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Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Modul mikroprzeplywowy do pomiaréw cytometrycznych”

Celem rozprawy doktorskiej bylo opracowanie ukladu mikroprzeptywowego
do zastosowaft w cytometrii przeptywowej, z mozliwoscia wykorzystania w urzadzeniach
przeznaczonych do uzytkowania w miejscu poza specjalistycznym laboratorium analitycznym
(ang. point-of-care, POC).

Cytometria przeptywowa jest to jedna z technik analitycznych i najszybszych metod

stuzacych do diagnozowania klinicznego. Opiera si¢ ona na pomiarach fizycznych i/lub

chemicznych wilasciwosci oraz zliczaniu obiektéw: komérek lub czgstek mikroskopowe;j
wielkosci.  Pomiary prowadzi sie podezas przepltywu przez mikrokanatl obiektow
zawieszonych w strumieniu ptynu. Zwykle identyfikacji podlegaja komorki/czastki o srednicy

w zakresie od 1 do 30 mikrometrow oraz stezeniu 5-10°/ml do 5-10%ml w buforowym

roztworze zawiesiny. W obszarze detekcji optycznej, sa one naswietlane zogniskowang

wigzkg $wiatla. Najczesciej stosowanym zrodiem $wiatla jest laser (np. laser argonowy,

o monochromatycznej wiazce swiatta o dhugosci fali 458 nm, 488 nm lub 514 nm oraz mocy

5+75 mW). Swiatlo laserowe ulega czgsciowo  rozproszeniu  na analizowanych

komorkach/czasteczkach, a czesciowo jest przez nie pochtaniane.

Rozpraszanie $wiatla jest zalezne od wewnetrzne] struktury komorki, jej rozmiardw
i ksztattu. Analiza §wiatta rozproszonego odbywa sie w dwéch zakresach:

1. FSC (ang. Forward Scatter), zgodnie z kierunkiem padania wigzki laserowej pod katem
nieprzekraczajacym 10° (klasyfikacja komorek pod wzgledem ich wielkosci - natezenie
swiatta rozproszonego jest proporcjonalne do rozmiaru obiektu rozpraszajacego).

2. SSC (ang. Side Scatter), pod katem 90° do kierunku padania wigzki $wiatla laserowego
(komoérki klasyfikuje si¢ pod wzgledem ich wielkosci, ksztattu oraz wewngtrznej
ziarnistosei).

Absorpcja  (pochtanianie) $wiatta o okreslonej dlugosci fali jest mozliwe dzieki

skoniugowanym z komoérkami/mikroczastkami (poddawanymi analizie) fluorochromami.

Sg to substancje, ktére w wyniku absorpcji energii swietlnej o okreslonej dhugosci fali
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— powodujagce] ich wzbudzenie, emituja swiatto o wiekszej diugosci fali (przesuniecie
stokesowskie). Stosowane sg fluorochromy pojedyncze (np. izotiocyjanian fluoresceiny,
fikoerytryna, allofikocyjanina) oraz tandemy, bedace kompleksami dwéch fluorescencyjnych
zwigzkéw chemicznych (np. seria PE-Alexa fluor, APC-Cy5.5). Swiatlo fluorescencyjne
pozwala na uzyskanie informacji ilo$ciowych i jakosciowych o komérkach wyznakowanych
roznymi fluorochromami — szczegotowa identyfikacja komérek - fenotypowanie.

Obie wigzki: $wiatto rozproszone i fluorescencyjne, sg rejestrowane przez detektory
(fotodiody, fotopowielacze), ktorych sygnaly wyjsciowe sa nastepnie wzmacniane [1]:
Poniewaz w zawiesinie komérek poddawanej analizie znajduja sie populacje wyznakowane
roznymi fluorochromami, zawiesina ta jest zrodtem fluorescencji o réznych diugosciach fali.
W konsekwencji sygnaty pochodzace od réznych komérek moga sie wzajemnie naktadac.
Dlatego tez, w celu poprawienia selektywnosci pomiaru stosuje sie uktad kilku zwierciadet
dichroicznych oraz filtréw optycznych.

