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ABSTRAKT

Tato prace se vénuje mikrofluidnim modeliim bunéénych membran, jejich riznym typtm,
vyrobé a vyuziti. SouCasné shrnuje zékladni materidly pro vyrobu mikrofluidnich Cipd.
Experimentalni ¢ast se zabyva optimalizaci vyroby ¢ipu z polydimethylsiloxanu vhodného pro
konstrukci voln¢ zavéSenych bunéénych membran. Byl vypracovan pracovni postup pfipravy,
ktery zahrnuje odlévani na kiemikové desticce, odstranéni bublin z PDMS, jeho nasledné
vytvrzeni pii 80 °C po dobu 1 h, slepeni pomoci plazmatického opracovani, vyzihanina 150 °C
po dobu 30 min a skladovani. Pomoci fluorescenéni mikroskopie bylo zji$téno, ze pfipravené
¢ipy jsou pevné a tésni.

ABSTRACT

This work deals with artificial cellular membrane models, their various types, production
and usage. It also summarises basic matherials for production of microfluidic chips.
Experimental part is focused on optimalization of production of polydimethylsiloxane chip
suitable for free-standing lipid bilayers. A preparation workflow was developed which includes
casting on a silicon wafer, removing bubbles from the PDMS, curing it at 80 °C for 1 h, plasma
bonding, annealing at 150 °C for 30 min and storage. Using fluorescence microscopy, the
prepared chips were found to be strong and sealed.
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1 UVOD

Buiika je zadkladni slozkou organismu. Jeji chovéani je ovliviiovano mnoha vnéjSimi
I vnitinimi faktory jako je pH, koncentrace latek nebo teplota prostiedi. Na interakci bunky
s okolim se podili bunéénd membrana. Sklada se z mnoha riznych ¢asti — od zakladnich lipidi
po slozité receptory a kanalky. Fungovani jednotlivych slozek membrany je na Zivé buiice
narocné pozorovat, proto je snaha vytvaret zjednodusené modely bunéénych membran. Diky
tomu je mozné Iépe porozumét interakcim bunék s okolim a na zakladé toho napf. ptizptsobit
vlastnosti nosic¢u 1é¢iv, aby efektivnéji fungovaly.

Mikrofluidika a mikrofluidni ¢ipy poskytuji idealni prostiedi pro tvorbu takovychto umélych
struktur. Diky svym vlastnostem, které jsou matematicky definovatelné, je mozné ptedvidat
chovani latek uvniti mikrofluidnich kanalkt. Zaroven je mozné si zvolit, kolik slozek bude
do membranového modelu vlozeno, a piedejit tak jejich vzajemnému ovliviiovani.

Tato prace se zabyva reSersi modelti bunéénych membran na riznych typech mikrofluidnich
¢ipd, jejich vyrobé, vyuziti a moznostech pozorovani. Jedna se o membrany na pevné podloZce,
vazané lipidové membrany a membrany volné zavésené. V experimentalni ¢asti je rozebran a
optimalizovan postup vyroby mikrofluidniho ¢ipu z polydimethylsiloxanu, ktery je vhodny pro
tvorbu a pozorovani pravé volné zavéSenych membran.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunééna membrana

Buriky jsou od okolniho prostfedi oddélené systémem cytoplazmatickych membran [1]. Jejich
stavba se 1i8i v zavislosti na typu buriky — prokaryoticka a eukaryoticka. Prokaryoticka buika
je jednodussi a mensi nez eukaryoticka. Lisi se hlavné v ulozeni a slozeni genetické informace,
typu organel a vnitinimu rozd¢€leni buniky. Zatimco u prokaryot je membrana pouze jako obal,
u eukaryot rozd€luje buniku na vice jednotlivych ¢asti. Takové uspofadani umoziuje mimo jiné
oddéleni slozitych metabolickych drah, aby byly lépe regulovatelné. Prokaryotickymi
organismy (prokaryota) jsou napi. bakterie a sinice. Mezi eukaryotické organismy (eukaryota)
se fadi napf. rostliny a Zivocichové.

2.1.1 Slozeni a struktura

Bunécénd membrana se skladd hlavné z fosfolipidi a proteintl, jejichz pomér se lisi podle
mista na membrané ajeji umisténi v bunce. Fosfolipidy jsou tvotfené hydrofilni hlavickou
z cholinu, fosfatu a glycerolu a hydrofobnimi konci z mastnych kyselin [2]. Diky tomu dochazi
ve vodném prostiedi k samovolnému uspotfadani molekul do dvojvrstevnych membran, kde
hlavicky jsou na vnéjsi strané a konce uvnitt. Tloust'ka takového ttvaru se pohybuje v rozmezi
3,5-4,0 nm [3]. Toto uspofadani umoziiuje vysokou fluiditu a flexibilitu membrany, kde
jednotlivé molekuly lipidd mohou cestovat po celé plosSe membrany. Aby se zabranilo
priliSnému prohnuti nebo odcestovani vSech fosfolipidi z jednoho mista na druhé, obsahuje
membranai rovnomérné rozmisténé molekuly cholesterolu. Hydroxylova skupina je
umisténa mezi hydrofilnimi hlavickami a steroidni télo je uvniti membrany [2]. Jeho relativné
Siroka planarni struktura ptisobi jako deska a brani tak fosfolipidim v pohybu za ohrani¢eny
prostor.

Na vnéjsi monovrstvé membrany se nachazeji také glykolipidy [2]. Jejich hlavicka obsahuje
mimo glycerol i jednu a vice molekul sacharidi a jimi tvofena vrstva se nazyva glykokalyx.
Jejich funkce spociva v komunikaci s okolnim prostfedim. Umoznuji rozpoznavani bunék mezi
sebou nebo chrani membranu, a tim i buniku, pfed okolnim prostfedim (nizké pH apod.).
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Obrazek 1: Struktura cytoplazmatické membrany [4]



Mimo cholesterol a glykolipidy jsou v membrané obsazeny i proteiny. Obecné je 1ze rozd¢lit
do tii kategorii. Prvni jsou proteiny na povrchu membrany, druhou proteiny ¢astecné vnoiené
a tfeti jsou transmembranové proteiny, prochéazejici skrze obé vrstvy fosfolipida. Stejné jako
fosfolipidy se mohou pohybovat. Déle je mozné je roztfadit podle jejich funkce. Existuji
proteiny transportni (priichod latek pfes membranu), katalytické (misto pro enzymové
katalyzované reakce) areceptorové (specificka vazba latek, vysilani signali). Diky této
strukturni komplexnosti je slozité pfipravit stabilni membranu z fosfolipidli a nasledné¢ do ni
vlozit naptiklad iontové kanaly nebo glykolipidy.

2.1.2 Prenos molekul pfes membranu

Existuje nékolik typd pruchodu jednotlivych molekul i vétSich struktur pfes bunécnou
membranu. Na zakladé né¢kolika faktor (napt. spotieba energie, smér transportu [5]) je
mizeme rozd¢lit na tfi hlavni ¢asti — volna difuze, specificky prinik a cytéza [6]. Vyznam
tohoto jevu spociva v dopravé Zivin jako jsou sacharidy nebo aminokyseliny do bunék
a nasledné vylouceni produktl, odpadnich nebo pro buiiku skodlivych latek. Do této skupiny
odpadnich latek spadé naptiklad CO2. Podminkou pro veskery transport molekul je schopnost
rozpustit se ve vode.

2.1.2.1 Volna difuze

Jako volna difuze se oznacuje d&j, kdy molekuly prochéazeji pfimo pies bunécnou
membranu [6]. Kvuli povaze lipidd v ni se jedna pouze o hydrofobni molekuly (plyny jako Oo,
N2) nebo 0 malé nenabité polarni latky (napf. voda, glycerol, mocovina). Probiha pouze ve
sméru koncentra¢niho gradientu. Jeji rychlost je ovlivnéna hlavné teplotou, plochou membrany
a propustnosti membrany pro konkrétni latky [5].

2.1.2.2 Specificky prinik

Molekuly, které nesplituji podminky pro volnou difuzi, se do bunék dostavaji pomoci
membranovych transportnich proteint [6]. Do této kategorie spadaji napf. ionty. Transportni
proteiny se déli na n€kolik druhti podle své funkce. Kanalové ¢i iontové proteiny tvoii tzké
hydrofilni kanalky, které¢ vedou skrz sténu membrany. Umoziuji tak volnou difuzi ve vodée
rozpusténym anorganickym ionttim. Pfenaseové proteiny naopak funguji na zakladé zmény
své konformace a pienaseji tak nékteré anorganické ionty a malé organické molekuly.

Na zakladé koncentra¢niho gradientu a potfeby energie se ptenos molekul dale rozdéluje
na pasivni a aktivni [6]. Béhem pasivniho prichodu nedochazi ke vyuziti energie, protoZe ionty
samovolné proudi zmistas vétsi koncentraci do mistas koncentraci mensi ¢€ili  po
koncentratnim gradientu. U aktivniho priniku se naopak molekuly dostavaji proti
koncentra¢nimu gradientu, k ¢emuz je nutné energii dodat. Do této kategorie spada primarné
a sekundarné aktivni zprostfedkovany transport.
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Obrazek 2: Porovnani prosté difuze a specifického priniku [6]

Primarni transport latek vyuzivéa energii ve form& ATP na pfenaSeCovém proteinu, ktery
tvofi iontovou pumpu (napf. Na*/K* pumpa) [6]. Je ovlivitovan transportni rychlosti t&chto
proteint a jejich poctem na membrané€. Sekundarné aktivni transport je sdm o sobé¢ pasivni, ale
je sptazen s prunikem aktivnim. Pokud dva druhy molekul prochazi stejnym smérem, jedna se
0 symport. V piipad¢, kdy jeden druh jde dovnitf a druhy ven z buriky, jde o antiport. Téch se
v organismech vyskytuje vice (napf. vyména Na*/H* v ledvinach, Ca?*/Na* ve svalech).

