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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva modelaci membran v jednokanalovém mikrofluidnim cipu. Popisuje podminky
tvorby modelovych membran v ipech s kanalky o riznych sitkach. Byl vypracovan novy postup plnéni
¢ipli pfi pozorovani, ktery umoznuje kontrolu ¢ipu z hlediska jeho priichodnosti a zaroven ho dokaze
naplnit fyziologickym roztokem. Dale byla zpracovéana data na zakladé poctu vytvorenych a prasklych
membran v mikrofluidnich Gipech. Tato statistika bere v potaz stav biomembran u kazdé velikosti
kanalku pii vSech zvolenych rychlostech priutoku. I pies velké mnozstvi komplikaci jsou na zakladé
téchto vysledkti popsané vyhody i nevyhody vSech vybranych kanalkd.

ABSTRACT

This work deals with the modelation of artificial cellular membranes in a single channel microfluidic
chip. It describes the conditions under which the model membranes are created in channels that are of
three different widths. A new method of filling such chips was developed where it is possible to check
if the chip is ready to use and at the same time fill it up with saline solution. Furthermore data based on
the number of created and burst membranes in microfluidic chips was processed. This statistic takes into
consideration the state of these artificial membranes in correlation with all of the chosen sizes and flow
rates. Altough there were many complications while gathering this data it is still possible to use it to
describe all the benefits and disadvantages of these channels.
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1 UVOD

Bunika je zakladni slozkou organismu. Je ohrani¢ena dvojvrstvou fosfolipidi, ktera ji chrani a zajistuje
ruzné interakce s okolim, jako naptiklad transport zivin a odpadnich latek ¢i komunikaci s ostatnimi

buiikami. Na zaklad¢ vnéjsich a vnitinich faktorti se méni jeji sloZeni a struktura, coz zna¢né komplikuje
jeji pozorovani a charakterizaci.

Mikrofluidni Cipy jsou vhodné pro vyzkum bunéénych membran, protoze poskytuji idealni prostiedi pro
sledovani jejich chovani a vlastnosti v riznych podminkach. To vSe lze v mikrofluidnich kanalcich
presné matematicky modelovat. Zaroven je mozné snadno ménit potfebné parametry, coz umoziuje 1épe
definovat podminky vzniku membran.

Tato prace se zabyva reSer§i na téma modelace membran v jednokandlovém mikrofluidnim Cipu.
Popisuje slozeni, strukturu a rizné modely membran na mikrofluidnich Cipech a jejich charakteristiku
vV mikrofluidnim prostfedi. Experimentalni ¢ast zahrnuje vznik a stabilitu téchto membran v ramci
ruznych rychlosti pratokd a Sifek kanalkt.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunééna membrana

Burika je zékladni stavebni a funk¢ni jednotka zivych organismi. Je to nejmensi zivy ttvar schopny
samostatné existence a rozmnozovani. Je vzZdy ohrani¢ena membranou, ktera reguluje pronikani latek
dovnitt a ven. Také udé€luje bunce tvar a poskytuje ji ochranu. Kazda bunka ma svij vlastni
proteosynteticky aparat a metabolicky systém, umoziiujici vytvafet a vyuzivat energii. Podle stavby
rozdélujeme buiiky na dva odlisné typy: prokaryoticka a eukaryoticka. Na rozdil od prokaryotickych
coz umoziuje regulaci metabolickych drah. Eukaryotické buiiky slouzi i jako funkéni jednotky. Mezi
prokaryota se fadi napt. bakterie, sinice, prochlorofyty a mezi eukaryotické organismy patfi: rostliny,
houby a Zivocichové. [1]

2.1.1 Struktura membriny

Bunécénd membrana je prevazné slozena z dvojvrstvy fosfolipidli uspotaddanych tak, ze fet€zce mastnych
kyselin (hydrofobni konce) sméfuji k sob€ a hydrofilni hlavicky sloZzené z cholinu, fosfatu a glycerolu,
sméfuji od sebe, a Z molekul bilkovin, které mohou byt bud’ zcasti nebo upln¢ zanoiené do dané
dvojvrstvy fosfolipidi. Toto uspofadani umoziuje molekuldm lipidi volny pohyb po celé plose
membrany, a tak popfipadé zapliiovat volna mista (poskozeni bunky). Proto jsou tyto membrany
povaZovany za vysoce flexibilni a fluidni. Obsahuje také cholesterol, ktery napomaha tomu, aby se
fosfolipidy pfili§ neprohybaly a zbyteéné nepfemistovaly. [1]

Lipidy obsahujici molekuly cukru a glycerolu neboli takzvané glykolipidy jsou soucasti vnéjsi ¢asti
fosfolipidové dvojvrstvy. Na povrchu membrany jsou asymetricky rozlozené a tvori spolu vrstvu zvanou
glykokalyx. Ta je tvofena z vodikovych vazeb (mezi cukry) a van der Waalsovych sil (mezi
uhlovodikovymi fetézci). Hlavni funkci glykolipidii je komunikace s okolnim prostfedim. Umoznuji tak
V podstaté vzajemné rozpoznavani mezi buitkami a také chrani buiiku pfed potencionalnimi hrozbami
(napt. viry, degradativni enzymy, nizké pH, atd.). [2]

Jak jiz bylo zminéno, tak bilkoviny nebo také proteiny jsou velkou soucasti bunécné membrany a jsou
rozdéleny do tii kategorii. Proteiny na povrchu membrany, c¢éastecné ponofené bilkoviny
a transmembranové proteiny, které prochazi skrze obé vrstvy fosfolipidil. Tyto proteiny lze dale rozdélit
podle funkce na katalytické, transportni a receptorové. [3,4]

Dalsi diilezitou slozkou je lecitin, ktery je soucésti vnéjsi bunééné membrany. Jeho molekula se sklada
z glycerolu, aktivované kyseliny fosforecné, cholinu a dvou acylovych zbytkii mastnych kyselin, od
¢ehoz se odviji jeho trividlni nazev fosfatidylcholin. Slouzi k poskytovani opory, udrzovani permeability
a bunééné signalizaci. [4]
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Obrdazek 1: Struktura bunécné membrany [5]

2.1.2 Semipermeabilita membrany

Nejdalezitéjsi vlastnosti membrany je vSak jeji polopropustnost, ktera umoziuje prichod zivindm
dovnitf, ¢i odpadnim latkam ven z bunky. Existuji dva zpusoby transportu latek skrz bunécnou
membranu — pasivni a aktivni transport. Pasivné mohou nékteré molekuly pies membranu prostupovat
jednoduse, jako napiiklad molekuly rozpustné v lipidech, které do urcité velikosti mohou projit pfimo
pres dvojvrstvu, a kyslik, ktery pfes plazmatickou membranu mtize difundovat. Pti difuzi neni tfeba
dodavat zaddnou energii, jelikoZ je to spontdnni pohyb molekul z oblasti o vyssi koncentraci do oblasti
s niz8i koncentraci neboli tzv. ve sméru koncentratniho gradientu. Zvlastnim piipadem difuze je
osmoza, pii které pres membranu za pomoci specialnich proteint pronikaji molekuly vody, avSak bez
spotfeby energie. Je tak regulovdno mnoZzstvi vody prochdzejici membranou, ¢imz se udrzuje ur€ity
osmoticky tlak v bunce.
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Obrazek 2: Aktivni a pasivni transport [6]

Aktivni transport na membranach probiha za spotfeby energie a buiika k nému vyuziva bilkovinnych
pienasecl jako jsou napiiklad iontové pumpy, jelikoz nabité ionty nemohou prochazet pfes membranu.
Tento zpiisob transportu také umoznuje pritbéh i proti koncentra¢nimu spadu. Aktivni transport se déli
na primdrn¢ a sekundarné zprostfedkovany aktivni transport. Primarni transport latek vyuziva energie
ve form¢& ATP na prenaSeCovém proteinu, ktery napiiklad tvoii Na*/K* pumpu, a zavisi na poctu téchto
proteinti na membrang a jejich transportni rychlosti. Sekundarné aktivni transport je tzv. spfazeny, coz
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znamena Ze je kombinaci pasivniho a aktivniho transportu. Jsou znamé dva typy sptazeného priniku.
Symport, kdy dvé molekuly prochazi ve stejném sméru, a antiport, kde jeden druh molekuly proniké
dovnitt a druhy prochdzi ven z buiiky. Tyto iontové kanaly umoziuji prichod jen specifickym iontiim,
jsou tedy iontove selektivni, avSak funguji na bazi volné diftize. Maji schopnost se otevirat ¢i uzavirat,
coz umoznuje regulaci pfijimanych nabitych castic. Pory jsou iontové kandly, které nejsou schopné se
uzavirat, a tudiz jsou stale oteviené. Prichodnost iontli témito pory je tedy zavisla na jejich tvaru,
poloméru, a na tom, zda jsou kladné€ ¢i zaporné nabité. Dale existuji kanaly fizené napétim, u kterych
jejich pruchodnost zavisi na potencialu vzniklém na obou strandch membrany, a kanaly fizené ligandem,
které jsou uzaviené, dokud se na né€ nenavaze dana molekula. [1,3]

