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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva vyuzitim mikrofluidiky pro ucely mikrofluidického
enzymatického reaktoru na testovani 1éCiv. Na problematiku nejprve nahlizi z teoretického
hlediska — popisuje mikrofluidiku, jakozto nové se rozvijejici a perspektivni obor, metody
vyroby mikrofluidickych zatizeni, materialy, biomedicinské aplikace 1 vyhody a nevyhody
mikrofluidiky jako takové. Dale se veénuje oblasti analytického vyuziti enzymi Vv ramci
enzymatickych reaktor. V prvni ¢asti experimentalni prace byly optimalizovany podminky
pro testovani enzymu metabolizmu xenobiotik v jatrech, konkrétné na modelu metabolizmu
kumarini metodou spektrofluorimetrie. Druha ¢ast experimentalni prace se zabyvala
optimalizaci podminek fabrikace mikrofluidickych ¢ipti z materialu OSTE (off-stoichiometry
Thiol-Ene) metodou "soft" litografie. Nasledné byla otestovana funkénost vyrobenych ¢ip.
Na zéklad¢ vysledkii obou ¢asti experimentalni prace bylo provedeno vyhodnoceni
s posouzenim vhodnosti jejich propojeni pro budouci vyzkum — testovani enzymatické aktivity
mikrosomt a modelové biotransformace 1é¢iv uvnitt kanalkt fabrikovanych zafizeni.

ABSTRACT

This master thesis deals with the use of microfluidics for the purpose of microfluidic
enzymatic reactor for drug screening. At first it considers the issue from a theoretical point
of view — describes microfluidics as a newly developing and promising field of production
of microfluidic devices, materials, biomedical applications and advantages and disadvantages
of microfluidics overall. Furthermore, it focuses on an area of analytical utilization of enzymes
within enzyme reactors. In the first part of the experimental section, conditions for the testing
of enzymes of xenobiotics metabolism in the liver were optimized, namely the model of
coumarin metabolism via the spectrofluorimetry method. The second part of the experimental
work dealt with optimization of the fabrication conditions of microfluidic chips from OSTE
(off-stoichiometry Thiol Ene) via the soft lithography method. Subsequently, the functionality
of the produced chips was tested. Based on the results of both parts of the experimental work,
an evaluation was carried out to assess the suitability of their interconnection for future research
— screening of microsomal enzyme activity and model biotransformation of drugs within the
channels of the fabricated devices.

KLICOVA SLOVA
Mikrofluidika, lab-on-a-chip, "soft" litografie, OSTE, enzymaticky reaktor, mikrosomy,
kumariny

KEYWORDS
Microfluidics, lab-on-a-chip, soft lithography, OSTE, enzyme reactor, mikrosomes, coumarins
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1 UVOD

Béhem poslednich desetileti jsme byli svédky intenzivni miniaturizace a integrace
ve vétsing védeckych oborti. Tento vyvoj mizeme zaznamenat napiiklad v oblasti elektroniky,
kde nam jsou kazdym rokem ptedstavovany stale vykonnéjsi a zaroven mensi a mensi pocitace
a chytré telefony. Trend miniaturizace se uplatiiuje ale i v mnoha dalSich oblastech védy a také
v analytickych metodach. Jednim z cennych pfistupli miniaturizace v biochemii a biomediciné
je mikrofluidika. Toto védni odvétvi otevira prostor pro manipulaci s velmi malymi objemy
vzorkl a Cinidel. Mikrofluidickd zafizeni, tzv. Cipy nabizeji obecné nizkou spotfebu vzorku, a
tim i nizké naklady na experiment. Nejen proto je tento pfistup vyuzivan v mnoha oborech,
jejichz pocet se stale rozSifuje v =zavislosti na rozvijeni novych zafizeni a metod.
Mikrofluidické Cipy se jiz pouzivaji v molekularni biologii, mikrobiologii, biomedicing,
toxikologii nebo napfiklad v oblasti syntetické chemie. Dale se vyzkum zabyva rozsifenim
funkci a presnosti Cipti. Motivaci je vytvoreni systému lab-on-a-chip (LoC), ktery integruje vice
laboratornich funkci, jako jsou separace, transport a analyza vzorku na jediném ¢ipu malého
rozméru. V soucasnosti je také hodné diskutovana a rozvijena technologie organ-on-a-chip
(O0C), kde se pomoci mikrofluidického Cipu s kanalky osazenymi butikami simuluje tkai nebo
dokonce cely organ. Vyzkum vyroby a aplikaci mikrofluidickych enzymatickych reaktort, kde
se napiiklad prostfednictvim jaternich ¢astic, tzv. mikrosomt simuluje biotransformace 1é¢iv,
rovnéz otevird nové moznosti pro odvétvi testovani, a to bez potieby zvifat nebo dobrovolniki
z fad pacienti [1, 2, 3, 4].

Obrdazek 1: Technologie lab-on-a-chip (LoC) [5]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikrofluidika a lab-on-a-chip

Mikrofluidika se jako védni obor zabyvd manipulaci s velmi malymi objemy kapalin,
konkrétné mikrolitry az femtolitry, v kandlcich o rozmérech cca 5-500 pm. Diky malym
rozmérum kanalkti mikrofluidickych zatizeni prevazuji kapilarni sily spole¢né s povrchovym
napétim nad silou gravitaéni. Pravé dominance kapildrnich sil vytvari vhodné podminky
pro vznik lamindrniho proudéni. Diky nému snadno dovedeme piedvidat chovani castic,
kapalin v systému — dvé nebo vice kapalin proudi paraleln¢ vedle sebe, misi se pouze pomoci
difuze [1, 6].

Laminarni proudéni Turbulentni proudéni

W

Obrazek 2: Schéma zobrazujici rozdilnost dominujiciho laminarniho toku v porovnani s turbulentnim [1]

Mikrofluidické ¢ipy jsou souhrnné zatizeni, ktera se zhotovuji riznymi zpiisoby podle tcelu,
ke kterému je potfebujeme. Na obrazku 3 je zobrazen jednoduchy ¢ip s nepropojenymi
propojenymi kanalky, obsahujici i externi komponentu pro regulovéani toku kapaliny. Mozné je
zabudovani I napf. uzavéru, mixéru, pump atd. Tyto slozitéjsi ¢ipy mohou integrovat vice
laboratornich funkci do jednoho komplexniho Cipu. Je mozné, aby jeden Cip s plochou, jejiz
rozméry se pohybuji v jednotkdch nékolika Ctverecnich cm, nahradil vSechny laboratorni

procesy od separace po analyzu, a to pii vEétsi presnosti a zaroven mensi spotiebe vzorki. Tato
technologie se nazyva LoC (lab-on-a-chip) [2, 6, 7].

Obrazek 3: Jednoduchy mikrofluidni cip [8] Obrazek 4: Slozity, rozvétveny mikrofluidni cip
S externi komponentou [9]

Dtive byly v praxi aplikovany c¢ipy s kanalky obdélnikového prifezu, v soucasnosti jsou
spiSe pouzivany kanalky s kruhovymi prifezy a to proto, ze v nich pusobi podél stén jednotné
smykové napéti a vérohodné imituji naptiklad chovani cév in vivo. Podél hran obdélnikového
kanalku se vytvaii Casto nerovnomérnosti ve velikosti pusobiciho smykového napéti.
Disledkem téchto nerovnomérnosti je neobvyklé chovani Castic, bun€k v téchto kanalcich.
Prikladem je typické zachycovani leukocyti, které prvotné smétuji do rohti obdélnikovych
kanalku [7, 10].



2.1.1 Vyhody a nevyhody technologie

Mikrofluidickymi kanalky protéka velmi malé mnozstvi kapaliny z ¢ehoz vyplyva, ze
nejvetSim piinosem metody je nizkd spotfeba vzorku a stim spojené i nizké naklady
na experiment. Navic existuji i dalsi vyhody: zrychleni analyzy, vy$si vykonnost, efektivnost,
kvalita vystupnich dat aj. Mezi nevyhody mikrofluidickych systému patii predevSim mozné
nepresnosti pii zhotoveni Cipti nebo niz§i pomér signalu k Sumu. | piesto je v dne$ni dobé
vyvoji mikrofluidickych ¢ipa vénovana ¢im dal vétsi pozornost — jejich aplikaéni potencial je
obrovsky [1, 11].

2.1.2 Biomedicinské aplikace mikrofluidickych ¢ipu

Moznosti vyuziti mikrofludickych systémi 1ze rozdelit do nékolika skupin. Prvni skupinou
je analyza nebo syntéza biochemickych materiali (bunék, molekul), popt. diagnostika v ramci
klinické biochemie. Ptikladem takového vyuziti budiz detekce pfitomnosti protilatek HIV viru,
za vyuziti analyzy ELISA. Diky mikrofluidnimu ¢ipu a levnému fotodetektoru mohou byt
vysledky naméteny a vyhodnoceny do 20 minut, navic i v mistech, kde neni dostatek financi
na dostate¢n¢ vybavené laboratofe, napt. v rozvojovych zemich. Pomoci mikrofluidického ¢ipu
jde dnes i naptiklad monitorovat hladinu glukézy v krvi nebo diagnostikovat infarkt. Dalsi
skupina moznosti vyuziti mikrofluidiky v praxi je simulace organl, vcetné jejich funkci
i ptipadnych reakci na chemické latky nebo 1é¢iva. Tato technologie se nazyva organ-on-a-chip
(O0C). Vétsina vyse uvedenych aplikaci mikrofluidickych ¢ipa zahrnuje 1 vyuziti
tzv. enzymatickych reaktoru, které podrobn¢ popisuje kapitola 2.2.4 [12, 13, 14].

2.1.2.1 Organ-on-chip

Hlavni uskali ve farmaceutickém priamyslu je extrémné vysoka cena vyvoje a vyroby novych
1€kt a také jejich testovani. Lidé uzivaji mnoho riznych 1€k, které maji navzajem negativni
vliv a testovat vSechny riizné kombinace je obtizné. Nejen tento zdsadni problém nakladného a
Casto 1 kontroverzniho testovani 1é¢iv na pacientech ¢i zvifatech by mohly zalit feSit
konstrukce mikrofluidickych zafizeni, kombinujicich mechanické komponenty s zivymi
buntkami. OoC je systém obsahujici mikrofluidni kanalky lemované butikami odpovidajicich
zkoumanému organu tak, aby vérohodné napodobovaly podminky in vivo, a to na urovni
jednotlivych tkani. Péstovani takového organu vyzaduje bunky bud’ od pacienta,
anebo od zdravého subjektu. Miize se jednat napt. 0 Kozni tkan nebo krevni bunky. Pfidanim
gend se tyto buiiky transformuji na kmenové buiiky, nazyvané také indukované pluripotentni
kmenové bunky. To znamend, ze tyto bunky mohou rtist do (téméf) libovolného bunééného
typu. Navrzené cévy, vlasecnice i jiné dutiny uvnitt umélého organu mohou napodobit systémy
tkani mnohem ucinnéji, nez builky péstované v Petriho misce, navic se zde nabizi moZnost
daleko lépe ovladat podminky experimentu. Dosud byly v praxi namodelovany systémy
imitujici napfiklad povrch plic, tenkého stfeva, ledvin nebo krevnich cév. Krevni cévy jsou
obecné v praxi zatim simulovany nejvérnéji diky vlastnostem, jako je naptiklad objem pritoku
krve nebo smykové tieni na endotelialnich povrsich [7, 12, 15].



Pomoci mikrofluidniho ¢ipu se da i sledovat pribéh nebo diagnostikovat onemocnéni.
Napiiklad vaskularni demence — porucha zasobovani mozku krvi je v soucasnosti studovana
pomoci Cipu, v jehoz kanalcich proudi bunéény material pacientll postizenych touto, prevazné
dédi¢nou chorobou. Védci zatim bohuzel nepiisli na to, jak tuto nemoc vylécit, ale pomoci
mikrofluidni technologie mohou zjistit, zda existuje 1ék, ktery by preventivné mohl potlacit
nebo vyrazné zpozdit tuto chorobu. V soucasnosti také probihaji vyzkumy astmatického
onemocnéni pomoci lung-on-a-chip technologie. Nejen v tomto piipadé je transparentnost
materialu velkou vyhodou technologie OoC. Poskytuje volny pohled do vnitiniho fungovani
lidskych plic, aniz by se muselo jakkoli invazivné narusit lidské té€lo. Lung-on-a-chip ma
potencial byt cennym nastrojem pro testovani u¢inki environmentalnich toxini, absorpce
aerosolizovanych terapeutik i G¢innosti novych Iékid. Takovy nastroj mize pomoci urychleni
farmaceutického vyvoje tim, Ze omezi zavislost na sou¢asnych modelech, ve kterych testovani

jedné latky muze stat vice nez 2 miliony dolari [15, 16, 17].

..

Obrdzek 5: Krevni kaplldry na élpu Obrazek 6: Plice na 5lpu (Lung-on-a-chip) [18]
(Blood-vessel-on-a-chip) [17]
2.1.3 Materialy pro mikrofluidiku

vvvvvv

patfi: cena, naro¢nost zpracovani a zivotnost. Zejména pro ¢ipy s vyuzitim v biomedicing je
dilezité, aby nevykazovaly toxicitu a byly biokompatibilni. Dulezitd je také pruZnost,
prostupnost materialu pro urcité typy molekul (napf. odpadni latky bun€k) nebo smacivost
povrchu [12].

Diky optickym vlastnostem a dobte prostudovanym vyrobnim postuptim, se ¢ipy prvotné
vyrabély hlavné ze skla a kiemiku. Jejich nevyhodou byla kiehkost a vysoké naklady na vyrobu.
Nicméné jejich nejvétsi limitace pouziti byla v biologickych oborech pfi préci s buitkami
kvuli neschopnosti propoustét plyny. V pribéhu Casu a rozvoje metod se staly polymery a
eleastomery mnohem vhodnéjsimi materialy, a to s ohledem na cenu, ¢as i narocnost prace
pti vyrobé. Mikrofluidické ¢ipy se experimentalné zhotovuji v kombinaci sklo-sklo,
sklo-polymer nebo polymer-polymer. Mezi polymery s vétsim uplatnénim patii napiiklad:
polydimethylsiloxan (PDMS), polyethylentereftalat (PET), OSTE (off-stoichiometry
thiol-ene), polykarbonat (PC), polystyren (PS) nebo polymetylmetakrylat (PMMA). Dale
mohou byt uplatnény i nékteré biopolymery, napf. pryskyfice, Zelatina nebo agaroza, [1, 2].
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2.1.3.1 PDMS (polydimethylsiloxan)

PDMS, také znamy jako pod nazvem dimethikon, je fazen do skupiny polymernich
organokfemicitych sloucenin, tzv. silikoni. V roce 1998 byl poprvé predstaven Vv ramci
mikrofluidickych aplikaci Georgem Whitesidesem. Tento milnik vyrazné zménil moznosti
vyroby i vyuziti ¢ipt, nejen po funkéni ale také po ekonomické strance [1, 19, 20].

HsC H,C CHg CH,4
Hso\éi Si s'i:/CH3
O 0
H3C CH;

- -n

Obrazek 7: Strukturni vzorec PDMS [21]

Jedna se o elastomer v mikrofluidice velmi vyuzivany a to nejen pro fabrikaci ¢ipd, ale
i odlévacich forem, tzv. masterti. Mezi jeho nejvétsi vyhody kromé cenové dostupnosti patii
také elasticita, me¢kkost, biokompatibilita, nizka toxicita, elektrickd nevodivost a prihlednost.
PDMS je nepropustny pro vodu v kapalném skupenstvi, propousti plyny a nepolarni organicka
rozpoustédla, s organickymi rozpoustédly neni kompatibilni. Diky své elasticité umoziuje
zavedeni pump a dalSich externich prvku, které slouzi k regulaci prutoku kapaliny uvnitf
zatizeni [20, 22].

Nejcastéji diskutovanou nevyhodou tohoto materialu je jeho hydrofobnost. Povrch PDMS
lze razn¢ chemicky modifikovat tak, aby se zvysila jeho smacivost, coz je také velmi dualezity
faktor pti imobilizaci bun¢k v mikrofluidnich kanalcich. Povrchové tipravy PDMS jsou vsak
pomérné nestabilni, kovalentni vazby vazané s funk¢nimi skupinami pouze kratkodobé. Tento
jev zapficinuji volné zesitované, siloxanové fetézce, které se rizné otaceji a zakryvaji. PDMS
se vyznacuje i dal§imi vlastnostmi, kvuli kterym jsou jeho aplikace nevhodné pro primyslovou
vyrobu ve velkém méfitku. Mezi tyto nevyhody patfi napf. rozmérova nestalost
mikrofluidickych kanalkti zptisobena elasticitou (a S tim se pojici nedostate¢na mechanicka
pevnost komerc¢nich produktll) ¢i nékteré vyrobni kroky, jako je pomalé tepelné vytvrzovani
nebo ru¢ni manipulace s tenkymi elastomernimi foliemi [20, 22, 23].

Aplikace PDMS jsou velmi rozmanité, pouziva se pro vyrobu kontaktnich cocek a jinych
zdravotnickych prostfedki, je také pritomen v Samponech (pro lesk vlasit) nebo v nékterych
potravinach pod oznacenim E900 (protipénici aditivum). Vyuziva se i v oblasti té€snéni
a lubrikac¢nich prostiedku [24, 25, 26, 27].

V piipadé této diplomové prace byly z PDMS vyrobeny formy pro odlévani smési
thiol-enovych monomerd. Tyto formy umoznily nasledny pienos vzora kanalkd o velikostech
v fadech mikrometri na povrch materidlu OSTE. Fabrikace PDMS masteru probihala
v nékolika krocich, pocinaje fotolitografii na vrstvé negativniho fotorezistu — touto metodou
byl vytvoren prvotni reliéf kanalkd. VSechny kroky jsou dale v praci podrobnéji popsany [20].
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2.1.3.2 OSTE (off-stoichiometry Thiol-Ene)

Polymerové pryskytice OSTE byly ptvodné vyvinuty, aby svymi vyhodami piekonaly
propast mezi vyzkumem laboratornich prototypi zalozenych napt. na PDMS a komer¢ni
produkci mikrofluidickych ¢ipu, typicky probihajici tlakovym vstiikovanim plasti. Toto je
umoznéno tim, ze OSTE mikrofluidické Cipy lze vyrobit jednak UV zafenim nebo teplem
iniciovanou polymeraci v laboratofi béznou, stejné tak embossovanim nebo vstiikovanim
pouzivaném v pramyslu [28, 29].

Polymerace OSTE je zalozena na reakci thiolové a allylové funkéni skupiny, ktera se fadi
k tzv. ,.click® reakcim, coz jsou reakce vyznacujici se vysokym vytézkem, selektivitou,
stereospecifitou, modularnosti a jednoduchosti. Casto probihaji za mirnych podminek (b&Zna
rozpoustédla, laboratorni teplota aj.). Diky tomu jsou c¢asto vyuzivany ke konjugacim
biomolekul [29].

