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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest miniaturowe urzadzenie do zelowej elektroforezy kapilarnej zinte-
growane z miniaturowg wyrzutnig elektronowg wykonane metodami mikroinzynieryjnymi.

Elektroforeza zelowa uzywana jest do separac;ji nici DNA, przez co mozliwa jest analiza sekwencji
DNA. Zwyczajowo realizowana jest w duzych urzgdzeniach, wykorzystujgcych ptytki z naniesionym ze-
lem separujgcym, ktérych konce zanurzone sg w pojemniku z roztworem przewodzgcym, umozliwiaja-
cym przytozenie do koncow ptytek wysokiego napiecia. Prébka DNA naniesiona na jednym koncu ptytki
zelowej, poddana dziataniu silnego pola elektrycznego, porusza sie wzdtuz linii pola. Fragmenty DNA
0 roznej dtugosci majg rézng ruchliwos¢ w zelu separujgcym. Krotsze nici w danym czasie przebeda
dtuzszg droge, niz dtuzsze nici. Po procesie rozdzielania mozna odczyta¢ unikatowy kod danego DNA
za pomocg technik optycznych, tj. mierzac absorbcje swiatta przez zel, lub wybarwiajgc odpowiednimi
odczynnikami ptytke, obserwowac, powstate przez nagromadzenie nici DNA, prazki na ptytce. Elektro-
foreza kapilarna to odmiana elektroforezy zelowej, wykorzystujgca bardzo waskie i dtugie rurki, najcze-
Sciej szklane lub kwarcowe, oraz inne odczynniki do zapewnienia rozdziatu fragmentéw DNA. Szcze-
golnym typem urzgdzen do elektroforezy kapilarnej sg, tzw. laboratoria na chipie, wykonane metodami
mikroinzynieryjnymi, miniaturowe urzgdzenia wykonane ze szkla, o wymiarach kilku centymetréw,
umozliwiajgce wykonanie badania DNA.

Elektroforeza kapilarna wykorzystywana jest nie tylko do sekwencjonowania DNA i genomu or-
ganizméw zywych. Dzieki zastosowaniu tej techniki badawczej mozliwe jest rowniez diagnozowanie
réznych uszkodzen nici DNA wskutek czynnikéw zewnetrznych, np. promieniowania jonizujgcego. Od
wielu lat wiadomo, iz promieniowanie jonizujgce, w postaci promieniowania Roentgena, promieniowania
gamma, promieniowania alfa, itp., moze powodowac¢ uszkodzenia DNA w komaérkach, co moze dopro-
wadzac¢ do mutaciji, wzrostu komorek nowotworowych, a w szczegoéinych wypadkach do smierci orga-
nizmu. Réwniez od wielu lat prowadzone sg badania nad mechanizmami rozpadu DNA pod wptywem
promieniowania jonizujgcego. Przez dilugi czas uwazano, iz w najwiekszym stopniu, za uszkodzenia
DNA odpowiada wysoka energia promieniowania. Jednak badania przeprowadzone w 2000 roku przez
grupe naukowcow z Kanady pokazaty, iz ta wysoka energia promieniowania, powoduje generacje bar-
dzo wielu elektronéw wtérnych o niskich energiach. To te potencjalnie nieszkodliwe czastki, o energii
ponizej energii jonizacji, w najwiekszym stopniu majg wptyw na rozpad farnicuchéw DNA. W celu pozna-
nia mechanizmow stojgcych za tym zjawiskiem nalezato opracowa¢ nowe metody badawcze.

Z publikacji B. Boudaiffa, P. Cloutier, D. Hunting, M. A. Huels, L. Sanche, Resonant Formation of
DNA Strand Breaks by Low-Energy (3 to 20 eV) Electrons, Science, vol. 287 (2000), pp. 1658-1660,
wiadomo, Zze do badania rozpadu DNA uzywano komory prézniowej wyposazonej w dziato elektronowe
wytwarzajgce niskoenergetyczng wigzke elektronowg o znanym pradzie. Odpowiednio przygotowane
DNA umieszczano na przewodzgcym podfozu i zamykano w komorze, ktérg odpompowywano do ultra
wysokiej prézni. Naswietlano nastepnie probke za pomocg wigzki elektronéw. Po tym procesie probka
byta badana za pomocg urzadzenia do agarowej elektroforezy zelowej, w ktérej uwidaczniaty sie prazki
okredlone mianem pekniecia jednoniciowego (SSB) oraz pekniecia dwuniciowego (DSB). Widoczny byt
réwniez pragzek nieuszkodzonych fragmentéw DNA.

