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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim a funk¢nosti mikrofluidnich zatizeni. Blize se potom
zamétuje na jejich praci s krvi, kde se mikrofluidni zatfizeni daji vyuzit k roziiznuti ¢ervenych
krvinek. Prvni ¢ast této prace je vénovana teorii vzpjaté z mirofluidikou, stru¢né€ uvadi historii
mikrofluidnich zafizeni a materialti vyuzivanych k jejich integraci, dale hovoii o vyuzivanych
metodach pii vyrobé samotnych mikrofluidnich zafizenich v kfemikovém substratu. Jako
posledni je v této Casti popsana struktura krve z hlediska jejiho slozeni a vlastnosti, které jsou
pro praci s mikrofluidnimi zafizenimi dulezité. Praktickd cast zahrnuje (vyrobni postup)
vytvofeni mikrofluidniho zafizeni a testovani zafizeni, tak aby bylo schopné cervené krvinky
roziiznout.

Kli¢ova slova
mikrofluidni zafizeni, mikrofluidika, kifemik, DRIE, ¢ervené krvinky

Abstract

This thesis is devoted to the topic of microfluidics and the functionality of microfluidic devices
when working with blood. It further focuses on the use of microfluidic devices to cut blood
cells. The first part of this work is dedicated to the theoretical background of microfluidics, it
briefly introduces the history of microfluidic devices and the materials used for their integration,
moreover, it talks about the methods used when constructing a microfluidic device in a silicon
substrate. Lastly, this section includes a description of blood and its composition and some
properties important for working with microfluidic devices. The practical part is concerned with
the (manufacturing procedure of) creating a microfluidic and testing of device that can cut red
blood cells.
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1.UvoD

Pod nazvem mikrofluidni zafizeni si mnozi lidé ¢asto nedokazi, predstavit 0 CO presné se jedna,
ale kazdy se s témito zafizenimi uz ve svém zivot¢ pravdépodobné setkal.

Jak sam nazev napovida, jedna se o zafizeni, jejichz velikosti se pohybuji v fadech
mikrometrii, a ktera pracuji s tekutinami. Cast nazvu je odvozena z anglického slova fluid
oznacujici tekutinu nebo kapalinu.

Ptestoze jsou mikrofluidni ¢ipy znamy jiz od druhé poloviny 60. let 20. stoleti, do znacného
povédomi se dostaly az na pielomu 20. a 21. stoleti. To mu napomohl zejména vyvoj
ekonomicky piiznivéjSich materiall a jejich uplatnéni v mediciné a biologii. Byla to pfedevsim
tato dvé odvétvi, ktera napomohla zasadnimu rozvoji technologie a vyuziti mikrofluidnich
zafizeni.

V dnesni dobé maji mikrofluidni zafizeni celou fadu vyuziti. V bézném Zzivoté se s nimi
clovek setkd hlavné tam, kde jsou soucasti riznych testovacich zatizeni, jako jsou naptiklad
téhotenské testy, kolometrické testy, které urcujici zastoupeni latek v testovaném vzorku, nebo
slozit&jsi biologicko-medicinské pfistroje. Vzhledem k tomu, Ze pofizovaci cena je piizniva,
daji se takova testovaci zafizeni vyuzivat témer po celém svéteé. Dalsi, stejné tak dilezitou
vyhodou jsou jejich malé rozméry, jenz umoznuji jednoduchy transport i do odlehlych oblasti,
a dokonce i do oblasti bez pfistupu elektfiny.

V profesionalni sféfe se s mikrofluidnimi zafizenimi mizeme setkat v o to vétsi mife. A to
napiiklad pti zhotovovani prostfedi pro péstovani bunék, kde ¢asto nahrazuji Petriho misky,
nebo v ramci testovacich procest U novych 1éki, kde mikrofluidni zatizeni dokazi simulovat
jednotlivé organy a diky tomu zjistit u¢inek 1€k, a tak urychlit vyvoj a schvalovaci proces 1éki.

Mikrofluidni zatfizeni jsou vysoce perspektivni a lze ofekavat, ze jejich uplatnéni bude
nadale rust spolu s novymi technologiemi a nové pifichozimi materidly vhodnymi k jejich
integraci.

V této praci se vytvaii mikrofluidni ¢ip, ktery roziezava Cervené krvinky. V budoucnu by
takto kompletni ¢ip mél zachytavat gluthation a tim urcit hodnotu tohoto antioxidantu v misté
pacienta.
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2. HISTORIE

Historie mikrofluidiky je spjata s vyvojem mikroelektroniky, a tim tedy i integrovanych
obvodu. Zejména §lo o vyvoj fotolitografie v 50. letech 20. stoleti a mikroobrabéni, které
umoznili vznik a vyvoj samotné mikrofluidiky.

Za pocatek mikrofluidiky samotné pak mizeme povazovat rok 1965, kdy se Richardu
Sweetovi podaftilo vyvinout tiskovy mechanismus, ktery dokazal inkoust rozd¢lit na jednotlivé
kapicky, které pak nasméroval tak, aby dopadly na urCité misto na papiru. Toho docilil
protlacenim inkoustu pfes malou vibrujici trysku o priméru 35 um. Tryska propustila inkoust
ve form¢ malych kapicek, které pak byly nabity vstupni elektrodou. Nabité kapky propadly
stejnosmérnym elektrickym polem, které je predtim, nez dopadly na papir vychylilo v zavislosti
na jejich naboji.

Dalsi vyvoj pokrac¢oval pod IBM, kde v roce 1977 dokazali pomoci fotolitografie vytvofit
pole trysek na kiemikové desce. Diky tomu bylo mozné vytvoftit spolehlivé a zaroven cenoveé
dostupné inkoustové tiskarny a dostat je mezi Sirokou vefejnost. Tento pokrok mimo jiné také
nastinil moznost pouziti kifemiku jako vhodného materidlu pro vyrobu mikrofluidnich
zatizeni.[1]

V 70. letech 20. stoleti realizoval Stephen Terry ze Standfordské univerzity prvni malou
plynovou chromatografii vytvofenou na kiemikové desce. Tento maly plynovy chromatograf
se skladal ze zdroje nosného plynu, davkovace neboli injektoru na vstiikovani vzorku, kapilarni
kolony a miniaturniho vystupniho detektoru tepelné vodivosti, odborné¢ nazyvanym
katharometr. Toto zafizeni se zaCalo povazovat ze prvni jako prvni Laboratof na ¢ipu neboli
Lab-on-a-chip (LOC).

Koncem 80. let 20. stoleti byly pfedstaveny prvni mikropumpy a mikroventilky vytvorené
na kiemikovém substratu pomoci mikroobrabéni. Tyto nové komponenty umoznily ptesné
kontrolovat kapaliny v systému a zaroven dovolily vétsi miniaturizaci systému.

To, ze byly v této dobé mikrofluidni Cipy vétSinou vytvafeny na kiemiku na sebe véazalo
urcité technologické naroky, coz vedlo k vysoké nakladnosti nejen na vyrobu ale i na vyvoj.
To vsak zménil ptichod mekké litografie na konci 80. let 20. stoleti. Mékka litografie nahradila
klasickou fotolitografii, u které byla problematicka prace s nevodivymi materialy jako je sklo
nebo polymery. Hlavni rozdil spocival v tom, ze mékka litografie umoznila vyuzit k pfenosu
motivu elastomerni formu na rozdil od tuhé fotomasky.

Diky dalsimu vyvoji me&kké litografie bylo poprvé mozné vyuzit i polymery, kde mezi
nejznaméjsi patii napiiklad Polydimethylsiloxan, oznacovan zkratkou PDMS. PDMS byl
poprvé objeven a popsan anglickym chemikem Frederickem Stanley Kippingem v roce 1927.
Tento material se ukazal byt vyhovujici alternativou kiemiku. Na rozdil od kiemiku je PDMS
opticky priihledné, biokompabilitni a hlavné ekonomicky pfijatelny. Diky témto pfednostem se
koncem 90. let 20. stoleti dockal velké obliby.

Pozdéji, roce 2006 byl vsak piedstaven dalsi vhodny material, ktery svou cenovou
dostupnosti pred¢il své predchiiddce — papir. Diky papiru je tak mozné vyuzivat mikrofluidni
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Cipy k testovani i v méné vyvinutych zemich a odlehlych oblastech, v¢etné oblasti bez zavedené
elektiiny.

24

¢loveéku na Cipu, ktery dokaze simulovat jednotlivé organy pro testovani 1€kt.[1][28]
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3. MATERIALY PRO VYROBU MIKROFLUIDNICH
SYSTEMU

Vyuziti a rozsah aplikaci mikrofluidnich systému je Siroké, tudiz je potieba spousta materialu
pro jejich vyrobu. Jednotlivé materialy se vybiraji tak, aby co nejlépe spliiovaly podminky a
bylo mozné docilit stanovenych vysledkli pro dané aplikace. Stale se hledaji a vyviji nové
materidly tak, Vyvoj novych materialli probiha neustale, aby byly zajiStény podminky stale

vvvvvv

3.1 Anorganické materialy

Jako prvni se pro mikrofluidni systémy zacaly vyuZivat anorganické materidly. Zejména §lo o
kiemik a sklo, protoze ty se jiz v podobnych aplikacich diive vyuZzivaly pfti stejnych procesech
jako je napiiklad vyroba integrovanych obvodi. Pii vyrobé byla vyuzita fotoligrafie — na
substrat byla nanesena tenka vrstva fotorezistu, ta pak byla osvicena a vyvoléna a diky tomu
byl vytvoten pozadovany motiv. Tim byly kanalky a struktury odhaleny a nésledné vyleptany.
Vsechen fotorezist byl poté odstranén a substrat uzavien pomoci skla ¢i jiného materialu.[2]

3.1.1 Kiemik

Za jeden z nejstarSich materiald vyuzivanych v mikrofluidice mizeme povazovat kiemik.
Technologie vyroby byla jiz znama z vyroby integrovanych obvodii a mikro elektro
mechanickych systému, zkracené¢ MEMS. V dnesni dob¢€ se v mikrofluidice pieslo k jinym
materialim, a to hlavné k polymeriim, jmenovité pak PDMS, které jsou nejen rychlejsi na vyvoj
zejména diky rychlej$imu vytvateni, a také i levnéjsi na vyrobu. Pfestoze kiemik neni tak hojen
vyuzivan, nabizi mnoho zasadnich vyhod oproti ostatnim materialim. U PDMS ¢i jinych
materidlil je problém vytvofit kanalky s vysoce rozdilnou vyskou a §itkou. Tyto kanalky mohou
byt realizovany pravé na kifemikovych substratech, kde mizeme vytvoftit uzké, avSak hluboké
kanalky. U nékterych aplikaci je potieba zajistit vysokou teplotni odolnost (napt. chemicka
syntéza), coz kiemik narozdil od polymert zajistuje. Velkou vyhodou je také integrace elektrod
¢i piimo elektrického obvodu na substrat. [2][3]

Jak jiZ bylo feceno, vytvorfeni velmi tenkych struktur 1ze na kfemiku vcelku jednoduse
realizovat, coz je jedna z velkych vyhod. Velmi tenké membrany umoziuji redukovat teplotni
hmotnost, a tak mizeme dosahnout velmi rychlych teplotnich nab&ht. Diky mechanickym
vlastnostem kiemiku, ho pak mliZeme vyuzit k vyrobé pump, ventilki, ale také sloZitych 3D
struktur, jako mikroreaktorti ¢i komirek pro rast bunék. Za takovych piipadii Ize opomenout
jeho vysoké naklady na vytvoteni onoho mikrofluidniho zafizeni.[3]
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Mikrofluidika na kiemiku je casové, a hlavné ekonomicky narocna od samotného substratu
az po zafizeni na jeho zpracovani. Ke zpracovani kfemiku je moZzno pfistoupit z mnoha smeért.
Tim zakladnim je fotolitografie, u které pieneseme zvoleny motiv na fotocitlivou vrstvu, kterd
byla pfedem nanesena na substrat. Po vyvolani je mozné pouzit jednu ze dvou metod leptani.
Pro leptani velkych struktur s relativné malou pfesnosti 1ze vyuzit mokré leptani, a to v NaOH
nebo KOH, které nam zajiStuje anizotropni leptani, tedy leptani v jednom sméru. Pro slozité
struktury, u kterych je potteba vysoka piesnost, se pak vyuziva suché leptani do hloubky neboli
DRIE (Deep Reactive lon Etching)/Bosh proces nebo RIE (Reactive lon Etching) reaktivni
iontové leptani, které leptd také anizotropné. V ptipad¢, ze by bylo nutné vyuzit izotropniho
leptani, leptani stejné ve vSech smérech, je pak nutné pouzit leptani naptiklad s fluoridem
xenonatym (XeF2). Tento typ leptani se vétSinou vyuziva k poleptani struktur.[3][36]

Na Obrazku 1 miizeme vidét realizované mikrofluidni kandlky na kiemiku, které jsou
zvétSeny pomoci elektronového mikroskopu.