Technike analityczna, jakg jest cytometria przeptywowa stosuje si¢ migdzy innymi w:

- badaniach krwinek czerwonych przeznaczonych do transfuzji,

- diagnostyce i terapii nowotworéw, w tym réwniez w badaniach opornosci wielolekowej
podczas chemioterapii,

- diagnostyce choréb autoimmunizacyjnych, do ktérych zaliczy¢ mozna reumatoidalne
zapalenie stawow, zespol Sjégrena, cukrzyce typu I, =zapalenie teczowki oraz
autoimmunologiczne zapalenie watroby,

- badaniach stanu ukfadu immunologicznego np. subpopulacji limfocytéw u pacjentéw
znajdujacych sig po przeszezepie,

- ocenie efektywnosci terapii odczulajacej (alergologia),

- badaniach weterynaryjnych i epidemiologicznych,

- badaniach komérek roslinnych i grzybow.

Sa to jedynie wybrane przyktady, jednakze zauwazy¢ mozna, ze cytometria przeplywowa ma
bardzo szeroki zakres zastosowan. Badania z wykorzystaniem tej techniki analityczne;
sa prowadzone w specjalnie do tego przystosowanych laboratoriach. Problem braku
mozliwosei szybkiego transportu aparatury pomiarowe] mogltby zostaé rozwigzany przez
opracowanie urzadzenia analitycznego, ktérego transport nie sprawitby problemu, a jego
wykorzystanie bytoby mozliwe niemal w dowolnym miejscu.

W ostatnim okresie osiggnigto ogromny postep w zakresie miniaturyzacji urzgdzen

pomiarowych, w tym analitycznych. Konstruowane mikrouktady elektro-mechaniczne tzw.



czipy MEMS (ang. micro electro-mechanical systems) zawieraja zintegrowane elementy,
stuzace do wykonywania rozmaitych funkcji, jak: wstepne przygotowanie analizowanego
medium, przeprowadzanie reakcji chemicznych np. w mikroreaktorach, separacja skiadnikéw
i detekcja. Glownymi zaletami zminiaturyzowanych urzadzen analitycznych sa miedzy
innymi uzycie do analizy prébek oraz reagentéw i odczynnikéw pomocniczych, o malej
objgtosel, i w ktérych podcezas procesu analitycznego powstaja niewielkie ilosci odpadow.
Istotny jest réwniez aspekt finansowy towarzyszacy konstruowaniu analitycznych urzgdzen
mikroprzeptywowych — do materiatéw, z ktérych sie je wykonuje nalezg miedzy innymi:
polimery, tworzywa sztuczne czy szklo oraz krzem. Jednak za gtéwna zalete nalezy uznad
mozliwos¢ réwnolegtego dziatania kilku jednostek i ich integracji z innymi podobnymi
urzadzeniami, tworzac tzw. hybrydowe konstrukeje lab-on-a-chip, charakteryzujgce sig
tatwoscig ich przenoszenia i uzycia w miejscu pobrania probki, na przyktad przy tozku

pacjenta (ang. point-of-care), czy tez w warunkach polowych [2].

Analiza stanu wiedzy w zakresie mikroukladow analitycznych, jakie moglyby postuzyé
do budowy urzadzenia przeznaczonego do badan cytometrycznych pozwala

na sformulowanie nastepujacych tez rozprawy doktorskiej:

1. Mozliwe jest wykonanie ukladu mikroprzeplywowego z poli(dimetylosiloksanu)
pozwalajgcego na hydrodynamiczne ogniskowanie plynéw w kanale centralnym
struktury.

2. Uklad mikroprzeplywowy wykonany z PDMS, w polaczeniu z ukladem detekeji

optycznej, umozliwia wykrywanie komérek znakowanych fluorescencyjnie.

