Mikrofluidyka - technologia
miniaturyzacji laboratorium

1. Historia mikrofluidyki [1]
Podczas gdy obecnie w na-
ukach przyrodniczych niepo-
rzadzi przedrostek
,nano” wydawatoby sie, ze

dzielnie

hasto ,mikro” jest skazane na
zapomnienie. Zaprzeczeniem
tego jest jednak tytutowa mi-
krofluidyka lub inaczej tech-
nologie mikrocieczowe. Jest to
mioda, lecz dynamicznie roz-
wijajaca sie interdyscyplinar-
na dziedzina nauki i techno-
logii zajmujaca sie badaniem
oraz kontrolowaniem ptynéw
o niewielkiej objetosci (ul, nl
oraz pl) w sztucznie stworzo-
nych systemach hydraulicz-
nych. Dla nauk chemicznych
oraz mikrobiologicznych jest
to uzasadnione ekonomicz-
ne, a takze wynika z wielko-
sci obiektéw bedacych ich
zainteresowaniem - bowiem
nawet w mikrolitrowej kropli
mieszcza sie tysigce duzych
czasteczek np. biatek. Mikro-
fluidyka wpisuje sie bardzo
dobrze w ogodlnoswiatowy
trend miniaturyzacji urzadzen.
Dzieki wykorzystaniu techno-
logii mikrocieczowych mozna
w badaniach znacznie zmniej-
szy¢ objetosci reagentéw oraz
skrécic¢ ich czas, co wielokrot-
nie redukuje ich koszty. Tech-
nologie takag mozna réwniez
uznac jako jeden z aspektéw
zielonej chemii.

Pierwsze urzadzenia mikroflu-
idyczne - miniaturowy chro-
matograf gazowy powstat

w 1975 r, jednak prawdziwy
rozkwit mikrofluidyki datu-
jena lata 80. XX wieku. Jej
szybki  rozwdj
upowszechnienie sie zinte-

umozliwito

growanych uktadéw elektro-
-mechanicznych pozwalaja-
cych na precyzyjng kontrole
ptynéw o niewielkiej objetosci
oraz zamoéwienia wojskowe na
przenosne urzadzenia do wy-
krywania broni biologicznej
i chemicznej. Mimo tego, ze
mikrofluidyka jest to bardzo
mioda dziedzing nauki i tech-
niki, prawie kazdy zetknat sie
z jej praktycznym wykorzysta-
niem - gtowicami domowych
drukarek atramentowych.
Obecnie rynek mikrofluidyki
wart jest setki milionow dola-
row.

2. Mikromacierze DNA [2]

Innym wynalazkiem z dzie-
dziny technologii mikrocie-
czowych bedacy znacznym
sukcesem komercyjnym sg mi-
kromacierze DNA. S3 to plytki
wykonane z tworzyw sztucz-
nych lub szkta z naniesiony-
mi mikroskopowej wielkosci
polami zawierajacymi sondy
molekularne bedace rézniacy-
mi sie od siebie fragmentami
DNA. Na powierzchni mikro-
macierzy mozna obecnie
umiesci¢ nawet kilka tysiecy
fragmentéw DNA. Sondy zwy-
kle zbudowane sg z 20-70 nu-
kleotydéw (z ang. oligo array)
lub petnych sekwencji mRNA

(z ang. cDNA array) — co ozna-
cza petna sekwencje danego
wariantu genu. W celu uzy-
cia chipu DNA nalezy na jego
powierzchnie nanie$¢ prob-
ke kwasu nukleinowego wy-
znakowanego
fluorescencyjnym. Czastecz-

znacznikiem

ki wyznakowanego kwasu
nukleinowego wigzg sie do
komplementarnych sekwencji
w wyniku hybrydyzacji. Zajscie
takiej reakcji mozna stwierdzi¢
mierzac intensywnos¢ sygna-
tu fluorescencji dla poszcze-
golnych sond. Zwykle uzycie
chipéw DNA jest procedura
w pehli zautomatyzowana.
Mikromacierze DNA wyko-
rzystuje sie m.in. do badania
sekwencji genéw (genotypo-
wania), znajdowania genéw
reagujacych zmiang ekspresji
na podanie leku oraz réznic
w ekspresji genéw pomie-
dzy tkankami lub gatunkami.
Obecnie chipy DNA s3 ko-
mercyjnie dostepne w bardzo
duzej liczbie odmian. Umiesz-
czajac inne czasteczki w cha-
rakterze sond mozna réwniez
zbudowa¢ mikromacierze in-
nego typu: biatkowe, przeciw-
ciat lub niewielkich zwigzkéw
chemicznych.

3. Lab-on-a-chip [1]

Dla chemikéw oraz biologow
molekularnych najwazniejszym
trendem w rozwoju mikroflu-
idyki zaraz obok mikromacie-
rzy sa systemy lab-on-a-chip.
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Sq to urzadzenia wielkoscia
zblizone do rozmiaréw karty
kredytowej petnigce funkcje
«Stotu laboratoryjnego” lub
bioreaktora. Wykonane ze
szkta, poliweglanu czy PDM-
S'u chipy zawieraja kanaty
oraz komory reakcyjne, co
umozliwia wykonywanie re-
akcji chemicznych analogicz-
nie jak przy wykorzystaniu
proboéwek jednak przy uzyciu
tysigce razy mniejszej objeto-
$ci odczynnikéw.

