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Perinteiset immunomadritykset vaativat hienostuneita laitteita ja karsivat monimutkaisista prosesseista
sekd pitkistd analyysiajoista, mik& rajoittaa niiden hyddyntdmistd hoitohetkelld toteutettavaan
diagnostiikkaan. Mikrofluidistiikan uskotaan tarjoavan ratkaisuja naihin ongelmiin, silla se nédhdaan
usein perinteisten laboratoriomenetelmien miniatyyriversiona, joka tarjoaa mahdollisuuden prosessin
automatisointiin.  Tam& tyd on Kirjallisuuskatsaus yleisimpiin ratkaisuihin mikrofluidististen
immunomaédritysten nesteenkuljetusmenetelmén, materiaalin, proteiinien immobilisointitekniikan seka
detektointimenetelman kannalta.

Tyodssd huomattiin, ettd yleisid aktiivisia nesteenkuljetusmenetelmid ovat sahkdiseen osmoosiin
perustuva pumppu, sahkéinen kostutus, mikropneumaattiset pumput, keskeiskiihtyvyys, magneetit seka
digitaaliset ratkaisut kun taas yleisid passiivisia menetelmia ovat kapillaarivoimat ja vakuumi.
Mikrofluidistisisa immunomaarityksissa kéytetddn materiaalina yleensd lasia, piitd, paperia,
termoplasteja, elastomeereja tai ndiden yhdistelmid. Nykyiset proteiinien immobilisointitekniikat
perustuvat kovalenttisiin sidoksiin, adsorptioon, bioaffiniteettiin tai ionisidoksiin ja immobilisointia
voidaan tehostaa pinnoittamalla laitteen kanavat immobilisointiin sopivalla materiaalilla. Analyytin
madrad voidaan detektoida optisesti fluoresenssilla, luminesenssilla, pintaplasmoniresonanssilla (SPR),
lampdlinssimikroskopialla  (TLM), aallonpituusohjatulla  optisella  tunnistuksella  (WIOS),
kolorimetrialla, fotoelektrokemialla (PEC) tai pintavahvistetulla Raman-sironnalla (SERS) tai
vaihtoehtoisesti  ei-optisesti ~ sahkdsensorilla,  kvartsikiteen  mikrotasapainolla ~ (QCM),
magnetoelektronisella menetelmélla tai kaasuntuottoon pohjautuvalla ratkaisulla.

TyOssa huomattiin, ettd mikrofluidistiset ratkaisut tarjoavat lahinna pelkkdd potentiaalia
immunomadritysten ongelmien ratkaisuun, silla toistaiseksi ne eivat vield pysty kilpailemaan
perinteisten immunomadritysten kanssa kustannuksissa tai herkkyydessa. Alylaitteiden uskotaan
tarjoavan uusia mahdollisuuksia aktiivisten jarjestelmien energiaratkaisuihin seka tulosten detektointiin.

Avainsanat: Immunomaaritykset, mikrofluidistiikka, mikrofluidistiset jarjestelmat, lab on a chip,
vieritestaus, potilaislaheinen diagnostiikka
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1 Johdanto

Immunomaaritykset ovat yleisessa kaytossa olevia testejd, joita voidaan soveltaa pienien
molekyylien kuten metaboliittien ja ladkeaineiden (Lin ja muut, 2010), suurien proteiinien,
nukleiinihappojen seka kokonaisien solujen tunnistamiseen ja kvantifiointiin spesifisesti ja
herkasti antigeeni-vasta-ainereaktion avulla (Lin ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017; Li ja muut,
2020). Monianalyyttiméaritykset mahdollistavat useiden analyyttien tunnistamisen samasta
naytteestd (Ng ja muut, 2010). Immunomaéarityksia hyddynnetadn monella tieteenalalla kuten
la&ketieteellisessa diagnostiikassa, ld&ketutkimuksessa seka ymparisto- ja
elintarvikevalvonnassa nimenomaan méaéritysten spesifisyyden ja herkkyyden vuoksi (Lin ja
muut, 2010). Niiden heikkoutena on kuitenkin monimutkaiset ja pitkéat prosessit seka kalliit
laitekustannukset, minkd vuoksi ne harvoin soveltuvat sovellettaviksi paikoissa, joissa
tarvittavat reagenssit ja laitteet eivéat ole saatavilla (Ng ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017; Shi
ja muut, 2021).

Mikrofluidistiset jarjestelmat, joita kutsutaan my0ds nimella laboratorio sirulla (lab-on-a-chip,
LOC) ovat pitkalle tutkittuja ja kehitettyja laitteita, jotka perustuvat pienten nestemaarien
tarkkaan kontrollointiin ja jotka mahdollistavat usean eri tydvaiheen suorittamisen samalla
alustalla ilman ihmista vaativia vélivaiheita (Mou ja Jiang, 2017). Ne nahd&&n usein erilaisten
laboratorioprosessien pienoisversioina, sovelluskohteesta riippuen, ja ne tarjoavatkin
mahdollisuuksia pienemmaélle reagenssikulutukselle, maaritysten automatisoinnille ja

miniatyrisoinnille sekd analyysien nopeuttamiselle (Lin ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017).

Mikrofluidistiset  jarjestelmat yhdistettynd immunomaarityksiin  tarjoavat erilaisia
mahdollisuuksia erilaisten biomarkkereiden spesifiseen ja herkkdan tunnistamiseen jo
hoitohetkelld (point-of-care, POC) (Shi ja muut, 2021; Salva ja muut, 2021). Niiden ollaan
todettu olevan usein paitsi nopeampia ja kustannustehokkaampia kuin perinteiset maaritykset,

myo6s herkempid, miké osoittaa niiden potentiaalin laajempaa kéayttéonottoa varten.

Taman kandidaatintyon tarkoituksena on tutkia mikrofluidististen immunomadritysten eri osa-
alueiden toteutustapojen perusperiaatteita ja mita erityispiirteita niihin liittyy. Ty0 on tehty
kirjallisuuskatsauksena, jossa on kaytetty laadukkaita tieteellisissa julkaisuissa julkaistuja
artikkeleita ja tutkimuksia keskittyen vuosiin 2010-2024. Tydssa kdydaan ensiksi lapi
immunomaéaritysten perusteet, minka jalkeen késitelladn mikrofluidististen jarjestelmien

peruspiirteitda ja  toteutusmalleja. Tamén jalkeen tyodssé tarkastellaan, kuinka



immunomaéarityksia voidaan toteuttaa luotettavasti ja tehokkaasti mikrofluidistisilla alustoilla
ja mitd haasteita nédiden jarjestelmien hyodyntdmiseen liittyy POC-sovelluksissa. Lopulta

yhteenvetoon on kerétty tdman tutkielman tarkeimman 16ydokset seké johtopaatokset.



2 Immunomaaritykset

Vasta-aineet (antibodies, Ab) ovat ihmisten ja eldinten tuottamia proteiineja, joita tuotetaan
vierasperéisié aineita, antigeeneja (antigens, Ag), vastaan (Lin ja muut, 2010). Vasta-aineilla
on uniikki rakenne, joka vastaa tietyn antigeenin rakennetta lukko-avainmekaniikalla.
Immunomaaritykset perustuvat naihin spesifisiin vasta-aine-antigeenivuorovaikutuksiin ja
niill4 voidaan tunnistaa joko vasta-aineita tai antigeeneja sovelluskohteesta riippuen, kunhan
vuorovaikutuksen toinen osapuoli tunnetaan. Tastd syysta vasta-aineista ja antigeeneista

kaytetédan jatkossa termeja analyytti ja vastinmolekyyli.

Immunomaarityksissa hyddynnetddn usein erilaisia leimamolekyylejd, joiden ldhettdman
signaalin voimakkuudesta voidaan pdaatelld analyytin pitoisuus (Li ja muut, 2020).
Leimamolekyyli on konjugoituna analyytin tunnistavaan molekyyliin ja sen lahettdmaé signaali
on yleensa joko optinen tai sahkokemiallinen. Optiset leimat voivat olla esimerkiksi varillisia,
fluoresoivia tai emittoida kemiluminenssivaloa. Varilliset leimaratkaisut voidaan havaita
paljaalla silmalla ja ne sopivat siksi nopeisiin, kvalitatiivisiin immunomaéérityksiin, kun taas
séahkdkemiallisten ja optisten leimojen avulla voidaan tehdé herkkia kvantitatiivisia mittauksia.
Signaalin havaitsemisessa voidaan hyodyntdd myos entsyymilinkattuja immunomaarityksia,
jotka tehostavat signaalin moninkertaiseksi (Olanrewaju ja muut, 2018). Leimaa hyddyntavét
immunomaéaritykset voidaan jakaa heterogeenisiin ja homogeenisiin (Lin ja muut, 2010; Ng ja

muut, 2010) seké kilpaileviin ja ei-kilpaileviin méérityksiin (Lin ja muut, 2010).

