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Streszczenie

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVDs) sa glowng przyczyna zgonéw na
catym $wiecie. Obecnie dostgpne metody leczenia sa niewystarczajgce, dlatego konieczne jest
poszukiwanie nowych terapii 1 lekéw, ktore pomoga ograniczy¢ $miertelnos¢ zwigzang z tymi
schorzeniami. Zrealizowanie tego celu wymaga prowadzenia dtugotrwatych i zaawansowanych
badan laboratoryjnych oraz klinicznych, aby uzna¢ lek lub terapi¢ za skuteczng. Wstepne
badania laboratoryjne potencjalnych lekow wykonywane sg zazwyczaj na monowarstwie
komorkowej, ktora stabo odwzorowuje warunki in vivo. Te uproszczone modele hodowlane nie
odzwierciedlaja w pelni ztozonosci i dynamiki organizmu ludzkiego. Z tego powodu
odpowiedz komorkowa na testowane substancje lub terapie moze by¢ znaczaco inna niz ta,
ktéra wystepuje w organizmie ludzkim. Naukowcy starajg si¢ opracowaé bardziej
zaawansowany model tkanki serca, ktory lepiej odwzorowywatby warunki in vivo, co z kolei
pozwalaloby na uzyskiwanie wiarygodnych wynikéw badan. Jednym z nowych podejs¢ jest
zastosowanie mikrosystemow typu Lab-on-a-Chip, ktére umozliwiaja odwzorowanie wielu
kluczowych cech $rodowiska natywnej tkanki, takich jak tréjwymiarowa hodowla, kontakt
macierza zewnatrzkomoérkowa oraz roézne formy stymulacji - mechanicznej, elektrycznej
i strukturalnej. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono badania nad wytworzeniem modelu
tkanki serca w systemach typu Lab-on-a-Chip (tzw. Heart-on-a-chip). W pierwszym etapie
badan wytworzono maty nanowldkniste zawierajace w swej strukturze nanoczastki
magnetyczne. Opracowane maty nanowlokniste zostaty wykorzystane do strukturalnej oraz
mechanicznej stymulacji komodrek. Zastosowanie pola magnetycznego umozliwito
kontrolowane odksztatcanie mat, co mialo na celu symulacje mechanicznych warunkow
panujacych w sercu. Kolejnym etapem badan byto opracowanie mikrosystemu przeplywowego,
ktory umozliwial kontrole st¢zenia tlenu w strefie hipoksji mikrosystemu, co pozwalalo na
symulacj¢ stanéw chorobowych. Mikrosystem przeptywowy odgrywal kluczowa role
w symulacji dynamicznych warunkow przeptywu oraz zmiennych poziomow tlenu. Pozwolito
to na odtworzenie warunkow, w jakich znajduja si¢ komorki serca w stanie chorobowym, co
z kolei moze prowadzi¢ do doktadnych wynikéw badan nad nowymi terapiami. W kolejnym
etapie opracowano mikrosystem zintegrowany z matami nanowloknistymi z dodatkiem
nanoczgstek magnetycznych, gdzie sprawdzano wplyw stymulacji magnetyczne] na
dojrzewanie kardiomiocytow. W kolejnym etapie sprawdzono, jak dodanie komorek
macierzystych oraz ich stymulacja mechaniczna wptywaja na kardiomiocyty poddane

wczesniej symulacji stanéw chorobowych. Komoérki macierzyste, ze wzgledu na swoje
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wlasciwosci regeneracyjne, moga odgrywacé kluczowg role w naprawie uszkodzonej tkanki
serca. Badania mialy na celu oceng, czy ich obecno$¢ oraz dodatkowa stymulacja mechaniczna
moga wspiera¢ procesy regeneracyjne uszkodzonych kardiomiocytach. Na podstawie wynikow
badan potwierdzono, ze uzyskane poliuretanowe podtoza hodowlane pozytywnie wplywajg na
prowadzenie hodowli komorkowej, zapewniajac odpowiednie warunki do wzrostu komorek
serca. Ponadto, otrzymane mikrosystemy pozwalaja na skuteczng symulacj¢ warunkoéw
hipoksji, a dodanie komodrek macierzystych do hodowli kardiomiocytéw poddanych hipoksji
wpltywac¢ moze na rozpoczgcie w nich procesu roznicowania. W ramach pracy wykazano, ze
opracowany mikrosystem typu Heart-on-a-Chip, zintegrowany z matami nanowtoknistymi z
dodatkiem nanoczastek magnetycznych, kontrolowang hipoksje oraz stymulacja mechaniczna,
tworzy wiarygodng model badawczy, ktory moze by¢é w przysziosci wykorzystywany przy

opracowaniu nowych lekéw 1 terapii.

Stowa kluczowe: Heart-on-a-chip, komorki serca, mikrosystemy przeptywowe, hipoksja,

choroby uktadu sercowo-naczyniowego



Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. Currently available
treatment methods are insufficient, necessitating the search for new therapies and drugs to
reduce mortality associated with these conditions. To achieve this goal, it is essential to conduct
long-term and complex laboratory and clinical studies to validate the effectiveness of any drug
or therapy. Initial laboratory studies are typically conducted on two-dimensional cell cultures,
which poorly replicate in vivo conditions. These simplified culture models do not fully reflect
the complexity and dynamics of the human organism. As a result, cellular responses to tested
substances or therapies can differ significantly from those observed in the human body.
Researchers are striving to create a more advanced heart tissue model that better mimics in vivo
conditions, which would lead to more reliable research outcomes. One innovative approach is
the use of Lab-on-a-Chip microsystems, which can replicate many key features of the native
tissue environment, such as three-dimensional culture, extracellular matrix contact, and various
forms of stimulation - mechanical, electrical, and structural. This study presents the results of
an attempt to create a heart tissue model that better replicates in vivo conditions. In the first
stage of the research, special nanofiber mats with magnetic nanoparticles were produced. These
innovative substrates were designed to provide structural cell stimulation and mechanical
stimulation through the use of a variable magnetic field. This field allowed controlled
deformation of the mats at a set frequency, aiming to mimic the mechanical conditions present
in the heart. The next stage of the research involved creating a flow microsystem that enabled
the generation of hypoxic conditions in part of the microsystem, allowing for the simulation of
disease states. The flow microsystem played a crucial role in simulating the dynamic flow
conditions and variable oxygen levels characteristic of diseased heart tissue. This approach
enabled a more realistic replication of the conditions faced by heart cells during disease,
potentially leading to more accurate research results for new therapies. The final stage of the
research involved combining these two elements and examining how the addition of stem cells
and their mechanical stimulation affected cardiomyocytes previously subjected to disease state
simulation. Stem cells, due to their regenerative properties, can play a crucial role in repairing
damaged heart tissue. The research aimed to assess whether their presence and additional
mechanical stimulation could support regenerative processes in damaged cardiomyocytes. The
study's results confirm that the newly developed culture substrates positively influence cell

culture maintenance, providing appropriate conditions for the growth and differentiation of



heart cells. Furthermore, the developed microsystem allows for effective simulation of hypoxic
conditions, and the addition of stem cells to hypoxia-exposed cardiomyocytes clearly influences
the initiation of their differentiation process. The work demonstrated that the developed Heart-
on-a-Chip microsystem, integrated with nanofiber mats with magnetic nanoparticles, controlled
hypoxia and mechanical stimulation, creates a reliable research model that can be used in the

development of new drugs and therapies.

Keywords: Heart-on-a-chip, heart cells, flow microsystems, hypoxia, cardiovascular diseases



Wykaz skrotow

2D - hodowla dwuwymiarowa (ang. two-dimensional culture)

3D - hodowla trojwymiarowa (ang. three-dimensional culture)

ACE - inhibitory konwertazy (ang. Angiotensin-Converting Enzyme inhibitors)

ACTN?2 - gen kodujacy izoforme a-aktyniny

Al - sztuczna inteligencja (ang. Artificial Intelligence)

ARB - antagonisci receptora angiotensyny 11 (ang. Angiotensin Il Receptor Blockers)

ATP - adenozynotrifosforan

ATF6 — czynnik transkrypcyjny 6 (ang. activating transcription factor)

BSA - surowicza albumina wotowa (ang. Bovine Serum Albumin)

CAM - kalceina-AM (ang. calcein-AM)

CHD - choroba wiencowa (ang. Coronary Heart Disease)

COC - cykliczny kopolimer olefinowy (ang. cyclic olefin copolymer)

CT — tomografia komputerowa (ang. computer tomography)

cTnT - troponina sercowa T

CVD - choroby uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular disease)

CHIR99021 — aminopirymidynowa pochodna inhibitora GSK-30/f

CHOP - biatko homologiczne do czynnika transkrypcyjnego C/EBP (ang. transcription factor
C/EPB homologous protein)

DALY - lata skorygowane niepetnosprawnoscia (ang. Disability-Adjusted Life Years)

DMEM - pozywka Eagle’a z modyfikacja Dlubecco (ang. Dulbecco s modified Eagle medium)
DPBS - s6l fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

EKG — elektrokardiografia

FBS - plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GLUTTI - tansporter glukozy1 (ang. glucose transporter 1)

GRP78 — biatko glukozozalezne o masie 78kDa (ang. glucose-regulated protein 78kDa)

HO9c¢2 — linia komorkowa szczurzych kardiomiobalstow

HCM - pierwotne ludzkie kardiomiocyty (ang. Human Cardiomyocytes)



HEPES - kwas N-2-hydroksyetylo-piperazyno-N'-2-etanosulfonowy

HIF — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych indukowanych stanem hipoksji (ang. hypoxia
inducible factors)

hiPSC/iPSC — (ludzkie) indukowane pluripotentne komorki macierzyste (ang. (human) induced
pluripotent stem cells)

HoC — ,,serce na chipie” (ang. Heart-on-a-Chip)

iPSC-CM — komoérki o cechach kardiomiocyéow ludzkich roznicowane z ludzkich
indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells —
cardiomyocytes)

ICD- wszczepialny kardiowerter-defibrylator (ang. Implantable Cardioverter-Defibrillator)
IRE1 — biatko wymagajace inozytolu 1 (inositol-requiring protien 1)

IWP2 — inhibitor §ciezki WNT

LDL — cholesterol o niskiej gestosci (ang. low density cholesterol)

LVAD - wspomaganie lewej komory serca (ang. Left Ventricular Assist Device)

LVEF - frakcja wyrzutowa lewej komory (ang. Left Ventricular Ejection Fraction)

MAP4K - kinaza MAP 4K (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase)

MEM - podstawowa pozywka do hodowli komérkowych (ang. Minimum Essential Medium)
MNPs - nanoczastki magnetyczne (ang. magnetic nanoparticles)

MRI — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)

MNPs - nanoczastki magnetyczne (ang. Magnetic Nanoparticles)

MYL2 - gen kodujacy tancuch lekki miozyny 2

MYHG6 - tancuch cigzki miozyny 6 (ang. Myosine Heavy Chain 6)

NEAA — aminokwasy endogenne (ang. Non-Essential Amino Acids)

NF - maty nanowtokniste (ang. nanofibrous mats)

OoC — organ na chipie (ang. Organ-on-a-Chip)

PBS — bufor fosforanowy (ang. phosphate buffered saline)

PC — poliweglan (ang. polycarbonate)

PDMS - poli(dimetylosiloksan) (ang. polydimethylsiloxane)

PERK — kinaza biatkowa retikulum endoplazmatycznego (ang. protein kinase RNA-like ER
kinase)

PI — jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PLA — polilaktyd (ang. Polylactic Acid)

PMMA — polimetakrylan metylu (ang. Polymethyl Methacrylate)

PS — polistyren (ang. polystyrene)
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PU — poliuretan (ang. polyurethane)

PtTFPP — kompleks platyna-tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RPMI 1640 — pozywka Roswell Park Memorial Institute

RT — temperatura pokojowa (ang. room temperature)

SBS — proces rozdmuchu roztworu polimeru (ang. solution blow spinning)

SCNS5A - gen kodujacy podjednostke a kanalu sodowego

SERCA2 - pompa wapniowa siateczki SERCA2 (ang. Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**-
ATPase 2)

TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f5)

TNNI3 - gen kodujacy sercowa troponing I

TNNT?2 - gen kodujacy troponine T typu 2 (ang. cardiac Troponin T)

UPR - szlak adaptacyjnej odpowiedzi na stres (ang. unfolded protein response)

VEGF — naczyniowo-$§rédblonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular-endothelial growth factor)
RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza (ang. Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction)
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PRZEGLAD LITERATUROWY

1. Wstep

Na przestrzeni lat medycyna ciggle si¢ rozwijata, dostosowujac si¢ do nowych wyzwan
pojawiajacych si¢ wraz z rozwojem cywilizacji. Poczatkowo skupiata si¢ gldwnie na
zwalczaniu chorob zakaznych, ktore byly najczestsza przyczyng zgonéw. W miare rozwoju
nowych technologii i zwigkszania dost¢pnosci $rodkdw medycznych, udato si¢ znaczaco
ograniczy¢ liczbe zgonow. Wspodtczesna medycyna, dzigki swoim osiggnigciom, znacznie
wydluzyta dlugos$¢ ludzkiego zycia, co z kolei przyczynia si¢ do wigkszej zapadalnosci na
choroby przewlekle, typowe dla 0sob w wieku dojrzatym, takie jak choroby uktadu krazenia
ichoroby uktadu oddechowego [1]. Choroby wukladu sercowo-naczyniowego
(CVD ang. cardiovascular diseases) staly si¢ najczgstsza przyczyna zgondw na catym Swiecie.
W 2021 roku choroby te byly przyczyng ok. 19,4 miliona zgonoéw, co stanowilo 28,6%
wszystkich zgondéw na $wiecie. Wskaznik DALY (ang. disability adjusted life-years), ktory
wyraza lata utracone wskutek uszczerbku na zdrowiu lub przedwczesnej sSmierci, dla chorob
uktadu krazenia wynosit w 2021 roku ok. 396 milionow, co przektada si¢ na 20% wszystkich
lat utraconych z powodu choréb. Od 1990 roku wzrasta liczba zgondéw i lat utraconych
z powodu CVD. Oznacza to, ze choroby te stajg si¢ coraz powazniejszym wyzwaniem dla
wspolczesnej medycyny. Czestotliwos¢ wystepowania chorob uktadu krazenia zalezy od wielu
czynnikow, takich jak zazywanie uzywek (alkohol, papierosy), dieta (wysoki udzial ttuszczu,
cholesterol, cukrzyca, otytos¢), sSwiadomos¢ spoteczenstwa dotyczaca zdrowego odzywiania,
poziom aktywnosci fizycznej, wptyw S§rodowiska, $rednia dlugo$¢ zycia oraz zamoznos¢
spoteczenstwa. Tak szeroki zakres zmiennych w réznym stopniu wplywa na czgstos$¢
wystepowania CVD w poszczegolnych regionach, powodujac, ze w réznych czgsciach $wiata
udzial chorob uktadu sercowo-naczyniowego jest zroznicowany. Najwigkszy problem z tego
typu schorzeniami wystepuje w krajach Europy Wschodniej 1 Azji Centralnej, gdzie
w 2013 roku stanowity one ok. 56% wszystkich zgonow. W krajach wysokorozwinigtych,
takich jak USA, Kanada, Australia oraz krajach Europy Zachodniej, choroby te powoduja ok.
38% wszystkich zgonow [3] . W Polsce w latach 1990-2021 nastapit wyrazny spadek liczby
zgondw wywotanych chorobami uktadu sercowo-naczyniowego, a takze zmniejszyt si¢
wskaznik DALY. W 2017 roku, zmarlo ok. 169 tysiecy osob, a wskaznik DALY osiagnat
warto$¢ ok. 2,7 miliona. Mimo to, w 2021 roku choroby CVDs stanowily 32,6 % wszystkich

zgondbw w Polsce. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego to grupa wielu chorob
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o zroznicowanej etiologii 1 objawach, ktore dotyczg serca, tetnic i zyt. Do najczgsciej
wystepujacych CVD naleza nadci$nienie tetnicze, niedokrwienna choroba serca,
niedoczynnos$¢ serca, zylna choroba zakrzepowo-zatorowa, niewydolnos¢ zyt 1 zylaki [2].
Obecnie diagnostyka CVD polega na prowadzeniu podstawowych badan uktadu sercowo-
naczyniowego 1 opiera si¢ gléwnie na wykrywaniu ogolnych objawdéw zaburzen jego
funkcjonowania. Do stosowanych badan diagnostycznych nalezg elektrokardiografia (EKG),
echokardiografia, test wysitkowy, a takze tomografia komputerowa (CT), rezonans
magnetyczny (MRI), angiografia oraz badania krwi. Precyzyjna diagnostyka jest wazna nie
tylko w celu wczesnego wykrycia schorzen, ale takze w celu monitorowania stanu pacjentow
i oceny skutecznosci leczenia. Z tego powodu prowadzi si¢ badania nad nowymi metodami
diagnostycznymi, terapeutycznymi, a takze nad poznawaniem czynnikow ryzyka i etapow
choroby na poziomie komodrkowym. Dzieki rozwojowi innowacyjnych technologii
medycznych, powstaly réwniez nowe mozliwosci dotyczace rozwigzywania problemow
zwigzanych z CVD. Zaliczaja si¢ do nich migdzy innymi wykorzystanie niekodujagcych RNA
w diagnozie i1 leczeniu, zastosowanie sztucznej inteligencji oraz uczenia maszynowego do
analizy obrazoéw diagnostycznych, wykorzystanie nanoczasteczek w terapiach oraz koncepcja
systemow Heart-on-a-Chip [3—7]. Celem tworzenia modeli komorkowych jest odkrywanie
i zrozumienie mechanizméw chorobowych oraz opracowywanie nowych metod leczenia.
Dzigki temu mozna skuteczniej tagodzi¢ skutki chordb 1 jednoczesnie obnizac koszty terapii.
Modele zwierzgce stanowig podstawe do opracowywania nowych lekow, jednak réznice
w funkcjonowaniu organdéw oraz rdéznice fizjologiczne mig¢dzy organizmem zwierzgcym
a ludzkim sprawiaja, ze terapia opracowywana i testowana na zwierzetach moze nie przynies¢
oczekiwanych rezultatow u ludzi. Dodatkowo, badania na zwierz¢tach laboratoryjnych wigza
si¢ z wysokimi kosztami, niska efektywno$cig oraz sa czasochtonne 1 kontrowersyjne ze
wzgledow etycznych. Oprocz modeli zwierzecych rozwijane sg komputerowe modele ludzkich
organow, wsrod ktorych mozna wyr6ézni¢ modele anatomiczne, fizyczne, matematyczne oraz
modele sieci neuronowych. Modele anatomiczne tworzone s3 na podstawie danych
medycznych pochodzacych z tomografii komputerowej lub rezonansu magnetycznego, dzieki
ktérym mozna odtworzy¢ trojwymiarowy anatomiczny model organu. Korzyscig ptynaca
z wykorzystywania takich modeli jest dostarczanie szczegotowych informacji o strukturze
narzadu, stuzacych do diagnostyki, opracowywania planu operacji chirurgicznych czy edukacji
medycznej. Modele fizyczne uwzgledniaja strukture anatomiczng narzadu, ale takze jego
wlasciwosci fizyczne, takie jak wytrzymatos¢ mechaniczna i elastyczno$¢. Ten rodzaj modeli

komputerowych znajduje zastosowanie w symulacjach chirurgicznych oraz symulacjach
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dotyczacych skutecznosci terapii medycznych na narzadach. Matematyczne modele narzagdow
opieraja si¢ na rownaniach i algorytmach opisujacych funkcje biologiczne i moga dotyczy¢
zarowno pojedynczej komorki, jak 1 calego organizmu. Modele matematyczne sa
wykorzystywane do analizy przepltywu krwi, badania wptywu lekéw lub prognozowania
wynikow stosowanych terapii [8,9]. Dynamicznie rozwijang metoda modelowania narzadoéw
jest metoda oparta na modelach komoérkowych. W tej metodzie wykorzystywane sg linie
komoérkowe pochodzace zréznych organizméw i tkanek. Prowadzone na nich badania
dotyczace wzrostu, dojrzewania, réznicowania komorek czy oceny cytotoksycznosci mogg sta¢
si¢ podstawa do opracowywania nowych metod leczenia wielu choréb i w pewnym stopniu
zredukowac liczbe wykorzystywanych zwierzat. W celu wierniejszego odwzorowania organdw
rozwini¢to metody mikroprzeptywowe oraz inne techniki biofabrykacji, wsrod ktorych

wyrdznia si¢ technologia ,,narzadu na chipie” ang. Organ-on-a-Chip(OoC) [10-12].

Lung-on-a-chip

&

-

Heart-on-a-chip Liver-on-a-chip

-

®

Kidney-on-a-chip Gut-on-a-chip

Rycina 1 Przyklady systemow typu Organ-on-o-Chip, takich jak Brain-on-a-Chip, Lung-on-a-Chip,
Heart-on-a-Chip, Liver-on-a-Chip, Kidney-on-a-Chip i Gut-on-a-Chip, ktore wykorzystywane sq do nasladowania

mikrosrodowiska poszczegolnych organow. Opracowanie wlasne (Corel DRAW 2019).
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Systemy typu Organ-on-a-Chip sa nowatorskim rozwigzaniem, w ktorym biologia taczy si¢
z zaawansowang mikrotechnologia (Rycina 1). Tego rodzaju mikrourzadzenia przeptywowe
zawieraja sieci mikrokanatow stuzacych do wprowadzania matych objetosci roztworu. Oprécz
mikrokanaléw wystepuja mikrokomory przeznaczone do hodowli komorek. Liczba komor, ich
rozmieszczenie, ksztatt 1 wielko$¢ zalezg miedzy innymi od rodzaju badanych komorek,
specyfiki prowadzonych eksperymentéw oraz obecnosci dodatkowych elementow, takich jak
elektrody czy modyfikowane podtoza do hodowli komoérek. Tworzenie modeli komorkowych
majacych na celu odwzorowywanie funkcji poszczegolnych narzadow jest technologicznie
zaawansowanym zadaniem. Jednym z przyktadow systemow typu Organ-on-a-Chip sg systemy
Heart-on-a-Chip (HoC), thumaczone jako ,,serce na chipie”, w ktorych odwzorowywane jest
mikrosrodowisko tkanki serca. Systemy HoC umozliwiajg badanie fizjologii i funkcjonowania
komorek serca w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Serce jest zbudowane z kilku
rodzajow komorek (fibroblasty, kardiomiocyty, komoérki migéni gladkich, komorki
endotelialne). Konieczne jest wiec uwzglednienie tego w trakcie odwzorowania
mikrosrodowiska tkanki serca w mikrosystemach. Ponadto w tkance serca komorki utozone sg
rownolegle, a uklad przewodnictwa elektrycznego reguluje rytmiczng prace migénia
sercowego. Mikrosystemy HoC stosowane moga by¢ do badania interakcji mi¢dzy réznymi
komoérkami serca, wptywu dziatania na nie lekow 1 substancji toksycznych oraz symulowania
stanow chorobowych. Takie podejscie utatwia zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych
za rozwo0] schorzen i1 wspiera opracowywanie nowych terapii. Ze wzgledu na to, ze systemy
HoC w pewnym stopniu odwzorowuja warunki in vivo, moga przyczyni¢ si¢ one do lepszego
poznania procesow biologicznych 1 patologicznych zachodzacych w sercu [7]. W celu jak
najwierniejszego odwzorowania warunkéw in vivo, rozwijane sg nie tylko systemy HoC, ale
takze nowe podloza do hodowli komorek serca. Jednym z takich podlozy s3a materiaty
nanowtokniste, ktore sa szeroko wykorzystywane w badaniach opartych na hodowlach
komorkowych. Badania prowadzone z uzyciem mat nanowtoknistych moga dotyczy¢
regeneracji komorek, gdzie wldkna pelnig funkcje podtoza dla hodowanych komorek,
np. komorek skory, kosci 1 migsnia sercowego. Nanowldkna sa rowniez istotnym elementem
wykorzystywanym w inzynierii tkankowej, poniewaz moga stuzy¢ do tworzenia
trojwymiarowych struktur odwzorowujacych mikrosrodowisko komorek i tkanek. Dodatkowo,
maty nanowlokniste zapewniaja odpowiednie cechy fizyczne, takie jak elastyczno$¢ czy
porowatos$¢, ktore wpltywaja na zachowanie 1 funkcj¢ hodowanych komodrek. Maty
nanowtokniste moga by¢ réwniez modyfikowane w celu nadania im nowych wtasciwosci, ktore

moga mie¢ wplyw na hodowane komorki. Wprowadzanie nanoczastek magnetycznych (MNPs,
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ang. magnetic nanoparticles) to jedynie jeden z wielu sposobéw modyfikacji, dzieki ktérym
struktury nabieraja dodatkowych cech, w tym wlasciwosci magnetycznych. Ze wzgledu na
swoja strukture 1 wilasciwosci nanowldkna magnetyczne moga by¢é wykorzystywane do
nasladowania macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang. extracellular matrix). Dzigki
wlasciwosciom magnetycznym mozliwa jest takze stymulacja mechaniczna, ktéra stanowi

czynnik pobudzajacy do wzrostu, dojrzewania i roznicowania komorek [10].
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2. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD — ang. cardiovascular disease) sa jedna
z gldwnych przyczyn zgondéw na catym $wiecie [13,14]. Najczestszg choroba w tej grupie jest
choroba niedokrwienna serca, znana réwniez jako choroba wiencowa (CHD - ang. Coronary
Heart Disease) [15]. CHD wystepuje, gdy doptyw krwi do mig$nia sercowego jest ograniczony
lub catkowicie zablokowany, co zazwyczaj wynika z odktadania blaszki miazdzycowe;j
w $cianach tetnic (Rycina 2 Miazdzyca to proces polegajacy na nagromadzeniu cholesterolu
1 innych lipidéw w §cianach naczyn krwionos$nych, co prowadzi do ich zwg¢zenia i zmniejszenia
droznosci, a w konsekwencji moze prowadzi¢ do zawalu migénia sercowego
(MI — ang. myocardiac infraction) [16]. Przebieg miazdzycy mozna podzieli¢ na dwa etapy:
stabilny 1ostry. W fazie stabilnej nagromadzenie lipidow w $cianach tetnic zwykle nie
wywoluje zauwazalnych objawow klinicznych. Natomiast faza ostra wigze si¢ z aktywacja
procesu zapalnego, ktory moze prowadzi¢ do peknigcia blaszki miazdzycowej, zakrzepicy
1 w konsekwencji do martwicy migénia sercowego (zawalu serca), obnizenia wydolnosci serca
oraz arytmii. Miazdzyca nie jest jedyng przyczyna niedotlenienia serca. Stan, w ktérym migsien
sercowy otrzymuje zbyt matg ilo$¢ tlenu i sktadnikdéw odzywcezych, moze wystepowaé réwniez
w przypadku wad wrodzonych, ktore uniemozliwiaja zachowanie wystarczajacego przeptywu
krwi, a takze w wyniku urazéw mechanicznych, np. powstawanie krwiakéw uciskajacych
tetnice.

Qrravidowa @) Zwezona tetnica

tetnica wiencowa
wiencowa

Prawidtowy
przeptyw kriwi

Zaburzony
przeptyw krwii

Blaszka
miazdzycowa

Sciana
tetnicy

Zwezona
tetnica

Przekroj tetnicy |

Rycina 2 A) Schemat przedstawiajqcy prawidlowq tetnice wiencowq z normalnym przepltywem kirwi a takze
przekroj prawidtowej tetnicy. B) Schemat przedstawiajgcy tetnice wiencowg wraz ze zlogami cholesterolu

(blaszka miazdzycowa). Obecnosé ztogow cholesterolu powoduje zmniejszenie ilosci przepbywajqcej krwi.[17]
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2.1 Metody leczenia chorob ukladu sercowo-naczyniowego

Leczenie choréb ukladu sercowo-naczyniowego obejmuje strategie zaréwno
prewencyjne jak i interwencyjne, majace na celu zatrzymanie postepu choroby, ztagodzenie
objawdw oraz poprawe jakosci zycia pacjentow. Wsrod tych metod wyrdznia si¢ leczenie
farmakologiczne, zabiegi inwazyjne oraz zaawansowane terapie regeneracyjne, takie jak
wykorzystanie komoérek macierzystych. Kazda z tych metod ma swoje unikalne zalety,
wyzwania oraz zastosowania w zaleznos$ci od specyfiki i zaawansowania choroby. Podstawg
prewencji CVD jest prowadzenie zdrowego trybu zycia, ktory obejmuje zdrowa diete, regularng

aktywnos$¢ fizyczna, unikanie palenia tytoniu oraz ograniczenie spozycia alkoholu.

Zdrowa dieta powinna by¢ bogata w owoce, warzywa, petnoziarniste produkty zbozowe,
biatko roslinne i zwierzgce o niskiej zawartosci tluszezu, a jednoczes$nie uboga w tluszcze
nasycone, cholesterol i s6d. Regularna aktywnos$¢ fizyczna, taka jak spacery, bieganie, ptywanie
czy jazda na rowerze, pomaga w utrzymaniu prawidlowej masy ciata, poprawie kondycji
sercowo-naczyniowej i redukcji stresu. Rzucenie palenia tytoniu jest jednym z najwazniejszych
krokow w prewencji CVD, poniewaz palenie jest jednym z gléwnych czynnikow ryzyka
miazdzycy i innych chorob serca. Ograniczenie spozycia alkoholu, a najlepiej jego catkowita
eliminacja, rOwniez znaczaco zmniejsza ryzyko wystapienia choréb sercowo-naczyniowych.
Waznym elementem prewencji jest takze kontrolowanie poziomu stresu oraz dbanie

o odpowiednig ilo$¢ snu [18,19].

Leczenie farmakologiczne jest podstawowa metoda zarzadzania CVD, szczegolnie
w przypadkach, gdy zmiana stylu Zzycia jest niewystarczajagca do kontrolowania choroby.
Istnieje wiele klas lekow stosowanych w leczeniu CVD, ktore dzialaja na rézne mechanizmy
patologiczne chorob serca. Statyny sa stosowane w celu obnizenia poziomu cholesterolu we
krwi. Dzialaja one poprzez hamowanie enzymu HMG-CoA reduktazy, co prowadzi do
zmniejszenia syntezy cholesterolu w watrobie 1 zwigkszenia wychwytu LDL
(lipoproteiny o niskiej gestosci) przez komorki watroby, co skutkuje obnizeniem poziomu LDL
we krwi [20,21]. Inhibitory angiotensyny konwertazy (ACE) pomagaja obniza¢ ci$nienie krwi
1 zmniejsza¢ obcigzenie serca poprzez blokowanie enzymu odpowiedzialnego za
przeksztatcanie angiotensyny 1 w angiotensyng¢ I, substancj¢ zwezajacg naczynia krwionos$ne
[22]. Przyktady to enalapryl, lisinopryl i ramipryl. Beta-blokery pomagaja w redukcji ci$nienia
krwi, zmniejszaja tetno 1 obcigzenie serca poprzez blokowanie receptorow

beta - adrenergicznych [23]. Beta-blokery, takie jak metoprolol, bisoprolol 1 atenolol, sg czesto
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stosowane w leczeniu nadci$nienia, arytmii 1 niewydolno$ci serca. Antagonisci receptora
angiotensyny II (ARB) podobnie jak inhibitory ACE, pomagaja obniza¢ ci$nienie krwi, ale
dzialaja bezposrednio na receptory angiotensyny II, co zapobiega zwegzaniu naczyn
krwionosnych [24]. Przyktady ARB to losartan, walsartan 1 irbesartan. Diuretyki, czyli leki
moczopedne, pomagajg w redukcji nadci$nienia i obrzgkdow poprzez zwickszenie wydalania
soli 1 wody z organizmu [25]. Przyklady to hydrochlorotiazyd, furosemid i spironolakton.
Antagoni$ci wapnia pomagaja obniza¢ ci$nienie krwi i zmniejsza¢ obcigzenie serca poprzez
blokowanie kanatow wapniowych w komoérkach miegsni gladkich naczyn krwiono$nych, co
powoduje ich rozluznienie. Przyktady to amlodipina, werapamil i diltiazem [26]. Leki
przeciwptytkowe 1 przeciwzakrzepowe sg stosowane w celu zapobiegania tworzeniu si¢
skrzepow krwi, ktore moga prowadzi¢ do zawatu serca lub udaru mézgu. Przyktady to aspiryna,

klopidogrel, warfaryna i nowe doustne antykoagulanty, takie jak apiksaban 1 dabigatran.

W przypadkach, gdy leczenie farmakologiczne i zmiana stylu zycia sg niewystarczajace,
stosowane sg rozne inwazyjne metody leczenia. Operacja by-pass, czyli chirurgiczne obejscie
tetnic wiencowych, polega na wytworzeniu nowych drog przeptywu krwi do mig$nia
sercowego, omijajac zwezone lub zablokowane odcinki t¢tnic wiencowych. Procedura ta jest
czesto wykonywana u pacjentow z wieloma zwezeniami tetnic, ktore nie moga by¢ skutecznie
leczone za pomocg angioplastyki. W przypadkach chordb zastawek serca, takich jak zwezenie
lub niedomykalno$¢ zastawki, moga by¢ konieczne zabiegi naprawcze lub wymiany zastawek.
Zabiegi te moga by¢ wykonywane za pomoca tradycyjnej operacji na otwartym sercu lub mniej
inwazyjnych metod, takich jak przezskorna wymiana zastawki. W leczeniu arytmii serca, takich
jak migotanie przedsionkoéw, mogg by¢ stosowane rézne techniki ablacyjne. Procedury te
polegaja na zniszczeniu malych obszaréw tkanki serca, ktére powoduja nieprawidtowe impulsy
elektryczne, za pomocg energii cieplnej (radiofrekwencji) lub zimna (krioablacja). U pacjentéw
z zaawansowang niewydolnos$cig serca, ktorzy nie odpowiadaja na leczenie farmakologiczne,
moga by¢ wszczepiane urzadzenia wspomagajace pracg serca, takie jak rozruszniki serca,
defibrylatory kardiowertery (ICD) oraz mechaniczne urzadzenia wspomagajace lewa komore

serca (LVAD)[27,28].

