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Doc. dr hab. Piotr Garstecki prowadzi grupe badawcza
Mikroprzeptywdw i Plyndw Ztozonych w IChF PAN

0d kilku lat naukowcy potrafig
prowadzi¢ reakcje chemiczne

i biochemiczne wewnatrz mikrokropelek
tworzonych i analizowanych

w kanatach mikrolaboratoriow.
Automatyzacja tych technik moze
zaowocowac rewolucjag w badaniach
chemicznych i biologicznych

Prace naukowa odruchowo Kkojarzymy
z kartka, otéwkiem i glebokim namystem,
podczas gdy robotyka i automatyzacja pracy
kojarzy nam sie raczej z produkcjg przemy-
stowa. Chociaz wzory matematyczne i zasta-
nowienie nie przestaja by¢ podstawowym
narzedziem rozwoju naszego zrozumienia
Swiata i zjawisk, czesto kluczem do po-

stepu jest nabdr i analiza ogromnej ilosci
danych doswiadczalnych. Dotyczy to zwtasz-
cza nauk biologicznych. Dla przyktadu po-
znanie kodu genetycznego poszczegdlnych
organizméw pozwala nam, poprzez analizy
porownawcze, na lepsze poznanie historii
ewolucji 1 zrozumienie jej mechanizmow.
Sekwencjonowanie indywidualnych geno-
mow ludzi, po skorelowaniu ich z ich histo-
riami choréb moze doprowadzi¢ do rewolucji
w medycynie i opracowaniu indywidualnych
strategii profilaktycznych i terapeutycznych.
Podobnie w biologii systemowej, ktéra trak-
tuje zywe komorki i organizmy jak skom-
plikowane uktady funkcjonalnych modutéw,
nasze zrozumienie i stworzenie podstaw
inzynierii wymaga naboru ogromnej ilosci
danych o reakcjach chemicznych zachodza-
cych wewnatrz komorek i o ich wzajemnych
powigzaniach. W przemy$le farmaceutycz-
nym poszukiwanie nowych lekéw najczesciej
sprowadza si¢ do zmudnych badan, w kto-
rych wyznacza si¢ powinowactwo matych
czasteczek chemicznych do biatek, ktore
petnig okreslona funkcje w metabolizmie.
Chociaz istniejq teoretyczne podstawy pro-
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jektowania czasteczek wykazujacych wysoka
reaktywno$¢ z konkretnymi biatkami, me-
tody te nadal sg niewystarczajace. W prak-
tyce znalezienie nowej czasteczki aktywnej
sprowadza sie do tzw. badan przesiewowych,
czyli eksperymentalnego sprawdzenia od-
dziatywania bialek z czasteczkami chemicz-
nymi z ogromnych bibliotek zawierajacych
miliony réznych zwigzkow.

Macierz miniprobowek

Obecnym standardem w przesiewowych
badaniach chemicznych i biochemicznych
jest tak zwana technika macierzy dotkowych.
Chociaz nazwa brzmi tajemniczo, koncepcja
tego rozwiazania jest bardzo prosta. Zamiast
prowadzi¢ reakcje chemiczng w pojedynczej
probowce, prowadzi si¢ wiele reakcji jedno-
cze$nie, kazda w miniaturowym dotku wytto-
czonym na plytce. Pierwsze ptytki miaty 96
dotkéw utozonych w 8 rzedach i 12 kolum-
nach na powierzchni wielko$ci mniej wigcej
ludzkiej dtoni. Obecnie stosuje sig¢ plytki
0 gestszym upakowaniu dotkow, nawet 1536
dotkéw na jednej ptytce. Zautomatyzowane
stacje robotyczne zaciagaja mate probki roz-
tworéw i wstrzykuja je do dotkéw. Najszybsze
i najdoktadniejsze roboty wykonujg obec-
nie operacje napetnienia pojedynczego dotka
w czasie kilku sekund, wykorzystujac do tego
objetos¢ kilku mikrolitréw ptynu (dla przypo-
mnienia: 1 mikrolitr stanowi objeto$¢ szes-
cianu o boku jednego milimetra). Naktady
na badania przesiewowe Sg ogromne. Sredni
koszt pojedynczej reakcji w dotku wynosi
okoto trzech dolaréw, a przy poszukiwaniu
lekow w kazdym duzym projekcie wykonuje
sie kilka milionéw reakcji chemicznych.