_Symportovany ion

Transportovana
molekula —e @

Lipidova
dvojvrstva

Antiportovany ion

Uniport Symport Antiport

~
Sprazeny transport

Obrazek 3: Symport a antiport [6]

2.2 Mikrofluidika

Mikrofluidika se zabyva pritokem kapaliny skrze kanalky, které musi byt alespot v jednom sméru
v rozmezi jednoho az nékolika desitek mikrometrd. MiZeme ji povazovat za samotny védecky obor,
ktery studuje chovani kapalin v mikrokanalcich anebo jako technologii vyroby mikrofluidnich zatizeni
typu ,lab-on-a-chip” (miniaturni zafizeni, na kterém mohou byt provedeny vice vzorkové analyzy). Mezi
béZné pouzivané kapaliny patii smési elektrolyti s ptidavkem biomolekularnich komponent.
Mikrofluidika tudiz zahrnuje praci s nabitymi ¢asticemi, coz z ni déla multidisciplinarni obor spojujici
fyziku, biochemii, chemii, nanotechnologie a biotechnologie. [4,7,8]

Mikrofluidni €ipy jsou vyhodné, jelikoz dokazou zkondenzovat nékolik postupti v laboratofi do jednoho
malého zafizeni, které je levnéjsi, energeticky méné narocné, prenosné, a hlavné lehce aplikovatelné.
Z hlediska pouzitého objemu roztoku jsou tyto Cipy velice ekologickég, jelikoZ je tieba jen malé mnoZzstvi
(nano az pikolitr) k provedeni rtiznych chemickych procest. To je ¢ini vyhodné pro analytické vyuziti.
Mizou byt pouZity i ke komplexnim analyzam. [7,8]

2.2.1 Proudéni kapalin

Proudéni je pohyb kapalin, kde pfevazuje posun cCastic tekutiny jednim smérem. Trajektorie te€chto
molekul se vyznacuje proudnicemi, pficemz kazdd molekula ma urcitou rychlost. Existuji dva typy
proudéni: turbulentni a laminarni. Turbulentni proudéni je chaotické a nedokézeme piedvidat pozici
Castice v Case, protoze v kapalin€ vznik4 vir. Jednotlive vrstvy se nahodné€ promichavaji, a proto mizou
nékteré molekuly ztracet rychlost. Laminarni proudéni je naopak predvidatelné a proudnice jsou v tomto
piipadé rovnobézné, coz znamend, Ze dokazeme urcit polohu ¢astic v ¢ase. Tento typ je preferovany
i Z toho dtivodu, Ze se souvislym proudem lze 1épe manipulovat. [4,9]
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Obrazek 4: Lamindrni a turbulentni proudéni [10]

Na zakladé takzvaného Reynoldsova cisla (Re) rozliSujeme typ proudéni. Je to bezrozmeérna velicina
a pokud je hodnota Re nizsi jak 2300 tak je proudéni povazovano za laminarni. Vychazi-1i hodnoty vyssi
jak 2300 tak jde o proudéni turbulentni. V piipadé mikrofluidnich ¢ipti se vzdy bude jednat o laminarni
proudéni, vzhledem k velikosti kanalk®. [7,9]

R, =L "

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

2.2.2 Navier-Stokesova rovnice

V mikrokanalcich vzniké tlakova ztrata, zptisobena tienim vzhledem k jejich malym rozmértim. Proto
se vyuziva Navier-Stokesova rovnice, ktera popisuje proudéni nestlacitelné newtonské kapaliny, ktera
proudi mikrokanalky. [4,11]

Fp+ Fp+ F+=F )

kde Fm je silové pusobeni vnéjsich hmotnostnich sil, F, silové ptisobeni tlakovych sil, F; je silové
pusobeni tiecich sil a Fs je silové plisobeni setrvacnych sil, z ¢ehoZ je odvozena nasledujici rovnice:

v - - - s
p(a—:+v-Vv)=—Vp+,uV2v+f (3)
kde p je hustota, v je rychlost, t je ¢as, p je tlak, # je kineticka viskozita a f je souéet objemovych sil.

2.2.3 Tvorba toku

Kvytvofeni proudu v mikrofluidnich ¢ipech muze byt vyuzito dvou existujicich
metod: elektrokineticky tok a tlakem pohanény tok. Elektrokineticky tok vyuziva elektroosmotického
pumpovani kapaliny, pii kterém se vytvoii elektrickd dvojvrstva na povrchu kanalku, pfi¢emz dany
povrch musi byt elektricky nabity. Pohyb kapaliny je poté vyvolan piisobicim elektrickym polem, nacez
se ionty ve dvojvrstvé budou pohybovat k opacné nabité elektrode. V ptipadé, Ze je kanalek zavieny,
tak kapalina zacne recirkulovat a rychlost pratoku kapaliny se vyznamné zmensi. Proto je v tomto
ptipadé vyhodnéjsi mit kanalek otevieny, jelikoz pro tento ptipad je tok jednotny po celé Sifce kanalku.
Tlakem pohanény tok zahrnuje pumpovani kapaliny mikrokanalky za pomoci injekéni pumpy. Tento
typ Cerpadla ma pozitivni posun, coz napomaha v kanalku vytvaret parabolicky rychlostni profil, ktery
souvisi se zakladnim zakonem mechaniky, kde rychlost kapaliny na sténé musi byt nulova. Je to
vyhodna a levna metoda vzhledem k tomu, Ze je lehce reprodukovatelna a aplikovatelna v porovnani
s metodou elektrokinetického toku. [11]



2.3 Detekce membran

Opticka mikroskopie je rozsahly obor, ktery vyuziva teorie i aplikaci optiky k zobrazeni struktur, které
nejsou viditelné pouhym okem. K tomu se pouzivaji mikroskopy, které se skladaji z objektivu, coz je
soustava Cocek, které funguji jako jedna spojna ¢ocka, okularu, sestavajiciho opét ze soustavy cocek,
a zdroje svétla. Zobrazovaci metody optické mikroskopie se déli bud’ podle zptisobu usporadani opticke
soustavy, nebo na podle druhu pouzitého zafeni. Konkrétné se jednd o metody: fazovy kontrast,
konfokalni mikroskopie, fluorescen¢ni mikroskopie, ultrafialova a infraGervend mikroskopie atd.
[12,13]

2.3.1 Metoda svételného pole

Jedné se o metodu, ktera ma v porovnani s lidskym okem schopnost 1000krat 1épe rozlisit pozorovany
objekt. Diky vlastnostem objektivu a typu zafeni, které jim prochazi, je tento mikroskop schopen
rozpoznat dva body ve vzdalenosti az 0,15 um. [4]

Svételny mikroskop se skladd z mechanické a optické ¢asti. Mechanicka ¢ast sestava ze stativu a stolku.
Opticka ¢ast je sloZena ze tii spojnych soustav, a to ze zdroje svétla (kondenzoru), objektivu s malou
ohniskovou vzdalenosti, ktery zobrazuje skutecny, pfevraceny predmét, a okularu naopak vytvarejiciho
zdanlivy, pfimy obraz. [12,13]

Svétlé pole je zakladni metoda, kterda vyuziva svételného kuzelu prochdzejiciho nebo odrazeného
vzorkem. V objektivu se nasledné vytvoii skute¢ny, pfevraceny a zvétSeny obraz, ktery lze pozorovat
pies okular. Metoda se takto nazyva, protoze obrys objektu se v okularu jevi jako obklopeny svétlym
polem. [13]

2.3.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Zakladem fluorescencni mikroskopie jsou chemické latky zvané fluorochromy, které se navazou na
pozorované molekuly a poté excituji svétlem o urcité vinové délce. Po ozafeni jsou pak schopny sami
vyzafovat svétlo o vys§i vlnové délce. Proto nachazi vyuziti pifi zkoumani vzorkll naptiklad
v mikrobiologii nebo medicing. [14]