Iontové kanaly tedy funguji na principu volné difuze, jsou v8ak iontové selektivni [6]. Z toho
vyplyva, Ze jimi mizou proudit jen vybrané ionty. Dal$i regulace prichodu molekul ovliviiuje
schopnost kanalli se otevirat a uzavirat. Kanaly, které jsou stale oteviené, se nazyvaji pory [5].
Jejich prichodnost a selektivita je dana primérem, tvarem a charakterem elektrického naboje
na jeho povrchu. Dale se v bunééné membrané vyskytuji kanaly fizené ligandem [6]. Jejich
prichodnost ovliviiuje navazani malé molekuly na kanalovy protein. Kandly fizené napé&tim
jsou ovladany velikosti membranového potencidlu. Pokud se kanal otevie, zanou jim
prochazet ionty azména jejich mnozstvi naobou stranach membrany zplsobi zménu
potencidlu. To miiZze vést k uzavieni kanalu, ale i1 k otevfeni jinych.

2.1.2.3 Cytoza

Pokud se jedna o pienos vétSich shluki molekul, které tvoti makromolekuly nebo velké
molekularni komplexy, vyvinuly si bunky mechanismus nazyvajici se cytoza [6]. RozliSuje se
fagocytoza (tuhé castice), pinocytdza (tzv. bunécné piti), endocytdza (prunik latek do buiiky)
a exocytoza (vylouceni latek ven). Pro transport téchto struktur se z plazmatické membrany
vytvareji Gtvary, které se nazyvaji vezikuly. Membrana obali ¢ast molekul uréenych k prepraveé
lipidovou dvojvrstvou, kterou nasledné od sebe oddéli a vznika tak duty, kulovity utvar s volné
se pohybujicimi molekulami uvnitf.
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2.2 Mikrofluidika

Mikrofluidika se zabyva systémy malych kanalku, kterymi proudi kapalina. Tyto kanalky musi
mit alespont vjednom sméru maximalni rozmér nékolika desitek mikrometra [7]. Na obor
samotny se lze divat jako na oblast védy, kterd studuje chovani kapalin v mikrokandlcich, ale
I jako Cast technologii vyrab&jici mikrofluidni zafizeni typu laboratore na cipu (lab-on-a-chip).

Mikrofluidni ¢ipy jsou diky své malé velikosti levnéjs$i na vyrobu a snadnéji se prenaseji
a aplikuji i v prostiedi mimo laboratof. Potfebné mnozstvi roztoku pro provedeni chemickych
reakci a jinych raznych procestt uvnitf ¢ipu je velmi malé, coz je ¢ini vyhodné napt. pro
analytické vyuziti [8]. Dalsi vyhodou je moznost rozdéleni chemickych reakci na jednotlivé
mezikroky ve vice mikroreaktorech a diky tomu jejich lepsi kontrola.

2.2.1 Proudéni kapalin

Pohyb kapalin pievdzné jednim smérem se nazyva proudéni, kde jsou trajektorie pohybu
molekul vyzna¢ovany proudnicemi. Béhem pohybu kapaliny uréitym smérem o urcité rychlosti
muze dochéazet ke vzniku vird a ¢ast kapaliny se muze vracet. Takové proudéni se nazyva
turbulentni. Dochézi pfi ném k promichani jednotlivych vrstev a molekul, které tak mohou
ztracet rychlost. Pokud vSak viry nevznikaji a proudnice molekul jsou k sobé rovnobé&zné, jedna
se o proudéni laminarni, které je v mikrofluidnich zatizenich preferované.

Turbulentni proudéni Lamindrni proudéni

Obrazek 3: Druhy proudeéni [9]

K rozliseni t&chto proudéni se vyuziva Reynoldsova ¢isla (Re), které je bezrozmémé. Cim je
Reynoldsovo ¢islo mensi, tim je proudéni lamindrnéjsi. Obecné plati, Ze je-1i Reynoldsovo ¢islo
mens$i nez 2300, tak se jedna o proudéni Cist¢ laminarni. Diky velikosti kanalki
v mikrofluidnich ¢ipech jde vzdy o tento ptipad [10], [11], [12].

R, = ’ (1)

kde p je hustota kapaliny, | délka mikrofluidniho kanalku, v primérna rychlost proudéni
kapaliny a n viskozita kapaliny.
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2.2.2 Tlak

Navier — Stokesova rovnice popisuje proudéni nestlacitelné newtonské kapaliny a zaroven se
vyuziva pro popsani laminarniho proudéni v kanalcich, kde vlivem jejich velikosti dochazi
ke ztratam tlaku [10], [13].

—_— =

En+E +F =

13

: )

%)

kde F;, je silové plisobeni vnéjSich hmotnostnich sil, F, silové plisobeni tlakovych sil, F; silové
pusobeni tfecich sil a F; je silové plisobeni setrva¢énych sil, z ¢ehoz je odvozena nasledujici
rovnice:

p(@+ﬁ-vﬁ)=—Vp+yv25+f, ?3)

kde p je hustota, v je rychlost, t je Cas, p je tlak, u je kineticka viskozita a f je soucet objemovych
sil.

2.3 Detekce membran

2.3.1 Svétlé pole

Jedna se o zobrazovaci metodu optické mikroskopie, kterd dokaZe v porovnani s lidskym okem
az 1000krat 1épe rozlisit pozorovany objekt a rozpoznat dva body ve vzdalenosti 0,15 pm [11].

Pristroj, ktery vyuziva svétlé pole se nazyva svételny mikroskop [14]. Sklada se
z mechanické a optické Casti [11]. Mechanicka ¢ast je tvofena stativem a stolkem, ktery slouzi
K ptichyceni vzorku [14]. Prvni optickd c¢ast, kondenzor, zaostfuje svétlo k osvétleni
vzorku [11]. Objektiv je tvoten soustavou cocek, ktera soustifed’uje svétlo rozptylené vzorkem
a zvétsuje skuteCny, ale prevraceny obraz. Treti Cast tvori okular, ktery je tvofen soustavou
cocek, které zobrazuji zvétSeny zdanlivy, pfimy obraz.

Svétlé pole funguje na zakladé svétla, které projde vzorkem nebo je od né&j odrazeno [15].
Nasledné prochazi ¢ockami objektivu, kde se sestavuje skutecny, prevraceny a zvetSeny obraz.
Ten je poté moZné pozorovat v okuléru.

2.3.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pokud se optika svételného mikroskopu prizptisobi fluorescenci, je mozné pozorovat rozlozeni
jednotlivych molekul ve vzorku [14]. Tyto molekuly je vSak nutné pfedem oznacit
fluorescen¢ni sondou. Diky vysoké specifité se fluorescencni mikroskopie pouziva
ke zkoumani vzorkt v biologii nebo medicing.

2.3.2.1 Fluorescence

Jev, pti kterém diky absorpci energie atomem dochazi k excitaci elektronti do vyssich hladin
a jejich naslednému vraceni do ptivodni vrstvy za emise kvanta elektromagnetického zafeni, se
nazyva luminiscence [16]. D¢li se na zaklad¢ doby trvani, a to na fosforescenci a fluorescenci.
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Fosforescence mé dobu dohasinani fadové delsi nez fluorescence a mize trvat az nékolik
sekund. Fluorescence trva okolo 10® s a je ji proto mozné pozorovat pouze po dobu dodavani
energie elektronim v atomu. Tento rozdil je dusledkem toho, Ze fluorescence probiha
ze singletového a fosforescence z tripletového stavu. Oba jevy se standardné zaznamenavaji
v Jabténskiho diagramu.
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Obrazek 4: Jabionskiho diagram zobrazujici fluorescenci a fosforescenci [11]

2.3.2.2 Fluorofory

Fluorescence se vyskytuje u molekul s aromatickymi uhlovodiky nebo heterocykly [16].
Takové struktury se oznacuji jako fluorofory a déli se na vlastni a nevlastni [11]. Vlastni
fluorescence se prirozené vyskytuje v buiice diky proteinim nebo tieba chlorofylu. Nevlastni
fluorescence je vnasena pomoci ptidani fluoroforti do vzorku, ktery sam o sob¢ tyto vlastnosti
nema. Na zéklad¢ vazby téchto molekul na vzorek se rozlisuji fluorescencni znacky a sondy.
ZnaCky se vazi kovalentné ajsou pouzivany v imunologii nebo histologii. Naopak
fluorescenéni sondy se vazi nekovalentné a je mozné je aplikovat pro analyzu membranového
potencialu.

