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1. Uvod

Bioanalytika, jako disciplina analytické chemie, zaby-
vajici se analyzou xenobiotik (latky télu cizi jako napft.
1é¢iva, drogy a jejich metabolity) a biotik (proteiny, lipidy,
nukleové kyseliny, metabolity) je mnohdy stavéna pted
problém vystacit s omezenym mnozstvim vzorku. Z tohoto
divodu se na trhu objevuji nové metody, které tento narok
spliiuji a zaroven jsou schopny dodavat robustni a reprodu-
kovatelné vysledky. Nedilnou soucésti tohoto vyvoje je
miniaturizace a v soucasné dobé jsme svédky nastupu ana-
lyzatordh pracujicich na bazi mikrofluidickych ¢ipt. Tyto
systémy jsou Casto oznacovany jako ,,Mikro Total Analy-
sis System™ (u-TAS). Nazev p-TAS vyjadiuje snahu
o zkréaceni cesty vzorku laboratofi a slouceni co nejvétsiho
mnozstvi jednotkovych operaci do analyzatoru velikosti
napt. pouhé kreditni karty. Vrcholem tohoto vyvoje by pak
mohla byt laboratof na Cipu (Lab-on-a-chip). Tuto myslen-
ku mohou znat fandové sci-fi napf. z filmové série Star
Trek. Pro okamzity a kompletni rozbor zdravotniho stavu
pacienta postacilo pouzit specidlni skener, ktery se veSel
do jedné ruky. Na trhu se stale Castéji setkdvame se sys-
témy, které jsou oznacovany jako mikrofluidické analyza-
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tory anebo ve svém ndzvu nesou predponu nano. Pfevazné
se jedna o pfristroje, které jsou zalozeny na principu elek-
troforetickych metod a kapalinové chromatografie.

2. Trendy v mikrofluidice

Snaha vytvofit dokonaly mikrofluidicky systém se da
povazovat za snahu pfiblizit se né¢emu, ¢im pifiroda davno
disponuje, prikladem pak muze byt napf. lidsky organis-
mus'. Miniaturizace v oboru analytické chemie je trendem,
ktery se zacal intenzivné vyvijet na prelomu 80. a 90. let
a to diky finan¢ni podpote dvou nezavislych projektt Spo-
jenych statd americkych. Prvni znich byl financovan
agenturou DARPA (Defense Advanced Research Project
Agency). Cilem tohoto projektu bylo vybavit armadu
snadno ovladatelnymi a pfenosnymi analyzitory. Casem se
ukazalo, Ze tyto systémy budou vhodné napf. i pro labora-
tofe rozvojovych zemi™”, Druhy projekt ,,Human Genome
Project” planovany na 15 let byl formalné zapocat v roce
1990 (fizen a financovéan ,,U. S. Department of Energy*
a,National Institutes of Health“). Diky DNA
sekvenatorim  ,,Molecular =~ Dynamics  MegabaCE®
a ,,Applied Biosystems 3700“ byl tento projekt ukoncen
o dva roky difve (2003)*. Oba zminéné projekty tak od-
startovaly masivni nastup vyvoje p-TAS (cit.>).

2.1. Vyvoj mikrofluidickych systému

2.1.1. Historie a soucasnost ve vyvoji j-TAS

Mikrofluidické systémy prochdzi fazi intenzivniho
vyzkumu jiz dvé desetileti, zkratka p-TAS (mikro total
analysis system) byla poprvé pouzita’ v roce 1990. Cipy,
které mély nahradit kapilary, byly v poc¢atcich svého vyvo-
je zaloZeny pouze na designu rovnych kanalkd. Do dnes-
nich dni se z této jednoduché konstrukce vyvinuly pies
separacni kiiz na pomérné¢ komplikovand zafizeni, ktera
integruji i n€kolik na sebe navazujicich krokl analyzy.
Tato ¢ast se ve strucnosti vénuje historickému vyvoji mi-
krofluidickych systémi. Vybér piehlednych praci zabyva-
jicich se miniaturizaci a vyvojem mikrofluidickych systé-
mu v oblasti bioanalytiky v poslednich tfech letech je shr-
nut v tab. L.

