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Optofluidni mikrocip s teplotnim gradientem pro urcovani teplotni stability
biomolekul v segmentovaném toku

FOHLEROVA, Zdenka.; PODESVA, Pavel.; NEUZIL, Pavel
Anotace

Na Ustavu mikroelektroniky (UMEL), Vysokého uéeni technického v Brng, v ramci projektu
financovaného Grantovou agenturou Ceské republiky a feSeného pod Ustavem mikroelektroniky
byl vytvofen funk¢éni vzorek optofluidniho mikrocipu s teplotnim gradientem pro stanoveni
teploty tani biomolekul. Kombinace optiky a mikrofluidiky je v posledni dobé velmi aktudlnim
tématem jak zakladniho, tak aplikovaného vyzkumu. Nami popisovany funkéni vzorek je
Z hlediska tuzemské i svétové védecké konkurence unikétni a vyzaduje znalosti optiky, fyziky a
chemie materiali a biochemie. Doposud nebyl vytvofen zadny &ip se stabilnim teplotnim
gradientem pro méfeni teploty tdni biomolekul v redlném case. Vyjimecnost tohoto funkéniho
vzorku také spociva v navrhu pfistupu métfeni citlivé fluorescencni odezvy a aplikovani
segmentovaného toku, tj. méteni v mikrolitrové kapce vzorku.

Prinos k poznani

Piinos optofluidniho mikro¢ipu spoéiva v nové vyvinutém a technologicky pokroé¢ilém ptistupu
vedoucim ke zrychleni a zefektivnéni bioanalytickych ptistrojii pro stanoveni teploty tani biomolekul
(nukleové kyseliny, bilkoviny). Nami vyvinuty systém efektivné kombinuje metody ohfevu a
teplotni vodivosti materialti tvofici vysledné zatizeni, které jsou nezbytné pro vyvijeni teplotné
stabilnich systém s homogennim rozlozenim teploty nebo teplotnim gradientem, a to
v mikrometrovém méfitku. Dale originalita naseho systému spociva v samotném navrzeni
zpusobu méfeni a detekce teploty tani, a to pfedev§im diky vytvafeni diskrétnich objemu
nemisitelnych fazi podél teplotniho gradientu a s tim spojenym zpisobem detekce fluorescence
ve stejném sméru, jako je piivadéné excitaéni svétlo. Teoretické principy byly ovéfeny praktickou
realizaci a aplikaci unikatniho systému v podob&é mikro¢ipu a poskytuje vyznamny zaklad pro
efektivni ur€eni teploty tani biomolekul, s praktickym dopadem v bioinZenyrstvi pro charakterizaci
napf. uméle vytvarenych bilkovin v proteomice, screeningu 1é¢iv nebo pti charakterizaci nukleovych
kyselin. Predstaveny funk¢ni vzorek je prozatim v zajmu védecké komunity a to na celosvétové
urovni, nicméné do budoucna by mohl byt zcela jisté zajimavym konkurenénim produktem pro drahé
a objemné pfistroje. Vysledky ziskané z realizace optofluidniho systému byly prezentovany v
prestiznim sub-Nature ¢asopise Scientific Reports [1]. Vytvofeny mikro€ip také slouzi k demonstraci
aplikace mikrofluidnich systémil pro vyukové pfedméty. Na vysledném produktu se také podilely
zahrani¢ni instituce, jmenovit¢ Hong Kong, University of Science and Technology China (5% podil),
a Ministry of Education Key Laboratory of Micro and Nano Systems for Aerospace, NPU Xi’an,
China (5% podil). Jejich ptinos spocival pfedev§im v simulacnich procesech pfenosu a Sifeni tepla
v mikrocipu, coz byl velmi zasadni krok pro vytvoreni teplotné stabilnich systému.
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Popis vysledku

Teplota tani biomolekul je béZné méfena pomoci polymerazové fetézové reakce v redlném Case
(gPCR) u nukleovych kyselin a nasledné analyze kiivky tani (MCA) a dale pomoci diferencialni
skenovaci fluorimetrie (DSF) u bilkovin. V obou piipadech se jednd o objemnd, ¢asové narocna
a draha zatizeni. Z technologického hlediska bylo tedy vyzvou vyvinout principialné¢ podobné
zafizeni na Cipu, které by bylo miniaturizované, citlivéjsi a efektivnéjsi jak po strance ¢asové,
tak i finan¢ni. K dosazeni vysledného produktu ptfedchazely dlouhodobé systematické piistupy
vychazejici od prvotniho navrzeni mikrofluidniho ¢ipu s teplotnim gradientem, jeho fabrikaci
s vyuzitim mikro- a nanotechnologii, integraci optického detekcniho systému a demonstrovani

ucinnosti takto vyrobeného zatizeni na vzorku nukleové kyseliny se zndmou teplotou tani.

