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kroétkie streszczenie

Mikrouklady lab-on-a-chip sa to miniaturowe urzadzenia, ktorych zadaniem jest
przeprowadzanie standardowych procedur i reakcji laboratoryjnych. Mikrouktady lab-on-a-chip
stanowia ,,serce” aparatow medycznych Micro Total Analysis Systems, ktore dzieki mikrochipom
tworzg zintegrowany 1 funkcjonalny system do wykonywania analiz medycznych, chemicznych,
biotechnologicznych i in. Technologia lab-on-a-chip, rozwija si¢ w bardzo szybkim tempie i
powstaja coraz to nowe publikacje opisujace nowatorskie rozwigzania z wykorzystaniem
mikrochipow.
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2. Wstep

Mikrotechnologie w  medycynie umozliwiaja  przeprowadzenie  wyjatkowo
specyficznych interakcji na poziomie komoérkowym, co pozwala na niezwykle precyzyjna
analiz¢ np. procesOw biochemicznych zachodzacych w ludzkim organizmie. Dlatego
mikrotechnologie zapoczatkowaly nowy trend technologiczny — powstanie miniaturowych
laboratoriow, przeprowadzajacych standardowe procesy na miniaturowych chipach, zwanych
mikrouktadami lab-on-a-chip (LOC). [1]

Mikrouktady wykorzystywane w analityce medycznej sa znaczaca alternatywa dla
tradycyjnych urzadzen laboratoryjnych. Gdy na poczatku lat 90-tych zaczg¢to wdrazaé
urzadzenia medyczne p-Tas [2], szybko odkryto zalety uktaddéw lab-on-a-chip i zaczgto
wykorzystywac je na szeroka skale w szybkich 1 specyficznych procesach biologicznych
i chemicznych [3] .

Za powstaniem takich mikrouktadéw stata potrzeba dostosowywania osiagni¢¢ $wiata
nauki do zycia codziennego. W momencie gdy zachodzi potrzeba przeprowadzenia badania
w warunkach poza szpitalem czy specjalistycznym laboratorium, to wtasnie dzigki najnowszym
osiagnigciom mikrotechnologii mozliwe jest zaprojektowanie przenosnych, niezawodnych i
szybkich urzadzen przeprowadzajacych podstawowe badania np. analiz¢ parametrow krwi.
Takie urzadzenia znajduja 1 wraz z powstawaniem nowych technologii beda znajdowaty
zastosowania w bardzo wielu miejscach i sytuacjach — poczawszy na przyktad od
wojska przez oddzialy intensywnej terapii, a na pacjentach w ich wtasnych domach konczac.[4]



3. Cel pracy

Celem pracy bylo przeprowadzenie analizy obszaréw zastosowania mikrouktadow Lab-

on-a-Chip (LOC) w urzadzeniach diagnostyki medycznej Micro Total Analysis Systems (p-

TAS).

W szczeg6lnosci przeprowadzono:

analiz¢ budowy teoretycznego (idealnego) uktadu lab-on-a-chip,

zaprezentowano podstawowe informacje na temat aparatury p-Tas,

omowiono typowe procesy biotechnologiczne w ktorych wykorzystywane sa uktady
LOC,

zaprezentowano i szczegdtowo omoéwiono wybrane przyklady analiz wykonywanych z
zastosowaniem mikrouktadow LOC,

omowiono perspektywy przysziego wykorzystania LOC w aparatach p-Tas,

Opisane przyktady analiz przeprowadzanych przez LOC, ukazuja budowg danego
mikrouktadu, sposob przeprowadzanej analizy, zalety poszczegdlnych rozwiazan LOC oraz
mozliwos$ci, ktore niesie za soba wykorzystanie takiego urzadzenia w aparatach p-Tas. Na
zakonczenie pokrotce zostaly przeanalizowane liczne zastosowania uktadow LOC, ktére moga
w szczegblny sposob wptynaé na poprawe jakosci zycia ludzkiego lub wdrozenie nowych,
funkcjonalnych technologii w niedalekiej przysztosci.



4. Wprowadzenie

4.1. Krétka historia uktaddéw lab-on-a-chip.

Opisujac mikrouktady lab-on-a-chip uzywa si¢ sformutowania chip, jednak w tym
wypadku nie mamy do czynienia z tradycyjnymi krzemowymi uktadami scalonymi, tak
powszechnie wykorzystywanymi w elektronice. Uktady LOC moga by¢ produkowane z
wielu typéw materialdbw np. z polimeréow (akryl, poliester), szkta, krzemu lub tez
z kombinacji tych materiatow 1 sa wielozadaniowymi mikrosystemami, niekoniecznie
opierajacymi si¢ jedynie na technologiach elektronicznych. [5]

Prace nad krzemowymi sensorami, prekursorami dzisiejszych uktadow LOC,
rozpoczgto na poczatku lat 60-tych. Pierwszym uktadem LOC byl chip przeprowadzajacy
chromatografi¢ gazowa — zostal zaprojektowany i opisany w 1979 roku. [6] Od tego czasu
zaczeto wiaza¢ duze nadzieje z technologia lab-on-a-chip 1 spodziewano si¢ duzego udziatu
LOC w monitoringu $rodowiska, eksperymentach biologicznych nastawionych na implantacje
oraz w konstruowaniu sond kosmicznych. Na przetomie lat 80-tych i1 90-tych projektowano
coraz wigcej chipow, ktére znajdowaty zastosowanie w coraz to nowych dziedzinach. Trend
ten wciaz si¢ utrzymuje i z roku na rok, obserwuje si¢ wzrost ilo$ci publikacji na temat nowych
konstrukcji i zastosowan LOC. Dzisiejsze lab-on-a-chip sa uktadami zintegrowanymi,
umozliwiajacymi przeprowadzanie szeregu roznych reakceji i procesOw.[5]

Systemy LOC staja si¢ coraz bardziej skomplikowane dzigki wykorzystaniu
najnowszych technik mikrofabrykacji, co powoduje, ze beda mialy coraz to wigcej uzytecznych
zastosowan w biomedycynie, procesach chemicznych czy nawet w codziennym zyciu
zwyktych ludzi.

4.2. Ukfady lab-on-a-chip ogdélna budowa i funkcje.

Systemy lab-on-a-chip (LOC) moga by¢ zdefiniowane jako zintegrowane, miniaturowe
elektromechaniczne  systemy, przeprowadzajace  standardowe reakcje  chemiczne
1 biologiczne, ktorych serce stanowia mikrochipy. Dzigki miniaturyzacji i integracji ztozonych
funkcji, systemy te umozliwily automatyzacj¢ powtarzalnych procedur laboratoryjnych, co
spowodowato, ze sa coraz cze$ciej] wykorzystywane szczeg6lnie w analityce
medycznej i inzynierii chemicznej. [7]

Obecnie trudno moéwi¢ o standaryzacji uktadow LOC, poniewaz ich specyficzna
budowa i sposob dzialania zaleza od przeprowadzanej analizy. [7]

Stworzono jednak modelowy uktad lab-on-a-chip, ktéry powinien przeprowadzaé
standardowe procesy, ktore sa niezbedne przy analizach wykonywanych za pomoca tych
systemoéw. Takie podstawowe funkcje, ktore powinien spelni¢c LOC to przyjecie probki,
umozliwienie zaj$cia reakcji oraz wykrycie wyniku reakcji oraz mozliwo$¢ zachowania go
w pamigci. [7]
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Rys. 1 Zintegrowany modelowy uktad lab-on-a-chip. Zrédto [7]

Dozownik (injector) umozliwia precyzyjne wprowadzenie probki na chip.
W rzeczywisto$ci rolg¢ dozownika wstrzykowego pelnia np. w pelni zautomatyzowane
elektroniczne pipety, pompy strzykawkowe i1 wiele innych skomplikowanych aparatur do
dozowania matych objgtosci. W preparatorze nastgpuje izolacja analitu od surowej probki,
moze to nastapi¢ poprzez filtracjg, prekoncentracje, liz¢ komorki lub derywatyzacje. Nastgpnie
reagenty trafiaja do miksera gdzie nastepuje przygotowanie mieszaniny, ktora trafi do reaktora.
Zastosowanie znajduja m.in. miksery magnetyczne, ultradzwigkowe czy tez elektryczne.
Transporter odpowiada za kontrolg parametrow przeptywu ptyndw, czyli za czas, kierunek i
nat¢zenie przeptywu. Kontrola ta jest mozliwa dzigki zastosowaniu odpowiednich mikropomp.
Transporter ma doprowadzi¢ substrat do reaktora, w ktorym bedzie biegla kluczowa dla analizy
reakcja. Reaktor jest zwykle wyposazony w grzejniki, czujniki lub sitowniki do kontroli i
monitorowania procesu reakcji. Gdy reakcja dobiega konca, niezbgdne jest rozdzielenie
produktéw, co nastgpuje w separatorze. Separacja moze opierac si¢ na wielu procesach takich
jak elektroforeza, chromatografia lub nawet na zastosowaniu szczypiec optycznych. Bardzo
waznym elementem ukladu jest sterownik, ktory generuje sygnaly sterujace komponentami
systemu, gromadzi dane uzyskane podczas analizy oraz kontroluje przekaz wynikow do
urzadzen zewngtrznych. [7]

Nalezy pamigtac, ze opisany uktad to model funkcjonalnego systemu, majacy na celu
ukazanie do czego tak naprawdg stuza systemy lab-on-a-chip. W dalszej czg$ci zostang opisane
systemy wykorzystywane w konkretnych analizach, co umozliwi ukazanie jak te
systemy sa rzeczywiscie zbudowane i w jaki sposob pracuja.

