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Streszczenie w jezyku polskim

Rozprawa doktorska zatytutowana ,,Technologia transdermalnego dostarczania leku za pomoca
plastra mikroiglowego potaczona z diagnostyka do zastosowania w medycynie weterynaryjnej ”
dotyczy opracowania, wytworzenia oraz eksperymentalnej weryfikacji dwoch nowoczesnych,
komplementarnych rozwiazan technologicznych o potencjale wdrozeniowym w medycynie
weterynaryjnej:

(1) rozpuszczalnych plastrow mikroiglowych do transdermalnego dostarczania substancji
aktywnych, wytworzonych z wykorzystaniem druku 3D oraz mikroformowania,

(2) przenosnego systemu diagnostycznego typu ,,point-of-care” (POC), opartego na izotermicznej
amplifikacji kwasow nukleinowych metoda RT-LAMP prowadzonej w chipach réwniez
wytworzonych z wykorzystaniem druku 3D.

Praca ma charakter interdyscyplinarny i taczy zagadnienia z zakresu inzynierii mikrosystemow
(MEMS), technologii druku 3D, optoelektroniki oraz diagnostyki molekularnej. Glowng
motywacja do podjecia badan byta potrzeba opracowania tanich, mobilnych, prostych w obstudze
1 mozliwych do personalizacji narzedzi diagnostyczno-terapeutycznych, ktéore moglyby by¢
stosowane bezposrednio w miejscu opieki nad zwierzeciem, bez konieczno$ci dostgpu do
wyspecjalizowanych laboratoriow.

W czesci pracy dotyczacej plastrow mikroiglowych zaprojektowano rézne geometrie mikroigiet
(m.in. stozkowe i piramidalne), ktére nastgpnie wydrukowano jako struktury matrycowe
wykorzystujac druk 3D w wariancie DLP (ang. digital light processing). Na ich podstawie
opracowano proces technologiczny rozpuszczalnych mikroigiel metoda mikroformowania
z wykorzystaniem silikonowych form PDMS. Jako material no$ny zastosowano mieszaniny
biodegradowalnych 1 biokompatybilnych polimeréw poliwinylopirolidonu (PVP) oraz
poliwinylowego alkoholu (PVA).

Przeprowadzono szczegdtowa analize zgodno$ci wymiarowej mikroigiel rozpuszczalnych
wzgledem struktur wzorcowych, wykazujgc niewielkie, geometrycznie zalezne odchylenia,
mieszczace si¢ w granicach kilku procent. Nastgpnie wykonano badania funkcjonalne obejmujace
testy rozpuszczalno$ci mikroigiet, ocen¢ ich stabilno$ci mechanicznej oraz analizg kinetyki
uwalniania substancji modelowej (rodaminy B) w warunkach symulujacych kontakt ze skora.
Wykazano, ze kompozycja PVP 10% / PVA 5% zapewnia korzystny kompromis pomigdzy
wytrzymaloscig mechaniczng a szybkosScig i powtarzalnoscig uwalniania substancji czynne;j.
Pelne uwolnienie zwigzku modelowego nastgpowato w czasie od okoto 120 do 150 sekund,
w zaleznosci od geometrii mikroigiet.

Uzupelieniem badan byly testy in vitro obejmujace oceng biokompatybilno$ci
i cytotoksycznosci, ktore potwierdzity bezpieczenstwo biologiczne opracowanych struktur.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze rozpuszczalne plastry mikroiglowe moga stanowi¢ realng
alternatywe dla klasycznych iniekcji w weterynarii, umozliwiajac bezpieczne, mato inwazyjne
i kontrolowane podawanie lekow lub szczepionek.

W czeg$ci diagnostycznej rozprawy opracowano warunki reakcji RT-LAMP, dedykowane do
wykrywania wiruséw zwierzecych. Zaprojektowano i zestawiono stanowisko optoelektroniczne
umozliwiajgce fluorescencyjny odczyt przebiegu reakcji (detekcja ,,end point”) oraz docelowo
w czasie rzeczywistym, co pozwolilo na obiektywna ocen¢ amplifikacji oraz zwigkszylo
potencjal automatyzacji systemu w poréwnaniu do metod kolorymetrycznych. Nastepnie



zaprojektowano 1wykonano w technologii DLP chip mikrofluidyczny, umozliwiajacy
prowadzenie reakcji RT-LAMP w formacie ,,on-chip”.

System zweryfikowano eksperymentalnie na przyktadzie detekcji genomowego RNA kociego
kaliciwirusa (ang. feline calicivirus, FCV) - wysoce zarazliwego i szeroko rozpowszechnionego
wsrod populacji kotow. Uzyskano wysoka swoisto$¢ reakcji, bez amplifikacji w probach
kontrolnych, oraz granice wykrywalnoéci (LOD) na poziomie 2,3 x 103 kopii RNA na reakcje.
Cho¢ czulo$¢ uktadu ,,on-chip” byla nizsza niz w klasycznych reakcjach prowadzonych
w probowkach w warunkach laboratoryjnych, wyniki te uznano za wystarczajace dla zastosowan
weterynaryjnych i typowe dla prototypowych systeméw mikrofluidycznych wytwarzanych
technologia addytywna.

W pracy potwierdzono, ze druk 3D stanowi efektywne narzgdzie do szybkiego prototypowania
i personalizacji systemow diagnostyczno-terapeutycznych. Opracowane rozwigzania tworza
spojng platforme o wysokim potencjale wdrozeniowym, mozliwa do dalszego rozwoju
w kierunku zintegrowanych urzadzen diagnostyczno-leczniczych nowej generacji dla medycyny
weterynaryjne;j.

Streszczenie w jezyku angielskim

The doctoral dissertation entitled “Transdermal Drug Delivery Technology Using a Microneedle
Patch Combined with Diagnostics for Veterinary Medicine Applications” focuses on the
development, fabrication, and experimental validation of two modern, complementary
technological solutions with implementation potential in veterinary medicine:

(1) dissolvable microneedle patches for transdermal delivery of active substances, manufactured
using 3D printing and micromolding techniques,

(2) a portable point-of-care (POC) diagnostic system based on isothermal nucleic acid
amplification using the RT-LAMP method, carried out in chips also fabricated using 3D printing.

The dissertation is interdisciplinary in nature and integrates issues from microsystems engineering
(MEMS), 3D printing technologies, optoelectronics, and molecular diagnostics. The primary
motivation for undertaking this research was the need to develop low-cost, mobile, easy-to-use,
and customizable diagnostic and therapeutic tools that could be applied directly at the site of
animal care, without requiring access to specialized laboratories.

In the part of the work concerning microneedle patches, various microneedle geometries
(including conical and pyramidal) were designed and then printed as array structures using DLP
(digital light processing) 3D printing. Based on these structures, a technological process for
fabricating dissolvable microneedles was developed using micromolding with silicone PDMS
molds. Mixtures of biodegradable and biocompatible polymers, polyvinylpyrrolidone (PVP) and
polyvinyl alcohol (PVA), were used as the carrier materials.

A detailed dimensional conformity analysis of the dissolvable microneedles relative to the master
structures was conducted, demonstrating small, geometry-dependent deviations within a few
percent. Subsequently, functional studies were performed, including microneedle dissolution
tests, assessment of mechanical stability, and analysis of the release kinetics of a model substance
(thodamine B) under conditions simulating skin contact. It was shown that a PVP 10% / PVA 5%
composition provides a favorable compromise between mechanical strength and the speed and



repeatability of active substance release. Complete release of the model compound occurred
within approximately 120 to 150 seconds, depending on the microneedle geometry.

The studies were complemented by in vitro tests evaluating biocompatibility and cytotoxicity,
which confirmed the biological safety of the developed structures. The obtained results indicate
that dissolvable microneedle patches may constitute a viable alternative to conventional injections
in veterinary practice, enabling safe, minimally invasive, and controlled administration of drugs
or vaccines.

In the diagnostic part of the dissertation, RT-LAMP reaction conditions dedicated to the detection
of animal viruses were developed. An optoelectronic setup enabling fluorescent readout of the
reaction (end-point detection and, ultimately, real-time monitoring) was designed and assembled,
allowing objective assessment of amplification and increasing the automation potential of the
system compared to colorimetric methods. Subsequently, a microfluidic chip enabling RT-LAMP
reactions in an on-chip format was designed and fabricated using DLP technology.

The system was experimentally validated using the detection of genomic RNA of feline
calicivirus (FCV), a highly contagious virus widely distributed among cat populations. High
reaction specificity was achieved, with no amplification observed in control samples, and a limit
of detection (LOD) of 2.3 x 10° RNA copies per reaction was obtained. Although the sensitivity
of the on-chip system was lower than that of conventional tube-based reactions performed under
laboratory conditions, these results were considered sufficient for veterinary applications and
typical for prototype microfluidic systems manufactured using additive technologies.

The dissertation confirms that 3D printing is an effective tool for rapid prototyping and
customization of diagnostic and therapeutic systems. The developed solutions form a coherent
platform with high implementation potential, suitable for further development toward integrated
next-generation diagnostic and therapeutic devices for veterinary medicine.
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1 Wstep i cele pracy

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki autorskich interdyscyplinarnych badan
dotyczacych rozwoju dwoch nowoczesnych rozwigzan o potencjale aplikacyjnym
w  medycynie weterynaryjnej, wykorzystujacych technike  mikrosystemow,

optoelektronike 1 druk 3D, s3 to:

1. Rozpuszczalne plastry mikroigtowe przeznaczone do transdermalnego podawania
substancji aktywnych.

2. System diagnostyczny oparty na reakcji izotermicznej amplifikacji kwasow
nukleinowych metoda RT-LAMP (ang. reverse transcription loop-mediated

isothermal amplification).

Oba rozwigzania zostaly opracowane z wykorzystaniem druku 3D i z mysla
o zwigkszeniu dostepnosci, szybkosci 1 skuteczno$ci opieki medycznej nad zwierzgtami,

w szczegoblnosci eliminujac udziat wyspecjalizowanych laboratoriow.

Badania nad technologia mikroigiet miaty na celu opracowanie alternatywy dla
klasycznych metod iniekcyjnych, umozliwiajac bezpieczne, malo inwazyjne
1 kontrolowane transdermalne dostarczanie lekow badz szczepionek. Z kolei
proponowane urzadzenie diagnostyczne docelowo ma by¢ przeno$nym narz¢dziem
diagnostycznym pozwalajagcym na szybkie wykrywanie infekcji wirusowych
bezposrednio w miejscu opieki (ang. point-of-care, POC) w gabinecie weterynaryjnym,
schronisku dla zwierzat, lecznicy czy w hodowli. Kluczowym zatozeniem obu koncepcji
byta maksymalna prostota obstugi, umozliwiajaca ich stosowanie przez niewyszkolony
personel, a takze mobilnos¢, niskie koszty wytworzenia oraz elastycznos$¢ konstrukeyjna,
pozwalajaca na tatwe dostosowanie urzadzen do roznych zastosowan oraz potrzeb

terapeutycznych i diagnostycznych.

Jak wspomniano wcze$niej w procesie projektowania 1 wytwarzania zaproponowanych
rozwigzan kluczowe znaczenie mial druk 3D w wariancie DLP (ang. digital light
processing), ktory umozliwil uzyskanie wysokiej precyzji odwzorowania
mikroskopowych struktur oraz szybkie prototypowanie. Zastosowanie tej metody
znaczgco skrécito czas iteracji projektowych oraz umozliwito tworzenie

spersonalizowanych, a zarazem powtarzalnych elementow.
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Niniejsza praca zostata podzielona na dwie zasadnicze czgsci. W pierwszej omoOwiono
problem badawczy oraz sformutowano cele pracy, omawiajac jednoczesnie aktualne
wyzwania stojace przed medycyng weterynaryjng w zakresie nowoczesnych metod
terapii 1 diagnostyki. Podkreslono rowniez potencjat proponowanych rozwigzan
w kontekscie poprawy dostepnosci opieki, zwigkszenia efektywnosci leczenia oraz
ograniczenia kosztoéw. Druga czg$¢ pracy zawiera prezentacje i omdowienie wynikow
badan eksperymentalnych: najpierw dotyczacych projektowania, wytwarzania i oceny
funkcjonalnosci plastrow mikroiglowych powstatych z zastosowaniem druku 3D,
a nastegpnie modelu optoelektronicznego systemu diagnostycznego opartego na reakcji

RT-LAMP prowadzonej w drukowanych 3D chipach.

Inzynieryjno-technicznym celem gléwnym niniejszej pracy bylo wykazanie, ze
precyzyjny druk 3D w technologii DLP, bedacy jedna z najnowszych technik
mikroinzynieryjnych stosowanych w inzynierii mikrosysteméw, moze by¢
z powodzeniem wykorzystany do opracowania zaréwno matryc rozpuszczalnych
mikroigiel do dozowania lekéw, jak i1 mikrochipow stanowigcych kluczowy element
optoelektronicznej platformy diagnostycznej do wykrywania patogendéw metodg RT-

LAMP.

W pracy tej o niewatpliwie interdyscyplinarnym charakterze, przeplataja si¢ zagadnienia
zdwoch obszarow badawczych. Dominujaca jest szeroko pojeta technika
mikrosysteméw 1 optoelektronika w ramach dysycpliny ,,Automatyka, elektronika,
elektrotechnika i technologie kosmiczne”, poniewaz uzyte narzedzie technologiczne
(druk 3D wykorzysujacy specjalizowane uktady optoelektroniczne), obszar technologii
mikroinzynieryjnych zwigzanych 2z technika mikrostemow (mikroiglty, chipy
mikrofluidyczne) oraz zastosowany uktad detekcji optoelektronicznej zwigzane sg z tg
dyscypling bezposrednio. Natomiast utylitarny cel pracy zwigzany jest z potencjalnym
zastosowaniem opracowanych rozwigzan w weterynarii 1 stad tez obecno$¢ wielu

zagadnien z obszaru biotechnologii.
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2 Wprowadzenie

Na przestrzeni ostatnich lat systemy mikroelektromechaniczne (ang. micro-electro-
mechanical systems, MEMS) zwane cz¢$ciej mikrosystemami, znaczaco przyczynily si¢
do rozwoju zaawansowanych, zminiaturyzowanych urzadzen przeznaczonych do
zastosowan biologiczno-medycznych [1]. Szczegdlne zainteresowanie wzbudzita tzw.
mikrofluidyka, ktéra umozliwia precyzyjne manipulowanie matymi obj¢to§ciami cieczy
w uktadach o mikroskalowych wymiarach [2]. Potaczenie biotechnologii z mikrofluidyka
otworzylo nowe mozliwosci w projektowaniu systemow diagnostycznych oraz
terapeutycznych, spetniajacych  wymagania  wspoéiczesnej biomedycyny  [3].
Mikroelektromechaniczne systemy, ktore zawieraja jednostki biologiczne lub sa
przeznaczone do zastosowan biomedycznych, czesto nazywane s3  bio-
mikroelektromechanicznymi systemami (ang. biomedical microelectromechanical
systems, BlIoMEMS) [4-5]. Moga by¢ one stosowane jako narzedzia terapeutyczne lub
diagnostyczne, w tym do kontrolowanego dostarczania lekow z wykorzystaniem
systemdéw mikroprzeptywowych, takich jak laboratorium na chipie (ang. lab-on-a-chip,

LOC) (Rys.1) [6].

WSZCZEPIALNE
S R B S i BioMEMS

TERAPIA <

(dostarczanie lekow,
szczepionek, komorek itp.)

. DIAGNOSTYKA <—

(pobieranie ptynu
i $rédmigzszowego do analizy
: diagnostycznej)

|

(genetyczna analiza diagnostyczna

pobranego ptynu np. metoda —_—
RT-LAMP)

T I T AHOSNHSOXQ

TEMATYKA NINIEJSZEJ PRACY

Rysunek 1 Zastosowanie mikrosystemow w biologii i medycynie (BioMEMS) oraz zalezno$¢
pomiedzy mikroiglami, a chipami do amplifikacji DNA i RNA.
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Urzadzenia wykorzystujace mikrosystemy umozliwiaja m.in. kontrolowane
i ukierunkowane dostarczanie substancji czynnych, co przeklada si¢ na zwigkszona
biodostepnos¢, zmniejszenie ich dawek oraz minimalizacje efektow ubocznych. Jednym
z najbardziej przelomowych rozwigzan w tej dziedzinie sg zminiaturyzowane systemy
transdermalnego dostarczania lekow (ang. transdermal drug delivery systems, TDDS),
ktére umozliwiaja minimalnie inwazyjne przenikanie substancji aktywnych przez barier¢
skorng do krazenia ogolnoustrojowego. W porownaniu do tradycyjnych metod
podawania lekow, takich jak iniekcje czy podania doustne, systemy TDDS oferujg szereg
zalet, w tym eliminacj¢ bolu, pominigcie efektu pierwszego przejscia (czyli metabolizmu
wstepnego zachodzacego gléwnie w watrobie, wskutek dzialania enzymoéow, m.in.
cytochromu P450), oraz lepsza kontrole nad farmakokinetykg transportowanej substancji
[7]. W ramach systeméw TDDS szczegdlne miejsce zajmuja mikroigly (ang.
microneeldes, MNs) - miniaturowe struktury o wysokosci od kilkudziesieciu do kilkuset
mikrometrow, ktore umozliwiaja mikronaktucie warstwy rogowej naskorka bez
stymulowania receptorow bolu [8]. MNs moga by¢ stosowane jako samodzielne no$niki
lekow (np. rozpuszczalne mikroigly z biodegradowalnych polimerow) lub jako elementy
ztozonych mikrosysteméw diagnostyczno-terapeutycznych, w tym urzadzen typu ,,lab-
on-a-chip”, laczacych funkcje analityczne 1 dozujace. Integracja mikroigiet
z biosensorami, mikrokanatami i inteligentnymi systemami kontrolujagcymi dawki tworzy
podstawe nowoczesnych platform terapeutycznych, zdolnych do jednoczesnego
monitorowania parametrow fizjologicznych oraz dostarczania leku w czasie
rzeczywistym [9]. Obie technologie mogg by¢ rdéwniez stosowane oddzielnie -
dostarczanie leku z uzyciem mikroigiet moze by¢ podyktowane odpowiedzia o stanie
organizmu (zakazenie wirusowe, bakteryjne, stan zapalny itp.) pochodzacg z urzadzenia
diagnostycznego. Rozwdj tej technologii wpisuje si¢ w ogo6lny trend miniaturyzacji
urzadzen medycznych oraz dazenia do zwigkszenia dostgpnosci rozwigzan typu ,,point-
of-care” (POC), rowniez w medycynie weterynaryjnej. Raport Grand View Research
wskazuje na wzrost wartosci rynku diagnostyki POC w weterynarii na przestrzeni lat
2024-2030 o 10,4%. Wedlug danych literaturowych liczba publikacji naukowych
dotyczacych mikroigiet 1 mikrosystemoéw TDDS wzrosta kilkukrotnie w ciggu ostatniej
dekady, co S$wiadczy o rosngcym zainteresowaniu $rodowisk naukowych
1 przemystowych tg tematyka (Rys. 2). Pomimo, Ze wigkszo$¢ dotychczasowych badan
1 wdrozen technologii mikroigiet oraz mikrosysteméw MEMS koncentruje si¢ na

zastosowaniach w medycynie ludzkiej, coraz wigcej uwagi poswigca si¢ ich
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potencjalnemu wykorzystaniu w medycynie weterynaryjnej. W szczegolnosci dotyczy to
diagnostyki i terapii u zwierzat towarzyszacych, gospodarskich oraz dzikich, gdzie
kluczowe znaczenie maja rozwigzania minimalnie inwazyjne, szybkie 1 mozliwe do

zastosowania w warunkach terenowych [10-12].
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Rysunek 2 Liczba publikacji zwigzanych z mikroiglami na przestrzeni ostatnich lat. Sporzadzona
na podstawie bazy PubMed®, stowo kluczowe wyszukiwania: ,,microneedles”.

Liczba publikacji [szt.]

Wspomniane wczesniej platformy POC to zminiaturyzowane urzadzenia diagnostyczne,
ktére stanowig istotne narz¢dzie w szybkim 1 precyzyjnym wykrywaniu patogenow
w warunkach poza laboratorium. Charakteryzuja si¢ kompaktowa budowa, krétkim
czasem analizy, niskim kosztem eksploatacji oraz mozliwo$cig zastosowania przez
niewykwalifikowany personel. Kluczowym elementem tego rodzaju technologii jest
mozliwo$¢ integracji reakcji biologicznych, takich jak amplifikacja materiatu
genetycznego, z elementami mikrofluidycznymi, optycznymi czy elektrochemicznymi,

co pozwala na automatyzacj¢ 1 miniaturyzacj¢ catego procesu diagnostycznego [13].

Jedng z najbardziej obiecujacych technik molekularnych stosowanych w tego typu
urzadzeniach jest izotermiczna amplifikacja kwasow nukleinowych RT-LAMP (ang.
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification). W przeciwienstwie do
klasycznego PCR (ang. polymerase chain reaction), RT-LAMP nie wymaga cyklicznej

zmiany temperatury, co znaczaco upraszcza konstrukcj¢ urzadzen oraz obniza
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wymagania energetyczne. Reakcja ta moze by¢ przeprowadzana w stalej temperaturze
(okoto 60-65°C), a jej produkty moga by¢ wykrywane za pomocg metod
kolorymetrycznych czy fluorescencyjnych, co umozliwia integracj¢ z prostymi

systemami optoelektronicznego odczytu [14].

Zminiaturyzowane systemy RT-LAMP majg coraz wigksze znaczenie w kontekscie
kontroli chorob zakaznych ze wzgledu na swoja szybkos$¢, wysoka czulo$¢ oraz
mozliwos¢ dziatania w warunkach terenowych. Cho¢ ich gtowne zastosowania dotyczg
diagnostyki ludzkiej (np. SARS-CoV-2, wirus Zika, HIV), ro$nie liczba badan oraz
prototypow ukierunkowanych na potrzeby weterynarii [15-16]. Diagnostyka patogenow
zwierzecych takich jak kalciwirus kotow (ang. feline calicivirus, FCV), wirus
panleukopenii (ang. feline panleukopenia, FPV), wirus grypy ptakéw (ang. avian
influenza virus, AIV) czy choroba niebieskiego jezyka (ang. bluetongue disease, BTV)
wymaga szybkich metod detekcji, ktére mozna wdrozy¢ bezposrednio w srodowiskach
wysokiego ryzyka, takich jak gospodarstwa, schroniska czy miejsca kwarantanny [17-

18].

Integracja mikrourzadzen diagnostycznych z technologiami minimalnie inwazyjnymi,
np. mikroiglami do poboru ptynu $roédmigzszowego lub dostarczania szczepionek czy
lekow, stwarza nowe mozliwosci rozwoju weterynaryjnych platform diagnostycznych
1 terapeutycznych nowej generacji. Rozw0j zintegrowanych urzadzen bazujacych na
mikrosystemach dedykowanych zwierzetom stanowi istotny krok w kierunku
nowoczesnej, zrownowazonej opieki weterynaryjnej, wpisujac si¢ w globalny trend
medycyny precyzyjnej oraz koncepcje ,,One Health” taczaca zdrowie ludzi, zwierzat

1 srodowiska.

3 Technologia mikroigiel w dostarczaniu lekow i jej

potencjal w medycynie weterynaryjnej

Metoda dostarczania leku odgrywa fundamentalng role w determinowaniu skutecznos$ci
terapeutycznej substancji leczniczej. Proces ten wymaga nie tylko precyzyjnej kontroli,
ale takze osiggniecia maksymalnej efektywnosci i1 biodostepnosci, przy jednoczesnym
zapewnieniu bezpieczenstwa 1 minimalizacji ryzyka dziatan niepozadanych [19]. Wybor

odpowiedniej technologii podania leku stanowi element o zasadniczym znaczeniu dla
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osiggnigcia pozadanego efektu terapeutycznego, wpltywajac na tempo uwalniania
substancji czynnej, jej stabilno§¢ chemiczng oraz zdolnos$¢ do przenikania przez bariery

biologiczne.

W praktyce klinicznej i weterynaryjnej powszechnie stosowane metody dostarczania
lekéw obejmuja réznorodne formy farmaceutyczne, takie jak tabletki, kapsutki, masci,
syropy oraz iniekcje. R6znig si¢ one nie tylko formg fizyczna, lecz takze drogg podania,
wsrdd ktorych wyroznia sie gldownie podanie doustne (oralne), miejscowe (topikalne),
wziewne (inhalacyjne) oraz pozajelitowe (parenteralne), w tym m.in. domig$niowe,
dozylne i1 podskérne [20]. Cho¢ wiele z tych metod zapewnia szybkie i skuteczne
dziatanie, napotykajg one istotne ograniczenia. Wsrod kluczowych wyzwan wymienia si¢
m.in. dyskomfort pacjenta, Iek przed iniekcjami, trudnosci w precyzyjnym dawkowaniu,
ograniczong biodostepnos¢ wynikajaca z efektu pierwszego przejscia w przypadku
podania doustnego, niewystarczajaca penetracje substancji czynnej do miejsca
docelowego, a takze niepraktyczno$¢ lub inwazyjno$¢ niektoérych technik [21].
W medycynie weterynaryjnej problematyka dostarczania lekow staje si¢ jeszcze bardziej
ztozona. Zroznicowanie gatunkowe pomiedzy pacjentami obejmuje istotne rdznice
w anatomii, fizjologii, masie ciala, metabolizmie, tempie oprozniania zotadka, pH
przewodu pokarmowego, aktywnosci enzymatycznej czy strukturze skory, co znaczaco
wptywa na losy farmakokinetyczne leku. Ponadto, niektore zwierzeta wykazuja silny
opor wobec okreslonych form podania, co utrudnia prowadzenie terapii i moze prowadzi¢

do nieregularnego przyjmowania lekow lub ich catkowitego odrzucenia [22-23].

W odpowiedzi na te trudnosci opracowano innowacyjne podej$cia oparte na
nowoczesnych systemach no$nikowych. Technologie te oferujg liczne korzysci, w tym
istotng poprawe biodostgpnosci substancji czynnych, mozliwos¢ kontrolowanego
1 przedluzonego uwalniania leku, redukcj¢ czestotliwosci dawkowania, a takze
ograniczenie ryzyka wystgpienia dziatan niepozadanych. Co wigcej, zastosowanie
nowoczesnych nosnikow sprzyja poprawie komfortu pacjenta poprzez minimalizacje
inwazyjnos$ci procedur medycznych oraz ograniczenie stresu zwigzanego z ich
stosowaniem, co ma szczegélne znaczenie w terapii zwierzat, u ktéorych wspotpraca

podczas leczenia bywa znacznie utrudniona [24-25].
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Jedna z najbardziej obiecujacych technologii no$nikowych w dziedzinie transdermalnego
dostarczania lekéw sa mikroigly (ang. microneedles, MNs). Ta innowacyjna metoda,
bedaca przedmiotem intensywnych badan prowadzonych przez liczne zespoty naukowe
[26], opiera si¢ na wykorzystaniu niewielkich plastrow pokrytych mikroiglami
o wysokosci zazwyczaj siggajacej od 25 do 2000 pum, podstawie od 50 do 300 um
1 wierzchotku o wymiarach w przedziale od 1 do 100 um. Moga by¢ one wykonane
z roznorodnych materiatow i posiada¢ zréznicowang geometri¢ (Rys. 3) [27]. Mikroigly
zostaly zaprojektowane z mys$lg o minimalnie inwazyjnym, mato bolesnym przenikaniu
przez barier¢ warstwy rogowej naskorka. Ich dobra tolerancja przez pacjenta wynika
z mikroskopijnych rozmiarow, ktére pozwalajg na penetracje wierzchniej warstwy skory
przy minimalnym uszkodzeniu tkanek i minimalnej stymulacji zakonczen nerwowych

[28].

Stozkowe Trojkatne Kwadratowe Heksagonalne Cylindryczne
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Odlegtos¢ migdzy Srednica podstawy
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Rysunek 3 Rézne geometrie mikroigiel oraz schematyczny obraz ich rozlozenia na plastrze.

Technologia mikroigiet wyr6znia si¢ wyjatkowa elastyczno$cig w zakresie doboru
materiatéw 1 metod wytworzenia, co pozwala na ich szerokie zastosowanie w ré6znych
obszarach dostarczania substancji leczniczych. Mikroigly mogg by¢ wytwarzane z metali
(np. stal nierdzewna), polimerow takich jak kwas polimlekowy (ang. polylactic acid,

PLA), poliwinylopirolidon (ang. polyvinylpyrrolidone, PVP), kwas hialuronowy,
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krzemu, ceramiki (np. tlenek glinu) oraz polisacharydoéw (np. sacharoza, trehaloza), co
umozliwia ich adaptacj¢ do roznych strategii terapeutycznych [29]. W szczegdlnosci
mikroigly polimerowe zyskaty duza popularnos$¢, jako ze czesto charakteryzuja sie
biokompatybilnoscig, biodegradowalnoscia 1 nietoksycznoscig [30]. Rozwdj
zaawansowanych metod wytwarzania, takich jak formowanie wtryskowe, fotolitografia
czy druk 3D, umozliwia wytworzenie mikroigiet o zrdéznicowanych ksztattach,
konfiguracjach i funkcjonalnos$ciach, co otwiera nowe perspektywy w dziedzinie
ukierunkowanego dostarczania substancji leczniczych, monitorowania parametrow

biologicznych w czasie rzeczywistym, a takze minimalnie inwazyjnej diagnostyki [31].

Zastosowanie mikroigiet w weterynarii stanowi obiecujgcg alternatywe dla
konwencjonalnych metod podawania $srodkéw leczniczych. Ze wzglgdu na podobienstwa
w schorzeniach 1 wyzwaniach terapeutycznych u ludzi 1 zwierzat, technologie
opracowane dla medycyny ludzkiej moga z powodzeniem znalez¢ zastosowanie
w praktyce weterynaryjnej [32]. Ponadto zwierzeta czgsto pelnig role modeli
eksperymentalnych w przedklinicznych badaniach farmaceutycznych, co umozliwia
weryfikacje skutecznosci nowych technologii [33]. W $wietle potencjatu mikroigiel, ich
zastosowanie w weterynarii moze oferowac skuteczne rozwigzania dla wielu schorzen,
analogicznie do ich wykorzystania w medycynie ludzkiej. Chociaz badania nad
mikroiglami w weterynarii s3 wciagz ograniczone, przeprowadzono juz kilka obiecujacych
analiz dotyczacych ich zastosowania. Obejmujg one m.in. tagodzenie bolu u bydta [34],
srodskorne podawanie szczepionki przeciwko grypie u psow, pobieranie plynu
srédmigzszowego u cielat po podaniu szczepionki przeciwko Mycobacterium bovis BCG

[35], a takze leczenie schorzen dermatologicznych [36].

