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Przedmiot zgtoszenia dotyczy systemu do
elektrostymulacji w warunkach in vitro, zawie-
rajgcego: - pewng liczbe niezaleznych, oddziel-
nych dotkéw hodowlanych (1), przy czym kazdy
oddzielny dotek hodowlany (1) jest uksztatto-
wany jako samodzielny pojemnik w ksztaicie
bryly geometrycznej, posiadajgcej Scianki
boczne oraz dno, stanowigce podstawe dotka; -
ptytke drukowang PCB (3), na kiorej sg
zamocowane parami elektrody o przeciwnych
znakach, doprowadzajgce fadunek elektryczny,
potaczone z zespotem zasilania, przy czym
ptytka drukowana PCB jest zaopatrzona w od-
powiednio rozmieszczone otwory do obserwac;ji
hodowli w dotkach hodowlanych oraz obudowe
(4) do umieszczenia dotkéw hodowlanych (1)
i ptytki drukowanej PCB (3), charakteryzujgcy
sie tym, ze niezalezne, oddzielne dotki hodowla-
ne (1) sa wykonane z elastycznego, biozgodne-
go tworzywa sztucznego, wytrzymatego na
temperature sterylizacji w autoklawie i majg
podstawe dotka uksztaltowang w postaci ele-
mentu kotnierzowego oraz wykonang z prze-
Swiecalnego tworzywa sztucznego, ktéra wraz
ze Sciankami bocznymi ogranicza komore dotka
z umieszczonymi w podstawie dotka elektro-
dami o przeciwnych znakach z materialu
elastycznego, przy czym poszczegolne dotki
hodowlane (1) sa rozmieszczone na plytce
drukowanej PCB (3) w korelacji otworami do
obserwacji, a system moze by¢ wyposazony
takze w mikrokomputer z zespotem zasilania.
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System do elektrostymulacji komorek w warunkach in vitro

Przedmiotem wynalazku jest system do elektrostymulacji komoérek w warunkach in vitro.
System do elektrostymulacji moze by¢ stosowany przy prowadzeniu hodowli komérkowych 1
tkankowych, w diagnostyce choréb genetycznych, w screeningu (badaniu przesiewowym)

nowych lekéw oraz opracowywaniu nowych materiatow dla zastosowan biomedycznych.

Opis stanu techniki

Standardowe hodowle komorkowe prowadzone sa w warunkach statycznych. Komorki
wysiewane sa na dno ptytki hodowlanej, zalewane medium hodowlanym (zapewniajacym im
pozywienie) 1 inkubowane przez zadany czas w inkubatorze. Zwykle stosowana standardowa
plytka hodowlana, przykladowo ptytka 24-dotkowa, sktada sie¢ z ptytki dolnej o okreslonej
grubosci, na przyktad okoto 20 mm, w ktérej rozmieszczone sa otwory stanowigce dotki
hodowlane do umieszczania badanego materiatu badz wysiewania komorek, oraz z phytki
goérnej w postaci pokrywki umieszczane] na ptytce dolnej. W trakcie trwania hodowli wzrost
komorek monitorowany jest z wykorzystaniem mikroskopu optycznego, dlatego istotne jest,
zeby dno dotka hodowlanego byto przeswiecalne.

Poniewaz komoérki umieszczane sa w §rodowisku statycznym, ktére nie oddaje w petni
interakcji zachodzacych w organizmie, a dodatkowo uproszczony jest tez mechanizm
reagowania samego materiatu (biomaterialu) na bodzce zewnetrzne, wyniki monitorowania
nie odpowiadaja w pelni rezultatom otrzymywanym w kontakcie z tkankami w ciele pacjenta.
Organizmy zywe wytwarzajg bioprady, obecne sa naprezenia mechaniczne, ciggla
przebudowa i dynamiczne zachowanie tkanek. Dlatego istotne jest prowadzenie testow w
warunkach bardziej zblizonych do rzeczywistych, zapewniajacych odpowiednie bodzce
zewnetrzne komorkom.

Z tego wzgledu, coraz wigksze znaczenie zyskuja hodowle prowadzone w warunkach
dynamicznych, ktére daja mozliwos¢ lepszego odwzorowania rzeczywistego biologicznego
otoczenia komorek, w ktorym to wystepuja liczne bodzce (elektryczne, mechaniczne itp.),
przy czym w tym celu stosowane sg m.in. zmodyfikowane ptytki do hodowli statycznej w taki
sposob, zeby indukowaty w hodowli odpowiednie bodzce. Coraz czgstszym rozwigzaniem w

tym zakresie jest elektrostymulacja lub mechanostymulacja, badz ich kombinacja.

W znanych rozwigzaniach elektrostymulacja odbywa si¢ poprzez zastosowanie specjalnej
nakladki umieszczanej na plytce hodowlanej, w ktoéra wmontowane sa elektrody a

wymuszanie przeptywu pradu odbywa si¢ z zastosowaniem zewngtrznego zrodia zasilania.
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Naktadka, na przyktadzie rozwigzania C-dish firmy IonOptix, sktada si¢ z ptytki PCB, w ktora
wmontowane sg grafitowe elektrody badz elektrody wykonane ze stali nierdzewnej. W trakcie
prowadzenia hodowli komorkowe]j naktadka umieszczana jest na plytce hodowlanej w taki
sposob, ze elektrody zostaja zanurzone w medium hodowlanym. Catos¢ przykrywana jest
pokrywka plytki hodowlanej oraz umieszczana w inkubatorze. Nakladka jest nastepnie
podlaczana za pomoca przewodu wstazkowego do zewnetrznego zrodla zasilania, a
przytozenie napigcia wymusza przeptyw pradu przez medium hodowlane pomiedzy dwiema

przeciwstawnymi elektrodami.

Parametry elektrostymulacji dostepne w urzadzeniu: stymulacja pradem zmiennym, przebieg
pradu trapezoidalny, czestotliwo$¢ w zakresie 0,01 do 99 Hz, dtugo$¢ impulsu w zakresie 0,4
do 10 ms, napiecie - £ 40 V. Przykladowa stymulacja pradem zmiennym o przebiegu
trapezoidalnym (dwu lub jednofazowym), amplitudzie 1 V, czestotliwosci 1 Hz, dlugosci

impulsu réwnej 5 ms.

