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ABSTRAKT

Tato diplomovéa price se zabyva tvorbou modelové bunéné membrany na mikrofluidnim
zafizeni. Shrnuje postupy piipravy mikrofluidnich zafizeni, mechanismy tvorby fosfolipidové
dvojvrstvy, faktory ovliviiujici tvorbu modelové membriny a metody charakterizace téchto
systému. Zaméfuje se predev§im na volné€ zaveésené planarni lipidové dvojvrstvy, které jsou
nejlépe piistupné riznym metodam charakterizace a soucasné vykazuji dobrou stabilitu a
variabilitu.

Ukolem této prace je navrhnout a pfipravit mikrofluidni &ip, na kterém je moZno pfipravit
planarni lipidovou dvojvrstvu. Pfedstavuje proto mikrofluidni zafizeni pfipravené meékkou
litografii PDMS uzputisobené k tvorbé modelové membrany samouspoiadanim fosfolipidd na
rozhrani vodné a organické faze vytvofeném diky architektute mikrofluidniho zatizeni.
Tvorba modelové membrany byla vizualizovand optickou mikroskopii a zobrazovanim dob
zivota (FLIM).

ABSTRACT

The diploma thesis deals with cellular membrane model preparation on microfluidic devices.
It summarizes means of microfluidic device fabrication, phospholipid bilayer formation
mechanisms, optimization techniques and characterization methods of those systems. It
focuses on free-standing planar lipid bilayers which are easily accessible by a number of
different characterization methods and at the same time exhibit good stability and variability.
The aim of this work is to design and prepare a microfluidic chip on which a planar lipid
bilayer can be prepared.

It therefore presents microfluidic device prepared by soft lithography of PDMS adapted for
model membrane formation by self-assembly of phospholipids at the interface of aqueous and
organic phases created by the architecture of the microfluidic device.

Formation of the model membrane was visualized by optical microscopy and fluorescence-
lifetime imaging microscopy.

KLICOVA SLOVA
Mikrofluidni ¢ip, PDMS, mékk4 litografie, forsfolidovd membrana, lecitin
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1 UVOD

Bunécnid membrana, kterd obklopuje buriku, slouzi nejen k oddé€leni vnitfniho obsahu buriky
od vngjsiho prostiedi, udavani tvaru a poskytovini ochrany, ale navic obsahuje velké
mnozstvi aparatll, které bunka vyuziva ke komunikaci s okolnim prostfedim a pro transport.
Do dnesni doby stile nejsou objasnény vSechny bun&né mechanismy a pochody a je tedy
ptirozené, Ze burika jako zakladni stavebni kamen vSech Zivych organisml zUstava
pfedmétem velkého zajmu.

Ziva buiika je oviem velice sloZity a vSestranny systém, jehoZ reprodukce zistava
naroénym udkolem, a proto se vyvoj zaméfil na tvorbu jednodussich modeld biologickych
membran na bézi fosfolipidi. Mezi konvencni modelové systémy patii bunécné kultury,
lipidové vezikuly a liposomy, fosfolipidové dvojvrstvy na pevném podkladu a volné zavéSené
fosfolipidové dvojvrstvy. Jako ve vSech oblastech vyvoje, i zde spéje pokrok k miniaturizaci
a automatizaci, a proto se objevuje ¢im dal tim vice systému, které k tvorbé modelovych
bunécnych membrin vyuZivaji mikrofluidni zafizeni.

V téch se lipidova dvojvrstva nejCastéji tvofi samouspofaddanim amfifilnich molekul
fosfolipidii na mezifazovém rozhrani zajisténém strukturou zafizeni. Takovd dvojvrstva je
pfistupnd mnoha povrch-charakterizujicim analytickym metoddm, coZ umoZiiuje zkouméani
procesd, jakymi jsou bunéfnd signalizace, receptorové interakce, enzymové reakce na
povrchu, transport pfes proteinové kandly a napadeni patogeny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunécéna membrana

Burika je zdkladnim stavebnim kamenem vSech Zivych organisma a jako takova zajistuje fadu
Zivotn¢ dulezitych funkci, jako jsou pfeména energie, ukladani zasobnich latek, genova
exprese a molekularni syntéza. VSechny Zivé builky jsou ohraniCeny tenkymi membranami.
Tyto membrany jsou pro zZivot krajné dilezité, jelikoz oddé€luji vnitini obsah buiky od
vnéjsiho prostiedi, udavaji buiice jisty tvar a poskytuji ochranu. Na rozdil od prokaryotickych
bun¢k (bakterie a archea) maji eukaryotické buriky (tzn. houby, Zivo¢ichové a rostliny) také
intracelularni dtvary nebo organely, které jsou oddéleny membranou a slouzi jako funk¢&ni
jednotky (napf. jadro, mitochondrie, endoplasmatické retikulum, chloroplasty a dalsi).
Membrana sestava z lipidové dvojvrstvy, ve které jsou zapuStény nebo na ni pfipojeny
proteiny a dal$i struktury (napf. filamenta, microtubuly ¢i peptidoglykany). To vse je
udrZzovano nekovalentnimi interakcemi mezi lipidy a mezi proteiny (i navzajem), a diky
hydrofobnim interakcim s vodnym prostfedim, které je obklopuje. Buniky potiebuji se svym
okolim interagovat — musi ziskavat kyslik a Ziviny, udrZovat osmoticky tlak a zbavovat se
metaboliti. Toto konstantni prostfedi uvnitf buiky je zajisténo polopropustnosti plazmatické
membrany, kterd selektivné kontroluje, co miZe a nemuze vstoupit do buiiky nebo ji
opustit [1].

Molekuly rozpustné v lipidech mohou do ur€ité velikosti projit membranou piimo skrze
dvojvrstvu. Nékteré pomoci difiize, kterd nevyzaduje Zadny dodateCny piisun energie a je
spontdnnim pohybem molekul ve sméru koncentraCniho spadu (z oblasti vy$si koncentrace
do oblasti koncentrace nizsi). Diftize je ovliviiovana rozsahem koncentra¢niho gradientu
a teplotou okolniho prostfedi. Molekuly, jako je kyslik, které mohou difundovat ptes
plazmatickou membranu, nevyZaduji pfitomnost proteinového prenasece [1, 2].

Zprostiedkovand difiize molekul také nevyzaduje dodéani energie a je to forma transportu
potiebnd pro velké molekuly, jako je glukéza, které pres membrdnu nemohou snadno
difundovat [1, 2].

Osmoza je difize vody. Prestoze prechod vody pfes membranu nevyZaduje dodini energie,
jsou knému zapotifebi specidlni proteiny umisténé v plazmatické membran€. Témto
proteinim se fika aquaporiny a kontroluji mnoZstvi vody proudici zado bunky
a tim i zajiSt'uji osmoticky tlak v burice [1, 2].

Aktivni transport na rozdil od pfedchozich zpusobu vyzaduje dodani energie v podobé
ATP. Je to pohyb molekul proti koncentracnimu spadu (z oblasti nizsi koncentrace do oblasti
koncentrace vys$i). Takto museji byt transportovany napiiklad nabité ionty, pro které je
membrana neprostupna. Nekteré transportni pumpy zdvojuji transport pres membranu, jako
napiiklad sodno-draselnd pumpa, kterd pfenasi draselné ionty do burky a sodné ionty ven.
Temito pumpami jsou prave proteiny [1, 2].

Protejny jsou slouceniny tvorené jednim nebo vice polypeptidy. Typicky jsou sloZené do
globularni nebo fibrilarni struktury. V plazmatické membrané vétSiny buné€k se nachézeji tfi
hlavni typy proteint. Transmembrdnové proteiny jsou amfifilni a prochazi celou membranou.
Jsou zakotveny skrze celou dvojvrstvu a umoziuji prachod nepolarnich molekul mezi
vnitinim a vnéjSim prostfedim. Burika m4 schopnost pfisn€ kontrolovat co pfes membranu
pusti Upravou exprese genu kodujicich transmembranové proteiny. Takto piepsané proteiny se
pfemisti na mista v membriné, kde mohou usnadnit zvySeny piijem glukézy [1, 3].

Integrdlni proteiny se nalézaji na vnitini stran€ dvojvrstvy a jsou k ni pevné pfipojeny.
Oddé¢leny od membrany mohou byt pouze za pouZiti detergentt [1, 3].



Periferni proteiny se naopak nalézaji pouze na vnéj$i stran€ dvojvrstvy. Priléhaji
k membrané pouze docasné pripojenim k integralnim proteinim nebo proniknutim do vrchni
vrstvy membrany diky hydrofobnim, elektrostatickym nebo dal§im nekovalentnim interakcim.
Molekuly navidzané na povrchu buiiky identifikuji specifické builkky a usnadfiuji interakce
s latkami ve vné&jSim prostiedi [1, 3].

Membranové proteiny zachovavaji potifebny rozdil v koncentraci elektrolyti mezi vnéj$im
a vnitinim bunécnym prostiedim a vytvareji tak na membrané elektrochemicky potencidl.
V membranich bunék se vyskytuji i dal$i proteiny, které nejsou tak bézné, ale stile jsou
velice dulezité pro fungovani bunky. Proteiny pro mezibunéénou komunikaci, receptory a
rozpoznavaci proteiny. Pro zachovani funk¢nosti proteinu po zavedeni do membrany je velice
dilezité sloZeni membrany a struktura lipidovych molekul v membrang [2, 4].

nepolarni fosfolipidovy
- ocasek
vnéjsi povrch polarni hlavicka

fosfolipidu

Obr. 1: Model biologické membréiny [4]

Bunécnd membrana (Obr. 1) je z vice jak padesiti procent tvotena fosfolipidy. Fosfolipidy
jsou iontové amfifily a jako takové ve vodé agreguji — dovolujice hydrofilnim hlavickdm
tvorit vodikové vazby s molekulami vody, zatimco hydrofobni konce mohou eliminovat
veétSinu svého kontaktu s ni. Tvar 1 amfifilni charakter téchto molekul prispivd ve vodném
prostiedi k samovolné tvorbé lipidovych dvojvrstev (takzvané samouspofadavani). Protoze se
ocasek fosfolipidu sklada ze dvou acylovych fetézct a diky kombinovanému naboji v jejich
hlavicce je upfednostiiovdna tvorba dvojvrstvych struktur pred micelami [2].

Podle Singerova a Nicolsonova modelu fluidni mozaiky (/972, Singer and Nicolson,
The fluid-mosaic model of membrane structure), se molekuly fosfolipidu mohou pohybovat
v ramci jedné strany membrany, a tim tvofit jakousi dvojdimenzionélni tekutinu, ale zna¢na
energeticka bariéra jim brani migrovat na druhou stranu membrany. Tato tekutost umoZiiuje
ohebnost membrany, a tim ji napoméha pfizpusobit se teplotnim zménam [4].

Drtive se védci domnivali, Ze pokud se membranové proteiny jednou zafadi na své misto,
jsou zasazeny do membrany s absolutni asymetrii a zlstavaji kineticky vazané na jeji
piislusné stran€ po zbytek své existence — nemeéni jiZ svoji orientaci mezi obéma vrstvami
membrany. Novéjsi vyzkumy vSak ukizaly, Ze membranové lipidy kromé& bo¢niho pohybu
(lateralni difuze) vykazuji v fadé membran pomerné rychly pfi€ny pohyb (pfeklapéni neboli
takzvany flip-flop). Pfi€n4 nesoumé&rnost naznacuje, Ze ob& vrstvy membriny nemaji stejné
slozeni. Stejné tak dikazy o laterdlni nesoumérnosti biologickych membrin ukazuji
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pfitomnost oblasti s odliSnou kompozici a funkci (velkych, na néco specializovanych oblasti).
Tyto asymetrie pfedstavuji vyznamné pozmeénéni Singerova a Nicolsonova modelu fluidni
mozaiky, tak jak ho ptivodné navrhovali [5].

Spolu s fosfolipidy obsahuji membrany i mnoho dalSich komponent. Napftiklad cholesterol,
ktery napii¢ svému malému obsahu hraje dilezitou roli v zachovavani integrity membrany
(bez cholesterolu by se membrany staly pfili§ tekutymi v teplém prostfedi nebo naopak
nedostatecné tekutymi ve studeném prostiedi) a zdroven se podili na mezibunécné signalizaci.
Glykolipidy nachazejici se vyhradn€ na vnégj$i strané membriny s uhlovodikovou ¢&asti
vystavenou bunéfnému povrchu. Sfingolipidy, které membranu chrani pfed nepfiznivymi
vlivy okoli jako jsou nizké pH ¢i degradani enzymy. A antigeny, které slouzi jako
rozpoznavaci molekuly, majice hlavni roli v imunitnim systému a nepieberné mnoZstvi
proteinu [3].

2.2 Lipidy

Lipidy jsou velkou a rozmanitou skupinou pfirozen¢ se vyskytujicich organickych sloucenin,
které spojuje jejich dobra rozpustnost v nepoldrnich organickych rozpoustédlech a relativni
nerozpustnost ve vode€. BéZné se de€li na jednoduché (acylglyceroly, vosky), sloZené
(fosfolipidy, sfingolipidy, glykolipidy) a isoprenoidy (terpenoidy, steroidy).

V burikdch plni stavebni, zdsobni a ochrannou funkci. Tvoii bunécné membrany, obaly
nervovych vldken, jsou dilezitym zdrojem energie. Chrani vnitini organy pied mechanickym
poSkozenim a organizmy pred ztratou télesné teploty. V lidském téle usnadiiuji vstiebavani
dilezitych vitamint a podileji se na tvorbé nékterych hormont [1, 4].

2.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou hlavni slozkou bunécnych membran. Jsou to estery nebo amidy glycerolu
nebo sfingosinu s mastnymi kyselinami a kyselinou fosforecnou. Fosfatova cast fosfatidové
kyseliny je dale esterifikovand etanolaminem, cholinem nebo serinem v samotny fosfolipid.

Fosfolipidy obecné d€lime na glycerolfosfolipidy a sfingomyeliny (obsahuji jako alkohol
sfingosin) [1, 4].

Vykazuji Sirokou variabilitu v délce, nasyceni a prostorovém usporadani alkylovych
fetézcu stejné jako v naboji, velikosti a tvaru hlavicky Tyto faktory, spolecné s teplotou, silné
ovliviiuji fyzikélni parametry membrany jako je viskozita, permeabilita a naboj [5].
Fosfolipidy obsahujici del§i (>C20) nasycené fetézce mastnych kyselin maji tendenci tvofit
ostruvky, kde je membrana siln€j$i a soudrzné&jsi (lipidové ostravky, lipid rafts). V téchto
mistech je usnadnéna vazba nékterych transmembranovych proteint a glykolipida [6].

2.2.1.1 Lecitin

Lecitin je historicky pouZivany trividlni ndzev pro fosfatidylcholin, a ackoli fosfatidylcholin
byva hlavni sloZkou lecitinu, lecitin je surovy lipidovy extrakt z rostlinnych pletiv nebo
ZivocCisnych tkani, ktery obsahuje mnoZstvi sloZek. Soucéasti molekuly lecitini je glycerol,
aktivovana kyselina fosforecna, cholin a dva acylové zbytky mastnych kyselin. Lecitiny maji
pomérne komplikovanou strukturu a lisi se v zastoupeni mastnych kyselin [4].