Radikilovy reakéni mechanismus thiol-ent
Iniciace I: Iniciator  + %‘UV — |
Iniciace II: R-5H + -l —_— R-S- + H-Il
Propagace I: R=5: + R — RIS\’/\R‘

Propagace II: /SV&R' + R-SH —= H*’S\f"ﬁ‘ﬁ- + R-S-

ﬂ Stechiometricka reakce
xm=yq

R-(H), + YR (), —

q

S SH 1
Nestechiometricka reakee xm > yq [—L}.z,;lr—._—'{ S'H:TTJ’-[{—]H
f’ preb rtel thiolhn

< YV

xm < ygq

XHI-[SH ]m + ]FR'|‘-[ ":-"‘__ )q

Obrdzek 8: (A) Reakéni mechanismus spojovani radikdlovych thiol-enii; (B) Standardni
stechiometricka reakce thiol-enovych systémii, kterd vede k uiplné polymeraci a nepiitomnosti funkcnich
skupin na povrchu i v objemu; (C) Nestechiometrickad reakce thiol-enii umozinujici vznik nezreagovanych

thiolovych i allylovych funkcnich skupin [28]

V piipadé¢ polymerace OSTE jsou casto vyuZivany vicevazné monomery slouZici
k zesitovani, a tim vé€t§i pevnosti materialu (napf. ¢tyfvazny monomer obsahujici thiolové
skupiny a trojvazny polymer obsahujici dvojné vazby). OSTE, oproti stechiometrickym
smesim, poskytuji nékolik vyhod. Ladénim sloZeni smési 1ze dosdhnout riiznych mechanickych
vlastnosti materialu nebo vytvoreni reak¢nich center pro dalsi ,,click” reakce [28, 30].
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Po uplné fotoiniciované polymeraci se OSTE fabrikaty vyznacuji ur¢itym obsahem
nezreagovanych thiolovych/allylovych skupin na povrchu i vobjemu. Pocate¢ni mira
nestechiometrie monomert piesné definuje pocet skupin, které zistanou po polymeraci volné.
Nezreagované funkéni skupiny lze poté pouzit pro pfimou modifikaci povrchu nebo pro suché
lepeni dvou a vice OSTE vyrobkii navzajem. Reak¢ni mechanismy UV iniciovanych
radikdlovych  reakci  thiol-enit a rozdily mezi reakcemi  stechiometrickych
a nestechiometrickych smési monomera zobrazuje podrobné obrazek 8 [28, 29, 31].

Dal$im rozsifenim moznosti OSTE materidlu je vyuziti ptfidavku epoxy-monomert. Vznikne
tak systém thiol-ene-epoxy-monomert, tzv. OSTE+, ktery byl jiz upraven a vylepsen §védskou
firmou Mercene Labs AB s komer¢nim nazvem OSTEMER. Vytvrzovani této pryskyfice
sestava ze dvou odliSnych kroki. Prvni krok je UV iniciovany, thiol-enovou reakci se tvori
snadno deformovatelny, elasticky polymer s nadbytkem nezreagovanych thiold a vSech
epoxidi [29, 32].

Ve druhém kroku dochazi dusledkem tepelné iniciovanych reakci vSech zbyvajicich thiolovych
a epoxidovych skupin k tuhnuti. Vznikd zcela neohebna, inertni pryskyfice S nizkou
propustnosti pro plyny, schopna biokompatibility S mnoha bunéénymi liniemi. Oba kroky
procesu vytvrzovani jsou znazornény na nasledujicim schématu [33, 34].

FUV L\
;ﬁ__ +70-90 °C
Y] SH C' SH i SlH

Obrazek 9: Schéma tvrzeni materialu OSTE+ [35]

Kapalina

Mezi hlavni vyhody OSTE pryskyfic se fadi snadna a rychla vyroba slozitych struktur,
ptirozené hydrofilni povrchové vlastnosti ¢i snadna modifikaci povrchu ,,click* reakcemi. Dale
také schopnost suchého lepeni polymeru s piebytkem thiold na druhy s piebytkem allylt
pfi laboratorni teploté nebo moZznost stabilniho a hustého rozloZeni nezreagovanych skupin,
fizeného stupném nestechiometrie. Naopak nevyhodou tohoto materialu je jeho negativni vliv
na burniky a proteiny pii vyplavovani nezreagovanych monomert z ¢ipu. Tato skutenost je
zpusobena zpravidla aplikaci smési s velmi vysokymi nestechiometrickymi pomeéry. Schopnost
biokompatilibity tedy spolehlivé poskytuji pryskyfice OSTE se slozenim blizkym
stechiometrickému [28, 32, 36].
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Obrazek 10: Zndzorneéni thiol-enové ,, click* reakce [37]

Aplikace OSTE polymerd patfi mezi nejnovéjsi technologie. Materidl je diky svym
vlastnostem vhodny pro komeréni vyrobu systémi LoC. Poskytuje platformu pro rychlé
prototypovani, kterd vyzaduje minimdlnich investic, navic je kompatibilni se stdvajicimi
mikrofabrika¢nimi technikami. Dale nachdzi vyuziti i pfi konstrukcich biosenzord, také
se vyviji pomér monomertu vhodny pro medicinské aplikace — nosice 1é¢iv a scaffoldy
pro regeneraci tkani [28, 33, 34, 37].

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byly kombinaci obou typl pryskytic, OSTE
i OSTE+, vyrobeny tii mikrofluidické Cipy .

2.1.4 Metody vyroby cipu

Existuje velké mnozstvi vyrobnich metod pro mikrofluidickd zatfizeni. Jednotlivé se 1isi
V naro¢nosti provedeni, cenovou dostupnosti, moznostmi tvarti a velikosti mikrofluidnich
kanalki aj. Cipy mohou byt vyrabény nejen v jednodussim 2D provedeni, ale i jako 3D modely,
u kterych roste naro¢nost vyroby. Pouzivanim PDMS se Siroce rozvinula technologie zvana
"soft" litografie (tzv. mékka litografie), ktera je dnes viibec jednou z nejpouzivanéjsich technik
pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipti. Kromé této metody se vyuziva i mnoho dalSich postupt,
mezi které patii napiiklad galvanické pokovovani, tvorba kanalkii vyleptavanim do kiemiku,
mikrokontaktni tisk, laserova ablace, razeni za tepla nebo vstiikovani. Dale také i velka skala
metod 3D tisku, napi. FDM (“fused deposition modelling” — modelovani depozici taveniny),
polyjet (lepeni praskového materialu lepidlem nanasenym tryskami), DLP/SLA ("digital light
processing"/stereolitografie, fotopolymerace kapalného materialu) a dalsi. Nasledujici kapitola
popisuje metodu, ktera byla vyuzita pro fabrikaci ¢ipii V ramci experimentalni ¢asti predlozené
diplomové prace [1, 2, 7].

2.1.4.1 "Soft" litografie

Princip techniky "soft" litografie spociva v odlévani PDMS do ptedlohy (nejcastéji
ktemikové) se strukturou pozadovaného mikrofluidického zatizeni. Predloha se zhotovuje
prevazné pomoci fotolitografie [2].

Fotolitografie je metoda, diky které je mozné na plochém substratu vytvofit kanalky, jejichz
rozméry se mohou pohybovat az v mikroméfitku. Jeji provedeni je velmi pracné, citlivé
na sebemensi zménu podminek vii¢i danému protokolu a také vyzaduje Cisté prostory, nejlépe
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s vhanénym, pfefiltrovanym vzduchem. To proto, aby se zabranilo znehodnoceni fabrikata
prachovymi ¢asticemi [38].

Fotocitlivy material, tzv. fotorezist je v procesu fotolitografie nanesen v tenké vrstvé ("'spin
coatingem™, "dip coatingem" apod.) na substrat, poté zakryt fotomaskou a vystaven UV osvitu.
Masky jsou nejcastéji chromované, protoze chrom nepropousti UV zafeni tam, kde je poticba
a nezakryté Casti mohou byt Gcinkem zareni zpolymerizovany resp. rozlozeny, podle typu
fotorezistu, ktery pouzijeme (negativni resp. pozitivni). Podle typu fotorezistu je nutné volit i
variantu masky (tzv. pozitiv nebo jemu negativ). Chromové masky se vyznacuji vét$i znacnou
odolnosti, ¢emuz odpovida i jejich vyssi cena. Cenoveé dostupnéjsi variantou masek jsou masky
nanesené na fotofilm, kde prichodu UV zafeni zabranuje barvivo [38, 39, 40].

Negativni fotorezisty vyzaduji fotomasky, které maji vétSinu své plochy zakryté. Nekryté
oblasti jsou vystaveny UV zafeni, které zpisobi uvolnéni inicidtoru, poté nasleduje tepelné
iniciovana polymerace v mistech vyskytu iniciatoru, béhem které se postupné projevi vystouplé
kanalky na piedloze. Nezpolymerovany material je po tepelném, vytvrzovacim kroku vyplaven
pomoci vyvijece, kterym je smés organickych rozpoustédel. Naopak u pozitivnich fotorezistt
jsou exponovana mista chemicky naruSena a stanou se rozpustné ve vyvijecim roztoku. Ve
vyvijecim kroku je rozlozeny material nasledné odplaven, a tim se misto vystupkt tvoii jamky.
Hlavni vyhodou pozitivnich fotorezistl je jejich neménny tvar béhem polymerace. Diky tomu
se jevi jako vhodné;jsi pro aplikace, pfi kterych je kladen diiraz na ptesnost. Findln€ zhotovenou

ptedlohu je mozné pii spravné manipulaci a vhodném uchovéavani nckolikandsobné znova
vyuzit [38, 39].

V experimentalni Casti prace byla fotolitograficky vyrobena ptedloha pro odlévaci formu
pomoci negativniho fotorezistu SU-8 3025. VSechny kroky jsou dale v praci podrobnéji
popsany.

Po zhotoveni ptedlohy, na jejimz povrchu vystupuje struktura kanalkl, je mozné dale
postupovat v procesu "soft" litografie. Obecny postup probiha v n€kolika nasledujicich krocich:
Naliti visk6zni smési oligomertt PDMS spolecné se sit‘ovacim ¢inidlem a nésledna polymerace.
Nejcastéji se PDMS nechava vytvrdit na topné desce pii 70 °C po dobu 1-2 hod. Nasleduje
sejmuti zpolymerovaného PDMS z povrchu kiemikové ptedlohy, poté pfichyceni odlitku
s vytvofenymi kanalky na podklad. Podkladem muze byt napiiklad sklo nebo jina vrstva
PDMS. Pted pfichycenim PDMS vrstvy na jiny povrch je do né potieba vyfiznout otvory,
pro vstup kapaliny do mikrofluidniho kanalku [7, 19].

PDMS sloupnuty z pfedlohy se také velmi Casto pouziva jako master pro dalsi odlévani a to
nejen dalsiho PDMS, ale i pro tvorbu ¢ipt dalsSich materiald. Mastery lze uzit opakované pro
vyrobu nékolika ¢iptd, dokud nedojde Kk jejich opotiebeni [19].
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Obrazek 11: Schéma tvorby Cipu za pouziti metody soft litografie [41]
2.1.5 Metody modifikace povrchi

Princip povrchové funkcionalizace ,,click reakcemi u OSTE pryskyfic byl popsan
v kapitole 2.1.3.2. Pro modifikaci povrchu sklenénych nebo silikonovych materialti je nutné
vyuziti zcela odliSnych technologii. Nej€astéji se vyuziva velkéd Skala silanizac¢nich technik
nebo zpracovani povrchu plazmatem [42, 43].

Silanizace je proces, pii kterém se povrch materidlu zcela pokryje organofunkénimi
alkoxysilanovymi molekulami. Silanizované mohou byt materidly jako napf. sklo, slida,
kifemik, protoze obsahuji hydroxylové skupiny, které napadaji a vytésiiuji alkoxyskupiny
na silanu, ¢imz se tvoii kovalentni -Si-O-Si- vazba. Cilem této techniky je vytvoreni vazby
ptes rozhrani mezi minerdlnimi sloZzkami a organickymi slozkami. Materidly modifikované
silany mohou byt dale reaktivni 1 zcela nereaktivni, zalezi na typu pouzitého silanu a
navazanych funk¢énich skupinach, napt. -NH2, -COOH, -SH aj. Tato metoda obecné nachazi
velké uplatnéni ve vyzkumu biomateridli. Aplikaci silanii na sklenéné povrchy se napt. zvysuje
jejich hydrofobnost, ¢ehoz se vyuziva i pii kultivaci bunék za G¢elem sniZeni jejich prilnavosti
ke sttnam  kultivacnich  nadob. Jednim z nejvice  vyuzivanych siland je
3-aminopropyltriethoxysilan (APTES). Pii jeho pouziti se na podklad navaze vrstva zakon¢ena
reaktivni aminoskupinou, vhodna k dalsim reakcim [42, 44, 45].

Modifikaci nejen chemickych, ale i fyzikélnich vlastnosti povrchti se da docilit pouzitim
plazmatu. Tato technologie zahrnuje : aktivace povrchli plazmatem, leptani, lepeni, ¢isténi,
polymerace aj [43].

V ramci predlozené diplomové prace byly sklenéné i PDMS povrchy zbaveny necistot
plazmatem. Ke spojovani vrstev PDMS a skla bylo také vyuzito plazmatu. Nepfilnavosti
povrchu bylo dosazeno silanizaci za pouziti trichloro(1H, 1H, 2H, 2H-tridekafluoro-n-
oktyl)silanu. Navazanim fluorovanych uhlovodikii bylo docileno nereaktivity materialt
a zabranilo se i pfipadnému nezadoucimu nalepeni jednoho dilu PDMS na druhy nebo OSTE
k PDMS. Konkrétni postupy jsou popsany v experimentalni ¢asti.
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2.2 VyuZiti enzymi pro analytické ucely

Enzymy, jakozto vysoce ucinné a selektivni biokatalyzatory, zajistuji a fidi prubéh
chemickych reakci v buitkach organismii. Jejich zakladni skelet, apoenzym je sloZen z proteind,
na které se Casto vazi i dalsi molekuly, oznacované jako kofaktory. Kofaktory se podili napf.
na prenosu atomu nebo elektronti a urcuji funkci daného enzymu. Podle zplisobu navazani
na bilkovinnou strukturu enzymu se kofaktory d¢li na pevné vazané prostetické skupiny
a koenzymy vazané slabymi vazebnymi interakcemi [46].

Enzymatické reakce funguji na principu pfemény substrati v produkty, ktera probiha
Vv tzv. aktivnim misté enzymu, Viz obrazek 12. Prub¢h reakei je enzymy zrychlovan na zakladé
snizeni aktivaéni energie potiebné pro chod dané reakce. Nicméné Zadna enzymaticka reakce
neprobiha stejn¢ rychle. Existuje nékolik faktort ovliviiujicich rychlost, napf. mnozstvi
substratu, mnozstvi enzymu, teplota nebo pH [47, 48].

Béhem biochemickych reakci se enzymy nespotiebovavaji, zistavaji nezménéné a mohou
byt znovu pouzity. V dnesni dobé se ve vyzkumu i1 v primyslu vyuziva velka Skala enzymi
volnych i imobilizovanych. Nedilnou soucasti praktickych aplikaci je i konstrukce a vyuziti
riznych typa enzymatick)'/ch reaktori [47, 48].

B v
CD - @-9- @
E-S komplex E-P komplex E+P

Obrazek 12: Obecny pritheh enzymatické reakce; vysvétlivky: E - enzym, S - substrat, P — produkt [49]

2.2.1 Enzymatické reaktory

Reaktorem je oznaCovano zafizeni, ve kterém probihaji chemické reakce. Pribéh konverze
substratu na produkt prostfednictvim enzymatické reakce probihd v enzymatickych reaktorech.
Vybér zatizeni pro konkrétni proces v praxi zavisi na nékolika dilezitych faktorech. Ty zahrnuji
napiiklad formu zvolen¢ho enzymu (volnd nebo imobilizovana), kinetiku reakce, chemické
a fyzikalni vlastnosti imobilizacniho nosice vcetné toho, zda se jedna o ¢asticovy, membranovy
nebo napf. vlaknity materidl. Pozornost musi byt vénovana také rozsahu provozu, mozné
potiebé regulace reakénich podminek: teplota, pH aj. Dalsimi faktory jsou napf. dodavky
a odstranovani plynd, stabilita enzymu, substratu a produktu. Nezbytné je i komplexni
zhodnoceni nakladd spojenych s pofizenim substratu, enzymu, vyvojem procesu, vystavbou
a celkovym provozem enzymatického reaktoru [50, 47].

Enzymatické reaktory se zékladné déli dle zpusobu imobilizace enzymil na: vsadkové
("batch") a pratocné nebo kontinualni reaktory ("flow-through", "continuous"). Vyhody
plynouci z aplikaci prﬁtoénYch reaktorﬁ se jednoznacné tykaji zjednoduSeni postupﬁ které
naklady V porovnani s reaktory vsadkovymi. S pokroky ve vyzkumu analytické oblasti
mikrofluidiky se v poslednich letech zacaly v praxi uplatihovat i pratoéné mikrofluidické
enzymatické reaktory [50].
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2.2.2 Imobilizace enzymi

Préace s enzymy je obecn¢ krom¢ mnoha vyse uvedenych vyhod spojovanad i s nevyhodami,
jako jsou napi. vysoka pofizovaci cena za malé mnozstvi biokatalyzatoru nebo omezena
stabilita. U enzymu volné rozpusténych v reak¢éni smési dochazi k jejich ztratam pii rtiznych
post separac¢nich procesech. Metody imobilizace enzymu Vv praxi naopak pomahaji se t€émto
problémim vyvarovat, coz ma za dusledek i zjevné ekonomické tspory [48].

Imobilizace spociva v ukotveni enzymu na pevny nosi¢. Pevna fize nosice je separovana
od faze kapalné, ve které je rozpusStén substrat, zaroven jsou obé tyto faze v tésném kontaktu.
Pevny nosi€ je tvofen zpravidla polymerem, na ktery je riznymi chemickymi a fyzikalnimi
vazbami ptipojen enzym [51, 52].

Existuje mnoho metod navazani enzymit, nejcastéji se vyuziva napiiklad adsorpce,
kovalentni vazba, enkapsulace, zachyceni nebo zesitovani. Schémata vybranych
imobiliza¢nich postupii zobrazuje obrazek 13.

ADSORPCE ZACHYCENI
KOVALENTNI VAZBA
ENKAPSULACE ZESITOVANI

Obrazek 13: Schémata vybranych imobilizacnich metod [51]

Déle jsou v praxi vyuzivany 1 nckteré dalsi fyzikalni postupy. Jednou z nejstarSich,
nejlevnéjSich a nejjednodussich metod je fyzikalni sorpce na nosic, ke které se nicméné poji
i nékolik nevyhod, napt. zna¢na nespolehlivost a mala stabilita. Enzymy, organely nebo i celé
bunky lze také imobilizovat inkorporaci do gelovych matric. Tyto matrice mohou byt tvofeny
nejen syntetickymi polymery, ale 1 biopolymery jako je napf. Zelatina, kolagen, agar6za nebo
alginaty. AvSak hlavnim problémem aplikace této fyzikalni metody je riziko postupného
uvolnovani latky zabudované v matrici do kapalné faze [52, 53].

Imobilizace kovalentnimi vazbami je dnes nej€astéji pouzivanou metodou a to proto, Ze
vykazuje vyS§$i U€innost v porovndni s ostatnimi metodami. Pro tento postup je nezbytna
ptitomnost funk¢nich skupin na pevném nosici, napt.: -NHz, -SH, -OH, -COOH aj. Navazani
pozadovanych biokatalyzatorii na tyto skupiny je zprostiedkovano po jejich aktivaci
rtiznorodymi €inidly. Na tomto principu funguje i imobilizace na povrchu materialu OSTE,
kterému se vénuje této diplomové prace. Podstata imobilizace biomolekul zde spoc¢iva v jejich
interakci s postrannimi, thiolovymi (-SH) skupinami [52, 53].

18



2.2.3 Typy mikrofluidickych enzymatickych reaktori

Nasledujici podkapitoly obsahuji podrobnéjsi popisy jednotlivych typt enzymatickych
mikroreaktorti S imobilizovanymi enzymy (tzv. IMER).

2.2.3.1 "Open-tubular’ mikroreaktory

"Open-tubular" enzymatické reaktory s konstrukci oteviené kapilary vyuzivaji jako nosi¢
pro imobilizaci enzymu povrch vnitini stény. V tomto piipadé je dostupna plocha relativné
mald, coz je pfimo spojeno s vyslednou nizkou nosnosti biomolekul. Pro heterogenni
biokatalyzu, kdy substratovy roztok prochazi enzymem potazenou kapilarou, je pomér povrchu
k objemu mnohem mensi ve srovnani s mikroreaktory napliiovymi nebo monolitickymi. Tato
skute¢nost ma negativni vliv na a¢innost reakce v disledku prodlouzené drahy difize substrat
a tedy i nizkou rychlost enzymatické konverze. Z toho divodu je duilezité zajistit pfimétené
dlouhou dobu pobytu reakéni smési v mikroreaktoru, ktera umozni difuzi substratovych
molekul do aktivnich mist imobilizované¢ho enzymu. Ze stejného divodu by vnitini prameér
kapilary mél byt tak maly, aby bylo mozné sniZit potiebnou vzdalenost difuze a zvysit pomér
povrchu k objemu [54].

