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1. Imie¢ i Nazwisko: Elzbicta Jastrzebska (de domo Jedrych)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

- (2003 — 2008) studia magisterskie; praca magisterska pt. ,,Badania nad wykorzystaniem
zintegrowanych systeméw mikroanalitycznych w inzynierii komorkowe;j”, obrona 30 czerwca

2008r., Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej

- (2008 -2012) studia doktoranckie; praca doktorska pt.: ,,Mikrosystemy Lab-on-a-chip do
oceny skutecznos$ci terapii przeciwnowotworowych”, obrona 8 maja 2012r., Wydziat

Chemiczny Politechniki Warszawskiej
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

- listopad 2010 — czerwiec 2012 — samodzielny chemik, Politechnika Warszawska, Wydziat
Chemiczny

- lipiec 2012 — obecnie — adiunkt, Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny

1. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe, 0 ktorym mowa w art. 16 ust. 2

ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz.
1311)):

A) Tytul osiagni¢cia naukowego:

Jednotematyczny cykl publikacji pt.:

,Badanie funkcji komorkowych z zastosowaniem nowych systemow Lab-on-a-chip oraz

zaawansowanych modeli hodowli komérek in vitro”
B) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:
D4 - jako autor korespondencyjny

[H1] E. Jastrzebska™, M. Bulka, N. Rybicka, K. Zukowski (2015) Analysis of the efficiency
of photodynamic therapy using a microsystem for mono-, co- and mixed cultures, Sensors &
Actuators: B. Chemical, 221, 1356-1365

Moj udzial w tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji calej pracy, przygotowaniu planu
eksperymentu, opracowaniu 1 wykonaniu mikrosystemu 1 przeprowadzeniu z jego
zastosowaniem czeSci eksperymentow, interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu
wiekszoSci manuskryptu i jego ostatecznej korekcie oraz korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 80%
IF2015= 4,758; Cl=6 (10-Scopus)
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[H2] K. Tokarska, M. Butka, U. Bazylinska, E. Jastrzebska, M. Chudy, A. Dybko,
K.A. Wilk, Z. Brzozka™ (2016) Evaluation of nanoencapsulated verteporfin's cytotoxicity
using a microfluidic system, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 127, 39-48

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy dotyczqgcej testow
prowadzonych w makro- i mikroskali, wspotudziale w przygotowaniu planu eksperymentu z
zastosowaniem opracowanego mikrosystemu, interpretacji wynikow otrzymanych w testach
biologicznych, przygotowaniu fragmentow manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 40%
IF2016= 3,255; Cl=4 (6-Scopus)

[H3] E. Jastrzebska™, U. Bazylifiska, M. Butka, K. Tokarska, M. Chudy, A. Dybko,
K.A. Wilk, Z. Brzdézka (2016) Microfluidic platform for photodynamic therapy cytotoxicity
analysis of nanoencapsulated indocyanine-type photosensitizers, Biomicrofluidics, 10,
014116

MGoj udziat w tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, wspotudziale w przygotowaniu
planu i wykonaniu czesci eksperymentow biologicznych w makro i mikroskali, interpretacji
tych  wynikéw,  przygotowaniu  fragmentow  manuskryptu  oraz  korespondencji
Z edytorem.

Moj wktad okreslam na 55%
IF2016= 2,535; CI=7 (11-Scopus)
[H4] A. Zuchowska™, E. Jastrzebska, K. Zukowski, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzozka

(2017) A549 and MRC-5 cell aggregation in a microfluidic Lab-on-a-chip system,
Biomicrofluidics 11,024110

Moj udzial w tej pracy polegal na wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy (praca
realizowana w ramach projektu SONATA 5, ktorego bylam kierownikiem) i przygotowaniu
planu eksperymentu z zastosowaniem opracowanego mikrosystemu, interpretacji otrzymanych
wynikow, przygotowaniu fragmentow manuskryptu i jego ostatecznej korekcie.

Mo¢j wktad okreslam na 50%
IF2017= 2,571; Cl=4 (6'SCOpUS)
[H5] A. Zuchowska, E. Jastrzebska™, M. Chudy, A.Dybko, Z. Brzozka (2017) 3D lung

spheroid cultures for evaluation of photodynamic therapy (PDT) procedures in microfluidic
Lab-on-a-Chip system, Analytica Chimica Acta 990, 110-120

Moj udzial w tej pracy polegal na wspoltworzeniu koncepcji pracy 1 mikrosystemu,
wspotudziale w przygotowaniu planu eksperymentu, interpretacji otrzymanych wynikow,
przygotowaniu czesci manuskryptu 1 jego ostatecznej korekcie oraz korespondencji
Z edytorem.

Moj wktad okreslam na 60%
IF2017=5,123; CI=3 (4-Scopus)
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[H6] A. Zuchowska, K. Marciniak, U. Bazylinska, E. Jastrzebska™, K.A. Wilk, Z. Brzozka
(2018) Different action of nanoencapsulated meso-tetraphenylporphyrin in breast spheroid
co-culture and monoculture under microfluidic conditions, Sensors & Actuators: B.
Chemical, 275, 69-77

Moj udzial w tej pracy polegal na wspottworzeniu koncepcji pracy dotyczgcej badan
w mikrosystemie, wspotudziale w przygotowaniu planu eksperymentu, interpretacji wynikow
otrzymanych w mikrosystemie do hodowli kokultury sferoidow, przygotowaniu czesci
manuskryptu i jego ostatecznej korekcie oraz korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 55%
|F2017/2018: 5,667; CI=0 (O-SCODUS)
[H7] E. Jastrzebska™, E. Tomecka, I. Jesion, Heart-on-a-chip based on stem cell biology
(2016) Biosensors and Bioelectronics, 75, 67-81

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegat na utworzeniu koncepcji pracy (praca
realizowana w ramach projektu LIDER, ktorego bytam kierownikiem), przygotowaniu
wigkszosci manuskryptu i jego ostatecznej korekcie oraz korespondencji z edytorem.

Mo¢j wktad okreslam na 80%
IF2016= 7,780; CI=10 (17-Scopus)
[H8] M. Butka, E. Jastrzebska™ (2018) Rozdzial 8:Heart-on-a-chip systems w ksigzce

Cardiac Cell Culture Technologies: Microfluidic and On-Chip Systems pod redakcja
E. Jastrzebska™, Z. Brzozka, Springer, 169-199

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegat na utworzeniu koncepcji pracy (praca
realizowana w ramach projektu LIDER, ktorego bytam kierownikiem), przygotowaniu
wigkszosci rozdziatu i jego ostatecznej korekcie oraz korespondencji z wydawcq.

Mo¢j wktad okreslam na 90%
MNiSW= 5 pkt, CI=0 (0-Scopus)
[H9] A. Kobuszewska, E. Tomecka, K. Zukowski, E. Jastrzebska™, M. Chudy, A. Dybko,
P. Renaud, Z. Brzozka (2017) Heart-on-a-Chip: An Investigation of the Influence of Static

and Perfusion Conditions on Cardiac (H9C2) Cell Proliferation, Morphology, and
Alignment, Slas Technology, 22, 536-546 (Front Cover)

Moj udziat w tej pracy polegat na utworzeniu koncepcji pracy (praca realizowana w ramach
projektu LIDER, ktérego bytam kierownikiem), przygotowaniu planu eksperymentu,
wspotudziale w wykonaniu mikrosystemow i przeprowadzeniu z jego zastosowaniem czesci
eksperymentow, interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu czesci manuskryptu i jego
ostatecznej korekcie oraz korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 65%
IF017= 2,632; Cl=1 (4-SCOpUS)
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[H10] E. Tomecka, K. Zukowski, E. Jastrzebska™, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzozka (2018)
Microsystem with micropillar array for three- (gel-embedded) and two-dimensional cardiac
cell culture, Sensors & Actuators: B. Chemical, 254, 973-983

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegal na wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy
(praca realizowana w ramach projektu LIDER, ktorego bytam kierownikiem), zaplanowaniu
eksperymentow biologicznych prowadzonych na ptytkach wielodotkowych i w mikrosystemie,
interpretacji otrzymanych wynikow, ostatecznej korekcie tekstu manuskryptu i korespondencji
Z edytorem.

Moj wktad okreslam na 50%
IF2017/2018= 5,667; C1=0 (4-Scopus)

[H11] E. Tomecka™, M. Wojasinski, E. Jastrzebska, M. Chudy, T. Ciach, Z. Brzozka (2017)
Poly (L-lactic acid) and polyurethane nanofibers fabricated by solution blow spinning as
potential substrates for cardiac cell culture, Materials Science and Engineering C, 75, 305-
316

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegal na wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy
(praca realizowana w ramach projektu LIDER, ktorego bylam kierownikiem), zaplanowaniu
czesci eksperymentow biologicznych oraz interpretacji otrzymanych wynikow, ostatecznej
korekcie tekstu manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 40%
IF2017=5,080; CI=8 (11-Scopus)

Sumaryczny impact factor jednotematycznego cyklu publikacji wchodzacych w sklad
rozprawy habilitacyjnej wg listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 45,068. W 8 pracach z tego cyklu jestem autorem
korespondencyjnym.
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C) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz

z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania
Wprowadzenie

Koncepcja miniaturowych narzedzi, tzw. systemow Lab-on-a-chip po raz pierwszy pojawita
si¢ W latach 90-tych i od tego czasu nastapit ich gwattowny rozwdj w takich obszarach nauki
jak chemia, biologia, biotechnologia i medycyna. Systemy Lab-on-a-chip definiowane sg jako
zintegrowane mikrolaboratoria na chipie (na plytce), za pomocg ktéorych mozliwe jest
przeprowadzenie kompleksowej i wieloetapowej analizy z zastosowaniem mikrolitrowych
obj¢tosci. Rozwoj tego typu systemow W naukach biologicznych, a w szczego6lnosci inzynierii
komorkowej doprowadzit do opracowania tzw. systeméw Cell-on-a-chip [1]. Na Rysunku 1

przedstawiono schemat tego typu systemu oraz jego kluczowe elementy.

technologia wytwarzania

materiat konstrukcyjny mikrostruktur
mikrosystemu (fotolitografia, mikrofrezowanie,
(PDMS, szkto)

metoda odlewu)

System Cell-on-a-chip

substancje odzywcze/
badane zwigzki

materiat biologiczny/
komorki

dodatkowe przeptyw

biomateriaty

Rysunek 1 Schemat systemu typu Cell-on-a-chip oraz jego kluczowe elementy.
Rozwdj tego typu narzedzi zwigzany jest z Szeregiem zalet, jakie daje mozliwo$¢

zastosowanie mikrosysteméw w naukach biologicznych. Oprocz korzysci wynikajacych

! Andersson H., van den Berg A.B. (2003) Microfluidic devices for cellomics: a review, Sens Actuat B 92, 315-325
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z samej miniaturyzacji badan, tj. redukcji objeto$ci stosowanych reagentéw, oszczednoSci
przestrzeni, skroceniu czasu analizy i tym samym redukcji kosztow, zastosowanie
mikrosystemoéw do hodowli i1 analizy komorek pozwala na rozwigzanie problemow
zwigzanych z uproszczonym mikrosrodowiskiem hodowli in vitro [2]. Hodowle komorek
in vitro odgrywaja znaczacg role¢ m.in. w analizie podstawowych funkcji komorek
I oddzialywan miedzykomorkowych. Sa one wykorzystywane do badania dziatania
czynnikéw farmakologicznych. Standardowe badania in vitro prowadzone w laboratoriach
biologicznych stanowig najczgsciej hodowle dwuwymiarowe (2D) w postaci monowarstwy.
Sa one uproszczonym modelem biologicznym, w zwigzku z czym funkcje i odpowiedzi
komorek na dziatanie czynnikow egzogennych moga odbiega¢ od tych obecnych
w organizmie zywym. Jednym z rozwigzan, a zarazem udoskonaleniem standardowych badan
in vitro, sg systemy Lab-on-a-chip, ktére w pewnym stopniu umozliwiaja wyeliminowanie
prowadzenia badan z materiatem biologicznym w wysoko wyspecjalizowanych laboratoriach.
Jednak gtéwng korzyscia, jaka moze nie$¢ za sobg zastosowanie systemow Lab-on-a-chip jest
zdolno§¢ odwzorowania w nich warunkéw zblizonych do in vivo, bardziej niz
w standardowych hodowlach komorkowych. Duzy stosunek powierzchni do objetosci,
na ktorej rosng komorki (ang. surface to volume (SAV) ratio) oraz efektywna objetosc
hodowli (ang. effective culture volume, ECV) sa parametrami zdefiniowanymi
w mikrosystemach tak, aby umozliwia¢ kontrolowanie mikrosrodowiska w $cisle
sprecyzowany sposob [3]. Wartosci tych parametréow (wysoki SAV oraz niski ECV) zblizone
sg do tych, jakie wystepuja w warunkach in vivo. Sktadniki odzywcze oraz badane substancje
w mikrosystemach dostarczane s3 do komoérek w przepltywie. Odpowiada to
fizykochemicznemu charakterowi naturalnego mikrosrodowiska komorek. Ponadto,
mikrostruktury systemow moga by¢ zaprojektowane w taki sposob, aby odpowiadac
unaczynieniu w organizmie. Systemy Lab-on-a-chip dedykowane inzynierii komorkowej
wykonane s3 z biokompatybilnych materialéw, umozliwiajacych wykonanie w nich
mikrostruktur oraz wzrost komorek. NajczeSciej w tym celu stosowane s3:
poli(dimetylosiloksan) (PDMS) oraz szkto. Ze wzgledu na to, ze te materialy maja rézne

wilasciwosci, ich zastosowanie determinuje rodzaj hodowli komorkowej (2D lub 3D)

? Halldorsson S., Lucumi E., Gomez-Sjoberg R., Fleming R.M.T. (2015) Advantages and challenges of microfluidic
cell culture in polydimethylsiloxane devices, Biosens Bioelectron 63, 218-231

*> Walker G.M., Zeringue H.C., Beebe D.J. (2004) Microenvironment design considerations for cellular scale
studies, Lab Chip 4, 91-97
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uzyskiwanej w mikrosystemie [4]. W literaturze najcze$ciej prezentowane sg mikrosystemy
do hodowli 2D komorek. W tym celu, jako jeden z elementéw konstrukcyjnych mikrosystemu
stosowane jest hydrofilowe szklo, zapewniajace adhezje komorek. W ostatnich latach
proponowanych jest coraz wiecej systemow Lab-on-a-chip do zastosowan w inzynierii
komorkowej. Jednak ze wzgledu na mnogo$¢ zagadnien badawczych, jakie niesie ze sobg
poznanie funkcji komorek w warunkach mikroprzeptywowych oraz ich reakcji na dziatanie
czynnikow o potencjalnym dziataniu leczniczym, wazne jest prowadzenie badan w tym

zakresie.

