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1. Kivonat

A mikrofluidikai eszkozok elterjedésével €s rohamos fejldésével lehetGség nyilt olyan
betegagy mellett alkalmazhat6 (Point-of-Care, PoC) eszkozok 1étrehozasara, melyek gyors,
egyszerd, mégis megbizhaté alkalmazdsa révén képesek lehetnek perceken beliil rele-
vans eredményeket adni, igy bioldgiai, kémiai, orvosdiagnosztikai és gyogyszervegyészeti
szempontbdl is rendkiviil perspektivikusak. A Lab-on-chip (LoC) eszkdzok olyan mini-
atiirizalt bioérzékeld rendszerek, melyek integraltan képesek akéar komplex laboratériumi
preparacios lépéseket és mérési feladatokat is kompakt formédban elvégezni.

A LoC rendszerek tovabbfejlesztéseként alakultak ki a mikrofiziol6giai (MPS) és az
Organ-on-a-chip (OoC) rendszerek. Ezek mesterséges, akar emberi szovetek, szervek
kialakitdsdra, fenntartdsara €s Osszekapcsoldsara alkalmasak kontrollalt kémiai kornye-
zetben. Az OoC eszkozok segithetnek felderiteni a kiilonbozé sejtek és szervek kozotti
komplex interakcidkat, illetve kdvetni a kdrnyezeti hatdsokra adott valaszfolyamatokat.
Ennek megfelelGen f6 céljuk a gyogyszerhatéanyagok tesztelése €s a betegségmecha-
nizmusok vizsgdlata. Alkalmazasuk elGsegiti az dllatkisérletek szdmanak csokkentését,
hosszu tdvon pedig azok kivéltdsat, hiszen lehet6vé teszik a sejtek és szovetek alkalmazdsat
a pre-klinikai vizsgélati szakaszban. Gyodgyszerhat6anyagok tesztelése esetén pontosabb
eredményeket adhatnak az 4llatokon végzett kisérleteknél, mivel az dllatok €s az ember
metabolizmusa eltérhet. Az OoC rendszerek a rdkkutatas fejlddését is elGsegithetik, hiszen
alkalmasak lehetnek az érintett szovetekben zajl6 folyamatok hatéanyagokra adott reakci-
6janak vizsgélatara. Ennek megfelelSen a személyre szabott gyogyaszat elterjedésében is
meghatdrozé szerepet tolthetnek be.

Kutatomunkdm sordn egy olyan integrilt mikrofluidikai cella tervezésével és vizsga-
latdval foglalkoztam, mely képes sejtpopuldcidok vagy egyedi sejtek csapddzasdra, kont-
rollalt kémiai kornyezet l1étrehozdsdra, valamint hatéanyagok injektdldsira és azok ha-
tasainak in vitro kovetésére, mind optikai, mind elektromos mddszerekkel. Kutatisom
sordn olyan applikacié-specifikus eszkozt fejlesztettem, mely integrdlt mikrofluidikai és
érzékeld rendszerek segitségével egyszerre biztositja a sejtpopulédcidk fenntartasat, kémiai
hatéanyagokkal val6 kezelését, valamint élettani viselkedésiik valds idejii monitorozasat.
Az optikai méréseket fluoreszcens mikroszképidval, az elektromos vizsgdlatokat impedan-
cia spektroszkopia alkalmazdsdval végeztem, mely non-invaziv és valds idejd méréseket
tesz lehetdvé.

Jelen kutatds eredményei eszkozt kindlhatnak a sejtek vdlaszainak folyamatos kove-
tésére, eldrevetitve a baktériumok antibiotikum-rezisztencidjanak vizsgalati lehet&ségét,
illetve human sejtek vizsgalatit, melynek célja a rdkos sejtek valds idejii monitorozdsa €s

a kemoterdpids hatéanyagokra adott vdlaszok nyomon kovetése.



2. Abstract

With the rapid rise, spread, and development of microfluidic devices, there is an
opportunity to create Point-of-Care (PoC) devices that offer fast and simple, yet reliable
applications, promising to provide relevant measurement results within minutes. These
devices are extremely promising not only from a biological and chemical point of view but
also for medical diagnostics and pharmaceutical research. Lab-on-a-Chip (LoC) devices
are miniaturized biosensing systems that are capable of integrating complex laboratory
preparation steps and performing measurements in a compact environment. Their main
purpose lies in testing drug compounds and developing disease mechanisms that can realise
personalised medicine, which also proposes the effective application of PoC devices.

Organ-on-a-Chip (OoC) technologies have emerged as a further development of LoC
systems, which are suitable for the creation, maintenance, and interconnection of artificial
and even human, tissues and organs within a controlled chemical environment. OoC de-
vices can help explore the interactions between different cells and organs, track complex
biological responses, and study their reactions to environmental factors. Their applica-
tion promotes the reduction and, in the long term, the replacement of animal testing by
allowing the use of artificial cells and tissues during the preclinical phase. When testing
pharmaceutical compounds, OoC systems can provide more accurate results than animal
experiments, as animal and human metabolism may differ. These systems can also cont-
ribute significantly to cancer research by enabling the study of how affected tissues and
their internal processes respond to active agents. Accordingly, OoC platforms may play a
key role in the development and spread of personalised medicine.

During my research, I designed and investigated a microfluidic cell capable of trapp-
ing cell populations or individual cells, establishing a controlled chemical environment,
injecting active compounds, and monitoring their effects in vitro using both optical and
electrical methods. 1 developed an application-specific device that, through integrated
microfluidic and sensing systems, simultaneously ensures the maintenance of cell popula-
tions, their treatment with chemical agents, and real-time monitoring of their physiological
behaviour. Optical measurements were performed using fluorescence microscopy, while
electrical investigations were carried out via electrochemical impedance spectroscopy,
which enables non-invasive and real-time measurements.

The results of this research may provide a solution for the continuous monitoring of
cellular responses, opening the way for the investigation of bacterial antibiotic resistance,
as well as studies on human cells, with the particular aim of real-time monitoring of cancer

cells and tracking their responses to chemotherapeutic agents.



3. Bevezetés

Kiilonboz4 sejtek €s sejtpopuldcidk vizsgalata olyan mesterséges rendszerben, mely
valdsdgos kornyezetiiket a lehet6 legpontosabban modellezi, orvosbioldgiai szempontbdl
rendkiviil elényos. Erre a célra bevett modszer a kiilonféle, valésaght kémiai kornyezet
kialakitasara alkalmas mikrofluidikai rendszerek alkalmazdasa, hiszen ezek a rendszerek
mikrométeres skaldan alkalmasak kis mennyiségi folyadékok szallitdsara, irdnyitdsara €s
célzott folyadékmiveletek végrehajtasdra. Legf6bb eldnyiiket a chipek kis mérete, komp-
lexitdsa és funkciondlis integrdlhatésdga adja. Ezenfeliil hordozhat6ak, kis mintaigény-
ek, igy a felhaszndlt hat6anyagok mennyisége csokken, mely a célzott eljards koltségét
csokkenti és gyorsabb eredményekhez vezet. Tovabbi el6nyiik, hogy ezen a méretskédlan
megjelend egyedi fizikai jelenségek eldnyoket biztositanak a kiilonbozd felhaszndldsok
sordn!.

A mikrofluidikai rendszerek és kiilonboz6 alkalmazdsaik szamos teriileten megjelen-
nek, igy bioldgiai, kémiai, orvosdiagnosztikai és gyogyszervegyészeti szempontbdl is
rendkiviil perspektivikusak?. Az egyik legfontosabb feladatuk az tigynevezett Lab-on-
a-Chip (LoC) rendszerekben a mintapreparacids funkciok megolddsa. A LoC eszkozok
olyan komplex érzékeld rendszerek, melyek integrdltan képesek akar laboratériumi pre-
pardcids lépéseket, akar mérési feladatokat egyardnt elvégezni. Ennek megfelelGen a
mikrofluidikai rendszerek vizsgdlata és fejlesztése sokoldalu felhasznédldsuknak koszon-
hetden az elmiilt évtizedben népszer( kutatési témava valt>.