X149 1060,xm 0808 24 25 SOk

Obrazek 1: Mikrofluidni kanalky vytvofené na kiemiku.[5]

3.1.2 Keramika

Nizkovypalova keramika (LTCC) se pouziva obzvlasté ve vysokofrekvenéni technice, armadé
¢i kosmickém prumyslu, v mensi mite jeji uplatneni nalezneme i v mikrofluiditice. Do LTCC,
umisténé v jednotlivych listech, je vytvofen motiv a poté jsou jednotlivé vrstvy zalaminovany
avypaleny. Diky tomu, Ze celkova struktura je tvofena z mnoha dil¢ich vrstev je mozné vytvaret
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komplexni 3D struktury. Avsak hlavni vyhodou je moznost vytvaieni elektrod, vodivych cest
¢i elektrickych obvoda pfimo na substratu jako u kifemiku, navic oproti kiemiku jsou takové
struktury ekonomicky vyhodnéjsi. K podstatnému vyuziti této technologie dochazi pii vyrobé
detek¢nich systémech. Jako nevyhodu lze zminit pronikdni keramiky do rtznych kapalin,
zvlaste kyselin.[2][4]

Na Obrazku 2 mizeme vidét, jak je mikrofluidni zatizeni skladano z jednotlivych
vrstev korundové keramiky, kterou jsou pozdéji nalaminovany.

/o
I/L/

gl o

m

TN

Obrazek 2: Mikrofluidni zafizeni realizované pomoci LTCC.[2]

3.1.3 Sklo

Jiz kratce po prvnich pokusech vytvareni mikrofluidiky sklo na néjakou dobu nahradilo
dosavadni kiemik. Vytvafeni kanalkti a mikrostruktur u skla je stejné jako u kiemiku, rovnéz
tu jde 0 suché a mokré leptani. To bohuzel stejné i v tomto piipadé zasadné zvySuje cenu
zatizeni, ktera se da jen v n€kterych pripadech piehlédnout. Sklo je nevhodnéjsi pro aplikace,
kde potiebujeme sledovat kapalinu prochazejici kanalky, a to je u skla mozné diky jeho
prithlednosti ve viditelném spektru. Mimo jiné, je sklo velmi dobry elektricky izolant a oproti
kifemiku mé niZ8i teplotni vodivost a nedistribuuje teplo rovnomérné po celé délce, ¢ehoz se da
dobfe vyuzit u vysokych teplotnich nab&hu.[2][4]

Sklo tedy vyuzivame hlavné pfi zpracovani biologickych materidlti. Diky propustnosti
materiald mame moznost zpracovavat dokonce plyny, nedd se vSak vyuzit k dlouhodobé
bunécné kultufe. V mikrofluidice se muzeme setkat se sklem obzvlast pii kapilarni
elektroforéze.[2][4]

Na Obrazku 3 lze vidét mikrofluidni &ip realizovan na skle. Cip je oproti ostatnim
anorganickym materidlim prthledny, coz umoznuje zpracovani latek, u kterych je potieba
proces sledovat ¢i monitorovat.
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Obrazek 3: Mikrofluidni ¢ip realizovan na skelném substratu.[6]

3.2 Polymery

Polymery jsou organické materialy, které nabyly popularity v mikrofluidice koncem 90. let.
Hlavnimi vyhodami oproti anorganickym materialim je zptsob jejich zpracovani a cena. Diky
tomu, Ze polymery nemaji tak vysoké naroky na zpracovani, se jejich vyuziti zna¢né rozsitilo.
U polymert je zna¢né jednodusi masova produkce (Lisovani za tepla, vsttikovani do forem, 3D
tisk atd.)[2]

3.2.1 Polydimethylsiloxan

Polydimethylsiloxan, také oznacovéan zkratkou PDMS, patii mezi nejvice rozsifené polymery,
spadajici pod skupinu elastomert. Vzhledem k jeho rozumné cené se pomérné rychle uchytil.
komplexnich struktur. PDMS je propustny pro vzduch, a proto vyuZitelny ke kultivaci
dlouhodobych bunéénych kultur. Stejné jako sklo, PDMS je opticky transparentni, coz
umoznuje pozorovani ¢i mikroskopii. To je vyhodou pfi préaci s bunéénymi strukturami, které
lze pak sledovat v redlném Case. AvSak i tento materidl ma urcité nevyhody, a to zejména
Spatnou chemickou stabilitu pfi vyuziti uritych roztokd. To Ize do zna¢né miry omezit pii
aplikovani ochrannych vrstev (napt. teflon). Mimo to se u materialu také projevuje absorpce
malych molekul do substratu.[7][2]

PDMS mikrofluidni Cipy se vytvareji za pouziti forem. Vyrobu PDMS cCipu Ize vidét na
Obrézku 4 . Formy jsou nejcastéji z kfemiku nebo sklenéného substratu, na kterém je vytvorena
negativni pfedloha. Po namichani PDMS a vytvrzovaciho ¢inidla, se zde musi odsat vzduch,
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aby nevznikly bublinky. Pokud by bubliny nebyly odstaté, tak vznikne vadné zafizeni. PO
namichani se vzduchu (a tedy bublinek) mizeme zbavit jeho odsatim anebo jej odstfedit na
odstiedivce a pak teprve mizeme smés slit do formy. Forma je pak vlozena do pece, kde se
vytvrdi. Po vytvrzeni je PDMS substrat odstranén z formy. Diky elasticnosti PDMS (zejména
¢asti o tloust'ce mensi jak 1 mm) je pak doporuceno substrat spojit se sklem. Takové spojeni
zajisti v&tsi pevnost. Nakonec jsou k substratu ptipojeny hadicky.[7][2]

Smés PDMS a
vytwrzovaciho Cinidla

A 4 A A
A B rotorezist

Viytwrzovani na 2 hodiny pfi 70°C Kremik
PDMS
B
4 A Y A
vytvrzené PDMS c
Lepeni Cipu
8]

PDMS &ip

Obrazek 4: Vytvoieni PDMS mikrofluidniho ¢ipu pomoci kiemikové piedlohy.[13]

3.2.2 Polymethylmethakrylat

V mikrofluidice se miizeme Casto setkat s materidlem PMMA, neboli Polymethylmethakrylat,
ato zejména v jednorazovych produktech a to nejen diky jeho pfivétivé cené. PMMA ma dobré
mechanické vlastnosti, vybornou optickou prihlednost a je kompatibilni s elektroforézou.

Pti vysoké teploté se PMMA rozkladd na MMA, coZ nabizi moZnost recyklace a
tudiz 1 ospravedliiuje jednordzové pouziti. Vyroba je podobna jako u ostatnich polymert, ale
diky vlastnostem PMMA mitiZe navic pouZit mikroobrabéni, nebo COz laser. Vyuziti PMMA
nachdzi pti DNA sekvencich a elektroforézach. [4]
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3.2.3 Polystyren

Polystyren, zkracen¢ PS, je material, ktery je v mikrofluidice pouzivan jako alternativa
k PDMS. PDMS mohou obsahovat nezesitované monomery, u kterych mize dochazet
Kk pronikani do bunéénych kultur. Polystyren je proto lepsi volbou, je vice hydrofobni a tim i
vice biologicky kompatibilni. Vyrabéni Polystyrenu mutZze probihat bud’® nékladnéjSim
zpusobem, a to tepelnou razbou (Hot embosing), levnéj$i metodu vyroby pomoci tzv. Shrinky-
Dinks© folii. Tato folie byla prodavana jako détské hracka, nicméné pozdéjsi experimenty
ukazaly, ze by se ji dalo zdarné vyuzit v ramci mikrofluidiky, nejen z divodu jednoduché
navrhl l1ze vyuzit CNC), vyryjeme motiv. Po vyryti se folie zapeCe a zméni svoje rozmeéry.
Sitka a délka se zmensi zhruba o 63 %, aviak vyska se zvétsi zhruba o 500 %[8]. Diky této
metodé je mozné vytvofit velice levné mikrofluidni zatizeni.[9]

3.2.4 Polyuretan

Polyuretan neboli PU je materidl z konce 30. let 20 stoleti. Od té doby se vyuziva v fadé¢
medicinskych zafizeni, zejména tam, kde dochazi ke kontaktu s krvi, napi. umélé srdce, srdecni
chlopné, hemodialyza¢nich membrany, naopak v mikrofluidinich zatizenich ho najedeme jen
ziidka.

Polyuretan je hydrofobni a zaroven neni absorp¢ni ani vici proteinim nachéazejicim se
Vv Krvi, z toho divodu je ¢asto pouzivan jako nahrada PDMS, u kterého k absorpci dilezitych
proteinti dochézi. Hydrofobni schopnost polyuretanu miize byt jesté vylepSena pomoci aplikace
dalsich hydrofilnich polymert na jeho povrchu, napi. Polydimethylsiloxan.[10]

3.3 Papir

Protoze piesné laboratorni pfistroje jsou i na dnesni bohaté staty dosti nakladné, navic je k jejich
obsluze potteba kvalifikovany personal, k vyuziti se stal vybornou alternativou papir. Papir
zejména vyuzivame pii detekci nemoci nebo béhem biochemickych analyz, kde nejsou potieba
velka kvanta piesnych dat. Diky papiru je tato metoda ekologicky a ekonomicky piivétiva.
Vétsina zatizeni vyuziva kolometrickych vysledkd, které udéavaji jasnou odpovéd ano/ne
srozumitelné i pro nekvalifikované osoby. .[11]

Mikrofluidika na papiru byla poprvé pfedstavena v roce 2007. Jedno z prvnich papirovych
mikrofludnich zafizeni bylo vytvofeno pro analyzu moci. Toto zafizeni bylo vyuzito jako
kolometricky test k méfeni koncentraci glukdzy a proteinu v moc¢i. Mimo to jej Ize vyuzivat i k
detekci patogenti ¢i toxint.[11]

Vyrabéni mlze probihat n€kolika zakladnimi zptsoby. Jako prvni mizeme zminit tisknuti
voskem na papir, kdy je vosk natisknut na papir a roztaven. Roztaveny vosk tvoii hydrofobni
vrstvu. Jednd se o velice levnou a dostupnou metodu, kterou je jednoduSe mozné realizovat
kdekoliv na svété. Nevyhodou takového tisku je ale nizké rozliSeni, takZe jej nelze vyuzit u

vvvvvv

nepropustné lepici pasky realizovat 3D struktury.[11]
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Na Obrazku 5 je vyobrazené jednoduché mikrofluidni zafizeni realizované na papitre pro
detekci anorganickych explozivnich materidlti. Doprostfed je umisténa kapalina, kterd se
nasledné rozte¢e do jednotlivych vétvi Cipu. Pokud je latka detekovéana, dana Cast vétve se
zbarvi.