Mimo wielu zalet urzadzenia
typu lab-on-a-chip nie znajdu-
ja sie w kazdym laboratorium.
Taki stan wynika z dwdch po-
wodoéw. Po pierwsze wcigz
nie jest dostatecznie poznana
fizyka takich uktadéw. Mogto-
by sie wydawa¢, ze inzynieria
chemiczna, ktoérej jednym
z podstawowych dziatéw
jest hydrodynamika powinna
udostepni¢ modele fizyczne
wyjasniajace zachowanie mi-
kroptynéw. Niestety zacho-
wanie plynéw w mikroskali
wyraznie rézni sie od tych
opisywanych modelami dla
makrouktadéw.  Przyktado-
wo, czynnikami pomijanymi
w przeptywie makroptynéw
oddziatujgcymi powaznie na
uktad o skali mikro s3 sity na-
piecia powierzchniowego lub
natadowanie elektrostatyczne
powierzchni cieczy. Koniecz-
nos$¢ uwzglednienia takich
wiasciwosci obiektéw powo-
duje znaczne skomplikowanie
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opisdw teoretycznych ukta-
doéw mikrofluidycznych, co
tym samym utrudnia rozwdj
technologii. Drugim niezbed-
nym warunkiem upowszech-
nienia mikrofluidyki jest roz-
wigzanie probleméw stricte
technologicznych, czyli stwo-
rzenia standardu miniaturo-
wych pomp, zaworéw oraz
czujnikéw. Obecnie wiekszos$¢
uktadéw mikrofluidycznych
jest skonstruowana w formie
Zartobliwie opisanej jako ,lab-
-on-a-chip-in-lab” oznacza to
wykorzystanie niewielkiego
chipu mikrofluidycznego oraz
urzadzenperyferyjnychzajmu-
jacych caty stof laboratoryjny.
Jest to sytuacja zadowalajgca
naukowcow pracujacych przy
badaniach podstawowych,
bowiem chipy sa relatywnie
tanie (koszt jednego chipu to
zwykle mniej niz 50$) i moga
by¢ tatwo wymieniane, a urza-
dzenia peryferyjne sa uniwer-
salne. Niemniej docelowa
funkcjonalnoscia ma by¢ re-
prezentowana przez urzadze-
nia takie jak QuickLab firmy
Siemens - mieszace sie na
dtoni urzadzenie diagnostycz-
ne.

4. Systemy droplet-on-de-
mand [3]

Mikrofluidyka oparta jest na
wykorzystaniu dwoch nie mie-
szajacych sie faz —(np. uktadu
woda-olej), kropel (fazy rozpro-
szonej) zawieszonych w fazie
ciagtej — stanowi kolejny krok
ku zmniejszeniu ilosci reagen-
téw i polepszeniu kontroli nad
wykonywanymi reakcjami. W
takim przypadku kazda z kro-
pel stanowi oddzielne $rodo-
wisko reakgji. Jest to idealne
rozwigzanie w przypadku ba-
dan przesiewowych (o czym
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wiecej w nastepnej czesci)
oraz obserwacji funkcjonowa-
nia pojedynczych komorek.
Tworzenie kropel odbywa
sie przy wykorzystaniu ele-
mentéw uktadu nazwanych
T-Junction lub flow focuser.
Oile tworzenie kropel o jedno-
litejwielkosciniejestzadaniem
zbyt skomplikowanym tech-
nologicznie (dla niezbyt du-
zych kropel wystarczy dobrac
predkosci przeptywu ptynu
nosnego i fazy zdyspergo-
wanej), to tworzenie kropel
0 zmieniajacej sie wielkosci
w serii zaczyna komplikowac
sprawe. Jednak jest to mozli-
wos¢ bardzo cenna - pozwa-
la bowiem na kontrolowanie
stezenia poszczegdlnych sub-
stancji przy faczeniu kilku kro-
pel w jedna wiekszg (poprzez
wkiad objetosciowy kolejnych
elementéw). Uktady mikroflu-
idyczne posiadajace takg moz-
liwo$¢ nazywane sg systema-
mi kropel na zadanie (z ang.
droplet on demand system).
Jedna z najbardziej rozwinie-
tych technologii uzyskiwania
+kropel na zagdanie” opracowa-
fa polska grupa badawcza z In-
stytutu Chemii Fizycznej PAN.
Sercem systemu jest zmody-
fikowany zawoér solenoidowy
z tlokiem nurnikowym (V165,
Sirai). Modyfikacje polegaty
na znacznym zmniejszeniu
skoku ttoka w celu dotowa-
nia do potrzeb mikrofluidyki.
Zawor moze pracowac z mak-
symalna czestotliwoscia okoto
30 kHz, a minimalna objetos¢
tworzonej kropli wynosi 70
nL. Proces otwierania i zamy-
kania sterowany jest za pomo-
ca komputera wyposazonego
w oprogramowanie typu La-
bView, co pozwala na fatwag
kalibracje oraz programowa-

nie serii proceséw. Ponadto,
charakterystyka pracy uktadu
zaworow jest niezalezna od
materiatu, w ktérym wykona-
ny jest mikrouktad, co czyni
system uniwersalnym.