Jsou slozkou vné&jsi bunééné membrany Zivocichi a rostlin s vyznamnou roli v poskytovani
opory, udrZzovani permeability a bunécné signalizaci. VyuZiti je mnohostranné, od produkce
potravin a krmiv, pfes farmacii a 1ékarstvi, kosmetické pfipravky aZ po nepotravinaiské obory
[1, 4].

Hojné se nachézi ve vajecnych Zloutcich a bufikach semen rostlin. Nej€astéji je ziskdvan ze
s6jovych bobu [4].
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2.3 Modely fosfolipidovych membran

Fosfolipidové membrany jsou vSestranné struktury pro napodobovéani biologickych membrin.
Skladaji se ptrevazné z fosfolipidi a proteini a typicky se popisuji jako fosfolipidové
dvojvrstvy. Piesna reprodukce bunécnych systému a jejich prostiedi je neuvéfitelné slozitym
ukolem, ktery pred védce predklada velké technologické vyzvy. Je potieba dosdhnout
kontroly nad biliony molekul a zachytit vysoce komplikované prostfedi, které Castokrat
rozhoduje o puvodnich biologickych funkcich. Tak napiiklad v jednoduché Cervené krvince
se nachazi okolo 100 druhl lipidi a ve vétSin€ plasmatickych membran je jich vice jak
600 [7]. Stfedem zijmu vétSiny nové vyvyjenych huménnich 1€Civ jsou membrinové
proteiny, a to predev§im iontové kandly [8], ovSem zavedeni proteinu do modelové bun&cné
membrany pfi souCasném zachovani jeho konformace mimo jeho pfirozené prostiedi je
dalS$im velkym ofiSkem. Aby bylo moZné studovat tyto sloZité systémy, musel znacné
postoupit vyvoj tvorby mechanicky, chemicky a termodynamicky stabilnich lipidovych
membran [9].

V soucCasnosti je zvladnutelnd piiprava zjednodusenych modeld bunééné membrany
zaloZenych na lipidové dvojvrstvé s jednim nebo vice zavedymi proteiny. Klade si ovSem
specidlni naroky jak na povrchové vlastnosti pouzitych materidlt (z hlediska smacivosti,
drsnosti a rozpustnosti), vhodné rozméry zafizeni a pouZitych struktur, tak 1 na
biokompatibilitu a moZnost ovladani zavedeného prostfedi. Na tom vSem zaleZi usp&Snost
tvorby modelové bunécné membrany a zavedeni funk&niho proteinu.

Prvni praktické modely lipidové dvojvrstvy, které poskytovaly nové prostredky a techniky
pro tvorbu umeélych buné€nych membréan, se zacaly objevovat v 60.-70. letech dvacatého
stoleti. V téchto ranych experimentech byly lipidové dvojvrstvy tvofeny pies otvor
v teflonové prepazce, ktera odd€lovala dvé vodné faze. Od té doby byly vyvinuty nejruzné&jsi
zpusoby piipravy modelovych fosfolipidovych membran [10].

Takzvané roztirdni dvojvrstvy z lipidového reservodru, coz je pravé metoda, kterd spoCiva v
naneseni proteinu a lipidd na substrat pfimo z roztoku detergentu pomoci $tétce nebo dratu, je
jednou z nejrozsifenéjSich metod pro tvorbu planérnich lipidovych dvojvrstev (PLD) [10, 11].
Dalsi velmi rozSifenou metodou je Langmuir-Blodgettova depozice, které je dosaZzeno
pfenesenim orientované lipidové vrstvy z rozhrani vzduch-voda na pevny podklad [12].
A vezikuldrni fiize, pti které se unilamelarni vezikuly adsorbuji na povrch substratu, kde
prasknou a nakonec splynou, aby vytvorily samotnou spojitou fosfolipidovou dvojvrstvu.
Vezikularni fize je typicky zabezpeCena povrchovou adhezni energii mezi vezikuly
a substratem [9, 13].

Po dspésné tvorbé PLD vétSinou prichazi na fadu zavedeni membranovych proteind.
JelikoZ si tyto proteiny musi zachovat svoji funkci, je to kriticky krok pfi tvorbé umélého
bunécného prostiedi. V nejjednodussich piipadech jsou alikvoty malych fusogennich peptidu
[14, 15] nebo vétsich transmembranovych proteint [16] pfidany do vodného roztoku na jedné
strané PLD pfiCemZ se proteiny béhem nékolika minut samy zacleni do membriny. Vétsi
transmembranové proteiny se uz ov§em samy spolehlivé nezacleni. Jendim ze zpusobu jejich
zacClenéni je piiprava proteoloposomu, které jsou také pfidany do vodného roztoku na jedné
strané membrany a Casem na PLD pfisednou a zacleni se. DalSim je pouZiti mechanické
sondy, ktera prenese pory €i kandly pfimo na umelou membranu [17].

Nejrozsifengj$i modelové systémy zahrnuji lipidové monovrstvy, lipidové vezikuly (volné
¢i vazané na substrat), lipidové dvojvrstvy na pevném podkladu (supported lipid bilayers),
dvouvrstvé nanodisky obklopené membrinovym nosnym proteinem (MSP), fragmenty
skutecnych bunéénych membran a v posledni dob€ i rizna usporadani lipidovych dvojvrstev
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na mikrozafizenich [18]. Tato priace se dile bude zaméfovat pravé na rtizna usporadani
mikrofluidnich systémt pro tvorbu PLD. Vyvoj vtéto oblasti sméfuje Kk tvorbé
poloautomatickych, vysokokapacitnich a spolehlivych metod pro pouZiti v testovani 1&Civ
a k reprodukci a studiu bunécnych mechanismu [19].

Priklady dobfe popsanych platforem pro tvorbu PLD na mikrozatizenich s diskusi jejich
vyhod i omezeni budou ptedstaveny v sekci 3. Zaméii se pfedev§im na volné zavéSené PLD,
ale predstavi i PLD pfilnuté pfimo na substrat a nékteré alternativni systémy.

2.4 Mikrofluidika

Soucasnymi trendy v piirodnich védich a biomedicin€ jsou miniaturizace a automatizace.
Jednou z hlavnich mikroelektromechanickych technologii (MEMS) je mikrofluidika.
Mikrofluidika je multidisciplinarni obor - spojujici inZenyrstvi, fyziku, chemii, biochemii,
nanotechnologie a biotechnologie, jehoZ vysledkem jsou systémy, které manipuluji s malymi
objemy (10~ az 107'® 1) roztok@ v mikrotechnologiemi vytvofenych dutych kandlcich o
rozmérech desitek mikrometrti. Zabyva se chovanim, pfesnym ovladanim a manipulaci
kapalin na submilimetrovém métitku [20].

Prvni ndznaky mikrofluidiky se zacaly objevovat v 80. letech dvacatého stoleti, kdy byly
pfipraveny prvni mikroelektromechanické systémy (MEMS) na kiemikovych waferech, které
daly vzestup prumyslovym aplikacim pfedev§im ve formé tlakovych senzort a inkoustovych
tiskovych hlav. V 90. letech se vyzkum zameéfil na aplikace MEMS v biologii, chemii
a biomedicinském poli. V téchto aplikacich bylo tfeba kontrolovat pohyb kapalin
v mikrometrovych kanalcich a pfispély tedy k rozvoji mikrofluidiky jako takové [21].

Pozdéji bylo vyvinuto obrovské usili pro tvorbu takzvanych laboratori na cipu (lab-on-a-
chip) — zafizeni, kterd by v jednom mikrofluidnim Cipu integrovala v§echny procesy nutné ke
kompletni biologické, chemické ¢i biomedicinské analyze. Tou dobou se vétSina
mikrofluidnich zafizeni pfipravovala z kfemiku nebo ze skla, takZe byla draha a technicky
naroCnd na vyrobu [21].

Zacitkem jednadvacatého stoleti nastoupily technologie, které pro odlévani mikrozatizeni
pouZzivaji polymery. Tim se vyrazné sniZila cena a Casova naroCnost, coZ mnoha laboratofim
umoznilo provadét vyzkum v oblasti mikrofluidiky [21].

V dnes$ni dobé& v oblasti mikrofluidiky badaji mnohé vyzkumné tymy a jejich aplikace
sahaji od jiz zminénych laboratofi na Cipu [22], elektroforézy na Cipu [23], riznych senzort
[24], diagnostickych zafizeni [25], DNA Cipu [26], pies takzvané orgdny na Cipu (organs-on-
chips) — mikrofluidni zafizeni na kultivaci bun€k, kterd by mohla efektivné reprodukovat
¢i napodobit strukturni, funkcni, biochemické a mechanické vlastnosti skutecného orgéanu
nebo tkané a dovolovala monitorovéini v redlném Case [27] — aZ po snahu vytvofit takzvaného
¢lovéka na cipu (human-on-chip) — multiorgdnové zafizeni, které by bylo schopno 1épe
pfedvidat vedlejsi ucinky novych 1éCiv uZz v preklinickych studiich (a tim zlevnit vyvoj
novych 1é¢iv a potencidlné 1 eliminovat testovini na zvifatech a tim se zbavit s tim spojenych
problému), sledovat prubéh infekci nebo vliv nejriznéjsich latek na organovou soustavu jako
celek [28, 29]. Z organt na Cipech byly do dnesni doby vytvofeny napiiklad stieva [30, 31],
plice [32, 33], ledviny [34], jatra [35], lymficky systém [36], hematoencefalickd bariéra na
Cipu [37], srdce [38] a kize [39]. Byly vytvofeny i Cipy obsahujici nékolik organu [40, 41].

Vyhody miniaturizace zahrnuji malou spotiebu ¢inidel (sniZeni nakladd na vzacna a draha
¢inidla), rychlejsi reak¢ni cCasy (diky difiznim procesim na kratkych vzdéalenostech
aftizenému proudéni kapalin), potencidl k vytvofeni vysokokapacitnich roboticky fizenych
analytickych systém.
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2.4.1 Proudéni kapalin v mikrofluidice

O proudéni v kapalinich mluvime prevazujeli pohyb kapalin v jednom sméru. Kazda castice
proudici kapaliny ma ur€itou rychlost, kteréZto velikost a smér se mohou ménit v zavislosti na
misté a Case. Trajektorie téchto Castic znazoriiujeme proudnicemi. Rychlost kazdé Castice
v libovolném misté proudu ma smér te€ny k proudnici [42].

Kdyz jsou drahy jednotlivych Céstic navzdjem rovnobé&zné, nazyvame proudéni lamindrni.
Céstice se pohybuji ve vzdjemn& rovnob&Znych vrstvach, aniZ by se navzdjem misily.
Jednotlivé vrstvy kapaliny se vSak pfi pohybu v tenké trubici nepohybuji stejnou rychlosti.
Vrstva kapaliny, ktera se bezprostiedné styka se sténami trubice, se v disledku tfeni pohybuje
nejmensi rychlosti nebo je v klidu. Nejrychleji se pohybuje osova vrstva kapaliny [42].

Na rozdil od toho, pfi turbulentnim proudéni, dochazi k prechodu ¢astic mezi riznymi
vrstvami kapaliny, &imZ dochézi k promichavani téchto vrstev. Castice kapaliny vykonavaji
pii proudéni kromé posouvani i sloZity vlastni pohyb a nemaji jiZ ve vSech mistech neménnou
rychlost. Dochazi ke vzniku virG, které jsou doprovazeny zvukovymi fenomény,
a zobrazovani pomoci proudnic tak ztrici svij vyznam [42]. Oba typy proudéni jsou
zn4zornéné na Obr. 2.

Lamingrni proudéni Turbulentni proudénd

Obr. 2: Vizualizace lamindrniho a turbulentniho proudéni [43]

Proudéni kapaliny mikrofluidnimi kanalky muze byt charakterizovano Reynoldsovym cislem.
To je bezrozmérné Cislo charakterizujici chovani proudici kapaliny, definované rovnici:

= (1)

kde p je hustota kapaliny, [ je délka mikrofluidniho kanalku, v je primérna rychlost proudéni
kapaliny a ) je viskozita kapaliny [43, 44].

Podle jeho hodnoty lze usuzovat na to, zda bude proudeéni laminarni nebo turbulentni.
Existuje jistd kritickd hodnota Reynoldsova Cisla, kterd rozd€luje proudéni lamindrni od
proudéni turbulentniho. Ta se pro rtzné typy potrubi a razné typy kapalin stanovuje
experimentalné. Je-li hodnota Reynoldsova cCisla nizs§i neZ kritickd hodnota odpovidajici
danému usporadani, je proudeéni laminarni. Je-1i hodnota Reynoldsova Cisla vyssi, je proudéni
turbulentni. V okoli kritické hodnoty je pfechodna oblast mezi zjevné laminidrnim a zjevné
turbulentnim proudénim [43, 44].

Kviali malym rozmérim kanalkd je R, v mikrofluidice typicky velmi malé, vétSinou
dokonce mensi nez 1. To znamend, Ze proudeni uvnitf kandlku je lamindrni a neobjevuji
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se zadné turbulence. To =zajistuje zpusob, jakym mohou byt molekuly v kanalku
premistovany celkem predvidatelnym zpusobem. Pokud ovSem potiebujeme kapalinu
v kanalku promichat, musime do sestavy zafadit prvky jako naptiklad mixéry [20,44].

Z divodu malych rozméri prevazuje v mikrokanalcich tlakova ztrata zpusobena tfenim.
Proudéni kapaliny mikrokandlky je nejlépe popsdno Navier-Stokesovou rovnici, coZ je
rovnice popisujici proudéni nestlacitelné Newtonské tekutiny. Vychazi ze zdkona zachovani
hmoty, hybnosti a energie a Ize ji odvodit z bilance sil pisobicich na tekutinu:

Fm+Fp+ t:Fv (2)

b

3

—

Yev .

kde f’m je silové pusobeni vnéjsich hmotnostnich sil, F , je silové pasobeni tlakovych sil,

F, je silové puasobeni tfecich sil a F, je silové pusobeni setrvacnych sil. Z toho vychazi
rovnice:

o . - Lz
p[§+v-Vv):—Vp+,uV2v+f (3)

b

kde p je hustota, vje rychlost, ¢ je Cas, p je tlak, u je kinetickd viskozita a f je soucet
objemovych sil [43, 44].

Dvémi zakladnimi metodami pro vytvoreni proudu v mikrokandlcich jsou tlakem pohanény
a elektrokineticky tok [44].

Tlakem pohdnény tok je takovy, kdy je kapalina pumpovéna pies zafizeni pomoci Cerpadla
s pozitivnim posunem, jako je napfiklad injekéni pumpa. Jeden ze zédkladnich zdkonu
mechaniky kapalin tikd, Ze rychlost kapaliny na stén€ musi byt nulova, coZ v kanalku vytvati
parabolicky rychlostni profil. Tlakem pohanény tok je relativné levnou metodou pro
pumpovéini kapaliny pres mikrozafizeni. S postupujicim vyvojem se stdvd dobie
reprodukovatelnym a pfistupnym miniaturizaci [44].

