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ANOTACIJA

Prostatas vézis ir otrais visbiezak diagnosticétais vézis virieSiem, tacu tas
ienem piekto vietu ar vézi saistito mirstibu pasaulé. Prostatas véZa noteikSana ir
sarezgita, jo pastav augsts viltus pozitivu rezultatu risks, ka ari ir gratibas atskirt
labdabigu no laundabiga audzéja, kas, vézim progreséjot lidz metastatiskajai
stadijai, var novest pie bitiska mirstibas pieauguma. Pédéjos gados arpussinu
vezikulas (AV) ir kluvusas par daudzsolosu biomarkieri neinvazivai
slimibu noteik$anai. Lai uzlabotu prostatas véza noteik$anu, tika izstradata
mikrofluidikas ierice AV paraugu sagatavo$anai, kas sastav no maisiSanas un
magnétiskas atdalianas modula. Izmantojot pasivo zigzag veida maisitaju, tika
ieghits maisi$anas indekss 0,92, kas tika noteikts ar 2D analizi. 3D sajauksanas
mehanisms tika pétits, izmantojot konfokalo mikroskopiju, kura tika novérota
sarezgita lokala virpulu veido$anas. Veicot magnétu izkartojuma optimizaciju,
bijaiesp&jams sasniegt magnétisko dalinu atdaliSanas efektivitati, kas bija augstaka
neka 98%. Visefektivakais izkartojums bija N45 magnétu masivs horizontala
Ziemelu-Dienvidu novietojuma. Péc modulu integracijas mikrofluidikas iekarta
tika mérita AV un viena doména anti-CD9 antivielas saistiSanas kinétika.
Pamatojoties uz saistiSanas kinétiku, péc 10 minatém saistiSanas sasniedza
intensitates piesatinajumu, kas bija salidzinams ar standarta laboratorijas metodi,
piedavajot atraku alternativu citam uz antivielam balstitam saistiSanas metodém.
Turklat, $aja disertacija pirmo reizi ir paradita AV saisti$anas kinétika ar viena
doména anti-CD9 antivielu. Disertacija parada mikrofluidikas ierices potencialu
attistit klinisko diagnostiku, uzlabojot detektésanas atrumu, samazinot manualo
darbu un nezaudgjot precizitati.



TEZES

Ne-stehiometriska tiola-éna poliméru (OSTE) var izmantot kopa ar cikliska
olefina kopoliméru (COC), lai izgatavotu arpus $tnu vezikulu paraugu
sagatavo$anas ierici, izmantojot fotolitografiju un izslédzot termiskas cieti-
nasanas posmu.

Trisdimensiju konfokala mikroskopija pasivajam mikrofluidikas maisisanas
iericém parada Dean virpulu un sekundara plasmas veido$anos, sniedzot
tieSus eksperimentalus pieradijjumus par mikroizméra plasmu, kas nav
iz8kirama tradicionalaja divdimensiju optiskaja mikroskopija.

Magnétiskas dalinas var tikt atdalitas ar vairak neka 98% efektivitati mik-
rofluidikas iericé. Arpus$inu vezikulam, kas ir saistitas ar viena doména
anti-CD9 antivielas konjugétam magnétiskajam dalinam, saistiSanas
kinétika ir asimptotiska un sasniedz piesatinajumu 10 min@su laika gan
mikrofluidikas iericés, gan standarta laboratorijas metodé.
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GLOSARIJS

Saisinajumi

AR malu attieciba

CcOC cikliskais olefina kopolimérs

DNS dezoksiribonukleinskabes

AVs arpussinu vezikulas

LNCaP prostatas limfmezglu karcinomas

MD magnétiskas dalinas

Nb viena doména antivielas

OSTE ne-stehiometriska tiola-éns

PDMS polidimetilsiloksans

PMMA polimetilmetakrilats

QPCR kvantitativa polimerazes kédes reakcija

RMI pelativais maisisanas indekss

RNA ribonukleinskabe

uv ultraviolets

WB Western blot (olbaltumvielu imanblots)
Raksturlielumi

c pikselu intensitates standartnovirze

Gy pikselu intensitates standartnovirze nesajaukta gadijjuma

<I> vidéja pikselu intensitate skérsgriezuma

d diametrs (m)

De Dean skaitlis

I, vietéja pikselu intensitate nesajaukta stavokli

N kopéjais pikselu skaits

re kzliekuma radiuss (m)

Re Reinoldsa skaitlis



IEVADS

Jaunu un uzlabotu medicinas ieri¢u izstrades nozimi ir griti parvérteét, it
ipasi tadu slimibu gadijuma ka vézis, kur agrina diagnostika ir ipasi batiska, lai
samazinatu mirstibu. Tomér pasreizéjas diagnostikas metodes biezi saskaras ar
ierobezojumiem, kas saistiti ar to sarezgitibu, izmaksam, precizitati un prak-
tiskumu, padarot §is metodes mazak efektivas kliniskajiem pielietojumiem. Sis
problémas ipasi izpauzas agrinas véza stadijas, kad nelielas fiziologiskas izmai-
nas ar eso$ajam metodém ir grati atklat.

Si disertacija risina minétas problémas, fokuséjoties uz prostatas vézi.
Disertacija sakuma aplikoti teorétiskie jautajumi zinatniskaja literatiira par
prostatas vézi, pasreizéjam diagnostikas metodém un mikrofluidikas pielieto-
jumiem diagnostika. Eksperimentalaja dala tiek aplikots viss ierices izstrades
cikls, sakot no tas izgatavoSanas un beidzot ar testéSanu mikrofluidikas ieric,
izmantojot bioreaktora audzétam prostatas véza arpussinu vezikulas (AV), un
izstradats metodes salidzinasanu ar standarta laboratorijas metodém.

Mikrofluidikas ierices izveide sastav no inzenierijas, fizikas un biologijas
konceptiem, veidojot mikrofluidikas pamatus - zinatnes nozari, kuras ietvaros
iespéjams precizi darboties ar nelieliem tilpumiem, sakot no pikolitriem pilienu
mikrofluidikas iericés un beidzot ar mikrolitriem diagnostikda un biodetek-
tésana, lai uzlabotu funkcionalitati un procesa efektivitati. Tas galvenokart ir
skaidrojams ar unikalam fizikilajam paradibam maza méroga, pieméram, ka-
pilaru spéku nozimibas pieaugumu, laminaras pliismas parsvaru un ievérojamu
virsmas laukuma pret tilpuma attiecibas pieaugumu. Pateicoties mikrofluidikas
iericu mazajam izméram, samazinas nepiecieSamo reagentu daudzums, ka re-
zultata ievérojami samazinas izmaksas un ir iespé&jams vienkarSot biologiskos
procesus maza izméra un samazinatu savstarpéjo mijiedarbibu dél.

Lai gan mikrofluidikas ierices var uzlabot metozu efektivitati, tas nevar
uzlabot $obrid visplagak izmantoto biologisko markieru ierobezojumus, pie-
méram, prostatas vézim specifisko antigénu, kam samazinot detektéSanas
robezu, netiktu atrisinats augsts nepatiesi pozitivo rezultatu skaits. Biologisko
markieru uzlabo$anai varétu izmantot AV, kas, sakot ar 2014. gadu, tika atzitas
ka butisks mediators starpsinu komunikacija. AV ir slégtas lipidu dubultslana
struktiiras, kuras izdala visu veidu $tnas. AV satur dazadas biologiskas moleku-
las, pieméram, ribonukleinskabi (RNS) un proteinus, kas var ietekmét $inu pro-
cesus. Analogijai AV var uztvert ki WhatsApp zinas, kas var likt jums rita kafijas
vietd pagatavot tasiti téjas. AV ir it ipasi interesantas ar to, ka veselas $tinu un véza
$tnu izdalitas AV var atskirt, tadéjadi tas var kalpot ka agrins véza indikators.