2.3.2.3 Fluorescencni mikroskop

Mikroskop pro fluorescencni zobrazeni obsahuje tadu filtri a vyuzivd specialni osvétleni
K vytvareni obrazu vzorku [14]. Zdrojem jasného svétla je nejcastéji rtutova nebo xenonova
vybojka, ktera poskytuje uzky pas vinovych délek. Ty prochdzeji iluminatorem a ¢ockami
a zpusobuji excitaci elektroni ve fluorescenénich sondach. Aby bylo dosazeno vysokého
kontrastu, jsou objektivové Cocky 1 ilumindtor umistény na stejné stran¢ vzorku. Fluorescenéni
filtry izoluji a upravuji excitacni a emisni vinové délky. Déli se na tii druhy — excitacni filtr,
dichroické zrcadlo a emisni filtr. Excitacni filtr selektivné propousti kratky pas vinovych délek
vhodny pro excitaci elektronti. Dichroické zrcatko odrazi kratké excitacni vinové délky na
vzorek a dlouhé emisni vinové délky do okuldru. Emisni filtr propousti zafeni emitované
vzorkem a zachycuje zbytkové vinové délky.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Materialy pro mikrocip

3.1.1 Anorganické materialy

Pro vybér materidlu na vyrobu Cipu se uplatiiuje nékolik faktort. Mimo dostupnost, cenu nebo
metody zpracovani to jsou 1 fyzikalni a chemické vlastnosti jako je napt. pruznost, pruhlednost
nebo toxicita.

Sklo bylo diky znamym postupiim vyroby jednim z prvnich material, které byly pouzivany
pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipi. V roce 1996 skupina Harrison a spol. [17]. pfipravila sklenény
¢ip pro elektroforézu proteinti.

Obrazek 5: Sklenény mikrofluidni cip [7]

Nejvétsi vyhodou je optickd transparentnost, ktera umoziuje pozorovat, co se vV procesu
dgje. Jedna se o amorfni latku, ktera ma stalé fyzikalni i chemické vlastnosti a s mnoha latkami
za béznych podminek nereaguje. Je také neporézni a nevstiebava roztoky z kanalki. Diky tomu
1ze Cipy po ukonceni experimentu umyt a pouzit znovu, aniz by doslo ke kontaminaci dalsich
procest latkami z ptedchozich reakci. Na druhou stranu vSak nedochazi ani k vyméné plynt
mezi vnitinim a vnéjS§im prostfedim a material tak neni vhodny pro dlouhodobé péstovani
bunécénych kultur [12], [18].

Taveny oxid kfemicity je vysoce Ccistd forma skla, ktera se ale Spatné¢ formuje
do pozadovanych piesnych tvart a vyzaduje velmi vysoké teploty nebo pouziti nebezpecnych
chemikalii pfi vyrobé [19]. Pokud se vSak pouZije nanokompozit sloZzeny zamorfniho
praSkového  skla, polymeri (hydroxyethylmethakrylat, tetracthylenglykoldiakrylat)
a fenoxyethanolu, je mozné jej zpracovat pomoci stereolitografické 3D tiskarny s rozliSenim
nékolika desitek mikrometrti. Tento nanokompozit je velmi vhodny pro tvorbu mikrofluidnich
¢ipl, protoZze neni porézni, nevykazuje bobtnani a je odolny vi¢i mnoha chemikdliim
(napft. kyseliny, hydroxidy, alkoholy).

Vedle skla se také pouzival silikon. Je sice také transparentni a na rozdil od skla i elasticky,
ale neni idealni pro manipulaci s nebezpeénymi chemikaliemi [20] areaguje s kyslikem
a vodou [21].

Dalsi variantou anorganického materidlu je keramika [21]. Je odolnd vici vysokym
teplotam, korozi a chemicky inertni, coz ji ¢ini vhodnym materidlem k biologickym aplikacim.
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3.1.2 Polymery
Mezi nejvyuzivangj$i materialy v dnes$ni dobé patii riizné druhy polymert [20]. Polystyren je
opticky transparentni a biokompatibilni, ale naro¢ny na vyrobu. Polykarbonatové &ipy se
vyuzivaji jako elektrochemické biosenzory nebo pro PCR. Jsou velmi tepelné odolné, ale
na druhou stranu reaguji s organickymi rozpoustédly. Polymethylmethakrylat (PMMA) je
vyuzivany pro jednorazové Cipy napf. pro elektroforézu.

Nejcastéji se vSak vyuziva polydimethylsiloxan (PDMS). Diky vazbé mezi kiemikem
a kyslikem je velmi chemicky i termicky stabilni [22]. Je levny a ¢ipy jsou velmi jednoduché
na vyrobu za par hodin ve velkém mnozstvi. Jsou vSak kiehké a snadno se posSkodi. Jejich
povrch je hydrofobni, ale pokud se oSetii plazmou, stava se hydrofilnim a voda se na ném mize
zachycovat. Diky biokompatibilit¢ lze v PDMS Cc¢ipech péstovat buniky nebo vytvaret
fosfolipidové membrany. Stény jsou vSak porézni a materidl ma tak tendenci nasavat roztoky
z mikrokanalkd. Cipy je proto dobré pied pouzitim na nékolik hodin vloZit do deionizované
vody, aby se stény zaplnily a nasledné neodebiraly roztok z probihajiciho procesu. Toto
osetfeni je kvuli odpafovani u¢inné nanékolik hodin az dnl, potom hrozi napf.
u fosfolipidovych membran piili§ velké klesnuti hladiny roztoku a jeji naruseni. Zaroven jsou
proto pouze najedno pouziti, coz ale vzhledem k jednoduché a rychlé vyrobé neni velkou
prekazkou.
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Obrazek 6: Molekula PDMS [23]

3.2 Materialy na pfipravu modelovych membran

Lecithin je jiny ndzev pouzivany pro fosfolipid fosfatidylcholin [24]. Komer¢né dostupny
lecithin se vyrabi ze sdjovych bobi nebo zloutku slepi¢ich vajec [25], [26]. Sklada se
z fosfatidylcholinu (19-21 %), fosfatidylethanolaminu (8-20 %), inositolfosfatidi (20-21 %),
dalsich fosfolipida (5-11 %), s6jového oleje (33-35 %), sterolt (2-5 %) a sacharida (5 %) [24].
Jedna se o zakladni sloZzku bunéénych membran a je proto vhodny i pro tvorbu zdkladniho
modelu membrany na mikrofluidnim ¢ipu [11].
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Obrazek 7: Struktura fosfatidylcholinu [25]

Asolectin tvoii smés lecithinu, kefalinu a fosfatidylinositolu, které¢ se zde nachdzeji
ve stejném pomeéru [27]. DalSimi slozkami jsou mastné kyseliny. Diky nizSimu obsahu
lecithinu a ptimési dalSich fosfolipidi a neéistot je mozné, Ze membrana vytvorena
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membranam, ale zaroven i méné stabilni nez membrana pouze z lecithinu.

DPhPC (1,2-difytanoyl-sn-glycer-3-fosfocholin) je lipid pouzivany pro vyzkum elektro-
fyziologickych méfeni na membrang [28]. Typicky se jedna o signal asociovany s vodivosti
iontovych kanalktl v ¥adu 102 ampér. Piedpoklad pro tspé$né méfeni je vysoky elektricky
odpor lipidu. Membrany s obsahem DPhPC maji tedy vhodné elektrické vlastnosti a nizkou
propustnost iontil a vody.

3.3 Priprava a modely bunéénych membran na mikrofluidnich zarizenich

Od prvniho pokusu pfipravit fosfolipidovou membranu na mikrofluidnim ¢ipu bylo vyvinuto
mnoho technik, které umoznuji tvorbu nékolika druhti membran véetné zakomponovani dalsich
soucasti jako iontové kanaly nebo integrované proteiny. Mezi standardni zptisoby pfipravy patii
roztirani, skladani a rozbijeni vezikul [29].

3.3.1 Zakladni metody pf¥ipravy

Pti roztiraci technice se experimentalni komora rozdéli na dvé ¢asti hydrofobni nejcastéji
teflonovou piepazkou s otvorem o praméru 50-200 pum [29]. Ob¢ cCasti se zaplni vodnym
roztokem a nasledné je na obé strany ptrepazky nanesena vrstva z rozpusténych lipida. K tomu
se vyuziva tenky Stétec se sobolimi chlupy nebo sklenéna tyCinka. Vzniknou tak dvé
monovrstvy, které se pfirozenym pusobenim van der Waalsovych sil pfiblizi t€sné k sobé
aVvotvoru vytvoii dvojvrstvu. Nevyhodou této metody je vSak pfitomnost organického
rozpoustédla i po ukonceni procesu spojovani, ktera mize ovlivnit tloustku membrany.

Technika skladani vSak umoziuje, aby se rozpoustédlo béhem vytvafeni monovrstvy
na rozhrani roztok-vzduch vypatilo [29]. ZvySenim hladiny vodného roztoku dojde v otvoru
prepazky ke sloZzeni dvou monovrstev a vznikne tak membrana.

Metoda rozbijeni vezikul se vyuziva hlavné pro tvorbu membran ptichycenych k pevné
podlozce [29]. Vezikul je kulovity utvar, ktery vznika v roztocich s velmi vysokym obsahem
lipidt. Proces zacina vytvorenim téchto struktur v roztoku, které se nasledné vlozi na rovnou
podpurnou plochu. Tam se pfirozen¢ diky rozdilnym nabojim na desce a na lipidech rozbiji.
Membrany vyrobené timto zpisobem jsou vSak nehomogenni, Casto nepokryji cely povrch
podlozky apokud jsou vezikuly pfili§ blizko sebe nebo na sobé, dochazi ke wvzniku
mnohovrstevnych oblasti.

s
Jiud

Stétec

pevna podlozka

Lipid

Obrazek 8: a) membrana pripravovana roztiranim, b) membrana pripravovana skladanim,
¢) membrana pripravovand rozbijenim vezikul [29]
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3.3.2 Membrana na pevné podloZce

Pro pfipravu membran na pevné podlozce lze vyuzit i jinych metod. Technika Langmuir-
Blodgettové spociva v piemisténi monovrstvy z povrchu vodného roztoku na hydrofilni
substrat jeho tazenim vzharu z roztoku [30]. K vytvoieni fosfolipidové dvojvrstvy se pak
vyuziva Langmuir-Schaeferova metoda, kdy se substrat s monovrstvou ponoii do roztoku
s druhou monovrstvou na hladiné. Mezi nejéastéji pouzivané substraty patéi taveny oxid
kfemicity nebo borosilikatové sklo. Oba maji hydrofilni povrch a jsou hladké. Nevyhodou takto
ptipravenych fosfolipidovych membran je, Ze do nich nelze implementovat transmembranové
proteiny aprovadét nanich dalsi vyzkum. Zptsobuje to uvodni ¢ast procesu, kdy je
monovrstva s potencialnimi proteiny uvniti ulozena na hladin€ roztoku na rozhrani vzduch-
kapalina. Proteiny jsou tak v kontaktu se vzduchem a mohou nenévratné denaturovat.

