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ABSTRAKT

Tato prace se zaméiuje na mikrofluidni ¢ipy vhodné pro modelaci fosfolipidovych membran,
jejich design a mozné aplikace. Zaroven poskytuje blizsi specifikaci vybranych technik tvorby
membran na Cipu. Experimentalni ¢ast se zabyva vyrobou ¢ipt z polydimethylsiloxanu,
optimalizaci v ramci napousténi roztoki do ¢ipu a samotnou tvorbou membran uvnitf
mikrofluidnich kandlk pomoci zvoleného modelového fosfolipidu — asolectinu. Cely prabéh
modelace membran byl vizualizovan s vyuzitim fluorescencni mikroskopie. V zavéru prace je
vyhodnocena tspésnost zhotovené metody véetné vhodnosti asolectinu pro tvorbu modelovych
membran a navrzena fesSeni stavajicich problému.

ABSTRACT

This work focuses on microfluidic chips suitable for modeling phospholipid membranes,
their design, and possible applications. It also provides a more detailed specification of selected
techniques for creating membranes on a chip. The experimental part deals with the production
of chips from polydimethylsiloxane, the optimization of infusing of solutions into the chip, and
the formation of membranes inside microfluidic channels using the selected model
phospholipid — asolectin. The entire process of membrane modeling was visualized using
optical and fluorescence microscopy. In conclusion, the success of the developed method is
evaluated, including the suitability of asolectin for the formation of model membranes, and
solutions to existing problems are proposed.
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1 UVOD

Bunécénd membréana piedstavuje velice diillezitou komponentu vétSiny bunék a bunéénych
organel. Jeji vyznam spocliva zejména Ve specifickém transportu latek a komunikaci
s extracelularnim prostifedim prostfednictvim rizné vazanych proteini a sacharidd.
U zivociSnych bunék tvoti nejsvrchnéjsi obal, ktery kromé vySe zminénych funkci udava bunce
tvar a chrani ji pfed nepiiznivymi vnéjSimi vlivy. Pro studium bunécnych membran napf.
z hlediska komunika¢nich a transportnich mechanismi jsou zivé buiiky nevyhovujici.
Duvodem je vysoka komplexnost bunécného systému a naro¢na Kultivace. Vyzkum se proto
zam¢fil na vyvoj zjednoduSenych umélych modelti bunéénych membran, které obsahuji pouze
fosfolipidovou dvouvrstvu. Absence Siroké skaly membranovych slozek poskytla precizngjsi
analyzu a lep$i porozuméni zkoumanych jevi. V soucasné dobé nachazeji nejvétsi uplatnéni
umélé membranové lipozomy jako nosice 1éCiv a gent, jelikoz umoznuji spolehlivou
enkapsulaci dané latky a jeji transport skrz cizorodou membranu do cytoplazmy bungk.

Mikrofluidni technologie S sebou piinasi pokrok v oblasti automatizace a miniaturizace
chemickych procesi. Diky matematicky definované dynamice tekutin uvnitt mikrofluidnich
kanalkd je mozné dosahnout kontroly nad prib&éhem reakci, @ umoznit tak fizenou modelaci
fosfolipidovych struktur.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikrofluidika

Mikrofluidiku mtzeme chapat bud’ jako védu studujici chovani tekutin v méfitku mikro az
nanometr nebo jako technologii vyroby mikrofluidnich zafizeni obsahujicich kanélky a
komirky, kterymi proudi tekutiny [1].

Klicovym konceptem mikrofluidni technologie je integrovat do jednoduchého
mikrosystému operace, které bézné vyzaduji celou laboratof [1]. Prace v tomto méfitku ma
nekolik zjevnych vyhod, napf. umoziuje pfesnou analyzu vzorku v misté zavedeni a u¢inné
rychlejsi reakce diky specifické dynamice tekutin, ¢imz se vyrazné minimalizuje chemické
plytvani [2].

Typickym mikrofluidnim zafizenim je mikrofluidni Cip, ktery je tvofen siti mikrokanalkt
leptanych nebo lisovanych do materialu jako je sklo, kiemik nebo polydimethylsiloxan (PDMS)
[3]. Design sité¢ mikrokanalku je precizné propracovan, aby splitoval pozadované vlastnosti ¢ipu
(lab-on-a-chip, detekce patogent, elektroforéza, analyza DNA atd.) [1]. Na obou koncich
mikrokanalkd se nachazeji otvory prorazené Cipem piedstavujici vstupy a vystupy jakozto
rozhrani mezi makro a mikrosvétem. Pravé t€émito otvory jsou tekutiny vstiikovany a odvadény
Z mikrofluidniho ¢ipu prostiednictvim napi. pifipojenych hadicek ¢i adaptérti injekénich
stiikacek [3]. Pro pfesné fizeni toku tekutin uvnitf mikrokanalkd jsou zapotiebi specifické
systémy. Tyto prvky mohou byt zabudované bud’ uvnitt ¢ipu v podobé ruznych ventili, nebo
mimo né&j [1]. V piipadé externich aktivnich systému se pouzivaji regulatory tlaku, injekéni
nebo peristaltické pumpy. Pasivnim zpisobem lze pro fizeni toku vyuzit napt. hydrostaticky
tlak [3].

Zpohledu védy mikrofluidika akademicky spadd do podoboru mechaniky tekutin.
Ve srovnani s klasickou hydromechanikou jsou vsak délkové stupnice v mikrofluidnich
systémech vyrazné mensi a za téchto podminek je fyzika tekutin odli$na od chovani ve vétsich
systémech [4].

2.1.1 Tok kapalin

Mikrofluidni toky mohou byt prvnim piikladem odlisného chovani kapalin, jelikoz jsou
obvykle pfisn¢ laminarni, zatimco v makroskopickych systémech pievazuje proudéni
turbulentni [4]. Charakter proudéni udava Reynoldsovo ¢islo. Znaci se Re a jedna se o
bezrozmérnou veliCinu. Je zavislé jak na vlastnostech proudici kapaliny, tak na rozméru
kanalku a rychlosti proudéni.

R, = ) 1)

kde p predstavuje hustotu kapaliny, d primér kanalku, v rychlost proudéni kapaliny a # je
dynamicka viskozita kapaliny.

Pokud je hodnota Re mensi nez 2300, bude v kanalku dochazet k laminarnimu proudéni.
Tento typ toku se oznacuje také jako proudnicové proudéni, protoze je charakterizovano
neprotinajicimi se proudnicemi (Obrazek 1a) [5]. Tekutina se pohybuje hladce a ve vrstvach.
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Pti kontaktu s vodorovnym povrchem je stacionarni, ale vSechny ostatni vrstvy po sobé
klouzou. Naproti tomu, pokud hodnota Re ptesahne 4000, bude tekutina v kanalku podléhat
nepravidelnym fluktuacim a michéni a tento druh toku je oznacovan jako proudéni turbulentni
(Obrazek 1b) [6]. V mikrofluidice nabyva Re fadove jednotek az maximalné stovek, proto zde
uvazujeme pouze laminarni proudéni [7].

(a) d

A

Obrdzek 1: Lamindrni (a) a turbulentni (b) proudéni v uzavieném kandlu [5]

2.1.2 Tlakové ztraty

Malé rozméry typické pro mikrofluidni systémy maji také vliv na pisobeni tlaku, jelikoz pfi
pruchodu tekutin v mikrokanalcich dochazi k nartstu tlakové ztraty. Navier-Stokesova rovnice
vychazi ze zakona zachovani hybnosti, hmoty a energie a slouzi k popisu laminarniho proudéni
nestlacitelné newtonskeé kapaliny. Jeji odvozeni lze ziskat ze silové bilance ptisobici na kapalinu
uvnité mikrokanalku [8, 9].

— —

Fn+F,+F =F, (2

kde ﬁ,{ je silové pusobeni vnéjSich hmotnostnich sil, Fp) je silové pusobeni tlakovych sil, Ft) je
silové pusobeni tiecich sil a FS je silové ptisobeni setrvac¢nych sil.

p E+U-Vv =—-Vp+uvVv +f, 3)

kde p je hustota, v je rychlost, t je Cas, p je tlak, « je kineticka viskozita a f je souc¢et objemovych
sil. V pfipad¢ valcovych mikrokanalki se vyviji parabolické proudéni a vztah mezi tlakem a
prutokem je popsan Hagen-Poiseuilleovou rovnici [10].

8-n-L _8-77-L

AP = =
Trt r

v, (4)

kde AP je pokles tlaku mezi dvéma konci kanalku, L je celkova délka kanalku, Q je objemovy
prutok, r je polomér kanalku a v je pramérna rychlost proudéni.



2.1.3 Povrchové napéti
Zatimco pro makroskopické fluidni systémy neni tento jev pfili§ vyznamny, v mikrofluidice
jsou ucinky povrchového napéti nezanedbatelné [4]. V rozmezi mikro az nanometru, Se sila
povrchového napéti stane dominantni nad vétSinou ostatnich sil, jako jsou sily zalozené na tlaku
nebo hmotnosti [11]. Pusobeni povrchového napéti lze vyuzit jako alternativu pro fizeni
pratoku tekutin v kandlcich mikrofluidnich zafizeni namisto raznych magnetickych,
mechanickych ¢ pneumatickych systémi. Casto je vSak nutné nejprve upravit povrchové
vlastnosti kanalkd, napf. z pohledu smaceni povrchu, aby se snizil vysoky pomér povrchu
k objemu zafizeni [12].

Podle popisu Laplaceova zakona zplsobuje povrchové napéti pretlak v kapickach a
bublinkach a souvisi se zakfivenim rozhrani [13, 14].

~v(z+%)
pL=Y RTR,) (5)

kde p. charakterizuje Laplaceuv tlak (pietlak), y je mezifazové napéti a R1 a R2 jsou hlavni
poloméry zakfiveni povrchu v ur¢itém bodé¢.

