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1. Bevezetés

A mikro�uidika tudományterülete magába foglalja a csatornák terve-
zését, gyártását és használatát. Az utolsó két évtizedben a mikro�uidikai
eszközök fejlesztése egyre jobban el®térbe kerültek [1]. A mikro�uidikai
eszközök tervezése során nemcsak az áralástannal, és a megmunkálási
folyamatokkal kell tisztában lenni, hanem alaposan meg kell ismerkedni
az adott biológiai/kémiai/analitikai/ipari feladattal is, amihez az adott
eszközt tervezzük. Egy interdiszciplináris tudományterületr®l lévén szó
a mikro�uidikai eszközök használatának számtalan felhasználási lehet®-
ségét találhatuk az orvosi diagnosztikában, a kémiai analitikában, és a
laboratóriumi m¶veletsorok automatizálása területén [2]. A mikro�ui-
dikai eszközök egyik leggyakrabban kutatott területe a �Laboratórium-
egy-chipen� (lab-on-a-chip, LOC) eszközök fejlesztése. A LOC mikrof-
luidikai eszközökkel szembeni alapvet® elvárás, hogy megvalósításuk so-
rán törekedjünk a laboratóriumtól való függetlenítésre, a biokompatibi-
litásra, az olcsóságra, a hatékonyságra és a gyorsaságra. Mint ahogy egy
komplex laboratúriumban, egy LOC eszköznek magába kell foglalnia a
folyadékminták mozgatását, a mintael®készítést, és a minták vizsgála-
tát/kiértékelését is [3, 4]. A mikro�uidikai eszközben történ® mintael®-
készítés kiemelt fontosságú. A LOC eszközökkel forradalmasíthatóak a
klasszikus mintael®készítési technikák, ami történhet gyorsaságban, pon-
tosságban és m¶veleti id® tekintetében is [5].

A biológiai folyadékokból gyakran kell sejteket, sejtes elemeket, ext-
racelluláris részecskéket elválasztani. A mikro�uidikai eszközökkel tör-
tén® sejtszeparáció jelent®s szakirodalommal rendelkezik már [6, 7]. A
részecskék elválasztása során �gyelembe kell venni a vizsgált biológiai
mintafolyadék adottságait, melyek nagyban függnek a minta összetéte-
lét®l. Általánosságban a részecskéket/sejteket valamilyen tulajdonságuk
alapján különböztetjük meg és választjuk el ®ket egymástól [8].

A mintael®készítési metódusok mikro�uidikai eszközökbe történ®
megvalósítása jelent®s el®nyökkel rendelkeznek [9]. A mikro�uidikai ré-
szecskeszeparáció történhet az áramlással megegyez® vagy rá mer®leges
elválasztási er®k hatására. A folyadékminta adagolása tekintetében le-
het kvantált vagy folyamatos. A kvantált minták esetében általában az
áramlási iránnyal megegyez® er®k használatával id®ben történik a ré-
szecskék szétválasztása. A mikro�uidikában viszont olyan elválasztási
technikák is kivitelezhet®ek, ahol egy folyamatos mintafolyadékból az
áramlási irányra mer®leges er®tér hatására pozíció szerint választjuk szét
a különböz® részecskéket.
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2. Vérben él® patogének sz¶rése

A vérben él® patogének sz¶rése terén azt a célt t¶ztem ki, hogy ha-
tékonyabb és gyorsabb kimutatási eljárást/eszközt valósítsak meg, mint
a már létez®, leggyakrabban használt állatorvosi módszerek. A legelter-
jedtebb állatorvosi módszerek három osztályba csoportosítják a nemató-
dákkal fert®zött mintákat fert®zöttség szerint (-, +, és ++). Az el®nyük,
hogy egyszer¶ek és olcsóak, viszont nem kvantitatívak. Több milliliter-
nyi vérmintában nem képes megbízható számot adni a patogének popu-
lációjáról. Az új mikro�uidikai eszközöm segíségével hatékonyan meg-
számolható a vérben lév® nematódák populációja akár több milliliternyi
mintában is. A vizsgálati módszerem segítségével akár valós id®ben is
elvégezhet® a patogének összeszámolása.