Elektrokineticky tok vyuZziva elektroosmotického pumpovéni kapaliny. Na povrchu kanalku
se —jako na vétsin€é povrchu, které maji elektricky naboj — vytvorii elektrickd dvojvrstva
opacné nabitych iontd. Kdyz se pres kandlek aplikuje elektrické pole, ioty v dvojvrstve
se zaCnou pohybovat k opacné nabité elektrod€, coz vytvoii pohyb kapaliny u stény kanalku,
ktery se visk6znimi silami pfenasi do konvek¢niho pohybu celého objemu kapaliny. Pokud je
kanélek u elektrod otevieny, rychlostni profil je jednotny po celé Sifce kanalku. Pokud je
ovSem kanélek uzavieny, zacne kapalina recirkulovat — potom se kapaliny uprostied kandlku
pohybuje poloviéni rychlosti v opacném smeéru nez kapaliny u stény kandlku. Velkou
nevyhodou elektrokinetického toku je nepfedvidatelnost jeho rychlosti v disledku
raznorodych vlastnosti povrcha. Napiiklad pokud by se na povrch kanalku naadsorbovaly
proteiny, zménil by se naboj na jeho sténé€ a tim 1 rychlost toku [44].

2.4.2 Priprava mikrofluidnich zarizeni

Velka rozmanitost procesnich kroki a materidli vede k Siroké Skdle moznych zafizeni. V
soucasné dobé je nejpouzivangj$i technologii pro vyrobu mikrofluidnich zafizeni pro
medicinské aplikace mékkd litografie polydimetylsiloxanu (soft-lithography of PDMS).
Mikrofluidni zafizeni je nejprve navrZzeno v pocitacovém programu (CAD software). Pracovni
proces jeho pfipravy poté vétSinou sestava ze Ctyf zékladnich procesti. Prvnim je depozice
tenké vrstvy, pii které je na substrat nanesen nebo na ném vypéstovan tenky povlak. Druhym
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je vzorovdni, pii kterém se vzor prenese na material. Tfetim procesem je leptdni, které vytvari
rysy selektivnim odstranénim materidlu (tenkého filmu nebo substratu) v definovaném vzoru.
Konecnym procesem je spojovdni, pti kterém jsou dva substraty spojeny dohromady [45].

2.4.2.1 Substrdty
Zatizeni jsou obvykle tvofena na podloZnim substrdtu nebo v ném. Substrat dovoluje
jednoduchou manipulaci s mikrozatfizenim skrze vSechny vyrobni kroky.

NejbeZznéji pouzivanym materidlem v mikrofluidice je kfemik. Dodavd se v podobé
monokrystalovych waferi a je tak Siroce vyuzivdm kvuali svym vynikajicim elektrickym
i mechanickym vlastnostem. Existuje fada metod mikroopracovani kfemiku a moZnost jejich
kombinace s piipravou integrovanych obvodi vede k potencidlnimu vytvofeni monolitickych
integrovanych mikrosystémut. BohuZel neni opticky transparentni ani biokompatibilni a jeho
cena muZe byt pfili§ vysoka pro zafizeni na jedno pouziti, takZe neni nejvhodné&j$im
materidlem pro biologické ¢i medicinské aplikace [45].

Pro opticka zatizeni ¢i ploché displeje jsou vétSinou pouZivany transparentni substraty jako
sklo ¢i kiemen. Kiemen je také pomerné drahy a levné sodnovéipenaté sklo je pouze ¢asteCné
prostupné pro UV zifeni, takZe se oSetfuje oxidem antimonitym, aby se zlepSila UV
transmitance. Procesy pro mikroopracovani skla jsou sloZit&jsi, ale proveditelné. Nejveétsi
vyhodou téchto materidlti je chemicka odolnost, diky které mohou byt vyuzity v aplikacich,
kde je potieba zafizeni pred ¢i po pouzitim dikladné promyt nebo pfi kterych se pouZivaji
horké roztoky ¢€i sonifikace [22, 45].

Dalsi skupinou S$iroce pouzivanych podloznich materiald pro biologické a medicinské
aplikace jsou polymery jako cyklické olefinové kopolymery (COC), polymetylmetakrylit
(PMMA) a nejvice popularni — polydimetylsiloxan (PDMS). Velké mnoZstvi dostupnych
procesu pro velkovyrobu zafizeni z téchto materiadli znamena, Ze mohou byt vyrabény velice
levné a ve velkém mnozstvi [45].

2.4.2.2 Depozice tenké vrstvy

Depozice tenké vrstvy je obvykle dosaZena jednou z nasledujicich technik — fyzikalni
depozice z plynné faze (PVD), chemicka depozice z plynné faze (CVD), natéry (spin-coating
nebo dip-coating) [22]. Tenké vrstvy se pouZzivaji jako maskovaci materidly, strukturni
materialy, povrchové materidly a elektrické vrstvy. Napiiklad SU-8 mazZe byt spin coatingem
naneseno na substrat jako fotorezist [21], PDMS =zase vytvaii strukturni vrstvu pro
mikrokanalky [45].

2.4.2.3 Vzorovani

Vzorovaci technologie definuji mikrovyrobu. Jsou pouzivany k pfeneseni poZadovaného
navrzeného vzoru na materidl. Tyto vzory jsou mikrometrovych nebo nanometrovych
rozméru [45].

Konvenéni metody, které mohou byt ,,zmenSeny* pro mikrovyrobu zahrnuji mechanické
vrtani, fezani, laserové stroje a piskovani. Jsou to rychlé a levné metody, ale nabizeji jen
velmi omezené rozliSeni a vcelku nehomogenni prostredi s potencidlnimi vadami
zpusobenymi mechanickym odstranénim materidlu [21].

Tato price se ovSem zaméii na v souCasné dobé nejvice vyuZivanou technologii pro vyrobu
mikrofluidnich  zafizeni pro medicinské aplikace, kterou je mékkd litografie
polydimetylsiloxanu. Pted zavedenim mekké litografie byla mikrofluidni zafizeni pfevazné
vytvafena pomoci fotolitografie na kfemikovych substratech coz vyZadovalo Cisté prostory
a dobrou znalost procesu. M¢kka litografie je odlévani elastomerickych polymert za pomoci
vzorovaci formy pro tvorbu levnych mikrofluidnich zafizeni [19]. Originalni vzorovaci forma
je stile nejCastéji pfipravovana fotolitografii (viz Obr. 3), a posléze pouZita pro vyrazeni
struktur aZ o velikosti pouhych 10 nm na elastomericky materidl. Elastomer s pfenesenym
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vzorem poté muZe byt pouzit pro vytvofeni reliéfu skrze odlévani replik, odlévani
v kapilarach, mikrokontaktni tisk a mikrotransportni odlévani [46].

Fotolitografie, vyrobni metoda, kterd je schopna vytvofit kanidlky v mikrorozmérech, je
niaroCnd technologie, kterd vyzaduje Cisté prostiedi a sofistikovany vycvik. Proces zacina
s ndvrthem masky s pozadovanym vzorem, ktery odpovidd aplikaci. Sit mikrofluidnich
kandlka s optimalni velikosti, potem a ¢astmi kanalku jsou narysovany v CAD programu
a pomoci tiskarny s vysokym rozliSenim pfeneseny na prusvitku nebo vytistény na film (pro
niz$i rozliSeni). To mizZe byt provedeno v laboratofi nebo zadano externi firmé. Prisvitka je
sklenéna desticka, na jejimZ povrchu je v definovaném vzoru fotosenzitivni neprisvitny
materidl (vétSinou chrom). Na chromovych maskidch chrom zastavi UV zifeni, zatimco
kifemen nebo sklo ho propusti. U filmovych masek zabrani prichodu UV zafeni inkoust.
Chromové masky jsou odolngj$i a déle vydrzi, ale jsou vyrazn€ draz$i neZ masky filmové.
[19, 34, 45].

Fotosenzitivni materidl (fotorezist) je nanesen na substrat, ktery je dile zarovnin s maskou
a vytvrzen UV zéifenim, aby se do né&j zreprodukoval design masky. Vzorovaci forma a maska
jsou oddéleny a nevytvrzeny fotorezist je odstranén ve vyvijecim roztoku. Fotorezist miZe
byt pozitivni i negativni. Rozdil mezi nimi je znazornén na Obr. 4. U pozitivnich fotorezistt
jsou polymerni fetézce tenkych filmi po osviceni UV zafenim naruSeny a ve vyvijecim
roztoku se tak odstrafiuje ozafena Cast. Negativni fotorezisty uc¢inkem UV zafeni polymerizuji
a tim dojde kjejich zpevnéni, takZe se vyvijecim roztokem odleptaji neozafené Casti
fotorezistu. Negativni fotorezist diky polymeraci mirné zvétSuje sviij objem, a proto je pro
nanotechnologie vhodné&jsi pozitivni fotorezist, ktery si 1épe zachovava svij tvar [19, 45].

KdyZz mame vzorovaci formu, mizeme pristoupit k piipravé kone¢ného zafizeni. Pokud se
vzorovaci formou zachazime opatrné, muze byt pouzita k odliti daného zafizeni az stonasobné
[19].

kfemilkioviy wafer fotorezist _ maska
-~ Q- -
Spin-coating "

razitko z PDMS

—

replik

Obr. 3:Schéma fotolitografie: Fotorezist je v tenké vrstvé nanesen na kiemikovy wafer, ktery je
ndsledné zarovndn s maskou, jejiz design byl vytvoren v CAD softwaru. Fotorezist je vytvrzen UV
zdrenim a neexponované oblasti jsou ndsledné odmyty ve vyvijeci ldzni. Forma je pripravena na
odlévdni PDMS. [46]

16



negativid fotozezist

f
L]

H — chromova vrstva
mmsm  pozitivnd fotorezist
o e I e

-\‘. -

Obr. 4: Rozdil mezi pozitivnim a negativnim fotorezistem [47]

Meékkd litografie sestava ze Ctyt technik pro pfipravu nebo replikaci struktur za pouZiti
elastomerickych razitek, forem a fotomasek. Pokud konkrétni aplikace vyZaduje integraci
elektrod nebo rezistori mohou byt dovniti zafizeni naneseny kovové ¢i dielektrické vrstvy.
To vyZaduje Cisté prostory. Kovové a dielektrické vrstvy jsou vétSinou naneseny na sklenény
substrat pred tim, neZ je na né&j odlito PDMS. Nizk4 povrchova energie a velkd mékkost
PDMS nejsou totiz pro depozici kovl piiznivé [19].

Pti odlévdni replik (replica molding) (Obr. 5a), je PDMS smiseno se sitovacim cCinidlem,
nalito na vzorovaci formu a po dobu jedné hodiny vytvrzeno pti 60 °C. Tim se z PDMS
vytvoii jedna vrstva mikrofluidniho zafizeni. Replika je poté z formy sloupnuta, upravena do
pozadovanych rozmeért a jsou do ni vyvrtany vstupy na piivodni a odvodni hadicky (vétSinou
pomoci stiikaCkové jehly). U jednovrstevnych zafizeni je vrstva PDMS spojena s podloZznim
substratem. Tato technologie ovSem dovoluje i tvorbu vicevrstevnych mikrofluidnich
zafizeni. V jejich ptipadé jsou jednotlivé vrstvy PDMS spojeny dohromady a cely systém je
nasledné spojen s podloZznim substritem. Tato technologie zaroveni dovoluje integraci
mikropump, mikroventilti a podobnych zafizeni. Integrace prvku jako jsou ventily umoziuje
aktivni kontrolu kapaliny uvnitf Cipu, coz vede k plné€ automatizovanym mikrosystémum [48].

Mikrokontaktni tisk (microcontact printing) (Obr. 5b) umoZiiuje tisk molekul na substrit
pomoci ,razitka“ z PDMS. Razitko je ponofeno do roztoku obsahujictho ndmi zvolené
molekuly (tioly, proteiny, silany nebo nanocastice), které se na razitko adsorbuji a zaschnou
na jeho povrchu. Tim padem pro tuto techniku nelze pouZzit vSechny molekuly — pokud tedy
nepouzivime agarova razitka, kterd brani zasychéani [47]. Razitko je doCasn€ pfiloZeno na
substrat, aby se umoznil pfenos molekul, pfi¢emZ volny povrch substratu miZe byt oSetien
dal$imi molekulami, které zabrani §ifeni mimo poti§ténou plochu. Jednim zafizenim muzZe byt
naraz nanaSeno nékolik riznych molekul, ale je nutno vyuzit zarovnavac [48, 49].

Pti odlévadni v kapildrdch (micromolding in capillaries) (Obr. 5¢), je forma s mikrokanalky
zarovnana na substratu a kapka suspenze je nanesena ke koncum kanalkt. Kapilarni sily
suspenzi nasaji béhem 10-15 minut. Pfebytec¢na suspenze je odmyta a zafizeni je ponechano k
vysusSeni [50].

Mikrotransportni tisk (microtransfer printing) (Obr. 5d) je zaloZeno na aplikaci tekutého
prepolymeru na formu z PDMS. Poté co je prebytecnd tekutina odstranéna seSkrdbnutim ¢i
ofouknutim, naplnéné forma je pfiloZena k substratu, vytvrzena a sloupnuta, ¢imz se vytvoii
pozadovana mikrostruktura [51].
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(a) Replica Molding {b) Microcontact printing (c) Micromolding (d) Microtransfer printing
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Obr. 5: VySe popsané techniky pro pfipravu mikrofluidnich zafizeni: a) odlévdni replik, b)
microkontaktni tisk, c) odlévdni v kapildrdch, d) mikrotransportni tisk [47]

2.4.2.4 Leptdini
Leptani je odstrafiovani urCité Casti tenké vrstvy nebo substratu, které nejsou chranény. Jsou
vystaveny leptadlu (jako jsou kyselina nebo plazma), které chemicky nebo fyzikalné
napadnou danou vrstvu, dokud ji neodstrani [45].

Pti mokrém leptdni je materidl odstranén pomoci kapalné chemikélie. Jinymi slovy je
substrat ponofen do pro né&j korozivniho roztoku [21, 45].

Pti suchém leptdni mize byt ablace fyzikalni (vyZaduje velkou kinetickou energii danou
paprskem iontd, elektront ¢i fotond), chemickd (molekuly plynu) ¢i kombinaci obou
pfedchazejicich metod [21, 45].

2.4.2.5 Spojovdni

Je potieba hermeticky spojit jednotlivé vrstvy PDMS nebo PDMS ke sklenénému substratu.
Sklenény substrat mize byt ke kifemikovému substratu navazan anodickym spojovanim po
aplikaci tepla (400 °C), vysokého elektrického pole a tlaku na oba materialy. DalS§i moZnosti
je taveni — spojovani supercistych povrchii za vysokych teplot (1000 °C). PDMS muze byt se
sklem ¢i dalSimu PDMS reverzibilné hermeticky spojeno jednoduse kontaktem obou ploch
a ireverzibilné pomoci oxidace obou materialt a jejich ptiloZenim k sob¢ [45].

2.5 Polydimetylsiloxane

Polydimetylsiloxan, jinak zvany dimetikon, je mineralni organicky polymer (struktura
obsahujici uhlik a kfemik) siloxanové rodiny. PDMS méa empiricky vzorec (C.H,OSi)n,
kde n je pocet opakujicich se monomeru. Jeho struktura je znazornéna na Obr. 6.

HaC H,C  CHg CHj
ch..,__._éi Si S'i--""'CHS
/ R“D"’f \D/f \

H,C CH;

- -n

Obr. 6: Chemickd struktura polydimetylsiloxanu [52]

18



Siloxanové vazby se spojuji do flexibilniho polymerniho fetézce s vysokou mirou
viskoelasticity. V zavislosti na poftu monomernich fet€zci muZe byt nezesitované PDMS
témetr tekuté (nizké n) nebo témér tuhé (vysoké n). Po zesitovani se PDMS stiva
hydrofobnim elastomerem [19].