A LoC rendszerek sejtes alkalmazdsra torténd tovabbfejlesztésével 1étrejottek a mikro-
fizol6gia (MPS) és Organ-on-Chip (OoC) rendszerek, melyek kiilonbozd sejtek, vagy akar
emberi szovetek behatd vizsgédlatara fokuszdlnak. A kiilonféle szovetek osszekapcsoldsa
segithet megérteni a sejtek és szervek kozotti komplex kolcsonhatdsokat, illetve kovetni a
kornyezeti hatdsokra adott vdlaszfolyamatokat®. Segitségiikkel felgyorsithaté a gyégysze-
rek tesztelése és fejlesztése, hiszen a hatéanyagok célzott bejuttatdsa €s hatdsuk nyomon
kovetése a vizsgalt bioldgiai modell-rendszerben kontrollalt médon megvaldsithaté. Ezek
a rendszerek jelenthetik a megoldést az dllatkisérletek szdmédnak csokkentésére és hosszu
tadvi megsziintetésére, mivel lehetdvé teszik a mesterséges kornyezetben fenntartott sejtek
és szovetek alkalmazdsat a pre-klinikai vizsgdlatok sordn. Ezdltal a gyégyszerhatéanyagok
tesztelésénél pontosabb eredményeket nytjthat az dllatkisérleteknél, mivel az dllatok és az
ember metabolizmusa eltérhet. Az Organ-on-Chip rendszerek a rdkkutatds fejlédését is
elgsegithetik, hiszen alkalmasak lehetnek az érintett szovetek, a benniik zajl6 folyamatok?>,
hatéanyagokra valé reagélasuk®, illetve tumorsejtek egészséges sejtekkel valé kolcsonha-
tasanak vizsgilatira’ és elvélasztasara is®. Ennek megfeleléen az OoC rendszerek a

személyre szabott gydgydszat elterjedésében is meghatiroz6 szerepet jatszhatnak.



Kutatdsom sordn elsddleges célom olyan mikrofluidikai struktdrdk megtervezése, 1ét-
rehozésa és vizsgalata volt, melyek alkalmasak kontrolldlt kémiai kdrnyezet kialakitdsara,
sejtek csapddzdsara és tulajdonsdgaik nyomon kovetésére. Ezek nemcsak a sejtanalitikai
feladatok megvaldsitdsat segitik, hanem elektrédak integrildsaval lehetGséget nytjtanak
non-invaziv és jelolésmentes mérési technikdk alkalmazdséra, igy a csapddzott sejtek tu-
lajdonsdgai zavartalanul vizsgdlhatéak. A mikroszkopikus mérettartomdnyban kialakitott
kémiai gradiens segitségével a struktura képes hatdanyagok szabdlyozott koncentracioban
torténd bejuttatdsara. A rendszer lehetGvé teszi a benne csapddzott sejtek optikai vizsgd-
latat, valamint fluoreszcens festéssel a sejtek kiillonb6z6 hatéanyagokra adott védlaszainak
tanulmdanyozasat. A sejtek életképességének és szaporoddsdnak nyomon kovetése fontos
1épés egy olyan eszkoz kifejlesztésében, mely hosszi tdvon hozzdjarulhat a rdkkutatashoz,
illetve 0j utakat nyithat a baktériumok antibiotikum-rezisztencidjdnak gyors vizsgalatdban.

Munkém sordn a mikrofluidikai chipek, illetve elektrédak elgallitasét és a rajtuk folyta-
tott méréseket a HUN-REN Energiatudomanyi Kutatékozpont Mszaki Fizikai és Anyag-

tudomdnyi Intézetének Mikrorendszerek Laboratériuméban végeztem.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Mikrofluidikai alapok

A mikrofluidika kis mennyiség(, alacsony térfogatu és karakterisztikus méretd rend-
szerekkel foglalkozik, melyekben a folyadékok preciz mozgatdsa, valamint komplex fo-
lyadékmechanikai és kémiai folyamatok megvaldsitdsa a cél. A mikrofluidikai csatorndk
jellemzd mérettartomdnya 1 jum — 100 pm, melyekben lehetséges a tipikusan 100 nl — 10 pl
térfogatu folyadékok dramldsdnak vizsgalata. A csatorndkban dramlé folyadék mennyisé-
ge tipikusan a pl/perc tartoményba esik. A chipekben kialakitott csatorndk mikrométeres
karakterisztikus mérete miatt a makroszkopikus jelenségekhez képest merGben mést ta-
pasztalunk. Az egyik legf6ébb kiilonbség az dramlds tipusdban rejlik, ami a Reynolds-szam
segitségével hatdrozhat6 meg, mely megmutatja, hogy a folyadékra hat6 erdk koziil a visz-
kozus, avagy a tehetetlenségi er6k domindlnak az adott rendszerben. A Reynolds-szdm a
kovetkezSképpen szdmolhato:
Re="" ()

n

ahol p a kozeg stridsége, v az dramlés sebessége, [ a rendszer karakterisztikus hossza,
n pedig a dinamikai viszkozitds. Kis Reynolds-szdmok (Re < 2000) esetén a visz-
kézus erSk a meghatdrozéak, igy az dramlds lamindris, mig nagy Re esetén turbulens
aramlasrol beszélhetiink. A mikrofluidikai rendszerek alacsony karakterisztikus méretei
miatt (Re = 1 — 100) a folyadékdramlds lamindrissa valik. Lamindris dramlds esetén a
folyadékoszlopok elmozduldsa parhuzamos egymadssal, igy a folyadékon beliili keveredés
nehézkes, leginkdbb csak a diffizié segitségével valdésulhat meg. Ennek felolddsédra a
keveredést a mikrochipekbe épitett komplex keverd szerkezetek segithetik eld.

Az dramlas l1étrehozdsdnak és a folyadékok mozgatdsdnak tobbféle modja 1étezik a
chipeken beliil, példdul autoném mdédon vagy pumpak segitségével (1. dbra). A kapilldris
aramlds sordn a folyadék és a csatorna fala kozotti kapilldris erd, illetve a folyadék feliileti
fesziiltsége miatt dramlds indul meg a csatorndban, melyet nagymértékben befolyésol a
csatorna anyaga. Vizes oldatok esetén a kapillaris dramlds kialakuldsahoz hidrofil csator-
nafal sziikséges. Igy ajdnlatos az eredendéen hidroféb csatorna feliileti tulajdonsdgainak
modositasa, példdul oxigénplazmas kezeléssel vagy kémiai feliiletmodositdssal. A csator-
na hidrofil és hidroféb részeinek ardnydval, a csatornafalak feliileti tulajdonsdgaival és a

kapillarisok méretének megfelel§ bedllitdsdval az dramlds sebessége szabalyozhatd®.



Elektroozmotikus dramlds sordn a csatorna falainak elektromos polarizicidjaval le-
gombolyitett profild dramlds jon létre a csatorndban. Az dramldst nagymértékben befo-
lydsolhatja a csatorna falainak boritdsa és a csatorndban taldlhat6 folyadék osszetétele 1°.

Az emlitett autondm moédszerek mellett pumpdk alkalmazasdval nyomdasvezérelt dram-
14s hozhat6 1étre, mellyel lehetGvé teszi a folyadék mozgédsanak preciz szabdlyozdsat a
rendszeren beliil. A Newtoni folyadékok lamindris dramldsa esetén a csatorna keresztmet-
szetében kialakulé sebességprofil parabolikus jellegi. Ennek oka, hogy a falak mentén
érvényesiild peremfeltétel miatt a sebesség minimdlis, mig a csatorna kozépvonala felé
haladva maximdlis. Az dramlés jellemzdit a Hagen—Poiseuille-torvény irja le, mely a

térfogataram (AV') és a nyomadskiilonbség (Ap) kozotti osszefiiggést irja le:

_Ap-7r-r4

AV = 2
871 2

ahol r a csatorna sugara, [ a csd hossza, n pedig a folyadék dinamikus viszkozitdsa.

A pontos kontroll és a parabolikus dramlési profil miatt a nyomdsvezérelt dramlds az

elterjedtebb a médszerek koziil .
§ | ° | ° |
T[F+rrrrarrrrrrin st o
G . = oo . 5 . . . ,
Kapillaris aramlas 8 |Elektroozmotikus aramlas '© | Nyomasvezérelt aramlas
5: +++++++++ A+ + N

1. dbra. Aramlds létrehozdsdnak tipusai a mikrocsatorndkban: (A) Kapillaris, (B) elekt-
roozmotikus és (C) nyomdasvezérelt dramlési profilok !




4.2. A Lab-on-a-Chip eszkozoktdl az Organ-on-Chip rendszerekig

A LoC technoldgia kiemelkedd fontossdguva valt az elmult években, hiszen kompakt
kialakitdsa révén kivalthatja a koltséges laboratériumi technikdkat, csokkentheti a mintdk
€s a hat6anyagok mennyiségét, igy koltséghatékonyan teszi lehetévé a sziikséges minta
nagy ateresztSképességil (high-throughput) elemzését. A LoC technoldgia szdmos tudo-
manyteriiletet 0sszehangoltan alkalmaz, mint példdul a fluidika, az elektronika, az optika
és a bioérzékeldk. Célja a laboratériumi funkcidk elldtdsa egyetlen miniatiirizalt chipen
beliil, mint példaul a mintavétel, a minta-el6készités, a kémiai reakciok, a termékek szét-
védlasztédsa és elkiilonitése és az érzékelés (2. dbra). A LoC rendszerek csokkentik a nagy
méretd miiszerekre és a kézi beavatkozdsra vald igényt, ezdltal ndvelik az automatizaltsagot
€s az lizemi hatékonysdgot. Kis méretiik miatt hordozhatéak €s eldobhatdak, csokkentik
a mérési idot, igy segitségiikkel megvaldsithat6 a betegagy melletti (Point-of-Care, PoC)
diagnosztika?.

