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(57) Referatas:

I8radimas priklauso biomedicinos sriciai, konkreciau - lasteliy
transfekavimo jrenginiams. Lasteliy mikroporatorius, susideda i§
skysGio mikrokanalo (1) ir jame patalpinty mechaninio poveikio
elementy, kurie padaryti kaip du besisukantys velenéliai (2, 2a, 2b)
(sinonimas ,voleliai*) ir sumontuoti mikrokanalo (1) niSose (la, Ib)
vienas nuo kito atstumu mazesniu negu apdorojamy lasteliy dydis,
vienas arba abu velenéliai (2, 2a, 2b) padaryti su krumpliais (3) arba
spygliais (5) (adatom), velenéliai yra pasyvis, sukami pratekancio
skyséio ir kontaktuoja su lgstelemis vienu Sonu. Sillomi jvairls
veleneliy formos variantai: cilindriniai, iSgaubtas- jgaubtas (pora),
jgaubti, laiptuoti cilindriniai. Sitlomi velenéliy montavimo variantai:
veleng¢liai galuose turi jdubas, o skys¢io mikrokanale padarytos
iskySos (trumpos aselés) ir atvirk3€iai - velenéliai galuose turi
jdubas, o skysc¢io mikrokanale padarytos isky3os (trumpos aselés),
kurios tarnauja kaip slydimo guoliai, arba velenéliai sumontuoti ant
asiy.
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ISRADIMO APRASYMAS

LASTELIU MIKROPORATORIUS

TECHNIKOS SRITIS
ISradimas priklauso biomedicinos sriciai, konkre¢iau - lgsteliy transfekavimo jrenginiams.
TECHNIKOS LYGIS

Transfekcija yra svetimy geny jvedimo | lgsteles technika. Lastelés membrana apsaugo lgstelés
vidy nuo svetimos biologinés medziagos patekimo, todél transfekcija turi laikinai sutrikdyti 3ig

membranos barjering funkcija.

Yra Zinomi ir naudojami jvairis fiziniai transfekavimo biidai:

- elektroporacija, kai lgstelé trumpalaikiai veikiama elektriniu lauku;

- lasteliy poveikis kintamu slégiu (angl. cell squeezing) ir jam artima hidrodinaminé
transfekcija;

- sonoporacija - lgsteliy poveikis ultragarsu;

- optiné transfekcija, kai lastelés membranoje ypatingai gerai sufokusuotu lazerio spinduliu
padaroma apie 1 mikrono skyluté;

- jvairis mikroinjekcijos biidai, tokie kaip svetimos medziagos jvedimas mikro stikliniy

vamzdeliy pagalba arba panaudojant geny patrankg.

Visy iSvardinty biidy esmé ta, kad Igstelés membranoje sukuriamos laikinos poros arba skylutés,
per kurias j lastele yra jvedamos norimos pasalinés medziagas, neorganiniai junginiai, vaistai,
genetines medZiagos, baltymai, angliavandeniai, sintetinio polimero ir farmacinés kompozicijos

ir kt.

Patente US2020063163 apraSytas biidai ir antgaliy rinkiniai medziagai jvesti j Igsteles.
Lastelés, judanéios skys€io pripildytu mikrokanalu ar praéjimu, padidina greitj mikrokanalo

susiauréjime, eidamos pro siauresnio skersmens i$¢jimo angg. Lastelése slégis staiga pasikeiia
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i$ auksto slégio j Zema. Dél slégio pokycio (i§ auksto | Zemg) lgstelés laikinai iStempiamos,
susidaro laikinos skylés lasteliy membranose, kurios leidZia patekti medZiagoms, esan&ioms
Igstele supanCiame skystyje ar tirpale, jskaitant ir genetine medZiaga c¢DNR, siRNR,
miRNR. Maza Ca +2 koncentracija skystyje ar tirpale skatina prailginti laikg, reikalingg Igsteliy

membranoms uZsandarinti, ir taip dar labiau skatina medZiagos patekimg j Igstelés vidy.

I8radime US2019262835 pateiktas tranfekcijos biidas, pasizymintis daugkartiniu lgsteliy
suspaudimu ir atpalaidavimu tekant laiptuoto skerspjiivio ploto skys¢io mikrokanalu. Praeinant
Igsteléms per suspaudimo intervalg lasteliy vidinis tiris sumazéja (“Vloss”), o patekus j

atpalaidavimo sritj jy tiiris padidéja (“Vgain”) — jos sugeria dalj skystyje esanéiy molekuliy.

