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1. Bevezetés

A mikrofluidika tudoményteriilete magéaba foglalja a csatornak terve-
76sét, gyartasat és hasznalatat. Az utolséd két évtizedben a mikrofluidikai
eszkOzok fejlesztése egyre jobban el6térbe keriiltek [I]. A mikrofluidikai
eszkozok tervezése soran nemcsak az aralastannal, és a megmunkalasi
folyamatokkal kell tisztdban lenni, hanem alaposan meg kell ismerkedni
az adott biologiai/kémiai/analitikai/ipari feladattal is, amihez az adott
eszkozt tervezziik. Egy interdiszciplinéris tudomanyteriiletrsl 1évén szé
a mikrofluidikai eszk6z0k hasznalatanak szdmtalan felhasznélési lehetd-
ségét talalhatuk az orvosi diagnosztikdban, a kémiai analitikdban, és a
laboratoriumi miveletsorok automatizalasa teriiletén [2]. A mikroflui-
dikai eszkozok egyik leggyakrabban kutatott teriilete a ,Laboratérium-
egy-chipen” (lab-on-a-chip, LOC) eszkozok fejlesztése. A LOC mikrof-
luidikai eszkozokkel szembeni alapvetd elvaras, hogy megvalésitasuk so-
ran torekedjiink a laboratoriumtol valo fiiggetlenitésre, a biokompatibi-
litasra, az olcsosagra, a hatékonysagra és a gyorsasagra. Mint ahogy egy
komplex laboraturiumban, egy LOC eszk6éznek magéba kell foglalnia a
folyadékmintak mozgatasat, a mintaelGkészitést, és a mintak vizsgala-
tat /kiértékelését is [3) [4]. A mikrofluidikai eszkdzben torténd mintaeld-
készités kiemelt fontossagi. A LOC eszkozokkel forradalmasithatoak a
klasszikus mintael6készitési technikik, ami torténhet gyorsasagban, pon-
tossagban és miiveleti id§ tekintetében is [3].

A bioldgiai folyadékokbol gyakran kell sejteket, sejtes elemeket, ext-
racellularis részecskéket elvalasztani. A mikrofluidikai eszkozokkel tor-
ténd sejtszeparacio jelentds szakirodalommal rendelkezik mar [6, [7]. A
részecskék elvalasztésa sordn figyelembe kell venni a vizsgélt biologiai
mintafolyadék adottsigait, melyek nagyban fiiggnek a minta Gsszetéte-
letsl. Altalanossagban a részecskéket /sejteket valamilyen tulajdonsaguk
alapjan kilonboztetjik meg és valasztjuk el Sket egyméastol [g].

A mintael6készitési metodusok mikrofluidikai eszkdzokbe torténd
megvalositasa jelentSs el6nyokkel rendelkeznek [9]. A mikrofluidikai ré-
szecskeszeparacio torténhet az dramlissal megegyezs vagy ra merdGleges
elvalasztasi er6k hatésara. A folyadékminta adagolésa tekintetében le-
het kvantélt vagy folyamatos. A kvantalt mintak esetében altaldban az
adramlési irdnnyal megegyezd erGk hasznalataval idében torténik a ré-
szecskék szétvalasztasa. A mikrofluidikdban viszont olyan elvalasztasi
technikik is kivitelezhetGek, ahol egy folyamatos mintafolyadékboél az
aramlasi irdnyra meréleges erétér hatasara pozicié szerint valasztjuk szét
a kiilonb6z6 részecskéket.



2. Vérben él6 patogének sziirése

A vérben él6 patogének sziirése terén azt a célt tiztem ki, hogy ha-
tékonyabb és gyorsabb kimutatési eljarast/eszkozt valositsak meg, mint
a mar létezd, leggyakrabban hasznalt allatorvosi modszerek. A legelter-
jedtebb allatorvosi médszerek harom osztalyba csoportositjik a nemato-
dakkal fert6zott mintakat fert6zottség szerint (-, +, és ++). Az elényiik,
hogy egyszertiek és olcsdak, viszont nem kvantitativak. T6bb milliliter-
nyi vérmintaban nem képes meghizhat6 szdmot adni a patogének popu-
laciojarol. Az 1j mikrofluidikai eszkozom segiségével hatékonyan meg-
szamolhatd a vérben 1év6 nematédak populacioja akar tobb milliliternyi
mintaban is. A vizsgalati modszerem segitségével akar valos idSben is
elvégezhet6 a patogének Osszeszamolasa.