Heterogeenisissd immunomaarityksissa antigeeni tai vasta-aine on immobilisoituna kiintedan
alustaan, eli kiintokantajaan, kuten mikrotiitterilevyn kaivon pohjaan, magneettipartikkeliin,
lasipintaan, PDMS- tai PMMA-alustaan, piialustaan tai mikrosiruun. (Lin ja muut, 2010; Ng ja
muut, 2010). T&ma tarjoaa suuren pinta-ala-tilavuussuhteen ja parantaa méaarityksen herkkyytta
(Lin ja muut, 2010). Heterogeeniset immunomadaritykset mahdollistavat lisdksi kiintokantajan
pesun, jolloin reaktiosta voidaan poistaa kaikki sitoutumattomat reagenssit, mika helpottaa

signaalinlukua.

Homogeenisissa maéarityksissd reaktio tapahtuu liuoksessa, jossa sitoutuneita ja
sitoutumattomia komponentteja voidaan erotella niiden fyysisten tai kemiallisten
ominaisuuksien perusteella (Lin ja muut, 2010; Ng ja muut, 2010). Homogeeniset maaritykset

sisaltavat usein vdhemman vaiheita kuin heterogeeniset maaritykset, silla alustaa ei tarvitse



pesté eri vaiheiden valissé. Ne voivat kuitenkin vaatia analyytin rikastamista prekonsentraation
avulla ennen analyysin ajoa (Lin ja muut, 2010).

Kilpailevissa immunomaérityksissa signaalimolekyylilla merkitty proteiini kilpailee vastaavien
merkitsemattomien analyyttimolekyylien kanssa sitoutumisesta tunnistajaproteiiniin (Lin ja
muut, 2010; Li ja muut, 2020). Talldin immunomaarityksestd mitattavan signaalin maaré on

kadntaen verrannollinen analyytin mé&érén kanssa.

Ei-kilpailevissa immunomaarityksissd naytteen analyytti sitoutuu sen leimattuun
vastinmolekyyliin, jolloin mitattava signaali on suoraan verrannollinen analyytin maarén
kanssa (Lin ja muut, 2010). Yleinen ei-kilpaileva méaaritysmenetelmd on immunometrinen
immunomaaritys (engl. sandwich immunoassay), joka hyddyntda heterogeenisen
immunomaarityksen perusperiaatteita (Li ja muut, 2020). Siind analyytti sitoutuu alustaan
immobilisoituun vastinmolekyyliin, minka jalkeen liuokseen lisat4én toista, leimakonjugoitua
vastinmolekyylid, joka sitoutuu eri puolelle analyyttid. Mitatusta signaalista saadaan

maadritettya analyytin méaara.

On olemassa myo6s leimattomia tunnistustekniikoita, kuten pintaplasmoniresonanssi (surface
plasmon resonance, SPR), joissa ei tarvita erillistd molekyylia signaalin lahettamiseen (Ng ja
muut, 2010). Leimattomien menetelmien etuna on se, ettd osasta maarityksen vaiheista ja
reagensseista voidaan luopua kokonaan, mika s&&stdd sek& aikaa ettd kustannuksia. Osa
leimattomista menetelmistd mahdollistaa my0s reaaliaikaisen seurannan, jolloin saadaan tietoa
reaktion kinetiikasta. Naiden syiden vuoksi leimattomien menetelmien ennustetaan yleistyvén

tulevaisuudessa.

Immunomadritysten suurimpana haasteena on, ettd ne vaativat usein monia monimutkaisia
tyovaiheita sek& suuria ja kalliita laitteita analyysia varten (Ng ja muut, 2010; Mou ja Jiang,
2017; Shi ja muut, 2021). Monimutkaisen prosessin vuoksi vain koulutetut ammattilaiset voivat
suorittaa analyyseja ja silloinkin tulosten saaminen vaatii useita tunteja tai jopa paivia (Ng ja
muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017). Liséksi l1&hinna vain ladketieteellisill4 laboratorioilla seka
sairaaloilla on varaa hankkia immunomé&éritysten vaatimia laitteita, minka vuoksi

immunomaaritykset eivat sovellu POC-sovelluksiin esimerkiksi terveyskeskuksissa.



3 Mikrofluidistiikka

Mikrofluidistiikalla tarkoitetaan nesteen ohjattua kasittelyd kanavissa, joiden halkaisija on
usein kymmenien mikrometrien luokkaa (Mou ja Jiang, 2017). Mikrofluidistisia alustoja
kutsutaan myo6s nimelld ’laboratorio sirulla’ (lab-on-a-chip, LOC), silld ne mahdollistavat
erilaisten laboratorioprosessien miniatyrisoinnin ja integroinnin yhdelle alustalle (Lin ja muut,
2010). Naihin prosesseihin kuuluu muun muassa naytteen esivalmistelu, ndytteen ja
reagenssien kuljetus, sekoitus, reaktio, reaktion tuloksen havaitseminen seké& lopputuotteen
kerd&minen. Mikrofluidistiikkaa voidaan hyddyntédd esimerkiksi polymeraasiketjureaktiossa
(polymerase chain reaction, PCR) (kuva 1A) sekd immunomaéarityksissé (kuva 1B) (Mou ja
Jiang, 2017). Erilaisilla funktionaalisilla jarjestelmilld kuten mikropumpuilla, -venttiileilla, -
filttereilld, -reaktoreilla ja -erottimilla saadaan toteutettua tasmallisid maarityksia (Lin ja muut

2010). Mikrofluidistisia jarjestelmia hyddynnetdén erityisesti biotieteissé ja diagnostiikassa.
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Kuva 1. Esimerkkeja mikrofluidistisista siruista. Kuvassa A on esitetty esimerkki PCR-reaktiossa kaytettavasta
mikrofluidistisesta jérjestelméstd, joka on mukailtu l&hteestd Yang ja muut (2022). Kuvassa B on esitetty esimerkki
yksinkertaisesta mikrofluidistisesta immunomaérityksesta.

Mikrofluidististen jarjestelmien merkittdvimpid etuja perinteisiin laboratoriomenetelmiin

verrattuna on pienempi néyte- ja reagenssikulutus, lyhyempi analyysiaika sek& vahentynyt



kontaminaatioriski (Lin ja muut, 2010). Niiss& on todettu olevan liséksi hyva herkkyys ja
luotettavuus myos matalilla analyyttipitoisuuksilla (Kim ja Park, 2005; Lin ja muut, 2017; Zhou
ja muut, 2018; Hemmig ja muut, 2020). Mikrofluidistisilla maarityksilla pystytdan helposti
automatisoimaan prosesseja, silla koko reaktioketju voidaan suorittaa yhdella alustalla (Lin ja
muut, 2010). T&man vuoksi ne sopivat usein kannettavaan muotoon ja niita voidaan kéyttaa jo
hoitokerran aikana. Kaikki edell& mainitut edut vaikuttavat myos jarjestelmien hintaan, joka on

usein vaihtoehtoisia menetelmié halvempi.

Koska mikrofluidistiset jarjestelmat mééritelladn ainoastaan nesteen ohjauksena mikrometrien
levyisissa kanavissa, niita voidaan soveltaa monella eri tavalla. Yksi tapa jaotella
mikrofluidistisia jarjestelmi& on luokittelu sen mukaan, miten nestettd kuljetetaan kanavissa,
jolloin jarjestelmét voidaan jaotella aktiivisiin ja passiivisiin (Lin ja muut, 2010; Shi ja muut,
2021). Toinen tapa jaotella jarjestelmét on niiden hyodyntdmien materiaalien mukaan (Lin ja
muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017). Kaikista materiaalivaihtoehdoista on mahdollista rakentaa
sekd aktiivisia ettd passiivisia jarjestelmia, mutta esimerkiksi paperiset jarjestelmat hyodyntéavat
padosin selluloosakuitujen mahdollistamaa passiivista kapillaari-ilmi6ta, silld se on yksi
paperisten jarjestelmien merkittdvimmisté eduista (Mou ja Liang, 2017). Tama kappale kay lapi

tarkemmin erilaisia mikrofluidististen jarjestelmien toteutustapoja sekéa niiden etuja ja haasteita.
3.1 Aktiiviset jarjestelmat

Aktiivisissa jarjestelmissd nestettd ohjaa jokin ulkoinen voimanldhde kuten pumppu tai
sentrifugilla aikaansaatu keskeiskiihtyvyys (Mou ja Liang, 2017). Aktiiviset jarjestelmét
tarvitsevatkin lisdkseen sahkoa vaativia laitteita, jotka rajoittavat jarjestelmien kuljetettavuutta,
kokoa ja sovellettavuutta POC tilanteissa syrjdisilla tai resurssikdyhilla alueilla.
Voimanldhdettd voidaan kayttdd myos liikkeen hienovaraisempaan hallintaan muun muassa
venttiilien kautta (Lin ja muut, 2010). Vaikka aktiiviset jarjestelmat tarjoavatkin tarkkaa
virtauksenohjausta, ne voivat kuitenkin olla kalliita ja monimutkaisia kéyttaa (Lin ja muut,
2010; Olanrewaju ja muut, 2018). Yleisiin aktiivisiin nesteenkuljetusmenetelmiin lukeutuvat
séhkdiseen osmoosiin perustuva pumppu, sahkdinen kostutus, mikropneumaattiset pumput,

keskeiskiihtyvyys (Lin ja muut, 2010) sek& magneetit (Shi ja muut, 2017).