Cel naukowy

Celem moich badan, ktorych wyniki zaprezentowatam w cyklu prac wchodzacych w sktad
rozprawy habilitacyjnej pt. ,,Badanie funkcji komérkowych z zastosowaniem nowych
systemow Lab-on-a-chip oraz zaawansowanych modeli hodowli komérek in vitro”, byto
opracowanie  zaawansowanych  modeli ~ komoérkowych — oraz  nowych  metod
mikroprzeptywowych w systemach typu Lab-on-a-chip do badania funkcji komoérek (stanu

hodowli komoérkowej) po dziataniu wybranych czynnikéw terapeutycznych.

Opracowywane dotychczas systemy Lab-on-a-chip, dedykowane hodowli komorek oraz
badaniu ich funkcji w warunkach przeptywowych, najczgséciej stosowane byty do hodowli
komorek w monowarstwie (2D). Zastosowanie systemow przeptywowych typu Lab-on-a-chip
do tego typu hodowli daje mozliwo$é uzyskania mikrosrodowiska zblizonego do warunkow
in vivo. Niemniej jednak, opracowanie bardziej zaawansowanych rozwigzan, takich jak: ocena
wspothodowli komorek roéznego typu, prowadzenie hodowli przestrzennych, pozwala na
prowadzenie badan na poziomie komorkowym w hodowlach, ktore jeszcze bardziej nasladuja
warunki in vivo. Gléwnym zagadnieniem badawczym moich prac byle zbadanie czy
mozliwe jest opracowanie w mikroskali nowych, wiarygodnych rozwiazan
konstrukcyjnych i metodycznych hodowli komérek in vitro, stosowanych miedzy innymi
do oceny toksycznosci wybranych metod terapeutycznych. Ponadto, badalam czy
mozliwe jest odwzorowanie i nasladowanie funkcji okreslonej tkanki. Proponowane
przeze mnie badania s3 zgodne z zasada 3R dotyczacej badan toksykologicznych oraz
mowigcej o redukcji, zastgpowaniu i doskonaleniu metod doswiadczalnych prowadzonych na

zwierzetach. Biorgc pod uwage fakt, ze badania z wykorzystaniem zwierzat nie moga by¢

* Kalinowska D., Tokarska K., Grabowska-Jadach I., Dybko A., Brzozka Z, (2017) Rozdziat 3 Lab-on-a-chip systems
for cellomics — materials and technology w Cardiac Cell Culture Technologies: Microfluidic and On-Chip Systems
(ed. Jastrzebska E., Brzozka Z.) Springer, 29-66
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calkowicie zastgpione w trakcie selekcji zwigzkow leczniczych, postawitam sobie pytanie czy
zaawansowane modele komodrkowe nasladujace warunki in vivo, uzyskane w systemach
Lab-on-a-chip, stanowi¢ moga rozwigzania/narzedzia, ktoére moglyby zredukowac tego typu
testy. Zakladatam opracowanie bardziej zaawansowanych modeli komoérkowych od
standardowych hodowli in vitro, dotychczas stosowanych w laboratoriach biologicznych.
Zgodnie ze statystykami Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) choroby uktadu krazenia oraz nowotwory sa najczestsza przyczyng zgondOw na
swiecie. Trend ten utrzymuje si¢ juz od wielu lat. W zwigzku z powyzszym, badania ktore
prowadzitam, dotyczyly analizy komorek nowotworowych oraz komorek serca. Prace
przedstawione w jednotematycznym cyklu publikacji podzielone sa na dwa glowne nurty
badawcze: (1) opracowanie systemow Lab-on-a-chip i zaawansowanych modeli hodowli
komorek nowotworowych; (2) opracowanie systemow typu Heart-on-a-chip. Pierwsza czesé
pracy dotyczyta opracowania systemow, ktore umozliwialy hodowle komorek
nowotworowych i prawidlowych w postaci kokultury w modelu dwuwymiarowym oraz
w postaci sferoidu, jako trojwymiarowego modelu hodowlanego. Druga cze$¢ pracy
dotyczyta opracowania mikrosystemow przepltywowych w taki sposob, aby umozliwialy one
hodowle komorek serca (systemy Heart-on-a-chip). W opracowanych mikrosystemach
prowadzono dwuwymiarowg oraz trojwymiarowg (z zastosowaniem hydrozelu oraz

nanowtokien) hodowle komorek serca.

1. Opracowanie systemow Lab-on-a-chip i zaawansowanych modeli hodowli komérek
nowotworowych [H1-H6]

Miniaturowe systemy analityczne w ostatnich latach badane sg pod katem oceny skutecznosci
zwigzkow leczniczych. Opracowywane sa roznego rodzaju platformy do hodowli
dwuwymiarowych, w ktorych analizowana jest odpowiedz cytotoksyczna zwigzkéw
stosowanych w chemioterapii. Wychodzagc naprzeciw wyzwaniom, jakie stawia
zaimplementowanie nowych metod/rozwigzah w badaniach toksyczno$ci zwigzkow
zaproponowatam badania nad analiza skutecznosci terapii fotodynamicznej (PDT)
w mikrosystemie [H1-H6]. Zagadnieniem badawczym, ktére wzbudzito moja ciekawos¢ byta
analiza skuteczno$ci procedur terapii fotodynamicznej (PDT) w hodowlach komorek bardziej
zaawansowanych niz monokultura 2D, uzyskiwanych w systemach typu Lab-on-a-chip
[H1-H6]. Terapia fotodynamiczna, obok chemioterapii, radioterapii 1 zabiegow
chirurgicznych stosowana jest do zwigkszenia skutecznosci leczenia chorob nowotworowych.

Polega ona na zastosowaniu trzech czynnikow: (1) zwigzku fotoczutego (fotouczulacza)
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selektywnie akumulujacego si¢ w komodrkach nowotworowych, (2) $§wiatla o odpowiedniej
dhugosci fali, umozliwiajacego wzbudzenie fotouczulacza oraz (3) tlenu, znajdujacego si¢
w $Srodowisku tkankowym. W wyniku jednoczesnego dziatania tych czynnikéw wytwarzane
sg reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), ktére sg silnie toksyczne dla
komorek. Istotne jest to, aby dziatanie pojedynczego czynnika (tzn. fotouczulacza lub
promieniowania) nie wywotywato toksycznego wptywu na komorki. Dlatego tez wazny jest
dobor parametrow terapii fotodynamicznej (PDT) tak, aby uzyska¢ wysoce skuteczny efekt
terapeutyczny. Badatam jak mikrosystemy moga zosta¢ zastosowane do optymalizacji
parametrow terapii fotodynamicznej (tj. stezenie zwiazku, czas ekspozycji, dawka
promieniowania). Istnieje tylko kilka grup badawczych na §wiecie zajmujacych si¢ ocena
terapii fotodynamicznej w mikrosystemach. Prace tych zespolow w wigkszosci oparte sa na
hodowli jednego typu komorek w postaci monowarstwy (2D). Niewiele jest doniesien na
temat analizy komorek w hodowli 3D. Publikacje, ktore prezentuje¢ jako jednotematyczny
cykl prac wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy habilitacyjnej naleza do
pionierskich w tej dziedzinie.

W trakcie opracowywania modelu hodowli komorek in vitro do oceny procedur PDT wzigtam
pod uwage jedng z glownych zalet mikrosystemow jaka jest mozliwo$¢ precyzyjnego
projektowania geometrii mikrostruktur. W zwigzku z tym, w przeciwienstwie do
standardowych metod hodowli, mozliwe jest zaprojektowanie S$cisle sprecyzowanych
i kontrolowanych miejsc umieszczenia i hodowli komoérek. Biorgc to pod uwage
zaprojektowatam system Lab-on-a-chip do jednoczesnej hodowli: monokultury (jeden typ
komorek) i kokultury (wspothodowla dwoch typow komorek) [H1-H3]. Idea opracowania
tego typu mikrouktadu byla mozliwos¢ badania jak komorki nowotworowe, poddane
dziataniu procedur terapii fotodynamicznej (PDT) o okreslonych parametrach, wptywaja na
zywotno$¢ 1 funkcjonowanie komorek prawidlowych. Miato to na celu odwzorowanie
sytuacji, ktéra ma miejsce W warunkach in vivo, gdzie w przypadku pojawienia si¢
nowotworu, komorki nowotworowe i prawidlowe znajduja si¢ W sasiedztwie. W zwigzku
z tym, co jest powszechnie znane, dziatanie wielu terapii przeciwnowotworowych jest
nieselektywne i powoduje niszczenie obydwu typoéw komorek. W celu weryfikacji wyzej
omawianego problemu zaproponowatam mikrosystem o geometrii, ktora skladala si¢
z czterech mikrostruktur utozonych w litere ,,V”” (wymiary mikrostruktur: szeroko$¢ 100 pm,
wysoko$¢ 50 um) (Rysunek 2). Co wigcej, kazda mikrostruktura ,,VV”’ zawierata: (1) trzy pary

niepolaczonych ze soba mikrokomor hodowlanych ($rednica 1 mm, wysokos¢ 50 pm);
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(2) pie¢ par mikrokomér hodowlanych potgczonych ze sobg mikrokanatami taczgcymi
o dhugosci: 1000, 800, 600, 400 i 200 um; (3) wspolng mikrokomorg. Taka geometria kazdej
z mikrostruktur ,VV” zapewniata uzyskanie w jednym etapie trzech typéw hodowli
komorkowych 2D: monokultury (w trzech parach mikrokomor); kokultury (w kolejnych
pieciu parach mikrokomor), gdzie komorki prawidtowe 1 nowotworowe oddalone byly od
siebie w $cisle sprecyzowanej odlegtosci oraz kokultury, nazwanej przeze mnie jako hodowla
mieszana, gdzie we wspolnej mikrokomorze uzyskano hodowle obydwu typow komorek
(Rysunek 2 A) [H1]. Wykonany mikrouktad zostat opatentowany [5].

W mikrosystemie o takiej geometrii badano komorki nowotworowe pluc (A549) oraz
komorki prawidtowe: ptuc (MRC-5) lub fibroblasty Balb/c 3T3 (jako komoérki modelowe).
W celu uzyskania w mikrosystemie hodowli 2D, o Scisle sprecyzowanych miejscach wzrostu
komorek prawidlowych 1 nowotworowych, do otworow wlotowych mikrosystemu
wprowadzano jednocze$nie za pomocg pompy perystaltycznej zawiesing komorek. Do
jednego otworu wprowadzano komoérki nowotworowe (A549) do drugiego natomiast komorki
prawidtowe (Balb/c 3T3 lub MRC-5). Komoérki umieszczane byty w dedykowanych do tego
miejscach, natomiast mikrokanaty taczace stanowity obszar migracji komorek oraz dyfuzji
czynnikow wydalanych przez kazda z linii komérkowych. Zgodnie z zatozeniami uzyskano
trzy typy hodowli komorkowych dla kazdej z par hodowlanych A549 — Balb/c 3T3 oraz
A549 — MRC-5 (Rysunek 2 B). W ten sposob uzyskano model komérkowy in vitro do oceny
wzajemnego oddzialywania komorek przed i po przeprowadzeniu procedur terapii
przeciwnowotworowej. Ponadto, w celu automatyzacji i usprawnienia badan kazda z czterech
mikrostruktur w ksztalcie litery "V” zintegrowana byla z generatorem gradientu stezen
(CGG). Dzigki temu, w jednym etapie analizowano dziatanie fotouczulacza o czterech

roznych stezeniach.

> Jastrzebska E., Rybicka N., Zukowski K. (2016) Mikrosystem do jednoczesnej analizy migracji komérek i oceny
skutecznosci procedur terapii fotodynamicznej, PL 223866, Polska, Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej
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Rysunek 2 (A) Schemat oraz gotowy mikrosystem stosowany do hodowli mono- i kokultury komorek
oraz do analizy skutecznosci procedur terapii fotodynamicznej (PDT). Schemat wprowadzania
i umieszczania komorek w mikrosystemie oraz symulacja przeptywu w  mikrosystemie.
(B) Mikrokomory hodowlane z komoérkami A549 i MRC-5 w hodowli monokultury, kokultury oraz
hodowli mieszanej [H1].

Zaproponowany mikrosystem wraz z hodowlg 2D mono- i kokultury komorek
nowotworowych i1 prawidlowych postuzyt jako model in vitro do oceny cyto- oraz
fotocytotoksycznosci zwigzkow stosowanych w PDT: kwasu 5-aminolewulinowego (ALA),
indocyjaniny IR-780 oraz werteporfiryny (VP). IR-780 oraz VP testowane byly w formie
wolnej oraz enkapsutowanej [H2-H3]. Pierwszym etapem weryfikacji przydatnosci
opracowanego modelu in vitro w systemie Lab-on-a-chip byto zastosowanie kwasu
5-aminolewulinowego (ALA) jako prekursora protoporfiryny 1X (PPIX), selektywnie
gromadzacego si¢ w komoérkach nowotworowych. Zbadano wptyw PDT, dla r6znych stezen
ALA (0+0,75 mM), na zywotno$¢ komoérek nowotworowych i prawidlowych rosngcych
w mono- i kokulturze [H1]. Zaproponowane parametry procedur terapii fotodynamicznej
(stezenie fotouczulacza, czas inkubacji, moc i czas naswietlania) wywotywaty toksyczny
efekt na komorki nowotworowe (A549) w zaleznosci od zastosowanego stezenia ALA.
Z kolei komorki prawidlowe (Balb/c 3T3 lub MRC-5) wykazywaly wysoka zywotno$é
po przeprowadzeniu procedury terapii PDT. Wskazuje to na selektywne dziatanie
zastosowanej procedury PDT. Niemniej jednak, zaobserwowano interesujacg zaleznos¢ dla
wyzszych stezen badanego zwigzku dla hodowli A549 - MRC-5. Widoczny byt istotny

spadek zywotnosci komorek prawidtowych MRC-5 wraz ze zmniejszajaca si¢ ich odlegloscia
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od komoérek nowotworowych, poddanych dziataniu PDT. Wskazuje to na wzajemny wptyw

komorek hodowanych we wspothodowli (Rysunek 3).
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Rysunek 3 Zywotnos¢ komérek A549 oraz MRC-5 po przeprowadzeniu procedur PDT dla
(4) 0,25 mM, (B) 0,5 mM, (C) 0,75 mM ALA. (D) Mikrokomory hodowlane z komdrkami A549 oraz
MRC-5 dla monokultury oraz kokultury (mikrokanat tgczgcy 400 pum) [H1].