A legelterjedtebb kimutatási eljárás a vérkenet módszer, ami 1.a. áb-
rán látható. A módszer során egy tárgylemez felületére pipettázuk a
vizsgált vérmintából, majd a mintát ioncserélt víz hozzáadásával hemo-
lizáljuk. A másik legelterjedtebb modszer a módosított Knott módszer,
ami 1.b. ábrán látható. Az alvadásban gátolt vérmintát 2%-os formalin
oldattal centrifugacs®ben összekeverjük. 5 perc 1500 rpm centrifugálás
után a szedimentumot metilénkék festékkel fajspeci�kusan színezzük a
nematódák kutikuláját. A nemtódák számát optikai úton határozzuk
meg.

Egy mikro�uidikai parazita sz¶r®t terveztem (�ow-through nema-
tode �lter, FTNF), mely 1.c. ábrán látható. A mikro�uidikai eszközünk
segítségével alacsony fert®zöttség¶ mintából is kimutathatóak a fert®zé-
sek. A vérmintát keresztül áramoltatjuk a mikro�uidikai eszközön, majd
a sz¶r®n fennakadt nematódákat összeszámoljuk a hemolizálás után.

A mikro�uidikai eszközünk kapilláris széleségét a nematóda lárvák
nagyságához méreteztük. A nematódák eleventojók és az ebrióit (mikro-
�lária) a véráramba juttatja, melynek hossza 330− 380 µm és szélessége
5 − 7 µm [10]. A bemutatott mikro�uidikai eszköz ezen mikro�láriák
sz¶résére terveztük, de hasonló klinikai és állatorvosi diagnosztikában is
használható.
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1. ábra. A leggyakrabban használt kimutatási eljárások összehasonlítása.
A) Vérkenet módszer. A tárgylemezre pipettázunk az alvadásban gátolt
vérmintából, majd ioncserélt víz hozzáadásával hemolizáljuk a vérmin-
tát. Végezetül optikai úton összeszámoljuk a nematódák számát. B) Mó-
dosított Knott módszer. Az alvadásban gátolt vérmintát 2%-os formalin
oldattal centrifugacs®ben összekeverjük. 5 perc 1500 rpm centrifugá-
lás után a szedimentumot metilénkék festékkel fajspeci�kusan színezzük.
Végezetül optikai úton összeszámoljuk a nematódák számát. C) Keresz-
tül áramlásos paratiza sz¶r®. A saját fejlesztés¶ mikro�uidikai eszköz
segítségével a nematódák kisz¶rhet®ek több milliliternyi mintából, majd
hemolízis után a paraziták száma optikai úton összeszámolható.

3. Tumor sejtek által szegregált extracellu-
láris vezikulák jelölésmentes elválasztása
szerológiai mintákból

A sejtek extracelluláris vezikulák segítségével képesek kapcsolatba
lépni más sejtekkel, ami nagyon fontos szereppel bír a rákkutatás és más
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patológiás kimutatásnál. A vér alakos sejteneinek és az extracelluláris
vezikulák méretskálája a 2. ábrán látható. A mikrovezikulák szeparáci-
ója jelenleg 6-7 órás centrifugálási procedúrával történik. A tumor sejtek
által szegregált extracelluláris vezikulák elválasztása területén f®bb cél-
kit¶zéseim között az szerepelt, hogy jelölésmentesen, folyamatos áram-
lás mellett válasszak el mikron alatti részecskéket vérmintákból. Ennek
megoldására egy olyan mikro�uidikai szeparációs eljárást választottam,
ami küls® er®tér nélkül képes ezt megoldani.