Sahkoiseen osmoosiin perustuva pumppu perustuu sahkéosmoottiseen virtaukseen (electro
osmotic flow, EOF), jossa hyodynnetédan sdhkoa nesteen kuljettamiseen (Lin ja muut, 2010).
EOF:ss& kanavan seindmd on varautunut, usein negatiivisesti, jolloin nesteen sisaltdmén

vastaionit vetdytyvat kohti seindmid neutraloidakseen sahkovarauksen, jolloin syntyy
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kaksoiskerros. Kun kanavaan ajetaan sahkovirta, kaksoiskerroksessa olevat vastaionit litkkuvat
kohti katodia (tai anodia), mik& johtaa nesteen virtaukseen. Nesteen pH sek& ionien vahvuus
vaikuttavat nesteen virtausnopeuteen. Sahkdiseen osmoosiin perustuvat pumput mahdollistavat
nesteiden tarkan ja tehokkaan siirron ilman liikkuvia mekaanisia osia ja sitd voidaan kayttaa
virtausten ohjaamiseen, vaihtamiseen ja pysayttamiseen hallitsemalla sovellettua s&hkoistéa
kenttd4. Niiden etuna on liikkuvien mekaanisten osien puute, mika véhentdd kulumista ja
parantaa jarjestelméan kestavyyttd, niiden helppo automatisoitavuus ja hallittavuus seké

sovellettavuus monimutkaisiin ja pienikokoisiin mikrofluidistisiin jarjestelmiin.

Sahkoinen kostutus (electrowetting) on menetelmd, jossa nestepisaroita manipuloidaan
asettamalla ohjelmoidut jannitteet elektrodirivistoon (Lin ja muut, 2010). Tekniikassa
hyodynnetddn sahkojannitteen vaikutusta nesteen pintajannitteeseen alustalla, jolloin pisaroita
voidaan siirtdd, yhdistad, erottaa ja sekoittaa. Menetelmassd reagenssit ja ndyte laitetaan
alustalle erillisind pisaroina, minka jalkeen pisaroita manipuloidaan prosessille soveltuvalla
tavalla. Se soveltuu erityisesti heterogeenisiin immunomaarityksiin, joissa yhdistelldan
magneettisia mikropartikkeleita sek& kemiluminesenssihavaintoja. Sen etuna on alhaiset
kustannukset ja yksinkertainen laitteisto, automatisoitavuus ja nopeus sekd kyky suorittaa

monivaiheisia prosesseja ilman monimutkaista laitteistoa.

Mikropneumaattiset pumput hyédyntavat paineistettua ilmaa nesteiden siirtdmiseen kanavissa
(Lin ja  muut, 2010). Ne  koostuvat  nestevirtauskanavasta,  joustavista
polydimetyylisiloksaanikalvoista (PDMS-kalvot) ja ilmakammiosta, joihin pumpattava
paineistettu ilma mahdollistaa kanavan seindmien taivuttamisen ja taten nesteen liikkumisen.
Jarjestelmiin voidaan lisatd venttiileitd, jotka mahdollistavat korkeat pumppausnopeudet ja
vahentdvdat  nesteen  takaisinvirtausta ja  tastd  johtuvaa  kontaminaatioriskia.

Mikropneumaattisten pumppujen heikkoutena on, etta ne sopivat vain joustaville materiaaleille.

Keskeiskiihtyvyyteen perustuvissa nesteen kuljetusmenetelmissa hyoddynnetddn alustan
pyorimisesta aiheutuvaa keskeiskiihtyvyyttd, mikd saa nesteen liikkumaan kauemmas
pyorimisakselista (Lin ja muut, 2010). Té&st4 aiheutuva voima ylittd4 kapillaarivoiman, mika
yleensd estda nestettd lilkkumasta kammiosta toiseen. Menetelma mahdollistaa monimutkaisten
laboratoriotoimintojen automatisoinnin kompaktiin muotoon, sill4 sen avulla voidaan suorittaa
naytteen ja reagenssien siirto, titraus ja laimennus, ndytteen sekoitus, komponenttien erottelu

sekd optinen havaitseminen. Keskeiskiihtyvyyttd hyddyntdvien laitteiden haasteena on, ettd
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ulkoiset voimanléhteet kuten kompressorit tai moottorit lisd&vat jarjestelmien

monimutkaisuutta ja kustannuksia ja se vaatii usein liikkuvia osia tai tarkkaa s&éhkoisté ohjausta.

Magneettiset mikrofluidistiset jarjestelmat hyodyntavat magneettisia mikropartikkeleita
ohjaamaan nestepisaroita ja biomolekyyleja mikrokanavissa ilman suoraa kosketusta (Shi ja
muut, 2021). Sen etuna on, ettd se on vahemman riippuvainen pinnan varauksesta,
ionivahvuudesta ja pH:sta verrattuna sahkoisiin mikrofluidistisiin menetelmiin. Lis&ksi
magneettiset nanopartikkelit mahdollistavat kiintokantajien kaytdon mikrokanavissa seka

auttavat analyytin eristimisessé ja rikastamisessa.

Viimevuosien merkittavimpiin  mikrofluidistisiin  [&pimurtoihin  lukeutuu digitaaliset
mikrofluidistiset ratkaisut (digital microfluidics, DMF), jotka hyddyntavat perinteisia aktiivisen
kuljetuksen menetelmid, mutta nestemadrat ovat huomattavasti pienempia ja prosessit ovat
automatisoidumpia (Shi ja muut, 2021). DMF:ssa késitell&4dn nesteitd yksittéisind pisaroina,
joita voidaan siirtdd, yhdistéa ja jakaa mikrokanavissa sahkoisten, optisten tai magneettisten
kenttien avulla. Sen suurimpiin etuihin lukeutuu sen tarkka nestemaarien hallinta, mahdollisuus
suorittaa reaktioita pienissa tilavuuksissa ilman haihtumisongelmia sek& mahdollisuus

automaattiseen ja ohjelmoitavaan nestemanipulaatioon.
3.2 Passiiviset jarjestelmat

Passiiviset jarjestelmat eivat vaadi ulkoista voimanlahdettd, vaan ne hyddyntavat luonnollisia
voimia, kuten kapillaarivoimia (Lin ja muut 2010). Passiivisten menetelmien etuna onkin niiden
helppo kuljetettavuus ja soveltuvuus POC:hen seka etéisille ja resurssikoyhille alueille (Lin ja
muut, 2010; Olanrewaju ja muut, 2018). Passiiviset jarjestelmét eivat kuitenkaan kykene yhta
hienovaraiseen nesteen hallintaan kuin aktiiviset jarjestelmét. Yleensd passiiviseen
nesteenkuljetukseen perustuvat mikrofluidistisiset jarjestelmat hyddyntavét kapillaarivoimaa

tai vakuumia (Lin ja muu, 2010).

Kapillaarivoimaan perustuvassa mikrofluidistisissa jarjestelmissé neste liikkuu oman
pintajannityksensd ja alustan hydrofiilisyyden yhteisvaikutuksesta (Lin ja muut, 2010;
Olanrewaju ja muut, 2018). Menetelma on erityisen yleinen paperipohjaisissa ratkaisuissa, silla
paperin selluloosakuidut muodostavat luonnostaan nestettd kuljettavia kapillaareja kuitujen
valille. Jarjestelméat ovat hyvin automatisoituja ja tarjoavat kayttajalleen helppokayttoisyytta,
mink& vuoksi ne sopivatkin erityisesti POC-tilanteisiin. Kapillaarivoimia voidaan hyodyntéa

my0s venttiileind keskeiskiihtyvyyteen perustuvissa jarjestelmissa, jolloin kapillaarivoimat
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pysayttavat nesteen virtauksen maéritetyssa kohdassa ilman ulkoisia laitteita (Lin ja muut,
2010).

Vakuumia hyodyntévissa jarjestelmissa mikrofluidistisiin kanaviin luodaan tyhjié, mika
aiheuttaa nesteen kulkeutumisen eteenpdin paine-eron tasaamiseksi (Lin ja muut, 2010).
Vakuumi voidaan tehda laitteeseen jo valmistusvaiheessa, jolloin laitteen kéyttdminen ei vaadi
loppukayttajalta erillistd voimanlédhdettd. Vakuumi sopii parhaiten yksinkertaisiin
analyysitapauksiin tai kertak&ayttoisiin jarjestelmiin.

