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Streszczenie

Wyniki przedstawione w pracy ,,Opracowanie przenosnego zminiaturyzowanego
urzadzenia diagnostycznego z elektrochemicznym czujnikiem DNA™ dotycza badan nad
opracowaniem mikrosystemu przeptywowego, sktadajacego si¢ z modutu przeznaczonego do
przeprowadzania tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz biosensora. Rolg opracowanego
biosensora jest detekcja amplifikowanego w module mikrosystemu PCR fragmentu DNA. W
niniejszej pracy jako model badawczy wybrano fragment genu zjadliwego szczepu
maczugowca blonicy. Prowadzone badania miaty na celu umozliwienie detekcji modelowego
patogenu z zastosowaniem opracowanego mikrosystemu oraz wykazanie jego przewag nad
obecnie stosowanymi metodami.

Czg$¢ literaturowa pracy obejmuje zagadnienia zwigzane z urzadzeniami typu Lab on a
chip oraz biosensorami DNA. Gtéwna czg¢$¢ rozdziatu koncentruje si¢ na opisie budowy i
dziataniu urzadzen mikrofluidycznych. Opisane zostaty sposoby wytwarzania mikrosystemow,
ze szczegdlnym uwzglednieniem stosowanych materiatéw konstrukcyjnych oraz technik ich
mikroobrobki. Zwrdcono rowniez uwage na najwazniejsze elementy mikrosystemow takie jak
mikrokanaty, mikrozawory, mikropompy oraz mikromieszalniki. Opisane zostaty réwniez
mikrofluidyczne urzadzenia shuzace do przeprowadzania reakcji PCR. Przedstawiono
zastosowania tego typu urzadzen oraz dokonano ich podzialu wzgledu na sposob prowadzenia
reakcji. W czesci literaturowej opisane zostaly podstawowe zagadnienia zwigzane z
biosensorami, ze szczegdlnym uwzglednieniem biosensoréw DNA typu spinki do wlosow (ang.
hairpin). Rozdziat zamyka krotki opis probleméw epidemiologicznych wywotywanych przez
nowe, jak i powracajace choroby zakazne z uwzglednieniem btonicy.

Cze$¢ dotyczaca metodyki pracy rozpoczyna si¢ od przedstawienia stosowanych
reagentOw, aparatury, a takze niektorych procedur, ktore byly wykonywane wielokrotnie
podczas pracy badawczej.

Cze$¢ doswiadczalng w ktorej prezentowane sg badania mozna podzieli¢ na dwie czesSci.
Pierwsza dotyczy opracowania mikrosystemu PCR oraz zminiaturyzowanych modutoéw
odpowiedzialnych za kontrol¢ przeptywu cieczy. Druga cze$¢ przedstawia opracowany
elektrochemiczny biosensor DNA oraz jego wykorzystanie w procesie detekcji fragmentu genu
zjadliwego szczepu btonicy.

Pierwsza czgs$¢ badan, ktora dotyczyta opracowania mikrosystemu do przeprowadzania
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) rozpoczyna si¢ od opisania procedury przygotowania

matrycy metodg fotolitografii, opisu wykonania warstw polidimetylosiloksanu (PDMS) metoda



odlewu oraz sposobu 13czenia jej ze szklem. Nastepnie zostal przedstawiony system grzatek
wykorzystywany w badaniach w celu zapewnienia odpowiednich warunkéw temperaturowych,
jego optymalizacja oraz metody pomiardéw temperaturowych.

Jako pierwszy zostal zaprojektowany hybrydowy mikrosystem PCR PDMS/szkto o
geometrii serpentynowej. Pierwotnie warstwa PDMS, w ktorej obecne byly mikrostruktury
zostata wykonana przy uzyciu matrycy wykonanej za pomoca migkkiej fotolitografii (ang. soft
lithography). Ze wzglgdu na liczne ograniczenia tej techniki wytwarzania matrycy,
zdecydowano o0 wykonaniu jej w poli(metakrylanie metylu) (PMMA) technikg
mikrofrezowania. Mikrosystem ten wykorzystano do przeprowadzenia szeregu reakcji PCR.
Przeprowadzono réwniez badania majace na celu zbadanie mozliwosci adsorpcji DNA oraz
polimerazy DNA na powierzchni mikrosystemu wykonanego z PDMS. Potwierdzony zostat
efekt adsorpcji polimerazy DNA na powierzchni PDMS, ktéremu postanowiono
przeciwdziata¢ poprzez zastosowanie procedury polegajacej na 24 godzinnej inkubacji
surowiczej albuminy bydlecej w mikrokanatach opracowanego mikrosystemu PDMS/szkto
przed przeprowadzeniem reakcji PCR.

Kolejnym etapem badan bylo opracowanie mikrosysteméw pracujacych w trybie
cyklicznym, ktore umozliwiaty przeprowadzenia dowolnej liczby cykli reakcyjnych.
Mikrosystemy te wykonano w kilku wariantach r6zniacych si¢ zastosowanym materiatem
konstrukcyjnym.  Wytworzono mikrosystemy cykliczne PDMS/szkto, ale réwniez
mikrosystemy wykonane z PMMA metodg mikrofrezowania, co pozwolito na uszczelnienie
mikrosystemu 1 ograniczenie objetosci martwe] poprzez zastosowanie odpowiednio
wykonanych zlgczek (nanoportéw). Ponadto wykorzystano zminiaturyzowang pompe oraz
zawor, ktore pozwolity na automatyczne wprowadzenie mieszaniny reakcyjnej do
mikrosystemu, jej cyrkulacje oraz wyprowadzenie.

Ostatnim opisanym w pracy typem mikrosystemu byt wielowarstwowy uklad
sktadajacy si¢ z folii poliestrowych wycinanych za pomoca plotera laserowego. Strukture
trojwymiarowa mikrosystemu uzyskano, poprzez nakladanie na siebie kolejnych ptaskich
warstw mikrosystemu. Zastosowane techniki wytwarzania umozliwity uzyskanie integracji
pomigdzy poszczegdlnymi elementami mikrosystemu, ktére byly wykonywane podczas
jednego procesu obrobki, zapewniajac wysoka szczelno$¢ ukladu. Integralng czgsé
mikrosystemu stanowit system opracowanych pasywnych mikrozaworéow zwrotnych, ktére w
potaczeniu z zewnetrznymi tlokami pozwalaty na kontrolowanie przeptywu. Mikrozawory

zostaty przebadane pod katem minimalnego ci$nienia otwarcia oraz minimalnego ci$nienia



powodujacego ich przeciekanie w przepltywie zwrotnym. Mikrosystem ten zostat z sukcesem
wykorzystany do przeprowadzenia asymetrycznej reakcji PCR.

Drugi etap czgéci doswiadczalnej stanowily badania nad biosensorem DNA, ktore
rozpoczgto od wyboru sondy do konstrukcji warstwy receptorowej. Przetestowane zostaty
cztery sondy rdéznigce si¢ sekwencja nukleotydow oraz strukturg i stabilno$cig tworzonych
przez nie struktur drugorzedowych. Dla kazdej z nich mierzona byta zmiana sygnatu w funkcji
stezenia analitu, ktorym byl fragment jednoniciowego DNA o0 sekwencji nukleotydow
komplementarnej do sondy w warstwie receptorowej (CDNA), ktory zostal wcze$niej
wyizolowany z mieszaniny poreakcyjnej PCR oraz oczyszczony przy uzyciu Wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Zostaly okreslone parametry pracy biosensora dla dwoch
czasOw hybrydyzacji sondy z analitem: 5 i 30 minut. Zakres liniowej detekcji wynosit dla nich
odpowiednio: 0,2-2,0 uM i 13,5-60,0 nM, czulos¢ 0,2 pM™?* i 12,8 pM?, granica
wykrywalnosci: 20,8 nM 1 0,5 nM.

Biosensor zostal nastgpnie wykorzystany do wykrywania cDNA w mieszaninie
poreakcyjnej PCR. Obecno$¢ w probee biatek uzytych do przeprowadzenia reakcji PCR
prowadzitla do zmniejszenia wydajnosci hybrydyzacji analitu z warstwa receptorowg
biosensora. Przeprowadzono badania majace na celu zwigkszenie wydajnosci hybrydyzacji,
poprzez modyfikacje sktadu bufory hybrydyzacyjnego (zwigkszeniem st¢zenia jondéw magnezu
do 15 mM), prowadzenie pomiarow w podwyzszonej temperaturze (40°C) oraz dodatek
rozpuszczalnika organicznego (30% v/v DMSO).

Opracowany biosensor TOX3/MCH zostat przebadany pod wzgledem selektywnos$ci na
zjadliwy szczep maczugowca btonicy. Porownano odpowiedz biosensora na probki zawierajgce
rozny material genetyczny. Do badan wybrano DNA wyizolowane ze szczepow bakterii
wystepujacych w gornych drogach oddechowych, w tym toksyczny oraz nietoksyczny szczep
maczugowca blonicy. Znaczacy sygnal analityczny byl rejestrowany wytacznie w przypadku
pomiardw prowadzonych w probkach zawierajacych analit, co dowodzito selektywnosci
biosensora.

Przeprowadzono badania poréwnujace dwa rdzne zwiagzki wykorzystane jako
wypelniacz w  warstwie receptorowej biosensora: merkaptoheksanol (MCH). Oraz
dietyloditiokarbaminian (DEDTC). DEDTC w warstwie receptorowej charakteryzowat si¢
wysoka stabilnoscia, a jego zastosowanie pozwolito na uzyskanie odpowiedzi biosensora na
cDNA otrzymane w reakcji PCR prowadzonej w mikrosystemie bez koniecznoS$ci

rozcienczania mieszaniny poreakcyjne;j.



Opracowany biosensor zostal poddany miniaturyzacji z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego przetwornika trojelektrodowego. Biosensor zostal zintegrowany z opracowanym
mikrosystemem PCR, a nast¢pnie wykorzystany jako element detekcyjny w celu wykrywania
cDNA amplifikowanego w trakcie 30 minutowej reakcji PCR. Badania prowadzone byly dla
dwoéch typow biosensoréw roéznigecych sie wypehlniaczem: TOX3/MCH 1 TOX3/DEDTC.
Zastosowanie zintegrowanego urzadzenia skladajacego si¢ z mikrosystemu PCR oraz
biosensora pozwolito na przeprowadzenie procesu wykrywania analitu w niecate 60 minut.
Proces ten sktadat si¢ z reakcji amplifikacji DNA w mikrosystemie, a nastepnie wykrywania

cDNA przez biosensor.



Abstract

Ph. D. thesis "Development of a portable miniaturized diagnostic device with an
electrochemical DNA sensor" concerns research on the development of a microsystem,
consisting of a module for carrying out the polymerase chain reaction (PCR) and a biosensor.
The purpose of the developed biosensor is to detect the DNA fragment amplified in the PCR
microsystem module. In this work, a fragment of the gene of a toxigenic strain of
Corynebacterium diphtheria was selected as a research model. The conducted research was
aimed at enabling the detection of a model pathogen using the developed microsystem and
demonstrating its advantages over currently used methods.

The literature part of the work covers issues related to Lab on a chip devices and DNA
biosensors. The main part of the chapter focuses on the description of the construction work
principle of microfluidic devices. Methods of manufacturing microsystems have been
described, focusing on the construction materials used and their micromachining techniques.
Other important elements of microsystems such as microchannels, microvalves, micropumps
and micromixers were also emphasised in this chapter. Different approaches to developing
microfluidic PCR devices and their applications were described. In the literature part this thesis
biosensors were described with particular emphasis on DNA biosensors and hairpin type DNA
biosensors. The chapter closes with a brief description of the epidemiological problems caused
by new and re-emerging infectious diseases, including diphtheria.

The part on the methodology of work begins with the presentation of the reagents,
apparatus and selected procedures that were performed during the research work.

The experimental part of this thesis can be divided into two parts. The first concerns the
development of a PCR microsystem along with miniaturized modules responsible for flow
control in the microsystem. The second part presents the developed electrochemical DNA
biosensor and its use in the process of detecting the toxignic strain of Corynebacterium
diphtheria.

The first experimental part of this thesis, concerning the development of a microsystem
for carrying out the polymerase chain reaction (PCR), begins with the description of the
procedure of the matrix preparation by soft photolithography technique. It was used for
fabrication of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) layer, which was later bonded with a glass
substrate. This chapter also presents the system of heaters used in the research to ensure
appropriate temperature conditions, its optimization and methods used for temperature

measurements.



The hybrid PDMS/glass PCR microsystem with a one long serpentine type geometry
channel was designed. Originally, the PDMS layer was fabricated using a matrix made by soft
lithography technique. Due to the numerous limitations of this matrix production technique, it
was decided to fabricate the matrix in poly(methyl methacrylate) (PMMA) by micromilling
technique. This microsystem was used to perform a series of PCR reactions. The possibility of
adsorption of DNA and DNA polymerase on the surface of a microsystem made of PDMS was
also investigated. The adsorption effect of DNA polymerase on the PDMS surface was
confirmed, which was counteracted by the procedure of 24-hour incubation of bovine serum
albumin in the microchannels of the developed PDMS/glass microsystem before the PCR
reaction.

The next stage of research was the development of microsystems operating in a cyclic
mode, which allowed to perform any number of reaction cycles. These microsystems were
made in several variants differing in the construction material used. Cyclic PDMS/glass
microsystems were fabricated, as well as PMMA PCR microsystems using micromilling
technique. The second approach allowed to reduce the dead volume in the microsystem by the
use of connectors (nanoports) that were specially created for this purpose. In addition, a
miniaturized pump and valve were used, which allowed for the automatic introduction of the
reaction mixture into the microsystem, its circulation and removal.

The last type of microsystem described in this thesis was a multi-layer system consisting
of polyester foils microfabricated by laser ablation technique. The three-dimensional structure
of the microsystem was obtained by joining several layers of foils together. The applied
fabrication techniques made it possible to obtain integration between the individual elements
of the microsystem, which were made during one machining process. Developed microsystem
consisted of a PCR chip integrated with a system of passive micro check valves, which in
combination with external pistons allowed to create and control the liquid flow inside the
micorsystem. Microvalves have been tested for minimum opening pressure and minimum
leaking pressure. This developed microsystem was successfully used for carrying out an aPCR
reaction.

The second part of the experimental chapter of this thesis was research on the DNA
biosensor, which began with the selection of the probe for the construction of the receptor layer.
Four probes (TOX 1-4) with different nucleotide sequences were tested. For each of them, the
signal change as a function of the concentration of the analyte measured. The analyte was a
fragment of single-stranded DNA (ssDNA) to which the nucleotide sequence of the probe in

the receptor layer (cCDNA) was complementary. The analyte used in preliminary research was
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isolated from the PCR reaction mixture and purified using high-performance liquid
chromatography (HPLC). The operating parameters of the TOX3/DEDTC biosensor were
determined for two hybridization times of the probe with the analyte: 5 and 30 minutes. The
linear detection range was respectively: 0.2-2.0 uM and 13.5-60.0 nM, sensitivity 0.2 uM—1
and 12.8 uM—1, detection limit: 20.8 nM and 0 .5nM.

The biosensor was then used to detect cDNA in the PCR post-reaction mixture. The
presence in the sample of proteins used to carry out the PCR reaction led to a decrease in the
hybridization efficiency of the analyte with the biosensor receptor layer. Research was carried
out to increase the efficiency of hybridization by modifying the composition of the
hybridization buffer (increasing the concentration of magnesium ions to 15 mM), conducting
measurements at elevated temperature (40°C) and adding an organic solvent (30% v/v DMSO).

The developed biosensor TOX3/MCH was tested for selectivity for a toxigenic strain of
Corynebacterium diphtheria. The biosensor response to samples containing different genetic
material was compared. DNA isolated from selected strains of bacteria found in the upper
respiratory tract, including a toxigenic and non-toxigenic strain of diphtheria corynebacteria,
was selected for the study. A significant analytical response was recorded only for mixtures
containing the analyte, which proved the selectivity of the biosensor.

Studies were conducted comparing two different compounds used as a blocking agent
in the biosensor receptor layer: mercaptohexanol (MCH) and diethyldithiocarbamate
(DEDTC). DEDTC in the receptor layer showed high stability, and TOX3/DEDTC biosensor
allowed detect cDNA-PM without the modification of the post-reaction mixture.

The developed biosensor was miniaturized using a commercially available three-
electrode transducer. The biosensor was integrated with the developed PCR microsystem, and
then used as a detection element to detect cDNA-PM amplified during a 30-minute PCR
reaction. The research was carried out using types of biosensors differing in blocking:
TOX3/MCH and TOX3/DEDTC. It allowed to carry out the entire analyte detection process,
which consisted of cDNA amplification in the microsystem, and then its detection by a

biosensor in less than 60 minutes.
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Wstep 1 cele pracy

Zagrozenia zwigzane z rozprzestrzenianiem si¢ chorob zakaznych pozostaja jednym z
glownych czynnikow ryzyka dla ochrony zdrowia publicznego we wspotczesnym $wiecie.
Ostatnia pandemia COVID-19 wywotana przez wirusa SARS-CoV-2 wyraznie pokazata jak
ogromne znaczenie ma szybka diagnostyka dla ochrony zdrowia i zycia pacjentow a takze w
zapobieganiu nowym zakazeniom. Trudno jest przewidywaé pojawienie si¢ nowych,
nieznanych patogendéw oraz sposobow walki z nimi, jednak nie tylko one stanowig zagrozenie.
W ostatnich latach odnotowano rosnacg liczbe przypadkéw pojawienia si¢ niektorych choréb
zakaznych, ktore od dluzszego juz czasu byty uwazane za opanowane przez Swiatowe programy
szczepien. Jedna z takich chorob jest btonica, ktora diagnozowana jest obecnie u Kilku tysigcy
0s6b rocznie. Zarowno w przypadku COVID-19 jak i blonicy, szybka diagnoza jest podstawa
do rozpoczecia leczenia oraz walki z rozprzestrzenianiem si¢ choroby. Tradycyjne metody
diagnostyczne, pomimo swojej skutecznos$ci, posiadajg szereg ograniczen takich jak czas
wykonywanych oznaczen oraz konieczno$¢ dostepu do zaawansowanych laboratoriéw oraz
wykwalifikowanego personelu. Duza odleglo$¢ od osrodkow diagnostycznych stanowi
powazny problem szczegdlnie dla stabo zurbanizowanych rejonow $wiata o niskim poziomie
publicznego systemu ochrony zdrowia [1].

Urzadzenia typu Point-of-Care (POC) stanowig alternatywe dla badan diagnostycznych
wykonywanych w specjalistycznych laboratoriach. Charakteryzujag si¢ mozliwoscig
przeprowadzenia badan w krétkim czasie w miejscu przebywania pacjenta, bez koniecznosci
transportu probki. Zazwyczaj urzadzenia tego typu s3 proste w obstudze, gdyz procedura
prowadzaca do uzyskania wyniku przeprowadzana jest w sposob zautomatyzowany. Rozwoj
platform POC jest $cisle zwigzany z urzadzeniami typu Lab on a chip (LOC), ktore pozwalaja
na przeprowadzanie jednego lub wigcej procesu laboratoryjnego w systemach o niewielkich
wymiarach. Operuja one réwniez na niewielkich objetosciach roztwordw, co przyczynia si¢ do
uzyskania niskich kosztow diagnostyki, a takze moze mie¢ wplyw na szybkos$¢ uzyskiwanych
wynikow. Przyktadem urzadzenia typu Lab-on-a-chip s3 mikrosystemy stuzace do
przeprowadzanie tancuchowej reakcji polimerazy, ktore z powodzeniem zostaty wykorzystane
jako elementy platform diagnostycznych w kierunku detekcji patogenéw odpowiedzialnych za
r6éznego rodzaju choroby zakazne [2, 3].

Mikrosystemy PCR stanowig alternatywe do tradycyjnie stosowanych termocykleréw,
pozwalajacg na amplifikacje DNA w niewielkim urzadzeniu. Istnieje wiele typdw tego rodzaju

urzadzen, roznigcych si¢ podejSciem do sposobu prowadzenia reakcji, wymiany ciepta,
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uzyskiwania przeptywu oraz zastosowanych materiatow [4-8]. To co taczy wickszo$¢
mikrosystemow PCR to krotki czas amplifikacji. W przypadku termocykleréw czynnikiem
limitujacym szybko$¢ reakcji jest powolna zmiana temperatury komor grzewczych, w ktorych
znajduje si¢ mieszanina. W przypadku mikosystemow PCR, ze wzgledu na niewielkie objgtosci
stosowanych roztworow, problem ten rozwigzuje si¢ poprzez prowadzenie reakcji w
przeptywie lub zastosowanie zaawansowanych sposobow dostarczania i odbierania energii.

Systemy mikroprzeptywowe znajduja obecnie coraz szersze zastosowanie w rdéznych
dziedzinach nauki, a nowoczesne technologie wytwarzania sprawiaja, ze s réwniez coraz
czgsciej przeznaczone do masowej produkeji 1 uzytku komercyjnego. Mimo niewatpliwych
zalet mikrosystemow, opracowywanie tego typu urzadzen wigze si¢ z wieloma wyzwaniami.
Ze wzgledu na niewielkie wymiary mikrostruktur oraz male objgtosci reagentow, sity
powierzchniowe przewazaja nad objgtosciowymi. Powoduje to miedzy innymi przeptyw
laminarny w mikrokanatach, a takze utrudnione mieszanie reagentow lub ich niepozadang
adsorpcje. Te oraz inne efekty nalezy bra¢ pod uwage w trakcie tworzenia oraz badania
mikrosystemow, szczegoOlnie na etapie doboru materiatdéw konstrukcyjnych, technik ich
obrobki oraz samej geometrii mikrostruktur.

Istotng czgécig wigkszosci mikrosysteméw, w szczeg6lnosci tych z wymuszonym
przeplywem, sa takie elementy jak pompy oraz zawory. Do poprawnego funkcjonowania
niektorych systemow mikrofluidycznych mogg by¢ z powodzeniem wykorzystane urzadzenia
duzych rozmiaréw, czesto wielokrotnie wigksze niz sam mikrosystem. Jednak proces
miniaturyzacji elementow kontrolujacych przeplyw pozwala na ich integracje z
mikrosystemami, co pozwala na automatyzacj¢, obnizenie kosztéw oraz zastosowanie w
przenosnych urzadzeniach analitycznych.

Detekcja DNA amplifikowanego w reakcji PCR moze odbywac si¢ na rdzne sposoby.
Jednym z nich jest zastosowanie biosensorow DNA, ktore ze wzgledu na specyficzne
oddzialywania na poziomie molekularnym pomigdzy warstwa receptorowa a analitem
umozliwiajg selektywng detekcje. W urzadzeniach tego typu wykorzystuje si¢ czgsto
przetworniki elektrochemiczne, ze wzgledu na niskie koszty oraz mozliwos¢ ich
miniaturyzacji, co wpisuje si¢ ide¢ tworzenia przenosnych, jednorazowych systemow
przeznaczonych do detekcji patogendw w miejscu przebywania pacjenta. Biosensory DNA
przeznaczone do analizy probek rzeczywistych wymagaja odpowiedniego zaprojektowania
warstwy receptorowe] oraz dostosowania warunkow, w ktorych prowadzone sg pomiary.
Istotnym parametrem elementu detekcyjnego jest jego selektywno$¢ na wybrany patogen, ale

takze czutos$¢ 1 granica wykrywalnosci. Ostatecznie najistotniejszg informacja, ktérag powinien
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dostarcza¢ tego typu biosensor jest odpowiedz jakosciowa, czy w badanej probce znajduje sie
fragment DNA patogenu, dla wykrywania ktorego zostat on opracowany.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie systemu umozliwiajacego szybkie i
jednoznaczne wykrywanie fragmentu genu przyktadowego patogenu tj. SZCzepu maczugowca
btonicy odpowiedzialnego za wywotywanie btonicy. Patogen ten zostat wybrany nie tylko ze
wzgledu na tendencj¢ wzrostowa odnotowywanych przypadkéw choroby, ale rowniez jako
model, na ktérego przykladzie moga by¢ opracowywane podobne rozwigzania dotyczace
innych choréb zakaznych. Badania przedstawione w niniejszej pracy moga stanowi¢ podstawe
do rozwijania innych systemow czy urzadzen diagnostycznych, gdyz cz¢$¢ opracowanych
rozwigzan, zar6wno pod wzgledem zastosowanych materiatow, technik wytwarzania oraz

mechanizmow dziatania charakteryzuje si¢ duzym stopniem uniwersalnosci.

Gléwne etapy pracy:

e opracowanie zminiaturyzowanego systemu przeznaczonego do szybkiej amplifikacji
okreslonego fragmentu DNA,;
o zastosowanie najnowszych materiatdéw oraz technologii obrobki;
o opracowanie mikrostruktur stuzacych do kontrolowania przeptywu oraz ich
integracja z mikrosystemem PCR,;
o przynajmniej trzykrotne skrocenie czasu reakcji PCR prowadzonej w
mikrosystemie w stosunku do standardowej procedury
e opracowanie biosensora elektrochemicznego umozliwiajacego detekcje fragmentu
DNA amplifikowanego w wyniku reakcji PCR;
o wybdr sondy molekularnej oraz wypelniacza wykorzystanych do stworzenia
warstwy receptorowej;
o dostosowanie warunkoéw pomiarowych oraz sktadu probki;
e integracja mikrosystemu PCR z biosensorem DNA oraz jego ewaluacja;
o wykonanie  biosensorow  z  zastosowaniem  zminiaturyzowanych
przetwornikow;,
o potwierdzenie eksperymentalne mozliwosci wykrywania zjadliwego szczepu

maczugoweca btonicy za pomocg opracowanego urzadzenia.
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l. Czes¢ literaturowa

1. Labonachip

Lab on a chip (LOC), nazywane rowniez laboratorium na chipie, jest niewielkim
urzadzeniem, zazwyczaj o wymiarach od kilku milimetrow do kilku centymetrow, ktore
umozliwia przeprowadzenie z jego wykorzystaniem jednego Ilub kilku procesow
laboratoryjnych. Opracowane urzadzenia LOC czgsto przypominaja standardowe urzadzenia
laboratoryjne, ktorych rozmiar zostat wielokrotnie zmniejszony, jednak ich zasada dziatania
moze by¢ znaczaco roézna, ze wzglgdu na technologie, materialy 1 rozwigzania stosowane w
procesie miniaturyzacji. LOC moga by¢ wykorzystywane w potaczeniu z innymi urzgdzeniami
lub dziala¢ niezaleznie tworzac systemy, ktore integruja wiele procesow, takich jak pobieranie
i transport probki, oczyszczanie, rozdzielanie i detekcja, prowadzacych do ostatecznej analizy.
Takie niezalezne urzadzenia nazywane sa WTAS (ang. micro Total Analysis System), a ich
przyktadem zastosowania w dziedzinie medycyny s3 urzadzenia stuzace do bezposredniej i
szybkiej diagnostyki pacjenta (POC Devices, ang. Point of care Devices).

Wykorzystanie urzadzen LOC posiada wiele zalet w poréwnaniu ze standardowymi
procedurami laboratoryjnymi. Miniaturowe chipy operuja niewielkimi obje¢tosciami probek
rzedu mikro, nano, a czasami nawet pikolitrow. Pozwala to na zmniejszenie ilo$ci
dostarczanych reagentow 1 energii, a takze na zmniejszenie ilosci powstajacych odpadow, co w
ostatnich latach (ze wzgledu na ciagle zaostrzanie przepisow dotyczacych postgpowania z
odpadami niebezpiecznymi) ma coraz wigksze znaczenie, zwlaszcza w przypadku
wykorzystania tego typu urzadzenia poza specjalistycznymi laboratoriami. Niewielkie
objetosci probek, ktore moga by¢ wykorzystywane w LOC, czesto w standardowych
procedurach laboratoryjnych wymagaja wielokrotnego rozcienczenia, ktore moze prowadzi¢
do utraty informacji np. poprzez zmniejszenie st¢zenia analitu ponizej poziomu wykrywalnosci.
Systemy typu LOC umozliwiajg prowadzenie reakcji chemicznych w mikroskali, celem
wytworzenia niewielkiej ilosci produktow, ktére sg wykorzystywane w dalszej procedurze
analitycznej lub stanowig warto$¢ samg w sobie (w takim przypadku mamy do czynienia z
mikroreaktorem na chipie). W zminiaturyzowanym urzadzeniu dyfuzja reagentow oraz
transport ciepla przebiega znacznie szybciej ze wzgledu na niewielkie objgtosci, co powoduje
skrocenie czasu reakcji. Dodatkowo procesy w urzadzeniach LOC prowadzone sg czesto w
specyficznych warunkach przeptywowych co umozliwia w pewnym stopniu imitacje

rownowag charakterystycznych dla warunkow in-vitro. Ta wlasciwo$¢ mikrosystemow jest
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wykorzystywana w celu tworzenia modeli komorkowych tkanek lub calych organdéw na chipie
(Organ on a Chip) do badan biologicznych. Miniaturowe chipy moga zosta¢ zintegrowane z
elementami mechanicznymi i elektronicznymi tworzac automatyczne, niezalezne i przeno$ne
urzadzenia, ktore sa tatwe w uzytkowaniu. Zmniejsza to w znacznym stopniu bledy
pochodzenia ludzkiego, ktore sa nieuniknione w standardowej pracy laboratoryjnej. Taka
koncepcja urzadzen LOC umozliwia czesto ich wykorzystanie i operowanie nimi przez osoby
bez specjalistycznego szkolenia 1 wieloletniego do$wiadczenia. Ponadto wiele
zminiaturyzowanych systemow jest projektowanych w formie tanich, jednorazowych chipow

lub kaset, co utatwia ich komercjalizacje [9].

1.1. Podstawy mikrofluidyki

Mikrofluidyka zajmuje si¢ opisem zachowania ptyndéw 1 ich charakterystycznych
wlhasciwosci w objetosciach rzedu mikrolitréw i1 mniejszych. Niewielkie ilosci plyndéw
charakteryzuja si¢ duzym stosunkiem powierzchni do objetosci, co wptywa na inny niz w
makroskali rozktad sil. Napigcie powierzchniowe oraz lepko$¢ zaczynaja odgrywac kluczowa
role, kosztem grawitacji i bezwladnosci. Jedng z typowych dla mikroskali wtasciwosci jest
laminarny charakter przeptywu. Charakter przeptywu (laminarny lub turbulentny) jest
determinowany przez liczbg Reynoldsa, ktora okresla stosunek sit bezwtadnosci do sit lepkosci.

Definiowana jest ona jako:

sity bezwtadnosci wlL u-L
Re = =X = (1)
sity lepkosci v u

Gdzie: u — predkos¢ przeptywu, L — wymiar charakterystyczny (dla przeptywu w rurach i
kanatach jest to standardowo wymiar wewngtrznej $rednicy), v — lepko$¢ kinematyczna ptynu,

p — gestos¢ ptynu, p — lekko$¢ dynamiczna plynu.

Zazwycza] przyjmuje si¢, ze liczba Reynoldsa o wartosciach ponizej 2100 oznacza
laminarny charakter przeptywu, za§ warto$ci powyzej 3000 wskazuja na przeptyw turbulentny.
W uktadach mikrofluidycznych, ze wzgledu na niewielkie wymiary kanatow, liczba Reynoldsa
jest znacznie ponizej granicznej wartosci przeptywu laminarnego. W przeptywie laminarnym
warstwy plynu poruszajg si¢ rownolegle wzgledem siebie 1 nie dochodzi migdzy nimi do
zaklocen (schematycznie zostalo to zaprezentowane na Rysunku 1). Wykazuje on czgsto
paraboliczny profil predkosci, w ktoérym predkos¢ ptynu w centrum kanatu jest najwigksza 1

stopniowo maleje 0siggajac najmniejszg wartos¢ przy jego sciankach. Powoduje to trudnosci
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W procesie mieszania w mikrosystemach, ktory jest czgsto wymuszony przez specjalnie w tym

celu zaprojektowane struktury w chipie (mikromieszalniki).

Re<2100 Re>3000 m\

Rysunek 1: Schematyczne przedstawienie przeptywu laminarnego i turbulentnego.

Istotnym zjawiskiem w urzadzeniach mikrofluidycznych jest dyfuzja, ktora czesciowo
odpowiada za proces mieszania. Ze wzgledy na niewielkie wymiary struktur, czas dyfuzji w
mikrosystemach jest znaczaco krotszy niz w makroskali. Warto jednak zaznaczy¢, ze proces
dyfuzji w warunkach przeptywu laminarnego jest procesem wielokrotnie wolniejszym niz ma
to miejsce w przypadku intensywnej wymiany masy, pedu i energii w warunkach chaotycznego
ruchu plynu o stochastycznym charakterze [10]. Podobnie ze wzgledu na niewielkie wymiary
oraz przeplyw laminarny plynu w mikrosystemach, wymiana ciepta odbywa si¢ gtéwnie przez
przewodzenie ciepla, za$ proces konwekcji jest znikomy. Ciecze w mikroskali podlegaja
rowniez zjawiskom kapilarnym, a wiec przeplywowi w przestrzeniach 0 niewielkich
wymiarach bez uzycia zewnetrznej silty. Ruch ten jest kolejng konsekwencja przewazania sit
powierzchniowych, takich jak napigcie powierzchniowe i sity adhezyjne nad objeto§ciowymi.
Typowym przyktadem jest samoistny pionowy przeptyw cieczy w cienkich rurkach, gdzie
naocznie mozna zaobserwowac przewage sil powierzchniowych nad grawitacjg. Zjawiska
kapilarne bywajg wykorzystywane w miniaturowych chipach jako podstawa przeptywu cieczy

w mikrostrukturach [11].
1.2. Wytwarzanie urzadzen typu Lab on a Chip

Od lat 60-tych dwudziestego wieku preznie rozwijane byly technologie wytwarzania
polprzewodnikow, ktorych gltdéwnym celem byla miniaturyzacja tranzystorow w ukladach
scalonych. Doprowadzito to do powstania mikrouktadow elektromechanicznych (MEMS — ang.
microelectromechanical systems) w latach 80tych. Warto w tym momencie wspomnie¢ o
profesorze Politechniki Warszawskiej Janie Czochralskim, ktérego metoda otrzymywania
monokrysztalow krzemu w ogromnym stopniu przyczynita si¢ do rozwoju uktadow scalonych,
a co za tym idzie rewolucji komputerowej. Technologia wytwarzania mikroukladéw
elektromechanicznych w krzemie postuzyta pdzniej do powstania uktadéw mikrofluidycznych.

Pierwszym (1979) urzadzeniem typu lab-on-a-chip byl zminiaturyzowany chromatograf
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gazowy sktadajacy si¢ z zaworu do wprowadzania probki i kolumny kapilarnej, ktory zostat
wytworzony na podlozu krzemowym [12]. Dalszy i szybki rozwdj systemoéw
mikrofluidycznych wigzat si¢ z wprowadzeniem nowych technologii wytwarzania oraz nowych
materiatow, w  szczegdlnosci  poli(dimetylosiloksanu) (PDMS) oraz tworzyw
termoplastycznych. Wprowadzone zostaly terminy takie jak urzadzenia typu uTAS, POC oraz
Lab on a Chip. Z czasem zakres aplikacji urzadzen mikrofluidycznych rozszerzyt si¢ z chemii
analitycznej, rowniez na chemi¢ organiczng, genomike, biologie molekularng, proteomike
1 biologi¢ komoérkowa, diagnostyke medyczna, ochrone srodowiska itp. Obecnie technologia
Lab on a Chip nie jest juz jedynie domeng badan uniwersyteckich, ale stanowi sporg i ciggle

rosngcg galaz przemystu.

1.3. Materialy 1 technologie obrdobki

Pierwszym materiatem, jak juz zostalo wspomniane, wykorzystywanym do produkcji
miniaturowych systemow fluidycznych byl krzem. Swoja popularno$¢ zawdzigczat dobrze
znanym technologiom jego obrdébki, wczesniej opracowanym na potrzeby mikrouktadow
elektromechanicznych. Wiele nowatorskich mikrosystemow zostalo wykonanych w krzemie,
ktory do dzisiaj pozostaje istotnym dla mikrofluidyki materiatem konstrukcyjnym [13]. Jego
zastosowanie ograniczone jest jednak przez wysoka cen¢ oraz skomplikowany proces
wytwarzania wymagajacy szczegolnie dostosowanych laboratoriow o wysokich standardach
czystosci (tzw. clean room). Ponadto wlasciwosci fizyczne krzemu takie jak przewodnosé
elektryczna 1 brak transparentnosci optycznej ograniczaja jego zastosowanie w niektorych
typach miniaturowych chipéw (np. wymagajacych wysokiego napigcia elektrycznego lub
wykorzystujacych detekcj¢ optyczng). Pomimo wspomnianych ograniczen, krzem jest nadal
wykorzystywany w opracowywanych urzadzeniach mikrofluidycznych ze wzgledu na
rozdzielczo$¢ wykonywanych mikrostruktur, ktora pozostaje nieosiggalna w przypadku innych
materialow.

Szkto jest transparentnym optycznie 1 wzglednie obojetnym chemicznie materiatem,
ktory jest czgsto wykorzystywany w konstrukceji uktadow mikrofluidycznych, jednak podobnie
do krzemu wymaga skomplikowanych metod mikroobrobki takich jak fotolitografia, trawienie
chemiczne lub reaktywne trawienie jonowe do ktorych niezbgdny jest clean room. Istnieje wiele
rodzajow szkta, z ktorych najczesciej wykorzystywane jest szklo krzemowe
1 borokrzemianowe. Szkto czesto wykorzystywane jest w mikrosystemach hybrydowych, czyli

takich, do ktorych konstrukeji uzyto wigcej niz jednego materiatu. Wyjatkowo dobrze sprawdza
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si¢ jako podtoze chipéw stosowanych do hodowli komoérkowych ze wzgledu na
biokompatybilno$¢ oraz hydrofilowy charakter, ktory utatwia adhezj¢ komoérek do podioza
[14].

Najczesciej wykorzystywang grupg materialdw w przemysle sg obecnie materiaty
polimerowe. Ma to swoje odzwierciedlenie takze w urzadzeniach LOC. Z jednej strony wynika
to z duzej dostepnosci i réznorodnos$ci tych materiatéw dzigki czemu mozna dobra¢ materiat o
praktycznie dowolnych wiasciwosciach chemicznych badz fizycznych. Z drugiej strony
technologie ich wytwarzania 1 obrobki sg bardzo powszechne co przektada si¢ na ich tatwag
dostgpnos¢ oraz wzglednie niski koszt tych technologii. Wreszcie waznym elementem jest
takze wysoka wydajno$¢ technologii wytwarzania mikrourzadzen z materiatéw
termoplastycznych dzigki czemu urzadzenia te nie muszg si¢ juz ogranicza¢ tylko do
zastosowan naukowych. Najczesciej wykorzystywanymi materialami polimerowymi w
konstrukcji LOC sa poli(dimetylosiloksan) (PDMS), poli(metakrylan metylu) (PMMA),
poliweglan (PC), cykliczne kopolimery olefinowe (COC), poli(tereftalan etylenu) (PET) i
polilaktyd (PLA). Dwa z nich (PDMS i PMMA) zostaly pokrotce opisane, ze wzglgdu na ich
powszechne zastosowanie w urzadzeniach mikrofluidycznych.

Poli(dimetylosiloksan) (PDMS) jest jednym z najczeSciej wykorzystywanych
materialdow do wytwarzania mikrosystemow w praktyce laboratoryjnej. Swoja popularnos$¢
zawdzigcza miedzy innymi przez stosunkowo niski koszt oraz nieskomplikowang technologie
obrobki 1 wytwarzania mikrosysteméw. PDMS pozwala na wytworzenie mikrosystemow za
pomoca metody odlewu z bardzo wysoka doktadnoscia odwzorowania struktur, siggajaca
dziesigtek nanometréw [15]. Jest on materialem elastycznym, transparentnym w szerokim
zakresie promieniowania elektromagnetycznego, biernym chemicznie, biokompatybilnym i
przepuszczalnym dla gazow, co jest pozadang cechg w przypadku Oz i CO2 (jako sktadniki
niezbedne w hodowlach komoérkowych i tkankowych), ale takze negatywne w przypadku pary
wodnej, bo umozliwia jej odparowanie z wnetrza mikrokanatow 1 mikrostruktur przez co moze
doprowadzi¢ do zbyt duzego wzrostu stezenia szkodliwych metabolitow lub ogo6lnej zmiany
stezenia analitow w przypadku procesu analitycznego. Wtasciwosci te sprawiaja, ze jest on
czesto wykorzystywany w tworzeniu chipow do hodowli komérkowych. Struktury wykonane
w PDMS mozna trwale 1aczy¢ ze sobg lub ze szklem, tworzac uklady hybrydowe, poprzez
aktywacje jego powierzchni za pomocg plazmy tlenowej. Materiat ten jest czesto
wykorzystywany do prototypowania urzadzen mikrofluidycznych, jednak nie jest odpowiedni

do wykorzystania w wielkoskalowej produkciji.
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Poli(metakrylan metylu) (PMMA) jest polimerem termoplastycznym, ktory podobnie
jak PDMS znalazl szerokie zastosowanie w wytwarzaniu urzadzen typu LOC. PMMA jest
transparenty w szerokim zakresie promieniowania elektromagnetycznego, biokompatybilny,
wykazuje niska autofluorescencj¢ i mozna poddawac go sterylizacji. Charakteryzuje si¢ wysoka
temperaturg zeszklenia, co pozwala na wykorzystanie go w mikrosystemach z podwyzszong
temperaturg. Wykonanie mikrostruktur w PMMA odbywa si¢ poprzez obrobke mechaniczng
takg jak mikrofrezowanie, grawerowanie laserowe, formowanie wtryskowe lub hot embosing.

Do wytwarzania mikrosystemow wykorzystuje si¢ niezwykle szerokg game materiatow.
Poza wymienionymi wczesniej, stosuje si¢ rowniez zywice epoksydowe, hydrozele, a nawet
papier [16] (LOP — ang. Lab-on-Paper). Doboér materialu konstrukcyjnego o optymalnych
wlasciwosciach fizykochemicznych dla mikrosystemu o danym przeznaczeniu jest kluczowym
elementem etapu projektowania. Najczgsciej wykorzystywane materialy do konstrukcji
urzadzen typu LOC z uwzglgdnieniem polimeréw, ich wybrane wlasciwosci oraz metody

obrobki zostaty zebrane w Tabeli 1.

Tabela 1: Zestawienie materialdw konstrukcyjnych mikrosystemow, ich wybranych wtasciwosci oraz
technologii obrobki.