Metoda lift-off se také pouziva pro tvorbu membrany na podlozce [31]. Ptipravi se roztok
s lipidy rozpusténymi v chloroformu, ve kterém se vytvaieji unilamelarni vezikuly. Ty jsou
nasledné upraveny na stejnou velikost a ve zkumavce vysuseny dusikem. Nasledné jsou
hydratovany roztokem HEPES a intenzivnim michanim zahu$tény na koncentraci 2 mM.
Po n¢kolika dalSich upravach jako je mrazeni a vystaveni vysokému tlaku je roztok nafedén
fostatovym pufrem. Malé mnozstvi tohoto roztoku pak je nakapano na silikonovy substrat
S parylenovou vrstvou, kterd jej stfidavé zakryva. Parylen se poté mechanicky odstranéni
a v mezerach, kde nebyl, vznikla dvojvrstva lipidu.

3.3.3 Vazana lipidova membrana (tBLMs)

Membrany, které se v angli¢tiné nazyvaji tethered bilayer lipid membranes (tBLMs), fesi
problém piedchoziho modelu membrany, kdy do nich nebylo mozné zavadét transmembranové
proteiny. Pouzitim kotvicich lipidi (telecheld) dochdzi k vytvofeni vrstvy mezi pevnou
podlozkou a membranou [15]. To snizuje pravdépodobnost denaturace proteinu kvuli jeho tfeni
o podlozku. Telechely se skladaji z amfifilni ¢asti, kterd s membranou, distan¢ni jednotky
udrZujici prostor mezi membranou a podlozkou, a substratové specifickou hlavicku zalozenou
na thiolech, disulfidech nebo tieba zlatu a stiibru.

Prvni fazi ptipravy je nasednuti telechelickych lipidi na podloZku za vytvoreni kovalentnich
vazeb [15]. Nasledné jsou piivedeny vezikuly, které se rozprostfou a navazou na spodni vrstvu
membrany amfifilni ¢ast telecheld.

Predpoklada se, Ze vezikuly, ze kterych vznikd membrdna, miZou obsahovat v sobé
zakomponované proteinové jednotky, jez pak bude mozné dale zkoumat [15]. Nevyhoda takto
vytvofené konstrukce ale spocivd ve velmi omezené implementaci velkych proteinovych
struktur. Zaroven neexistuje jednotna technika pro vyrobu uvazanych membran a jejich
produkce se lisi laboratof od laboratofe.

Vyznam tBLMs je tedy v moznosti studia rekonstrukce a funk¢énosti transmembranovych
proteint, a dokonce i signalnich molekul [15]. Zatim vSak bylo vyvinuto malo modelt, které
by zohlednovaly jevy na intracelularni strané.
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3.3.4 Volné zavéSena membrana

Dalsim typem jsou volné zavé$ené membrany. Mezi kritéria vzniku takové membrany a jeji
nasledné pouziti patii vysoké stabilita membrany s dobou Zivota vyssi nez 3 hodiny nebo
moznost rekonstituce membranovych proteint.

Jednou z variant jejich tvorby je vyuziti mikrofluidnich ¢iptiz PDMS s dvéma kanalky, které
se kolmo kiizi, ase zabudovanym oknem z nitridu kifemicitétho mezi nimi [32]. Jednim
kanalkem se napusti roztok elektrolytu a druhym roztok lipidi v n-dekanu za samovolného
vzniku dvojvrstvy na nitridovém okénku. Prestoze PDMS ma v n-dekanu tendenci bobtnat,
tymu Gorzny a spol. [32]. se Gsp€sné podafilo pfipravit membranu, aniz by zpusobili trvalé
poskozeni na PDMS Cipu. Pfitomnost membrany byla nasledn€¢ ovéfena pomoci
elektrochemické impendancni spektroskopie.

Skupina Ota a spol. [33] vyrobila mikrofluidni ¢ip z PDMS umoziujici tvorbu hned
nckolika membran najednou. Na jejich modelu jsou ¢tyfi rovnobézné kanalky s postrannimi
komtrkami o rozméru 17x19 um. Témito kandlky se pumpuje prvni fosfatovy pufr (PBS)
0pH 7,4. Poté se dovnitf vnese roztok lipidi rozpusténych v hexadekanu o koncentraci
10 mg-ml?, a nakonec se systém proplachne opét fosfatovym pufrem. Tento postup zajisti vnik
dvou monovrstev na rozhranich pufri-hexadekan a hexadekan-pufrz. Jak druhy pufr vytlacuje
roztok hexadekanu, dochazi na hranici kanalkd a komtirek ke spojovani obou monovrstev do
jedné dvojvrstvy. Uspésny vznik membrin je nasledné kontrolovan vizualng pomoci
fluorescen¢niho znaceni nékterych lipidl. Tento model ¢ipu i membrany byl cilené vyroben pro
zkoumani membranového transportu nenabitych molekul, které je mozné opticky pozorovat.
Zaroven je mozné zavadét membranové proteiny jako jsou iontové kanaly nebo receptory,
a opticky zjist'ovat jejich funkce.

3.4 Pozorovani struktur v mikrofluidnim ¢ipu

3.4.1 Ruzné struktury a metody

Skupina Linbo Liu a spol. [34] vytvofila mikrofluidni Cip, ve kterém pozorovala ptitomnost
manganistanovych aniontti. Hydrogel tvofeny bovinnim sérovym albuminem (BSA)
a glutaraldehydem (GA) byl v ¢ipu rozdélen na kapicky, které byly po jedné uchyceny do
samostatnych komtirek. Cip naplnény roztokem o pH 3 obsahujici manganistan byl poté ozaien
laserem o vlnové délce 488 nm a pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem. Bylo zjisténo,
ze ¢im vyssi je koncentrace manganistanu, tim rychlejsi je doba vyhasinani fluoroforu.

Mikrofluidni ¢ip pro detekci baterii Escherichia coli a Staphylococcus aureus byl vyroben
skupinou Feng Tian a spol. [35]. Cip obsahuje nanomembranu tvofenou oxidem hlinitym
a protilatkami, na které se dané bakterie zachyti. Pomoci elektrochemického biosenzoru byly
pozorovany zmény V impedanci roztokl elektrolytu. Pokud se na membrané nezachytily zadné
bakterie, elektrolyt mohl membranou voln€ prochazet a hodnota impedance byla nizka.
V ptipadé, Ze se bakterie zachytily, tak blokovaly priichod elektrolytu a hodnota impedance se
zvysila. Takovymto zpiisobem bylo mozné detekovat ptitomnost bakterii v roztoku v rozsahu
107 cfu-ml™ az 10° cfu-ml™.

Mikrofluidni systém pro snimani teploty nddorovych buné¢k byl vyvinut skupinou
Xuefei a spol. [36]. Nadorové bunky byly uchyceny v kanalcich PDMS c¢ipu. Ten se skladal
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z tenkého Ti/Pt filmu na sklenéném podkladu, izolace z SisN4 a PDMS kostry s kanalky. Ti/Pt
vrstva fungovala jako termosenzor zaloZeny na elektrodach. Po provedeni kalibrace méteni
odporu ve znamém intervalu teplot, bylo mozné naméfeny odpor Pt elektrody piepocitat
na teplotu. Rozliseni takového termosenzoru bylo 0,008 °C. Diky tomu, ze buiiky jsou umistény
na PDMS ¢ipu v kanélcich nad senzorem, je mozné snimat jejich teplotu v redlném case a pfi
reakci na rizné podnéty.

3.4.2 Umélé bunééné membrany

Jako vhodné technika pro meéfeni modeli bunécnych membran na mikrofluidnim Cipu se
ukazala opticka a fluorescencni mikroskopie [11], [33]. Skupina Ota a spol. [33] tak
pozorovala vznik uméle vytvofenych membrdn na Cipu. Pomoci znaceni texaské cCerveni
vlozené do lipidové membrany bylo mozné pozorovat jejich pfitomnost pomoci transmise
svétla a fluorescence sondy. Pokud membrana na rozhrani kanalku a komurky vznikla, sonda
ozafena laserem emitovala Cervené zafeni. Kdyz k vytvofeni membrdny nedoslo, zlstala
komitrka cerna. DetailngjSi popis mikrofluidniho €ipu a mechanismus vzniku membrén je
popsan v kapitole 3.3.4.