W stanie techniki znane sg metody elektrostymulacji pradem zmiennym o innych przebiegach,

przyktadowo o przebiegu prostokatnym lub sinusoidalnym.
Znane jest rowniez stosowanie elektrostymulacji pradem stalym.

Tego rodzaju elektrostymulacja przez przepuszczenie tadunku elektrycznego przez medium
hodowlane wigze si¢ z ryzykiem powstawania wielu negatywnych efektow
elektrochemicznych. Dodatkowo, system nie pozwala na analize wptywu elektrostymulacji
przez elektroprzewodzace podtoze — niezaleznie od parametréw podtoza, tadunek elektryczny
przeptywa przede wszystkim przez medium hodowlane. Kolejng wada systemu jest jego niska
odpornos¢ na sterylizacje — ukltady moga by¢ sterylizowane wylgcznie przez zanurzenie w
etanolu oraz sterylizacj¢ UV. Przy zalozeniu, ze uklad ma by¢ wielokrotnego uzytku,
niemozno$¢ sterylizacji w autoklawie znacznie obniza funkcjonalno$¢ systemu oraz zwieksza
ryzyko nabudowania biofilmu na powierzchni elektrod. Zastosowane w uktadzie elektrody
grafitowe (IonOptix) lub ze stali nierdzewnej (Opticsl1 Life) nie posiadaja optymalnej
biozgodnosci, a ich chropowate powierzchnie sprzyjaja adhezji mikroorganizmow. Kolejna
wadg znanych systeméw jest ich niska uniwersalnos¢ — ptytki wspotpracuja wytacznie z
dedykowanymi zrodlami sygnatow, ktore posiadaja ograniczone mozliwosci pod katem
programowania przebiegow pradowych. Ponadto elektrostymulacja odbywa sie¢ poprzez
przeprowadzenie wigzek kabli do wnetrza inkubatora hodowlanego. Zwieksza to ryzyko

infekcji hodowli komorkowej oraz obniza ergonomie pracy w laboratorium.
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Innym znanym uktadem do elektrostymulacji jest system znany pod nazwa Biowire [I™, o
ograniczonym zasiggu na rynku, ktory stuzy przyspieszonemu dojrzewaniu komorek
macierzystych w kierunku kardiomiocytéw oraz detekcji ich zachowania w hodowli

komorkowe;.

W artykutach naukowych znalez¢ mozna doniesienia o nowych rozwigzaniach do
elektrostymulacji. Przykladowo, w pracy Lozano, R., et al., Electrical stimulation enhances
the acetylcholine receptors available for neuromuscular junction formation. Acta
Biomaterialia, 2016. 45: p. 328-339, komorki wysiane zostalty na powierzchni¢ elektrody,
ktéra stanowita dno dotka hodowlanego. Elektroda o znaku przeciwnym byta nastepnie
zanurzana od gory w medium hodowlanym, w taki sposéb, ze utozona byta rownolegle 1 na
wprost hodowli komorkowej. W uktadzie tym przeptyw tadunku elektrycznego realizowany
jest przez medium hodowlane, co stanowi istotne ograniczenie tego rozwiazania. Ponadto nie
jest on uniwersalny, gdyz zastosowanie innego podioza elektroprzewodzacego wiaze si¢ z
przygotowaniem kompletnie nowego uktadu, do ktorego trwale przytwierdzane sa dotki

hodowlane.

Znane sg takze systemy, w ktorych elektrostymulacja odbywa sie¢ przez podtoze, opisane
przykladowo w pracach: Meng, S., Z. Zhang, and M. Rouabhia, Accelerated osteoblast
mineralization on a conductive substrate by multiple electrical stimulation. Journal of Bone
and Mineral Metabolism, 2011. 29(5): p. 535-544 oraz Paun, L.A., et al., oraz Electrically
stimulated osteogenesis on Ti-PPy/PLGA constructs prepared by laser-assisted processes.
Materials Science and Engineering: C, 2015. 55: p. 61-69. W pracach tych elektroprzewodzace
podtoze stanowi dno dotka hodowlanego, a prad elektryczny przepuszczany jest przez nie
poprzez podlaczanie do jego skrajnych koncow dwoch elektrod o przeciwnych znakach,
zasilanych zewnetrznym zrédtem pragdowym (prad DC). W drugim z przytoczonych
artykutow uktad do elektrostymulacji ztozony jest z elektroprzewodzacego podtoza, ktére
stanowi dno dotka hodowlanego, do ktorego podiaczone sa dwie elektrody o znakach

przeciwnych.

Inne znane uktady do hodowli in vitro zostaly ujawnione w publikacjach patentowych nr
US20200140802A1,  US20210380950A1, US10544388B2, US10421955B2  oraz
US7148059B1, w ktorych ujawniono poza uktadami do elektrostymulacji takze rozwigzania

pozwalajace na dodatkowa badz réwnolegla stymulacje mechaniczng.
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W rozwiazaniu prezentowanym w publikacji US 2018/0072979 Al w systemie do
elektrostymulacji kultur komorkowych w hodowli in vitro zapewniono uklad do
doprowadzania sygnatu elektrycznego jednoczesnie do wielu dotkéw hodowlanych bez
zaklocania procesu inkubacji oraz powodowania zakazen. W kazdym z dotkéw, na
przeciwleglych koncach jego komory, umieszczone sa po dwie elektrody o przeciwnych
znakach. Wszystkie dotki hodowlane ograniczajace komory dotka wraz z calym systemem
elektrod sa w grupach umieszczone na nadajacych si¢ do sterylizacji sztywnych ptytach
szklanych, ktore z kolei sa umieszczone w zewnetrzne] obudowie z tworzywa sztucznego.
Elektrody doprowadzaja do kazdej komory dotka hodowlanego ze zrédia sygnatu
odpowiednio dobrane przebiegi sygnatu elektrycznego, przy czym elektrostymulacja odbywa
si¢ poprzez medium hodowlane, co moze wywotywaé powstawanie niekorzystnych zjawisk
elektrochemicznych. Dodatkowo, prezentowany uktad nie daje mozliwosci niezaleznego
dobierania rezimow elektrostymulacji w poszczegolnych dotkach hodowlanych — w kazdym
z dotkéw w jednym uktadzie sygnal wymuszajacy jest zawsze ten sam, a rzeczywiste

parametry pradu plynacego przez poszczegdlne dotki sa niemozliwe do kontrolowania.

