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IVM
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(Avalanche PhotoDiode) — fotodioda lawinowa

(Absorbance Peak Position) — wspolczynnik opisujacy dilugos¢ fali dla
maksymalnej wartosci absorbancji

(Absorbance Ratio) — wspéfczynnik, stosunek wartosci absorbancji dla dtugosci
fali A = 550 nm do wartosci absorbancji dla dlugosci fali A = 850 nm

(Bovine Serum Albumin) — albumina z surowicy bydlecej

(Computer Aided Sperm Analysis) — system automatycznej analizy ruchliwosci 1
morfologii plemnikow

(Charge Coupled Device) — w elektronice to matryca CCD, czyli uktad zlozony z
wielu elementéw $wiattoczutych

(Complementary Metal Oxide Semiconductor) — uklad wielu elementow
swiattoczulych wykonany w technologii CMOS

(Cumulus-Oocyte-Complex) — komorka jajowa otoczona komorkami ziarnistymi
wienca promienistego

(Cytometria Przeplywowa) — metoda diagnostyczna umozliwiajaca oceng
wielkosci, intensywnosci zabarwienia i intensywnosci fluorescencji badanych
komorek

(DiElectroPhoresis) — dielektroforeza
(Deep-Reactive-lIon-Etching) — glegbokie reaktywne trawienie jonowe

(EEmbryo Transfer) — sztuczne wprowadzenie zarodka we wczesnej fazie jego
rozwoju do jajowodu lub macicy matki biologicznej lub zastgpcze;j

(Foetal Bovine Serum) — bydlgca surowica ptodowa

(Fast Fourier Transform) — szybka transformata Fouriera

(In Vitro Cultivation) — hodowla komérek zaptodnionych in vitro
(In Vitro Fertilization) — sztuczne zaptodnienie

(In Vitro Maturition) — pozaustrojowe dojrzewanie komorki

(In Vitro Production) — produkcja komorek zaptodnionych in vitro
(Light Emitting Diode) — dioda elektroluminescencyjna

(Laboratory-On-a-Chip)y — uTAS o wysokim stopniu  zlozonosci,
zminiaturyzowane laboratorium

(Near-InfraRed) — zakres promieniowania bliskiej podczerwieni
(Organic Light Emitting Diode) — organiczna dioda elektroluminescencyjna
(Organic PhotoDetector) — organiczy fotodetektor

(Ovum-Pick-Up) — metoda aspiracji oocytow z pecherzykow jajnikowych pod
kontrola USG z zastosowaniem dopochwowej sondy sprzezonej z igla punkcyjna

(Phosphate Buffered Saline) — bufor fosforanowy




PCB
PDMS
PIN
PMMA
PMT
POC
PVP
SEM
SMA
SU-8
uv
VIS
uTAS

(Printed Circuit Board) — elektroniczny obwod drukowany
(PolyDiMethylSiloxane) — polidimetylosiloksan, tworzywo sztuczne
(PIntrinsicN) — dioda potprzewodnikowa

(Poly(Methyl MethacrylAte)) — polimetakrylan metylu, tworzywo sztuczne
(Photo Multipier Tube) — fotopowielacz

(Point-Of-Care) — przenosne, medyczne urzadzenie diagnostyczne
(PolyVinylPyrrolidone) — poliwinylopirolidon, polimer

(Scanning Electron Microscope) — elektronowy mikroskop skaningowy
(SubMiniature version A) — typ ztacza optycznego lub elektronicznego
fotorezyst negatywowy

(UltraViolet) — $wiatto nadfioletowe

(VISible) — widzialny zakres promieniowania

(micro-Total-Analysis-System) - zminiaturyzowane urzadzenie
przeprowadzania procesow chemicznych/biologicznych 1/lub
chemicznych/biologicznych
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1 Wstep

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad instrumentem typu ,lab-on-a-chip”
(LOC) stuzacym do cytometrii przeptywowej zywych komoérek, a szczegolnie oocytow oraz
zarodkow zwierzat hodowlanych, w celu umozliwienia okreslenia ich jakosci metodami
optycznymi. Praca ta wpisuje si¢ w zakres badan nad nowga generacja urzadzen analitycznych,
umozliwiajacych okreslenie wlasciwosci badanej komorki w parametryczny i jednoznaczny
sposob. Zatozono, ze zastosowanie technik mikroinzynieryjnych umozliwi wytworzenie
odpowiednich chipow, a wykorzystanie metody detekcji spektrofotometrycznej pozwoli na
ocene jakosciowa badanego oocytu/zarodka. W niniejszej dysertacji podjeto badania nad
opracowaniem lab-chipa przeznaczonego do jakosciowej oceny zenskich komorek
rozrodczych zwierzat 1 zarodkow zwierzecych oraz nad opracowaniem metody analizy
optycznego sygnatu pomiarowego, umozliwiajgcej parametryczng analize badanej komorki.
W chwili rozpoczynania pracy nie znano metod badawczych oraz urzadzen, ktore

pozwalatyby na taka oceng w skali mikro.

Praca ta zostata podzielona na dwie zasadnicze czgsci. W pierwszej z nich (Rozdziat 2,
Rozdziat 3) zdefiniowano i omoéwiono zagadnienia badawcze oraz cel pracy. Nakreslono
problem naukowo — gospodarczy jakim jest ocena jakosci oocytow i zarodkow zwierzecych.
Przedstawiono dotychczas stosowane w srodowisku weterynaryjnym metody oceny oocytow
i zarodkow oraz wady tak prowadzonej kwalifikacji. Szczegdlowo scharakteryzowano cechy
idealnego urzadzenia oraz metody badawcze] umozliwiajacej przeprowadzenie analizy
jakosciowej oocytow oraz zarodkéw zwierzat hodowlanych. Nastgpnie scharakteryzowano
wybrane, nieliczne przyktady mikrocytometrow, w ktorych podjeto probe oceny jakosci

zenskich komorek rozrodczych ssakow, z krytyczng analizg zaproponowanych rozwigzan.

Druga czgs¢ rozprawy (Rozdziat 4, Rozdzial 5, Rozdzial 6) zawiera opis koncepcji
i wykonania lab-chipéw oraz metod analizy sygnatu optycznego. W pierwszej kolejnosci
omowiono projekt i wykonanie lab-chipa do badan oocytow bydlecych i trzody chlewne;j.
Zaproponowano dwa modele analizy danych: metode ,,pikow” oraz metode ,,pola jakosci”.
Pozwolily one na parametryczng ocen¢ badanych komoérek oraz na wyznaczenie nowych klas
jakosciowych oocytow trzody chlewnej. Nastgpnie omoéwiono koncepcje i wykonanie lab-
chipa stuzacego do badan zarodkow bydlgcych oraz trzody chlewnej. Umozliwito to
charakteryzacje zarodkéw w warunkach hodowlanych (obora, chlewnia) w trakcie

prowadzenia transferu zarodkow. Wydaje sig, ze efekty niniejszej pracy, moglyby istotnie




przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej metody kwalifikacji jakosciowej materiatu rozrodczego
w hodowli zwierzat. Nowa technika z zastosowaniem lab-chipa i metody optycznej pozwolita
na uzyskanie dobrej zgodnosci pomiedzy jakoscia zarodéw, a wynikami hodowlanymi.
Niemniej jednak stosunkowo mata liczba doswiadczen przeprowadzonych w warunkach

rzeczywistych wprowadza pewng nieoznaczono$¢ we wnioskowaniu.

Ze wzgledu na interdyscyplinarno$¢ badan, doswiadczenia z uzyciem materialu
biologicznego prowadzone byly pod S$cistym nadzorem sSrodowiska weterynaryjnego z
Katedry Weterynarii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod kierownictwem prof. dr
hab. Jedrzeja Jaskowskiego, oraz Instytutu Biologii Zwierzat Gospodarczych przy Wydziale

Biologii w Dummertorfie w Niemczech, pod kierownictwem prof. dr Klausa Briissowa.

Potrzebe opracowania instrumentarium i wstgpu do metodologii oceny jakoSciowej
oocytow i zarodkow zglosito srodowisko weterynaryjne z Wroclawia i Poznania na przetomie
2006/2007 roku. Realizacja zagadnienia stala si¢ mozliwa dzieki finansowaniu ze $rodkow
podprojektu 2b APOZAR, w ramach projektu pt.: ,Mikro- i Nano-Systemy w Chemii
i Diagnostyce Biomedycznej MNS-DIAG” (POIG.01.03.01-00-014/08-00) oraz grantu
promotorskiego pt.: ,,Mikrocytometr typu lab-chip do mikrospektrometrycznej oceny jakosci

oocytow i zarodkow zwierzat hodowlanych”.
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2 Klasyczne metody selekcji jakosciowej oocytéw i zarodkow

zwierzat hodowlanych

Rozwo] hodowli zwierzat gospodarczych koncentruje si¢ obecnie na genetycznej
poprawie cech uzytkowych potomstwa, natomiast liczba hodowanych zwierzat jest istotna,
ale nie najwazniejsza. Glowna przyczyna takiej tendencji jest stale rosnaca konkurencja
(zwlaszcza w obrebie wewnetrznego rynku Unii Europejskiej), jak rowniez naturalne dgzenie
hodowcow do poprawy wybranych cech jakosciowych stad, szczegélnie bydia i trzody
chlewnej. W tym celu prowadzi si¢ hodowle metodami klasycznymi przez dobor
reproduktorow o pozadanych cechach. Wykorzystuje sie takze potencjat genetyczny matki,
stosujac rézne technologie towarzyszace rozrodowi takie jak: superowulacje', wyptukiwanie
1 transfer zarodkow (ET), produkcj¢ zarodkéw in vitro (IVP) z pozyskanych poubojowo lub
przyzyciowo oocytow (OPU), ktore przechodza proces dojrzewania (IVM) 1 poddawane sa
inseminacji (IVF), a nastgpnie hodowli (IVC) - (Tab. 2.1).

Tabela 2.1 — Wykorzystywane w hodowli zwnerzqt gospodarczych technologle rozrodowe.
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! Superowulacja (superovulation) — jednoczesne uwolnienie z jajnika wigkszej liczby komoérek jajowych niz
normalnie. Moze by¢ wywolane dzialaniem hormondw, np. u bydla, celem przeniesienia zarodka do matki
zastepezej. [81]




W latach 2000 — 2009 liczba przenoszonych zarodkow w Europie jest wzglednie stata
1 wynosi okoto 100 tysigcy sztuk rocznie (Rys. 2. 1)*. Zastosowanie tej techniki w przypadku
bydta niesie ze soba nastgpujace korzysci:

e zwigkszenie liczby potomstwa uzyskiwanego od genetycznie cennych matek —
dawczyn zarodkow,

e ulatwienie miedzynarodowej wymiany izolowanego materiatu biologicznego,

v mozhirwod przyspieszenia © SO-830% (emipa duskonaitma SRTRIYTZIRGD,

¢ mozliwos¢ ratowania materialu genetycznego,

e uzyskanie zdrowego potomstwa od wartosciowych matek dotknigtych chorobami
zakaznymi (wigkszosc chorob nie jest przenoszona przez zarodki),

e mozliwos¢ poznania fizjologii rozrodu.
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Rysunek 2.1 — Liczba transferow zarodkéw bydlecych przeprowadzona w Europie w latach 2000-2009.
W 2009 roku przeniesiono w Europie 100 678 sztuk zarodkow bydfa (Tab. 2.2).
Najwiece] zabiegoéw przeprowadzono we Francji, Holandii, Niemczech i Wioszech [1].
Zwraca uwage fakt, ze prawie 90% zarodkoéw bylo pozyskiwanych metoda in vivo. Tylko

5-8% zarodkow produkowano w warunkach laboratoryjnych.

