day-atm]
Przezroczysto$é
+HH/+ A+ A+ -+ +HH/+ A+
UV/VIS
mokre
trawienie metoda odlewu, mikrofrezowanie,
Technologia HF, fotolitografia, mikroobrobka laserowa
mikroobréb  podwojny odlew wyciskanie na goraco

ka laserowa

Literatura [4,7,13] [15, 16] [18] [20] [19] [21]

PDMS — poli(dimetylosiloksan), PMMA— poli(metakrylan metylu), PC — poliwgglan, PS — polistyren, COC —
cykliczny kopolimer poliolefinowy, HF —kwas fluorowodorowy

W wytwarzaniu systemow Cell-on-a-chip duza role odgrywaja biomaterialy,
ktore umieszczane sg wewnatrz opracowanych mikrostruktur. Do modyfikacji
powierzchni mikrowzoré6w PDMS oraz szkla, stosowane sg biatka bedace
sktadnikami macierzy pozakomoérkowej (ang. extracellular matrix, ECM) t;j.:
kolagen, fibronektyna, poli-L-lizyna, laminina [15]. Materialy te umozliwiaja
zmiang wiasciwosci powierzchni z hydrofobowej na bardziej hydrofilowa, tym
samym zwigkszajac adhezje komorek.

W celu uzyskania zaawansowanych modeli komdrkowych w systemach Lab-
on-a-chip wykorzystywane sa biomaterialy umozliwiajagce odzwierciedlenie ECM.
W tym celu, stosowane sa hydrozele: pochodzenia naturalnego (kolagen typu I,
Matrigel, alginian, kwas hialuronowy (HA)), jak i syntetycznego (polietylenoglikol
— PEG, Puramatrix, metakryloil zelatyny (GelMA)) [4, 14, 22-26]. Uzyskanie
hydrozelu opiera si¢ na zmianie (za pomocg czynnikéw zewnetrznych) cieklej
formy hydrozelu w Zel. Formowanie zelu prowadzone jest pod wplywem réznych
czynnikéw tj. czynniki chemiczne, promieniowanie ultrafioletowe, temperatura
i zalezne jest od rodzaju materialu. Poréwnujac hydrozele pochodzenia naturalnego
i syntetycznego nalezy zauwazy¢, ze te pierwsze dzieki zawartym w nich
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substancjom endogennym, odzwierciedlaja dokladniej naturalne ECM. Niemniej
jednak, ten sam hydrozel rozni¢ si¢ moze skladem. Wptywa to na interpretacje
wynikéw i trudnos¢ w ich poréwnaniu miedzy soba. Z kolei, hydrozele syntetyczne
maja lepsze wilasciwosci mechaniczne, s3 w pelni nietoksyczne, ale wymagaja
dodatkowych substancji stymulujacych prawidtowy wzrost komorek.

Rozwigzania oparte na polimerowych rusztowaniach (ang. scaffolds) (1.
nanowldkna, nanowldkniste rusztowania) sa obok hydrozeli coraz czesciej
stosowane w systemach Cell-on-a-chip. Materialy te charakteryzuja si¢ takimi
wlasciwosciami jak: porowatos$¢, wysoki stosunek powierzchni do objetosci oraz
strukturalne podobienstwo do macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM). Dzigki temu
wykorzystywane sa jako rusztowania do wzrostu komdrek i nasladowania
mikrosrodowiska in vivo. W tym celu znalazly zastosowane takie polimery
i kopolimery jak: poliueretan (PU), poli-L-laktyd (PLLA), polikaprolakton (PCL),
kopolimer L-laktydu 1 e-kaprolaktonu (P(LLA-CL)), kopolimer kwasu
polimlekowego 1 kwasu glikolowego (PLGA) [4, 27-30]. Do uzyskania
nanostruktur z tych materialow stosowane sa m.in. takie metody jak
elektroprzedzenie (ang. Electrospinning, ES), rozdmuch roztworu polimeru (ang.
solution blow spinning, SBS) lub drukowanie 3D. Zastosowana technologia
wytwarzania nanorusztowan determinowana jest rodzajem materialu oraz
wymiarami struktur jakie chcemy uzyskac.