Z publikacji M. A. Huels, B. Boudaiffa, P. Cloutier, D. Hunting, L. Sanche, Single, Double, and
Multiple Double Strand Breaks Induced in DNA by 3-100 eV Electrons, J. Am. Chem. Soc. 125 (2003)
44674477, wiadomo, ze do badania rozpadu DNA wykorzystano réwniez komore prézniowg z dziatem
elektronowym oraz urzadzenie do agarowej elektroforezy Zelowej, jednak aby zabezpieczy¢ probke
przed warunkami zewnetrznymi, od momentu przygotowania preparatu, do momentu zakonczenia eks-
perymentu, proces byt realizowany w urzgdzeniu napetnionym suchym azotem.

Z publikacji A. N. Sidorov, T. M. Orlando, Monolayer Graphene Platform for the Study of DNA
Damage by Low-Energy Electron Irradiation, J. Phys. Chem. Lett., 4 (2013) 2328-2333, do badania
rozpadu DNA wykorzystano podtoze przewodzgce z cienkg warstwg ztota pokrytg warstwg grafenu.
Przygotowane DNA osadzano na takiej powierzchni i umieszczano w komorze prézniowej. Komora za-
opatrzona byta w dziato elektronowe oraz w aparature do spektroskopii Ramanowskiej. Po odpompo-
waniu komory prézniowej do wysokiej prozni wykonywano pomiar spektroskopowy, ktéry stuzyt jako
pomiar referencyjny. Nastepnie naswietlano prébke DNA za pomocg niskoenergetycznej wigzki elek-
tronowej. Tuz po naswietleniu powtarzano pomiar spektroskopowy i okreslano zmiany w sygnale $wiad-
czace o zmianach w DNA.
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Z publikacji M. B. Hahn, S. Meyer, M.-A. Schréter, H. Seitz, H.-J. Kunte, T. Solomun, H. Sturm,
Direct electron irradiation of DNA in a fully aqueous environment. Damage determination in combination
with Monte Carlo simulations, Phys. Chem. Chem. Phys., 19 (2017) 1798, wiadomo, ze do badania
rozpadu DNA wykorzystano komercyjny skaningowy mikroskop elektronowy wyposazony w specjalnie
wykonany uchwyt do probki DNA, wyposazony w mikrozbiornik oraz cienkg membrane. Przygotowane
DNA umieszczano w roztworze wodnym w mikrozbiorniku i przykrywano chipem krzemowym z wyko-
nang w nim cienkg membrang. Catos¢, szczelnie zamknietg, wktadano do komory przedmiotowej mi-
kroskopu elektronowego, gdzie nastepowato naswietlenie probki za pomoca wigzki elektronowej mikro-
skopu. Takie rozwigzanie umozliwiato naswietlanie DNA w jego naturalnym, uwodnionym srodowisku,
a nie jak wczesniej w prozni. Po naswietlaniu, probki przechowywano w obnizonej temperaturze, a na-
stepnie analizowano za pomocg elektroforezy zelowe;.