Materialy konstrukcyjne do wytwarzania mikrosysteméw - polimerowe
Temperatura Transmitancjaw Przepuszczalnos¢ Technologia
Nazwa zeszklenia zakresie Biokompatybilno§¢ pusze . g1
[°C] widzialnym [%6] gazow mikroobrobki
PDMS | -125--122 91 b. dobra rednia Odlewanie (, mickka
itografia”)
tloczenie na goraco,
PMMA 100 - 122 92 b. dobra niska ablacja laserowa,
frezowanie
tloczenie na goraco,
PC 140 - 148 89 b. dobra wysoka ablacja laserowa,
frezowanie
tloczenie na goraco,
PS 92 -106 90 b. dobra b. wysoka ablacja laserowa,
frezowanie
tloczenie na goraco,
coC 90 - 180 94 b. dobra $rednia ablacja laserowa,
frezowanie
Materialy konstrukcyjne do wytwarzania mikrosysteméw - niepolimerowe
Transmitancja Przepuszczalnos¢ Najezesciej Technologia
Nazwa w zakresie Biokompatybilno$é pusze stosowane rodzaje . 918
A gazow . mikroobrobki
widzialnym materialu
) ) Monokrysztat Fotolitografifa, _
Krzem b. niska b. dobra niska Krzemu reaktywne trawienie
jonowe
Fotolitografia,
. Borokrzemianowe, | trawienie chemiczne,
Szkio wysoka b. dobra niska sodowe, kwarcowe reaktywne trawienie
jonowe
Bibuta SIEZ?CYJna’ Fotolitografia,
Papier niska dobra [16] $rednia chromgto%raficzny, ddrukowa_nie (czgsto
. rukowanie woskiem)
nitrocelulozowy
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Fotolitografia

Fotolitografia jest procesem polegajagcym na odwzorowaniu mikrostruktur na
powierzchni substratu za posrednictwem promieniowania elektromagnetycznego (najczesciej z
zakresu UV) z zastosowaniem odpowiednich fotoczutych materialéw. Fotolitografia wystgpuje
w wielu wariantach, ale najczes$ciej mozna ja podzieli¢ ze wzgledu na zastosowany substrat
oraz typ materialu fotoczutego (fotorezystu). Na rynku dostepnych jest wiele roéznych
fotorezystow, ktore roznig si¢ miedzy sobg wlasciwosciami chemicznymi oraz fizycznymi.
Najczesciej fotorezysty majg postac ciekltg. W takiej postaci fotorezysty rozprowadza si¢ na
powierzchni substratu przy pomocy rozwirowywania (ang. spin coating). Dodatkowo takie
fotorezysty wystepuja w réznych wariantach lepkosci dzigki czemu przez dobor odpowiednich
parametréw procesu rozwirowywania mozna uzyskaé warstwy o roznych, precyzyjnie
ustalonych grubosciach. Najczgsciej spotykanym fotorezystem w takim wariancie jest SU-8.
Oprocz tego typu wystepuja takze fotorezysty w stanie statym przy czym najczesciej sa one
fabrycznie umieszczone na odpowiednim substracie. W tym przypadku réwniez sa dostgpne
rézne warianty grubosci fotorezystow, jednak ich zasob jest bardzo ograniczony (w odréznieniu
od SU-8, w ktorym mozna wytworzy¢ warstwy o praktycznie dowolnej grubosci). Przyktadem
fotorezystu w formie statej jest film kapilarny. Dodatkowo wystepuja takze fotorezysty w
formie spreju, utatwiajace ich nanoszenie na powierzchni¢ substratu. Bez wzgledu na stan
skupienia fotorezysty dzielimy na dwa rodzaje: pozytywowe, ktore staja si¢ rozpuszczalne w
wywotywaczu w wyniku ekspozycji na promieniowanie elektromagnetyczne oraz negatywowe,
ktore w wyniku dziatania promieniowania elektromagnetycznego zostaja utrwalone.
Dodatkowo fotorezysty mozna podzieli¢ ze wzgledu na zastosowany substrat. W tym
przypadku fotorezyst moze by¢ substancja zabezpieczajaca docelowy substrat (np. krzem lub
szkto) w procesie trawienia lub sam fotorezyst moze by¢ substratem.

Proces fotolitografii wymaga zastosowania fotomaski, ktora zawiera dwuwymiarowg
architekturg mikrostruktu przy czym w zaleznos$ci od zastosowanego fotorezystu (pozytywowy
lub negatywowy) architektura tych mikrostruktur moze by¢ przepuszczalna dla
promieniowania lub je blokowaé. Po procesie naswietlania fotorezystu nastgpuje jego
wywotywanie. Jest to proces, w wyniku ktorego zostaje usunigta warstwa fotorezystu, ktora nie
zostala utrwalona w wyniku naswietlania. Wywotywanie wykonuje si¢ najczescie] w
roztworach dedykowanych do konkretnego fotorezystu. Wykonane w ten sposob
mikrostruktury moga by¢ docelowym elementem mikrourzadzenia LoC. Ale moze by¢ takze

forma/pieczatkg bedaca negatywowym odbiciem docelowego elementu. W takim przypadku
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stosowana jest mieszanina monomeru i czynnika sieciujgcego, ktore sag wylewane do formy i
po usieciowaniu i oddzieleniu od formy zostaje uzyskany docelowy element mikrourzadzenia
LoC. Wreszcie fotorezyst moze stanowi¢ warstwe zabezpieczajaca w procesie trawienia
substratu (np. szkta lub krzemu) gdzie cze$ci nie pokryte fotorezystem, w wyniku chemicznego
oddziatywania czynnika trawigcego zostajg usunigte. Przy czym im dluzy czas oddziatywania
tym grubsza warstwa zostaje usunig¢ta. Po procesie trawienia fotorezyst zostaje usunigty z
powierzchni substratu. Schemat procesu fotolitograficznego zostat zaprezentowany na Rysunku
2.

Rysunek 2: Schemat procesu fotolitografii z wykorzystaniem fotorezystu negatywnego (A) oraz pozytywnego (B).

Metoda odlewu

Wytwarzanie mikrostruktur za pomoca odlewu jest powszechnie wykorzystywana
metoda mikroobrobki elastomerow takich jak PDMS. Jest to technika replikacyjna wymagajaca
zastosowania wczesnie] wytworzonej matrycy (nazywanej tez pieczatka) o okreslonym wzorze,
ktory ma by¢ powielony w mikrosystemie. Czesto wykorzystywang technikg wytwarzania
mikrosystemow w skali laboratoryjnej jest tzw. migkka fotolitografia (ang. soft litography),
ktora pozwala rozszerzy¢ zastosowanie standardowej fotolitografii o nowe materiaty. W
technice tej jako materiaty konstrukcyjne stosowane sg elastomery, w ktorych wykonywane sg
mikrostruktury. Najczes$ciej] wykorzystywane s3a tworzywa polimerowe o wiasciwos$ciach
elastycznych takie jak PDMS, r6znego rodzaju gumy, a takze zele. Pieczatka wykonywane s3
zazwycza] z materialbw polimerowych, metali albo fotorezystu, przy zastosowaniu
odpowiednich dla nich technik wytwarzania. Precyzja wykonania matrycy jest niezwykle

istotna, gdyz ewentualne bledy beda powielane w mikrostrukturach. Materialem, ktory
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rozpoczat nowa er¢ w dziedzinie LOC jest PDMS. Spowodowane to jest tatwg technika jego
obrobki oraz specyficznym wiasciwosciom, ktore zostaly opisane wczesnie;.

Wytworzenie mikrouktadow z PDMS rozpoczyna si¢ od przygotowania prepolimeru
poprzez zmieszanie prekursora z odczynnikiem sieciujagcym. Nastepnie nalezy poddaé go
odgazowaniu, aby na etapie utwardzania nie wytworzyly si¢ bable w objetosci polimeru. PDMS
jest nastepnie wylewany do formy z matryca i pozostawiany w podwyzszonej temperaturze,
zazwyczaj 60-80°C przez 1-4 h, do uzyskania elastomeru w stanie statym (Rysenek 3-D). Po
oddzieleniu polimeru od pieczatki otrzymuje si¢ mikrosystem z pototwartymi strukturami,
ktory faczy si¢ najczesciej ze szktem lub warstwg innego polimeru. PDMS charakteryzuje si¢
wyjatkowo doktadnym odwzorowaniem matrycy siegajacym kilkudziesieciu nanometréw,
dlatego nawet najmniejsze wady w strukturze, takie jak §lad po frezie lub resztki fotorezystu na

matrycy, beda widoczne w mikrosystemie przy odpowiednim powigkszeniu.

Rysunek 3: Zestawienie najczesciej wykorzystywanych technik wytwarzania mikrostruktur. Techniki
mechaniczne: A - frezowanie, B - ablacja laserowa, C - druk 3D. Techniki replikacyjne: D - odlew, E - formowanie
wtryskowe, F - odciskanie

Mikrofrezowanie

Frezowanie jest technika mechanicznej obrobki materiatow takich jak metale lub

tworzywa sztuczne poprzez usuwanie warstw materiatu za pomocg frezu, ktory obraca si¢ w
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osi wrzeciona (Rysenek 3-A). Mikrofrezowanie odnosi si¢ do rozmiaréw wykorzystywanych
frezow, ktorych srednica moze osigga¢ wymiary nawet kilku pm. Minimalne wymiary
bezposrednio wykonywanych wklestych mikrostruktur w plaszczyznie poziomej s3
bezposrednio ograniczone przez srednice uzywanego frezu, za$ w plaszczyznie pionowej zalezg
od rozdzielczosci frezarki. W przypadku wykonywania wypuklych mikrostruktur takie
ograniczenie nie ma zastosowania. Do wytwarzania mikrostruktur wykorzystuje si¢ urzadzenia
CNC (ang. computer numerical control), ktore sg sterowane za pomocg odpowiedniego kodu
maszynowego. Jest wiele jezykow maszynowych, z czego jednym z najpopularniejszych jest G
Kod, ktory zawiera zestaw prostych komend zrozumiatych dla oprogramowania konkretnego
urzadzenia. Istniejg takze rézne standardy programowania takich urzadzen. Prostsze urzadzenia
wymagajg recznego wprowadzenia catego kodu do urzadzenia. Jednak obecnie najczesciej
uzywa si¢ do tego tego celu odpowiednie oprogramowanie CAD/CAM, w ktorych w module
CAD projektowany jest element do wykonania natomiast modut CAM stuzy do
automatycznego wygenerowania kodu maszynowego na podstawie modelu 3D. Umozliwia to
tatwa modyfikacje struktur, dlatego technika ta jest z powodzeniem wykorzystywana na etapie
prototypowania. Mikrofrezowanie moze zosta¢ uzyte do wytworzenia struktur w twardych
polimerach takich jak termoplasty (PMMA, PC, POC), za$ nie nadaje si¢ do obrobki migkkich
materialow takich jak elastomery (PDMS).

Technike te stosuje si¢ do wytwarzania zaré6wno calych mikrosystemow, ich
poszczegolnych elementdw, jak 1 do produkeji matryc uzywanych jako pieczatki w metodach
replikacyjnych. Niewatpliwg zaleta mikrofrezowania jest mozliwos¢ wykonania
trojwymiarowych struktur w trakcie trwania jednego programu maszyny, nalezy jednak
pamigtac, ze szeroko$¢ jest ograniczona przez Srednice frezu. Mikrofrezowanie jest technika
czgsto wykorzystywana na etapie prototypowania, jednak zazwyczaj niedostatecznie wydajna

dla wielkoskalowej produkc;ji.

Ablacja laserowa

Ablacja laserowa jest technologia mikroobrobki za pomoca silnej wigzki laserowe;.
Polega ona na dostarczeniu znacznej ilo$ci energii w postaci promieniowania, tak aby usung¢
pozadany fragment polimeru poprzez odparowanie (Rysunek 3-B). W tym celu mozna
wykorzysta¢ zrodta Swiatta z zakresu od ultrafioletu do podczerwieni, w zaleznosci od
obrabianego materialu. Lasery UV sg zazwyczaj wykorzystywane do przezroczystych
materiatdéw, podczas gdy do obrobki polimeréw, ktore absorbuja konkretng dlugosé¢

promieniowania stosowane sg lasery z zakresu IR. Jednym z najczg$ciej wykorzystywanych sg
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lasery CO2, ktore dziatajg w zakresie podczerwieni. Do mikroobrobki laserowej, podobnie jak
w przypadku mikrofrezowania, wykorzystywane sag maszyny CNC, ktorych zalety zostaly juz
pokroétee przedstawione. Parametry pracy lasera, takie jak jego moc, czgstotliwos¢ pulséw, czas
ich trwania, predko$¢ posuwu, dokladna dtugos$¢ fali, musza zosta¢ zoptymalizowane, aby
uzyska¢ odpowiednig jako$¢ wykonanych mikrostruktur. Duza ilo$¢ energii dostarczana do
materialu moze powodowa¢ nadtopienia lub innego rodzaju nierownosci krawedzi elementow
usunigtych przez laser. Ponadto otrzymanie prostopadtych $cian jest utrudniona przez profil
intensywnos$ci wigzki lasera przyjmujacy rozktad normalny. Mimo pewnych trudnosci,
mikroobrobka za pomocg lasera jest przydatng technika w szczegolnosci przy wytwarzaniu

elementow mikrosystemoéw w cienkich warstwach polimeréw [17]
Druk 3D

Druk 3D zyskat w ostatnich latach popularno$¢ poprzez stosunkowo niewielkg cene
podstawowego urzadzenia oraz uniwersalno$¢ zastosowan, stajac si¢ dostepny dla
indywidualnego uzytkownika. Jest on rowniez wykorzystywany w tworzeniu urzadzen typu
LOC, a w szczegodlnosci w ich prototypowaniu. W przeciwienstwie do mikrofrezowania i
ablacji laserowej, druk 3D nie polega na usuwaniu naddatkéw materiatu, ale na tworzeniu
okreslonych struktur poprzez naktadanie kolejnych warstw polimeru (Rysenek 3-C).
Najczegscie] wykorzystywang metoda w druku 3D jest stereolitografia (SLA) polegajaca na
utwardzaniu, najczgsciej za pomoca promieniowania ultrafioletowego, kolejnych porcji
nanoszonego materialu [18]. Niewatpliwg zaletg tej technologii jest mozliwo$¢ trwalego
potaczenia kilku materiatdow ze sobg. Ponadto wytwarzanie mikrosystemu od podstaw pozwala
na tworzenie skomplikowanych trojwymiarowych struktur, ktérych konstrukcja za pomoca
innej technologii wymagalaby wieloetapowego procesu. Pomimo wielu zalet, druk 3D jest
stosowany jedynie do prototypowania urzagdzen LOC, gdyz rozdzielczo$¢ tej technologii nie

pozwala na wytworzenie dobrej jakosci miniaturowych struktur.
Formowanie wtryskowe

Technologia formowania wtryskowego (ang. injection molding) jest niezwykle
popularna w wielkoskalowej produkcji r6znego rodzaju urzadzen oraz elementow z tworzyw
sztucznych. Podobnie jak technike odlewu, mozna zaliczy¢ jg do metod replikacyjnych. Polega
ona na uplynnieniu tworzywa termoplastycznego, poprzez dzialanie cisnienia i temperatury,
ktore jest nastgpnie wtryskiwane do specjalnie przygotowanej formy. Dochodzi tam do

ochtodzenia wypelniajacego ja tworzywa ponizej temperatury zeszklenia, ktore zestala sig
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odwzorowujac ksztalt formy (Rysunek 3-E). Tak wykonany element jest nast¢pnie usuwany z
maszyny a nastgpnie oczyszczany z nadmiarowych resztek zastygnigtego tworzywa. Jako$¢
wykonanego materiatu zalezy przede wszystkim od jakosci i doktadnosci wykonania formy
wtryskowej. Dlatego formy takie moga kosztowac nawet kilkadziesiat tysigcy ztotych, jednak
za pomocg jednej formy mozna wykona¢ tysigce kopii elementu. Na jako$¢ oraz wydajnos¢
procesu formowania wtryskowego wplywaja takie parametry jak temperatura ekstrudera,
ci$nienie wtrysku, predko$¢ wtrysku oraz czas chlodzenia. Parametry te sa dobierane przede
wszystkim pod konkretny material termoplastyczny, ale takze pod wymiary oraz rodzaj
elementu, ktory bedzie wykonywany. Formowanie wtryskowe pozwala na szybkie
wytwarzanie elementéw z tworzyw sztucznych, ktoérych koszt ze wzgledu na efekt skali jest
réwniez zredukowany. Ze wzgledu na skomplikowany proces oraz wysoki koszt wytworzenia
formy, technologia ta nie jest wykorzystywana na etapie prototypowania. Uzywana forma
powinna by¢ wykonana z najwyzsza dokladno$cia, stosujac trwate materiaty, gdyz

jakiekolwiek jej defekty zostang powielone w wytwarzanych elementach.
Ttoczenie na gorgco

Ttoczenie na gorgco (czgsciej spotykane jest okreslenie w jezyku ang. hot embossing)
jest technika obrébki materialdw umozliwiajaca uzyskanie powtarzalnych mikrostruktur w
krotkim czasie. Polega ona na wytworzeniu w wybranym materiale struktury poprzez
odcisnigcie jej za pomocg rozgrzanego stempla (pieczatki). W tej technice materiat poddawany
obrobce umieszczany jest pomiedzy stemplem i podtozem lub pomiedzy dwoma stemplami,
ktore poprzez zastosowanie odpowiedniego cisnienia 1 temperatury pozwalaja na wykonanie
negatywnego (wklestego) wzoru na powierzchni materiatu. Najcze$ciej w tej technice
wykorzystuje si¢ polimerowe materialy termoplastyczne takie jak PMMA, PC i PET.
Najwazniejszymi parametrami w procesie obrobki poprzez wyttaczanie na goraco sg sita
nacisku stempli na material, temperatura stempli oraz czas trwania procesu.

Tloczenie na goraco pozwala na precyzyjne, powtarzalne oraz szybkie wytwarzanie
struktur w wielu materiatach. Ta technika obrobki znalazla zastosowanie migdzy innymi w
wytwarzaniu uktadow typu MEMS, a takze uktadéw mikrofluidycznych. Jest to jedna z technik,
ktore moga zosta¢ z powodzeniem wykorzystane do przemystowej produkcji mikrosystemow,
jednak ze wzgledu na drogg aparatur¢ oraz wysokie koszt wytworzenia stempli, nie jest ona

czgsto spotykana w laboratoriach badawczych oraz na etapach prototypowania.
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1.4. Elementy mikrosystemu

Mikrokanaty

Podstawowym elementem, obecnym w wigkszosci mikrouktadéw sg mikrokanaty. Ich
gléwng funkcja jest zapewnienie obszaru przeptywu po wyznaczonej §ciezce oraz polaczenie
kluczowych struktur urzadzenia typu LOC. Przyjmuje si¢, ze mikrokanat jest barierg dla ptynu,
w ktorym dochodzi¢ w nim moze do przeptywu, a jego szeroko$¢ wynosi ponizej 1 mm.
Najczescie] spotykane szerokosci mikrokanaléw sa duzo nizsze i wynoszg kilka badz
kilkadziesigt um, a gtdownym ograniczeniem w procesie ich miniaturyzacji sa technologie
obrobki materiatow. Ksztatt przekroju mikrokanatu nie jest $cisle zdefiniowany i moze
przyjmowac rozne formy. Najpopularniejszymi typami mikrokanaléw sg te o prostokatnym
przekroju poprzecznym, prostokatnym z obtymi katami, potkolistym (sa one czgsto spotykane
ze wzgledu na tatwy sposob ich wykonania, co wynika z technologii ich wytwarzania) oraz
kolistym. Poza gtowna funkcja transportowa mikrokanaty sa wykorzystywane jako elementy

wspomagajgce mieszanie, wymiane ciepta, a nawet jako srodowisko do prowadzenia reakcji.
Mikrozawory i mikropompy

Przeptyw w LOC moze by¢ wywolywany na wiele sposobow. Sita napedowa moze by¢
réznica ci$nien na wlocie i wylocie mikrosystemu lub sity kapilarne (np. w Lab-on-Paper). Aby
zapewni¢ kontrolowany przeptyw wykorzystuje si¢ zazwyczaj zewnetrzne urzadzenia. W
praktyce laboratoryjnej najczesciej spotykane sa pompy strzykawkowe 1 perystaltyczne, jednak
ich wymiary przekraczaja wielokrotnie rozmiar mikrosystemow. Idea urzadzen typu pTAS i
POC jest prosta obstuga, niewielkie rozmiary, automatyzacja, a czesto takze integracja, dlatego
konieczne jest opracowywanie zminiaturyzowanych zaworow i pomp bedacych integralng
czgscig tych systemow. Przedstawiony zostanie podzial oraz opis najczesciej spotykanych
mikrozaworéw. W wielu przypadkach budowa mikropomp jest bardzo podobna do budowy
mikrozaworéw. Takze podzial mikropomp i mikrozawordw jest bardzo podobny dlatego oba
te typy mikrourzadzen zostang przedstawione w jednym rozdziale. Mikrozawory mozna
podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: aktywne oraz pasywne, w zalezno$ci od tego czy
potrzebuja dostarczenia energii zewnetrznej do poprawnego dziatania, a wérod nich wyrdznia

si¢ podgrupy zaworéw mechanicznych i niemechanicznych [19].
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W podgrupie zminiaturyzowanych pasywnych zaworéw mechanicznych najczesciej
spotykane sg zawory zwrotne. Ich gldwnym celem jest zapewnienie przeptywu tylko w jednym
kierunku. Zazwyczaj zawory te pozostaja zamknig¢te az do przekroczenia tzw. ci$nienia
otwarcia. Kluczowym elementem tego typu zawordow jest miniaturowy element w postaci
klapki, korka lub kulki spelniajacy funkcj¢ zatyczki [20]. W przypadku przeptywu w
niepozagdanym kierunku, ruchomy element blokuje kanat doprowadzajacy ptyn. Zawory
zwrotne stosowane s3 czesto jako dodatek do mikropomp, aby zwigkszy¢ ich wydajnosc.
Pasywne mikrozawory niemechaniczne nie posiadajg ruchomego elementu, a swoje dziatanie
opieraja na specyficznej geometrii lub wilasciwosciach. Przykladem jest zminiaturyzowany
zawor Tesli, ktory poprzez charakterystyczny ksztatt kanalow umozliwia preferencyjny

przeptyw cieczy w jednym kierunku [21]. Do tej podgrupy nalezg rowniez elementy blokujace
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Rysunek 4: Zestawienie zminiaturyzowanych aktywnych zaworéw mechanicznych: (a) elektromagnetyczny b)

elektrostatyczny, (c) piezoelektryczny, d) bimetaliczny, () termopneumatyczne, (f) ze stopem z pamigcig ksztattu.
Zrodto ilustracji [19].
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przepltyw ze wzgledy na swoje powinowactwo do roztworu. Takie mikrozawory sktadaja si¢
np. z hydrofobowego fragmentu kanatu, ktérym przeptywa wodny roztwor, stanowiac naturalng
barier¢ dla sit kapilarnych.

Aktywne mikrozawory mechaniczne wymagajg dostarczenia dodatkowej energii
okreslonego rodzaju oraz posiadajag w swojej konstrukcji ruchomy element, ktérym zazwyczaj
jest membrana. Potaczenie kilku zaworéw tego typu prowadzi do powstania mikropompy. Jej
dzialanie opiera si¢ na ruchu membrany powodujacej naprzemienng zmian¢ objetosci komory.
Skutkiem tego jest wywotanie podcisnienia zaopatrujgcego komore w dodatkowsg ciecz, a
nastepnie nadcisnienia 1 jego wypompowanie. Mikrozawory mozna podzieli¢ ze wzgledu na
rodzaj sity, ktéra prowadzi do aktywacji membrany, co zostato przedstawione na Rysunek 4
Mikrozawory piezoelektryczne opieraja si¢ na zdolnosci niektorych krysztalow do zmiany
swoich wymiarow pod wplywem przylozonego napiecia (odwrotne zjawisko
piezoelektryczne). Material wykazujacy zdolnosci piezoelektryczne stykajacy sie¢ z membrang
jest w stanie ja odksztalci¢, umozliwiajac lub blokujac przeptyw [22]. Mechanizm ten zostat
wykorzystany w zminiaturyzowanych, komercyjnie dostepnych urzadzeniach [23].
Mikrozawory elektrostatyczne opieraja na wzajemnym przycigganiu natadowanych
réznoimiennie elektrod, z ktorych przynajmniej jedna jest potaczona z elastyczna membrang.
Wykorzystanie tego typu zawordw czesto ogranicza si¢ do regulacji przeptywu gazow, gdyz ze
wzgledu na stosunkowo wysokie napigcie moze dochodzi¢ do elektrolizy cieczy. W przypadku
zaworOw magnetycznych, elastyczna membrana moze zosta¢ zastgpiona przez materiat
paramagnetyczny. Ksztalt tego elementu bywa projektowany podobnie do miniaturowych
klapek w pasywnych mikrozaworach mechanicznych [24]. Kolejng podgrupa sa mikrozawory
termiczne, ktérych dziatanie uzaleznione jest od temperatury. W przypadku mikrozaworow
bimetalicznych, membrana wykonana jest z dwoch warstw metali charakteryzujacych si¢
réznymi wspotczynnikami rozszerzalnosci cieplnej. Pod wptywem temperatury bimetal wygina
si¢ (poprzez wigksze rozszerzenie jednej z warstw) blokujac przeptyw [25]. Podobnie dziataja
mikrozawory wykorzystujagce w swojej konstrukcji stopy z pamiecig ksztattu [26]. W
konstrukcji mikrozaworéw termopneumatycznych wyrodznia si¢ czesto dodatkowa komore
bedaca w bezposrednim kontakcie z membrang. Jest ona wypelniona gazem, ktéry pod
wplywem przy podwyzszonej temperaturze zwigksza swoja objetos¢ prowadzac do
odksztatcenia ruchomego elementu.

Aktywne mikrozawory niemechaniczne pozbawione sg ruchomego elementu w postaci
membrany lub klapki, ktéra odpowiadataby za zamknigcie kanatu. Wykorzystuja one materiaty,

ktore zmieniajg swoje pewne wiasciwosci pod wptywem okreslonego impulsu. Przyktadem
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moga by¢ hydrozele, czyli trojwymiarowe sieci polimerowe, ktore sg wypetnione woda. Masa
samego polimeru czesto stanowi jedynie ulamek masy wody w strukturze hydrozelu.
Specyficzng whasciwoscig termoczutych hydrozeli jest uwalnianie wody z sieci polimerowej
(zapadnigcie hydrozeli) po przekroczeniu tzw. temperatury objetosciowego przejscia
fazowego. Mikrozawory hydrozelowe dziataja poprzez regulacj¢ temperatury, a co za tym idzie
objetos¢ sieci polimerowej, ktora blokuje lub umozliwia przeptyw w mikrosystemie [27].
Ferrofluidy sa cieczami o wlasciwosciach paramagnetycznych, ktore znalazty zastosowanie w
LOC jako element mikrozaworéw 1 mikropomp. Pod wplywem zewngtrznego pola
magnetycznego, ferrofluid w postaci cieczy niemieszajacej si¢ z medium mikrouktadu
(zazwyczaj jest to oleisty ferrofluid w zewnetrznym $rodowisku wodnym) porusza sie w
mikrokanatach tworzac pompe¢ ttokowa wywotujaca przeptyw lub stanowi zawdr w postaci
bariery blokujacej okreslone $ciezki przeptywu [28].

Przeptyw w mikrosystemach moze by¢ wywolany poprzez oddziatywanie cieczy, badz
jej niektorych sktadnikow, z zewnetrznym polem elektromagnetycznym. Pompy magneto-
hydrodynamiczne opieraja si¢ na ruchu czastek obdarzonych tadunkiem elektrycznym pod
wpltywem sity Lorentza w polu elektromagnetycznym [29]. Mikropompy elektrokinetyczne
wykorzystuja zjawiska takie jak elektroforeza i elektroosmoza do wywotania ruchu czasteczek
pod wptywem przytozonego napiecia [30].

Ciekawym, a zarazem trudnym do zakwalifikowania rodzajem mikropomp s3
Zminiaturyzowane urzadzenia elektrochemiczne wywotujace przeptyw. Ich dziatanie polega na
zastosowaniu napiecia, ktére powodu elektroliz¢ roztworu w mikrosystemie prowadzac do
powstaniu gazu na elektrodach. Pojawienie si¢ pecherzykow gazu, a co za tym idzie wzrost
ci$nienia, jest sitg napedowa przeptywu. Mikropompy elektrochemiczne nazywane sg czasami

,,babelkowymi” [31].
Mikromieszalniki

Jak juz zostato wspomniane, ze wzglgdu na niewielkie wymiary struktur 1 duzy wplyw
sit powierzchniowych, w urzadzeniach LOC typowy przeptyw w mikrokonatach ma charakter
laminarny. Powoduje to uporzadkowany ruch plynu, w ktorym mieszanie skladnikéw jest
ograniczone i odbywa si¢ gtownie poprzez zjawisko dyfuzji. Aby zwiekszy¢ efektywnos¢
mieszania stosuje si¢ specjalnie w tym celu zaprojektowane elementy nazywane
mikromieszalnikami. Mozna podzieli¢ je na dwie grupy: aktywne 1 pasywne, w zaleznosci od
tego czy wymagaja zewnetrznego dostarczenia energii. Szczegolnie czesto w urzadzeniach
LOC wykorzystywane sa mikromieszalniki pasywne, ktorych specyficzna geometria i
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potaczenia mikrokanaléw odpowiadaja za zaburzenia przeptywu. Polaczenia typu T lub Y,
ktérych nazwa pochodzi od ksztattu mikrokanalow taczacych dwa strumienie ptynu w jeden,
sa czesto niewystarczajace, aby uzyska¢ odpowiednie wymieszanie. Glowng strategia
zapewnienia mieszania jest zwiekszenie powierzchni oraz czasu kontaktu migdzy
strumieniami. W tym celu projektowane sa mikrokanaty o specyficznym serpentynowym lub
zygzakowatym ksztalcie (Rysunek 5-B) [32], ktore moga przyjmowac roéwniez struktury
trojwymiarowe powodujace wielokrotng zmiane kierunku przeptywu strumieni. Innym
przyktadem zastosowania geometrii w celu mieszania sg spiralne mikrokanaty, w ktérych do
mieszania si¢ strumieni plyndw wykorzystywana jest dodatkowo sita odsrodkowa [33]. Aby
uzyska¢ homogeniczny sklad mieszaniny, wykorzystywane sg réwniez roznego rodzaju
bariery, przeszkody lub zaglebienia w dnie mikrokanalu powodujace zwigkszenie powierzchni
kontaktu miedzy strumieniami (Rysenek 5-C) [34]. Niewatpliwa zaleta mikromieszalnikéw
pasywnych jest ich prostota. Moga one stanowi¢ integralng cz¢$¢ mikrosystemu, zastepujac np.

fragment mikrokanatu 1 by¢ wytworzone razem z nim podczas tego samego procesu..

e >
5 SO
\&a\\ &1 T Ll
@) O 556 &
B e =
"S\(90“0“
Y.i.x oot
B g W

LG

Rysunek 5: A — zestawienie mikromieszalnikow aktywnych: (a) pulsacyjny, (b) ci$nieniowy, (c) z
mikromieszadlem, (d) elektrohydrodynamiczny, (e) elektroforetyczny, (f) elektrokinetyczny z komorg
mieszalnikowa, (g) elektrokinetyczny w kanale, h) temperaturowy. Zrodto ilustracji: [34, 37]

Mikromieszalniki aktywne stanowig rzadziej wykorzystywang grupg ze wzgledu na
konieczno$¢ dostarczenia zewnetrznej energii, co dodatkowo komplikuje uktad. Mozna

wyrdzni¢ wiele podgrup aktywnych mikromieszalnikow, ze wzgledu na wykorzystywana przez
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nich sit¢ lub wilasciwos¢ ptynu. Jednym ze sposobdéw ujednolicenia sktadu mieszaniny jest
pulsacyjna zmiana wartos$ci przeptywu jednego lub dwoch stykajacych si¢ strumieni prowadzi
do powstania zaburzen w gtdéwnym kanale [35]. Mikromieszalniki magneto-hydrodynamiczne
wykorzystuja w swoim dzialaniu par¢ elektrod, magnesy oraz ciecz wykazujacg wysoka
przewodnos$¢, ktorej ruch wywolany jest poprzez sit¢ Lorentza [36]. Inne typy
mikromieszalnikodw opieraja si¢ na wykorzystaniu sity elektrokinetycznej, dielektroforetyczne;j,

aktywacji poprzez ultradzwigki lub temperature (Rysenek 5-A) [37].

1.5. Mikrofluidyczne urzadzenia PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR — ang. polymerase chain reaction) zostata
opracowana w 1983 roku i od tego czasu zrewolucjonizowata wiele dziedzin nauki. Pigtnascie
lat pdzniej zostal przedstawiony pierwszy mikrouktad typu LOC stuzacy do szybkiej
amplifikacji DNA. Na przestrzeni ostatnich lat zostato opracowanych wiele mikrosystemow
PCR wykorzystujacych roznorodne materiaty, technologie wytwarzania oraz same koncepcje
prowadzenia reakcji. Obecnie istniejg komercyjnie dostepne przenosne urzadzenia stuzace do
przeprowadza PCR. Mikrosytemy te zostaly opracowane jako alternatywa dla standardowe;j
procedury amplifikacji DNA, ktéora odbywa si¢ w termocyklerach. Termocyklery sa
urzadzeniami laboratoryjnymi wykorzystywanymi do przeprowadzania reakcji PCR w
warunkach kontrolowanych. Mieszanina reakcyjna umieszczana jest w probowkach
Eppendorfa o niewielkich objetosciach (zazwyczaj kilkaset uL), a nastepnie w odpowiednim
miejscu wewnatrz urzadzenia. Termocykler zapewnia precyzyjne kontrolowanie temperatury
reakcji poprzez system grzalek. Obecnie uzywane modele pozwalaja dobra¢ temperaturg
poszczegbdlnych etapdw cyklu reakcyjnego, dtugos¢ tych etapow oraz liczbg cykli. Termocykler
jest jednym z podstawowych urzadzen wykorzystywanych we wspotczesnych laboratoriach.
Posiada jednak pewne ograniczenia, ktorymi sa rozmiar urzadzenia, dtugi czas prowadzenia
reakcji oraz wysokie zapotrzebowanie energetyczne.

Glowng zaleta przeptywowych mikrourzadzen PCR jest skrdcenie czasu reakcji i
miniaturyzacja, co pozwala na wykorzystanie ich jako element przenosnych urzadzen POC.
PCR sam w sobie jest bardzo energo- i czasochtonnym procesem co wigze si¢ z duzymi
kosztami tego procesu. Miniaturyzacja ze wzgledu na mate objetosci odczynnikow oraz szybka
wymiang energii moze w znacznym stopniu zredukowac te koszty. Mikrouktady PCR mozna
podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: stacjonarne 1 przeptywowe. Poza nimi warto tez zwrdcié

uwage na dPCR (ang. digital PCR) oraz urzadzenia wykorzystujace technike LAMP.
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Mikrosystemy PCR stacjonarne

Mikrosystem PCR, w ktérym do amplifikacji dochodzi w trybie stacjonarnym, stanowi
bezposrednie przeniesienie idei prowadzenia reakcji w termocyklerze do mikroskali. Do
amplifikacji dochodzi w mikrokomorze lub mikrokomorach reakcyjnych poprzez wielokrotne
ogrzewanie i ochtadzanie uktadu. Czynnikiem limitujacym szybko$¢ catej reakcji jest wigc czas
potrzebny na zmian¢ temperatury roztworu. Istotnym czynnikiem staje si¢ wykorzystanie
materiatlow o wysokim przewodnictwie cieplnym oraz zapewnienie bezposredniego lub bardzo
bliskiego kontaktu elementu grzewczo-chtodzacego z roztworem.

Podstawowym systemem zapewniajagcym zmian¢g temperatury s3 moduly
termoelektryczne, takie jak ogniwo Peltiera [4], pozwalajace zarowno na dostarczanie jak i
odbieranie ciepla. Sa one rowniez wykorzystywane w termocyklerach. Czgsto réwniez
spotykane sa cienkowarstwowe grzatki (z elastyczng folig poliamidows, cienkowarstwowe
grzatki platynowe — Rysunek 6-C) w potaczeniu z wentylatorem chtodzacym [38-40].

Urzadzenia tego rodzaju znalazly zastosowanie takze w przeptywowym wariancie

mikrosystemow PCR.
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W podejsciu stacjonarnym prowadzenie reakcji amplifikacji DNA, szybkos$¢ reakcji jest
ograniczona przez czas potrzebny na zmian¢ temperatury mieszaniny reakcyjnej. Z tego
powodu proces ogrzewania i chtodzenia powinien by¢ prowadzony w sposob jak najbardziej
wydajny, dlatego wykorzystuje si¢ w tym celu bardziej zaawansowane i wydajne metody
zmiany temperatury. Jednym z nich jest przekazanie energii poprzez promieniowanie
elektromagnetyczne o okreslonej dtugosci fali. Sposéb ten pozwala na zmiang temperatury w
sposob bezkontaktowy. W tym celu stosowane sg lapy wolframowe z filtrem przepuszczajacym
jedynie okreslong dtugos¢ fali z zakresu podczerwieni. Innym zrodiem energii moga by¢ LED
(Rysunek 6-B) [41] lub lasery IR (Rysunek 6-A) [5]. Promieniowanie podczerwone, poza tym,
ze jest emitowane przez ciala o temperaturze wigkszej od zera bezwzglednego, jest réwniez
stosowane w urzadzeniach jako sposob przekazywania energii, gdyz jest absorbowane jedynie
przez obiekty nieprzezroczyste (nie jest pochlaniane przez powietrze). Ten sposdb wymiany
ciepta w mikrouktadach umozliwil zmian¢ temperatury mieszaniny rzgdu 10-60°C na sekundeg
[42]. Bezposrednie ogrzewanie fotoniczne z wykorzystaniem lamp wolframowych
1 halogenowych rowniez jest wykorzystywane jako sposob bezkontaktowego przekazywania
energii [43]. Posredni wariant tej metody polega na przekazaniu energii (promieniowanie o
okreslonej dtugosci fali) najpierw nanoczasteczkom obecnym w mieszaninie reakcyjnym, ktore
nastepnie ogrzewaja roztwor. Rowniez promieniowanie mikrofalowe, ktore tak czesto jest
wykorzystywane w wielu domach do podgrzewania positkow, zostalo zaadaptowane w
mikrosystemach PCR [44]. Oprocz dostarczenia energii niezbednej do zainicjowania kolejnych
etapow reakcji PCR bardzo powaznym wyzwaniem jest takze odbieranie tej energii aby jak
najszybciej schtodzi¢ mieszaning reakcyjng 1 zainicjowa¢ kolejne etapy reakcji PCR.
Obnizenie temperatury jest przeprowadzane zazwyczaj poprzez moduly Peltiera, wywietrzniki
chtodzace lub kanaly stale zaopatrywane w ciecz odbierajaca ciepto. Stacjonarne mikrosystemy
PCR pozwalajg na ograniczenie ilosci ruchomych elementéw uktadu takich jak mikrozawory
I mikropompy ze wzgledu na brak przeptywu. Gléwnym ograniczeniem jest jednak proces
wymiany ciepta, ktéry moze ogranicza¢ szybko$¢ reakcji, jezeli nie jest przeprowadzony w

dostatecznie wydajny sposob.
Mikrosystemy PCR przeptywowe

Przeptywowe mikrosystemy PCR zawieraja odpowiedni system kanatow, ktorego
poszczegolne czgséci znajduja sie w trzech roznych strefach temperaturowych. Zazwyczaj kazda

z nich zaopatrzona jest w element grzewczy, ktory odpowiada za ustalenie temperatury
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odpowiedniej do zajScie jednego z etapoéw reakcji: denaturacji, przylagczenia starterow i
wydhuzenia nici. Opracowane zostaly mikrosystemy przeptywowe, w ktorych obecna byta
jedna grzatka, zapewniajgca najwyzsza temperature, potaczona z systemami chtodzacymi [6],
jednak nie jest to typowe rozwigzanie.

W tego typu systemach mieszanina reakcyjna przeptywa przez system mikrokanatow,
zmieniajac swoja temperature w zalezno$ci od strefy, w ktoérej sie znajduje. Ze wzgledu na
niewielka objetos¢ cieczy oraz stale ogrzewanie okreslonych fragmentach uktadu, temperatura
mieszaniny zmienia si¢ skokowo w trakcie przeptywu. Podejscie to pozwala na skrocenie czasu
potrzebnego elementom grzewczo-chtodzagcym na zmiang temperatury. W mikrosystemach
przeptywowych PCR wykorzystuje si¢ zazwyczaj nieskomplikowane systemy grzewcze
(zastosowane w tym celu zostaly nawet taznie wodne) lub moduty termoelektryczne, gdyz w
przeciwienstwie do uktadéw stacjonarnych nie wymagaja szybkich zmian temperaturowych.
Prowadzenie reakcji amplifikacji DNA w przeptywie stawia jednak kilka wyzwan. Jednym z
nich jest wyjatkowy duzy wptyw sil powierzchniowych dziatajacych na roztwoér. Jest on
zazwyczaj wickszy niz w mikrosystemach ze stacjonarng komora (przy tej samej objgtosci
mieszaniny reakcyjnej) ze wzgledu na duzy stosunek powierzchni do objetosci przy podtuznym
ksztatcie mikrokanatu. Moze prowadzi¢ to do zmniejszenia wydajno$ci reakcji np. przez
adsorpcje aktywnych biatek na powierzchni materiatu. Szczeg6lnie podatne sa mikrosystemy z
PDMS, jednak zostaly opracowane procedury majgce na celu zapobiegaé tego typu
zaktoceniom [7, 45]. Dodatkowym utrudnieniem w mikrosystemach przeptywowych jest
koniecznos$¢ zastosowania elementéw wymuszajacych i kontrolujacych ruch cieczy.

Wykorzystuje si¢ w tym celu najczesciej pompy perystaltyczne, strzykawkowe lub
opisane wczesnie] mikropompy 1 mikrozawory. Zostaly tez opracowane przeptywowe
mikrosystemy PCR, ktore opieraja si¢ na dziataniu sit kapilarnych czego przykladem jest
urzadzenie pozwalajace na przeprowadzenie 50 cykli reakcyjnych w 14 minut stworzone przez
H. Tachibana [46]. Mikrosystemy przeptywowe PCR mozna podzieli¢ na mikrosystemy
dziatajace w cyklu otwartym oraz mikrosystemy dziatajace w cyklu zamknigtym. Dzialajagce w
cyklu otwartym charakteryzuja si¢ tym, ze roztwor przez kazdy obszar mikrokanatlu przeptywa
tylko jednorazowo. Mikrouktady tego typu umozliwiaja przeprowadzenie reakcji amplifikacji
w bardzo szerokim zakresie objetosci roztwordw, ale wigze si¢ to z bardzo duzym rozwinigciem
mikrokanatlu, a to z kolei wptywa na znaczne opory przeptywu. Dlatego uktady tego typu
wymagaja bardzo wydajnego zrodla wymuszania przeptywu oraz duzym wyzwaniem jest
kontrolowanie tego przeptywu. Wsrdd tej gruby wyrdznia si¢ miedzy innymi mikrosystemy

serpentynowe i spiralne, ktorych nazwy pochodza od charakterystycznego ksztattu
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mikrokanaléw. Mikrosystemy dzialajagce w trybie zamknigtym charakteryzuja si¢ tym, ze
roztworéw przeplywa cyklicznie przez te same strefy mikrokanalu wielokrotnie. Objgtosé
mieszaniny reakcyjnej w tym przypadku jest ograniczona tylko do petli w ktorej zachodzi
reakcja.