Dzigki zdolno$ci do omijania warstwy rogowej naskorka mikroigly umozliwiajg
dostarczanie makroczasteczek, takich jak biatka, kwasy nukleinowe czy szczepionki,
ktéore w przeciwnym razie bylyby problematyczne do efektywnego dostarczenia
konwencjonalnymi drogami [37]. Jednakze, mimo licznych zalet, pelne wdrozenie
mikroigiel do praktyki weterynaryjnej wymaga przezwyci¢zenia szeregu wyzwan
technologicznych 1 logistycznych. Wsrdéd najwazniejszych problemow wymienia sig¢
trudno$ci zwigzane z precyzyjnym dawkowaniem substancji czynnych, zapewnieniem
ich stabilnosci chemicznej 1 biologicznej, a takze utrzymaniem wysokich standardow
sterylnosci gotowych produktow. Istotnym problemem pozostaje rowniez ograniczona

pojemno$¢ tadunkowa mikroigiet, zwlaszcza w przypadku terapii wymagajacych
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wigkszych objetosci substancji aktywnej. Dodatkowe wyzwania obejmujg ztozono$¢
procesow produkcyjnych, kompatybilno§¢ materiatow z réznymi typami substancji
aktywnych, a takze konieczno$¢ spelnienia wymogow regulacyjnych dotyczacych
bezpieczenstwa i skutecznosci. Rozwigzanie tych kwestii bedzie kluczowe dla dalszej
komercjalizacji tej technologii i jej skutecznego zastosowania w codziennej praktyce

klinicznej [38].
3.1 Rodzaje mikroigiel i metody ich wytworzenia

Jak wspomniano wczes$niej, mikroigly s3 wytwarzane z szerokiej gamy materiatow,
w tym metali czy polimerow, z ktorych kazdy charakteryzuje si¢ odmiennymi
wlasciwo$ciami, takimi jak twardo$¢, biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢. Ta
réznorodno$¢ umozliwita opracowanie roznych typow mikroigiel, w tym litych (statych),
powlekanych, rozpuszczalnych oraz pustych w $rodku, co otwiera szerokie spektrum

potencjalnych zastosowan.

3.1.1 Lite (stale) mikroigly

Lite (stale) mikroigly tworza mikroskopijne pory w skorze, co zwigksza jej
przepuszczalnos$¢ dla czasteczek. Mechanizm ten okre$lany jest mianem "naktuj 1 nat6z"
(ang. poke and patch) (Rys. 4). Mikroigly te moga by¢ wytwarzane z ré6znorodnych
materiatow, takich jak krzem, metale, ceramika czy polimery [39]. Proces ich
wytworzenia obejmuje techniki mikroobrébki, takie jak fotolitografia, trawienie na sucho
1 mokro oraz druk 3D, a wigc technologii znanych z wytwarzania MEMS. Suche
trawienie z uzyciem difluorku ksenonu (XeF2), wykorzystywane do usuwania materiatu
z powierzchni statej, umozliwia precyzyjne formowanie mikroigiel o regulowanych
wymiarach 1 geometriach na jednym ptacie [40]. Z kolei mokre trawienie czgsto
przeprowadza si¢ przy uzyciu wodorotlenku potasu (KOH) do wytwarzania krzemowych
mikroigiet [41]. Stereolitografia (ang. stereolithography, SLA) z uzyciem zywicy
dentystycznej klasy I (Dental SG) znalazt zastosowanie w przygotowaniu mikroigiet do
dostarczania astaksantyny - silnego przeciwutleniacza [42]. Technologia druku 3D jest
jedng znajbardziej efektywnych metod tworzenia litych mikroigiel, poniewaz jest
zarowno prosta, jak 1 ekonomiczna. Szczegélnie weterynarze moga korzystaé
z repozytoriow projektow, aby drukowac mikroigly dostosowane do specyficznych
potrzeb zwigzanych z dostarczaniem lekéw, co umozliwia spersonalizowang terapi¢

zwierzat towarzyszacych [43]. Lite mikroigly wyr6zniaja si¢ na tle innych typoéw wigksza
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wytrzymato$cig mechaniczng, lepsza morfologia powierzchni (ostrzejsze koncowki) oraz

latwoscia wytwarzania [44].

Naskorek

Skora wlasciwa

Rysunek 4 Mechanizm dzialania mikroigiel stalych.

3.1.2 Puste w $Srodku mikroigly

Puste mikroigly (ang. hollow microneedles, HMNSs) sa zaprojektowane do dostarczania
lekéw poprzez mechanizm "naktuj i przepusc" (ang. poke and flow) (Rys. 5), w ktorym
lek przeptywa przez pusty kanat wewnatrz mikroigly. Proces ten zalezy od szeregu
parametrow konstrukcyjnych, takich jak geometria koncoéwki oraz dlugos$¢ i $rednica
mikroigiet, ale takze od napigcia powierzchniowego 1 ci$nienia kapilarnego
wytworzonego w kanale. Parametry te moga by¢ kontrolowane w celu uzyskania réznych

czasOw uwalniania leku [26].
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Rysunek 5 Mechanizm dzialania mikroigiel pustych w srodku.

Puste mikroigly moga by¢ wytwarzane z r6znych materiatow, takich jak krzem, metale,
szklo i niektore polimery [45]. Innowacyjne podejscie obejmuje wykorzystanie nanorurek
weglowych (ang. carbon nanotubes, CNT), ktére dzigki procesom kapilarnego
samoskladania organizuja si¢ do trojwymiarowych, pustych w S$rodku mikroigiet.

Nanorurki weglowe, dzieki swojej wyjatkowej wytrzymalosci mechaniczne;,
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elastycznosci oraz gladkiej powierzchni wewngetrznej, znaczaco poprawiajg trwalosé
mikroigiet 1 zwigkszaja efektywnos$¢ transportu cieczy [46]. Puste mikroigly sa
wytwarzane z wykorzystaniem technologii takich jak druk 3D, w tym polimeryzacja
dwufotonowa (2PP) oraz techniki termicznego odciskania nanoimprintem, z uzyciem

materialow takich jak Ormocomp i biodegradowalne termoplasty [47-48].

Warto podkresli¢, ze konstrukcja pustych mikroigiel czgsto czerpie inspiracj¢ z natury,
nasladujac struktury wystepujace u zwierzat, takie jak ktujka komara [49] czy kiet weza
[50]. Puste mikroiglty oferuja ogromny potencjal w zastosowaniach biomedycznych,
takich jak dostarczanie lekoéw 1 transport komoérek. Badania wykazaty, ze moga by¢
zintegrowane z innowacyjnymi czujnikami do wykrywania biomarkeréw, takich jak
kwas moczowy czy glukoza w sztucznym plynie $rodmigzszowym, co podkresla ich
potencjal w minimalnie inwazyjnych aplikacjach diagnostycznych [51]. Dodatkowo,
puste mikroigty drukowane w technologii 3D zostaly opracowane do minimalnie
inwazyjnego dostarczania insuliny [52] oraz zywych komoérek w terapii komodrkowe;j
[53]. Wskazuje to na wszechstronno$¢ i skutecznos$¢ pustych mikroigiel w usprawnianiu

technologii medycznych, poprawiajac diagnostyke i dostarczanie lekow.

3.1.3 Rozpuszczalne mikroigly

Rozpuszczalne mikroigly (ang. dissolving microneedles, DMNs) stanowig kolejny
przyktad transdermalnej technologii dostarczania lekow. Te mikroigly sg zwykle
wytwarzane  z biodegradowalnych, rozpuszczalnych w  wodzie polimerow.
Zaprojektowane sg w taki sposob, aby penetrowaly warstwe rogowa skory, a nastgpnie
rozpuszczaly si¢ z jednoczesnym uwalnianiem zawartego w nich leku [54]. Mikroigly
rozpuszczalne stosujg proces aplikacji jednorazowej, poniewaz mikroigla nie jest
wycofywana po jej wprowadzeniu. Mechanizm ten okreslany jest mianem typu ,,naktuj

1 uwolnij” (ang. poke and release) (Rys. 6) [55].

Warstwa rogowa
Naskorek

Skora wlasciwa

Rysunek 6 Mechanizm dzialania mikroigiel rozpuszczalnych.
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W procesie tworzenia rozpuszczalnych mikroigiel wykorzystuje si¢ r6zne materialy,
takie jak chitozan [56], poliwinylopirolidon [57], kwas poli-y-glutaminowy [58],
poliwinyloalkohol [59], zelatyna [60], celuloza [61] oraz alginian [62]. Ponadto, DMNs
moga by¢ projektowane z potaczenia réznych materiatdéw, na przykiad z koncoéwka
wykonang z kwasu hialuronowego oraz baza z chitozanu [63]. Badania wykazatly, ze
mikroigly wielowarstwowe wykonane z kwasu polilaktydowo-glikolowego (PLGA) oraz
poliwinyloalkoholu (PVP) moga penetrowa¢ skor¢ bez lamania 1 zapewniaé
kontrolowane uwalnianie leku [64]. Wybdr materiatu do tworzenia rozpuszczalnych
mikroigiet jest kluczowy, poniewaz determinuje on wiasciwosci mechaniczne, czas
rozpuszczania oraz profil uwalniania leku [65]. Rozpuszczalne mikroigly sa zwykle
wytwarzane przy uzyciu technik mikroformowania (ang. micromolding). W tym procesie
roztwor lub zawiesina zawierajgca pozadane materialty wprowadzana jest do formy
o ksztalcie mikroigiet. Nastgpnie forma pozostaje do momentu catkowitego wyschnigcia
1 utwardzenia zawartosci, po czym z formy wyjmuje si¢ gotowe mikroigly uformowane
z wybranych materialow [66]. Do wytwarzania takich form czesto stosuje si¢ tzw. metode
dwuetapowego odlewania. Polega ona na wykorzystaniu mikroigiet wykonanych ze stali
nierdzewnej lub wytworzonych za pomoca druku 3D jako matrycy, na ktérg nanoszony
jest silikonowy roztwor - najczesciej polidimetylosiloksan (PDMS). Po przeprowadzeniu
polimeryzacji w podwyzszonej temperaturze, utwardzony PDMS pelni funkcje formy

odlewniczej do dalszego tworzenia mikroigiet [67].

Badacze zaproponowali roéwniez metod¢ dmuchania powietrzem (ang. dry air-blowing,
DAB) do wytworzenia DMNSs, ktora jest delikatnym, szybkim i efektywnym podej$ciem,
w ktérym roztwor polimeru jest formowany w pozadany ksztalt mikroigly poprzez
zastosowanie strumienia suchego powietrza [68]. Litografia poprzez wyciaganie (ang.
drawing lithography) to kolejna technika, ktéra moze bezposrednio wytwarza¢ pozadany
ksztalt mikroigly, bez potrzeby stosowania form lub naswietlania $wiattem. W tym
przypadku, ciekly lub migkki materiat (np. polimer) jest mechanicznie wyciagany w gore
z powierzchni za pomocg igly, koncowki lub specjalnego narzgdzia. W trakcie tego
procesu materiat rozcigga si¢ 1 formuje stozkowe struktury przypominajgce mikroigly

[69].

Rozpuszczalne mikroigly oferujg wiele zalet, takich jak szybkie rozpuszczanie, krotki
czas aplikacji, niskie koszty, brak ryzyka biologicznych zagrozeh oraz minimalne

uszkodzenie skory [70]. Ich zastosowania obejmuja szeroki zakres dziedzin
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biomedycznych, w tym leczenie dermatologiczne, diagnozowanie i monitorowanie
chorob oraz dostarczanie lekéw [71]. DMNs okazaty si¢ obiecujagce w dostarczaniu
kosmetykow [72], szczepionek [73], terapii przeciwnowotworowych [74], zarzadzaniu
bolem [75], leczeniu standw zapalnych [76], cukrzycy [77] oraz zaburzen skérnych [78].
Pomimo ich potencjatu, istnieja nadal bariery dla ich komercjalizacji. Przewidywane
przyszte kierunki rozwoju obejmuja np. przeznaczone do noszenia plastry DMN, ktére

beda integrowac¢ diagnozowanie i1 leczenie chorob [54].

Ze wzgledu na liczne zalety, jakie oferuja rozpuszczalne mikroigly, to wlasnie ta
technologia zostata wybrana do opracowania w ramach niniejszej pracy doktorskiej, co
zostanie szerzej opisane w sekcji eksperymentalnej. W mikroigtach tych mozliwe jest
precyzyjne ksztattowanie ich geometrii oraz kontrola nad wlasciwo$ciami materiatu
no$nego, co pozwala na dostosowanie zarowno dawki, jak i profilu uwalniania substancji
czynnej. Wlasciwosci te czynig mikroigly szczegélnie obiecujacym narzedziem
w medycynie weterynaryjnej, zwlaszcza w kontek$cie bezpiecznego 1 mato bolesnego
podawania lekow zwierzetom. Zagadnienia te zostang szczegdtowo omowione w czesci
eksperymentalnej, obejmujacej opracowanie, charakterystyke i ocen¢ skutecznos$ci

zaprojektowanych systemow mikroiglowych.

3.1.4 Powlekane mikroigly

Powlekane mikroigly (ang. coated microneedles, CMNs) z warstwg leku na powierzchni
zostaly zaprojektowane w celu uwalniania substancji czynnej po ich wprowadzeniu do
tkanek (Rys.7) [79]. Wytworzenie mikroigiet powlekanych jest czgsto realizowane przy
zastosowaniu podobnych metod 1 materialéw jak w przypadku wszystkich wczesniej
opisanych typow mikroigiel, poniewaz mogg one by¢ zarowno state, jak
1 biodegradowalne. Kluczowym etapem w tworzeniu powlekanych mikroigiel jest
natozenie powtoki leku (w tym matych czasteczek, peptydow, biatek czy kwasow

nukleinowych), co mozna osiggna¢ za pomocg réznych technik [80]. Powlekanie moze

Warstwa rogowa
Naskorek

Skora wlasciwa

Rysunek 7 Mechanizm dzialania mikroigiel powlekanych.
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obejmowaé calg powierzchni¢ mikroigiel, jednak obecnie coraz czg$ciej stosuje sie

technike, w ktdorej powtoka ogranicza si¢ tylko do trzonkow mikroigiet [81].

Badania wykazatly, ze mikroigly wykonane z polilaktydowego kwasu (PLA), drukowane
w technologii 3D i powlekane metodg zanurzenia (ang. dip coating), polegajaca na
zanurzeniu mikroigly w cieczy powlokowej, moga stanowi¢ skuteczne systemy
dostarczania lekdéw, umozliwiajagc réwnomierne naniesienie substancji czynnej na
mikroigtach [82]. Inne badania wskazujg, ze powlekanie lekiem moze by¢
przeprowadzone poprzez nalozenie kropli plynnej substancji bezposrednio na
powierzchni¢ mikroigly. Procedura ta, znana jako drukowanie atramentowe (ang. inkjet
printing), zostala wykorzystana miedzy innymi do dostarczania lekow
przeciwnowotworowych [83]. Do innych metod powlekania nalezg techniki takie jak
powlekanie cienkowarstwowe, powlekanie rozpylaniem czy naktadanie powtok warstwa

po warstwie [80].

Ponizej przedstawiono tabele poréwnujaca wszystkie wymienione rodzaje mikroigiet

i ich wlasciwosci (Tab. 1).
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Tabela 1 Pordéwnanie 4 typéw mikroigiel: stalych, pustych w §rodku, rozpuszczalnych oraz

powlekanych.
RODZAJ STALE PUSTE W ROZPUSZCZALNE POWLEKANE
MIKROIGIEL SRODKU
.. - »Nakhuj 1 .. . .. s
Zasada »Naktuj i natoz epud” »Nakhuj i uwolnij »Pokryj 1 naktuj
dzialania przep
Polimery
rozpuszczalne (np.
Krzem’ metale, Krzem, r.netarle, chitozan, PVP, kwas Krzem, metale,
. polimery, szklo i niektore . . .
Material ceramika olime poli-y-glutaminowy, polimery, szklo.
’ P - PVA, Zelatyna,
celuloza, alginian,
kwas hialuronowy).
Technologie
Druk 3D, Mikroodlewanie (W podobne jak
Fotolitografia, polimeryzacja formach w pozostatych
trawienie na dwufotonowa silikonowych), mikroigtach +
Technologia sucho i mokro (2PP) oraz druk 3D (DLP, SLA), mikropowlekanie,
wytwarzania oraz druk 3D techniki dmuchanie naparowywanie,
(DLP, SLA). termicznego powietrzem (DAB), druk
odciskania litografia. atramentowy,
nanoimprintem. rozpylanie,
zanurzanie.
Dostarczanie
Tworzenie . L kosmetykow,
. o, Pobieranie probek . . .
mikrokanalikow . szczepionek, terapia Szybkie
. diagnostycznych, . .
w skorze, ; przeciwnowotworowa uwalnianie
. . . dostarczanie S .
Zastosowanie zwigkszenie . . . , zarzadzanie bolem, lekow,
o insuliny, terapia ) , L
penetracji lekow ; leczenie stanow szczepionki.
- komorkowa.
miejscowych. zapalnych, cukrzyca
oraz zaburzenia
skorne.
Duza
wytrzymaiosc e . Szybkie
mechaniczna, Mozliwo$é . s e
. rozpuszczanie, krotki Umozliwiaja
dobra podawania L .
. . s, czas aplikacji, niskie precyzyjne
morfologia, wigkszej ilosci , .
It koszty, brak odpadow dawkowanie
prosta substancji, . LT
Przewaga . . . biohazardowych, niewielkiej ilosci
konstrukcja, funkcjonalnos¢ . , ..
A bezpieczenstwo (brak substancji,
mozliwo$¢ podobna do . R .
. . ryzyka pozostania szybkie dziatanie.
wielokrotnego  klasycznych igiet. .
. fragmentow w
uzycia, ,
. skorze).
precyzyjna
penetracja.
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3.2 Przewagi mikroigiel w dostarczaniu lekow

Jak wspomniano wczesniej mikroigly stanowig obiecujgcg alternatywe dla
konwencjonalnych metod iniekcji, oferujac liczne korzy$ci w szerokim zakresie
zastosowan medycznych i farmaceutycznych. Te mikroskalowe struktury, umozliwiaja
podanie substancji leczniczych S$rodskérnie, minimalizujagc odczuwanie bolu oraz
zwigkszajac  bezpieczenstwo procedury w poréwnaniu do tradycyjnych igiet

hipodermicznych.

Z perspektywy immunologicznej, stosowanie klasycznych igiet wigze si¢ ze
zwiekszonym ryzykiem infekcji, kontaminacji w przypadku przypadkowego zaklucia,
a takze mozliwo$cia wystgpienia reakcji alergicznych, krwawienia lub obrzgku
w  miejscu podania [84]. Dzigki niewielkim rozmiarom oraz wysokiej
biokompatybilno$ci, wynikajacej z materialu uzytego do ich wytworzenia, mikroigly
znaczaco redukujg te zagrozenia. Ich ograniczona glgboko$¢ penetracji i niewielki obszar
dziatania pozwalaja na dostarczenie leku przy jednoczesnym minimalnym uszkodzeniu
warstw skory, co przektada si¢ na ograniczone podraznienie tkanek oraz lepsza tolerancje

terapii przez pacjenta.

Mikroigly sa w stanie penetrowaé warstwe rogowa naskorka przy minimalnej aktywacji
receptorow bolowych, co sprawia, ze ich aplikacja jest w wigkszo$ci przypadkow
bezbolesna i moze znaczaco zwigksza¢ akceptacje oraz zgode na terapi¢ [85]. Zvezdin
i in. wykazali, ze mikroigly wykonane z kwasu hialuronowego sa nieinwazyjne,
przenikajac jedynie naskorek bez osiggania warstwy skornej wilasciwej. Badania
wykazaty obecno$¢ 17 odrebnych miejsc penetracji mikroigiet natychmiast po aplikacji,
z czego 4 byly widoczne jeszcze po 2 godzinach. Pomimo pewnych réznic w glebokosci

penetracji naskorka, nie mialy one wplywu na zywotno$¢ komorek skory [86].

Badania z udziatem ludzi wykazaty, ze urzadzenia z mikroigtami statymi sg bezpieczne
1 dobrze tolerowane po aplikacji na skér¢ osodb rdznej plci, o réznych typach skory
1 w roznym wieku. Ponadto zastosowanie tych urzadzen na skorze twarzy wywotuje
tagodng, samoograniczajacg si¢ 1 szybko ustepujaca reakcje rumieniowa [87]. Czynniki
takie jak dtugos¢ 1 konstrukcja mikroigiet moga wptywac na stopien uszkodzenia bariery
skornej 1 podraznienie, jednak ogolnie mikroiglty powoduja jedynie minimalne,
krotkotrwate podraznienie [88]. Rozwazania dotyczace bezpieczenstwa technologii

mikroigiel obejmujg bol, podraznienie skory, degradacje in vivo oraz stabilno$¢ podczas
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przechowywania [89]. Istotnymi aspektami sa rdwniez biokompatybilno$¢ oraz
mechaniczna wytrzymato§¢ materiatow uzywanych do wytworzenia mikroigiet [90].
W miar¢ wprowadzania produktow z mikroiglami na rynek, ciggla ocena ich
skutecznosci 1 bezpieczenstwa pozostaje kluczowa dla ich powszechnego zastosowania

w medycynie ludzkiej i weterynaryjne;.

Ponadto, mikroigly stanowig obiecujaca metode kontrolowanego uwalniania lekow,
umozliwiajac dlugotrwaty efekt terapeutyczny poprzez stopniowe uwalnianie substancji
czynnej przez kilka dni lub miesigcy po jednorazowej aplikacji [91]. Najnowsze badania
podkreslaja réznorodne podejscia do poprawy kinetyki uwalniania lekow. Oh i Jung
przedstawili integracje nanoczasteczek (NP) z mikroigtami, co zwigksza rozpuszczalnos$é
leku 1 jego skuteczno$¢ terapeutyczng [92]. Amer i1 Chen analizujg matryce mikroigiet
formujacych hydrozel, wykazujac, ze matryce zawierajace wigksza liczbe igiet moga
osigga¢ dluzsze uwalnianie substancji, przy czym matryca z 16 iglami w pelni uwalniata
lek okulistyczny w ciagu czterech tygodni [93]. Dodatkowo, mikroigty o przedtuzonym
dzialaniu moga by¢ wytwarzane z polimeréw nierozpuszczalnych w wodzie, co

umozliwia dtugotrwate dostarczanie lekoéw [94].

Zebrane badania podkre$lajg zalety i potencjal mikroigiet w zakresie kontrolowanego
1 przedtuzonego uwalniania lekow w réznych zastosowaniach, co czyni te technologi¢

obiecujagcym rozwigzaniem w nowoczesnej medycynie, takze weterynaryjne;.

Nowoczesne technologie mikroigiel, w szczego6lnosci te wykorzystujace materiaty
rozpuszczalne, wykazuja potencjalne korzysci w ograniczaniu odpadow biologicznie
niebezpiecznych 1 redukcji zanieczyszczenia S$rodowiska w  porownaniu do
konwencjonalnych systemow opartych na igtach [95]. Ponadto eliminuja ryzyko
niezamierzonej kontaminacji oraz potrzebg¢ utrzymywania tancucha chlodniczego
podczas przechowywania szczepionek [96]. Badania wskazuja, ze plastry mikroiglowe
moga zachowac¢ skuteczno$¢ szczepionek przeciwko grypie w temperaturze 60 °C przez
4 miesigce, nawet w niekorzystnych warunkach srodowiskowych, co umozliwia ich

przechowywanie na potkach aptecznych bez koniecznosci chtodzenia [97].

Mikroigly umozliwiajg rowniez bardziej optacalne podejScie do dostarczania lekow.
Szczegoélnie widoczna redukcja kosztow dotyczy produkcji szczepionek, gdzie
efektywnos¢ kosztowa zostata oszacowana na 0,95 USD za dawke w porownaniu do 1,65

USD dla iniekcji podskornej [98]. Co wigcej, mikroigly sa przyjazng dla uzytkownika
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metoda podawania lekow 1 szczepionek. Moga by¢ aplikowane recznie, bez potrzeby
stosowania aplikatora, z wysoka skutecznos$cia, co sprawia, ze s3 zdecydowanie

preferowane w poréwnaniu do tradycyjnych iniekcji iglg 1 strzykawka [99].

Zastgpienie igiet hipodermicznych mikroigtami moze znalez¢ zastosowanie rowniez
w weterynarii. Iniekcje lekow weterynaryjnych, mimo swojej skuteczno$ci, moga wigzac
si¢ z istotnym ryzykiem, wplywajac negatywnie na dobrostan zwierzat oraz praktyke
weterynaryjng [100]. Urazy spowodowane iglami s3 powszechne w praktyce
weterynaryjnej, potencjalnie zagrazajac zaréwno personelowi, jak i wilascicielom
zwierzat [101]. Iniekcje domig$niowe i podskérne moga powodowaé znaczne
uszkodzenia tkanek lokalnych u zwierzat, co potwierdzono poprzez zwigkszong
aktywno$¢ kinazy kreatynowej w miejscach wstrzykniecia u krolikéw i swin [102].
Zakres uszkodzen jest proporcjonalny do objetosci wstrzykniecia i rdzni si¢ w zaleznosci
od gatunku. Powtarzane iniekcje moga prowadzi¢ do nieprawidtowosci skornych, takich

jak stan zapalny, stwardnienie, zwldknienie i owrzodzenie [103].

Potrzeba optymalnych metod przezskornego dostarczania lekéw w medycynie
weterynaryjnej wynika z kilku czynnikoéw. Przezskorne podawanie lekow oferuje
korzys$ci w porownaniu do konwencjonalnych metod doustnych i iniekcyjnych, w tym
zmniejszenie efektu pierwszego przejscia w watrobie, zwigkszenie skutecznosci
terapeutycznej 1 poprawe przestrzegania terapii przez witascicieli zwierzat [104]. Stanowi
nowatorskie podejscie do podawania lekdéw, szczegoélnie korzystne dla trudnych do
leczenia pacjentow, jednak skuteczno$¢ dostarczania przezskdrnego zalezy od
wlasciwo$ci bariery skornej i1 rozpuszczalno$ci lipidowej leku. Chociaz terapie
przezskorne z wykorzystaniem mikroigiel wykazujg obiecujagce wyniki, brakuje
kontrolowanych badan w medycynie weterynaryjnej, co podkresla potrzebe dalszych
badan w celu oceny ich skutecznosci 1 bezpieczenstwa. Rozwoj systemow dostarczania
lekow, w tym plastrow mikroiglowych, ma na celu poprawe skutecznos$ci terapeutycznej,
redukcje stresu zwierzat podczas podawania oraz zmniejszenie zaréwno kosztow
finansowych, jak i czasowych w praktyce weterynaryjnej [105]. Najwazniejsze przewagi

mikroigiel w dostarczaniu lekéw zostaty podsumowane ponizej (Tab. 2).
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Tabela 2 Najwazniejsze wlasciwosci mikroigiel w kontekscie ich zastosowania w medycynie
ludzkiej oraz w weterynarii. Na podstawie [84-105].

Nr  Przewaga Zastosowanie w medycynie Potencjalne zastosowanie
mikroigiel ludzkiej w medycynie weterynaryjnej

1. Minimalnie Aplikacja szczepionek, Podawanie szczepionek
inwazyjne insuliny, lekow  profilaktycznych u zwierzat

przeciwbdlowych towarzyszacych 1 hodowlanych;
i biologicznych przy podanie lekéw w przypadkach
minimalnym uszkodzeniu wymagajacych  redukcji  stresu
skory; ograniczenie reakcji 1urazowosci (np. u kotow, koni).
zapalnej w miejscu podania.

2. Dobrze Redukcja  bolu i Igku Poprawa wspolpracy w terapii
tolerowane zwigzanego z  iniekcjami zwierzat lekliwych i1 agresywnych;

klasycznymi; wigksza ulatwienie podawania lekoéw bez
sklonno$¢  pacjentow  do koniecznosci stosowania przymusu
przestrzegania zalecen fizycznego czy sedacji.
terapeutycznych.

3. Zwigkszona Skuteczne przenikanie Aplikacja lekow
biodostepnos¢é substancji biologicznie przeciwpasozytniczych,

czynnych (peptydy, bialka, antybiotykow czy lekow
przeciwciala monoklonalne), hormonalnych, ktére wymagaja
ktére trudno poda¢ droga wysokiej  biodostepnosci  przy
doustng z powodu degradacji zachowaniu komfortu zwierzgcia.
enzymatycznej.

4. Szybkie Natychmiastowe wchtanianie Zastosowanie w stanach naglych
dzialanie lekow przeciwbolowych, uzwierzat, np. podanie Ilekow

insulin czy glukagonu przeciwdrgawkowych lub
w stanach naglych. przeciwbolowych ~ w  naglych
przypadkach (psy, konie sportowe).

5. Omijanie Dostarczanie substancji, ktore Podawanie lekéw hormonalnych
metabolizmu ulegaja szybkiemu (np. progestagendow w terapii
»spierwszego metabolizmowi watrobowemu rozrodu), lekéw uspokajajacych czy
przejscia” (np. hormony peptydowe, s$rodkow przeciwzapalnych u duzych

szczepionki DNA, leki zwierzat gospodarskich.
eksperymentalne).

6. Zwigkszona Utrwalenie biologicznie Szczepionki dla bydla, drobiu
stabilnos¢ aktywnych sktadnikéw 1 trzody chlewnej wymagajace
skladnikéw (szczepionki, przeciwciata, stabilnosci w trudnych warunkach
aktywnych biatka rekombinowane) dzigki $rodowiskowych lub wymagajace
i czgsteczek wykorzystaniu polimerow dalekiego transportu; preparaty
biologicznych przez co mozliwa jest immunomodulujace dla zwierzat

eliminacja potrzeby domowych.
utrzymywania tancucha
chlodniczego.

7. Kontrolowany  Kontrolowane uwalnianie leku Antybiotyki dlugodziatajace, srodki
profil przez kilka godzin lub nawet przeciwpasozytnicze (np. w walce
uwalniania dni. z inwazjami u przezuwaczy),

hormony ptciowe w regulacji cyklu
rozrodczego.

8. Zredukowane Eliminacja powiktan Ograniczenie ryzyka ekspozycji
ryzyko zaklué zwigzanych z  zakluciami lekarzy weterynarii i hodowcow na
iglami iglami u personelu choroby odzwierzgce oraz zoonozy

medycznego; zmniejszenie przenoszone drogg parenteralng.
ryzyka  transmisji  chordb
zakaznych.
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9. Zredukowana Brak klasycznych igiet - Ograniczenie generowania odpadow
ilo§¢ odpadéw zmniejszenie ilosci odpadéw w duzych fermach drobiu i bydla;
biologicznych medycznych  podlegajacych redukcja kosztow utylizacji

specjalistycznej utylizacji. materiatdw zakaznych.

10. Mozliwa Samodzielne podawanie Samodzielne podawanie lekow i
samodzielna insuliny,  szczepionek lub szczepionek  przez  wilascicieli
aplikacja terapii eksperymentalnych zwierzat domowych oraz przez

przez pacjentow w warunkach hodowcow pod nadzorem lekarza
domowych; zwigkszenie weterynarii.

dostepnosci terapii.

11. Roéznorodnosé Moga by¢ projektowane i wytwarzane w wielu wariantach
konstrukcyjnych, materiatowych i technologicznych, zaleznie
od:

* rodzaju dostarczanej substancji (lek, szczepionka, biatko,
DNA, przeciwciato),

*  drogi podania (przezskorna, przezblonowa),

*  wymagan biologicznych i anatomicznych pacjenta (czlowiek,
zwierze, gatunek, wiek, grubosé skory),
oczekiwanego czasu i profilu uwalniania.