Jednim z feSeni vedoucich ke zvySeni aktivniho povrchu pro imobilizaci enzymu je
vytvofeni pfidavné vrstvy na vnitinim povrchu kapilary. Vys$si nosnost mize byt dosaZena
potazenim napiiklad vrstvou dextranu nebo porézniho monolitu. Takové mikroreaktory
posKytuji minimalni odpor proudéni (a nizky zpétny tlak), coz je velmi vyhodné z praktického
hlediska pfi prichodu reak¢énich smési kapilarou. Dulezité je také poznamenat, Ze v tomto
pfistupu jsou interakce mezi molekulami substratu a nosi¢em omezeny na minimum, takze
analyty jsou mén¢ zadrzeny. "Open-tubular’ mikroreaktory mohou byt také inkorporovany
do mikrofluidniho ¢ipu [54, 55].

2.2.3.2 Napliiové mikroreaktory

Tento typ mikroreaktora bézné vyuziva pro imobilizaci enzymi nano a mikrocastice, jakozto
materialy s velkou plochou povrchu s velikosti v rozsahu 50-100 um, napft.: uhlikové
nanotrubice, zlato, magnetické nanocéstice, mezoporézni kiemikové kulicky. Pouziti této
technologie mize vsak piedstavovat nékolik nevyhod, které ¢asto vedou k nizké Gcinnosti.
Mikroreaktory naplnéné ¢asticemi trpi nizkou difuzni schopnosti rozpusténych
makromolekulovych latek do pdérG pomocného materidlu. Pokud je doba zdrZeni roztoku
prochazejiciho kapilarou pfili$ kratkd, imobilizovany enzym ma omezeny kontakt se substraty.
Tento problém vyplyva z nizké rychlosti difuze molekul do pora ¢astic, ve kterych je enzym
ptitomen. Dalsi velkou nevyhodou je nutnost pouziti separacnich technik na post-reakéni smési,
napt. ultrafiltrace nebo centrifugace, aby se odstranily castice a ziskal supernatant vhodny
k analyze. Avsak v prib&hu separaci Casto dochazi dochazi ke ztratam. V soucasné dob¢ jsou
komer¢né dostupné ruzné typy funkcionalizovanych nosi¢l i enzymové preparaty na bazi
perlicek [54, 56].

Jako velmi vyhodné se jevi aplikace magnetickych castic a to proto, Ze nevyzaduji zadné
slozité separacni techniky, aby se zabranilo jejich eluci z kapilary. Magnetické ¢astice mohou
byt umistény v jakémkoliv pozadovaném fragmentu pomoci vnéjsiho magnetického pole a
pro jejich odstranéni se pouziva tataz snadné a rychld metoda. Z tohoto diivodu se tyto Castice
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Casto pouzivaji pro imobilizaci enzymi a biokatalyzu v roztoku. Po procesu mohou byt
jednoduse ziskany magnetickou separaci z post-reakéni smési, napf. PO screeningu
enzymovych inhibitorti nebo i po §tépeni proteint [57].

2.2.3.3 Monolitické mikroreaktory

Pro pifekonani problémt uvedenych Vv podkapitole o naplihovych mikroreaktorech miize
slouzit napt. aplikace alternativni metody, mikroreaktorti na bazi monolitu. Jednodilné lizko
predstavuje homogenni strukturu, slozenou z pritoénych makropori a mikropért, které
zajistuji vysoky specificky povrch. Mikroreaktory na bazi monoliti vykazuji velkou Gc¢innost
pii relativné nizkém protitlaku (diky pfitomnosti prichozich port) v disledku snizené délky
diftzni drahy a rychlého pfenosu hmoty. Kromé toho jsou monolitické nosi¢e schopny vazat
relativné velké mnozstvi biomolekul, vzhledem k vysoké hustoté reaktivnich funkénich skupin.
Vykazuji také vysokou mechanickou zivotnost [54, 58].

Syntéza monolitickych nosi¢l probiha uvnité mikrokanalu (kapilary, ¢ipu), z ¢ehoz Casto
muize plynout 1 nevyhoda casové narocnosti piipravy a potykani se s problémem
pti opakovatelnosti. Monolity jsou tvofeny radikalovou polymeraci, napf. tepelné nebo
foto-iniciovanou, dale také polykondenzaci nebo lyofilizaci. Fotoiniciace vyzaduje prihledné
materialy a umoziuje pfipravu monolitické podpory v pfesn¢ definované Casti kandlu kapilary
pfti pouziti vhodné masky. Kromé toho tato metoda také umoziuje imobilizaci enzymu na urcité
¢asti monolitu. V nejvhodnéjsim ptipad¢ jsou monolity Syntetizovany v jednostupiiovém
procesu a vyznacuji se velkym objemem pért (1-2 ml-g?) a vysokou plochou povrchu
(4300 m?-gl). Na téchto materialech, které se vyznacuji velkym mnozstvim aktivniho povrchu,
uplatiuji enzymy vysokou katalytickou ucinnost [54, 58, 59].

RozliSuji se tfi typy monolitickych loZi: organické, anorganické a hybridni. Organické
monolity jsou biokompatibilni a odolné vic¢i extrémnim hodnotdm pH, ale v pfitomnosti
organickych rozpousStédel mize dojit k naruSeni jejich struktury. Naproti tomu kiemicité
zaklady (nejCastéji pouzivané mezi anorganickymi monolity) jsou odolné vii¢i organickym
rozpoustédltim, ale jejich stabilita pfi extrémnich hodnotach pH je nizka [54].

2.2.3.4 Mikrofluidické reaktory na &ipu

Pro aplikaci mikroreaktori na ¢ipu mohou byt vyuzity vSechny vyse uvedené pfistupy vcetné
monolitickych lazek, perlicek i "open-tubular" kanalt. Obecné se IMER na ¢ipu navzajem lisi
konstrukci i materialy, z nichz jsou vyrobeny. Tato skutecnost by méla byt kompatibilni
S detek¢éni technikou pouzivanou pro stanoveni produkti generovanych v reak¢ni oblasti.
Samotnd enzymaticka pfeména muze probihat v pfipravené jamce, komote nebo kandlu —
jednoduchém, slozitém, rozvétveném v ptimém nebo klikatém tvaru, viz obrazek 14. Plati, ze
vytézek reakce zavisi na délce piimého tseku kanélu a poctu ohybti. Je dilezité také zdlraznit,
ze v mikrofluidickych kandlech je proud kapaliny laminarni a pfenos hmoty probihd hlavné
difuzi. Michani kapalin lze dosdhnout dodanim energie z vnéjsku, napf. ultrazvukovymi
komponentami. Klikaté kanaly jsou vyuzivany jako pasivni technologie pro miseni kapaliny
prubéznymi zménami sméru proudéni [54, 60, 61].
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Stale vic jsou vyuzivana multifunk¢ni ¢ipova zatizeni (LoC), ktera zajist'uji prib¢h reakce,
separaci produktii a jejich analyzu na jediné platformé. V takovych ptipadech je proces
rychlejsi, uc¢inngjsi, reprodukovatelnéjsi a byva dosazeno i vétsi citlivosti ve srovnani s kroky
provadénymi odd¢lené nebo ve vétsim métitku [2].

A vstup

1

C D vstup

.

vystup vystup vystup vystup

Obrdazek 14: Vybrané typy mikroreaktorii na cipu: A-s jamkou, B-s komorou, C-s jednoduchym kandlem,
D-s vétsim poctem jednoduchych kandli; § Reakceni prostor (s imobilizovanymi enzymy) [54]

Vstupy mikroreaktorti na ¢ipu pro nasledné piipojeni kapilar mohou byt monolitické
(nejcastéji u fabrikat 3D tisku), adhezivni (lepené) nebo na bazi kontaktniho zapojeni (pruzné
otvory) [62].

2.2.4 Aplikace mikrofluidickych enzymatickych reaktori

Béhem poslednich desetileti jsme svédky ohromnych pokrokil ve vyzkumu enzymologie
i mikrofluidiky. Nejnové¢jsi védecké poznatky popisuji pristupy, které umoznuji uplatnéni
enzymatickych reaktorit v mnoha oblastech védy — v bioanalytickych laboratofich, pramyslu
i v Iékafstvi.

Technologie IMER se vyuziva napiiklad pro kvantifikaci cilovych analytd nebo pro separaci
¢inidel. Dale pro syntézu sloucenin, které je obtizné ziskat klasickymi chemickymi reakcemi.
Mikroreaktory jsou také pouzivany pro vybér vhodnych podminek biokatalyz nebo pro analyzu
naklad a pfinost pied zavedenim enzymatického procesu do vétsiho métitka. Enzymova
specifita nachazi své praktické vyuziti v biosenzorech nebo v analytickych zafizenich
v proteomice. Dalsi praktické aplikace se poji ke studiu kinetiky enzymu nebo hledani jejich
ucinnych inhibitort, které mohou byt potencialné vyuzity jako faraceuticky téinné latky [54,
63].

Nelze predpoveédet jaka aplikace bude v blizké budoucnosti pievazovat, v kazdém piipadé
mnohé¢ studie dokazuji, ze potencial IMER je obrovsky.
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2.3 Biotransformace xenobiotik

Cizorodé slouceniny, mezi které se fadi i léCiva, jedy nebo prumyslové chemikalie, jsou
Vv télech organismi preménovany na metabolity procesem znamym jako biotransformace. Jedna
se 0 sled chemickych reakci, zprostiedkovanych jaternimi i mimojaternimi enzymy.
Xenobiotika lipofilniho charakteru jsou prostiednictvim enzymatické katalyzy transformovany
na latky polarnéjsi, hydrofilni. Timto zptsobem se zvysi rychlost jejich vylu¢ovani, které muze
probihat napt. mo¢i, zZlucovymi cestami aj. Je dilezité poznamenat, Ze k detoxifikaci nedochazi
v kazdém piipad¢. Procesem biotransformace mohou vznikat také latky s rozdilnymi ¢i vice
toxickymi vlastnostmi nez tomu bylo v piipadé slouceniny ptivodni nebo metabolity schopné
dalsich interakci s tkani i buiikami [64, 65].

Léky mohou podstoupit jednu ze ¢tyf potencialnich moznosti biotransformace: pfeménu
aktivniho 1éku na neaktivni nebo aktivni metabolit (konkrétné piipad prodlouzeni
terapeutického ucinku 1é¢iva), dale také neaktivniho 1éku na aktivni metabolit (vyuziti
u proléciv). V nékterych ptipadech probiha pfeména aktivniho 1éku na jeho toxicky metabolit,
tzv. biotoxifikace. Ptikladem biotoxifikace je napiiklad pfeména polycyklickych aromatickych
uhlovodika v metabolity karcinogenni [65].

Biotransformacni procesy, kterych se konkrétné ucastni 1éCiva, 1ze rozdélit na nesyntetické
reakce I. faze a syntetické reakce II. faze.

Reakce 1. faze

Zahrnuji nejcastéji oxidacni, méné ¢asto redukéni a hydrolytické reakce. V pribéhu této faze
dochazi k transformaci 1é¢iva na polarnéj$i metabolit zavedenim nebo odkrytim funkénich
skupin: -NH>, -SH, -OH, -COOH aj. Molekula se takto stava polarnéjsi a nasledné dochazi
snadnéjSimu vylouceni. Obecné pti nesyntetickych reakcich dochdzi ke tvorbé méné aktivnich
metabolitl, v nékterych ptipadech mohou vznikat i metabolity po aktivitni strance nezménéné
(napt. transformace diazepamu na nordiazepam) nebo aktivngjsi. V reakcich I. fize mohou
vznikat také toxiny (napf. metabolity paracetamolu) [64, 65].

Reakce I1. faze

Do syntetické faze vstupuji latky malo polarni (produkty I. faze), které podstoupi kovalentni
ptipojeni malych hydrofilnich molekul, jako je napt.: kyselina glukuronova, octova, glycin
nebo aktivovany sulfat za vzniku latek 1épe rozpustnych ve vodé. Tyto déje probihaji
prostiednictvim konjugacnich enzymu. Vzniklé konjugaty maji vétsi molekulovou hmotnost,
Vv pH prostiedi jsou ionizovany a snadno vylouceny z organismu [65, 66].

Vyzkum biotransformacnich reakci je potfebny nejen K optimalizaci a vyvoji
toxikologickych metod, ale také pii testovani plsobeni novych medikamenti s dlirazem
na ucinngjsi 1é¢bu nemoci a omezeni nezadoucich ucinki [64].
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2.3.1 Enzymaticka katalyza biotransformaci

Biotransformace 1é¢iv probiha nejcastéji v jatrech, zprosttedkovavaji ji ale také dalsi organy
napt. ledviny, plice, srdce, zaludek (typické pro peniciliny) aj. Subcelularné jsou
biotransformacni enzymy situovany v cytosolu, endoplasmatickém retikulu (ER) a
v mitochondriich [64].

V jatrech probihaji pfemény uvnitfé hepatocyti pomoci mikrosomalnich enzymi.
Transformacni reakce 1é¢iv v burikach ovlivituje mnoho typu biokatalyzatort, nejvyznamnéjsi
je ovSem oxidacni reakce v komplexu cytochrom P450. Biotransformaéni enzymy ovliviiuje
fada faktorG mezi které patii: pohlavi, vék, mezidruhové rozdily, potrava, genetické faktory
nebo celkovy zdravotni stav organismu [64, 67].

2.3.1.1 Komplex cytochrom P450 (CYP)

Oxida¢ni systém cytochrom P450 (CYP), kterym se tato prace mimo jiné zabyva, je
tzv. superrodinou enzymu odpovédnych za eliminaci zhruba 75 % vs$ech xenobiotik. Vyzkum

a pochopeni biotransformace pomoci CYP je proto jednim z nejdilezitéjSich kroku
pii objevovani 1éCiv [46, 68].

Komplex CYP byl na pocatku objeven jako bunécny pigment obsahujici atom zeleza
s koordina¢nim ¢islem 6 inkorporovany do struktury porfyrinu, tento celek se oznacuje jako
hem. Cislovka 450 vnazvu predstavuje hodnotu absorpéniho maxima systému
pfi redukovaném stavu zeleza v komplexu s CO. Systém se déli na rodiny, podrodiny
a konkrétni enzymy. Oznaceni konkrétniho enzymu ze superrodiny P450 sestava z piedpony
CYP, nasledovanou arabskou Cdislici oznacujici rodinu a velkym pismenem pro popis
podrodiny. Celé oznaceni zakonCuje dalsi arabska ¢islice, ktera znaci konkrétni enzym napf.
CYP2A6. Na biotransformaci xenobiotik se podileji rodiny oznacované &islicemi 1, 2 a 3,
nejCastéji konkrétné 1A, 2B, 2C, 2D a 3A. Systém CYP je situovan na membranach ER,
mitochondrii ¢i mikrosomi. Vyznacuje se rozmanitosti sekvenci aminokyselin a substratovou
specifitou, ktera uréuje typ konkrétniho izoenzymu [68, 69, 70].

Priumérny podil jednotlivych izoenzymi

na celkovém P450v jatrech

BCYP1A2
BCYP2AB
acCyP2B86
aocypP2C
BCYP2D6
mCYP2E1
BCYP3A
O Ostatni

Primérny podil jednotlivych izoenzymu

na metabolizmu 1é¢iv

Obrazek 15: Grafické znazorneni podilii jednotlivych izoforem v jatrech a v ramci
metabolizmu léciv [71]

23



Lidsky organismus obsahuje pfiblizné 60 rozdilnych forem CYP. Pro spravny prubéh
oxida¢nich reakci katalyzovanych monooxygenazou je mimo samotny komplex nezbytna
I ptitomnost téchto dalsich slou¢enin: NADPH-cytochrom P450-reduktazy, kofaktoru NADPH
a molekularniho kysliku. Schéma kompletniho cyklu oxidace zobrazuje obrazek 16.
Kompletn¢ zavislé na systému CYP jsou i nékteré dalsi metabolické reakce jako
napt. deaminace, hydroxylace nebo N-, O-, S-dealkylace [68, 70].
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Obrazek 16: Katalyticky cyklus enzymatického
systemu CYP [72]
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2.4 Modelovy systém a metodika testovani biotransformacnich procesu

Testovani stavajicich 1 nové syntetizovanych 1éCiv je v jaternim prostfedi za podminek
invivo velmi komplikované. Tuto skuteCnost zpusobuji mnohé divody — legislativni,
ekonomické, technologické i etické. Proto je velky duraz kladen na vyvoj a optimalizaci metody
testovani metabolickych procesi xenobiotik in vitro. Jednim z pfistupu pro vytvoreni
modelového systému je vyuziti subcelularnich frakci, mezi které patii napt. izolované
mikrosomy, mitochondrie, jadra, cytosol nebo proteiny. Tyto frakce obsahuji komplex CYP,
jsou schopné substratové piemény. Post-reakéni smési obsahujici biotransformacni produkty
jsou poté analyzovany. Pro analyzu a méfeni enzymatické aktivity se pouziva
napi. vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), kapilarni elektroforéza (CE),
hmotnostni spektrometrie (MS) nebo spektrofluorimetrie [74, 75, 76, 77].

2.4.1 Mikrosomalni Subcelularni frakce

Aplikace mikrosoma in vitro je v dnesni dobé velmi rozsitend v jakémkoli vyzkumu
biotransformace 1é¢iv i pii preklinickych studiich. Céstice tohoto modelového systému jsou
velmi citlivé a je nutné je optiméln¢ skladovat, viz experimentalni ¢ast kapitola 4.1.1.1.
Mikrosomalni frakce se ziskava z Cerstvé jaterni tkang lidi i zvitat, kompletni schéma izolace
zobrazuje obrazek 18. Pomoci mikrosomil je mozné zhodnotit stabilitu metabolizmu, druhové
rozdily pti metabolizaci konkrétniho xenobiotika, mapovat i inhibovat enzymy [74, 75].

Tkan ' A\i Homogenizace

Homogenat . “9  Centrifugace

\

Centrifugace
A

Frakce cytosolu (supernatant) W “  Centrifugace
-

S9 Frakce (supernatant)

Pelet

Frakce mikrosomi (pelet)

Obrdzek 18: Schéma izolace subceluldrni frakce mikrosomii [75]
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2.4.2 Substraty pro testovani enzymatické aktivity CYP

Seznam chemickych latek, vhodnych jako substrat komplexu CYP, obsahuje zhruba tisic
riaznych sloucenin. Nasledujici tabulka zobrazuje soupis nékterych substratii pro konkrétni
izoenzymy CYP [78].