Na podstawie przeprowadzonej analizy literatury dotyczacej cytometrii przepltywowej,
rozwigzan konstrukcyjnych ukiadow mikroprzeptywowych oraz dostepu do odpowiednich
technik laboratoryjnych, opracowano modut mikrocytometru, ktérego integralna czesceig jest

uktad mikroprzeptywowy wykonany z poli(dimetylosiloksanu).

Wybor poli(dimetylosiloksanu) jako materialu konstrukeyjnego

Materiatem, jaki zdecydowano sie wybra¢ do budowy modutu mikroprzeptywowego
byt poli(dimetylosiloksan) — PDMS (Sylgard 184, Dow Corning). Pod uwage wzieto
wiasnosci jakimi charakteryzujg sie polisiloksany. W poréwnaniu z polimerami winylowymi
(zawierajgcymi atomy wegla w gléwnym tancuchu polimerowym), substancje te posiadajg
wiele cech korzystnych. Ich tancuchy sa gigtkie, co przeklada si¢ nanizsze temperatury

topnienia oraz przetworstwa, W temperaturze pokojowej polisiloksany sg lepkimi cieczami,
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natomiast uzyskane po ich usieciowaniu materialy posiadaja wlasciwosci elastyczne.
Do produkeji tego rodzaju zwigzkow chemicznych uzywa sie surowcow takich jak
krzemionka, metan oraz chlor. Utylizacja materiatéw polisiloksanowych nie jest grozna
dla srodowiska naturalnego, gdyz do gltéwnych produktow ich spalania nalezg para wodna,
tlenek wegla(IV) i tlenek krzemu(IV). PDMS posiada réwniez inng, niezwykle uzyteczng
wlasciwos$¢ — jest optycznie transparentny. Dzieki temu mozliwe jest jego wykorzystanie
do budowy uktadow mikroprzeptywowych, w ktorych stosowana jest detekcja optyczna.
Z punktu widzenia medycyny najwazniejszq zaleta PDMS jest obojetnosé wzgledem plynéw
fizjologicznych, okreslana mianem biokompatybilnosci [3]. Jest to jedna z gtéwnych
przestanek podjecia prac badawczych dotyczacych zastosowania tego materiatu
do konstrukcji uktadow mikroprzeptywowych. Ponadto technologie dostepne w IBIB PAN
we wspolpracy z Instytutem Technologii Elektronowej w Warszawie zapewniaty mozliwosé

wytworzenia zaprojektowanego uktadu mikroprzeptywowego.

Projekt oraz konstrukeja modulu cytometru

Opracowany modut cytometru mikroprzeptywowego sklada sie ze struktury
mikroprzeptywowej wykonanej z PDMS oraz specjalistyczngeo uchwytu zawierajacego
przytacza mikroprzeptywowe 1 optoelektroniczne. Pierwszy z elementow - struktura
mikroprzeplywowa skfada si¢ z dwoch plytek PDMS: plaskiej plytki, oraz plytki
z mikrokanatami i otworami doprowadzajacymi/odprowadzajacymi odpowiednie plyny
stosowane podczas badan analitu. Ptytki z PDMS wykonano metoda fotolitografii miekkie]
(ang. soft litography) z wykorzystaniem zaprojektowanej matrycy zawierajacej odpowiedni
negatywowy wzor struktury mikrokanatéw, wykonany z zywicy fotoutwardzalnej SU-8
na podtozu krzemowym.

Opracowana przez autora procedura wytwarzania modulu cytometru skiada sie z kilku
zasadniczych etapow:

L. Sporzadzenie prepolimeru (PDMS monomer oraz jego czynnik sieciujacy mieszane sg
w stosunku wagowym 10:1, a nastepnie odpowietrzane).

2. Wykonanie odlewu blokéw z PDMS o $cisle okreslonej grubosci na matrycach
zawierajacych negatywy struktur mikrokanatow.

3. Sieciowanie w temperaturze 60 °C przez dwie godziny.

4. Demontaz usieciowanych blokéw PDMS i wyciecie z uzyskanych blokéw plytek

0 okreslonych wymiarach oraz wlotow i wylotéw za pomoca lasera.