DNA a genomika

Prvni pokusy o provedeni separace DNA na Cipu se
objevily jiz v 90. letech 20. stoleti. V roce 1994 Wooley
a Mathies pomoci metod fotolitografie a chemického
leptani sklenénych desticek ptipravili Cip s rovnymi kanal-
ky. Na tomto ¢ipu béhem deseti minut sekvenovali s 97%
presnosti 150 parti bazi dlouhy fetézec DNA(cit.). Sché-
ma ¢ipu se dvéma na sebe kolmymi kanalky (davkovaci
kiiz) je na obr. 1. Prvni kanalek slouzi pro nadavkovani
vzorku a v druhém pak probih4 separace a analyza.
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Tabulka I
Review miniaturizaci v oblasti bioanalytické instrumentace za posledni tfi roky
Okruh Rok  Stru¢ny popis, ¢im se review zabyva Pocet Obrazky/  Pocet Lit.
stran tabulky odkaz
Vyroba, 2008  Velmi ptehledny vycet materiald a technik 23 20/4 306 44
instrumentace a pro vyrobu mikrofluidickych ¢ipt
modifikace ) 2008  Paralelni detekce analyti na multikanalovych ¢ipech 10 4/1 62 45
mikrofluidickych + aplikace
zatizeni o L o w1
2009  Zpisoby spojovani (slinuti) termoplastt pti vyrobé 16 9/3 111 46
mikrofluidickych ¢ipti (uzavieni mikrokanalki)
2009  Mikrofluidické Cipy urcené pro Free-flow 12 11/0 57 47
elektroforézu
2009  Vyuziti nativni fluorescence pro detekci analytina 11 91 84 48
mikrofluidickych ¢ipech
2009  Elektrochemické sensory pro mikrofluidické 9 5/0 104 49
analyzétory
2010  Optické detektory pro mikrofluidické analyzatory 27 19/1 95 50
2010 Kategorizace a vycet komponent mikrofluidickych 21 1/9 163 51
systémtu, pokus o uspotadani nazvoslovi
2010  Pfehled technik pouzivanych pro michani roztokti 14 6/4 120 52
na mikrofluidickych analyzatorech
2010  Modifikace povrchu PDMS (chemické, fyzikalni) 15 71 108 53
Genomika 2009  Analyza DNA na mikrofluidickych ¢ipech 12 51 65 54
s elektrochemickou detekei
2010  Diagndza chorob spojenych s mutaci a poruchami 20 6/6 193 55
DNA
Genomika 2009  Ptehled praci zabyvajicich se mikrofluidikou pro 10 91 129 56
a proteomika analyzu NK a proteini
Proteomika 2008  CE analyza proteinti na mikrofluidickych ¢ipech 22 13/0 151 57
2009 2D separace proteinti na mikrofluidickych ¢ipech 8 7/0 62 58
2010  CE analyza proteinti na mikrofluidickych ¢ipech 27 20/0 177 59
(doplnéni ¢lanku z roku 2008)
Analyza bun€k 2008  Pokroky ve vyvoji uTAS pro analyzu buné&nych 8 3/0 90 60
membran
2009  Analyza jediné buiiky v kapce 10 13/0 47 61
2010  Separace neznacenych buné¢k na Cipu v zavislosti 19 6/1 122 62
na jejich velikosti, tvaru, hustoté, povrchovych
strukturach, ...
2010  Péstovani bunécnych kultur na ¢ipu 13 7/0 56 63
2010  Péstovani a vyzkum tkanovych bunék na cipu 13 6/1 133 64

Vyhodou tohoto usporadani je opakovatelné davkova-
ni vzorkd v objemech fadu nanolitrid. Potfebnou detekéni
citlivost dodava systému laserem indukovana fluorescence
(LIF). Diky pouziti zobrazovaci CCD (Charge-Coupled
Device) kamery je mozno zaznamenat a optimalizovat
pribéh davkovani napf. pfi separaci vzorku rhodaminu B
a fluoresceinu’. V roce 1996 byl vyvinut &ip, na kterém se
podatilo nastipat vzorek modelové DNA na fragmenty
béhem komigrace s enzymem. Ty byly nésledn¢ separova-
ny a analyzovany pomoci LIF detekce'®. Ve stejném roce
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byla publikovana prace, kterd demonstrovala spojeni CE
separacniho  kiize na sklenéném <cipu s PCR
(polymerazova fetézova reakce) komirkou, kterd byla
vytvofena mezi dvéma kiemennymi destickami (kazda
1 mm silna). Vyhtivani PCR komtrky bylo zajisténo od-
porovou vrstvou, na kterou bylo pfivedeno napéti ptes
napatenou vrstvu zlata''. V roce 2000 se v obdobné praci
podatilo vytvofit spojeni PCR-CE na jednom Ccipu a to
diky pouziti Peltierova &lanku'?. Cip publikovany v roce
2005, byl urceny pro analyzu polymorfismu délky restrikc-
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Obr. 1. Schéma separac¢niho k¥iZe; vyiez — rozhrani davkovaci-
ho a separacniho kanalku (A davkovani vzorku; B separace
vzorku)
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nich fragmenti (RFLP) a kombinoval v§echny kroky ana-
lyzy (PCR, restrikéni digesce a CE)™. V soulasnosti je
trendem ve vyvoji mikroanalytickych zafizeni ,,analyza
jediné bunky”. u-TAS na této urovni byl pfedstaven roku
2008 (cit.'*). Na jediném &ipu byly zachyceny jednotlivé
bunéky, z jejichz lyzatu byla afinitni chromatografii ziska-
na mRNA. Ta byla nasledné enzymem RNA reverzni tran-
skriptasa pfepsana do pofadi cDNA.

