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DISPOZITIV MICROFLUIDIC DIN STICLA FOTOSENSIBILA PENTRU
TESTAREA CELULELOR TUMORALE LA RADIATII IONIZANTE SI ELEMENT
DE DOZIMETRIE IN-SITU

Inventia se referd la realizarea unui dispozitiv microfluidic din sticld fotosensibila care
poate fi utilizat atdt pentru investigarea comportérii celulelor tumorale expuse la radiatii
ionizante (raze X) cét si ca element de dozimetrie. Procedeul de prelucrare tridimensionald a
sticlei fotosensibile se realizeaza printr-un proces care presupune parcurgerea etapelor care fac
obiectul cererii de brevet de inventie OSIM A/00723 (PROCEDEU DE PRELUCRARE
TRIDIMENSIONALA A STICLEI FOTOSENSIBILE PRIN PROCESARE
SUBSTRACTIVA CU FASCICUL LASER CU PULSURI DE ORDINUL
PICOSECUNDELOR) [1] si care include iradiere laser, tratament termic, corodare chimicd
si tratament termic secundar. Acest procedeu este utilizat pentru fabricarea dispozitivului
microfluidic care face obiectul aceastei cereri de inventie si se incadreazd in domeniul
tehnologic B81C1/00 (Manufacture or treatment of devices or systems in or on a substrate).

Dispozitivele microfluidice de tipul ,,Lab-on-a-chip” (LoC) sau ,,Laborator pe un cip”
reprezintd platforme miniaturizate ce permit realizarea de culturi celulare in spatii 3D
biomimetice ce pot simula micro-mediul in vivo [2]. Avantajele utilizarii dispozitivelor LoC in
stiintele biologice si in stiintele vietii sunt multiple: permit realizarea de configuratii
arhitecturale relevante pentru tesuturi specifice; experimentele care implica utilizarea de culturi
celulare sunt realizate in configuratii 3D ce permit curgeri de fluide in regim dinamic; presupun
un consum redus de reactivi si celule si deci costuri minime; asigura temperaturi, niveluri de
oxigen si pH corespunzitoare scopului propus pe toatd durata experimentelor, acestea fiind
precise si controlate; permit interogarea in situ prin investigatii de microscopie opticd si de
fluorescents. In plus, spre deosebire de biocipurile hibride clasice, fabricate din
PoliDiMetilSiloxan (PDMS) / sticla care prezintd dezavantajul ca pot fi folosite o singura data,
dispozitivele microfluidice fabricate integral din sticla pot fi curatate usor si refolosite.

Terapia cu radiatii ionizante este o componentd esentiald in tratamentul cancerului,
aplicatd pentru aproximativ 50% dintre pacienti cu o ratd de succes curativ de aproape 40%

[3]- Efectul direct al radiatiilor X asupra mediilor biologice, care afecteazi atit tesuturile

tumorale cét si pe cele sdnatoase, constd in ionizarea macromoleculelor celulare (ADN, lipide,
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Astfel, expunerea la doze cdt mai mici este necesard pe durata terapiei, astfel incat sa
ofere beneficii pacientilor fard a afecta complet functionarea tesuturilor normale [5]. In general,
radioterapia se realizeaza in doze fractionate iar fractia de doza terapeutica zilnicad ce permite
refacerea celulelor siandtoase in 24h este intre 1.5 si 3 Gy/zi, derulatd pe parcursul cédtorva
saptamdni. Pe de alta parte, este necesard dezvoltarea unor noi modele de cancer in vitro
(sisteme naturale sau induse artificial ce prezinta trasaturi similare cu cancerele umane), pentru
a diminua sau sperdm chiar elimina testarea excesiva pe animale sau oameni pentru validarea
tratamentelor radioterapeutice [6]. O solutie la aceasta problema sunt testele in vitro clasice
(culturi celulare 2D in pléci cu godeuri) care au insd dezavantajul major al consumului mare
de celule si reactivi dar si al unui rispuns celular eronat comparativ cu culturi celulare 3D.