5. Laczenie plytek poprzedzone aktywacja powierzchni obu ptytek przy uzyciu plazmy

tlenowej i nastepnie wygrzewanie w temperaturze 80 °C przez dwie godziny.

Podczas prowadzenia badan nad zastosowaniem PDMS jako materialu konstrukcyjnego
napotkano problem w postaci skurczu materialowego, zaleznego od temperatury sieciowania
prepolimeru. W projekcie matrycy zawierajacej negatyw mikrokanatéw wprowadzono
korektg wymiaréw uwzgledniajgcg opisane wyzej zjawisko skurczu dla temperatury
sieciowania 60 °C. Parametry obydwu proceséw — zaréwno sieciowania, jak rowniez laczenia
piytek, dobierane byly eksperymentalnie (optymalizacja techniki). Nastepnie sprawdzano

szezelnos¢ potaczen wytowrzonych z PDMS struktur mikroprzeptywowych [4].

Badania modulu mikrofluidycznego

Do analizy ogniskowania hydrodynamicznego w kanale centralnym wykorzystano,
model matematyczny Euler-Euler opisujacy przeptyw mieszaniny wielofazowej zawarty
w module Mixture model, laminar pakietu symulacyjnego COMSOL (wersja 3.5a) [2, 5, 6].

Z przeprowadzonych z wykorzystaniem programu COMSOL  symulacii wynika,
ze szerokos¢ zogniskowanego strumienia cieczy stanowi 25% szerokosei kanahu, co jest
wartoscig  poréwnywalng z uzyskanymi wynikami badan (27%) przeprowadzonych

z wykorzystaniem modutu mikroprzeptywowego.

Wybor fotodetektora oraz kata detekeji fluorescencji

W ramach rozprawy przeprowadzono badania poréwnawcze dwoch fotodetektorow —
fotopowielacza lampowego (EMI 9558 QB) oraz fotodiody lawinowej (BPYP 59).
Na podstawie przeprowadzonych badai stwierdzono, ze najlepsze wyniki pomiarow
uzyskano przy uzyciu fotopowielacza, przy ustawieniu prostopadlym  $wiattowodu
detekeyjnego wzglgdem toru optycznego wiazki $wiatta wzbudzajacego. W tym przypadku
wykrywalnos¢ fluoresceinianu sodu ma warto$é 0,002 ug/ml, w poréwnaniu do ukfadu,
w ktérym jako fotodetektor uzyto fotodiode lawinowa (0,07 pg/ml). Z tego wzgledu podczas
dalszych badan, natgzenie fluorescencji mierzono w ukfadzie, w ktorym $wiattowdd
detekeyjny prowadzacy do fotodetektora jest pod katem prostym wzgledem toru wiazki
swiatla wzbudzajacego (nizsza wartos¢ granicy wykrywalnosci w poréwnaniu z utozeniem
wspotbieznym).

Wstepne  badania oraz  centrowanie i kalibracje  uktadu  wykonywano
z wykorzystaniem roztworu fluoresceinianu sodu (SF). Badania porownano z wynikami

uzyskanymi metodg referencyjna z wykorzystaniem spektrofotometru mikroptytkowego

b)



SYNERGY HT, w ktérej uzyskano zblizong czuto$é oraz 10-krotne obnizenie granicy

wykrywalnosci.

Badania na fantomach komoérek

W badaniach modutu mikroprzeptywowego skladajacego sie ze struktury
mikroprzeptywowej wykonanej z PDMS oraz specjalistycznego uchwytu zawierajacego
przylacza mikroprzeptywowe i optoelektroniczne [6], wykorzystano fantomy komérek
w postaci zawiesiny 7 rodzajow polistyrenowych kalibracyjnych kulek fluorescencyjnych
BD FACS firmy Becton Dickinson (BD) o srednicy ok. 6 um. Anodowany uchwyt wykonany
z duraluminium zabezpieczal ukiad przed wplywem $wiatla zewnetrznego. Skolimowana
wigzka swiatta wzbudzajgcego diody laserowej byla prostopadta do plaszezyzny kanatu
centralnego czipu PDMS, a $wiattow6d detekeyjny - prostopadty do wiazki $wiatla
wzbudzajacego, a jego o$ wzdluzna lezala w plaszezyznie réwnoleglej do plaszczyzny
zawierajgcej strukture mikrokanaldw. Przekroj kanatu centralnego miat nastepujgce wymiary
60 pm x 60 pum.