2. ábra. A vér sejtes elemeinek és az extracelluláris részecskéknek a mé-
rete. Az exoszómák mérete megegyezik a vírusokéval, a mikrovezikulák a
baktériumokéval azonos, az apoptotikus részecskék és a vérlemezkék mé-
rete 1−5 µm tartományba esik. A vörösvértestek 6−8 µm nagyságúak,
míg a fehérvérsejtek 7− 12 µm.

A szakirodalmazáson alapulva egy új mikro�uidikai eszközt tervez-
tem, hogy elválasszak tumor sejtek által szegregált extracelluláris ve-
zikulákat szerológiai mintákból. A mikro�uidikai eszközöm újdonsága,
hogy egy folyamatos, jelölésmentes módon választom el ezeket a mik-
rovezikulákat egy asszimetrikus oszlopstruktúra segítségével. A felhasz-
nált metódust els®ként Huang publikálta le [11], amit determinisztikus
oldalirányú eltolódás (deterministic lateral displacement, DLD) elvének
nevezett. A DLD technika egy méret alapú részecske szétválasztási pro-
cedúra, ami a részecskék jelent®s térbeli szétválasztásával és széleskör¶
részecskemérethez illeszthet®séggel jellemezhet®. A tervezett eszközöm
három bemenettel, egy kimenettel és egy pár milliméter hosszú ezzel a
speciális asszimetrikus oszlopstruktúrál kitöltött résszel rendelkezik.

A DLD eszközre egy részecske szeparációs és manipulációs elvként
tekinthetünk. Mérésekkel igazoltuk, hogy a DLD eszköz sikeresen al-
kalmazható mikrovezikulák jelölésmentes elválasztásához. Az eredmé-
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3. ábra. A determinisztikus oldalirányú eltolódás (deterministic lateral
displacement, DLD) alapú eszköz rajza. A serológiai mintát (INsample)
az oldalsó pu�er oldatok (INSB1 és INSB1) segítségével összefókusz-
áljuk. A különböz® méret¶ részecskék (fehérvérsejt (kék), vörösvértest
(piros), és a mikrovezikulák (zöld)) szétválnak az oszlopstruktúrán való
áthaladásuk során.

nyekb®l kiindulva a DLD eszközünk alkalmazható a vér sejtes elemeinek
vizsgálatához is. A DLD eszközünk segítségével a sejtek egymás közötti
kommunikációja is vizsgálható.

5



4. Alkalmazott módszerek

Az alábbi alkalmazott módszereket használtam fel:
Két mikro�uidikai elválasztási módszert valósítottam meg orvosbio-

lógiai feladatok elvégzése érdekében. Egy keresztül áramlásos eszközt
valósítottam vérben él® parazita lárvák kisz¶réséhez. Míg egy folyama-
tos, jelölésmentes részecske szeparációs módszert alkalmaztam mikron
alatti részecskék biológiai folyadékokból való kisz¶réséhez, melyet de-
terminisztikus oldalirányú eltolódás (deterministic lateral displacement,
DLD) elvének hívunk.

Ahhoz, hogy a mikro�uidikai eszközeim geometriáit megtervezzem és
optimalizáljam áramlástani számolásokon alapuló (computational �uid
dynamics, CFD) szimulációkat végeztem el. A mikro�uidikai eszközeim
gyártása el®tt kiszámoltam az adott struktúrák áramlási sebesség és nyo-
más pro�ljait COMSOL Multiphysics program segítségével.

A csatornák tervezéséhez AutoCAD tervez®szoftvert használtam. 12
különböz® mikrokapilláris méret¶ patogén sz¶r®t és egy multimodális
oszlopstruktúrát terveztem. A mikro�uidikai eszközeimet polimerek fel-
használásával valósítottam meg [12, 13]. A megtervezett csatornaformá-
kat szilícium szeletre világítottam le fényérzékenylakk (SU-8) segítségé-
vel, majd a kialakított önt®formát polidimetilsziloxánnal borítottam. A
csatornákat tartalmazó polimerizálódott réteget plazmázás segítségével
tárgylemezekhez rögzítettem, megalkotva ezáltal mikro�uidikai csator-
náimat.