3.3 Materiaalit

Mikrofluidistisen jarjestelmén valmistusmateriaali vaikuttaa merkittavasti sen hintaan, optisiin,
kemiallisiin ja fyysisiin ominaisuuksiin seka jarjestelmén tuotantoon ja kokoamiseen (Mou ja
Jiang, 2017). Tuotanto ja kokoaminen puolestaan vaikuttavat omalta osaltaan jérjestelmén
edelld mainittuihin ominaisuuksiin. Mou ja Jiang (2017) mainitsevatkin viisi asiaa, jotka tulisi
huomioida materiaalia valittaessa: materiaalin valmistusmenetelmat, materiaalin kyky tukea
erilaisia mikrofluidistisia toimintoja, sen toiminnalliset ominaisuudet, muokattavuus seka hinta.
Tahan mennessa mikrofluidistisissa jarjestelmissé on hyddynnetty piitd, lasia, polymeerejé ja
paperia. Joissain méarityksissé ollaan kéytetty myds metallia, puuvillaa, bambua ja sellofaania.
Tassa kappaleessa kasitellaan yleisimmat immunomaarityksissa kaytettavat materiaalit, niiden

haitat ja hyddyt, jotka ovat listattuna taulukkoon 1.

Pii on yksi ensimmaisista mikrofluidistisissa laitteissa kéytetyistd materiaaleista (Lin ja muut,
2010; Mou ja Jiang, 2017). Silla on hyva lammonjohtavuuskyky ja se kestdd korkeita
lampdtiloja sek& vahvoja liuottimia, mink& vuoksi se sopii hyvin esimerkiksi PCR:&an ja
bioreaktioihin (Lin ja muut, 2010). Pii on erinomainen materiaali kun reaktiot vaativat
pisaranmuodostusta, kuten sahkoisessa kostutuksessa, kapillaarista elektroforeesia ja
liuottimen eristysta adrimmaisissa olosuhteissa (Mou ja Jiang, 2017). Piin merkittavimpia
haasteita ovat sen kalliit valmistuskustannukset (Lin ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017), vaikea
pinnan muotoiltavuus ja kokoaminen (Mou ja Jiang, 2017), ldpindkymattomyys seka
sahkonjohtokyky (Lin ja muut, 2010). Materiaalin lapinakymattémyys estaa optisen detektion
sirulta, jolloin tuloksen havainnointiin on kadytettdvd muita keinoja, kun taas séhkdnjohtavuus
haittaa nesteen elektrokineettistd kuljetusta ja analyytin elektrokemiallista havainnointia.
Lisdksi pii ei paastd kaasumolekyylejd lavitseen, mink& wvuoksi silld on rajoittuneet
sovellusmahdollisuudet solujen tutkinnassa (Mou ja Jiang, 2017). Myds toimivien venttiilien

liittdminen piipohjaisiin laitteisiin on osoittautunut hankalaksi.
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Lasia on alettu hyodyntdmaén mikrofluidisistisissa jarjestelmissa hieman myéhemmin kuin
piité ja sillda on samat edut madritysten kannalta kuin piillakin (Lin ja muut, 2010). Toisin kuin
pii, lasi ei johda sahkod, joten lasisilla alustoilla on mahdollista detektoida elektrokemiallisia
reaktioita. Lisaksi lasin l&pinédkyvyys mahdollistaa optisen detektion. Lasin haittapuolina piin
tapaan on korkeat valmistuskulut, hankala pinnan muotoiltavuus ja kokoaminen, kaasun
lapdisemattomyys sekad haasteet venttiilien integroinnissa (Lin ja muut, 2010, Mou ja Jiang,
2017).

Mikrofluidistisissa jarjestelmissa hyddynnettaviin polymeereihin lukeutuu péaosin termoplastit
sekd elastomeerit (Mou ja Jiang, 2017). Yleisiin termoplasteihin lukeutuvat muun muassa
polymetyylimetakrylaatti (PMMA), polykarbonaatti (PC), polyetyleenitereftalaatti (PET) seké&
polystyreeni (PS). Termoplastien merkittdvand etuna on, ettd niitd voidaan valmistaa
perinteisilld muovin massatuotantomenetelmilla ja niistd on helppo rakentaa toiminnallisia
siruja liittdmalla osia yhteen liimalla ja lamp6éa kayttaméalla. Ne kestavat lisaksi erilaisia vahvoja
liuottimia ja niihin saadaan helposti integroitua elektrodeja joustavien séhkdpiirien luomiseksi.
Toisin  kuin piin ja lasin tapauksessa, termoplastien pintaa on helppo muokata
kayttotarkoitukseen sopivaksi, mika antaa niille laajemmat sovellusmahdollisuudet.
Termoplastien haasteena on kuitenkin lasin ja piin tapaan venttiilien integroinnin hankaluus,
kalliit valmistuskulut pienilld erdkoilla, kaasun lapaiseméattdmyys seka vaikeus luoda pienia

kanavia materiaalin sisaan.

Elastomeerit ovat nimensa mukaisesti elastisia polymeereja (Mou ja Jiang, 2017). Ne ovat
joustavia ja niit4d on helppo muotoilla, minka vuoksi niihin on helppo integroida venttiileita ja
muita nesteenhallintajarjestelmida sekd muokata kanavien pinta-alan ja tilavuuden valista
suhdetta. Materiaali, jolla on korkea pinta-ala-tilavuussuhde, toimii erinomaisesti
immunomaarityksissa kaytettdvien proteiinien immobilisoimiseen, sill4 talloin analyytilla on
suurempi todenndkoisyys kohdata ja sitoutua proteiiniin. Ne soveltuvat esimerkiksi
mikropneumaattisia pumppuja hyddyntaviin jarjestelmiin ja elastomeerien lapindkyvyys
mahdollistaa tulosten optisen detektoinnin. Yleisin mikrofluidistiikassa hyddynnetty
elastomeeri on PDMS, jonka merkittdvimpéna etuna on, ettd se paastaé happea ja hiilidioksidia
lavitseen ja on myrkytdn soluille, mink& vuoksi sitd voidaan kayttad eldvien solujen
tutkimiseen. PDMS:n haasteena on kuitenkin sen yhteensopimattomuus orgaanisten liuottimien
kanssa, epavakaa pintakemia, huono lammdnsietokyky, biomolekyylien adsorptio sekd veden
ja ilman lapdisevyys. Lisaksi PDMS:n massatuotanto on vield haastavaa (Mou ja Jiang, 2017)
vaikka se onkin mahdollista (Lin ja muut, 2010). Jos laitteilla halutaan hyddyntaa erilaisia
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nesteenhallintajérjestelmid, ne vaativat usein suuria ulkoisia laitteita nesteen hallintaan, jotka

rajoittavat PDMS:n hyddyntdmistda POC tarkoitukseen.

Paperi on yleinen mikrofluidistisissa laitteissa kdytetty materiaali, silla se on halpaa, helposti
valmistettavaa eik& vaadi ulkoista voimanlahdettd, silld neste liikkuu kanavissa selluloosan
muodostamien kapillaarien ansiosta (Mou ja Jiang, 2017). Paperi sopiikin siis erinomaisesti
kapillaarivirtausmaarityksiin ja helposti operoitavien Kkertakayttisten POC-ratkaisujen
materiaaliksi. Silld on my6s suuri pinta-ala-tilavuussuhde, mika tarjoaa suuren pinta-alan
proteiinien immobilisoinnille. Paperin  suurimpana heikkoutena on sen rajoitetut
sovelluskohteet, jotka johtuvat huonosta herkkyydesté ja rajatuista virtausreittivaihtoehdoista.
Paperilla ei myoskadn ole mahdollista toteuttaa monimutkaisia maarityksia, jotka vaativat
useita eri reaktioreitteja.
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Taulukko 1. Mikrofluidistisissa jarjestelmissa hyoddynnettdvat materiaalit, niiden haitat hyodyt seka
sovelluskohteet. Mukailtu lahteesta Mou ja Jiang (2017).

