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Spis akronimow
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CCD
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VP
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(Atomic Force Microscopy) — mikroskopia sit atomowych

(Charge Coupled Device) — rodzaj detektora $wiattoczutego ze sprzezeniem
tadunkowym

(Circulating Tumor Cell) — krazace w krwi komorki nowotworowe

(In Vitro Fertilization) — zaptodnienie metoda in vitro

(In Vitro Maturition) — pozaustrojowe dojrzewanie komorki

(In Vitro Production) — produkcja komorek zaptodnionych metoda in vitro
(MicroElectroMechanical Systems) — systemy mikroelektromechaniczne
(Messenger Ribonucleic Acid) — informacyjny/matrycowy kwas
rybonukleinowy

(Phosphate Buffered Saline) — bufor fosforanowy

(PolyDiMethylSiloxane) — polimetakrylan metylu

(Total Internal Reflection) — catkowite wewnetrzne odbicie

(UltraViolet) — promieniowanie ultrafioletowe



1 Wstep

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad mikrocytometrem
odksztatceniowym typu MEMS, stuzagcym do wieloparametrycznego badania oocytow
$win z wykorzystaniem analizy obrazu deformowanej komorki.

Praca ta zostala podzielona na trzy zasadnicze czesci. W pierwszej czesci (Rozdziat
2) omowiono klasyczne metody selekcji jakoSciowej oocytow zwierzgt hodowlanych.
Opisano takze metody pomiaru wlasciwosci mechanicznych komorek zwierzgcych, ktore
stanowig potencjalng alternatywe¢ do okreslania potencjatu biologicznego tychze komoérek
W  sposob  parametryczny. Przeprowadzono  analiz¢  krytyczng rozwigzan
mikroinzynieryjnych do badania mechanicznych wtasciwosci oocytow oraz zdefiniowano
cel pracy.

Druga cze$¢ rozprawy (Rozdzial 3) zawiera opis technologii 1 wiasciwosci
poszczegblnych elementow sktadajacych sie na trzy rézne konstrukcje tytutlowego
mikrocytometru. Przedstawiono wyniki badan technologicznych i optymalizacyjnych nad
wytwarzaniem krzemowej membrany, uktadu mikrofluidycznego ze strukturg putapkujaca
oraz struktur mikrooptycznych. Zaprezentowano i omowiono procesy integracji
poszczegblnych elementow do postaci mikrocytometru odksztalceniowego oraz opisano
opracowany uktad kontrolno-pomiarowy.

W  trzeciej czeSci pracy (Rozdziat 4) przedstawiono wyniki badan
z wykorzystaniem utrwalonych oraz zywych oocytow $win, przypisanych do klas jakoSci
z wykorzystaniem klasycznej metody selekcji komorek. Doswiadczenia z uzyciem
materiatu  biologicznego byly prowadzone pod S$cistym nadzorem $rodowiska
weterynaryjnego z Katedry Weterynarii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
w ramach wspotpracy w projekcie naukowym pt.: ,,Mikrocytometria odksztalceniowa
komorek w zintegrowanym systemie mikro-elektro-mechanicznym z aktywacja
pneumatyczng 1 wieloparametryczng  detekcja  obrazowg”  (OPUS10 -
2015/19/B/ST8/01110).

Pracg zakonczono krétkim podsumowaniem oraz analizag wnioskow krytycznych

i oceng przydatnosci opisanych tu rozwigzan.



2 \Wprowadzenie

W rozdziale tym przedstawiono wybrane zagadnienia zwigzane z badaniem
oocytow I metodami ich selekcji wykorzystywanymi przez $rodowisko weterynaryjne.
Opisano metody umozliwiajace mechaniczng charakteryzacje komorek zwierzgcych.
Nastepnie omdwiono oraz przeprowadzono analiz¢ krytyczng wybranych metod

mikroinzynieryjnych do badan mechanicznych wtasciwosci oocytow.

2.1 Klasyczne metody selekcji jakosciowej oocytow zwierzat hodowlanych

Oocyt jest komorka dajaca poczatek komorce jajowej. W porownaniu do wigkszo$ci
komorek zwierzecych oocyty wyrdznia nie tylko wielko$¢, ale takze szczegdlna
mikrostruktura wewnetrzna komorki. Zazwyczaj komorka zwierzeca sktada sie
z cytoplazmy 1 otaczajgcej ja blony. Natomiast oocyt oprocz ooplazmy otoczonej blong
posiada takze oslonke przejrzysta okalajaca catos¢ komorki, oddzielong od btony
komorkowej tzw. przestrzenig periwitelinowg (Rys. 2.1). Oocyt otoczony jest komorkami

cumulus zwanymi takze komérkami wzgorka jajonosnego [1].

ciatko kierunkowe

ostonka przejrzysta
(zona pellucida)

ooplazma
jadro komérkowe

btona komodrkowa

komorki cumulus

Rysunek 2.1 Schemat budowy oocytu

Dojrzewanie oocytow in vitro (IVM) jest kluczowym etapem w technikach
wspomaganego rozrodu przeprowadzanych u gatunkow, takich jak bydto i trzoda chlewna,

w celu produkcji zdrowych i mlodych zwierzat, wykorzystywanych pdzniej do celow



biomedycznych i rolniczych. Obecnie procedury hodowania zarodkéw §win z oocytow
dojrzewajacych w warunkach in vitro sg integralng czesciag produkcji transgenicznych
$win, ktore wykorzystywane sag jako modele w badaniach chordb czlowicka oraz terapii
[2, 3]. Pomimo wieloletniego rozwoju metod pozwalajacych na dojrzewanie oocytow, ich
zaptodnienie, produkcje zarodkow w warunkach pozaustrojowych oraz wypracowanie
bardziej niezawodnych procedur, wysoki odsetek oocytow nie osigga dojrzatosci
w porownaniu z komorkami dojrzewajacymi in vivo. Oocyty poddane dojrzewaniu in vitro
charakteryzuja si¢ obnizong przezywalnoscia 1 zdolnoscig do zaptodnienia, a takze liczbg
1 jako$cig uzyskanych tg metodg zarodkow [4]. Stad tez wybdr oocytdw o najwyzszej
jakosci jest kluczowym czynnikiem determinujgcym liczbg oocytow rozwijajacych si¢ do
stadium blastocysty. Podejrzewa si¢ takze, ze spowodowane jest to warunkami
odbiegajacymi od tych in vivo podczas pobierania, dojrzewania oraz hodowli zarodkow.
Stad tez, prowadzi si¢ badania majace na celu m. in. modyfikacje sktadu medium
hodowlanego, w ktérym zanurzone sg oocyty [5], lub dostosowanie warunkow panujgcych
w inkubatorze do potrzeb odpowiedniego gatunku oocytéw, czy zminimalizowanie
negatywnych skutkow przechowywania komoérek w stanie zamrozenia [6]. W przypadku
oocytow $win, skutecznos¢ zaptodnienia in vitro jest wcigz mniejsza o 50% w odniesieniu
do catkowitej liczby zakwalifikowanych oocytow [7, 8].

Kazdy oocyt charakteryzuje si¢ indywidualng kompetencjg rozwojowa (z ang.
developmental competence), tzn. posiada swoistg zdolnos$¢ do prawidtowego dojrzewania,
zaptodnienia, a takze pozniejszego rozwoju zarodka [9, 10]. Uzyskanie przez oocyt
kompetencji rozwojowej zachodzi podczas oogenezy, czyli procesu powstawania
i dojrzewania komorek jajowych. W wyniku szeregu przemian biochemicznych oraz
komoérkowych zachodzacych w trakcie oogenezy oocyt uzyskuje dojrzalo$¢ genowa,
jadrowa i cytoplazmatyczng [4].

Istnieje szereg metod okreslania kompetencji rozwojowej oocytow. Wsrod nich
wyrdzni¢ mozna metody molekularne (w tym gtownie transkryptomike i proteomike) oraz
metody oparte na ocenie morfologicznej komoérek. Metody molekularne opierajg si¢ na
wykorzystywaniu wskaznikéw mRNA oraz biatek, ktore reguluja wazne etapy rozwoju
oocytu podczas oogenezy. Metody te pozwalaja na doktadne okreslenie etapu rozwoju
cytoplazmy badz jadra komorki, a wiec takze kompetencji rozwojowej komorki. Wada tych
metod jest jednak ich inwazyjno$¢, przez co niemozliwe jest powtdrne wykorzystanie

oocytow do dalszych badan [11].



Metody klasyfikacji kompetencji rozwojowej oocytow oparte na strukturze
morfologicznej komorki opierajg si¢ na obserwacji pod mikroskopem takich elementow
jak: stopien jednorodnosci, zabarwienia i ziarnisto$ci cytoplazmy, ilo$¢ warstw komorek
cumulus wokot oocytu, zaokraglenie komorki, wielko$¢ przestrzeni periwitelinowej, czy
przezroczystos¢ i grubosé zona pellucida [12-15]. Wymienione wyzej parametry podlegaja
stopniowaniu, ktore umozliwia przydzielenie oocytu do jednej z trzech badz czterech klas
jakosci, w zaleznoS$ci od przyjetej metody [16-20]. Procedura selekcji oocytéw bazujaca na
ich wygladzie jest powszechnie stosowana przed dojrzewaniem komorek in vitro,
zaptodnieniem in vitro (IVF) lub produkcja zarodkow w warunkach pozaustrojowych
(IVP). Przyktadowa metoda klasyfikacji oocytdow wraz z oocytami reprezentujgcymi
poszczegoblne klasy jakosci, przedstawiona zostala na Rys. 2.2. Podzialu na poszczegdlne
klasy dokonuje obserwator. Jest to wigc podziat subiektywny, obarczony btedami.

Istnieje szereg czynnikdéw powigzanych posrednio z kompetencjg rozwojowa
oocytow, ktore wykorzystuje si¢ do uzupetienia standardowej metody klasyfikacji na
podstawie wygladu komorki. Jednym z tych czynnikéw jest wielkos¢ pecherzykow
jajnikowych, z ktorych pobiera si¢ oocyty oraz $rednica samych oocytow. W wyniku
szeregu badan zaobserwowano, ze oocyty wyizolowane z wigkszych pecherzykow
(> 5 mm) charakteryzujg si¢ wigkszg $rednicg, a takze kompetencja rozwojowa niz oocyty
uzyskane z pg¢cherzykow mniejszych niz 3 mm [22-24]. Dodatkowo zaobserwowano
wzrost jakosci badanych oocytow wraz ze wzrostem $rednicy komorek [25].

Po wyizolowaniu oocytu, ocenie poddaje si¢ rowniez kompleks komorek cumulus
otaczajgcych oocyt. Zaklada si¢ przy tym, ze cumulus dobrej jakosci posiada dobrze
wyksztatcone 1 regularnie rozlozone komorki, ktore tworza kilka warstw okalajacych
oocyt. Po oczyszczeniu oocytu z komodrek cumulus, poddaje si¢ ocenie samg komorke

wedlug wczesniej opisanej metody.



oocyt o prawidlowym wygladzie
morfologicznym, otoczony rozlegta warstwa
komorek wzgdrka jajonosnego o jednolicie

granulowanej ooplazmie

oocyt o prawidlowym wygladzie
morfologicznym, otoczony $cistg warstwa
komorek wzgdrka jajonosnego o jednolicie

granulowanej ooplazmie

nieliczne warstwy komorek wzgorka
jajono$nego, nieznaczna degeneracja

ooplazmy

nieliczne komorki wzgorka jajonosnego,

widoczna degeneracja ooplazmy

Rysunek 2.2 Przyktad klasyfikacji oocytow do poszczegdlnych klas jakosci kolejno od najlepszej (++) do
najgorszej (-) [21]

Kolejnym parametrem badanym pod wzgledem potencjatu rozwojowego oocytow
jest lokalizacja kropel lipidowych w obrgbie ooplazmy oocytu [26]. W badaniu tym
wykorzystano oocyty, ktore sklasyfikowane zostaly metoda oceny morfologicznej jako
komorki najlepszej jakosci. Po zabarwieniu kropel lipidowych zaobserwowano, ze oocyty
ro6znig si¢ miedzy sobg rozmieszczeniem mikrostruktur w obrebie ooplazmy. Wykazano,
ze oocyty, ktorych krople lipidowe byty jednorodnie roztozone w catej objetosci
cytoplazmy odznaczaly si¢ lepsza zdolno$Scia do przeksztalcenia w blastocyste po
zaptodnieniu, niz oocyty ktérych krople lipidowe skupione byty w centralnej czgsci

ooplazmy. Badano réwniez zr6znicowanie w grubosci ostonki przejrzystej wsrdd oocytow
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wyselekcjonowanych droga oceny morfologicznej pod wzgledem liczby udanych
zaptodnien oraz implantacji zarodkow podczas IVF [27-29]. Badania te wykazaty, ze
dostepne kryteria oceny morfologii oocytow wydaja si¢ niewystarczajace z uwagi na fakt
istnienia parametrow, ktore dodatkowo rozrozniaja oocyty z wickszym potencjalem
rozwojowym sposrod juz wezesniej ocenionych komorek.

Metody molekularne umozliwiaja obiektywna ocen¢ jakosci oocytéw oraz
precyzyjne okreslenie ich potencjatu rozwojowego. Jak wspomniano, charakteryzuja si¢
one jednak znaczng inwazyjnos$cig, uniemozliwiajaca czesto wykorzystanie oocytu do
dalszych badan. Z kolei wykorzystywanie metod morfologicznych prowadzi czesto do
niejednoznaczne] oceny badanego materiatu. Sprawno$¢ w ocenie jakosci komodrek
uzalezniona jest od doswiadczenia osoby dokonujacej selekcji, przyjetych standardow
oceny komorek — m. in. liczby klas jakosci i parametrow podlegajacych ocenie, oraz klasy
mikroskopu wykorzystanego do obserwacji oocytow. Wykorzystanie jedynie metody
morfologicznej powoduje, ze pomiar — cho¢ nieinwazyjny dla komorki - jest
niepowtarzalny. Powoduje to przypisanie grupy oocytow do najwyzszej klasy jakosci,
pomimo, ze cze$¢ z nich znajduje si¢ w rzeczywisto$ci w stadium degeneracji
uniemozliwiajgcym prawidtowy rozwoj zarodka w dalszych etapach.

Wciagz poszukuje si¢ metod klasyfikacji oocytéw, ktore charakteryzowataby sie
wysokg skuteczno$cig metod molekularnych 1 jednocze$nie nieinwazyjnoscia
charakterystyczng dla metod morfologicznych. Dodatkowo, okreslenie potencjatu
rozwojowego oocytu powinno odznacza¢ si¢ niskim kosztem pojedynczego badania
1 dawa¢ mozliwo$¢ przeprowadzenia oceny bez konieczno$ci wykorzystania
wyspecjalizowanego laboratorium. Najbardziej pozagdanymi metodami badan sg te, ktore
wykorzystuja wskazniki pozbawione znakowania komorek barwnikami lub innymi
substancjami uniemozliwiajacymi dalsze wykorzystanie komodrki po badaniu. Jedna
z takich metod moze by¢ badanie wlasciwosci mechanicznych oocytéw, w szczegolnosci

z wykorzystaniem technik mikroinzynierii.

2.2 Pomiar mechanicznych wlasciwosci komorek zwierzgcych

Oocyty i zarodki wchodzg w interakcje ze srodowiskiem (in vivo czy in vitro),
w ktorym si¢ rozwijaja i podlegaja wptywom sit zewnetrznych tj. §ciskania, rozciggania,
skrecania, lub ci$nienia hydrostatycznego pochodzacych z tego srodowiska. Wykazuja one

takze znaczace zrdznicowanie W zakresie wlasciwosci mechanicznych w  wyniku
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reagowania na wlasciwosci fizyczne $rodowiska, w ktorym znajdujg sie. Sity
pozakomorkowe, badz ich brak, moga wptywaé na losy rozwojowe komorki, a zmiany
wlasciwos$ci mechanicznych komorki moga stuzy¢ jako biomarkery choroby lub wskazniki
wewnetrznego stanu molekularnego komorki. Takie wlasciwosci jak adhezyjnosé,
sztywnos¢, lepkos¢ czy deformacja, moga by¢ wykorzystane jako wskazniki biologicznego
stanu komorki (np. proceséw degeneracyjnych), a takze sg wykorzystywane do oceny ich
dojrzatosci, jakosci lub do okreslenia cyklu zycia w jakim si¢ znajduja [30].

Badania nad wlasciwosciami mechanicznymi oocytow zwierzecych relacjonowane
sg od wielu lat w literaturze przedmiotu [31-33]. Wskazuja one dynamiczne zmiany
wlasciwosci mechanicznych oocytu w trakcie jego dojrzewania oraz podczas
przeprowadzania procesOw wspomaganego rozrodu. Przyktadem takich zmian jest wzrost
sztywnosci zona pellucida podczas zaptodnienia metoda in vitro. Oznacza to, ze informacja
dotyczaca wlasciwosci mechanicznych oocytu moze zapewni¢ uzyteczny wglad
w zdarzenia na poziomie molekularnym, ktére wskazuja na dojrzewanie, starzenie si¢
i zewnetrzne czynniki stresogenne, ktore mogg by¢ predykcja zaptodnienia lub cigzy.

Podczas badan mechanicznych wilasciwosci oocytow i zarodkow rozpatruje si¢
takie aspekty jak obszar pomiaru oocytu (np. zona pellucida, czy ooplazme), czy stadium
rozwojowe w jakim znajduje si¢ komorka.

Najczesciej badanym elementem oocytu jest ostonka przejrzysta. Oslonka
przejrzysta badana jest w kontekscie technik zaptodnienia in vitro, podczas ktorego, jak
wspomniano wczesniej, zona pellucida zwicksza swojg sztywno$¢ m. in. uniemozliwiajgc
przedostanie si¢ do wnetrza komorki (zwykle) wigcej niz jednemu plemnikowi (tzw.
polispermii) u niektérych gatunkow [34].

Ponadto obserwuje si¢ spontaniczne twardnienie ostonki przejrzystej w wyniku
starzenia si¢ poowulacyjnego komoérki w warunkach in vivo oraz in vitro. Zjawisko to
wigze si¢ ze zmniejszonym wspOlczynnikiem zaptodnienia, ztg jakoscia zarodkow,
btedami po implantacji i nieprawidlowos$ciami u potomstwa. Zwiekszenie sztywnosci
ostonki przejrzystej moze rowniez zachodzi¢ w niektorych warunkach hodowli in vitro,
takich jak sktad medium hodowlanego, lub warunki hodowli oocytéw (np. temperatura)
[35].

Badaniom wtasciwosci mechanicznych poddawano takze ooplazme oocytow. Jej
,ptynnos¢” (z ang. fluidity) zostata skorelowana z dojrzaloscia oocytéw, starzeniem
poowulacyjnym i wynikami rozwojowymi embriondw po zaptodnieniu komorki [36].
Zaobserwowano, ze starzejace si¢ oocyty wykazuja zmniejszong ptynno$¢ ooplazmy, co
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moze powodowa¢ hamowanie fuzji plemnikow, a takze zmniejszenie prawdopodobiefistwa
pomyslnego zaptodnienia. Podejrzewa si¢, ze ooplazma gamet moze rowniez podlegaé
zmianom mechanicznym w trakcie rozwoju i dojrzewania oocytu oraz podobnie jak
w przypadku ostonki przejrzystej, moze zapewni¢ doktadniejsze przewidywanie potencjatu
rozwojowego oocytu [37].

Do badan nad okresleniem potencjalu rozwojowego oocytu, a takze potencjalu
implantacyjnego, wykorzystuje si¢ oocyty, zygoty i embriony na ré6znym etapie procesu
IVF. Opracowywanie parametrow mechanicznych oocytow pozwala na porOwnanie
1 docelowo rozroznienie grup komorek o roéznym potencjale biologicznym. Wyniki
dotychczasowych badan sugeruja, ze potencjat embrionu zalezy od jakosci 1 dojrzatosci
oocytu jeszcze przed zaptodnieniem. To z kolei oznacza, ze istnieje szansa na zwigkszenie
produktywnosci przeprowadzanych technik wspomaganego rozrodu w najwczesniejszych
etapach procesu. Obecnie wstgpna manualna selekcja nastepuje podczas pobierania
materiatu biologicznego z jajnikéw dawczyni. Opiera si¢ ona na ocenie morfologicznej
komorki przy zwrdceniu uwagi na takie cechy jak grubos¢ ostonki przejrzystej, ziarnistosc,
przestrzen okotozottkowa 1 ksztatt oocytow. Niektore oocyty nie osiggaja optymalnego
dojrzewania z powodu zewngtrznego stresu podczas dojrzewania lub z powodu niskiej
jakosci. W wyniku badan nad mechanicznymi wilasciwosciami oocytdw wielokrotnie
zaobserwowano roznice w sztywnos$ci ostonki przejrzystej oocytow niedojrzatych
1 dojrzatych. Brak natomiast badan, ktore wskazywalyby jednoznacznie na roznice
pomiedzy dojrzatymi gametami, ktére moglyby by¢ skorelowane jednoznacznie
z potencjalem rozwojowym oocytu. Badanie oocytow zaraz po zaplodnieniu
1 porbwnywanie ich z innymi fazami rozwojowymi podejmowane sg sporadycznie, ale
wyniki wskazujg na roznice w elastycznos$ci ostonki przejrzystej rOwniez na tym etapie.

Analizujac wyniki badan mechanicznych wtasciwosci oocytow nalezy zwrdcié
uwage nha szczegdlng ztozono$¢ budowy oocytow. Oocyt jest struktura mechanicznie
niejednorodng, gdzie kazdy jego sktadnik ma unikalny zestaw wlasciwosci
lepkosprezystych, poszczegodlne komponenty wykazuja rdzne stopnie mechanicznego
sprzezenia pomiedzy soba, a takze dzialaja czynne sity wewnatrzkomorkowe.

W celu okreslenia wlasciwosci mechanicznych oocytow przyjmuje si¢ szereg
uproszczen. Stosuje sie model oocytu, w ktorym komorka jest idealng sfera, pomija si¢
istnienie wielu elementow komorki, pozostawiajac jedynie ostonke przejrzysta oraz

cytoplazme, ktéra jest w tym przypadku elementem jednorodnym. Mechaniczny model
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komorki zwigzany jest nie tylko z typem badanej komorki (np. czy jest komorka
adherentng), ale takze wyborem metody umozliwiajacej pomiar komorki [38].

Obszar deformacji komorki moze mie¢ charakter lokalny i dotyczy¢ zewngtrznej
powierzchni oocytu — ostonki przejrzystej — lub mie¢ charakter globalny, gdzie
odksztatceniom poddawana jest cata komorka, ze wszystkimi elementami znajdujacymi sig
w jej wnetrzu. Pomiar komoérek moze mie¢ takze charakter populacyjny, gdzie w obrgbie
wigkszej grupy komorek bada si¢ réznice w ich odksztatcalnosci bez doktadnego okreslania
wlasciwosci mechanicznych.

Kolejnym parametrem koniecznym do rozpatrzenia jest liczebnos¢ komorek
w probce, ktorg chcemy przebadac. Metody mikrofluidyczne sprzyjaja pomiarom duzych
populacji komorek ze stosunkowo wysoka przepustowoscig. Natomiast takie metody jak
AFM, czy zasysanie komorki mikropipeta, skupiaja si¢ bardziej na pomiarze pojedynczych
komorek. W praktyce metody badan oocytow oparte na technologii lab-on-a-chip lub
MEMS nie osiagaja przepustowosci charakterystycznej dla technik pomiaru
mechanicznych wilasciwosci innych typow komorek np. krwinek czerwonych. Warto
jednak zaznaczy¢, ze liczba mozliwych do uzyskania oocytow z pojedynczego jajnika jest
ograniczona, na co wptyw majg m. in. ilos¢ dawczyn i czasochtonnos$¢ pobierania oocytow.
Stad tez metoda badawcza oocytow oparta na technologii lab-on-a-chip lub MEMS moze
charakteryzowac¢ si¢ Srednig przepustowoscig, a to powoduje, ze nie jest konieczne
stosowanie wyspecjalizowanej aparatury do obrazowania deformacji oocytow.

Tradycyjne badania laboratoryjne nad oocytami przeprowadzane sg w $cisle
kontrolowanych warunkach, pozwalajgcych na mozliwie jak najlepsze odtworzenie
naturalnego srodowiska rozwoju oocytu (in vivo). W zwigzku z tym warunki pomiarow
przeprowadzonych z wykorzystaniem nowych technik i instrumentéw powinny by¢
mozliwie jak najbardziej zblizone przynajmniej do protokotdéw pracy in vitro z oocytami.

W tym celu nalezy rozwazy¢ takie czynniki jak catkowity czas pomiaru wybranych
wilasciwosci komorki, dobor sktadnikow medium hodowlanego, pH i temperatura medium
hodowlanego. Wydtuzony czas pomiaru w sztucznym $rodowisku laboratoryjnym
(in vitro) moze wptywac na niektore aspekty zdrowia i rozwoju zarodka, zwlaszcza jezeli
badania przebiegaja w warunkach odbiegajacych od tych w inkubatorach [39]. Podloze, do
ktorego przyczepione sa komorki (sztywnos¢ materiatu) oraz gesto$¢ medium
hodowlanego wptywaja na rozwdj komorek, a nieprawidtowe srodowisko hodowlane moze
zaburzy¢ wzrost pgcherzykow, zmieni¢ poziom hormonoéw i w konsekwencji obnizy¢

jakos¢ oocytow. Specjalne preparaty pozywek hodowlanych in vitro moga zmniejszy¢
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stopien twardnienia ostonki przejrzystej, ktora wchodzi w bezposredni kontakt z medium
hodowlanym i poprawi¢ wskazniki zaptodnienia u myszy i innych gatunkéw. Inne cechy
srodowiska hodowlanego takie jak osmolalno$¢ czy pH moga réwniez wplywaé zmiang
wlasciwos$ci mechanicznych oocytu, ale ich doktadne dziatanie na biomechanikg oocytow
i zarodkow jest nadal nieznane [40]. Konieczne jest takze rozwazenie temperatury hodowli,
ktoéra musi by¢ doktadnie kontrolowana, aby unikna¢ pogorszenia zywotnosci oocytow.
Temperatura medium hodowlanego nie powinna odbiega¢ od wartosci wyznaczonych dla
standardowej hodowli oocytow. Istniejg pewne dowody na to, ze szok termiczny moze
przyspieszy¢ dojrzewanie cytoplazmatyczne 1 zmniejszy¢ tempo tworzenia blastocysty, ale
wplyw na twardnienie zona pellucida jest nadal niejasny [40, 41]. Zaréwno znaczenie
badania jak i zagadnienia zwigzane z okres$laniem potencjatu biologicznego oocytow na

podstawie ich wlasciwo$ci mechanicznych sg istotne 1 nietrywialne.