A kísérleteimhez összeállítottam egy mér®környezetet, majd mérési
procedúrákat alkottam, hogy tesztelni tudjam velük eszközeimet. A mik-
ro�uidikai eszközeimben folyamatos áramlást alakítottam ki fecskend®-
pumpák segítségével. Felvételeket készítettem minden mérésr®l egy in-
verz mikroszkóphoz illesztett kamerarendszer segítségével, mely segítsé-
gével összeszámoltam a részecskéket.
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5. Új tudományos eredmények

I. Tézis csoport: Egy új, izobár sz¶r®vel rendelkez®, keresz-
tül áramlásos sz¶r®t terveztem meg, fejlesztettem ki és mértem
meg vérben él® patogének elválasztásához, kimutatásához és
alalízisükhöz.

A tézishez kapcsolódó publikációk: [L1, L4-L10]

I.1: Egy új mikrokapilláris struktúrát terveztem meg és alakítottam
ki biokompatibilis anyagokból, mely segítségével mikron nagyságú pato-
gének mutatóak ki.

a) Egy új mikrokapilláris struktúrát terveztem (�ow-through nema-
tode �lter, FTNF) vérben él® mikron nagyságú patogének sz¶résére. A
mikro�uidika sz¶r® egy izobár köralak® egységb®l áll, amit egy mikroka-
pilláris struktúra vesz körbe. A kapilláris csatornák 6.1 µm és 15.4 µm
közti keresztmetszet¶ek, melyek segítségével széleskör¶ nyomás és áram-
lási feltételeket tesztelhetünk.

b) Meghatároztam az áramlási sebesség és nyomás pro�ljaikat
mindegyes FTNF sz¶r®nek. Különböz® áramlási sebességen áramlástani
véges elem szimulációkon alapuló számolásat végeztem. Kiszámoltam
az eszközökön fellép® nyomásesést és az áramlási ellenállást minden
egyes eszközön, hogy egy izobár központi részt alakítsak ki, illetve hogy
a mérések során elkerüljem a túlnyomásból ered® szivárgásokat. A
szimulációs eredményekb®l kiderül, hogy a várható nyomásesés 1 bár
alatt marad, ami garantálja a szivárgásmentességet. Megvizsgáltam,
hogy a mikro�uidikai eszköz 50%-os eltöm®dése során sem közelíti meg
a nyomásesés ezt a kritikus határt.

I.2: Demonstáltam a nematóda sz¶r® m¶ködési elvét, de�niáltam és
megmértem a mikro�uidikai sz¶rés hatékonyságát és a minta inhomoge-
nitását.

a) Különböz® mikrokapilláris szélesség¶ FTNF struktúrákat gyártot-
tam le polimerek megmunkákásával. Az FTNF eszközök teszteléséhez
egy mérési környezetet, és egy 4 lépésb®l álló mérési procedúrát állítot-
tam össze.

b) Meghatároztam a FTNF eszköz sz¶rési hatékonyságát és a vér-
minta inhomogenitását, mivel a mérések során a vérminták szedimentá-
lódása jelent®s mértéket öltött. A mikro�uidika eszköz sz¶rési hatékony-
ságának a meghatározása szükséges volt, mivel nem 100%-os hatékony-
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sággal sz¶ri ki a nematódákat. A FTNF eszköz geometriai paramétereit a
nemtódákhoz méreteztem, hogy egy átlagos sz¶rési hatékonyságot tudak
meghatározni. A nehezebb részecskék (nematódák) ülepedése alacso-
nyabb áramlási sebességnél jelenet®s, ami rontja a sz¶rési hatékonyság
összehasonlíthatóságát.

4. ábra. A 6.1 µm és 15.4 µm közötti mikrokapillárisok sz¶rési haté-
konyságának a vizsgálata 0.5 ml/h áramlási sebességen, és a hozzájuk
tartozó minta inhomogenitás vizsgálat eredményei. A hibasávok a stan-
dard eltérést mutatja az átlagértékekt®l.