Serpentynowe mikrosystemy PCR posiadajg charakterystyczny ksztalt dilugiego
pozwijanego kanatu, w ktérym mozna wyrdzni¢ pewien fragment powtarzajacy si¢ okreslong
ilo$¢ razy (Rysunek 7-B). Jeden taki fragment obecny jest w trzech strefach temperaturowych
i odpowiada tylko za pojedynczy cykl reakcyjny. Mieszanina w mikrosystemach
serpentynowych przeptywa przez mikrokanal tylko raz, a liczba cykli reakcyjnych jest
ograniczona przez zaprojektowang geometri¢ [47]. Mikrosystemy cyrkulacyjne/oscylacyjne, w
porownaniu do geometrii serpentynowej, wykorzystuja krotszy mikrokanal, w ktérym
mieszanina reakcyjna przeplywa wielokrotnie poruszajac si¢ w trzech strefach

temperaturowych [48].
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Rysunek 7: Przyktadowe przeptywowe mikrosystemy PCR. A — Mikrosystem oscylacyjny: zdjecia (a) i (d) —
mieszanina reakcyjna w temperaturze denaturacji, (b) i (€) — przylaczenie starteréw, (c) i (f) — wydtuzenie nici.
Lacznie przedstawione sa dwa cykle reakcyjne. Zrédto ilustracji — [48]; B — Mikrosystem serpentynowy z dwiema
rozdzielonymi grzatkami. Zrodto ilustracji — [47]; C — mikrosystem z geometria promienista, w ktorym zostaty
wygenerowane krople (dPCR). Zrodto ilustracji — [52]

W uktadach cyrkulacyjnych mikrokanal tworzy swojego rodzaju petle, w ktorej ciecz
ptynie w jednym kierunku. Takie podej$cie wymaga zastosowanie zawordw, ktore umozliwiajg
automatyczne wprowadzenie, cyrkulacje oraz wyprowadzenie mieszaniny. Geometria

mikrosystemow oscylacyjnych opiera si¢ na jednym prostym mikrokanale, §lepo zakonczony z
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obu stron (Rysunek 7-A). Przeptyw w takim uktadzie odbywa si¢ naprzemiennie w dwoch
kierunkach przez odpowiednie strefy temperaturowe. Zaleta mikrosysteméw cyrkulacyjnych i
oscylacyjnych jest mozliwos$¢ przeprowadzenia dowolnej liczby cykli PCR, gdyz nie zalezy
ona od uktadu mikrokanatow, tylko jest ustalana przez operatora. Ponadto konstrukcja takich
urzadzen, szczegoOlnie w trybie oscylacyjnym, jest uproszczona, a wymiary zredukowane.
Spiralne mikrosystemy PCR podobnie jak serpentynowe posiadajg jeden dtugi kanat
(Rysunek 7-C). Powoduje to, ze liczba cykli jest z gory ograniczona. Glowne zalety tego typu
uktadéw wynikajg z spiralnego ksztaltu mikrokanatu. Przy zastosowaniu trzech systemow
grzewczych, pozwala to na bezposrednie przej$cie mieszaniny reakcyjnej do odpowiedniej
strefy temperaturowej co zapobiega renaturacji DNA, ktéra moze wptywac¢ na wydajnos¢ PCR
[49, 50] (podobny efekt mozna uzyskaé projektujac mikrosystem cyrkulacyjny na bazie
okregu). Promienisty uklad mikrokanalow pozwala na zmniejszenie liczby elementow
grzewczych w ukladzie. Zwigkszenie temperatury w $rodku okregu prowadzi do powstania
gradientu temperatury. Przy zastosowaniu takiego rozwigzania, uklad mikrokanatéw nalezy
zaprojektowac promieniscie, tak aby strefa denaturacji znajdowala si¢ najblizej srodka okregu,

przylaczania starterow blisko jego obwodu, a wydtuzanie nici w srodkowej czgsci [8, 51].
Mikrosystemy dPCR

Od czasu opracowania fancuchowej reakcji polimerazy powstato wiele jej wariantow.
Jedng z nich jest dPCR (ang. digital PCR), nazywana czasami cyfrowa PCR. Polega ona na
przeprowadzeniu olbrzymiej liczby osobnych reakcji w bardzo matych objetosciach.
Mieszanina reakcyjna (w ktorej zazwyczaj obecny jest tez wskaznik fluorescencyjny ze
wzgledu na sposob detekcji) jest rozdzielana na kilka lub kilkadziesiat tysigcy kropel o
objetosci rzedu nanolitrow [52]. Tak niewielkie objetosci oraz rozcienczenie probki powoduje,
ze matrycowa czasteczka DNA, ktora jest przeznaczona do amplifikacji, bedzie obecna jedynie
w czescl kropel. Warunki prowadzenia reakcji, takie jak sklad mieszaniny oraz koniecznos¢
cyklicznej zmiany temperatury, pozostaja takie same. Gtéwna roznica polega jednak na tym,
ze kazda kropla odgrywa rol¢ zminiaturyzowanego reaktora. Po zakonczeniu reakcji
przeprowadzany jest proces detekcji, najczesciej poprzez pomiar fluorescencji. Zarejestrowane
wyniki pomiaréw zamieniane sg na wartosci 0 lub 1 w zaleznosci od tego czy w kropli doszto
do amplifikacji DNA (wywodzi si¢ stad nazwa metody digital PCR). Procent pozytywnych
wynikow jest nastepnie przeliczany na poczatkowa zawarto§¢ DNA w badanej probce. Jest to

ilosciowa technika, ktora w przeciwienstwie do RT-PCR (ang. real time PCR) nie wymaga
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krzywej wzorcowej. Ponadto jest od niej doktadniejsza, gdyz poczatkowy wzrost DNA w

standardowej reakcji PCR moze nie mie¢ charakteru wyktadniczego [8].
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Rysunek 8: A — Generowanie kropli w mikrosystemie z PDMS stuzacym do przeprowadzania ddPCR. Zrodto
ilustracji — [53]; B — Mikrosystem dPCR w formie przeptywowej spiralnej. Zrodto ilustracji — [54]; C —
Mikrosystem stuzacy do przeprowadzania reakcji LAMP, wykorzystujacy sile odsrodkowa. Zrodto ilustracji —
[55]; D — Mikrosystem LAMP stuzacy do jednoczesnej detekcji wielu bakterii. Zrodto ilustracji — [56]

Opracowane zostaly mikrosystemy umozliwiajace przeprowadzenie dPCR na chipie.
Ich kluczowymi elementem konstrukcji jest zestaw wielu mikrokomor, ktére umozliwiaja
rozdzielenie mieszaniny reakcyjnej. Kazda z nich spetnia funkcj¢ zminiaturyzowanego
reaktora. Formowanie kropli jest procesem, ktéry czesto odbywa si¢ z wykorzystaniem
mikrosystemow. Proces ten w przypadku ddPCR (ang. droplet digilat PCR) polega na
kontrolowanym potaczeniu dwdch niemieszajacych sie cieczy w celu wytworzenia emulsji typu
faza wodna w fazie oleistej. Najprostszym i najczgsciej wykorzystywanym sposobem
generowania kropli jest stworzenie odpowiedniej geometrii kanaléw w mikrostystemie, z
ktorych najczesciej spotykanym jest potaczenie typu T (Rysunek 8-A) [53]. Struktura ta opiera
si¢ na mikrokanale z fazg wodna, ktory jest skierowany pod kontem prostym do drugiego

mikrokanatu z fazg oleista. Na ich potaczeniu wytwarzana jest niestabilna powierzchnia styku
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dwoéch faz cieczy, prowadzaca do utworzenia kropli. Odpowiada za to potaczenie sit
powierzchniowych 1 bezwladnosci. Poprzez modyfikacje tego typu polaczenia mozna
generowacé krople o okreslonych parametrach (ksztalt, wielko$¢) [57]. Innymi sposobami
tworzenia kropli jest zastosowanie zminiaturyzowanych dysz, sity odsrodkowej (Rysunek 7-B)

[54], odpowiednie mieszanie lub wykorzystanie promieniowania laserowego.

Mikrosystemy LAMP

LAMP (ang. loop-mediated isothermal amplification) jest technikg amplifikacji DNA,
ktoéra zostata opracowana w roku 2000. W przeciwienstwie do PCR, nie wymaga ona cykliczne;j
zmiany temperatury mieszaniny. Reakcja przy uzyciu LAMP przebiega w statej temperaturze
(zazwyczaj w 65°C) poprzez inkubacj¢ mieszaniny. Mechanizm amplifikacji DNA nieco si¢
r6zni od tego za pomocg PCR, a ponadto wymaga zastosowania wigkszej liczby starterow (2
lub 3 pary) oraz polimerazy Bst (Bacillus stearothermophilus DNA Polymerase). LAMP
umozliwia ponadto prosta wizualizacje wyniku reakcji poprzez dodanie specjalnego barwnika
lub obserwacji zmetnienia spowodowanego przez pirofosforan magnezu bedacy produktem
ubocznym reakcji. Detekcje w czasie rzeczywistym mozna przeprowadzi¢ przez dodatek
specjalnego interkalujacego barwnika i pomiar fluorescencji.

Technika LAMP zostala z powodzeniem wykorzystana do amplifikacji DNA w
mikrosystemach. Jej gtowng zaletg jest to, ze reakcja przebiega w jednej temperaturze, dlatego
zostala zaadaptowana w mikrouktadach stacjonarnych, niewymagajacych skomplikowanego
systemu regulujacego przeptyw mieszaniny. Ponadto w konstrukcji urzadzenia mozna
zastosowal prosty system grzewczy. Zostaly opracowane mikrosystemy zaré6wno do
pojedynczej amplifikacji z wykorzystaniem LAMP (Rysunek 8-C), jak i do rownolegtego
prowadzenia wielu reakcji (Rysunek 8-D) [58, 59]. Detekcja produktu reakcji odbywata si¢
optycznie z uzyciem $wiatta UV [60] lub przy uzyciu sensoréw elektrochemicznych [61].
Ograniczeniem wykorzystania LAMP w mikrosystemach typu POC moze by¢ czas reakcji,
ktory moze wynosi¢ okoto godziny. Istniejg jednak doniesienia moéwigce o uzyskaniu wynikow

w krotszym czasie [62, 63].

1.6. Zastosowanie zminiaturyzowanych urzadzen PCR do celow
diagnostycznych

Mikrosystemy PCR moga by¢ wykorzystywane do wielu badan, w ktorych analitem sg

kwasy nukleinowe. Przyktadem sg mikrofluidyczne uktady do diagnostyki nowotworow.
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Zostaly opracowane mikrosystemy umozliwiajagce wylapywanie komorek nowotworowych z
krwi, wykorzystuja dPCR do detekcji pozakomoérkowego nowotworowego DNA oraz
wykrywajace biomarkery nowotworowe [64, 65].

Najczgsciej spotykanym zastosowaniem diagnostycznym mikrosystemow PCR jest
powielenie materiatu biologicznego (DNA lub RNA) patogendow chorobowych, zaréwno
bakteryjnych jak i wirusowych, po ktorej nastgpuje oznaczanie amplifikowanej sekwencji
nukleotydéw przez odpowiedni element detekcyjny. Proces diagnostyczny wykorzystujacy
mikrosystemy PCR stanowi alternatywg dla hodowli mikroorganizméw, ktora jest
czasochtonna i wymaga wyspecjalizowanego sprzgtu oraz personelu. Nalezy zwroci¢ uwage na
fakt, ze mikrosystem DNA/RNA jest jedynie elementem, cho¢ kluczowym, wigkszego procesu
diagnostycznego. Wieloetapowa procedura przygotowania probki pobranej od pacjenta
wymaga przeprowadzenie zazwyczaj takich procesow jak separacja 1 zaggszczenie komorek,
po ktorych nastepuje ich liza i ekstrakcja DNA/RNA. Przygotowana probka poddawana jest
amplifikacji, po ktorej nastepuje detekcja kwasow nukleinowych. Najczesciej
wykorzystywanymi technikami detekcji DNA w mikrosystemach jest pomiar fluorescencji
[66], elektroforeza kapilarna z pozniejszg detekcja optyczng [67] oraz elektrochemiczne
biosensory [68]. Rozbudowane uktady mikrofluidyczne integrujg ze sobg poszczegolne etapy,

tworzac zautomatyzowane urzadzenia typu pTAS.
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Rysunek 9: Komercyjnie dostgpne urzadzania diagnostyczne w kierunku SARS-CoV-2 wykorzystujace
mikrofluidyczne’podej Scie do PCR. A — Urzadzenie firmy BioFire. Zrodlo ilustracji — [69]; B — Urzadzenie firmy
Visby Medical. Zrodlo ilustracji - [70]; C — Urzadzenie firmy Abbott. Zrodto ilustracji — [63]
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Zostalo opracowanych wiele mikrosystemow, ktére wykorzystujg reakcje PCR w celu
diagnozowania chordb bakteryjnych jak i wirusowych. Materiatem wyjsciowym pobieranym
do badan od pacjenta byta w nich, w zalezno$ci od przeznaczenia urzadzenia: krew, surowica
krwi, mocz lub wymazy z nosa lub gardta. Szczeg6dlnie w obliczu pandemii SARS-CoV-2 i
koniecznosci prostego i masowego testowania populacji, szybkie testy zyskaty popularnosc.
Pomimo, ze technika PCR jest wykorzystywana glownie w laboratoriach, to zostata
zaaplikowana do zminiaturyzowanych urzadzen diagnostycznych SARS-CoV-2, ktore sa
obecnie komercyjnie dostgpne. W ich konstrukcji zostaty zastosowane rézne rozwigzania, ktore
byty opisane w poprzednich podrozdziatach. Urzadzenie firmy Abbott (ID NOW COVID-19)
(Rysunek 9-C) opierajac si¢ na jednotemperaturowej reakcji LAMP, jest w stanie dostarczy¢
wynik w mniej niz 13 minut [63]. System opracowany przez BioFire (Rysunek 9-A)
wykorzystuje jednorazowa kasete, w ktorej przeprowadzana jest reakcja PCR w trybie
stacjonarnym. Wykrywanych jest 19 réznych patogenéow w tym SARS-CoV-2, a wynik
dostepny jest po okoto 45 minutach [69]. Urzadzenie Visby Medical COVID-19 (Rysunek 9-
B) stosuje z kolei przeplywowy wariant reakcji PCR dostarczajagc wynik w mniej niz 30 minut
[70]. Wszystkie te urzadzenia powstaty w krotkim czasie, w odpowiedzi na zapotrzebowanie
spowodowane pandemia. Pozwala to przypuszcza¢, ze systemy POC bazujace na PCR beda

coraz czesciej wykorzystywane w diagnostyce chorob zakaznych.
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2. Biosensory jako narzedzia do wykrywania bioanalitow

Biosensory sg urzagdzeniami, ktdre na przestrzeni ostatnich lat zdobywajg coraz wigksza
popularno$¢ oraz zastosowania, takze w dziedzinie diagnostyki medycznej. Zostaly one
rowniez wykorzystane w potaczeniu z systemami typu LOC, tworzac urzadzenia POC
umozliwiajace szybka diagnostyke pacjenta [71]. Warto jednak rozpocza¢ do wyjasnienia,
czym jest biosensor, jak jest zbudowany oraz jaka jest zasada jego dziatania.

Sensor chemiczny, zgodnie z definicjg podang przez Migdzynarodowa Uni¢ Chemii
Czystej i Stosowanej (IUPAC) [72] jest to ,urzadzenie, ktore przeksztalca informacje
chemiczne, od stezenia okreslonego sktadnika probki po analize catkowitego sktadu, w sygnat
uzyteczny analitycznie. Wspomniana wyzej informacja chemiczna moze pochodzi¢ z reakcji
chemicznej analitu lub z wlasciwosci fizycznych badanego uktadu.”

Podstawowymi elementami konstrukcji sensora chemicznego sa warstwa receptorowa
oraz przetwornik sygnatu. Warstwa receptorowa, poprzez swoje specyficzne oddzialywania z
analitem zawartym w probce pozwala na jego wykrywanie. Podstawowy podzial sensorow
moze zosta¢ dokonany juz na podstawie mierzonej wielkosci fizycznej, ktorg moze by¢ zmiana
sygnatu optycznego, pradowego, zmiana temperatury, ci$nienia, ksztattu i wiele innych

(Rysunek 10) [73].
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Rysunek 10: Schemat przedstawiajacy podstawowe elementy budowy sensorow chemicznych: warstwa
receptorowa oraz przetwornik. Schemat przedstawia podziat sensorow ze wzgledu na wykorzystana warstwe
receptorowa oraz ze wzgledu na rodzaj przetwornika; Zrodto ilustracji [73]
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Przetwornik w konstrukcji biosensora jest odpowiedzialny za przetworzenie sygnatu
odpowiadajacego zmianie badanej wiasciwosci na mierzalny sygnat analityczny. W zalezno$ci
od zastosowanego przetwornika sensory mozna podzieli¢ na elektrochemiczne, optyczne,
piezoelektryczne oraz termiczne (Rysunek 10), z ktorych najczeSciej wykorzystywane sg
przetworniki optyczne oraz elektrochemiczne. Sygnat uzyskany za pomocg przetwornika jest
nastepnie wzmacniany, przetwarzany do postaci cyfrowej i ostatecznie zaprezentowany
uzytkownikowi przy uzyciu odpowiedniego interfejsu.

Zgodnie z definicjg, mianem biosensora okresla si¢ urzadzenie analityczne, ktore w
warstwie receptorowej zawiera materiat pochodzenia biologicznego . Do jej konstrukcji moga
zosta¢ wykorzystane roznego rodzaju materiaty biologicznie aktywne, takie jak przeciwciata,
enzymy, kwasy nukleinowe, a nawet cate komorki lub tkanki. Ze wzgledu na sktad warstwy
receptorowej biosensora wyrdznia si¢ miedzy innymi biosensory enzymatyczne, komorkowe,
tkankowe, immunosensory oraz biosensory DNA i RNA. Mylnie mianem biosensoréw zwykto
si¢ nazywac sensory przeznaczone do wykrywania analitow pochodzenia biologicznego lub
wykorzystywane do pomiaréw w probkach pochodzenia biologicznego [74, 75]. Okreslenie
sensora mianem biosensora nie zalezy jednak od rodzaju wykrywanego analitu, ale od samej
jego konstrukeji, ktora zawiera element pochodzenia biologicznego bedacy aktywnym
czynnikiem w procesie detekcji, a warstwa receptorowa jest zintegrowana z przetwornikiem.
Wspoélczesnie opracowywane biosensory najczesciej wykorzystujg przetworniki optyczne lub
elektrochemiczne.

Przetworniki optyczne wykorzystuja zmiany W rejestrowanym promieniowaniu
elektromagnetycznym podajacym na probke z analitem. Mogg one polegaé zar6wno na zmianie
intensywnoS$ci rejestrowanego $wiatla poprzez pochloniecie, odbicie lub rozproszenie
promieniowania padajacego na probke, jak i emisji promieniowania o innej dtugosci fali.
Jednym z najpopularniejszych rodzajow biosensorow optycznych sg biosensory
fluorescencyjne. Bazuja one na mozliwosci absorpcji przez okreslone zwiazki (fluorofory)
promieniowania elektromagnetycznego o okreslonej dtugosci fali, a nast¢gpnie na emisji
promieniowania o innej dtugosci fali. Niektore materialy pochodzenia biologicznego wykazuja
samoczynnie wilasciwosci fluorescencyjne. W przeciwnym przypadku mozliwa jest
modyfikacja czasteczek poprzez wprowadzenie do jej struktury zwigzku odpowiednich
znacznikéw optycznych. Odziatywanie warstwy receptorowej z analitem prowadzi do zmiany
intensywnosci fluorescencji lub do przesunigcia pasma emisyjnego, ktore jest podstawa do
pomiaru sygnatu analitycznego. Biosensory fluorescencyjne znajduja szerokie zastosowanie, w

tym jako elementy systemow typu POC [76].
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Przetworniki elektrochemiczne sg jednymi z najczeSciej spotykanych narzedzi
stuzacych do wytworzenia sygnatu analitycznego przez biosensor. Swoja popularnosé
zawdzigczajg migdzy innymi wysokiej czutosci, stosunkowo niskim kosztom wytworzenia oraz
mozliwosci skalowania. Sprawia to, ze przetworniki elektrochemiczne mogg by¢ dostgpne dla
szerokiej grupy odbiorcow poprzez masowg produkcje oraz integracje¢ ich z urzgdzeniami typu
Lab-on-a-chip. Dzigki wspomnianym zaletom, przetworniki elektrochemiczne moga zostaé
wykorzystane jako elementy tanich, przenosnych urzadzen stosowanych w diagnostyce
medycznej. Biosensory elektrochemiczne jako przetworniki wykorzystujg elektrody, ktore
odzialywania w warstwie receptorowej przetwarzajg na mierzalny sygnat w postaci pomiaru
pradu, zmiany potencjatu lub impedancji. Na tej podstawie mozna wyr6zni¢ trzy glowne
rodzaje przetwornikow elektrochemicznych: woltamperometryczne, potencjometryczne oraz
impedancyjne.

Elektrochemiczne  biosensory  DNA  wykorzystuja  najczes$ciej  techniki
woltamperometryczne takie jak woltamperometria cykliczna (CV), woltamperometria pulsowa
réznicowa (DPV), woltamperometria sinusoidalna (ACV) i woltamperometria fali prostokatnej
(SWV). Woltammperometria cykliczna zazwyczaj jest wykorzystywana do charakteryzowania
reakcji chemicznej. SWV jest technikg elektrochemiczng zalezng od czgstotliwosci. Jest ona
bardzo czula, przez co jest szeroko stosowana w analizie ilosciowej. Ponadto ksztatt piku SWV
jest wygodny do analizy danych, dlatego technika ta jest czgsto stosowana do okreslania
docelowego stezenia analitu. W elektrochemicznych biosensorach DNA, ktorych warstwa
receptorowa zawiera jednoniciowe DNA lub aptamery, najcze$ciej stosowanymi
przetwornikami sg elektrody zlote, ale rowniez elektrody z wegla szklistego, elektrody
grafitowe, sitodrukowe lub elektrody weglowe z cieczg jonowa. Biosensory elektrochemiczne
charakteryzuja si¢ wysoka czulo$ciag, niskimi kosztami wytworzenia oraz moga osiagac
niewielkie rozmiary dzigki nowoczesnym technikom mikrowytwarzania, przez co maja

potencjat do wykorzystania w przenosnych urzadzeniach diagnostycznych [77].

2.1. Biosensory DNA i RNA

Biosensory DNA i RNA jako element bioczuty warstwy receptorowej wykorzystuja
fragmenty kwasow nukleinowych (oligonukleotydy o okre$lonej sekwencji zasad). Ten rodzaj
biosensora jest szczegoOlnie istotny w badaniach diagnostycznych oraz opracowywaniu
urzadzen typu POC stuzacych do szybkiego wykrywania réznego rodzaju patogendw.

Biosensory kwasow nukleinowych mogg by¢ stosowane do wykrywania okreslonych sekwencji
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DNA na zasadzie komplementarno$ci dwodch nici, ale mogg rowniez postuzy¢ do wykrywania
innych zwigzkow chemicznych, a nawet calych komorek, na zasadzie specyficznego

powinowactwa kwasow nukleinowych z okreslonymi czasteczkami.

W  konstrukcji elektrochemicznych biosensorow DNA i RNA mozna wyr6zni¢ kilka

kluczowych elementow:

1. Fragment kwasu nukleinowego o okreslonej sekwencji nukleotydéw. W przypadku
biosensorow DNA s3 to zazwyczaj fragmenty o sekwencjach nukleotydow
komplementarnych do wykrywanej w procesie analitycznym czastki. W przypadku
biosensorow RNA zasada jego dzialania opiera si¢ najczgsciej na specyficznym
powinowactwie tworzonych przez RNA drugorzedowych stuktur (aptameréw) z
analitem, a nie na hybrydyzacji nici, jak w przypadku biosensorow DNA.

2. Znaczniki (nazywane tez markerami) odpowiedzialne sa za wytworzenie sygnatu, ktory
jest nastgpnie zmieniany przez przetwornik na sygnat analityczny. Sa to zazwyczaj
zwigzki odpowiedzialne za generowanie sygnatu optycznego lub elektrycznego, ktory
jest wynikiem odziatywania warstwy receptorowej z analitem. Znaczniki najczesciej sg
trwale powigzane z fragmentem kwasu nukleinowego tworzac tzw. sondy molekularne
DNA lub RNA. Samym mianem sondy molekularnej okresla si¢ réznego rodzaju
zwigzki chemiczne, ktore poprzez swoiste oddziatywania z dang substancja, pozwalaja
na jej wykrycie lub oznaczanie.

3. Zwigzki chemiczne okre$lane popularnie jako spacery (ang. spacer) pozwalaja
kontrolowa¢ odlegto§¢ pomiedzy powierzchnig elektrody a fragmentem nici kwasu
nukleinowego. Zastosowanie ,,spaceréw” przyczynia si¢ do pionowej orientacji sond,
co Wplywa na jako$¢ uzyskiwanego sygnatu elektrochemicznego, w tym mozliwo$é
uzyskiwania bardziej precyzyjnych pomiarow oraz zwigkszenie czutosci biosensora.

4. Czynniki blokujace stosowane s3 w celu wypelnienia wolnych przestrzeni na
powierzchni elektrody. Ich zastosowanie zapobiega niespecyficznemu wigzaniu si¢
jednoniciowego DNA (ssDNA) i RNA do powierzchni elektrody oraz pomaga

zapewni¢ pionowg orientacje¢ sond.

Mechanizmem, ktory jest podstawg dziatania biosensorow DNA w celu wykrywania
komplementarnych nici jest proces hybrydyzacji. Elektrochemiczny biosensor tego typu jest
najczesciej konstruowany przez immobilizacje krotkich, zawierajacych zazwyczaj od 20 do 60
par zasad (pz), fragmentow jednoniciowego DNA (ssDNA) na powierzchni elektrody.
Sekwencja tych fragmentow jest dobierana tak, aby wykazywata jak najwieksza selektywnos¢
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wzgledem analitu, a jego immobilizacja prowadzona w taki sposob, aby zapewni¢ odpowiednig
orientacje ssDNA oraz dostepnos¢ do analitu. Obecne w probcee znaczniki elektrochemiczne sg
dobrane tak, aby w wyniku hybrydyzacji analitu z sondg biosensora generowaly sygnat, ktory

moze by¢ nastgpnie zmieniony przez przetwornik na sygnat analityczny [78].

Rysunek 11: Schematyczne przedstawienie podziatu biosensoréow DNA ze wzgledu na zasade dziatania. Zrodto
ilustracji - [78]

Biosensory kwaséw nukleinowych moga zosta¢ wykorzystane do wykrywania r6znego
rodzaju zwigzkoéw, a sam proces nie musi koniecznie polega¢ na zjawisku hybrydyzacji
pomiedzy dwiema niémi DNA. Podstawg dziatania biosensorow kwasoéw nukleinowych
shuzacych do wykrywania analitow innych niz pojedyncze nici komplementarnego DNA jest
szczegllne oddziatywanie selektywnie dobranych sekwencji DNA lub RNA z niektorymi
zwigzkami. Proces dzieki ktoremu mozliwe jest dobranie sekwencji DNA lub RNA
specyficznie oddziatywujacej z inng czgsteczkg nazwany zostal SELEX (ang. systematic
evolution of ligands by exponential enrichment). Pozwala on na wybranie sposréd ogromnej
liczby przypadkowych sekwencji DNA lub RNA jednej lub kilku, ktore wykazuja najwieksze
powinowactwo do danego zwigzku poprzez utworzenie ztozonej trojwymiarowej Struktury

[79]. Co wigcej, technika ta w jednym ze swoich wariantow (Cell-SELEX) moze by¢
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wykorzystana do dobrania takiej sekwencji tancucha nukleotydowego, ktéry oddziatuje

specyficznie z catg komorka [80].

2.2. Biosensor DNA typu ,,hairpin”

Elektrochemiczne biosensory typu spinka do wloséw (ang. hairpin) to rodzaj czujnika,
ktory posiada w warstwie receptorowej sondy molekularne DNA o charakterystycznej
strukturze. Sa one wykorzystywane w celu wykrywania konkretnych sekwencji
jednoniciowego DNA w probce z wysoka selektywnoscia, co sprawia, ze sg one z
powodzeniem wykorzystane w badaniach biologicznych, genetycznych oraz diagnostycznych.

Konstrukcja tego typu sensora bazuje na unieruchomieniu na powierzchni elektrody
jednoniciowego DNA o odpowiedniej sekwencji. Sekwencja ta jest zaprojektowana w taki
sposdb, aby tworzyla strukture drugorzedowa o charakterystycznym ksztalcie
przypominajacym sSpinke do wlosow (Rysunek 12) [81]. Utworzenie takiego ksztattu jest
mozliwe ze wzgledu na obecno$¢ krotkich komplementarnych sekwencji par zasad i ich
hybrydyzacji wewnatrz struktury jednoniciowego DNA tzw. trzpieni. Tworzenie struktur
drugorzgdowych DNA zostalo potwierdzone dla dhuzszych fragmentow ssDNA [82].

Sekwencja sondy powinna roéwniez zostaé zaprojektowana w taki sposob, aby byla
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Rysunek 12: : Schemat dziatania biosensora typu spinka do wtosow na duzym poziomie ogdlnosci. W obecnoS$ci
w roztworze komplementarnej nici DNA dochodzi do jej hybrydyzacji z sondg i oddalenia znacznika od
powierzchni elektrody. Najczgsciej w tego typu biosensorach wykorzystuje si¢ znaczniki optyczne lub
elektrochemiczne Zrodlo ilustracji - [81]
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komplementarna do sekwencji jednoniciowego DNA bedacego wykrywanym zwigzkiem.
Obecnos$¢ analitu w probce prowadzi do hybrydyzacji pomigdzy sonda a wykrywanym
fragmentem ssDNA, przez co rdwniez do zniszczenia struktury drugorzedowej (rozplatania
spinki do wlosoéw). Poprzez zmiany przestrzenne w warstwie receptorowej wytwarzany jest
sygnat analityczny umozliwiajacy wykrywanie lub oznaczanie analitu. Proces ten w zaleznosci
od zastosowanych technik moze by¢ prowadzony z wykorzystaniem odpowiedniego znacznika
lub bezznacznikowo. Tego typu warstwy receptorowe zostaly uzyte do tworzenia zaréwno
biosensoréw elektrochemicznych jak 1 optycznych.

Biosensory DNA z detekcjg optyczng mozna podzieli¢ na metody bezznacznikowe,
takie jak powierzchniowy rezonans plazmowy (SPR) oraz takie ktore wykorzystuja znakowanie
np. fluorescencyjne, enzymatyczne lub z zastosowaniem nanoczgstek. Mechanizm detekcji w
przypadku biosensorow wykorzystujacych SPR polega na tym, ze czasteczki adsorbujace lub
wigzace si¢ z warstwa receptorowg powoduja zmiang wspotczynnika zatamania $wiatta dla
cienkiej warstwy podtoza rejestrowang przez urzadzenie. Popularniejszym typem biosensorow
optycznych sg jednak te wykorzystujace znakowane fragmenty jednoniciowego DNA
(ssDNA). Jednym z najczgsciej spotykanych typem optycznych biosensoréw DNA sg czujniki
fluorescencyjne. Charakteryzuja si¢ one wyjatkowo niska granica wykrywalnos$ci, jednak ich
zastosowanie wymaga skomplikowanej i kosztownej aparatury pomiarowej. W przypadku tego
typu biosensorow optycznych, oba konce pojedynczej nici znakowane sg z jednej strony
znacznikiem fluorescencyjnym, za§ z drugiej znacznikiem wygaszajacym fluorescencje.
Struktura drugorzedowa typu ,,hairpin” powoduje, Ze oba te znaczniki znajdujg si¢ blisko siebie
w regionie, ktory zostal zaprojektowany jako trzpien (krotkie komplementarne do siebie
fragmenty wewnatrz ssDNA), powodujac wygaszenie fluorescencji. Sekwencja dtuzszego
fragmentu sondy (nazywany petla) jest zaprojektowany w taki sposob, aby byta
komplementarna do wykrywanego fragmentu jednoniciowego DNA. Hybrydyzacja sondy i
ssDNA bedacego analitem prowadzi do zniszczenia struktury typu ,hairpin” 1 oddalenia od
siebie znakowanych zakonczen sondy skutkujgc wzrostem obserwowanej fluorescencji. Tego
typu sondy bywaja tez nazywane ,,molekularnymi latarniami” [83].

Na podobnej zasadzie dzialaja elektrochemiczne biosensory typu ,hairpin”. Réznica
polega na tym, ze najczesciej tylko na jednym koncu sondy znajduje si¢ znacznik redoks. W
przypadku obecno$ci w probce analitu dochodzi do jego hybrydyzacji z sondg w warstwie
receptorowej, przez co znacznik zwigksza swoja odleglos¢ od elektrody powodujac
zmniejszenie rejestrowanego natezenia pradu [84]. W przypadku elektrochemicznych

biosensorow DNA ze znacznikami wykorzystuje si¢ réznego rodzaje aktywne zwiazki redoks
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umozliwiajace transfer elektronéw pomiedzy znacznikiem a powierzchnig elektrody.
Bezposrednim sygnalem analitycznym w tego typu biosensorach jest pomiar sygnatu
elektrycznego, ktory jest generowany przez znacznik, co umozliwia detekcje DNA. Podczas
procesu wyboru zwigzku, ktory bedzie petit funkcje znacznika, nalezy zwroci¢ uwage na
nastepujace czynniki: (i) nie powinien on reagowac ani wptywa¢ na aktywno$¢ warstwy
receptorowej, (ii) wigzanie znacznika z pojedyncza lub podwojng nicia DNA powinno by¢
mozliwe w okreslonym miejscu w sposob selektywny, (iii) nie powinien on adsorbowac si¢ na
powierzchni biosensora. Wymienione wlasciwosci spetniaja miedzy innymi bflekit
metylenowy, biekit toluidynowy, oracet blue oraz Hoechst 33258 i dlatego sg one czesto
wykorzystywane przy tworzeniu i modyfikacji warstw receptorowych elektrochemicznych
biosensorow DNA [85-87].

Inng technika detekcji wykorzystywana przy opracowywaniu biosensoréw DNA jest
elektrochemiluminescencja (ECL), taczaca zalety chemiluminescencji 1 elektrochemii.
Wykorzystywane jest tu zjawisko emisji promieniowania powstale w wyniku reakcji
elektrochemicznej. Technika ta wymaga zastosowania odpowiedniego znacznika, ktory bedzie
wykazywal wlasciwosci redoks i1 chemiluminescencje. Przykladem takiego zwiazku jest

kompleks rutenu [Ru(bpy)z]** [88].

2.3.  Sposoby immobilizacji DNA

Immobilizacja DNA to proces polegajacy na unieruchomieniu nici kwasu
deoksyrybonukleinowego na statej powierzchni. Jest to kluczowy etap w celu uzyskania
warstwy receptorowej biosensora. Dobranie odpowiedniej metody immobilizacji pozwala na
uzyskanie warstwy receptorowej charakteryzujace;j si¢ stabilnoscig, powtarzalno$cig pomiedzy
poszczegolnymi sensorami oraz odpowiednim utozeniem przestrzennym sond, ktore zapewnia
odpowiedni kontakt z analitem. Czasteczki DNA mogg zosta¢ unieruchomione na rdéznego
rodzaju powierzchniach (np.: nanoczastki metaliczne, krzem, elektrody weglowe), jednak
najczesciej w tym celu stosowane sg elektrody zlote.

Jedng z metod immobilizacji DNA na powierzchni elektrody jest adsorpcja. Jest to
najprostszy sposob immobilizacji DNA, gdyz nie wymaga uzycia dodatkowych reagentow ani
modyfikacji sondy. Bazuje ona na odzialywaniu elektrostatycznym pomigdzy grupami
fosforanowymi DNA posiadajacymi tadunek ujemny, a powierzchnig elektrody (moze byc¢
modyfikowana w celu uzyskania dodatniego tadunku [89]). Zastosowanie adsorpcji jako

sposobu immobilizacji DNA na powierzchni elektrody niesie ze sobg jednak wiele zagrozen.
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Przestrzenne rozmieszczenie DNA jest chaotyczne, gdyz kazda ni¢ oddziatuje elektrostatycznie
z powierzchnig elektrody w losowych miejscach swojej nici. Ponadto ten sposéb immobilizacji
sprawia, ze zmiany pH, temperatury lub sity jonowej roztworu, w ktorym znajduje si¢ biosensor
moze powodowac desorpcje sond z powierzchni elektrody. Przedstawione trudnosci dotyczace
stabilnosci warstwy zaadsorbowanej na elektrodzie mogg w znaczny sposéb wplywaé na
wydajno$¢ hybrydyzacji, stabilno$¢ i selektywnos$¢ sensora.

Czesto stosowang metoda do tworzenia warstwy receptorowej jest immobilizacja DNA
przez kowalencyjne wigzanie do powierzchni elektrody. W tym celu konieczna jest
modyfikacja DNA ugrupowaniami funkcyjnymi, ktore wigza si¢ z powierzchnig elektrody.
Wiele grup funkcyjnych moze zosta¢ wykorzystanych do taczenia z powierzchnig elektrody, a
ich wybor zalezy gléwnie od materialu, z ktérego jest wykonana. Jednymi z najczesciej
stosowanych sa ugrupowania tiolowe (immobilizacja na powierzchni ztota) i aminowe
(immobilizacja z powierzchnia zmodyfikowang poprzez grupy karboksylowe lub aldehydowe).
Ten sposdb unieruchomienia DNA na powierzchni elektrody prowadzi do powstania
stabilnych, silnie zwigzanych monowarstw. W przeciwienstwie do adsorpcji, metoda ta
zapobiega niekontrolowanej desorpcji sond z powierzchni elektrody. Ponadto zapewnia ona
korzystng dla poprawnego dziatania elektrody orientacje przestrzenng sond. Immobilizacja
DNA z grupa tiolowa na zlotej elektrodzie prowadzi do powstawania na jej powierzchni
samoorganizujgcych si¢ monowarstw (SAM, ang. self-assembly monolayer) [89, 90]. Ten
sposob immobilizacji DNA zapewnia utworzenie wysoce stabilnej, uporzadkowanej i silnie
zwigzanej z podtozem warstwy. W celu zapewnienia wilasciwej organizacji warstwy
receptorowej biosensora stosuje sig¢ stosuje si¢ wypetniacze. Jednym z najczesciej stosowanych
jest 1-merkapto-6-heksanol (MCH). Zwigzek ten posiada ugrupowanie tiolowe, dlatego
doskonale wigze si¢ z powierzchnig elektrody ztotej. Zastosowanie wypelniacza (nazywanego
tez srodkiem blokujacym) pozwala zredukowa¢ wplyw niespecyficznych oddziatywan w
warstwie receptorowej oraz zwigkszy¢ wydajno$¢ procesu hybrydyzacji [91].

Odziatywanie pomiedzy streptawidyng a biotyng jest rowniez wykorzystywane jako
metoda immobilizacji DNA na powierzchni elektrody. W tym celu koniec nici DNA jest
modyfikowany czasteczka biotyny, ktora w sposéb selektywny taczy sie z streptawidyng
dowigzang do powierzchni elektrody. Jest to mozliwe, gdyz biotyna wykazuje wyjatkowo silne
powinowactwo do streptawidyny, tworzac z nig kompleks o sile wigzania porownywalnej do
wigzania kowalencyjnego. Ten sposob immobilizacji zapewnia silne zwigzanie DNA z
elektroda, ktore wykazuje odporno$¢ na zmiang temperatury, pH i1 dodatek rozpuszczalnikow

organicznych [92].
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Elektrochemiczne biosensory DNA posiadajg szereg zalet, ktore wyrdzniajg je na tle
innych urzadzen tego typu:

e selektywno$¢ — poprzez zastosowanie w warstwie receptorowej sondy o okre§lonej
sekwencji  biosensory DNA zapewniaja mozliwo$¢ rozréznienia pomigdzy
jednoniciowymi DNA oraz selektywne wykrywanie czgsteczek o komplementarne;
sekwencji nukleotydow,

e czulo$¢ oraz granica wykrywalnosci — elektrochemiczne biosensory DNA wykazuja
duza czulo$¢ na zmiany stezenia analitu oraz umozliwiaja wykrywanie niskich stgezen
analitow,

e szybkos¢ detekcji — zastosowanie technik woltamperometrycznych takich jak SWV
umozliwia wykonanie pomiaréw w bardzo krotkim czasie, ktory razem z procesem
hybrydyzacji pomigdzy sonda a analitem moze zaja¢ zaledwie kilka minut,

e niski koszt — zastosowanie przetwornikéw elektrochemicznych umozliwia wykonanie
wielu urzadzen w krotkim czasie, przy stosunkowo niewielkich naktadach finansowych,

e mozliwo$¢ miniaturyzacji — uklady trojelektrodowe stosowane w technikach
woltamperometrycznych nadaja si¢ do miniaturyzacji w produkcji przemystowej,
dlatego konstruowane biosensory DNA moga by¢ wykorzystane do tworzenia

niewielkich, przeno$nych urzadzen diagnostycznych.

Przedstawione zalety elektrochemicznych biosensorow DNA sprawiaja, ze znajdujg one
coraz wigcej zastosowan w réznych dziedzinach Zzycia. Szczegolnie istotnym wydaje si¢ ich
wykorzystanie w diagnostyce chorob, szczegdlnie chordb zakaznych. Elektrochemiczne
biosensory DNA zostaly wykorzystane do wykrywania patogendéw zaréwno wirusowych jak 1
bakteryjnych. Biorac pod uwagg zalety tego typu czujnikéw, nalezy zwrdcic szczegdlng uwage
na olbrzymi potencjat ich integracji z urzadzeniami typu Lab on a chip. Zastosowanie
biosensorow DNA jako elementu odpowiedzialnego za selektywne wykrywanie fragmentow
DNA patogenéw pozwala na konstruowanie tanich, przenosnych urzadzen, ktére moga
przyczyni¢ si¢ do walki z wieloma chorobami. Moga by¢ one szczegdlnie wartosciowe w
rejonach $wiata charakteryzujacych si¢ niskim dostgpem do ustug medycznych oraz
narazonych na szybkie 1 niekontrolowane rozprzestrzenianie si¢ chorob zakaznych.
Elektrochemiczne biosensory DNA zostaty rowniez wykorzystane w celu wykrywania mutacji
powigzanych z chorobami genetycznymi oraz w szybkiej diagnostyce choréb nowotworowych.

Inne zastosowania tego typu urzadzen obejmuja rowniez badania Zywnosci i lekow, badania
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srodowiskowe oraz roznego rodzaju badania naukowe w dziedzinie biotechnologii, medycyny,

kryminologii oraz innych.

3. Btonica i metody jej wykrywania

Btonica jest wysoce zakazng chorobg wywotywang przez toksyczny szczep
maczugowca btonicy (Corynebacterium diphtheria). Okres jej inkubacji jest wyjatkowo krotki
I wynosi zazwyczaj od 2 do 5 dni [93]. Ponadto charakteryzuje si¢ ona wysoka Smiertelnoscia.
Szczepienia ochronne przeciw btonicy zostaly wprowadzone w pierwszej potowie XX wieku i
przyczynity si¢ znacznego spodku zachorowan. Jeszcze w latach 20tych XX wieku w Stanach
zjednoczonych diagnozowano okoto 200 tysigcy przypadkow rocznie, podczas gdy obecnie sg
to wylacznie pojedyncze przypadki [94]. Mimo wyjatkowo skutecznego sposobu prewencji
jakim sa szczepienia, w wielu rejonach §wiata choroba ta pozostaje powaznym problemem. Jej
ogniska pojawiajg si¢ zazwyczaj w krajach o niskim poziomie wyszczepialnosci oraz na
terenach ogarnigtych konfliktami zbrojnymi. W 2019 roku liczba przypadkéw zachorowan na
btonicg przekroczyta 22 tysigce — jest to czterokrotnie wigcej niz srednia z lat 2005-2015 [95].

Diagnostyka btonicy opiera si¢ na rozpoznaniu objawowym przez lekarza, a takze na
badaniach laboratoryjnych. Jedna z podstawowa metod pozwalajaca wykry¢ zjadliwy szczep
maczugowca blonicy jest test Eleka [96]. Polega on na nasgczeniu bibuly antytoksyng btonicza,
ktora umieszcza si¢ na dnie plytki agarowej, na ktorej hodowane sa bakterie pochodzace z
wymazu od pacjenta. Inkubacja prowadzona jest przez 24 godziny w temperaturze 37°C, po
ktorej nastgpuje obserwacja ptytki pod katem obecnosci linii precypitacyjnej utworzonej przez
wigzanie przeciwciala z antygenem. Procedura ta jest jednak czasochtonna i moze trwaé nawet
kilka dni, a szybka diagnoza w przypadku blonicy jest kluczowa dla zdrowia 1 Zycia pacjenta
oraz zapobieganiu rozprzestrzeniania si¢ choroby. Btonica na wczesnym etapie choroby daje
niespecyficzne objawy, co moze prowadzi¢ do btednej diagnozy.

Technikami, ktore moga by¢ wykorzystane do diagnozy to testy enzymatyczne lub
spektrometria mas z desorpcja laserowa z udzialem matrycy z analizatorem czasu przelotu
(MALDI-TOF). S3 to jednak techniki uzupelniajgce, gdyz nie potwierdzajg wytwarzania
toksyny btoniczej przez wykrywany szczep bakterii [97]. Ponadto podobnie jak test Eleka
wymagaja one czasochtonnej inkubacji w kontrolowanych warunkach.

Na przestrzeni ostatnich lat prowadzone byty nieliczne badania dotyczace zastosowania
biosensorow zwigzanych z chorobg jaka jest blonica. Opracowana zostata miedzy innymi sonda

pozwalajaca na wykrywanie toksyny bloniczej w czasie ponizej 1 godziny [98]. Dziatanie
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wspomnianej sony bazowato na oddzialywaniu nanoczgsteczek zlota modyfikowanych
przeciwcialami monoklonalnymi a toksyng btoniczg. Sondg¢ t¢ wykorzystano do opracowania
biosensora z wykorzystaniem zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu plazmonowego
(LSPR). Granica wykrywalnosci toksyny bloniczej z wykorzystaniem opracowanego
biosensora wynosita 10 ng/mL.