2.3 Przeglad metod badania mechanicznych wlasciwosci komorek

Literatura przedmiotu zwigzana z badaniem mechanicznych wtasciwosci komorek
zwierzecych jest rozproszona w wyniku niejednolitego nazewnictwa wykorzystywanego
do opisu wykorzystanych metod badawczych. Powoduje to konieczno$¢ poszukiwan
z wykorzystaniem specyficznych nazw badanych parametrow np. ,,deformability”,
konkretnych typow komorek np. ,,0oocytes” lub wykorzystanych metod np. AFM. W celu
kompleksowego przegladu literatury wykorzystuje si¢ stlowa kluczowe takie jak
,mechanical properties”, ,,cell mechanics”, ,,biophysical properties”, czy tez ,label-free
parameters”. Czes¢ sformutowan oraz ich kombinacji przedstawiono w Tabeli 2.1 oraz
Tabeli 2.2 z wykorzystaniem dwoch roznych baz danych dla poréwnania. Bez wzglgdu na
wykorzystane nazewnictwo 1 stopien szczegotowosci zagadnien, zaobserwowaé mozna
Wzrost zainteresowania tematyka mechanicznych wlasciwosci komoérek na przestrzeni

ostatnich dziesieciu lat. Tematyka ta jest wiec naukowo wazna i1 aktualna.
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Tabela 2.1 Liczba publikacji w latach 2010-2019 z bazy danych NCBI PubMed

Wyszukiwane stowa 1 zwroty

_ _ ~mechanical - ~mechanical .
.mechanical .mechanical ~deformability” ,mechanical
Rok _ . properties” properties” _ ~deformability” | ,microfluidics”
properties” properties” + . properties”
- + . o + single-cell + ,00cytes” + ,00cytes”
+cells” + ,deformability” Jnicrofluidics” + ,00cytes”
Jmicrofluidics” analysis”
2010 277 73 6 17 8 1156 40 1
2011 334 80 7 14 10 1225 42 1
2012 412 38 9 29 3 1321 45 2
2013 465 98 9 38 11 1362 41 1
2014 521 108 19 36 18 1401 38 6
2015 567 159 22 51 15 1559 62 8
2016 589 200 36 73 24 1425 33 4
2017 599 225 28 62 22 1455 36 12
2018 684 227 29 74 16 1445 49 10
2019 733 299 36 76 15 1444 56 2




LT

Tabela 2.2 Liczba publikacji w latach 2010-20197 bazy danych NCBI PMC

Wyszukiwane stowa i zwroty

.mmechanical
,mechanical ,mechanical ,mechanical ~deformability” . .mechanical B _ o
Rok properties” ,deformability” | ,microfluidics”
properties” properties” properties” + . properties”
+ single-cell +,,00cytes” + ,00cytes”
+ cells” + deformability” | + ,microfluidics” | microfluidics” + ,00cytes”
analysis”
2010 2096 114 78 20 7 3555 9 17
2011 2543 119 92 34 14 4040 10 21
2012 3085 155 118 55 25 4517 7 31
2013 3562 183 134 81 37 4859 9 35
2014 4121 218 179 75 43 4928 11 42
2015 4680 271 224 103 43 5233 13 55
2016 5007 295 316 145 78 5099 18 51
2017 5692 339 346 166 83 5229 18 70
2018 6625 430 460 189 94 5417 19 69
2019 7076 493 464 183 88 5298 19 55




Publikacje przegladowe, odnoszace si¢ do badan mechanicznych wlasciwosci
komorek, nie podejmuja si¢ peilnej klasyfikacji metod badawczych. Proby
usystematyzowania sprowadzaja si¢ gtdwnie do przegladu metod stuzacych do badan Scisle
okreslonych komorek (np. krwinek czerwonych) [42], lub metod spetniajacych okreslone
funkcje badawcze (np. do badan przesiewowych i1 oceny skutecznosci lekow dla
pojedynczych komorek) [43]. W zwigzku z tym nie wprowadzono do tej pory jednolitych
kryteriow podzialu i nie stworzono powszechnie akceptowanej klasyfikacji metod
badawczych komorek zwierzecych. Przyktadem jest publikacja przegladowa metod
umozliwiajacych charakteryzacje mechanicznych wtasciwosci komorek z uwzglgdnieniem
typu badanej komorki i jej stanu biologicznego [44]. Autor skupia si¢ na najczgscie]
badanych komorkach tj. krwinkach czerwonych, komoérkach rakowych, leukocytach oraz
komorkach macierzystych. Metody opisane w publikacji zaw¢zone zostaty do najczesciej
wykorzystywanych metod badawczych: AFM, mikropipetowania, a takze metod
mikrofluidycznych (Rys. 2.3.).

detektor wigzka laserowa

kohcowka pipety

podci$nienie

Mikropipetowanie

Swiattowadd

Swiatlowad
Przewezenie kanatu Optyczny "napinacz" Hydrodynamiczny
mikrofiuidycznego mikrofluidyczny "napinacz” mikrofluidyczny

Rysunek 2.3 Wybrane techniki badawcze umozliwiajace scharakteryzowanie wtasciwosci mechanicznych
pojedynczych komorek wg J. Chena [44]
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Jedno z ogolnych kryteriow podziatu technik badawczych zaproponowat M. L.

Rodriguez [45], gdzie metody badania wiasciwosci mechanicznych komoérek rozdzielono

na dwie glowne kategorie. W pierwszej znalazly si¢ metody, w ktorych sita jest

przyktadana bezposrednio do komorki, powodujac jej odksztatcenie (Rys. 2.4).

Mikropipetowanie

Stymulacja polem elektrycznym [: }
MEMS lm l

elektryczne

=

Uktady mikrofluidyczne

- N

zewnetrznej sity

\/\ Magnetyczna "peseta”

Metoda "stozka i talerza" F/\N ?-\J

Manipulacja mikroiglq

Magnetyczna cytometria "skrecajgca”

I;@

=7

Przeplyw pomiedzy plytkami

Sciskanie

Rozcigganie na podiozu

Rysunek 2.4 Metody badan mechanicznych wiasciwosci komorek z zastosowaniem zewnetrznej sity

oddziatujacej wg M. L. Rodrigueza [45]

W tym przypadku jest mierzona odpowiedz komoérki na zewnetrzny bodziec

w postaci jej deformacji badz sity wygenerowanej przez odksztatcong komorke. Umozliwia

to okreslenie wiasciwosci mechanicznych komoérki. Metody opisane w tej kategorii zostaty

poddane dodatkowemu uporzadkowaniu pod wzgledem charakteru bodzca jaki dziata na

komorke np. akustyczny, mechaniczny lub elektryczny. Druga kategoria zawiera metody

stuzace do pomiaru sit generowanych przez komorki podczas ich rozwoju, migracji lub
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innych procesow komoérkowych (Rys. 2.5). Te techniki mozna laczy¢é z metodami

opisanymi w pierwszej kategorii i bada¢ wptyw sit przytozonych zewngtrznie na komorki.

Marszczaca sie membrana

& Mikroskopia sit trakcyjnych

Magnetyczna "peseta” Czujnik z mikrobelkg

Metody detekcji
generowanej sity

Optyczna "pgseta”
Pty Pe Bioreaktor

AFM Mikrostupki

Rysunek 2.5 Metody badan mechanicznych wiadciwosci komorek na podstawie wykrywania generowanej

przez komorke sity wg M. L. Rodrigueza [45]

Inny podzial metod zaproponowat I. L. Ahmad, gdzie podjeto sie¢ klasyfikacji
z wylaczeniem metod badan catych populacji komodrek [46]. Techniki pozwalajace na
charakteryzowanie wlasciwosci pojedynczych komodrek podzielone zostalty na trzy
kategorie: metody ,.tradycyjne”, metody MEMS oraz metody mikrofluidyczne. W kazde;j
kategorii dokonano bardziej szczegdtowego podziatu ze wzgledu na specyfike pomiaru,
typy wykorzystanych mikrostruktur czy typ bodzca dziatajacego na deformowang komorke
(Rys. 2.6).
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Rysunek 2.6 Klasyfikacja technik pomiaru sztywnosci pojedynczej komorki wg 1. L. Ahmada [46]

Kolejnym kryterium uwzglednionym podczas proby klasyfikacji metod

badawczych komorek jest typ bodzca jakim stymulowana jest komoérka [47]. Wyrdznié

mozemy szereg bodzcéw: mechaniczne, optyczne, akustyczne, magnetyczne oraz

elektryczne (Tab. 2.3).
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Tab. 2.3 Wybrane przyktady metod badan mechanicznych wlasciwosci komorek ze wzgledu na bodzce wg

H. D. Kima [47]
Bodziec Idea/Schemat Badane parametry Zrodta
modut lepkosci,
P -~ D modut
Mechaniczny ‘ o sprezystosci, [48-52]
' sztywnos¢,
adhezyjnos¢
s [53-59]
Optyczny Wik deformowalnos¢
krzemionkowy
Szkio
Akust ;:::: def Ino§¢ [60-62]
ustyczny N eformowalnos¢
c__/_\__D
Kulka magnetyczna
- . O
) sztywnos¢, modut [63-66]
Magnetyczny [
/ é sprezystosci
Niski Wysoki
+ -
H + [67-72]
Elektryczny i + - 1 deformowalno$é
+ t\Q/- +
+ -

Kazdy z wyzej wymienionych bodzcoOw moze wplywa¢ na badang komorke
1 zmienia¢ jej wlasciwosci mechaniczne, a nawet ja niszczy¢. Moze do tego doprowadzic¢
zbyt duza intensywnos$¢ badz sita z jaka dany bodziec dziala na komorke lub zbyt diugi
czas stymulacji. Skutkiem pomiaru moze by¢ czesciowe uszkodzenia struktur komorki,

badZz jej calkowite zniszczenie, np. przez przerwanie ostonki przejrzystej lub btony
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komorkowej okalajacej organelle. W literaturze przedmiotu trwaja dyskusje czy i w jakim
stopniu poszczegodlne typy bodzcoOw moga zaburza¢ wyniki badan mechanicznych
wlasciwos$ci komorek.

Bardziej szczegdétowy podzial metod badawczych przeprowadzony zostat
w kontek$cie pomiaru odksztalcalnosci pojedynczych komoérek z wykorzystaniem
urzadzen bazujacych na manipulacji mikrofluidycznej. W pracy autorstwa Yi Zhenga [73],
metody badawcze rowniez podzielone zostaly ze wzgledu na typ bodzca uzytego do
deformacji komorek. Szczegdlng uwage zwraca rozszerzenie liczby czynnikow
mechanicznych umozliwiajacych deformacj¢ komorki w urzadzeniach mikrofluidycznych.
Przedstawione w tej pracy rozwigzania oparte na technikach mikroinzynieryjnych
umozliwiaja m. in. wykorzystanie geometrii mikrostruktur takich jak przewezenia
mikrokanatéw do deformowania przeptywajacych komorek. Ponadto mozliwosé
precyzyjnej manipulacji przeptywem mikrofluidycznym powoduje, ze kolejnym bodzcem
deformujacym komorke moze by¢ strumien przeptywajacej w okreslony sposob cieczy.

Na podstawie przeprowadzonej analizy metod mozna stwierdzi¢, ze tematyka badan
wlasciwosci mechanicznych komorek jest ztozona i1 nieusystematyzowana. Opisane
w dalszej czesci tego rozdzialu metody sg najlepiej scharakteryzowane 1 najpowszechniej
wykorzystywane do badan komorek.

Dodatkowo, w dalszych rozwazaniach wzigto pod uwage jedynie bodzce
mechaniczne, poniewaz jako jedyne (poza czynnikami biochemicznymi) wptywaja na
deformacje oocytow znajdujacych si¢ w zywym organizmie. Natomiast takie grupy
bodzcow, jak: optyczne, magnetyczne, akustyczne czy elektryczne nie wystepuja
,haturalnie” w uktadzie rozrodczym ssakow.

Pierwsze mechaniczne metody wykorzystywane do badan wlasciwosci
mechanicznych komorek pojawity si¢ w wyniku potaczenia rozwoju technik
mikroskopowych (gtownie AFM) oraz prob wykorzystania tradycyjnych metod
manipulacji komorka np. kontrolowanego zasysania za pomocg mikropipety.

Mikroskopia sit atomowych jest metoda wykorzystujaca mikroskop wyposazony
w sond¢e do pomiaru sity oddzialywania ostrza z powierzchnia probki podczas jej
skanowania (Tab. 2.4). W wyniku zetkni¢cia si¢ z powierzchnig komorki, sonda

pomiarowa ulega ugi¢ciu, ktdre jest skorelowane z ,,twardoscig” badanej komorki.
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Tab. 2.4 Mikroskopia sit atomowych (AFM) jako narzedzie do badania wlasciwosci mechanicznych

komorek
Obszar .
) Schemat Parametry Zrodta
pomiaru
O ' modul sprezystosci,
lokalny sita adhezji komorki, | [74-78]
| modut Younga

szeroki zakres warto$ci przytozonych sit

wysoka precyzja pomiaru

szeroki wybor ksztattu koncowki sondy
Zalety nieniszczace 1 powtarzalne pomiary

precyzyjny pomiar wiasciwosci mechanicznych powierzchni komorki

(membrany, ostonki)

do stosowania z zywymi komoérkami eukariotycznymi

losowe pozycjonowanie sondy, trudna manipulacja, zalezna od operatora

nieporeczne i czasochtonne ustawienie eksperymentu, ograniczony obszar

pomiaru

Ograniczenia | niska wydajno$¢ pomiaru

badane moga by¢ jedynie komoérki adherentne

komplikacje w wyznaczaniu parametrow ze wzgledu na interakcje sondy z

srodowiskiem wodnym, w ktoérym znajduja si¢ komorki

W kolejnej metodzie szklana mikropipeta kontrolowana jest przez
mikromanipulator, ktory umieszcza mikropipete w poblizu komorki [79-82]. Badana
komorka znajduje si¢ w komorze w zawiesinie z innymi komoérkami (Tab. 2.5). Komorka
jest czgsciowo zasysana do mikropipety za pomoca podci$nienia. Nastepnie, odksztatcenie
komorki jest rejestrowane przez obrazowanie w mikroskopie optycznym. Wykorzystujac
metode analizy obrazéw deformowanej komorki 1 okres§lone modele mechaniczne komorek
dokonuje si¢ wyznaczenia takich parametrow jak modut lepkosci, modut sprezystosci,
modut Younga lub sztywno$¢ komorki.

Ograniczeniem tej metody badawczej jest jej przepustowos¢. W danym momencie

mozliwe jest pobranie pipeta jednej komoérki. Zwykle wykonanie jednego pomiaru zajmuje
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Kilka minut. Dodatkowo, nalezy uwzgledni¢ wystepowanie fizjologicznej degradacji

komorek i1 zmiany zachodzace w srodowisku wodnym komorek (np. pH).

Tab. 2.5 Mikropipetowanie jako narzedzie do badania wtasciwosci mechanicznych komoérek

Obszar .

) Schemat Parametry Zrodta
pomiaru

/ modut sprezystosci,
- modul lepkosci,
lokalny Po [79-83]
sztywnos¢, modut
@ p<pe
Younga
prawidlowo skalibrowana nie powoduje pekania komorek

Zalety precyzyjna kontrola ci$nienia zasysania (do 0,1 Pa)

umozliwia badanie komoérek adherentnych i nieadherentnych

czasochtonna i zmudna manualna operacja

) ) niska przepustowo$¢ metody
Ograniczenia

rozmieszczenie organelli w komorce moze wptyna¢ na zassanie okreslonego

obszaru komorki

W celu rownomiernego odksztatcenia komorki stosuje si¢ metode badawczg opartg
o $ciskanie pomiedzy dwiema rownolegltymi ptytkami (Tab. 2.6). Pojedyncza komorka jest
umieszczona pomi¢dzy dwiema ptytkami: nieruchomg sztywna ptytka, a elastyczng ptytka,
wspotpracujaca z czujnikiem sity. Elastyczna plytka rozciggana/uginana jest przez state lub
oscylacyjne przemieszczenia. Metoda ta stosowana jest najczesciej do komorek
adherentnych, ktore przylegaja do powierzchni obu ptytek. Podczas naciskania na komorke
ruchomg ptytka, przyktadana jest sita powodujaca deformacje komorki — peini ona wtedy
role sondy sity. Natomiast podczas oddalania plytek od siebie sity wywierane s3 przez
wigzania molekularne powstate miedzy ptytkami, a powierzchnia komorki. Metoda ta
umozliwia okreslenie modutu lepkosci 1 sprezystosci komorki oraz wyznaczenie funkcji
relaksacji 1 ,,petzania/plynig¢cia” (z ang. creep) poszczegdlnych komorek, przez pomiar

naprezen powstajacych w komorce oraz deformacji pod statym napr¢zeniem.
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Tab. 2.6 Reometria z rownolegtymi ptytkami jako narzedzie do badania wlasciwosci mechanicznych

komorek
Obszar .
) Schemat Parametry Zrodta
pomiaru
\ . modut lepkosci i
! sprezystosci,
Josci O Stezynnik [84-
calosciowy wspotczynni
@ _ 87]
Poissona,
‘ ‘ ‘ ‘ deformacja
calosciowe $ciskanie komorki
Zalety przy odpowiednio niewielkim ugigciu ptytki mozliwe jest badanie jedynie
membrany komorki
badane moga by¢ jedynie komorki adherentne
) ] mozliwe jest precyzyjne badanie ilociowe tylko jednej komorki lub badanie
Ograniczenia .
jakosciowe calej populacji komorek
komorki mogg si¢ odczepi¢ w wyniku zbyt duzego ugiecia plytki

Do badan catych populacji komoérek adherentnych jednocze$nie wykorzystuje sie

elastyczne podtoza lub membrany, ktore w wyniku rozciggania badz $ciskania oddziatujg

na przyczepione do niego komorki (Tab. 2.7). Metoda ta umozliwia takze badanie

odksztalcen zachodzacych w komorkach przez wykorzystanie ci$nienia do ugiecia

membrany 1 wytworzenia gradientu napr¢zen na catej powierzchni membrany.

Alternatywnym sposobem na zmian¢ wartos$ci bodzca, jakiemu poddawane sg komorki,

jest kontrola wlasciwosci mechanicznych materiatu, z ktorego wykonana jest membrana

przez zmiang sktadu chemicznego materiatu.

26




Tab. 2.7 Deformacja komoérek na podtozu rozciggajacym

Obszar .
) Schemat Parametry Zrodta
pomiaru
calosciowy, sity trakcyjne [88-
populacyjny F : F komorek 93]
do stosowania z zywymi komoérkami eukariotycznymi
Zalety umozliwia badanie calej populacji komorek z uwzglednieniem pomiaru

pojedynczych komorek

zbyt duze napr¢zenia moga spowodowac oderwanie si¢ komorek od podtoza

badz ich pekniecie

zmiany w sktadzie chemicznym materialu membrany moga powodowaé

Ograniczenia _ ) , ) )
zmiany w §rodowisku wodnym komorek, np. zmiang pH

badane moga by¢ jedynie komorki adherentne

komorki zachodzace na siebie nie mogg by¢ efektywnie badane tg metoda

Ze wzgledu na ograniczenia przedstawionych wczesniej metod ,,tradycyjnych”,
metody bazujace na technikach mikroinzynieryjnych staly si¢ atrakcyjna alternatywa do
badan komorek zwierzecych. Przykladem jest zastgpienie pipety laboratoryjnej do
zasysania komorek strukturami mikrofluidycznymi [94-96]. W rozwigzaniach takich
w obrgbie mikrostruktury kanalu wytwarza si¢ przewezenie uniemozliwiajace komorce
dalsze przejscie 1 unieruchamiajgce komorke poprzez zassanie czesci jej objetosci
(Tab. 2.8). W rozwigzaniach mikrofluidycznych mozliwe jest wytworzenie rownolegle
wielu obszaré6w zasysania komorki w obrebie jednego uktadu mikrofluidycznego. To
z kolei pozwolitlo na zwigkszenie przepustowosci pomiaru deformacji komoérek oraz
umozliwilo automatyzacje, przez kontrolg przeptywu cieczy z komodrkami w obrgbie
uktadu mikrofluidycznego. Warto zaznaczy¢, ze to rozwigzanie sprawdza si¢ jedynie
w przypadku heterogenicznych populacji komorek. Jezeli istnieje duze zréznicowanie
wérod grupy badanych komorek, na przyktad w ich wymiarach — to kazda komorka
zostanie zassana do przewezenia kanatu w r6znym stopniu. W istniejacych rozwigzaniach
stosuje si¢ jedng pompe strzykawkowa badz sterownik umozliwiajacy sterowanie catym
uktadem mikroprzeptywowym, bez mozliwosci uwzglednienia rozmiaréw pojedynczych

komorek podczas pomiaru.
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Tab. 2.8 Przeglad wybranych metod mikrofluidycznych wykorzystujacych bodzce mechaniczne

Obszar .
) Schemat Parametry Zrodta
pomiaru
Mikropipetowanie
lokalny —— p>p, modut Younga,
Po modut sprezystosci, | [94-96]
Q modut lepkosci
Przewg¢zenie kanatlu
Czas przejscia
komorki przez
\—/ przewezenie,
— @ @ @ — | wydtuzenie komorki | [97-101]
/—\ czas regeneracji,
odksztatcalnosé
komorki
calosciowy Rozcigganie hydrodynamiczne
o [? o objgtosé komorki, | [102-
a} @ wskaznik deformacji 105]
—‘ . |_
Sortowanie komorek
populacyjny . D\@ [106-
\_[} [> selekcja komorek
e | 6 D p —_— 108]

S DR D

° ° 0 °
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Warto takze zwrdci¢ uwage na rdéznice pomi¢dzy przekrojem poprzecznym
tradycyjnej mikropipety, a przekrojem kanatu mikrofluidycznego. Geometria kanatu jest
krytyczna zaré6wno dla dokladnosci, jak i kontroli warunkéw pomiaru parametréw
mechanicznych komoérki. W przypadku rozwigzan mikrofluidycznych, w zaleznosci od
uzytego materiatu (np. szklo, PDMS), uzyskanie symetrycznego, kolowego profilu kanatu
nie zawsze jest mozliwe do osiagnigcia.

Wykorzystanie przewezenia w kanale mikrofluidycznym moze réwniez postuzy¢
do badan deformacji komorki przeptywajacej wraz z ciecza przez to przewezenie [97-101].
Woéweczas, cata komoérka zostaje poddana Sci$nigciu, a badanymi parametrami sg czas
przejscia komorki przez obszar przewezenia, calosciowe wydluzenie komorki, czas
regeneracji komoérki 1 powrotu do pierwotnych rozmiar6w po $cisnigciu. O charakterze
pomiaru decyduje geometria mikrokanatu, jego profil czy dtugos¢, a takze charakter
przeplywu mikrofluidycznego — tutaj przede wszystkim warto$¢ predkosci przeptywu.
Metoda badawcza, o ktorej u mowa, opiera si¢ na obserwacji deformowanej komorki i na
analizie obrazu. Podobnie, jak w przypadku mikropipety, ustalone wymiary mikrostruktur
niedopasowane sg do zrdznicowanych wymiarow badanych komorek. Przepustowos$¢
pomiaru jest wysoka z uwagi na mozliwo$¢ szybkiego przebadania catej populacji komorek
z uwzglednieniem deformacji pojedynczych komorek, o ile uwzglednione zostanie
odpowiednie sortowanie komorek 1 zapewnienie odstepu w przeptywie pomigdzy nimi, tak
aby nie nachodzily na siebie podczas przeciskania si¢ przez przewezenie. Z tego powodu
konieczne moze by¢ zastosowanie bardziej rozbudowanych systemow kontroli przeptywu
cieczy zardwno od strony sprz¢towej jak i programistyczne;.

Do odksztatcenia wykorzysta¢ mozna réwniez przeptyw cieczy i site z jakg moze
napiera¢ ona na komorke przeptywajaca w mikrokanale [102-105]. Przykladem takiego
rozwigzania jest zastosowanie skrzyzowania dwoch mikrokanalow, gdzie jednym z nich
przemieszcza si¢ komorka, natomiast drugi stuzy do ,,podania” na komorke dwodch
przeciwlegltych strumieni cieczy. Powoduje to krotkotrwata deformacje komorki
w obszarze krzyzowania si¢ prostopadlych do siebie kanatow mikrofluidycznych. Z tego
tez powodu, aby zaobserwowa¢ deformacj¢ komorki stosuje si¢ bardziej wyrafinowane
1 szybkie kamery do przechwytywania obrazu. Metoda ta, podobnie jak wigkszos¢
rozwigzan mikrofluidycznych, opiera si¢ na analizie obrazu, gdzie parametrem jest glownie
wskaznik deformacji komorki.

Istnieje takze metoda badania deformowalnosci komorek oparta na sortowaniu

catych populacji komoérek w uktadzie mikrofluidycznym. Proces ten zachodzi w wyniku
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réznic w rozmiarze, ksztalcie i odksztatcalnoéci pomi¢dzy komorkami [106-108].
W uktadzie mikrofluidycznym wytwarzane s3g mikrostruktury, ktore ustawione s3
w szeregach w kanale przeptywowym, w okreSlonych odleglosciach. Znaczenie ma
geometria mikrostruktur, ktére petnig rolg przeszkod. Definiuje ona charakter poruszania
si¢ przeptywajacych komoérek pomiedzy stupkami oraz drogg jaka te komorki przebeda.
Obserwacja pojedynczych komoérek w obrebie calej populacji jest utrudniona, istnieje
réwniez ryzyko nachodzenia na siebie komorek podczas przechodzenia i przeciskania si¢
pomiedzy przeszkodami. Wynikiem koncowym dziatania tego uktadu jest gromadzenie si¢
komorek po przejsciu przez uktad mikrofluidyczny z przeszkodami. Nie jest to zatem
metoda, ktora umozliwia bezposrednie wyznaczenie parametrow mechanicznych komorki,
a jedynie jakosciowe poréwnanie komorek pomiedzy soba.

Obecnie najczescie] badanymi komorkami przy uzyciu metod mikrofluidycznych
sg ,,mate komodrki” (o $rednicy okoto 10-30 um), takie jak komorki CTC (krazace komorki
nowotworowe), czy krwinki. Wigze si¢ to gltownie z kompatybilnosciag naturalnego
srodowiska tych komorek z systemem pomiarowym opartym na rozwigzaniach
mikrofluidycznych oraz mozliwo$cig precyzyjnej kontroli zardwno przemieszczania si¢
komorki jak 1 przeptywu cieczy w ukladzie mikrofluidycznym. Znacznie rzadziej
podejmowane sg badania wiasciwosciami mechanicznych ,,wiekszych komorek™, takich
jak oocyty ssakoéw (~50-150 um). Niektore metody ,,tradycyjne” i mikrofluidyczne zostaly
wykorzystane do badan wlasciwosci mechanicznych oocytow i zarodkéw. Metody te

zostaly opisane w nast¢pnym podrozdziale.