Fluorescenéni mikroskop je specidlni typ optického mikroskopu, ktery vyuziva rtutovych nebo
xenonovych vybojek a fluorescencnich filtrii k zobrazeni rtiznych struktur. Existuji i dvé metody
pozorovani — v odrazeném svétle (epifluorescence) a v prochazejicim svétle (diafluorescence), pricemz
se spiSe vyuziva epifluorescencich mikroskopti. Excita¢ni svétlo u nich prochazi objektivem a dopada
na vzorek ze shora. Fluorescencni filtr rozhoduje o tom, které vinové délky budou na preparat dopadat.
Je to kostka slozena z excitacniho filtru, dichroického zrcadla a emisniho filtru. Excita¢ni filtr propousti
pouze kratké pasy vlnovych délek, které jsou potiebné k excitaci vzorku. Dichroické zrcadlo odrazi
dlouhé emisni vinové délky do okularu a kratkovlnné zareni odrazi na vzorek. Emisni filtr propousti
zateni emitované vzorkem a zachycuje zbytkové vinové délky. V kostce jsou tyto slozky uspofadany
tak, Ze stény jsou tvoreny filtry a dichroické zrcadlo je umisténo do uhlopricky. V zavislosti na
studovaném vzorku 1ze kostky ménit dle potieby. [13,14]

Fluorescence

Je to typ luminiscence, coz je d¢€j, pii kterém latka emituje svétlo, ve formé viditelného, infra¢erveného
nebo ultrafialového zateni, diky svému excitovanému stavu. Excitace, stav pfti kterém elektrony zacnou
obsazovat vysSi energetické hladiny, 1ze dosdhnout nékolika riznymi zpisoby. V piipadé excitace
elektromagnetickym zafenim se jedna o fotoluminiscenci, ktera se dale déli podle toho, jestli elektron
ptechazi z tripletového ¢i singletového stavu na fosforescenci a fluorescenci. [14,15]
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Obrazek 5: Jablonskiho diagram [16]

Fluorescence ma relativné kratkou dobu dohasinani v porovnani s fosforescenci, ktera je fadove delsi.
Vzniké, kdyz excitovany elektron ve vyssi vrstvé prechazi na nizsi hladinu, kde se ptebytecnd energie
pfeméni na zéafeni. Z divodu kratké doby trvani je tfeba pfi sledovani fluorescence neustale excitovat
pouzitou chemickou latku. Princip fluorescence (i fosforescence) nejlépe popisuje Jabtonski diagram,
kde je prubeh fluorescence zaznamenan jako piechod elektronu ze singletového stavu Si do pivodniho
stavu So. Popisuje také chovani elektronu pii celém procesu, ktery ma tii stupné. Prvnim stupném je
excitace, druhym je excitovany stav, ktery trva jen velmi kratkou dobu, a tietim stupném je emise.
[14,15]

Fluorescenc¢ni barviva

Organické molekuly vétSinou nemaji schopnost fluorescence. Ta se spiSe vyskytuje jen u aromatickych
slouc¢enin jako jsou molekuly aromatickych uhlovodikii a heterocykld. Mezi né patii naptiklad rhodamin
B, chinin a fluorescein. Fluorescen¢ni barviva neboli fluorofory Ize také délit na vnitini a vn€jsi. Vnitini
fluorofory jsou schopné fluorescence, pti¢emz jsou také i vlastni buiice (pfirozen¢ se v ni vyskytuji),
coz jsou naptiklad proteiny nebo chlorofyl. Vnéjsi fluorofory jsou vyuzivany k oznacovani biologickych
vzorkd, které nejsou schopny samostatné fluorescence. Ty pak rozdé€lujeme podle typu vazby, které
vznikaji mezi vzorkem a fluoroforem, na fluorescenéni sondy a znacky. Sondy vytvaii nekovalentni
vazby, pfi¢emZ méni i své fluorescenéni vlastnosti. Jsou velice specifické a existuji naptiklad sondy
citlivé na polaritu prostfedi a proteinové sondy. Znacky se naopak vazou kovalentné a nejcastéji se
pouzivaji k oznacovani proteintl, coz je vyznamné naptiklad pro imunologii nebo histologii. [14,15]

Fluorescein je jeden z nejpouzivangjsich fluorofort. Je to synteticka organicka latka, ktera se vyuziva
v mnoha oborech napiiklad v biochemii, fotochemii a mediciné. Ve vodé ma excitacni maximum
pii 489 nm a emisni maximum pii 512 nm. Jeho schopnost absorbovat zafeni zavisi na pH prostiedi ve

11



kterém se nachazi, coz je veelku nevyhodné, jelikoz to znamena, ze je pouZitelny pouze v prostiedi, kde
se pH pohybuje kolem 3-6. V tomto aspektu jsou lepsi jina barviva napiiklad Oregonova zeleit nebo
Rhodaminova zeleti. [17,18]

2.4 Vyroba mikrofluidniho ¢ipu

Pfi vyrobé mikro€ipt je mozno vyuzit velkého mnozstvi riznych materiald ¢i procesnich kroki. Diky
této rozmanitosti mize byt pripraveno mnoho rtznorodych zafizeni, avSak v soucasnosti se spiSe
vyuziva mekke litografie PDMS (polydimethylsiloxanu). Proces vyroby sestava ze ctyt krokti. Prvnim
krokem je fotolitografie neboli vzorovani, pfi kterém se vzor ptenese na material. Druhym krokem je
depozice tenké vrstvy, pfi kterém je na materialu vypéstovana nebo na néj nanesena tenka vrstva.
V tietim kroku probiha leptani, kde jsou podle vzoru selektivné odstranény casti materialu. Poslednim
krokem je spojovani, pii kterém se spoji dva materidly dohromady. [19]

2.4.1 Materialy pro mikrofluidni ¢ipy

24

prostupnost, toxicita nebo také prihlednost. Mimo to jsou vyznamné i faktory jako cena, trvanlivost,
dostupnost a naro¢nost zpracovani. Mezi prvni materiadly vyuzivané pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipti
byly sklo a kiemik, a to z toho dtivodu, Ze byly vhodné, dostupné a v tehdejsi dobé osvédcené. Sklo je
také vyhodné z hlediska jeho optické prihlednosti. Je to stala amorfni latka, ktera reaguje pouze s malou
skupinou vybranych chemickych latek. [9,19]

Dal$im pouzitelnym materialem jsou plasty, a to pievazné z toho dtivodu, Ze jsou levné a lze je vyuzit
k velkovyrob¢ jednorazovych ¢ipu. Jsou vsak nevyhodné z hlediska stability a autofluorescence. Proto
se spiSe vyuZzivaji v klinickych aplikacich. [19]

Dale se vyuziva polymert jako jsou napiiklad polystyren, ktery je biokompatibilni a dostate¢né
prihledny, ale tézky na vyrobu, cyklické olefinové kopolymery (COC), polymetylmetakrylat (PMMA)
a polydimethylsiloxan (PDMS). Polykarbonatové ¢ipy jsou velmi odolné vici teplu a jSou transparentni.
Jejich nevyhodou je v8ak to, Ze snadno reaguji s organickymi rozpoustédly, a proto se spiSe vyuzivaji
jako elektrochemické biosenzory, pro PCR a detekce patogenti. PMMA ¢Cipy jsou levné, opticky Ciré a
malo hydrofobni. PouZivaji se jako jednorazové ¢ipy pro elektroforézy a DNA sekvencovani. [9,19,21]

CH3 CH; CHg

HC — Si— Q —— Si— 0 —— Si— CH,

CHS CH3 CH3

Obrazek 6: Molekula polymeru PDMS [20]

Nejcastéji se vSak vyuziva PDMS, ktery je chemicky vysoce stabilni a velmi tepelné odolny diky svym
vazbam mezi kyslikem a kiemikem. Cipy z n&j Ize vyrabét masové, jelikoZ je jejich vyroba jednoducha
arelativné levna. Polydimethylsiloxan se jednoduse prichytava na sklo a je opticky ¢iry. Taky je ve své
puvodni formé hydrofobni, coz mize byt problém pii plnéni mikrokanalkd. Stava se hydrofilnim pouze
Vv ptipad¢, kdy je oSetfen plazmou. Je vhodny pro kultivaci bun¢k a tvorbu fosfolipidovych membran.
Avsak je také porézni, coZ znamena, Ze mize nasavat do urcité kapacity roztoky. Lze vSak vyuZzit
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deionizované vody, do které se PDMS vlozi na n¢kolik hodin, aby se stény zaplnily a nevstiebavaly
pouzivané roztoky. Tento efekt vSak vydrzi pouze né€kolik dni, takze je po oSetfeni idedlni vyuzit
ptipraveny Cip co nejdiive. Takto oSetiené Cipy jsou jen jednorazové. [21,22]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Priprava fosfolipidovych membran

Lecitin, jinym nazvem fosfatidylcholin, je jednou ze zakladnich slozek bunécnych membran. Je slozen
z 19-21 % fosfatidylcholinu, 8-20 % fosfatidylethanolaminu, 20-21 % inolfosfatidt, 5-11 % jinych
fosfatidi, 2-5 % sterolti a 5 % sacharidt. Vyrabi se ze s6jovych bobil nebo Zloutk slepicich vajec. Smés
lecitinu, sefalinu, fosfatidylinositolu, které jsou zhruba ve stejném pomeéru, a malého mnozstvi

mikrofluidnim ¢ipu. [4,23,25]