4.3. Aparatura u-TAS.

Micro-Total-analysis-Systems sa to urzadzenia medyczne, ktorych glownymi
elementami sa mikrochipy uzupetnione o elektroniczne uktady detekcji 1 $ciezki sygnalowe —
czyli mikrouktady LOC.

Aparatura p-TAS oferuje mozliwo$¢ przeprowadzania wysoce wydajnych oraz
jednoczesnych analiz zwigzanych z genetyka, metabolizmem i innymi istotnymi procesami
biochemicznymi. [8]

Najwazniejsza zaleta urzadzen p-TAS jest mozliwo$¢ tworzenia kompletnych
mikrosystemow analitycznych poprzez integracje¢ roznych funkcjonalnych podjednostek



w jednym urzadzeniu. Funkcje tych podjednostek powinny obejmowaé przyktadowo zdolnosé
do przygotowania probki, wykorzystanie optycznych mozliwosci dla wzbudzenia
i wykrywania fluorescencyjnie oznaczonych komorek, hodowlg wyselekcjonowanych
komorek, amplifikacji DNA w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), lub analizy
enzymatycznej pojedynczej komorki. Integracja tych wszystkich proceséw jest mozliwa
wlasnie dzigki zastosowaniu mikrouktadow lab-on-a-chip. 8]

4.4. Materialy wykorzystywane do produkcji mikrouktadéw lab-on-a-
chip

Gltowna technologia wykorzystywana do produkcji uktadoéw [lab-on-a-chip jest
mikrofabrykacja bazujaca na procesach, w ktéorych wykorzystuje si¢ krzem. Chociaz
technologia ta ma wiele zalet w masowej produkcji (bardzo dobra integracja elementéw uktadu
1 latwo$¢ miniaturyzacji), to ze wzgledu na wysokie koszty i dhlugi czas trwania procesu,
zaczeto szukac alternatywnych materiatéw do produkcji LOC. W przeciagu ostatnich lat
zaczgto stosowaé niewykorzystywane wczesniej materialy, ktére okazaty si¢ rownie
biokompatybilne i podatne na obrébke, dzigki czemu ograniczono uzycie krzemu w procesie
mikrofabrykacji. Dzigki tym nowym technologiom i materiatom, fabrykacja LOC stata si¢ duzo
tatwiejsza pod wzgledem technicznym i bardziej wydajna pod wzgledem ekonomicznym. [9]

Dotychczas bardzo popularng technika produkcji LOC byla fotolitografia,
a w produkcji, do skonstruowania zintegrowanego mikrouktadu, wykorzystywano gtéwnie
wafle krzemowe, szklo, fotorezystory 1 metale. [10] Wysoki koszt, niska biokompatybilnos¢
i konieczno$¢ stosowania skomplikowanej aparatury przy produkcji, spowodowaty,
7ze zaczgto wykorzystywaé materialy polimerowe np. poli(dimetylosiloksan) (PDMS),
polimetylmetakrylat (PMMA), kopolimer-cykloolefinowy (COC). [9] Szczegélna uwage
nalezy zwroci¢ na PDMS, gdyz material ten charakteryzuja szczegdlnie niskie koszty
uzyskania, duza biokompatybilno$¢ i odporno$¢ chemiczna, przepuszczalno$¢ $wiatta oraz
niska autofluorescencja. [11] W poréwnaniu do kruchych wafli krzemowych 1 tafli szkla
ma zdecydowanie korzystniejsze wtasciwosci mechaniczne. Dodatkowo materialy biologiczne
jak np. biatka, komorki, antygeny, moga zosta¢ uzyte jako znaczniki, by zaprojektowac
biologicznie zgodne powierzchnie substratéw, co stwarza ogromne mozliwosci
w projektowaniu nowych biosensoréw oraz w inzynierii tkankowej. [12]

Obecnie trwa wiele badafh nad dostosowywaniem tanich 1 biokompatybilnych
materialow, w taki sposob, by mikrouktady LOC, mogly jak najlepiej spetnia¢ swoje funkcje.
Dazy si¢ do tego by koszt produkcji mikrochipéw obnizy¢ na tyle, by mozliwa byta produkcja
jednorazowych 1 sterylnych uktadéw, ktéore sa bardzo pozadane w zastosowaniach
medycznych.

5. Zastosowanie uktadéw LOC w aparatach
M-TAS.

Systemy [lab-on-a-chip sa jak juz wczesniej wspomniano, ukladami bardzo
specyficznymi, a ich budowa 1 funkcje uzaleznione sa od przeznaczenia danych chipow, czyli
od rodzaju analizy, ktora maja przeprowadzac.

Opisujac zastosowania uktadow LOC skoncentrowano si¢ na analizie wazniejszych
procesow, ktore sa wykorzystywane w mikrosystemach LOC oraz przyktadow popularnych
analiz z wykorzystaniem LOC.



5.1. Procesy bolotechnologiczne prowadzone w uktfadach lab-on-a-
chip, stosowanych w aparaturze medycznej u-Tas.

Istotng zaleta uktadow LOC jest mozliwo$¢ wprowadzenia niewielkiej ilosci probki
potrzebnej do przeprowadzenia analizy oraz szybkie uzyskanie wyniku badania, dzigki czemu
zmniejszaja si¢ koszty procesu oraz straty reagentow. [5] Jest to mozliwe dzigki odpowiednio
dobranym 1 zintegrowanym technikom obrobki probek oraz przetwarzania wynikoéw.
Szczegdlnie istotny jest proces separacji, ktory pozwala na wyodrgbnienie analizowanego
sktadnika mieszaniny i jest czynnikiem, ktéry czgsto decyduje o specyficznosci danego uktadu.

Istnieje wiele réznych technik rozdzialu badanych mieszanin. Nie wszystkie jednak
znajduja zastosowanie w systemach lab-on-a-chip. W tabeli nr 1 wymienione sa techniki
preparacji probek w przyktadowych urzadzeniach p-Tas. Przygotowanie surowej probki jest
niezbednym krokiem w molekularnej analizie, a juz szczegodlnie w przypadku analiz opartych
na amplifikacji DNA lub RNA (PCR). Jest to spowodowane faktem, iz kwasy nukleinowe
musza zosta¢ wyekstrahowane z komorki, a pozostatosci w probce, ze wzgledu na swoje
wlasciwos$ci biochemiczne moga hamowaé dany proces, zmniejszajac tym samym wydajnos¢
amplifikacji PCR. To samo odnosi si¢ do analiz wykonywanych w ochronie §rodowiska lub
w badaniu probek zywnosci na obecno$¢ zanieczyszczen i patogendw. Standaryzacja procesow
oczyszczania probek w uktadach lab-on-a-chip jest trudna, poniewaz nalezy uwzgledni¢ fakt,
1z surowe probki wystepuja w réznej postaci, a ponadto caty proces badania i przygotowywania
probki zalezy gtownie od tego jaka analizg¢ przeprowadzamy. Mozemy jedynie rozwazy¢, ktore
z tych proceséw sa bardziej istotne, ze wzgledu na to, ze sa czg$ciej wykorzystywane w LOC.
[7]

Procesy separacji sa stosowane nie tylko podczas przygotowania probki, ale réwniez po
zajsciu reakcji w uktadzie, gdy niezbedne jest rozdzielenie mieszaniny produktow, w celu
wyodrebnienia tego, ktory jest istotny w przeprowadzanej analizie. [7]

Produkty po reakcji mozna rozdzieli¢ stosujac popularne techniki np. elektroforeze lub
chromatografi¢. Elektroforeza jest che¢tniej wykorzystywanym procesem w uktadach LOC
ze wzgledu na latwiejsza realizacj¢ procesu w miniaturowym formacie. [8]