Medycyna regeneracyjna 1 terapia komorkowa stanowig nowoczesne podejScia
w leczeniu uszkodzen migs$nia sercowego. Komorki macierzyste, dzigki swojej zdolnosci do
réznicowania si¢ w rézne typy komorek maja potencjal do wykorzytania w regeneracji
uszkodzonych tkanek[29-31]. W zalezno$ci od pochodzenia 1 funkcji wyrdznia si¢ kilka typow

komorek macierzystych. Sg to m.in. mezenchymalne komorki macierzyste ze szpiku kostnego
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(BM-MSCs, ang. bone-marrow-derived mesenchymal stem cells), komorki macierzyste
z tkanki tluszczowej (ADSCs, ang. adipose-derived stem cells), sercowe komorki
progenitorowe (CPCs, ang. cardiac progenitor cells), embrionalne komodrki macierzyste
(ESCs, ang. embryonic stem cells) oraz indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
(iPSCs, ang. induced pluripotent stem cells). Komodrki macierzyste ze szpiku kostnego sg
jednymi z najczg$ciej badanych w kontek$cie regeneracji serca. Badania wykazaly, ze
wstrzyknigcie tych komorek do serca myszy poprawia jego czynno$¢ po zawale. Jednakze, ich
heterogeniczno$¢ stanowi wyzwanie, poniewaz zawierajg zarowno dojrzate, jak 1 niedojrzate
populacje komorek [32]. Komorki macierzyste z tkanki thuszczowej wykazuja wihasciwosci
podobne do komérek ze szpiku kostnego i sg tatwiejsze do pozyskania. Badania wykazaty, ze
komorki macierzyste z tkanki thuszczowej moga zmniejszy¢ negatywne skutki zawatu oraz
poprawi¢ funkcj¢ miegsnia sercowego [33]. Sercowe komorki macierzyste, ktore naturalnie
wystepuja w sercu, wykazuja ograniczone zdolnosci do regeneracji migsnia sercowego.
Badania kliniczne wykazaly, ze wstrzykniecie tych komoérek moze zwigkszy¢ frakcje
wyrzutowg (LVEF) o 11%, co wskazuje na znaczng poprawg funkcji serca [34]. Proby zwigzane
ze zdolno$cig do regeneracji serca prowadzone bylty rowniez dla embrionalnych komorek
macierzystych, jednak ich zastosowanie wigze si¢ z ryzykiem powstawania potworniakow,
czyli nowotworéw zawierajagcych komorki z wszystkich trzech warstw zarodkowych.
Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste uzyskiwane s3 z dojrzalych komorek
somatycznych poprzez ich reprogramowanie czynnikami Yamanaki. Dzigki czemu umozliwiaja
réznicowanie do kazdego typu komorek jednoczesnie minimalizujac kontrowersje etyczne.
Wykorzystanie kardiomiocytow pochodzacych z iPSCs w modelach chorobowych u gryzoni
prowadzitlo do zmniejszenia obszaru martwicy, poprawy frakcji wyrzutowej 1 korzystnej
przebudowy lewej komory. Wciaz jednak wyzwaniem pozostaje petne dojrzewanie komorek

przed implantacja [35].

Podsumowujac, metody leczenia chorob uktadu sercowo-naczyniowego obejmuja
szeroki zakres strategii, od prewencji i zmiany stylu Zycia, przez leczenie farmakologiczne, az
po zaawansowane zabiegi inwazyjne i terapie regeneracyjne. Kazda z tych metod ma swoje
miejsce w leczeniu CVD 1 jest dostosowywana do indywidualnych potrzeb pacjentéw. Wazne
jest, aby kontynuowa¢ badania nad nowymi metodami leczenia oraz doskonali¢ istniejace
terapie, aby poprawi¢ jako$¢ zycia pacjentdw i1 zmniejszy¢ obcigzenie chorobami serca na

poziomie globalnym.
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2.2 Wyzwania w leczeniu chorob ukladu sercowo-naczyniowego

Wspolczesna terapia CVD coraz czgséciej sigga po stenty naczyniowe, protezy zastawek
czy syntetyczne by-passy, czyli implanty pozostajace w statym kontakcie z krwig. Konstrukcje
te — wykonywane ze stopéw metali, polimerow lub kompozytéw — majg zapewni¢ mechaniczng
stabilizacje 1 przywroci¢ droznos¢ naczyn, jednak brak petnej biozgodnosci prowadzi do
zwapnien, biofilmowych infekcji oraz przewleklego stanu zapalnego, co drastycznie skraca ich
czas bezpiecznego uzytkowania. Z tego powodu wiekszo$s¢ nowo opracowanych implantow
zostaje wycofana juz na etapie badan przedklinicznych, gdyz obserwowane powiktania
przekreslaja potencjal kliniczny tych rozwigzan. Klasyczna transplantacja serca rozwiazuje

problem braku biozgodnosci, lecz jest obarczona niedoborem dawcow i ryzykiem odrzutu.

Nowoczesne strategie terapeutyczne, takie jak wykorzystanie pluripotencjalnych
komoérek macierzystych, otwieraja nowe mozliwo$ci regeneracji uszkodzonego mig$nia
sercowego. Wdrozenie tej strategii napotyka jednak powazne bariery: ryzyko nowotwordw,
trudno$ci w precyzyjnym sterowaniu réznicowaniem oraz potencjalna immunogennos$cia
przeszczepianych komorek. Konieczne sa dalsze badania nad optymalizacja warunkow
hodowli i1 kontrolg ekspresji genow, by bezpiecznie wprowadzi¢ terapie komodrkowe do

rutynowej praktyki kliniczne;j.

Dodatkowo, jednym z najpowazniejszych skutkow chorob sercowo-naczyniowych jest
niedokrwienie mig$nia sercowego, prowadzace do hipoksji. Brak odpowiedniego natlenowania
tkanek serca powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu komorek oraz aktywacje S$ciezek
adaptacyjnych, w tym czynnikow transkrypcyjnych z rodziny HIF (ang. hypoxia inducible
factors). Aktywacja tych czynnikoéw uruchamia ekspresje genow umozliwiajacych komérkom
przetrwanie w warunkach niedoboru tlenu poprzez zmiang profilu metabolicznego na glikolizg,
kosztem [-oksydacji kwasow tluszczowych. Hipoksja prowadzi rowniez do zaburzenia
homeostazy w obrgbie siateczki srddplazmatycznej (ER) 1 aktywacji szlaku odpowiedzi na stres
(UPR). Dlugotrwaty stres ER moze indukowa¢ apoptoze komorki poprzez szlak
proapoptotycznego czynnika transkrypcyjnego CHOP, co utrudnia regeneracj¢ uszkodzonych
tkanek. Warto podkresli¢, Zze hipoksja i mechanizmy adaptacyjne zachodza nie tylko w sercu,
ale takze w guzach nowotworowych. HIF-la indukuje ekspresje TGF-f oraz VEGF -
czynnikow kluczowych dla nowotworzenia 1 angiogenezy. TGF-B sprzyja produkcji
sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej, utatwiajac proliferacje komorek nowotworowych,

natomiast VEGF stymuluje powstawanie nowych naczyn krwiono$nych, umozliwiajac rozrost
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guza [36-38]. Zrozumienie tych procesoOw jest niezbgdne dla opracowania nowych,

skuteczniejszych metod leczenia CVD i innych chorob zwigzanych z niedotlenieniem tkanek.

Podsumowujac, skuteczne leczenie chorob ukladu sercowo-naczyniowego wymaga
zarOwno rozwoju nowoczesnych technologii medycznych, jak 1 doglebnego zrozumienia
mechanizmow molekularnych lezacych u podstaw uszkodzen i regeneracji tkanek. Postep
w dziedzinie bioinzynierii, terapii komodrkowych oraz poznanie szlakow adaptacyjnych
komorek do hipoksji daje nadziej¢ na opracowanie bezpieczniejszych i skuteczniejszych metod
leczenia. Jednocze$nie wciaz istnieje wiele wyzwan, ktérych pokonanie bedzie kluczowe dla
poprawy jakos$ci zycia pacjentow z chorobami serca.

ER w warunkach ER w warunkach

normalnych | stresu niesfatdowane

biatka

IRE1l PERK ATF4 IRE1 PERK ATF4
nieaktywne aktywne

¢

inicjacja UPR

Rycina 3 Mechanizm aktywacji szlaku UPR. [39]
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3. Modele komorkowe w badaniach in vitro

Badania in vitro, przeprowadzane na modelach komorkowych, stanowig fundamentalne
narze¢dzie w biologii komérkowej i biomedycynie. Hodowle komorek umozliwiaja naukowcom
badanie zachowan komoérek, mechanizméw molekularnych oraz testowanie nowych lekow
w kontrolowanych warunkach. Wyro6znia si¢ dwa typy hodowli komorkowych: hodowle
dwuwymiarowe (2D) w postaci monowarstwy oraz trojwymiarowe (3D). Hodowle
trojwymiarowe mogg by¢ prowadzone jako samoorganizujace si¢ struktury i te, ktore wymagaja

dodatkowych materiatéw do tworzenia przestrzennych konstrukc;ji.

3.1 Dwuwymiarowe hodowle komorkowe

Hodowle dwuwymiarowe (2D), w postaci monowarstwy to najprostsza i najczesciej
stosowana hodowla komérkowa w badaniach in vitro [40]. W tego typu hodowli komorki rosna
w jednej warstwie. Komorki przyklejone sg do ptaskiej powierzchni naczynia hodowlanego.
Pozwala to na tatwy dostep komoérek do pozywki hodowlanej, kontrolowanie warunkow
wzrostu oraz obserwacje mikroskopowa. Do glownych zalet hodowli 2D nalezy prostota
hodowli i kontroli nad warunkami eksperymentu. Umozliwiaja one latwe dostarczanie
sktadnikow odzywczych, usuwanie produktéw przemian metabolicznych oraz prowadzenie
réznych analiz, takich jak testy cytotoksyczno$ci, obserwacje mikroskopowe i1 badania
proliferacji 1 zywotnosci komorek [41-44]. Ze wzgledu na jednorodno$¢ warunkow hodowli,
wyniki uzyskane z hodowli 2D sg zwykle powtarzalne 1 tatwe do interpretacji. Hodowle 2D
komorek sa szeroko stosowane w badaniach nad aktywnoscig lekéw. Mimo wielu zalet,
hodowle 2D komoérek maja takze swoje ograniczenia. Przede wszystkim, nie odzwierciedlaja
one w petni zlozonego $rodowiska in vivo, w ktorym komorki funkcjonujg w tréjwymiarowe;j
strukturze tkankowej. W hodowlach 2D brakuje kluczowych interakcji komorka-komorka oraz
komorka-macierz zewnatrzkomérkowa (ECM), ktéore sg istotne dla prawidlowego
funkcjonowania komoérek w organizmie. Ponadto, w monowarstwie brakuje gradientu stezen
substancji odzywczych i tlenu, co moze wplywaé¢ na réznice w odpowiedzi komoérek
w poroéwnaniu do warunkoéw panujacych w tkankach. Ze wzgledu na te ograniczenia, wyniki
uzyskane w hodowlach 2D mogg nie zawsze by¢ w pelni przewidywalne dla warunkow
in vivo [45-47]. W odpowiedzi na te wyzwania, coraz wickszym zainteresowaniem cieszg si¢

techniki hodowli trojwymiarowych, ktore oferujg bardziej ztozone modele badawcze.
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3.2 Hodowle trojwymiarowe (3D)

Hodowle trojwymiarowe (3D) stanowig zaawansowane modele komoérkowe, ktore lepiej
odwzorowuja naturalne §rodowisko tkankowe. W odréznieniu od hodowli 2D, hodowle 3D
pozwalajg na tworzenie przestrzennych modeli komorkowych, ktére moga by¢ uzyskiwane na
rozne sposoby, w zaleznosci od ich zdolnosci do samoorganizacji lub uzycia dodatkowych
biomateriatow. Jednym z najprostszych sposobow uzyskiwania hodowli 3D jest umozliwienie
komoérkom samoorganizacji w trojwymiarowe struktury, takie jak agregaty komoérkowe czy

sferoidy.

Agregaty komodrkowe to skupiska komorek powstate w wyniku losowych oddzialywan
migdzy komorkami, czgsto nie wykazujace wyraznej wielowarstwowosci ani  Scistej
organizacji. Sferoidy natomiast sa bardziej zorganizowanymi, kulistymi strukturami,
powstatymi w wyniku aktywnych interakcji komorka-komorka, z charakterystycznym uktadem
warstwowym. W sferoidach komorki zewnetrzne majg kontakt z pozywka i sa dobrze
dotlenione, komorki potozone wewnatrz znajduja si¢ w warunkach ograniczonego dostepu do
tlenu 1 sktadnikow odzywczych (co prowadzi do powstawania rdzenia nekrotycznego),
a warstwa posrednia to komodrki w fazie spoczynku. Taka wielowarstwowa organizacja
umozliwia lepsze modelowanie warunkéw in vivo, np. podczas badan nad nowotworami czy
regeneracja tkanek. Kontrolowanie wielkos$ci 1 ksztaltu sferoidow stanowi wyzwanie, gdyz
wplywa na ich jednorodno$¢ i powtarzalnos¢ wynikoéw eksperymentéw. Niezbedne jest
stosowanie precyzyjnych metod, np. mikroptytki o niskiej adhezji Iub plytke
z mikrowglebieniami, by uzyska¢ sferoidy o okreslonych rozmiarach [48—52]. Sferoidy sa
wykorzystywane w onkologii, ale takze w kardiologii do badania przebudowy migsnia
sercowego, regeneracji po uszkodzeniach niedokrwiennych 1 oceny toksycznosci lekow.
Przykladem sa sferoidy kardiomiocytéw tworzone z ludzkich indukowanych komorek
pluripotencjalnych (hiPSC-CMs) [53]. Sferoidy komorek watrobowych (hepatosferoidy) sa
natomiast szeroko stosowane w badaniach nad metabolizmem lekéw oraz testach

hepatotoksycznos$ci [54].

Innym podejsciem jest wykorzystanie biomaterialdw jako rusztowan, ktore wspieraja
tworzenie struktur 3D. Najczesciej stosuje si¢ tu hydrozele, maty nanowldkniste oraz inne
materialy nasladujace naturalng macierz zewnatrzkomoérkowa (ECM). Hydrozele to wysoko
uwodnione polimery o pochodzeniu naturalnym (np. kolagen, Zelatyna, fibronektyna, agar,

alginian sodu, chitozan) lub syntetycznym (np. poli(akryloamid), poli(etylenoglikol) — PEG,
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poliwinyloalkohol — PVA). W praktyce badawczej czesto wykorzystuje si¢ np. kolagenowe,
alginianowe i PEG-owe hydrozele [55-58]. Przygotowanie hodowli komorek w hydrozelu
polega na wymieszaniu zawiesiny komorek z ptynng forma hydrozelu, ktéry pod wptywem
odpowiednich warunkéw (np. temperatury, pH, obecnosci jonéw wapnia) zeluje sie, tworzac
sie¢ przestrzenng. Pozwala to na jednorodne rozmieszczenie komorek oraz wierniejsze
nasladowanie struktury i funkcji ECM. Hydrozele sg przezroczyste, co umozliwia obserwacje
mikroskopowe, a dzigki mozliwosci modyfikowania ich wlasciwosci mechanicznych
1 biochemicznych mozna je dostosowa¢ do wymagan réznych typow komoérek. Wadg hydrozeli
jest konieczno$¢ Scistej kontroli warunkéw zelowania, porowatosci i elastycznosci, by
zapewni¢ optymalny rozwoj komorek. Przykladem stosowanego hydrozelu jest Matrigel®,
ktory jest szeroko wykorzystywany do hodowli komoérek macierzystych, roéznicowania
organoidow oraz modelowania angiogenezy in vitro [59]. Coraz czg¢$ciej stosuje si¢ takze
hydrozele hybrydowe, aczace wlasciwosci réznych polimerow — np. alginian-kolagen lub
PEG-fibryna — co pozwala lepiej dostosowaé rusztowanie do specyficznych potrzeb
komorek [60]. Dodatkowo, w ostatnich latach nastgpowat dynamiczny rozwdj
zaawansowanych technologii druku 3D, takie jak bioprinting, czyli drukowanie przestrzenne
biotuszow komoérkowych opartych o hydrozele. Bioprinting umozliwia tworzenie
precyzyjnych, wielowarstwowych struktur tkankowych zawierajacych zywe komorki oraz
sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej. Przyktadem zastosowania tej technologii jest
drukowanie modeli watroby, fragmentow serca czy skory, ktore znajduja zastosowanie

w badaniach toksycznosci lekow oraz testach farmakologicznych [61].

Kolejng metoda tworzenia hodowli 3D jest zastosowanie podtozy nanowtoknistych. Maty
nanowtokniste wytwarzane sg najczesciej z poli(e-kaprolaktonu) (PCL), polilaktydu (PLA),
poliglikolidu (PGA), poliuretanu (PU), zelatyny, kolagenu czy chitozanu [62].
Najpopularniejsze techniki produkcji to elektroprzgdzenie (ES ang. electrospinning) oraz
rozdmuch roztworu polimeru (SBS ang. solution blow spinning). Maty te cechujg si¢ bardzo
wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci (SAV ang. surface area to volume ratio),
wysoka porowatoscig, elastyczno$cia 1 wytrzymato$cia mechaniczng. Dzigki tym
wlasciwosciom umozliwiaja komorkom tworzenie trojwymiarowych struktur zblizonych do
naturalnych tkanek [63]. Wybor odpowiedniego materiatu, kontrola parametréw rusztowania
1 zapewnienie jego biokompatybilnosci sa kluczowe dla powodzenia hodowli [64-67].
Przykladowo, rusztowania nanowlOkniste wykonane z mieszanin PCL/Zelatyna Iub

PLGA/elastyna sg z powodzeniem stosowane do wspierania wzrostu komoérek nerwowych,
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chondrocytéw czy keratynocytow, atakze w badaniach nad regeneracjg skory i1 tkanek
nerwowych [68,69]. Natomiast nanowldkna chitozanowe sg szeroko uzywane w modelach

gojenia ran oraz w rekonstrukcji nerwéw [70].

Modele komoérkowe, uzyskiwane zardowno w hodowli 2D i 3D , odgrywaja kluczowa rolg
w badaniach in vitro. Hodowle 2D komorek, cho¢ proste i tatwe w wykorzystaniu, maja swoje
ograniczenia wynikajace z braku odwzorowania ztozonego S$rodowiska in vivo. Z kolei
hodowle trojwymiarowe, takie jak samoorganizujace si¢ sferoidy czy struktury tworzone przy
uzyciu hydrozeli 1 nanowldkien, oferujg bardziej realistyczne modele badawcze, cho¢ wigzg si¢
z wigkszymi wyzwaniami technicznymi. Dzigki ciggtemu rozwojowi technologii hodowli
komorek, pojawiajac si¢ coraz wigksze mozliwosci badania ztozonych procesow biologicznych
1 testowania nowych terapii w warunkach laboratoryjnych, co przyczynia si¢ do postepu

w dziedzinie medycyny i biotechnologii.
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4. Mikrosystemy przeplywowe do hodowli komorek tkanki serca

Mikrosystemy przeplywowe stanowia innowacyjne narzg¢dzia, ktore stanowia nowe
podejécie do badania i hodowli komorek serca. Te miniaturowe systemy umozliwiajg
precyzyjng kontrole mikrosrodowiska, co pozwala na odwzorowanie w pewnym stopniu
warunkow panujacych w ludzkim organizmie. Dzigki zdolnosci do precyzyjnego sterowania
przeplywem plynéw, temperaturg oraz dostarczaniem substancji odzywczych, mikrosystemy
oferuja mozliwo$¢ zastosowania ich w badaniu choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
Glownym celem wykorzystania mikrosystemow przeplywowych w hodowli komorek serca jest
uzyskanie warunkoéw, ktoére jak najwierniej nasladujg fizjologiczne srodowisko pracy serca.
Tradycyjne metody hodowli komérek, mimo tego ze sg szeroko stosowane, nie zapewniaja
dynamicznych warunkow wzrostu komorek oraz gradientow chemicznych i fizycznych, ktore
sa kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania komoérek serca. Mikrosystemy przeptywowe
moga z powodzeniem symulowaé¢ te warunki, umozliwiajac bardziej doktadne badania nad
funkcjonowaniem, patologia iregeneracjg serca. Mikrosystemy przeplywowe do hodowli
komoérek serca wykonywane s3 z wykorzystaniem takich metod jak fotolitografia,
mikrofrezowanie czy druk 3D [71-73]. Materialami najczg$ciej stosowanymi do ich
wytwarzania sg biokompatybilne polimery, takie jak poli(dimetylosiloksan) (PDMS), a takze
szklo oraz polimery termoplastyczne [74—76].

4.1 Wytwarzanie mikrosystemow przeplywowych do hodowli komorek serca

Mikrosystemy przeptywowe, stosowane w hodowli komodrek migénia serca, to
zaawansowane narzedzia umozliwiajace kontrole mikrosrodowiska hodowlanego. Dzigki
zastosowaniu odpowiednich materiatbw oraz zaawansowanych technik wytwarzania,
mikrosystemy te moga nasladowac warunki in vivo. Jednym z najcze$ciej wykorzystywanych
materiatdw do wytwarzania mikrosysteméw przeplywowych jest poli(dimetylosiloksan)
(PDMS). PDMS jest elastycznym, przezroczystym polimerem, ktory posiada liczne
wlasciwosci czynigce go idealnym do zastosowan biologicznych [77]. Jest biokompatybilny,
co oznacza, ze nie wywotuje toksycznych reakcji w komodrkach hodowlanych. Jego
przepuszczalno$¢ dla gazéw, takich jak tlen i1 dwutlenek wegla, ulatwia utrzymanie
odpowiednich warunkéw metabolicznych w hodowlach komoérkowych. Szkto jest kolejnym
materiatlem czgsto wykorzystywanym do konstrukcji mikrosystemow przeptywowych.
Charakteryzuje si¢ doskonalg przejrzystoscig optyczng, co umozliwia prowadzenie

mikroskopowych obserwacji komorek [78]. Jest rowniez odporne na wysokie temperatury i
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wickszo§¢ substancji chemicznych, co czyni je idealnym do dlugoterminowych
eksperymentéw. Jednak jego krucho$¢ moze stanowi¢ ograniczenie w pewnych
zastosowaniach. Polimery termoplastyczne, takie jak polistyren (PS) [79], poli(metakrylan
metylu) (PMMA) [80], poliweglan (PC) [81] oraz cykliczny kopolimer olefinowy (COC) [82],
rowniez znajdujg zastosowanie w wytwarzaniu mikrosystemow przeplywowych. Te materiaty
s stosunkowo tatwe do obrobki, co pozwala na formowanie r6znych ksztattéw 1 mikrostruktur.
W zalezno$ci od zastosowanego materialu, moga mie¢ one rézne wtasciwosci mechaniczne,
takie jak wytrzymato$¢ na rozcigganie, odpowiednig twardo$¢ oraz r6zng odpornos$¢ na wysoka
temperature. Wadg tworzyw termoplastycznych jest ich ograniczona odpornos$¢ na wysokie
temperatury, co moze wplywa¢ na ich wytrzymato§¢ i stabilnos¢ [83]. Wytwarzanie
mikrosystemow przeplywowych wymaga zastosowanie technik, ktére umozliwig uzyskanie
struktur rzedu mikrometrow. Fotolitografia jest jedna z najczeSciej stosowanych metod,
pozwalajaca na precyzyjne tworzenie mikrowzorow na powierzchni poditoza [84]. Metoda ta
polega na naswietlaniu materiatu $wiattoczulego (fotorezystu) przez maske z projektem
mikrosystemu. Po naswietleniu i wywotaniu, naswietlone lub nie nas$wietlone czesci
fotorezystu jest usuwane (w zaleznos$ci czy jest on pozytywowy czy negatywowy), odstaniajac

material podtoza, ktéry nastepnie jest trawiony, tworzac pozadang mikrostrukture (Rycina 4).

Fotolitografia ‘ Litografia miekka ‘
I_ Pokrywanie fotorezystem _I l
!
l Pokrycie warstwga PDMS

L I O A
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taczenie PDMS ze szktem za
l pomocg plazmy tlenowej

P fotorezyst ' podioze [ PDMS szkto

Rycina 4 Schematyczne przedstawienie metody fotolitografii fotorezystem negatywowym oraz litografii

miekkiej.[85]
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Mikrofrezowanie jest kolejng technika wytwarzania mikrosystemow przeptywowych,
polegajaca na precyzyjnym usuwaniu materiatu z podtoza za pomoca frezarki. Technika ta
umozliwia tworzenie mikrosystemow o skomplikowanych ksztaltach i wymiarach, a takze
struktur o roznych wysokosciach (Rycina 5) [71]. Wada mikrofrezowania jest to, ze jest to

powolny proces, w poroOwnaniu z innymi metodami, takimi jak np.druk 3D.

Kolejng metodg jest metoda odlewu jest powszechnie stosowang technikg wytwarzania
mikrosysteméw przeplywowych, polegajacag na formowaniu kanatow i innych elementow
mikrosystemu w poli(dimetylosiloksanie). W celu wykonania mikrostruktur wykorzystuje si¢
matryce (tzw. pieczatke), na ktéra nanoszona jest wczesniej przygotowana mieszanina
elastomeru i1 czynnika sieciujgcego (najczesciej w stosunku wagowym 10:1). Pieczatka
wykonywana moze by¢ z wykorzystaniem takich technik jak fotolitografia, mikrofrezowanie
czy druk 3D. Po usieciowaniu elastomer jest usuwany z matrycy, dzieki czemu uzyskujemy

doktadnie odwzorowang mikrostrukture.

/ Projekt B\ Mikrofrezowanie Mikrosystem

Rycina 5 Schematyczne przedstawienie procesu mikrofrezowania mikrosystemow przeptywowych [71].
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Druk 3D, w tym technika biodruku, to jedna z najnowszych metod, ktére umozliwiajg
tworzenie trojwymiarowych mikrostruktur przeptywowych bezposrednio z cyfrowego modelu
CAD. Druk 3D pozwala na duza dowolno$¢ w projektowaniu i tworzeniu ztozonych struktur,
ktore nie sg mozliwe do uzyskania przy zastosowaniu innych metod. Biodruk, bedacy z kolei
potaczeniem mikrotechnologii 1 druku 3D, umozliwia tworzenie tréjwymiarowych
mikrouktadow 1 modeli, ktére nasladujg biologiczne tkanki inarzady. W przypadku
wytwarzania geometrii mikrostruktur mikrosysteméw przeptywowych do hodowli komorek
serca niezwykle istotne jest, aby podczas projektowania tych uktadow uwzgledni¢ zarowno
charakterystyke tkanki, jak i1 specyficzne wymagania komorek serca, tak aby jak najlepiej

odtworzy¢ mikrosrodowisko ich wzrostu [86—88].

Jednym z kluczowych parametrow, jakie zapewnia zastosowanie mikrosystemow
przeptywowych, jest kontrola przeptywu medium hodowlanego, ktory dostarcza niezbednych
sktadnikow odzywczych oraz usuwa produkty przemiany materii. Wysoki stosunek
powierzchni do objetosci (SAV) w takich mikrosystemach, typowo mikrokanaty o szerokosci
100400 pm pozwalaja na efektywna wymiang gazow 1 substancji odzywczych [89]. Co
istotne, przeptyw medium w mikrosystemach przeptywowych charakteryzuje si¢ laminarnym
profilem (liczba Reynoldsa < 100), co pozwala na zminimalizowanie naprezen $cinajacych,
ktore moga negatywnie wptywac¢ na komorki. Przyktadem jest praca, w ktorej wykazano, ze
utrzymanie laminarnych warunkéw przeptywu (20 pL/h) sprzyja dlugoterminowe;j

przezywalnosci kardiomiocytow [90].

Odpowiednie warunki przeptywu stanowig jednak tylko jeden z elementow
wplywajacych na tworzenie hodowli kardiomiocytow w mikrosystemach. Rownie istotne jest
zapewnienie wlasciwego poziomu tlenu w mikro$rodowisku komorek. Kardiomiocyty sa
szczegblnie wrazliwe na niedotlenienie, ktore moze prowadzi¢ do stresu komorkowego
1 $mierci komorek. Przyktadem jest praca, w ktorej zastosowanie PDMS jako materiatu
o wysokiej przepuszczalno$ci gazowej umozliwito kontrole stezenia tlenu w zakresie
0,01 —9,9%, przy natezeniu przeptywu pozywki od 0,5 do 15 pL/min, co pozwolito na
utrzymanie wysokiej przezywalnosci kardiomiocytow w trakcie dtugotrwale; hodowli [91].
Kolejnym aspektem wplywajacym na hodowle komodrkowe jest wybor materialow
konstrukcyjnych mikrosystemu oraz mozliwos¢ prowadzenia mechanicznej stymulacji
komorek. Przyktadem jest badanie, w ktérym zastosowanie elastycznego PDMS 1 cyklicznego
rozciggania podloza (10%, 1 Hz) prowadzito do zwigkszenia dojrzatosci kardiomiocytow

1 poprawy ekspresji markeréw funkcjonalnych [92]. Réwnie wazna dla badan nad komdrkami
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serca jest mozliwo$¢ prowadzenia obserwacji 1pomiarOw W czasie rzeczywistym.
Przyktadowo, konstrukcja mikrosystemu wykorzystujaca przezroczyste materialy, takie jak
PDMS czy szklto, pozwala na mikroskopowe monitorowanie zywych komorek, a integracja
mikroelektrod (np. ztotych elektrod o $rednicy 30 pum) umozliwia rejestracje aktywnosci

elektrycznej 1 ocene funkcji kardiomiocytow podczas eksperymentu [93].

W ostatnich latach, wraz z rozwojem inzynierii tkankowej 1 technologii
Organ-on-a-Chip, mikrosystemy przeplywowe do hodowli kardiomiocytow staty sie
narzedziem o szczegdlnym znaczeniu badawczym. Przyktadem zastosowania takiego systemu
jest praca, w ktérej Heart-on-a-Chip wykorzystano do oceny kardiotoksycznosci
doxorubicyny, gdzie przeptyw medium umozliwit doktadniejszg analiz¢ wptywu leku na
funkcjonowanie kardiomiocytow [94]. Ten jeden z wielu przyktadéw pokazuje jak technologia
Lab-on-a-chip pozwala na testowanie nowych lekéw oraz badanie wptywu réznych czynnikoéw

mikrosrodowiska na funkcjonowanie mig$nia sercowego.

4.2 Mikrosystemy do stymulacji mechanicznej komorek mi¢snia serca

Stymulacja mechaniczna komoérek serca jest kluczowym elementem badan nad
funkcjonowaniem serca oraz rozwijaniem nowych terapii. Mikrosystemy przeptywowe oferuja
wyjatkowe mozliwosci w zakresie precyzyjnego kontrolowania mechanicznych stymulacji,
ktorym poddawane mogg by¢ komorki serca. Umozliwia to nasladowanie naturalnych
warunkéw panujacych w organizmie. Mikrosystemy o roznej geometrii, z zastosowaniem
réznych metod stymulacji wykorzystywane sa do badania ich wplywu na funkcjonowanie
komorek serca [95]. Jednym z parametréw jest wykonanie mikrosysteméw do stymulacji
mechanicznej, w ktorych mozliwe jest nasladowanie biomechanicznych warunkow panujacych
w tkance serca, takie jak rytmiczne skurcze 1 rozkurcze. W tym celu, stosowane moga by¢
materiaty elastyczne, ktore moga wytrzymaé wielokrotne cykle rozciggania i $ciskania.
Najczgsciej stosowanym materiatem jest PDMS. Wynika to z jego wtasciwos$ci jakim jest
wysoka elastycznos$¢ i biokompatybilnos¢. Innym sposobem stymulacji mechanicznej komorek
jest wykorzystanie przeptywu medium hodowlanego w mikrokanatach mikrosystemow.
Stosowany moze by¢ przeptyw pulsacyjny, nasladujacy np. natywny przeptyw krwi
w naczyniach krwiono$nych, co wywotuje naprezenia $cinajace na komorki. Naprezenia te sg
jednym z czynnikéw istotnym w prawidtlowym funkcjonowaniu kardiomiocytow. Warunki
dynamiczne hodowli wptywa¢ moga na strukture, metabolizm i1 zdolnos$¢ do skurczu komorek.

W literaturze przedstawiono wyniki badan potwierdzajace, ze komodrki hodowane w warunkach
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dynamicznych (przeptywowych) wykazuja morfologi¢ zblizong do natywnych komorek
bardziej niz w statycznej hodowli komorek (Rycina 6) [96].

200 pm| 200 pm| 200 ym |

B mikronakaty z
okragta mikrokomora podtuzny mikrokanat mikrokolumnami

mikronakaty z

C okragta mikrokomora podtuzny mikrokanat mikrokolumnami

Rycina 6 A) Symulacja przeplywow generowanych w trzech typach mikroukladow: komora okrggta, komora
podtuzna i mikrokanaly z mikrokolumnami; B) Komorki H9c2 w hodowlach statycznych wybarwione CAM
(zielony) i PI (czerwony) 4 dnia hodowli; C) komorki H9c2 w hodowlach przeplywownych wybarwione CAM
(zielony) i PI (czerwony) 4o dnia hodowli.

Stymulacja mechaniczna moze by¢ rowniez prowadzona z wykorzystaniem
elastycznych membran, ktdre sg rozciagane i $ciskane w kontrolowany sposob. Praca tego typu
mikrosystemow moze by¢ stosowana poprzez zastosowanie pomp pneumatycznych lub pola
elektromagnetyczne, ktore generujg cykliczne ruchy membran, symulujgc tym samym skurcze
serca [97-99]. Mozliwe jest badanie w takich mikrosystemach wzrostu komorek po dziataniu
czynnikami mechanicznymi. W jednym z badan wykorzystano mikrosystem skladajacy sie¢
z elastycznej membrany PDMS, cyklicznie rozciaganej 1 $ciskanej (Rycina 7). Komorki serca
(hiPSC-CMs) hodowane na tej membranie wykazywaty poprawe w organizacji sarkomerow,
zwigkszong ekspresje biatek kurczliwych oraz lepsza synchronizacje skurczoéw w poréwnaniu
do komorek hodowanych na sztywnym podlozu. Wyniki te podkres§laja znaczenie

mechanicznej stymulacji dla funkcjonalnej dojrzatosci kardiomiocytow [100].
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Rycina 7 A,B) Schematy konstrukcji mikrosystemu, C) Ulozenie sarkomerow w komorkach w mikrosystemach nie
poddawanych rozcigganiu, poddawanych rozcigganiu i w hodowli na plytce wielodotkowej. CV = wariancja, gdzie

0 to utozenie jednakowe, a 1 to utozenie zupelnie losowe. n = liczba badanych komorek, * oznacza p<0,001.