3.3 Mozliwos¢ zastosowania w weterynarii

Potencjal wykorzystania plastrow mikroiglowych pojawia si¢ przede wszystkim
w podawaniu szczepionek, jako ze takie podejscie zostato szeroko zbadane w zwigzku
z pandemig COVID-19. W weterynarii szczepienia przede wszystkim chronig zdrowie
zwierzat, zwickszaja ich reprodukcyjnosé, a takze zapobiegaja zagrazajacym ludziom
zoonozom. Mimo skuteczno$ci tradycyjnych szczepionek, maja one ograniczenia
w zakresie bezpieczenstwa, efektywno$ci iczasu produkcji. Plastry mikroiglowe
stanowig obiecujacg metode dostarczania szczepionek Srodskornie, wykazujac
porownywalng lub wyzszg immunogennos¢ przy mniejszych dawkach niz wstrzyknigcia
domigéniowe. Badania wskazuja, ze ta technologia moze zwigkszy¢ stabilno$¢
szczepionek, co utatwi ich transport 1 podanie, ale takze obnizy koszty, co czyni ja
innowacyjnym rozwigzaniem dla masowych szczepien w weterynarii. Co ciekawe, Choi
1 inni wykazali, ze szczepionka przeciwko grypie pséw moze by¢ skutecznie podawana
przez uszy za pomoca mikroigiet reagujacych na nacisk (ang. insertion-responsive
microneedle, IRMN), przy petnym i szybkim wprowadzeniu do skory w ciagu 10 sekund

[106].

Mikroigly stanowig rowniez atrakcyjng alternatywe w przypadku podawania $rodkoéw
przeciwbolowych 1 znieczulajacych. Wspolczesne standardy podkreslaja znaczenie
proaktywnej, wielomodalnej terapii, ktora tagczy rézne mechanizmy dziatania lekow

przeciwbdlowych 1 znieczulajacych. Proces ten rozpoczyna si¢ od premedykacji przed
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zabiegami chirurgicznymi i obejmuje ciggla kontrole bolu w okresie pooperacyjnym
[107]. Szczegodlng uwage nalezy poswigci¢ pacjentom z grup podwyzszonego ryzyka -
zwierzetom  geriatrycznym, pediatrycznym, a takze obcigzonym chorobami
przewlektymi, takimi jak niewydolnos$¢ serca, watroby czy nerek [108]. W ostatnich
latach MNs zyskaly na znaczeniu jako innowacyjna alternatywa dla tradycyjnych igiet
hipodermicznych w podawaniu $rodkow przeciwbolowych 1 znieczulajacych.
Przyktadem jest zastosowanie mikroigiet pokrytych tramadolem, ktére u szczuréw
wykazaty przedtuzone dzialanie przeciwbolowe trwajace do 48 godzin, w poréwnaniu do
zaledwie 2 godzin po bezposrednim wstrzyknigciu do stawu skroniowo-zuchwowego

[109].

Interesujagcym kierunkiem badan jest réwniez zastosowanie biodegradowalnych
mikroigiel w leczeniu bolu u zwierzat gospodarskich. Almodovar 1 in. opracowali
chitozanowy plaster z meloksykamem (niesteroidowy lekiem przeciwzapalnym
stosowanym w tagodzeniu bolu), ktéry po aplikacji na ucho bydlta umozliwial
kontrolowane uwalnianie leku przez siedem dni [34]. Ta technologia otwiera nowe
perspektywy w dhugoterminowej kontroli bolu u zwierzat hodowlanych, oferujac nie

tylko wygodg aplikacji, ale takze minimalizacj¢ stresu zwigzanego z iniekcjami.

Jednym z najpowszechniejszych, a jednoczesnie czesto niedostatecznie diagnozowanych
schorzen u psOw 1 kotow jest zwyrodnieniowa choroba stawoéw. Szczegdlne wyzwanie
stanowi przewlekty bol neuropatyczny, wynikajacy z uszkodzenia lub chordb uktadu
somatosensorycznego, ktorego diagnoza i1 leczenie wymagaja interdyscyplinarnego
podejscia [110]. Mikroigly stanowig obiecujaca technologie w leczeniu bolu
przewlektego zwigzanego z tymi chorobami [75]. Badania przeprowadzone na modelach
szczurzych z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw wykazaty, ze mikroigly zawierajace
kwas hialuronowy moga skutecznie dostarcza¢ melityng (peptyd o dziataniu
przeciwzapalnym) do skory, hamujac progresj¢ choroby. Profil uwalniania leku sugeruje

zwiekszong skutecznos$¢ terapeutyczng oraz redukcje czestotliwosci podawania [111].

Inne badania potwierdzity skuteczno$¢ transdermalnych plastrow z mikroigtami
wykonanymi z poliwinylopirolidonu (PVP) K90 i kwasu hialuronowego, stosujac metode
dwustopniowego odlewania. Mikroigly zatadowane melityng modulowaty poziomy
cytokin prozapalnych 1 przeciwzapalnych, co znaczaco zahamowalo postep

reumatoidalnego zapalenia stawow u modeli zwierzgcych [112]. MNs zyskaty rowniez
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na znaczeniu w terapii onkologicznej, szczeg6lnie w medycynie cztowieka, gdzie sa
wykorzystywane do podawania lekow, wczesnej diagnostyki oraz terapii skojarzone;.
Wyniki  badan  przedklinicznych na modelach  zwierzecych, niezbednych
w opracowywaniu terapii dla ludzi, znajduja rowniez zastosowanie w medycynie

weterynaryjnej w ramach koncepcji ,,One Medicine” [113].

Nowoczesne rozwigzania, takie jak sensoryczne mikroigly umozliwiajagce wczesne
wykrywanie nowotwordéw czy wielofunkcyjne systemy do jednoczesnej terapii,
profilaktyki i diagnozy, stanowig obiecujaca perspektywe w onkologii weterynaryjnej
[114]. Czerniak, wywodzacy si¢ z melanocytow, jest czgsciej diagnozowany u psow niz
u kotow 1 pozostaje istotnym problemem klinicznym [115]. Przetlomowe badania Liao
1 in. proponuja innowacyjng terapi¢ czerniaka, taczaca chemioterapi¢ z fototermiczng
terapig synergistyczng, w ktorej wykorzystano biodegradowalne mikroigly z alginianu
sodu, zelatyny i kwasu hialuronowego, przenoszace nanoczastki kurkuminy. W modelu
zwierzecym wykazano zaréwno skuteczno$¢ przeciwnowotworowa, jak i przyspieszenie
gojenia ran po usuni¢ciu guza [116]. W innym badaniu rozpuszczalne mikroigly
z poliwinylopirolidonu (PVP) i kwasu hialuronowego dostarczaty oksydaze glukozy
(GOx), stosowang w terapii redukujacej guza. Transdermalna aplikacja u myszy
prowadzita do istotnego zahamowania wzrostu nowotworu bez widocznych skutkdéw
ubocznych oraz do zmian w unaczynieniu (angiogenezie) w obrgbie guza [117].
Dodatkowo, Bhatnagar 1 in. opracowali $wiatloaktywowang matryce mikroigiet
z PVP/PVA, umozliwiajaca wielokrotne podanie doksorubicyny (leku stosowanego

w chemioterapii) [118].

Zastosowanie mikroigiet w terapii nowotworOw w medycynie weterynaryjnej otwiera
nowe mozliwosci w zakresie minimalnie inwazyjnych metod leczenia. Umozliwiajg one
precyzyjne dostarczanie lekéw przeciwnowotworowych, zwigkszenie skuteczno$ci
terapii skojarzonej oraz potencjalne ograniczenie skutkéw ubocznych, co czyni je

obiecujacym rozwigzaniem w onkologii weterynaryjnej.

Choroby dermatologiczne u malych zwierzat stanowig kolejny istotny problem
w praktyce weterynaryjnej, obejmujac m.in. alergie, atopowe zapalenie skory, infekcje
bakteryjne, tysienie, choroby autoimmunologiczne oraz nowotwory [119]. Mikroigly
wykazuja obiecujace zastosowanie w leczeniu tych schorzen, w tym w terapii tysienia

z zatrzymaniem cyklu wzrostu wilosa, gdzie zastosowanie 3 mm mikroigiel u psow
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zatrzymato postgp choroby na 3 miesigce [120]. Badania potwierdzily rowniez
skuteczno$¢ mikroigiet w przyspieszaniu gojenia ran poprzez transdermalne dostarczanie
antybiotykow (np. azytromycyny) oraz ekstraktow roslinnych, takich jak zielona herbata
[121-122]. Ponadto, mikroigly umozliwiaja precyzyjne podawanie lekow
immunosupresyjnych (np. cyklosporyny A) w leczeniu stanéw zapalnych skory, takich
jak atopowe zapalenie skory i luszczyca, co czyni je innowacyjnym narz¢dziem

w dermatologii weterynaryjnej [123].

W kontekscie weterynarii, zastosowanie mikroigiet w leczeniu chordb przyzebia i innych
schorzen jamy ustnej zwierzat stanowi obiecujaca alternatywe dla konwencjonalnych
metod terapeutycznych. Zhang i1 wspodlpracownicy opracowali immunomodulujace
mikroigly umozliwiajace kontrolowane uwalnianie tetracykliny oraz cytokin (IL-4 i
TGF-B), co w modelu myszy skutkowalo regeneracja tkanek przyzebia po osmiu
tygodniach od aplikacji [124]. Inna grupa badawcza zaproponowala rozpuszczalne
mikroigly na bazie kwasu hialuronowego 1 polisacharydu pochodzacego z ro$liny
z gatunku storczykowatych, zawierajace nanonos$niki triamcynolonu, ktére wykazaty
skuteczno$¢ w leczeniu owrzodzen btony §luzowej jamy ustnej u szczuréow [125].
Minocyklina - powszechnie stosowana w leczeniu chordb przyzebia u zwierzat, w formie
mikroiglowego plastra (zelatyna/HA) wykazata znaczng redukcje utraty kosci wyrostka
zgbodotowego, stanu zapalnego i1 aktywnosci Porphyromonas gingivalis w modelu
zapalenia przyzebia u szczurdéw [126]. Poza mikroigtami rozpuszczalnymi, mikroigly lite
w potaczeniu z zelem z kwasu hialuronowego rowniez wykazaty zdolnos¢ do stymulacji
regeneracji tkanek przyzebia 1 zwigkszenia grubosci dzigset (szczegolnie istotne
u starszych psoéw), przewyzszajac efektywnoscia samodzielne iniekcje kwasu

hialuronowego [127].

Choroby okulistyczne u zwierzat obejmujg szerokie spektrum schorzen, wptywajacych
zardwno na dobrostan, jak i efektywnos$¢ produkcji zwierzecej, szczegolnie w przypadku
gatunkoéw gospodarskich, u ktorych czesto sg one bagatelizowane [128-129]. Leczenie
obejmuje miejscowe stosowanie preparatow farmakologicznych (np. cyklosporyna A,
inhibitory anhydrazy weglanowej) oraz interwencje chirurgiczne, jednak biodostgpnos¢
lekow podawanych do oka jest znaczaco ograniczona przez izawienie, odruchowe
wyplukiwanie oraz bariery anatomiczne [130]. Mikroskopijne igly moga stanowié
skuteczng alternatywe, umozliwiajagc minimalnie inwazyjne pokonanie barier oka

1 zwigkszenie efektywnosci terapeutycznej lekow [131]. Rozpuszczalne mikroiglty
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wykonane z PVP i PLGA, testowane na modelu zwierzecym, umozliwialy dostarczanie
makroczasteczek (np. owoalbumin) do tkanek tylnego odcinka oka oraz zapewniaty ich
kontrolowane uwalnianie nawet przez 2 miesigce [132]. Wykazano rowniez skuteczne
przenikanie przez twardowke i szybkie rozpuszczanie mikroigiet z triamcynolonem, co
pozwalalo osiagna¢ efekt porownywalny z iniekcja dogatkowa, przy jednoczesnym
zmniejszeniu dawki i ryzyka dziatan niepozadanych [133]. Dodatkowo, zastosowanie
mikroigtowych systemoéw z PVP 1 PVA umozliwilo efektywne dostarczanie trudno
rozpuszczalnych lekow przeciwgrzybiczych (np. amfoterycyny B) oraz antybiotykow

(np. besifloksacyny) w leczeniu zapalen rogdéwki [134-135].

Technologia mikroigiel przyczynita si¢ réwniez do rozwoju POC, umozliwiajgc
minimalnie inwazyjne, dobrze tolerowane i szybkie pobieranie probek, co ma szczegdlne
znaczenie przy czg¢stym monitorowaniu chorob przewlektych, takich jak cukrzyca [136-
137]. W weterynarii mikroigly ograniczaja stres u zwierzat, zwigkszajac wiarygodnosé
wynikow diagnostycznych i utatwiajac integracje z biosensorami oraz systemami typu
»lab-on-a-chip” [138-139]. Ich zastosowanie jest szczegéOlnie obiecujace w hodowli
zwierzat gospodarskich i rasowych, gdzie wczesne wykrywanie infekcji ma kluczowe
znaczenie dla zdrowia, produktywnosci i zachowania wartos$ci genetycznej [140-141].
Przykladowo, mikroigtowe testy POC moga znaczaco ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢
choréb takich jak mastitis (zapalenie wymienia) u bydta, grypa §win czy ptasia grypa.
Urzadzenia oparte na mikroiglach, takie jak te zaproponowane przez Blicharz i in.,
umozliwiajg pobieranie krwi w sposob bezpieczny, prosty 1 zatwierdzony przez FDA
[142]. Dzigki niewielkim rozmiarom mikroigly minimalizuja ryzyko urazu tkanek, co jest
istotne u zwierzat nowo narodzonych, matych gatunkdéw oraz zwierzat laboratoryjnych i
hodowlanych [143]. Zaawansowane mikroiglowe systemy POC umozliwiajg réwniez
ciggty, bezprzewodowy monitoring biomarkeréw, takich jak glukoza '*, elektrolity (Na*,
K*, Ca*") [145], czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor, VEGF) [146] czy wskazniki infekcji malarycznej [147]. Utrzymanie
rownowagi elektrolitowej ma kluczowe znaczenie w chorobach nerek, okresie
okotoporodowym u kréw mlecznych oraz dla kondycji fizycznej koni wys$cigowych
1 psow pracujacych [148-149]. Mikroiglowe systemy diagnostyczne moga réwniez
wspiera¢ szybkie wykrywanie zakazen bakteryjnych 1 wirusowych, eliminujac

koniecznos¢ transportu probek 1 skracajac czas potrzebny na interwencj¢ [150]. Gtowne
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mozliwosci zastosowania mikroiglowych plastréw zostaly podsumowane ponizej

(Tab. 3).

Tabela 3 Mozliwe zastosowania mikroigiel w weterynarii, na podstawie [106-150].

Obszar Przyklady

zastosowania

Diagnostyka - Minimalnie inwazyjne pobieranie krwi i ptynu $rédmiazszowego do szybkiej
diagnostyki.
- Mikroiglowe biosensory do monitorowania glukozy, elektrolitow (Na*, K*, Ca?")
oraz wybranych biomarkeréw w czasie rzeczywistym.

Stomatologia - Mikroigly z antybiotykami (np. tetracykling, minocykling) do wspomagania

leczenia zapalenia przyzgbia.
- Mikroigly zawierajace cytokiny lub glikokortykosteroidy (np. triamcynolon) do
regeneracji tkanek przyzebia i leczenia owrzodzen btony §luzowej jamy ustne;j.

Leczenie bolu
oraz
znieczulanie

- Mikroigty z lekami miejscowo znieczulajagcymi (np. lidokaina).

- Mikroigly powlekane lekami przeciwbolowymi (np. tramadol) do leczenia bolu
stawowego.

- Plastry mikroiglowe z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (np.
meloksykam) do dlugotrwatej kontroli bélu u zwierzat gospodarskich.

Okulistyka

- Mikroigly z glikokortykosteroidami (np. triamcynolon) w leczeniu stanow
zapalnych oka.

- Mikroigty z cyklosporyng A w terapii zapalen rogowki i spojowki.

- Mikroigltowe systemy dostarczania lekow przeciwgrzybiczych (np. amfoterycyna
B) i antybiotykdéw w zapaleniach rogdwki.

Onkologia

- Mikroigly zawierajace zwiazki przeciwnowotworowe (np. kurkuming) w terapii
skojarzonej (chemio- i fototermicznej).

- Mikroigly z enzymami (np. oksydaza glukozy) jako strategie metabolicznej terapii
przeciwnowotworowej (badania przedkliniczne).

- Mikroigly z cytostatykami (np. doksorubicyna) jako potencjalne systemy
miejscowego dostarczania lekow w nowotworach gruczotu mlekowego u psow.

Dermatologia
i leczenie ran

- State mikroigly do wspomagania terapii tysienia i regulacji cyklu wzrostu wiosa.
- Mikroigly na bazie kwasu hialuronowego do przyspieszania gojenia ran
i ograniczania infekcji.

- Mikroigly z glikokortykosteroidami (np. deksametazon) w leczeniu stanow
zapalnych skory (np. atopowe zapalenie skory).

Szczepienia - Rozpuszczalne plastry mikroigtowe do szczepien profilaktycznych u zwierzat
towarzyszacych i gospodarskich.
- Mikroigly reagujace na wkhucie (IRMN) do szczepien pséw przeciwko grypie
(badania eksperymentalne).

Choroby - Mikroigly z peptydami przeciwzapalnymi (np. melityna) w leczeniu przewlektych

przewlekle zapalen stawow (modele zwierzece).

- Plastry mikroigtowe do dlugotrwatego leczenia bolu w chorobie zwyrodnieniowej
stawow.
- Mikroigty z kwasem hialuronowym do wspomagania leczenia ran przewlektych.
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4 RT-LAMP w diagnostyce z potencjalem do zastosowania

w medycynie weterynaryjnej

Drugim z obszaré6w badawczych poruszanych w niniejszej pracy doktorskiej jest
diagnostyka POC do szybkiego wykrywania zakazen wirusowych u zwierzat,
wykorzystujaca reakcje RT-LAMP. Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) i kwas
rybonukleinowy (RNA) sg najwazniejszymi czasteczkami wystepujacymi w komoérkach.
DNA przechowuje informacje genetyczne, ktore koduja sekwencj¢ aminokwasow
budujacych biatka. RNA jest chemicznie podobne do DNA i posredniczy w procesie
translacji, a wiec przepisywania jezyka DNA na jezyk biatek w rybosomach [151]. RNA
czesto pelni funkcje materialu genetycznego wirusow, ktdre stanowig istotne wyzwanie
biologiczne i medyczne ze wzgledu na wysoka czesto$¢ mutacji, co sprzyja powstawaniu
duzej réznorodnosci genetycznej. Szybkie i dokladne wykrywanie wirusow RNA jest
kluczowe, aby szybko diagnozowa¢ choroby zakazne [152]. Dostgpnych jest wiele metod
wykrywania wirusdw, a najcze$ciej stosowanymi metodami sg wykrywanie
przeciwcial i testy amplifikacji kwasu nukleinowego (ang. nucleic acid amplification

techniques NAAT) [153].

Tradycyjne metody wykrywania wirusow RNA czesto wymagaja zlozonych
1 czasochtonnych procesow, co utrudnia szybka reakcje. Na przyktad reakcja tancuchowa
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) jest ztotym standardem w przypadku
testu opartego na amplifikacji kwasu nukleinowego. Pomimo szerokiego zastosowania,
PCR pozostaje ograniczone do dobrze wyposazonych laboratoriow. Potrzeba stosowania
skomplikowanych 1 drogich termocykleréw utrudnia wykorzystanie metody PCR
w analizie testow wykonywanych w miejscu opieki (ang. point-of-care-tests, POCT)

[154].

W ostatnim czasie platformy oparte na izotermicznej amplifikacji kwasoéw nukleinowych
staly si¢ poteznymi narzgdziami do czulego, specyficznego i szybkiego wykrywania
wirusow RNA. Izotermiczna amplifikacja DNA za posrednictwem petli (ang. loop-
mediated isothermal amplification, LAMP), po raz pierwszy zostala opisana w roku 2000
przez T. Notomi 1 wspotpracownikow [155]. Reakcja ta umozliwia szybkie i specyficzne
namnazanie DNA (LAMP) lub RNA (ang. reverse transcription loop-mediated isothermal

amplification, RT-LAMP) w §rodowisku o stalej temperaturze, zwykle w zakresie 60—65
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°C, bez konieczno$ci zmian temperatury jak w przypadku konwencjonalnej reakcji PCR.
Istotne wady zwigzane z wymogiem drogiego i zaawansowanego sprzetu, w tym
termocyklera oraz przeszkolonego personelu i wydluzonego czasu trwania reakcji
ograniczajg potencjat PCR jako szybkiej techniki diagnostycznej w punkcie opieki.
Ponadto niespecyficzne wigzanie starterow i zwickszone ryzyko fatszywie dodatnich
wynikow skutkuja niskg specyficznoscia, co dodatkowo utrudnia rozwoj technik opartych
na PCR do diagnostyki terenowej [156]. Zestawienie gtownych wilasciwosci reakcji
diagnostycznych RT-qPCR (ang. quantitative real-time reverse transcription polymerase

chain reaction) oraz RT-LAMP przedstawiono w tabeli ponizej (Tab.4).

Tabela 4  Wlasciwosci genetycznych testow diagnostycznych: RT-qPCR oraz RT-LAMP, na
podstawie [157].

Wilasciwosé RT-qPCR RT-LAMP

Czulo$¢ reakcji Niska Wysoka

Specyficznos¢ Nizsza niz RT-LAMP (2 starterow) Wysoka (4-6 starterow)

amplifikacji

Czas testu Dtugi (ok. 3 h) Krotki (mniej niz 1 h)

Cena testu Wysoka Niska
Fluorescencja (pomiar w czasie

. Fluorescencja (pomiar w czasie rzeczywistym “real-time” lub pomiar
Detekeja rzeczywistym “real-time” lub pomiar koncowy “end-point”).
koncowy “end-point”). Detekcja tzw. ,,gotym okiem” na

podstawie zmiany koloru prébki.

Warunki Roézne cykle temperaturowe Stata (60-65 °C)

temperaturowe (95 °C, 45-65 °C, 72 °C)

Mechanizm LAMP opiera si¢ na uzyciu od czterech do szesciu starterow, w tym dwoch
starterow petlowych (petla F 1 petla B), starterow wewngtrznych (odpowiednio FIP i BIP)
oraz dwoch starteréw zewnetrznych (F3 1 B3), ktére rozpoznajg od szeSciu do o$miu
specyficznych rejonow docelowej sekwencji. Specjalnie zaprojektowane startery
umozliwiaja powstawanie struktur w ksztalcie hantli (ang. dumbbell-shaped structures),
ktdére znacznie przyspieszaja cykliczny proces amplifikacji. Produkty utworzone podczas
etapu cyklicznej amplifikacji sg wykorzystywane w fazie elongacji w celu
wygenerowania amplifikowanego DNA o réznych rozmiarach. Oprocz starteréw metoda
LAMP wymaga polimerazy, trifosforanow deoksyrybonukleotydow (dNTP), siarczanu
magnezu, betainy i roztworu buforowego. Reakcja wykorzystuje polimerazy DNA
o silnej aktywno$ci wypierania nici (ang. strand displacement) - najczesciej polimeraze
Bst (wyizolowang z Bacillus stearothermophilus), ktorej kluczowa dziatalnos$¢

umozliwia wydtuzanie nici DNA przy jednoczesnym rozdzielaniu podwdjnej helisy
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[158]. W ten sposob pomijany jest etap denaturacji charakterystyczny dla reakcji PCR.
Jednocze$nie enzym ma maksymalng wydajnos¢ w statej temperaturze 60—65 °C. Ze
wzgledu na te cechy enzymu proces amplifikacji kwasu nukleinowego moze by¢
przeprowadzany w warunkach izotermicznych bez potrzeby cykli 1 etapow
obejmujacych manipulacje czasem i temperaturg [159]. Do amplifikacji RNA wirusow
potrzebny jest rowniez enzym odwrotna transkryptaza, odporny na ciepto. Wykrycie
amplikonow LAMP mozna potwierdzi¢ zaro6wno wizualnie (,,end-point”, zmiana
zmgetnienia mieszaniny, zmiana koloru barwnika) [160], jak i za pomocg fluorescencji
poprzez pomiar fluorescencji (,,end-point” lub ,real-time”) z wbudowanych $rodkow
interkalujagcych DNA, takich jak SYBR Green I [161], a takze za pomocg elektroforezy
w zelu agarozowym (Rys. 8) [162].

TN / Analiza Real-Time (jakoSciowa + iloéciowa)\
Izolacja ) 7
materiatu . : =]
genercznfgo Przygotowanie @& . 1§—/ e "
wirusa mieszaniny B L
kevine . .
reareyInel 65°C Odczyt wyniku na podstawie

K 30 min krzywej amplifikacji /

\
/

/Analiza kolorymetryczna ,,End Point” (jakoécio@

Bl 4
"
*nie jest . :
obligatoryjna 65°C Odczyt wyniku na podstawie zmiany
<30 min koloru probki )
~—— \ |

Rysunek 8 Schematyczny przebieg diagnostyki opartej na reakcji RT-LAMP.

W testach opartych na obserwacji wizualnej, w ktoérych najczesciej stosowanym
rozwigzaniem jest kolorymetryczny odczyt ilosci koncowego produktu reakcji LAMP
[163], mozna wykorzystywac proste zrodta ciepta, takie jak taznia wodna, termos czy

przenosne (w tym zasilane bateryjnie) urzadzenia do izotermicznej amplifikacji materiatu
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genetycznego [164]. Wada metody opartej na obserwacji tzw. gotym okiem jest
konieczno$¢ posiadania ,,wytrenowanego oka” do prawidlowej interpretacji wynikow
oraz jej jakosciowy charakter, pozwalajacy jedynie na stwierdzenie czy w probcee jest
szukany gen, bez okreslenia jaka ilo$¢ materialu genetycznego jest obecna w prébcee.
W celu przezwycig¢zenia tych ograniczen prowadzi si¢ prace nad wykorzystaniem
uktadow optoelektronicznych i cyfrowej analizy obrazu w mikroprzeptywowych chipach
0 objetosciach nano- lub mikrolitrowych, co pozwala na ilosciowa analize¢ koloru po

zakonczeniu reakcji [165].

Reakcja LAMP cechuje si¢ wysoka specyficzno$cia, duza szybko$cig reakcji
(zakonczenie w 30—60 minut), prostotg oraz odpornoscig na niektore inhibitory obecne w
probkach biologicznych, co czyni jg atrakcyjnym narzgdziem w diagnostyce klinicznej,
weterynaryjnej i Srodowiskowej, zwlaszcza w warunkach polowych [166]. Test LAMP
moze w krétkim czasie (w ciggu poét godziny) amplifikowaé 1 produkowaé duza liczbe
kopii DNA, zwykle 100 razy wyzsza niz konwencjonalny PCR. Pomimo wielu zalet
LAMP posiada réwniez wady zwigzane z mozliwo$cig niespecyficznego wigzania
starterOw 1 tworzenia ich dimerow, jako ze stosowanie wielu starteréw zwigksza ryzyko
hybrydyzacji starter-starter skutkujacych amplifikacja bez matrycy, co prowadzi do
falszywie dodatnich wynikow [167]. Majac to na uwadze, etap projektowania i doboru
odpowiednich stezen starteréw jest jednym z kluczowych etapdw w projektowaniu testow

opartych na reakcji RT-LAMP.

Wykorzystanie reakcji RT-LAMP moze przyczyni¢ si¢ do szybkiej diagnostyki chordb
wirusowych w hodowlach czy schroniskach, gdzie z powodu duzego zaggszczenia,
stresu, obnizonej odpornosci 1 czgstego kontaktu miedzy osobnikami jest ona szczegolnie

istotna.

Do tej pory reakcja RT-LAMP zostala przetestowana do wykrywania wirusOw
zwierzecych wywotujacych choroby takie jak na przyktad pomoér matych przezuwaczy
(ang. peste des petits ruminants, PPR). Batten 1 wspotpracownicy przedstawili test PPRV
RT-LAMP ze starannie dobranymi starterami (celujacymi w gen N), ktore umozliwiaja
wykrycie wszystkich znanych linii PPRV w czasie < 20 min. Test zostal oceniony
W porownaniu ze ,,ztotym standardem”, czyli testem RT-PCR w czasie rzeczywistym
przy uzyciu ponad 200 prébek, obejmujacych probki z ognisk PPRV, eksperymentalnie

zakazonych koz, izolaty hodowli komoérkowych i probki pobrane od niezakazonych
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zwierzat. Test RT-LAMP wykazat 100% swoisto$¢ diagnostyczng i ponad 97% czuto$¢
diagnostyczng w pordwnaniu z testem RT-PCR w czasie rzeczywistym. U zwierzat
zakazonych eksperymentalnie, RT-LAMP mogt wykry¢ PPRV juz 4 dni po zakazeniu -
zanim zaobserwowano objawy kliniczne [168]. Testy LAMP zatwierdzone pod katem
choréb epizootycznych zwierzat gospodarskich obejmuja takze wirusa pryszczycy
(FMDV), ktéry wywotuje wysoce zarazliwg 1 gospodarczo wyniszczajaca chorobe
u zwierzat z racicami [169]. Innym przyktadem, w ktorym test RT-LAMP wykazat si¢
wysoka skutecznos$cig jest detekcja wirusa opryszczki bydta typu 1 (BHV-1), ktory jest
powaznym patogenem wirusowym bydta i gldéwna przyczyng poronien krow na catym
swiecie [170]. W kontekscie hodowli trzody izotermiczna amplifikacja za po$rednictwem
petli zostala wykorzystana migdzy innymi do wykrywania wirusa klasycznego pomoru
swin (CSFV) [171], afrykanskiego pomoru §win 1 dzikéw, powodujacego powazne straty
ekonomiczne [172], czy wirusa grypy typu A [173]. Skuteczne zastosowanie techniki
LAMP wykazano rowniez w diagnostyce wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli (IBDV)

[174], czy Mycoplasma synoviae u drobiu [175].

Pomimo wielu zalet test RT-LAMP nie zostal jeszcze szeroko zbadany pod katem
wykrywania wirusow atakujacych mate zwierzeta jak psy i koty. W literaturze istnieja
doniesienia zwigzane z wykorzystaniem tego testu do wykrywania miedzy innymi wirusa
paragrypy psow (CPIVS) przy statej temperaturze 62°C, reakcji prowadzonej przez 40
minut z granicg wykrywalnosci 10 kopiit RNA/reakcje, co jest 10-krotnie bardziej czute
niz konwencjonalny test odwrotnej transkrypcji tancuchowej polimerazy (RT-PCR)
[176]. Wirus nosoéwki [177] oraz astrowirus (CaAstV) stanowia kolejna grupe
opracowano testy izotermicznej amplifikacji petli odwrotnej transkrypcji w czasie
rzeczywistym (RT-LAMP) o wysokiej czutosci, szybkosci 1 niezawodnosci [178]. Dla
kotéw reakcja zostala wykorzystana w celu diagnostyki koronawirusa, powodujacego
zakazne zapalenie otrzewnej u kotow (FIP), $miertelng chorobe zakazng. Kaliciwirus
kotow jest kolejnym czynnikiem zakaznym, dla ktérego naukowcy opracowali metode
detekcji oparta na RT-LMAP. FCV jest wysoce zarazliwy 1 szeroko rozpowszechniony
wsrod populacji kotow, z ktorym wiele jest bezobjawowymi nosicielami. Czgsto
prowadzi do rozwoju choroby gérnych drég oddechowych zwanag kocia grypa.
Opracowanie szybkich i czulych metod diagnostycznych ma kluczowe znaczenie dla
zmniejszenia ryzyka powaznych objawdOw 1 zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ wirusa

[179].
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Niska liczba doniesien zwigzanych z RT-LAMP w medycynie weterynaryjnej wynika
przede wszystkim z mniejszej presji epidemiologicznej] w medycynie weterynaryjne;j,
gdzie choroby wirusowe rzadko wywotujg ogdlnoswiatowe pandemie jak jest to
w przypadku ludzi. Dodatkowo ograniczenia finansowe, zwlaszcza dotyczace badan
zwigzanych z psami oraz kotami majg czesto nizszy budzet niz projekty dotyczace ludzi
czy zwierzat gospodarskich. Brak komercyjnego impulsu do rozwoju tanich, przeno$nych
testow RT-LAMP dla zwierzat, wynika réwniez z faktu, iz generujg one mniejszy zysk

dla przemystu diagnostycznego niz testy dla ludzi.

