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Historie vzniku a vyvoje mikrofluidnich systému

Jako MEMS jsou oznacovany mikroelektromechanické systémy. MEMS jsou jak technologie s
typickymi vyrobnimi procesy vyroby zafizeni s mikro az nano presnosti, tak hotové systémy, které
jsou velké od nékolika mikrometrd po milimetry.

BioMEMS

Bio-mikroelektromechanické systémy (BioMEMS) jsou soucdsti MEMS, zamérené na biologické
aplikace. Ne vSechny obsahuji elektromechanické ¢asti. Mozné rozdéleni na: mikrofluidni systémy
pro bioaplikace (jednoduché mikrofluidni systémy, micro Total Analysis Systems (UTAS), a Lab-on-a-
Chip (LOC). Ddle na senzorickou ¢ast pro medicinu véetné implantovanych systémul (senzory -
teploméry, tlakoméry..., implantaty - usni, ocni, kardiostimulatory...) A nakonec na mikrondstroje
(chirurgické nastroje) [1].

- Prvni zminky: 1967 S. B. Carter poutzil palladiové ostrlvky pro zachyceni bunék [1], 1985
téhotensky test ClearBlue od spolec¢nosti Unipath Inc. jakozito prvni komeréné dostupny
mikrofluidni ¢ip na trhu [1].

- DOvody a hnaci motory rozvoje UTAS a BioMEMS: Human genom Project, vysoké ceny
chromatografickych analyz a vojenské vyuziti pro analyzu chemickych latek na bitevnim poli (USA
DARPA) [2].

- Prvni MEMS nebyly biokompatibilni z ddvodu pouzitych materidld pro mikrofabrikaci a
fotolitografii. 1993 objev mikrofabrikace zalozené na PDMS umoznil masivni rozmach BioMEMS [1]
napt. 1991 oligonukleotidovy €ip [3], 1998 prvni pevné mikro jehly pro administraci |éCiv [4], 1998
prvni mikrofluidni ¢ip pro PCR [5], 1999 demonstrace vystaveni bunék rdznym heterogennim
laminarnim tokdm v mikrokanalcich [6].

Lab-on-a-chip a Micro Total Analysis systémy

Micro Total Analysis systémy (UTAS) a Lab-on-Chipsystémy (LOC) jsou systémy, které maji na Cipu
integrovanych vice aplikaci, jako napfriklad filtrovani, mixovani pumpovani analyza/detekce vzorku.
Pricemz mikrofluidika je zakladni technologii. Postaveny na principech miniaturizovaného zafizeni
pro chemickou analyzu vzorku. uTAS jsou prevazné orientované spiSe na chemickou analyzu LOC na
biologické aplikace [1, 7].

-1954 vynalez mikrotechnologii a integrovanych semikonduktor(i, 1966 tlakové senzory, rozvoj
mechanicky pohyblivych struktur i zafizeni pro praci s kapalinami (mixéry, kapilarni kanalky, pumpy,
kohouty.

- 1979 1. LOC plynova chromatografie [8].

- 1990 prvni pouZziti terminu puTAS [1].

- 1990-1999 masivni rozvoj diky vojenské podpore DARPA (DNA microarray, kapilarni elektroforéza,
genomové aplikace)

- dnes rozvoj v oblastech miniaturizace a biologickych aplikaci jako jsou DNA labyrinty, single-cell
detekce a analyzy, nanosensory pro detekci biomolekul [9, 10].

Kontrolni otdzky: Co jsou to MEMS? Na jaké aplikace jsou orientovany UTAS a na jaké LOC?




Zakladni materialy pro vyrobu mikrofluidnich
systemu pro bioaplikace.

V zavislosti na aplikaci Cipu (detekce patogenu, elektroforéza, DNA analyza, tkafové systémy...) je
nutné zvolit jak vhodny design samotného Cipu, tak i vhodny material s adekvatnimi vlastnosti
k zamyslenému pouziti ¢ipu. Prvnimi materidly, které byly pro vyrobu ¢ipu vyuzivany, byly silikon a
sklo. Rozvoj novych technologii umoznil vyuziti i pokrocilejsSich materiald jako jsou polymery, nebo
papirové kompozity. U materialll pouzivanych kvyzkumu a vyvoji je casto kladen dliraz na
vSestrannost pouziti, zatimco u materidld uréenych pro masovou vyrobu a komercializaci je kladen
dliraz na cenu, spolehlivost a snadnost zpracovani. Vybér materidlu také ovliviiuje fyzikaIni
vlastnosti samotnych Cipu, pokud je nutné dosahnout urcitého stupné hydrofobicity, povrchovych
funkénich skupin, teplené a elektrické odolnosti, pruznosti a pevnosti, optické ¢irosti... [11, 12].

Anorganické materialy

Silikonové Cipy: prvni pouzité materidly, ackoliv byli rychle nahrazeny sklem a posléze polymery.
Transparentni, s —Si-OH skupinami na povrchu, vysoce elasticky 130-180 GPa avsak nevhodny pro
pouziti s nebezpeénymi chemikéliemi. Cipy vyZivajici silikon jsou &asto vyrab&ny technikami
mokrého a suchého leptani, nebo aditivnimi metodami. Vyuziti naptiklad pro droplet PCR [11, 12].

Sklenéné Ccipy: jiz dfive byly pouZivany sklenéné a kfemenné kapildry pro chromatografii a
elektroforézu. Opticky transparentni, elektricky nevodivé, amorfni a biokompatibilni. Casto
zpracovavano pomoci suchého nebo mokrého lepténi. Protoze sklo neni porézni, neni mozna ani
vyména plynd, mezi kapalinou uzavienou v Cipu a okolnim prostfedi a tudiz neni vhodné pro
dlouhodobé bunécné kultivace. Vyuziti naptiklad pro elektroforézy, chemické reakce na Ccipu,
extrakce solventu... [11, 12].

Keramické Cipy: LTCC (low temperature co-fired ceramic) technologie jsou velice dobre rozvinuty a
optimalizovany jak za ucelem nizkych objemu a vysokého vykonu tak pro vysoké objemy ale nizké
naklady. LTCC se vyznacuje dobrymi elektrickymi a mechanickymi vlastnostmi a vysokou mirou
spolehlivosti. Keramicky matridl wvyuzivda dasto jako zaklad oxid hlinity. Vyuziti ¢&asto
v elektromechanice, micro-opto elektromechanice, sensorech... [11, 12].

Polymery

Elastomery: propletené crosslinkované polymerni fetézce. Mohou se natdhnout nebo stladit a opét
se vratit do plvodni podoby.

Elastomery — PDMS Cipy: Siroce rozsifené pro rapidni prototypovani diky jejich jednoduché vyrobé.
Silné se prichytavaji na sklo, maji dobré optické a elastomerni vlastnosti, jednoduse se
implementuji a jsou levné. V dnedni dobé nejvice rozsitené. Casto odlévany pomoci riiznych forem.
Nizky elasticky modulus (300-500 kPa) tudiz jsou vhodné pro poufZiti v raznych kohoutech,
prepinacich. Jsou permeabilni pro plyny a biokompatibilni, tudiz jsou vhodné pro bunécné
kultivace. Nevyhodou jsou nespecifické interakce a zachytdvani hydrofobnich molekul na svém
povrchu, stejné tak jako bobtnani v nepoldrnich rozpoustédlech [11-13].



Elastomery - Thermoset polyesterové (TPE) Cipy: opticky transparentni, nerozpustné, vysoce
mechanicky odolné, netavi se, nebobtnaji ale nepropustné pro plyny a drahé. Vyuziti ve 3D
fotopolymerizaci [11, 12].

SU-8: negativni fotocitlivy polymer na bazi epoxidu. Césti polymeru exponované UV zafenim
polymeruji. Neexponované ¢asti se daji rozpustit v prlibéhu procesu fotolitografie. Pouziva se jako
forma pro odlévani, vyrabi se z néj mikrokanalky, slouZi jako maska pro leptani abrazivni obrabéni,
templat pro galvanickou depozici kovd, izolant... [14, 15].

Thermoplasty: vysoce crosslinkované polymery, které mohou byt i opakované taveny a
modelovany. Po vychladnuti si udrzuji svij vymodelovany tvar. Opticky ¢iré, rigidni, nepermeabilni
pro plyny. Zpracovavany procesem thermo molding. Casto vyuZivané v komeréni sféfe, diky
jednoduché vyrobé a velice nizkym finan¢nim nakladlim, ale nevhodné pro prototypovani.

Thermoplasty — polystyrenové (PE) Cipy: opticky transparentni, biokompatibilni, inertni rigidni, ale
nakladné na vyrobu. Vyrabény procesy injection molding a hot embossing. VyuZivany pro koncepty
organ-on-chip [11, 12, 16-18].

Thermoplasty — polykarbonatové (PC) Cipy: tepelné vysoce odolné, transparentni ale nachylné
k organickym rozpoustédliim. Pro vyrobu Cipl vyuZivdn proces hot embossingu. VyuZiti v PCR,
lyze vzork(, enzymatické amplifikace, izolace nukleovych kyselin, detekce patogend,
elektrochemické biosensory [11, 19, 20].

Thermoplasty — Poly-methyl methacrylatové (PMMA) Cipy: levny, nejméné hydrofobni z béiné
uzivanych plastl, rigidni, vybornd opticka cirost. Velice ¢asto pouZivany v komercni sféfe pro
jednorazové ¢&ipy. Tepelné rozloZitelny a odbouratelny. Cipy ¢asto vyrabény pomoci laserového
fezani. Vyuzivano pro mixovaci Cipy, DNA sekvencovani, elektroforézy [21, 22].

Thermoplasty — Polyethylene glycol diacrylatové (PEGDA) Cipy: material podobny PDMS v stabilité
ve vodé a optické propustnosti ale ma vyssi odpor k permeaci malych hydrofobnich molekul nez
PDMS. PovaZovdn za biologicky inertni s dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Casto vyuZivan jako
3D scaffold ve tkariovém inzenyrstvi ale neumoznuje bunéénou adhezi. Pouzivan také pro vyrobu
kohoutl a pump. Vyroba Cipu je velice podobna vyrobé cipd z PDMS [11, 23].

Thermoplasty — Cipy vyrobené z tefloni a perfluorinovanych sloucenin (PFEP, PFA, PFPE): vyborna
resistence k rozpoustédlim, extrémné inertni, opticky transparentni a mechanicky mékké s
vysokou tavici teplotou, propustné pro plyny. Pouziti vSude, kde je nutné zamezit nezddoucim,
nespecifickym interakcim kapalin nebo bunék s povrchem [11, 12, 24].

Thermoplasty — Polyurethanové (PU) Cipy: vysoka mechanicka odolnost, a odolnost vici abrazi ale
problematickd opticka ¢irost. Cipy ¢asto vyrabény pomoci metod injection moulding, imprintning,
plasmové leptdni. Vyuziti pro koncepty umélého srdce, intra-aortdlni baldnky, izolace
kardiostimulator(, srde¢ni chlopné, hemodializaéni membrany [13, 25].

Papirové mikrofluidni ¢ipy

Papir je flexibilni material zaloZeny na celuldze. Lze ho lehce modifikovat, je lehce dostupny a muze
byt lehce odstranén prostym spalenim nebo pfirozenou degradaci. MlZe byt pouZit pro
biochemické analyzy a medicinské nebo forenzni diagnostiky. Detekce analytl mlze probihat na



zakladé kolorimetrie, elektrochemie, chemiluminiscence a eletrochemiluminiscence. Kapalina je
skrz Cipy pohanéna pomoci kapilarnich sil [11].

Hydrogely

Hydrogely jsou 3D sit hydrofilnich polymernich fetézc( situovanych ve vodnim médiu. Jsou vysoce
porézni s kontrolovatelnou hustotou pért a jsou casto nepfilnavé. Diky témto vlastnostem ale
nedokazi udrzet silnéjsi vrstvu bunék a rovnomérné ji vyzivovat. Mikrostruktury v hydrogelech jsou
omezeny na mikrometrové rozméry na rozdil od polymert, které umoznuji az nanometrové
rozméry struktur. Casto vyrabény metodami direct writting (LDW) a channel sealing [12].

Kompozitni materialy

Cipy z cyclic-olefin copolymeri (COC): vlastnostmi podobné PC a PMMA. Levné a snadné na
vyrobu, vyborné optické vlastnosti, biokompatibilni, chemicky odolné ale velmi kiehké [26-28].

Hybridni Cipy z papiru a polymeru: postaveny na principu papirovych Cipl se snahou omezit jejich
negativni vlastnosti. UmoZnuji rapidni imobilizaci biomolekul a nabizeji vysokou kontrolu toku latek,
coz by v klasickych papirovych Cipech nebylo mozné. Vyuzivano napfiklad pro mikro-ELISA [29].

DalSi materialy

Pro vyrobu CipG mohou byt pouzity i dalsi materidly rfazenych prevaziné mezi plasty, jejichz vyuziti
najde uplatnéni ve 3D tisku ale i jinde. Témito materidly mohou byt ABS, ABS-T, PLA, PETG, Nylon,
razné druhy fotopolymerd... [30-32].

Z pohledu BioMEMS jsou dllezité i obecné vlastnosti materiadlG. DllezZité vlastnosti materidld je
mozZno rozdélit na [33, 34]:

mechanické vlastnosti: vztah mezi namdhanim, napétim a strukturdlnimi zménami materidld
vedouci k poSkozeni materialu. Mechanické vlastnosti jsou zavislé na teploté. Elastické vlastnosti,
pevnost materialu, Unava materidlu.

termalni vlastnosti: dilezité z ddvodu pouZiti vhodné vyrobni technologie (opracovani za tepla) a
zejména pro mozné zmény velikosti a tvaru. Bod taveni, teplota skelného prechodu, koeficient
tepelné roztaznosti, specificka teplena kapacita, tepelna vodivost

elektrické vlastnosti: resistence, dielektricka konstanta, dielektricka sila

optické vlastnosti: refrakéni index, transmise, autofluorescence

magnetické vlastnosti: magneticka permeabilita

chemickd odolnost: mozno ji rozdélit na kompatibilitu s louhy, kyselinami, organickymi
rozpoustédly

mezi dalsi fyzikalni vlastnosti patfi: hustota materialu, hydrofobicita, absorpce vody...

Kontrolni_otazky: Jaké vlastnosti materidl(i jsou dulezité pro vyrobu BioMEMS? Co jsou to
thermoplasty? Jaké jsou vyhody PDMS Cipl?




Z.akladni vyrobni procesy a techniky pripravy
mikrofluidnich zarizeni

Vyrobni techniky Ize obecné délit na: top down procesy (z velkych objektli se vytvari mensi)
s Bottom up procesy (z malych objektd se vytvari vétsi objekty). Vyrobni procesy je mozné délit na:
Mikroobrabéni: vyrobni procesy pro vyrobu BioMEMS. Patfi mezi né procesy slouzici k vyrobé
integrovanych obvodu. Vyznacduje se paralelnim procesem, v prlibéhu kterého je mozné vyrobit
nékolik tisic elementl na jednom substrdtu a ve stejném case je mozné obrabét vice substratu
najednou.

Mikrofabrikace: proces, ktery slouZzi k vyrobé zafizeni velkych od jednotek mikrometr po
milimetry. Mikrofabrikaci Ize dale délit na - mékké a tvrdé techniky (dle materidld a procedur, které
se pouzivaji), aditivni a subtraktivni techniky (zda dochdzi v prlibéhu procesu k depozici materidlu
nebo jeho eliminaci, a litografické techniky [35].

