VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

Fakulta chemicka

DIPLOMOVA PRACE

Brno, 2023 Bc. Katefina Haluzova



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

vYvoJ MIKRDFI,_UIDNI'HU CII?U PRO MODELOVANI
FOSFOLIPIDOVYCH MEMBRAN

MICROFLUDIC CHIP DEVELOPMENT FOR PHOSPHOLIPID MEMBRANE MODELING

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KATERINA HALUZOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. TEREZA VENEROVA, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2023



VYSOKE UCENi FAKULTA
I TECHNICKE ' CHEMICKA

Zadani diplomové prace

Cislo préace: FCH-DIP1841/2022 Akademicky rok: 2022/23
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Bc. Katefina Haluzova

Studijni program: Chemie pro medicinské aplikace

Studijni obor: Procesy a materialy medicinskych
aplikaci
Vedouci prace: Ing. Tereza Venerova, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Vyvoj mikrofluidniho Cipu pro modelovani fosfolipidovych membran

Zadani diplomové prace:

1. Provést reSersi na téma vyuziti mikrofluidnich chipl pro modelovani a vyzkum fosfolipidovych
membran. Zaméfit se na slozeni modelovych membran a metody jejich vytvorfeni uvnitf chipu.

2. Na zakladé reSerSe navrhnout vhodné postupy vedouci k vytvofeni modelové membrany uvnitf
funkéniho mikrofludiniho chipu. Ovéfeni téchto postupu v praxi.

3. Zhodnoceni vysledkl z hlediska Uspésnosti tvorby modelové membrany. Navrh navazujicich
experimentu, pfipadné navrh fe$eni problému pfi vytvareni membranovych modeld.

Termin odevzdani diplomové prace: 8.5.2023:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplait na sekretariat ustavu.
Toto zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Katefina Haluzova Ing. Tereza Venerova, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Peka¥, CSc.
studentka vedouci prace vedouci Ustavu
V Brné dne 1.2.2023 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkyrfiova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou fosfolipidovych membran a jejich modelaci
v mikrofluidnim prostredi. Popisuje slozeni a jeho vliv na strukturu bunéénych membran
a definuje matematicko-fyzikalni model pro charakterizaci prostfedi mikrofluidnich ka-
nalki. V experimentalni ¢asti je popsana vyroba mikrofluidniho ¢ipu a aparatury potiebné
pro spolehlivou tvorbu membran tvorenych L-a-fosfatydilcholinem rozpusténym v hexa-
dekanu. Hlavni dtraz je poté kladen na optimalizaci podminek vzniku tohoto modelu
membrany pozorovanym pod fluorescenénim mikroskopem. Povedlo se prokazat sprav-
nost matematického modelu a c¢astecné popsat podminky, za ktery membrana vznikd
i pres velké mnozstvi komplikaci vice popsanych v diskuzi této prace.

SUMMARY

The diploma thesis deals with the issue of phospholipid membranes and their mode-
ling in a microfluidic environment. It describes the composition and its effect on the
structure of cell membranes and defines a mathematical-physical model for characterizing
the environment in microfluidic channels. Experimental part describes the production
of a microfluidic chip and equipment required for reliable formation of membranes formed
by L-a-phosphatidylcholine dissolved in hexadecane. The main emphasis is then placed
on optimizing the conditions for the formation of this specific membrane model observed
under a fluorescence microscope. We have succeeded in proving the correctness of the
mathematical model and in partially describing the conditions under which the mem-
brane is formed despite a large number of complications described in more detail in the
discussion of this thesis.

KLICOVA SLOVA
fosfolipidova membrana, mikrofluidni ¢ip, matematicky model
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1. UVOD

Fosfolipidovd membrana je unikatni struktura, kterd ohrani¢uje bunku a zajistuje
transport zivin a odpadnich latek ¢i komunikaci s okolim. V zavislosti na jejim umis-
téni a potrebnych funkcich se méni jeji slozeni i struktura. Vysledkem je diumyslny, ale
velmi komplikovany systém, ktery je narocné pozorovat a charakterizovat.

Mikrofluidika a mikrofluidni ¢ipy se nabizi jako vhodna metoda pro vyzkum mem-
bran a jejich mechanickych vlastnosti, chemické odolnosti nebo transportu latek. Jejich
geometrii 1ze nastavit podle jevu, ktery je potreba mérit, a nasledné je mozné déni v mi-
krofluidnich kanalcich presné matematicky modelovat.

Tato prace se zabyva resersi na téma slozeni a struktura bunéénych membran, cha-
rakteristika mikrofluidniho prostredi a tvorba zjednodusenych fosfolipidovych modelt.
Pokracuje ve vyvoji mikrofluidniho ¢ipu a optimalizaci podminek pro vznik fosfolipidové
membrany ve strukture kanalkt a komtrek kolmo k roviné snimani. V tomto usporadéani
vytvari zazemi pro studium transportu latek pres transmembranové proteiny, ktery je

jednoduse pozorovatelny pod fluorescencénim mikroskopem.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Bunéénia membrana

Bunky jsou ohraniceny strukturou, ktera se oznacuje jako bunécna nebo plazmaticka
membréna [1]. Jejim nosnym zakladem je dvojvrstva z lipidua o tloustce ptiblizné 8 nm.
Podstatou membrany je vytvoreni vybéroveé propustné vrstvy, kterd oddéluje obsah bunky,
nebo jejich kompartmenttt, od okoli. Tato vlastnost se nazyva selektivni permeabilita a je
umoznéna diky struktufe a interakcim lipidi. Obsahuji hydrofilni hlavicku (napt. glyce-
rol s navazanym fosfatem) a hydrofobni konce (mastné kyseliny). Jednotlivé oblasti se
na zakladé hydrofobnich interakei drzi pfi sobé [2]. Dochézi tak ke vzniku trojvrstvého
systému s hydrofobni oblasti uprostred, ktery je po energetické strance nejvyhodné;jsi.
Pokud by membrana neobsahovala dalsi slozky, mohly by tak pfes ni prochazet jen malé
nenabité molekuly (napt. kyslik, oxid uhli¢ity) a burika by byla po materidlni strance
témér izolovana od svého okoli. Hydrofilni, polarni molekuly neprojdou ptes hydrofobni

¢ast, a naopak hydrofobni nepolarni latky se zastavi pred ¢asti hydrofilni (obrazek 2.1).

Hydrofobni Malé nenabité polarni  Velké nenabité polarni lonty
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Obréazek 2.1: Transport latek pres membranu pomoci volné difuze [3]

2.1.1. SlozZeni

Vlastnosti a funkce membrany jsou velmi ovlivnény jejim slozenim. Lipidy jsou zastou-
peny v nejvétsim poctu a predstavuji zakladni stavebni desku, na kterou se pripojuji dalsi
slozky [4]. Nejcastéjsimi typy lipidi v membranach jsou fosfolipidy, glykolipidy a steroly
(obrazek 2.2) [5].

Zakladem pro vétsinu molekul lipidi je diacylglycerol (DAG) [5]. Ten se sklada z glyce-
rolu a dvou esterovych vazeb na mastné kyseliny, tfeti misto miize obsahovat napt. fosfato-
vou skupinu nebo sacharid. Pocet a struktura mastnych kyselin v diacylglycerolu ovliviiuje
tvar fosfolipidové vrstvy (podrobnéji v kapitole 2.1.2).



2.1. BUNECNA MEMBRANA

Zaklad tvoreny kyselinou fosfatidovou (DAG + fosfatova skupina) na sebe muze na-
vazat dalsi slozky. Vznikaji tak molekuly fosfatidylcholinu, fosfatidylserinu nebo tteba
fosfatidylethanolaminu, které vSechny spadaji do skupiny fosfolipidii.
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Obrazek 2.2: Struktura fosfolipidii a béznych sterolu [5]

Skupina fosfatidylcholinu nebo taky lecitinu se nachazi hlavné v membréanach euka-
ryotickych bunék [5]. Jednd se o fosfolipidy, kde mastné kyseliny zastupuji hlavné kyse-
lina stearova a oleova [6]. Jeho hlavova ¢ast neobsahuje donory, které by byly schopné
tvorby vodikovych mistku a prevladaji tak elektrostatické interakce [5]. Jedna se napii-
klad o pritahovani mezi pozitivné nabitym cholinem a negativné nabitym fosfatem nebo
o odpuzovani stejné nabitych castic, prestoze se v zdkladé jednd o neutralni molekulu.
Lecitin je mozné izolovat ze dvou hlavnich zdrojia — z vajicek a ze s6ji [6]. Hlavni rozdil
je ve slozeni mastnych kyselin a nasledné jejich vlastnostech nebo zbylych necistotach po
izolaci. Napriklad lecitinu z vajecného zloutku obsahuje 32 % oleové kyseliny, zatimco le-
citin ze s6ji méa 61 % linolové kyseliny. Séjovy lecitin mimo zakladni slozky dale obsahuje
glukosidované steroly, dalsi triacylglyceroly nebo stopovd mmnozstvi riboflavinu, biotinu
a dalsich vitamint. Lecitin jako takovy je rozpustny v chloroformu, etheru, mineralnich
olejich a mastnych kyselinach. Naopak nerozpustny je ve vodé a acetonu.

Molekulu alkoholu vsSak nemusi predstavovat pouze glycerol, ale také napr. sfingo-
sin [5]. Na ten se dokaze navazat jedna molekula mastné kyseliny a na centralni dusikaty

8



2.1. BUNECNA MEMBRANA

atom se muze navazat fosfat. Nasledné tak vznikaji molekuly sfingomyelinu, ktery je v sav-
¢ich membrénach obsazen ze 2-15 % a v burikdch nervové soustavy je jeho obsah jesté
VvysSsi.

Vyménou fosfatové skupiny za sacharid vznikaji glykolipidy, které se nachézeji pie-
vazné na vnéjsim listu fosfolipidové dvouvrstvy [5]. Jejich tkolem je tvofit charakteristic-
kou stopu, ktera se lisi mezi jednotlivymi druhy bunék a umoznuji organismu rozeznat
bunééné struktury od sebe a adekvatné na né reagovat [1]. Piikladem mohou byt druhy
krevnich skupin A, B, AB a 0 [7]. Na povrchu se vyskytuje skupina sacharidi — antigen,
ktery urcuje, zda se jedna o skupinu A, B ¢i jejich kombinaci. Pokud tato skupina pri-
tomna neni, jedna se o skupinu 0. V momenté, kdy se do téla dostane krvinka s jinym
antigenem, nez je télu vlastni, imunitni systém organismu na zdkladé pritomnosti/ab-
sence daného antigenu reaguje tvorbou protilatek a likvidaci cizich bunék. Cely proces je
mozny jen diky pritomnosti sacharidi na povrchu membrany a schopnosti organismu je
rozpoznat.

Steroly jsou skupina lipida vyskytujici se v zivoc¢isnych a rostlinnych bunkéch, ale také
v houbdch [5]. Jednad se o steroidni tetracyklickou strukturu s boénimi fetézci a navazanou
hydroxylovou skupinou. Cim véts{ tyto fetézce jsou, tim vice je molekula hydrofobni. V 7i-
vocisnych bunkéch se vyskytuje cholesterol, ktery zvysuje fluiditu membran pri nizkych
teplotach. Pti fyziologické teploté zajistuje naopak jejich tuhost (viz. kapitola 2.1.2). Mimo
to cholesterol také zastava regulac¢ni funkci v bunééné komunikaci a v transmembranovém
prenosu signdlu. V eukaryotickych bunkach miize koncentrace cholesterolu dosahovat az
50 mol.% [8].

Komunikace buriky s okolim je umoznéna i diky pritomnosti proteint [9]. Existuji
proteiny prisedlé na membrané — periferni nebo takové, které jsou vice zanorené do mem-
brany — integralni [10]. Pokud mé protein strukturu g-skladaného listu, casto funguje
jako por [9]. Proteiny s a-helikalni Sroubovici mohou protinat membranu na vice riznych
mistech do razné hloubky v zavislosti na mnozstvi a délce hydrofobnich oblasti. Diky
tomu je mozny i jiny transport zivin a odpadnich latek pres membranu nez volna difuze

(obrazek 2.1). Jedna se o pasivni a aktivni transport (viz. kapitola 2.1.2).
2.1.2. Struktura

Struktura a slozeni bunééné membrany neni u vSech bunék stejné [7]. Lisi se nejen
mezi prokaryotickou a eukaryotickou bunkou, ale i na zakladé svého umisténi. Jednodussi
prokaryotickd membrana na rozdil od té v eukaryotické buiice napriklad neobsahuje cho-
lesterol a mitochondrialni membrana bude mit jiné zastoupeni rtznych lipidi a proteinti
nez plazmatickda membrana na povrchu bunky.