Povrchova chemie PDMS miuZe byt zménéna oxidaci pomoci plazmatu. PDMS se potom
asi na 30 minut stdvd hydrofilnim. Tim je povrch rezistentni k adsorpci hydrofobnich
a negativné nabitych molekul z média—coZz je vyhodné pokud zvazime afinitu PDMS
k malym hydrofobnim molekulam, které se mohou adsorbovat na jeho povrch a tim ovlivnit
experimentalni podminky [22].

PDMS je tak Siroce vyuZivdno, protoZe je transparentni, vyznacCuje se nizkou
autofluorescenci, je biokompatibilni, levné, snadno se odlévd a je propustné pro plyny.
Permeace vodnich par do PDMS sice muZe vést k vysychani substratu, ale jelikoZ voda
nesmaci povrch PDMS, miZe byt v jeho aplikacich pouZita - stejné jako glycerol, metanol
nebo etanol [19, 53].

Pro pfipravu mikrofluidnich zafizeni je PDMS smiseno se sitovacim Cinidlem, nalito na
formu a po hodinu zahiivano na 60 °C nebo ponechano pii pokojové teploté po dobu tii dna
(sitovani PDMS) abychom zajistili dobré mechanické vlastnosti pifi ziskavani
elastomerickych replik formy. Na tyto aplikace se b&Zné€ pouZzivaji dva typy: PDMS RTV-615
piipravé zafizeni selhdva Castéji nez RTV-615 [19, 21].

Kromé mikrofluidiky se PDMS vyuziva i jako aditivum v potravinich (E900), v Samponech,

-----

2.5.1 Rozpoustédla vhodna pro PDMS

Ne vSechna rozpoustédla jsou vhodnd pro aplikaci s PDMS. Studie provedend skupinou
Lee et al., ve které byla zkoumana kompatibilita PDMS s riznymi organickymi rozpousteédly
napomahé zohlednéni vhodnosti organického rozpoustédla pro danou aplikaci. Zohledfiovala
tfi parametry — jestli a jak moc PDMS v rozpoustédle nabobtnd, rozdé€lovani rozpusténych
latek mezi rozpoustédlo a PDMS a rozpad oligomerit PDMS v rozpoustédle. Z téchto tii
faktor ma pfirozhodovani o kompatibilité nejvétsi vliv bobtndni PDMS v rozpoustédle.
Bobtnani PDMS muze totiZz zpusobit jeho odlepeni od substritu nebo zménu rozmeéru
mikrostruktur na Cipu, ¢imZ je ovlivnén i prutok kapaliny a vytvoreni membrany. Mira
bobtndni je vyjadiena koeficientem bobtndni S, ktery je pomérem délky PDMS
s rozpoustédlem a suchého PDMS. Vysledky experimentalniho méfeni bobtndni PDMS jsou
korelovany s rozpustnostnim parametrem (8 [cal’*cm™?]), ktery je zaloZen na hustoté
kohezni energie materialt (c [cal/cm?]). V potaz se bere i dipdlovy moment rozpoustédel.
Mezi rozpoustédla jejichz pisobenim PDMS nabobtnidvd nejméné, patii voda, vétSina
alkohold, nitrily, sulfoxidy a disubstituované amidy. Naopak mezi rozpoustédla, kterymiz
PDMS nabobtnavé nejvice, patii cyklické i acyklické uhlovodiky, aromatické uhlovodiky,
halogenované sloudeniny, étery a sekundarni a tercidrni aminy. Cinidla, kterymi PDMS
nabobtndva, jsou vyhodnocena jako nevhodné pro aplikace s PDMS, ale dobie se hodi pro
extrakci kontaminanti a zménu povrchovych vlastnosti PDMS [53].

2.6 Opticka mikroskopie

Mikroskopie je souhrn aplikaci optiky, které se vyuZivaji k zobrazeni struktur, které nejsou
viditelné pouhym okem. Mikroskopické zobrazovaci metody se rozliSuji na zékladé druhu
zateni prichazejiciho do objektu nebo zpasobu uspofadani optické soustavy. Mezi
zobrazovaci metody optické mikroskopie patii napiiklad svétlé pole, temné pole, fizovy
kontrast, ultrafialova a infraCervend mikroskopie, cytofotometrie, fluorescencni mikroskopie,
interferencni a polarizacni mikroskopie, konfokalni mikroskopie a Hoffmaniv modulacni
kontrast. Tato prace se zaméii na svétlé pole a fluorescencni mikroskopii [55].
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2.6.1 Svétlé pole

Svételnd mikroskopie ma 1000 krat vétsi rozliSovaci schopnost nez lidské oko. Je schopni
rozliSit dva body od sebe vzdilené az 0,15 um. To je dano jak vinovou délkou zafeni, které
mikroskopem prochézi (v tomto piipadé€ proud fotont), tak vlastnostmi objektivu [56].

Svételny mikroskop sestivd z mechanické Casti a tfi spojnych optickych soustav.
Kondenzor slouzi k osvétleni preparatu. Objektiv je soustava CocCek s velmi kratkou
ohniskovou vzdalenosti, které dohromady funguji jako spojna Cocka a zobrazuji prevriceny,
skuteCny a zvétSeny predmeét. Okuldr je soustava Cocek, které funguji jako CoCka spojna
a vytvafi zdanlivy, piimy a zvétSeny obraz [56].

Svétlé pole je puvodni a zakladni metoda optické mikroskopie. Svételny kuzel prochazi
sledovanym vzorkem nebo se od vzorku odrdZi a vstupuje do objektivu, kde soustava CoCek
vytvaii skuteCny, zvétSeny a prevraceny obraz, ktery pozorujeme pres okular. Pti této metodé
ma objekt tmavé obrysy a nachazi se ve svétlém poli [56].

2.6.2 Fluorescenc¢ni mikroskopie

2.6.2.1 Fluorescence

Luminiscence je skupinou procesd, pii nichz molekuly, které ji podléhaji, emituji svétlo
z excitovanych stavi, do kterych se dostaly fyzikalnim (adsorpce svétla), mechanickym
(tfeni) nebo chemickym (bioluminiscence) mechanismem. Fotoluminiscence (excitace
molekuly ultrafialovym nebo viditelnym svétlem) se déli v zavislosti na povaze excitovaného
stavu na fosforescenci a fluorescenci [57].

Fluorescence je vlastnost n€kterych latek, které jsou nisledné po absorpci zafeni schopny
emitovat zafeni vyvolané pfechodem mezi elektronovymi stavy o stejné multiplicité. Procesy,
ke kterym dochazi mezi absorpci a emisi svétla, jsou obvykle zndzornény pomoci Jabtonskiho
diagramu (Obr. 7). Diagram znizorfiuje zékladni a dvé excitované singletové hladiny (So, S,
a S,). Kazda hladina je rozdé€lena na nékolik vibra¢nich a rotacnich energetickych hladin (O, 1,
2, 3, 4 atd). Pfechody mezi stavy jsou ilustrovany svislymi ¢arami [57].
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Obr. 7: Zndzornéni procesii fotoluminiscence pomoci Jabtonskiho diagramu [58]
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Pti interakci molekuly s fotonem urcité vinové délky, ktery ma postaCujici energii
pro vyvolani ptechodu mezi elektronovymi stavy je tato molekula vybuzena do svého
excitovaného stavu. Pokud absorbovany foton obsahuje vice energie, neZ je nezbytné
pro elektronovy pfechod, nadbytek energie je obvykle pfeveden na vibra¢ni a rotaCni energii.

Zékladnim stavem vétSiny molekul je elektronovy singlet. Excitace zacind obvykle
znejnizsi vibracni hladiny zakladniho stavu, protoZe malad vnitini energie vétSiny molekul
nedovoluje existenci v jiném stavu. Absorpci vhodného zafeni dochdzi zpravidla k excitaci
do jedné z vibracnich hladin vyssiho (S; nebo S») singletového energetického stavu. Okamzité
po absorpci fotonu molekula pfechazi na nejnizsi vibracni hladinu prvniho excitovaného stavu
vnitini konverzi (nezafivy prechod mezi dvéma elektronovymi stavy stejné spinové
multiplicity) a vibracni relaxaci. Excitovand molekula existuje v nejniZ§im excitovaném
singletovém stavu (S;) ne€kolik nanosekund, nez nakonec ptejde do zdkladniho stavu (So).
Prave tento ptechod je doprovizen emisi fotonu a nazyva se fluorescence [57].

Jestlize by se jednalo o prechod mezi dvéma vibracnimi hladinami stejné energie, patfici
ale elektronovym stavim rdzné multiplicity, jednalo by se o tzv. mezisystémovy piechod
(zS, na T,). Emise z T, se nazyva fosforescence. Prechod elektronu z T, na zédkladni
singletovy stav je zakdzany [57].

2.6.2.2 Fluorescencni mikroskop

Fluorescenéni mikroskop je opticky mikroskop, ktery k zobrazeni struktur vyuZiva
fluorescenci. Prvni fluorescenéni mikroskop byl zkonstruovan kolem roku 1911 Carlem
Reichertem. Fluorescen¢ni mikroskopie zahrnuje dvé metody, pozorovani v odraZzeném svétle
(epifluorescence) a pozorovani v prochizejicim svétle (diafluorescence). Fluorescencni
pozorovéani v prochédzejicim svétle se v souCasné dobé témer nepouzivd, a proto se dale
budeme bavit jen o epifluorescenci [56].

Jako zdroj svétla se pro fluorescenéni mikroskopii obvykle pouZivaji vysokotlaké
vybojky — rtutové nebo xenonové. Obloukovy vyboj mezi elektrodami predstavuje intenzivni
bodovy zdroj svétla (Casto v UV oblasti). Zatreni dopada pres objektiv na vySetfovany vzorek,
ve kterém vyvola excitaci elektront a naslednou emisi zafeni o veétsi vinové délce, které lze
pozorovat optickym mikroskopem v okularu. DuleZitou soucasti sestavy jsou fluorescencni
filtry. Ty se skladaji z excitacniho a emisniho filtru a dichroického zrcéatka. Filtry se od sebe
1i§1 vlnovymi délkami, které vymezuji padsma propustnosti excitacniho a emisniho zafeni.
Dichroické zrcadlo odrazi pfednostné excitaCni zafeni na preparat a propousti emisni zareni
do okularu [55].

Fluorescen¢ni mikroskopie je v sou€asné dob¢ Siroce vyuZivanou zobrazovaci metodou jak
v rostlinné, tak ZivocCi$né histologii a bunécné biologii [45].

2.6.3 Zobrazovani dob zivota (FLIM)

Zobrazovanim dob Zivota (fluorescence life-time imaging) ziskdme obraz zaloZeny na
rozdilnych dobach Zivota ve vzorku. Intenzita jednotlivych bodd obrazu odpovidaji danym
dobam zivota fluoroforu, nikoli jejich emisnim spektrim. Doba Zivota je definovana jako
prumérny Cas, ktery molekula stravi v excitovaném stavu, nez se emisi fotonu navrati do stavu
zakladniho. Doba Zivota neni zdvisld na koncentraci, absorpci vzorku nebo jeho tloustce,
fotovyb€lovani ¢i intenzité excitaCniho zafeni. ZvIlasté¢ diky tomu je pomérné Siroce
vyuzivanou metodou. Zavisi ovSem na pH, koncentraci iontd a zpusobu vazeb mezi
molekulami [59].

Sestava se vétSinou skladd ze zdroje zareni (pulzni laser), konfokilniho mikroskopu,
detektoru schopného rozli§it jednotlivé fotony, dichroického zrcatka, objektivu a TCSPC
(Time-Correlated Single Photon Counting) jednotky, kterd zaznamendva Cas mezi excitaci
a emisi fluorescence [59].
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2.7 Fluorofory

Fluorofory jsou chemické slouceniny, které po excitaci dokazi emitovat svétlo ve viditelné
oblasti spektra. Jsou to fluorescenc¢ni barviva, kterd se pouzivaji pro barveni preparati.
Vseobecné se de€li na vlastni a nevlastni. Vlastni fluorescence je dané pfitomnosti pfirozen¢€ se
vyskytujicich fluorofort jako jsou naptiklad v buice proteiny, redukované kofaktory, vitamin
A, hemoglobin nebo chlorofyl. Nevlastni fluorescence vyuziva zavedeni fluoroforti do
struktur, které samy fluorescenci nevykazuji. Pokud jsou ke studovanému vzorku navazany
kovalentni vazbou, fikd se jim fluorescencni znacky. Ty jsou vyuZivany naptiklad
v imunologii a histologii. Pokud jsou ke vzorku vazany nekovalentn€, fikd se jim
fluorescen¢ni sondy. PouZivaji se naptiklad k analyze membranového potencidlu. Volba
vhodného fluoroforu je kliCovou soucasti vSech experimentt, které vyuZivaji fluorescenci.
Prave vlastnosti fluoroforu umoziuji ziskat potfebné informace o vzorku [60].

2.7.1.1 Nilska Cerven

Nilska cervenl je fenoxazinové fluorescencni barvivo velmi omezené rozpustné ve vode.
Je polaritni sondou reagujici na prostiedi, ve kterém se nachdzi. Ve vodé vykazuje pomérne
nizkou intenzitu fluorescence, zato v nepolarnim prostredi fluorescence této sondy roste.
Zaroven v nepolarnim prostredi dochazi také k hypsochromnimu posunu emisniho maxima
Nilské Cerven€. V nepolarnim prostfedi nd emisni spektrum dva peaky s maximem intenzity
okolo vlnové délky 525 nm, ale s rostouci polaritou prostfedi se maximum posouva
k vinovym délkdm 600-650 nm a druhy peak zanik4 [61].

2.7.1.2 Fluorescein

Fluorescein je syntetickd organickd latka, kterd byla poprvé pfipravena Adolfem von
Baeyerem v roce 1871 [62]. Dodava se jako syté oranZovy az Cerveny prasek, ktery je
rozpustny ve vodé a alkoholech. Ve vodé ma fluorescein absorpéni maximum pifi 494 nm
a emisni maximum pii 512 nm. Jeho dvé velké nevyhody spocivaji v relativné velké mife
fotovybé€lovani a fluorescenci zavislé na pH (vyrazné sniZend pfi pH niZ§im nez 7). Ty do
urcité miry pfekonavaji jeho analogy jako Alexa Fluor, Oregonova zeleni, Rodaminova zelen
a dalsi. VyuzZiti najde v mikroskopii, forenzni analyze, oftalmologii, serologii, jako barvivo
v kosmetice a mnoha dalSich oborech. Jeho relativné Siroké emisni spektrum ovSem
znesnadfiuje pouZiti s dal§imi fluorofory pfi vicebarevném zobrazovani [60].