Litografie

Jako technika pouZivand u mikrotechnologii je soubor technik, které se pouzivaji k opracovani
definovanych oblasti povrchu substratu prostfednictvim projekce definovaného vzoru na substrat.
Casto se pouzivd projekce prostiednictvim: EM zafeni, ¢asti UV oblast (UV fotolitografie),
Elektronového svazku (elektronova litografie — electrone beam lithography EBL), lontového svazku
(lon beam lithography IBL). Fotolitografie vyZzaduje 3 zakladni kroky: naneseni fotorezistu na
substrat (vytvoreni tenké vrstvy z fotocitlivé emulze), Expozice rezistu skrz masku, Vyvolani rezistu
v takzvaném developeru (dojde k odstranéni poZzadovanych ¢asti fotorezistu z povrchu substratu).
Pro optickou expozici je mozné vyuzit 3 rlzné zpusoby: kontaktni — maska se dotykd rezistu.
na rezist substratu. Proximitni — maska se rezistu nedotykd a je vzdalena 20-50 um od rezistu.
Rozliseni je limitovano Fressnelovou difrakci. Projekéni — maska se prendsi bez kontaktu. Je
zapotrebi opticky projekéni systém. Fotorezist je polymer, ¢asto na bazi pryskyfice, ktery obsahuje
UV citlivy fotoiniciator a solvent. Solvent uréuje viskositu a tim i silu nanesené vrstvy. Tloustka se
pohybuje od nékolika jednotek az desitek nanometr( az po stovky mikrometrQ. Rezisty existuji ve
dvou hlavnich typech: Pozitivni — pfeneseny obraz je stejny jako obraz na masce a negativni — obraz
je opacny (reverzni). Litografické techniky mozno rtzné délit. Obecné je k nim mozno zaradit:
fotolitografie, UV litografie, deep UV litografie, soft x-ray litografie, X-ray litografie, elektronova
litografie, litografie iontovym svazkem, litografie skenovaci sondou, STM litografie, AFM litografie,
templatova litografie — struktury se vytvari na zdkladé deponovaného templatu, koloidni litografie,
nanostencil (shadow mask) lithography, laser Interference lithography (LIL). [36—40]

Laminovani

Skldddno z nezavisle fezanych vrstev. Vyuziti naptiklad pro PCR, hematologie. Levnd, rychl3,
dostupnd a jednoducha vyroba, Skalovatelnost, v pasové vyrobé desitky az tisice ¢ipl za minutu.
Jednorazové cCipy, princip vétSiny komercnich Cipd. Omezeni struktur na 50-200um. Plasty a
termoplasty, adhezivni transferové pasky, polykarbonaty, PMMA, COC. Postup: Vybér materidlu,
Fezani, skladani (lepeni). Rezani noZovym plotterem nebo CO; laserem. Problematické lepeni,
nerovnosti, nestejnorodé vrstvy, zarovnani, bubliny v termoplastech. [41-44]



Replica molding (soft litografie)

Pomoci fotolitografie vytvorend master forma ze které je Cip odlévan. Odlévdano z PDMS nebo
silikon( obecné. Na formu je nejcastéji pouzivan negativni SU8 fotorezist (vysoké rozliSeni a
odolnost). Odlitek musi byt dale kombinovan se sklem/jinym polymerem. Dnes povazovano za
standart. Ve ,Spinavych mistnostech” rozliSeni do 10um, v ,Cistych mistnostech” pod 15nm.
Zahrnuje také microtransfer molding (razitka a otisky). Dobfe mimikuje vnitfni prostfedi organizmd,
nejcastéji vyuzivano v bunécnych kulturach véetné 3D kultivaci a scaffold(l, biomediciné. Omezenim
je deformace pattern(i, undercut.... Nejvice pouzivdno ve vyzkumu diky ,jednoduché” vyrobg,
biokompatibilité, dlouhé vydrZzi, moZnostem integrace ale postupné je nahrazovdna levnéjsimi
materidly a technologiemi. Dostupné i komercné. [45-49]

Microtransfer molding (nTM)

Pomoci této techniky je mozné vytvaret trojrozmérné struktury. Mikrostruktury jsou ¢asto tvoreny
organickymi polymery. Casto jsou vytvafené s vyuzitim PDMS formy [50].

Micromolding v kapilarach (MIMIC)

Tato technika je podobna technice microtransfer molding, kde se vzor vytvofi v PDMS, napfiklad
pomoci fotolitografie. PDMS se poloZi na substrat a k otvorim v PDMS se nanese prepolymer
(polyurethane (PU), polyacrylate, epoxy) s nizkou viskozitou. Ten se pomoci kapildrnich sil nasaje
dovniti vytvorené struktury v PDMS. Polymeraci (polymerace se muiZe indukovat teplem, UV
zarenim) se vytvofi pozadovany vzor [51].

Solvent-Assisted micromolding (SAMIM)

Tato technika se podoba technikam lisovani za tepla. Rozdilem je to, Ze zmékceni polymerniho
materidlu dochdzi ne za tepla, ale pouzitim rozpoustédla. Pfipravi se substrat s polymerem, pfipravi
se forma se solventem, otiskne se razitko, které obsahuje solvent pro polymer na substratu,
odparenim solventu je struktura pfipravena (otisknuta) [52].

Decal-transfer microlithography

Tato technika je zaloZena na moznostech otisku struktury elastomeru na vhodny substrat.
Dochazi zde k silné adhezi elastomeru k substratu a v urcitych oblastech k jeho utrZeni. Tim se
pfenese struktura na substrat a zGstane jeho soucasti [53].

Koloidni litografie

Koloidni litografie vyuZiva koloidni roztoky obsahujici monodisperzni mikro/nano ¢astice, které jsou
schopny samoorganizace na povrchu substratu. Tim se vytvofi dvourozmérné pole, které tvofri
masku pro samotné procesy litografie. Mezi vyhody patti cenovd dostupnost koloidnich roztokd,
maly objem pro vytvofeni masky, jednoduchy proces vytvoreni masky skrz samoorganizaci
(dip/spin coating), rozméry je mozné upravovat dle velikosti pouZitych koloidnich ¢astic, mozno
vytvaret 3D struktury [54].

Injection molding

Prvni zminky 1980. Sesterské technologie hot embossingu, pouziva termoplasty. Microinjection
molding: roztaveni termoplastu do komory, 2 poloviny formy jsou stlaceny k sobé a termoplast je
vstiiknut a vyplni formu, vyhlazeni termoplastu a vyjmuti. Formy pro vstfikovani ze silikonu i kovQ,



rozliSeni zavisi na formé, je nutné davat pozor na undercuty. V dnesni dobé snaha sniZzovat cenu a
Cas vyroby, a vyrabét superhydrfébni Cipy pro celou krev. Slibna technologie do budoucna ale je
vykoupend vysokou pocatecni cenou, vysokou cenou vyroby, nevhodnost pro masovou produkci.
Predpoklada se silnd kompetice s 3D tiskem. [55-58]

Hot embossing

Vyuziva termoplasty PMMA, polykarbondt, COC, PET. Termoplastickd fdlie je umisténa mezi 2
formové inserty, potom je komora vyCerpdna, zahfata a stlacena, forma je vychlazena a slave
vynddan. Efektivni a precizni, vhodné pro masovou vyrobu, tudiz pouzivano spole¢nostmi. Vyhody
nad microinject molding, malé cestovni vzddlenosti pro horky plast (snizeni stresu), mensi tepelna
roztaznost plastu zabranuje deformaci, niz$i cena nez microinjection molding. Nevyhody, obtizna
tvorba 3D struktur. Vyuziti hlavné pro DNA analyzy, nanoelectroforéza... Pfedpoklada se vyssi
vyuziti metody v laboratofich do budoucna. [59-61]

3D tisk: FDM

Nejrozsifenéjsi masoveé rozsiteny 3D tisk. Zacatek 2002. Velice problematicky ale potencial tisknout
hydrogely, bakterie nebo tkané... VyuZziti immunochip Kadmisetty. [62—65]

3D tisk: Stereolitografie

Opticky proces po vrstvach. SLA nebo DLP. DLP zavisi na vysce objektu nikoliv jeho 2D rozmérech.
Princip polymerizace fotopryskefice (photoinicidtor + photopolymer), ¢asto pres UV ale i delSi
vinové délky. SLA pouziva LED diodovy laser galvanické zrcadlo (¢asto komercni tiskarny). DLP
pattern maskovany DMD (digital micromirror display). Lze tisknout free surface nebo constrained
surface (vice pouzivan). Problémem muzZou byt odtrhdvaci sily. Recentni novy pfistup CLIP
technologie vyuzivané spole¢nosti Carbon3D, jednda se o bezodtrhovou technologii (inhibice
polymerace na povrchu desky). Tak jako tak ¢asté problémy s biokompatibilitou. VétsSina véci jsou
jen proof of koncept, neni vyloZzené zadné prevratné uplatnéni na trhu. [66—69]

3D tisk: Multi jet modelling (MJM)

Také nazyvano polyjet. Photoresin je vystfikovan tryskou ve formé kapek na jiz dfive
zpolymerovanou vrstvu a okamzité vytvrzeno svétlem. Vysoka presnost a moznost tisknout vice
materidld v rdmci 1 tisknutého objektu. Nutny tisk s podporami jako je napftiklad vosk. Tiskarny
jsou drahé a maji problém s rozméry pod 1 mm. [70-72]

3D tisk: Dvoj fotonova polymerizace (two-foton polymerization,
2PP)

Zaklad vychazi z DLW (direct femtosecond laser writting) az pro nanometrové struktury. Extrémné
drahé tiskarny a materialy. Singlephoton nebo multiphoton polymerizace. Photoinicidtor absorbuje
2 fotony najednou, aby zahajil polymeraci nebo jeden foton pro mezi stav a pak druhy pro
polymeraci. Casto nutnost 2 zdrojd svétla, uplatiuje se princip nelinedrni intensity. Svétlo ve
femtosekundovych zablescich produkované Tl:safirovymy lasery nebo fs-lasery. Stage pohybovdna
piezoelektrickymi akutatory (1nm) a galvanickymi zrcadly. Velice pomaly tisk. Technologie stdle
hodné ve vyvoji, ale ma nejvétsi 3D tiskovy potencial diky kvalité a az nm rozmérim. [73-75]



Nanofabrikace

2 pristupy: top-down a bottom-up. Top-down maji dobrou kvalitu distribuce vzoru a jeho velikosti a
Casto zahrnuji néjakou formu fotolitografie. Fotolitografie je serializovand a pomala, nachylnd na
defekty masky. Bottom-up spoléhd na samoskladné vrstvy atomdrnich a molekularnich bloka, tvori
tak vysoce opakovatelné a periodické struktury. [76]

Extrémni ultrafialova litografie (EUV)

Jako standartni fotolitografie ale vyuzivd svétlo o délce 13nm. Princip xenonové plasmy
iluminované laserem. Ta sviti, svétlo zachycovano zrcadly a smérovano na masku ve formé paprsku
(fadové dvojciferné nm Sirky). PouZziti v mikrofluidice je vzacné ale je moiné délat naptiklad
nanosloupky. V praxi industrialné vyuzivano pro tvorbu mikroCipl a tisténych spojli, PCB desek atd.
Vyuzivaji napfiklad firmy IBM a Intel. [77-79]

Electron beam lithography (EBL)

Odvozeno od vyvoje SEM, vyuzZivd zaméreny paprsek elektron(i pfimo do rezistu. Velmi pomala
metoda. Extrémné malé struktury, méné nez 10 nm. Na rozdil od klasické fotolitografie nejsou
optické prvky, a tudiz nenardzi na difrakéni minimum. Nepravdépodobnd adopce do vyroby, moc se
nevyuziva, kdyz uz, tak jen na konkrétni ¢asti nebo struktury vétsiho celku. [80-82]

Nanoimprint litoraphy (NIL)

Technika, ktera byla vyvinuta jako alternativa k hot embossing technice pro vytvareni nanopaternt
do termoplastickych materidld. Obecné je vyuzivdna pevnd forma z kfemikového waferu, na
kterém je vytvoren vzor, ktery se otiskne do polymeru. Polymer je zahfaty na vyssi teplotu, aby
zmékl a mél moznost dostat se vSude do oblasti formy. Tlak se udrZuje na hodnoté tak, aby se
vytvofila jesté rezidualni vrstva polymeru, ktera se ndasledné leptd pomoci RIE, aby se odkryl
substrat. NIL je podobna s fotolitografii, ale jeji vyhodou je, Ze prekovava nevyhody difrakce a
rozptylu svétla a Ze umozZnuje paralelni proces s vyrobou nanostrukturovanych povrchi. NIL se
rozliSuje na: T-NIL — pouZziti termoplastického materialu, ktery se musi zahtat (termo-NIL), UV-NIL —
pouziti kfemenného krystalu jako formy a UV citlivého polymeru, Soft UV-NIL — poutziti
eleastomeru jako formy a UV citlivého polymeru. [83-86]

Anodic Aluminium Oxidation (AOO)

Vhodné pro membrany, nebo samoskladné opakované patterny pilifa. Aplikace je limitovana ale
potencial existuje pro nanofluidiku. Hlinik je vloZzen do kyselého elektrolytu s prochdazejicim
proudem, pak se na hliniku na anodé za¢nou vytvaret hexagonalni péry, poté je naprasena na hlinik
vrstva jiného kovu (napr. zlata) a zalita rezistem, vzniknou tak sloupky. Na membrany pouziva napf.
GE Whatmann. [87-91]

Screen printing

Tlustovrstevné technologie vyuZivaji technologie sitotisku k produkci vzoru na rlznych typech
substrat. Castym materidlem je pasta obsahujici rdizné materidly (Au, Ag atd.), pfipadné koloidni
roztok, pomoci kterych se vytvareji vrstvy silné nékolik jednotek aZz desitek mikrometrd. Pro
srovnani, u tenkovrstevnych technologii dosahuji deponované vrstvy nékolik jednotek az stovek
nanometrU. Tlustovrstevné technologie se vyuzZivaji zejména pro vyrobu rtznych typd senzorl [92].



Samoskladné vrstvy

Koncept samoskladnych struktur se hodné studuje v biologickych procesech. Ptikladem je folding
proteinl, vytvareni helixu u DNA, vytvareni membranovych dvouvrstev z fosfolipid(.
Samoskladnost je spontanni organizace molekul nebo malych objekt( dostabilni, dobre definované
struktury, prostfednictvim nekovalentnich interakci. Pro mikro a nano technologie je dulezitym
hnacim mechanizmem vyroba sofistikovanych povrchi s pozadovanym tvarem. K tomu se ¢asto
vyuzZiva samoorganizace molekul na kovovych povrsich. Pfikladem mohou byt alkanetioly na
povrsich zlata nebo stfibra a alkylsiloxany na povrsich Si/SiO,. Jednoduchost pfipravy, dobra
stabilita, nizky vyskyt defektd [93].

Microcontact printing (nCP)

Metoda, pfi které se elastomer vyuziva jako razitko. Elastomer se pokryje materidlem, ktery ma byt
otisknut, podobné jako klasické razitko. Otiskem elastomeru se material prenasi na substrat dle
vytvoreného reliéfu [94].

Mikroobrabéni

Lze délit na subtraktivni a aditivni procesy.

Subtraktivni procesy: pouZivaji se, kdyZ je na substrat pfenesen pozadovany vzor a je potfeba ubrat
materidl. RozliSujeme zejména procesy leptani: suché leptani, mokré leptani. K procesim suchého
leptani mUZeme zafadit procesy vyuZzivajici: elektricky vyboj (plasma etching — PE), reaktivni
iontové leptani (Reactive ion etching - RIE), hluboké reaktivni iontové leptdni (Deep reactive
etching - DRIE) / Boshlv process, fyzikalni naprasovani (physical sputtering — PS), iontovy svazek
(Frézovani iontovym svazkem (lon beam milling — IBM), reactive ion-beam etching — RIBE, chemical
assisted ion-beam etching — CAIBE). Dulezité pro leptani jsou profily leptani: isotropicky (vysledkem
je moznost podleptani masky) a anisotropicky (vysledkem kolmé stény).