Zaktiveni fosfolipidové membrany zalezi na slozeni diacylglycerolu a poméru mista,
které zabira polarni hlava a nepolarni ocas [5]. Pokud je tento pomér vyrovnany (napt. u fos-
fatidylcholinu), jedna se o cylindrickou molekulu a molekuly se ve vodném prostiedi sa-

movolné uspotradaji do lamel. Pokud je vsak pomér znacné nevyrovnany, membrana se



2.1. BUNECNA MEMBRANA

prohne a spontanné vytvari liposomy. Dalsi faktory, které ovliviiuji samovolné usporada-
vani, jsou také hodnota pH, teplota, iontova sila a délka, pocet a nasycenost mastnych
kyselin (obrazek 2.3).

(a) PC (b) DAG (c) LPA

Obrazek 2.3: Rtizné moznosti struktury lipidu a nasledné zaktiveni membréany pro (a) fos-
fatidylcholin a vznik membrény, (b) diacylglycerol a tvorbu inverzni micely, (c) kyselina
lysofosfatidova a ttvar micely [5]

Biologické membrany neustale méni sviij tvar, coz bunkam umoznuje pohyb z mista na
misto, bunééné déleni nebo tvorbu vezikul [8]. Tato vlastnost zavisi na slozeni membrany.
Jednotlivé lipidy a proteiny nejsou tedy pevné ukotvené, ale dochézi u nich k rotacim,
laterdlni difuzi v roviné membrany nebo translokaci mezi obéma vrstvami (”flip-flop”po-
hyb) [11]. Pro popis téchto pohybu se vyuziva difuzni koeficient Dy, rotacni koeficient D
a polocas translokace t%.

Pevnost membrany je ovlivnéna slozenim lipidii, nasycenosti mastnych kyselin a taky
pritomnosti cholesterolu [8]. Se zvysujici se koncentraci cholesterolu roste i tloustka mem-
brany, zatimco pomér plochy, kterou zabiraji hlavy molekul se zmensuje [12]. Prostor pro
amfoterni ééstice a esterové skupiny je menéi a tak dochazi k tvorbé Vétéich elektrosta—
je tuzsi. Membrany bohaté na cholesterol jsou tak odolnéjsi vii¢i riznym ohybtim a de-
formacim, kdy tato odolnost linedrné roste od 20 mol.% do 40 mol.% a pti 50 mol.% je
jen mirné vyssi [8]. Dalsi stabilizace probihda v momenté, kdy dojde k tvorbé komplexu
mezi fosfatidylcholem a cholesterolem za pomoci vodikovych mistki. Na druhou stranu
vsak cholesterol zajistuje i fluiditu membrany, kdy diky malé velikosti je schopen rychleji
lateralné difundovat mezi molekulami lipida a fluidita se tak zvysuje.

10



2.1. BUNECNA MEMBRANA

Kromé slozeni membréany vsak zélezi i na teploté a prostiedi, ve kterém se nachazi [13].
P1i experimentu v dvakrat destilované vodé o 27 °C rostl model ohebnosti membrany také
od 20 mol.% do 40 mol.%. Pokud vsak experiment probihal pii teploté 30-33 °C, tato
hodnota vyznamné rostla jen do 30 mol%.

Na bunécné membrané dochazi ke vzniku membranového potencialu, ktery lze rozdélit
na tfi ¢asti [5]. Povrchovy potencidl vznikd mezi vodnym roztokem a povrchem membrany
jako nasledek nabitych hlav fosfolipid a ionti adsorbovanych na povrch membrany. Di-
polovy potencidl je nasledkem interakci mezi molekulami vody a fosfolipidi. Negativni
néboj pochézi z hlavy fosfolipidu a pozitivni z molekul vody na rozhrani membrana/voda.
Transmembranovy potencial je dan rozdilem ndboj mezi roztoky na obou stranach mem-
brany. To zptisobuje priichod selektivni ionti transmembranovymi proteiny, kdy tyto ionty
dorovnavaji rozdil mezi vnéjsim a vnitfnim prostredim.

Jak jiz bylo zminéno (kapitola 2.1.1), aktivni a pasivni transport pfes membranu je
umoznén diky proteintim a jejich struktute [9]. Pasivni transport probihd po koncentrac-
nim spadu a nevyzaduje dodani energie. Proteinové kanaly jsou naplnény vodou a vy-
tvareji tak hydrofilni prostiedi, kterym mohou putovat ionty. Ne vSechny jsou vsak pro-
pustény. Zalezi na jejich velikosti, ndboji nebo elektrochemickém gradientu (obrazek 2.4).
Kanal také nemusi byt vzdy otevieny, pokud neni napf. vytvoreny dostateény membra-
novy potencial nebo na protein neni navazana specifickd molekula.

Aktivni transport probiha proti koncentra¢nimu gradientu a vyzaduje prisun energie
nejcastéji v podobé hydrolyzy ATP [9]. Prikladem takového proteinu muze byt vapnikova
pumpa — Ca?*t-ATP4za, kterd odéerpava vipenaté kationty z cytoplazmy do extracelu-
larniho prostoru.

PASIVNI AKTIVNI VYSOKY proti
spidu
Mo @ o oo L. "
00,0 oo *e®
0 C [ o o ®
por lkﬂnﬁl T
membrina
Y Y l T R
o o] @ ® :
1volnd 2 pomoci 3 pomoci ENERGIE -
difuze poru kanlu ;
| | | | 1] y  po
J N NIZKY
nezprostiedlovany  zprostiedkovany ATP . iontovy
transport transport svétlo gradient

Obréazek 2.4: Znazornéni pasivniho a aktivniho transportu pres membranu [9]
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2.2. MIKROFLUIDIKA

2.2. Mikrofluidika

2.2.1. Fyzikalni vlastnosti - proudéni kapalin

Kapaliny lze délit na idealni a redlné, kdy idealni kapalina nemé& vnitini tfeni, neni
stlacitelnd, vypafitelnd ani objemové roztazitelna [14, 15]. Dalsi moznosti déleni kapalin
je na newtonovské a nenewtonovské. Viskozita newtonovské kapaliny je pfi daném tlaku
a teploté konstantni a tudiz nezavisla na tecném napéti vyvolaném posunem castic béhem
proudéni. Nenewtonovské kapaliny maji naopak viskozitu proménnou a jsou zavislé nejen
na tecném napéti, ale i na rychlostnim spadu.

Proudéni kapalin se dé zjednodusSené popsat pomoci velikosti Reynoldsova kritéria
(rovnice 2.1) [16]. Pokud je jeho hodnota vetsi nez 2000, jednd se o turbulentni proudéni,
pro které jsou charakteristické nepravidelné proudnice a dochézi k intenzivnimu michani
obsahu kapaliny (obrézek 2.5). V mikrofluidnim prostredi je vSak Reynoldsovo kritérium
mensi nez 2000, coz umoznuje laminarni tok a kontrolovatelnéjsi prostredi. Nedochazi
k michani proudnic a tudiz vedle sebe mohou proudit dvé rizné kapaliny aniz by doslo

k jejich vzajemnému promiseni.
p-v-d

]
kde Re je Reynoldsovo kritérium, p hustota kapaliny, v rychlost kapaliny, d charakte-

Re =

(2.1)

risticky protékany prurez (vyska kandlku) a p viskozita kapaliny.
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Obréazek 2.5: Porovnani lamindrniho a turbulentniho toku [17]

Na popis chovani newtonovské nestlacitelné kapaliny v laminarnim proudéni je mozné

pouzit Navier-Stokesovu rovnici (rovnice 2.2) [17]. Rychlost proudici kapaliny se nasledné

vypocita ze zrychleni kapaliny (%), intenzity objemovych sil FE, gradientu tlaku p,

prostorovém rozlozeni rychlosti o, hustoty p a koeficientu dynamické viskozity .

12



2.2. MIKROFLUIDIKA

p% = pﬁ — grad p + p div grad U + % w grad divy (2.2)

Pro vyuziti Navier-Stokesovy rovnice v mikrofluidnim systému je vSak treba zavést
nekolik tprav [18]. Pii proudéni kapaliny v nehybném potrubi jakéhokoli tvaru je rychlost
kapaliny u stény nulova, jinak by dochézelo ke ztraté kinetické energie vlivem tieni. Gra-
vitacni zrychleni piisobici ve sméru osy z je mensi néz pusobici gradient hydrostatického
tlaku a proto jej lze zanedbat.

Pokud na Navier-Stokesovu rovnici aplikujeme dalsi podminky, které predpokladaji
tok kapaliny dlouhym, rovnym a pevnym potrubim, jez je pohanén rozdilem tlakt na
pocétku a konci, dostaneme Poiseuilleho tok [18]. Pro charakteristiku jeho chovani existuje
nékolik modelt. Pro mikrofluidni ¢ipy pouzivané v této praci je relevantni model dvou
paralelnich, nekoneénych desek. Obé desky jsou nehybné a mezi jejich vstupem a vystupem
kapaliny je udrzovan stabilni tlakovy rozdil. Vlivem vsech aplikovanych podminek vznikéa
v Cele kapaliny rychlostni profil ve tvaru paraboly (obrazek 2.6 a rovnice 2.3).

Ap

ve(2) = 277_L(h —2)z (2.3)

h4d © ®

p(0) = p*+Ap — v = vy(2)e

0 ®* -
0 L

Obrazek 2.6: Prirez cela toku kapaliny mezi dvéma nekoneénymi, nehybnymi deskami
v roviné zz o vysce h. Kapalina tec¢e ve sméru osy z jako disledek tlakového spadu mezi
pocatkem v bodé 0 a délkou desky L [18]

Diky tomu lze vyjadiit objemovy pritok ) pres sekci o Sifce w jako rovnici (2.4), coz
se nazyva Poiseuilleova rovnice. Negativnim nésledkem vsech zjednoduseni a predpokladt
je, ze vysledek z takto ziskané rovnice mize dosahovat chyb o velikosti az 23 % pro pomér

(3) : (h = ). Pokud se tento pomér dostane na (55) : (h = ), je mozné se dostat na

1) :
odchylku 7 %. P1i dalsich aplikacich uvedenych v literature [18] je mozné se dostat na

odchylku pod 1 %.

h3w
Q= /dy/ d227]_L —2)z = 127}LA (2.4)

kde @ je objemovy prutok, h vyska kandlku, w sitka kanalku, n dynamicka viskozita,
L délka kandalku a Ap tlakova zména.
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2.2. MIKROFLUIDIKA
2.2.2. Mikrofluidni cip

Z predchozi kapitoly (2.2.1) vyplyva, Ze mikrofluidika a mikrofluidni ¢ipy se zaméruji
na manipulaci s tekutinami [18]. Jejich hlavni vyhoda spoéiva v obrovské redukei objemu
vzorku, ktery je tfeba analyzovat. Z litri a mililitrt se pfi vhodném nastaveni ¢ipu mohou
stat mikro- a nanolitry. Nejenze to vyrazné snizuje cenu experimentu, ale i umoznuje
analyzu tam, kde se vzorky ve vétsich objemech nedaji ziskat. Se zmensujicim se objemem
nasledné roste rychlost, za kterou dané métreni probéhne. Tato metoda analyzy ziskava
stale vétsi popularitu ve védé a jejich ruznych oblastech - vyvoj orgdni na ¢ipu [19],
konstrukce mobilntho analytického zafizeni ovladaného pomoci chytrého telefonu [20] nebo
syntéza kvantovych tecek [21].

Struktura mikrofluidniho ¢ipu spociva ve strukture kanalkt, komtrek nebo jamek,
které jsou v Siroké maximélné nékolik desitek mikrometru [22]. Télo ¢ipu je vyrobeno
z ruznych materidla (viz. dale v kapitole 2.2.2) a sklicka. Pomoci systému hadicek a ko-
nektort je ¢ip pripojen k mikrofluidni pumpé, kterd pumpuje roztoky do kanalki. Celkova
velikost mikrofluidniho ¢ipu se pohybuje v rozmezi 1-10 cm a je tak jednoduse prenosny.

BéZznym materialem, ze kterého je mozné efektivné a levné vyrobit mikrofluidni ¢ip,
je polydimethylsiloxan (PDMS, obrazek 2.7) [23]. Jedna se o elasticky polymer, ktery je
zaroven biokompatibilni [24]. Mimo uhlik a vodik obsahuje vazbu mezi kifemikem a kys-
likem, kterd mu déava vysokou teplotni a chemickou stabilitu. V rozmezi vinovych délek
240-1100 nm je opticky transparentni a diky tomu jej lze aplikovat v optické a fluo-
rescencni mikroskopii. PDMS mé velmi nizkou volnou povrchovou energii, coz jej déla
hydrofobnim a muze tak dochazet k pasivni adsorpci proteinii a hydrofobnich molekul na
stény polymeru. Tento jev je mozné snizit pomoci plisobeni plazmatu na povrch PDMS
a naslednym skladovani ve vodé az na dobu t1i tydnt. PDMS také mohou prostupovat or-
ganicka rozpoustédla jako triethylamin a pentan, ktera zptsobuji jeho bobtnani. Naopak
voda, nitromethan nebo acetonitryl tento efekt nezptsobuji. PDMS je také permeabilni
pro plyny jako Os nebo C'Oy. Komeréné dostupné je sada Sylgard 184, ktera se sklada
z polymeru a prislusného sitovaciho ¢inidla. Vyrobce neuvadi presné slozeni, ale ¢lanek
[24] tvrdi, Ze smés obsahuje predevsim oligomery dimethylsiloxanu s vinylovymi skupinami
a platinovy katalyzator.