Z publikacji patentowej nr US2017/0175103A1 znany jest system do hodowli komoérek
lub tkanek, ktére sa umieszczone w dotkach hodowlanych oddzielnych pojemnikéw
wykonanych z podatnego na odksztatcenie, odpornego na podwyzszong temperature
elastomeru, przyktadowo z gumy silikonowej. System zawiera programowalny sterownik
potaczony ze zrodtem pradu zasilajacym mikroprocesorowy zespot sterowania do
programowania pracy systemu w zakresie elektrostymulacji i stymulacji mechanicznej. Zespot
sterowania doprowadza programowalny sygnat elektryczny do elektrostymulacji oraz sygnat
do rozciggania mechanicznego do stanowisk elektromechanicznych. W kazdym stanowisku
elektromechanicznym umieszczone sa pojemniki z dotkami hodowlanymi, podstawa
wsporcza do rozciggania pojemnikow oraz elektrody do elektrostymulacji, zamocowane w
plytce drukowanej PCB usytuowanej powyzej pojemnikéw. W  stanowiskach
elektromechanicznych oddzielne pojemniki z zawartymi w nich hodowlami sg poddawane w
sposob  sterowany zsynchronizowanej, jednoczesnej lub oddzielnie prowadzonej
elektrostymulacji i stymulacji mechanicznej przez rozciaganie. W kazdym dotku hodowlanym
moze by¢ zanurzona, wspolpracujaca z nim para elektrod weglowych w celu prowadzenia
elektrostymulacji poprzez medium hodowlane. W plytce drukowanej PCB rozmieszczone sa
otwory umozliwiajagce obserwacje hodowli prowadzonej w dotkach hodowlanych

pojemnikow. Wedtug tego rozwigzania stymulacja odbywa sie przez medium hodowlane co
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moze powodowa¢ niekorzystne skutki opisane w odniesieniu do powyzej prezentowanej

publikacji.

Pomimo statego rozwoju technologii réznicowania komorek istnieje zapotrzebowanie na
rozwigzania, ktore umozliwiltyby potaczenie procesu elektrostymulacji z zastosowaniem
odpowiednich podtozy komorkowych, ktére bytyby elektroprzewodzace i posiadatyby
odpowiednie wlasciwosci bioaktywne i1 biofunkcyjne sprzyjajace wzrostowi, roznicowaniu
i dojrzewaniu komoérek. Znane w stanie techniki systemy omowione wyzej nie zapewniaja
odpowiednich standaryzowanych urzadzen, w ktorych zaréwno elektrostymulacja
odbywalyby si¢ przez elektroprzewodzace podtoze z catkowitym odseparowaniem od medium
hodowlanego, ktore wykazywalyby wysoka uniwersalnos¢, nadawaty si¢ do sterylizacji oraz
zapewnialy dotki hodowlane pozwalajagce na kontrole zywotnosci hodowli w trakcie jej

prowadzenia.
Istota wynalazku 1 korzystne skutki

Wedlug wynalazku opracowano rozwiazanie, ktore rozwigzuje problemy systemow znanych
w stanie techniki i zapewnia udoskonalony system umozliwiajacy elektrostymulacje komorek
przez podtoze hodowlane z catkowitym odseparowaniem od medium hodowlanego, a takze
mozliwo$¢ wlaczenia jednoczesnej badz oddzielnej lub tez zsynchronizowanej stymulacji
mechanicznej oraz monitorowanie czynnosci zyciowych komorek w warunkach in vitro w
trakcie prowadzenia procesu. Opcjonalnie mozliwa jest rowniez elektrostymulacja przez
medium hodowlane lub z przeptywem tadunku bezposrednio przez wysiane komorki. Dzigki
umozliwieniu elektrostymulacji przez podtoze wyeliminowane jest ryzyko wystgpienia
niekorzystnych efektow elektrochemicznych na skutek elektrostymulacji poprzez
przepuszczanie tadunku elektrycznego przez medium hodowlane, takich jak: hydroliza wody,
osadzanie si¢ sktadnikéw morfotycznych mediow na jednej z elektrod w wyniku zachodzenia
procesu elektroforezy, elektroliza sktadnikow medium hodowlanego, czy wreszcie znaczny

wzrost temperatury panujace] w dotku hodowlanym podczas stymulacji.

Ponadto zaproponowany system do hodowli komoérek nadaje si¢ do sterylizacji w autoklawie
dotkéw hodowlanych wraz z elektrodami co zmniejsza ryzyko infekcji, zwlaszcza podczas

dtugotrwatej hodowli komorek.

System wedlug wynalazku pozwala na oddzielng stymulacj¢ kazdego dotka dowolnym
sygnatem, przy czym wszystkie komponenty systemu, w tym kazdy dotek hodowlany wraz z

elektrodami 1 obudowa, jest wykonany w catosci z biozgodnego materiatu polimerowego oraz
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dzieki mozliwosci obstugi zdalnej pozwala na uzyskanie duzej sterylnosci w inkubatorze, a

takze zapewnia wysoka uniwersalnos¢ zastosowania.

Istota wynalazku polega na opracowaniu nowego systemu do elektrostymulacji komoérek w

warunkach in vitro z mozliwo$cia rozszerzenia o mechanostymulacje.