Mokré leptani je subtraktivni isotropni proces, ktery se €asto vyuZiva pro leptani kovovych tenkych
vrstev nebo leptani zakladniho materidlu (kfemikovy wafer, sklo...). Pro leptani kfemikového waferu
se vyuziva kombinace: kyseliny dusicné a fluorovodikové, hydroxidu draselného a vody, TMAH
(trimethylanilinium hydroxide). Pro leptani skla se ¢asto vyuZziva kyselina fluorovodikova [95].

Rozprasovani je proces, kdy jsou atomy pevného materidlu vyrazené prostrednictvim
vysokoenergetickych (velkd kineticka energie) castic - ionth (napfiklad inertni plyny Ar)
dopadajicich na materidl. Tento proces ¢asto probihda v plazmatu a dochazi pfi ném k erozi
materialu. PouZiva se v procesech suchého leptadni nebo také depozice tenkych vrstev materidl(
(naprasovani). Podminky jsou nizky tlak a delSi draha letu ¢astic erodujiciho materialu [96].

Reaktivni iontové leptani RIE je technika, kterd patfi k technikdm suchého leptani. Plasma je
vytvorena ve smési plyni pomoci radiofrekvencniho zdroje, tim se vytvori z plynu ionty. Ty jsou
akcelerovany smérem k povrchu obrabéného materialu, na povrchu kterého dochazi k chemické
reakci a dochazi tim k leptani a vytvareni novych produktl. Fyzikalni ¢ast RIE se podobd procesu
naprasovani v plasmé. Proces RIE ma mnoho parametr(l, aby chemicka a fyzikalni ¢ast baly v urcité
rovnovaze [97].

Variantou je hluboké reaktivni iontové leptani DRIE, pomoci kterého je moziné leptat az nékolik
stovek mikrometr( materidlu. Tento proces vychazi z patentovaného Boshova procesu.



Pouziva se Inductively coupled plasma ion etcher (ICPRIE), ktery kontroluje plasmu dvéma zpUsoby.
Magneticky — magnetické pole (energie plasmy — atomarni ¢astice plasmy) a elektricky — elektrické
pole (poskytuje Casticim hybnost). Magnetickd indukce napomdaha zvySovat hustotu plasmy pfi
nizkém tlaku. Vyhodou je leptani bez ohledu na orientaci krystalu [98, 99].

Mezi subtraktivni techniky zaloZzené na fokusovaném svazku patfi: laserové obrabéni (laser
ablation/laser machining). Obrabéni fokusovanym iontovym svazkem — (focused ion beam (FIB)
milling). Podstatou téchto technik je, Ze vyuzivaji fokusovany svazek (laser, iontovy svazek), ktery
ma definované vlastnosti [100].

Techniky mechanického opracovani material jsou zaloZzeny na mechanickém smykovém napéti a
zlomu materidlu. Obvyklé rozméry tohoto typu opracovani jsou vétsSi nez rozméry molekul
(plazmové subtraktivni techniky). Patfi mezi né: precizni strojové mikroobrdbéni nebo abrazivni
tryskové frézovani (Jet milling/powder blasting) - metoda, kterd vyuZivd proud abrazivnich
mikrocastic (pod tlakem) k povrchovému frézovani materidlu [101].

Aditivni procesy: jsou charakteristické pridavanim materidlu v pradbéhu procesu. Mohou
deponovat material na cely povrch substratu, nebo jej deponovat selektivné. K tomu se vyuzivaji
rdzné pristupy. Mezi tyto procesy patfi depozice odparenim z pevné faze — physical vapor
deposition (PVD), chemickd depozice z plynné faze — chemical vapor deposition (CVD), oxidace,
galvanicka depozice.

Epitaxe je proces, ktery znamena rist (vytvareni nebo vrstveni) tenkych vrstev nad vrstvou, ktera
ma pevné danou krystalickou strukturu. Samotné slovo znamena usporadani na zakladé néjakého
vzoru. Je to aditivni metoda, kterd se vyZiva pro rust krystalického kfemiku, jehoz zakladem je
kfemikovy wafer (ten jiz ma pevné danou krystalickou strukturu) - homoepitaxe. Epitaxni vrstva je
typicky 1-20 um tlusta. Proces epitaxe mulze byt provadén z plynné nebo kapalné faze. U kiemiku
to je Casto z plynné faze (chemical vapour deposition - CVD). Napfiklad produkce plosného
tranzistoru typu NPN [102, 103].

Tepelnd oxidace je proces, pri kterém dochazi k rlstu oxidu na povrchu waferu. Proces probiha pfi
vysokych teplotach (850-1150 °C) za pfitomnosti Oz nebo vodnich par [104, 105].

Metoda Physical vapor deposition (PVD) umoziiuje deponovat materidl z terciku nebo jiného zdroje,
ze kterého se pozadovany materidl uvolnuje. NejvyuzivanéjSi metody zahrnuji: odparovani
(evaporation), naprasovani (sputtering), material se uvolfiuje z povrchu zdroje dopadem iontQ,
pulzni depozice laserem (Pulse laser deposition PLD) [106].

Chemical vapour deposition (CVD) metoda je vhodnd v pfipadé, Ze vyZzadujeme presnou
stechiometrii deponovaného materialu. Vyhodou ve srovnani s oxidaci je, ze material se deponuje
a neroste. Vyuziva se smés chemicky reaktivnich plynu, kterd se zahreje na vysokou teplotu 900 —
1100°C. Reakéni slozky jsou privadény v plynné fazi. Deponovana vrstva vznikd na povrchu
substratu heterogenni reakci [107].

Depozice tenkych filmd s tloustkou vice nez 1 mikrometr je neefektivni. Proto se k depozici kov(
vyuZzivaji techniky galvanického pokovovani — electroplating. Dosahuje se tim tloustky nékolika
jednotek aZ stovek mikrometrd materidlu. Jednd se o proces, u kterého se ionty kovu z roztoku
deponuji na povrch elektrody. Oxidace atomu kovu na jedné elektrodé a prfechod do roztoku a
redukce atomu kovu na druhé elektrodé z roztoku. Pokovovani z roztoku muze probihat i bez



elektrodepozice (electroless plating). Nevyhoda je pomala depozice vrstvy kovu. Pro electroplating
se vyuzivaji jako masky rezisty. Fotorezist vytvofi pattern v oblasti, ktera ma byt pokovena. Pred
nanesenim rezistu se asto deponuje tenka vrstva kovu jako takzvana seed layer [108].

Lithographie Galvanoformung Adformung(LIGA) je proces, ktery ma nékolik krokl. Soucasti je
electroplating. PlUvodni proces vyuziva rentgenova litografie v kombinaci s PMMA — X-ray LIGA.
Vyhodou je produkce vysokych struktur. UV-LIGA — vyuZiva tenky rezist (naptiklad SU-8) v
kombinaci s UV litografii [109].

Spdjeni substratl se vyuZiva pfi kompletaci a baleni hotovych vyrobk(l. Mikrosystémy casto
sestavaji z mnoha ¢asti, které jsou navzdjem spojeny. Pro spdjeni se vyuziva vicero technik a to v
zavislosti na typu materialu, aplikace... Fusion bonding — spdjeni kiemikovych substrat(. Nutnost
vysoké planarity substratl. Anodic bonding — spajeni kiemiku a skla bohatého na sodik, pfipadné
kfemenného skla. Low temperature glass bonding — spajeni rliznych typl skel pti teploté blizici se
teploté tani skla. Také nutnost vysoké planarity substrat(i. Eutectic bonding — vyuziti eutektického
chovani, kde je spajeni dosazeno difuzi dvou material(i za vzniku slitiny. Takto je mozné vytvaret
stalé hermetické spoje. Napftiklad pfi pouzZiti zlata je eutekticka teplota 363°C (zlato 1064°C, kiemik
1410°C). Nutnosti je specificky pomér obou prvkd. Adhesive bonding — pouZiti lepidel.
Nejjednodussi metoda spdjeni. NemoZzno dosahnou hermetického utésnéni (lepidla jsou polymery).
Spoje jsou méné stdlé, v ¢ase mohou meénit své vlastnosti. VyuZivaji se naptiklad epoxidové
pryskyfice, UV citliva lepidla a jiné organické materidly [110-112].

Papirové Cipy

Skladani do 3D prostoru jednotlivych vrstev na sebe. Vrstvy vyrabény metodami [113-116]:

Wax printing: rychlé, levné, tisknuti vosku na nitrocelul6zu.

Inkjet printing: tiSténi hydrofobnich a hydrofilnich chemikdlii na papir, mozné nasprejovat i
polovodi¢ové mustky.

Fotolitografie: fotolitografie za pouziti hydroxypropyl celuldzy.

Flexographic printing: roll-to-roll pfistup tisku polystyrenového ohraniceni na papir.

Osetieni plasmou: papir pokryt octadecyltrichlorsilanem pak pres masku oSetfen plasmou.
Osetieni laserem: nanesen fotopolymer, pak vytvrzen laserem.

Mokré leptani: papir napustén trimethoxyoctradecylsilenem, poté je pres masku penetrovén
roztokem NaOH.

Screen printing: karbonové elektrody jsou pfimo natistény na celulézovy papir.

Wax screen printing: natiSténi vosku pfimo na papir, pak zahtati aby se vsakl do papiru.

Dalsi metody, které je mozné vyuzit pfi tvorbé mikrosystému

Pti vyrobé mikrosystém( je mozné vyuzit i mnoho dalSich metod, které ovSem nejsou v takové
hojnosti vyuzivany nebo jsou omezeny na konkrétni aplikaci, pfipadné vyuZivaji konceptu ,do-it-
yourself”. Mezi tyto metody mliZzeme zaradit napt. water jetting, zaliti 3D tisknutého positivu do
PDMS a jeho rozpusténi, taveni drath do vosku... [33].

Kontrolni otazky: Vyjmenujte alespon 3 metody vyroby papirovych CipQ. Popiste princip litografie.

Popiste vyhody a nevyhody 3D tisku.



Zakladni techniky biopatterningu a pripravy
bioaktivnich povrchi.

Interakce mezi povrchem a biomolekulou.

Biomolekuly vZdy interaguji s povrchem pevné latky a to zejména zplisobem, Ze se k nému vazou,
adsorbuji na pevny povrch. Tyto interakce mohou zpUsobit zménu tvaru molekuly, kterd v krajnich
pfipadech muze vést az ke ztraté jeji bioaktivity, denaturaci. Adsorpce muze byt zplsobena:
fyzikalnimi silami — fyzisorpci (nestabilni interakce, interakce se mize ménit s povrchem v zavislosti
na prostiedi), chemickou vazbou mezi molekulou a povrchem — chemisorpci.

Fyzisorpce: dllezitd pfitomnost prostiedi obsahujici vodu. Samotny jev je zplsoben riznymi silami
a to: Van der Waalsovymi silami — predikce ve vakuu je jednodussi, v pfitomnosti vody a pfipadné
dalSich sloZek roztoku je situace komplikovanéjsi. Elektrostatickymi silami — biomolekuly jsou rlizné
nabité molekuly a interakce s povrchem muze byt ovlivnéna koncentraci biomolekul, iontovou silou
roztoku, pH, funkénimi skupinami samotného povrchu. Ve fyziologickém roztoku se tyto interakce
slozité  predikuji, protoze je ve hife mnoho proménnych. Vodikovou vazbou a
hydrofébnimi/hydrofilnimi interakcemi. Existuji také jevy, které fyzisorpci znesnadnuji. Patfi mezi
né: eluce, opacny jev, pti kterém molekula opousti povrch pevné latky. Je zplsobena
termodynamickou fluktuaci molekul a mize byt vyvoldna napfiklad zménou rozpoustédla (etanol
za vodu), kdy se narusi vodikové mustky a elektrostatické interakce. Nebo pokud existuje jina
molekula, na kterou povrch pevné latky plsobi vetsi silou a ta se vaZze na povrch s vétsi preferenci.
Fyziosorpce je vidy pfitomna pfi interakci mezi biomolekulou a povrchem pevné latky a nevyzaduje
zvlastni postupy ¢i vybaveni pro stimulaci, vyuzivd se pro Upravu mnoha znamych povrchi latek
jako je sklo nebo polystyren, predem nevyZaduje povrchové Upravy materidlu, i kdyz ve skute¢nosti
je lepsi vlastnosti povrchu materidlu, na ktery latka adsorbuje upravit (naptiklad vyuZzitim plasmy).
Na rozdil od fyzisorpce, chemisorpce vyzaduje: specidlni substrat nebo Upravu jeho povrchu pro
vytvoreni kovalentni vazby, vyZzaduje specidlni vybaveni pomoci kterého mozno provadét reakce na
povrchu pro jeho modifikaci, pfipadné vyzadujici chemické reakce (odtah, odpad), vyhodou je, Ze
chemisorpce vytvafi stabilni ukotveni biomolekuly k povrchu, ale mnoho molekul mize adsorbovat
na ukotvené molekuly a tim upravovat povrch, pfipadné znemoznit vytvoreni ,monovrstev” a tim
ovliviiovat celkovou stabilitu povrchu a vzhledem k tomu, Ze je obvykle zapotfebi pouzit vic nez
jednu funkéni skupinu pro chemickou vazbu, miZe dochazet k vazbé i jinych molekul, nez téch
které jsou pozadované a pripadné vazané molekuly mohou navzdjem crosslinkovat. | kdyz je pevné
kovalentné vazana molekula na pevny povrch, mlze ptirozené degradovat a tim ménit pozadované
vlastnosti na povrchu hydrofilni a hydrofobni interakce. Jednou ze zdkladnich vlastnosti povrchu
materidlu pro interakci s biomolekulou je jeho hydrofilni (smacivy povrch) / hydrofobni (nesmacivy
povrch) charakteristika. Tyto vlastnosti je mozné charakterizovat interakci kapky vody s povrchem
materialu. Kvantitativni stupen hydrofilicity/ hydrofobicity méfime tzv. kontaktnim uhlem. Ani
jeden extrém, maximalné hydrofilni / hydrofobni, neurcuje sklon biomolekuly k fyzisorpci na
povrch latky. Obecné, pro fyzisorpci biomolekul na rlizné typy povrchi je nejvhodnéjsi mirné
hydrofobni povrch (vlastnost zejména organickych polymer(). [117-122]

PFiprava povrchili — zabranéni fyzisorpci: predpokladem pro definované patternovani substratu je
nejenom tvorba oblasti umoZnujicich fyziosorpci, ale strategii je také vytvareni oblasti, které nejsou
prospésné pro fyzisorpci (blokovani povrchu). Pfikladem mohou byt imunotesty. Protilatky jsou
schopné vazat se nejenom na antigeny, ale také k riznym povrchim mohou pfi testech vykazovat
signal i u testd, které nijak nesouvisi s jejich interakci a antigenem, nebo naopak. Dlvodem mze



byt jejich nespecificka vazba na povrch, kde se nenachazi antigen. Proto je vhodné pii podobnych
typech testi povrchy blokovat. Castym blokdtorem je protein albumin nachazejici se v krevni
plasmé. ProtoZe se ziskavd ze skotu, oznaduje se jako BSA. Mezi dalsi zndmé blokatory povrchu
patfi acetat celuldzy, agardza, PEG, polymery fluorokarbonu, PVA. [123, 124]

Priprava povrchti — SAMs: nékteré organické molekuly jsou schopné vytvaret na povrsich velmi
kompaktni monovrstvu, které rfikdme samoskladnd. Vznikd interakci mezi povrchem a sklddanim
organickych molekul z roztoku tak, aby minimalizovali volnou energii povrchu formovani tenké
monovrstvy (struktura podobnd krystalu). Tento proces se déje na povrchu spontanné, proto je
nazyvan samoskladny. Nejcastéjsi molekuly jsou alkantioly, alkansilany (siloxany), alkanfosfat,
alkanisonitrily, alkankarboxylové kyseliny... Vytvareni monovrstev mlze slouzit k tomu, abychom
zavedli reaktivni skupinu na pozadovany povrch nebo abychom modifikovali vlastnosti povrchu jako
napriklad adhezi, smacivost, adsorpci vybranych molekul apod. [125-127]