Kdyz mikrokanalkem proudi kapalina, vodni povrch vytvoii zakiivené rozhrani
kapalina/plyn a vlivem volné povrchové energie se vyvola pokles tlaku. Konkavni strana
rozhrani ma vzdy tlak vétsi nez strana konvexni. Tato charakteristika povrchového napéti a
zakfiveni na rozhranich umoziuje fizeni prutoku v mikrofluidnich zatizenich [15]. Mezi dalsi
faktory, které mohou ovlivnit fizeni pritoku s vyuZitim povrchového napéti, jsou teplota,
elektrické pole nebo ptitomnost povrchové aktivnich latek [13, 14, 16].

2.2 Bunééna membrana

Bunééné membrany obklopuji nejen kazdou bunku, ale také mnohé bunétné organely [17].
Vytvateji stabilni bariéru mezi dvéma vodnymi prostiedimi a jsou specifické s ohledem na
slouceniny, které propousteji. Maji podobnou zakladni strukturu, at’ uz se jedna o jakykoliv typ
buniky. Skutecné slozeni lipidi a protein se vSak u nich drasticky li§i v zavislosti na dané
funkci membrany. Diky této variaci ve slozeni a organizaci maji rizné typy bunék svou
specifickou strukturu a tvar, mohou komunikovat s jinymi butikami a transportovat urcité ionty
a molekuly pfes membranu [18].

2.2.1 Struktura a sloZeni

Zakladni strukturu bunécné membrany tvofi lipidova dvojvrstva obohacena o specializované
molekuly proteini a extracelularné exponované sacharidové tetézce [17]. Existuji tfi typy
membranovych lipida: fosfolipidy, cholesterol a glykolipidy. Fosfolipidy obsahuji hydrofilni
(polarni) hlavicku a hydrofobni (nepolarni) fetézec z uhlovodik [17]. Pisobenim hydrofobniho
efektu a van der Waalsovych interakci jsou molekuly fosfolipidi ve vodném prostiedi
samovolné¢ uspofadany do dvojvrstvy s hydrofobnimi konci orientovanymi dovnitf a
hydrofilnimi hlavickami vné [19]. Mezi molekulami fosfolipidu je vlozen cholesterol, ktery je
zodpovédny za udrZzovani mechanické stability jinak tekut¢é membrany [17]. Glykolipidy
obsahuji pfipojené cukerné fetézce a spolecné s glykoproteiny se v podobé mediatora



bunécnych interakci podileji na intercelularni (mezibunééné) komunikaci. Jejich zastoupeni
Vv cytoplazmatické membrané se pohybuje okolo 2-10 % z celkového mnozstvi lipida.
Nejhojnéji se vyskytuji v nervové tkani [19].

Molekuly membranovych proteini Se rozliSuji podle prostorového usporadani viaci
membrané. Membranové proteiny prochazejici celou lipidickou dvojvrstvou se nazyvaji
integralni a slouzi jako transmembranové kandly pro pfenos iontl pfes membranu. Periferni
membranové proteiny se nachdzeji volné na membranovém povrchu a do lipidické dvojvrstvy
nijak nezasahuji. Zbylé proteiny pak byvaji zasazeny jen do vné&jsi nebo vnitini poloviny
membrany. Vyznam membranovych proteinii spocivd zejména v transportu molekul pies
bunénou membranu nebo v intercelularni komunikaci v podobé¢ receptort, diky kterym buiiky
reaguji na vazbu signalnich molekul (napf. hormoni) z vné&jsiho prostiedi [17].

Na nékteré membranové proteiny jSOU navazany polysacharidové ¢i oligosacharidové
fetézce, diky kterym se z nich stavaji glykoproteiny. Povrch bunééné membrany byva také
pokryty membranovymi sacharidy v podobé bunééného sacharidového povlaku, ktery se
nazyva glykokalyx. Oligosacharidové a polysacharidové fetézce vytvareji bufice uritou
povrchovou specifitu a zabezpec€uji rozpoznavani a adhezi riznych bunéénych typt [17].

Globularni
protein

Glykoprotein

Hydrofilni

Sacharid
o (polarni) hlaviéky

Glykolipid

Fosfolipidova
dvojvrstva

Cholesterol Periferni Integralni Hydrofobni
membranovy  membranovy (nepolarni) konce
protein protein

Obrazek 2: Slozeni a struktura bunécné membrany [21]

2.2.2 Transport latek

Kromé udrzovani celistvosti buniky a intercelularni komunikace maji bunééné membrany
vyznam také V selektivnim transportu molekul [17]. Fosfolipidova dvojvrstva je diky své
semipermeabilité nepropustna pro vétsinu ve vode rozpustnych molekul, ionti a samotné vody.
Na druhou stranu vSak umoziuje esencidlnim molekulam (jako jsou ionty, glukoza,
aminokyseliny a lipidy) snadno vstupovat do buriky, udrzovat metabolické meziprodukty uvnitt
bunky a vylucovat odpadni slouceniny do extracelularniho prostiedi [19].

Pohyb prakticky vSech molekul a iontd pfes bunéénou membranu je zprostiedkovan
selektivnimi transmembranovymi proteiny. Transmembranové proteiny rozliSujeme do tii t¥id:
adenosintrifosfatem (ATP) pohanéné pumpy, transportéry a kanalové proteiny [19]. Pomoci
bunééné membrany miiZze butika také ptijimat makromolekuly z vnéj$iho okoli prostfednictvim
raznych typu cytoz [17].
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2.2.2.1 Primarni aktivni transport

ATP pohanéné pumpy vyuzivaji energii hydrolyzy ATP k pohybu iont nebo malych molekul
pies bunéénou membranu proti koncentraénimu gradientu nebo elektrickému potencialu. Tento
proces, oznaCovany jako aktivni transport, je piikladem sprazenych chemickych reakci
doprovazenych cyklem konformaénich zmén [19]. Aktivni transport probihd za spotieby
chemické energie, proto je spojen s hydrolyzou ATP, ktera energii uvoliuje [17, 19]. Pfikladem
takového transportu je sodno-draselna pumpa, ktera slouzi k vylouceni sodnych ionti z buniky
a k antiportu drasliku do bunky (typické pro nervovou tkan) [17].

2.2.2.2 Sekundarni aktivni transport

Kotransport neboli sekundarni aktivni transport je zprostiedkovavany proteinovymi
kotransportéry, které spojuji pohyb jednoho typu iontu/molekuly proti jejich koncentraénimu
gradientu s pohybem jednoho nebo vice ruznych iontd ve sméru jejich koncentra¢niho
gradientu. Stejné jako ATP pumpy se kotransportéry Gcastni spiazenych reakci, ve kterych je
energeticky nepfizniva reakce spojena s energeticky ptiznivou reakci. Na rozdil od ATP pump
vSak vyuzivaji energii ulozenou v elektrochemickém gradientu [19]. Ptikladem miZeme
navazat na vysledek sodno-draselné pumpy, diky kterému mame vysokou koncentraci sodnych
iontll v extracelularnim prostoru. Pokud je cesta skrz membranu oteviend, sodné ionty se budou
pohybovat dolii po svém koncentraénim gradientu a navrati se do nitra buiiky. Kontransportér
vyuzije energii tohoto gradientu k pohonu transportu molekul glukézy z bunky [20].

2.2.2.3 Usnadnéna difize

Kanalové proteiny tvoii hydrofilni drahy, kterymi se mohou hydrofilni latky (jako voda, ionty,
glukosa nebo n€které aminokyseliny) velice rychle pfenést pfes membranu, aniz by se dostaly
do kontaktu s hydrofobnim vnittkem membrany. Takovyto proteinem podporovany transport
probihda ve sméru koncentraéniho gradientu a byva oznacovan jako usnadnéna difuze [19].
Nékteré iontové kanaly jsou oteviené téméf neustile (negované kandly), nicméné vétSina se
otevira pouze v reakci na specifické chemické nebo elektrické signaly (hradlové kanaly) [19].

2.2.2.4 Pasivni difize

Plyny (jako je kyslik a oxid uhliity), a malé, nenabité polarni molekuly (napt. mocovina a
ethanol), se mohou snadno pohybovat pies bunéénou membranu pasivni (volnou) difuzi bez
pomoci transportnich proteini. Nicméné i tento druh transportu byva casto urychlovan
specifickymi proteiny, protoze rychlost pasivni difize obvykle neni dostateéné vyhovujici
bunéénym potiebam [19]. Tento proces probiha spontanné, bez spotieby chemické energie a po
sméru koncentracniho gradientu [17, 19]. Relativni rychlost difaze jakékoli latky pies Cistou
fosfolipidovou dvojvrstvu je imérné jejimu koncentraénimu gradientu napfi¢ vrstvou a jeji
hydrofobnosti a velikosti. Nabité molekuly jsou také ovliviiovany elektrickym potencidlem
napii¢ membranou. Elektricky potencial existuje ve vétSin€ bunéénych membran a je
vysledkem malé nerovnovahy v koncentraci kladn€ a zdporné nabitych iontli na obou strandch
membrany [19].
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2.2.25 Cytogy

Cytézy rozdélujeme na nékolik druhti podle velikosti pfijimaného materidlu, sméru nebo
zpusobu pienosu. Proces, béhem kterého invaginovana buné¢nd membrana uzavie vélenény
material do endocytotického vacku (endosomu) se nazyva endocytoéza. Pokud jsou piijimané
molekuly velmi malé, pouziva se spiSe termin pinocytéza (bunécné piti) a pii traveni ¢astic ve
velikosti napft. bakterii se uplatiuje fagocytdza (pohlcovani). Opacnym procesem k endocytdze
je exocytoza, kdy endosomy splynou s bunéénym povrchem a vylucuji produkty zpracované
bunikou do extracelularniho prostiedi. Dalsim moznym typem cytozy je transcytoza, béhem
které dochazi k pienosu latek pomoci vacku z jedné strany ploché buiiky na druhou za pomoci
membranového proteinu, ktery se postupné odlucuje a vraci k povrchu [17].