Probka Analit Metody preparacji
Komorki bakteryjne Ultraﬁltraqja, .
. . rRNA prekoncentracja, liza
Escherichia Coli 1 .
komorki, ekstrakcja
Mleszqnlna fluoresceiny Dekstran Filtracja
i dekstranu
Patogeny WySt,Qp.uJ acew DNA Filtracja i przemywanie
Zywnosci
Kwasy halogenooctowe .
(HAA) w wodzie HAA Prekoncentracja
Komorki tkanek DNA Rozcienczanie, liza
pochodzacych od myszy komorki, prekoncentracja
Komorki NIH/3T3 mRNA Prekoncentracja
Krew Erytrocyty Prekoncentracja
Krew Leukocyty Filtracja
DNA 2 jadra Filtracja, liza komorki,
Krew komoérkowego ekoncentracia
leukocytow P !
Biatka BSA, Transferyna, IgG Derywatyzacja
Glutatlop (GSH), Liza komorki, filtracja i
Erytrocyty metaloproteina 8§ (MMP- .
8) prekoncentracja
Leukocyty Wirusowe RNA Filtracja, h.Z a komorkl',
przemywanie, ekstrakcja
Zakazone? k.o morki baktriofag MS2 Filtracja
drozdzy

Tab.1 Metody preparacji analitu z probki. Przyktady. Zrédto [7]

5.1.1. Zastosowanie elektroforezy w uktadach LOC.

Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym, w ktorym pod wptywem
przylozonego pola elektrycznego przemieszczaja si¢ makroczasteczki obdarzone
niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym. Predko$¢ przemieszczania si¢ natadowanej
elektrycznie makroczasteczki zalezy od jej tadunku, rozmiaru, ksztattu oraz oporéw ruchu
srodowiska. Wykorzystujac te zaleznosci mozna dokona¢ szybkiej separacji roznych
makroczasteczek przy zastosowaniu stosunkowo prostych urzadzen i przy relatywnie niskim
naktadzie kosztow. Te wzgledy zadecydowaty o powszechnosci zastosowan technik
elektroforetycznych. [13]

Metody elektroforetyczne stosowane w praktyce sa pochodnymi lub kombinacja
trzech podstawowych rodzajow separacji. S to: elektroforeza strefowa (ang. zone
electrophoresis), izotachoforeza (ang. isotachphoresis) oraz ogniskowanie izoelektryczne
(ang. isoelectric focusing). [13]

Obecnie wykorzystywane sa uklady LOC, ktore przeprowadzaja roézne rodzaje
elektroforezy, zaczynajac od elektroforezy strefowej - podstawowej 1 najszerzej



stosowanej. [5] Odbywa si¢ ona w nosniku, w ktérym elektrolit ma w calej objgtosci stata
warto$§¢ pH. Roznica dystansOw migracji poszczegdlnych makrojonéw, w ciagu okreslonego
czasu, w bezposredni sposdb wynika z réznicy w ruchliwosci elektroforetycznej tych jondw w
nos$niku w obecnosci pola elektrycznego.[13] Konczac natomiast na bardziej skomplikowane;j
elektroforezie dwukierunkowej (2D) - jest ona potaczeniem dwoch, a czasami
wszystkich trzech podstawowych rodzajow elektroforezy. Mozna w ten sposob rozdzieli¢, na
jednym zelu, kilka tysiecy bialek znajdujacych si¢ w danym rodzaju komoérek. Metoda ta
pozwala na stosunkowo tatwa analiz¢ zmian ekspresji genu kodujacego analizowane biatko
(biatka) 1 jest wiodaca technika zaadoptowana na potrzeby programu proteomiki. [13]

W urzadzeniach p-Tas szczegdlnie czgsto wykorzystywana jest elektroforeza kapilarna,
ktéra moze by¢ tatwo zaadaptowana na mikrochipach, poniewaz przeptyw probki moze by¢
kontrolowany jedynie za pomoca pola elektrycznego, bez uzycia dodatkowych pomp i
zaworow. [5]

Dziatlanie mikroukladu lab-on-a-chip przeprowadzajqcego elektroforetyczny rozdzial
DNA.

Standardowa procedura stosowana w laboratoriach inzynierii genetycznych jest rozdziat
fragmentow DNA, otrzymywanych w ogromnych ilo$ciach na przyktad podczas reakcji PCR.
Czegsto stosowana metoda separacji czasteczek DNA jest elektroforetyczny rozdziat
fragmentow w zelu, ktory nie jest skomplikowanym procesem, wymaga jednak czasu i
manualnego zaangazowania laboranta. Mozliwo$¢ automatyzacji separacji fragmentow DNA
daje np. urzadzenie Caliper AMS 90, opracowane przez naukowcow z Caliper Technologies
Corp. [14]

W urzadzeniu Caliper AMS 90, probki z plytek z 96-ma studzienkami sg automatycznie
przekazywane na chip przeprowadzajacy elektroforeze kapilarng w kapilarze ze stopionej
krzemionki, za pomoca przeptywu napedzanego ci$nieniem.

W elektroforezie kapilarnej, okreslanej czgsto skrotem HPCE (ang. high performance capillary
electrophoresis) elektrolit wypelnia kapilar¢ o wewngtrznej $rednicy 50 - 100 pum i
dlugosci 20-30 cm. Oba konce kapilary zanurzone sa w zasobnikach z odpowiednimi
elektrolitami. Sama kapilara wypelniona jest swobodnym elektrolitem.

Do obu koncow kapilary przyktada si¢ wysokie napigcie co skutkuje pojawieniem si¢ we
wnetrzu kapilary pola elektrycznego.[14] Przeznaczeniem elektroforezy kapilarnej sa rozdziaty
analityczne 1 mikropreparatywne. Objgtos¢ aplikowanej probki waha si¢ zwykle w przedziale
2-4 ul.[13] Czas rozdzialu jednej probki wynosi okoto 10-20 minut. Detekcja rozdzielonych
grup makroczasteczek realizowana jest u ujscia kapilary przy pomocy detektora. Nie jest
wymagane oczyszczanie probek przed analiza surowych produktow PCR lub fragmentéw po
trawieniu enzymami restrykcyjnymi. System zuzywa tylko okoto 100 nl kazdej probki, i
niezawodnie rozdziela 400-500 DNA probek w trakcie 8-godzinnej pracy. Rozmiar (par zasad)
1 stgzenia (ng / ml) obliczane sa automatycznie dla fragmentéw DNA o rozmiarze 100-
5000 par zasad. [14]

Uwzglednione zostaty dwa rodzaje ruchu probki w projektowanym uktadzie analizy
DNA, tj. przeptyw napedzany ci$nieniem dla wprowadzenia probki oraz ruch pod wplywem
pola elektrycznego w przypadku elektroforetycznego rozdzialu probki. Aby zminimalizowaé
oddziatywanie pomigdzy tymi dwoma trybami, kanaty wykorzystywane do elektroforezy
zostaly zaprojektowane tak by ich glebokosci byly jak najmniejsze, aby zapewni¢ wysoka
oporno$¢, a poza tym zostaty wypetnione rozdzielajacym medium o wysokiej lepkosci, rowniez
zapewniajacym duzy opor przeptywu. W przeciwienstwie do kanatu elektroforetycznego, kanat
do wprowadzania probki jest znacznie glebszy. Przez uzycie dwodch réznych glebokosci,
podcisnienie, ktore wykorzystuje si¢ do wprowadzenia probki, nie wpltywa na rozdziat



zachodzacy podczas elektroforezy. Dzigki temu mozliwa jest réwnoczesna separacja i
wprowadzanie probek, co skraca czas jednego cyklu pracy urzadzenia. [14]

Schemat mikroukladu do przeprowadzania elektroforezy DNA.
Rys. 2 przedstawia uklad kanaldow wykorzystywanych w analizie DNA
rozmieszczonych na chipie.
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Rys. 2 Schemat mikrouktadu /lab-on-a-chip do elektroforetycznego rozdziatu DNA.
Zrodto [14]

Kanaly sa wyryte w ptytce ze stopionej krzemionki 1 uszczelnione metoda termiczna.