Apvienojot mikrofluidikas prieksrocibas ar AV potencialu agrinai véza
noteiksanai, §i disertacija ir mérkéta uz jaunas diagnostikas ierices izstradi, kas
batiski uzlabotu esosas véza noteik$anas metodes.

Pétijuma meérkis

Veicinat termoplastikas mikrofluidikas ierices tehnologiska procesa attistibu
un izpétit tas pielietojumu prostatas véza noteikSanai ar $kidras biopsijas
palidzibu, izmantojot arpuss$anu vezikulas.

Petijuma uzdevumi

o Izstradat mikrofluidikas ierices razo$anas procesu, kas nodrosina labaku
mérogojamibu un mazaku mazo molekulu absorbciju, salidzinot ar polidi-
metilsiloksana razo$anas procesu.

o Izveidot kvalitates kontroles procediru razo$anas procesam.

o Izstradat maisiSanas un magnétiskas atdaliSanas moduli, lai sagatavotu
paraugus talakai analizei.

o  Kvantitativi novértét maisiSanas moduli, izmantojot 2D un 3D vizualizacijas
metodes, lai noteiktu optimalo dizainu.

o Kvantitativi novértét magnétiskas atdalianas modula veiktspéju un optimi-
zét ta dizainu, lai panaktu 95%+ efektivitati.

o Novértét integréto magnétisko dalinu (MD) un AV sistému, izmantojot
bioreaktora audzétas AV mikrofluidikas iericé, un salidzinat to ar standarta
sistému.

Zinatniska jaunrade

Zinatniska jaunrade balstas uz mikrofluidikas attistibu prostatas véza
noteiksanai, uzlabojot AV iega$anas tehnologiju un integréjot mikrofluidikas
modulus.

o Razosanas process. Disertacija parada ne-stehiometriska tiola-éna
poliméru (OSTE) un cikliska olefina kopoliméru (COC) ierices (OSTE-
COC) izgatavo$anu, izmantojot reakcijas spiedlieSanas metodi OSTE220
poliméram. Cik autoram zinams, $i metode lidz $im nav izmantota iericu
izveidé prostatas véZa parauga sagatavos$anai. OSTE220 pieeja piedava
prieksrocibas salidzinajuma ar ieprieks izmantotam metodém, kas pielieto-
tas “organs-uz-¢ipa’ [1] un AV atdali$anai [2].

o Plasmas kustibas vizualizacija. Disertacija paraditas 3D konfokalas mik-
roskopijas plismas kustibas attéli zinatniskaja literatara ir reti sastopami.
Sie attéli uzlabo izpratni par $kidruma dinamiku, it ipasi saistiba ar Dean
virpuliem (Dean vortices) un sekundarajam plasmam.



« AV saistosas antivielas. Saja pétijuma tika izmantotas viena doména
anti-CD9 antivielas nevis tipiskas antivielas, tadéjadi ievérojami uzlabojot
saistiSanas efektivitati un samazinot nespecifisko saistiSanos.

o Ierices integracija un potencials. Pateicoties ierices izgatavosanas procesam
un iespéjai integrét vairakus modulus, tiek demonstréts tas potencials talakai
attistibai un iespéjamiem kliniskajiem pielietojumiem.

« AV-MD saistisanas kinétika. Saja pétijuma raksturota AV un magnétisko
dalinu (MD) saistiSanas kinétika, izmantojot viena doména anti-CD9 anti-
vielas, kas lidz $im nav publicéta, nodro$inot vértigu informaciju lidzigam
sistémam.

Praktiska nozime

Pétijumi prostatas véza noteik$ana ir nozimigi mirstibas samazinasanai, jo
agrina diagnostika ievérojami palielina veiksmigas arstésanas iespéjamibu [3].
Nemot véra arpussunu vezikulu salidzino$i neseno atklasanu ka biomarkieri,
ko izdala visas $unas, tam ir ievérojams potencials visaptverosas diagnostikas
izstradei [4]. Turklat mikrofluidikas ieri¢u attistiba medicina varétu ievérojami
samazinat izmaksas un uzlabot értibu, veicinot labakus veselibas aprapes
rezultatus [5]. Sis pétijums ir solis mikrofluidikas ieri¢u parejai no laboratorijas
uz praktiskiem pielietojumiem, paradot izgatavo$anas protokolu mazai lidz
vidéjai méroga razoSanai, kas atlauj atru prototipé$anu un testéSanu arpus
laboratorijas apstakliem. Visbeidzot, fundamentalas atzinas, kas tika iegatas no
3D plasmas vizualizacijas un kinétikam, paplasina zinatnisko izpratni $aja joma.

Autora ieguldijums

Autors izgatavoja un raksturoja mikrofluidikas ierices, kas ietvéra iericu
dizaina izstradi, raZzo$anas procesa pielago$anu no esosas literatiiras, izstrades
parametru optimizaciju un kvalitates kontroli. Mikrofluidikas ierices razoSanas
protokola izstradi atbalstija Roberts Rim$a, Arnita Spule, Gunita Paidere un
Karlis Grindulis, kas palidzéja ar savam zinasanam, ieteikumiem un sadarbibu
lidzigu iekartu veido$anas procesos.

Autors patstavigi veica 2D maisiSanas eksperimentus, savukart 3D
vizualizacija eksperimenti tika veikti ar Feliksa Rumnieka palidzibu, kurs
darbojas ar mikroskopu ka operators.

Mikrofluidikas ierices testéSana ar biologiskajiem paraugiem tika veikta
sadarbiba ar Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centru. Autors
nodrodinaja izgatavotas mikrofluidikas ierices, izstradaja plasmas kontroles
sekvenci, darbindja mikrofluidikas sisttmu un no mikrofluidikas viedokla
sagatavoja eksperimentus. Gala eksperimentu iestatljumi tika izstradati
sadarbiba ar Edgaru Endzelinu.



Western Blot analizi, kvantitativo polimerazes kédes reakciju (QPCR) un
dzelzs satura mérijjumus veica Edgars Endzelins, savukart datu analizi veica
autors ar Edgara Endzelina atbalstu.
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1. LITERATURAS APSKATS

Pédéjas desmitgades laika arpussinu vezikulas (AV) ir atzitas ka perspek-
tivs biomarkieris véza, neirodegenerativo un kardiovaskularo slimibu diag-
nostika. [6] AV ir heterogénas, ar lipidu dubultslani norobezotas vezikulas, ko
izdala gandriz visi $tnu tipi. Tas satur signalmolekulas, kas var izraisit dazadas
reakcijas $iinas. AV analize var potenciali uzlabot slimibu diagnostiku, it ipasi
skidras biopsijas gadijuma, ko izmantojot, bitu iespéjams noteikt ne tikai sli-
mibas, bet arl uzraudzit slimibu gaitu un noteikt zalu efektivitati, ar galameérki
uzlabot pacientu apripi. [7, 8] Tomeér ir sarezgiti ieviest arpus$iinas vezikulu
diagnostiku kliniskaja praksé, jo pietrikst efektivas un atkartojamas metodes
specifisku AV apakspopulaciju izdalisanai. So problému saasina plasais AV iz-
meéru diapazons, kas ir no 30 nm lidz 2000 nm, radot butiskus izaicinadjumus
standarta laboratorijas testiem. [6]

Lai izdalitu un analizétu AV, var izmantoto dazadas metodes, ka, pieméram,
ultracentrifugaciju, [9] izméra izslég§anas hromatografiju, [10] nogulsné$anu
[11] un citas [12]. Tacu, neskatoties uz pieejamo metozu daudzumu, joprojam ir
izaicinajums izolét noteiktas AV apakspopulacijas, kas nesatur $tnu atliekas un
nespecifiskas AV, ka ari nodro$inat pietiekamu AV koncentraciju kvantitativai
analizei. Iminmagnétiska izolé$ana ir kluvusi par zelta standartu AV iegti$ana
tas efektivitates, atruma, mérogojamibas un specifiskuma dél. [13-19] Si metode
ir izmantota dazadas jomas, tostarp baktériju kerSana un to dezoksiribonuk-
leinskabes (DNS) izdaliSana [20], metabolitu uztversana [21], AV atdalisana [9]
un citur [22].