Sekundarni
aktivni
Primérni transport Endocytéza
Usnadnéna Selektivni{ aktivni . Exocytéza
Pasivni diftize diftze usnadnénd transport A !

difize

Obrazek 3: Priklady transportit molekul pres bunécnou membranu [22]

2.3 Fosfolipidy

vvvvvv

Jedna se o derivaty kyseliny fosfatidové (glycerol-3-fosfat) a jejich typicka molekula sestava z
hydrofobniho konce sloZeného ze dvou mastnych acylovych fetézcii esterifikovanych na dvou
hydroxylovych skupinach glycerolfosfatu a polarni hlavicky ptipojené k fosfatové skupiné.
Mastné acylové fetézce se mohou liSit poctem uhliki (obvykle 16 nebo 18) a
stupném nasyceni [19].

Podle typu substituentu navazaného na glycerolfosfat rozdélujeme fosfolipidy na:
fosfatidylcholiny, fosfatidylethanolaminy, fosfatidylinositoly, fosfatidylseriny a plazmalogeny.
Nejhojnéjsimi zastupci fosfolipidl jsou fosfatidylcholiny (lecitiny). Jejich polarni hlavicku
tvoti cholin, kladné nabita kvartérni dusikova baze obsahujici alkohol esterifikovany na zaporné
nabity fosfat [19].

0 0
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O

Obrdzek 4: Struktura fosfatidylcholinu [23]
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Fosfatidylethanolaminy (kefaliny) maji podobné vlastnosti jako fosfatidylcholiny a jejich
hlavni skupinu tvofi ethanolamin esterové vazany na fosfat [24].

Obrdazek 5: Struktura fosfatidylethanolaminu [25]

Fosfatidylinositoly obsahuji cukerny alkohol inositol [24].

Obrazek 6: Struktura fosfatidylinositolu [26]

U fosfatidylserint je na glycerolfosfat navazana aminokyselina serinu a u plazmogent je
jeden z mastnych acylovych fetézcii nahrazen etherové vdzanym vysSSim nenasycenym
alkoholem [19, 24]. Plazmalogeny se svymi vlastnostmi podobaji lecitinim a kefalinim a
vyskytuji se zejména v mitochondrialnich membranach [24].

2.3.1 Asolectin

Asolectin predstavuje smés fosfolipidl extrahovanych ze séjovych bobt s piibliznym slozenim
25 % fosfatidylcholinu, 25 % kefalinu, 25 % fosfatidylinositolu a minoritnim podilem dalsich
fosfolipidii. Vétsinu piitomnych mastnych kyselin tvoii nenasycené (az 62 %), zbytek fetézct
je nasycenych nebo mononenasycenych [27]. Asolectin nachazi uplatnéni pii syntéze funkcnich
membranovych proteind nebo lipidovych dvojvrstev pro studium transportnich procest [28].

2.4 Opticka mikroskopie

Optickou (svételnou) mikroskopii Ize charakterizovat jako méfici techniku umoznujici
pozorovat objekty, které nejsou lidskym okem viditelné (pod 0,25 mm). RozliSovaci schopnost
svételné mikroskopie se udava okolo 0,25 pm, je tedy 1000krat vétsi nez u lidského oka [29].
Takto vysoké zvétSeni nam umoznuje odhalit strukturu a sloZeni daného vzorku nebo pozorovat
procesy v mikroskopickém svété, napt. diftzi latek pies bunécnou membranu [30].
Maximalniho zvétseni, které¢ho lze u nékterych specialnich svételnych mikroskopti dosahnout,
je 2000 [29].

2.4.1 Svételny mikroskop
Svételné mikroskopy se skladaji ze tii optickych soustav: osvétlovaci soustavy (kondenzoru),
objektivu a okularu. Osvétlovaci soustava slouzi k osvétleni vzorku, které nejcastéji probiha
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proti sméru pozorovani (v takovémto pfipadé musi byt prosvétlovany vzorek castecné
pruhledny) [29]. V soucasnosti se u vétsSiny mikroskopt pouzivaji umélé svételné zdroje, jako
jsou zarovky, svételné diody (LED) nebo lasery. Svétlo ze zdroje se shromazd’'uje pomoci
kondenzorové ¢ocky a pred zaostfenim na vzorek se jeSté opticky tvaruje a filtruje, coz je
zasadni pro dosaZeni vysokého rozliSeni a kontrastu [30].

Objektiv a okuldr jsou soucdsti zobrazovaciho systému, ktery shromazd'uje svétlo po
interakci se vzorkem a vytvari pozorovatelny obraz. Objektiv je tvofen soustavou ¢ocek s velmi
kratkou ohniskovou vzdalenosti, dohromady vsak funguji jako spojna ¢oc¢ka zachycujici vétSinu
svétla ze vzorku. Mezi ohniskem okuldru a okuldrem je poté promitan vysledny obraz, ktery je
prevraceny, skuteény a zvétSeny. Cocka okularu ma stejné sloZeni jako objektiv. Prenasi
shromazdéné svétlo do oka pozorovatele nebo do kamerového systému a vytvaii obraz
zdanlivy, ptimy a zvétseny [29, 30].

Zobrazovaci systém muze mimo jiné obsahovat i prvky jako apertury a filtry propoustéjici
jen ur€ité casti svétla ze vzorku. Tim umoznuji vy¢lenéni zajimavych vlastnosti vzorku, které
by pii zobrazovani veskerého svétla zistaly skryté [30].

2.4.2 Svétlé pole

Svétlé pole piedstavuje prvni vyvinutou a nejjednodussi formu svételné mikroskopie [30].
Pii této metodé je svétlo prochazejici pozorovanym vzorkem (nebo od né&j odrazené)
shromazd’ovano mezi soustavou dvou spojnych ¢ocek, které vytvaii obraz skutecny, zvétseny
a prevraceny. Pozorovany objekt ma tmavé obrysy a nachazi se ve svétlém poli [29]. ZvétSeni
svétlého pole je bohuzel omezeno na 1300 X, a proto neni vhodné pro zobrazovani vysoce
transparentnich vzorkt [30].

2.4.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie také spada do metod svételné mikroskopie a pouziva se k zobrazeni
fluoreskujicich vzorka [30]. Jev, pfi kterém latka po absorpci svétla o kratsi vinové délce
emituje zafeni o delsi vlnové délce, se nazyva luminiscence a probihd v elektronovém obalu
jednotlivych atomu [29, 30]. Kdyz elektron absorbuje foton, zvysi se jeho energie a "pieskoci"
do orbitalu s vyssi energii. Tento excitovany stav ale neni stabilni, elektron svou energii vzapéti
ztraci a vrati se zpét na pluvodni energetickou hladinu. Béhem procesu deexcitace dochéazi
k emisi elektromagnetického zafeni, kter¢ odpovida rozdilu energie elektronovych
hladin [29, 31].

Luminiscenci rozd€lujeme podle doby trvani na fluorescenci a fosforescenci. Fluorescenci
je mozné pozorovat béhem buzeni, po vypnuti zdroje zafeni vSak ihned vymizi (doba
dohasinani je obvykle fadové 108 s). Naproti tomu fosforescence pretrvava i po odstranéni
zdroje zateni, protoze ma del$i dobu dohasinani (az n¢kolik sekund) [31]. Rozdil v dohasinani
U obou jevu je zpusoben tim, ze fluorescence probiha ze singletového a fosforescence
Z tripletového stavu, jak je popsano v Jablonského diagramu.
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Obrazek 7: Jablonského diagram [32]

Fluorescenci muizeme rozlisit na primarni, kdy se samotna latka ve vzorku chova jako fluorofor
(napt. chlorofyl), a sekundarni, kdy je nutné nefluorescencni struktury vzorku oznacit
fluorescenénimi markery [29].

Fluorescen¢ni mikroskop obsahuje silny zdroj zafeni (vétSinou rtutové, nebo xenonové
vybojky), monochromator a kondenzor [29]. Vyuziva kombinaci optickych filtra, které blokuji
kratkovlnné zateni, ale propoustéji fluorescenci vzorku s delsi vinovou délkou. Vysledny obraz
tedy ukazuje pouze fluorescenéni ¢asti vzorku, coz umoznuje odd¢lit a vizualizovat distribuci
fluorescenénich ¢astic [30]. Jednim z hlavnich omezeni fluorescen¢ni mikroskopie je
fotobéleni, kdy ¢astice nebo markery ztraceji schopnost fluoreskovat, protoze proces absorpce
trvale pozménil jejich strukturu [30].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mikrofluidni technologii lze aplikovat k vytvofeni uméle rekonstituovanych lipidovych
membran, at’ uz v podob¢ planarnich lipidovych dvojvrstev nebo lipidovych vezikul. Tato
zafizeni jsou uzite¢na nejen pro tvorbu, ale i manipulaci s lipidovymi membranami a lze je
vyuzit v ruznych oblastech vyzkumu, napf. pro analyzu membranovych proteind, studii
umélych bunék nebo vysoce citlivé biosenzory [33].

3.1 Planarni lipidové membrany na ¢ipu

Planarni lipidové dvojvrstvy se obvykle tvoii pfes malé oteviené otvory v kanalcich pevného
mikrofluidniho nosiée. Jedna ze zakladnich metod pfipravy je Langmuir-Blodgettova, kdy se
lipidovy roztok obsahujici fosfolipidy aplikuje pfes maly otvor oddélujici dvé vodné slozky.
Lipidové monovrstvy na rozhrani voda-vzduch se pii tazeni vzhtiru nad otvor spoji. Nicméné
planarni dvojvrstvy vytvoiené za pouziti konven¢nich metod byvaji asto kiehké, nestabilni a
obtizné se reprodukuji, coz omezuje jejich aplikaci ve vysoce vykonnych systémech pro
farmaceuticky screening [33].

Takeuchi et al. [33] vyvinuli tzv. kontaktni metodu, ktera je reprodukovatelna a umoznuje
vytvaret planarnich lipidové dvojvrstvy bez piitomnosti otvoru s pouzitim jednoduchého piesné
fizeného prutoku. Tato metoda se provadi vstiiknutim dvou kapi¢ek vody do jamky
mikrokandlku, kterd je jiz naplnéna lipidovym roztokem. Na rozhrani mezi vodou a lipidovym
roztokem obsahujicim fosfolipidy dochazi k samovolnému sestaveni monovrstvy. Jakmile se
obé¢ rozhrani dostanou do vzajemného kontaktu, vytvoti se lipidova dvojvrstva.