Kapilara rowniez wykonana ze stopionej krzemionki o $rednicy 50 pm, jest umocowana
prostopadle do plaszczyzny uktadu. Aby przygotowac uklad do analizy, studnie 3, 5, 6 i 8
wypehia si¢ odpowiednim polimerem / roztworem barwnika, ktory dziata jako medium
separujace. Kanaly podlaczone do tych studzienek sa wypelniane rozdzielajacym medium
poprzez zastosowanie nadci$nienia. Studzienka nr 4 wypetniona jest roztworem, zawierajacym
dwa markery fragmentow DNA - niewielki fragment
(15 par zasad), oraz duzy fragment (7000 par zasad). Kiedy chip znajduje si¢ w urzadzeniu,
elektrody generuja pole elektrostatyczne, ktére oddziatuje na studzienki 3, 4, 5, 6,8. Studzienka
nr 1 taczy si¢ z prozniowa szczeling. Gdy podcisnienie jest doprowadzane do studzienki 1,
probka pod jego wplywem jest przekazywana przez kapilarg¢ na chip i roztwor z DNA
rozpoczyna przeptyw przez kanal dla probki. Podci$nienie warunkuje rowniez przeptyw
roztworu markera ze studzienki 4, ktory taczy si¢ z przeplywajaca probka, w sekcji
wstrzykiwania.. Gdy kanat dla probki jest juz calkowicie wypetniony, zwalnia si¢ podcisnienie
dzialajace na studzienke nr 1 i podlacza napigcie, co warunkuje oddzialywanie pola
elektrycznego na studzienki 3-6. Pole elektryczne powoduje ruch czasteczek DNA w
roztworze z czg$ci kanatu dla probki w kierunku studzienki 6. Gdy roztwér DNA znajduje sig
w module wstrzykiwania, pole elektryczne jest generowane w obrgbie studzienek 5-8, aby
zapewni¢ dalszy postep elektroforezy. Roztwor przeptywa do kanatu separujacego, gdzie
rozdziela si¢ na nieciagte pasma, wykrywane przez LIF (Laser-Induced Fluorescence).
Kolejne probki DNA sa wprowadzane na chip podczas separacji. Rozmiar i koncentracja



fragmentow DNA w probkach sa obliczane przez odniesienie czaséw migracji
1 intensywnosci zabarwienia prazkow do znanych fragmentow markerow DNA. [14]

Aby zautomatyzowac dostep probki, plytka z prébka jest montowana w specjalnym
uktadzie. Chip do analizy DNA jest umieszczony w nieruchomym zespole montazowym, ktory
zawiera system optycznych elementdéw, automatyczne wyréwnywanie, automatyczna regulacje
silnika krokowego dla zrodta wzbudzenia (laser diodowy), czujnik fotodiodowy oraz
elektryczne i ci$nieniowe polaczenia niezbgdne do pracy uktadu. Kapilara do wprowadzania
DNA na chip jest umieszczana przez maty otwor w szczgkach montazowych uktadu i rozciaga
si¢ w przyblizeniu 2,5 cm ponizej zespotu montazowego.

Mounting Jaw 2

Rys. 3 Aparatura p-Tas wykorzystujaca uktad [lab-on-a-chip przeprowadzajacy
elektroforetyczny rozdziat DNA. Zrodto [14]

Silnik krokowy pozycjonuje i skupia wiazki §wiatta, pochodzace od zrédta wzbudzenia, na
kanale separujacym. Wprowadzanie probek jest kontrolowane przez uktad pozycjonujacy  x-
y-z, ktory ustawia je tak by stykaly si¢ z koncowka kapilary, przez ktora nastapi jej pobranie na
chip. Podci$nienie do tloczenia probek jest generowane przez szybko reagujaca pompeg
strzykawkowa. [14]

Prace aparatury wykorzystywana do elektroforetycznego rozdzialu usprawnia
zastosowanie aplikacji LabChip HT, uruchomianej na komputerze, ktéra automatyzuje proces
analizy DNA. Aplikacja LabChip HT kontroluje dziatanie systemu poprzez trzy rdzne
podsystemy. Podsystem nr 1 wykorzystuje 8-bitowy sterownik komunikujacy si¢ przez port
szeregowy do sterownika systemu ci$nieniowego, ktory stluzy do wprowadzania probek na
chip. Podsystem nr 2 korzysta z innego 8-bitowego sterownika, ktory kontroluje pracg zasilacza
HV i detekcje optyczna. Ten podsystem jest odpowiedzialny rowniez za kontrolg W czasie
rzeczywistym napig¢ 1 pradow doprowadzanych do mikrouktadu lab-on-a-chip do analizy
DNA. Ponadto Subsystem 2 kontroluje pracg wzbudzenie lasera i przetwornika A/D, ktory
stuzy do transmisji sygnatu LIF z powrotem do komputera. Uktad pozycjonujacy x-y-z jest
kontrolowany przez podsystem 3. LabChip HT ma takze mozliwo$¢ taktowania wartosci
ci$nienia 1 napigcia, stosowanych do regulacji pracy chipa oraz zbierania i analizy danych
uzyskanych po wykonaniu elektroforezy. [14]



5.1.2. Detekcja produktow otrzymanych po analizie przeprowadzonej przez
uktady LOC.

Detekcja oparta na fluorescencji, ktéora =zapewnia bardzo wysoka czutosé

1 selektywnos¢, jest nadal najcze$ciej stosowana metoda wykrywania analizowanych substancji
dla mikrouktadow LOC. Pomimo tego, iz dostgpne sa rézne zrddta wzbudzenia, laserowo
indukowana fluorescencja (LIF) jest najlepiej dostosowana technika do miniaturowych
wymiarow mikroprocesorow. Spojnos¢ i niska rozbiezno$¢ wiazki laserowej sprawiaja, ze
tatwo skupi¢ ja na bardzo matych objgtosciach analitu i uzyskaé¢ bardzo wysoki poziom
naswietlenia, w wyniku czego jest to metoda detekcji, ktora mozna stosowac praktycznie bez
zadnych ograniczen w tego typu analizach. [15]
Systemy wzbudzenia oparte na roéznego rodzaju lampach, stanowia mniej kosztowna
alternatywe¢ w porownaniu do LIF i sa bardziej elastyczne w zakresie wyboru dtugosci fali dla
zroédta wzbudzenia. Mikroskopy, w ktorych uktady detekcji wykorzystuja lampy ksenonowe
lub rteciowe sa stosowane w roznych analizach z imponujacymi rezultatami.
Obserwuje sig¢ roéwniez wzrost ilosci publikacji, w ktorych w opisywanych eksperymentach,
jako zrodta wzbudzenia uzywano diod LED. Ich niewielkie rozmiary i niskie koszty produkcji
prawdopodobnie bgda mialy niemate znaczenie w wlaczeniu tej techniki do metod detekcji
aplikowanych na mikrouktadach LOC. [15]

Odkad detekcje oparta na chemiluminescencji mozna osiagna¢ za pomoca bardzo
prostych urzadzen, ktore nie wymagaja juz zrodla $wiatla 1 optycznych komponentow do
regulacji ostrosci 1 kolimacji, wzrosto réwniez zainteresowanie rozwigzaniami opartymi na tej
technice. Poniewaz dodatkowe Zrédlo $wiatla nie jest stosowane w tej metodzie, nie powstaja
typowe zaklocenia 1 efektem tego jest doskonata selektywnos¢ w rozpoznawaniu
analizowanych substancji. [15]

Chociaz spektroskopia UV-VIS jest metoda wykrywania czastek, ktora jest
powszechnie stosowana w analizie wynikow standardowych procesoOw np. elektroforezy
i ciektej chromatografii, nie osiagngta jeszcze tego sam poziomu popularnosci aplikacji na
mikrochipach, co dwie pierwsze wymienione metody. Szersze stosowanie UV-VIS do detekcji
analitu na mikrochipach jest na ogét niemozliwe, ze wzgledu niska czuto§¢ detekcji. Jednak w
ostatnich latach nastapil wzrost zainteresowania ta technika i trwaja prace majace na celu
poprawe czutosci tej metody. [15]

Detekcja analitu w probcee jest $Sci$le zwiazana z rodzajem substancji analizowanych
oraz z budowa chipu. Najbardziej typowe metody identyfikowania produktow wykonanej
analizy medycznej, mozna przedstawi¢ dla biatek i materialu genetycznego. Nalezy jednak
pamigtaé, ze wybierajac metodg detekcji, po okresleniu jaka substancja bedzie identyfikowana,
trzeba uwzgledni¢ co tak naprawdg jest przedmiotem analizy — czy np. okreslenie
obecnosci chorobotwoérczego biatka, czy elektroforetyczny rozdzial DNA, ktory ma na celu
uwidocznienie fragmentéw po specyficznym trawieniu enzymami restrykcyjnymi, czy moze
jak w przypadku reakcji PCR, okreslenie ilo$ci powielonego materialu genetycznego, w celu
oszacowania wydajnosci procesu.

