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W pracy zaprezentowano nowg metodyke projektowania mikrosystemow z wykorzystaniem zoptymalizowanej metody bezposredniego grawerowania laserowego DLP. Metoda
ta zostata wykorzystana do przygotowania oryginalnego uktadu LOC, ktory do tej pory nie zostal opisany w literaturze. Przeprowadzone eksperymenty zakonczono zbudowa-
niem kompletnego i funkcjonalnego mikrourzadzenia, bedacego dwuwymiarowym modelem naczyn wiosowatych guza nowotworowego. W poréwnaniu do technik fotolitogra-
ficznych i miekkiej litografii, sposob fabrykacji mikrouktadu LOC jest zdecydowanie prostszy i szybszy. Nie wymaga preparacji matrycy czy fotomaski, jak rowniez pomieszczen
clean room. Umozliwia to wprowadzanie szybkich poprawek do projektu, badz tatwe tworzenie catkiem nowych struktur. W prosty sposob mozna zwiekszac¢, badz zmniejszac
srednice kanatow lub komér. Porownujac dotychczasowe osiggniecia na polu budowy chipéw symulujagcych naczynia krwionosne, mozna stwierdzi¢, ze opracowana mikro-
struktura naczyn wtosowatych prezentuje duzo wieksze mozliwosci. Jej geometria odwzorowuje uktad naczyniowy duzo wierniej, a sposob fabrykacji umozliwia stworzenie do-
wolnie wybranej struktury, niezaleznie od narzadu, nowotworu, czy nawet organizmu. Ponadto, po odpowiedniej modyfikacji, zbudowany ukiad LOC moze stuzy¢ jako srodowi-

sko badan nad uwalnianiem CTC z tkanek guza i procesem metastazy.

Wstep

Coraz czesciej wykorzystuje sie uktady LOC w inzynierii biomedycznej, w doswiadczeniach
biochemicznych zwigzanych z neowaskularyzacjg i rozwojem chorob nowotworowych. Na po-
ziomie komorkowym najczescie] sg to symulacje zwigzane z badaniem komorek srodbtonka,
ktore tworzg naczynia krwionosne. Khan O.F. | Sefton M.V. opracowali mikrosystem, w ktorym
badano wptyw odksztatcen zwigzanych z naprezeniami Scinajgcymi i zaburzeniami przeptywu
krwi na fenotyp komorek srodbtonka [Khan O.F., Sefton M.V., 2011]. Zwigzane jest to ze
wzmozong aktywnoscig komorek (identyfikowang poprzez wzrost konkretnych czynnikow)
podczas tych zjawisk. Cechy i fenotyp srodbtonka sg istotne podczas takich procesow jak an-
giogeneza, czy przyjmowanie przez organizm przeszczepu, dlatego tez znalazty sie w strefie
zainteresowan badaczy.

Uktady LOC mozna z powodzeniem wykorzystywac¢ do badan nad komoérkami nowotworo-
wymi. Chaw i wspotpracownicy zbudowali chip z mikrokanatami pokrytymi matrigelem (polimer
stworzony z biatek i zelatyny) i optaszczonymi komorkami HMVEC. Nastepnie przez uktad
przepuszczano komorki nowotworowe pochodzace z ludzkich linii raka piersi, watroby | szyjki
macicy. Przeprowadzano wizualizacje mikroskopowg zachodzgcych w mikrosystemie proce-
sow. Badano oddziatywanie pojedynczych komorek nowotworowych z komaérkami srodbtonka
wyscietajgcymi sztuczne naczynia. Uktad umozliwiat obserwacje transmigracji, deformacji i ad-
hezji tych komorek [Chaw K.C. i in., 2007]. Sposdb przemieszczania sie i adhezje komorek
nowotworowych badano tez w innym mikrosystemie wykonanym metodami fotolitograficznymi.
W ramach badan okreslono wptyw geometrii uktadu na przeptywy komoérek czerniaka w
sztucznie utworzonych naczyniach. Dzieki badaniom udowodniono, ze ma ona wptyw na ad-
hezje komorkowag [Ishikawa T. i in., 2011].

Dotychczasowe badania prowadzone bylty w uktadach LOC wytwarzanych metodami lito-
graficznymi, nie prowadzono badan nad zastosowaniem metody bezposredniego grawerowa-
nia laserowego (DLP) do konstrukcji mikroaparatow biomedycznych do badan nad neowasku-
laryzacjg. Metoda DLP, blizej opisana w artykule [Szafran R., 2013], umozliwia bezposrednie
przeniesienie projektowanej struktury ze srodowiska graficznego oprogramowania CAD na
materiat konstrukcyjny chipa, najczesciej PDMS, w ktorym grawerowane sg mikrokanaty. Uta-
twia to wykorzystanie metod numerycznych (symulacji komputerowych) w projektowaniu ukta-
du kanatow, a nastepnie przeniesienie opracowanej struktury do srodowiska CAD, skad jest
ona eksportowana do stacji grawerujacej | przenoszona za pomocg wigzki laserowej na mate-
riat konstrukcyjny chipa.

Celem badan byto opracowanie struktury kanatow odpowiadajgcej strukturze naczyn wtoso-
watych guza nowotworowego, nastepnie opracowanie uktadu LOC do badan przeptywow w
w/w strukturze oraz fabrykacja zaprojektowanego systemu z wykorzystaniem metody DLP.