Na zakladé principu této metody, byly postupem c¢asu vyrobeny modernéjsi a
sofistikovangjsi zatizeni. Jednim z nich je mikrofluidni ¢ip od Shoji et al. [34] umoziujici
tvorbu dvojité uspofadanych planarnich dvouvrstvych lipidovych membran (pBLM) pomoci
zminéné metody kapkového kontaktu.

Vodny roztok / Lipidovy roztok
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Obrdzek 8: (a) Design pétivrstvého mikrokandlu obsahujiciho pét vstupi, pét vystupii a oblast
soutoku s vodicimi sloupky; (b) v oblasti soutoku proudi pétivrstvy tok z vodnych a lipidovych
roztokii, na jejichz rozhranich se spontanné tvori lipidové monovrstvy; (C) priitokovy tlak viech
roztokii se snizi, aby se stabilizovala rozhrant; (d) sniZenim priitokového tlaku lipidovych roztoki

dochazi v mezerdch sloupkii ke kontaktu lipidovych monovrstev a tvori se pBLM [34]
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pBLM vytvofené touto metodou jsou odolné vii¢i mechanickym vibracim a mohou zlstat
stabilni az po dobu 2 tydni. Na pBLM byly nasledné rekonstituovany membranové proteiny
tvotici nanopory a tento model byl vyuzit k méfeni iontovych proudovych signali pies dvé
membrany. Piestoze vicevrstvé pBLM maji potencial, jejich tvorba v mikrometrickém métitku
stale ¢eli problémtim.

3.2 Lipidové vezikuly na ¢ipu

Konstruované lipozomy (fosfolipidové vezikuly) maji podobné membranové sloZeni jako ziva
buiika, a proto se hojné vyuzivaji k napodobenti a studii struktury, vlastnosti a funkci bunky ¢i
biomembrany. Siroky védecky zajem vyvolaly zejména unilamelarni vezikuly (lipozomy
obsahujici jedinou lipidovou dvojvrstvu), jelikoz se nejvice podobaji pfirozenym bunéénym
membrandm. Unilameldrni  vezikuly jsou podle velikosti rozdéleny na malé
(SUV, 0,02-0,2 um), velké (LUV, 0,2-1,0 um) a obii (GUV, >1 um). GUV maji podobnou
velikost jako buiiky, dobie definované slozeni lipidi a mohou byt snadno vizualizovany pomoci
konvenénich technik fluorescenéni mikroskopie. Proto jsou GUV Siroce pouZivany jako
modelové membrany pro studium napf. mechanickych vlastnosti membrany, deformaci
vezikul, membranového transportu a interakei lipid-lipid a lipid-protein [35, 36, 37].

Jednou ze zab&hlejsich technik ptipravy monodisperznich GUV na €ipu piedstavuje PDMS
mikrofluidni zatizeni od Takeuchi et al. [33] vyuzivajici rychlou metodu ,,vyfukovani vezikul®.
Pti této metodé¢ jsou lipidové vezikuly ,,vyfukovany* z pfedem vytvorené planarni lipidové
membrany za pomoci kratkého pulzniho proudu.
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Obrazek 9: (A) Design mikrofluidniho cipu sestavajiciho z hlavniho kandlu s mnoha komairkami
ve sténdch, do kterého jSOuU postupné napustény voda, lipidovy olej a voda; (B) voda vytlacuje
vzduch pres PDMS; (C) olej spldchne vodu 7 kandlu a ziistava zadrZen v komurkdch; (D) voda

vypudi olej z kandlku, ale v kazdé komiirce zanechda olejovy film, ve kterém se fosfolipidy
samovolné sestavi do dvou monovrstev na obou rozhranich voda-olej; (E) tekutina v komiirce

proudi ven, ohyba a ztencuje lipidovy film a pri kontaktu monovrstev vznikda dvojvrstva; (F)

pomaly tok smérem ven ddle ohyba dvojvrstvu; (G) Smykové sily z kontinudlniho proudu tekutiny
seviou predni okraj deformované dvojvrstvy za vzniku vezikul; (H) systém pro kontinudlni tvorbu
vezikul integrovany s opticky generovanou mikrobublinou [33]
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Uzky kanalek v jednotlivych komirkach je navrzen tak, aby mél vysoky odpor tekutin, ktery
zabranuje rychlému bobtnani bubliny a nasledné zpomaluje tok smérem ven. Tim je dosazeno
dostateén¢ jemné deformace lipidové dvojvrstvy. Plivodni dvojvrstva zlstavd béhem
experimentu nedotcena, a proto z ni 1ze vygenerovat vice vezikul, které maji diky konstantnimu
pratoku uzkou distribuci velikosti. Hlavni vyhodou této metody je piimé zapouzdieni
veskerych vypuzenych materidlli bez ohledu na jejich velikost, koncentraci nebo chemické
vlastnosti.

Nejnovéjsi techniky ptipravy GUV na Cipu zahrnuji napft. integrované mikrofluidni zatizeni
konstruované Patersonem et al. [36]. Tato platforma umoznuje vyrobu, manipulaci a vysoce
vykonnou analyzu savéich biomimetickych vezikul (mGUV; faksimile buné¢nych membran in
vivo) a byla pouzita ke zkoumani interakci lipid-lipid a lipid-protein.

Za pomoci elektroformace byly na ¢ipu vytvoreny fluorescencné zna¢ené mGUYV, které byly
pomoci laminarniho toku umistény do mikroCipovych pasti. Pfi membranové interakci mezi
lipidy a poérotvornym antimikrobidlnim peptidem (AMP) melitinem dochéazelo ke spusténi
uvolnovani fluorescencnich barviv z biomimetickych vezikul. Na zaklad¢ uniku tohoto barviva
probihalo vyhodnocovani kombinujici fluorescen¢ni mikroskopickou analyzu s piesnou
kontrolou expozice membrany rozpusténym latkam.

(b)
Elektroformacni Komirka mikrogipovych
komurka pasti

i

Obrazek 10: (a) 3D diagram mikrofluidniho zarizeni znazornujici svorku (1), sklicko potazené
lipidem, oxidem india a cinem (ITO) (2), ¢ip z PDMS polymeru (3) a sklicko potazené ITO (4); (b)
design Cipu sestavajiciho z elektroformacni a mikropastickové analytické komirky spojené
mikrofluidnimi kandlky (1), promyvaciho (2) a peptidového (3) kandlku a spolecného vystupu pro
odpad (4). Prerusované cary na elektroformacni komiirce byly za ucelem elektroformace z cipu
vyriznuty [36]

Tento model mikrofluidniho zafizeni lze snadno ptizplsobit pro jiné aplikace, napf. ke
zkoumani in vitro proteinové exprese v mikrokapkach nebo pro lipidové dynamické studie.
Nicméné technologie tvorby lipozomi na ¢ipu za pomoci elektroformace ma nékolik nevyhod,
jako je nizky vytézek, variabilita mezi davkami, nizkd UCinnost enkapsulace a
polydisperzita [37].

Deshpande et al. [38] nedavno vyvinuli mikrofluidni techniku oktanolem asistovaného
lipozomového sestaveni (OLA) k vytvofeni monodisperznich GUV s vynikajici ucinnosti
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enkapsulace. Tato technika zahrnuje také ucinny, autonomni a rychly mechanismus extrakce
rozpoustédlem, diky kterému lze shadno odstranit zbytkové rozpoustédlo v lipozomové
dvojvrstvé. Design OLA mikrofluidniho zafizeni sestaval ze vzajemné spojenych Sesticestnych
PDMS kanalkt: jeden kanalek vnitini vodné faze (IA), dva kanalky organické faze nesouci
fluorescenéné znacené lipidy (LO), dva vné&jsi kanalky vodné faze (OA) a sestupny kanalek.
Aby se =zabrdnilo adsorpci lipozomid na povrchu kanalkli, bylo =zafizeni potazené
polyvinylalkoholem,
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Obrdzek 11: Princip tvorby lipozomii na ¢ipu pomoci OLA; krok I: IA faze a okolni LO faze
Jjsou pomoci tlakove pohanénych pritokovych cerpadel hydrodynamicky zaméreny a nasledné
sevieny dvéma proudy OA za vzniku kapky dvojité emulze; Krok II: podél rozhrani se zacind
sestavovat lipidova dvojvrstva, zatimco molekuly 1-oktanolu spolu s prebytkem lipidii se spontanné
fazové oddeluji za vzniku prominentni kapsy; krok I11: 1-oktanolova kapsa obsahujici prebytek
lipidii se spontanné oddeli ve forme kapicky za vzniku plné sestaveného unilameldrniho
lipozomu [38]

Technika OLA nabizi vSestranné vyuziti pro budouci analytické nastroje, nanoreaktory,
syntetické bunky a potencidlni systémy pro dodavani 1ékti a gentd. Kromé toho je odolnd viici
fyziologickym koncentracim soli a zmé&nam ve sloZeni dvojvrstvy, coZ z ni ¢ini univerzalni a
vysoce vykonnou techniku pro tvorbu lipozomt na ¢ipu.

Mezi nejmodernéjsi mikrofluidni zafizeni vyuzivajici pravé OLA techniku patii napf. ¢ip
umoznujici pfimo kvantifikovat permeaci 1éciva pres biomimetické membrany GUV. Tato
platforma integruje kontinudlni produkci lipozomii pomoci OLA s kontrolovanou expozici
lipozomt rozpusténé autofluoreskujiciho latce 1éCiva a fluorescencni analyzou transportu 1é¢iva
ptes lipidovou membranu [37].