Az in vitro sejtkultirdk vagy akar egyedi sejtek vizsgdlatdra tervezett mikrofiziold-
giai rendszerek jelentSs eldrelépést jelentenek a gydgyszerkutatds, a szlrés €s a terdpids
alkalmazasok fejlesztése terén!>"'4. Az alkalmazasorientélt, mikrofluidikai és érzékeld
rendszereket integral6 eszkozok képesek sejtkultirdk és szovetek mesterséges fenntartd-
séra, valamint kiilonboz8 kémiai hat6anyagokkal valé kezelésiikre és viselkedésiik valds

ideji monitorozsara'>.

Ez a multifunkciondlis mikodés elengedhetetlen a személyre
16,17

szabott orvoslasban €s a gydgyszerfejlesztésben

2. abra. A Lab-on-a-Chip rendszerek tipikus péld4ja, mely mutatja a laboratérium eleme-
inek egy chipen torténg integraldsat '8,



A technika eredete az 1970-es évekre tehetS, amikor Terry és kutatécsoportja szili-
cium szeleten megvaldsitott egy miniatiirizalt gazkromatografids analizitort'®. Manz és
munkatarsai 1990-es munkdjat kovetGen a miniatiirizalt teljes kémiai analizisrendszerek
(WTAS) koncepcidja jelentSs elismerésre tett szert??. Az attorést Harrison és Manz 1993-
as felfedezése hozta, amikor bemutattdk az on-chip kapillaris elektroforézist?!. Az elmiilt
évtizedek sordn a LoC technoldgia intenziv fejlédésen ment keresztiil, f6ként a biotech-
noldgiai alkalmazdsi irdnydban, a bioldgiai és elméleti modellektdl kezdve a proof-of-
concept kutatdsokon 4t egészen a kereskedelmi alkalmazdsokig. A 1agy litografia 1998-as
bemutatdsat kovetSen a LoC teriiletén djabb eldrelépés tortént a PDMS alkalmazdsanak
koszonhetden, mely laboratériumi szinten biztositotta a 1étrehozott mikroméretd rendsze-
rek megbizhatd, gyors és reprodukalhaté elGallitdsat és az optikai atlatszésagot .

A LoC rendszerek korai alkalmazdsai kozé tartozik a DNS analizis, a fehérjék szepara-
cidja és a sejtvalogatds, napjainkra pedig a mikrofizioldgiai €s Organ-on-Chip rendszerek
megjelenésével a személyre szabott gydgydszat, a valds ideji nyomon kovetés és a gyogy-
szerhatéanyag tesztelés keriilt elStérbe®. A technika mesterséges intelligencidval (AI)
val6 kombindldsdval novelhetS a diagnosztikai eljardsok pontossdga és megbizhatsaga,
valamint a betegségek és a kezelésre adott vilaszreakciok eldrejelzése .

Az elmult években az OoC technoldgidk a személyre szabott orvoslds 1j paradigmadja-
ként jelentek meg. Az OoC eszkozok alapvetd célja a kiilonbozd sejtek €s szovetek kdzotti
kolcsonhatasok vizsgédlata a komplexebb sejtkulturdk, vagy akdr szovetek tenyésztésére €s

fenntartasara alkalmas mikrofluidikai rendszerekben (3. abra).

3. dbra. Az Organ-on-Chip rendszerek sematikus abraja szemlélteti a kiilonbozd sejtek és
szovetek egy chipen torténd vizsgalatanak lehetségét.!

1https://www.ufluidix. com/microfluidics-applications/organ-on-a-chip/
(Utoljara latogatva: 2026. junius 12.)


https://www.ufluidix.com/microfluidics-applications/organ-on-a-chip/

Az OoC koncepcidja el§szor 2005-ben tint fel, amikor Huh és csapata 1étrehozott egy
lung-on-a-chip rendszert, ahol tiidGszovetet vizsgaltak PDMS csatorndk kozott elhelye-
zett por6zus membranon, mely az emberi tiid6ben taldlhaté koriilmények reprodukaldsara
szolgdlt?. Azéta szamos rendszer jelent meg, mely példaul a sziv-, bél-, vese-, majszo-
vetek vagy akdr a vér-agy gt mikodését is képes vizsgdlni>*?%. Az emlitett rendszerek a
gyogyszerfejlesztésben, a rdkkutatdsban €s a betegségek modellezésében is igen jelentSs-
sé valtak, kiilonosen miéta az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hivatala
(FDA) idén bejelentette, hogy fokozatosan megsziinteti az allatkisérleteket a hatékonyabb,
emberi rendszerekre épiil6 mddszerek javara'®?’. Ennek oka, hogy az 4llatmodelleken
kapott eredmények humdn viszonylatban értelmezve gyakran pontatlanok, mely sokszor
hibas kovetkeztetésekre vezet a fajok kozotti komplexitds- €s anyageserebeli kiilonbségek
miatt?8.

Az OoC rendszerekben alkalmazott modellek, illetve a sejtek és szovetek belsd szer-
kezetének és mikodésének alaposabb megértése kiilonféle szenzorok fejlesztését és integ-
raldsat osztonozte 192930, Az érzékel6kbél szarmazé adatok akar mesterséges intelligen-
cidval és gépi tanuldsi modszerekkel is kombindlhatéak, igy novelve a kisérleti folyamatok
megbizhatésagat és hatékonysagat, mely 4ltal nagyobb mérési pontossag érhetd el3!. To-
vébbi elényt jelent a 2D-s modellekkel szemben, hogy a szovetek 3D-s szerkezete is
vizsgalhatéva valik, mely a sejtek €16 szervezetben taldlhaté mikrokornyezetének repro-
dukalésat teszi lehetévé 2. Habar az OoC rendszerek 3D sejttenyésztési modszere szamos
el6nyt nyudjt a 2D sejttenyészetekkel szemben, példdul javitja a gydgyszer-anyagcsere
vizsgalhatdsdgat, viszont koltséges, és a kisérletek nehezen értelmezhetSek és reprodu-
kalhatéak3?. Emiatt a 2D sejttenyésztési modszerek alkalmazdsa tovabbra is relevans a

hosszu tavi kisérletekben, illetve a tervezett rendszerek elGzetes tesztelése sordn. 33,



4.3. Kémiai gradiens kialakitasa

4.3.1. Diffazié altalanos targyalasa

A diffizi6é atomok és molekuldk mozgédsan alapulé anyagtranszport. Mechanizmusa
gdzokban és folyadékokban a Brown-mozgés, mig szilrd testekben az atomok néhany A
nagysagrend(, sztochasztikus mozgéasa, mely ered§ anyagaramlashoz vezet. A diffizi6
hajtéereje a rendszerben taldlhaté koncentracidkiilonbség kiegyenlitése, mely a magasabb
koncentracidju helytdl az alacsonyabb felé halad, azaz a koncentraciégradiens ellenében
torténik. A diffiziot a Fick torvényekkel irhatjuk le, melyek segitségével meghatarozhat6
a diffuzio sebességét jellemzd dllandd, azaz a difftizids dllando.