2. MIKROSYSTEMY JAKO PLATFORMY DO OCENY
CYTOTOKSYCZNOSCI

2.1. OCENA CYTOTOKSYCZNOSCI A TYP HODOWLI KOMORKOWEJ W
MIKROSKALI

Badania cytotoksycznosci zwigzkéw za pomoca testdw in vitro, umozliwiaja
okreslenie stezenia zwigzku jaki wywotuje toksyczne dziatanie na wybrang lini¢
komérkowa (np. oznaczanie LCsy). Testy in vitro znajduja wazne zastosowanie
m.in. w opracowywaniu nowych zwigzkdw leczniczych czy terapii. Prowadzenie
testow w systemach Cell-on-a-chip, zawierajacych $ci$le zdefiniowane hodowle
komérkowe, umozliwi usprawnienie tego typu badan. W przeciwienstwie do
standardowych hodowli in vitro, gdzie dominujg badania z wykorzystaniem
hodowli komérek w monowarstwie (2D), w mikrosystemach uzyskiwane sg rdzne
typy hodowli dwu- oraz tréjwymiarowych [4, 12-14, 17]. Na Rysunku
2 przedstawiono schemat prezentujacy typy hodowli, jakie uzyskiwane s3g
w mikroskali, celem zastosowania ich do badania cytotoksycznosci roznych
zwigzkéw. Oczywistym jest, ze gldwnym typem badan w mikroskali, podobnie jak
w standardowych badaniach, sg te wykorzystujace monowarstwe komérek (2D).
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Takie mikrosystemy postuzyly m.in.: do badania funkcji i morfologii komodrek
w warunkach przeptywowych, analizy cytotoksycznosci zwiazkéw leczniczych lub
opracowywanych jako nowe leki, badania skutecznosci wybranych terapii
np. przeciwnowotworowych [4, 12-15, 17]. Prowadzone sg rowniez hodowle 2D
kokultur komoérkowych. Warte podkreslenia jest to, ze wspothodowla komorek
dwéch typéw (np. prawidlowych i nowotworowych) w $cisle zdefiniowanych
obszarach jest utrudniona w standardowych ptytkach wielodotkowych. Dzieki
zastosowaniu miniaturyzacji mozliwe jest zaprojektowanie Scisle sprecyzowanych
i kontrolowanych miejsc umieszczenia, hodowli, a nastepnie analizy komorek. Tym
samym, badany jest wplyw jednego typu komorek na drugi, np. w trakcie
optymalizacji dawki lekéw czy procedur terapeutycznych [31]. Wazne miejsce
zajmuja réwniez systemy Lab-on-a-chip, w ktorych analizowane sg pojedyncze
komérki [14]. Hodowla komorek w postaci monowarstwy (2D) jest uproszczong
forma naturalnego wzrostu komoérek. W celu lepszego odwzorowania warunkow in
vivo poza organizmem zywym, opracowano mikrosystemy, bedace
zaawansowanymi modelami hodowli in vitro, umozliwiajace przestrzenne utozenie
i wzrost komérek. Do uzyskania tréjwymiarowej (3D) hodowli komorek stosowane
moga by¢: wielokomorkowe agregaty i sferoidy, wielowarstwy komoérkowe,
hydrozele czy rusztowania i nanowtokna [22-30, 32, 33]. W tego rodzaju
hodowlach, komorki taczg si¢ ze sobg tworzac przestrzenne utozenie, co pozwala na
uzyskanie m.in. 3D macierzy zewnatrzkomorkowej i interakcji pomiedzy
komorkami.  Zaawansowane modele hodowli in  vitro, uzyskiwane
w mikrosystemach, postuzyty dotychczas do przeprowadzenia réznego typu badan
zwigzanych z funkcjonowaniem komorek, oceng cytotoksycznosci zwigzkow, czy
modelowaniem stanu choroby. Badano zaréwno komorki prawidlowe jak
i nowotworowe, pierwotne i ustalone linie komérkowe pobrane z réznych organdw.
Wiele prac poswigconych jest rowniez analizie komdrek macierzystych.
Szczegotowe rozwigzania dla réznych przyktadow zaawansowanych hodowli
komodrek w mikrosystemie przedstawiono w kolejnym rozdziale.
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Rysunek 2. Schemat prezentujacy typy hodowli uzyskiwanie w mikroskali
Figure 2. A scheme of types of cell cultures created in microscale
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2.2. SYSTEMY LAB-ON-A-CHIP DO HODOWLI SFEROIDOW