Z artykutu W. Kubicki, R. Walczak, J. Dziuban, Injection, separation and fluorimetric detection of
DNA in glass lab-on-a-chip for capillary gel electrophoresis, Opt. Appl., Vol. XLI, No. 2 (2011) 409-416,
znane jest miniaturowe urzgdzenie do zelowej elektroforezy kapilarnej. Zbudowane jest w catosci ze
szkta. Zawiera dwa kanaty, krétszy kanat dozujgcy probke oraz dtuzszy kanat separujgcy. W koncowej
czesci kanatu separujgcego znajduje sie obszar detekcji, oswietlany za pomocg diody laserowej. Gdy
czes¢ DNA o okreslonej diugosci nici dociera do tego obszaru, znaczniki fluorescencyjne zawarte
w prébce zaczynajg $wiecié. Swiatto jest mierzone za pomocg matrycy CCD. Od poczatku pomiaru
mierzony jest czas, zatem kolejno docierajgce probki do obszaru detekcji dajg informacje w czasie, co
pozniej interpretowane jest jako sygnat dla konkretnej prébki DNA. Kazda prébka, ze wzgledu na swoj
specyficzny sktad, da inny sygnat catosciowy. Za pomoca tego urzadzenia mozliwe jest sekwencjono-
wanie DNA, jak rowniez pomiar rozpadu DNA pod wptywem dziatania wigzki elektronowej. Urzadzenie
nie posiada wtasnego zrédta elektronéw i moze badacé tylko wczesniej naswietlone prébki.

Z patentu A2 Michat Krysztof, Tomasz P. Grzebyk, Anna Goérecka-Drzazga, Jan Dziuban,
nr Pat.225546, Zintegrowany, miniaturowy, transmisyjny mikroskop elektronowy, znany jest miniaturowy
mikroskop elektronowy wykonany metodami mikroinzynieryjnymi, wyposazony w miniaturowg kolumne
elektronooptyczng oraz miniaturowg pompe prézniowg, zdolny do generacji wigzki elektronowej
i transmisji tej wigzki przez cienkg membrane z azotku krzemu do preparatu umieszczonego na niej.
Urzadzenie zostato przedstawione na fig. 1 jako stan techniki. Mikropompa prézniowa sktada sie z dol-
nej katody mikropompy prézniowej 17, dystansownika katody 18, elektrody ekstrakcyjnej 7, dystansow-
nika elektrody ekstrakcyjnej 19 i gérnej katody mikropompy prézniowej 20, na powierzchniach ktérych
po zewnetrznej stronie umieszczono magnesy state 21, a dystansowniki katody 18 i elektrody ekstrak-
cyjnej 19 fgczg sie z komorg wyrzutni elektronowej poprzez kanaty dolny i gérny wykonane w dystan-
sownikach wspélnych dla obu czesci.

Problemem technicznym, rozwigzywanym przez przedstawiony wynalazek jest wspdlna cecha
opisywanych w literaturze przedmiotu rozwigzan, polegajaca na tym, ze badania rozpadu DNA pod
wptywem wigzki elektrondw mozliwe sg jedynie w wysokiej prozni, co nie jest sSrodowiskiem typowym
dla DNA, albo pomiar elektroforetyczny naswietlonej probki nastepuje po pewnym czasie od naswietle-
nia. Nie istnieje dotychczas urzgdzenie umozliwiajace naswietlenie probki DNA wigzkg elektronéw
w naturalnym, uwodnionym $rodowisku typowym dla DNA, w trakcie procesu separacji elektroforety-
cznej.