A diffuzi6 targyaldsdnal id6tdl és helytdl fiiggs koncentraciot tesziink fel. A részecskék
szama a rendszeren beliil nem valtozhat, igy a kontinuitdsi torvény érvényes a koncentracio
(c¢) valtozasara:

¢(@, 1) = -VjE 1), 3)

ahol f a részecskék dramstrdsége. Kiilsd erd jelenléte nélkiil és a részecskék kozotti
kolcsonhatds elhanyagoldsaval az dramsirliség ardnyos €s ellentétes irdnyu a koncentrd-
cidgradienssel, mivel az &ramlds a magasabb koncentréaciétdl az alacsonyabb felé torténik.
Ez az ardnyossagi tényez§ a diffuzids dllandé (D), mely megmutatja a koncentraciokiilonb-
ség hatdsara meginduld részecskedram nagysagat. Fick 1. torvényét a kovetkezSképpen
kapjuk:

j(%,1) = -DVe(3,1) )

Fick I. torvényét behelyettesitve a kontinuitdsi egyenletbe kapjuk Fick II. torvényét, azaz
a diffiziés egyenletet:
¢(X,1) = DAc(X,1) (5)

A Fick-torvények korlatai koz¢ tartozik, hogy az esetleges elektrosztatikus potencidlgra-
diensek hatdsait nem veszi figyelembe. Emellett a diffiziés dlland6t konstansnak tekintik,
noha ennek lehet hmérséklet- €s koncentraciofiiggése, mely az egyenletek tovédbbi bo-
nyolddésdhoz és analitikus megoldhatatlansagahoz vezet. Tovabba az a feltételezés is csak

specidlis esetekben érvényes, hogy a diffizids dllandé skaldr mennyiségként kezelhetd.
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4.3.2. Einstein-torvény

Az Einstein-torvény 0sszefiiggést teremt a folyadékokban tapasztalhat6 surl6dési egyiitt-
hat6 (viszkozitds) () és a diffuzios dllandd (D) kozott. A strlddasi egyiitthat az ener-
giadisszipacié mértékét irja le, a diffuzids dllando a részecskék termikus fluktudci6jabol
eredd helyviltoztatdsat jellemzi. A statisztikdban a két mennyiség kapcsolatit a fluktu-
aci6—disszipaci6 elve hatdrozza meg: termodinamikai egyensulyban a fluktudciok 4ltal
okozott véltozdsok disszipaciot eredményeznek, mely viszont Gjabb fluktudcidk forrasa.

A részecskék mozgdsara vonatkozo fluktuacio—disszipdacio tétel az Einstein-torvény:

_ kgT
Y

D (6)
ahol kp a Boltzmann élland6 és T a hdmérséklet. Stokes meghatarozta az ry hidrodinami-
kai sugard gomb alaku részecskék surlodasi egyiitthatdjét (7y), abban az esetben, ha azok
n viszkozitdsu, alacsony Reynolds szdmu kozegben mozognak. A surl6dési egyiitthaté:

v = 6nnry. Ezt behelyettesitve (6)-be megkapjuk a Stokes-Einstein egyenletet:

kgT
D =
6rnry

(7

Ennek ismeretében részecskék, molekuldk diffizids dllanddja megbecsiilhetd, ha ismert a
vizsgdland6 molekula hidrodinamikai sugara és forditva, a hidrodinamikai sugdr megha-

tdrozhat6 a diffizids dlland6 ismeretében. Ez lehetdvé teszi példaul a fehérjék méretének

becslését a diffizids dllanddjuk mérésébdl.

4.3.3. Kémiai gradiens kialakitasa mikrofluidikai chipekben

A sejtek €16 szervezeten beliili kornyezete kiilonboz8 koncentraciéju kémiai anyagok-
bdl 4ll. Ahhoz, hogy a sejtek kiilonboz§ hatéanyagokra adott vdlaszait a legpontosabban
tudjuk vizsgdlni a mikrofludikédn beliil, a lokdlis koncentraciéértékek pontos elGallitasa-
ra van sziikség. A kémiai gradiens létrehozdsdra mind egyfazisd, mind tobbfizisu és
csepp-alapu mikrofluidikai rendszerekben is van lehetGség.

Egyfazisi mddszer esetén a kémiai gradiens egy fazisban alakul ki, egy vagy tobb fo-
lyadék osszekeverésével. Szamos mddszer 1étezik ennek elérésére, példaul a fa szerkezetd
halézatok vagy az egyszeriibb, Y-alakii csomOpontok és eldgazdsok, melyek miikodése
a 4. abrén lathat6. Fa alaku hél6zat haszndlatakor két vagy akér tobb kiinduldsi anyag
Osszevezetésével és a megfeleld pontokon vald szétvdlasztasdval egy faszerd struktira
alakul ki, mely a rendszer végén elGillitja a megfelelS térbeli koncentracideloszldst. Az
Y-alaku eldgazas alkalmazdsa sordn a kiinduldsi anyagokat egy megfelelGen hosszi csa-
tornaba vezetik, azok a csatorna hosszaban elérehaladva, diffiziéval keverednek Ossze,

igy a kémiai gradiens a csatorna keresztmetszetében alakul ki.>*
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Ehhez hasonlé megoldds a kiilonboz8 anyagok membrannal torténd elvalasztisa a koztes

135

csatornat6l”>. Ebben az esetben a kiinduldsi anyagok keveredését a membranon keresztiili

diffazié biztositja.

N :
7

4. dbra. Egyfazisi kémiai gradiens 1étrehozdsdhoz haszndlt struktdrdk: fa alakd hédlézat
(balra) és Y-alaku eldgazds (jobbra) 36

Csepp-alapu gradiens generdlds sordn cseppeken beliili célzott koncentrdcié kialaki-
tdsa a cél, kiilonbozd anyagok Osszekeverésével az eltérd fazisokon beliil, példdul viz és
olaj segitségével. A kialakul6 csepp belsd koncentracid-eloszlasét a kiinduldsi anyagok

aranydval lehet finomhangolni (5. 4bra).>’

l

N

—

7
[

5. dbra. Csepp-alapt gradiens generalds°
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4.4. Diffuzié mikrofluidikaban

A mikrofluidikai rendszerek, példdul a Lab-on-a-Chip és az Organ-on-Chip eszkozok
alkalmazdsa hatékony médszert kindl a diffizids jelenségek, kiilonosen fehérjék viselke-
désének és difftizids tulajdonsigainak vizsgalatira. Az emlitett rendszerek szamos elényt
kindlnak a makroszkopikus mdédszerekkel szemben, mint példdul a kis mintatérfogatok
pontos irdnyitdsa, az alacsony anyagfelhasznélds és minimdlis anyagpazarlds, a konnyd
gyarthatésg és a gyors, nagy ateresztSképességti mérés. 133839 A diffizi6 kulcsfontossagi
szerepet jatszik a mikrofluidikai rendszerek pontos koncentracideloszlasanak kialakitasa-
ban, hiszen a fluidikai rendszereket jellemz§ alacsony Reynolds szdm (Re < 1) miatt a
folyadékaramlads a mikrochipek belsejében f6ként lamindris. A turbulencia hidnya miatt
a kiilonboz6 folyadékok keveredését maga a difftizid hajtja, ami lehetdvé teszi a diffizids
allandé mérését a Fick-torvények altal leirt diffizids profilok vizsgélataval.

Kémiai gradiens létrehozdsa kétféleképpen valdsithaté meg egy folytonos mikro-
fluidikai struktirdban: kényszeritett dramlds alapu, illetve diffizié alapu gradiens ge-
nerdldsaval. Az dramlds alapu eszk6zok a lamindris dramldsban kialakul6, arra merdleges
koncentracidgradiens segitségével hatdrozzdk meg a difftizids dllandét. Ilyen eszkozok az
Y-alaki eldgazasok*49, a H-alaku csatornak*! vagy a T-alaku elagazdsok*?. Ezek az esz-
kozok azonban sejtes alkalmazdsban megvaltoztathatjak a sejtek viselkedését az dramlas
4ltal gyakorolt nyiréfesziiltség miatt. ¥>~*> A difftizién alapulé eszkozok a koncentraciégra-
dienst kizdrélag diffizi6 utjan hozzak létre. Ennek érdekében fizikai akaddlyokat, példaul
membranokat vagy hidrogéleket alkalmaznak, melyek kikiiszobolik az esetleges dramla-

3 és citotoxicitds*® mérések sordn. Az ilyen akadédlyok

sok hatdsit, példaul kemotaxis*
alkalmazdsdnak hatranya, hogy jelentdsen lassitjdk a diffiziot.

Szamos kisérlet haszndlja a Gauss-fiiggvényt a diffizids profil idébeli és térbeli fej-
16désének lefrdsdra, tobbek kozott a kiilonbozG mérési médszerek 6sszehasonlitdsara, 4’
a homogén és heterogén oldatok megkiilonboztetésére*? vagy a fehérjék és komplexe-

48 Allandé forrds esetén azonban a difftiziés dlland6t a hibafiiggvény

ik jellemzésére
komplementerével lehet lefrni. *® Alland6 feliileti koncentracié esetén a kovetkezs perem-
feltételek adédnak: c(z,t =0) =0,c(z=0,1) = cg, c(x = o0, 1) = 0. A diffizids egyenlet

megoldésa a komplementer hibafiiggvénnyel irhato le:

b4
c(z,t) =cqo-erfc (8)
2V Dt
ahol a komplementer hibafiiggvény:
2 < e
erfc(x) = — e dt 9
rew== [ ©)
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Munkdm sorédn célom olyan diffizi6 alapi mikrofluidikai mérdceella 1étrehozédsa, mely
akadalyok nélkiil, gyorsan képes a kémiai gradiens kialakitdsdra, vizsgdlatara és a célzott
molekuldk diffiziés dllandéinak meghatdrozdsara. Az dltalam tervezett mikrofluidikai
chipben a feltoltést kdvetden a csatorna allandé forrdsként funkciondlt, igy a diffuzids

allandék meghatarozdsdhoz a komplementer hibafiiggvényt hasznéltam.