O altd provocare stiintifici o reprezintd determinarea precisd a dozei de radiatii
ionizante si corelarea acesteia cu raspunsul celular. Detectia radiatiilor si médsurarea dozei se
bazeaza pe fenomenele produse de citre acestea la interactia cu anumite substante. Pot fi astfel
utilizate efecte electrice, ca de exemplu ionizarea mediilor parcurse de radiatii (camera de
ionizare), efecte optice (scintilatia si luminiscenta), efecte chimice (dozimetrie chimica cu
solutie Fricke), fotochimice (impresionarea emulsiilor fotografice). Toate metodele prezinta
atat avantaje cat si limitari specifice. Un parametru cu importantd fundamentald in radioterapie
il reprezintd doza absorbitd in aer sau intr-un material echivalent tesutului la suprafata unei
fantome standard simple sau unui pacient [7]. Pentru iradierea celulelor din organismele vii se
considera doza echivalentd (H), care reprezintd doza absorbitad de tesut, ponderatd cu tipul si
calitatea radiatiei. Pentru radiatiile principale utilizate in medicind (fotoni si electroni)
factorului de ponderare pentru radiatie i s-a atribuit valoarea 1 astfel ca doza absorbita si doza
echivalenta sunt numeric egale [7].

Masurarea dozei absorbite se realizeaza in raport cu o serie de protocoale standard, in
functie de calitatea si energia radiatiei utilizate. Exemple de protocoalele de dozimetrie
recomandate pentru masurarea indirecta a dozei, prin intermediul mérimii kerma in aer, in cazul
iradierii cu raze X de energii mici si medii sunt: TRS#277 si TRS#398 (reglementate de cétre
Agentia Internationala a Energiei Atomice — IAEA) [8,9]; TG#61 (reglementata de cétre
Asociatia Americana a Fizicienilor din Medicind -AAPM) [10]; si NCS#10 [11] (reglementata

de cétre Institutia de Fizica si Inginerie din Medicind si Biologie - IPEMB) [12]. Pe domeniul

energiilor foarte inalte, doza absorbita se poate masura cu succes prin intermediul metodelor
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prezintd o serie de dezavantaje care o fac inadecvati in anumite situatii: sensibilitatea ridicata
a solutiei la impuritati organice si stabilitatea redusa in timp a solutiei [15].

Utilizarea sticlei fotosensibile Foturan, cu dubla functionalitate, pentru fabricarea
dispozitivelor LoC si ca element de dozimetrie reprezinté o solutie inovativa pentru domeniul
radioterapiei. Astfel, celulele tumorale pot fi crescute in spatii 3D biomimetice pentru a simula
conditiile in vivo, unde pot fi supuse iradierii cu radiatii ionizante si ulterior investigat raspunsul
biologic. Pe de alta parte, dispozitivul LoC oferd posibilitatea determindrii directe a dozelor de
iradiere pe durata experimentelor, inclusiv pentru nivele relativ mici ale dozelor de raze X
acoperite de sistemul dozimetric Fricke [16].

in cererea de brevet de inventie OSIM A/00723 am revendicat posibilitatea fabricarii
de structuri microfluidice 3D pe arii mari, utilizind procesarea laser cu pulsuri in domeniul
picosecundelor [17,18], pentru generarea de micro-medii relevante pentru aplicatii biomedicale
specifice. Prezenta inventie propune realizarea unui dispozitiv microfluidic pentru evaluarea
simultand a raspunsului celular la radiatii ionizante si a dozei de radiatii asociate. Dispozitivul
din sticla contine camere pentru celule (micro-godeuri) 3D paralele inglobate in volumul
sticlei. Inventia propune un exemplu de realizare in care celule de melanom uman sunt crescute
in micro-godeurile din sticla si expuse la diferite doze de radiatie X. Raspunsul celular este
evaluat prin investigarea producerii de specii reactive de oxigen intracelular, pentru a propune
o corelare intre pragul dozei de iradiere X si comportamentul celulelor tumorale. Inventia
demonstreaza posibilitatea realizirii unui element dozimetric original ce reprezintd o solutie
alternativa pentru filmele gafcromice si solutia Fricke, datorita modificérilor structurale ce au
loc in sticld In urma expunerii la raze X. Corelarea acestor modificari cu doza de radiatie X cu
care se realizeaza iradierea poate conduce la determinarea cu precizie a dozei absorbite prin
intermediul unei curbe de etalonare.