2.4 Mikroinzynieryjne metody badania mechanicznych wtasciwosci oocytow

Badania mechaniczne oocytéw prowadzono dotychczas z wykorzystaniem réznych
instrumentdow wykonanych technikami mikroinzynieryjnymi (Tab. 2.9). Wymiary
charakterystyczne opracowanych instrumentow odpowiadaja wymiarom badanych
oocytdw 1 pozwalaja na manipulowanie komodrkami i kontrolowanie §rodowiska (np.
temperatury, pH, przeptywu medium). Warto jednak podkresli¢, Ze nie ma standardowe;j
metodologii okres§lania wlasciwosci mechanicznych oocytéw. Opublikowane dotychczas
wyniki badan eksperymentalnych sg trudne do poréwnania ze wzgledu na rdézne bodzce
mechaniczne stosowane do deformacji komorek oraz metody pomiaru parametréw

mechanicznych komorek.
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Tab. 2.9 Wybrane metody badaf oocytow z wykorzystaniem technik mikroinzynieryjnych

Przyktad 1. Mikroigta potaczona z czujnikiem sity
Obszar Liczba ,
somiaru Komorek Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
punktowy 40 szt. brak informacji mysi [109] / 2003
mikroigta
llustracja V% \
20um
Zbadano mysie oocyty o wymiarach 52-61 pm. Kazdy oocyt zostat
unieruchomiony przy uzyciu mikropipety, ktdra cze§ciowo zasysa komoérke do
wewnatrz, a nastepnie Sciskana jest punkowo przy uzyciu igly i czujnika.
Czujnik sity wykonany jest w technologii MEMS 1 wyposazony w system do
Opis metody | mikrorobotycznej manipulacji sonda. Przy wglebieniu sondy w komorke na
i wyniki okoto 45 um dochodzi do przebicia ostonki przejrzystej. Najwicksza warto§é
sily z jaka sonda napiera na komoérke zmierzono tuz przed przebiciem ostonki,
wynosita ona okoto 7,5 pN. W wyniku pomiardéw otrzymano krzywe zaleznosci
sily napierajacej na komoérke (w pN) od uzyskanego wglebienia sondy
w komorke (odksztalcenia w pm).
Przyktad 2. Ugiecie mikrostupkow PDMS i wgniecenie mikroigta
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
punktowy 40 szt. brak informacji mysi [110] /2010
lustracja

mikropipeta
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Oocyt znajduje si¢ w zbiorniku otoczony przez mikrostupki wykonane z
polimeru PDMS. Na oocyt napiera mikroigta, ktéra powoduje przesuwanie sig¢
komorki

w kierunku stupkéw i ich odksztatcanie proporcjonalne do zadanej przez

mikroigle sity. Do pomiaru ugigcia stupka PDMS zastosowano techniki

Opis metody | przetwarzania obrazu, a do odwzorowania ugi¢¢ stupka na sity komorkowe
i wyniki korzystano z modelu mechanicznego wspornika o wlasciwosciach
materiafowych odpowiadajacym PDMS. Srednia warto$¢ $rednicy oocytow
wynosita 96 um, a wglebienie mikropipety wynosito podczas kazdego pomiaru
25 um. W wyniku pomiarow mozliwe bylo rozréznienie pomiedzy grupg
oocytow od miodych dawczyn, a oocytami pochodzacymi od dawczyn
starszych.
Przyktad 3. Odgiccie mikrobelki PDMS i wgniecenie mikropipeta
Obszar Liczba ,
oomiaru Komorek Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrodto / Rok
punktowy 11 szt. brak informacji mysi [111] /2013
lustracja
o et
Oocyt umieszczony jest przy mikrobelce wykonanej z PDMS. Na oocyt napiera
koncéwka mikropipety sterowana mikromanipulatorem, co powoduje, ze oocyt
zaczyna przylega¢ do polimerowej belki. Podczas pomiaru odksztatca sie¢
zardwno polimerowa belka jak i oocyt w obszarze styku z belka. Zbadanie
) oocytow i embrionéw ta samg metodg pozwolilo na oszacowanie i pordéwnanie
Opis metody
i wyniki sztywnosci 1 lepkos$ci ostonki przejrzystej pomigdzy dwiema grupami. Ustalono,

ze zarowno sztywnos¢ jak i lepko$¢ jest zdecydowanie nizsza w przypadku

00cytow niz embrionow.
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Przyktad 4.

Sonda z czujnikiem sity

Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
punktowy 104 szt. brak informacji mysi [112] /2008
oocyt
sonda
mikropipeta
Oocyt unieruchomiony jest przy uzyciu mikromanipulatora zakonczonego
mikropipeta, ktora zasysa czg$ciowo komorke do wewnatrz. Na przeciwko
umieszczony jest czujnik sity zakonczony sondg o sferycznym ksztalcie
] o $rednicy 20 um, ktora wbija si¢ punktowo w komorke. Sonda podczas kazdego
Opis metody , o )
. " pomiaru powodowata wgtebienie w komoérce na 10 um. Zaobserwowano réznice
i wyniki
w elastycznoSci ostonki przejrzystej pomiedzy oocytami, komorkami
zaplodnionymi, a embrionami w réoznym stadium rozwoju. Dla niedojrzatych
oocytow otrzymano $rednig warto$¢ modutu Younga (22,8+10,4 kPa), zas dla
oocytow dojrzatych (8,26 £5,22 kPa).
Przyktad 5. AFM
Obszar Liczba ,
. Przezywalnos$¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
punktowy 20 szt. wstegpne testy ludzki [113] /2016
Fotodetektor
|
Sita
llustracja ZP ¢

Szkip o———

BN £ e

Obiektyw
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Pomiary dojrzatych oocytéw zostaly wykonane metodg spektroskopii sit. Sonda

zakonczona mikrosfera o s$rednicy 4,5 pm dociskata powierzchni¢ komorki

Opis metody ) . . .. .
) i z maksymalna silag o warto$ci 2 nN. Wykazano réznice w Sredniej wartosci
i wyniki
modutu Younga dla oocytéw dojrzatych i niedojrzatych, takze tych odrzuconych
jak i zakwalifikowanych do zaptodnienia.
Przyktad 6. AFM
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
punktowy 10 szt. brak informacji $wini [114]/ 2014
detektor ze
sprzezeniem
zwrotnym
Fotodioda
LASER
lustracja
. skaner
Do pomiaru wykorzystano sond¢ o $rednicy 10 nm, ktéra z r6zng predkoscia
Opis metody | naciskata na badana komorke (0,5-10 um/s). Pomiaru dokonano w 250 réznych
i wyniki punktach na 10 oocytach. Zaobserwowano rdéznice pomiedzy kolejnymi
punktami pomiarowymi w obrgbie tej samej komorki.
Przyktad 7. Aspiracja mikropipeta
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
czgsciowy 26 szt. brak informacji Swini [115] /2013
diugosc aspiracji
lustracja

oocyt

S———

o mikropipeta
zona pellucida
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Oocyty zostaly czgsciowo zassane do mikropipety o srednicy okoto 56 pm.

Wyznaczono modut Younga dla trzech grup komorek: niedojrzatych oocytow,

Opis metody ] ) o )
] i dojrzalych oocytow oraz oocytow szes¢ godzin po zaptodnieniu. Stwierdzono,
i wyniki
ze wartosci modut Younga dla tych grup réznig si¢ i wynoszg srednio 13,82 +
2,76 kPa, 10,31 + 1,94 kPa oraz 17,81 + 2,30 kPa.
Przyktad 8. Przewezenie mikrokanatu
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
) testy morfologiczne )
catosciowy 32 szt. ) o mysi [116] / 2015
i przezyciowe
t=0s t=33s t=37s t=37.6s t=37.7s t=38s
lustracja
Oocyty wprowadzone zostaly pojedynczo do mikrokanatu z przewezeniem
] o wymiarze planarnym wynoszacym 50 pum. Zmierzone zostato wydtuzenie
Opis metody L . o :
) i komorki znajdujacej sic¢ w zwezeniu oraz czas przecisnigcia si¢ komorki przez
i wyniki
przewezenie dla zadanej predkosci przeptywu cieczy przez uktad
mikrofluidyczny.
Przyktad 9. Deformacja ptaska sonda i sensor sity
Obszar Liczba ,
] Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
calosciowy 30 szt. brak informacji krowi [117] /2015
Sensor sity Pomiar sity
; Oocyt (
Hustracja O Mikrokanat O —

Mechaniczna sonda Przylozenie sity
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Pomiar wlasciwosci mechanicznych oocytdow wykonany zostal w

zintegrowanym z mikrorobotem uktadzie mikroprzeptywowym. Komorka
przemieszcza si¢
w kanale mikrofluidycznym w kierunku obszaru z sonda i czujnikiem sity. Oocyt

zostaje nastgpnie Scisnigty przez ptaska sondg i docisniety do czujnika sity, ktory

Opis metody | : . L
] o mierzy sile reakcji oocytu na dziatanie sity $ciskajacej. Modul Younga zostat
i wyniki : : . o .
obliczony na podstawie przemieszczenia si¢ czujnika sity i odksztatcenia oocytu.
Zbadano wplyw czasu pomiedzy pobraniem oocytow od dawczyni,
a rozpoczeciem hodowli komorkowej na zmiang wlasciwosci mechanicznych
oocytow (2-18 dni). Nie uzyskano znaczacych roznic pomiedzy grupami,
warto$ci wynosity 4-9 kPa.
Przyktad 10. Wagniecenie sonda, Sciskanie pomiedzy dwiema ptytkami
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komoérek
cato$ciowy 67 szt. brak informacji $wini [118] /2018
oocyt
plytka przyklejona
Ilustracja do czujnika sity
pipeta
plytka
szklana sfera przyklejona
do czujnika sity [—
Z wykorzystaniem mikromanipulatora zakonczonego sferg lub ptaska sonda,
badany oocyt jest dociskany do czujnika sity. Komorka podczas pomiaru jest
unieruchomiona przy uzyciu mikropipety, ktora zasysa komorke. Deformacja
) komorki obserwowana jest przy uzyciu odwroconego mikroskopu, co pozwala
Opis metody _ ) ) )
) . na wyznaczenie wlasciwosci geometrycznych komorki.
i wyniki
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Przyktad 11. Wegniecenie sonda, Sciskanie pomiedzy dwiema ptytkami
Obszar Liczba ,
) Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
catosciowy - brak informacji ludzki [119] /2019
w___—— zona pellucida
ks ~_ N
. ,’, ciatko kierunkowe
lustracja
oolemma
cytoplazma
80 um
e ——
Oocyty zostaty docisnigte do $cianki szalki Petriego przy uzyciu koncowki
Opis metody | mikropipety o $rednicy mniejszej od $rednicy komorek oraz sondy zakonczonej
i wyniki sfera. Zaobserwowano odksztatcenia cytoplazmy i ostonki przejrzystej, a
nastepnie opisano je za pomocg uproszczonego modelu Herza.
Przyktad 12. Sciskanie mikropipeta oraz sonda
Obszar Liczba ,
] Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komoérek
calosciowy 4 szt. testy przezyciowe ludzki [120] /2014
Mikropipeta Scignigcie
" sprezyny
) Medium 7 magnetycznej
lustracja hodowlane ;
\ Y &
\AALLLL
3
Szalka Petriego
W tym rozwigzaniu wykorzystano czujnik sity ztozony ze sprezyn
magnetycznych. Mikropipeta dociska badany oocyt do krawedzi platformy
zawieszonej na sprezynach. W celu zmierzenia sity przylozonej do oocytu
) zmierzono warto$¢ S$ci$niecia magnetycznych sprezyn. Zmierzone zostaty
Opis metody _ ) .
) . warto$ci sztywnosci dla tacznie 4 oocytow.
i wyniki
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Przyktad 13. Metoda separacyjna w uktadzie mikroprzeptywowym

Obszar Liczba ,
] Przezywalnos¢ Typ oocytu Zrédto / Rok
pomiaru komorek
populacyjny 93 szt. testy przezyciowe krowi [121] /2018

Oocyty stabej jakosci
Bufor sacharozowy e T

Ilustracja x\»
— = = Dolna komg¢
~ Oocyty dobrej jakosci wylotowa

Kanal reperacyjny (10 mm)

Probka roztworu '\\

N P Bufor sacharozowy

Grupa oocytow wprowadzana jest do uktadu mikrofluidycznego gléwnym
mikrokanalem. Dwoma sgsiadujagcymi kanatami wprowadzany jest do kanatlu
glownego bufor sacharydowy. Na dtugo$ci 10 mm dochodzi do separacji
Opis metody | komorek o lepszej jakosci, od tych zakwalifikowanych jako niezdatne do

i wyniki zaptodnienia. Kanat gléwny nastepnie rozdziela sie¢ na dwie odrebne ,,$ciezki”.
Zaobserwowano, ze oocyty lepszej jakoSci charakteryzuja si¢ wyzsza
szybkos$cig sedymentacji w roztworze hipertonicznym, w zwigzku z tym kieruja

si¢ do jednego z kanatdow wylotowych.

Analizujgc powyzszg tabele zaobserwowa¢ mozna, ze do badan oocytow wciaz
wykorzystywane s3 metody ,tradycyjne”, oparte na wykorzystaniu mikroskopii sit
atomowych [113, 114], czy manipulacji komorka poprzez kontrolowane odsysanie za
pomoca mikropipety [115]. Istniejg takze rozwigzania opierajgce si¢ na technologiach
mikro- i nanoinzynieryjnych pozwalajacych na wytwarzanie mikrostruktur w takich
materiatach jak szklo, krzem, czy rdznego rodzaju polimery (tutaj glownie PDMS) [110-
112, 118-120].

Czg$¢ z opisanych wyzej metod wykorzystuje do badan struktury wyposazone
w uklady mikrofluidyczne. Umozliwia to precyzyjna kontrole srodowiska, w ktorym
dokonywany jest pomiar oraz manipulowanie pojedynczymi komodrkami lub calg ich
populacja [115, 121]. Ponadto, wykorzystanie techniki mikrofluidycznej stwarza
mozliwo$¢ zautomatyzowania pomiardow i przeprowadzania ich w znacznie wigkszych

przepustowosciach w porownaniu do AFM lub mikropipetowania.
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Metody badawcze oparte na mikroinzynierii umozliwiaja precyzyjna,
mikrorobotyczng manipulacje mikrosondami $ciskajacymi komoérke i1 wykorzystanie
uktadow sensorycznych do pomiaréw sily oddzialujacej na komoérke [109, 117].
Wprowadzenie zintegrowanych uktadéw elektronicznych i mechanicznych (MEMS) do
urzadzen badawczych pozwala na aktywng manipulacje oocytem w uktadzie
mikrofluidycznym oraz na dostosowanie stopnia deformacji do rozmiaréw komorki.

Warto jednak zaznaczy¢, ze wyzej opisane metody wymagaja wykorzystania
dodatkowego oprzyrzadowania umozliwiajgcego sterowanie przeptywem cieczy, czy
manipulacje sondg. Powoduje to rozbudowanie urzadzenia badz stanowiska pomiarowego
o dodatkowe komponenty. Konieczno$¢ sterowania kilkoma modutami wymusza takze
korzystanie z wyspecjalizowanego oprogramowania przeznaczonego oddzielnie dla
kazdego z nich. W praktyce, istniejace rozwigzania stuzag badaniom wstepnym 1 nie sg
rozwijane w stopniu umozliwiajagcym skorzystanie z =zalet opisywanych metod
i technologii.

Wigkszos¢ przedstawionych w Tab. 2.9 rozwigzan polega na pomiarze sity z jaka
oddziatuje deformowany oocyt dociskany do czujnika sity [109, 113, 117, 118, 120] badz
PDMS-owej belki [110, 111]. Metody badawcze, w ktérych przeprowadza si¢ obserwacje
1 analiz¢ obrazu deformowanej komoérki dokonywane sg w plaszczyznie prostopadtej do
kierunku $ciskania. Uniemozliwia to czgsto identyfikacj¢ 1 rozrdznienie zmian
zachodzacych w organellach komoérki widocznych podczas deformacji [118, 119]. W
przypadku rozwigzan, ktore polegaja na wykorzystaniu przewezenia w mikrokanale [116]
badz zaleznos$ci wynikajacych z przeptywu mikrofluidycznego w mikrostrukturach,
mozliwe jest rozréznienie jakosciowe pomiedzy oocytami [121].

Ponadto, oocyty wykorzystane w badaniach naleza do r6znych gatunkéw ssakow,
charakteryzuja si¢ r6znym stopniem dojrzalosci. Wiek 1 stopien dojrzatosci dawczyn
zwykle nie jest brany pod uwage przy pobieraniu materialu biologicznego do badan. Liczba
zbadanych oocytéw z wykorzystaniem okreslonej metody badawczej ma wplyw na
wiarygodno$¢ skuteczno$ci przeprowadzonych eksperymentow, stad tez wyniki
przedstawione dla kilku komorek nie naleza do miarodajnych. Kazda z zaproponowanych
metod badawczych wymaga kompleksowych badan z uzyciem duzej liczby komorek.

Kolejng kwestia do rozpatrzenia jest przezywalno$¢ badanych komorek podczas
deformacji. Jezeli metoda badawcza ma stuzy¢ klasyfikacji jakosciowej oocytow, to
komorki nie moga ulec jakimkolwiek uszkodzeniom podczas pomiarow. W wigkszos$ci

danych eksperymentalnych brakuje informacji dotyczacej badan nad przezywalnoscia
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oocytow. Natomiast tam, gdzie mozliwo$¢ uszkodzenia komorki przez $cisnigcie jest brana
pod uwage, przeprowadza si¢ testy przezyciowe i morfologiczne.

Czynnikiem wplywajacym na przezywalno$¢ i potencjalne zmiany wlasciwosci
mechanicznych oocytow jest rowniez biokompatybilno§¢ materialow, z ktorych
wytworzone s3 mikrostruktury, a takze parametry $rodowiskowe podczas
przeprowadzanych badan. W przedstawionych rozwigzaniach nie podejmuje si¢ kwestii
potencjalnej cytotoksycznosci urzadzen, w ktorych przeprowadzane jest Sciskanie
komorek. Ponadto, nie uwzglednia si¢ wplywu czasu badania pojedynczej komorki, czyli
czasu w jakim komorka przebywa poza standardowymi warunkami laboratoryjnymi
podczas procedury IVM.

Jedng z charakterystycznych cech rozrozniajacych istniejace metody badan
oocytoOw jest obszar pomiaru. Cze$¢ metod skupia si¢ na pomiarze mechanicznych
wlasciwosci jedynie zewngtrznej czeSci oocytu — oslonki przejrzystej. Wowczas
deformacja komorki jest stosunkowo niewielka 1 obejmuje punktowo powierzchnig
komorki, jak w przypadku metod AFM lub odksztalca tylko niewielki obszar komorki
poprzez zassanie mikropipetg. Istniejg rowniez metody wykorzystujace sonde do
naciskania na komoérke badz przyciskania komoérki do wyznaczonej powierzchni, gdzie
deformuje si¢ jedynie niewielki obszar oocytu w skali catej jej objetosci. Badania te nie
rozpatrujg deformacji i obserwacji organelli wewnatrz oocytu.

Metody badawcze $ciskajace komorke catosciowo pomiedzy dwoma rownolegltymi
do siebie powierzchniami dotycza badania oocytu podczas $cisnigcia w catej jego objetosci
bez rozrdéznienia wpltywu deformacji na poszczegdlne jego elementy. Elementem
dociskajacym jest czesto mikropipeta badz sonda wyposazona w czujnik sity, ktoérych
srednica jest mniejsza od S$rednicy oocytu. Powoduje to, Ze oocyt jest Sciskany
nieréwnomiernie i w wyniku deformacji sonda ,,wbija si¢” w komorke. W takiej sytuacji
rozroznianie 1 pomiar deformacji ostonki przejrzystej 1 wnetrza komorki jest nieprecyzyjny.

Przeciskanie oocytu przez przewezenie kanalu mikrofluidycznego sprawdza sie
jedynie pod warunkiem, ze kazda komorka ma jednakowe wymiary. W innym przypadku
kazdy oocyt poddawany jest Sci$nigciu w réoznym stopniu, co powoduje, ze poroOwnanie
czasu przejscia komorki przez przewezenie jest niemiarodajne.

Dodatkowo, ws$réd metod mikrofluidycznych wyr6zni¢ mozna rozwigzanie
wykorzystujace odksztatcalnos¢ komoérek w catej populacji oocytow przeptywajacych
przez uktad mikrofluidyczny o zadanych wlasciwosciach srodowiskowych. W tym badaniu

kierunek przeptywu komorek rézni si¢ w zaleznosci od witasciwosci mechanicznych
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oocytow. W wyniku tego dochodzi do segregacji oocytéw na dwie grupy bez rozpatrywania
odksztatcalno$ci  poszczegdlnych  elementow  pojedynczych  komorek.  Wsrod
przedstawionych metod rozwigzania mikrofluidyczne charakteryzuja si¢ najwyzsza
przepustowosciag pomiaréw. Ograniczeniem tychze rozwigzan jest jakosciowa i1 posrednia
parametryzacja wlasciwosci mechanicznych oocytow poprzez okreslenie szybkosci lub
charakteru przeptywu komorki w uktadzie mikrofluidycznym.

Kazde z wyzej przedstawionych metod skupia si¢ jedynie na wybranych aspektach
deformowalnos$ci oocytu nie podejmujac si¢ kompleksowej charakteryzacji wiasciwosci
mechanicznych komoérek. W zwigzku z tym znajduja one zastosowanie przede wszystkim
do badan wstepnych i oceny mozliwosci wykorzystania danej metody w kompleksowym
badaniu oocytow. Metody te umozliwity okreslenie niektorych czynnikéw wpltywajacych
na deformacj¢ komorki jak np. stopien dojrzatosci oocytu oraz pozwolily na czesciowa
ocen¢ potencjatu biologicznego oocytOw wspomagajacg wybor oocytow do sztucznego

zaplodnienia.

2.5 Analiza krytyczna rozwigzan i cel pracy

Rozwdj nowoczesnych metod badawczych  wykorzystujacych  nano-
1 mikroinzynieri¢ umozliwia badanie wybranych witasciwosci mechanicznych komorek
1 okreslenie roli, jakg petnig one w ocenie potencjalu biologicznego zaréwno pojedyncze;j
komorki, jak 1 calego zywego organizmu. Stan biologiczny i wiasciwosci mechaniczne
kazdej komorki stuzg jako wskaznik stanu chorobowego komorki, a takze stuza do oceny
ich dojrzatosci lub do okreslenia cyklu zycia komoérki. Metody badania wihasciwosci
mechanicznych komorek obejmujg miedzy innymi tradycyjng manipulacje materiatem
biologicznym poprzez kontrolowane odsysanie za pomoca mikropipety czy metode
XXI wieku z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych. Ze wzgledu na niejednorodnos¢
komoérek w catej ich objetosci, a takze zréznicowanie w obrgbie populacji, konieczne jest
badanie pojedynczej komoérki w obrebie catej populacji (np. krwinki czerwone lub komorki
nowotworowe) lub pojedynczych komoérek o znacznym potencjale biologicznym
(np. oocyty zwierzgce). Urzadzenia MEMS sg atrakcyjng alternatywa dla ,.tradycyjnych”
eksperymentalnych metod badan komoérek ze wzgledu na dostosowanie skali
mikroinstrumentu do wymiaréw charakterystycznych badanych obiektow biologicznych.
Systemy mikroprzeptywowe 1 mikromechaniczne umozliwiaja analiz¢ w czasie

rzeczywistym odpowiedzi komorek na bodziec mechaniczny z precyzyjna kontrola
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parametréw srodowiska pomiarowego. Ponadto przepustowos$¢ metody moze by¢ znacznie
wigksza niz w przypadku metod konwencjonalnych. Zintegrowane i zautomatyzowane
systemy MEMS nie wymagaja obstugi urzadzenia przez wysoko wykwalifikowanych
pracownikow, a takze minimalizuja mozliwo$¢ popelnienia bledow podczas ich
uzytkowania. Jednak istniejgce rozwigzania techniczne i metodologicznie nie uwzgledniaja
niektorych czynnikow wplywajacych na odksztatcalno$¢ komorek i czgsto powoduja
uszkodzenia materiatu biologicznego podczas badan. Brak jest rowniez informacji
o analizach poréwnawczych migdzy metodami badawczymi z wykorzystaniem MEMS,
a innymi metodami referencyjnymi.

Analiza krytyczna rozwigzan mikroinzynieryjnych i1 metodologii badawczych
opisywanych w literaturze przedmiotu dotyczacych badania wiasciwosci mechanicznych
oocytow wskazuje na z jednej strony aktualno$¢ i1 zainteresowanie poruszang tematyka,
a z drugiej strony powielanie statych schematow badawczych i technicznych. Schematy te
mozna podzieli¢ na dwie grupy.

Grupa pierwsza to metody badawcze dajace mozliwo$¢ parametryzacji (ocena
jakosciowa) wiasciwosci mechanicznych wykorzystujac pomiar (posredni lub
bezposredni) sity dziatajacej na oocyt. W tym celu wykorzystuje si¢ czesto aktuatory sity
1 czujniki sity w postaci struktur MEMS. Unieruchomienie badanej komorki, niezbedne do
przeprowadzenia kontrolowanego $ciskania, realizowane jest przez zasysanie komorki
(mikropipetowanie) lub zatrzymanie na fizycznej przeszkodzie (mikrostupki lub
przegroda). W przypadku takich konstrukcji cze$¢ mikrofluidyczna nie jest kluczowa.
Ponadto, w metodach tych dominuje pomiar sity (jeden parametr), a obrazowanie
deformacji komorki nie jest glownym nosnikiem informacji na temat wiasciwos$ci
mechanicznych badanej komorki. Relacjonowane w literaturze przedmiotu liczby
badanych komorek zawieraja si¢ w zakresie od kilku do kilkudziesigciu komorek, co czgsto
nie jest statystycznie miarodajnym wynikiem.

Grupa druga to uklady mikrofluidyczne, w ktorych wlasciwosci mechaniczne
okresla si¢ na podstawie czasu przejscia przez zwezenia/przeszkode, deformacje
w strumieniu cieczy lub uzyskanie ilosciowego efektu dziatania uktadu mikrofluidycznego
(sortowanie oocytow). W rozwigzaniach wykorzystujacych ukltady mikrofluidyczne brak
jest zintegrowanych aktuatoroéw/czujnikow. W metodach tych wykorzystywana jest analiza
obrazu ,,przeciskanej” lub deformowanej komorki, a wynikiem tej analizy jest zwykle
jeden parametr (np. wspotczynnik deformacji). Ponownie, w odniesieniu do oocytéw,

liczba badanych komorek nie przekracza kilku lub kilkudziesigciu sztuk.
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Mimo zatem réznorodnosci relacjonowanych w literaturze przedmiotu metod
badawczych i towarzyszacych im mikroinzynieryjnych rozwigzan instrumentow
analitycznych, nadal poszukiwane sg nowe rozwigzania techniczne i metodologie, w tym
taczace rozwigzania mikrofluidyczne i mikromechaniczne (MEMS). Gléwng motywacja
autora niniejszej rozprawy jest zatem potaczenie rozwigzan mikrofluidycznych w zakresie
zarzadzania przeptywem komorki i mikromechanicznych do kontrolowanej deformacji
komoérki w ramach mikrocytometru typu MEMS umozliwiajacego wieloparametryczne
badanie oocytéw $winskich z wykorzystaniem analizy obrazu deformowanej komorki.
W ramach rozprawy doktorskiej podjeto badania nad nowym rozwigzaniem (technicznym
1 metodologicznym) wykorzystujacym technike kontrolowanej deformacji oocytow
zwierzecych w ukladzie mikroprzeptywowym 1 mikromechanicznym oraz metodologia
okres$lania odksztatcenia komorek z wykorzystaniem analizy obrazu w typowym systemie
mikroskopu biologicznego.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie oryginalnej i autorskiej konstrukcji,
technologii i metodologii badawczej mikrocytometru typu MEMS do badania wlasciwosci
mechanicznych $ciskanych oocytow. Realizacja tego celu wymaga przeprowadzenia
kompleksowych prac badawczych obejmujacych:

e opracowanie zalozen funkcjonalnych, projektowych i technicznych,

e opracowanie Kkonstrukcji i technologii oraz charakteryzacja elementow
mikromechanicznych, mikrooptycznych i mikrofluidycznych opracowanego
mikrocytometru,

¢ integracj¢ mikrostruktur do postaci mikrocytometru odksztalceniowego,

e opracowanie 1 badania ukladow oraz algorytméw sterowania pneumatycznego
i fluidycznego dla mikrocytometru,

e badania deformowalnosci oocytow przy uzyciu opracowanego mikrocytometru.
W kolejnych rozdziatach opisano wyniki badan wiasnych zgodnie z przedstawiong

wyzej kolejnoscia.
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3 Konstrukcja, technologia 1 wtasciwosci mikrocytometru

W rozdziale tym zdefiniowano zalozenia pracy oraz plan badan. Zaproponowano
trzy rézne konstrukcje mikrocytometru odksztalceniowego. Opisano przeprowadzone
badania technologiczne i optymalizacyjne poszczegolnych elementéw mikrocytometru tj.
membrany krzemowej, uktadu mikrofluidycznego ze strukturg putapkujaca oraz struktur
mikrooptycznych do sprzegania wigzki laserowej w mikrocytometrze. Przedstawiono
metody integracji poszczegolnych elementéw mikrocytometru oraz wyniki weryfikacji
dziatania wszystkich konfiguracji. Ponadto zaprezentowano uktad kontrolno-pomiarowy

oraz oprogramowanie do analizy danych.