Podczas badan prowadzonych z wykorzystaniem zawiesiny kulek kalibracyjnych BD
FACS, poruszajgcych si¢ z szybkoscig przeptywu objetosciowego 5 ul/min, jako zrodla
swiatla wzbudzajacego uzyto diody laserowej emitujacej promieniowanie o dlugoscei fali
488 nm oraz filtrem optycznym wzbudzenia 485/20 nm (Biotek) i filtrem emisji 530/25 nm
(Biotek).

Badania materialu biologicznego

W koricowej czesci badan dotyczacych mozliwosci wykorzystania opracowanego
ukladu mikroprzeptywowego do zastosowan cytometrycznych, wykorzystano materiat
biologiczny w postaci komérek linii nowotworowej ludzkiego watrobiaka C3A genetycznie
modyfikowanej w kierunku ekspresji biatka wzmocnionej zielonej fluorescencji EGFP
(ang. enhanced green fluorescent protein) o srednicy komorek ok, 24 pm.

W badaniach prowadzonych z wykorzystaniem komérek C3A produkujacych zielone
biatko fluorescencyjne EGFP uzyto modutu mikroprzeptywowego o konfiguracji takiej samej
jak w przypadku badan kulek BD FACS. Jako zrédio $wiatla wzbudzajacego uzyto diody
laserowej emitujgcej promieniowanie o diugosci fali 450 nm. Zawiesine komoérek C3A
dozowano za pomoca pompy perystaltycznej (ISMATEC ISM597D) z szybkoscig przeptywu
objetosciowego 5 pl/min. Pomiedzy $wiattowodem detekcyjnym UV-VIS o srednicy rdzenia

125 pm i fotodetektorem umieszezono filtr optyczny emisji 530/25 nm (Biotek).
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W celu wzmocnienia sygnatu z fotodetektora zastosowano wzmacniacz pradowy (typ
428, wzmocnienie 10"). W badaniach akwizycje danych prowadzono za posrednictwem karty
akwizycji danych (DAQ7) firmy National Instruments, z wykorzystaniem aplikacji
LabVIEW.

Podsumowanie

Opracowano od podstaw technike wykonywania struktur PDMS o $cisle okreslonej
grubosci, w tym migdzy innymi dokonano doboru odpowiednich parametréw procesu
sieciowania poli(dimetylosiloksanu) oraz taczenia struktur, wykorzystujacego aktywacje
plazmowa powierzchni struktur PDMS.

W opracowanym module mikrofluidycznym wprowadzono rozwigzanie, w ktérym
o$ ukladu detekeji fluorescencji jest w plaszezyznie prostopadlej wzgledem toru optycznego
wigzki swiatla wzbudzajgcego — zastosowanie takiego rozwigzania umozliwito jednoznaczne
i{atwe pozycjonowanie czipu PDMS w uchwycie mikroprzeptywowym. Przeprowadzone
badania potwierdzity mozliwosei ogniskowania hydrodynamicznego plynu w kanale
centralnym. Zgodnie z oczekiwaniami, wraz ze zwigkszeniem natezenia przeptywu ptynu
ostonowego (przy statym natezeniu przeptywu plynu centralnego), zmniejsza sie szerokosé
zogniskowanego strumienia cieczy.

Zatem wykazano shuszno$¢ pierwsze] tezy: mozliwe jest wykonanie ukladu
mikroprzeplywowego z poli(dimetylosiloksanu) pozwalajacego na hydrodynamiczne
ogniskowanie plynow w kanale centralnym struktury.