Jako dalsi ptiklad Ize uvést zatizeni od Al Nahas et al. [39] pro charakterizaci membranové
aktivnich antimikrobidlnich latek. GUV vytvofené OLA technikou do sebe zapouzdii
fluorescencni barvivo a nasledné jsou zachytavany do pasti, které jsou schopné pojmout az
tisice vezikul. Zde jsou GUV podrobeny antimikrobidlni 1é¢bé a analyze metodami
fluorescen¢ni mikroskopie.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Nazev Cistota Vyrobce CAS Sarze

Polydimethylsiloxan,
Sylgard 184 Silicone - ELCHEMCo - 0008885206
Elastomer Kit
Aceton p. a PENTA 67-64-1 PP/2020/08485
Isopropylalkohol p. a. Lach:ner 67-63-0 PP/2014/07814
Hydroxid sodny D. a. PENTA 1310-73-2 1905160514
(pecky)
Kyselina _
chlorovodikova 35% p. a. Lach:ner 7647-01-0  PP/2014/05946
Dihydrogenfosforena PENTA 7778-77-0 1805180516
n draselny
Hydrogenfosforecnan -, PENTA  16788-57-1 1806290616
didraselny trihydrat
Chlorid sodny p. a., PENTA 7647-14-3 2106210616
Chloroform 99,8% PENTA 67-66-3 2107210716
L-a-Fosfatidylcholi : .

o-Fosfatidylcholin = co00  Gigma-Aldrich  8002-43-5  #BCBV3947
(z vaje€ného Zloutku)
Hexadekan 99%  Sigma-Aldrich  544-76-3 SHBG3884V
Rhodamin 6G 99%  Sigma-Aldrich  989-38-8 MKBF7515V

4.2 Pristroje a pomiicky

Predvazky — S-603, Denver Instruments
Ultrazvukova Cisticka — Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H
Membranova vyvéva — KNF Laboport N 86
Susarna — Durocell BMT MMM-Group
Plasmovaci piistroj — CEPLANT RPS50+

Analytické vahy — OHAUS Pioneer

pH metr — SevenEasy METTLER TOLEDO
Magneticka michacka — ColorSquid IKA
Vortex — MS2 Minishaker IKA

Trepacka — Heidolph Vibramax 100

LED/UV lampa — 48 W/ 60 W, RUSCONA
Digitalni stiikackova pumpa — LONGER dLSP 500, Darwin microfluidics

Invertni mikroskop — Olympus IX71

Lampa — X-Cite 120Q
Kamera — Olympus XM10
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4.3 Metody

4.3.1 Vyroba mikrofluidniho ¢ipu

Prvnim krokem pfi vyrobé mikrofluidniho ¢ipu bylo odlévani PDMS polymeru na kiemikovou
masku obsahujici strukturu mikrokanalk navrzenou Vv piedeslé diplomové praci [9]. Maska
byla nejprve oplachnuta deionizovanou vodou a ofoukdna do sucha stlacenym vzduchem.
Nasledovalo tésné obaleni okraji masky tfemi vrstvami alobalu za uc¢elem zabranéni podteceni
polymeru. Na ptedvazkach bylo do kadinek navazeno potfebné mnozstvi PDMS a sit'ovaciho
¢inidla v poméru 10:1 g. Sitovaci ¢inidlo bylo za intenzivniho promichavani ty¢inkou slito s
PDMS. Sonifikaci pomoci ultrazvukové Cisticky byla béhem 10 min odstranéna prevazna ¢ast
bublin ve smési. Polymer byl nalit na obalenou kiemikovou masku a umistén do exsikatoru
napojeného na membranovou vyvévu, kde za pomoci vzniklého podtlaku doslo k odstranéni
zbylych bublin.

— RN “ " -
i i ; \ -
,‘ I L . v
g 4 N AN N/ ,
Yot 3 i 2 ¥
R\ SN A ;
2t 9, = >

Obrdzek 12: (A) Petriho miska s kremikovou maskou obalenou v alobalu; (B) maska s odlitym
PDMS polymerem pred odstranénim bublin v exsikatoru; (C) maska s PDMS po odstranéni bublin

Maska s tekutym polymerem byla vytvrzena v susarné pii 80°C po dobu 1 h. Po vychladnuti
polymeru byl skalpelem vyfiznut hlavni ¢tverec sestavajici z 9 €ipu, ktery byl pfenesen na
¢istou Petriho misku omytou acetonem a vyfoukanou stlacenym vzduchem do sucha. Petriho
miska byla podlozena ¢ernym papirem pro lepsi viditelnost jednotlivych obryst. V mistech,
kde se kanalky spojuji dohromady byly jehlou vyvrtany pfivodni a vyvodni otvory pro
konektory o velikosti 0,5 mm. Na konec byly skalpelem vytezany jednotlivé Cipy.

Dalsim krokem vyroby bylo lepeni kryciho sklicka na PDMS. Cipy byly pieneseny do
kadinky s isopropylalkoholem a sonifikovany Vv ultrazvukové Cistiéce po dobu 4 min. Kryci
sklicka byla ocisténa v acetonu. Nasledovalo oSetfeni plazmou. Na piistroji CEPLANT
RPS50+ bylo nastaveno napéti na 10 V, které odpovidalo dobé plazmovéani 4,21 s. Cip
orientovany otevienymi kanalky na horni plose byl poloZen na drzék pfistroje a pokryt krycim
sklickem, aby pfi1 nastavovani hlavice plazmy nedoslo k ptilepeni PDMS k pfistroji. Drzak
s ¢ipem byl zasunut pod hlavici s plazmou, se kterou se sjelo az na troven ¢ipu. Od této nulové
hladiny byla nastavena vzdalenost 1,5 mm. Kryci skli¢ko bylo z ¢ipu odstranéno, pfistroj se
zapnul a po ustaleni teploty plazmy zapocalo oSetfeni. Proces probihal po dobu 84 s, coz
odpovidalo projeti drzaku s ¢ipem pod plazmovou hlavici 20krat tam a zpatky do ptvodni
polohy. Osetitené PDMS bylo vlozeno do cCisté Petriho misky tak, aby nedoslo k zadnému
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kontaktu oplazmované ¢asti. Stejnym zpisobem bylo oSetieno i kryci sklicko, které bylo
nasledné svou oplazmovanou c¢asti zeSikma opatrné pokladano na oSetiené PDMS. Po spojeni
byly vzniklé bubliny opatrné vytlaéeny pinzetou. Poloslepené Cipy byly vyzihany v susarné pii
150 °C po dobu 30 min a po uplném spojeni byly skladovany zakryté v deionizované vode.

Poslednim krokem bylo lepeni kovovych konektort do otvort ve slepenych cipech.
Konektory byly za pomoci klesti opatrné vlozeny do vyfezanych piivodnich a vyvodnich otvort
¢ipu. Na spoje bylo Spejli naneseno lepidlo Pattex Gel, které se nechalo schnout po dobu 24 h
V uzaviené nadobé. Na zavér bylo provedeno 24hodinové maceni v deionizované vode¢.

Obrazek 13: Kompletni slepeny mikrofluidni ¢ip s konektory

4.3.2 Priprava zasobniho roztoku pufru

Do 250 ml odmérné baiky byl ptipraven zasobni roztok fosfatového pufru (PBS) o koncentraci
10 mmol/l  rozpusténim  potiebnych navazek chloridu  sodného,  trihydratu
hydrogenfosfore¢nanu didraselného a dihydrogenfosfore¢nanu draselného v deionizované
vod¢. Ptidanim 1 mol/l roztokt hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové bylo upraveno
pH na 7,4. Ptipraveny pufr byl fadné uzavien parafilmem a skladovan v lednici pti teploté 8 °C.

4.3.3 Priprava lipidovych roztoki asolectinu

Byl pfipraven zasobni roztok asolectinu v chloroformu o koncentraci 250 g/l navazenim a
rozpu$ténim potiebného mnozstvi asolectinu v 1 ml chloroformu. Vialka s roztokem byla
zabezpecena parafilmem a uchovana v mrazicim boxu pfi -20 °C.

Nasledné byl ptipraven zasobni roztok asolectinu v hexadekanu o koncentraci 10 g/l.
Ze zasobniho roztoku asolectinu v chloroformu byl odpipetovan potifebny objem do nové
vialky, chloroform byl odpaten v exsikatoru ve vakuu po dobu 30 min, a nakonec byl asolectin
rozpu$tén v 1 ml hexadekanu. Vialka s roztokem byla zabezpeCena parafilmem a skladovana
pii pokojové teploté za stalého protfepavani.

4.3.4 Lepeni a napousSténi hadi¢ky

Aby se zabranilo tlakovym ztratdm pifi napousténi roztokd do Cipu injekéni pumpou, bylo
zapotiebi pfipevnit na tésno hadi¢ku k injekéni stiikacce (BD U-100 Insulin 0,5 ml). Slepeni
bylo provedeno pomoci LED/UV Flex gelu (RUSCONA), ktery byl Spachtli nanesen po
mensSich vrstvach okolo spoje hadicky se stfikackou (pfedem naplnénou ze % deionizovanou
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vodou bez bublin) a kazda z vrstev byla zvlast’ vytvrzena pod LED/UV lampou béhem 120 s.
Do slepené hadicky byly injekéni stiikackou nasavany malé objemy roztoki (do 5 pl) v potadi:
vodny roztok PBS, fluorescen¢ni sonda (vodny roztok Rhodaminu o koncentraci 10 mol/l),
lipidovy roztok asolectinu v hexadekanu a na konec opét vodny roztok PBS. Cip byl vyjmut z
deionizované vody, osuSen a za pomoci klesti pfipojen pies vstupni konektor k naplnéné
hadicce s roztoky.

4.3.5 Ovéreni tvorby membran v ¢ipu pod fluorescenénim mikroskopem

Pro tyto ucely méteni byl zvolen invertni mikroskop Olympus IX71, na kterém byl pomoci
metod transmise a fluorescencniho zateni pozorovan cely pribéh modelace membran ve vnitini
struktufe ¢ipu. Na ocistény objektiv se zvétsenim 60x byly Pasteurovou pipetou nakapnuty dveé
kapky deionizované vody. Cip se zapojenou hadi¢kou byl vloZen do kovového drzaku a umistén
na posuvny stolek tak, aby se jeho kanalky nachazely piimo nad objektivem mikroskopu. Byla
nastavena vhodna vzdalenost objektivu od &ipu pro zietelné zobrazeni vnitini struktury
kanalkl. Na voli¢i filtr byla zvolena pozice €. 6, kterd neobsahuje zadny filtr a pouziva se pro
transmisni zobrazeni.