A legelterjedtebb kimutatasi eljaras a vérkenet modszer, ami[fla. ab-
ran lathat6. A modszer soran egy targylemez feliiletére pipettdzuk a
vizsgalt vérmintabol, majd a mintat ioncserélt viz hozzaadasaval hemo-
lizaljuk. A masik legelterjedtebb modszer a médositott Knott modszer,
ami [I[b. abran lathat6. Az alvadésban gitolt vérmintat 2%-os formalin
oldattal centrifugacsében Osszekeverjiik. 5 perc 1500 rpm centrifugéilas
utan a szedimentumot metilénkék festékkel fajspecifikusan szinezziik a
nematoédak kutikuldjat. A nemtodak szaméat optikai tton hatarozzuk
meg.

Egy mikrofluidikai parazita szlrét terveztem (flow-through nema-
tode filter, FTNF), mely c. abran lathato. A mikrofluidikai eszkoziink
segitségével alacsony fertézottségi mintabol is kimutathatoak a fertGzé-
sek. A vérmintat keresztiil &ramoltatjuk a mikrofluidikai eszkézon, majd
a sziirén fennakadt nematodakat Gsszeszamoljuk a hemolizalas utan.

A mikrofluidikai eszkoziink kapillaris széleségét a nematoda larvak
nagysagahoz méreteztiik. A nematodak eleventojok és az ebridit (mikro-
filaria) a véraramba juttatja, melynek hossza 330 — 380 um és szélessége
5—7 pm [I0]. A bemutatott mikrofluidikai eszk6z ezen mikrofilariak
sztirésére terveztiik, de hasonlé klinikai és allatorvosi diagnosztikaban is
hasznalhaté.
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1. 4bra. A leggyakrabban hasznéalt kimutatasi eljarasok 6sszehasonlitasa.
A) Vérkenet modszer. A targylemezre pipettdzunk az alvadasban gatolt
vérmintabol, majd ioncserélt viz hozzaadasaval hemolizaljuk a vérmin-
tat. Végezetiil optikai aton Osszeszamoljuk a nematodak szamat. B) Mo-
dositott Knott modszer. Az alvadésban gatolt vérmintat 2%-os formalin
oldattal centrifugacsében Gsszekeverjik. 5 perc 1500 rpm centrifugé-
las utan a szedimentumot metilénkék festékkel fajspecifikusan szinezziik.
Végezetiil optikai uton Gsszeszamoljuk a nematodéak szamat. C) Keresz-
til dramlésos paratiza sziir6. A sajat fejlesztésti mikrofluidikai eszkoz
segitségével a nematodék kiszirhetGek tobb milliliternyi mintabol, majd
hemolizis utan a parazitdk szama optikai uton dsszeszamolhato.

3. Tumor sejtek altal szegregalt extracellu-
laris vezikulak jelolésmentes elvalasztasa
szerologiai mintakbol

A sejtek extracellularis vezikulak segitségével képesek kapcsolatba
lépni mas sejtekkel, ami nagyon fontos szereppel bir a rakkutatéds és mas
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patolégias kimutatasnal. A vér alakos sejteneinek és az extracellularis
vezikuldk méretskalaja a[2l abran lathato. A mikrovezikuldk szeparaci-
0ja jelenleg 6-7 6ras centrifugaléasi proceduréaval torténik. A tumor sejtek
altal szegregalt extracellularis vezikuldk elvalasztéasa teriiletén f6bb cél-
kittizéseim kozott az szerepelt, hogy jelolésmentesen, folyamatos dram-
las mellett valasszak el mikron alatti részecskéket vérmintdkbol. Ennek
megoldésara egy olyan mikrofluidikai szeparacios eljarast valasztottam,
ami kiils6 er6tér nélkil képes ezt megoldani.
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2. dbra. A vér sejtes elemeinek és az extracellularis részecskéknek a mé-
rete. Az exoszomék mérete megegyezik a virusokéval, a mikrovezikulak a
baktériumokéval azonos, az apoptotikus részecskék és a vérlemezkék mé-
rete 1 —5 um tartoményba esik. A vOrosvértestek 6 —8 pm nagysiguak,
mig a fehérvérsejtek 7 — 12 pum.