HaC HaC  CHj CHy
el 5 5~
P T AW S \

HaC CH;

Obrazek 2.7: Vzorec PDMS [25]
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2.2. MIKROFLUIDIKA

Dalsi ¢astou variantou pro materidl mikrofluidniho ¢ipu je sklo [23]. Jednd se o je
materidl s vybornou transparentnosti a chemickou i tepelnou odolnosti. Vyuziva se pro
¢ipy, ve kterych probihaji vysoce exotermni chemické reakce (> 1400 °C) nebo tam, kde
je potieba zakomponovat elektrické obvody s elektrodami. Mikrofluidni struktura se ve
skle vytvari pomoci leptani, které mize byt bud mokré nebo suché. Pri mokrém leptani
je na sklo nanesena kyseliny fluorovodikova, pti suchém je sklo vystaveno proudu plazmy
za velmi nizkého tlaku. Tato metoda je vSak méné pouzivand, protoze vytvari teplotni
gradient v materialu, ktery ztézuje kontrolu leptani.

Polymerni ¢ipy lze vyrabét pomoci odlévani na predem vytvorené formy a néasledného
prilepeni kryciho nebo podlozniho sklicka (obrazek 2.8). Metoda, kterou se takova forma
vytvari, se nazyva mekka litografie [26]. Na kiemikovou masku se nanese vrstva fotorezistu
(obrazek 2.8, ¢ast b), ktera se lehce vytvrdi (obrazek 2.8, ¢ast c¢) a je na ni umisténa
tenké folie s predem natisténou mikrofluidni strukturou (obrézek 2.8, ¢ast d). Piasobenim
UV svétla se pozadované ¢asti rezistu upravi a prebytecné casti se nasledné odstrani
(obrazek 2.8, ¢asti e, f). Zbyld struktura se vytvrdi Gplné (obrazek 2.8, ¢ast g) a maska je
piipravena k opakovanému pouziti. Casova narocnost vyroby je kolem 24 h. Vyhodou této
metody je vysokd mira rozliseni a presnost a také moznost odlévat opakované na stejné
masce. Velkou nevyhodou je vsak potieba Cistych prostor a zruény a zkuseny personal.

Tato prace se zabyva vyrobou a pouzitim mikrofluidnich ¢ipt z polydimethylsiloxanu,
proto bude v dalsich ¢astech o polymernich ¢ipech zminovano jen PDMS. Odlévani poly-
dimethylsiloxanu je jednoducha metoda, jak ziskat presnou kopii mikrofluidni struktury
z masky. Po smichani elastomeru PDMS s pattfi¢nym sifovacim ¢inidlem se smés nalije
na predem vyc¢isténou kiemikovou masku (obrazek 2.8, ¢ast i). Béhem téchto kroku vsak
vznikaji ve smési vzduchové bubliny, které je tfeba odstranit [26]. Teoreticky nejsnazsi va-
riantou je PDMS vytvrdit v susarné. Bublinky by diky zvySenému tlaku uvniti mély samy
stoupat k povrchu PDMS a tam prasknout. Tato varianta je vSak prakticky nevhodna.
PDMS je vysoce viskézni latka, coz stoupani bublin vyrazné zpomaluje a mtze se stat,
ze se PDMS vytvrdi dfive, nez se vsechny bubliny dostanou pry¢. V praxi se tak pouziva
odstranéni bublin pomoci vakua, které vytvori dostatecny tlakovy rozdil mezi bublinami
a okolim nad maskou s tekutym polymerem, aby bubliny mohly uniknout.
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2.3. FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE
(a) (b) (c)
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Obrézek 2.8: Graficky shrnuty postup vyroby mikrofluidniho ¢ipu z PDMS. (a-h) vyroba
fotomasky a struktury pro (i-k) odlévani repliky z polydimethylsiloxanu a (1) nasledné
prilepenti sklicka [26]

Vytvrzeni PDMS méa také nékolik moznych postupu [26]. Nejsnazsi a nejlevnéjsi je
nechat reagovat polymer se sitovacim ¢inidlem na vzduchu pii pokojové teploté po dobu
48 h. Rychlejsi a preferovanéjsi moznosti je vytvrzovat PDMS v susarné pii teplotach
kolem 100 °C (obrazek 2.8, ¢ast 1). V takovém piipadé se jednd o zélezitost maximalné
nekolika hodin v zavislosti na tloustce vrstvy polymeru.

Zaverecny krok vyroby funkéniho mikrofluidniho ¢ipu je prilepeni sklicka pomoci
plazmy (obrazek 2.8, ¢ast j, k) [27]. Podle dostupného vybaveni laboratore je mozné po-
uzit pristroj, ktery pracuje za snizeného tlaku a se specifickych slozenim plynt [28] nebo
difuzni koplanarni povrchovy barierovy vyboj, ktery funguje za atmosferického tlaku [27].
Oplazmovani PDMS i sklicka vytvori na jejich povrchu volné radikaly, které se po prilo-
zeni téchto dvou vrstev na sebe propoji a vytvori stabilni vazby. Nasledné umisténi do
susarny s vysokou teplotou tuto stabilitu prodlouzi az na nékolik dni.

2.3. Fluorescenc¢ni mikroskopie

Atomy a molekuly jsou schopné absorbovat a nasledné emitovat urc¢itd mnozstvi ener-
gie [29, 30]. Pti absorpci fotonu s vhodnou vinovou délkou (vhodnym mnozstvim energie)
dochézi k excitaci elektronu do vyssi energetické hladiny (S,, T;) nebo jejich vibraénich
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2.3. FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

hladin. Toto usporadani je vSak nestabilni a elektron se vraci do zdkladniho stavu Sy za

emise nyni jiz prebytecné energie v podobé svétla nebo tepla, coz vyjadiuje rovnice 2.5.

Pri svételné emisi dochazi k vylouceni fotonu o konkrétni vinové délce a energii. Ta je vSak

vzdy nizsi nebo rovna puvodni absorbované energii, protoze v priubéhu celého procesu do-

chéazi k jejim ztratam. Tento jev se na fluorescenc¢nich spektrech projevuje jako Stokesiiv

posuv, kdy se absorpéni a emisni spektra neprekryvaji zcela, ale jen ¢astecné (obrazek 2.9).
hc

E=hy=— 2.5
y =" (25)

kde E je energie, h Planckova konstanta, ¢ rychlost svétla a A vinova délka.

Obecny nézev pro vyse popsané chovani atomiti a molekul v reakci na svétlo je lumi-
niscencni jev a je mozné jej rozdélit na fluorescenci a fosforescenci [30]. Ty se od sebe
odlisuji na zakladé multiplicity excitovaného stavu, ktera se u fluorescence zachovava, ale
u fosforescence ne. Nasledkem zmény multiplicity je delsi doba trvani fosforescence, pro-
toze elektron prochézi do kvantové-mechanicky zakazaného stavu. Prakticky to znamena,
ze tento prechod je velmi nepravdépodobny, ale i tak probihé. Zaroven je tento krok, kdy
dochazi k inverzi spinu elektronu, nejdéle trvajici a urcuje tak rychlost celého procesu.

Fluorescence je moznou cestou molekuly, jak ptejit z nestabilniho excitovaného stavu
do stabilniho zékladniho stavu aniz by doslo k chemické reakei [30]. Aby molekuly mohly
fluoreskovat, musi dojit ke splnéni nékolika predpoklad. Svétlo, které ma byt absorbo-
vano, musi mit takovou vlnovou délku, aby nedoslo k disociaci molekuly. Mezisystémovy
prechod musi byt dostatecné pomaly, aby nezptisobil velky odliv excitovanych elektront,
které by se mohly deaktivovat fluorescenci. A zaroven je tfeba, aby molekula méla vhod-
nou geometrii — obsahovala delokalizovany systém 7 elektronii.

1.0 494 518 B 1.0
+ Stokeslv posuv
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Obrazek 2.9: Absorpéni a emisni spektrum se Stokesovym posuvem [29]
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2.3. FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Jablonskiho diagram (obréazek 2.10) schématicky zobrazuje cesty, kterymi se elektron
je excitovan pomoci dodané energie do vyssich vibracnich hladin S; nebo S;. Miize se
jednat i o vyssi hladiny, ale pro jednoduchost znazornéni jsou uvazovany jen dvé vyssi
vibrac¢ni hladiny. Pokud se nachazi ve vyssich vibra¢nich hladinach, tak nasledné pomoci
vibrac¢ni relaxace prejde za ¢astecné ztraty energie na nejnizsi moznou vibrac¢ni hladinu
excitovaného stavu S;. Odtud se vraci zpét na nékterou z hladin zdkladniho stavu Sy,
kdy dochazi k emisi fluorescenc¢niho fotonu. Pokud dojde k prekryvu S; a Sy hladin, mize
se stat, ze pomoci vnitini konverze prejde z vyssi hladiny do nizsi a odtud opét vibracni
relaxaci prejde na zakladni hladinu S; odkud vyzaii foton. Tyto cesty se déji v takzvaném
singletovém systému, ktery obsahuje elektrony s opa¢nym spinem a vyzareni svétla se
nazyva fluorescence.

Druhou variantou je mezisystémovy prechod do tripletniho systému na hladinu 77,
béhem kterého dochazi k pretoceni spinu tak, ze jsou k sobé paralelni. Poté elektron opét
pomoci vibrac¢ni relaxace putuje na nejnizsi vibracni hladinu stavu 7 a nasledné prechéazi
do zakladniho stavu Sy za emise fotonu. Protoze se vSak jedna o zakazany spinovy prechod,
emise fotonu je vyrazné opozdéna za absorpci a tento konkuren¢ni proces fosforescence
v Case Tadové delsi nez fluorescence [29].

Vnitini konverze je nezativy prechod mezi hladinami o stejné energii [30]. Nejrychlejsi
je v momenté, kdy dochézi k prechodu z vyssich hladin S,, (7},) do hladiny S; (7}). Pii
prechodu z hladiny S; do Sy je rychlost vyrazné mensi a pro molekulu je vyhodnéjsi ener-
gii vyzarit v podobé fotonu. Vnitini konverze byva casto doprovazena vibracni relaxaci,

béhem které dochazi k uvolnéni energie v podobé tepla.
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Obrazek 2.10: Jabtonskiho diagram

Pro fluorescenci a fosforescenci existuje par zakladnich pravidel — Kashovo a Vavi-
lovovo [30]. Kashovo pravidlo tvrdi, ze “fluorescence je nasledkem prechodu ze stavu Sy
do Sy a fosforescence ze stavu Ty do Sy. Emise zareni z vyssich excitovanich stavi jsou
vzdené [30].” Prakticky to znamend, ze zarivy prechod z vyssi hladiny nez Sy (77) je velmi
nepravdépodobny a molekula ve vétsiné pripadi preferuje nezatrivé prechody z vyssich vib-
pro danou molekulu. Proto je disledkem Kashova pravidla Vavilovovo pravidlo, které po-
pisuje velikost kvantového vytézku fluorescence a fosforescence a rika, Ze je nezavisla na
energii excitujiciho zareni.

Latky schopné fluorescence se déli na fluorescenéni molekuly, fluorescen¢ni barviva
a fluorochromy [29]. V momenté, kdy je na makromolekulu navidzan fluorochrom, celd
struktura se oznacuje jako fluorofor a je schopna fluorescence. Fluorochromy jsou latky,
jejichz excitacni a emisni spektra zavisi na jejich atomové strukture a elektronové rezo-
nanci. Fluorescen¢ni barviva obsahuji nékolik nekonjugovanych dvojnych vazeb a v cyklu
obsahuji heteroatomy jako dusik, siru nebo kyslik.

Latky standardné pouzivané ve fluorescencni mikroskopii maji velky Stokestiv posun
mezi absorpénim a emisnim spektrem [29]. Tato vyhodna vlastnost znamena, ze je jed-
nodussi rozeznat obé spektra a izolovat je pomoci interferenc¢nich filtri. Dalsi faktor je
molarni extinkéni koeficient, ktery definuje potencial fluorochromu absorbovat foton. Mezi

bézna fluorescencni barviva patii fluorescein nebo Rhodamin B. Déle existuji i sondy jako
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2.3. FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Aleza Fluor, které maji vylepsené vlastnosti jako je napr. fotostabilita, absorpéni spektra
odpovidaji vilnovym délkam bézné dostupnych laseri, jsou stabilni ve velkych intervalech
pH nebo jsou velmi dobfe rozpustné ve vodeé.