Prin aceastd abordare se contureazi posibilitatea efectudrii unor terapii personalizate in
care celule ale pacientului pot fi testate in vitro nainte de efectuarea terapiei directe pe pacient.

Dispozitivul din sticld propus pentru evaluarea simultand a raspunsului celular la
radiatii ionizante si a dozei de radiatii asociate este realizat si testat pe baza unor protocoale
experimentale ce au fost dezvoltate si optimizate in prealabil.

Solutia tehnica presupune utilizarea sticlei fotosensibile Foturan® (Schott North
America Inc., Corporate Office, Elmsford, NY, USA) pentru micro-fabricarea de structuri 3D

in volumul sticlei utilizind laseri ce emit pulsuri in domeniul picosecundelor [1]. Spre
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focalizat fasciculul laser, prin procese de absorbtie multifotonica. Dispozitivul microfluidic
realizat este configurat special pentru cresterea de culturi celulare in micro-godeuri si
expunerea acestora la radiatii ionizante. In acelasi timp, cipul microfluidic este utilizat ca si
element de dozimetrie in situ.

Protocolul de realizare a dispozitivului microfluidic

Pasul 1. Dupa realizarea designului geometric cu software dedicat, primul pas il reprezinta
scrierea directd in sticla cu un laser cu durata pulsului in domeniul picosecundelor (model
Lumera, Coherent), ce genereaza pulsuri cu durata Intre 5 — 10 ps la o rata de repetitie de pana
la 500 kHz, cuplat cu o statie de microprocesari. in experimente, se pot utiliza armonicile a
doua (532 nm — VIS) si a treia (355 nm — UV) ale laserului Nd:YVOs cu puteri cuprinse intre
200 mW si 500 mW pentru procesarea materialelor cu radiatie VIS si respectiv 10 mW - 50
mW pentru procesari in domeniul UV. Pentru ambele lungimi de unda, viteza de scanare a
probelor poate fi variata in domeniul 0.1 — 1 mm/s. Fasciculul poate fi focalizat cu o lentila
asferica cu lungimea focald de 18 mm ce produce un spot focal circular cu diametrul teoretic
de aproximativ 4 um. Procesul de scriere directa cu laserul este monitorizat cu o camera CCD,
ce este utilizata si pentru controlul pozitiei de focalizare pe suprafatd si in volumul probelor.
Acestea sunt fixate pe un sistem de translatie x-y motorizat (PlanarDL, Aerotech) controlat de
calculator ce se poate deplasa pe distante de pana la 200 mm pe fiecare axa cu o acuratete a
pasului de £500 nm si o precizie de £100 nm. Mai mult, sistemul de translatie poate declansa
laserul pentru o sincronizare precisa, ce creste astfel acuratetea modelului ce va fi imprimat.
Pasul 2. Probele iradiate cu laserul vor fi in continuare tratate termic intr-un cuptor dedicat
(Carbolite Gero, model MTF M1238-250) pe baza unui program prestabilit. Incalzirea se face
cu o rampa de 3-7°C/minut pana la 450-550°C, apoi temperatura este mentinutd constanta
pentru 1-2 ore pentru cresterea nanoparticulelor de Argint. In continuare, temperatura este
crescutd cu 3-6°C/minut pana la 580-620°C si mentinutd din nou constanta pentru 1-2 ore
pentru obtinerea fazei cristaline de metasilicat de Litiu.