2.7.1.3 Oregonovd zelern

Oregonovéa zelenn je fluorovany analog fluoresceinu. V porovnani s Fluoresceinem ma
Oregonova zelenl vysSi vytéZek fluorescence a vétSi odolnost proti fotovybélovani. Také
narozdil od fluoresceinu neni ve fyziologickém rozmezi citlivd na hodnotu pH. Absorp¢ni
maximum ma pfi 488 nm a emisni maximum pii 526 nm. Dodavé se i konjugovana k rfade
protilatek, peptidd, proteint, lipidi a riznych substrati optimalizovanych pro bunécné
znaceni a detekci. Jako napfiklad nami pouZivand Oregonova zelen DHPE coZ je fosfolipid
oznaceny na hlavové skupinég [60].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Fosfolipidova dvojvrstva na Cipu

Tvorba PLD konvencnimi zpusoby vyjmenovanymi v kapitole 2.3 ma nizkou uspéSnost
tvorby PLD a problém pfipravit systémy, které by mohly byt ziroven monitoroviany
elektricky, opticky i fluidné. Prekonani téchto nedostatkil stale zistava narocnym ukolem, ale
PLD vytvofené na mikrozafizenich, a¢ v souc¢asné dob¢ tfeba nedostateCné vyvinuté, maji
velky potencial k tomu, Ze se z nich v budoucnosti vyvinou opravdu autentické modelové
membranové systémy. Optimalizace té€chto zatfizeni otevird branu k tvorbé€ automatizovanych,
rychle pracujicich, levnych, vysoce citlivych zafizeni pracujicich pouze s malymi objemy
reagent, které mohou pfinést nové poznatky v oblasti biofyzikalniho, biomedicinského
a farmaceutického vyzkumu [63].

Do dnesni doby jiz byla navrZena spousta ruznych piistupd k vytvoreni PLD
(i se zavedenymi proteiny) na mikrofluidnich ipech. PLD byly vytvofeny pfimo na povrchu
substratu, pripoutané k substratu pfes jiné molekuly nebo volné zavéSené v uspotiddanich,
ktera dovoluji, aby nebyly v kontaktu se substratem. VSechna tato uspofadani znizoriiuje Obr.
80br. 8. Reprodukovatelnost a prakti¢nost jednotlivych systému se zna¢né lisi [63].

A B c D

Obr. 8: Riiznd uspordddni PLD: (A) lipidovd dvojvrstva pripoutand k pevnému podkladu, (B)
lipidovd dvojvrstva pripoutand k substrdtu pres jinou molekulu, (C) volné zavésend lipidovd
dvojvrstva, (D) hybridni lipidovd dvojvrstva [64]

3.1.1.1 Pripoutané dvojvrstvy

V prvni fad€ byly vyvinuty mikrosystémy, které tvoii PLD pfipoutané ptimo k povrchu
substrdtu. Rada t&chto systémd byla vyvinuta v makroméfitku piedtim neZ byla
inkorporovana do mikrosystému. Tyto PLD se na pevném podkladu jako jsou sklo, kiemik,
polymery, gely, chrom, zlato, oxid hlinity a dalSi, tvofi pfevaZné vezikularni fuzi. [9].
VétSinou jsou na povrch dopraveny liposomy, které se na ném inkubuji, dokud nedojde
k jejich prasknuti a naslednému pfilnuti k povrchu. To muze byt zptisobeno opaénymi naboji
liposomt a povrchu substratu, pouzitim latek, které liposomy k povrchu pfipoutaji (oboji
vlivem povrchového napéti) nebo pouzitim polymerd ¢i hydrogelt jako lubrikanti mezi
membranou a substratem [13].

Interakce mezi dvojvrstvou a substrdtem jsou zaloZeny na elektrostatickych a hydratacnich
silich, jeZ obé mohou byt odpudivé a van der Waalsovych silach, které jsou striktné
pfitazlivé. Tato kombinace sil vytvaii energetické minimum potiebné k pevnému ptipoutani
dvojvrstvy blizko povrchu substriatu. Kovalentni spojovani dvojvrstvy s pevnym substritem
bylo také pouZzito jako pridavného mechanizmu pro ustanoveni adheze [65, 66]. Neda se to
ovSem pouZzit univerzalné€ nebot v nékterych piipadech vykazuji povrchy substrati interakce
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s vezikuly, které brani vezikularni fuzi, a proto musi byt pouZity techniky specidlni pro dany
povrch [9]. B&Zné se vyuzivd metoda, kdy jsou vezikuly a proteoliposomy pouZity
k vytvoreni konkrétnich struktur. Toho je vétSinou dosaZeno za pouZiti fotolitografie nebo
mikrokontaktniho tisku, které na substratu vytvoii oblasti s riznymi vlastnostmi, které
napomahaji prasknuti liposoma [67].

Jednim z prikladi je mikrozafizeni vyvinuté Yangem et al. [68] uzpisobené pro
imunologické testovani zaloZené na navazani bivalentnich anti-dinitrofenylovych (anti-DNP)
protilatek k fosfolipidové dvojvrstvé obsahujici dinitrofenylové hapteny. Mikrozafizenim
znizornénym na Obr. 9 je Cip s osmi mikrokanalky z PDMS na sklenéném substratu, ktery je
pro dosazeni tvorby lipidové dvojvrstvy proplachovan roztokem malych unilamelarnich
vezikulll fluorescencné oznacenych Texaskou Cerveni nebo fluoresceinem v pufru. Lipidova
dvojvrstva se samovolné utvoii vezikularni fizi. Pro odstranéni pfebyteCnych vezikull je
kanélek proplachovan Cistym pufrem. Tvorba dvojvrstvy je vizualizovana epifluorescencnim
mikroskopem. Nasledn€ jsou do Cipu pumpovany roztoky obsahujici rizné koncentrace anti-
DNP imunoglobulinli fluorescencné znacenych sondou Alexa 594. Pro rozliSeni protilatek
navazanych na dvojvrstvé a téch navazanych ptimo na povrchu kandlku je pouZita metoda
absolutniho vnitfniho odrazu (TIRF). Tou se potvrdi monolitost dvojvrstvy.
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Obr. 9: Mikrofluidni kandlky pokryté lipidovou dvojvrstvou pripravené Yangem et al [68]
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Dalsi zajimavou variantou je systém piedstaveny tymem Dr. Malmstadta [69], ktery
enkapsuloval PLD mezi hydrogel na bazi polyetylenglykolu. PLD jsou v tomto piipade
pfipraveny standardn€ roztirdinim smeésy difytanoyl-fosfatidyletanolaminu (DPhPE)
a difytanoyl-fosfatidylcholinu (DPhPC) z lipidového rezervoiru pies otvor v teflonové
piepazce. DPhPE je nejdiive modifikovan reakci s N-akryloxysukcinimidem, aby se
zpiistupnila akrylatova skupina. Expozici UV zafenim se spusti radikdlovd polymerizace
polyetylenglykoldiakrylatovych molekul v pufru obklopujicim dvojvrstvu, kterd vede
k vytvoreni gelu a konjugaci dvojvrstvy a gelu. Takto enkapsulované PLD jsou mechanicky
mnohem odoln€j$i a trvanlivéj$i nez dosud zmifované PLD a stile poskytuji moZnost
inkorporovani proteint. Daji se s nimi pofidit optickd i elektrickd méfeni. Tyto systémy
poskytuji kompromis mezi PLD vyvofenymi pifimo na podloZnim substritu a volné
zaveéSenymi PLD diskutovanymi v dalsi sekci.

Velkou vyhodou PLD na pevném podkladu je jejich dlouhodoba stabilita, kterd se pohybuje
v ramci n€kolika hodin az nékolika tydnu a vykazuji odolnost vi¢i mechanickému naméahani
[69]. Obecné jsou tyto jednoduché dvojvrstvy sice neuvéfiteln€ uspeéSné v napodobovani
zékladni struktury a dynamiky plasmatické membrany, ale ziroven se jim nedafi zachytit
vysoce komplikované lipidové prostiedi, které Castokrat rozhoduje o ptivodnich biologickych
funkcich. Jejich nevyhodou ziustivd moznd vyrazné omezend difize lipidi a proteind do
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roviny membrany a zménéna jejich pfirozenych vlastnosti kvili pfiléhani membrany
k podkladu, i kdyZ ji u vétSiny systéma de€li od substratu tenka (~10 A) vrstva pufru
zajistujici zachovani fluidity a lateralni difize. Ze stejného divodu je mozno ménit prostiedi
pouze na jedné strané membrany coZ znemoziuje zkoumani proteinovych mechanismu,
které k aktivaci kandlu vyZaduji asymetrické podminky. Transmembranové proteiny jsou
vétSinou imobilizované, pravdépodobné kvili pfisednuti na substrat, ale stile si zachovavaji
svoji funkci. Takto Siroka paleta substratii byla pouzita prave ve vife, Ze se podaii dosdhnout
vétsi kontroly nad mobilitou transmembranovych proteint [63, 70].

3.1.1.2 Volné zavésené PLD

ZaveSené membrany jsou lipidové dvojvrstvy, které byly vytvofeny pres otvor mezi dvéma
vodnymi prostfedimi. Jejich vyhodou je, Ze si PLD zachovava fluiditu pfirozené bunécné
membrany a charakterizaci jsou typicky piistupné obé strany dvojvrstvy — tedy mohou byt
vytvofeny gradienty, perfizni systémy a dynamické podminky. Dals{ jejich vyhoda spociva
v moZnosti zkoumat jednotlivé proteiny s rozliSenim na jednotlivé kanaly [63].

Bylo vyvinuto nékolik mikrozafizeni, ktera pracuji na principu takzvané roztiraci techniky,
kdy se planarni lipidové dvojvrstvy (PLD) manudlné tvoii pfes otvor o mikrorozmeérech.
Napftiklad Pantoja et al. [71] ptipravili horizontdln€ orientovanou dvojvrstvu rozetfenim
smésy fosfolipidu a dekanu pies cylindricky por vyleptany do 200 um tlustého kiemikového
waferu. Aby podpofili adhezi lipidové smésy, zajistili hydrofobitu povrchu silanizaci vrstvy
oxidu kfemicitého. Dosahli tak stabilnich 100 a 200 um velkych pért, do kterych se jim
podafilo zavést velké draselné kanaly. Toto uspofadéini je skvélé pro meéreni elektrickych
vlastnosti iontovych kanalti nebot’ maji roztoky dobry pfistup k obéma stranim dvojvrstvy.
Zaroven jsou kanaly pfistupné i optickym metodam jak lze vidét na Obr. 10.

Weiskopf et al. [72] ptipravili PLD pifes 7 um pdry na poréznim kiemikovém substratu.
Vrchni vrstva kiemikového substratu byla potaZena vrstvou zlata, na kterou byl nasorbovan
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol (DPPTE) na né&jZz byla pfiddna kapka
1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhPC) rozpuSténého v dekanu. PLD byla
oznacena fluorescencni sondou a studovéna pomoci fluorescencni mikroskopie a impedan¢ni
spektroskopie. Impedanéni spektroskopii byla potvrzena tvorba jednotlivé lipidové dvojvrstvy
a monitorovdno protrhnuti mikroPLD, které bylo zaroveinl vizualizovano fluorescencni
mikroskopii. Pomoci obnoveni fluorescence po fotovybélovani (FRAP) byla zkouména
i laterdlni mobilita lipidd v PLD a byl stanoven efektivni difizni koeficient.

i

[Fans

glass coverslip

Obr. 10: Schéma volné zavésené PLD pristupnd elektrofyziologickym i optickym méricim
metoddm [71]
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Volné stojici PLD byly také vytvofeny pfes mikrometrové vrty a komirky v substratech
metodou stiidavého napousténi mikrofluidniho zafizeni roztokem lipidi a pufrem. Tyto
piiklady dokazuji, Ze se daji miniaturni zafizeni pro tvorbu PLD mikroopracovacimi
technikami pfipravit velice rychle.

Napftiklad Suzuki et al. [73] pfipravili PLD na 100 um otvorech v mikrofluidnim zafizeni
z dielektrického polymetylmetakrylaru (PMMA) tak, Ze do mikrofluidniho kanalku stfidave
napoustéli roztok lipid a pufr. Cip ma dva prostory pro kapaliny (na pfedni a spodni strand
substratu), komurku a kanélek. Ty jsou spojeny kuZelovitym otvorem, na jehoz uz§im konci
se ma vytvoftit PLD. Jeho schéma je vyobrazeno na Obr. 11. Otvor je navrZen tak, aby v ném
zustalo presné definované mnozstvi roztoku lipidt, coZ zasadn€ zvySuje mozZnost reprodukce
tohoto systému. Lipidova dvojvrstva je poté vytvorena ziZenim vrstvy roztoku po zavedeni
stalého tlaku 200-400 Pa a7 na nékolik A, kdy se lipidy na rozhrani voda/rozpoustédlo
zaCnou pfitahovat van der Waalsovymi silami a dvojvrstva je spontdnné vytvorena
samouspofadanim. JelikoZ je dvojvrstva vytvofena v horizontalni poloze, miZe byt jeji tvorba
pozorovana mikroskopem (optickym ¢i fluorescenénim pii pouZiti fluorescencni sondy)
a zarovenn mohou byt providdéna elektrickd méfeni pomoci Ag/AgCl elektrod zavedenych na
obou stranach dvojvrstvy. Do dvojvrstvy se podarilo zavést i gramicidinovy peptidovy kanal,
kterym prechazi monovalentni ionty. Maximalni vytéZek tspéSné tvorby dvojvrstvy byl 90%
a dvojvrstvy byly stabilni aZ desitky minut.
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Obr. 11: Cip pro tvorbu PLD na 100 um otvoru (a, b, c) pristupném z obou stran a schéma
tvorby PLD (1-6) popsané vyse [73]

Ganesan a Boxer [74] zase pripravili PLD pfes mikrometrové komirky vyleptané do
kiemikového waferu tak, Ze byla dvojvrstva asi 500 nm nad vysoce reflektivni plochou
waferu, coZ umoznilo zkoumani zakfiveni PLD a zmeénu zakiiveni zménou osmotického
tlaku, pomoci fluorescencni interferometrie.

Opravdu vysokokapacitni systém ptredstavili Watanabe et al. [75], ktefi na jednom
mikrofluidnim zafizeni vytvorili vice jak 10 000 asymetrickych PLD. Na hydrofilnim
sklenéném substratu byly vytvofeny kruhové komurky z fluorokarbonového hydrofobniho
polymeru. Jak lze vidét na Obr. 12, lipidovd dvojvrstva s rozdilnym sloZenim vrchniho
a spodniho listu dvojvrstvy byla vytvofena proplachovanim zafizeni vice raznymi roztoky.
Nejdiive vodnym roztokem, nésledné roztokem fluorescencné oznaCenych lipidd, poté
roztokem neoznaCenych lipidi a nakonec dalsi vodny roztok odplavi piebyteCny roztok
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lipidt. Uspé&snost tohoto postupu byla pies 97%. Sitka membréany byla potvrzena zevedenim
a-hemolysinu, ktery funguje jako transportér pouze pokud vznikly nanopor prochazi celou
membranou. Izolovanost jednotlivych komurek s dvojvrstvami byla potvrzena absenci
lateralni difiize po obnoveni fluorescence po fotovybéleni (FRAP). Flip-flop obrat lipida byl
potvrzen pomoci zhdSeni NBD-DPPE po kontaktu s ditioniitanem sodnym, ktery byl k horni
vrstveé dvojvrstvy privadén s koneénym roztokem pufru.