3.5 Vyuziti mikrofluidiky a mikrofluidnich membran

3.5.1 Mikrofluidika v analytice

Analytickd chemie pouziva mikrofluidni zafizeni v kombinaci s mikrooptickymi prvky pro
detekci  aautomatizaci  bioanalytickych  procesi [37]. Mezi  nejvétsi  prednosti
mikroelektromechanickych systémt (MEMS) patii malé potiebné mnozstvi latek (femtolitry)
nebo levna vyrobni cena. Kombinaci s optickym systémem pro detekci vinovych délek
a fluorescencnim znacenim protilatek je naptiklad mozné po osviceni laserem odd¢lit jednotlivé
bunky produkujici protilatky od neaktivnich a dale je zkoumat.

Skupina Yan Man a spol. [37] vyuzila mikrofluidniho systému pro kolorimetrickou detekci
bakterie Salmonella typhimurium v Cerstvé nakrajené zelenin€. Za pomoci thiolovanych
polystyrenovych mikrokuliéek, zlatych nanocastic, mikrofluidniho ¢ipu a aplikace na telefon je
mozné odhalit bakterie pii nizké koncentraci 6,0-10* cfu-ml* za dobu 45 minut. V piitomnosti
bakterii zlaté nanocéstice agreguji a dochdzi k barevné zmeéné.

Tymu okolo Natalii Sdndez [39] se podafilo vyvinout mikrofluidni ¢ip vhodny pro stanoveni
kyselosti vina a mostu. Pomoci optické detekce, zaloZzené na LED diodé¢ a kiemikové fotodiode,
pozorovali modré zbarveni bromthymolové modfi, kterd v pfitomnosti kyselych slozek vina
slabne. Zaiizeni dokaze detekovat kyselinu vinnou az do obsahu 0,5 g-I"! s detekénim limitem
0,004 g-I"%.

3.5.2 Pozorovani prichodu latek pies membranu

Jednou z variant transportu latek skrze membranu jsou iontové kanaly. Ca?" kanal byl
implementovan do dvojvrstvy vytvoiené na mikropipeté a byla pozorovana jeho aktivita [40].
Stimulace byla provedena pomoci nukleotida a inositol-1,4,5-trifosfatu a inhibice rutheniovou
cerveni. Dale bylo zjisténo, ze sodné ionty maji vliv na zvyseni aktivity téchto kanal.
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Upravena lipidova dvojvrstva byla také pouzita pro model wvnitini mitochondridlni
membrany, kde se nachazi cytochromy adal$i enzymy pro ziskavani energie [40]. Pro
pozorovani ptfenosu elektronti byla zvolena interakce mezi Cytochromem c¢ a Cytochrom c
peroxidazou, kde se pomoci elektrod méfila oxidace a redukce obou molekul. Bylo zjisténo, ze
rychlost pfenosu na takto vytvoieném systému je o pét az Sest fadt nizsi nez jeho standardni
rychlost v mitochondrii.

Skupina Yu Zhang a spol. [41] sestavila na membrané vytvofené na rozhrani kapicek dvou
roztokll funkéni kandly pro chloridové anionty. Prichod CI” byl pozorovan pomoci interakce
aniontu s fluorescenéni sondou 6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)quinolinum (SPQ). SPQ je citlivy
na piitomnost halogenovych skupin v roztoku a nedokaze projit skrz membranu. Diky tomu
bylo mozné pozorovat snizujici se intenzitu zafeni fluoroforu se zvysujici se koncentraci
transportovanych Cl” iontli na druhou stranu membrany.

Pozorovani prichodu molekul pfes volné zavéSenou membranu pozorovala skupina
Ota a spol. [33]. Popis mikrofluidniho ¢ipu a vznik membrany je popsan v kapitol 3.3.4
a metoda pozorovani pomoci fluorescencniho mikroskopu v kapitole 3.4.2. Pro vytvofeni
nanop6rtt V membrané byl do prvniho pufru pfidin monomer a-hemolysinu a 10 M roztok
kalceinu. Protein a-hemolysin se zac¢lenil do nasledné vytvotfené membrany. Tento proces bylo
mozné pozorovat diky tomu, ze fluorescen¢ni barvivo, uzaviené v komurce, zacalo pies vzniklé
proteinové nanopdry difundovat. Jeho koncentrace v komtrce, a tim padem i intenzita jeho
fluorescence, zacala rychle klesat. To bylo pozorovano pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Polydimethylsiloxan, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo, $arze: 0008885206
Isopropylalkohol, C3HsO, CAS: 67-64-1, lach:ner, Cistota p.a.
Aceton, C3HeO, CAS: 67-64-1, PENTA C(istota p.a.
Fluorescenéni sonda ATTO 488, Sigma, Sarze: BCBV8900, cistota pro fluorescenci

Deionizovana voda

4.2 Pristroje a pomiicky
Predvazky — Scaltec SPB 52
Ultrazvukova ¢isticka — Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H
Ptistroj na oplazmovani — CEPLANT RPS50+
Invertni mikroskop — Olympus 1X71
Lampa — X-Cite 120Q
Kamera — Olympus XM10
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4.3 Metody

4.3.1 Priprava mikrofluidniho ¢ipu

Vyroba mikrofluidniho ¢ipu se sklada ze tii ¢asti — odlévani, slepeni a zapojeni. Kifemikova
forma se strukturou kanalkt, vyrobena v piedchozi praci [11], byla umyta deionizovanou
vodou, vyfoukéana stlacenym vzduchem do sucha a vlozena do Petriho misky vylozené tfemi
vrstvami alobalu. Nasledn¢ byl v kadince smisen polydimethylsiloxan a sitovaci ¢inidlo
v poméru 10:1. Potiebné mnozstvi bylo odvazeno na predvazkach. Smés byla michana
sklenénou ty¢inkou po dobu 2 min a nasledn¢ sonifikovana po dobu 7 min, aby bylo z roztoku
odstranéno maximalni mozné mnozstvi bublin. Pro sonifikaci byla pouzita ultrazvukova
Cisticka. Poté byla smés nalita na formu. Bylo pouzito takové mnozstvi, aby bylo dosazeno
optimalni tloustky vrstvy (pfiblizn¢ 2 mm). Petriho miska byla poté umisténa do exsikatoru a
byla zapnuta vyvéva. Vytvofeny podtlak odstranil bublinky v PDMS, které zbyly i po oSetieni
ultrazvukem nebo vznikly nalévanim na formu, jak je uvedeno na obrazku ¢. 9.

‘e
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Obrazek 9: PDMS na kiremikové desticce pred odstranénim bublin v exsikatoru (A); PDMS
po odstranéni bublin (B)

V dal$im kroku byla Petriho miska umisténa do susarny po dobu 1 h a pfi teploté 80 °C.
Vytvrzené PDMS bylo ochlazeno na laboratorni teplotu a skalpelem rozfezano na jednotlivé
zaklady pro Cipy (celkem 9 ks v jednom odlitku). Ve vzniklé ¢asti ¢ipu z PDMS byl vyvrtan
ptivodni a odvodni otvor pro konektory o priméru 0,25 mm.

PDMS cast byla o€isténa pomoci sonifikace v isopropylalkoholu a sklenéné kryci skli¢ko
bylo ociSténo Vvacetonu. Ob& casti byly zvlast oSetfeny plazmou na pfistroji
CEPLANT RPS50+. PDMS bylo umisténo na drzak piistroje a bylo na néj polozeno nové kryci
sklicko, aby se PDMS nepfilepilo k piistroji. Toto sklicko bylo odstranéno po nastaveni
vzdalenosti horni plochy PDMS od plazmové hlavice na 1,5 mm. Na zafizeni bylo nastaveno
napéti 7,1 V. Tato hodnota odpovida casu 10 s, kdy drzék se vzorkem projizdi pod plazmovou
hlavici tam a zpét do vychozi polohy, a kdy plazma ptlisobi na povrch vzorku. Po skon¢eni
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procesu bylo PDMS umisténo do Petriho misky. Kryci sklicko bylo osetfeno obdobné jako
PDMS, ale po ukonceni oplazmovani bylo pfiloZeno na jiz oSetfenou PDMS ¢ast Cipu.

Poloslepené ¢ipy byly vyzihany v pfedem vyhtaté susarné na 150 °C na 25 min, poté byly
ochlazeny na pokojovou teplotu. Hotové, slepené Cipy byly umistény do nadoby
s deionizovanou vodou.

/|
Obrazek 10:Kompletni mikrofluidni ¢ip z PDMS a podlozniho sklicka osetrenych plazmou
po dobu 40 s bez vad

4.3.2 Ovéfeni pevnosti ¢ipu pod fluorescenénim mikroskopem

Cip byl vyjmut z nadoby s deionizovanou vodou, osusen a vlozen do &isté Petriho misky
podlozené ¢ernym papirem, aby byla vidét struktura kanalki. Fluorescenc¢ni sonda ATTO 488
byla nasata do injekéni stiikacky a pies pfedem vyvrtany piivodni otvor 0 velikosti 0,25 mm
vpravena dovnitt kanalk. Po osuSeni ptebytkii roztoku okolo pfivodniho otvoru byl takto
upraveny Cip vlozen do kovového drzédku pro fluorescenc¢ni mikroskop.

Pro pozorovani vnitini struktury ¢ipu byly zvoleny dvé metody — pomoci transmise
a fluorescen¢niho zateni. Ob& méfeni byla provedena na invertnim mikroskopu Olympus IX71.

