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struktarines ir funkcines inovacijas. Pirmg — intra ir inter lygiagrecig konstrukcijg jgalinancig sparty ir plataus
mastelio pavieniy lasteliy skaityma ir riSiavimg. Antrg — dvigubos, lazeriy déka surinktos fluorescentinés-genetinés
ir vizualinés-morfologinés informacijos sujungima ir apdorojimg naudojant masiny matymo ir masiny mokymo
algoritmus, ypac klasifikavimo ir sutelkimo. Tre€ig — inovatyvius maiSymo, inkubavimo ir skaitymo-riasiavimo
komponenty konstrukcinius sprendimus.
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TECHNIKOS LYGIS

Literatlroje minimos mazo pajégumo Igsteliy rasiavimo sistemos. Taip pat
yra informacijos apie individualias subsistemas: mikrofluidinio pumpavimo (P),
Igsteliy ir fluorescentinio Zymeklio emulsifikacijos (E) bei skaitmeninés lazerinés
spektroskopijos ir Igsteliy rasiavimo (R). TaCiau néra precedento, integruotai intra- ir
interlygiagreciai, masiny mokymo technologija pagrjstai pavieniy lgsteliy skaitymo ir
raSiavimo sistemai.

(P) US7842248B2, US7842248B2, EP1150013A2 apibddina mikrofluidines
pompas. Jos tinkamos nedidelio hidraulinio pasiprieSinimo sistemoms pavieniuose
lustuose, bet netinkamos kaip vienos jeigos pompos masyviai lygiagreCiom, auksto

hidraulinio pasiprieSinimo, didelés naSos sistemoms.

(E) Lasteliy genetinio kodo Zenklinimas yra standartiné proceddra.
CN102344494B apibddina fluorescentine sistemag skirtg
nikotinamidadenindinukleotido (NAD) fermentg koduojanCiy geny detekcijai.
US9133499B2 apibtdina trijy mikrofluidiniy kanaly (Igsteléms, zymekliui ir plovikliui)
sajungg skirta lasteliy fluorescentiniam zenklinimui. US9689024B2 apibddina DNR
Zenklinimo procedlrg Sulinéliuose. US6608189B1 naudoja Zalig fluorescentinj
baltyminj daZzg optiniam pH lygio matavimui skirtingose Igstelés dalyse.
US20150154352A1 apibldina karoliuky naudojimg DNR/RNR  kodavimui.
AU2011295722A1 kalba apie lIgsteliy DNR/RNR segmenty dazymg, siekiant

spektroskopijos déka atskirti vézines lasteles nuo sveiky.

Emulsijy (jskaitant Igsteliy laSeliuose) mikrofluidinis formavimas taip pat yra
standartiné, nors ir palyginti nauja, proceddra. US20100018584A1 ir
JP2009536313A naudoja klasikines + ir T formos mikrofluidines jungtis vandens-
aliejuje laseliy generavimui. CN104321652A apibudina trisluoksnj srautg ABA.
Lazeris sukelia ertmés formavimasi pirmajam sluoksnyje A. Ertmé iSstumia lasel] iS
antrojo sluoksnio B tiesiai j treCiajj sluoksnj A. WO2014151658A1 apibildina panasy
principg, bet dvisluoksniame sraute. W0O2015164212A1 kalba apie lasteliy genetinés
informacijos Zenklinimg ir apgaubimg laSeliuose. US20140113347A1 kalba apie

biopolimery naudojima Igsteliy apgaubimui.

Bendra lgsteliy genetinés medziagos Zenklinimo ir apgaubimo [étumo

problema yra limituotas vieno nelygiagretaus kanalo naudojimas.
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(R) CA2484336C kalba apie keturiy skirtingy fluorescentiniy dazy
pritvirtinimg prie keturiy skirtingy DNR baziy (A, C, G ir T), kurias véliau galima
atskirti optinio sensoriaus déka po argono lazerio aktyvavimo; tokiu badu kuriant
geno variacijy biblioteka. EP3409791A1 ir US5595900A aptaria geny seky biblioteky
paruo$ima. Sios bibliotekos tampa naudingos Igsteliy identifikacijai.

US7214298B2 pristato paprastg vieno mikrofluidinio lusto fluorescencijos
detekcijos la-zeriu 2-taky Igsteliy rasiuoklj. US20110065143 naudoja fluorescencijos
detekcijos lazerj kamieniniy Igstely skaitymui, regeneratyvinés medicinos taikymams.
US8936762B2 naudoja mikrofluidinj, vizualinj-morfologinj Igsteliy skaitymg lazeriu.