Materiaali Hyodyt Haitat Sovelluskohteet
Hyva lammonjohtavuus ja Kallis Sahkoinen kostutus
lammon sietokyky Rajoittunut pinnan Kapillaarinen elektroforeesi
Kestaa vahvoja liuottimia muotoiltavuus Liuottimen eristys
Sopii vaativiin ja tarkkoihin Kallis ja hankala kokoaminen Monimutkaiset maaritykset

Pii maarityksiin Kaasun lapdisemattomyys PCR

Yhteensopimattomuus
venttiilien kanssa
Lapinakymaton
Johtaa sdhkoa
Hyva lammonjohtavuus ja Kallis Sahkoinen kostutus
ldmmon sietokyky Rajoittunut pinnan Kapillaarinen elektroforeesi
Kestda vahvoja liuottimia muotoiltavuus Liuottimen eristys
Sopii vaativiin ja tarkkoihin Kallis ja hankala kokoaminen Monimutkaiset maaritykset
Lasi maarityksiin Kaasun lapaisemattomyys Optinen ja elektrokemiallinen
ast Eristda sahkoa Yhteensopimattomuus detektio
Lapinakyva (optinen detektio) venttiilien kanssa PCR
Eristda sahkoa (sopii Elektrokineettinen kuljetus
elektrokemialliseen
detektioon)
Sopii massatuotantoon Kaasun lapdisemattomyys Keskeiskiihtyvyyteen perustuvat
Kestaa vahvoja liuottimia Yhteensopimattomuus jarjestelmat
. Helppo koota venttiilien kanssa

Termoplastit
Sopii joustaviin Kallista pienilld erdkoilla
sahkoverkkoihin Pienten kanavien luominen
Helppo pinnan muokattavuus haastavaa
Joustavuus ja helppo Yhteensopimattomuus Mikropneumaattiset pumput
muotoiltavuus orgaanisten liuottimien Solumaaritykset
Nesteenhallintajarjestelmien kanssa Sahkoiseen osmoosiin
integroitavuus Epavakaa pintakemia perustuvat pumput

EIastomeerit/PDMS Lapinakyva (optinen detektio) Biomolekyylien adsorptio
Kaasun lapdisevyys ja Veden ja ilman lapaisevyys
myrkyttomyys Huono lamménsieto- ja
Helppo ja halpa valmistaa johtamiskyky

Vaativat usein suuria ulkoisia
laitteita
Halpa Matala herkkyys Kapillaarivirtausmadritykset
Helposti valmistettava Puolikvantitatiivinen mittaus Kertakayttoiset laitteet
. Ei tarvitse ulkoista Rajalliset virtausreitit

Paperi
voimanldhdetta Sopii vain yksinkertaisiin
Sopii kertakayttoisiin maarityksiin
jarjestelmiin
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4 Mikrofluidistiikka immunomaarityksissa

Mikrofluidistiikan avulla pystytdan ratkaisemaan immunomaéritysten perinteisia ongelmia,
silld se mahdollistaa automatisoidut tyOvaiheet, nopeat analyysiajat seka pienet ndyteméaarat
(Lin ja muut, 2010; Ng ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017). Liséksi mikrofluidistiset
jarjestelmat alentavat usein immunomaaritysten muita kustannuksia vahentamalla tarvittavien
reagenssien maaraa seka tydvaiheisiin kuluvaa energiaa. Mikrofluidistiset immunomééritykset
ovat lisaksi perinteisia immunomaéaérityksia herkempia ja niiden toistotarkkuus on parempi
automatisoinnin vuoksi (Lin ja muut, 2010; Ng ja muut, 2010). Mikrofluidistisia
immunomaarityksia hyodynnetéankin niiden luotettavuuden, nopeuden sekd helppouden
vuoksi erilaisilla tieteenaloilla kuten elintarviketeollisuudessa, ymparistotutkimuksessa,
la&ketieteen diagnostiikassa seka erilaisissa tutkimussovelluksissa kuten proteomiikassa (Ng ja
muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017; Shi ja muut, 2021).

Mikrofluidistisiin laitteisiin pystytddn integroimaan kaikkia immunomaéritystyyppeja ja
immunomaarityksid pystytddn suorittamaan kaikilla mikrofluidistisissa jarjestelmissa
kaytettavilla menetelmilla ja materiaaleilla. Mikrofluidististen immunomaarityksten
kehittdmiseen ja valmistamiseen liittyy kuitenkin erityisia piirteitd, jotka on otettava huomioon.
Yksi huomioon otettava seikka on proteiinien immobilisointimenetelm4, joka vaikuttaa suoraan
immunomaéarityksen herkkyyteen, tarkkuuteen ja toistettavuuteen (Lin ja muut, 2010; Kim ja
Herr, 2013; Salva ja muut, 2021). Toinen huomioitava piirre on signaalin detektointimenetelma,
mika vaikuttaa tuloksen lukemiseen sekd tulkintaan (Lin ja muut, 2010). Liséaksi
madritysratkaisuihin liittyy rajoitteita, jotka toistaiseksi heikentdvat niiden hyddyntdmistd POC
sovelluksiin (Lin ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017).

4.1 Proteiinien immobilisaatio

Proteiinien immobilisoinnin tarkoituksena on Kiinnittada reaktiossa tarvittavat biomolekyylit
kuten vasta-aineet, antigeenit tai entsyymit mikrofluidistisen laitteen pintaan siten, etta
proteiinien aktiivisuus sailyy (Kim ja Herr, 2013; Salva ja muut, 2021). Proteiinien
immobilisoinnin avulla voidaan muun muassa kohdistaa signaalin mittaus tietylle alueelle,
mika helpottaa tulosten lukemista ja parantaa maarityksen herkkyytta ja toistettavuutta (Kim ja
Herr, 2013). Tama mahdollistaa lisaksi useamman maéarityksen suorittamisen samanaikaisesti,
silla eri reaktioiden tulokset voidaan lukea eri puolilta alustaa (Kim ja Herr, 2013; Salva ja

muut, 2021). Yleisimmat kiinnitysmenetelmat perustuvat kovalenttisiin sidoksiin, fysikaaliseen
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adsorptioon tai bioaffinitettiin, mutta myds pinnan ja proteiinin vélisid ionisidoksia voidaan
hyodyntéé (Kim ja Herr, 2013).

Kovalenttisissa  immobilisointimenetelmissa  proteiinit  kiinnitetddn alustan  pintaan
funktionaalisten ryhmien, kuten amino-, karboksyyli- tai tioliryhmien, avulla (Kim ja Herr,
2013; Salva ja muut, 2021). Ne tarjoavat vahvaa ja pysyvaa kiinnitystd, mutta voi vaikuttaa
proteiinin konformaatioon tai aktiivisuuteen negatiivisesti. Pinnan ja proteiinin valiin voidaan
kuitenkin lisata valimolekyyli (spacer), joka sitoutuu toisella p&éllaan pintaan ja toisella paalla

proteiiniin, mika antaa enemman kontrollia kiinnitettdvan proteiinin suuntautumisesta (kuva 2).

Y Immobilisoitu vasta-aine

0§ vilimolekyyli

Mikrofluidistisen kanavan

Kuva 2. Vasta-aineen immobilisointi mikrofluidistisen kanavan pintaan valimolekyylilld. Kuvassa havainnollistettu,
kuinka valimolekyylin avulla voidaan vaikuttaa immobilisoitujen vasta-aineiden orientaatioon mikrofluidistisen kanavan
pinnalla.

Fysikaalinen adsorptio perustuu heikkoihin vuorovaikutuksiin, kuten Van der Waalsin voimiin
sek& hydrofobisiin vuorovaikutuksiin, proteiinin ja alustan pinnan valilla (Kim ja Herr, 2013;
Salva ja muut, 2021). Se on menetelmana helppo ja halpa, silla se ei vaadi kemiallista
muokkausta, mutta Kiinnittyminen on heikkoa ja epdvakaata ja voi silti johtaa proteiinin

aktiivisuuden menettdmiseen (kuva 3).

Y Immobilisoitu vasta-aine

Mikrofluidistisen kanavan

Kuva 3. Vasta-aineen immobilisointi adsorptiolla. Adsorbtiolla immobilisoidut vatsa-aineet kiinnittyvat mikrofluidistisen
kanavan pintaan heikoilla vuorovaikutuksilla. Tamén vuoksi ne voivat sitoutua pintaan huonossa orientaatiossa, mika voi johtaa
aktiivisuuden menettdmiseen.

Bioaffinitteettiin perustuvassa immobilisoinnissa hyddynnetddn spesifisia vuorovaikutuksia
alustan ja proteiinin valilla (kuva 4) (Kim ja Herr, 2013; Salva ja muut, 2021). Tdmé& menetelmé

sailyttdd hyvin proteiinien aktiivisuuden, sill4 se ei muuta proteiinin rakennetta tai peitd sen
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maadrityksen kannalta aktiivista pintaa, ja sitoo pintaansa vain haluttuja proteiineja, mika
parantaa laitteen herkkyyttd. Bioaffiniteettiin perustuvat menetelmét ovat kuitenkin kalliita ja

monimutkaisia toteuttaa (Kim ja Herr, 2013).

Y Immobilisoitu vasta-aine

Vasta-aineelle
komplementaarinen
pintarakenne

Kuva 4. Spesifisiin vuorovaikutuksiin perustuva vasta-aineen immobilisaatio. Kuvassa mikrofluidistisen kanavan pinnassa
on vasta-aineelle spesifisid pintarakenteita, jolloin vain haluttu vasta-aine kiinnittyy pintaan ja sen aktiivisuus saadaan
séilytettyd.

Valittavaan immobilisointimenetelmaan vaikuttaa suuresti jarjestelman materiaali sek& sen
pintarakenne (Salva ja muut, 2021). Lasi- ja piiratkaisuissa materiaalin pinta on tasainen, miké
mahdollistaa yksinkertaisen proteiinin immobilisoinnin, mutta materiaalin 2D-rakenne rajoittaa
immobilisoitavien  proteiinien maardd sek& niiden tiheyttd. Suuressa  osassa
polymeeripohjaisista jarjestelmistd materiaali ei mahdollista proteiinien suoraa kiinnitysta
laitteen pintaan, jolloin pintaa tulee muuttaa kemiallisesti tai lisatd siihen esimerkiksi

metallipinnoite.