Salidzinot ar klasiskajam laboratorijas metodém, mikrofluidikas iericém
ir ievérojams potencials AV atdaliSana. Ar mikrofluidikas iericém ir iesp&jams
veikt efektivaku AV koncentré$anu salidzinajuma ar tradicionalam metodém,
pieméram, ultracentrifugaciju [9]. Papildus tam $adam iericém ir raksturiga
lielaka caurlaidspéja [23], nepiecieS$ami mazaki parauga tilpumi [24] un to lie-
toSana ir mazak darbietilpiga. Pieméram, Y. Wang u. c. izstradaja mikrofluidikas
ierici, izmantojot magnétiskas dalinas un Ramana spektrometriju, ar kuru varéja
veiksmigi atskirt véZa pacientus no veseliem pacientiem stundas laika, sasniedzot
AV nokersanas efektivitati 72,5%, ta pieradot metodes efektivitati. [25] Tomér
§1s AV atdaliSanas ierices trikums ir léns plasmas atrums (0,3 pl/min), kas stan-
darta kliniska parauga tilpuma (vismaz 100 ul) apstradei prasitu vairak neka
5,5 stundas, lai sasniegtu standarta noteik§anas limitu. [26]

Neskatoties uz mikrofluidikas iekartu prieksrocibam, to pielietojamibu
AV diagnostika ierobezo ieri¢u izgatavoSanai izmantotie materiali. Visbiezak
mikrofluidika izmantotie materiali, pieméram, polidimetilsiloksans (PDMS), ko

12



izmanto mikrofluidikas ieri¢u prototipu izstradei, ir problematiski, jo tie sagada
ievérojamus izaicindgjumus razo$anas mérogo$ana. Turklat PDMS absorbé mazas
hidrofobas molekulas [27, 28], pieméram, AV, kas ierobeZo iekartas efektivitati
hidrofobas molekulu analizé. Vél jo vairak biologisku paraugu gadijuma ir ne-
piecieSamas nodrosinat sterilu vidi, ko var panakt tikai ar vienreizéjas lietoSanas
iericém, padarot PDMS iekartas ekonomiski neizdevigas.

Lai risinatu $os ierobezojumus, aktivi tiek pétiti alternativi materiali, ka,
pieméram, termoplastiski poliméri. Perspektivi kandidati ir COC un OSTE, kur
abiem materialiem ir potencials samazinat hidrofobo molekulu absorbciju un
nodrosinat razo$anas daudzveidibu. [28-31] COC polimeérs tiek plasi izmantots
ka biologiski saderigs un optiski caurlaidigs materials dazados mikrofluidikas
pielietojumos [32], kamér OSTE poliméri tiek pielietoti sintétiska papira veido-
$ana [33], zirnekla zida izgatavo$anas ieri¢u veido$ana [34] un ka kanali foto-
niskajiem biosensoriem [35]. Tomér, cik autoram zinams, OSTE-COC ierices
lidz $§im ir izgatavotas tikai “organs uz ¢ipa” [1] un uz asimetriskas plasmas
lauka-pliasmas frakcioné$anas principa balstitai AV atdali$anai, [2] nevis AV
imanmagnétiskajai atdaliSanai vai ka mikrofluidikas AV paraugu sagatavos$anas
riks.

Sai disertacijai ir visaptverosa pieeja, lai uzlabotu AV iegisanas tehniku
un papladinatu mikrofluidikas biodetekté$anas pielietojumus, aprakstot visu
darbpliismu no ierices izgatavosanas lidz biologiskajam pielietojumam. Darba
ietvaros tika izstradata AV sagatavo$anas ierice, kas integré maisiSanas un mag-
nétisko dalinu noker$anas funkcionalitati PDMS nesaturo$a ¢ipa. Piedavata
sistéma ne tikai uzlabo AV iegisanas mérogojamibu, bet ari piedava praktisku
un daudzfunkcionalu platformu AV saturo$u $kidruma biopsijas paraugu testé-
$anai, paverot celu nakotnes kliniskajiem pielietojumiem.
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2. IZGATAVOSANA

Lai izveidotu mikrofluidikas ierici prostatas véza analizei, izmantojot AV, pa-
raugs vispirms ir jasagatavo specifiskajai mérisanas metodei. Iminmagnétiskas
atdaliSanas gadijuma paraugs ir jasajauc ar MD, kas ir parklatas ar antivielam
vai viena doména antivielam, kuras péc tam jaatdala no plismas, tadéjadi atda-
lot tikai intereséjosas AV. Sis process prasa divus atseviskus modulus: MD un
parauga sajauksanas moduli un moduli AV saistito MD atdalisanai no plasmas,
izmantojot magnétisko lauku.

2.1. Dizains un 3D drukasana

Terices izgatavo$ana sakas ar mikrofluidiskas ierices projekté$anu, izmanto-
jot datorizétas projektésanas (CAD) programmu. Tipisks ierices dizains sasta-
véja no trim galvenajam sastavdalam: $kidruma savienotajiem, pieméram, mini
luer, COC plaksni ierices augséjai un apakséjai dalai, kas kalpo ka caurspidigs
slanis, un OSTE starpslanis, kas veido kanalu sanu sienam (1. attéls).

1. attels. Mikrofluidikas ierice, kas ir veidota no COC mikroskopijas plaksnes ar mini
luer savienojumiem (1), 200 pm x 200 pum kanals (2), COC mikroskopijas plaksne (3),
OSTE slanis (4) un atskaites punkta markieris (5)

Mikrofluidikas ierice tika izgatavota, izmantojot mikstas litografijas meto-
des, kuras dubulti negativa veidne tika izdrukata ar 3D printeri Zortrax Inkspire,
izmantojot 50 pm x 50 pm pikselus un 50 um slana augstumu. 3D drukai tika
izmantots zilopkaula baltais (ivory-white) sveku materials ar Junga moduli
2 GPa un tilpuma sarukuma koeficientu 4%. Sorta Clear™ polimérs tika iz-
mantots mikstas litografijas veidnu izgatavo$anai, aizstajot SYLGARD 184, jo
Sorta Clear™ poliméram ir mazaka adhézija OSTE materialam. Ka sakotngjs
pielietojums tika izstradata un izgatavota ierice magnétisko dalinu atdalisanai.
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2.2. OSTE 322 reakcijas spiedlieSana