Tak jak wspomniano wcze$niej jedng z metod stymulacji mechanicznej jest
zastosowanie mikrosystemow z kontrolowanym przeptywem medium, ktére generuja
naprezenia $cinajace podobne do tych wystepujacych w naczyniach krwiono$nych. Przeptyw
ten moze by¢ kontrolowany przez rozne czynniki, takie jak np. cis$nienie. Przyktadem
rozwigzania, w ktorym potaczono kilka czynnikéw umozliwiajacych stymulacje jest
mikrosystem typu "flow-stretch", w ktorym do stymulacji komorek zastosowano warunki
dynamiczne oraz  mechaniczne rozcigganie komodrek (Rycina 8). W wytworzonym
mikrosystemie komorki hodowano na elastycznej membranie umieszczone] w specjalnie
zaprojektowanym mikrokanale. Medium hodowlane przeptywato przez mikrokanat, generujac
naprezenia $cinajace, podczas gdy membrana byta cyklicznie rozciggana. Takie potaczenie

czynnikow mechanicznych stymulowalo komorki, nasladujagc natywne warunki wzrostu
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komorek.  Wykazano, ze kardiomiocyty hodowane w mikrosystemie "flow-stretch"
wykazywaly zwickszong wytrzymatos¢ na dzialanie czynnikéw mechanicznych, lepsza
organizacj¢ cytoszkieletu oraz wyzsza ekspresje genow zwigzanych z funkcja kurczliwa.
Ponadto, proponowane rozwigzanie technologiczne moze by¢ zastosowane do badania
odpowiedzi komoérek na rozne warunki patologiczne, takie jak nadcisnienie czy niedotlenienie

[101].
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Rycina 8 A) Wykres przedstawiajqcy maksymalng szybkos¢ przeplywu medium komorkowego w roznych miejscach
uktadu. B) WartoSci naprezen Scinajgcych generowanych w komorze hodowlanej przeplywem medium.
C) Dtugosci sarkomerow po 7 dniach hodowli dla trzech prob kontrolnych (hodowli statycznej na plytce
6-dotkowej, hodowli na chipie bez wprowadzenia przeplywu i hodowli na chipie semistatycznej — z indukcjg
przephwu w interwatach 6 h przez 5 min) oraz dla hodowli z cigghm przeplywem medium. D) Zdjecie
fluorescencyjne wybarwionych prob dla hodowli z przeplywem i dla hodowli statycznej (alfa-aktyna — kolor

zielony, jgdra komorkowe — kolor niebieski).

Stymulacja mechaniczna w mikrosystemach moze by¢ réwniez uzyskiwana poprzez
zastosowanie mikroelektromechanicznych systemoéw (MEMS). Rozwigzanie to pozwala na
precyzyjne kontrolowanie ruchow mechanicznych na poziomie mikroskali, co umozliwia
generowanie ztozonych metod stymulacji. Przyktadem jest zastosowanie magnetycznych
mikrositownikow (niklowe belki = 20 x 50 x 5 um) zatopionych w elektroprzedzonych
wioknach z metakrylanu dekstranu (DexMA). Wykazano, ze obrdt pola magnetycznego o 90°
zgina sie¢ o kilka mikrometréw i1 wywotuje lokalne odksztalcenia podtoza. Na tak

przygotowanej macierzy badano migracje fibroblastow NIH-3T3 [102]. Nowym podejsciem
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stymulacji mechanicznej jest wykorzystanie druku 3D do tworzenia tréjwymiarowych struktur
biomimetycznych. Opisano struktury drukowane z kulistych agregatow zawierajacych
70 % hiPSC-CM, 15 % ludzkich fibroblastow sercowych i 15 % komoérek $rodbtonka
pepowinowego (HUVEC). Powstaly model komérkowy (4 x 2 x 1 mm) zamocowano w
elastycznej formie z PDMS 1 poddano statycznemu rozcigganiu 12,5 % przez 1 — 28 dni. Juz
po 7 dniach sarkomery wydhuzyty si¢ z 1,0 pm do 1,5 pm, a po 4 tygodniach odnotowano
dwukrotny wzrost ich dlugosci, ok. 250 pN maksymalnej sily skurczu oraz wigksza

elastycznos¢ catej tkanki, co wskazuje na wyrazne dojrzewanie kardiomiocytéw [103].

Oproécz stymulacji mechanicznej, mikrosrodowisko tkanki serca mozna odwzorowaé
poprzez stymulacj¢ strukturalng, czyli zintegrowanie z mikrouktadami przeptywowymi
cienkich, ukierunkownych mat nanowtoknistych, ktore utatwiaja dojrzewanie kardiomiocytow.
Pierwszym przykladem takiego rozwigzania sa elektroprzgdzone witokna PMGI/PLGA
o $rednicy ok. 600 nm, ktére zostaly umieszczone na dnie komory z PDMS. Nastepnie
hodowano na nich noworodkowe kardiomiocyty mysie poddawane cigglemu przepltywowi
50 pL/h. Po 10 dniach hodowli komorki rosty rownolegle wzgledem wtokien, mialy wydtuzone
satkomery z 1,3 do 1,7 um 1 miaty zwigkszong ekspresj¢ koneksyny-43, co potwierdzito
poprawe przewodnictwa elektrycznego [104]. Drugim przykladem jest mikrosystem
przeptywowy, w ktorym wzdluz mikorkanalu PDMS umieszczono ukierunkowang mate
nanowtoknista z poli(e-kaprolaktonu)/zelatyny o $rednicy widkien ok. 350 nm. Poddajac
dziataniu stalego przeptywu 20 pL/min. Na takim podiozu hodowano hiPSC-CMs, po
14 dniach hodowli zaobserwowano wydluzanie si¢ sarkomerow do 1,8 um oraz wzrost
amplitudy skurczu ktory byt o 35 % wiekszy niz na matach z losowo ukierunkowanymi
witoknami. Dowodzi to temu, ze stymulacja strukturalna i stymulacja naprezeniem przeptywu

wptywa na dojrzewanie kardiomiocytéw [105].

Podsumowujac, mikrotechnologia zapewnia nam mozliwo$¢ opracowania narzedzi,
w ktorych mozemy nasladowa¢ mikrosrodowisko tkanki serca poprzez zastosowanie
stymulacji mechanicznej i1 strukuralnej. W tym celu, stosowane moga by¢ biomaterialy (np.
maty nanowlOkniste, biomateriaty o specyficznej mikrostkurze) zintegrowane
w mikrosystemach przeptywowych, zastosowanie warunkoéw przeptywowych oraz
dodatkowych membran, biomaterialdw umozliwiajacych rozcigganie komorek na nich

rosngcych. Dzigki zastosowaniu stymulacji mechanicznej mozliwe jest wytworzenie modelu
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komorek serca do badania ich funkcji w warunkach fizjologicznych oaz patologicznych, a takze

rozwijanie nowych terapii i metod diagnostycznych.

4.3 Mikrosystemy do symulacji warunkow chorobowych

Symulacja warunkow chorobowych w mikrosystemach przeptywowych umozliwia
badanie mechanizméw patologicznych oraz testowanie nowych terapii w kontrolowanych
warunkach. Dzigki mozliwo$ci odwzorowania mikrosrodowiska biologicznego, mikrosystemy
te pozwalaja na modelowanie chordb serca, takich jak np. niedotlenienie (hipoksja). Istnieja
rozne podej$cia symulacji warunkéw chorobowych. Przyktadowo, odpowiednia regulacja
poziomu ci$nienia w mikrokanatach pozwala odwzorowa¢ nadcisnienie tetnicze, bedace
istotnym czynnikiem ryzyka chorob sercowo-naczyniowych. Zastosowanie pulsacyjnego
przeplywu medium umozliwia analiz¢ jego wplywu na funkcje kardiomiocytow np. zmiany w
strukturze cytoszkieletu czy ekspresji biatek kurczliwych w odpowiedzi na obcigzenie
mechaniczne. Innym przykladem sa mikrosystemy wyposazone w elektrody umozliwiaja
badania arytmii serca poprzez generowanie impulsow elektrycznych, ktore nasladuja naturalne
sygnaly — pozwala to analizowa¢ powstawanie arytmii i skutecznos$¢ lekéw antyarytmicznych
[106]. Kardiomiopatie s3 natomiast modelowane przez hodowlg komodrek z okre§lonymi
mutacjami (np. przerostowymi lub rozstrzeniowymi), co pozwala bada¢ ich wplyw na strukturg

1 funkcje serca oraz testowac nowe strategie terapeutyczne [107,108].

Symulacja niedotlenienia, czyli hipoksji, jest kluczowa dla zrozumienia wielu chorob
sercowo-naczyniowych. Niedotlenienie wystepuje, gdy tkanki nie otrzymuja wystarczajacej
ilosci tlenu, co prowadzi do stresu komérkowego i1 moze powodowa¢ uszkodzenia migs$nia
sercowego. W warunkach in vitro w celu symulacji niedotlenienia (hipoksji) stosowane sg
np. komory beztlenowe lub inkubatory, w ktorych stezenie tlenu utrzymywane jest na poziomie
0-19% [109,110]. W mikroskali, hipoksj¢ mozna uzyska¢ na przyklad dzigki regulowanemu
przeplywowi mieszaniny gazow przez mikrokanaly, zastosowaniu materialow
przepuszczalnych dla gazow takich jak PDMS lub nieprzepuszczalnych jak PC, zastosowaniu
kanatow reakcyjnych (gdzie tlen jest pochtaniany przez zwigzki chemiczne) lub odtlenowaniu
medium hodowlanego wprowadzanego do mikrosystemu [111-113]. Przyktadowo, Barmaki
1 inni opracowali mikrosystem, w ktorym kardiomiocyty wyizolowane z serca noworodkéw
szczura byly hodowane w mikrokanalach z regulowanym przeptywem gazow,

umozliwiajacym tworzenie gradientow tlenu. W takich warunkach komorki wykazywatly
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zmiany w ekspresji genow 1 biatek odpowiedzialnych za odpowiedz na stres oksydacyjny,

w tym wzrost ekspresji HIF-1a i biatek antyoksydacyjnych [114].
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Rycina 9 Schemat uktadu mikroprzeptywowego do miejscowej indukcji hipoksji prezentowanego przez Barmaki et
al. [114]. A, B, C) Schematy poszczegolnych elementow mikroukiadu. D) Schemat hodowli komorek w

mikroukladzie z oznaczonym gradientem stezen tlenu

Kolejnym przyktadem jest mikrosystem w ktorym, hipoksj¢ uzyskiwano poprzez
wymiang¢ medium na medium zawierajace 1% O, ktére podawano do mikrokanatow
z kardiomiocytami HL-1. W takich warunkach zaobserwowano, ze komorki najpierw
reagowaly przyspieszeniem czgstosci skurczow (tachykardia z 3,2 do 4,2 Hz), a nastepnie
stopniowo zwalnialy rytm az do wystapienia arytmii i wydluzenia odstgpéw migdzy skurczami
(do4,9+ 1,5 s). Wyniki te pokazuja, ze naglte lub stopniowe niedotlenienie wywotuje
charakterystyczng dwufazowa odpowiedz elektrofizjologiczng kardiomiocytow w warunkach

in vitro.
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Rycina 10 A) (gora) Schemat podawania medium z wyréznionymi etapami normoksji, hipoksji oraz regeneracji
oraz (dol) czestotliwos¢ skurczow komorek HL-1. Czerwone przerywane pole podkresla przejscie od rytmicznych
skurczow do arytmii. B) Przyktadowe sygnaly z pojedynczego urzqdzenia zarejestrowane podczas (I) normoksji,
(1l) hipoksji — w momencie pojawienia si¢ arytmii — oraz (I1l) regeneracji.

Kolejnym przyktadem modelu nasladujacego niedotlenienie w warunkach in vitro jest
mikrosystem przeptywowy Heart-on-a-chip w ktérym kardiomiocyty pochodzace z ludzkich
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (hiPSC-CMs) hodowano przez 13
dni w mikrosystemach przeptywowych z PDMS. Nastgpnie, mikrosystemy umieszczano
w szczelnych komorach, do ktorych wprowadzano odpowiednia mieszaning gazow w celu
uzyskania rdéznych warunkow tlenowych. Hipoksje uzyskiwano przez inkubacje
mikrosystemow przez 24h w atmosferze zawierajacej 1% 021 5% CO: (pozostata czgs¢ to Na).
Kontrolg stanowity mikrosystemy utrzymywane w warunkach normoksji (21% O:) lub
fizjoksji (5% 0O2).W odpowiedzi na hipoksje zaobserwowano, ze kardiomiocyty wykazywaty
obnizong zdolnos¢ do kurczenia si¢, zmiany elektrofizjologiczne oraz wzrost poziomu

markerow stresu oksydacyjnego 1 apoptozy[115].

Takie zaawansowane modele pozwalajg na szczegdtowe badania mechanizmow 1 oceng
innowacyjnych terapii w $cisle kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Mimo postepow
w tej dziedzinie, wcigz istnieje potrzeba opracowywania nowych metod, ktére jeszcze lepiej
beda symulowa¢ warunki chorobowe in vitro. Wraz zdalszym rozwojem technologii
mikrosystemy przeplywowe moga odgrywac coraz wigksza role w kardiologii, przyczyniajac

si¢ do powstawania skuteczniejszych metod leczenia choréb sercowo-naczyniowych.
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4.4 Przyszie kierunki rozwoju

Przyszty rozwdj mikrosystemow przeptywowych do hodowli komorek serca opiera si¢ na
integracji zaawansowanych technologii oraz multidyscyplinarnych podejs¢. Jednym
z najwazniejszych kierunkow jest wykorzystanie technik inzynierii tkankowej, zwlaszcza
trojwymiarowego biodruku. Pozwala on na precyzyjne odwzorowanie architektury tkanki serca
oraz drukowanie struktur zlozonych z réznych typow komorek, takich jak kardiomiocyty,
fibroblasty czy komorki $rédbtonka, co umozliwia badanie ich interakcji w warunkach
zblizonych do fizjologicznych [116]. Kolejnym istotnym aspektem jest rozwdj mikrosystemow
wyposazonych w zaawansowane czujniki i systemy kontroli, ktore zapewniajg monitorowanie
1 regulacj¢ parametréw takich jak temperatura, pH, stezenie tlenu, CO: oraz sktad medium
hodowlanego. Dzigki temu mozliwe staje si¢ utrzymanie optymalnych warunkow hodowli oraz
biezacego monitorowani mikrosrodowiska komoérkowwgo. Duzy potencjal rozwoju
mikrosystemow, zwigzany jest z zastosowaniem technologii wielo-omikowych, takich jak
genomika, proteomika, metabolomika czy epigenomika [117-120]. Umozliwia to szczegdtowe
badania molekularne zachodzace w komorkach serca w odpowiedzi na roézne warunki
srodowiskowe i1 bodzce, np. dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
do analizy ekspresji genow na poziomie pojedynczych komorek. Rownolegle, coraz wigksze
znaczenie zyskuje zastosowanie sztucznej inteligencji i uczenia maszynowego do analizy
duzych zbioréw danych generowanych przez mikrosystemy. Pozwala to na wykrywanie
nowych wzorcow, zalezno$ci oraz optymalizacj¢ warunkow hodowli 1 prognozowanie
odpowiedzi komorek na rozne stymulacje [121-123]. Zaawansowane mikrosystemy
przeplywowe rozwijane sa rowniez w kierunku integracji platform multi-Organ-on-a-Chip.
Takie systemy umozliwiaja jednoczesne badania interakcji pomiedzy r6znymi narzadami, na
przyktad modelem in vitro serca i watroby, co ma istotne znaczenie dla testowania nowych
lekow, oceny ich farmakokinetyki i toksykologii [94,124]. Wprowadzenie mikrosystemow
przeplywowych do medycyny spersonalizowanej umozliwi¢ moze hodowlg komorek pacjenta
1 analize ich indywidualnych reakcji na terapie. Ponadto rozwdj inzynierii materialowej
przyczynia si¢ do stosowania nowych biomaterialéw nanostrukturalnych, takich jak nanorurki
weglowe czy nanoczastki metalowe, ktdre poprawiaja biokompatybilnos$é, wiasciwosci
mechaniczne oraz funkcjonalno$¢ mikrosysteméw [125]. Istotnym kierunkiem jest takze
wykorzystanie mikrosystemow do badan nad roznicowaniem komodrek macierzystych,

zwlaszcza 1PSC, w kierunku kardiomiocytow oraz do testowania terapii regeneracyjnych.
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5. Podsumowanie

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) sa jedng z najczestszych przyczyn zgondw
na $wiecie, a liczba os6b dotknietych tymi schorzeniami stale rosnie. Gléwna przyczyna tego
stanu rzeczy jest rozwoéj cywilizacyjny, ktory negatywnie wpltywa na zdrowie populacji.
W odpowiedzi na to wyzwanie, naukowcy na catym $wiecie poszukuja nowych metod leczenia
i diagnostyki, ktore moga przeciwdziata¢ CVD. Inzynieria tkankowa odgrywa istotng role
w leczeniu CVD, umozliwiajac regeneracje¢ uszkodzonych tkanek za pomoca komorek
macierzystych. Terapie komodrkowe, cho¢ wcigz wymagaja wielu badan, obiecujg wiele
w konteks$cie regeneracji serca. Opracowywanie modeli komdrkowych, ktore jak najwierniej
nasladuja cechy komorek ludzkich isymulujg stany chorobowe, takie jak niedotlenienie
i obnizenie zdolno$ci metabolicznych umozliwi¢ moze przyspieszenie metod leczenia CVD.
Badania komorkowe zazwyczaj prowadzone s3 jako hodowla dwuwymiarowa (2D), ktora
polega na adhezji komorek do podtoza i wzroscie w formie monowarstwy. Minusem tego
rozwigzania jest brak odwzorowania warunkéw in vivo. Z kolei hodowla trojwymiarowa (3D),
np. z wykorzystaniem hydrozeli czy podtozach nanowtoknistych, lepiej nasladuje naturalne
mikrosrodowisko wzrostu komorek serca, umozliwiajac przestrzenne utozenie komorek.
Nowym podejsciem hodowli komorek serca sg systemy typu Heart-on-a-Chip. Mikrosystemy
te umozliwiajg precyzyjng kontrole stezenia tlenu oraz dostarczanie sktadnikéw odzywczych.
Dzig¢ki zastosowaniu odpowiedniej geometrii mikrosystemow oraz materialow o specyficznych
wiasciwosciach mozliwe jest doktadne odwzorowanie warunkéw in vivo. Dodatkowo,
w mikrosystemie przeplywowym mozliwa jest integracja z wspomnianymi wczesniej matami
nanowtoknistymi, co umozliwi trojwymiarowa hodowle komorek 1 lepiej odzwierciedli
warunki naturalne, zapewniajac interakcje komoérka - komokra oraz komorka - macierzg

zewnatrzkomorkowa.

Podsumowujac, mikrosystemy przeptywowe typu Heart-on-a-chip umozliwiajg precyzyjne
regulowanie poziomu tlenu w srodowisku hodowli komérkowej. Osigga si¢ to zarowno poprzez
odpowiednio zaprojektowang geometri¢ kanatow, jak 1 zastosowanie nowoczesnych
materiatdéw oraz reagentdéw. Dodatkowo, miniaturyzacja tych systemoéw sprzyja tatwemu
integrowaniu modutéw, ktére moga kontrolowac procesy wzrostu, roznicowania, dojrzewania
oraz funkcji komorek, umozliwiajac ich wspotdziatanie w strukturze przypominajgcej naturalng
tkanke serca. Dalszy rozwoj tych technologii powinien koncentrowaé si¢ na symulowaniu

warunkéw chorobowych 1 badaniu wplywu komodrek macierzystych na regeneracje
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uszkodzonej tkanki serca, co pozwoli skuteczniej opracowywa¢ nowe terapie dla chorob

sercowo-naczyniowych.
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CZESC DOSWIADCZALNA

6. Cel pracy

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowig jedng z gtoéwnych przyczyn zgonéw na
Swiecie. Uszkodzenia migénia sercowego, spowodowane na przyktad zawatem, prowadza
czesto do nieodwracalnej utraty funkcji tego organu. Obecne metody leczenia sg czgsto
niewystarczajace, dlatego istnieje potrzeba opracowania nowych strategii terapeutycznych.
Badania nad regeneracja komorek serca sg zatem niezwykle istotne dla poprawy skuteczno$ci
leczenia pacjentow z chorobami CVD. Wykorzystane do tego moga zosta¢ mikrosystemy typu
Lab-on-a-chip, ktére odgrywaja kluczowa rolg¢ w inzynierii tkankowej i1 badaniach
biomedycznych. Umozliwiaja one tworzenie precyzyjnych modeli komoérkowych
odwzorowujacych warunki panujace w organizmie. Dzigki temu mozliwe jest prowadzenie
bardziej wiarygodnych badan nad regeneracja tkanek, w tym tkanki serca.
Celem pracy bylo opracowanie mikrosystemow przeptywowych typu Heart-on-a-Chip,
zintegrowanych z matami nanowltoknistymi, umozliwiajagcych wytworzenie modeli
komoérkowych tkanki serca oraz badanie wptywu niedotlenienia.
Szczegotowe cele badawcze pracy obejmowaty:

1. Opracowanie mat nanowtoknistych do hodowli komorek serca.

2. Zaprojektowanie 1 wykonanie mikrosystemow przeplywowych typu

Heart-on-a-Chip.

3. Przeprowadzenie wielodniowej trojwymiarowej hodowli komorek serca

w opracowanych mikrosystemach.

4. Symulowanie stanow chorobowych w mikrosystemie przeptywowym.

5. Wspothodowle komorek migsnia serca 1 komorek macierzystych

w mikrosystemie przeptywowym.

6. Monitorowanie 1 analiz¢ zmian fenotypowych oraz funkcjonalnych w komorek

serca.

Sformutowano hipoteze badawcza, ze zastosowanie odpowiedniej geometrii mikrostruktur
systemu, mat nanowloknistych, stymulacji mechanicznej oraz warunkow przeplywowych
umozliwi opracowanie, w systemie typu Heart-on-a-chip, modelu komorkowego,

odwzorowujacego mikrosrodowisko tkanki serca, a takze uzyskanie warunkéw niedotlenienia.
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7. Materialy, odczynniki i aparatura badawcza

7.1 Odczynniki

7.1.1 Odczynniki do hodowli i réznicowania komoérek:

e Alkohol etylowy 96% cz.d.a. (POCH, nr kat. 396420113)

e Bufor HEPES (Gibco, nr kat. 15630-106)

o Buforowana fosforanem sol fizjologiczna Dulbecco 1x (DPBS ang. Dulbecco's
Phosphate Buffered Saline) (ATCC, nr kat. 30-2200))

o Buforowana fosforanem sol fizjologiczna (PBS ang. Phosphate Buffered Saline)
(Sigma-Aldrich, nr kat. P54931L; Gibco, nr kat. 10010023)

e CHIR99021 (Selleckchem, nr kat. S1263-25 mg, BioKom, nr kat. 13122-5)

e Inhibitor IWP-2 (Tocris, nr kat. 3533-10 mg)

e L-Glutamina 100X 200 mM (Biowest, nr kat. X0550-100)

e Matrigel® Basement Membrane Matrix (Corning, nr kat. 354230, CL§354234-1EA)
e Medium Essential 8 (E8) do hodowli iPSCs wraz z suplementem E8 (Life
Technologies/Gibco, nr kat. A1517001)

e Aminokwasy endogenne (MEM NEAA ang. Non-Essential Amino Acid) (Sigma-
Aldrich, nr kat. M7145-100ML)

e Penicylina-Streptomycyna roztwor 100X (Biowest, nr kat. L0022-100)

e Plodowa surowica bydleca (FBS ang. Fetal Bovine Serum Premium) (Biowest, nr kat.
S181B-500; Gibco, nr kat. 10270)

o Podstawowe medium do hodowli komérek (DMEM/F-12, ang. dulbecco modified
eagle medium: nutrient mixture F-1) (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 31330038)

e Podstawowe medium do hodowli komérek RPMI 1640 (Biowest, nr kat. L0498)

e Podstawowe medium do hodowli komorek DMEM (Biowest, nr kat. L0104)

e Podstawowe medium do hodowli komorek F-12 (Gibco, nr kat. 11765054)

e Poli-L-lizyna (ScienCell nr kat. 0413)

e ROCK inhibitor (Dihydrochlorek Y-27632) (Tocris/bio-techne, nr kat. 1254/10)

e Roztwor Versene 0,48 mM (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 15040066)

e Suplement B-27™ bez insuliny (Thermo Fisher Scientific, nr kat. A1895601)

e Suplement B-27™ z insuling (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 17504044)

e Suplement GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 35050061)

e Suplementem wzrostu miocytéw (Sciencell nr kat. #6152)
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e TrypLE™ Express Enzyme 10X bez czerwieni fenolowej (Thermo Fisher Scientific,
nr kat. A1217701)
o Trypsyna (Sigma-Aldrich, nr kat. T4049)

7.1.2  Odczynniki do analizy komorek

e 3 % roztwdr surowiczej albuminy wotowej (BSA ang. bovine serum albumin) w DPBS
(Thermo Fisher Scientific, B10710)
o AlamarBlue (Bio-Rad, nr kat. 170309)
e Barwnik JC-1 (Thermo Fisher Scientific, nr kat. T3168)
o CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega, nr kat. G9241)
e CellTracker™ Red CMTPX Dye (Thermo Fisher Scientific, nr kat. C34552)
e Chlorowodorek dopaminy (>99,9%) (Sigma-Aldrich)
o Dimetylosulfotlenek, DMSO (Sigma-Aldrich, nr kat. 10192625)
o Falloidyna sprzezona z Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, nr kat. A12380)
e Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, nr kat. HI1399; Sigma-Aldrich, nr kat.
94403)
e Jodek propidyny (PI) (Sigma-Aldrich, nr kat. P4864)
o Kalceina-AM (Sigma-Aldrich, nr kat. 177830)
e Przeciwcialo [-rzedowe krolicze monoklonalne przeciwko sercowe;j
troponinie T(4bcam, nr kat. ab209813)
e Przeciwciato I-rzegdowe mysie monoklonalne skierowane przeciwko HIF-1a (Novus
Biologicals, nr kat. NB100-105)
e Przeciwciata lI-rzedowe kozie anty-mysie/anty-krolicze sprz¢zone z Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific, nr kat. A32723; nr kat. A-11008)
e Roztwor utrwalajacy (Fixative Solution): 4% PFA w PBS (Thermo Fisher Scientific,
nr kat. FB002)
o Startery dla genow: TNNT2, SERCA2, SCN5A, Bax, MAP4K, HIF-1a
(Sigma — Aldrich)
o Test kolorymetryczny MTT (Sigma-Aldrich, nr kat. M2128-10G)
o Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, nr kat. T8787)
e Trizma base (> 99,9%) (Sigma-Aldrich)
e Zestaw H Minus First Strand cDNA (RevertAid™) (Thermo Fisher Scientific, nr kat.
K1632)
o Zestaw RNAse-Free DNAse 250 (QIAGEN, nr kat. 79256)
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o Zestaw RNeasy Mini 250 (QIAGEN, nr kat. 74106)
e Zestaw SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, nr kat. 1725270)

7.2 Material biologiczny

e Linia komorkowa H9c2 - szczurze kardiomioblasty (ATCC, nr kat. CRL-1446)
[126,127]

e Linia komérkowa HCM - pierwotne ludzkie kardiomiocyty (Sciencell, nr kat. #6200)

e Linia komodrkowa iPSC-CM - ludzkie kardiomiocyty roznicowane z ludzkich
indukowanych komorek macierzystych z wykorzystaniem protokolu GiWi
opracowanego przez Lian i wspol. [128]

e Linia komérkowa iPSC - ludzkie indukowane komoérki macierzyste (Linia ludzkich
komorek IIMCBi001-A) otrzymana przez Laboratorium Neurobiologii Molekularnej
Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie,
material uzyskany z Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

w Warszawie [129].

7.2.1 Pozywki hodowlane

Media do hodowli i wysiewania komorek:
1. Medium do hodowli komorek linii iPSC-CM (RPMI+B-27): Medium RPMI 1640,
1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM), 2% (v/v) suplement B-27
2. Medium do hodowli komérek linii iPSC-CM 1 iPSC w mikrosystemach
(RPMI+HEPES): Medium RPMI 1640, 20% (v/v) FBS, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna
(stezenie koncowe 100 mM), 0,01% (v/v) HEPES (stezenie koncowe 200 mM)
3. Medium do wysiewania komorek linii iPSC-CM 1 iPSC z ROCK inhibitorem
w mikrosystemie (RPMI+HEPES+RI): Medium RPMI 1640, 20% (v/v) FBS, 1% (v/v)
penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM), 0,01% (v/v) HEPES (stezenie
koncowe 200 mM), 0,1% (v/v) ROCK Inhibitor
4. Medium do hodowli 1 wysiewania komorek linii H9¢2 (DMEM L0104): Medium
DMEM, 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM),
1% (v/v) L — glutamina
5. Medium do hodowli i wysiewania komorek linii HCM (F-12): Medium F12, 10% (v/v)
FBS, 1% (v/v)  penicylina/streptomycyna  (stezenie  koncowe 100 mM),
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1% (v/v) L -glutamina, 1% (v/v) pirogronian sodu, 0,01% (v/v) aminokwasy endogenne
i 0,01% (v/v) suplementem wzrostu miocytow serca.

6. Medium do wysiewania komorek linii iPSC na plytke (E8+RI): Medium ES, 2% (v/v)
suplement ES, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM), 0,01%

(v/v) ROCK Inhibitor

7. Medium do hodowli komérek linii iPSC (E8): Medium ES, 2% (v/v) suplement ES, 1%
(v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM)

Media do réznicowania komorek iPSC do iPSC-CM:
1. Medium z CHIR (RPMI/B-27/ins—/CHIR): Medium RPMI 1640, 2% (v/v) suplement
B-27 bez insuliny, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM),
CHIRY9021( stezenie koncowe 12 uM)
2. Medium bez insuliny (RPMI/B-27/ins—) Medium RPMI 1640, 2% (v/v) suplement B-
27 bez insuliny, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM)
3. Medium z IWP2 (RPMI/B-27/ins—/IWP2) Medium RPMI 1640, 2% (v/v) suplement B-
27 bez insuliny, 1% (v/v) penicylina/streptomycyna (stezenie koncowe 100 mM), IWP2
(stezenie koncowe 10 uM)

7.2.2 Materialy, odczynniki chemiczne i drobny sprz¢t laboratoryjny

e 1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanol (ABCR nr kat. PA-03-4690-K#5G),

o Butelki do hodowli komérkowych Nunc™ EasYFlask™ 75 cm?, 25 cm? (Thermo
Fisher Scientific, nr kat. 156499, 156367)

o Butelki hodowlane T75, T25 (Greiner, nr kat. 690170, 658170)

e Czynnik sieciujacy 184 Silicone Elastomer Curing Agent (SYLGARD™)

o Filament ABS (ang. acrylonitrile-butadiene-styrene) (Spectrum)

o Filament PLA (ang. poly lactic acid) (Spectrum)

e Folia tlenoczuta SF-RPSu4-L4/W4/OIW (Presens)

e gty do strzykawek (Becton Dickinson)

o Komory do liczenia komorek (FAST-READ 102, nr kat. BVS100)

e Lopatki metalowe

e Magnesy neodymowe N48

e Maty nanowldkniste z poliuretanu, bez i z nanoczastkami magnetycznymi (PU,
ChronoFlex C75D, AdvanSource Biomaterials) uzyskane z Wydziatu Inzynierii
Chemicznej 1 Procesowej Politechniki Warszawskiej
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Mikrokontroler STM32 (Botland)

Peseta

Pipetor (Gilson)

Pipety automatyczne 10 ul — 1000 ul (Gilson)

Pipety elektroniczne 10 ul — 1000 pl (Mettler Toledo)

Pipety serologiczne 2 ml, 5 ml, 10 ml (Nest, nr kat. 325001, 326001, Biologix,
nr kat. 02/07-5010)

Pipety typu Pasteura 3 ml (Nest, nr kat. 318212)

Ptytki 24-dotkowe (Nest Scientific Biotechnology, nr kat. 702001)

Plytki 24-dotkowe (Sarstedt, nr kat. 83.3922.005)

Plytki 6-dotkowe (Nest Scientific Biotechnology, nr kat. 703001)

Plytki ptaskodenne 96-dotkowe (Nest, nr kat. 701001)

Plytki z poli(metakrylanu metylu) (PMMA) do frezowania grubosci 8 i 12 mm

Ptytki z poliweglanu (PC) do frezowania grubosci 5 mm

Poliuretan (ChronoFlex, C75D)

Prepolimer PDMS 184 Silicone Elastomer Base (SYLGARD™)

Probowki typu Eppendorf 2 ml (Nest, nr kat. 620011)

Probowki typu falcon 15 ml, 50 ml (Nest, nr kat. 601002, 602002)

Solenoidy (Sparkfun)

Sterownik Arduino Uno R3

Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (ILIII) Fe;O4 uzyskane z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej 1 Centrum Zaawansowanym Materialow 1
Technologii Politechniki Warszawskiej

Szkietka mikroskopowe (ChemLand, nr kat. 296.202.01)

Szkietka nakrywkowe (Carl Roth, nr kat. L26.1; Thermo Scientific,

nr kat. L464864-15)

Skalpel 1 ostrza skalpela

Strzykawki 5 ml (Braun, nr kat. 4606728V; Becton Dickinson)

Szalki ze szklanym dnem CELLview™ (Greiner Bio-One, nr kat. 627870)

Tipsy jednorazowe 20 ul, 200 pl, 1000 pul (Nest, nr kat. 301006, 302106, 303206)
Wezyki Tygon LMT — 55 Srednica wewnetrzna 0,19 mm

Wzmacniacz MOSFET IRF540 (Kamami)

Zaczepy do pompy perystaltycznej

Zasilacz 12V (300W)
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7.2.3

Aparatura badawcza

Analizator potencjatu zeta Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern)
Autoklaw (RAYPA)

Czytnik ptytek Cytation3 (BioTek)

Drukarka 3D Printer Hunter (Flashforge)

Drukarka 3D Ender 3 Pro (Creality)

Fluorymetr Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific)

Frezarka 12276 (Minitech Machinery)

Generator plazmy tlenowej Atto (Diener Electronic)
Goniometr DSA100 (Kriiss)

Inkubator HERAcell 150 (Thermo Fisher Scientific)
Komora laminarna klasy II Lamil 10 (Karstulan Metalli Oy)
Kompresor JWA-10 (Magnum)

Kontroler eTRON M (JUMO)

Lampa (Dymax Corporation ZIP Shutter)

Lampa halogenowa (Olympus TH4-200)

Lampa rteciowa (Olympus U-RFL-T)

Lampa UV (Blak-Ray B-100)

Laserowy mikroskop skaningowy LEXT OLS4000/4100 (Olympus)
Mikroskop konfokalny Fluoview FV10i (Olympus)
Mikroskop fluorescencyjny IX-71 (Olympus)

Mikroskop swietlny CKX41 (Olympus)

Mikroskop $wietlny MIC-D (Olympus)

Napylarka (K550 Emitech, Quorum Technologies)

Ploter laserowy VLS2.30DT (Universal Laser System)

Ptyta grzejna RTC B (IKA4)

Pompa perystaltyczna (Ismatec)

Rotametr podwojny (Magnum nr kat. 40285)

Skaningowy transmisyjny mikroskop elektronowy (STEM ang. scanning transmission

electron microscope, SU 8230, Hitachi High-Technologies Corporation)

Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM, ang. Scanning electron microscope,

Phenom G1, Phenom World)

Spektrofotometr NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
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e Spin-coater WS-650SZ-6NPP/LITE (Laurell)

o Suszarka laboratoryjna (Binder)

e Termocykler do Real-Time PCR CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)
o Uniwersalna maszyna wytrzymatosciowa Instron 3345 (Instron)

e Waga analityczna X205/XS205 (Mettler Toledo)

e Waga techniczna THB-600 (Radwag)

e  Wiertarka 212 Drill Press (Dremel)

e Wiréwka 320R (Hettich Universal)

o  Worteks VX100 (Labnet)

8. Metodyka badan

8.1 Wytwarzanie i charakterystyka mat nanowléknistych

8.1.1 Wytwarzanie mat nanowloknistych

W ramach niniejszej pracy wytworzono maty nanowldkniste wykonane z poliuretanu
(PU), bez oraz z dodatkiem superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza (ILIII) (FesOa,
MNP- ang. Magnetic nanoparticle). Maty te wykonano we wspoétpracy z dr. inz. Marcinem
Drozdem z Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej 1 Centrum Zaawansowanym
Materiatow 1 Technologii Politechniki Warszawskiej oraz dr. inz. Michalem Wojasinskim
z Wydziatu Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej. Nanoczastki
magnetyczne stabilizowane cytrynianem sodu otrzymano metoda wspotstracania w sSrodowisku
wodnym. Nastepnie, po dekantacji magnetycznej 1 powtdrnej resuspensji wspomagane]
ultradzwigkami, przeniesiono je z fazy wodnej do polarnego rozpuszczalnika organicznego
(1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanolu, ABCR), co pozwolito uzyska¢ 0,5 - procentowa (w/w)
zawiesing MNP. Nastepnie, do otrzymanej zawiesiny dodawano poliuretan (ChronoFlex,
C75D) w ilosci pozwalajacej zachowa¢ stosunek masowy PU do FesOs réwny 10:1, przy
koncowym stezeniu polimeru wynoszacym 5% (w/w). Uzyskany roztwor poliuretanu i MNP
mieszano przez noc w wytrzasarce, a tuz przed dalsza obrobka dodatkowo sonikowano przez
co najmniej 10 min. Wytwarzanie mat nanowloknistych prowadzono metoda rozdmuchu
roztworu polimeru (SBS — ang. solution blow spinning). Roztwér PU z nanoczastkami
umieszczano w strzykawce i podawano za pomocg pompy strzykawkowej do wewnetrznej

dyszy w uktadzie koncentrycznym dysz, utrzymujac nat¢zenie przeplywu na poziomie 30 ml/h.
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Sprezone powietrze o ci$nieniu 1 bar kierowano do dyszy zewnetrznej, co powodowato
rozdmuchiwanie roztworu i formowanie nanowtokien. Otrzymane nanowtdkna zbierano na
szybko obracajagcym si¢ (15 000 obr./min) cylindrycznym kolektorze, oddalonym o 30 cm od
dyszy, co sprzyjato ich orientacji zgodnie z kierunkiem obrotu kolektora. W analogicznej
procedurze, lecz bez dodatku MNP, uzyskiwano maty niemagnetyczne z samego PU. Po
zakonczeniu procesu rozdmuchu maty nanowltokniste zdejmowano z kolektora i docinano je
tak, by pasowaty do 24-dotkowych ptytek hodowlanych lub do komér w mikrosystemach
przeptywowych I, II a 1 II b. Proces cigcia prowadzono z uzyciem plotera laserowego
VLS2.30DT (moc 17%, predkos¢ 13%, 800 PPI). Tak przygotowane maty nanowldkniste
pozwalaly na zachowanie kontrolowanego utozenia wtdkien w kolejnych etapach badan. Maty
nanowltokniste i charakterystyka ich morfologii, rozmiaru oraz wiasciwosci mechanicznych
zostaly wykonane na Wydziale Inzynierii Chemicznej 1 Procesowej Politechniki Warszawskiej

w ramach wspotpracy z dr. inz. Michatem Wojasinskim oraz mgr inz. Iwona Lopianiak.