Ukfady mikroprzeptywowe

Na poczatku lat 90. naukowcy rozpoczeli
badania nad konstruowaniem uktadéw minia-
turowych kanalikow (o Srednicach setnych
lub dziesiatych czeéci milimetra) i przepusz-
czaniem przez nie ptynéw. Przepltyw w tej
skali jest zdominowany przez efekty zwia-
zane z lepkos$cia ptynu i, w odréznieniu od
przeptywéw w duzej skali, mozna go niezwy-
kle precyzyjnie regulowac. Dynamiczny roz-
woj technik mikroprzeptywowych w duzej
mierze napedzany byt wizja, ktéra zaktada,
7ze w chemii i inzynierii chemicznej nastapi
rewolucja podobna do tej, ktéra wydarzyta
sie w latach 70. w przemysle elektronicz-

zsynchronizowane
' pakiety kropelek

nym. Naukowcy wierza, ze podobnie jak
miniaturowe uktady tranzystorowe zastgpity
potezne lampowe maszyny obliczeniowe, tak
tradycyjne laboratoria chemiczne zostang za-
stapione uktadami mikroprzeptywowymi.

W pierwszych latach tego wieku udato
sie pokazac, ze mozna réwniez precyzyjnie
kontrolowa¢ mikroprzeptywy ptynéw, ktére
sie ze soba nie mieszaja. W szczeg6lnosci
mozliwe jest precyzyjne tworzenie kropelek
o $rednicach np. jednej setnej lub jednej dzie-
siatej milimetra. Objeto$¢ takich kropelek
wynosi odpowiednio pikolitr i nanolitr, czyli
jedna trylionowa lub jedna miliardowa czesc
litra. Oznacza to, ze z jednej tyzeczki ptynu
(objetosci Kilku mililitréw) mozna wytworzy¢
od kilku milionéw do kilku miliardéw kropli.

Reakcje w kroplach

Mikrokropelki idealnie nadaja sig do wyko-
rzystania jako miniaturowe probéwki. Uktady
potrzebne do wytwarzania kropelek sa bardzo
proste i dzieki temu moga by¢ tanio i masowo
produkowane. Przeptyw napedzany jest roz-
nicg ci$nien. Dzieki temu mozna unikna¢ sto-
sowania np. pol elektrycznych, ktére mogtyby
uszkodzi¢ odczynniki biochemiczne lub ktére
ograniczaja zakres ptynow, ktérymi mozna
manipulowac. Dodatkowo mikroprzeptywowe
techniki kropelkowe zapewniaja ultraszybkie
mieszanie reagentow, eliminuja niedoktad-
nos¢ zwigzanag z r6znym czasem przebywania
reagentow w konwencjonalnych reaktorach
przeptywowych, oferuja doskonatg kontrole
nad warunkami oraz Kinetyka reakcji che-
micznych. A wszystko to przy minimalnym
zuzyciu reagentéow i przy doskonalej staty-
styce pomiaréw dzieki mozliwo$ci bardzo
szybkich powtoérzen tej samej reakcji.

tworzenie mieszaniny
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, sekwencja mieszanin
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Uktad mikroprzeptywowy,
ktory z predkoscia 3 Hz
miesza w zadanych