5. Wysoko sprawny screening
(4]

Jedna z najpowazniejszych
motywacji do rozwoju tech-
nologii mikrocieczowych jest
zapotrzebowanie na urzadze-
nia zdolne wykonywac tysia-
ce reakcji w krétkim czasie.
Sekwencjonowanie DNA, czy
badania przesiewowe nowych
lekéw s3 najlepszymi przy-
ktadami koniecznosci uzycia
systemoéw  High-throughput
screening. Obecnie uzywa sie
w tym celu wielodotkowych
ptytek bedacych naczyniami
dla reagentéw oraz robotow
wyposazonych w ramie z au-
tomatycznymi pipetami. Ro-
boty tego typu sa zdolne do
mieszania reagentdw oraz
dokonywania pomiaréw spek-
troskopowych a nawet inter-
pretacji wynikéw, co pozwala
na wykonanie nawet do kilku
tysiecy reakcji dziennie dla
jednej jednostki.
obecnie stosowane metody
sq drogie (urzadzenia HTS
kosztuja setki tysiecy dolaréw)
oraz posiadaja ograniczenia

Jednakze

- dozowane do dotkéw moga
by¢ ciecze o objetosci wiek-
szej niz 1 pl. Ograniczen tych
nie posiadaja opisane powy-
zej systemy mikrocieczowe
oparte na tworzeniu kropli.
Poréwnania takich systemow
oraz tych standardowych do-
konat D. Witz wraz z wspétpra-
cownikami. Badania opisane
w Proceedings of the National
Academy of Science dotyczyty
uzyskania i identyfikacji bar-

dziej efektywnych odmian
peroksydazy chrzanowej — en-
zymu chrzanu pospolitego,
znajdujacego szerokie zasto-
sowanie w biologii moleku-
larnej.

Procedura uzyskania peroksy-
dazy chrzanowej

1. Umieszczenie genu koduja-
cego peroksydaze na plazmi-

dzie.
2. Amplifikowanie plazmidu
przy pomocy reakcji polime-
ryzacji taricuchowej z wyko-
rzystaniem polimerazy DNA
o duzym wspo6tczynniku bte-
déw (tzw. error prone PCR).
Spowodowato to wytworze-
nie duzej ilosci odmian enzy-
mu - okoto 107,

3. Po przykréceniu do wiasci-
wej formy plazmidy zostaty
wprowadzone do komorek
drozdzy.

4. Pozywka z komérkami zo-
stata w urzadzeniu mikroflu-
idycznym rozbita na krople
zawieszone w fazie olejowej,
w ktorych zawarta jest (sta-
tystycznie) jedna komobrka.
W skfad kropli wchodzi row-
niez substrat dla enzymu
- produktem reakgji jest flu-
orescencyjny zwigzek.

5. Po inkubacji w dtugim prze-
wodzie nastepuje selekcja
kropel o wysokiej fluorescen-
cji. Nastepuje to w drugim
chipie mikrofluidycznym. Ka-
nal, przez ktéry przeptywaja
krople oswietlany jest pro-
mieniem lasera — w przypad-
ku kropel, w ktérych znajduje
sie aktywny enzym nastepuje
fluorescencja. Poziom fluore-
scencji jest mierzony przy
pomocy
w przypadku osiggniecia war-
tosci

spektrofotometru;

granicznej powoduje

uruchomienie dielektroforezy



kierujacej krople do innego
kanatu niz krople fluoryzujace
ponizej wartosci graniczne;.

6. Nastepnie krople o wyso-
kim poziomie fluorescencji sa
rozbijane i umieszczane w na-
czyniu z pozywka. Uzyskane
w ten sposob drozdze z efek-
tywnymi odmianami enzymu
s3 przenoszone do dalszych
badan identyfikacyjnych.

7. Po uzyskaniu najbardziej
efektywnych sekwencji genu
kodujgcego peroksydaze cata
operacje mozna powtdrzyc
wykorzystujac ten juz zmuto-
wany gen.

W wyniku dwukrotnego prze-
prowadzenia powyzszej pro-
cedury uzyskano okoto 10
krotnie aktywniejszy enzym.
W catym artykule najbardziej
zaskakujace jest jednak ze-
stawienie czasu i kosztu catej
operacji. W przypadku zasto-
sowanych urzadzen mikrocie-
czowych wynosit on 7 h oraz
2,5 $, w przypadku typowej
technologii HTS trwatoby to
okoto 2 lat i kosztowato 15
min $. Jest to oczywiscie jedy-
nie przyktad jednak swietnie
ilustrujacy przydatnos¢ i moz-
liwosci mikrofluidyki.
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