Pfiprava povrchi — vyuZiti croslinkerl: pro biopatterning je dllezity nejenom vhodny povrch,
nejcastéji v podobé SAMs, ale také funkéni molekula, kterd zpUsobuje vazbu biomolekuly k
modifikovanému povrchu. Molekulu, ktera ma funkci mostu mezi kotvenou molekulou a povrchem
v podobé chemické vazby nazyvame croslinker. [128]

SAMs micropatterning: formovani SAMs pfi vytvareni mikropatterni probihd na molekuldrni
urovni. Vytvarené vzory jsou zavislé jenom na oblasti jiz vytvofenych SAMs. Mezi hlavni pfistupy
vytvareni mikro vzord pomoci SAMs mozno zafadit vyuziti fyzickych bariér (fotorezist, stencil maska,
mikrokandlky) nebo patternovani jiz vytvoreného mikro vzoru (napfiklad pokovené oblasti na
substratu. Molekuly vytvarejici SAMs tak reaguji jenom s jednim typem materidlu a je mozné tak na
velké plose vytvofit mikrovzory SAMs. Mozno napfiklad potahovat zlaté elektrody na skle tioly.
Nastavenim silného redukéniho potencidlu mozno selektivné formovat SAMs z rliznych material(.
Mikro otisk razitky vyuZivd elastomerni razitka, pomoci kterych dochdzi k prenosu molekul na
substrat. Déje se tak kontaktem se substratem a to jenom v oblastech, kde dochazi ke kontaktu
substratu a razitka. Mozno vyuzit tioly (napfiklad z roztoku etanolu) na zlaté, silany (nevhodné je
vlhké prostredi) na kiemiku a jeho oxidech, fosfoniové kyseliny na hliniku a podobné. Kvality SAMs
vytvorenych otiskem je podobna jako SAMs vytvorené primo z roztoku. Selektivni odebrani SAMs
po jejim celoplosném formovani (napriklad zarenim) mulze byt provedeno, ablaci laserem,
iontovym svazkem, degradaci elektronovym svazkem, elektrochemickou desorpci pomoci hrotu
STM, mechanickym narusenim hrotem AFM, leptanim v plasmé pomoci masky. [129, 130]

Mikropatterny proteinli: je moino vytvaret nékolika rlznymi pfristupy. VyuzZitim UV nebo
fotolitografie, microstampingem, vyuzitim mikrofluidnich kandlkd nebo vyuzitim SAMs. [131-133]

Mikropatterny pomoci fotolitografie: vyuziti UV zareni pro vytvareni mikrovzorl na povrchu
substratu mozno rozdélit na pfistupy vyuzivajici fotolitografické metody v kombinaci s tvorbou
SAMs a pfristupy vyuzivajici fotoreaktivni skupiny vazané na proteiny. Fotoreaktivni proteiny vSak
neni snadné vyrobit. [134]

Mikropatterny pomoci razitek (microstamping): vytvareni mikro vzord pomoci razitek je nazyvano
microcontact printing (microstamping). Jako materidl se vyuzivd PDMS. Mozné problémy pfi otisku
vzor(: molekuly mohou postranné difundovat a ménit tvar vzoru. Manualni tlak na razitko
zpUsobuje distorzi tvaru, v pfipadé nutnosti velké Cistoty povrchu mlze byt problémem prenos
molekul PDMS na substrat. [135-137]



Mikropatterny pomoci mikrofluidnich kanalkG: usporadanim mikrokanalkd nad konkrétnim
povrchem, zejména z PDMS, je dal$i z moZnosti tvorby mikropatern(i. Problémem muZe byt mozna
ztrata proteind, které adsorbuji na povrch kanalkli nebo neproniknou do jeho celé hloubky.
Nerovnomérné pokryti povrchu v celém rozsahu kanalku. U kapildarniho vzlinani neni vidy
jednoduché promyt a vyménit médium. Je pomérné slozité vytvofit sit vhodnych kanalkd, které
mohou vytvofit vhodné 2D usporadani. [138]

Ukotveni bunék k povrchiim: adheze bunék k povrchim je zprostiedkovdna membranovymi
receptory na povrchu bunék. Tyto receptory rozezndvaji substraty jako vhodné nebo nevhodné pro
prichyceni buriky k povrchu. U mnoha bunék jsou pravé signaly o mnoznosti adheze k vhodnému
substratu determinujici Zivot bunky. V pfipadé, Ze se burika nemUze uchytit k substratu, ¢asto umira.
Integriny jsou transmembranové proteiny vazané na cytoskelet v cytoplasmé buriky, rozezndvaji
specifické peptidové sekvence ve fibrildrni struktufe proteini a polysacharidd znamé jako
extracelularni matrix (ECM). Vytvareji tak mechanické propojeni mezi buné¢nou membranou a
ECM (protoZe jsou vazané na cytoskelet, tak tedy také mezi cytoskeletem a ECM). Integriny jsou
schopné organizované agregovat do struktur, které umoZznuji rizné typy bunécnych spoji, mezi
které patfi napfiklad fokalni adheze. Integriny rozeznavaji typické peptidové sekvence odpovédné
za uchyceni bunék k povrchu napfiklad arginin-glycine-asparticacid (RGD) pfitomné v kolagenu a
fibronectinu nebo tyrosine-izoleucine-glycine-serine-arginine (YIGSR) pfitomné v lamininu. [139]

Kontrolni otazky: Co je to fyziosorpce? Jaké jsou nevyhody mikropatternovani pomoci razitek?
Jakym zplsobem je mozné ukotvit buriky k povrchu.




Zaklady fyzikalnich principu vyuzivanych
v mikrofluidice pro oblast biotechnologii.

V mikrofluidice se na hmotu stadle nahlizi z pohledu kontinua. Znamena to, Ze i navzdory nizkym
objemUm kapaliny, ktera se vyskytuje v kanalcich je ji stale dostatek k tomu, abychom na kapalinu
nenahlizeli jako na jednotlivé molekuly, ale jako na celek. To znamen3, Ze ve vSech mistech ma
stejné vlastnosti. Vztah mezi mikro a nano méfitkem se vyjadfuje tzv. Knudsenovym Cislem, které
urcuje, kdy jesté teorie kontinua pro kapaliny mlze byt pouZita. V mikroméfitku dosahuje nizké
hodnoty a kapalina je povazovdna jako jeden systém bez rozliSovani systému na jednotlivé diskrétni
prvky, molekuly. Obecné: Kn< 0,01, pro popis dynamiky kapalin, je vhodna aproximace kontinua,
Kn=la Kn>100, pro popis dynamiky kapalin je vhodnéjsi aplikovat modely diskrétni a pouzit
statistické metody Zakladni vlastnosti kapalin: tlak — dynamicka proménna (sila na jednotku plochy).
V mikrofluidice je staticky tlak hybnou silou kapalin v mikrokanadlcich. Hustota — hmotnost na
jednotku objemu. Méni se s teplotou a tlakem. Kapaliny jsou nestlacitelné, proto vykazuji
konstantni hustotu. S hustotou souvisi hydrostaticky tlak. Teplota — teplotou mozno kvantifikovat
vhitini energii kapaliny. Teplotni gradient zpUsobuje prenos tepla a mlze souviset s pohybem
kapaliny. Viskozita — schopnost odoldvat pohybu v zavislosti na smykovém napéti. DUsledkem je
rychlostni gradient v prirezu kapalinou. Tepelna vodivost — v systému se mUze vyskytovat tepelny
tok. Tepelnd vodivost je také zavisld na teploté a tlaku podobné jako viskosita. Povrchové napéti —
soudrzné sily umozniuji molekuldm kapaliny udrZovat jejich objem a tak vytvafi rozhrani (analogie
membrany na povrchu). Young-Laplaceova rovnice vyjadfuje rozdil tlaku mezi vnitfnim a vnéjSim
prostfedim kapaliny. Kontaktni uhel — thel na rozhrani solid/liquid/gas. Hydrofobni a hydrofilni
vlastnosti povrcha.

Proudéni kapaliny: rezimy proudéni kapaliny se obecné popisuji jako: lamindrni - proudnice jsou
rovnobéiné a nemisi se. Céstice proudi po sob& po vrstvich a nepromichavaji se. Dochazi k
vnitfnimu trfeni jednotlivych vrstev a popisuje se Newtonovym zakonem viskozity. Pfechodové
proudéni — predstavuje prechod mezi laminarnim proudénim do turbulentniho proudéni.
Turbulentni proudéni — proudnice se navzajem promichavaji. Rychlost ¢astic se nepravidelné méni.
Pro urceni vlastnosti proudéni se pouZiva bezrozmérné Reynoldsovo Cislo, které predstavuje pomér
mezi setrvaénymi a vazkymi silami. Nizké Reynoldsovo Cislo pfedstavuje lamindarni proudéni, vysoké
turbulentni. V mikrofluidice dosahuje hodnoty mensi nez 0,5. Za téchto podminek je moiné
uplatiiovat Stokesovo pravidlo pfi popisu vlastnosti kapaliny.

Miseni kapalin v mikrofluidice: je problematické, proudéni kapaliny je lamindrni. Miseni tedy
obvykle probiha: difuzi nebo konvekci. Difuze je stochasticky proces, ktery souvisi s pohybem
Castice v daném prostfedi a je mozno ho jednoduse popsat jako ndhodny termalni pohyb kazdé
pfitomné castice. Konvekce je vzdjemny pohyb celé skupiny ¢astic, které se navzajem misi. Vztah
mezi konvekci a difuzi se vyjadfuje Sherwoodovym Cislem, které vyjadfuje pomér mezi
konvektivnim a difuznim prenosem hmoty. V makroméritku je Sherwoodovo &islo velké a znamen3,
Ze konvektivni transport dominuje nad difuznim. V mikrofluidice, kde jsou malé rozméry, je toto
¢islo malé a difuzni vlastnosti zacinaji mit pomérné velky vliv na miseni kapalin, separaci...

Povrchové sily v mikrofluidice: pfi zméné rozmér( se také projevuje zména chovani kapaliny ve
vztahu k pritomnosti povrchového napéti. Tento vztah popisuje Bondovo cislo, vyjadfuje vztah mezi
gravitacni silou plsobici na kapalinu a povrchovym napétim. Se zmensujicimi rozméry se Bondovo
¢islo zmensuje. V mikroméritku tedy pro chovani kapalin nabiraji na vyznamu vlastnosti



povrchového napéti. Dusledkem jsou rGzné kapilarni projevy kapaliny, vlastnosti smacivosti
povrch(.

Kapilarni vlastnosti: jsou charakterizovany kapilarnim Ccislem, které vyjadfuje pomér mezi
viskdznimi silami a povrchovym napétim. Kapalina v nadobé se diky kapilarnim jeviim chova tak, ze
budto smaci stény nddoby, ¢astice kapaliny jsou pfitahovany ke sténé nadoby nebo nesmaci stény
nadoby, ¢astice kapaliny jsou pritahovany od stény nadoby. Pro kanalky velmi malych rozmér( je
problematické tlakem nechat proudit kapalinu. U téchto rozmérd ma kapilarita velky vyznam a
proto je lepsi vyuzivat kapilarni sily. Smacivost je uréena stykovym (kontaktnim) uhlem. Zakfiveni
kapaliny méni tlak v kapaliné (kapilarni tlak).

Kapilarni tlak: pro kanalky velmi malych rozméra je problematické tlakem nechat proudit kapalinu.
U téchto rozmeért ma kapilarita velky vyznam a proto je lepsi vyuZivat kapilarni sily.

Smacivost: o smacivosti hovofime v pfipadech, kdy jsou pfitomnd 3 rozhrani, napfiklad, mezi
latkami v pevném kapalném a plynném skupenstvi (kapka vody na podloZce). VSechna tfi rozhrani
jsou charakterizovdna povrchovym napétim. Vlastnosti povrchového napéti se vyznamné vyuzivaji
v tzv. droplet nebo digital mikrofluidice, kde se pouzivaji nemisitelné kapaliny pro tvorbu kapicek,
ale také ve zméndch smacivosti kapalin vyvolanych elektropotencidlem (elektrowetting),
v termokapilarnim pumpovdni... Pomér setrvacnych sil k povrchovému napéti vyjadfuje Weberovo
Cislo, pomoci kterého muZeme predvidat, kdy dojde k poruSeni rozhrani na zakladé velikosti
setrvacnych sil. Silné povrchové napéti udriuje kapicku jako samostatny objekt s konvexnim
rozhranim rozhrani. V pfipadé velkého narUstu setrvacnych sil se stane povrch kapicky konkavni, az
se Uplné narusi.

Transportu kapalin: v kandlku je moZno dosahnout obvykle zménou tlaku na vstupu a vystupu
pfipadné dalSimi jevy jako jsou difuze, elektrokinetické jevy (elektroosmédza, elektroforéza,
dielektroforéza) zmeéna povrchového napéti v zdvislosti na elektrickém potencidlu podél
kapalného/pevného rozhrani, magnetoforéza.

Difuze: je proces samovolného rozptylovani castic v prostoru. Veskeré latky maji tendenci
pfechdzet z prostiedi se svou vyssi koncentraci do prostredi s nizsi koncentraci. Pfirozenou
vlastnosti latek je, Ze pokud se jeji ¢astice mohou pohybovat (molekuly v nehybném roztoku se
pohybuji na zakladé ndhodného pohybu), tak se rozptyluji do celého prostoru, kterého mohou
dosdhnout, a postupné ve vsech jeho ¢astech vyrovnaji svou koncentraci.

Elektroosméza: pohyb tekutiny vyvolan vnéjsim elektrickym polem. PouzZivd se pro pumpovani
elektrolytl a pufri v mikrosystémech. Tento zpUsob pumpovani neni vhodny pro systémy v
makromeéfritku, ale jednoduchy a elegantni pro pouziti v miniaturizovanych systémech. Jednou z
vyhod elektroosmédzy je moinost vytvofit prostorové homogenni rychlostni pole tekutiny podél
celého mikrokanalku. Proto je tento jev hodné vyuzivdn v oblasti separace. Elektroosmotické
Cerpani bylo integrovdno v prvnim komercializovaném LOC zafizeni, a Casto se vyuzivd v
miniaturizovanych zatizenich pro elektroforetickou separaci.

Elektroforéza: kdyz je nabitd Castice (povrch) ponofena (v kontaktu) do elektrolytu, jeji ndboj
zpUsobi, Ze se vytvori lokalni elektrické pole a v blizkém okoli ¢astice dojde k reorganizaci mobilnich
iontd a vytvofri difuzni dvojvrstvu. Elektroforéza je pohyb nabitych ¢astic v elektrickém poli, kde
jejich mobilita zavisi na vlastnostech ¢éastic. V pfipadé, Ze se jednd o efekt separace, hovofime o
elektroforetické separaci. Elektroforéza v mikrosystémech se vyuziva hlavné jako kapilarni



elektroforéza. Predstavuje déleni ionizovanych molekul, které jsou pfipravené pro migraci podél
kapilary rlznymi rychlostmi. Vyhodou je hlavné maly objem potfeny pro separaci a kratky cas.
Proto je velmi vyznamna v oblasti mikrosystém.