(i dowolnych) proporcjach
trzy roztwory. Mikrografie
pokazuja taczenie kropli
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W ciaggu ostatnich kilku lat naukowcy
pokazali bardzo wiele przyktadow reakcji
przeprowadzonych wewnatrz kropelek na mi-
niaturowych ptytkach mikroprzeptywowych.
Zastosowania tych uktadéw rozciagaja sie od
syntezy chemicznej i inzynierii materiatowej
pobiochemig i mikrobiologie. Zalety prowadze-
nia reakcji wewnatrz kropelek pozwalajg op-
tymalizowac procesy chemiczne - uzyskiwac
precyzyjnie monodyspersyjne nanoczastki,
doktadnie dobiera¢ warunki reakcji chemicz-
nych czy szuka¢ najlepszych warunkow dla
krystalizacji bialek. Najnowsze doniesienia
pokazuja nawet skomplikowane reakcje bio-
chemiczne przeprowadzone in vitro, w tym
transkrypcje i translacje materialu genetycz-
nego, czyli synteze biatlek wedtug informa-
¢ji zakodowanej w krotkich odcinkach DNA
umieszczonych w mikrokropelkach. Kropelki
nadaja sie réwniez do prowadzenia badan
mikrobiologicznych i z powodzeniem moga
zastgpi¢ tradycyjne metody hodowli kultur
bakteryjnych na szalkach Petriego.

Niestety, mikroprzeptywowe techniki kro-
pelkowe nie sg jeszcze na tyle rozwiniete,
aby zastapi¢ techniki macierzy dotkowych.
Wyzwaniem jest automatyzacja procesu
tworzenia kropelek, mieszanin reakcyjnych
i umozliwienie wykonywania dowolnych pro-
tokotow chemicznych. C6z bowiem z tego, ze
mozemy wykona¢ setki reakcji na sekunde,
zuzywajac do tego jedna tysieczng mililitra,
jesli wszystkie te reakcje sa doktadnie takie

same, a zmiana roztworéw wymaga zuzycia
mililitra ptynu na uruchomienie uktadu i za-
biera np. godzing? Aby rozwigzac te problemy,
konieczne jest opracowanie technik tworzenia
kropelek na zadanie oraz manipulowania kro-
pelkami na ptytkach mikroprzeptywowych
wedtug skomplikowanych protokotéw zakodo-
wanych i sterowanych za pomoca komputera.

Lautomatyzowane laboratoria kropelkowe

W ramach badan prowadzonych w labo-
ratorium mikroprzeptywéw i ptynéw ztozo-
nych w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej
Akademii Nauk, udato nam sie opracowac
platforme technologiczna, ktora jest kro-
kiem w kierunku rozwigzania powyzszych
problemow. Zaletg rozwiazania jest jego mo-
dularno$¢. W odréznieniu od innych prob
automatyzacji mikrouktadéw kropelkowych,
nasz ukiad oparliémy nie na mikrozaworze
zintegrowanym z ptytka mikroprzeptywowa,
lecz na zewngtrznym zaworze elektromagne-
tycznym, potgczonym z uktadem cienka kapi-
lara. To proste rozwigzanie umozliwito nam
wykorzystanie tanich, typowych zaworéw nie-
przeznaczonych do dozowania miniaturowych
prébek ptynéw. Dodatkowo nowy sposéb kon-
troli przeptywu obu niemieszajacych sie pty-
noéw (zaréwno roztworu, z ktérego tworzone
sg kropelki, jak i ptynu no$nego) pozwolit na
pokonanie barier zwigzanych z mechanizmem
tworzenia kropli w mikroskali i na tworzenie
kropelek w praktycznie nieograniczonym za-
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kresie objetosci, z czestosciami nawet kilku-
dziesieciu kropli na sekunde.