Tabulka 1: Prrehled substratii a produktit pro konkrétni izoenzymy CYP [78]

Typ CYP Substrat Produkt/komer¢ni nazev
3-kyano-7ethoxykumarin (CEC) 3-kyano-7-hydroxykumarin
(CHO)
CYP1A2 v ) _
) - -hydroxykumarin
7-ethoxykumarin (7-HC) (7-HC/umbeliferon)
dibenzylfluorescein (DBF) fluorescein
CYP2C9
7-methoxy-4-(trifluoromethyl)- 7-hydroxy-4(trifluoromethyl)-
kumarin (7-MFC) kumarin (7-HFC)
7-methoxy-4-(aminomethyl)- 7-hydroxy-4-(aminomethyl)-
kumarin (MAMC) kumarin (HAMC)
CYP2D6 [ T N
3-[2-(N,N-diethyl-N 3-[2-(diethylamino)-ethyl]-7-
methylammonium)ethyl]-7- )
. hydroxy-4-methylkumarin
methoxy-4-methylkumarin (AHMC)
(AMMC)
7-benzyloxyquinolin (7-BQ) quinolinol
CYP3A4 benzylresorufin resorufin
di(benzyloxymethoxy)fluorescein .
(DBF) fluorescein

V ramci diplomové prace byl sledovan 7-ethoxykumarin a jeho pfeména pomoci mikrosomu
v produkt 7-hydroxykumarin, tzv. umbeliferon. Alkoxykumariny se obecné¢ fadi
mezi vyznamné substraty pro sledovani biotransformace xenobiotik, a to zejména diky
snadnému chodu O-dealkylaénich reakei. Dalsi vyhodou vyuziti téchto latek in vitro je vysoka
citlivost pifi testovani, produkt 7-hydroxykumarin se vyznacuje vysokou fluorescenci.
Zabranéni pfemény substratu v produkt mize v tomto ptipadé dojit pouzitim flavonoidi, které
inhibuji O-deethylaci 7-ethoxykumaxinu. Produkt 7-hydroxykumarin v biotransformaénich
reakcich II. faze podléha konjugaci s kyselinou glukoronovou, tim se stdvd rozpustnéjSim
Ve vVodg, coz umoziuje jeho snadnéjsi eliminaci z organismu [78, 79].
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2.4.3 Spektrofluorimetrie

Spektrofluorimetrie je jedna z metod vhodnych pro analyzu modelovych
biotransformacnich systémul i méfeni enzymatické aktivity CYP. Vyuziva luminiscenéniho
jevu fluorescence. Pti pohlceni svétla fluoreskujici latkou (aromatickou molekulou), dochazi
pomoci fotona k excitaci valen¢nich elektronti ze zakladni hladiny do hladiny energeticky
vy$$i. Po odstranéni excita¢niho zdroje dochazi k navratu elektronu do ptivodni hladiny, coz je
charakterizovano vyzafenim energie ve velmi kratké dobé, fadové 10° az 10 s. Pokud zéafeni
pretrvava (i nékolik minut a vice), nejedna se jiz o fluorescenci, nybrz o fosforescenci.
Ve vétSin€ piipadd ma emitované svétlo delsi vinovou délku, a tedy niz$i energii,
nez absorbované zafeni. Procesy mezi absorpci a emisi svétla zndzoriiuje Jablonského
diagram [80, 81].

Pro excitacni a emisni spektrum vétSiny fluoreskujicich latek plati pravidlo zrcadlové
symetrie, které je podminéné stejnou relativni pravdépodobnosti absorpce i emise
ze souhlasnych vibrac¢nich hladin. Energeticky rozdil mezi maximy excita¢niho a emisniho
spektra se oznacuje jako Stokestv posun, viz obrazek 20. Tento posun je vzdy charakteristicky
pro danou latku a je neménny nastavenim spektrofluorimetru [80].

Vibraéni relaxace (nezafive piechody)
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Obrazek 19: Jablonského diagram znazornujici fotoluminiscencni procesy [82]
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Obrazek 20: Excitacni a emisni spektrum [83]
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Obecné plati, ze spektrofluorometry pouzivaji zdroje svétla s vysokou intenzitou
(napf. xenonové vybojky), aby vzorek byl co nejvice ozafovan fotony. To umoziiuje |
maximalni pocet molekul v excitovaném stavu v kterémkoli okamziku. Zafeni prochazi
monochromatorem, v tomto konkrétnim piipadé miizkou, kde je jejim pooto¢enim vybrana
pozadovana vlnova délka. Svétlo dale dopada na vzorek v kiemenné kyveté, intenzita emise je
sbirana kolmo ke zdrojovému paprsku. Predtim nez emisi detekuje fotonasobié, projde dalsim
monochromatorem, ktery filtruje vhodné vinové délky pro méfeni na vyhodnocovacim zafizeni.
Pro méfeni excita¢niho spektra pfistroj méfi vSemi excita¢nimi vinovymi délkami pii jediné
emisi, naopak pro ziskani emisniho spektra je tieba zvolit jednu excitaci, pti které se se proméii
vSechny vlnové délky emisni [80, 81].

Mezi faktory ovliviwjici fluorescenci patii napiiklad pfitomnost kysliku (zhaseni), pH,
teplota, pokles viskozity, intenzita excitacniho zafen nebo délka optické drahy [81].
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3 CIL PRACE

Tato prace se zabyva sestavenim mikrofluidického zatizeni pro ucely mikrofluidického
enzymatického reaktoru jako modelu metabolizmu potencidlnich 1é¢iv/xenobiotik v jatrech.

Cilem prvni ¢asti diplomové préce je provéieni systému pro testovani enzymatické aktivity
pomoci spektrofluorimetrie a optimalizace podminek testovani enzymd.

Cilem druhé¢ ¢asti diplomové prace je navrh a optimalizace metody vyroby mikrofluidického
zafizeni z termoplastického materidlu OSTE (off-stoichiometry Thiol Ene) technikou
"soft litografie™ s naslednym otestovanim funkénosti zafizeni.

Poté na zakladé vysledkii obou ¢asti experimentalni prace provést vyhodnoceni, srovnani
vyhod a nevyhod obou metod urcenych pro testovani modelu metabolizmu potencialnich 1é¢iv.
Nasledné posoudit vhodnost propojeni obou celkii pro budouci vyzkum - testovani
enzymatické aktivity mikrosomid a tim i modelové biotransformace 1€¢iv uvnité kanalkt
fabrikovanych Cipi.
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4 EXPERIMENTALNI CAST A DISKUZE VYSLEDKU

Experimentalni ¢ast diplomové prace je logicky ¢lenéna na vyse zminéné, dveé rozsahlejsi
kapitoly. Pro vétsi piehlednost pfi ¢teni prace byly vysledky i diskuze sepsany spole¢né v ramci
jednotlivych podkapitol.

Simulace metabolizmu biotransformace 1é¢iv:

V priubehu experimentti byl simulovan metabolizmus biotransformace xenobiotik. Vychozi
latka 7-ethoxykumarin (7-EC) byla pomoci komplexu enzymut cytochromu P450 (CYP),
obsazeného v jaternich mikrosomech, pfeménéna na 7-hydroxykumarin (7-HC), viz Obrazek .

Pro spravny chod metabolického déje je nutna pfitomnost vhodného koenzymu, v tomto
7-ethoxykumarin (substrat) 7-hydroxykumarin (produkt)

T — U

Obrazek 21: Schéma premény 7-EC na 7-HC: O-dealkylace [84]

ptipadé se jednalo o redukovanou formu nikotinamidadenindinukleotidfostaitu (NADPH).
Redukovany NADPH se v CYP zoxiduje, tim dojde k redukci latky jiné, 7-EC se pfeménina 7-
HC. Na stejném principu funguje i biotransformace xenobiotik, napt. 1é¢iv v konkrétnich
organismech, pfeména ucinnych latek 1é¢iv v jatrech na latky neudinné, proaktivni [85].

Obrdzek 22: Schéma struktury a 3D konformace koenzymu NADPH [86]
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4.1 Enzymaticka ¢ast

Prvni polovina experimentalni casti diplomové prace byla zaméfena na optimalizaci metody
charakterizace enzymatické aktivity CYP. Vychazelo se z poznatkt popsanych v dokumentaci
vyrobce mikrosomalni suspenze Sekisui XenoTech. Tato spolecnost standardné voli
pro charakterizaci enzymatické aktivity kumariny a metodu kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS. V ramci této diplomové prace byla vSak
pro méfeni zvolena a nasledné otestovana moznost vyuziti metody spektrofotometrie, jako
instrumentace s vyrazné niz$imi pofizovacimi a provoznimi naklady. Motivaci bylo ovéfit
pouzitelnost spektrofluorimetrické analyzy systému 7-EC/7-HC a poté otestovat funkci
mikrosomu sledovanim enzymatické aktivity. Nasledné byla zhodnocena vhodnost jejich
aplikace do mikrofluidniho kanéalku, viz kapitola 4.2 Mikrofluidicka cast.

4.1.1 Chemikalie a biologicky material

V ramci prace byly pouzity nasledujici latky: fosfatovy pufr (PBS — Phosphate Buffered
Saline) slozeny z KH2POs (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a K:HPO; (MDP
ChemControl, Slovensko); MgClz (Lachema, CR), EDTA (Fluka, Némecko), 7-ethoxykumarin
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 7-hydroxykumarin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), NADPH (Tokyo Chemical Industry, Japonsko), deionizovana H»O, ethanol pro UV
spektrofotometrii (LachNER, CR) a suspenze mikrosomii (Sekisui XenoTech, USA).

4.1.1.1 Mikrosomalni suspenze

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, mikrosomy jsou jaterni subcelularni frakce. Tento
biologicky material se v dneSni dobé pouziva velmi rozsifené nejen pii preklinickych studiich
nové vytvorenych 1é¢iv, ale i v jakémkoli jiném vyzkumu biotransformaci xenobiotik nebo
toxinl. Jedna se o velmi citlivé ¢astice s nutnosti optimalniho skladovani. Je velmi dulezité,
aby se mikrosomy skladovaly pfi nizkych teplotach, standardné¢ -80 °C. I po vyjmuti
z mraziciho boxu, nasledném rozmrazeni a tésné€ pted jejich aplikaci do systému, je nutné je
uchovavat na ledu. Pii Spatném skladovani a zachdzeni mize dojit ke sniZzeni enzymové aktivity
oxidaz CYP [75].

Pro experimentalni ucely diplomové prace byly pouzity mikrosomy ziskané z jater samcii
potkanii (Rat Liver Microsomes — RLM) , dodané ve 250 mM sachar6zové suspenzi. Tento
produkt s identifika¢nim ¢islem R1000 vyrabi spolecnost Sekisui XenoTech, koncentrace
0,5 ml dodané suspenze ¢inila 20 mg/ml proteint.
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Obrazek 23: Vzorek mikrosomalni suspenze

4.1.2 Pomicky a pristroje

V pribéhu experimentii bylo pouzito bézné laboratorni sklo (kadinky aj.), zkumavky
Eppendorf, stojany na zkumavky, automatické pipety, pH metr, analytické vahy (BOECO,
Némecko), pfistroj na michani a temperovani ThermoMixer comfort (Eppendorf, Némecko),
kfemenna mikrokyveta (3x3 mm) pro spektrofluorimetrické stanoveni a spektrofluorimetr FP-
8500 (JASCO, Japonsko) s Xe vybojkou. Pro méteni, praci s daty i jejich export byl pouzit
stolni pocita¢ s operatnim systémem Windows 7 od spolecnosti Microsoft. Software Spectra
Measurement zprostiedkovaval méfeni jednotlivych spekter, Spectra Analysis jejich nasledné
zobrazeni s moznostmi Uprav. Pro praci v laboratofi byly vyuZity standardni ochranné
pomucky.

N N ™ T 1 _ i e, Sk

Obrdzek 24: Spektrofluorimetr JASCO FP-8500
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4.1.3 Standardni postup pripravy reakéni smési pro stanoveni enzymové aktivity CYP
uvedeny vyrobcem

Pfed samotnym métenim jsou jaterni mikrosomy (napft. 0,05 mg/ml) podrobeny inkubaci ve
tiech opakovanich pii 37 £ 1 °C v 200 pl reakéni smési obsahujici fosfatovy pufr (50 mM, pH
7,2), MgCl, (3 mM), EDTA (1 mM) a substratovy marker s koncentraci vhodnou pro dany
konkrétni experiment. Reakce se zahajuje pfidanim regenera¢niho systému [NADP (1 mM),
glukoza-6-fosfat (5 mM), glukoza-6-fosfat dehydrogendza (1 U/ml)] a nasledné zastavi po
10 min ptidavkem 175 pl acetonitrilu.

Regeneracni systém — NADP, glukoza-6-fosfat a glukoza-6-fosfat dehydrogenaza funguje
na principu pievodu NADP do redukované formy NADPH pomoci enzymu, ktery vyuziva
substratu, zde konkrétné pievede 7-EC na 7-HC. Tento sled reakci probiha opakované, dokud
zcela nedojde k vycerpani fosfatového zdroje energie.

Béhem experimentovani byly dodrzovany vySe uvedené pokyny pro piipravu a naslednou
inkubaci reakéni smési s vyjimkou aplikace regenera¢niho systému. Misto néj byla vyuzita
rovnou redukovand forma koenzymu NADPH (0,5 mM). Mezi vyhody této zmény standardniho
postupu pattila naptiklad aplikace latky jediné oproti komplexu vétsiho mnozstvi latek a s tim
pojici se i mensi pofizovaci cena chemikalie. NADPH se bez ostatnich komponent zpétné
neregenerovalo, coz predstavovalo sice nevyhodu, nicméné i jev ocekdvany pro vSechna
meéfeni.

4.1.4 Priprava fosfatového pufru (PBS)

Vyrobce mikrosomt doporucuje jako reak¢ni prostiedi pouzivat fostatovy pufr (PBS)
0 koncentraci 50 mM a pH 7,2. Pro ptipravu 50 ml PBS poZzadované koncentrace bylo potieba
smichat 14 ml 0,2 M roztoku KH2PO4 a 36 ml 0,2 M roztoku K2HPO4. Navazky obou soli byly
zvazeny na analytickych vahach a poté rozpustény ve vyse uvedenych objemech deionizované
H20. Nasledné byly oba solné roztoky smichany a pH PBS upraveno na hodnotu 7,2 pomoci
1 M roztoku NaOH.

415 Meéreni spekter jednotlivych komponent

Béhem enzymatické reakce dochazi k pfeméné substratu v produkt s odlisnymi vlastnostmi,
jichz se vyuzivd pii analyze. V pfipadé LC-MS/MS se jednd o zménu retence
na chromatografické kolon€ a zménu molekulové hmotnosti.

ProtoZe jsme zvolili pro charakterizaci enzymatické aktivity CYP alternativni metodu
spektrofotometriie, bylo pii optimalizaci podminek nutné se zamcéfit zejména
na stanoveni excita¢ni a emisni vinové délky vhodné pro méteni reakénich smési.

Reakéni smés obsahuje jednak fluorescencni substrat 7-EC (a ptipadné fluoreskujici produkt
7-HC), dale pak dalsi slozky nutné pro funkci enzymu, které mohou za danych podminek taktéz
fluoreskovat (NADPH), popt. za danych podminek fluorescenci nevykazuji (MgClz, EDTA,
fosfaty). Fluorescence je velmi citlivd na prostfedi, pasy se mohou posouvat podle slozeni
prostiedi, proto bylo jednim z prvnich krokti zméteni spekter jednotlivych fluoreskujicich
komponent bez piimési ostatnich fluoreskujicich latek, ale v prostiedi obsahujicim vSechny
zbyvajici slozky posléze potiebné pro enzymatickou reakci.
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Na zéklad¢ téchto vysledkti bylo mozné s pfesnosti ur€it, jaky pas ve smési nalezi jaké
sloucening a zabranit tak nasledné¢ zaménam pii interpretaci dalSich vystupti. Slozeni métenych
roztokd i se zvolenymi koncentracemi vSech latek zobrazuje Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.. Obrazek 25 znazornuje vysledky spektrofluorimetrického métfeni — excitacni a emisni
spektra 7-EC, 7-HC a NADPH v koncentracich planovanych pro dalsi experimenty.

Pro méfeni byly pfipraveny 3 roztoky o objemu 200 pl s nasledujicim slozenim:

Tabulka 2: SloZeni roztokii pro méieni spekter jednotlivych komponent

Koncentrace Vysledné
Roztok ¢. 1 SloZeni zasobnich roztokl | koncentrace V[ul]
c1 [M] ¢z [M]
Fluoreskujici latka: 7-EC 109 106 20
Nefluoreskujici latky: PBS 200-10-3 50-1073 50
MgCh 3-10-2 3-1073 20
EDTA 102 103 20
H20 - - 20
Koncentrace Vysledné
Roztok ¢. 2 SloZeni zasobnich roztokl | koncentrace V[ul]
c1 [M] ¢z [M]
Fluoreskujici latka: 7-HC 109 106 20
Nefluoreskujici latky: PBS 200-10-3 50-1073 50
MgCh 3-10-2 3-1073 20
EDTA 102 103 20
H20 - - 20
Koncentrace Vysledné
Roztok ¢. 3 SloZeni zasobnich roztokii | koncentrace V]
c1 [M] c2 [M]
Fluoreskujici latka: NADPH 5-10°3 5-10+ 20
Nefluoreskujici latky: PBS 200-10-3 50-10-3 50
MgClz 3-102 3-103 20
EDTA 102 103 20
H20 - - 20
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Obrazek 25: Excitacni a emisni spektra @ 7T-EC, @ 7-HC a « NADPH

Tabulka 3 zobrazuje excita¢ni a emisni maxima (vinové délky Amax) Naméfena v optimu pro
jednotlivé latky. Z namétenych spekter je patrno nékolik poznatkl. Excitace obou kumarint se
jevila prakticky totozné, spektralni rozdily s velikosti cca 50 nm byly vice znat az pfi jevu
emise. Latka 7-HC vykazovala 2x vétsi fluorescenci nez 7-EC. Fluorescence NADPH byla za
danych podminek vice nez 6x, resp. vice nez 14x intenzivnéjsi nez fluorescence 7-EC a 7-HC.
Je ale také potfeba vzit v uvahu, Ze koncentrace NADPH je 500x vétSi neZz koncentrace
jednotlivych kumarinti. U NADPH se pasy spekter projevovaly jako dvé identity. Tento jev byl
zpusoben bud’ vysokou nestabilitou této latky a jejim samovolnym pfechodem v NADP* + H*
(pas s excitatnim maximem okolo 260 nm) a obracené, a nebo napiiklad nckolika typy
moznych pfechodi elektronti pfi excitaci a emisi. Na zakladé téchto naméfenych spekter budou
zvoleny optimalni vlnové délky pro excitaci a emisi tak, aby detekce probihala co nejcitlivéji a
bez vzajemného ruseni signala [87].

Tabulka 3: Excitacni a emisni maxima pro 7-EC, 7-HC a NADPH

Excitace — hmax [nm] Emise — Amsx [nm]
7-EC 325 400
7-HC 325 450
NADPH 380 450
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4.1.6 Stanoveni potencialnich vinovych délek vhodnych pro dalSi méieni

V ramci nasledujiciho laborovani bylo nezbytné nutné stanovit vhodné vilnové délky
pro excitaci a emisi tak, aby signaly fluoreskujicich latek (7-EC, 7-HC a NADPH) ve smési
spektralné co nejméné interferovaly. Cilem nastaveni excitace a emise je signdl NADPH co
nejvice potlacit a naopak produkt 7-HC excitovat a detekovat co nejvice. Z ¢ehoz vyplyva i
nasledné vhodnost téchto vinovych délek pro samotnou charakterizaci enzymové aktivity.

Uzite¢na metoda pro zjisténi optimalni vinové délky je vytvoreni poméru dvou spekter.
Excita¢ni a emisni spektra 7-HC byla v programu MS Excel dana do poméru se spektry
NADPH (roztok ¢. 2 a 3 v podkapitole 4.1.5). Spektra téchto latek byla zamérné vybrana z toho
davodu, ze bylo potieba co nejvétsi hodnotu excitace/emise 7-HC podélit co nejmensi
hodnotou excitace/emise NADPH tak, aby vznikla maxima. Na zaklad¢ grafického znazornéni
téchto poméra, viz nasledujici obrazky, byly z globalnich i lokalnich maxim kfivek odvozeny
vhodné, potencidlni vinové délky.
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Obrazek 26: Excitacni spektra @ 7-HC a « NADPH Obrdazek 27: Pomeér excitacnich spekter 7-HC/NADPH
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Obrazek 28: Emisni spektra ® 7-HC a « NADPH Obrazek 29: Pomér emisnich spekter 7-HC/INADPH

Nasledujici tabulka zobrazuje piehled potencidlnich vinovych délek, vhodnych pro dalsi
spektrofluorimetricka méteni smési. Excita¢ni vinové délky vhodné pro méteni emise (Aex) byly
odvozeny z lokalniho a globalniho maxima excitacni pomérové kiivky, naopak emisni vinové
délky (Aem) vhodné pro méfeni excitace byly stanoveny z maxim emisni pomérové kiivky.
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Tabulka 4: Potencidalni vinové délky Aex @ dem vhodné pro dalsi méreni smési

Excitace — fex [nm] Emise — Aem [nm]
278 450
323 590

4.1.7 Stanoveni jedné optimalni vinové délky pro charakterizaci enzymové aktivity

Z poméru excitacnich spekter 7-HC a NADPH byly stanoveny dvé emisni vilnové délky
potencialn¢ vhodné pro dalsi experimenty — 278 a 323 nm. Motivaci bylo stanovit, ktera
z téchto dvou vlnovych délek se jevi jako relevantnéjsi a piti které by charakterizace
enzymatické aktivity probihala s vétsi citlivosti. Rovnéz také ovéfit, jestli vinova stanovena z
globalniho maxima kiivky je redlné vhodnéjsi nez vinové délka stanovena z maxima lokalniho.

