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4.3. Mikrofluidikai csipek analitikai alkalmazasai

4.3.1. DNS meghatarozasa

A kettés szald DNS példajan kivaloan demonstralhatok a mikrofluidikai
eszk0zokon (csip, lab-on-a-chip) elérhetd gyors és nagyfelbontasu elvalasztasok. A
DNS meghatarozas volt célja az 1999-ben a kereskedelemben eldszor megjelent
csipnek is. Mara szamos csip-alapu eszkozt kifejlesztettek, amikkel példaul PCR
termékek analizisét vagy DNS ujjlenyomat vizsgalatot lehet végezni.

A DNS fragmentumok elektroforetikus elvalasztasa az elmult 60 év egyik
legfontosabb prioritdsa volt az analitikai kémidban, hiszen a DNS az a
hordozza. Egy adott DNS szakasz (azonos hosszisagu ¢és szekvenciaju) nagy
mennyiségben eldallithatdé a PCR (polimeraz-lancreakcio) technika alkalmazasanak
koszonhetéen, ezért idedlis tesztkomponens gélelektroforézishez, ahol méret
alapjan torténik az elvalasztas.

A fiziologids pH-n a DNS negativ toltésli. Szabad oldatokban (nem gélben)
végrehajtott elektroforézisnél a 200 bazisparnal hosszabb kettés szali DNS
molekulaknak hasonl6 az elektroforetikus mozgékonysaguk, igy elvalasztasuk nem
lehetséges. Polimermatrixban (pl. kémiailag térhalositott gélekben vagy polimer
oldatokban) azonban a kiilonb6z6 hosszisagi DNS molekulak koélcsonhatasba
lépve matrixszal az elektromos erdtérben eltérd sebességgel fognak haladni, a
kisebb DNS fragmentek gyorsabban vandorolnak, mint a nagyobbak, azaz méret
szerint szeparalddnak.

A hatvanas évektdl a (lap)gél elektroforézis volt a DNS meghatarozasok standard
eszkodze. A nyolcvanas években a kapillaris elektroforézis (CE) megjelenése tovabb
erOsitette az elektroforetikus modszerek fontossdgat a klinikai, biologiai és
biotechnolodgiai kutatasokban, kiilonosen a kilencvenes évektdl kezdve, amikor
megjelentek a nagysebességili, multi-kapillarisos gélelektroforetikus rendszerek.
Ezeknek az automatizalt, multi-kapillarisos rendszereknek az alkalmazasa a Humén
Genom Projekt befejezését tobb évvel elébbre hoztak a tervezethez képest. A CE
kvarc kapillarisok tipikusan 50-100 um bels6 atmérojiek és 10-50 cm hosszaak. A
DNS elvalasztasoknal a kapillarisokba injektalt minta hossza 1-2 mm, az elemzés
id6tartama pedig néhanyszor tiz perc volt.

Csipek alkalmazasa a DNS meghatarozasaban tovabb gyorsitotta a molekularis
biologiai kutatasokat. Ezekben az eszkdzokben a gélelektroforézist még rovidebb
id6 alatt, altalaban egy nagysagrenddel gyorsabban el lehet végezni mint
kapillarisokban (emellett a tanyérszam és felbontas értékek sem rosszabbak). A
gyorsabb elvalasztasokat els6sorban az teszi lehetdvé, hogy a mikrofluidikai
csipekbe sokkal keskenyebb, csupan 10-100 um hossziisagii mintazénakat tudunk
beinjektalni. Az elektroforetikus elvalasztasoknal az elméleti tanyérszam (N) az
elvalasztasi uthossz (L) négyzetével novekszik:
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ahol p a komponens elektroforetikus mozgékonysaga, E az elektromos térerd, D a
komponens diffuzios allandoja és w a mintazona és a detektalasi hely szélességei
atlaganak négyzetgyoke. A mikrofluidikai kisérletekben a detektor 10-50 um-nyi
szakaszra fokuszal, hogy a mintaszéleségek tartomanyaban legyilink. A megfeleld
felbontas (L=L,) eléréséhez sziikséges id6 aranyos w-vel:

2
w

t =
* 24D

(34)

A gyorsabb elvalasztashoz az is sziikséges, hogy az L elvalasztasi hosszusag a
kapillarisokban tipikus néhanyszor tiz centiméterrdl néhany centiméterre
csokkenjen.

Jelenleg két, DNS meghatdrozasara szolgald mikrofluidikai csip érhetd el a
kereskedelemben: az Agilent gyartmanyt 2100 Bioanalyzer (41. 4bra) és a Caliper
Life Sciences altal kifejlesztett, nagy elemzési sebességli LabChip 90 (42. abra).