Nami vyvinuty optofluidni mikrocip je vysledkem jedinecného komplexniho fesSeni spocivajiciho
v kombinaci optiky, MEMS technologie, mikrofluidiky, materialovych véd a biomolekularni
chemie. Samotny produkt je tvofen kiemikovym ¢ipem s trubkovitymi mikrokanaly utopenymi
uvniti substratu. Jeho celkova velikost je 6 x 27 mm. Cip tvoii jeden priichozi kanal o priméru
500 pum a tfi vstupni kandly spojené ptes piicny spoj a jeden vystupni kanal (Obrazek 1A). Pro
zhotoveni Cipu je pouzita pokroé¢ila metoda pro vyrobu mikrofluidnich struktur zahrnujicich
utopené kanaly a vstupy / vystupy v kiemikové desti¢ce pomoci jednouroviové litografie [2].
Fabrikace Cipu spoc¢iva ve vytvoreni jamky do silikonového substratu (Obr. 1B), ktera je nasledné
zakryta vrstvou Parylenu C (Obr. 1C). Dno jamky je selektivné otevieno pomoci femtosekundové
laserové ablace (Obr. 1D). Kanaly, vstupy /vystupy jsou vytvoieny izotropnim leptanim kiemiku
parami xenon difluoridu (Obr. 1E, F). Nasledné jsme kanaly utésnili druhou vrstvou Parylenu C
(Obr. 1G, H). Na rozdil od dfive publikovanych praci [3] se cely tento proces provadi pfi okolni

teploté.
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Obrazek 1 Optofluidni mikrocip S napojenymi optickymi vlakny (A) a postup vyroby mikroc¢ipu
(B-H). Popis viz text.
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Podél tohoto mikrokanalu je vytvofen teplotni gradient (VT) (Obrazek 2A). Cip je umistén na dva
mosazné bloky se vzdéalenosti = 13 mm. Kazdy blok m4 sviij vlastni ohfiva¢ a senzor pfipojeny k
proporcionalnimu derivanimu regulatoru teploty. Na zdklad€ vzdalenosti mosaznych blokl a
rozsahu teplot nastavenych na obou koncich ¢ipu dle znamé teploty tdni DNA jako standardu, je
dosazen teplotni gradient VT = 2,31 ° C - mm 1. Do priichoziho mikrokanalu &ipu jsme integrovali
optické vlakna. Na jedné strané je vlakno pfipojeno k laseru s excita¢ni vinovou délkou 471 nm
a nominalnim vykonem 10 mW. Na opacné stranég, svétlo opoustéjici Cip vstupovalo do druhého
optického vlakna ptipojeného pies pasmovy filtr se stiedni vlnovou délkou a Sifkou padsma =
525nm a = 50 nm, aby blokovalo druhé harmonické laserové svétlo s vinovou délkou = 471nm a
harmonickou ~ 942 nm. Celkové schéma zapojeni se zesilovacéi je na Obr. 2B a obecné je
takovéto zapojeni z pohledu méteni fluorescence zcela jedine¢né, jelikoz se bézné emitované
svétlo méti kolmo ke svétlu excitaénimu. Nicméné pro méfeni teploty tani v nasem uskupeni, kdy
se generuje v ¢ipu pouze jedna kapka vzorku do mobilni faze, ptredstavuje napojeny opticky
systém inovativni feSeni. Funk¢nost systému je ukdzdna na stanoveni teploty tani kratkého
komplexu dsDNA - SYBR Green |. Ve srovnani s komeréni qPCR technikou, na§ prozatimni
systém umoziuje vyznamné urychlit analyzu diky rychlému generovani kapicek vzorku do
mobilni faze protékajici ¢ipem. Tradi€ni qPCR systémy, dle nastaveni teplotni rampy, pracuji
rychlosti mezi 100-500 sec/vzorek [4]. Nami vyvinuty ¢ip umoziuje analyzu pod 30 sekund.
Dale, na zaklad¢ pracovnich podminek pracuje qPCR s objemem vzorku mezi 20 ul a 100 nl [5],
pfi¢emz nas systém nyni umoznuje detekci v objemu kolem 2 pl. Pfesnost mezi nami namétenou
pramé&rnou teplotou tani ve srovnani se standardnim vzorkem DNA méfenym qPCR (reference)
byla 0,7 °C.

A . =

SorceEITeEc : A
DSFva 3 Pes

Lock-in Laser

Amplifier Controller Laser

Oscilloscope

Emission Excitation
PMT  fe— “ciior -

i 1 Chip q | Filter

PMT
Controller

Obrazek 2 Realny obrazek optofluidniho ¢ipu se simulovanym a redlnym teplotnim gradientem
(A). Celkové uspotfadani optofluidniho systému (B).



r

Reference

[1]

[2]

[3]
[4]
[5]

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY

A KOMUNIKACNICH EEIEN
o1 [a] K]]Il mikroelektroniky

Fohlerova, Z., Zhu, H., Hubalek, J. et al. Rapid Characterization of Biomolecules’
Thermal Stability in a Segmented Flow-Through Optofluidic Microsystem. Sci
Rep 10, 6925, 2020.

Gablech, 1. et al. Fabrication of buried microfluidic channels with observation windows
using femtosecond laser photoablation and parylene-C coating. Microfluid Nanofluid 22,
105, 2018.

Boer MJd et al (2000) Micromachining of buried micro channels in silicon. J
Microelectromech Syst 9:94-103

Bartsch, M. S. et al. The rotary zone thermal cycler: a low-power system enabling
automated rapid PCR. PloS one 10, e0118182—e0118182, 2015.
https://www.takarabio.com/learning-centers/real-time-pcr/reaction-size-guidelines-for-

gpcr