Nésledovalo spektrofluorimetrické proméfeni sady roztokd o objemu 200 pl, rtzného
slozeni: 7-EC smés (i s NADPH), 7-EC ve vodé, 7-HC smés (i s NADPH), 7-HC ve vodg,
NADPH sm¢s (bez kumarinil) a NADPH ve vodé. Pro méteni byly pouzity vySe uvedené,
zjisténé vlnové délky.

Tabulka 5 zobrazuje podrobnéjsi tidaje o slozeni jednotlivych smési, nasledujici grafy
prezentuji vysledky spektrofluorimetrického méteni, namétend emisni spektra danych roztoka.

Tabulka 5: SloZeni roztokii pro méreni spekter vhodnych ke stanoveni optimdlnich vinovych délek

1EC ve vods Slogent Kml:z;:iie:lé[ﬁﬁni':h V}:’slechli l;;}llcentrace V [u]
7-EC 10 106 20
H.0 - = 180
7 EC smés Sloeni Konx;:ggr:;é{s;{linich ‘v’jrsledni lF;JI:L]centrace V [ul]
7-EC 10 106 20
NADPH 5-10 5.10- 20
PBS 200-10- 50-103 50
MgCl 3-102 3-10% 20
EDTA 102 10 20
H20 - = 70
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. L. Koncentrace zasobnich Vysledna koncentrace
7-HC ve vodé Slozeni roztokii e1 [M] e [M] V [ul]
7-HC 10 106 20
H-0 - — 180
v L. Koncentrace zasobnich Vysledna koncentrace
7-HC smes SloZeni roztoktt c1 [M] e2[M] V [ul]
7-HC 10- 106 20
NADPH 5-10° 5-104 20
PBS 200-10° 50-10° 50
MgCly 310 3-10% 20
EDTA 10-2 10 20
H:0 - — 70
NADPH ve SloFeni Koncentrace zasobnich Vysledna koncentrace V [ul]
vodé ozenl roztokl c1 [M] c2[M] H
NADPH 5-10-3 5-104 20
H-0 — — 180
v .. Koncentrace zasobnich Vysledna koncentrace
NADPH smés SloZeni roztokt: c1 [M] c2 [M] V [l]
NADPH 5-10-3 5-10+ 20
PBS 200-10-3 50-10-3 50
MgClh 3-102 3-10°3 20
EDTA 102 103 20
H:0 — - 90
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Obrazek 30: Emisni spektra ® 7-EC smés a
7-EC voda (exc. 278 nm)
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7-EC voda (exc. 323 nm)

Obrazek 31: Emisni spektra ® T-EC smes a
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Obrazek 32: Emisni spektra ® 7-HC smés a
7-HC voda (exc. 278 nm)
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Obrazek 35: Emisni spektra ® NADPH smés a
NADPH voda (exc. 323 nm)

Vystupy méfeni potvrdily vétsi vhodnost vinove délky 323 nm, jakozto globalniho maxima

excitacni pomeérové kiivky, pro nasledujici méteni s ptitomnosti enzymu. V piipadé kumarini
probihala detekce signalu citlivéji, pasy byly intenzivnéjsi. Pas 7-HC ve smési byl pii vinové

v

délce 323 nm v rozmezi 400-600 nm intenzivnéjsi i uzsi v porovnani s pasem odpovidajicim

vinové délce 278 nm, tzn. NADPH ve smési vykazovalo pokles intenzity fluorescence nejen
oproti NADPH ve vodg, ale také i ve srovnani s intenzitou 7-HC ve smési. Stanovena, optimalni

vlnova délka 323 nm byla dale pfenesena na experimenty pojici se s kalibracni zavislosti a

charakterizaci enzymatické aktivity.
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4.1.8 Meéreni kalibracni zavislosti konvenénim pristupem

Kalibraci je zajiSténa jednotnost a spravnost meéfeni, v ptipadé této diplomové prace
charakterizace enzymatické aktivity. Pro méteni kalibracni zavislosti bylo ptfipraveno 7 roztoki
0 objemu 200 pl s nasledujicim sloZenim:

Tabulka 6: Konstantni slozky roztokii pro méreni kalibracni zdavislosti

Kons'Eantni Koncentraie zéasobnich Vysledna V [ul]
slozky roztoki ¢1 [M] koncentrace ¢, [M]
NADPH 5-10°3 5-10* 20
PBS 200-10°2 50-10°2 50
MgCl, 3:102 3-10° 20
EDTA 107 107 20
H20 — — 60

Kazdy roztok obsahoval i oba kumariny o rizném koncentra¢nim slozeni tak, aby v prabéhu
méfeni intenzita fluorescence 7-EC klesala, u 7-HC naopak stoupala, viz obrazek 36 a 37.
Detailni informace o slozeni kumarinti v jednotlivych roztocich zobrazuje tabulka 7. Vsechny
roztoky byly méfeny ve tiech sériich pfi optimalni excitacni vinové délce 323 nm, data byla
poté primeérovana.
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Obrazek 36: Grafické znazornéni poklesu Obrazek 37: Vystup kalibracniho méreni zobrazujict
koncentrace e 7-EC a ndriistu ® 7-HC Vv pritbéhu izozbesticky bod

kalibracniho méreni; predpoklad konst.
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Tabulka 7: SloZeni kumarinu vV jednotlivych roztocich pro méreni kalibracni zavislosti

Cislo Koncentrace zédsobnich Vysledna V [ul]
roztoku roztokt c1 [M] koncentrace ¢, [M] H
1 10,0-10° 30
2 8,3-:10° 25
O
w 3 6,7-10° 20
N~
4 6,67-10° 5,0-10° 15
5 3,3:10° 10
6 1,7-10° 5
7 0 0
Cislo Koncentrace zasobnich Vysledna V [ul]
roztoku roztoki ¢1 [M] koncentrace ¢z [M] H
1 0 0
2 1,7-10° 5
O
I 3 3,3:10° 10
N~
4 6,67-10° 5,0-10° 15
5 6,7-10° 20
6 8,3-:10° 25
7 10,0-10° 30

Ze spekter kazdého roztoku bylo vybrano 10 hodnot v okoli 450 nm, odpovidajicich
intenzitam emisniho maxima 7-HC. Na zaklad¢ praméru téchto hodnot byla v Excelu sestavena
nasledujici kalibraéni kiivka.
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Obrazek 38: Kalibracni primka 7-HC v pritomnosti 7-EC a NADPH;
Pozndmka: Chybové tisecky se v grafu jevi nepatrné kviili zanedbatelnym hodnotam smérodatnych odchylek
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Na vynesené kalibra¢ni pfimce nelezely zadné odlehlé body, jeji dostatecnd presnost byla
prokéazana mirou spolehlivosti R? = 0,993. Hodnoty smérodatnych odchylek se v grafu jevily
jen zanedbatelné. Z téchto divodi byly nésledujici experimenty posunuty dale za ucelem
sledovani aktivity enzymii.

4.1.9 Meéfeni aktivity konvenénim pristupem

Ptidavkem mikrosomalni suspenze do reakéni smési zapocala fada méfeni, jejichz motivaci
bylo sledovani pfemény substratu 7-EC v produkt 7-HC, zprostiedkované CYP. Pfedpokladem
byla i konstantni hodnota koncentrace NADPH v prub¢hu experimentd.

Do reak¢éni smési, ktera je detailn€ i s koncentracemi popsana v tabulce 8, bylo tésné pied
zaCatkem méfeni (Cas to) pridano NADPH, které zahajilo enzymatickou reakci. Poté byly
vSechny reaktanty ve zkumavce protiepany, vzapéti bylo odebrano pipetou 200 pl smési.
Nasledovalo pieneseni vzorku do mikrokyvety a zméteni emise S nastavenou vinovou délkou
Aex=323 nm. Reakce probihala za neustalého michéani v temperované ttepacce pii teploté 37 °C.
Méfeni bylo zpocatku opakovano kazdych 20 min, interval byl postupné prodluzovan.

Tabulka 8: SloZeni reakcni smési pro sledovani aktivity enzymii

Vysledna
Reakvéni Slozent koncentrace ¢ [M]; am

smés Poznémka: vyjimka
[mg-ml4] pro RLM

7-EC 10° 200

PBS 50-10°2 500

EDTA 107 200

MgCl» 3-10° 200

H20 — 670

RLM 20 30

NADPH 5-10* 200

Z namétenych spekter bylo pro kazdy ¢as vybrano 10 hodnot intenzit z oblasti odpovidajici
emisnimu maximu 7-HC. Tyto hodnoty byly nasledn¢ zprimérovany a dosazeny do rovnice
kalibracni pfimky y = 293,78x + 725,34. Timto zplisobem byly spocteny koncentrace 7-HC
v reakéni smési pro kazdy méfeny ¢as. Casovou zavislost koncentraci 7-HC v priibéhu celé
reakce zobrazuje nasledujici graf.
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Obrazek 39: Zavislost koncentrace 7-HC na case v priibéhu enzymatické reakce

Rust koncentraci produktu 7-HC probihal od zahajeni reakce do Casu t5 = 120 min. Poté
nasledoval pokles, ¢imZ se nevyplnil prvotni ptedpoklad konstantni koncentrace 7-HC
po dovrSeni maxima V pribéhu méfeni.

Tento jev byl v pfitomnosti enzyml zpusobeny neustalym prechodem NADPH v latku
NADP* + H" [87]. Negativni vliv na méfeni, zpisobeny kolisanim fluorescence NADPH
pii pfechodu v NADP, demonstruje porovnani intenzit fluorescence téchto latek, viz obrazek
40. Spektrum NADP vykazovalo velmi nizké hodnoty intenzity fluorescence, coz odpovida
i zeslabeni signalu v Casové zavislosti na obrazku 39.
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Obrazek 40: Porovnani emisnich spekter NADPH a NADP
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Protoze emisni maximum spektra NADPH odpovida i maximu produktu 7-HC (450 nm),
neni realné¢ mozné sledovat piirustek produktu ani vyhodnocovat aktivitu enzymatické reakce
standardni konvenéni metodou (j. dosazovanim intenzit do regresni rovnice kalibra¢ni
piimky). Tento fakt bylo potieba zohlednit v ramci jiné vyhodnocovaci metody. Jako feSeni
bylo navrzeno provedeni regresni analyzy pomoci metody NNLS (non-negative least squares)

roM v

s funkci fesitele.

Vyhodnocovanim naméfenych dat pomoci NNLS se detailné¢ zabyva kapitola 4.1.11 a
4.1.11.

4.1.10 Ovéreni ¢asové stability systému a méreni fluktuace lampy

Pfed dalsim vyhodnocovanim bylo také nutné ovéfit Casovou stabilitu systému
bez ptitomnosti enzymd, tzv. blank. Reakéni smés byla proméfovana toutéz vinovou délkou
ve stejnych Casech i se stejnym slozenim, jaké zobrazuje tabulka 8 v predchozi podkapitole
(s vyjimkou piidavku mikrosomi). Cilem méfeni blanku bylo dokazat, ze koncentracni zmény
substratu a produktu v pribéhu méfeni nejsou zplsobeny jinymi faktory nez enzymatickymi,
tzn. zprostredkovanymi CYP.
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Obrdazek 41: Vystup méreni blanku prokazujici Obrdzek 42: Konstantni intenzita fluorescence
stabilitu systému bez pridavku mikrosomii reakcni smési v case

Zaroven byla sledovana fluktuace lampy méfenim interniho standardu, tzv. kalibrantu,
kterym byl 10° M roztok 7-EC. Xenonové vybojka byla piil hodiny pred tim ne zapocalo
méfeni ponechana stabilizaci, az poté prob&éhlo méfeni emisi standardu. V prub&hu experimentu
byly zachovany totozné podminky i nastavena excitacni vlnova délka. Pro vyhodnoceni
fluktuace, byly hodnoty intenzit vSech emisi zprimérovany. Prvni emisni pramér byl
znormalizovan (100%), zbylé praméry byly touto hodnotou podéleny. Vysledky zobrazuje
nasledujici tabulka.

Tabulka 9: Vysledky méreni fluktuace Xe vybojky

Cislo méFeni
kalibrantu . 2 3 4 ° ° ! | °
Flu[léiju]ace 100,0 | 98,9 97,7 96,6 96,7 949 92,9 96,6 942
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Graficky znazornéna Casova zavislost na obrazku 42 prokazala stabilitu systému za danych
podminek bez nutnosti korelace dat. Byly vyvraceny ostatni faktory vlivu na pfeménu substratu
v produkt, jako napt. zahtivani, samovolny rozklad substratu ¢i oxidace.

Vysledky testovani stability lampy zobrazuji jen nepatrnou proménlivost fluktuace béhem
méfeni v ramei intervalu + 5 %.

4.1.11 Vyhodnoceni aktivity metodou NNLS

V kapitole 4.1.9 bylo prokazano i odivodnéno nestabilni chovani a stim pojici se
proménlivost spekter NADPH v prubéhu enzymatické reakce. Jelikoz se latka NADPH
vyznacuje totoznou vinovou délkou emisniho maxima jako produkt 7-HC, zpusobila negativni
vliv na celé méfeni a prakticky i nemoznost vyhodnocovani konvenéni metodou. Z toho
duvodu bylo jako feSeni tohoto problému navrzeno vyuziti metody NNLS (non-negative least
squares).

Metoda NNLS zprostfedkovava v excelu regresni analyzu dat pomoci doplitkku s ndzvem
Regitel. Pro Regitele neni rozklad NADPH problémem, protoZe funguje na principu prokladani
(tzv. fitovani) spekter na zakladé metody nejmenSich &tverci. Dokaze nafitovat intenzity
vzorovych spekter jednotlivych komponent do experimentalnich, které byly naméteny v ramci
vSech Casti sledovani reakéni smési v pritbéhu enzymatické reakce.

Prakticky je potieba Resiteli pfipravit v Excelu tabulku obsahujici data viech vzorovych
spekter 1 spektra naméteného v pribéhu reakce. Dale pocita se sumou reziduald, coz je hodnota
souctu vSech rozdill, mezi daty spektra vypocteného a experimentdlné naméteného,
umocnénych na druhou. Pro sumu reziduali byla vybrana data z oblasti 350-580 nm. Resitel
byl nastaveny tak, aby sledoval buiiku sumy rezidual a minimalizoval ji s pfesnosti 1024,
Timto bylo dosazeno vypoctu regresnich koeficientd, pomoci kterych bylo mozné piesné urdit,
kolikrat byla latka v daném Case zastoupena v naméfeném spektru smési. Vynasobenim téchto
koeficientd ptivodni koncentraci sledované latky Ize poté snadno ziskat hodnotu koncentrace
dané latky v jakémkoli ¢ase béhem enzymaticky katalyzované reakce (vypoctena fitovana
spektra).

Prokladani spekter je umoznéno diky tomu, Ze je fluorescence aditivni d&j a Vv uréitych
koncentracich se v souctu scitaji spektra jednotlivych slozek. Nasledujici grafy znazoriuji
ptiklad fitovani souctu 3 vypoctenych spekter do spektra experimentalniho v konkr. case
enzymatické reakce t, = 80 min.
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Obrazek 43: Emisni spektra @ 7-EC, @ 7-HC a « NADPH
Poznamka: Spektra byla vypoctena vyndasobenim dat piivodnich vzorovych spekter regresnimi koeficienty,
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Nasledujici graf byl sestaven na zéklad¢ dopocitanych koncentraci vSech slozek.
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¢ kumarini [pM]
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Obrazek 45: Casova zavislost enzymatické aktivity vyhodnocend pomoci Resitele; ® 7-EC, @ 7-HC a
NADPH

4.1.12 Vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti metodou NNLS

Pro ovéfeni funk¢nosti i kvality vyhodnoceni ¢asové zavislosti enzymatické aktivity pomoci
Regitele, byla metoda NNLS aplikovéna také na spektra ziskana pii méfeni kalibraéni zavislosti.
Kalibra¢ni pfimky sestrojené z koncentraci teoretickych i1 vypocitanych pomoci regresnich
koeficientl zobrazuje obrazek 46.
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Obrazek 46: Kalibracni kiivky vyhodnocené pomoci Resitele: ® 7-EC, @ 7-HC a « NADPH
Kalibracni kiivky teoretické: = 7-EC, = 7-HC a = NADPH
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Grafické znazornéni kalibracnich pfimek vynesenych na zéklad¢ dat ziskanych pomoci
Resitele, potvrzuje vhodnost aplikace tohoto nekonvenéniho piistupu pro modelovy systém
7-EC/7-HC ke sledovani enzymatické aktivity CYP. Koncentrace 7-HC za ptitomnosti 7-EC
i NADPH stoupala, naopak substrat 7-EC v prub¢hu reakce ubyval. Sledovanim enzymatické
aktivity byla potvrzena funkénost mikrosomd, vysledky jsou pro vytycené cile této diplomové
prace dostacujici. Metoda regresni analyzy NNLS vyhodnocuje pfijatelné a je mozné ji
V budoucnu vyuzit spolu s optimalizovanymi podminkami (vlnové délky, koncentrace,
nastaveni pfistroje) v ramci dalsiho vyzkumu spojeného s biotransformaci i konkrétnich 1éCiv.

4.2 Mikrofluidicka ¢ast

Dalsi motivaci diplomové prace bylo optimalizovat metodu fabrikace mikrofluidickych ¢ipt
z materialu OSTE technikou "soft" litografie. Nasledn¢ otestovat funkénost vyrobenych Cipt
a zhodnotit propojeni optimalizovanych podminek enzymatické €asti experimentalni prace
svysledky casti mikrofluidické. Poté provést diskuzi vyhlidek dalSich experimentt,
zabyvajicich se sledovanim modelového systému i biotransformace konkrétnich 1é¢iv uvnitt
mikrofluidickych kanalkd.

V kapitole 2.1.4.1 teoretické ¢asti je princip metody "soft" litografie obecné popsan. Je nutné
podotknout, ze klasicky postup — prvotni fabrikace masteru s naslednym odlitim ¢ipu, byl
upraven na postup vicekrokovy. Nejprve byla pomoci fotorezistu vyrobena pfedloha, na které
design kanalkt vystupoval nad rovinu podkladu a na ni bylo nasledné odlito PDMS do formy,
kterd vymezovala vySku materidlu. Tim vznikl vlastné €ip s kanalkem, ale z materialu PDMS,
jehoz vyhoda je, Ze lze snadno upravit ofezanim na pozadované rozméry a vytvofit v ném
vstupy. Tyto PDMS ,.Cipy* slouzily jako ptedloha pro dalsi odlévani PDMS. Az timto krokem
vznikla forma pro odlévani OSTE ¢ipi.