Kapilarni elektroforéza: v kombinaci s hmotnostni spektrometrii je dalezita napfiklad v oblasti
proteomiky (tj. analyza proteinl v daném systému). Kapildrni elektroforéza je zavedena, jako
dllezitd separacni technika a pouziva se napfiklad pro uréovani genotypl, otcovstvi, identifikace
jamek, a identifikaci GMO (geneticky modifikované organismy). Mezi vyhody mikrofluidni
elektroforézy patfi moznost prace s velmi malymi objemy kapalin, moznost integrace do rlznych
zafizeni, moznost paralelniho déleni/detekce, moZnost zkraceni ¢asu analyzy

Kapilarni elektrochromatografie: je technikou kombinujici chromatografii a elektroforézu.
Podminkou je vyplnéna kapildra (mikrokandlek) separa¢nim matrixem, ktery bude vystaven
dlouhodobému elektrickému poli. Na zacatek se aplikuje vzorek, ktery putuje kandlkem a na
zdkladé interakce s matrixem a vlastnosti danych zeta potencidlem je mozno docilit separaci
jednotlivych komponent vzorku. Vysledkem je lepsi citlivost nez u béznych chromatografickych
metod. Proto je vyuzitelnd pro separaci DNA nebo proteind.

Dielektroforéza: v pripadé, Ze se jedna o neutrdlni ¢astici, coulombovska sila na ni plsobici je
nulovd. V pripadé, Ze se castice bude nachdzet v gradientu elektrického pole, objevi se
dielektroforeticka sila. Neutrdlni ¢astice ve vnéjsim elektrickém poli vytvari dipdl, polarizuje se. V
pfipadé pritomnosti gradientu elektrického pole, zacne na castici plsobit sila, ktera zpUsobi jeji
pohyb ve sméru k maximu elektrického gradientu. V ptipadé, kdy je polarizovatelnési kapalina, ve
které se cdastice nachdzi, dojde k pohybu ¢astic kapaliny, které sebou nesou ¢astici k minimu
elektrického gradientu. Dielektroforézu lze vyuzit k manipulaci neutrdlnich ¢astic v mikrokanalcich
a tato vlastnost se vyuziva hlavné pro vyvolani pohybu bunék, jejich zachytavani nebo selekce
(separace). V mikrokandlcich Ize pomoci dielektroforézy také pumpovat kapalinu. Princip
dielektroforézy je mozné vyuzit i pro mixovani.

Electrowetting: Lippmann(v zdkon popisuje zmény povrchového napéti kapky kapaliny na pevném
povrchu za ptritomnosti elektrického pole. Vyznam spociva v tom, Ze kontaktni uhel kapky je mozné
ménit a zménou elektrického potencidlu podél kapicky je mozné kapickou pohybovat (vytvari se
smacivostni gradient).

Magnetoforéza: elektrokinetické jevy (napriklad dielektroforéza) plsobi na vSechny castice. Z
dlvodu specifity plsobici sily se hledaji dalsi moznosti plsobeni na pouZivané ¢astice a jednou z
velmi vyuzivanych moZnosti je vyuziti magnetického pole plsobiciho na magnetické Castice.

Mixovani v mikrofluidice: v mikroméritku se u tekutin obvykle vyskytuje laminarni tok, dochazi k
mixovani hlavné diky volné difuzi. Protoze difuzni proces je pomérné pomaly, problematika
mixovani je v mikrofulidice pomérné komplikovana. 2 hlavni zplsoby mixovani tekutin: pasivni —
neobsahuje mechanicky se pohybujici ¢asti. K mixovani dochazi prostfednictvim difuze, pficemz se
obvykle musi zvétsit kontaktni plocha mezi kapalinami a ¢as kontaktu mezi nimi a prostrednictvim
advekce (efekt chaotického miseni), ke které dochazi pfi rizné manipulaci s laminarnim tokem.
Aktivni — na miseni se podili aktivni ¢asti systému (elektrody, piezoelektrické aktuatory...) a obvykle
se vyuziva efektu miseni na zdkladé perturbace mikrofluidniho toku kapaliny. Je moziné vyuiZit i
pohyblivé &asti, které musi byt implementovany do Cipu.

Kapitola Cerpana z [140-144].



Kontrolni otazky: Jakym zpUsobem probihda miseni a mixovani kapalin v mikrofluidnich kanalcich?
Co je to elektroforéza? Kde muze najit uplatnéni electrowetting?




Biosenzory, zakladni principy a typy
biosenzori pro detekci biologickych a
biochemickych signalu.

BioMEMS jsou systémy, kde je dulezitd slozka biologickd komponenta. Obvykle je néjakym
zpusobem analyzovana jenom konkrétni slozka, mérena jeji aktivita nebo probihda komplexné;jsi
méreni vlastnosti biologického systému. V oblasti BIOMEMS, kde je dulezitd analyza a méreni
vzork(l jsou dostupné nové typy senzorl a casto jsou kombinované s mikrofluidni platformou
(soucasti jsou mikrokanalky, mikropumpy, mikromixéry, atd.). Mezi nejdulezitéjsi aplikace zaloZzené
na BioMEMS patfi biochemickd a biologicka analyza, MicroTotal analysis systems, Lab-on-Chips.
Velkou vyhodou BioMEMS je zejména nizky objem vzorkd uréenych k analyze, snizeny pocet krok
uréenych k manipulaci se vzorky pro konkrétni analyzu, ,lepsi“ data jak po strance kvalitativni, tak
po strance kvantitativni, sniZzeni nakladd a ¢asu uréeného k méreni, zlepseni citlivosti a specifity
provadénych analyz, proto BioMEMS mozZno v uritém smyslu chdpat i jako senzorické systémy.
BioMEMS mohou obsahovat celou fadu senzor( (mikrosenzora), které se vyuzivaji v Labs-on-Chip
(LOC), micro Total Analysis systems (UTAS), implantovand mikrozatizeni, Point-of-care diagnostika,
terapeutické nastroje...

Senzory: prostfednictvim senzoru probihd konverze jedné formy energie na jinou. Senzor
proménuje méfenou veli¢inu na signal, ktery nese informaci. Timto procesem senzor a sdéluje
informaci o rdznych stimulech: fyzikalnich (akustickych, elektrickych, magnetickych, optickych,
mechanickych, tepelnych, radiacnich), chemickych, biologickych. K funkci senzoru je obvykle
potfebnd energie, pfipadné senzor energii sam produkuje. Dle tohoto kritéria rozdélujeme senzory
jako: aktivni senzory — vytvareji elektricky signdl (proud nebo napéti) na zakladé vnéjsich stimuld.
Nepotrebuji Zddny dalsi zdroj energie, aby mohli fungovat. Patfi mezi né napfiklad termoelektricky
¢lanek, piezoelektricky detektor. A pasivni senzory — ke své funkci potfebuji vnéjsi zdroj energie.

Druhy senzori: rGzné druhy senzorli mizZeme charakterizovat jako: smart sensor (inteligentni
senzor) — mechanicky, elektricky a funkéné uzavieny celek (integrované zafizeni), ktery v sobé
obsahuje detekéni cast (samotny senzor), elektroniku (mikroelektronické obvody), fizeni a
pfipadnou komunikaci s dalSimi zafizenimi v jediném celku. Senzorovd pole — obsahuji nékolik
stejnych nebo podobnych senzorovych struktur (¢asti) se stejnou nebo podobnou funkci.
Multisenzory — obsahuji nékolik senzorovych struktur (¢asti) s rozdilnymi funkcemi. Multifunkéni
senzor — zatizeni (integrovany senzor), ktery mlze realizovat nékolik rozdilnych snimacich funkci za
rdznych podminek. Biosensor — analytické zafizeni, které obsahuje biosenzorickou (senzor
biologického ptvodu) a prevodnikovou ¢ast (prevadi detekovany signal na méritelny signal).

Déleni senzorl dle raznych kritérii: dle mérené veliciny: geometrické veli¢iny (poloha, posun...),
mechanické veli¢éiny (mechanické napéti, tlak, sila), teplotni veli¢iny (teplota, tepelny tok),
elektrické veliciny (proud, napéti, odpor), magnetické veli¢iny, vyzafovani (elektromagnetické
v rliznych spektrech), chemické veli¢iny (rizné koncentrace), biologické veliciny (afinitni reakce).
Dle vystupni veli¢iny: elektricky signdl (odpor, indukce), opticky signal (barva), mechanicky signal
(posunuti). Dle typu prevodniku: analogovy, digitalni. Dle principu pfevodu detekované veliciny na
detekovatelny signal: fyzikalni prevod, chemicky prfevod (chemicka reakce), biochemicky prevod
(biochemicka reakce). Dle styku s prostfedim: kontaktni, bezkontaktni. Dle transformace signalu:
aktivni, pasivni.



Vlastnosti senzoru: idedlni senzor miZe pracovat nepretrzité a mérenou veli¢inu nijak neovliviiuje
(je zde jednoznacnd zavislost vystupni veli¢iny na veli¢iné mérené). Senzor ma odpovidajici, co
mozno nejvyssi citlivost. Senzor je rychly, prfesny a ¢asem se jeho vlastnosti neméni. Senzor ma
vysokou selektivitu vic¢i mérené veli¢ing, vysoky pomér signdlu k Sumu a jeho chovani je
reverzibilni. Senzor ma predpovéditelnou odpovéd (linedrni nebo nelinedrni). Senzor ma vysokou
spolehlivost. Je kompaktni a ma jednoduchou obsluhu a udribu (zaskoleni obsluhy,
kalibrovatelnost). Je odolny vici okolnimu prostiedi (vlastnosti okolniho prostiedi neovliviuji
méfitelnost mérené veliciny). Je levny pfi pofizeni i v ndkladech na provoz.

Charakteristiky a parametry senzorl: mozno rozdélit na statickd a dynamické. Ze statickych
vlastnosti senzoru mozno jmenovat: citlivost — nejmensi mozna detekovatelnd zména odpovédi
senzoru vyvoland zménou vstupniho stimulu. Limit detekce (prah citlivosti nebo dolni
detekovatelnd mez) — nejnizsi hodnota mérené veli¢iny, detekovatelnd senzorem. Plny rozsah
(horni detekovatelnd mez) — maximdlni hodnota mérené veliciny, detekovatelnd senzorem.
Dynamicky rozsah — interval dolni a horni hranici mériciho rozsahu (rozdil mezi limitem detekce a
maximalnim signalem). Linearita (chyba linearity) — maximalni odchylka kteréhokoliv kalibraéniho
bodu od odpovidajiciho bodu na idealni statické prenosové charakteristice. Hystereze — maximalni
rozdil ve vystupu pfi jakékoliv mérené hodnoté v daném rozsahu, ke kterému se hodnota pfiblizuje
nejprve zvySovanim intenzity a nasledné sniZzovanim intenzity stimulu. RozliSeni — je nejmensi
inkrement vystupu senzoru, ktery senzor zaznamena pfi zméné vstupu. Odpovida absolutni nebo
relativni chybé senzoru. Reprodukovatelnost — je ddna odchylkou mezi naméfenymi hodnotami,
které byly mérené pfi neménné vstupni veli¢iné a neménnych rusivych vlivech v kratkém

Casovém sledu.

Dynamickd charakteristika senzoru vyjadfuje ¢asovou zavislost odpovédi senzoru na mérené
podnéty, véetné dynamické chyby (rozdil mezi referovanou hodnotou a skute¢nou hodnotou
stimulu v dobé kdy byl stimul zaznamendn). Senzor nékdy potfebuje i tzv. zahfivaci dobu — cas
nutny k tomu aby senzor méril hodnoty dle své specifikace. Frekvencni odezva urcuje, jak rychle
dokaZe senzor reagovat na zménu vstupniho stimulu. K dynamickym vlastnostem se obecné
zarazuje zejména: prechodovd charakteristika — prabéh vystupni veli¢iny v zdvislosti na ¢ase pfi
skokové zméné vstupni veli€iny. Frekvencni charakteristika — zavislost pfenosu a fazového uhlu na
frekvenci, tj. rozdil amplitudy a faze vystupniho signdlu oproti signalu vstupnimu v zavislosti na
frekvenci.

Dalsi vlastnosti senzori: mrtvé pasmo je rozsah hodnot stimulu, na které neni senzor citlivy.
Excitacni energie je elektricky signdl potfebny k ¢innosti aktivniho prevodniku. Zaménitelnost je
maximalni mozna chyba méreni, kdy je senzor zaménény za jiny, ale stejny typ v prabéhu méreni.
Zivotnost je doba, po kterou zGstdva senzor citlivy na stimuly, za predpokladu normdlnich
podminek. Opakovatelnost a reprodukovatelnost je schopnost senzoru reprodukovat méreny
vystup za podminek, kdy je stejny stimul méfen stejnou hodnotou mérené veliCiny za stejnych
podminek. Doba odezvy je cas, ktery je potrebny, uréitd hodnota odezvy (vétSinou 90% konecné
hodnoty). Vystupni impedance je elektrickd impedance, kterd se dosahuje mezi senzorem a jeho
elektrickym obvodem. Bod nasyceni je bod, pfi kterém zvySovanim stimulu nepozorujeme narlst
mérenych hodnot. Selektivita je potlaceni ruseni prostredi, napfiklad teplotou. Posun v senzitivité
je zména sklonu kalibraéni kfivky. Nulova hodnota mérené veli¢iny je nulovy vystup, ktery musi
senzor dosahovat, kdyZ neni stimulovan. Nulovy posun nebo drift je zména nulového vystupu za
specifickych podminek (teplota, dlouhodobé skladovani, dlouhodobé uzivani...). Biokompatibilita.

Zakladni rozdéleni senzorl: senzory se tedy obvykle déli dle energie primarniho vstupu: tepelné
senzory (teplota, tepelny tok a tepelnou vodivost), elektrické senzory, senzory pro méreni radiace



(radiaci, jejich elektricky vystup je proporciondlni namérené radiaci), mechanické senzory
(mechanické zmény v materidlech, ¢asto deformaci, nebo posun mechanickych ¢asti senzoru),
magnetické senzory (méfi napéti/proud), chemické nebo biochemické senzory.

Vyuzivané fyzikalni jevy v senzorech: u senzor( a mikrosenzor( se vyuzivaji témér viechny znamé
fyzikalni a pripadné biochemické jevy. Vzhledem k moznostem jejich vyuziti jsou vytvarené rGizné
typy mikrosystéma, které jsou schopny tyto jevy zachycovat, sledovat a pripadné interpretovat.
Mezi nejvyuzivanéjsi fyzikalni jevy u mikrosenzorl mozno zafadit: piezoelektricky jev — mechanicka
deformace krystalu pusobi dipdlovy elektricky moment. Vznika elektrickd polarizace materidlu.
Piezoodporovy jev — pfi mechanické deformaci vykazuje zménu elektrického odporu. Bolometricky
jev — infradervené zadreni zpuUsobuje zménu odporu polovodite. Magnetoodporovy — vnéjsi
magnetické pole kolmé k proudovym siloaram vyvolava staceni magnetizacniho vektoru
v magnetoodporovém materidlu a tim i proudovych silocar. To zplUsobuje zmény ohmického
odporu materidlu. HallGv jev — zaloZen na interakci pohybujiciho se elektrického naboje a vnéjsiho
magnetického pole. Dochazi k indukci Hallového napéti, kterého polarita je zavisld na sméru
pratoku proudu a sméru magnetické indukce. Seebeck(lv jev — dva vodice z rGznych elektricky
vodivych material(i v uzavieném obvodu se spoji s rliznou teplotou - obvodem protéka elektricky
proud. PeltierQv jev — umoznuji proménu elekrické energie na tepelnou a naopak. Pyroelektricky
jev — schopnost pyroelektrického materidlu generovat elektricky ndboj jako odezvu na tepelny tok.
Teplotni zavislost polarizace materidlu, kde se nahodné orientované elektrické dipdly materialu
méni plsobici teplotou. Magnetostrikéni jev — plsobenim magnetického pole dochazi ke zméndm
geometrickych rozmérd. Podobny piezoelektrickému jevu. Elektrostrikéni jev — pusobenim
elektrostatickych sil vyvolanych volnym ndbojem na povrchu materidlu dochazi ke geometrické
deformaci materidlu.