US9186643B2 naudoja mikrofluidinj laseliy rasiavima in vitro evoliucijai.
ISRADIMO APRASYMAS

Pirmoji kertiné prietaiso inovacija — didelio intra- ir interlygiagretumo
konstrukcija. Tai uztikrina greitg lasteliy skaitymag ir raSiavimg — bdting aspektg

sékmingam mikrofluidinés rdsiavimo technologijos komercializavimui.

Farmaciné antiklniy inzinerija ir atranka — viena i$ prietaiso taikymo sriciy.
AnalogiSkai tranzistoriy skai¢iaus ploto vienetui augimui kompiuteriy inZinerijoje,
biomedicinos inZinerijoje pastebimas antiklniy testy laiko vienetui skaitiaus augimas.
90-taisiais rankiniu bidu buvo jmanoma padaryti 10° testy per savaite. Robotikos
taikymas padidino §j skaiciy iki 10’. I8radime sitloma didelio lygiagretumo

mikrofluidiné konstrukcija atveria duris tolimesniam testavimo grei€io augimui.

Mikrofluidikos naudojimas taip pat sumazina reikalingg méginiy ir reagenty
kiekj; klinikingje aplinkoje tai reiSkia mazesnj kraujo meginiy dyd;.

Tradiciniuose FACS (angl. fluorescence activated cell sorting) lasteliy
raSiuokliuose laselius generuojantis purkStukas gali iSskirti sveikatai pavojingus
aerozolius. Sis iSradimas naudoja alternatyvy, saugesnj, mikrofluidinj laSeliy

generacijos procesa.

Toliau apibadinami individualls prietaiso moduliai ir jy konfigtracijos: (P)
pumpavimas, (E) emulsifikacija, (I) inkubacija ir (R) skaitymas-rasiavimas.

(P) Numatomi dviejy tipy pumpavimo moduliai: Pis+s ir Pyern. SKirtingos
pompos reika-lingos skirtingoms prietaiso konfigdracijoms; Py.; (dar Zymima PMj.,

kad pabrézti méginio buvimg) naudojama konf. A (pav. 2) ir C (pav 3), 0 Px+1:n — B
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(pav. 2) ir D (pav. 3). k atspindi méginiy skaiciy (tai lagstelés ir reagentai), kurie
susimaiSo emulsijos komponente (zidréti pav. 1, detales A1 ir A2); kiekvienam
reagentui stumti reikalinga atskira pompa. "+1" atspindi faktg, kad (tolimesnéje "+"
formos jungtyje) reikalingas nuolatinis aliejaus srautas atskirti Igsteles j individualius
laSiukus (dar viena pompa). Matyti, kad minimalus pompy skaicius trys, bet,
priklausomai nuo pasirinkto Igsteliy zyméjimo protokolo, 2Zymiy skaiCiaus,
amplifikacijos protokolo ir plovimo buferio naudojimo, gali bati didesnis. Py+1.n modulis
yra (k + 1) viename tipo. Tai yra viename modulyje yra k + 1 batinos pompos, o n
nurodo inter-lygiagre€ios modulio sekos numerj (Cia apribojimy néra; didesniam
naSumui pasiekti naudojama daugiau moduliy). Raidé m zymi intralygiagretumo Nr.
P«+1 tipo pompos yra galingesnés, nes turi dirbti su dideliu hidrauliniu pasiprieSinimu
visoje sistemoje (keliuose lygiagre€iuose moduliuose). Px+1.n tipo pompos mazesnio
galingumo, nes reikia jveikti tik hidraulinj pasiprieSinimg viename modulyje. Px+s — tai
pavienis vieno Svirksto (vieno méginio) arba dviejy SvirkSty (nuolatiniam méginio
pumpavimui) modulis. Px+1,, vietos taupumo sumetimais alternatyviai naudojami m
peristaltiniai, elektroosmotiniai, pulsuojantys arba centrifiginiai pumpavimo vienetai
(pav. 2, detalé B1). Dél mazZesnio slégio reikalavimo galima ir mikrofluidiné pompos

versija.

Bréziniuose taip pat naudojamos raidés M — tai méginys (konfigaracijos B ir

D) —ir J — jungtis (konfigadracijos A ir C).

(E) E, — tai emulsifikacijos modulis, susidedantis iS smulkesniy m paraleliy en,
funkciniy viety. Pav. 1, detalé 1 nurodo jvesties kanalus su pasirenkamais
mikrofluidiniais filtrais. Paprasciausias konstrukcijos variantas naudoja tris jvestis ir
vieng iSvestj. Pirmos dvi jvestys — vienoje Igstelés, kitoje FISSEQ (angl. fluorescent in
situ sequencing) reagenty kokteilis — keliauja iki pirmosios jungties. Susiformaves
miSinys tuomet juda iki antrosios jungties, kurioje aliejus iS trec€iosios jvesties atskiria
pavienius Igsteles apgaubiancius laSelius — procesas iliustruotas pav. 1, detaléje A1.
ISvestis naudojama aliejaus pasSalinimui. Bet tai tik minimalus pavyzdys — pav. 1,

detalé A2 parodo, kad struktdriSkai gali bati naudojama iki k jvesciy.