Peptidy, proteiny a proteomika

Nejvétsi prekazkou pro analyzu funkcnich a regulac-
nich proteini je jejich nizka koncentrace a obrovska diver-
zita. V pfipad€ analyzy DNA lze jeji koncentraci zvysit
pomoci PCR. 74dna takto ,,snadna® a efektivni metoda pro
amplifikaci proteinti neexistuje. Jednim z trendi miniaturi-
zace je vystaCit s malym mnozstvim vzorku, a proto se
mikrofluidika na poli proteomiky nabizi jako vyhodné
feseni’. Klasickou metodou pro d&leni proteinii podle
jejich velikosti je polyakrylamidova gelova elektroforéza
s dodecylsulfaitem sodnym (SDS-PAGE). Tato metoda je
pomérné naroc¢nd, zdlouhavéd a je pouzivana jiz od roku
1967 (cit."®). Separace 3esti proteini v rozsahu hmotnosti
od 9 do 116 kDa byla popsana roku 1999 na ¢ipu metodou
SDS/CGE (cit."”). Cip navrzeny pro SDS-PAGE proteint,
ktery je v soucasnosti urcen pro Agilent Bioanalyzer 2100,
byl predstaven'® v roce 2001. Tento &ip umoziuje postup-
nou analyzu az deseti vzorkd a kombinuje pét krokt analy-
zy (reakce s fluorescenéni barvou, nadavkovani vzorku,
separace analytil, nafedéni — sniZeni fluorescen¢niho poza-
di a detekce). Nejvyuzivangj§i separacni metodou
v proteomice je 2D elektroforéza. Analyty jsou v prvni
dimenzi separovany izoelektrickou fokusaci a v druhé
dimenzi metodou SDS-PAGE. Po obarveni gelu vzniknou
spoty, které tvoti ,, 2D mapu‘ proteint. Jednotlivé spoty
jsou vyfiznuty a analyzovany piistupem ,,bottom up‘ nebo
,top down“". Vzhledem k pracnosti a zdlouhavosti tohoto
postupu se objevilo mnoho praci, které se pokusily o pte-
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sun 2D elektroforézy na &ip®’. Prvnim takovym pokusem
byla prace publikovand® jiz vroce 1998. Cip
z kiemenného skla se skladal z jednoho 16 mm dlouhého
kanalku (1D) a z 500 kanalkd dlouhych 5 mm (2D), bohu-
zel publikace nezahrnovala vysledky separace proteint.
Prace, kde se podafilo ve dvou dimenzich separovat tfi
proteiny na Cipu, byla publikovéana az o Ctyfi roky pozdé-
ji*%. Pouzity Gip byl tvofen Sesti PDMS bloky. Dvouroz-
mérna separace proteini bunéfného lyzatu bakterie
Escherichia coli na jediném &ipu byla publikovana®
vroce 2007. Cip obsahoval kanalek pro izotachoforézu
(1D) a dvacet kanalka pro nativni elektroforézu (2D). Pro
detekci a  dal$i  charakterizaci  proteint/peptidi
a v soucasnosti i oligosacharidl je nejvhodnéjsim analyza-
torem hmotnostni spektrometr®. V praxi jsou vyuZivany
dva zplsoby ionizace a to ESI (electrospray ionization)
a MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization).
ESI je vhodna pro on-line spojeni Cipd s MS, na druhou
stranu MALDI poskytuje jednodussi spektra a tak je
v proteomice vyuzivana Castéji. N€kolik praci zabyvajicich
se on-line spojenim ¢ipd s MS detekei bylo vénovanych
i ionizaci pomoci MALDI>.