Injek¢ni stiikacka byla upevnéna K injekéni pumpé, na jejimz displeji byl nastaven objem
K vypumpovani na 50 pl a pocate¢ni prutok na 500 nl/min. Po proteceni pocate¢niho roztoku
PBS vsemi kanalky byl pritok snizen na 200 nl/min. Tato rychlost byla experimentalné ovéfena
jako idealni pro tvorbu fosfolipidovych membran uvnité ¢ipu. Béhem procesu modelace
membran na rozhrani kanalek/komtrka byly pofizovany digitdlni snimky jednoho ze Ctyt
kanalkd za pomoci ¢ernobilé kamery Olympus XM10.

Po proteceni roztoku Rhodaminu bylo mozné pozorovat fluorescen¢ni zateni uvnitt kanalka.
Pro tuto metodu byla na voli¢i filtra zvolena pozice &. 3 pro 470 nm. Cip byl zakryt pied
parazitickym svétlem, byla zapnuta xenonova lampa X-Cite 120Q a nastavena intenzita zafeni.
Pomoci této lampy byly pofizeny digitalni snimky kanalkll ve stejnych polohach jako u
transmisniho zobrazeni.

Obrazek 14: Mereni pod fluorescencnim mikroskopem s mikrofluidnim c¢ipem napojenym na
injekcni pumpu
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyroba PDMS ¢ipt

Ptiprava mikrofluidnich ¢ipi z PDMS polymeru probihala dle pracovniho postupu, jehoz
optimalizaci z hlediska pevnosti a vhodnosti ¢ipu pro tvorbu umélych bunéénych membran se
zabyvala piedesla bakalarské prace. Pti sonifikaci bylo vyhodné nechat polymer déle
v exsikatoru (v rozmezi 0,5 az 1 hod). Dosahlo se tak efektivnéjsiho odstranéni i okem
neviditelnych bublin v polymeru, které by byly schopné znehodnotit strukturu mikrokanalk.
Kiemikové masky byly hodné¢ nachylné na posSkozeni, po prvnim pouziti jiz obsahovaly
znamky opotfebovani. ZvysSené opatrnosti se muselo dbat zejména béhem vytezavani
skalpelem, jinak doslo k vaznému naruseni jejich struktury.

Jeden z hlavnich problému pfedstavovalo vyvrtavani ptivodnich a vyvodnich otvort pro
konektory. Tento krok se standardné provadél pomoci specidlni mikrofluidni dérovacky
(WellTech Rapid-Core 0.50), ktera bohuzel zanechavala zbytky vyvrtaného polymeru uvnitf
otvort, a tim je ucpala. Z tohoto diivodu se Castokrat stavalo, Ze zna¢né mnozstvi vyrobenych
¢ipti bylo nefunkénich. Problém byl vyfeSen nahrazenim mikrofluidni dérovacky obycejnou
injek¢ni jehlou a stoprocentni propustnost vSech otvori byla zajisténa mirnym nadzvednutim
polymeru pfi provrtavani.

Dalsi problémy se objevily pii lepeni konektorii. Pokud se konektory zasunuly pfili§ hluboko
do polymeru, dochazelo opét k ucpani ptivodnich a vyvodnich otvorti a napousténi roztoki do
¢ipu nebylo mozné. Aby se piedeslo zminénému ucpani, bylo zapotiebi konektory v polymeru
mirné povysunout. Jedinou nevyhodou pfi lepeni konektorli timto zpiisobem byla vyssi
nachylnost k utrzeni.

5.1.1 Skladovatelnost slepenych ¢ipta

Kompletni slepené Cipy, které nebyly po 24hodinovém maceni vyuzity, se nechaly dale
skladovat ponofené v deionizované vodé. Pfi pozorovani mikrokanalkd pod fluorescenénim
mikroskopem bylo zjisténo, ze se v ¢ipu skladovaném 3 tydny ve stejné deionizované vode
vytvoftily kolonie bakterii.

Obrazek 15: Transmisni zobrazeni mikrokanalku cipu obsahujiciho kolonie bakterii pomoci

fluorescencniho mikroskopu pri 60x zvétSeni; méritko na snimku ma rozmeér 10 um
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Uvnitt mikrokanalku znazornéném na obrazku ¢. 15 lze pozorovat malé pohybujici se
LHutvary, které byly identifikovany jako bakterie na zakladé jejich tyCinkovitého tvaru a
autofluorescence pti fluorescenénim zobrazeni mikroskopu. Nepohyblivé tyCinky
predstavovaly usmrcené bakterie. VétSina ptitomnych bakterii se po napusténi roztoku do ¢ipu
vyplavila ven z kanalku, ale nékteré, pfevazné usmrcené, zastaly ulpélé na krycim skli¢ku.

Prestoze by pritomné bakterie snejvétsi pravdépodobnosti nijak nenarusily modelaci
fosfolipidovych membran v ¢ipu, nelze tuto moznost plné€ vyloucit. Pro prevenci jejich vzniku
je dualezité pravidelné ménit deionizovanou vodu a slepené ¢ipy radéji moc dlouho neskladovat.
Dalsim moznym feSenim by mohla byt stabilizace deionizované vody azidem sodnym.

5.1.2 Ovéreni kvality slepenych ¢ipt pod fluorescenénim mikroskopem

Prestoze byla u odlévani, vyfezdvani a lepeni snaha o co nejvétsi Cistotu, prace probihala
V nesterilnim prostiedi. To mélo za nasledek kontaminaci vyrobenych CcCipd rlznymi
prachovymi ¢asticemi, vlakny atd., které zlstaly obsazeny bud’ pfimo na kiemikové masce,
nebo na povrchu polymeru a kryciho sklicka. Po slepeni polymeru s krycim sklickem dochéazelo
v mistech necistot ke vzniku vzduchovych kapes, které narusovaly pevnost slepeného Cipu.
Nicméné vétSina necistot neméla Zadny negativni dopad na funkénost ¢ipu kromé téch, které se
nachazely v oblasti mikrokanalki. Tyto udaje byly ziskany na zakladé provedeného
experimentu, kdy se injek¢ni stiikackou do slepeného Cipu opatrné napustil roztok Rhodaminu
o koncentraci 10 mol/l a za pomoci transmisniho a fluorescenéniho zobrazeni byl pod
mikroskopem pozorovan stav naplnénych mikrokanalk.

Obrdzek 16: (A) Transmisni zobrazeni struktury mikrokandlkii slepeného cipu pomoci

Sfluorescencniho mikroskopu pri 60X zvétSeni; (B) fluorescencni zobrazeni v pseudobarvé; méritko

na snimcich ma rozmer 10 um

Na mikroskopickych snimcich z obrazku €. 14 je uveden extrémni piiklad, kdy necistoty
obsazené ve struktufe mikrokanalkd zdvazn€ naruSily funkcnost Cipu. Nejvétsi problém
zpisobilo vlakno polozené pies dva kanalky, jelikoZ vytvofilo mezi polymerem a krycim
sklickem velkou mezeru, a tim umoznilo vteceni roztoku Rhodaminu do mezikanalového
prostoru. Na pravé stran¢ snimkt l1ze pozorovat velkou vzduchovou kapsu, ktera ucpala cely
kanalek, a podél okrajii nékolik malych bublin ¢aste¢né zapliujicich vnitini prostory komirek.
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U levého kanalku na snimku B si miZzeme mimo jiné v§imnout, Ze na jeho okrajich dochazi k
mirnému vtaZzeni roztoku Rhodaminu do polymeru.

K takovymto extrémnim ptipadim dochazelo jen velmi ziidka, napt. pokud polymer spadl
na zem nebo nebyl zakryty v Petriho miskéch a del$i dobu se na néj prasilo. VétSinou dochazelo
pouze k ¢astecnému ucpani nékterych komurek z divodu pfitomnosti malych necistot. Jejich
pocet byl v§ak ve srovnani s celkovym mnozstvim komtrek zanedbatelny.

Pokud se zamétime na strukturu kanélkd u jednotlivych mikroskopickych snimk, vidime,
ze obsahuje spoustu nerovnosti, které maji vliv na celkové proudéni tekutin uvnitt kanalka a
mohou také zdsadné ovlivnit tvorbu membran. Divodem téchto nerovnosti jsou nekvalitné
vyroben¢ kiemikové masky.

5.2 Tésnéni hadi¢ky pri napousténi

Prvni napoustéci experiment probihal se starSim modelem injekéni pumpy (NE-300
SyringePump.com, New Era Pump Systems, Inc.) a spoj mezi injekéni stiika¢kou a hadickou
byl utésnén parafilmem. Jako napoustéci roztok byl zvolen Rhodamin (10 mol/l), protoze je
diky svému vyraznému zbarveni dobie pozorovatelny uvniti hadicky i mikrokandlka Cipu.
V pribéhu Shodinového méfeni pii nastaveném minimalnim pratoku pumpy (7 nl/min) nebylo
zaznamenano 4dné napousténi. Cip byl poiad prazdny, naopak dochazelo ke zpétnému toku
roztoku Rhodaminu uvnitt hadicky.

Obrdazek 17:(A) Kompletni sestava pro napoustéci experiment zahrnujici injekcni pumpu,
injekcni strikacku, hadicku naplnénou roztokem Rhodaminu a mikrofluidni cip; (B) detail cipu se
zapojenou hadickou dokazujici zpétny tok roztoku Rhodaminu

Pti vysSich pratokovych rychlostech bylo mozné pozorovat prosakovani roztoku z hadicky
v oblasti parafilmu. Na zakladé téchto vysledkt bylo usouzeno, Ze zminény zpétny tok roztoku
nedostateCnym tésnénim mezi injekéni stiikackou a hadickou. Parafilm byl uznan jako
nevyhovujici té€snici material a bylo tieba navrhnout vhodnou alternativu.

Lepidlo Pattex Gel se jevilo jako jedno z moznych feseni, jelikoz bylo dostupné a spolehlivé
pevné (ovéfeno pii lepeni konektorti na ¢ip). Jedinou a pomérné zasadni nevyhodou tohoto
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lepidla bylo ¢asové naro¢né schnuti, kvili kterému by se muselo ¢ekat 24 h, nez by bylo mozné
hadicku s injek¢ni stiikackou pouzit.