Pro transmisi nebyl potieba zadny filtr, proto byla na voli¢i zvolena poloha €.6, ktera jej
neobsahuje. Na objektiv s sedesatinasobnym zvétsenim byly umistény dvé kapky deionizované
vody. Kovovy drzak s ¢ipem byl poloZen na posuvny stolek mikroskopu tak, aby kanalky byly
ptfimo nad objektivem. Po nastaveni vhodné vzdalenosti Cipu od objektivu byly nalezeny
kanalky a pomoci ¢ernobilé kamery Olympus XM10 vytvoteny digitalni snimky vzdy struktura
stény mezi kanalky, jeden ze ¢tyt kanalkd a pokud byl objeven tak i defekt v polymeru nebo
bublina v kanalku.

Pro pozorovani fluorescen¢niho zafeni sondy byl na voli¢i nastaven filtr na poloze
¢. 1 pro 365 nm. Po zakryti Cipu pied parazitickym svétlem a jeho ozafeni xenonovou lampou
X-Cite 120Q byly vytvofeny snimky vnitini struktury ¢ipu ve stejnych polohach kanalkt jako
u transmise.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Odlévani a vyfezani PDMS

Béhem odlévani PDMS (viz kapitola 4.3.1) doSlo k nékolika potizim a Gpravam ptvodniho
postupu prace [11].

Pti vykladani Petriho misky alobalem bylo zjisténo, ze jSou potieba alespon Ctyii vrstvy
nizkogramazniho alobalu nebo dvé vrstvy o vysoké gramazi. Alobal s nizkou gramazi mél
tendenci se trhat a nedokézal zabranit podtékani PDMS pod kiemikovou desticku, pfipadné
zabranit uniku PDMS mezi jeho jednotlivé vrstvy. Dochazelo tedy ke ztratam a celkova
manipulace béhem odlévani byla narocnéd kvili kiehkosti alobalu. Podtékdni PDMS pod
desti¢ku je nezadouci i z toho diivodu, Ze ji po vytvrzeni pevné obaluje z obou stran a je obtizné
polymer pozdé&ji odstranit tak, aby desticka ziistala nepoSkozena. Pii neopatrné manipulaci se
kiehka desticka mize poskrabat, popraskat nebo Gplné zlomit, a je tudiz dale nepouzitelna pro
dalsi odlévani.

Po smichani PDMS se sitovacim ¢inidlem byl do postupu vyroby ¢ipu zarazen novy krok.
Kvili efektivnéjSimu odstranéni bublin, které vznikly béhem miseni uvedenych slozek, byl
vznikly velmi visk6zni roztok v kadince sonifikovan po dobu 7 min. Po odstranény vice jak
95 % bublin byl téméf Ciry roztok nalit na kiemikovou desti¢ku a vlozen do exsikatoru. Pomoci
podtlaku byly odstranény i posledni bubliny. Pokud by k témto dvéma kroktim nedoslo, bubliny
by v PDMS ziistaly a narusily strukturu kanalku, takze by nebylo mozné v nich vytvaiet umélé
bunééné membrany. Pravdépodobné by také hustota bublin znemoznila pozorovat déni
Vv kandlcich, protoZe by diky nim PDMS nebylo ¢iré a prihledné.

Bylo ovéieno, ze teplota 80 °C po dobu 1 h je dostacujici pro vytvrzeni polymeru. Nasledné
sloupnuti PDMS probéhlo bez komplikaci.

Bylo vSak zjisténo, Ze vyfezavani jednotlivych polymernich ¢asti Cipli skalpelem musi
probihat mimo kemikovou desti¢ku, a to na Petriho misce, podlozené Gernym papirem. Cerny
papir umoznuje lepsi viditelnost odlitych kanalk pouhym okem bez nutnosti pouZiti zvétSovaci
lupy. Pokud se ¢asti vyfezavaly ptimo na desti¢ce, doslo k jejimu poSkrabani a strzeni struktury
kanalka vytvofenych pomoci mékké litografie. Na opakované odlévani byla tedy nepouZitelna.

Vyftezéavani piivodnich a odvodnich otvori o velikosti 0,25 mm je naro¢né z diivodu nutnosti
se trefit na plochu o priméru 1,5 mm pies silnou vrstvu polymeru. Jeho tloustka zkresluje
pohled na spodni stranu, kde je struktura kanalkli. Dal§im problém je odstranéni zbytkii PDMS
z vytezanych otvorl. Tim, jak jsou otvory uzké, tak se zbytky PDMS zasekavaji uprostied
téchto otvort a jdou Spatné vytahnout. Nékteré zbytky také prochazi celym PDMS a kon¢i na
spodni stran¢ ¢ipu, kde mtzou narusit samotné kanalky.

5.2 Lepeni ¢ipu

Pro lepeni vytvrzeného PDMS a kryciho skli¢ka byl pouzit pfistroj CEPLANT RPS50+.
ProtoZe dfive nebyl optimalizovan postup pro lepeni na tomto zafizeni, bylo vyzkouSeno
nekolik variant — ¢asy oplazmovani 10 s, 20 s, 30 s a 40 s a oSetfeni obou casti Cipu nebo jen
sklicka nebo jen polymeru.
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Tyto casové intervaly byly zvoleny na zakladé predchozi prace [11], kde se vSak vyuzivalo
jiného piistroje - Diener NANO Plasma cleaner. Pro oSetieni ¢asti ¢ipti plazmou byl potieba
tlak 0,5 mbar a specifické slozeni plynt — 70 % kysliku a 30 % argonu. Protoze vSak pfistroj
CEPLANT RPS50+ nepotiebuje k osetfeni plazmou podtlak a zvlada to v normdlni atmosfére,
je jeho ucinnost oplazmovani nasobné vétsi nez u pristroje Diener NANO Plasma cleaner. Pfi
atmosférickém tlaku vznika vice radikalt, které umoziuji efektivnéjsi spojeni kryciho sklicka
a polymeru. Na zéklad¢ tohoto faktu bylo ptedpokladano, ze pro uspésné slepeni kryciho
sklicka a PDMS staci kratsi doba oSetfeni plazmou nebo oSetieni jen jedné ¢asti Cipu.

5.2.1 Testovani vhodné délky oSetieni plazmou

Bylo zvoleno napéni 7,1 V, které odpovida dobé 10 s oplazmovani. Pro dosazeni delSich Casii
byl cyklus 10 s n€kolikrat opakovan.

Pfi oplazmovani obou ¢asti Cipu bylo zjisténo, ze ¢as 10s ani 20s neni dostacujici
pro samotné slepeni, pokud se PDMS a skli¢ko na sebe jen polozi a lehce pritlaci. U delSich
¢ast oSetfeni plazmou doslo ke vzniku slabé vazby mezi PDMS a sklickem — po pftiloZeni
oplazmovaného sklicka na oplazmované PDMS se ob¢ casti neoddélily, i kdyz byla zvedana
jen jedna z ¢asti.

5.2.2 Testovani doby Zihani oplazmovanych ipt

Oplazmované Cipy byly nasledné vlozeny do suSarny vyhtaté na 150 °C. Bylo zjisténo, Ze
optimalni ¢as na oSetfeni spoje teplem je 25 min. Testovani pevnosti bylo provedeno na vzorku
s dobou oplazmovani 10 s. Bylo pfedpokladano, Ze nejméné oSetieny Cip bude potiebovat
nejvice ¢asu na vznik pevného spoje. Pfi ukonceni Zihani po 15 a 20 minutach se kraje Cipu
stale odlepovaly od kryciho skli¢ka, spoj tedy stale nebyl idedlni. Cas 25 min vsak zajistil
dostate¢nou pevnost u v§ech vzork.

5.2.3 Testovani moZnosti oSetieni plazmou jen jedné ¢asti ¢ipu

Pro zjednodusSeni lepeni Cipi pomoci oSetieni jejich povrchu plazmou bylo vyzkouseno, jestli
pro uspésné slepeni staci oplazmovat jen kryci sklicko nebo jen vytvrzené PDMS. Pro kryci
sklicko byly zvoleny Casy oplazmovani 10 s, 20 s, 40 s a pro PDMS 20 s a 40 s.

Po ptiloZzeni oplazmované c¢asti ¢ipu na neoplazmovanou ¢ast doslo u vSech vzorkl
k pevnému spoji, ktery byl nasledné vyzihan v susarné vyhiaté na 150 °C po dobu 25 min.
Ochlazené cCipy byly nasledné pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem, kde bylo
ovéieno, zda spoje pevné drzi a nepodtékaji.

5.24 Problémy béhem lepeni

Vzorky pro oplazmovani se na piistroj upeviiuji pomoci oboustranné lepici pasky, aby se béhem
posuvu ¢asti piistroje nebo nastavovani vzdalenosti nepohnuly. Kryci sklicko urcené k osetieni
plazmou je vhodné&j$i umistit jen na okraj této pasky. Pokud se na ni polozi celou plochou, je
velmi pravdépodobné, Ze se béhem oplazmovani pevné piilepi k pasce. Potom jde obtizné
odlepit a velmi rychle se lame.

Béhem nastavovani vzdalenosti PDMS od plazmové hlavice je nutné se nejdiive dostat
na aroveil 0,0 mm, kdy se ob¢ Casti viditeln¢ dotykaji. Poté je mozné postupné zvétSovat
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vzdalenost az na 1,5 mm. Béhem tohoto kroku doslo k ptilepeni PDMS k plazmové hlavici.
Aby nedoslo k poskozeni, bylo u dalSich ¢ipti mezi PDMS a pfistroj vlozeno ¢€isté kryci sklicko,
které bylo po nastaveni vhodné vzdalenosti odstranéno.