8.1.2 Charakterystyka mat nanowloknistych

Analiza morfologii i rozmiaru nanowtokien

Analiza morfologii 1 rozmiaru nanowldkien przeprowadzona zostala przy uzyciu
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Przed obrazowaniem, prostokatng probke maty
nanowtoknistej o wymiarach 3 X 3 mm umieszczano na weglowej tasSmie samoprzylepnej,
przytwierdzonej do uchwytu probki, a nastgpnie pokrywano ja warstwg zlota. W celu
wyznaczenia $redniego rozmiaru nanowldkien we wszystkich typach otrzymanych mat
nanowloknistych, dokonano 100 pomiaréw dla kazdej z badanych probek, korzystajac

z obrazoOw SEM oraz oprogramowania Fiji (ImageJ).
Analiza wilasciwosci fluorescencyjnych

W celu oceny wlasciwosci fluorescencyjnych otrzymanych mat nanowtdknistych
zmierzono ich autofluorescencje. W tym celu, maty nanowldkniste zawierajace nanoczastki
magnetyczne oraz maty nanowlokniste bez nanoczastek magnetycznych umieszczono
w 24-dotkowej plytce. Nastgpnie, ptytke z naniesionymi probkami umieszczono w czytniku
ptytek BioTek Cytation 3, gdzie rejestrowano widma emisji w zakresie dtugosci fal wzbudzenia
300—-660 nm (co 10 nm) oraz emisji 330—700 nm (co 10 nm). W ten sposob zdefiniowano

charakterystyki fluorescencyjne (wzbudzenie—emisja) badanych mat nanowldknistych.
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Analiza wilasciwosci mechanicznych mat nanowtoknistych

W celu oceny wlasciwosci mechanicznych badanych mat nanowtoknistych
przeprowadzono pomiary napr¢zen rozciggajacych dla materiatu, wydtuzenia przy zerwaniu
oraz modutu sprezystosci. W tym celu, z kazdej maty nanowtoknistej wycigto prostokatne
probki o wymiarach 2,5 x 0,5 cm, przy czym grubos¢ kazdej probki wyznaczono na podstawie
obrazow SEM. Pomiary wykonano w dwdch kierunkach: rownolegtym (PL — ang. parallel)
oraz prostopadtym (PP — ang. perpendicular) do orientacji nanowtokien, zgodnie z normami
ASTM D 882-02 1 D 638-02a. Do badan zastosowano maszyn¢ do badan wytrzymatosciowych
Instron 3345 z predkoscia posuwu wynoszaca 10 mm/min, w warunkach temperatury
pokojowej i kontrolowanej wilgotnosci. Rejestrowano krzywe obcigzenie—odksztatcenie, na
podstawie ktérych wyznaczano napr¢zenia rozciggajace dla materiatu, wydhluzenie przy

zerwaniu oraz modut sprezysto$ci.
Pomiary kqta zwilzania

Pomiary kata zwilzania woda przeprowadzono za pomocg goniometru DSA100, w celu
oceny wpltywu dodania nanoczastek magnetycznych do mat nanowldknistych na ich
hydrofilowos$¢. Prostokatne probki mat nanowldknistych o wymiarach ok. 10 mm x 10 mm
umieszczono na stole pomiarowym. Nastepnie, na powierzchni¢ badanego materiatu dozowano
krople wody destylowanej o objetosci 5 pl. Wartosci kata zwilzania mierzono za pomoca
oprogramowania ADVANCE 1.4.1.2. Analizowano co najmniej pie¢ kropel dla kazdej badane;j
probki.

Pomiar potencjatu zeta

Powierzchniowy potencjat zeta (SZP — ang. surface zeta potencial) wytworzonych mat
nanowtoknistych mierzono metoda posrednig. Wszystkie pomiary przeprowadzono
w temperaturze 25 °C po 60 s stabilizacji temperatury przy uzyciu aparatu Zetasizer Nano ZS.
Podczas pomiaréw SZP wykorzystano ogniwa zanurzeniowe wyposazone w elektrody
palladowe (Malvern). Fragment maty nanowtdknistej (3 mm % 3 mm) przymocowano do stotu
zamontowanego miedzy elektrodami, a cato$¢ zanurzono w 1 ml zawiesiny znacznika
anionowego - 300 nm lateksowego wzorca transferowego w soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanami (PBS) o pH 7,4. Na podstawie wartos$ci potencjalu zeta znacznika zmierzonych
w réznych odleglosciach od powierzchni mat nanowtoknistych (125-750 pm), okreslono
warto$¢ SZP mat nanowtoknistych. Wszystkie pomiary potencjatu zeta przeprowadzono w co

najmniej trzech powtorzeniach.
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8.1.3 Przygotowanie uchwytéw do prowadzenia hodowli na matach nanowloknistych

W celu stabilnego umieszczenia mat nanowloknistych w 24-dotkowej plytce
hodowlanej zaprojektowano specjalny uchwyt poliweglanowy (Rycina 11). Zastosowanie
takiego rozwigzania pozwolilo uzyska¢ powierzchni¢ hodowlang o wymiarach
odpowiadajacych dotkowi plytki 96-dotkowej, przy jednoczesnej kompatybilnosci z plytka
24 - dotkowg hodowlang. Dzigki temu mozliwa byla zar6wno hodowla na matach

nanowtoknistych, jak i tatwa ocena kierunkowego utozenia wtokien.

Miejsce na
A element wyrownujacy

/Kolce Mata nanowioknista
S \

Dotek do

: Gorna czeéé
hodowli komérek— 4

Mata
nanowtoknista

. Otwory

p L% Dolna czesc¢ o " 3 -
2 S Gérna czes¢ Dolna czes¢

" Element
wyréwnujgcy

Rycina 11 A) Schemat i B) zdjecie zaprojektowanego uchwytu poliweglanowego do umieszczania mat
nanowlokinistych magnetycznych i hodowli komorkowej. 1* - srednica dotka w plytce 96-dotkowej, 2* - srednica
dotka w plytce 24-dotkowej.

Zewngtrzna 1 wewngetrzna Srednica uchwytu zostaty tak dobrane, aby odpowiadaty
srednicom dotka w plytce 24-dotkowej oraz 96-dotkowej. Kazdy uchwyt sktadat si¢ z dwoch
czesci: gornej i dolnej. Gorna cze$¢ miala forme¢ toroidu o $rednicy zewnetrznej 15 mm,
srednicy wewngetrznej 6,9 mm 1 wysokos$ci 3,62 mm. Na jej powierzchni znajdowalo si¢ osiem
stozkowych kolcow (wysokos¢ 1,38 mm, Srednica 1,15 mm), przeznaczonych do stabilnego
przytrzymywania maty nanowtoknistej. Dodatkowo, goérna czg¢§¢ uchwytu posiadata
symetrycznie usytuowane wyci¢cia na elementy wyréwnujace o promieniu 3 mm, ktére
utatwiaty szybkie 1 precyzyjne przenoszenie uchwytu do studzienek ptytki hodowlanej. Dolna
czg$¢ uchwytu miata ksztatt dysku i1 zawierata osiem otwordw o S$rednicy 1,15 mm
rozmieszczonych zgodnie z potozeniem kolcow w czgséci gornej. Ponadto, znajdowaly si¢ na
niej dwa elementy wyréwnujace pasujace do odpowiednich wycig¢ w gornej czgsci, co
umozliwialo precyzyjne zlozenie obu elementow. Uchwyty wykonano metoda frezowania
z wykorzystaniem maszyny Minitech Machinery Machmill3, uzywajac frezu o srednicy 3 mm,
z predkoscia posuwu 600 mm/min i zaglebieniem 0,3 mm. Po frezowaniu elementy

oczyszczano w benzynie ekstrakcyjnej, izopropanolu oraz wodzie dejonizowanej. Przed
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przystagpieniem do hodowli komorek, przygotowane maty nanowlokniste umieszczano
pomigdzy goérng i dolng cze$cig uchwytu, po czym calo$¢ przenoszono do woreczkow
i sterylizowano termicznie w autoklawie (121°C, 30 min). Nastgpnie, na wysterylizowane maty
nanowlokniste nanoszono 200 ul roztworu poli-L-lizyny (0,01 mg/ml) i inkubowano je przez
24 h (37°C, 5% CO3). Po tym czasie, roztwor poli-L-lizyny usuwano, dodawano 100 pl swiezej
pozywki hodowlanej. Tak przygotowane uchwyty z matami nanowtdknistymi byly gotowe do

prowadzenia hodowli komérkowych.

8.2 Wytwarzanie mikrosystemow

8.2.1 Projekt geometrii wytworzonych mikrosystemow

W ramach pracy zaprojektowano i1 wytworzono mikrosystemy o trzech geometriach
(mikrosystem I oraz mikrosystem II a i II b), ktére przedstawiono na Rycina 12. Poszczegdlne
elementy mikrosystemoéw omoéwiono szczegélowo w czesci wynikowej niniejszej rozprawy.
Geometrie wszystkich wytworzonych mikrosystemow przeptywowych zaprojektowano przy
uzyciu oprogramowania Autodesk Fusion 360. Nastepnie, na podstawie projektow wykonano

ptytki z odwzorowanymi geometriami mikrostruktur, w poszczegolnych rodzajach materiatow

konstrukcyjnych.
Mikrosystem |
Wlol\ Mikrokomory
Wyloty
Mikrosystem lla Mikrosystem IIb
Wlot\ A Mikrokomory Wilot ] Mikrokomory

Wyloty

Rycina 12 Geometria mikrostruktur zaprojektowanych mikrosystemow I, Il a i I b.
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8.2.2 Symulacje numeryczne
Symulacja przepbywow

W przypadku mikrosystemow przeznaczonych do hodowli komoérek, dynamika ptynow,
obejmujaca parametry takie jak rozktad predkosci, ciSnienie i napr¢zenia §cinajace, moze mieé
decydujacy wplyw na powodzenie hodowli. Oprogramowanie ANSYS 2021 R3 zostato
wykorzystane do symulacji przeptywu ptynéw w opracowanych mikrosystemach I, Il a i II b.
Glownym celem symulacji ANSYS bylo ustalenie jednolitego naprezenia S$cinajacego
w mikrokomorach hodowlanych. Symulacje zaktadaty laminarne warunki przeptywu (Re < 4)

w mikrosystemie, okreslone za pomocg rOwnania:

Re = (pVDp)/u
Gdzie,

p [kg/m?] oznacza gestos¢ ptynu,
V [m/s] oznacza predkos¢ ptynu,
Dn [m] oznacza $rednicg hydrauliczna,
u [Pa-s] oznacza lepko$¢ dynamiczna.
Dla danych zatozen rozwigzane zostaty rownania cigglosci 1 Naviera-Stokesa:
Roéwnanie cigglos$cei:
V«lV =0

Roéwnanie Naviera-Stokesa:
1
VW)V = _E VP + vV?V

Gdzie:
v [m?%s] oznacza lepko$¢ kinematyczng ptynu, a P [Pa] oznacza cis$nienie.
Roéwnania 2 i1 3 zostaly rozwigzane w okreslonych warunkach brzegowych:

Cis$nienie wzgledne na wylocie zdefiniowano jako 0 Pa. Warunki braku poslizgu zostaty

wymuszone zarOwno na S$ciankach mikrosystemu, jak i na matach nanowldknistych.

W symulacjach przyjeto gestos¢ ptynu (p) jako 998,2 kg/m?, a jego lepko$¢ dynamiczna ()

wynosita 0,001003 Pa‘s. Przyjeto wartos¢ przyspieszenia grawitacyjnego réwng 9,81 m/s?,
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srednice komorek rowng 15 pum, lepkos¢ komorek, oznaczong jako pc, rowng 0,005 Pa-s,

gesto$¢ rowng 1020 kg/m? 1 warto$¢ napigcia powierzchniowego y rowng 0,03 N/m.
Symulacja rozktadu tlenu

W celu okreslenia stezenia tlenu w komorach hodowlanych mikrosystemu II b
przeprowadzono symulacje numeryczne z wykorzystaniem oprogramowania ANSYS 2024R3.
Zatozono brak przeptywu pozywki (warunki statyczne) oraz nie uwzglgedniono konsumpcji
tlenu przez komorki. Zmiany stezenia tlenu zachodzity wylacznie na drodze dyfuzji przez
scianki wykonane z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS) do wnetrza mikrokomo6r hodowlanych.

Rozktad tlenu opisano w trybie stacjonarnym za pomocg réwnania (1):

V-(DVC)=0
gdzie:
. C [mol/m?] oznacza stezenie tlenu,
. D [m?/s] jest wspotczynnikiem dyfuzji tlenu w materiale PDMS lub w obszarze

mikrokomory hodowlane;j

Ze wzgledu na to, ze w rozwazanym uktadzie nie wystepuje przeplyw pozywki, a zuzycie tlenu
przez komorki nie zostalo uwzglednione, rownanie (1) opisuje jedynie dyfuzj¢ molekularng
w warunkach ustalonych. Na $cianach mikrosystemu zdefiniowano odpowiednie warunki

brzegowe:

- Na zewnetrznej powierzchni PDMS przyjeto warto$¢ stezenia tlenu réwna st¢zeniu
w otoczeniu nad cze$ci mikrosystemu oznaczonej jako strefa normoksji oraz brak tlenu
w cze$ci oznaczonej jako strefa hipoksji.

Dytuzja tlenu w PDMS: Drpms = 3,25 x 107 m?/s.
Dyfuzja tlenu w pozywce:  Dwedium = 2,0 x 10 m?/s.

Z rozktadu rozwigzania réwnania (1) uzyskano przestrzenny profil st¢Zenia tlenu wewnatrz
mikrosystemu, w tym zwtaszcza w mikrokomorach hodowlanych. Pozwolito to zidentyfikowa¢
ewentualne regiony o obnizonym stezeniu tlenu i ustali¢, czy sama dyfuzja przez warstwe

PDMS jest wystarczajaca do wytworzenia warunkéw hipoksji w hodowli komorkowe;.
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Symulacja rozktadu pola magnetycznego

W badaniach wykorzystano maty nanowtokniste zawierajgce nanoczastki magnetyczne,
co umozliwialo zastosowanie zewnetrznej stymulacji magnetycznej komorek. W celu
zweryfikowania rozkladu pola magnetycznego wokot mat nanowtoknistych oraz w catym
obszarze mikrosystemu II b, przeprowadzono symulacje numeryczne z wykorzystaniem

oprogramowania ANSY'S 2024R3.

Zatozono podejscie, w ktorym dominujacym efektem jest state pole magnetyczne pochodzace
od zewnetrznych magnesow. Symulacje prowadzono, rozwigzujac uproszczone rownania pola

magnetycznego w postaci:
1. Prawo Gaussa dla magnetyzmu:
V-B=0
2. Roéwnanie magnetostatyczne:
VxH=0
gdzie:
. B [T] to wektor indukcji magnetycznej, B=pH,
. H [A/m] to wektor natgzenia pola magnetycznego,
. u [H/m] to przenikalno$¢ magnetyczna materiatow.

Na powierzchni zewnetrznej modelu (np. odlegle $cianki ograniczajace obszar obliczeniowy)

przyjeto warunki brzegowe typu B-n=0. Analiza obejmowata dwa skrajne przypadki potozenia

magnesow:
1. Maksymalne zblizenie mikrosystemu do gornej platformy z magnesami.
2. Maksymalne zblizenie mikrosystemu do dolnej platformy z magnesami.

Na podstawie uzyskanych rozwigzan wyznaczono przestrzenny rozktad indukcji magnetyczne;j
oraz nat¢zenie pola magnetycznego. Pozwolilo to okresli¢ efektywna strefe oddzialywania pola
magnetycznego na maty nanowlokniste zawierajace nanoczastki magnetyczne, a tym samym
przewidzie¢, w jakim stopniu zewngtrzna stymulacja magnetyczna moze wptyna¢ na warunki

hodowli komorkowe;.
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8.2.3 Wytworzenie mikrosystemu I

W  pierwszym  etapie  przygotowano dwie plytki z  poliweglanu
(PC — ang. polycarbonate) — warstwg gorng i dolng. Na obu warstwach wyfrezowano
mikrostruktury zuzyciem mikrofrezarki Minitech Machinery Machmill3. W procesie
frezowania zastosowano frezy o $rednicach 1 mm, 0,5 mm oraz 0,3 mm przy predkosci
wrzeciona 2000 RPM. Zaro6wno zachodzenie w osi XY (ang. step-over), jak i obnizanie w osi
Z (ang. step-down), ustalono na poziomie 10% S$rednicy uzytego frezu. Po zakonczeniu
frezowania, obie powierzchnie oczyszczono z widréw i pytu, a nastepnie osuszono sprezonym
powietrzem, aby unikng¢ zanieczyszczen. W Kkolejnym etapie, przygotowano warstwe
poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), stanowiaca $srodkowa cze$¢ mikrosystemu I. W tym celu w
specjalnie zaprojektowanej formie umieszczono odgazowang mieszaning prepolimeru PDMS
i czynnika sieciujacego w stosunku wagowym 10:1. Form¢ wraz z PDMS przeniesiono
nastgpnie do cieplarki (75 °C) na 1 h celem pelnego usieciowania materialu. Po tym czasie,
usieciowang warstw¢ PDMS ostroznie wyjeto z formy, a jej brzegi przycigto w celu
dopasowania do przygotowanych ptytek z poliweglanu. Przed zlozeniem mikrosystemu I,
w warstwie dolnej PC umieszczono maty nanowldkniste, nanoszac je na wytworzone
mikrokolce. Zapewnilo to stabilne unieruchomienie mat w trakcie pdzniejszych pomiaréw oraz
ich prawidlowe (réwnolegte) utozenie wzgledem przeptywu plynu w mikrokanatach.
Nastepnie, na dolng ptytke PC natozono warstwe PDMS 1 gorng warstwe PC z wyfrezowanymi
strukturami. Calo$¢ skrgcono Srubami (M1.6x12) w przygotowanych wczesniej otworach,
zwracajac uwage na rownomierne doci$nigcie elementow 1 eliminacje¢ powstajacych

nieszczelno$ci.

8.2.4 Wytworzenie mikrosystemu Il aill b

Mikrosystemy I a oraz II b wytworzono z dwoch warstw poli(dimetylosiloksanu).
W pierwszym etapie przygotowano oddzielne pieczatki z mikrostrukturami dla kazdej
z warstw. W tym celu, wykorzystano technike mikrofrezowania w polimetakrylanie metylu
(PMMA). Proces frezowania prowadzono przy uzyciu maszyny frezujacej Minitech Machinery

Machmill3 z nastepujgcymi parametrami:
. predkos¢ wrzeciona: 12 000 RPM,

. srednice frezow: 1 mm, 0,5 mm oraz 0,3 mm,
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. zachodzenie w osi XY 1 obnizanie w osi z ustalono na poziomie 10% S$rednicy

uzytego frezu.

Po zakonczeniu frezowania, powierzchnie pieczatek z PMMA oczyszczono z wioréw
ipylu, anastgpnie osuszono sprezonym powietrzem w celu wusunigcia wszelkich
zanieczyszczen. W kolejnym etapie, w celu odwzorowania mikrostruktur w PDMS,
zastosowano metode migkkiej litografii, polegajaca na naniesieniu i1 usieciowaniu warstw
PDMS na wczesniej wyfrezowanych pieczatkach z PMMA. Do wytworzenia warstw PDMS
wykorzystano mieszaning prepolimeru PDMS i czynnika sieciujgcego w stosunku wagowym
10:1. Otrzymang mieszaning odgazowano przy uzyciu pompy prézniowej i1 eksykatora.
Nastepnie rozprowadzono rownomiernie na powierzchni pieczatek PMMA i umieszczono je
w cieplarce w temp. 75 °C na 1 h, co umozliwito pelne usieciowanie polimeru. Po tym czasie,
usieciowane warstwy PDMS ostroznie oddzielono od pieczatki. W celu integracji
mikrosystemow z matami nanowtoknistymi (wykonanymi z poliuretanu, zaréwno z dodatkiem,
jak 1 bez nanoczastek magnetycznych) zastosowano nastepujacag procedure. W celu uniknigcia
przemieszczania si¢ mat w czasie laczenia warstw PDMS, przygotowano cienka warstwe
nieusieciowanego elastomeru PDMS metoda powlekania wirowego (spin-coating) na szalce
Petriego (3000 rpm, 2 min). Otrzymang cienka, wcigz nieusieciowang warstwe elastomeru
wykorzystano jako ,klej”. W tym celu, fragmenty mat nanowtdknistych (o wymiarach
dostosowanych do mikrokomor hodowlanych, 35 mm x 3 mm i grubos$ci 0,3 mm) umieszczano
tak, aby jedna strona maty pokryla si¢ nieusieciowanym PDMS. Nastepnie, przenoszono maty
w wyznaczone miejsca na dolnej warstwie PDMS, co umozliwito stabilne unieruchomienie
wilokien wewnatrz mikrokomoér hodowlanych (w zaleznosci od typu eksperymentu
w mikrokomorze hodowlanej umieszczano mat¢ magnetyczng, niemagnetyczng lub
pozostawiano ja pusta). W gornej warstwie PDMS wywiercono otwory wlotowe 1 wylotowe
(o $rednicy 1,5 mm) w miejscach zgodnych z projektem. W tym celu, odlew zanurzano
w ciektym azocie na 20 s, co tymczasowo zwigkszato sztywno$s¢ PDMS 1 wywiercano otwory
przy uzyciu wiertta. Nastepnie, warstwe te doktadnie przeplukiwano woda destylowang w celu
usunig¢cia wiorow i osuszano sprezonym powietrzem. Tak przygotowane dwie warstwy (dolna
z unieruchomionymi matami nanowtoknistymi i goérna z otworami wlotowymi/wylotowymi)
taczono za pomoca generatora plazmy tlenowej (moc 80%, czas 30 s). W tym celu, warstwy
PDMS uktadano powierzchniami taczenia do goéry w komorze generatora plazmy tlenowej,
poddawano dziataniu plazmy 1 nastgpnie taczono ze soba, uzyskujac zaprojektowane

mikrosystemy przeptywowe II a 1 II b. Dla utrwalenia aczenia, polgczone elementy
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pozostawiono w cieplarce w temp. 75 °C na 30 min. Na koniec, w wywierconych otworach
umieszczono wezyki wlotowe i1 wylotowe (Tygon LMT-55), zapewniajac odpowiednie
uszczelnienie i mozliwo$¢ podlaczenia zewnetrznych pomp dozujacych. Gotowe mikrosystemy

IT a oraz II b przechowywano w temperaturze pokojowej do momentu dalszego wykorzystania.

8.2.5 Przygotowanie mikrosystemow przeplywowych I, IIaill b

Przed rozpoczgciem hodowli komoérkowej wykonane mikrosystemy odpowiednio
przygotowano. W pierwszym etapie przygotowano igly shuzace do szczelnego zamykania
wlotow 1 wylotow mikrosystemu. W tym celu, stepiono iglty (0,3mm), a nastgpnie zalano je
cieklym PDMS iumieszczono w cieplarce (75°C) do pelnego usieciowania elastomeru.
W kolejnym etapie, mikrosystemy wypelniano woda destylowana, dodatkowo zanurzajac je
w wodzie. Nastepnie, odgazowywano je w eksykatorze, gdzie pigciokrotnie obnizano
i podwyzszano ci$nienie. Taka procedura umozliwiata skuteczne usunigcie pecherzykow
powietrza zard6wno z mikrokanatow, jak i1 z przestrzeni pomi¢dzy mat nanowldknistych. Po
zakonczeniu tego procesu mikrosystem przeplywowy taczono z wezykami wlotowymi, ktore
wcezesniej wypetlniono woda destylowang. Nastepnie, mikrosystem dodatkowo przeptukiwano
niewielka objetoscia wody destylowanej, po czym w otworach wylotowych umieszczano
wezyki wylotowe. Tak przygotowany mikrosystem uszczelniano przygotowanymi iglami

z usieciowanym PDMS.

8.2.6 Wprowadzanie odczynnikow do mikrokomor hodowlanych mikrosystemu

Wprowadzanie odczynnikow do mikrokomér hodowlanych w wytworzonych
mikrosystemach przeprowadzano z wykorzystaniem pompy perystaltycznej. Podczas
wprowadzania roztworow do mikrosystemu bez hodowli komérkowych stosowano przeptyw
30 ul/min. Czas wprowadzania roztworow do kazdej z mikrokomo6r wynosit 1 min.
W przypadku pierwszej mikrokomory, czas ten zwigkszano do 1,5 min, aby skompensowac
objetos¢ martwa wezyka wlotowego. Po uptywie wyznaczonego czasu, wezyki wlotowe
1 wylotowe uszczelniano. Jezeli w mikrosystemie prowadzono hodowle komorkowa,
zmniejszano predkos¢ przeptywu do 15 pl/min 1 zwigkszano czas do 2 min (lub 3 min dla
pierwszej komory). Mialo to na celu zmniejszenie naprezen $cinajacych wywotywanych
przeplywem, mogacych mie¢ negatywny wplyw na komorki. Z zastosowaniem takiego samego

przeplywu (15 pul/min) wprowadzano zawiesing komorkowa do mikrosystemu.
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8.2.7 Modyfikacja powierzchni mat nanowléknistych roztworem polidopaminy

Powierzchni¢ mat nanowloknistych, znajdujacych si¢ wewnatrz mikrokomor
hodowlanych mikrosystemu I, I a i IT b, pokrywano roztworem polidopaminy w celu poprawy
adhezji komoérek. W tym celu, przygotowywano roztwor chlorowodorku dopaminy w buforze
Tris-HCI (pH 8,5) o stezeniu 2 mg/ml. Roztwdr przygotowywano kazdorazowo przed
wprowadzeniem do mikrosystemu. Nastepnie, wprowadzano go do mikrosystemu z predkoscia
30 ul/min. Po napetnieniu mikrokomor, wezyk wlotowy odlaczano od mikrosystemu i
doktadnie przeptukiwano woda destylowang, aby unikng¢ polimeryzacji polidopaminy
wewnatrz wezykow. Po ponownym podigczeniu wezyka wlotowego uszczelniano mikrosystem
1 pozostawiano go w temp. pokojowej na 24 h. Zapewnialo to wytworzenie warstwy

polidopaminy na matach nanowtoknistych.

8.2.8 Przygotowanie mikrosystemow do hodowli - sterylizacja termiczna

Mikrosystemy I, II a oraz II b poddawano takiej samej procedurze sterylizacji termicznej
w autoklawie (121 °C, 60 min). Przed umieszczeniem mikrosystemu w autoklawie wszystkie
wezyki (zarowno wlotowe, jak i wylotowe) byly odlaczane, a sam mikrosystem zanurzano
w stoiku wypelionym woda destylowana. Po zakonczeniu procesu sterylizacji termicznej
mikrosystemy ostroznie wyjmowano, zwracajac uwage, aby powietrze nie przedostato si¢ do
ich wnetrza. Nastgpnie, wezyki wlotowe 1 wylotowe ponownie przylaczano do otworow
mikrosystemow, uprzednio przeptukujac je 70% etanolem 1 uzupetniajac woda destylowana.

Taka procedura zapewniala zachowanie pelnej sterylnosci mikrosystemow.

8.3 Hodowla komorkowa

8.3.1 Prowadzenie hodowli komorkowej

W badaniach wykorzystywano cztery typy linii komoérkowych. Wszystkie hodowle

komoérkowe prowadzono w inkubatorach (temp. 37 °C, 5 % CO»).
Hodowla komorek kardiomiocytow (HCM)

Materiat biologiczny stanowity ludzkie kardiomiocyty (HCM, ScienCell) wyizolowane
z komor serca od osoby dorostej. Komorki hodowano w pozywce Dulbecco Modified Eagle

Medium: F-12 uzupethionej 10% (v/v) ptodowa surowicg bydleca, 1% (v/v) L-glutamina, 1%
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(v/v) streptomycyna/penicyling, 1% (v/v) pirogronianem sodu, 0,01% (v/v) aminokwasami

endogennymi i 0,01% (v/v) suplementem wzrostu miocytéw serca.
Hodowla komorek kardiomioblastow (H9c2)

Materiat biologiczny stanowity szczurze kardiomioblasty H9c2. Komorki hodowano
w pozywce Dulbecco Modified Eagle Medium: DMEM uzupetnionej 10% (v/v) plodowa
surowicg bydleca, 1% (v/v) L-glutamina, 1% (v/v) streptomycyng/penicyling.

Hodowla komorek iPSC

Material biologiczny stanowity ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste (iPSC). Komorki iPSC hodowano w pozywce E8 (z dodatkiem 2% (v/v)
suplementu E8 oraz 1% (v/v) penicyliny/streptomycyny). Przed wysianiem komorek na ptytke
6-dotkowa pokrywano ja roztwérem Matrigelu. Przygotowywano go, mieszajac 250 pl
Matrigelu z 25 ml schlodzonego medium ES8, a nastepnie na kazdy dotek naktadano 800 pl
i inkubowano w 37 °C przez co najmniej 30 min. Bezposrednio przed wysiewem komorek
Matrigel usuwano z dotkéw hodowlanych. Komoérki rozmrazano w medium ES8, zawierajagcym
ROCK inhibitor. Nastgpnie, kontynuowano hodowle w medium ES8, zmieniajac je codziennie.
Po osiagnieciu odpowiedniego stopnia wzrostu (zwykle 70-80% konfluencji), w razie potrzeby

komorki pasazowano.
Roznicowanie komorek iPSC i hodowla komorek iPSC-CM

Komorki iPSC-CM otrzymywano poprzez roznicowanie komorek iPSC zgodnie
z protokotem GiWi opisanym przez Lian 1 wsp. [128]. Proces rozpoczynano, gdy hodowla
komorek iPSC osiagata konfluencje ok. 90%. Zastosowano sekwencyjne stosowanie pozywek

RPMI/B-27 bez insuliny, z dodatkami CHIR99021 i IWP2.

. Dzien 0: Zmieniano medium z E8 na RPMI/B-27/ins—/CHIR (2 ml/dotek).

. Dzien 1: Wymieniano medium na RPMI/B-27/ins— (2 ml/dotek).

J Dzien 3: Usuwano 1 ml starego medium z dotka hodowlanego i dodawano 1 ml
RPMI/B-27/ins—/IWP2 i mieszano z 1 ml zachowanego w dotku medium.

. Dzien 5: Wymieniano medium na §wieze RPMI/B-27/ins— (2 ml/dotek).

. Dzien 7: Zmieniano medium na RPMI/B-27 (2 ml/dotek) 1 od tego momentu

przeprowadzano wymian¢ medium co 3 dni.
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Okoto 7 dni po zakonczeniu tego 7-dniowego protokotu (czyli ok. 14. dnia od rozpoczecia
réznicowania) komorki rozpoczynaty spontaniczne kurczenie, wskazujac na uzyskanie
fenotypu kardiomiocytéw. Ze wzgledu na specyficzny charakter komoérek iPSC-CM, komorki
te nie byly pasazowane ani mrozone, by zachowal stabilng ekspresje¢ genow
charakterystycznych dla kardiomiocytow. Komorki iPSC-CM hodowano w pozywce
RPMI/B-27. Codziennie kontrolowano morfologie¢ komoérek za pomoca mikroskopu

swietlnego.

8.3.2 Przygotowanie zawiesiny komorkowej do prowadzenia badan

W  celu wuzyskania zawiesin komodrkowych niezbednych do eksperymentow
prowadzonych na matach nanowldknistych oraz w mikrosystemach przeptywowych,
przeprowadzano procedure odklejania komoérek (H9¢c2, HCM, iPSC-CM, iPSC). W tym celu,
komorki dwukrotnie przeptukiwano roztworem PBS (bez jondw wapnia i magnezu), po czym
dodawano trypsyne i inkubowano przez 5 min (w temp. 37 °C, 1 5% COz). Nastgpnie, zawiesing
komoérkowa przenoszono do probowki typu falkon i wirowano przy 1200 RPM przez 5 min.
Supernatant ostroznie usuwano, a otrzymany osad zawieszano w 1 ml §wiezej pozywki. Dla
oceny gestosci komorek pobierano 10 pl zawiesiny do komory do liczenia komorek (FAST-

READ).