W diagnostyce ztotym standardem nadal zostaje RT-qPCR jako precyzyjna i szeroko
dostgpna metoda. Chociaz RT-LAMP ma zalety, jego optymalizacja i standaryzacja sa
trudniejsze niz w przypadku PCR - zwlaszcza jesli chodzi o projektowanie starterow
1 unikanie falszywie dodatnich wynikow. Brak gotowych, zatwierdzonych komercyjnie
zestawow RT-LAMP dla choréb zwierzat domowych ogranicza jego wykorzystanie.
Sytuacja jednak si¢ zmienia, jako Ze rynek weterynaryjny rosnie z roku na rok,
a wilasciciele czworonogow szukaja najlepszych i szybkich metod diagnostyki i leczenia,
co stwarza nowe mozliwosci rozwoju szybkich, tanich 1 prostych testow
diagnostycznych, takich jak RT-LAMP. W miar¢ wzrostu $§wiadomosci wiascicieli
zwierzat na temat znaczenia wczesnego wykrywania chorob oraz rosnacej liczby chordb
odzwierzecych (zoonoz), zwigksza si¢ rowniez zapotrzebowanie na rozwigzania dostepne
w punktach opieki weterynaryjnej, a nawet w warunkach domowych. Dodatkowo, postep
technologiczny w zakresie miniaturyzacji urzadzen, rozwoju tanich zrodel ciepta,
barwnikéw kolorymetrycznych, urzadzen typu ,,point-of-care” oraz aplikacji mobilnych
umozliwiajacych analiz¢ wynikow, moze znaczaco zwigkszy¢ dostgpno$¢ i zastosowanie

RT-LAMP w praktyce weterynaryjnej.

Celem prac wilasnych bylo zatem opracowanie autorskiego modelowego stanowiska,
bedacego laboratoryjnym odpowiednikiem urzadzenia diagnostycznego typu POC, do
prowadzenia reakcji RT-LAMP, w tym przede wszystkim opracowanie protokotu reakcji,
metodologii diagnostyki oraz drukowanego 3D chipa mikrofuidycznego do tej reakcji

wspotpracujacego z optoelektronicznym uktadem do wzbudzania i detekcji fluorescenc;ji.
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5 Druk 3D w konstrukcji mikroigiel oraz miniaturowych

urzgdzen diagnostycznych

Druk 3D, znany réwniez jako wytwarzanie przyrostowe (ang. additive manufacturing),
polega na tworzeniu trojwymiarowych obiektow warstwa po warstwie poprzez
kontrolowane nanoszenie materiatu, co umozliwia uzyskanie ztozonych geometrii
z wysoka precyzja 1 minimalng iloscig odpadow [180]. Charles W. Hull w 1986 roku
jako pierwszy opisal i zastosowat stereolitografie jako narzedzie do wytwarzania struktur
3D [181]. Od tego czasu postgpujacy rozwdj technologiczny oraz rosngca dostepnosé
niedrogich, stacjonarnych drukarek 3D o wysokiej rozdzielczosci druku, siggajacej nawet
kilkunastu um, wzbudzily zainteresowanie badaczy z r6znych dziedzin nauki, takich jak
protetyka, inzynieria biomedyczna, analityka chemiczna czy technologie magazynowania
energii [182]. Obecnie do druku struktur 3D wykorzystuje si¢ roznorodne materialy, takie
jak szkto, metale, termoplasty, kompozyty na bazie CNT, ceramika, a nawet zywe
komorki [183]. Druk 3D znalazt zastosowanie m.in. w wytwarzaniu urzadzen
mikroprzeplywowych przeznaczonych do syntezy chemicznej i produkcji nanoczastek
[184], detekcji patogennych bakterii [120], diagnostyki biatek [185], ilosciowej oceny
sktadnikow krwi w medycynie transfuzjologicznej [186], wykrywania uszkodzen DNA
[187], konstrukcji czujnikdw elektrochemicznych [188] jak rowniez w monitorowaniu

proliferacji komorek [189].

Druk 3D umozliwia wytwarzanie zindywidualizowane oraz niskoseryjne z matlg
zalezno$cia od kosztow wytwarzania 1 wielkosci produkcji. Cecha ta idealnie wpisuje si¢
W potrzeby zwigzane z szybkim prototypowaniem i personalizacjg plastréw mikroigiet
1 czipow mikrofluidycznych. Druk 3D, oparty na metodologii CAD, eliminuje
konieczno$¢ stosowania szablondw, upraszcza proces tworzenia 1 skraca cykl
projektowania uktadéw mikromechanicznych i mikrofluidycznych. Dodatkowo mozliwe
jest wykorzystanie materiatlow przezroczystych 1 biokompatybilnych. Do wytworzenia
elementow mikroinzynieryjnych stosuje si¢ rozne techniki druku 3D, migdzy innymi
takie jak stereolitografia (SLA), polimeryzacja dwufotonowa (2PP), druk natryskowy
(inkjet), selektywne spiekanie laserowe (SLS), ekstruzja materiatu (FDM) oraz cyfrowe
przetwarzanie §wiatla (DLP). Kazda z tych metod oferuje unikalne wtasciwosci - SLA

1 DLP zapewniaja wysoka precyzje, FDM wyrdznia si¢ niskim kosztem 1 prostotg
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obstugi, druk natryskowy szybkoscia, a 2PP umozliwia bardzo doktadne odwzorowanie

mikrostruktur [180].

W poréwnaniu z tradycyjnymi mikroinzynieryjnymi metodami, takimi jak fotolitografia,
mikrofrezowanie czy formowanie wtryskowe, druk 3D oferuje kompromis miedzy
precyzja i elastycznos$cia projektowg (Tab. 5). Fotolitografia zapewnia bardzo wysoka
doktadnos$¢, lecz ogranicza si¢ do dwuwymiarowych struktur i wymaga kosztownych
warunkow laboratoryjnych. Mikrofrezowanie pozwala na szybkie tworzenie struktur 3D,
ale jest ograniczone do wybranych materiatéw i1 geometrii. Formowanie wtryskowe

sprawdza si¢ w produkcji masowej, lecz jest nicoptacalne dla matych serii i prototypow

[190].

Tabela 5 Poréwnanie kluczowych metod druku 3D, na podstawie [191-192].

Rodzaj
druku Zalety Wady
3D
- Bardzo wysoka rozdzielczos¢ - Ograniczona objetos¢ robocza (zalezna od
- Szybkie utwardzanie catych projektora)
DLP warstw jednoczesnie - Ograniczony wybor materialow
- Wysoka doktadno$¢ wymiarowa (fotopolimery)
mniejsze zuzycie energii niz SLA
laserowe
- Prostota - Niska rozdzielczos¢
FDM - Mozliwosé¢ drukowania z ré6znych - Niska predkos¢ wytwarzania
biomateriatow
- Wysoka predkos$¢ wytwarzania - Mozliwy tylko dla cieczy lepkich
Inkjet - Niski koszt - Stabe drukowanie w osi pionowe;j
- Wysoka rozdzielczos¢
- Technika bezdyszowa - Toksyczno$¢ swiatta UV i bliskiego UV
- Wysoka rozdzielczos¢ dla swiatta niebieskiego
SLA - Czas druku niezalezny od - Brak mozliwosci druku
ztozonosci wielokomoérkowego
- Wysoka doktadno$é¢ - Uszkodzenia komoérek podczas
fotoutwardzania
- Wysoka rozdzielczo$¢ - Wysoki koszt
SLS - Dobre drukowanie w osi pionowe;j - Uszkodzenia termiczne wynikajace z

uzycia lasera nano-/femtosekundowego
- Ryzyko podraznien

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze druk 3D wigze si¢ rOwniez z pewnymi wyzwaniami.

W zaleznosci od wybranej techniki druku moga wystegpowaé ograniczenia
w rozdzielczo$ci druku (np. w FDM), chropowato$¢ powierzchni moze wptywaé na
przeplyw cieczy, a materiaty drukowane musza charakteryzowaé si¢ odpowiednig

biokompatybilnos$cig 1 stabilnoscig chemiczng. W przypadku technologii precyzyjnych,
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takich jak DLP czy PolylJet (druk natryskowy), znaczacym ograniczeniem moga by¢
rowniez koszty urzadzen. Dodatkowym wyzwaniem jest integracja komponentow

elektronicznych, ktéra czgsto wymaga dodatkowych etapow wytwoérczych [193].

Druk 3D jest technologia uzywang rowniez do wytwarzania wigkszosci rodzajow
mikroigiet (state, puste w $rodku, powlekane oraz rozpuszczalne). W tym konteks$cie
technologia ta zostata szerzej opisane w podrozdziale 3.1 w ramach opisu rodzajow

1 metod wytwarzania mikroigiet.

W diagnostyce druk 3D wykorzystywany jest do konstrukcji takich elementow jak
nosniki i platformy diagnostyczne, elementy do detekcji i analizy, mikrostruktury

i uktady przeptywowe oraz czgsci wspierajace uzytkowanie POC (Tab. 6) [194].

Tabela 6 Mozliwe zastosowania druku 3D w wytwarzaniu przeno$nych urzadzen diagnostycznych
POC.

DRUK 3D W DIAGNOSTYCE POC

Nosniki i platformy Elementy do detekcji Mikrostruktury i Elementy
diagnostyczne i analizy uklady przepltywowe wspierajace
uzytkowanie POC
- Chip diagnostyczny - Komory optyczne do - Mikrokanaliki i - Obudowy testow
(,,]lab-on-chip”), cata fluorescencyjnej lub komory reakcyjne do ergonomiczne,
kaseta testowa do POC kolorometrycznej prowadzenia reakcji przenos$ne, odporne
[195]. analizy wynikow [198]. biochemicznych (PCR, na kontaminacje
- Kasety wktadane do - Soczewki i RT-LAMP) [201]. [204].
czytnika umozliwiajace prowadnice $wiatta w - Zawory i pompy - Uchwyty na probki
jednorazowe uzycie przypadku testow pasywne do kontroli / fiolki utatwiajace
[196]. opartych na sygnale przeptywu probek wielokrotne testy
- Adaptery i obudowy optycznym [199]. [202]. [205].
biosensorow do - Platformy do - Mikroigly pobierania - Mobilne moduty do
integracji z elektronika integracji z ptynu integracji ze
(np. detekcja elektrochemicznymi srédmigzszowego lub smartfonem np.

elektrochemiczna,
optyczna) [197].

Przyktad:

o Unibody lab-on-a-chip

transport

elektrodami [200].

Przyktad:

krwi kapilarnej [203].

Przyktad:

stojak do analizy
zdje¢ wynikow testu
[206].

Przyktad:

\

Zminiaturyzowane,

niedrogie 1

wielofunkcyjne urzadzenie diagnostyczne POC

drukowane w technologii 3D, zostalo uzyte do przeprowadzenia omawianej wczesniej
reakcji izotermicznej LAMP (Rozdzial 4) do wykrycia bakterii P. falciparum 1 N.

meningitidis, odpowiednio z osocza 1 ptynu mdézgowo-rdzeniowego w ciggu 50 minut
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w [207]. Druk 3D zostal réwniez wykorzystany do wytworzenia ekonomicznego
1 przenos$nego urzadzenia do jednoczesnego wykrywania trzech koronawiruséw §win
(wirus biegunki epidemicznej §win (PEDV), wirus zakaznego zapalenia zoladka i jelit
(TGEV) 1 deltakoronawirus $win (PDCoV) w ciggu 30 minut, bez potrzeby
zaawansowanego sprzgtu laboratoryjnego, rowniez wykorzystujac reakcje LAMP [208].
Co wiecej, ta izotermiczna reakcja znalazta réwniez zastosowanie w §wiecie roslin, gdzie
przeno$ne urzadzenie drukowane 3D z wysoka swoistoscia (100%) wykrywalo pategen

drzewa oliwnego Verticillium dahliae [204].

W niniejszej pracy druk 3D zostat wykorzystany do druku mikroigtowych plastrow oraz
uktadu mikrofluidycznego diagnostycznego urzadzenia POC. Ze wzgledu na swoje
wlasciwos$ci (rozdzielczo$¢) oraz dostep do drukarki (Asiga Max 35UV) w pracach

wlasnych wykorzystano technikg¢ DLP.

Technika DLP (ang. digital light processing), bedaca odmiang fotopolimeryzacji,
wykorzystuje projektor cyfrowy do jednoczesnego utwardzania calej warstwy modelu
swiattem UV, co stanowi istotng przewage nad innymi metodami, takimi jak SLA
(stereolitografia), w ktérych utwardzanie zachodzi punktowo. Kluczowym elementem tej
metody jest uktad mikroluster DMD (ang. digital micromirror device), ztozony z setek
tysiecy miniaturowych luster, ktore indywidualnie zmieniaja swoje ustawienie,
precyzyjnie kierujgc Swiatto projektora na wybrane obszary powierzchni cieklej zywicy
fotopolimerowej. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie znacznie wyzszej rozdzielczosci
oraz doktadnos$ci geometrycznej, czgsto siggajacej nawet 10 - 25 um, co jest szczegdlnie
istotne w zastosowaniach wymagajacych mikrostruktur [209]. Wysoka jako$¢
powierzchni, jaka zapewnia DLP, ma kluczowe znaczenie w przypadku mikrofluidyki,
gdzie chropowato$¢ $cian kanaléw moze wpltywac na parametry przepltywu 1 interakcje
chemiczne lub biologiczne w ukladzie [210]. Co wiecej, dzigki jednoczesnemu
utwardzaniu catych warstw, czas wytwarzania modeli ulega znacznemu skroceniu -
nawet skomplikowane struktury moga zosta¢ wydrukowane w czasie ponizej 30 minut,
co czyni t¢ metode bardzo efektywng w kontek$cie szybkiego prototypowania oraz
niskoseryjnej produkcji. DLP, pomimo ograniczen takich jak stosunkowo niewielka
przestrzen robocza, stosunkowo wysoki koszt urzadzen oraz konieczno$¢ stosowania
specjalistycznych, $wiatloczutych materiatow, znajduje coraz szersze zastosowanie
w zaawansowanych aplikacjach biomedycznych [211]. Przyklady obejmuja m.in.

wytworzenie mikrochipow przeptywowych do analizy gradientow stezen substancji
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chemicznych, konstrukcje bioreaktoréw do badan toksykologicznych, a takze tworzenie
przestrzennie precyzyjnych matryc do hodowli komorek i tkanek w uktadach typu ,,lab-
on-a-chip”. Dodatkowo, wprowadzenie na rynek nowych zywic biokompatybilnych
1 funkcjonalnych otwiera mozliwo$¢ zastosowania techniki DLP w obszarze
biodrukowania oraz wytworzenia implantéw dostosowanych do indywidualnych potrzeb

pacjenta [212].

6 Rozpuszczalne plastry mikroiglowe

W niniejszym rozdziale przedstawiono zatozenia projektowe oraz wyniki prac wlasnych
zwigzanych z wytwarzaniem rozpuszczalnych plastréw mikroiglowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem druku 3D metodg DLP oraz mikroformowania. Rozpuszczalne plastry
mikroiglowe zostalty wybrane ze wzgledu na metode ich wytworzenia, ktéra umozliwia
fatwa modyfikacj¢ projektu (ksztalt, wymiary, materiat), co pozwala na indywidualne
dopasowanie plastra do gatunku zwierzecia, a takze miejsca aplikacji. Dodatkowo,
réznorodno$¢ materialow (gtownie polimeréw) pozwala na kontrol¢ rozpuszczania
mikroigiel w skorze, a co za tym idzie czasu uwalniania leku. Z punktu widzenia praktyki
weterynaryjnej, rozpuszczalne mikroigly maja roOwniez zalety logistyczne: sa lekkie,
fatwe w transporcie i utylizacji (nie pozostawiaja odpadoéw ostrych, jak klasyczne igly),
a sam proces aplikacji moze by¢ wykonywany nawet przez opiekuna zwierzgcia.
Elastycznos$¢ projektowa zostata réwniez zapewniona dzigki wykorzystaniu druku DLP,
jako gtownej technologii plastrow.

W rozdziale tym opisano rézne warianty geometryczne mikroigiel zaprojektowanych
w Srodowisku CAD, uwzgledniajace zaréwno igly stozkowe, piramidalne, trojkatne,
pigciokatne oraz grotowe o zréznicowanych wymiarach. Przedstawiono parametry oraz
zywice wykorzystane do druku, a takze materialy wykorzystane do produkcji docelowych
rozpuszczalnych plastrow. Szczegdélowo zbadano takze morfologie mikroigiel, wykonang
za pomoca mikroskopii optycznej oraz skaningowej mikroskopii elektronowej (ang.
scanning electron microscopy, SEM), z uwzglednieniem integralnosci strukturalnej,
ostrosci zakonczen oraz jednorodno$ci formowania. Uzyskane dane umozliwily oceng
jakosci wytwarzanych struktur oraz ich przydatno$ci w zastosowaniach transdermalnych.
W dalszej czesci rozdziatu przedstawiono wyniki badan in vitro. Analizowano profil

uwalniania oraz efektywno$¢ penetracji substancji czynnych w modelu skory.
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Przeprowadzono réwniez badania cytotoksycznos$ci materialu mikroigiel, wykonanych
z polimeréw PVP oraz PVA, przy uzyciu komorek macierzystych dzigsta oraz rogéwki,
biorac pod uwage przyszte wykorzystanie plastrow w aplikacji na dzigsta i oczy matych

1 duzych zwierzat.

6.1 Wytwarzanie mikroiglowych matryc

W ramach wytwarzania rozpuszczalnych plastrow mikroiglowych wykorzystano
zintegrowane podejscie projektowo-produkcyjne, taczace technikg druku 3D w wariancie
DLP (ang. digital light processing) z mikroformowaniem (ang. micromolding). Celem
bylo uzyskanie precyzyjnych, powtarzalnych, biozgodnych, rozpuszczalnych struktur
mikroiglowych, zdolnych do efektywnego dostarczania substancji aktywnych poprzez
warstwe naskorka. Proces wytwarzania oparto na projektach wykonanych w §rodowisku
AutoCAD (Inventor), obejmujacych réznorodne geometrie - od klasycznych stozkéw po
struktury piramidalne, czy pieciokatne (Rys. 9-16). Stanowi¢ mialy one formy
matrycowe, wedlug ktorych w dalszych pracach planowano odtworzy¢ mikroigly
rozpuszczalne. Drugim testowanym podejsciem bylo takze wydrukowanie formy
z mikroiglowymi wnekami do bezposredniego wypelniania wybrana mieszaning

rozpuszczalnych polimerow.
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Rysunek 9 Projekt mikroigiel o ksztalcie grotu z kolem w podstawie, na okraglej platformie.
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Rysunek 10 Projekt mikroigiel o ksztalcie grotu z kwadratem w podstawie, na okraglej
platformie.

Rysunek 11 Projekt mikroigiel o ksztalcie gwiazdy, na okraglej platformie.
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Rysunek 12 Projekt mikroigiel o ksztalcie piramidy z pieciokatem w podstawie, na okraglej
platformie.

Rysunek 13 Projekt mikroigiel o ksztalcie piramidy z kwadratem w podstawie, na okraglej
platformie.
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Rysunek 14 Projekt mikroigiel o ksztalcie piramidy z tr6jkatem w podstawie, na okraglej
platformie.

Rysunek 15 Projekt mikroigiel o ksztalcie stozka z kolem w podstawie, na okraglej platformie.

50



-—— e \
- o <

—— o o o \
o e e o o \\\
o e S o B B
— - - —
— e o o o

Rysunek 16 Projekt mikroigiel o ksztalcie piramidy z kwadratem w podstawie, na kwadratowej
platformie.

W kazdym z projektéw mikroigly zostaly rozmieszczone na platformie kwadratowe;j
o wymiarach 17,5 x 17,5 mm lub okragtej o $rednicy 15 mm, tworzac za kazdym razem
matryce skladajaca si¢ z 10 x 10 mikroigiet. Wysoko$¢ mikroigiet we wszystkich
projektach miescita si¢ w przedziale 600-680 um. Wymiar charakterystyczny podstawy
mikroigiel miescit si¢ w zakresie 260-600 um, a $Srednica czubka miedzy 21 a 45 um

(Tab. 7).

Tabela 7 Wszystkie zaprojektowane geometrie mikroigiel wraz z najwazniejszymi wymiarami.

Geometria Wysoko$¢ [pm] Podstawa Czubek
(Srednica, bok) [um] (Srednica, bok )
[pm]
Piramidy (kwadrat) 600 300 45
Stozek (kolo) 600 300 45
Gwiazda 680 600 21
Grot (kolo) 600 300 45
Grot (kwadrat) 600 300 45
Pieciokat 600 310 33
Troéjkat 615 260 37
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Plastry z mikroigtami zostaty wydrukowane przy uzyciu drukarki 3D (Asiga Max 35UV,
Australia) o rozdzielczosci XY 35 um oraz grubo$ci warstwy Z wynoszacej 50 pm. Do
ich wykonania zastosowano zywice¢ GR-10 (Pro3dure, Niemcy) - biokompatybilny
materiat (zgodnie wybranymi cze$ciami normy ISO-10993) wykorzystywany m.in.
w stomatologii, cechujacy si¢ wysoka plastycznosciag 1 duzym wydluzeniem przy
zerwaniu oraz wysoka stabilnoscig UV, zywicg R-ULV-1 (3dresyns, Hiszpania), IM-SF
Cocon (3dresyns, Hiszpania) odpowiednig do wytworzenia migkkich i elastycznych form
przystosowanych do zalewania silikonem oraz rozpuszczalng w wodzie zywice IM-UHT-
WS (3dresyns, Hiszpania), ktéora miata postuzy¢ jako bezposrednia forma do
wytworzenia igiet statych lub trudno rozpuszczalnych w wodzie, w celu stworzenie

platformy do dtugofalowego dostarczania leku (Rys. 17).

R-ULV-1 IM-UHT-WS IM-SF Cocon

Rysunek 17 Wydruki mikroiglowych plastréow z réznych rodzajow zywic.

Proces postprodukcji obejmowat kilka etapow. W przypadku zywicy GR-10 w pierwszej
kolejnosci wydrukowane struktury byly plukane przez 2 minuty w myjce
ultradzwigkowej w dedykowanym $rodku czyszczacym (Opticlean, Optiprint). Nastgpnie
elementy delikatnie suszono strumieniem azotu. Ostatnim etapem byla 10-minutowa
ekspozycja na $wiatto UV (Asiga, Australia), zapewniajaca koncowe utwardzenie
gotowych struktur. Dla Zywicy R-ULV-1 zastosowano taki sam proces oczyszczania.
W przypadku IM-SF Cocon wydluzono ekspozycje na swiatto UV do 30 minut.
Rozpuszczalna w wodzie zywica IM-UHT-WS wymagata uzycia ptynu czyszczacego
Cleaning Fluid WS1 Bio (3dresyns, Hiszpania).
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Matryce wykonane z GR-10 charakteryzowaty si¢ wysoka szczegdblowoscig oraz ostro
zakonczonymi czubkami we wszystkich geometriach, co bylo kluczowe dla dalszego

odwzorowywania mikroigiet przy wytwarzaniu ich rozpuszczalnej wersji (Rys. 18).

b)
500 um

d
500 pm 500 pm

Rysunek 18 Obrazy mikroskopowe wydrukéw plastréw mikroiglowych o réznych
geometriach z wykorzystaniem zZywicy GR-10: a) gwiazda, b) piramida, c) stozek,
d) trojkat).

a)

Podobnie byto w przypadku igiet z R-ULV-1. Matryce wykonane z IM-SF Cocon oraz
IM-UHT-WS charakteryzowatly si¢ bardzo niskg wytrzymato$ciag mechaniczng i niska
jako$cig odwzorowania zaprojektowanej struktury, dlatego nie zostaty uzyte w kolejnych
badaniach.

Na rysunku 19 (a-c) zestawiono parametry geometryczne mikroigiet zaprojektowanych
w srodowisku CAD oraz uzyskanych w procesie druku DLP. Pomiary mikroigiet (takie
jak wysokos¢, wymiar podstawy lub wierzchotka) pochodza z analizy obrazow
mikroskopii cyfrowej (Keyence Seria VHX-7000) oraz wygenerowanych profili
mikroigiet (dostepnych w zalaczniku nr 1). Pomiary te poddano analizie statystycznej
przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism. Dla kazdej analizowanej cechy wykonano
seri¢ niezaleznych pomiaréw (n > 6). Dla wszystkich analizowanych geometrii
zaobserwowano systematyczne obnizenie wysokosci struktur po wydruku wzgledem

warto$ci projektowych, co wskazuje na ograniczong doktadno$¢ odwzorowania w osi Z.
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Co wazne, najmniejsze wzgledne odchylenia wysokos$ci odnotowano dla geometrii
stozkowej oraz piramidalnej. Analiza wymiaru podstawy wykazata bardzo dobra
zgodno$¢ pomiedzy projektem a wydrukiem wiasnie dla tych dwoch ksztattow, podczas
gdy geometrie bardziej ztozone (np. gwiazda czy wielokaty) charakteryzowaly sig
wyrazniejszymi odchyleniami, sugerujagcymi wigksza podatno$¢ na deformacje.
W  przypadku $rednicy konca mikroigiet, ktora jest parametrem krytycznym dla
zdolnosci penetracji, wszystkie struktury wykazywaty wzrost wartosci wzgledem
projektu, jednak

stozek 1 piramida cechowaly si¢ relatywnie najmniejszymi réznicami oraz mniejsza
zmienno$cig wynikow. Obserwowane poszerzenie koncoéwki moze wynikaé zar6wno
z ograniczonej rozdzielczos$ci przestrzennej procesu druku addytywnego (35 % 35 um
w plaszczyznie XY), uniemozliwiajacej wierne odwzorowanie bardzo ostrych
wierzchotkow, jak i z czesciowego zaokraglania lub uszkadzania koncéwek mikroigiet
podczas etapéw obrobki koncowej (ang. postprocessing), takich jak czyszczenie.
Dodatkowo, w przypadku geometrii bardziej ztozonych lokalne koncentracje naprezen
w obszarze wierzchotka moga sprzyja¢ mikropgknigciom lub odlamywaniu sig¢

koncowek.
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Rysunek 19 Poréwnanie wymiaréw geometrycznych mikroigiel zaprojektowanych cyfrowo
(projekt) oraz otrzymanych w procesie druku (wydruk) dla réznych geometrii: a) wysokos¢, b)
podstawa/bok, c) Srednica konca. Dane przedstawiono jako warto$ci Srednie £ SD, uzyskane na
podstawie pomiaréw morfometrycznych.

Na podstawie lacznej oceny trzech parametréw geometrycznych podsumowanych
ponizej (Tab. 8), stwierdzono, ze geometrie stozkowa i piramidalna najlepiej
odwzorowywaly zatozenia projektowe, co wynika z ich prostszej, osiowo symetrycznej
formy, sprzyjajacej stabilno$ci procesu druku. W zwiagzku z tym, w dalszych etapach prac

wykorzystano wtasnie te dwie geometrie (Rys. 20).
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Tabela 8 Poréwnanie wymiarow wysokosci i podstawy miedzy geometria mikroigiel
piramidalnych oraz stozkowych z projektu CAD oraz drukowanych na drukarce DLP.

Geometria Rodzaj Wysoko$¢ [pm] Podstawa [um] Koncowka [pm]
Stozek CAD projekt 600 300 45
DLP druk 521,3+35,9 311+11,4 54,8+16,4
Piramida CAD projekt 600 300 45
DLP druk 501,4+17 307,6+7,2 62,2+20,2
Gwiazda CAD projekt 680 600 21
DLP druk 477£36,1 591,9+39,5 81+16,7
Grot CAD projekt 600 300 45
(kwadrat) DLP druk 454,2427,8 305,4+7,4 70,9422.9
Grot CAD projekt 600 300 45
(kolo) DLP druk 473,724 4 316,5+26.8 51,5+8.6
Pigciokat CAD projekt 600 310 33
DLP druk 423,7+20,1 318,6+11,3 79,5£17,2
Trojkat CAD projekt 615 260 37
DLP druk 387,8+31,2 264,5+6,6 57,4420,1
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KEYENCE
VHX 7000}

Rysunek 20 Wydrukowane z GR-10 struktury plastrow mikroiglowych: a) obraz mikroskopowy
(Keyence Seria VHX-7000) pojedynczej mikroigly w 300x powiekszeniu, ukazujacy warstwowa
strukture charakterystyczng dla procesu druku addytywnego oraz stopniowe zwezanie geometrii w
kierunku wierzchotka, b) obraz mikroskopowy (Keyence Seria VHX-7000) fragmentu matrycy
mikroigiel, przedstawiajacy regularne rozmieszczenie pojedynczych struktur na powierzchni
podloza oraz dobra jednorodnos¢ ksztaltu w obrebie analizowanego obszaru w powiekszeniu 50x, c)
widok z gory calego plastra mikroiglowego, ukazujacy periodyczny uklad mikroigiel oraz
jednorodnos¢ ich rozmieszczenia w powiekszeniu 30x, d) widok perspektywiczny gotowej matrycy
mikroigiel po procesie wytwarzania.

W prowadzonych badaniach wykonano rowniez formy negatywowe (rewersy mikroigiet,
Rys. 21) metoda druku addytywnego z wykorzystaniem materiatbw GR-10 oraz IM-
UHT-WS. Uzyskane struktury charakteryzowaly si¢ poprawnym odwzorowaniem
geometrii mikroigiet w wglebieniu, jednak nie spelnity wymagan technologicznych w
procesie wytwarzania mikroigiet rozpuszczalnych oraz - w przypadku materiatu IM-
UHT-WS, mikroigiet trudno rozpuszczalnych w wodzie. Ograniczona skutecznos$¢ tych
form moglta wynika¢ zniewystarczajacych  wlasciwosci  powierzchniowych
i adhezyjnych polimeréw uzytych do wytworzenia mikroigiel rozpuszczalnych,

utrudniajacych pelne wypelnienie wngk formy oraz bezpieczne wyjmowanie odlewow
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bez wuszkodzen strukturalnych. Dodatkowo, sztywno$¢ oraz niska elastyczno$¢
drukowanych materiatbw sprzyjaly pekaniu oraz deformacji podczas procesu
demoldingu. W zwigzku z powyzszym kolejnym etapem badan bylo wykonanie
wtornych, elastycznych form odlewniczych (na bazie wydrukowanych mikroigiet)
z polidimetylosiloksanu (PDMS, Sylgard), ktore dzigki swojej wysokiej elastycznosci,
niskiej energii powierzchniowej oraz dobrej zdolnosci odwzorowania mikrostruktur sg

powszechnie stosowane w technologii mikroodlewow.
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Rysunek 21 Projekt rewersu mikroiglowego plastra z pustymi wnekami mikroiglowymi (rewers).