* Na podstawie publikacji naukowych znajdujacych si¢ w materialach konferencji AETE — Association
Europeenne de Transfert Embryonnaire w latach 2001 - 2010.
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Tabela 2.2 — Liczba transferow zarodkow byvdlecych wykonanych w Europie w 2009 roku (dane zebrane z 23 krajow).

Liczba przeniesionych zarodkow

Zarodki zaptodnione in vivo [szt.] 90 270
(39 142 swieze/ 51 074 mrozone)
) ) o 5808
Zarodki zaptodnione in vitro [szt.] )
(2 389 swieze/ 3 419 mrozone)

Liczba przeniesionych zarodkow [szt.] 100 678
Procent przeniesionych zarodkow IVF 5,8%
Procent przeniesionych zarodkéw mrozonych 56,7%

Mniejszg role odgrywa transfer zarodkéw u innych zwierzat hodowlanych np. koni,
matych przezuwaczy i trzody chlewnej (Rys. 2.2)’. W przypadku tych ostatnich, transfer
zarodkOw wykonywany jest glownie w celu zapobiegania chorobom zakaznym (43%
zabiegdbw w USA przeprowadzono w celu stworzenia stad wolnych od pseudowscieklizny),
oraz ratowania ras zagrozonych wyginigciem. Generalnie jednak, liczba przenoszonych
zarodkoéw trzody chlewnej utrzymuje si¢ na bardzo niskim poziomie, co jest zwigzane z
wigkszg inwazyjnosciag pozyskiwania i przenoszenia zarodkoéw z jednej strony, z drugiej

natomiast z waskim stosunkiem liczby biorczyn do dawczyn.

1383
1400 4 . w s
| o = zarodki wyprodukowane  ® zarodki przeniesione
: 22
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Rysunek 2.2 — Liczba wyprodukowanych i przeniesionych zarodkow §win w Europie na przestrzeni lat 2000-2009.

* Na podstawie publikacji naukowych znajdujacych si¢ w materiatach konferencji AETE — Association
Europeenne de Transfert Embryonnaire w latach 2001 - 2010.
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Jednym z etapow transferu zarodkow (zarébwno pozyskiwanych in vivo jak
i produkowanych in vitro) jest ich bezkrwawe pozyskanie z macicy matki (dawczyni)
i przeniesienie do macicy matki zastgpczej (biorczyni). Przed zabiegiem transferu
przenoszone zarodki poddawane sa ocenie jakosciowej. Drugim sposobem pozyskania
zarodkow jest ich produkcja w warunkach laboratoryjnych. W tym celu wykorzystywane sa
oocyty pozyskiwane posmiertnie lub przyzyciowo (OPU) z jajnikéw. Oocyty te, po wstepnej

selekcji morfologicznej, poddawane sa dojrzewaniu, zaplodnieniu i hodowli in vitro.

Oocyt (Rys. 2.3) jest jedna z najdluzej zyjacych komorek w organizmie ssaka. Oocyt
pierwszorzedowy sklada si¢ z jadra, komorek ziarnistych pomigdzy, ktorymi gromadzi si¢
ptyn oraz ostonki przejrzystej. Otoczony jest on wianuszkiem komorek wzgorka jajonosnego
(komorki cumulusa) [2]. Dojrzalos¢ oocytow przed zaplodnieniem nalezy do waznych
czynnikow wplywajacych na implantacje zarodkow, zdolnos¢ do prawidlowego rozwoju
plodu, oraz kondycj¢ zdrowotna potomstwa [3]. Uzyskanie tych zdolnosci wymaga
osiggnigcia przez oocyt dojrzatosci jadrowej, a takze dojrzatosci cytoplazmatycznej oraz
genomowej [4]. Podczas procesu oogenezy' powstaje prawidtowej jakosci oocyt. Jednak
uzyskanie przez niego tzw. kompetencji rozwojowej jest osiggane przez nieliczng ich grupe.
ledynie 5-10% komarek jajowych zaptadnianych in vitro iest w stanie przeksztalcid sig w
zarodki o wysokim potencjale rozwojowym [5].

Oslonka przejrzysta

Przestrzen

Cytoplazma

Komorki
cumulus

Rysunek 2.3 — Schemat budowy oocytu.

Jak wspomniano wczesniej, jako$¢ oocytow oceniana jest pod mikroskopem
stereoskopowym. W oparciu o ilos¢ komorek wzgérka jajonosnego oraz jednorodnosc

i przejrzysto$¢ cytoplazmy, wyrdznia si¢ cztery klasy oocytéw bydlgcych (Rys. 2.4) [6].

* Oogeneza (oogenesis) — proces formowania komérek jajowych, obejmujacy zachowanie si¢ cocytéw w czasie
mejozy, witellogenezge i tworzenie blon jaja [81].
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Klasy te uwzgledniaja rOwniez cechy morfologiczne na poziomie ultrastrukturalnym oraz
zdolnos¢ oocytow do dojrzewania w procesie in vitro. Poszczegolne klasy charakteryzujq si¢
nastepujacymi cechami:
e [ klasa — posiada jednorodna cytoplazme oraz duza ilos¢ warstw komoérek wzgdrka
jajonosnego,
e 1II klasa — posiada lekko niejednorodng cytoplazme, nie wigcej niz pie¢ warstw
ciemniejszych komoérek wzgorka jajonos$nego,
o III klasa — posiada niejednorodng cytoplazme, nie wigcej niz dwie warstwy komorek
wzgorka jajonosnego,
e IV klasa — ma silnie niejednorodng cytoplazme, czesciowo lub catkowicie nieobecne
komorki wzgorka jajonosnego.

1 klasa 1I klasa

IV klasa

Rysunek 2.4 — Przykladowe zdjecia oocytow bydlecych reprezentujacych poszezegolne klasy jakosciowe. Zrodlo: [7].

Czesto stosowang metodg selekcji jakosciowej oocytow trzody chlewnej jest ich
podziat ze wzgledu na wielko$¢ pecherzyka jajnikowego, z ktorego pochodza [8, 9].
Wyrodznione sg trzy wielkosci pecherzykéw jajnikowych: mate (< 3 mm), $rednie (3-5 mm)
i duze (> 5 mm) — Rys. 2.5. Duze pecherzyki jajnikowe sa najbardziej dojrzate i powinny one
zawiera¢ oocyty, ktore posiadaja homogenng cytoplazme oraz zwarty wieniec otaczajacych je
komorek cumulusa. Tym samym oocyty pochodzace z matego pecherzyka jajnikowego

uznawane sa za najstabsze jakosciowo.
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Rysunek 2.5 — Jajnik trzody chlewnej.

Selekcja jakosciowa zarodkow polega rowniez na ocenie ich wlasciwosci
morfologicznych i prowadzona jest pod mikroskopem. W ocenie tej uwzglednione sq takie
cechy zarodkow jak: ciaglos¢ i ewentualne uszkodzenia ostonki przejrzystej, jej ksztalt
i rozmiar, ziarnisto$¢ 1 kolor blastomerow. Ogolnie przyjmuje sig, ze zarodki powinny
charakteryzowac si¢: kulistym lub eliptycznym ksztattem, brazowo-zoltym kolorem, oraz
jednakowej wielkosci blastomerami. Obserwuje si¢ jednak bardzo czgsto odchylenia od
zatozonych norm, ktore obeimujg: nieregularny ksztalt blastomerow, niejednakowy rozmiar
komorki, obecno$¢ duzych wakuoli w komoérkach, obszary o zatartej strukturze
(zdegenerowane), uszkodzenia ciaglosci ostonki przejrzystej. Prawie 20-30% zarodkow
zakwalifikowanych jako dobre, maja widoczne nieprawidlowosci morfologiczne, takie jak np.
kilka odtaczonych blastomeréw. W literaturze przedmiotu istnieje szereg podzialow na klasy
jakosciowe opierajace si¢ na ocenie morfologicznej. R6znig si¢ one iloscia uwzglednianych
klas. Podzial na cztery klasy jakosciowe (doskonate, dobre, zadowalajace oraz slabo
zdegenerowane) przedstawili: Eldsen [10], Schneider [11], Lindner [12], Donaldson [13] oraz
Abe [14]. Trzy klasy uwzglednia podziat zaproponowany przez: Peixoto (doskonale, dobre,
poprawne) [15] oraz Aguilar (dobre, zadowalajace, stabe) [16]. Ponizej zestawiono

porownanie klasyfikacji jakosciowej zarodkéw wg Schneidera oraz Eldsena (Tab. 2.3).
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Tabela 2.3 — Poré6wnanie wybranych klasyfikacji jakosciowych zarodkow.

o aeeae 0 Keaineags
Klasasqrodka : . . = = ! .
. . . WEScwedsa = | @ wiklkdsena
Klasal okrdgly zarodek z komorkami o takim . ;
. Kol . doskonale rozwijajacy si¢
doskonale samym rozmiarze, kolorze i sarodek
zaggszczeniu blastomerow
. . : . niewielkie niedoskonatosci w
nieznaczne nieprawidlowosci, na . . ]
Klasa 11 . . owalu ostonki przejrzyste;j,
przyktad: izolacja jednego blastomeru, i Gy
g . odlaczenie kilku matych
dobre nieregularny rozmiar struktury .
> : blastomerow lub lekko
komoérkowej w blastomerach
asymetryczny ksztalt
zdecydowane, ale nie powazne
wigcej nieprawidlowosci, niektore nieprawidtowosci, takie jak
Klasa III £ : p i o
komorki lub blastomery w wolnej umiarkowana ilos$¢ odtaczonych
zadowalajgce | przestrzeni, zdegenerowane struktury | komorek, niewielki rozmiar, mate
komorek, granulki w cytoplazmie losci degeneratow, do jednego
dnia opoZnione w rozwoju
utrata czesci blastomerow, .
5 znaczna degeneracja, znaczne
zdegenerowane komorki, przerwana i . o ]
Klasa IV A . . roznice w wielkosci komorek,
btona komoérkowa, rozny rozmiar . R
. . " brak kompaktacji, komorki
stabe komorek, zmiana koloru, czes¢ b S
, . . bardzo mate i/ lub opdznione o
komorek utrzymuje prawidlowy . .
dwa dni w rozwoju
wyglad
Ilasa i masa komorkowa catkowicie silnie zdegenerowany, nie nadaje
zdegenerowane zdegenerowana si¢ do implantacji
Klasa VI
niezdolne do niezaplodnione lub dwu-
/trzykomorkowe
zaplodnienia

Takie zroznicowanie w sposobie opisu jakosci zarodkéw bydlecych prowadzi do
niejednoznacznej oceny badanego materiatlu. Osoby rutynowo zajmujace si¢ oceng jakosci
zarodkéw bydlecych kwalifikuja badany materiat biologiczny subiektywnie. Farin i wsp.
porownali wyniki oceny morfologicznej 15 zarodkow wyprodukowanych in vitro, ktora
zostata przeprowadzona niezaleznie przez szes¢ zespoldow ET [17]. Pierwszy oceniajacy
wyznaczal standard, do ktorego porOwnywano rezultaty oceny pozostalych oceniajacych
(Rys. 2.6). Z przeprowadzonych badan wynika, ze istniata wprawdzie pewna zbiezno$¢ ocen,
szczegoblnie w odniesieniu do zarodkow bardzo dobrej 1 niedostatecznej jakosci, nie zmieniato
to jednak faktu, ze kazdy z oceniajacych kwalifikowat zarodki 2 i 3 klasy inaczej. Swiadczy

to o niejednoznacznosci morfologicznej oceny zarodkéw bydlecych.
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Rysunek 2.6 — Klasyfikacja 15 zarodkow pozyskanych metoda in vivo wg 4 klas jakosciowych wykonana przez grupe
szesciu oceniajycych. Zrodlo: [17].