Zaktadam, ze czynniki $mierci, ktore wydalane s3 z obumierajacych komorek A549
(np. czynnik TNF-a) dyfundowa¢ mogg wzdluz mikrokanatow taczacych do komorek
prawidtowych, tym samym wplywajac na spadek ich zywotnos$ci. Hipoteze, ze czynnikiem
wplywajacym na spadek zywotnosci komorek prawidlowych sa reaktywne formy tlenu (ROS)
odrzucitam ze wzgledu na krotki czas zycia ROS. Ich wpltyw widoczny mogt by¢ jedynie
w mikrokomorze z hodowla mieszang, gdzie komorki nowotworowe i prawidlowe rosng
bezposrednio obok siebie. Wykazatam rowniez, Zze modelowe komorki prawidlowe
Balb/c 3T3 sa bardziej odporne na dziatanie czynnikéw, ktore ewentualnie mogty
dyfundowa¢ wzdhiz mikrokanatéw laczacych. Na podstawie wyzej uzyskanych wynikow
potwierdzilam, ze opracowany model kokultury komérkowej daje mozliwos¢ badania
wplywu procedur terapii przeciwnowotworowej na dwa typy komérek jednoczesnie.
Ponadto, co jest istotne z punktu widzenia optymalizacji parametréw procedur terapii
fotodynamicznej, proponowany model komérkowy w systemie Lab-on-a-chip pozwala
na badanie oddzialywan komérek nowotworowych na komérki prawidlowe, znajdujace

sie w ich sasiedztwie, w Scisle sprecyzowanej odleglosci.
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Skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej zalezy nie tylko od parametrow stosowanych
procedur terapii, ale przede wszystkim od stosowanego leku. W ostatnich latach wiele uwagi
poswigca si¢ opracowaniu nanomaterialdow o wlasciwosciach wspomagajacych leczenie
chorob nowotworowych. Nanonos$niki moga stanowi¢ idealny sposob dostarczania
fotouczulaczy selektywnie do komodrek nowotworowych. Mnogo$¢ opracowywanych
nanoczastek z enkapsulowanymi fotouczulaczami, stanowigcymi selektywny sposob
dostarczania lekow do komorek, wzrasta bardzo dynamicznie. W zwigzku z tym, wazne jest
opracowanie nowych metod pozwalajacych na szybka ocen¢ przydatnosci tych zwigzkow
w terapii przeciwnowotworowej. Kolejnym etapem badan, z wykorzystaniem
opracowanego modelu in vitro do hodowli mono- i kokultury komérek nowotworowych
i prawidlowych, byla analiza nowoopracowanych enkapsulowanych fotouczulaczy [H2-
H3]. Prace te stanowily pionierskie, wczesniej nieopisywane w literaturze zastosowanie
mikrosystemow. Enkapsutowane fotouczulacze, wykorzystywane w eksperymentach,
uzyskiwane byly w ramach wspoétpracy z zespotem prof. Kazimiery A. Wilk z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Na opracowanym modelu 2D komoérkowym,
o S$cisle sprecyzowanej lokalizacji komorek nowotworowych i prawidlowych, badano
wilasciwosci biologiczne (toksyczno$é, akumulacj¢) nowoopracowanych form fotouczulaczy:
inodocyjaniny IR-780 oraz werteporfiryny (VP) (Tabela 1). Nanokapsuly polielektrolitu
(PE), zatadowane fotouczulaczem lub puste, przygotowano metoda warstwa po warstwie

(ang. layer-by-layer, LbL) zgodnie z procedurami prezentowanymi w literaturze [6].

Tabela 1 Zestawienie nanokapsut  fotouczulacza indocyjaniny IR-780 i werteporfiryny (VP),
stosowane w badaniach [H3, H4].

Stezenie C D EE
Lp. Nazwa prébki fotouczulacza H
[mV] | [nm] | (%)
[uM]
47,3
1 C12(TAPAMS),/OA/woda(PDADMAC/PSS), VP +54 118 92
78,1
2 | Cio(TAPAMS),/OA/woda(PDADMAC/PSS); 5 IR-780 -41 106 97
(nano_1)
60,1
3 C12(TAPAMS),/OA/woda(PDADMAC/PSS), IR-780 +59 111 95
(nano_2)

C12o(TAPAMS), — Metylosiarczan 3-[(trimetyloammonio)-propyloldodekanamidu, OA — Kwas
oleinowy, PDADMAC - Chlorek poli(dwuallilodwumetylo-amoniowy), PSS - Sél sodowa
sulfonowanego polistyrenu, { — Zeta potencjat, Dy — Srednica hydrodynamiczna, EE — Wydajno$é
enkapsulacji

e Bazylinska U., Frackowiak R., Brzézka Z., Wilk K.A. (2017) The effect of anionic dicephalic surfactants on
fabrication of varied-core nanocarriers for sustained release of porphyrin photosensitizers, J Photochem
Photobiol B 166, 169-179
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Fotouczulacz, mozliwy do zastosowania w terapii fotodynamicznej, nie powinien by¢
toksyczny dla komorek, ktore nie zostaty poddane naswietlaniu. Dlatego tez, wazny jest dobor
bezpiecznego, nietoksycznego stezenia stosowanego w terapii. W ramach swoich badan
przeprowadzitam ocen¢ wptywu enkapsutowanej werteporfiryny (nano VP) na zywotno$¢
komorek hodowanych w opracowanym modelu in vitro [H2]. Celem badan byto wyznaczenie
minimalnego st¢zenia nano VP, ktore jest nietoksyczne i moze by¢ stosowane w terapii
fotodynamicznej. W celu weryfikacji przydatnosci mikrosystemu oraz nanokapsut VP
prowadzitam badania z zastosowaniem wolnej formy zwigzku. Ponadto, wykonywatam
badania poréwnawcze za pomocg standardowych metod hodowli komorek (makroskali).
Zbadano, ze akumulacja nano VP jest wyzsza w komorkach nowotworowych niz
w komorkach prawidlowych pluc. Wskazuje to na mozliwos$¢ selektywnego dostarczania
enkapsutowanego  fotouczulacza do komoérek nowotworowych. W  badaniach
przeprowadzonych w makroskali, werteporfiryna (VP) 0 stezeniu 1 puM powodowata
niewielki spadek zywotnosci (0k. 70%-90% zywotnosci) badanych komoérek pluc (A549
I MRC-5). Podobny efekt obserwowany byt zaréwno dla wolnej jak i enkapsutowanej VP.
Z kolei w mikrosystemie, dla wolnej VP obserwowano jeszcze mniejszy spadek zywnosci
komorek w stosunku do wynikow uzyskanych w makroskali. Ponadto, zaobserwowano
nietoksyczne dziatanie (Wyzsza zywotnos¢ komorek niz w makroskali) nano VP dla obu linii
komorkowych hodowanych w mikrosystemie. Poréwnywalne wyniki uzyskano we
wszystkich typach hodowli komorkowych prowadzonych w opracowanym mikrosystemie
(monokulturze, kokulturze i hodowli mieszanej). Na podstawie uzyskanych wynikow
w mikroskali wnioskowa¢ mozna, ze zamknigcie werteporfiryny w nanokapsutach prowadzi
do uzyskania zmniejszenia efektu cytotoksycznego, szczegdlnie w stosunku do komorek
prawidtowych. Wazne podkreslenia jest to, ze w mikrosystemie na akumulacj¢ nano VP oraz
uzyskany efekt cytotoksyczny wpltyw maja m.in. takie czynniki jak warunki dynamiczne
hodowli komorek, wysoki stosunek SAV, czy obecnos$¢ innych komorek. Ze wzgledu na to,
ze proponowany mikrosystem do pewnego stopnia umozliwia nasladowanie warunkoéw
in vivo, podejrzewac¢ mozna, ze uzyskana odpowiedz komoérkowa jest bardziej zblizona do tej,

ktora wystepuje W tkance nowotworoweyj.

Kolejnym etapem weryfikacji opracowanego mikrosystemu byto badanie rozrézniania stopnia
toksyczno$ci nanokapsutl zatadowanych takim samym fotouczulaczem (IR-780), ale
roéznigcych sie liczbg warstw  polielektrolitu  (PE) [H3]. Badatam cyto- oraz

fotocytotoksyczno$¢ nanokapsut zatadowanych IR-780 (nano_1 oraz nano_2) (Tabela 1),
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ktore akumulowaty si¢ czterokrotnie bardziej na powierzchni membrany w komorkach
nowotworowych (A549) niz prawidtlowych (MRC-5). Ponadto, zaobserwowatam nieco
wyzszg akumulacje fotouczulacza nano 2 niz nano_ 1. Wyniki te wskazywaty na mozliwo$¢
uzyskania selektywnego dziatania terapii wzgledem komodrek nowotworowych. W zwigzku
z czym, analizowatam dziatanie réznych parametrow PDT na komoérki w opracowanym
modelu in vitro w systemie Lab-on-a-chip. Dla zastosowanych parametrow PDT (stezenie
fotouczulacza, czas inkubacji, moc i czas naswietlania) efekt fotocytotoksyczny obserwowany
byt wylacznie dla nano 2 (Zywotno$é <80%). Zywotno$¢ komoérek A549 i MRC-5, dla
nano_1 i dla wolnej IR-780 wynosita kolejno ok. 95% i ok. 85% kontroli.
Nie zaobserwowano istotnych roznic pomigdzy wynikami uzyskiwanymi dla mono-
i kokultury komoérek. W zwigzku z tym, ze nawet dla najlepiej dziatajacej formy IR-780
(nano_2) spadek zywotnosci komoérek (70-75% dla Ab549, 60-65% dla MRC-5) nie
umozliwial uzyskania nie tylko skutecznej, ale i selektywnej terapii, zbadano jak zmiana
parametrow procedur PDT wplynie na efekt terapeutyczny. Zastosowano wyzszg moc
naswietlania komorek inkubowanych z najwyzszym stezeniem badanego fotouczulacza.
Przyczynito si¢ to do nieznacznego spadku zywotnosci komorek A549 i MRC-5
inkubowanych z nano_1 i wolng IR-780. Z tg r6znica, ze wiekszy efekt toksyczny widoczny
byt dla wolnej IR-780 na komorkach prawidtowych MRC-5, hodowanych w kokulturze
z komoérkami nowotworowymi. Z kolei komorki poddane dziataniu nano 2 charakteryzowaty
si¢ niskg zywotnoscig (dla monokultury A549 — ok. 30% i MRC-5 ok. 35%). Ponadto,
zywotnos¢ komorek malata wraz ze zmniejszajaca si¢ odlegloscia pomigdzy komodrkami
prawidtowymi 1 nowotworowymi. Na podstawie wynikow uzyskanych w opracowanym
mikrosystemie wnioskuj¢, ze inny stopien akumulacji fotouczulacza w komoérkach oraz inna
odpowiedz komoérek na dziatanie dwoch typow nanokapsul, wynika¢ moze z rdznicy
tadunkéw powierzchniowych nanokapsul, co zwigzane jest z typem ostatniej warstwy
polielektrolitu. Proponowany enkapsutowany fotouczulacz nano_2 wykazuje potencjal do
zastosowania go w PDT. Potrzebna jest jednak optymalizacja parametrow tej terapii.
Na podstawie uzyskanych wynikéw przypuszczam, Ze zastosowanie mniejszego stezenia
fotouczulacza i1 zwigkszenie mocy naswietlania mogloby zwigkszy¢ selektywno$¢
i skuteczno$¢ procedur PDT. W ramach powyzszych badan dowiodlam, ze nie tylko
parametry procedur terapeutycznych, ale takze wspothodowla komorek prawidtowych
i nowotworowych sg istotone w optymalizacji terapeutycznego efektu procedur PDT. Tego

typu badania z powodzeniem moga by¢ przeprowadzane w zaproponowanym mikrosystemie.
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W  ramach  wyzej  zaprezentowanych  badan  zaproponowatam  mikrosystem
z dwuwymiarowym modelem in vitro, umozliwiajacym jednoczesne prowadzenie mono-
i kokultury komorek nowotworowych i1 prawidtowych. Z powodzeniem postuzy¢ on moze
jako zaawansowany model komoérkowy do badania cyto- oraz fotocytotoksycznosci nowo
syntezowanych fotouczulaczy (w formie natywnej i enkapsutowanej) [H1-H3].
W opracowanym systemie Lab-on-a-chip komorki wzrastaly w mikrosrodowisku
zapewniajacym wysoki stosunek powierzchni do objetosci (SAV). Ponadto, wszystkie
roztwory (badane zwiazki, medium hodowlane) dostarczane byly do komérek w przeptywie
(w warunkach dynamicznych). Dzigki temu uzyskiwano hodowle komoérek bardziej
zaawansowang niz hodowle prowadzone w standardowych ptytkach czy butelkach
hodowlanych. Warte podkreslenia jest, ze wspothodowla komorek prawidtowych
i nowotworowych w $cisle zdefiniowanych obszarach jest utrudniona a nawet niemozliwa do
uzyskania w standardowych ptytkach wielodotkowych w hodowli prowadzonej w makroskali.
W zwiagzku z tym, proponowany model hodowli komoérek in vitro w mikrosystemie jest
odpowiedzig na zapotrzebowanie na tego typu rozwigzania. Utatwi¢ on moze optymalizacje
parametrow stosowanych w terapii fotodynamicznej i opracowanie standardow postepowania
terapeutycznego w przypadku zachorowan na réznego typu nowotwory. Tematyka wyzej
opisanych badan, zostata zapoczatkowana i rozwini¢ta przeze mnie w zespole badawczym,
w ktorym obecnie pracuje. Proponowane badania procedur terapii fotodynamicznej
w mikrosystemie do hodowli kokultury oraz z zastosowaniem enkapsulowanych

fotouczulaczy sa jednymi z nielicznych prac prezentowanych w literaturze naukowej.