Pasul 3. in ultimul pas tehnologic, probele sunt corodate chimic intr-o solutie 6-10% HF in
conditii de ultrasonare. Pe durata procesului de corodare, fazele cristaline crescute in jurul
nanoparticulelor de Argint sunt inlaturate selectiv, pe proba rimanand astfel doar structurile
3D dorite, printr-un procedeu substractiv. Pentru micro- si nano-procesari controlate cu

acuratete si precizie ridicate, am investigat anterior influenta dozelor de iradiere critice si ratele
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Pasul 4. Pentru scdderea rugozitatii si imbunatitirea calitdtii optice a produsului final se
efectueazi un tratament termic secundar la temperaturi cuprinse intre 610 si 650°C.
Evaluarea dozei de iradiere cu raze X. Debitul dozei de raze X este masurat in timpul
expunerii cu o camera de ionizare PTW 30010 Farmer conectatd la un dozimetru standard
UNIDOS PTW. Modificarile induse (valori ale pixelilor pentru fiecare canal rosu, verde,
albastru - RGB) asupra unor filme gafcromice EBT3 dupa expunerea la diferite doze de radiatii
X sunt scanate cu ajutorul unui scanner profesional EPSON Expression 11000XL, avand o
rezolutie de 4800 dpi in modul transmisie. Valoarea pixelului pentru fiecare canal RGB este
cuantificata din fiecare imagine scanati cu ajutorul programului Imagel.

Protocol placare / investigare celule melanom. in experimente folosim linia celulara de
melanom amelanotic A375. Celulele sunt cultivate in flaskuri de 75 ¢m? (Nunc Cat. No.
156499-ThemoFisher Scientific) cu 10 mL mediu de cultura DMEM HG (Gibco Cat. No.
31966047—ThermoFisher Scientific) amestecat cu 1% penicilind/streptomicind (Gibco Cat
No. 15140-122- ThermoFisher Scientific) si 10% ser fetal bovin (FBS) (Gibco Cat. No.
10270-106- ThermoFisher Scientific). Celulele sunt cultivate in conditii adecvate pentru
crestere: 37°C, 5% CO2, si atmosferd umedd. Dupa optimizéri succesive, dispozitivele
microfluidice sunt placate cu o densitate de 1000 £100 de celule intr-o suspensie de 0.7 pL
mediu de culturd, pentru fiecare camera, pentru a asigura omogenitatea acestora. Suspensia de
celulele este introdusa in biocip prin rezervorul deschis si l3satd sa se decanteze pentru cateva
minute pentru a umple camerele din volumul sticlei. In continuare, biocipul este imersat in
mediu de cultura in pozitie orizontald intr-o placd cu 6 godeuri, iar celulele sunt monitorizate
pentru 24h cand ajung la confluenta.

Producerea intracelulara de specii reactive de oxigen (ROS) este evaluatd utilizand kitul
CellROX GREEN (Invitrogen Cat. No. C10444 ThermoFisher Scientific), conform
instructiunilor producatorului. Pe scurt, dupd ce celulele sunt expuse iradierii cu raze X, acestea
sunt spalate de trei ori cu PBS si apoi marcate cu 100 pL de 5 uM CellROX Green pentru 30
de minute in intuneric, la 37 °C si 5% CO,. Dupa indepartarea solutiei pentru marcaj si spalarea
cu PBS, celulele sunt fixate cu 4% PFA pentru 15 minute la temperatura camerei si analizate
prin microscopie de fluorescentd cu un microscop optic inversat Olympus IX83. Experimentele
se realizeaza in triplicat. Pentru determinarea diferentelor statistice intre probe, se utilizeaza

testul ANOVA.

5

56




RO 137889 A0

de sase godeuri (se utilizeaza cate o placa distinctd pentru fiecare experiment de iradiere), urmat
de incubare la 37°C, 5% COa, atmosfera umeda, pentru 24 de ore. Apoi, placile sunt
transportate una cate una la facilitatea de iradiere cu raze X a INFLPR, cu ajutorul unor cutii
termo-izolante. Dupa iradiere, placile sunt transportate si plasate din nou in incubatorul de
culturi celulare pentru 5 ore, inaintea inceperii protocolului experimental pentru evaluarea
microscopicé a generdrii ROS.