Zgodnie z wynalazkiem zapewniono nowy system do elektrostymulacji w warunkach in vitro
zawierajacy:

- pewna liczbe niezaleznych, oddzielnych dotkow hodowlanych wykonanych z elastycznego,
biozgodnego tworzywa sztucznego, przy czym kazdy oddzielny dotek hodowlany jest
uksztattowany jako samodzielny pojemnik w ksztalcie bryly geometrycznej, w szczegdlnosci
w ksztalcie zblizonym do cylindrycznego i posiada Scianki boczne oraz dno z materiatu
przeswiecalnego stanowigce podstawe dotka, ktore ograniczaja komore dotka z
umieszczonymi w dnie elektrodami z materiatu elastycznego, przy czym w dnie kazdego dotka
hodowlanego umieszczone sa przeciwlegle wzgledem siebie po dwie elektrody o przeciwnych
znakach. W korzystnej postaci wykonania system moze zawiera¢ minimum 8 niezaleznych,
oddzielnych dotkéw hodowlanych, korzystnie wykonanych z tworzywa PDMS
(polidimetylosiloksan);

- ptytke drukowang PCB, na ktorej sg rozmieszczone oddzielne dotki hodowlane w taki
sposob, ze sa nakladane od strony swojego dna na ztacza elektryczne wykonane,
rozmieszczone i zamocowane na ptytce drukowanej PCB, w szczegolnosci w postaci pinow
lub wtyczek, korzystnie mogg by¢ wlutowane w ptytke drukowang PCB, przy czym ptytka
drukowana PCB jest zaopatrzona w obwod elektryczny, drukowany w postaci uktadu potgczen
elektrycznych z odpowiednio rozmieszczonymi, w miejscach umieszczenia dotkéw
hodowlanych, otworami do obserwacji hodowli w dotkach, za$ po przeciwlegtych stronach
tych otwordéw znajduja sie miejsca do zamocowania wspomnianych ztaczy elektrycznych, po
dwa ztacza na kazdy otwor;

- obudowe, w ktorej umieszczona jest ptytka drukowana PCB ze ztaczami elektrycznymi wraz
z dotkami hodowlanymi, wykonana z biozgodnego polimeru, przyktadowo takiego jak
polilaktyd PLA.

W korzystnym przykladzie wykonania wynalazku na dnie dotka hodowlanego moze by¢
umieszczone elektroprzewodzace podtoze hodowlane.

Ponadto w korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku w obudowie moze by¢
umieszczone zrodto napigciowe, przyktadowo, w postaci niezaleznego mikrokomputera i

przetwornika cyfra-analog C/A, zasilanych przez niezalezny zespot zasilania.
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W alternatywnym przykladzie wykonania wynalazku ptytka drukowana PCB moze by¢
wyposazona w dodatkowe zlacze elektryczne zasilajace do potaczenia systemu do
elektrostymulacji do zewnetrznego generatora funkcji i/lub zrédta zasilania, za posrednictwem
przewodu, korzystnie przewodu tasmowego.

W przyktadzie wykonania wynalazku mikrokomputer stuzy do odbierania pakietow sygnatow
oraz generowania, za posrednictwem przetwornika cyfra-analog (C/A), zadanego sygnalu
elektrycznego w odpowiednich wybranych dotkach hodowlanych w celu elektrostymulacji
hodowli komorkowej. Korzystnie, kazdy z dotkéw hodowlanych moze by¢ poddawany
stymulacji elektrycznej innym, dowolnie zaprogramowanym (ksztalt, przebieg, amplituda,
okres, faza, czas stymulacji, liczba cykli stymulacji) sygnatem zadanym.

W przyktadzie wykonania wynalazku pakiety sygnatow wysylane sa do mikrokomputera w
sposob bezprzewodowy, przykladowo z wykorzystaniem specjalnie zaprojektowanej
aplikacji, znajdujacej si¢ na komputerze PC umieszczonym poza pomieszczeniem sterylnym.
Aplikacja umozliwia wybor ksztaltu przebiegu pradowego, jego okresu i fazy, oraz czasu
stymulacji. Mozliwe jest tez zaprojektowanie liczby cykli stymulacji.

Wedtug zalecanego przyktadu wykonania wynalazku obudowa, korzystnie drukowana
technika druku 3D mie$ci zatem w sobie oraz ptytke drukowang PCB z zamocowanymi
ztaczami dla dotkow hodowlanych, w szczegdlnosci wlutowanymi pinami, stuzacymi do
mocowania oddzielnych, niezaleznych dotkow hodowlanych w taki sposob, ze zapewniony
jest kontakt elektryczny na granicy ztacze elektryczne — elastyczna elektroda wbudowana w
dno danego dotka hodowlanego, a zwtaszcza w podstawe dotka hodowlanego oraz w
korzystnym przyktadzie wykonania miesci ponadto mikrokomputer, przetwornik cyfra-analog

oraz zrédho zasilania, przyktadowo bateri¢ zasilajaca (fig. 6).
Opis figur rysunku

Przedmiot wynalazku w przyktadach wykonania przedstawiono na rysunku, na ktorym fig. la
przedstawia schematycznie w widoku perspektywicznym system do elektrostymulacji
komorek w pierwszym przyktadzie wykonania wedlug wynalazku, fig. 1 b — schematycznie
w widoku perspektywicznym system do elektrostymulacji komérek w kolejnym przykladzie
wykonania wedtug wynalazku, fig. 2 — schematycznie w widoku perspektywicznym system
do elektrostymulacji komorek w kolejnym, innym przyktadzie wykonania wedlug wynalazku,
fig. 3 - schematycznie w widoku perspektywicznym system do elektrostymulacji komorek w
jeszcze innym kolejnym przyktadzie wykonania wedtug wynalazku, fig. 4 — schematycznie w

widoku perspektywicznym dotki hodowlane do systemu do elektrostymulacji komorek w
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pierwszym przykltadzie wykonania wedlug wynalazku, fig. 5 — schematycznie w widoku
perspektywicznym dotki hodowlane do systemu do elektrostymulacji komorek w drugim
przyktadzie wykonania wedtug wynalazku, fig. 6 — schematycznie w widoku z gory ptytke
drukowang PCB do systemu do elektrostymulacji komorek w przyktadzie wykonania wedlug

wynalazku.
Opis przyktadow wykonania

Zgodnie z wynalazkiem zapewniono nowy system do elektrostymulacji w warunkach in vitro
do prowadzenia hodowli komodrek badz tkanek, ktory w przyktadzie wykonania sktada sie z
nastepujacych elementow:

- Oddzielnych niezaleznych dotkéw hodowlanych 1, wykonanych z elastycznego,
biozgodnego materiatu z tworzywa sztucznego, przyktadowo takiego jak polidimetylosiloksan
PDMS (np. Sylgard 184) badz inne silikony i siloksany. Na dnie stanowiacym podstawe 20
dotka kazdego oddzielnego dotka hodowlanego 1 znajduja sie elastyczne elektrody 30 o
przeciwnych znakach, ktore sg wykonane przyktadowo z tworzywa PDMS modyfikowanego
czastkami 1/lub nanoczastkami weglowymi, w szczegdlnosci nanorurkami weglowymi, przy
czym moga by¢ zastosowane inne znane materialy na elektrody. Dotki hodowlane 1 sa
uksztattowane w ksztatcie zblizonym do cylindrow majacych $cianke boczng oraz
przeswiecalne dno stanowiace podstawe 20 dotka, w ktorej znajduja si¢ elastyczne elektrody
30, po dwie elektrody o przeciwnych znakach na kazdy dotek hodowlany 1, rozmieszczone
po jednej na odpowiednio przeciwlegtych stronach obrysu dna. Korzystnie podstawa dotka 20
jest w ksztatcie elementu kotnierzowego z dwoma przeciwlegle umieszczonymi wystajgcymi
elementami, w ktorych zatopione sa elektrody 30, po jednej w kazdym wystajacym elemencie.
Elektrody 30 w korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku maja ksztatt zblizony do litery
T, przy czym podstawa litery T wchodzi w dno dotka hodowlanego 1, zas ramiona litery T
maja na swoich koncach otwory, w ktore wchodza ztacza elektryczne 5, korzystnie piny 5,
tworzace kontakt elektryczny z plytka drukowang PCB 3. Piny 5 moga mie¢ postac trzpieni.
Elektrody 30 do zatopienia w podstawie dotka 20, korzystnie w elemencie kotnierzowym
moga by¢ rowniez uksztaltowane w inny dowolny sposob, ktory zapewni potaczenie

elektryczne pomiedzy ztaczami 5, a dnem dotka hodowlanego 1.

W zalecanym przyktadzie wykonania wynalazku uksztalttowanie oraz sposob mocowania
elektrod 30 opisany powyzej umozliwia zastosowanie procesu elektrostymulacji przez

podloze hodowlane, przy czym hodowane komorki mogg by¢ wysiewane na przewodzace
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prad elektryczny podloze hodowlane, umieszczone na dnie dotka hodowlanego. Istnieje

rowniez mozliwos¢ rozszerzenia systemu o mechanostymulacje.

- Ptytki drukowanej PCB 3 do rozmieszczenia w odpowiedniej konfiguracji i
zamocowania na niej pewnej liczby oddzielnych dotkow hodowlanych 1, przy czym ptytka
drukowana posiada wiele ztaczy elektrycznych 5 do doprowadzenia sygnatu elektrycznego do
odpowiednich, wspolpracujacych elektrod 30 poszczegdlnych dotkow hodowlanych 1.
Korzystnie moze posiada¢ minimum 8 zlaczy elektrycznych 5, w szczegolnosci w formie
pinow lub wtyczek. Ztacza elektryczne 5 stuzg jednoczesnie do mocowania dotkow
hodowlanych 1 na plytce drukowanej PCB 3. Ponadto ptytka drukowana PCB 3 jest
zaprojektowana w taki sposob, ze znajduja si¢ w niej okragle otwory 10 rozmieszczone w
korelacji z dotkami hodowlanymi 1 w miejscach mocowania dotkow hodowlanych 1 na plytce
PCB 3. Otwory 10 umozliwiajg obserwacje komoérek hodowanych w dotkach hodowlanych 1
W czasie rzeczywistym poprzez przezierne dno dotka, za pomoca mikroskopu o odpowiednie]

konstrukcji.

- Obudowy 4 do ptytki drukowanej PCB 3 z zamocowanymi dotkami hodowlanymi 1 i
elementow elektrycznych 1 elektronicznych, izolujacej elementy elektryczne systemu od
negatywnego wptywu srodowiska zewnetrznego, w tym wysokiej wilgotnosci i temperatury

okoto 40°C panujacych w inkubatorze do hodowli komorek w warunkach in vitro;

W przyktadach wykonania wynalazku system do elektrostymulacji komorek w warunkach in

vitro, przedstawionych na fig. 1bi2 moze posiadac rowniez:

- Mikrokomputer 6, przetwornik C/A cyfra-analog 6’ oraz zespol zasilania 677,
korzystnie baterie zasilajgca lub zasilacz USB, ktore sa umieszczone wewnatrz obudowy 4
plytki drukowanej PCB 3 oraz ktére umozliwiaja generowanie sygnatéw AC/DC in situ,
wewnatrz inkubatora hodowlanego (nie pokazanego), bez koniecznosci podtaczania

okablowania lub stosowania zewnetrznego generatora funkcji;

W innym przyktadzie wykonania wynalazku, przedstawionym na fig. 3 na ptytce drukowane;j
PCB 3 umieszczone jest ztacze zasilajace 60, za posrednictwem ktorego mozliwe jest
podlaczenie okablowania do przytaczenia zewnetrznego generatora funkcji i/ lub zrodta
zasilania zewnetrznego 1/lub zewnetrznego komputera badz mikroprocesora sterowania

sygnatem;
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W korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku system do elektrostymulacji, a w
szczegblnosci mikrokomputer 6 zawiera oprogramowanie do wspdlpracy z aplikacja
desktopowa na komputer PC, umozliwiajagca zdalne komunikowanie si¢ z systemem oraz
przesylanie pakietow danych (sygnalow) w sposob bezprzewodowy bezposrednio do
mikrokomputera 6. Mikrokomputer 6 jest wyposazony w oprogramowanie do odbioru

sygnatoéw przesylanych za pomocg aplikacji desktopowe;.

Zespol zasilania 6’” moze zawiera¢ akumulator Li-Ion (przykladowo o pojemnosci 2000 —

6000 mAh) badz w alternatywnym wykonaniu zasilacz USB typu C.