Yra Zinomas lasteliy transfekavimo budas, (Zr. patenta EP3556845), kuriame poros lastelése
atsiranda dél mikrokanale suformuoty kliG¢iy, pvz., dél staigiai pakeisto lgsteliy srauto

vektoriaus.

Visuose auks¢iau iSvardintuose iSradimuose lasteliy deformacija atlickama staigiu slégio j
lasteles pasikeitimu, kuris vyksta dél mikrokanalo formos pasikeitimo. Siy i$radimy trikumas,
kad lasteles, judédamos mikrokanale, daugeliu atvejy yra veikiamos slydimo trinties — jos yra

velkamos palei mikrokanalo sieneles.

Yra Zinomas lasteliy mikroporatorius (zr. patenta US6846668). Jis turi vamzdelj su jéjimu ir
iS¢jimu skystyje suspenduotoms lasteléms pernesti ir injekcijos zong su i8sikiSanéia i§ sienelés
injekcijos adata, skirta Igsteléms pradurti, per kurig norima medZiaga j$virk$¢iama | lgstele arba

iSsiurbiama medziaga i§ lastelés. Tai gali bti atlickama bet kokia tvarka norimg skai¢iy karty.

Siame i$radime naudojamas mechaninis transfekavimo biidas — jos praduriamos mikroadata.
Norint padidinti lasteliy transfekcijos naSuma, reikia montuoti daugybe mikrokanaly

lygiagreciai.
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ISRADIMO ESME

Sio idradimo tikslas pasiiilyti nasy lasteliy transfekavimo jrenginio dalj - mikroporatoriy, kurj
galima priskirti prie mechaniniy transfekavimo priemoniy. Siilomas mikroporatorius apima tris

lasteliy transfekavimo biidus:

- mechaning lgsteliy deformacija (suspaudimg ir atpalaidavima),
- lasteliy membranos pradirima,

- miSry biidg (deformacijg ir pradiirima).

Siekiant iSradimo tikslo Igsteliy mikroporatorius, susidedantis i§ skys¢io mikrokanalo ir jame
patalpinty mechaninio poveikio elementy, pastarieji padaryti kaip du besisukantys velenéliai
(sinonimas ,,voleliai®) ir sumontuoti mikrokanalo ni$ose vienas nuo Kito atstumu maZesniu negu
apdorojamy lgsteliy dydis, vienas arba abu velenéliai padaryti su krumpliais arba spygliais,

velenéliai yra pasyviis, sukami pratekancio skyséio ir kontaktuoja su Igstelémis vienu Sonu.

Sitlomi jvairiis velenéliy formos variantai: cilindriniai, i$gaubtas - jgaubtas (pora), jgaubti,
laiptuoti cilindriniai. Sililomi velenéliy montavimo variantai: velenéliai galuose turi jdubas, o
skys€io mikrokanale padarytos iSkySos (trumpos aselés) ir atvirk3¢iai - velenéliai galuose turi
Idubas, o skysc¢io mikrokanale padarytos iskySos (trumpos aSelés), kurios tarnauja kaip slydimo

guoliai, arba velenéliai sumontuoti ant asiy.

Mikroporatorius gali turéti kelias velenéliy poras.

BREZINIU APRASYMAS

ISradimas iliustruojamas bréziniais.

BréZiniuose parodyti mikroporatoriaus skersiniai pjliviai, kuriuose mechaninio poveikio
elementai yra velenéliy poros:
fig.1 - vienas velenélis su lygiu cilindriniu pavirSiumi, kitas su krumpliais,

fig.2 — abu velenéliai su krumpliais,



4/8

fig.3 - vienas velenélis su lygiu cilindriniu pavir§iumi, kitas su spygliais,

fig.4 — abu velenéliai su spygliais.

Mikroporatoriaus konstrukcijos apraSymas.

Mikroporatorius (fig.1), susideda i§ mikrokanalo 1 su niSomis la ir 1b, kuriose sumontuoti
cilindriniai (sudaromieji pavirSiai yra cilindriniai) velenéliai 2 ir 2a. Velenélio 2a sudaromajame
pavirSiuje padaryti krumpliai 3. Krumpliy 3 forma néra labai aktuali, svarbu, kad Jju virsiinés

baty suapvalintos. Velenéliai 2, 2a sumontuoti ant asiy 4.

Fig. 2 parodytas mikroporatorius, turintis abu velenélius 2a su krumpliais 3.

Mikroporatorius (fig.3), analogiskas kaip ir fig.1, skirtumas yra tas, kad jis turi viena velenélj 2b,

kurio sudaromajame pavir§iuje padaryti spygliai 5.
Fig. 4 parodytas mikroporatorius, turintis abu velenélius 2a su spygliais 5.