Obrazek 5: Mikrofluidni zafizeni pro detekci anorganickych explozivnich materialt.[12]

3.4 Hydrogely

Hydrogel je materidl, jenz se skladd z 3D hydrofilnich polymer v kapalném prostiedi,
prevazné ve vod¢. Hydrogely jsou velmi porézni a dokézi pohltit velmi velké mnoZstvi kapalin.
S hydrogely se da velice snadno dosdhnout riiznych velikosti port, které umoZznuji pronikani
nékterych molekul. Hydrogely vyuzivame v mikrofluidice pfedev§im v biologickych
a biomedicinskych odvétvich predevSsim diky jejich biokompatibilité, mechanickych
vlastnostech, které dokazou piipominat nékteré tkan¢ v organech, ¢i schopnosti uchovavat
biologické entity uvnitt a tim je chranit pfed okolnimi jevy.[4][14]

Hydrogely mohou také reagovat na externi podminky jako jsou naptiklad zmény teploty,
PH, svétla, ¢i elektrického a magnetického pole. V zavislosti na podminkach se stav hydrogelu
muze ménit — Z plného a zvétSeného na smrstény a naopak. Diky témto vlastnostem se stavaji
velice zajimavou moznosti, zejména pak pfi tzv. ,,organ on chip neboli organ na ¢ipu, ktery
muze napodobovat urcité organy, jako ptiklad plice a dalsi.[4][14]

Na Obrazku 6 mizeme vidét jednu z n€kolika vyrobnich metod. Nejdiive je vytvofena
negativni forma, na kterou je umistén mix prekurzoru a hydrogelu. Vzapéti je z formy hydrogel
odstranén a nabondovan na druhou stranou mikrofluidniho zafizeni.
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Obrazek 6: Znazornéni vyroby hydrogelového mikrofluidniho zatizeni pomoci negativni
formy.[14]

3.5 Priklady ostatnich materiali

U mikrofluidnich zafizeni 1ze vyuzit opravdu velké mnozstvi materialti, mimo ty, které byly jiz
zminény také vyuzivame méné zname materidly jako je naptiklad Cyklicky olefinovy
kopolymer. Tento polymer pak nachazi uplatnéni na stejnych mistech jako tfeba PMMA nebo
PS. Cyklicky olefinovy kopolymer vynikd svym excelentnim optickym pienosem,
biokompatibilité a velmi vysoké chemické odolnosti. Mezi jeho nevyhody patii jeho kiehkost
a nizké teplotni difuzivita. S timto materidlem se pak mizeme mimo mikrofluidiku setkat v
optice, elektronice nebo v baleni rtiznych produktd.[4]

Dale mtizeme zminit mikrofludni €ipy vytvofené na Polytetrafluorethylenu (PTFE) neboli
Teflonu. Cipy na bazi teflonu jsou velmi odolné viigi rozpoustédlim a chemikaliim. Vykazuji
také nelepivé a anti vegetativni vlastnosti.[4]
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4. HLOUBKOVE REAKTIVNI IONTOVE LEPTANI (DRIE)

Hloubkové reaktivni iontové leptani neboli DRIE, je druhem suchého leptani. DRIE vychazi
z metody zvané Reaktivni iontové leptani, nebo také ¢asto oznaCované anglicky jako Reactive
ion etching (RIE), ktera kombinuje fyzikalni a chemicky efekt, jenz zplsobuje odstranéni
materialu z povrchu substratu. Diky DRIE jsme schopni vytvaret velmi uzké a hluboké
struktury pfi vysokych rychlostech v rozmezi az desitek pm/min. To je mozné provézt pomoci
pasivacni vrstvy, diky které dosdhneme anizotropniho leptani. Typicky mé také DRIE vetsi
selektivitu a lepsi kontrolu procesu oproti RIE.

U DRIE vyuzivame K leptani ionty plynt, které bombarduji substrat za vzniku produktu,
jez pak mizeme jednoduse odstranit. K tomuto procesu nejcastéji pouzivame fluor, chlor nebo
bromovou plazmu. Po bombardovani v ramci reakci vznikaji plynové slouceny, a to SiF4 pii
vyuziti fluoru, SiCls pfi vyuziti chloru a SiBrs pfi vyuziti bromu. Z té€chto tfi se nejcastéji
pouziva fluor, protoze pfi praci s toxickymi latkami jako je pravé chlor a brom, se musi klast
vétsi duraz na bezpecnost. Presto Ze se jedna o latky toxické, mizeme se s chlorem a bromem
setkat pfi vyrobé integrovanych obvodu, kde je potieba snadnéji kontrolovatelna Sitka u
m¢élkého leptani, kterou tyto latky nabizi.[20]

4.1 Kryogenni proces

Pocatky kryogenniho procesu jsou datovany od roku 1988, kdy bylo zpozorovano, ze chlazenim
substratu pti RIE jsme schopni dramaticky zabranit tvorbé reakci na jeho sténach, coz vede
k znaénému zlepseni anizotropie. Nasledné na to se také zjistilo, Ze pfi takto nizkych teplotach
se zlepsuje i selektivita leptani mezi maskou fotorezistem a kiemikovym substratem. Snizeni
reakce zpusobovala tzv. pasivacni vrstvu, ktera vznikala pfi leptani SFeO2 plazmou. SiOxFy se
usazuje nejen na bocnich sténach, ale i na dni leptané struktury. Tato pasivaéni vrstva je vSak
odleptana z diivodi bombardovani dna ionty, a proto miiZze leptani pokracovat dale smérem
dolu.[20]

vysoky pocet fluorovych radikalu. Kyslik v plazmé ma za pficinu tvorbu pasivacni vrstvy.
Pokud je kysliku pfi leptani nedostatek, ma to za pfi¢inéni izotropniho leptani, avSak pokud je
kysliku pfi leptani velké mnozstvi, tak to zplsobuje tvorbu kiemikovych rezidui, které jsou
znamé pod pojmem cerny kiemik (Black Silicon). Pasiva¢ni vrstvu ¢erného kiemiku je pak
velmi slozité odstranit.[20]

Oproti Bosch procesu, ma kryogenni proces velmi hladké stény jednotlivych struktur.
Pasivacni vrstva u kryogenniho procesu je ptiblizné¢ pouhych 10 nm. Kvilli tomu musime
povrch struktury bombardovat ionty s nizkou energii, tak aby bylo mozné odstranovat pasivacni
vrstvu ze dna struktury. Diky velmi nizkym teplotam (- 100 °C az - 150 °C) je nutné vybirat
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fotorezist, ktery je kompatibilni s nizkymi teplotami. V ptipadé vyuziti fotorezistu neuréené¢ho
do nizkych teplot, se pti ochlazovani roztiisti jako sklo.[20]

4.2 Bosch proces

Bosch process, byl patentovan v roce 1994 firmou Robert Bosch GmbH, po které byl
pojmenovan. U této techniky DRIE odpada nevyhoda kryogennich teplot jako pii kryogennim
procesu. U této techniky se nevyuziva pasivace kysliku a velmi nizkych teplot, jako je tomu u
kryogenniho procesu, ale pasiva¢niho materialu (CF2)n, jeZ je podobny Teflonu. Ten je na
substrat deponovan pomoci plynt jako napiiklad fluoroform (CHFs3), hexafluorpropylen (CsFe),
perfluorcyklobutan (CsFs) a jako posledni netoxicky tetrafluorethylen (CaFs). Tyto latky
vyuzivame zejména kvuli jejich jednoduchém odstranéni pii leptani dna struktur a nezanechani
rezidui 1 pfi nizkoenergetickém iontovém bombardovani.

Jako prvni zakladni Bosch proces vyuziva dvou cykli. A to pasivace a leptani. U pasivace
napoustime Perfluorcyklobutan (CsFs), ktery slouZzi jako pasivaéni prekurzor. Vrstva podobna
teflonu je nanesena pomoci kondenzace prekurzoru na povrchu struktury. Po pasivaci ptichazi
na fadu druhy cyklus, kde vhanime do komory SF6, jez slouZi k leptani struktury. lonty pak
bombarduji dno, které odleptavaji. AvSak odleptavaji i Castecné stény struktury. Na dné
odleptame ¢ast struktury a tim vytvofime nové stény struktury, které nebudou mit pasivaéni
vrstvu, a proto vzdy je potieba po leptani opakovat cyklus pasivace, aby nedoslo izotropnimu
leptani. Zména mezi cykly probihd v ramci od né€kolika sekund az po minutu. Vzdy vSak
k ¢astecnému izotropnimu leptani dojde, coz pak ma za nasledek vroubkovanou tzv. scalloping
strukturu jedinecnou pro Bosch proces, kterou 1ze pozorovat na Obrazku 7 a na Obrazku 8.

Tento efekt nelze zcela eliminovat, ale je mozZno jej minimalizovat na jednotky az desitky
nanometrll s vyuzitim ultra rychlych elektromagnetickych ventilkd. V komote je pak leptano
pomoci SF6 a blizko u leptaného substratu se nachéazi ventilek s nahromadénym pasiva¢nim
prekurzorem. Ventilek pro SF6 se zavie a na kratky cas se otevie ventilek s nahromadénym
pasivacnim prekurzorem a vzapéti se zavie. Pokud je pak ¢as mezi jednotlivy zménami velmi
maly je mozno do zna¢né miry minimalizované vroubkovani stén struktury.[20][21]
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Obrazek 7: Vroubkovana struktura potizena pomoci SEM.[37]
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Obrazek 8: Popis struktury vytvoiené Bosch procesem.[22]

4.3 SmiSeny proces

Pod Bosch proces mizeme zatadit také tzv. SmiSeny proces. Zde vyuzivame leptani a pasivace
zaroven. V jeden ¢as do komory vhanime fluorid sirovy (SFe) pro leptani a C4Fgjako pasivacni
plyn, ktery zpisobuje polymeraci na sténach leptané struktury. Pfi procesu, vSak mize dochazet
K tvorbé fluorovych uhlovodiku na dné leptané struktury, coz je stejné nezadouci jako tvorba
¢erného kiemiku u kryogenniho procesu. Jako dalsi je problém rekombinace leptaciho a
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pasiva¢niho plynu pfi generovani plazmy, které ma za nésledek zaniku obou plyni a to
zpusobuje, Ze tato metoda se da vyuzit do hloubky pfiblizné 10 pm.[20]

4.4 Vicekrokovy Proces

Jak jiz bylo feceno u Bosch procesu vyuzivame dvou cykli, a to pasivace a leptani. U vice
krokovych procesu jako je napiiklad DREM neboli Deposit, Remove, Etch, Multistep se
vyuziva tii cykll a to pasivace, odstranéni pasivacniho nanosu ze dna struktury a lepténi.
DREM vyuzivame zejména pro velmi tenké struktury s velmi vysokym pomérem stran. Jelikoz
u struktur s vysokym pomérem stran se Spatné odstrafiuje pasivacni vrstva jen pomoci leptaciho
plynu SFs, a proto pied samotnym leptanim dna struktury je potieba odstranit pasivaéni vrstvu
zde dna. K depasivaci se pak vyuzivaji plyny jako argon nebo kyslik. Na Obrazku 9 je pak
znazornén cely proces v jednotlivych krocich nalevo, kde napravo je pak vidét proces po 2 a 3
cyklech. [20][23][24]

1 Maneseni fotorezistu

vytvrzeny ﬂ:rli:rrezist‘:‘I

. P R
w

Kfemikowy substrat

2. Poprvnim lepténi

6. Po tietim Bosch cyklu

3. Depozice pruni pasivaéni vrstvy

Pasivaini vrstva

N

4. Odstranéni pasivacni vrstvy ze dna struktury

fistné dno
: ) :

Obrazek 9: Znazornéni vicekrokového Bosch procesu.[27]
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5. VYUZITI MIKROFLUIDNICH SYSTEMU

Mikrofluidni systémy nachazi v dne$ni dob¢ znacné uplatnéni v biologickém a biomedicinském
odvétvi.[15]

5.1 Laborator na Cipu

Laboratof na ¢ipu (Lab on Chip) neboli zkracené¢ LOC, je v dnesni dob€ zna¢né vyuzivana. Je
to miniaturizované zafizeni, na kterém mize byt provadéna jedna ¢i vice analyz, které jsou
spojeny na jednom ¢ipu. Prvni LOC byl vytvoren v roce 1979 na Stanfordské univerzité, ktery
byl urcen k plynové chromatografii, avSak vyrazny pokrok v tomto odvétvi byl zaznamenam
koncem 80. let 20. stoleti, diky vyvoji novych mikrofabrika¢nich procest pro polymerni
materialy.