'\ Gndlipigsin ©* | stipidsin® .- ,
2nd:Aqueous solution | '_Organ?:: Solvents ° _Orgarfic Solvents . 15t Aqueous solution
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Obr. 12: Schéma pripravy PLD na mikrootviircich proplachovanych ctyrmi riiznymi roztoky
(a) a vrchni pohled na fluorescencné zobrazené dvojvrstvy (b) [75]

Podobny systém ovSem s PLD vytvorenou ve vertikélni poloze pfedstavili Ota et al. [76] Ti
ptipravili mikrofluidni ¢ip z PDMS s fadou kanalkd, na kterych jsou komurky, na jejichz
rozhrani se tvoii PLD. Lipidova dvojvrstva se opét tvoii proplachovanim zafizeni riznymi
roztoky. Nejdiive je mikroCip napustén roztokem pufru obsahujicim fluorescen¢ni sondu a
a-hemolysin (membranovy protein tvotfici nanopdry). Ten je nasledovan smési lecitinu
v hexadekanu, ktera pufr uzavie v komurkach. Nakonec je Cip promyvan dal§im roztokem
pufru obsahujicim bovinni sérovy albumin, ktery zabrafiuje nespecifickym vazbam lecitinu na
PDMS, a ktery vytlai prebyteCnou organickou fazi. Na rozhrani komurka/kanélek tak
zustane fosfolipidova dvojvrstva, do které se zabudeje a-hemolysin. Jeho funkcnost se po
zabudovani do dvojvrstvy sleduje fluorescen¢ni mikroskopii. Intenzita fluorescence
v komurkach klesa, protoze se sonda pres nanopér dostivd do kandlku a odchazi spolu
s pufrem ze zafizeni. To zobrazuje Obr. 13.

Watanabe a Takeuchi [77)] pozdéji piedstavili zafizeni na stejném principu vytvorené ze
skla. JelikoZ sklo na rozdil od porézniho PDMS nevstifebavé kapaliny, vytvorené membrany
jsou stabiln€jsi a vydrzi déle nez Ctyfi dny. Sklenéné zafizeni muze také byt jednoduse
proplachnuto organickymi rozpoustédly a takto vy¢istény Cip mizZe byt znovu pouZit.
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Obr. 13: Princip pripravy PLD na rozhrani kandlek/komiirka v mikrofluidnim cipu
proplachovaném tiemi riiznymi roztoky a pripraveném skupinou Ota et al.[76]

Na tvorbu PLD, které neobsahuji rozpoustédla, se také pouziva technika vezikularni fize
poté, co je roztok obsahujici liposomy i proteoliposomy vpraven na otvor nebo porézni
membranu. Podle velikosti otvoru ¢i pért se pouzivaji milimetrové ¢i nanometrové lipidové
vezikuly. Aby se dosdhlo prasknuti vezikuld, je vétSinou pouzit podtlak na jedné strané otvoru
nebo se nabité vezikuly dopravi na opacné€ nabity porézni povrch. Velkou vyhodou pouZivani
proteoliposomti je, Ze v jednom kroku vytvofime dvojvrstvu sjiz zakomponovanym
proteinem. Nevyhodou je vétSinou Spatné elektrické t€snéni mezi membranou a substritem
coz vede k chybam v elektrickych métenich [78, 79].

Kreir et al. [79] vytvorili PLD prasknutim velkych unilamelarnich vezikula (GUV) poté co
byly jemné& nasity na mikrometrovy otvor v substratu z borosilikdtového skla. Pouzité GUV
byly inkubovény s porinem OmpF z Escherichia coli, ktery je hlavnim vstupem pro
betalaktamovéa antibiotika. Tyto proteoliposomy dovoluji okamzZité zkouméani aktivity kanélu
po prilnuti na substrat. Kreir a jeho skupina na nich zkoumali translokacni procesy antibiotik
a modulace OmpF sperminem. Poskytli takzajimavou techniku pro zkoumani membranovych
proteinti, u kterych se ned4 pouZit technika teréikového zamku (patch clamp). Usp&snost
zavedeni proteinu touto cestou byla 60%.

Predchozi zpusoby tvorby PLD zavisely na pfesném a reprodukovatelném doruceni malych
objemt kapalin do mikrozafizeni navrZenych tak, aby se v nich mohla PLD vytvorit
samousporadanim. DalSi zajimava technika tvorby zavéSenych PLD predstavuje systém,
ktery neni zavysly na geometrii zafizeni.

Malmstadt et al. [80] predstavili metodu zaloZenou na extrakci rozpoustédla z kapky
organického rozpoustédla obsahujiciho lipidy, ktera je zndzorn€na na Obr. 14. Porézni PDMS
organickd rozpoustédla absorbuje, a proto se jim védci v téchto aplikacich vétSinou vyhybaji.
Tato metody ovSem dané vlastnosti PDMS vyuziva k tvorbé PLD. Kapka organického
rozpoustédla je uzaviena mezi dvéma vodnymi fizemi v mikrofluidnim kanédlku z PDMS
a PLD je utvofena zuZovanim lipidové vrstvy nasdvanim organického rozpoustédla do PDMS
dokud se naspoji dvé monovrstvy. Tvorba PLD byla potvrzena méfenim kapacitance.
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Obr. 14: Tvorba PLD na mikrofluidnim ¢ipu pomoci extrakce rozpoustédla s casem[80]

Muze byt konstatovano, Ze volné zavésené PLD poskytuji nejpiesnéjsi modely pfirozeného
buné&&ného prostiedi. Zadné konkrétni zafizeni, metoda & materidl se pro tvorbu PLD na &ipu
neprojevili jako vyrazné lepSi nez zbylé mozZnosti. Volba zatfizeni tedy zavisi na konkrétni
aplikaci a zamySlené detekEni metodé€. Pro ucely této prace se nejlépe hodi systém pfipraveny
skupinou Ota et al. [76], ktery byl podrobnéji popsan vySe. Predstavuje totiZ zafizeni, které je
relativné jednoduché na pfipravu a pfistupné charakterizaci celou fadou fluorescen¢nich
metod.

4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Lecithin, l-o-Phosphatidylcholine (Egg, Chicken), CAS: 97281-44-2, Avanti Polar Lipids
(USA), >99%, Sarze: EPC-599

0 0
/\/\/\/\/\/\/\)I\ -
L ) H o} |
Structure of predominant species 0]

Nilska cerven, CAS 7385-67-3, Sigma-Aldrich (SRN), >98%, BioReagent, suitable for
fluorescence, Sarze: BCBMO0136B

@E""
HC™ > JJ 0 o)

H,C
Oregonova zeleii DHPE, Life Technologies, Sarze: 1212111
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CHg(CH,), ;/—C —OCH,
H,L(CH,}, —C —0CH
CHg(CH,), —C—0C 0
O CH,0=P —OCH,CH,NH =G
OH 0

Fluorescein sodny, CAS: 2321-07-5, Sigma Aldrich (SRN), Sarze: 101355957

O ONa
O
2H¢
NaO O O

Chloroform, CHCl3, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich (SRN), >99,8%, Sarze: 03096CK
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO4, CAS: 7778-77-0, PENTA (CR), Cistota p.a.,
Sarze: 1805180516

Chlorid sodny, NaCl, CAS: 7647-14-5, PENTA (CR), Cistota p.a., SarZe: 2106210616

Chlorid draselny, KCl, CAS: 7447-40-7, PENTA (CR), Cistota p.a., Sarze: 1903280314
Dodekahydrat hydrogenfosforeCnanu disodného, Na,HPO4-12H,0, CAS:10039-32-4, PENTA
(CR), ¢istota p.a., Sarze: 2105180516

Albumin  z bovinniho  séra, CAS: 9048-46-8, Sigma-Aldrich (SRN), >98%,
Sarze: SLBF7168V

Hexadekan, Cj¢gH3q, CAS: 544-76-3, Sigma-Aldrich (SRN), 99%, ReagentPlus,
Sarze: SHBG3884V

Tetradekafluorhexan, @ CgFi4, CAS: 355-42-0, Sigma-Aldrich ~ (SRN), 99%,
Sarze: MKBW5242V

Polydimetylsiloxan, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo (CR),
Sarze: 0008885206

Isopropanol, C3H8O,CAS: 67-63-0, PENTA (CR), Cistota p.a.

Aceton, C3HsO, CAS:67-64-1, PENTA (CR), &istota p.a.

1—oktanol, CH3(CH,);OH, Sigma Aldrich (SRN), 99%

MiliQ voda

4.2 Pristrojové a softwarové vybaveni

Analytické vihy — Pioneer, OHAUS Europe (Svycarsko)
Predvazky — S-603, Denver Instruments(USA)

Vortex — MS2 Minishaker, IKA (SRN)

Ttepacka — Vibramax 100, Heidolph (SRN)
Membrinové vyvéva — KNF (SRN,
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NANO Plasma cleaner — Diener (SRN)

Sttikackova pumpa — Aladdin 1000, World Precision Instruments (USA)
Invertni mikroskop — Olympus IX71 (Japonsko)

Lampa — X-Cite 120Q, Excelitas Technologies (USA)
Monochromatickd kamera — Olympus XM 10 (Japonsko)

Microtime 200, PicoQuant (SRN)

AutoCAD 2014 — AutoDesk (USA)

SymPhoTime 64 — PicoQuant (SRN)

CellSens — Olympus (Japonsko)

4.3 Metody

4.3.1 Navrh mikrofluidniho ¢ipu

Byla vytvofena CAD slozka s ndvrhem mikrofluidniho Cipu, ktery nejlépe vyhovuje dané
aplikaci. Cip obsahuje &tyfi kandlky (kazdy 80 um Siroky), které se na konci a na za¢atku
spojuji do jednoho piivodniho/odvodniho kanédlku. Po obou stranich z kazdého kanalku
vystupuji obdélnikové komurky o hloubcel9 um a Sifce 17 um, které jsou od sebe navzajem
vzdilené 20 pm a nejsou na kandlku rozmistény naproti sob¢, ale na preskicku (viz. Obr.
150br. 15 a Obr. 22). Vyska celého kanalku je 10 pm.

Obr. 15: Ndvrh pripravovaného mikrofluidniho cipu v programu AutoCAD

Podle navrhu byla laboratofi Nanomateriald CEITECu VUT v Brn¢ vytvofena odlévaci forma
pro piipravu deviti mikrofluidnich Cipt. Tu Ize vidét na Obr. 16.

Obr. 16: Fotomaska a odlévaci forma
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4.3.2 Odlévani mikrofluidniho ¢ipu

Na odlévaci formu bylo naneseno takové mnoZstvi hmoty Sylgard 184, aby se zajistila
pozadovana tloustka zarizeni. Sylgard 184 je dodavan jako sada obsahujici silikonovou
odlévaci hmotu a sitovaci Cinidlo, které je nutné smisit v poméru 10:1. Misenim se ov§em do
hmoty zavedou bublinky vzduchu, které je nutné pred vytvrzenim odstranit. Toho bylo
dosazZeno vloZenim smésy pod vakuum. Nanesena vrstva byla vytvrzena po dobu 1 hodiny pfi
80 °C. Vytvrzend PDMS replika byla z masky sloupnuta a byly z ni vyfezany jednotlivé Casti
Cipu. Do kazdého Cipu byl provrtan piivodni a vystupni otvor.

4.3.3 Kompletace mikrofluidniho ¢ipu

Odlité a vyfezané PDMS repliky Cipu byly vy¢€iStény ultrazvukovinim v isopropanolu a kryci
sklicka byla vyciSténa acetonem. PDMS i kryci sklicka byla nisledné oSetfena plazmou
(Diener NANO Plasma cleaner, 50% vykon, 70% kysliku a 30% argonu, tlak 0,5 mbar,
30 sekund) a spojena do koncovych mikrofluidnich zafizeni. Ta byla Zihana pti 150 °C dokud
nebyl spoj pevny. K pfivodnimu i vystupnimu otvoru byly pfilepeny konektory. Hotové
zafizeni je na Obr. 17. Tato zafizeni byla skladovana ponotend v supercisté vodé.

Obr. 17: Hotovy mikrofluidni Cip pripraveny k pouZiti

4.3.4 Priprava zasobnich roztoku pufru
Byl vytvofen zdsobni roztok fosfatového pufru o koncentraci 10 mM a pH 7,4 (1xPBS)
rozpusténim piisluSnych mnoZstvi chloridu sodného, hydrogenfosfore¢nanu sodného,
chloridu véapenatého a dihydrogenfosfore¢nanu draselného v supercisté vode.

Do zasobniho roztoku fosfatového pufru bylo pfidano takové mnoZzstvi Bovinniho sérového
albuminu (BSA), aby jeho kone¢na koncentrace byla 0,5-1 g/I. Tyto roztoky byly skladovany
v chladicim boxu pfi teploté 8 °C.

4.3.5 Priprava roztoku pufru pro fluorescencni zobrazovani

Do vialek bylo pipetovano takové mnoZstvi Fluoresceinu v roztoku chloridu sodného,
aby vysledna koncentrace ve vzorku byla 1-107 mol/l a na piislu$ny objem byl roztok
doplnén pfisluSnym mnozstvim zasobniho roztoku 1xPBS. Tento roztok byl skladovén
v chladicim boxu pfi teploté 8 °C.

4.3.6 Priprava roztoku lipidu
Byl vytvoren z4sobni roztok lecitinu v chloroformu o koncentraci 250 g/l. Tento roztok byl
skladovéan v mrazicim boxu pfi teploté —20 °C.

Do vialky bylo pipetovidno takové mnoZstvi lecitinu v chloroformu, aby jeho vysleni
koncentrace v roztoku byla 10 g/l. Rozpoustédlo se nechalo odparit a vytvofeny tenky film se
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rehydratoval hexadekanem. Ze stény vialky byl film uvolnén pomoci vortexu. Tento roztok
byl skladovan pti pokojové teploté za neustalého protifepavani.

4.3.7 Priprava roztoku lipidu pro fluorescené¢ni zobrazovani

Do vialky bylo pipetovano takové mnozstvi Oregonové zelen¢ DHPE v chloroformu,
aby vysledna koncentrace ve vzorku byla 1-10”" mol/l a chloroform byl ze vzorku odpafen.
Na odparek sondy bylo napipetovano ptislusné mnozstvi lecitinu v chloroformu, tak aby jeho
vyslené koncentrace v roztoku byla 10 g/l. Rozpoustédlo se opét nechalo odpafit a vytvoreny
tenky film byl rehydratovidn hexadekanem. Ze stény vialky byl film uvolnén pomoci vortexu.
Stejnym zpusobem byl pfipraven i roztok lecitinu s hexadekanem a Nilskou Cerveni jako
fluorescencni sondou. Tyto roztoky byly skladovany pifi pokojové teploté za neustéle
protiepavani.

Déle bylo do vialky pipetovano takové mnozstvi Nilské Cervené v chloroformu,
aby vysledna koncentrace ve vzorku byla 1:10° mol/l a chloroform byl ze vzorku odpaten.
Na odparek sondy bylo napipetovano ptislusné mnozstvi lecitinu v chloroformu, tak aby jeho
vyslené koncentrace v roztoku byla 10 g/l. Rozpoustédlo se opét nechalo odpafit a vytvoreny
tenky film byl rehydratovian 1-oktanolem. Ze sté€ny vialky byl film uvolnén pomoci vortexu.
Tento roztok byl skladovéan pfi pokojové teploté.