Galimas velenéliy 2, 2a, 2b montavimas mikrokanale 1 ir kitais biidais. Velenéliai 2, 2a, 2b
galuose gali turéti trumpas i8ky3as, o mikrokanalo 1 sienelése padarytas jdubas arba atvirkigiai —
mikrokanalo sienelése padarytos trumpos isky3os, o velenélivose 2, 2a, 2b jdubos ir tai yra

slydimo guoliai.

Galimos tokios mikroporatoriy modifikacijos, kai velenéliy pora sudaro:
- lygaus sudaromojo pavirsiaus cilindrinis ir velenélis su krumpliais,

- abu velenéliai su krumpliais,

lygaus sudaromojo pavirSiaus cilindrinis ir velenélis su spygliais,

abu velenéliai su spygliais,

- miSrus, kai vienas velenélis su krumpliais, o kitas su spygliais.

Mikroporatoriai gali skirtis velenéliy sudaromyjy pavirsiy formomis. Auk$&iau minétos velenéliy

poros turgjo cilindrinius sudaromuosius pavirius, bet gali turéti ir kitokius.



(X ] LAl . [ )
L] LN [ ) LR oo .... :...
LN ] [ ] [ L [ ] (IR X N ]
L [ ] LA [ 4 L L [ ] L
L] ° L4 * L] L L
LXK XX ] (2] [N ] L X B J .0 LA X ]

5/8

Velenéliy pora gali turéti tarpusavyje sutapdintus i$gaubta- jgaubtg, abu jgaubtus arba

tarpusavyje sutapdintus cilindrinius laiptuotus, pavirsius.

Visais atvejais tarpas tarp lygaus sudaromojo pavirsiaus velenélio 2 ir velenélio 2a su krumpliais
3 arba tarpas abiejy velenéliy 2a su krumpliais 3, arba tarpas tarp lygaus sudaromojo paviriaus
velenélio 2 ir velenélio 2b su krumpliais 5, arba tarpas abiejy velenéliy 2b su spygliais 5
parinktas taip, kad jis biity maZesnis uz apdorojamy lasteliy dydj, bet nemaZesnis negu lastelgje

esanciy nespiidZiy organeliy (pavyzdziui lastelés branduolj) arba elementy matmenys.

ISRADIMO REALIZAVIMAS

Mikroporatoriaus veikimas.

Imontavus mikroporatoriy j transfekavimo jrenginj siurbliy pagalba mikrokanalu 1 teka skysta
terpe, kurioje yra transportavimo skystis, apdorojamos lgstelés ir norima jterpti medZiaga.
Praecidamos pro tarpa tarp velenéliy (fig.1, 2), jos deformuojamos, t.y. mechaniskai
suspaudziamos, Iasteliy vidinis tiiris sumazéja, o pragjus pro tarpa tarp velenélius 2, 2a jy vidinis

tiris atsistato, Igstelés per poras membranose sugeria norimas jterpti medziagas.

Kai transfekavimo jrenginyje naudojami mikroporatatoriai, parodyti fig. 3, 4, praeinant lasteléms
tarp velenéliy poros 2, 2b arba 2b, 2b, jos dalinai deformuojamos ir spygliais 5 jy membrana yra
praduriama. Praéjus tarpg tarp velenéliy lasteliy vidinis turis stengiasi atsistatyti, per atsiradusias

skylutes jos sugeria norimas jterpti medZiagas.

Skirtingai negu kituose Zinomuose techniniuose sprendimuose siiilomuose mikroporatoriy

variantuose eliminuota Igsteliy slydimo trintis ir $lyties deformacija, kuri yra Zalinga Igsteléms.
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Stuo ateju Igstelés tarpelyje tarp velenéliy tik suspaudziamos arba suspaudziamos ir suspaudimo

metu praduriama jy membrana.
Mikroporatoriy charakteristika.

Orientaciniai kai kuriy elementy matmenys mikronais (um):
- mikrokanalo skerspjiivio plotas —10-100um?,
- velenéliy skersmuo — 100-600pum,
- aSeliy arba aSeliy iskySy skersmuo —10-60um,
- tarpas tarp velenéliy ir mikrokanalo sieneliy —6-20um,
- krumpliy aukstis — 3-20pm,
- spygliy aukstis - 3-10um,

- spyglio vir§iinélés matmenys - 0,1-1pum.

Svarbus mikroporatoriaus parametras yra tarpas, priklausomai nuo jo modifikacijos:
- tarpas tarp velenélio su lygiu sudaromuoju pavir§iumi ir krumpliy, - 6-50 um,
- tarpas tarp veleneliy krumpliy, - 6-50 pm
- tarpas tarp velenélio su lygiu sudaromuoju pavir§iumi ir spygliy -6-50 um,
- tarpas tarp spygliy -6-50 um,
- tarpas tarp krumpliy ir spygliy - 6-50 um.