V dnes$ni dobé se muzeme setkat s LOC naptiklad v molekuldrni biologii, kde jej
vyuzivame k mnozeni a detekci DNA/RNA. K mnozeni DNA pomoci polymerové fetézové
reakce neboli Polymerase chain reaction (PCR), vyuzivame teplotni cyklovani a pomoci LOC
je mozno provadét rychlé teplotni zmény v miniaturnim meéfitku. Diky tomuhle je mozné
provadét velmi rychlé PCR.[16]

Mezi urcitou podskupinu LOC miizeme zatadit tzv. testovani v misté péce neboli POC. Jak
vyplyva z nazvu jedna se o testovani, které jsme schopni vykonavat u pacienta. Zaroven je
mozné testovani provadét v odlehlych lokalitdich bez pfistupu elektfiny. Mezi to mizeme
zahrnout jiz zminény zakladni test t€hotenstvi, nebo také HIV test, kde pomoci zjisténi poctu
CD4+ T lymfocytd v krvi jsme schopni zjistit v jakém stadiu nemoci se dany cElovek
nachazi.[17][18]

Na Obrazku 10 se nachazi zakladni téhotensky test, ktery je realizovan pomoci
mikrofluidiky. Na uréené misto vlevo je vlozena moc¢. Pokud se v moéi vyskytuje hormon
Choriogonadotropin (hCQG), tak se navaze na komplementarni anti-hCG protilatku, ktera je
pfipojena ke zlaté ¢astici. Anti-hCG protilatky se zlatou ¢astici, které na sebe navazali hCG se
sdruzi a proudi tam kde se setkaji s druhymi protilatkami, které jsou komplementéarni pro hCG
a maji za pficinu zbarveni prouzku T. Anti-hCG protilatky se zlatou ¢astici, které na sebe
nenavazali hCG proudi k mistu kde se setkaji s protilatkami komplementarnimi s anti-hCG, coz
ma za pfic¢inu zbarveni kontrolniho prouzku C. Test je pak pozitivni, pokud jsou obé linie
(T i C) viditelné.[19]
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hCG napojena na protilatku pripojenou ke zlaté castici
Protildtky komplementarni k hCG
Protilatky komplementarni k anti-hCG

Obrazek 10: Schéma znazoriujici funkci téhotenského testu.[19]

5.2 Organ na Cipu

Orgén na ¢ipu neboli Organ on chip (OoC) je zatizeni, jehoz myslenka byla poprvé predstavena
v roce 2007, kdy Donald Ingber vidél mikrofluidni zatizeni, které demonstrovalo plice ¢lovéka
2010, kdy se podatilo vytvorit Zivé plice na ¢ipu.[25]

Tyto mikrofluidni zatfizeni se pak uplatiuji pii testovani, novych 1éku. Jak je zndmo, uvést
nové léky na trh je velice zdlouhavy a diky tomu i nékladny proces. VétSina financnich
prostiedki pak putuje do testovani nové latky misto jejiho vyvoje. Testovani latek na Petriho
misce je nedostatenym prostiedkem pro testovani, jelikoz latky nereaguji s buitkami jako
Vv lidském téle. Z toho diivodu je pak nutnost ptejit na testovani na zvitatech, které je velmi
zdlouhavé a finanéné ndkladné. Navic je zde moznost, Ze co bude fungovat na zvifatech miize
byt pro ¢lovéka nebezpectné ¢i toxické. Zde tedy prichazi OoC, kde je mozné simulovat, jak
tkan organu pracuje. U OoC jsme schopni simulovat plice, jatra, srdce, nebo stieva. Zde je také
moznost propojovat jednotlivé organy a vytvofit tak vice organovy ¢ip nebo tzv. ¢lovéka na
¢ipu, diky kterému je pak moZno pozorovat jaké ma I€k efekty na rlizné organy zaroven. Na
Obrazku 11 je pak mozné pozorovat diagram clovéka na Cipu a k ¢emu jednotlivé organy
vyuzivaji vV ramci testu novych 1éka. Naptiklad jatra je dilezité simulovat u kazdého nového
léku, jelikoz velmi casto mnoho novych 1éki zplsobuje Hepatotoxicitu, kterd vznika
chemickym poskozenim.[26]

Diky vyuziti OoC je pak mozné znacné zrychlit vyvoj nékterych 1€kl a tim tedy snizit i
jejich naklady na vyvoj.[26]
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Obrazek 11: Diagram ¢lovéka na Cipu a k ¢emu se jednotlivé organy vyuzivaji.[26]

5.3 Separace a tridéni bunék

V nékterych piipadech je potieba buiky separovat, aby s nimi bylo mozné pracovat. To muze
byt provedeno pomoci drahych laboratornich pfistroji. AvSak mikrofluidni systémy dokaZou
integrovat n¢které metody pro tfidéni podle fyzikalnich parametrii. Mikrofluidni ¢ipy jsou kvili
svym rozmé&rim perfektni volbou pro manipulovani s jednotlivymi buitkami. Na mikrofludnich
¢ipech lze integrovat mnoho separacnich a tfidicich metod. Naptiklad nejjednodussi tfidéni 1ze
provést pomoci mikrofiltr, pomoci kterych jsou ¢ipy schopny propoustét jen uréitou velikost
¢i tvar bunék. Ac je tato separa¢ni metoda jednoducha piedstavuje mnoho piekazek, zejména
heterogenitu velikosti bun€k, ucpavani a zanaseni filtri. Dal§i metody jsou zalozeny na jevech,
jako jsou napiiklad: hydrodynamické, elektrické, gravitacni ¢i odstiedivé. Na Obrazku 12 jsou
znazornény nékteré metody separace s Vyuiitim mikrofiltri.[34]

L7, @& 8%8@0 o
X W i g;@gf’ 56 .g’LEIDElE]E]E]Dt
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Proudéni Proudéni

Obrazek 12: Ruzné typy mikrofiltrové separace a tiidéni bun¢k.[34]
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6. KREV A MIKROFLUIDIKA

Krev je cervena viskozitni kapalina, kterd patii do hlavni ¢asti vnitiniho organismu. Krev se
sklada z dalsich bunécnych elementl jako krevnich desti¢ek, Cervenych a bilych krvinek v
krevni plazmé. Presné mnozstvi krve se u kazdého jedince lisi, avSak u vétSiny muzi se
pohybujeme v rozmezi 4,5-5 litri. U Zen je to pak o néco méné z diivodu jiné stavby téla, kterd
je slozena z vice tukové tkané oproti muzim, ktefi maji vice svalové tkan¢. Tukova tkan je
mén¢ metabolicky aktivni nez svalova tkan.[29]

Krev obsahuje informace o celém lidském téle. Kazdou minutu je provedena recirkulace
celého krevniho obé&hu, dodavani kysliku a zivin do jednotlivych bun€k a transportovani
produkti at’ uz od bunék nebo piimo k bunkam. Krvi jsou také transportovany bunky
imunitniho systému, které v celém téle provadi imunitni dozor. Diky tomu je mozné z krve
zjistit velké mnozstvi informaci o fungovani téla a jeho organt, které¢ je pak mozné vyuzit pro
medicinské aplikace.[30]

6.1 Slozeni krve

6.1.1 Cervené krvinky

Cervena krvinka neboli erytrocyt slouzi k distribuci kysliku a oxidu uhli¢itého po celém téle.
To je mozné diky tomu Ze erytrocyt nema bunééné jadro, kdyby buné&éné jadro obsahovalo, tak
by znaénou ¢ast kysliku spotiebovalo, a tedy distribuce by pak nebyla zdaleka tak G¢inna.
Erytrocyty jsou zplostélého tvaru, kde jejich pramér je 7,4 um a jeji Sitka 2,1 um. Primérna
doba zivota erytrocytl je pak 90 az 120 dni, kde nasledkem hemolyzy zaniknou.[29]

Soucasti Cervenych krvinek je také gluthation, ktery hraje dtlezitou roli v chranéni
hemoglobinu, pfed oxidaci. Hemoglobin pak slouzi k tomu, Ze na sebe vaze kyslik.[31]

6.1.2 Bilé krvinky

Bilé krvinky neboli leukocyty jsou souhrnem nékolika riznych bungk, které funguji jako nas
obrany mechanismus proti virim, bakteriim ¢i jinym bunkam, které nejsou typickou soucasti
lidského téla. Jejich velikost se pohybuje od 6 um do 30 um v zavislosti na jejich typu. Tento
typ bunék je pak vytvaren v kostni dieni. Pocet bilych krvinek v krvi ndm dokaze fict, jestli télo
bojuje s infekcemi, alergiemi, zanétem ¢i leukémii. Existuje mnoho nemoci, které ovliviuji
pocet bilych krvinek ¢i jejich fungovani. Naptiklad virus HIV zpisobuje deficit, téchto bunék
a tim zapficini, ze je t€lo velmi nachylné k nemocem. Dalsim pak mize byt onemocnéni
autoimunitni, kde pak bilé krvinky nefunguji tak jak maji a poSkozuji zdravou tkan
organismu.[29]

6.1.3 Krevni desticky

Krevni desticky neboli trombocyty jsou nejmensi soucasti krve. Tyto desticky jsou zplostelé
disky, jenz maji priimér okolo 2 az 4 um. Jejich zivot je pomérn¢ kratky a to okolo 9 az 12 dni.
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Trombocyty slouzi ke srazeni krve, jejich vyuziti je tedy zasadni pfi hojeni ran. Pokud je
krevnich desti¢ek nedostatek, mé to za nasledek zpisobeni onemocnéni zname jako
trombocytopenie. Maly pokles l1ze zanedbat, rany se hoji pomaleji ¢i dochazi k ¢astéjsi tvorbé
modfin, avsak pfi velkém poklesu krevnich desticek je velmi obtizné zastavit krvaceni a mtize
dojit i ke samovolnému vnitinimu krvaceni.[29][32]

6.1.4 Krevni plazma

Krevni plazma je tekuta ¢ast krve, je nazloutlé barvy a tvofi ji pfevazné voda (cca 90 %). Jako
dalsi pak obsahuji organické ¢i anorganické latky (naptiklad sodik, draslik ¢i vapnik). Krevni
plazma nam dovoluje regulaci pH krve, které je stabilni (= 7,4) a zaroven slouzi K transportt
zivin, hormoni, ale také bilkovin, které jsou dilezité¢ spole¢né s trombocyty pro srazeni
krve.[29][33]

6.2 Vyuziti krve v mikrofluidice

Jak jiz bylo uvedeno v ptedeslych kapitolach, krev je zdrojem mnoha cennych informaci,
protoze krev je nesena celym télem, do kazdé tkan€, organu i bunky, mize nam poskytnout
obraz o funkc¢nosti celého lidského organismu. Prestoze se zprvu mize zdat, Zze jde o
jednoduchou zalezitost, k analyze krve a jejimu vyhodnoceni jsou potifeba drahé pfistroje i
kvalifikovany personal. Proto by bylo v mnohych ptipadech za vice nez vhodné vyuzit praveé
mikrofluidni zafizeni. Mikrofluidni zatizeni, které by ndm umoznily vcelku rychle takové testy
vyhodnotit a ziskat tak celistvy obraz o stavu pacienta. Takovato mikrofluidni zafizeni lze
pouzit naptiklad k ovéfeni o prodélani infekéniho onemocnéni, nebo konkrétnéji pti urovani
stadia onemocnéni AIDS.

Vzhledem k tomu, Ze takové druhy testovani probihaji po celém svéte, a ptipocitame-li
zakladni vyhody mikrofluidnich zafizeni, jako je jejich cena, snadny transport a schopnost
pracovat jen s malym mnoZstvim vzorku, mikrofluidni zafizeni se stavaji popularnéjSimi a vice
atraktivnimi nejen v oblasti mediciny, ale také v ramci budouciho vyvoje.

Avsak k témto informacim je slozité ziskat pfistup, jelikoz k celkové analyze jsou potieba
drahé pfistroje a kvalifikovany personal, ktery umi krev, jak zpracovat, tak i spravné popsat a
vyhodnotit vysledky. V né&kterych piipadech pak mizeme vyuzit pravé mikrofluidni zatizeni,
diky kterému je mozné rychle vyhodnotit rtizné testy pro ziskani informaci o stavu téla,
napiiklad o prodélani infekéniho onemocnéni ¢i v jakém stadiu se nachazi onemocnéni pti
nemoci AIDS.[17][18][35]

Jak tedy bylo zminéno, krev v mikrofluidice nachazi uplatnéni zejména skrze jeji analyzy
anebo z hlediska identifikace nemoci ve form¢ laboratot na ¢ipu. Diky tomu, Ze je mozné
provést jednoduchou separaci a vyuzit pouze malé mnoZzstvi krve k analyze ¢i vyuzit je
v odlehlych mistech bez ptistupu elektiiny jsou stale vice vyuzivané a velice atraktivni pro dalsi
vyvoj.[35]
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7. PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast prace byla realizovana v Cistych laboratotich tfidy ISO 5 ve vyzkumném zatizeni
CEITEC Nano Core Facility. Pro ucely zpracovani prace bylo absolvovano nékolik Skoleni
zamétenych na bezpecnost a obsluhu potifebného vybaveni pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipa.