Hodowla komorek w postaci monowarstwy (2D) jest uproszczong formg naturalnego wzrostu
komorek. W takiej hodowli komorki przylegaja do powierzchni materialu wzrostowego,
tworzac nienaturalne polaczenie bialek, uproszczong macierz zewnatrzkomorkowsa
(ang. extracellular matrix, ECM). Ponadto, szlaki metaboliczne i ekspresja genow komorek
w hodowlach 2D odbiegaja od tych wystepujacych w tkance. W celu lepszego odwzorowania
warunkow in Vivo poza organizmem zywym, poszukuje si¢ rozwigzan, ktore umozliwityby
przestrzenne ulozenie 1 wzrost komoérek. Do uzyskania tréjwymiarowej (3D) hodowli
komorek stosowane mogg by¢ wielokomorkowe sferoidy, hydrozele czy rusztowania
(ang. scaffolds). W tego rodzaju hodowli, komorki taczg si¢ ze sobg tworzac przestrzenne
ulozenia, co pozwala na uzyskanie m.in. 3D macierzy zewnatrzkomorkowej i interakcji

pomiedzy komoérkami.
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Biorac pod uwage korzysci wynikajgce z zastosowania mikrosystemoéw do hodowli i analizy
komorek oraz rezultaty uzyskane przeze mnie dla modeli 2D komorkowych, podjetam
badania umozliwiajagce opracowanie bardziej zaawansowanych modeli komorkowych
w systemach Lab-on-a-chip. Gléwnym nurtem tego etapu pracy bylo opracowanie
tzw. modelu nowotworowego z zastosowaniem wielokomorkowych sferoidow [H4-H6].
Sferoidy sa to specyficzne agregaty komorkowe, sktadajace si¢ z trzech czgsci: martwiczego
rdzenia (w $rodku), komoérek w stanie spoczynkowym oraz komorek proliferujacych (czgsé
zewnetrzna). Taka budowa sferoidu determinuje m.in. §ciste interakcje pomigdzy komoérkami,
obecno$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej oraz gradienty sktadnikow odzywczych,
metabolitow 1 tlenu pomigdzy zewngtrzng a S$rodkowag czeScig sferoidu. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, sferoidy uznawane sg za wczesne stadium beznaczyniowego
guza nowotworowego i coraz czgsciej stosuje si¢ je do badan nad réznego typu nowotworami.
Nalezy jednak zaznaczyé, ze sferoidy bez naczyn krwionosnych i limfatycznych oraz
odpowiedniej ilosci tkanki tgcznej nie sg w pelni funkcjonalnym nowotworem, a jedynie
trojwymiarowym modelem komérkowym. Ze wzgledu na zalety wynikajace z miniaturyzacji,
o ktorych pisatam m.in. we wstepie tej rozprawy habilitacyjnej, z roku na rok prowadzonych
jest coraz wigcej badan z zastosowaniem sferoidow w systemach Lab-on-a-chip. Mimo tego,
ze nowotwory pluc i piersi nalezag do najczgstszej przyczyny zgondw na S$wiecie, prac
zwigzanych z analizg tego typu sferoidow w mikrosystemach jest niewiele. Wychodzac
naprzeciw bardzo waznemu tematowi badawczemu, zaproponowatam 3D modele komérkowe
ztozone ze sferoidow oraz podjetam na nich badania zwigzane z optymalizacjg procedur

terapii fotodynamicznej [H4-H6].

Na formowanie sferoidow w systemach Lab-on-a-chip wptywa kilka czynnikow, np.: materiat
konstrukcyjny mikrosystemu, ksztalt i wielkos¢ mikrodotka hodowlanego, typ komorek.
W zwigzku z czym, zbadatam jak zastosowanie roznych parametrOw pracy systemoOw
Lab-on-a-chip, tzn. rézne glebokosci mikrodotkow hodowlanych, rozne predkosci przeptywu
wprowadzanej zawiesiny komoérkowej oraz dodanie kolagenu do zawiesiny komorek, jako
biatka (kolagenu) wspomagajacego agregacje komorek, wptywa na hodowle sferoidow [H4].
W zaleznosci od typu komorek, w blonie komorkowej znajduje si¢ rdzna liczba i rodzaj biatek
odpowiedzialnych za adhezje komodrek. Ma to m.in. wplyw na stopien ich agregacji.
W swoich badaniach analizowatam agregacj¢ i formowanie sferoidéw dwoch typow komorek
phuc: nowotworowych A549 1 prawidtowych MRC-5. Opracowatam mikrosystem sktadajacy

si¢ z sieci mikrokanatéw i1 3x4 macierzy mikrokomor hodowlanych (Rysunek 4 A - C).
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W kazdej mikrokomorze znajdowalo si¢ siedem sferycznych mikrodotkow (0 wymiarach
350 um lub 500 pm). Wykonanie takiego ksztattu mikrodotka miato na celu zwigkszenie
agregacji komorek i utworzenie zwartych sferoidow. Zaproponowane rozmieszczenie
zarOwno mikrokomor jak 1 mieszczacych si¢ w nich mikrodotkéw hodowlanych umozliwito
rownomierne i powtarzalne umieszczenie komoérek w mikrosystemie. Ponadto, w kazdym
z mikrodotkow uzyskiwano pojedynczy sferoid. Jest to bardzo wazne, w kontekscie
dlugoterminowego monitorowania tego samego sferoidu i oceny odpowiedzi komorek na
dzialanie danego czynnika terapeutycznego. Dlugoterminowe monitorowanie tego
samego sferoidu w makroskali (za pomoca dotychczas stosowanych metod hodowli) jest
praktycznie niemozliwe. Proponowany przeze mnie mikrosystem jest rozwiazaniem tego

problemu.

Ze wzgledu na to, ze komorki adherentne chetniej przylegaja do hydrofilowych powierzchni,
w przypadku opracowywania modeli 2D w mikrosystemach, jako jeden z materiatléw
konstrukcyjnych stosowane jest szkto [H1-H3]. Z kolei w przypadku sferoidu, efektem
pozadanym jest brak wzrostu komorek na powierzchni materiatu konstrukcyjnego
mikrosystemow, a wzmozona adhezja i wzajemna agregacja komorek. Efekt taki
wspomagany jest poprzez zastosowanie materiatu hydrofobowego tj. PDMS. W celu
zwigkszenia tego efektu zastosowano ,,U” ksztattne mikrodotki oraz PDMS jako materiat
konstrukcyjny systemu Lab-on-a-chip. PDMS jest materialem hydrofobowym, w zwigzku
z czym komorki przylegaja do niego w niewielkim stopniu. W celu zmiany wilasciwosci
PDMS mozna modyfikowac jego powierzchnig¢. W ramach tej pracy zbadano w jaki sposob
mozna uzyska¢ bardziej hydrofobowg powierzchnic PDMS, co wptywaé moze na
zwigkszenia agregacji komorek. W tym celu, powierzchni¢ PDMS zmodyfikowatam 0,05%
poli(alkoholem winylowym) (PVA). Modyfikacja polegata na poddaniu powierzchni PDMS
dziataniu plazmy tlenowej, a nastepnie inkubacji takiej powierzchni z PVA. Badania te byly
jednym z elementéw prac prowadzonych w ramach projektu badawczego SONATA 5
pt. ,,Badanie wplywu modyfikacji powierzchni poli(dimetylosiloksanu) na jego
wlasciwosci fizykochemiczne oraz oddzialywanie z materialem biologicznym”, ktérego
bylam Kkierownikiem (Nr 2013/09/D/ST5/03887, Narodowe Centrum Nauki). Projekt ten
dotyczyl opracowania metod modyfikacji powierzchni PDMS oraz ich zastosowanie

do wykonania mikrosystemow do hodowli i analizy r6znego typu komoérek. W ramach tego
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projektu powstaly rowniez dwie dodatkowe prace w czasopismach z listy JCR, ktére nie sa

elementem jednotematycznego cyklu publikacji niniejszej rozprawy habilitacyjnej [7,8].

W trakcie opracowywania mikrosystemow do przestrzennego wzrostu komorek w postaci
sferoidéw, jednym z waznych wymogdéw byla automatyzacja badan oraz mozliwosé
monitorowania pojedynczych sferoidow. W wielu przyktadach mikrosystemow opisywanych
w literaturze, stosowanych do hodowli i badania funkcji komorek, wzrost i proliferacja
komorek oceniana jest wylacznie na podstawie analizy mikroskopowej. Proponowane przeze
mnie mikrosystemy, zostaly zaprojektowane i wykonane w taki sposob, ze rozmieszczenie
mikrokomér hodowlanych w  mikrosystemach do hodowli komorek, odpowiada
rozmieszczeniu dotkow na ptytce 384-dotkowej [H4-H6, H10]. Dzigki temu opracowane
mikrosystemy byly kompatybilne ze standardowa aparaturg instrumentalng i $wietnie
nadawaty si¢ do prowadzenia analiz w czytnikach plytek wielodotkowych i uzyskania

ilosciowych wynikow eksperymentu.
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Rysunek 4 (4) Schemat mikrosystemu do hodowli sferoidow. (B) Schemat mikrokomory hodowlanej
wraz z mikrodotkami. Wymiary wykonanych mikrodotkow. (C) Wykonany mikrosystem (I — wilot,
- otwor odpowietrzajgcy, Il — wyloty). (D) Mikrodotki (o wymiarach 350 i 500 um) ze sferoidami
komorek A549 w roznym czasie od rozpoczecia hodowli [H5].

Wykazano, ze glebokosci mikrodotkow oraz typ komorek majg istotne znaczenie
w formowaniu si¢ sferoidow (Rysunek 4 D). Sferoidy komérek MRC-5 uzyskano wytacznie
w mikrodotkach o gltgbokosci 500 um. Agregacja tych komoérek wzrastata w kolejnych dniach
hodowli. Wyznaczono, ze powierzchnia przekroju poprzecznego sferoidu zmniejszyta sie

pieciokrotnie w ciggu 72 h. W przypadku komoérek A549 zaobserwowano agregacje komorek

7 Zuchowska A., Kwiatkowski P., Jastrzebska E., Chudy M., Dybko A., Brzézka Z. (2016) Adhesion of MRC-5 and
A549 cells on poly(dimethylosiloxane) surface modified by proteins, Electrophoresis, 37, 536-544

8 Jastrzebska E., Zuchowska A., Flis S., Sokolowska P., Bulka M., Dybko A., Brzozka Z. (2018) Biological
characterization of the modified poly(dimethylsiloxane) surfaces based on cell attachment and toxicity assays,
Biomicrofluidics, 12, 044105
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zarowno w mikrodotkach 350 um jak i 500 um [H4]. Niemniej jednak w kolejnych godzinach
hodowli, komorki A549 nie tworzyty spontanicznie zwartych sferoidow, a bylty ze sobg luzno
potaczone. Wynika¢ to mogto z matej ilosci adhezyjnych bialek wchodzacych w sktad
membrany tych komoérek. Analiza poziomu winkuliny, biatka odpowiedzialnego za adhezj¢
komorka-komorka, komoérka-macierz pozakomorkowa wykazata, ze zawartos¢ tego biatka
jest wyzsza w komoérkach MRC-5 niz A549 [H5]. W zwiazku z tym, w celu zwickszenia
oddzialywania komorka-komorka w hodowli sferoidow A549, do zawiesiny komorek dodano
roztwor kolagenu o stezeniu 0,001%. Zastosowanie dodatkowego sktadnika umozliwito
tworzenie w pelni zagregowanych sferoidéw. Podobnie jak w przypadku komorek
prawidtowych, wigkszy stopien agregacji uzyskano w mikrodotkach o glebokosci 500 pm.
Ponadto, w mikrodotkach o tej glebokosci z powodzeniem prowadzono hodowle
dhugoterminows (10-cio dniowa) sferoidow A549 oraz MRC-5. Kolejnym waznym
parametrem, ktory analizowano W opracowanym systemie byt stres hydrodynamiczny. Jest to
czynnik, ktory w zalezno$ci od typu komoérek wptywaé moze na nie stymulujaco badz
inhibitujaco [H4, HI]. Wykazano, ze komoérki prawidlowe MRC-5 sg bardziej odporne na
dziatanie stresu hydrodynamicznego niz komoérki nowotworowe AS549. Moze to wynikac
m.in. z morfologii komodrek. Komorki AbB49 sa komodrkami nabtonkowymi, bardziej
wrazliwymi na dziatanie stresu hydrodynamicznego (przeptywu). Powyzsze wyniki wskazuja,
ze w zaprezentowanym mikrosystemie z powodzeniem mogg by¢ uzyskiwane sferoidy
komorek ptuc — jako przestrzenny model hodowli in vitro do badania wzrostu komorek.
Uzyskane sferoidy miaty wysoki stopien sferycznosci i powtarzalne rozmiary. Ponadto, warte
podkreslenia jest, ze opracowany 3D model in vitro umozliwia obserwacje i analize tego
samego, pojedynczego sferoidu w dlugoterminowej hodowli. Opracowany mikrosystem jest

przedmiotem zgloszenia patentowego [9].

Mimo, iz w literaturze prezentowane sa przestrzenne modele komorkowe oparte na
sferoidach uzyskiwanych w mikrosystemach, niewiele jest doniesien na temat modeli
sferoidow komorek pluc. Proponowany model in vitro (sferoidy komorek pluc A549
i MRC-5 hodowane w systemach Lab-on-a-chip), jest jednym z osiagnie¢ badawczych
zrealizowanych podczas mojej pracy. Model ten zostal wykorzystany do analizy cyto-
i fotocytotoksycznosci (terapia PDT) kwasu 5-aminolewulinowego (ALA) [H5]. Badania

te stanowily kolejny etap oceny procedur terapii fotodynamicznej w mikrosystemach

? Zuchowska A., Zukowski K., Jastrzebska E., Brzzka Z., Dybko A., Chudy M. (2016) Przeptywowy mikrouktad do
tréojwymiarowej hodowli sferoidédw zaopatrzony w system odpowietrzajgcy oraz sposdéb odpowietrzania
tréojwymiarowej hodowli sferoiddw - P.416105, Polska, Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej
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Lab-on-a-chip na modelu komoérkowym nasladujgcym warunki in vivo. Prace tego typu nie
byly dotychczas prezentowane w literaturze naukowej. Badania przeprowadzano na
hodowli sferoidow uzyskanej w mikrosystemie o geometrii przedstawionej na Rysunku 5 A.
Geometria mikrosystemu prezentowanego w pracy [H4] zostata nieznacznie zmodyfikowana
w taki sposob, aby w jednym mikrosystemie analizowa¢ dziatanie badanego zwigzek oraz
proby kontrolnej (medium hodowlanego). W przypadku badan prowadzonych na
przestrzennych hodowlach komodrek, w celu uzyskania efektu toksycznego zazwyczaj
konieczne jest zastosowanie wyzszego stezenia zwigzku niz w przypadku hodowli 2D.
Dlatego tez, w tych badaniach zastosowatam roztwory ALA o wyzszym stezeniu (09 mM)
niz w przypadku badan prowadzonych na modelu dwuwymiarowym [H1]. Wykazano, ze po
24 h od przeprowadzenia procedur PDT, zywotnos¢ komorek prawidlowych MRC-5 jest
wysoka, podczas gdy zywotnos¢ komorek nowotworowych A549 spada wraz ze wzrostem
badanego st¢zenia ALA (do poziomu ok. 60%). Komorki nowotworowe ptuc hodowane
przestrzennie (sferoidy) byty bardziej odporne (o ok. 70% wigcej zywych komorek) na
dziatanie zastosowanej terapii, niz w hodowli 2D [H1, H5].