Tworzenie oraz hodowla sferoiddow w systemach Cell-on-a-chip jest jedna
z gléwnych metod uzyskiwania zaawansowanych modeli hodowli komorek in vitro.
Wielokomérkowe sferoidy (ang. Multicellular spheroids, MCS) sa agregatami
komorkowymi o szczegdlnych wiasciwosciach. Sktadaja si¢ one z trzech czesci:
martwiczego rdzenia (w $rodku sferoidu), komdrek w stanie spoczynkowym oraz
komoérek proliferujacych (czes¢ zewngtrzna sferoidu) [34]. Taka budowa sferoidu
zapewnia S$ciste interakcje pomigdzy komdrkami oraz obecno$¢ macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Ponadto, w sferoidzie obecne sa gradienty sktadnikéw
odzywczych, metabolitow i tlenu pomiedzy zewne¢trzng a sSrodkowg czescig
sferoidu. Ze wzgledu na ograniczona dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych oraz
tlenu do wnetrza sferoidu, uznawane sg one za wczesne stadium beznaczyniowego
guza nowotworowego. W zwigzku z tym, wiele badan opartych na zastosowaniu
sferoidow  dotyczy terapii przeciwnowotworowej. Sferoidy, stosowane
w badaniach, pozbawione sa naczyn krwiono$nych i limfatycznych oraz
odpowiedniej ilosci tkanki tacznej. W zwiazku z czym nalezy pamigtaé, ze stanowia
one jedynie zaawansowany model komoérkowy.

Tworzenie si¢ sferoidow jest oparte na wigkszym powinowactwie oddziatywan
komorka-komérka niz komérka - macierz zewnatrzkomorkowa. Tym samym,
material  konstrukcyjny mikrosysteméw, powinien posiada¢ wlasciwosci
hydrofobowe, uniemozliwiajace do niego adhezj¢ komdrek. Obok tego czynnika,
istotny wplyw na formowanie sferoidow w systemach Lab-on-a-chip ma typ
komorek oraz ksztatt i wielko$¢ mikrodotka hodowlanego, w ktdérym tworzone sa
sferoidy [35-37].