Dalsi biologicky vyznamné latky

Naprosta vétSina praci vénujicich se vyvoji u-TAS
pro analyzu biologicky vyznamnych latek je zaméfena na
nukleové kyseliny a proteiny. Analyza dalSich latek vcetné
cukrii a tukl je zatim méné propracovana. Analyza tuki
a mastnych kyselin je sloZitd diky jejich Spatné rozpust-
nosti ve vodnych pufrech a nutnosti pouzivani micelarnich
nebo nevodnych systémil. CE karbohydratt je kompliko-
vana vzhledem k nutnosti jejich derivatizace®®. Oligosa-
charidy hraji vyznamnou roli v posttranslac¢ni syntéze pro-
teind — glykosylaci. Glykany tedy mohou slouzit jako mar-
kery n¢kterych onemocnéni. Typickym ptikladem je zmé-
néna glykosylace proteinii spojend s cirhozou jater’” nebo
s naddorovymi chorobami. Z tohoto diivodu se analyza
glykant jevi jako atraktivni screeningova metoda. Cukry
je nutno derivatizovat, aby byla umoZnéna jejich elektrofo-
reticka separace a detekce. Nejvice diskutovanou znackou
pro derivatizaci N-glykant (k proteinu konjugovany ptes
dusik) je  8-aminopyren-1,3,6-trisulfonova  kyselina
(APTS). APTS méa podobné absorp¢ni i emisni spektrum
jako fluorescein (LIF detekce glykan®) a zaroven posky-
tuje zaporny naboj cukriim, ktery umozni CE separa-
ci. N-Glykany lidského séra znafené APTS se podaftilo
separovat béhem 12 min na ¢ipu s kandlkem o efektivni
separa¢ni draze 11,5 cm v roce 2004 (cit.%%). Podobna pra-
ce na Cipu vyrobeném z polymethylmethakrylatu (PMMA)
se separacnim kanalkem o efektivni separacni draze 30 cm
byla publikovana®® roku 2006. V roce 2007 vysla prace, ve
které byl na Cipu s kanalkem (tvar spiraly) o efektivni se-
paracni draze 22 cm sledovan glykanovy profil pacientky
s rakovinou prsu’'. Nedavno bylo demonstrovano i mozné
vyuziti pfristroje, puvodné ur¢eného pro CGE nukleovych
kyselin na ¢ipu i pro analyzu oligosacharidd, napf. pro
screening pacientii®” s rakovinou prostaty 2010.
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Micro-flow cytometrie

Pritokova cytometrie v biochemickych laboratofich
usnadiiuje a urychluje stanoveni poctu krvinek v krvi paci-
entii. Miniaturizace tohoto zafizeni byla publikovana™
vroce 1999. Mikrofluidické zatizeni pro tfidéni bunck
bylo vytvofeno o rok diive’. V roce 2003 byl piedstaven
¢ip, ktery obsahoval komiirku na zachyceni a péstovani
roztiidénych bundk™. Diky tomuto usporadani bylo snize-
no riziko ztraty bunék a mozné kontaminaci pti zachazeni
s nimi. Pokroky ve vyvoji mikrofluidickych zatfizeni pro
analyzu bunék jsou dokumentovany v piehledné praci*®.

K historii a vyvoji mikrofluidickych zafizeni v oblas-
ti bioanalytické instrumentace 1ze zavérem dodat, Ze trend
miniaturizace sméfuje k propojeni vSech zminénych apli-
kaci na jediny Cip. Cilem, ke kterému by se vyzkum mohl
v dohledné dob¢ ubirat, je u-TAS jednotka, ktera by doka-
zala zachytit pozadovanou burniku a analyzovat jeji geno-
micky, proteomicky, metabolomicky, glykomicky, ¢i jiny
omicky profil.

2.1.2. Miniaturizace v oblasti HPLC
Na rozdil od CE, miniaturizace v oblasti kapalinové
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nezbytné Celit celé fadé slozité fesitelnych problémi:

Pumpy

Se zmensujicimi se vnitfnimi primeéry kapilar a kolon
vzrusta i odpor kladeny systémem proti pritoku mobilni
faze. Z tohoto diivodu je nutné do systému zatadit pumpy,
které jsou schopny pracovat pii extrémné vysokych tla-
cich, ale zaroven pii nizkych pritocich.

Mrtvé objemy

Kazdy spoj znamend zvySovani mrtvého objemu
a vnaseni nepfesnosti do procesu analyzy. Reseni se nabizi
v podobé LC na ¢&ipech. Cipy minimalizuji nezbytny podet
spojii na minimum a Ize je kombinovat s detekci hmotnost-
nim spektrometrem?’.

Déavkovaci smycka

Cim mensi kolona, tim mensi kapacita pro analyty ve
vzorku. Mikrofluidicka zatizeni na principu LC umoznuji
déavkovat fadové nanolitry vzorku.