Prvnim biosenzorem byl glukéza oxiddzovy amperometricky biosensor publikovany roku 1962
Clarkem a Lyonsem. Tento typ biosensoru byl také prvnim komeréné dostupnym biosenzorem [145].

Biosenzory dle bioreceptoru: mliZzeme rozdélit na dvé velké skupiny, a to na biosenzory vyuzivajici
biokatalytické rekognicni ¢asti — vyuZivaji napfiklad enzymy, bunky, tkané. Afinitni rekogniéni ¢asti -
bioreceptor rozezndva a vaze specifickou cilovou latku s vysokou afinitou. Tyto biosensory pracuji
na zdkladé interakci mezi biomolekulami a latkami pfitomnymi v analytech (¢asto interakce
protilatky antigenu, proteinovych receptort, které nemaji imunitni piivod nebo vazebné interakce
nukleovych kyselin. Znacené — pouZivaji znacky (enzymy, fluorescencéni barviva, nanomaterialy).
Neznacené — bez znacek

Dle konkrétniho typu bioreceptoru: se biosenzory déli také na: enzymatické biosenzory,
imunoafinitni biosenzory, interakce nukleovych kyselin, bunééné biosenzory, biosenzory vyuzivajici
interakce biomimetickych material (syntetické bioreceptory)

Imobilizacni techniky: nejvhodnéjsi poloha biorekognicni ¢asti je v co nejblizSim misté, kde je
prevodnik, pripadné pfimo na ném. ZpUsob umisténi biorekognicni casti biosenzoru se nazyva
imobilizace. Pro imobilizaci je dulezité, aby si biorekogni¢ni ¢ast zachovala stabilni formu s
dostatecnou aktivitou a rekogni¢nimi vlastnostmi pro citlivou detekci i po imobilizaci. Rozeznavdme
nékolik typl imobilizacnich technik, a to imobilizace: fyzikdlni nebo chemicka adsorpce — jde o
adsorpci, nejcastéji k pevnému substratu prostfednictvim van der Waalsovych sil,
hydrofilnich/hydrofobnich interakci (slabsi vazba), nebo iontovych vazeb (silnéjsi vazba). Tento
zpUsob imobilizace je jednoduchy, levny a velkou vyhodou je také fakt, Ze nedochdzi k chemické
modifikaci biomolekuly. Nevyhoda je moznd desorpce. Kovalentni imobilizace — predstavuje vazbu



biomolekuly k substratu prostfednictvim chemické vazby. Vyhodou je pevna vazba. Nevyhodou, Ze
dochazi k chemické modifikaci a moziné ztraté biokatalytickych nebo rekogni¢nich vlastnosti
biomolekuly. Imobilizace croslinkovanim (cross-linking) — biomolekuly se nevazou k substratu, ale
chemicky mezi sebou pomoci bifunkéniho ¢inidla. Casto vyuZivany zpGsob imobilizace. Imobilizace
uchycenim/zachycenim do imobilizacniho suportu/matrixu (entrapment) — nedochazi k chemické
modifikaci a méla by byt zachovana nativni konformace. Casto naptiklad do sol-gel matrixu nebo
kapky (v nemisitelnych roztocich) apod.

Kapitola ¢erpana z [146-150].

Elektrochemické senzory: jejich detekéni metody rozezndvame jako: amperometrické senzory —
kontinudlné se méfi proud, ktery vznikd Casto z oxidoredukénich déji na elektrodé. Proud je
proporciondlni mnozstvi mérené latky. Nejznamé;jSim senzorem je Clarkova kyslikova elektroda —
funguje na principu redukce kysliku na platinové pracovni elektrodé pfi daném potencialu v
pritomnosti Ag/AgCl referen¢ni elektrody. Proud je proporciondlni koncentraci kysliku.
Amperometrie — proud se méfi pfi konstantnim potencidlu. Voltametrie — proud se méfi pfi
kontrolovanych zménach potencidlu. Potenciometrické senzory — méfi akumulaci naboje jako
potencial na pracovni elektrodé pti nulovém proudu. Méren je potencidl ve srovnani s referencni
elektrodou v elektrochemické cele. Poskytuje informace o iontové aktivité pfi elektrochemické
reakci. Konduktometrické senzory — méfi schopnost analytu nebo média vést elektricky proud
(elektrickd vodivost) mezi dvéma elektrodami. Je zaméfen na zmény elektrického proudu
souvisejici se zménami napéti v roztoku elektrolytu. PouZiva se stfidavé napéti na elektrodach.
Kromé napéti je mozné ménit i frekvenci. Méfi se proud a jeho fazovy posun. [151-153]

Optické biosenzory (SPR): povrchové plazmony jsou hromadné excitace elektron(i vazanych na
rozhrani mezi vodi¢em a izolantem. Vybuzeni povrchovych plazmonu lze uskutecnit v planarni
multivrstvé ¢i na periodickém rozhrani, tedy mfizce. Pfi dopadu linearné polarizovaného paprsku
na rozhrani dvou prostredi s rozdilnymi indexy lomu vznikd povrchova (evanescentni) vina. Je nutné,
aby uhel dopadu paprsku na rozhrani mezi optickym hranolem a pfimo kovem nebo ultratenkou
dielektrickou vrstvou byl vétsi nez tzv. mezni uhel dopadu, pak dochazi k totdlnimu odrazu a vzniku
evanescentni viny. Evanescentni vina, nazyvana téZ tlumena ¢i zhasena, interaguje s povrchovymi
plazmony kovové vrstvy a vznikd povrchova plazmonova vina. Rezonance povrchovych plazmon
zavisi na vinové délce, polarizaci a Uhlu dopadu paprsku na rozhrani. Jestlize je na povrch senzoru
navazana biomolekula, dojde ke zméné indexu lomu tohoto prostfedi a mérenim zmény Uhlu, pfi
némz dochazi ke vzniku SPR, lze tuto latku detekovat. [154, 155]

Optické biosenzory (TIRF): cekova vnitini reflekce zavisi na reflekénich charakteristikach dvou
opticky transparentnich médii o rozdilném refrakénim indexu. [156, 157]

Spektroskopicka elipsometrie: vyuziva Sikmy dopad monochromatického svétla a je zalozena na
zméné polarizace svétla po odrazu na rozhrani dvou rlznych prostiedi. Zpracovani
elipsometrickych experimentdlnich dat je velmi slozité a vyZzaduje uZiti pocitacové techniky. [158]

Povrchové akustické viny (SAW): u senzorl, které detekuji povrchové akustické viny se snima
rychlost (frekvenéni nebo fazové vlastnosti viny) nebo amplituda akustickych vin. Principem je
proména elektrického signalu na mechanicky signal, ktery se znovu proméni na elektricky. Ten se
vyhodnoti a zména mezi obéma signaly je mérena ,veli¢ina”. Zména mezi vstupnim a vystupnym
signalem je podminéna rozdilnymi vlastnostmi materidlu (nejéastéji povrchu), ve kterém se Sifi



mechanicka vina. K buzeni a zaznamu elektrického signalu se obvykle tzv. ,interdigitated” elektrody.
Jako substrat se vyuziva piezoelektricky material. [159, 160]

Chemomechanicky biosenzor: princip spocivd ve zméné povrchové volné energie, kterd mize
zpUsobit deformaci materialu. U biosenzoru je to zplsobeno chemickou nebo biochemickou reakci
na jednom z povrchu nosniku. Energetické zmény, ke kterym dojde v dlsledku reakce na jeho
povrchu, zpUsobi zménu mechanického napéti a dlsledkem je jeho vychyleni, které je moziné
relativné presné zméfit (opticky, vyuZivd se vlastnost piezorezistivity, kapacitni vlastnosti
materidlu...). Specifita a citlivost je zavisla zejména na povrchovych vlastnostech dosazenych
funkcionalizaci povrchu SAMs. [161, 162]

Kalorimetrické biosenzory: detekce je zaloZzena na detekci exotermické reakce. Méri se mnoizstvi
uvolnéného tepla. MnoZstvi tepla je proporcionalni mnozstvi produktl reakce. Pfedpokladem je
dostatecné mnozstvi tepla uvolnéné pfi reakci, které mlze byt spolehlivé zméfeno. MnoiZstvi
uvolnéného tepla se méfi zménou teploty systému. Reakce probihd na funkcionalizovaném
povrchu spojeném s termistorem. Kanal musi byt teplotné izolovan (disipace tepla). MnoZstvi tepla
je detekovano jako zména teploty detekovana termistorem. [163, 164]

Kontrolni_otazky: Jaké jsou charakteristiky a parametry sensord? Je nutnd pro funkci sensoru
externé dodavana energie? Popiste opticky biosenzor SPR.




BioMEMs v biologickyCch a biomedicinskych
aplikacich, Lab-on-a-chip a Micro total
analysis systems - pro oblast bioanalytiky.

Vyuziti mikrofluidnich BioMEMS v oblasti bioaplikaci zahrnuje nékolik zakladnich oblasti:
molekularni biologie, genomika a proteomika, bunécéné systémy, biosenzory a tzv. Point-of-Care
diagnodza, vyvoj léciv, syntéza biomaterial(l a tkanové inZenyrstvi, implantaty.

Molekularni biologie: v mikrosystémech ucinnéji umoznuje: mobilitu testd v Point-of-Care,
snizenou spotiebu reagenci, snizeni vyuziti zvifat, zvySuje moznost vyuzivani vzork( které jsou
dostupné ve velmi omezenych mnoizstvich (CTC, biopsie...)

Mikroeseje: poskytuji vice informaci v poméru k cené testu, proto maji velky vyznam v
biologickych aplikacich: mikrosystémy umoziuji ziskavat nové poznatky biosystém(i a mohou
poskytovat vyznamné vice funkci (u bunécnych kultur kokultury, 3-D kultury apod.) co umoziuje
lepsi predikci eseji v in vivo usporadani. DuleZitou skutecnosti je, Ze pfi testovani biologickych
vzorkUl (sliny, moc, krev) je minimalni koncentrace konkrétni latky vyskytujici se v organismu pevné
dana. Proto mikrosystémy (mikrofluidni systémy), ve srovnani s nanosystémy, maji pro biologické
aplikace mnohem vétsi vyznam v praktickém uziti.

Priprava vzorkul: testované vzorky (krev), sliny, moc¢ obsahuji kromé biomolekul i celé buriky,
bakterie... Velikost bunék se pohybuje v fadu jednotek az desitek mikrometr(. Proto je dllezita
Uprava vzork( pred jejich testovanim. K testovani potfebujeme materidl bez bunék nebo s burikami.
Nejcastéji vyuzivané postupy Cisténi vzorkl od bunék jsou sita (2D filtry, jejich U¢innost zavisi na
mnoha vlastnostech (velikosti a mnoZstvi separovanych €&astic, rychlosti toku)). Casto je nutné
retendt znovu nechat proji filtrem. NejvétSim problémem obecné je mozinost ucpani filtru. Pfi
analyze vzorkd s bunkami jsou vyuzivdny dva pfistupy: analyzuji se bunky, které jsou v
neporuseném stavu — vyznam spociva v tom, Ze existuji buriky vicero typl, buriky mohou existovat
v riznych stadiich vyvoje v rlzném poctu nebo stavu a dle informaci ziskanych o burikiach je mozné
urcovat diagndzu pacienta. Buriky je mozné pouzit pro jejich naslednou kultivaci, ale nejdllezité;si
a nejcastéji vyuzivana metoda pro kvantitativni, ale i pro kvalitativni stanoveni vlastnosti bunék je
pratokova cytometrie. Nebo bunky, u kterych je dllezité ziskat samotny obsah — musi dojit k lyzi
bunék a nasledné se obsah separuje, upravuje a uréuji se jeho vlastnosti. Pro biochemickou analyzu
je potfebna separace obsahu vzork(l. Obvykle vyuZzivané metody predstavuiji filtraci, centrifugaci,
chromatografii, elektroforézu. Mezi pfistupy vyuzivané k separaci latek na ¢ipu mozno zaradit
zejména: kapilarni elektroforézu — tok je vyvolan externi silou plsobici na separaci, separaci
zaloZenou na kontinualnim toku dvou roztokd (nékdy s riznym prltokem), kde na roztoky mohou
pUsobit razné typy sil pod rdznym uhlem na smér toku. Vzorky se nasledné sbiraji a je mozné je
analyzovat pfimo na ¢ipu nebo v jinych zatizenich k tomu urcenych.

Kapilarni elektroforéza: podstatou je dlouhy mikrokanal, ktery se naplni materidlem na separaci a
dochazi k elektroosmotickému toku. Vysledkem je separace obsahu na konci kandlku (¢im tenci
kanalek, tim |épe). [165]

Separace v kontinualnim toku: prikladem muzZe byt elektroforéza, kdy se aplikuje elektrické pole
kolmo na smér toku, isoelektricka fokusace, kdy dochazi k separaci vzorku na zakladé rlznych



izoelektrickych bodd latek obsaZzenych ve vzorku — princip je podobny elektroforetické separaci,
magneticka separace, u které je pouzit stejny princip jako u metod nahore popsanych s rozdilem, Ze
hnaci silou separace je magnetické pole a vzorek obsahuje magnetické ¢astice, které interaguji se
vzorky, gravitacni, optickd, ultrazvukova separace... [165]

Molekularni filtrace: princip spociva tom, Ze se pouZiji v kanalku prekazky. Rizné velké molekuly
mohou pres né prochazet, ale pfi kritické velikosti prekazky vétsi molekuly budou prochazet pres
prekazky pomaleji nez mensi molekuly. [165]

Isoelektricka fokusace: separace na zakladé isoelektrického bodu. Charakteristickou vlastnosti
proteint je jejich izoelektricky bod, coz je pH, pfi kterém se jejich molekuly nepohybuji v
elektrickém poli. Princip izoelektrické fokusace spocivda v déleni smési proteinli na nosici se
stabilnim gradientem pH. [165]

Dale je mozné vyuzivat napfiklad magnetickou separaci [166], Lateral Displacementu [167] nebo
On chip immunoblotting [168].