Magnétisko dalinu atdaliSanas ierices izgatavos$anai tika izmantots OSTE
termoplastiskais polimérs ar divpakapju sacietésanas procesu. Process sakas ar
OSTE iepildisanu elastiga poliméra veidné, kas ir balstita uz magnétiskas atda-
lisanas kameras dizaina. Péc tam OSTE polimérs tiek apstarots ar UV gaismu,
kas inducé polimerizaciju, parveidojot materialu no skidra poliméra uz lipigu
un cietu vielu, kas spé&j kovalenti saistities ar COC pamatni (2. attéls). Izveidotie
OSTE poliméra kanali tika noslégti, izmantojot COC plaksni ar mikrofluidi-
kai saderigiem savienojumiem, ka mini-luer. Visbeidzot, ierice tika termiski
nocietinata, tadéjadi pabeidzot polimerizacijas procesu un iegtistot hermétiski
noslégtu ierici. So procesu sauc par OSTE reakcijas spiedliesanu (OSTE-RIM),
un tam nav nepiecieSams augsts spiediens vai sarezgita termiska kontrole. Ta
rezultata veidni var izgatavot, izmantojot tipisku mikstas litografijas procesu,
vai ari veidot metala veidnes, ievérojami samazinot izmaksas salidzinajuma ar
tradicionalo spiedlieSanu un nodrosinot atru prototipu izveidi. [36]

I-line 365 nm
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2. attels. Shematisks sanskats reakcijas spiedliesanai prieks OSTE 322 (nav méroga)

Izmantojot reakcijas spiedliesanu, tika izgatavotas mikrofluidikas ierices ar
dazadiem magnétisko dalinu atdaliSanas dizainiem, parveidojot kapilaros vai
liela izméra magnétisko dalinu ker$anas elementus uz kompaktu, mikroshémam
lidzigu platformu, kas ir automatizéjama un savietojama ar citiem mikrofluidi-
kas moduliem (3. attéls).

3. attéls. Izgatavota OSTE 322 jerice (pa kreisi) un ierices sanskats (pa labi)
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2.3. OSTE 220 reakcijas spiedlieSana

Tika konstatéti ierobezojumi, pielietojot OSTE 322 izgatavo$anas metodi
maisisanas modulim. Izmatojot OSTE 322 metodi, iz8kirtspéja ir ierobezota lidz
vairakiem simtiem mikrometru, kas nelauj izveidot asas stiru formas. Turklat,
izmantojot $o procesu, nav iesp&jama iekséjo struktiiru izveidosana kanala, ko
var izmantot, lai uzlabotu sajauksanas efektivitati. Lai risinatu $os ierobezoju-
mus, tika izstradata alternativa izgatavo$anas metode, balstoties uz OSTE 220
protokolu. Lai ari OSTE-RIM procesu ieprieks aprakstijis N. Sandstrom [36],
$aja darba metode tika pielagota hermétiski noslégtas OSTE-COC kompozit-
materiala ierices izgatavo$anai.

Tika ieviests modificéts process, lai uzlabotu izskirtspéju un likvidétu nepie-
cieSamibu péc termiskas sacietédanas posma. Si pieeja, kas aprakstita 3.2. sadala,
izmantoja OSTE 220 ka negativu fotoresistu. Mikrostruktiras tika definétas,
selektivi apstarojot OSTE slani ar UV gaismu caur foto-masku, inducgjot poli-
merizaciju tikai apstarotajos apgabalos. Sadi bija iespéjams izveidot struktiiras
ar minimalo izméru dazu mikrometru apméra. Dazu mikrometru izskirtspéja
bija nepiecie$ama, lai izveidotu $aurus kanalus un asus stirus, tadéjadi veidojot
lokalus virpulus, kas var uzlabot maisi$anas efektivitati [37].

Mikstajam poliméra veidném Sorta Clear vieta tika izmantots QSil 216
(CHT) polimérs. QSil 216 ir PDMS lidzigs materials, kas apvieno SYLGARD
184 sagatavosanas Ipasibas un ir ar mazaku adhéziju pret OSTE, tadéjadi uz-
labojot veidnes nonemsanas procesu. Pamata substratam stikla vieta tika iz-
mantoti COC plaksne, pateicoties labakai adhézijai ar OSTE poliméru. Nemot
véra salidzino$i zemo UV dozu, kas nepieciesama OSTE 220 polimerizacijai
(aptuveni 100 mJ/cm?), polimetilmetakrilata (PMMA) starplika tika ievietota
zem veidnes, lai samazinatu UV atstarojumu un novérstu nevélamu sacieté$anu.
Terices augstumu noteica veidne, savukart pielikto spiedienu kontroléja ar sesam
skrivém, kuras tika pievilktas ar griezes momenta atslégu, iestatitu uz 0,3 Nm.
Veidne tika piepildita ar OSTE 220 un apstarota ar UV gaismu, izmantojot
I-linijas filtru ar gala dozu 50 mJ/cm” (4. attéls).

I-line 365 nm
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4. attels. Shematisks sanskats reakcijas spiedliesanai prieks OSTE 220 (nav méroga), kur
raustita linija norada griezumu un maska nav aizklata ar PMMA plaksni
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Péc UV apstarosanas COC plaksne ar OSTE slani tika attistita acetona,
izmantojot ultraskanas vannu, kam sekoja izopropanola noskalosana, N, nopi-
$ana un termiska apstrade 60 °C. Pirms slanu savieno$anas COC plaksne ar
mini-luer savienotajiem tika apstradata ar O, plazmu. Vélak abi slani tika savie-
toti, sastiprinati un apstaroti ar UV gaismu (4000 mJ/cm?), iegustot hermétiski
noslégtu ierici ar plisuma izturibu, kas parsniedz 400 pl/min (5. attéls).

Izveidotajai iericei ir izcila optiska caurlaidiba un augsta spiediena izturiba,
vienlaikus laujot izmantot standarta mini Luer savienojumus. Turklat razo$anas
protokols balstas uz iepriekséjam Mikro un Nanoieri¢u laboratorijas iestrad-
ném, kur disertacijas pienesums bija mazaka elementa izméra samazinasana
lidz 20 pm un uzlabots razo$anas atrums. Uzlabojumu bija iespéjams panakt,
jo §i razoSanas metode izmanto fotomasku un dubultu gaismas nocietinasanas
soli, kas lauj neizmanot termisko apstradi, tadéjadi gatavu ierici laboratorijas
apstaklos var izgatavot mazak neka vienas stundas laika [30].

5. attéls. Mikrofluidikas maisiSanas ierice (A), ierices sanskats (B) un shematiskais
skats (C), kur 1 ir ar¢jais stiris un 2 - iekséjais stiris
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Pasiva mikrofluidikas maisitaja veiktspéjas novertéjums

Mikrofluidikas ierices veiktspéja tika novértéta, izmantojot sarkanu kras-
vielu - Rodaminu B un dejonizétu tdeni, kur uzturot nemainigu plasmas
atrumu, tika veikti optiskie mérijumi kanala gala. Kvantitativai sajauk$anas
efektivitates noteiksanai tika izmantots relativas maisisanas indekss (1), lidzigi
ka citos darbos ar mikrofluidikas iekartam [38, 39].