7.1 Navrh mikrofluidniho ¢ipu

Jako prvni bylo potfeba jednotlivé Cipy navrhnout tak, aby bylo prozkoumano nékolik
moznosti rozmisténi a tvart cepeli. Navrh byl realizovan v programu K-layout. Po pfedchozich
zkusenostech z prvniho prototypu bylo rozhodnuto, ze budou vytvoreny dvé masky pro proces
fotolitografie.

U prvniho prototypu zaloZeného na jedné litografii byly jednotlivé pifivodni trubicky
ptivedené z vrchni strany Cipu, coz se ale ukazalo jako nepraktické feSeni. V takovém piipadé
musely byt jednotlivé ptivodni otvory pro tekutinu, provrtany nebo vyfezany laserem skrz
vrchni pyrexové sklo. Vrtak se zde neukazal jako velice prakticky, jelikoz po vrtani zustal
V misté vrtu nechtény odpad, ktery nebylo mozné jednoduse vy¢istit. Kviili odpadu dochazelo
K ucpavani kanalku, které jiz nebyly dale pouzitelné. Mimo jiné béhem vrtani pyrexové sklicko
Casto praskalo. V piipadé fezani pomoci YAG laseru, nebyl k dispozici dostate¢né vykonny
laser, coZ praci znacné prodluzovalo a otevieni otvori bylo nedokonalé. Jako dalsi se ukazal
problém pfi pozorovani ¢ipu pod mikroskopem, jelikoz pii lepeni mikrofluidniho vedeni na ¢ip
se vyuzival epoxid, ktery se Casto roztekl na povrchu skla, a tak nebylo mozné sledovat kanal
v Cipu.

Kviili témto pfekazkam byly otvory realizovany ve spodni ¢asti kiemikového ¢ipu pomoci
zafizeni DRIE. Na Obrazku 13 je vyobrazena maska pro pfipojeni uzavéra o praméru 1,8 mm.
Samotny ¢ip méa rozméry (20 x 10) mm?. Pro zjednoduseni procesu vyroby jsou zde leptany i
okraje ¢ipu — diky tomuto kroku pak nemusime jednotlivé Cipy od sebe fezat pomoci
diamantové pily. Tento navrh rozlozeni otvorl byl pro vSechny typy Cipli stejny.

Obrazek 13: Navrh prvniho motivu pro masku.
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Poté byla navrhnuta maska pro kanalek, ve kterém se nachazi pole ¢epeli. Kanalky byly
realizovany v riiznych §itkach, protoze v piipad€ pouziti izkych kanalk by mohlo dochazet
K ucpavani pratoka krevnimi elementy. Z tohoto diivodu se jednalo o tfi riizné Sitky kanalku:
200, 300 a 400 pm.

Hlavni ¢ast Cipu predstavuje jiz zminéné pole Cepeli, které je urené k fezani cervenych
krvinek. Dohromady byly zvoleny ¢tyfi rozdilné tvary a usporadani ¢epeli — u tfech se ménil
rozmér ¢epele u posledniho typu byla zménéna velikost mezi sloupci ¢epeli. Jako vychozi tvar

pro cepele byl zvolen tvar trojihelniku o zédkladnim rozméru, jenz odvésny stran mély rozmér
100 um a 20 um. Zakladni ¢epel je vyobrazena na Obrazku 14.

Obrazek 14: Design tvaru Cepele.

Z Cepeli pak bylo vytvofeno pole a zakladni Cepel byla zmenSena na tii rizné velikost.
Odvésny téchto trojuhelnikovych cepeli byly 20 a 3, 40 a 6 a 30 a 4,5 um. Posledni navrh byl
proveden o velikosti odvésen 30 a 4,5 um, kde byly také zvétSeny mezery mezi sloupci. To zde
bylo navrhnuto kvili tomu, aby se jednotlivé Cervené krvinky nezasekavaly a kandlky
neucpavaly. Na Obrazku 15 je porovnani mezer, kde nalevo jsou vidét vét§i mezery mezi
sloupci a napravo jsou pak vidét mensi mezery mezi sloupci ¢epeli. Tyto mezery pak maji
rozméry 30 um a 9 pm.

e - . . R OO S s | 40 ym R

——

Obrazek 15: Porovnani rozestupt mezi sloupci ¢epeli u motivi 6 (vlevo) a 5 (vpravo).
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Dohromady bylo tedy vytvoieno Sest rliznych motivi, jejichz kritické rozméry jsou
popsany v Tabulce 1. V poslednim kroku ptipravy bylo potieba do designu umistit dva otvory
o priméru 2 mm na piipojeni fitinek. Tyto motivy byly pak pfeneseny na masku, ktera se pak
pfenese na Ctyf-palcovy kiemikovy substrat. Dva motivy, které byly pouzity pro vyrobu
sklenénych masek, jsou zndzornény na Obrazku 16 a Obrazku 17.

Tabulka 1: Vlastnosti jednotlivych motivu.

Nazev motivu Velikost ¢epeli Sitka kanalkt Poznamka
[pm] [um]

Designl_200um 20x3 200

Design2_300um 20x3 300

Design3_400um 20x3 400
Design4_300um_BLD2 40x6 300
Design5_300um_BLD3 30x4,5 300
Design6_300um_BLD4 30x4,5 300 Zvétsené mezery mezi

sloupci

BAZNTIAHT  LEH EJIMARHT. 20olE

Obrazek 16: Design prvniho motivu masky.
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Obrazek 17: Design druhého motivu masky.

7.2 Vyroba ¢ipu
K vyrobé ¢ipti byly vyuzity veelku tii kiemikové substraty typu P s krystalografickou orientaci

(100) o tloustce =535 um, na nichz jiz byla vytvorena vrstva termalniho SiO2 o tloust'ce
~ 1130 um.

7.2.1 Vyroba masek

Jako prvni bylo potieba realizovat UV litografii. Vytvoreny design byl pfenesen pomoci UV
Direct Write Laseru (DWL) na sklenénou masku s vrstvou Cr/CrOx. Na ni byl nanesen
fotorezist AZ5214E a poté byla maska vlozena do DWL, kde se na ni vysvitil motiv. Maska
byla vyvolana ve vyvojce AZ 726 MIF po dobu 30 sekund. Nasledn¢é byla maska vyuzita
k pfenosu motivu na kiemikovy substrat. Tento proces byl opakovan i pro druhy design masky.

7.2.2 Prenos prvniho motivu na substrat

Po vytvofeni obou masek bylo mozné zacit s vyrobou substrati, a to s realizaci motivu z prvni
masky. Substrat byl nejdiive vlozen do komory pro nanaseni HMDS (Hexamethyldisilazane)
pii teploté 135 °C ve 3 cyklech (kazdy cyklus trval 60 s). Tato latka zvySuje adhezi mezi
rezistem a kiemikovym substratem. Nasledné byl pomoci pfistroje Suss MicroTec RCDS8
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nanesen pozitivni fotorezist AZ5214E, kde rychlost otacek pfi nanaSeni byla 4000 ot/min. Poté
se fotorezist nechal zapéct na 110 °C na 50 sekund. Po tomto zapeceni fotorezist ziskal své
vlastnosti, byl vytvrzen a mohlo s nim byt dale manipulovano. Nasledoval pienos prvniho
motivu masky na substrat pomoci Mask Aligneru (MAS8). Expozice byla provedena ozatenim
o sile 90 mJ/cm? a vinové délce 365 nm pfi nastaveni hard contact. Po osviceni byl substrat
vlozen na 1 minutu do vyvojky AZ 726 MIF, kde doslo k odplaveni osviceného fotorezistu a
vznikl tak vysledny motiv. Na Obrazku 18 je vidét prvni sklenénd maska, kterd slouzila
K pfenosu motivu na substrat

Obrazek 18: Prvni sklenénd maska s motivem kanélkl a ¢epelemi.

7.2.3 Priprava na prenos druhého motivu na substrat

Po odplaveni osviceného fotorezistu, byl substrat oplachnut vodou a vysuSen stlaCenym
dusikem. Nasledné bylo potieba substrat vliozit do DRIE, kde bylo nejprve potieba odstranit
SiO2 z mist nezakrytych fotorezistem. Tento proces odstranoval ~300 nm SiO. za minutu —
proces trval 4 minuty, abychom vyleptali SiO2 na povrchu substratu.

Poté byl Substrat vlozen do roztoku 1-methyl-2-pyrrolidon (NMP) zahiatého na 85 °C.
V tomto roztoku, byl odstranén fotorezist AZ5214E, ze substratu a byla vytvofena oxidova
maska. Pro odstranéni organickych residui a zbytkt po odstranéni rezistu, byl vzorek na 5 minut

35



vlozen do DRIE, kde byl o¢istén pomoci kyslikové plazmy. Takto pfipraveny substrat, byl
pfipraven na naneseni dalsiho motivu.

7.2.4 Prenos druhého motivu na substrat

Po vytvorteni oxidové masky, byl opakovan piedchozi postup, depozice HMDS pii 135 °C
ve 3 cyklech (kazdy cyklus trval 60 s). Poté byl nanesen na substrat pozitivni fotorezist AZ
10XT. Tento fotorezist byl pak nanesen rychlosti 2500 ot/min. Nasledné musel byt fotorezist
zapecen na 110 °C po dobu 150 sekund. JelikoZ se jedna o ,tlustovrstvy* fotorezist, tak se
musel nechat zhruba 30 minut tzv. rehydratovat, nez mohl byt osvicen. Po rehydrataci byl
vlozen substrat do MAS a bylo pfistoupeno k expozici druhého motivu masky. Pro pieneseni
motivu na substrat bylo zapotiebi vyuzit tzv. split expozici neboli expozici po ¢astech. Split
expozice byla vyuzita, pro zabranéni vzniku bublinek vzduchu, které vznikali v dasledku
zahiivani velkou intenzitou UV zafeni, které by motiv poskodily. Tento jev by nastaval piipade,
pokud by fotorezist byl osvicen celou davkou UV zateni v jednom kroku. U split expozice byla
pouzita davka 400 mJ/cm? s vinovou délkou 365 nm. Osvit probihal vzdy 4 sekundy a poté bylo
60 sekund na rehydrataci. Cely proces osvitu a rehydratace byl takto 6x zopakovan.

Po osvitu nédsledovalo vyvolani, které bylo provedeno ve vyvojce AZ400K. Ta se namichala
vV hmotnostnim poméru spole¢né s vodou 1:2. Substrat byl nasledné€ ve vyvojce 3 minuty a poté
byl oplachnut vodou a vysuSen stlacenym dusikem. Takto pfipraveny substrat byl vloZen do
MAS, jesté jednou a byl ozéfen znovu split expozici, avSak tentokrat bez masky. Tato expozice
byla provedena, aby pfi vyuzivani DRIE nevznikali ve fotorezistu vzduchové bublinky. Druhou
masku, jenz byla vyuzZita pro pfeneseni druhého motivu na substrat, 1ze vidét na Obrazku 19
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Obrazek 19: Sklenénd maska s druhym motivem otvort a rozdélovacich kanalkd.

7.2.5 Leptani motivu pomoci DRIE

Po vlozeni substratu do zatizeni DRIE bylo jako prvni potfeba vyleptat nezakryté SiO2 0
tloust’ce = 1130 nm. To zde bylo zase docileno v DRIE. Proces zde trval 4 minuty, jelikoz
program v DRIE odstrafioval 300 nm/min. Teprve po vyleptani SiO2 se mohlo pfistoupit
k hloubkovému leptani, dér pii kterém byly leptany diry skrz substrat véetné ohraniceni okolo
Cipu, kdy se jednotlivé Cipy poté nemusely dé€lit pomoci diamantové pily. Hrubé leptani
probéhlo do tloustky ~ 470 um. Leptani probihalo po ¢astech a hloubka byla pribézné
kontrolovana pomoci kontaktniho profilometru. U dalSich dvou substratu bylo nastaveno vice
cykld, tudiz byl proces leptani rychlejsi, jelikoz pti oddélovani jednotlivych Cipti nebylo vse
rovnomérné doleptané a tvorily se ulomky kiemiki, které ¢ip znecistovaly. Na Obrazku 20 je
vidét Castené vyleptany substrat.
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Obrazek 20: Kiemikovy substrat vyleptany hrubym procesem.