Genomické a proteomické analyzy: vyuziti mikrofluidnich zafizeni ma pro oblast studia DNA/RNA a
proteinl velky potencidl v rlaznych oblastech: syntézy DNA/RNA, hybridizacni studie pomoci
mikroarrays nebo funkcionalizovanych povrchd, proteinové microarrays, elektroforetickd separace
na Cipu, polymerazova retézova reakce (PCR) a DNA rekombinantni technologie, krystalizace
proteinG.. Do BioMEMS se c{asto obecné také zarazuji technologie jako: microarrays
s imobilizovanymi fragmenty/komplementarnimi DNA (oligonukleotidové Cipy a DNA microarrays),
systémy pro purifikaci DNA, systémy pro syntézu DNA, PCR technologie (PCR cipy), moZnosti
imobilizacnich technik pro sekvenaci, DNA microarray... [169]

Vyhody/nevyhody DNA microarrays: cDNA imobilizovana na sklenéné podlozce, rozliseni cca 100
um, méné nakladnd vyroba nez DNA Cipy, kvantitativni detekce, mohou byt vyuZity i proteiny a jiné
molekuly. [170]

Proteomika a proteinové Cipy: obecné proteomika zahrnuje zejména tyto oblasti: proteomiku
urcujici zastoupeni proteint v Zivych tkanich v souvislosti se specifickymi podminkami jako zdravi,
nemoc apod. Bunééné mapovani — objevuje a popisuje mezibunécéné signalni drahy a regulacni sité,
které jsou v burikdch zastoupeny prostfednictvim interakci mezi proteiny. Strukturni proteomika —
studuje zastoupeni aktivnich a funkénich domén protein( s cilem vysvétlit vlastnosti protein(i jako
je jejich stabilita, specifickd funkce, interakce s dalSimi proteinovymi a jinymi komplexy apod. V
oblasti proteomiky jsou BioMEMS vyuZivany pro: izolaci protein(, jejich purifikaci, separaci,
mikroarray eseje slouzici k urceni vlastnosti a funkci protein(, pripadné pro bioanalyticka stanoveni.
[171]

Proteinové microarray Cipy: princip podobny jako u DNA microarrays. Je to systém malych spotd,
které jsou umistény na pevné podloZce. Spoty obsahuji imobilizované molekuly, které maji slouzit k
interakci s jinymi cilovymi molekulami. Mezi imobilizované molekuly mozno zaradit: purifikované
rekombinantni proteiny, protilatky, aptamery, peptidy nebo komplexni proteinové extrakty.
Vyhodou podobného systému je paralelizace a multiplexni zplsob charakterizace cilovych molekul.
Jeden cip umoznuje charakterizovat jeden nebo aZz nékolik tisic cilovych molekul v jednom
experimentu. Nevyhodou proteinovych Cipd ve srovnani s DNA Cipy je zejména v tom, Ze
biochemické vlastnosti proteind jsou rozmanitéjsi a komplexnéjsi nez u DNA. Produkce proteint je
komplikovanéjsi nez DNA. Proteiny je sloZitéjsi udrzet v nativnim stavu (mohou denaturovat —



zejména napriklad membranové proteiny, a degradovat v rizném prostredi). Na zakladé zpUsobu
vyuZiti je mozné proteinové microarrays rozdélit na: analytické microarrays — obsahuji dobfe
charakterizované molekuly se specifickou vazebnou aktivitou a slouzici k identifikaci vice slozek v
komplexnich biologickych vzorcich (sérum apod.) nebo k zjiSténi, zda vzorek obsahuje jeden
specificky protein. Mozno je vyuZit ke screeningu exprimovanych proteind, identifikaci biomarkera,
v klinické diagnostice, analyze latek v Zivotnim prostfedi. Takzvané antibody microarrays —
imobilizované, jsou protilatky a slouzi k detekci interakce protilatky/antigen. Funkéni microarrays —
obsahuji velké mnoiZstvi procisténych protein(, které slouZi k tomu, aby se zjistovali biochemické
vlastnosti a aktivitu téchto proteind. MozZno vyselektovat proteiny z organismu a vytvofrit na Cipu
cely proteom. Je mozné vyuzit je k identifikaci (vaZou se na imobilizované proteiny) proteind, lipida,
malych molekul, DNA/RNA ke zjistovani imunitni odpovédi atd. Proteinové arrays jsou principialné
podobné DNA, ale lisi se v tom, Ze je zde potfeba zachytit velky rozsah koncentrace analytu. Ve
vzorcich se mohou vyskytovat dalsi latky a je potfeba eliminovat jejich moZnou interferenci s
amplifikacni chemii. Cilem imobilizace je efektivni depozice hustych poli malych kapicek,
obsahujicich molekuly sondy. Technika by méla byt co nejlevné;si, pouzivat co nejmensi objem
molekul, pfedchdzet kontaminaci Cipu a byt schopna udrzet funkéni stav imobilizované molekuly.
Proteinové microarrays umoznuji simultdnni analyzu velkého mnoiZstvi parametr(i v pribéhu
jednoho experimentu. [172]

Microfluidni immunoeseje: nejpouzivanéjsi diagnostické nastroji jsou imunoeseje. Dnes se
vyuzivaji na detekci jakékoliv latky. PouZiti pro detekci hladiny léciv v organismu, hladina hormon( v
télnich tekutinach, diagndza infekénich nebo autoimunitnich chorob, diagnéza a monitoring
rakoviny... Podstatou je moZnost vyselektovat nebo vytvofit molekulu protilatky nebo jeji ¢ast,
kterd ma schopnost vazat se s cilovou molekulou (malé nebo velké molekuly) co nejpevnéji a s co
nejvyssi specifitou. Vyhoda mikrofluidnich eseji spoCivd zejména ve zvétSeni poméru plochy k
objemu — zvyseni rychlosti interakce, sniZzeni objemu reagenci a vzorku, moZnosti automatizace
prace s kapalinami zlepSuje reprodukovatelnost a vystup s vice informacemi. Vysledkem je
kvalitnéjsi vystup a sniZeni ceny eseje. Imunoeseje jsou také podstatou imunochromatografickych
test(, tzv. LFIA (lateral flow immunoassays) — papirové imunostripy zaloZzené na interakci protilatek
s cilovou molekulou v chromatografickém papire. Lze uvést LFIA pro detekci hCG jako priklad. HCG
je lidsky choriovy gonadotropin, ktery je produkovan téhotnymi Zenami. Hladinu je moiné
detekovat téhotenskym testem v podobé papirku. Princip detekce je mozno vyuZit pro detekci
jakékoliv latky. [173-175]

Mikrofluidni systémy mohou byt pouZity i k analyze a popisu jednotlivych chemikalii napfiklad

pomoci mikrofluidni krystalizaci proteint [176].

Kontrolni otazky: Porovnejte DNA microarray s proteinovou microarray. Co jsou mikrofluidni eseje?
Popiste princip isoelektrické fokusace




BioMEMs v biologickych a biomedicinskych
aplikacich, Lab-on-a-chip a Micro total
analysis systems - pro oblast bunéénych
technologii a tkanového inZenyrstvi.

V oblasti studia bunécnych systému in vitro je stale problém napodobit bunécéné in vivo prostredi
pro studium bunék. Divodem je skutecnost, Zze buriky neustdle mechanicky nebo biochemicky
interaguji s okolim (okolni buriky nebo extraceluldrni prostredi). Tyto Casové-prostorové vztahy
reguluji veskeré Zivotni projevy bunék. Mikrofluidika ve srovnani se standardnimi laboratornimi
procesy nabizi jemnéjsi a presnéjsi regulaci prostiedi, ve kterém se bunky vyviji. Mozno tak |épe
studovat bunécéné projevy a rast bunék. Nejdualezitéjsi oblasti, ve kterych se mikrofluidika uplatiiuje,
jsou kultivace bunécnych kultur, manipulace s burikami a analyza samotnych bunék [177].

Kultivace bunécnych kultur: Vyhoda zmenseni rozmérl bioreaktord souvisi s obecnou vyhodou
velkého poméru povrchu plochy k objemu. Projevuje se zde lepsi vyména hmoty, kterd ulehcuje
perfuzi plynt a vyzivnych latek, véetné odstranovani odpadnich latek. Navic malé objemy snizuji
mnozstvi biologickych faktort plsobicich na vyvoj bunék a snizuji mnozstvi produkovaného odpadu.
Je zde nizka spotfeba materidlu a chemikalii, kultivacni cely mohou byt vyrabény jako malé
pfenosné jednotky ve velkém mnoZstvi a mohou se integrovat do dal$ich systém(. Casto se pro
vyrobu bioreaktorl vyuziva PDMS, ktery ma vyhodu, Ze je propustny pro plyny, je opticky
prahledny a umoziuje tedy vyuziti rGznych zobrazovacich technik pro studium a charakterizaci
kultury. Vyhodou je nizkd cena, jednoduchd konstrukce, CiSténi a sterilizace. Mezi dalsi vyhody patfi
moznost povrchovych modifikaci okolniho prostfedi bunék (povrch bioreaktoru). Je mozno tak
kontrolovat vzdjemnou interakci bunék, jejich interakce se substratem a okolnim médiem. MozZno
tim také kontrolovat jejich prostorové usporadani. Prikladem muze byt modifikace povrchu, ke
kterému bunky adheruji nebo ne. Velky vyznam pro tyto typy experimentl maji generdtory
koncentraéniho gradientu. [178, 179]

Adheze bunék na upravené povrchy: buriky se v pribéhu svého vyvoje pohybuji (migruji)
pfirozené nebo je pohyb vyvolan jako reakce na vnéjsi vlivy. S pohybem bunék souvisi pojmy jako:
bunéény pohyb (trakce) — bunécény pohyb zplsobuje mechanické interakce mezi burnkou a jejim
okolim (nejcastéji s extraceluldrni matrici). Tyto mechanické interakce se daji také méfrit.
Chemotaxe — pohyb bunék vyvolany vné;jsim signdlem, nejcastéji rozpusténou (chemickou) latkou v
okoli buriky. [180—-183]

Tridéni bunék: mezi nejrozsifenéjsi systémy pro manipulaci a tfidéni bunék patfi konvencné
vyuzivana pratokova cytometrie a jeji varianta fluorescence-activated cell sorting (FACS), kde se
vyuziva hydrodynamické fokusace bunék. Pritokové cytometry slouzZi zejména k urcovani poctu
bunék vzhledem k jejich vlastnostem. Dale je mozné buriky tfidit pouzitim optické pinzety (optical
tweezers) — mozné vyuzit pro transport, tfidéni, organizaci bunék. Magnetické manipulace — v
téchto pripadech se nejcastéji vyuzivaji externi magnety. Akustické viny, elektrokinetické jevy,
elektroforeticka separace nebo dielektroforéza. Princip separace bunék je moziné vyuzit i pro
analyzu krve. DulezZita je separace krevnich bunék od plasmy. To je moZné realizovat v tzv. H-filtru
nebo napfiklad jednoduchym mikrofluidnim filtrem skrz membranu. [184-188]



Separace v serpentinovych/spiralnich kanalcich: separace ve spirdlnich kandlcich probihd s
vyuZzitim dvou druh( sil: na ¢astici pUsobi odstiedivé sily a sily, které jsou soucasti tzv. Deanova viru.
[189, 190]

Analyza bunék: komplexni analyza bunék v mikrofluidice je v soucasnosti stale nedosazitelna.
Soucasné nejfrekventované;jsi systémy jsou zamérené na DNA/RNA analyzu, pfipadné na extrakci a
analyzu protein(, pfi kterych se nepouzivaji slozité procesy frakcionace, nebo procesy sestdvajici z
mnoha nezavislych krok(. SloZitéjsi analyzy se provadéji v kombinaci na Cipu a mimo Cip. Systémy
na analyzu bunék mozZno tedy rozdélit na systémy pro analyzu: DNA/RNA — genetika na Cipu,
protein( — protomika na Cipu, bunécné biosenzory, bunécné mikroarrays, bunééné chemotaxe a
interakce s prostredim, jednobunécénd analyza (analyza bunék, napftiklad vitality a jejich obsahu po
lyzi). Problémy s analyzou obsahu jsou spojeny s vyfedénim obsahu burky prostfednictvim difuze
do okoli. Redeni miiZe byt mikrodroplet mikrofluidika, kde se vyFed&ni podstatné omezi na oblast
kapky. [191]

Syntéza biomateriall a tkanové inZenyrstvi:

Jednou z Uspésné vyuzivanych terapii pfi |écbé poSkozenych tkani nebo orgdnl je transplantace.
Problémy, které s ni souvisi, jsou vysoké naklady lé¢by, mozZnosti zdravotnich rizik ¢i komplikaci,
dlouhé ¢ekaci doby na vhodného dérce. Re$enim muze byt tkariové inZenyrstvi — biopsie tkané
pacienta a jeji kultivace na biodegradovatelné a biokompatibilni matrici s ndslednou in vivo
implantaci. Mikrofluidika umoZiiuje testovat postupy, které mohou napomoci efektivnéjsi kultivaci
bunék, pripadné efektivnéjsiho vytvareni bunécnych shlukl, pro syntézu zakladnich struktur, pro
kultivaci tkani, rGzné zplsoby modelovani ¢asoprostorovych usporddani — manipulace s bunécnym
mikroprostifedim, které stimuluje morfogenezi a diferenciaci tkdni atd. Tkanové inZenyrstvi-
Tkanové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor na rozhrani biologie, mediciny a technickych oboru.
Cilem je zachovat, udrZovat a zlepSovat vlastnosti tkdni bez nutnosti vyrazné zasahovat do téla
darce. V soucasnosti je vSak stale problém hlavné s vaskularizaci tkani. DUlezity je tzv. scaffold —
opora pro rekonstrukci tkani podobny extracelularni matrici (ECM). DUlezZité jsou vlastnosti, které
mohou byt ovlivnény plivodem (pfirodni derivat nebo synteticky), chemickym sloZzenim, samotnou
strukturou, pripadné zdmérem, zda se vyuzije in vivo, nebo in vitro. Decelularizovani tkané
umoznuje pfipravit zaklad pro rekonstrukci — bunécnou matrici budouci tkané. Ty jsou komerc¢né
dostupné a obvykle pochazeji od jiného darce (prasedi/lidsky). Mohou byt také na bazi hydrogeld
nebo syntetické. [192]

Organs-On-Chips: vyhodou je existence ECM (extracelularni matrix), kterd je dostupna pro tkanové
inZenyrstvi a je mozné vyuzit ji i pro 3D kultivace bunék pro tvorbu umélych biomimetickych
systémU. Kombinaci zejména se soft litografii s vyuzitim PDMS a s vyuzitim rliznych typld membran
je mozné vytvaret tzv. organy na Cipu. 2D a 3D systémy kultivace nejsou stale vhodné pro simulaci
vsech vlastnosti organt, které jsou casto velmi komplexni a dalezZité pro udrzeni Zivotaschopnosti
tkané nebo orgdnu. Nejvétsim problémem je rozhrani mezi rlznymi typy tkani (napfiklad
vaskularizace), prostorovy gradient pfitomnych latek a plyn(, napodobovani mechanickych
podminek pusobicich na bunky. Existuji pokusy, ale prozatim neni moziné vytvaret komplexni
systémy celych organ( na Cipu, pripadné celych organismu. [193]

Point-Of-Care diagnostika: Point-of-care diagnostika/testovani (POCT) predstavuje méreni a
testovani pfimo na misté, kde probiha péce o pacienta. Diagnostika probiha in vitro. Mezi
diagnostické systémy mozno zahrnout ,terénni analyzatory“. Analyza vzork( probiha napftiklad u
pacienta doma, v ordinaci |ékare, nebo pfimo na lGzku. Pfikladem mohou byt diabetici, hemofilici
atd. Mezi sledované vlastnosti moZno zahrnout napftiklad stanoveni elektrolyt(i, krevniho obrazu,



koagulace, hladiny glukdzy. Dalsi mozné stanovované parametry pacientd jsou kardiomarkery, CRP,
cholesterol, chemické vysetifeni moce atd. Pro vyvoj téchto zafizeni jsou dllezita kritéria jako je
nizka cena, prenositelnost, rucni pristroj (handheld), jednordzovost testu. Point-Of-Care diagnostika
Pozadavky z technického hlediska: celd platforma by méla byt jednoduchd pro uzivatele a cely
systém pokud mozno integrovany na jednom cipu. Testovani by mélo byt snadné a rychlé v fadu
nékolika sekund nebo nékolika malo minut, pfesné, spolehlivé a reprodukovatelné. Clovék by mél
zvladnout testovani i bez predchoziho zaskoleni. Zafizeni by mélo byt dostate¢né robustni, aby
vydrZelo extrémni podminky, jako manipulaci v prasném prostredi, vétru, ve zneciSténém prostredi
a byt schopno transportu. Mélo by byt lehké a schopno ¢innosti bez slozitého napdjeni. Moznost
interpretace vysledk( musi byt jednoducha. Moznost uchovani soukromych informaci (vysledkd
testovani) v tajnosti, bez moznosti kradeze, nebo zneuziti. Pfistroj by mél nabidnout adekvatni
vysvétleni Spatnych, pozitivnich nebo negativnich vystupl bez nutnosti okamzitého poradenstvi.
[194, 195]