W przypadku gdy produktem reakcji zachodzacej na chipie sa czasteczki specyficznych
biatek 1 niezbgdna jest ich identyfikacja, to zazwyczaj stosuje si¢ detekcje oparta na
fluorescencji lub zastosowaniu sond radioaktywnych [16] w celu okreslenia czy znaczniki np.
fluorescencyjnie znakowane przeciwciata, zwiazaly si¢ do czasteczek biatka. [17] Markery
fluorescencyjne pomagaja nie tylko $ledzi¢ polozenie biatka, ale rowniez bada¢ jego funkcje.
Detekcja takiej znakowanej specyficznie czasteczki nastgpuje przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego. Ze wzgledu na dtugos¢ fal §wiatla widzialnego, najwigksza rozdzielczos¢
mikroskopu fluorescencyjnego wynosi okoto 0,2 pum (200 nm). Wigksza rozdzielczo§¢ mozna
uzyska¢ w mikroskopie elektronowym, stosujac przeciwciata zwiazane z markerami gestosci
elektronowej. Przeciwciala mozna réwniez skoniugowaé z drobinkami zlota w celu



uwidocznienia ich w mikroskopie elektronowym. Natomiast mikroskopia immunoelektronowa
pozwala okresli¢ potozenie antygenu z rozdzielczo$cia ponizej 10 nm. [17]

W przypadku analizy materialu genetycznego analiza moze mie¢ rézny charakter —
najcze¢sciej jej celem jest oszacowanie ilosci powielanego DNA, zidentyfikowanie okreslonych
sekwencji w materiale genetycznym lub uwidocznienie prazkow elektroforetycznych.

Reakcja tanicuchowej polimeryzacji PCR pozwala na powielenie fragmentu DNA nawet
w miliardach kopii. Jedna czasteczka DNA moze zosta¢ amplifikowana do ilosci, ktore
umozliwiaja scharakteryzowanie i manipulowanie nia. Technika ta jest wykorzystywana do
wykrywania patogendw i chordb genetycznych, odkrywania zrédla pochodzenia wlosa
pozostawionego na miejscu zbrodni 1 ,,wskrzeszania” gendéw ze skamieniatosci. [17]
Po powieleniu materiatu genetycznego, wazne jest okreslenie ilosci DNA w otrzymanej probce
1 wykorzystuje si¢ w tym celu metody fluorescencyjne.

Do pomiaréow fluorescencyjnych DNA uzywa si¢ przede wszystkim barwniki, ktére
interkaluja migdzy pary zasad. Powszechnie uzywanym barwnikiem w ocenie ilosciowej
produktu reakcji PCR, jest Hoechst 33258, ktory jest pochodna bisimidazolu, stosowana do
ilosciowego oznaczania dwuniciowego DNA w roztworze i1 charakteryzuje si¢ maksimum
absorpcji przy 356 nm oraz maksimum emisji przy 492 nm. Barwnik ten wiaze si¢ specyficznie
do duzego rowka w dwuniciowym DNA, co objawia si¢ wzrostem intensywnosci fluorescencji
takiej czasteczki. Pozwala to na pomiar dwuniciowego DNA nawet w obecnosci matych ilosci
pojedynczych nici DNA, RNA lub biatek. [18]

W przypadku elektroforezy, prazki lub plamy DNA zwiazane ze specyficznymi
promieniotworczymi sondami DNA, mozna uwidacznia¢ w zZelu za pomoca autoradiografii.
DNA w zelu moze by¢ rowniez wybarwiony bromkiem etydyny, ktory po zwiazaniu
z dwuniciowym DNA i wzbudzeniu §wiattem nadfioletowym, intensywnie fluoryzuje, emitujac
$wiatto o pomaranczowym zabarwieniu. Stosujac t¢ metod¢ mozna tatwo wykry¢ prazek
zawierajacy jedynie 50 ng DNA. [17]

5.2. Przyktady analiz wykorzystujacych mikrosystemy LOC

5.2.1. Technologia separacji komorek krwi

Krew jest zlozona mieszaning sktadajaca si¢ z czerwonych krwinek, bialych krwinek,
ptytek krwi oraz osocza i zawartych w nim biatek. By przeprowadzi¢ badanie analityczne krwi,
najpierw niezbg¢dna jest separacja krwinek. Ze wzgledu na fakt, iz krwinki maja rdzne
wymiary, ksztalty i wystepuja w réznym stgzeniu w osoczu, w uzyciu jest wiele urzadzen
analitycznych, ktore stosuja tradycyjne metody rozdziatu, bez uzycia mikrochipéw. [19]
Dlatego ze wzgledu na tatwe i praktyczne standardowe rozwiazania, technologia z
wykorzystaniem uktadow lab-on-a-chip dopiero zaczyna zyskiwaé popularnos¢ w tego rodzaju
analizach.

W uktadach LOC podczas separacji komorek krwi, generuje sig pole elektryczne lub
magnetyczne, w ktorych heterogeniczne komodrki maja rézne ruchliwos$ci i mozna zastosowac
r6zne techniki w celu ich rozdzielenia. W procesie DEP-FFF (ang. Dielectrophoretic-field-flow
fractionation) izoluje si¢ leukocyty przez uzyskanie rownowagi pomigdzy procesem DEP i
sitami sedymentacji.[20] Magnetoforeza (MP) natomiast, wykorzystuje inne magnetyczne
wlhasciwosci  komorek krwi do separacji. [21] Mozna wymieni¢ jeszcze metode
immunomagnetycznej separacji, w tym przypadku leukocyty zostaly odseparowane poprzez
selektywne mocowania kulek magnetycznych do powierzchni komorek. [22] Roznica w
wielko$ci 1 podatno$ci komorek na odksztatcenia jest jednym z kryteriow separacji biatych i



czerwonych krwinek (erytrocyty sa mniejsze i bardziej odksztalcalne niz leukocyty). [20]
Przydatnos$¢ filtrow mechanicznych do izolacji leukocytéw od erytrocytéw zbadano za pomoca
uktadu wykorzystujacego filtr wykonany z krzemu i poli (dimetylosiloksanu) (PDMS).
Separacja na tym filtrze wykazata usunigcie 99,9% erytrocytow 1 zostata zastosowana w
uktadzie LOC, przeprowadzajacym reakcj¢ PCR materialu genetycznego z komorek
leukocytow. Jednak filtracja za pomoca tego ukladu nie byta prowadzona W sposOb
ciagly, a objetos¢ probek poddawanych procesowi filtracji byla ograniczona przez
przepustowos¢ filtru.

Badacze z KAIST (Korea Advanced Institute of Science and Technology)
zaprojektowali mikrouktad LOC, przeprowadzajacy ciagla separacj¢ komorek krwi,
wykorzystujac proces nazywany ,.hydrophoretic filtration” [19] W procesie tym wykorzystuje
si¢ nachylone (uko$ne) lub anizotropowe struktury rozdzielajace (przeszkody) umieszczone
w kanale, w ktorym zachodzi przeptyw probki, wywolujace hydrodynamiczne interakcje
pomigdzy przeszkodami i czastkami, ktére pod wptywem tych interakcji poruszaja si¢ ruchem
rotacyjnym. Dzigki wykorzystaniu ukos$nych przeszkod w mikrouktadzie, mozna
wyeliminowa¢ takie elementy uktadu jak plaszcz przeptywowy i zlozona sie¢ kanatow.
Ponadto mozliwe jest wygenerowanie bocznego gradientu cisnien w taki sposob, ze czastki
poddane separacji, zaczna si¢ sieciowaé, co skutkuje ich odchylaniem i utozeniem wzdluz
bocznego strumienia przeptywu. [23] Uktad ten pozwala na przygotowanie probki
1 sortowanie komorek krwi bez uzycia zasilania, pod wptywem specyficznego przemieszczania
si¢ czastek na skutek obecnosci przeszkod nachylonych (uko$nych) 1 przeszkod
filtracyjnych. W czgs$ci ukladu, nazwanej ,koncentrujaca”, ukosne przeszkody maja wigksza
wysoko$¢ 1 rozmiar szczelin, niz rozmiar $rednic czastek zawartych w probece, w celu
ukierunkowania ich przeptywu. W czgsci filtrujacej uktadu, wysokos$ci przeszkod filtracyjnych
z porami filtracyjnymi i rozmiary szczelin sa zawarte pomigdzy $rednicami matych i duzych
czastek. W ten sposob okreslana jest krytyczna $rednica czastki poddawanej separacji. W
zwiazku z tym czastki o $rednicy mniejszej niz warto$¢ krytyczna swobodnie przechodza przez
szczeling 1 utrzymuja ustalony kierunek przeptywu. Natomiast czastki wigksze niz warto$¢
krytyczna nie sa w stanie przej$¢ przez szczeliny, zderzaja si¢ za soba przed przeszkoda
filtracyjna i przemieszczaja si¢ do pordéw filtracyjnych. Ten skomplikowany ruch czastek
obrazuje rys. 3
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Rys. 4 Filtr przeprowadzajacy proces ,,hydrophoretic filtration.” Zrodto [19]