LaSeliai tuomet keliauja j gyvatinj inkubacinj modulj /,, turintj m gyvatuky.
Geometrija mechaniSkai skatina maiSymasi (reagenty ir Igstelés saveikg laSelio
viduje) ir leidZia inkubacijos laiko kontrole, o Peltier plok3té — termoelektrine reakcijos

temperattros kontrole, ir tokiu bldu — reakcijos greit;.
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Skaitymo-rasiavimo modulyje R, testinés bangos lazeris (pav. 1 detalé B,
Zymeé 3) suzadina fluorescentinj mitochondrijos COIl (angl. cytochrome oxidase
subunit 1) geno dazg. Suzadinimas sukelia specifinio bangos ilgio Sviesg, kurig
pagauna optinis sensorius (pav. 1, detalé B, zymé 4). Surinkta informacija atspindi
unikalig sekg susidedancig iS pasikartojanéiy A,C,G arba T baziy. Duomeny
apdorojimo blokas (DAB) Sig sekg patikrina tarp jau egzisuojanciy duomeny bazéje;
procesg palengvina masiny mokymo klasifikacijos algoritmas. Titano safyro
pulsuojancio lazerio (pav. 1 detalé B, Zymé 5) sugeneruotas ir toliau modifikuotas
Sviesos pluoStas pereina per lIgstele pagaudamas jos individualig vizualine-
morfologine informacija. Si informacija pasiekia detektoriy (pav. 1, detalé B, Zymé 6),
kur toliau DAB apdorojama masiny matymo ir maSiny mokymo giliyjy tinkly

algoritmais.

Vartotojas turi galimybe i§ anksto nustatyti kokio tipo lgsteles nori pagauti.
Taip pat galimas ir laisvas rezimas, kurio metu sistema nuskanuoja ir surenka
informacijg apie potencialiai tOkstancius méginyje esanciy lasteliy tipy. DAB tuomet
jas sugrupuoja pagal panasumg | kategorijas. Siam lIgsteliy grupavimui pagal
panaSumg taikomi inovatyvis masiny mokymo laisvo ir specifikuoto sutelkimo
metodai. Taip galima kurti naujas tipy bibliotekas; arba tiesiog fiziSkai rasiuoti

lgsteles.

Sie trys pilioriai: (i) fluorescentinés-genetinés informacijos surinkimas, (ii)
vizualinés-morfologinés informacijos surinkimas ir (i) surinktos informacijos

apdorojimas masiny mo-kymo algoritmais — antroji kertiné prietaiso inovacija.

Rasiavimas vyksta asimetrinéje "Zuvies kaulo" formos mikrofluidinéje-
dielektroforezinéje (pav. 1, detalé C1) arba mikrofluidinéje-optoelektroninéje (pav. 1,
detalé C2) komponento konstrukcijoje. Paviené lastelé suZadinama lazerio, jos
skleidziamos $§viesos bangy informacija, apdorota anksciau paminétais metodais,
atskleidzia jos tipa. Ji keliauja "stuburo" kanaléliu ir priklausomai nuo tipo yra
nukreipiama | vieng i§ atSaky. Nukreipimas vyksta vienu i§ dviejy mechanizmy.
Pirmajame po kiekviena i§ atSaky yra du elektrodai iSlendantys iki pat stuburo kanalo
iSorinés sienos. Juos aktyvavus, elektrinio lauko déka Igstelé nukreipiama | atSakos
kanalg. Antrasis mechanizmas naudoja lazerj, kuris sukuria nuozulny "“/* formos

optinj barjerg stuburo kanale ir nukreipia jg | atSakos kanalg.

Galiausiai sursiuotos lgstelés per iSvestis (pav. 1, pazymeétos 2-etu) keliauja
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i§ R, moduliy j vieng apjungiantj surinkimo modulj S su Sulinéliy plokste (ZiGréti pav.
2 ir pav. 3). Surinkimo modulis turi keletg konfigGracijy: gali turéti standartine 98-iy
Sulinéliy plokste, mazesnio Sulinéliy skai€iaus plokSte didelio tlrio mazos variacijos
surinkimui, arba didesnio skaiCiaus — mazo tdrio didelés variacijos surinkimui. Jeigu
taikymo procesas ciklinis, pvz., kaip nukreipta evoliucija, atrinktos naudingos lastelés

gali bati atgal nukreipiamos | skaitymo ir riSiavimo modul;.