Mikroelektrody a implantaty: propojeni elektrickych senzor(i s elektroaktivnim nervovym
systémem je velmi zajimavd oblast. Signdl mlze byt zaznamendn nebo vyuZit k Fizeni
bioelektrickych signdlid. MoZino k tomu vyuZit rlizné typy zesilovacl, pocitace, ... ProtoZze télo
obsahuje velké mnozZstvi nervovych vidken, neni mozné komunikovat se vSemi, ale alespori s témi,
které se soustfedu;ji v uzlech. V souvislosti s aplikaci v Zivych organismech jsou zde urcité problémy.
Sondy je tézké implantovat, aby nezpUlsobovali poSkozeni. V pripadé velkého poctu elektrod je
pomérné obtizné kontrolovat je navzajem. Implantovany materidl se mlze v téle zapouzdfit. [196—
199]

Vyvoj léciv: je velmi drahy a zdlouhavy proces, ktery trva nékolik let. Jenom 10% |écCiv se dostane
na trh a aZ jedna polovina neprojde klinickym testovanim. Mikrofluidika nabizi potencialni feseni,
které mlze zredukovat jak penize, tak ¢as vyvoje. Je mozné ji uplatnit v kazdém stadiu vyvoje léciva
a to od vybéru vhodného kandidata pro vyvoj léciva, tak jeho nasledné modifikace a testovani,
véetné studii pro optimalizaci ucinku a toxicity léCiva. Vyznam mikrofluidnich zafizeni pro zlepSeni
probihajicich chemickych reakci spocdiva v lepSim poméru povrchu k objemu, ¢ehoz je mozno vyuzit
pro zkraceni trasy pro difuzi molekul, zvyseni povrchové polohy katalyzatort (naptiklad na povrchu
kandlku, na povrchu mikrocastic v systému apod.). Absence turbulentniho toku umozniuje snizit
reakéni ¢asy — reakce v mikroméritku jsou obvykle limitovany difuzi. Transport reaktantd se muze
jeSté vice urychlit pasivnim nebo aktivnim mixovanim. Mikrofluidni kombinatorické systémy
umoznuji miniaturizaci a paralelizaci procesu, co vede k rychlé syntéze rliznych variant produktu
bez nutnosti pouziti velkych objem( drahych chemikdlii. Mikrofluidni systémy je mozino vyuzit
v rliznych oblastech vyvoje léciv: analyza proteind v jedné bunce, separace proteinl a krystalizace,
studium afinitnich interakci biomolekul, chemickd syntéza latek a jejich screening (multiplexni
analyza, microarray systémy), testovani latek in vitro (napfiklad bunécné testy) a in vivo (detekce
cilovych molekul napfiklad v krvi), studium DNA, syntéza genu, studium vlivu léCiv na celé organy
(organs-on-chip). [200, 201]

Distribuce léc¢iv pomoci implantata: kromé toho, Ze je mozné vyuzit implantaty k elektrické
stimulaci bunék, tkani a orgadn(, procesy v téle je mozné stimulovat chemickymi latkami. Proto dalsi
z moznosti implantat( jsou implantaty umoznujici davkovani a distribuci 1éCiv, ¢i jinych latek. Pro
7adany terapeuticky Gcinek je dileZité spravné davkovani latek v €ase a na vhodném misté. Ustni a
injekéni davkovani zplsobuje nerovnomérnou koncentraci latky v téle. Nejprve je vysoky narlst
koncentrace a postupné snizovani. Pomoci davkovani se udrzuje optimalni hladina, ale ta v Case
velmi kolisa. Alternativni moZnosti vhodnych zptsob( davkovani je cilené lokdlni ddvkovani pomoci
mikrozatizeni (pole mikrojehel), které nebudou ovliviiovat metabolismus celého organismu, ale



jenom cilenych tkani nebo rlzné povrchové nebo funkéné modifikovanych polymernich ¢&astic
(kapsul). [202, 203]

Kontrolni otazky: Co je to point-of-care diagnostika a uvedte priklad pristroje které ji vyuziva.

Jakym zplsobem lze tfidit bunky? Jakym zplUsobem jsou mikrofluidni systémy uzZitecné pro vyvoj
[éCiv?




DalSi biologické aplikace mikrosystémii a
BioMEMS.

Pole mikrofluidnich systémU a BioMEMS se neustdle rapidné vyviji a takfka kazdy den pfibyva
moznych pouZiti. V poli biologie stoji za zminku napfiklad nasledujici: Fish-on-a-chip (vyuZiti ryb a
jinych aquatickych organizm(, casto pro testy cytotoxicyty) [204, 205], studium rostlin (jejich
korenového systému ale i umélé listy a fotosyntéza) [206—209], chemotaxe a resistence bakterii a
hub [210, 211] nebo vyuZivani C. elegans jakoito modelového organismu [212-214]. Tyto
mikrosystémy jsou jiZ ale Casto vétSich rozmér( a tak se u téchto aplikaci jiz ¢asto stirad rozdil mezi
mikrofluidikou a milifluidikou.

Kontrolni otazky: Jaké rizné organismy mohou byt taktéz vyuzity v mikrofluidnich ¢ipech?




Ukazkové protokoly pro samostatnou praci
studentu.

Protokol 1. kultivace bunék v mikrosystémech.

Kultivace bunék v mikrosystémech
(Casosbérny zdznam kultivace bunék v mikrosystému)

Cilem cviCeni je pofizeni Casosbérného zaznamu kultivace bunék ve sklenéném mikrosystému.
Zaznam bude obsahovat proces uchyceni bunék ke sklenénému podkladu, ktery modifikujeme
polymerni latkou.

Orientacni ¢asovy plan cviceni
1. den, cca 2-3 hod. — pfiprava substratl, lepeni substratl a modifikace
2. den, cca 2-3 hod. — modifikace dokonceni, kultivace: zacatek experimentu
3. den, cca 1-1,5 hod. — ukonéeni experimentu

Material a chemikalie

Buriky — bunécna linie rakovinnych epitelidlnich bunék CRL (HCC827 (ATCC® CRL-2868™)), zZivné
médium, inverzni mikroskop, pipety, Spicky, pinzeta, kddinky, Petriho misky, sklenéné substraty pro
vyrobu mikrosystému, kontaktni lepidlo ARcare 90106, kultivaéni systém (kultivacni cela), etanol
technicky i bio., kyselina sirova, peroxid vodiku, nddobky Hellendahl, deionizovanad voda,
fotolitograf, termoblok, Fibronectin (pure), sonikator, Hellmanex Ill, detergent, hemocytometr,
inverzni svételny mikroskop, bunécny inkubator, trypsin, zkumavky, sterilni PBS pH 7.2, sterilni voda,
sterilni Spicky, sterilni mikrozkumavky eppendorf, zasobniky z plexiskla, sterilni zkumavky, sterilni
Petriho misky, sterilni zdravotni lepici paska Omnifilm nebo PDMS, sterilni sérologické pipety,
rukavice, abrazivum Al,03 50 um, mikroabrazivni soustruh.

Postup prace

Sklenény mikrosystém — vyroba jednotlivych édsti systému

Pomoci mikropiskovaciho soustruhu ptipravime jednotlivé ¢asti mikrosystému. PouZijeme
abrazivum 50 um a jako substraty podlozni mikroskopicka skla.

Sklenéné substraty ocistime sapondtem a usuSime proudem dusiku. Ponofime do 2% roztoku
Hellmanexu Il a sonikujeme po dobu 15 minut pfi 45°C. Poté je dlkladné oplachneme sttickou s
deionizovanou vodou a opatrné osusime proudem dusiku.

Pfipravime roztok Piranha (roztok kyseliny sirové a peroxidu vodiku v poméru 3:1). Substraty
ponofime do roztoku Piranha a inkubujeme 24 hodin. Po inkubaci substraty dikladné oplachneme
pomoci stricky s deionizovanou vodou a osusime proudem dusiku.

Slepeni mikrosystému transferovym lepidlem

Pracujeme v co nejméné prasném prostfedi a s rukavicemi. Z jedné strany kontaktniho lepidla
sejmeme ochrannou vrstvu a prilozZime ho kjedné z ¢asti systému. Pomoci pinzety opatrné
pritla¢ime nalepené kontaktni lepidlo k ¢asti mikrosystému. Z druhé strany kontaktniho lepidla
sejmeme ochrannou vrstvu a pfilozime dalsi ¢ast mikrosystému. Postup opakujeme, dokud neni




slepen cely mikrosystém. Dbame na to, abychom se nedotkli substratu nebo vnitfnich casti
mikrosystému.

Po slepeni posledni ¢asti mikrosystému cely mikrosystém vystavime ddvce UV zareni 100
000mJ/cm?. Mikrosystém uloZime do Petriho misky a pfeneseme do laminarniho boxu.

Dale pracujeme ve sterilnim prostredi v lamindarnim boxu.

Sklenénou c¢ast mikrosystému (kultivacni cela) proplachneme pipetou 3x etanolem, poté 5x sterilni
vodou a vysusime na termobloku pfi teploté 37°C (15-30 minut).

Modifikace povrchu mikrosystému

Do kultivacni cely mikrosystému pipetujeme roztok fibronectinu o koncentraci 10ug/ml.
Mikrosystém uzavieme Omnifilmem a vloZime do Petriho misky. Inkubujeme 24 hodin v
inkubatoru. Po inkubaci roztok fibronectinu odpipetujeme, promyjeme 1ml sterilni vody a ususime
na termobloku pfi teploté 37°C (cca 15-30 minut).

Priprava kultivacni cely
Pfipravime pocita¢, kameru a inverzni mikroskop. 1 hodinu pfed vlastnim umisténim bunék
sestavime a spustime kultivaéni celu na stolku mikroskopu.

Priprava suspenze bunék
Pripravime suspenzi bunék o koncentraci 500 tisic bunék / ml. Suspenzi pfipravi vedouci kurzu.
Pribéh pfipravy pozorné sledujeme. Postup si zapiSeme a doplnime do protokolu.

Kultivace

Do kultivacni cely pipetujeme 100 pl suspenze bunék a poté priddme do zasobnik( cca 80 ul
Zivného média. Systém uzavieme pomoci Omnifilmu. Takto pfipraveny mikrosystém vloZime do
kultivacni cely na mikroskopu a pomoci programu pro ovladani kamery inverzniho mikroskopu
spustime casosbérny zdznam po dobu 24 hodin (zdznam kamery je sniman kazdé 2 minuty a
ukladan na pevny disk pocitace).

Vysledky

Z pofizenych obrazovych zaznamu slozime Casosbérné video. Zdznam s procesem kultivace bunék
popiSeme a vyhodnotime. Vzorovy vysledek je dostupny na webové adrese:
https://www.youtube.com/watch?v=Z9FCISn6WJg .



Protokol 2. Vyroba mikrosystému v PDMS metodou
rozpousténi 3D tisku.

Vyroba mikrosystému v PDMS metodou rozpousténi 3D tisku

Cilem cviceni je demonstrovat pouZiti hrubého 3D tisku k vytvoreni mikrosystému v PDMS.
Vystupem mize byt bud plné funkéni serpentinovy pasivni mixér nebo microdroplet generdator
s pofrizenym video zaznamem.

Orientacni ¢asovy plan cviceni
1. den, cca 6 hod.

Uvod

Vyroba mikrosystém( v PDMS metodou 3D tisku je rychlou nendrocnou a levhou metodou.
Umoznuje rychly jednoduchy navrh systému a jeho vyrobu s minimem materialu. Navrhnuty vzor
mikrosystému je vyroben metodou 3D tisku. Vytistény vzor je zcela zalit do bloku PDMS. Vzor zality
v PDMS je ndsledné rozpustén a vymyt za pomoci acetonu. Mikrosystém v PDMS je moZné napojit
rovnou na hadicky a pripojit k pumpé bez potreby jakychkoliv drzakd hadicek.

Nastroje
3D tiskdrna, Pumpa, Sonikator (Sonorex Bandelin), Vyvéva, Hotplate

Pomiucky
Kadinky, Petriho miska sklenénd i plastovd, Pipety, Spicky, Paspartovaci nGiz, Ndzky, Pinzeta, Svorka
na papiry, Exsikator, Laboratorni Spachtle, Laboratorni jehla.

Programové vybaveni
Ovladaci program 3D tiskarny (Pronterface, Slicer), OpenScad, LibreCad

Material a chemie
ABS struna, Aceton, Lepidlo Kores, Isopropanol, Destilovana voda, Potravinarské barvivo, PDMS +
inicidtor

Metodika

Smichame PDMS a inicidtor v poméru 10:1 (PDMS: iniciator). Dlkladné promichame a ddme do
exsikatoru k odvzdusnéni (cca 1-2 hod).

Vytvofime ndkres vzoru mikrosystému v programu LibreCad a ulozime ve formatu *.dxf .

Nakres importujeme do programu OpenScad a vytvofime 3D model ndkresu prikazy:
linear extrude (height = 1, center = true, convexity = 1)
import (file = "CestaKSouboru") ;

nad vstupy a vystupy vytvorime sloupec pfikazy
Translate([x,y,z])
cylinder ([h=15,d=2]) ;

Model sestavime (klavesa F6) a exportujeme do formatu *.stl .



Soubor importujeme do programu Slicer a exportujeme do souboru *.gcode s nastavenim
UPRAVENO.

Soubor importujeme do programu Pronterface, zapneme tiskarnu a vytiskneme.

Vytisknuty vzor sundame z podlozky pomoci paspartovaciho noZe, pfipadné drobné otfepy
»stdhneme” opatrné z vytisténého vzoru taktéz paspartovacim nozem.

Vytistény vzor uchytime za sloupce do pinzety a zajistime svorkou na papir.

Vzor zavéseny na pinzeté polozime do Petriho misky tak, aby se nikde nedotykal Petriho misky a byl
zavésen ve vzduchu.

Vzor zalijeme odvzduSnénym PDMS, pfipadné bublinky odstranime pomoci laboratorni jehly.
Petriho misku se vzorem a PDMS umistime na hotplate pfi 90°C k vytvrzeni PDMS (cca 1 hod.).

Po vytvrdnuti sunddame Petriho misku z hotplatu a vyjmeme PDMS z Petriho misky.

Pomoci nlizek ustfihneme sloupce vzoru co nejblize k bloku PDMS.

Blok PDMS vloZime do kadinky s Acetonem, uzavieme velkou sklenénou Petriho miskou a nechame
24 hodin (prfes noc).

Druhy den viloZime kadinku s acetonem a blokem PDMS do sonikatoru a sonikujeme 30min.

Pokud vzor v PDMS neni zcela rozpustén sonikujeme ddle do rozpusténi.

Blok PDMS se zcela rozpusténym vzorem propldchneme pomoci pipet Cistym acetonem, poté
isopropanolem a nakonec destilovanou vodou.

Blok PDMS nechame leZet 24 hodin (pres noc) na sklenéné Petriho misce pro odpareni zbytkového
acetonu z PDMS.

Blok PDMS zatopime v kadince destilovanou vodou.

Blok PDMS s vodou uvnitf pfipojime pomoci hadi¢ek s 2mm priimérem k pumpé. Pro lepsi prehled
davkujeme pomoci pumpy vodu obarvenou potravinarskym barvivem.

Pozorujeme mikrosystém.

Po ukonceni pozorovani vse dikladné proplachnout destilovanou vodou.

Vysledky

Obrazek €. 1: vzor zality PDMS v Petriho misce zavéseny v pinzeté.

_ i.—-a'.-«u,

Obrazek €. 2: vzor ve vytuhlém PDMS.



Obrazek €. 3: vzor ve vytuhlém PDMS.

Obrazek ¢. 4: pripojeni mikrosystému na pumpu.

Obrazek ¢. 5: ptipojeni mikrosystému na pumpu, detail.

Obrazek €. 6: zapojeni hadi¢ek k mikrosystému

Video zdznam vytvoreného funkéniho mikrodroplet generatoru je moiné shlédnout na webové
adrese: https://www.youtube.com/watch?v=49-ZeWL7_5M .
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