4.3.8 Ovéreni funkcnosti ¢cipu pomoci mikroskopie

Injek¢ni stifkacka byla naplnénd pufrem obsahujicim fluorescencéni sondu, vloZena do
stifkackové pumpy (Aladdin 1000, WPI) a pfipojena k mikrofluidnimu &ipu. Cip byl pufrem
proplachovan a vizualizovan pomoci fluorescencni mikroskopie a zobrazovani dob Zivota.

4.3.9 Ovéreni tvorby membrany pomoci mikroskopie
Injek¢ni stikacka byla celd naplnéna tetradekafluorohexanem. Na stiikaCku byla pfipojena
ptivodni hadicka, ktera byla naplnéna nejdfive roztokem pufru s BSA, poté roztokem lipida
s fluorescen¢ni sondou a znovu roztokem pufru. Takto naplnénd stitkacka byla vloZena do
stiikackové pumpy (Aladdin 1000, WPI) a pfipojena k mikrofluidnimu Cipu. Roztoky byly
ptes mikrofluidni ¢ip pumpovény konstantnim proudem o pratoku 1 nl/min.

Tvorba lipidové dvojvrstvy na rozhrani kanalek/komurka byla vizualizovana optickou
1 fluorescencni mikroskopii. Zaznam byl pofizen konfokélnim mikroskopem Olympus IX71
vybavenym 120 W Hg lampou. Byl pouZit superapochromaticky objektiv s vodni imerzi
UplanSApo, 60nasobnym zvétSenim a numerickou aperturou 1,2. Pro Fluorescein byla
zvolena filtracni kostka 1 (viz.Tab. 1), pro Oregonovou zeleil byla taktéZ pouZzita filtraCni
kostka 1 (viz. Tab. 1) a pro Nilskou cervenl byla pouzita filtraéni kostka 2 (viz.Tab. 1).
Zaznamy byly zaznamendviny pomoci monochromatické CCD kamery Olympus XMIO0,
kterou je mikroskop vybaven a programu CellSens.

Tab. 1: Prehled filtracnich kostek a jejich komponent

Filtracni kostka Excitacni filtr Dichroické zrcadlo Emidni filtr
1 U-MWIB3 BP460-495 DMS505 BAS10IF
2 U-MWGQG2 BP510-550 DM570 BA590

Zobrazovani dob Zivota (funkce FLIM) bylo méfeno na pftistroji MicroTime 200 firmy
PicoQuant s konfokdlnim mikroskopem Olympus IX71. Byl pouZit superapochromaticky
objektiv s vodni imerzi UplanSApo, 60ndsobnym zvétSenim a numerickou aperturou 1,2,
ktery byl ptipevnén ke skeneru s piezoelektrickym posuvem.

33




Kdyz byla jako sonda pouzita Nilska Cerveni, byl pro ni zvolen laser 507 nm s frekvenci
40 MHz a intenzitou 120 a.u.; dichroické zrcatko 514/640; a pro vylouceni peaku Ramanova
rozptylu ve vode byl pouZzit emisni filtr 690/70.

Kdyz byla jako sonda pouZzita Oregonova zelei, byl pro ni zvolen laser 507 nm s frekvenci
40MHz a intenzitou 120 a.u.; dichroické zrcitko514/640; a pro vylouceni peaku Ramanova
rozptylu ve vode byl pouZzit emisni filtr 550/49.

KdyZ byl jako sonda pouzit Fluorescein, byl pro n¢j zvolen laser 467 nm s frekvenci
40MHz a intenzitou 120 a.u.; dichroické zrcitko 470/635; a pro vylouceni peaku Ramanova
rozptylu ve vode byl pouZzit emisni filtr 520/35.

Kanalek i fosfolipidova dvojvrstva byly zkoumany pomoci zobrazovéani dob Zivota (funkce
FLIM) byla zjis$téna poloha kanédlku na ose z. Snimek v ose xy byl pofizen zhruba uprostied
kanélku. Data byla zpracovana v programu SymPhoTime 64.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Vyroba mikrofluidniho ¢ipu

5.1.1 Odlévani cipu

Pfi odlévani mikrofluidniho Cipu na odlévaci formé popsaném v kapitole 4.3.2 nenastaly
74dné komplikace. PDMS S§lo po vytvrzeni lehce sloupnout z odlévaci formy a drZelo
pozadovany tvar. Stejné€ tak Sly pomoci skalpelu snadno vyfezat jednotlivé repliky, ovSem
nebylo az tak snadné vyvrtat pfivodni/vystupni otvory nebot je potieba se strefit na kruh
o pruméru 1,5 mm pres 3 a vice mm tlustou vrstvu PDMS, ktera zkresluje pohled na strukturu
na jeji druhé strané. Muze tak jednodusSe dojit k naruSeni struktury piivodnich kanalku.
Jednoduchym feSenim by bylo prodlouZeni napojovaciho kanédlku na otvor tak, aby nebyla
vyzadovéna tak velk4 mira pfesnosti. Napfiklad ze souc¢asnych 40 um na 120 pm.

5.1.2 Kompletace ¢ipu

Osetfeni PDMS replik a krycich sklicek plasmou a jejich spojeni probyhalo v Cistych
prostorach. JelikoZ byly Cipy pfipravovany v bézné laboratofi, bylo je nejprve nutné vycistit
sonikaci v isopropanolu. Stejné tak bylo nutné vycistit od necistot kryci sklicka. Necistoty na
povrchu mohou zabranit spravnému spojeni obou materiali a pfi tak malych rozmérech
struktur na Cipu mohou zabranit jeho sprdvné funkCnosti. Kryci sklicka se daji koupit
piecCiSténd uz od vyrobce. PDMS se po pobytu v isopropanolu stiva extrémné ptilnavym
k jakémukoli sklenénému ¢i kovovému povrchu coZ znacn€ znesnadiiuje dalSi praci s nim.
Je proto vhodné vzit v tvahu, zda je vyCiSténi Cipu opravdu nutné a popiipadé pouzit
podlozku z materidlu, ke kterému se PDMS nepfilepi — jako napriiklad nepraSivou utérku.
V tomto ptipadé€ jsme pouZili Cipy jak vyciSténé, tak nevyciSténé (pfiCemz jsme dbali na co
nejvetsi Cistotu prace v laboratofi) a nepozorovali jsme Zadné rozdily v jejich funkCnosti
a vliv na tvorbu lipidovych dvojvrstev (PLD).

Osetfenim obou povrchi plazmou doslo k obnazeni silanolovych skupin (—Si—-OH) na
povrchu, které vedlo k vytvoreni pevnych kovalentnich vazeb (Si—O-Si) pfi kontaktu PDMS
se sklem. Plazmochemicka dprava povrchu je metoda, kterd vyzaduje presnou kalibraci,
aby nedoSlo jen k aktivaci povrchu, kterd neni dostateCnd pro kovalentni spojeni obou
materiali. Nam se ji podafilo optimalizovat s nejlepsimi vysledky pti 50% vykonu za pouZiti
smésy se 70% kysliku a 30% argonu, pod tlakem 0,5 mbar, a pfi délce vykonu 30 sekund
(v zafizeni Diener NANO Plasma cleaner). Pevnost spoje mezi PDMS a sklem byla
podpofena zihanim spojenych Cipa pii 150 °C dokud nebyl spoj prakticky neoddélitelny.
Nekteré Cipy, které nebyly Zihany k sobé& nepfilnuly celym povrchem.

Nejenze je oSetfeni plazmou metoda pro spojeni jednotlivych €asti do kone¢ného zafizeni,
ale navic se oplazmovanim stava cely povrch kanédlku hydrofilnim, coZ napomaha jeho plnéni
vodnymi roztoky.

Neéktera literatura [81] uvadi, Ze skladovanim hotovych €ipu v supercisté vodé se prodlouzi
doba, po kterou zistivd oplazmovany povrch kanalku hydrofilni, jiné zdroje [22] zase
uvadégji, Ze tato povrchova udprava zanikd po zhruba tficeti sekunddch. My jsme Zadny vliv
skladovani Cipt na tvorbu PLD nepozorovali, nicméné jsme neprovadé€li testy smacivosti
povrchu.

Konektory byly k €ipu zprvu lepeny dvousloZkovym epoxidovym lepidlem bé&Zné pro tyto
ucely pouzivanym. Pokud je PDMS dostatecné vysoké, konektory v ném drZi zasazené a je
mozné nechat lepidlo 24 hodin zaschnout bez nutnosti ptidrZzovani konektord na misté. Jiz pfi
prvnim zapojeni zafizeni se vSak toto lepidlo ukdzalo nedostacujicim. NevydrZelo tlak,
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pod kterym byly roztoky do zafizeni pumpovany, a i s konektory se od PDMS odlepilo.
To mohlo byt zpasobeno jak Spatnym pomérem jednotlivych sloZek pii miseni lepidla
v dvoukomorové tubg, tak lehkym nabobtndnim PDMS i lepidla ve vod¢, které zabranilo
spravnému prtilnuti. Nadale bylo pouZivino lepidlo Pattex 100% GEL, které si zachovéavalo
své vlastnosti i po n€kolikadennim skladovani Cipu v supercCisté vode.

5.2 Zapojeni zarizeni

Cipy byly v superéisté vodé skladovany minimaln& 24 hodin pfed pouZitim, aby bylo
dosazeno plného nasyceni PDMS vodou. To pfispiva ke zvySeni stability vzniklych PLD.
Pokud by porézni PDMS nebylo nasaturovano vodou jiZz pred pouZitim, doSlo by k absorpci
vodného roztoku z komiarek do PDMS coz by mohlo zamezit vzniku PLD nebo vést
k poruSeni jiZz vzniklych PLD.

Zabranéni vniku bublinek vzduchu do celého systému je velice dilezitym faktorem pfi
zapojovani celého zafizeni. Vzduchové bublinky z injekCni stiikaCky a pfivodni hadicky je
nutno pred pfipojenim na Cip vytlacit. Ze stejného davodu je zafizeni pred pouzitim
proplachnuto roztokem fosfatového pufru, ktery vytlaci vSechny zbylé vzduchové bubliny
azaplavi cely objem kanalku pufrem. Vzduchové bubliny by naruSily fazovou separaci
a v kone¢ném dusledku i tvorbu PLD.

Jednotlivé roztoky jsou proto do piivodni hadicky nasavany z kapek pfislusnych roztokua
deponovanych na vyc¢isténé kryci sklicko. Pfi tom je kladen diraz na zarovnani ostrého okraje
hadicky s kapkou na sklicku.

Zde hraje roli i vnitini primér pouZivanych hadicek. Tyto jevy jsme byli schopni omezit
prejitim ze silikonovych hadi¢ek o vnitinim pramérul mm na silikonové hadi¢ky s vnitinim
prumérem 0,5 mm.

Stile se ndm ovSem vniku vzduchovych bublinek do systému nepodafilo zcela predejit.
Nejlepsim feSenim by zde bylo zapojeni prvkid, jako jsou napiiklad mikroventily
a mikroodvzdusnovace, které jsou v dne$ni dob&é komercné dostupné. A privadéni roztoki
pies rozdvojku z injekénich stiikacek naplnénych pouze jednim druhem roztoku na
sttikaCkové pumpé¢ s dvémi nezdvislymi kandly.

5.3 Ovéreni funkcnosti ¢ipu
Pro ovéfeni funkCnosti Cipu, pfesnosti vyrobni metody a pevnosti spoje mezi PDMS a krycim
sklickem byl Cip pfes noc proplachovan fluorescencné znaCenym pufrem.

Na fluorescencnim mikroskopu bylo poté patrné, Ze pufr zatékal do vSech komirek a plné
zaplnil celé zafizeni. TudiZ jsme potvrdili, Ze 10 um je dostateCna vySka kandlku pro to, aby
do n¢&j byla kapalina schopna zatéct. Zaroven jsme potvrdili sprdvnou architekturu Cipu, a také
to, Ze jsme ji neporusSili pfi vyrob€ a manipulaci s Cipem.

Dale jsme potvrdili i pevnost spoje mezi PDMS replikou a krycim sklickem nebot’ oblast
mezi Cipy tvofend prepazkou z PDMS nevykazuje zadnou fluorescenci, muzeme tudiz
usuzovat, Ze se nam opravdu podafilo dosdhnout kovalentni vazby mezi obé€ma materialy
a roztoky nezatékaly mezi sklo a PDMS repliku.

To vSe je patrné i z FLIM scanu na Obr. 18. Na ném jsme i pfeméfili rozmeéry odlitého
Cipu, které odpovidaly navrhu.
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Obr. 18: Zobrazeni okrajit dvou kandlkii (zdrivd oblast) a PDMS pr
oblast) pomoci skenovaci mikroskopie
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5.4 Ovéreni tvorby membrany

5.4.1 Princip tvorby lipidové dvojvrstvy

Pro ovéfeni tvorby membrany byla injek¢ni stiikacka celd naplnéna tetradekafluorohexanem.
Na sttikacku byla pfipojena pfivodni hadicka, kterd byla naplnéna nejdiive roztokem pufru
s BSA, poté roztokem lipidl s fluorescencni sondou a znovu roztokem pufru. Takto naplnéna
stiikaCka byla vloZena do stiikaCkové pumpy a pfes konektor pfipojena k mikrofluidnimu
Cipu pies ktery byly roztoky pumpovéany konstantni rychlosti.

Prvni roztok pufru slouzi pro proplachnuti mikrofluidniho ¢ipu, vytlaceni vzduchovych
bublinek a naplnéni komurek na kandlku. Nasledujici roztok lipidii v hexadekanu pufr uzavie
v komurkach a na rohrani se vytvoii vrstva lipidd orientovana polarnimi hlavickami do pufru
v komirce a nepolarnimi konci do hexadekanu v kanédlku. Posledni roztok pufru obsahujici
BSA vytla¢i hexadekan za soucasného utvoreni tenké lipidové dvojvrstvy na rozhrani
kanélek/komurka, kde se dal$i vrstva uspofddd nepolarnimi konci smérem s nepolarnim
konctim monovrstvy a polarnimi hlavickami do druhého roztoku pufru v kanalku.

Tetradekafluorohexan slouzi k odtlumeni fluktuaci v proudu pifi pumpovani roztoku pres
Cip. BSA se pouziva pro zabranéni nespecifickych vazeb molekul na PDMS.

5.4.2 Vliv rychlosti prutoku

Roztoky byly pfes mikrofluidni ¢ip pumpovany konstantnim proudem o pratoku 1 nl/min.
Zajisténi a udrZeni stdlého proudu s co nejmensimi fluktuacemi je pro mikrofluidiku kritické.
Literatura [76] tento prutok uvadi jako dostateCné pomaly pro zajiSténi tvorby PLD,
ale zarovenn dostateCné rychly na to, aby organickd faze neucpala mikrofluidni Ccip.
Experimenty, které jsme provadéli s pratokem 1 ul/min muaZeme potvrdit, Ze pii vySSi
rychlosti se nam uspésné tvorby PLD dosahnout nepodatilo. Experimenty s niz§im pratokem
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ndm nedovolilo technické vybaveni. Vyzkouseli jsme alespoii roztoky po kapkich deponovat
na piivodni otvor (u Cipu, které nebyly opatifené konektory) a nechat je do zafizeni nasat
kapilarnimi silami. Byly vSaknasaty jen do poloviny zafizeni a dile uZ nepostupovaly.
To mohlo byt zapfi¢inéno architekturou zafizeni nebo faktem, Ze hydrofilni povrchova dprava
opravdu nevydrZi dlouho a hydrofobni povrch neni roztokem pufru smacen, a tedy ho do
zafizeni nenasava. Pratok 1 nl/min vytvofeny stiikackovou pumpou byl proto potvrzen jako
idedlni.