Istota miniaturowego urzadzenia do Zelowej elektroforezy kapilarnej z miniaturowg wyrzutnig
elektronowg, wedtug wynalazku polega na tym, ze zbudowane jest z naprzemiennie utozonych dystan-
sownikéw szklanych i krzemowych elektrod, uformowanych za pomocg metod mikroinzynieryjnych, po-
taczonych ze sobg, z wykorzystaniem bondingu anodowego i sktada sie z co najmniej 3 elektrod, po-
miedzy ktérymi znajdujg sie co najmniej 2 dystansowniki szklane, przy czym na znajdujgcej sie na dole
katodzie, z wytworzonym na srodku ostrzem krzemowym, na ktére naniesiono warstwe nanorurek we-
glowych, znajduje sie dystansownik katody z wykonanym na $rodku przelotowym otworem katody, po-
taczony mikrokanatem dolnym ze znang mikropompag, na dystansowniku katody znajduje sie elektroda
ekstrakcyjna z wykonanym przelotowym otworem elektrody ekstrakcyjnej, wspotdzielona z mikropompa,
nastepnie dystansownik elektrody ekstrakcyjnej, z wykonanym przelotowym otworem dystansownika
elektrody ekstrakcyjnej, potaczony mikrokanatem gérnym z mikropompa, nastepnie anoda, z wykona-
nym otworem anody przykrytym membrang, na anodzie zas znajduje sie podtoze szklane gtéwne, ktére
ma wewnagtrz wykonany kanat separacyjny zawierajgcy w swym ciggu membrane, zakornczony otworem
wlotowym i czesScig wylotowa, zaopatrzony w obszar detekcji umieszczony przed czescig wylotowa,
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z kanatem separacyjnym zas skrzyzowany jest kanat dozujgcy zakonczony otworami wlotowo — wyloto-
wymi, znajdujgcy sie pomiedzy otworem wlotowym kanatu separujgcego a membrang, ponadto ostrze
krzemowe oraz otwory w poszczegolnych warstwach a takze membrana, sg wspétsrodkowe, zas katoda
spolaryzowana jest napieciem ujemnym, ktérego wartos¢ bezwzgledna jest nie mniejsza niz 1000 V,
elektroda ekstrakcyjna spolaryzowana jest napieciem ujemnym mniejszym, badz rownym co do warto-
Sci, niz katoda, w szczegdlnosci potencjalem masy, a anoda z membrang znajduje sie na potencjale
masy.

Korzystnie, gdy kanat dozujgcy ma dtugos¢ nie mniejszg niz 10 mm, a kanat separujgcy dtugosé
nie mniejszg niz 30 mm, a ich szerokos¢ jest nie wieksza niz 0.5 mm.

Korzystnie, gdy oba kanaty przecinajg sie w odlegtosci nie wiekszej niz 5 mm od wlotu kanatu
separujgcego.

W wariancie wynalazku, cze$¢ wylotowa kanatu separujgcego jest wykonana w formie dwéch
odndég posiadajgcych kanaty wylotowe z otworami wylotowymi.

Korzystnie, na koncach kanatéw w otworach wlotowych/wylotowych znajduja sie elektrody pola-
ryzujgce do wymuszania przeptywu przez kanaty zgodnie z procedurg badania.

W wariancie wynalazku, pomiedzy anodg a dystansownikiem elektrody ekstrakcyjnej, liczac od
dotu, dodano elektrode ogniskujaca, w ktorej wykonano przelotowy otwér elektrody ogniskujgcej oraz
dystansownik elektrody ogniskujgcej, w ktérym wykonano otwor dystansownika elektrody ogniskujgce;j,
przy czym otwory te sg wspotsSrodkowe z pozostatymi otworami przelotowymi.

Korzystnie, membrana ma ksztatt kwadratu, ktérego wymiar boku jest nie wiekszy, niz szerokos$¢
kanatu separujgcego znajdujgcego sie nad nig.

Korzystnie, ostrze krzemowe ma promien nie wiekszy niz 10 um i wysoko$¢ nie wiekszg niz po-
towa grubosci katody.

Korzystnie, w elektrodzie ekstrakcyjnej oraz w elektrodzie ogniskujgcej w czesci wyrzutni elektro-
nowej wykonane sg otwory o tych samych wymiarach nie wiekszych niz 2 x 2 mmzZ.

Korzystnie, otwory w dystansownikach majg wymiary wieksze niz wymiary najwiekszego otworu
w elektrodach.

Zaletami wynalazku sg mate wymiary, zastosowanie metod mikroinzynieryjnych do produkcji po-
zwoli na wielkoseryjng produkcje oraz eliminuje koniecznos¢ stosowania zewnetrznej prézniowej obu-
dowy. Najwiekszg zaletg wynalazku jest mozliwos¢ naswietlania probek DNA bezposrednio przed lub
w trakcie trwania procesu elektroforezy, dzieki czemu wynik wptywu wigzki elektronowej na DNA nie
majg czynniki zewnetrzne, jak réwniez czas. Dodatkowo naswietlanie DNA wigzkg elektronéw odbywa
sie w $rodowisku uwodnionym, zblizonym do naturalnego, co jest niezbedne do doktadnego poznania
efektéw wptywu elektronéw na rozpad DNA.