4.2.1 Pouzité chemikalie

Bé&hem laborovani byly pouzity nasledujici chemikalie: negativni fotorezist SU-8 3025
s vyvijeem (MikroChem, Japonsko), PDMS Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit (Dow
Corning, Michigan, USA), trichloro(1H,1H,2H,2H-tridekafluoro-n-oktyl)silan  (Tokyo
Chemical Industry, Japonsko), 1,3,5-triallyl -1,3,5-triazin-2,4,6,(1H,3H,5H)-trion (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), pentaerythritol tetrakis(3-merkaptopropionat) (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), OSTEMER 322 Crystal Clear (Mercene Labs AB, Svédsko),
fotoiniciator Irgacure TPO-L, 2, 4, 6-trimethylbenzoylphenyl phosphinate (BASF Corporation,
USA\), pyronin B (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a izopropanol (PENTA, CR).
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Obrazek 47: Monomery thiolenii: 1,3,5-triallyl -1,3,5-triazin-2,4,6,(1H,3H,5H)-trion a
pentaerythritol tetrakis(3-merkaptopropionar) [88]
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4.2.2 Pomicky a pristroje

Z béznych laboratornich pomutcek byly pouzity zejména plastové Petriho misky a
Pasteurovy pipety. Také podlozni i mikroskopova sklicka, fotomasky (vyrobeny na zakazku
na fotografickém emulznim filmu tloustky 177 pum sjemnym zrnem; Micro Lithography
Services Limited, Velka Britanie), Ziletky, fezaci podlozka, kruhovy skalpel (tzv. biopsy
punch), alobal, magnety, netkané utérky, PMMA fodlie, pinzeta, plastové ty¢inky, $picky,
automatické pipety, exsikatory, kovovy drzak na Cipy, komercéni konektory pro pfipojeni
kapilary a kfemikova kapilara s polyimidovym povlakem.

Dale byly vyuzity nasledujici piistroje: analytické vahy (Kern, CR), membranova vyvéva
(KNF, Francie), piistroj na nanaseni tenkych vrstev, "spin coater” typ WS-400B-6NPP/LITE
(Laurel Technologies, USA), topné desky HP-20 a PZ-288-2 (Witeg a Prizitherm, Némecko),
UV lampa Star LED 385 nm (EMOS, CR), plazmovy generator ZEPTO (Diener Electronic,
Némecko), vortex mixer Wizard sIR senzorem (VELP, Italic) a UV expozi¢ni komora
CL-1000 s lampami pro 365 nm (UVP, Némecko).

Pti procesu fabrikace masteri a OSTE c¢ipt se pracovalo v Cistych laboratofich, kde je
z davodu minimalizace koncentrace prachovych ¢astic vhanén piefiltrovany vzduch.

........

provadet v prostorach laboratofe s redukovanym svétlem. V prubéhu experimentovani byly
vyuzity standardni ochranné pomiicky, navic i vlasenka.

4.2.3 Fotolitograficka vyroba predlohy pro master
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Obrdzek 48: Schéma vyroby SU-8 predlohy [89]

e Priprava podkladu

Sklenéné podklady (5x5 cm) by mély byt pro dosazeni nejlepSich vysledkd, jesté
pied zahajenim experimenti, ocistény pomoci 30% H.O> s koncentrovanou H>SO4 v poméru
1:3 (V/V). Nasledn¢ je vhodné je uskladnovat v deionizované vodé.

49



e Naneseni tenké vrstvy negativniho fotorezistu SU-8 3025 — "spin coating"

Tésné pied nanasenim bylo sklicko vyjmuto z vody, ocisténo izopropanolem (IP), osuseno a
polozeno po dobu 5 min na topnou desku s teplotou 65 °C. To proto, aby se vypatfilo ptebytecné
rozpoustédlo.

Poté bylo sklicko vakuem pfisato K rotanimu nastavci "spin coateru”. Na nastavec bylo
naneseno takové mnozstvi fotorezistu SU-8, aby se na skle rovnomérné rozprostiel v plose
vyznacené kruhové rysky. "Spin coater” byl poté uzavien a uveden do chodu s nastavenim 3000
rpm. Timto poc¢tem otacek bylo docileno vytvofeni 25 um tenké vrstvy fotorezistu. Zavislost
tloust’ky vrstvy na poctu otacek, uvedenou vyrobcem, zobrazuje obrazek 49.
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Obrazek 49: "Spin coater", typ: Obrdazek 50: Zavislost tloustky vrstvy na otackdch pro
WS-400B-6NPP/LITE, Laurel fotorezisty SU-8 3000 [90]

Technologies

e Piedpeceni - "pre-bake"
Nasledovalo peceni substratu s deponovanou vrstvou: 95 °C, 13 min.

Tato doba byla optimalizovana na zaklad¢ intervalu, doporu¢eného vyrobcem fotorezistu, viz
tabulka 10. "Pre-bake" je nutny pro odpaieni rozpoustédel z tenké vrstvy smési SU-8. Dalsi
kroky je mozné provadét, az po vychlazeni na laboratorni teplotu (LT).

Tabulka 10: Prehled casovych intervalii vhodnych pro "pre-bake" dané tloustky vrstvy

Tloustka vrstvy | Cas pro 95°C
[pm] [min]
4-10 2-3
8-15 5-10
20-50 10-15
30-80 10-30
40-100 15-45
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e Expozice

Jesté predtim nez byl tenkovrstvy substrat uzavien mezi dvéma sklicky do expozi¢niho
ramecku, byly na jeho povrchu rozmistény 4 fotomasky (2x2 cm), viz obrazek 50. Poté byl cely
systém vystaven UV osvitu o vlnové délce 385 nm.

Negativni fotorezist se vyznacuje tim, Ze zpolymeruje v misté, kde byl osvicen. Proto se v tomto
ptipad¢€ pouzivaji masky, které¢ maji kromé€ mist s pozadovanymi vzory pro kanalky cely povrch
zakryty. Pouzité masky obsahovaly kanalky s Sitkou: 200 um (2x), 400 um a 500 um. Jejich
detailnéjsi design prezentuje piiloha 1.

Expozi¢ni ¢as, byl spoéteny podle pokynu vyrobce. Pro dostupnou lampu s vykonem
250 pW-cm, osvécujici 25 um tenkou vrstvu, byl optimalizovany na 25 min.

Obrazek 51: Expozicni ramecek s tenkovrstvym
substratem, pokryty fotomaskami

e Tvrzeni — PEB (post-exposure bake)

Substrat, zbaveny ramecku i masek byl nasledné tvrzen na topné desce ve dvou krocich: 65 °C,
1 min a hned poté 95°C po 3,5 min.

Bé&hem prvnich minut polymerace bylo moZné pozorovat prvni vystupujici kanalky.
e Vyvijeni

Béhem dalsiho kroku se ze substratu vyplavuje veskery nezpolymerovany fotorezist. Pro SU-8
se pouziva komerc¢ni vyvijec, slozeny ze smeési organickych rozpoustédel.

Substrat, umistény do Petriho misky, byl zalit vyvije¢em tak, aby se docililo jeho kompletniho
ponotfeni. Petriho miska byla nasledné po dobu 4,5 min promichavana, béhem této doby
dochazelo k finalnimu vystupovani kanalki — piedlohy pro master.

e Oplachnuti a suSeni
Po vyvijeni byla ptedloha co nejrychleji oplachnuta IP a nasledn€ vysusena vzduchem.

e Dotvrzeni - ""hard bake"
Nasledoval dotvrzovaci krok, ktery je doporucovany pro zlepSeni mechanickych vlastnosti
predlohy. "Hard bake" probihal pii 150 °C po dobu 1 hod.
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Béhem vyroby piedlohy nastalo n¢kolik komplikaci, kvili kterym bylo nutné optimalizovat
podminky stanovené vyrobcem SU-8. Doba osvitu byla z ptivodnich 20 min prodlouZena
na 25 min. Krat$i doba znamena nedostate¢né uvolnéni iniciatoru, s tim se pojici i nasledné
nezpolymerovani pozadovaného vzoru pro kanalek. Delsi doba osvitu substratu iniciaci
neSkodi, nicmén¢ je potieba z ekonomickych divoda Setfit jak energii, tak UV lampu. Dale je
nutné brat na védomi, ze v prubéhu osvitu se nesmi s expozi¢nim rameckem jakkoli
manipulovat.

Velmi rizikovy krok je také vyvijeni. Vyvijeci doba doporucend pro tloustku vrstvy 25 pm
¢inila 5-5,5 min. Vyvijeni ukoncené v tomto ¢asovém intervalu ale zptisobilo to, Ze se zacaly
vymyvat az Gplné odtrhavat pozadované kanalky, coz vyraznym zptsobem znehodnotilo
kvalitu i pouzitelnost fabrikatu. Optimalni doba pro vyvijeni byla na zaklad¢ né€kolika pokust
stanovena na 4,5 min.

Hlavni nevyhodou metody fotolitografie SU-8 je pozadavek extrémné Cistého prostiedi, dale
také jeji choulostivost vuéi striktné danym podminkam, jakakoli zména postupu protokolu byla
na kvalité vyrobku ihned znat. Nicmén¢ pokud se fabrikace podafi, je mozno piedlohu pouzit
pro odlévani opakované. Vyhoda vyuzitelnosti jednoho vyrobku je navic doplnéna i o velkou
ptesnost vyrobenych kanalki a to i v ramci mikro rozmérd.

Obrazek 52 zobrazuje predlohu, kterd byla vyrobena za optimalizovanych podminek a
nasledné slouzila v dal$im kroku fabrikace ¢ipli — odlévani PDMS.

Obrazek 52 SU-8 predloha pro master vyrobenad na zaklade optimalizovanych
podminek
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4.2.3.1 Silanizace

Formu s vystouplymi kanalky bylo nutné povrchové upravit. To proto, aby se v dalsich
krocich z ni mohlo jednoduse sloupnout vytvrzené PDMS, aniz by dochéazelo k nezddoucimu
prilepeni.  Pro  dosazeni  pozadované  nepfilnavosti  materidlu byl  pouzit
trichloro(1H,1H,2H,2Htridekafluoro-n-oktyl)silan, ktery na povrchu piedlohy vytvofil
monovrstvu nepftilnavosti podobnou teflonu.

Postup silanizace sestaval z nasledujicich krokt: Predloha byla umisténa i s podkladem
Petriho misky do exsikatoru. Do kraji misky bylo aplikovano celkem 8 pl silanu. Po zapnuti
vyveévy byl systém po dobu 5 min evakuovan. Poté byla predloha umisténa na topnou desku
a vypékana pii 110 °C po 10 min v piipadé skla jako podkladu, resp. pti 70 °C pro 1 hodinu
Vv ptipadé¢ PS jako podkladu.

Silanizovana byla nejen pifedloha, ale i veSkeré povrchy (sklo 1 PDMS), u kterych by
ptilepeni znemoznilo dalsi fabrika¢ni kroky.

4.2.4 Vyroba masteru

Postup vyroby masteru byl z divodu pouzitych chemikalii i pozadavku na vyssi kvalitu
fabrikatu modifikovan. Odlitkem z ptedlohy nejprve vznikly ¢asti, vhodné pro kompletaci
PDMS cipt. Tyto ¢asti byly ale znovu zality PDMS, a az po tomto kroku vznikly formy
pro odlévani OSTE.

4.2.4.1 Odlévani PDMS pro tvorbu Cipu

Ptedloha byla umisténa mezi magnet a dva magnetické ramecky s pozadovanou tloustkou
1 mm, tvotici ohraniceni pro odliti PDMS. Poté na ni bylo naneseno takové mnoZzstvi PDMS,
aby byly oba ramecky dostatecné zalité. Sylgard 184 je dodavan v sadé, ktera obsahuje
silikonovou odlévaci hmotu a sitovaci Cinidlo s iniciatorem. Tyto dvé€ slozky je nutné misit
v poméru 10:1. Protoze se jedna o medovitou smés, pii michani vznika mnoho bublin. Aby
se smés zbavila vzduchu, byla po dobu 20 min vystavena evakuovani v exsikatoru

Nanesena vrstva byla pfikryta skli¢kem tak, aby se nevytvofily Zadné bubliny, nasledné byl
celek fixovan dal§imi magnety. Takto navrstveny systém (Viz obrazek 53) byl na topné desce
vystaven teploté¢ 70°C po dobu 1 hod. Magneticka sila zprostiedkovala fixaci vrstev béhem
vytvrzeni PDMS v pozadované tloustce.

Replika PDMS byla z ptedlohy sloupnuta a nafezana na jednotlivé ¢tverce o rozméru
2x2 cm. Do vyznacenych mist byly do €ipi pomoci kruhového skalpelu vykrojeny vstupy
I vystupy pro kapaliny. Z dal$iho ptipraveného PDMS byly vyfezany pro kazdy jednotlivy ¢ip
také zadni strany finalniho mikrofluidického zafizeni bez vzord. VSsechny PDMS c¢asti byly
nasledné ocistény pomoci IP.

kryci sklicko
predloha ™ magnety
alobal vrstva PDMS

— et/

Obrazek 53: Systém vrstveni pri fabrikaci PDMS cipu
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4.2.4.2 Odlévani PDMS pro tvorbu masteru

Ocisténé silikonové casti byly poté vystaveny plazmatu, probéhl proces tzv. "plasma
bonding". Plazmovy generator Diener ZEPTO byl nastaveny na vykon 70 % pii tlaku 70 Pa
po dobu 1 min. Béhem expozice byly PDMS ¢asti v komofte situovany kanalky dold. To proto,
aby doslo k oSetfeni pouze zadnich stran, které byly vzapéti nalepeny na plazmatem oSetena
podlozni sklicka. Na kazdé sklicko se byla vzdy nalepena cast s kanalkem i zadni strana
bez vzoru, viz obrazek 55.

Obrazek 54: Vyrezand a ocisténa c¢ast PDMS cipu Obrazek 55: Schéma rozlozeni PDMS na sklicku

Podkladova skla s pfipevnénymi PDMS ¢astmi byla ptilepena oboustrannou lepici paskou
do Petriho misky. Poté byla provedena silanizace a zaliti PDMS, které bylo v poméru 10:1
smichané v takovém mnozstvi, aby vznikla vrstva o tloust’ce pfiblizné 5 mm. Zaroven byla
piipravena i smés na odliti PDMS s tloustkou vrstvy 3 mm, ze které byly nasledné vyrobeny
horni kryci dily pro jednotlivé formy. Tvrzeni probihalo opét pii 70 °C po dobu 1 hod.

Po nasledném sloupnuti, vyfezani a ocisténi IP, byly jiz kompletné¢ zhotoveny mastery
pro odlévani OSTE ¢ipi.

Vyrobeny byly celkem 3 formy, kazda skanalky o jiném rozméru. Béhem fabrikace
se pii slupovani z predlohy jeden z Ciptt S 200 um kanalky ponicil. Bylo to zapfti¢inéno
pravdépodobné nedokonalou silanizaci s nasledky pevného ptilepeni PDMS k SU-8 masteru.
Tato skutecnost se poji kjedné znevyhod mikrofluidiky, a to k nutnosti velmi jemné
manipulace s tenkymi povrchy. PDMS se miize velmi lehce potrhat, také je potieba dbat
na opatrnost pii ofezavani materidlu ziletkou. Dal§im problémem, se kterym bylo tieba
se béhem fabrikace potykat, byla neustala nutnost ¢isténi povrchii od prachu. Jakékoli prachova
Castice zabrani spravnému spojeni povrchii a tim zpusobi bud’ nezadouci bublinu, anebo
celkovou nefunk¢nost ¢ipu. PDMS se po ocisténi v IP stdva extrémné kluzkym a poté
pfilnavym, coz na chvili zna¢né komplikuje dal$i manipulaci s timto materialem. Déle bylo
nutné dbat velké opatrnosti pii finalnim kroku slupovani PDMS, kde mohly byt pfi vyvinuti
vetsi sily velmi snadno utrhnuty milimetrové vystupky nad povrchem, piedstavujici vstupy
do kanalkd. Jednoduchym fesenim pro snadnéjsi odlepovani PDMS se jevi fabrikace o par mm
tlustSich vrstev nebo jednokrokova verze fabrikace.
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Obrdzek 56: Odlévaci forma (S kandlky o rozmérech 3x 500 um) a horni kryci dil pred odlévanim OSTE

4.25 Vyroba mikrofluidickych ¢ipi

Dale byly fabrikovany ¢ipy z nestechiometrickych thiolen (OSTE), pro zadni ¢ast ¢ipu byl
kvili lepSim vazebnym vlastnostem epoxidovych skupin, pouZit materidl OSTEMER
(OSTE+).

4.2.5.1 Odlévani thiolenii

Pro ptipravu OSTE bylo nutné nejprve navazit 2 monomery — thiolovy a allylovy, viz
podkapitola 4.2.1 Pouzité chemikalie. Mnozstvi slozky 4T (,,tetrakis*) bylo navazeno tak, aby
bylo oproti slozce 3A (,,triallyl®) v 47,5x vétsim mnozstvi. Dale bylo nutné monomery diikladné
promisit, k tomu byl vyuzit vortex. Nasledoval ptidavek 10 pl 10% ethanolového roztoku
fotoiniciatoru TPO-L a dalsi vortexovani. Pro eliminaci bublin byla smés po dobu 1 hod
vystavena snizenému tlaku v exsikatoru.

Forma o¢isténa plazmatem a piipevnéna k PMMA folii, byla umisténa na polykarbonatovou
desku zajistujici rovnost (tloustka 5 mm) pokrytou netkanou utérkou. Nasledné bylo do formy
naneseno takové mnozstvi OSTE, aby se zcela zaplavila ¢ast obsahujici vstupy pro kanalky.
Druha polovina formy (zadni ¢ast ¢ipu) byla ponechana volna pro pozdé&jsi odlévani OSTE+.
Zality master byl opatrné ptiklopen PDMS vickem, pokryt dal$i netkanou tkaninou a druhym
dilem polykarbonatové podlozky opatrné stlacen a vylisovan. Lisovaci krok byl dilezity
pro vytlaceni piebytku thiolent. VSechny vrstvy v prubéhu odlévani zobrazuje obrazek 57.
V expozi¢ni komote byl master s vickem vystaven UV osvitu 700 mJ-cm™. Poté nasledovalo
odloupnuti OSTE ¢ipu z formy.

OSTE
PDMS forma

PDMS kryci dil

PMMA folie

polykarbonatova
= podloZzka

netkana utérka Obrdzek 57: Odlévani a lisovani OSTE — schéma vrstev
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Postup pro zhotoveni zadni strany ¢ipu z OSTE+ byl stejny s rozdilem navazky a hodnoty
expozi¢ni energie. Navazeny OSTEMER sestaval dle pokyni vyrobcee z 1,09x vétSiho mnozstvi
slozky A oproti slozce B. Optimalizovana hodnota energie pfi expozici ¢inila 1000 mJ-cm™,

4.2.5.2 Kompletace Cipu

Jednotlivé casti Cipa byly nésledné spojeny, lehce pfimacknuty k sobé a vlozeny mezi
se vzorem kanalkti smérem dovnitf jednotlivych Cipa. Takto sestavena skla byla fixovana
svorkami a vystavena 100 °C po dobu 1 hod. Béhem tohoto kroku prob¢hlo tepelné€ iniciované
navazani materialu OSTE+ na OSTE a vytvrzeni.

Po vychlazeni na LT byla skla rozebrana a OSTE ¢ipy vyjmuty.