W badaniach wlasnych badaliSmy jak parametry takie jak: glebokos¢
mikrodotkéw hodowlanych, predkos¢ przeptywu wprowadzanej zawiesiny
komorkowej oraz dodanie kolagenu do zawiesiny komorek, wptywa na hodowlg
sferoidow [35]. Badania prowadzono w mikrosystemie sktadajagcym si¢ z sieci
mikrokanatow i 3x4 macierzy mikrokomér hodowlanych z U-ksztattnymi
mikrodotkami (o glebokosci 350 pm lub 500 um) wykonanych w PDMS. W celu
zwigkszenia hydrofobowosci PDMS oraz agregacji komorek powierzchnie PDMS
zmodyfikowano 0,05% poli(alkoholem winylowym) (PVA). Wykazano, ze
komorki chetniej agreguja w glebszych mikrodotkach oraz ze komérki prawidlowe
posiadaja wickszy stopien agregacji od badanych komdrek nowotworowych.
Ponadto, geometria mikrosystemu byla zaprojektowana w taki sposéb, ze
w kazdym z mikrodotkow uzyskiwano pojedynczy sferoid. Daje to mozliwosé
dlugoterminowego badania tego samego sferoidu i oceny odpowiedzi komérek na
dziatanie danego czynnika terapeutycznego. Na podstawie tych badan, opracowano
mikrosystemy PDMS/PDMS do hodowli sferoidow w formie mono- i kokultury
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komérek A549 i MRCS5. Te opracowane zaawansowane modele komodrkowe
postuzyty do oceny cytotoksycznosci i fotocytotoksycznosci zwiazkdw (tj. kwas
5-aminolewulinowy i enkapsutlowana mezo-tetrafenyloporfiryna) stosowanych
w terapii fotodynamicznej (PDT) [32, 35]. Wykazano, ze mikrosystemy
PDMS/PDMS z powodzeniem zastosowane moga by¢ do uzyskania przestrzennego
modelu komoérek ptuc (hodowanych w postaci mono- i kokultury komoérek) oraz
oceny dziatania terapeutycznego wybranych zwiazkow stosowanych w PDT.

Opracowano  rowniez mikrosystem do analizy  cytotoksycznosci
chemioterapeutykdw, np. cisplatyny [36]. System Lab-on-a-chip zostal
zaprojektowany w ten sposob, ze mozliwe bylo analizowanie pojedynczych
sferoidow, ztozonych z komérek ztosliwego migdzybloniaka optucnej (MPM).
Ocene cytotoksycznosci dokonywano na podstawie aktywnosci kaspazy
W supernatancie pobranym z mikrosystemu, w ktorym rosty komérki. Wykazano,
ze badany chemioterapeutyk w warunkach dynamicznych (przeptyw badanego
czynnika), hamuje wzrost komoérek dwukrotnie bardziej niz w hodowli statycznej
(brak przeptywu). Zwigzane jest to z ciggla wymiang substancji odzywczych oraz
tlenu w prowadzonej hodowli. W mikroskali mozliwe jest zastosowanie réznego
rodzaju elementéw konstrukcyjnych zwigkszajacych automatyzacje badan, np.
poprzez tworzenie odpowiednich generatoréw gradientu stgzen (CGG) [10]. Takie
rozwigzanie zaproponowano w mikrosystemie, w ktorym z powodzeniem
przeprowadzono hodowle sferoidéw zlozonych z komdrek raka jelita grubego
(HCT116) [37]. Przeprowadzono analiz¢ cytotoksycznosci irinotekanu, ktdry
inkubowano z komérkami przez trzy dni. Dzigki zastosowaniu CGG, automatycznie
uzyskano rozne st¢zenia badanego zwigzku. Wyniki powyzszych badan, wnosza
istotng wiedze dotyczaca analizy komoérek nowotworowych oraz sposobu
optymalizacji procedur przeciwnowotworowych.

Mimo tego, ze wielokomoérkowe sferoidy sa uznawane za wezesny model guza
nowotworowego, wykorzystywane sa one réwniez jako zaawansowane,
tréjwymiarowe modele innych typow komorek, pochodzacych z réznych organéw
np. serca, trzustki. Np. opracowano platforme¢ do hodowli i analizy sferoidow
ztozonych z komérek hiPSC-CM oraz elektroprzewodzacych nanorurek
krzemowych [38]. Dzigki takiemu rozwigzaniu, analizowano jak elektryczna
stymulacja wptywa na proliferacje i skurcz komoérek tworzacych sferoidy.