Pro fyziologickd méfeni na membrané se pouziva synteticky lipid 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPhPC), ktery disponuje velkou elektrickou rezistenci. Membranové systémy
obsahujici DPhPC se vyznacuji vhodnymi elektrickymi vlastnostmi a nizkou propustnosti iontti a vody.
[26]

3.1.1 Metody pripravy

Mezi prvni objevené zplisoby piipravy patii metoda roztirani dvojvrstvy z lipidového rezervoaru, kde
se tvoii fosfolipidové dvojvrstvy skrze otvor v teflonové piepazce, ktera oddéluje dvé vodna prostiedi.
Po pridani monovrstvy lipida dratem ¢i Stétcem na obé€ vodné faze se pak ob¢ hladiny pfiblizi k sob¢ za
pomoci van der Waalsovych sil a zacnou tak v otvoru tvofit lipidovou dvojvrstvu. Pfitomnost
organického rozpoustédla po dokonceni spojovani vrstev vS§ak mize ovlivnit tloustku membrany, coz
je v celku nevyhodné. [27,28]

Pfi metod¢€ vezikularni fuze unilamelarni vezikuly adsorbuji na povrch pevné podlozky. Vezikul miize
vzniknout v roztocich s vysokou koncentraci lipidi, které se pozdéji uspotadaji do kulovitého tvaru. Po
naneseni na pevnou podlozku poté vezikuly praskaji kvili rozdilnym nabojim mezi nimi a podlozkou.
Zacne tim tak vznikat spojita fosfolipidova dvojvrstva, ktera je vSak nehomogenni a nepokryva tak cely
povrch podlozky. Muze také dochazet ke vzniku mnohovrstevnatych oblasti, jestlize vezikuly budou
v piili§ malé vzdalenosti od sebe. [28,29]

Langmuir-Blodgettova technika

Langmuir-Blodgettova technika je zalozena na pifeneseni lipidové vrstvy z rozhrani vzduch-voda na
pevny podklad. Monovrstva se pfemisti z povrchu vody tazenim vzhiiru z roztoku a umisti se na
hydrofilni povrch. Substrat s monovrstvou se poté ponoti do roztoku, ktery ma na svém povrchu téz
monovrstvu lipidi a vznika tak fosfolipidova dvojvrstva. Jako substraty s hydrofilnim povrchem se
nejcastéji pouzivaji borosilikatové sklo a taveny oxid kiemicity. S takto pfipravenymi membranami vSak
nelze provadet dalsi vyzkum, a to z toho diivodu, Ze do nich nemtzeme ptidat zadné transmembranové
proteiny. Ty by se totiz mohli pii kontaktu se vzduchem denaturovat. [28,30]

Metoda lift-off

Pii metodé lift-off se obdobné jak u Langmuir-Blodgettovy techniky pracuje s pevnym podkladem.
Nejdtive je tfeba vytvorit unilamelarni vezikuly v roztoku lipidi rozpusténych v chloroformu, které jsou
nasledné upraveny na stejnou velikost a ususeny dusikem. Déle se pouzije roztok HEPES, ktery je
hydratuje a za intenzivniho michani jsou zahustény na koncentraci 2 mM. Dal§im krokem je mrazeni,
které rozdéli smés lipidd a ptipravi ji tak na naslednou filtraci za vysokého tlaku polykarbonatovymi
filtry. Poslednim krokem je nafedéni roztoku fosfatovym pufrem. Mensi mnozstvi takto pfipraveného
roztoku se poté aplikuje na silikonovou podlozku s parylenovou vrstvou, ktera ji stiidavé zakryva. Po

mechanickém odstranéni této vrstvy se v mezerach vytvoii dvojvrstva fosfolipida. [31]
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Vazana lipidova membrana

. Tethered bilayer lipids membranes” ve zkratce tBLMs, jsou modely membran, do kterych lze zavadét
transmembranové proteiny, coZ nebylo mozné u piedchozich metod. Tento zptsob tvorby lipidovych
membran je zaloZen na kotvicich lipidech, diky nimz je mozné vytvofit vrstvu mezi pevnym podkladem
a membranou. Proteiny jsou tak 1épe chranéné pfed denaturaci, kterd je Casto zpisobena tfenim o pevny
podklad. Kotvici lipidy neboli telechely jsou slozeny ze tii molekularnich ¢asti: z amfifilu, ktery se stane
proximalni ¢asti monovrstvy ve finalni fosfolipidové dvojvrstve, z distan¢ni jednotky, jejiz funkce je
udrzovat prostor mezi pevnou podlozkou a membranou a ze substratove specifické hlavicky zalozené
na thiolech, disulfidech, zlatu nebo stiibru. [32]

Prvnim krokem pfi pfipravé timto zptsobem je aplikace roztoku s kotvicimi lipidy na pevnou podlozku,
kde se tyto lipidy kovalentné navazou na jeji povrch. Dal§im krokem je pridavek vezikul, které se
rozprostfou a navazi jak na amfifilni ¢ast kotvicich lipidd, tak i na spodni vrstvu membrany. V téchto
vezikulech mohou byt obsaZeny zkoumané zakomponované proteiny. Nicméné tato metoda je velmi
limitovana vzhledem k integraci membranovych proteini s velkymi podjednotkami. [32]

Vazané lipidové membrany jsou vyznamné z hlediska rekonstrukce a funkénosti membranovych
proteind i signalnich molekul. Av§ak zptisob vyroby téchto membran zavisi na postupu dané laboratote,
a je tedy omezena z technického hlediska, jelikoz nelze vyuzit specifickych lipid. Zatim proto nebyly
vyvinuty modely, které by 1épe napodobovali biologické membrany. [32]

Volné zavésena membrana

Takto pripravené membrany vznikaji vytvofenim fosfolipidové dvojvrstvy pfes otvor mezi dvéma
vodnymi prostfedimi. Aby s nimi Slo dale pracovat, musi byt tyto membrany vysoce stabilni, proteiny
nesmi byt schopné se piemistovat a hlavné musi byt schopné vydrzet déle jak 3 hodiny, aniz by se
rozpadly. [33]

Jeden zptisob jejich vyroby objevili Pantoja et al., ktefi pouzili smes fosfolipid a dekanu, a vytvofili
tak pres 200 pum tlusty por v kiemikovém waferu fosfolipidovou dvojvrstvu, kterd byla horizontalné
orientovand. Aby dosahli pérti o rozmérech 100-200 pm, kterymi by mohli vést draselné kanalky, tak
silanizovali vrstvu kfemiku, coz zvysilo hydrofobicitu povrchu a zaroven podpotilo adhezi fosfolipidové
smési. Takto pfipraveny mikrocip lze vyuzit pro méfeni elektrickych vlastnosti iontovych kanalka. [34]

Skupina Gorzny et al. vyrobila ¢ip z PDMS a nitridu kfemicitého, na kterém se poté vytvari dvojvrstva
fosfolipidti. Cipy sestdvaji ze dvou kandlkil, co se navzijem kolmo kiiZi a slouzi k napusténi ipu
roztokem fosfolipidi v n-dekanu a roztokem elektrolytu, pti¢emz kazdy kanalek nalezi jednotlivé smési.
N-dekan je v§ak nevhodné rozpoustédlo, jelikoz diky nému bobtna PDMS, coz miize vést k posSkozeni
¢ipu. I pfesto se v tomto piipadé tspésné podafilo vytvorit membranu. [35]

Obdobny mikro¢ip z PDMS vyrobila skupina Ota et al., ktery ale poskytuje moznost vytvaret nékolik
membran najednou. Sestavd ze Ctyf rovnobézné jdoucich mikrokanalkd s postrannimi komurkami.
Nejdiive se kanalky napusti fosfatovym pufrem a nasledné se do nich napumpuje roztok lipida

v hexadekanu o koncentraci 10 mg/ml. Poslednim krokem je opétovny vyplach kanalkt fosfatovym
pufrem, diky ¢emuz vzniknou dvé monovrstvy mezi pufrem a hexadekanem. Tim, Ze se kanalky
naposled napusti pufrem, dochazi ke spojovani monovrstev na hranicich komurek ve dvojvrstvu, coz je
mozné sledovat za pomoci fluorescencniho mikroskopu diky oznaceni fluoreskujicimi lipidy. Je tak
mozné opticky zkoumat naptiklad iontové kanalky nebo receptory. [36]
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3.2 Metody pozorovani struktur