3.1 Zatozenia pracy 1 plan badan

Na podstawie przeprowadzonej analizy literatury przedmiotu przyjeto szereg
zatozen dotyczacych funkcjonalnosci, projektu konstrukcji 1 technologii mikrocytometru
(Tab. 3.1). Zalozono, ze mikrocytometr powinien umozliwi¢ $ci$nigcie badanej komorki
0 precyzyjnie zadang warto§¢ procentowa z doktadnoscig ugigcia aktuatora do
pojedynczych mikrometrow. Sciskanie to powinno odbywaé si¢ pomiedzy dwoma
ptaskimi, rownoleglymi wzgledem siebie powierzchniami. Przyjeto, ze beda to ruchoma
membrana i nieruchoma powierzchnia tworzgce komor¢ pomiarowa. Obydwa te elementy
beda tworzy¢ uktad mikromechaniczny cytometru. Zalozono réwniez, ze podczas
pomiaréw uwzgledniona zostanie wielkos¢ badanej komorki tak, aby komorki $ciskane
byty w jednakowym stopniu.

Wymiary uktadu mikrofluidycznego, w ktérym przemieszczaé bedzie si¢ komorka,
powinny by¢ dostosowane do przeci¢tnej srednicy oocytow swin (110-150 pm). Uktad ten
umozliwi¢ ma wprowadzenie, pozycjonowanie w komorze pomiarowej oraz nieniszczace
wyprowadzenie badanego oocytu.

Przyjeto, ze w opracowanym mikrocytometrze mozliwe bedzie obserwowanie
deformacji kazdej komorki oraz jej mechanicznej parametryzacji przez obrazowa detekcje
optyczng. Podczas deformacji oocytu badane beda jego elementy widoczne w trybie
mikroskopii odbiciowej (ostonka przejrzysta, ooplazma oraz ciatko kierunkowe), a takze

organelle wewnatrz komorki, widoczne po zabarwieniu w trybie mikroskopii
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fluorescencyjnej. Do zrealizowania tego celu wytworzone zostang struktury mikrooptyczne
pozwalajace na sprzeganie wigzki laserowej do struktury mikrofluidycznej z oocytem.

W celu wykorzystania mikrocytometru do potencjalnych badan nad okreslaniem
potencjatu biologicznego oocytéw, pomiar deformacji komoérek nie powinien niszczy¢ ich
w wyniku przerwania ostonki przejrzystej, ani uszkadzaé¢ poprzez trwale odksztatcenie
poszczegbdlnych organelli komorek. Stad tez konieczne bedzie kontrolowanie procesu
$ciskania i zbadanie wptywu Sciskania oocytu na mierzone parametry geometryczne przed
pomiarem i okreslenie ewentualnych zmian w ksztalcie czy rozmiarze komorki po jej
sci$nieciu. Dodatkowo, przeprowadzone zostang badania polegajace na obserwacji
morfologicznych zmian w komodrkach podczas $ciskania. Efektem koncowym badan
uszkodzen oocytow bedzie okreslenie bezpiecznego zakresu ich $ciskania.

Realizacja celu pracy wymaga opracowania 1 integracji elementow
mikromechanicznych, mikrooptycznych, a takze mikrofluidycznych w cytometrze
(Rys. 3.1). Dziatania badawcze podjete w ramach tej pracy uwzgledniaja: projektowanie
i modelowanie numeryczne mikrostruktur, wytwarzanie i badanie niezaleznie
poszczegbdlnych komponentow mikrocytometru, a nast¢pnie ich optymalizacje i1 integracje
w kompletng platforme¢ do badania oocytéw. Z mikrocytometrem wspotpracowacé bedzie
uktad kontrolno-pomiarowy stuzacy do obserwacji badanej komorki, rejestrowania danych
pomiarowych 1 sterowania parametrami pracy mikrocytometru (m. in. ugi¢ciem membrany
krzemowej). Aktuacja membrany generujacej odksztatcenie komorki zrealizowana bedzie
przez sterowanie pneumatyczne. Czes$cig mikrocytometru moze by¢ rowniez zintegrowany
czujnik ugigcia membrany, co pozwoli na dostosowanie stopnia $cisni¢cia komorki do jej
wielkosci.

Zatozono, ze do wytworzenia poszczegolnych mikrostruktur cytometru
wykorzystane zostang krzem i szkto, z uwagi na dostep do mikroinzynieryjnych technologii
obrobki tych materialdbw oraz ich biologiczng neutralno$¢ z badanymi obiektami
biologicznymi. Istotng cze$cig mikrocytometru jest oprogramowanie do analizy obrazu.
Jednakze, ze wzgledu na ztozonos$¢ algorytmoéw analizy jest to temat osobnej rozprawy

doktorskiej autorstwa mgra inzyniera Danylo Lizanetsa.
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Tab. 3.1 Gtéwne zatozenia dotyczace funkcjonalnosci, projektu i technologii mikrocytometru

Funkcjonalne Projektowe Techniczno-technologiczne
Uwzglednienie biokompatybilnosci
Biokompatybilnos¢ wykorzystanych materiatow do

Prowadzenie badan z

materiatem biologicznym

mikrocytometru

wytworzenia mikrostruktur

cytometru

Mozliwos¢ sterylizacji

mikrocytometru

Okreslenie procedury czyszczenia
i przechowywania mikrocytometru

po kazdej serii badan

Badanie i parametryzacja

deformacji oocytow §win

Wytworzenie struktury, ktora
umozliwia badanie obiektow

o $rednicy 110-150 pm

Wykorzystanie technik
mikroinzynieryjnych i obserwacja

mikroskopowa

Rownomierne Sci$nigcie

oocytu w catej jego objetosci

Sciskanie komoérki pomigdzy
dwiema ptaskimi, rownolegltymi
wzgledem siebie

powierzchniami

Wytworzenie membrany krzemowej
ze wzmocnieniem tworzgca ptaska
powierzchnig struktury podczas

uginania

Pozycjonowanie oocytu

w strukturze mikrofluidycznej

Wytworzenie mikrostruktury
pozycjonujacej komorke w obszarze

wzmocnienia membrany

Mozliwos¢ $cisnigcia oocytu
do 80% wartosci $rednicy

komorki

Zaprojektowanie membrany
krzemowej o wymiarach
umozliwiajgcych ugiecie do 120

pum

Modelowanie odksztatcen

i naprezenia w krzemowej

membranie, optymalizacja
konstrukcji i technologii

Precyzyjna kontrola stopnia

Sci$nigcia komorki

Okreslenie zalezno$ci wartosci
ugigcia membrany (um) od

cisnienia sterujacego (kPa)

Pomiar ugigcia membrany,
uwzglednienie wptywu typu cieczy
wypetniajacej kanat oraz obecnosci

komorki w obszarze $ciskania

Pomiar nieniszczacy,
umozliwiajacy dalsze

wykorzystanie oocytow

Monitorowanie ugigcia
membrany umozliwiajace
badanie bezpiecznej wartosci

$ci$nigcia oocytow

Obserwacja potencjalnych uszkodzen
komorki oraz badanie zmian
geometrycznych parametrow

komorki przed i po $ci$nigeiu

Prowadzenie pomiaru w
trybie mikroskopii

fluorescencyjnej

Sprzgganie wigzki $wiatla do

struktury mikrofluidycznej

Wytworzenie mikrostruktur
optycznych w szkle zintegrowanych

z mikrocytometrem
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Elementy

mikromechaniczne

a) b)

Rysunek 3.1 Elementy sktadajace si¢ na mikrocytometr odksztalceniowy: a) opisane w niniejszej pracy,

b) przedstawione w rozprawie Danylo Lizanetsa

Badania nad mozliwoscig wieloparametrycznej mechanicznej charakteryzacji
komorek beda obejmowaly wyznaczanie wybranych parametrow geometrycznych
deformowanej komoérki oraz poszukiwanie zaleznos$ci pomiedzy morfologicznymi cechami
komorki, a ich potencjatem biologicznym. Poddane obserwacji zostang rézne organelle
komorki w celu badania potencjalnych réznic w ich zachowaniu podczas $ciskania
1 mechanicznej parametryzacji komoérki w ujeciu nie tylko globalnym, ale

z uwzglednieniem lokalnych zmian w poszczegdlnych organellach.

3.2 Projekt i technologia komponentow mikrocytometru

Jak wspomniano wczesniej zaprojektowany mikrocytometr w zasadniczej czgsci
sktada si¢ z uktadu mikroprzeptywowego wytworzonego w szklanym podiozu, ukladu
mikromechanicznego wytworzonego w podtozu krzemowym oraz komory pneumatycznej
utworzonej z dodatkowego szklanego podtoza, ktdre razem sg trwale potaczone w procesie
bondingu anodowego. Badang komodrke wprowadza si¢ przez otwor w gornym szklanym
podtozu do mikrokanatu, a nast¢pnie uktadem mikrofluidycznym jest ona kierowana do
komory pomiarowej i pozycjonowana w jej centralnej czesci (Rys. 3.2 oraz Rys. 3.3).

Prawidtowe spozycjonowanie oocytu w obszarze wzmocnienia membrany jest
operacja krytyczna, poniewaz jest to obszar, w ktorym membrana krzemowa pozostaje

ptaska podczas uginania. Schematyczny przekrdj przez struktur¢ mikrocytometru

47



z ,,uwiezionym” oocytem pokazano szczegdtowo na (Rys. 3.2). Mikrostruktura putapkowa
wykonana w szklanym podtozu zapewnia prawidlowe utozenie oocytu podczas pomiaru.
Struktura mikromechaniczna, ktora $ciska komorke, jest sterowana pneumatycznie. Dolne
szklane podloze jest trwale polaczone z krzemowym podltozem, tworzac komore
pneumatyczng i umozliwiajac doprowadzenie cisnienia sterujagcego do membrany.
Precyzyjny regulator ci$nienia o doktadnosci regulacji cisnienia do 0,1 kPa umozliwia
precyzyjne ugiecie membrany krzemowej $ciskajacej komorke. Po pomiarze oocyt jest
wyprowadzany z mikrocytometru uktadem mikrofluidycznym wczeéniej wykorzystanym

do wprowadzania komorki.

Wyprowadzenie medium (b)

(@)

Wprowadzenie oocytu A
i medium

Membrana

Wzmocnienie

membrany
Wiot ci$nienia

(©

. Podtoze krzemowe
|:| Podtoze szklane

Rysunek 3.2 Mikrocytometr odksztatceniowy (a) schemat chipu, (b) przekroj komory pomiarowej oraz (c)

widok komory pomiarowej od gory i sputapkowany oocyt $wini

Mikroskop z kamera i dedykowanym oprogramowaniem shuzy do rejestrowania
obrazow komorki podczas deformacji i w trakcie jej wprowadzania/wyprowadzania
z chipa. Obserwacj¢ komorki przeprowadza si¢ ,,z gory” przez podloze szklane, aby
scharakteryzowac szczeg6lowa strukturg oocytu (Rys. 3.3). Oprogramowanie analityczne
umozliwia identyfikacj¢ komorki i jej organelli (np. ostonki przejrzystej) oraz okreslenie

r6éznych parametréw geometrycznych umozliwiajacych okreslenie deformacji oocytow.
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1. Wprowadzenie 2. Odksztalcenie | 3. Wyprowadzenie
komorki komorki komorki

v
J

Obserwacja ,,z gory”

OO(th ﬁ
O | A ~—Q

ﬁ

P=0 P>0 P=0

Cisnienie sterujace
|:| Podloze krzemowe |:| Podloze szklane

Rysunek 3.3 Schemat przekroju mikrocytometru podczas trzech etapéw pomiaru deformacji komorki

Kluczowe elementy mikrocytometru to: mikrostruktura umozliwiajaca
pozycjonowanie komorki wewnatrz komory pomiarowej (struktura putapkujaca w szkle),
mikrostruktura pozwalajgca na kontrolowane $ciskanie oocytu (membrana krzemowa),
oraz otwory doprowadzajagce do komory pomiarowej i ci$nieniowej (mikrocytometr
w konfiguracji A) (Rys. 3.4). Uwzgledniono takze, mozliwo$¢ zintegrowania
z mikrocytometrem czujnika ugi¢cia membrany krzemowej (mikrocytometr w konfiguracji
B). Opcjonalnie, gorne podtoze szklane moze zawiera¢ takze zintegrowane mikrostruktury
optyczne pozwalajace na wprowadzanie wigzki laserowej do wngtrza komory pomiarowej
i tym samym na przeprowadzenie dodatkowych badan zabarwionych oocytow w trybie

mikroskopii fluorescencyjnej (mikrocytometr w konfiguracji C).
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Podtoze szklane Podtoze krzemowe Podloze szklane
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Trwate taczenie podlozy
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!  mm = ‘ = — I
! |
! |
! Trwale taczenie Integracja czujnika X
i podtozy ugigcia membrany X
R I
T
C

Podloze szklane

_ AIB
Formowanie struktury Struktura mikrocvtometru
mikrooptycznej

Trwatle taczenie podtozy

Rysunek 3.4 Schemat etapow technologicznych koniecznych do wykonania struktury krzemowo-szklanej
mikrocytometru: a) struktura podstawowa mikrocytometru (konfiguracja A), b) struktura wyposazona w
czujnik ugigcia membrany (konfiguracja B), c) struktura z zintegrowang struktura mikrooptyczna
(konfiguracja C)
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Wytworzenie kazdej mikrostruktury (membrany, szklanej putapki oraz struktur
mikrooptycznych)  wymaga  przeprowadzenia  badan  technologicznych  oraz
zoptymalizowania poszczegdlnych etapoéw technologii tak, aby uzyska¢ precyzyjne
wymiary poszczegolnych elementéw mikrocytometru dostosowanych do badanych
komorek i1 dajacych tatwo zintegrowaé si¢ w kompletny instrument. Konieczne jest takze
zweryfikowanie poprawnosci dziatania kazdego z komponentow oraz zintegrowanej

platformy do badania oocytow.

3.2.1 Krzemowa membrana

Membrana ptaska podczas uginania uwypukla si¢. W celu zachowania ptaskiego
profilu membrany podczas ugiecia stosuje si¢ tzw. membrany profilowane, badz ze
wzmocnieniem [122]. W przypadku, gdy obszar ,ptaski” stanowi niewielkg czes¢
powierzchni membrany, tatwiejszym technologicznie rozwigzaniem jest wytworzenie
membrany ze wzmocnieniem (tzw. bossed) zamiast tworzenia pofalowania (Rys. 3.5).
Prawidlowy dobor wymiarow wzmocnienia D, wraz z jego gruboscig Ho, sa krytyczne do
uzyskania jednorodnego S$ciskania komorki w catej jej objetosci pomiedzy dwiema

rownolegtymi powierzchniami (Rys. 3.6).

a) b)

§ w 1§

Rysunek 3.5 Schemat przekroju membrany: a) ze wzmocnieniem (bossed) oraz b) pofalowanej

lll'h le

f 1L D nf

-+

”
d

Rysunek 3.6 Schemat przekroju membrany ze wzmocnieniem z uwzglednieniem krytycznych wymiarow

struktury: D — dt. wzmocnienia, L — dt. membrany, Hi — grubo$¢ membrany, Hz — grubo$¢ wzmocnienia

W pierwszym etapie badan przeprowadzono symulacje ugiecia membran bez
wzmocnienia w celu okreslenia przyblizonej wartosci grubosci membrany Hi wzgledem

przyjetej wstepnie powierzchni membrany (5 mm x 5 mm). W tym celu wykorzystano
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platform¢ do symulacji komputerowych firmy COMSOL Multiphysics. Zgodnie
z oczekiwaniami symulacje wykazaty, ze dla mniejszych warto$ci grubo$ci membrany
uzyskuje si¢ wigksze wartosci ugigcia przy tym samym ci$nieniu podanym na strukture.
Jednoczesnie, zaobserwowano, ze naprezenia wystepujace w odksztalconej strukturze
réwniez rosng wraz z ugieciem membrany i sg wyzsze w przypadku cienszych membran.
W wyniku przeprowadzonych symulacji bez uwzglednienia wzmocnienia, wstgpnie
dokonano wyboru grubosci membrany do dalszych badan o warto$ci 50 um. Pozwolito to
na uzyskanie wzglednie wysokich wartosci ugi¢cia membrany (do 250 pum) przy
zatozonych wartosciach cisnienia sterujgcego (do 200 kPa), oraz rownoczesnym
zminimalizowaniu warto$ci naprezen, ktore moglyby spowodowaé uszkodzenie
membrany.

Nastepnie, w drugim etapie badan przeprowadzono symulacje ugiecia membrany
z uwzglednieniem ro6znych wymiarow wzmocnienia. Grubos¢ wzmocnienia membrany H»
zostala dobrana po uwzglednieniu zalozen techniczno-technologicznych struktury
mikrocytometru wynikajacych ze standardowej grubosci podtozy krzemowych oraz
parametréw technologicznych stosowanych do integracji mikrostruktur szklanych
1 krzemowych (Tab. 3.2). Warto$¢ maksymalnego ugi¢cia membrany wyznaczona zostata
po uwzglednieniu $redniej wielkosci badanej komorki oraz wymiarow geometrycznych
komory pomiarowej mikrocytometru, w tym wysokosci putapki. Wstepnie zatozono, ze
membrana powinna ugig¢ si¢ o 100 pum przy maksymalnym cisnieniu 200 kPa (limit
sterownika ci$nienia). Mikrostruktura  zaprojektowana zostala przy uzyciu
oprogramowania AutoCAD, a jej ugiecie symulowano za pomocg COMSOL Multiphysics.
Podczas symulacji badano ugiecie membrany dla trzech réznych wartosci dlugosci

wzmocnienia (D) z uwzglednieniem naprezen von Missesa powstajacych w strukturze.

Tab. 3.2 Wymiary membrany krzemowej ze wzmocnieniem

Wymiary planarne membrany [mm] 5x5

Grubo$¢ membrany Hi [pum] 50

Wymiary wzmocnienia D [mm] 0,5x0,5 1x1 2X2
Grubo$¢ wzmocnienia Hy [um] 330

Na podstawie symulacji stwierdzono, ze zgodnie z oczekiwaniami wymiary
wzmocnienia membrany wplywaja na ugigcie struktury i wynikajace z niego naprezenia

w materiale (Rys. 3.7). Najwicksza warto$¢ ugiecia membrany uzyskano dla wzmocnienia
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0 wymiarach 0,5 mm x 0,5 mm. Maksymalng teoretyczng warto$cig napr¢zenia von
Missesa dopuszczalnego dla krzemu to 7 GPa [122]. Podczas przeprowadzonych symulacji
nie przekroczono wartosci 1,6 GPa, stad zatozono, ze zadna z zaprojektowanych membran
nie powinna ulec zniszczeniu w wyniku podania ci$nienia o wartosci 200 kPa. Zalozono
jednak, ze koncowa weryfikacja warto$ci ugiecia membrany nastagpi w wyniku pomiaru

rzeczywistych struktur.

250
=0=2 MmX 2 mm =e=1mmx1lmm =e=05mmx0,5mm

N
o
o

Ugigcie membrany [um]
[EEN
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o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Cis$nienie podane na membrang [kPa]

b)

=0=72 mm X2 mm =e=1mmXx1mm =e=0,5mm x 0,5 mm
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8 8

Naprezenia von Missesa
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Cisnienie podane na membrang [kPa]

Rysunek 3.7 Wyniki symulacji ugi¢cia membrany krzemowej ze wzmocnieniem o réznych wymiarach:
a) wartos¢ ugigcia membrany w funkcji ci$nienia, b) maksymalne napr¢zenia von Missesa powstate

w ugietej membranie w funkcji ci$nienia
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Do wytworzenia membrany wykorzystano 3-calowe podloze krzemowe
obustronnie polerowane o orientacji krystalograficznej (100) i grubosci 380 um. Na
powierzchni podtoza wytworzono warstwe maskujaca SiO2 o grubosci okoto 1,2 um

W procesie wysokotemperaturowego utleniania w atmosferze pary wodnej (Rys. 3.8).

Etap 1 — Utlenianie podtoza krzemowego Etap 4 — Trawienie krzemu

Sio
2| si
Etap 2 — Fotolitografia Si N— S— ‘
Etap 5 — Trawienie maski tlenkowej 1
Maska — . I
Fotorezyst | ; ,
Si — —

Etap 3 — Trawienie maski tlenkowej
Etap 6 — Trawienie krzemu 11

e e e |
Sl si \ e /

Rysunek 3.8 Schemat procesu wytwarzania membran krzemowych

Do procesu fotolitografii wykorzystano fotorezyst AZ1512HS. Po naswietleniu
fotorezystu przez maske foliowa, wywotano pozadany wzoér w wywotywaczu AZ351B.
Maska tlenkowa zostata nast¢pnie selektywnie wytrawiona w roztworze BHF. Formowanie
struktury membrany zostatlo przeprowadzone w procesie mokrego trawienia w 40% KOH
w temperaturze 80 °C. Wzmocnienie membrany zostalo strawione o dodatkowe 50 pum
w celu wyeliminowania mozliwosci zbondowania si¢ mikrostruktury z podtozem szklanym
tworzacym komore pneumatyczng. Parametry poszczegbdlnych etapow wytwarzania
membrany przedstawiono w Tabeli 3.3.

W  wyniku przeprowadzenia wyzej opisanego procesu technologicznego
wytworzono szereg membran o wymiarach przedstawionych w Tab. 3.2, ktére nastepnie
zbadano w celu weryfikacji wynikéw symulacji. Widok przyktadowej membrany
krzemowe] po procesie wytwarzania z usuni¢tym tlenkiem krzemu przedstawiono na

Rys. 3.9.
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Tab. 3.3 Gtowne etapy wytwarzania membrany w krzemie

Etap Proces Parametry
Wysokotemperaturowe utlenianie w atmosferze pary wodnej
. t= 10 godz., T= 1050 °C, grubos¢ SiO; okoto 1,2 um
Fotolitografia
Nawirowanie warstwy fotorezystu zgodnie z instrukcja producenta
Wygrzewanie poditoza 115 °C przez 1 min
Naswietlanie UV warstwy fotolakieru przez 50 sek
5 maske cieniowg (tzw. shadow mask)
Wywotanie wzoru w roztworze zalecanym przez Lmin
producenta
Ptlukanie w wodzie dejonizowane;j 1 min
Suszenie strumieniem azotu 1 min
Wygrzewanie poditoza 135 °C przez 1 min
Selektywne trawienie warstwy maskujacej SiO;
Zabezpieczenie spodniej strony podtoza folig
N maskujaca -
Roztwor BHF 15 min
Plukanie w wodzie dejonizowane;j 5 min
Usunigcie folii polimerowe;j -
Mokre anizotropowe trawienie
5. Roztwor 40% KOH 80 °C, (~1 um/min)
Ptukanie w wodzie dejonizowanej 5 min
Usuniecie warstwy maskujacej SiO»
6. Roztwor BHF 15 min
Ptukanie w wodzie dejonizowanej 5 min
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Rysunek 3.9 Przyktadowa membrana krzemowa: a) zdjecie struktury, widok od strony wzmocnienia,




b) zdjg¢cie mikroskopowe wzmocnienia

Badania ugi¢cia membran zostaly przeprowadzone na stanowisku pomiarowym
przy uzyciu $wiattowodowego czujnika odleglosci (Fiberoptic Displacement Sensor
PHILTEC, Inc.) (Rys. 3.10). Membrana zostata umieszczona w obudowie polimerowe;j
zapewniajacej  doprowadzenie  cisnienia pod  strukture. Glowica  miernika
swiattowodowego znajdowala si¢ w odleglosci 150 um od powierzchni membrany.
Pozwolito to na przeprowadzenie pomiarow w zakresie pomiarowym czujnika
o najwigkszej czutosci. Ci$nienie podawane na membrang regulowane bylo zaworem

wyposazonym w manometr cyfrowy do pomiaru cis$nienia z doktadnosciag do 0,1 kPa. (LEO
1, KELLER).

EIBEROPITIG

PHILTEC

Rysunek 3.10 Stanowisko pomiarowe do badania ugiecia membrany krzemowej: (po lewej) 1) stolik XYZ
z przesuwem mikrometrycznym, 2) glowica miernika swiattowodowego, 3) membrana krzemowa
w obudowie polimerowej, 4) zawor wyposazony w manometr precyzyjny, (po prawej) precyzyjny

$wiattowodowy miernik odlegtosci (Fiberoptic Displacement Sensor PHILTEC)

Podczas pomiaru w wyniku uginania si¢ membrany odlegto$¢ pomigdzy koncowka
glowicy czujnika, a powierzchnia membrany malala wraz ze wzrostem ci$nienia
(Rys. 3.11). Wartosci odksztatcenia membrany krzemowej D wyznaczone zostaly poprzez

odjecie warto$ci poczatkowej Do = 150 pum od wartosci zmierzonej Ds.
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a) b)

Do D,
| | po | l« 0w «—— pP>0
Sonda pomiarowa Sonda pomiarowa

Membrana krzemowa Membrana krzemowa

Rysunek 3.11 Pomiar ugigcia membrany, gdzie Do to odleglos¢ czota $wiattowodu od powierzchni
membrany wedlug nastaw §ruby mikrometrycznej, a D1 to odlegto$¢ wskazana przez czujnik podczas

pomiarow

Przed przeprowadzeniem charakteryzacji ugigcia poszczegdlnych membran,
dokonano wstepnej weryfikacji wynikéw symulacji odnoszacych si¢ do naprezen
wystepujacych podczas ugiecia mikrostruktury. Na membrany krzemowe podane zostato
ci$nienie w zakresie od 0 do 200 kPa. Zaobserwowano, ze symulowane wartosci graniczne
napr¢zen nie przektadaja si¢ na rzeczywiste zachowanie membrany krzemowej. Badane
mikrostruktury ulegty catkowitemu zniszczeniu po jednokrotnym przekroczeniu wartosci
150 kPa. Dodatkowo, membrany poddano wielokrotnemu ugi¢ciu dla mniejszych wartosci
ci$nienia, co pozwolilo na oszacowanie wzglednie bezpiecznej wartosci cisnienia na 120
kPa dla ustalonych parametrow geometrycznych membrany zastosowanych w Tab. 3.2.
Ostatecznie, podczas dalszych badan przyjeto wartos¢ cisnienia sterujagcego od 0 do 100
kPa 1 zmierzono ugigcie membrany co 5 kPa. Wynikato to z faktu, ze zatozona warto$¢
ugigcia membrany o 100 um uzyskiwana byta gtownie dla wartos$ci ci$nienia ponizej 100
kPa. Przyktad ugi¢cia membrany w polimerowej obudowie przedstawiono na Rys. 3.12.
Wyniki pomiaru ugi¢cia dla pigciu membran o grubosci 50 um i o ré6znych wymiarach

struktury krzemowej wzmocnienia pokazano na Rys. 3.13.