A szakirodalmazason alapulva egy j mikrofluidikai eszkozt tervez-
tem, hogy elvilasszak tumor sejtek altal szegregalt extracellularis ve-
zikuldkat szerologiai mintakbol. A mikrofluidikai eszk6zom tjdonsaga,
hogy egy folyamatos, jelolésmentes moédon valasztom el ezeket a mik-
rovezikulakat egy asszimetrikus oszlopstruktira segitségével. A felhasz-
nalt metodust elssként Huang publikalta le [I1], amit determinisztikus
oldalirdnyu eltolodas (deterministic lateral displacement, DLD) elvének
nevezett. A DLD technika egy méret alapt részecske szétvalasztéasi pro-
cedura, ami a részecskék jelentss térbeli szétvilasztasaval és széleskori
részecskemérethez illeszthetGséggel jellemezhets. A tervezett eszkdzom
harom bemenettel, egy kimenettel és egy par milliméter hosszi ezzel a
specialis asszimetrikus oszlopstruktural kitoltott résszel rendelkezik.

A DLD eszkozre egy részecske szeparacids és manipulacios elvként
tekinthetiink. Meérésekkel igazoltuk, hogy a DLD eszkoz sikeresen al-
kalmazhaté mikrovezikuldk jelolésmentes elvilasztdsdhoz. Az eredmé-
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3. dbra. A determinisztikus oldalirdnyu eltolodés (deterministic lateral
displacement, DLD) alapt eszkoz rajza. A serologial mintat (I Nggmple)
az oldals6 puffer oldatok (INgpi és INgp1) segitségével Osszefokusz-
aljuk. A kiilonb6z8 méreti részecskék (fehérvérsejt (kék), vorosvértest
(piros), és a mikrovezikuldk (z6ld)) szétvalnak az oszlopstruktiran valo
athaladasuk soran.

nyekbdl kiindulva a DLD eszkoziink alkalmazhat6 a vér sejtes elemeinek
vizsgalatahoz is. A DLD eszkoziink segitségével a sejtek egymas kozotti
kommunikaciéja is vizsgalhato.



4. Alkalmazott mdédszerek

Az alabbi alkalmazott modszereket hasznaltam fel:

Két mikrofluidikai elvalasztasi modszert valésitottam meg orvosbio-
logiai feladatok elvégzése érdekében. Egy keresztiil aramlésos eszkozt
valdsitottam vérben él6 parazita larvak kisztiréséhez. Mig egy folyama-
tos, jelolésmentes részecske szepariciés moédszert alkalmaztam mikron
alatti részecskék bioldgiai folyadékokbol vald kisztiréséhez, melyet de-
terminisztikus oldaliranyu eltolodas (deterministic lateral displacement,
DLD) elvének hivunk.

Ahhoz, hogy a mikrofluidikai eszk6zeim geometridit megtervezzem és
optimalizéljam aramlastani szamolasokon alapul6é (computational fluid
dynamics, CFD) szimulaciokat végeztem el. A mikrofluidikai eszkozeim
gyartasa el6tt kiszamoltam az adott struktirdk aramlési sebesség és nyo-
més profiljait COMSOL Multiphysics program segitségével.

A csatornék tervezéséhez AutoCAD tervezdszoftvert hasznaltam. 12
kiilonb6z6 mikrokapillaris méretii patogén szlrét és egy multimodalis
oszlopstrukturat terveztem. A mikrofluidikai eszkézeimet polimerek fel-
hasznalasaval valositottam meg [12, [13]. A megtervezett csatornaforma-
kat szilicium szeletre vilagitottam le fényérzékenylakk (SU-8) segitsége-
vel, majd a kialakitott 6ntéformét polidimetilsziloxédnnal boritottam. A
csatornakat tartalmazo6 polimerizélodott réteget plazmézas segitségével
targylemezekhez rogzitettem, megalkotva ezaltal mikrofluidikai csator-
naimat.