MikrocCip vyrobeny skupinou Liu a spol. z hydrogelu slozeného z hovéziho sérového albuminu, byl
pouzit k pozorovani manganistanovych iontii. Hydrogel byl pfipraveny metodou sprejového suseni, kde
byl pouzit glutaraldehyd jako rozpoustédlo. Vznikly tak kapicky, které byly poté napustény do Cipu
a zachytily se v ptipravenych komurkach. Mikrokanalky se potom naplnily roztokem manganistanu
o nizkém pH, ktery byl nasledn¢€ ozéfen laserem, jehoz vinova délka byla 488 nm. Roztok byl zkouman
pod fluorescenénim mikroskopem a bylo zjisténo, Ze manganistan s rostouci koncentraci zkracuje dobu
zivota fluorofort. [37]

Skupina Liao a spol. vyrobila ¢ip tvofeny nanomembranou z oxidu hlinitého, ktery slouzi k detekci
bakterii. Protilatky spole¢né s membranou mohou zachytit dané bakterie. Pfitomnost byla detekovana
na zakladé impedance za pomoci elektrochemického biosenzoru. V pfitomnosti bakterii se impedance
roztoku elektrolytli zvySuje a v neptitomnosti je naopak hodnota impedance nizka, jelikoz je roztok
schopen protéci mikrokanalkem, aniz by byl bakteriemi blokovan. Detekéni limit ve vzorcich byl kolem
10° CFU/ml béhem 25minutového méfeni. [38]

Pro zkoumani nadorovych bunék byl skupinou Zhao et al. vyroben mikrofluidni ¢ip, ktery byl schopen
snimat teplotu t&chto bun&k. Cip byl slozen z PDMS, ve kterém byly kanélky, tenkého filmu platiny,
ktery fungoval jako tepelny senzor, na sklenéné podlozce a z vrstvy SisNs slouzici k tepelné izolaci.
Nadorové bunky byly zachyceny ve struktute typu C uvnité mikroCipu, kde diky statické adhezi mohly
rust. Na zakladé odporu platinového filmu, ktery mél funkci elektrody, byla provedena kalibrace pfi
riznych teplotdich ve znamém rozsahu, coz umoznilo pfevod odporu elektrody na teplotu. Takto
sestrojeny Cip umoziuje snimat teplotu nadorovych bungk, jelikoz je s nimi ve styku platinovy film, pfi
reakci na rtizné podnéty. [39]

3.2.1 Modely bunéénych membran

Skupina Ota et al. pozorovala ume€l¢ bunécné membrany na mikroCipu za pomoci optické
a fluorescencni mikroskopie, coz se ukazalo byt nejvhodnéjsi technikou zkoumani téchto modelt.
Fosfolipidové membrany pozorovali za pomoci zakomponovani fluorescen¢ni sondy do membranové
dvojvrstvy, coz v jejich piipadé byla texaska Cerven. Ta byla excitovana ¢ervenym laserem a poté
emitovala ¢ervené zafeni. V ptipadé, Ze v kanalcich a komirkach vznikla fosfolipidova membrana, tak
bylo pfi pozorovani patrné jiz zminéné Cervené zafeni. V opacném ptipadé, kdy na rozhrani
kanalek/komora membrana nevznikla, tak k vyzafeni svétla nedoslo a komora zistala ¢erna. [36]

3.3 Praktické vyuziti mikrocipi

Tien a Ottova vytvorili membranu, ve které byl vlozeny iontovy kanalek. Ten byl do fosfolipidové
dvojvrstvy implantovan mikropipetou. Na takto pfipravené membran€ mohly byt zkoumany procesy
transportd latek. Aktivita kanalku mohla byt ovlivnéna inositol-1,4,5-trifosfatem, nukleotidy
a rutheniovou Gerveni. [40]

Tento tym vytvoril i model vnitini mitochondrialni membrany za pomoci fosfolipidové dvojvrstvy
S pfidanymi enzymy a cytochromy, které¢ simulovaly vytvéfeni energie v mitochondriich. Cytochrom c
je maly membranovy protein, ktery prenasi elektrony mezi cytochromem b-c a cytochrom peroxidaza
komplexem v dychacim cyklu mitochondrii. Lze tak za pomoci elektrod méfit oxidaci a redukci molekul
a tim pozorovat samotny pfenos elektront. Bylo tak zjisténo, ze vznik komplexu neni nutny pro pienos
elektronii a miiZze byt nahrazen membranovou dvojvrstvou lipida. [40]
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Skupina Ota et al pozorovala na voln¢ zavésené membrané prichodnost molekul. Mohli to tak zkoumat
diky jiz zminénému Cipu, co tato skupina vyrobila. Pfi pozorovani vyuzili a-hemolysinu, ktery byl
pfidan do pufru jako roztok v kalceinu. Vznikla tak membrana, ktera obsahovala a-hemolysin, ktery
bylo mozno sledovat diky fluorescecni mikroskopii, jelikoz bylo v membrané zakomponované
i fluorescecni barvivo. Zjistili, Ze intenzita fluorescence spolu s koncentraci barviva zacala prudce
klesat. [36]

Skupina Zhang a spol. vytvotila pomoci techniky mikrofluidnich kapi¢ek membrany, do kterych mohou
byt zakomponovany chloridové iontové kanalky (CLIC1). Byla pouzita fluorescen¢ni sonda 6-methoxy-
N-(3-sulfopropyl)quinolinium, ktera reaguje na halogenidové ionty zménou intenzity zafeni. Cim vyssi
byla koncentrace Cl" na druh¢ strané membrany, kam byly transportovany, tim méné zarila fluorescenéni
sonda SPQ. [41]

3.3.1 Vyuziti v analytické chemii

Analyticka chemie pouzivad mikrofluidni zafizeni v kombinaci s mikrooptickymi prvky pro detekci
a automatizaci bioanalytickych procest. Mikroelektromechanické systémy jsou vyhodné z hlediska
levné vyrobni ceny a z divodu nizké spotieby vzorki. Lze je kombinovat s fluorescenénimi mikroskopy
napiiklad pfi zkoumani bun¢k, kde je mozné pomoci fluoroford oznacit buiniky produkujici specifické
protilatky. [42]

Skupina Sandez a spol. vyrobila mikrofluidni Cip s mikroanalyzérem s automatizovanym prutokem ke
stanoveni kyselych slozek ve viné. Mezi konvenéni metody stanoveni pH vina patii acidobazicka titrace,
kde se vyuziva potenciometrického nebo kolorimetrického (na fenolftalein nebo bromthymolovou
modf) zptsobu pro stanoveni konce titrace. Detekce kyselin ve vzorku je zaloZzena na barevné zméné
bromthymolové modfi v pfitomnosti kyselého prostfedi. Tato zména je detekovdna kiemikovou
fotodiodou. Takto sestrojeny Cip ma detekcni limit 0,5 g/l a je tak vhodny jako nahrada vice konvencnich
metoda naptiklad titrace vina (neutralizaci). [43]

Skupiné Man et al se podatilo vyvinout mikro¢ip s biosenzorem pro barevnou detekci Salmonella
typhimurium v zeleninovych produktech. Biosenzor se sklada ze zlatych nanocastic a thiolovanych
polystyrenovych kuli¢ek. Zlaté nanocastice jsou idealni pro kolorimetrickou detekei, jelikoz jsou
senzitivni na plasmonovou rezonanci v agregatnim stavu, coZ zpusobuje zietelnou barevnou zménu.
Thiolované polystyrenové kulicky byly zvoleny kvili jejich vysoké chemicke stabilité, velkému poctu
funkénich skupin na povrchu a moznosti Gpravy velikosti ¢astic. Zaroven bylo vyuzito mikroventili,
zachytavaly necistoty a umoziovaly tak opétovné pouziti mikroCipu. Za pomoci mobilni aplikace je
tento ¢ip schopny béhem 45 minut detekovat bakterie pfi relativné nizké koncentraci 6-10! cfu/ml. [44]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Aceton, lach:ner, CAS: 67-67-1

HCl p.a., >35 %, lach:ner, CAS: 7647-01-0, ¢.5.: PP/2014/05946
Hexadekan, Sigma-Aldrich, Lot: #SHBG3884V

Hexadekan, Sigma-Aldrich, Lot: PS 06262LS

Chloroform AG., Penta, ¢.8.: 2805180523

K2HPO4-3H,0 p.a., Penta, CAS: 16788-51-1, ¢.5.: 18062906616
KH2PO4 p.a., Penta, CAS: 7778-77-0, ¢.5.: 1805180516

L-a-phosphatydilcholine (Egg, chicken), 1 g, Avanti, Lot: EPC-608

LED/UV FLEX gel, RUSCONA s.r.0.
NaCl p.a., Penta, CAS: 7647-14-5, ¢.5.: 2106210616
NaOH mikropelety p.a., CAS: 1310-73-2, index.¢.: 011-002-00-6

PDMS, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo, ¢. §.: (10)0008885206
PDMS, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo, ¢. §.: HO47M3J067