Mikroskopy pouzivané pro pozorovani fluorescence maji oproti klasickym optickym
nékolik modifikaci, aby byly schopné zobrazovat vzorky ve vysoké kvalité a jasu [29].
Pouzivaji jasny zdroj svétla jako jsou xenonové nebo rtutové lampy, které emituji tzké
pasmo vlnovych délek vhodné pro excitaci fluoroforii. Aby byly snimky zachyceny ve vy-
soké kvalité a kontrastu, je iluminator i objektiv umistén na stejné strané vzorku. Tato
sestava se pak nazyva epi-iluminator. Objektiv plni funkci kondenzoru, ktery osvétluje
vzorek a zaroven se chova jako zobrazovaci ¢ocka, ktera sbira fluorescencni zareni a vy-
tvari obraz pozorovaného vzorku. Mikroskop také obsahuje nékolik fluorescenc¢nich filtri
— excitacni filtr, dichromatické zrcadlo a emisni filtr. Excita¢ni filtr umoznuje selektivni
vybér kratkého pasu vinovych délek pro excitaci fluoroforu. Dichromatické zrcadlo odrazi
vybrané vinové délky do objektivu a na vzorek a zaroven umoznuje prichod fluorescenc-
niho zareni ze vzorku na detektor. Emisni filtr blokuje zbytkové kratké excitac¢ni zareni

a zaroven prenasi fluorescencni zareni, které pak tvori obraz na oku nebo v kamete.
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Modely membran

Pro studium bunécnych membran lze vyuzit mnoho riaznych pristupt a metod jako
jsou pocita¢ové modelace (obrézek 3.1), tvorba liposomt nebo mikrofluidni modely mem-
bran. Pocitacové modely umoznuji pozorovat napiiklad pocatky interakci mezi bunécnou
membranou a nanocasticemi, které jsou obtizné popsatelné na zékladé laboratornich ex-
perimentt [32]. Teto metoda se na zakladé slozitosti reakei déli na dva pristupy - kom-
pletni molekuldrni model a hrubozrnné modely (coarse-grained models). Prvni pfistup
poskytuje dokonale vykresleny model reakce se vSemi atomy, které jsou aproximovany na
tvar koule se silovym polem. Pomoci tohoto pole je mozné modelovat inter- i intramole-
kularni interakce pro vazby a vazebné tihly nebo nevazebné van der Waalsovi interakce
a elektrostatické sily. Naopak hrubozrnné modely neuvazuji okolni prostiedi a jeho vliv
na sledovanou reakci, aby snizily objem dat, ktera musi poc¢itac¢ zpracovat, a aby slozitéjsi
reakci bylo viibec mozné modelovat. Na slozitosti reakce a jejich komponenti pak zavisi,
jestli lze zobrazit napriklad skupinu aminokyselin, cely protein nebo mikrocastici.

Zjednoduseni reakci pro pocitacovou modelaci zptsobuje jejich efektivni pouziti v ome-
zeném rozsahu. Ve farmacii se napiiklad vyuzivaji pro rychlou selekci a identifikaci nadéj-
nych 1é¢iv tak, ze predikuji jejich toxicitu nebo farmakokinetické vlastnosti [33]. Léciva,
kterd po tomto testu maji pozadované vlastnosti, je vSak jiz nutné testovat na realnéj-
sich modelech jako jsou jednoduché modely membran. Jednou z moznosti jsou liposomy.
Umoznuji pozorovat a pochopit specifické interakce jako je fiize, bunééna adheze nebo

molekularni rozpoznavani.

Obrazek 3.1: Pocitacovy model fosfolipidové membréany s péry, které vznikly a) vlivem
DMSO, b) iontovym gradientem [34]

Ponmalar a spol. [35] vyuzili hned nékolika metod pro studium bakteridlnich toxint
vytvarejicich péry v bunécné sténé. Pomoci fluorescencéni korelacni spektroskopie a mo-
delace molekulové dynamiky (MD) pozorovali difuzi lipidi a reorganizaci cholesterolu

v membrané. Prvni metoda pfinesla informace o difuzi a odchylkach od Brownova po-
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3.2. SLOZENI MEMBRAN

hybu zptsobenych vznikem péri. Pocitacova modelace poté 1épe objasnila, jaké interakce
probihaji na molekulové trovni mezi lipidy, cholesterolem a toxiny.

Liposomy jsou utvary slozené ze dvou a vic vrstev fosfolipidii, které jsou orientované
okolo vodného jadra [33]. Déli se podle po¢tu membran na multilamelarni a unilamelarni
a podle velikosti na gigantické (GUV), velké (LUV) a malé unilameldrni vezikuly (SUV).
Liposomy se pohybuji volné v roztoku a je proto naro¢né je pozorovat [36]. Skupina Wang
a spol. na modelu SUV a GUV testovala moznost jejich uchyceni v prostoru pomoci optické
pinzety, coz by umoznilo novy pristup ke studiu membranové dynamiky nebo interakci

membrany a proteint.
3.2. Slozeni membran

DOPC nebo také 1,2-dioleoyl-sn-glycero-fosfocholin je jednim z nejcastéji vyuzivanych
fosfolipidli pro tvorbu modelovych membran. Jedna se o lipid se dvéma nenasycenymi te-
tézei kyseliny olejové. Clanek [37] vyuzil DOPC pro studium zmény tloustky membrany
v zavislosti na koncentraci cholesterolu obsazeného v ni. Mechanické namahani bylo mé-
feno v clanku [38]. Jiné vyuziti nasel v ¢lanku [39], kde byl pozorovan transmembranovy
transport.

DOPG ¢i sodnd siil 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosforac-1-glycerolu misto cholinu obsa-
huje glycerol. Ve smési s DOPC jej vyuzili v ¢lanku [40] pro zkouméni tloustky membrany
a jejich elektrickych vlastnosti. Dalsi experimenty byly provedeny v oblasti transmembra-
nového transportu [41].

SOPC, celym nazvem 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, obsahuje dvé rtizné
mastné kyseliny, ¢imz se lisi od dvou predchozich lipidf. Clanky [37, 13] se zabyvaji opét
tloustkou membrany v kombinaci fosfolipidu a cholesterolu anebo elastickymi vlastnostmi.

Lecitin vyuzity v ¢lanku [42] na rozdil od DOPC, DOPG a dalsich obsahuje vice
ruznych lipida [43]. Vyuziti nasel opét ve studiu transportu molekul pres membranu.

3.3. Typy membran

Existuje mnoho typt modeli membran, které jsou vyuzivany pro experimenty a jesté
vice zpusobi, jak je vyrobit [36]. Prvni model membrany (BLM - bilayer lipid membrane)
vznikl v roce 1962 pomoci natfeni lipidi rozpusténych v n-dekanu jemnym stétcem na
hydrofobni podklad. V membrané a jejim okoli vSak ztistavalo mnoho rozpoustédla, které
mohlo denaturovat integrované membranové proteiny a vést k selhani experimenti. Byla
proto zavedena Langmuir-Blodgettova technika spocivajici v postupném nanaseni lipi-
dovych monovrstev na tenkou teflonovou félii s otvory pokrytou n-hexadekanem nebo
skvalenem. Volné zavésend membrana vznikala na rozhrani vzduchu a vody spojenim
obou monovrstev k sobé. Tim padem nedochéazelo k uzavieni rozpoustédla uvniti struk-
tury a membrana byla stabilni 34 hodiny. Dalsi vyvoj BLM spociva ve zmenseni otvorii

v teflonové f6lii nebo tprave jejich okraju tak, aby tihel mezi volné zavésenou membranou
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3.3. TYPY MEMBRAN

a folii byl co nejmensi. BLM se vyuziva pro studium iontovych transporti pres membranu,
mechanickych vlastnosti a interakei mezi lipidy a proteiny [44].

Stabilnéjsi variaci BLM jsou membrény prichycené na podlozce (sBLM — suported lipid
bilayer na obrazku 3.2) [44]. Ta muze byt vyrobena z riznych materidli od polymert ptes
kovy a jejich oxidy k nanocéasticim jako je grafen a uhlikové nanotrubky. Na rozdil od
volné zavésenych BLM jsou stabilni i nékolik dni, pokud se skladuji pri 4 °C. Membrana
muze byt modifikovana velkou skalou proteintu slouzicich jako receptory, kanalky nebo
protilatky a je mozné pozorovat jejich chovani.
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Obréazek 3.2: Schématické porovnani modeli a) prichycené (sBLM) a b) ukotvené (tBLM)

membrany na podlozce s integrovanym membranovym proteinem [45]

Jiny model vyuzivajici podlozku jako fyzickou oporu je ukotvend BLM (tBLM - te-
thered lipid bilayer na obrazku 3.2) [46]. Na rozdil od sBLM, ktera lezi pfimo na povrchu
podlozky, tBLM je kovalentné uchycena na kotvé, ktera ji udrzuje v urcité vzdalenosti
a membrana je tak dal v prostoru [47]. Material podlozky muzZe tvorit oxid kiemicity,
kotvu potom molekuly se silanovou skupinou. Membranu lze vytvorit pomoci fize vezikul
na povrch podlozky, kde se rozbiji a spontanné vytvori planarni dvojvrstvu fosfolipidi.
tBLM maji dobré elektrické vlastnosti a vysokou stabilitu. Tim, ze se membrana nachazi
castecné v prostoru, umoznuje pozorovani transmembranovych proteint. 7. Laftsoglou
a L. Jeuken [45] tento model vyuzily pro zkouméni transmembranového transportu nebo
katalytické aktivity bakterialni hydrogenazy.

Membranovy model zalozeny na kontaktu mezi dvéma vodnymi kapkami v olejové fazi
(DIB — droplet interface bilayer) je dalsi moznosti jak 1épe poznat chovéani fosfolipidovych
membran [48]. Snadno se vytvareji, funkcializuji a daji se dobfe zobrazit. Jsou vhodné
pro studium interakci, reakci na elektrické signaly nebo transportnich mechanismi. Ob-
dobné jako existuje vice variaci na BLM, bylo vyvinuto také nékolik moznosti pro DIB
(obrazek 3.3). Volné zavésené DIB nejsou podepirdny jakoukoli pevnou strukturou. Lze je
vytvorit nekontaktnimi technikami jako je optickd, magneticka nebo mikrofluidni manipu-
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3.3. TYPY MEMBRAN

lace (viz. kapitola 3.4). A naopak podlozené DIB jsou uchyceny na tenkych tyc¢inkéch nebo
elektrodach. Diky tomu jsou idedlnim modelem pro charakterizaci elektrickych vlastnosti,
které 1ze pomoci elektrod dobte zaznamenat.

A B
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volné stojici DIB podloZené DIB

Obrazek 3.3: Modely a) volné zavésené DIB vytvorené pomoci optické pasti a b) podlozené
DIB pripojené k dratkium [48]

Dalsi volné zavéseny model membrany vytvorili Ota a spol. [42], tentokrat vsak na
mikrofluidnim ¢ipu (obrézek 3.4). Diky jeho geometrii jsou membrény vytvareny kolmo
k pozorovaci roviné a tvori predél mezi dvéma rezervoary pro roztoky, které tak mohou
mit odlisné, dobre kontrolovatelné slozeni. Z toho divodu je membrana vhodna pro stu-
dium transportnich jevli na membrané za vyuziti optickych metod a fluorescenénich sond.
V clanku [42] to bylo demonstrovano na tvorbé péri pomoci a-hemolysinu a nésledné di-

fuze molekul kalceinu.

A mikrokomirky mikrokandlky B
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Obrézek 3.4: a) schématické zobrazeni kanalk a komirek s fosfolipidovymi membranami
v mikrofluidnim ¢ipu, b) zndzornéni dvou prostiedi okolo membréany s inkorporovanym

transmembranaovym proteinem [42]
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3.4. MEMBRANY NA CIPU
3.4. Membrany na cipu

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole (kapitola 3.3) nékteré druhy fosfolipido-
vych membran je mozné vytvaret pomoci mikrofluidnich ¢ipti. Vyhodou téchto zarizeni je
vytvoreni mnoha stabilnich membran paralelné vedle sebe, které je mozné pozorovat sou-
¢asné [39]. Mikrofluidni ¢ip také nepotifebuje specidlni externi vybaveni kromé stifkackové
mikrofluidni pumpy, kterou lze jednoduse ovladat tok roztoku v hadickach a kanalcich.
Mikrofluidika tak poskytuje témér zcela automatizovany systém, ktery je efektivni, bez-
pecny a jednoduse ovladatelny.