W przypadku Klinicznego zastosowania terapii fotodynamicznej (PDT), po przeprowadzeniu
terapii (podaniu zwigzku i naswietleniu) lek pozostaje w organizmie cztowieka przez dtuzszy
czas (w zaleznos$ci od szlaku metabolicznego). Szukajac analogii do terapii prowadzonej na
pacjentach oraz argumentujac, ze terapia po pewnym czasie moze przynies¢ korzystne badz
niepozadane efekty, zbadatam jak procedura terapii PDT wplywa na zywotno$¢ komorek
w hodowli dlugoterminowej (10-dniowej). Badatam, czy po przeprowadzeniu terapii
fotodynamicznej w hodowli sferoidéw, zgodnie z wczesniej zatozonymi procedurami,
w kolejnych dniach obserwowany bedzie efekt terapeutyczny. W badaniach zastosowano
stezenia ALA (2 i 3 mM), dla ktérych zanotowano znaczacy spadek zywotnosci komorek
A549 (dla testow przeprowadzanych po 24 h). Efekt fotocytotoksyczny, to znaczy wysoki
spadek zywotnosci komorek nowotworowych i niski prawidtowych, uzyskano dla stezenia
3 mM pig¢ dni po przeprowadzeniu PDT. Z kolei, dla 2 mM ALA uzyskano wysoka
(ok. 80%) zywotno$¢ komodrek nowotworowych A549 do ostatniego dnia hodowli

(Rysunek 5 B, C).
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Rysunek 5 (A) Zdjecie opracowanego mikrosystemu. Schemat agregacji komorek i formowania si¢
sferoidow. Schemat mikrodotkéw i mikrokomor hodowlanych wytworzonych w mikrosystemie. Uchwyt
mikrosystemu dostosowany do wymiaréw piytki 384-dotkowej (B,C) Zywotnosé sferoidow A549
i MRC-5 po przeprowadzeniu procedur PDT z (B) 2 mM i (C) 3 mM ALA w kolejnych dniach hodowli.
(Po prawej stronie) Sferoidy w mikrodotkach hodowlanych w ostatnim dniu hodowli poddane
barwieniu réznicowemu jodkiem propidyny (czerwony kolor) i kalceing AM (zielony kolor) [H5].
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Wyzszy efekt terapeutyczny po kilku dniach od przeprowadzenia procedur PDT wynikac
moégt z budowy sferoidu. Ze wzgledu na $cisle przylegajace komoérki utrudnione moglo by¢
ré6wnomierne Wnikanie zwigzku do wszystkich komoérek. ALA wnikalo gléwnie do
zewnetrznej czeSci sferoidu. Ponadto, cze$¢ komorek mogla ulegaé $mierci na drodze
apoptozy, co powodowato spadek zywotnosci w ciggu kolejnych dni hodowli.
Zaobserwowano, ze komorki nowotworowe A549 sg bardziej wrazliwe na zastosowane
parametry procedury PDT niz komoérki prawidtowe MRC-5. Gtownym powodem roznic w
zywotnosci komoérek po przeprowadzeniu procedur PDT moze by¢ réznica w aktywnoSci
enzymow w cyklu hemowym pomig¢dzy tymi komorkami. Komoérki A549 majg znacznie
wigksza enzymatyczng konwersj¢ ALA do protoporfiryny IX (PplX), co wplywa na wicksza
akumulacje fotouczulacza. To z kolei powoduje wytwarzanie wigkszej liczby reaktywnych
form tlenu (ROS) w komoérkach A549. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze proponowany
model hodowli komoérek moze stanowi¢ zawansowane narzedzie do oceny i optymalizacji
procedur PDT.

W badaniach prowadzonych w mikrosystemie do hodowli 2D wykazano, ze przeprowadzenie
procedur PDT na wspothodowli (kokulturze) komoérek nowotworowych i prawidtowych,
wptywaé moze na spadek zywotno$ci komorek prawidtowych, na ktére dana terapia nie
powinna dziata¢ [H1-H3]. Biorac pod uwagg te badania oraz testy zwigzane z opracowaniem
hodowli 3D komorek (sferoidow) zaproponowatam przestrzenny model kokultury
komorkowej w sferoidach [H6]. Mikrosystem przedstawiony na Rysunku 5 A
wykorzystatam do (1) opracowania nowego modelu hodowli w warunkach przeptywowych,
opartego na sferoidach ztozonych z kokultury komoérek nowotworowych i1 prawidtowych
piersi oraz (2) analizy skuteczno$ci procedur terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem
enkapsutowanej mezo-tetrafenyloporfiryny na uzyskanej kokulturze sferoidow. Tkanka
nowotworowa in vivo charakteryzuje si¢ wieloma specyficznymi wilasciwosciami, miedzy
innymi trojwymiarowym (3D) utozeniem komorek oraz wystgpujacymi interakcjami
pomiedzy komorkami prawidtowymi i nowotworowymi. Ponadto, sktada si¢ ona z dwoch
warstw tzw. migzszu oraz komodrek zrgbu. W celu nasladowania takiego mikrosrodowiska,
opracowatam trojwymiarowa kokulture komorek piersi w postaci sferoidu. W badaniach
zastosowano ludzkie komorki gruczolakoraka piersi (MCF-7) i ludzkie fibroblasty sutka
(HMF), ktére mieszano ze sobg W stosunku objetosciowym 1:1. Ze wzgledu na to, ze komorki
HMF wytwarzaja sktadniki pozakomoérkowej macierzy zrgbu oraz odgrywaja wazng rolg
W rozwoju i rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu piersi, zostaty one zastosowane w badaniach

jako komorki zrgbu. Z kolei komoérki nowotworowe MCF-7 zastosowano jako komorki
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migzszu. W opracowanym mikrosystemie w kazdym mikrodotku hodowlanym uzyskano
pojedynczy sferoid ztozony z dwoch typow komoérek odpowiadajacych warstwie migzszu
i zrgbu. Z powodzeniem przeprowadzono trzy typy hodowli sferoidow: monokulture komoérek
HMF i MCF-7, a takze kokultur¢ komérek MCF-7/HMF. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
komorki hodowane w kokulturze sferoidu charakteryzuja si¢ wyzszg proliferacjg niz komorki
MCF-7 lub HMF hodowane jako monokultura sferoidu. Wynikaé to moze
ze wzajemnego oddziatywania miedzy komoérkami hodowanymi we wspothodowli.
Na podstawie analizy proliferacji komoérek, wywnioskowa¢ mozna ze zoptymalizowane
w mikrosystemie warunki hodowli sag odpowiednie do uzyskania trojwymiarowego (w postaci

sferoidu) modelu mono- i kokultury komorek.

Model kokultury sferoidu (MCF-7/HMF) zastosowatam do analizy skutecznosci procedur
terapii fotodynamicznej (PDT), jako model bardziej zblizony do in vivo niz standardowe
i mikroprzeptywowe hodowle dwuwymiarowe. Testy prowadzono réwniez na monokulturze
sferoidow komorek MCF-7 i HMF. W badaniach zastosowano nowo opracowany
enkapsutowany fotouczulacz (mezo-tetrafenyloporfiryna, nano-TPP). Enkapsutowany
fotouczulacz uzyskano w ramach wspolpracy z zespotem prof. Kazimiery A. Wilk
z Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Podobnie jak wczesniej opisane
enkapsutowane fotouczulacze [H2, H3], nano-TPP przygotowano metoda warstwa
po warstwie (ang. layer-by-layer, LbL) zgodnie 2z procedurami prezentowanymi
w literaturze [10]. Wykazano, ze skuteczno$¢ procedur PDT jest zalezna od stosowanej dawki
fotouczula oraz czasu jaki mingt od przeprowadzenia procedur terapii. Na zywotno$é
komorek wptyw miat réwniez typ hodowli sferoidow. Po przeprowadzeniu procedur PDT
nie obserwowano znaczacego spadku zywotnosci komorek prawidtowych HMF hodowanych
w postaci sferoidow w monokulturze (z wyjatkiem badan prowadzonych dla stg¢zenie 45 pM
i czasu 48 h). Fotocytotoksyczne dziatanie nano-TPP obserwowano gtownie w W mono-
i kokulturze sferoidow zawierajacych komorki nowotworowe MCF-7. Zaobserwowano
jednak, ze komorki byty bardziej odporne na dziatanie procedur PDT w kokulturze (MCF-
7/HMF) niz w monokulturze (MCF-7). Ponadto, efekt fotocytotoksyczny widoczny byt
pézniej dla hodowli prowadzonej w kokulturze MCF-7/HMF. Wynika¢ to moze
z wlhasciwosci komoérek zrebu (komoérek HMF). Stymuluja one bowiem wzrost komorek

nowotworowych oraz wspieraja ich odporno$¢ na stosowane terapie. Dodatkowo, rodzaj

10 Bazylinska U., Frackowiak R., Brzdzka Z., Wilk K.A. (2017) The effect of anionic dicephalic surfactants on
fabrication of varied-core nanocarriers for sustained release of porphyrin photosensitizers, J Photochem
Photobiol B 166 169-179
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komorek z jakich zbudowany jest sferoid wplywal na uzyskanie réznego stopnia akumulacji
nano-TPP i tym samym generowany byt rozny poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w obu
modelach hodowli sferoidow: w mono- 1 kokulturze. Na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen wnioskuje, ze zastosowany nano-TPP jest fotouczulaczem, ktory umozliwia
uzyskanie nie tylko skutecznej ale i selektywnej terapii fotodynamicznej. W ramach wyzej
opisanych badan przedstawilam innowacyjne podejscie do opracowania 3D modelu
nowotworu w mikrosystemie, takiego w ktorym moga by¢ uzyskane warunki wzrostu
komorek nowotworowych zblizone do in vivo. Wykazalam, ze model kokultury komoérek
w postaci sferoidu moze by¢ z powodzeniem stosowany do oceny skuteczno$ci
i optymalizacji procedur terapii fotodynamicznej z zastosowaniem enkapsulowanych

fotouczulaczy.

W ramach pierwszego nurtu prac potwierdzitam, ze systemy Lab-on-a-chip stanowi¢ moga
idealne narzedzia do tworzenia zaawansowanych modeli in vitro do hodowli i analizy
komorek prawidtowych i nowotworowych. Wykazalam, ze w mikroskali uzyska¢ mozna
nie tylko dwuwymiarowe monokultury komorek, ale réwniez ich wspoéthodowle
I umieszczenie w okreslonych obszarach. Mikrosystemy o precyzyjnie zaprojektowanych
mikrostrukturach stosowane moga by¢ do hodowli 2D komoérek prawidlowych
1 nowotworowych rosnacych zarowno w mono- jak i1 kokulturze (wspéthodowli). Poza tym,
opracowane mikrosystemy z powodzeniem postuzyly do uzyskania przestrzennego
modelu komoérek nowotworowych (w postaci mono- i kokultury komorek). Taka
hodowla umozliwia jeszcze lepsze odzwierciedlenie warunkéw in vivo. Wykazatam, ze
proponowane modele wykorzystywane moga byé w ocenie wzrostu komorek,
cytotoksycznosci zwiazkow, czy efektu terapeutycznego procedur terapii fotodynamicznej.
W ramach badan wykazano, ro6zng odpowiedz komorek na dziatanie czynnika
terapeutycznego w proponowanych modelach 2D i 3D, co jeszcze bardziej podkresla
konieczno$¢ opracowywania zaawansowanych metod hodowli komorek. Badania zwiazane
z oceng procedur terapii fotodynamicznej (PDT) z zastosowaniem enkapsulowanych
fotouczulaczy oraz hodowli 3D sferoidéow w kokulturze dotychczas nie byly szeroko
analizowane. Zaproponowana przeze mnie powyzej tematyka badawcza, stanowiaca
element niniejszej rozprawy habilitacyjnej, jest pionierska i jako jedna z pierwszych
prezentowanych w literaturze naukowej. W wyzej opisanych badaniach staralam sie
dowies¢, ze miniaturyzacja, automatyzacja badan oraz mozliwos¢ precyzyjnej kontroli

komorek w systemach Lab-on-a-chip sg istotnymi zaletami jakie przemawiaja za tym, ze
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proponowane rozwigzania moga by¢ alternatywa do dotychczas stosowanych
w laboratoriach biologicznych metod hodowli i analizy komérek i z powodzeniem

wpisuja sie¢ w zasade 3R dotyczacqg badan toksykologicznych.
2. Opracowanie systemow typu Heart-on-a-chip [H7-H11]

W ramach badan podjetych w trakcie pracy habilitacyjnej, zaproponowalam
i rozwinelam réwniez zupelnie nowa tematyke badawcza, ktéra jest nie licznie
prezentowana w literaturze naukowej i nie byla dotychczas prowadzona w zespole
badawczym, w ktorym pracuje. Badania te zwigzane byty z opracowaniem mikrosystemow
znajdujacych zastosowanie w analizie i1 hodowli komodrek sercowych [H7-H11].
Zainteresowanie ta tematyka wynikato przede wszystkim z tego, ze choroby uktadu krazenia
corocznie przyczyniaja si¢ do najwiekszej liczby zgondéw. W zwigzku z czym, sluszne
wydawato si¢ dla mnie opracowanie modelu komérkowego podobnego do in vivo, w ktorym
bedzie mozna bada¢ funkcje komorek serca, opracowywaé nowe procedury terapii czy
analizowa¢ mozliwosci regeneracyjne komorek macierzystych [H7, H8]. Zastosowanie w tej
dziedzinie z powodzeniem znalezé moga modele nasladujgce dziatanie in vivo
(ang. in vivo-like model) uzyskiwane w systemach Lab-on-a-chip. Rozwigzania te, nazywane
systemami Organ-on-a-chip, pozwalajg na nasladowanie przynajmniej w pewnym stopniu
funkcjonowania danej tkanki czy organu i dzigki temu badanie funkcji komorek serca
prowadzone jest w warunkach zblizonych do in vivo (tzw. Heart-on-a-chip). W literaturze
tematyka dotyczaca systemow Organ-on-a-chip nalezy do stosunkowo nowych. W zwigzku
Z czym, mimo pojawiajacych si¢ doniesien na temat mikrosystemow do hodowli komorek
serca, w dalszym ciggu sg one w fazie poczatkowej 1 wymagaja prowadzenia dalszych badan.
Zaproponowane przeze mnie badania realizowalam w ramach projektu badawczego
LIDER, ktérego bylam Kkierownikiem. Projekt pt. "Mikrosystem Lab-on-a-chip do
modelowania i badania wzrostu komérek miesnia sercowego." uzyskal finansowanie
ponad 1 min zlotych z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Jednym ze wskaznikow
rezultatdéw tego projektu byta praca doktorska, Scisle zwigzana z tematyka kierowanego
przeze mnie projektu 1 zawierajaca czeS¢ moich koncepcji zawartych w zadaniach
badawczych. Ponadto, na zaproszenie wydawnictwa Springer ukazala sie ksiazka:
»Cardiac Cell Culture Technologies — Microfluidics and on Chip Systems”, ktora

poswiecona jest tematyce badawczej prowadzonej przeze mnie w ramach pracy
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habilitacyjnej [11]. Bylam edytorem korespondencyjnym, gléwnym pomyslodawca

zwartosci merytorycznej ksiazki oraz wspotautorem pi¢ciu rozdziatow.