Gradientova eluce a splitrovani mobilni faze

S ménicim se sloZzenim mobilni faze se méni jeji vis-
kozita a tim se méni tlak pro jeji pratok. Komercni sys-
témy fesi tento problém softwarové. Drazsi systémy obsa-
huji pritokomeéry, které fidi pritok zpétnou vazbou. Dal-
$im problémem gradientovych eluci je splitrovani toku. Po
smichani roztoki je vétSina mobilni faze bez uzitku odva-
déna pfimo do odpadu. Jedno zfteSeni tohoto problému
vyuziva ventil s nékolika smyckami. Kazda ze smycek je
naplnéna mobilni fazi sriznou eluéni silou. V pribéhu
analyzy je ventil postupné pfepinan a pozadovana mobilni
faze je piivadéna na kolonu™®.
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Kolona

Srdcem kazdého kapalinového chromatografu je sepa-
racni kolona. O nano-LC technikach se mluvi, pokud je
pouzita kolona pfipravena v kapilafe s vnitfnim primérem
mezi 10 a 100 pm. Pokud je tento primér mezi 100
a 500 um, jednd se o kapilarni-LC. Tak jako u klasické
HPLC i u nano-HPLC jsou nejpouzivangjsi kolony népl-
nové. Velikost ¢astic sorbentu se pohybuje mezi 3-5 pm.
Sorbenty o velikosti ¢astic 1,5-1,8 um jsou uréeny pro
,ultra performance” kapalinovou chromatografii (UPLC)™.
Nevyhodou napliiovych kolon je omezenda moznost volby
typu sorbentu u komercnich kolon. Ve vyzkumu si casto
védci vyrabi a plni svoje vlastni kolony, ale vzhledem
k naroc¢nosti tohoto procesu se 1ze stale Castéji setkat s OT
(Open Tube) a monolitickymi kolonami. OT kolony jsou
prazdné kapilary se stacionarni fazi imobilizovanou ptimo
na jejich vnitini sténé (kovalentni vazba, adsorpce). Nej-
veétsi nevyhodou OT kolon je jejich nizka kapacita. Tento
problém lze fesit pouzitim delsi kolony, ovSem za cenu
zvySeného tlakového spadu. Monolytické kolony poskytuji
velky povrch pro imobilizaci stacionarni faze, ale zaroven
nekladou tak velky odpor protékajici mobilni fazi jako
kolony néapliové. Kontrola polymeracnich podminek
umoznuje pfipravovat Siroké spektrum typt kolon, jak na
bazi organickych, tak i anorganickych polymert. Monoly-
tické kolony se staly pfedmétem vyzkumu zejména od
konce 80. let 20. stoleti* a dnes jsou jiz komeréné dostup-
né. I pies prvotni nedivéru se prokazalo, ze monolytické
kolony dokaZi konkurovat nejlepSim kolondm népliovym.
Hybridem mezi monolitickymi a OT kolonami jsou
,Porous Layer Open Tubular (PLOT) monolytické kolo-
ny. Tyto kolony poskytuji oproti OT kolonam daleko vétsi
interakeni povrch, ale zaroven kladou mensi odpor proté-
kajici mobilni fazi ve srovnani s klasickymi monolyticky-
mi kolonami*'.

Detektor

Pro detekci analytll v systému nano-HPLC je nezbyt-
né pouZzivat analyzatory s co nejvetsi citlivosti. NejCasteji
pouzivané detektory u nano-HPLC jsou UV/VIS a hmot-
nostni spektrometry. Vzhledem ke kratké optické draze
kapilar je detekce optickymi metodami Casto feSena
Znebo U detekénimi celami*?. Nano-LC systémy jsou
vzhledem k malym pratokiim velmi vhodné pro spojeni
s elektrosprejovou hmotnostni spektrometrometrii. Toto
spojeni nachazi uplatnéni predevsim v proteomice®.

2.2. Komer¢né dostupné mikrofluidické systémy

Vzhledem ke snaze spoleCnosti udrZzet si pozici na
trhu je neustalé pfizptisobovani se nejnoveéjsim instrumen-
talnim trendiim véetné miniaturizace naprostou nezbytnos-
ti. Diky tomu lze narazit na Siroké spektrum komercné
dostupnych mikrofluidickych systémil. Castedny piehled
firem, zabyvajicich se mikrofluidikou, je v tab. II. V nasle-
dujicim textu je ve stru¢nosti uvedeno né€kolik produktd
prednich vyrobcll mikrofluidickych zafizeni.
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Tabulka II