System do elektrostymulacji komdrek w warunkach in vitro w przykladzie wykonania wedlug
wynalazku przedstawiony na fig. 1a, 1b zawiera ptytke drukowang PCB 3, przy czym ptytka
drukowana PCB 3 posiada nadrukowany obwdd elektryczny z ukladem potaczen,
przyktadowy schemat obwodu elektrycznego przedstawiony jest na fig. 6. Obejmuje on
doprowadzenia dla zlaczy elektrycznych 5 odpowiedniej liczby niezaleznych dotkéw
hodowlanych 1, przyktadowo na fig. 6 przedstawiono niezalezne doprowadzenia do ztaczy 5
dla 8-miu dotkow hodowlanych 1. Ptytka drukowana PCB 3 jest wyposazona w odpowiednig
liczbe ztaczy elektrycznych 5, korzystnie umieszczonych po przeciwnych stronach otworéw
10 w ptytce PCB, ktore to zlacza sg przeznaczone do rozmieszczenia na kazdym z nich dotka
hodowlanego 1 i jego zamocowania oraz potaczenia elektrycznego na ptytce drukowanej PCB
3, przy czym plytka drukowana PCB 3 moze posiada¢ dowolna liczb¢ doprowadzen
elektrycznych do dowolnej liczby dotkow hodowlanych, przyktadowo 6, 12, 24 lub innej
liczby w taki sposob, ze na jeden dotek hodowlany przypada po dwie przeciwlegte elektrody
o przeciwnych znakach, z ktérych kazda jest polaczona elektrycznie z odpowiednim ztaczem
elektrycznym 5. W ptytce drukowanej PCB 3 w miejscach przeznaczonych do umieszczenia
dotkéw hodowlanych 1 znajduja sie otwory 10 o wymiarze dostosowanym do $rednicy dotkéw
hodowlanych 1. Otwory 10 umozliwiaja obserwacje 1 kontrole wzrostu komorek w dotkach
hodowlanych 1 w sposob analogiczny do tego, jak to ma miejsce w standardowych ptytkach

hodowlanych.

Po dwoch przeciwlegtych stronach kazdego otworu 10 umieszczone sg i zamocowane w ptytce
drukowanej PCB 3, korzystnie wlutowane, po dwa ztacza elektryczne 5, w szczegolnosci w
postaci pinow 5, na kazdy dotek hodowlany 1. Ziacza elektryczne 5, w szczegdlnosci piny 5
stanowiag wyprowadzenia elektryczne stuzace do zapewnienia potaczenia elektrycznego

pomiedzy plytka PCB 3 a dotkami hodowlanymi 1, zwlaszcza elektrodami 30 dotkow

11/21



PL 443991 A1

hodowlanych 1. Piny 5 moga mie¢ forme trzpieni lub wtyczek, badz inng znang postac,
umozliwiajaca doprowadzenie sygnatu elektrycznego do elektrod 30 znajdujacych si¢ w dnie

dotkow hodowlanych 1.

Dotki hodowlane 1, przedstawione przyktadowo na fig. 4 oraz fig. 5 w ksztalcie
cylindrycznym z kotnierzowo uksztaltowana podstawa 20 dotka sa wykonane z elastycznego,
biozgodnego materialu, przyktadowo z tworzywa typu polidimetylosiloksanu PDMS, ktory
jest tworzywem przezroczystym, przykladowo z tworzywa Sylgard 184. W zalecanym
przykladzie wykonania maja one wymiary zblizone do dotkéw hodowlanych w tradycyjnej
plytce do hodowli komorkowych tj. promien od 3,1 do 17,5 mm. Na dnie w postaci podstawy
20 dotka, kazdego dotka hodowlanego 1 znajduja si¢ elastyczne elektrody 30, po dwie na
kazdy dotek i kazda usytuowana po przeciwleglej stronie podstawy dotka, z elastycznego
materiatu, przyktadowo wykonane z elektroprzewodzacego materiatu z tworzywa sztucznego
PDMS modyfikowanego czastkami i/lub nanoczastkami weglowymi, w korzystnym
przykladzie wykonania modyfikowanego nanorurkami weglowymi. Dzigki elastycznosci
dotkow hodowlanych 1 mozliwe jest stosowanie mechanostymulacji (nieprzedstawionej) z

zastosowaniem silnikow krokowych.

Dotki hodowlane 1 sa wielokrotnego uzytku, moga by¢ tatwo wymontowane z ptytki
drukowanej PCB 3 1 ponownie zamontowane 1 potaczone ze ztaczami elektrycznymi 5 oraz
nadaja si¢ do czyszczenia 1 sterylizacji z uzyciem autoklawu. Dotki 1 sa z materiatu
wytrzymalego na wysoka temperature panujaca w autoklawie w zakresie powyzej 120°C,

korzystnie w zakresie powyzej 140°C, w szczegolnosci 140-200°C.

Obudowa 4 plytki PCB 3 moze by¢ wykonana technikami druku 3D (np. Fused Deposition
Modeling (FDM), lub Stereolitografia (SLA)) i umieszczona jest na niej ptytka drukowana
PCB 3 od gory ostonieta ostong 2. Obudowa 4 jest w przykladzie wykonania potaczona z
oslong 2 za pomoca $rub 50, korzystnie czterech, oraz jest uszczelniona uszczelnieniem U z
polidymetylosiloksanu (PDMS). Catos¢ opcjonalnie moze by¢ dodatkowo przykryta

pokrywka gbrna (nie pokazang) dla minimalizacji parowania medium.