4.4.1. Fehérjék diffiizios allandéinak meghatarozasa

Az elmult években szamos mddszert dolgoztak ki kiilonb6z6 mikrofluidikai rendszerek
alkalmazasaval molekuldk, illetve fehérjék diffizios dlland6janak meghatdrozasara, 424950
A fehérjék viselkedése megbecsiilhetd kiilonbozd diffuzidlimitélt rendszerekben, példdul
gyogyszeradagolasi rendszerek esetén, ahol a gydgyszerhatéanyagok adott helyre juttatdsa
a diffizi6tol fiigg, mint példaul bérrétegeken keresztiil vagy a vér-agy géton 4t.”1 3 A fe-
hérjék diffuzids egyiitthat6i alapjan becsiilhetd azok mérete, molekulatomege, hidraticios
allapota, valamint az aggregacié mértéke. >0 Egy g6mb alaki részecske molekularis
sulya M = %7(}”3p, ahol r a molekula sugara p pedig a molekuldris stirtisége. A moleku-
laris stirdség fligg a fehérje molekuldris tomegétdl, viszont a legtobb nagyméreti fehérje
esetén ez dllandd, igy p = 1.3-1.4 g/em>.%* A diffiiziés dllandé a (7) alapjan a molekuldris

sullyal kifejezve:

bt 2y
3n \6x2M

Egy molekula hidrodinamikai sugardnak ismeretében a diffizids egyiitthatd becsiilhetd,

(10)

mely kisérleti dton igazolhato.
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4.5. Elektrokémiai Impedancia Spektroszkopia — EIS

Az Elektrokémiai Impedancia Spektroszképia (EIS) egy bevett médszer példdul a
fémek korrozidjanak, a festékrétegek kopdsdnak, valamint a litium-ion elemek és ak-
kumuldtorok teljesitményének vizsgalatira®. Biol6giai alkalmazésait tekintve elterjedt
eljards a sejtek és sejtpopuldcidk kiilonbozd tulajdonsigainak vizsgdlatdra, mivel nem
invaziv, jelolésmentes és valdsideji mérések elvégzésére is alkalmas>®. Az EIS olyan
teriileteken is széles korben alkalmazott, ahol ion- és molekulakoncentracié vagy mads
bioldgiai-diagnosztikai paraméterek meghatdrozasa sziikséges>’8.

A valtéaram esetében haszndlt impedancia (Z) az egyendramu jelenségeknél haszndlt
ellendlldssal anal6g mennyiség. Definici6 szerint az impedancia a valtédram és a valtofe-
sziiltség frekvenciafiigg6 hdnyadosa. A valtédram leirdsara gyakran alkalmaznak komplex

formalizmust, igy az impedancia is egy komplex mennyiséggé valik, képzetes és valds

résszel:
21 =70

Az impedancia abszoltit értéke (|Z]|) és az dram és fesziiltség kozotti faziskiilonbség (¢)

=Re(Z)+i-Im(Z) =|Z|e'? (11)

kifejezhetS az impedancia valds és képzetes részével:

(12)

1Z| = VRe(Z)2 + Im(Z)? ¢ = arctan (I’"(Z))

Re(Z)

Az impedancia val6s része a vizsgalt rendszer rezisztiv részeit, a képzetes része (reaktan-
cia) a rendszer kapacitiv és induktiv jellemzgit irja le. Az impedancia frekvenciafiiggése
miatt egy rendszer teljes jellemzéséhez széles frekvenciatartomanyon végzett vizsgalat
sziikséges, melynek eredménye az impedanciaspektrum. Ennek megjelenitésére kétféle
abrazolasi modszer terjedt el. A Nyquist-diagram az impedancia valds részéhez a képzetes
rész negativ értékeit rendeli, mig a Bode-diagram a frekvencia logaritmuséanak fiiggvényé-
ben dbrdzolja az impedancia nagysigat vagy fazisat (6. dbra). A kiilonbozd dbrazoldsok
alapjan a vizsgélt rendszer karakterisztikus paraméterei leolvashatéak a kapott grafikonok-
r6l. A Nyquist-diagram esetén a jellegzetes félkor kezdete adja meg az oldat ellendlldsét,

a vége az oldat ellendlldsa €s a toltésatadasi ellendllds (R.;) 0sszege, maximuma pedig az

w = 1/RCpr, melybSl meghatarozhatd az elektromos kettGsréteg kapacitdasa (Cp ).
2000
- o 4000
N'1000 N 2000
0 - 0
2000 1000 10° 10! 10? 10° 10*
Re[Z], Q2 f. Hz

6. abra. Az impedanciaspektrum tipikus példai: (A) Nyquist-diagram és (B) az impedancia
nagysiganak Bode-diagramja>®
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4.5.1. Az impedancia meghatarozoé tényezéi elektrolitokban

Az EIS mérések sordn a mért spektrumot erGsen befolydsolja a kozeg Osszetétele, az
oldat ionkoncentricidja és vezetGképessége. Elektrolitok esetén az impedanciit nagyban
meghatdrozza az oldat ellenéllasa (R;), mely az elektr6ddk kdzotti ionmigraciobol szarma-
z6 dramhoz kotédik. Ez fiigg az ionok koncentraci6jdtdl, tipusatdl és mozgékonysagatol,

azaz a vezetSképességtdl (k), a vezetd csatorna hosszatol (/) és a keresztmetszetétSl (A):

l (13)

R. =
ST kA

Ennek megfelelGen a nagy elektrodafeliilet és ionkoncentracid, valamint a kis elektréda-
tdvolsag csokkenti az impedanciat.

Egy maésik fontos jelenség az elektréda-elektrolit hatdrfeliileten kialakulé kapacitiv
elektromos kettGsréteg (Cpy ), melyet az elektrodafeliileten felhalmoz6do tobblet toltés és
az oldatban taldlhat6 ellentétes toltésd ionok elektrosztatikusan kotott rétegei alakitanak
ki. Ennek lefrdsdra szimos modell 1étezik (7. dbra)®®. A Helmholtz-modell szerint az
elektrolitban taldlhaté ellentétes tolté€sd ionok az elektrdda feliiletén réteget képeznek.
Ez megfeleltethet§ egy kondenzator két ellentétes toltésti lemezének, igy ez a legegy-
szeribb kozelités a modellek koziil. A Gouy-Chapman-modell a kialakul6 toltésréteget
diffiz médon kezeli, igy ez fiigg az elektroda toltésstrlségétdl, az alkalmazott poten-
cialtél és az oldat koncentraciéjatol. A modell limitdcidja, hogy nem veszi figyelembe
az ionok véges méretét. Ezt a Stern-modell korrigdlja azzal, hogy az elektréddhoz ko-
zeli, Helmholtz-réteghez hasonld, egy-két ion vastag fix Stern-réteget definial, majd az
elektr6datdl tavolabb diffiiz réteget alkalmaz. %!

A toltésatviteli ellenallas (R.;) az elektrdda és az oldatban talalhaté elektroaktiv mo-
lekuldk kozotti elektronataddsi reakcidhoz kapesolddik>®. Ez a paraméter tobbek kozott
fligg a reakcidkinetikdtdl, az ionkoncentrciotdl, a potencidltdl €s az elektroda feliiletének

allapotatol. Az elektrokatalitikusan aktiv feliiletd elektroddk esetében az R, értéke kicsi.