Opracowany zostat rowniez biosensor w celu wykrywania przeciwcial przeciw toksynie
btoniczej [99]. Jest to o tyle istotne, ze mimo powszechnych w wigkszos$ci krajow szczepien, z
czasem odpornos¢ przeciwko btonicy maleje prowadzac do mozliwo$ci pojawienia si¢ nowych
ognisk choroby [100]. Do stworzenia biosensora wybrane zostaty dwa fragmenty (epitopy)
toksyny bloniczej aczace si¢ z przeciwciatem, tworzac peptyd bi-epitopowy. Postuzyt do
stworzenia warstwy receptorowej immunosensora na powierzchni elektrody. Pomiary z
wykorzystaniem opracowanego biosensora prowadzono za pomoca posredniego testu
immunologicznego, stosujac drugorzedowe przeciwcialo zwigzane z fosfatazg alkaliczng. W
obecnosci difosforanu hydrochinonu (HQ) fosfataza alkaliczna prowadzita do wytworzenia
elektroaktywnej formy HQ, ktora byta nastepnie wykrywana za pomocg woltamperometrii fali
prostokatnej (SWV). Granica wykrywalno$ci przeciwcial przy uzyciu opracowanego
biosensora wynosita 5-10° IU/mL.

Przytoczone powyzej informacje wskazuja, ze choroba jaka jest btonica nadal pozostaje
w kregu zainteresowan os$rodkéw badawczych. Warto jednak zaznaczy¢, ze wymienione
biosensory nie zostaly opracowane w celu bezposredniego wykrywania zjadliwego szczepu
btonicy. Pierwszy z nich umozliwiat wykrywanie toksyny bloniczej, drugi za$ postuzyt do
oznaczania przeciwcial przeciw toksynie btoniczej.

Pojawienie si¢ §wiatowej pandemii COVID-19 wywotanej przez koronawirusa SARS-
CoV-2 wyraznie pokazalo jak grozne potrafia by¢ choroby zakazne w zglobalizowanym
swiecie. Z tego powodu niezwykle istotne jest podjecie staran by nie dopusci¢ do powrotu
Znanych, ale nadal $miertelnie groznych chorob, zarowno poprzez systemowe szczepienia, jak

I opracowanie szybkiego i wydajnego sposobu diagnostyki.
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I.  Metodyka

1. Reagenty

e 6- merkapto-1-heksanol (MCH) (97%) — Sigma Aldrich

e dietyloditiokarbaminian sodu (DETC) - 3 H,O (>95%) — Sigma Aldrich

e 2-amino-2-hydroksymetyl-1,3-propanodiol (Tris) — Sigma Aldrich

e kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) (>98,5%) — Sigma Aldrich

e kwas chlorowodorowy (HCI) (36,5-38,0%) — Sigma Aldrich

e kwas siarkowy (V1) (H2SO4) (95.0-98.0%) — Sigma Aldrich

e dimetylosulfotlenek (DMSO) (>99,5%) — Sigma Aldrich

e wodorotlenek sodu (NaOH) (>97%) — Sigma Aldrich

e chlorek sodu (NaCl) (>99%) — Sigma Aldrich

e chlorek potasu (KCI) (=99%) — Sigma Aldrich

e zelazicyjanek potasu (KsFe(CN)e) (>99%) — Sigma Aldrich

e 7elazocyjanek potasu (KsFe(CN)e) (>98,5%) — Sigma Aldrich

e diwodorofosforan potasu (KH2PQOg4) (>99%) — Sigma Aldrich

e kwas borowy — Merck (nr kat. STBH1850)

e nadtlenek wodoru (H202) (30%) — POCh

e chlorek magnezu (MgCly) - 6 H20 (>98%) — Fluka Analytical

e N,N,N,N‘-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (~99%) — Bujno Chemicals

e N,N‘-metylenobisakrylamid (BIS) — Bujno Chemicals

e akrylamid (AA) (>99%) — Bujno Chemicals

e nadsiarczan amonu (APS) — Bujno Chemicals

e tlenek glinu (proszek): wielkos$ci ziarna 1 um, 0,3 um, 0,05 um — Buehler

e agaroza— MP Biomedicals™,

e zestaw odczynnikdéw do przeprowadzenia PCR (Master Mix Kit) — QIAGEN.

e bromek etydyny (~95%) — Sigma Aldrich

e polimeraza Phire Hot Start Il — ThermoFisher Scientific

e barwnik DNA do elektroforezy zelowej (DNA Loading Dye Solution) — ThermoFisher
Scientific

e marker (drabinka) DNA do elektroforezy zelowej — ThermoFisher Scientific

e Startery do reakcji PCR — DNA-Gdansk
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Sekwencje starterow:
Forward (F): 5- CAATCA TCG TCATAATTT CCT TGT GTACC -3

Reverse (R): 5- GAAAAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AA -3'

Fragment genu toksycznego szczepu btonicy (¢cDNA) o sekwenciji:
5-CAATCATCGTCATAATTT CCTTGT GTACCAGATTTTGGC TTTTGT
ATA CCT TTT TGA ATG GAA TCT ACA TAA CCA GGT TTA GTC CCG TGG
TAC GAA GAA AAG TTT TC -3' zostat otrzymany od prof. dr hab. Aleksandry Zasady
Z Zaktadu Badania Surowic i Szczepionek, NIZP PZH -PIB.

W celu zapewnienia odpowiedniej czytelno$ci, w niniejszej pracy zostaty wprowadzone

dodatkowe oznaczenia:

cDNA — jest to jednoniciowe DNA (ssDNA) o sekwencji nukleotydow
komplementarnej do sekwencji sondy biosensora. Na poszczegdlnych etapach

prowadzonych badan wykorzystywane byto cDNA, ktére pochodzito z réznych zrodet.:

cDNA-W — ¢cDNA wzorcowe, oczyszczone za pomoca HPLC, otrzymane od prof. dr
hab. Aleksandry Zasady z Zaki{adu Badania Surowic i Szczepionek, NIZP PZH -PIB.

cDNA-PT — cDNA uzyskane w wyniku badan, bedace produktem reakcji prowadzonej

w termocyklerze

CDNA-PM — cDNA uzyskane w wyniku badan, bedace produktem reakcji prowadzone;j

w mikrosystemie

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie te oznaczenia odnoszg si¢ do tego samego fragmentu

jednoniciowego DNA. Oznaczenia te pozwalajg jednak w fatwy sposob wskaza¢ w jaki sposdb

otrzymano dany materiat do badan.

Sondy DNA — Metabion
Sekwencje sond (AttoMB2 — blekit metylenowy kowalencyjnie zwigzany z sondg):

TOX1: 5’ —thiol - A tatacct GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AAA
CCT GGT TAT GTA GAT TCC ATT CAA AAA GGT ATA — AttoMB2 - 3°

TOX2: 5° —tiol - Atatacc GAAAACTTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AAACCT
GGT TAT GTA GAT TCC ATT CAA AAA GGT ATA — Atto MB2 -3'
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TOX3: 5’ —tiol - A ggaatc GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AAA
CCT GGT TAT GTA GAT TCC - Atto MB2 -3'

TOX4: 5 —tiol - A acataa GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AAA
CCT GGT TAT GT- Atto MB2 -3'

2. Roztwory

e Roztwor immobilizacyjny :1 M KH2POg4; pH 4,5

e Roztwor hybrydyzacyjny (podstawowy): 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM
MgClz; pH 7,0

e Roztwor pirania: H2O2/H2SO4 w stosunku 3:1

e KsFe(CN)s/KsFe(CN)s w 20 mM PBS; pH 7,4

e Bufor do elektroforezy (1x TBE): 0,1 M Tris, 0,1 M kwas borowy, 2 mM EDTA; pH
8.3

Odpowiednie pH roztworow byto uzyskiwanie poprzez dodatek roboczych roztworéw NaOH

lub HCI, ktorych stezenia miescity si¢ w granicach 1 — 10%.

3. Materialy

e Poli(metakrylan metylu) (PMMA) bezbarwne formatki o grubosciach w zakresie 4 — 7
mm — Evonik GS

e Folie poliestrowe: hydrofilowa 9984, dwustronnie klejaca 9965 — 3M

e Kauczuk fluorowy Viton™ — GG Trading

e PDMS (184 Silicone Elastomer Sylgard zestaw: prepolimer, zestaw sieciujagcy) — DOW
CORNING

4. Aparatura

Pomiary woltamperometryczne byly wykonywane przy uzyciu stacji elektrochemicznej CHI
660A oraz CHI 1040A (CH Instruments). Wykorzystane zostaly nastgpujace techniki

pomiarowe:
e Woltamperometria cykliczna (CV) — szybkos¢ skanowania 0,1 V/s
e Woltamperometria fali prostokatnej (SWV) — przy amplitudzie impulsu 25 mV,
przyroscie o 4 mV i czestotliwosciach od 15 Hz do 300 Hz
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e Woltamperometria pragdu zmiennego (ACV) — parametry pomiaru jak w SWV

Pomiary woltamperometryczne wykonywane byly przy uzyciu trojelektrodowego uktadu
pomiarowego sktadajacego si¢ z:

e Elektrody pracujacej — ztotej elektrody dyskowej (GDE) (CH Instruments)

e Elektrody odniesienia — Ag/AgCI/1,0 mol-L* KCI (Mineral)

e Elektrody pomocniczej — drut ztoty (Sigma Aldrich)
Wykorzystano tez przetworniki trojelektrodowe AC1.W1.R2 i PAC1.W1.R2 zakupione w BVT
Technologies (Czechy).
Pomiary w podwyzszonej temperaturze prowadzono z wykorzystaniem inkubatora z
chtodzeniem z modutem Peltiera IPP30 (Memmert).
Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler AG 22331 (Eppendorf).
Zbiornik do elektroforezy poziomej w zelach agarozowych z BIO-RAD zostat uzyty do

rozdzielania produktow reakcji PCR.

Wizualizacja po elektroforezie zostala przeprowadzona z wykorzystaniem transiluminatora UV
(Hoefer).

Ploter laserowy Universal Model VLS 2.30 z dodatkowa naktadka pozwalajaca zwigkszy¢
rozdzielczo$¢.

Mikrofrezarka CNC Datron Model NEO+

Zestaw frezow walcowo-czotowych, jedno oraz dwupiorowych o $rednicach w zakresie od

0,25mm do 5mm.

5. Amlifikacja fragmentu genu zjadliwego szczepu blonicy za pomoca
standardowej reakcji PCR

Standardowa reakcja PCR w celu amplifikacji DNA zostata przeprowadzona w termocyklerze
Mastercycler AG 22331. Catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pL. Skiad
mieszaniny reakcyjnej:
e 10 uL Hot Start Taq Master Mix, zawierajacy polimeraz¢ Hot Start Taq, ANTPs, MgClo,
KCI
e 0,5 uL obu ze starteréw o stezeniu 10 mM
e 25 uL matrycowego DNA (DNA wyizolowane z toksycznego szczepu maczugowca

btonicy)
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e 6,5 uL sterylnej wody dejonizowanej wolnej od enzymow

Reakcje prowadzono w termocyklerze rozpoczynajac od ogrzewania mieszaniny przez 15
minut w 95 °C. Nastepnie przeprowadzono 35 cykli, na ktore sktadato sie kolejno:

e Denaturacja: 94 °C przez 45 sekund

e Hybrydyzacja: 60 °C przez 45 sekund

e FElongacja: 72 °C przez 45 sekund
Ostatni etap elongacji zostat przedtuzony do 5 minut. Parametry te zostaty zastosowane zgodnie
z zaleceniem producenta. Produkty reakcji zostaly nastgpnie rozdzielone przy pomocy

elektroforezy na 2% zelu agarozowym.

6. Amplifikacja fragmentu genu zjadliwego szczepu btonicy za pomoca
asymetrycznej reakcji PCR

Celem przeprowadzania asymetrycznej reakcji PCR bylo uzyskanie jednoniciowego DNA
(ssDNA) o sekwencji komplementarnej do sekwencji sondy zaimmobilizowanej na elektrodzie
sensora. Aby uzyskac¢ ssDNA, nalezy do reakcji aPCR uzy¢ w nadmiarze jednego ze starterow.
W trakcie kolejnych cykli, jeden ze starterow zostanie wyczerpany, a ten dodany w nadmiarze
bedzie wydluzany do oczekiwanego produktu. Nalezy zwroci¢ uwage, ze po wyczerpaniu
jednego ze starterow, bedzie amplifikowana forma jednoniciowego DNA (ssDNA), przy czym
wzrost ilosci ssDNA przebiega wolniej w postepie arytmetycznym [101].
Asymetryczna reakcja PCR w celu amplifikacji DNA zostala przeprowadzona w termocyklerze
Mastercycler AG 22331. Calkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 40 pL. Sktad
mieszaniny reakcyjnej:
e 20 uL Hot Start Taq Master Mix, zawierajacy polimeraze¢ Hot Start Tag, dNTPs, MgCl.,
KCI
e 0,25 uL starteru Forward o stgzeniu 10 mM
e 1,0 uL starteru Reverse o stgzeniu 10 mM
e 4,0 uL matrycowego DNA (DNA wyizolowane z toksycznego szczepu maczugowca
btonicy)
e 14,75 uL sterylnej wody dejonizowanej wolnej od enzymoéw
Zarébwno parametry reakcji, czyli poczatkowe ogrzanie mieszaniny, ilo$¢ poszczegdlnych

cykli, ich dlugos$¢ oraz temperatury, jak i rozdzielenie produktéw reakcji przeprowadzono w

56



sposob analogiczny do standardowej reakcji PCR opisanej wczesniej. Sposob prowadzenia

reakcji roznit si¢ dtuzszym czasem elongacji ostatniego cyklu, ktory wynosit 10 minut.

7. Procedura przygotowania warstwy receptorowej biosensora

Przygotowanie biosensora inicjowato polerowanie ztotych elektrod dyskowych
(elektroda pracujgca) proszkiem tlenku glinu o $rednicy ziarna 1 um, a nast¢pnie proszkiem
tlenku gliny o $rednicy 0,05 pm. Elektrody przemyto woda, a nast¢pnie poddawano dziataniu
ultradzwiekéw w wodzie demineralizowanej przez 15 minut. Nastepnie na powierzchnie kazdej
elektrody nakraplano roztwor piranii i pozostawiono ja na 5 minut, po czym przemywano j3a
woda demineralizowang. Elektrode¢ skanowano elektrochemicznie w 1M NaOH, 1M H2SOq4
oraz 0,1M H>SO4 w zakresie potencjatow -0,5 do 1,7 V az do uzyskania woltamperogramu
cyklicznego charakterystycznego dla czystego ztota. Nastgpnie elektrody przemywano woda
demineralizowang. Tak przygotowana elektrode pracujaca skanowano za pomoca CV w
buforze hybrydyzacyjnym, stosujac zakres potencjalu wykorzystywany w dalszych
doswiadczeniach. W celu unieruchomienia na powierzchni elektrod sond nakraplano na nie
bufor immobilizacyjny zawierajacy 0,2 uM jednej z sond i pozostawiono go na 30 sekund, po
czym elektrody byly przeptukiwane buforem immobilizacyjnym. Nastepnie pozostawiano
elektrody w buforze immobilizacyjnym zawierajacym 2 mM MCH na 24 godziny. Po tym
czasie elektrody przeptukiwano roztworem immobilizacyjnym oraz wodg demineralizowana, a
nastepnie pozostawiano jg w roztworze hybrydyzacyjnym na 10 minut. Za pomoca
biosensorow wytwarzanych zgodnie z powyzszg procedura prowadzono badania przedstawione

W niniejszej pracy.

8. Elektroforeza zelowa

Elektroforeza w zelu agarozowym prowadzona w odpowiednich warunkach jest prostg
metoda pozwalajaca na rozdzielenie fragmentow DNA ze wzgledu na dlugos¢ tancucha.
Poprzez dodanie do rozdzielanych mieszanin czynnikow interkalujagcych, mozliwa jest
pézniejsza wizualna detekcja fragmentow DNA. W prowadzonych badaniach zostat
wykorzystano popularnie stosowany bromek etydyny, ktory taczac si¢ z DNA, zwigksza
wielokrotnie intensywnos$¢ fluorescencji. Zastosowano rdéwniez mieszaning zawierajaca
fragmenty DNA o znanych dilugosciach tancucha (tzw. drabinka DNA), co pozwalato na

przyblizone okreslenie dlugosci tancuchdw DNA w analizowanych prébkach.
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Rozdzielanie produktéw reakcji PCR prowadzono w 3% zelu agarozowym, ktory zostat
przygotowany w 38 ml buforu TBE, poprzez doktadne wymieszanie sktadnikow i podgrzanie
do temperatury nieprzekraczajacej 50°C przez 2 minuty. Do ostudzonego do temperatury
pokojowej zelu dodano 14 pL bromku etydyny uzyskujgc st¢zenie czynnika interkalujgcego na
poziomie 0,05%. Tak przygotowany zol zostat wlany do formy i pozostawiony do Zelowania.
Zel nastepnie przeniesiono do aparatu do elektroforezy. Do odpowiednich dotkow w zelu
wprowadzano odpowiednie probki zawierajagce DNA (mieszaniny poreakcyjne PCR,
oczyszczony analit) oraz drabinke DNA, czyli standardowa mieszaning zawierajgca fragmenty
DNA o okreslonych dlugosciach. Komora aparatu do elektroforezy wraz z zelem zostata
nast¢pnie zalana buforem TBE.

Sktad probki zawierajacej poreakcyjne DNA:

e 6 pL mieszaniny poreakcyjnej

e 4 uL buforu TBE
Sktad mieszaniny zawierajacej marker DNA:

e 5 uL drabinki DNA
e 3 uL DNA loading bufor
e 2 uL bufory TBE

Proces elektroforezy prowadzono z zastosowaniem napigcia 100 V przez 90 minut. Po
zakonczeniu procesu zel zostat delikatnie wyjety z aparatu elektroforezy i przeniesiony do
aparatu Alpha Innotech. Pod wptywem promieniowanie ultrafioletowego (zastosowano dwie
dhugosci fali: 302 nm 1 365 nm) bromek etydyny fluoryzowat, co pozwalato na wizualizacje
wynikow na wykonanych zdjeciach.

Proces elektroforezy wraz z detekcja optyczna prowadzono w celu wykrycia produktow
reakcji PCR prowadzonych zarowno w opracowanych mikrouktadach, jak i w standardowym
termocyklerze. Metoda ta pozwalata rowniez oceni¢ dlugos¢ fragmentow DNA bedacych
produktem reakcji, co w poszczegolnych przypadkach byto podstawa do potwierdzenia lub

zaprzeczenia skutecznosci prowadzonej reakcji PCR.

58



I1l.  Czes$¢ doswiadczalna

1. Mikrosystemy PCR

Mikrosystemy PCR s3 zminiaturyzowanymi urzadzeniami, ktére umozliwiajg
przeprowadzenie tancuchowej reakcji polimerazy. Stanowig one alternatywe dla tradycyjnie
wykorzystywanych termocyklerow. W tym rozdziale zaprezentowane zostang opracowane
mikrosystemy, ktore zostaty wykonane z zastosowaniem r6znego rodzaju materiatéw, technik
ich obrobki, geometrii mikrostruktur oraz sposoby prowadzenia reakc;ji.

Opracowanie mikrosystemu PCR podyktowane byto réznego rodzaju motywacjami.
Niewielkie objetosci reagentow wykorzystywanych w mikrosystemach wiaza si¢ z malg
bezwladnoscig cieczy, co prowadzi do bardzo szybkiej i skutecznej wymiany energii. Jak
zostalo wspomniane w czes$ci literaturowej, szybkos¢ reakcji PCR jest ograniczona przez czas
potrzeby na zmiang temperatury mieszaniny reakcyjnej. Z tego powodu, jednym z gtéwnych
zatozen badan bylo skonstruowanie mikrosystemu przeplywowego, ktory umozliwiatby
amplifikacje DNA w sposob szybszy niz tradycyjnie wykorzystywany termocykler. Ponadto
mikrosystemy tego typu moga stanowi¢ pozyteczne narzgdzie jako elementy systemow
diagnostycznych, ktore ze wzgledu na niewielkie rozmiary oraz opracowane elementy
automatyzacji moga by¢ potencjalnie wykorzystane jako urzadzenia typu POC w miejscach
oddalonych instytucji ochrony zdrowia. Mozliwo$¢ automatyzacji oraz integracja z
biosensorem DNA jako elementem detekcyjnym umozliwia tatwa obstuge urzadzenia nawet
przez niewykwalifikowany personel.

Przy opracowywaniu mikrosysteméw PCR nalezy si¢ jednak mierzy¢ z wieloma
wyzwaniami. Jednym z nich jest dostarczenie energii do ukladu w celu zapewnienia
odpowiedniej temperatury. Moga pojawi¢ si¢ rowniez problemy zwigzane z doborem
odpowiednich materiatéw konstrukcyjnych urzadzen. Nalezy zwrdci¢ uwagg, aby wykazywaly
one odpowiednig wytrzymato$¢ termiczna, nie uwalnialy niepozadanych substancji do uktadu
oraz nie prowadzily do zatrzymania reakcji np. poprzez adsorpcje sktadnikow mieszaniny
reakcyjnej. W kontekscie mikrosystemow przeplywowych niezwykle istotne jest generowanie
przeplywu o odpowiednich, jako$ciowych parametrach oraz kontrolowanie tego przeptywu,
zwlaszcza w warunkach podwyzszonych temperatur (zwigkszone parowanie, ktore prowadzi
do zwigkszenia ci$nienia wewnatrz mikrokanatéw mogace powodowac cofanie roztworow).
Ponadto materialy konstrukcyjne mikrosysteméw oraz sposoby ich obrobki powinny by¢

dobrane w taki sposob, aby mozliwa byta ich integracja z innymi elementami urzadzenia.
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Waznym elementem w prowadzonych badaniach bylo réwniez opracowanie
dodatkowych elementdw mikrosysteméw, takich jak mikropompy oraz mikrozawory, ktore
decyduja o whasciwosciach uzytkowych mikrosysteméw. Elementy te stuza do wymuszania
oraz kontrolowania przeptywu cieczy w mikrosystemach i1 sg podstawowymi elementami
umozliwiajagcymi automatyzacje¢ reakcji amplifikacji materialu genetycznego w warunkach
przeptywowych. Opracowane mikrosystemy zostaly wykorzystane do przeprowadzenia

szeregu reakcji PCR.

2. System grzewczy

Kluczowym elementem urzadzenia umozliwiajacym przebieg reakcji PCR jest system
grzewczy, ktory zapewnia odpowiednig temperatur¢ niezbedna do zajscia reakcji. W
prowadzonych badaniach wykorzystano system grzewczy, ktérego podstawa, jak juz
wspomniano, byly trzy pary rezystorow grzejnych na podlozu ceramiczny. Kazda z par
odpowiadata za utrzymanie ustalonej, statej temperatury dla pojedynczej strefy odpowiadajace;
danemu etapowi reakcji PCR: strefa denaturacji - 94°C, strefa przytaczenia starterow - 55°C
oraz strefa elongacji - 72°C. Zastosowany system grzewczy posiadal mozliwo$¢ kontroli
temperatury uzyskiwanej przez poszczegdlne pary grzatek dzigki platynowym czujnikom Pt
100 (Swema). Na powierzchni kazdej pary grzatek umieszczona zostata aluminiowa plytka,
ktéra pozwalata na rownomierny rozktad temperatury na catej powierzchni pary grzalek.
System grzalek zostat przedstawiony na Rysunku 13. Mikrosystemy byly umieszczone na
grzatkach w taki sposéb, aby poszczegdlne strefy temperaturowe odpowiadaty

zaprojektowanym im fragmentom geometrii mikrokanatow. Warto zwroci¢ uwage, ze

pomigdzy systemem grzatek a mikrokanatami z mieszanina reakcyjng znajduje si¢ warstwa
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Rysunek 13: System trzech par pofaczonych grzatek wykorzystywanych do zwickszenia temperatury w
mikrosystemie.
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stanowigca podstawe mikrosystemu (w przypadku uktadu hybrydowego PDMS/szklo jest to
szklana ptytka) i to ona jest bezposrednio podgrzewana. Dlatego tez wskazania temperaturowe
samej grzatki nie mogg stanowi¢ podstawy ustalania temperatury w mikrouktadzie, a stanowig
jedynie jej przyblizenie. Dlatego nalezy uwzgledni¢ straty ciepta wynikajace z przewodzenia
ciepta przez warstwe szkta oraz PDMS oraz oddziatywania poszczegdlnych stref wzajemnie na
siebie. W celu uzyskania odpowiedniej temperatury i powigzania wskazan grzatki z warunkami

realnie panujacymi w mikrosystemie zastosowano dwa podej$cia:

1. Pomiary kamerg termowizyjng. Pozwolity one na zobrazowanie r6éznic temperaturowych
poszczegblnych stref. Metoda ta cechuje si¢ jednak duza niedoktadnoscia, gdyz kamera
dokonuje pomiaru temperatury zewnetrznej powierzchni warstwy PDMS 1 nie
odzwierciedla warunkéw panujacych w mikrokanatach. Przyktadowy pomiar temperatury
powierzchni mikrouktadu za pomoca kamery termowizyjnej zostal przedstawiony na
Rysunku 14.

2. Pomiary wykonane za pomocg platynowego czujnika Pt 100. Platynowy czujnik zostat
umieszczony pomiedzy szklang ptytka a warstwag PDMS, ktore nie zostaty ze sobg trwale
polaczone. Wskazania tak umieszczonego czujnika odpowiadaty w znacznie wiekszym
stopniu faktycznym warunkom w poszczegdlnych strefach temperaturowych. Niemniej
jednak nalezy podkresli¢, ze doktadna temperatura w mikrosystemie moze nieco odbiegaé
od mierzonej za pomoca czujnika. Jednak reakcja PCR pozwala na pewien margines btgdu

wynoszacy zazwyczaj +1°C.

Punkt 73.0 °C
Prostokat

Rysunek 14: Pomiar temperatury powierzchni mikrosystemu za pomocg kamery termowizyjnej. Na rysunku
widoczny jest podzial mikrosystemu na trzy strefy temperaturowe, reprezentowane przez rézne kolory.
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Pomiary za pomocg platynowego czujnika potwierdzity, ze wskazania temperatury dla
grzalki przedstawiajg warto$ci wyzsze niz wskazania temperatury czujnika znajdujacego si¢
pomigdzy warstwg szkla a PDMS, co potwierdza wystepowanie znacznych strat ciepta
mogacych mie¢ znaczny wptyw na efektywnos$¢ reakcji. Jak mozna byto przewidzie¢, roznice
we wskazaniach temperatur pomiedzy czujnikami byty najwigksze dla grzatki odpowiadajacej
etapowi denaturacji. Wyznaczone w powyzszy sposob dane pozwolity skalibrowaé temperatury
ustalane bezposrednio na grzatkach w taki sposob aby finalnie, w mikrokanale panowaty
warunki niezbedne do zajs$cia poszczegdlnych etapow reakcji. Ustalono rowniez parametry
grzatki odpowiadajace trzem temperaturom potrzebnym do zajscia poszczegdlnych etapow
reakcji PCR, zostaty one przedstawione w Tabeli 2. Nalezy zaznaczy¢, ze warto$ci te zostaty
ustalone dla mikrosystemu o okre$lonej wysokosci warstwy PDMS (5 mm). Z tego powodu
konieczne byto opracowanie procedury wytarzania mikrosystemow tego typu o powtarzalnej

grubo$ci warstwy PDMS.

Tabela 2: Odczyty temperaturowe dla kamery termowizyjnej oraz czujnika Pt 100, wykonane podczas ustalania
parametrow systemu grzewczego.

Wskazania czujnika Pt 100 dla
grzatki [°C]

Wskazania czujnika Pt 100 dla

mikrosystemu [°C]

Pomiar temperatury kamera

termowizyjna [°C]

101 94 86
75 72 68
56 55 52

Zapewnienie odpowiedniej temperatury jest kluczowe dla prawidtowego przebiegu
reakcji PCR. W niniejszej pracy zaproponowano dostarczenie energii cieplnej za pomocg
systemu szesciu rezystorow grzejnych podzielonych na 3 pary. Kazda para odpowiadata za
utrzymanie okreslonej temperatury w danej strefie mikrosystemu. Modutowe podejscie do
systemu grzewczego zapewnito duzg elastyczno$¢ w prowadzonych badaniach. Utozenie stref
temperaturowych mogto by¢ modyfikowane, a system grzewczy by¢ wykorzystywany
wielokrotnie. Podejscie to wymuszato jednak czeste pomiary temperatury, gdyz kazda zmiana
konstrukcji uktadu, sposobu prowadzenia reakcji, a nawet warunkdéw zewnetrznych takich jak
temperatura otoczenia mogta spowodowac roéznice w ilosci energii cieplnej dostarczanej do
mikrosystemu. Stosowano dwa sposoby kontroli temperatury wewnatrz mikrouktadu: pomiary
kamerg termowizyjng oraz pomiary z wykorzystaniem czujnika Pt 100, z posrod ktorych druga

metoda charakteryzowata si¢ wickszg doktadnoscig pomiarow.
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3. Hybrydowy mikrosystem PCR PDMS/szkto

Badania rozpocz¢to od opracowania mikrosystemu wykonanego z dwoch materiatow,
ktére nastgpnie byly ze soba trwale laczone. Wykorzystano w tym celu PDMS oraz szkto, ze
wzgledu na dostepno$¢ materialow, aparatury oraz doswiadczenie zdobyte w pracy z tymi
materiatami. Ponadto PDMS jest czesto wykorzystywany do tworzenia mikrosystemow typu
LOC, szczeg6lnie na etapie prototypowania. Metoda odlewu zostata opisana w Czesci 1,
Rozdziale 3.2.3. Polega ona na odwzorowaniu za pomocg matrycy (nazywanej tez pieczatka
lub stemplem) mikrostruktur w ptynnym materiale, lub nastepnie ulega utwardzeniu. W
niniejszej pracy metod¢ te wykorzystano w celu uzyskania warstw mikrosystemow z PDMS,

ktére nastepnie byly taczone z podtozem szklanym.

Wykonanie matryc z filmu kapilarnego

Podstawowym narzedziem do wykonania mikrosystemu metoda odlewu
bezposredniego jest odpowiednio przygotowana matryca. Matryca, nazywana czgsto pieczatka
lub stemplem (ze wzgledu na powierzchowne podobienstwo wizualne) stanowi negatywowe
odwzorowanie wytwarzanego elementu. Matryce wykonano przy pomocy dwoch technologii:
metodg fotolitografii z uzyciem filmu kapilarnego oraz metoda mikrofrezowania w PMMA.
Przygotowanie matryc z filmu kapilarnego na szklanym podtozu wymagato wykonania ich w
pomieszczeniu z ograniczonym dostepem do $wiatta widzialnego, gdyz wykorzystywany
material  zmniejszal  swoja  rozpuszczalno$¢  pod  wplywem  promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie UV.

Film kapilarny stanowi warstwa $wiatloczute; emulsji umieszczona na odpowiednim
nos$niku, najczesciej jest to cienka folia poliestrowa. Film kapilarny w takiej formie jest bardzo
elastyczny, co utrudnia wykonanie w nim mikrostruktur o wysokiej jakosci, dlatego konieczne
jest jego usztywnienie. W tym celu zastosowano szklane ptytki o wymiarach 60mm x 90mm,
do ktorych przymocowano foli¢ z filmem kapilarnym za pomoca tasmy dwustronnie klejace;.
Na tym etapie istotne bylo staranne dopasowanie do siebie warstw aby unikng¢ pojawienia si¢
pecherzykoéw powietrza, ktére moglyby zosta¢ odwzorowane w PDMS w postaci wypuktych
fstruktur. Kawatki tasmy oraz folii wystajace poza obreb szkietka zostaty odcigte. Nastepnie na
film kapilarny zostala natozona fotomaska posiadajaca przezroczyste fragmenty, ktore
odpowiadaly geometrii struktur docelowego mikrosystemu, a cato$¢ zostata przykryta plytka
kwarcowa w celu unieruchomienia fotomaski i zapewnienia jej bezposredniego przylegania do

filmu kapilarnego. Plytka kwarcowa zostala wykorzystana ze wzgledu na wysoka
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transparentno$¢ na promieniowanie w zakresie UV. Film kapilarny byl nastepnie naswietlany
za pomocg lampy UV (Black-Ray™) przez 2 minuty. Podczas tego etapu fragmenty filmu
kapilarnego, ktore zostaly wystawione na dziatanie promieniowania ulegty fotoutwardzeniu
przez co znaczaco zmniejszyly swoja rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych. Ptytka
kwarcowa oraz fotomaska zostala usuni¢ta, po czym rozpoczeto proces wywotywania filmu
kapilarnego. Proces ten polegal na wielokrotnym przemywaniu przygotowywanej matrycy
woda (okoto 30-60 sekund), delikatnym osuszaniu za pomoca sprezonego powietrza oraz
pozostawieniu cato$ci na kilkanascie lub kilkadziesigt minut w celu odparowania wody z filmu
kapilarnego. Etap ten byt powtarzany kilkukrotnie, przez przemywanie filmu kapilarnego jak
najmniejszymi porcjami wody zeby nie uszkodzi¢ naswietlonej struktury filmu kapilarnego,
ktéra ze wzgledu na wymiary, mimo fotoutwardzenia jest nadal wzglednie delikatng struktura.
Tak wykonang matrycg pozostawiono na kilka godzin do pelnego osuszania, po czym postuzyta

jako forma do wykonania docelowej mkrostruktury.
Wykonanie warstwy PDMS mikrosystemu

Warstwe PDMS mikrosystemu wykonano za pomocg techniki odlewu. Wczesniej
wykonang matrycg umieszczono w specjalnie przygotowanej formie. Wytwarzanie kolejnych
mikrosystemow prowadzono w formach o jednakowych wymiarach, co pozwolito na uzyskanie
warstw PDMS o w miar¢ powtarzalnych grubosciach. Bezposrednio przed wykonaniem odlewu
przygotowano mieszaning prepolimeru z czynnikiem sieciujacym w stosunku wagowym 10 do
1. Sktadniki te doktadnie wymieszano. Struktura i wtasciwosci fizyczne mieszaniny (gestosc¢ i
lepkosc¢) sprzyja zatrzymywaniu w jej wngtrzu pecherzykow powietrza. Wykorzystanie takiej
mieszaniny do wykonania odlewu skutkowatoby wieloma defektami w odlewie. Dlatego przed
zastosowaniem mieszaniny konieczne bylo jej odgazowanie. Wykonano to metoda
podcisnieniowg z wykorzystaniem eksykatora Kartell 1 olejowej pompy prozniowie;.
Odgazowang mieszaning¢ wylano na matryc¢ w formie, a nastgpnie umieszczono w Suszarce
laboratoryjnej marki Binder w temperaturze 75°C na 90 minut. Usieciowany polimer po

wyjeciu z pieca oddzielono od pieczatki oraz wywiercono w nim dwa otwory: wlotowy i

wylotowy.
Lgczenie warstwy PDMS ze szktem

Powstata w wyniku techniki odlewu warstwa PDMS z odwzorowang strukturg matrycy

charakteryzuje si¢ pototwartym systemem mikrostruktur. Konieczne jest jego szczelne
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zamknigcie poprzez taczenie z dodatkowg warstwg, aby umozliwi¢ przepltyw roztworu w
mikrosystemie. PDMS najczes$ciej taczony jest z inng warstwg PDMS lub szklem.

Popularng metoda taczenia dwoch warstw PDMS lub PDMS ze szklem jest utworzenie
wigzan kowalencyjnych pomiedzy powierzchniami materialdéw (proces ten czesto okresla sig
jako bondowanie — od ang. bonding). W metodzie tej wykorzystuje si¢ najczeSciej plazme
tlenowa (lub rzadziej plazme powietrzng) w celu aktywacji powierzchni materiatow. Dziatanie
plazmy prowadzi do usunigcia z powierzchni PDMS organicznego materiatu
weglowodorowego (grup metylowych) oraz do powstania grup silanolowych (Si-OH).
Fizyczne zetknigcie dwoch aktywowanych powierzchni z nowoutworzonymi grupami
silanolowymi skutkuje powstaniem wigzania kowalencyjnego (O-Si-O) oraz utraty czgsteczki
wody. Prowadzi to do trwatego polaczenia obu warstw, a w konsekwencji do uszczelnienia
systemu mikrostruktur. Rysunek 15-a przedstawia schemat taczenia dwoch warstw poprzez
aktywacj¢ powierzchni za pomoca plazmy tlenowej. Zastosowanie plazmy tlenowej prowadzi
rowniez do zwigkszenia hydrofilowosci powierzchni PDMS poprzez obecno$¢ grup
silanolowych. Efekt ten jest jednak krétkotrwaty — zazwyczaj okoto godziny.

W prowadzonych badaniach wykonano mikrosystemy, ktore skladaly si¢ z warstwy

PDMS oraz szkla. Ten drugi material zostal wybrany jako podstawa i uszczelnienie
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mikrostruktur ze wzgledu na swoje hydrofilowe wlasciwosci (PDMS jest hydrofobowym
elastomerem), aby ulatwi¢ przeptyw roztworow wodnych w mikrokanatach oraz ze wzglgdu na

duza stabilno$¢ temperaturowa w zakresie, w ktorym prowadzona byta reakcja PCR.
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Przygotowanie taczonych materiatow rozpoczeto od doktadnego oczyszczenia ich
powierzchni. Podloze szklane zostalo umyte przy pomocy detergentu, a nast¢pnie
rozpuszczalnikéw organicznych takich jak aceton, metanol i izopropanol. Powierzchni¢ szkta
przeplukano wodg dejonizowang oraz doktadnie osuszono spr¢zonym powietrzem. Warstwe
PDMS umyto przy pomocy detergentu, przemyto woda dejonizowang oraz doktadnie osuszono
spr¢zonym powietrzem. Etap ten byl konieczny aby odstoni¢ powierzchnie obu materiatow
umozliwiajac ich aktywacje. PDMS oraz ptytke szklang umieszczono w komorze
niskocis$nieniowego systemu generowania plazmy (Diener Electronic, Atto) oraz ustawiono
warunki ci$nienia i przeptywu tlenu odpowiednie dla tych materiatow zgodnie ze wskazaniami
producenta. Cis$nienie w komorze wynosito 0,3 mbar, przeptyw tlenu ustalono na 0,2 sccm (ang.
standard cubic centimeter per minute — standardowe centymetry szeScienne na minutg). Plazma
w komorze byla generowana przez 90 sekund. Po wyjeciu z urzadzenia materiaty zostaty ze
sobg natychmiast potagczone poprzez zetknigcie ze sobg aktywowanych powierzchni oraz
pozostawione pod niewielkim obcigzeniem na minimum godzing. Przygotowanie mikrouktadu
zakonczono poprzez umieszczenie silikonowych wezykow, przeznaczonych do uzycia z pompg
perystaltyczng, o Srednicy wewnetrznej 0,13 mm w uprzednio przygotowanych otworach
warstwy PDMS. Skuteczno$¢ potaczenia obu warstw byta kontrolowana poprzez fizyczne
proby ich rozdzielenia oraz wywotanie przeptywu wody destylowanej w mikrosystemie o
wartosciach kilkukrotnie wyzszych niz w docelowym eksperymencie PCR.

Opisany w tym rozdziale sposoéb wytwarzania mikrosysteméw wykonanych z PDMS
oraz szkta byl niezwykle istotny dla prowadzonych badan. W niniejszej pracy przedstawiono
mikrosystemy hybrydowe PDMS/szkto zarowno dzialajagce w trybie cigglym (mikrosystem
serpentynowy) jak i w trybie cyklicznym. Opisana technika pozwalata na wprowadzanie
licznych modyfikacji projektow jeszcze na etapie prototypowania, dlatego tez zostata wybrana
do wytworzenia pierwszych mikrouktadow. Charakteryzowaty ja jednak pewne ograniczenia,

ktore zostaly przedstawione w dalszych rozdziatach.

3.1. Serpentynowy mikrosystem PCR

Pierwszym rodzajem mikrosystemu PCR, ktory zostal wykonany w ramach
prowadzonych badan byl hybrydowy mikrosystem PDMS/szklo. Zostal on zaprojektowany
jako mikrosystem przeplywowy o geometrii serpentynowej. Jak zostalo wspomniane w czg¢$ci
literaturowej PDMS jest jednym z najczg$ciej wykorzystywanych materiatow konstrukcyjnych

mikrosystemow, szczegdlnie na etapie prototypowania. Mozna go ponadto w tatwy 1 trwaty
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sposob taczy¢ ze szktem. Kolejnym argumentem przemawiajgcym za wykorzystaniem PDMSu
jako materiatu konstrukcyjnego mikrosystemu byta jego dostepnos¢ oraz doswiadczenie
zdobyte w pracy z tym polimerem. Warstwa szkla zostata wykorzystana ze wzgledu na
odporno$¢ temperaturowa, ktora jest niezbedna w przypadku mikrosystemow projektowanych
w celu prowadzenia reakcji PCR. Ponadto szklo charakteryzuje si¢ wysoka oboj¢tnoscia
chemiczng oraz posiada whasciwosci hydrofilowe, co utatwia przeptyw roztworow wodnych w
mikrokanatach.

Zaprojektowana zostata geometria mikrouktadu za pomoca oprogramowania AutoCAD
2018. Opierata si¢ ona o jeden dtugi mikrokanat, ktory wpisywat si¢ w czesto wykorzystywang
w przeptywowych mikrosystemach PCR geometri¢ serpentynowa. Mikrosystem taki
podzielony jest na trzy oddzielne strefy temperaturowe odpowiadajace kolejnym etapom
pojedynczego cyklu reakcji PCR. Szczegétowe wymiary zaprojektowanej geometrii
przedstawiono na Rysunku 16. Wymiary te zostaly dobrane w ten sposob ze wzgledu na
nastepujace czynniki:

1. Wymiary catego mikrosystemu byly ograniczone przez elementy grzewcze
odpowiedzialne za ustalenie odpowiedniej temperatury w poszczegoélnych strefach.
Wymiary pojedynczej wykorzystanej grzatki (GBR-619, Telpod) wynosity 9,53 mm x
76,2mm x 1lmm. Kazda ze stref temperaturowych ogrzewana byta dwiema grzatkami,
co daje tacznie 6 elementow grzewczych. Grzatki ulozone byty rownolegle do siebie
wzdhuz dluzszej krawedzi. Ustalono rowniez przerwy pomie¢dzy poszczegdlnymi
parami grzatek, aby zapobiec w ten sposob wzajemnemu wpltywowi temperaturowemu
poszczegblnych stref. Uwzgledniono rowniez przestrzen potrzebng dla odcinka kanatu
wlotowego 1 wylotowego oraz margines mikrosystemu otaczajacy mikrokanat.
Ostateczne ustalono, ze wymiary zewnetrzne warstwy PDMS nie powinny przekraczad
80 mm na 70 mm.

2. Jako podstawe mikrosystemu wybrano szkietko o wymiarach 90 mm na 70 mm

3. Liczba cykli reakcyjnych w zaprojektowanym mikrosystemie zostala ustalona na
minimum 34 na postawie zalecen wskazanych przez producenta dla polimerazy
HotStartTaq. Liczba cykli determinowata w $cisty sposob ksztalt mikrokanatu, ktory
musiat by¢ ,,pozawijany” w taki sposob, aby przeptywajace prze niego mieszanina
reakcyjna znajdowala si¢ w kazdej ze stref temperaturowych okreslong liczbg razy.

4. Szeroko$¢ mikrokanatow zostata ustalona na 520, 350 i 150 um. Wybor najmniejszej
szerokosci podyktowany byt ograniczeniami zwigzanymi z wykorzystywang technika

fotolitografii przy uzyciu filmu kapilarnego. Mniejsze szeroko$ci mikrokanatu mogtyby
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powodowac uszkodzenia lub przesunie¢cia filmu kapilarnego podczas procesu tworzenia
pieczatki.

5. Odlegtosci pomigdzy poszczegodlnymi odcinkami mikrokanatu zostaly ustalone na 680
um. Taka wartos¢ umozliwiata odpowiednio doktadne odmycie nieutwardzonego filmu
kapilarnego z przestrzeni pomiedzy fragmentami mikrokanatu, a jednocze$nie
zapewniala na tyle trwate potaczenie PDMS ze szklem, aby uniemozliwi¢ niepozadane
przeplywy pomiedzy sasiednimi mikrokanatami

6. Wysokos¢ mikrokanatu zostata ustalona na 100 pm. Warto$¢ ta byta podyktowana
dostepnymi grubo$ciami filmu kapilarnego, z ktorego wymywana byla pieczatka
(wybrano sposrod filmoéw o grubosci 200 pm, 100 pum i 50 pum). Przy wybranej

wysokosci oraz szeroko$ci mikrokanatu, zatozono kwadratowy ksztatt jego przekroju.