A mikro�uidikai eszközök nematódákkal fert®zött vérmintákkal való
tesztelése során megmértem mindegyik FTNF eszköz sz¶rési hatékony-
ságát különböz® áramlási sebességeken (0.25 ml/h, 0.5 ml/h és 1 ml/h).
A mérések során a vérminták inhomogenitását is mértem, hogy a sz¶rési
hatékonyságok eredményei összehasonlíthatóak legyenek. Azt tapasztal-
tam, hogy a legjobb sz¶rési hatékonyságot a 6.1 µm kapilláris szélesség¶
FTNF eszköznél mértem 0.5 ml/h áramlási sebességen, amit a 4. ábra
is mutat.

Kimutattam a folyadék áramlási sebességének hatását a vérminta
inhomogenitásán. Kimutattam, hogy a növelve az áramlási sebességet a
minta inhomogenitása csökken.

A kapilláris keresztmetszet (Wcapillary) csökkentésével a nematódák
sz¶rési hatékonysága növelhet®, de magasabb áramlási sebesség esetén
a nematódák kimoshatóak a mikro�uidikai sz¶r®b®l a megnövekedett
nyomásesés következtében.
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II. Tézis csoport: A tumor sejtek által szegregált extra-
celluláris vezikulák folyamatos, jelölésmentes elválasztását
valósítottam meg serológiás mintákból a determinisztikus
oldalirányú eltolódás (deterministic lateral displacement,
DLD) elv használatával. A DLD elv új kutatási területen való
alkalmazásához terveztem meg, gyártottam le és teszteltem
mikro�uidikai eszközeimet. Megmértem a mikro�uidikai
eszköz elválasztási hatékonyságát. Az elméleti háttér jobb
megértése és a mérések tapasztalatainak a kiértékelése során
egy új modellt alkottam a DLD eszközben történ® részecskék
szétválasztására.

A tézishez kapcsolódó publikációk: [L2, L10-L15]

II.1: Egy multimodális determinisztikus oldalirányú eltolódás
(deterministic lateral displacement, DLD) oszlopstruktúrát alakítottam
ki tumor sejtek által szegregált extracelluláris vezikulák folyamatos,
jelölésmentes elválasztására.

a) Egymás utáni aszimmetrikus oszlopstruktúrákat terveztem henger
formájú oszlopokkal, mely segítségével egy multimodális DLD struktúrát
alakítottam ki. Kiszámoltam az egymás utáni oszlopstruktúrák kritikus
keresztmetszetét. Mindegyik DLD oszlopstruktúrában a henger formájú
oszlopok átmér®je (Dpost) 20 µm, az oszlopok közötti rés (g) 10 µm, a
horizontális oszlop periódus (λ) 30 µm, míg a vertikális oszlop periódus
(γ) 40 µm. Az oszlopsorok közötti vertikális eltolódás faktor (εn) 0.1
és 0.33 közötti tartományt karol fel 1/60-es léptékkel, melyek meghatá-
roznak minden struktúrában egy kritikus keresztmetszetet (Dc,n), ami
3.9 µm és 7.7 µm között van (Fig. ??).

b) Kiszámítottam a nyomásesést és az áramlási ellenállást különböz®
magasságú eszközökön, hogy meghatározzam a csatorna magasságát és
a DLD struktúra hosszát.

c) "Softlitográ�a" segítségével DLD eszközöket készítettem. Egy
mikro�uidikai keretrendszert és egy mérési procedúrát alkottam a ké-
szített DD eszközök teszteléséhez.

d) Egy félautomatizált mérési környezetet alakítottam ki valós
idej¶ képfeldolgozási algoritmussal, hogy a részecskék összeszámolását
egy CNN-alapú algoritmus segítségével elvégezzem a DLD csatornák
kivezetési részében. Ezzel az algoritmussal számoltam össze a sejtek
számát egy v1.3as EyeRIS kamera segítségével.
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II.2: Gyakorlati úton bebizonyítottam, és megmértem a fehér-
vérsejtek, a vörösvértestek és a mikrovezikulák DLD struktúra általi
eltérülését. A kísérleti mérések tapasztalataiból kiindulva a DLD
eszközben történ® részecskék mozgására egy újabb modellt alkottam.