W ksigzce, jak réwniez w jednej z prac przegladowych, opisatam parametry jakie powinny
by¢ spelnione i zachowane w systemach Heart-on-a-chip [H7, H8]. Scharakteryzowatam
rowniez typy mikrouktadéw, jakie dotychczas sg opisywane w literaturze oraz podkreslitam
wymagania i elementy, ktore zdecydowanie powinny by¢ udoskonalone, aby systemy
Heart-on-a-chip z powodzeniem mogly znalez¢ zastosowanie w diagnostyce i leczeniu
chorob uktadu krazenia. Najwazniejszg zaletg systemow Heart-on-a-chip jest mozliwosé
na$ladowania warunkow in vivo bardziej niz w standardowych (dwuwymiarowych, 2D)
metodach hodowli. Efekt ten uzyska¢ mozna miedzy innymi poprzez zaprojektowanie sieci
mikrostruktur, odpowiadajacym unaczynieniu oraz zapewnieniu warunkow dynamicznych,
co z kolei moze odpowiada¢ ciggtemu dziataniu przeptywu krwi na komoérki serca. Ponadto,
stuzy¢ one moga do monitorowania parametrow stanu komorek (np. stezenie tlenu, wartos$¢
pH, stres hydrodynamiczny, pobor wewnatrzkomoérkowych jondw wapnia i poziom oksydazy
mleczanowej) oraz analizy cytotoksycznosci zwigzkow o kardiologicznej czy

przeciwnowotworowej aktywnosci terapeutyczne;.

W trakcie planowania badan majacych na celu opracowanie zaawansowanego modelu do
hodowli 1 analizy komorek serca wzielam pod uwage specyficzne wilasciwosci tkanki jaka
chciatabym zamodelowaé¢ w mikroprzeptywowym systemie (Rysunek 6). Serce jest tkanka,
ktora charakteryzuje si¢ zarowno rownoleglym utozeniem komorek jak i zlozona dynamika
elektrochemiczng. Kolejng istotng cecha jest laminarny i pulsacyjny przeptyw w systemie
naczyniowym. W zwiazku z czym: warunki mechaniczne i dynamiczne, rownolegle utozenie
komorek na nanowtdknach lub przestrzenne w hydrozelach, rozciaganie czy pole elektryczne
sa kluczowymi parametrami sygnalizacyjnymi uzywanymi do nasladowania funkcjonowania
tkanki serca. Dodatkowo, modele komorkowe w mikrosystemach mogg by¢ wykorzystywane
do symulowania chordb uktadu krazenia i badania regeneracji serca za pomoca komorek
macierzystych. W swoich badaniach, bedacych przedmiotem jednotematycznego cyklu prac
rozprawy habilitacyjnej, podjetam probg optymalizacji w mikrosystemach takich czynnikow
jak: warunki dynamiczne hodowli, zastosowanie nanowlokien i hydrozelu do prowadzenia
hodowli komorek serca [H9 - H11]. Hodowla komorek serca w mikrosystemach prowadzona

moze by¢ w rézny sposob: moga to by¢ hodowle dwuwymiarowe (tj. hodowla pojedynczej

" Jastrzebska E., Brzozka Z. (2018) edytor, Cardiac Cell Culture Technologies: Microfluidic and On-Chip Systems,
Springer 233, ISBN 978-3-319-70684-9
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komorki, monowarstwa komorek) oraz trojwymiarowe. Do hodowli przestrzennych zalicza
si¢: hodowle w postaci sferoidow i wieclowarstwy komorkowej oraz zastosowanie hydrozelli,
nanowlokien i skafoldow. Biorac pod uwagg analiz¢ roznych parametrow waznych w trakcie
opracowywania modeli komérkowych nasladujacych warunki in vivo, w swoich pracach

podjetam si¢ zbadania zaréwno modeli dwu-jak i trojwymiarowych.

//T\

rozcigganie

serca

warunki -
przeptywowe T komorki
/ macierzyste

==

nanowiokna

hydrozel
Rysunek 6 Kluczowe czynniki sygnatowe jakie nasladowane mogq by¢é w systemach typu
Heart-on-a-chip [12].

Warunki dynamiczne sg jednym z istotnych czynnikéw obecnych w uktadzie krwiono$nym
i sercu w warunkach in vivo. W zwigzku z czym, wazne jest badanie tego parametru na
modelach komérkowych opracowywanych poza organizmem. Zastosowanie miniaturowych
systemoOw przeplywowych w tym celu, wydaje si¢ by¢ naturalnym rozwigzaniem,
zdecydowanie dogodniejszym i bardziej precyzyjnym niz standardowe hodowle komorkowe
(makroskala). Jednym z proponowanych przeze mnie modeli komorkowych do analizy
wzrostu komorek serca byly mikrosystemy przeptywowe o roznej geometrii, w ktorych
prowadzono hodowlg 2D wybranej linii komoérek serca [H9]. W celu zapewnienia adhezji
komorek do podloza zastosowano szklo jako material konstrukcyjny systemu. PDMS
postuzyl do wytworzenia w nim zaprojektowanych mikrostruktur. Zbadano wptyw warunkow
mikrosrodowiska (statyczne i dynamiczne) oraz geometrii mikrokomor hodowlanych na

proliferacje, morfologie¢ oraz ulozenie kardiomioblastow szczurzych (H9C2). Mimo, iz

12 Jastrzebska E., Brzozka Z. (2018) Rozdziat 7: Microfluidic systems for cardiac cell culture — characterization
w Cardiac Cell Culture Technologies: Microfluidic and On-Chip Systems (ed. Jastrzebska E., Brzozka Z.) Springer,
155-167
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w literaturze proponowanych jest wiele rozwiazan systemow Lab-on-a-chip bardzo
czesto pomijane s3 badania majace na celu analize¢ wplywu na komérki takich
czynnikéw jak ciagly przeplyw skladnikow odzywczych czy ksztalt mikrostruktur,
w ktorych prowadzona jest hodowla komorek. Zaprojektowatam i wykonanatam trzy typy
mikrouktadow 0 geometrii: okraglej mikrokomory, podtuznego mikrokanatu, trzech
mikrokanatlow podtuznych oddzielonych mikrostupkami (Rysunek 7 A). W trakcie
planowania ksztaltu mikrokomor kierowatam si¢ migdzy innymi tym, ze w tych geometriach
uzyskiwane s3 rdézne wartosci naprezenia $cinajacego (najwicksze dla mikrokanatlu
podhuznego). Okragta mikrokomora jest najpopularniejsza geometrig stosowang w systemach
Lab-on-a-chip, w zwigzku z czym zastosowatam ja do hodowli komoérek serca. Z kolei ze
wzgledu na to, ze komoérki migénia sercowego, in Vivo sg ulozone wzglgdem siebie
rownolegle, postawitam hipoteze, ze mikrokanal podtuzny powinien stymulowa¢ komorki do
réwnolegltego ulozenia. Geometria tych systemow pozwalala na przeptyw medium
hodowlanego bezposrednio nad hodowanymi komoérkami. W mikrosystemie z trzema
rownoleglymi mikrokanatami oddzielonymi dwoma rzgdami mikrostupkow, komorki
hodowano w glownym mikrokanale, natomiast medium dostarczane byto kanatami bocznymi
i dyfundowato pomigdzy mikrostupkami do komorek. Testy przeprowadzane byty na modelu
dwuwymiarowym hodowli komoérek H9C2, zgodnie ze schematem przedstawionym na
Rysunku 7 B.

A @D
2 mm - e re————l BTN
4 \ S +kémikmkanal boczny 1200 um
\ ™5 % WD) DI
— 1 mm 300 pm i
o R S mikrokanat gtéwny [400 um
DO
; =0 mikrokanatiocznl 2
i 2 mm .
B Przeptyw 1 pL/min 37°C, 5% CO2
-_—

r"@?\ﬂ

pozywka hodowlana/
roztwér werapamilu pompa perystaltyczna mikrosystem odpady

Rysunek 7 (A) Geometrie mikrokomor hodowlanych: okrggta, mikrokanat podtuzny, trzy mikrokanaty
podiuzne oddzielone mikrostupkami. (B) Schemat przeprowadzenia eksperymentu [H9].

Przeprowadzano hodowle statyczng (zmiana pozywki codziennie przez 10 min., przeptyw
1 pl/min) oraz dynamiczng (ciagly przeplyw pozywki przez 72 h hodowli, przeptyw
1 ul/min), a nastgpnie badano proliferacje, morfologi¢ i rozmieszczenie komorek. Ze wzgledu

na to, ze szczurze kardiomioblasty (H9C2) sg jednymi z najcze$ciej stosowanych
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modelowych komoérek serca, te komorki zastosowalam w  swoich badaniach.
Zaobserwowalam, ze w hodowli statycznej w mikroskali liczba komorek H9C2 spada
w kolejnych dniach, az do ok. 65% w ostatnim dniu hodowli. Analiza morfologii wskazywata,
ze komorki przypadkowo przylegaly do podloza tworzac nieregularne ksztalty. Nie
zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy stosowanymi mikrokomorami hodowlanymi.
W hodowli dynamicznej liczba komorek wzrosta znacznie w kolejnych dniach hodowli i byta
zalezna od zastosowanej geometrii mikrosystemu (Rysunek 8 A). Najwyzsza proliferacja
komorek oraz kierunkowanie sie ich zgodnie z przeptywem medium hodowlanego
zaobserwowano w mikrokanale podtuznym. Poréwnanie wynikow uzyskanych w hodowli
statycznej i dynamicznej wykazato, ze przepltyw stymuluje komérki H9C2 do szybszych
podzialow oraz do rownolegtego utozenia. Ponadto, naprezenia $cinajace (najwyzsza warto$¢
dla mikrokanatu podtuznego) oraz trajektoria plynu (regularny przeptyw w calej
mikrokomorze) sg istotne w uzyskaniu wysokiej proliferacji badanych komorek. Wykazano,
ze odpowiednio dobrane parametry (warto$¢ przeptywu skladnikéw odzywczych, ksztalt

mikrokomory) w pewnym stopniu nasladujg orientacj¢ komoérek w tkance migsnia sercowego.

Przeprowadzitam rowniez testy z zastosowaniem chlorowodorku werapamilu, blokera kanatu
wapniowego typu L (CCB), jako modelowego zwiagzku stosowanego w kardioterapii. Testy te
miaty na celu sprawdzenie, w jaki sposob dynamiczne warunki hodowli i geometria
mikrosystemow wptywaja na cytotoksycznos$¢ zwigzku. Zaobserwowatam, wzrost proliferacji
komorek w mikrokomorze okraglej i mikrokanale podtuznym, podczas gdy w mikrokanale
z mikrostupkami obserwowany byt nieznaczny spadek zywotnosci komoérek. W poréwnaniu
z proliferacja komorek uzyskang bez dzialania werapamilu (przeptyw medium hodowlanego)
zaobserwowano znaczace roéznice w tempie wzrostu komoérek. W szczegdlnosci roznice te
byty widoczne w mikrokanale podtuznym (Rysunek 8 B). Przypuszczam, ze na spadek
proliferacji komorek wplyw moglo mie¢ toksyczne dziatanie chlorowodorku werapamilu.
Ponadto, ze wzgledu na to ze zwigzek podawany byt w czasie cigglym przez 72 h, mogta
nastagpi¢ jego zbyt duza akumulacja w komorkach. To z kolei powodowato blokowanie
kanatow wapniowych typu L, zmniejszenie wewnatrzkomérkowego stgzenia jonéw wapnia

1 finalnie wstrzas hemodynamiczny i1 uposledzenie funkcji komorek.
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Rysunek 8 (A) Proliferacia komorek H9C2 mikrokomorach hodowlanych o réznej geometrii
w hodowli dynamicznej (S* - istotnosé¢ statystyczna w stosunku do hodowli statycznej). (B)
Proliferacia komérek H9C2 w mikrokomorach hodowlanych o réznej geometrii po dziataniu
chlorowodorku werapamilu (F* - istotnosé statystyczna w stosunku do hodowli dynamicznej) [H9].