Kolmiulotteiset materiaalit tarjoavat suuremman pinta-ala-tilavuussuhteen, mika tarjoaa
proteiineille enemmaén sitoutumispaikkoja ja lyhentaa diffuusiomatkaa, nopeuttaa reaktiota
seka lisdd méarityksen tarkkuutta (Salva ja muut, 2021). Huokoiset materiaalit, kuten paperi ja
nitroselluloosa, tarjoavat luonnostaan paljon sitoutumispaikkoja proteiineille, mutta niiden
immobilisointi perustuu paaosin adsorptioon. Talléin proteiinit voidaan lisata laitteeseen vasta
kokoamisen jalkeen. Eri materiaaleihin pystytdan kuitenkin lisédmaan hydrogeelista tai muista
polymeereistd tehtyjé kalvoja, mikro- ja nanopartikkeleita, helmid tai grafeenia ennen laitteen
kokoamista, mika lis&a proteiinien immobilisointimahdollisuuksia tekemall4 pinnasta 3D-

rakenteisen sekd luomalla uusia vuorovaikutuksia pinnan ja proteiinin valille.

Proteiinin immobilisoiminen staattiselle alueelle on yleista ja kayttajaystavallista, silla se
mahdollistaa signaalin luvun maaratyltd alueelta, mutta sen heikkoutena on, ettd nadytteen

pienipitoisten molekyylien havaitseminen voi silti vaatia suuria méérid naytetta (Salva ja muut,
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2021). Ongelma voidaan ratkaista kanavan sisaan asennettavilla liikutettavilla kiintokantajilla
eli mobiilipinnoilla, kuten mikro- tai nanopartikkeleilla, joihin on immobilisoitu analyytin
vastinmolekyyleja (kuva 5). Mobiilipinnat lisddvat analyytin ja sen vastinmolekyylin
kohtaamistodennékoisyyttd, mika lisdd menetelmén herkkyyttd. Mobiilipinnoissa voidaan
hyodyntdd esimerkiksi magneettisia vuorovaikutuksia, jolloin magneettisia partikkeleita
liikutetaan ulkoisen magneetin avulla, tai mobiilipartikkelien liikettd voidaan hallita
nestevirtauksen avulla. Etenkin proteiinien immobilisoimiseen liikkuvien partikkelien pinnoille
voidaan kéyttdd samoja tekniikoita kuin staattisten pintojen tapauksessa riippuen

mobiilipartikkelien materiaalista.

Mobiilipinta
Immobilisoitu vasta-aine
Analyytti

Naytteen muita molekyyleja

(<

Y Mikrofluidistinen
_( AE( )__ ;( Y | kanava

Kuva 5. Mobiilipinnat mikrofluidistisissa jarjestelmissa. Kuvassa mobiilipintaan on immobilisoitu analyytin vasta-aineita.
Mobiilipintoja voidaan liikuttaa mm. magneetin avulla, mikd lis&8 analyytin ja vasta-aineen kohtaamistodennakdisyytta sekd
mahdollistaa niiden erottelun muusta ndytemateriaalista.

4.2 Detektointimenetelmat

Detektiomenetelma viittaa menetelmaén, jolla spesifinen antigeenin tunnistus muunnetaan
luettavaksi signaaliksi. Mikrofluidistisissa jarjestelmisséd hyodynnetdan seka kilpailevia etta
ei-kilpailevia immunomaérityksia signaalin mittaamiseen (Shi ja muut, 2021), joten signaalin
tulkinnassa pitéd& ottaa huomioon kaytetty menetelma. Yleisesti detektiomenetelmét voidaan

jakaa optisiin seka ei-optisiin detektiomenetelmiin (Lin ja muut, 2010).
4.2.1 Optiset detektointimenetelmat

Optisiin detektiomenetelmiin lukeutuvat fluoresenssi, luminesenssi, pintaplasmoniresonanssi
(SPR), lampolinssimikroskopia (thermal lens microscope, TLM), Aallonpituusohjattu optinen

tunnistus  (Wavelength Interrogated Optical Sensing, WIOS), kolorimetria sek&
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fotoelektrokemia (photoelectrochemistry, PEC), pintavahvistettu Raman-sironta (Surface-
enhanced Raman scattering, SERS) (Lin ja muut, 2010; Shi ja muut, 2021; Su ja muut, 2024).
Néista fluoresenssi, luminesenssi ja kolorimetria hyodyntévét erillisia leima-aineita kun taas
SPR, TLM, WIQS, PEC ja SERS perustuvat immuunikompleksien luontaisiin ominaisuuksiin
(Lin ja muut, 2010; Su ja muut, 2024). Optisissa detektiomenetelmissa pitdd kuitenkin
huomioida, etteivat kaikki mikrofluidististen alustojen materiaalit sovi optiseen lukuun niiden

lapindkymaéattomyyden vuoksi, ellei alustaan tehda reikéaa tulosten lukemiseksi.

Fluoresenssi ja luminesenssi ovat yleisid mikrofluidistisissa immunomaarityksissa kéytettavia
detektointimenetelmia niiden herkkyyden vuoksi (Lin ja muut, 2010). Su ja muut (2024)
jaottelevat luminesenssin vield erikseen suoraksi luminesenssiksi sekda entsymaattiseksi
luminesenssiksi. Suorassa luminesenssissa kaytetddn kemiallisia leimayhdisteitd, kuten
luminolia, jotka emittoivat valoa hapettumisreaktiossa ja joiden emittoiman valon intensiteetti
pystytddn mittaamaan ja sitd kautta tunnistamaan analyytin maérda. Suora luminesenssi on
menetelmana helppo kéyttdd ja silla on nopea vasteaika, mutta vaati usein signaalin
vahvistusmenetelmid lisdkseen eikd se sovellu eri analyyttien tunnistamiseen samasta
naytteestd. Entsymaattinen luminesenssi hyodyntéa vasta-aineeseen liitettyd entsyymid, joka
muuttaa substraattia luminesenssia tuottavaksi aineeksi. Sill& on suoraa luminesenssia parempi
herkkyys ja suuri detektioalue, mutta entsyymit vaativat toimiakseen tiukat reaktio-olosuhteet
eivatkd myoskdadn sovi multiplex-sovelluksiin. Fluoresenssin haasteena puolestaan on

fluoroforien leimaamisen ty6lays (Lin ja muut, 2010).

Kolorimetriset mééritykset perustuvat tiettyjen yhdisteiden taipumukseen absorboida valoa
tietylla nakyvalla aallonpituudella, jolloin alustalla voidaan nédhdéa selkeé varin muutos (Lin ja
muut, 2010; Su ja muut, 2024). Esimerkiksi kultapartikkelien valon sironta muuttuu, kun vasta-
aine sitoutuu antigeeniin muuttaen sen konformaatiota, mik& saa aikaan varin muutoksen
alustalla.  Tallaisissa madrityksissd tulosten kvantifiointi on kuitenkin hankalaa.
Luminesenssimaaritysten tapaan, myos kolorimetrisessa detektiossa voidaan hyoddyntaa
entsyymejd, kuten alkalista fosfataasia tai piparjuuriperoksidaasia, reaktion aikaansaamiseksi,
jolloin signaalista saadaan vahva myo6s alhaisissa analyyttipitoisuuksissa. Kolorimetriset
mittaukset ovat helppokayttdisia ja mahdollistavat kvalitatiivisen analyysin  myds
silmémaaréisesti, mutta kvantitatiivinen méaaritys taytyy tehdd absorbanssimittausten avulla,
mika tarvitsee fluoresenssi- ja luminesenssimaaritysten tavoin ulkoisia laitteita. Uudemmissa
jarjestelmissé tuloksia on onnistuttu kvantitoimaan jopa alypuhelimen avustuksella (Man ja
muut, 2017; Wu ja muut, 2017; Shang ja muut, 2019; Zheng ja muut, 2019).
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SPR perustuu haihtuvien valoaaltojen aiheuttamaan plasmoniresonanssiin  kahden eri
materiaalin rajapinnassa eiké siksi vaadi erillista leima-ainetta (kuva 6) (Lin ja muut, 2010; Su
jamuut, 2024). Silla on nopea vasteaika ja sopii siksi reaaliaikaiseen seurantaan, mink& vuoksi
sitd kaytetdadnkin immuunikompleksien muodostumisen havainnointiin. Sen haasteena
mikrofluidististen immunomaaritysten kannalta on kuitenkin korkea tekninen kynnys seké
kalliit laitekustannukset (Su ja muut, 2024).

Y Immobiliscitu vasta-aine
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Kuva 6. Pintaplasmoniresonanssin mekanismi. Analyytin sitoutuminen vasta-aineeseen metallikalvon pinnalla aiheuttaa
muutoksen metallikalvon ja prisman vélisen rajapinnan plasmoniresonanssiin, mikd puolestaan aiheuttaa muutoksia
heijastuvan valonséteen kulmaan ja intensiteettiin.