2.3. MODEL PRZESTRZENNY HODOWLI I ANALIZY KOMOREK Z
WYKORZYSTANIEM HYDROZELI

Zastosowanie hydrozeli jest kolejnym sposobem uzyskania przestrzennego
ulozenia komoérek w mikrosystemach. Samoorganizujace si¢ sferoidy posiadaja
w swej strukturze rdzen nekrotyczny, gdzie ograniczony jest dostep substancji
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odzywczych oraz tlenu. Uznaje si¢, ze zastosowanie hydrozeli, w ktorych sa
zawieszone komorki, pozwala na rdwnomierne dostarczenie substancji odzywczych
oraz zwigzkow do badanych komorek. Jednoczesnie, hydrozele stanowig swojego
rodzaju macierz zewnatrzkomdérkowa, strukturalnie podobna do tej wystepujacej
w organizmie zywym, zalezna od typu hydrozelu. Do hodowli komorek
w systemach Lab-on-a-chip stosowano zaréwno hydrozele pochodzenia
naturalnego jak i syntetycznego (wymienione w podrozdziale 1.2) np. kolagen typu
I, kwas hialuronowy, Matrigel, alginian, GelMA [4, 14, 22-26]. W plynnym
hydrozelu zawieszane sa komorki, a nastepnie jest on zelowany pod wpltywem
wybranych czynnikéw. W mikrosystemach wypetnionych hydrozelem analizowano
rézne typy komorek, zaréwno prawidtowe (np. endotelialne: TIME, HUVEC,
ECFC, macierzyste: hMSC, iPSC, pierwotne hepatocyty, fibroblasty NIH 3T3,
komérki nerwowe) jak i nowotworowe (np. piersi MDA-MB-231, BCC, MCF-7,
krazace CTC). Hodowla przestrzenna tych komorek w mikrosystemach zostata
wykorzystana m.in. do analizy: proliferacji i morfologii komorek, cytotoksycznosci
i dzialania réznych zwigzkéw jak rowniez modelowania wzrostu okreslonych
tkanek czy unaczynienia [4, 22-26, 39].

W swoich badaniach podjeliSmy probe opracowania modelu przestrzennego
w mikroskali z zastosowaniem komercyjnie dostepnego hydrozelu peptydowego
Puramatrix. W tym celu, opracowano mikrosystem (PDMS/szklo) sktadajacy sie
z trzech mikrokanatéw: gtownego, w ktorym znajdowat si¢ hydrozel z komodrkami
oraz mikrokanatéw bocznych (oddzielonych od mikrokanatu glownego za pomoca
mikrostupkéw) przeznaczonych do wprowadzania substancji odzywczych oraz
badanych zwigzkow [22]. Zaprojektowany mikrosystem z powodzeniem zostat
zastosowany do czterodniowej hodowli 3D oraz 2D (wprowadzano komorki bez
hydrozelu) ludzkich kardiomiocytéw (HCM) oraz testow cytotoksycznosci
izoprotenerolu. Zaobserwowano istotne réznice pomiedzy tymi dwoma modelami
hodowlanymi. Ze wzgledu na to, ze zaawansowane modele przeplywowe do
przestrzennej hodowli kardiomiocytéw w pewnym stopniu odzwierciedlaja warunki
in vivo, odpowiedZ komorek w takim modelu moze by¢ bardziej zblizona do
rzeczywistej, uzyskiwanej w organizmie. Analiza komoérek sercowych, w tym
kardiomiocytéw, w systemach Cell-on-a-chip byla podejmowana réwniez przez
inne zespoty badawcze. Opracowano mikrosystem z PDMS, w ktérym przez 10 dni
hodowano mysie kardiomocyty enkapsutowane w hydrozelu chitozanowym [23].
Z kolei hydrozel Matrigel wykorzystano do hodowli szczurzych kardiomiocytow
i fibroblastéw sercowych w systemie typu Lab-on-paper [24]. Opracowano réwniez
mikrosystem, w ktérym umieszczono komorki karidomiocytdw szczura
enkapsulowane w GelMA, postuzyt on do oceny wptywu adrenaliny na kurczliwo$é
komorek [26].
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Formowanie 3D hodowli komorek w hydrozelu coraz czesciej znajduje
zastosowanie do nasladowania i badania unaczynienia oraz angiogenezy
w mikrosystemach. Pauty i in. opracowali mikronaczynie w mikrosystemie
wykonanym z PDMS [25]. Do mikrokanatu wprowadzono hydrozel kolagenu typu
I, w taki sposéb, ze uzyskano otwor o srednicy 200 wm. Postuzyl on do hodowli
komoérek srodbtonka ludzkiej zyly pepowinowej, w kolejnych godzinach hodowli
tworzac mikronaczynie. Nastepnie, badano jak czynnik wzrostu $rédblonka
naczyniowego -A (VEGF-A) i jego receptor-2 (VEGFR-2) wplywaja na
angiogenez¢ w opracowanym mikrouktadzie.