Rhodamin 6G, 99 %, Aldrich, CAS: 989-38-8

4.2 Pristroje a pomiicky

Invertni mikroskop — Olympus 1X71

Kamera — Olympus XM10

Lampa — X-Cite 120Q

Mikrofluidni pumpa — dLSP 500 Digital Syringe Pump; Longer
Piedvazky — Scaltec SPB 52

Ptistroj na oplazmovani — CERPLANT RPS50+

Ultrazvukova Cisticka — Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H

UV/LED lampa — 48W/60W
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4.3 Metody
4.3.1 Vyroba mikrofluidniho ¢ipu

Nejdiive byla kiemikova forma, kterd obsahovala strukturu kanalkd o rtznych Sitkach (100, 200
a 300 um) umyta deionizovanou vodou a poté ususena stlatenym vzduchem. Nasledné byla Petriho
miska vyloZena tfemi vrstvami alobalu, do kterych byla forma umisténa a na krajich zabalena. Potom
byl do malé 50-100 ml kadinky odlit polydimethylsiloxan a sitovaci ¢inidlo v hmotnostnim poméru
10:1. Smés byla michéna po dobu 1-2 minut sklenénou ty¢inkou. Poté byla kadinka se smési vlozena do
ultrazvukové Cisticky po dobu 10 minut, za Gcelem odstranéni vétSiny vzduchovych bublin. Smés byla
posléze nalita na kemikovou formu. Petriho miska s formou byla umisténa do exsikatoru, ve kterém
byl za pomoci membranové vyvévy vytvoren podtlak. Po obnoveni tlaku do ptivodniho stavu byly
odstranény zbyvajici bubliny.

O

Obrdazek T7: Rozlozeni kandlku na kiemikovém waferu (Vlevo — schéma waferu, vpravo — fotka waferu)

Petriho miska byla nésledné¢ umisténa do suSarny po dobu 1 hodiny pfi teplot¢ 80 °C. Poté bylo
vytvrzené PDMS zchlazeno na laboratorni teplotu. Jednotliva téla ¢ipti byla potom vyfezana z formy
a rozdélena podle velikosti kanalkli. Pivodnich 9 tél ¢ipa bylo do jednotlivych skupin rozfazeno po
3 kusech. Nasledné byly do ¢ipt vyhloubeny jehlou diry pro ptivodni a odvodni konektory. Takto
ptipravené PDMS ¢asti byly posléze sonifikovany v isopropylalkoholu.

Nasledné byly na ptistroji CEPLANT RPS50+ oplazmovany PDMS ¢asti (strany s kanalky). K témto
¢astem byl posléze oplazmovan stejny pocet krycich skli¢ek, nejlépe do 30 minut od oplazmovani
PDMS ¢asti. Pred kazdym oSetfenim byla u plazmové hlavice nastavena vzdalenost od PDMS nebo
skli¢ka na 1,5 mm. Na pfistroji bylo nastaveno napéti 10 V, coz odpovida délce oSetieni 84 sekund. Obé
Casti byly po oSetfeni slepeny tak, Ze sklicko bylo opatrné pfiloZeno a poté mirné pfitlaceno k PDMS
casti. Takto pfipravené Cipy byly posléze vyzihany v suSarné predehiaté na 150 °C po dobu 30 minut.
Poté byly do ¢ipt zavedeny konektory, které k nim byly posléze i ptilepeny. Po uplynuti 24 hodin
(tuhnuti lepidla) byly ¢ipy skladovany v nadob¢ s deionizovanou vodou.
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4.3.2 Priprava pumpy

K vyrobé pumpy byla pouzita inzulinova stfikacka (0,5 ml), ktera byla poté naplnéna roztokem PBS
(fosfatovy pufr) o hodnoté pH 7,4. Ke stiikacce byla nasledné pfipojena hadi¢ka o délce 40 cm tak, ze
byly slepeny nékolika vrstvami gelu, ktery tuhne 1-2 minuty pod UV svétlem. Poté byla hadicka
naplnéna roztokem ze stiikacky tak, aby se pfedeslo tvorbé bublin vné hadi¢ky. Potom byla hadicka
naplnéna nejdfive roztokem lecitinu v hexadekanu a pak opét roztokem PBS.

4.3.3 Roztoky

Byl pfipraven fosfatovy pufr o objemu 250 ml. Do cca 200 ml deionizované vody bylo navdzeno
0,0768 g KH2PO4; 0,3371 g K:HPO, a 2,194 g NaCl. Posléze bylo do roztoku po kapkach ptidan
1 M roztok HCI nebo 1M roztok NaOH tak, aby mél pH rovno 7,4. Pufr se doplnil na 250 ml a vysledny
roztok m¢l iontovou silu 10 mM.

Byl piipraven roztok lectinu v chloroformu o koncentraci 250 g/l a objemu 1 ml. Za pomoci
analytickych vah bylo navazeno 0,25 g lecitinu, ktery byl nasledovné rozpustén ve vialce obsahujici
1 ml chloroformu. Aby se lecitin rozpustil rychleji, tak byl pouzity vortex, ktery smés dukladné
promichal. Poté bylo odebrano 40 pl z roztoku lecitinu v chloroformu a dané mnozstvi bylo odpateno
v digestofi.

Roztok lecitinu v hexadekanu o koncentraci 10 g/l byl pfipraven tak, Ze se do vialky s odpafenymi
40 pl roztoku lecitinu v chloroformu napipetoval 1 ml hexadekanu a lecitin ve smési byl opét za pomoci
vortexu rozpuStén. Takto pfipraveny roztok byl skladovan za laboratorni teploty za stalého
promichavani.

4.3.4 Pozorovani membran pod mikroskopem

Cip byl vyjmut z nadoby s deionizovanou vodou a osusen. Stifkacka byla umisténa do mikrofluidni
pumpy a za pomoci dvou kombinovanych klesti byla hadi¢ka piipojena na konektor &ipu. Cip byl poté
upevnén v kovovém drzaku. Mikroskop byl zapnut a zaostien na mikrofluidni kanalek. Pro pozorovani
byla zvolena poloha €. 6, kterd neobsahuje filtr, a tak umoziuje sledovani struktury kanalku pomoci
transmise. Na mikrofluidni pumpé byl nastaven jeden z priitokl a parametry dané stiikacky. Po spusténi
pumpy bylo mozné pozorovat vznikajici membrany.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Neprichozi kanalky

Béhem napousténi ¢ipt roztokem PBS bylo za pomoci mikroskopu zjisténo, ze u velkého poctu Cipit
jsou kandlky nepriichozi. Pfi razeni otvorii do téla PDMS v nich totiz obcas ziistane maly kousek
polymeru, ktery nejde odstranit za pomoci ¢isténi v ultrazvuku. Proto byly raznice nahrazeny jehlou, se
kterou byly otvory tvofeny tak, Ze prosla skrz celou PDMS ¢ast. Bylo predpokladano, ze jehla projde,
aniz by za sebou zanechavala jakékoliv zbytky polymeru. Takto pfipravené Cipy sice byly prichodnéjsi,
ale k tomu, aby u nékterych ¢ip dochazelo k pritoku, musela byt stiikacka stlacena bud’ ruéné nebo
byl na pumpé nastaven vétsi prutok. Poté byly Cipy priichozi, avSak takovéto Cipy stale nebyly vhodné
pro meéfeni, a to ztoho divodu, ze roztoky, které by prochazely cipem v daném potadi
(viz kapitola 4.3.2), by jim prosly piili$ velkou rychlosti na to, aby se v ¢ipu vytvofily membrany.

Proto byl nasledovné upraven postup piipravy pumpy tak, ze hadicka stiikacky byla naplnéna pouze
roztokem lecitinu v hexadekanu (stiikacka byla stile naplnéna PBS, nicméné jim nebyla plnéna
podruhé) a pro roztok PBS byla vyrobena samostatna stiikacka. Stiikacka pouze s PBS byla pfipojena
k ¢ipu a kanalek ¢ipu byl ruéné cely naplnén. Ihned poté byla na ¢ip misto PBS stiikacky piipojena
stiikacka s lecitinem v hexadekanu, a potom uz pozorovani probihalo tak, jak v pivodnim postupu.
Vyhodou naplnéni ¢ipu roztokem PBS predem je to, ze 1ze proplachnout kanalek a zaroven ho ptipravit
k nasledujicimu méteni. Tato ¢ast postupu byla do méfeni zavedena nové a nese s sebou urcité vyhody
jako napriklad to, Ze neni tfeba ¢ekat, az se kanalek pfi malém pratoku nejprve naplni PBS a poté az
lecitinem v hexadekanu. Dalsi vyhodou je, Ze v piipadé, kdy neni kanalek z jakéhokoliv ditvodu viibec
prichozi, tak je ¢ip mozné ihned vyménit a pokracovat v méteni s funkénim Cipem.