6.2 Wytwarzanie rozpuszczalnych plastrow mikroiglowych.

Jak wspomniano wyzej, na podstawie analizy wydrukoéw réznych zywic z drukarki DLP,
wybrano mikroigly wydrukowane z materiatu GR-10 o geometrii stozkowej oraz
piramidalnej - to one postuzyly w kolejnym etapie do odtworzenia na ich podstawie
mikroigiet rozpuszczalnych. W tym celu do utworzenia uniwersalnej formy, wydruki
zostaly zalane poli(dimetyloksanem). Struktura PDMS oparta na elastycznym szkielecie
krzem-tlen (Si-O) nadaje mu wysoka elastyczno$¢ mechaniczng, niskg energie
powierzchniowg oraz dobrg stabilno$¢ chemiczng 1 termiczng. Dzigki temu mozliwe byto
wierne odwzorowanie mikrostruktur wydrukowanych platform mikroigtowych.
Dodatkowo material ten charakteryzuje si¢ znakomita biokompatybilno$cig z szerokim
zakresem materiatow, dzieki czemu w wybranym podej$ciu mozliwe byto wykorzystanie

z duzym powodzeniem réznych mieszanin polimerow.
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Wydrukowane wzorce mikroigtowe zostaly zalane PDMS-em, a nastgpnie umieszczone

w inkubatorze o temperaturze 70°C na 2 godziny, celem przeprowadzenia polimeryzacji.

Po utwardzeniu oddzielono utworzone formy silikonowe od struktur wydrukowanych

w 3D. Gotowe formy zostaty nastepnie zalane mieszaninami r6znych polimerow, w tym:

1.

PVP/PVA (10:5)

Aby przygotowac¢ mieszaning zmieszano 10 g PVP K90 (Sigma-Aldrich) z 5 g
PVA (Sigma-Aldrich) w 50 ml wody podgrzanej do temperatury 80°C przy
ciggtym mieszaniu.

PVP/PVA/Alginian sodu

Do przygotowania powyzszej mieszaniny rozpuszczono 10 g PVP w 40 ml wody
dejonizowanej. PVA w iloéci 5 g rozpuszczono w 40 ml wody podgrzanej do
80°C. Osobno rozpuszczono 1,5 g alginianu sodu (Sigma-Aldrich) w 20 ml wody
przy intensywnym mieszaniu. Na koniec potagczono wszystkie roztwory
1 mieszano do uzyskania jednorodnej mieszaniny.

PVP/PV A/Hialuronian sodu

Rozpuszczono 10 g PVP w 40 ml wody. 5 g PVA rozpuszczono w 40 ml wody
podgrzanej do 80°C. Powoli dodawano 5 g hialuronianu sodu do 20 ml wody,
ciagle mieszajac. Po uzyskaniu jednorodnych roztworéw polaczono je w jednej
zlewce, mieszajac na zimno i uzupetniono do 100 ml woda dejonizowang.
PVP/PVA/Chitozan

W 20 ml 0,5% kwasu octowego rozpuszczono 1,5 g chitozanu (Sigma-Aldrich).
PVP i1 PVA rozpuszczono jak wyzej. Wszystkie roztwory nastgpnie polaczono

1 mieszano.

W celu réwnomiernego rozprowadzenia roztworu w mikrowglebieniach formy,

zastosowano wirowanie 4000 obr./min przez 30 minut (MPW-380R, Polska). Po

usuni¢ciu nadmiaru roztworu forme¢ suszono na ptycie grzewczej o temperaturze 40°C

(Rys. 22). Gotowe mikroigly, po uzyskaniu odpowiedniej twardosci, byly ostroznie

usunigte z form 1 przechowywane w temperaturze pokojowej.
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Mikroigly . :
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polimerowej do formy 1 suszenie rozpuszczalny plaster

PDMS mikroiglowy

Rysunek 22 Schemat wytwarzania rozpuszczalnych mikroigiel.

Dzigki duzej elastycznosci form PDMS mozliwe bylo tatwe oddzielenie materiatow od
formy, bez ryzyka uszkodzenia ich delikatnych struktur, szczegdlnie jezeli chodzi
o delikatne 1 ostre koncowki mikroigiel. Wszystkie matryce zostaty z powodzeniem
wyjete z formy, bez uszkodzen koncowek igiel ani pozostawania ich w formach.
Uzyskane formy silikonowe byly przejrzyste, kompletne i zawieraty wyrazny uktad
otworéw na 100 igiet (Rys. 23 a-c). Na podstawie wstepnych testow stwierdzono, ze
najbardziej wytrzymale mechanicznie oraz wystarczajaco elastyczne do sprawnego
wyciagnigcia mikroigiel z formy byly mikroigty PVP/PVA, dlatego to ta mieszanina
polimerow zostata wykorzystana do dalszych badan (Rys. 23 d).

Morfologiczne cechy mikroigiel, takie jak ich wysokos¢, $rednica, a przede wszystkim
ostro$¢ i odpowiednia $rednica koncéwki, stanowig kluczowe elementy umozliwiajace
przebicie warstwy rogowej naskorka i skuteczne dostarczenie leku. W zwiagzku z tym
mikroigly musza wykazywa¢ odpowiednia wytrzymato$s¢ mechaniczng, aby zachowac

integralno$¢ strukturalng 1 nie ulec ztamaniu.
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Rysunek 23 Forma PDMS i rozpuszczalne plastry mikroiglowe: a) obraz mikroskopowy (Leica,
Niemcy) przekroju bocznego formy PDMS, b) obraz mikroskopowy (Leica, Niemcy), przekroju
poprzecznego formy PDMS, c) zdjecie wykonane przy uzyciu aparatu fotograficznego formy PDMS
d) zdjecie mikroiglowego plastra wytworzonego z mieszaniny PVA/PVA.

Aby oceni¢ jako$¢ 1 powtarzalno$¢ wykonania zaréwno wydrukowanych platform
mikroigtowych, jak 1 wykonanych na ich podstawie mikroigtowych plastrow
rozpuszczalnych PVP/PVA analizowano je za pomocg trzech typoéw mikroskopow:
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM, Zeiss EVO LS15), mikroskopu
cyfrowego (Keyence) oraz odwroconego mikroskopu optycznego (Leica), wyposazonego
w obiektywy (np. HC PL FLUOTAR 10%/0.30 BD), kamere wysokiej rozdzielczosci do
rejestracji obrazu (Leica DFC450) oraz dedykowane oprogramowanie do analizy

obrazow (Leica LAS X) (Rys. 24).
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Rysunek 24 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA:
a) tréojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigly, wraz z odpowiadajacym
obrazem w plaszczyznie XY oraz profilem wysoko$ci wzdluz zaznaczonej linii pomiarowej
wykonane mikroskopem cyfrowym, b) obraz mikroskopowy SEM pojedynczej mikroigly w widoku
bocznym, ilustrujacy jej stozkowa geometrie oraz warstwowg strukture wynikajacg z
sekwencyjnego nakladania warstw materialu w procesie druku, c¢) widok z goéry mikroigly
stozkowej, o okraglej podstawie (mikroskopia optyczna), d) widok boczny mikroigly o piramidalnej
geometrii, przedstawiajacy podobna, schodkowa morfologie (mikroskopia SEM), e) widok z gory
piramidalnej mikroigly o kwadratowej podstawie (mikroskopia optyczna).
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Stwierdzono, ze wysoko$ci rozpuszczalnych mikroigiel stozkowych réznity sie od
wydrukowanych matryc o okoto 6,5 %. Srednice igiel roznity si¢ o okoto 4 %,
a wierzchotek mikroigly o okoto 2 %. Z kolei wysokos¢ mikroigiet piramidalnych
roznity si¢ od od wydrukowanych matryc o okoto 2 %, $rednice o okoto 5 %,
a wierzchotek okoto 2 %. (Rys. 25). Roznice w wymiarach podsumowano ponizej

(Tab. 9).
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Rysunek 25 Poréwnanie wymiaréow - wysokos$ci, podstawy oraz koncowki - mikroigiel drukowanych
oraz rozpuszczalnych z geometria stozkowa oraz piramidalna: a) wykres poréwnujacy wymiar
wysokosci, podstawy oraz koncowki geometrii stozkowej mikroigiet drukowanych oraz
rozpuszczalnych PVP/PVA, b) profil mikroigiel stozkowych rozpuszczalnych PVP/PVA, ¢) wykres
porownujacy wymiar wysoko$ci, podstawy oraz koncowki geometrii piramidalnej mikroigiel
drukowanych oraz rozpuszczalnych PVP/PVA, d) profil mikroigiel piramidalnych rozpuszczalnych

Tabela 9 Poréwnanie wymiaréw wysokoS$ci, podstawy i koncowki (wierzcholka) miedzy geometrig
mikroigiel piramidalnych oraz stozkowych drukowanych na drukarce DLP oraz rozpuszczalnych
PVP/PVA.

Geometria Rodzaj Wysokos$¢ [um] Podstawa [um] Koncéwka [pm]

Stozek druk 521 311 55
PVP/PVA 487,6x15,7 299,4+7,4 65,5+9,2

Piramida druk 501 307 62
PVP/PVA 491,8+10,8 293,2+12,2 63,5+7,2
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Analiza wykonana z uzyciem mikroskopii elektronowej (SEM) wykazata, ze mikroigty -
zaleznie od wariantu - stozkowa lub piramidalna - byly rownomiernie rozmieszczone
1 posiadaty ,,ostre” koncowki, co jest kluczowe dla efektywnego przebicia skory. Na
zdjeciach mikroskopowych widoczne byty charakterystyczne piksele drukowania DLP,

bedace wynikiem procesu naktadania warstw o grubosci ok. 50 pm (Rys. 26).

Rysunek 26  Obrazy mikroskopowe (SEM) pokazujace morfologi¢ mikroigly z boku, uloZenie
mikroigiel na plastrze oraz widok z goéry na koncéowke: a) drukowanej matrycy z geometria
piramidalna, b) rozpuszczalnego plastra PVP/PVA z geometria piramidalna, ¢) drukowanej matrycy
z geometria stozkowa, d) rozpuszczalnego plastra PVP/PVA z geometria stozkowa.
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Niewielkie zmniejszenie wysoko$ci moze by¢ wynikiem skurczu mieszaniny PVP/PVA
po odparowaniu wody oraz zmian obj¢tosci PDMS podczas przejscia ze stanu cieklego
w staty [213]. Dodatkowo, niedokladne zalanie form lub obecno$¢ pecherzykow
powietrza mogly przyczyni¢ si¢ do obnizenia wysokosci, podobnie jak sity mechaniczne
podczas wyjmowania igiet z formy.

Niewielkie roznice wymiardw mikroigiel nie wplynely znaczaco na skutecznosé
penetracji naskorka - kluczowej cechy dla ich zastosowania jako systemoéw dostarczania
lekow, co zostanie omdéwione w dalszej czesci pracy. Statystycznie nie stwierdzono
istotnych rdéznic pomie¢dzy mikroigtami drukowanymi DLP atymi wykonanymi
z PVP/PVA w formach PDMS, niezaleznie od ich geometrii. Zaobserwowano jednak
trend wskazujacy, ze mikroigly piramidalne miaty nieco wigkszg wysokos¢ niz mikroigly
stozkowe. Co ciekawe, Lee 1 wspotpracownicy zasugerowali, ze igly o geometrii
piramidalnej wykazuja wigksza wytrzymato$¢ mechaniczng niz stozkowe, co wynika
z wigkszej powierzchni przekroju poprzecznego przy tej samej szeroko$ci podstawy
[214]. Wnioski te, w zestawieniu z wynikami niniejszego badania, moga mie¢ istotne

znaczenie przy doborze geometrii mikroigiet do konkretnych zastosowan biologicznych.

Tak opracowana technologia mikroigiel rozpuszczalnych umozliwita szybkie iterowanie
projektow igiet oraz testowanie réznych sktadow materialowych w celu dopasowania
wlasciwosci mechanicznych 1 farmakokinetycznych plastrow do okreslonych
zastosowan. Rozwigzanie to laczy zalety wysokiej precyzji techniki DLP z dostgpnos$cia

1 elastycznoscig mikroformowania opartego na formach PDMS.

6.3 Testy wytrzymalosci mechanicznej i potencjalu penetracji plastra

mikroiglowego

W ramach przedstawionych badan przeprowadzono rowniez analiz¢ zdolno$ci
penetracyjnej mikroigiel wytworzonych z mieszaniny PVP/PVA. Testy odpornosci
mechaniczne;  przeprowadzono z  wykorzystaniem zestawionego stanowiska
pomiarowego sity i przemieszczenia. Uklad pomiarowy skladat si¢ z czujnika sity
tensometrycznej (KM202 K3N, Megatron Elektronik), na ktéorym zamocowano
mikroigly, stotu przesuwnego z mikrometryczng $rubg umozliwiajacego precyzyjne
przemieszczanie czujnika, nieruchomego podtoza z umieszczong sztuczng skoérg oraz
kamery umozliwiajacej obserwacje pomiardw (Rys. 27). Zbieranie danych odbywato si¢

za posrednictwem komputera oraz wskaznika pomiarowego wspotpracujacego
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z czujnikiem sity (MD150T, WODbit). Testy przeprowadzono na plastrach zawierajacych
100 mikroigiet PVP/PVA. Jako model tkanki zastosowano hydrozel zelatynowy
pochodzenia bydlecego (Sigma-Aldrich), ktéry ze wzgledu na swojg przezroczystosé¢
optyczng 1podobienstwo mechaniczne dobrze odwzorowuje wlasciwosci skory.
Hydrozel zelatynowy 10% pozostawiono do zestalenia w lodéwce, a nastgpnie na jego
powierzchni umieszczono polimerowa membrang (Parafilm M®). Przygotowany model
umieszczono na stanowisku pomiarowym w specjalnej konstrukcji stuzacej do badan
penetracyjnych. Ruch stolu kontrolowano manualnie w zakresie sity oddziatujacej na
model skory od 0 do 3 N. Uklad rejestrowat zalezno$¢ wywieranej sity od
przemieszczenia. Zaobserwowano, ze procent mikroigiet, ktore przebily warstwy
modelu, zwigkszal si¢ wraz ze wzrostem przylozonej sity. Stwierdzono, Zze minimalna
sifa potrzebna do petnej penetracji wynosita 0,4 N, niezaleznie od geometrii mikroigiet

(Rys. 27).
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Rysunek 27  Testy wytrzymalo$ci mechanicznej: a) schemat ukladu pomiarowego do oceny
glebokosci/sily penetracji plastra mikroiglowego, b) charakterystyka sila-przemieszczenie uzyskana
podczas testu penetracji, przedstawiajaca wzrost sily przypadajacej na matryce mikroigiel wraz ze
zwiekszajacym si¢ przemieszczeniem. Zaznaczony punkt odpowiada maksymalnej zarejestrowanej
sile, interpretowanej jako moment pelnej penetracji modelu skéry.

Wynik ten jest zgodny z danymi literaturowymi, ktore wskazuja, ze sita aplikacyjna
wymagana do skutecznego przebicia naskorka przez mikroigly miesci si¢ w zakresie od
0,1 do 3 N, w zaleznosci od geometrii igly 1 ostro$ci koncowki. Przedziat ten jest w petni
osiggalny przy recznym nacisku kciukiem [215]. Nie zaobserwowano ugigcia ani
ztamania mikroigiet, co wskazuje na ich wystarczajagcg wytrzymato§¢ mechaniczng -
zarowno w przypadku geometrii stozkowej, jak 1 piramidalnej. Wyniki te potwierdzaja,
ze zaprojektowane mikroigly moga by¢ z powodzeniem aplikowane nie tylko przez

personel weterynaryjny, lecz takze samodzielnie przez wilascicieli zwierzat.
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Zdolno$¢ penetracyjna wytworzonych biodegradowalnych mikroigiet PVP/PVA zostata
oceniona z wykorzystaniem nastepujagcego modelu skory. Arkusz Parafilmu M®
o grubosci 0,13 mm zostal zlozony w siedem warstw w celu uzyskania catkowitej
grubosci 0,91 mm, tworzac powtarzalng barier¢ symulujaca opor warstwy rogowej
naskorka. Test penetracji wykonano manualnie, przy uzyciu nacisku kciuka, w celu

zasymulowania przysztego sposobu aplikacji plastra.

Nastepnie warstwy Parafilmu M® zostaty poddane analizie przy uzyciu mikroskopu
optycznego wyposazonego w kamerg cyfrowa. Zliczono liczb¢ widocznych otworow
powstalych w wyniku penetracji mikroigiel, a do oceny zaleznos$ci pomi¢dzy przylozong

sifg a stopniem penetracji Parafilm M® zastosowano roéwnanie (1) [216].

liczba otworéw obserwowanych

Procent penetracji mikroigiet = X 100% (1)

liczba otwordéw oczekiwanych

Zidentyfikowano i zliczono liczbe mikroigiet, ktore przebily poszczegdlne warstwy
parafilmu. Stwierdzono pelng penetracj¢ warstwy pierwszej 1 drugiej, natomiast trzecia
1 czwarta warstwa wykazaty odpowiednio 80% 1 70% penetracji. W piatej warstwie byto
to 50 %, a w szostej poziom ten spadl do 35% (Rys. 28). W warstwie sidédmej nie

zaobserwowano $ladow po wprowadzeniu mikroigtowego plastra.
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Rysunek 28 Skuteczno$¢ penetracji modelu skory przez mikroigly: a) zdjecia warstw parafilmu po
aplikacji plastra mikroiglowego, b) wykres przedstawiajacy procent penetracji mikroigiel
w poszczegolnych warstwach.

Na tej podstawie mozna stwierdzié, ze zaprojektowane mikroigly sa w stanie skutecznie

penetrowa¢ warstwe skory o grubosci do 0,52 mm. Grubo$¢ skory u zwierzat domowych
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jest zmienna w zalezno$ci od gatunku, rasy oraz lokalizacji na ciele i wynosi od 0,5 do 5
mm u psa oraz od 0,4 do 2 mm u kota [217]. Za jedno z najcienszych miejsc uznaje si¢

dzigsto, ktérego Srednia grubo$¢ wynosi ok. 285 um [218].

Dodatkowo przeprowadzono testy penetracji na skorze $winskiej. Po aplikacji
mikroigtowych plastréw probki skory obserwowano z wykorzystaniem mikroskopu
skaningowego. Pozostate probki moczono w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA)
przez 24 godziny. Nastgpnie probki myto i umieszczano w parafinie (Chempur, Polska)
przez 24 godziny w temperaturze 65 °C. Nastepnie probki przenoszono do blokow
parafinowych i przycinano na plasterki o grubosci 6 pm, ktére umieszczano na szkietkach
podstawowych. Probki barwiono odpowiednio hematoksyling i eozyng (Sigma Aldrich),
zgodnie z protokolem producenta. Nastgpnie probki obserwowano za pomoca
odwréconego mikroskopu DMil Leica (Rys. 29 c). Po aplikacji plastra mikroigtowego
na skore §winska zaobserwowano powstawanie wyraznych, regularnie rozmieszczonych
mikroporéw, odpowiadajacych geometrii zastosowanych mikroigiet. Obrazy SEM
w powigkszeniach 50% 1 150x (Rys. 29 a-b) potwierdzaja skuteczne przebicie warstwy
rogowej naskorka, przy jednoczesnym braku rozlegltych uszkodzen otaczajacej tkanki.
Widoczne krawedzie poréw sa dobrze zdefiniowane, co $wiadczy o odpowiedniej
wytrzymato$ci mechanicznej mikroigiet oraz kontrolowanym charakterze penetracji.
Analiza przekroju skory (Rys. 29 ¢) wskazuje, Ze penetracja ograniczata si¢ do warstw

powierzchniowych, bez naruszenia glebiej potozonych struktur skory.

Rysunek 29 Testy penetracji skory swinskiej: a) zdjecie mikroskopowe (SEM) poréw wytworzonych
przez mikroigly w skorze $winskiej w powiekszeniu 50x, b) zdjecie mikroskopowe (SEM) porow
wytworzonych przez mikroigly w skérze §winskiej w powiekszeniu 150x, ¢) obrazy z mikroskopii
optycznej przedstawiajace przekrdj skory po aplikacji plastra mikroiglowego.
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6.4 Rozpuszczalnos¢ mikroigiel i zdolno$¢ uwalniania leku

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie mikroigiet zdolnych do rozpuszczania si¢
w plynie $srodmigzszowym skory i umozliwienia w ten sposdb dostarczania substancji
czynnej. W zwiazku z tym kluczowe bylo przeanalizowanie kinetyki rozpuszczania

mikroigiet po ich wprowadzeniu do skoéry.

Do badan uwalniania leku oraz kinetyki rozpuszczania wykorzystano hydrozel
zelatynowy jako model tkanki, zgodnie z wcze$niej opisanym protokotem. Plaster
z mikroiglami wykonanymi z kompozycji PVP/PVA zostat doci$niety do powierzchni
membrany za pomocg kciuka, aby zasymulowa¢ warunki przyszitej aplikacji,
umozliwiajac penetracj¢ mikroigiet do wngtrza zelatyny. Nastepnie plaster byt odciggany
od hydrozelu zelatynowego w roznych odstepach czasu, a mikroigly obserwowano
1 mierzono pod mikroskopem optycznym (Leica, Niemcy), w celu analizy kinetyki
rozpuszczania (Rys. 30). Po aplikacji mikroigiet do modelu skory metoda nacisku
kciukiem, w réznych odstepach czasowych mierzono wysokos$¢ pozostatej czesci ighy.
Zaobserwowano, ze wraz z wydluzaniem czasu kontaktu ze skorg wysoko$¢ igiet
stopniowo si¢ zmniejszata, zgodnie z oczekiwaniami. Co istotne, mikroigly - niezaleznie
od ich ksztaltu geometrycznego, osiagaly zblizong wysokos¢ w odpowiadajacych sobie
punktach czasowych, co $wiadczy o jednorodnym przebiegu procesu rozpuszczania.
Stwierdzono, ze wysokos$¢ igiet stozkowych ulegta redukeji o 55% juz po 10 sekundach
kontaktu z modelem skory, a w przypadku igiet piramidalnych spadek ten wynosit 60%.
Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw stwierdzono, ze calkowite rozpuszczenie

mikroigiet nastgpowato w ciggu 100 sekund od aplikacji.
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Rysunek 30 Rozpuszczalno$¢ mikroigiel: a) obrazy uzyskane za pomoca mikroskopu optycznego
podczas rozpuszczania mikroigiel po 0, 10, 30, 50, 80 oraz 100 sekundach, b) wykres porownujacy
szybko$¢ rozpuszczania plastrow mikroiglowych wykonanych z PVP/PVA w geometrii stozkowej
oraz piramidalnej.

Uzyskane wyniki dowodza, ze mikroigly skutecznie wchodzity w kontakt z modelem
skory 1w interakcje z pltynem S$rédmigzszowym, szybko ulegajac rozpuszczeniu.
Obserwacje te potwierdzaja dobra rozpuszczalno$¢ zastosowanych polimerow PVP
1 PVA w wodzie. Szybkie rozpuszczanie si¢ mikroigiel z mieszaniny PVP/PVA stanowi
istotng zalete pod wzgledem tatwosci uzycia i1 skuteczno$ci uwalniania leku. W zwiagzku
z tym testowane mikroigly moga stanowi¢ warto§ciowy materiat do wytworzenia szybko

rozpuszczalnych mikroigiel, przewyzszajacych pod tym wzgledem inne materiaty.
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Oprocz szybkiego rozpuszczania, waznymi wskaznikami skutecznosci transdermalnych
systemOow dostarczania lekow (TDDS) sa doktadno$¢ dawki oraz mozliwo$¢ petnego

uwolnienia substancji czynnej po wprowadzeniu mikroigty do tkanki naskorka.

Jako modelowa substancj¢ czynng zastosowano rodaming B (Sigma-Aldrich), czasteczke
hydrofilowa powszechnie stosowang w badaniach uwalniania leku, dla ktorej
sporzadzono krzywa wzorcowg umozliwiajacg ilosciowe oznaczenie uwalniania. W tym
celu roztwor rodaminy B w stezeniu 10% dodano do mieszaniny PVP/PVA, ktorag
nastgpnie wypetliano formy PDMS, zgodnie z wczes$niej opisang procedura. Gotowe
plastry mikroiglowe aplikowano na model skory, a w okre§lonych punktach czasowych

odlaczano je od hydrozelu zelatynowego, aby zatrzymac¢ dalsze uwalnianie.

Poprzez zwigkszenie temperatury uzyskano uptynnienie zelatyny, co umozliwito pomiar
stezenia rodaminy B uwolnionej z mikroigiel. Oznaczenia wykonano za pomoca

spektroskopii UV-VIS (BMG Labtech) przy dtugosci fali 554 nm.

Wykorzystujac barwnik Rodamina B, wykazano, ze kompozycja PVP 10% / PVA 5%
wykazuje bardzo dobre wilasciwosci enkapsulacji oraz kontrolowanego uwalniania
substancji czynnej. Pelne uwolnienie leku zaobserwowano po 120 sekundach od aplikacji
mikroigiet stozkowych do zelatynowego modelu skoéry oraz po 150 sekundach
w przypadku igiet piramidalnych (Rys. 31). Profil uwalniania wykazywal stabilng
kinetyke bez gwaltownych wahan, co sugeruje, ze substancja czynna byla jednorodnie

rozproszona w matrycy mikroigty.

Co wigcej, czas uwalniania leku byt dluzszy niz czas catkowitego rozpuszczenia
mikroigly, co moze wskazywa¢ na stabilizacj¢ substancji czynnej w strukturze
polimerowej. Uzyskane wyniki sugeruja, ze opracowane plastry z rozpuszczalnymi
mikroigtami mogg znalez¢ zastosowanie w medycynie weterynaryjnej, gdzie wymagane

sg szybkie, bezpieczne i precyzyjne systemy transdermalnego dostarczania lekow [104].
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Rysunek 31 Badanie uwalniania Rodaminy B z rozpuszczalnych mikroigiel: a) schemat plastra
mikroiglowego wypehionego rodamina B oraz modelu skéry, b) zdjecie mikroigly z rodamina B
uzyskane za pomoca systemu obrazowania ZOE, c) zdjecie plastra mikroiglowego z rodaming B
wykonane za pomoca aparatu w smartfonie, d) wykres przedstawiajacy zalezno$¢ uwalnianej
rodaminy B od czasu dla dwdch geometrii mikroigiel.
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6.5 Ocena biokompatybilnosci i cytoksycznosci in vitro oraz

wlasciwosci regeneracyjne mikroigiel

Testy biokompatybilnosci i cytotoksyczno$ci in vitro przeprowadzono w celu oceny
bezpieczenstwa biologicznego polimeréw PVP i PVA przeznaczonych do wytwarzania
rozpuszczalnych mikroigiet. Badania te miaty na celu zweryfikowanie, czy kontakt
materialdéw z komodrkami o wysokiej wrazliwo$ci biologicznej nie prowadzi do obnizenia
ich zywotnosci, aktywnosci metabolicznej ani zaburzen strukturalnych. Uzyskane wyniki
stanowity kluczowy etap oceny przydatnosci opracowanych mikroigiet do potencjalnych

zastosowan biomedycznych i transdermalnych.

Komorki macierzyste dzigstlowe (ang. gingival mesenchymal stem cells, GMSCs) oraz
komorki macierzyste izolowane z rogéwki (ang. corneal stromal stem cells, CSSCs)
wysiano na ptytki 24-dotkowe w zageszczeniu 25 x 10* komoérek na dotek. Hodowle
prowadzono w zmodyfikowanym podiozu Eagle’a (DMEM, Gibco) zawierajacym 1 g/L
glukozy, uzupelionym o 10% surowicy plodowej bydlecej (FBS, Gibco) oraz 1%
roztworu antybiotyku penicylina—streptomycyna (Gibco). Komorki inkubowano
w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO., atmosfera nasycona para
wodng). Po osiagnieciu odpowiedniej konfluencji komorki poddawano dziataniu
polimeréw poliwinylopirolidonu (PVP) oraz alkoholu poliwinylowego (PVA) przez 24
godziny. Ekspozycja miala na celu ocen¢ potencjalnego wptywu badanych polimerow na

zywotnos¢, metabolizm oraz integralno$¢ struktur komorkowych.

Przezywalnos$¢ 1 aktywnos¢ metaboliczng komorek oceniano z wykorzystaniem testu
opartego na barwniku rezazurynowym (TOXS8 In Vitro Toxicology Assay Kit, Sigma-
Aldrich). Metoda ta opiera si¢ na zdolnosci zywych, metabolicznie aktywnych komoérek
do redukcji rezazuryny do resorufiny, co prowadzi do wzrostu sygnalu
fluorescencyjnego. Po 24-godzinnej inkubacji komorek z polimerami PVP 1 PVA podloze
hodowlane zastgpowano medium zawierajacym DMEM, 10% FBS, 1% PS oraz 10%
(v/v) roztworu rezazuryny. Komorki inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37°C.
Nastepnie medium po hodowli przenoszono do ptytek 96-dotkowych w objetosci 100 pL
(w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych). Pomiar fluorescencji
wykonywano przy dhlugosci fali emisyjnej 600 nm, stosujac 690 nm jako diugosc
referencyjng, co pozwalato na redukcje tla i poprawe doktadnosci pomiaru. Uzyskane

wyniki wykazaty, ze zar6wno PVP, jak 1 PVA byly dobrze tolerowane przez komoérki
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macierzyste zrgbu rogéwki oraz dzigsta (Rys. 32 a-b). Nie zaobserwowano istotnego
spadku aktywnos$ci metabolicznej komoérek po 24, 48 ani 72 godzinach ekspozycji na
badane polimery w porownaniu z probag kontrolng. Brak efektu cytotoksycznego
wskazuje na wysoka biokompatybilnos$¢ zastosowanych materialéw oraz ich potencjalng
przydatno$¢ w zastosowaniach biomedycznych, w szczeg6lnosci w obszarze tkanek
jamy ustnej oraz oka, charakteryzujacych si¢ wysoka wrazliwoscia na czynniki

zewnetrzne.