Dalsim navrhem bylo pouziti kosmetického LED/UV Flex gelu (RUSCONA), ktery je
schopny pod UV zafenim vytvrdnout béhem nékolika desitek sekund (zalezi na tloust’ce
vrstvy). Pro tyto ucely byla pofizena mala UV baterka, se kterou bylo sviceno na naneseny gel
okolo spoje hadi¢ky. Nicméné gel se ani po nékolika minutovém ozafovani nevytvrdil. Z toho
vyplyva, Ze tato lampa neemitovala dostate¢né silné UV zafeni. Nasledovala zkouSka ve
vétsim UV boxu. Bohuzel ani UV zafivky s pfikonem 20 W nebyly dostacujici, gel se podatilo
vytvrdit jenom z ¢asti, a to za dobu delsi nez 10 min. Problém s rychlej$im a pevnéjsSim
tésnénim nakonec vyiesila kosmeticka LED/UV lampa (RUSCONA) s ptikonem 48 W/ 60 W.
Hadicku se sttikackou se za pomoci této lampy podafilo slepit béhem 1-2 min, pfestoze byl gel
nanesen ve vétsi vrstve. Spoj se zdal byt pevny, k zadnému stékani gelu nedochdzelo. Tésnéni
spoje s vytvrzenym gelem bylo nejprve otestovano pii napousSténi a vypousténi roztoku
Rhodaminu do/z injek¢ndi stiikacky. V obou piipadech roztok Rhodaminu spojem nevytékal.

Obrdazek 18: (A) Vytvrzovani naneseného gelu mezi spojem injekcni strikacky a hadicky pod
LED/UV lampou, (B) tésnici experiment s roztokem Rhodaminu

Dalsi tésnici experiment zahrnoval napousténi roztoku Rhodaminu do ¢ipu. Tentokrat byla jiz
k dispozici nova modernéjsi injekéni pumpa (LONGER dLSP 500, Darwin microfluidics),
kterd umoznovala mnohem lepsi fizeni pritoku. Experiment byl uspésny, pfi nastaveném
prutoku 1 pl/min se do 10 min objevila na konci vystupniho konektoru ¢ipu zvétsujici se kapka
roztoku Rhodaminu. Uvniti hadicky nedochazelo k Zadnému zpétnému toku, nebyly zde
pfitomny ani zadné bubliny a kolem té€snéni nikde roztok nevytékal. Mikrofluidni Cip se tedy
podaftilo napustit a tésnéni gelu bylo v poradku.
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Obrazek 19: (A) Napoustéct experiment s NOVOU injekcni pumpou, (B) detail proteceného Cipu
s viditelnou kapkou roztoku Rhodaminu na konci vyvodniho konektoru

PrestoZe se lepeni UV/LED gelem osvédcilo, stale se v krajnich ptipadech stavalo, Ze roztok
tésnénim protékal a dochéazelo opét ke zpétnému toku v hadic¢ce. Zalezelo na zru¢nosti, pokud
se pii vytvrzovani pod UV/LED lampou s hadi¢kou pfili§ hybalo, vytvorila se mezi gelem a
spojem netésnici mezera.

5.3 Modelovani membran v ¢ipu pod fluorescenénim mikroskopem

Béhem nékolika predeslych experimentl bylo zji$téno, Ze prutoky vyssi nez 200 nl/min nejsou
dostatecné pomalé pro preskupeni fosfolipidi do planarni lipidové dvojvrstvy mezi dvéma
vodnymi prostfedimi. Kvili snaze dosdhnout konstantniho pratoku, ktery by stabilizoval
pribéh modelace membran, byl jiz od poc¢atku méfeni nastaven pratok na 200 nl/min. Bohuzel
se ani po 20 min nepodafilo napustit roztok fosfatového pufru do ¢ipu. Aby experiment netrval
spoustu hodin, byl pritok zvysen na 500 nl/min. Pfi této rychlosti bylo do 15 min vypozorovano
nateCeni roztoku PBS do mikrokandlkid Cipu. Pfiblizné po 1 h intenzivniho napousténi se
Vv kanalcich objevil naprosto odlisny roztok plny malych ¢astecek a bublinek, ktery pti kontaktu
sroztokem PBS vytvofil pozorovatelné rozhrani. Na zakladé této charakteristiky bylo
usouzeno, ze se jedna o lipidovy roztok asolectinu v hexadekanu.

Obrazek 20: (A) Transmisni zobrazeni mikrokanalkii ¢ipu plnicich se roztokem PBS, prazdné

kanalky maji diky maceni v deionizované vode kapkovitou strukturu pripominajici srst geparda;
(B) Transmisni zobrazeni mikrokandlku s roztokem PBS, do kterého postupné natéka lipidovy

roztok, PBS ziistava uzaviené v komurkdach, méritko na snimcich ma rozmer 10 um
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Pritok byl okamzité snizen na 200 nl/min, aby se co nejdiive vytvorily v kanalcich vhodné
rychlostni podminky, a zvysila se tak Sance na vznik membran. V pribéhu naslednych 15 min
natekl do kanalkll vodny roztok Rhodaminu a bylo mozné pozorovat vznik membran.

Obrazek 21: Transmisni zobrazeni postupného vzniku lipidovych membran v mikrokanalku

Cipu; méritko na snimcich ma rozmer 10 um

Na snimku A lze pozorovat proudéni roztoku Rhodaminu uvnitt mikrokanalku. Z komirek
na pravé stran¢ kanalku byl roztok PBS vyplaven, a proto obsahovaly pouze roztok lipidovy.
Naproti tomu u komirek na levé stran¢ kanalku se roztok PBS nevyplavil a zistal obklopeny
roztokem hexadekanu, ve kterém se fosfolipidy spontanné uspotadaly do dvou monovrstev na
obou vodnych rozhranich. Timto zptisobem se postupné tvofil fosfolipidovy film. Snimek B
znazoriuje finalni fosfolipidové dvouvrstvy, jedna z nich vSak okamzité zanikla. Zbylé dvé
membrany zlstaly stabilni po dobu 1-2 min, poté se v kandlku samovoln¢ vytvofil extrémné
zrychleny proud, ktery zptisobil uplné vyplaveni vétSiny komurek véetné téch s membranami.

Kvuli velmi kratkeé stabilité membran nebyly potizeny snimky pti fluorescenénim zobrazeni,
které by potvrdily pfitomnost roztoku Rhodaminu uvnitt kandlku. Navic tato metoda neni jasné
definovana a efektivné porovnatelnd, jelikoz na pouzity design Cipu neexiStuje mnoho
literarnich podkladi. Proto nelze s naprostou jistotou fici, zda se skute¢né jednalo o lipidové
membrany. OvSem na zakladé doby jejich vzniku (kdyZ zname umisténi hexadekanu
v hadicce), presvéd¢ivého vzhledu lipidového roztoku a samotného prabéhu modelace je tato
pravdépodobnost pomérné vysoka.

Modelaci membran v ¢ipu se podatilo zopakovat pouze jednou. Tentokrat byl jiz od zacatku
méfeni nastaven prutok na 500 nl/min. Roztok PBS natekl do Cipu okamzité, protoZe pfi
nasazovani injek¢ni stfikacky na injekéni pumpu se omylem pohnulo s pistem. Tato chyba
nastésti nezpusobila Zadné Skody, nicmén¢ pfii prudce zvyseném tlaku v hadi¢ce by mohlo dojit
K naruseni spoje mezi polymerem a krycim sklickem a napoustény roztok by natekl mimo
mikrokanalky. Pfiblizné po 1 h se v kandlcich Cipu objevil roztok hexadekanu. Po proteceni
roztoku Rhodaminu se podafilo vytvofit nékolik fosfolipidovych membran.
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Obrazek 22 Transmisni zobrazeni vzniklych lipidovych membran v mikrokandlku cipu; méritko

na snimcich ma rozmer 10 um

Na obrazku ¢. 22 jsou na pravé stran¢ mikrokanalktl viditelné membrany, které¢ bohuzel
zanikly béhem nékolika sekund. Divodem jejich zaniku byla obrovska vzduchova bublina
Vv roztoku, ktera narusila jedno z vodnych rozhrani membran a nasledné svou silou vytlacila
veskery kapalny obsah z kanalku. Pohybujici se malé bubliny pfitomné na snimku A dokazuji
laminarni proudéni uvniti kanalku.

Stanoveni presného poc¢tu vzniklych membran je tézko dosazitelné, protoze pii tak kratké
stabilit¢ membran neni mozné prozkoumat cely kanalek natoz vSechny ¢tyfi. Kromé toho do
kazdého z kanalku proudily jednotlivé roztoky v odlisnych ¢asovych intervalech, proto bylo
nejvyhodnéjsi zaméfit se pouze na jeden kanalek.

5.4 Stavajici komplikace béhem méieni

Z poznatkl uvedenych v kapitole 5.3 vyplyva, ze tato metoda modelace membran v ¢ipu Celi
hned nékolika hlavnim problémim. Patii mezi né¢ velmi nizky pocet vzniklych membran
(bereme-li v potaz, ze se v Cipu nachazi vice nez 100 komirek), jejich stabilita a zejména
opakovatelnost samotného experimentu.

K pfi¢inam vyse zminénych komplikaci dochazelo prevazné béhem napousténi roztoki do
hadicky, kdy bylo velmi diileZité nabirat opravdu minimalni objemy roztok, jinak experiment
trval spoustu hodin. Mnohokrat se stavalo, ze se kanalky z velkého mnozstvi proteceného PBS
ucpaly nebo poskodily diive, nez stihl do ¢ipu dotéct roztok hexadekanu.