Pixel intsnsity

100 ul/min
—Mixed

Distance, pixels

RMI* =1 — "pixei _Iml'xed

Iunmixed — Imixed

6. attéls. MaisiSanas sistémas fotografija (pa kresi) un maisiSanas datu piemers (pa labi),
kur x ass ir kanala platums. Visas vértibas ir integrétas kanala garuma, un maisi$anas
veértibas ir uznemtas pie konstanta plismas atruma, turpreti samaisita vértiba ir

5 minutes péc tam, kad plasma ir apstadinata

Lai matematiski aprakstitu 2 $kidrumu maisiSanos, tika izmantos relativais
maisiSanas indekss, ko apraksta vienadojums (1) [40]:

RMI = © = /%}:?’:1(11-—<1>)2

I Uoi-<1>)? I

0

Kur o - pikselu intensitates standartnovirze, I, - vietéja piksela intensitate,
<I> vai I, — vidéja pikselu intensitate kanala $kérsgriezuma, N - kopéjais
pikselu skaits, o, — pikselu intensitasu standartnovirze nesajaukta gadijuma, I -
vietéja piksela intensitate nesajaukta stavokli.

Lai gan sajauksanas indekss ir precizi definéts, sajauksanas efektivitate, kas
tipiski ir izteikta procentos, biezi ir neviennozimigi definéta, tomér vairuma
gadijumu sajauksanas indeksu var tie$i parveérst procentu izteiksme, lai aptuveni
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salidzinat datus. Izveidotajai mikrofluidikas iericei relativais sajauksanas indekss
ir 0,92, izmantojot dizainu ar 12 asiem stiriem un kopéjo kanala garumu 70 mm.
Iegita sajauksanas vértiba ir salidzinama ar literatiiras rezultatiem, kur sajauk-
$anas indekss 0,96 tika sasniegts 77 mm gara secigi izliekta kanala [41]. Lai gan
dizaini, ka eglites tipa (Herringbone) maisitaji, tipiski ir ar augstaku sajauksa-
nas indeksu, pateicoties lielam skaitam rievu kanala apaksa [42], to trikums ir
iespéjama AV iespruiana rievas. Turklat izstradatais plakanais pasivais zigzaga
maisitajs ir ar lidzvértigu veiktspéju un to var viegli pagarinat, lai uzlabotu sa-
jauksanu, pateicoties td modularajai struktarai.

Lai apstiprinatu iegitos rezultatus, izmantojot ANOVA testu, tika izvértéti
54 datu punkti. Korelacijas matrica apakséja diagonale attélo Pirsona (Pearson)
korelacijas koeficientu, bet augséja diagonale — p vértibas. Pirsona korelacijas
koeficients kvantitativi raksturo linearas attiecibas stiprumu un virzienu starp
diviem mainigajiem. Ta vértiba ir no -1 lidz 1, kur 1 nozimé perfektu pozi-
tivu korelaciju, -1 - perfektu negativu korelaciju, bet 0 - nekadu korelaciju.
Korelacijas matrica (7. attéls) norada uz spécigu sakaribu starp pliasmas atruma
palielinaganos un uzlabotu sajauksanas efektivitati (r = 0,67), kas ir statistiski
nozimiga (p = 2,57 x 10°®), liecinot, ka lielaki atrumi pasivaja mikromaisitaja
veicina efektivaku sajauks$anos. Turklat kanala platuma samazina$ana no 300 pm
lidz 200 pum izraisija statistiski nozimigu (p = 9 x 10-°) sajauksanas indeksa uz-
labojumu (r = -0,51), iespé&jams, pateicoties lokalas haotiskas plasmas pastipri-
najumam, tostarp Dean virpulu un sekundaras plasmas veidosanas asajos stiiros
[43]. Interesanti, ka stara lenka samazina$ana no 22,5 lidz 14 gradiem neradija
batisku ietekmi (r = 0,04, p = 0,278), kur analize tika veikta ar 95% ticamibas
intervalu, kas saskan ar Kosentino (Cosentino) u.c. secindgjumiem [44].
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7. attéls. Korelacijas matrica relativajiem sajuksanas indeksiem, mikro maisi$anas
iericei, kas ir aprékinata, izmantojot Pirsona koeficientu un virs diagonales ir attélotas
korelacijas koeficientu p-vértibas
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Lai gan iegutie rezultati ir statistiski batiski, tie balstas uz pienémumu, ka
2D optiska mikroskopija ir pietiekama, lai pilniba noveértétu sajauk$anas procesu
mikrofluidikas iericé. Si pienémuma probléma ir tada, ka kanaliem ir dzilums
un neideali taisnas sienas, kas rodas izgatavo$anas procesa rezultata, tadéjadi var
rasties tris dimensiju efekti, kuri netiek nemti véra.

3.2. 3D maisisanas efekti

Lielaka dala maisiSanas iekartas tiek novértétas, izmantojot gaida lauka vai
fluorescences mikroskopiju, ta¢u $is metodes galvenokart izvérté plasmu kanala
augséja slani, zaudéjot detalas kanala apaksa. Lai iegutu labaku izpratni par
procesiem, kas notiek maisitaja, tika izmantota konfokala fluorescences mikro-
skopija. So tehniku ir iespéjams izmantot, jo laminara pliisma ir stabila un laika
nemainiga, kas atlauj veikt 3D skené$anu visa kanala dziluma.

500 600 700 800 900 1000

Length, pm

8. attels. Konfokala mikroskopa attéls, kura redzama Rodamina B un dejonizéta tadens
sajauks$anas pirmaja asaja stari zigzag veida maisitaja

Ka redzams 8. attéla, katrs ierices stiiris veicinaja virpula veido$anos, palieli-
not difiizijas laukumu un uzlabojot sajauksanas efektivitati. Si paradiba, ko sauc
par sekundaro plismu, kuras rezultata veidojas Dean virpuli (Dean vortices),
novérojama, kad plasma nonak stiri, kur inerces dé| veidojas U formas plasmas
profils. U formas profila veidosanas tika eksperimentali apstiprinats, izmantojot
kanalu ar 1000 pm radiusu, ka redzams 9. attéla.
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9. attels. Konfokala un optiska mikroskopija 2. sttiri, skatoties no ieplides 5A un
izplades 5B, noradits ar punktétu bultu

Sekundaras plasmas un Dean virpuli ir pamats sajauksanas procesam pasi-
vajos maisiSanas dizainos. Procesa intensitati var aprakstit ar bezdimensionalu
lielumu, ko sauc par Dean skaitli. Dean skaitli matematiski apraksta ar viena-

dojumu:
De = Re ’i
21¢ (2)

Kur Re - Reinoldsa skaitlis, d - kanala diametrs (apalam kanalam), r. -
izliekuma radiuss. Izstradatajai zigzag pasivas maisiSanas iericei Dean skait-
lis ir 33,3. Si vértiba ir parak maza, lai pilniba izskaidrotu novéroto virpulu
intensitati [45]. Viens no iespéjamajiem skaidrojumiem ir tas, ka kanala sienas
nebija pilnigi taisnas, tajas bija defekti (caurumi un izcilni), kas veicinaja virpulu
veido$anos. 3D maisiSanas rezultati uzlaboja visparéjo izpratni par sajauksanas
modula darbibas principu, kas bitu janem véra turpmakajai optimizacijai.

3.3. Magnétiska atdalisana

Kad ir noteikta maisiSanas efektivitates un plismas dinamika mikrofluidi-
kas kanalos, més parejam pie nakamas projekta dalas - magnétisko dalinu atda-
lisana no $kidruma un iekartas optimizacija. Lai parbauditu magnétiskas atda-
lisanas efektivitati, tika parbauditas OSTE 322 ierices ar dazadu MD atdaliSanas
kameru malu attiecibu. Testé$anai tika izmantotas dzelzs kodola mikrodalinas,
kuras tika laistas caur kameru, zem kuras novietots magnéts. Tika savaktas gan
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aizpludusas, gan nokertas MD, tas tika izSkidinatas karaltideni, un dzelzs saturs
tika kvantitativi noteikts, izmantojot optisko absorbciju.