W zalecanym przyktadzie wykonania wynalazku mikrokomputer 6 (patrz fig. 2) umieszczony
jest w dolnej czesci obudowy 4 (Fig. 6) i moze by¢ komputerem typu raspberry pi zero 2W
lub rownowaznego typu lub innym dziatajacym w srodowisku Linux, oraz jest dostosowany
do odbierania pakietéw sygnaléw oraz do generowania za posrednictwem przetwornika cyfra-

analog 6’ zadanego sygnatu elektrycznego, ktéry jest doprowadzany za posrednictwem
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obwodu elektrycznego 1 ztacz elektrycznych 5 na ptytce drukowanej PCB 3 do odpowiednich
elektrod 30 wybranych dotkéw hodowlanych 1. Pakiety sygnaléw wysylane sa do
mikrokomputera 6 w sposob bezprzewodowy znanym sposobem, a w szczegolnosci za
pomoca aplikacji komputerowej, ktora znajduje sie na wspotpracujgcym komputerze typu PC
usytuowanym poza pomieszczeniem sterylnym, w ktérym znajduje si¢ system wedlug
wynalazku. Aplikacja ta daje mozliwos¢ wyboru ksztaltu przebiegu pradowego sygnatu, jego
okresu i fazy, oraz czasu stymulacji. Mozliwe jest tez zaprojektowanie liczby cykli stymulacji.
Mikrokomputer 6 moze by¢ zasilany z wchodzacej w sklad systemu 1 umieszczonej w dolnej
czesci 4 obudowy 2.4 baterii, przykladowo baterii litowo-jonowej. Mikrokomputer 6 jest
odpowiedzialny za odbieranie tych pakietow sygnatow oraz generowanie za posrednictwem
przetwornika C/A 60 zadanego sygnalu elektrycznego w poszczegolnych dotkach

hodowlanych, przy czym sygnat jest przesytany bezprzewodowo.

Dodatkowo lub alternatywnie w przyktadzie wykonania ptytka drukowana PCB 3 jest
wyposazona w zlacze zasilajace 60, ktore umozliwia polaczenie do zewnetrznego generatora

funkcji, za posrednictwem przewodu, przyktadowo przewodu tasmowego.

System do elektrostymulacji wedlug wynalazku jest przystosowany do umieszczania w
inkubatorze (nie pokazanym, znany w stanie techniki) do hodowli komorek, przy czym
komorki przeznaczone do hodowli w warunkach elektrostymulacji korzystnie moga by¢
wysiewane na elektroprzewodzace podtoze na dnie dotkow hodowlanych 1 zaopatrzonym w
dwie przeciwne elektrody 30, ktore sa umieszczone po przeciwleglych stronach dotka 1, z

ktorych kazda potaczona jest ze ztaczem elektrycznym 5 na ptytce drukowanej PCB 3.

W kolejnym przyktadzie wykonania wynalazku dodatkowo lub alternatywnie ptytka
drukowana PCB 3 jest korzystnie wyposazona w umieszczony na niej wyswietlacz LCD 7,
ktory pokazuje stan uktadu, przyktadowo sygnaly generowane na poszczegoélnych dotkach

hodowlanych, numer hodowli itp.

Zgodnie z wynalazkiem w przyktadach wykonania zastosowane sa co najmniej dwa rodzaje
dotkow hodowlanych 1, przyktadowo przedstawione na fig. 4 i 5 oraz fig. 2 i 3, ktore moga
by¢ umieszczone 1 zamocowane oraz polaczone za pomoca ztaczy elektrycznych 5, korzystnie
pinéw 5, na plytce drukowanej PCB 3, w zalezno$ci od rodzaju hodowli. W przyktadzie
wykonania wynalazku (fig. 4) dotek hodowlany 1 ma minimalng objetos¢, ktora w przypadku

cylindrycznego ksztattu dotka jest okreslona przez znormalizowana srednice dotka
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hodowlanego oraz minimalng wysokos¢ $cianki bocznej 40, zapewniajacg odpowiedniej,

wymaganej objetosci medium hodowlanego.

W kolejnym przyktadzie wykonania wynalazku (fig.5) dotek hodowlany 1 ma zwigkszona
objetos¢, ktéra w przypadku cylindrycznego ksztaltu dotka jest okreslona przez
znormalizowang $rednice dotka hodowlanego oraz zwigkszong do odpowiednich wymiarow
wysokos¢ Scianki bocznej dla zapewnienia odpowiedniej, wymaganej wiekszej objetosci
medium hodowlanego. Przyktady wykonania systemu do elektrostymulacji z dotkami
hodowlanymi o minimalnej wysokosci przedstawiono na fig. 3, przy czym rdézne wymiary
objetosci dotkow hodowlanych moga by¢ stosowane w kazdym opisanym wyzej przyktadzie

wykonania systemu wedlug wynalazku, w zaleznosci od potrzeb.

Dotki hodowlane 1 mogg mie¢ wymiary dopasowane do standardowych wymiarow dotkéw w
plytce hodowlanej (promien od 3.1 do 17.5 mm), a standardowy wymiar to wymiar dotkow w

plytce 24-dotkowej (promien okoto 7.8 mm).

Obudowa moze by¢ wykonana z biozgodnego polimeru, takiego jak przyktadowo polilaktyd
PLA i by¢ przyktadowo zamykana $rubami, przyktadowo czterema $rubkami i uszczelniona
za pomocg uszczelnienia z tworzywa sztucznego, przykladowo polidymetylosiloksanu

(PDMS).

System wedtug wynalazku umozliwia przyktadowo jednoczesne generowanie 8 niezaleznych
sygnatéw 1 moze by¢ dodatkowo wyposazony w zlacze zasilajace 60, umozliwiajace
podlaczenie zewnetrznego generatora funkcji, zapewniajac tym samym pewng uniwersalnos¢.

Schemat oraz przyktad realizacji proponowanej ptytki PCB 3 zostat przedstawiony na fig. 6.
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Zastrzezenia patentowe

1. System do elektrostymulacji w warunkach in vitro, zawierajacy:

- pewna liczbe niezaleznych, oddzielnych dotkow hodowlanych, przy czym kazdy oddzielny
dotek hodowlany jest uksztaltowany jako samodzielny pojemnik w ksztatcie bryly
geometrycznej, posiadajace] scianki boczne oraz dno, stanowiace podstawe dotka;

- ptytke drukowang PCB, na ktorej sa zamocowane parami elektrody o przeciwnych znakach
doprowadzajace tadunek elektryczny, potaczone z zespotem zasilania, przy czym plytka
drukowana PCB jest zaopatrzona w obwod drukowany w postaci uktadu potaczen
elektrycznych do doprowadzania sygnatu elektrycznego oraz posiada odpowiednio
rozmieszczone otwory do obserwacji hodowli w dotkach hodowlanych, korzystnie za
pomoca mikroskopu;