Na postawie zaprojektowanej geometrii przy pomocy oprogramowania obliczono
objetos¢ catego mikrokanalu wynoszaca nieco ponad 108 pL. W przypadku mikrosystemu
przeptywowego o geometrii serpentynowej catkowita objeto$¢ nie stanowi kluczowego
elementu, gdyz jedynie czg$¢ mikrokanatlu jest wypetniona roztworem w danym czasie. Na
podstawie wskazan producenta polimerazy HotStartTaq ustalono czas przebywania mieszaniny
reakcyjnej w poszczegdlnych strefach temperaturowych na 20 sekund w 94°C, 15 sekund w

55°C 120 sekund w 72°C. Aby to osiggnac¢ ustalono predkos¢ przeptywu cieczy na 3 uL/min.
W prowadzonych badaniach zatozono dwie mozliwoS$ci roztozenia stref temperaturowych:

1. Strefy temperaturowe roztozone zgodnie z kolejnymi etapami cyklu reakcji PCR: 94°C,
55°Ci172°C

2. Strefy temperaturowe roztozone od najwyzszej do najnizszej: 94°C, 72°C, 55°

Zarowno pierwsze jak i drugie podejscie wymaga zaprojektowanie mikrokanatu, ktory
cyklicznie bedzie zmniejszat swoja szeroko$§¢ w celu szybszego transportu mieszaniny
reakcyjnej pomigdzy skrajnymi strefami temperaturowymi. Konfiguracja z gradientem stezen
pozwala jednak na prowadzenie bardziej efektywnego procesu grzania oraz uniknigcia strat
ciepla przy strefie z najnizsza temperaturg. Takie roztozenie grzatek pozwala réwniez

zmniejszy¢ wzajemne oddziatywanie na siebie poszczegolnych stref.
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Rysunek 16: Schemat geometrii mikrosystemu PCR wraz z kluczowymi wymiarami. Mikrosystem opierat si¢ o
ciagly przeplyw mieszaniny przez mikrokanat o geometrii serpentynowe;.

Kontrola wykonanych mikrostruktur

Wytworzenie hybrydowego mikrosystemu przeplywowego PDMS/szkto byto procesem
wieloetapowym i czasochtonnym, dlatego niezbe¢dna byta kontrola powtarzalnos$ci architektury
oraz rozmiaréw wykonywanych mikrostruktur, gdyz te parametry wptywaja bezposrednio na
generowane przeplywy.

W tym celu wykorzystano konfokalny mikroskop laserowy LEXT 4000 (Olympus),
ktory umozliwial zard6wno pomiary szerokosci 1 dlugosci jak i tréjwymiarowe pomiary
wysokosci za pomoca odpowiedniego oprogramowania. Kontrola jako$ci opierata si¢ na
poréwnaniu wymiardéw struktur wytworzonych na matrycy jak i odwzorowanych w PDMS.

Mierzone wartosci porownywane byly z zakladanymi wymiarami zaprojektowanego
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mikrosystemu. Dodatkowo w pracy wykorzystywano tez mikroskop $wietlny, ktory pozwolit
na szybka, wizualng ocen¢ jakosci wykonanych struktur (w szczegdlnosci przygotowanej
matrycy).

Kontrola wykonanych struktur prowadzona byta za pomocg mikroskopu konfokalnego
LEXT 4000, ktory umozliwia obserwacje w $wietle widzialnym, ale dzieki zastosowanej
diodzie laserowej i bardzo precyzyjnym napedom umozliwia wykonanie trojwymiarowej
rekonstrukcji zewnetrznej obserwowanego modelu 1 wykonanie precyzyjnych pomiarow
geometrycznych w trzech osiach. Kontrola polegala na wizualnej identyfikacji
zdeformowanych fragmentow, ale przede wszystkim na pomiarach szerokosci, wysokosci 1
odlegtosci pomigdzy strukturami, ktore zostalty wykonane na matrycy oraz odwzorowane w
PDMS (warstwa elastomeru przed trwalym zwigzaniem jej z plytka szklang). Pomiary
wykonywane byty na wskazanych dwodch etapach wytwarzania mikrosysystemu (matryca 1
warstwa PDMS), w celu ustalenia, ktory z nich ma wigkszy wplyw na ewentualne rozbieznos$ci
z projektem.

Podczas obserwacji wykonanych struktur, zar6wno na matrycy jak i warstwie PDMS,
zauwazono szereg znieksztalcen, ktore zostaly zaprezentowane na Rysunku 17. Owe
znieksztalcenia dotyczyly przesuniecia fragmentow mikrokanatu, niepozadanych potaczen

miedzy odcinkami mikrokanatow, ubytkow i naddatkow w ich strukturze.

Rysunek 17: Zdjecia 2D wykonane za pomoca mikroskopu LEXT, obrazujace znieksztalcenia struktur
wykonanych na matrycy za pomocg techniki fotolitografii. A) Nieodmyte fragmenty fotorezystu; B) Nieodmyte
fragmenty fotorezystu oraz pofaczenie fragmentow mikrokanatow; C) Przesunigcie (pofatdowanie) mikrokanatow

Pomiary szerokos$ci fragmentow mikrokanatow, odleglosci pomigdzy nimi oraz ich
wysokosci zostaly zebrane w Tabeli 3. Pomiary zostaly wykonane dla trzech matryc i
odpowiadajagcym im odwzorowanym strukturom w warstwie PDMS, z wykorzystaniem filmu
kapilarnego o grubosci 100 pm. Pomiar kazdej ze struktur zostal wykonany w trzech

niezaleznych miejscach. Procentowa zmiana wymiaro6w zostata okreslona w stosunku do
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poprzedzajacego go etapu: wymiary struktur w PDMS do wymiarow struktur matrycy, te
natomiast do wymiarow projektu. Wartos$ci te zostaty przedstawione w Tabeli 3.
Tabela 3: Wymiary struktur na poziomie projektu, matrycy wykonanej z filmu kapilarnego metoda fotolitografii

oraz warstwy PDMS, obliczone na podstawie pomiaréw wykonanych za pomocg mikroskopu laserowego
mikroskopu konfokalnego LEXT.

) ) ] Pomiar wymiaru
Wymiar Pomiar wymiaru matrycy
odwzorowanych struktur
wedlug [pm]/zmiana
. [nm]/zmiana (PDMS:matryca)
projektu [pm] (matryca:projekt) [%0]
[%]
Wysokos¢
YROROM 100 82421 18 04414 15
mikrokanatu
Szerokos¢ struktury
1 520 592434 14 572423 3
Szerokos¢ struktury
) 350 411+29 17 378+20 8
Szerokos¢ struktury
3 150 185+£26 12 162+22 12
Odleglos¢ ied
FRIOE POTEERY 680 623447 8 659435 6
kanalami

Na podstawie wykonanych zdje¢ oraz wynikéw pomiardéw zaprezentowanych w Tabeli
3, zaobserwowano, ze najwigksze zmiany w zaprojektowanych strukturach widoczne sa na
przygotowanych matrycach, a odksztalcenia w warstwie PDMS sg jedynie konsekwentnym
powieleniem tych bledow. Podobne wnioski mozna wyciggna¢ na podstawie pomiarow
wykonanych mikroskopem LEXT 4000. Najwi¢cksze rdznice w wymiarach zaprojektowanych
mikrostruktur, zaréwno jezeli dotyczylo to ich szerokos$ci jak 1 wysokos$ci, obserwowano na
etapie przygotowanej matrycy. Procentowa zmiana wymiardw projektowanych struktur
mierzonych na wykonanej matrycy si¢gata nawet 18%, podczas gdy warto$¢ ta dla warstwy
PDMS w stosunku do matrycy byta nieco mniejsza i nie przekraczata 15%. Wykonanie matryc
metoda fotolitografii jest procesem czasochtonnym i wieloetapowym, stad wynika jego
podatno$¢ na roznego rodzaju bledy i niedoskonatosci. Ponadto zaprojektowana mikrostruktura
cechowala si¢ niewielkimi szeroko$ciami mikrokanatu 1 odlegltosciami pomiedzy jego
fragmentami, co mogto generowac¢ btedy podczas etapu wymywania nieutwardzonego filmu

kapilarnego.
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Wykorzystanie mikrosystemu serpentynowego w celu prowadzenia reakcji PCR

Przygotowane mikrosystemy zostaty wykorzystane do przeprowadzenia tancuchowej
reakcji polimerazy. Zestaw umozliwiajacy zajScie reakcji sktadal si¢ z opisanego systemu
grzewczego, hybrydowego mikrosystemu przeptywowego PDMS/szklo z podlaczonymi
wezykami o Srednicy wewnetrznej wynoszacej 13 um stuzacymi do dostarczenia oraz odbioru
mieszaniny reakcyjnej do i z mikrosystemu oraz pompy perystaltycznej, dzigki ktérej mozliwe
bylo ustalenie odpowiedniego przeptywu.

Mikrosystem zostal opracowany w celu przeprowadzenia amplifikacji fragmentu genu
zjadliwego szczepu blonicy (Corynebacterium diphtheriae) o ponizszej sekwencji:
5-CAATCATCG TCATAATTT CCT TGT GTA CCAGAT TTT GGC TTT TGT ATA
CCTTTTTGAATGGAATCT ACATAACCAGGTTTAGTCCCG TGG TAC GAA GAA
AAGTTT TC -3

Przygotowana zostala mieszanina reakcyjna zgodnie ze wskazaniami producenta
wykorzystywanej polimerazy. Sktad mieszaniny oraz sekwencje wykorzystywanych starterow
zostaly przedstawione w Tabeli 4 (Stezenie 1). Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny wynosita 40 pL.
Wedhug zalozen pracy, w mikrosystemie przeprowadzana powinna by¢ asymetryczna reakcja
PCR, czyli taka, w ktorej nadmiar jednego ze starteréw prowadzi do powstania w nadmiarze
ssDNA. Ze wzgledu na poczatkowy etap badan zdecydowano si¢ jednak na prowadzenie

standardowej reakcji PCR.

Tabela 4: Sktad mieszanin reakcyjnych wykorzystywanych do prowadzenia reakcji PCR w mikrosystemie.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie 1 Stezenie 2
Starter F (5- CAA TCA TCG TCA TAA TTT CCT TGT GTA CC -3) 2500 nM 5000 nM
Starter R (5- GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT AA -3) 2500 nM 5000 nM
Polimeraza HotStartTagq 25 unit/ mL 0,2 unit/ uL
dNTP 200 uM 400 uM
MgCl, 1,5 mM 3mM
DNA matrycowe ~0,023 ng/ul ~0,023 ng/ul

Eppendorf zawierajacy mieszaning reakcyjng zostal umieszczony w suszarce
laboratoryjnej na 15 minut w celu wstepnej denaturacji matrycowego DNA, ale przede

wszystkim, aby aktywowac polimeraze HotStart. Mikrosystem zostat umieszczony na systemie
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grzewczym 1 pozostawiony w celu ustabilizowania si¢ temperatury na 15 minut. Mieszaning
reakcyjng wprowadzono do mikrosystemu za pomoca pompy perystaltycznej z ustalonym
przeptywem o wartosci 3 pL/min. Po przeptynigciu mieszaniny przez serpentynowy
mikrokanal, zbierano produkt reakcji do osobnego eppendorfu. Opisany sposob prowadzenia
reakcji dotyczyl mikrosystemow o wysokosci kanatow 100 um 1 200 um. Czas trwania reakcji
wynosit dla nich odpowiednio 30 i 60 minut.

Przeprowadzono rowniez niezaleznie reakcj¢ PCR w termocyklerze jako kontrolg
pozytywnga. Sktad oraz objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej byl identyczny. Warunki prowadzenia
reakcji zostaly przedstawione w Tabeli 5. Kontrola ta byta niezbedna, aby potwierdzi¢ dziatanie

sktadnikow mieszaniny.

Tabela 5: Warunki prowadzenia reakcji PCR w termocyklerze (kontrola pozytywna)

Etap reakcji Temperatura etapu [°C] Czas trwania etapu [min]
Wstepna denaturacja 94 15
Denaturacja 94 1
Przyltaczenie starteréw 55 0,75
Wydtuzenie nici 72 1
Koncowe wydluzenie nici 72 5

Produkt reakcji w mikrouktadach oraz termocyklerze poddano procedurze rozdzialu
elektroforetycznego opisanego w Czgéci II, Rozdziale 8. Dzigki optycznej detekcji w zelu
agarozowym zaobserwowano produkt reakcji PCR prowadzonej w termocyklerze w postaci
prazka. Dtugo$¢ nici DNA oszacowano na okoto 110 pz, co mozna interpretowac jako obecnos¢
oczekiwanego produktowi o dtugosci 107 pz. Nie zaobserwowano za to prazkoéw dla produktow
reakcji prowadzonej w mikrouktadach. Oznacza to, Ze reakcja w mikrosystemie nie zaszta, lub
zaszta z bardzo mala wydajnoscia.

Jak zostalo wspomniane w czgsci literaturowej PDMS jest jednym z najcze$ciej
wykorzystywanych materiatdéw konstrukcyjnych mikrosysteméw typu Lab-on-a-chip. Przeglad
artykutow dotyczacych mikrosystemow stuzacych do przeprowadzania reakcji PCR, ktore
opieraly si¢ na tym elastomerze pozwolily zidentyfikowac szereg potencjalnych czynnikow
powodujacych inhibicje reakcje amplifikacji [102, 103]. Dotyczyly one zaréwno
wykorzystywanego materiatu, jak i prowadzenia reakcji w mikroskali. Pierwszym z czynnikoéw

mogacych prowadzi¢ do inhibicji reakcji jest adsorpcja DNA w mikrostrukturach PDMS.
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Zjawisko to utrudnia przebieg reakcji PCR we wszystkich jej etapach, prowadzac do
zmniejszenie efektywnosci lub catkowitej zatrzymania procesu reakcyjnego. Kolejnym
niekorzystnym efektem, ktory moze wystgpowac jest adsorpcja polimerazy w mikrokanale
wykonanym z PDMS, uniemozliwiajgc dzialanie tego enzymu na etapie wydluzenia nici
(elongacji). Ostatnim z wybranych czynnikow byto zbyt mate stezenie sktadnikéw mieszaniny
bioracych udziat w reakcji (zardwno polimerazy, nNTP, starterow, jonow magnezu), biorac pod
uwage mikroprzeptywowy charakter jej przebiegu, w ktérym sily powierzchniowe moga
zmniejsza¢ ich aktywnos¢. W kolejnych badaniach starano si¢ zidentyfikowaé zjawisko
odpowiedzialne za inhibicj¢ oraz znalez¢ rozwigzanie umozliwiajace prowadzenie reakcji.

Aby zweryfikowa¢ mozliwos¢ adsorpcji DNA przez PDMS, do mikrosystemu
wprowadzono mieszaning poreakcyjng PCR o potwierdzonej zawartosci amplifikowanego
produktu. Mikrosystem zostal wystawiony na dziatanie grzatek, analogicznie jak w przypadku
przeprowadzania reakcji, a predko$¢ przeptywu zostata ustalona na 1 pL/min. Mieszanina
zostala zebrana po opuszczeniu mikrosystemu 1 poddana procesowi elektroforezy.
Zaobserwowano prazek o intensywnosci i potozeniu podobnym do mieszaniny wprowadzone;j
do mikrosystemu. Doswiadczenie to nie pozwolito jednoznacznie wykluczy¢ adsorpcji DNA
na powierzchni PDMS, jednak pozwolito stwierdzi¢, ze zjawisko to, przy zastosowanych
warunkach, nie zachodzi z duzg intensywnoscia. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze PDMS
moze adsorbowaé¢ mate hydrofilowe czasteczki, w tym krotkie fragmenty DNA, dlatego
badania powtorzono z wykorzystaniem starterow wykorzystywanych w reakcji PCR [102].
Ponownie, zardwno potozenie jak 1 intensywnos$¢ prazkow obserwowanych w zelu po procesie
elektroforezy bylo bardzo zblizone dla obu poréwnywanych mieszanin. Warto jednak
zaznaczy¢, ze nie wyklucza to mozliwosci adsorpcji przez PDMS stosowanych jako startery
tancuchéw polinukleotydowych, dlatego zwrocono uwage na procedury zabezpieczajace, ktore
zostaly opisane w dalszej czesci rozdziatu.

W celu sprawdzenia potencjalnej adsorpcji polimerazy prze PDMS, przeprowadzono
reakcje w mikrosystemie wedtug opisanych wczes$niej procedur. Cze$¢ zebranej mieszaniny
poreakcyjnej zostata uzyta jako substrat PCR prowadzonej w termocyklerze. Nastepnie produkt
reakcji w mikrosystemie oraz termocyklerze zostaly rozdzielone elektroforetycznie a zdjecia
zelu agarozowego poddane ocenie wizualnej. W przypadku obu sprawdzanych mieszanin nie
zaobserwowano prazkéw odpowiadajagcych DNA o dlugosci 107 pz. Brak oczekiwanego
produktu dla reakcji w termocyklerze byt pierwsza wskazowka potwierdzajaca hipoteze o
mozliwej adsorpcji polimerazy przez PDMS w zastosowanych warunkach. Do podobnych

efektow mogta jednak prowadzi¢ rowniez dezaktywacja enzymu, ktdry poprzez wystawienie
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na dziatanie wysokich temperatur zmniejsza swojg aktywno$¢ [104]. Zdecydowano o
powtorzeniu opisanego badania modyfikujac jedynie etap preinkubacji, ktory pominigto.
Uzyskane wyniki byly identyczne z poprzednimi, co sklonito do odrzucenia hipotezy o
dezaktywacji polimerazy.

Opisane doswiadczenie powtdrzono po raz kolejny, przy czym mieszanina poreakcyjna
zbierana z mikrosystemu zostata wzbogacona o polimeraz¢ doprowadzajac do stgzenia enzymu
na poziomie 0,2 jednostek/pul (przy zatozeniu, ze cata polimeraza zostata zadsorbowana przez
PDMS). Tak przygotowana mieszanina zostala wykorzystana do przeprowadzenia reakcji PCR
w termocyklerze, a analiza zelu agarozowego po elektroforezie potwierdzita obecnos$c
oczekiwanego produktu. Obserwacja ta pozwolita wyciggna¢ wniosek o adsorpcji polimerazy
w mikrosystemie przy zastosowanych warunkach.

Dzigki dostepnej literaturze tematu, wskazano mozliwe sposoby zapobiegania
zidentyfikowanego problemu [7, 45, 105]. Opieraly si¢ one na modyfikacjach mieszaniny
reakcyjnej o dodatkowy sktadnik np. DMSO, Tween 20, BSA, lub na przeplukaniu
mikrosystemu za pomocg odpowiednich czynnikoéw (np. BSA — albumina surowicy bydlecej,
PVP — poli(winylopirolidon), PEG — poli(tlenek etylenu)) przed rozpoczeciem reakcji.
Ostatecznie zdecydowano si¢ na modyfikacj¢ sktadu mieszaniny reakcyjnej oraz zastosowaniu
BSA w celu przeptukiwania mikrosystemu. Nowy sktad mieszaniny zostal przedstawiony w
Tabeli 4 (stezenie 2). Dziatanie BSA opiera si¢ na modyfikacji mikrokanatoéw poprzez
adsorpcje na powierzchni PDMS, co z kolei utrudnia zajscie podobnego zjawiska innym
biatkom, w tym wykorzystywanej polimerazie. Dodatkowo BSA przyczynia si¢ do
zmniejszenia hydrofobowych wtasciwosci PDMS.

Opracowany mikrosystem przed umieszczeniem na uktadzie grzewczym i
przeprowadzeniu reakcji przeptukiwano roztworem BSA o stezeniu 50 mg/ml przez 15 minut
przy przeptywie wynoszacym 10 pl/min. Nastepnie mikrokanat przeptukano za pomoca wody
wolnej od nukleaz, w celu usunigcia pozostalosci roztworu BSA. W tak przygotowanym
mikrosystemie prowadzono reakcje wedlug wezesniej opisanych procedur (Mikro1l). Ponownie
cz¢$¢ mieszaniny poreakcyjnej zostala przeznaczona do wykorzystania w reakcji PCR
prowadzonej w termocyklerze (Makrol). Obserwowane prazki w zelu agarozowym
wskazywaly, Ze reakcja w termocyklerze z uzyciem mieszaniny pochodzacej z mikrosystemu
zaszla, lecz z mniejszg wydajnoScia niz proba kontrolna (kontrola — reakcja prowadzona
wylacznie w termocyklerze. Ponownie dla reakcji prowadzonej jedynie w mikrosystemie nie

zaobserwowano prazkow w zelu agarozowym $wiadczacych o zajsciu reakcji.
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Réwnolegle przygotowano mikrosystem wypetniony roztworem BSA o stgezeniu 50
mg/ml oraz uszczelnionymi wezykami doprowadzajacymi, ktéry zostal pozostawiony w
temperatur¢ pokojowej na 24 godziny. Nastepnie mikrosystem przeplukano woda wolng od
nukleaz i przeprowadzono reakcje PCR zgodnie z wcze$niej ustalong procedurg (Mikro2).
Ponownie cze$¢ mieszaniny poreakcyjnej zostata wykorzystana do przeprowadzenia reakcji w
termocyklerze (Makro2). Wizualna obserwacja prazkow w zelu agarozowym pozwolita
stwierdzi¢ zaj$cie reakcji w termocyklerze z uzyciem mieszaniny poreakcyjnej z wydajnoscia
poréwnywalng do kontroli. Wyniki powyzszego eksperymentu przedstawiono na Rysunku 18.
Na tej postawie wyciagnieto wniosek o pozytywnym wplywie inkubacji BSA w mikrosystemie
na zapobieganie adsorpcji polimerazy przez struktury PDMS. W trakcie kolejnych badan
prowadzonych z wykorzystaniem mikrosystemow PDMS/szklo, reakcje PCR poprzedzata
opisana inkubacji z BSA. Ponadto zostal zaobserwowany niewielki prazek $wiadczacy o
amplifikacji DNA dla mieszaniny poreakcyjnej pochodzacej z mikrosystemu. Wynik ten byt
pierwszym przyktadem zaj$cia reakcji w opracowanym mikrosystemie przy zastosowanych

warunkach.

Rysunek 18: Zdjecie zelu agarozowego po procesie elektroforezy z widocznymi prgzkami DNA o okre$lonych
dlugosciach nici. 1- drabinka molekularna; 2- brak probki; 3- Marol; 4- Mikrol; 5- Makro2; 6-Mikro2; 7-
Reakcja prowadzona jedynie w termocyklerze (kontrola pozytywna)
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Matryca wykonana technikq mikrofrezowania

Prowadzone badania wymagaly wykonania znaczacej liczby mikrosystemow
PDMS/szklo. Matryce wytworzone metoda fotolitografii wymagaty duzego naktadu pracy,
przy czym ich jako$¢ oraz powtarzalno$¢ pozostawiaty pole do generowania btedow. Ponadto
pieczatki wykonane ta metoda byly w wigkszosci jednorazowego uzytku. Z tego powodu
wykonano matryc¢ w PMMA metodg mikrofrezowania. Frezowanie podobnie jak wigkszo$¢
metod obrobki mechanicznej charakteryzuje si¢ ty, ze otrzymywane sg Struktury o znacznej
chropowatosci, jednak dzigki optymalizacji procesu (optymalizacja obrotow elektrowrzeciona,
posuwu w osiach XY, predkosci zaglebiania w osi Z, zachodzenia, glgbokosci frezowania czy
wreszcie $rednicy i1 ksztaltu uzytych narzedzi) udalo si¢ zminimalizowaé chropowatos¢ do
bardzo niskiego poziomu. Badania chropowatosci ptaskich fragmentow powierzchni, ktore
byly poddane procesowi mikrofrezowania wykonane zostaly przy uzyciu mikroskopu
LEXT4000. Otrzymana matryca charakteryzowata si¢ ona duza precyzja wykonania oraz mogta
by¢ uzyta do metody odlewu wielokrotnie, co pozwolito na zwickszenie powtarzalnosci. Na
Rysunku 19 zostaty przedstawione fotografie wykonane za pomoca mikroskopu LEXT4000
przedstawiajace struktur¢ nowej matrycy wykonanej metoda mikrofrezowania i poréwnano ja
z matrycg wykonang metodg fotolitografii. Zarowno w PMMA jak i PDMS widoczne sg $lady
pozostawione na skutek dziatania frezu, jednak nie wptywaty one na przeptyw roztworéw w
mikrosystemie. W Tabeli 6 porownano charakterystyczne wymiary mikrostruktur wykonanych
w matrycy jak i odwzorowane w warstwie PDMS z zalozeniami projektu. Jak mozna zauwazy¢
zmierzone wartosci sg zblizone do tych w zakladanym projekcie. Ograniczeniem, ktoére

wystepuje w technice mikrofrezowania jest $rednica narzgdzia uzytego do skrawania, jednak w
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Rysunek 19: Zdjecia 2D matryc o geometrii serpertynowej wykonanych dwiema metodami: A)
mikrofresowanie; B) - fotolitografia
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przypadku wykonanej matrycy dostgpne frezy pozwolilty na jej wykonanie. Parametry
mikrofrezowania zostaly odpowiednio dobrane, tak aby umozliwi¢ precyzyjne wykonanie
struktur. Predko$¢ obrotu wrzeciona zostala ustalona na 12 000 RPM, za$ posuw frezu na 500
mm/min.

Tabela 6: Wymiary struktur na poziomie projektu, matrycy wykonanej z PMMA metoda mikrofrezowania oraz

warstwy PDMS, obliczone na podstawie pomiaréw wykonanych za pomocg mikroskopu laserowego mikroskopu
konfokalnego LEXT

Wymiar ) ] Pomiar wymiaru
Pomiar wymiaru matrycy
wedlug odwzorowanych struktur
[pm]/zmiana [%]
projektu [pm] [um]/zmiana [%]
Wysokosé
100 96+16 4 90+11 7
mikrokanatu
Szerokos$¢ struktury
L 520 535434 3 528446 1
Szerokos¢ struktury
) 350 368429 5 349+17 5
Szerokos¢ struktury
3 150 159425 6 182+30 14
Odleglos¢ pomiedz
8 pomieczy 680 653+38 4 631+42 3
kanalami

Podczas pracy z mikrosystemami hybrydowymi PDMS/szklo zidentyfikowano szereg
probleméw wyptywajacych na przebieg reakcji PCR. Jednym z nich bylo zjawisko adsorpcji
polimerazy na powierzchni PDMS, ktore udalo si¢ wyeliminowa¢ poprzez inkubacje
mikrosystemu z roztworem BSA. Innym waznym problemem byto nieprawidlowe
dostosowanie temperatury do kolejnych etapow reakcji. Byto to spowodowane zastosowaniem
stosunkowo grubej warstwy uszczelniajacej — plytki szklanej, stanowigcej izolacje pomiedzy
systemem grzewczym a mikrokanatem. Innym powodem byto bliskie umieszczenie kolejnych
stref temperaturowych w geometrii mikrosystemu. Mikrosystemy opierajace si¢ o jeden dtugi
1 pozwijany kanat (mikrosystemu tzw. serpentynowe) pozwalaty ponadto na przeprowadzenie
okreslonej, niezmiennej liczby cykli reakcyjnych. Stanowi to potencjalny problem, przy
zatozeniu niskiej efektywnosci czesci cykli reakcyjnych. Czasochtonng procedure wytwarzania
matryc metodg fotolitografii zastagpiono wielorazowa mikrofrezowana pieczatka. Jednym z
zatozen pracy bylo opracowanie takich rozwigzan, ktére pozwolityby na szybkie, tanie oraz
powtarzalne wytwarzanie mikrosysteméw PCR. Mimo, Zze mikrosystemu PCR PDMS/szkto

moga by¢ pomocne w pracy laboratoryjnej, to ich potencjat w wykorzystaniu na wigksza skale
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jest niewielki. Ponadto przeplyw w opracowanym mikrosystemie byt wywolywany za pomocg
pompy perystaltycznej, ktorej rozmiary wielokrotnie przekraczaly sam mikrochip

Na podstawie prowadzonych badan wyciagnicto szereg wnioskéw dotyczacych
konstrukcji oraz sposobu prowadzenia reakcji w mikrosystemie. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi zaobserwowano zjawisko adsorpcji polimerazy na powierzchni PDMS. Jako
cze¢$¢ procedury prowadzenia reakcji wprowadzono inkubacj¢ roztworu BSA wewnatrz
mikrosystemu. Procedura ta wykorzystana byla réwniez w dalszych etapach badan.
Zaobserwowano znaczace roznice w doktadnosci wykonania mikrostruktur w zaleznosci od
zastosowanej matrycy. Roznice te byly dostrzegalne zaréwno w ksztalcie odwzorowanych
mikrokanatéw jak i1 obliczeniach dokonanych na podstawie pomiaréw mikroskopowych.
Matryce wykonane technikg mikrofrezowania w PMMA charakteryzowaty si¢ duzo wigksza
doktadnoscig w stosunku do projektu (3-6%) od tych wykonanych z filmu kapilarnego metoda
migkkiej fotolitografii (8-18%).

3.2. Mikrosystemy cykliczne PDMS/szkto

Mikrosystemy PCR o strukturze serpentynowej wykazuja pewne ograniczenia, ktore
utrudniajg ich zastosowanie. Jakakolwiek zmiana w reakcji amplifikacja np. zmiana liczby
cykli, pociaga za sobg konieczno$¢ opracowania praktycznie nowego mikrouktadu co z kolei
wymaga przeprowadzenia nowych prac projektowych, opracowanie nowej matrycy by
wreszcie na jej podstawie wykona¢ nowy uktad. Z tego wzgledu uktady te charakteryzuja si¢
bardzo niskg uniwersalnoscig 1 ich uzycie ogranicza si¢ tylko do przeprowadzenia w nich
niektorych procedur reakcji PCR. Ponadto wymiary tego typu chipéw sg limitowane przez
rozbudowang sie¢ mikrostruktur (zazwyczaj 25-35 cykli reakcyjnych). Z tego powodu
rozpoczeto pracg nad cyklicznym (nazywanym tez cyrkulacyjnym) mikrosystemem PCR. Jak
zostato przedstawione w czgsci literaturowej mikrosystemy cykliczne sg réwniez podzielone
na trzy strefy temperaturowe, a kazda z nich odpowiada za jeden etap cyklu reakcyjnego PCR.
Zasadnicza rdéznica polega na tym, ze jedno przeplynigcie mieszaniny reakcyjnej przez chip
odpowiada jednemu cyklowi reakcyjnemu. Dzigki temu mozna tez dowolnie kontrolowac¢ ich
liczbe, zmniejszy¢ wymiary chipu lub zwigkszy¢ dystans pomiedzy poszczegdlnymi strefami
temperaturowymi.

Przed przystagpieniem do prac projektowych opracowano zalozenia, ktére powinien
spetnia¢ projektowany mikrosystem:

1. Do kontroli temperatury w poszczegdlnych strefach zostanie wykorzystany ten sam

uktad grzatek (uktad zasilania i kontroli temperatury), ktory byt stosowany w przypadku
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uktadu serpentynowego. Z tego wzgledu jednym z punktow wyjscia do opracowania
geometrii i rozmiaréw mikrouktadu byty rozmiary oraz utozenie grzatek. Ustalono, ze
wymiary warstwy z odwzorowanymi strukturami nie beda przekracza¢ 80 mm na 75
mm.

. Kolejnym, waznym czynnikiem, determinujagcym wymiary mikrosystemu byt rozmiar
dostepnych plytek szklanych, z ktorych wykonana jest jedna warstwa. W odroznieniu
od materiatu polimerowych (a szczeg6lnie PDMS) szkto jest materialem stosunkowo
cigzkim do precyzyjnego ci¢cia w warunkach laboratoryjnych dlatego zdecydowano si¢
bazowa¢ na plytkach o rozmiarach dostepnych komercyjnie.. Jako podstawe
mikrosystemu wybrano ptytke szklang o wymiarach 90 mm na 70 mm.

. Ustalono jedna, statg szeroko$¢ mikrokanatu dla kazdej z projektowanych geometrii. Ze
wzgledu na dotychczasowe do$wiadczenia w sterowaniu przeptywami w mikrokanale
oraz ze wzgledu na ograniczenia technologiczne podjeto decyzje, ze dla mikrokanatu o
takiej dlugosci oraz o planowanej metodzie generowania przeptywu najlepszy bedzie
kanat o $rednicy 300 um.

Glebokos¢ mikrokanatu ustalono na 100 pm, ze wzgledu na ograniczenia
technologiczne wynikajace z zastosowania technologii opartej o film kapilarny, ktory
byt wykorzystywany do wytworzenia matrycy.

Odlegtosci pomigdzy kolejnymi fragmentami mikrokanatu w  danej strefie
temperaturowej ustalono na 1 mm, tak aby umozliwi¢ dokladne usunigcie
nieutwardzonego filmu kapilarnego bez uszkadzania mikrostruktur matrycy oraz
zapewni¢ odpowiednig sit¢ wigzania poszczegdlnych warstw mikrouktadu w wyniku
procesu taczenia warstwy PDMS ze szklem (bondowania), ktéra zagwarantuje
odpowiednig szczelno$¢ sagsiednich mikrokanatow.

. Dhlugos¢ mikrokanatu zostala obliczona na podstawie catkowitej objetosci
mikrosystemu oraz planowanego przeptywu. Objeto$¢ mikrosystemu wynosita nieco
ponad 39 puL. Objetos¢ martwa, na ktorg skladata si¢ przestrzen w wezyku
doprowadzajacym, odprowadzajacym, pompie oraz zaworze wynosita okoto 15 pL.

. Na podstawie powyzszych zalozefn, a szczegéOlnie ograniczen wynikajacych z
rozmiarow zewng¢trznych mikrouktadu, geometrii oraz rozmiaréw mikrokanalow,
obliczono = maksymalne  odlegltosci  pomiedzy  poszczegdlnymi  strefami

temperaturowymi.
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Szczegotowe wymiary kazdej z zaprojektowanej geometrii mikrostruktury zostaly
zaprezentowane na Rysunku 20. Mikrosystemy cykliczne zostaly wykonane z dwoch warstw —
PDMS oraz szkta. Warstwa PDMS z odwzorowang mikrostruktura zostata wykonana metoda
odlewu przy uzyciu matrycy wykonanej metoda migkkiej fotolitografii. Szczegdtowe
procedury wytwarzania oraz igczenia warstw zostaly opisane w Czg¢sci III, Rozdziale 3.
Niezmienny pozostal rowniez wykorzystywany system grzewczy. Kontrola wykonanych
mikrostruktur odbywata si¢ przy pomocy mikroskopu LEXT4000. Réznice w wymiarach

wykonanych, a zaprojektowanych struktur miescity si¢ w przedziale 3-16%.

56,00

2)

)

D)

)

53

G
g ¢ D
2
1)
(63
D
e
+))
{Q
& )

|

57.60

Rysunek 20: Schemat geometrii cyklicznego mikrosystemu PCR z zaznaczonymi kluczowymi wymiarami.

W opracowanym mikrosystemie sposob prowadzenia reakcji polega na wielokrotnym
przeptywie mieszaniny reakcyjnej przez mikrokanat. Wymaga to uzyskania cyklicznego
wprowadzania mieszaniny do mikrosystemu. Aby to osiggna¢ niezbedne jest wykorzystanie

uktadu, ktéry umozliwia odpowiednie sterowanie przeptywem.
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Zminiaturyzowany system generowania oraz kontroli przeptywu

Jednym z kluczowych elementéw uktadéw cyrkulacyjnych jest system wymuszajacy
przeplyw. W literaturze mozna odnalez¢ wiele rozwigzan tego typu systemoéw np. z
zastosowaniem cieczy ferromagnetycznych, ktore sa poruszane przez magnes a tym samym
powoduja przeptyw mieszaniny reakcyjnej znajdujacej si¢ przed czotem cieczy
ferromagnetycznej [28]. Jednak w wigkszosci przypadku sg to systemy mato uniwersalne, w
ktorych kontrolowanie przeptywu jest do§¢ utrudnione. Dodatkowo sg stosowane w przypadku
mieszanin reakcyjnych o dos¢ waskim zakresie objetosci. Z tych wzgledoéw, do projektowanego
mikrouktadu cyrkulacyjnego zdecydowano si¢ nie skupia¢ na opracowaniu nowego
mikrourzadzenia wymuszajacego przeptyw tylko wykorzystano bardzo dobrze sprawdzajace
si¢ rozwigzanie w postaci pompy perystaltycznej, ktora umozliwia kontrolowanie w bardzo
szerokim zakresie przeplywow i objgtosci mieszaniny reakcyjnej. W tym konkretnym
przypadku wykorzystano pompg perystaltyczng opracowang przez dr inz. Kamila Zukowskiego
i dr hab. inz. Roberta Ziotkowskiego w ramach projektu Juwentus.

Konstrukcja mikropompy perystaltycznej opierala si¢ na trzech rolkach umieszczonych
na bebnie obrotowym, wokot ktérego owiniety zostat silikonowy wezyk. Kazda z rolek poprzez
dociskanie elastycznego wezyka, zmniejszata jego wewngtrzng $rednice, a ich ruch obrotowy
powodowal powstanie przeptywu zgodny z kierunkiem obrotu. Ponadto zwezenia
silikonowego wezyka zapobiegaly zjawisku przeptywu zwrotnego. Poszczegodlne elementy
mikropompy perystaltycznej zostaty wykonane technika mikrofrezowania, co pozwolito na

zmniejszenie wymiarOw urzadzenia. Pozwolita ona na uzyskanie stabilnego przeptywu w

zakresie od 4 do 150 uL/min. Zewnetrzny wyglad mikropompy zostat przedstawiony na
Rysunku 21B.

Rysunek 21: Opracowany przez dr inz. Kamila Zukowskiego A) mikrozawor obrotowy; B) zminiaturyzowana
pompa perystaltyczna
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Mikrozawdr w potaczeniu z zminiaturyzowang pompa perystaltyczng pozwolit na
kontrolowanie  kierunku przeplywu mieszaniny reakcyjnej. Umozliwit roéwniez
zautomatyzowane wprowadzenie mieszaniny do mikrosystemu, jej cyrkulacje oraz
wyprowadzenie bez koniecznos$ci r¢cznej manipulacji wezykami. Mikrozawor skladat si¢ z
chipu mikroprzeplywowego, uszczelki oraz systemu elektronicznego. Chip mikroprzeptywowy
zostal wykonany metoda mikrofrezownia w dwdch warstwach PMMA o grubo$ci 2 mm i 5
mm. W dolnej warstwie znajdowal si¢ system koncentrycznie utozonych kanaléw o szerokosci
250 um 1 glebokosci 250 um. Mikrokanaly te zakonczone byly otworami doprowadzajacymi o
srednicy 500 um. W goérnej warstwie natomiast znajdowaty si¢ otwory dolotowe, taczace si¢ z
zakonczeniami kanalow warstwy dolnej. Obie ptytki byly ze soba trwale potaczone poprzez
bondowanie rozpuszczalnikowe wspomagane promieniowaniem UV. Jako rozpuszczalnik
zostal uzyty etanol [106]. Gléwnym elementem mikrozaworu byta uszczelka z kauczuku
fluorowego Viton® z mikrokanatami wykonanymi metoda mikrofrezowania. Geometria
mikrokanaldéw opierata si¢ na czterech nieprzecinajacych si¢ fragmentach o szerokosci 400 pm
i gtebokos$¢ 350 um. Uszczelka byta umieszczona na obrotowym trzpieniu, ktéry z kolei byt
polaczony z watem silnika krokowego. Wraz z obrotem watu silnika krokowego nastepowat
obrét uszezelki, a co za tym idzie przekonfigurowanie portow w mikrozaworze. Mikrozawor
ten swoje dziatanie zawdzigcza precyzyjnemu dopasowaniu poszczegdlnych elementow,

odpowiedniemu dociskowi oraz uszczelnieniom. Zostat on zaprezentowany na Rysunku 21A.

Rysunek 22: Schematyczne przedstawienie dziatania mikrozaworu oraz zminiaturyzowanej pompy podczas trzech
trybow pracy: A) Wprowadzenie mieszaniny do mikrosystemu; B) Cyrkulacja mieszaniny w mikrosystemie; C)
Wyprowadzenie mieszaniny z mikrosystemu
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Zaré6wno mikropompa jak i mikrozawor byly wykonane jako niezalezne moduty, ktore
mogly dziata¢ razem jak 1 osobno. Opracowana zostala réwniez aplikacja mobilna
przeznaczona na system Android, ktéra umozliwiala automatyczne sterowanie oboma
modutami. Aplikacja ta pozwalata na wybor wartosci 1 kierunku przeptywu oraz sterowanie
mikrozaworem. Ta ostatnia funkcja byla niezbedna, aby umozliwi¢ pracg calego systemu w
trzech trybach: wprowadzania, cyrkulacji oraz wyprowadzania mieszaniny reakcyjnej z
mikrosystemu. Wspomniane tryby byty zalezne od konkretnego potozenia obrotowej uszczelki,

co zostato przedstawione na Rysunku 22. Rysunek 23 przedstawia przyktadowe zrzuty ekrany

wykorzystywanej aplikacji.
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Rysunek 23: Zrzuty ekranu aplikacji przedstawiajace jej poszczegdlne funkcjonalnosci: a) ekran startowy; b)
ekran modutu; ¢) modut sterowania mikropompg d) modut sterowania mikrozaworem; ¢) modut sterowania
mikrozaworem oraz pompa; f) modut odczytu temperatury.

Warto zaznaczy¢, ze zaréwno mikropompa jak 1 mikrozawor byly urzadzeniami
wykorzystywanymi w prowadzonych badaniach wielokrotnie, dlatego nalezato zwroci¢ uwage
na mozliwo$¢ ich kontaminacji. Powstale zanieczyszczenia mogtyby prowadzi¢ do wynikow

zardwno falszywie negatywnych jak i pozytywnych. W przypadku mikropompy problem ten
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zostal w prosty sposob rozwigzany poprzez kazdorazowg zmiang silikonowych wezykow przy
wykonywanych eksperymentach. Takiej mozliwosci nie bylo jednak dla precyzyjnie
wykonanych struktur mikrozaworu. Dlatego kazde wykorzystanie tego elementu w
prowadzeniu reakcji PCR poprzedzone bylo etapem oczyszczania, ktory polegat na
przepuszczeniu przez mikrozawor 4M roztworu NaOH, wody dejonizowanej oraz wysoce
czystej wody wolnej od nukleaz. Proces ten byt wykonywany dla wszystkich trybow pracy

mikrozaworu.
Wykorzystanie mikrosystemu cyklicznego PDMS/szkto w celu prowadzenia reakcji PCR

Wykonany cykliczny mikrosystem hybrydowy PDMS/szklo zostal wykorzystany do
przeprowadzenia reakcji PCR. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat przedtsaiwony w Tabeli 4,
stezenie 2. Do wywolania przeplywu w mikrosystemie zostala uzyta zminiaturyzowana pompa
opisana powyzej. W trakcie wykonywanych badan z wykorzystaniem mikrosystemu
cyklicznego PDMS/szklo zaobserwowano czegsto pojawiajace si¢ problemy techniczne
polegajace na rozszczelnieniu dwoch potaczonych warstw, co skutkowato wyciekaniem
mieszaniny reakcyjnej poza przestrzen mikrokanaléw. Przyczyng takiego zjawiska bylo
najprawdopodobniej zbyt wysokie cisnienie w mikrosystemie. Im dluzszy mikrokanal, tym
wigksze sg generowane opory przeptywu. Aby wymusi¢ przeplyw na poziomie 80 pL/min
pompa musiala wytworzy¢ bardzo wysokie ci$nienie przekraczajagce maksymalne ci$nienie,
ktore byt w stanie wytrzyma¢ mikrouktad o zaprojektowanej geometrii wykonany z
potaczonych ze soba warstw PDMS 1 szkta. Wysokie wartosci przeptywu byty natomiast
konieczne, aby méc przeprowadzi¢ pojedynczy cykl reakcyjny w zalozonym czasie: 30 sekund,
a calg reakcje w czasie 15 minut, zgodnie z celem pracy, ktora postulowata skrocenie czasu
prowadzenia reakcji w stosunku do standardowo wykorzystywanych termocyklerow.