Lai novértétu magnétisko dalinu uztverSanas efektivitati mikrofluidikas sis-
téma, tika parbauditas vairakas magnétiskas konfiguracijas. Sakotnéjos testos,
izmantojot vienu N52 pastavigo magnétu, dalinu notverSanas efektivitate bija
mazaka par 60% kanalam, kura platums bija 2 mm un augstums 0,5 mm. Lai
uzlabotu $o veiktspéju, tika parbauditas vairakas alternativas magnétu konfigu-
racijas salidzinajuma ar originalo dizainu (10a attéls):

o Divu magnétu konfiguracija. Konfiguracija ar diviem N52 magnétiem,
novietotiem virs un zem kanala (10b attéls).

o Magneétu masivi. 18 N45 magnéti, kas sakartoti horizontali ar pretéjiem
poliem (10c attéls).

o Halbaha masivi. 18 N45 magnéti, sakartoti Halbaha masiva (attéls 10d).

Top view L:ZC: E Top view l I Top view
a) Single N52 b) Double sided ) 18xN45 magnets ) 18xN45 magnets
maghet N52 magnet in N/S configuration in Halbach array

10. atteéls. Shematisks attélojums dazadam magnétu konfiguracijam mikrofluidikas
iericei

Svariga magnétu masivu ipasiba ir nevienmériga magnétiska lauka veido-
$ana. Nevienméribas ietekmé MD, kas plast cauri magnétiska lauka gradientam
tiek paklautas magnétiskajam spékam. Si spéka rezultata dalinu kustibas trajek-
toriju tiek noliekta uz kanala apaksu, tadéjadi nokerot magnétiskas dalinas. Sis
efekts ir ipasi izteikts Halbaha (Halbach) masiva gadijuma, kur magnétiskais
lauks ir vérsts no apaksas uz augsu, ievérojami pastiprinot magnétiska lauka
intensitati salidzinajuma ar ziemelu/dienvidu (N/S) konfiguraciju, kura lauka
stiprums ir vienads gan virs magnéta, gan zem ta. Salidzinot dazadas konfi-
guracijas, ka paradits 11. attéla, tika sasniegta dalinu notverSanas efektivitate,
kas parsniedza 98%. Starp parbauditajam konfiguracijam Halbaha masivam bija
nedaudz labaka veiktspéja, tomeér, nemot véra ta izgatavo$anas sarezgitibu un
raksturigo nestabilitati, turpmakajiem eksperimentiem tika izvéléta (N/S) kon-
figuracija.
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11. attéls. MD notversanas efektivitate dazadas magnétiskajas konfiguracijas

3.4. Dalinu atdaliSana izmantojot biologisko paraugu

Lai varétu lietot AV mikrofluidikas sistémas, vispirms ir janovérté AV iztu-
riba. Sis novértéjums bija nepieciesams, jo AV ir trauslas un liels bides spéks, ko
var izraisit sekundara plisma, var saraut AV membranas, ka rezultata var tikt
atbrivots AV saturs, padarot tas nelietojamas. Lai noteiktu, vai membranas tiek
sarautas kanalu sienu, laminaras plasmas profila vai citu faktoru izraisita bides
spéku dél, tika noteikta AV izturibas atkariba no plismas atruma, analizéjot
AV saturu ar qPCR metodi (12A attéls). Batisks novérojums bija tas, ka kon-
troles AV paraugs, kas tika uzglabats +4 °C temperatiira, ar laiku degradéjas,
ka redzams 12B attéla, tapéc datu kopai tika piemérota lineara korekcija, lai
kompensétu EV zudumu.
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12. attéls. qPCR analize miR375 proteinam, kas ieglits no AV atkariba no plasmas
atruma (A) un kontroles AV, kas bija glabatas +4 °C (B)
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qPCR dati, ka redzams 12. attéla, norada uz mikro ribonukleinskabe
(miR-375) klatbutni, kas ir prostatas audiem specifiska ribonukleinskabe (RNS)
un tiktu konstatéta tikai tad, ja RNS ir iekapsuléta AV. Tas skaidrojams ar to, ka
jebkura RNS molekula, kas atrodama arpus AV, tiek atri noardita visur sasto-
pama ribonukleazes enzima ietekmé. Galvenais secinajums ir tas, ka miR-375
var veiksmigi konstatét no AV, izmantojot mikrofluidikas ierici. Turklat tika no-
vérots, ka plismas atruma diapazona no 100 lidz 500 pL/min, kas atbilst bides
spékam lidz 1,4 Pa, AV integritate ievérojami nemainijas.

3.5. Modulu integracija

Lai palielinatu biologiska parauga mijiedarbibas varbatibu mikrofluidikas
ierice, kanala garums tika palielinats no 74 mm lidz 800 mm, un kanala staru
skaits — no 12 lidz 510. Ieprieks$ izmantota 1000 um bieza COC pamatnes vieta
tika izmantota 140 pm bieza COC pléve, kas uzlaboja ierices savienosanos un
razo$anas efektivitati. At$kiriba no ieprieks$éjiem dizainiem, kas ietvéra vairakus
neatkarigus kanalus, jaunais dizains sastavéja no viena nepartraukta kanala, kas
aptver visu pamatnes laukumu. Si modifikicija palielinaja izgatavosanas jutibu
un prasija augstaku izgatavosanas precizitati.

Lai kompensétu veidnes sarau$anos un pléves elastibu, tika piemérots sa-
rukuma korekcijas koeficients 0,67 %. Ierices apstaro$anas un attistiSanas pa-
rametri tika optimizéti ar gala dozu 107,5 mJ UV gaismas un attistiSanas laiku:
75 sekundes acetona. Rezultata tika atkartojami izveidoti mikrofluidikas kanali
ar izmériem 200 um X 200 pm x 800 mm. Turklat taja pasa iericé tika integ-
réts magnétiskas atdaliS$anas modulis ar izmériem 4 mm x 200 ym x 18 mm
(13. attéls).

75.5 mm

13. attéls. Integréta maisiSanas un magnétiskas atdalisanas ierice uz COC pamatnes

3.6. Kvalitates kontrole

Lai palielinatu razo$anas apjomu un izveidotu ierici, kas ir piemérota bio-
logisko paraugu analizei, bija nepiecie$ams ieviest papildu kvalitates kontroli.
Ta ka biologiskajiem paraugiem bus jaizmanto dazadas ierices, lai nodrosinatu
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sterilitati, visam izgatavotajam iericém jabut péc iespéjas lidzigam. Tapéc visa
ierices garuma tika veikti augstuma mérijumi, lai novértétu izgatavosanas kvali-
tati, ka tas attélots 14. attéla.
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14. attéls. Mérjjuma punkti uz ierices, skaitlis norada uz kolonu, kura tika mérita

Svarigs ierices raksturo$anas aspekts bija OSTE slana augstuma noteiksana.
Sim nolitkam tika izvértétas divas mérisanas metodes: optiskas mikroskopijas
metode un mikrometra metode. Optiskaja metodé ierices augstums tika noveér-
téts, secigi fokuséjoties uz augséjo un apakséjo virsmu un aprékinot augstumu
no fokusa atskiribas. Savukart mikrometra metode ietvéra kopéja biezuma meéri-
$anu ar digitalu mikrometru, no kura tika atnemts zinamais pamatnes biezums,
lai iegitu OSTE slana biezumu. Abu metozu salidzinajums paradits 15. attéla.
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15. attéls. Optiska mikroskopa (A) un digitala mikrometra (B) kolonnu augstuma
meérijumi, kur katra kaste attélo 4 atskirigu ieri¢u segmentus, ka noradits 14. attéla.