Wynalazek jest blizej przedstawiony w przyktadach realizacji i w oparciu o rysunek, ktérego fig. 1
przedstawia stan techniki, fig. 2 przedstawia konstrukcje urzgdzenia w wariancie z trzema elektrodami
wyrzutni oraz prostym kanatem separujgcym, natomiast fig. 3 wariant z czterema elektrodami wyrzutni
oraz rozwidlonym kanatem separujgcym.

Przyktad 1

Miniaturowe urzgdzenie do Zzelowej elektroforezy kapilarnej z miniaturowag wyrzutnig elektronowa,
zbudowane jest z naprzemiennie utozonych ptytek szklanych (dystansownikéw) i krzemowych (elek-
trod), uformowanych za pomocg metod mikroinzynieryjnych, potagczonych ze sobg, z wykorzystaniem
bondingu anodowego. Urzadzenie skfada sie z trzech podtozy szklanych i pieciu podtozy krzemowych.
Podtoze gtéwne 1, stanowi gtdbwng czes¢ urzadzenia do zelowej elektroforezy kapilarnej. Wykonano
w nim kanat separacyjny 2, rozpoczynajacy sie otworem wlotowym 3 i zakoriczony czescig wylotowg 2a
wraz z otworem wylotowym 4, oraz skrzyzowany z nim kanat dozujgcy 5, z otworem wlotowym 6 i otwo-
rem wylotowym 7, przy czym tuz za skrzyzowaniem obu kanatéw znajduje sie cienka membrana 8,
a przy koncu kanatu separujgcego 2, znajduje sie obszar detekcji 9, natomiast membrana 8 wykonana
jest z azotku krzemu naniesionego na podtoze krzemowe stanowigce anode 10, ktére jest dolng pod-
stawg urzgdzenia do zelowej elektroforezy. Ponizej znajdujg sie pozostate podtoza i dystansowniki sta-
nowigce wyrzutnie elektronowsg, sktadajgca sie, idac w dot, kolejno ze wspomnianej anody 10, dystan-
sownika elektrody ekstrakcyjnej 11, wspdlnego dla wyrzutni elektronowej i mikropompy prézniowej,
w ktorym wykonany jest gérny kanat 12 tgczgcy wnetrze wyrzutni elektronowej i mikropompy, oraz prze-
lotowy otwor dystansownika elektrody ekstrakcyjnej 11a o wymiarach 6 x 6 mm?, elektrody ekstrakcyjnej
13, wspdinej dla wyrzutni elektronowej i mikropompy prézniowej, w ktérej wykonano przelotowy otwor elek-
trody ekstrakcyjnej 13a o wymiarach 2 x 2 mm? w czesci wyrzutni elektronowej oraz otwoér 4 x 4 mm?
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w czesci mikropompy prozniowej, dystansownika katody 14, wspolnego dla wyrzutni elektronowej i mi-
kropompy prézniowej, w ktorym wykonany jest dolny kanat 15 tgczacy obie te czesci oraz przelotowy
otwér katody 14a o wymiarach 6 x 6 mm?2, katody 16, w ktérej wytworzono ostrze krzemowe 17 o pro-
mieniu krzywizny 1 pm i naniesiono na nie warstwe nanorurek weglowych, dolnej katody mikropompy
prézniowej 18 i gérnej katody mikropompy prozniowej 19, na powierzchniach ktérych po zewnetrznej
stronie umieszczono magnesy state 20. Otwory przelotowe wykonane w elementach wyrzutni elektro-
nowej, ostrze katody 17 oraz powierzchnia membrany 8 wytworzonej w anodzie 10 sg wspétsrodkowe,
jak réwniez otwory wykonane w mikropompie prézniowej sg wspotsrodkowe. Katoda 16 spolaryzowana
jest napieciem —4000 V, elektroda ekstrakcyjna 13 spolaryzowana jest napieciem —3000 V, natomiast
anoda 10 utrzymywana jest na potencjale masy. Gérna 19 i dolna katoda 18 mikropompy prézniowej sg
potgczone ze sobg elektrycznie i spolaryzowane napieciem —4000 V. Membrana 8 ma wymiary 0.5 x
0.5 mm?2 i grubo$¢ 100 nm. Wewnatrz komor wyrzutni elektronowej i mikropompy prézniowej panuje
préznia poczatkowa rzedu 1 hPa. Kanat separujgcy 2 ma dtugosé 30 mm, szerokos¢ 0.5 mm i gleboko$é
30 um, natomiast kanat dozujgcy 5 ma dtugos¢ 10 mm, szerokos¢ 0.5 mm i gtebokosé 30 um. Otwory
doprowadzajgce kanatéw majg srednice 0.5 mm. Kanaty, dozujgcy 5 i separujacy 2, przecinajg sie pod
katem prostym w $rodkowej czesci kanatu dozujgcego 5 i 5 mm od wlotu kanatu separujgcego 3.