Na podstawie badan prowadzonych z wykorzystaniem cyklicznego mikrosystemu
hybrydowego PDMS/szklo wyciaggnieto szereg wnioskOw odno$nie tego typu ukladow.
Zaprojektowana geometria mikrosystemu umozliwiata doktadne odmycie filmu kapilarnego na
etapie przygotowania matrycy z filmu kapilarnego metoda migkkiej fotolitografii. W celu
wymuszenia i kontrolowania przeptywu wykorzystano zminiaturyzowang pompe oraz
mikrozawor obrotowy, co pozwalato na automatyczne wprowadzenie mieszaniny reakcyjnej
do uktadu, jej cyrkulacje oraz wyprowadzenie. Ze wzgledu na cykliczny tryb prowadzenia
reakcji (peten cykl reakcyjny PRC odpowiadal jednokrotnemu przeptywowi mieszaniny
reakcyjnej przez mikrosystem) konieczne bylo generowanie stosunkowo wysokich

przeplywow. Zastosowane materiaty (warstwa PDMS oraz ptytka szklana) oraz sposéb ich
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potaczenia nie zapewnial odpowiedniej szczelnosci w zastosowanych warunkach. Z tego
powodu konieczne byto wprowadzenie modyfikacji na doboru materiatu konstrukcyjnego

mikrosystemu.

4. Mikrosystem cykliczny wykonany z PMMA

Na podstawie przeprowadzonych badan zdecydowano si¢ na zmian¢ materialu
konstrukcyjnego mikrosystemu. Wybrano PMMA ze wzgledu na jego wilasciwosci oraz
doswiadczenie w mikroobrdbce tego materiatu. PMMA jest materiatem biokompatybilnym,
mozna poddawac go sterylizacji oraz charakteryzuje si¢ wysokg temperaturg zeszklenia, coO
pozwala na wykorzystanie go w mikrosystemach PCR, ktore wymagajg prowadzenia reakcji w
podwyzszonej temperaturze. Zdecydowano si¢ na wykonanie mikrosystemu o geometrii
przedstawionej w Czesci 111, rozdziale 3. Sktadat si¢ on z dwoch ptytek PMMA, z ktérych jedna
o grubosci 2 mm stanowita jego podstawe oraz uszczelnienie, za$ w drugiej zostal wykonany
system mikrokanalow oraz otwory wlotowy i1 wylotowy. Plytki zostaly ze soba trwale
potaczone poprzez taczenie (bondowanie) rozpuszczalnikowe z wykorzystaniem etanolu,
wspomagane promieniowaniem elektromagnetycznym z zakresu UV. Pod wplywem tych
czynnikow dochodzi do reorganizacji oraz czeSciowej hydrolizy grup funkcyjnych na
powierzchni PMMA. Po zetknigciu takich dwoch warstw dochodzi do powstania wigzan
estrowych 1 ich potaczenia. Ponadto dziatanie wskazanych rozpuszczalnikow powoduje
zmniejszenie chropowato$ci materialu, a przez to zmniejszenie mozliwosci adsorpcji
sktadnikow mieszaniny w mikrokanale. Aby zapewni¢ dodatkowa szczelno$¢ w przesyle cieczy

opracowano dodatkowo interfejs taczacy wnetrze mikrokanatu ze §wiatem zewnetrznym, ktory

Rysunek 24: Schemat mikrosystemu cyklicznego wykonanego z PMMA. Widoczne s3 dwie warstwy PMMA,
nanoporty z silikonowymi wezykami oraz system grzalek.
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umozliwiat sprawne wprowadzanie roztworow do mikrosystemu, ich przeptyw migdzy
poszczegdlnymi modutami, a finalnie wyprowadzenie produktéw reakcji poza mikrosystem. W
tym celu wykonano gwintowanie otworow w gornej warstwiec PMMA oraz odpowiadajace im
roOwniez gwintowane nanoporty. Zostaly one zabezpieczone réwniez gumowg uszczelkyg z
gumy Viton. Nanoporty zostaly wykonane metoda mikrofrezowania z PEEK. Kazdy z nich
posiadat centrycznie utozony otwor o $rednicy 250 um, w ktéorym umieszczono metalowa
kapilare o $rednicy wewngtrznej 100 pm taczaca mikrosystem z silikonowymi wezykami.
Schemat wykonany mikrosystem zostat przedstawiony na Rysunku 24.

Ze wzgledu na cykliczny sposob prowadzenia reakcji w mikrosystemie zdecydowano
si¢ na dwa niezalezne warianty utozenia stref temperaturowych. Pierwszy wariant byt zgodny
z kolejnos$cig nastepujacych po sobie etapow reakcyjnych: 94°C, 55°C 1 72°C. Drugi za$ polegat
na utozeniu stref zgodnie z gradientem temperaturowy: 55°C, 72°C, 94°C. W tym wariancie
zatozono, ze po etapie denaturacji mieszanina reakcyjna opuszczajac mikrosystem i
przeplywajac przez elementy mikropompy i mikrozaworu obnizy swoja temperature, a
ponownie wprowadzona do mikrosystemu bedzie poddana dwém kolejnym etapom cyklu.
Parametry grzatki zostaly ponownie zoptymalizowane na potrzeby obu wariantow w sposob
opisany w Czesci 3, Rozdziale 2.

Na podstawie wczesniejszych doswiadczen oraz przegladu literaturowego
zdecydowano o przeprowadzeniu badan mozliwej adsorpcji skladnikow mieszaniny w
mikrosystemie. Odbyly si¢ one analogicznie do badan w mikrosystemie serpentynowym
PDMS/szkto, opisanych w Czesci 11, Rozdziale 3.1. Kolejno byly to badania: adsorpcja DNA
w mikrosystemie (probka mikroD), adsorpcja polimerazy w mikrosystemie (probka mikroPu —
reakcja prowadzona w mikrosystemie; probka makroPT — reakcja prowadzona w termocyklerze
z wykorzystaniem mieszaniny poreakcyjnej z mikrosystemu; probka makroP+T — reakcja
prowadzona w termocyklerze z wykorzystaniem mieszaniny poreakcyjnej z mikrosystemu z
dodatkiem polimerazy), blokujace adsorpcje dzialanie BSA (probka mikroB — reakcja
prowadzona w mikrosystemie; probka makroB — reakcja prowadzona w termocyklerze z
wykorzystaniem mieszaniny poreakcyjnej z mikrosystemu). Zdjgcie zelu agarozowego z
widocznymi prazkami odpowiadajacymi produktom reakcji zostato przedstawione na Rysunku
25. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono brak adsorpcji DNA przez mikrosystem
(obecnos¢ prazka dla probki mikroD) oraz brak adsorpcji polimerazy (obecnos¢ prazkoéw o
poréwnywalnej intensywnos$ci dla prébek makroPT i1 makro P+T). Przeprowadzono reakcje
PCR w opisanym mikrosystemie przy uzyciu mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad znajduje si¢

w Tabeli 7 (Stezenie 2). Reakcje prowadzono w dwoch wariantach rdéznigcych sie
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rozmieszczeniem stref temperaturowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze

reakcja w mikrosystemie nie zaszla lub zaszta z bardzo matg wydajnos$cia.
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Rysunek 25: Zdjecie zelu agarozowego po procesie elektroforezy z widocznymi prazkami DNA o okreslonych
dhugosciach nici. 1- drabinka molekularna; 2- mikroPu; 3- mikroD; 4- mikroP; 5- makroP+T; 6-Mikro2; 7-
makroB

Jedng z wytypowanych przyczyn niepowodzenia prowadzonych reakcji mogl by¢ zbyt
krotki czas przebywania mieszaniny reakcyjnej przy zastosowanych wysokich warto$ciach
przeptywu. Zdecydowano o przeprowadzeniu reakcji w mikrosystemie z ustalong warto$cig
przepltywu na 40 pL/min, co odpowiada catosciowemu czasowi reakcji wynoszacemu 30 minut
(probka mikroT130 — reakcja prowadzona przy utozeniu grzatek zgodnie z kolejnoscia etapow
reakcyjnych; probka mikroT230 — reakcja prowadzona przy utozeniu grzatek zgodnie z
gradientem temperaturowym). Zdecydowano rowniez o zmianie sktadu mieszaniny reakcyjne;,
ktorej sktad przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7: Sktad mieszanin reakcyjnych wykorzystywanych do prowadzenia reakcji PCR w mikrosystemie. X -

producent zapewnia o optymalnym stezeniu polimerazy dla wigkszosci reakcji, bez podania konkretnej wartosci.
Stezenie 2 — asymetryczna reakcja PCR.

Sktadnik mieszaniny reakcyjne;j Stezenie 1 Stezenie 2
Starter F (5- CAA TCA TCG TCA TAA TTT CCT TGT 5000 nM 1250 nM
GTACC -3)

Starter R (5- GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG 5000 nM 5000 NnM
ACT AA -3)

Polimeraza HotStartTaq X X

dNTP 200 uM 200 uM
MgCl, 1,5mM 1,5mM
DNA matrycowe ~0,023 ng/ul ~0,023 ng/ul
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Najbardziej znaczacym sktadnikiem mieszaniny, ktorego stezenie ulegto zmianie byt
zastosowany enzym, ktory umozliwia zaj$cie reakcji. We wczeéniejszych badaniach uzywano
HotStartTaq DNA polymerase. W dalszych eksperymentach zmieniono ja na Phire HotStart
DNA polymerase, ktora cechowata si¢ krétszym czasem niezbednym do wydtuzenia nici (okoto
10 do 15 sekund na 1000 pz). W sktadzie mieszaniny zmieniono roéwniez proporcje stezenia
starterow. Mialo to zwiazek z prowadzeniem asymetrycznej reakcji PCR, w ktorej nadmiar
jednego ze starterow prowadzi do powstania jednoniciowego DNA, ktoére jest docelowym
analitem wykrywanym przez opracowany biosensor. Przeprowadzono badania w celu
sprawdzenia potencjalnej adsorpcji sktadnikow nowej mieszaniny reakcyjnej w mikrosystemie
(probka makroP2T — reakcja prowadzona w termocyklerze z wykorzystaniem mieszaniny
poreakcyjnej z mikrosystemu; probka makroP2+T — reakcja prowadzona w termocyklerze z
wykorzystaniem mieszaniny poreakcyjnej z mikrosystemu z dodatkiem polimerazy). Ponownie
nie stwierdzono adsorpcji sktadnikow mieszaniny w mikrosystemie. Przeprowadzono reakcje
w mikrosystemie z zastosowaniem nowego skladu mieszaniny dla dwéch wariantow
rozmieszczenia stref temperaturowych, dla kazdego z nich dla dwoch czasow reakeji 15 i 30
minut (prébka mikroT115 — reakcja prowadzona przez 15 minut przy utozeniu grzalek zgodnie
z kolejnoscig etapéw reakcyjnych; probka mikroT130 — reakcja prowadzona przez 30 minut
przy ulozeniu grzatek zgodnie z kolejnoscia etapow reakcyjnych; probka mikroT215 — reakcja
prowadzona przez 15 minut przy ulozeniu grzatek zgodnie z gradientem temperaturowym;
probka mikroT230 — reakcja prowadzona przez 30 minut przy ulozeniu grzalek zgodnie z
gradientem temperaturowym). Na podstawie uzyskanych zdje¢ zelu agarozoweg0 po procesie
rozdzielania elektroforetycznego zaobserwowano prazek o niewielkiej intensywnos$ci
odpowiadajacy dtugoscig amplifikowanemu fragmentowi DNA dla probki mikroT130. Taki
wynik sugeruje zajscie reakcji PCR w mikrosystemie, cho¢ z niewielka wydajnoscig. W celu
potwierdzanie obecnosci analitu w probee, poddano ja detekcji na opracowanym biosensorze
(Biosensor zostatl opisany w Czesci III, Rozdziale 7). Badanie to nie spowodowato jednak
spadku natezenia pradu rejestrowanego przez biosensor, co oznacza ze nie zaszedt proces
hybrydyzacji w warstwie receptorowej, lub stezenie cDNA jest ponizej granicy detekcji
biosensora (wydaje si¢ to jednak mato prawdopodobne ze wzgledu na niska granice detekcji —
20,8 nM i 0,5 nM odpowiednio dla 5 i 30 minut procesu hybrydyzacji) (Cze¢s$¢ 111, Rozdziat
7.1).

Na podstawie uzyskanych wynikow 1 obserwacji prowadzonych badan zidentyfikowano
ograniczenia opracowanego mikrosystemu, ktore utrudniajg lub uniemozliwiaja wydajne

zaj$cie reakcji PCR. Zastosowanie PMMA jako materiatu konstrukcyjnego, dobranego sposobu
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faczenia warstw oraz uzycie nanoportow pozwolito na stworzenie mikrosystemu
umozliwiajgcego przeplyw roztworu przy wysokich parametrach przeptywu (80 puL/min) bez
niepozadanych wyciekdw mieszaniny. Jednakze grubo$¢ warstwy uszczelniajacej (2mm),
pomimo dostosowania parametrow systemu grzewczego mogly mie¢ znaczny wplyw na
przewodnos$¢ ciepla, a co za tym idzie warto$ci temperatury realnie uzyskiwane z mikrokanale.
Ponadto oba z zastosowanych wariantow ulozenia stref temperaturowych wplywaty
negatywnie na prowadzong reakcje. W przypadku wariantu z grzatkami utozonymi zgodnie z
kolejnymi etapami cyklu reakcyjnego, wplyw strefy denaturacji na sgsiednig strefe przytaczenia
starteroOw (annealing) byt znaczacy. W trakcie ustalania parametrow pracy systemu grzewczego
nie mozliwe byto uzyskanie temperatury w strefie elongacji nizszej niz 58°C nawet przy
wylaczonej odpowiadajacej jej grzalce. W przypadku wariantu z grzatkami utozonymi zgodnie
z gradientem mozliwe bylo uzyskanie odpowiednich wartos$ci temperatury, jednak przerwa
pomiedzy etapem denaturacji a annealingu i znaczne obnizenie temperatury podczas przeptywu
przez elementy mikropompy i mikrozaworu prowadzity najprawdopodobniej do powtornej
hybrydyzacji pojedynczych nici DNA (ssDNA) uniemozliwiajac przytaczenie starterow.
Warto zwréci¢ uwage, ze na tym etapie badan zdecydowano si¢ na zastosowanie
systemu w konfiguracji modulowej, w ktorym poszczegblne moduty (mikrosystem,
zminiarutyzowana pompa oraz mikrozawor) byty polaczone wezykami, przy czym tylko jeden
modut (mikrouktad z mikrokanatami) znajdowat si¢ w strefach z regulowang temperatura.
Mimo, ze uklad modutowy jest duzo prostszy do wykonania oraz potencjalnych zmian w
poszczegodlnych elementach, to jednak jego najpowazniejsza wada jest wyprowadzanie
mieszaniny reakcyjnej poza strefy z regulowang temperaturg pomigdzy poszczegdlnymi
cyklami reakcji PCR. Powoduje to znaczne wydtuzenie czasu pojedynczego cyklu oraz
dochodzi do niekorzystnych zjawisk zwigzany z wymiang energii, ktora powoduje gwaltowne
obnizenie temperatury roztworu po czym ponowne jego gwattowne ogrzewanie.
Przeprowadzone badania pozwolity wyciagna¢ szereg wnioskéw dotyczacych
zastosowanych rozwigzan konstrukcyjnych oraz uzytych materiatdéw. Wykorzystanie PMMA
jako materiatu konstrukcyjnego cyklicznego mikrosystemu PCR pozwolito unikna¢ niektérych
probleméw technicznych, ktére wystgpowaly w hybrydowych mikrosystemach PDMS/szklo.
Zastosowana technika taczenia elementéw z PMMA (bondowanie rozpuszczalnikowe
wspomagane UV) oraz uzycie nanoportow pozwolila na generowanie wysokich przepltywow.
Nie bylo to mozliwe w przypadku mikrosystemu PDMS/szklo, ktorych warstwy taczono

poprzez bondowanie z wykorzystaniem plazmy tlenowej.
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W dalszym etapie badan postanowiono nie rezygnowaé¢ z cyklicznego trybu
prowadzenia reakcji. Na podstawie zdobytych do$§wiadczen w konstrukcji i dziataniu
mikrosystemu cyrkulacyjnego postanowiono zaprojektowa¢ mikrosystem z wykorzystaniem
innych materiatow kontrukcyjnych oraz wykorzystywanych technik mikroobrobki.
Zdecydowano si¢ rowniez na zmiang¢ koncepcji konstrukcji mikrosystemu na zintegrowang,
czyli taka, ktora w jednym urzadzeniu laczy ze sobg funkcje, wykonywane wczesniej przez
poszczegdlne moduty. Aby mozliwe bylo skonstruowanie takiego typu mikrosystemu
konieczne bylo opracowanie takze nowego systemu wymuszajacego 1 kontrolujacego
przepltywy. Zdecydowano si¢ opracowa¢ zminiaturyzowang pompe¢, ktora poprzez
naprzemienne dziatanie ruchomych elementéw bedzie w stanie wywota¢ przeptyw mieszaniny
reakcyjnej w mikrosystemie. Jednak, aby wykona¢ tego typu element konieczne byto uprzednie
opracowanie zaworoéw zwrotnych, ktore ukierunkowujg przeptyw roztworow generowanych

przez zminiaturyzowana pompe.

5. Mikrozawor

Przedstawiony w tym rozdziale mikrozawor stanowi wazny element wielowarstwowe
mikrosystemu PCR, ktory zostal opisany w CzeSci IIl, Rozdziale 6. Zawory zwrotne sa
istotnym elementem  mikrosystemow, w ktorych wymagane jest zapewnienie
jednokierunkowego przeplywu roztworu. Zapobiegaja one roéwniez cofaniu si¢ ptynu w
uktadzie, przez co umozliwia prowadzenie procesu w bardziej wydajny 1 kontrolowany sposob.
Miniaturyzacja zawordw pozwala na ich integracje z innymi elementami mikrouktadu oraz
zmniejszenie objetosci martwe] roztworu. S3g one rowniez wykorzystywane jako czesci
wigkszych struktur np. zminiaturyzowanych pomp. Aby mikrozawory posiadaty potencjat
wykorzystania ich w jednorazowych urzadzeniach typu point-of-care (POC) powinny by¢
wykonane w sposob precyzyjny oraz szybki w dostgpnych, niedrogich materiatach.

Z powyzszych powoddéw pasywne mikrozawory zwrotne zostaly wykonane w
elastycznych foliach poliestrowych za pomocg techniki obrobki laserowej. Warto zaznaczy¢,
ze zarOwno zastosowane materiaty — folie poliestrowe oraz naktadka PMMA, z ktérych zostat
wykonany mikrozawoér, sg tymi samymi materialami, ktore zostaly wykorzystane do
wytworzenia mikrouktadu PCR. Pozwala to na wytworzenie zaworow i mikrouktadu w trakcie
jednego procesu, co przyczynia si¢ do skrocenia czasu i1 kosztow produkcji oraz lepszej
integracji wszystkich elementow. Zawory te zostaly najpierw wykonane jako oddzielne

elementy, aby umozliwi¢ przebadanie ich pod wzgledem skutecznosci kontrolowania
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przeplywu, okreslenia cisnienia otwarcia zaworu oraz ci$nienia powodujgcego otwarcie
(przeciekanie) zaworéw w przeptywie wstecznym. Prace nad pasywnymi zaworami zwrotnymi

prowadzone byly w celu ich mozliwego zastosowania w mikrouktadzie PCR.
Koncepcja mikrozaworu

Zawory zostaly wykonane z polimetakrylanu metylu, folii poliestrowych oraz kauczuku
fluorowego. Wykorzystano folie w dwoch wariantach: 3M™ 9965 posiada poliestrowy rdzen
pokryty z dwoch stron klejem akrylowym; 3M™ 9984 posiada poliestrowy rdzen pokryty
warstwa nadajaca jej wlasciwosci hydrofilowe. Struktury w obu tych wariantach folii zostaly
wykonane przy uzyciu techniki obrébki laserowej, za pomoca plotera z laserem CO2. S3 to

warstwy oznaczone od 1 do 6 na Rysunku 26.
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Rysunek 26: Schemat wielowarstwowego mikrozaworu sktadajacych sie z folii poliestrowych wycinanych za
pomocg plotera laserowego oraz naktadki wykonanej metodg mikrofezowania

Najczgsciej przy obrobce materialdow z wykorzystaniem tego typu urzadzen stosowana
jest tuba gazowa generujaca wigzke lasera o dtugoséci fali 10,6 um. Promieniowanie to znajduje
si¢ jednak w zakresie absorpcji poliestru, z ktorego wykonane sg rdzenie wykorzystywanych

folii. Z tego powodu zastosowanie typowej dtugos$ci fali promieniowania prowadzi czg¢sto do
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nadtopien poliestru w miejscach, ktore zostaly poddane dzialaniu lasera spowodowane
absorpcja promieniowania przez material. Zdecydowano o wykorzystaniu promieniowania
laserowego o dtugosci fali wynoszacej 9,3 um. Zmiana ta pozwolita na zmniejszenie absorpcji
promieniowania przez materiat oraz uzyskanie gtadszych, pozbawionych nadtopien krawedzi
w miejscach ciecia. W celu dobrania odpowiedniej szerokosci wycietych przestrzeni, a co za
tym idzie optymalnej elastycznos$ci, do wykonania sprezyny planarnej 11 zastosowano rézne
wartoéci mocy lasera. Kauczuk fluorowy Viton® zostat wykorzystany do wykonania zatyczek.
W tym celu rowniez zastosowano proces ablacji laserowej dostosowujac zarowno grubosé
materiatu jak i wycinajgc kotka o $rednicy 1,5 mm.

Goérna warstwa mikrosystemu zostala wykonana z polimetakrylanu metylu metoda
mikrofrezowania. Poszczegdlne warstwy zostaly ze soba potaczone za pomoca kleju
akrylowego, ktory znajdowat si¢ po obu stronach folii 3M 9965™., Zatyczki kauczukowe
zostaly umieszczone pod centralng czeScig spre¢zyny planarnej 11 w warstwie 5. Nie byty one
trwale potaczone z pozostalymi elementami mikrozaworu, jednak ze wzgledu na jej wysokos¢
(120-500 um), ktora przewyzszata grubo$¢ otaczajacych je folii, byly zacisnigte pomiedzy
warstwami 3 i 5. Powodowato to blokowanie otworu dolotowego 9 oraz wstepne odksztatcenie
sprezyny planarnej. Laczenie poszczegdlnych warstw przeprowadzono za pomocg specjalnego
holdera, ktory posiadat wypustki odpowiadajace otworom justujacym znajdujacym si¢ w kazdej
z warstw. Holder ten zostal wykonany metoda mikrofrezowania. Warstwy byty naktadane na

siebie pojedynczo z doktadnym dopasowaniem dzigki wspomnianemu holderowi.

Wykonanie mikrozaworu

Projekt konstrukcji mikrozaworéw zostal przygotowany przy uzyciu oprogramowania
SolidWorks, ktory zostal réwniez wykorzystany do obliczenia przewidywanej objetosci
martwej. Zaprojektowany i wykonany mikrozawor ma budowe wielowarstwowa, sktadajaca
si¢ z folii oraz naktadki. Najnizsza warstwa 1 stanowigca podstawe mikrouktadu jest wykonana
z foli hydrofilowej 3M 9984. W warstwie 2 z folii dwustronnie klejacej 3M 9965 wycigty zostat
mikrokanat o szeroko$ci 200 pm. Hydrofilowa warstwa 3 zamyka od gory kanat 8, z wyjatkiem
fragmentow, w ktorych zostaly wycigte otwory 9 o $rednicy 500 um umozliwiajace przeptyw
roztworu pomi¢dzy warstwa 2 i 4. W warstwie 4 zostal wycigte dwa otwory, jeden o $rednicy
500 um_umozliwiajacy przeptyw roztworu pomiedzy warstwami 3 i 5 oraz o $rednicy 5 mm.
Wycigcie otworu o wigkszej $rednicy zapobiega mozliwemu przyklejeniu si¢ sprezyny
planarnej do folii dwustronnie klejacej oraz tworzy przestrzen, w ktorej umieszczony zostal

centralnie kauczukowy krazek stanowigcy zatyczke zaworu. Warstwe 5 stanowila folia
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hydrofilowa, w ktorej zostata wycieta sprezyna planarna 11 pod ktérg umieszczono zatyczke
oraz otwor umozliwiajacy przeplyw mieszaninie pomiedzy warstwa 4 i 6. Ostatnig warstwa
folii byta dwustronnie klejaca 3M 9965, w ktorej wycigto 3 otwory. Dwa z nich stanowity
potaczenie z wierzchnig naktadka, trzeci za$§ zostal umieszczony centralnie nad spr¢zyng
planarng. Posiadal on $rednic¢ nieco wiekszg od struktury 11 wynoszaca 5,28 mm, tak aby
zapobiec sklejeniu si¢ elastycznych elementow sprezyny oraz zapewni¢ przestrzen dla
wypuklenia spowodowanego przez zatyczke.

Gorng warstwe mikrosystemu (nie zostata przedstawiona na rysunku) stanowita naktadka z
PMMA wykonana metodg mikrofrezowania). Warstwa ta zostala oczyszczona za pomoca
benzyny ekstrakcyjnej, alkoholu izopropylowego oraz wody destylowanej przed potagczeniem
z pozostatymi warstwami uktadu. Na jednej stronie wyfrezowany zostal czgsciowy otwor o
Srednicy 5,28 mm oraz wysokosci 0,2 mm, tak aby zapewni¢ przestrzen dla odksztatconej
sprezyny planarnej. Na drugiej stronie naktadki zostaly wyfrezowane krééce posiadajace otwor
przechodzacy przez warstwe¢ PMMA na wylot o $rednicy 0,5 mm. Zostaty one zaprojektowane

w taki sposob, aby mozliwe bylo ich potaczenie z silikonowymi wezykami.

Zasada dziatania mikrozaworu

Kluczowy element mikrozaworu stanowi sprezyna planarna, zatyczka, mikrokanat
doprowadzajacy ciecz oraz mikrokomora. Mikrozawor zostat wykonany zgodnie z wczesniej
opisang procedurg przy uzyciu mozliwie jak najmniejszej liczby warstw. W dalszym etapie
badan, podczas integracji mikrozaworéw z mikrosystemem, liczba warstw zostata zwigkszona,
jednak nie zmienito to gléwne jego elementy oraz zasada dziatania pozostata taka sama.

Ciecz wprowadzana jest do mikrozaworu przez silikonowe wezyki potaczone z kréécem
naktadki 7 z PMMA. Przeplywa ona przez kolejne otwory w foliach az do warstwy 2. Naste¢pnie
za mikrokanatem 8 ciecz napotyka na fizyczng bariere w postaci kauczukowej zatyczki, ktora
jest dodatkowo dociskana do otworu wlotowego mikrokomory zaworu poprzez sprezyne
planarng. Przy zastosowaniu odpowiednio wysokiego ci$nienia wywotanego przeptywem
nastgpuje otwarcie zaworu poprzez wypchniecie zatyczki oraz odksztalcenie si¢ elastycznych
struktur sprezyny planarnej. Dalszy przeptyw cieczy powoduje wypelnienie komory nad
zaworem, tworzonej przez folie oraz PMMA. Przestrzen ta stanowi objeto$¢ martwa
mikrozaworu, jest jednak niezbedna by umozliwi¢ odksztalcenie si¢ struktury 11, stanowiace
podstawe dziatania mikrozaworu. Nastgpnie ciecz przeplywa przez mikrokanat 12 w warstwie

6, po czym opuszcza uktad przez krociec potaczony z silikonowym wezykiem.
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Opracowana konstrukcja mikrozaworu sprawia, ze jest on w petni pasywny co oznacza,
ze do jego uruchomienia nie jest potrzebne dostarczenie energii zewnetrznej. Jest on rOwniez
zaworem zwrotnym, czyli umozliwia przeptyw cieczy tylko w jednym kierunku. W konstrukcji
mikrozaworu wyroznione zostalty dwa gldwne elementy, ktore w znacznym stopniu mogg
wpltywac na cis$nienie otwarcia mikrozaworu: szeroko$¢ elastycznych elementow sprezyny
planarnej oraz grubo$¢ kauczukowej zatyczki. Warstwowa struktura mikrozaworu pozwalata
na tatwa modyfikacj¢ obu tych elementéw na dowolnym etapie projektowania poprzez zmiang
jedynie jednej warstwy folii lub kauczukowej zatyczki. Wykonane mikrozawory
charakteryzujg si¢ ponadto niewiclka objetoscig martwg (okoto 8,4 pL) oraz nadajg si¢ do

produkcji masowej za pomocg obrobki laserowe;.

Testy mikrozaworéw

Pomiar ci$nienia otwarcia mikrozaworu mierzono za pomoca czujnika cis$nienia oraz
pompy strzykawkowej. W celu przeprowadzenia pomiaréw w naktadce PMMA wyfrezowano
dodatkowy element w postaci zlaczki, umozliwiajacy podltaczenie do zaworu silikonowego
wezyka. Wezyk ten z drugiej strony laczyl si¢ z dopasowanym do niego trdjnikiem, do ktdrego
podltaczone byly dwa kolejne wezyki. Jeden z nich zakonczony byt czujnikiem ci$nienia
sterowanym poprzez platform¢ Arduino, drugi za$ podtaczony byt do pompy strzykawkowe;.
Wezyki w tym ukladzie zostaly wypelione woda destylowang. Uruchomienie pompy
strzykawkowej powodowato zwickszenie ciSnienia wywieranego na zawor oraz czujnik.
Postepujacy wzrost ci$nienia rejestrowany byl az do otwarcia zaworu, ktére umozliwiato
przeptyw cieczy oraz nagly spadek ci$nienia. Dalsze dziatanie pompy powodowato rejestracje
przez czujnik okresowego wzrostu cisnienia, po ktorym nastgpowat jego spadek. Wartosc¢
ciSnienia otwarcia zaworu zostala okreSlona jako najwigksze rejestrowane przez czujnik
ci$nienie tuz przed nagtym jego spadkiem.

Szczelno$¢ zaworu zostata przetestowana z wykorzystaniem tych samych elementow i
w analogiczny sposéb. Jedyna r6znicg byto dostarczanie cieczy oraz pomiar cisnienia z drugiej
strony zaworu. Konstrukcja mikrozaworu wymusza jednokierunkowy przeptyw przez uktad,
jednak duzy wzrost ci$nienia powodowat otwarcie zaworu w przeplywie zwrotnym, ktore
rejestrowanie bylo analogicznie do pomiaréw ci$nienia otwarcia. Przedstawione wartosci
ci$nienia otwarcia zaworow przedstawialy dodatkowe potrzebne ci$nienie niezbedne do ich

aktywacji, bez uwzglednienia ci$nienia atmosferycznego.
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Wplyw szerokosci struktur sprezyny planarnej na cisnienie otwarcia mikrozaworu

Sprezyna planarna podobnie jak pozostale elementy mikrozaworu wykonane w foliach,
powstala przy uzyciu plotera laserowego. W przeciwienstwie do innych struktur, ktdrych
ksztatt byl okreslony poprzez precyzyjne wycinanie zaprojektowanych krawedzi, sprezyna
planarna zostala wykonana poprzez dziatanie lasera na srodkowg lini¢ cigcia. Oddziatywanie
termiczne na foli¢ skutkowato powstaniem ubytkow w uzytym materiale. Takie podejscie do
obrébki bylo wymuszone przez niewielkie odleglosci pomiedzy zaprojektowanymi liniami
sprezyny planarnej. Zastosowanie standardowej metody cigcia laserem wzdtuz krawedzi mogto
powodowaé przerywanie elastycznych elementow sprezyny, co uniemozliwiato jej
wykorzystanie do wykonania spr¢zyn o matej szerokosci. Zmiana mocy lasera odzialywujace
na lini¢ cigcia pozwolita na uzyskanie struktur sprezyny planarnej o roznych szeroko$ciach.
Wymiary wykonanych w ten sposob elementéw zostaly zmierzone za pomoca laserowego
mikroskopu konfokalnego Olympus OLS 4000 LEXT. Szerokos$¢ ubytkéw powstatych poprzez
dziatanie lasera na foli¢ hydrofilowg 3M™ 9984 wynosita od 240 um do 480 um (Rysunek 27).

Rysunek 27: Struktura sprezyny planarnej wykonana poprzez zastosowanie réznych parametréw cigcia. Sprezyny
planarne charakteryzowaly si¢ roznymi wymiarami ubytkow folii hydrofilowej w zakresie od 240 — 480 pm.

Wykonane w ten sposdb warstwy folii zostaty wykorzystane do stworzenia dziewigciu
zaworow testowych, ktére roznily sie jedynie szerokos$cia sprezyny planarnej. Zatyczka w
wykonanych mikrozaworach miata grubo$¢ 350 pum. Tak powstate mikrozawory zostaty
przebadane zgodnie z opisang wczesniej procedurg majacg okresli¢ ci$nienie otwarcia zaworu
oraz ci$nienie powodujace nieszczelnos¢ zaworoOw w przeptywie wstecznym. Cisnienie
otwarcia mikrozaworu i ci$nienie otwarcia w przeptywie wstecznym zostaty okreslone na
podstawie pieciu kolejnych odczytow najwiekszych wartosci cisnienia przed naglym jego

spadkiem.
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Warto$ci ci$nienia otwarcia poszczegdlnych mikrozaworéw wynosity od 5,2 do 12,4
kPa, za$ warto$ci ci$nienia otwarcia mikrozaworow w przeptywie wstecznym (niepozadane
rozszczelnienie zaworu) wynosity od 16,0 do 28,2 kPa. Najmniejsza réznica pomigdzy tymi
wartosciami dla pojedynczego mikrozaworu wynosita 5,6 kPa, najwigksza za$ 16,6 kPa.
Warto$ci dla poszczegdlnych zawordw zostaty zaprezentowane na wykresie na Rysunku 28.
We wszystkich przeprowadzonych testach warto$¢ cisnienia otwarcia zaworu przy
zastosowaniu przeplywu zgodnym z kierunkiem wyznaczonym przez struktur¢ mikrozaworéw
byla mniejsza niz w przypadku przeptywu w odwrotnym kierunku. Swiadczy to o
uprzywilejowanym kierunku przeptywu, ktéry wynika bezposrednio z konstrukcji
mikrozaworu. Nie zostal zaobserwowany wyrazny zwigzek pomiedzy szeroko$cig sprezyn
planarnych wycietych w foliach, a warto$ciami ci$nienia otwarcia w przeplywie wstecznym.

Wptyw szerokosci struktur sprezyny planarnej na cisnienie otwarcia
mikrozaworu w przeptywie zgodnym z zaktadanym kierunkiem oraz wstecznym
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Rysunek 28: Wptyw szerokos$ci ubytkéw spowodowanych cigciem lasera w sprezynie planarnej na ci$nienie
otwarcia zaworu zarowno w przeplywie zgodnym z kierunkiem oraz wstecznym.

W przypadku ci$nienia otwarcia zaworu przy przeptywie w preferowanym kierunku
rowniez nie zaobserwowano wyraznej zaleznosci. Obserwowane byly nieco nizsze wartosci
otwarcia mikrozaworow o cienkich spr¢zynach planarnych, w poréwnaniu do grubszych. Dla
dwodch zawordéw o najcienszych sprezynach ci$nienie otwarcia jest o 5,4 kPa nizsze niz dla
dwoéch zawordw o najgrubszych sprezynach. Zalezno$¢ ta nie wydaje si¢ jednak kluczowa,
bioragc pod uwage znacznie wigksze roznice dla mikrozaworéw réznigcych si¢ gruboscig

kauczukowej zatyczki.
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Wphw grubosci zatyczki na cisnienie otwarcia mikrozaworu

Zatyczka, bedaca jednym z kluczowych elementdw opracowanego mikrozaworu,
zostala wykonana w kauczuku fluorowym Viton®. Celem tej struktury jest wstepne
odksztatcenie spr¢zyny planarnej oraz blokowanie kanatu dolotowego w warunkach przeptywu
wstecznego. Aby zbada¢ wplyw wysokos$ci zatyczki na ci$nienie otwarcia zaworu oraz
cisnienie otwarcia w przeptywie wstecznym wykonano szereg zatyczek rdznigcych si¢ miedzy
sobg wysokoscig. Zastosowano technike ablacji laserowej, w celu termicznego usunigcia
wierzchniej warstwy kauczuku fluorowego, a nast¢pnie wycigto w niej dyski o srednicy 2,5
mm. Wysokosci uzyskanych w ten sposob zatyczek mierzono za pomocg laserowego
mikroskopu konfokalnego Olympus OLS 4000 LEXT. Ustalone parametry pracy plotera
laserowego pozwolity na uzyskanie powtarzalnych wysokosci wytwarzanych zatyczek (RSD
8,2%). Wykonane elementy zostaly wykorzystane do stworzenia pigciu zaworow testowych,
ktére roznily si¢ jedynie wysoko$cig zatyczki. Zastosowano w nich warstwe folii z sprezyng
planarng o szerokosci ubytkow wykonanych za pomoca lasera wynoszaca 240 um. Powstale
zawory zostaly wykorzystane do badan majacych okresli¢ ci$nienie otwarcia zaworu oraz
ci$nienie powodujace nieszczelno$¢ zawordéw w przeptywie wstecznym zgodnie z opisang
wczesniej procedurg. Cisnienie otwarcia mikrozaworu i ci$nienie otwarcia w przeptywie
wstecznym zostaly okre§lone na podstawie pigciu kolejnych odczytéw najwiekszych warto$ci
ci$nienia przed naglym jego spadkiem. Odpowiadajace im warto$ci zostaty przedstawione na

Rysunku 29.

Wptyw grubosci zatyczki na cisnienie otwarcia mikrozaworu w przeptywie
zgodnym z zaktadanym kierunkiem oraz wstecznym
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Rysunek 29: Wplyw wysoko$ci zatyczki na ci$nienie otwarcia zaworu w przeptywie zgodnym z kierunkiem oraz
wstecznym.
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Wartosci otwarcia mikrozaworéw miescity si¢ w zakresie od 0,6 do 10,4 kPa, za$
warto$ci ci$nienia otwarcia mikrozaworow w przeptywie wstecznym wynosity od 1,9 do 26,6
kPa. Najmniejsza roznica dla pojedynczego mikrozaworu pomiedzy warto$ciami ci$nienia
otwarcia a ci$nienia otwarcia w przeptywie wstecznym wynosita 0,8 kPa, najwicksza za$§ 16,2
kPa. Wartosci ci$nienia otwarcia dla poszczegdlnych zawordéw zostaly przedstawione na
Rysunku 29. We wszystkich przeprowadzonych testach warto$¢ ci§nienia otwarcia zaworu przy
zastosowaniu przeptywu zgodnym z kierunkiem wyznaczonym przez struktur¢ mikrozaworow
byla mniejsza niz w przypadku przeptywu w odwrotnym kierunku. Swiadczy to o
uprzywilejowanym kierunku przeptywu, ktéry wynika bezposrednio z konstrukcji
mikrozaworu. Zaobserwowano wyrazng réznic¢ cisnienia otwarcia mikrozaworu, zarOwno w
przypadku przeptywu w preferowanym kierunku jak i w przeplywie wstecznym, w zaleznosci
od wysokosci zastosowanej zatyczki. Mikrozawory posiadajace zatyczki o wigkszej wysokosci
(500 pm, 420 pm, 350 pm) wykazywaly znacznie wyzsze warto$ci ciSnienia otwarcia niz
mikrozawory z zatyczkami o mniejszej wysokosci (190 um, 120 pm).

Otrzymane wyniki wskazuja, Ze zatyczki o niskiej wysoko$ci nie pozwalaja na
odksztalcenie sprezyny planarnej, a zatem nie istnieje rowniez sita, ktéra powodowalaby ich
unieruchomienie nad kanatem wlotowym mikrozaworu. Zatyczki o wiekszych wysoko$ciach
oddzialywuja wzajemnie z spr¢zyng planarna, ktora dociska je do kanatu wlotowego, blokujac
przeplyw wsteczny oraz przeplyw w preferowanym kierunku az do wygenerowania ci$nienia
zblizonego do ustalonego doswiadczalnie ci$nienia otwarcia zaworu. Mozna stwierdzi¢ ze,
mikrozawory posiadajace zatyczki o grubosciach 500 um, 420 um oraz 350 um maja potencjat
do zastosowania w uktadach mikroprzeptywowych. Warto$ci ci$nienia potrzebne do otwarcia
zaworu sg stosunkowo niewielkie 1 mogg zosta¢ wygenerowane na wiele sposobow. Z drugiej
strony warto$ci ci$nienia otwarcia zaworu w przeptywie zwrotnym s3 o tyle wieksze od
ci$nienia otwarcia w preferowanym przeptywie, Zze pozwalaja na prowadzenie mieszaniny w
jednym, pozadanym kierunku.

Prowadzone badania doprowadzily do opracowania pasywnego mikrozaworu
zwrotnego. Wykonany on zostat z nieoczywistych materiatow (folie poliestrowe: 3M™ 9965 |
3MT™ 9984) z wykorzystaniem jako techniki mikroobrobki ablacji laserowej. Zaprojektowana
struktura wymuszata przeptyw cieczy w jednym kierunku, dzigki czemu mikrozawor byt w
petni pasywny, co potwierdzily przeprowadzone badania. Minimalne ci$nienie potrzebne do
otwarcia mikrozaworu dla przepltywu cieczy w zakladanym kierunku bylo mniejsze od

minimalnego ci$nienia otwarcia zaworu w przeplywie wstecznym. Takie wyniki uzyskano
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niezaleznie 0d zmiennych, ktore mogly mie¢ najwigkszy wplyw na dziatanie mikrozaworu,
czyli od szerokosci struktury sprg¢zyny planarnej oraz od grubosci zatyczki. Opracowany
mikrozawor stanowit istotny element wielowarstwowego mikorsystemu PCR, dlatego zostat

poczatkowo wykonany oraz testowany jako niezalezny element.

6. Wielowarstwowy przeptywowy mikrouktad PCR z zintegrowanym
systemem mikrozawordéw pasywnych

W ramach prowadzonych badan opracowany zostal szereg mikrosystemow, ktore
zostaly przedstawione w niniejszej pracy. Opisane zostaly mikrosystemy hybrydowe
PDMS/szkto 0 geometrii serpentynowej oraz cyklicznej, a takze mikrosystemy cykliczne
wykonane z PMMA. Zdobyte do§wiadczenie oraz przeprowadzone badania pozwolity okresli¢
kluczowe parametry, ktére powinny charakteryzowa¢ mikrosystem PCR.

Material konstrukcyjny, poza oczywistymi parametrami takimi jak stabilno$¢ w
szerokim zakresie temperaturowym oraz stabilno$¢ chemiczna, powinien charakteryzowacé si¢
brakiem adsorpcji skladnikdéw mieszaniny na jego powierzchni. Sposéb taczenia
poszczegblnych elementdéw lub warstw mikrosystemu powinien zapewniac¢ jego szczelno$¢, tak
aby cisnienie wewnatrz mikrokanatéw wywotane przez generowany przeptyw nie prowadzito
do niekontrolowanego wydostawania si¢ mieszaniny reakcyjnej poza Wwyznaczone
mikrostruktury. Warstwa mikrosystemu, ktora ma bezposredni kontakt z systemem grzewczym
powinna mie¢ jak najmniejszg grubo$¢ lub charakteryzowac si¢ wysoka przewodnoscig cieplng.
Materiat konstrukcyjny oraz technika jego mikroobrobki powinna zapewnia¢ wysoka jako$¢
odwzorowanych struktur oraz ich powtarzalnos¢.

Wymienione powyzej wymagania moga zosta¢ spetnione poprzez zastosowanie jako
materiatu konstrukcyjnego folii poliestrowych tagczonych ze sobg poprzez cienkie warstwy
kleju akrylowego. Tego rodzaju materialy sa dostepne komercyjnie, takze w wariantach
specjalnie przeznaczonych do zastosowan diagnostycznych. Z tego powodu zdecydowano na
wykonanie mikrosystemu PCR z wykorzystaniem tego materialu przy uzyciu jako techniki

obrobki ablacji laserowe;.

Wykonanie mikrosystemu

Mikrosystem zostat wykonany z folii poliestrowych 3M™ 9984 i 3M™ 9965, tych
samych ktore zostalty wykorzystane do konstrukcji mikrozaworu. Podobnie jak w przypadku

opracowanego mikrozaworu, istotnym elementem bylo dostosowanie parametrow lasera, tak
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aby unikng¢ nadtopien krawedzi mikrostruktur. Na Rysunku 30 zostaly przedstawione

przyktadowe zdjecia porownujace jako$¢ wykonanych struktur w foliach poliestrowych za

pomoca plotera laserowego.