Se di in continuare, un exemplu de realizare a inventiet, in legaturd cu figurile 2-5, care
prezinta protocolul de realizare a unui dispozitiv microfluidic 3D (1), fabricat in sticld Foturan,
ce poate fi utilizat pentru testarea celulelor tumorale expuse la radiatii ionizante si n acelasi
timp poate fi folosit ca si element de dozimetrie. Este prezentat modul de evaluare a dozelor de
radiatii X si sunt descrise experimentele de iradiere. Este prezentat protocolul utilizat pentru
iradierea celulelor tumorale si evaluarea ROS. Sunt detaliate studiile in vitro cu linia celulara
A375 de celule de melanom uman amelanotice si evaluarea si cuantificarea generarii de specii
reactive de oxigen intracelular in functie de doza de radiatie X aplicata.

Procedeul de realizare a cipului microfluidic constd din: configurare geometrie, design
3D utilizdnd software dedicat; scrierea directa cu laser cu pulsuri in picosecunde a sticlei
Foturan; tratament termic; corodare chimica pentru eliminarea selectiva a zonelor modificate;
tratament termic secundar pentru imbunatatirea calitatii optice; si investigatii prin microscopie
optica.

Design biocip. In Figura 2 este prezentata configuratia geometrica de baza a biocipului (1) si
caracteristicile dimensionale ale acestuia. Folosim sticla fotosensibila cu dimensiunea de 15 x
15 mm? si grosimea de 1.5 mm. Designul are in vedere obtinerea de compartimente distincte
pentru culturi celulare cu configuratii 3D si medii cu permeabilitate, dar si accesul facil spre
aceste spatii in conditii optime pentru placarea celulelor. Sunt proiectate cinci camere pentru
celule dedicate (2), dispuse paralel, avand diametrul de 2 mm si inéltimea de 200 pm. Acestea
vor fi realizate la o addncime de 500 um sub suprafata sticlei (Figura 2.a). Camerele sunt
proiectate sa acomodeze volume suficient de mari de mediu de culturé pentru a nu fi perturbata
cresterea celulard in spatii inguste. Fiecare camera pentru celule este conectaté printr-un canal
inglobat avand latimea de 1 mm si lungimea de 3 mm la un rezervor de acces deschis (3) cu
diametrul de 2 mm (Figurile 2.b si c¢). Rezervoarele circulare deschise sunt conectate cu
rezervoare laterale (4) ce oferd alternative pentru umplerea continud pe durata experimentelor

de iradiere cu raze X.
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latentd prin fotoreducerea ionilor de Ag din compozitia sticlei la atomi de Ag, cu ajutorul
electronilor liberi generati de interactiunea cu pulsuri laser ultrascurte prin procese de absorbtie
multifotonica. Avantajul utilizarii unor pulsuri laser cu durata in domeniul picosecundelor si
rata de repetitie mare consta in procesarea unor arii/volume mari de material cu costuri reduse
si timpi de procesare mici [1], in comparatie cu laserii in femtosecunde. In continuare, probele
sunt supuse unui tratament termic intr-un cuptor programabil, pe baza unui protocol optimizat
[19]. Astfel, incalzirea se realizeaza cu o ratd de 5 °C/minut pani la 500 °C, urmatéd de
menfinere pentru o ord, pentru a permite precipitarea atomilor de Ag si formarea de
nanoclusteri. Ulterior, se continua incalzirea lenta cu 3 °C/minut pana la 605 °C si mentinere
o ora pentru a induce formarea fazei cristaline de metasilicat de litiu in jurul nanoclusterilor de
Ag. Imaginea latenta formata pe durata procesului de scriere directa laser este astfel developata
ca urmare a tratamentului termic, in structuri de coloare maronie ce devin vizibile (Figura 3.A).
Putem astfel vizualiza atat structurile cu vor reprezenta rezervorul deschis (3) in Figura 3.A.l,
cat si camera pentru culturi celulare (2) in Figura 3.A.IL In pasul urmitor, probele de sticla
sunt supuse unui proces de corodare chimica in solutie de HF de concentratie 9%, in conditii
de ultrasonare. In cadrul acestui proces de corodare umeda, fazele cristaline crescute prin
tratamentul termic sunt indepartate selectiv, deoarece prezinta o rata de corodare mult mai mare
fata de zonele de sticla amorfe, ce nu au fost iradiate cu laserul. Prin acest procedeu substractiv,
obtinem micro-structuri cu forme si geometrii ce corespund traseelor urmate de fasciculul laser
realizate in primul pas experimental (Figurile 3.B.1. pentru rezervorul deschis si 3.B.II pentru
camerele pentru celule). Pentru imbunatatirea calitétii optice a biocipurilor (scadderea rugozitatii
si cresterea transparentei optice), se realizeaza un tratament termic secundar la 645 °C. Asa
cum se poate observa in Figurile 3.C si D, suprafetele structurilor realizate in volum devin mult
mai netede, transparenta sticlei fiind similard zonelor neiradiate. In Figura 3.D.II este
prezentatd o imagine de ansamblu a biocipului (1) unde sunt evidentiate toate cele cinci
structuri microfabricate, dar si un detaliu al unui rezervor lateral (4) realizat in volum.