1o

"
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S

Rysunek 3.12 Krzemowa membrana w polimerowej obudowie przed (po lewej) i podaniu ci$nienia P = 100

5 mm

i

kPa (po prawej). Ugiecie membrany wynosito 105 um
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Rysunek 3.13 Ugiecie pieciu membran krzemowych o wymiarach wzmocnienia: a) 0,5 mm x 0,5 mm,

b) I mmx1mm,c)2mmx2mm
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Charakter ugigcia membran w funkcji podanego cisnienia zblizony jest do
liniowego, jednak warto$ci ugiecia znaczaco odbiegaja od przeprowadzonych symulacji
(Tab. 3.4). Ponadto, warto$ci ugigcia poszczegdlnych membran roéznig si¢ migdzy soba,
a rozbiezno$ci pomiedzy najnizsza, a najwyzsza wartoscig przy cisnieniu rownym 100 kPa
wynosza odpowiednio 33% dla membran o wzmocnieniu 2 mm x 2 mm, 21% dla membran
0 wzmocnieniu 1 mm x 1 mm, oraz 6% dla membran o najmniejszych wymiarach

wzmocnienia membrany (0,5 mm x 0,5 mm).

Tab. 3.4 Zestawienie wartosci ugiecia membrany podczas symulacji i pomiaréw wytworzonych struktur
przy cisnieniu P = 100 kPa

Eksperymentalne wyniki
Wyniki symulacji ugigcia membran (zakres
dla 5 sztuk)

. . 0,5x
Wymiary wzmocnienia membrany 2x2 1x1 0,5x0,5 2X2 1x1 05
Wart. ugiecia membrany [m] prz 105- 116-

=e Y L] przy 69,4 94,6 111,6 92-123
cisnieniu P = 100 kPa 127 123

Zadna z membran nie ulegla zniszczeniu podczas testdow z wykorzystaniem
cisnienia do 100 kPa, co $wiadczy¢ moze, ze rzeczywiste naprezenia powstajace
w materiale nie przekraczaja krytycznej wartosci. Zaobserwowano roznice w ugigciu
membran o réznych wymiarach wzmocnienia — im wigksze wymiary wzmocnienia tym
srednio mniejsze wartosci ugigcia membrany, ale takze wigksze rozbieznosci
w warto$ciach ugiecia w obrebie tej samej grupy membran. Wobec tego, najlepszymi
parametrami, z punktu widzenia zalozen opracowanego mikrocytometru, odznaczaty si¢
membrany o najmniejszych wymiarach wzmocnienia tzn. 0,5 mm x 0,5 mm.

Dalsza charakterystyka ugiecia membrany przeprowadzona zostala po integracji
mikrostruktur krzemowej 1 szklanych. Umozliwilo to okreslenie wplywu na ugiecie
membrany takich czynnikéw jak: wypetienie komory pomiarowej cieczg o roznej gestosci
oraz obecno$¢ komorki w komorze pomiarowej i potencjalny opdr stawiany strukturze
krzemowej podczas jej ugi¢cia. Ponadto, badanie membrany krzemowej w zintegrowane;j
strukturze mikrocytometru umozliwitlo wyznaczenie charakterystyki ugiecia membrany
w funkcji zadanego cisnienia i kontrolowang deformacj¢ kazdego oocytu

z uwzglednieniem indywidualnych rozmiaréw kazdej komorki.
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3.2.2 Uktad mikrofluidyczny ze struktura putapkujaca

Uktad mikrofluidyczny, w ktorym przemieszcza¢ bedg si¢ komorki, powinien by¢
wymiarami dostosowany do przecigtnej srednicy oocytow $win tj. 110-150 um. Uktad ten
umozliwi¢ ma wprowadzenie, pozycjonowanie w komorze pomiarowej oraz
wyprowadzenie badanego oocytu.

Prawidlowe spozycjonowanie oocytu w obszarze wzmocnienia membrany jest
operacja krytyczng, poniewaz jest to obszar, w ktorym membrana krzemowa pozostaje
ptaska podczas uginania. Mikrostruktura putapkowa wykonana w szklanym podtozu musi
zapewni¢ prawidlowe ulozenie oocytu podczas pomiaru. Zatozono, ze struktura ta bedzie
miata form¢ kanatu wewnatrz wytrawionej mikrostruktury. Kanat ten bedzie utrzymywat
komorke w wyznaczonym obszarze umozliwiajac jednoczesnie swobodny przeptyw cieczy
(Rys. 3.14). Trudnoscia w wykonaniu struktury putapkujacej jest konieczno$¢
przeprowadzenia glebokiego trawienia w szkle na dwie rozne glebokosci podczas jednego

procesu technologicznego.

dno komory oocyt _ _
pomiarowej mikroprowadnica

/

Rysunek 3.14 Schemat przekroju powierzchni szklanej mikrostruktury putapkujacej

Badano mozliwo$¢ stosowania dwoch fotorezystow SU-8 2100 (Microchem) oraz
SU-8 3045CF DFR (Nippon Kayaku), charakteryzujacych si¢ réznym sposobem
nanoszenia na podloze. Do wytworzenia struktury putapkujacej wykorzystano szkto
Borofloat® 33 firmy SCHOTT (Rys. 3.15). Powierzchni¢ podiozy przygotowano do
procesow technologicznych poprzez doktadne ich odtluszczenie w detergencie i plukanie
w wodzie dejonizowanej. W procesie fotolitografii warstwa fotorezystu zostata
selektywnie naswietlona przez maske cieniowa. Wzory przestrzenne w szkle uformowane
zostaly z wykorzystaniem metody mokrego trawienia szkla w roztworze 40% HF.

W koncowym etapie warstwa fotorezystu zostata usunigta z podtoza szklanego.
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Etap 1 — Czyszczenie podtoza szklanego Etap 3 — Trawienie podioza szklanego

0000800308040 40%He

1 00 T

Etap 2 - Fotolitografia Uktad mikrofluidyczny ze struktura putapkujaca
Maskay JERRaRInIInan0 A
Fotorezyst o

Rysunek 3.15. Schemat procesu wytwarzania putapkujagcych struktur szklanych

Fotorezyst SU-8 2100 charakteryzuje si¢ duzg gestoscia i lepkoscig przypominajaca
konsystencj¢ miodu. Powoduje to problemy z réwnomiernym rozprowadzaniem
fotorezystu na powierzchni podtoza. Wykorzystujac metodg rozwirowania konieczne jest
dobranie odpowiednich parametrow: liczby obrotdéw na minute oraz czasu rozwirowania.
Zaletg fotorezystu SU-8 2100 jest mozliwos¢ formowania glebokich struktur podczas
mokrego trawienia szkta ze wzgledu na wzglednie duza odporno$¢ materiatu na dziatanie
kwasu fluorowodorowego. Z uwagi na $rednic¢ oocytu $win, wykorzystujac fotorezyst
SU-8 2100 nalezatoby moc wytworzy¢ struktury mikrofluidyczne na gltgbokos$¢ do 150 pm.
W ramach wczesniejszych prac we wspotpracy z dr inz. Wojciechem Kubickim
opracowano protokédt technologiczny umozliwiajagcy naniesienie warstwy fotolakieru
o grubosci ok. 120 um. Gigboko$¢ uformowanych mikrostruktur wstepnie zmierzona
zostala za pomocg S$ruby mikrometrycznej. Dokladny profil wytrawionej struktury
zmierzono przy uzyciu profilometru stykowego (Rank Taylor Hobson Ltd.). Wyniki
pomiaru przekroju przyktadowej struktury szklanej zmierzonej profilometrem stykowym
przedstawione zostaty na Rys. 3.16. Optymalizacja wygrzewania podtozy z naniesionym

fotorezystem umozliwila wytrawienie mikrostruktur w sposéb powtarzalny na glebokos¢

100-120 pm.
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Rysunek 3.16 Wyniki pomiaru przekroju przyktadowej powierzchni struktury szklanej zmierzonej

profilometrem stykowym po przeprowadzonej optymalizacji procesu wytwarzania putapek

W  celu potwierdzenia kompatybilnosci poszczegdlnych etapéw procesu

technologicznego wytworzono prototypowe struktury putapkujace (Rys. 3.17).

Rysunek 3.17 Szklana mikrostruktura putapkujaca: a) projekt maski fotolitograficznej, b) struktura do

pozycjonowania komoérki wytrawiona w szkle, ¢) zbondowana szklana struktura z membrang krzemowa

Wytworzong mikrostrukture testowano pod katem efektywnosci putapkowania
obiektéw w obrgbie Sciezki prowadzacej do centralnej czgsci komory pomiarowej (Rys.
3.18). W tym celu wykorzystano kulki polimerowe o $rednicy okoto 70-90 um. Wszystkie
kulki wprowadzone do struktury mikrofluidycznej pozostaly w wyznaczonym obszarze.
Testy wykazaty, ze stosunek wysokosci szklanej mikroprowadnicy wzgledem S$rednicy
czastki powinien wynosi¢ przynajmniej 1:3, aby nie przedostala si¢ ona poza obszar
pomiarowy. Podobne wyniki uzyskano przy zastosowaniu mikrokulek zelowych,
odznaczajacych si¢ podobng elastycznos$cia, co komodrki zwierzgce (10% B Agarose Beads
Standard, ABT) o $rednicy 50-100 um. Warto zaznaczy¢, ze elastyczne komorki z wigksza

tatwos$cia klinowaty si¢ w podtrawieniach w szkle, ale takze szybciej niz twardsze kulki
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polimerowe mogly =zosta¢ usunigte podczas pipetowania cieczy w ukladzie

mikrofluidycznym .

Mikrokulki
polimerowe
(©=70-90 pum)

500 pm

Rysunek 3.18 Mikrokulki polimerowe o $rednicy okoto 70-90 um sputapkowane w obrebie mikrokanatu w

zbondowanej strukturze komory putapkujacej

W rezultacie przeprowadzonych prac technologicznych nie udato uzyskaé sie
zaktadanej glebokosci 150 pm trawienia w szkle ze wzgledu na ograniczong
,Wytrzymatos¢” fotorezystu na roztwor HF.

Drugim z badanych fotorezystow byt fotorezyst SU-8 3045CF DFR (Nippon
Kayaku). Jest on nanoszony na foli¢ nosng w postaci arkusza o grubosci 20 um
1 zabezpieczony folig ochronng. Unikalny charakter postaci fotorezystu pozwala na
powtarzalne i precyzyjne nanoszenie warstwy fotolakieru o okreslonej grubosci.
Opracowanie 1 optymalizacja procesu laminacji warstw fotolakieru na podioze szklane
przeprowadzona zostata na podstawie wynikéw badan dra inz. Wojciecha Kubickiego.

Badano dwie metody nanoszenia warstw fotolakieru: poprzez docisk oraz
przetaczanie walca po podtozu (Rys. 3.19). W pierwszej metodzie fotolakier przyklejony
do podtoza szklanego dotyka ptyty grzewczej przez warstwe folii no$nej 1 dociskany jest
zeliwnym krazkiem o wadze 0,5 kg. Temperatura na nastawie plyty grzewczej wynosita
70 °C. Na podloze naniesiono tacznie trzy warstwy fotolakieru. Kazda z nich byla

dociskana przez rozny czas: pierwsza przez 60 s, druga przez 90 s, zas$ trzecia przez 120 s.
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Naklejony fotolakier

| Plyta grzewcza |

nierdzewnej

Naklejony fotolakier

| Podtoze szklane |

Plyta grzewcza

Rysunek 3.19 Metody nanoszenia warstwy fotolakieru na podtoze szklane: poprzez rownomierny docisk

krazkiem (u gory), poprzez przetaczanie walca po podtozu (na dole)

W wyniku dociskania zeliwnym krazkiem koncowa warstwa fotolakieru o grubosci
60 um byla rozprowadzona roéwnomiernie. Defekty powstale podczas laminowania
warstwy pierwszej nie propagowaly si¢ w dalszych warstwach tzn. warstwy fotolakieru nie
zapadaty sie w obszarach, gdzie warstwa nie laminowala si¢ do podtoza. Nacisk na podtoze
byl rownomierny, co wptywa na dobrg powtarzalno$¢ nanoszenia warstwy fotolakieru.

W drugiej metodzie elementem dociskajacym fotolakier byt walec kilkukrotnie
przetaczany po catej powierzchni podtoza. W tym ukladzie laminacji temperatura na
nastawie plyty grzewczej wynosita 50 °C, za$ sam walec wygrzewany byt na osobnej ptycie
do osiggnigcia temperatury 70 °C. Zaobserwowano, ze fotolakier nanoszony ta metoda nie
rozprowadza si¢ rownomiernie na calej powierzchni podioza i przy jego krawedziach
odchodzi razem z foliag nosna. Dodatkowo, nacisk na podtoze nie byl rownomierny,
a niewielki obszar styczno$ci walca z podtozem powodowat jego szybkie ochlodzenie.
Powoduje to mniejsza powtarzalno§¢ nanoszenia fotolakieru niz w przypadku pierwszej
metody.

Podczas wstgpnych testOw nanoszenia obiema metodami zaobserwowano szereg

defektow (Rys. 3.20). Podczas zdejmowania folii no$nej z warstwy fotolakieru na podtozu
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szklanym, powstawaly poprzeczne ,,pregi” — przerwania spowodowane odklejaniem folii
pod zbyt duzym katem wzgledem powierzchni podtoza. Ponadto, fotolakier kruszyt si¢ na

obrzezach podloza oraz w obszarach, gdzie powstawaly bable powietrza.

Rysunek 3.20 Podtoze szklane pokryte trzema warstwami fotolakieru SU-8 3045CF DFR metoda
dociskania. Defekty powstate podczas wstepnych testow laminacji: 1) zalaminowany pecherz powietrza w
warstwie fotolakieru, 2) przerwanie ciaglosci fotolakieru w wyniku zgiecia materiatu podczas zdejmowania

warstwy nosnej, 3) obszar powierzchni szkta bez fotolakieru

Gtowne problemy wynikajagce z obu metod laminacji wynikaty z manualnego
charakteru nanoszenia warstw. W celu wyeliminowania wyzej opisanych defektow, do
laminacji zastosowano laminator (profiLAM A3, OPUS). Po optymalizacji parametrow
laminacji kazda warstwa fotolakieru zostala naniesiona w temperaturze 60 °C przy
predkosci przesuwu podioza 12,1 mm/s.

W procesie fotolitografii uzyskane zostaly wzory masek do trawienia struktury
pulapkujacej. Poczatkowo najczesciej uzyskiwanymi defektami byty: brak cze$ciowego
lub cato$ciowego wywotania wzoru, deformacje uzyskanego wzoru, badz odwarstwianie
si¢ fotolakieru, w miejscach gdzie znajdowaly si¢ pecherze powietrza badz

zanieczyszczenia z powietrza (Rys. 3.21).
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Rysunek 3.21 Warstwa fotorezystu z wywotaniem wzoru na podtoze szklane. Porownanie prawidtowo
wywolanego wzoru (po lewej) ze wzorem z defektami (po prawej): 1) czgsciowe wywotanie wzoru, 2) brak

odwzorowania maski, 3) pecherze powietrza uwigzione w warstwie fotolakieru

W wyniku mokrego izotropowego trawienia szkta w wodnym roztworze 40% HF :
35% HCI uformowane zostaty struktury putapkujace w szkle. Podczas tego etapu ujawnily
si¢ kolejne defekty, ktére byly nastepstwem zbyt niskiej adhezyjnosci fotolakieru do
podioza szklanego lub niecatkowitego wyptukania wywotanego fotolakieru (Rys. 3.22).

a) b) c)

Rysunek 3.22 Struktury przestrzenne uformowane w szkle: a) defekt powstaty w wyniku podtrawienia
warstwy fotorezystu, b) defekt powstaty w wyniku niepelnego wywotania wzoru w fotorezyscie,

¢) prawidlowo wytrawiona struktura
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Po zoptymalizowaniu parametrow takich jak temperatura i czas wygrzewania
podtoza, warstwy fotolakieru byly pozbawione defektow. Parametry poszczegodlnych

etapOw wytwarzania pulapki przedstawione zostaty w Tabeli 3.5.

Tab. 3.5 Gtéwne etapy wytwarzania putapki w szkle (fotorezyst SU-8 3045CF DFR, Nippon Kayaku)

Etap Proces Parametry
Przygotowanie powierzchni podtozy do fotolitografii
Odtluszczanie w detergencie 5 min
Ptlukanie w wodzie dejonizowane;j 5 min
Kapiel w izopropanolu z wykorzystaniem .
10 min
1. phuczki ultradzwigkowe;j
Ptlukanie w wodzie dejonizowane;j 5 min
Gotowanie w HySO, :H20,, 3:1 (v/Vv) 30 min
Plukanie w kaskadzie wody dejonizowanej 10 min
Suszenie strumieniem azotu 5 min
Dehydratacja 15 min, 150 °C
Laminacja warstw fotolakieru na podtoze szklane (proces powtorzono trzykrotnie)
2. Naklejenie warstwy fotolakieru 20 um
Laminacja warstwy 12,1 mm/s, 60 °C
Fotolitografia
Naswietlanie UV warstwy fotolakieru przez 35 sek
maske cieniowg (tzw. shadow mask)
a) 65 °C przez 3 min
Wygrzewanie podtoza (tzw. post-exposure bake) b) 95 °C przez 5 min
3. ¢) 65 °C przez 2 min
Wywolanie wzoru w roztworze PGMEA 8 min
Plukanie w wodzie dejonizowanej 5 min
Suszenie strumieniem azotu 5 min
Wysokotemperaturowe wygrzewanie podtoza .
(tzw. hard-baking) 200 °C przez 60 min
Mokre izotropowe trawienie
Zabezpieczenie podtoza folig maskujaca -
4. Wodny roztwor 40% HF : 35% HCI, 10:1 (v/v) 23 °C, (~3 um/min)
Plukanie w wodzie dejonizowane;j 5 min
Usunigcie folii polimerowej -
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W wyniku przeprowadzonych prac technologicznych, wytworzono w szkle
struktur¢ mikrofluidyczng spelniajaca zalozone wymagania funkcjonalne. Kanal do
wprowadzania komorki o dlugosci 10 mm i szerokos$ci 350 um laczy si¢ z komora
pomiarowa mikrocytometru o wymiarach 6 mm x 6 mm i przeksztalca w centralnej jego
czesci w mikroprowadnice o dhugosci 3 mm (Rys. 3.23) tworzaca na jej koncu strukture
mikrofluidyczng. Szeroko$¢ prowadnicy wynosi 150 pm, wysokos¢ to 45 um. Z drugiej
strony komory pomiarowej znajduje si¢ kanal sterujacy o dtugosci 10 mm oraz szerokosci
350 um. Glebokos¢ kanatow 1 komory pomiarowej wynosi 150 um, co spetnia zatozenia

projektowe mikrocytometru.

Kanat pozycjonujacy Komora pomiarowa

\g\

Prowadnica  Kanat sterujacy

Rysunek 3.23 Schemat struktury mikrofluidycznej z komora pomiarows i strukturg putapkujaca

Wytworzenie struktury mikrofluidycznej w szkle pozwolito na zweryfikowanie
dopasowania wymiaréw wytworzonych wcze$niej membran krzemowych. Zatozono, ze
podczas maksymalnego ugi¢cia membrany, mikrostruktura powinna ,,opiera¢ si¢” na

prowadnicy putapki, bez wchodzenia pomigdzy te prowadnice (Rys. 3.24).

a)

b)

Rysunek 3.24 Rozne konfiguracje wzmocnienia membrany z strukturg putapkujaca w szkle: a) zbyt mate

wzmocnienie membrany, b) wzmocnienie membrany o prawidlowych wymiarach
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Dzigki takiej konfiguracji mikrostruktur, komorka znajdujaca si¢ w dowolnym
obszarze putapkowania zostanie $ci$nigta rownomiernie. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
komorka nie moze znalez¢ si¢ podczas badania w podtrawieniach szkta. Ostatecznie do
prac nad integracja poszczegolnych mikrostruktur wykorzystano membrany
0 wzmocnieniu 1 mm x 1 mm, poniewaz struktury z mniejszym wzmocnieniem (0,5 mm x

0,5 mm) nie spetity powyzszego zatozenia.

3.2.3 Struktury mikrooptyczne do sprz¢gania wigzki laserowej w mikrocytometrze

W literaturze przedmiotu relacjonowanych jest kilka metod sprze¢gania $wiatta do
struktury mikrofluidycznej chipa (Rys. 3.25) [123]. W uktadzie, w ktorym wigzka Swiatta
oswietla powierzchni¢ chipa, wykorzystuje si¢ typowe elementy optyczne (np. filtry
pasmowe, soczewki lub obiektywy mikroskopu) do skupienia wigzki $wiatta w obszarze
detekcji chipa (Rys. 3.25 a) [124]. Alternatywnie, obszar sprzezenia $Swiatla moze
znajdowac si¢ na krawedzi podtoza, przy zatlozeniu, ze sie¢ mikrokanatow nie jest ztozona,
a obszar detekcji znajduje si¢ blisko krawedzi chipa (Rys. 3.25 b) [125]. Taki ukfad jest
zwykle uzywany do pomiarow spektrofluorymetrycznych, w ktorych detektor ustawia si¢

pod katem 90° do kierunku oswietlenia probki [126, 127].

er(')dio Swiatla

zrodto Swiatta
lab-chip lab-chip —
a) o$wietlenie konstrukcji z zewnatrz b) sprzgganie wiazki przez boczng $ciang chipu

falowéd zrodto Swiatta zrodto Swiatla

lab-chip L lab-chip
C) sprzeganie wigzki falowodem optycznym d) wykorzystanie mikrostruktur do sprzegania
wiazki

Rysunek 3.25 Metody sprzegania wigzki $wiatta w uktadzie mikroprzeptywowym

Doprowadzenie wiazki $wiatta do obszaru detekcji moze by¢ rowniez zrealizowane
z wykorzystaniem $wiattowodu (Rys. 3.25 ¢). W tej metodzie konieczne jest uwzglednienie
dodatkowych etapéw technologicznych, aby uzyska¢ tzw. rowki do precyzyjnego
wprowadzania i1 zgrywania §wiattowodow wewnatrz chipa. To rozwigzanie ma tez pewne
ograniczenia - jak np. wbudowane w podtoze swiattowody, zajmuja miejsce i wymuszaja
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stosowanie uktadow mikroprzeptywowych o okreslonej topologii [128-130]. Ostatnig
metoda sprzegania $wiatla jest wytworzenie mikrostruktur, takich jak soczewki lub
pryzmaty na powierzchni chipa (Rys. 3.25 d). Takze, mikrostruktury sprzegajace sa
wytwarzane wykorzystujac laser femtosekundowy w szkle lub formowane w warstwie
polimeru tagczonego pozniej z chipem [131, 132]. Pod wzgledem wtasciwosci optycznych,
jak dotad najlepszym wyborem wydaje si¢ szkto o odpornosci chemicznej i biozgodno$ci.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze integracja struktur optycznych i fluidycznych jest trudniejsza
i bardziej czasochlonna w szkle niz w polimerach. Wielokrotne wykorzystanie struktur
kompensuje te trudnosci, pod warunkiem, ze procedura czyszczenia konstrukcji migdzy
eksperymentami  jest stosunkowo prosta lub zautomatyzowana. Je$li chodzi
o mikrostruktury optyczne w szkle, to bardziej szczegdélowo opisano ich procesy
wytwarzania z wykorzystaniem technologii formowania szkta w innej publikacji [133].

W  pracach wilasnych zdecydowano o wykorzystaniu szklanych struktur
mikrooptycznych (mikropryzmatow) do sprzggania $§wiatta w szklanej czesci struktury
cytometru. Wytworzenie szklanych struktur mikrooptycznych oparto na autorskim
piecioetapowym procesie technologicznym wykorzystujacym metod¢ ,,zapadania si¢”

szkla (Rys. 3.26).

Komora prozniowa Piec

HI o ) T

ATA'A

Szklo

Szklo

Katoda

Na J
(1) Wytworzenie krzemowej (2) Bonding anodowy szkto-krzem (3) Wygrzewanie szkta
formy
UL o M
Szklo
(4) Trawienie krzemu (5) Polerowanie powierzchni szkta

Rysunek 3.26 Schemat procesu wytwarzania struktur mikrooptycznych
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Wysokos¢ piramidy tworzacej pryzmat jest ograniczona gruboscig wykorzystanego
podtoza krzemowego. Aby otrzymac¢ piramide o powierzchni $ciany bocznej wigkszej niz
srednica wigzki lasera (np. 5 mm), piramida powinna mie¢ wysokos$¢ okoto 6 mm. Uzycie
podtoza krzemowego o grubosci 6 mm jest zbyt kosztowne do wytworzenia takiej
mikrostruktury. Ponadto biorgc pod uwage, ze catkowita grubo$¢ mikrocytometru wynosi
okoto 2 mm, dodanie kolejnych 6 mm wysokosci do konstrukcji zmniejsza zalety
miniaturyzacji mikrocytometru. Zamiast tego zaprojektowano szereg mniejszych piramid
(matryce piramid), aby uzyskac jak najwigksza catkowitg powierzchni¢ $cian bocznych
pryzmatoéw przy uzyciu jak najmniejszej powierzchni matrycy.

Geometria pojedynczej mikropiramidy zwigzana jest ze wzorem maski do
trawienia. Wymiary maski z kwadratowymi ,,okienkami” zostaly dobrane zgodnie ze
wzorem (3.1), gdzie W to szeroko$¢ maski, a dn to glebokos$¢ v-rowka. Ze wzgledu na
grubo$¢ podtoza krzemowego (380 um £ 20 um), wysokos¢ piramidy zostata ograniczona
do okoto 350 um. Z drugiej strony, aby uzyska¢ jak najwieksza powierzchni¢ $cian

bocznych piramidy, wysoko$¢ mikrostruktury byta nie mniejsza niz 250 um.

d, = 2w (3.1)

W pierwszym etapic wykonano replike mikrostruktury w podtozu krzemowym
przez selektywne trawienie w roztworze KOH. Replika ta zostata wytrawiona
w monokrystalicznym podlozu krzemowym o orientacji krystalograficznej (100),
w ktorym kwadratowy wzor zostat zorientowany zgodnie z kierunkiem <110>. Sciany
boczne wytrawionej piramidy to ptaszczyzna (111) z kgtem nachylenia 54,7° w stosunku
do ptaszczyzny (100). Mikrostrukture wytrawiono w 40% KOH w temperaturze 80 °C.
Aby otrzymacé precyzyjne wglebienia w ksztatcie odwrdconych normalnych piramid,
odpowiednio zaprojektowano geometri¢ wzoréw na masce.