Seznam spole¢nosti zabyvajicich se mikrofluidikou®

Referat

Spolecnost Webové stranky Popis spolecnosti
Abbott http://www.abbott.com Kanadska spolecnost specializujici se v oblasti ,,health care*
Laboratories (od nutri¢nich dopliikti az po laboratorni bioanalyzatory)
Advanced http://www.liquid-logic.com/ Spolecnost vznikla na pid€ Duke university v Severni Karoliné v USA.
Liquid Logic Zabyvaji se digitalni mikrofluidikou
Agilent http://www.agilent.com Americka spolecnost, odnoz Hewlett-Packard. Zabyvaji se vyrobou
Technologies bioanalytickych zafizeni. V odvétvi Lab-on-a-chip nabizi CE
ananoHPLC na ¢ipu
Applied http://www.appliedbiosystems.com/ Americkd spolecnost zac¢inala pod ndzvem GeneCo. Piistroje této spo-
Biosystems le¢nosti byly pouzity pro sekvenaci DNA v Human Genome project
Aviva http://www.avivabio.com/ Americka spole¢nost, na trhu prorazili se SealChip uréenym
Biosciences pro screening 1é¢iv
Biacore http://www.biacore.com Svédska spoletnost v soudasnosti pod GE Healthcare. Hlavni oblast
zajmu — charakterizace protilatek a proteomika. Biosenzory
na principu SPR (surface plasmon resonance)
Bio-Rad http://www.bio-rad.com Americka spolecnost, plivodné prodej chemikalii pro biochemicky
a farmaceuticky primysl. V soucasnosti daleko $irsi pole piisobnosti,
mikrofluidika- Experion Automated Electrophoresis Station
Biotrove http://www.biotrove.com Spolecnost piesla pod vedeni Applied Biosystems. Zabyvali
se analyzou DNA — RealTime PCR, TagMan
Caliper http://www.caliperls.com/ Americka spolecnost zabyvajici se mikrofluidikou dvacet let.

Life Sciences
Cellix

Cepheid
Dolomite

Eksigent

Technologies

Emerald
BioSystems
Evotec
Technologies

Fluidigm

Fraunhofer
Gyros

Helicos

Ibidi Integrated
BioDiagnostics

http://www.cellixltd.com
http://www.cepheid.com
http://www.dolomite-
microfluidics.com
http://www.eksigent.com

http://www.emeraldbiosystems.com

http://www.evotec-
technologies.com/

http://www .fluidigm.com

http://www.ibmt.fraunhofer.de/fhg/
ibmt_en/
http://www.gyros.com

http://www .helicosbio.com

http://www.ibidi.de/

Prikladem je LabChip GX

Irské spole¢nost, kterd nabizi ¢ipy pro sledovani pohybu a adheze
krevnich bunék.

Americka spolecnost, pfistroje pro analyzu DNA s real-time PCR
Anglicka spolecnost, design a vyroba mikrofluidickych Cipa

Americka spolecnost, vyvoj, vyroba, prodej a servis chromatografic-
kych a extrakénich systému. V oblasti mikrofluidiky- cHiPS nanoFlex
Kanadska spolecnost, ktera nabizi mikrofluidické pfistroje

pro proteinovou krystalografii

Cast némecké spoleénosti Evotec (http://www.evotec.com) odkoupena
americkou PerkinElmer. CycloClone = mikrofluidické zafizeni pro
analyzu, imaging a klonovani krevnich bun¢k

Americka spolecnost, analyza NK na principu dPCR (digital PCR) —
BioMark System — real-time qPCR a dPCR na ¢ipu; TOPAZ Systém-
proteinova krystalografie na ¢ipu

Némecka spolecnost, vyvoj v oblasti biomedicinského inzenyrstvi

Svédska spolegnost. Gyros immunoassay platform — mikrofluidické
imunoanalyzy na ,.kompaktnich discich®

Americka spolecnost. HeliScope Single Molecule Sequencer- sekvena-
ce DNA, pracuje na principu tSMS (true Single Molekule Sequencing)

Némecka spolecnost. Design, vyroba a prodej ¢ipi pro kultivaci
a hodnoceni bakterii

® Tabulka aktualizovana ke dni 13. leden 2011
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Tabulka II

pokracovani

Spole¢nost Webové stranky Popis spolecnosti

IntegenX http://integenx.com/contact/ Americka spoleénost. Mikrofluidicky analyzator Apolo 100 —
sekvenace DNA. Na konci roku 2011 ma byt uveden Apolo 200.

Liquidia http://www.liquidia.com/ Americka spolecnost. Vyrabi (,,tiskne*) ¢astice o velikosti desitek

Technologies nanometrd az stovky mikrometrti. Tvar dle pozadavku.

Micralyne Inc.  http://www.micralyne.com/

Microfluidics  http://www.microfluidicscorp.com/
Micronics http://www.micronics.net

Micronit http://www.micronit.com/
Microfluidics

BV

Nanoterra http://www.nanoterra.com/
Network http://www.networkbiosystems.com
Biosystems

NiCoForm inc. http://www.nicoform.com/

PRECISION-  http://www.precisionmicro.com/23/
micro microfluidic-components/
Pyrosequencing http://www.pyrosequencing.com
AB

Roche, Cobas  http://www.cobas-roche.co.uk

Tecan http://www.tecan.com
ThinXXS http://www.thinxxs.com
Translume http://www translume.com/
Trinean http://www.trinean.com/
Tronics http://www.tronics-mst.com/
Microsystems

Veredus http://www.vereduslabs.com/
laboratories

Kanadska spolecnost zabyvajici se vyvojem a vyrobou nejen
mikrofluidickych ¢ipa.