Pocet a natoceni membran zavisi na struktute ¢ipu. Ota a spol. [42] vyuzili takovy
systém, ktery umoznuje pozorovat membrany kolmo k roviné snimani. Mikrofluidni ¢ip
z PDMS a kryciho sklicka obsahoval celkem ctyfi kanalky lemované komtrkami o veli-
kosti 19x17 pm (obrazek 3.5). Membrany vznikaly na rozhrani kandlku a komurek diky
fazovym rozhranim mezi roztoky. Prvni byl do ¢ipu napoustén vodny roztok PBS pufru
(pH 7.4), ktery zaplnil celou vnitini strukturu. Nésledoval organicky roztok hexadekanu
s fosfolipidy o koncentraci 10 mg/ml, ktery vytlacil vodny roztok z kanalkt a na rozhrani
s komtrkami vznikla prvni monovrstva lipidi. Tteti roztok byl opét vodny a vytésnil
témér vsechnu organickou fazi. Druha monovrstva na tomto rozhrani se nasledné spojila
s prvni a vznikla tak stabilni fosfolipidovda membrana. Maly objem komtrek umoznil jed-
noduché pozorovani transportu fluorescen¢nich molekul pres proteinové kanaly zavedené
do membrany. Jak molekuly postupné prochézely z komurek pres membranu do kanalk,
intenzita fluorescence v komurkach rychle klesala a bylo mozné ji kvantitativné meérit.
Vyhodou této geometrie c¢ipu je tedy velké mnozstvi membran na jednom misté, jedno-
duchéa opticka detekce fluorescenénich molekul pri transportu pres membranu a moznost
kontrolovat slozeni roztokt na obou strandch membrany zvlast.

A vstup vystup

fosfolipidova
membrana

Obrazek 3.5: a) schéma vnitini struktury mikrofluidniho ¢ipu vyrobeného skupinou Ota
a spol. [42] b) snimky fosfolipidové membrany vytvorené v tomto systému
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3.4. MEMBRANY NA CIPU

Model membran vzniklych mezi dvéma vodnymi kapkami v olejové fazi (DIB) je také
mozné vytvorit na ¢ipu (obrazek 3.6) [39]. Skupina Czekalska a spol. [39] vyrobila ¢ip ze
dvou polykarbonatovych desticek, ktery obsahoval 12 fosfolipidovych membran. Prvni byl
do kanalkt pumpovan organicky roztok hexadekanu s fosfolipidy, ktery tvoril kontinudlni
fazi. Poté nasledoval prvni vodny roztok, ktery se rozdeélil do stejné velkych kapicek o ob-
jemu asi 9 nl, jez byly néasledné zachyceny v pastech. Druhy vodny roztok, ktery byl také
rozdélen na kapky a zachycen v pastech. Kapicky téchto dvou vodnych roztokt se po-
stup priblizily k sobé a na jejich rozhranich vznikla fosfolipidovd membrana. Podobné jak
predchozi model membrany i tento umoznuje pozorovani transportu latek pres membranu

a nabizi jednoduché mérent.

Obrazek 3.6: Schématické zobrazeni vnitni struktury mikrofluidniho ¢ipu vyrobeného
skupinou Czekalska a spol. [39].

Upravenou variantu DIB membrén vytvotil tym Walter a spol. [38] pod ndzvem "mem-
brana na rozhrani dvou proudicich kapek” (FDIB — flowing droplet interface bilayer).
Jejich geometrie ¢ipu umoznila vytvorit 2 az 4 membrany za sekundu v kanalcich s volné
se pohybujicimi se kapkami. Ty se spojovaly v misté 90° ohybu, kdy prvni kapka byla
zpomalena, nasledné do ni narazila druha kapka a na jejich spoji vznikla membréana (ob-
razek 3.7). Tim, ze celd struktura nebyla napevno uchycena v komurce nebo pasti, ale
volné se pohybovala kanalky, byl tento model vhodny pro méfeni mechanickych vlastnosti
membrany pomoci hydrodynamickych interakei.

A B

smértoku ) kapky bez membrény
¥ . ) e b
e« kapky s membranou

Obrazek 3.7: Schéma struktury 90° ohybu a princip tvorby FDIB a porovnani kapek pred
a po vzniku membrany [38]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

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

ATTO 488, Sigma, Lot: #BCBV8900

BSA - lyophilized powder, >96 % Sigma, Lot: #SLCD0987

HCI p.a., >35 %, lachmmer, CAS: 7647-01-0, ¢.s.: PP/2014/05946
Hexadekan, Sigma-Aldrich, Lot: #SHBG3884V

Chloroform AG., Penta, ¢.5.: 2107210716

KyHPO, - 3H50 p.a., Penta, CAS: 16788-51-1, ¢.S.: 18062906616

KH>PO, 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.o.

Mineralni olej - Viscosity Reference Standard, Paragon Scientific Litd, Lot: 2153001039
NaCl p.a., Penta, CAS: 7647-14-5, ¢.s.: 2106210616

NaOH mikropelety p.a., CAS: 1310-73-2, index.¢.: 011-002-00-6

Nile red, >96 % (HPLC), Sigma, CAS: 7385-67-3

PDMS, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo, ¢. $.: 0008885206
Rhodamin 6G, 99 %, Aldrich, CAS:989-38-8

4.2. Pouzité pristroje

Invertni mikroskop — Olympus IX71

Kamera — Olympus XM10

Lampa — X-Cite 120Q

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

Pristroj na oplazmovani — CEPLANT RPS50+

Ultrazvukova cisticka — Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H
UV/LED lampa - RUSCONA 48W /60W
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4.3. METODY

4.3. Metody

4.3.1. Kompletace Cipu a aparatury

Odlévani, oplazmovani a skladovani mikrofluidniho ¢ipu z PDMS bylo provedeno podle
postupu predchozi bakalarské prace [27], ktery byl optimalizovian v navazujici bakalarské
préaci [49]. Bylo smichdno potfebné mnozstvi PDMS a sitovaciho ¢inidla, které bylo soni-
fikovano ultrazvukem a néasledné nalito na precisténou kremikovou masku. Nové vzniklé
bubliny byly odstranény v exikatoru za snizeného tlaku a polymer byl umistén do susarny
vyhraté na 80 °C po dobu 1 h. Z vytvrzeného polymeru byla vyrezana sada 9 tél ¢ipi.
Tyto c¢asti byly precistény sonifikaci v isopropylalkoholu.

Na plazmovacim pristroji CEPLANT RPS50+ bylo nastaveno napéti 10 V. Na drzak
projizdéjici pod plazmovaci hlavici byly postupné umistény kryci sklicka a polymerni téla
tak, aby vzdédlenost mezi ¢asti ¢ipu a hlavici byla 1,5 mm. Nésledné oplazmovani probihalo
po dobu 84 s. Takto osetrené ¢asti byly prilozeny k sobé a ulozeny do susarny vyhraté na
150 °C po dobu 30 min.

Po vychladnuti na laboratorni teplotu byly k ¢ipu pomoci lepidla Pattex GEL prile-
peny kovové konektory. Toto lepidlo tuhlo po dobu 24 h, kdy byl ¢ip skladovan v suché,
¢isté a uzaviené nadobé.

Néasledné byl ¢ip na 24 hodin ponoren do deionizované vody tak, aby vrchni konce
konektoru zistaly na na vzduchu a télo ¢ipu ve vodé. Poté byl ¢ip vytazen a osusen
hadrikem, ktery nepousti vlakna.

Strikacka byla naplnéna vodnym roztokem PBS (pH 7,4) a byla k ni pfipojena hadicka.
Tento spoj byl utésnén pomoci nékolika vrstev gelu, ktery tuhne pod UV zarenim po dobu
1 minuty. Hadicka byla proplachnuta roztokem ze strikacky, coz eliminovalo tvorbu bublin.

Do hadicky se jednotlivé roztoky nabiraji v opa¢ném potadi, nez v jakém jsou na-
poustény do ¢ipu (prvni nabrany roztok je do ¢ipu pumpovan jako posledni) a je tak
mozné korigovat obsah kanalku a komiurek zvlast. Jednotlivé roztoky byly pomoci ¢istych
sttikacek nadavkovany do cistych, predem oznacenych mikrozkumavek typu Eppendorf.
Nésledné byla prilozena hadicka se sikmo sefiznutym koncem a pomoci drobného po-
suvu pistu stiikacky byly nasaty roztoky v potifebném poradi. Poté byla hadicka pomoci
klesti pripojena ke konektoru a pripevnéna k mikrofluidni injekéni pumpé. Celd aparatura
zahrnujici mikroskop, mikrofluidni pumpu i ¢ip je zobrazena na obrazku 4.1.

Na mikrofluidni pumpé byly nastaveny parametry prislusné stiikacky (sitka pistu a ob-
jem udévany vyrobcem) a potFebnd rychlost pumpovani roztoku do ¢ipu. Z diuvodu ochra-
néni pumpy pred poskozenim byl také nastaven maximalni mozny objem, ktery pumpa
mohla vypumpovat tak, aby byl vzdy o nékolik desitek mikrolitri mensi nez celkovy ob-
jem roztoku ve stiikacce. Po vypumpovani tohoto objemu se pumpa automaticky vypne
a nedojde k zadfeni motoru tim, ze by se snazil tlac¢it na prazdnou strikacku.
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Obrazek 4.1: Sestava aparatury skladajici se z a) stojant na pumpu, b) mikrofluidni
pumpy, c) stiikacky s hadickou, d) mikroskopu, e) mikrofluidniho ¢ipu v kovovém drzédku
a f) dotykového displeje pro ovladani pumpy

4.3.2. Roztoky

Byl namichéan fosfatovy pufr PBS o objemu 250 ml. Bylo navazeno potfebné mnozstvi
KyHPO,, KHyPO,4 a NaCl tak, aby sila ionta byla 10 mM pro fosfat.

Byl pripraven PBS roztok a bylo pridano takové mnozstvi BSA, aby jeho koncentrace
byla v intervalu 0,5-1 g/1.

Byl pripraven zdsobni roztok lecitinu v chloroformu o koncentraci 250 g/1 a objemu
1 ml. Na analytickych vahach bylo navazeno potifebné mnozstvi lecitinu, pfevedeno do
vialky a byl pridan chloroform. Pro lepsi rozpusténi lecitinu byl pouzit vortex. Takto
vznikly roztok byl skladovan v mrazicim boxu pri teploté -20 °C.

Pro pripravu roztoku lecitinu v hexadekanu o objemu 1 ml bylo pipetovano takové
mnozstvi lecitinu v chloroformu, aby vysledna koncentrace lecitinu v hexadekanu byla
10 g/1. Z pipetovaneho objemu lecitinu v chloroformu bylo ptuvodni rozpoustédlo odpa-
feno v exikatoru za snizeného tlaku za dobu 30 min. Nasledné bylo pipetovano potiebné
mnozstvi hexadekanu a roztok byl umistén na vortex pro lepsi a rychlejsi rozpusténi leci-
tinu. Takto pripraveny roztok byl skladovan pri pokojové teploté za stalého promichavani.

Pro pripravu fluorescen¢niho roztoku hexadekanu bylo v 5 ml roztoku rozpusténo po-
tfebné mnozstvi Nilské cervené a néasledné byl pripraven roztok lecitinu v hexadekanu
podle vyse zminéného postupu. Pri pripravé roztokiti hexadekanu se Sudanskou oranzi,
mineralniho oleje s Nilskou c¢erveni a mineralniho oleje se Studanskou oranzi bylo postu-

povano stejneé.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace navazuje na postupy predchozich bakalarskych praci [27, 49], jak
jiz bylo difve zminéno (kapitola 4.3.1). Princip tvorby membréany a geometrie ¢ipu vychazi
z ¢lanku Ota a spol. [42]. Cilem této préace je optimalizovat postup tvorby membrany na
mikrofluidnim ¢ipu z PDMS a kryciho sklicka, aby na tomto modelu bylo jednou mozné

spolehlivé zkoumat vlastnosti fosfolipidovych membran a transmembranovy prenos latek.

5.1. Vyroba Cipu a sestaveni aparatury

5.1.1. Kompletace ¢ipu

Béhem vyroby Cipu a zapojovani aparatury doslo k vyskytu nékolika problému, které
byly castecné nebo zcela vyreseny. Bylo zjisténo, ze pri razeni otvoria do polymerniho téla
¢ipu pomoci raznice nékdy ziistava zbytek polymeru v otvoru a zptsobuje jeho ucpani.
Protoze je vsak tento kousek velmi maly (<1 mm) a prihledny, je ndro¢né jej zpozorovat
a odstranit. K jeho odhaleni dochézi z pravidla v momenté, kdy je cela aparatura zapojend
a zapnutd, ale roztoky neprotékaji, prestoze je strikacka funkcni, lepidlo nezateklo mimo
spoje nebo nebyla zalomend hadicka.