Duzy wplyw na uzyskang oceng jakosciowa ma rowniez klasa mikroskopu pod jakim
prowadzona jest ocena. Wykonano badania polegajace na okresleniu jakosci zarodka z
wykorzystaniem trzech roznych mikroskopow: stereoskopowego, optycznego (pomiary
nieinwazyjne) i elektronowego (pomiar inwazyjny) [16]. Ocena zarodkow pod mikroskopem
stereoskopowym okazata sig bardzo subiektywna i zalezna w glownej mierze od
doswiadczenia oceniajgcego. Prawie 50% zarodkow, ktorych jakosc okreslono jako dobrg w
rZeCZywistasci ziiajdowaly si¢ w razitych stadiach degerieracyi { Tab. 2.4).

Tabela 2.4 — Klasyfikacja jakosciowa zarodkow bydlecych przeprowadzona z wykorzystaniem trzech mikroskopéow.
Zrodlo: [13].

Dobre | Zadowalajace | Slabe |  Calkowitailos¢
e | % | %) | preebadanych zarodkéw
Mikroskop 40 19 19 ) 78
stereoskopowy | (51,2) (24.,3) (24,3)
Mikroskop 20 235 33 78
optyczny (25,6) (32,0) (42,3)
Mikroskop 19 23 36 78
elektronowy (24,3) (29,4) (46,1)

Zaproponowane i stosowane obecnie na szeroka skal¢ metody podziatu jakosciowego
oocytow i zarodkow zwierzat hodowlanych oparte na ocenie morfologicznej spetniaja tylko
czesciowo swoje zadanie. Kazdy z badajacych stosuje inne sformutowania i podkresla wazne
wg niego niedoskonalosci istotne dla danej klasy. Prowadzi to do niejednoznacznej
charakteryzacji poszczeg6lnych klas jakosciowych 1 powoduje pomytki podczas klasyfikacji.

Kolejng przyczynga niskiego stosunku pomiedzy iloscia przeprowadzonych transferow
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zarodkow, a iloscia narodzonych zwierzat jest fakt wykorzystywania przez osoby
klasyfikujace zréznicowanych jakosciowo mikroskopéw. Sprzet ten wyposazony jest w
roznej jakosci elementy optyczne, co przeklada si¢ na mozliwos¢ niejednoznacznej oceny
badanego materiatu. Gléwna jednak przyczyna niskiej skutecznosci ET jest subiektywna
ocena specjalisty badajacego zarodki, ktora zalezy od jego doswiadczenia oraz zmiennych
predyspozycji psychofizycznych. Wszystkie te czynniki powoduja, ze kryteria oceny
morfologii oocytow/zarodkow opierajace si¢ na dostgpnych metodach badawczych wydajg sie
by¢  niewystarczajace, niejednoznaczne, niepowtarzalne, a coO  najwazniejsze

nieparametryczne.
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3 Studium metodologicznej oceny jakoSci Zenskiego materialu

rozrodczego wykorzystujgce technik¢ lab-chip z detekceja
optyczna

Jak wspomniano wcze$niej, wiarygodna ocena materialu rozrodczego zwierzat
hodowlanych jest istotna nie tylko z punktu widzenia naukowego, ale przede wszystkim
gospodarczego. Poprawne przeprowadzenie wszystkich etapdéw transferu zarodkow in vitro
jak 1 in vivo wiaze si¢ z bardzo duzymi naktadami finansowymi, ktorymi obcigzeni sg
hodowcy. Koszt ten zwigzany jest z oplata osob pracujacych przy transferze, odpowiednim
przygotowaniem zwierzat (leki hormonalne), posiadaniem specjalistycznego sprzg¢tu oraz
niezbednych mediow i pozywek przeznaczonych do hodowli zarodkow. Istotnym jest rOwniez
fakt, ze ciezarne zwierzeta hodowlane wymagaja podawania specjalnej karmy oraz dozoru
weterynarza. Tak przeprowadzony transfer jest dla hodowcow duzym ryzykiem
inwestycyjnym, poniewaz nowo narodzone zwierz¢ moze by¢ stabej jakosci. Dlatego tak
wazna jest ocena materialu rozrodczego przed jego implantacja do matki biorczyni. Jak
wykazano wczesniej, wykorzystywana do tej pory przez weterynarzy oraz osoby
wyspecjalizowane w tym kierunku, klasyczna metoda oceny zenskiego materiatu rozrodczego
polegajaca na morfologicznej ocenie komorki nie przynosi jednak pozadanych rezultatow.
Wedlug $rodowiska weterynaryjnego® idealna metoda do badania jakosci komorek
rozrodczych zwierzat powinna by¢ nieniszczgca i dawa¢ wynik analizy w czasie kilku minut,
a urzadzenie dla takiej metody powinno by¢ tanie, latwe w transporcie i obstudze. Istotnym
jest rowniez fakt, iz ocena jakosci powinna dotyczy¢ pojedynczej komorki. Mozliwe jest to
tylko w przypadku, gdy wymiary charakterystyczne celi pomiarowej, w ktorej
przeprowadzane jest badanie, sa zblizone do wymiaréw komoérki. W przypadku komorek
rozrodczych bydta i trzody chlewnej, $rednica takiej komoérki miesci sie w zakresie od 90 um
do 130 um [18, 19]. Konieczne jest, aby zefnska komorka rozrodcza i1 zarodek po

przeprowadzonej kwalifikacji byly zdolne do dalszego rozwoju.

Wspomniane wczesniej uwarunkowania metodologiczne wynikajace z wieloletniego
doswiadczenia weterynaryjnego w przedstawionym tu zagadnieniu powoduja, ze
najkorzystniejsze byloby polaczenie dotychczas stosowanych i nowoopracowanych metod

oceny jakosci komoérek rozrodczych 1 zarodkéw. W ramach tej pracy zostanie opracowane od

> Opinie zebrane przez autora pracy wéréd weterynarzy oraz biologéw z Polski, Niemiec oraz Francji.
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podstaw przenosne instrumentarium wykorzystujace technike lab-on-a-chip, ktére umozliwi
ocen¢ jakosciowa zenskiego materialu rozrodczego 1 zarodkow bez zaburzenia jakosci
biologicznej  badanego  materialu oraz  umozliwi  polaczenie  metodologiczne

wykorzystywanych dotychczas metod klasycznych (Rys. 3.1).

Rysunek 3.1 — Schematy mozliwego postgpowania w ocenie jakoSci oocytow oraz zarodkéw: a) bydla, b) trzody
chlewnej z zastosowaniem techniki lab-on-a-chip.

Instrumentarium to powinno zapewnic:

e parametryczng i jednoznaczng oceng badanego materiatu,
e badanie kazdego oocytu i zarodka osobno - sztuka po sztuce,
e mozliwo$¢ uzywania go poza wyspecjalizowanym laboratorium (np. chlewnia, obora),

e niski koszt pojedynczego badania.

Podstawowym elementem konfiguracji zaproponowanego rozwiazania bedzie chip
mikrofluidyczny umozliwiajacy wprowadzanie, unieruchomienie i wyprowadzanie badanego
oocytu/zarodka oraz zestaw podzespotow elektronicznych 1 optycznych umozliwiajacych
przeprowadzenie metrologiczne] kwalifikacji jakosciowej. Zarzadzanie praca instrumentu
oraz obrobke danych pomiarowych zapewni odpowiednio opracowane srodowisko

informatyczne (Rys. 3.2). Nalezy podkresli¢, ze w chwili rozpoczynania badan przez autora
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tej pracy, metrologiczna ocena jakosci zenskich komorek rozrodczych oraz zarodkow dla

celow hodowlanych nie byta znana.

Wyprowadzenie
komorki

Wprowadzenie
komorki

Rysunek 3.2 — Schemat blokowy instrumentarium.

Zgodnie z glownymi zalozeniami tej pracy, opracowany instrument bedzie umozliwiat
kwalifikacje materialu pochodzenia zwierzgcego, bydlgcego oraz trzody chlewnej. Hodowla
tych zwierzat jest szczegolnie istotna w warunkach europejskich. Waznym zagadnieniem jest
tu przeprowadzenie badan z wykorzystaniem zywych oocytow i zarodkow, tak aby uzyskac
wskazania, dotyczace metodologii, przydatne weterynarzom. Oznacza to, ze oprocz prac
laboratoryjnych beda wykonywane badania w warunkach hodowlanych z zachowaniem pelnej

zgodnosci transferu zarodkow.

Gléowng teza pracy jest stwierdzenie, ze mozliwe jest opracowanie instrumentu
wykorzystujacego technike lab-on-a-chip do badania oocytéw i zarodkéw zwierzat
hodowlanych (bydlecych oraz trzody chlewnej), w celu umozliwienia okreslenia ich
jakosci metoda optyczng, co mogloby umozliwi¢ ich selekcje przed wykonaniem

sztucznego zaplodnienia jak i w trakcie prowadzenia transferu.

W analizowanym tu rozwigzaniu mozliwe jest zastosowanie metod optycznych,
spektrofotometrycznych 1 absorpcyjnych, dla szerokiego zakresu dlugosci fal. Metody
spektrofotometryczne wydaja si¢ by¢ korzystne ze wzgledu na fakt, ze umozliwiajq
zaobserwowanie roznic pomig¢dzy badanymi probkami dla wybranych dilugosci fali na
poziomie poszczegolnych nanometréw. Pomiary absorpcyjne moga znalezé zastosowanie
przy okresleniu jakosci wypelnienia badanej komoérki przez cytoplazme, poniewaz oocyty,
ktorych wnetrze jest jednorodnie wypelnione charakteryzuja si¢ lepszym potencjalem

rozwojowym. Zaproponowane metody pozwalajag rowniez na przeprowadzenie szybkiej
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kwalifikacji badanego materiatu biologicznego, nie uszkadzajac przy tym komoérki. Istotnym
zagadnieniem technicznym bedzie tu miniaturyzacja catosci ukladu pomiarowego tak, aby
mozliwe bylo jego wykorzystanie w warunkach rzeczywistej hodowli. Glownymi zatozeniami
technicznymi w tym zakresie bedzie zastosowanie technik mikroinzynieryjnych, w celu
wytworzenia lab-chipa oraz technik s$wiattowodowych, w celu integracji niezbednych

elementow optycznych.

Realizacja tezy pracy wymaga podjecia wielu dziatan badawczych. Najwazniejsze z

nich to:

1. opracowanie i wykonanie lab-chipéw mikrofluidycznych,

2. zbudowanie  systemu  detekcji  optycznej z  zastosowaniem  metody
spektrofotometrycznej z zakresu VIS/NIR (dobor zrodel swiatla, detektoréw i osprzetu
optycznego),

3. zbadanie wlasciwosci instrumentu z wykorzystaniem materiatu biologicznego (pod
nadzorem  uprawnionych  specjalistbw  weterynaryjnych) ~w  warunkach
laboratoryjnych,

4. opracowanie podstawowych relacji metrologicznych z nawiazaniem do parametryzacji
wynikajacej z istniejacej metodologii hodowlane;,

5. optymalizacja konstrukcji lab-chipu 1 uktadu pomiarowego,

6. badania w warunkach hodowlanych (transfer zarodkéw bydlecych oraz trzody

chlewney).