Obrazek 58: Ukazka 2/3 fabrikovanych cipi

V pribéhu fabrikace ¢ipti bylo potfeba optimalizovat hned nékolik faktor. Nejen jednotlivé
potfadi vrstev pfi lisovani, ale 1 hodnoty obou expozi¢nich energii. Na odfezky PDMS byly
aplikovany kapky OSTE pryskyfice, nasledné¢ probéhlo n€kolik experimentd pojicich
se s hledanim optimalni hodnoty E. Hodnota 700 mJ-cm? byla stanovena na zikladé
dostatecného zatuhnuti testovaci kapky. Nizs§i hodnoty E zptisobovaly lepivost materialu, ktery
byl také nachylny k obtiskiim pfti dalS$i manipulaci. Spojeni dvou OSTE materidlti se béhem
fabrikace nepodatilo, i kdyz byl dodrzovan protokol s danym postupem. Mohlo to byt
zpusobeno napiiklad nedostate¢né optimalizovanou energii expozice nebo pomalou manipulaci
s fabrikovanymi ¢astmi. Z ditvodu tspory OSTE pfii dal§im testovani bylo navrzeno feSeni:
zadni strany Cipt fabrikovat z materialu OSTE+ a ob¢ ¢asti nasledné spojit za zvysené teploty
pomoci epoxidovych skupin obsazenych v OSTE+. U OSTE+ pryskyfice bylo nutné nalézt
takovou hodnotu E UV osvitu, aby nedoslo k pfiliSnému zahtati materialu, a tim ke tepelné
iniciované reakci epoxidd jiz pfi polymeraci. Tato hodnota ¢inila 1000 mJ-cm? Nejvétsi
komplikaci pii odlévani pryskyfic byly prachové necistoty, protoze zplsobovaly neZzadouci
vzduchové kapsy pii spojovani materiala.
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Také bylo nutné dbat na to, jakou stranou dil s kanalky situovat na dil podkladovy.
V mistnosti s redukovanym svétlem jde jen velmi tézko poznat, ktera strana Cipu je vzorovana
a to 1 kdyZ je objekt pozorovan velmi zblizka. U dvou vyrobenych Cipii tento problém nastal a
na stranu s obracenymi kanalky bylo poté tfeba nalepit jesté dalsi ¢ast OSTE, jako nadstavbu,
aby se kanalky finaln¢ uzavftely. Pii odlupovani OSTE z PDMS formy doslo i pfi vyvinuti
minimalni sily k utrhnuti silikonovych vystupkll a tim ke znehodnoceni dvou ze tii PDMS
forem. Nicméné vytvoteni dalsich PDMS forem z pfipravenych masteri je snadné.

V zavéru experimentovani se podafilo zhotovit celkem 6 mikrofluidickych cipt
(1x 400/200, 3x 200/100 a 2x 500/125), u kterych byla nasledn¢ otestovana jejich funkénost.

4.2.6 Test funkénosti mikrofluidickych kanalki

Mikrofluidické Cipy byly dale usazeny do kovového stojanu a do vstupl byla pomoci
komer¢nich konektorti zapojena kiemenna kapilara s polyimidovym povlakem. Poté byl
proveden test funkénosti kanalkt priplachem roztoku barviva.

Obrazek 59: Zapojeny mikrofluidicky cip

Roztokem barviva pyroninu B se povedlo proplachnout vSechny kanalky. Jeden z Cipt
snejmensi Sitkou kanalkd (200/100) by kviali velké vzduchové kapse, ktera vznikla
pii spojovani 2 kustit OSTE a OSTE+, nebylo mozné dale prakticky vyuzivat (viz prostiedni ¢ip
na obrazku 60). U jiného Cipu stejnych rozméri doslo k nedostatecném bondovani OSTE+
na OSTE, coz mélo za disledek odlepeni jednotlivych €asti €ipu od sebe béhem promyvani.
Tato komplikace mohla byt zptisobena napt. zreagovanim epoxidi uz pii fotopolymeraci nebo
nedostate¢nou dobou tvrzeni ¢ipu na topné desce. Ostatni Cipy se jevily jako vhodné pro dalsi
testovani.
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Obrazek 60: Promyté cipy 3x 200/100

O . R —————

by LEEE3

e T
Obrazek 61: Promyté cipy 1x 400/200 a 2x 500/125

Postupy pfipravy cipti byly optimalizovany a dal$i vyrobené Cipy mohou byt pouZity
pro imobilizaci mikrosomd a nasledné sledovani biotransformace na modelovém systému
V ramci propojeni enzymatické a mikrofluidické ¢asti experimentalni prace. Timto smérem také
bude probihat navazujici vyzkum, ktery vSak rozsahem pievysSuje ¢asovou dotaci diplomové
prace.
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5 ZAVER
Predlozena diplomova prace se zabyvala optimalizaci metod testovani enzymatické aktivity
spektrofluorimetricky a sestavenim mikrofluidického zatizeni pro Ucely enzymatického

reaktoru jako modelu metabolizmu potencidlnich 1€¢iv v jatrech. Experimentalni ¢ast byla
rozdélena do dvou celki, na jejichZ propojeni bude v budoucnu zaméten dalsi vyzkum.

Prvni ¢ast experimentl se zabyvala provéfenim systému pro testovani enzymatické aktivity
metodou spektrofluorimetrie a optimalizaci podminek pro praci s mikrosomy, jakozto nositeli
enzymatického komplexu cytochromu P450 zodpovédného za metabolizmus Xxenobiotik.
Komplex P450 obsazeny v mikrozomech za piitomnosti koenzymu NADPH pieménoval
modelovy substrat 7-ethoxykumarin na produkt 7-hydroxykumarin. Jako alternativa
k LC-MS/MS, ktera je pouzivana k analyze kumarini, byla zvolena a otestovana
spektrofluorimetrie. V ramci experimentovani byly stanoveny nejen optimalni koncentrace
vSech slozek reakéni smési, ale také napf. nastaveni pfistroje a vlnové délky vhodné
pro sledovani enzymatické aktivity. Tyto hodnoty jsou uvedeny v experimentalni ¢asti prace.
P#i hledani vhodnych vinovych délek pro méfeni, bylo potieba brat v potaz komplikaci, kterou
ptedstavovala prakticky totozna emisni maxima produktu enzymatické reakce 7-HC a ve smési
ptitomného NADPH. Aby tyto latky ve vystupech méfeni spolu co nejméné interferovaly, bylo
nutné zajistit optimalni vinové délky porovnanim jejich excitaénich a emisnich spekter
(optimalni excita¢ni vinova délka byla stanovena na 323 nm a emisni vinova délka na 450 nm).
Poté nasledovalo sledovani enzymatické aktivity smési. Bylo zjisténo, ze pfeménou NADPH
na NADP dochazi kvyraznému poklesu jeho intenzity fluorescence, ¢imz bylo
pro vyhodnoceni enzymatické aktivity znemoznéno vyuZiti konvenéni metody sledovanim
intenzity fluorescence pii zvolenych vinovych délkach. Proto bylo navrzeno feseni v podobé
prokladani spekter pomoci fesitele programu MS Excel. Vyhodnocovani touto metodou bylo
vysledkd, a to i pfes vzniklé komplikace. Koncentrace 7-HC za ptitomnosti 7-EC i NADPH
stoupala, naopak substrat 7-EC v prubéhu reakce ubyval. Sledovanim enzymatické aktivity byla
prokéazana funkénost mikrosomu.

Do budoucna by bylo dobré zvazit v ramci vyzkumu enzymatické aktivity CYP aplikaci
jiného modelového systému, ve kterém by se jednotlivé slozky béhem reakce spektralné tolik
nepiekryvaly. Literatura uvadi, Ze je k tomuto ucelu vhodné napt. vyuziti modelu resorufint,
které maji oblast fluorescence posunutou do viditelné oblasti [91]. Také je mozné, Ze pfi pouziti
regenerativniho  systétmu NADP, gluk6za-6-dehydrogenazy se  zdrojem  energie
glukézou-6-fostatem by NADPH v pribehu reakce nevykazovalo takovou miru nestability
a jeho koncentrace by pii vhodné volbé smési mohla byt takika stabilni [75]. Re$enim by mohlo
byt 1 pouziti separa¢ni metody pred vlastni detekci nebo pouziti upln€ odlisné metody analyzy
a detekce signalu.

Po ovéfeni funk¢nosti mikrosomi nasledovala druhd cast experimentovani v oblasti
mikrofluidiky. Nejprve byla optimalizovana metoda vyroby SU-8 piedloh. Stanovena byla
vhodné doba osvitu i vyvijeni fotorezistu. Poté byly ve vicekrokovém postupu fabrikovany
PDMS formy, do kterych byly nasledné odlévany OSTE ¢ipy. Pro zadni stany Cipti se vyuzival
i material OSTE+. Bylo vyrobeno 6 mikrofluidickych ¢ipt, jejichz funkénost byla otestovana
priplachem kandlkd. Pro lepSi vizualizaci experimentu bylo vyuZito barvivo pyronin B.
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Vsechny Cipy byly uspésné promyty, nicméné spojovani ¢asti s kanalky s kryci ¢asti nebylo
vzdy zcela uspésné a nékteré Cipy maji kanalky sice priachodné, ale obsahujici vzduchové
kapsy. Jako nejvétsi komplikace se pii fabrikaci Cipi ukazaly prachové nedistoty, které
pii spojovani materidlii mohly zajistit celkovou nefunkcnost vyrobku, dale také nutnost
striktniho dodrzovani v§ech podminek postupti I potieba velmi jemného zachazeni s fabrikaty
pfi vSech krocich vyroby. Optimalizované hodnoty pro energie UV osvitii a doby tvrzeni
se vV ptipad¢ vétsiny zafizeni, jevily jako dostacujici, pro material OSTE+ by bylo do budoucna
vhodné hodnoty UV energie osvitu optimalizovat tak, aby s jistotou nedochazelo K piehiati
pti fotopolymeraci, a tim ke spotfebovani tepelné iniciovaného kroku jiz v UV komote.
Na zakladé optimalizace podminek v druhé ¢asti experimentalni prace, mohou byt postupy
vyroby ¢ipii dale pouzity pro testovani imobilizac¢nich technik mikrosomu a nasledné sledovani
biotransformace na modelovém systému v rdmci propojeni enzymatické a mikrofluidické casti
experimentalni prace.

Kdyz se zaméfime na nedavné vyzkumy a mikrofluidickd zatfizeni ktera vstupuji na trh,
muzeme si byt jisti, ze LoC v blizké budoucnosti zméni zptisob diagnostiky onemocnéni a také
testovani 1é¢iv. Mikrofluidika, jako stale v celku mlady a hlavné perspektivni obor se v nejblizsi
budoucnosti bude zabyvat zejména problematikou standardizace vyzkumnych postupti.
Mikrofluidni systémy mohou vyrazné obohatit mnoho védnich obord a konkrétné
v biomedicing nabizi ¢im dal detailn&ji poznani lidského téla na urovni tkani i bungk. Cipy
jsou vyrabény ze stale biokompatibiln&jsich materiald, nizkonestechiometricky OSTE je toho
dikazem. Vizi do budoucna je rozvinuti technologie natolik, aby bylo mozné modelovat
jednotlivé organové soustavy na Cipu, diky ¢emuz by se jednoho dne mohlo podaftit ustoupit
od kontroverzniho a ¢asto neefektivniho testovani 1é¢iv na zvifatech.

60



6 POUZITA LITERATURA

[1] SACKMANN, Eric K., Anna L. FULTON, David J. BEEBE a Andreas MANZ. The present
and future role of microfluidics in biomedical research. Nature. 2014, 507(7491), 181-189.
DOI: 10.1038/nature13118. ISSN 0028-0836.

[2] WHITESIDES, George M., Anna L. FULTON, David J. BEEBE a Andreas MANZ. The
origins and the future of microfluidics. Nature. 2006, c2008, 442(7101), 368-373. DOI:
10.1038/nature05058. ISSN 0028-0836.

[3] REYES, Darwin R., Dimitri IOSSIFIDIS, Pierre-Alain AUROUX a Andreas MANZ. Micro
Total Analysis Systems. 1. Introduction, Theory, and Technology. Analytical Chemistry.
2002, 74(12), 2623-2636. DOI: 10.1021/ac0202435. ISSN 0003-2700.

[4] LI, Dongging, Anna L. FULTON, David J. BEEBE a Andreas MANZ. Encyclopedia of
microfluidics and nanofluidics. Nature. 2014, c2008, 507(7491), 181-189. DOI: 0387324682.
ISSN 0028-0836.

[5] Lab on chip PCR (1). In: Gene quantification [online]. [cit. 2018-12-09]. Dostupné z:
https://www.gene-quantification.de/lab-on-chip.html

[6] BEEBE, David J., Glennys A. MENSING a Glenn M. WALKER. Physics and Applications
of Microfluidics in Biology. Annual Review of Biomedical Engineering. 2002, 4(1), 261-286.
DOI: 10.1146/annurev.bioeng.4.112601.125916. ISSN 1523-9829.

[7] VAN DER MEER, A. D., A. A. POOT, M. H. G. DUITS, J. FEIJEN a I. VERMES.
Microfluidic Technology in Vascular Research. Journal of Biomedicine and Biotechnology.
2009, 2009(1), 1-10. DOI: 10.1155/2009/823148. ISSN 1110-7243.

[8] Intorduction to lab-on-a-chip 2015: review, history and future. In: Elveflow: Plug&Play
Microfluidics [online].[cit. 2018-12-09]. Dostupné z: https://www.elveflow.com/microfluidic-
tutorials/microfluidic-reviews-and-tutorials/introduction-to-lab-on-a-chip-2015-review-
history-and-future/

[9] Researchers produce smallest ever 3D printed microfluidic "lab on a chip"” device. In: 3ders:
3D printer and 3D printing news [online]. 2017 [cit. 2018-12-09]. Dostupné z:
http://www.3ders.org/articles/20170811-researchers-produce-smallest-ever-3d-printed-
microfluidic-lab-on-a-chip-device.html

[10] YANG, Xiaoxi, Omid FOROUZAN, Jennie M. BURNS, Sergey S. SHEVKOPLYAS a I.
VERMES. Traffic of leukocytes in microfluidic channels with rectangular and rounded cross-
sections. Lab on a Chip. 2011, 11(19), 1-10. DOI: 10.1039/c11c20293f. ISSN 1473-0197.

[11] Lab on Chip PCR - LOC PCR (1). In: Gene quantification[online]. 2017 [cit. 2018-12-09].
Dostupné z: https://www.gene-quantification.de/lab-on-chip.htm

[12] EL-ALI, Jamil, Peter K. SORGER a Klavs F. JENSEN. Cells on chips. Nature.
2006, 442(7101), 403-411. DOI: 10.1038/nature05063. ISSN 0028-0836.

[13] VILKNER, Torsten, Dirk JANASEK a Andreas MANZ. Micro Total Analysis Systems.
Recent  Developments. Analytical ~ Chemistry. 2004, 76(12),  3373-3386. DOI:
10.1021/ac040063q. ISSN 0003-2700.

61



[14] ALLEN, Michael. Microfluidic chip can detect HIV and MRSA.
In: Physicsworld [online]. Bristol, 03 Apr 2017 [cit. 2018-12-09]. Dostupné z:
https://physicsworld.com/a/microfluidic-chip-can-detect-hiv-and-mrsa/

[15] CHIN, Curtis D, Tassaneewan LAKSANASOPIN, Yuk Kee CHEUNG, et al.
Microfluidics-based diagnostics of infectious diseases in the developing world. Nature
Medicine. 2011, 17(8), 1015-1019. DOI: 10.1038/nm.2408. ISSN 1078-8956.

[16] Blood vessels on a chip make the cause of dementia visible. Universiteit Leiden [online].
Leiden, 2017 [cit. 2018-12-09]. Dostupné z: https://www.universiteitleiden.nl/en/research-
dossiers/vascular-and-regenerative-medicine/blood-vessels-on-a-chip-make-the-cause-of-
dementia-visible

[17] DOUGHERTY, Elisabeth. Living, breathing human lung-on-chip: A potential drug-testing
alternative. Wyss Institute[online]. Harvard University, 2010 [cit. 2018-12-09]. Dostupné z:
https://wyss.harvard.edu/living-breathing-human-lung-on-a-chip-a-potential-drug-testing-
alternative/

[18] Blood-vessel-on-a-chip provides insight into new anti-inflammatory drug candidate.
In: Radical  Science  News[online]. 2018  [cit.  2018-12-09].  Dostupné  z:
https://www.radicalsciencenews.org/tag/endothelial/

[19] WONG, leong a Chih-Ming HO. Surface molecular property modifications for
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) based microfluidic devices. Microfluidics and Nanofluidics.
2009, 7(3), 291-306. DOI: 10.1007/s10404-009-0443-4. ISSN 1613-4982.

[20] MCDONALD, J. Cooper a George M. WHITESIDES. Poly(dimethylsiloxane) as a
Material for Fabricating Microfluidic Devices. Accounts of Chemical Research. 2002, 35(7),
491-499. DOI: 10.1021/ar010110q. ISSN 0001-4842.

[21] Physics Central: learn how your world works [online]. American Physical Society [online],
2016 [cit. 2019-04-10]. Dostupné z: http://www.physicscentral.com

[22] HILLBORG, H., J.F. ANKNER, U.W. GEDDE, G.D. SMITH, H.K. YASUDA a K.
WIKSTROM. Crosslinked polydimethylsiloxane exposed to oxygen plasma studied by neutron
reflectometry and other surface specific techniques. Polymer. 2000, 41(18), 6851-6863. DOI.
10.1016/S0032-3861(00)00039-2. ISSN 00323861.

[23] DONZEL, C., M. GEISSLER, A. BERNARD, H. WOLF, B. MICHEL, J. HILBORN a E.
DELAMARCHE. Hydrophilic Poly(dimethylsiloxane) Stamps for Microcontact Printing.
Advanced Materials. Weinheim: WILEY-VCH, 2001, 13(15), 1164-1167. DOI: 10.1002/1521-
4095(200108)13:15<1164::AID-ADMA1164>3.0.CO;2-S.

[24] LEE, Jessamine Ng, Cheolmin PARK a George M. WHITESIDES. Solvent Compatibility
of Poly(dimethylsiloxane)-Based Microfluidic Devices. Analytical Chemistry. 2003, 75(23),
6544-6554. DOI: 10.1021/ac0346712. ISSN 0003-2700.

[25] BAREL, A. O., Marc PAYE a Howard I. MAIBACH. Handbook of cosmetic science and
technology. Fourth edition. Boca Raton, 2014. ISBN 978-184-2145-647.

62



[26] HOFER, Rainer, Franz JOST, Milan J. SCHWUGER, Rolf SCHAREF, Jiirgen GEKE, Josef
KRESSE, Herbert LINGMAN, Rudolf VEITENHANSL a Werner ERWIED. Foams and Foam
Control. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Wiley-VCH, Weinheim, 2000.
DOI:10.1002/14356007.a11_465

[27] TOTTEY, Leah S., Sally A. COULSON, Gerhard E. WEVERS, Laura FABIAN, Heather
MCCLELLAND a Mickayla DUSTIN. Persistence of Polydimethylsiloxane Condom
Lubricants. Journal of Forensic Sciences [online]. 2019, 64(1), 207-217 [cit. 2019-04-29]. DOI:
10.1111/1556-4029.13816. ISSN 00221198.

[28] CARLBORG, Carl Fredrik, Tommy HARALDSSON, Kim OBERG, Michael
MALKOCH a Wouter VAN DER WIINGAART. Beyond PDMS: off-stoichiometry thiol-ene
(OSTE) based soft lithography for rapid prototyping of microfluidic devices. Lab on a Chip.
2011, 11(18). DOI: 10.1039/c11c20388f. ISSN 1473-0197.

[29] HOYLE, Cherles E., Tai Yeon LEE a Todd ROPER. Thiol—-enes: Chemistry of the past
with promise for the future. Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry. 2004,
42(21). DOI: https://doi.org/10.1002/pola.20366.

[30] LAFLEUR, Josiane P., Radoslaw KWAPISZEWSKI, Thomas G. JENSEN a Jorg P.
KUTTER. Rapid photochemical surface patterning of proteins in thiol-ene based microfluidic
devices. The Analyst. 2013, 138(3), 845-849. DOI: 10.1039/C2AN36424G. ISSN 0003-2654.

[31JNATALI, Marco, Stefano BEGOLO, T. CAROFIGLIO a Giampaolo MISTURA. Rapid
prototyping of multilayer thiolene microfluidic chips by photopolymerization and transfer
lamination. Lab on a Chip [online]. 2008, 8(3) [cit. 2019-05-01]. DOI: 10.1039/b716594c.
ISSN 1473-0197.