2.4. INNE TYPY ZAAWANSOWANYCH MODELI HODOWLI KOMOREK IN VITRO

Kolejnym podejsciem uzyskania hodowli przestrzennej w mikrosystemie jest
tworzenie hodowli wielowarstwowych ztozonych z: komdrek prawidtowych oraz
rosngcych na nich komoérkach nowotworowych. Hodowle wielowarstwowe znalez¢
moga szczegdlne zastosowanie w hodowli i analizie komoérek nowotworowych.
Wynika to z faktu, ze wielowarstwowa hodowla komoérkowa nasladuje dwa
najwazniejsze elementy budowy tkanki nowotworowej: warstwe podstawng (zreb)
- ztozong z komorek prawidtowych (np. komoérek tkanki facznej lub fibroblastow)
oraz warstwe¢ miazszu - ztozong komorek nowotworowych [40]. Komérki tkanki
tacznej s odpowiedzialne za wytwarzanie ECM, wypetniajac przestrzen miedzy
komorkami nowotworowymi i stymulujg ich podziat. Dzigki takiemu rozwigzaniu
mozliwe jest nasladowanie w systemach Cell-on-a-chip heterogenicznej morfologii
tkanki nowotworowej. Hodowla wielowarstwowa w mikrosystemach uzyskiwana
jest poprzez, np. bezposrednie umieszczenie komdrek nowotworowych na warstwie
komorek prawidtowych czy zastosowanie dodatkowej membrany jako podtoza
hodowli komorek. W tym celu stosowane moga by¢é porowate membrany
pochodzenia syntetycznego np. z poli(tereftalan etylenu) (PET), badz cienkie
membrany wykonane z hydrozelu (np. Matrigelu, kolagenu) [33, 41].

Opracowano mikrouktad z PDMS, w ktérym wuzyskano hodowle
szesciowarstwowg komorek o grubosci ok. 100 pm umieszczong na porowatej
membranie PET [41]. Membrana umozliwila réwnomierne dostarczenie substancji
odzywczej do komoérek. Uzytecznos¢ takiego modelu hodowli komoérek §rédblonka
(EMC), badano analizujac stgzenie tlenu w hodowli oraz zywotno$¢ komorek.
Opracowano réwniez mikrosystem z PDMS, w ktérym umieszczono membrane
z Matrigelu lub kolagenu [33]. Membrany przygotowywano poprzez inkubowanie
cienkiej warstwy hydrozelu w 37°C. Zastosowanie porowatej membrany, imitowato
dziatanie blony podstawnej. W wykonanym mikrosystemie analizowano
proliferacje i zywotnos¢ komoérek hodowanych warstwowo tj: komoérki nabtonka
(BEAS-2b) z komorkami $rédbtonka (HUVEC), komorki srodblonka
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(HUVEC) =z fibroblastami (NHLFs), fibroblasty (NHLFs) z komorkami
nowotworowymi pluc (A549). Wykazano, ze proponowane rozwigzanie
z powodzeniem moze by¢ stosowane do hodowli wielowarstwowej komorek.