Rysunek 30: Zdjecia 3D wykonane za pomocg mikroskopu LEXT 4000 przedstawiajace krawedzie mikrokanalow
wykonanych w foliach poliestrowych. A) Widoczne nadtopienia krawedzi; B) Brak widocznych nadtopien.

Warstwy naprzemiennie utozonych folii hydrofilowych oraz dwustronnie klejacej
zostaly oznaczone na Rysunku 31 jako warstwy od 1 do 8. Naktadka, stanowigca wierzchnig
warstwe 9, zostala wyfrezowana w PMMA. Zatyczka z kauczuku fluorowego byta wykonana
metoda obrobki laserowej. Poszczegdlne warstwy mikrosystemu byta ze sobg taczone przy
pomocy specjalnie w tym celu wyfrezowanego holdera, ktory zapewniat dopasowanie do siebie

odpowiednich struktur.

Budowa mikrosystemu

Opracowany mikrosystem ma budowe wiclowarstwowa, sktadajaca si¢ z folii oraz
naktadki. Najnizsza warstwa 1 stanowigca podstawg mikrosystemu jest wykonana z foli
hydrofilowej 3M 9984. Warstwa 1 stanowi rowniez dno mikrokanatu 10, ktory zostat
wykonany w warstwie 2 z folii dwustronnie klejacej 3M 9965. Kanat 10 o szerokosci 500 pm
posiada serpentynowa strukture, ktora sklada si¢ z osiemnastu réwnoleglych odcinkéw
podzielonych na trzy strefy (sze$¢ odcinkéw w kazdej strefie). Dokladne wymiary struktur
wykonanych w warstwie 2 zostaly przedstawione na Rysunku 32. Hydrofilowa warstwa 3
zamyka od gory kanat 10, z wyjatkiem fragmentéw, w ktorych zostaty wyciete otwory 11 0
srednicy Imm stanowigce kontynuacje mikrokanatu do kolejnych warstw. Warstwa

hydrofilowa 3 posiada wyciete otwory, ktore sa catkowicie zastaniane przez zatyczki 13 oraz
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Rysunek 31: Schemat budowy wielowarstwowego mikrosystemu PCR z wyroznieniem poszczegolnych warstw.

otwory umozliwiajace przeptyw roztworu poprzez warstwy. W warstwie 4 zostaly wycigte
otwory 12 o $rednicy 5 mm potozone koncentrycznie do otworéow 11 z warstwy 3 oraz otwory

stanowigce kontynuacje mikrokanalow. W srodkowych czg$ciach otworow 12 umieszone sg
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zatyczki 13. W hydrofilowej warstwie 5 zostaly wycigte otwory zapewniajace kontynuacje
przeptywu pomiedzy warstwami oraz spr¢zyna planarng 14. Pod centralnymi punktami
sprezyny planarnej 14 umieszczone sg zatyczki z kauczuku fluorowego Viton® 13 o grubosci
350 um i $rednicy 1,5 mm. Dwustronnie klejgca warstwa 6 posiada otwory 15 o érednicy 5,24
mm, ktore sg utozone koncentrycznie do spre¢zyny planarnej 14. Hydrofilowa warstwa 7 posiada
otwory 16, ktére umozliwiaja przepltyw roztwory poprzez warstwy. W dwustronnie klejacej
warstwie 8 zostaly wyciete kanaty 17, ktore tacza ze sobg odpowiednie otwory z poprzednich
warstw. Kanaly te sg ograniczone poprzez hydrofilowg warstwe 7 oraz naktadke 9 wykonang z
polimetakrylanu metylu, w ktorej znajduja si¢ dwa otwory 18 bedace gniazdami dla ruchomych

kroccow ttokow.
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Rysunek 32: Schemat przedstawiajgcy geometrie warstwy 2 mikrosystemu PCR wykonanego w foliach
poliestrowych. Przedstawiona warstwa. zostata wykonana w folii dwustronnie klejacej. Zawiera ona kluczowe dla
dziatania mikrosystemu kanaty reakcyjne, w ktorych prowadzona jest reakcja PCR.
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Zasada dziatania mikrosystemu

Mikrosystem dziata na zasadzie wymuszonego przez zewng¢trzne tloki przeptywu, ktory
jest ukierunkowany poprzez pasywne zawory zwrotne. Roztwor w rezerwuarze 18 pod
wplywem zewngetrznego cis$nienia przeptywa przez odcinek mikrokanalu w warstwie 8, a
nastepnie rozdziela si¢ w dwoch kierunkach do nizszych warstw uktadu. Na poziomie warstw
5, 4, 3 roztwor napotyka na barier¢ w postaci sprezyny planarnej 14 i zatyczki 13. Sprezyna
planarna 14 powoduje dociskanie zatyczki 13 do otworu w warstwie 11, blokujac przeptyw.
Jedyna mozliwa droga dla roztworu jest przeptyw poprzez kolejne warstwy mikrosystemu
rozpoczynajac na warstwie 8 i konczac na warstwie 2. W warstwie drugiej roztwor przeptywa
poprzez dhugi mikrokanat podzielony na 3 strefy, ktore moga zosta¢ ogrzane do temperatur
niezbgdnych do zaj$cia poszczeg6lnych cykli reakcyjnych PCR. Utatwieniem w zajéciu reakcji
1 dostosowaniu temperatury jest blisko$¢ roztworu do systemow grzewczych, gdyz sa one
rozdzielone poprzez warstwe 1 o grubosci 100 um. Roztwor przeplywa nastepnie poprzez
kolejne warstwy z 2 do 8, napotykajac na swojej drodze zawor, ktéry moze zostaé otwarty przy
uzyciu odpowiedniego ci$nienia, a zapobiega cofaniu si¢ cieczy. Roztwor nastgpnie przeptywa
ponownie z warstwy 8 w do 2, a nastgpnie z powrotem, po drodze napotykajac na zawor, ktory
moze zosta¢ otwarty przy odpowiednim cisnieniu. Ruch tloka w drugim otworze warstwy 9
powoduje wymuszenie przeplywu z warstwy 2 do 8 rowniez w jednym kierunku, ze wzgledu
na zastosowany zawor. Ostatecznie roztwor powraca do poczatkowego rezerwuaru. Przy
zastosowaniu tak skonstruowanego mikrouktadu i ruchu dwéch zewnetrznych ttokow, mozliwa
jest cyrkulacja roztworu w jednym kierunku. Struktura i roztozenie mikrokanatéw pozwala na
zastosowanie mikrokanatu do przeprowadzenia tancuchowej reakcji polimerazy (PCR).

Potaczone warstwy mikrosystemu zostaty przedstawione na zdjeciu na Rysunku 33.

Rysunek 33: Zdjecie wielowarstwowego mikrosystemu PCR wykonanego w foliach poliestrowych oraz PMMA.
Na zdjeciu widoczna sa zewnetrzne tloki, ktoére zostaly wykorzystane do generowania przeplywu w
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Generowanie przepbywu w mirkosystemie

Elementem wywolujacym przeptyw w mikrosystemie byly dwa naprzemiennie
podnoszace si¢ oraz opadajace ttoki. Zostaly one wykonane na bazie strzykawek, do ktorych
zewngtrznej $rednicy zostaly dopasowane wymiary otworéw 18 wyfrezowanych w nakladce
PMMA. Bezposredni kontakt z roztworem miata jedynie krancowa czes$¢ ttoka, ktora petnita
rowniez funkcje gumowej uszczelki. Generowanie przeptywu bylo mozliwe dzigki
zastosowaniu w mikrosystemie systemu mikrozaworow, ktore wymuszaly jednokierunkowy
ruch roztworu. Ruch tlokéw wywotywany byl przez prosty mechanizm bazujacy na dwoch
solenoidach, ktéry wymaga udoskonalenia oraz peilnej automatyzacji. Niemniej jednak na
podstawie wizualnej obserwacji cyrkulacji roztworu wodnego z barwnikiem w mikrouktadzie,
oszacowano wstepnie zakres generowanych przeplywow na 20 — 200 pL/min w zaleznosci od

czestotliwos$ci pracy ttokow.

Wykorzystanie wielowarstwowego mikrosystemu z zintegrowanymi zaworami w celu

prowadzenia reakcji PCR

Opracowany mikrosystem wykorzystano do przeprowadzenia szeregu reakcji PCR.
System grzatek ustawiono w kolejnosci odpowiadajacej nastgpujacych po sobie etapach reakcji.
Byty one odizolowano od mikrokanatu jedynie poprzez pojedyncza warstwe folii o grubosci
100 um, co pozwolito na wydajng wymiang ciepta oraz uzyskanie pozadanych temperatur w
poszczegblnych strefach pomimo niezgodnego z gradientem utozenia grzatek. Podobnie jak w
przypadku poprzednich mikorsysteméw zdecydowano si¢ na przetestowanie go pod wzgledem
mozliwej adsorpcji DNA lub polimerazy w mikrostrukturach. Na podstawie wynikow
otrzymanych za pomocg elektroforezy zelowej, nie zaobserwowano wspomnianych czynnikéw
inhibitujacych reakcje.

Mikrosystem wykorzystano do przeprowadzenia zaréwno standardowej jak i
asymetrycznej reakcji PCR z wykorzystaniem mieszaniny reakcyjnej roznigcej si¢ stezenia
jednego ze starterow (Tabela 7, 0 odpowiednio Stezenie 1 i Stezenie 2). Przeptyw roztworu w
mikrosystemie ustalono na okoto 100 puL/min, co odpowiadato przeprowadzeniu 30 cykli
reakcyjnych w przeciggu 17,5 minut. Catkowita objeto$¢ mikrosystemu zostata obliczona na
59 pL (w tym 39 pL wlasciwego mikrosystemu oraz okoto 20 puL objetosci martwej).
Mieszanina poreakcyjna reakcji aPCR prowadzonej z wykorzystaniem opracowanego
mikrosystemu zostata wykorzystana w badaniach z wykorzystaniem opracowanego biosensora.
Zajscie reakcji oraz amplifikacje okreslonego fragmentu potwierdzily zaréwno badania z
wykorzystaniem biosensora jak i obserwacja prazkow w zelu po rozdzielaniu
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elektroforetycznym. Potwierdzito to mozliwos$¢ zastosowania wykonanego mikrosystemu do
przeprowadzania reakcji PCR w czasie znacznie krotszym w pordwnaniu z tradycyjnym

mikrosystemem (17,5 minuty vs. 1 godzina 40 minut).

Zalety wykorzystania  folii  poliestrowych jako materiatu  konstrukcyjnego

mikrosystemow PCR

Zapotrzebowanie na szybkie i tanie testy diagnostyczne oparte o reakcje PCR jest coraz
wigksze. Zastosowanie mikrosysteméw PCR pozwala na skrdcenie czasu trwania reakcji oraz
nie wymaga licznego personelu. Uzyte w konstrukcji mikrosystemu folie sg przystosowane do
wykorzystania w wysokowydajnych liniach produkcyjnych typu roll-to-roll. Dodatkowo
zastosowana technologia obrobki materialu w postaci wycinania struktur za pomoca plotera
laserowego moze by¢ zintegrowana na liniach produkcyjnych typu roll-to-roll. Kluczowsa
warto$¢ przedstawionego rozwigzania stanowi calkowita integracja pasywnych zawordéw
zwrotnych z materiatem konstrukcyjnym mikrouktadu. Zapewnia ona szczelno$¢ wykonanych
konstrukcji oraz mozliwo$¢ szybkiej i taniej produkcji. Wykonanie mikrozaworow w foliach
poliestrowych jest mozliwe dzigki ich elastycznym wlasciwosciom. Ich zastosowanie jako
materiatu konstrukcyjnego w mikrosystemach PCR pozwala na zapewnienie bliskiego kontaktu
elementow grzewczych z mikrokanatami, w ktoérych odbywa sie reakcja (100 pum), co
umozliwia wydajna wymiang ciepta. Wykorzystane folie charakteryzuja si¢ brakiem adsorpcji
sktadnikow mieszaniny reakcyjnej na swojej powierzchni oraz pozwalaja na szczelne

polaczenie poszczegdlnych warstw.
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7. Biosensor

Do badan wybrano konstrukcje biosensora dzialajagcego wedlug mechanizmu
rozpoznawania molekularnego typu ,hairpin”, opisanego w czgsci literaturowej (Czgsc 1.
Rozdziat 2.2.). Bazuje ona na zastosowaniu jednoniciowego fragmentu tancucha DNA
(ssDNA), zmodyfikowanego na jednym koncu grupg tiolowg, a na drugim czasteczka
znacznika redoks (nazywanym dalej sonda). Schemat tworzenia warstwy receptorowej
biosensora oraz sposob uzyskiwania sygnatu analitycznego zostal przedstawiony

schematycznie na Rysunku 34 [107].
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Rysunek 34: Schemat tworzenia warstwy receptorowej elektrochemicznego biosensora DNA typu ,,spinka do
wlos6w” oraz zasada jego dziatania. Na powierzchni przetwornika (w tym przypadku elektrody zlotej)
unieruchamiane sg sondy, a nastepnie wypetniacz (w tym przypadku MCH). Obecno$¢ w probce cDNA prowadzi
do rozplatania wewnetrznej struktury sondy i hybrydyzacji z analitem. Prowadzi to do oddalenia znacznika redoks
od powierzchni elektrody, a co za tym idzie spadku rejestrowanego pradu. Zrodto ilustracji - [107]

readout
ﬁ : =

Na oczyszczong powierzchni¢ dyskowej elektrody pracujacej nanoszony byt roztwor
zawierajacy sondg, ktora poprzez grupe tiolowa wigzala si¢ z powierzchnig ztota, a nastepnie
nakraplano roztwor zawierajacy wypelniacz, ktory pozwalal na uporzadkowanie struktury
warstwy receptorowej. Sekwencja nukleotydow sondy dobierana byta tak, by w sposob
specyficzny wigzata si¢ z wykrywanym analitem. Kazda sonda zaimmobilizowana na
powierzchni elektrody ztotej posiadata dowigzany kowalencyjnie znacznik elektrochemiczny
(zastosowano btekit metylenowy). Struktura drugorzedowa sond, pod nieobecno$¢ w probce
komplementarnego fragmentu ssDNA, powodowata zblizenie znacznika do elektrody, czego
skutkiem byty rejestrowane odpowiedzi pradowe. Hybrydyzacja, ktora zachodzi migdzy
jednoniciowym DNA i komplementarnym do niego fragmentem sondy, zwigksza odlegtosc¢
pomiedzy znacznikiem redoks a powierzchnig elektrody, co powoduje zmniejszenie nat¢zenia
pradu. Sygnat analityczny zostal zdefiniowany jako zmiana rejestrowanego sygnatu

elektrochemicznego, obliczonego na podstawie roéwnania:
Zmiana sygnatu = 101_—1 -100% @)
0

Gdzie: lp — natezenie pradu rejestrowanego przed etapem hybrydyzacji; 1 — natezenie pradu

rejestrowanego po etapie hybrydyzacji.
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W niniejszej pracy wykorzystywano trojelektrodowy uktad pomiarowy (Cze$¢ II,
Rozdziat 7), w ktorym elektrodg pracujaca byta ztota elektroda dyskowa. Badania rozpoczeto
wyboru jednej z czterech sond (TOX 1-4), ktora bedzie wchodzi¢ w sktad warstwy
receptorowej (Rozdzial 7.1). W badaniach wstepnych jako wypelniacz stosowano
merkaptoheksanol (MCH). ktory w dalszej czeSci pracy (Rozdziat 7.6.) zostal poréwnany z
dietyloditiokarbaminianem (DEDTC). W kolejnych rozdziatach pracy badano wplyw stezenia
kationow magnezu W buforze hybrydyzacyjnym, temperatury pomiarow (Rozdziat 7.2.) oraz
dodatku do probki DMSO (Rozdzial 7.3.) na odpowiedz biosensora. Opracowane zostaty
roOwniez biosensory z wykorzystaniem zminiaturyzowanych przetwornikéw trojelektrodowych
(Rozdziat 7.5.). W Rozdziale 8 zostata przedstawiona koncepcja urzadzenia shuzacego do
wykrywania zjadliwego szczepu blonicy, ktore wykorzystuje opracowany i przedstawiony w

Rozdziale 7 biosensor.

7.1.  Wybor sekwencji nukleotydow w sondzie

Aby dana sekwencja zadziatata jako sonda typu hairpin musza zosta¢ spetnione pewne
podstawowe warunki. Sekwencja nukleotydéw sondy powinna by¢ dobrana w taki sposob, aby
zawierata krotkie fragmenty wzajemnie komplementarne wewnatrz SSDNA. Dzigki temu
mozliwe jest tworzenie struktur drugorzedowych o charakterystycznym ksztatcie typu hairpin.
Ponadto sekwencja nukleotydow sondy powinna by¢ komplementarna do wykrywanego
analitu, co umozliwia kluczowy proces hybrydyzacji sondy z wykrywanym fragmentem
sSDNA.

Wybrane do badan sekwencje nukleotydow (TOX 1-4) oraz ich struktury
drugorzegdowe, wyznaczone na podstawie oprogramowania firmy Integrated DNA
Technologies [108], sa zamieszczone w Tabeli 8. W kolumnie pierwszej przedstawione zostaty
najbardziej prawdopodobne struktury dla kazdej z sond, charakteryzujace si¢ najnizsza energia
Gibbsa. W drugiej kolumnie umieszczone zostaly trzy najbardziej prawdopodobne struktury
drugorzedowe dla kazdej sondy.

Kropki zaznaczone na rysunkach odpowiadajg miejscom, w ktorych sekwencje
nukleotydowe sg komplementarne do siebie wewnatrz jednego tancucha, co umozliwia

tworzenie struktury drugorzedowej typu spinka do wlosow. Czerwone kropki odpowiadaja
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wigzaniu wodorowemu pomiedzy guaning a cytozyng, za$ niebieskie kropki wigzaniu

wodorowemu pomig¢dzy adening a tyming.

Tabela 8: Zestawienie wybranych sekwencji sond TOX 1-4 oraz ich przewidywane struktury drugorzedowe.

Struktura drugorzedowa sondy o najnizszej energii

Trzy inne najbardziej stabilne
mozliwe struktury
drugorzedowe sondy

TOX 1/-6.58 [kcal'mol?]

5” —thiol - A tatacct GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT
AAA CCT GGT TAT GTA GAT TCC ATT CAA AAA GGT ATA -
AttoMB2 - 3°

Dhugosé trzonu: 7 pz

Dlugosé petli: 57 nukleotydéw

TOX 2 /-4.79 [kcal'mol]
5’ —tiol - Atatacc GAAAACTTTTCT TCG TAC CAC GGG ACT AAA
CCT GGT TAT GTA GAT TCC ATT CAA AAA GGT ATA — Atto MB2
-3

GTA GAT TCC — Atto MB2 -3'

Dlugosé trzonu: 6 pz

Dlugosé petli: 42 nukleotydéw

Dlugosé trzonu: 6 pz : / _ . T
Dlugo$¢ petli: 57 nukleotydow _;’% 7 '
TOX 3/-5.58 [kcal'mol] g
5* —tiol - A ggaatc GAA AAC l .
TTT TCT TCG TAC CAC GGG A i g
ACT AAA CCT GGT TAT '~ ,\ N P

. e - "50 -

TOX 4/ -6.45 [kcal'mol™]

5’ —tiol - A acataa GAA AAC TTT TCT TCG TAC CAC GGG ACT
AAA CCT GGT TAT GT- Atto o e
MB2 -3 |
Dlugos¢ trzonu: 6 pz ST

Dhugosé petli: 35 nukleotydow " "
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Sposrod czterech sond, ktore wykorzystywane byly w badaniach do konstrukcji
biosensora wybrano poczatkowo sonde TOX1. Wybor ten podyktowany byt najwyzsza sposrod
badanych stabilnoscig struktury drugorzedowej sekwencji - jej energia swobodna Gibbsa
wynosita AG -6,58 kcal'mol™. Warstwy receptorowe sensoréow byly przygotowywane zgodnie
z opisem przedstawionym w Cze¢sci II, Rozdziale 7. Nastepnie biosensor, w celu uzyskania
odpowiedniej struktury drugorzedowej, byt kondycjonowany w buforze hybrydyzacyjnym do
ustabilizowania sygnatu pragdowego (okoto 10 — 15 minut).

Pierwotnie w prowadzonych badaniach planowano wykorzysta¢ roztwor
hybrydyzacyjny zawierajacy 2 mM MgCl;, 50 mM KCI, 10 mM bufor Tris-HCI o pH 7.
Poniewaz kationy magnezu odgrywajg istotna role zarowno w reakcji PCR, jak i w pracy
biosensora, dlatego istotnym zagadnieniem byto dobranie odpowiedniego st¢zenia soli MgClo.
Pierwotnie zdecydowano, ze st¢zenie MgClz w buforze hybrydyzacyjnym powinno by¢ takie
samo jak to, ktore zostato uzyte do przeprowadzenia reakcji PCR zgodnie z zaleceniami
producenta, czyli 2 mM.

Dane literaturowe rowniez wskazywaly na istotng role kationu magnezu w procesie
hybrydyzacji nici DNA [109, 110], dlatego uznano za celowe dokladniejsze przebadanie
wplywu stezenia jonéw Mg?* na odpowiedz skonstruowanego biosensora. W poczatkowych
badaniach wybrano cDNA-W, czyli wzorcowe cDNA oczyszczone metodg HPLC, aby unikngé
niespecyficznych oddziatywan sondy biosensora z biatkami (polimerazg), ktére moga pojawic
sic w bardziej skomplikowanej matrycy (CDNA-PT lub cDNA-PM). Pomiary zostaty
wykonane przy zastosowaniu roztworéw hybrydyzacyjnych zawierajacych rozne wybrane
stezenia jonow Mg?*,

Rysunek 35 przedstawia odpowiedzi biosensorow na zmiany st¢zenia analitu w zakresie
0,1 — 2 uM cDNA-W dla 4 réznych stezen jonéw magnezu (2, 4, 15 i 40 mM) w roztworze
hybrydyzacyjnym.

Z Rysunku 35 wynika, ze dla roztworu zawierajacego 2 mM Mg?" (m) zostala
zaobserwowana jedynie niewielka zmiana warto$ci sygnatu, podczas gdy podobne stezenie
jonow magnezu w mieszaninie reakcyjnej PCR pozwolito na skuteczne powielenie fragmentow

genu, co zostato pokazane na Rysunku 36.
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Rysunek 35: Wplyw stezenia jonéw magnezu w roztworze hybrydyzacyjnego na zmian¢ sygnalu
elektrochemicznego; SWV, n >4.
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Rysunek 36: Rozdzielone za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym produkty klasycznej reakcji PCR
(dotek 4), asymetrycznej metody PCR (dotki 5 i 7), oczyszczone metoda HPLC ssDNA fragmentu genu
zjadliwego szczepu blonicy (dotki 6 i 8), standard molekularny GeneRuler Ult (dotki 1-3).

Powyzsze zdjecie zelu poliakrylamidowego z rozdzielonymi produktami zaréwno
standardowej PCR (dotek 4) jak i asymetrycznego PCR (dotek 5 i 7) potwierdza, ze przy
zastosowaniu mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 2 mM Mg?* uzyskiwano pozadany produkt.

Natomiast zwigkszenie stgzenia kationdéw magnezu w buforze hybrydyzacyjnym
(Rysunek 35) pozwolito na wzmocnienie odpowiedzi pradowej biosensora w funkcji stgzenia
cDNA-W. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze istnieje roznica w wydajnosci
hybrydyzacji pomiedzy komplementarnymi niémi DNA w zaleznosci od $rodowiska (fazy), w
ktorej ma ona miejsce. W przypadku reakcji PCR ma to miejsce w fazie cieklej (w objetosci

roztworu), natomiast w przypadku biosensora proces hybrydyzacji zachodzi na granicy fazy
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ciektej (roztwor) i stalej (elektroda). Na proces hybrydyzacji pomiedzy ni¢cmi DNA wptywaja
takze inne czynniki w zalezno$ci od $rodowiska, w ktorym do tego procesu dochodzi
(hybrydyzacja w objetosci roztworu, hybrydyzacja na powierzchni elektrody). Wérdd tych
czynnikOw znaczgcg role odgrywaja przeszkody steryczne warstwy receptorowej
unieruchomionej na powierzchni przetwornika. Kolejnym czynnikiem moze by¢ stabilnos¢
struktury drugorzedowej sondy typu hairpin (nazywana réwniez ,.stem-loop”). Wreszcie
czynnikiem, ktéry moze odgrywaé wazng rolg jest odpychanie elektrostatyczne pomiedzy
analitem, a warstwg receptorowg biosensora. W nici DNA wystepujg grupy fosforanowe w
pojedynczej nici DNA, za$§ w warstwie receptorowej znajdujg si¢ zaroOwno ujemnie natadowane
grupy fosforanowe w strukturze sondy jak i spolaryzowane grupy -OH w 6-merkapto-1-
heksanolu (MCH). W takim przypadku zaréwno analit jak i warstwa receptorowa sa
natadowane ujemnie, co prowadzi do ich wzajemnego odpychania elektrostatycznego, za$
kationy obecne w buforze hybrydyzacyjnym nie zapewniaja wystarczajacego ekranowania
tadunku. Kation magnezu Mg?*, wykorzystywany w mieszaninie reakcyjnej PCR, zapewnia
skuteczniejszg stabilizacje podwojnej nici DNA, w poréwnaniu do jonéw jednowartosciowych
[109]. Z tego tez powodu jego stezenie w buforze hybdrydyzacyjnym zostalo poddane
optymalizaciji.

Zwigkszenie st¢zenia jondéw magnezu w buforze hybrydyzacyjnym spowodowato
poprawe wydajnosci hybrydyzacji migdzy DNA w warstwie receptorowej czujnika z CDNA-
W, co zostato pokazane na Rysunku 35. Mozna na nim zaobserwowac znaczne zwigkszenie

2* do 15 mM w buforze

odpowiedzi sensora w wyniku podwyzszenia stezenia Mg
hybrydyzacyjnym. Dalsze zwigkszanie stezenia jondw magnezu nie wptyneto zauwazalnie na
zmiang sygnahlu analityczneg0 przy zachowaniu zblizonego przebiegu odpowiedzi sensora w
funkcji cONA-W.

Do dalszych badan poréwnujacych dziatanie wszystkich czterech sekwencji
nukleotydowych (TOX 1-4), jako potencjalnych sond biosensora, zastosowano 6-merkapto-1-
heksanolu jako wypetniacz, cDNA-W jako analit oraz wybrano bufor hybrydyzacyjny o
stezeniu 15mM Mg?*. Badania zostaty przeprowadzone wykorzystujac woltamperometrie fali
prostokatnej (SWV) o czgstotliwosci 100 Hz jako technike pomiarowa. Badania prowadzone
byty w temperaturze pokojowe;.

Skonstruowano cztery grupy biosensorow, a kazda z nich zawierala w warstwie
receptorowej inng sonde DNA. Kazda z sond charakteryzowata si¢ wlasng, okreslong
sekwencja nukleotydéw, a zatem roznita si¢ tez ksztattem 1 stabilno$cig tworzonych struktur

drugorzedowych (Tabela 8). Sondy te sktadaty si¢ z trzonu o dtugosci 6 par zasad (TOX 2,
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TOX 3, TOX 4)i7 par zasad (TOX 1) oraz petli o dlugosci 35 (TOX 4), 42 (TOX 3)157 (TOX
1, TOX 2) nukleotydow.

Aby wybra¢ odpowiednia sonde, zbadano zaleznos¢ zmiany sygnatu (spadku natezenia
pradu po etapie hybrydyzacji w stosunku do natezenia pradu przed etapem hybrydyzacji) w
zaleznosci od stezenia analitu (cDNA oczyszczonego metoda HPLC). Badania wskazuja, ze
czas hybrydyzacji jest istotnym czynnikiem wptywajacym na wydajnos¢ tego procesu [111].
Dla kazdej sondy proces hybrydyzacji z komplementarng nicia DNA przeprowadzono w ten
sam sposob, w kazdym przypadku w dwoch wariantach: czas hybrydyzacji wynosit 30 albo 5
minut. Dtuzszy, 30-minutowy czas hybrydyzacji wybrano, aby uzyska¢ jak najwickszy sygnat
analityczny, natomiast krotszy 5-minutowy, ze wzgledu na potencjalne zastosowanie
biosensora do szybkich testow diagnostycznych. Wykresy przedstawiajace zalezno$é
odpowiedzi pradowej biosensorow zawierajacych sondy TOX 1-4 w warstwie receptorowej w

funkcji stezenia CDNA przedstawiono na Rysunku 37.
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Rysunek 37: Zmiana sygnatu rejestrowana przez biosensor z warstwg receptorowa (TOX 1-4) w funkcji cDNA-
W; SWV, n >4; inkubacja w roztworze hybrydyzacyjnym odpowiednio: 5 min i 30 min

Jak tatwo zauwazy¢ odpowiedzi tych biosensoréw zawierajacych poszczegolne sondy

ro6znity si¢ miedzy soba, zarowno jezeli chodzi o zalezno$¢ liniowa, czulo$¢, intensywnosé
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sygnatu oraz odchylenia standardowe pomiarow. W przypadku sondy TOX4 nie uzyskano
zadawalajacych wynikow (R? dla hybrydyzacji 5 min i 30 min wynosity odpowiednio 0,36 i
0,52), a odchylenia standardowe si¢gaty kilkudziesi¢ciu procent. W przypadku sondy TOX2,
zostala zarejestrowana odpowiedz liniowa (R? dla hybrydyzacji 5 min i 30 min wynosity
odpowiednio 0,98 i 0,97 dla st¢zen < 0,1 uM cDNA), ale odchylenia standardowe miaty
réwniez duze wartosci.

Powodem otrzymania tego typu wynikow jest prawdopodobnie brak charakterystyczne;j
struktury sondy typu hairpin dla oligonukleotydow TOX4 i TOX2 (Tabela 8). Rejestrowane za
pomoca biosensorow TOX2/MCH i TOX4/MCH sygnaly charakteryzowaly si¢ duzym
rozrzutem wynikoéw (odchylenia standardowe dla TOX2 i TOX4 wynosily odpowiednio nawet
18% i 22%), a w przypadku sondy TOX4 takze brakiem zalezno$ci liniowej odpowiedzi
sensora. Z tych powodoéw zaréwno sondy na bazie TOX2 jak i TOX4 zostaly odrzucone na
etapie z dalszych badan nad projektowaniem warstwy receptorowej Opracowywanego
biosensora.

Jedynie w przypadku sekwencji TOX1 i TOX3 mozna zaobserwowaé¢ wyrazny zwigzek
miedzy zwigkszajacym si¢ stezeniem cDNA, a sygnalem elektrochemicznym sensora. Sondy
te charakteryzowaty si¢ odpowiednimi strukturami drugorzedowami - najbardziej
przypominaly typowa forme hairpin (Tabela 8). Biosensory zawierajace jako sondy sekwencje
TOXI1 1 TOX3 roznity si¢ wielkoscig odpowiedzi pradowej w funkcji stezenia cDNA, ktora
byta wigksza w przypadku sondy TOX3. Z tego wzglgdu sonda TOX3 zostata wybrana jako

przedmiot dalszych badan przedstawionych w niniejszej pracy.
Parametry pracy biosensora z zastosowaniem sondy TOX3

Uzyskane parametry pracy biosensora z warstwa receptorowa zawierajacg TOX3 | wypelniacz
MCH (TOX3/MCH), dla 5 i 30 minut hybrydyzacji w buforze zawierajgcym odpowiednie
stezenie cDNA-W byty nastgpujace:

e Dla 5 minut hybrydyzacji: zakres detekcji liniowej 0,2-2,0 uM; czuto$é 0,2 uM1;
wspotczynnik regresji 0,980
e Dla 30 minut hybrydyzacji: zakres detekcji liniowej 13,5-60,0 nM; czuto$é 12,8 uM™2;
wspotczynnik regresji 0,965
Granicg wykrywalnosci obliczono na podstawie rownania:
30
s

LoD == 3)
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Gdzie: o jest odchyleniem standardowym skorygowanych sygnatéw $lepej proby mierzonych

dla biosensora elektrochemicznego; s jest nachyleniem krzywej kalibracji
Wynosita ona:

e Dla 5 minut hybrydyzacji 20,8 nM
e Dla 30 minut hybrydyzacji 0,5 nM

Powyzsze parametry (z wyjatkiem granicy wykrywalno$ci) zostaty okreslone dla zmiany
sygnatu biosensora, ktora miescita si¢ pomiedzy 10 a 90%, gdyz podczas analizy biologicznej

za pomocg biosensora moze dochodzi¢ do desorpcji sondy z powierzchni elektrody [112].

7.2. Zastosowanie biosensora do badania probek rzeczywistych

W dotychczasowych badaniach, majacych na celu okreslenie pracy biosensora
wykorzystywany byt roztwér hybrydyzacyjny zawierajacy wzorcowy cDNA-W.
Charakteryzowat si¢ on tym, ze cDNA bylo oczyszczone przy pomocy HPLC, przez co nie
zawieral on innych sktadnikéw obecnych w mieszaninie poreakcyjnej PCR takich jak biatka
(polimeraza), DNA matrycowe, startery i dNTP. Pozwolito to na uniknigcie niepozadanych
odziatywan warstwy receptorowej biosensora ze sktadnikami bardziej skomplikowanej
matrycy, jakg jest mieszaniny poreakcyjna aPCR.

Prowadzonym badaniom przyswiecata idea wykrywania analitu w probce, ktora jest
mieszaning poreakcyjng aPCR. Z tego powodu kolejnym etapem byly badania wykorzystujace
opracowany biosensor, w ktorym zastosowano sekwencje TOX3 w warstwie receptorowej, do
wykrywania zamplifikowanego w asymetrycznej rekakcji PCR fragmentu genu zjadliwego
szczepu maczugowca btonicy (CDNA-PT i cDNA-PM).

W niniejszych badaniach mieszanina poreakcyjna asymetrycznego PCR (aPCR)
okreslana jest mianem probki rzeczywistej. Probka ta zawierata fragment jednoniciowego DNA
o sekwencji nukleotydow komplementarnej do sondy molekularnej (cDNA). Ponadto probka
mogta zawiera¢ w roznych stezeniach inne substraty reakcji: startery (krotkie fragmenty ssDNA
komplementarne do skrajnych odcinkow powielanego fragmentu DNA), polimeraz¢ (enzym
katalizujacy synteze DNA), dNTP (mieszanina deoksynukleotydéw) oraz matrycowe DNA,
ktorego fragment byt amplifikowany. Jako probke rzeczywistg okreslano zar6wno mieszaning
poreakcyjng reakcji prowadzonej w mikrosystemie (CDNA-PM), jak i w termocyklerze (cDNA-
PT). Rozréznienie na cDNA-PM i cDNA-PT zostato dokonane, aby w prosty sposob przekazac

informacj¢ dotyczaca sposobu prowadzenia reakcji aPCR.
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Wykrywanie produktu reakcji aPCR prowadzonej w termocyklerze (cCDNA-PT)

Przeprowadzone zostaly badania majgce na celu wykrywaniec CDNA-PT bedacego
produktem aPCR (probka rzeczywista, produkt reakcji prowadzonej w termocyklerze) z
uzyciem opracowanego biosensora. Mieszanina poreakcyjna aPCR zawierata 1,5 mM Mg**, a
detekcja odbywala si¢ w temperaturze pokojowej. Stezenie jonow Mg?* bylo zgodne ze
wskazaniami producenta odno$nie warunkoéw prowadzenia reakcji PCR. Warto przypomnie¢,
ze wszystkie dotychczas prezentowane wyniki detekcji cDNA-W z uzyciem biosensorow
odbywaly si¢ w temperaturze pokojowej. Zaobserwowanej zmianie sygnatu odpowiada stupek
oznaczony jako RT (pomiar w temperaturze pokojowej, w roztworze zawierajacym 1,5 mM
kationdw magnezu Mg?*) na Rysunku 38 A.

Dla pomiaréw wykonanych w temperaturze pokojowej oraz probce zawierajacej 1,5
mM Mg?* zwraca uwage ujemna warto$é zmiany sygnatu, co odpowiada wzrostowi wartosci
pradu I w poréwnaniu z lp. Zgodnie z Réwnaniem 2, mechanizm detekcji powinien powodowaé
spadek sygnalu pradowego po etapie hybrydyzacji sondy z komplementarng nicig DNA lub
pozostawa¢ bez zmian w przypadku braku komplementarnej nici. Swiadczyé to moze o
niespecyficznych oddziatywaniach warstwy receptorowej ze zwigzkami obecnymi w probee
rzeczywistej, w szczegdlnosci z uzytymi biatkami (polimeraza). Wedtug literatury,
niespecyficzna adsorpcja biatek na powierzchni elektrody moze prowadzi¢ do zmiany jej

przodownictwa (co jest spowodowane zmiang punktu izoelektrycznego na powierzchni
elektrody) [113] .

A B

100 - m1,5mM Mg2+ 100 - @roz. 1:1 v/v; 15 mM Mg2+
< 80 - T 80 - T .
f-hR fhs | T
=] =]
= 60 A & 60 1 .
< 1 c T
R 40 - 2 40 -
v »n
© 1 ©
% 20 A % 20 4
§ ol o i P I

=20 - -20 -

RT 30 40 50 RT 30 40 50
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Rysunek 38: Poréwnanie wplywu temperatury oraz wzrostu stezenia jonOwW magnezu na zmiang¢ sygnalu
biosensora w odpowiedzi na obecno$¢ ¢cDNA-PT; A: jako roztwor, w ktérym prowadzono pomiary zostata
wykorzystana mieszanina poreakcyjna aPCR (stezenie Mg?* wynosilo 1,5 mM); B: jako roztwor, w ktorym
prowadzono pomiary zostata wykorzystana mieszanina poreakcyjna aPCR zmodyfikowana poprzez zwickszenie
stezenia jonow magnezu do 15 mM; SWV, n >4; hybrydyzacja 30 minut; cDNA =0,5 uM.
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Dostepne badania literaturowe [114], Zze oddzialywania te sg silnie zalezne od
temperatury. Dlatego kolejnym krokiem byto przeprowadzenie badan z uzyciem opracowanego

biosensora w podwyzszonej temperaturze.
Wplyw temperatury

Na Rysunku 38 przedstawiono zalezno$¢ zmiany sygnatu biosensora od temperatury, w
ktorej wykonywany byt pomiar. Niemodyfikowanej probki rzeczywistej, o ktorej teraz mowa,
odpowiadajg stupki koloru czarnego, ktére zostaty przedstawione na wykresie A. Sg to probki
zawierajace stezenie Mg?* na poziomie 1,5 mM. Podwyzszenie temperatury pomiaru do 30°C
spowodowato nieznaczny spadek odpowiedzi pradowej biosensora, co skutkowato zwickszenie
zmiany sygnalu. Byla to jednak niewielka zmiana procentowa (8,23% + 5,95). Wzrost
temperatury pomiaru do 40°C umozliwit uzyskanie najwickszej zmiany sygnatu sposrod kilku
wybranych warunkéw. Dalsze podwyzszanie temperatury spowodowato zmniejszenie sygnatu
analitycznego, co wynika prawdopodobnie z degradacji warstwy receptorowej lub desorpcji
tioli z powierzchni elektrody. Badania te nie mialy na celu optymalizacji temperatury oraz
sktadu buforu pomiarowego, lecz okreslenie przyblizonych warunkéw, w ktorych mozliwe jest
uzyskanie odpowiedzi biosensora na poziomie poréwnywalnym z tym uzyskanym przy
wykrywaniu oczyszczonego cDNA. Z tego tez powodu sprawdzonych zostato tylko kilka

temperatur pomiaru.
Wplyw stezenia jonow Mg>*

W Rozdziale 7.1. dotyczacym opracowanego biosensora przedstawiono argumenty
wskazujace na role jaka odgrywaja kationy Mg?* w hybrydyzacji nici DNA. W prowadzonych
badaniach ustalono, ze sposréd sprawdzonych stezen Mg?* w buforze hybrydyzacyjnym, 15
mM Mg?* zapewnia najwieksza czuto$¢ biosensora (Rysunek 35). Ze wzgledu na to, ze w
probee po PCR stezenie Mg?* wynosito 1,5 mM, konieczna byla jej modyfikacja.

Proces modyfikacji probki rzeczywistej jest o tyle niepozadany, ze wymaga
wprowadzenia dodatkowego etapu w calym procesie analitycznym. Niemniej jednak
zdecydowano si¢ na modyfikacje probki poprzez jej rozcienczenie (zmniejszenie stezenia
biatek oddzialywujacych z warstwa receptorowa) oraz zwigkszenie st¢zenia kationow
magnezu.

Przeprowadzono badania, w ktérych mieszanina poreakcyjna aPCR zostala
rozcienczona 1:1 (v/v) za pomocg buforu hybrydyzacyjnego, w ktérym stezenie jonow

magnezu byto na poziomie 28,5 mM, tak aby w ostatecznym roztworze ich stezenie wynosito
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15 mM. Uzyskana w takich warunkach odpowiedz biosensora na probke zawierajaca cDNA-
PT w temperaturze w zakresie 20-25°C wynosita jedynie 11,04 % + 3,86. Natomiast
podwyzszenie temperatury pomiaru spowodowal znaczacy wzrost sygnalu analitycznego
biosensora (Rysunek 38-B). Najwigksza zmiang sygnatu (82,95 % =+ 5,06) uzyskano dla
temperatury 40°C, podobnie jak w przypadku niemodyfikowanej probki rzeczywiste;j.
Uzyskana w ten sposob odpowiedz biosensora byla poréwnywalna, do tej uzyskiwanej w
przypadku detekcji zakupionego, oczyszczonego cDNA w buforze hybrydyzacyjny (zmiana
sygnatu na poziomie okoto 80%).

Na ctapie badan wstepnych (Rozdziat 7.1.) pomiary prowadzone byty w buforze????
hybrydyzacyjnym. Podczas badan nad opracowaniem warunkow oznaczen w probkach
rzeczywistych, pomiary prowadzone byly bezposrednio w mieszaninie poreakcyjnej PCR
(probka) (Rysunek 38-A) Ilub w probce rozcienczonej buforem hybrydyzacyjnym
(zawierajacym zwickszone stezenie kation6w magnezu) w stosunku objetosciowym 1:1
(Rysunek 38-B). Uzyskane wyniki wskazuja na znaczng rdznice w odpowiedzi sensora w
zalezno$ci od sktadu probki. Sktadnikiem mieszaniny, ktory powoduje znaczne utrudnienie w
rozpoznawaniu przez sond¢ cDNA prawdopodobnie sg biatka, ktore zostalty uzyte do
przeprowadzenia reakcji PCR. Potwierdza to zwigkszenie odpowiedz biosensora (wicksza
zmiana sygnatlu) przy podwyzszonej temperaturze, gdy dochodzi do zmian w strukturach
drugorzgedowych zard6wno DNA jak i biatek oraz do zmiany odzialywan mi¢dzy DNA a
biatkami.

Przeprowadzone badania wykazaty konieczno$¢ modyfikacji mieszaniny poreakcyjnej
PCR polegajacy na zwiekszeniu stezenia jonéw magnezu (do 15 mM Mg?"), co wyptywa
korzystnie na hybrydyzacje sondy z cDNA, a takze na zwigkszeniu temperatury pomiarow
(wybrana zostata warto$¢ 40°C), co prowadzito do wyeliminowania odziatywan pomiedzy

DNA a biatkami obecnymi w probce.

7.3.  Wpltyw DMSO na proces hybrydyzacji w matrycy zawierajacej biatka

Prowadzenie pomiardéw w podwyzszonej temperaturze jest szczegdlnie ucigzliwym
procesem, ktory dodatkowo komplikowalby zastosowanie biosensora jako elementu wigkszego
urzadzenia diagnostycznego. Gtéwnymi niekorzystnymi efektami, ktore zdiagnozowano w
przypadku wykrywania cDNA w probkach rzeczywistych, byto niedostateczne ekranowanie
tadunkow uniemozliwiajace wydajng hybrydyzacje oraz niespecyficzne oddzialywanie biatek

z sondami lub calg powierzchnig elektrody. Podczas, gdy ten pierwszy zostal wyeliminowany
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poprzez zwigkszenie stg¢zenia kationoOw magnezu, ten drugi starano si¢ rozwigzaé poprzez
podniesienie temperatury. Postanowiono znalez¢é inne metody eliminacji niekorzystnego
wpltywu biatek na warstwe receptorowa biosensora. W tym celu skorzystano z doniesien
literaturowych potwierdzajacych destabilizacj¢ struktury biatka w roztworach wodnych
poprzez dodanie rozpuszczalnikéw organicznych [115]. W badaniach zostal wykorzystany
dimetylosulfotlenek (DMSO).