5.2 Charakterizace ¢ipi pri riznych rychlostech priitoku

Meéfeni bylo nastavené tak, Ze po pfipojeni pumpy k €ipu a nasledném uchyceni do mikroskopu byla
objektivem zachycena prosttedni ¢ast kanalku neboli 1. misto. Po spusténi pumpy a nasledném vzniku
membran bylo nalezeno 2. misto, které se nachazelo v ¢asti nejblizsi vstupnimu otvoru. Naposledy bylo
mikroskopem zachyceno 3. misto, nachazejici se u vystupniho otvoru. Na kazdém misté probéhla
kontrola deseti komirek. Zaznamenavalo Se, zdali byla natazena membrana a pokud ano, tak jak stabilni
byla. Stabilita membran byla pozorovana po dobu 5 minut. Pro pozorovani byly zvoleny pratoky 500,
300 a 100 nl-min*. Méfeni bylo provedeno tak, Ze u jednotlivych Sifek kanalkdi bylo pozorovani
provedeno tiikrat pro kazdy prutok. Vysledky byly zaznamenany do tabulek, které vypadaly podobné
jako Tabulka 1. Symbol v znamena, Ze se bud’ vytvofila, nebo zanikla membrana, jinymi slovy
vyjadiuje ANO. Naopak symbol X znaci, Ze membrana nebyla natazena nebo nepraskla, vyjadiuje tak
NE. V ptipadé, ze membrana nevznikla, nevyskytuje se v poli ,,Prasklo® ani jeden ze symbolu. Tyto
tabulky byly nasledovné zpracovany tak, Zze symbol v byl nahrazen ¢islem 1 a symbol X ¢islem 0.
Z takto vzniklych tabulek byl poté spocitan primér pii daném pritoku a jednotlivych Sitkach kanalk.
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Tabulka 1: Priklad tabulky s vysledky

300 um; 500 nl-min*t
Komiurky 1. misto 2.misto 3.misto
1 v X v X X -
2 v X v X X -
3 v X v X X -
4 v X v X X -
5 v X v X X -
6 v X v X X -
7 v X v X X -
8 v X v X X -
9 v X v X X -
10 v X v X X -
Vytvoieno [ Prasklo |Vytvofeno| Prasklo |Vytvoreno| Prasklo

Vzhledem k tomu, Ze data byla ziskana za pomoci vizualni kontroly komdrek, je tfeba ukazat strukturu
kanalkd v ¢ipech. Fotografie budou obsahovat kanalky nejprve naplnéné roztokem PBS a poté kanalky
Vv jejichz komtrkach vznikly membrany.

Obrazek 8: Kandlek o sirce 300 um (vlevo — napinény roztokem PBS; vpravo — S membrdnami)

Takto Siroké kanalky bylo obtizné zachytit celé, a to z toho divodu, Ze je objektiv nastaven na pfili§
velké zvétSeni. AvSak pii tomto zvétSeni 1ze dobfe vidét rozhrani membran.
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Obrdazek 9: Kandlky o sifce 200 um (vlevo — naplnény roztokem PBS; vpravo — S membrdnami)

Na rozdil od kanalkti o $ifce 300 um, lze u téchto kanalkii pozorovat jejich struktura lépe, coz také
umoznuje lepsi pohled na stav membran.

Obrazek 10: Kandlky o §ifce 100 um (vlevo — napinény roztokem PBS; vpravo — naplnény roztokem lecitinu v
hexadekanu)

Kanalek vpravo je ptiklad toho, jak vypadéa hexadekan, kdyZ prochézi kanalkem. Je to veelku vzacny
obrazek, protoze vétSinou hexadekan protece diive, nez je mozné ho vyfotit. U téchto kanalkll nebyl
pozorovan vznik membran.
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5.3 Pritok 500 nl-min!

Pti prittoku 500 nl-min™ se v komirkach ¢ipti o $ifce kanalkd 300 um bez problémi a konzistentné
tvofily membrany. Pfi takto nastaveném pratoku nemely vzniklé membrany zadnou tendenci praskat.
Pro takto Siroky kanalek se dany pritok zda byt velice vhodny, a to diky vecelku rychlé tvorbé membran
a zaroven jejich dobré stabilité. Avsak takto Siroké kanalky by mohly komplikovat pozorovani pfi
dalsich experimentech, jelikoZ by se musely pozorovat s mensim zvétSenim.

U kanalku o Sifce 200 um uz byl zvoleny pratok piili§ velky na to, aby byly natazeny jakékoliv
membrany. Béhem pozorovani to vSak vypadalo, ze pfi prichodu hexadekanu ¢ipem a nasledném
prichodu PBS, by se membrany mohly utvofit, jelikoz byl hexadekan zachycen na okrajich komurek.

To je pravdépodobné tim, ze se dany pritok blizi mezni rychlosti, pfi které by se membrany uz zacaly
tvofit.

U sifky 100 um se opét zadné membrany nevytvotily z toho divodu, ze hexadekan vzdy kanalkem
prosel tak velkou rychlosti, Ze to bylo obtizné zaznamenat. VétSinou se hexadekan s lecitinem rozdélil
na vice kust (ve form¢& bublin nebo emulze — viz Obrazek 11) pravdépodobné z toho divodu, Ze s takto
nastavenym pratokem byl proud pfili§ turbulentni na to, aby mohl zistat v jednom celku. Vyjimkou
bylo jedno méfeni, kdy hexadekan ¢astecné reguloval pritok, coz vedlo ke vzniku membran.

Obrazek 11: Emulze v malém kanalku
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Tabulka 2: Procentudlni vyjadrieni vytvorenych a prasklych membran pii rychlosti priitoku 500 nl-min

Siika 500 nl-min’*

[um] 1. misto 2.misto 3.misto

100 33,33% [ 100% | 33,33% | 100% | 16,67 % | 100 %

200 0% - 0% - 0% -

300 100% | 16,67% | 100% [6,67 % 60 % 0 %
Vytvoieno |Prasklo | Vytvoieno | Prasklo [ Vytvoieno |Prasklo

5.4 Pritok 300 nl-mint

V ¢ipech se sitkou kanalkl 300 pm se pii daném priutoku jednoduse tvorily membrany. V porovnani
s pritokem 500 nl-min nebyl v podstaté zadny rozdil, coz znamena, Ze optimalni priitoky pro kanalky
s danou §itkou jsou v rozmezi 500-300 nl-mint. Avsak u nékterych méfeni hexadekan ¢ipem neprotékal
optimalng, coz ovlivnilo tvorbu membran. Proto vysledky vypadaji v n€kterych mistech nekonzistentné.

V piipadé ¢ipa s kanalky o $ifce 200 pm se pii pratoku 300 nl'min? jiz zaaly tvofit membrany
a vznikaly vcelku rychle. AvSak obdobné jak u predchozi Sitky se objevil problém ve formé
fragmentovaného hexadekanu, ktery ve dvou ptipadech narusil méteni. Z pozorovani, ale vyplyva, ze
pii daném pritoku by za normalnich podminek membrany mély vznikat konzistentné a disponovat
dobrou stabilitou. Problém fragmentovaného hexadekanu je dale diskutovan v kapitole 5.6.

V kanalcich o §ifce 100 um se obdobné jak pii pritoku 500 nl-min? membrany nevytvéiely. Avsak
tentokrat bylo pii pozorovani mozné spatfit prochazejici hexadekan s lecitinem. Opét nastavala
fragmentace hexadekanu.

Tabulka 3:Procentudini vyjadient vytvorenych a prasklych membran pii 300 nl-min

Sitka 300 nl'min’*
[um] 1. misto 2.misto 3.misto
100 0% - 0% - 0% -

200 83,33% | 40% 100% (46,67 % | 100 % 50 %
300 93,33 % 0 % 96,67 % 0 % 66,67% [ 5%
Vytvoieno |Prasklo | Vytvoteno | Prasklo | Vytvoieno | Prasklo

5.5 Priitok 100 nl-min?

vvvvv

dvou ptipadech bez znamek jakéhokoliv prutoku, a to i presto, ze byly pfedem napustény roztokem PBS
a tim padem funkéni. Po méfeni byl proto pienastaven pritok na 500 nl-min, nagez hexadekan bez
komplikaci prosel ¢ipem. V jednom piipadé vSak hexadekan kandlkem prosel, nicméné pii jeho
prachodu nenabyval svého bézného tvaru. Mél spiSe konvexni tvar misto svého normalniho konkavniho
tvaru. Dotykal se komurek, ale membrany se netvorily, jelikoz se vzdy od komurek odtrhl, z toho
divodu, ze PBS hnal hexadekan stfedem, a ne jeho okraji, coz byl bézny ptipad. Bylo to pravdépodobné
zpusobeno tim, ze hexadekan ma rozdilnou hustotu a viskozitu od roztoku PBS, coz znamena, ze je
tieba vynalozit vice energie k tomu, aby hexadekan snadno protékal.