Zinoma, kad Igsteliy deformacija mikroporatoriuje gali bti 10-80 % lasteliy vidutinio diametro,
todel konkretus mikroporatorius turi bliti gaminamas konkrediam lIgsteliy tipui, parenkant

auks$¢iau minétg modifikacija ir tarpa.
Mikroporatoriaus gamyba.
Jis gali buti gaminamas keliais biidais. Pirmas biuidas - kai skys¢io mikrokanalas, su jame

esanciomis niSomis velenéliui ir jdubomis, guoliy elementams gali biti gaminamas ésdinimo per

kauke reaktyvia plazma biidu. Esdinimo kauké gali biiti formuojama ploks&iosios litografijos,
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lazerinés litografijos arba spausdinimo budais. Kitas biidas, tai - lazerinés abliacijos biidas (3is
budas tinkamas skaidrioms, neskaidrioms, organinéms, neorganinéms medZiagoms) arba
eksponavimas lazerine spinduliuote, kombinuojant su 3lapiuoju ésdinimu. PavyzdZiui, $lapias
ésdinimas gali biti atliekamas skaidriame padékle, kai padéklas eksponuojamas fokusuota
intensyvia trumpyjy ir ultratrumpyjy (femtosekundiniy) impulsy lazerine spinduliuote, virsijant
medZiagos paZeidimo slenkstj ir atliekant skenavima, o po to padéklas apdirbamas ésdinimui
skirtu tirpalu. Stiklinio padéklo atveju, kai medZiagos pagrindas yra silicio dioksidas, ésdinimo

priemoné gali bati fluoro rligsties tirpalas arba karstas kalio hidroksido vandeninis tirpalas.

Mikrokanalas gali biiti formuojamas monolitinis kaip ertmé, sudaryta padéklo tiryje arba
sudedamas i8 dviejy sluoksniy - apatinio ir vir§utinio (angl. “substratum” ir “superstratum”).
Jeigu formuojamas dviejy sluoksniy derinys, tai apatiniame suformuojama mikrokanalo dalis, o
virSutinis gali biiti ploks¢ias ir yra klijuojamas arba privirinimas lazeriniu biidu prie apatinio
sluoksnio. Sis veiksmas gali biiti vadinamas mikrokanalo uZsandarinimu. Idubos arba

guoliavietés gali biiti formuojamos tais patiais minétais biidais lygiagre¢iai arba i3 eilés.

Kitos dalys, t.y. velenélis, krumpliai, spygliai, adatos, adys, i¥kySos, guoliai jskaitant jdubas
guoliavietéms gali biti gaminami keliais biidais. Patogiausi gamybos biidai - trimaté lazerine
litografija, adityvi lazerin] litografija, dvifotoné arba daugiafotoné lazeriné litografija, lazerinis
3D spausdinimas. Biido esmg¢ sudaro organiniy arba organiniy-neorganiniy monomery tirpalo
arba kieto gelio vietiné ekspozicija, sufokusuota impulsine lazerine spinduliuote, virsijant
polimerizacijos slenks¢io dozg ir sukeliant lokalizuota polimerizacijos reakcija. Skenuojant
sufokusuotg lazerinj pluosta galima pagaminti laisvos 3D sudétingos geometrijos darinius. Po
gamybos neeksponuota medziaga ry$kinimo proceso metu gali biiti paSalinama atitinkamu
tirpikliu. Tai yra procesas, nereikalaujantis surinkimo ir vadinamas besurinkimine technologija

(angl. “non-assembly technology”).

Medziagos, kurios tam gali biiti naudojamos, yra: SU-8, Ormocomp, SZ2080 ir kitos.

Tinkamiausia Siam procesui medZiaga yra SZ2080 — tai yra organinis-neorganinis polimero

pirmtakas, skirtas lazerinei litografijai. Silicio, cirkonio ir deguonies pagrindu sudarytos ilgos



8/8

neorganinés grandinés su metilmetakrilato grupémis, kurios netiesinés saveikos su lazerine
spindulivote metu arba sgveikoje su priemaidy, kuriamais radikalais, jungiasi tarpusavyje

suformuojant polimero matricg.