U propojeni polymerni ¢asti ¢ipu a kovového konektoru bylo zvoleno lepidlo Pattex
GEL. To po zaschnuti tvori také poloprithledny film, kterym je mozné vidét. Nevyhodou
vsak je, ze jeho doba tuhnuti na vzduchu trva 24 hodin od aplikace, coz znacné prodluzuje
dobu vyroby ¢ipu. Ten je tifeba jesté pred vpravenim roztok na 24 hodin ponofit do
supercisté vody, aby PDMS nasalo dostatek kapaliny a béhem experimentii nevstiebavalo

roztoky z kandlkli. Celkovy minimalni doba vyroby ¢ipu je potom na 3 dny.
5.1.2. Spoj mezi strikackou a hadickou

Spoj mezi strikackou s tenkou jehlou a hadi¢kou vyzadoval hned nékolik variant feseni.
Prvni bylo vyzkouseno utésnéni spoje pomoci nékolika vrstev Parafilmu. Toto prekryti se
ukazalo jako nedostacujici. Kapalina hnanéd hadickou pod velkym tlakem proudila nejen
pozadovanym smérem dopredu, ale také se vracela zpét za jehlu, kde se dostavala skrze
Parafilm pry¢. Bylo proto navrzeno utésnéni pomoci kombinace vterinového lepidla a te-
prve potom prekryti Parafilmem. Ani tento navrh vSak nebyl ptijatelny. Hadicka i plastova
cast strikacky, kde bylo lepidlo aplikovano, nejspise poskytly prilis malou sty¢nou plochu
a pravdépodobné byly tvoreny plastem s nevhodnym povrchem pro vtetinové lepidlo,
které na spoji ani nezatuhlo. Jako elegantni feSeni se ukazalo vyuziti polymerniho gelu,
ktery tuhne po ozareni UV svétlem a vytvari prithlednou vrstvu, kterou lze pozorovat
déni pod spojem.

Pro zvétseni plochy, na kterou je nanasen UV gel a tim padem i jeho prilnavosti je
vhodné priblizné dva centimetry povrchu hladké hadi¢ky narusit klestémi. Vzniklé ryhy
poskytuji dostatecnou tfeci plochu pro gel, aby udrzel hadicku na misté pri dalsich mani-

pulacich jako je nabirani roztokt a uchyceni na mikrofluidni pumpé.
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5.1.3. Manipulace s roztoky v hadicce

Nabirani roztokt do hadicky proslo dvéma fazemi. Prvni byly roztoky po kapkach
davkovany na ¢istou Petriho misku podlozenou bilym papirem pro lepsi viditelnost (ob-
razek 5.1, snimek A). Tato varianta vSak nebyla optiméalni, protoze pti davkovani roztoku
do hadicky dochézelo k nechténému nabirani vzduchovych bublin. Kapky také nebyly
nijak chranény od okolniho prostfedi a mohl do nich padat prach, ktery nasledné mohl
ucpat kanalky. Jako lepsi feseni byly zvoleny uzaviratelné zkumavky typ Eppendorf (ob-
razek 5.1, snimek B). Pri dostatecném mnozstvi roztoku na dné zkumavky do néj lze
konec hadicky zcela ponorit, coz zabranuje nasati vzduchovych bublin. Tyto zkumavky
také obsahuji plastové vicko, kterym je mozné zkumavku uzaviit a zabranit kontaminaci

prachovymi ¢asticemi.

Obréazek 5.1: Rozmisténi roztoku a) na Petriho misce b) ve zkumavkéach typu Eppendorf

U napousténi ¢ipu roztokem bylo zjisténo, jak moc velky rozdil je mezi spojem tvore-
nym lepidlem s Parafilmem a gelem vytvrzenym UV zafenim. Zatimco kompletni naplnéni
kanalktl v prvnim pripadé trvalo desitky minut, pti pouziti UV gelu byl kanalek napustén
do 5 minut rychlosti 1 ul/min. Gel po vytvrzeni vytvoril dokonale neprostupnou vrstvu,
ktera odola tlaku uvniti aparatury.

Pti prvotnich testech plnéni ¢ipu mimo mikroskop bylo zjisténo, Ze je lepsi ¢ip umistit
na Petriho misku a uchytit ho paskem z Parafilmu, aby zustal ukotven na misté. Petriho
miska byla také podlozena bud bilym nebo ¢ernym papirem (v zavislosti na barvé roztoki),
aby byly drobné kanalky lépe viditelné.

Pro lepsi viditelnost postupu roztoku v hadic¢ce je vhodné jednotliva fazova rozhrani
oznacit lihovym fixem na sténé hadicky. P¥i pomalém napousténi kandlka (nékolik desi-
tek nl/min) je ¢asto naro¢né urcit, zda se roztoky skuteéné pohybuji. Pevna ryska umoz-
nuje zpozorovat posun roztoku i o zlomek milimetru a vcas poznat, jestli je aparatura
v poradku a tésni. Pokud tomu tak neni, tak se roztok prakticky nepohybuje a bez rysky
je to mozné zjistit az za nékolik desitek minut.
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5.2. Optimalizace napousténi Cipu

5.2.1. Optimalni vysledky

Obrézek 5.2 zobrazuje kandlek s komiirkami naplnény tfemi roztoky - fluorescencéni
sonda ATTO 488, hexadekan s rozpusténym lecitinem a Rhodamin 6G. Diky odlisné hyd-
rofobnosti hexadekanu doslo k vytvoreni dvou fazovych rozhrani, ktera je mozné pozorovat
na transmisnim i fluorescencnim zobrazeni. Ve vyznacené oblasti se pak nachézi idedlni

model fosfolipidové membrany. Obrazek 5.3 ukazuje, jak velkou plochu kanélkt je mozné

pozorovat okem pres okular.

Obréazek 5.2: Lecitinové membrany (oznacené ¢ervenou) a rozhrani mezi roztoky: nahore
ATTO 488, uprostred hexadekan, dole Rhodamin 6G. Méfitko mé 20 pm.

Obrézek 5.3: Pohled na lecitinové membrany z obrazku 5.2 pres okular. Méritko ma 50 pm.
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Obrézek 5.4 zobrazuje idedlni ¢elo napousténého roztoku PBS do prazdného, predem
namoceného ¢ipu. Jeho tvar odpovida predpoklddanému prifezu cela kapaliny, ktera pro-
téka mezi dvéma nekonecnymi, nehybnymi deskami (kapitola 2.2, obrazek 2.6). Z toho lze
usoudit, ze tento teoreticky model a nasledné vypocty pro modelace proudéni v kandlcich

byly zvoleny spravné.

Obrazek 5.4: Celo roztoku PBS v kanalku. Mé&Fitko ma 20 pm.

Na spravny vybér teoretického modelu navazuje i laminarni proudéni v kanalcich. Na
snimcich obrazku 5.5 je mozné pozorovat posun svétlych kapek hexadekanu v roztoku
PBS. Snimky byly pofizeny ze stejného mista kandlku. Kapky se béhem méfeni pohybo-
valy jednim smérem bez klicek a je proto mozné jejich drahu porovnat s ¢ervenou primkou
vedenou rovnobézné se sténou kanalku. Diky tomu, Ze se kapky prakticky neodchyluji
z této drahy, jedna se o potvrzeni laminarni proudéni v mikrofluidnich kanélcich.
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Obrézek 5.5: Zobrazeni laminarniho toku v kanalku pomoci nékolika kapek hexadekanu
v roztoku PBS. Snimky A-D zobrazuji ¢asovy posun béhem méreni. Méritko méa 20 pm.

Na obrazku 5.6 je idealni vzhled kandlku pred mérenim. Pokud byl ¢ip namocen ale-
sponn po dobu 24 hodin, PDMS nasalo vodu, ktera se nasledné c¢astecné vysrazela na
podloznim sklicku. Cim déle byl ¢p namocen, tim vétsi mnozstvi vody se dostalo do
kanalku a vytvarelo strukturu podobnou kresbé na kuzi geparda. Pokud je tato struk-
tura v kandlcich pritomna, tak je PDMS dostatecné nasyceno vodou a nenasava roztoky
z kanalki.
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Obrazek 5.6: Kanalky se strukturou "geparda”, ktera dokazuje dostatecné nasyceni PDMS
vodou. Méritko ma 20 pm.

Napousténi ¢ipu prvnim roztokem je klicovym momentem, ktery ma zasadni vliv na
vznik fosfolipidovych membran. Pokud se kandlek s komtrkami zcela nezaplni vodnym
roztokem PBS, ztstavaji v komurkach vzduchové kapsy, které mohou znacné zkratit dobu
stability membran. Na obrazku 5.7 je mozné vidét jejich postupné zaplnovani. V prvnim
snimku je roztok hlavné v kandlku a jen ¢asti komurek a postupné dochézi k jeho zatlaceni
az na jejich dno jak je vidét na snimku ¢tyti. Pro takové zaplnéni je vsak tfeba vyvinout
dostatecny tlak, ktery roztok do komiirek dostane. Tlak v kanalcich je fizen rychlosti toku
roztoki, kterd se pohybuje v rozmezi 1-1000 nl/min. Problém nastavd v momenté, kdy
jsou roztoky pumpovany rychlosti, ktera umoznuje vznik stabilnich membran, ale nestaci
na to, aby vytvorila dostate¢ny tlak na zatlaceni roztoku PBS do komurek. Kvili tomu
je nutné na zacatku experimentu pumpovat roztoky ve vyssich rychlostech a nésledné
je zpomalit, aby bylo mozné zaplnit komirky a nasledné natdhnout fosfolipidové mem-
brany. Nevyhodou pocatecnich velkych rychlosti vsak je pretlakovani kanalkua, protoze
po zpomaleni rychlosti roztoki (a tim padem i zmenSeni vyvijeného tlaku) dochédzi ke
zpétnému toku pohanéného pretlakem, ktery je nasledné velmi narocné zastavit. Proto je
nutné velmi opatrné volit pocatecni rychlost a nasledné postupné zpomalovat, aby nedoslo
k pretlakovani kanalki a zpétnému toku.
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Obrazek 5.7: Postupné zapliované komturky od snimku A, kde zaddna z komirek neni
zaplnéna az do snimku D, kde jsou vSechny komitrky zaplnény. Méritko ma 20 pm.

5.2.2. Naruseni toku roztoka v Cipu

Stejné jako béhem kompletace aparatury (kapitola 5.1) vSak dochézelo ke vzniku
mnoha problémtim. Na obrazku 5.8 je mozné pozorovat fyzickou prekazku tvorenou kousky
polymeru PDMS. Pted odlévanim PDMS pro tento ¢ip pravdépodobné doslo k poskozeni
struktury kanalk na kifemikové masce béhem jejiho ¢isténi. Struktura slouzi jako nega-
tiv pro odlévani kanalkt, kdy polymer zatece okolo a po odloupnuti vznika duty obtisk.
Takto prekazka v kanalku zabranuje plynulému pritoku roztoku a muze mit také vliv na
prostfedi nékolik stovek pm v kanalku. Pred prekazkou se mtzou roztoky hromadit pod
zvysenym tlakem a naopak za prekazkou mohou proudit prilis rychle, nez opét zpomali
na pozadovanou rychlost. Diky tomu nemuseji vznikat stabilni membréany.

Druhym moznym problémem této prekazky ve tvaru hraze je vyrazné naruseni rozhrani
mezi jednotlivymi roztoky, ktera jsou potieba pro tvorbu membran. Diky zizeni rovného
kandlku dochazi ke vzniku turbulentniho proudéni a promichani jednotlivych roztokii.
Nasledné muze dojit ke vzniku emulze a zfetelna rozhrani zaniknou. Membrany tak neni

mozné vytvorit ani po opétovném vzniku laminarniho proudéni dal v kanélku.
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Obrazek 5.8: Prekazka v kanalku zabranujici hladkému pritoku roztoki. (A) roztok se
nachézi ve spodni poloviné kandlku, v horni je prekdzka z polymeru; (B) cely kanal je
zaplaven roztokem a je mozné vidét vsechny prekazejici ¢asti polymeru. Méritko ma 20 pm.

Naruseni laminarniho toku roztoki muze byt také zptisobeno hrbolatymi sténami ka-
néalku (obrazek 5.9). Tento problém ma na tok pouze lokédlni vliv (jednu az dvé komtrky za
hrboly), ale pokud by se na sténach vyskytoval ¢asto, mohl by vyznamné ovlivnit tvorbu
membran. Ke vzniku takto hrbolatych stén muselo dojit pouze béhem vyroby kiemikové
masky na externim pracovisti a nelze je nijak opravit.

Obrazek 5.9: Hrbolata sténa kanalku i komurek. Méritko ma 20 pm.