Podejmujac si¢ tematu oceny jakosci materialu biologicznego jakim sg oocyty
i zarodki, autor tej pracy ma swiadomos$¢ konsekwencji jakie moga nies¢ za soba takie
badania. Prezentowana tutaj praca podejmuje temat oceny jakoSciowej oocytow oraz
zarodkéow tylko pochodzenia zwierz¢cego i nie beda przeprowadzane zadne proby na
materiale ludzkim. Badania prowadzone z wykorzystaniem materialu ludzkiego nie bylyby
zgodne z wyznawanymi przekonaniami i1 sumieniem autora. Ocena materialu rozrodczego

zwierzecego nie pociaga za sobg takich skutkow etycznych.

Zgodnie z przedstawionymi wczesniej zalozeniami tej pracy instrument do
kwalifikacji jakosci zenskich komorek rozrodczych i zarodkow sklada¢ si¢ bedzie z trzech
gtownych podzespoléw: chipa mikrofluidycznego, ukladu pomiarowego oraz uktadu
informatycznego. Podobne rozwigzania sa wykorzystywane w cytometrii przeptywowej (CP),

ktora jest precyzyjna i1 nieinwazyjng technika badawcza, umozliwiajaca wieloparametryczng
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oceng struktury i funkcji pojedynczych komorek jak i ich grup oraz ich sortowanie [20].
Technika ta jest stosowana powszechnie w naukach biomedycznych 1 weterynaryjnych.
Swiadczy¢ o tym moze migdzy innymi ilo$¢ publikacji z uzyciem stow _ flow cytometry” w
tytulach oraz abstraktach artykulow zgromadzonych w bazie danych NCBI-Pubmed [21]
(Rys. 3.3).

70

Liczba artykulow (x107)

1980-1989 1990-1999 2000-2009
Lata

Rysunek 3.3 — Liczba publikacji z uzyciem slow ,,flow cytometry” w tytulach oraz abstraktach artykulow w latach
1980-2009.

Cytometria przeptywowa znalazla szerokie zastosowanie w diagnostyce klinicznej cztowieka
m.in. w: analizach zawartosci komérkowego DNA w komoérkach nowotworowych, analizie
ptytek krwi [22], badaniach cytologicznych [23], analizie komoérek macierzystych szpiku
kostnego, diagnostyce chorob uktadu krwiotworczego (biataczka, chtoniaki) [24], diagnostyce
immunologicznej, alergologii, diagnostyce zgodnosci w transplantologii, diagnostyce AIDS
[25]. Wykorzystanie tej] metody wzrasta rowniez w naukach weterynaryjnych, zwlaszcza w
immunologii, onkologii, farmakologii i1 mikrobiologii. W ocenie jakosci materiatu
rozrodczego — szczegOlnie w warunkach pozalaboratoryjnych — jest stosowana rzadko.
Powodem takiego stanu rzeczy jest malo ,przyjazna”, droga i dos¢ duza aparatura, ktora w
dodatku z trudem moze by¢ stosowana w warunkach ,polowych” (obora, chlewnia).
Powyzszych wad moze by¢ pozbawiona aparatura zminiaturyzowana wykorzystujaca

technike mikrosysteméw przeplywowych. W literaturze przedmiotu notowany jest wzrost
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publikacji dotyczacych mikrocytometrow (Rys. 3.4)°, jednak prace te nie miaty charakteru
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systemowego.
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Rysunek 3.4 — Liczba publikacji naukowych z uzyciem slowa ,,microcytometry” w zasobach konferencji pTAS.

Poszczegblne elementy mikrocytometru moga by¢é w réznym  stopniu
zminiaturyzowane i zintegrowane, tworzac jedna cato$¢. Mikrokanaty cieczowe umozliwiajg
zastosowanie badanych probek jak i niezbednych odczynnikéw chemicznych o bardzo matej
objetosci. Zaletami takich zminiaturyzowanych rozwiazan jest mozliwo$¢ taniej masowe;j
produkgji jak rowniez zastosowanie ich jako urzadzen typu poin-of-care (POC) w diagnostyce
medycznej. Szczegolnie szybko rozwijajg si¢ mikrocytometry typu lab-chip, ktére znalazty
zastosowanie m.in. w: analizie uktadu biatlokrwinkowego i czerwonokrwinkowego, badaniach
procesu apoptozy, diagnostyce nowotworow [26], ocenie poziomu cytokin, a takze badaniu

jakosci nasienia z mozliwoscig regulacji plci zwierzat hodowlanych [27].

Proby okreslenia jakosci komorek rozrodczych oraz zarodkéw ssakéw (zwierzat
1 ludzi) prowadzono w lab-chipach z wykorzystaniem r6znych metod badawczych (Tab. 3.1)

np.: mechanicznych, elektrycznych czy ,,biochemicznych”.

® Autor wykonal powyzsze zestawienie na podstawie publikacji naukowych znajdujacych si¢ w materiatach
konferencji uTAS - International Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and Life Sciences w latach
2003-2009. Jako slowo kluczowe do wyszukania zostalo wprowadzone microcytometry.

21



Tabela 3.1 — Mikrocytometry sluzgce do badania oocytow lub zarodkow ssakow.

.

Dustracje

Metoda mechaniczna

Badaniom poddane zostaly oocyty ludzkie. Chip
wykonany zostal z dwoch warstw polimeru SU-8
naniesionego na podioze krzemowe. W celu uwolnienia
elastycznej belki z polimeru podloze krzemowe zostalo
trawione metoda DRIE. Pomiar polegal na dociskaniu
mikropipetag oocytu do belki polimerowej. Deformacji
ulegala badana komorka oraz polimerowa belka. Uklad
detekcji sktadat sie z kamery, ktora rejestrowata moment
ugiecia. Za pomocy technik przetwarzania obrazu oraz
znajomosci  parametrow materialowych  wykreslona
zostata . krzywa deformacji” badanej komorki.

[28]

Sztywnos¢ uszkodzonych i zdrowych oocytow mysich
zostala zbadana podczas przeprowadzania mikronakiucia.
Chip zostal wykonany z polimeru PDMS. Skladat sig¢ z
matrycy wngk o Srednicy 180 pm umozliwiajacych
pomiar pojedyncze] komorki. W kazdej wnece
znajdowaly sie mikrostupki o matym wspotczynniku
sztywnosci, ktore uginaty si¢ pod wplywem naciskania
oocytu przez mikropipete. Jako detektor zastosowana
zostala kamera CCD/CMOS, ktora rejestrowata pomiar, a
dzigki  zastosowanemu  wizualnemu  algorytmowi
sledzenia mozliwe bylo wyznaczenie sily nacisku z
doktadnoscia do nanonewtonow. Przylozenie takiej samej
sity do oocytow z dwoch badanych grup powodowalo
wigksza deformacje uszkodzonych oocytow.

[29]

Metoda elektryczna

lﬂ,lcl\l‘ir\;d_\

Jakos¢ oocytow swinskich zostata okreslona przy
wykorzystaniu metody separacji dielektroforetycznej.
Chip wykonano ze szkla, na ktorym zostaly naniesione
ztote elektrody o wzorze palczastym. Zastosowano
napigcia z zakresu 3-10 V. Komorki oocytow o roznej
jakosci poruszaly sig w chipie z innymi predkosciami
przy zastosowaniu takich samych warunkéw DEP.
Oocyty, ktore poruszaly sig szybciej charakteryzowaly sig
lepszym potencjalem rozwojowym.

[30]
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Aktywnos¢ zarodkow bydlecych, znajdujacych sie w
stadium moruli zostatla okreslona na podstawie zuzycia
przez nie tlenu. Chip wykonano z PDMSu oraz szkla, na
ktorym osadzono 4 elektrody platynowe. Wykonane
elektrody umozliwity przeprowadzenie pomiarow [31]
amperometrycznych jak réwniez postuzyly do transportu
badanej komoérki w kanale. Przeprowadzone pomiary
wykazaly, ze zarodki roznily si¢ miedzy sobg zuzyciem
tlenu, ktory miescit si¢ w zakresie 1,9 — 3,62 uM.

Metoda ,,biochemiczna”

Ocena pojedynczego zarodka mysiego zostala wykonana
na podstawie analizy jego profilu metabolicznego.
Pomiary byly przeprowadzane z wykorzystaniem chipa
wykonanego z PDMSu. Analiza profilu metabolicznego
jest biochemiczng metoda posrednig, ktoéra polega na [32]
analizie plynow metabolicznych pobranych z hodowli
zarodka. Badaniu poddawane byly takie produkty
metabolizmu jak glukoza, pirogronian i mleczan. Czas
analizy wynosit 3 godziny.

Opisane powyzej metody umozliwiajq uzyskanie mierzalnych parametrow, ktore w
pewnym stopniu pozwalaja na okre$lenie jakosci badanej komorki. Jednakze metody te,
oprocz pozyskanych informacji, moga spowodowac uszkodzenia badanego materiatu. Metoda
mechaniczna, za pomoca ktérej badana jest elastycznos¢ komoérki, moze by¢ wrecz niszczaca
poniewaz przylozenie zbyt duzej sity nacisku na ostonk¢ przejrzysta moze spowodowac jej
peknigcie, a tak uszkodzona komorka nie moze by¢ wykorzystana do dalszej hodowli.
Badania z wykorzystaniem metody elektrycznej bazuja na wykonaniu pomiaréw
dielektroforetycznych oraz amperometrycznych. W czasie wykonywania tych pomiarow
badane komorki poddawane s3 dziataniu napigcia elektrycznego oraz generowane jest ciepto
wewnatrz kanalu cieczowego. Wystgpowanie tych dwdch czynnikow jednoczesnie moze
powodowac uszkodzenia badanej komorki. Najczesciej metoda ta wykorzystywana jest
migdzy innymi do badania komorek biataczkowych [33], krwinek czerwonych [34] jak
rowniez komorek drozdzy [35], gdzie przezywalno$¢ badanego materiatu nie ma tak istotnego
znaczenia. Natomiast metoda ,biochemiczna” jest metoda posrednia bazujaca na analizie
ptynow, w ktéorych zanurzony jest zarodek i wymaga ona skomplikowanego osprzetu
analitycznego. Czas jej trwania jest bardzo dlugi, co rowniez uniemozliwia zastosowanie jej
w szybkiej ocenie badanego materialu (np. transfer zarodkéw). Wydaje sig, ze jedynie

zaproponowana przez autora metoda optyczna, umozliwiajaca pomiar charakterystyk

23




spektralnych materialu biologicznego, moze by¢ pozbawiona skutkow ubocznych. Mozliwa
miniaturyzacja oraz integracja elementéw optycznych ,,on-chip” umozliwi mobilnos¢ tak
wytworzonego instrumentu, a bardzo czute metody detekcji spektrofotometrycznej zapewnig

precyzyjne i jednoznaczne pomiary.

Zespolenie ,,on-chip” elementéw optycznych jest kluczem do rozwoju kompaktowych
i przeno$nych mikrocytometrow przeptywowych, o ktorych tu mowa. Integracja zrodet
Swiata, detektordw i biernych elementdw optyki na chinie w znagzoym, stopniv przyczynia
sie do miniaturyzacji systemu. Ponadto integracja falowodow, swiattowodow, mikrosoczewek
prowadzi do poprawy czulosci urzadzenia oraz stosunku sygnatu do szumu. W literaturze
przedmiotu mozna znalez¢ wiele przykladow wykorzystania komercyjnie dostgpnych wiokien
swiatlowodowych w mikrocytometrach zintegrowanych [36 - 38]. Jednym z przyktadow
moze byc¢ chip wykonany z PDMSu, polgczony z wielomodowymi swiattowodami
wioknistymi stuzacymi do wprowadzenia $wiatla wzbudzajacego fluorescencje (Rys. 3.5)

[39].