Mikrouktad LOC przeprowadzajacy proces ,hydrophoretic filtration”, w celu separacji
komoérek krwi, jest spigtrzona struktura, w ktérej dwie warstwy z poli(dimetylosiloksanu)
(PDMS) z przeszkodami na gornej i dolnej powierzchni, zachodza na siebie (rys. 5).
Wysokosci przeszkdd i szczelin zostaly okreslone jako potowa wartosci wysokosci kanahu.
W kanale przeplywu mozna wyrézni¢ dwa regiony o réznej wysokosci. W pierwszym regionie
nastgpuje  koncentracja komoérek krwi 1 sklada si¢ on z 20 ukos$nych
przeszkdd rozmieszczonych na przemian na dolnej 1 gornej warstwie uktadu. W drugim
obszarze wysoko$¢ kanatu si¢ zmniejsza, zachodzi tam filtrowanie komorek krwi i znajduje sig
w nim 20 przeszkéd filtracyjnych z porami filtracyjnymi utworzonymi na dnie
1w gornej czgsci kanatu. [19]

Particle
injection Upper PDMS layer
—ﬂs'i—
L =
A AN J
Y Y
(1) ()

Lower PDMS layer

Rys.5 Przekroj przez mikrouktad LOC przeprowadzajacy proces separacji komorek krwi.
Zrédto [19]

Procedura przygotowania probki poddawanej analizie, polega na pobraniu krwi (uktad
badano wykorzystujac krew pobrang od szczura) i sporzadzeniu specyficznej mieszaniny krwi
z roztworem EDTA i cytrynianem (czynnik przeciwzakrzepowy). Probka krwi musi by¢
poddana analizie przed uptynigciem 12 godzin od momentu jej przygotowania. Aby okresli¢
skuteczno$¢ separacji, leukocyty uwidacznia si¢ poprzez barwienie barwnikiem Hoechst,
(barwnik fluorescencyjny wiazacy si¢ specyficznie z DNA). Erytrocyty nie posiadaja jadra
komoérkowego, nie sa wige barwione, dzigki czemu leukocyty mozna zidentyfikowaé poprzez
wykazywanie fluorescencji.[19]

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze czastki o $rednicach rézniacych sig

jedynie o okolo 7.3%, zostaly calkowicie rozdzielone w uktadzie LOC wykorzystujacym
proces ,hydrophoretic filtration”. Uktad mozna dostosowywa¢ do rozmiaréw badanych
czasteczek poprzez zmiang wysokosci kanalu 1 odstgpdw pomigdzy przeszkodami
filtracyjnymi.
Dzigki zastosowaniu procesu ,hydrophoretic filtration”, uzyskuje si¢ bardzo dobra
rozdzielczo$¢ badanej mieszaniny [19], co sprawia, ze metoda ta moze wkrdtce zostaé
wykorzystywana na szeroka skale w urzadzeniach medycznych przeprowadzajacych badania
krwi.

5.2.2. Mikrochipy przeprowadzajqce reakcje PCR

Typowa procedura w procesie identyfikacji genetycznej jest wykorzystanie precyzyjnej metody
badania zmiennos$ci genomowego DNA w uktadach STR (Short Tandem Repeats). Od szeregu
lat wiele loci (okre§lone obszary chromosomu zajmowane przez geny) typu STR, znalazto
szerokie zastosowanie w genetyce sadowej, zarowno do badania spornego ojcostwa jak i
identyfikacji $ladow biologicznych. Szczegolnie przydatne sa te loci, ktére charakteryzuja si¢
wysoka sita dyskryminacji, obecnoscia alleli o bardzo krétkich fragmentach oraz mozliwoscia



ich amplifikacji w reakcji kompleksowego PCR. Ta ostatnia cecha jest niezaprzeczalng zaleta,
szczegllnie w przypadku pracy ze zdegradowanym materialem biologicznym badz znikomymi
ilosciami DNA. Od lat na rynku dostgpne sa komercyjne zestawy do kompleksowej
amplifikacji wielu loci cztowieka. [24,25,26]. Zastosowanie wysoce rozdzielczych technik
badania dtugosci i sekwencji fragmentéw DNA stworzyto mozliwos$¢ precyzyjnej identyfikacji
nie tylko powszechnie wystgpujacych alleli ale rowniez rzadkich wariantow wykazujacych
polimorfizm dlugosci lub sekwencji. Znajomo$¢ czgstosci alleli 1 genotypow jest nieodzowna
przy statystycznym opiniowaniu przypadkéw z zakresu genetyki sadowej. Wysoce
polimorficzne loci, takie jak mikrosatelity (STR) zawieraja liczne allele a szereg z nich nalezy
do rzadkich [27] Metoda badania STR polega na ustalaniu liczby powtorzen identycznych
fragmentow DNA takich jak np. ...-CAG-CAG-CAG-CAG-CAG-CAG-.... Kombinacja tych
powtérzen w kazdym z badanych ukladow jest unikalna dla kazdego cztowieka i stanowi
niejako ,,genetyczny odcisk palca” (profil genetyczny). Migdzynarodowe wytyczne
identyfikacji genetycznej podkreslaja, ze badania te powinny by¢ prowadzone na przynajmniej
11 niezaleznych uktadach STR, co praktycznie umozliwia uzyskanie niepodwazalnych i
ostatecznych wynikéw. [26, 27]

Wiasnie na potrzeby medycyny sadowej zaprojektowano w pelni zintegrowany
mikrouktad LOC do przeprowadzania analizy sekwencji STR. Chip umozliwia oczyszczenie
specyficznych sekwencji DNA, przeprowadzenie reakcji PCR, oczyszczenie probki po reakceji
PCR oraz kapilarna elektroforezg fragmentéw otrzymanych po PCR. Mikrouktad ten jest
4-segmentowym stosem ptytek, zawierajacym liczne szklane mikrokanaty, membrany
z PDMS, szklany segment przeptywowy oraz szklany segment opornosciowego czujnika
temperatury (RTD) [28]
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Rys. 6 Schemat zintegrowanego uktadu LOC przeprowadzajacego reakcje PCR. Zrodto
[28]

W celu przygotowania probki DNA pochodzacej z wymazu z jamy ustnej, do analizy
przeprowadzanej w uktadzie LOC, niezbedne jest wstepne ogrzanie probki 20 ul DNA A4
temperaturze 95°C przez 15 minut w termocyklerze. [28] W tak wysokiej temperaturze
nastepuje denaturacja DNA, czyli separacja podwojnej nici na dwa pojedyncze fragmenty. Po
wymieszaniu rozdzielonego DNA z 25 pl buforu cytrynianowego (SSC) 1 z 5 pl roztworu
zawierajacego specyficzne sondy znakowane biotyna, ponownie ogrzewa si¢ probke w 95 ° C
przez 5 min, a nast¢pnie prowadzi inkubacje w 50° C przez 20 min, aby umozliwi¢ zajscie
hybrydyzacji DNA ze specyficznymi sondami. Tak przygotowane 20 pl standardu DNA
wprowadza si¢ r¢cznie przy pomocy pipety do studzienki (ang. sample well), po czym probka
jest pompowana do mikrokanatow, wypetnionych fluidalnym ztozem, w ktérym znajduja si¢
immobilizowane magnetyczne kulki, powlekane streptawidyna. [28] Streptawidyna jest
biatkiem majacym duze powinowactwo do biotyny wigc fragmenty DNA zostaja zwiazane do
kulek rozmieszczonych w ztozu. Koniugaty DNA-kulki sa nastgpnie przekazywane do 250-
nanolitrowego reaktora PCR, w ktorym zachodzi reakcja autosomalnej amplifikacji sekwencji
STR, przy uzyciu specyficznych starterow dla sekwencji STR, znakowanych biotyna 1
zwigzkami fluorescencyjnymi. Laczny czas reakcji PCR wynosi okoto 40 min. Powstate
produkty po reakcji PCR, sa wyznakowane biotyna i sa poddawane elektroforezie w zelu
zawierajacym streptawidyne, w celu zat¢zenia i oczyszczenia probki. Nastgpnie probka jest



poddawana elektroforezie kapilarnej w specjalnej kolumnie o dlugosci 14 cm. Po
elektroforetycznym rozdziale, fragmenty DNA sa identyfikowane przez system detekcji,
obejmujacy laser diodowy rozpoznajacy specyficzne fluorescencyjne sygnaly pochodzace od
znakowanych sekwencji STR. Catkowity czas analizy wynosi okoto 3 godzin, jest wigc szybsza
1 wydajniejsza metoda w poréwnaniu do standardowych testow kryminalistycznych trwajacych
7-8 godzin. [28]

Wynik analizy przedstawia rysunek nr 7. Amelogenin, D3S1358, THO1, D21S11,
D5S818, D13S317, D7S820, vWA, D8S1179 sa to nazwy 9 specyficznych miejsc loci, ktore
byty identyfikowane w przebadanym materiale genetycznym. [28] Analizujac przedstawione
wykresy, mozna latwo zauwazy¢, ze im wigksza ilo§¢ DNA w probcee, tym dokladniejsza jest
identyfikacja specyficznych sekwencji. Mozliwos¢ dokonania analizy 2,5-nanogramowej
probki, swiadczy o tym, ze uktad ten jest niezwykle czuty i moze by¢ o wiele skuteczniejszy
niz tradycyjne rozwiazania laboratoryjne.
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Rys. 7 Wyniki identyfikacji sekwencji STR w badanej probce DNA. Zrodto [28]
Mozliwos¢ przeprowadzenia analizy wykonanej na opisanym mikrouktadzie lab-
on-a-chip jest znaczacym krokiem w kierunku wdrozenia zintegrowanych i przeno$nych
urzadzen do wykonywania szybkich i niezawodnych testow kryminalistycznych.
Dostepnos¢ takich urzadzen w policji, niewatpliwie usprawnilaby proces poszukiwania
i identyfikacji podejrzanych, a takze wiele innych procedur z zakresu medycyny sadowe;.