Przeprowadzono badania poréwnawcze z wykorzystaniem spektroskopu UV-VIS
Synergy HT Biotek, w ktorym na ptytce 96-dotkowej analizowano komérki C3A produkujace
biatko EGFP. Uzyskana warto$¢ wzglednego natezenia fluorescencji (#/F,) miescila sig
wzakresie 2,7 + 6,8. Natomiast w przypadku badan z wykorzystaniem opracowanego
cytometru, stosunek ten wynosit od 1,8 do 4,2. Zatem mozna stwierdzi¢, ze wyniki uzyskane
z  wykorzystaniem  komercyjnego  spektrofotometru  mikroptytkowego ~ UV-VIS
i opracowanego mikroczipu sg zblizone.

Czutos¢ przyrzadu wynosi 3-10° RFU/1000 komérek, natomiast wyznaczone progi
wykrywalnosci oraz oznaczalnodci dla komérek C3A, produkujacych biatko EGFP sa rowne
odpowiednio 23 -10° komérki/ml oraz 69-10° komérek/ml. Blad wzgledny okreslenia liczby
komérek w badanej probce jest ponizej 13% (badania referencyjne przeprowadzone
z wykorzystaniem komercyjnego cytometru przeptywowego BD FACS Canto II firmy Becton

Dickinson).



Uzyskane wyniki badan sg poréwnywalne z doniesieniami literaturowymi. Prace
przeprowadzone przez autora zwykorzystaniem kalibracyjnych kulek znakowanych
fluorescencyjnie BD FACS oraz modyfikowanych genetycznie komoérek C3A ludzkiego
watrobiaka produkujacych biatko EGEFP (przygotowanych w Pracowni Inzynierii Tkankowe;j
IBIB PAN) wykazaly, ze skonstruowany ukiad mikrofluidyczny moze pelni¢ funkcje
cytometru. Ponadto na podstawie sporzadzonej krzywej kalibracji mozliwe jest okreslenie
liczby komérek wyznakowanych fluorochromem EGFP, jaka znajduje si¢ w badanej probee.

Zatem wykazano stuszno$¢ drugiej tezy, zakladajacej, ze: uklad mikroprzeplywowy
wykonany z PDMS, w poljczeniu z ukladem detekeji optycznej, umozliwia wykrywanie
komérek znakowanych fluorescencyjnie.

Opracowany modut mikroprzeplywowy w postaci czipu wykonanego z PDMS wraz
z uchwytem zawierajgcym przylacza mikrofluidyczne i $wiattowodowe wykorzystano miedzy
innymi podczas prac badawczych realizowanych, wspdlnie z Zespolem z Akademii Gorniczo-
Hutniczej w Krakowie, w ramach projektu badawczego Mikro- i Nano-Systemy w Chemii
i Diagnostyce Biomedycznej MNS-DIAG (POIG.01.03.01-00-014/08-00). Wyniki badan
postuzyly do opracowania uktadu detekcji optoelektronicznej opartego na fotopowielaczu
krzemowym (SiPM), ktéry zostal opisany w rozprawie doktorskiej pt. , Zastosowanie
krzemowych  fotopowielaczy do  detekcji  swiatla Sfluorescencyjnego w  ukladach
mikroprzeplywowych” dr inz. Lukasza Mika. Zostaly przeprowadzone wstepne badania
z wykorzystaniem opracowanego uktadu mikroprzeptywowego wykonanego z PDMS
wspolpracujgcego z optoelektronicznym uktadem detekcji opartym na fotopowielaczu
krzemowym [7, 8, 9]. Biorge pod uwage powstate opracowanie zminiaturyzowanych modutu
mikrofluidycznego (IBIB PAN) oraz ukladu detekcji optycznej (AGH), dalsze prace
badawcze mozna ukierunkowaé na integracj¢ obu uktadéw oraz rozszerzone ich badania
aplikacyjne, ktére pozwolityby na wykorzystanie takiego urzadzenia jako przenosny cytometr

do badan w warunkach pozalaboratoryjnych.
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