Naleptana deska byla umisténa na podlozni substrat. Ten zajistoval dalsi leptani bez rizika
poniceni zafizeni a také zamezoval nechténému rozpadu hlavniho substratu na jednotlivé Cipy
jiz béhem samotného procesu. Spojeni téchto dvou substrati prob&hlo nanesenim Fomblinu®
PFPE, ktery substraty nejen spojil, ale také zajistil ptenos tepla, ¢imz dochazelo k chlazeni
leptaného substratu.

Jako dalsi krok bylo odstranéni fotorezistu AZ 10XT na povrchu substratu, pomoci
kyslikové plazmy, kde byl substrat ponecham po dobu 10 minut. Na substratu tedy zistal jen
prvni motiv, ktery zlstal chrdnény pod vrstvou SiO2. Ta odkryvala kanalky a otvory a zaroven
zakryvala jednotlivé Cepele. Zde bylo leptano do hloubky 50 um pomoci jemného procesu.
Tento proces nam dovolil leptat velmi jemné struktury, kterymi byly v naSem piipadé cepele.
Proces, také redukoval vroubkovani na minimum, které bylo znac¢né pii leptani otvord. Po
skonceni tohoto procesu byl substrat proleptan skrz. Pfi leptani jemnym procesem vznikla na
okraji ¢erna nedoleptand mista tzv. ¢erny kiemik. Tento jev je neZaddouci a je zplisoben Spatnym
nastavenim programu leptani s enormni depozici pasivacni vrstvy. PfestoZe je tento jev
vétSinou nezadouci, v naSem piipad¢ funkcnost nijak neovliviiuje, protoZe se nachazi jen na
okrajich substratu.

Kompletné vyleptany substrat véetné¢ oddélenych jednotlivych €iph a ernym kiemikem po
kraji substratu je zobrazen na Obrazku 21.
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Obrazek 21: Vyleptany kiemikovy substrat na podloznim substratu.

7.2.6 Rozdéleni jednotlivych ¢ipt

Po dokonceni leptani byly ¢ipy z podloznho substratu oddéleny a separovany. Jakmile doslo
k oddéleni ¢ipd, byly vlozeny do roztoku tzv. ,Pirana“ (smés kyseliny sirové (H2SOs4) a
peroxidu vodiku (H202) v poméru 1:3, ktery organické necistoty odleptal. Po odstranéni
necistot doslo na ¢ipech ke vzniku map, které musely byt podrobeny dalSimu c¢iSténi, a to
pomoci acetonu. Posledni zbytky necistot byly odstranény vloZenim jednotlivych ¢ipli do
kyslikové plazmy. Na Obrazku 22 Ize vidét proces rozdé€lovani ¢ipa.

Obrazek 22: Rozdélovani kiemikového substratu na jednotlivé Cipy.
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7.2.7 Spojovani ¢ipi s krycim sklem

Aby ¢ip mohl byt pouzitelny a mohla nim protékat tekutina, musi byt uzavieny. Toto uzavieni
probéhlo pomoci pyrexového skla. Jako prvni bylo realizovano spojeni mezi ¢ipem a sklickem
pomoci rezistu - zde se vSak objevil problém, protoze fotorezist ¢asto natekl do jednotlivych
kanalkd, které tak ucpal a ¢ip se stal nepouzitelnym. Muselo se tedy vyuzit jiné metody, a to
spojovani ¢ipti pomoci Parylenu-C.

Pyrexovy substrat byl nafezan na stejné rozméry jako Si ¢ip. Poté byla na jednotliva skli¢ka
nadeponovana vrstva Parylenu-C, o tloustce ~5 pm. Pfi spojovani ¢ipu byl Cip i pyrexové
sklicko umisténo do kyslikové plazmy. V kyslikové plazmé se sty¢né plochy sklicka ocistily a
doslo k aktivaci povrchu Parylenu-C, coz umoznilo vznik kvalitniho mechanického a
vodotésného spoje. V kyslikové plazmé byla skli¢ka ponechana minutu pti vykonu 300 W a
tlaku ~10Pa. Pokud vSak byla pyrexova sklicka delsi dobu ponechana v klidu
v atmosférickych podminkach, dochazelo k jejich $patnému spojeni k Cipu, diky adsorpci
vlhkosti ze vzduchu. Na druhou stranu, sklicko se nemuze v plazmé nechat ani ptili§ dlouho,
bez toho, aby nedoslo k leptani Parylenu-C. Oba tyto problémy byly vyfeSeny, kdyz Cas
umisténi skli¢ka do kyslikové plazmy byl dv€ minuty.

Po vytahnuti byl Si ¢ip umistén (vrchni stranou ¢ipu nahoru) na topnou desku (hot-plate),
ktery byl nastaven na teplotu 230 °C. Poté bylo dano sklicko vrchni stranou (S homogenni
nadeponovanou vrstvou Parylenu-C) na ¢ip. Teplotou se Parylen-C aktivoval. Pak bylo na cely
¢ip zatlaéeno pomoci plastového valecku, timto se ¢ip a skli¢ko spojily a mohly byt sundany
z hot-platu. Cip a skli¢ko pied procesem spojovéani je mozné pozorovat na Obrazku 23

Obrazek 23: Pyrexové sklicko s nadeponovanou vrstvou Parylenu-C (vlevo) kiemikovy ¢ip
(vpravo).

Pti spojovani mohlo dojit k otoceni sklicka, to vedlo ke spojeni Cipu se stranou,
kde Parylen-C nebyl homogenné rozprostien. To bylo mozné pozorovat na sklicku ve formé
krouzki. Tyto materialy se spojily pouze v uréitych mistech, cozZ je znazornéno na Obrazku 24,
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kde je nalevo mozné pozorovat spojeny Cip, u které¢ho bylo sklicko oto¢eno. Na takovém sklicku
jsou pak patrné zvlastn¢ zbarvena mista, kde nedoslo ke spojeni obou materialii. Tomuto
problému vSak nebylo mozné ptedejit ani za pouziti vyssiho tlaku na dand mista. Napravo na

Obrazku 24 je pak mozné vidét spravné spojeny Cip.

Obrazek 24: Spatné spojeny ¢ip z ditvodu otogeni sklicka (vlevo) spravné spojeny &ip
(vpravo).

U nékterych €ipd se urcitd mista 1 pfes spojeni spravnymi stranami nespojila. To bylo
zpisobeno kousky kfemikt, které vznikly pfi proleptavani dér kiemikovym substratem pfi
procesu DRIE. Tento jev se vSak podatilo co nejvice minimalizovat diky delSimu casu leptani
substratu. Nékteré malé castice (o velikosti jednotek az desitek um) se v§ak nepovedlo vzdy
odstranit, a to ani pomoci oplachu acetonem ¢i ofouknutim stlacenym vzduchem. Tyto ¢astice
je mozné vidét na Obrazku 25 zejména pak pod kanalkem. Protoze se tyto defekty nenachazi
ptimo u kanalku ¢i otvort k pfivadéni tekutin, nemaji tak vliv na funkénost ¢ipu, ale pouze na
jeho vzhled. Takto vyrobeny mikrofluidni €ip jiz bylo mozné piichystat na ptipojeni fitinkd.

Obrazek 25 Cip s defektem zptisobeny kiemikovou &astici
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7.3 Pripojovani ¢ipu na privod tekutin

Po vyrobeni takového Cipu je potieba jej také ptipojit na patfiéné ptipojky (fitinky), do kterych
jsme pak schopni pfivést tekutinu. Jako prvni byly vyzkouSeny predem piipravené
polyuretanové fitinky. Ty byly k ¢ipu pfilepeny pomoci rychle tvrdnouciho dvouslozkového
epoxidu znacky Ceys. Ten se namichal v poméru 1:1 pomoci dvou slozek a poté se aplikoval
okolo fitinkd. | piesto ze byl epoxid vytvrzeny do 5 minut, dochazelo k zateceni epoxidu
dovniti kanalku kvili nepifesnému tvaru fitinek. bylo nutné fitinku po dobu = 5 minut drzet na
stejném mist¢, dokud nebyl epoxid Eastecné vytvrzen. Kvuli nepraktické ruéni manipulaci
s ¢ipem v prubchu lepeni bylo od pouziti PU fitinek upusténo. Celkova doba, za kterou byl

epoxid kompletné vytvrzen byla 24 hodin. Cipy s témito polyuretanovymi fitinkami lze vidét
na Obrazku 26.

Obrazek 26: Cipy s polyuretanovami fitinkami.

Po tomto zjisténi byly potizeny profesionalni fitinky od znacky microfluidic-ChipShop,
které byly pfimo vytvofeny k tomu, aby $el ¢ip a fitinka co nejlépe spojit. V tomto piipadé byla
zcela eliminovana manipulace rukou, jelikoz fixace fitinky na ¢ip zde bylo dosazeno pomoci
adhezniho krouzku, ktery je vidét na Obrazku 27 vlevo. Tento krouzek se pfilepil na spodni
stranu fitinky, ktera se ptilepila na substrat a po stlaceni zustala fixovana na pozici v ¢ipu. Diky
tomu vznikalo velmi dobré spojeni, které umoziovalo komfortni oblepeni fitinky epoxidem.
Adhezni krouzek také zajistoval, Ze epoxid nezatekl do kanalku v ¢ipu. Novy typ fitinkt byl
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z polykarbonatu, tento typ materiald zajistuje velmi dobrou chemickou odolnost. Pouzité
fitinky Ize vidét napravo na Obrazku 27. Novy typ mél lepsi tvar, umozioval jednodusi praci.
Po aplikaci adhezniho krouzku se na celou zadni stranu aplikoval epoxid, ktery vse spojil

permanentné a zabranil prisaku tekutiny mimo kanal.

Obrazek 27: Adhezni krouzky (vlevo) a fitinka pro pfipojené k Cipu (vpravo).

Na fitinku byl poté nasazen mezikus-redukce, ktera umoznila pfipojit ¢ip k pfivodni
trubicce. Privodni trubicky mély dva typy. Jedna silikonova ohebnéjsi o vnitinim praméru 0,76
mm a vnéj$im priuméru 1,65 mm a druha teflonova méné ohebna, kterd méla vnitini primér 0,5
mm a vn&j§i pramér 1 mm. Silikonova slouzila k propojeni fitinky a teflonové trubicky.
Teflonova trubicka se pak ptipojila k polypropylenovému adaptéru, ktery byl zapojen do
stiikacky. Ke spojeni teflonové trubic¢ky a adaptéru se vyuzilo dalsi silikonové trubicky. Takto
pripraveny ¢ip mohl byt podroben testovani. Cely zapojeny Cip je pak mozné pozorovat na
Obrazku 28.

Obrazek 28: Zapojeny ¢ip s piivodnimi hadickami.
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7.4 Analyza ¢ipii pomoci SEM

Abychom ur¢ili, jak piesné se podafilo Cipy vyleptat a urcit kvalitu (ostrost) jednotlivych ¢epeli,
byl kazdy typ ¢ipu vlozen do rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM), kde byl poté
pozorovan. Vyska Cepeli dosahovala 50 pum.

7.4.1  Prvni motiv

Prvni typ Ize vidét vlevo na Obrazku 29. Zde miizeme pozorovat, ze ¢ip ma proleptané otvory
1 kandlek a uprostfed jsou viditelné cepele. Tyto cCepele byly nejmensi ze tfech velikosti,
(odvésny 20 a 3 um). Napravo na Obrazku 29 lze vidét, ze pole Cepeli je vyleptané a zadna
z Cepeli neni proleptana naskrz. Nalevo na Obrazku 30 jsou pak jednotlivé ¢epele zachyceny v
detailu, v horni ¢asti obrazku jsou pozorovatelné ¢epele v puvodnim stavu. Na téchto ¢epelich
je ponechana vrstva SiO: o tloust'ce ~ 1130 nm, ktera slouzila, jako tzv. ,,tvrda maska“. Metoda
DRIE je vysoce selektivni (1:100) a zde leptala pouze kiemik.