[32] PRAKASH, Shaurya a Junghoon YEOM. Nanofluidics and microfluidics: systems and
applications. Waltham: William Andrew, 2014. ISBN 978-1-4377-4469-9.

[33] ZANDI SHAFAGH, Reza, Alexander VASTESSON, Weijin GUO, Wouter VAN DER
WIINGAART a Tommy HARALDSSON. E-Beam WNanostructuring and Direct Click
Biofunctionalization of Thiol-Ene Resist. ACS Nano. 2018, 12(10), 9940-9946. DOI:
10.1021/acsnano.8b03709. ISSN 1936-0851.

[34] STICKER, Drago, Mario ROTHBAUER, Sarah LECHNER, Marie-Therese
HEHENBERGER a Peter ERTL. Multi-layered, membrane-integrated microfluidics based on
replica molding of a thiol-ene epoxy thermoset for organ-on-a-chip applications. Lab on a
Chip. 2015, 15(24), 4542-4554. DOI: 10.1039/C5LC01028D. ISSN 1473-0197.

[35] SARTHAK, Basak. OSTEmer steps. In: Wikipedia.org[online]. 2014 [cit. 2019-05-01].
Dostupné z:https://en.wikipedia.org/wiki/Off -stoichiometry_thiol-ene_polymer#/media/File:
OSTEmer_steps.png

[36] KWISNEK, Luke, Sergei NAZARENKO a Charles E. HOYLE. Oxygen Transport
Properties of Thiol-Ene Networks. Macromolecules [online]. 2009, 42(18), 7031-7041 [cit.
2019-05-01]. DOI: 10.1021/ma901117s. ISSN 0024-9297.

[37] MosaicBio [online]. Boulder: Mosaic Biosciences, 2019 [cit. 2019-04-01]. Dostupné z:
https://www.mosaicbio.com/technology/

63



[38] VELVE-CASQUILLAS, Guilhem, Maél LE BERRE, Matthieu PIEL a Phong T. TRAN.
Microfluidic tools for cell biological research. Nano Today. 2010, 5(1), 28-47. DOI:
10.1016/j.nantod.2009.12.001. ISSN 17480132.

[39] VOLDMAN, Joel, Martha L. GRAY a Martin A. SCHMIDT. Microfabrication in Biology
and Medicine. Annual Review of Biomedical Engineering. 1999, 1(1), 401-425. DOI:
10.1146/annurev.bioeng.1.1.401. ISSN 1523-9829.

[40] LECUYER, Christophe a David C. BROCK. Makers of the microchip: a documentary
history of Fairchild Semiconductor. Cambridge, Mass.: MIT Press, 2010. ISBN 978-
0262014243.

[41] Photolithography. In: Cellular and molecular biomechanics laboratory [online]. London,
2017 [cit. 2018-12-09]. Dostupné z: http://biomechanicalregulation-lab.org/photolithography/

[42] SEED, Brian. Silanizing Glassware. Current Protocols in Cell Biology [online]. 2000, 8(1)
[cit. 2019-05-01]. DOI: 10.1002/0471143030.cba03es08. ISSN 19342500.

[43] SHUN’KO, E. V. a V. S. BELKIN. Cleaning properties of atomic oxygen excited to
metastable state 2s22p4(S10). Journal of Applied Physics. 2007, 102(8). DOI:
10.1063/1.2794857. ISSN 0021-8979.

[44] SUBRAMANI, K. Fabrication of hydrogel  micropatterns by  soft
photolithography. Emerging Nanotechnologies for Manufacturing. Elsevier, 2015, 2015, , 279-
293. DOI: 10.1016/B978-0-323-28990-0.00011-7. ISBN 9780323289900.

[45] Nanobiotechnologie a biosensory pfi studiu biointerakei: zptistupnéni moderni technologie
odbornikiim v biologii. Nanobio [online]. Brno: Masarykova univerzita [cit. 2019-05-01].
Dostupné z: http://www.nanobio.cz/sschool-2011/cviceni/L1_Prakticka-imobilizace.pdf

[46] VOET, Donald a Judith G. VOET. Biochemie. Praha: Victoria Publishing, 1995. ISBN
80-856-0544-9.

[47] CAMMACK, Richard. Oxford dictionary of biochemistry and molecular biology. Rev. ed.
New York: Oxford University Press, 2006. ISBN 01-985-2917-1.

[48] SUZUKI H. "Chapter 8: Control of Enzyme Activity". How Enzymes Work: From
Structure to Function. Boca Raton, FL: CRC Press. 2015. pp. 141-69. ISBN 978-981-4463-
92-8.

[49] CORNELL, Brent. The Lock and Key Model. In: BioNinjaJonline]. 2007 [cit. 2019-
05-01]. Dostupné z: http://www.vce.bioninja.com.au/aos-1-molecules-of-life/biochemical-
processes/enzymes.html

[50] CHAPLIN, Martin a Christopher BUCKE. Enzyme Technology: Enzyme
Reactors [online]. 2014 [cit. 2019-05-01].

[51] MERYAM SARDAR, Razi Ahmad. Enzyme Immobilization: An Overview on
Nanoparticles as Immobilization Matrix. 2015, 04(02). DOI: 10.4172/2161-1009.1000178.
ISSN 21611009.

64


https://en.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Book_Number
https://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/978-981-4463-92-8
https://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/978-981-4463-92-8

[52] BRENA, Beatriz, Paula GONZALEZ-POMBO a Francisco BATISTA-VIERA.
Immobilization of Enzymes: A Literature Survey. Immobilization of Enzymes and Cells.
Totowa, NJ: Humana Press, 2013, 2013-7-10, , 15-31. Methods in Molecular Biology. DOI:
10.1007/978-1-62703-550-7_2. ISBN 978-1-62703-549-1.

[53] ZAUSHITSYNA, Oksana, Dmitriy BERILLO, Harald KIRSEBOM a Bo MATTIASSON.
Cryostructured and Crosslinked Viable Cells Forming Monoliths Suitable for Bioreactor
Applications. Topics in Catalysis. 2014, 57(5), 339-348. DOI: 10.1007/s11244-013-0189-9.
ISSN 1022-5528.

[54] MELLER, Kinga, Michat SZUMSKI, Bogustaw BUSZEWSKI a Frangois FAJULA.
Microfluidic  reactors  with  immobilized enzymes—Characterization,  dividing,
perspectives. Sensors and Actuators B: Chemical [online]. 2017, 244(2), 84-106 [cit. 2019-04-
21]. DOI: 10.1016/j.snb.2016.12.021. ISSN 09254005.

[55] FOO, Hsiao Ching, Norman W. SMITH a Shawn M.R. STANLEY. Fabrication of an on-
line enzyme micro-reactor coupled to liquid chromatography-tandem mass spectrometry for
the digestion of recombinant human erythropoietin. Talanta. 2015, 135, 18-22. DOI:
10.1016/j.talanta.2014.12.033. ISSN 00399140.

[56] MIN, Qianhao, Ren'an WU, Liang ZHAO, Honggiang QIN, Mingliang YE, Jun-Jie ZHU
a Hanfa ZOU. Size-selective proteolysis on mesoporous silica-based trypsin nanoreactor for
low-MW  proteome  analysis. Chemical =~ Communications. 2010, 46(33).  DOI:
10.1039/c0cc00619j. ISSN 1359-7345.

[57] SHI, Jing, Wenwen ZHAO, Yuanfang CHEN, Liping GUO a Li YANG. A replaceable
dual-enzyme capillary microreactor using magnetic beads and its application for simultaneous
detection of acetaldehyde and pyruvate. ELECTROPHORESIS. 2012, 33(14), 2145-2151. DOI:
10.1002/elps.201200090. ISSN 01730835.

[58] SACHSE, Alexander, Anne GALARNEAU, Bernard COQ a Frangois FAJULA.
Monolithic flow microreactors improve fine chemicals synthesis. New Journal of
Chemistry [online]. 2011, 35(2) [cit. 2019-04-21]. DOI: 10.1039/cOnj00965b. ISSN 1144-
0546.

[59] WU, ShuaiBin, JunFeng MA, KaiGuang YANG, JinXiang LIU, Zhen LIANG, LiHua
ZHANG a YuKui ZHANG. A novel organic-inorganic hybrid monolith for trypsin
immobilization. Science China Life Sciences. 2011, 54(1), 54-59. DOI: 10.1007/s11427-010-
4108-z. ISSN 1674-7305.

[60] FU, Lung-Ming, Wei-Jhong JU, Ruey-Jen YANG a Yao-Nan WANG. Rapid prototyping
of glass-based microfluidic chips utilizing two-pass defocused CO2 laser beam
method. Microfluidics and Nanofluidics. 2013, 14(3-4), 479-487. DOI: 10.1007/s10404-012-
1066-8. ISSN 1613-4982.

[61] RODRIGUEZ-RUIZ, lsaac, Dimitri RADAJEWSKI, Sophie CHARTON, Nhat
PHAMVAN, Martha BRENNICH, Petra PERNOT, Francgoise BONNETE a Sébastien
TEYCHENE. Innovative High-Throughput SAXS Methodologies Based on Photonic Lab-on-
a-Chip Sensors: Application to Macromolecular Studies. Sensors. 2017, 17(6). DOI:
10.3390/s17061266. ISSN 1424-8220.

65



[62] TEMIZ, Yuksel, Robert D. LOVCHIK, Govind V. KAIGALA a Emmanuel
DELAMARCHE. Lab-on-a-chip devices: How to close and plug the lab?. Microelectronic
Engineering. 2015, 132, 156-175. DOI: 10.1016/j.mee.2014.10.013. ISSN 01679317.

[63] ROIG, Manuel G, J Felipe BELLO, Fernando G VELASCO, Carmen D DE CELIS a Juan
M CACHAZA. Biotechnology and applied biology section applications of immobilized
enzymes. Biochemical Education [online]. 1997, 15(4), 198-208 [cit. 2019-04-21]. DOI:
10.1016/0307-4412(87)90011-2. ISSN 03074412.

[64] KRMENCIK, Pavel a Jiii KYSILKA. Toxikon: Biotransformace. Biotox [online]. 2010
[cit. 2019-05-09]. Dostupné z: http://www.biotox.cz/toxikon/toxikologie/j_transformace.php

[65] EYBL, Vladislav. Vybrané kapitoly z obecné farmakologie. Praha: Karolinum, 2004.
ISBN 80-246-0679-8.

[66] ASHAUER, Roman, Anita HINTERMEISTER, Isabel O’CONNOR, Maline ELUMELU,
Juliane HOLLENDER a Beate I. ESCHER. Significance of Xenobiotic Metabolism for
Bioaccumulation Kinetics of Organic Chemicals in Gammarus pulex. 2012, 46(6), 3498-3508.
DOI: 10.1021/es204611h. ISSN 0013-936X.

[67] AMADI, Peter Uchenna, Charity OGUNKA NNOKA a Bene Willie ABBEY.
Biotransformation of plantain pseudostem fibres using local enzyme sources; analysis of their
potential as commercial poultry feed. Biocatalysis and Biotransformation. 2018, 37(3), 224-
232. DOI: 10.1080/10242422.2018.1532412. ISSN 1024-2422.

[68] INGELMAN-SUNDBERG, Magnus a Sarah C. SIM. Pharmacogenetic biomarkers as
tools for improved drug therapy; emphasis on the cytochrome P450 system. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 2010, 396(1), 90-94. DOI:
10.1016/j.bbrc.2010.02.162. ISSN 0006291 X.

[69] NEBERT, DANIEL W., DAVID R. NELSON, MILTON ADESNIK, et al. The P450
Superfamily: Updated Listing of All Genes and Recommended Nomenclature for the
Chromosomal Loci. DNA. 1989, 8(1), 1-13. DOI: 10.1089/dna.1.1989.8.1. ISSN 0198-0238.

[70] JOHNSTON, Wayne A., Dominic J. B. HUNTER, Christopher J. NOBLE, Graeme R.
HANSON, Jeanette E. STOK, Martin A. HAYES, James J. DE VOSS a Elizabeth M. J.
GILLAM. Cytochrome P450 Is Present in Both Ferrous and Ferric Forms in the Resting State
within Intact Escherichia coli and Hepatocytes. Journal of Biological Chemistry.
2011, 286(47), 40750-40759. DOI: 10.1074/jbc.M111.300871. ISSN 0021-9258.

[71] Interakce cytochromu P450 [online]. In: . Lékatska fakulta v Hradci Kralové, 2013 [cit.
2019-05-09]. Dostupné z: http://www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/P450.htm

[72] KUCERA, F. Reakéni cyklus enzymatického systému cytochromu P450. In: ZAM:
Zdravotnictvi a  medicina[online]. 2006  [cit.  2019-05-09].  Dostupné  z:
https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/enzymaticky-system-cytochromu-p450-
170727

[73] PDB 1WOE. Ribbon diagram of human cytochrome P450 isozyme 3A4.
In: Wikipedia.org [online].  Wikipedia, 2006 [cit.  2019-05-09]. Dostupné z:
https://fr.wikipedia.org/wiki/CYP3A4#/media/File:CYP3A4_PDB1WOE.png

66



[74] STANKOVA, Pavla, Otto KUCERA, Halka LOTKOVA, Toma$ ROUSAR, René
ENDLICHER a Zuzana CERVINKOVA. The toxic effect of thioacetamide on rat liver in
vitro. Toxicology in Vitro. 2010, 24(8), 2097-2103. DOI: 10.1016/j.tiv.2010.06.011. ISSN
08872333.

[75] In Vitro Products & Reagents 2017-2018 Technology Guide. Sekisui XenoTech [online].
Kansas, USA, 2018 [cit. 2019-05-02]. Dostupné z: https://www.xenotech.com/books/product-
technology-guide-2017-2018

[76] SAKAI-KATO, Kumiko, Masaru KATO a Toshimasa TOYO’OKA. On-line drug—
metabolism system using microsomes encapsulated in a capillary by the sol-gel method and
integrated into capillary electrophoresis. Analytical Biochemistry. 2002, 308(2), 278-284. DOI:
10.1016/S0003-2697(02)00231-2. ISSN 00032697.

[77] LANGENFELD, Elmar, Ulrich M. ZANGER, Klaus JUNG, Helmut E. MEYER a Katrin
MARCUS. Mass spectrometry-based absolute quantification of microsomal cytochrome P450
2D6 in human liver. PROTEOMICS. 2009, 9(9), 2313-2323. DOI: 10.1002/pmic.200800680.
ISSN 16159853.

[78] JURICA, Jan a Alexandra SULCOV. Determination of Cytochrome P450 Metabolic
Activity Using Selective Markers. Topics on Drug Metabolism. InTech, 2012, 2012-02-22.
DOI: 10.5772/30236. ISBN 978-953-51-0099-7.

[79] KUCERA, F. Enzymaticky systém cytochromu P450 [online]. 2006 [cit. 2019-05-09].
Dostupné  z:  https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/enzymaticky-system-
cytochromu-p450-170727

[80] LAKOWICZ, Joseph R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3rd ed. New York:
Springer, c2006. ISBN 978-0387-31278-1.

[81] HOFMANN, Andreas, Anne SIMON, Tanja GRKOVIC a Malcolm JONES. Methods of
MolecularAnalysis in the Life Sciences. 2014. DOI: 10.1017/CB09781107045224.

[82] Fluorescen¢ni spektrofotometrie a jeji aplikace v materidlové orientovanych védach.
In: Digilib [online]. Zlin: Univerzita Tomase Bati [cit. 2019-05-09]. Dostupné z:
https://digilib.k.utb.cz/bitstream/handle/10563/11412/gremlica_2010 bp.pdf?sequence=1&is
Allowed=y

[83] LAB Guide Privodce laboratori: Fluorochromy [online]. In: . [cit. 2019-05-09]. Dostupné
z: https://labguide.cz/fluorochromy/

[84] TURNER, Nicholas J. Dealkylation of 7-ethoxycoumarin to form 7-hydroxycoumarin.
In: ResearchGate [online]. Edinbourgh, 2002 [cit. 2019-03-07].
Dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Biotransformation-of-7-ethoxycoumarin-by-
a-recombinant-strain-of-E-coli-expressing-the_fig2 11293213

[85] KAWAI, Shigeyuki a Kousaku MURATA. Structure and Function of NAD Kinase and
NADP Phosphatase: Key Enzymes That Regulate the Intracellular Balance of NAD(H) and
NADP(H). Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry. 2014, 72(4), 919-930. DOI:
10.1271/bbb.70738. ISSN 0916-8451.

67



[86] BEJINAH. NADPH 3D balls. In: Wikipedia.org [online]. Wikipedia, 2007 [cit. 2019-03-
09]. Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/File:NADPH-3D-balls.png

[87] GIL, Andres, David SIEGEL, Hjalmar PERMENTIER, Dirk-Jan REIJNGOUD, Frank
DEKKER a Rainer BISCHOFF. Stability of energy metabolites-An often overlooked issue in
metabolomics studies: A review. ELECTROPHORESIS. 2015, 36(18), 2156-2169. DOI:
10.1002/elps.201500031. ISSN 01730835. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1002/elps.201500031

[88] 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione,  Pentaerythritol  tetrakis(3-
mercaptopropionate) [online]. In: . Sigma Aldrich [cit. 2019-05-09]. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/114235?lang=en®ion=CZ&cm_sp=In
site-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold5-3

[89] HOW TO DO AN EPOXY SU-8 MOLD?: The SU-8 mold fabrication process: tips and
tricks. In: Elveflow: Plug&Play Microfluidics [online]. [cit. 2019-05-09]. Dostupné z:
https://www.elveflow.com/microfluidic-tutorials/

[90] BEH, Khi Khim, Fahmi SAMSURI, Tze Pin LEE a Khairudin MOHAMED. The
Fabrication of PDMS mould for Microelectrode Array Biochip using NIL. IOP Conference
Series:  Materials Science and Engineering. 2016,114. DOI: 10.1088/1757-
899X/114/1/012026. ISSN 1757-8981.

[91] RADENAC G., COTEUR G., DANIS B., DUBOIS P., WARNAU M. Fluorimetric
measurement of 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) activity. Caution about the spectral
characteristics of the standards used. Marine Biotechnology, Springer Verlag (Germany), 2004,
pp.307-311. <10.1007/5s10126-004-3014-4>.

[92] LAFLEUR, Josiane P., Silja SENKBEIL, Jakub NOVOTNY, Gwenaél NYS, Nanna
BOGELUND, Kasper D. RAND, Frantisek FORET a Jorg P. KUTTER. Rapid and simple
preparation of thiol-ene emulsion-templated monoliths and their application as enzymatic
microreactors. Lab on a Chip. 2015, 15(10), 2162-2172. DOI: 10.1039/C5LC00224A. ISSN
1473-0197.

68



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7-EC 7-ethoxykumarin

7-HC 7-hydroxykumarin

CE capillary electrophoresis (kapilarni elektroforéza)
CYP cytochrom P450

DLP-SLA  digital light processing stereolithography

E energie

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA enzyme-linked immuno-sorbent assay

ER endoplasmatické retikulum

FDM fused deposition modelling (modelovani depozici taveniny)
HPLC vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie

IMER mikroreaktory s imobilizovanymi enzymy

IP izopropanol

IR infrared (infracervené zareni)

LoC lab-on-a-chip (laboratof na ¢ipu)

LT laboratorni teplota

MS mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat — redukované forma
NNLS non-negative least squares

OoC organ-on-a-chip (organ na ¢ipu)

OSTE off-stoichiometry thiol-ene (nestechiometrické thiol-eny)
PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

PC polykarbonat

PDMS polydimethylsiloxan

PEB post-exposure bake (tvrzeni)

PET polyethylentereftalat

PMMA polymetylmetakrylat

PS polystyren

RLM rat liver microsomes (mikrosomy z krysich jater)
uv ultraviolet (ultrafialové zareni)
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8 PRILOHY

Priloha 1: Detail designii jednotlivych cipui
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¢

Pozndamka Krozmerium: (1) 200 pum kandlkyl100 pum mezery; (2) 400/200 wm; (3) 500/125 um, 3X;

vstupy d=1 mm
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