Samotny roztok hexadekanu zplsoboval fadu potizi kvili své vysoké viskozité¢ a nizsi
hustoté vic¢i vodé. Snizoval realny pritok v hadiéce a Vv podobé kapek se velice casto
promichaval s roztokem Rhodaminu. Vyjimeéné se stavalo, ze se s roztokem Rhodaminu
Vv hadicce plné€ prohodil a do ¢ipu natekl az jako piedposledni v poradi.
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Obrazek 23: (A) Transmisni zobrazeni mikrokanalku cipu naplneného roztokem hexadekanu
smiseného s bublinami roztoku Rhodaminu,; (B) fluorescencni zobrazeni; méritko na snimcich ma

rozmeér 10 um

Dalsi problémy souvisejici s napousténim piedstavovaly velké vzduchové bubliny, které se
Vv hadi¢ce tvofily pii neopatrné manipulaci s pistem injekéni stfikacky, béhem stfidani
napousténych roztokti (nabrané roztoky méli tendenci tvofit vzduchové mezery na konci
hadicky) a po nasazeni hadicky na konektor. Velikost vznikajici bubliny pfi nasazovani na
konektor bylo mozné zna¢né eliminovat, pokud se hadicka zaskrtila kle§témi co nejblize ke
svému okraji. Velké bubliny zptisobovaly uvniti kanalk nekontrolovatelné proménlivy prutok,
vyplavovani roztokt a Gplné zni¢eni membran z divodu silného tlaku ptisobiciho na jednu
stranu fosfolipidové dvouvrstvy.

Obrazek 24: Transmisni zobrazeni mikrokanalku ¢ipu obsahujiciho velké a malé vzduchové

bubliny; méritko na snimcich ma rozmer 10 um

Pii stftidavém proudéni roztokl a bublin uvnitt kanalki dochazelo v nékterych ptipadech ke
vzniku ,,nepravych membran®. Jednalo se pouze o kapky chycené mezi sténami komirek a
vzduchem, ale mély velmi podobny vzhled jako skute¢né membrany. Rozlisit je bylo mozné na
zakladé jejich tloustky, ktera se misto smr§tovani postupné zvétsovala, az nakonec zaplnila
celou komiirku. Pokud by se skute¢né jednalo o membrany, vodny roztok nachazejici se uvnitt
komiirky by nebylo mozné stoprocentné stlacit.
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Obrazek 25: Transmisni zobrazeni ,, nepravych membran*“ nachazejicich se uvnitr

mikrokanalkii Cipu, meritko na snimcich ma rozmeér 10 um

Na spodni levé strané snimku B Ize zietelné pozorovat rozpinajici se kapku, ktera postupné
vytlacuje vzduch uvnitt komurky, a tim dokazuje nepravost vzniklych membran.

V posledni fadé€ je tfeba zminit problémy tykajici se pratokt, které maji téz negativni dopad
na uspesnost modelovani membran. JelikoZ je tato metoda stale hodn¢ experimentalni, pouzité
pritokové rychlosti nejsou plné€ optimalizované, véetné jejich zmén v zavislosti na ¢ase a druhu
protékaného roztoku v kanalcich. Pfi¢inou né€kterych neuspé$nych experimenti bylo pouze
pozdni snizeni prutoku, kdy se hexadekan nestihl v¢as zpomalit a tvofici se membrany po
vzajemném styku dvou monovrstev okamzit¢ zanikly z divodu silného proudu v kanalku.
Castgjsim piipadem byly zpétné, stfidavé zpétné nebo zrychlené toky, které v kanalcich
vznikaly z vicero divodd. Jednim z nich bylo ucpani kanalku, ke kterému dochazelo napf.
béhem samotné vyroby Cipu (viz kapitola 5.1) nebo kvili mikronecistotdm v napousténych
roztocich hromadicich se na konci vyvodniho otvoru. Kromé vzduchovych bublin a uvolnénych
spojiit mezi konektorem nebo hadickou byla dal$im divodem také slozitost designu Cipu.
Zatimco prostiedni dva kanalky umoznovaly pfimy smér toku, postranni kanalky byly od
vstupniho konektoru zakiivené. Tok do zaktivenych kanalkti byl pro kapaliny nepfirozeny a
vyzadoval rozdilné velky tlak. Tyto tlakové rozdily uvnitt kandlkd poté vyvolavaly
nekonstantni prutok.

5.5 Reseni problémi

Jednim z moznych feSeni problémi objasnénych v kapitole 5.4 je novy model mikrofluidniho
¢ipu. Takovyto Cip by misto ¢tyt kanalkii obsahoval pouze jeden, ¢imz by Se znacné zjednodusil
pritok roztokl a omezil vznik tlakovych rozdilii. Zatimco plivodni kanalky mély rozméry na
Sitku 70 um, novy kanalek by byl siroky 100, 200 nebo 300 um (nejvhodnéjsi velikost by bylo
tieba otestovat). Sirsi kanalek by nejen umoznil pouziti vyssich pritokovych rychlosti, ale také
by ¢asteéné vyftesil problém tykajici se vétSich objemu roztokd v hadicce.
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Obrazek 26: Design riizné Sirokych kanalkit pro novy model mikrofluidniho cipu

Dal$im vylepSenim by byla plandrni poloha vstupniho konektoru vii¢i kandlku. Polymer by
obsahoval vylisovany zlabek o definované velikosti, do kterého by se béhem lepeni ke krycimu
sklicku umistil konektor. Tésnéni spoje mezi konektorem, polymerem a krycim sklickem by
sice nebylo stoprocentni, nicméné tento fakt by nemél nijak ohrozit napousténi roztokd.
Kapaliny by vstupovaly do ¢ipu ve stejném sméru, jako jsou pumpovany, ¢imz by se snizilo
riziko vzniku turbulenci pfi jejich zméne sméru. Piipojeni konektoru k ¢ipu timto zptisobem by
navic mohlo zamezit ¢astému ucpani vstupniho otvoru.

A —

a

Obrazek 27: (4) piivodni model mikrofluidniho cipu; (B) novy model mikrofluidniho cipu; (C)

detail spoje mezi polozenym konektorem, polymerem a krycim sklickem
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo osvojit si techniku pfipravy mikrofluidnich ¢ipti a nasledné v nich
vytvorit modelové membrany z vybraného fosfolipidu. ReSerSe vypracovana dle zadani se
zamé&fovala na mikrofluidni Cipy umoznujici modelaci planarnich membran i lipozomu.
V ramci této reSerSe byl poskytnut piehled moznych designt a aplikaci od zab¢&hlejSich az po
nejmodernéjSi zafizeni a byly blize specifikovany nékteré techniky tvorby membran.
Jako modelovy fosfolipid byl zvolen asolectin. Hlavni vyhodou této latky byla jeji vysoka
dostupnost, nicméné komplexita a nizsi Cistota obsazenych fosfolipidl piedstavovaly vyzvu pfi
modelaci membran v mikrofluidnim ¢ipu.

Experimentélni ¢ast se potykala s fadou komplikaci, at’ uz v ramci vyroby ¢ipu, napousténi
roztokd nebo samotné modelace membran uvnitt kanalkd (viz kapitola 5), vétSinu se vsak
podafilo Gspésné vytesit. Pii vyvrtavani otvord pro konektory byla pouzita obycejnd injekéni
jehla a béhem lepeni byly konektory z polymeru mirné povysunuty. Tim byla dosazena
stoprocentni propustnost obou otvorti v Cipu. Pro prevenci vzniku bakterii uvnité kanalkd
skladovanych ¢ipt byla podstatna pravidelna obména deionizované vody. Moznym feSenim by
dale mohla byt stabilizace této vody azidem sodnym. Kvtli nesterilnim podminkam prostredi
nebylo mozné zcela zamezit kontaminaci ¢ipti v pribéhu vyroby, nicméné vétSina necistot
neméla zadny negativni dopad na funkénost ¢ipu. Jako tésnici pojivo se osvédéil LED/UV Flex
gel, ktery za pomoci LED/UV lampy umoznil rychlé (1-2 min) a pevné slepeni hadicky k
injekéni stiikacce. Pti prutoku 500 nl/min bylo do 15 min dosazeno nateceni roztoku PBS do
kanalku ¢ipu. Lipidovy roztok asolectinu v hexadekanu se v kanalcich objevil ptiblizné po 1 h
intenzivniho napousténi. Pratok byl okamzité sniZen na 200 nl/min. V pribéhu néaslednych
15 min natekl do ¢ipu vodny roztok Rhodaminu a bylo mozné pozorovat vznik membran.

Na zdkladé téchto vysledkli l1ze potvrdit vhodnost asolectinu pro modelaci membran.
Jeho mozny vliv na stabilitu membran vSak nebyl experimentalné ovéten, a proto ho nelze zcela
vylou¢it. Metoda modelace membran stale ¢eli problémum, jako jsou opakovatelnost
experimentu, kratka stabilita a nizky pocet vytvofenych membran.

Resenim téchto problémii by mohl byt novy model mikrofluidniho &ipu, ktery by obsahoval
pouze jeden kanalek o Sirsi velikosti a planarné orientovany vstupni konektor. Snizeni poctu
kanalkti by znaéné zjednodusilo priutok roztokd a zmensilo riziko tlakovych rozdilu.
Sir$i rozmér kanalku by také poskytl pouZiti vyssich pritokovych rychlosti a vétsich objemi
roztokd. Vstupni konektor by se do ¢ipu umistil jiz béhem lepeni ke krycimu sklicku, coz by
mohlo zabranit ¢astému ucpani vstupniho otvoru. Planarni poloha tohoto konektoru vici
kanalku by navic umoznovala roztokim vstupovat do Cipu ve stejném sméru, jako jsou
pumpovany, a tim opét zamezit komplikace souvisejicim s prutokem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
PDMS
PBLM
SUV
LUV
GUV
mMGUV
AMP
ITO
OLA
1A
LO
OA
PBS
uv
LED

adenosintrifosfat

polydimethylsiloxan

planarni dvouvrstva lipidovd membrana
maly unilamelarni vezikul

velky unilamelarni vezikul

obii unilamelarni vezikul

obii sav¢i unilamelarni vezikul
antimikrobialni peptid

oxid india a cin

oktanolem asistované lipozomové sestaveni
vnitini vodna faze

organicka faze s lipidy

vnéjsi vodna faze

fosfatovy pufr

ultrafialové zafeni

elektroluminiscen¢ni dioda
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