Koncowa gestos¢ zawiesin komorkowych dobierano w zaleznosci od przeprowadzanych

eksperymentow:

e W przypadku badan prowadzonych na mata nanowtdknistych : gestos¢ komorek HCM
wynosita ok. 1 x 10° komorek/ml.

e W przypadku badan prowadzonych w mikrosystemach przeptywowych: gestosé
komérek H9¢2, HCM, iPSC-CM i iPSC wynosita ok. 1 x 10° komérek/ml.

8.3.3 Wysiewanie komorek

Wysiewanie komorek na matach nanowtoknistych

Po uzyskaniu zawiesin komorek (HCM) o odpowiedniej gestosci pobierano ich
wymagang objeto$¢ 1 nanoszono na powierzchni¢ mat nanowtdknistych umieszczonych
w standardowych ptytkach hodowlanych. Nastepnie, ptytki umieszczano w inkubatorze
(37°C, 5% CO2). Po ok. 2h, gdy komorki ulegly przyklejeniu do powierzchni mat
nanowloknistych, dodawano do kazdej ptytki pozywke (do tacznej objetosci 500 ul). Hodowle
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komorkowg prowadzono przez 10 dni, regularnie (co 2 dni) wymieniajgc medium hodowlane.

Zapewnialo to utrzymanie odpowiednich warunkoéw wzrostu komorek.
Wprowadzanie komorek do mikrosystemow przepltywowych

Do przygotowanych mikrosysteméw, wprowadzano odpowiednie medium hodowlane
w przeptywie 30 pl/min i umieszczano je w inkubatorze (37 °C) na ok. 30 min. Po tym czasie,
do mikrokomoér hodowlanych wprowadzano zawiesing komorek z predkoscig przeptywu rownag

15 pl/min. Do poszczegdlnych mikrosystemow wprowadzano wybrany typ komorek:
Mikrosystem I: wprowadzano komorki HCM lub H9¢2.

Mikrosystem II a: wprowadzano komorki H9¢2 lub iPSC-CM.

Mikrosystem II b: wprowadzano komorki iPSC-CM oraz iPSC.

W trakcie wprowadzania zawiesiny komorek, co 20 s delikatnie obracano mikrosystem, aby
zapobiec zbyt duzemu osadzaniu si¢ komorek w poblizu wlotu mikrosystemu oraz w celu
zapewnienia rownomiernego rozmieszczenia komorek w mikrokomorze hodowlanej,
zawierajacej] maty nanowtokniste. Po wprowadzeniu komodrek do mikrosystemow,
umieszczano je w inkubatorze (37 °C, 5% CO:) na 24 h, co umozliwialo komérkom adhezje

do podtoza.

8.4 Stymulacja mechaniczna

8.4.1 Wytworzenie generatora zmiennego pola magnetycznego

Do przeprowadzenia mechanicznej stymulacji komorek wykorzystano specjalnie
zaprojektowany generator zmiennego pola magnetycznego. Urzadzenie zostato
zaprojektowane w programie Fusion360 1 wykonane z wykorzystaniem technik
mikrofrezowania oraz druku 3D. W konstrukcji generatora zastosowano magnesy neodymowe
(N48), solenoidy oraz polimerowe elementy ruchome. Zbudowany uktad sterujacy sktadat sie
z zasilacza o mocy 300W, modutow 4x MOSFET IRF540, STM32, sterownika
Arduino Uno R3 oraz przewodoéw, ktoére umozliwialy zasilanie urzadzenia i kontrolowanie
czegstotliwosci zmian pola magnetycznego. Wszystkie komponenty generatora wykonano
z polimerdw, takich jak akrylonitryl-butadien-styren (ABS), poli(kwas mlekowy) (PLA)
1 poliweglan (PC).
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8.4.2 Parametry stymulacji mechanicznej

W celu przeprowadzenia stymulacji mechanicznej] komodrki wysiane na plytce
24-dotkowej na matach nanowtdknistych (zar6wno magnetycznych, jak i niemagnetycznych)
lub mikrosystemach II a i II b, umieszczano w przestrzeni roboczej generatora zmiennego pola
magnetycznego. W przypadku prowadzenia hodowli na matach nanowldknistych w specjalnie
przygotowanych uchwytach stymulacje prowadzono przez 10 dni (0,5 Hz, 1 h dziennie). Po
kazdym cyklu stymulacji probki przenoszono do inkubatora (37 °C, 5% CO2), a pozywke
wymieniano co dwa dni. Po zakonczeniu 10-dniowego eksperymentu oceniano zywotnos¢
komorek, stosujac test Alamar Blue oraz barwienie roznicowe kalceing-AM 1 jodkiem
propidyny. Dodatkowo, przeprowadzano immunobarwienie 2z uzyciem przeciwciat

skierowanych przeciwko troponinie T (TnT) oraz tancuchowi ci¢zkiemu miozyny 6 (MYHO6).

W przypadku stymulacji w mikrosystemach II a i II b stymulacj¢ mechaniczng
prowadzono przez 5dni (0,5 Hz, 1h dziennie). Po kazdym cyklu stymulacji mikrosystemy
umieszczano w inkubatorze w warunkach 37 °C i 5% CO-, a medium wymieniano codziennie
(15ul/min). W mikrosystemie Il a przeprowadzano barwienie réznicowe kalceing-AM
1 jodkiem propidyny oraz immunobarwienie biatek Troponiny T i F-aktyny (TnT + F-aktyna),
a takze MYH6 1 F-aktyny (MYH6+F-aktyna). W mikrosystemie Il b z kolei wykonywano
immunobarwienie z troponiny T. Dodatkowo, komorki iPSC znakowano barwnikiem
CellTracker™ Red CMTPX Dye (CMTPX ang. Chloro-Methyl-Tetra-Methyl-rhodamine
Xanthene) umozliwiajacym wielopokoleniowa obserwacje, w trakcie wspothodowli

z komoérkami iPSC-CM.

8.5 Symulacja niedotlenienia w mikrosystemach przeplywowych

8.5.1 Kalibracja folii tlenoczulej

W pierwszym etapie eksperymentu zastosowano foli¢ tlenoczula SF-RPSu4-
L4/W4/OIW (Presens) z sonda luminescencyjng (PtTFPP) i1 barwnikiem referencyjnym
niewrazliwym na zmiany st¢zenia O2. Po wzbudzeniu $wiattem niebieskim (~ 400 nm) PtTFPP
emituje czerwone $wiatto (~ 650 nm). Jego intensywnos$¢ maleje proporcjonalnie do steZenia
tlenu (wygaszanie). Jednocze$nie barwnik referencyjny (510 nm) pozostaje niewygaszony,
pozwalajac na doktadne monitorowanie zmian stezenia tlenu. Do badan wykorzystano krazki
z PDMS o grubos$ci 5 mm, miedzy ktorymi umieszczano fragment folii tlenoczutej (5 x 5 mm)

(Rycina 13). Po zlaczeniu warstw PDMS cato$¢ inkubowano przez 24h w inkubatorze
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o zawarto$ci tlenu wynoszacej kolejno 1%, 6%, 11%, 16% 1 21%. Nastepnie, krazki
przenoszono do czytnika ptytek wielodotkowych (w atmosferze 21% O:) i rejestrowano
intensywno$¢ fluorescencji emitowanej przez foli¢ tlenoczula. W wyniku analizy zebranych
danych wykonano wykres zalezno$ci wzglednej intensywnosci fluorescencji od st¢zenia tlenu,
a nastepnie wyznaczono rownanie krzywej kalibracji. Uzyskane wyniki postuzyty do okreslania

poziomu tlenu w badanych probkach.

PDMS

Folia tlenoczuta

PDMS

Rycina 13 Schemat przygotowania krgzkow, ktore wykorzystano do kalibracji  folii  tlenoczulej,
a nastepnie sporzqdzenia rownania kalibracji.

8.5.2 Wykonanie kartridza do wytwarzania warunkow hipoksji w mikrosystemie I b

Kartridz stuzacy do wytwarzania warunkow niedotlenienia (hipoksji) w mikrosystemie
II b zaprojektowano w programie Autodesk Fusion 360. Sktadat si¢ on z dwoch warstw
z polimetakrylanu metylu (PMMA) oraz aluminiowego elementu mi¢dzy ktorymi mozliwe
byto umieszczenie mikrosystemu II b. Aluminiowy element stanowit warstwe, na ktorej
umieszczano komercyjnie dostgpng grzatke z kontrolg temperatury. Dzieki temu mozliwe byto
kontrolowanie temperatury wewnatrz mikrosystemu. Tak zaprojektowany kartridz umozliwiat
podlaczenie przewodow doprowadzajacych azot, co umozliwialo uzyskanie warunkow
niedotleniania w wybranych strefach mikrosystemu. Do wykonania warstw z PMMA
zastosowano technik¢ mikrofrezowania . W pierwsze] fazie uzywano frezu walcowego
ptaskiego o $rednicy 3,175 mm przy posuwie skrawania ok. 600 mm/min, szerokos$ci skrawania
1,5 mm i maksymalnej glebokosci skrawania 0,3 mm. W kolejnych etapach, do wykonania
otworow wymagajacych wigkszej precyzji, stosowano frez walcowy plaski o $rednicy 1 mm
z posuwem ok. 600 mm/min, szerokoscig skrawania 0,1 mm 1 maksymalng glebokoscig
skrawania 0,1 mm. Parametry te zapewnily uzyskanie doktadnej geometrii otworéw i kanatow
niezbednych do zamontowania mikrosystemu, elementu aluminiowego oraz przylaczenia

wezykow doprowadzajacych azot. Gotowy kartridz umozliwial szczelne zamknigcie
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mikrosystemu II b 1 wytworzenie kontrolowanych warunkéw niedotlenienia dzigki

regulowanemu przeptywowi azotu w wytworzonych kanatach.

8.5.3 Przygotowanie zestawu do  wytwarzania  warunkow  niedotlenienia

w mikrosystemach przeplywowych

W celu wytworzenia warunkéw hipoksji (niedotlenienia) w wybranych strefach
mikrosystemow zastosowano metodg¢ fizycznego odcigcia doptywu tlenu. Podstawg aparatury
byt uktad zasilany azotem (butla z azotem), w sklad ktérego wchodzity: waz doprowadzajacy
azot, nawilzacz powietrza z plyta grzewcza, rotametr kontrolujacy przeptyw, waz
odprowadzajacy azot oraz termostat z miejscem na mikrosystemy (Rycina 14). W
mikrosystemie I niedotlenienie uzyskiwano poprzez bezposrednie podiaczenie wezykow
doprowadzajacych azot do wybranych obszaréw mikrosystemu. Dzi¢ki takiej konstrukcji czgsé
mikrokomdr hodowlanych pozostawala w warunkach normoksji (z dostgpem tlenu), a w
pozostatych nastgpowato obnizenie stezenia tlenu do poziomu warunkujacego hipoksje. W
mikrosystemie II b wykorzystano natomiast specjalnie zaprojektowany kartridz, w ktérym
umieszczano mikrosystem II b. Przewody z azotem podtaczano w taki sposéb, aby zewnetrzna
obudowa kartridza tworzyla zamknigta przestrzen wokot wyznaczonych stref mikrosystemu.
W tych obszarach przeptywal azot, co umozliwito obnizenie st¢zenie tlenu zapewniajac

warunki niedotlenienia.

71



@
L)

=

butla z azotem >
/" reduktor

= é l

panel sterujacy grzatkg

':md"looog;’
ooy

mikrosystem | lub
mikrosystem llb
w kartridzu

rotametr R1

Rycina 14 Schemat zestawu stuzqcego do wywolywania warunkow niedotlenienia w mikrosystemach
przeplywowych. W skiad aparatury wchodzi butla z azotem wraz z reduktorem, nawilzacz powietrza z plytq
grzejng, rotametry (R1, R2) regulujgce przeplyw oraz panel sterujgcy.

8.5.4 Ocena warunkow niedotlenienia w mikrosystemach przeplywowych

Przygotowano foli¢ tlenoczutg o wymiarach 5 x Smm 1 umieszczano jg w mikrosystemie
przeptywowym w centralnych miejscach wybranych mikrokomoér hodowlanych.
Mikrosystem II b dodatkowo umieszczono w przygotowanym kartridzu. Nastgpnie, przez
strefe hipoksji przepuszczano strumien azotu (Q = 50 1/ h) przez 0, 30 i 60 min. W kolejnym
etapie mierzono intensywno$¢ fluorescencji folii tlenoczulej za pomoca czytnika ptytek
wielodotkowych. Na podstawie uzyskanych wynikow przygotowano wykres zmian stezenia
tlenu w strefie hipoksji oraz normoksji w zaleznosci od czasu przepuszczania azotu przez

wybrane obszary mikrosystemu.
Symulacja hipoksji w hodowlach komorkowych w mikrosystemie I

W mikrosystemie I hodowano komoérki HCM, ktére utrzymywano w warunkach
niedotlenienia w przez 3, 5 oraz 7h (strumien azotu: Q = 50 1 / h). Po tym czasie,
przeprowadzano analiz¢ poziomu ATP w komoérkach. W tym celu zastosowano test CellTiter-
Glo Cell Viability Assay. Reagent wprowadzano do mikrokomoér mikrosystemu z predkoscia

15 pul/min przez 3 min iinkubowano w ciemnos$ci przez kolejne 25 min w temperaturze
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pokojowej. Dodatkowo, po 3 i1 5 h hipoksji pobierano material komorkowy do analizy ekspresji

wybranych genow (MAP4K, TNNT2, SERCA, SCN5A oraz HIF-1a.).
Symulacja hipoksji w hodowlach komorkowych w mikrosystemie I b

W mikrosystemie II b prowadzono hodowle kardiomiocytéw réznicowanych z komorek
macierzystych (iPSC-CM). W tym przypadku, do wyznaczonej strefy mikrosystemu
doprowadzano strumien azotu (Q = 50 1/ h) przez 6 h i1 nast¢pnie oceniano zmiany poziomu
ATP z wykorzystaniem testu CellTiter-Glo Cell Viability Assay. Dodatkowo, przeprowadzano
barwienie r6znicowe (kalceing-AM oraz jodkiem propidyny) oraz test JC-1, pozwalajacy na
ocen¢ potencjalu blon mitochondrialnych. Ponadto, wykonywano immunobarwienie bialek
troponiny T (TnT). Dodatkowo, w badaniach prowadzonych we wspothodowli komorek

iPSC-CM 1 iPSC komorki iPSC wyznakowano barwnikiem CellTracker™ Red CMTPX Dye.
8.6 Analiza hodowli komorkowych

8.6.1 Test Alamar Blue

Test Alamar Blue w na ptytkach wielodotkowych

Test Alamar Blue zostat zastosowany do oceny zywotnosci komérek HCM hodowanych
na matach nanowldknistych, bez oraz z dodatkiem nanoczgstek magnetycznych. W tym celu,
przygotowano roztwor AlamarBlue o st¢zeniu 10 % (obj.) w medium hodowlanym bez FBS
stosowanym do hodowli komérek HCM. Nastepnie, odciagnieto pozywke hodowlang z dotkow,
w ktérych umieszczone byty maty nanowldkniste. Dodano do nich po 300 pl przygotowanego
roztworu Alamar Blue i inkubowano przez 60 min w temp. 37°C. Po tym czasie, mierzono
intensywno$¢ fluorescencji za pomocag czytnika plytek wielodotkowych Cytation 3, przy
dhugosci fali wzbudzenia 552 nm oraz emisji 583 nm. Po zakonczeniu pomiardéw odciggano
roztwor Alamar Blue, komorki przemywano 300 pl roztworu PBS, 1 dodawano 300 pl $wiezej
pozywki. Nastepnie, ptytke ponownie umieszczano w inkubatorze. Procedure powtarzano
w 1, 317 dniu hodowli. Intensywnos¢ fluorescencji (FI) w 3 1 7 dniu normalizowano wzglgdem

dnia 1, stosujagc wzoér:

cv - Fl dnia X — Fluorescencja tta FI

= 100
FI dnia 1 — Fluorescencja tta FI *
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Fluorescencj¢ tla okreslono na podstawie dotkéw zawierajacych wytacznie roztwor Alamar

Blue.
Test Alamar Blue w mikrosystemie I

W mikrosystemie I analizowano zywotno$¢ komérek HCM oraz H9c2. Komorki
hodowano w mikrosystemie zgodnie z wczesniej przedstawionym opisem w mikrokomorach
hodowlanych lub na matach nanowldknistych. Sporzadzono 10% roztwor odczynnika
Alamar Blue w medium hodowlanym F12 dla komérek HCM lub DMEM w przypadku
komoérek H9c2. Tak przygotowany roztwér wprowadzano do mikrosystemu przez 10 min
z predkoscig przeptywu 15 pl/min, a nastgpnie inkubowano przez kolejne 60 min
(w 37°C, 5% CO2). Nastepnie, mierzono intensywno$¢ fluorescencji za pomoca czytnika
Cytation 3 (BioTek) przy dtugosci fali wzbudzenia 552 nm oraz emisji 583 nm. Pomiary
wykonywano dla 1, 3 i 7 dnia hodowli. Intensywno$¢ fluorescencji (FI) dla 3 1 7 dnia
normalizowano wzgledem dnia 1 zgodnie z wcze$niej podanym wzorem. Po przeprowadzeniu
pomiaréw, mikrosystem przeptukiwano (przez 10 min z predkoscig 15 pl/min) kolejno

roztworem PBS oraz odpowiednig pozywka hodowlang i umieszczano w inkubatorze.

8.6.2 Barwienie roznicowe

W celu oceny zywotno$ci 1 morfologii komorek w réznych warunkach hodowlanych
przeprowadzono barwienie kalceing-AM oraz jodkiem propidyny. Roztwor barwiagcy zawierat
5 pg/ml kalceiny-AM oraz 2 pg/ml jodku propidyny. W zaleznosci od typu eksperymentu
przygotowany roztwor dodawano w okreslonych objetosciach (300 pl - makroskala) lub
wprowadzano do mikrosystemow z okre§long predkoscia (15 pl/min przez 3 min). Nastgpnie,
komorki inkubowano przez 30 min (37°C 1, 5% COz). Po tym czasie, przeprowadzano
obserwacje mikroskopowe z wykorzystaniem odwrdconego mikroskopu fluorescencyjnego
Olympus IX-71 wyposazonego w kamere CCD. Analiz¢ obrazu wykonano przy uzyciu

oprogramowania CellSens.
Barwienie w makroskali na ptytkach wielodotkowych

W celu poréwnania zywotnosci i morfologii komérek HCM hodowanych na matach
nanowtoknistych oraz matach nanowldknistych z dodatkiem nanoczastek magnetycznych

przeprowadzono barwienie w 1., 3.1 7. dniu hodowli.

Barwienie w mikrosystemie [
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Poréwnywano zywotnos¢ 1 morfologiec komorek H9c2 oraz HCM hodowanych
w mikrosystemie | z mikrokomorami z oraz bez mat nanowldknistych. Barwienie komorek

wykonano w 1., 3.1 7. dniu hodowli.
Barwienie w mikrosystemie Il a

Badano wptyw stymulacji mechanicznej na zywotnos$¢ i morfologie komoérek H9¢2 oraz
iPSC-CM hodowanych w mikrosystemie zawierajacym maty nanowtokniste bez oraz
z dodatkiem nanoczastek magnetycznych. Barwienie komorek przeprowadzono w 1.1 5. dniu

hodowli.
Barwienie w mikrosystemie Il b

Przeprowadzono ocen¢ zywotnosci i morfologii komoérek iPSC-CMs hodowanych
w mikrosystemie zawierajagcym maty nanowtokniste z dodatkiem nanoczastek magnetycznych

po 6 h w warunkach hipoksji (normoksja jako kontrola).

8.6.3 Badanie poziomu ATP

Oznaczanie poziomu ATP w komorkach przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie
dostgpnego zestawu CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega). Mechanizm testu
opiera si¢ na reakcji wzbudzenia lucyferyny przez enzym lucyferaz¢ w obecnosci jonow Mg?*,
tlenu oraz ATP, w wyniku czego powstaje oksylucyferyna, ktora po odlgczeniu od enzymu
powraca do stanu podstawowego, emitujagc energi¢ w postaci promieniowania w zakresie
Swiatta widzialnego. Odczynnik dodatkowo zawiera substancje powodujace lize komorek, co
umozliwia uwolnienie czasteczek ATP z wnetrza komorek. Intensywnos$¢ luminescencji jest
proporcjonalna do stezenia ATP w badanej probce. Przed wykonaniem oznaczenia odczynnik
CellTiter-Glo® 2.0 zostal rozcienczony w medium komérkowym odpowiednim dla badanych
linii komoérkowych w stosunku objetosciowym 1:1. Uzyskany roztwdr wprowadzano do
mikrokomdr hodowlanych mikrosystemu z predkoscig 100 pl/min przez 1 min. Nastgpnie,
mikrosystemy inkubowano w ciemno$ci w temperaturze pokojowej przez 30 min. Po tym
czasie, wprowadzono kolejng porcje przygotowanego odczynnika i ponownie inkubowano
przez 30 min. Kazdorazowo wyptukiwany z mikrosystemu roztwor zbierano z mikrokanatow
wylotowych do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Uzyskane lizaty komérkowe
mieszano przy uzyciu pipety automatycznej i przenoszono na ptytke 96-dotkowa w objetosci

100 pl na dotek. Nastepnie, wykonano pomiar luminescencji wzgledem kontroli (roztwor
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odczynnika z medium komoérkowym zmieszany w stosunku objetosciowym 1:1)

z wykorzystaniem czytniku ptytek Cytation3.
Badanie przeprowadzono w dwoch mikrosystemach:

J Mikrosystem I: Oznaczenie poziomu ATP przeprowadzono dla komérek HCM po 3, 5
oraz 7 h hodowli w warunkach hipoksji oraz normoksji (kontrola).
J Mikrosystem II b: Oznaczenie poziomu ATP przeprowadzono dla komoérek iPSC-CMs

po 6 h hodowli w warunkach hipoksji oraz normoksji.

8.6.4 Analiza ulozenia komorek

Do oceny utozenia komorek wykorzystano hodowle komorkowe poddane barwieniu
réznicowemu kalceing-AM oraz jodkiem propidyny. Analiza ta zostata wykonana dla hodowli
komoérek H9c2 oraz HCM prowadzonej w plytkach wielodotkowych i1 mikrosystemie I
w 3.17. dniu hodowli. Celem badania bylo poréwnanie ulozenia komoérek hodowanych na
matach nanowldknistych w plytkach wielodotkowych oraz hodowanych na matach

nanowtoknistych w mikrosystemie przeptywowym.

W mikrosystemie II a prowadzono badania dla hodowli komdrek H9¢2 oraz iPSC-CM.
Celem eksperymentu byto porownanie utozenia komorek hodowanych w mikrosystemach na
réznych materiatach, poddawanych w stymulacji magnetycznej. Analiza zostata wykonana po

5 dniach hodowli. Prowadzono poszczegdlne typy hodowli komorek w mikrosystemie 11 a:

. PDMS,

o PDMS + stymulacja magnetyczna,

. maty nanowtokniste,

. maty nanowtokniste + stymulacja magnetyczna,

. maty nanowtokniste magnetyczne,

. maty nanowtdkniste magnetyczne + stymulacja magnetyczna.

Analize utozenia komorek wykonano za pomocg oprogramowania Imagel, na
podstawie co najmniej trzech obrazéw dla kazdego typu hodowli. Maty nanowldkniste
w komorach mikrosystemow byly utoZzone réwnolegle do kierunku przeptywu wprowadzanych
roztworow. Przyjeto, ze jesli komorka jest ulozona rownolegle do nanowtokien tworzacych

mate nanowtoknista, jej kat utozenia wynosi 0°.
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8.6.5 Barwienie immunofluorescencyjne

Wszystkie badania immunofluorescencyjne (makroskala oraz mikrosystemy II a i II b)
prowadzono wedtlug ogoélnie przyjetej metodyki obejmujacej nastepujace etapy: komorki
hodowane na okreslonych podtozach przemywano odpowiednim buforem (Wash Buffer),
utrwalano roztworem 4% paraformaldehydu (10 min, RT), a nast¢gpnie permeabilizowano
roztworem 0,5% Triton X-100 (10 min, RT). Po permeabilizacji komodrki blokowano
roztworem zawierajacym BSA (3%) oraz Triton X-100 (0,1%) przez 50 min (RT). Nastepnie,
komorki inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami (24 h, 0 - 4°C). Stosowano

nastepujace przeciwciata pierwszorzedowe:

e Makroskala (komorki HCM): krélicze monoklonalne przeciwko skierowane przeciwko
troponinie T (Abcam, 1:100 w 2,4 % BSA) oraz MYH6 (Proteintech, 1:100 2,4 % BSA).

e Mikrosystem II a (komoérki H9¢2 oraz iPSC-CM): krolicze monoklonalne skierowane
przeciwko troponinie T (Abcam, 1:100 w 2,4 % BSA), MYHG6 (Proteintech, 1:100 w 2,4
% BSA), falloidyna (1:400 w 2,4 % BSA).

e Mikrosystem II b (komorki iPSC-CM, iPSC-CMs/iPSC po hipoksji): krdlicze
monoklonalne przeciwko skierowane przeciwko troponinie T (Abcam, 1:100 w 2,4 %

BSA).

Po inkubacji komorki przemywano roztworem 0,1% Triton X-100 1 inkubowano
z odpowiednimi  przeciwcialami  drugorzedowymi sprzezonymi z  fluorochromami
Alexa Fluor 488 lub Alexa Fluor 568 (1:200 w 2,4 % BSA, 45-50 min, RT). Nastepnie,
barwiono jadra komorkowe z wykorzystaniem Hoechst 33342 przez 30 min (RT). Na
zakonczenie komorki przemywano 0,1% Triton X-100 1 buforem Wash Buffer. Finalnie
wszystkie probki obrazowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView

FV10i.
Warunki hodowli komorek:

. Makroskala: Immunobarwienie wykonano dla hodowli komoérek HCM
hodowanych przez 10 dni na matach nanowlOknistych bez oraz z dodatkiem

nanoczgstek magnetycznych, ktére byly poddawane lub nie stymulacji magnetyczne;.

. Mikrosystem II a: Immunobarwienie wykonano dla hodowli komérek H9¢2 lub
1iPSC-CM hodowanych przez 5 dni w mikrosystemie (mikrokanaty z: PDMS, matami

nanowloknistymi bez oraz z dodatkiem nanoczastek magnetycznych) poddanym lub nie
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stymulacji magnetycznej. Wszystkie reagenty wprowadzano z uzyciem pompy

perystaltycznej (15 pl/min).

. Mikrosystem II b: Immunobarwienie wykonano dla hodowli komorek iPSC-CM
oraz komorek iPSC-CM we wspothodowli z iPSC hodowanych przez 6 h w warunkach
hipoksji lub normoksji. Wszystkie reagenty wprowadzano z uzyciem pompy

perystaltycznej (15 ul/min).

8.6.6 Analiza ekspresji genow

Analiza ekspresji genow po symulacji standw chorobowych przeprowadzona zostata
w mikrosystemie I, w ktérym hodowano komorki HCM. RNA izolowano z liczby komorek
odpowiadajacej catkowitej liczbie wysianych komoérek w trzech mikrokomorach. Kazda
mikrokomora miata powierzchni¢ rdwnowazng pojedynczemu dotkowi ptytki 96-dotkowe;.
Liczbe komorek uzytych do izolacji RNA oszacowano na podstawie poczatkowej gestosci
wysiewania oraz obszaru wzrostu. W celu wyizolowania materiatu genetycznego wykonano
ponizsze etapy. Mikrosystem doktadnie przeptukano roztworem PBS, aby usunaé resztki
pozywki hodowlanej. Nastepnie, do mikrosystemu wprowadzono bufor lizujacy RLT z zestawu
RNeasy Micro Kit (Qiagen). Po dodaniu buforu lizujacego cato$¢ inkubowano przez 20 min
w temp. —20°C, aby zapewni¢ catkowitg liz¢ komorek. Lizaty komorkowe przeniesiono do
oddzielnych probowek typu Eppendorf i kontynuowano izolacj¢ RNA zgodnie z instrukcja
producenta zestawu RNeasy Micro Kit. W celu oceny integralno$ci 1 czystosci
wyekstrahowanego RNA wykonano pomiary spektrofotometryczne. Stosunek absorbancji
A260/A280 zmierzono dla kazdej probki, przy czym akceptowalne wartosci mieScily si¢
w przedziale od 1,8 do 2,0, wskazujac minimalne zanieczyszczenie biatkowe. Precyzyjne
okreslenie stezenia 1 wydajnosci RNA przeprowadzono za pomoca spektrofotometru
NanoDrop. Do analizy RT-PCR zastosowano zestaw RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific), ktory umozliwit odwrotng transkrypcje
wyizolowanego RNA do ¢cDNA. Reakcje RT-PCR przeprowadzono z uzyciem odczynnika
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix na aparacie CFX Connect Real-Time PCR
System. Ekspresj¢ wybranych genow zwigzanych ze stanem niedotlenienia (hipoksja),
wyszczegolnionych w Tabeli 1, badano w warunkach symulujacych niedotlenienie trwajace
3horaz5h, wykorzystujac komorki HCM hodowane w mikrosystemie na matach
nanowtoknistych w warunkach normoksji jako kontrolg. Poziomy ekspresji analizowanych

gené6w normalizowano wzgledem ekspresji genu referencyjnego. Obliczenia wzglednej
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ekspresji genow wykonano metoda AACT, gdzie kazdy wynik reprezentuje $rednig z trzech

technicznych powtdrzen, zapewniajac wiarygodnos¢ statystyczng uzyskanych danych.

Tabela 1 Sekwencje starterow zastosowanych w analizie ekspresji wybranych genow metodg RT-PCR w komorkach
HCM hodowanych w mikrosystemie 1.

Gen Starter sensowny Starter sensowny
HIF-1o CGGCGAGAACGAGAAGAAAAAAT | AGACTCTTTGCTTCGCCGAG
MAP4K AGAGATACGCTCTGTGGAAAC | GCAAAGAACACCTTGTCATTACG
TNNT?2 GCGGAAGAGTGGGAAGAGACA CCATAGCTCCTTGGCCTICT
SERCA2 GCGTGCATGIGCGTTGITA GCTGGGGGCTGTTCTATTTCT
SCN54 GAAGAAGCTGGGCTCCAAGA CATCGAAGGCCTGCTTGGTC
GAPDH GACATGCCGCCTGGAGAAAC AGCCCAGGATGCCCITTAGT

8.6.7 Analiza statystyczna

Kazdy eksperyment powtarzano co najmniej pie¢ razy. Wszystkie uzyskane wyniki zostaly
wyrazone jako $rednia + odchylenie standardowe (SD). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu jednokierunkowej analizy wariancji (One-Way ANOVA) lub testu t-studenta.
Warto$ci p <0,05 uznano za statystycznie istotne. Do analizy wykorzystano oprogramowanie

Origin 2021b.
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9. Wyniki

9.1 Hodowla komorek serca na matach nanowloknistych

Jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na prawidlowy rozwdj
i funkcjonowanie komorek serca (kardiomiocytow) w warunkach in vitro jest podtoze, na
ktérym sg one hodowane. Odpowiednio zaprojektowany material moze nie tylko wspiera¢
adhezje, proliferacje 1 dojrzewanie komorek, lecz takze zapewnia¢ bodzce mechaniczne
1 fizykochemiczne zblizone do tych wystepujacych w warunkach fizjologicznych. W niniejszej
pracy zalozono, ze zastosowanie mat nanowldknistych, dodatkowo modyfikowanych
nanoczastkami magnetycznymi, umozliwi uzyskanie biomaterialu zdolnego do lepszego
odwzorowania naturalnego Srodowiska komorek migsnia sercowego. Celem tej czesci badan
bylo przede wszystkim wytworzenie mat nanowtoknistych o S$cisle kontrolowanych
parametrach — w tym jednorodno$ci witdkien, ich $rednicy oraz porowatosci, a nastepnie
zmodyfikowanie ich poprzez dodatek nanoczastek magnetycznych (nanoczastek tlenku zelaza
(ILII), FesOs). Pozwala¢ to miato na mechaniczne oddzialywanie na komodrki poprzez
zastosowanie zewnetrznego pola magnetycznego. Przeprowadzono analiz¢ wilasciwosci
fizycznych i mechanicznych otrzymanych mat nanowtdknistych, w szczego6lnosci oceng ich
wytrzymatosci na rozcigganie, modul Younga oraz porowatos$¢. Nastepnie, przeprowadzono
badania biologiczne (zywotno$¢, dojrzewanie komorek), ktore okres§lic mialty wplyw mat
nanowtoknistych na funkcjonowanie wybranego typu komorek serca tj. pierwotnych ludzkich
kardiomiocytow (HCM). Dodatkowo, analizowano, w jaki sposob stymulacja magnetyczna
1 towarzyszgca jej deformacja wtokien wptywa na ekspresje kluczowych markerow dojrzatych

komorek migsnia sercowego, takich jak Troponina T czy tancuch cigzki miozyny 6 (MYH6).

9.1.1 Wiasciwosci wytworzonych mat nanowloknistych

W ramach tego etapu pracy wytworzono maty nanowtokniste z poliuretanu (PU) metoda
rozdmuchu roztworu polimeru (SBS ang. Solution Blow Spinning). Przygotowano zaré6wno
maty nanowtokniste bez dodatku nanoczastek jak i maty nanowtdkniste dodatkowo zawierajace
nanoczastki magnetyczne tlenku zelaza (FesOs) (MNP ang. magnetic nanoparticles).
Zastosowanie nanoczgstek magnetycznych miato na celu uzyskanie materiatu zdolnego do
przekazywania zewngtrznie wywotanych bodzcow mechanicznych. Opracowany materiat miat
lepiej odwzorowywac¢ naturalne mikro$rodowisko komorek oraz potencjalnie stymulowaé

dojrzewanie kardiomiocytow. Istotnym elementem tej czg$ci pracy byt odpowiedni dobor
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nanoczastek, tak by ich rozmiar byl znaczgco mniejszy niz srednica widkien (ok. 250-300 nm)
(Rycina 15, Rycina 16). W badaniach zastosowano nanoczgstki o wymiarach 9,97 + 2,18 nm
(rozmiar wyznaczono na podstawie analiz z wykorzystaniem skaningowego transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, STEM, Hitachi SU8230). Dzigki temu nanoczastki pozostawatly
catkowicie wbudowane w struktur¢ nanowldkna polimerowego, co umozliwito zachowanie
niezmienionej morfologii widkien oraz zredukowato ewentualne uwalnianie jonow zelaza do
pozywki hodowlanej. Dodatkowo, wilasciwosci magnetyczne zastosowanych nanoczastek
tlenku zelaza umozliwiaty wywotywanie cyklicznych odksztatcen wtokien za pomocg pola

magnetycznego, co miato istotne znaczenie dla prowadzenia stymulacji komorek.