W celu poglebionej oceny wptywu polimeréw PVP i PV A na stan fizjologiczny komorek
przeprowadzono wieloparametrowg analiz¢ obrazowa obejmujaca wizualizacje jadra
komoérkowego,  cytoszkieletu  aktynowego, mitochondriéw  oraz  siateczki
srédplazmatycznej (Rys. 32 c). Badania wykonano z wykorzystaniem konfokalnego
mikroskopu fluorescencyjnego (Observer Z1 Confocal Spinning Disc V.2; Zeiss).
Siateczke $rddplazmatyczng znakowano barwnikiem ER-Tracker™ Green w stezeniu
1 puM (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Warszawa, Polska). W tym celu medium
hodowlane =zastgpowano roztworem Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
zawierajagcym jony wapnia i magnezu oraz barwnik fluorescencyjny. Po 30-minutowe;j
inkubacji w temperaturze 37°C komorki utrwalano zimnym 4% paraformaldehydem
(PFA) przez 30 minut. Mitochondria barwiono na zywych komodrkach przy uzyciu
barwnika MitoRed (100 nM; Sigma-Aldrich) przez 30 minut w ciemno$ci w temperaturze
37°C. Nastepnie komorki plukano trzykrotnie PBS, utrwalano 4% PFA oraz
permeabilizowano 0,1% roztworem Triton X-100 przez 20 minut. Cytoszkielet aktynowy
znakowano przy uzyciu znacznika PI sprzezonego z fluoroforem Atto-488 (Sigma-
Aldrich) w rozcieficzeniu 1:800, inkubujac probki przez 45 minut w temperaturze
pokojowej, w ciemnosci. Jadra komoérkowe barwiono DAPI, stosujac medium
montazowe Faramount Aq Mounting Medium (Dako), zgodnie z zaleceniami producenta.
Analiza obrazéw konfokalnych wykazata, Zze ekspozycja komérek CSSCs i GMSCs na
mieszaning polimerow PVP/PVA nie prowadzita do istotnych zmian morfologicznych
ani fizjologicznych. Jadra komorkowe zachowaty regularny, owalny ksztalt, bez oznak
kondensacji chromatyny, co wskazuje na brak indukcji apoptozy lub stresu
genotoksycznego. Obrazowanie cytoszkieletu aktynowego umozliwito ocene zdolnos$ci
adhezyjnych komorek. Zaobserwowano subtelne zmiany w organizacji filamentow
aktynowych, co moze sugerowac przejsciowe zaburzenia integralno$ci mechanicznej

komorek, potencjalnie wplywajace na ich przyleganie do podloza. Wizualizacja
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mitochondriow ujawnila nieznacznie obnizong liczb¢ organelli w komorkach
traktowanych PVP i PVA w pordéwnaniu z kontrolga, jednak bez cech fragmentacji
mitochon-drialnej lub utraty potencjatu, co sugeruje brak istotnego zaburzenia funkcji
energetycznych komorek. Zastosowanie wielostrukturalnego obrazowania potwierdzito,
ze badane polimery nie wywotuja efektow cytotoksycznych ani znaczacych zmian
w podstawowych strukturach komorkowych. Analiza obrazow konfokalnych wykazata,
ze ekspozycja komorek CSSCs i GMSCs na mieszaning polimerow PVP/PVA nie
prowadzita do istotnych zmian morfologicznych ani fizjologicznych. Jadra komoérkowe
zachowatly regularny, owalny ksztalt, bez oznak kondensacji chromatyny, co wskazuje na
brak indukcji apoptozy Iub stresu genotoksycznego. Obrazowanie cytoszkieletu
aktynowego umozliwito ocen¢ zdolnosci adhezyjnych komorek; zaobserwowane
subtelne zmiany w organizacji filamentéw aktynowych moga sugerowac przej$ciowe
zaburzenia integralnosci mechanicznej komorek, potencjalnie wptywajace na ich

przyleganie do podtoza.
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Rysunek 32 Stan fizjologiczny komoérek pod wplywem dzialania polimeréw PVP/PVA: a) zywotno$é
komorek rogowki po poddaniu ich dzialaniu polimeréw wykorzystanych do wytworzenia
rozpuszczalnych mikroigiel, b) Zywotno$¢ komorek dziasta po poddaniu ich dzialaniu polimeréw
wykorzystanych do wytworzenia rozpuszczalnych mikroigiel ¢) Zdjecia z mikroskopii konfokalnej,
DAPI wybarwiajace jadro komérkowe, falloidyna 488 wybarwiajaca cytoszkielet oraz Mito Red
barwiacy mitochondria.
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W celu oceny zdolno$ci migracyjnych komorek przeprowadzono test gojenia rany (ang.
scratch assay), ktory pozwala na analize¢ ruchliwo$ci komorek oraz ich zdolnosci do
zamykania powstatej luki. Komorki wysiewano na ptytki 96-dotkowe w zageszczeniu 10
x 10* komoérek na dotek 1 hodowano do uzyskania zwartej monowarstwy. Nast¢pnie
komorki traktowano badanymi polimerami PVP/PV A, natomiast w probach kontrolnych
stosowano standardowe medium hodowlane bez dodatku polimeréow. Po zakonczeniu
inkubacji, w centralnej czgsci kazdego dotka wykonano liniowe nacigcie (,,rang”) przy
uzyciu sterylnej koncoéwki pipety o objetosci 10 uL. W celu usunig¢cia oderwanych
komorek oraz resztek po nacieciu, dotki przeptukiwano medium hodowlanym. Nastepnie
dodawano $wieze medium zawierajace badane polimery. Obrazy komorek rejestrowano
bezposrednio po wykonaniu nacigcia (0 h) oraz po 6 h, 12 h, 24 h i 48 h inkubacji,
z wykorzystaniem systemu obrazowania ZOE Fluorescent Cell Imager (Rys. 33).
Analize stopnia zamykania rany przeprowadzono mierzac szerokos¢ obszaru
pozbawionego komoérek w kolejnych punktach czasowych. Otrzymane dane poddano

analizie statystycznej w programie GraphPad Prism 8.

Na rysunku 33 zaprezentowano reprezentatywne obrazy testu scratch assay dla komorek
kontrolnych oraz komoérek traktowanych mieszaning polimerow PVP/PVA w kolejnych
punktach czasowych (0—48 h). Czerwone linie wyznaczajg granice rany i utatwiaja ocen¢
stopnia migracji komorek do obszaru uszkodzenia. W probie kontrolnej zaobserwowano
stopniowe zmniejszanie szerokosci rany wraz z uplywem czasu, co S$wiadczy
o zachowanej zdolnosci migracyjnej komorek. Po 24 godzinach widoczne byto znaczne
zawezenie obszaru rany, natomiast po 48 godzinach luka zostala niemal calkowicie
zamknigta, co wskazuje na efektywng migracje komorek oraz ich proliferacje.
W przypadku komoérek traktowanych polimerami PVP/PVA zaobserwowano
poréwnywalny, a miejscami nawet szybszy proces zamykania rany. Juz po 12-24
godzinach widoczne bylo intensywne przemieszczanie si¢ komoérek w kierunku
centralnej czgséci nacigcia, a po 48 godzinach obszar rany byt catkowicie wypetniony
przez komorki tworzace jednolita monowarstwg. Morfologia komorek pozostawata
prawidtowa, bez widocznych oznak stresu komorkowego, takich jak zaokraglenie

komorek czy utrata adhez;ji.
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Rysunek 33 Ocena migracji komorek w tescie gojenia rany (ang. scratch assay). Reprezentatywne
obrazy komérek kontrolnych oraz komdrek traktowanych mieszanina polimeré6w PVP/PVA
zarejestrowane w czasie 0, 6, 12, 24 oraz 48 h po wykonaniu naciecia. Czerwone linie wyznaczaja
granice rany i ilustruja stopniowe zamykanie obszaru pozbawionego komérek w czasie.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ polimerow PVP/PVA nie hamuje migracji
komorek, a tym samym nie wplywa negatywnie na procesy zwigzane z gojeniem rany in
vitro. Zdolno$¢ komoérek do efektywnego zamykania powstatej luki oraz zachowana
prawidtowa morfologia potwierdzajag wysoka biokompatybilno$¢ badanych polimeréw.
Wyniki te sugeruja, ze mieszanina PVP/PVA moze by¢ bezpiecznie stosowana
w mikroigltach przeznaczonych do kontaktu z tkankami, w ktérych kluczowa role
odgrywajg procesy migracji komorkowej, takie jak regeneracja tkanek oka lub jamy

ustne;j.

6.6 Podsumowanie

W niniejszym rozdziale przedstawiono kompleksowe opracowanie wtlasnej
mikroinzynieryjnej technologii ~ rozpuszczalnych  plastrow  mikroiglowych
przeznaczonych do zastosowan weterynaryjnych. Zastosowanie zintegrowanego
podejscia taczacego precyzyjny druk 3D metoda DLP z mikroformowaniem
w elastycznych formach PDMS umozliwilo szybkie prototypowanie oraz iteracyjne

doskonalenie geometrii 1 sktadu materiatowego mikroigiet.

Przeprowadzona analiza morfologiczna wykazata, ze geometrie stozkowe 1 piramidalne
charakteryzuja si¢ najlepszym odwzorowaniem projektow CAD, wysoka
powtarzalno$cia wymiarowa oraz odpowiednig ostroscig koncowek, kluczowa dla
skutecznej penetracji warstwy rogowej naskorka. Badania mechaniczne 1 penetracyjne
potwierdzity, ze wytworzone mikroiglty z mieszaniny PVP/PV A wykazuja wystarczajaca
wytrzymato§¢ mechaniczng oraz zdolno§¢ skutecznego przebicia modeli skory
syntetycznej 1 skory $winskiej przy silach aplikacyjnych mozliwych do uzyskania

manualnie.

Wykazano réwniez szybkie i jednorodne rozpuszczanie mikroigiet w modelu tkankowym
oraz skuteczne, kontrolowane uwalnianie modelowej substancji czynnej, co potwierdza
przydatnos¢ opracowanej technologii w zastosowaniach wymagajacych szybkiego
dostarczenia leku. Przeprowadzone badania in vitro wykazaly wysoka
biokompatybilno$¢ zastosowanych polimerow wzgledem komoérek macierzystych dzigsta

1 rogowki oraz brak negatywnego wplywu na migracje komorek i1 procesy regeneracyjne.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, Zze opracowana platforma rozpuszczalnych mikroigiet

stanowi obiecujace, bezpieczne i funkcjonalne rozwigzanie dla transdermalnych
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systemOw dostarczania lekow w medycynie weterynaryjnej, w szczegdlnosci
w zastosowaniach wymagajacych minimalnej inwazyjno$ci, precyzji dawkowania oraz

wysokiej akceptowalnosci przez zwierzeta i ich opiekundw.

7 Urzadzenie diagnostyczne RT-LAMP z drukowanym

chipem

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan wtasnych dotyczacych opracowania
1 wytworzenia systemu do detekcji wiruséw, przeznaczonego do zastosowan
w diagnostyce weterynaryjnej. Gtowny nacisk potozono na zaprojektowanie i wykonanie
drukowanych chipéw oraz implementacje skutecznego systemu optoelektronicznego,
umozliwiajgcego precyzyjny 1 powtarzalny odczyt sygnalu fluorescencyjnego,

wzbudzanego za pomocg $wiatta LED.

Istotng cze¢$§¢ prowadzonych badan stanowilo opracowanie oraz optymalizacja
izotermicznej reakcji amplifikacji kwasu nukleinowego metoda RT-LAMP (ang. reverse
transcription loop-mediated isothermal amplification). Zastosowanie tej techniki
umozliwitlo prowadzenie reakcji amplifikacji materialu genetycznego wirusa
w warunkach statej temperatury, co znaczaco upraszcza procedur¢ diagnostyczng
1 zwigksza potencjal systemu w kontek$cie zastosowan poza specjalistycznym

laboratorium.

W ramach badan wilasnych opracowany system wykorzystano do diagnostyki zakazen
kotéw kaliciwirusem, bedacym istotnym czynnikiem etiologicznym chorob zakaznych

uktadu oddechowego u kotow.

7.1 Opracowanie warunkow reakcji RT-LAMP i jej optymalizacja

w Srodowisku laboratoryjnym

W celu okreslenia warunkow reakcji RT-LAMP w $rodowisku laboratoryjnym
pozyskano wymazy z jamy ustnej kotow z objawami zapalenia dzigset. Probki byly
pobrane przez lekarzy weterynarii sterylnymi wymazoéwkami 1 umieszczane
w specjalnym medium transportowym shuzacym do stabilizacji RNA wirusowego. Ptyn
przenoszono do odczynnika TRIzol® (Invitrogen) majacego na celu homogenizacje

1 1naktywacj¢ materialu biologicznego. Do homogenatu dodawano metanol celem
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rozdzielenia mieszaniny na dwie fazy. Gérna faze przenoszono do probéwki zawierajace;j
izopropanol, ktéry wytragcal RNA. Po wirowaniu RNA pozostat na dnie probowki
w postaci osadu, nastepnie byt przemywany 70% etanolem, osuszany i rozpuszczany
w wodzie wolnej od nukleaz. Stezenie wyizolowanego RNA okres§lano poprzez pomiar
absorbancji przy 260 nm za pomoca spektrofotometru NanoDrop Lite (Thermo Fisher
Scientific) - wyniosto ono 10 ng/uL. Nastgpnie oceniano jako$¢ wyizolowanego RNA,
analizujac stosunek absorbancji A260/A280, ktory miescit si¢ w przedziale 1,8-2,0.
Wartos$ci te wskazuja na wysoka czystos$¢ probek. W kolejnym etapie wytoniono osobniki
bedace nosicielami wirusa FCV. Zakazenie zostalo zdiagnozowane za pomoca
referencyjnej metody RT-qPCR, co umozliwilo wykorzystanie tych probek jako
materialu porownawczego do walidacji testu izotermicznego. Testy przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu AmpliTest FCV zgodnie z protokotem producenta

(Amplicon, Polska).

Warunki reakcji RT-qPCR byty nastepujace: ogrzewanie probki w 45°C przez 15 min
w celu syntezy cDNA (odwrotna transkrypcja), a nastgpnie 5 min w 95°C w celu
denaturacji wstepnej oraz 45 cykli amplifikacji w 58°C przez 25 s. Detekcja obecnosci
wirusowych sekwencji nastgpita dzigki wykorzystaniu specyficznej sondy typu
TagMan®, ktora przylaczajac si¢ do powstajacego amplikonu (powielanego fragmentu
wirusowego genomu) ulega hydrolizie. Podczas hydrolizy z sondy uwalniany jest
barwnik fluorescencyjny FAM, ktory nastepnie zostat wykryty przez uktad optyczny
termocyklera (BioRad).

Poza materialem genetycznym izolowanym bezposrednio od chorych kotow,
wykorzystano rowniez syntetyczny fragment RNA odpowiadajacy konserwatywnemu
regionowi genomu kaliciwirusa kotow [M86379.1]. Zostat on dostarczony przez firme
Twist Bioscience i wykorzystany jako kontrola pozytywna w testach RT-LAMP.
Materiat ten rozcienczono nastgpnie 10-krotnie, uzyskujac seri¢ wzorcoéw o liczbie kopii
RNA w zakresie 10°-10° na reakcje (Tab. 10), ktore postuzyly do okreélenia limitu

detekcji (ang. limit of detection, LOD). Liczby te obliczono przy uzyciu wzoru:
Y (kopii/pL) = (6,02 x 1023) X [X (ng/uL)] x10-?2/(dtugos¢ RNA X 340)

gdzie X odpowiada stgzeniu RNA.
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Tabela 10 Stezenia i szereg rozcienczen syntetycznego fragmentu RNA.

Stezenie [ng/pL] Liczba kopii [kopii/pL]
0,71 4,19 x 10°
0,071 4,19 x 10®

0,0071 4,19 x 107
0,00071 4,19 x 10°
0,000071 4,19 x 10°

0,0000071 4,19 x 10*
0,00000071 4,19 x 103
0,000000071 4,19 x 102
0,0000000071 4,19 x 10!
0,00000000071 4,19 x 10°

Majac przygotowane matryce niezbedne do testu opartego na amplifikacji materiatu
genetycznego, przystapiono do przygotowywania pozostalych sktadowych mieszaniny
reakcyjnej RT-LAMP. W oparciu o sekwencje genetyczng kaliciwirusa dostepng w bazie
GenBank [M86379.1] oraz przy wykorzystaniu narz¢dzia NEB® LAMP Primer Design
Tool, zaprojektowano startery reakcyjne. Startery stanowig krotkie, syntetyczne
oligonukleotydy, ktore rozpoznaja komplementarne sekwencje nukleotydowe
w materiale genetycznym i determinuja miejsce inicjacji syntezy nowych nici.
W metodzie RT-LAMP ich rola jest szczegdlnie istotna, poniewaz zestaw sktada si¢
z kilku typow starteréw pelnigcych odrebne funkcje w mechanizmie amplifikacji
1zotermicznej. Prawidtowo zaprojektowane startery sa fundamentalne dla specyficznosci
reakcji, ograniczenia amplifikacji nieswoistej 1 osiagnigcia wysokiej efektywnosci
procesu [219]. Etap projektowania starterow jest zatem krytyczny, gdyz to od ich
wlasciwosci zalezy zardwno selektywno$¢ wykrywania danego patogenu, jak i czutosé
analityczna catego testu. Zestawy starteréw zaprojektowano w taki sposob, aby
specyficznie identyfikowaty odrgbne regiony genu QKE71 gpl (ORF1), kodujacego
polibiatko replikacyjne kaliciwirusa. Kazdy zestaw obejmowal sze$¢ oligonukleotydow
charakterystycznych dla reakcji RT-LAMP, rozpoznajacych tacznie osiem unikalnych
obszarow sekwencji docelowej: dwa startery zewnetrzne (F3 1 B3), dwa startery
wewnetrzne (FIP 1 BIP) oraz dwa startery petlowe (LF 1 LB). Startery zostaty
zsyntetyzowane przez Thermo Fisher Scientific i poddane standardowemu oczyszczaniu.

W celu oceny ich swoisto$ci przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg sekwencji
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z wykorzystaniem narzedzia BLASTn. Sekwencje dobranych starterow przedstawiono

ponizej (Tab. 11 oraz Tab. 12).

Tabela 11 Startery zaprojektowane dla fragmentu 5179-5369 [191 bp] wirusa FCV

F3_P7L42 GCACTTTGAACCCCCAACA

B3 _P7L42 TTGAAATGGGGGTCCCAATC

FIP_P7L42 GTCGATCTGGTCAGACCGCGTATGCTTCGGCTTTGGATCA
BIP_P7L42 GAGTGGCATGACCGCCCTACTTAAGCACGTTAGCGCAGG
LF_P7L42 ACGCCATTGAACTGGCTGTT

LB_P7L42 CTGTGATGTGTTCGAAGTTTGAGC

Tabela 12 Startery zaprojektowane dla fragmentu 5200-5395 [196 bp] wirusa FCV.

F3_P24L1 TGCTTCGGCTTTGGATCA

B3 _P24L1 GGAAGTTGTTGGGGTTGAT

FIP_P24L1 CACAGTGTAGGGCGGTCATGCAGTTCAATGGCGTGGAG
BIP_P24L1 TCGAAGTTTGAGCATGTGCTCAAAATGGGGGTCCCAATCA
LF_P2411 TCGAGTCGATCTGGTCAGACC

LB_P24L1 ACCTGCGCTAACGTGCTTAA

Do reakcji zastosowano zestaw reakcyjny SuperScript™ IV RT-LAMP Master Mix

(Thermo Fisher), ktory umozliwia jednoczesng odwrotng transkrypcje 1 amplifikacje

izotermiczng. Mieszaning reakcyjng przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta

(Tab. 13).
Tabela 13 Sklad mieszaniny reakcyjnej RT-LAMP.
Reagent Detekcja RNA Kontrola bez matrycy (ang. Koncowe
no-template control, NTC) stezenie
SuperScript™ IV RT- 12.5 uL 12.5 uL 1x
LAMP Master Mix (2X),
40 nM FIP/BIP starter 1 uL kazdego 1 uL kazdego 1.6 uM
10 uM F3/B3 starter 0.5 pL kazdego 0.5 uL kazdego 0.2 uM
10 uM LoopF/LoopB 1 uL kazdego 1 uL kazdego 0.4 uMpM
starter
Swiezy barwnik 50 pM 25uL 2.5uL 5uM
SYTO™ 9 =
Woda wolna od nukleaz Uzupetnione do 24 pL Uzupehnione do -
24 uL

*dotyczy fluorescencyjnej detekcji ,,real-time”.

Z uzyciem dwoch réznych zestawow starterow (opisanych powyzej) oraz zestawu

SuperScript™ IV RT-LAMP Master Mix (2X), syntetycznego fragmentu RNA genu
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FCV jako kontrola pozytywna, oraz z wykorzystaniem RNA wyizolowanego z wymazu
pobranego od konia (w celu okreslenia swoistos$ci zaprojektowanych starterow) jako
kontrola negatywna, przeprowadzono reakcj¢ RT-LAMP Real Time (w czasie
rzeczywistym) w termocyklerze (BioRad) w etapach podanych ponizej (Tab.14).
Monitorowanie reakcji RT-LAMP realizowano w trybie cyklicznych odczytow
fluorescencji, ktore w oprogramowaniu aparatu okreslane sg jako ,,cykle”, cho¢ sama

reakcja miata charakter ciggly i1 izotermiczny.

Tabela 14 Etapy reakcji RT-LAMP.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli (odczytow)
Amplifikacja 50-70°C 30 sec 20-120
Inaktywacja 95°C 2 min 1

Krzywa topnienia 60-95°C - -

Wszystkie reakcje przeprowadzono w trzech powtorzeniach technicznych (n = 3) i trzech
powtdrzeniach biologicznych (N = 3). Powtdrzenia techniczne obejmowaty wielokrotne
wykonanie tej samej reakcji z tej samej probki RNA, co pozwalato oceni¢ precyzje
pomiaréw 1 zmienno$¢ wynikajaca z procedury analitycznej oraz pracy aparatury.
Natomiast powtdrzenia biologiczne obejmowaly trzy niezalezne probki RN A pochodzace
od réznych kotéw zakazonych FCV, co umozliwialo oceng¢ zmienno$ci naturalnej,
zwigzane] z roéznicami osobniczymi czy stanem klinicznym. Aby okresli¢ optymalne
warunki dla RT-LAMP, zoptymalizowano nastepujace podstawowe parametry:
temperatury amplifikacji (50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, i 70 °C) i1 czasy
amplifikacji (10, 20, 30, 40, 50 i 60 min). Na postawie przeprowadzonych reakcji
okreslono optymalny czas amplifikacji w reakcji RT-LAMP (60 cykli po 30 sekund) oraz

temperature amplifikacji (65°C). Wybrano rowniez zestaw starterow do dalszych badan
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(P24L1), charakteryzujacy sie krotszym czasem amplifikacji oraz wyzsza czuto$cig (Rys.
34).

a) Amplifikacja

RFU (10%)

b)

6000 . T T T
5000 J

A\ :

: : / \ :

3000 ; : ; [/ \ .
: : : y ! :

: 4 :

2000 %...0.. . - . - . § B . .
t + + t

-d(RFU) / dt

woot. ..o

Temperatura (°C)

Rysunek 34 Amplifikacja oraz krzywa topnienia dla starterow P24L1

Miejsca przytaczania si¢ wybranego zestawu starterow zostaty przedstawione na
rysunku ponizej (Rys. 35).
F3 . F2 (FIP)

GCACTTTGAACCCCCAAC_TTACAACAGCCAGTTCA

CGTGAAACTTGGGGGTTGTATACGAAGCCGAAACCTAGTAATGTTGTCGGTCAAGT

ATGGCGTGGAGGCGCGGTCTGACCAGATCGACTCGAGTGGCATGACCGCCCTAC

TACCGCMCTCC_AG_

LF FIC (FIP)  BIC (BIP)

LB >
ACIGIGANGIGICGAAGIIIEAEE A TGTGCTCAACCTGCGCTAACGTGCTTAAAT

TGACACTACACAAGCTTCAAACTCGTACACGAGTT_TA
B2 (BIP)

B3

ATTATGATTGGGACCCCCATTTCAA
TAATACTAACCCTGGGGGTAAAGTT

Rysunek 35 Fragment syntetycznego genu wirusa FCV oraz miejsca przylaczania starteréw w reakcji
RT-LAMP.
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Po optymalizacji warunkow reakcji okreslono limit detekcji LOD testu RT-LAMP
w warunkach laboratoryjnych, aby stanowita ona odniesienie do LOD urzadzenia
diagnostycznego. Czulo$¢ procedury RT-LAMP okreslono z wykorzystaniem 10-
krotnych rozcienczen fragmentu RNA wirusa. Woda wolna od RNazy zostata uzyta jako
kontrola negatywna (NTC). Reakcje prowadzono zgodnie z parametrami opisanymi
powyzej. Dla liczby kopii RNA wirusa 4,19x10° - 4,19x10° zaobserwowano szybki
i stabilny wzrost fluorescencji, $wiadczacy o poprawnej amplifikacji. Dla 4,19x10? -
4,19x10' sygnat pomimo, ze byl opozniony wskazywal na obecno$¢ szukanego
fragmentu RNA (Rys. 3 6a).

Na podstawie analizy krzywych amplifikacji oraz krzywej standardowej stwierdzono, ze
najnizsze st¢zenie RNA wirusa FCV dajace jednoznaczny sygnat amplifikacji w reakcji
RT-LAMP w czasie rzeczywistym wynosito 4,19x10' kopii RNA na reakcje, co zostato
uznane za granice wykrywalno$ci (LOD) metody (Rys. 36 b). Wyniki pozytywne dla tego
stezenia uzyskano dla 3 biologicznych powtorzen. Wynik ten jest porownywalny
z wynikami uzyskanymi przez inne grupy badawcze, gdzie limit detekcji dla wirusa FCV

wynidst 14.3 x 10! kopii/uL [220].

87



60

50

40

30

RFU (103)

20

10 20 30 40 50 60 70

Cykle

b) 16
14
12

10 L

8 y=-1,449x + 19,156 %
R? = 0,9796

Prog cyklu (Cp)

0 2 4 6 8 10

Log,, FCV (kopie genomu)

Rysunek 36 Czulo$¢ testu RT-LAMP w czasie rzeczywistym w wykrywaniu FCV: a) ocena czulosci
z wykorzystaniem reakceji RT-LAMP monitorowanej w czasie rzeczywistym metoda fluorescencyjna
dla probek zawierajacych od 7,1 x 10° do 7,1 x 10 kopii RNA/pL, b) wykres regresji wraz z
dopasowanag linig trendu oraz odpowiadajacym jej rownaniem, sporzadzony w celu oceny zaleznoSci
pomiedzy iloScig materialu genetycznego (liczba kopii RNA) a cyklem progowym wymaganym do
uzyskania wykrywalnego sygnalu w reakcji RT-LAMP.

Oproécz detekcji fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym (,,real-time”), w kolejnej czesci
badan przeprowadzono takze reakcje RT-LAMP z detekcja koncows ,,end-point”, oparta
na zmianie koloru w prébce oraz odczycie poziomy fluorescencji, co pozwala na szybkie
1 tatwe wykrywanie obecnosci wirusowego RNA bez konieczno$ci uzycia
zaawansowanego sprzetu. Probki przygotowano zgodnie z procedurg jak w przypadku

detekcji ,,real-time” pomijajac dodatek SYTO™ 9 i zastepujac go woda wolng od
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nukleaz. Reakcj¢ prowadzono zgodnie z warunkami przedstawionymi w tabeli ponizej

(Tab. 15) w termocyklerze T100 (BioRad).

Tabela 15 Etapy reakcji RT-LAMP.

Etap Temperatura Czas
Amplifikacja 65°C 30 min
Inaktywacja 950C 2 min

Po zakonczeniu reakcji do probek dodano 1 pL barwnika fluorescencyjnego SYBR Green
I (Thermo Fisher), ktory wigze si¢ z kwasami nukleinowymi i umozliwia identyfikacje
pozytywnych reakcji na podstawie roéznicy barwy miedzy probka zawierajaca
analizowany fragment RNA, a probka negatywna. Barwnik SYBR Green I nie byt obecny
w trakcie amplifikacji, co pozwalalo unikna¢ inhibicji reakcji RT-LAMP. W omawiane;j
detekcji  ,.end-point” zielony kolor oznaczat reakcje dodatnia (pozytywna),
a pomaranczowy kolor oznaczat reakcj¢ ujemna (negatywna). Po amplifikacji probowki
zostaty sfotografowane w celu dokumentacji za pomocg aparatu w smartfonie (Rys. 37
a). Obecnos¢ amplikonow wirusa FCV po reakcji RT-LAMP zostata potwierdzona za
pomocy elektroforezy w zelu agarozowym 1,5% ( w / v ). Proszek agarozowy zostat
przygotowany z buforem 50X TAE (2 M Tris-Acetate, 0,05 M EDTA), pH 8,3 (Thermo
Fisher). Dziesig¢ mikrolitrow kazdego amplikonu LAMP lub 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen) zmieszanych z 1 pL barwnika tadujacego 6X analizowano na zelu przy 80
V przez 45 min. Zel uwidoczniono za pomocg transiluminatora ChemiDoc (Bio Rad)
(Rys. 37 b).

W przypadku oceny ,,end-point” jak i dla reakcji ,,real-time” limit detekcji dla reakcji RT-
LAMP byt jednakowy i wyniost 4,19x10".

Specyficzno$¢ testu RT-LAMP oceniono poprzez poréwnanie RNA wyizolowanego
z wymazu pobranego od kota z potwierdzonym dodatnim wynikiem qPCR w kierunku
kaliciwirusa (FCV) z RNA uzyskanym z probki konskiej, wykorzystanej jako kontrola
negatywna. Monitorowanie fluorescencji w czasie rzeczywistym wykazato obecnos$¢
pojedynczej krzywej amplifikacji odpowiadajacej reakcji dodatniej dla FCV.
Jednoczesnie w probie kontrolnej nie zaobserwowano zadnego wykrywalnego wzrostu

sygnatu fluorescencyjnego w catym czasie trwania reakcji (Rys. 38 a).
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Rysunek 37 Ocena czulosci testu RT-LAMP w wykrywaniu FCV: a) wyniki wizualnej detekcji typu
wend-point” reakcji RT-LAMP, w ktorych reakcje dodatnie przyjmujg barwe zielona, natomiast
reakcje ujemne pozostaja pomaranczowe, b) Wyniki elektroforezy agarozowej przedstawiajace
produkty amplifikacji uzyskane w reakcji RT-LAMP. Tor M odpowiada markerowi masy DNA 100
bp (Invitrogen), NTC oznacza kontrole bez matrycy, Eq RNA stanowi kontrol¢ negatywna,
natomiast probki oznaczone od 9 do 0 reprezentujg kolejne zakresy stezen syntetycznego genu FCV.

Zgodnie z tymi obserwacjami, w reakcjach RT-LAMP opartych na detekcji ,,end-point”
z barwnikiem SYBR Green I wyrazna zmiana barwy na z6tta wystapita wylacznie
w probee dodatniej zawierajagcej RNA wirusa FCV. RNA konskie nie wykazywato
zadnej zmiany barwy, co wskazuje na brak amplifikacji (Rys. 38 b, ¢). Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze test RT-LAMP swoi$cie rozpoznaje RNA FCV i nie generuje sygnatow
falszywie dodatnich w obecnos$ci niespokrewnionego RNA ssakow, co potwierdza jego

przydatnos¢ do klinicznej diagnostyki zakazen FCV.
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Rysunek 38 Ocena specyficznoS$ci testu RT-LAMP: a) analiza z wykorzystaniem reakcji RT-LAMP
monitorowanej w czasie rzeczywistym metoda fluorescencyjna, obejmujaca jedna probke dodatnia
oraz jedna probke ujemna zawierajaca RNA pochodzace od innego gatunku, b) wyniki wizualnej
detekcji typu ,.end-point” reakcji RT-LAMP z uzyciem barwnika SYBR Green I, oceniane
wizualnie, w ktorych reakcje dodatnie przyjmuja barwe zielong, natomiast reakcje ujemne pozostaja
pomaranczowe w Swietle naturalnym, c¢) obraz w S$wietle UV, podkreslajacy wyraZne réznice
pomie¢dzy analizowanymi probkami

Pomimo, iz ocena jakosci reakcji ,,gotym okiem” na podstawie zmiany koloru jest szybka
1 niewymagajaca dodatkowej aparatury, to jej istotnym ograniczeniem pozostaje
subiektywno$¢ oceny oraz podatnos¢ na warunki oS$wietleniowe 1 rdzZnice
w intensywnosci sygnatu. Z tego wzgledu bardziej wiarygodnym rozwigzaniem jest
wzbudzenie fluorescencji SYBR™ Green I 1 jej ilosciowy pomiar. Intensywnos$¢
fluorescencji jest bezposrednio zwigzana z iloscig produktu amplifikacji, co umozliwia
obiektywng, powtarzalng i bardziej czula detekcje, a takze jednoznaczna klasyfikacje

probek na podstawie ustalonych progow decyzyjnych.