Mimo tego, ze hodowle przestrzenne s3 zaawansowanym modelem
hodowlanym, to czesto komorki nie wykazuja regularnego i rdéwnolegtego utozenia
wzgledem siebie. Zastosowanie rusztowan oraz nanowldkien w mikrosystemach
moze by¢ rozwigzaniem tego typu problemu. Wynika to réwniez z faktu, ze
nanowldkna sa porowate, maja wysoki stosunek powierzchni do objgtosci i sa
podobne do ECM [27-29]. Ponadto, ukierunkowany wzrost komorek
determinowany  jest  przeplywem = roztworéw  (warunki  dynamiczne)
w mikrosystemach.

Systemy Cell-on-a-chip oparte na nanorusztowaniach i nanowléknach badane
byly pod katem zastosowania do hodowli i analizy r6znego typu komorek np. serca,
nerwowych, migsniowych, macierzystych [27-31]. W szczego6lnosci znajdujg one
zastosowanie w badaniu komorek macierzystych. Wynika to z faktu, ze badane jest
réznicowanie komoérek po dziataniu nie tylko warunkow przeptywowych, ale
réwniez specyficznej topografii powierzchni, na ktérej rosng komorki. Na przyktad,
w mikrosystemie z PDMS zawierajacym mikrokanaty wraz z nanorusztowaniem
z PLGA analizowano réznicowanie hiPSC w kierunku neuronéw [27]. Z kolei
nanowlékna z tego samego biomaterialu zintegrowano w trojwarstwowym
mikrosystemie z PDMS i szkta [28]. Mikrosystem ten postuzyt do badania
réznicowania komérek MSC. Poza tym, w mikrosystemie integrowane sg
nanowlokna, ktérych wilasciwosci fizykochemiczne (np. modut sprezystoscei,
elastycznos$¢) oraz metoda ich wykonania, sg tak dobrane, aby odpowiadaly one
wiasciwosciom danej tkanki. Prowadzone sg prace nad integracjag mikrosystemow
z nanorusztowaniami oraz nanowléknami. Niemniej jednak ze wzgledu na brak ich
przezroczystosci, istnieje wiele zagadnien, ktore nalezy rozwigzac.

3. NASLADOWANIE FUNKCJONOWANIA ORGANOW W MIKROSKALI
— SYSTEMY ORGAN-ON-A-CHIP

Rozwo6j metod pozwalajacych na otrzymywanie coraz bardziej ztozonych
mikrosystemow, doprowadzil do powstania systeméw nasladujacych dziatanie
catych organow ludzkiego ciata. Tego typu mikrosystemy nazywane sg systemami
Organ-on-a-chip [42, 43]. W ostatnich latach, systemy typu Organ-on-a-chip
uznawane s3 za narzgdzia posiadajace ogromy potencjal w kontekscie badania
skutecznosci i bezpieczenstwa lekow, zwiazkéw chemicznych czy kosmetykow
oraz w zastosowaniu ich w medycynie regeneracyjnej. Systemy Organ-on-a-chip sa
zaawansowanymi modelami hodowli komorek in vitro, umozliwiajgcymi
nasladowanie przynajmniej w pewnym stopniu funkcjonowania danej tkanki czy
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organu [4, 42, 43]. Jest to mozliwe m.in. poprzez zastosowanie hodowli
przestrzennej komorek, kokultury komorek budujacych dang tkanke, zastosowaniu
czynnikow egzogennych o takich parametrach jak w warunkach in vivo, symulacji
unaczynienia. Odpowiednio opracowane systemy tego typu, umozliwiaja
osiggniecie wynikdw badan z duza zgodnosciag do tych otrzymywanych
w warunkach in vivo. Systemy Organ-on-a-chip stosowane sg m.in. do:

e badania fizjologii i funkcji komorek,

e opracowywania metod terapeutycznych w fazie choroby danego organu,

e badanie cytotoksycznosci zwiazkow stosowanych w leczeniu okreslonych

chorob.