Nastepnie podtoze krzemowe zostato anodowo polaczone z podlozem szklanym
(Borofloat 3.3, Schott) w prozni (~107 mbar) oraz w wysokiej temperaturze (~450 °C)
1 napigciu bondingu 1 kV. W ten sposob cisnienie gazow wewnatrz zbondowanej
struktury byto nizsze od ci$nienia atmosferycznego. Roznica cisnien migdzy ci$nieniem
atmosferycznym na zewnatrz struktur i niskim ci$nieniem pomi¢dzy polaczonymi
podtozami, w temperaturze wygrzewania (etap 3) spowodowata ,,zapadniecie si¢” szkta

1 wypehienie wnek szklem. W wyniku wygrzewania w piecu w temperaturze do 800 °C
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utworzono mikropryzmaty szklane. Mikrostruktury optyczne ujawniono przez catkowite
wytrawienie podtoza krzemowego w roztworze KOH (etap 4). W ostatnim etapie
polerowano szklang powierzchni¢ po drugiej stronie mikrostruktur, usuwajac okoto 200
um materiatu tak, aby uzyska¢ powierzchni¢ o jako$ci umozliwiajacej polaczenie
z krzemem lub szktem.

Podczas procesu wytwarzania mikrostruktur optycznych, a przed ich
optymalizacja, zaobserwowano szereg defektow: nierdéwnomierne wypetnianie repliki
szklem podczas wygrzewania (Rys. 3.27), powstawanie pecherzykow powietrza
(Rys. 3.28), czy uplynnianie si¢ szkta w obszarach podzniejszego taczenia z innymi
podtozami. Wyeliminowanie tych defektow bylo krytyczne, poniewaz ich istnienie

uniemozliwitoby efektywne sprzgganie wigzki laserowe;.

100 pm

(@) (b)

Rysunek 3.27 Zdjecia SEM przyktadowych pryzmatoéw: u gory niekompletna struktura, u dotu prawie
kompletna struktura (a) widok z boku (x22), (b) widok z gory (x130)
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Rysunek 3.28 Zdjecie mikroskopowe: pecherzyki powietrza ,,uwigzione” w szkle (zaznaczone na

czerwono) uzyskane po niezoptymalizowanym procesie wygrzewania

W rezultacie przeprowadzonych prac zoptymalizowano parametry bondingu
anodowego (etap 2) oraz profil wygrzewania struktur (etap 3). W wyniku optymalizacji
technologii wykonano szereg matryc mikropryzmatow, w ktérych ze wzgledu na
krystalograficzng strukturg krzemu kazda $cianka boczna mikrostruktury byta nachylona
pod katem 54,7°. Jako$¢ powierzchni i1 krawedzi, a takze powtarzalno$¢ odwzorowania
ksztaltu mikrostruktur uwidoczniono za pomocg skaningowego mikroskopu

elektronowego (Rys. 3.29).

Rysunek 3.29 Zdjecie SEM (x22) matrycy mikropryzmatow zawierajacej 100 szklanych piramid
(52,56 £ 0,03 mm?)

Po optymalizacji proceséw wytwarzania przygotowano szklane matryce

mikropryzmatéw o réznych wymiarach geometrycznych (Tab. 3.6). Uwzgledniono
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wysoko$¢ mikrostruktury H oraz szeroko$¢ podstawy Wx i Wy (Rys. 3.30). Ogdlnym
zatozeniem byto to, ze im wigksza powierzchnia §ciany bocznej mikrostruktury, tym
lepsze powinno by¢ sprzezenie $wiatta. Kolejnym waznym wymiarem do rozwazenia
byta odlegto§¢ miedzy mikrostrukturami (Dx oraz Dy) ze wzgledu na mozliwosé

wzajemnego zastaniania si¢ pryzmatdéw podczas o$wietlania.

Tab. 3.6 Rozne konfiguracje geometryczne szklanej matrycy mikropryzmatoéw (10 x 10 pryzmatow w
kazdej matrycy)

Szerokos¢ Pole
Dystans pomiedzy ) )
Wysokosé podstawy powierzchni
Konfiguracja W W krawedziami podstaw X
ryzmatu H ryzmatu W,,
pry [um] [ Pry * | pryzmatéw D,, D, [um] matrycy[mm’]
[pm]
A 250 + 10 52,6 £0,03
B 300 +10 59,3+0,03
350 + 15 500 + 10
C 350 + 10 66,4 + 0,03
D 400+ 10 74,0 £ 0,03
E 150 + 10 23,5+0,03
F 200 + 10 28,1+0,03
250 + 15 350+ 10
G 250 + 10 33,1+0,03
H 300+ 10 38,4 +0,03

Przed ostatecznym doborem parametrow geometrycznych pryzmatéw do integracji
ze strukturg uktadu mikroprzeptywowego, struktury poddano badaniom sprzg¢gania
wigzki laserowej] w podtoze szklane dla réznych konfiguracji geometrycznych

mikropryzmatow i1 uktadu wprowadzajacego swiatto.
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Rysunek 3.30 Przyktadowa fotografia SEM (x20) pryzmatow z parametrami geometrycznymi matrycy:
szerokos$¢ podstawy pryzmatu (Wy, Wy) i odlegto$¢ miedzy podstawami pryzmatu (Dy, Dy)

Badania te przeprowadzono w dwoch etapach (Rys. 3.31). Celem etapu pierwszego
byto zdefiniowanie optymalnych wymiaréw geometrycznych mikropryzmatéw i matryc
jako catosci, aby uzyska¢ najlepsza skuteczno$¢ sprzegania Swiatla. Na krawedzi
,wejsciowej” szkta mierzono intensywnos$¢ $wiatta sprzezonej wigzki laserowe;
naprowadzonej przez mikropryzmaty. Badania przeprowadzono dla réznych katow (o)
padania wigzki wzgledem podloza szklanego tzn. 15-90° (Rys. 3.31 a).

- a) Intensywno$¢ $wiatta sprzegnictego
b) Sprzegnieta moc optyczna wiazki

a)  Spektrometr | SViatlowod

b) Miernik mocy

D,=4-12 mm Mikroprymaty

Rysunek 3.31 Schemat stanowiska pomiarowego do badania efektywnosci sprzezenia wiazki laserowej: a)
do pomiaru intensywnosci $wiatla sprzgganego z wykorzystaniem spektrometru, b) do pomiaru sprzggnigtej

mocy optycznej wiazki z wykorzystaniem miernika mocy

W zastosowanym ukladzie pomiarowym za dioda laserowg emitujaca $wiatto

o dlugosci fali 635 nm umieszczono filtr antyrefleksyjny o gestosci optycznej 1,0.
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Natezenie $wiatta mierzono spektrometrem (OceanOptics USB 4000) wyposazonym
w s$wiattowod jako sonde, przy uzyciu oprogramowania Spectra Suite. Czolo
swiattowodu zostato sprz¢zone optycznie z ,,wyjsciowa” krawedzig podtoza szklanego.

W etapie drugim do najwazniejszych analizowanych parametrow nalezala
odleglo$¢ pozioma D: miedzy obszarem detekcji, a matrycg mikropryzmatow oraz
odleglo$¢ pionowa D» miedzy diodg laserowa, a strukturg szkla oraz optymalny kat
padania. Na podstawie tej analizy mozliwe byto okreslenie optymalnej giebokosci kanatu
mikrofluidycznego, odlegtosci miedzy krawedzig kanatu i matrycg mikropryzmatoéw oraz
ustalenie obszaru detekcji komorki. Zmierzono moc optyczng wigzki laserowej
sprzezonej w strukturze szkta. W zastosowanym uktadzie pomiarowym zastosowano
miernik mocy optycznej (PM130D, Thorlabs) (Rys. 3.31 b). Okreslono zalezno$¢ mocy
optycznej diody laserowej (A = 470 nm) od pradu zasilania i1 ustalono parametry pracy
diody tak, aby wyjsciowa moc optyczna byla stala i wynosita 9 mW. W badaniach
uwzgledniono pomiary referencyjne dla nieustrukturowanych powierzchni podioza
szklanego (Rys. 3.32). Badano szkto o niezmodyfikowanej powierzchni, bez matrycy
pryzmatdéw 1 w konfiguracji $wiatla sprzgzonego z krawedzig podioza. Nieoswietlona
powierzchnia podloza zostata pokryta czarng taséma maskujgcg. W doswiadczeniach,
w ktorych badano wptyw Ds, $rednica plamki o$wietlajacej matryce byta zawsze taka
sama (R = 8 mm). W badaniach ze zmiennym D> $rednica plamki zmieniata si¢ wraz

z odlegtoscig Dz (~7-9 mm).

R 2>
gma maskuj 55 , : o ®
Ta$ma maskujaca '1}10&0 Tasma maskujaca 8° S Ta$ma maskujaca @N’\
150 Qe
PEEAN S w A\ ) @ 1
S § 3 -

Rysunek 3.32 Referencyjne metody sprzggania zrodia $wiatta w uktadzie mikroprzeptywowym:
(a) z wykorzystaniem matrycy mikropryzmatow, (b) bez mikrostruktur optycznych, (c) przez krawedz
podtoza

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw stwierdzono (zgodnie z zatoZeniami)
zalezno$ci pomigdzy katem padania wigzki o$wietlajacej matryce pryzmatow,
a szeroko$ciag podstawy pryzmatu i odlegloscia migdzy podstawami pryzmatow
(Rys. 3.33).
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Rysunek 3.33 Zalezno$¢ intensywnosci wiazki Swiatta mierzonej na krawedziach podtoza dla roznych
katow padania (o) wigzki na powierzchnie szkta dla roznych konfiguracji matrycy pryzmatow: (a) o

wysokosei 350 um, (b) o wysokosei 250 pm

Potwierdzono zatem, ze parametry geometryczne mikropryzmatoéw i matryc istotnie
wplywaja na sprawnos¢ sprz¢gania wigzki laserowe;j. Jesli pryzmaty sa zbyt blisko siebie,
to zakrywaja si¢ nawzajem, zmniejszajac calkowita powierzchni¢ sprz¢zenia wiazek
w matrycy (Rys. 3.34), natomiast gdy mikrostruktury sa zbyt daleko od siebie,
powierzchnia szkla nie jest efektywnie wykorzystywana, a wigkszo$¢ wiazki rozprasza si¢
lub odbija od powierzchni szklanego podloza. Wymiary mikropryzmatow rowniez
wplywaja na efektywnos¢ sprzggania. Stwierdzono, ze im wyzsza jest mikrostruktura,
a zatem takze powierzchnia $ciany bocznej piramidy, tym wicksza powierzchnia

sprzegajaca wiazke.
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a)

Rysunek 3.34 Zalezno$¢ natezenia wigzki $wiatta od kata padania: a) a; za maty (mata sprawnos¢

b) oz - optymalny kat (optymalna sprawnos$¢ sprzezenia), ¢) as za duzy (mata sprawno$¢ sprzgzenia)

W efekcie tej czeSci badan okreslono optymalne wymiary geometryczne
mikropryzmatéw 1 do kolejnych pomiaréw wybrano konfiguracje matrycy oznaczong jako

C (Tab. 3.7). Stwierdzono réwniez, ze efektywnos¢ wprowadzenia $wiatta laserowego jest

joda laserowa
! ‘I:T‘:///

sprzgzenia),

istotnie lepsza w porownaniu do konfiguracji referencyjnej (Rys. 3.35).

Tab. 3.7 Optymalny kat padania wigzki laserowej dla réznych konfiguracji matrycy mikropryzmatow

Kat padania .
] . Znormalizowana
Konfiguracja wiazki
intensywnos¢
matrycy (maksymalna
(maks.=1)
intensywnos¢)
A 30 0,38
B 45 0,78
C 30 1,00
D 30 0,85
E 30 0,77
F 30 0,71
G 30 0,68
H 30 0,51
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Rysunek 3.35 Zalezno$¢ mocy optycznej sprzezonej wigzki od kata padania dla r6znych obszarow

sprzggania wigzki laserowej (konfiguracja matrycy C)

Nastepnie badano rozmieszczenie matrycy mikropryzmatéw wzgledem obszaru
detekcji w kanale mikrofluidycznym. Stwierdzono, ze odlegto$¢ migdzy dioda lasera,
a mikrostrukturg sprzegajaca, zarOwno poziomg, jak 1 pionowa, w polaczeniu ze
zmiennymi katami padania wigzki, wptywala na warto§¢ mocy optycznej wigzki
sprz¢zonej ze szklem (Rys. 3.36 oraz Rys. 3.37). Zgodnie z oczekiwaniami,
zaobserwowano, ze im mniejsza odlegtos¢ pryzmatow od mierzonej krawedzi, tym wigksza
moc optyczna sprzezonej wigzki. Réwniez najwyzsza warto§¢ mocy optycznej uzyskano

dla kata padania wigzki 30-37,5° wzgledem podtoza w kazdym pomiarze.

79



Odlegtos¢ D,
—e—4 mm —=—6 mm

0,2

0,16 —e—8 mm —4—10 mm

12 mm
0,12

0,08

Moc optyczna [mW]

0,04

15 30 45 60 75 90
Kat padania wigzki [°]

Kat padania wigzki
—0=—23() =@—37,5 =045

0,18
0,16
0,14
0,12

o
[N

0,08
0,06
0,04
0,02

Moc optyczna [mW]

4 6 8 10 12
Odlegtos¢ D, [mm]

Rysunek 3.36 Zalezno$¢ mocy optycznej wiazki sprzezonej (a) od kata padania wigzki, (b) od
odlegtosci pryzmatow od mierzonej krawedzi (D1 od 4 do 12 mm)

Zaktadajac, ze we wszystkich testach oswietlony jest caly obszar matrycy, a wigzka
lasera jest rozbiezna, wzrost odlegtosci D> powoduje spadek gestosci mocy optycznej
pokrywajacej obszar matrycy. Zjawisko to mozna wyeliminowa¢ za pomocga skolimowanej

wigzki laserowej lub dostosowujac geometri¢ wigzki po kazdorazowej zmianie odlegtosci
Da.
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Rysunek 3.37 Zalezno$¢ mocy optycznej wiazki sprzezonej (a) od kata padania wigzki, (b) od

odlegtosci diody od powierzchni z pryzmatami (D2 od 0,5 do 5,5 cm)

Wyniki te korespondujg z geometrycznym ustawieniem $wiatla lasera w stosunku

do bocznej $ciany piramid (Rys. 3.38). Bioragc pod uwage, ze Sciana boczna piramidy jest

nachylona pod katem a = 54,7°, optymalny kat  padania $wiatta wynosi 35,3° tak, aby

uzyskac¢ kat prosty w stosunku do $ciany bocznej mikrostruktury (6 = 90°). Poprzez

sprzezenie wigzki lasera o kacie f rownym 30° uzyskuje si¢ kat padania w stosunku do

Sciany bocznej 6 rowny 84,7°, czyli najblizsza warto$¢ sposréd zmierzonych katow

sprz¢zenia (zakres 15-90°). Badanie optymalnych odlegtosci D1 i D2 wykazato, ze duza

cze$¢ Swiatla przechodzacego przez szklo jest tracona z powodu niespetnienia warunku

zjawiska catkowitego wewnetrznego odbicia (TIR) w strukturze podtoza szklanego [134].

Biorac pod uwagg, ze wspolczynnik zatamania $wiatla w szkle borowo-krzemianowym

wynosi 1,52 [135] dla A = 470 nm, to kat graniczny dla TIR wynosi 42°. Aby spehic ten
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wymog, kat o pomiedzy $ciang boczng ostrostupa, a jego podstawa powinien by¢ wigkszy
niz 42°. Warto$§¢ ta byla nieosiggalna ze wzgledu na zdefiniowany kat miedzy

ptaszczyznami (111) i (100) tworzagcymi mikropryzmaty.

Rysunek 3.38 Schemat geometrycznego ustawienia $wiatta laserowego w stosunku do $ciany bocznej

piramid i warunkow TIR

Wigzka laserowa w stosowanym module laserowym jest rozbiezna, dlatego kat
padania bedzie zalezal od polozenia kazdej piramidy w stosunku do potozenia zrodia
swiatta (Rys. 3.39). Kat wnikania wigzki lasera do powierzchni 6 moze by¢ mniejszy od
kata prostego 1 r6zni¢ si¢ o okoto 10-12°. Zgodnie z wynikami badan sprze¢zenia wigzek,
najwyzsza moc optyczng uzyskano dla 30-45° kata padania, co daje w przyblizeniu do 15°

zakresu manipulacji katem padania wigzki.

] |

X—Xo

by x'= tan(6) =%

2

Rysunek 3.39 Schemat przedstawiajacy wptyw rozbieznosci wiazki laserowej na optymalny kat padania

wigzki (a) wraz ze wzorami niezbednymi do obliczenia kata wnikania wiazki lasera 6 w podtoze (b)

Na podstawie przeprowadzonych badan, uwzglgdniajac geometri¢ mikropryzmatu,
wstepnie zaproponowano nastgpujaca geometri¢ ukladu do wprowadzania wigzki

82



laserowej w podtoze szklane: 4 mm dla odlegtosci pryzmatéw do mikrokanatu, 30° dla kata
padania i 4,5 cm dla odlegtosci diody od powierzchni podtoza. Dla konfiguracji uktadu
mikroprzeplywowego, ale takze dla utatwienia uzytkowania podczas pomiaro6w, wybrana
odlegtos¢ diody od powierzchni szkta byta wigksza niz odlegtos¢ okreslona jako optymalna

(tutaj 0,5 cm).

3.3 Integracja elementéw mikrocytometru

Po etapie badan zwigzanych z opracowaniem i weryfikacja dziatania pojedynczych
elementéw skladowych mikrocytometru przystagpiono do integracji tychze elementow
w mikrocytometr o r6znej konfiguracji A, B lub C, jak przedstawiono wczesniej na Rys.

3.4.

3.3.1 Konfiguracja A - Integracja mikrostruktur krzemowo-szklanych

Trwate taczenie struktur szklanych 1 krzemowej mikrocytometru zostato
przeprowadzone dwuetapowo metoda bondingu anodowego w temperaturze 450 °C, przy

napigciu polaryzacyjnym 1,5 kV (Rys. 3.40).

a) b)

Elektroda [Szkio
przejsciowa

Rysunek 3.40 Schemat procesu faczenia struktur mikrocytometru: a) faczenie krzemowej membrany z
podtozem szklanym z otworem, b) taczenie krzemowej membrany z podtozem ze szklang strukturg

putapkujaca i otworami doprowadzajacymi

Najpierw podtoza poddano procedurom mycia w detergencie i ptukaniu w wodzie
dejonizowanej. Nastepnie potaczone zostaly krzemowa membrana i podtoze szklane
z otworem umozliwiajacym doprowadzenie cisnienia sterujagcego (Rys. 3.40 a). W tym
uktadzie podtoze szklane zostato umieszczone na ptycie grzewczej petniacej rolg katody.

Bezposrednio na nim spozycjonowano podtoze krzemowe, a nastgpnie umieszczono
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punktowg elektrode i przeprowadzono pierwszy proces bondingu anodowego. W drugim
etapie bondingu anodowego, spozycjonowano na potaczonych strukturach podtoze szklane
z putapka pozycjonujaca. W celu uniknigcia wytracania si¢ dodatkowych zwigzkoéw ze
szkta, pomigdzy elektroda, a podlozem z pulapka umieszczono dodatkowe podtoze
szklane. Podloze krzemowe =zostalo spolaryzowane z wykorzystaniem elektrody
przejsciowej taczacej si¢ z ptyta grzewcza (Rys. 3.40 b).

Krzemowo-szklana struktura mikrocytometru zostata umieszczona
w zaprojektowanej i wykonanej obudowie z poliweglanu, ztozonej z dwoch czesci
0 wymiarach 4,5 cm x 7 cm oraz wysokosci 0,5 cm (gora) i 1 cm (dot) (Rys. 3.41). Dolna
cze$¢ obudowy umozliwia szczelne doprowadzenie ci$nienia pod membrang przez zlacze
pneumatyczne. Mikrocytometr docisniety jest pomiedzy ptytami gumowymi uszczelkami
typu o-ring od dotu, oraz cienkg warstwa polimeru PDMS od gory. Gorna czg$¢ obudowy
umozliwia potaczenie hydrauliczne uktadu oraz obserwacje komorki podczas pomiarow
przez otwor w materiale (Rys. 3.42).

Opracowana obudowa i sposdb montazu umozliwia doprowadzenie cisnienia do
komory sterujacej mikrocytometru, szczelno$¢ pomiedzy mikrocytometrem i polimerowa
obudowg oraz doprowadzenie cieczy do komory pomiarowej. Wymiary geometryczne
obudowy dobrano tak, aby mozliwe bylo manipulowanie pipeta podczas wprowadzania
1 wyprowadzania oocytu z mikrocytometru, oraz podglad komory pomiarowej przez

mikroskop optyczny.

doprowadzenie

@
i B\
‘wiothwylot

, 00CytOw

S
komora pomiarowa memhrana ze wzmocnieniem

Rysunek 3.41 Mikrocytometr zamontowany w obudowie z poliweglanu: a) widok z gory b) widok z dotu
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Sruba warstwa PDMS  otwor w plycie kanat doprowadzajacy plyta gorna

cisnienie

chip gumowe uszczelki typu o-ring ptyta dolna

Rysunek 3.42 Przekr6j obudowy z zamontowanym mikrocytometrem

3.3.2 Konfiguracja B - Integracja czujnika ugi¢cia membrany

Kluczowa dla wiarygodnos$ci badan nad deformacjg komoérek jest znajomosé
rzeczywistego ugiecia membrany $ciskajgcej oocyt. Aby uwzgledni¢ w pomiarach wymiar
poszczegbdlnych komorek 1 dostosowaé do niego okreslong warto$¢ ugiecia membrany
nalezato powigza¢ warto$¢ ci$nienia sterujagcego na membrane z jej rzeczywistym
ugicciem. Wigzato si¢ to z uwzglednianiem wymiaréw geometrycznych komory
pomiarowej oraz faktu, ze wypekiona jest ona medium o okre§lonej gestosci, co moze
mie¢ przelozenie na warto$¢ ugiecia membrany, a co za tym idzie takze procent $ci$nigcia
komorki.

Przeprowadzenie symulacji ugiecia membrany umozliwilo wstgpny dobor
wymiarOw membrany. Podczas pomiaréw z wykorzystaniem $wiattowodowego czujnika
odlegtosci okreslono zaleznos$¢ rzeczywistego ugiecia membrany od ci$nienia sterujgcego.
Pomiar ten dotyczyt sytuacji, w ktorej ugigta membrana napotykata jedynie na opor
powietrza, a nie cieczy wypetniajacej komorg pomiarowa mikrocytometru. Istnieje takze
zagrozenie, ze sama komorka moze ,,stawia¢ opor” membranie podczas $ciskania. Dlatego
tez, nalezato przeprowadzi¢ pomiar ugigcia membrany w trakcie rzeczywistych pomiaréw

z materiatem biologicznym wewnatrz komory pomiarowej (Rys. 3.43).
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Etap 1

symulacja ugiecia membrany w funkcji zadanego ci$nienia

Etap 2

pomiar rzeczywistego ugiecia membrany w funkcji ciSnienia przed jej integracja w cytometrze

|¢

Etap 3

okreslenie ugiecia membrany w warunkach pracy cytometru przez integracje czujnika ugiecia
membrany ze strukturg cytometru

Etap 4

|¢

wyznaczenie wzoru umozliwiajacego okreslenie rzeczywistego ugiecia membrany

Rysunek 3.43 Zaproponowany algorytm wyznaczania rzeczywistego ugiecia membrany krzemowej

W tym celu uktad pomiarowy do wyznaczenia ugigcia membrany powinien stac si¢
integralng czg¢scig mikrocytometru, nie naruszajagc przy tym funkcjonalnosci chipa.
Wybrane typy czujnikow umozliwiajgce okreslenie ugiecia membrany krzemowej

przedstawione zostaty w Tabeli 3.8.

Tab. 3.8 Wybrane typy czujnikéw umozliwiajace pomiar rzeczywistego ugigcia membrany krzemowej

Typ czujnika Cechy metody Zrodha
Czujnik trudna technologia, konieczno$¢ kompensacji wptywu [;-:E?
piezorezystancyjny temperatury 137
Czujnik koniecznos$¢ doprowadzen elektrycznych, nieliniowy [136]

pojemnosciowy charakter, mata pojemno$¢

brak kontaktéw elektrycznych, stosunkowo tatwy do [123,
Czujnik optyczny integracji, konfiguracja §wiattowodu z membrang 139,
niekompatybilna z budowa mikrocytometru 140]

Zarowno czujnik piezorezystancyjny jak i pojemnosciowy zostaly odrzucone ze
wzgledu na konieczno$¢ wytworzenia dodatkowych uktadow mikroelektrycznych, ktore
skomplikowalyby konstrukcje mikrocytometru. Natomiast czujnik optyczny odznacza si¢

w tym zestawieniu najwigksza tatwoscig integracji. Czujnik optyczny wytworzony moze
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zosta¢ w roznych konfiguracjach wzglgdem uginajacej si¢ membrany. Zaproponowane
rozwigzania mozliwe sg do zastosowania jedynie w warunkach, gdzie komora pomiarowa
nie jest wypelniona zadng substancja. Dlatego tez konieczne byto zmodyfikowanie budowy
czujnika optycznego i struktury mikrocytometru w taki sposdb, aby pomiar ugigcia
dokonywany byt w komorze sterujace;j.

W proponowanym rozwigzaniu $wiatto z lampy halogenowej transmitowane jest
swiattowodem do komory pneumatycznej mikrocytometru i os$wietla wzmocnienie
membrany (Rys. 3.44). Po przeciwleglej stronie wzmocnienia $§wiattowod odbiorczy
transmituje $swiatto do miniaturowego spektrometru. Jezeli na membrang nie jest podane
ci$nienie, to wzmocnienie przestania tor optyczny 1 §wiatto nie dociera do swiattowodu
odbiorczego. Wraz z zwigkszaniem ci$nienia, krzemowa membrana ugina si¢ unoszac

jednoczesnie wzmocnienie 1 stopniowo ,odstaniajac” droge optyczng pomiedzy

Swiatlowodami.
Komputer z
oprogramowaniem ,
Swiattowod Swiatlowod
ry odbiorczy nadawczy
Spektrometr Cytometr Lampa halogenowa

Rysunek 3.44 Schemat uktadu pomiarowego do pomiaru warto$ci ugiecia membrany

W uktadzie pomiarowym do charakteryzacji zintegrowanego czujnika ugiecia
membrany wykorzystano: cytometr w obudowie poliwgglanowej, miniaturowy
spektrometr USB4000UV-VIS firmy Ocean Optics, miniaturowg lampe halogenowa HL-
2000 firmy Ocean Optics oraz komputer wyposazony w oprogramowanie SpectraSuite do
pomiaru charakterystyk spektralnych.