W literaturze opisywane sg badania zwigzane z analizg wptywu warunkéw dynamicznych na
utozenie komorek. Jednak rzadko prowadzone sg badania pordéwnawcze W mikrosystemach
0 réznej geometrii. Ponadto, nie badano dotychczas jak ciagly przeptyw chlorowodorku
werapamilu, wptywaé moze na proliferacj¢ komoérek H9C2. Przeprowadzone badania
wskazuja, ze mikroprzeplywowe systemy postuzy¢ moga do optymalizacji parametrow
hodowli komodrek w taki sposob, aby uzyska¢ maksymalng proliferacje badanych
komérek, tym samym tworzac dynamiczny 2D model in vitro. Taki model stuzy¢ moze
np. analizie lekow Kkardiologicznych. Cze$¢ geometrii mikrosysteméw stosowanych
W wyzej opisanych eksperymentach wykonalam w EPFL (Szwajcaria) w grupie
prof. Philippe Renaud, gdzie bylam na stazu naukowym Wyniki badan dotyczace
porownania wplywu statycznych i dynamicznych warunkéw na hodowle komorek serca
zostaly opublikowanie w czasopismie SLAS Technology. Istotnosé podejmowanej przeze
mnie tematyki zostala doceniona przez to czasopismo - wyniki wyzej opisanych prac
wytypowano do umieszczenia na okladce numeru wydania (ang. front cover). Ponadto,
w 2018 roku zostalam wyrozniona przez edytorow czasopisma jako jeden
Z 10 najlepszych naukowcow publikujacych innowacyjne badania w 2017 r. w tym

czasopismie (ang. The People Powering the 2018 SLAS Technology Ten).

Kolejnym etapem badan bylo opracowanie modelu komorkowego zblizonego do in vivo,
w ktorym mozliwe bylo prowadzenie hodowli komdrek serca nie tylko dwu-, ale réwniez

trojwymiarowej [H10]. W zywych organizmach komorki naturalnie otoczone sg macierza
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zewnatrzkomorkowa (ECM), ktora taczy komorki ze sobg i pozwala im na tworzenie
trojwymiarowej struktury (tkanki). Jednym ze sposoboéw uzyskania przestrzennego utozenia
komoérek w mikrosystemach jest zastosowanie hydrozeli. Ciekta forma hydrozelu jest
zelowana pod wplywem roznych czynnikow zewngtrznych (promieniowanie ultrafioletowe,
temperatura, czynniki chemiczne). W efekcie czego hydrozel tworzy strukture sieci podobng
do macierzy zewnatrzkomoérkowej. Istnieje tylko kilka doniesien na temat zastosowania
hydrozeli do badania komérek serca, dlatego tez w swoich badaniach podjelam probe
opracowania modelu przestrzennego w mikroskali z zastosowaniem komercyjnie
dostepnego hydrozelu peptydowego Puramatrix. Mikrosystem (PDMS/szkto) zostat
zaprojektowany i wykonany w taki sposob, aby w wyniku przeptywu medium hodowlanego
mozliwe bylo uzyskanie przestrzennej struktury zelu (hodowla 3D) oraz prowadzenie
wymiany medium hodowlanego i badanych sktadnikow w kolejnych dniach hodowli. W celu
mozliwo$ci pordwnania jak ulozenie przestrzenne komodrek serca wptywa na ich funkcje,
mikrosystem zostal zaprojektowany tak, aby umozliwia¢ rowniez prowadzenie hodowli 2D.
Na podstawie wczesniej prowadzonych badan zmodyfikowano mikrosystem z mikrokanatami
oddzielonymi od siebie mikrostupkami. Z ta r6znica, ze na podstawie symulacji COMSOL
Multiphisics oraz badan empirycznych zoptymalizowano wymiary mikrostruktur systemu
(wysokos¢ mikrokanatow, wielkos¢ mikrostupkéow 1 odleglosci pomigdzy nimi)
(Rysunek 9 A). Mikrosystem zostal zaprojektowany w sposob pozwalajagcy maksymalnie
zredukowac liczbe wlotow 1 wylotéw. Dzigki temu mozliwy byl do uzyskania w prosty
sposOb zaawansowany model komoérek in vitro w systemie Lab-on-a-chip (Rysunek 9 B).
Kolejng zaletg opracowanego mikrosystemu byla jego integracja z czytnikiem ptytek
wielodotkowych, co pozwolito na precyzyjne i ilosciowe 0znaczanie parametrow hodowli.
Warte podkreslenia jest rowniez, ze zaprojektowany mikrosystem z powodzeniem moze by¢
zintegrowany z automatycznym mikrodozownikiem, sterowanym zdalnie za pomoca
opracowanej do tego aplikacji. Taki mikrodozwonik umozliwia precyzyjne i automatyczne
dostarczanie badanych substancji do mikrosystemu, w ktorym hodowane sg komorki
(Rysunek 9 C). Istotng zaleta mikrodozownika jest mozliwo$¢ umieszczenia Qo
w inkubatorze i sterowania z wykorzystaniem opracowanej aplikacji w $rodowisku Android.
Opracowanie, wykonanie i testowanie mikrodozownika bylo jednym z elementow zadania

badawczego projektu LIDER, ktérego bytam kierownikiem. Proponowany mikrosystem do
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zaawansowanej hodowli komorek serca oraz mikrodozownik sg przedmiotem zgloszen

patentowych [13, 14].

A

gtowny mikrokanat
mikrostupki

wlot medium hodowlanego pieczatka w PMMA  odlew w PDMS
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hydrpz'gl-komérki (3D)'/ 000 OéQOOOOO
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wylot mieszaniny ' OOOOQCY)OOOOO
hydrozel-komorki (3D)/  Wylot medium 180 um, ;
zawiesiny komérkowej (2D) hodowinego 300 pm

Rysunek 9 (A) Schemat mikrosystemu z mikrostupkami do hodowli 2D i 3D. (B) Wykonany
mikrosystem. (C) Mikrodozownik zdalnie sterowany z poziomu smartfona [H10].

W celu uzyskania modelu komorkowego jak najbardziej odpowiadajagcego funkcjonowaniu
komorek serca cztowieka, w badaniach zastosowano ludzkie kardiomiocyty (HCM).
Zaprojektowany mikrosystem z powodzeniem zostal zastosowany do czterodniowej
hodowli 2D i 3D komorek HCM. Wykazalam, ze dobrane wymiary mikrosystemu oraz
predkos¢ przeplywu komorek i medium hodowlanego, umozliwiaja dostarczanie

niezbednych substancji odzywczych zarowno w hodowli 2D jak i 3D. Zaleta

B Jastrzebska E., Zukowski K., ZuchowskaA, Dybko A., Chudy M., Brzézka Z. (2018) Automatyczny
mikrodozownik do oceny skutecznosci terapii w przeptywie — P.424410, Polska, Urzad Patentowy
Rzeczypospolitej Polskie]

" Jastrzebska E., Tomecka E., Zukowski K. (2015) Przeptywowy mikrosystem do hodowli komdrek, zwtaszcza
komorek sercowych — P.412087, Polska, Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej
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opracowanego modelu przestrzennego bylo to, ze hydrozele wykazuja podobienstwo
w strukturze do macierzy zewnatrzkomérkowej. Poza tym, uzyskano odpowiednig dyfuzje
sktadnikéw odzywczych i jednorodne rozmieszczenie komorek w catej objetosci hydrozelu
(Rysunek 10 A). Wykazano, ze komorki rosngce 3D majg wyzszg zdolno$¢ metaboliczng
1 proliferuja szybciej niz komorki w hodowli 2D. Wynika¢ to moze z wigkszej liczby
interakcji komérkowych w hodowli 3D, co z kolei stymuluje komoérki do podziatéw. Celem
powyzszych prac byto uzyskanie modelu komoérkowego zblizonego do in vivo, ktory postuzy¢
moze do badania aktywnosci lekow. Dziatanie opracowanego mikrosystemu oraz modelu
komorkowego weryfikowano na podstawie testow cytotoksycznos$ci izoproterenolu - leku
stosowanego w kardioterapii. Wykazano, ze efekt cytotoksyczny byt nizszy dla hodowli
przestrzennej (Rysunek 10 B).
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Rysunek 10 (A) Hodowla 3D oraz 2D komorek HCM w mikrosystemie z mikrostupkami.
(B) Zywotnos¢ komorek HCM bez oraz po dziataniu leku — dla hodowli 2D i 3D wykonanej
w mikrosystemie [H10].
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Analiza proliferacji komérek HCM oraz testy cytotoksycznosci przeprowadzane byly rowniez
w makroskali, z zastosowaniem standardowych metod hodowli. Zaobserwowatam istotne
réznice pomiedzy tymi dwoma modelami hodowlanymi. Bez watpienia wynika¢ to moze z
roznicy wilasciwosci mikrosrodowiska w jakim prowadzone sg hodowle komoérek w makro-
i mikroskali. Ze wzgledu na to, ze zaawansowane modele przeptywowe do przestrzennej
hodowli kardiomiocytow W pewnym stopniu odzwierciedlaja warunki in vivo, odpowiedz
komoérek w takim modelu moze by¢ bardziej zblizona do rzeczywistej, uzyskiwanej

W organizmie.

Komorki migéniowe, w tym komorki migénia sercowego, w warunkach in vivo charakteryzuja
si¢ rownolegtym ulozeniem wzgledem siebie. W standardowo stosowanych metodach
hodowli, kardiomiocyty utozone sa w sposob losowy. W zwigzku z czym, komunikacja
I sygnalizacja pomigdzy nimi moze by¢ zaburzona. Dlatego tez, wazne jest celowe
kierunkowanie wzrostu komoérek miegsnia sercowego. We wcezesniej opisanych modelach
dwuwymiarowych dowiodlam, ze przeptyw (warunki dynamiczne) determinuje ulozenie
komorek serca. Poza tym, zastosowanie hydrozelu daje mozliwo$¢ uzyskania przestrzennego
wzrostu komorek. Mimo tego, ze hodowle przestrzenne s3 zaawansowanym modelem
hodowlanym, to komorki nie wykazujg regularnego rownolegltego utozenia wzgledem siebie.
Zaproponowang przeze mnie metoda uzyskiwania réwnolegltego utozenia komorek byto
zastosowanie nanowtokien. Nanowtokna sa porowate, majg wysoki stosunek powierzchni do
objetosci i sg strukturalnie podobne do macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM). Dzigki temu

uznaje si¢, ze nanowtokna stanowi¢ moga idealne mikrosrodowisko wzrostu komorek serca.

W celu weryfikacji tezy, ze mozliwe jest uzyskanie rownoleglej orientacji komorek na
nanowtoknach zbadano wzrost komoérek sercowych z wykorzystaniem mat nanowldkien
z poli(L-laktydu) (PLLA) i poliuretanu (PU) [H11]. Nanowtokna wykonane zostaly za
pomoca metody rozdmuchu polimeru (ang. solution blow spinning, SBS). Metoda ta jest
rzadko stosowana, w poréwnaniu do metody elektroprzedzenia (ang. electrospinning). Do jej
zalet naleza m.in. uzyskanie nanowtokien o duzej powtarzalnosci, niski koszt wytwarzania
oraz mozliwos¢ adaptacji do produkcji wielkoskalowej. Kolejng zaleta stosowania tej metody
jest to, ze SBS umozliwia uzyskanie nanowlokien polimerow biodegradowalnych, co jest
niemozliwe W metodzie elektroprzedzenia. Nanowtokna stosowane do badan uzyskatam
w ramach wspotpracy z zespotem prof. Tomasza Ciacha z Wydzialu Inzynierii Chemicznej
I Procesowej Politechniki Warszawskiej. Badano dwa typy nanowldkien roznigcych sie

wlasciwosciami. Srednica otrzymanych za pomoca SBS nanowlokien PLLA byta okoto
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dwukrotnie mniejsza niz $rednica nanowtokien PU. Rdznice te wynika¢ mogg miedzy innymi
Z parametrow prowadzonego procesu, np.: zastoSowania réznych rozpuszczalnikéw i rdéznej
lepkosci roztworow PLLA i PU. Dzigki zastosowaniu metody rozdmuchu polimeru (SBS)
uzyskano nanowlokna, ktére utozone byly wzgledem siebie gléwnie réwnolegle. Natywna
tkanka serca charakteryzuje si¢ okreslonym modulem sprezystosci, ktory jest specyficzny dla
danego organizmu i jego wieku (np. dla noworodka szczura wynosi on od 4 do 11,4 kPa,
podczas gdy dla dorostych ludzi wynosi od 10-20 kPa (poczatek rozkurczu) do 200-500 kPa
(koniec rozkurczu)). Ze wzgledu na te wlasciwosci, dopasowanie elastycznoScCi
mikrosrodowiska in vitro ma istotny wptyw na fenotyp i wlasciwosci komorek serca. Dzigki
zastosowaniu metody SBS, uzyskano warto$ci modulu sprezystosci zblizone do wartoSci
modutu sprezysto$ci natywnej tkanki serca. W zwigzku z powyzszym, zakladatam ze

testowane nanowtokna zwieksza proliferacje badanych komorek.

W badaniach zastosowano trzy linie komoérek sercowych, réznigcych si¢ wiekiem
i pochodzeniem: szczurze kardiomioblasty (H9C2), ludzkie kardiomiocyty (HCM)
I szczurze kardiomiocyty (RCM). Mimo tego, iz w literaturze prezentowanych jest coraz
wiecej prac poSwieconych analizie biologicznych wlasciwosci nanowldkien, wedlug mojej
wiedzy niewiele jest doniesien dotyczacych oceny wzrostu kardiomiocytéow na
nanowloknach wykonanych metoda rozdmuchu polimeru (SBS). W ramach
prowadzonych badan zaobserwowalam, ze wszystkie typy badanych komoérek hodowanych na
nanowtoknach maja morfologi¢ bardziej wydluzong niz komorki rosngce na plytce
z polistyrenu (PS) (zastosowanym jako material kontrolny stosowany w standardowych
metodach hodowli). Szczegodlnie widoczne byto to w przypadku kardiomiocytow szczurzych
(RCM), ktérych morfologia byta silnie zmieniona w poréwnaniu do komorek rosngcych na
powierzchni polistyrenu. Wyniki 7-dniowej hodowli potwierdzity, ze na proliferacj¢ komorek
wplywaty: typ komorek oraz rodzaj nanowldkien. Szczurze kardiomioblasty (H9C2) rosty
najlepiej na nanowtoknach z zastosowanego poliuretanu (PU) , nastgpnie na nanowldknach
z poli(L-laktydu) (PLLA) i na powierzchni polistyrenu (PS). Z kolei ludzkie kardiomiocyty
(HCM) proliferowaty najlepiej na nanowtdknach PLLA, podczas gdy nanowtokna PU
nie zwigkszaty proliferacji badanych komorek. W przypadku szczurzych kardiomiocytow
(RCM), nie zaobserwowano istotnego wzrostu proliferacji komoérek na badanych

nanomateriatach.