25



A L1 I [ B

PBS PBS PBS
Hexadekan PBS Hexadekan
PBS PBS PBS
Smér pritoku N\
/

Obrazek 12: A — normalni (konkavni) tvar hexadekanu,; B — konvexni tvar hexadekanu (tvary se vztahuji na prvni
rozhrani ve sméru priitoku)

U kanalk o Sifce 200 um se membrany tvorily, ale nekonzistentné. Opét se vyskytnul problém v podobé
fragmentovaného hexadekanu, ktery znaéné naruSoval pozorovani, coz vedlo k nepravidelnym
vysledkiim. Avsak jedno méfeni prob&hlo bez tohoto problému, pricemz membrany se utvorily na vSech
mistech a byly vecelku stabilni. Na zaklad¢ toho lze usoudit, ze tento priitok je pro tyto kanalky stale
vhodny.

U sitky kanalkd 100 pm se opét membrany neutvofily. To znamena, Ze vSechny zvolené prutoky byly
ptilis velké na takto malé kanalky. Nicméné s t€émito kanalky se Spatné pracuje. Pfi zapojovani pumpy
byly velmi citlivé na jakoukoliv manipulaci se stiikackou, coz ¢asto znemoziiovalo méteni. Takto malé
kanalky se na zacatku pozorovani htife objektivem hledaly. Dalsi nevyhodou je to, Ze k tomu, aby v nich
byly natazeny membrany, by se muselo pracovat svelmi malym pritokem, ktery by se obtizné
nastavoval.

Tabulka 4: Procentudini vyjadieni vytvoienych a prasklych membran pii 100 nl-min

Sitka 100 nl'min’*

[um] 1. misto 2.misto 3.misto

100 0% - 0% - 0% -

200 100 % 0% 33,33% [ 30% | 33,33% | 70%

300 0% - 0 % - 0 % -
Vytvoreno |Prasklo| Vytvoieno | Prasklo [ Vytvoieno |Prasklo

5.6 Problémy objevené béhem pozorovani

NejcastéjSim problémem byla fragmentace hexadekanu, kterd doprovazela znacnou c¢ast méfeni.
Hexadekan se rozd€loval na mensi casti ve forme bublin nebo tvofil emulzi, kterd neméla schopnost
tvofit membrany. Ve formé¢ bublin tuto schopnost nemél, a to 1 kdyZ velmi ¢asto prichdzel do kontaktu
s komurkami, a to z toho divodu, Ze se pii prichodu kanalkem od komdrek odtrhaval, misto toho, aby
byla spravné nataZzena membrana. V pfipad¢€, Ze se membrany utvorily, naruSoval jejich stabilitu, ¢imz
je primél predcasné prasknout.
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Obrizek 13: Casti hexadekanu v kandlku

Nejvice se tento problém objevoval u kanalkt o Sifce 100 pm, méné u 200 um a malokdy u 300 um.
Tato fragmentace byla pravdépodobné zpisobena tim, Ze hexadekan zablokoval vstupni otvor, ¢imz
zpisobil to, ze vznikal natlak, ktery po dosdhnuti urcité hranice protlacil hexadekan do Cipu, a tim ho
rozdélil na vice casti. V jednom vzacném ptipadé vyobrazeném na Obrazek 12 cast hexadekanu
regulovala pritok, zatimco druhd ¢ast proSla kandlkem a utvofila membrany, pfestoze pii zadném
pritoku se membrany netvofily. Kazdopadné hexadekan byl obc¢as schopny zablokovat i vystupni otvor,
coz zpusobilo to, ze hexadekan, ktery jesté¢ prochazel kanidlkem se v ném zastavil a bud’ pod tlakem
zacal zapliovat komurky misto roztoku PBS (viz Obrazek 14) nebo proud roztoku PBS zacal protékat
kolem hexadekanu, a tak ho odtrhaval od komurek (viz Obrazek 15).

Obrazek 14: Hexadekan zablokovany uvniti kanalku
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Obrazek 15: Roztok PBS, ktery protéka kolem hexadekanu

Méné Casty problém se vyskytoval ve formé uzamykaciho mechanismu pumpy. Pii zapojovani stiikacky
k pumpé se musi uzamknout ta ¢ast, kterd posouva jeji pist. Pfi uzamknuti této ¢asti byl pist obcas
posunut dozadu, coz zpusobilo to, ze do hadicky byl zanesen vzduch, nebo doptfedu, kdy byl z hadicky
vypustén maly objem lecitinu v hexadekanu. Tento problém lze jednoduSe vyfeSit tak, Zze se pfi
zapojovani stiikacky jeji hadicka nechd ponofend v roztoku hexadekanu, mechanismus se uzavie
a stiikacka je bud’ naplnéna mensim objemem lecitinu v hexadekanu, nebo je opét vypustén maly objem
tohoto roztoku. Nicmén¢ timto feSenim, vznika jiny problém, a to ten, ze v hadi¢ce bude nekonzistentni
objem lecitinu v hexadekanu, coz méni jeden z parametrii méteni, ktery by mél zustat neménnym.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo provést statistiku vzniku a stability biomembran natazenych v mikrofluidnich
¢ipech o riznych sitkach kanalkl a pii rGznych prutocich. Na zakladé tohoto zadani byla zpracovana
reSerSe na strukturu a sloZzeni bunééné membrany, jejich mikrofluidnich modelt a zpasobt, jak ji

vytvofit v mikrofluidnich ¢ipech. Na zakladé poznatki z pfedchozich praci [4,25] byl také sestaven
i zpuisob vyroby ¢ipu a vhodnych materiald k této vyrobé.

V experimentalni Casti byla provedena statistika vzniku a stability bunéénych membran u kanalkt
o siikach 300, 200 a 100 um. Pro kazdou §ifku byla ziskana data pfi pratocich 500, 300 a 100 nl-min™,
V nich membrany za téchto podminek netvofily. S témito kandlky se obtizné pracuje z ditvodu jejich
citlivosti k sebemensi interakci s pistem stiikacky. Byl u nich také pozorovan vétsi odpor k pritoku od
hexadekanu. U kanalki o §ifce 200 pm se membrany tvoii pii pratocich 300 a 100 nl-min’, pficemz
jsou relativng stabilni. Tento kanalek je vhodny pro pozorovani n¢kolika bunéénych membran zaroven,
diky své Sifce, ktera je k tomu idealni. Pro kanalky o Sifce 300 um jsou pritoky 500 a 300 nl-min,
optimalni pro tvorbu stabilnich membran. Nicméné jejich velikost znemoziuje lepsi pohled na vicero
membran v jeden moment, coz mize mit negativni vliv na pozorovani v prub&éhu experimentu.

Pfi pozorovani doslo k problémim ve formé neprichozich Cipt, ackoliv byly pfedem zkontrolovany
a bylo u nich potvrzeno, Ze jsou prichozi. To bylo zpusobeno zablokovanim vstupniho otvoru
hexadekanem, jelikoz kladl odpor ke vstupu do mensich kanalki. DalSim problémem bylo to, Ze pii
uzamceni jedné ¢ast pumpy doslo k pohybu pistu stfikacky, ¢imz ji bud’ naplnila vzduchem nebo
vypustila malé mnozstvi roztoku z hadicky.

Moznym fe$enim problému fragmentace hexadekanu by mohlo byt definovani presného objemu lecitinu
v hexadekanu, pti kterém tento problém vznika. Dale by bylo tfeba prozkoumat rozpoustédla, ktera by
dokazala nahradit hexadekan. Idealné rozpoustédla, kterd maji viskozitu a hustotu, blizici se
fyziologickému roztoku neboli pufru PBS. Potom je jesté dilezité zjistit cely interval rychlosti pratok,
ve kterém jsou membrany schopny byt natazeny. Potom by bylo tieba najit zplisob, jak zlepsit
opakovatelnost méteni. To by zahrnovalo presnéjsi davkovani hexadekanu do hadicky a dal$i méteni,
ktera by nam pomohla definovat pfi jaké kombinaci Sitky kanalku a rychlosti pratoku vznikaji stabilni
membrany.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CLIC,
cocC
DPhPC
PBS
PCR
PDMS
PMMA
SPQ
tBLM

Chloridové iontové kanalky

Cyklické olefinové kopolymery
1,2-difytanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

Phosphate buffer saline; Fosfatovy pufr

Polymerazova fetézova reakce

Polydimethylsiloxan

Polymetylmetakrylat
6-Methoxy-N-(3-Sulfopropyl)Quinolinium

Tethered bilayer lipids membranes; Vazané lipidové membrany
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