F'rimersl

5.2.3. Wykorzystanie Lab-on-a-chip do oznaczania pierwiastkow w ustroju

W plynach ustrojowych obecnych jest wiele pierwiastkow nieorganicznych, odgrywajacych
istotng role w procesach zyciowych. Najwazniejsze z nich to jony zelaza, cynku, miedzi, kobaltu,
molibdenu, selenu, jodu i fluoru. Obecne moga by¢ takze pierwiastki toksyczne, takie jak kadm,
oléw, rte¢ 1 inne. Stegzenia jondw musza by¢ utrzymywane w odpowiednich granicach,
poniewaz zbyt mate stgzenie danego niezbgdnego jonu wywiera ujemny wplyw na procesy
przebiegajace z jego udziatem i organizm cierpi na jego niedobdr. Natomiast wzrost st¢zenia
danego jonu powyzej normy moze uwidoczni¢ toksyczne dziatanie jonu. [29]



Biorac pod uwagg tak istotna roleg pierwiastkéw w organizmie, niezbedne sa skuteczne
metody okre$lania ich st¢zen w ptynach ustrojowych. Przyktadowym urzadzeniem
okreslajacym stezenie pierwiastkdw w ustroju, jest sensoryczny uktad /ab-on-a-chip mierzacy
stezenie cynku w osoczu krwi.

Zawarto$¢ cynku w organizmie dorostego cztowieka wynosi od 1,5 do 2,0 g,

z czego do 80% przypada na migsnie 1 kosci. Wystgpuje glownie wewnatrzkomodrkowo,
natomiast w surowicy jego stezenie miesci si¢ w granicach 80-90 pg/l, gdzie jest niemal
catkowicie zwiazany z biatkami (albuminami, a2-makroglobuling, transferyna insuling).
Korzystny wptyw cynku na organizm uwidacznia si¢ w ogolnej poprawie metabolizmu,
przyspieszaniu gojenia ran i poprawie sprawnosci umystowej. Niedobdr cynku, wynikajacy
zazwyczaj z ograniczonego przyswajania z pozywienia, powoduje zaburzenia rozwoju uktadu
kostnego, funkcji rozrodczych, stany zapalne skory, tysienie oraz sprzyja procesom
miazdzycowym.[29] Ostatnio zaczgto zwraca¢ uwage na zalezno$¢ pomigdzy niedoborem
cynku, a zla kondycja zdrowotna i niezadowalajacymi wynikami oséb przewlekle lub
krytycznie chorych, szczegdlnie w pediatrii [30] Jako, ze odpowiednia zawarto$¢ cynku
w organizmie jest niezbedna do normalnego funkcjonowania uktadu odporno$ciowego, to
w przypadku powaznych schorzen i ztej kondycji pacjentéw, niedobor cynku powinien by¢
ciagle uzupetniany i monitorowany. [31]

Wspomniany sensoryczny uktad LOC zbudowany z PDMS oraz krzemu, przeprowadza
szybka (10 min.) niezawodna analiz¢ stgzenia cynku w probce osocza. Anodowa
woltamperometria stripingowa (4VS= Anodic Stripping Voltammetry) zostala uzyta jako
elektrochemiczna technika analityczna z wykorzystaniem specjalnych elektrod pokrytych
bizmutem [31]. AVS jest technika obejmujaca dwa etapy. W pierwszym etapie, nazywanym
zatezaniem, na elektrodzie w wyniku elektrolizy gromadzony jest oznaczany sktadnik. Proces
akumulacji (elektrolizy) realizowany jest poprzez elektrochemiczng redukcje oznaczanej
substancji przy statym potencjale. W zaleznosci od charakteru wydzielonego metalu oraz
materiatu elektrody, metal tworzy film na powierzchni elektrody. Po elektrolitycznym
zatezaniu, elektroda polaryzowana jest w kierunku anodowym 1 przy odpowiedniej warto$ci
potencjatu (charakterystycznego dla danego metalu), wydzielony metal przechodzi do
roztworu. Proces ten jest potaczony z rejestracja pradu ptynacego przez komorke pomiarowa, a
wartos$¢ pradu jest wprost proporcjonalna do stezenia jonu metalu w roztworze. Ten etap
jest nazywanym stripingiem [32]
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Rys.8 Dwuetapowa metoda AVS wykorzystywana w opisywanym uktadzie LOC. Zrodto [31]

W  opisywanym ukladzie /lab-on-a-chip najistotniejszym elementem jest sensor
sktadajacy si¢ z trzech elektrod — elektrody bizmutowej, elektrody odniesienia Ag/AgCl oraz
ztotej elektrody pomocniczej. W procesie fabrykacji uzyto metod galwanizacji 1 migkkiej
litografii.
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Rys. 9 Metody fabrykacji uktadu LOC i elektrodowego czujnika. Zrodto [31]
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Rys. 10 Fotografia uktadu LOC. Zrodto [31]

Rysunek nr 10 przedstawia rzeczywista posta¢ zarowno catego uktadu LOC (a), jak 1 dokladny
obraz sensora do pomiaru st¢zenia cynku (b). AE — zlota elektroda, WE —
bizmutowa elektroda, RE — elektroda Ag/AgCl. [31]

Wynik analizy przeprowadzonej przez uktad LOC obrazuje wykres na rysunku nr 11.
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Rys. 11 Zalezno$¢ stezenia jonéw cynku od zarejestrowanej warto$ci natgzenia przy zadanej
warto$ci napiecia. Zrodto [31]

Analizujac wykres, tatwo mozna zauwazy¢ zalezno$¢ opisywana juz wczesniej, tzn. ze
zarejestrowane natgzenie pradu jest wprost proporcjonalne do wartosci st¢zenia jonéw cynku w
badanej probce. Zaprojektowany uktad jest wigc nieskomplikowanym urzadzeniem
pomiarowym, ktére moze by¢ szeroko wykorzystywane w badaniach krwi, a dostosowanie
uktadu do pomiaru st¢zenia réwniez innych pierwiastkow, pozwolitoby na duze usprawnienie
procedury analizy krwi pod katem stgzenia jonow metali. [31]

5.2.4. Lab-on-a-chip wykorzystywane w detekcji wirusow

Obserwuje si¢ wzrost czgstosci wystgpowania zakazen wirusowych w ciagu ostatnich
dziesigcioleci. Spowodowane jest to przede wszystkim ciagtym wzrostem liczby ludnosci jak i
wzrostem popularno$ci zagranicznych wycieczek szczeg(')lnie do krajow tropikalnych. [33]

W konsekwencji szybkie wykrywanie i identyfikacja wirusa odpowiedzialnego za zakazenie
jest zawsze naglacym problemem nie tylko dla zdrowia ludzkiego, diagnostyki klinicznej 1
jednostek odpowiedzialnych za monitorowanie chorob przenoszonych przez patogeny, ale w
dobie szerzacego si¢ terroryzmu, niezwykle wazna jest takze kontrola zywnosci w celu
wykrycia biologicznych $rodkéw bojowych. Mozliwos¢ aplikacji szybszych 1 bardziej
doktadnych urzadzen diagnostycznych, pozwolitoby skorzysta¢ systemom opieki zdrowotnej,
w szczeg6Olno$ci poprzez znaczne ograniczenie kosztow i zapewnienie lepszego dostgpu do
danych epidemiologicznych, ktére moga by¢ wykorzystane do modelowania sposobu
rozprzestrzeniania si¢ chorob zakaznych, w celu jak najefektywniejszego zapobiegania
epidemii. [34] Obecnie dostgpne sa bardzo rdzne testy do wykrywania zakazenia wirusowego,
bazujace na bardzo wielu technikach detekcji, niestety w wigkszosci przypadkow sa one drogie,
pracochlonne i czas oczekiwania na wynik jest stosunkowo dilugi. [35] Dlatego nadal istnieje
zapotrzebowanie na wprowadzanie nowych rozwiazan. Dobra alternatywa bytyby miniaturowe,



mozliwie tanie lub nawet jednorazowe uklady, wykorzystujace biosensory do szybkiego
wykrywania i doktadnej identyfikacji wielu drobnoustrojow. [36-38] Dlatego aparatura p-Tas i
uktady lab-on-a-chip zyskuja bardzo duza popularno$¢ w przypadku przeprowadzania badan
tego typu. [39]