Americka spolecnost vyrabéjici nanocastice pro farmaceuticky,
biotechnologicky, chemicky, kosmeticky, aj. primysl

Americka spolec¢nost. Vyvoj mikrofluidickych pfistroju pro in vitro
diagnozu.

Holandska Firma. Design a vyroba mikrofluidickych ¢ipti ze skla

Americka spole¢nost zabyvajici se ,,Soft Litografii*

Americka spolec¢nost. Vyvoj mikrofluidickych zatfizeni pro molekularni
biologii.

Americka firma, ktera mimo jiné vyrabi i formy pro vyrobu
mikrofluidickych Cipd

Anglicka spolec¢nost zabyvajici se mimo jiné také designem a vyrobou
mikrofluidickych Cipd

Presli pod némeckou spolecnost Qiagen. PyroMark- pracuje na
principu pyrosekvenace — kvantifikace metylace DNA, mutaci DNA

Svycarsky koncern Roche. Cobas- biochemické analyzatory, ,,Point
of Care®, diagnostika v molekularni biologii

Svycarskd spole¢nost, instrumentace pro farmaceuticky priimysl,
biochemické, soudni a vyzkumné laboratote.

Némecka firma. Design a vyroba mikrofluidickych €ipti z plastu
Americka spolec¢nost. Design a vyroba mikrofluidickych ¢ipti ze skla
Belgicka spolecnost. Vyvoj a vyroba multikanalovych spektrofotome-
trG pro UV/VIS absorp¢ni spektrofotometrii mikrolitrovych vzorki
Francouzska spolecnost, ktera vyrabi (i mikrofluidické) Cipy

na zakazku

Singapurska spolecnost. ,,Portable* analyzatory. VereID Biosystem —
screening DNA/RNA na ¢ipu (napf. ¢ip VereFlu — stanoveni chfipky)

* Tabulka aktualizovana ke dni 13. leden 2011

2.2.1. Caliper Life science (http://'www.caliperls.com)

Spolecnost Caliper se zabyva vyvojem a prodejem
mikrofluidickych  zafizeni jiz vice nez 10 let.
V soucasnosti se tato spolecnost tzce specializuje na spo-
lupraci s farmaceutickymi firmami a nabizi hned nékolik
produktli v oblasti Lab-on-a-chip. Jako pftiklad lze uvést
systém LabChip GX/GXII (obr. 2, cit.*’). Tento piistroj
pracujici na principu kapildrni elektroforézy je urcen pro
analyzu vzorkii DNA, RNA a proteint.
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2.2.2. Agilent Technologies (http://www.agilent.com)

2100 Bioanalyzer (obr. 3A, cit.®®) byl poprvé uveden
roku 1999 a stile je zddanym vybavenim laboratofi diky
Siroké variabilité, kterd je zajiSt€éna dvéma néstavci. Prvni
z nich pracuje na principu kapilarni elektroforézy s LIF
detekei a je urcen pro analyzu DNA, RNA a proteinil. Dru-
hy nastavec slouZzi pro cytometrii. Obdobny pfistroj nabizi
i spolecnost Bio-Rad ,,Bio-Rad Experion Automated
Electrophoresis Station* (obr. 3B, cit.%’).
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Obr. 2. LabChip GX/GXII, je stolnim DNA, RNA a proteino-
vym analyzatorem, jeho vyhodou je piimé davkovani vzorku
z mikrotitraénich destic¢ek (96 nebo 384 jamek)

Protein

Obr. 3. A) 2100 Bioanalyzer je zafFizeni, které se vejde na stil
vedle pocitace a zaroveii poskytuje pomérné Siroké uplatnéni.
Agilent dodava ¢ipy a kity pro ¢tyfi typy analyz- DNA, RNA,
Proteiny a Cytometrie. Konkuren¢ni pristroj B) Bio-Rad
Experion Automated Electrophoresis Station nabizi navic
vylepSeny design

1260 Infinity HPLC-Chip/MS System (obr. 4, cit.®)
vyuzivd HPLC ¢ipy vyrobené z tenkého filmu polyimidu.
V tomto materialu jsou pomoci laserové ablace vytvaieny
povrchové struktury, z nichz nékteré jsou naplnény poza-
dovanym sorbentem. Po spojeni n¢kolika vrstev vznika
¢ip, na kterém jsou integrovany kolona pro obohacovani
vzorku, kolona pro analyzu, mikroventil, veskeré spoje

L II—
- /

Cube

5

ESI-TOF/MS

Referat

a sprejovaci Spicka. Diky tomuto usporadani jsou na Cipu
zahrnuty vSechny kroky analyzy, od naddvkovani vzorku
az po ESI ionizaci analyti pred detekci hmotnostnim spek-
trometrem. V soucasné dob¢ jsou k dispozici Cipy pro pro-
teomiku, metabolomiku, analyzu malych molekul, biofar-
maceutické analyzy a pro analyzu nukleotidii. Tento vycet
se 1 nadale rozsitfuje diky moznosti naplnit existujici Cipy
sorbentem, ktery je pozadovan zédkaznikem. Pokud je vyvi-
nuta nova metoda, spole¢nost Agilent nabizi spolupraci
pro piipravu nového Cipu.