Znaczenie fluorescencyjnego sposobu detekcji jest szczegdlnie istotne w urzadzeniach
typu ,,point-of-care”, gdzie kluczowe s3a automatyzacja, niezalezno$¢ od oceny
uzytkownika oraz mozliwos$¢ cyfrowej rejestracji i analizy wynikow. Ilosciowy odczyt
fluorescencji umozliwia integracj¢ z kompaktowymi uktadami optycznymi
1 elektronicznymi, zwigkszajac czulo$¢ oraz niezawodnos$¢ diagnostyczng systemu,

zwlaszcza w przypadku probek o niskiej zawarto$ci materialu genetycznego. Z tych
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wzgledow w kolejnych etapach pracy skupiono si¢ na opracowaniu systemu

optoelektronicznego, ktory bedzie spetnial wymienione zalozenia.

7.2 Konstrukcja wlasnego stanowiska pomiarowego

Kolejnym etapem badan byto przygotowanie stanowiska pomiarowego, ktore stanowito
prototyp systemu detekcyjnego planowanego do implementacji w finalnym urzadzeniu
diagnostycznym. Zestawienie wlasnego uktadu pomiaru fluorescencji byto kluczowe,
poniewaz w trakcie reakcji RT-LAMP generowany jest sygnat fluorescencyjny, ktérego
intensywno$¢ odzwierciedla przebieg procesu amplifikacji materialu genetycznego.
Doktadny, powtarzalny i czuty pomiar tego sygnatu jest niezb¢dny do prawidtowej oceny

amplifikacji, a tym samym do rzetelnej interpretacji wynikow diagnostycznych.

Zaprojektowany uktad detekcyjny (Rys. 39, 40), bazujacy na wczesniejszych pracach
zespotu, oparto na fluorescencji indukowanej dioda LED. System sktadat si¢ z diody
elektroluminescencyjnej LED (Thorlabs, Inc.) o dtugosci emitowane;j fali 490 nm i mocy
350 mW, sprzezonej z uktadem soczewek ptaskowypuktych, zapewniajacych jednorodne
oSwietlenie obszaru detekcyjnego. W torze optycznym zastosowano filtr pasmowo-
przepustowy 497 nm (Thorlabs, Inc.) oraz soczewki o ogniskowej 60 mm i 40 mm
(Thorlabs, Inc.). Detekcje realizowano za pomocg monochromatycznej kamery
z przetwornikiem CCD. Swiatlo wzbudzonej fluorescencji byto filtrowane przez filtr
pasmowo-przepustowy o nominalnej szeroko$ci pasma 525 nm (Thorlabs, Inc.), ktory
przepuszczal jedynie sygnat emisji fluoroforu przy jednoczesnym odcigciu $wiatta
wzbudzajacego. Dobor dtugosci fal wzbudzenia 1 emisji byt zgodny z charakterystyka
spektralng barwnika SYBR Green [ oraz SYTO Green stosowanych do detekcji produktu
amplifikacji. W celu stabilnego utozenia chipa i zapewnienia powtarzalnos$ci pomiaréw
wykorzystano mechaniczne podesty drukowane w 3D oraz komercyjne elementy
montazowe. Pozwolito to na precyzyjne ustawienie chipa w torach uktadu optycznego,
co jest szczegodlnie istotne w systemach fluorescencyjnych, gdzie niewielkie przesuni¢cia

moga prowadzi¢ do znaczacej zmiennosci sygnatu [221].

W obrebie kazdego obszaru zainteresowania (ROI) wyznaczano trzy niezalezne
podobszary pomiarowe w celu oceny jednorodnosci sygnatu fluorescencji oraz
oszacowania niepewnos$ci pomiarowej. Wielokrotne probkowanie intensywnosci sygnatu

w ramach tego samego ROI umozliwiato uwzglednienie lokalnych fluktuacji sygnatu
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wynikajacych z niejednorodnosci probki oraz szumu detekcyjnego. Na tej podstawie
obliczano warto$¢ §rednig intensywnosci fluorescencji oraz odpowiadajace jej odchylenie
standardowe, ktore przedstawiono na wykresach w postaci stupkéw bledu. Takie
podejscie jest szczegolnie istotne w kontekscie dalszych prac nad implementacja uktadu
w przeno$nym urzadzeniu diagnostycznym, co zostanie oméwione w kolejnych

rozdziatach.

komputer
programowaniem

filtr

pasmowoptrzcpustowy e A R S ——
535 nm \ dioda LED

filtr 490'nim

pasmowoprzepustowy
497 nm

soczewki
ptaskowypukie

Rysunek 39 Widok stanowiska do wzbudzania i pomiaru fluorescencji w chipie.
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Rysunek 40 Schemat stanowiska opto-elektronicznego do pomiaru fluorescencji.

7.3 Drukowane chipy i detekcja optyczna

Po zestawieniu stanowiska pomiarowego, rozpoczeto prace nad konstrukcja platformy
mikrofluidycznej. Chipy do reakcji RT-LAMP zostaly zaprojektowane w programie
Solidworks przy wspotpracy z dr inz. W. Kubickim 1 wytworzone przy uzyciu drukarki
3D DLP ASIGA Max 35UV (Asiga, Australia), takiej same jak w wypadku badan nad
plastrami mikroigtowymi. Urzadzenie to jest szeroko stosowane w zastosowaniach
biomedycznych, mikroinzynierii 1 wytwarzaniu elementdéw o wysokiej precyzji
geometrycznej, poniewaz umozliwia uzyskanie rozdzielczos$ci rzgdu kilkudziesigciu
mikrometrow, co jest kluczowe dla konstrukcji mikroprzeptywowych uktadow
diagnostycznych. Materialem wybranym do druku, podobnie jak w przypadku
mikroiglowych matryc, byta Swiatloutwardzalna zywica GR-10 (Pro3dure, Niemcy). Jest
to zywica wytwarzana na bazie metakrylanu, ktorg powszechnie wykorzystuje sie¢
w technologiach medycznych ze wzgledu na jej zgodno$¢ z normami cytotoksycznosci,
wysoka stabilno$¢ wymiarowa oraz niski poziom nieutwardzonych resztkowych

monomeréw. GR-10 charakteryzuje si¢ rowniez dobrg przezroczysto$cig w zakresie

94



widzialnym oraz relatywnie niskg absorpcja $wiatta, co czyni jg materiatem odpowiednim
do aplikacji wymagajacych precyzyjnej detekcji optycznej. Wysoka twardosé
powierzchni oraz odpornos$¢ chemiczna tej zywicy sprzyjaja natomiast wykorzystaniu jej
w konstrukcji mikroprzeptywowych urzadzen diagnostycznych, zapewniajac trwatosé
elementow kontaktujacych si¢ z mieszaninami reakcyjnymi i minimalizujac ryzyko

adhezji zanieczyszczen lub deformacji geometrii mikrokanatu [222-223].

W ramach prac, zaprojektowano i przetestowano trzy rozne wersje chipoéw, ktorych
funkcjonalno$¢ zmieniata si¢ wraz z postegpem badan. Podsumowujac, wytworzono trzy

rodzaje chipow:

1. Chipy bedace odwzorowaniem geometrii chipa szklanego (istniejacego w zespole
oraz scharakteryzowanego we wczes$niejszych pracach [224]), w ktérym prowadzono
pomiary referencyjne. Wersja ta miala na celu bezposrednie poréwnanie zdolnosci
wydrukowanych chipow do transmisji $wiatta LED wzbudzajacego fluorescencje do
wnetrza komory reakcyjnej oraz efektywnego przekazywania emitowanego sygnatu

fluorescencyjnego do uktadu detekcyjnego (kamery).

2. Chipy z podtuznymi komorami o réznych wymiarach. Wersja ta miata na celu
zbadanie nowych funkcjonalno$ci przewidzianych w ostatecznej wersji chipa.
Szczegodlnie skupiono si¢ na zaprojektowaniu podtuznych komoér reakcyjnych oraz
sprawdzeniu, jak taki uktad zadziata w skonstruowanym uktadzie optycznym. Wersja ta
miata rowniez dostarczy¢ informacji, jak na pomiar fluorescencji beda wptywaé roézne

odlegtosci pomiedzy komorami.

3. Chipy z powigkszonymi otworami przewidzianymi do odczytu fluorescencji,
a takze odseparowanymi miejscami wprowadzenia probek. Ta wersja miala na celu
dostosowanie wymiarow 1 otworow chipa do uktadu detekcyjnego, a takze ulatwienie
wprowadzania probek oraz eliminacj¢ potencjalnego przeniesienia probki pomiedzy

komorami (kontaminacji).

Chipy we wszystkich wersjach drukowano w rozdzielczosci 50 pum, nastepnie
zdejmowano je z platformy, oczyszczano oraz plukano w izopropanolu 1 wodzie

dejonizowanej. Nastepnie utwardzano za pomoca UV przez 10 min.

Wymiary chipa w wersji pierwszej byty nastepujace: dtugos¢ wynosita 50 mm, szerokos¢

25 mm, a grubos¢ 2,2 mm (Rys. 41, 42).
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Rysunek 41 Schemat chipa w wersji pierwszej, bedacego odwzorowaniem chipa szklanego.
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Rysunek 42 Chipy drukowane metoda DLP z uzyciem zywicy GR-10 oraz chip szklany.

Glownym celem badan z wykorzystaniem chipa szklanego i drukowanego, bylo
porownanie zdolno$ci obu materiatow do przenoszenia 1 odczytu sygnalu
fluorescencyjnego w kontekscie przysztego zastosowania w urzadzeniu diagnostycznym
opartym na reakcji RT-LAMP. W warunkach uktadu mikrofluidycznego, szkto, ze
wzgledu na wysoka przepuszczalno$§¢ $wiatta w zakresie widzialnym, niskg

autofluorescencj¢ oraz stabilno$¢ chemiczna, stanowito punkt odniesienia dla materiatu
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GR-10, ktory nie jest materialem wykorzystywanym szeroko w diagnostyce optyczne;.
W odréznieniu od szkta, polimer GR-10 charakteryzuje si¢ innymi witasciwosciami
optycznymi, mi¢dzy innymi nizsza przepuszczalnoscig §wiatta, mozliwg absorpcja lub
rozpraszaniem $wiatla wzbudzajacego fluorofor, czy tez potencjalnie wyzszg
autofluorescencja [225]. Natomiast wykorzystanie druku 3D i polimeru GR-10 pozwala
na szybkie i precyzyjne wytworzenie chipdw oraz umozliwia tatwa zmiang ich

funkcjonalnosci [226].

Réwnoczesne testowanie chipa szklanego 1 drukowanego pozwolito oceni¢, w jakim

stopniu material GR-10 wptywa na:

e poziom sygnalu tta (ang. baseline fluorescence) - istotny szczegdlnie w probkach
negatywnych,

e stosunek sygnatlu do szumu (ang. signal-to-noise ratio, SNR) - fundamentalny
parametr oceny jakoS$ci sygnalu fluorescencyjnego 1 LOD,

e stabilnos$¢ sygnatu przy zmianach natezenia §wiatta wzbudzajacego,

o efektywnos$¢ wychwytywania sygnatu fluorescencji po zakonczonej reakcji RT-

LAMP,

e roznice miedzy sygnatem probek pozytywnych i negatywnych.

Pomiar fluorescencji wykonywano po zakonczeniu reakcji RT-LAMP prowadzonej poza
ukladem optycznym, analizujac réznice w intensywnosci sygnalu pomiedzy probkami
pozytywnymi i negatywnymi. Jako fluorofor zastosowano barwnik SYBR Green I,
dodawany po zakonczeniu amplifikacji w wariancie detekcji typu ,,end-point”, jak to
zostalo opisane w czg$ci zwigzane] z optymalizacjg reakcji RT-LAMP w $rodowisku
laboratoryjnym. Do chipéw (wykonanych z GR-10 oraz szklanych) wprowadzono
mieszaning reakcyjng, nastgpnie umieszczono je na stanowisku pomiarowym,
wzbudzano fluorescencj¢ 1 wykonano zdjecia stuzace do analizy jej poziomu. Wykonane
zdjecia jednoznacznie wskazaly na znaczace roznice pomiedzy materialami, wynikajace
z ich wilasciwosci optycznych. W chipie szklanym, ktory jak wspomniano petnit funkcje
proby referencyjnej, probki wykazaty najwyzsza intensywnos¢ i jednorodno$¢ sygnatu
fluorescencji. Odczyt charakteryzowal si¢ wysokim kontrastem pomiedzy sygnatem
a tlem. Wynik taki jest zgodny z oczekiwaniami, uwzgledniajagcymi wilasciwosci
optyczne szkla, jego wysoka przezroczystos¢, niska autofluorescencje 1 gladka

powierzchnig, co minimalizuje rozpraszanie i absorpcj¢ $wiatta. Dzigki tym cechom chip
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szklany stanowi naturalny punkt odniesienia w diagnostyce opartej na wzbudzeniu
1 odczycie fluorescencji. W przypadku chipa wykonanego z fotopolimeru GR-10
odnotowano wyraznie stabszy sygnatl fluorescencji. Na obrazach pojawito si¢ wicksze
rozpraszanie S$wiatla, obnizony kontrast oraz $lady niejednorodnosci powierzchni.

Prawdopodobnymi przyczynami s3:

e nizsza przepuszczalno$¢ $wiatla przez GR-10 w zakresie fal wzbudzajacych
SYBR Green (490 nm),

e mozliwa autofluorescencja fotopolimeru,

e wigksza chropowato$¢ powierzchni kanatow 1 komor reakcyjnych, co sprzyja

dyfuzji i rozpraszaniu $wiatla.

Tego typu ograniczenia sg typowe dla materialow drukowanych addytywnie, co
potwierdzaja publikacje dotyczace optyki mikrourzadzen drukowanych 3D [180]. W celu
poprawy wiasciwosci optycznych chipa GR-10 zastosowano modyfikacje po wydruku -
»post-processingowe”, polegajace na naniesieniu i utwardzeniu dodatkowej warstwy
zywicy GR-10 na boczng strong chipa, w miejscu, w ktorym przechodzita wigzka $wiatlta
wzbudzajacego. Zabieg ten mial na celu redukcje chropowatosci powierzchni oraz
ograniczenie niekontrolowanego rozpraszania $wiatta wzbudzajacego, co przektada si¢
na poprawe jednorodnosci toru optycznego i zwigkszenie stosunku sygnatu do tta podczas
detekcji fluorescencji. Na tej podstawie wyrdzniono trzy warianty konstrukcyjne: GR-10
(1) - chip referencyjny, bez modyfikacji, deteckja od gornej strony chipa; GR-10 (2) -
chip z dodatkowa warstwa zywicy GR-10 naniesiong na boczne $ciany; GR-10 (3) - chip
z dodatkowg warstwg zywicy GR-10 naniesiong na boczne $ciany, z pomiarem

fluorescencji prowadzonym od spodniej strony chipa (Tab. 16).
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Tabela 16 Zdjecia probek po reakcji RT-LAMP w komorach chipa
szklanego oraz wydrukowanego z GR-10, wykorzystane do obliczenia ROI.

DI (woda Prébka pozytywna
destylowana) (SYBR Green)
SZKLO
GR-10 (1)
GR-10 (2)
GR-10 (3)

Analiz¢ ilosciowa sygnalu fluorescencyjnego ze zdjg¢ wykonanych kamerg
przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania ImagelJ. Obrazy rejestrowano
w stalych i powtarzalnych warunkach, obejmujacych niezmienng odlegtos¢ kamery od
probek, identyczne parametry ekspozycji oraz balans bieli, co pozwalalo na
minimalizacj¢ réznic sygnalu niezwigzanych z sygnatem fluorescencyjnym. Dla kazdej
probki definiowano region zainteresowania (ROI). Ze wzgledu na jednorodny charakter
sygnatu fluorescencyjnego, srednia warto$¢ intensywnosci pikseli w obrgbie ROI (ang.
mean gray value) byta bezposrednio traktowana jako miara sygnatu fluorescencyjnego
1 wyrazana w jednostkach wzglednej fluorescencji (RFU). Wszystkie ROI oraz
podobszary detekcji mialy identyczne wymiary i ksztalt oraz byly umieszczane
w porownywalnych pozycjach na obrazie, co zapewniato poréwnywalnos¢ wynikow
pomigdzy analizowanymi probkami. W celu korekcji sygnatu bazowego dla kazdego

obrazu wyznaczano dodatkowy ROI tla, zlokalizowany w obszarze pozbawionym
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fluorescencji. Z kazdego obszaru pomiar wykonywano w trzech powtorzeniach
wyliczajac $rednig warto$¢ RFU + odchylenie standardowe. Ostateczng warto$¢ RFU dla
danej probki obliczano poprzez odjecie S$redniej intensywnosci tta od S$redniej
intensywno$ci ROI probki. Analize ROI oraz zarzadzanie obszarami pomiarowymi

prowadzono przy uzyciu narzedzia ROI Manager w Imagel.

Uzyskane dane wykorzystano do poréwnania intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego
pomiedzy kontrolg negatywng (NTC) 1 probka dodatnig (POZ), a takze pomigdzy

réznymi typami materiatu chipa (Rys. 43).

a) b)
Kkt -
NTC POZ 300- S0 = GR-10(2)
_ GR-10 (1) GR-10 (3)
szklo . - -
200- =
Gr-10(1) I
() BN é
Gr-102) B . _
NN 1004 _
GR-10(3) .
0 1 1 1 1
(O (OR(P o 4 o 4
S &P &P &0

Rysunek 43 Analiza poziomu fluorescencji w chipie drukowanym oraz szklanym: a) fragmenty
ROI dla prébek negatywnych (NTC) oraz pozytywnych (POZ) w chipach szklanych oraz
drukowanych, b) poziomy RFU obliczone w ROI.

Najlepszy wynik wsrdod wszystkich konfiguracji drukowanych uzyskano dla wariantu
GR-10 (3). Obraz fluorescencji w tej konfiguracji cechowal si¢ najwyzsza klarownos$cia
sposrdd chipow drukowanych 1 najwigkszym kontrastem mig¢dzy sygnalem probek
pozytywnych i negatywnych. Wynik ten sugeruje, ze jedna ze stron wydrukowanego
chipa (znajdujaca si¢ podczas wydruku od strony platformy roboczej na gladkiej foli
nosnej) posiada mniej chropowata powierzchni¢ 1 jej ustawienie w kierunku kamery
redukuje zjawisko rozpraszania. Z duzym prawdopodobienstwem odpowiada za to
orientacja warstw druku oraz struktura powierzchni powstajaca w trakcie polimeryzacji
materialu GR-10 w kontakcie z folig no$na, jako ze kazda z warstw oddzielajacych

komory reakcyjne byla tej samej grubosci 1 wynosita 500 pm. Konfiguracja ta wymaga
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jednak dodatkowych czynnosci, takich jak zabezpieczanie otworéw 1 precyzyjne
obracanie chipa, co stanowi istotne ograniczenie przy projektowaniu przyszilego

urzadzenia diagnostycznego.

Podsumowujac, wyniki jednoznacznie wskazuja, ze mozliwa jest detekcja fluorescencji
w drukowanym chipie, ale materiat chipa oraz jego orientacja wzgledem zrodta §wiatta
1 detektora majg kluczowy wptyw na intensywno$¢ i jakos$¢ sygnatu fluorescencyjnego.
Szklo pozostaje materiatem optymalnym, natomiast fotopolimer GR-10 moze by¢
wykorzystywany w chipach diagnostycznych pod warunkiem kontroli objetosci probki,
doboru wlasciwego wulozenia chipa oraz eliminacji efektow wynikajacych
z chropowatosci drukowanych powierzchni i1 autofluorescencji materialu. Ocena tych
parametréw byla niezbedna, poniewaz w diagnostyce izotermicznej zwlaszcza gdy
stosuje si¢ barwniki interkalujace, nawet niewielkie zwigkszenie autofluorescencji

materialu moze prowadzi¢ do fatszywych wynikéw pozytywnych [227].

Uzyskane dane stanowig wigc kluczowy etap oceny technologicznej, pozwalajac na
wybor materiatu do miniaturyzacji reakcji RT-LAMP w przyszlych generacjach

urzadzenia diagnostycznego.

Chip w wersji drugiej zostal zaprojektowany tak, aby nawigzywal do finalnej formy
planowanego urzadzenia diagnostycznego. W odroznieniu od wczesniejszych
prototypoéw testowych, ktorych glownym celem byta ocena wlasciwosci optycznych
materiatu GR-10 oraz samej mozliwosci odczytu fluorescencji, niniejszy chip zostal
zaprojektowany jako funkcjonalna struktura, posiadajaca cechy pozwalajace na realizacj¢

rzeczywistej reakcji RT-LAMP ,.,on chip”.
Chip ten powinien spetnia¢ nastepujace kryteria funkcjonalne:

1. Mozliwo$¢ analizy wielu probek - przewidziano kilka komor reakcyjnych, co
umozliwia prowadzenie reakcji dla probek pozytywnych (P), negatywnych (N), kontroli

matrycy oraz powtorzen biologicznych.

2. System dwoch otworéw w komorze - tak jak we wcze$niejszym projekcie, tutaj
réwniez uwzgledniono otwor do wprowadzania mieszaniny reakcyjnej oraz otwor
odpowietrzajacy, ulatwiajacy réwnomierne i szybkie wypelnienie kanalu. Takie

rozwigzanie zminimalizowatlo ryzyko powstania pecherzykow gazu, ktore
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w mikrofluidyce stanowig istotny problem wptywajacy na jednorodnos$¢ reakcji i odczyt

fluorescencji.

3. Modutowos¢ 1 kompatybilnos¢ z urzadzeniem diagnostycznym - chip
zaprojektowano tak, aby mozliwe bylo jego stabilne umieszczenie w gniezdzie
urzadzenia, z zachowaniem statej pozycji wzgledem zrédla swiatta i detektora, co byto

kluczowe dla powtarzalno$ci pomiaréw.
4. Mozliwo$¢ odezytu ,,end-point” oraz planowanej wersji odczytu ,,real-time”.

Rézne wersje zaprojektowanego chipa charakteryzowaty si¢ r6zng wielko$cig komor oraz
odlegloscig migdzy nimi, co pozwalato na ocen¢ mozliwie maksymalnej miniaturyzacji
chipa przy jednoczesnym zachowaniu prawidtowego odczytu fluorescencji. Tak powstaty

cztery typy chipa w wersji drugiej o wymiarach:

L. Dhlugos¢ 35 mm, szeroko$¢ 7 mm, grubos¢ 2 mm, odleglo§¢ miedzy
komorami: 0,25 mm (Rys. 44, Rys. 48a).

II. Dhugos¢ 35 mm, szeroko$¢ 9 mm, grubo$¢ 2 mm, odleglo$¢ miedzy
komorami: 0,75 mm (Rys. 45, 48b).

II1. Dhlugos¢ 12 mm, szeroko$¢ 7 mm, grubo$¢ 2 mm, odleglos¢ miedzy
komorami: 0,25 mm (Rys. 46, 48c).

IV.  Dlugo$¢ 12 mm, szeroko$¢ 9 mm, grubo$¢ 2 mm, odleglos¢ miedzy

komorami: 0,75 mm (Rys. 47, 48d).
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Rysunek 44 Schemat oraz wymiary chipa w wersji drugiej typ 1.
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Rysunek 45 Schemat oraz wymiary chipa w wersji drugiej typ II.
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Rysunek 46 Schemat oraz wymiary chipa w wersji drugiej typ II1.
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Rysunek 47 Schemat oraz wymiary chipa w wersji drugiej typ I'V.
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Rysunek 48 Zdjecia wydrukowanych chipéw w wersji drugiej:
a) typ L, b) typ IL, ¢) typ IIL d) typ IV.

Geometria i rozmieszczenie komor umozliwialy jednoczesny odczyt fluorescencji
wszystkich probek po zakonczeniu reakcji jak 1 potencjalne monitorowanie sygnatu

W czasie rzeczywistym po przysziej przebudowie platformy diagnostyczne;j.

W pierwszej kolejnosci, analogicznie do badan przeprowadzonych dla wersji pierwszej
chipa, oceniono zdolno$¢ uktadu detekcyjnego do odczytu sygnatu fluorescencyjnego
probek po reakcji RT-LAMP prowadzonej poza chipem. Celem eksperymentu bylo
okreslenie, czy fluorescencja generowana w poszczegdlnych komorach chipa moze by¢
skutecznie wzbudzana i rejestrowana w zaleznosci od ich potozenia wzgledem zrodta
swiatta wzbudzajacego. Komory chipa wypeltniano kolejno objetoscig 25 pL probek po
zakonczonej reakcji RT-LAMP. Pomiary wykonywano dla trzech wariantow
konfiguracji:
e wszystkie komory wypetnione probka negatywna,
e wszystkie komory wypetnione probka pozytywna
e uklad naprzemienny, w ktérym kolejne komory zawieraly probke pozytywna,
negatywna, komora $rodkowa pozostawata pusta, nastgpnie ponownie probke
pozytywna oraz probke negatywna.
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Taki uktad umozliwiat jednoczesng oceng selektywnosci detekcji oraz wptywu potozenia
komory na intensywnos$¢ rejestrowanego sygnatu fluorescencyjnego. Zdjecia chipow

(Tab. 17) zostaly zarejestrowane 1 uzyte do obliczenia RFU jak opisano wcze$nie;j.

Tabela 17 Zdjecia chipoéw w trakcie detekcji optycznej. Czerwone ramki wyznaczaja

miejsce odczytu ROL.

Typ

Chipa Prébki N Probki P Probki PNxPN
I

11

11

v
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Fluorescencja byta wzbudzana poprzecznie do osi chipa, przy uzyciu pojedynczego
zrédta $wiatta LED umieszczonego po jednej stronie uktadu (na zdjgciach od strony
lewej). W zwiagzku z tym kazda kolejna komora znajdowata si¢ w coraz wickszej
odlegtoéci od zrodta wzbudzenia. Swiatlo wzbudzajace, przemieszczajace sie przez
strukture chipa, ulegato stopniowemu ostabieniu na skutek absorpcji i rozpraszania
w kolejnych warstwach chipa oraz na granicach faz (materiat chipa-prébka).
W rezultacie natezenie $wiatla docierajacego do dalszych komor byto mniejsze, co
prowadzito do obnizenia efektywnosci wzbudzenia fluoroforu zawartego w probce.
Zjawisko to skutkowalo obserwowanym stopniowym spadkiem intensywnos$ci sygnatu
fluorescencyjnego rejestrowanego w komorach potozonych coraz dalej od zrédta LED,
mimo identycznego sktadu i objetosci probek (Rys. 49). Zastosowanie konfiguracji
Z naprzemiennym rozmieszczeniem probek pozytywnych inegatywnych pozwolito
jednoznacznie wykazaé, ze obserwowane rdéznice intensywnos$ci sygnatu nie wynikaja
z niespecyficznej amplifikacji ani z rozpraszania si¢ fluorescencji pomi¢dzy komorami,
lecz sa bezposrednio zwigzane z geometria ukladu optycznego oraz kierunkiem
wzbudzenia fluorescencji.

Uzyskane wyniki potwierdzity zdolnos¢ uktadu do detekcji sygnatu fluorescencyjnego
w catym zakresie chipa, jednak wykazaly istotng niejednorodno$¢ intensywnosci sygnatu

wynikajacg z efektow tlumienia i rozproszenia optycznego.

Réznice w intensywnosci fluorescencji pomiedzy probkami pozytywnymi 1 negatywnymi
byly zauwazalne, jednak jako$¢ sygnatu wymagata dalszego udoskonalenia, dlatego tez
w kolejnym projekcie uwzgledniono powigkszone otwory odpowietrzajace, ktére moga
jednocze$nie stanowi¢ miejsce odczytu fluorescencji, aby pominaé wysokie tto

generowane przez materiat GR-10.
Przeprowadzone testy pozwolity na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

1. Utozenie komor chipa prostopadle do wigzki $wiatta powoduje stopniowy spadek
intensywnos$ci fluorescencji wraz ze wzrostem odlegtosci komory od zrodia
wzbudzenia, mimo identycznego sktadu i objetosci probek.

2. Jednopunktowe wzbudzenie fluorescencji wzdluz osi chipa prowadzi do
niejednorodnego rozktadu sygnatu, co wymaga dalszej optymalizacji geometrii

chipa, sposobu wzbudzenia lub zastosowania algorytméw normalizacji sygnatu.
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3. Uklad naprzemienny probek pozytywnych i negatywnych potwierdzit brak
przenikania fluorescencji pomigdzy komorami oraz wysoka selektywnos¢

detekcji.

Wyniki te wskazaly na konieczno$¢ modyfikacji konstrukcji chipa, w ktorej
postanowiono powickszy¢ otwory odpowietrzajace, tak aby pelnity one jednoczesnie

funkcj¢ okien detekcyjnych.
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Rysunek 49 Analiza obrazéw ROI oraz RFU dla prébek w chipach: a) typu L, b) typu II) ¢) typu
I11), d) typu IV (N — préobka negatywna, P - probka pozytywna).

108



W projekcie trzeciej wersji chipa skupiono si¢ na integracji funkcjonalnosci optycznych,
poprawie ergonomii uzytkowania oraz zwigkszeniu powtarzalnosci odczytu fluorescencji
(Rys. 50). Chip posiadal wymiary 18,7 mm x 9 mm x 3,5 mm i zawieral piec
mikroreaktorow (po 25 uL kazdy), umozliwiajace jednoczesng amplifikacje pieciu
probek, na przyktad jedng kontrolg¢ negatywna i jedna pozytywng oraz dwie badane
probki DNA/RNA. Kazdy mikroreaktor zawierat wlot i wylot do wprowadzania probki
i wyréwnywania ci$nienia. Srednica portu wlotowego wynosita 1,1 mm, co $cisle
odpowiadato wymiarom koncéwki do pipety o objetosci 100 pL, a port wylotowy (okno
detekcyjne) miat wymiary 1 mm x 0,8 mm. Czas wytworzenia pojedynczego ukladu

wydrukowanego w 3D wyniost okoto 1 godziny, wliczajac obrobke koncowa po

wydruku.
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Rysunek 50 Schemat oraz wymiary chipa w wersji trzeciej.

Jedng z wazniejszych zmian wprowadzonych w chipie bylo polepszenie odczytu
fluorescencji poprzez wprowadzenie powiekszonych otworéw odpowietrzajacych jako
nowego miejsca odczytu fluorescencji. W chipie wprowadzono réwniez dwa
symetryczne otwory montazowe, petnigce funkcje zaczepéw pozwalajacych na stabilne
umieszczenie chipa w precyzyjnie zaprojektowanym statywie pomiarowym. Statyw
rowniez zostat wydrukowany addytywnie 1 wyposazony w dwa wystajace kotki, ktore
odpowiadajg potozeniu otworéw w chipie. Umozliwito to stabilne 1 powtarzalne
pozycjonowanie chipa wzgledem zrodita $wiatla i detektora, eliminacj¢ przesunigé

mogacych wptywa¢ na odczyt fluorescencji oraz krotszy czas przygotowywania
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stanowiska pomiarowego. Dzigki temu uzyskane wyniki byly bardziej precyzyjne
1 powtarzalne. Na podstawie wnioskoOw wyciagnigtych z testow z wykorzystaniem chipa
w wersji drugiej, przetestowano dwa potozenia chipa w uktadzie optoelektronicznym -
prostopadte do kierunku $§wiatla wzbudzajacego fluorescencj¢ oraz rownoleglte do

kierunku $§wiatta wzbudzajacego fluorescencje (Rys. 51).

a)

Swiatto wzbudzajace
LED l

Ojoojod

Swiatto wzbudzajace

b) LED l

Rysunek 51 Polozenie chipa w ukladzie optoelektronicznym z zaznaczonym miejscem odczytu/
zasiegu kamery: a) prostopadle do kierunku $wiatla wzbudzajacego fluorescencje, b) rownolegle do
kierunku §wiatla wzbudzajacego fluorescencje.