W ostatnich latach analizy za pomoca mikrochipdw, ktorym sa poddawane

zachowawcze sekwencje DNA lub RNA, metoda PCR 1 real time-PCR, byly stosowane
w celu wykrycia chorob zakaznych i1 okre§lenia rzeczywistego stopnia zaawansowania
choroby. [40-42] Kolejnym bardzo waznym narzedziem analitycznym wykrywajacym
patogeny, jest chip wykorzystujacy metody immunologiczne, ktore polegaja na specyficznych
oddziatywaniach typu biatko-biatko, biatko-weglowodany lub  biatko-DNA. [43]
W  przypadku analiz opierajacych si¢ na specyficznych interakcjach, bardzo czgsto
wykorzystuje si¢ przeciwciata. Jednak nie jest metoda niezawodna - gltéwna wada jest
nietrwalo$¢ unieruchomionego przeciwciala na powierzchni czujnika (biosensora), co prowadzi
do zmniejszenia wrazliwos$ci reakcji 1 braku mozliwosci ponownego wykorzystania uktadu.
[44-46] Dobra alternatywa jest zastosowanie techniki ,,molecular imprinted polymers” (MIPs).
[47] MIPs sa wysoce usieciowanymi polimerowymi strukturami wykazujacymi specyficznos¢
dla pojedynczej czasteczki lub grupy powiazanych strukturalnie czasteczek.
W metodzie MIP selektywno$¢ dla danych molekut jest warunkowana poprzez rozpuszczenie
danej czasteczki wraz ze zwiazanymi do niej monomerami w rozpuszczalniku i po reakcji
polimeryzacji 1 odmyciu czasteczek matrycowych, otrzymuje si¢ ztozona strukturg zawierajaca
polimerowa ,,matriks”, w ktorej zakotwiczone sa monomery. [48]
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Rys. 12 Schemat reakcji MIP. Zrodto : opracowanie whasne na podstawie [48]

Uktad LOC przedstawiony w tym opisie, zlozony jest z kwarcowego podioza
1 z polimerowej (PDMS) czgsci ukladu. Rysunek numer 13 przedstawia rzeczywisty wyglad
uktadu LOC z powigkszonymi elementami uktadu. Dziatanie tego nowatorskiego mikrouktadu
lab-on-a-chip, byto oceniane poprzez detekcje wirusa mozaiki tytoniu (TMV) oraz wirusa
HRV2 (Human Rhinovirus serotype 2). Wirus mozaiki tytoniu zostat wyizolowany z tytoniu
szlachetnego, ktory podczas uprawy byt systematycznie zakazany wirusem TMV, natomiast
wirus HRV?2 zostat wyizolowany z komorek zakazonej hodowli bakteryjnej. Przeprowadzenie
reakcji MIP w tym eksperymencie polega na specyficznym zatrzymaniu czastek wirusowych
podczas polimeryzacji w obecno$ci roztworu zawierajacego czastki wirusowe. Obecnosc
patogendow na powierzchni polimeru jest wykrywana za pomoca przeprowadzenia
skomplikowanych pomiaréw dielektrycznych w odniesieniu do polimeru zwiazanego z
czastkami wirusowymi. [47]
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Rys. 13 Uktad LOC do detekcji wirusow. Zrodto [47]

Pomiary przeprowadzane sa przy uzyciu systemu skladajacego si¢ z czterech
bezkontaktowych kondensatoréw (mikrosensory). Zwiazanie wirusa indukuje zmiany
impedancji w materiale polimerowym, co skutkuje zmiang pojemnos$ci kondensatorow. Zmiana
w dielektrycznej przenikalno$ci polimeru jest spowodowana zastgpieniem buforu
wypelniajacego zaglebienia na powierzchni polimeru, przez czasteczki wirusa. Nastepuje
wzrost impedancji, a moment ten jest rejestrowany przez dielektryczne mikrosensory. Dzigki
tym zalezno$ciom dwukanalowy system zawierajacy cztery bezkontaktowe mikrosensory
dielektryczne jest bardzo dobrym rozwigzaniem w ciaglym 1 precyzyjnym wykrywaniu
obecno$ci czasteczek wirusowych. Poza tym uklad zapewnia precyzyjna kontrolg¢ nad
dynamika cieczy i tym samym umozliwia badanie powinowactwa wiazania czastek wirusa i
warunkow zachodzenia reakcji MIP. [47]

Ze wzgledu na swoja wszechstronno$é, przedstawiony mikrouktad lab-on-a-chip
doskonale nadaje si¢ do wykrywania szerokiej gamy zakazen wirusow i jest uktadem o
wysokiej czutosci dzigki selektywnemu dostosowaniu warunkéw mikrofluidalnych, geometrii
czujnikéw i wyboru polimerowych materialdow uzywane w reakcjach MIP. Popularyzacja
technologii projektowania uktadow LOC z wykorzystaniem reakcji MIP, stwarza duze
mozliwos$ci co do wdrozenia przenosnych, szybkich i niezawodnych urzadzen, pozwalajacych
na wykrycie zakazen wirusowych. [47]




6. Lab-on-a-chip — prognozy na przysziosc.

Z roku na roku naukowcy z catego $wiata projektuja coraz to nowe uktady
lab-on-a-chip, ktore wykorzystuja zarowno standardowe reakcje i metody obrobki prébek
poddawanych analizie jak i nowatorskie 1 niespotykane dotad rozwiazania. Trend ten bedzie sig
utrzymywat — wspoétczesny §wiat potrzebuje rozwiazan opartych na LOC. Ogromne
zapotrzebowanie na urzadzenia wykorzystujace mikrochipy obserwujemy w krajach
rozwijajacych sig¢, gdzie nie ma dostgpu do wielu nowoczesnych technologii diagnostyki
medycznej. One zostaly dostosowane do klimatyzowanych 1 $wietnie wyposazonych
laboratoriow, ze stalym dostgpem do wzorcéw i odczynnikéw chemicznych, stabilnym
zasilaniem elektrycznym, wysoko wykwalifikowanym personelem i szybkim transportem
probek. Systemy LOC pozwalaja na miniaturyzacjg i1 integracje ztozonych funkcji, ktore mozna
przenie$¢ z zaawansowanych i nowoczesnych laboratoriow nawet do dzungli afrykanskiej.
Systemy te musza by¢ tanie, ale takze doktadne w pomiarach, solidne w
wykonaniu i dobrze dostosowane do rzeczywistych problemow, mlejsca w ktérym maja zostaé
uzyte. [49] Wiazane sa ogromne nadzieje ze stworzeniem 1 rozpowszechnieniem
jednorazowych uktadow, ktore beda mogly by¢ na szeroka skale wykorzystywane w kazdych
warunkach, dajac jednocze$nie pewne wyniki przeprowadzonej analizy i tym samym mogace
uratowac wiele milionéw ludzkich zy¢.

Zastosowania LOC nie musza ogranicza¢ si¢ tylko do medycyny. Uktady LOC maja

potencjat, aby zrewolucjonizowa¢ sektor zywnosci, rolnictwo i przemysi biosystemow.
Przyktady potencjalnych zastosowan uktadow LOC w przemysle zywno$ciowym obejmuje
enkapsulacj¢ nano-czasteczek oleju z ryb, monitorowanie patogendéw i toksyn w zywnosm 1
w wodzie, przeprowadzanie mikro-nano-filtracji dla poprawy jako$ci zywnosci, wykrywanie
antybiotykow w produktach mlecznych 1 wiele innych zastosowan. Ponadto mikrochipy
umozliwialyby duzy postep w unowoczes$nieniu rolnictwa poprzez monitorowanie substancji
odzywczych w komorkach roélinnych i1 sortowanie tychze komorek w celu poprawy jakos$ci
upraw, kontrole stezen pestycydow i azotandw w roslinach czy nawet uproszczone
zaplodnienia in vitro u zwierzat hodowlanych, monitorowanie zdrowia zwierzat i ingerencj¢ w
szczepienia i terapie. W odniesieniu do LOC mozna méwi¢ nawet o mozliwo$ciach stworzenia
nowego podejscia w badaniach dotyczacych bioenergii. [50]
Jak wida¢ w dzisiejszym $wiecie mikrotechnologie maja szans¢ poprawi¢ bardzo wiele
aspektow naszego zycia i mozna si¢ spodziewal, ze w niedtugim czasie wraz z coraz to
nowymi projektami i rozwigzaniami dotyczacymi mikrochipow 1 urzadzen integrujacych
dzialanie tych uktadéw, ludzko$¢ wuzyska wiele mozliwo$ci do skorzystania z tego
dobrodziejstwa nauki.
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