Rezultatos bija novérojamas tikai nelielas atskiribas starp abam meérisanas
metodém. Tomér optiskaja metodé bija nedaudz lielaka datu izkliede, iespéjams,
jo bija sarezgiti precizi un atkartojami noteikti fokusu katra punkta kas tiesi
ietekmeéja augstuma meérjjumu. Nemot véra mazaku datu izkliedi un atraku dar-
bibu, turpmakajiem mérijumiem tika izvéléta mikrometra metode.
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3.7. lerices integracijas testésana

Lai veiksmigi apvienotu maisiSanas un magnétiskas atdaliSanas modulus,
tos ir nepiecie$amas parbaudit ar prostatas vézim biologiski lidzigu paraugu un
salidzinat mikrofluidikas ierici ar standarta metodi. Sim mérkim tika izmantotas
Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra sagatavotas biorekatora audzé-
tas prostatas véza AV.

Lai parbauditu mikrofluidikas iekartu, tika izstradata pusautomatiska pa-
raugu apstrades programma, kas ietvéra paraugu sajauksanu, atdaliSanu un
mazgasanu, izmantojot iepriek§ uzpilditas $lirces, kas bija ievietotas Slirces
stkni. Savukart standarta metode ietvéra vairak neka 10 manualas darbibas,
tostarp vairakus pipetésanas un atkartotas dalinu suspendésanas solus.

\ Integrated
( \/ | \ intensity

71% 54% |/ aa%| 0% |70% ‘,48%_‘37%‘ 6% 0% | 100% |

/

kDa us% 0% | 67%

55

@ ‘ "

]

! $oow S

L]
25
Integrated
f / intensity |
\ / [ \ | ¥ \ \ |
| 79%, 0% | 40%, 52%  47% | 37%, 0% | 65% | 48% 43% 32% 0% 100 %
o
25 | - - — — —— & S
Condition: 1h/10RPM ON-Chip Capture OFF-Chip Capture EV
(test tube) contol
Anti-CD9 Nb
oni Bead: + - + + + + - + + + + -
Mixing speed, 50 100 200 400 200 50 100 200 400 200
pl/min:
Mixing duration, 6 3 15 075 15 6 3 1.5 075 15

min:

16. attéls. AV izturiba atkariba no plasmas atrumu un atdaliSanas veida integrétaja
sisttma. Augséja attéla ir Western Blot gels, kur tumsaka joslas norada uz augstaku
intensitati, kas ir attélota ka integréta vértiba augSpusé

16. attéla ir paradita AV izturibas atkaribu no plismas atruma, ka ari
atskiriba starp integréto un neintegréto MD atdalianas metodi. 16 attéla
augs$pusé ir Western Blot (WB) gela attéls, kura jo tumsaka ir josla, jo lielaka ir
koncentracija, kas ir attélota ar integrétajam vértibam virs katras joslas. Grafika
tiek izdaliti eksperimentalie nosacijumi, kur (-) nozimé, ka MD virsma bija
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nefukncionalizéta jeb bez viena doména anti-CD9 antivielas dalinam. Sada
gadijuma iegata vértiba apraksta nespecifisko saistiS$anos, kas bija minimala
(zem 0,5%), apstiprinot, ka mijiedarbiba starp AV un magnétiskajam dalinam
ir CD9 specifiska.

Véra nemams bija novérojums, ka, izmantojot standarta metodi (OFF-chip),
iegnta signala intensitate bija augstaka par mikrofluidikas sistéma iegito vértibu
(ON-chip). Si atikiriba, visticamak, ir saistita ar atkirigajam konfiguracijam:
mikrofluidikas sistéma AV, kas netika piesaistitas pie MD, tiek nekavéjoties aiz-
vaktas, savukart standarta metodé péc sajauksanas mikrofluidikas iericé ir iespé-
jama mijiedarbibai parauga savaksanas trauka, kas paildzina inkubacijas laiku,
efektivi pagarinot maisiSanas laiku, un tadéjadi palielinot signala intensitati. Lai
gan mikrofluidikas sistéma nodrosina precizaku un kontrolétaku mijiedarbibas
laiku, rezultata signala intensitate ir nedaudz zemaka isaka inkubacijas laika dé].

45. sekundé maisisanas gadijuma tika novérots potencials intensitates kri-
tums, kas varétu liecinat par mérjjumu kltidu vai AV izturibas zuduma sakumu.
Tomeér $is pienémums nav viennozimigs, jo WB datiem nav pietieckami daudz
atkartojumu, lai veiktu kvantitativu statisko analizi. Papildus eksperimenti ar
vajrakiem atkartojumiem biuitu nepiecie$ami, lai apstiprinatu $o hipotézi. Tomeér,
lai samazinatu AV membranas sabruksanas varbatibu, turpmakiem eksperimen-
tiem plasmas atrums tika samazinats, lai saglabatu bides spriegumu zem 5 Pa.

Lai uzlabotu saistiSanas efektivitati un labak izprastu saistianas procesu,
sistéma tika pielagota recirkulacijai. Tadéjadi palielinot mijiedarbibas laiku starp
AV un MD, tiek nodro$inata, iespéjams, labaka saisti§anas efektivitati un parada
AV-MD mijiedarbibas dinamiku.

3.8. Integréta ierices analize ar AV paraugu

16. attéla ir redzams, ka péc sajauk$anas mikrofluidikas iericé tika nokerti
mazak neka 60% no kopéja AV skaita, kas varétu nozimét, ka nenotiek pietie-
kama parauga maisi$anas. Lai gan optimizacija, kas tika veikta balstoties uz kras-
vielu testiem, garantétu 99% maisiSanas efektivitati péc ne vairak ka 30 pagrie-
zieniem, iegutie 60% apstiprina ievérojamu atskiribu starp krasvielu testu un
enzimatisku reakciju, ka tas ir AV un MD gadijuma. Lai risinatu $o problému,
tika ieviesta parauga atkartota maisiSana jeb recirkulacija. Recirkulacija nozime,
ka $kidrs paraugs tiek izlaists caur maisitaju, tad tas tiek uzglabats caurulé un
péc tam ar to pasu atrumu atkartoti izlaists cauri maisitajam pretéja plasmas
virziena. Sis process tika atkartots no vienas lidz desmit reizém, kas atbilst
inkubacijas laikam 5-50 minates. Tests tika veikts paraléli standarta laborato-
rijas metodei, kura tika izmantots rotacijas maisitajs, magnétiskais stends un
manuala pipete. Savukart mikrofluidikas sistéma tika darbinata pusautomatiski,
izmantojot iepriek$ sagatavotus paraugus un skalosanas $kidrumu, kur manuali
bija nepieciesamas nonemt tikai magnétu, lai savaktu nokertas MD ar AV. Gan
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mikrofluidikas, gan standarta laboratorijas protokola pédéjie soli bija parauga
lizésana un paraugu analize, izmantojot WB, ka rezultati ir attéloti 17. attéla.
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17. attéls. WB analize, kas parada AV noker$anas efektivitati, izmantojot viena doména
anti-CD9 antivielas ker$anai un CD9 detekté$ana (A), viena doména anti-CD9 antivielas
ker$anai un CD63 detektésana (B), kur katrs datu punkts ir integréta vértiba attieciba
pret kopéjo AV daudzumu. Augséjais attéls ir WB gels, kas ir izejas dati.