A kisérleteimhez Gsszeallitottam egy mérdkornyezetet, majd mérési
procedurékat alkottam, hogy tesztelni tudjam veliik eszkozeimet. A mik-
rofluidikai eszkozeimben folyamatos aramlast alakitottam ki fecskendd-
pumpék segitségével. Felvételeket készitettem minden mérésrél egy in-
verz mikroszképhoz illesztett kamerarendszer segitségével, mely segitsé-
gével Osszeszamoltam a részecskéket.



5. Uj tudomanyos eredmények

I. Tézis csoport: Egy 1], izobar sziirdvel rendelkezd, keresz-
tiil Aramlasos sziirdt terveztem meg, fejlesztettem ki és mértem
meg vérben él6 patogének elvalasztasahoz, kimutatasahoz és
alalizisiikh6z.

A tézishez kapcsolodo publikaciok: [L1, L4-L10]

1.1: Egy 4j mikrokapillaris struktarat terveztem meg és alakitottam
ki biokompatibilis anyagokbol, mely segitségével mikron nagysaga pato-
gének mutatoak ki.

a) Egy 1j mikrokapillaris struktirat terveztem (flow-through nema-
tode filter, FTNF) vérben él6 mikron nagysigu patogének szlirésére. A
mikrofluidika szlrd egy izobar koralaks egységbdl all, amit egy mikroka-
pillaris struktiura vesz korbe. A kapillaris csatornak 6.1 um és 15.4 um
kozti keresztmetszettiek, melyek segitségével széleskori nyomas és aram-
lasi feltételeket tesztelhetiink.

b) Meghataroztam az aramléasi sebesség és nyomds profiljaikat
mindegyes FTNF sztrének. Kiilonbo6z6 aramlasi sebességen aramlastani
véges elem szimulacidkon alapuldé szamolasat végeztem. Kiszamoltam
az eszkozokon felléps nyomésesést és az aramlasi ellendllast minden
egyes eszkdzon, hogy egy izobar kézponti részt alakitsak ki, illetve hogy
a mérések soran elkeriiljem a tulnyomasbol eredd szivargasokat. A
szimulacios eredményekbdl kideriil, hogy a varhaté nyomaéasesés 1 bar
alatt marad, ami garantdlja a szivargdsmentességet. Megvizsgaltam,
hogy a mikrofluidikai eszkoz 50%-os eltémdédése soran sem kozeliti meg
a nyomasesés ezt a kritikus hatart.

1.2: Demonstaltam a nematdda sziiré miikodési elvét, definidltam és
megmértem a mikrofluidikai sziirés hatékonysigat és a minta inhomoge-
nitasat.

a) Kiilonboz6 mikrokapillaris szélességii FTNF strukturdkat gyartot-
tam le polimerek megmunkikasival. Az FTNF eszk6zok teszteléséhez
egy mérési kornyezetet, és egy 4 1épésbdl allé6 mérési procedurat allitot-
tam Ossze.

b) Meghataroztam a FTNF eszkoz sztirési hatékonysagat és a vér-
minta inhomogenitasat, mivel a mérések soran a vérmintak szedimenté-
lodésa jelentGs mértéket 6ltott. A mikrofluidika eszkoz sziirési hatékony-
saganak a meghatarozasa sziikséges volt, mivel nem 100%-os hatékony-
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sdggal sziri ki a nematodakat. A FTNF eszkéz geometriai paramétereit a
nemtodakhoz méreteztem, hogy egy atlagos sziirési hatékonysagot tudak
meghatarozni. A nehezebb részecskék (nematodék) iilepedése alacso-
nyabb aramlési sebességnél jelenetds, ami rontja a szlirési hatékonysag
Osszehasonlithatosagat.

Efficiency at 0.5 ml/h R?=0,9829 Inhomogeneity at 0.5 mi/h
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4. abra. A 6.1 pum és 154 pm kozotti mikrokapillarisok sziirési haté-
konysagénak a vizsgalata 0.5 ml/h aramlési sebességen, és a hozzajuk
tartoz6 minta inhomogenités vizsgalat eredményei. A hibasavok a stan-
dard eltérést mutatja az atlagértékektdl.