5.4.3 Vliv organického rozpoustédla
Lecitin pro pifipravu PLD byl rozpusStén v hexadekanu, ktery byl jako rozpoustédlo vybran
proto, Ze je nemisitelny s vodou a kompatibilni s PDMS. M4 totiZ rozpustnostni parametr
vys$§i nez PDMS, a proto jeho pisobenim PDMS nenabotnava. Dalsi jeho pfiznivou vlastnosti
je hustota niz8i neZ ma voda, coZ prispiva k jeho relativné snadnému pfepumpovani pies
kanalek. Ta sama vlastnost se vSak projevuje jako nevyhoda pfi plnéni roztoka do piivodnich
hadicek, kdy roztok hexadekanu s lecitinem tecCe proti proudu smérem ke stiikacce. Tento
problém se ovSem, stejn€ jako v pfipad€ vzduchovych bublin podafilo omezit pouZitim
hadicek o mens$im vnitinim prameéru. V chladnéjSich mésicich se také stava problémem
relativné vysoka teplota tani hexadekanu, ktery je potfeba uchovéavat pfi teploté nad 18°C aby
zustal kapalny. Hexadekan mél také tendence k tuhnuti pfi pouZiti s pufrem skladovanym
v chladicim boxu. Pufr bylo nutné pfed pouZitim nechat temperovat na pokojovou teplotu
a cely systém na této teploté po celou dobu experimentu udrzovat.

Jako alternativa hexadekanu byl pouzit 1-oktanol, ktery je velmi omezené misitelny
s vodou a také by nemél PDMS moc nabobtnavat. JelikoZ m4 dynamickou viskozitu o néco
vys$§i neZ hexadekan, nebyl problém s jeho putovanim proti proudu a kapalny zustava nad
teplotu —15°C. Praveé tato vyssi viskozita ov§em pravdépodobné zpusobila, Ze roztok oktanolu
s lecitinem sice kanalek naplnil a uzavfel pufr v komurkach, ale nebyl roztokem pufru
vytlacen z kandlku, ale vytékal ve spoji pfivodniho konektoru a pfivodni hadicky mimo
zafizeni.

Vyzvou tedy zistiva nalezeni vhodného rozpoustédla, které se nemisi s vodou,
nenabotndvda PDMS a md sprdvnou miru viskozity. Dal§imi alternativami vhodnymi
k vyzkouSeni jsou naptiklad hexan nebo dekan.

5.4.4 Vizualizace membrany
Tvorba lipidové dvojvrstvy na rozhrani kanalek/komurka byla vizualizovand optickou
1 fluorescen¢ni mikroskopii.

Optickou mikroskopii jsme ve svétlém poli pozorovali rozhrani dvou fazi — vodné
aorganické. Na Obr. 19 jsme na jednom snimku cCipu schopni pozorovat udspéSnou
i nedspeésnou tvorbu PLD na rozhrani komurek a kandlki. Nahofe muZeme na rozhrani
prvnich tii komarek a kandlku pozorovat ukazkovou lipidovou dvojvrstvu, kdeZto na Ctvrté
komiurce se PLD nevytvofila nebo nebyla stabilni. Na spodnim kanédlku se PLD nebytvofila
vibec. Komurky pravdépodobné nebyly plné zaplnéné pufrem a natekla tak do nich organicka
faze, kterd v nich byla enkapsulovand v tlusté vrstve. Je také mozné, Ze usp€Sné tvorbé PLD
zabranily vzduchové bubliny v kandlku, které byly vtlateny do komurek, nebo jeho
znecisténi.
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Obr. 19: Snimek okrajit dvou kandlkii oddélenych sténou z PDMS (uprostred) porizeny
optickou mikroskopii. Na rozhrani hornich komiirek a kandlku je vytvorend fosfolipidovd
dvojvrstva

Na videu (pfiloha 1) miZeme tvorbu PLD sledovat v redlném case. Pro tiSténou formu nam
jako ukézka poslouzi Obr. 10br. 20. Na snimku vlevo miZeme vidét jak roztok hexadekanu
s lecitinem postupuje kandlkem a uzavira roztok pufru v komurkach. Je krasné vidét fazové
rozhrani. To si diky nemisitelnosti obou roztokd zachovava svoji stabilitu po celou dobu
pfechodu hexadekanu ptes kanalek, dokud neni do kandlku pumpovéan druhy roztok pufru.
Na snimku vlevo miZeme pozorovat konec organické faze vytlatované z kanalku roztokem
pufru. I po odchodu organické fize mizeme na rozhrani komirky a kanalku pozorovat jasné
fazové rozhrani, které naznacuje dspéSnou tvorbu PLD.

Obr. 20: Zachyceni tvorby PLD v kandlku. Vlevo do kandlku prichdzi organickd fdze
obsahujici fosfolipidy a uzavird pufr v komitrkdch. Vpravo organickd fdze odchdzi a ziistavaji
za ni komurky uzaviené PLD

Tomuto =zaveéru prispivaji 1 pozorovani tvorby PLD fluorescencni mikroskopii.
Zde pozorujeme fluorescencné oznacenou PLD proti pozadi, které nevykazuje fluorescenci.

Nejprve byla jako sonda zvolena Oregonova zelei DHPE, kterd se stava ptimou soucasti
PLD. Fosfolipid s fluorescen¢ni znackou na polarni hlavicce se stava jednim ze stavebnich
prvki PLD s fluorescen¢ni znackou orientovanou do vodného prostiedi. S nim vytvorené
PLD byly pozorovatelné pod fluorescenénim mikroskopem, ale kvuli velice rychlému
fotovybélovani se nepodafilo zachytit jejich snimek.
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Jako alternativa byla zvolena Nilska Cerven, kterd v polarnim prostifedi vykazuje nizkou
intenzitu fluorescence, zatimco v hydrofobnim prostiedi, kam se prednostné solubilizuje,
jeji fluorescence roste. Méla by tudiz zistat v roztoku organického rozpoustédla a ve
vytvoiené PLD se zacClenit mezi dlouhé nepolarni fetézce mastnych kyselin. Ani s touto
sondou se ndm vSak vzniklé PLD fluorescenéni mikroskopii nepodafilo zobrazit. Sonda
vykazovala nulovou nebo velice nizkou intenzitu fluorescence jak v hexadekanu,
tak v oktanolu. To neodpovida jejimu béZnému chovani a nenizcela jasné pro¢ k tomuto jevu
dochédzelo. Nebot ma Nilskd Cerveri tendenci k adsorpci na sklo, neni vyloucené, Ze doslo
k interakci s povrchem, ktera zpisobila nizkou intenzitu fluorescence.

JelikoZ se ndm vytvofené dvojvrstvy nepodafilo zobrazit fluorescen¢ni mikroskopii, zvolili
jsme jako dal$i vhodnou metodu zobrazovani dob Zivot (FLIM). Pomoci zobrazovani dob
Zivota se nam podafilo vizualizovat jednotlivé PLD na rozhrani komirek a kanalk( coZ je
patrné na Obr. 21. Dovolujeme si z toho usuzovat, Ze se ndm dspéSna tvorba fosfolipidové
dvojvrstvy na mikrofluidnim €ipu podarila.

Obr. 21: Vytvorend PLD zobrazend pomoci skenovaci mikroskopie

5.4.5 Design mikrofluidniho zarizeni

Design mikrofluidniho zafizeni se bez potiZi podafilo prenést na odlévaci formu pti zachovani
vSech detaild a ostrych hran jak lze vidét na Obr. 22. Zaobleni hran je zplsobeno
az odlévanim PDMS repliky kanalkd, ale zafizeni si stile zachovavd pozadovany tvar,
rozméry a funkci (viz Obr. 18).

Design mikrofluidniho ¢ipu se projevil jako vhodny pro tvorbu PLD ndmi zvolenym
zpusobem. Kanalky jsou dostatecné velké pro umoznéni prichodu pouzivanych roztoka
a komlrky nejsou tak velké, aby doslo k odtrzeni PLD pusobenim tlaku, ktery je na ni pfi
pumpovani roztokt pfes Cip vytvaren. Diky pouZiti podlozniho sklicka je PLD mozno
vizualovat pomoci mikroskopie. A vertikdlni orientace membriany umoziuje provadéni fady
experimentl. MuZeme napiiklad pozorovat difuzi fluorescencné znaCenych molekul pres
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membranu nebo v ni zavedené proteinové kandly. Interakci membrany s dal§Simi molekulami
a systémy. VIiv zmeény prostfedim na stabilitu membrany a mnohé dalsi.

Obr. 22: Mikroskopicky snimek struktury mikrofluidniho zarizeni na odlévaci formé. Vievo
privodni otvor a jeho napojeni na kandlky pri pétindsobném zvétseni. Vpravo kandlky pri
desetindsobném zvétsent.

5.4.6 SloZeni dvojvrstvy

Pro prvotni experimenty bylo zvoleno uplné zakladni a zjednoduSené sloZeni PLD obsahujici
pouze lecitin. Po potvrzeni spravnosti medody a funk¢nosti mikrofluidniho Cipu pro tvorbu
PLD s timto zjednoduSenym modelem se miZeme zaméfit na tvorbu opravdu autentického
modelu bunécné membrany s riznorodéjSim sloZenim lipidi a pokusit se o zavedeni
funkCnich proteind. Tento postup byl zvolen, protoZe pii pokusech o zvySeni sloZitosti
dvojvrstev pridanim dal$ich lipidi nebo proteint ¢i cholesterolu mizeme neimyslné zabranit
uspeSné tvorbé dvojvrstvy. Nemuseli bychom tedy ziskat zdznamy vypovidajici Cisté
o funkcCnosti zafizeni, ale o stabilité dvojvrstvy daného sloZeni.

41



6 ZAVER

PredloZena diplomova prace se zabyva navrhem, pfipravou a optimalizaci metod pro tvorbu
modelovych buné€nych membran na mikrofluidnim zafizeni. V prvni fazi byla na zakladé
zpracované reSerSe zvolena vhodnd metoda pfipravy fosfolipidové dvojvrstvy
na mikrofluidnim ¢ipu a v zavislosti na ni byl vytvofen pocitaCovy navrh daného zatfizeni.
Zvolend metoda tvorby PLD na mikrofluidnim ¢ipu spociva v proplachovéni Cipu tremi
raznymi roztoky — nejprve roztokem fosfatového pufru, nasledné roztokem lecitinu
v organickém rozpousStédle a na zaver opét roztokem fosfatového pufru — pticemz se PLD
utvoii samouspofddanim na rozhrani dvou fazi. Aby k tomu mohlo dojit, je tfeba navrhnout
Cip se strukturou, kterd dovoli pfichyceni PLD na rozhrani dvou fazi. Proto byl navrzen Cip
obsahujici kandlek, po jehoZ obou stranich jsou 20 um od sebe na preskaCku rozmistény
komurky o rozmérech 19x17 um. Pro vétsi vytéznost byly takovéto kanalky na Cip vloZeny
Ctyfi a spojeny do spole¢nych piivodnich a vystupnich otvort.

Podle tohoto ndvrhu byla laboratofi Nanomateriald CEITECu VUT v Brné pfipravena
odlévaci forma pro odliti PDMS repliky poZadovaného mikrofluidniho Cipu.

Na této forme€ bylo moZzné najednou odlit devét PDMS replik, které byli do koncového
mikrofluidniho Cipu spojeny s krycimi sklicky po plazmochemickém osetfeni obou povrchii
a opatfeny konektory pro napojeni piivodnich a odvodnich hadicek. Plazmochemické oSetieni
povrchit bylo provedeno na prfistroji Diener NANO Plasma cleaner optimalizovano
na oSetfeni vybojem obsahujicim smés kysliku a argonu v pomeéru 70:30 pii 50 % vykonu pod
tlakem 0,5 mbar po dobu 30 s. Pevnost spoje byla posilena Zithanim spojeného zafizeni. Takto
bylo dspesné pripraveno navrhované mikrofluidni zafizeni.

Jeho funk¢nost byla ovérena optickou i fluorescencni mikroskopii.

Byl optimalizovan zpisob pfipojeni Cipu na stiikackovou pumpu, plnéni stiikacky roztoky
a pumpovani roztokt pres mikrofluidni Cip. To vSe tak, aby bylo dosaZeno tvorby
co nejvetsiho poctu co nejstabilngjs§ich PLD. Optimalni pratok byl potvrzen pii 1 nl/min.
Vhodnéj$im rozpoustédlem pro tvorbu PLD se ukazal hexadekan.

Zpusobem, ktery tato prace popisuje, byl pfipraven funkcni mikrofluidni ¢ip, na kterém
byla dspéSne vytvofena modelovd membrana z lecitinu. Tato membréana byla vizualizovana
pomoci optické mikroskopie a zobrazovani dob Zivota (FLIM). Tvorba membriny nebyla
na celém zatfizeni homogenni a je nutné cely proces jeSté dale optimalizovat.

Dalsi postup by zahrnoval pumpovani roztoku pies Cip ze dvou oddé€lenych injekénich
stiikaCek vlozenych do dvoukanélové stitkaCkové pumpy, zafazeni odvzdusfiovaciho zafizeni
do sestavy, nalezeni vhodné&jsiho organického rozpoustédla pro roztok lipid, podrobné&jsi
charakterizaci takto pfipraveného modelu bunécné membrany, stabilitni zkousky
pfipravenych membran, zvySeni sloZitosti membrany a zavedeni proteinu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP Adenozintrifosfat
Anti-DNP Anti-dinitrofenylové protilatky
BSA Albumin z bovinniho séra (z anglického Bovine serum albumin)
CAD Pocitacem podporované projektovani (z anglického computer-aided design)
CCD Zaftizeni citlivé na elektricky vyboj (z anglického charge coupled device)
cocC Cyklické olefinové kopolymery
CVD Chemickd depozice z plynné faze
DHPE 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin
DNA Deoxyribonukleova kyselina
DPhPC 1,2-difytanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
DPhPE 1,2-difytanoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin
DPPTE 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfothioetanol
FCS Fluorescenéni korelaéni spektroskopie
FLIM Zobrazovani doby Zivota (z anglického Fluorescence-lifetime imaging)
FRAP Obnoveni fluorescence po fotovybélovani
(z anglického Fluorescence recovery after photobleaching)
FRET Fluorescen¢ni rezonancni pfenos energie
(z anglického Fluorescence resonance energy transfer)
GUV Velké unilamelarni vezikuly (z anglického giant unilamellar vesicles)
MEMS Mikroelektromechanické systémy

NBD DPPE  1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl)

OmpF Prekurzor periferniho membranového proteinu F
(z anglického Outer membrane protein F precursor)
PDMS Polydimetylsiloxan
PMMA Polymetylmetakrylat
PVD Fyzikalni depozice z plynné faze
TCSPC Casové rozliSené pogitani jednotlivych foton®

(z anglického Time-Correlated Single Photon Counting
uv Ultrafialové Zareni (z anglického ultraviolet)
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