-

SU8230 30.0kV 8.1mm x100k DFSTEM

Rycina 15 Zdjecia nanoczgstek magnetycznych wykonane przy uzyciu skaningowo transmisyjnego mikroskopu

elektronowego Hitachi SU8230.
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Rycina 16 Dystrybucja wielkosci nanoczgstek.

Podczas procesu rozdmuchu roztworu PU zwracano szczeg6lng uwage na wysoka

predkos¢ obrotowa kolektora, poniewaz pozwala ona otrzymaé¢ wldkna utozone niemal
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rownolegle. Zgodnie z danymi literaturowymi, taki rozktad nanowtokien moze wspomagaé
utozenie komoérek mig$niowych i serca wzdluz wiokien, a tym samym sprzyja¢ ich
prawidlowemu wzrostowi [130,131]. Analiza mikroskopowa potwierdzita rownolegle utozenie
wlokien, brak zmian w strukturze materialu oraz brak wyraZznego pogrubienia widkien
w przypadku mat nanowtoknistych z nanoczastkami magnetycznymi (Rycina 17 A). Analiza
$rednic otrzymanych witokien wskazata bardzo zblizone wartosci dla obu rodzajéow mat
(278 £ 108 nm dla mat PU oraz 275 £+ 105 nm w przypadku mat z nanoczastkami). Oznacza to,
ze dodatek nanoczastek magnetycznych nie wptynat negatywnie na sam proces formowania
nanowtokien (Rycina 17 B). W kolejnym etapie potwierdzono rowniez wiasciwosci
magnetyczne otrzymanych mat (Rycina 18), dzigki czemu mozliwe bylo ich dalsze
wykorzystanie w badaniach nad mechaniczng stymulacja kardiomiocytdow za pomoca

zewngetrznego pola magnetycznego.
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Rycina 17 A) Obrazy ze skaningowego mikroskopu elektronowego: maty nanowlokniste PU bez i z dodatkiem

nanoczgstek magnetycznych (MNP). B) Dystrybucja wielkosci widkien bez oraz z dodatkiem nanoczgstek
magnetycznych.
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Rycina 18 Zdjeciu potwierdzajqgce wlasciwosci magnetyczne otrzymanych mat nanowloknistych.

Charakterystyka mat nanowtoknistych

W celu okreslenia wptywu nanoczastek magnetycznych tlenku zelaza na wlasciwosci
mechaniczne wytworzonych mat, zmierzono naprezenia rozciagajace dla materiatu,
wydhuzenie przy zerwaniu oraz modul sprezystosci (Tabela 2). Analiza uzyskanych danych
wskazata, ze dodatek nanoczastek magnetycznych nie powoduje istotnych zmian wartosci
modulu Younga ani wydtuzenia przy zerwaniu. Zauwazono jednak istotnie nizsze naprezenie
rozciggajace w kierunku rownolegtym do ulozenia widkien (PL, ang. parallel) w przypadku
mat zawierajacych nanoczastki magnetyczne. Wynik ten mozna wyjasni¢ czgsciowym
zakloceniem struktury widkien przez obecno$¢ nanoczastek magnetycznych, ktére
prawdopodobnie zwickszaja podatnos¢ materialu na uszkodzenia mechaniczne wzdhuz
wtokien. Dodatkowo, poréwnanie pomiaréw w kierunku rownolegtym i prostopadtym (PP ang.
perpendicular) pokazalo znaczace roznice w naprezeniu rozciggajacym, wydhuzeniu i module
Younga. Pomiar porowatosci wykazat, ze wynosi ona ok. 0,85-0,87 niezaleznie od obecnos$ci
nanoczastek magnetycznych w strukturze mat nanowtoknistych. Brak zmiany warto$ci modutu
Younga i minimalny wplyw dodatku nanoczastek magnetycznych na morfologi¢ widkien
wskazuja, ze i1z dodatek nie wplywa negatywnie na wlasciowsci mechaniczne mat
nanowldknistych. Wysoka wydluzalno$¢ materialu sugeruje natomiast, ze maty te moga
efektywnie przenosi¢ bodzce mechaniczne i by¢ stosowane w dalszych etapach badan nad

stymulacja kardiomiocytow.
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Tabela 2 Wiasciwosci mechaniczne mat nanowloknistych z poliuretanu (PU) bez i z dodatkiem nanoczgstek
magnetycznych (MNPs) (maty nanowitokniste badano pod wplywem naprezenia w dwoch kierunkach: rownoleglym
(PL) i prostopadlym (PP) do utozenia wiokien). *a - statystycznie istotne roznice migdzy wartosciami mierzonymi
rownolegle i prostopadle do ulozenia nanowfdkien. *b - wykazano statystycznie istotne roznice migdzy
naprezeniami rozciggajqcymi dla materiatu porowatego dla nanowlokien z i bez MNPs w kierunku rownoleglym

do utozenia nanowldkien. (p <0,05).

Naprezenie
Kierunek odksztatcenia w rozciggajace dla zeni
s _— 2 J? Wydtuzenie Modut Younga
odniesieniu do utozenia materiatu przy zerwaniu [- [MPa]
nanowtdkien porowatego ]
[MPa]

PU PL 20.32+1.09"F 0.20+0.05" 42.55+6.67"

PU PP 3.75+0.46 0.75+0.10" 4.81+0.76™
PU + MNPs PL 14.82+2.38"a 0.17+0.03" 42.51+15.06™

PU + MNPs PP 2.69+0.94" 0.55+0.15" 8.55+1.60"

Dodatkowo, w celu oceny wptywu dodatku nanoczastek magnetycznych na wtasciwosci
fizyczne mat nanowldknistych, przeprowadzono pomiary widm wzbudzenia—emisji
i sporzadzono dwuwymiarowa mape przedstawiajaca wspolczynnik wygaszania intensywnosci
fluorescencji (Rycina 19). Uzyskane wyniki pokazaly, ze maty nanowtokniste PU wykazuja
zauwazalng autofluorescencj¢, natomiast wprowadzenie nanoczastek magnetycznych prowadzi
do jej wyraznej redukcji, szczegdlnie w zakresie dlugosci fal wzbudzenia 350-400 nm
(obserwowano tam ponad stukrotne wygaszenie sygnatu). Ograniczenie autofluorescencji
podtoza jest istotne przy obrazowaniu komodrek z zastosowaniem metod fluorescencyjnych,
poniewaz zwigksza kontrast 1 ulatwia analiz¢ sygnatlu pochodzacego wylacznie od
wyznakowanych struktur komérkowych. Dzigki temu, w dalszych badaniach biologicznych
mozliwe bedzie bardziej precyzyjne okreslanie parametrow takich jak zywotno$¢ czy ekspresja

markeroéw specyficznych kardiomiocytow.
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Rycina 19 Mapa 2D wspéiczynnika wygaszenia intensywnosci fluorescencji dla nanowltdkien z nanoczgstkami

magnetycznymi wzgledem nanowlokien bez dodawania nanoczgstek magnetycznych.

9.1.2 Dzialanie generatora zmiennego pola magnetycznego

Generator zmiennego pola magnetycznego zaprojektowano w celu wytworzenia
zewnetrznego pola mogacego wywolywa¢ deformacj¢ magnetycznych mat nanowtoknistych,
a tym samym przekazywac bodziec mechaniczny komorkom hodowanym na ich powierzchni.
W konstrukcji urzadzenia wykorzystano magnesy neodymowe, solenoidy oraz elementy
polimerowe (Rycina 20 A, B). Magnesy neodymowe zostaly rozmieszczone na dwoch
niezaleznych platformach w taki sposob, aby ich uklad odpowiadal rozmieszczeniu dotkow
w standardowej ptytce 24-dotkowej. Pozwolito to na uzyskanie zblizonego natezenia pola we
wszystkich dotkach. Generator zaprojektowano w taki sposob, aby mozliwe byto umieszczenie
ptytki wielodotkowej lub mikrosystemu przeptywowego w specjalnie wyprofilowanej
przestrzeni, zaprojektowanej tak, aby znajdowata si¢ miedzy platformami z magnesami

w rownej odlegtosci od gornej 1 dolnej platformy. Rozwigzanie to zostato przystosowane do
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pracy w zakresie czgstotliwosci od 0,5 do 2 Hz, a w kazdym cyklu stymulacji platformy
przesuwaly si¢ pionowo o 2 cm. Odchylenia mat nanowldknistych o wlasciwosciach
magnetycznych potwierdzono poprzez umieszczenie ich miedzy dwoma polimerowymi
uchwytami oraz rejestracj¢ wychylenia mat nanowtoknistych przy uzyciu kamery cyfrowej
Olympus MIC-D. Na Rycina 20 C pokazano kolejne etapy stymulacji polem magnetycznym.
W momencie t=0 nie przyktadano pola magnetycznego i widkna pozostawaly w pozycji
spoczynkowej, natomiast w t=1 i t=2 wyraznie widoczne jest ich odchylenie wywotane
dziataniem pola magnetycznego. Dzigki uzyskanej regulacji kierunku i czgstotliwosci zmian
pola magnetycznego generator mogt by¢ wykorzystany do stymulacji mechanicznej komorek

hodowanych na matach nanowtonistych umieszczonych w ptytkach wielodotkowych Iub

zintegrowanych z mikrosystemem przeptywowym.

Rycina 20 A) Schemat i B) fotografia opracowanego generatora pola magnetycznego, w tym magnesow
neodymowych, solenoidow i polimerowych elementow. C) Odchylenie magnetycznych mat nanowloknistych po

dzialaniu pola magnetycznego.
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Dodatkowo zwerytikowano, czy pole magnetyczne jest jednakowe w catej przestrzeni
roboczej generator, zarowno w poblizu gornych, jak i dolnych magnesow neodymowych.
W tym celu, przeprowadzono symulacje numeryczne, ktérych celem bylo sprawdzenie
rozktadu pola magnetycznego wokdét mat nanowldknistych umieszczonych na ptytkach
hodowlanych badz zintegrowanych z mikrosystem przeplywowym. Analiz¢ rozktadu pola
magnetycznego wykonano z uzyciem oprogramowania ANSYS 2024R1. Przeprowadzono je
dla dwoch skrajnych pozycji stymulatora magnetycznego: przy maksymalnym zblizeniu do
gbérnej platformy z magnesami oraz przy maksymalnym zblizeniu do dolnej platformy.
Otrzymane wyniki wskazaly, ze w miejscach umieszczenia ptytki hodowlanej badz
mikrosystemu gesto$¢ strumienia magnetycznego wynosi odpowiednio 116,05 = 1,20 mT oraz
116,00 £+ 1,26 mT, a natezenie pola magnetycznego osiaga wartosci 92,343 + 0,979 kA/m oraz
92,319 + 0,972 kA/m. Wizualizacje wykonane podczas symulacji (Rycina 21) przedstawiaja
rozktad pola magnetycznego dla obu ekstremalnych ustawien stymulatora i pozwalaja
stwierdzi¢, ze rozbiezno$ci w gestosci strumienia i nat¢zeniu pola sg niewielkie. Taka

jednorodnos¢ rozktadu gwarantuje stabilng stymulacje mechaniczng hodowanych komorek.

87



S/

1078
958,26
83848
718,69
598,91
479,13
359,35
239,56
119,78
0

R

SR

YRy

3 =
Sy s e Sl o

Gestosé strumienia
magnetycznego [mT]

/1y

-

——
T

s

Rycina 21 Gestosé strumienia magnetycznego dla maksymalnych przemieszczen probki wzgledem platform z
magnesami neodymowymi
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9.1.3 Stymulacja komoérek serca z wykorzystaniem zmiennego pola magnetycznego
Zywotnos¢ kardiomiocytéw

Na Rycinie 21 przedstawiono schemat prowadzenia badan z wykorzystaniem
magnetycznych mat nanowloknistych, obejmujacy ich wytworzenie, montaz w ptytce
wielodotkowej lub mikrosystemie przeptywowym (badania opisane w rozdziale 9.3.3),

wysiewanie komoérek oraz stymulacj¢ zmiennym polem magnetycznym.

Wytwarzanie magnetycznych Umieszczenie mat nanowtdknistych

mat nanowtéknistych /\ w plytce hodowlanej lub
mikrosystemie przeptywowym
: o ° . o < ‘
® o - >
<-- sl M e oty e & v
@ o ® ® —
Poliuretan
Fe,O

Stymulacja mechaniczna z
wykorzystaniem

/_\ zmiennego pola magentycznego . -
- ® -
® - ) -
9 ° ° °® = ° > ° - - ° v o AT 2
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Wysiewanie komoérek u

Rycina 22 Schemat procedury badawczej z wykorzystaniem magnetycznych mat nanowloknistych: wytworzenie
mat z poliuretanu zawierajqcych nanoczgstki FesO4, umieszczenie mat w plytce hodowlanej lub mikrosystemie
przeplywowym, wysiewanie komorek serca i stymulacja mechaniczna zmiennym polem magnetycznym

W pierwszym etapie zbadano, w jaki sposob dodatek nanoczastek magnetycznych do mat
nanowtoknistych wptywa na zywotnos¢ komorek serca (HCM). W tym celu, zastosowano test
AlamarBlue. Maty nanowldkniste bez oraz z dodatkiem nanoczastek magnetycznych
umieszczono w specjalnie zaprojektowanych uchwytach z poliweglanu. Dzigki temu komorki
nie byly wyptukiwane podczas hodowli 1 cyklicznych wymian medium hodowlanego.
Zastosowane uchwyty mialy tez wymiary umozliwiajace ich umieszczenie w standardowych

dotkach ptytki 24-dotkowej, przy czym powierzchnia wzrostu komorek odpowiadala
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powierzchni w ptytce 96-dotkowej. Pozwolito to na zachowanie poréwnywalnych warunkow
hodowli, a jednoczeénie utatwito wykonywanie pomiaréw. Wyniki testu AlamarBlue wykazaly
wzrost zywotnosci kardiomiocytdéw hodowanych na matach nanowtoknistych z dodatkiem
nanoczastek magnetycznych (Rycina 23 A). Po siedmiu dniach hodowli zywotnos$¢ komorek
HCM wzrosta o ok. 1,1 w porownaniu do mat nanowldknistych bez nanoczastek. Dodatkowo,
barwienie komorek przy uzyciu kalceiny-AM (zielone komoérki - zywe) i jodku propidyny
(czerwone komorki - martwe) potwierdzito zarowno wysoka zywotno$¢ komorek (Rycina 23
B). Wykazano wigc, ze dodatek nanoczastek magnetycznych nie tylko nie dziata toksycznie,
lecz roéwniez sprzyja wzrostowi zywotnosci kardiomiocytéw. Sktonito to do dalszych analiz
wlasciwoscei fizykochemicznych wytworzonych mat nanowtdknistych. Pomiar kata zwilzania
(Tabela 3) wykazal, ze po dodaniu nanoczastek magnetycznych maty staja si¢ nieznacznie
bardziej hydrofobowe, co poczatkowo mogloby sugerowaé¢ mniej korzystne warunki dla
adhezji komorkowe;j. Jednak analiza potencjatu zeta wykazala istotnie bardziej ujemny tadunek
powierzchni w matach zawierajacych nanoczastki (44,7 mV) niz bez nanoczastek (40,2 mV).
Taka zmiana tadunku moze sprzyja¢ adhezji kardiomiocytow, gdyz komorki lepiej oddziatuja
z nieco bardziej anionowg powierzchnig materiatu. Obserwacje mikroskopowe potwierdzity
ponadto, ze intensywno$¢ fluorescencji wtdkien zawierajacych nanoczastki jest stabsza niz w
przypadku mat kontrolnych. Ostatecznie stwierdzono, ze otrzymane wyniki potwierdzaja

mozliwos¢ wykorzystania mat nanowtoknistych w dalszych etapach badan.

Bez MNPs Z MNPs
A 40 B

= PU x
35| m PU+MNPs
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Rycina 23 A) Zywotnos¢ komérek HCM na poliuretanowych matach nanowldknistych z nanoczgstkami
magnetycznymi (MNP) i bez nich, n > 4, gwiazdki oznaczajq p < 0,05. B) Obrazy HCM w 1, 3 i 7 dniu hodowli na
matach nanowloknistych bez i z MNP. Roznicowe barwienie HCM za pomocg CAM (Zywe komorki — zielone) i Pl
(martwe komorki — czerwone).
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Tabela 3 Wartosci powierzchniowego potencjatu zeta i kqt zwilzania dla nanowlokien z dodatkiem i bez dodatku

nanoczgstek magnetycznych. Gwiazdki oznaczajg p < 0,05.

Powi hni tencjal zet
owierze nu;vl:l);] [])0 encjal zeta Kat zwilzania [°]
PU 40,2+1,6* 128,22+1,17
PU + MNPs 44,7+1,3* 130,86+1,95

Dojrzewanie kardiomiocytow

W kolejnej czg$ci badan skupiono si¢ na wplywie dziesigciodniowej stymulacji
mechanicznej z wykorzystaniem zmiennego pola magnetycznego na kardiomiocyty (HCM)
hodowane na matach nanowldknistych. Zatozono, Ze zastosowanie mat nanowldknistych
z nanoczastkami magnetycznymi w potaczeniu ze zmiennym polem magnetycznym wywola
deformacj¢ witokien, co w konsekwencji moze nasila¢ proces dojrzewania komodrek serca.
W tym celu, przygotowano cztery typy hodowli komodrek: na matach nanowtoknistych bez
MNPs, matach nanowldoknistych bez MNPs poddanych stymulacji magnetycznej, matach
nanowtoknistych z dodatkiem nanoczastek magnetycznych oraz matach nanowtoknistych
z dodatkiem nanoczastkek magnetycznych poddanych stymulacji magnetycznej. Komorki
HCM hodowano przez dziesi¢¢ dni na wymienionych podtozach w warunkach opisanych
wczesniej. Po uplywie tego czasu przeprowadzono analize dojrzewania komorek, ze
szczegdlnym uwzglednieniem analizy bialek charakterystycznych dla komorek serca
(Troponiny T 1 MYH6). Uzyskane wyniki wskazaty, ze dodatek nanoczastek magnetycznych
do mat nanowtoknistych nie wptywat w istotny sposob na wzrost poziomu biatek, podobnie jak
zastosowanie wytgcznie zmiennego pola magnetycznego w przypadku maty bez MNPs. Jednak
zastosowanie mat nanowtoknistych z dodatkiem nanoczastek magnetycznych oraz zmiennego
pola magnetycznego prowadzito do wyraznego wzrostu poziomu Troponiny T (2,72 razy
wyzsza) oraz MYH6 (1,45 razy wyzsza) w poroOwnaniu do kontroli (hodowli na matach
nanowtoknistych bez dodatku nanoczastek magnetycznych i zmiennego pola magnetycznego).
Sugeruje to, ze mechaniczna deformacja wtokien wywolana stymulacja magnetyczng moze
przyspiesza¢ dojrzewanie kardiomiocytéw. Uzyskane warunki mogg w pewnym stopniu
nasladowa¢ warunki in vivo, stymulujac komoérki do wzrostu poziomu bialek waznych
w procesie formowania dojrzatych komorek serca. Wyniki ilosciowe pomiaréw przedstawiono

na wykresie (Rycina 24), gdzie mozna zaobserwowac¢ zmiany w poziomie Troponiny T1 MYH6
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(kolor zielony) w komorkach hodowanych na omawianych matach nanowldknistych
w obecno$ci lub braku zmiennego pola magnetycznego. Otrzymane wyniki pozwalaja
wnioskowaé, iz wykorzystanie magnetycznych mat nanowtoknistych oraz zmiennego pola
magnetycznego moze skutecznie indukowa¢ mechaniczne bodzce niezbedne do pobudzenia

dojrzewania komorek a serca.

36 - . '
BcTnT T % '
BEMYH6 "

Wzgledna intensywnos$¢
fluorescenciji [-]

Stymulowane  Stymulowane
=EAlNFe  Elibe bez MNPs z MNPs

Rycina 24 Wyniki zmian poziomu w biatek charakterystycznych dla komorek serca po 10-dniowych hodowlach na
matach nanowitoknistych bez oraz z dodatkiem nanoczgstek magnetycznych (MNP) po i bez zastosowania pola
magnetycznego, n > 4, gwiazdki oznaczajq p < 0,05. Barwienie: troponina T i MYH 6 (sprzezone z Alexa Fluor

488 — komorki zielone). Hoechst 33342 — kolor niebieski. (Skala 30 um).

9.1.4 Podsumowanie i dyskusja wynikow

W ramach badan opisanych w powyzszym rozdziale wytworzono maty nanowtokniste
z poliuretanu (PU) metodg rozdmuchu roztworu polimeru bez oraz z dodatkiem nanoczastkek
magnetycznych (Fe;O4). Gléwnym celem tej czgsci rozprawy byto uzyskanie materialow
wspierajacych wzrost kardiomiocytéw oraz umozliwiajacych ich mechaniczng stymulacje za
pomoca zmiennego pola magnetycznego, co wptywa¢ moze na dojrzewanie komorek serca.
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Istniejg prace, w ktorych nanowldkna z dodatkiem nanoczastek magnetycznych byty
wykorzystywane jako podtoze do hodowli, m.in. komoérek kostnych [132—134]. Jednak nalezy
zaznaczyC, ze wiekszo$¢ prac, w ktérych wykorzystywano materialy nanowtokniste byta
wytwarzana metodg elektroprzedzenia [135—141]. W niniejszych badaniach potwierdzono, ze
wprowadzenie nanoczastek magnetycznych do mat nanowldknistych zwicksza zywotnos¢
komoérek HCM po 7 dniach hodowli. Podobne wyniki uzyskano w hodowli prowadzonej na
nanowtoknach, ale z zastosowaniem innych z linii komérkowych [67,142]. Potencjalng
przyczyng wzrostu zywotnosci komoérek moze by¢ lepsza penetracja biatek w strukture mat
nanowloknistych, indukowana m.in. zmiang wartosci potencjalu zeta (o 4,5 mV) 1 wigksza
chropowato$cig powierzchni [143]. Zwigkszona chropowato$¢ powierzchni widkien zapewnia
wicgkszg liczbe miejsc adhezji oraz adsorpcji biatek [144]. To z kolei, sprzyja¢ moze lepszej
adhezji kardiomiocytow do powierzchni mat. Dodatkowa zaleta jest wyrazne obnizenie
autofluorescencji mat nanowtoknistych po wprowadzeniu nanoczastek do ich struktury, co
utatwia m.in. obserwacje mikroskopowe. Opracowane materialty widkniste umozliwiaty
zastosowanie zmiennego pola magnetycznego do mechanicznej stymulacji komorek serca
hodowanych na matach nanowtoknistych, poprzez odksztalcenia mat. Zaobserwowano wzrost
poziomu biatek charakterystycznych dla serca (m.in., Troponiny T oraz MYH6) w hodowli
prowadzonej na matach o wlasciwosciach magnetycznych poddawanym stymulacji.
Wskazywa¢ to moze na dojrzewanie komorek serca. Podsumowujac, wytworzone maty
nanowtokniste z dodatkiem nanoczastek magnetycznych stanowig obiecujace podloze do
hodowli i stymulacji kardiomiocytow. Mozliwos¢ indukowania cyklicznej deformacji widkien
dzigki zastosowaniu zmiennego pola magnetycznego otwiera droge do dalszych zastosowan
opracowanych mat w badaniach nad komoérkami serca. Warto podkresli¢, ze opracowane
biomateriaty stanowi¢ moga modele in vitro wykorzystywane w badaniach nad nowymi lekami
czy terapiami komoérkowymi, lepiej nasladujac naturalne warunki mikrosrodowiska serca.
Wyniki przedstawione w ramach tego etapu badan staly sie¢ przedmiotem zgloszenia

patentowego oraz publikacji naukowe] w czasopi$mie Polymer Testing [145].

9.2 Mikrosystem do hodowli komorek serca oraz symulacji niedotlenienia

Jednym z kluczowych wyzwan w badaniach nad komorkami serca jest odtworzenie
w warunkach in vitro natywnego mikrosrodowiska tkanki serca, w ktérym kardiomiocyty nie
tylko otrzymuja odpowiednie bodzce mechaniczne i biochemiczne, lecz takze moga by¢

utrzymywane z ograniczonym dostgpem tlenu. W poprzednim rozdziale skoncentrowano si¢ na
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wytworzeniu 1 charakteryzowaniu mat nanowtoknistych jako podtoza do hodowli
kardiomiocytow. Wykazano, ze wlasciwa topografia wtokien, a takze mozliwo$¢ wykorzystania
ich do mechanicznej stymulacji, maja istotne znaczenie dla wzrostu i dojrzewania komorek
serca. Kolejnym etapem badan bylo opracowanie metodyki hodowli komorek serca
w warunkach niedotlenienia (hipoksji), ktora odgrywa kluczowa role¢ w rozwoju wielu schorzen
uktadu sercowo-naczyniowego. W zwiagzku z tym, jako cel tego etapu badan postawiono
wytworzenie mikrosystemu przeplywowego, zintegrowanego z matami nanowldknistymi
z poliuretanu do hodowli kardiomiocytow 1 symulacji niedotlenia. Wytworzono taki
mikrosystem 1 przeprowadzono w nim hodowle komoérek serca w warunkach hipoksji oraz
normoksji. W badaniach zastosowano szczurze kardiomioblasty (H9c2) oraz pierwotne ludzkie
kardiomiocyty (HCM). Zalozono, ze proponowane rozwigzanie pozwoli nie tylko na ocen¢
wptywu podtozy nanowldknistych na komorki serca, lecz takze na analize wzrostu komorek
serca w warunkach niedotlenienia. Zastosowanie nie tylko mat nanowldknistych, ale réwniez
warunkéw przeptywowych jako czynnikéw wspomagajacych nasladowanie mikrosrodowiska
tkanki serca, pozwoli¢ moze na uzyskanie modeli komérkowych zblizonych do warunkow

in vivo.

9.2.1 Geometria mikrosystemu I

W pierwszym etapie zaprojektowano i1 wykonano mikrosystem o caltkowitych
wymiarach 66 mm x 96 mm x 11 mm. Mikrosystem sktadat si¢ z trzech warstw: dolnej 1 gornej
wykonanych z poliweglanu (PC) oraz warstwy $rodkowej z PDMS (Rycina 25 A). Dolna
warstwa PC zawiera pi¢¢ niezaleznych mikrokanalow (kazdy o szerokosci 300 um), z ktérych
w kazdym sg trzy mikrokomory hodowlane. W kazdej mikrokomorze wykonano mikrokolce
(14 sztuk) w ksztalcie stozkow, o wysokosci 1,68 mm 1 $rednicy podstawy 1 mm. Umozliwiajg
one unieruchomienie mat nanowtoknistych i tym samym zapewniaja komérkom miejsce do
trojwymiarowego wzrostu. Dodatkowo, kazda mikrokomora zostata tak zaprojektowana, aby
komorki rozmieszczaty si¢ rownomiernie na macie nanowtoknistej, czemu sprzyja réwniez
obecno$¢ trzech struktur (wysokos¢ 500 pm) zapobiegajacych zapadaniu si¢ mat
nanowtoknistych (Rycina 26). Warstwa $rodkowa wykonana z PDMS, stanowi warstwe
uszczelniajaca oraz odpowiada za wymiane gazowa w mikrosystemie. Gorng warstwe z PC
wyposazono natomiast w otwory, ktére w wybranych kolumnach kanaléw pozwalaja na kontakt
z otoczeniem, utrzymujac warunki normoksji, a w pozostatych stanowig potaczenie dla
wkrecanych szybkoztaczek pneumatycznych (gwint M6), przez ktére wprowadzany byt azot,
wywolujacy warunki niedotlenienia. Dzigki temu w jednym uktadzie mozliwe bylo
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jednoczesne prowadzenie hodowli komorek w strefie normoksji oraz w strefie hipoksji (Rycina
25 B). Tak zaprojektowana geometria mikrosystemu umozliwia takze wprowadzenie zawiesiny
komorkowej oraz pozywki hodowlanej przez niezalezne wloty w kazdym z pigciu
mikrokanaléw, a nastepnie odprowadzanie tych mediow do wspolnego wylotu. Na

Rycinie 25 B przedstawiono zdjecie wykonane mikrosystemu I.

A B L 1PC

PC (gérna warstwa, potaczenie wezykow |
doprowadzajgcych media, | P D M S

kanaly hipoksyjne) . Normoksja
B R -3
B Hipoksa I B
S0
I s
Sttt/ =5
PDMS (uszczelnienie, dqstarczanie \l . - l/ .!}l g ;
Yenudohodows) >< Mikrokolce Mikropodpory Z
T E
o
N\E3z
[ \&§
| | [25
imms 111 U 53
Maty nanowtékniste =~ Medium hodowlane =

PC (dolna warstwa,
mikrostruktury, umiejscowienie
mat nanowliénistych)

Rycina 25 A) Schemat mikrosystemu i skladajgcego si¢ z 3 warstw poliweglan(PC), polidimetylosiloksan (PDMS)
oraz poliwegglan (PC). B) Schemat mikrosytsemu i ilustrujgcy strefe hipoksji (niski poziom tlenu) i normoksji (21%
- poziom tlenu).
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Rycina 26 A) Schemat mikrokomory hodowlanej w mikrosystemie I, z elementami takimi jak mikrokolce i struktury
do umieszczenia poliuretanowych (PU) mat nanowtoknistych. B) Zdjecie wykonanego mikrosystemu I.

Podczas opracowywania mikrosystemu zwrocono szczegdlng uwage na dobor
parametréw frezowania poliweglanu, tak by ograniczy¢ chropowato$¢ powierzchni i uzyskaé
dobra szczelno$¢ catej konstrukcji. Badania w zakresie predkosci obrotowej wrzeciona
(2000 — 6000 RPM) wykazaty, ze wyzsze wartosci podnoszg chropowato$¢ powierzchni, co
mogloby utrudni¢ obserwacje mikroskopowe. Wybrano zatem predkos¢ 2000 RPM, ktéra
pozwalata osiggna¢ chropowato$¢ na poziomie 0,3 um (Rycina 27 A, B). Gtadka powierzchnia

warstwy PC ulatwiata obserwacj¢ komorek rosngcych w komorach hodowlanych oraz
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ogranicza ryzyko uszkodzenia hodowli na skutek niepozadanych naprezen mechanicznych.
Waznym etapem projektowania mikrosystemu bylo réwniez dostosowanie warunkow
przeplywu w mikrokomorach, tak by zapewni¢ mozliwie roéwnomierny rozktad komorek
1 naprgzen $cinajacych. W tym celu, wykonano modelowanie numeryczne z wykorzystaniem
oprogramowani ANSYS (Rycina 27 C), ktore pomoglo ustali¢ geometri¢ mikrokanatow
i mikrokomoér hodowlanych. Na podstawie symulacji numerycznej ustalono wymiary
mikrokomdr zapewniajace roOwnomierne rozprowadzenie zawiesiny komodrkowej na maty
nanowlokniste. Zaprojektowany rozktad mikrokomor jest kompatybilny z rozmieszczeniem
dotkow w standardowej plytce 96-dotkowej, co umozliwia wykonywanie pomiaréw za pomoca

czytnika ptytek wielodotkowych bezposrednio w opracowanym mikrosystemie.
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Rycina 27 A) Zdjecie dolnej warstwy mikrosystemu przeplywowego. B) Optymalizacja predkosci obrotowej
wrzeciona. Zaleznosé¢ roznych predkosci wrzeciona od chropowatosci powierzchni. Rz oznacza Sredniq pigciu
najwyzszych szczytow i najnizszych dolin mierzonych na okreslonej diugosci, odzwierciedlajgc chropowatosé
powierzchni, podczas gdy Ra jest srednig arytmetyczng wartosci bezwzglednych odchylen profilu od linii sredniej
mierzonej na okreslonej diugosci, wskazujqc teksture powierzchni. C) Numeryczna symulacja predkosci przeptywu

i naprezenia scinajgcego w mikrokomorze hodowlanej (I 1-7- kolejne iteracje symulacji).