Béhem pumpovani roztoki do ¢ipu mize dojit k poruseni rozhrani i jinak nez vznikem
turbulentniho toku. Obrazek 5.10 ukazuje, jak je roztok hexadekanu s obsahem lecitinu
rozdélen na dvé jednotlivé ¢ésti, které prilnuly ke sténam kanalku. Pivodné bylo ve vy-
znacené oblasti pozorovano zretelné rozhrani mezi tfemi roztoky jako je na obrazku 5.2.
Kombinaci velké rychlosti pumpovani roztokt do ¢ipu a prilis malého mnozstvi hexade-
kanu v kanalku doslo ke stlaceni uz tak tenké prostiredni vrstvy na jesté tenci. Nasledné
tato vrstva praskla a prvni a posledni roztoky se slily dohromady. V pripadé kompletniho
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preruseni hexadekanové vrstvy jiz neni mozné ji opétovné vytvorit a nemuize tak dojit
ke vzniku membran ve zbytku kandlku. Je vSsak mozné tomu predejit zpomalenim rych-
losti pumpovani a nasatim vétstho mnozstvi roztoku hexadekanu do hadicky, odkud se
pumpuje do ¢ipu a distribuuje do ¢tyr kanalkt ve vétsi vrstve.

Obrézek 5.10: Prerusené rozhrani mezi tfemi po sobé jdoucimi roztoky. Méritko ma 20 pm.

Pokud dojde k chybé béhem lepeni PDMS a kryciho sklicka plazmou nebo je ¢ip
prilis stary, dochazi k jeho podtékani. Pokud je vazba mezi PDMS a sklickem jen slabé
narusend, muze dojit k nezadoucimu proteceni roztoku z jednoho kanalku do druhého.
V pripadé, ze by v druhém kanalku jiz byly membrany, mtze dojit k jejich prasknuti
vlivem kolmo vyvijeného tlaku. Na obrazku 5.11 je vlevo mozné vidét kanal naplnény
fluorescencni sondou ATTO, ktera podtéka pod sténou z PDMS do prazdného pravého
kanalu. V ¢erveném kolecku je znazornéno celo roztoku, ktery néasledné tekl dal doprava,
dokud nedoslo ke spojeni vsech takto vzniklych tokt a k zaplnéni kanélu.
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Obréazek 5.11: Podtékani roztoku mezerou mezi polymerem a krycim sklickem. Métitko
ma 20 pm.

Na obrazku 5.12 je mozné pozorovat co se stane, pokud jsou do hadic¢ky kromé roztoki
nasaty i vzduchové bubliny. Na snimku A je uprostied kanalku vidét vzduchova kapsa
mezi dvéma c¢astmi roztoku PBS, kterd blokuje plynuly pritok. Snimek B pak zobra-
zuje variantu, kdy se vzduch dostal skrz roztok a rozdélil jej na dvé casti. Pri malych
prutokovych rychlostech nedochéazi k vytvoreni dostatecného tlaku, ktery by vzduch po-
souval kanalkem pry¢ a ten se tak zablokuje. Pokud ke vzniku takové vzduchové kapsy
dojde na zacatku napousténi ¢ipu jesté nez se do kanalkl dostane roztok hexadekanu, je
mozné docasné zvysit rychlost priutoku a vzduch tak vytlac¢it. V. momenté, kdy ke vzniku
vzduchové kapsy dojde pozdéji, neni mozné ji odstranit aniz by nedoslo k poskozeni vzni-
kajicich membran. Vzduchové rozhrani nasledované dalSim roztokem vytvari na model

membrany vytvareny v této praci prilis velky tlak a membrana praskne.

Obréazek 5.12: Vzduchové bubliny mezi roztoky v kandlku. Méritko ma 20 pm.
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5.2.3. Rychlost napousténi roztoki

Rychlost napousténi roztokii do ¢ipu mé na tvorbu fosfolipidovych membran nejveétsi
vliv. Jedna se o parametr, ktery je mozné nastavit na mikrofluidni pumpé a da se v pri-
béhu meéreni prizplsobit podle potreby. Pokud se roztoky do ¢ipu dostanou prilis rychle,
pouze kanalky protecou a membrany nevzniknou. Pokud roztoky proudi prilis pomalu,
je vysoce pravdépodobné, ze se do kanalka nedostanou kviili vysokému odporu ¢ipu -
nedojde k vytvoreni dostatecného tlaku, ktery by roztoky do kandalki protlacil.

V tabulce 5.1 jsou uvedeny pocatecni rychlosti pumpovani roztok do nékolika ukaz-
kovych ¢iptu. Byl sledovan ¢as toku roztoku (t1) od zapnuti pumpy po prvni vteceni do
¢ipu. Prislusné pocatecni rychlosti pumpovani do kazdého ¢ipu jsou v tabulce 5.1 znazor-
nény barevnymi policky. Cas ¢, pro prvni roztok je vztazen k realné rychlosti toku roztoki
v ¢ipu a poté je prepocitdn na Cas troo pro rychlost 700 nl/min, aby jednotlivé casy bylo
mozné porovnat. Posledni radek tabulky 5.1 uvadi, jestli byla tvorba membrany tispésna.

Z téchto dat je zfejmé, ze membrany vznikaly pouze pii vysokych pocatecnich rych-
lostech (1000, 700 a 500 nl/min) a objemu hexadekanu v intervalu 1,5 - 5 ul. Déle z této
tabulky vyplyva, Ze nejvyssi ¢as pro nateceni prvniho roztoku PBS do ¢ipu se pohybuje
kolem 10 min. Pokud se tento ¢as prodlouzi, zvysuje se pravdépodobnost, Ze je ucpany
¢ip nebo je problém jinde v aparature.

U nizsich rychlosti (500 a 300 nl/min) dochézelo k ¢asté tvorbé zpétného toku v di-
sledku nedostatecného natlakovani roztoku v hadicce. Tyto rychlosti nedodaji hexadekanu
dostate¢nou hybnost, aby se dostal az do kanalkid. V momenté, kdy se rychlost pumpo-
vani zpomali tésné pred jeho nastupem, aby byla jasna fazova rozhrani a mohly bezpeéné
vzniknout membrany, tlak v hadic¢ce se snizi a je mensi nez tlak potrebny pro tispésné
napumpovani roztoki. To zpusobi proudéni roztoktu proti sméru pumpovani a znemozni
tvorbu fosfolipidovych membran. Druhou variantou je ucpani krajnich kanalki, které je
vice popsano v kapitole 5.4.

S tlakem uvniti aparatury souvisi i objem hexadekanu, ktery je do ¢ipu pumpovan.
Pokud je jeho mnozstvi prilis velké (tabulka 5.1, ¢ip ¢.1), musi byt vysoké rychlost pum-
povani roztokt. Nasledny vysoky tlak vsak poskozuje aparaturu v jejich spojich nebo
rovnou zpusobuje oddéleni polymeru a kryciho sklicka. Vice o vlastnostech a problémech
hexadekanu je popsano v kapitolach 5.3 a 5.3.2.

Vysoké rychlosti pritoku roztoki kanalky mohou zptsobit promichani rozhrani mezi
jednotlivymi roztoky jak je mozné vidét na obrazku 5.13. Tmavsi roztok hexadekanu uza-
viel roztok PBS v komiurkach, ale protoze rychlost pritoki nebyla véas snizena z 1 ul/min
na maximalné par desitek nl/min prorazil za roztokem hexadekanu svétlejsi roztok rho-
daminu. Ptvodné hladké rozhrani bylo naruseno a membrany tak nemohly vzniknout.
Naopak vrstva lipidi, kterd uz byla natazena z prvniho rozhrani mezi PBS a hexadeka-
nem byla vzniklym proudem rozbita.
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Tabulka 5.1: Tabulka pocatec¢nich rychlosti roztokt ve vybranych ¢ipech s ¢asovymi tdaji
o prvnim vteceni roztoku do kandlkl. Komentar vyjadiuje vyhodnoceni, jestli byly nata-
zeny membrany nebo jestli doslo ke komplikacim.

¢islo ¢ipu 1 2 3 4 5 6 7 8 9
\%
hexadekan 10 5 1,5 1,5 5 5 5 5 1,5
[d]
1000
v 700
() | 500
300
t1 [min] - - 11:00 5:20 4:23 >35:00 11:40 21:00 >25:00
tr7o0 [min] - - 11:00 5:20 3:08 25:00 8:20 9:00 10:43
komentar poskozen{ membrana | membrana | membrana | membrana uc?.any zpétny zpétny ucE).any
aparatury Cip tok tok Cip

Obrézek 5.13: Roztok hexadekanu vytlaceny roztokem rhodaminu. Méritko ma 20 pm.

5.3. Roztoky

Roztoky se do mikrofluidniho ¢ipu dostavaji pomoci systému mikrofluidni pumpa-stri-
kacka-hadicka, ktery zajistuje plynuly tok roztok. Roztoky jsou do strikacky s pripojenou
hadickou nabirany rucéné, coz znamena, ze objem roztoki je v kazdém ¢ipu trochu jiny.
Rysky na stupnici stiikacky pouzivané v této praci maji rozliseni 10 pl. Okem lze jednot-
livé dilky délit na poloviny a ¢tvrtiny rysky, coz umoznuje nabirat i mensi mnozstvi nez
10 ul, ale vysledny objem je poté velmi orientacni. Pro ziskani presnych objemt roztokii,
které by byly spolehlivé opakovatelné, je tieba vyvinout novou metodu. Ta by umoznila
v teoretickych modelech a ve vyhodnoceni pocitat s velicinou objemu jako s konstantou
a zisk spolehlivéjsich dat.

Zajimavy problém vytvorily samotné roztoky PBS a hexadekanu, kdy dochazelo ke
zméné jejich poradi v hadi¢ce oproti puvodnimu déavkovani. Samo nabirani do hadicky
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vyzaduje manualni zrucnost operatora, aby nedochéazelo ke vzniku vzduchovych bublin
nebo ulpivani prebytku roztokt na vnéjsi sténé hadicky. Ten totiz mlize snadno stéct na
okraj hadicky a nasledné byt nasan dovnitt, coz zptusobi vznik nékolika segmentti s roztoky
o neurcitém poradi a také vznik mnoha fazovych rozhrani. Princip vzniku membrany je za-
loZen na jednom segmentu roztokia PBS-heradekan-PBS a k tomu patricich dvou fazovych
rozhranich (viz. kapitola 3.4, ¢lanek Ota a spol. [42]). Vice segmentu sice nevyluc¢uje vznik
membran, ale mé zasadni vliv na jejich ¢asovou stabilitu. Sila narazu nového rozhrani do
membrany zptusobi jeji zanik, prestoze se jinak jedna o stabilni strukturu.

Vznik nékolika segment roztokt vsak nevznika jen lidskym faktorem. Pfi pozorovani
roztokl v hadicce proti svétlu bylo zjisténo, zZe se jednotlivé roztoky mezi sebou rozdélily
na vice casti, které kolem sebe protekly, a ze spravné nabraného jednoho segmentu ca-
sem vytvorily dva a vice. Duvod tohoto problému spoc¢iva v odlisné hustoté jednotlivych
roztokil. Roztok hexadekanu se normélné nachazi mezi dvéma vodnymi roztoky PBS ve
svislé hadicce. Hustota hexadekanu je vSak nizsi nez hustota vody, takze ¢ast horniho,
tézstho roztoku PBS protece kolem casti prosttedniho, lehéiho hexadekanu a vytlaci ji
nahoru. Tomuto dé&ji lze castecné predejit volbou hadicky o malé vnitinim praméru, i tak
ale k prohazovani roztokii dochazi. Vhodnéjsim fesenim je nalezeni lepsiho rozpoustédla,
které by mélo hustotu blizkou vodé (viz. kapitola 5.3.2).

V élanku [42], ze kterého vychazi tato prace, byl ve stifkacce obsaZen roztok tetra-
dekafluorhexanu, ktery vsak nikdy nedoputoval az do ¢ipu. Jeho vyuziti spocivalo v tlu-
meni narazt zpusobenych cykly motoru mikrofluidni pumpy, které vytvarely tlakové viny
a mély negativni vliv na tvorbu membran. V této praci vSak takovyto tlumici roztok nebyl
potieba, protoze pod mikroskopem byl pozorovan pouze hladky tok jednotlivych roztokt
i posun fazovych rozhrani. Pokud by v budoucnu doslo k opakujicimu se trhanému posunu
kterékoli casti roztoku, bylo by vhodné zvazit opétovné pridani tetradekafluorhexanu do
stiikacky:.

Existuji dvé varianty, jak fluorescenéné znacit roztoky. Bud je mozné sondu rozpustit
ve vodném roztoku nebo fluorescencéné oznacit lipidy. Za tic¢elem naucit se nabirat roztoky
do hadicky a pod mikroskopem umét rozpoznat jednotlivé roztoky je lepsi fluorescencné
znacit vodny roztok. Pri vybéru latky, ktera vyrazné obarvi roztok i na dennim svétle,
je mozné ho pozorovat i ve velmi malém objemu v hadi¢ce. Diky tomu dokéze i novy
operator spolehlivé urcit, zda jsou roztoky nabrané spravné, bez bublin a zda se mezi
sebou nepromichaly.