- obudowe do umieszczenia dotkow hodowlanych oraz ptytki drukowanej PCB, do
wktadania do inkubatora do hodowli komorek;

znamienny tym, ze

niezalezne oddzielne dotki hodowlane (1) sa wykonane z elastycznego, biozgodnego
tworzywa sztucznego wytrzymalego na temperature sterylizacji w autoklawie, korzystnie
wynoszaca powyzej 120°C, w szczegdlnosci powyzej 140°C i maja podstawe (20) dotka
uksztaltowang w postaci elementu kolnierzowego oraz wykonang z przeswiecalnego
tworzywa sztucznego, ktore wraz ze $ciankami bocznymi (40) ogranicza komore dotka z
umieszczonymi w podstawie (20) dotka elektrodami (30) o przeciwnych znakach z materiatu
elastycznego, przy czym poszczegdlne dotki hodowlane (1) sa rozmieszczone na plytce
drukowanej PCB (3) w taki sposob, ze sa naktadane od strony swojego dna na ztacza
elektryczne (5) wykonane, rozmieszczone i zamocowane na plytce drukowanej PCB (3)
parami, po przeciwleglych stronach otworow (10) do obserwacji kazda, przy czym kazde
zlacze elektryczne (5) jest potaczone elektrycznie z odpowiednia elektroda (30) pary elektrod
(30), umieszczonych na przeciwleglych stronach podstawy (20) kazdego dotka hodowlanego
(1), oraz przy czym ptytka PCB (3) wraz z rozmieszczonymi na niej dotkami hodowlanymi
(1) jest umieszczona w obudowie (4) .

2. System wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest systemem do elektrostymulacji przez
podtoze, przy czym na dnie dotkow hodowlanych (1) umieszczone jest elektroprzewodzace
podtoze hodowlane do wysiewania komoérek hodowlanych.

3. System wedlug jednego z zastrz. 1-2, znamienny tym, ze zlacza elektryczne (5) sa

wykonane w postaci pindw lub wtyczek i sg zamocowane, korzystnie s3 wlutowane, w plytce
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drukowanej PCB (3), po przeciwleglych stronach otwordéw (10) do obserwacji, po dwa ztacza
na kazdy otwér (10).

4. System wedlug jednego z zastrz. 1-3, znamienny tym, ze dotki hodowlane (1) maja
ksztalt zblizony do cylindrycznego i s3 umieszczone i zamocowane na ptytce PBC (3) w
miejscach zamocowania ztaczy elektrycznych (5) w korelacji z otworami (10), przy czym
podstawa (20) kazdego dotka hodowlanego (1) jest w ksztalcie elementu kotnierzowego z
dwoma przeciwlegle umieszczonymi wystajacymi elementami, w kazdym z ktérych
zatopiona jest jedna elektroda (30).

5. System wedltug zastrz. 4, znamienny tym, ze elektrody (30) maja ksztalt zblizony do
litery T, przy czym podstawa litery T wchodzi w dno dotka hodowlanego (1), zas ramiona
litery T maja na koncach otwory, w ktore wchodza ztacza elektryczne (5), korzystnie piny
(5), tworzace kontakt elektryczny z ptytka drukowang PCB (3).

6. System wedlug jednego z zastrz. 1-5, znamienny tym, ze elektrody (30) o
przeciwnych znakach umieszczone po dwie na kazdy dotek hodowlany (1) po przeciwlegtych
stronach podstawy dotka (20) sa z elastycznego materiatu, korzystnie sa wykonane z
elektroprzewodzacego materiatu z tworzywa sztucznego PDMS modyfikowanego czastkami
i/lub nanoczastkami weglowymi, szczegolnie korzystnie modyfikowanego nanorurkami
weglowymi.

7. System wedtug jednego z zastrzezen 1-6, znamienny tym, ze zawiera mikrokomputer
(6) z przetwornikiem cyfra-analog C/A (6) oraz zespotem zasilania (6’"), korzystnie bateria
zasilajaca lub zasilaczem USB, ktére sa umieszczone w obudowie (4) wraz z ptytka
drukowang PCB (3) 1 dotkami hodowlanymi (1), do generowania sygnaléw AC/DC in situ.
8. System wedlug jednego z zastrz. 1-7, znamienny tym, ze zawiera mikrokomputer (6),
ktéry jest wyposazony w oprogramowanie do bezprzewodowego odbierania pakietow
sygnaléw oraz generowania, za posrednictwem przetwornika cyfra-analog (C/A) (67)
zadanego sygnatu elektrycznego w odpowiednich wybranych dotkach hodowlanych (1) do
elektrostymulacji hodowli komorkowej, przy czym korzystnie zadany sygnat do
elektrostymulacji jest dowolnie programowany dla kazdego z dotkow hodowlanych (1) pod
wzgledem ksztattu, przebiegu, amplitudy, okresu, fazy, czasu stymulacji oraz liczby cykli
stymulacji.

9. System wedlug zastrz. 8, znamienny tym, ze mikrokomputer (6) jest wyposazony w
oprogramowanie do bezprzewodowego odbioru pakietow sygnatow za posrednictwem

aplikacji desktopowej na komputer PC.

16/21



PL 443991 A1

10.  System wedtug jednego z zastrz. 1-9, znamienny tym, ze ptytka drukowana PCB (3)
jest wyposazona w dodatkowe elektryczne ztacze zasilajace (60) do polaczenia za
posrednictwem przewodu, korzystnie przewodu tasmowego, do zewnetrznego generatora
funkcji i/lub zrodta zasilania.

11.  System wedlug jednego z zastrz. 1-10, znamienny tym, ze dotki hodowlane (1) sa
uksztaltowane jako cylindryczne, przy czym dotki hodowlane (1) s3 wykonane z
biozgodnego materiatu z tworzywa polidimetylosiloksan PDMS lub innego silikonu badz
siloksanu, natomiast obudowa (4) jest wykonana z biozgodnego polimeru, takiego jak

polilaktyd PLA, korzystnie technika druku 3D.
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fig. 1a

fig. 1b

fig. 2
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fig. 3
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fig. 6
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