Tak wytworzony mikrosystem umozliwial prowadzenie hodowli komorek serca
w warunkach niedotlenienia i normoksji. Dodatkowo, wykorzystanie mat nanowtoknistych
jako troyjwymiarowego podtoza 1 warunkoéw przeptywowych sprzyja¢ miato lepszemu
odwzorowaniu warunkow in vivo. Jednoczesne wytworzenie strefy normoksji 1 hipoksji
(odpowiednio trzy oraz dwa kanaly) w jednej konstrukcji mikrosystemu umozliwia¢ miato
porownanie w czasie rzeczywistym wptywu warunkow hodowli na zywotno$¢ oraz aktywnos¢
komorek serca. Kontrolowana wymiana gazowa i precyzyjnie dobrana geometria mikrostruktur

zapewnia¢ miaty stabilne warunki hodowli, co w dalszych etapach badan byto potwierdzane.
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9.2.2 Hodowla komorek serca w mikrosystemie I

W opracowanym mikrosystemie [ przeprowadzono wielodniowg hodowle komoérek
serca H9c2 oraz HCM. Analizowano zywotno$¢ i morfologie komorek hodowanych
w mikrosystemie I w mikrokomorach zaréwno bez jak i z matami nanowldknistymi
z poliuretanu (PU). Wykazano wysoka zywotno$¢ zaréwno komoérek H9c2, jak i HCM do
siodmego dnia hodowli (Rycina 28 A). Dzi¢ki temu potwierdzono, ze maty nanowtokniste oraz
dynamiczne warunki hodowli nie wywoluja negatywnego wptywu na zywotnos¢ komorek.
Dodatkowo, obserwowano zmiane morfologii komoérek hodowanych w mikrokomorach
z matami nanowltoknistymi. Komorki miaty wydtuzony, wrzecionowaty ksztalt, typowy dla
komoérek miesniowych (Rycina 28 A). Ponadto zaobserwowano, ze obecno$¢ mat
nanowtoknistych w potaczeniu z przeptywowymi warunkami hodowli w mikrosystemie I,
w istotny sposob wptyngta na utozenie komoérek HCM. W mikrokomorach hodowanych
zmatami nanowloknistymi komoérki rosly roéwnolegle utozone wzgledem siebie oraz
nanowtokien tworzacych maty nanowtoniste. Procent komoérek utozonych réwnolegle
(w zakresie -15° do 15°) wzrost w ciggu 7 dni z ok. 33% do ponad 70% (Rycina 28 B). Taka
organizacja komorek jest szczegdlnie korzystna, ze wzgledu na to, ze w tkance serca
przestrzenne utozenie kardiomiocytéw warunkuje prawidlowa komunikacje komorkowa
i przeptyw sygnatow. Tak wyrazny wzrost ukierunkowania nie zostal zaobserwowany
w hodowli prowadzonej w makroskali po 3 oraz 7 dniach, procent komorek utozonych
rownolegle wynosit ok. 33%. Z kolei komorki H9c2 nie wykazywaty tak wyraznego
uporzadkowania. Sugerowac to moze, ze komoérki HCM, o dojrzalszym fenotypie, chetniej
wzrastaja w sposob uporzadkowany. A warunki hodowli zapewnione w mikrosystemie
zintegrowanym z matami nanowtoknistymi temu sprzyjaja. Podsumowujac, wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze mikrosystem zintegrowany z matami nanowtoknistymi z PU
zapewnia dlugotrwate utrzymanie wysokiej zywotnosci komorek serca oraz sprzyja bardziej
fizjologicznemu utozeniu kardiomiocytow. W zwigzku z tym, w kolejnych etapach badan

wykorzystywano mikrosystem do analizy wplywu hipoksji na komorki serca.
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Rycina 28 A) Zywotnosé komdrek H9c2 i HCM hodowanych w mikrosystemie 1. Barwienie komorek H9c2 i HCM
za pomocq testu CAM/PI. Zywe komorki (kolor zielony), czerwone komorki (kolor czerwony) B) Ulozenie komorek
HY9c2 i HCM hodowanych w mikrosystemie zintegrowanym z matami nanowitoknistymi. Kierunek wzrostu komorek

okreslono, przyjmujqc orientacje nanowlokien jako 0°.
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9.2.3 Ocena warunkow niedotlenienia w mikrosystemie I

W kolejnym etapie badan, mikrosystem I zostat wykorzystany do uzyskania w nim
warunkow hipoksji. W tym celu, wykorzystano folie tlenoczute (PtTFPP, ang. platinum(Il)
meso-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin), ktéore umozliwiaja monitorowanie dynamiki
zmian stezenia tlenu dzicki pomiarowi intensywnosci fluorescencji. W pierwszym etapie
przygotowano dwuwymiarowa mape¢ intensywno$ci fluorescencji, co pozwolito ustali¢
maksima fluorescencji 1 dobra¢ optymalne dtugosci fal wzbudzenia oraz emisji (Rycina 29 A).
Nastepnie, w oparciu o wyznaczone piki ze wspomnianej mapy 2D, przystapiono do kalibracji
folii tlenoczutych. Tak jak opisano w metodyce pracy, foli¢ umieszczano pomigdzy dwiema
warstwami PDMS, kazda o grubo$ci 5 mm. Zastosowanie takiej grubosci warstwy PDMS
zapewniato odpowiednig dyfuzje tlenu, co pozwalalo przeprowadza¢ pomiary do 10 min po
wyjeciu  probki z kontrolowanej atmosfery. Tak przygotowane warstwy PDMS,
z umieszczonymi pomi¢dzy nimi w foliami tlenoczutymi, inkubowano w komorze hipoksyjnej
przez 24 h w pigciu roznych stezeniach tlenu: 1%, 6%, 11%, 16% oraz 21%. Umozliwito to
uzyskanie krzywej kalibracyjnej, opisujacej zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od st¢zenia

tlenu (R? = 0,9824) (Rycina 29 B).
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Rycina 29 A) Widmo wzbudzeniowo-emisyjne folii tlenoczulej, z pomiarami przeprowadzonymi w zakresie dtugosci
fal wzbudzenia od 300 do 670 nm i dlugosci fal emisji od 330 do 700 nm. B) Krzywa kalibracyjna dla w folii
tlenoczutej.

Po zakonczeniu etapu kalibracji wykonano eksperyment, umozliwiajacy uzyskanie
warunkéw niedotlenienia w opracowanym mikrosystemie 1. Zestaw hipoksyjny sktadat si¢
zbutli ze sprezonym azotem, we¢za doprowadzajacego azot, nawilzacza powietrza z ptyta

grzejng, plyty grzewczej z umieszczonym na niej mikrosystemem oraz rotametru
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kontrolujgcego przeptyw azotu (Rycina 30 A). Tak skonfigurowany zestaw pozwatal na
wytworzenie w mikrosystemie strefy hipoksji i normoksji (Rycina 30 B). Przeptyw azotu przez
wybrang strefe mikrosystemu powodowat obnizeniem stezenia tlenu do ok. 5% w ciggu 30 min,
a po kolejnych 30 min niemal do 0% (Rycina 30 C). Réwnocze$nie, w strefie normoks;ji nie
dochodzito do zmian zawarto$ci tlenu, co potwierdza mozliwo$¢ prowadzenia w mikrosystemie

I jednoczesnej hodowli w roznych warunkach natlenienia.

Butla z sprezonym Przeplyw azotu ze
azotem stabilizacja temperatury
Y
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Rycina 30 A) Schemat skonstruowanego zestawu do hipoksji, w tym butla z azotem (1), nawilzacz z grzejng plytq
1 (2), grzejna plyta 2 z termostatem (3) oraz rotametr (4). B) Schemat mikrosystemu i oraz metoda umieszczania

folii tlenoczulej. C) Wykres pokazujgcy zmiang stezenia tlenu w mikrosystemie I w funkcji czasu.

Przeprowadzona kalibracja folii tlenoczutych 1 zastosowanie kontrolowanego
przeplywu azotu przez mikrosystem potwierdzil mozliwo$¢ obnizenia st¢zenia tlenu do
warto$ci niemalze zerowej w wybranych strefach mikrosystemu. Dodatkowo, precyzyjne
monitorowanie intensywnos$ci fluorescencji daje wiarygodne dane na temat zmian st¢zenia
tlenu w mikrosystemie w czasie. Taka kontrola pozwalata na jednoczesne prowadzenie hodowli
w strefie normoksji i hipoksji. W kolejnych etapach badan sprawdzono wptyw warunkéw

hipoksji na komorki serca hodowane w mikrouktadzie.

9.2.4 Badanie wplywu warunkéw niedotlenienia na komérki serca hodowane

w mikrosystemie I

Opisany w poprzednim podrozdziale zestaw do hipoksji postuzyt do badan

z wykorzystaniem materiatu komorkowego. W badaniach zastosowano komoérki HCM, ktore
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wysiano w mikrosystemie I. Nastepnie, poddano je hodowli w warunkach niedotlenienia przez
3, 5 oraz 7 h. Analiza poziomu ATP (Rycina 31 A) pokazala, ze po 3 h hipoksji nie
zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy w ilosci ATP w pordéwnaniu z kontrolg
(warunki normoksji). Natomiast po 5 i 7 h hodowli komorek w warunkach niedotlenienia
zaobserwowano wyrazny spadek ilosci ATP, odpowiednio 0 47% 1 52% w stosunku do kontroli.
Poniewaz ATP jest kluczowe w wielu procesach zyciowych m.in. w transporcie jondw, syntezie
biatek oraz regulacji skurczu, jego spadek moze powodowaé zaburzenia tych funkcji.
W przypadku komorek serca moze to powodowac arytmie czy niewydolno$¢ serca. Dlatego tez
badania, ktére wyjasniajg wplyw niedotlenienia na komorki serca oraz opracowanie narzedzi

wykorzystywanych do tego typu badan, maja istotne znaczenie.

Przeprowadzono réwniez analize¢ ekspresji wybranych genow tj. MAP4K, TNNT2,
SERCA i SCN5A4 (Rycina 31 B). MAP4K uczestniczy w regulacji stresu oksydacyjnego, TNNT2
odpowiada za generowanie sily skurczu migénia sercowego, SERCA odgrywa kluczowa role
w recyrkulacji 1 magazynowaniu jondw wapnia, a SCN5A reguluje prace kanatow sodowych
w komorkach migénia sercowego, wptywajac na rytm serca. Zaobserwowano spadek ekspresji
tych genéw po 5 h hodowli w warunkach niedotlenienia. Obnizenie ekspresji tych genéw moze
wywolywa¢ niepozadane zmiany funkcjonowania kardiomiocytow. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze opracowany mikrosystem skutecznie odtwarza warunki niedotlenienia,
prowadzac zaréwno do spadku poziomu ATP, jak i zaburzen ekspresji genéw kluczowych dla
prawidlowego funkcjonowania migénia sercowego. Tym samym stanowi warto$ciowy model

do badania stano6w patologicznych kardiomiocytow in vitro.

L » W Hif-1a @ MAP4K [ TNNT2 [ SERCA2 [ SCN5A

1.2
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Wzgeedny poziom ATP[-]

0.6

Wzgledna zmiana ekpresji genow [-]
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3h 5h

Rycina 31 A) Zmiany wzglednego poziomu ATP po 3, 5 i 7 h hodowli komorek w mikrosystemie warunkach
niedotlenienia oraz normoksji. B) Zmiana ekspresji genow po 3 i 5 h niedotlenienia n>5, p <0,05.

9.2.5 Podsumowanie i dyskusja wynikow

W ramach tego etapu badan z powodzeniem zaprojektowano 1 wytworzono mikrosystem

I, umozliwiajacy jednoczesng hodowle komorek serca zarowno w warunkach normoksji jak
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1 hipoksji. W literaturze wyroznia si¢ kilka typow hipoksji (m.in. hipoksja hipoksemiczna,
anemiczna czy cytotoksyczna), z ktorych kazda charakteryzuje si¢ odmiennym wptywem na
tkanki — dlatego tak istotne jest precyzyjne odwzorowanie warunkéw in vitro [146,147].
Klasyczne komory hipoksyjne lub modele zwierzg¢ce nie zapewniajg mozliwosci prowadzenia
rownolegltych hodowli w warunkach normoksji 1 hipoksji przy zachowaniu stabilnych
parametrow pH i temperatury [148]. Opracowany mikrosystem przeplywowy umozliwia to
przy uzyciu wylacznie kontrolowanego przeptywu azotu, co znaczgco ogranicza rozmiary
aparatury wzgledem tradycyjnych rozwigzan [111,149]. Mozliwe bylo rownoczesne badanie
hodowli komorek w mikrosystemie zintegrowanym z matami nanowtoknistymi. Wykazano ze,
zastosowanie mat nanowtdknistych z PU, nie tylko zapewnia trojwymiarowy wzrost komorek
HCM, ale tez znaczaco poprawiato ich organizacj¢ (réwnolegle utozenie wzglgdem siebie)
[63,150]. Dzigki integracji folii tlenoczutych 1 zestawowi do kontrolowanego przeptywu azotu
uzyskano mozliwo$¢ symulacji warunkéw niedotlenienia. Stgzenie tlenu w obrebie wybranych
kanatow spadato niemal do zera w ciggu godziny, pozwalajac na rownolegle prowadzenie
hodowli w warunkach normoksji i hipoksji. Warto podkresli¢, ze cho¢ w praktyce
laboratoryjnej hipoksje czesto indukuje si¢ chemicznie (np. chlorkiem kobaltu(Il) [151]),
fizyczna redukcja stezenia tlenu zastosowana w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, lepiej
odtwarza realne warunki niedotlenienia mi¢$nia sercowego [152,153]. Pomiary zmian poziomu
ATP, a takze ekspresji gendw kluczowych dla funkcjonowania kardiomiocytoéw, potwierdzity,
ze niedotlenienie wywotuje wyrazne zaburzenia metaboliczne i molekularne, co czyni
opracowany mikrosystem cenng platformg badawcza do wezesnego odwzorowania procesOw
chorobowych migs$nia sercowego. Obserwowane obnizenie ATP koreluje z doniesieniami
o dysfunkcji mitochondrialnej kardiomiocytow w warunkach hipoks;ji [154]. Ponadto, zmiany
ekspresji gendow MAP4K, TNNT2, SERCA i SCN5A potwierdzaja zaburzenia w regulacji stresu
oksydacyjnego, sile skurczu, gospodarce wapniowej 1 przewodnictwie -elektrycznym.
Otrzymane wyniki w duzej mierze potwierdzity wczesniejsze zatozenia, wskazujac przy tym,
ze mozliwo$¢ dynamicznej kontroli zar6wno warunkow przeptywowych jak i stezenia tlenu,
w polaczeniu z wykorzystaniem mat nanowtoknistych, stwarza warunki dobrze
odwzorowujace warunki in vivo. Jednocze$nie nie stwierdzono zadnych niepozadanych
efektow hamujacych wzrost czy funkcjonowanie kardiomiocytéw, co oznacza, ze mikrosystem
wraz z matami nanowltoknistymi moze by¢ z powodzeniem stosowany jako narz¢dzie do
prowadzenia dalszych badan nad modelowaniem schorzen uktadu sercowo-naczyniowego czy

testowaniem nowych terapii. Wyniki przedstawione w ramach tego etapu badan staty si¢
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przedmiotem zgloszenia patentowego oraz publikacji naukowej w czasopismie Sensors and

Actuators B: Chemical [155].

9.3 Opracowanie mikrosystemu do stymulacji mechanicznej

W celu wiernego odwzorowania warunkow in vivo, konieczne jest uwzglednienie
r6znych czynnikéw fizykochemicznych. W poprzednich badaniach wykazano migedzy innymi,
ze stymulacja mechaniczna z wykorzystaniem zewngetrznego pola magnetycznego oraz mat
magnetycznych, moze istotnie wptywa¢ na zywotnos¢ 1 dojrzewanie komorek serca [145].
Dodatkowo, w badaniach wtasnych prezentowanych w poprzednim rozdziale, ale réwniez
w literaturze wykazano, ze warunki przeptywowe wptywaja na organizacj¢ oraz morfologi¢
komorek serca [156]. Dlatego tez, celem kolejnego etapu badan bylo potaczenie powyzszych
czynnikow w hodowlach komorek serca, tzn. zastosowanie magnetycznych mat oraz warunkow
dynamicznych hodowli. Zalozono, ze integracja tych dwodch czynnikéw, tzn. mat
nanowtoknistych o wlasciwosciach magnetycznych i mikrosystemu, umozliwi uzyskanie
bardziej ztozonego modelu komdrkowego, w ktorym mozliwe bedzie prowadzenie stymulacji
komoérek poprzez zastosowanie w warunkach przeptywowych, nie tylko czynnika
strukturalnego, ale takze mechanicznego. W efekcie przyczyni¢ si¢ to moze do petniejszego

odtworzenia fizjologicznego mikrosrodowiska tkanki serca.

9.3.1 Opracowanie mikrosystemu II a zintegrowanego z matami nanowloknistymi

o wlasciwosciach magnetycznych

Opracowany system Heart-on-a-Chip, zintegrowany z matami nanowloknistymi
o wlasciwos$ciach magnetycznych, powstat w odpowiedzi na potrzebg jak najwierniejszego
odtworzenia warunkéw in vivo w hodowli kardiomiocytéw. Wczesniejsze prace badawcze
z wykorzystaniem mat nanowtoknistych wykazaty, ze rownoleghu uktad nanowtdkien sprzyja
réwniez réwnoleglemu ulozeniu komorek oraz ich przestrzennej organizacji, co moze
nasladowa¢ macierz zewnatrzkomorkowa (ECM). Ponadto, zastosowanie nanoczastek
w matach nanowtoknistych pozwala na dodatkowa mechaniczng stymulacje komorek pod
wplywem zewngtrznego, zmiennego pola magnetycznego (Rycina 32 A). Mikrosystem 1l a
sktadat si¢ z pieciu rownoleglych mikrokanatow, co umozliwia uzyskanie réznych warunkow
hodowli w tym samym mikrosystemie. Dzigki takiej geometrii mozliwe jest pordwnanie
wplywu roznych czynnikow 1 warunkéw hodowli na dojrzewanie oraz funkcjonowanie

kardiomiocytow w jednym mikrosystemie. W kolejnych etapach badan mozliwe jest
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prowadzenie wspéthodowli z komoérkami macierzystymi. Mikrosystem II a ztozony byt
z dwoch warstw poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), w ktorych mikrostruktury otrzymano
z wykorzystaniem metody odlewu, w pieczatce frezowanej w polimetakrylanie metylu
(PMMA). Gérna warstwa, o wymiarach 30 mm X 59 mm x 5 mm, zawiera pi¢¢ mikrokanatow
o wysokosci 500 pm 1 szerokosci 500 pum. Mikrokanaly posiadaty otwor wlotowy
(Srednica 1,5 mm) oraz pie¢ otworow wylotowych (kazdy o $rednicy 1,5 mm). Dolna warstwa
z kolei zawierala pige¢ prostokatnych mikrokomoér do umieszczania mat nanowtoknistych
(3mm x 35 mm) (Rycina 32 B). Zalozono, iz tak skonstruowany mikrosystem zapewni
rOwnomierny przeplyw pozywki oraz integracj¢ mat nanowldknistych z 1 bez dodatku

nanoczastek magnetycznych.

A ,

/‘}\ ,\'\ Naprezenia $cinajace
e ~ ~ v
===,
—=0==0=mq_ <—(Heart-on-a-chip)—> Maty
Stymulacja mechaniczna | nanowtokniste |

Wytworzony
faikrosystem lla

Rycina 32 A) Schemat ukazujgcy wybrane mozliwosci symulacji warunkow w mikrosystemach przeptywowych B)
Schemat oraz zdjecie mikrosystemu Il a: gorna i dolna warstwa PDMS wraz z matami nanowtoknistymi.

W kolejnym etapie badan, w celu doboru warunkéw hodowli oraz okreslenia rozktadu
predkosci 1 naprgzen S$cinajacych w mikrostrukturach systemu, wykonano symulacje

komputerowe z wykorzystaniem oprogramowania ANSYS dla wartosci przeplywu rownym
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5, 151 30 pl/min. Naprezenia $cinajagce wynosity odpowiednio 0,004 Pa, 0,019 Pa i1 0,037 Pa
(Rycina 33). Do dalszych badan wybrano predkos$¢ przeptywu rowng 15 pl/min, poniewaz
zapewnialo to rownomierny przeptyw medium przez mikrokanaly i1 jednocze$nie nie
wywotywal wysokiego naprezenia $cinajacego, ktoére mogltoby mie¢ negatywny wplyw na

hodowane komorki.

Przekréj kanatu 15 ul/min

5 pl/min

ptynu [mm/s]

15 pl/min

Predkosc¢ liniowa

VOO0 OOVO0D VOVRO

30 pl/min

Rycina 33 Symulacje przeplywu pokazujqce rozktad medium w mikrosystemie Il a dla roznych predkosci przepbywu
(5, 15 i 30 ul/min) (po lewej) i rozktad medium w mikrokanalach dla predkosci przeptywu 15 ul/min (po prawej).

Nastepnie, za pomocg laserowej mikroskopii konfokalnej LEXT, zbadano zgodnos¢
zaprojektowanych wymiardéw 1 wykonanych mikrostruktur. Mierzono zarowno mikrostruktury
(. wysokos$¢ 1 szeroko$¢ mikrokanatéw na wlocie oraz wylocie oraz wysokos$¢ 1 szerokos¢
mikrokomor) w wykonanej pieczatce PMMA oraz w uzyskanych warstwach PDMS. W kazdym
przypadku zaobserwowano jedynie niewielkie odchylenia od zaprojektowanych wymiarow
mikrostruktur, potwierdzajac wysoka doktadnos¢ procesu ich wytwarzania. Zaprojektowana
wysoko$¢ mikrokanatu wynosita 500 um, podczas gdy wymiary mikrostruktur w pieczatce
PMMA 1 warstwy PDMS wyniosty odpowiednio 483 + 3 pm i 476,5 = 0,3 um. Podobnie,
niewielkie zmiany uzyskano w przypadku szeroko$ci mikrokanatu. Wymiary wynosily
odpowiednio 500 pm, 506,4 £ 3,8 um 1 500,1 £ 2,6 um, dla projektu, pieczatki PMMA
i warstwy PDMS (Rycina 34). W Tabeli 4 przedstawiono szczegdtowe poréwnanie wymiarOw
zaprojektowanych mikrostruktur z odwzorowanymi w pieczatce PMMA 1 warstwie PDMS.
Uzyskane wyniki §wiadczg o duzej powtarzalnosci 1 wysokiej jakosci wybranej metody

wytwarzania mikrostruktur.
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Rycina 34. Zdjecia (wykonane przy uzyciu konfokalnego mikroskopu laserowego LEXT) ilustrujqce odwzorowanie
mikrostruktur pomiedzy pieczqtkqg PMMA a PDMS

Tabela 4 Wymiary wytworzonych mikrostruktur w pieczqgtce PMMA i PDMS. N > 5.

Wymiar P{:::;“ Pieczatka PMMA [pm] PDMS [pm]
wysokos$é mikrokanatu — wlot 500 483+ 3 476.5%0.3
wysokos$¢ mikrokanatu —wylot 500 5052 496 %2
szerokos¢ mikrokanatu — wlot 500 506 x4 500%3
szerokos¢ mikrokanatu —wylot  gq 5104 500 = 1
wysokos$é mikrokomory 300 298 +2 294.3+0.8
szerokos¢ mikrokomory 3000 30008 29798

9.3.2 Dobor warunkow hodowli komorek w mikrosystemie II a

W kolejnym etapie prac przeprowadzono hodowle komorek w opracowanym
mikrosystemie I a. Na Rycina 35 przedstawiono schemat przeprowadzenia eksperymentu
majacego na celu analiz¢ wplywu warunkéw dynamicznych, strukturalnych oraz
mechanicznych na wzrost i dojrzewanie kardiomiocytéw. W pierwszym etapie przeprowadzono

modyfikacje mat nanowldknistych roztworem polidopaminy o st¢zeniu 2 mg/ml w buforze
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Tris-HCI o pH 8,5. Nastepnie przeprowadzono kolejno sterylizacje termiczng, wysiewanie
komorek, stymulacj¢ mechaniczng oraz finalnie analize hodowli komdrkowej. Badano w jaki
sposob modyfikacja roztworem polidopaminy wptywa na wtasciwo$ci mat nanowtdknistych.

Ponadto, dobrano odpowiedni czas wysiewania komorek w mikrosystemie 11 a.

Modyfikacia l' . '['! W BISET Immunobarwienie
polidopaming komarek

1 Dzieﬁ 1 1 |

Dzieri -2 <[ﬁpzmn 0 Dziers 6
SteryllzaCJa _ Stymulac;a

termiczna == mechaniczna .

Rycina 35 Schemat przedstawiajgcy kolejne etapy eksperymentow przeprowadzonych w mikrosystemie Il a.

HO.

NH
HO 2

Modyfikacja roztworem polidopaminy zostata wybrana ze wzgledu na wiasciwosci
polidopaminy, ktére zwigkszaja hydrofilowo$¢ powierzchni, dzigki czemu poprawiajg adhezje
komorek. W celu oceny zmian morfologicznych 1 fizykochemicznych mat nanowldknistych po
modyfikacji roztworem polidopaminy zastosowano skaningowy transmisyjny mikroskop
elektronowy Hitachi SU8230. W tym celu, probki wysuszono 1 pokryto 10-nanometrowa
warstwa Au-Pd, po czym wykonano 8—10 obrazéw dla kazdej z nich przy przyspieszajacym
napigciu 15,0 kV 1 powigkszeniu 100 000x. Analiza SEM wykazata wyrazng zmiang struktury
powierzchni mat po inkubacji z roztworem polidopaminy. Przeprowadzona modyfikacja
wplyneta na wzrost chropowatosci 1 zmiang wlasciwosci fizykochemicznych mat

nanowtoknistych (Rycina 36).
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Rycina 36 Zdjecia z mikroskopu SEM przedstawiajgce zmiany powierzchni mat nanowloknistych z i bez dodatku
nanoczastek magnetycznych po modyfikacji roztworem polidopaminy.

W  kolejnym etapie badan okreslono czas, niezbgedny do wysiania komorek
w mikrosystemie II a. Zastosowano gesto$é komorkowa wysiewania 3x10° komorek/ml.
W trakcie wprowadzania komoérek do mikrosystemu II a kontrolowano liczbe komorek na
wylocie z mikrosystemu co 2 min. Miato to na celu oceng liczby komorek, ktdre pozostaty na
powierzchni maty nanowtoknistej wewnatrz mikrokanatu. Finalnie wykazano, ze w trakcie
wprowadzania komorek uzyskiwano w  mikrokanale gestos¢ komorek rownag
8,8x10* komoérek/cm? po 2 min. (Rycina 37 A). Gesto$¢ ta odpowiada gestosci
powierzchniowej w hodowli komorek w klasycznych plytkach wielodotkowych. Ponadto,
przeprowadzone symulacje numeryczne w programie ANSYS (Rysunek 36 B) wskazuja, iz
wprowadzanie komorek przez 4, 6, 8 i 10 min moze prowadzi¢ do nadmiernego zageszczenia
komorek, co z kolei moze wptywa¢ na ich obumieranie z powodu ograniczonego dostepu
sktadnikéw odzywczych. W ramach tego etapu badan potwierdzono, ze modyfikacja mat
nanowldknistych roztworem polidopaminy efektywnie zwigksza ich chropowato$¢, a dobrany
czas wprowadzania komoérek zapewnia odpowiednig gesto$¢ powierzchniowa komorek.
Wyniki te stanowily istotng podstawe do kolejnych etapéw badan, w ktorych analizowano

wzrost komorek serca poddawanych dzialaniu stymulacji mechanicznej w mikrosystemie II a.
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Rycina 37 A) Wykres przedstawiajgcy zmiane liczby komorek w mikrokanale w zaleznosci od czasu wprowadzenia
komorek. B) Wyniki symulacji numerycznej (ANSYS) pokazujqcq rozklad komorek w mikrokanale dla roznych

czasow wprowadzania komorek do mikrosystemu.

9.3.3 Hodowla w komorek serca w mikrosystemie II a i stymulacja mechaniczna

W opracowanym mikrosystemie prowadzono hodowle komoérek H9¢c2 oraz iPSC-CM,
ktére poddano stymulacji z wykorzystaniem wczes$niej przygotowanego 1 opisanego
w podrozdziale 9.1.2. generatorze zmiennego pola magnetycznego. Komodrki hodowano
w mikrosystemie, w ktérym podtoze hodowlane stanowily: PDMS, maty nanowtokniste bez
oraz z nanoczastkami magnetycznymi. Mikrosystem II a dodatkowo poddawany byt stymulacji
polem magnetycznym. Celem badan byto okreslenie, czy zastosowane podioza w postaci mat
nanowldoknistych oraz stymulacja polem magnetyczny ma wplywa na zywotnos¢ oraz ulozenie
komorek  hodowanych w  mikrosystemie przeptywowym. Komorki hodowano
w mikrosystemie Il a przez 5 dni, poddawano codziennie stymulacji magnetycznej przez 1 h
z czgstotliwoscia 0,5 Hz (pole magnetyczne o indukcji 1 T). Do oceny Zywotnosci zastosowano
barwienie roznicowe Kalceing-AM (kolor zielony - komorki zywe) 1 jodkiem propidyny (kolor
czerwony - komodrki martwe) w 1., 3. oraz 5. dzien hodowli. Wykazano wysoka zywotnos¢
komorek dla kazdego z badanych podtozy, przez co potwierdzono brak negatywnego wptywu
na komorki zardwno zastosowanej modyfikacji mat, jak 1 stymulacji polem magnetycznym
(Rycina 38A). Jednocze$nie, przeprowadzono analize ulozenia komoérek w zaleznosci od
zastosowanego podtoza. W przypadku komoérek H9¢c2 zauwazono réznice w utozeniu komorek
w zalezno$ci od rodzaju podtoza, na ktorym rosty komorki. W mikrokanatach z PDMS komorki

uktadaly si¢ w sposob przypadkowy i nieregularny, natomiast w mikrokanatach z matami
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nanowloknistymi (zwlaszcza zawierajacych nanoczastki magnetyczne 1 poddane stymulacji
polem magnetycznym) zauwazono wyraznie wydluzony, wrzecionowaty ksztalt komorek.
Ok. 28% komorek uktadato si¢ wzgledem siebie w zakresie -15° do 15° (Rycina 38 B).
Najbardziej rownolegle utozone komorki H9¢2 uzyskano w mikrosystemach zawierajacych
maty nanowtokniste z nanoczastkami magnetycznymi i dodatkowo stymulowanych polem
magnetycznym. W przypadku komorek iPSC-CM, nie obserwowano tak istotnego wptywu
stymulacji na ulozenie 1 morfologie¢ komorek. Zastosowanie wylacznie warunkow
przeptywowych w hodowli komoérek iPSC-CM w mikrokanale z PDMS spowodowato, ze
ok. 40% komorek wykazywalo réwnolegle ulozenie. Zastosowanie mat nanowtoknistych,
zaréwno tych bez jak rowniez z dodatkiem nanoczgstek magnetycznych, dodatkowo wydtuzyto
ksztalt i rownolegle utozenie komorek wzdhuz nanowtokien. Niemniej jednak roznice te nie
byty znaczace w stosunku do hodowli prowadzonej w mikrokanalach z PDMS (Rycina 39 B).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zar6wno rodzaj podloza, jak i stymulacja mechaniczna maja
istotny wplyw na organizacj¢ komorek H9¢2, i w mniejszym stopniu na komoérki iPSC-CM.

Wynika¢ to moze np. z r6znic w typie i dojrzatosci komorek.
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Rycina 38 A) Seria zdje¢ przedstawiajgcych komorki H9c2 w roznych dniach hodowli z i bez stymulacji
mechanicznej. Barwienie komorek kalceing-AM (zielone) i jodkiem propidyny (czerwone). B) Ulozenie komorek
H9¢2 w zaleznosci od zastosowanego podtoza w mikrosystemie 1l a.
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Rycina 39 A) Seria zdje¢ przedstawiajgcych komorki iPSC-CMs w roznych dniach hodowli ze stymulacjq
mechaniczng i bez niej. Barwienie komorek kalceing-AM (zielone) i jodkiem propidyny (czerwone). B) Ulozenie
komorek iPSC-CMs w zaleznosci od zastosowanego podtoza w mikrosystemie II a.
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W kolejnym etapie badan sprawdzono, w jaki sposéb rézne podioza (PDMS, maty
nanowtokniste, maty nanowldkniste z dodatkiem nanoczastek magnetycznych oraz maty
nanowtokniste z dodatkiem nanoczastek magnetycznych i stymulacjg magnetyczng) wplywaja
na zmiang¢ kolokalizacji Troponiny T (TnT), cigzkiego tancucha miozyny 6 (MYHO6) i wtokien
F-aktyny w komorkach H9c2 oraz iPSC-CM. Analizowano czy zastosowanie warunkow
przeptywowych w hodowli oraz stymulacja mechaniczna wspiera¢ beda proces dojrzewania
kardiomiocytow. Warto podkresli¢, ze kolokalizacja F-aktyny i troponiny T moze $wiadczy¢
o bardziej zaawansowanym uformowaniu aparatu kurczliwego w kardiomiocytach. Troponina
T odgrywa kluczowa rolg w regulacji skurczu mig¢énia sercowego, natomiast F-aktyna tworzy
filamenty cienkie, ktore, we wspolpracy z filamentami grubymi (zbudowanymi gléwnie
z miozyny, w tym izoformy MYH6), odpowiadaja za prawidtowe dzialanie sarkomerow
[157,158]. Zbiezne rozmieszczenie tych bialek sugeruje lepsza organizacje strukturalng
komorki 1 wigkszy potencjat do efektywnego generowania sity skurczu, co posrednio moze
swiadczy¢ o wyzszym stopniu dojrzatosci funkcjonalnej kardiomiocytow [159,160]. Na Rycina
40 A i Rycina 41 A przedstawiono przyktadowe obrazy uzyskane z mikroskopu konfokalnego,
po barwieniu immunofluorescencyjnym: Troponina T (kolor zielony), MYH6 (kolor zielony)
oraz F-aktyna (kolor czerwony) dla hodowli w mikrosystemie II a. Z kolei na Rycina 40 B
i Rycina 41 B przedstawiono wartosci wspotczynnikow kolokalizacji Pearsona i Spearmana dla
troponiny T 1 F-aktyny oraz MYH6 1 F-aktyny. Analiza jakosciowa wykazala, ze w kazdym
typie hodowli, komdrki H9¢c2 1iPSC - CM zachowuja prawidlowa morfologi¢ oraz poziom
biatek charakterystycznych dla kardiomiocytow. Ponadto wykazano, ze w przypadku komorek
hodowanych na matach nanowtoknistych z nanoczastkami magnetycznymi 1 poddanych
stymulacji (PU + MNPs stymulowane) wspotczynnik Pearsona dla TnT — F-aktyna i MYH6 —
F-aktyna osiaggat najwyzsze warto$ci sposrod wszystkich badanych typéw hodowli. Dotyczy to
zarowno komorek H9c2, jak rowniez komorek iPSC-CM. Wyrazny wzrost kolokalizacji TnT —
F-aktyny 1 MYH6 — F-aktyny moze sugerowac intensywng reorganizacj¢ cytoszkieletu
komorek, a tym samym dojrzewanie kardiomiocytow [161,162]. Uzyskane wyniki
potwierdzaja wigc, ze zastosowanie mikrosystemu przeptywowego zintegrowanego z matami
nanowtoknistymi z dodatkiem nanoczastek magnetycznych, w potaczeniu ze stymulacja polem
magnetycznym moze istotnie wptywa¢ na przestrzenng organizacj¢ kluczowych biatek
kurczliwych, wspierajac tym samym dojrzewanie funkcjonalne kardiomiocytéw w warunkach

in vitro.
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Rycina 40 A) Zdjecia komorek H9c2 po immunobarwieniu F-aktyny (kolor czerwony), troponiny T (kolor zielony),
MYHG (kolor zielony) i jgdra komorkowe (kolor niebieski). B) Okreslone wspolczynniki kolokalizacji dla
Troponiny Ti F-aktyny oraz MYHG6 i F-aktyny w komorkach H9¢2. N> 5, p < 0,05.
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Rycina 41 A) Zdjecia komorek iPSC-CM po immunobarwieniu: F-aktyng ( kolor czerwony), troponing T (kolor
zielony), MYHG (kolor zielony) i jgdra komorkowe (kolor niebieski). B) Okreslone wspotczynniki kolokalizacji dla
Troponiny T i F-aktyny oraz MYHG i F-aktyny w komorkach iPSC-CMs. N> 5, p < 0,05.
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9.3.4 Podsumowanie i dyskusja wynikow

W badaniach przeprowadzonych w ramach tego etapu, zaprojektowano i wytworzono
mikrosystem II a, umozliwiajacy odtwarzanie mikrosrodowiska tkanki serca dzigki
zastosowaniu mat nanowtoknistych oraz kontrolowanej stymulacji mechanicznej. Roéwnolegle
utozenie wiokien w matach nanowtoknistych wspiera ukierunkowany wzrost i organizacje
kardiomiocytow, nasladujac struktur¢ macierzy pozakomoérkowej serca [69,150,163].
Wprowadzenie nanoczastek magnetycznych do mat nanowldknistych umozliwiato
bezkontaktowa stymulacj¢ mechaniczng przy uzyciu zewnetrznego pola magnetycznego
[145,164,165], co pozwalalo na precyzyjng kontrole odksztalcen widkien. Maty zostaly
dodatkowo pokryte polidopamina, zwigkszajac chropowato$¢ i poprawiajac adhezje komorek
[166]. Mikrosystem II a wykonano z dwoch warstw PDMS z pigcioma rownoleglymi
mikrokanatami, umozliwiajac jednoczesne prowadzenie rdéznych typéw hodowli.
W opracowanym mikrosystemie hodowano komorki H9c2 oraz iPSC-CM, prowadzac
codzienng stymulacj¢ mechaniczng (1 h, 0,5 Hz, ~1 T, 5 dni). Analiza Zywotno$ci komorek
potwierdzita brak negatywnego wpltywu mat i warunkéw stymulacji na komoérki [145,152].
Jednoczesnie w  szczegdlnosci w komorkach H9c2 obserwowano istotny wzrost
ukierunkowania 1 organizacji cytoszkieletu, potwierdzony analiza kolokalizacji biatek
kurczliwych. Podobng tendencje obserwowano takze w komorkach iPSC-CM. Uzyskane
wyniki potwierdzaja postawiong hipoteze, ze architektura podtoza i mechaniczna stymulacja
komorek sprzyjaja organizacji 1 dojrzewaniu kardiomiocytow [167,168]. Wytworzony
mikrosystem pozwala na jednoczesng kontrole przeptywu, bodzcéw mechanicznych oraz
topografii podloza, wpisujac si¢ w najnowsze trendy rozwoju narz¢dzi typu Organ-on-a-Chip
[169-172]. Opracowany mikrosystem moze by¢ wykorzystywany nie tylko do badan
podstawowych nad mechanotransdukcja czy dojrzewaniem komorek, ale w przysztosci
rowniez w modelowaniu patologii serca, testowaniu lekéw czy wspothodowli z komoérkami
macierzystymi [173,174]. Mozliwos¢ dalszych modyfikacji systemu np. przez wprowadzenie
stymulacji elektrycznej, dodatkowo zwieksza jego potencjat aplikacyjny. Podsumowujac,
zaprojektowany mikrosystem II a skutecznie odtwarzat istotne elementy mikrosrodowiska
serca in vitro, pozwalajac na uzyskanie wysokiego poziomu organizacji 1 przezywalnos$ci
kardiomiocytow oraz prowadzenie zaawansowanych badah nad sercem i rozwojem terapii
komorkowych. Wyniki badah przedstawione w powyzszym rozdziale staly si¢ przedmiotem

publikacji naukowej (zgltoszony do recenzji w czasopismie Sensors and Actuators A: Physical).
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9.4 Badanie wplywu niedotlenienia @ na  kardiomiocyty = hodowane

w mikrosystemie przeptywowym II b

W dotychczas przedstawionych wynikach badan opracowano dwa typy mikrosystemow:
mikrosystem I do uzyskania warunkéw hipoksji w wybranych strefach systemu oraz
mikrosystem II a do prowadzenie stymulacji mechanicznej komodrek poprzez dziatanie
zmiennym polem magnetycznym. Zalozono, ze jednoczesne uzyskanie warunkow
niedotlenienia w mikrosystemie oraz zastosowanie w nim mechanicznej stymulacji pozwoli nie
tylko na wierniejsze odwzorowanie mikrosrodowiska warunkow tkanki serca w warunkach
niedotlenienia, ale takze umozliwi rozszerzenie mozliwosci badawczych w zakresie oceny
i wzrostu komoérek w takich warunkach. W niniejszym podrozdziale przedstawiono badania
zwigzane z opracowaniem nowego mikrosystemu do badania warunkéw hipoksji oraz
stymulacji mechanicznej komoérek. Celem tych badan bylo opracowanie rozwigzania, ktore
umozliwi doktadniejsze badanie kardiomiocytéw w warunkach niedotlenienia i poddawania ich
cyklicznym odksztatlceniom mechanicznym. Dzigki temu mozliwe bedzie uzyskanie bardziej
wiarygodnych wynikéw dotyczacych mechanizméw regeneracji oraz opracowania nowych

strategii terapeutycznych, szczego6lnie w przypadku niedokrwienia mig¢$nia sercowego.