_ diffuz réteg Stern réteg diffuz réteg

A v, -1l ‘@la O oldészer molekula

138 3B iR P @en

. % 8 ©anion
SR %

@ 8 8o
& O % +% O % C_"\" C;"
+ + v,

Helmholtz-modell ~ Gouy-Chapman-modell Gouy-Chapman-Stern-modell

7. dbra. A kettSsréteg modellek tipikus példai®°

16



A kapacitdsok idedlistol eltérd viselkedésének leirdsara az dllandé faziselem (CPE)
szolgal, mely a kondenzatorok nem idedlis viselkedését is figyelembe veszi®®. Valds
elektroddk esetén példaul az elektrédafeliilet érdessége, a feliileti szennyezddések vagy
akdr az adszorbedlt vegyiiletek is okozhatnak eltérd viselkedést. A CPE fazisszoge fiigget-
len a frekvenciétdl, viselkedésének leirdsara egy kitevGt alkalmaznak (), mely értéke 0—1
kozott valtozik, ahol 1 az ideélis kapacitds, 0 pedig az idedlis ellenéllast irja le. A diffizids
folyamatok és a végtelen féltérben lejatsz6dé anyagtranszport leirdsara a Warburg-elemet
haszndljak (W), mely a spektrum alacsonyfrekvencids részén egy 45°-os egyenest ered-

ményez®?. A Warburg-elem a CPE n = 0.5 hatdresete.®'

4.5.2. Impedancia mérés soran alkalmazott elektréda konfiguraciok

Az EIS mérések sordn kiilonboz4 szamu, anyagu €s geometridju elektrédakat haszndl-
hatunk a rendszer karakterizaldsara®. A hasznalt elektréddk szama nagyban befolydsolja
a mért spektrum és a kinyerhet$ informdci6 tulajdonsédgait. A legtobb esetben a két-, il-
letve négy-elektrodas elrendezést haszndljak, de harom-elektrodas elrendezés is elSfordul
(8. abra). A két-elektr6dds mérés sordn a gerjesztés €s a mérés ugyanazon elektréddkon
torténik, a munkaelektroda (WE) és az ellenelektroda (CE) kozott. Az elektrodak és az
oldat kdzvetlen érintkezése miatt a feliileti hatdsok is befolydsoljdk a mért gorbéket, mint
példaul a kontakt impedancia, illetve a megjelend parazita effektusok és kapacitasok .
Ennek elkeriilése végett egy harmadik, referencia elektréda (RE) bevezetésével a gerjesz-
tés a munka- és areferencia elektroda kozott alkalmazhatd, a mérés pedig az ellenelektroda
segitségével torténik, igy a mért jelet csak a munkaelektréda feliileti kolcsonhatdsai befo-
lyasoljak 8. Még egy tovabbi elektréda bevezetésével (munka-érzékeld elektréda - WSE)
ez a hatds is kikiiszobolhetd: a gerjesztés a két sz€1s6 elektrédan torténik, a mérés pedig
a két belsd elektroda kozott zajlik, igy a jel nem tartalmazza a feliileti kdlcsonhatdsok
hatdsait. A négy-elektrodds elrendezés segitségével novelhet§ a mérés érzékenysége, il-

Py

letve minimalizalhat6 a kontakt impedancia, ami lehetdvé teszi bioldgiai mintak kizardlag

elektromos tulajdonsdgainak vizsgalatat©®,

A B C =
= (~)
Ny

/’\ o

WE L\CE WE L\CE WE CE
I I
1|
RE WSE RE

& © Ve
p - w—
V(t) V(t) V(t)

8. abra. Az EIS mérések soran alkalmazott kiilonbozs elektroda elrendezések (A) két-
elektrodas, (B) hdarom-elektrodas és (C) négy-elektrodas esetben®
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4.6. Sejtanalitika impedancia spektroszkopiaval
4.6.1. Sejtmodellek

Az impedancia spektroszkopia hatékony mddszer a sejtek viselkedésének és tulajdon-
sagainak vizsgélatdra, mivel az impedancia spektrumra illeszthetd elektromos ekvivalens
aramkori modell segit meghatdrozni a rendszer paramétereit. Tobbféle modell 1étezik, a
vizsgilt sejtek tipusatél fiiggden leggyakrabban az egy- és kéthéj modellt alkalmazzak 6768,

Az €16 sejtek egyik legegyszertibb elektromos modellje az igynevezett egyhéj (single-
shell) modell. Ez a modell azt feltételezi, hogy a sejthartya vékony, szigetel6 plazma-
membranbdl 4ll, amelynek belsejét vezetd citoplazma tolti ki.®”. Az egyhértyds modell
sematikus dbrdja a 9. 4bran lathat6. A plazmamembrannak, a citoplazmanak és a sej-
tet koriilvevd kozegnek jellemz$ a sajit permittivitdsa (€yem, €i, En) €s konduktivitdsa
(Tmem> Tis Om)-

A baktériumok és élesztsejtek esetében a plazmamembrant sejtfal veszi koriil. Ebben
az esetben az egyhartyds modell nem elegendd a sejtek elektromos tulajdonsdgainak leiré-
sdra, Asami egy olyan kéthartyds modellt javasolt, melyben a citoplazmat két koncentrikus
membranréteg hatérolja®®. Ez jéval bonyolultabb modell, igy az irodalomban 4ltaldnosan

az egyhdrtyas modellt alkalmazzak egyszertibb, példdul élesztSsejtek esetében is®71.

B _1—33
C Gerjesztd

oL

A

elektroda
RI"
8”‘16’"1
e membran Erzékels
m m elektroda

médium

9. dbra. Egyhartyds sejtmodell oldatban (A) és az elektrodak kozott elhelyezkedd sejt
ekvivalens dramkori modellje (B)%7
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4.6.2. Ekvivalens aramkori modellek

Az ekvivalens dramkori illesztés olyan mddszer, melyet elektrokémiai és sejtes al-
kalmazdsokban a rendszer elektromos modellezésére haszndlnak. A mddszer célja a
rendszerben lejatsz6do kémiai és bioldgiai folyamatok €s jelenségek modellezése egzakt

dramkori elemekkel, valamint azok véltozdsainak nyomon kovetése®.

Az ekvivalens
aramkor alapvetS elemei lehetnek ellendllasok (k6zeg), kondenzatorok (membranok, ket-
t6s rétegek) vagy induktivitdsok, illetve specidlis elemek, melyek sorosan vagy parhuza-
mosan kapcsolédhatnak. Ezek az elemek valds fizikai folyamatokhoz kothetSek, példdul
az oldat ellendlldsdhoz (Ry), a toltésatviteli ellendllashoz (R.;) vagy az elektromos ket-
tésréteg kapacitashoz (Cpr ), a konstans faziselemhez vagy a diffiziés folyamatokat leiré
Warburg-elemhez. Az EIS-el végzett bioldgiai tesztek esetén az egyik leggyakrabban mért
paraméter az R.;, ami mellett Cpz-nek van nagy szerepe a hatarfeliileten kialakul6 impe-
dancidban®. Sejtek esetén tovabbi elem a sejtmembréan kapacitdsa (C,,) és a citoplazma
ellendlldsa (R;) is.®!

Az irodalomban haszndlt két legelterjedtebb ekvivalens aramkori illesztési modszer
mads és mds fizikai jelenségek leirdsdra alkalmas. A Randles-modell egy egyszertibb mo-
dell, mely a feliileti elektrokémiai folyamatokat irja le, igy egyardnt alkalmas az elektréddk
vagy az mikrofluidikai csatorndk impedancidjinak, illetve a feliileti médositasok vagy a
redox-reakcidk hatdsainak lefrasara’?. A Cole—Cole-modell egy bonyolultabb médszer,
mely a biol6giai mintdk diszperzids viselkedését irja le, igy €18 sejtek és szovetek be-

hat6 vizsgalatanal elényos’>.

A mérésekhez ill6 modell kivalasztdsa a mikrofluidikai
chip domindns fizikai folyamataitdl fiigg, mint példdul az elektréda—elektrolit hatarfeliilet
elektrokémiai folyamatai, a diffizid, valamint a sejtek dielektromos tulajdonséagai.
A Randles-modell az EIS egyik legalapvetbb ekvivalens dramkori modellje, mely
az elektréda—elektrolit hatarfeliilet jellemzd fizikai folyamatait veszi figyelembe’?. A
modell tipikusan az oldat ellendlldsét (Rjy), az elektromos kett&sréteg kapacitasit (Cpp),
a toltésatadasi ellendllast (R.;), valamint a Warburg-impedanciat (Zy) tartalmazza. A
modell Nyquist-diagramja idedlis esetben egy tokéletes félkorbdl és egy 45°-os difftizids
szakaszbdl all (10.A dbra). A modell komplex impedancidja (Z(jw)) a kovetkez8képpen
szamolhato: R
Z(iw) = Ry + m + Zw (14)
ahol w a korfrekvencia és i a képzetes egység. A mikrofluidikai rendszerek esetében
a Randles-modell kiilonosen elterjedt, ha az elektrodafeliileten taldlhato sejtek, bioszen-
zorok feliilete vagy redox-reakcidk vizsgalata a cél’*. Ez a modell pontos képet ad az
elektrodfeliileten zajlo reakcidkrol és a mikrofluidikai csatornét jellemzé ohmos hozza-
jarulasrél”. A mérések sordn az R, hangsilyos paraméter a rendszer véltozdsainak
jellemzésére, mivel érzékenyen reagdl az elektréda feliileti dllapotanak véltozésaira, pél-

daul sejtréteg kialakuldsdra és a sejtek viabilitasara.”S.
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A Cole—Cole-modell a bioldgiai rendszerek, mint példdul a sejtek és szovetek frek-
venciafiiggd impedancia-diszperzidjat irja le, melyet a membrédn polarizicidja, illetve az
intra— és extracelluldris ellendllasok hatiroznak meg’?. A modell Nyquist-diagramja
jellegzetesen egy lapitott félkor, melynek alakjat egy @ paraméter hatdrozza meg a bio-
16giai mintdk eltérd relaxdcids folyamatai kovetkeztében (10.B dbra). A modell komplex
impedancidja a kovetkezSképpen szdmolhato:

Ry — R

Z(iw) = Roo + ——
(i) " 1+ (iwt)?