SERS hyodyntééd ilmiota, jossa metallinanorakenteeseen adsorboidun molekyylin Raman-
sironta vahvistuu, kun siihen ohjataan lasersade (Su ja muut, 2024). Se on erittdin herkka
leimavapaa detektointimenetelmd, sill&4 se samaan aikaan vahvistaa sdhkokenttida plasmonisen
vaikutuksen avulla ja tehostaa analyyttien Raman-sirontaa (Su ja muut, 2024). Sen avulla
voidaan my0s tunnistaa useampia biomolekyylejd samasta naytteestd, mika lisda sen
kayttomahdollisuuksia monimutkaisissa analyyseissa. Sen heikkoutena on kuitenkin huono

signaali-taustamelusuhde seka pitkat signaalinlukuajat.

TLM:ssd naytteeseen ohjataan lasersade, mika virittdd ndytemolekyylit, mink& jalkeen ne
vapauttavat [ampoa ja tdten muuttavat paikallisen taitekertoimen arvoa (Lin ja muut, 2010).
Tama reaktio muodostaa “termisen linssin”, joka voidaan mitata ja analyytin méard maarittaa.
TLM sopii erittdin pienten analyyttimaarien kvantifiointiin. TLM voidaan yhdistdd ELISA-
madritysten kanssa (kuva 7) ja niiden yhdistelmélla uskotaankin olevan kayttokohteita

Iahitulevaisuudessa.
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Immobilisoitu vasta-aine
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Kuva 7. Lampédlinssimikroskopian toimintamekanismi ELISA-maarityksessa. Analyytin sitoutuminen vasta-aineeseen
johtaa vasta-aineeseen Kiinnitetyn entsyymin aktivoitumiseen. Aktivoitunut entsyymi muuttaa ndytenesteeseen lisatyn
substraatin tuotteekseen, joka voidaan virittad lasersateelld. Virittynyt tuote vapauttaa ld&mpdd, mika johtaa termisen linssin
muodostumiseen. Terminen linssi muuttaa valon taitekerrointa ja muutos voidaan mitata detektorilla.

WIOS hyddyntaa aallonpituudeltaan sdédettdvaa valonlahdettd ja dielektrista aallonohjainta,
joiden yhdistelman avulla saadaan naytteesta resonanssipiikki, joka on suoraan verrannollinen
adsorboituneen analyytin maaréan (Lin ja muut, 2010). WIOS:issa n&hdaan potentiaalia

paivittdisiin, nopeisiin ja automatisoituihin méérityksiin laboratorioiden ulkopuolella.

PEC viittaa fotoelektriseen konversioon, joka tapahtuu, kun materiaaliin ohjattu valo virittaa ja
siirtad materiaalin sahkdvarauksia (Zhao ja muut, 2017). Se voidaan jakaa potentiometriseen ja
amperometriseen detektioon. PEC:t ovat uudenlaisia detektointimenetelmid mikrofluidistisissa
immunomaéarityksissd, mutta niiden hyédyntdminen on silti rajoittunutta, silld kaytettavén

sensorin fotoaktiivisuus on riippuvainen fotoaktiivisesta puolijohtimesta (Shi ja muut, 2021).
4.2.2 Ei-optiset detektointimenetelmét

Ei-optiset detektointimenetelmét eivat hyddynnd valoa biomolekyylien tunnistamiseen ja sopii
siksi myos lapindkymattomille materiaaleille. Téallaisiin detektointimenetelmiin lukeutuvat
erilaiset sahkdon perustuvat ratkaisut (Lin ja muut, 2010; Su ja muut, 2024), kvartsikiteen
mikrotasapaino (Quartz Crystal Microbalance, QCM), magnetoelektroniset menetelmét (Lin ja

muut, 2010), sekd kaasuntuottoon pohjautuvat ratkaisut (Yu ja muut, 2024).

S&hkoon perustuvat biosensorit voidaan jakaa yleisesti kolmeen kategoriaan riippuen siitg,

kuinka sahkdinen signaali mitataan: séhkokemialliset biosensorit, kenttdvaikutustransistori
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(field effect transistor, FET) biosensorit sekd impedanssi biosensorit (Su ja muut, 2024).
Elektrokemialliset sensorit tunnistavat elektrodilla tapahtuvat, hapetus-pelkistysreaktioista
johtuvat, elektroninsiirrot, jotka korreloivat analyytin mééraén kanssa, kun taas FET-sensorit
madrittdvat analyytin méardn mittaamalla séhkovirtaa tai potentiaalia puolijohtimella.
Impedanssiin perustuvat biosensorit puolestaan mittaavat rajapinnan impedanssia, mikéa
voidaan yhdistaa analyytin méaaraén ndytteessa. Sahkosensoreilla on yleisesti hyva herkkyys ja
spesifisyys, minkd ansiosta niillda voidaan detektoida useita parametreja. Etenkin
sédhkokemialliset sensorit ovat fluoresenssi- ja kemiluminesenssileimojen tavoin yleisid, silla
ne sopivat hyvin miniatyrisointiin (Lin ja muut, 2010). S&hkd0n perustuvat sensorit sopivat
SPR:n tavoin reaaliaikaiseen seurantaan, mutta niiden heikkoutena on, ettd ne vaativat spesifisia

elektrodeja, joita ei voida uusiokayttaa (Su ja muut, 2024).

QCM mittaa analyytin sitoutumisesta johtuvaa massan muutosta kvartsikiteen pinnalla, mika
aiheuttaa kiteen varahtelytaajuuden muutoksen (Lin ja muut, 2010). Analyytin maéra voidaan
maarittdd mitatun muutoksen perusteella. Toisin kuin sdhkokemiaan perustuvat sensorit,

QCM:ta hyddyntavét laitteet voidaan pestd ja kdyttadd uudestaan.

Magnetoelektroniset menetelmét hyddyntavat leima-aineena mikromagneettisia helmid, jolloin
analyytin tunnistaneet immuunikompleksit voidaan erottaa muusta nédytemateriaalista
magneettisen sensorin avulla (Lin ja muut, 2010). Yhdistettynd kannettavaan
magneettisensoriin, menetelma on paitsi luotettava, myds helppo ratkaisu mikrofluidistisiin

immunomaarityksiin.

Kaasua tuottavat mikrofluidistiset jérjestelmét ovat lahiaikoina kehitetty innovaatio, joka
perustuu analyytin tunnistuksesta syntyvien kaasujen detektoimiseen (Yu ja muut, 2024).
Menetelmissa kéytettavat leima-aineet tuottavat kaasua, jonka syntyminen voidaan tunnistaa
etdisyyden, paine-eron, lammon tai visuaalisen signaalin perusteella. Kaasuntuottoon
perustuvat detektointijarjestelméat ovat nopeita, helppokayttoisia, halpoja sekd mahdollistavat
suoran tuloksen lukemisen. Niiden haasteena on kuitenkin reaktioissa hyddynnettavien
platinananopartikkelien (PtNP) korkea hinta, epastabiilius normaaleissa tyolosuhteissa seka
huono aktiivisuus pintamodifikaatioiden johdosta. Lisaksi kaasua tuottavat detektiomenetelmat

perustuvat usein ei-kilpaileviin immunomaarityksiin, joka vaatii useaa erilaista vasta-ainetta.
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4.3 Haasteet POC-sovelluksissa

Vaikka mikrofluidistisissa immunomaérityksissd néhdaan paljon potentiaalia nopeaan ja
tarkkaan biomolekyylien tunnistamiseen, niiden kéaytannén sovelluksiin ja laajempaan
kayttoonottoon liittyy viela ongelmia (Lin ja muut, 2010; Mou ja Jiang, 2017; Shi ja muut,
2021). Ensimméinen ongelma on, ettd resurssikdyhille alueille ja POC-sovelluksiin hyvin
soveltuvat passiiviset laitteet harvoin pystyvét yhtd tarkkaan detektointiin kuin aktiiviset
jarjestelmat (Shi ja muut, 2021). Passiiviset jarjestelmat eivat kuitenkaan vaadi ulkoisia
laitteita, joten kaikki maaritykseen tarvittava teknologia saadaan integroitua suoraan alustalle.
Né&iden ominaisuuksien vuoksi ne soveltuvat hyvin kdyttotarkoituksiin, joissa ei tarvita herkkaa
kvantitatiivista analyysid. Tallaisiin lukeutuvat muun muassa raskaustestit seka COVID19-

vasta-ainekotitestit.