9.4.1 Geometria mikrosystemu II b

W ramach tego etapu badan a opracowano geometri¢ mikrosystemu I1 b, w taki sposéb,
aby mozliwe byto w prowadzenie hodowli komorek iPSC-CMs oraz iPSC w kontrolowanych
warunkach hipoksji 1 normoksji. W oparciu o mikrosystem II a, zaproponowano geometri¢
mikrosystemu II b (Rycina 42 A,B,C). Proponowany mikrosystem skladatl si¢ z dwoch warstw
PDMS: dolnej warstwy zawierajacej 6 mikrokomor (35 mm x 3 mm x 0,3 mm), zintegrowanych
z matami nanowltoknistymi 1 gornej warstwy zawierajacej mikrokanaty (0,5 mm x 0,5 mm)
z wlotem 1 wylotami. W poréwnaniu do mikrosystemu II a zwigkszono liczbg mikrokomor,
w ktorych umieszczono maty nanowtokniste o wlasciwosciach magnetycznych. Trzy
z mikrokomor hodowlanych stanowity strefe hipoksji, a trzy strefe normoksji. Gtownym
materiatem konstrukcyjnym mikrosystemu II b byt PDMS, charakteryzujacy si¢ stosunkowo
wysoka przepuszczalno$cig dla gazoéw, dlatego tez konieczne byto ustalenie odleglo$ci miedzy
strefami hipoksji i normoksji, co miato zapobiec niekontrolowanemu przenikaniu tlenu
pomiedzy tymi strefami. W tym celu, przeprowadzono seri¢ symulacji w programie ANSY'S,
uwzgledniajac odstgpy pomiedzy strefami rowne 9, 13,5, 18, 22,5 1 27 mm, odpowiadajace

rozmieszczeniu dotkéw w standardowej plytce 384-dotkowej (Rycina 42). Wyniki symulacji
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wykazaty, ze $rednie stezenie tlenu w strefie hipoksji 1 normoksji dla odstepu 9 mm wynosito
odpowiednio 1,9% + 1,5% oraz 19,3% =+ 1,4%. Dla kolejnych odstgpoéw uzyskano nastgpujace
wartosci: dla 13,5 mm - 1,1%+0,9% 1 20,2%+0,7%; dla 18 mm - 0,6%=+0,5%
120,4% + 0,5%; dla 22,5 mm — 0,3%+0,3% i 20,7%+0,3%; a dla 27 mm — 0,2% + 0,2%
120,8% £0,2% (Rycina 41 E). Ostatecznie wybrano odleglo$¢ rownag 22,5 mm, poniewaz
zapewniala ona wysoka jednorodnos¢ rozktadu tlenu i kompaktowa konstrukcje mikrosystemu.
Wytworzona warstwa z PDMS oraz pieczatka z PMMA, zostaly poddane pomiarom przy
uzyciu mikroskopu LEXT, w celu weryfikacji wymiaréw wytworzonych mikrostruktur (Rycina
42 D). Analiza wykazata jedynie niewielkie roznice pomi¢dzy wymiarami projektowymi, oraz
wymiarami mikrostruktur w pieczatce i gotowego odlewu PDMS. Potwierdzito to wysoka
precyzje zastosowane] metody wytwarzania. Przykladowo, szeroko$§¢ mikrokanatu
i mikrokomory w gotowym odlewie PDMS wynosity odpowiednio 495,0+1,5 um
12930+ 6 um, podczas gdy w projekcie bylo to odpowiednio 500 um 13000 pm. Tak
zaprojektowany i zweryfikowany mikrosystem Il b zostal wykorzystany w dalszych etapach
badan.
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Rycina 42 A) Schemat mikrosystemu Il b w rzucie z gory. B) Zdjecie wykonanego mikrosystemu II b. C) Schemat
przekroju mikrokomory i mikrokanatu przeplywowego. D) Obrazy mikrostruktur wykonane w pieczqtce z PMMA
i warstwie PDMS. E) Symulacje numeryczne stezenia tlenu w mikrosystemie II b w zaleznosci od odleglosci
pomiedzy strefami hipoksji i normoksji.
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Rycina 43 A) Schemat warstw kartridza umozliwiajgcego prowadzenie hodowli w warunkach hipoksji. B) Schemat
przekroju poprzecznego kartridza z zaznaczeniem poszczegolnych warstw i komory hipoksyjnej. C) Zdjecie
gotowego kartridza z zamontowanym mikrosystemem 11 b.

W dalszej czgsci badan zaprojektowano specjalny kartridz umozliwiajacy uzyskanie
kontrolowanych warunkow hipoksji w wybranych mikrokomorach mikrosystemu (Rycina 43).
Kartridz sktada si¢ z dwoch warstw wykonanych z PMMA, pomigdzy ktére umieszczano
mikrosystem oraz z aluminiowej ptyty mocowanej czterema $rubami M3 o dlugosci 18 mm.
Aluminiowa ptyta zostata zaprojektowana tak by mozliwe byto umieszczenie w niej elementu
grzejnego o wymiarach 71 mm x 20 mm x 3,5 mm, sterowanego za pomocg kontrolera JUMO
eTRON M. Catkowite wymiary Kkartridza z zamontowanym mikrosystemem II b
(bez aluminiowej ptyty) wynosity 128 mm % 85 mm x 22 mm. Kluczowg funkcja aluminiowej
ptyty bylo zapewnienie roéwnomiernego rozprowadzenia ciepla w obrgbie catego
mikrosystemu. Plyta ta byla jednak demontowalna, co umozliwialo prowadzenie pomiaréw
i obrazowanie hodowli komorkowych bezposrednio w kartridzu (ze wzgledu na
nieprzezroczystos¢ aluminium, ktéra uniemozliwia obserwacje komoérek podczas inkubacji).
Dolna warstwa PMMA posiadata wyfrezowang komore z wlotem 1 wylotem, tworzac
przestrzen przeznaczong do generowania warunkow hipoksji (Rycina 43 A, B). Gorna warstwa
petnita funkcje¢ mocowania elementu grzejnego oraz dociskata mikrosystem do dolnej warstwy,
zapewniajac szczelnos$¢ komory hipoksyjnej. Dzieki ciggtemu przeptywowi azotu (z predkoscia
50 NI/h) przez komore hipoksyjna, w jej wnetrzu wytwarzano Srodowisko beztlenowe,

umozliwiajace wymiang gazowa pomig¢dzy komora hipoksyjng a mikrokomorami znajdujacymi
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si¢ w strefie hipoksji mikrosystemu. W rezultacie tlen obecny w mikrokomorach byt stopniowo
zastgpowany azotem, az do uzyskania st¢zenia tlenu na poziomie ok. 0%. W celu
zweryfikowania skutecznos$ci zaproponowanego rozwigzania, przeprowadzono eksperyment
z uzyciem folii do pomiaru st¢zenia tlenu SF-RPSu4-L4/W4/OIW. Zaobserwowano, ze juz po
1 h przeptywu azotu przez komore hipoksyjng poziom tlenu w strefie hipoksji osiggnat wartos¢
bliska 0% 1 utrzymywat si¢ na tym poziomie przez kolejne 6 godzin. Z kolei w strefie normoksji
poziom tlenu pozostawal stabilny na poziomie ok. 21%. Wyniki te potwierdzity, ze
zaprojektowany mikrosystem wraz z kartridzem pozwala na skuteczne i stabilne uzyskiwanie

warunkow hipoksji podczas hodowli komorek.

9.4.2 Hodowla komérek w warunkach niedotlenienia w mikrosystemie I b

Kolejnym etapem badan bylo potwierdzenie, czy zgodnie z wczesniej
przeprowadzonymi symulacjami numerycznymi mozliwe jest odtworzenie warunkéw
niedotlenienia w komodrkach serca w opracowanym mikrosystemie II b. W tym celu,
w badaniach zastosowano komorki iPSC-CM i przeprowadzono barwienie réznicowe, ktore
umozliwilo ocene zywotnosci komorek, oraz wykonano pomiary poziomu ATP jako wskaznika
aktywno$ci metabolicznej. Komérki iPSC-CM o gestosci 1x10° komoérek/ml wprowadzono do
mikrokomodr hodowlanych 1 poddano dziataniu obnizonego st¢zenia tlenu przez 6 h. Komorki
wykazaty wysokg zywotno$¢ po tym czasie (Rycina 44 A). Warunki niedotlenienia moga
natomiast powodowac oslabienie funkcji kardiomiocytow, np. spowolnienie procesow
wewnatrzkomoérkowych. Rownoczesnie potwierdzono spadek poziomu ATP, co wskazuje na
obnizenie aktywnos$ci metabolicznej komoérek w warunkach niedotlenienia. W przypadku
komorek iPSC-CM zaobserwowano istotny spadek poziom ATP do ok. 57% wzgledem kontroli
po 6 h hipoksji (Rycina 44 B). Ponadto, w celu zbadania aktywnosci mitochondriow
przeprowadzono barwienie JC-1. W aktywnych mitochondriach (o wysokim potencjale
btonowym) barwnik ten jest transportowany wewnatrz btony mitochondrialnej w duzych
ilosciach, osiggajac wysokie stezenia 1 tworzac agregaty, wykazujace czerwong fluorescencje.
W mitochondriach o niskim potencjale btonowym, barwnik ten pozostaje w postaci monomeru,
wykazujac zielong fluorescencje. Okreslono stosunek agregatow do monomeréw po 6 h
hodowli komérek w warunkach niedotlenienia. Zaobserwowano jego spadek z 3,31 + 0,22 do
2,24 £ 0,41, co $wiadczy¢ moze o spadku potencjatu blony mitochondrialnej z powodu stresu
wywotanego niedotlenieniem (Rycina 44 C). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze mikrosystem
IT b moze zosta¢ wykorzystany wraz z opracowanym kartridzem postuzy¢ moga do symulacji
niedotlenienia. Ponadto, wykazano wysoka zywotno§¢ komorek, przy jednoczesnym

123



obnizeniem poziomu ATP oraz potencjatu mitochondrialnego w komorkach iPSC-CM.
W kolejnym etapie badan opracowany mikrosystem II b wykorzystano do oceny wptywu

komoérek macierzystych na hodowle kardiomiocytow hodowanych w warunkach

niedotlenienia.
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Rycina 44 A) Barwienie roznicowe komorek iPSC-CM po 6 h hipoksji. B) Zmiany poziomu ATP w komorkach
iPSC-CM po 6h hipoksji. C) Wyniki oznaczania poziomu JC-1. *p<0.05, n>35.

9.4.3 Wspothodowla komorek iPSC-CM poddanych hipoksji z komérkami iPSC

w mikrosystemie II b

W poprzednich badaniach wykazano, ze w opracowanym mikrosystemie II b mozliwe
jest uzyskanie warunkoéw niedotlenienia w poszczegélnych strefach mikrosystemu.
W kolejnym etapie badan prowadzono ocen¢ wplywu komorek macierzystych iPSC na
kardiomiocyty poddane hipoksji, hodowane w mikrosystemie przeptywowym 1 poddawane
stymulacji mechanicznej. W pierwszym etapie badan, do pigciu mikrokomoér hodowlanych
wprowadzono komorki iPSC-CM (Rycina 45). Po 24 h mikrosystem umieszczono w specjalnie
zaprojektowanym kartridzu, gdzie komorki byly poddawane dziataniu warunkow
niedotlenienia przez 6 h, zgodnie z procedurg opisang w cze$ci metodycznej pracy. Po tym
czasie, wymieniono medium hodowlane w celu zapewnienia optymalnych warunkoéw wzrostu
komorek. Rownolegle przygotowano zawiesing komoérek iPSC, znakowanych barwnikiem
Cell Tracker Red CMPTX (na czerwono). Znakowane komorki iPSC wprowadzono do czterech
mikrokomor hodowlanych (do dwoch mikrokomor w strefie normoksji oraz do dwoch

mikrokomor w strefie hipoksji), zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 44.

124



N ~iPSC-CM + iPSC
~eiPSC-CM
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Rycina 45 Schemat rozmieszczenia poszczegolnych mikrokomor hodowlanych oraz typow prowadzonych
wspothodowli komorkowych w mikrosystemie II b. W pierwszym etapie do mikrokomor wprowadzano komorki
iPSC-CM, a nastepnie do odpowiednich komor wprowadzano zawiesing komorek iPSC. Obszar oznaczony literg

H byt oznacza strefe hipoksji, obszar oznaczony literq N oznacza strefe normoksji.

Po uptywie 24 h od rozpoczecia wspothodowli niedotlenionych komoérek iPSC-CM
z komorkami iPSC w mikrosystemie II b rozpoczgto stymulacje mechaniczng, ktora
prowadzono w generatorze pola magnetycznego przez 1 h dziennie, przez kolejne 5 dni.
Zatozono, ze stymulacja mechaniczna sprzyja¢ bedzie dojrzewaniu kardiomiocytow i bedzie
ona korzystna dla regeneracji komorek serca poddanych niedotlenieniu. Po zakonczeniu cyklu
stymulacji hodowle komorek poddano barwieniu immunofluorescencyjnemu (Rycina 46).
Analizowano poziom troponiny T (cTnT). Troponiny to rodzina biatek, ktére odgrywaja
kluczowa role w skurczach mig$ni. Jest ona stosowana jako marker kardiomiocytéw. Obecno$¢
cTnT w hodowli, zwlaszcza w komorkach iPSC, sugerowalaby, ze komorki macierzyste
roznicowa¢ si¢ mogg w kierunku kardiomiocytow. W przeprowadzonych badaniach
zaobserwowano, ze komorki iPSC-CM hodowane w monokulturze wykazywaty obecnos¢
troponiny T zaréwno w warunkach normoksji jak 1 hipoksji. W obu przypadkach obserwowano
charakterystyczne prazki troponiny T, ktore sg typowe dla struktury dojrzatych komorek serca.
Zaobserwowano rowniez, ze w niedotlenionej monokulturze komorek iPSC-CM czesé
komorek miata zaokraglony ksztalt, co moze wskazywa¢ na uszkodzenie komorek
kardiomiocytow w wyniku niedotlenienia. W przypadku wspothodowli komorek iPSC
z kardiomiocytami hodowanymi w warunkach normoksji, komoérki macierzyste wyznakowane
na czerwono S$cisSle przylegaly do kardiomiocytow. Jednoczesnie widoczne byty
charakterystyczne prazki troponiny T w kardiomiocytach oraz niewielkie zielone obszary
w obrebie komorek iPSC (strzatka 1, Rycina 46), co potencjalnie wskazywalo na poczatkowa
faze procesu ich roznicowania. Niemniej jednak poziom cTnT w komorkach iPSCs byt niski.
Z kolei, w przypadku wspothodowli komoérek iPSC z kardiomiocytami poddanymi hipoksji,

obserwowano obecnos¢ troponiny T w komodrkach macierzystych (strzatka 2, Rycina 46).
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Wykazano, ze w komorkach iPSC hodowanych w warunkach przeptywowych zaréwno
z kardiomiocytami poddanymi jak 1 nie warunkom niedotlenienia oraz dodatkowo
stymulowanych mechanicznie obserwowane bylo zainicjowanie ich réznicowania. Niemniej

jednak, w celu wyciagni¢cia doktadniejszych wnioskow konieczne sg dalsze badania w tym

zakresie.
CellTracker
Red CMPTX potgczone
.('U
0w
X
[¢)
-
)
>
o c
@)
7))
Q ©
- — .W
X
o)
R
c

normoksja

kokultura iPSC-CM/iPSC
hipoksja

Rycina 46 Kokultury iPSC-CM oraz iPSC hodowanych w warunkach normoksji i hipoksji po 5 dniach
mechanicznej stymulacji w polu magnetycznym. Na zielono wybarwiona troponina T (cTnT), na czerwono komorki
macierzyste iPSC (CellTracker Red CMPTX), na niebiesko jqdra komorkowe (Hoechst).
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9.4.4 Podsumowanie i dyskusja wynikow

W ramach tego etapu badan opracowano mikrosystemu II b, ktory umozliwiat jednoczesne
uzyskanie w nim warunkow hipoksji i normoksji oraz prowadzenie stymulacji mechaniczne;j
komoérek iPSC-CM wspothodowanych z komoérkami iPSC. Z powodzeniem zaprojektowano
1 wykonano kartridz, ktory umozliwial utworzenie strefy niedotlenienia 1 normoks;ji
w mikrosystemie Il b. W pierwszym etapie opracowano geometri¢ mikrosystemu II b,
sktadajacego si¢ z 6 mikrokomodr hodowlanych zintegrowanych z matami nanowldknistymi
o wlasciwos$ciach magnetycznych. W celu oceny dyfuzji tlenu w mikrosystemie oraz ustalenia
ostatecznego roztozenia mikrokomor w mikrosystemie II b wykonano seri¢ symulacji
numerycznych w programie ANSYS. Wykazano, Ze zastosowanie odleglosci pomigdzy
mikrokomarami w strefie normoksji i hipoksji, wynoszacej 22,5 mm jest optymalne. Nastepnie,
przeprowadzono symulacje niedotlenia (przez 6 h) komodrek iPSC-CM, hodowanych
w mikrosystemie. Poprzez ocen¢ zywotnos$ci komorek oraz ich aktywno$ci metabolicznej
potwierdzono spadek poziomu ATP (do ok. 57% kontroli) przy zachowaniu wysokiej
zywotnos$ci komorek. Wyniki te sg zgodne z doniesieniami literaturowymi, w ktorych
wykazano, ze hipoksja prowadzi do zaburzen metabolicznych w kardiomiocytach, gtownie
poprzez upos$ledzenie funkcji mitochondrialnych oraz produkcji ATP, co skutkuje deficytem
energetycznym bez natychmiastowej $mierci komorkowej [176—180]. W literaturze wykazano
réwniez, ze warunki niedotlenienia powoduja spadek poziomu ATP, pogorszenie kurczliwosci
kardiomiocytow oraz depolaryzacje mitochondriow 1 zaburzenia metabolizmu energetycznego
w komorkach serca [181-184]. Zgodnie z naszymi obserwacjami, krdotkotrwata hipoksja
wywotluje istotny stres metaboliczny bez natychmiastowej $mierci komodrkowej, co
w literaturze opisywane jest jako kondycjonowanie niedokrwienne (ang. ischemic
preconditioning) [185,186]. W kolejnym etapie zbadano wptyw wspdthodowli komorek iPSC
z komorkami serca (iIPSC-CM) poddanymi niedotlenieniu oraz stymulacji mechanicznej. Na
podstawie analizy mikroskopowej wykazano, ze zarowno w przypadku wspothodowli komorek
iPSC-CM z komorkami iPSC, w komorkach macierzystych obserwowano troponing T, biatko
charakterystyczne dla kardiomiocytow. Moze to wskazywac¢ na to, ze uszkodzone przez
hipoksj¢ kardiomiocyty wydzielaja czynniki parakrynne, ktére indukuja rdznicowanie
sasiadujacych komodrek iPSC w kierunku kardiomiocytow. Podobne wyniki zaobserwowano
w badaniach, gdzie mikro$rodowisko generowane przez uszkodzone kardiomiocyty sprzyjato
réznicowaniu komorek macierzystych oraz regeneracji tkanki serca [187,188]. Badania

wspothodowli komorek iPSC-CM 1 iPSC maja wstgpny charakter i wymagaja dalszych
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dociekan. Niemniej jednak wskazujg na mozliwos$¢ zastosowania opracowanego mikrosystemu
do tego typy badan. Podsumowujac, opracowany mikrosystem II b pozwala na jednoczesne
prowadzenie hodowli komodrek w warunkach normoksji i1 hipoksji oraz stymulacj¢
mechaniczng. Jego zastosowanie daje szerokie mozliwosci badania stanu kardiomiocytow
w warunkach zblizonych do warunkéw in vivo. Wyniki badan przedstawione w powyzszym
rozdziale staty si¢ przedmiotem zgloszenia patentowego oraz publikacji naukowej, ktdra jest

wystana do recenzji czasopi$mie Lab-on-a-Chip.
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10.Podsumowanie i wnioski

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) s3 jednym z najwickszych wyzwan
wspotczesnej medycyny i stanowig gldéwng przyczyne zgondw na calym swiecie — w 2021 roku
odpowiadaly za ok. 19,4 miliona zgondw, co stanowito 28,6% wszystkich zgonow.
Wspoltczesne badania nad CVD koncentrujg si¢ na zrozumieniu mechanizméow tych choréb,
opracowywaniu nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych, a takze analizie czynnikow
ryzyka. Jednym z najistotniejszych aspektéw badan nad sercem jest opracowanie wiarygodnych
modeli in vitro, umozliwiajacych badanie funkcjonowania komorek serca i komorek
macierzystych w warunkach jak najbardziej zblizonych do fizjologicznych, z uwzglednieniem
zard6wno bodzcoéw mechanicznych, jak 1 ograniczonego dostepu tlenu (hipoksji), bedacego
kluczowym czynnikiem rozwoju CVD. W ramach niniejszej pracy opracowano mikrosystemy
typu Heart-on-a-chip, zintegrowane z matami nanowtoknistymi umozliwiajagce wytworzenie

modeli komdrkowych tkanki serca oraz badanie wptywu niedotlenienia.

W pierwszym etapie badan opracowano maty nanowldkniste z poliuretanu (PU) metoda
rozdmuchu roztworu polimeru, zaréwno bez jak i z dodatkiem nanoczastek magnetycznych
(FesO4). Glownym celem tego etapu bylo uzyskanie materiatow do hodwoli kardiomiocytow
oraz umozliwiajacych ich mechaniczng stymulacj¢. Maty charakteryzowaly si¢ rownolegtym
utozeniem witokien, co sprzyjato organizacji oraz rownoleglemu utozeniu komorek serca.
Wprowadzenie nanoczastek magnetycznych poprawialo elastyczno$¢ mat, zwigkszatlo ich
chropowato$¢ oraz potencjat adhezyjny, a takze ograniczato autofluorescencje, co utatwiato
obserwacje mikroskopowe. Przeprowadzone badania wykazaly, ze maty nanowldkniste z
dodatkiem nanoczastek magnetycznych zapewniajg korzystne mikrosrodowisko do hodowli
komorek serca (HCM, H9c2), wptywajac na ich wysoka zywotnos$¢ 1 dojrzewanie. Dodatkowo,
zastosowanie zmiennego pola magnetycznego umozliwito cykliczng deformacje mat oraz
mechaniczng stymulacj¢ komorek, prowadzac do zwigkszenia poziomu bialek typowych dla
dojrzatych kardiomiocytow (np. troponiny T, MYH6). Wykazano, ze wprowadzenie
nanoczgstek magnetycznych do struktury mat nanowtoknistych umozliwi bezkontaktowg
stymulacj¢ mechaniczng komorek za pomocg zmiennego pola magnetycznego. Co mogtoby

nasladowac naturalne, cykliczne ruchy wystepujace w tkance serca.

Kolejnym etapem prac byto opracowanie mikrosystemu, zintegrowanego z matami

nanowtoknistymi umozliwiajacego hodowle kardiomiocytéw w warunkach zaréwno normoks;ji
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jak 1 hipoksji. Pozwolito to na odwzorowanie w warunkach in vitro warunkow niedotlenienia
tkanki serca. Mikrosystem I, wykonano z poliweglanu i poli(dimetylosiloksanu), wyposazono
w system kontroli przeptywu gazow, umozliwiajacy uzyskanie strefy hipoksji oraz prowadzenie
rownolegltych hodowli w stanie normoksji (kontrola). Badania wykazaty, ze niedotlenienie
prowadzi do istotnych zmian metabolicznych w komodrkach serca, takich jak spadek poziomu
ATP oraz zaburzenia ekspresji gendw zwigzanych z funkcja kardiomiocytéw. Na podstawie
uzyskanych wynikéw potwierdzono, ze opracowany mikrosystem stanowi wiarygodny model
do badan nad stanami chorobowymi serca, mozliwy do testowania w przysztosci terapii CVD.
Wykazano, ze zaprojektowany mikrosystem I, umozliwiajacy uzyskanie strefy hipoksji oraz
zintegrowany z matami nanowtoknistymi, odwzorowuje procesy zachodzace w niedotlenione;j

tkance mig$nia sercowego in vitro, stanowigc narzedzie do analiz stanéw chorobowych.

W kolejnym etapie prac opracowano mikrosystem II a, umozliwiajacy prowadzenie
hodowli komorek serca na matach nanowtoknistych z dodatkiem nanoczastek magnetycznych,
przy jednoczesnej cyklicznej stymulacji mechanicznej za pomoca zewngtrznego pola
magnetycznego. Mikrosystem II a zbudowany byt z dwoch warstw PDMS 1 wyposazony
w zestaw mikrokomér hodowlanych, ktére pozwalaly na jednoczesne testowanie réznych
typow hodowli komoérek. W badaniu wykorzystano komorki H9¢2 oraz iPSC-CM. Dodatkowo,
wykazano ze modyfikacje mat roztworem polidopaminy poprawia adhezje komorek.
Przeprowadzone  badania  wykazaly, Ze cykliczna  mechaniczna  stymulacja
(1 h, 0,5 Hz, 1 T, 5 dni) nie powodowala spadku zywotnos$ci kardiomiocytdéw, sprzyjata ich
organizacji, wzrostowi oraz kolokalizacji bialek. Wykazano ze zaprojektowany mikrosystem II
a, zintegrowany z matami nanowtoknistymi umozliwia kontrolowang stymulacj¢ mechaniczng

1 moze by¢ wykorzystywany do uzyskiwania wiarygodnych modeli komorek serca.

Nastepnie, w oparciu o geometri¢ mikrosystemu II a, opracowano mikrosystem II b, ktory
umozliwial mechaniczng stymulacje komoérek oraz jednoczesne prowadzenie hodowli
w warunkach normoksji i hipoksji. Uzyskano to dzigki zaprojektowaniu odpowiedniego
kartridza. W mikrosystemie II b prowadzono hodowle kardiomiocytow (iPSC-CM), oraz
ich wspothodowle z komorkami macierzystymi (iPSC), poddajac je rownoczesnie cyklicznej
stymulacji mechanicznej oraz niedotlenieniu. Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentow stwierdzono, ze warunki hipoksji prowadza do obnizenia poziomu ATP
i spadku potencjalu btony wewnetrznej mitochondriow (A¥Wm). Jednocze$nie wykazano, ze
w przypadku wspothodowli kardiomiocytow z iPSC zaobserwowano obecno$¢ troponiny T

w komorkach macierzystych, co sugeruje inicjowanie roéznicowania w kierunku fenotypu
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kardiomiocytarnego. Wykazano, ze zintegrowany z matami nanowioknistymi mikrosystem II
b, umozliwia generowanie warunkow niedotlenienia oraz wspéthodowle kardiomiocytéw
1 komorek macierzystych. Dodatkowo mozliwe jest w nim monitorowanie zmian fenotypowych
1 funkcjonalnych komorek, co pozwolilo na identyfikacj¢ charakterystycznych zaburzen
metabolicznych (spadek ATP i potencjalu mitochondrialnego) oraz indukowanie roznicowania
iPSC. Wskazuje to, iz mikrosystem II b moze by¢ wykorzystywany do badan uszkodzen

1 regeneracji mig$nia sercowego.

Uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w rozw6j modeli in vitro do badan nad komorkami
serca, zwickszajac stopien odwzorowania warunkéw in vivo. Integracja mat nanowldknistych
z dodatkiem nanoczastek magnetycznych z nowymi mikrosystemami przeptywowymi typu
Heart-on-a-Chip  umozliwia  precyzyjne  odwzorowanie  kluczowych  elementéw
mikrosrodowiska tkanki serca, takich jak cykliczne bodzce mechaniczne oraz niedotlenienie.
Opracowane rozwigzania zapewniajg wysokg zywotno$¢ komorek, a takze tworza warunki do
prowadzenia zaawansowanych badan nad mechanizmami choréb serca oraz testowania nowych
strategii terapeutycznych, w tym terapii komorkowych. Opracowana technologia ma potencjat
do dalszego rozwoju i szerokiego wykorzystania zarowno w medycynie regeneracyjnej, jak

i farmakologii czy inzynierii biomedycznej.

Przeprowadzone badania potwierdzily postawiong hipotez¢ badawcza i pozwolily na pelng
realizacj¢ wszystkich zaktadanych celow pracy. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
stanowig istotny wklad w kierunku tworzenia modeli in vitro, ktore w przysztosci moga
przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczniejszych i mniej inwazyjnych terapii dla pacjentow

z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego.
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149



mikrosystemu i oraz metoda umieszczania folii wrazliwego na tlen C) Diagram pokazujacy
zmiang stezenia tlenu w mikrosystemie W funkcji CZasu. .........oceveevvienveeiiienieeniienieeeeenens 102
Rycina 30 A) Zmiany wzglgdnego poziomu ATP po 3, 5 i 7 h hodowli komoérek w
mikrosystemie warunkach niedotlenienia oraz normoksji. B) Zmiana ekspresji genow po 315
h niedotlenienia n>5, P <0,05.......cooiiiiiiiieee e e 103
Rycina 31 A) Schemat ukazujacy wybrane mozliwosci symulacji warunkow w mikrosystemach
przeplywowych B) Schemat oraz zdj¢cie mikrosystemu II a: gérna i dolna warstwa PDMS wraz
Z matami NANOWIOKNISTYIMNIL ....ccviiiiiieiiiieeeiee ettt ee et e e e ae e e e e eeaeeesereeeens 106
Rycina 32 Symulacje przeptywu pokazujace rozktad medium w mikrouktadzie przeptywowym

dla réznych szybkosci przeptywu (5, 15 1 30 pl/min) (po lewej) i rozklad medium w

mikrokanalikach dla szybko$ci przeptywu 15 pl/min (po prawej). ...coccveeeveereeecreenveecieennenns 107
Rycina 33. Zdjecia (wykonane przy uzyciu konfokalnego mikroskopu laserowego LEXT)
ilustrujagce odwzorowanie mikrostruktur pomig¢dzy pieczatka PMMA a PDMS ................... 108
Rycina 34 Schemat przedstawiajacy kolejne etapy planowanych eksperymentow. .............. 109
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13. Spis Tabel

Tabela 1 Sekwencje starterow zastosowanych w analizie ekspresji wybranych gend6w metoda
RT-PCR w komoérkach HCM hodowanych w mikrosystemie L. ...........cccooeveeiiieniiiiienieenenne, 79
Tabela 2 Wtasciwosci mechaniczne mat nanowtdknistych z poliuretanu (PU) bez i z dodatkiem
nanoczgstek magnetycznych (MNPs) (maty nanowtokniste badano pod wplywem napre¢zenia
w dwoch kierunkach: rownoleglym (PL) i prostopadlym (PP) do ulozenia witdkien). *a -
statystycznie istotne réznice migdzy wartoSciami mierzonymi réwnolegle i prostopadle do
utozenia nanowldkien. *b - wykazano statystycznie istotne roznice mie¢dzy naprezeniami
rozciggajacymi dla materiatu porowatego dla nanowtokien z 1 bez MNPs w kierunku
réwnolegtym do utozenia nanowtokien. (P <0,05) ...cceeevviviiieriieiieieeiice e 84
Tabela 3 Wartosci powierzchniowego potencjalu zeta i kat zwilzania dla nanowldkien z
dodatkiem 1 bez dodatku nanoczastek magnetycznych. Wykazano, ze powierzchniowy
potencjal zeta nanowldkien znacznie wzrdst w przypadku nanowtdkien z dodatkiem
magnetycznych nanoczastek. Gwiazdki 0znaczajg p < 0,05......ccccoeviieiiinieeiiienieeeeeee e 91

Tabela 4 Wymiary wytworzonych mikrostruktur w pieczatce PMMA i PDMS. N >3......... 108
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