(15)
ahol Ry a 0 Hz frekvencidhoz tartozoé ellenallas, R., Hz a oo frekvenciahoz tartozo ellenal-
14s, T azidGallando. A sejtek impedancidjit f6ként a membrankapacités befolyasolja, ezért

a Cole—Cole-modell remekiil alkalmazhat6 sejtkonfluencia, sejtndvekedés, életképesség,

vagy membranintegritasi vizsgalatokra’’-’8.
A c., B
SA\ Na L
£ £
R R,
Rct RO_ Roo
h
1 —>
Rs Re (Z)
Randles Cole-Cole

10. dbra. (A) A Randles és (B) Cole-Cole modellek Nyquist-diagramjai
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4.6.3. Karakterisztikus tartomanyok

Az impedancia spektroszkdpia széles korben haszndlt médszer sejtek tulajdonsdgainak
vizsgalatéra, illetve é16 és halott sejtek megkiilonboztetésére’*82. Kiilonbozs frekven-
ciatartomanyok elemzésével a sejtek kiilonbozd tulajdonsagait vizsgdlhatjuk. Az iroda-
lomban harom tartomdanyt szokds elkiiloniteni: az a diszperzids régiét (1 Hz - par kHz),
ahol az elektrdda polarizdcidjanak hatdsai domindlnak, a 5 tartomdnyt (par kHz - 1 GHz),
ahol a plazmamembran €s az oldat, illetve a citoplazma €s az oldat kdlcsOnhatdsat vizsgal-
hatjuk, valamint a y régiét (> 1 GHz), ahol a vizmolekuldk tulajdonségai, reorientdcidja
dominal 384, A sejtek tulajdonsdgainak vizsgélatdhoz a 8 régi6 a legmegfelelébb. A 3 tar-
tomany két részre oszthaté: 1-10 MHz, illetve 10 MHz—1 GHz kozotti tartoményokra67.
Az als6 tartomdnyban a plazmamembran €s a kdzeg hatarfeliiletének tolt6dése figyelhetd
meg, mig a felsd tartomanyban, ahol a frekvencia elég magas, a sejtmembran rovidzarként
viselkedik, €s a tolt6dés a citoplazma és a kornyezd kozeg kozott megy végbe.

A sejtek tulajdonsdgainak vizsgélatdhoz a megfelel§ frekvenciatartomany a S-diszperzids
szakasz, ahol a membran €s a citoplazma hatdsai is tanulmanyozhat6ak. Az emlitett disz-
perzids tartomanyokat a 11. dbra demonstrélja egyetlen sejt szimuldlt impedanciaspekt-

ruman, az elektromos kettGsréteg hozzdjaruldsanak figyelmen kiviil hagyasdval®’.

"""""" . Fazis
’ Sejtméret;
0.25 | : +-100
S — S Y Sejtmembran|
= | Elektromos /i Tl -
o 0.2 | Kettésreteg/ | i N --200 =
(T { ' H : (L)
o A A R W, N
S o
o5 /0 TSI 300 8
o =
= AR
b, Y N SO \400 £
Q. 1 —
E
0.05 --500
Nagysag — S
0= — 5 5 = 500
10 10 10 10 10

Frekvencia (Hz)

11. dbra. A jellegzetes frekvenciatartomanyok Bode-diagramja egysejt-szimuldcio alap-
467
jan
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4.6.4. Az EIS alkalmazasai mikrofluidikai rendszerekben

A sejtek viselkedésének monitorozdsdra alkalmas idedlis érzékeld jelolésmentes (label-
free), nem invaziv és valos idejl megfigyelést tesz lehetévé, mely biztositja a folyamatos
mintavétel és elemzés lehetségét, valamint megbizhat6 és magas minGségl adatgyjtést.
A kiilonboz8 szenzortipusok koziil a leggyakrabban alkalmazottak az optikai és elekt-
romos érzékel6k2%3>. Az optikai detektaldsi médszerek azonban gyakran fluoreszcens
festékeket alkalmaznak, melyek megvaltoztathatjak a sejtek viselkedését é€s csokkenthetik
azok életképességét®6-88,

Az impedancia spektroszkdpia alkalmas sejtek €s sejttenyészetek kiillonboz6 tulajdon-
sdgainak in-situ jellemzésére, mivel lehetGvé teszi a nem invaziv, val6s idejii méréseket®.
Az utébbi években jelentGsen felgyorsult az olyan mikrofluidikai eszkozok fejlesztése,
melyek célja elektroddk integracidjaval és az EIS alkalmazdsaval sokoldalu bioszenzorok

létrehozdsa®. Integralt mikroelektréddk haszndlatdval ezek a mikrofluidikai rendszerek

alkalmasakk4 vdlnak egyedi sejtek vagy sejtkultirdk impedanciaalapi sejtelemzésére®, a

konfluencia és a sejtszdm meghatdrozasara®!, a kiilsé ingerekre adott valaszok mérésére 2,

sejtek csapdazdsdra és novekedésiik nyomon kovetésére’, illetve baktériumok detektala-

93,94

séra és jellemzésére is . Az alkalmazdsok kozott széles korben elterjedt az dtdramlasos

citometria (flow cytometry) és az impedanciamérés kombindcidja, mely a sejtek dltaldnos
4llapotdnak jellemzésére szolgdl °>*. Ez a médszer alkalmas a csatorndkban dramlé sejtes

mintaoldat nagy sebességii vizsgélatdra, és a csatornaban elhelyezkedd elektroddk hasz-

Py

ndlatdval lehetdvé teszi nagyszamu sejt gyors elemzését és szelekcidjat, habar a modszer

97

nem alkalmas az egyedi sejtek hosszi tavu vizsgélatdara®’. A chipen beliili sejtcsapda-

zas megvalodsitdsaval viszont egyedi sejtek hosszui tava viselkedése is tanulmanyozhaté

stabil kornyezetben, példaul egyetlen - kutatdsban széles korben alkalmazott méhnyak-

rik sejtvonalbél szarmazé - HeLa sejt folyamatos monitorozasaval °®

194

, baktériumok egyedi

anyagcseréjének nyomon kovetéséve
1 99

, vagy akdr egyedi sejtek impedanciatomogréfidval
val6 vizsgdlatiava

A sejtes vonatkozasu mikrofluidikai rendszerekben gyakran haszndljak modellként az
élesztdsejteket a kezdeti tesztekben, mivel konnyen tenyészthetSk, gyorsan szaporodnak
és egyszertd veliik dolgozni!®. Szimos EIS alkalmazas sordn élesztSsejtekkel tesztelik
a tervezett rendszerek csapddzasi és analitikai funkciéit, mivel ezek geometriai tulajdon-
sdgai hasonléak a humdn vérsejtekéhez (5-10 pm)®°. Az élesztSsejteken til azonban a
mikrofluidikai rendszerek adaptdlhatok maés sejttipusok, példaul Hela és mds rdksejtek

89.98 " EI6 sejtek és szovetek vizsgdlata sordn alapvetd

impedancia-alapu analiziséhez is
fontossagu a kiilsé kornyezeti hatdsok minimalizdldsa és a szerkezeti kdrosoddsok elke-
riilése. Ezért az olyan elektromos érzékelési modszereket, mint az EIS, valamint az ezen
alapul¢ transzepitelidlis/endotelidlis elektromos ellendllds és az elektromos sejt-szubsztrat

impedancia mérést gyakran integraljak a kiilonboz6 OoC rendszerekbe 26101,
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Az EIS éltaldnos és részletes vizsgdlatokra alkalmas, mivel széles frekvenciatartoményt
fed le, és rugalmas elektréda-konfiguracidk kialakitasat teszi lehetévé 7192, Ez egy széles
korben alkalmazott technika, mely valds idej mérések révén alkalmas a sejttulajdonsigok,
példaul az életképesség, a szerkezeti integritds, az adhézid és a citotoxicitds vizsgélata-
ra0o1103 = A médszert széles korben alkalmazzak mikrofluidikai rendszerekkel kombi-
ndlva, mivel konnyen integralhat6 €s szamos elénnyel rendelkezik. Ezek koziil kiemelhetd
a nagy érzékenység, valamint a sejtek valds idejli nyomon kovetése sajat mikrokornyeze-
tiikben’*. A technika tovdbbi elénye, hogy a vizsgélt rendszert ekvivalens dramkorrel
modellezhetS, mely lehetévé teszi az elektromos paraméterek — példaul az ellenélldasok
és vezetSképességek — meghatdrozasat mind az elektréddk, mind a sejtek esetében”!104,