Kanal cieczowy Swiatlowad

Kanaly montazowe dla swiattowodow

Rysunek 3.5 — Mikrocytometr ze zintegrowanymi szklanymi $wiatlowodami wiéknistymi. Zrodlo: [39).
Jako alternatywe stosuje si¢ Swiatlowody wytwarzane bezposrednio w mikrourzadzeniach z
wykorzystaniem optycznie przezroczystych materialow lub klei optycznych. Zastosowanie
znalazly tu takie materialy jak: PDMS [40, 41], SU-8 [42, 43] czy Si0O; [44]. Nalezy jednak
pamigtas, 2e proces wytwarzania swiatlowodow powinien by¢ precyzyynie kontrolowany, aby

zminimalizowa¢ thumienie sygnatu optycznego i1 utrzymac go na akceptowanym poziomie.

Zwigkszenie wydajnosci optycznej zrodel swiatta oraz wzmocnienie i selekcja sygnatu
fluorescencyjnego jest mozliwa dzigki zastosowaniu soczewek oraz filtrow optycznych. W
celu zmniejszenia zlozono$¢, rozmiaru oraz kosztow mikrocytometru, elementy te mozna
wykonaé bezposrednio na chipie. Mikrosoczewki i filtry mozna wykona¢ miedzy innymi z
materiatow takich jak SU-8 [45] czy PDMS [46, 47].
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Jako zrodla $wiatla w mikrocytometrach przeplywowych wykorzystywane sa miedzy
innymi lasery lub diody. W danych literaturowych mozna znalez¢ integracj¢ ,,on-chip” zrodet
swiatta z wykorzystaniem diod LED 1 diod barwnikowych. Novak i wspotpracownicy [48]
zaprezentowali miniaturyzacj¢ diody LED, filtrow optycznych, lusterek dichroicznych
i wzmacniacza, co umozliwialo detekcj¢ sygnatu fluorescencyjnego w przeptywajacej cieczy.
Balslev 1 inni [49] opisuja system lab-on-a-chip skladajacy si¢ z réznych komponentow
monolitycznie zintegrowanych na jednym podlozu krzemowym. Urzadzenie to zawiera
optycznie pompowany laser barwnikowy, zintegrowane $wiatlowody z SU-8 oraz fotodiody

(Rys. 3.6).

*

Kanal #  Fotodiody

CICCZOWY

Rysunek 3.6 — Mikrocytometr wykorzystujgcy zintegrowany laser barwnikowy oraz swiatlowody wykonane z
polimeru SU-8. Zrodlo: [49].

Intensywny rozwoj przezywaja obecnie organiczne zrodla Swiatla. Pais  ze
wspotpracownikami [50] zaprezentowali chip wykonany z PDMSu ze zintegrowang zielona,
organiczng dioda LED (OLED) oraz organicznymi fotodiodami (OPD) shuzacymi jako
detektory fluorescencji. Nowoscia sa miniaturowe zrodia §wiatta z emisja polowg z nanorurek
weglowych, ktore umozliwiaja o$wietlenie komoérek wybranym bardzo waskim zakresem

dhugosci fali, bez koniecznosci stosowania filtréw optycznych [51].

W zaleznosci od zrodla swiatla 1 intensywnosci swiecenia wykorzystywane sgq w
mikrocytometrach réznego rodzaju detektory: fotopowielacze (PMT), fotodiody lawinowe
(APD), kamery CCD, tablice przetwarzajace obraz CMOS oraz fotodiody PIN. Tradycyjne
PMT i APD sa uzywane w komercyjnych cytometrach. Fotopowielacze w stosunku do
fotodiod lawinowych sa jednak duzymi urzadzeniami i to uniemozliwia ich integracje na
chipie. Wada fotodiody APD jest jej wrazliwo$¢ na zmiany temperatury, co wymaga
stosowania ukfadow kompensujacych. Jednak najwigkszym mankamentem obu typow
detektorow jest ich koszt [52]. Jednym z detektoréw moze by¢ fotodioda PIN umozliwiajaca

pomiary rozpraszania $wiatla [53] oraz fluorescencji [39]. Alternatywnym urzadzeniem do
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pomiaru sygnatu fluorescencji jest kamera CCD, ktorej zastosowanie umozliwilo migdzy
innymi pomiar 5 pm kulek fluorescencyjnych w mikrocytometrze wykonanym z PDMSu [54]
(Rys. 3.7). Hartley i wspolpracownicy [55] zaprezentowali mozliwosci jakie daje sprzggnigcie
macierzy CMOS bezposrednio z kanatami cieczowymi z zastosowaniem metody flip-chip.
Kamery CCD oraz macierze CMOS zostaly zastosowane w wielu mikrocytometrach
umozliwiajac integracje uktadu detekcyjnego na chipie.

Kamera obrazujaca

Kamera
CCD

\\M ikroskop, 7

N

=
Detektor Zrodlo §wiatla
CCD " = - (650 nm)

750 pm

v Swiattowody

Rysunek 3.7 — Schemat pracy zintegrowanego mikrocytometru wykorzystujgcego kamerg CCD jako detektor.
Zrodlo: [54].

Postepy jakie dokonaly si¢ w dziedzinie mikrooptyki i systemow detekcji w mikoskali
pozwolity na skonstruowanie komercyjnych systemow analizujacych komorki z
wykorzystaniem mikrocytometrii. Jednym z takich urzadzen jest przystosowany cytometr
2100 Bioanalyzer firmy Agilent, ktéry umozliwia analiz¢ komorek oraz ich separacje
elektroforetyczna. analiz¢ DNA, RNA 1 bialek [56]. Wykorzystuje on szklany chip, w ktorym
kanaly cieczowe maja przekroj 27 x 75 um (Rys. 3.8). Zastosowane zostaly tam dwa zrodla
Sswiatta: niebieska dioda LED o dlugosci fali emisji 458-482 nm oraz czerwona dioda
laserowa o dlugosci fali emisji 625-645 nm. Zostal on wykorzystany miedzy innymi do

pomiaru apoptozy w komorkach Jurkat.

Rysunek 3.8 — Strumien pojedynezych komérek przeplywajacych w mikrokanale. Zrodlo: [56).
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Inny komercyjny mikrocytometr zostal opracowany przez firm¢ Leister Process
Technologies. Zawiera on w swoje] konstrukcji chip szklano-poliimidowy [57], ktérego
kanaty cieczowe maja maksymalny przekrdj 40 x 40 um. Umieszczony jest on na plastikowe;j
karcie. Charakteryzacja badanych komorek opiera si¢ na pomiarach impedancji [58].
Wykorzystywany jest on do badan w hematologii, parazytologii, zroéznicowania

komorkowego, a takze w badaniach dyskryminacji komorek w fazie wzrostu.

Zastosowanie zintegrowanych elementow optycznych ($wiatlowody widkniste)
znalazlo zastosowanie w przeprowadzonych badaniach w instytucie FEMTO-ST [59] (Rys.
3.9). Pomiar parametréw optycznych umozliwiat okreslenie dojrzatosci oocytu ludzkiego
(dojrzaty/niedojrzaty), a takze zostal wykorzystany jako wskaznik zaplodnienia. Chip
wykonano w technologii krzemowo-szklanej z zastosowaniem mokrego anizotropowego
trawienia w roztworze KOH oraz trawienia DRIE. Charakteryzacja materiatu biologicznego

byla oparta na analizie widm transmisji oocytow ludzkich w swietle widzialnym.

Kanatl

Rysunek 3.9 — Ludzki oocyt w trakcie pomiaru. Zrodle: [59].
Jest to jedyny przyklad, znany autorowi z literatury przedmiotu, wykorzystujacy
mikrocytometr oparty na pomiarach parametréw optycznych, zastosowany do charakteryzacji
zenskich komorek rozrodczych ssakow. Jednak do tej pory badania te zostaly
przeprowadzone na niewielkiej ilosci zarodkéw ludzkich, a przedstawione powyzej
rozwigzanie ma charakter typowo laboratoryjny. Nie zostaly wykonane badania
systematyczne w tym statystyczne, potwierdzajace stusznos¢ tej metody w warunkach

,rzeczywistej” hodowli.

Pomiary oraz ocena jakosciowa zarodkow przeznaczonych to transferu odbywa sig
najczescie] w miejscu ich pobrania (obora, chlewnia). Dlatego konieczne jest opracowanie
instrumentu weterynaryjnego typu lab-chip w taki sposob, aby mozliwy byl jego transport
i eksploatacja poza laboratorium. Osiagnigcie opisanego celu wymaga opracowania

przenosnego stanowiska, ktore sklada¢ si¢ bedzie z trzech glownych czesci: lab-chipa do
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ktorego wprowadzany zostanie klasyfikowany oocyt/zarodek, zrodet swiatta i detektorow
oraz Srodowiska informatycznego pozwalajacego na pomiar i obrobke  sygnatow. W
zrealizowanym instrumentarium, po prawidlowym wprowadzeniu oocytu/zarodka do lab-
chipa nastapi pomiar parametrow optycznych. Pomiary spektralne i absorbancyjne
realizowane beda z wykorzystaniem zrodla $wiatla z zakresu promieniowania widzialnego
i detektora, ktorym moze by¢ miniaturowy spektrometr (Rys. 3.10). Pomiar parametrow
optycznych bedzie nadzorowany przez komputer wyposazony w odpowiednie
oprogramowanie. Po zakonczeniu procedury pomiarowej oocyt/zarodek bedzie
wyprowadzony z lab-chipa. Badanie jakosci powinno trwac nie dtuzej niz kilka minut. Pomiar
charakterystyk spektralnych musi by¢ wykonywany w $rodowisku zapewniajacym
prawidtowy rozwdj i przechowywanie oocytow/zarodkow, a jednoczeSnie nie moze on

negatywnie wplywac na uzyskane sygnaly pomiarowe.

Dane wyjéciowe
Srodowisko informatyczne Pozyc_}onwwame
“komorki
(hydrauliczne)

Rysunek 3.10 — Schemat blokowy systemu do pomiarow jakosci oocytow/zarodkow zwierzgt.

Do pomiarow parametrow spektralnych przewiduje si¢ wykorzystanie jako zrodtia
swiatta lampy halogenowej o zakresie emisji swiatla widzialnego 1 bliskiej podczerwieni z
plynna regulacjq intensywnosci Swiatta oraz zlgczem typu SMA. Jako detektor planuje sig
zastosowac miniaturowy spektrometr umozliwiajgcy pomiar charakterystyk spektralnych w
zakresie 350 nar do 85G nm réwiieZ ze zgcezem typu SMA oraz podigezeniem do Komiputera
przez ztacze USB i odpowiednim oprogramowaniem. Uklad pomiarowy przewiduje roOwniez
mozliwo$¢ zastosowania mikroskopu oraz miniaturowej kamery CCD, ktora mogtaby petnic
jednoczesnie funkcje rejestratora wideo umozliwiajacego ocen¢ morfologiczng
oocytu/zarodka oraz okreslenie prawidtowej pozycji badanej komoérki w czasie pomiarow w

lab-chipie. Sygnal wideo z kamery przesylany bedzie do komputera. Ze wzgledu na
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konieczna mobilnos¢ uktadu pomiarowego, wszystkie elementy musza by¢ matych

rozmiarow (Rys. 3.11).