Toto kryci sklicko, které mélo zabranit pfilepeni PDMS Kk plazmé, pti oddélavani piilnulo
k PDMS a §lo obtizné oddélat. Pti neopatrné manipulaci by se mohlo tlakem zlomit a poskodit
tak polymer pod nim.

Ocisténé kryci sklicko, které tvofi spodni ¢ast Cipu a uzavird kanalek, je nutné pokladat na
PDMS z jedné strany pod uhlem, ktery se postupné zmensuje. Kdyby se pokladalo vodorovné,
doslo by ke vzniku velkych vzduchovych bublin uzavienych mezi slepenymi okraji ¢ipu jako
je vidét na obrazku ¢. 11. Pii pokladani pod thlem je Sance vzniku bublin i jejich velikosti
mensi. Pokud dojde K jejich vytvoteni v oblasti struktury kanalkd, je ¢ip nepouzitelny pro dalsi
pozorovani. V takovém piipadé kanalky nedokazi udrzet vstfikované roztoky, Cip netésni
a umélé bunééné membrany by s velmi vysokou pravdépodobnosti nevznikly.

Obrazek 11: Slepeny PDMS cip s viditelnou strukturou kandlkii v Petriho misce podloZené
Cernym papirem. V levé casti Cipu se nachazi svétle Seda skvrna, ktera je tvorena vzduchovou
bublinou uzavrenou mezi krycim sklickem a polymerem.

5.3 Ovéreni pevnosti ¢ipia pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Pro ovéfeni pevnosti €ipll byly zvoleny vzorky vyrobené tfemi metodami. Prvni se zabyvala
optimalizaci vhodné doby oplazmovani obou ¢asti Cipu (sklicka i polymeru)
v ¢asovych intervalech po 10s, 20s, 30 s a 40 s. Druha metoda ovéfovala, zda pro Gspésné
slepeni sta¢i plazmou oSetfit jen sklicko v intervalech 10s, 20s a 40 s nebo jen polymer
v intervalech 20 s a 40 s. Tietim zptisobem bylo méfeni Casové zavislosti pevnosti ¢ipu v fadu
nékolika dni az tydnt od slepeni.

5.3.1 Ovéreni pevnosti ¢ipt oSetFenych plazmou po riznou dobu

Pro pozorovéni pod fluorescenénim mikroskopem byl jako prvni vybran Cip, ktery mél oSetteny
ob¢ Casti plazmou po dobu 20 S. Pozorovani pod mikroskopem pomoci transmise ukazalo
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hladké, rovné stény vsech ¢tyt kanalkd i komurek v nich. Nebyly v nich vidét zadné bublinky
ani defekty v polymeru. Pti zobrazeni pomoci fluorescence sondy bylo zjisténo, Ze roztok
spravné zatekl do vSech kanalkt i komurek a pro naplnéni ¢ipu tudiz staéi stiikacka s jehlou.

Obrdazek 12: Struktura kandlku Cipu s obémi castmi oSetrenymi plazmou po dobu 20 s pod
Sfluorescencnim mikroskopem pri Sedesatinasobném zvétseni — cernobila (A), v pseudobarve
(B),; uvedené meritko ma rozmer 10 um

Na zdklad¢ snimkl na obrazku €. 12 bylo usouzeno, Ze oplazmovani kryciho sklicka
i polymeru po dobu 20 s je dostacujici pro vytvoieni pevného spoje. Fluorescen¢ni sonda
na snimku B zafi jasn¢ pouze v kandlku. Struktura komtrek je jasné a ztetelné viditelna. Diky
tomu, ze tento Cip pevné drzi a nepodtéka, bylo predpokladano, ze Cipy s obéma Castmi
oSetfenymi plazmou po dobu delsi, nez je 20 s, budou také v poradku. Byly proto ponechany
v nadob¢ s deionizovanou vodou a byla na nich méfena Casova zavislost pevnosti spoje
v tydennich intervalech popsana v kapitole 5.3.3.

5.3.2 Ovéreni pevnosti ¢ipt S jednou ¢asti oSetfenou plazmou

5.3.2.1 Pozorovani ipu s oplazmovanym krycim skli¢kem po dobu 10 s

Pti pozorovani ¢ipu, ktery mél po dobu 10 s oplazmované pouze kryci sklicko bylo zjisténo, ze
piestoZe ob¢ €asti fyzicky drzi u sebe, netésné natolik, aby udrzely roztok v kanalcich. Obrazek
¢. 13 na snimku A zobrazuje strukturu jednoho z kanalkd viditelnou diky transmisi svétla.
Kanalek i komiirky je mozné rozlisit od stény PDMS, ale jsou piekryty shluky kulatych bublin,
které¢ znemoziuji efektivni zaostfeni. Bubliny se nachazeji nejen v oblasti kanalku, ale
I v mistech, kde by sténa tvofena polymerem méla pevné vazat na kryci sklicko.

Na snimku B je zobrazeni pomoci pozorovéani fluorescenéni sondy. Strukturu kanalkt
a komtirek nelze vibec rozlisit od stény. Tmava mista jsou tvofena vzduchovymi bublinami,
které fluorescenéni sondu neobsahuji.

Kwvili bublindm v oblasti spoje mezi PDMS a krycim sklickem na snimku A a nemoZnosti
rozlisit strukturu kandlku na snimku B bylo usouzeno, Ze Cip netésni. OSetieni pouze
podlozniho sklicka plazmou po dobu 10 s proto neni dostacujici pro vytvoreni pevného spoje
mezi obéma ¢astmi Cipu.
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Obrazek 13: Struktura kanalku cipu s krycim sklickem osetrenym plazmou po dobu
10 s pod fluorescencnim mikroskopem pri Sedesatindsobném zvétseni — transmise (A),
fluorescencni zobrazeni v pseudobarve (B); uvedené meritko ma rozmeér 10 um

5.3.2.2 Pozorovani Cipu s oplazmovanym krycim sklickem po dobu 20 s

Jako dalsi byl testovan Cip, kde bylo kryci sklicko osetfeno plazmou po dobu 20 s. Po vyjmuti
z deionizované vody a osuSeni se vSak ¢ip rozpadnul. Tésné predtim, nez se tak stalo, byla
zpozorovana velkd vzduchova kapsa mezi sklickem a polymerem, kterd zabirala velkou ¢ést
uprostied ¢ipu. Kryci skli¢ko tak piiléhalo k piili§ malé plose PDMS na to, aby dokazalo déle
udrzet kanalky uzaviené. Ke vzniku vzduchové kapsy doslo pravdépodobn¢ béhem kompletace
¢ipu, kdy sklicko nebylo ptiklddano pod dostatecné malym uhlem a ¢ast vzduchu nestihla
uniknout.

Kvuli odlepeni kryciho sklicka nebylo mozné ¢ip ani naplnit fluorescenéni sondou, ani
pozorovat pod mikroskopem. Diky samovolnému uplnému zniceni c¢ipu bylo proto
vyhodnoceno, Ze ani oplazmovani kryciho sklicka po dobu 20 s neni dostacujici.

5.3.2.3 Pozorovani Cipu s oplazmovanym krycim sklickem po dobu 40 s

Cip s krycim sklickem osetienym plazmou po dobu 40 s byl naplnén fluorescenéni sondou
a zkouman pod fluorescenénim mikroskopem. Na obrazku ¢. 14, snimku A je mozné pozorovat
sténu tvofenou PDMS mezi dvéma kanalky. Levy kanalek je dobfe viditelny, bez rusivych
elementil. Pravy kanalek je vSak plny bublin, které za¢inaji uz v ptlce st€ény mezi kanalky.

Na snimku B je viditelné €isté rozhrani mezi jasné&jsi a slabsi fluorescenci sondy. Strukturu
kanalkt nelze rozlisit. Je to zplisobeno vzduchovou bublinou, kterd mohla vzniknout béhem
prikladani Cerstvé oplazmovaného kryciho sklicka na polymer a diky slabému spoji se mohla
zveétsit béhem zihani v suSarné. Fluorescencni sonda zcela vytlacila vzduch z levého kanalku
ajen castecné zpravého, kde zlistaly malé bubliny. Jasnéjs$i zafe v levém kanalku je
pravdépodobné zpusobena vétsi mezerou mezi krycim sklickem a polymerem nez u pravého
kanalku. Kanélek tak osahuje vice fluorescencni sondy, kterd ve vétsi vrstvé jasnéji zari. Kvali
vzniku vzduchové bubliny a vytvoreni bublinek v kandlku po napusténi fluorescen¢ni sondou
bylo usouzeno, Ze oplazmovani kryciho skli¢ka po dobu 40 s také neni dostacujici.
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Obrazek 14: Struktura stény mezi kandlky cipu s krycim sklickem oSetrenym plazmou po
dobu 40 s pod fluorescencnim mikroskopem pri Sedesatinasobném zvétseni — transmise (A),
fluorescencni zobrazeni V pseudobarve (B); uvedené meritko ma rozmeér 10 um

5.3.2.4 Pozorovani Cipu s oplazmovanym PDMS po dobu 20 s

U transmisniho zobrazeni ¢ipu s PDMS oSetfenym plazmou po dobu 20 s je na obrazku ¢. 15,
snimku A moZné pozorovat jasnou strukturu kanalkl a komtirek. Nejsou v ném obsazeny zadné
bubliny, které by rusily pozorovani. Na pravé stén¢ kanalku u prostfedni komurky jsou vsak
viditelné dva tmavsi defekty v polymeru. K jejich vzniku pravdépodobné doslo béhem odlévani
na kfemikové desticce. Mohla na ni zbyt smitka, ktera se odlila a poté odpadla. Dalsi variantou
je mozné popraskani vytvrzeného polymeru béhem sloupavani z desticky, kdy uvolnéna cast
polymeru ziistala pfichycend na desticce.