Zdjecia chipow (Tab. 18) oraz analiz¢ poziomu fluorescencji wykonano jak wczesniej.
Obszary ROI wyznaczono zarowno dla chipa zorientowanego prostopadle wzgledem
zrédta §wiatta wzbudzajacego - tutaj miejsce to znajdowato si¢ w wyznaczonym do tego
otworze na koncu chipa oraz w cz¢$ci zamknigte] komory, a takze dla potozenia
rownolegtego - w tym przypadku, ze wzgledu na ograniczony obszar detekcji przez
kamer¢ wykonano pomiary jedynie dla czgsci zamknigtej komory reakcyjnej. Analize
obrazoOw przeprowadzono dla trzech réznych konfiguracji eksperymentalnych,
polegajacych na wypetieniu komoér réznymi prébkami (pozytywnymi lub negatywnymi)
(Rys.52 a-c). Dla wszystkich konfiguracji (a-c) negatywnymi w potozeniu rownolegtym
chipa zaobserwowano wyrazne roznice pomiedzy probkami pozytywnymi
1 negatywnymi. Roznica te byly widoczne zarowno dla odczytu ROI z otworu jak
1 z komory, jednak dla tych pierwszych probki pozytywne wykazaty znacznie wyzszy

poziom fluorescencji (RFU) niz prébki negatywne.
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Tabela 18 Zdjecia chipow wygenerowane w ukladzie optycznym. Miejsca odczytu ROI
zaznaczono kolorem czerwonym oraz z6ttym.

Kolejnosé probek Polozenie réwnolegle Polozenie prostopadte

Probka negatywna (N)
Probka pozytywna (P)
Probka pozytywna (P)
Probka negatywna (N)
Probka negatywna (N)

Probka pozytywna (P)
Probka negatywna (N)
Probka pozytywna (P)
Probka negatywna (N)
Prébka pozytywna (P)

robka pozytywna (P)

Prébka pozytywna (P)
Prébka pozytywna (P)
Prébka pozytywna (P)
Prébka pozytywna (P)

Wynik ten wskazuje jednak na skuteczne wzbudzenie i1 detekcj¢ fluorescencji SYBR
zwiazanej z produktem reakcji RT-LAMP. W potozeniu prostopadlym rdznice pomigdzy
probkami P i N s3g mniejsze, a catkowite warto§ci RFU obnizone, co sugeruje
ograniczong efektywno$¢ w rejestracji emitowanego z komory sygnatu, wynikajacego z
obecnosci GR-10 stanowiacego warstwe komory. Potwierdzaja to wyniki RFU uzyskane
dla potozenia rdwnolegtego ze zblizonym miejscem odczytu na komorze co w polozeniu

prostopadtym.

Wyniki te pozwolily na jednoznaczne potwierdzenie, ze zaprojektowane modyfikacje
konstrukcyjne chipa, w szczegdlnosci wprowadzenie dedykowanego miejsca odczytu
fluorescencji oraz kontrolowanego pozycjonowania wzgledem toru optycznego, istotnie
poprawity zdolno$¢ rozrdzniania sygnatéw pomiedzy probkami dodatnimi i ujemnymi

oraz zwigkszyly powtarzalno$¢ pomiaréw fluorescencji.

Opracowana wersja chipa postuzyta w kolejnej czesci badan jako docelowa platforma do
przeprowadzenia reakcji RT-LAMP w warunkach ,,on-chip”, obejmujacych ocene
czuto$ci analitycznej testu, wyznaczenie granicy wykrywalnosci oraz weryfikacje

dziatania systemu z wykorzystaniem rzeczywistych probek klinicznych
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Rysunek 52 Analiza obrazéw ROI w chipach o réznym polozeniu wzgledem wiazki Swiatla
wzbudzajacego: a) z naprzemiennym uloZeniem prébek (N, P, P, N, N), b) z naprzemiennym ulozeniem
probek (P, N, P, N, P), ¢) z wszystkimi préobkami pozytywnymi (P, P, P, P, P), P-probka pozytywna, N-

probka negatywna.
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7.4 Reakcja RT-LAMP w chipie

W badaniach RT-LAMP w chipie wykorzystano stanowisko pomiarowe opisane
wczesniej, w tym przypadku uwzgledniajac jednak miejsce na ptyte grzejng do ogrzania
chipa do temperatury przebiegu reakcji (Rys. 53). Dobrang wczesniej mieszaning RT-
LAMP wprowadzano do drukowanego w technologii 3D chipa poprzez port wlotowy.
Kazda komore¢ reakcyjng napetliano objetoscig 23 £ 1 pL mieszaniny RT-LAMP,
zawierajaca: 12,5 puL SuperScript™ IV RT-LAMP Master Mix (2x) (Thermo Fisher
Scientific), po 1 pL starteréw FIP i BIP, po 1 pL starterow LoopF i LoopB, po 0,5 uL
starterow F3 i1 B3, 1 pL probki RNA oraz 5,5 uL. wody wolnej od nukleaz. Nastepnie
wprowadzano po 1 pL badanych préobek do odpowiednich komoér, po czym chip
mikrofluidyczny byt uszczelniany folia adhezyjng, co zapobiegato parowaniu
1 kontaminacji. Nast¢pnie chip umieszczono na plycie grzewczej Stuart SD162 (Bibby
Scientific Ltd., UK) o kontrolowanej temperaturze, ustawionej na 65°C, i inkubowano
przez 30 minut, co umozliwialo przebieg reakcji RT-LAMP w warunkach
izotermicznych. Temperatura byta kontrolowana z wykorzystaniem czujnika temperatury
PT100 (TEWA, Polska). Po zakonczeniu reakcji do kazdej z pigciu komor reakcyjnych
dodawano 1 pL barwnika SYBR Green I (Thermo Fisher Scientific), aby umozliwié

odczyt fluorescencji po zakonczonej amplifikacji.

ANALOGOWY
SYGNAL WIDEO USB
AT » |PRZECHWYTYWACZ KOMPUTER
WIDEO Z OPROGRAMOWANIEM
I | l
WYNIKI

O

pasmowoprzepustowy 535 nm

DIODA LED STEROWNIK
RT-LAMP CHIP -
¢ |: 490 nm LED
PLYTA
GRZEJNA soczewki filtr
ptaskowypukte pasmowoprzepustowy 497 nm

Rysunek 53 Schemat ukladu opto-elektronicznego do reakcji RT-LAMP na chipie.
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Na tym etapie zachowano szczeg6lng ostrozno$¢ 1 przestrzegano zasady minimalizacji
kontaminacji, w tym stosowanie jednorazowych, sterylnych koncowek oraz

dekontaminacje powierzchni roboczych pomiedzy seriami eksperymentow.

Mieszanie odczynnikow realizowano wylacznie poprzez reczne pipetowanie, bez
zastosowania mechanicznych lub aktywnych systemow mieszania. Nastepnie

analizowano sygnat odbierany przez kamere.

Zarejestrowane obrazy poddano obrébce 1 analizie z uzyciem programu Image] w celu
ilosciowego okreslenia intensywnosci fluorescencji w kazdej komorze. Dla kazdej reakcji
recznie zdefiniowano regiony zainteresowania (ROI) zgodnie ze wcze$niejszym opisem.
Uzyskane dane wykorzystano nast¢pnie do poréwnania sygnatu fluorescencji pomig¢dzy
probkami dodatnimi, ujemnymi oraz badanymi. Aby okresli¢ najmniejsza liczbe kopii
genomowego RNA FCV wykrywalng przez test RT-LAMP wykorzystano rozcienczenia
seryjne syntetycznego RNA FCV w zakresie 10%-10° kopii na reakcje. Kazde
rozcienczenie analizowano w siedemnastu powtorzeniach, aby oceni¢ czutosé
analityczng oraz powtarzalno$¢. Uzyskane wyniki postuzyly do okreslenia granicy
wykrywalnosci (LOD) 1 poréwnania jej z testem prowadzonym w $rodowisku
laboratoryjnym w probdéwkach typu Eppendorf. Pomiary z otwartej jak i zamknigtej
czg¢Sci komory byly zblizone i1 pozwolity na rozrdznienie probek pozytywnych

1 negatywnych (Rys. 54).
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Rysunek 54 Zdjecia chipa z zaznaczonymi obszarami ROI oraz wyniki analizy RFU dla reakcji
prowadzonej ,,on-chip” w ukladzie optoelektronicznym dla szeregu rozcienczen syntetycznego
fragmentu wirusa FCV.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentdéw okreslono czuto$¢ analityczng reakcji
RT-LAMP prowadzonej w drukowanym 3D uktadzie mikrofluidycznym. W badanym
zakresie stezefn syntetycznego RNA FCV (od 10® do 10° kopii na reakcj¢) uzyskano
charakterystyczny profil odpowiedzi reakcji, zgodny z oczekiwanym przebiegiem

amplifikacji izotermicznej (Tab. 19).

Tabela 19 Wyniki reakcji prowadzonych ,,on-chip” dla syntetycznego fragmentu RNA

wirusa FCV.
Liczba kopii wirusa Liczba powtdrzen Pozytywne Negatywne
2,3x102 17 0 17
2,3x103 17 16 1
2,3x10* 17 17 0
2,3x10° 17 17 0
2,3x10° 17 17 0
2,3x107 17 16 1
2,3x108 17 17 0
2,3x10° 17 17 0
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Dla najwyzszych stezen, tj. 2,3x10% oraz 2,3x10° kopii na reakcje, odnotowano 100%
wynikow dodatnich (17/17), co potwierdza wysoka powtarzalno$¢ reakcji w warunkach
wysokiego obcigzenia materiatem genetycznym. Podobng skuteczno$¢ uzyskano
w zakresie 2,3x10%-2,3x10° kopii na reakcje (17/17 reakcji pozytywnych), co wskazuje
na stabilno$¢ uktadu w obszarze stezen powyzej granicy wykrywalnosci. Dla 2,3x10°
kopii pozytywny wynik uzyskano dla 94,1% przeprowadzonych reakcji (16/17 reakcji
pozytywnych), natomiast dla 2,3x10? kopii wszystkie reakcje pozostaty ujemne (0/17
reakcji pozytywnych). Granica wykrywalnosci (LOD) definiowana jest jako najmniejsze
stezenie analizowanego RNA, dla ktorego ~95% reakcji daje wynik dodatni [228].
W niniejszym badaniu uznano spetnienie tego kryterium dla stezenia 2,3x10° kopii na
reakcje¢, co pozwala na okreslenie LOD testu RT-LAMP w mikrouktadzie drukowanym
3D na poziomie 2,3x10° kopii genomowego RNA FCV.

W literaturze opisujacej reakcje RT-LAMP w klasycznych probéwkach czesto uzyskuje
siec LOD rzedu 10-10° kopii na reakcje [229]. Podobnie bylo w przypadku opisane;
wczesniej reakcji  w  $rodowisku laboratoryjnym. Jednak w  systemach
mikrofluidycznych, zwlaszcza prototypowych lub wykonanych metoda druku 3D,

czulo$¢ bywa obnizona ze wzgledu na:

e adsorpcje kwasow nukleinowych oraz bialek enzymatycznych na powierzchniach
kanatow,

e straty reagentOw podczas manipulacji oraz transferu do komor reakcyjnych,

e nizszg czulo$¢ toru optycznego w pordwnaniu z wyspecjalizowanymi

urzadzeniami do pomiaru fluorescencji.

Czynniki te dzialaja synergistycznie, prowadzac do kumulatywnego obnizenia
efektywnosci amplifikacji 1 detekcji w uktadach ”on-chip” w poroéwnaniu z warunkami

probowkowymi.

Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie reakcji amplifikacji z wykorzystaniem
rzeczywistych probek klinicznych, ktérych sposéb pozyskania, przygotowania oraz
izolacji materiatu genetycznego zostat szczegdélowo opisany w poprzednim rozdziale.
Celem tego etapu bylo zweryfikowanie przydatnosci opracowanego ukladu
mikrofluidycznego oraz zastosowanej metody detekcji w warunkach zblizonych do

rzeczywistych zastosowan diagnostycznych. Do pigciu niezaleznych komor reakcyjnych
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chipa wprowadzono po 23 pL mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej wszystkie niezbedne
sktadniki reakcji amplifikacji, z wyjatkiem matrycy nukleinowej. Nastgpnie do
poszczegbdlnych komoér dodano probki badane zgodnie z nastepujagcym schematem:
pierwsza komora stanowita probe kontrolng NTC, do ktérej zamiast RNA dodano wodg¢
wolng od nukleaz, do dwoch kolejnych komoér wprowadzono po 1 pL RNA
wyizolowanego z probek klinicznych, stanowigcych probki potencjalnie dodatnie,
natomiast do dwodch ostatnich komér dodano heterologiczne RNA, petnigce role

negatywnej kontroli specyficznosci reakcji (Rys. 55 a).

Reakcje amplifikacji oraz rejestracj¢ sygnatu fluorescencyjnego przeprowadzono
zgodnie z protokolem opisanym powyzej. Obrazy generowane w opracowanym ukladzie
optycznym (Rys. 55b) zostaly nastepnie poddane analizie ilosciowej. Na ich podstawie
wyznaczono obszary zainteresowania (ROI) odpowiadajace poszczegdlnym komorom
reakcyjnym oraz obliczono wartosci wzglednej intensywnos$ci fluorescencji (RFU),
zgodnie z procedura przedstawiong wczesniej (Rys. 55c¢). Reakcje uznawano za
dodatnia, gdy wartos¢ RFU przekraczata $rednig warto§¢ RFU prob kontrolnych
ujemnych (NTC) powickszong o trzykrotno$¢ odchylenia standardowego (NTC + 3SD).
Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze w komorze stanowigcej kontrole negatywna
NTC (1), jak rowniez w komorach zawierajacych heterologiczne RNA (4) 1 (5)
(petiacych funkcj¢ negatywnej kontroli specyficznosci), nie zaobserwowano istotnego
wzrostu sygnatu fluorescencyjnego w czasie trwania reakcji. Swiadczy to o braku
niespecyficznej amplifikacji oraz wysokiej selektywnosci zastosowanego ukladu

reakcyjnego.

Z kolei w komorach zawierajacych RNA wyizolowane z probek klinicznych (2) 1 (3)
zaobserwowano wyrazny wzrost intensywnosci fluorescencji. Obliczone wartosci RFU
jednoznacznie potwierdzity obecno$¢ produktu amplifikacji, co wskazuje na prawidlowy
przebieg reakcji oraz skuteczng detekcje materialu genetycznego w opracowanym chipie
mikrofluidycznym. Weryfikacja produktéw koncowych za pomocg elektroforezy w zelu
agarozowym (zgodnie z protokolem opisanym w Rozdziale 7.1.) pozwolita
zaobserwowac¢ charakterystyczny dla RT-LAMP wielopasmowy wzoér amplikondéw (ang.
LAMP ladder), co potwierdza specyficzno§¢ amplifikacji oraz zgodnos¢ detekcji
fluorescencyjnej na chipie z klasycznymi metodami laboratoryjnymi (Rys. 55d). Reakcje

RT-LAMP  przeprowadzono  dziesigeciokrotnie = w  identycznych  warunkach
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eksperymentalnych w osobnych chipach, kazdorazowo uzyskujac spdjne i powtarzalne
wyniki, tj. brak sygnatu fluorescencyjnego w probkach negatywnych oraz wyrazny
wzrost intensywnos$ci fluorescencji w probkach pozytywnych, co potwierdza wysoka

powtarzalnos¢ i niezawodno$¢ opracowanego uktadu detekcyjnego.

Warto$ci RFU mierzone dla roznych czgsci chipa - otwartych oraz zamknigtych czgsci
komory, byty w tym przypadku zblizone. Niemniej jednak otwarta strona chipa pozostaje
rozwigzaniem docelowym, poniewaz eliminuje ryzyko ttumienia lub zakidcenia sygnatu

fluorescencyjnego w obszarach, w ktorych obecny jest materiat GR-10.

Uzyskane dane potwierdzaja mozliwo$¢ zastosowania zaproponowanego rozwigzania do
analizy probek klinicznych oraz jego potencjat w konteks$cie dalszego rozwoju narzedzia

diagnostycznego typu ,,point-of-care”.
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Rysunek 55 Analiza reakcji prowadzonych w komorach chipéw na stanowisku optoelektronicznym:
a) zdjecia chipow do reakcji RT-LAMP: I) pusty, IT) wypelniony mieszanina reakcyjna, III) po reakeji
z dodatkiem barwnika SYBR Green, b) zdjecia chipéw wygenerowane w ukladzie optycznym
z zaznaczonymi obszarami ROI, ¢) miejsca ROI i analiza por6wnawcza pomiaréw z réznych cze$ci
chipéw, d) analiza elektroforetyczna produktow reakcji prowadzonej w chipie.
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7.5 Podsumowanie

W ramach przeprowadzonych badan opracowano i zwalidowano mikrofluidyczny chip
drukowany w technologii 3D, przeznaczony do detekcji genomowego RNA wirusa FCV

metodg RT-LAMP.

Uzyskane wyniki potwierdzily przydatno$¢ metody RT-LAMP w potaczeniu z detekcja
fluorescencyjng jako szybkiego i czulego narzgdzia diagnostycznego w weterynarii.
Dodatkowym, nowatorskim elementem przeprowadzonych badan bylo wykonanie
1 wykorzystanie mikrokomor reakcyjnych w chipie wytworzonym metodg druku 3D
technikg DLP. Zastosowanie tej technologii umozliwito precyzyjne formowanie struktur
mikrofluidycznych oraz integracje reakcji biologicznej z ukladem detekcyjnym, co
stanowi istotny krok w kierunku miniaturyzacjii automatyzacji = systemow

diagnostycznych.

Zoptymalizowana reakcja RT-LAMP wykazala wysoka swoisto$¢ zarowno w warunkach
laboratoryjnych, jak 1 w uktadzie mikrofluidycznym, co potwierdzono brakiem
amplifikacji w probach kontrolnych oraz obecno$cia charakterystycznego wzoru
amplikonow wylacznie w probkach dodatnich po elektroforezie. Granica wykrywalnos$ci
reakcji prowadzonej na chipie wyniosta 2,3x10° kopii RNA na reakcjg, co mimo
obnizenia w poréwnaniu do warunkéw probowkowych pozostaje wystarczajace dla
zastosowan diagnostycznych w weterynarii, szczegolnie w diagnostyce chorob o ostrym
przebiegu, obserwowane poziomy materialu genetycznego patogenu w probkach
klinicznych moga miesci¢ si¢ w tym zakresie. Roznica ta jest zgodna z licznymi
doniesieniami literaturowymi,  wskazujacymi  na  pogorszenie  czulo$ci
w zminiaturyzowanych systemach ,,on-chip”, wynikajagce m.in. z adsorpcji analitu
1 enzymdéw na powierzchni polimeru, gorszej jednorodnosci warunkow
temperaturowych oraz ograniczen toru optycznego (autofluorescencja, rozpraszanie
Swiatta w materiale) [230-232]. Stanowi to typowe ograniczenie w pierwszej generacji
urzadzen drukowanych addytywnie i wskazuje potencjalne kierunki optymalizacji,
obejmujace modyfikacje powierzchni kanaléw (np. blokowanie BSA), poprawg kontaktu

termicznego z ptytg grzewczg oraz udoskonalenie uktadu optycznego.
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Pozostate potencjalne kierunki optymalizacji obejmuja:

e modyfikacje powierzchni kanatow 1 komor (powtoki hydrofilowe, blokery
adsorpcji),
e zastosowanie bardziej czutych filtrow 1 zrédet wzbudzenia fluorescencii,

e automatyzacj¢ analizy obrazu w celu zwigkszenia stosunku sygnatu do szumu.

Niemniej jednak opracowany system, jak rowniez sama reakcja prowadzona w strukturze
chipa, umozliwily skuteczne wykrycie materiatu genetycznego wirusa FCV w probkach
klinicznych pochodzacych od zakazonych kotow, co pozwolito na prawidlowe
rozrdznienie probek dodatnich i ujemnych. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze drukowane
w technologii 3D uktady mikrofluidyczne moga stanowi¢ funkcjonalng platforme¢ do
miniaturyzacji testow molekularnych opartych na RT-LAMP. Opracowane rozwigzanie
stanowi istotny krok w kierunku budowy kompaktowych, tanich i szybkich urzadzen
diagnostycznych typu ,point-of-care”, przeznaczonych do zastosowan poza
wyspecjalizowanymi laboratoriami. Zastosowane podzespoty optoelektroniczne i stolik
grzewczy w wersji laboratoryjnej (model urzadzenia) zestawiane byly do postaci
funkcjonalnego stanowiska laboratoryjnego. W warunkach dalszego rozwoju tego
stanowiska mozliwa jest glebsza integracja i budowa kompaktowego urzadzenia typu

POC.

8 Whnioski koncowe

Druk 3D to technologia, ktora obecna jest w wielu dziedzinach i obszarach badawczych,
w przemysle 1 naszym codziennym zyciu. Od wielu lat jest to technologia obecna
w medycynie, a coraz cz¢sciej si¢gaja po nig rowniez osoby zwigzane z poprawa jakosci
zycia 1 zdrowia zwierzat. Druk 3D w weterynarii to juz nie tylko ciekawostka
technologiczna, ale realne narzedzie, ktore ratuje i poprawia komfort zycia zwierzat. Od
personalizowanych protez po precyzyjne planowanie operacji - mozliwosci sg ogromne,
a jednym z najnowszych tematow badawczych jest wykorzystanie druku 3D w terapii

1 diagnostyce weterynaryjne;j.
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W niniejszej dysertacji opisano wyniki badan wtasnych nad mozliwos$cia wykorzystania

druku 3D do opracowania nowoczesnych rozwigzan terapeutyczno-diagnostycznych:

e mikroiglowych plastrow, stuzacych do transdermalnego dostarczania lekow dla
zwierzat,

e chipéw, stanowigcych kluczowy element optoelektronicznego, przeno$nego
urzadzenia diagnostycznego do reakcji izotermicznej RT-LAMP do wykrywania

wirusa FCV.

Analiza literatury wykazata, ze w chwili rozpoczynania badan nie istniaty rozwigzania
pozwalajace na jednoczesne zapewnienie wysokiej elastyczno$ci konstrukcyjnej,
mozliwo$ci  szybkiej personalizacji oraz integracji funkcji terapeutycznych
i diagnostycznych, przy jednoczesnym wykorzystaniu technologii addytywnych.
Dostepne w literaturze rozwigzania charakteryzowaly si¢ ograniczong skalowalnoscia,
ztozonym procesem wytwarzania lub brakiem mozliwosci dostosowania geometrii
i wlasciwosci  funkcjonalnych do specyficznych wymagan aplikacyjnych,

w szczegdlnosci w obszarze weterynarii.

W zwiazku z powyzszym celem niniejszej dysertacji bylo opracowanie, wytworzenie
oraz scharakteryzowanie innowacyjnych rozwigzan terapeutyczno-diagnostycznych,
wykorzystujacych potencjat technologii druku 3D. Prace badawcze obejmowatly zar6wno
etap projektowania i optymalizacji struktur, jak i ocene ich wlasciwo$ci mechanicznych,

optycznych, uzytkowych oraz funkcjonalnych.

W przypadku mikroiglowych plastrow szczegdlny nacisk potozono na optymalizacje
druku 3D oraz wybor odpowiedniego materiatu, ktoéry zapewni wystarczajaca
wytrzymalo$§¢ mechaniczng oraz powtarzalno$¢ drukowanych struktur. Skupiono si¢
rowniez na analizie zdolno$ci do skutecznego i1 kontrolowanego transdermalnego
dostarczania substancji czynnych przez plastry rozpuszczalne wytworzone z polimeréw
PVP/PVA - bedace odwzorowaniem plastrow drukowanych. Technologia mikroigiet
dzigki swojej uniwersalnosci 1 elastyczno$ci projektowej pozwoli na tworzenie plastrow
zaprojektowanych ,,na miar¢” pod konkretnego pacjenta i jego wymagania. Zastosowanie
roznych polimerow jako no$nikow substancji aktywnych pozwoli nie tylko na dobor
odpowiednich wtasciwosci mechanicznych struktur, lecz réwniez na kontrolowane
ksztattowanie profilu oraz czasu uwalniania substancji czynnych. Zaproponowane

podejs$cie ma potencjal, aby znaczaco zwiekszy¢ komfort zwierzat oraz bezpieczenstwo
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personelu, ograniczajac stres zwigzany z iniekcjami lub powtarzalnym podawaniem
lekéw doustnych. Ponadto mozliwo$¢ precyzyjnego dawkowania, kontrolowanego
uwalniania oraz personalizacji skladu plastréw czyni to rozwigzanie szczegolnie
obiecujacym w kontek$cie rozwoju nowoczesnych, nieinwazyjnych systemow

terapeutycznych w weterynarii.

W odniesieniu do chipow diagnostycznych skupiono si¢ na opracowaniu konstrukcji
chipow, zapewnieniu odpowiednich warunkow prowadzenia reakcji izotermicznej RT-
LAMP oraz wspolpracy chipa z elementami optoelektronicznymi modelowego
urzadzenia diagnostycznego. Jednym z kluczowych etapoéw prowadzonych badan byta
weryfikacja przydatnosci chipa wytworzonego z wykorzystaniem materiatlu GR-10 pod
katem jego wlasciwosci optycznych oraz wplywu na przebieg reakcji izotermicznej RT-
LAMP. Analiza ta miata na celu potwierdzenie, czy zastosowany material zapewnia
odpowiednig transparentno$¢ i jednorodno$¢ optyczng, niezbedna do prawidtowe;j
detekcji sygnatu w uktadzie opto-elektronicznym, a jednoczes$nie nie powoduje inhibicji

reakcji enzymatycznej zachodzacej w obrebie komor reakcyjnych.

Zestawiony system detekcji umozliwil oceng jakosci sygnatu fluorescencyjnego oraz
potwierdzenie efektywnosci reakcji RT-LAMP przy minimalnym wykorzystaniu
specjalistycznej aparatury. Uzyskane dane postuzyly jako fundament do planowanego
w kolejnych etapach badan rozszerzenia systemu o pomiar fluorescencji w czasie
rzeczywistym, co umozliwi analiz¢ kinetyki amplifikacji, okreslenie czasu detekcji (Tt)

oraz dalszg automatyzacje¢ prototypu urzadzenia diagnostycznego.

Nalezy takze zaznaczy¢, ze z zakresu niniejszej rozprawy §wiadomie wyltaczono prace
zwigzane z implementacja zamknigtego systemu detekcji fluorescencyjnej, obejmujacego
m.in. automatyczne dozowanie barwnika (SYBR Green) lub jego separacj¢ przestrzenng
w strukturze chipa, ograniczajacego mozliwos¢ kontaminacji, jak réwniez liofilizacje
reagentow reakcyjnych, gdyz zostatly one zaplanowane jako kolejny etap rozwoju
technologii. Ich realizacja wymaga bowiem przejscia z etapu badan koncepcyjnych do
etapu optymalizacji konstrukcyjnej, co wykracza poza cele pracy doktorskiej. Obecna
konfiguracja systemu ma charakter prototypowy (ang. proof-of-concept) i sthuzy przede
wszystkim do weryfikacji zasadnosci wykorzystania druku 3D do zaproponowanego
podej$cia  diagnostycznego bazujagcego na reakcji RT-LAMP. Ograniczona

automatyzacja oraz wigksza liczba krokéw manualnych sa typowe dla tego etapu rozwoju
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1 umozliwiaja elastyczne modyfikowanie poszczegoélnych elementéw uktadu w trakcie
badan. Docelowo, w ramach dalszych prac badawczo-rozwojowych, planowana jest
integracja modutu grzewczego, uktadu optycznego oraz zabudowy urzadzenia, co
pozwoli na redukcj¢ interakcji uzytkownika oraz stworzenie w peini funkcjonalnej

platformy diagnostycznej typu ,,point-of-care”.

Tym samym zakres badan przedstawionych w niniejszej rozprawie nalezy traktowac jako
zamkniety 1 spojny etap rozwoju technologii, ktorego wyniki stanowig solidng podstawe
do dalszej translacji opracowanego rozwigzania w kierunku systemu POC. Uzyskane
wyniki potwierdzity zasadno$¢ zastosowania druku 3D jako narzedzia umozliwiajacego
szybkie prototypowanie, funkcjonalng integracj¢ oraz potencjalng personalizacje
proponowanych rozwigzan. Opracowane struktury (plastry mikroiglowe oraz chipy)
wykazaty wlasciwosci predestynujace je do dalszych badan aplikacyjnych oraz rozwoju

w kierunku zastosowan praktycznych i wdrozen, a cel rozprawy zostal osiggniety.
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Zalacznik nr 1

Do podrozdzialu 6.1 Wytwarzanie mikroiglowych matryc.
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Rysunek 1 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA o geometrii
stozkowej -trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigly, wraz z odpowiadajacym
obrazem w ptaszczyznie XY oraz profilem wysokos$ci wzdtuz zaznaczonej linii pomiarowe;.
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Rysunek 2 Charakterystyka morfologiczna mikroigiel wykonanych z PVP/PVA o geometrii
piramidalnej -trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigty, wraz z
odpowiadajacym obrazem w ptaszczyznie XY oraz profilem wysokosci wzdhuz zaznaczonej linii
pomiarowej.

0,00

Rysunek 3 Charakterystyka morfologiczna mikroigiel wykonanych z PVP/PVA o geometrii
gwiazdzistej -trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigty, wraz z
odpowiadajacym obrazem w plaszczyznie XY oraz profilem wysoko$ci wzdhuz zaznaczonej linii
pomiarowe;.
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Rysunek 4 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA o ksztalcie grotu
z kwadratowa podstawa - trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigly, wraz
z odpowiadajacym obrazem w plaszczyznie XY oraz profilem wysokos$ci wzdtuz zaznaczonej linii
pomiarowe;.
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o

Rysunek 5 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA o ksztalcie grotu
z okragla podstawa - trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroiglty, wraz z
odpowiadajacym obrazem w plaszczyznie XY oraz profilem wysoko$ci wzdtuz zaznaczonej linii
pomiarowe;.
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Rysunek 6 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA o ksztalcie
pieciokata - tréjwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigly, wraz z odpowiadajacym
obrazem w plaszczyznie XY oraz profilem wysokosci wzdtuz zaznaczonej linii pomiarowe;j.
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Rysunek 7 Charakterystyka morfologiczna mikroigiet wykonanych z PVP/PVA o ksztalcie tréjkata
- trojwymiarowa rekonstrukcja topografii pojedynczej mikroigly, wraz z odpowiadajacym obrazem
w plaszczyZznie XY oraz profilem wysokosci wzdluz zaznaczonej linii pomiarowe;.
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