Srodowisko
informatyczne

Rysunek 3.11 — Schematy ukladu pomiarowego przeznaczony do badan spektrofotometrycznych.

Szczegblnie waznym zagadnieniem jest dobor materialu i technologii wykonania lab-
chipa. Literatura przedmiotu wskazuje, ze najczeSciej stosowanymi materiatami do
wytwarzania urzadzen typu lab-on-a-chip sa: krzem, szklo oraz polimery np. PDMS -
polidimethylosiloxane, PMMA — polymethylmethacrylate (Rys. 3.12). Popularnymi
materiatami sg polimery ze wzgledu na niski koszt produkcji, tatwa obrobke mechaniczna,
transparentnos¢ oraz bioobojetnos¢. Jednak brak odpornosci na niektore zwigzki chemiczne
powoduje, ze rownie czgsto wykorzystywanymi materialami sa krzem oraz szklo. Negatywna
cecha polimerow (np. SU-8) jest rowniez ich starzenie si¢ w czasie, ktére powoduje, ze lab-

chipy wykonane z tego materiatu rozszczelniaja si¢ 1 zotkna [60].
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Rysunek 3.12 — Procentowy udzial poszczegolnych materialow wykorzystanych do konstrukeji lab-on-a-chipow.
Zrodlo: [61].
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Lab-chipy weterynaryjne wytwarzane sg najczesciej z polimerow lub krzemu 1 szkta
(Rys. 3.12). Polimery sa wykorzystywane w lab-chipach jednorazowego uzytku, natomiast
chipy wielokrotnego uzytku sa konstrukcjami szklanymi lub krzemowo-szklanymi. W
realizowanym mikrocytometrze weterynaryjnym zaklada sig, ze opracowany lab-chip bedzie
urzadzeniem wielorazowego uzytku umozliwiajacym pomiar wilasciwosci optycznych
pojedynczego oocytu/zarodka. Ze wzgledu na wielokrotne wykorzystanie lab-chipa wg
zalozen tej pracy, do jego budowy, zostanie wykorzystany monokrystaliczny krzem oraz
szkto. Wiasciwosci tych materiatbw zapewniajg bardzo wysoka odporno$¢ chemiczng [62] na
wiekszo$¢ roztwordOw (oprocz roztwordw zawierajacych kwas fluorowodorowy i pochodne
oraz stezone zasady), co ulatwia czyszczenia chipa. Krzem i szklo charakteryzuja si¢ wysoka
bioobojetnoscia [63], co jest niezwykle istotne w tego rodzaju badaniach. Ponadto
wykorzystujac technike bondingu anodowego, jako metode laczenia podlozy krzemowych
i szklanych, mozliwe jest zapewnienie szczelnosci lab-chipa. Jest to istotne nie tylko w trakcie

pomiarow, ale rowniez w przypadku czyszczenia wewnetrznej mikrostruktury chipa.

Wprowadzanie i wyprowadzanie $wiatla realizowane bedzie przez dwa szklane
swiattowody widkniste, ktorych srednica rdzenia wynosi 100 um, a zakres pracy miesci si¢ w
nrzedziale promieniowania VIS/NIR. Swiattowaody te zakonczone heda, ztagzkami typu SMA_
Konstrukcja chipa umozliwi zatrzymanie oocytu/zarodka w strumieniu przeplywajacego

medium dokladnie pomigdzy dwoma czolami swiattowodow (Rys. 3.13).

a) chz,ké f:](uifi)'cizllzx b)

Ztaczka SMA

Oogyt/zarodek

Rysunek 3.13 — Schemat lab-chipa do oceny jakosci oocytow/zarodkow metodq optyczna a) widok z gory, b) przekroj.

Nalezy podkresli¢, ze procedura wprowadzania/wyprowadzania oocytu/zarodka do/z
lab-chipa musi by¢ nieniszczaca i zgodna z przyzwyczajeniami personelu weterynaryjnego.
Dlatego transport materiatu biologicznego z szalki, w ktorej jest on przechowywany do lab-
chipa, a nast¢pnie komory pomiarowej (i odwrotnie po zakonczeniu pomiaru) musi odbywac
sie¢ z wykorzystaniem sterylnych narzedzi 1 metod nieniszczacych. Zatozono, ze

oocyty/zarodki, niezaleznie od zrédla pozyskania, transportowane beda do komory
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pomiarowej w jednorazowych, sterylnych koncowkach pipet precyzyjnych. Materiat
biologiczny wprowadzany bedzie przez odpowiednio wyprofilowany otwor wlotowy
wykonany w gornej pokrywie szklanej. Oocyt/zarodek kierowany bedzie do komory
pomiarowej z wykorzystaniem sily kapilarnej i1 zasysany z wykorzystaniem pipety
umieszczonej przy otworze sterujacym. Przewiduje si¢ rowniez wykorzystanie w tym celu
zlaczek mikrofluidycznych (np. firmy UpChurch, USA). Wyprowadzenie badanego materiatu
biologicznego z komory odbywac si¢ bedzie za pomoca zassania buforu z materialem do

koncowki pipety.
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4 Lab-chip I z detekcja optyczng do oceny jakoSci oocytow

zwierzat hodowlanych

Jak wspomniano wczesniej, przeprowadzone badania beda wykorzystywa¢ metode
detekcji optycznej. Zaprojektowany zostanie lab-chip zgodnie z wcze$niej opisanymi
zalozeniami, ktory wykonany zostanie za pomoca technik mikroinzynieryjnych. Beda to
wstepne badania majace na celu sprawdzenie, czy mozliwe jest wyznaczenie parametrow

pozwalajacych jednoznacznie i obiektywnie okresli¢ jakos¢ komorek rozrodczych.
4.1 Projekti technologia

Lab-chip o wymiarach 35x35x1,38 mm’ sktada si¢ z dwoch podiozy: krzemowego
i szklanego oraz dwéch szklanych swiattowodéw wielodomowych o odpowiednio dobranej
charakterystyce i wymiarach. W podlozu krzemowym zaprojektowano kanaly cieczowe o
ksztalcie zblizonym do litery S. Srodkowy odcinek kanatu cieczowego petni funkcje komory
pomiarowej (Rys. 4.1). Poczatkowy odcinek kanatu cieczowego jest szerszy i wynosi
~380 um, po czym nastepuje jego zwezenie do 130 pm. Objetos¢ komory pomiarowej wynosi
~14 nl. Lab-chip zawiera rowniez kanaly, rozmieszczone po przeciwleglych stronach komory
pomiarowej, umozliwiajace montaz swiattowodow. Konstrukcje kanaléw montazowych
zaprojektowano tak, aby umozliwi¢ samocentrowanie 1 wspotosiowos¢ $wiattowodéw na
etapie ich montazu. Kanaly montazowe zawieraja cztery zbiorniki umozliwiajace
gromadzenie nadmiaru kleju stosowanego do montazu $wiattowodow. Zastosowano wiokna
swiattowodowe (nadawcze i odbiorcze) o S$rednicy plaszcza i1 rdzenia odpowiednio
125/100 um, z zakonczeniem zlaczkami typu SMA 905. W podiozu szklanym wywiercono
otwory: wlotowy oraz sterujacy. Otwor sterujacy jest zaopatrzony w zlaczke mikrofluidyczng
firmy UpChurch, ktora ulatwia pozycjonowanie komoérki w komorze pomiarowe;.
Przedstawiona tu konstrukcja lab-chipa jest podobna do zaprezentowanej w pracy [64]

gtowicy NIR, wykorzystanej do badan ,,agresywnych” odczynnikow chemicznych.
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Rysunek 4.1 — Lab-chip krzemowo-szklanego a) widok z gory, b) przekroj.

Niezwykle istotnym zagadnieniem jest pozycjonowanie badanej komorki wewnatrz
komory pomiarowej, tak aby znalazta si¢ ona doktadnie w torze optycznym. Dlatego komora
pomiarowa zawiera w swojej konstrukcji putapke mechaniczng, ktora umozliwi zatrzymanie
badane; komorki w strumieniu przeptywajacego medium pomiedzy dwoma czotami

swiattowodow (Rys. 4.2). W rozwigzaniu tym swiattowod odbiorczy zostat wprowadzony w
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glab komory pomiarowej, tak by przedostanie si¢ oocytu poza jej obszar bylo niemozliwe,

a przeptyw medium odbywat si¢ bez ograniczen.

- przeplywu cieczy

Rysunek 4.2 — Schemat pracy pulapki mechanicznej wykorzystanej do unieruchomienia oocytu w czasie pomiaru.

Wprowadzanie i wyprowadzanie badanej komorki wg zalozen tu przyjetych
przedstawiono na rysunku 4.3. Oocyt wprowadzano do otworu wlotowego za pomoca pipety
laboratoryjnej zakonczone] sterylnymi koncowkami (faza 1). Nastgpnie pipete umieszczono
przy otworze sterujgcym i zassano plyn wraz z transportowanym oocytem do komory
pomiarowej (faza 2). Wyprowadzenie oocytu nastgpowato w odwrotnej sekwencji; najpierw
komorke wypychano przez ciecz za pomoca pipety przylozonej do otworu sterujacego (faza
3), a nastgpnie oocyt przepchnigto do otworu wlotowego i pobrano przez zassanie do pipety

laboratoryjnej (faza 4).

Faza 2

v Koncowka
pipety
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Faza 4

S

Rysunek 4.3 — Transport ococytu do/z komory pomiarowej z wykorzystaniem standardowych koncowek pipet
precyzyjnych: a) wprowadzanie oocytu do komory pomiarowej, b) wyprowadzanie oocytu z komory pomiarowej.

Lab-chip wykonano metodami obrobki mikroinzynieryjnej. Na podfozu krzemowym
zastosowano procesy fotolitografii [65] jednostronnej oraz suche trawienie krzemu (DRIE —
Deep Reaction Ion Etching) [66], co umozliwilo precyzyjne formowanie ksztattéw kanalow.
W podiozu szklanym wywiercono mechanicznie otwory: wlotowy i sterujacy. Potaczenie ze
sobg podioza krzemowego i sZkIanego wykonano metoda bondingu anodowego [67].
Kolejnymi etapami byl montaz swiatlowodow szklanych oraz umieszczenie gotowego lab-
chipa w obudowie (Rys. 4.4).