Przyktad 2

Urzadzenie jak w przyktadzie 1, z tg réznica, ze w podtozu gtéwnym 1, przy koncu kanatu sepa-
rujgcego 2, czes¢ wylotowa 2a kanatu separacyjnego 2 jest wykonana w formie dwoéch odnég posiada-
jacych kanaty wylotowe, pierwszy kanat wylotowy 23, zakonczony otworem wylotowym 24, oraz drugi
kanat wylotowy 25, zakonczony otworem wylotowym 26.

Przyktad 3

Urzadzenie jak w poprzednich przykfadach, z tg réznicg, ze w wyrzutni elektronowej pomiedzy
anodg 10, a dystansownikiem elektrody ekstrakcyjnej 11, liczgc od dotu, dodano elektrode ogniskujgca
21, w ktérej wykonano przelotowy otwér elektrody ogniskujgcej 21a o wymiarach 2 x 2 mm2, oraz dy-
stansownik elektrody ogniskujgcej 22, w ktorym wykonano otwér dystansownika elektrody ogniskujgcej
22a o wymiarach 6 x 6 mmZ2. Na elektrode ogniskujgca przytozone jest napiecie —4000 V a otwory prze-
lotowe sg wspotsrodkowe z pozostatymi otworami w wyrzutni elektronowe;.

Dziatanie urzadzenia wedilug wynalazku z przyktadu 1 jest nastepujace: kanaty, separujgcy i do-
zujacy, wypetniane sg zelem do separacji elektroforetycznej. Probka DNA znakowana fluorochromem
Cy5 oraz wymieszana z buforem dozujgcym, umieszczana jest w otworze wlotowym kanatu dozujgcego.
Nastepnie przygotowana zostaje wyrzutnia elektronowa. Najpierw uruchamiana jest mikropompa proz-
niowa, przez podanie na elektrode ekstrakcyjng napiecia —3000 V, natomiast na katode gorng i katode
dolng napiecia —4000 V. Pompa pozostaje witgczona przez caty czas dziatania wyrzutni elektronowej.
Po odpompowaniu komory do wysokiej prézni, na katode wyrzutni podawane jest napiecie —4000 V, co
powoduje generacje wigzki elektronowej, ktéra pada na powierzchnie membrany. W tym momencie
nastepuje wtgczenie zasilania na kohcach kanatu dozujgcego. Na wlocie kanatu podane jest ujemne
napiecie, natomiast na wylocie napiecie dodatnie, przy czym réznica napie¢ wynosi 200 V. Prébka DNA
zaczyna poruszac sie w strone srodka kanatu. Gdy probka znajdzie sie na skrzyzowaniu kanatéw na-
piecie na koncach kanatu dozujgcego jest wylgczane, a wigczane jest napiecie na koncach kanatu se-
parujgcego, w taki sposdb, aby zapewni¢ natezenie pola elektrycznego w kanale w wysokosci 200 V/cm.
Prébka DNA zaczyna poruszac sie wzdtuz kanatu separujgcego, gdzie na poczatku poddana jest dzia-
taniu wigzki elektronowej przechodzgcej przez membrane z wyrzutni elektronowej. W tym miejscu na-
stepuje rozpad DNA pod wptywem dziatania elektrondéw. Wszystkie czesci prébki, zaréwno uszkodzone
DNA, jak i nieuszkodzone DNA, przemieszcza sie dalej przez kanat separujgcy i dzieli sie ze wzgledu
na szybkos¢ przemieszczania sie poszczegdlnych czesci przez zel separujgcy. Obszar detekcji kanatu
separujgcego oswietlany jest w tym czasie wigzkg promieniowania laserowego o dtugosci fali 635 nm.
Gdy pierwsze czesci DNA docierajg do tego obszaru, $wiatto laserowe pobudza fluorochrom znajdujacy
sie w DNA do $wiecenia. Swiatto to jest przechwytywane przez matryce CCD i przetwarzane na sygnat
elektryczny. Wysoko$¢ tego sygnatu jest zalezna od intensywnos$ci swiecenia probki DNA, natomiast
mierzony jest rownoczeénie czas od podania napiecia na konce kanatu separujgcego. Za pomocg tych
dwoch parametrow mozliwe jest wyznaczenie elektroforegramu, pokazujgcego efekty naswietlania
prébki DNA przez wigzke elektronéw.