Modelowanie matematyczne procesu angiogenezy nowotworowej

W badaniach zdecydowano sie na uzycie do celow projektowych modelowej sieci naczyn
Krwionosnych. Strukture naczyn wtosowatych, na podstawie ktorej wykonano projekt, uzyska-
No z opracowanego przez Travasso | wspotpracownikow [Travasso R.D.M. i in., 2011] modelu.
Jest to wieloskalowy model pdl fazowych (multi-scale phase-field model). £aczy on zalety opi-
sow fizyki osrodkow ciggtych z mozliwoscig sledzenia ruchu pojedynczych komorek srodbton-
ka posiadajgcych wypustki. Wykorzystano go do charakterystyki dynamiki wzrostu i oddziaty-
wania pomiedzy strukturg komorek nowotworowych a tworzgcymi sie naczyniami wtosowaty-
mi. Model pola fazowego ,sledzi” pozycje kapilar, a parametry w nim uzyte (takie jak skala pro-
liferacji, szybkos¢ komorek i stata dyfuzji) mogg byC odniesione do wartosci mierzonych do-
swiadczalnie. Do modelu wprowadzono sktadnik losowy, ktorym ujeto wewngtrzkomorkowg re-
gulacje genow odpowiedzialng za aktywacje wypustkowego fenotypu komoérek srodbtonka.

Model uwzgledniat takze zjawisko anastomozy, czyli fgczenia sie szybko rosngcych naczyn
w jedno. Wykorzystang na dalszych etapach badan strukture 2D naczyn wtosowatych guza
nowotworowego przedstawiono na rysunku 1.

Metodyka projektowania i fabrykacji

W pierwszej kolejnosci, na podstawie struktury przedstawionej na rysunku 1, stworzono
wektorowg mape kanatow w programie Autodesk AutoCAD, ktdrg nastepnie uzupetniono o
sieC kanatow doprowadzajgcych oraz odprowadzajgcych ptyn ze struktury sieci naczyn witoso-
watych. Kanaty doprowadzajgce | odprowadzajgce miaty potgczenie z portami umieszczonymi
w ptytce nakrywkowej chipa, umozliwiajgcymi przytgczenie kapilar zasilajgcych mikrochip.
Strukture kanatow uktadu LOC przedstawiono na rysunku 2. Zaprojektowang strukture wyeks-
portowano do srodowiska pracy stacji grawerujgcej. Zgodnie z opracowang procedurg, zapre-
zentowang w artykule [Szafran R., 2013], strukture przenoszono na materiat kompozytowy
otrzymany przez naniesienie PDMS na folie poliestrowa.

Wykonane mikroukiady

Rys. 1. Modelowa struktura naczyn wtosowatych
guza nowotworowego.
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Rys. 2. Budowa mikrochipa.

Folia poliestrowa stanowita podtoze dla warstwy PDMS o grubosci 100um - w ktérym gra-
werowano strukture kanatdéw, umozliwiajgc jednoczesnie petne zachowanie geometrii wygra-
werowanej struktury przy przenoszeniu na nowe podtoze. Zoptymalizowane parametry pracy
stacji grawerujgce] wykorzystywane w procesie grawerowania: moc 3W, szybkosc¢ przesuwu
gtowicy laserowej 1 mm/s, czestotliwos¢ impulsu 1000 PPI, nadmuch boczny na miejsce gra-
werowane. Zgodnie z opracowang procedurg [Szafran R., 2013], po grawerowaniu struktura
byfa trzykrotnie myta w izopropanolu w myjce ultradzwiekowej, kazdorazowo przez okres 1 mi-
nuty. Po wysuszeniu w warunkach pokojowych, powierzchnia PDMS byta naswietlana lampg
UV o dtugosci fali 185nm i 253,7nm przez okres 1 min, po czym niezwitocznie tgczona z no-
wym podiozem — mikroskopowym szkietkiem podstawowym. Po docisnieciu warstw przez
okres 10 minut zdejmowano warstwe wierzchnig - folie poliestrowg, pozostawiajgc warstwe
wygrawerowanego PDMS trwale przytaczong do powierzchni szkta. Nastepnie ptytke nakryw-
kowg wykonang z PMMA z wycietymi otworami na wprowadzenie kapilar zasilajgcych, naswie-
tlano pod lampg UV wraz z warstwg PDMS przez okres 1 min, po czym elementy tgczono, do-
ciskano | pozostawiano na okres 1h w celu trwatego ztgczenia. Ostatnig czynnoscig byto wkle-
jenie stalowych kapilar petnigcych role portow przytgczeniowych dla polipropylenowych kapilar
doprowadzajgcych ptyny do uktadu.

Wyniki badan doswiadczalnych

Na rysunku 3 przedstawiono opracowany uktad LOC do badan przeptywu ptynu w sieci na-
czyn witosowatych guzow nowotworowych.
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Rys. 3. Skonstruowany uktad LOC do badan przeptywow pty-
now w sieci naczyn wtosowatych guzow nowotworowych.

Rys. 4. Stuktura mikrokanatow po
wprowadzeniu korekty do projek-
tu, na skutek obserwowanych nie-
ciggtosci struktury .

Montaz mikrosystemu pozwolit na sprawdzenie przepustowosci catego uktadu | droznosci
pojedynczych kanatow. W tym celu do uktadu wprowadzano btekit metylenowy, ktory pozwalat
na doktadne uwidocznienie wszystkich mikrokanatow — rysunek 4. Niektore elementy struktury,
w szczegolnosci odgatezienia kanatow nie zawsze byty prawidtowo potgczone z resztg struktu-
ry, w efekcie tworzyty sie nieciggtosci przeptywu. Po obserwacji mikroskopowej wykonano ko-
rekte projektu w AutoCadzie. Polegata ona na delikatnym przecigganiu polilinii poza miejsce
skrzyzowania kanatow, w efekcie po korekcie uzyskano prawidtowg strukture kanatow — rysu-
nek 4. Tak skonstruowany system byt w dalszej kolejnosci poddawany badaniom przeptywow,
co zostanie szczegotowo omowione w kolejnym artykule [Szafran R., Tomaczak T., 2013].
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