Podloze krzemowe Podloze szklane

Uformowanie Wykonanie
kanalow otworow

(fotolitografia, =" (mechanicznie)
DRIE) HEER

Laczenie podlozy
(bonding anodowy)

Montaz
Swiatlowodow
(metoda klejenia)

Montaz
obudowy

Rysunek 4.4 — Schemat etapow technologicznych koniecznych do wykonanie lab-chipa.
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Lab-chip wykonano stosujac 3-calowe podioze krzemowe obustronnie polerowane o
orientacji krystalograficznej (100) i grubosci 380 um. W procesie wysokotemperaturowego
utleniania w atmosferze pary wodnej, w temperaturze 1050°C wytworzono warstwe SiO; o
grubosci 1,5 pm. Do procesu fotolitografii wykorzystano fotorezyst pozytywowy AZ 1350
oraz maske chromowa. Formowanie przestrzennych struktur kanaléw prowadzono w procesie
suchego trawienia krzemu — DRIE’. Podczas trawienia zastosowano zmodyfikowany proces
firmy Bosch (ci$nienie SF¢s: 3,9 — 4,0 Pa, ci$nienie C4Fg: 2,5 Pa, §rednia szybkos$¢ trawienia
krzemu 6,3 pm/min). Parametry procesu zoptymalizowano tak, aby §ciany trawionej struktury
na glebokosci 140 pm byly gladkie. Po procesie trawienia DRIE warstwe maskujaca usunigto,
a podloze krzemowe utleniono ponownie w atmosferze pary wodnej (t = 1050°C) w celu
pasywacji powierzchni warstwa SiO, o grubosci 0,3 pum (Tab. 4.1). W podiozu szklanym
(Borofloat® 3.3, Schott, Niemcy) o wymiarach 35x35 mm?® i grubosci 1 mm wywiercono
otwory o srednicy ¢ = 0,8 mm, zgodnie z rozstawieniem otworu wlotowego 1 sterujacego w
krzemie. Elementy krzemowe 1 szklane lab-chipa, przed polaczeniem metoda bondingu
anodowego, poddano procedurom mycia i aktywacji (hydrofilizacji) powierzchni [68].
Nastepnie podioze krzemowe i szklane polaczono ze soba w temperaturze 450°C, przy
napieciu polaryzacyjnym 1,5 kV stosujac punktowg elektrod¢ metalowq i szklo posrednie
[66]. Proces laczenia podlozy krzemowych i szklanych wymaga zachowania szczegélnej
czystosci. Przeprowadzono go na stanowisku, ktore umieszczone byto w komorze laminarne;j
o klasie czystosci 100. Przed zetknigciem krzemu i szkla, na powierzchnie przeznaczone do

bondingu, skierowano strumien azotu, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia pytami.

’ Procesy dla podloza krzemowego wykonano w CNRS (procedury technologiczne wykonal dr inz. Sylwester
Bargiel) w Instytucie FEMTO-ST, w Besancgon, Francja w ramach kooperacji naukowo-badawczej migdzy
laboratorium Nano/Mikroinzynierii, a Zakladem Mikroinzynierii i Fotowoltaiki Politechniki Wroclawskiej.
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Tabela 4.1 — Krzemowo-szklany lab-chip — etapy wytwarzania

Podloze krzemowe

- Podloze krzemowe 3”, typu n, grubos¢ 380 um

- Procedura mycia
- Utlenianie termiczne (t = 1050°C, grubo$¢ SiO,
1,5 pm)

- Warstwa maskujaca (WM)
- Fotolitografia jednostronna (AZ 1350, maska
chromowa)

- Trawienie kanalow metoda, DRIE
(zmodyfikowany proces BOSCH)

_‘___._r—— - Usuniegcie SiO;

- Procedura mycia

- Utlenianie termiczne (t = 1050°C, grubos¢ SiO,
0,3 um)

- Szklo Borofloat 3.3, 35x35 mm?, grubos¢ 1 mm

- Wiercenie otworow w pokrywie szklanej (¢p =
0,8 mm)

Wilot/wylot

- Mycie i aktywacja powierzchni
- Bonding anodowy podioza krzemowego i
szklanego (t = 450°C, U = 1,5 kV)

37



Wlot/wylot

- Montaz struktury na ptytce PCB

NanoPort

- Montaz swiattowodow 1 NanoPortu

Kolejnym etapem byto przyklejenie tak wykonanej struktury krzemowo-szklanej do
plytki PCB, ktora postuzyla do unieruchomienia $wiattowoddw w miejscu wprowadzenia ich
do chipa oraz do zamocowania chipa w obudowie metalowej. Do gotowej struktury
krzemowo-szklanej wklejono $wiatlowody szklane P100-2-VIS-NIR (firmy OceanOptics)
zakonczone zlaczem SMA. Swiattowody te posiadaja ptaska charakterystyke transmisji
swiatla w pozadanym zakresie dtugosci fali od 400 nm do 700 nm (Rys. 4.5)%.

>

>

Wzgledna transmisja
-

2
S

20000 30000 40000 605000 80000 00 & BG0  SO000

Dhugose fuli fui]
Rysunek 4.5 — Charakterystyka wzglednej transmisji swiatiowodu szklanego P100-2-VIS-NIR.
Montaz swiattowodéw wykonano na stanowisku umozliwiajacym stabilne
umieszczenie i przemieszczanie lab-chipa w trzech ptaszczyznach x-y-z oraz obserwacje

prowadzonych procesow pod mikroskopem (Rys. 4.6).

¥ Charakterystyka transmisji pochodzi z karty katalogowej producenta $wiattowodu firmy OceanOptics.
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Swiatlowod

“Konik™ podtrzymujacy
swiatlowod

Rysunek 4.6 — Schemat ukladu wykorzystanego do montazu swiatlowodow w lab-chipie.

Przed wykonaniem montazu $wiatlowodow konieczne bylo usunigcie materiatéw
ochronnych z montazowe] czgSci widkna, a w szczego6lnosci powloki poliimidowej
otaczajacej ptaszcz $wiattowodu. Ostona zewnetrzna, wzmocnienie oraz plaszcz ochronny
usunieto metodg mechaniczng. Natomiast powloka lakiernicza zostata usunigta chemicznie
przez zanurzenie przygotowanego odcinka wiokna Swiattowodowego w gotujacym sie
roztworze PIRANHI (H,SO4 + H>0,) na czas 30 minut (Tab. 4.2).

Tabela 4.2 — Etapy przygotowania wlokna swiatlowodowego.

- Usunigcie materialdw ochronnych z czg¢sci

montazowe] wiokna

- Usunigcie powloki lakierniczej
(PIRANHIA, t = 120 °C, t = 30 min.)

- Ucigcie swiattowodu w przecinarce

[ Plaszcz

swiattowodowej

Nastgpnie tak przygotowane wilokno zostalo ucigte w przecinarce $wiattowodowej
firmy Fujikura, spozycjonowane i wprowadzone w przygotowany kanat (Rys. 4.7a). W celu
statego unieruchomienia Swiattowodéw w lab-chipie zastosowano klej optyczny NOA 61
(Thorlabs, Niemcy) utwardzany $wiattem UV. Klej w matej ilosci zostal zaaplikowany do
wlotu kanalu i przemieszczal si¢ on w glab kanatu, dzigki sitom kapilarnym. Nadmiar
gromadzit si¢ w specjalnie wytrawionych zbiornikach, dzigki czemu czoto $wiattowodu nie
zostalo otoczone warstwa kleju (Rys. 4.7b). Tym sposobem rozwigzano problem odbié
swiatta na utwardzonej warstwie kleju [64]. Po catkowitym wypetnieniu kanatu przez klej
zostal on utwardzony $wiattem UV przez ok. 10 min. Zrodlem $wiatla UV byla lampa

dentystyczna firmy Electro-Lite.
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a)

Pulapka
dla komorki

Rysunek 4.7 — Widok struktury: a) kanaly mikrofluidyczne i montazowe, zdj¢cie SEM, b) krzemowo-szklany lab-on-
a-chip z wklejonymi Swiatlowodami.

Nastepnie krzemowo-szklany lab-chip ze swiatlowodami zostal umieszczony w
metalowej obudowie o wymiarach 77 x 116 mm®, ze szczelinami na $wiatlowody oraz
otworami M3, dzieki ktorym mozliwe bylo przymocowanie i unieruchomienie lab-chipa (Rys.
4.8). Obudowa ta zapewnia odpornos¢ na wstrzasy i stabilno$¢ mechaniczng w trakcie
pomiarow. Ostatnim etapem bylo przyklejenie NanoPortu firmy Upchurch na otwor sterujacy.

Utatwito to sterowanie przeptywem oocytu.
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Rysunek 4.8 — Obudowa metalowa: -a) rysunek wykonawczy, b) widok z zamontowanym lab-
chipem.
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4.2 Uklad pomiarowy

W uktadzie pomiarowym, oprécz wykonanego lab-chipa, wykorzystano: miniaturowy
spektrometr USB4000UV-VIS firmy OceanOptics, miniaturowa lampe halogenowg HL-2000

rowniez firmy OceanOptics oraz komputer (Rys. 4.9).

N\ /
Swiatlowody

Rysunek 4.9 — Schemat ukladu pomiarowego.

Mikrospektrometr

Miniaturowy spektrometr USB4000UV-VIS firmy OceanOptics jest kompaktowym
urzadzeniem umozliwiajacym pomiar charakterystyk spektralnych w zakresie od 200 nm do
850 nm. Urzadzenie to wyposazone jest w detektor CCD TCDI1304AP firmy Toshiba.
Zastosowana 3648 — elementowa matryca linijki CCD umieszczona jest na minitawie
optycznej’. Spektrometr wyposazony jest w 25 um szczeline wejsciowa, dzigki czemu
zapewniona jest rozdzielczo§¢ optyczna na poziomie okolo 1,5 nm. Urzadzenie to jest
podiaczane do komputera przez ztacze USB. Producent dostarczyl rowniez oprogramowanie
umozliwiajace konfiguracj¢ spektrometru oraz zbieranie i wstepna obrobke danych

pomiarowych.
Zrédlo $wiatla

Lampa halogenowa firm OceanOptics jest zrodtem Swiatta w zakresie dtugosci fali od
360 nm do 2000 nm. Umozliwia ona podlaczenie §wiattowodoéw zakonczonych ztaczem typu
SMA. Urzadzenie to posiada plynna regulacj¢ intensywnosci $wiatta wprowadzanego do
swiattowodu dzigki zastosowanej przestonie. Przed przystapieniem do wlasciwych pomiarow

zoptymalizowano prac¢ zrodla $wiatla. Jego nagrzewanie i dluga praca moglyby prowadzic

° Dane pochodza z karty katalogowej producenta mikrospektrometru firmy OceanOptics, www.oceanoptics.com
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do niestabilnej] emisji $wiatla, co moglo by¢ pozniej przenoszone na uzyskane wyniki

pomiarowe. Podczas badania stabilnosci lampy halogenowej z wykorzystaniem spektrometru

OceanOptics, swiatlo z oswietlacza bylo prowadzone do detektora za pomoca swiattowodu o

dlugosci 2 metrow i srednicy rdzenia 100 pm, dzigki czemu uzyskano badane charakterystyki

spektralne (Rys. 4.10).
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Rysunek 4.10 — Charakterystyki spektralne lampy halogenowej uzyskane w czasie 1 godziny pracy.

Z charakterystyk spektralnych dla dlugosci fali A = 550 nm i A = 850 nm odczytano

wartosci intensywnosci, a nastepnie wykreslono wartosci intensywnosci w funkeji czasu (Rys.

4.11, Rys. 4.12). Pozwolito to na oszacowanie wzglednych zmian intensywnosci swiatta w

poszczegolnych przedzialach czasowych (Tab. 4.3).
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Rysunek 4.11 — Intensywnos¢ Swiatla w funkcji czasu dla
% =550 nm — dane pomiarowe i aproksymacja.
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Rysunek 4.12 — Intensywnos¢ Swiatla w funkcji czasu dla
#=3850 nm — dane pomiarowe i aproksymacja.
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Tabela 4.3 — Wzgledna zmiany intensywno$ci Swiatla dla wybranych dlugosci fali.

| Wzgledna zmiana | Wzgledna zmiana
Dhugosc¢ fali ) )
0 —30 min 30 — 60 min
550 nm 0,21% -0,14%
850 nm 0,47% -0,45%

Z przeprowadzonych pomiaréw wynika, 2ze wybrana lampa halogenowa
charakteryzuje si¢ bardzo dobra stabilnoscia czasowa, a uzyskane wzgledne zmiany
intensywnosci swiecenia dla wybranych dtugosci fali sa na tyle mate, ze mozna je pominaé w

trakcie prowadzenia dalszych analiz widmowych.
Testy wstepne

Pomiary testowe wykonanego lab-chipa, na stanowisku pomiarowym jak na rysunku
4.13, przeprowadzono z zastosowaniem dwoch cieczy: wody dejonizowanej oraz buforu PBS

(Phosphate Buffered Saline — bufor fosforanowy), w ktérym transportowano badane oocyty.