Kazda tkanka charakteryzuje sie  specyficznymi  wilasciwosciami
fizykochemicznymi i biologicznymi. W celu opracowania zaawansowanego modelu
do hodowli i analizy komorek danego organu, te specyficzne wiasciwosci tkanki sg
modelowane w systemie mikroprzeptywowym. Poza parametrami systemow Cell-
on-a-chip, ktore charakteryzowano w poprzednich rozdziatach tej pracy,
w przypadku systeméw Organ-on-a-chip wazna rolg odgrywaja parametry tj.
mechaniczna stymulacja i przeptyw, specyficzna dla danego organu architektura
i funkcjonalno$¢ tkanki. Np. niektore tkanki sg poddawane cigglej stymulacji
mechanicznej, dlatego tez taki czynnik jest symulowany w mikrosystemie.
W niektérych organach (np. sercu) komorki charakteryzuja si¢ réwnolegtym
ulozeniem, dlatego tez w mikrosystemach stosowane sg dodatkowe materialy (np.
nanowldkna) i czynniki (np. przeptyw) ukierunkowujace wzrost komdrek. Wiele
organow posiada specyficzne biologiczne bariery (np. bariera krew-moézg), dlatego
tez w mikrosystemach wykorzystywane sa dodatkowe membrany, biomaterialy
odzwierciedlajace t¢ ceche. W literaturze dotychczas prezentowano systemy
nasladujagce m.in. funkcjonowanie takich organdéw jak: serce (Heart-on-a-chip),
pluca (Lung -on -a-chip), watroba (Liver-on-a-chip), jelito (Intenstine-on-a-chip),
$ledziona (Spleen-on-a-chip), nerka (Kidney-on-a-chip), mozg (Brain-on-a-chip) [4,
13, 42, 43]. W ostatnich latach, badania prowadzone sg w kierunku opracowania
zaawansowanych modeli hodowli komorek, umozliwiajagcych nasladowanie funkcji
nie tylko pojedynczych organéw, ale potaczen wielu narzadow w jednym
mikrosystemie (tzw. Body-on-a-chip, Human-on-a-chip). Tego typu zaawansowane
modele hodowli komérek in vitro w polaczeniu z analizg materiatu biologicznego
pobranego od pacjenta umozliwiloby prowadzenie badan w obszarze
zaawansowanej medycyny spersonalizowane;.
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UWAGI KONCOWE

Systemy Cell-on-a-chip sa innowacyjnymi narzedziami, ktore wykorzystane moga
by¢ do hodowli i badania funkcji komdrek roznego typu. Dynamiczny rozwoj tej
dziedziny wynika przede wszystkim z miniaturyzacji hodowli komoérkowych i badan
z materialem biologicznym. Jednak bez watpienia, najwazniejszym czynnikiem
wyrozniajacym systemy Cell-on-a-chip jest mozliwos¢ nasladowania w mikroskali
warunkow naturalnego wzrostu komérek, bardziej niz ma to miejsce w standardowych
badaniach prowadzonych w makroskali. Opracowywane mikrosystemy stanowig
zautomatyzowane narzedzia do: oceny cytotoksycznosci zwiazkow i efektow
terapeutycznych  terapii, = modelowania  oddzialywan  miedzykomdrkowych
i nasladowania funkcji roznych organow. Zadaniem systemow
Cell-on-a-chip jest uzupetnienie badZ w pewnym stopniu zastapienie badan dotychczas
prowadzonych w laboratoriach biologicznych. Zaawansowane modele hodowli
komorek in vitro uzyskane w mikrosystemach stanowia nowe rozwiazania
konstrukcyjne i metodyczne, ktore w przyszitosci cieszy¢ si¢ moga zainteresowaniem
biologow, diagnostow czy lekarzy.
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