Dziatanie urzadzenia wedtug wynalazku z przyktfadu 3 jest podobne jak dla przyktadu 1, z tym Ze:
w przy tych samych napieciach na elektrodach wyrzutni elektronowej, generowana jest wigzka elektro-
nowa o tej samej wartosci pragdu, natomiast na elektrode ogniskujgcg podane jest napiecie —4000 V, co



6 PL 245205 B1

powoduje skupienie wigzki na membranie, a co za tym idzie, wiecej elektronéw dostaje sie do wnetrza
kanalu separujacego. W czesci zwigzanej z separacjg elektroforetyczng przebieg dziatania jest po-
dobny, z tym, ze do momentu detekcji fragmentéw probki DNA w obszarze detekcji napiecie dodatnie
przyktadane jest do obu otworéw wylotowych kanatéw wylotowych. Po minieciu pierwszego fragmentu
DNA obszaru detekcji, tylko na jednym otworze pozostaje napiecie dodatnie, na drugi otwér podane jest
napiecie ujemne o wartosci takiej samej jak na otworze wlotowym kanatu separujgcego. W tym wypadku
pierwszy fragment DNA zostanie skierowany do otworu wylotowego spolaryzowanego dodatnio. W mo-
mencie detekcji drugiego fragmentu DNA, nastepuje zamiana polaryzacji otworéw wylotowych, w taki
sposoéb, ze drugi fragment DNA zostaje skierowany do drugiego otworu wylotowego. Takie rozwigzanie
umozliwia separacje efektow naswietlania DNA przez wigzke elektronowg, a co za tym idzie pdzniejsze
ich badania z pomocg innych Srodkéw.