Do pomiaréw ugigcia membrany uzyte zostaly dwa $wiatlowody szklane
FG105LCA (Thortlabs) o $rednicy rdzenia 105 um. Przed montazem usunigta zostata
mechanicznie ostona zewnetrzna oraz wzmocnienie $wiattowodu. Nastepnie widkno
zostalo uciete w przecinarce $wiattowodowej (Fujikura). Krzemowo-szklana struktura

mikrocytometru przyklejona zostata do ptytki PCB, ktora postuzyta do unieruchomienia
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swiattowodu w obudowie. Montaz $wiattowodéw wykonano na stanowisku
mikroskopowym umozliwiajacym obserwacje pozycjonowania i wprowadzania widkna w
v-rowek wytrawiony w krzemie. Swiattowéd zostat unieruchomiony w mikrocytometrze
przez zaaplikowanie do v-rowka niewielkiej ilosci kleju optycznego (NOA 61, Thorlabs),
ktory dzigki sitom kapilarnym wypetnit kanat z wtoknem. Nastepnie klej zostat utwardzony
swiatlem UV przez okoto 5 minut za pomocg lampy dentystycznej (Electro-Lite).
Przyjeto, ze montaz $wiattowodow w strukturze mikrocytometru byt poprawny,
jezeli czoto $wiattowodu spozycjonowane zostalo w obrebie wzmocnienia membrany
o grubosci 330 um na jednakowej wysokosci oraz w jednej osi patrzac z gory (Rys. 3.45).
Wykonany mikrocytometr ze zamontowanymi $wiattowodami (konfiguracja B) zostat
nastgpnie umieszczony w obudowanie poliwgglanowe] umozliwiajacej polaczenie

pneumatyczne i wyprowadzenie $wiattowodoéw (Rys. 3.46).

Membrana Wzmocnienie (bossed)

"~ Swiatlowody

Swiattowody

Rysunek 3.45 Spozycjonowane $wiattowody w mikrocytometrze: a) schemat przekroju chipa, b) zdjecie

mikroskopowe (widok z gory)
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Klej optyczny Plytka PCB Swiatlowod

Rysunek 3.46 Mikrocytometr zamontowany w obudowie z poliweglanu: a) przekrdj modutu

pneumatycznego

z mikrocytometrem, b) widok z gory, ¢) widok z dotu

Zgodnie z zaproponowanym algorytmem (Rys. 3.43) przeprowadzono szereg badan
z wykorzystaniem m.in. utrwalonych oocytow, ktore postuzyly jako modelowy materiat
badawczy do wyznaczenia rzeczywistego ugigcia membrany w mikrocytometrze
w warunkach pracy rzeczywistej. Wstepne pomiary przeprowadzono z wypelnieniem
uktadu mikrofluidycznego ciecza: woda dejonizowang albo buforem fosforanowym (PBS).
Zbadano wptyw obecnosci oocytu w komorze pomiarowej, wypelnionej PBS, na warto$¢
ugiecia membrany, ktora mogtaby zmniejszy¢ si¢ pod wptywem ,,stawianego oporu” przez
komorki podczas $ciskania. W tym celu $cisnigto 10 utrwalonych oocytdw o rdznej
srednicy (Tab. 3.9). Wykorzystano membrang o wymiarach przedstawionych w Tabeli 3.2

Zze wzmochieniem 1 mm x 1 mm.
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Tab. 3.9 Srednica komérek $cisnietych podczas testow uginania membrany

Numer
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
komorki
Srednica
(] 136 135 136 127 138 135 138 137 136 140
um

W wyniku pomiaréw uzyskano szereg charakterystyk spektralnych (modulacji
Swiatla) lampy halogenowej przy roznym stopniu ugigcia membrany krzemowe;j. Z kazdej
charakterystyki odczytano maksymalng warto$¢ intensywnosci w zakresie transmisji
Swiatla $wiattowodu. Uzyskane wartosci intensywnosci zostaly znormalizowane
i przedstawione w funkcji ci$nienia sterujgcego (Rys. 3.47).

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze typ medium
zastosowanego w komorze pomiarowej (woda, PBS), badz jego brak, nie powoduje zmian
w warto$ci ugigcia membrany przy zadanym ci$nieniu. Dodatkowo, zaobserwowano, ze
obecno$¢ komorki w mikrocytometrze, jak i warto$¢ jej srednicy, nie wptywa na charakter
ugiecia membrany. Wyjatkiem jest tutaj komoérka nr 6. Po przeprowadzeniu analizy
wynikéw 1 warunkow pomiarowych stwierdzono, ze podczas pomiaréw tej komorki wptyw

na warto$¢ zmierzonej intensywnosci mogto mie¢ nat¢zenie $wiatla zewnetrznego.
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Rysunek 3.47 Zalezno$¢ znormalizowanej wartosci intensywnosci §wiecenia $wiatla transmitowanego
miedzy $wiattowodem nadawczym, a odbiorczym od warto$ci cisnienia sterujacego dla réoznych warunkow

wypetnienia uktadu mikrofluidycznego oraz podczas Sciskania 10 oocytow

W wyniku przeprowadzonych badan ugigcia membrany w zintegrowanej strukturze
mikrocytometru w rdéznych warunkach wypehienia ukladu mikrofluidycznego oraz
obecnosci oocytu w komorze pomiarowej ustalono, ze wystarczajagca metoda
charakteryzacji ugiecia membrany jest pomiar mikrostruktury krzemowej na stanowisku
pomiarowym z $wiattowodowym czujnikiem odlegtosci (pomiar przed integracja
mikrocytometru). Wykorzystujac wyniki ugigcia wytworzonych membran o wymiarach
wzmocnienia 1 mm x 1 mm (np. Rys. 3.13) i wymiarach opisanych w Tabeli 3.2,
wyznaczono metodg aproksymacji liniowej wzor (3.2) pozwalajacy na okreslenie warto$ci
ci$nienia y potrzebnego do ugigcia membrany o warto$¢ X, w ktérej uwzgledniona jest

indywidualna srednica kazdego $ciskanego oocytu.

y =1,0247x — 1,9737 (3.2)

Warto$¢ ugiecia membrany X Wyznaczona moze zosta¢ ze wzoru (3.3), gdzie w to
glebokos$¢ kanatu mikrofluidycznego, ktérym przemieszcza si¢ oocyt, Hout to wartos$é

srednicy komorki oraz Wy, to procentowa warto$¢ $ci$nigcia komorki.
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X = (Wk - Hout) + (W% * Hoyt) (3.3)

Pozwolito to na uproszczenie struktury mikrocytometru do konfiguracji A bez
zintegrowanych $wiattowodow. Natomiast integracja tego czujnika daje mozliwos¢

kalibracji i monitorowania pracy membrany krzemowej podczas jej uginania.

3.3.3 Konfiguracja C - Integracja mikropryzmatow

Po wytworzeniu 1 optymalizacji geometrii matrycy mikropryzmatow,
mikrostruktury zostaty zintegrowane z modelowym kanatem mikroprzeptywowym
w dwoch etapach (Rys. 3.48). Kanal mikrofluidyczny wytrawiono przez warstwe
maskujacg (tasma polimerowa) na gltebokos¢ 300 um. Po procedurze czyszczenia m.in.
roztworem Piranii, podtoze szklane ze zintegrowanym kanalem i matrycg mikropryzmatow
zostato trwale potaczone z drugim podlozem szklanym w procesie wygrzewania w piecu
(do 80 °C) przez 8 godzin. Zastosowane tutaj niskotemperaturowe spajanie podtozy

szklanych zostato opisane w innych pracach [141].

/ T=80°C O\

HU- | AAA_

] Maska

\Szkio /

(1) Selektywne trawienie szkta (2) Bonding niskotemperaturowy

podtozy szklanych

Rysunek 3.48 Schemat wytwarzania zintegrowanego uktadu mikroprzeptywowego z matryca

mikropryzmatow

W rezultacie otrzymano chip mikroprzeptywowy z prostym mikrokanalem
o glebokosci 300 um i wieloma matrycami struktur mikrooptycznych na jednym podtozu

(Rys. 3.49).
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Rysunek 3.49 Zdjecie mikropryzmatow zintegrowanych ze struktura mikroprzeptywowa (mikrokanat:
dtugos¢ 25 mm, szerokos$¢ 1 mm, glgbokos¢ 300 pum)

W celu potwierdzenia prawidtowego wspoétdziatania uktadu mikrofluidycznego
i mikrooptycznego umozliwiajacego wzbudzenie fluorescencyjne przeprowadzono testy

fluorymetryczne w uktadzie pomiarowym jak na Rys. 3.50.

°o

Mikrokanat Zasilanie

Srednia
intensywno$¢

Rysunek 3.50 Schemat uktadu pomiarowego do testow fluorymetrycznych

Matryce mikropryzmatéw o$wietlano $wiattem diody laserowej (A = 470 nm) pod
katem 30°. Obszar detekcji obserwowano za pomoca kamery CCD z filtrem optycznym
(gérnoprzepustowy 500 nm). Oprogramowanie Debut Video Capture zostato uzyte do

przechwycenia obrazéw fluorymetrycznego obszaru detekcji, a analiz¢ obrazu
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przeprowadzono za pomoca oprogramowania opracowanego w LabVIEW [126, 127]. Dla
kazdego zdjecia odczytano $rednie natezenie pikseli z obszaru detekcji. Objetosciowe testy
fluorescencji przeprowadzono stosujac roztwér fluoresceiny o réznych stezeniach
w zakresie 0,5-500 pg/ml (Rys. 3.51) i diod¢ laserowa do wzbudzania fluorescencji.
Dodatkowo zaobserwowano fluorescencj¢ czerwonych fluorescencyjnych mikrokulek
polietylenowych (firmy Cospheric) w tej samej konfiguracji pomiarowej (Rys. 3.52).
W rezultacie kazda mikrokulka (o $rednicy okoto 70 pum) byta wyraznie widoczna
i wyrozniona w mikrokanale. Wykazano, ze sprzezona moc optyczna wigzki byta
wystarczajgca, aby wzbudzi¢ fluorescencj¢ w mikrokanale zardwno objetosciowo, jak i dla
pojedynczych elementdéw (tj. mikrokulek). Nalezy mie¢ na uwadze wplyw mocy optyczne;j
wiazki $wiatla na badang probke biologiczng. Uktad pomiarowy pozwala na sterowanie
mocg optyczng wigzki laserowej przez zmiang odleglosci Do. W razie konieczno$ci
mozliwe jest takze zastosowanie swiatta laserowego o mniejszej lub wigkszej wyjsciowe;j

mocy optycznej.

250 245,3

223,1
206,2
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Stezenie [ug/ml]
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Rysunek 3.51 Zaleznos¢ odczytanego $redniego natgzenia pikseli z obszaru detekeji od stgzenia

a1
o

o

Srednie natezenie pikseli w obszarze detekcji [a. u.]

fluoresceiny w wodzie (od 0 do 500 pg/ml) z zataczonymi zdj¢ciami obszaru detekcji
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Mikrokulki (~70 pm)

Rysunek 3.52 Przyktadowe zdjecie fluorescencji mikrokulek w mikrokanale

Badania potwierdzity prawidtowe dziatanie matrycy mikropryzmatow
zintegrowanej z kanatem mikroprzeptywowym jako elementem mikrooptycznym.
Wytworzona matryca mikropryzmatow umozliwia fluorymetryczng detekcje w kanale
mikroprzeplywowym. Moze by¢ zatem z powodzeniem stosowana do dalszych badan
oocytow z detekcjag fluorymetryczna.

W celu zintegrowania struktur mikrooptycznych z pozostalymi elementami
konstrukcji C mikrocytometru, proces wytwarzania mikropryzmatoéw zaprezentowany na
Rys. 3.26 zostal zmodyfikowany. Na jednym podlozu szklanym wykonano strukture
mikrooptyczng, selektywne trawienie uktadu mikrofluidycznego oraz otwory (Rys. 3.53).
Krzemowa membrana oraz dolne podloze szklane zostaly wytworzone w identyczny
sposob jak w konstrukcji A mikrocytometru. W celu zintegrowania wszystkich elementow
konieczne bylo przeprowadzenie dwuetapowego procesu bondingu anodowego dla
parametréow okreslonych wcze$niej w podrozdziale 3.3.1. Struktura prototypowa
mikrocytometru zostata sklejona przy uzyciu kleju na gorgco na bazie poliolefiny
(polimeru) (Rys. 3.54). Obudowa poliweglanowa zostata zmodyfikowana w sposob
umozliwiajacy tatwe doprowadzenie wigzki laserowej do powierzchni struktur

mikrooptycznych.
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Gorne podioze szklane 1. Formowanie struktury mikrooptycznej

2. Selektywne trawienie uktadu mikrofluidycznego

3. Wykonanie otworéw

Podtoze krzemowe

m 1. Formowanie struktury membrany

Dolne podtoze szklane

1. Wykonanie otworu

l

1. Dwuetapowy proces bondingu anodowego

Zintegrowana mikrostruktura

B

Rysunek 3.53 Schemat wytwarzania zintegrowanego mikrocytometru z matrycg mikropryzmatow

Rysunek 3.54 Zdjecie struktury prototypowej mikrocytometru ze zintegrowang matryca mikropryzmatow:

a) bez obudowy, b) z obudowa

W celu zweryfikowania poprawnosci dziatania mikrocytometru zbadano
fluorescencje kropel lipidowych oocytu zabarwionych fluoresceing. Pozwolito to na
wykorzystanie diody laserowej (A =470 nm) oraz parametrow pomiaru (np. kat oswietlania
pryzmatow wiagzka laserowa) z poprzednich testow dla roztworu fluoresceiny opisanych

w poprzednim podrozdziale. Badania potwierdzity prawidlowe dzialanie struktury C
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mikrocytometru i umozliwity fluorymetryczng detekcje oocytu w komorze pomiarowej
(Rys. 3.55).

Rysunek 3.55 Przyktad fluorescencji zabarwionych kropel lipidowych oocytu w komorze pomiarowej
mikrocytometru (po lewej) w poréwnaniu do fotografii uzyskanej w trybie mikroskopii odbiciowej (po

prawej)

3.4 Uktad kontrolno-pomiarowy

Zadaniem uktadu kontrolno-pomiarowego bylo umozliwienie obserwacji oocytu
podczas manipulowania komorka w uktadzie mikrofluidycznym oraz podczas badan,
a takze rejestrowania danych pomiarowych. Postuzyt on réwniez do sterowania ugigciem
membrany krzemowej wraz ze zintegrowanym z mikrocytometrem czujnikiem ugiecia
membrany. Uktad kontrolno-pomiarowy wykorzystany zostat do badan przeprowadzanych
w trybie mikroskopii odbiciowej oraz mikroskopii fluorescencyjnej.

W uktadzie pomiarowym uzyto mikroskop biologiczny do okreslania prawidtowej
pozycji badanej komorki w czasie pomiaréw w chipie oraz kamere mikroskopowa
(DLT- Cam PRO 6.3 MP USB 3.0, Delta Optical) do rejestrowania zmian zachodzacych
w oocytach podczas deformacji (Rys. 3.56).
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Rysunek 3.56 Stacja pomiarowa: schemat (po lewej), widok stanowiska (po prawej): a) mikroskop

biologiczny, b) kamera, ¢) mikrocytometr w obudowie, d) sterownik ci$nienia

Do regulacji cisnienia wykorzystano sterownik cisnienia (OB1 MK3, Elveflow)
umozliwiajacy podanie na membrane krzemowa cisnienia do 200 kPa z doktadnoscia
wiekszg niz zatozony 1 um ugi¢cia membrany (Tab. 3.10). W przypadku pomiaréw
wykonywanych z wykorzystaniem konfiguracji C mikrosystemu do pracy w trybie
mikroskopii fluorescencyjnej do ukltadu pomiarowo-kontrolnego dotaczona jest

spozycjonowana w uchwycie dioda laserowa z zasilaczem.

Tab. 3.10 Wybrane parametry sterownika cisnienia OB1 MK3 firmy Elveflow (na podstawie danych
katalogowych) [142]

Szacowany zakres
Zakres ci$nienia
N 0-200 kPa odksztalcenia membrany ~0-200 pm
regulaciji:

typu bossed:

o Szacowane minimalne
Minimalny przyrost
o 0,0122 kPa odksztalcenie membrany ~0,0122 pm
cisnienia:
typu bossed:

o Czas ustawienia zadanej
Czas odpowiedzi: 9 ms 35 ms

wartoSci ciSnienia:
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3.4.1 Analiza danych i oprogramowanie

Do identyfikacji oocytdw, wyznaczenia réznych geometrycznych parametrow
komorki oraz obserwacji zmian zachodzacych podczas S$ciskania, wykorzystano
oprogramowanie do przetwarzania obrazu opracowane na potrzeby badan przez mgra
inzyniera Danylo Lizanetsa (Rys. 3.57). Oprogramowanie to jest czgScig jego pracy
doktorskiej 1 nie jest przedmiotem szczegdlowego opisu w tej rozprawie.

Kazdy obraz analizowanego oocytu jest wstgpnie korygowany (Rys. 3.58). Ze
wzgledu na niski kontrast oocytow i tla oraz ograniczong rozdzielczo$¢ mikroskopu
oprogramowanie wykonuje wielopoziomowe korekty dotyczace jasno$ci, kontrastu,
desaturacji i normalizacji kazdego zdjecia. Nastepnym krokiem jest detekcja komorki i jej
poszczegdlnych elementéw. W celu odréznienia oocytow od tla, a nastgpnie znalezienia
konturu komorki, zastosowano zestaw algorytmow, takich jak progowanie, wykrywanie
krawedzi, wykrywanie kropelek i odejmowanie tta. Nast¢pnie, dla kazdego konturu
mozliwe jest obliczenie nastepujgcych parametrow: pole, ksztalt, wymiary liniowe,
dopasowywanie / zamykanie elipsy, histogram jasnosci, srodki masy i inne. Szczegdlowy
opis algorytmu przetwarzania obrazu zostal przedstawiony W pracy autora

oprogramowania [143].
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Rysunek 3.57 Widok ekranu programu do przetwarzania i analizy obrazu opracowanego przez Danylo

Lizanetsa. Przyktadowy pomiar $rednicy oraz pola powierzchni komorki
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Rysunek 3.58 Schemat przetwarzania obrazu wykorzystany do pomiaru parametrow oocytu podczas

$ciskania

Oprogramowanie umozliwia okreslenie rdznych parametrow geometrycznych
oocytow: srednicy komorki i jej ooplazmy (Win, Hin, Wout, Hout), pola powierzchni (A, Az),
grubo$¢ ostonki przejrzystej (Zp) oraz zmiany tych parametréw (Rys. 3.59). Pola
powierzchni (A1, A2) odnosily sie¢ do pola przekroju obrazu oocytéw zarejestrowanego
podczas $ciskania komoérek. W celu poréwnania zmian w odksztatcalno$ci oocytow
w trzech réznych klasach jakosci okre§lono zmiang pola powierzchni i zmiang $rednicy.
Zmiana pola powierzchni byla procentowa zmiang warto$ci powierzchni komorki, gdy
membrana zostala ugieta przy zadanej wartosci cisnienia w stosunku do nieodksztatcone;j
membrany (P = 0 kPa). Zmiana $rednicy byta procentowg zmiang $rednicy komorki od
niescisnigtego oocytu do zastosowanego cisnienia sterujgcego. Zebrane parametry sg

zapisywane i mozna je eksportowac z oprogramowania w celu dalszego przetwarzania.

100



A — pole powierzchni calej komorki

W out |

mno 4

Wout 0raz Hoyt — $rednice catej komorki

mierzone w osi XiY

A; — pole powierzchni komorki z wylaczeniem

ostonki przejrzystej

i
PR

Wi, oraz Hin — Srednice wewetrzne komorki (tj.

z wylaczeniem ostonki przejrzystej) mierzone

Grubos¢ Zona pellucida

wosi XiY

Z, — grubo$¢ zony pellucidy (ostonki przejrzystej)

0, —
YoHoyt = H
out?P

H i+ 100%
Hinp
A * 100%
A—lp
Ayi * 100%
T
Zpic * 100%
T

%H;, =
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%AZ =
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Hoyer |Hipp|Agp |Agp | Z pr — warto$é parametru

zmierzona przed $ci$nigciem komorki

H x| H;pi|Ag| Ay | Z pic - warto$¢ parametru

zmierzona podczas $ciskania komorki

%H ¢ | % H;p | %A1 | %A, |%Zp — procentowa

zmiana

parametru w wyniku §ci$nigcia

komorki

Rysunek 3.59 Parametry geometryczne okreslone podczas badan
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3.5 Podsumowanie czastkowe

Na podstawie przeprowadzonej analizy krytycznej rozwigzan mikroinzynieryjnych
i metodologii badawczych opisywanych w literaturze przedmiotu okreslono zatozenia
funkcjonalne, projektowe i technologiczne mikrocytometru. Zdefiniowano elementy
sktadajgce si¢ na autorski i nowatorski mikrocytometr odksztatceniowy tj. elementy
mikromechaniczne, mikrofluidyczne oraz mikrooptyczne, a takze uklad kontrolno-
pomiarowy wyposazony w oprogramowanie do analizy obrazu.

W wyniku przeprowadzonych badan:

e zasymulowano, a nast¢pnie scharakteryzowano rzeczywiste ugigcie membrany
krzemowej w réznych konfiguracjach,

e opracowano i wytworzono krzemowa membrang stuzaca do Sciskania oocytow,

e opracowano 1 wytworzono uktad pomiarowy do pomiaru rzeczywistego ugiecia
membrany krzemowej,

e zoptymalizowano technologi¢ struktur putapek mikrofluidycznych uzyskujac dwie
rozne glebokosci trawienia szkta podczas jednego procesu technologicznego,

e opracowano i wytworzono szklang strukture putapkujaca oocyty,

e opracowano 1 wytworzono struktury mikrooptyczne umozliwiajgce sprzeganie
$wiatta do obszaru detekcji oocytu wewnatrz mikrocytometru,

e zintegrowano elementy sktadajace sie na mikrocytometr w trzech rdznych
konfiguracjach,

e zweryfikowano dzialanie poszczegdlnych  konfiguracji  mikrocytometru
odksztalceniowego,

e zestawiono uktad kontrolno-pomiarowy.

Wyniki prac technologicznych wykorzystano do wytworzenia trzech konfiguracji
mikrocytometru. W konfiguracji A mikrocytometru zweryfikowano poczatkowe zatozenia
zwigzane z zasadg pomiaru deformacji oocytow. W konfiguracji B mikrocytometru
Wyznaczono rzeczywiste ugigcie membrany krzemowej. Natomiast zintegrowanie
mikrocytometru z matryca mikropryzmatow w konfiguracji C data mozliwosé
wytworzenia uktadu pomiarowego do badan deformacji organelli oocytu w trybie
mikroskopii fluorescencyjnej. Opracowane konfiguracje wykorzystano w badaniach
z rzeczywistym materiatem biologicznym (oocyty), a wyniki tych prac przedstawiono

w kolejnym rozdziale.
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4 Wyniki badan oocytow

Przeprowadzono szereg badan weryfikujacych dziatania poszczegoélnych
konfiguracji mikrocytometru, uktadu kontrolno-pomiarowego oraz oprogramowania do
analizy danych pomiarowych z wykorzystaniem rzeczywistego materiatu biologicznego.
Badania te prowadzono przy wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym w Poznaniu
z grupg prof. dr hab. Doroty Cieslak.

Do badan wykorzystano zywe oraz utrwalone (martwe) oocyty $win. Wybrane
grupy komorek podzielone zostaly na cztery klasy jakosci w oparciu o kryteria
morfologiczne (Rys. 2.2), przy czym klasa czwarta (najgorsza) nie zostata wykorzystana
w badaniach.

W ramach badan z wykorzystaniem roznych konfiguracji mikrocytometru
odksztalceniowego przeprowadzono proby okreslenia:

e nieniszczacej wartosci procentowej $cisnigcia oocytu,

e potencjalnych réznic w deformacji utrwalonych oraz zywych oocytow,

e potencjalnych réznic w deformacji oocytow przypisanych do réoznych klas jakosci,
e zaleznoSci pomiedzy badanymi parametrami geometrycznymi komorek

(zdefiniowanymi jak na Rys. 3.59).

W celu zapewnienia sterylno$ci mikrocytometru, przed i po kazdym eksperymencie
komora pomiarowa mikrocytometru byla poddawana procedurze czyszczenia

izopropanolem, a nastepnie plukana woda dejonizowana.

4.1 Wstepne badania mikrocytometru - konfiguracja A

Celem wstgpnych badan bylo zweryfikowanie dziatania zintegrowanego
mikrocytometru w konfiguracji A oraz opracowanego uktadu pomiarowo-kontrolnego.
Analiza wykonanych zdje¢ mikroskopowych oocytow pozwolita na sprawdzenie
mozliwo$ci charakteryzacji deformowanych komoérek z wykorzystaniem dedykowanego
oprogramowania.

Kazdy oocyt zostal wprowadzony do komory pomiarowej cytometru przy uzyciu
pipety laboratoryjnej, a nastgpnie $ci$nigty krzemowa membrana, na ktorg podana zostata
warto$¢ cisnienia o wartosci 100 kPa, co odpowiadato ugieciu membrany o 100 pum.

Podczas pomiaréw wykonane zostaly dwa zdjgcia mikroskopowe — przed i w trakcie
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$ciskania, ktore postuzyty do wstepnej parametryzacji komorki. L.acznie, wykonano pomiar

deformacji 10 utrwalonych oocytow (Tab. 4.1).

Tab. 4.1 Srednica badanych oocytow

Numer komoérki 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Srednica poczatkowa [um] | 141 | 148 | 146 | 145 | 154 | 135 | 137 | 124 | 136 | 131
Srednica dla P=100 kPa [um] | 150 | 159 | 161 | 153 | 166 | 138 | 144 | 131 | 137 | 139

Podczas pomiaréw zaobserwowano deformowanie si¢ komoérek podczas ich
sciskania (Rys. 4.1). Wykonane zdjecia mikroskopowe pozwolily na parametryzacje
kazdego oocytu, wyznaczajac parametry geometryczne komorki opisane wezesniej w RysS.
3.59. Zgodnie z przewidywaniami zaobserwowano niewielkie rozbieznosci w wartosciach
mierzonych $rednic oocytow Hin, Hout Oraz odpowiednio Win, Wout. RéZnice te wynikajg
z niedoskonatego ksztattu komorki, ktory moze odbiega¢ od ksztattu idealnej kuli.
W przypadku badanych tutaj oocytow utrwalonych zaobserwowano nieznaczne rdéznice na
poziomie 1-2 um. Dla kazdej badanej komorki wyznaczono obie $rednice zewnetrzne oraz
wewnetrzne w celu monitorowania ewentualnych zmian zachodzacych w ksztalcie
oocytow podczas 1 po deformacji. Stwierdzono, ze jest to na tyle niewielka roznica, ze

w dalszych badaniach oocytéw utrwalonych wyznaczano tylko Hin i Hout.