Siekiant sumaZinti slydimo trintj ir lasteliy prilipima prie mikrokanalo sieneliy elementy
pavirSiai gali biiti papildomai apdoroti. Galima aktyvuoti polimerinio SZ2080 3D darinio
paviriy su Piranijos tirpalu, kad pavirSiuje susidaryty OH- grupés ir biity galima silanizuoti
mazg pavirSiaus energijg turinCiais fluoro silanais, pvz., (heptadekafluor-1,1,2-2-tetrahidradecil)
dimetilchlorosilanu, arba j SZ2080 jmaiSyti 5% pasiZymincio superhidrofobiném savybémis /4,
2h, 2h-perfluoroktiltrietoksisilano, kuris kondensacijos metu per -Si-O-Si- rySius jungsis su

$72080. Sio priedo nedidelis kiekis netrukdo fotopolimerizacijai ir po rySkinimo neiSsiplauna,

Sitilomas mikroporatoriaus techninis sprendimas pasiZymi $iomis savybémis:

galimi trys Igsteliy poveikio transfekavimo metu biidai - deformacija, pradiirimas ir deformacija
ir pradiirimas,

transfekavimo metu tausojamos lgstelés, jos maZai veikiamos slydimo trinties ir Slyties
deformacijy,

Igsteles transfekavimo metu neveikiamos $alutiniais faktoriais, tokiais kaip elektriniai,
magnetiniai ar akustiniai laukai, jos neapsvitinamos

transfekavimo procesas labai nasus.
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ISRADIMO APIBREZTIS

LASTELIU MIKROPORATORIUS

1. Lasteliy mikroporatorius, turintis skys¢io mikrokanalg (1), kuriame yra patalpinti Igsteliy
mechaninio poveikio elementaibesiskiriantistuo, kad:

mechaninio poveikio elementai padaryti kaip du besisukantys velenéliai, i§ kuriy vieno (2)
sudaromasis pavirSius lygus, o kito (2a) - su krumpliais (3);

tarpas tarp abiejy velenéliy (2, 2a) sudaromyjy pavir§iy maZesnis uz apdorojamy lgsteliy dydj,
bet nemazesnis negu lasteléje esanciy nesplidziy organeliy arba elementy matmenys.

2. Mikroporatorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad abiejy velenéliy (2a)
sudaromieji pavirSiai turi krumplius (3).

3. Lasteliy mikroporatorius, turintis skys€io mikrokanalg (1), kuriame yra patalpinti lgsteliy
mechaninio poveikio elementai,besiskiriantis tuo, kad:

mechaninio poveikio elementai padaryti kaip du besisukantys velenéliai, i§ kuriy vieno (2)
sudaromasis pavirSius lygus, o kito (2b) su spygliais (5) (adatom);

tarpas tarp abiejy velenéliy (2, 2b) sudaromyjy pavir§iy maZesnis uz apdorojamy lgsteliy dydj,
bet nemazesnis negu lasteléje esanciy nespiidziy organeliy arba elementy matmenys.

4. Mikroporatorius pagal 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad abiejy velenéliy (2b)
sudaromieji pavirSiai turi spyglius (5).

5. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, be siskiriantis tuo, kad velenéliy (2, 2a, 2b)
sudaromieji pavirsiai yra cilindriniai.

6. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliy (2, 2a, 2b) pory
sudaromieji pavir§iai yra sutapdinti tarpusavyje (iSgaubtas- jgaubtas).

7. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliy pory (2, 2a, 2b)
sudaromieji pavirSiai yra jgaubti.

8. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliy poros (2, 2a, 2b)
turi laiptuotus, sutapdintus tarpusavyje, cilindrinius sudaromuosius pavirsius.

9. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliai (2, 2a, 2b)

galuose:
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a) turi jdubas, o skys¢io mikrokanale (1) padarytos iky$os (trumpos adelés), kurios tarnauja kaip
slydimo guoliai;

b) turi i8ky3as, o skys¢io mikrokanalas (1) — jdubas, kurios tarnauja kaip slydimo guoliai.

10. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliai uZmauti ant asiy
(4), kurios jtvirtintos skys¢io mikrokanalo (1) sienelése.

11. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliai (2, 2a, 2b)
sumontuoti skys¢io mikrokanalo (1) simetri§kose niSose (1a, 1b) ir su apdorojamomis lastelémis
kontaktuoja vienu $onu.

12. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad velenéliai (2, 2a, 2b)
skysCio mikrokanale (1) yra pasyviis ir sukami pratekanéio skys¢io.

13. Mikroporatorius pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad krumpliy (3) profilis yra
bet kokios formos su apvalinta vir§iine.

14. Mikroporatorius, pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad vienas (2a) i§ velenéliy
turi krumplius (3), o kitas (2b) - spyglius (5).

15. Mikroporatorius pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad skys¢io mikrokanale (1)

gali biiti sumontuotos kelios velenéliy poros.
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