2.2.3. Shimadzu (http://'www.shimadzu.com)

MCE-202 MultiNA (obr. 5, cit.®’) byl pitedstaven
roku 2007 a je urcen pro analyzu DNA a RNA fetézci.
V principu se jedna o agarézovou gelovou elektroforézu
na Cipu. V pfistroji je misto pro 108 vzorkd a analyza mii-
ze probihat az na Ctyfech Cipech soucasné. Dalsi vyhodou
je automatické plnéni a Cisténi Cipt. Toto feSeni usnadiiuje
pripravu analyzy na pouhé smichani vzorkd s reagenciemi
v kitech. Vyrobcem udana Zivotnost Cipt je az 3600 ana-
lyz.

Prominence nano je nanoHPLC systém, ktery dosahu-
je nanolitrovych pritokt mobilni faze pomoci splitrovani
systémem ,,Reflux Flow Control* 0

davkovani
vzorku

S

analyza l

Obr. 5. A) MCE-202 MultiNA, B) elektrokynetické davkovani
vzorKku a jeho nasledna analyza na ¢ipu

odpad

100 um

Al

A

stator

g I'.'.

i o

i | l
R i -

* ¥ sprejovaci
— Spicka

Obr. 4. A) 1260 Infinity HPLC-Chip/MS System, B) ¢ip je po vloZeni do HPLC-Chip Cube umistén mezi rotor a stator, tim je
vytvoren Sesticestny ventil pro diavkovani a nastfik vzorku. Sprejovaci $picka na konci ¢ipu je v HPLC-Chip Cube umisténa pted
vstup do hmotnostniho spektrometru. Pfivod napéti na $pic¢ku je realizovan vodivym spojenim, které je vtisténo na povrch Cipu
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Obr. 6. S nadstavbou cHiPLC-nanoflex lze provadét nano-
HPLC separace na ¢ipu. Je kompatibilni se v§emi nanoLC sys-
témy Eksigent. A) cHiPLC-nanoflex, B) ¢ip

2.2.4. Eksigent (http://www.eksigent.com)

NanoLC a nanoLC-Ultra jsou nano HPLC systémy
pouzivajici pumpy, které dosahuji nanolitrovych pratokt
bez nutnosti splitrovani toku a to diky ,,Microfluidic Flow
Control“ (MFC)"'. Oba systémy mohou pracovat bud’
s kapilarnimi kolonami nebo s nadstavbou, kterd umoziuje
separace na &ipu ,,cHiPLC-nanoflex system* (obr. 6, cit.”?).

3. Zavér

Tato price navazuje na predchozi piehled”, ktery se
zabyval metodami vyroby Cipt a jejich pouzitim zejména
pro spojeni s hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou
detekei. Od vydani tohoto ¢lanku jiz uplynulo vice nez pét
let a za tuto dobu mikrofluidika naznala podstatného po-
kroku. Letmy pohled do historie jejiho vyvoje a prehled
vybranych souhrnnych ¢lankd, publikovanych
v poslednich tfech letech, poskytuji struény souhrn, ktery
milZze pomoci orientovat se ve stale silicim odvétvi minia-
turizované instrumentalni analytické chemie. Podrobnéjsi
informace lze v soucasnosti ziskat zejména v Casopisech
zam&fenych na mikrofluidiku (napf. Lab on a Chip’*)
a v pravidelnych tématickych ¢islech asopisti zamétenych
na miniaturizaci (napf. Electrophoresis’).

Tato prace vznikla za podpory projektii GA CR
P206/11/2377 a P301/11/2055.
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P. Smejkal™® and F. Foret® (“ Institute of Analytical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Brno; " University of Pardubice, Pardubice): Microflui-
dics in Bioanalytical Instrumentation

Recent advances in microfluidics and microfabrica-
tion technology resulted in a new product line of analytical
instruments marketed as microfluidic analyzers. Indeed,
miniaturization of analytical instruments and the use of
microfabricated “chips” is regarded as an obvious step in
achieving fast analyses, reduction of reagent and sample
consumption as well as decreasing the cost per analysis.
This review covers recent progress in the development and
applications of electrophoretic and chromatographic sys-
tems based on microfluidic techniques.