Evaluarea si determinarea dozei de radiatii X absorbite. Initial, au fost realizate simulari
pentru a evalua transportul fotonilor de raze X in biocip, s-a calculat profilul dozei in addncime
sl s-a observat, asa cum ne asteptam, ca doza este mai mare in zona de impact pe suprafatd
[19]. Evaluarea dozei prin modificari de culoare induse in filme gafcromice standard, dupa
expunerea la doze de raze X diferite, se realizeazi pentru trasarea unei curbe de calibrare.
Utilizdnd o camera de ionizare Farmer, s-a determinat debitul dozei in aer la o distanta de 3
mm fatd de fereastra de iesire a tubului de raze X, valoarea masurata fiind de 2.36

Apoi, camera de ionizare este inlocuita cu filme gafcromice EBT3 ce sunt expu
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valori ale dozelor de la 0 la 9.6 Gy prin cresterea timpului de expunere. Iradierea sticlei
fotosensibile s-a realizat cu un fascicul de raze X colimat, dimensiunea spotului fiind de
aproximativ 400 pm. O astfel de platforma de micro-iradiere este optimizatd din punct de
vedere al dimensiunii profilului fasciculului si al debitului dozei pentru a asigura o expunere
precisd si o iradiere selectivd. Am realizat o configuratie tip sandwich in care sticla
fotosensibila este plasata intre doua filme gafcromice EBT3, astfel incat amprenta radiatiei sa
ne ofere informatii preliminare despre doza atét la intrare cat si dupa trecerea prin sticla
fotosensibild. Schema de iradiere cu raze X a structurii Senzorl (5) / sticla fotosensibilad (1) /
Senzor2 (6) este prezentatd in Figura 4.A, unde Senzorii 1 si 2 reprezinta filme gafcromice
EBT3. Asa cum se poate observa, am demonstrat posibilitatea iradierii sticlei fotosensibile in
volum, la diferite valori ale dozei de raze X cu spoturi colimate de forma elipticd avand axa
mare de 400 pm si axa mica de 300 pm (Figura 3.B). In acesta configuratie, am determinat un
prag de sensibilitate la raze X a sticlei Foturan de 2.36 Gy/minut pentru 15 minute de iradiere.
Reamintim ca scopul inventiei il reprezintd fabricarea de biocipuri miniaturizate in
sticla fotosensibila care sa acomodeze atat camere pentru culturi celulare cét si elemente de
dozimetrie. Astfel, la aplicarea de doze de raze X relativ mari, peste pragul de sensibilitate al
sticlei Foturan, biocipul fabricat poate fi utilizat ca si senzor dozimetric dacd este aplicat un
tratament termic post-iradiere. In acest caz, biocipul nu poate fi reutilizat in experimente
datoritd modificarii ireversibile a zonelor iradiate. Pe de alta parte, biocipurile care nu au fost
supuse tratamentului termic si /sau iradiate cu doze mai mici decat pragul de sensibilitate pot
fi refolosite deoarece nu sunt afectate ireversibil si permit evaluarea directd a celulelor expuse
la diferite doze de radiatie aplicate direct pe biocip. In acest caz, biocipul din sticla nu poate fi
folosit ca si element de dozimetrie.
Evaluarea generdrii de specii reactive de oxigen in functie de doza de raze X aplicatd. Una
dintre cele mai agresive forme de cancer de piele este melanomul metastatic. Pentru tratamentul
melanomului, pacientii sunt in general supusi unei resectii chirurgicale a tumorii, urmatd de
tratamente prin chemo- si radio-terapie. Radioterapia este recomandata pacientilor cu melanom
ce nu pot fi supusi tratamentului chirurgical datoritd varstei, prezentei altor comorbiditéti sau
tratamentului medicamentos specific [20]. Astfel, este necesard realizarea unor modele de
cancer care sa simuleze conditiile in vivo, pentru validarea protocoalelor radio-terapeutice si
cu minimizarea testdrii excesive pe oameni, pentru determinarea unor doze terapeutice