Tak przygotowana technika tworzenia
mikrokropelek na zadanie pozwala na Kkon-
strukcje prototypowych uktadéw do wysoko-
wydajnych badan przesiewowych. Na jednej
ptytce umieszczone sa trzy zrodita kropelek
na zadanie. Kazde z nich, niezaleznie kontro-
lowane przez komputer, jest zasilone w inny
roztwor. Wykonujac protok6t przesiewowy,
kazde Zrodto kropelek synchronicznie z pozo-
statymi tworzy kropelke o z gory zadanej ob-
jetosci. Nastepnie pakiet trzech kropelek taczy
sie, tworzac mieszanine reakcyjng o ustalonej
objetosci. Zmieniajac objetosci kazdej z trzech
kropelek tworzacych ostateczng mieszaning,
kontrolujemy stezenia poszczegdlnych roz-
tworéw w ostatecznych mieszaninach reak-
cyjnych. Dzieki temu, ze kazda mieszanina
reakcyjna jest tworzona ,na zadanie”, mo-
zemy w sposob dowolny zmieniaC stezenia
reagentow w kolejnych kropelkach. Rycina
(str. 13) pokazuje przebieg stezen reagentow
w Kkolejnych mieszaninach reakcyjnych, two-
rzonych z predkoscia trzech na sekundg. Na
wykresie widac, ze technika ta oferuje peing
dowolno$¢ sposobu mieszania trzech sktad-
nikow, generowanie zaréwno skokowych, jak
i ciaglych zmian stezenia, jak réwniez szyb-
kiego przemiatania wszystkich mozliwych
kombinacji stezen reagentow.

Badania mikrobiologiczne

Jednym z przyktadéw mozliwych zasto-
sowan ukladow przesiewowych sg badania
mikrobiologiczne. Dziatania skojarzone anty-
biotykéw sa niestychanie ciekawym zagad-
nieniem naukowym o potencjalnie bardzo
istotnym znaczeniu dla praktyki medyczne;j.
Niektore pary antybiotykéw (pary synergi-
styczne) maja dziatanie bardziej bakterioboj-
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cze, niz wynikatoby z prostej sumy aktywnosci
kazdego z nich. Dla innych par dziatanie mie-
szanki antybiotykéw jest stabsze niz suma ich
indywidualnych aktywnosci (oddziatywanie
antagonistyczne). Okazuje sig, ze - by¢ moze
paradoksalnie - antagonistyczne Kojarzenie
antybiotykéw moze by¢ szczegolnie korzyst-
ne w medycynie. Jest tak dlatego, ze bakte-
rie, ktore uzyskaty mutacje uodparniajace na
np. antybiotyk B, jednoczesnie pozbawione
sq antagonistycznego dziatania substancji B
i staja sie fatwym tupem dla toksyny A. Tak
zaprojektowane terapie mogtyby zapobiec po-
wstawaniu szczepow lekoopornych. Jednak
wprowadzenie tych technik do medycyny
wymaga bardzo szczegétowych badan i ze-
brania ogromnej liczby danych na temat od-
powiedzi bakterii na r6zne kombinacje stezen
réznych toksyn. Metody tradycyjne, oparte na
hodowlach kolonii bakteryjnych na szalkach
Petriego, sa bardzo praco- i czasochtonne, pod-
czas gdy pojedynczy zautomatyzowany uktad
mikroprzeptywowy moze przeprowadzi¢
nawet kilkadziesiat tysiecy réznych doswiad-
czen w ciagu jednego dnia. Mamy nadzie-
je, ze w najblizszej przysztoSci nowoczesne
techniki manipulacji ptynami w mikroskali
diametralnie utatwia i przyspiesza badania
biologiczne z korzyscig dla naszego zrozu-
mienia $wiata i dla opracowania nowych, bez-
pieczniejszych i skuteczniejszych terapii. B
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Mikrografia elektronowa
bakterii Escherichia

coli oraz mikrografia
fluorescencyjna kropelek
zawierajacych bakterie
Escherichia coli poddane
dziataniu réznych

stezen ampicyliny.
Sygnat fluorescencyjny
pochodzi od rezorufiny

- zwiazku powstajacego
w metabolizmie bakterii,
co pozwala oceni¢ poziom
toksycznosci danego
stezenia antybiotyku
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