Fluorescenc¢ni znacenti lipidi je vhodné pro samotné zkoumani membran. Zatimco zna-
¢eni lipidlt umoznuje pozorovat primo membranu a s jistotou urcit jeji polohu, oznaceny
vodny roztok ukazuje pouze svétlé plochy tam, kde se nachazi. Nelze tak vzdy spoleh-
livé urcit, jestli membrana vznikla a brani prostupu sondy do komiirky, pokud je sonda
v kandlku (do kandlku, pokud je sonda v komtrce), nebo se na druhé strané misto do-
mnélé membrany nachézi vzduchova bublina. Ta je totiz, stejné jako neoznaceny roztok,

ve fluorescencénim zobrazeni cernd a muze tak zmast operatora.
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5.3. ROZTOKY
5.3.1. Vodna faze

Vodné faze roztokt jako jsou roztoky fluorescencéni sondy ATTO 488, Rhodamin 6G,
PBS a dalsi se chovaji podle predpokladi a potvrzuji teoretické modely (viz. kapitola
5.2.1). Obecny vzhled vodné faze je mozné vidét na obrazku 5.4 a 5.7 (kapitola 5.2.1).
Roztoky jsou bez viditelnych ¢astic nebo bublin a po zateceni do komtrek je mozné jasné

rozeznat predél mezi polymerni sténou a kanalkem.
5.3.2. Organicka faze

Hexadekan je organické rozpoustédlo hojné vyuzivané pro tvorbu modelt lipidovych
membran. Je-li s nim naklddano za spravnych podminek, poskytuje dobré prostiedi pro
rozpusténi lipidi a naslednou tvorbu membran v mikrofluidnim ¢ipu. Tyto spravné pod-
minky je potfeba jesté vice prozkoumat a optimalizovat i v dalsich bakalarskych nebo
diplomovych pracich, aby bylo dosazeno spolehlivych vysledkii.

Cést problému jiz byla rozebrana v kapitole 5.3, kde se jednalo o promichani seg-
mentid vodné a organické faze v hadic¢ce na zakladé odlisné hustoty. Dalsi komplikace
pouziti hexadekanu spocivaji v jeho vysoké viskozité v porovnani s vodou (névaznost na
kapitolu 5.2.3). V praxi to znamend, Ze mikrofluidni pumpa roztoky velmi obtizné a po-
malu pumpuje do kanalki, ¢imz se prodluzuje doba trvani experimentu. Aby se hexadekan
do kanalkt dostal, musi pumpa vytvorit obrovsky tlak v celé aparature. Pii snaze zkratit
tento cas z potencialnich hodin na desitky minut byla docasné zvysSena rychlost davko-
vani roztokl do ¢ipu a tim i vnitini tlak. Tésné pred vstupem hexadekanu do ¢éipu byla
tato rychlost opét zpomalena, aby hexadekan nevytlacil vodny roztok PBS z komitrek
namisto vytvoreni prvni vrstvy fosfolipidi. Toto zpomaleni vSak na realnou rychlost roz-
tokl nema vliv. V momenté, kdy na hexadekan ptisobi dostatecna sila, je velmi obtizné jej
zpomalit a zabranit jeho velmi rychlému vteceni do kanalkd. Tim vytla¢i PBS z komiirek
a znemozni vznik zfetelného fazového rozhrani potiebného pro vznik membran.

Vzhledem k cetnosti problému s hexadekanem a jejich netspésnému vyreseni bylo
zvoleno nové rozpoustédlo pro fosfolipidy — mineralni olej. Jeho pouziti se vSak neslo
v podobném duchu, ale s jesté obtiznéji resitelnymi problémy a nakonec byl opét zvolen
hexadekan.

Mineralni olej o podobné hustoté i viskozité jako voda se sice s vodnymi roztoky
v hadi¢ce nepromichal, ale zato vytvoril novou prekazku pro vznik membran. Diky tomu,
ze tento olej tvori vétsi kontaktni plochu s vodnym roztokem nez hexadekan, snadnéji
vytlacuje roztok PBS z komtrek. Obrazek 5.14, snimek a zobrazuje moment, kdy se olej
dostal kolem roztoku PBS v komitrce (vpravo uprostied). Nasledné PBS vytvorilo kouli
a zustalo na hrané komurky (vlevo u vsech komurek). Na snimku B je stejna situace
zobrazena pomoci fluorescence. Mineralni olej obsahoval rozpusténou nilskou ¢erven, kterd

na snimku sviti, zatimco vodny roztok PBS a polymerni sténa kanalku ztstavaji tmavé.
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5.4. GEOMETRIE CIPU

Obrazek 5.14: A) transmisni a B) fluorescen¢ni zobrazeni nezadouci vytlaceni vodného
roztoku PBS z komiirek minerdlnim olejem. Métitko méa 20 pm.

Dalsi problém zpusobeny mineralnim olejem byl pracovné pojmenovan “ropa”(obra-
zek 5.15). Z nezndmych duvodu olej vytvaii s vodou emulzi, prestoze nikde v aparatuie
neni moznost, aby se tyto dva roztoky mezi sebou promichaly. Takto vznikla hmota se ka-
nalkem pohybuje velmi pomalu a s obtizemi, ¢imz pripomina tim ropnou skvrnu. Nejenze
tak zanika rozhrani potirebné pro tvorbu membran, ale dochéazi k iplnému ucpani kanalki
a experiment je nutné ukoncit.

Obrézek 5.15: Emulze vodného roztoku PBS a mineralniho oleje, kterd znemoznuje aspés-
nou tvorbu fosfolipidovych membran. Méritko ma 20 pm.

5.4. Geometrie Cipu

Béhem nékterych méreni se stavalo, ze se krajni kanalky ucpaly, prestoze nikde nebyla
viditelna prekazka, ktera by branila toku. Pti zobrazeni vstupni struktury, kde se jeden
vstupni kanalek déli do dvou, bylo zjisténo, zZe se roztok ve vnitfnim kanalku pohybuje
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5.4. GEOMETRIE CIPU

rychleji. Kvili tomu dorazi na vystupni slouceni kanalki drive a tece nejen do vystup-
niho konektoru, ale i se krajnim kanalkem vraci zpét, ¢imz jej zablokuje. Tento déj je
schématicky znazornén na obrazku 5.16.

vstup vystup

Obrazek 5.16: Schéma struktury kanalk v mikrofluidnim ¢ipu. Zelend Sipka znazornuje
spravny tok roztoki kanalkem i spojovacim mistem. Cervend Sipka predstavuje nezddouci
tok roztoktt do krajniho kandlku z vystupni strany. Cerveny rdmecek je misto, kde byl
porizen obrazek 5.17.

Obréazek 5.17, snimek a ukazuje misto, kde by se roztok mél rozdélit na dvé casti
a kazda by méla téct do jednoho kanalku - vnitfniho vpravo a vnéjsiho vlevo. Realné vsak
veskery roztok tec¢e pouze do pravého vnitiniho kandlku, jak je zndzornéno na snimku B
cervenou sipkou, coz de déje kvili problému znazornénému na obrazku 5.16. Zelena Sipka
predstavuje spravny tok pravé ¢asti roztoku do pravého vnitiniho kanalku.

Obrazek 5.17: Pocatek kanalki v mikrofluidnim ¢ipu; a) neupraveny snimek toku roztoku,
b) grafické dokresleni toku roztoku pro lepsi zobrazeni. Méfitko ma 20 pm.

Vraceni roztokl krajnimi kandlky vyznamné ztézuje tvorbu fosfolipidovych membran.
V kanalcich se pred napusténim roztoku PBS nachazi vzduch, ktery za béznych pod-
minek odchazi vystupnim otvorem a v ¢ipu nezustava. Kdyz vsak dojde k proniknuti
roztoku z vnitiniho kanalku do vnéjsiho (obrézek 5.16, cervena Sipka), dochézi k polapeni
vzduchu, ktery nestacil odejit vystupnim otvorem a ktery je nasledné nemozné vytlacit.
Dtisledkem toho je jiz zminény jev z obrazku 5.17. Tlak, ktery by musel byt vytvoren, by
pravdépodobné drive poskodil samotny ¢ip nez by stihl uvolnit kanélek.
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5.4. GEOMETRIE CIPU

Mimo ucpéani jednoho az dvou kanalkt, které jsou nasledné nepouzitelné, je vyrazné
tézst regulace rychlosti toku v ¢ipu. Tim, ze zbyvajicimi kanalky protékd az dvojnasobny
objem kapaliny, dochéazi k vyraznému zrychleni toku, které je témér nemozné regulovat.
Resenim by mohla byt redukce poctu kanalki ze ¢yt na dva, jako je na obrazku 5.18. Oba
kanalky budou stejné dlouhé a roztoky se dostanou od vstupniho k vystupnimu rozvétveni

stejné rychle.

Obréazek 5.18: Navrh struktury ¢ipu se dvéma kanalky
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovat postup pro tvorbu fosfolipidovych
membran na mikrofluidnim ¢ipu. Byla zpracovana reserse na slozeni bunééné membrany,
na jeji rizné modely a zpusoby jak ji vytvorit v mikrofluidnim ¢ipu. S vyuzitim poznatkt
predchozich bakaldiskych praci [27, 49] a ¢lanku [42] byl nédsledné sestaven postup pro
vyrobu polymerniho ¢ipu a byla sestavena aparatura pro napousténi roztokt do jeho
vnitini struktury.

V ramci experimentalni ¢asti bylo tispéSné ovéreno sestaveni aparatury. Bylo vyrobeno
tésnici propojeni injekéni stiikacky, hadicky a mikrofluidniho ¢ipu pomoci UV gelu a byl
optimalizovan postup plnéni hadicky roztoky. Byl potvrzen laminarni tok v kandlcich
a parabolické celo roztoki, coz svédci o spravné zvoleném teoretickém modelu pro mate-
matickou modelaci jevil v kandalcich. V nékolika c¢ipech se také povedlo vyrobit a popsat
vzhled fosfolipidové membrany tvorené L-a-fosfatydilcholinem rozpusténym v hexadekanu
(kapitola 5.2.1). Zatim je mozné Fict, Ze lecitinovd membréana v ¢ipu vznikd pii relativné
vysokych pocéatecnich rychlostech roztok (500-1000 nl/min) a objemu hexadekanu v in-
tervalu 1,5-5 pl.

Tvorba membrany vsak byla provazena mnoha komplikacemi jako napiiklad vzduchové
bubliny v kanalcich, ndrocna prace s organickymi rozpoustédly nebo spravna rychlost
napousténi roztokia do kandlkt. Tyto komplikace jsou vice zdokumentovany, popsany
a zcela nebo Castecné vysvétleny a vyreseny v jednotlivych kapitolach casti "Vysledky
a diskuze” (kapitola 5).

Pro tspésnou tvorbu fosfolipidovych membran v mikrofluidnim ¢ipu je potreba zdo-
konalit systém zapisovani dat béhem méteni, jako je naptiklad objeveni komplikaci v pri-
béhu méreni, jejich vliv na rychlost toku a tvorbu membran. Potom je dulezité vice pro-
zkoumat vliv rychlosti napousténi roztoki do cipu, aby nedochézelo ke zpétnému toku
roztokli. Déle je tfeba vice optimalizovat vliv hexadekanu a jeho vlastnosti na tok hadic-
kou a kanalky nebo najit jiné, vhodnéjsi rozpoustédlo pro fosfolipidy. Moznym fesenim
problému, kdy se roztoky vraci zpét krajnimi kanalky by mohla byt jind geometrie ¢ipu
s mensim poctem kandlkli. Co se tyka zobrazovani a fotodokumentaci kanalki, mohlo
by byt vhodné vyzkouset objektiv s mensim zvétsenim nez 60x. Umoznilo by to pozoro-
vani a zaznamenani vice komtrek zaroven, coz by znamenalo jednodussi vyhodnocovani
uspeésnosti tvorby membran. Aby mohl byt tento model membran tspésné vyuzivan na
priklad pro vyzkum transportu latek pomoci proteinovych kanall, je také tireba zjistit

spolehlivost vzniku membran a jejich c¢asovou stabilitu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
BLM
DAG
DIB
DOPC
DOPG
GUV
LUV
MD
PBS
pPC
PDMS
PE

PS
sBLM
SOPC
SUV

tBLM

adenosintrifosfat

dvojvrstva lipidova membrana
diacylglycerol

membrana na rozhrani dvou kapek
1,2-dioleoyl-sn-glycero-fosfocholin
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-1-glycerol
gigantické unilameldrni vezikuly

velké unilamelarni vezikuly

molekulova dynamika

fosfatovy pufr

fosfatidylcholin

polydimethylsiloxan
fosfatidylethanolamin

fosfatidylserin

membrana prichycena na podlozce
1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
malé unilamelarni vezikuly

membrana ukotvend na podlozce
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9. SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Video zaznam Videondvod pro vyrobu mikrofluidniho cipu pro tvorbu
fosfolipidovyjch membrdn.mp/
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