41. abra Az Agilent Bioanalyzer 2100 késziilék [18]
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42, abra A Caliper LabChip 90 késziilék [19]

A 2100 Bioanalyzer-nél hasznalt mikrocsip egy olyan sik mikrofluidikai eszkoz,
mely egy fotolitografiaval ¢és nedves maratasi technikakkal kialakitott
mikrocsatorna rendszert tartalmazé iiveglapkat tartalmaz. A lapkan levd
csatorndkat termikusan kotik egy masik iiveglapkahoz, az ezen talalhatd lyukak
lehetové teszik, hogy a csatorna végekhez e lyukakon (portokon) keresztiil
folyadékokat lehessen bevezetni. A 43. abran egy ilyen csipek fényképe lathatd. A
csatornak 10-25 pm mélyek és 20-100 um szélesek.

43. 4dbra Az elvélasztasokhoz hasznalatos planaris LabChip eszkozok [18]
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44, dbra A mikrocsatorna mintazata a planaris LabChip-nél [18]

A csip miikodését a 4. abra attekintésekor konnyen megérthetjiik. Az egyetlen
szeparacids mikrocsatornat tartalmazé csipbe legfeljebb 12 mintat elemezhetiink.
Miutan a mikrocsatornakat egy polimer sziirdmatrixszal feltoltottik (,,chip
priming”), a mintdkat manudlisan pipettazzuk a csip edénykéibe. A matrix egy
nagy molekulatdmegli polimer, a poli(dimetilmetakrilat) (PDMA) oldata, mely
TAPS puffert és egy fluoreszcens DNS festéket tartalmaz. A fluoreszcens festék
fényérzékeny, ezért annak torzsoldatat sotét helyen kell tarolni. Az alkalmazando
polimer koncentraciéo és molekulatomeg-eloszlas a molekulasziirdé maétrixban az
elvalasztandd DNS fragmensekt6l és a kivant felbontastol fiigg. A csipen vald
munkahoz sziikség van még mintapufferre és DNS létra standardra (DNS létra:
méretli fragmensek azonositasahoz és mennyiségi meghatarozasahoz hasznalunk).
A laboratériumokban nagy szamti DNS minta feldolgozasakor mikrotiter talcakat
hasznalnak, hogy a sok minta feldolgozasat parhuzamosan tudjak végezni. A
standard talcak 96 (8 x 12) vagy 384 (16 x 24) taroldhelyet tartalmaznak. A
LabChip 90 késziiléket gy tervezték, hogy mind a 96, mind a 384 tarolohelyes
talcakkal kozvetleniil 6sszekapcsolhatok legyenek. Az automatizalt mintavételezés
miatt ennek a késziiléknek a mintaelemzési sebessége nagy. A kvarc anyagu csip
csatorna rendszeréhez egy kvarc kapillaris szivoszal (sipper) kapcsolodik (45.
abra). A csatornarendszert - hasonloképpen, mint a Bioanalyzernél -
fotolitografiaval és nedves maratasi eljardsokkal alakitjak ki. A csatornarendszer
sémdja a 46. abran lathatd. A csatorndk 5-25 pm mélyek, 20-500 um szélesek, a
szivokapillaris bels6 atmérdje 20-50 um.

Miutédn a polimermatrixszal kitoltik a csip csatornarendszerét, a szivokapillaris
egymasutdn valamennyi mikrotiter mintatartoba belemeriil, és kb. 100 nL DNS
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mintat visz a csipre. A minta felszivasahoz a kifolyonyilasra (waste) kis vakuumot
kapcsolnak, majd az injektalast és az elvalasztast elektrokinetikusan (fesziiltség
alkalmazasaval) érik el. Egyetlen csip akar 1-2 ezer minta analiziséhez is
hasznalhat6. A talca mind a 384 mintajanak elemzését kovetden, a csipet friss gél-
festék matrixszal kell feltdlteni a tovabbi vizsgalatokhoz.

45. dbra A Caliper LabChip90 késziilékhez hasznalatos a szivokapillarisos csip [19]

. fesziiliség az
vakuum 13- O elvalasztashoz
20 oY
fesziiltség az feszlltség az

o

injektalashoz injektalashoz

feszliltség az
elvalasztashoz

en

markerek 4@ }\—\9

szivokapillaris

46. abra A mikrocsatorna mintazata a szivokapillarisos DNS-csipnél [19]
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A teljes mérési id6tartam koriilbeliil félora. A kiértékeld szoftver a standard és a
mintak elvalasztasait virtualis gélmintazatként is megjeleniti (47. abra bal széle).
Az egyes DNS fragmentek méretét a szoftver a DNS 1étra standard felsé és also
markerének figyelembevételével szamitja ki.
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47. dbra A mérési adatok (12 minta elemzése egy csipen) megjelenitése a
Bioanalyzer 2100 késziiléknél [18]
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