. Komputer.
programowanicn

Rysunek 4.13 — Mikrocytometr do charakteryzacji oocytow trzody chlewnej oraz bydla.

Okreslono efektywnos¢ sprzezenia Swiatla miedzy $wiattowodem nadawczym
i odbiorczym w celi pomiarowej. Zrodlem $wiatta byta scharakteryzowana wczesniej lampa
halogenowa. Moc optyczng mierzono miernikiem mocy OP-2 VIS firmy COHERENT, ktory
umozliwial pomiary w zakresie dtugosci fali od 0,4 um do 1,06 um z doktadnoscig do 1 nW.
Moc emitowana przez zrodlo Swiatla dla wybranej dlugosci fali A = 550 nm wynosi
Ps = -32,68 dBm. Wyjsciowa moc optyczna, przy celi wypelnionej woda, wynosi
Pc =-43,01 dBm. Oszacowano, iz tlumienie celi pomiarowej cytometru weterynaryjnego dla
A =550 nm wynosi ok. 10,3 dB/cm. Wyniki uzyskane dla buforu PBS nie roznily si¢ od tych
uzyskanych dla wody.

43



Wykonano rowniez charakteryzacj¢ spektralng wody dejonizowanej oraz buforu PBS
(Rys. 4.14). Zauwazono, ze charakterystyka spektralna zaproponowanego buforu nie rozni si¢
od charakterystyki spektralnej wody. Mozna stwierdzi¢, ze wybrane medium nie bedzie
wprowadzalo dodatkowego niepozadanego sygnatu w trakcie charakteryzacji spektralnej
badanych komorek. Jest to jedno z mozliwych do zastosowania mediow. Innym bardzo
popularnym buforem jest Holding Medium, ktore jest czesto wykorzystywane w trakcie
prowadzenia transferéw zarodkow ze wzgledu na jego wiasciwosci odzywcze. Jednak
zastosowanie tego buforu moze powodowac krystalizacjg¢ cieczy wewnatrz komory
pomiarowej, co jest bardzo niepozadanym efektem, doprowadzajgcym w koncowym etapie do

niedroznosci lab-chipa. Z tego powodu zdecydowano sig pracowac tylko z buforem PBS.
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Rysunek 4.14 — Charakterystyki spektralne wody dejonizowanej i buforu PBS.

W trakcie prowadzenia wlasciwych pomiarow, pojedyncza komorke umieszczano
w celi pomiarowej za pomoca pipety przylozonej do wlotu lab-chipa. Komorka byta zasysana
przez sity kapilarne do $rodka lab-chipa (Rys. 4.15). Swiatlo VIS/NIR z lampy halogenowe;j
transmitowane bylo Swiatlowodem 1 do celi pomiarowe; 1 oswietlalo komaorke,
unieruchomiona w strumieniu buforu PBS. Wigzka swiatla przechodzaca przez komorke byla
transmitowana $wiattlowodem 2 do miniaturowego spektrometru. Po pomiarach (ok. 2 min.)
komorka byta wyciagana z lab-chipa i przenoszona do dalszej analizy i hodowli. Uzyskane

charakterystyki spektralne byly nastepnie analizowane.
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Swiatlowod 21

Rysunek 4.15 — Oocyt podczas pomiaru.

4.3 Metoda spektrofotometryczna — metoda pikow — testy laboratoryjne

Przeprowadzone zostaly serie pomiarowe na materiale zwierzgcym pochodzacym od
bydta oraz trzody chlewnej. Materiat biologiczny zostat dostarczony i przygotowany przez
zespol pracownikow z Katedry Weterynarii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod
kierownictwem profesora Je;drzeja Jaskowskiego. Pomiary przeprowadzano w laboratorium

biologicznym.

4.3.1 Oocyty bydlece
Jajniki bydlgce (Rys. 4.16) zostaly odzyskane bezposrednio po uboju i
przetransportowane do laboratorium w ciggu 20 minut w temperaturze 38 °C, w 0,9% NaCl.

Nastgpnie jajniki umieszczono w 5% roztworze FBS (Foetal Bovine Serum — bydieca

surowica plodowa).

Rysunek 4.16 — Jajnik bydlecy.

Komorki jajowe pozyskane zostaly metoda dysekcji. Ocena morfologiczna i wstepna
selekcja oocytow wykonana zostata podczas obserwacji pod lupa stereoskopowa. Do oceny

jakosciowe] zostala wykorzystana opisana wczesniej metoda klasyfikacji oocytéw (str. 11).
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Komorki podzielono na cztery klasy morfologiczne wg ilosci komorek cumulusa
otaczajacych komorke, homogennosci i stopnia degeneracji cytoplazmy. Oocyty z klasy I
uwazane sa za najlepsze jakosciowo i wykazujag one najwigksza mozliwos¢ udanego
zaptodnienia [69]. W kolejnym etapie przeprowadzono odtrawienie komorek cumulusa od
oocytu za pomocg roztworu Hialuronidazy (3%) — Rys. 4.17, a nastgpnie wykonano pomiar w

lab-chipie.

Qocyt klasy 1 Oocyt klasy 11 Oocyt klasy HI Oocyt klasy IV

Qocyty po
pobraniu z jajnika

Qocyty pozbawione
komorek cumulusa

Rysunek 4.17 — Oocyty bydlece podzielone na cztery morfologiczne klasy jakodciowe przed i po usunigciu komoérek
cumulusa.

Ogolem przebadano 19 komorek przy czym w klasie I przebadano 4 oocyty, natomiast
w pozostalych klasach po 5 oocytow. Oocyty bydlece zostaly zmierzone sztuka po sztuce.
Schemat zaproponowanego algorytmu obrobki danych pomiarowych przedstawiono na
rysunku 4 18 Ponizej przedstawiono pelng analiz¢ danych pomiarowych dla oocytow z I

klasy oraz wynik koncowy. Wyniki dla pozostatych klas sg zawarte w Dodatku A.

Rysunek 4.18 — Schemat analizy danych pomiarowych — metoda pikow.
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Zaproponowana metoda zaklada pomiar charakterystyk intensywnosci samego

medium (Rys. 4.19) oraz oocytu ,,zawieszonego” w medium (PBS) — Rys. 4.20. Nastgpnie

charakterystyki te poddane sa wygltadzeniu wykorzystujac w tym celu szybka transformate

Fouriera o liczbie probek 100 (Rys. 4.21, Rys. 4.22). Kolejnym krokiem jest normalizacja

otrzymanych charakterystyk do jedynki (Rys. 4.23, Rys. 4.24).
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Rysunek 4.19 — Charakterystyki intensywnosci medium
wykonane przed pomiarem kazdego oocytu z I klasy.
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Rysunek 4.21 — Wygladzone charakterystyki
intensywnosci medium wykonane przed pomiarem
kazdego oocytu z I klasy.
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Rysunek 4.20 — Charakterystyki intensywnosci
poszczegdlnych oocytow I klasy ,,zawieszonych” w medium.
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Rysunek 4.22 — Wygladzone charakterystyki
intensywnosci poszczegolnych ococytow I klasy
wrzawieszonych” w medium.
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Rysunek 4.23 — Charakterystyki intensywnosci
znormalizowanej medium zmierzone przed pomiarem
kazdego oocytu z I klasy.
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Rysunek 4.24 — Charakterystyki intensywnosci
znormalizowanej poszczegolnego oocytu I klasy
JZawieszonego” w medium.

Nastepnym etapem (operacje matematyczne wykonano w programie Origin 7.5) jest odjecie

tak przetworzonej charakterystyki oocytu ,zawieszonego” w medium od charakterystyki

samego medium. Dzigki temu uzyskano charakterystyke spektralng pojedynczego oocytu

(Rys. 4.25).
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Rysunek 4.25 — Charakterystyki poszezegolnych oocytow z I klasy.

Charakterystyki te, otrzymane dla poszczegolnych klas morfologicznych, zostaty usrednione

i porownane (Rys. 4.26). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem jakosci klasy oocytu,

potozenie przypadajacego w okolicy A = 580 nm minimum lokalnego przesuwalo si¢ w strong

krotszych dlugosci fali. Oocyty uznane za najlepsze (1 klasa) charakteryzowane byly przez

minimum lokalne 581,3 nm, oocyty z 2 klasy przez 584 nm, 3 klasy 585,5 nm, a najgorszej

4 klasy 587,1 nm (Rys. 4.27). Tym samym stwierdzono, ze mozliwa jest kwalifikacja

jakosciowa oocytOw metoda badania krzywych spektralnych. Wyniki te opublikowano

miedzy innymi w: [70, 71].
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Rysunek 4.26 — Usrednione charakterystyki roznicy Rysunek 4.27 — Warto$¢ i polozenie minimum lokalnego
intensywnosci znormalizowanej dla poszczegélnych klas w zakresie dlugosci fali 580 nm dla czterech klas
jakosciowych. 00cytow.

Wyniki te sg istotne, jednakze roznice polozenia minimum lokalnego pomigdzy
poszczegdlnymi klasami s bardzo mate. Dlatego tak przeprowadzona klasyfikacja nie moze
by¢ wykorzystana w pomiarach prowadzonych w warunkach hodowlanych. Ponadto ocena
parametryczna oocytow prowadzona jest dla grupy komorek z poszczegodlnych klas, a nie dla

pojedynczego oocytu, co wynika z koncowej metody obrébki danych pomiarowych.

W kolejnych doswiadczeniach sprawdzono, czy opisana tu metoda klasyfikacji
oocytow z zastosowaniem techniki lab-chip wplywa negatywnie na badana komorke.
Przeprowadzono w tym celu testy oocytow bydlgcych najlepszej 1 klasy, a nastgpnie poddano
je zaptodnieniu in vitro. Procedura pozyskania oocytéw jak réwniez procedura pomiarowa
byly zgodne z opisanymi wczesniej w tej pracy (str. 45). Badania przeprowadzono na grupie
10 oocytow. Najpierw zostaly one poddane pomiarom w lab-chipie, a nastgpnie zaptodnione
in vitro. Do zaplodnienia zastosowano mrozone w cieklym azocie nasienie przetrzymywane w
tzw. stomkach. Ejakulat z rozmrozonej stomki zostat zawieszony w medium Sperm Talp (pH
7,4) 1 poddany 2 krotnemu wirowaniu. Po ilosciowej i1 jakosciowej ocenie (wykorzystujac do
tego celu system CASA) koncowa koncentracja plemnikéw wynosita 1,5 min/ml. Dojrzate
komorki jajowe poddane zostaly zaptodnieniu in vitro w kroplach pozywki IVF Talp,
wzbogaconej o Fat. BSA, antybiotyki oraz heparyne [72]. Plytke z zaplemnionymi oocytami
przechowywano w inkubatorze przez okres 18 godzin w temperaturze 39°C i 5% stezeniu
CO; (Rys. 4.28). Hodowle zarodkow przeprowadzono w pozywce CR1aa z dodatkiem BSA
(4 mg/ml) w plytkach czterodotkowych i przykrytych olejem mineralnym. Komorki
inkubowano 24 godziny do stadium zygoty w temperaturze 39°C i 5% stezeniu CO».
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