Dale 1ze pozorovat, ze vrstva SiO2 je podleptana tzv. ,,notching®. Nejvice je to patrné na
ostré strané bfitu, ve Spici na rozhrani oxid/kfemik. Jev podleptani by bylo mozné odstranit
pomoci lepsiho nastaveni procesu pfi leptani v DRIE, ale piesto by bylo vzdy do urcité miry
patrné. Cepele jsou ve vrchni &asti znaéné ostré, spodni ¢ast se postupné rozsifuje a s tim jsou
konce Cepeli tupéjsi. V tomto piipade by byla opétovné potieba 1épe nastavit leptaci proces
v DRIE. Vroubkovani tzv. ,scaloping®, které je pro DRIE typické je pozorovatelné jen
Vv minimalni mife a je pro tuto aplikaci prakticky zanedbatelné. Naopak, je predpoklad, ze
scaloping jednotlivych ¢epeli, mize pozitivné ovlivnit lyzu erytrocytd uvnitt kanalu. Je tim
mysleno, ze oproti hladkému bfitu s definovanym polomérem, mizou jednotlivé ,,scalopky*
vytvaret submikronové artefakty v podobé¢ ostiin které usnadni penetraci jednotlivych bun¢k.
Na Obrazku 30 napravo je pak zobrazeno pole ¢epeli pod thlem, na kterém Ize 1épe pozorovat
roz§ifeni u konce Cepeli.
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Obrazek 29: Detailni snimek celého ¢ipu (vlevo) a detailni snimek pole ¢epeli (vpravo)
prvniho motivu.

Obrazek 30: Detailni zabér ¢epele (napravo) a setazenych ¢epeli (vlevo) u prvniho motivu.

7.4.2 Druhy a ti‘eti motiv

Druhy a tfeti typ Ize pozorovat na Obrazku 31. Tyto dva motivy mély stejné velké Cepele jako
prvni typ, nicméné je patrné ze kanalky maji rozdilnou velikost. Motiv 2 (vlevo) ma Sitku
300 um a motiv 3 (napravo) ma $itku kanalku 400 pm.
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Obrazek 31: Detailni snimek druhého motivu (vpravo) a detailni snimek tietiho motivu
(vlevo).

Cepele u druhého designu jsou naprosto identické jako u designu prvniho a jejich detail
muzeme vidét na Obrazku 32. U tretiho designu, ktery vidime na Obrazku 33 se vSak cepele
zdaji byt ostré 1 na spodnich stranach, ale na druhou stranu doslo k naruSeni svrchniho oxidu.
To mohlo byt s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno pfi transportu vzorkl k elektronovému
mikroskopu, na funkénost to v§ak nema zadny vliv.

20 um

Obrazek 32: Detailni zabé&ry ¢epeli druhého motivu.
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Obrazek 33: Detailni zabér cepeli tietiho motivu.

7.4.3  Ctvrty motiv

Na motivu designu, Obrazek 34 vlevo, jsou na prvni pohled pozorovatelné patrné necistoty,
tvofeny pravdépodobné zbytky kiemiku, po nezdafilém vyc€isténi. Na pravé strané je potom
vidét detailni fotografie cepeli. Stejné jako u predchoziho designu se i v tomto ptipadé cepele
u koncovych ¢asti rozsituji, pti¢emz dochazi k otupeni ¢epeli smérem dola.

Protoze se zde jedna o nejvétsi pouzité Cepele (rozméry odvésen 40 a 6 um), doslo pouze
k velice malému podleptani ve srovnani s ostatnimi designy.

Obrazek 34: Detailni zabér ¢ipu (vlevo) a pole ¢epeli (vpravo) pro ctvrty motiv.
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Po stranach designu je pak mozné vidét jemné, jen ziidka patrné vroubkovani. Detailni
zabéry téchto Cepeli je mozné pozorovat na Obrazku 35. Je zde patrné deformace, rozsiteni, u
paty bfitu. U tohoto designu byl také potfizen snimek otvoru, ktery vypadal u vSech designi
stejn€. Na Obrazku 36 je mozné vidét prechod kanalku a otvorem. Zatimco u leptani kanalku
neni patrné zadné vroubkovani, v samotném otvoru je to vSak naopak. To je zde zplisobeno
rozdilnymi leptacimi programy. U téchto kanalku byl pouzit velmi jemny proces, ktery
vroubkovani minimalizoval na zanedbatelnou hodnotu, avsak byl velmi pomaly. Zatimco na
leptani dér byl vyuzit rychlejsi leptaci proces, ktery zpiisobil znaéné vroubkovani, coz v otvoru

ni¢emu nevadi.

Obrazek 35: Detailni zabéry Cepeli u ¢tvrtého motivu.
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Obrazek 36: Detailni zabér otvoru pro piivod roztoku u ¢tvrtého motivu.

7.4.4 Paty design

U patého designu, Obrazek 38 vlevo, byla vyleptana stfedni velikost ¢epeli, tedy S rozméry
odvésen 30 a 4,5 um. Pole ¢epeli je vidét na Obrazku 38 vpravo, kde leptani probéhlo velmi
dobfte, jelikoz jsou vSechny cepele kompletni bez jakéhokoliv ndznaku mechanického
poskozeni. Na Obrazku 38 jsou pak detailni fotografie ¢epeli, kde zase sledujeme rozsifeni u
spodni ¢asti Cepeli. V tomto piipadé jsou Cepele ostiejsi nez u predchozich designi s mensimi
¢epelemi, na druhou stranu jsou ale méné ostré nez u ¢tvrtého designu. Oxidova vrstva je zde
uz znatelné podleptana, presto ani zde funk¢nost neovliviiuje. Na Obrazku 38 vpravo lze pak
vidét, ze pred polem cepeli je ryha, ta byla pravdépodobné zpisobena mechanickym
poskozenim pii manipulaci s ¢ipem, navzdory tomu by neméla omezovat funk¢nost ¢ipu.
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50 um

Obrazek 38: Detailni zabér ¢epeli u patého motivu.

745 Sesty design

U Sestého designu byly vyuzity stejné velikosti ¢epeli jako u patého designu, ptesto v tomto
ptipadé ale byly mezery mezi sloupci rozsiteny. Na Obrazku 39 vlevo, je pak vidét cely Cip a
napravo pole ¢epeli, které je oproti vS§em predchozim designiim roztahlé do Sitky, praveé kvili
vetsim mezeram mezi sloupci. Na Obrazku 40, I1ze vidét detail Cepeli, zde se opakuje podobny
ptipad jako u piedchoziho designu, tudiz jsou ¢epele ostré nahote a tupé zespodu. Dale mizeme
na fotce vidét spoustu malych castecek, které¢ pravdépodobné predstavuji tlomky kiemiku
z doby po rozdé€leni substratu pted vlozenim do SEM.
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100 pum

Obrazek 40: Detailni zabér ¢epeli u Sestého motivu.

U vSech pozorovanych bfiti bylo dosaZzeno submikronové rozméru fezné hrany ~100 — 500 nm.
Lze tedy konstatovat, ze vyrobené bfity, jsou pouzitelné pro lyzu jednotlivych bunék v fadech
jednotek az desitek mikrometri.

7.5 Priprava testovaci vzorku s erytrocyty

Kovéteni funkCnosti Cipti byl pouzit antikoagulované erytrocyty (Cervené krvinky)
v citratovém pufru. Vzorek byl piipraven, separovan od ostatnich krevnich komponentd
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(bilych krvinek a krevnich desti¢ek) a testovan na FN Brno. Bilé krvinky a desticky by mohly
kanalky ucpat, a mohlo by dochazet k nezddoucim interakcim coz by bylo v rdmeci testovani
vysoce nezadouci. V 1 ul krve se nachazi u muze zhruba od 4,6 az 6 miliont ¢ervenych krvinek,
zatimco u Zen to byva obvykle mezi 4,2 az do 5 miliony[38]. Vzorek byl ov§em pfi vyrobé ve
FN Brno jiz upraven na koncentraci zhruba 1 milion. Ptesto, kvili takto vysoké koncentraci
musel byt vzorek jesté roziedén, aby nedoslo k ucpani ¢epele ani kanalkt. K fedéni se pouzil
fosfatovy pufr (PBS). Ukazalo se, ze nejvhodnéj$im pomérem fedéni vzorku a pufru bylo 1:10,
pii této koncentraci nedochazelo k ucpavani kanalkil, a zaroven to poskytovalo dostatecnou
koncentraci ¢ervenych krvinek. Vznikly roztok musel byt nasledn¢ zamichan pomoci tfepacky.
Roztok byl ptipraven odborn¢ vyskolenou osobou pro praci s biologickymi vzorky.

Pokud se roztok delsi dobu nepouzil, ¢ervené krvinky mély tendenci usedat na spodu
zkumavky a roztok musel byt znovu podroben michéni, aby byl roztok co nejvice homogenni.

Na Obrazku 41, Ize vidét neroziedéné Cervené krvinky v neroziedéném stavu, blizko u sebe.
Na Obrazku 42 lze pak pozorovat Cervené krvinky roziedéné roztokem PBS s pomérem 1:10,
kde jsou Cervené krvinky volngji rozprostieny

Obrazek 41: Snimek zachycujici neziedéné cervené krvinky pod mikroskopem se zvétSeni
20x.
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Obrazek 42: Snimek zachycujici Cervené ziedéné cervené krvinky a PBS k poméru 1:10 pod
mikroskopem se zvétSenim 20x.

Vsechny vzorky a roztoky pak byly piipraveny v mikrozkumavkach typu Eppendorf.
Mikrozkumavky byly uschovany v lednici v rozmezi teplot od +1 do +6 °C. Tim bylo zajisténo
zivotnost vzorkd po dobu nékolika dnti. Z mikrozkumavek byl roztok ptenesen do stiikacky,
ktera byla umisténa do stiikackové pumpy, ze které byla pfipojena k ¢ipu. Tim bylo zajisténo
minimum manipulace se vzorkem a zabranéno jeho pfipadné kontaminaci. Jednotlivé
mikrozkumavky lze vidét na Obrazku 43, kde zleva roztok nafedény 1:100 a jako posledni
roztok 1:10, ktery byl pouzivan pro testovani Cipt.
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Obrazek 43: Mikrozkumavky typu Eppendorf zleva nafedény roztok 1:100 a nafedény roztok
1:10.

7.6 Testovani jednotlivych designii

V poslednim kroku experimentalni ¢ésti doslo k testovani Cipii jednotlivymi typy cepeli.
Jednotlivé Cipy byly pfipojeny k roztoku a pumpé znacky SyringePump (Obrazek 44), ktera
nam definovala priitok roztoku za minutu. Kazdy design Cipu byl pak umistén pod opticky
mikroskop, na kterém bylo pozorovano, jak roztok Cipy prochézi. V testovani jsme se zaméfili
na prichodnost, zda se krvinky v €ipech nezasekavaji a jestli dochézi k roziezadvani krvinek na
cepelich.

Obrazek 44: Pumpa od znacky SyringePump.
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Testovaci ¢ip byl umistén do drzdku, ktery byl vytisknut na 3D tiskarné za c¢elem testovani
¢ipd. V ném byl ¢ip uchycen a zafixovan pomoci aretacniho Sroubu. Tento stojanek s ¢ipem byl
umistén pod opticky mikroskop. Na Obrazku 45 je vidét, jak probihalo méfeni pod
mikroskopem.

Obrazek 45: Cip umistény v drzaku pod mikroskopem pfipraveny na testovani.

7.6.1 Testovani prvniho designu

Prvni design mél nejmensi Cepele a také 1 nejmensi Sifku kanalku, coZ znamenalo i vysoky tlak.
Jako prutok byl zvoleny rozsah na injekéni pumpé 50 nl/min. I pfi tomto malém pritoku, 1ze
vidét na Obrazku 46, Ze Cervené krvinky se roziezavaji a mezi ¢epelemi €i za nimi, zlistavaji
jen prazdné obaly, které lze vidét jako Eervené skvrnky. Sipka pak zobrazuje smér pritoku
roztoku. Bylo zde mozné pozorovat, Ze ¢ervené krvinky pronikaji dale, avSak v relativné malém
méftitku.
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300 um '

Obrazek 46: Prvni motiv pfi pritoku roztoku 50 nl/min.