Toisena haasteena néhdaan, ettd tarkkaan ja spesifiseen analyysiin soveltuvat aktiiviset
mikrofluidistiset immunomaaritykset vaativat ulkoista voimanlahdettd nesteen kuljetukseen ja
toisinaan myos tulosten lukemiseen, miké rajoittaa niiden soveltuvuutta alueilla, joilla on
heikko sahkoverkosto (Mou ja Jiang, 2017; Shi ja muut, 2021). Yhtend ratkaisuna ongelmaan
Lapins ja muut (2024) ovat kehittdneet mikrofluidistiselle alustalleen sentrifuugin, jota
pystytddn kayttamaan dalypuhelimesta saatavan séhkdvoiman avulla. Tamén Kkaltaiset
miniatyyriratkaisut ~ voisivat ~ toimia my6ds pumppuja tai  muita  séhkdisia
nesteenkuljetusmenetelmia hyddyntdville ratkaisuille, jolloin ne sopisivat paremmin

kuljetettaviin mikrofluidistisiin ratkaisuihin ja lisdisivat alustojen levinneisyytta.

Kolmas haaste mikrofluidististen immunomaaritysten hyodyntdmisen kannalta on, ettd samalla
kun tutkijat keskittyvat laitteiden miniatyrisointiin ja kustannusten vahentamiseen, laitteiden
toiminnallisuus ja herkkyys yleensa karsivat (Shi ja muut, 2021). Tahan ongelmaan uskotaan
tulevaisuudessa l6ytyvan apua tekodlystda, alypuhelimista, 5G teknologiasta sekd data-
analytiikasta,  jotka ~ mahdollistavat ~ uudenlaisia  ratkaisuja ~ mikrofluidististen
iImmunomaaritysten toteuttamiseen. Tdman nahdaan parantavan laitteiden soveltuvuutta POC-

sovelluksiin myos resursseiltaan rajoittuneilla alueilla.

Edelld mainistuista syistd johtuen mikrofluidististen laitteiden ei ndhda vetdvan vertoja vielda
perinteisille laboratorioprosesseille kustannusten ja suorituksen osalta (Mou ja Jiang, 2017). On
kuitenkin selvaa, etté jo nykyisilla teknologioilla mikrofluidistiset jarjestelmat soveltuvat hyvin
analyyseihin, joita ei ole mahdollista tai jarkeva& suorittaa hyvin varustellussa laboratoriossa

johtuen joko ajan tai tarvittavien resurssien puutteesta.
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5 Yhteenveto

Mikrofluidistiset immunomaaritykset ovat osoittaneet suurta potentiaalia ratkaisemaan
perinteisten, laboratoriossa suoritettavien immunomadritysten ongelmia. Ne tarjoavat
mahdollisuuksia muun muassa pienempéan reagenssien ja energian kulutukseen, prosessien
automatisointiin sekd nopeampaan ja tarkempaan analyysiin. Mikrofluidistiikka on kuitenkin
kattotermi monille eri jarjestelmille, jotka perustuvat pienien nestemaarien hallintaan alustalla,
joten on térkedd Kkartoittaa, mitd eri tekijoitd on otettava huomioon mikrofluidistisia

Immunomaarityksié suunniteltaessa.

Tama kandidaatintyd k&vi l&pi eri nesteenhallintatapoja, materiaaleja, proteiinien
immobilisointimenetelmid sekd analyytin  detektointitekniikoita, joita hyddynnetééan
mikrofluidistisissa immunomadrityksissa. Nesteen kuljetuksessa voi hyddyntdaa ulkoista
energiaa vaativia aktiivisia jarjestelmia, joihin lukeutuvat sédhkdiseen osmoosiin perustuva
pumppu, sahkéinen kostutus, mikropneumaattiset pumput, keskeiskiihtyvyys, magneetit seka
digitaaliset ratkaisut. Niiden ongelmana on kuitenkin niiden rajoittunut soveltuvuus POC-
kayttokohteisiin, joihin soveltuu paremmin passiiviset menetelmat kuten kapillaarivoima seka
vakuumi. Passiiviset jarjestelmat eivét kuitenkaan tarjoa yhta tarkkaa nestevirran kontrollia
kuin aktiiviset vaihtoehdot. Menetelmd4 valittaessa tuleekin siis huomioida j&rjestelmén
kayttotarkoitus sekéd -ymparistd; onko tarkedmpaé saada tarkkoja tuloksia ulkoisten laitteiden

avulla vai saada suurpiirteisia tuloksia missa tahansa ymparistossa.

Mikrofluidistisen immunomaéaritysalustan materiaali vaikuttaa oleellisesti jarjestelmén hintaan,
optisiin, kemiallisiin ja fyysisiin ominaisuuksiin seka jarjestelman tuotantoon ja kokoamiseen.
Ensimmaiset mikrofluidistiset immunomaaritykset on valmistettu lasista ja piistd, mutta
termoplastit ja elastomeerit ovat viimeaikoina osoittaneet parempia kemiallisia ja fyysisia
ominaisuuksia mikrofluidististen immunoma&éritysten toiminnan kannalta halvemmalla
hinnalla. Paperipohjaiset ratkaisut ovat halpoja ja yksinkertaisia operoida eivétka ne usein vaadi
ulkoista nesteenkuljetuslaitetta, mutta ne soveltuvat harvoin tarkkoihin tai monimutkaisiin
mittauksiin. Materiaalia valitessa tulee kuljetusmenetelmén tavoin huomioida jarjestelman
kayttotarkoitus seka -ympadristé, mutta myos kéytettdva proteiinien immobilisointi- seké

analyytin detektiotekniikka.

Proteiinien immobilisointitekniikka vaikuttaa suoraan analyysin herkkyyteen, tarkkuuteen seka

toistettavuuteen. Yleensa proteiinit kiinnitetddn alustan pintaan kovalenttisilla sidoksilla,
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adsorptiolla tai bioaffinitetin avulla, mutta joskus myds pinnan ja proteiinin vélisilla
ionisidoksilla. Immoblisointimenetelmaan vaikuttaa materiaalin pintakemia sek& fyysinen
rakenne, mutta materiaalin pinta voidaan myds pinnoittaa toisella materiaalilla

immobilisointimahdollisuuksien parantamiseksi.

Analyytin detektointimenetelmat jaetaan yleisesti optisiin seké ei optisiin menetelmiin, joista
optiset menetelmét sopivat Idhinnd vain l&pindkyville materiaaleille. Optisiin tekniikoihin
lukeutuvat fluoresenssi, luminesenssi, pintaplasmoniresonanssi (SPR), lampdlinssimikroskopia
(thermal lens microscope, TLM), aallonpituusohjattu optinen tunnistus (Wavelength
Interrogated Optical Sensing, WIOS), kolorimetria, fotoelektrokemia (photoelectrochemistry,
PEC) sek& pintavahvistettu Raman-sironta (Surface-enhanced Raman scattering, SERS). Ei
optisiin menetelmiin lukeutuvat sahkoon perustuvat ratkaisut, kvartsikiteen mikrotasapaino
(Quartz Crystal Microbalance, QCM), magnetoelektroniset menetelmat sekéd kaasuntuottoon
pohjautuvat ratkaisut. Néaistd fluoresenssi, luminesenssi, kolorimetria, magnetoelektroniset
sekd kaasua tuottavat menetelmat hyodyntavat erillisia leima-aineita kun taas SPR, TLM,
WIQS, PEC, SERS, QCM seké séhkdbiosensorit perustuvat immuunikompleksien luontaisiin
ominaisuuksiin. Detektointimenetelm&& valittaessa tulee huomioida alustan materiaalin
ominaisuudet, reaktion vaatimat olosuhteet sekd mahdollisen leima-aineen vaikutukset

immuunikompleksien stabiiliuteen.

Mikrofluidistisiin immunomaarityksiin liittyy vield paljon haasteita niiden laajan kdyttoonoton
kannalta. Toistaiseksi ne eivat vield pysty kilpailemaan perinteisten immunomadritysten kanssa
kustannuksissa tai herkkyydessé ja aktiivisten jarjestelmien vaatimat ulkoiset voimanlahteet
hankaloittavat niiden sovellusta POC-sovelluksiin resurssirajoitteisilla alueilla. Naihin
sovelluksiin sopivat passiiviset jarjestelmat karsivat puolestaan huonosta tarkkuudesta eivatka
kykene monimutkaisiin marityksiin. Alypuhelimien uskotaan tulevaisuudessa tarjoavan uusia

mahdollisuuksia nesteen kuljetuksen seka tulosten detektoinnin kannalta.

Vaikka tdmd kandidaatinty0 ké&vi 1api yleisimmat ratkaisut mikrofluidististen
immunomaéritysten eri osa-alueiden toteuttamiseen, se ei tutkinut, kuinka rakentaa toimiva
jarjestelma yhdisteleméalld sopivat menetelmat ja kdytettdvat vasta-aineet toisiinsa. Tyo ei
myoskéén kéynyt l&pi harvinaisia tai tulevaisuudessa potentiaalisia menetelmid, joiden
tutkimus voisi tarjota ratkaisuja mikrofluidististen immunomaaritysten nykyisiin haasteisiin ja
rajoitteisiin. Nama tarjoavatkin ndkokulmaa tulevaisuuden tutkimuksia ja kirjallisuuskatsauksia

varten.
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