Zastrzezenia patentowe

1. Miniaturowe urzadzenie do zelowej elektroforezy kapilarnej z miniaturowag wyrzutnig elektro-
nowa, zbudowane z naprzemiennie utozonych elektrod krzemowych i dystansownikéw szkla-
nych, potgczonych w procesie bondingu anodowego, stanowigcych jednoczesnie obudowe
urzgdzenia, potgczone za pomocg co najmniej jednego wspolnego podfoza i co najmniej
dwoch szklanych dystansownikow z wykonanymi w nich kanatami, ze znang mikropompa
prozniowg skfadajaca sie kolejno od dotu z katody dolnej mikropompy (18), dystansownika
dolnego z mikrokanatem dolnym (15), elektrody ekstrakcyjnej (13), dystansownika goérnego
z mikrokanatem gornym (12) oraz katody gornej mikropompy (19) zas na katodzie gérnej (19)
i pod katodg dolng (18) znajdujg sie magnesy state (20), znamienne tym, ze posiada co naj-
mniej 3 elektrody pomiedzy ktérymi znajdujg sie co najmniej 2 dystansowniki szklane, przy
czym na znajdujgcej sie na dole katodzie (16), z wytworzonym na $rodku ostrzem krzemowym
(17) znajduje sie dystansownik katody (14) z wykonanym na $rodku przelotowym otworem
katody, potgczony mikrokanatem dolnym (15) z mikropompa, na dystansowniku katody (14)
znajduje sie elektroda ekstrakcyjna (13) z wykonanym przelotowym otworem elektrody eks-
trakcyjnej, wspétdzielona z mikropompag, nastepnie dystansownik elektrody ekstrakcyjnej (11),
z wykonanym przelotowym otworem dystansownika elektrody ekstrakcyjnej, potgczony mikro-
kanatem gérnym (12) z mikropompa, nastepnie anoda (10), z wykonanym otworem anody
przykrytym membrang (8), na anodzie za$ znajduje sie podtoze szklane gtéwne (1), ktére ma
wewnatrz wykonany kanat separacyjny (2) zawierajagcy w swym ciggu membrane (8), zakon-
czony otworem wlotowym (3) i czescig wylotowg (7), zaopatrzony w obszar detekcji (9)
umieszczony przed czescig wylotowg, z kanatem separacyjnym zas skrzyzowany jest kanat
dozujacy (5) zakonczony otworami wlotowo — wylotowymi (6), znajdujacy sie pomiedzy otwo-
rem wlotowym kanatu separujgcego (3) a membrang (8), ponadto ostrze krzemowe (17) oraz
otwory w poszczegdlnych warstwach a takze membrana (8), sg wspoétsrodkowe, zas katoda
(14) spolaryzowana jest napieciem ujemnym, ktérego wartos¢ bezwzgledna jest nie mniejsza
niz 1000 V, elektroda ekstrakcyjna (11) spolaryzowana jest napieciem ujemnym mniejszym,
badz réwnym co do wartosci, niz katoda, w szczegdlnoéci potencjalem masy, a anoda (10)
z membrang (8) znajduje sie na potencjale masy.

2. Urzadzenie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze pomiedzy dystansownikiem elektrody eks-
trakcyjnej (11) a anodg (10) znajduje sie dodatkowo elektroda ogniskujgca (21), w ktérej wy-
konano przelotowy otwor elektrody ogniskujacej (21a) oraz dystansownik elektrody ognisku-
jacej (22), w ktérym wykonano otwoér dystansownika elektrody ogniskujgcej (22a), przy czym
otwory te sg wspoétsrodkowe z pozostatymi otworami przelotowymi.

3. Urzadzenie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze czes¢ wylotowa (7) kanatu separacyjnego
(2) jest wykonana w formie dwoch odndg (23) posiadajgcych kanaty wylotowe (4).

4. Urzadzenie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze kanat dozujacy (5) ma diugo$¢ nie mniejsza
niz 10 mm, a kanat separujgcy (2) dtugos¢ nie mniejszg niz 30 mm, a ich szerokosc jest nie
wieksza niz 0.5 mm.

5. Urzadzenie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze kanaty dozujacy (5) i separujacy (5) przeci-
najg sie w odlegtosci nie wiekszej niz 5 mm od otworu wlotowego (3) kanatu separujgcego (2).
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. Urzadzenie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze na koncach kanatéw dozujgcego (5) i sepa-
racyjnego (2) w ich otworach wlotowych/wylotowych znajdujg sie elektrody polaryzujgce do
wymuszania przeptywu przez kanaty zgodnie z procedurg badania.

. Urzadzenie wedlug zastrz. 1, znamienne tym, ze membrana (8) ma ksztatt kwadratu, ktérego
wymiar boku jest nie wiekszy, niz szeroko$¢ kanatu separujgcego (2) znajdujgcego sie nad
nia.

. Urzadzenie wedlug zastrz. 1, znamienne tym, ze ostrze krzemowe (17) ma promien nie wiek-
szy niz 10 um i wysokos¢ nie wiekszg niz potowa grubosci katody (14).

. Urzadzenie wedlug zastrz. 2, znamienne tym, ze w elektrodzie ekstrakcyjnej (11) oraz
w elektrodzie ogniskujacej (21) w czesci wyrzutni elektronowej wykonane sg otwory o tych
samych wymiarach nie wiekszych niz 2 x 2 mm2.

. Urzadzenie wedlug zastrz. 1, znamienne tym, ze otwory w dystansownikach majg wymiary
wieksze niz wymiary najwiekszego otworu w elektrodach.
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