tolerabile si in beneficiul pacientilor.
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ridicata fata de oxigenul molecular [21]. Acestia sunt produsi in mod endogen in celule sau ca
urmare a unor stimuli externi, si reprezintd un pericol pentru celule, ca urmare a deteriorarii
ADN-ului, proteinelor si lipidelor. Pe de alta parte, celulele sunt capabile sa neutralizeze sau
sa se adapteze producerii ROS, desi generarea de ROS poate de multe ori sa depdseasca
capacititile antioxidante ale celulelor, avdnd ca rezultat stresul oxidativ sau chiar moartea
celulara. Supravietuirea celulelor depinde astfel de capacitatea acestora de a rezista la stres si
de a repara moleculele sau celulele afectate [22].

In cadrul acestui brevet, evaluam producerea de ROS indusa de radiatia X asupra liniei
celulare de melanom uman A375. in Figura 5 sunt prezentate imagini de fluorescenti ce
evidentiaza generarea de ROS in celule melanom crescute in biocipuri ca urmare a expunerii
la doze de radiatii X de 2 (B), 4 (C), si 8 Gy (D), fatd de control (A - celule neiradiate).
Cuantificarea intensitatii medii a semnalului din imaginile de fluorescentd (Figura 5.E)
evidentiaza o crestere a producerii de ROS cu cresterea dozei de raze X aplicate, in acord cu
studiile noastre anterioare [23].

Prezenta inventie prezintd urmdtoarele avantaje in raport cu stadiul actual al
domeniului:

- spre deosebire de testele in vitro clasice cu culturi celulare 2D (in pléci cu godeuri) cu consum
mare de celule si reactivi, prezenta inventie propune utilizarea dispozitivelor microfluidice cu
configuratii 3D relevante pentru tesuturi specifice. Aplicarea inventiei ar putea reduce
consumul de celule si reactivi, deci si costurile pentru validarea tratamentelor radioterapeutice.
in plus, prin simularea micromediului in vivo, s-ar putea minimiza testarea pe animale si
oameni.

- biocipul din sticld fotosensibild propus poate fi in acelasi timp utilizat ca si element de
dozimetrie in situ. Aplicarea inventiei poate reprezenta o solutie de dozimetrie alternativa
pentru filmele gafcromice si solutie Fricke, inclusiv pentru nivele relativ mici ale dozelor de
raze X.

- metoda de fabricare permite paralelizare pentru obtinerea facila de structuri microfluidice cu
dimensiuni controlate si design prestabilit in functie de aplicatia urmarita. Aplicarea inventiei
permite realizarea de configuratii 3D pentru expunerea la radiatii ionizante a unor culturi

celulare, sferoizi sau mini-organe crescute in biocipuri.