Pfi fluorescen¢nim zobrazeni na snimku B je struktura kanalka také zietelné vidét. Defekty,
zpozorované na snimku A, zde zafi jasnéji néz jeho okoli. Na zaklad¢ toho bylo usouzeno, Ze
se jedna o dutiny, které se naplnily véts§im mnozstvim fluorescencni sondy. Ta ve vétsi vrstve
zafi jasnéji nez v okoli.

Vznik defekti vSak negativné ovlivituje jen nejblizsi komurky. V ostatnich neporusenych
komurkach by membrany vznikaly bez problémi a defekty by na né¢ nemély Zadny vliv.
Na zaklad¢ jasné viditelnosti kanalki bez bublin bylo vyhodnoceno, Ze oSetfeni polymeru
plazmou po dobu 20 s je dostacujici pro vznik pevné spoje, a tudiz i vhodného ¢ipu.
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Obrazek 15: Struktura kanalku s defektem na cipu s PDMS osetienym plazmou po dobu
20 s pod fluorescencnim mikroskopem pri Sedesdtinasobném zvétseni — transmise (A),
fluorescencni zobrazeni v pseudobarve (B); uvedené meritko ma rozmeér 10 um

5.3.2.5 Pozorovani Cipu s oplazmovanym PDMS po dobu 40 s

Pti pozorovani ¢ipu s oplazmovanym polymerem po dobu 40 s bylo objeveno nékolik necistot.
Obrazek ¢. 16, snimek A ukazuje mimo svétleSedé fleky, které jsou patrné i U predchozich Cipt,
1 dva tmavsi. Mlze se jednat o smitka prachu. Pokud by se smitka v kanalcich nachazela
ve vétsim mnozstvi a ve vice Cipech, bylo by vhodné zvazit vyrobu Cipt v Cistych prostorech
laboratofe. Dale je na levé stén¢€ kanalku viditelny defekt v polymeru.

Na snimku B je mozné pozorovat zietelnou strukturu kandlkd a komiirek. Nalevo je vSak
jasnéji zafici misto, které odpovida poloze defektu viditelného na snimku A. Kvili kulatému
tvaru se vSak s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o dutinu vzniklou diky vzduchové bubliné.
Tato mikrobublina pravdépodobné ziistala i po odstraiovani bublin z ¢erstvé nalitého polymeru
v exsikatoru. Pii plnéni kanalkl byl vzduch vytlacen fluorescenéni sondou ve vétsi vrstve, nez
je v kanalku, a proto zafi jasnéji. Protoze je struktura kanalkt jasné viditelna a defekt vznikl
pravdépodobné béhem odlévani, a ne béhem lepeni, bylo vyhodnoceno, ze oplazmovani pouze
polymeru po dobu 40 s je vhodné pro tvorbu pevného ¢ipu.

Obrazek 16: Struktura kanalku s defektem na cipu s PDMS oSetienym plazmou po dobu
40 s pod fluorescencnim mikroskopem pri Sedesdtindsobném zvétseni — transmise (A),
fluorescencni zobrazeni v pseudobarvé (B),; uvedené méritko ma rozmer 10 um
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5.3.3 Casova zavislost pevnosti ¢ipi

Pro méteni Casové zavislosti pevnosti Cipti byly zvoleny Cipy s oplazmovanym krycim sklickem
i polymerem po dobu 20 s a 30 s. Od slepeni az po pozorovani pod mikroskopem byly oba Cipy
po celou dobu skladovany v supercisté vodé.

Cip o$etieny plazmou po dobu 20 s byl pozorovan pod mikroskopem osmy den po slepeni.
Nevykazoval znamky poskozeni a nepodtékal. Podrobnéjsi stav ¢ipu je popsan v kapitole 5.3.1.

Cip oSetieny plazmou po dobu 30sbyl pod mikroskopem pozorovan patnacty den
po slepeni. Na obrazku ¢. 17, snimku A, je vidét struktura kanalkli i komtrek. Nejsou v ni
viditelné zadné defekty ani bubliny. Na snimku B je vSak patrné, Ze fluorescencni sonda zatekla
1 mimo kanalky a sviti na celé pozorované oblasti. To se mohlo stat pouze v ptipadé, ze spoj
mezi sklickem a PDMS v ¢ase patnacti dnt nevydrzel a povolil. Maximalni doba, kdy je Cip
po slepeni pevny a pouzitelny, je krats$i nez patnact dni.

Obrazek 17: Struktura kandlku cipu s obémi castmi oSetrenymi plazmou po dobu 30 s pod
fluorescencnim mikroskopem pri Sedesatinasobném zvétseni — transmise (A), fluorescencni
zobrazeni v pseudobarvé (B), uvedené méritko ma rozmeér 10 um

5.3.4 Problémy béhem piipravy ¢ipu a pozorovani pod mikroskopem

Pfi nabirani roztoku fluorescen¢ni sondy do plastové stiikacky s jehlou je tfeba davat pozor,
aby se do ni nedostaly bublinky vzduchu. Pokud by se spolu s roztokem dostaly do cipu,
znemoznily by dobré pozorovani struktury kanalk.

Takeé je nutné davat pozor, aby se uzk4, ostré jehla nedostala mimo ptivodni otvor o velikosti
0,25 mm. Poskodila by polymer v okoli otvoru a mohla by vytvofrit praskliny, kterymi by roztok
pfi plnéni Cipu unikal.

Osuseni Cipli po vyjmuti ze supercCisté vody se nesmi provadét klasickou buni¢inou nebo
ubrouskem. Zanechaly by na povrchu skli¢ka i polymeru vlékna, ktera by rusila pozorovani pod
mikroskopem. Pfi neopatrném otirani by se smitka mohla dostat i do vnitini struktury Cipu
a mohla by snizit priichodnost kanalkti. Obdobné to plati i pro osuseni piebytkl fluorescencni
sondy po naplnéni ¢ipu.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo provést optimalizaci vyroby mikrofluidniho ¢ipu vhodného pro tvorbu
umélych bunéénych membran. Podle zadani byla vypracovana reSerSe v oblasti mikrofluidnich
modelll bunéénych membran a byly popsany rizné metody jejich vyroby a vyuziti. V ramci
toho byly vyhledany i nékteré modely mikrofluidnich ¢ipt vhodné pro tvorbu téchto membran
a materialy, ze kterych se Cipy vyrabi. Na zaklad¢ téchto poznatkt byly vyrobeny a pozorovany
mikrofluidni ¢ipy z polydimethylsiloxanu.

Béhem experimentalni ¢asti doslo k nékolika problémiim, které vsak byly uspésné vyieseny
a jsou bliZe rozepsany u jednotlivych kapitol. Také diky nim byl optimalizovan postup vyroby
polymerového Cipu Vv ramcei laboratoii FCH VUT. Jako prvni se smichd PDMS a sitovaci
¢inidlo v poméru 10:1 a je provedena sonifikace po dobu 7 min. Po naliti na kifemikovou
desti¢ku v Petriho misce se nasledné cely systém vlozi do exsikatoru, kde se odstrani zbylé
bublinky. Vytvrzeni polymeru probihé v susarné vyhiaté na 80 °C po dobu 1 h. Cipy, ochlazené
na laboratorni teplotu, Se vyfezaji a skladuji v ¢isté Petriho misce. Pied oSetfenim plazmou se
PDMS ¢isti sonifikaci v isopropanolu. Samotné oplazmovani kryciho sklicka i polymeru
probihd pii napéti 7,1 V po dobu 40s. Slepené Cipy se poté skladuji v supercisté vodé
v uzaviené nadobé. Pokud je tieba ové&fit pevnost Cipu, tak se injekéni stiikackou s jehlou
do ¢ipu vpravi fluorescenéni sonda a Cip se pozoruje pomoci transmise a fluorescenéniho
zobrazeni na fluorescen¢nim mikroskopu.

Dal8i mozna optimalizace vyroby tohoto typu ¢ipu spocivaji ve zjiSténi, zda je nutné
plazmou oSetfovat 1 PDMS i kryci sklicko po dobu 40 s. Slibné se zdaji 1 varianty oSetfeni pouze
PDMS po dobu 20 s a 40 s. MoZznym experimentem pro tuto otazku je vyrobit n¢kolik Cipt
od kazdé varianty a ovéfit jejich pevnost v ¢ase. Nejvhodnéjsim ¢ipem poté bude ten, ktery
vydrzi pevny nejdéle. Také je tieba najit vhodny postup pro pfipevnéni konektorti k otvorim
Vv ¢ipu.

Budouci vyuziti Cipu spociva ve vyrobé umélych bunécnych membran ve struktuie kanalkt
a komiirek. Pokud budou uspé$né vytvoreny, tak bude mozné sledovat jejich stabilitu v riznych
prostiedich. Také do nich pravdépodobné bude mozné vlozit kanalky a pozorovat, jak jimi
prochazeji rizné latky. Témito experimenty se bude zabyvat navazujici diplomova prace.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
DPhPC

GA
HEPES
MEMS
PCR
PDMS
PMMA
SPQ

tBLMs

adenosintrifosfat

1,2-difytanoyl-sn-glycer-3-fosfocholin

glutaraldehyd
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova kyselina
mikroelektomechanické systémy

polymerédzova fetézova reakce

polydimethylsiloxan

polymethylmethakrylat
6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)quinolinum

vazana lipidova membrana
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