W celu zwigkszenia adhezji komorek oraz uzyskania podobienstwa do ECM powierzchnie

nanowtokien PU i PLLA modyfikowano roéznymi biatkami: fibronektyng, kolagenem,
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zelatyng, lamining i poli-L-lizyng (Rysunek 11). Pozwolito to na uzyskanie w 7-mym dniu
hodowli wysokiej proliferacji komorek H9C2 na nanowloknach PU modyfikowanych
fibronektyng 1 lamining. Komoérki HCM najlepiej proliferowaty na nanowtdknach PLLA
pokrytych fibronektyng, limining oraz kolagenem. W przypadku komérek RCM, modyfikacje
powierzchni nanowtdkien biatkami nie powodowaty znaczacych zmian w ich proliferacji.
Potwierdza to, ze w zalezno$ci od typu oraz pochodzenia komodrek mig$nia sercowego

uzyskiwana jest rozna proliferacja i kierunkowanie komorek na nanowtdknach.
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Rysunek 11 Proliferacja i wzrost komérek (A) H9C2, (B) HCM i (C) RCM na réznych materiatach
w 7-dniu hodowli, na niemodyfikowanych i modyfikowanych: PS, nanowloknach PLLA i PU [H11].

Badania przeprowadzone na nanowloknach wykonanych metoda SBS potwierdzajg, ze moga
by¢ one odpowiednim materiatem do uzyskiwania modeli hodowli komoérek stosowanych do

analizy funkcji komorek serca. Przede wszystkim nanowldkna sg cennym materiatem
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w kontekscie badania komorek migsniowych ze wzgledu na ich wiasciwosci: zwigkszony
stosunek powierzchni do objetosci (SAV), nasladowanie ukierunkowanego wzrostu komorek.
Wykazano, ze typ nanowldkien oraz sposob modyfikacji z zastosowaniem biatek ma wazne
znaczenie w proliferacji 1 orientacji komoérek sercowych. Zaprezentowane badania staty sig
podstawg do opracowania mikroprzeptywowego, zaawansowanego modelu hodowli komorek
migsnia sercowego [15]. Wazne podkreslenia jest to, ze zastosowanie nanowtokien zaréwno
w makro- jak i mikroskali moze by¢ obiecujgca metoda do oceny wpltywu roznych lekow

kardiologicznych.

Zardwno w literaturze naukowej jak réwniez w wielu osrodkach badawczych firm
farmaceutycznych i kosmetycznych uznaje si¢, ze systemy typu Organ-on-a-chip posiadaja
ogromy potencjal w kontekscie badania skuteczno$ci i bezpieczenstwa lekow, zwigzkow
chemicznych czy kosmetykow oraz w kontekscie zastosowania w medycynie regeneracyjnej.
Proponowane przeze mnie badania nad opracowaniem systemu Heart-on-a-chip
z powodzeniem wpisujg si¢ w ten trend. W swoich badaniach oceniatam w mikroskali r6zne
czynniki pozwalajace na nasladowanie, symulacj¢ mikrosrodowiska tkanki serca.
Zastosowanie jednego z proponowanych rozwigzan: dynamicznej hodowli 2D
w  mikrosystemach, hodowli w hydrozelu w mikrosystemach czy hodowli
na nanowléknach pozwala na uzyskanie bardziej zaawansowanych modeli in vitro niz
standardowe hodowle komodrkowe. Przedstawione powyzej wyniki $wiadcza o tym, Ze
zaproponowane przeze mnie modele komorek in vitro z powodzeniem moga zostac
zastosowane do analizy i modelowania wzrostu komoérek migs$nia sercowego [H9-H11].
Zastosowanie systemow typu Heart-on-a-chip jest dobrym rozwigzaniem do szczegdétowego
badania réznego typu komorek oraz czynnikow nasladujacych tkanke serca. Uzyskane
w ramach moich prac badawczych wyniki stanowi¢ moga podstawe do opracowania
systemow typu Heart-on-a-chip stosowanych do analizy jakoSciowej i iloSciowej wzrostu
komorek oraz badania oddzialywania na nie czynnikow zewnetrznych, cytotoksycznosci
réznych zwiazkow, symulacji niedotlenienia komorek czy analizy regeneracji komérek

serca z zastosowaniem komorek macierzystych.

> Tomecka E., Wojasinski M., Jastrzebska E., Chudy M., Ciach T., Brzozka Z. Nanofiber mats fabricated by
solution blow spinnig as potential substrates for cardiac cell culture, 5th Global Chemistry Congress, L, 04-
06.09.2017 — WYKLAD ZAPROSZONY
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Podsumowanie

Miniaturowe systemy Lab-on-a-chip stanowig innowacyjne narze¢dzia, ktére mogg by¢
stosowane do analizy i hodowli komorek roznego typu. Rosngce zainteresowanie takimi
rozwigzaniami wynika z mozliwosci miniaturyzacji badan, a co za ty idzie redukcji
materialdow, reagentow 1 Kkosztow prowadzenia eksperymentow. Niemniej jednak
najwazniejszym parametrem wyrdzniajgcym systemy Lab-on-a-chip jest mozliwos¢
uzyskiwania w nich warunkéw bardziej zblizonych do in vivo niz w standardowych
hodowlach komoérek w makroskali. Mikrosystemy stanowi¢ moga nie tylko zautomatyzowane
platformy do oceny cytotoksyczno$ci zwigzkow, ale réwniez do modelowania oddziatywan
miedzykomorkowych i nasladowania funkcji réznych tkanek. Dzigki takiemu rozwigzaniu
mozliwe jest poznawanie funkcji komorek w innych warunkach niz dotychczas stosowane

w standardowych laboratoriach.

W niniejszym opracowaniu przedstawitam syntetyczne oméwienie wybranych wynikow prac
whasnych, ktore wchodza w sktad jednotematycznego cyklu publikacji: ,,Badanie funkcji
komoérkowych z zastosowaniem nowych systemow Lab-on-a-chip oraz zaawansowanych
modeli hodowli komérek in vitro”. Prace te byly wynikiem zapotrzebowania na metody
badania funkcji komorek oraz oceny cytotoksycznosci zwigzkéw w warunkach bardziej
zaawansowanych niz standardowe metody badan in vitro, dotychczas prowadzone
w laboratoriach biologicznych. Ponadto, prace te prowadzone byly w kontekscie zasady 3R
mowigcej o redukcji i zastgpowaniu metodami alternatywnymi badan przeprowadzonych na
zwierzg¢tach. Wykorzystanie w tym celu opracowanych przeze mnie zaawansowanych metod

hodowli komoérkowych w systemach Lab-on-a-chip wpisuje si¢ w nurt tej zasady.

W swojej pracy naukowej podjetam badania zwigzane z dwoma istotnymi zagadnieniami
spotecznymi tj. choroby nowotworowe oraz choroby uktadu krazenia. W ramach prac
podjetam probe opracowania nowych rozwigzan - metod badan in vitro, ktore mogltyby
przyczyni¢ si¢ do usprawnienia optymalizacji parametrow leczenia wyzej wymienionyCh

chorob. Za swoje najwazniejsze osiagniecia uwazam:

1) Opracowanie w mikroskali dwuwymiarowej (2D) hodowli kokultury komorek
prawidlowych i nowotworowych jako modelu komérkowego:

e stosowanego do optymalizacji parametrow procedur terapii fotodynamicznej

z zastosowaniem komercyjnie dostepnego prekursora fotouczulacza oraz

nowosyntezowanych nanoczastek fotouczulacza,
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e umozliwiajacego badanie oddzialywania komérek nowotworowych
na prawidlowe, znajdujace si¢ w ich sasiedztwie w $cisle sprecyzowanych
odleglosciach [H1-H3].

2) Opracowanie mikrosystemow do tréjwymiarowej (3D) hodowli komérek
nowotworowych i prawidlowych, w postaci mono- i kokultury sferoidow, jako
modelu:

e nasladujacego warunki in vivo bardziej niz metody badan dotychczas
stosowane w laboratoriach biologicznych,

e umozliwiajacego dlugoterminowe monitorowanie tego samego sferoidu po

przeprowadzeniu procedur terapii fotodynamicznej,

oraz wykazanie, roznego dzialania fotouczulaczy na komérki hodowowane w mono-

i kokulturze sferoidow [H4-H6].

3) Opracowanie systemow Heart-on-a-chip do dwuwymiarowej oraz przestrzennej
hodowli oraz analizy funkcji komérek serca. Wykazanie, ze parametry takie jak
warunki dynamiczne, zastosowanie hydrozelu oraz nanowldkien wplywa na
proliferacj¢ i kierunkowanie wzrostu komorek serca, w zaleznosci od typu

komérek [H9-11].

Wyniki badan przedstawionych w ramach niniejszej pracy habilitacyjnej wnosza istotna
wiedz¢ w rozwéj takich dyscyplin naukowych jak biotechnologia czy inzynieria
komorkowa. Zaproponowane przeze mnie nowe systemy Lab-on-a-chip do hodowli
i analizy komorek (zaréwno 2D jak i 3D) stanowia alternatywna badz uzupelniajacg
metode hodowli komorek do badan dotychczas prowadzonych w laboratoriach
biologicznych. Badanie nowych zwigzkow jest metoda dlugotrwala oraz wieloetapowa,
skladajaca si¢ miedzy innymi z testéw in vitro, a nastepnie in vivo. Opracowane
W niniejszej rozprawie habilitacyjne] mikroprzeplywowe modele hodowlane stanowié¢
moga pomocna Mmetode badania funkcji komérek pomiedzy tymi dwoma etapami.
W opracowanych mikrosystemach warunki wzrostu komoérek sg zblizone do in vivo, zatem
stanowig One nowe, wiarygodne rozwigzania konstrukcyjne 1 metodyczne do oceny
toksyczno$ci  wybranych metod terapeutycznych jak réwniez do nasladowania
mikrosrodowiska tkanki serca. Dzigki temu prowadzone moga by¢ badania za pomocy
zaawansowanych modeli hodowli komorek in vitro, jednoczesnie redukujacych liczbe badan

na zwierzetach (testy in vivo).
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W moim przekonaniu kierunek badan, zwigzanych z tg tematyka zmierza w celu opracowania
zaawansowanych modeli hodowli komoérek, umozliwiajacych nasladowanie funkcji nie tylko
pojedynczych organdw, ale polaczen wielu narzadow w jednym mikrosystemie
(tzw. Body-on-a-chip), co w polaczeniu z analizg materialu biologicznego pobranego od
pacjenta umozliwiloby prowadzenie badan w obszarze zaawansowanej medycyny

spersonalizowanej.
5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza badaniami przedstawionymi w jednotematycznym cyklu publikacji przedstawionymi
w pkt. 4 obszar moich zainteresowan naukowych dotyczyl migdzy innymi badania
wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), materiatu
najczesciej stosowanego do wytwarzania systemow Lab-on-a-chip dedykowanych inzynierii
komorkowej. Ze wzgledu na hydrofobowe wiasciwosci PDMS oraz zdolno$¢ adsorpcji
czasteczek chemicznych wazne jest opracowywanie metod modyfikacji powierzchni PDMS
oraz ocena pod katem przydatnosci do hodowli réznego typu komodrek i mozliwosci
zastosowania jako material konstrukcyjny mikrosysteméw. Badania te prowadzilam
w ramach projektu naukowego, ktorego bylam kierownikiem. Projekt ,,Badanie wptywu
modyfikacji powierzchni poli(dimetylosiloksanu) na jego wlasciwosci fizykochemiczne
oraz oddzialywanie z materialem biologicznym” (Nr 2013/09/D/ST5/03887) finansowany
byt z Narodowego Centrum Nauki. W ramach badan opracowatam metody modyfikacji
powierzchni poli(dimetylosiloksanu) (PDMS) (m.in. z wykorzystaniem plazmy tlenowej,
promieniowania UV, roztworow biatek) oraz zbadatam wptyw tych modyfikacji na
wlasciwosci fizykochemiczne PDMS oraz jego oddziatywanie z materialem biologicznym
(. komorki HMEC-1, HT-29, A549, MRC-5, Balb/c 3T3). Ponadto, wykonatam
mikrosystemy o réznej geometrii mikrostruktur, ztozone z warstw PDMS poddanych réznym
modyfikacjom. Zaproponowane mikrosystemy postuzy¢ moga do przeprowadzenia badan
podstawowych - analizy przyczepnosci dowolnego typu komorek do biomateriatow,
majacych potencjalne zastosowanie W biotechnologii [16,17]. Uzyskane wyniki pozwolity na

poszerzenie podstawowej wiedzy w zakresie chemii materiatow, biologii, mikrotechnologii.

'8 7uchowska A., Kwiatkowski P., Jastrzebska E., Chudy M., Dybko A., Brzézka Z. (2016) Adhesion of MRC-5 and
A549 cells on poly(dimethylosiloxane) surface modified by proteins. Electrophoresis, 37, 536-544

7 Jastrzebska E., Zuchowska A., Flis S., Sokolowska P., Bulka M., Dybko A., Brzézka Z. (2018) Biological
characterization of the modified poly(dimethylsiloxane) surfaces based on cell attachment and toxicity assays,
Biomicrofluidics, 12, 044105
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W ramach badan niezawartych w jednotematycznym cyklu publikacji wykonalam réwniez
eksperymenty dotyczace mozliwosci symulacji niedotlenienia komorek w mikrosystemach
przeplywowych oraz réznicowania komodrek macierzystych w kierunku kardiomiocytow
z wykorzystaniem czynnikow biochemicznych i pola elektrycznego [18,19]. Wstepnie
uzyskane badania wskazuja, ze w opracowanym mikrosystemie mozliwe jest uzyskanie
komorek serca, wykazujacych w pewnym stopniu niedotlenie komorek. Ponadto wykazatam.,
ze zastosowanie mikrosystemow przeptywowych korzystnie wplywa na zwigkszenia poziomu
ekspresji specyficznych markeréw sercowych np. Troponiny T, a-aktyniny. Po dzialaniu pola
elektrycznego oraz takich czynnikéw jak S5-azacytydyna czy VEGF (czynnik wzrostu
srodblonka  naczyniowego) wuzyskalam roznicowanie mezynchemalnych komérek
macierzystych (MSC) w kierunku kardiomiocytéw szybciej niz w makroskali. Badania te
mogg by¢ podstawa do opracowywania narzedzi pozwalajacych na optymalizacje procedur

roznicowania komorek macierzystych i wykorzystywania ich w medycynie regeneracyjne;j.
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** Kobuszewska A., Jastrzebska E., Chudy M., Dybko A., Brzézka Z. (2017) Cell mode! of myocardial hypoxia in
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