A mikrofluidikai eszkézok nematodékkal fert6zott vérmintakkal valo
tesztelése soran megmértem mindegyik FTNF eszkoz sztirési hatékony-
sagat kiilonboz6 aramlasi sebességeken (0.25 mi/h, 0.5 ml/h és 1 ml/h).
A mérések soran a vérmintak inhomogenitasat is mértem, hogy a sztirési
hatékonysagok eredményei 6sszehasonlithatoak legyenek. Azt tapasztal-
tam, hogy a legjobb sziirési hatékonysagot a 6.1 um kapillaris szélességii
FTNF eszkdznél mértem 0.5 mil/h aramlasi sebességen, amit a [l 4bra
is mutat.

Kimutattam a folyadék aramlési sebességének hatésat a vérminta
inhomogenitasan. Kimutattam, hogy a novelve az dramlési sebességet a
minta inhomogenitasa csokken.

A kapillaris keresztmetszet (Wegpiiary) csOkkentésével a nematodak
sziirési hatékonysaga novelhets, de magasabb dramlasi sebesség esetén
a nematodak kimoshatdak a mikrofluidikai sztir6bsl a megnévekedett
nyomasesés kovetkeztében.
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II. Tézis csoport: A tumor sejtek altal szegregalt extra-
cellularis vezikulak folyamatos, jelolésmentes elvalasztasat
valositottamm meg serologias mintakbdl a determinisztikus
oldaliranyt eltolodas (deterministic lateral displacement,
DLD) elv hasznalataval. A DLD elv 4j kutatasi teriileten vald
alkalmazasahoz terveztem meg, gyartottam le és teszteltem
mikrofluidikai eszkOzeimet. Megmértem a mikrofluidikai
eszkz elvalasztasi hatékonysagat. Az elméleti hattér jobb
megértése és a mérések tapasztalatainak a kiértékelése soran
egy Gj modellt alkottam a DLD eszk6zben torténé részecskék
szétvalasztasara.

A tézishez kapcsolodo publikaciok: [L2, L10-L15]

II.1:  Egy multimod&lis determinisztikus oldaliranyd eltolédas
(deterministic lateral displacement, DLD) oszlopstrukturat alakitottam
ki tumor sejtek altal szegregélt extracellularis vezikuldk folyamatos,
jelolésmentes elvéilasztésara.

a) Egymas utani aszimmetrikus oszlopstrukttrdkat terveztem henger
formaju oszlopokkal, mely segitségével egy multimodéalis DLD struktarat
alakitottam ki. Kiszamoltam az egymaés utani oszlopstruktirak kritikus
keresztmetszetét. Mindegyik DLD oszlopstruktiraban a henger forméaja
oszlopok atmérdje (Dpost) 20 wm, az oszlopok kozotti rés (g) 10 um, a
horizontalis oszlop peridodus (A) 30 pum, mig a vertikalis oszlop peridédus
(v) 40 pm. Az oszlopsorok kozotti vertikalis eltolodas faktor (e,) 0.1
és 0.33 kozotti tartomanyt karol fel 1/60-es léptékkel, melyek meghata-
roznak minden struktardban egy kritikus keresztmetszetet (D), ami
3.9 um és 7.7 pm kozott van (Fig. ?77).

b) Kiszamitottam a nyomasesést és az aramlasi ellenallast kiilonbozo
magassagu eszk6zokon, hogy meghatarozzam a csatorna magassagat és
a DLD struktara hosszat.

c) "Softlitografia" segitségével DLD eszkozoket készitettem. Egy
mikrofluidikai keretrendszert és egy mérési procedarat alkottam a ké-
szitett DD eszk6zok teszteléséhez.