- dispozitivele microfluidice fabricate integral din sticla pot fi curatate usor si refolosite.
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- dispozitivele microfluidice permit automatizare si screening cu randament ridicat, operare cu
volume reduse de reactivi, diminuadnd astfel timpul si costurile dispozitivelor analitice clasice.
in plus, pot fi realizate expuneri la radiatii ionizante si analize biochimice pe co-culturi celulare,
sferoizi sau organe crescute in biocipuri.

- valorificarea acestor dispozitive microfluidice poate fi realizata de cétre institute de cercetare
si universitati cu profil de medicina, biologie sau biochimie. De asemenea, diviziile de
cercetare — dezvoltare ale unor companii medicale si farmaceutice pot fi interesate de astfel de

dispozitive.
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PREZENTAREA FIGURILOR DIN DESENE:
Figura 1. Reprezentare schematicad a protocolului experimental dezvoltat pentru iradierile cu
raze X a biocipurilor si evaluarea ROS.
Figura 2. Reprezentare schematica CAD 3D a dispozitivului microfluidic din sticla
fotosensibila cu cinci canale paralele identice (1), cu evidentierea camerelor pentru culturi
celulare (2), a rezervoarelor deschise pentru placarea celulelor (3), si a rezervoarelor laterale
(4) pentru introducerea mediului de cultura (A). Vedere de sus a unui canal (B) si vedere
laterald a unui canal (C).
Figura 3. Imagini de microscopie opticd a dispozitivului microfluidic dupi fiecare stadiu al
procesului de microfabricare: I. A—C. vederi de sus a unui rezervor deschis pentru alimentare
cu celule. I. D. vedere laterald a rezervorului deschis pentru introducere mediu de cultura
celulard. II. A—C. vederi de sus a camerei pentru culturi celulare realizate in volum. Sticla
fotosensibild a fost prelucratd prin iradiere laser si tratament termic la 605 °C (A), corodare
chimicé selectivd in HF (B), si tratament termic secundar la 645 °C (C). II. D Vedere de
ansamblu a dispozitivului microfluidic fabricat. Bara de mérire este de 1 mm.
Figura 4. Schema geometriei de iradiere cu raze X a unei structuri tip ,,sandwich” constand
din Senzorl (5) / sticla fotosensibild (1) / Senzor2 (6), unde cei doi senzori sunt filme
gafcromice EBT3 standard. Cele doud imagini optice din partea de sus reprezintd filmele
gafcromice EBT3 Senzor 1 (fatd) si Senzor 2 (spate) dupa expunerea la sase doze diferite de
raze X (2.36 Gy/min pentru 4, 5, 6, 10, 15, si 20 min) notate de la a la f. B. Doud spoturi
circulare ce corespund unor expuneri la raze X de 15 si respectiv 20 min, developate in sticla
fotosensibild dupd tratament termic.
Figura 5. Imagini de fluorescentd a celulelor de melanom uman linia A375 crescute in
camerele pentru celule (2) ale biocipului (1) cu evidentierea generarii speciilor reactive de
oxigen ca urmare a expunerii la radiatie X cu doze de: 0 (A), 2 (B), 4 (C), si 8 (D) Gy. In toate
imaginile marirea a fost de 10x iar bariile de marire au 200 pm. Cuantificarea producerii ROS
din prelucrarea imaginilor A-D este prezentata in (E). Diferentele statistice: 0 Gy - 2 Gy*, 0
Gy -4 Gy ***,0 Gy - 8 Gy ***,2 Gy -4 Gy *** 2 Gy - 8 Gy *** 4 Gy - 8 Gy *, unde * - p
<0.05, ** - p <0.005, *** - p <0.0005.
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REVENDICARI:
1. Dispozitiv microfluidic din sticla fotosensibila caracterizat prin aceea ca, prezinta o dubla
functionalitate: poate fi utilizat pentru testarea tridimensionala a celulelor tumorale expuse la

radiatii ionizante si, in acelasi timp, poate fi folosit ca si element de dozimetrie in situ.
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DESENE SI FIGURTI:
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Figura 3.
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