5. ábra. A vér f®bb komponenseinek (fehérvérsejtek, vörösvértestek, és
mikrovezikulák) szeparációja a kialakított DLD struktúra segítségével.
A) A fehérvérsejtek, a vörösvértestek, és a mikrovezikulák eloszlása a
bemeneti részen. B) Ugyanazon részecskék eloszlása a DLD kimeneti
részén.

a) Gyakorlati úton bebizonyítottam, hogy a tumor sejtek által szeg-
regált extracelluláris vezikulák elválaszthatóak egy saját fejlesztés¶ DLD
eszköz segítégével 1 mm/s áramlási sebességen 20 µm magas csatornák-
ban az alábbi paraméterekkel: g = 10 µm, λ = 30 µm, ∆λ 3 és 10 µm
között 0.5 µm-os lépésközzel. A fehérvérsejtek, a vörösvértestek, és a
mikrovezikulák eredeti pozíciójuktól való eltolódását lemértem a DLD
csatorna végs® szakaszában (Fig. 5).

b) A DLD eszközben történ® részecskék mozgására egy új modellt
alkottam, ami �gyelembe veszi a részecskék �zikai tulajdonságait is
(tömeg, átmér® és sebesség).
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6. Eredmények alkalmazási területei

Egy keresztül áramlásos nematóda sz¶r®t (�ow-through nematode �l-
ter, FTNF) fejlesztettem, hogy kisz¶rjem a kering® nematódák lárváit a
vérmintából. Egy determinisztikus oldalirányú eltolódáson (determinis-
tic lateral displacement, DLD) alapuló eszközt valósítottam meg, hogy
exracelluláris vezikulákat válasszak el serológiai mintákból.

A mikro�uidikai eszközeim diagnosztikai készülékként alkamazhatóak
számos más orvosbiológiai célra is, mint például mintael®készítéshez, ké-
miai analitikához, vagy más ipari részecske elválasztáshoz. Mikro�uidikai
eszközeim geometriai modosításával könnyen átalakíthatóak más adott
feladat elvégzésére.

Az orvosbiológiai értelemben, ezek a mikro�uidikai eszközök vérkép
változásának a vizsgálatára és a véralkotó sejtek állapotának monitoro-
zására is kiválóak lehetnek. A DLD eszközök alkalmazhatóak továbbá
sejtek alaktani változásának vizsgálatához, fert®zések (pl.: sarlós vér-
szegénység, malária, vérben lév® egyéb mikronos nagyságú patogének)
kimutatására is.

A DLD eszközök egy másik f®bb felhasználási területe a kering® tu-
mor sejtek (circulating tumor cells, CTCs) vizsgálata, illetve ezen tumor
sejtek osztályozása, ami valószín¶leg a rákos áttét kisugárzásának f® oko-
zója. Mind a két eszköz használható a vér folyamatos monitorozásához,
mely segítségével több információval rendelkezhetünk az orvosbiológiai
folyamatok megértéséhez.

Egy másik fontos felhasználási területe lehet mikro�uidikai eszköze-
imnek: az ivóvíz vizsgálata. Az ivóvíz nélkülözhetetlen az élethez, világ
lakosságának jelent®s hányada nem jut tiszta és egészséges ivóvízhez. A
vízben él® fert®zések általi halálesetek száma növekv® tendenciát mutat,
így az vízkészletünk megtisztítása egy nagyon frekventált kutatási te-
rület lett. Az általunk tervezett eszközök segítségével képesek vagyunk
vízben él® mikron méret¶ fert®zések kimutatására is.

Ezek alapján megállapítható, hogy ezen mikro�uidikai eszközöknek
számos felhasználási módja lehet a közeljöv®ben.
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