(@) (b)

Rysunek 4.1 Zdjecia mikroskopowe przedstawiajace przyktadowy oocyt: (a) przed $cisnigciem dla P=0
kPa, (b) podczas §ciskania dla P=100 kPa

Zaobserwowano znaczace roznice w stopniu w jakim zmienily si¢ pozostate
parametry geometryczne komorek podczas $ciskania (Rys. 4.2, Rys. 4.3 oraz Rys 4.4).

Ponadto zwrdocono uwage na zaleznosci pomigdzy badanymi parametrami — polami
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powierzchni A; oraz A, a takze gruboscig ostonki przejrzystej Zp. Ujemna procentowa

zmiana grubos$ci Zp oznaczata zmniejszenie jej grubosci ($cisnigcie).
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Rysunek 4.2 Histogram zalezno$ci zmiany $rednicy zewngtrznej oocytu %Hou i zmiany $rednicy

wewnetrznej %Hin podczas deformacji dla P =100 kPa dla 10 komorek
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Rysunek 4.3 Histogram zalezno$ci zmiany pola powierzchni oocytu %A i zmiany pola powierzchni

wewnetrznej %A, podczas deformacji dla P = 100 kPa dla 10 komérek
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Rysunek 4.4 Histogram zalezno$ci zmiany grubosci ostonki przejrzystej oocytu Z, podczas deformacji dla
P =100 kPa dla 10 komorek
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Przeprowadzone pomiary wykazaly, ze wytworzony mikrocytometr w konfiguracji
A dziata poprawnie, a opracowany uklad pomiarowy umozliwia sprawng manipulacje
oocytami, obserwacj¢ komorek podczas pomiaréw oraz analiz¢ wykonanych zdjec¢
mikroskopowych. Oocyty réznily si¢ migdzy sobg wielkos$cia, stad tez przy jednakowym
ugieciu membrany, kazda zostata $cisnigta w innym stopniu. Dlatego tez kolejne badania
z utrwalonymi oocytami przeprowadzono w Kkonfiguracji B mikrocytometru

z zastosowaniem algorytmu opisanego w podrozdziale 3.3.

4.2 Wstepne badania mikrocytometru - konfiguracja B

Celem wstgpnych badan mikrocytometru w konfiguracji B byta weryfikacja
algorytmu wyznaczajacego rzeczywiste ugigcie membrany 1 umozliwiajacego $ci$nigcie
kazdego oocytu z uwzglednieniem jego wielkosci. W celu okreslenia nieniszczacej
wartosci procentowej $cisnigcia oocytu zmierzono zmiany w geometrycznych parametrach
komorek (%Hout, %oHin oraz %Zp) bezposrednio po deformacji (do 10 sekund) i poréwnano
je z warto$ciami przed S$cisnigciem. Wykorzystano tacznie 60 oocytow utrwalonych
1 $ci$nieto odpowiednio 30 komorek o 65% 1 pozostale 30 komorek o 80% wartosci

srednicy zewnetrznej Hout (RYS. 4.5).

0% $ci$nigcia Hyy,

v

65% $cisniecia Hy,,

X 80% $cisnigeia Hyy,

v

Rysunek 4.5 Wizualizacja wybranych procentowych wartosci $ci$nigta oocytu wykorzystanych podczas
badan wstepnych konfiguracji B mikrocytometru

Podczas pomiardw nie zaobserwowano fizycznego uszkodzenia oocytow lub
nieprawidtowo$ci w widocznych pod mikroskopem optycznym organellach nawet dla 80%
Scisnigcia. Zauwazono, ze komorki moga zarowno zwigkszy¢ swoje wymiary poczatkowe,
jak i trwale ,.skurczy¢ sie” pod wplywem $ciskania. Srednia procentowa warto$é zmiany

srednic Hout Oraz Hin po $ci$nigciu nie przekroczyla 2%, za§ w przypadku ostonki
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przejrzystej zawierata si¢ pomiedzy 8 a 12% (Tab. 4.2). W wyniku $cisnigcia oocyty

utrwalone (Hout) ulegly trwatemu znieksztatceniu o warto$¢ nieprzekraczajaca 3 um.

Tab. 4.2 Wartosci $rednie wybranych parametrow oocytow przed i po $cisnigeiu

. Wartos¢ srednia zmiany
Wartos¢ srednia parametru o
) o ) o parametru po $cisnigciu
komorki przed Scisnigciem Stopien sci$nigcia )
komorki
Hout [um] | Hin[pm] | Zp [um] %Hout %Hin %Z,
65%
1425 115,8 13,4 1,3 2,0 8,5
(30 szt)
80%
128,4 104,0 12,2 1,6 2,0 11,8
(30 szt)

Kolejnym etapem badan bylo okre§lenie potencjalnych réznic w deformacji
utrwalonych oocytow przypisanych do roznych klas jakosci. W tym celu Sci$nigto 45
oocytow, przypisanych do jednej z trzech klas jakos$ci (po 15 sztuk na klase jakosci). Kazda
komorka zostala $cisnigta o 65% wartosci swojej srednicy Hout ze wzgledu na mniejszy
wplyw na odksztalcenia ostonki przejrzystej (w poréwnaniu z 80% stopniem $cisnigcia).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze kazda komorka, bez wzgledu
na przypisang jej klas¢ jako$ci charakteryzuje sie innym sposobem i stopniem deformacji.
Podczas $cisniecia komorki zaobserwowac¢ mozna rézny stopien zmian pomiedzy polami
powierzchni komorki Ay i Az (Rys. 4.6). Pole powierzchni ooplazmy Az czgsci $ciskanych
oocytow powigkszylo si¢ znacznie bardziej w stosunku do powierzchni catej komorki Az
(%A1<%A?). Zaobserwowano takze sytuacje odwrotng, gdzie to ooplazma nie zmienia
znaczgco swoich wymiarow podczas $ciskania, w przeciwienstwie do pola powierzchni
calkowitej] komorki (%A1>%Az). Wyzej opisane zalezno$ci maja rdézny charakter
w zaleznosci od klasy jakos$ci, do ktorej nalezy badana komorka.

Zaobserwowano takze zmiany w grubosci ostonki przejrzystej %Zp podczas $ciskania
oocytu. Wigkszo$¢ komorek (68,9%), w wyniku odksztalcenia, zmniejszyta grubosé

ostonki wzglgdem pierwotnej wartosci (-%Zp). (Rys. 4.7).
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Rysunek 4.6 Histogram zalezno$ci zmiany pola powierzchni oocytu %A1 i zmiany pola powierzchni
wewngtrznej %A, podczas deformacji 15 oocytéw utrwalonych o 65% : a) 1 klasy jakosci, b) II klasy
jakosci, c) 111 klasy jakosci
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Rysunek 4.7 Histogram zalezno$ci zmiany grubosci ostonki przejrzystej %Z, podczas deformacji 15
oocytow utrwalonych o 65%: a) I klasy jakosci, b) II klasy jakosci, c) III klasy jakosci
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W celu poréwnania odksztalcalno$ci oocytdw rozpatrzono dodatkowo dwa
przypadki. Powigzano ze soba zalezno$¢ pomigdzy %A1, a %Az ze zmianami
zachodzacymi w grubosci ostonki przejrzystej %Zp. Kazda komorke zakwalifikowano do
jednej z grup i podliczono taczna liczbe oocytow charakteryzujacych si¢ wybranymi

wlasciwosciami podczas $ciskania (Tab. 4.3).

Tab. 4.3 Wybrane zalezno$ci pomigedzy badanymi parametrami geometrycznymi utrwalonych oocytow
przypisanych do réznych klas jakosci

Liczba oocytow
Zmiana wartosci
parametrow podczas I klasa Il klasa 11 klasa Lacznie [szt] | Lacznie [%]
deformacji
%A1 > %A, 4 3 2 9 20
%A1 < %A, 11 12 13 36 80
+ %Zp 4 7 3 14 31,1
- %Zp 11 8 12 31 68,9
%A1 < %Az 0raz + %Zp 0 4 1 5 13,9
%A1 < %A 0raz - %Zp 11 8 12 31 86,1

Stwierdzono, ze w przewazajacej liczbie zbadanych komorek (80%) ooplazma byta
bardziej podatna na odksztalcenia. W przypadku okoto 1/3 komorek, zona pellucida
»Zwiekszyta” swoja grubos¢ podczas Sciskania, natomiast pozostate 2/3 komorek
,zmniejszyta” swojg grubo$¢ umozliwiajagc ooplazmie deformacje. Ostatecznie zona
pellucida komorki ,,zmniejszyta” swoja grubo$é w 86,1% przypadkow, kiedy zmiana pola
powierzchni ooplazmy %A byta wigksza od zmiany %A.

Dodatkowo, wyznaczono $rednie warto$ci zmian parametréw geometrycznych dla
komorek spetniajacych warunki %A 1<%A?2 oraz (-%Zp). (Tab 4.4). Zaobserwowano, ze
srednia warto$¢ zmiany Srednic komorki maleje wraz z przypisaniem oocytu do nizszej
klasy jakosci. W przypadku $redniej wartosci zmiany %Zp komorki, wartos¢ dla pierwszej
klasy wynosita okoto 12%, za$ dla drugie;j i trzeciej klasy wartosci byty zblizone 1 wynosity
okoto 10%. Podobnej analizy nie przeprowadzono dla drugiego przypadku (%A1<%A.

oraz (+%Zp)) ze wzglgdu na tacznie 5 oocytow spetniajacych ten warunek.
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Tab. 4.4 Warto$ci $rednie procentowych zmian wybranych parametréw utrwalonych oocytéw w trakcie
$cis$nigcia z uwzglednieniem klas jakosci, do jakich komorki zostaty przypisane przed pomiarem

$r. z odchyl. §r. z odchyl. §r. z odchyl.
%Hout standard. %Hin standard. %Z, standard.
I klasa (11
7,8 2,4 12,2 3,3 -12,1 8,9
szt)
Il klasa (8 szt) 53 1,6 8,8 2,6 -9,7 6,4
I klasa (12
4,2 1,9 7,8 3,4 -9,9 8
szt)

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem zroéznicowanego materiatu
biologicznego pozwolity na zweryfikowanie poprawnego dziatania wytworzonego
mikrocytometru. Zaproponowany uktad pomiarowo-kontrolny umozliwia wyznaczenie
wieloparametrycznych  zmian w  odksztalcaniu  komoérek podczas  $ciskania.
Zaobserwowano rowniez roéznice w  deformowalnosci  utrwalonych komorek

w poszczegdlnych klasach jakosci.

4.3 Badania odksztalcenia oocytéw zywych

W zaplanowanym eksperymencie skoncentrowano si¢ na pomiarze zmian $rednic
catej zywej komorki Wout, Hout, $Srednic ooplazmy Win, Hin, p6l powierzchni catej komorki
A1 i ooplazmy A; oraz grubos$ci ostonki przejrzystej Zp. Poszukiwano zaleznosci pomiedzy
poszczegbdlnymi elementami wewngtrznymi komorki (tutaj ostonki przejrzystej oraz
ooplazmy) i ich wktadu w ogdlng odksztatcalnos¢ oocytu. Wykorzystane do badan zywe
oocyty zostaty przygotowane zgodnie ze stosowanymi procedurami pozyskiwania oocytow
oraz przydzielone do trzech réznych klas jako$ci. Kazdy oocyt zostat wprowadzony do
komory pomiarowej mikrocytometru przy uzyciu pipety laboratoryjnej, a nastgpnie
Sci$nigty krzemowa membrang, na ktoéra podana zostata warto$¢ ci$nienia pozwalajaca na
Scisnigcie komorki o 65% wartosci jej srednicy wedlug profilu $ciskania przedstawionego
na Rys. 4.8. Celem wykorzystania tego profilu $ciskania byto zaobserwowanie zmian w
odksztatcaniu si¢ kazdego oocytu dla réznych pozioméw S$cisnigcia. Podczas kazdego
etapu $cisnigcia wykonane zostato zdjecie mikroskopowe, ktore pdzniej postuzyto do

parametryzacji komorki. Podczas pomiaru kazdej komoérki wykonanych zostato 11 zdjec.
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Rysunek 4.8 Czasowy profil $ciskania oocytow

Testy $ciskania wykazaty przyblizong liniowag zalezno$¢ zmiany wszystkich
warto$ci parametrow: $rednic zewnetrznych (Wout, Hout), Srednic wewnetrznych (Win, Hin)
1 pol powierzchni komorki (A1, A2), od zmian ci$nienia podanych na membranie. Wyniki
dla czterech wybranych oocytow o roznych srednicach przedstawiono na Rys. 4.9 oraz Rys.
4.10.
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Rysunek 4.10 Przyktadowe zaleznosci pola powierzchni Az (2) i A2 (b) oocytow po dojrzewaniu in

vitro (I klasa jakosci) w funkcji cisnienia (cztery wybrane wyniki)
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Na podstawie tych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dojrzate oocyty wykazuja rozny
stopien odksztalcalno$ci w kazdej z klas jakosci. W pierwszej klasie jakosci procentowa
zmiana pola powierzchni calego oocytu wynosita od 1 do 11%, a procentowa zmiana pola
powierzchni ooplazmy od 4 do 21% (Rys. 4.11). W kazdej klasie jakosci oocytow
zaobserwowano wigksza odksztalcalnos¢ cytoplazmatyczng w odniesieniu do zmiany pola
powierzchni calego oocytu. Najwigksza zmiang w powierzchni oocytéw zaobserwowano
w trzeciej klasie jakosci (komoérki nieodpowiednie dla IVM). Potwierdzono to morfologia
oocytow, gdzie wigksza przestrzen periwitelinowa miedzy btong komoérkows, a ostonkag
przejrzysta pozwolita najbardziej deformowaé si¢ ooplazmie ze stosunkowo niewielka

zmiang pola powierzchni calego oocytu Aj.
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Rysunek 4.11 Histogramy zalezno$ci zmiany pola powierzchni komérki Aj i zmiany pola
powierzchni komorki A, podczas deformacji dla P = 100 kPa dla a) I klasy jakosci, b) II klasy
jakosci oraz c) 11 klasy jakosci; zmierzone parametry: pole powierzchni (czerwony), cytoplazma

(niebieski)

Zbadano rowniez zmiany S$rednicy oocytow (wewnetrzne Win, Hin 1 zewngtrzne
Wout, Hout). Wykonano dwa pomiary w osiach prostopadtych do siebie, aby zaobserwowac
stopien odchylenia ksztattu oocytu od sfery modelowej. Stwierdzono, ze w obrebie kazde;j
klasy jakos$ci zmiana srednicy ooplazmy (Win, Hin) jest wicksza niz dla catego oocytu (Wout,
Hout) (Rys. 4.12). Jest to skorelowane ze zmiang pola powierzchni. Ogolna odksztatcalnosé

jest na poziomie kilku procent ($rednio 3-4%) dla wszystkich $rednic oocytow i 5-6% dla

srednic ooplazmy.
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Rysunek 4.12 Histogramy zalezno$ci zmian $rednicy komorki Wyt i Hout 0raz zmian $rednicy
ooplazmy Wiy i Hin podczas deformacji oocytow dla P = 100 kPa dla a) I klasy jakosci, b) IT klasy
jakosci, c) 111 klasy jakosci; zmierzone parametry: Srednice oocytow (jasny i ciemnoniebieski),

$rednice ooplazmy (jasny i ciemnopomaranczowy)

Stwierdzono, ze zona pellucida odgrywa wazng role w odksztatcalno$ci komorek,

poniewaz moze zmienia¢ swoja grubo$¢ nawet o ~20% (Rys. 4.13). Podczas deformacji
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rozszerzajaca si¢ ooplazma powoduje $ci$nigcie zona pellucida, szczegolnie w | klasie
jakosci oocytow. Gdy homogenno$¢ ooplazmy zmniejsza si¢ wraz z klasg jako$ci, zmiana
grubosci zona pellucida podczas $ciskania rowniez maleje.
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Rysunek 4.13 Histogram zmiany grubosci zona pellucida (Z,) podczas deformacji oocytéw dla trzech klas

jakosci oocytow

Zaobserwowano, ze Srednia warto$¢ zmiany $rednic komorki Hout Oraz Hin jest
podobna dla kazdej klasy jakosci (Tab. 4.5). W przypadku sredniej zmiany grubos$ci ostonki
przejrzystej %Zp nie zaobserwowano podobnej zaleznosci. Oocyty przypisane do drugiej

i trzeciej klasy jakosci charakteryzowaly si¢ wyzszg warto$cig zmian od komorek

z pierwszej (najlepszej) klasy jakosci.

Tab. 4.5 Warto$ci $rednie procentowych zmian wybranych parametréw oocytow w trakcie $ci$niecia

odchyl. odchyl. §r. z odchyl.
ér. Z %Hout ér. Z %Hin
standard. standard. %Z, standard.
| klasa (44 szt.) 3,0 1,4 4,9 2,0 -3,6 7,8
Il klasa (44 szt.) 2,9 1,9 4,6 2,2 -2,5 9,4
111 klasa (44 szt.) 2,1 1,8 4,5 2,4 -3,4 9,3

Przeprowadzone badania deformacji oocytdw skupialy si¢ na obserwacji
1 parametryzacji elementow widocznych w trybie mikroskopii odbiciowej tj. zona
pellucida, ooplazma i ciatko kierunkowe. Ponadto, wykorzystane oprogramowanie do

analizy obrazow mikroskopowych umozliwito wyznaczenie takich parametrow
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geometrycznych jak: srednica calej komorki i jej pole powierzchni, $rednica ooplazmy i jej
pole powierzchni, a takze grubo$¢ ostonki przejrzyste;j.

W badaniach zbadano tacznie 132 oocyty poddane procesowi dojrzewania.
Zaobserwowano, ze zmiany parametrow oocytoéw wraz ze wzrostem kompresji majg
w przyblizeniu charakter liniowy. Zmiany pola powierzchni zdeformowanego oocytu i jego
srednic zaleza od klasy jakoS$ci, co zwigzane jest bezposrednio z morfologia oocytow. Im
bardziej ooplazma ,wywiera nacisk” ostonke przejrzysta, tym bardziej ostonka
przeciwdziata deformacji przez zmniejszenie SwWojej grubosci. Zjawisko to zaobserwowano
glownie w oocytach | klasy jakosci, poniewaz wykazaly one najnizszg catkowitg zmiang
analizowanych parametrow. W przypadku oocytéw drugiej i trzeciej klasy jakosSci
deformacja komorek byla znacznie wigksza ze wzgledu na wigkszg przestrzen pomiedzy
ooplazma, a ostonkg. Dlatego nie zaobserwowano istotnych zmian grubo$ci zony pellucidy
dla oocytéw tych dwoch klas jakosci.

Na tym etapie badan nie prowadzono testow przezyciowych sprawdzajacych
stopien uszkodzenia wewnetrznego oocytow w wyniku $ciskania. Nie zaobserwowano
natomiast zadnych przerwan ostonki, ani trwatych odksztalcen, ktére zmienityby wymiary

poczatkowe komorek, gdzie maksymalne $cisnigcie osiggato 65% $rednicy komorki.

4.4  Analiza i porOwnanie deformacji oocytow zywych z utrwalonymi -

konfiguracja A+B

W celu przeprowadzenia poglebionej analizy deformacji oocytow poréwnano ze
soba zmiany zachodzace podczas $ciskania w komorkach zywych i utrwalonych. Scisnieto
dodatkowo 23 zywe oocyty I klasy jakosci. Kazda komorka zostata $cisnigta o 80%
warto$ci swojej Srednicy Hout, podobnie jak w przypadku oocytéw utrwalonych (Rozdziat
4.2).

Podobnie jak w przypadku $ciskania oocytow utrwalonych, charakter deformac;ji
komorek zywych jest unikalny dla kazdego badanego obiektu w obrebie jednej klasy
jakosci (Rys. 4.14 oraz Rys. 4.15).
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Rysunek 4.14 Histogram zalezno$ci zmiany $rednic %Hoyu: Oraz %Hi, podczas 80% deformacji dla 23

oocytow zywych, przypisanych do I klasy jakosci
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Rysunek 4.15 Histogram zalezno$ci zmiany grubosci ostonki przejrzystej %Z, podczas 80% deformacji dla

23 oocytow zywych, przypisanych do I klasy jakosci

Zaobserwowa¢ mozna takze podobne zaleznosci pomigdzy badanymi parametrami
jak te, opisane dla komorek utrwalonych w Tab. 4.3. Wewngtrzna $rednica komorek
zywych okreslajaca ooplazme¢ odznaczata si¢ wigksza zmiang procentowa w stosunku do
zmian zachodzacych w $rednicy catkowitej komorek (Tab. 4.6). Zjawisko to mozliwe byto
dzigki $cisnieciu ostonki przejrzystej oocytow o srednio 20% podczas badania. Oocyty
utrwalone charakteryzowaly si¢ mniejszymi zmianami w $rednich warto$ciach %Hout,
%Hin oraz %Z, w poréwnaniu z komorkami zywymi, co moze wskazywa¢ na wigksza

sztywno$¢ tych komorek.
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Tab. 4.6 Wartosci $rednie procentowych zmian wybranych parametréw oocytow w trakcie $ci$niecia o
80%, przypisanych do I klasy jakoS$ci

Srednia warto$¢ parametru dla badanej grupy
Stan oocytu

%Hout %Hin %Zp
Zywe 9,5 15,7 -21,3
utrwalone 7.9 10,9 -12,1

Podobnie jak w podrozdziale 4.2, zmierzono zmiany w geometrycznych
parametrach komorek (%Hout, YoHin 0raz %Z) bezposrednio (do 10 sekund) po deformacji
i poréwnano je z warto$ciami przed $cisnigciem (Tab. 4.7). Nie zaobserwowano wyraznych
réznic pomiedzy komorkami zywymi i utrwalonymi w wartosciach $rednich zmian
mierzonych parametrow. Warto$¢ sredniej zmiany grubosci ostonki oocytu po $cisnigciu
nie przekroczyta 2 um dla komoérek utrwalonych. W przypadku komorek zywych zmiany

byty niezauwazalne i1 zachodzity na granicy btedu pomiaru tj. 0,5 pm.

Tab. 4.7 Warto$ci $rednie wybranych parametrow oocytow zywych i utrwalonych przypisanych do I klasy
jakosci przed i po $ci$nieciu

Wartos¢ srednia zmiany
Wartos¢ $rednia parametru
Stan Stopien _ o parametru komoérki po
komorki przed $cisnigciem )
oocytu $cidniecia $cisnieciu
Hou [um] | Hin[pm] | Zp [um] | Hou [%] | Hin[%] | Zp [%]
/ 80% 153,5 128,0 12,7 1,6 2,7 3,5
e 1) 1) 1) 1) k) 7
o (23 szt.)
80%
utrwalone 128,4 104,0 12,2 1,6 2,0 11,8
(30 szt)
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5 Whnioski koncowe 1 ocena przydatnosci rozwigzan

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie oryginalnej i autorskiej konstrukcji,
technologii mikrocytometru typu MEMS i metodologii badawczej do badania wtasciwosci
mechanicznych $ciskanych oocytow. Badania te prowadzono w ramach projektu NCN
OPUS 10 pt. ,,Mikrocytometria odksztalceniowa komorek w zintegrowanym systemie
mikro-elektro-mechanicznym z aktywacjg pneumatyczng i wieloparametryczng detekcija
obrazowa” (OPUS 10 - 2015/19/B/ST8/01110) przy wspotpracy z zespotem Pani Prof.
Cieslak z Katedry Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu.

Wstepny etap prac polegal na szczegdlowej analizie danych literaturowych
obejmujacych klasyczne metody weterynaryjne selekcji jakosciowej oocytow oraz metody
analityczne, z uwzglednieniem zar6wno rozwigzan uznawanych za ,,tradycyjne”, jak i te
wykorzystujace techniki mikroinzynieryjne. Pozwolito to na zdefiniowanie zatozen tej
pracy dotyczacych funkcjonalnosci, projektu i technologii mikrocytometru (Tab. 3.1).

Pierwszy etap prac poswigcono opracowaniu, a takze charakteryzacji elementéw
mikromechanicznych, mikrooptycznych i mikrofluidycznych sktadajacych si¢ na
mikrocytometr. Nastepnie przeprowadzono integracj¢ mikrostruktur w mikrocytometr
odksztatceniowy w trzech roznych konfiguracjach. Opracowano uktady oraz algorytmy
sterowania pneumatycznego i fluidycznego dla mikrocytometru, w wyniku czego powstat
uktad kontrolno-pomiarowy.

Drugi etap prac poswigcono badaniu deformowalnosci oocytow przy uzyciu
opracowanych mikrocytometrow. W wyniku badan wstgpnych zweryfikowano dziatanie
zintegrowanego mikrocytometru, a takze opracowanego uktadu pomiarowo-kontrolnego.
Analiza zdje¢ mikroskopowych oocytow pozwolita na sprawdzenie mozliwosci
charakteryzacji deformowanych komorek. Umozliwito to przeprowadzenie dalszych badan
nad wieloparametryczng mechaniczng charakteryzacja komoérek obejmujaca wyznaczanie
wybranych parametrow geometrycznych sciskanej komorki oraz poszukiwanie zaleznosci
pomigdzy morfologicznymi cechami komorki, a jej potencjatem biologicznym.

W opracowanych mikrocytometrach mozliwe byto przeprowadzenie badan nad
materiatem biologicznym dzigki uwzglednieniu kwestii  biokompatybilnosci oraz
sterylno$ci instrumentu. Wykorzystanie technik mikroinzynieryjnych oraz obserwacji

mikroskopowej pozwolily na badanie i1 parametryzacj¢ oocytdw $win o $rednicy 110-150
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um. Oocyty $ciskane byly réwnomiernie w catej ich objetosci, w sposéb kontrolowany,
a zakres $ciskania obejmowal do 80% wartosci $rednicy komorki. Podczas pomiarow
oocytdow obserwowano potencjalne uszkodzenia komoérek oraz badano zmiany
geometrycznych parametrow komorki przed i po $ci$nigciu. Nie przeprowadzono
natomiast testow przezyciowych sprawdzajacych stopien uszkodzenia wewngtrznego
oocytow w wyniku $ciskania ze wzgledu na brak materiatu biologicznego. Wszystkie
pomiary przeprowadzone zostalty w trybie mikroskopii odbiciowej z wykorzystaniem
mikrocytometrow w konfiguracji A oraz B. Pozwolilo to na poszukiwanie roznic
w deformowalnosci utrwalonych oraz zywych oocytow, komorek przypisanych do r6znych
klas jakos$ci, oraz zalezno$ci pomi¢dzy badanymi parametrami deformowanych oocytow.
Wyniki badan zostaly zaprezentowane na konferencjach krajowych i zagranicznych oraz
opublikowane w czasopismach naukowych [144-147]. Konfiguracja C mikrocytometru
odksztalceniowego umozliwiajgca prowadzenie pomiaru w trybie mikroskopii
fluorescencyjnej nie zostata jednak wykorzystana do badan ze wzgledu na brak dostepnosci
materiatu biologicznego.

Wyniki przeprowadzonych badan oocytow s3 wartoSciowym wgladem
w deformowalno$¢ oocytow i sg one prekursorem do poglebionych badan nad
instrumentarium pozwalajgcym na klasyfikacje jakosciowa oocytow z wykorzystaniem

wlasciwosci mechanicznych badanych komorek.
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