Prietaisas turi keturias konfigdracijas. Pirmojoje (pav. 2, A1 ir A2) k+1 didelio
galingumo pompos su méginiais (k lasteléms ir Zenklinimo reagentams — dazniausiai
dvi arba trys — ir 1-na aliejui) jsistato i§ kairés pusés | jungtj J. 18 deSinés jungties
pusés jsistato n (priklausomai nuo naSos reikalavimo) lygiagreCiy integruoty
mikrofluidiniy emulsijos-inkubacijos-riSiavimo E/R moduliy. Galiausiai modulius
apjungia lasteliy surinkéjas S. Antroji (pav. 2, B1 ir B2) konfiglracija prasideda nuo
méginio modulio j kurj jsistato (pagal naSos reikalavimg) n mazesnio galingumo
integruoty (k + 1 viename) pompy. Prie kiekvienos i§ jy prisijungia po vieng
integruotg E/R modulj. Kaip ir pirmojoje konfiglracijoje, juos apjungia surinkéjas S su
Sulinéliy plokstele. Trecioji (pav. 3, C1 ir C2) ir ketvirtoji (pav. 3, D1 ir D2)
konfiglracijos tokios pats kaip pirmoji ir antroji, iSskyrus tai, kad vietoje vieno
integruoto lusto, egzistuoja trys savarankiski mikrofluidiniai emulsijos, inkubacijos ir

rasiavimo komponentai.

Salia grei¢io ir auk3tos duomeny kokybés komercinei sékmei taip pat
svarbus paprastas naudojimo protokolas, todél konfiglracijose A ir B (pav. 2) E,, I, ir
R, apjungti | vieng EIR, modulj. ISmanesniems vartotojams skirtos antrinés
konfiglracijos C ir D (pav. 3), kuriose moduliai atskiri, leidziantys individualaus

pritaikymo laipsn].
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Didelio lygiagretumo spartusis pavieniy lgsteliy skaitymo ir rdsiavimo
prietaisas, charakterizuojamas tuo, kad turi keturias skirtingas konstrukcijas,
susidedancgias i§ pumpavimo bei mikrofluidiniy emulsifikacijos, inkubacijos ir

skaitymo-riSiavimo komponenty sgjungos.

2. Prietaiso pagal 1 punktg vienas i$ kertiniy atributy — komponenty vidinis ir

iSorinis lygiagretumas.

3. Prietaiso pagal 1 punktg, mikrofluidiniai komponentai gaminami ne tik iS
tradicinio polidimetilsiloksano, bet ir patvaresniy borosilikato stiklo, arba kvarco;

medzZiagos néra maiSomos.

4. Prietaiso pagal 1 punktg emulsifikacijos komponente pavienés lgstelés

patalpinamos j laSelius ir taikomas jy fluorescentinis Zenklinimas.

5. Prietaiso pagal 1 punktg, tiek integruota, tiek atskira, mikrofluidiné-
termoelektroniné inkubatoriaus komponento konstrukcija, susidedanti iS lygiagreCiy

serpentino kanaly, ir po jais esancios termoelektrinés plokstés.

6. Prietaiso pagal 1 punktg skaitymo-risiavimo komponentas apima : (i)
testinés bangos lazerj ir individualiy lgsteliy fluorescentinés genetinés sekos
detektoriy, (ii) titano-safyro pulsuojantj lazerj ir individualiy Igsteliy vizualinés-
morfologinés informacijos detektoriy, (iii) informacijos apdorojimo blokg, pagristg
masiny matymo giliyjy tinkly technologija, klasifikavimo technologija ir laisvojo ir

specifikuoto sutelkimo technologija.

7. Komponento pagal 6 punktg paskutinis subkomponentas (iv) apdorotos in-

formacijos taikymas asimetrineje "Zuvies kaulo" formos mikrofluidinéje-
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dielektroforetinéje ir mikrofluidinéje-optoelektroninéje konstrukcijoje, jgalinancioje
daugiakelinj lasteliy rasiavima.

8. Prietaisas pagal 2, 6 ir 7 punktus naudojamas greitam, didelio pajégumo ir
tiksliam pavieniy laSeliuose esanciy lasteliy skaitymui ir rdSiavimui farmacinéje
antiktniy atrankoje, antikliniy taikanciy vézines Igsteles atrankoje, véziniy lgsteliy
raSiavime, rety lgsteliy izoliacijoje, véziui atspariy lasteliy detekcijoje, kamieniniy ir
progenitoriniy Igsteliy izoliacijoje, Igsteliy risiavime pagal genotipg ir pagal fenotipg,
genotipo-fenotipo rySio nustatyme, tipy biblioteky kdrime ir nukreiptoje fermenty

evoliucijoje.
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Pav. 1
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