Attéla 17A ir paradits WB, kur tika izmantotas viena doména anti-CD9
antivielas, lai nokertu AV, bet mérjjums tika veikts ar CD9 proteinu. Turpretim
attéls 17B ir attélots WB, kur tika izmantotas viena doména anti-CD9 antivielas,
lai nokertu AV, bet mérijums tika veikts ar CD63 proteinu. Visas attélotas relati-
vas intensitates vertibas ir relativas pret kontroles paraugu, kuram netika veikta
eksperimentala manipulacija un kas atbilst tai pasai AV koncentracijai (crtl. +).

WB signals 17A attéla parada, ka maksimala relativa AV saistiSanas efek-
tivitate ar MD ir f, = 0,60 + 0,01, kas ir lidziga standarta laboratorijas testa
veértibai f., = 0,78 * 0,04. Turklat CD63 analize, izmantojot anti-CD63 antivielu,
ka paradits attéla 17B, apstiprinaja veiksmigu AV vai dubultpozitivu membranas
fragmentu uztverSanu, nevis brivi peldosu CD9 proteinu. Abu markieru meé-

rijjumi norada, ka lielaka dala signala rodas no uztvertajam dubultpozitivajam
vezikulam, ar minimalu vai neesosu brivi peldosa CD9 proteina artavu.
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Lai  izvértétu  eksperimentalos  datus, eksponenciala  funkcija
f = f.[l - exp(-ot)] tika aprékinata integrétajam fona atnemtajam WB vérti-
bam, izmantojot vismazako kvadratu metodi, kur lidzigu modeli izmantoja
K. Petkovica u. c. [46]. Seit f., ir saistisanas efektivitates asimptotiska vértiba, un
ir saistiSanas atrums, kur rezultati ir apkopoti 1. tabula.

1. tabula. Asimptotiska saisti$anas efektivitates vértiba un integréto WB signalu
saistiSanas atrums

R fe o
CD9 mikrofluidikas 0,99 0,60 0,53
CD?9 standarta metode 0,94 0,78 0,77
CD63 mikrofluidikas 0,99 0,62 0,17
CD63 standarta metode 0,92 0,86 0,60

WB rezultati norada, ka lielaka dala AV saistiSanas ar MD notiek atri —
pirmo 10 minasu laika. Tas ir ievérojams uzlabojums salidzinajuma ar tradicio-
nalajam laboratorijas metodém, kur MD saisti$anas ar antivielam parasti prasa
no vienas lidz 24 stundam, ka tas noradits vairakos MD saistiSanas protokolos
[47, 48]. Atraku saistiSanos, ko veicina viena doména antivielas, kombinacija ar
mikrofluidikas ierici, kurai ir automatizacijas potencials, var uzskatit par butisku
prieksrocibu salidzinajuma ar eso$ajam metodém.
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4. NOZIME UN NAKOTNES VIRZIENI

Si disertacija piedava jaunus atzinumus prostatas véza arpussiinu vezikulu
mijiedarbibai ar magnétiskam dalinam mikrofluidikas iericé. Kinétikas dati
atklaja atru AV saistiSanos, uzlabojot izpratni par mazu dalinu mijiedarbibu
laminaras plasmas sistémas. Péc autoru zinasanam §is ir pirmais pétijums par
saistiSanas kinétiku prostatas specifiskajam AV mijiedarbiba ar magnétiskajam
dalinam mikrofluidikas sistéma.

Sis pétijums parada automatizacijas potencialu, izmantojot mikrofluidikas
ierici. Izstradato sistému var darbinat, iestatot pliismas parametrus, ieladéjot
paraugus un nonemot magnétu, izslédzot nepieciesamibu péc sarezgitas darba
pliismas, kas raksturiga klasiskajam laboratorijas procedaram. Izveidoto mikro-
fluidikas sistému ir iesp&jams uzlabot, padarot to pilnigi automatisku, atrisinot
inZeniertehniskas problémas, pieméram, automatizéjot magnétu nonemsanu
un atlaujot iestatit mainigu plasmu, lai beigas to izveidotu par praktisku labo-
ratorijas instrumentu. Izveidota sistéma varétu samazinat reagentu izmaksas,
uzlabot efektivitati un uzlabot prostatas véza noteiksanas iespéjamibu, tadéjadi
palielinot prostatas véza agrinas diagnostikas precizitati, kas varétu novestu pie
samazinatas prostatas véza mirstibas.
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5. SECINAJUMI

Izmantojot reakcijas spiedliesanu ir iespéjams izgatavot hermétiski noslégtu
OSTE-COC ierici kur kanalu geometrija ir definéta ar UV masku vai veidni,
bet savienosanos var panakt izmantojot O, plazmas virsmas apstradi, UV
gaismu un siltumu. Izmantojot 140 um COC plévi ka substratu, var izgata-
vot 800 mm garu maisiSanas moduli, savienotu ar 4 mm platu magnétiskas
atdaliSanas moduli.

Pasivu zig-zag OSTE-COC mikromaisitaju var izmantot, lai sasniegtu
relativo maisisanas indeksu 0,92, kas ir salidzinams ar modernajiem dizai-
niem [37]. Samazinot kanala izméru no 300 um lidz 200 pm un palieli-
not pliismas atrumu ievérojami uzlabojas maisiSanas efektivitate, savukart
zigzag lenka mainiSana no 14° lidz 22,5° batiski neietekmé maisisanas
indeksu (p = 0,278).

3D maisi$anas efekti, ki pieméram, virpuli, tika attiecinati uz Dean virpu-
liem un kanala sanu sienu geometriju, ko varéja novérto ar konfokalo mik-
roskopiju gan zig-zag maisitaja, gan saliekta kanala ar 1 mm radiusu.
Optimala magnétiskd konfiguracija magnétisko dalinu notverSanai bija
18 N45 magnéti, kas izkartoti horizontali mainiga polaritaté. Sistéma ar
4 mm platu kanalu, var notvert vairak neka 98% no 70 pg magnétiskajam
dalinam, izmantojot 26% no ierices ietilpibas. Ja nepiecieSama lielaka ietil-
piba, var palielinat magnétiska lauka spéku, izmantojot Halbaha masiva
konfiguraciju.

Arpus$inu vezikulas saglaba savu integritati plismas atrumos no 100
lidz 500 pl/min mikrofluidikas magnétisko dalinu atdaliSanas moduli, ko
apstiprinaja qPCR analize miRNA375 proteinam.

On-chip atdalitas LNCaP arpussinu vezikulas ir ar vienmérigaku western
blot signala intensitati dazados plasmas atrumos (50-400 pl/min), kas
liecina, ka on-chip atdalisanas metode ir uzticamaka. Turpretim off-chip
metode ir ar augstaku western blot signala intensitati, salidzinot ar on-chip
sistému, visticamak, ilgaka saistiSanas laika dél.

Izmantojot mikroskopa stiklina izméra mikrofluidikas ierici var veiksmigi
sajaukt CD9 konjugétas magnétiskas dalinas ar LNCaP arpus$inu veziku-
lam, kur sajauksanas efektivitate un saistiSanas kinétika ir salidzinama ar
standarta metodém. Abu konfiguraciju saistis$anas kinétika bija asimptotiska
f=/f.[1 - exp(at)], sasniedzot piesatinajumu 10 mintsu laika, paradot ierices
piemérotibu atrai un automatizétai arpussiinu vezikulas atdalisanai.
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