7.6.2 Testovani druhého designu

Druhy design mél sice stejné malé Cepele jak ten predchozi, ale Sitka kanalku byla 300 pm.
Na zéklad¢ $ir§iho kanalku tedy doSlo k poklesu tlaku a tim 1 k pomalej$imu pohybu ¢ervenych
krvinek skrze systém. Na Obrazku 47 Ize vidét Cip, kterym protékal roztok rychlosti 50 nl/min.
Vv takové mife, jako by bylo potifeba (smér pritoku je zde vyznacen Sipkou). To jsme mohli
pozorovat skrze nizkou koncentraci hemoglobinu, ktery se po rozfiznuti krvinky uvoliiuje.

Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim z prvniho testu, jsem se rozhodli zvysit tlak, a to na
100 nl/min. Tento €ip s vySSim pritokem je pak znadzornén na Obrazku 48. Pii tomto pritoku,
a tedy 1 vy$$im tlaku, jiz dochazelo k vétSimu poctu roziezavani krvinek. To je zfetelné
z vétsiho zbarveni ¢ipu hemoglobinem.

56



bt 2 RO R

I T

2
A
4

Obrazek 48: Druhy motiv pii pratoku roztoku 100nl/min.
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7.6.3 Testovani tretiho designu

400 pm. Jak jsme ocekavali po testovani piedchoziho designu, tak kvili vétSimu prameéru
kanalku doslo jesté k vétsimu poklesu tlaku. Zaroven s velikosti pratoku o rychlosti 50 nl/min
se krvinky téméf neroziezavaji (Obrazek 49). Zvyseni pritoku na 100 nl/min se také neukazalo
byt o moc efektivnéjsi, a tak se pteslo na pritok o rychlosti 200 nl/min. Takto vysoky priitok
se uz ukazal jako efektivni, diky barveni hemoglobinu. Miizeme jej pozorovat na Obrazku 50.

Obrazek 49: Testovani tietiho motivu pii pritoku roztoku 100nl/min.
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Obrazek 50: Testovani tietiho motivu pfi pratoku roztokem 200nl/min.

7.6.4 Testovani ¢tvrtého designu

Tento design mé&l nejvétsi velikost Cepeli a Sitku kandlku 300 um. Diky poznatkiim
z pfedchoziho testovani byl zvolen vétsi pritok a to 200 nl/min. Tento pritok se ukazal byt
optimalni, jelikoZ mnoho ¢ervenych krvinek bylo roziezano, jak je mozné vidét na Obrazku 51,
kde smér pritoku je naznacen Sipkou. Zde vSak byl podobny problém jako v minulych
designech kde, kdyz jsme zna¢né zvysili prutok, tak se mnoho ¢ervenych krvinek dostavalo na
druhou stranu bez rozfezani. Pti tomto designu byl tento jev minimalizovan oproti ptedchozim
designlim, a to z ditvodu, Ze byly Cepele vétsi, a proto byla vétsi Sance, Ze krvinky narazi do
¢epeli a roziezou se.
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300 pm

Obrazek 51: Testovani ctvrtého motivu pii pratoku roztoku 200nl/min.

7.6.5 Testovani patého designu

Paty design mél velikost Cepeli stfedni z tfech navrha a Sitku kanalkd zase 300 um. Diky
ziskanym poznatkiim zde bylo pfistoupeno k rychlosti priitoku 200 nl/ min. Pritok roztoku
kanalkem je moZné vidét na Obrazku 52 zde dochazelo k efektivnimu rozfezani krvinek, av§ak
zase zde nastaval stejny problém, a to Ze spoustu Cervenych krvinek proslo bez roziezani. Na
tomto designu byl pak vyzkouSen priitok 500 nl/min. Ten Ize vidét na Obrazku 53. Pfi tomto
pritoku se velice rychle zabarvili ¢epele do ¢ervena coZ znamena uvolnéni hemoglobinu.
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Obrazek 53: Testovani patého motivu pfi pritoku roztoku 500 nl/min.
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Na Obrazku 54 je mozné pozorovat, Ze pii takto vysokém pratoku (500 nl/min) vétSina
ervenych krvinek nebyla rozfezana a odtékala druhym koncem z &ipu pry¢. Cervené smouhy,
které je tam mozné na obrazku pozorovat, byly velmi rychlé prochazejici Cervené krvinky.

Obrazek 54: Detailni zab&r konce kanalku pfi pritoku roztoku 500nl/min.

7.6.6 Testovani Sestého designu

U Sestého designu byly Cepele stfedni velikosti z tfech navrhnutych designli. Oproti patému
designu se zde rozsitily mezery mezi sloupci ¢epeli. To bylo navrhnuté proto, aby se kanalky
neucpavaly. Ze zkuSenosti z predchozich designii vSak bylo patrné, Ze tento jev nenastal.
Krvinky skoro tedy neroziezaval, proto zde byl vyzkousen nejvétsi tlak 600 nl/min. Jak je vidét
na Obrazku 55, kandlek rozifizl znaéné¢ mnozstvi ervenych krvinek, avsak pti tomto priitoku,
vice ¢ervenych krvinek odtékalo. TakZe tento design se ukéazal jako zna¢né nevhodny.
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Obrazek: 55: Testovani ¢ipu s pritokem roztoku 600nl/min.

7.7 Cisténi Sipu

Jako posledni experiment bylo vyzkouseno, jestli 1ze Cip vycistit, a tedy jej znovu vyuzit. Proto
byla stficka se vzorkem nahrazena isopropyl alkoholem a pfipojena proti proudéni roztoku.
Pritok pak byl nastaven na 1 pl/min. Cip pii tomto pritoku byl vy¢&istén a mohl byt znovu
pouzit. Na Obrazku 56 je mozné vidét snimek, ktery byl zachycen pfi ¢isténi kanalku.

Obrazek 56: Prub¢h Cisténi Cipu isopropyl alkoholem s pritokem 1pl/min.
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8. ZAVER

Tato diplomova prace 1i¢i v prvni ¢asti popis a principy mikrofluidiky, materialy vyuzivané k
vyrobé mikrofluidnich zafizeni a jejich celkovym vyuzitim. Déle je zde popsana technologie
DRIE a v posledni kapitole této teoretické ¢asti je popsano slozeni krve a jeji vlastnosti.

Prakticka ¢ast je vénovana konstrukci a testovani Cipt, popisuje jejich vyrobu, pouzdieni,
analyze pomoci SEM a nakonec prub¢h jejich testovani na realném vzorku.

Celkem bylo designovano Sest Cipii. Prvni tfi Cipy byly charakteristické velmi malymi
velikostmi odvésen ¢epeli (20 a 3 pm), u kterych se ménily pouze $itky kanalkd. U ctvrtého a
patého motivu zalezelo na zméné velikosti odvésen Cepeli, a to na 30 a 4,5 um, 40 a 60 pm. U
Sestého motivu ziistaly rozméry odvésen Cepeli stejné jako u patého motivu, 30 a 4,5 um, ale
doslo k rozsitfeni mezer mezi sloupci.

K vyrob¢ jednotlivych ¢ipt bylo vyuzito dvou masek a UV litografie. Na prvni masce se
nachazely funkéni kanaly a pole Cepeli Na druhé masce byly kontaktovaci otvory uvolnujici
drazku, které prochazely skrz ¢ip a obvod ¢ipu. Design byl situovan tak, aby se nemusel Cip
mechanicky fezat. Béhem leptani v DRIE byl zjistén, vysoky vliv doby leptani na kvalitu
struktury. Prilis kratka doba leptani zptisobovala pienos tlomku kiemiku na povrch ¢ipu a do
jednotlivych kanalka a jejich ¢epelli.

K zapouzdieni ¢ipu se vyuzilo pyrexové sklo, na které byla nadeponovana vrstva Parylenu-
C. Jednalo se o velmi spolehlivé spojeni kiemikového Cipu a kryciho skla. Dalo by se fict, ze
tato metoda lze s uspéchem pouzit misto tradi¢niho a technologicky naro¢ného anodického
bondovani. Takto vytvofeny spoj fungoval, a to jak z hlediska mechanické pevnosti, tak i
bezchybné tésnosti.

V prabéhu kompletace ¢ipu bylo nutné vyiesit nékolik technologickych problémd, jednak
s ¢asticovou kontaminaci struktur pii separaci jednotlivych ¢ipt. Tento problém byl vyfeSen
dikladnym ¢isténim a jak se ukdzalo nemél patrny vliv na funkci ¢ipu. Dalsi komplikaci bylo
nutnost vyuzit komerc¢niho zptisobu napojeni ¢ipu na testovaci sestavu v kombinaci s vhodnou
hustotou epoxidového lepidla, tak aby nedoSlo k nezadoucimu ucpani struktur.

Pro kvalitativni analyzu struktur byla pouzita SEM analyza. Lze konstatovat, ze vSechny
Cipy byly vyrobeny v pozadované kvalité. Analyza odhalila, ze na cipech s Cepelemi o
nejvetSim rozméru stran, se ukazala jako nejperspektivnéjsi, jelikoz tyto cepele byly ostré po
celé své délce. Naopak tomu bylo u ¢epeli s nejmensimi rozméry, kde byla ostra pouze vrchni
¢ast. Tomuto by se dalo pfedchazet leptanim do menSich hloubek, naptiklad pouze do 30 pum.
Dalsi pozorovatelny jev u téchto malych Cepeli bylo podleptani SiO2 na jejich horni strané.
Stejné tak i tomuto jevu by se dalo ptedejit nizsi hloubkou leptani, nebo poptipadé lepsim
nastaveni leptani pii DRIE. Eventualné by také bylo mozné SiO odleptat mokrou cestou.

V poslednim kroku probéhlo koneéné testovani ¢ipd, za pouziti ¢ervenych krvinek. Roztok
s krvinkami natedény pomoci PBS, mél - nejlepsi pomér fedéni krvinek s pufrem 1:10. Béhem
testovani byl roztok vhanén do jednotlivych motivii v ¢ipu a soucasné pozorovan pod
mikroskopem.
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U prvniho motivu, o pratoku 50nl/min, dochazelo k ¢aste¢nému prifezu Krvinek, ptesto
nékteré krvinky stale protékaly ¢ipem bez roziezani.

U druhého a tfetiho motivu s SirSim kanalem, nedochdzelo pfi stejném pratoku k lyze
krvinek, protoze pfi malém prutoku dochazelo i k poklesu tlaku a krvinky nemély dostate¢nou
rychlost pro lyzu. Zvyseni prutoku na 100 nl/min a poté az na 200 nl/min, pak vedlo k
roziezavani krvinek, ale mnoho z nich také volné pronikalo systémem cepeli. Na zaklad¢ tohoto
pozorovani vyplynulo, ze nejvyhodnéjsi je kanal uzsi (s Sitkou 200 um), pro zajisténi dostatecné
rychlosti pratoku.

U ctvrtého a patého motivu se ménily velikosti ¢epeli. U téchto motivi byla stanovena Sirka
kanalku na 300 um, a byl nastaven vétsi pritok roztoku. Zde opét dochazelo k tomu, ze ¢ast
krvinek ve velkém pritoku prochézela ¢ipem bez roziezani.

Sesty motiv mél &epele stiedni $itky, ale byly zde rozsifeny mezery mezi Eepelemi. Tento
rozsiteny motiv vznikl kvilli domnénce, ze by mohlo dochazek k celkovému ucpavani systému.
Kvuli vétsim mezeram ale prochézelo ¢ipem zna¢né mnozstvi neroziezanych krvinek, a tak se
tento motiv jevil nevhodny pro praktické vyuziti.

Na zaklad¢ testovani téchto Sesti motivl bylo zjisténo, Ze nejvetsi vliv na pocet roziezanych
krvinek ma tlak v kanalku. Vyssi tlak 1ze jednoduse docilit zvySenim pritokem roztoku, coz ale
mize zpusobovat prichod nékterych krvinek skrz Cip i bez jejich roziezani. Praktic¢téjsi by tedy
bylo snizit hloubku kanalku, tim padem by to napomohlo i zachovat pouze ostiejsi ¢asti Cepeli
a zaroven tim zajistit i lep$i pozorovaci podminky pfi praci s optickym mikroskopem. Déle se
ukazalo, ze v tomto ptipad¢ nejlépe pracuji Cepele o stfedni velikosti (jako u motivu €. 5), které
by bylo vhodnéjsi umistit blize k sob¢.

Navazujicim pokracovanim této prace by dale mohla byt implementace elektrochemického
senzoru do ¢ipu, ktery bude citlivy glutathion detekovat a vznikl by tak efektivni ¢ip POC pro
stanoveni koncentrace glutathionu v krvi.
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