Proba (mieszanina poreakcyjna aPCR) byla rozcienczana w podobny sposob jak w
przypadku probek, dla ktorych wyniki zostaty zaprezentowane na Rysunku 38-B. Probka byta
rozcienczana w stosunku objetosciowym 1:1, lecz nie tylko za pomocag buforu
hybrydyzacyjnego, ale réwniez DMSO. Ze wzgledu na rézne zawartosci DMSO, ktoére byly
uzyskiwane dla poszczegdlnych probek, bufor hybrydyzacyjny musiat by¢ wzbogacany o
wyzsze zawartosci soli magnezu w taki sposob, aby koncowe stezenie Mg?* wynosito 15 mM.

Przeprowadzono pomiary dla roztworéw poreakcyjnych aPCR z dodatkiem DMSO w
zakresie 5 — 40 % objetosciowych. Oznaczenia prowadzono w temperaturze pokojowej. Jak
zostalo zaprezentowane na Rysunku 39, dodatek DMSO do probki powodowatl zwigkszenie
zmiany sygnalu. Najwigksza zmian¢ sygnalu zaobserwowano dla 30% zawartosci DMSO w

probee (74,44%+6,12; n>4).
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Rysunek 39: Wplyw stezenia DMSO w badanej probce na zmiang sygnatu biosensora. Probka rzeczywista
(produkt aPCR — cDNA-PT), hybrydyzacja 30 minut, SWV, n >4;

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dodatek rozpuszczalnika organicznego do badanej probki,
umozliwia zwigkszenie zmiany uzyskiwanej odpowiedzi przy uzyciu biosensora z warstwa
receptorowg TOX3/MCH. Jak podajg zrodia literaturowe [116, 117], wptyw DMSO na
odpowiedz biosensora polega na jego odzialywaniu z biatkami. DMSO przy wyzszych
stezeniach prowadzi do rozwinigcia struktur przestrzennych biatek, co zmniejsza ich

powinowactwo do sond molekularnych DNA. Jak wykazaty badania, zastosowanie dodatku
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DMSO do probki rzeczywistej umozliwia prowadzenie pomiaréw w temperaturze pokojowej.

Jest to istotne, gdyz eliminuje konieczno$¢ wprowadzenia etapu podgrzewania badanej probki.

7.4. Selektywno$¢ sensora na zjadliwy szczep maczugowca blonicy

W dalszym etapie badan sprawdzono mozliwos¢ zastosowania opracowanego
biosensora w analizie probek zawierajacych mieszaniny materiatdw genetycznych réznych
patogenéw bakteryjnych. Wybrano grupe szczepow bakteryjnych, ktére moga wystepowacé w
goérnych drogach oddechowych cztowieka i1 by¢ potencjalnymi patogenami. Lista wybranych
do badan szczepdw bakterii, z ktorych zostato wyizolowane DNA wykorzystane w badaniach
zostata przedstawiona w Tabeli 9. W grupie tej znajdowal si¢ zarowno zjadliwy szczep
maczugowca blonicy (Corynebacterium diphtheriae NCTC 10648, tox™), ktérego fragment
DNA jest wykrywany przez opracowany biosensor, jak i niezjadliwy szczep (Corynebacterium
diphtheriae 5820/2019, tox’). Przygotowano rowniez roztwory zawierajace materiat genetyczny
wyizolowanego z kilku szczepow bakteryjnych, tworzac ich mieszaniny (Mix 1-6), ktorych
zawarto$¢ zostata przedstawiona w Tabeli 10. W przypadku tych mieszanin jedynie dwie z nich

(Mix-3 oraz Mix-4) zawieralty DNA wyizolowane ze zjadliwego szczepu maczugowca btonicy.

Tabela 9: Zestawienie szczepow bakterii, ktorych wyizolowane DNA wykorzystano jako matrycg DNA w reakcji
PCR

Nazwa szczepu bakterii Numer matrycy
Corynebacterium diphtheria :
NCTC 10648, gravis, tox™
Corynebacterium diphtheria 5
5820/2019 , tox~
Corynebacterium pseudodiphteriticum 3
Staphylococcus epidermidis 4
Streptococcus pneumoniae 5
Moraxella catarrhalis 6
Streptococcus pyogenes 7
Streptococcus salivarius 8
Escherichia coli 9
Staphylococcus aureus 10
Haemophilus influenze 11
Klebsiella pneumoniae 12
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Tabela 10: Zestawienie sktadéw mieszanin szczepdw bakterii, ktorych wyizolowane DNA wykorzystano jako

matryce DNA w reakcji PCR

Nazwy szczepow bakterii

Numer mieszaniny
matryc

Corynebacterium pseudodiphteriticum
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Streptococcus pyogenes

Mix-1

Streptococcus salivarius
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenze
Klebsiella pneumoniae

Mix-2

Corynebacterium diphtheriae NCTC 10648, gravis,tox™
Corynebacterium pseudodiphteriticum

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Streptococcus pyogenes

Mix-3

Corynebacterium diphtheriae NCTC 10648, gravis,tox™
Streptococcus salivarius

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Haemophilus influenze

Klebsiella pneumoniae

Mix-4

Corynebacterium diphtheriae 5820/2019, tox™
Corynebacterium pseudodiphteriticum
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Streptococcus pyogenes

Mix-5

Corynebacterium diphtheriae 5820/2019 , tox™
Streptococcus salivarius

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Haemophilus influenze

Klebsiella pneumoniae

Mix-6
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Matryca zawierajaca DNA jednego szczepu bakterii
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Rysunek 40: Rozdzielone elektroforetycznie produkty standardowej i asymetrycznej reakcji PCR, w ktorych jako
matrycg DNA wykorzystano DNA wyizolowane z szczepow bakterii wymienionych w tabeli 2 oraz odpowiedz
biosensora na produktu tych reakcji.
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Przeprowadzono szereg reakcji PCR i aPCR, w ktorych matrycowe DNA dla kazdej z
nich zawieralo DNA pojedynczych szczepoéw bakterii — matryce 1-12 (Tabela 9) lub ich
mieszanin — mix 1-6 (Tabela 10). DNA zjadliwego szczepu btonicy znajdowalo si¢ jedynie w
matrycy nr 1 (dla pojedynczych wyizolowanych DNA patogenow) oraz w matrycach Mix-3 i
Mix-4 (dla mieszanin DNA). Startery uzyte w reakcji byly specyficzne dla fragmentu DNA
zjadliwego szczepu blonicy.

Mieszanina poreakcyjna byta rozdzielana przy uzyciu elektroforezy zelowej. Wyniki
przedstawiono na Rysunku 40. Jedynie w S$ciezce, w ktorych znajdowala si¢ mieszanina
reakcyjna, w ktorej obecne bylo matrycowe DNA zjadliwego szczepu maczugowca blonicy,
widoczny byt prazki, ktory potwierdzat amplifikacje DNA. Swiadczy to o selektywnosci reakcji
PCR, ktorej produktem jest fragment genu zjadliwego szczepu o dtugosci 107 nukleotyddw.
Analogiczne wyniki zostaly zaobserwowane dla mieszanin materiatu genetycznego. Jedynie
dla mieszanin Mix-3 i Mix-4 zostaly zaobserwowane prazki $wiadczace o amplifikowaniu
fragmentu genu.

Mieszaniny poreakcyjne aPCR zostaly rowniez wykorzystane do badan za pomocg
opracowanego biosensora. Mieszaniny te zostalty wzbogacone przez dodatek zardwno kationow
magnezu, jak i DMSO tworzac odpowiednie warunki dla reakcji hybrydyzacji analitu z sonda
warstwy receptorowej biosensora.

Odpowiedzi biosensora uzyskiwane dla poszczegolnych mieszanin (Mix 1-6)

zawierajacych material genetyczny patogenow zostaly zaprezentowane na Rysunku 41.
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Rysunek 41: Odpowiedz biosensora TOX3/MCH DNA na wykrywanie cDNA w mieszaninach poreakcyjnych
(aPCR), ktore jako matrycowe DNA zawieraly wyizolowane DNA patogendw (A) oraz mieszanin patogenéw (B),
czas hybrydyzacji 30 min, SWV, n >4

Otrzymane wyniki wskazuja jednoznacznie, ze jedynie w przypadku mieszanin

poreakcyjnych aPCR, w ktorych skladzie byl obecny powielony fragment cDNA
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zaobserwowano istotna zmiane sygnatu elektrochemicznego biosensora. Swiadczy to o
wysokiej selektywno$ci opracowanego biosensora i potwierdza mozliwo$¢ wykorzystania go

do badania probek rzeczywistych.

7.5.  Miniaturyzacja biosensora

Jak zostalo wspomniane w czg$ci literaturowej, przetworniki elektrochemiczne sg
czesto wykorzystywane w opracowywaniu nowych biosensorow migdzy innymi ze wzgledu na
tatwos¢ ich miniaturyzacji. Miniaturyzacja umozliwia stworzenie przeno$nego systemu
diagnostycznego, ktory moze zosta¢ wykorzystany w badaniach w terenie, w miejscu gdzie
znajduje si¢ potencjalna osoba zakazona (POC). Zmniejsza to czas catosciowego procesu
diagnostycznego, gdyz probka pobrana od pacjenta, nie musi by¢ transportowana do
wyspecjalizowanych laboratoriéw, a szybkie rozpoznanie choroby w przypadku btonicy jest
niezwykle istotne dla zdrowia i zycia pacjenta. Miniaturyzacja pozwala rOwniez na obnizenie
kosztow urzadzen, poprzez ich masowa produkcje, z wykorzystaniem innowacyjnych technik
wytwarzania (np. elektrody wykonane metodg sitodruku).

W niniejszej pracy wykorzystano jednorazowe, komercyjnie dostepne przetworniki,
ktore zastgpily konwencjonalny system trdjelektrodowy wykorzystywany w badaniach
wstepnych. Biosensor opracowano na bazie takich przetwornikow z mysla o zastosowaniu w
przenosnych urzadzeniach diagnostycznych. Badano dwa warianty przetwornikow:

e Dbez polerowania (AC1.W1.R2) — zlote elektrody pracujace zostaty wykonane metoda
sitodruku na podtozu ceramicznym (Rysunek 42-A);

e Polerowana (AC1P.W1.R2) — zlota elektroda pracujgca zostata wykonana metoda
sitodruku, a nastepnie byta polerowana. Charakteryzowata si¢ jednorodng gladka
powierzchnig o chropowato$ci ponizej 1 um (zgodnie z deklaracjg producenta)
(Rysunek 42-B).

Oba rodzaje przetwornikéw posiadaty elektrode odniesienia Ag/AgCl oraz ztotg elektrode
pomocnicza.
Przed przygotowaniem warstwy receptorowej sprawdzono kilka metod czyszczenia
elektrod, w tym:
e kapiel ultradzwigkowa elektrod w mieszaninie wody i etanolu,
e czyszczenie elektrochemiczne w 0,5 M roztworze H2SOa,

e inkubacje w roztworze piranii przez 30 sekund.
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Ostatecznie zostala wybrana, jako najbardziej skuteczna, procedura czyszczenia za

pomoca roztworu piranii, po ktorej elektrody byty obficie sptukiwane woda dejonizowana.

Rysunek 42: Zdjgcie zminiaturyzowanych, trojelektrodowych przetwornikow elektrochemicznych wykonanych
metoda sitodruku, A) - ACLW1.R2, B) - AC1P.W1.R2.

Na tak przygotowany przetwornik nanoszono warstwe receptorowg TOX3/MCH.
Przygotowany biosensor wykorzystano do detekcji cDNA-PT pochodzacego z asymetryczne;j
reakcji PCR. Do probki dodawano DMSO (30% v/v) oraz roztwor zawierajacy jony magnezu,
tak aby uzyskac ich koncowe stezenie na poziomie 15 mM. W przypadku obu biosensorow
zaobserwowano zmiang sygnatu (Rysunek 43), umozliwiajaca wykrycie cDNA. Zmiana
sygnatu dla przetwornika AC1.W1.R2 wynosita 49+9%, za$ dla przetwornika AC1P.W1.R2
wynosita 74+4% 1 byta bardzo zblizona do wynikéw otrzymanych dla standardowego uktadu
trojelektrodowego ze zlota elektroda dyskowa (72+4%) wykorzystywana w poprzednich
eksperymentach (Rysunek 43).
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Rysunek 43: Porownanie odpowiedzi sensoréw z warstwa receptorowa TOX3/MCH dla roznych typow przetwornikow w
obecnosci cDNA bedacego produktem aPCR, czas hybrydyzacji 30 min, SWV, n >4
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Réznice pomiedzy zmiang sygnatow dla dwoch badanych komercyjnych
przetwornikow wynika prawdopodobnie z ich konstrukcji oraz chropowatosci powierzchni
ztotej elektrody, co moze w istotny sposob wptywaé na jakos$¢ i sktad unieruchomionych
warstw tiolowych.

Warto$ci zmiany sygnatu otrzymane dla biosensora stworzonego na komercyjnym
przetworniku (AC1P.W1.R2) swiadczg o przydatnos$ci tego typu sensoréw do detekcji gendw
patogendw i mogg stanowi¢ kompaktowy, jednorazowy element detekcyjny urzadzen typu lab-

on-a-chip wykorzystywanych do badania wyst¢powania kwasow nukleinowych w probce.

7.6. Dietyloditiokarbaminian jako czynnik blokujacy warstwy receptorowe;j

Modyfikacji probki rzeczywistej (mieszaniny poreakcyjnej aPCR) jest powigzania z
wprowadzeniem dodatkowego etapu w procedurze analitycznej. W opisanych badaniach
wstepnych, dotyczacych opracowania biosensora, jako czynnik blokujacy wykorzystywano
merkaptoheksanol (MCH). W Czesci III, Rozdziale 7.1. podniesiony zostal watek wpltywu
stezenia kationdOw magnezu na proces hybrydyzacji cDNA z sondg biosensora. Zauwazono
mozliwo$¢ wplywu spolaryzowanych grup funkcyjnych MCH (-OH) na odpychajace
oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy warstwg receptorowg biosensora a analitem. Aby
zbada¢ faktyczny wpltyw czynnika blokujacego na wydajno$¢ procesu hybrydyzacji
postanowiono rozszerzy¢ prowadzone badania o najnowsze wyniki prac dr hab. inz. R.
Ziotkowskiego [118], dotyczace zastosowania dietyloditiokarbaminianu (DEDTC) jako
potencjalnego wypetniacza w warstwie receptorowej.

W tym celu przygotowano sensory, ktore w warstwie receptorowej posiadaty nowy
czynnik  blokujacy w postaci DEDTC (biosensory TOX3/DEDTC). Czasteczki
dietyloditiokarbaminianu (DEDTC) nie posiadajg tadunku, ale charakteryzuja si¢ obecnos$cig
struktur rezonansowych oraz blisko$ciag poziomu Fermiego dla zlota [118]. Taka zmiana
czynnika blokujacego powinna prowadzi¢ do wzrostu przewodnictwa warstwy receptorowe;.
Jak wcze$niej wspomniano, odpychajace odzialywania elektrostatyczne pomi¢dzy cDNA a
powierzchnig elektrody moze by¢ spowodowane zastosowaniem MCH jako czynnika
blokujgcego. Zaobserwowano, ze modyfikacja zlota poprzez MCH powoduje wzrost
rezystywnos$ci z 500 Q do 1500 Q, podczas, gdy zastosowanie DEDTC powoduje zmniejszenie
rezystywnosci czystej ztotej elektrody do 30 € [118].

Dane literaturowe wskazuja na mozliwos¢ wymiany zwigzanych kowalencyjnie z

elektrodg ztotg tioli przez dietylotiokarbaminiany [119]. Dlatego w prowadzonych badaniach
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postanowiono zweryfikowa¢ czy DEDTC jest zdolny do zastgpienia tiolowanych czasteczek
sond na powierzchni ztotej elektrody. Zachodzenie takiego podstawienia prowadzitoby do
niestabilnosci warstwy receptorowej biosensora. Wykonano seri¢ dwoch typow biosensorow
roéznigcych sie zastosowanym wypelniaczem w warstwie receptorowej: TOX3/MCH oraz
TOX3/DEDTC i poréwnano odpowiedz pradowa przygotowanych biosensorow.
Immobilizacja czynnika blokujacego byta prowadzona w czasie 24 h i 72 h (Rysunek 44) dla

obu typoéw biosensorow.
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Rysunek 44: Wptyw rodzaju $rodka blokujacego A) MCH B) DEDTC oraz czasu jego immobilizacji na warto$¢
zarejestrowanego pradu; czas immobilizacji 24h i 72h, SWV

Podobnie jak w przypadku biosensora TOX3/MCH, zostaty okreslone podstawowe
parametry pracy biosensora TOX3/DEDTC w tym zalezno$¢ w funkcji stezenia cDNA-W.
Parametry te zostaly okreslone dla czasu hybrydyzacji 30 minut (SWV, n>4). Dla 30 minutowej
hybrydyzacji: zakres detekcji liniowej 40,2—80,5 nM; czutoé¢ 3,8 uML; wspotczynnik regresji
0,988; granica wykrywalnosci 1,7 nM

Zaobserwowano znaczace roznice w rejestrowanej wartosci pradu dla sensorow w
zalezno$ci od zastosowanego czynnika blokujacego oraz jego czasu immobilizacji na
elektrodzie. W przypadku zastosowania w warstwie receptorowej sondy TOX3 i MCH jako
wypehiacza, wydtuzenie czasu immobilizacji MCH na elektrodzie z 24 godzin do 72 godzin
powodowato zmniejszenie rejestrowanej odpowiedzi pradowej o 40%. W przypadku za$
zastosowania sondy TOX3 i DEDTC w roli wypelniacza, podobne wydluzenie czasu
skutkowato zwigkszeniem odpowiedzi pragdowej o prawie 150%, przy czym jakos¢
rejestrowanych pikow na woltamperogramie nie ulegla pogorszeniu.

W przypadku sensora z warstwa receptorowa TOX3/MCH spadek odpowiedzi pradowe;j
mozna thumaczy¢é utworzeniem gestszej warstwy MCH, na co wskazujg badania [118]
dowodzace wzrostu catkowitej rezystywnos$ci elektrod i/lub mozliwo$¢ zastgpienia sondy

TOX3 na powierzchni elektrody przez czasteczki wypelniacza. Duzy wzrost sygnatu w
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przypadku sensora TOX3/DEDTC wskazuje na zwigkszenie stabilnos$ci warstwy receptorowej,
a takze zwigkszenie ogolnej przewodnosci warstwy receptorowej, za ktorg odpowiedzialny jest
nowy czynnik blokujacy DEDTC.

Wprowadzenie nowego wypeliacza DEDTC wymagato takze sprawdzenia ustalonych
wczesniej dla MCH warunkow prowadzenia oznaczen. W tym celu przeprowadzone zostaty
pomiary z wykorzystaniem biosensora TOX3/DEDTC w roztworach hybrydyzacyjnych
zawierajacych 0,2 uM cDNA-W, ale roznigcych sig stezeniem tego buforu. Roztwor oznaczony
jako 1X odpowiadat sktadem przyjetemu za najlepszy w przypadku biosensorow TOX3/MCH
(15 mM MgClz, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7), roztwory 0,1X i 0,01X oznaczaja,
odpowiednio, 10- i 100-krotne rozcienczenie roztworu 1X roztworem o sktadzie: 50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI, pH 7 (bez jonéw Mg?*). Uzyskane wyniki przedstawione sa na Rysunku 45.

W przypadku biosensora z warstwa receptorowa, w ktorej wypetniaczem byt DEDTC,
sygnal analityczny uzyskany za pomocg biosensora byt na poziomie 92-93% dla 0,2 uM
stezenia cDNA-W, przy zastosowaniu wyjsciowego roztworu 1X, jak i przy dziesigciokrotnym
jego rozcienczeniu. Warto zauwazy¢, ze dziesigciokrotnie rozcienczony roztwor zawierat 1,5
mM MgCl2, co oznacza, Zze stezenie kationdéw magnezu odpowiadato stosowanemu w
prowadzonej reakcji PCR (zgodnie z zaleceniami producenta). Natomiast stukrotne

rozcienczenie prowadzito do drastycznego obnizenia wartosci sygnatu analitycznego (36+4%).
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Rysunek 45: Sygnatl analityczny uzyskiwany przy zastosowaniu biosensora TOX3/DEDTC przy pomiarach
prowadzonych w roztworze hybrydyzacyjnym o sktadzie 15 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7
(bufor 1X), 0,2 uM cDNA-W, hybrydyzacja 30 minut, SWV, n >4;
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnioskowa¢, ze zmiana wypetiacza w
warstwie receptorowej z MCH na DEDTC jest korzystna, gdyz dzigki temu jedno z ograniczen
zastosowania biosensora do pomiarow bezposrednio w mieszaninie poreakcyjnej aPCR
(polegajace na koniecznosci zwiekszeniu stezenia Mg?* do 15 mM w przypadku biosensora
TOX3/MCH) moze by¢ wyeliminowane.

Jak wskazaly proby zastosowania biosensorow TOX3/DEDTC do analiz probek po
PCR, pozostata konieczno$¢ wyeliminowania oddzialywan warstwy receptorowej z biatkami
obecnymi w probce. Podobnie jak w przypadku biosensora TOX3/MCH postanowiono
modyfikowa¢ probke poprzez dodatek DMSO. Badania probek zawierajacych cDNA-PM z

wykorzystaniem tego typu biosensora przedstawione zostalty w Rozdziale 8.

8. Propozycja konstrukcji zintegrowanego urzadzenia do wykrywania
zjadliwego szczepu maczugowca btonicy

Opracowane w Rozdziale 7 warstwy receptorowe, zarowno TOX3/MCH, jak i
TOX3/DEDTC, zostaly wykorzystane do stworzenia biosensorOw przez zastosowanie
zminiaturyzowanych  przetwornikow, ktore byly kompatybilne 2z opracowanym
mikrosystemem PCR. Pozwolito to na przeprowadzenie badah majacych na celu wykrywanie
jednoniciowego DNA w probce przez biosensor, ktory zostat zintegrowany z mikrosystemem
PCR.

Wykorzystane do stworzenia biosensora przetworniki zostaly wykonane oraz
udostepnione przez Dzial Elektroniki Drukowanej, Tekstroniki i Montazu z Centrum
Zaawansowanych Materiatlow 1 Technologii CEZAMAT Politechniki Warszawskiej. Byly to
trojelektrodowe przetworniki elektrochemiczne wykonane na podtozach z elastycznych folii
polimerowych. Kontakty przewodzace, elektrody pomocnicze oraz elektrody odniesienia
wykonane byly w technologii sitodruku, natomiast ztote elektrody pracujace wykonane byty w
technologii cienkowarstwowej poprzez osadzanie fizyczne z fazy gazowej. Proces
przygotowania warstwy receptorowe] biosensora pozostal niezmieniony w stosunku do
wczesniej prowadzonych badan.

Jako podstawa do badan zostal wykorzystany mikrosystem opisany w Rozdziale 6,
ktory zostal poddany nastgpujacym modyfikacjom:

e wprowadzono dodatkowg warstwe z przetwornikami wykonanymi na foliach,
e utworzenie dodatkowej przestrzeni, nazywanej celka pomiarowg, w ktorej

znajdowaty si¢ elektrody uktadu pomiarowego.
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Mikrosystem zintegrowany z biosensorem zostal pokazany na Rysunku 46.

Celka pomiarowa ze
zminiaturyzowanym
biosensorem
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mikrokanatu
reakcyjnego

wykonanego w \

Gorna warstwa

mikrosystemu -
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Rysunek 46: Zdjgcie wielowarstwowego mikrosystemu PCR zintegrowanego z zminiaturyzowanym biosensorem
DNA. Na zdjeciu zostaly zaznaczone wybrane elementy zintegrowanego systemu, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zminiaturyzowanego przetwornika.

Integracja mikrosytsemu PCR z systemem pomiarowym wymagata zastosowania
odpowiedniej, kompatybilnej technologii, w ktorej wykonano przetworniki biosensora. W tym
celu zaprojektowano i wykonano przetworniki na elastycznych foliach polimerowych.
Pozwolito to na docinanie ich ksztattu za pomocg lasera oraz taczenie z pozostatymi warstwami
mikrouktadu w jednym procesie technologicznym. W mikrosystemach zintegrowanych badane
byty dwa typy biosensorow: TOX3/MCH jak i TOX3/DEDTC.

Pierwszym etapem procesu wykrywania zjadliwego szczepu blonicy byto
przeprowadzenie reakcji aPCR. Wszystkie reakcje prowadzone byty w ten sam sposob, sktad
mieszaniny reakcyjnej byt identyczny do tego przedstawionego w Tabeli 7, Stezenie 2 (S. 88).
Pomimo, ze mikrouktad zostal zmodyfikowany w taki sposob, aby zawieral doprowadzenia
mikrokanatéw do celki pomiarowej, t0 mieszanina reakcyjna nie byta wprowadzana do niej
bezposrednio po przeprowadzeniu reakcji. Wynikato to z koniecznos$ci modyfikacji probki
poprzez odpowiednie rozcienczenie, dodatek DMSO, czy tez zwigkszenie st¢zenia kationow
magnezu (tylko w przypadku TOX3/MCH). Prowadzenie etapu modyfikacji probki wewnatrz
mikrosystemu wymagaloby wprowadzenia dodatkowych elementow, ktére nie byty tematem
niniejszej pracy.

W prowadzonych badaniach po zakonczeniu reakcji PCR mieszanina byla

wyprowadzana z mikrosystemu do naczynka, modyfikowana poprzez dodatek odpowiednich
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roztworo6w, a nastepnie wprowadzana do celki pomiarowej, w ktorej znajdowal si¢
zminiaturyzowany biosensor.

W przypadku pomiaréw, ktére odbywaty si¢ za pomocag biosensora TOX3/MCH
konieczna byta modyfikacja mieszaniny poreakcyjnej, W celu uzyskania stezenie Mg?* na
poziomie 15 mM oraz DMSO na poziomie 30% bjetosciowych. W przypadku pomiarow, ktore
odbywaly si¢ za pomocg biosensora TOX3/DEDTC, probke modyfikowano tak, by koncowe
stezenie jonéw magnezu wynosito 1,5 mM, a DMSO 30% objetosciowych. Taka modyfikacja
probki byla konieczna, na co wskazywaly wyniki przedstawione we wczeSniejszych
rozdziatach (Rozdziat 7.2. 1 7.3.).

Proces hybrydyzacji analitu z sonda trwat 30 minut i odbywal si¢ w specjalnie
zaprojektowanej celce pomiarowej wewnatrz mikrosystemu. Pomiary wykonano dla szesciu
przygotowanych biosensorow kazdego typu. Warto zaznaczy¢, ze sposob w jaki prowadzono
pomiary r6znit si¢ od wcze$niej prowadzonych eksperymentéw. W tym przypadku
modyfikowane probka byta wprowadzana do celki pomiarowej, w ktorej miata styczno$¢ z
biosensorem w ograniczonej przestrzeni. Wczesniejsze pomiary wykorzystujace jako
przetwornik zlotg elektrod¢ dyskowa i/lub zminiaturyzowane elektrody wykonane metoda

sitodruku bazowaty na zanurzeniu ich w roztworze probki.
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Rysunek 47: Sygnat analityczny rejestrowany przez biosensory zawierajace rézne wypetniacze (MCH albo

DEDTC), znajdujace si¢ w celce pomiarowej zintegrowanego mikrosystemu. Probka otrzymana w reakcji PCR w
tym mikrosystemie; SWV, hybrydyzacja 30 minut, n=6

Zaobserwowano spadek natgzenia rejestrowanego pradu (Rysunek 47) na poziomie
51,29%+9,78 (n=6) w przypadku biosensora TOX3/MCH oraz 78,64%+13,17 (n=6) dla
biosensora TOX3/DEDTC. Zmiana sygnalu rejestrowana przez biosensor przed oraz po

procesie hybrydyzacji w probce zawierajace] mieszaning poreakcyjng aPCR $wiadczy o
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wykryciu w badanej probce cDNA bedacego analitem. Roéznice pomiedzy dwoma
zastosowanymi typami biosensora moga wynika¢ z réznych powodow, migdzy innymi z
wigkszej calkowitej rezystywno$ci warstwy receptorowej wykorzystujacej jako wypekiacz
MCH w poréwnaniu do DEDTC [110]. Przeprowadzone badanie jako glowny cel miato jednak
okresli¢ mozliwo$¢ zastosowania opracowanych biosensoréw w celu detekcji analitu, co
zostalo potwierdzone zar6wno dla TOX3/MCH jak i TOX3/DEDTC.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze opracowane biosensory
spetity swoja role jako element detekcyjny opracowanego urzadzenia. Amplifikowany w tej
reakcji cDNA-PM zostat wykryty zarowno przez biosensor TOX3/MCH jak i TOX3/DEDTC.
Pomimo r6éznic w odpowiedzi biosensorow zawierajacych rozny czynnik blokujacy oraz réznic
w procesie modyfikacji probki, oba warianty umozliwity wykrycie cDNA obecnego w probce.
W zalozeniu prowadzonych badan, ostateczne zastosowanie biosensora sprowadzac si¢ ma do
prostej odpowiedzi, ktéra potwierdza lub zaprzecza obecnos$ci fragmentu genu zjadliwego
szczepu blonicy w probce bez koniecznosci podawania jej stezenia. Ta podstawowa
funkcjonalno$¢ biosensora jako systemu detekcji zostata potwierdzona.

Wyniki przeprowadzonych badan dowiodly stusznosci koncepcji (ang. proof of
concept) proponowanej w pracy konstrukcji urzadzenia stuzacego do szybkiej detekcji
zjadliwego szczepu maczugowca blonicy. Opracowany mikrosystem umozliwia
przeprowadzenie reakcji aPCR oraz dokonanie detekcji analitu w celce pomiarowej.
Zastosowane materialy pozwolity na wykonanie mikrosystemu PCR, ktoéry w prosty sposob
mozna zintegrowac z biosensorem DNA. Integracj¢ umozliwito zastosowanie nowoczesnej
technologii, bazujacej na wykorzystaniu elastycznych foli polimerowych, do wytwarzania
zar6wno zminiaturyzowanych systemow PCR, jak 1 biosensorow.

Docelowe urzadzenie powinno w sposdb w pelni zautomatyzowany przeprowadzaé
etapy procesu diagnostycznego zwigzane z przygotowaniem probki analitycznej. W tym celu
konieczne sg dalsze prace nad wprowadzeniem do mikrosystemu elementow (tj., dodatkowe
zbiorniki wewnatrz mikrosystemu oraz zawory aktywne) umozliwiajacych sterowanie
przeplywem w taki sposdb, aby po etapie reakcji aPCR mieszanina byta odpowiednio
zmodyfikowana wewnatrz urzadzenia, a nastepnie automatycznie wprowadzana do celki
pomiarowej. Docelowe urzadzenie powinno wykorzystywac rowniez zminiaturyzowane stacje
pomiarowe oraz systemy zasilania uktadu grzatek. Takie dziatania pozwolg na stworzenie
przeno$nego prototypu, ktéry w sposdb w pelni zautomatyzowany pozwoli na przeprowadzenie
procesu wykrywania zjadliwego szczepu maczugowca btonicy od etapu wprowadzenia probki

pobranej od pacjenta do otrzymania wyniku. Niemniej jednak, w przedstawionych badaniach
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opracowane zostaly kluczowe elementy urzadzenia umozliwiajace przeprowadzenie dwoch
najwazniejszych etapow, jakimi sg amplifikacja DNA w mikrosystemie oraz detekcja przy

uzyciu biosensora.

133



Podsumowanie i wnioski

W pracy doktorskiej ,,Opracowanie przeno$nego zminiaturyzowanego urzadzenia
diagnostycznego z elektrochemicznym czujnikiem DNA” przedstawiono problematyke, ktora
dotyczyta opracowywania urzadzen typu Lab on a Chip stuzacych do przeprowadzania reakcji
PCR oraz wykorzystania elektrochemicznych biosensoréw w celu wykrywania okreslonych
fragmentow DNA. Tematyka pracy obejmuje opracowanie, wytworzenie i optymalizacje
mikrosystemow przeptywowych stuzacych do amplifikacji DNA oraz opracowanie biosensora
DNA umozliwiajacego wykrywanie analitu powielonego w mikrosystemie PCR.

Glowny nacisk w czes$ci literaturowej zostat potozony na opisanie systeméw Lab-on-a-
Chip ze szczegblnym uwzglgdnieniem mikrosystemow stuzacych do prowadzenia reakcji PCR.
Opisane zostaly materialy konstrukcyjne mikrosystemow oraz techniki ich obrobki.
Przedstawiono podzial mikrosysteméw PCR ze wzgledu na sposob prowadzenia reakcji oraz
przedstawiono sposoby dostarczania energii do mikrosystemow. Zwrocono roéwniez uwage na
elementy wywotujace i kontrolujace przeptyw w mikrosystemach oraz elementy wspomagajace
mieszanie. Przedstawione zostaly réwniez biosensory elektrochemiczne DNA, sposob ich
dziatania oraz metody immobilizacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem biosensoréw typu
spinka do wloséw. W czesci literaturowej pracy poruszono temat zagrozen zwigzanych z
niekontrolowanym rozprzestrzenianiem si¢ chorob  zakaZnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem btonicy, ktora stanowita modelowy uktad dla prowadzonych badan.

W niniejszej pracy zostaly zaprezentowane roznego rodzaju mikrosystemy stuzace do
przeprowadzania reakcji PCR, ktore zostaly opracowane w ramach prowadzonych badan.
Rozpoczgto od skonstruowania hybrydowego mikrosystemu PDMS/szklo o geometrii
serpentynowej. W tym celu zastosowano metode miekkiej fotolitografii w celu uzyskania
matrycy 1 wytworzenia mikrostruktur w warstwie PDMS mikrosystemu, ktora byta nastepnie
trwale laczona ze szklem. Na dalszym etapie badan skupiono si¢ na mikrosystemach
cyklicznych, czyli takich, w ktorych mieszanina reakcyjna wielokrotnie przeptywa przez
mikrosystem. Wytworzono hybrydowe mikrosystemy PDMS/szklo, a jako matryce
wykorzystano pieczatke uzyskang zaro6wno metoda migkkiej fotolitografii jak 1
mikrofrezowania. . Zidentyfikowano potencjalne czynniki mogace mie¢ wplyw na wydajnosc¢
prowadzonej reakcji oraz wprowadzono procedury majace na celu im zapobiegac.
Skonstruowano réwniez mikrosystem cykliczny z PMMA, ktory charakteryzowat si¢ wigksza

wytrzymato$cig na wewnetrzne ciSnienie wywotywane przeplywem. Posiadat on réwniez
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specjalnie opracowany interface umozliwiajacy latwy sposob wprowadzania oraz
wyprowadzania mieszaniny z mikrouktadu.

W niniejszej pracy zaprojektowano i wykonano innowacyjny mikrosystem PCR
wykonany z wielu warstw folii poliestrowych naktadanych na siebie. Zastosowany materiat byt
poddawany obrébce za pomocg plotera laserowego, dzigki czemu mikrostruktury byly
wykonywane z wysoka precyzja i powtarzalno$cig. Wielowarstwowa konstrukcja umozliwita
wykonanie mikrosystemu posiadajgcego struktury trojwymiarowe, skladajace si¢ z
naktadanych na siebie elementow 2D. Zastosowany material umozliwia wykonanie bardzo
wielu mikrosystemow w krotkim czasie, dlatego moze by¢ docelowo wykorzystany w masowej
produkcji urzadzen diagnostycznych. Niezwykle istotna byla mozliwos¢ wykonania w
materiale wielu struktur w trakcie jednego procesu. Umozliwiato to integracje kilku elementow
w jednym urzadzeniu. Z uzyciem tej technologii zostal zaprojektowany oraz wykonany
mikrosystem  cykliczny PCR, posiadajacy zintegrowany uktad mikrozaworow

odpowiedzialnych za kontrole przeptywu cieczy.

Tabela 11: Poréwnanie biosensoréw zwigzanych z diagnostyka btonicy. W zestawieniu znalazty si¢ biosensory
opisane w literaturze oraz opracowane W niniejszej pracy. * - czas hybrydyzacji = 30 minut, ** - czas hybrydyzacji
=5 minut

Warstwa Przetwornik Wykryv_vany Dolna gram(’:a. Za}kfes | ref]

receptorowa analit wykrywalno$ci | prostoliniowo$ci
anti-diphtheria Nanoczastki toksyna

IgG ztota/LSPR btonicza (DT) 10 ng/mL. X [98]

biep/BSA | FIIOEMICZY | aniDTx1gG | 5x 10010 | 10510 IU/mL | [99]
TOX3/DEDTC 1,7 nM* 40,2-80,5 nM*

Elektrochemiczny/ DNA 20,8 nM** 0,16-2,0 uM** | T3
TOX3/MCH SWv . praca
0,5nM 13,5-60,0 nM*

W dysertacji przedstawiono prace dotyczace opracowania elektrochemicznego
genetycznego biosensora DNA, o analitycznie uzytecznych parametrach pracy, do wykrywania
fragmentu genu zjadliwego szczepu btonicy. W celu przetestowano cztery sondy molekularne
DNA (TOX 1-4). Poréwnano dwa wypelniacze stosowane w warstwie receptorowej (MCH i
DEDTC). Przebadano rowniez wplyw sktadu buforu hybrydyzacyjnego oraz warunkow
pomiarowych na uzyskiwany sygnat analityczny. Opracowane biosensory przebadano pod
wzgledem selektywnosci na wykrywany analit. Zaproponowano takze rozwigzania prowadzace
do miniaturyzacji biosensora oraz wykazano jego efektywne dziatanie w celu wykrywania
analitu w probkach rzeczywistych pochodzacych z opracowanego mikrosystemu PCR.
Opracowany elektrochemiczny biosensor DNA, ktory zostal uzyty do wykrywania fragmentu

genu zjadliwego szczepu btonicy w probkach wczesniej poddanych procedurze PCR.
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W Tabeli 11 zostaly poréwnane biosensory, ktore moga postuzy¢ do diagnostyki
btonicy. Przyklady literaturowe bazujag na wykorzystywanych w warstwie receptorowej
przeciwcialach (immunosensory), natomiast przedstawione w pracy biosensory posiadaly w
warstwie receptorowej sondy DNA (genosensory). Ze wzgledu na réznice w zasadzie dziatania
przedtsawionych w Tabeli 11 biosensoréw, parametry ich pracy odnoszg si¢ do réznego rodzaju
analitu.

Wielowarstwowy mikrosystem PCR wykonany w foliach poliestrowych zostat
zintegrowany z biosensorem opracowanym na elastycznym podtozu. Zostata zaprezentowana
koncepcja zminiaturyzowanego urzgdzenia stuzgcego do wykrywania zjadliwego szczepu
maczugowca Dblonicy. Potwierdzona zostala mozliwo$¢ wykorzystania opracowanych
elementow do amplifikacji fragmentu genu, ktory byt analitem (mikrosystem PCR), a nastepnie

jego wykrywania (biosensor), gdzie cata procedura analityczna trwala ponizej jednej godziny.
Whnioski

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan prowadza do nast¢pujacych wnioskow:

e do wytworzenia mikrosysteméw PCR mozna z powodzeniem wykorzysta¢ folie
poliestrowe, ktore sa poddawane obrobce poprzez ablacje laserowa. Umozliwia to
precyzyjne i powtarzalne wykonanie mikrostruktur 2D, poprzez wykorzystanie maszyn
sterowanych numerycznie (ploter laserowy). Natomiast kolejny etap, polegajacy na
sklejaniu folii prowadzi do uktadéw o architekturze 3D;

e zastosowane materiaty oraz technologie stanowia nowatorskie podej$cie do wytwarzania
mikrosystemow. Pozwala ono na wytworzenie wielu mikrosystemoéw w krotkim czasie
oraz niskim kosztem. Umozliwia rowniez tatwa integracje poszczegoélnych elementow
urzadzenia, ktore sg wytwarzane w trakcie jednego procesu obrobki;

e zintegrowany mikrosystem PCR, wykonany w technologii trwatego taczenia kolejnych
warstw, zostat z powodzeniem wykorzystany do przeprowadzania amplifikacji DNA w
czasie < 20 minut, a wigc 5-krotnie krotszym w poréwnaniu z klasycznym PCR;

e opracowane biosensory, dzialajagce wedlug mechanizm rozpoznania molekularnego,
ktérych warstwa receptorowa zawiera sondy posiadajace sekwencje nukleotydow (TOX-
3) komplementarnych do fragmentu genu zjadliwego szczepu blonicy posiadajg
analitycznie uzyteczne parametry pracy;

e wykorzystanie opracowanego elektrochemicznego biosensora DNA do analizy mieszaniny
poreakcyjnej PCR wymaga modyfikacji jej skladu przed wykonaniem oznaczenia ze

wzgledu na obecnos¢ réznego typu biatek;
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aby zapewni¢ odpowiednie dziatanie biosensora, konieczna jest modyfikacja probki pod
katem stezenia kationdw magnezu i/lub zastosowanie rozpuszczalnika organicznego
(DMSO);

zastosowanie DEDTC, jako czynnika blokujacego nieposiadajacego  silnie
spolaryzowanych koncowych grup funkcyjnych, zwigksza wydajnos¢ hybrydyzacji w
porownaniu do MCH;

opracowany zintegrowany mikrosystem PCR wraz ze zminiaturyzowanym biosensorem
umozliwia szybka amplifikacje oraz wykrywanie cDNA, przez co moze by¢ wykorzystany
jako urzadzenie typu POC stuzace do diagnostyki zjadliwego szczepu maczugowca

btonicy jako alternatywa do obecnie stosowanych procedur laboratoryjnych;
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Wykaz skrotow

uTAS —
ACV —

aPCR —
bp —

cDNA —

cDNA-W —

cDNA-PT —

cDNA-PM —

CNC -

COC -
CV-
ddPCR —
DEDTC -
DNA —
dNTPs —
dPCR —
dsDNA —
EDTA -
HPLC —

ITO -

zminiaturyzowane calo§ciowe systemy analityczne

woltamperometria pradu zmiennego (sinusoidalna)

asymetryczny PCR

para zasad azotowych nukleotydow

DNA o sekwencji nukleotydow komplementarnej do sondy w warstwie

receptorowej

cDNA wskaznikowe, wyizolowane z mieszaniny poreakcyjnej oraz oczyszczone

przy uzyciu HPLC

cDNA, ktore zostalo amplifikowane w wyniku reakcji aPCR prowadzonej w

termocyklerze

cDNA, ktoére zostato amplifikowane w wyniku reakcji aPCR prowadzonej w

mikrosystemie
komputerowe sterowanie urzadzeniami numerycznymi

cykliczny kopolimer poliolefinowy
woltamperometria cykliczna

droplet digital PCR (emulsyjny PCR)
dietyloditiokarbaminian

kwas deokryrybonukleinowy

deoksynukleotydy

digital PCR

podwdjna ni¢ DNA

kwas etylenodiaminotetraoctowy (kwas wersenowy)
wysokosprawna chromatografia cieczowa

tlenek cyny indu
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LOC -

MCH —

MEMS —

PC—

PCR —

PDMS —

PET -

PLA -

PMMA —

POC —

RNA —

SLA -

SSDNA —

SWV —

TBE —

lab-on-a-chip (laboratorium na chipie)
merkaptoheksanol

mikrouktad elektromechaniczny
poliweglan

reakcja tancuchowa polimerazy
poli(dimetylosiloksan)

poli(tereftalan etylenu)

polilaktyd

poli(metakrylan metylu)

miejsce opieki nad pacjentem (odnosi si¢ réwniez do typu urzadzen)
kwas rybonukleinowy

stereolitografia

pojedyncza ni¢ DNA
woltamperometria fali prostokatnej

bufor stosowany w elektroforezie zelowej (Tris/kwas borowy/EDTA)
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