d) Egy félautomatizalt mérési kornyezetet alakitottam ki valos
ideji képfeldolgozasi algoritmussal, hogy a részecskék Gsszeszamoléasat
egy CNN-alapa algoritmus segitségével elvégezzem a DLD csatornak
kivezetési részében. FEzzel az algoritmussal szamoltam Gssze a sejtek
szamat egy v1.3as EyeRIS kamera segitségével.
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I1.2:  Gyakorlati dton bebizonyitottam, és megmértem a fehér-
vérsejtek, a vordsvértestek és a mikrovezikuldk DLD struktura altali
eltériilését. A kisérleti mérések tapasztalataibol kiindulva a DLD
eszkézben torténd részecskék mozgasara egy tjabb modellt alkottam.
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5. abra. A vér f6bb komponenseinek (fehérvérsejtek, vorosvértestek, és
mikrovezikuldk) szeparacioja a kialakitott DLD struktura segitségével.
A) A fehérvérsejtek, a vorosvértestek, és a mikrovezikuldk eloszlasa a
bemeneti részen. B) Ugyanazon részecskék eloszlasa a DLD kimeneti
részén.

a) Gyakorlati titon bebizonyitottam, hogy a tumor sejtek altal szeg-
regalt extracellularis vezikulak elvilaszthatoak egy sajat fejlesztési DLD
eszkoz segitégével 1 mm/s aramlési sebességen 20 pm magas csatornak-
ban az aldbbi paraméterekkel: g = 10 um, A = 30 um, AX 3 és 10 um
kozott 0.5 pm-os 1épéskozzel. A fehérvérsejtek, a viorosvértestek, és a
mikrovezikuldk eredeti poziciojuktol vald eltolodasat lemértem a DLD
csatorna végss szakaszaban (Fig. [5)).

b) A DLD eszkozben torténd részecskék mozgasara egy 4j modellt
alkottam, ami figyelembe veszi a részecskék fizikai tulajdonsagait is
(tomeg, atmérs és sebesség).
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6. Eredmények alkalmazasi teriiletei

Egy keresztiil &ramlasos nematoda sztirét (flow-through nematode fil-
ter, FTNF) fejlesztettem, hogy kisztirjem a kerings nematodék larvait a
vérmintdbol. Egy determinisztikus oldaliranyu eltolodéson (determinis-
tic lateral displacement, DLD) alapulé eszkozt valositottam meg, hogy
exracelluléris vezikuldkat valasszak el serolégiai mintdkbol.

A mikrofluidikai eszk6zeim diagnosztikai késziilékként alkamazhatdak
szamos méas orvosbiologiai célra is, mint példaul mintaelGkészitéshez, ké-
miai analitikdhoz, vagy més ipari részecske elvilasztashoz. Mikrofluidikai
eszkOzeim geometriai modositédsaval konnyen atalakithatéak mas adott
feladat elvégzésére.

Az orvosbiologiai értelemben, ezek a mikrofluidikai eszk6zok vérkép
valtozasanak a vizsgalatara és a véralkot6 sejtek allapotanak monitoro-
zaséra is kivaloak lehetnek. A DLD eszkozok alkalmazhatoak tovabba
sejtek alaktani valtozasanak vizsgélatahoz, fertézések (pl.: sarlos vér-
szegénység, malaria, vérben 1évs egyéb mikronos nagysagi patogének)
kimutataséra is.

A DLD eszk6zok egy masik f6bb felhasznalasi teriilete a keringé tu-
mor sejtek (circulating tumor cells, CTCs) vizsgalata, illetve ezen tumor
sejtek osztalyozasa, ami valészintleg a rakos attét kisugarzasanak f6 oko-
z6ja. Mind a két eszkoz hasznalhat6 a vér folyamatos monitorozasahoz,
mely segitségével tobb informacidval rendelkezhetiink az orvosbiologiai
folyamatok megértéséhez.

Egy maésik fontos felhasznalasi teriilete lehet mikrofluidikai eszkdze-
imnek: az ivoviz vizsgalata. Az ivoviz nélkiilozhetetlen az élethez, vilag
lakossaganak jelentds hanyada nem jut tiszta és egészséges ivovizhez. A
vizben él6 fert6zések altali halalesetek szama névekvs tendenciat mutat,
igy az vizkészletiink megtisztitasa egy nagyon frekventalt kutatasi te-
riilet lett. Az altalunk tervezett eszk6zok segitségével képesek vagyunk
vizben él6 mikron mérett fertézések kimutatasara is.

Ezek alapjan megéllapithato, hogy ezen mikrofluidikai eszk6zoknek
szamos felhasznalasi modja lehet a kozeljovSben.
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