Az €16 és halott sejtek optikai megkiilonboztetésére gyakran fluoreszcens festést al-
kalmaznak, példdul propidium-jodid nukleinsavfestéket®>195. Ez a sejt haldla esetén
a sejtmembrin dteresztése miatt bejut a sejtmagba, és megfesti azt. Megjegyezendd
viszont, hogy stressz hatdsdra is permedbilissd vdlhat a membrdn, ami hamis festést ered-

!9, Ez a jelenség megfeleld relaxdcids id6vel elkeriilhets. Az €16 és halott

ményezhe
sejtek megkiilonboztetése impedancidjuk nagysaganak vizsgalataval is lehetséges, mivel
az elpusztult sejtek sejtmembranjanak ateresztése megnd, nd a vezetSképességiik, ezal-
tal impedancidjuk lecsokken, és fazismenetiik megvaltozik 719, Erdekes, hogy a sejtek
szdmanak novelése is csokkenést okozhat az impedancidban. Ezt az okozza, hogy a
sejtek ionokat cserélnek az oldattal, ami tobb toltott részecskét eredményez a kozvetlen
kozeliikben, melyek az elektréda felszinén adszorbeédlddni tudnak, novelve a kettGsréteg

t71

vezetSképességét’ . Az impedancia valtozasat €16 és halott élesztdsejtek koncentracidja-

nak fiiggvényében a 12. dbra mutatja.

5% él6 10% él6 e 20% €16
= = 5% halott = = 10% halott w = 20% halott
=120
=)
c
N =60
E

&

0 ;
0 30 60 9 120 150 180 210 240
Re(Z) [Q]

12. dbra. Az élesztSsejtek életképességének hatdsa az impedancidra kiilonbozd koncent-
raciok mellett, Nyquist-diagramon dbrazolva’!
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4.7. Impedancia spektroszkopia, mint sejtanalitikai modszer

4.7.1. Transzepithelialis/Transzendoteliilis Elektromos Ellenallas

A Transzepitelidlis/Transzendotelidlis Elektromos Ellenédllds (TEER) egy rendkiviil
hatékony technika, mellyel a szovethataron keresztiil es6 elektromos ellendllds mérésével
jellemezhetd a sejtrétegek integritdsa, permedbilitdsa és funkciondlis viselkedése!'?7. A
mérési modszer segitségével f6ként hamsejtek, azaz az epitelidlis vagy endotelidlis sejtek
rétegeinek integritdsat és kémiai anyagokra vonatkoztatott ateresztését vizsgéaljak. Ennek
érdekében a sejteket membranokon tenyésztik, €s elektréddkat helyeznek el a membran
mindkét oldalan, hogy mérjék a barrieren keresztiili fesziiltségesést (13. abra). Az OoC

modellekben a TEER-t széles korben alkalmazzak, példaul a vér—agy gat %109 a tiidg 10,

1 ¢s a bor!12 vizsgalatira.

Elektroda

a bélrendszer!

Sejtréteg
® @ ®
— - [ | [ — - - R @ VAC

Féligatereszté membran

Elektréda ‘

13. dbra. TEER mérés sordn az elektr6ddk egy porézus membran két oldalan helyezkednek
el 113 )

A TEER mérések sordn az iondram vagy a sejteken keresztiil vagy azok kozott tud
folyni. A sejtek ekvivalens dramkore a kovetkez$ elemekbdl all: a szomszédos sejtek
kozotti kis tdvolsagbol adodo ellendllds (Rreer), a sejtek ellendllasa (R .., ) €és kapacitdsa
(Cc), atapkozeg ellendlldsa, valamint az elektrédak kapacitdsa (Cg) (14.A édbra). A sejtek
maguk alig jarulnak hozza az iondramhoz a membrénjaikbdl adédé nagy ellendllds miatt,

igy ennek jaruléka elhanyagolhatd. Az egyszerdsitett dramkorben csak a sejtek kapacitasat

vessziik figyelembe (14.B dbra).

A Rmedium B % Rmedium

> —
R1eerSE =—m= CC

T T =

14. abra. TEER mérés esetén (A) a sejtek ekvivalens dramkori modellje és (B) az egysze-

s

riisitett modell 13
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4.7.2. Elektromos Sejt-Szubsztrat Impedancia Erzékelés

Az Elektromos Sejt-Szubsztrdt Impedancia (ECIS) technika a TEER-t6] abban kii-
16nbozik, hogy a sejtek novesztése ko-plandris elektrodédk feliiletén zajlik. A rendszeren
mért impedancia megvaltozik, amikor a sejtek kitapadnak az elektrdda felszinére, a sejtek
membrénjainak szigeteld tulajdonsdgidnak kdszonhetden a letapadt sejtek akadalyozzdk az
ionok elektrédak kozotti dramldsat, ahogy az a 15. 4brdn lathaté. Tovabbi véaltozast okoz
az impedancidban, ha a sejtek formdja vagy helyzete megvaltozik ''*. A sejtekkel telitett
elektréda impedancidja tobb paramétertdl is fligghet. Ilyen paraméter példaul az elektroda
sajat impedancidja, a szomszédos sejtek kozotti ellendllds, illetve a sejtek membranka-
pacitdsa'’>. Ezt a médszert a sejtek novekedésének, terjedésének, tapadasanak nyomon

kovetésére, morfoldgidjanak és életképességének vizsgélatara hasznéljak *6-115-116,

Szbvettenyészeti kozeg

lonaram
Szigeteld réteg

Arany elektréda

A /" Sejtréteg

N x
L] ° - | f - L] Ll

(A rajz nem méretaranyos)

15. abra. ECIS mérés sordn a sejtek kitapadnak az elektrodara, ezzel gitoljak az elektréddk
kozotti iondramot !4,
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4.7.3. Impedancia tomografia

Az EIS egyik j6l ismert alkalmazdsa az elektromos impedancia tomografia (EIT),
melynek legelterjedtebb makroszkopikus alkalmazdsa a testosszetétel-analizis, azonban
igéretes lehetGségeket kindl a célzott orvosi diagnosztikai vizsgalatokban, péld4ul tumo-

117,118

rok detektalasaban és a rakkutatasban is . A moédszer alkalmazasa sordn a testen

kor alakban elhelyezett elektroddk segitségével, és a kozottiik torténd impedanciamérések
alapjan rekonstrudlhat6 a test vagy a szovetek belsd szerkezete, igy a kinyert adatokbol
képet kaphatunk a vizsgalt teriilet belsd struktardjarol (16. dbra). A hagyomanyos EIT
egyik hétrdnya, hogy csak kvalitativ informdciot szolgdltat a szovetszintd paraméterekrdl,
és nem rendelkezik a sejtszint( analizishez sziikséges felbontassal !'°. Ez a limitdcié mini-
atlirizacio segitségével feloldhat6, mely lehet&vé teszi a nagy felbontast EIT alkalmazasat
a sejtnovekedés, a szerkezeti véltozdsok €s a terdpids kezelések hatdsainak in situ, 3D
monitorozasara 2.

Az elmult években szdmos eszkoz fejlesztése irdnyult az egyedi sejtek vizsgdlatira
tomografids modszerekkel, akar sejtcsapddzds, akar dramldsi citometria (flow-cytometry)
alkalmazésaval®>'?!. Ezekben a rendszerekben az integralt elektrédak segitségével az
impedancia adatok rogzithetdek, melyekbdl kiilonboz$ algoritmusok segitségével a sejt-
szerkezet rekonstrukcidja elvégezhets. Tovabba az Al-alapd adatfeldolgozdsi médszerek
elterjedésével lehetdvé valt a sejtek képi megjelenitése a hagyomanyos tomografids re-

1122

konstrukcids algoritmusok kikeriiléséve A jelenleg elérhet§ eszkozok alkalmasak

1

példaul a hemolizis dinamikdjanak kovetésére 2!, valamint ugyanazon szovetbdl szarma-

z6 egyedi sejtek heterogenitdsanak vizsgilatdra®. Az EIT hatékony eszkoznek bizonyult

a daganatok korai kimutatdsdban is'?3, képes a tumorok valés idejii monitorozasara'?*,

valamint a j6- és rosszindulati elvéltozdsok megbizhaté megkiilonboztetésére ', Az
emlitett 4j EIS- és EIT-alapi megkozelitések kulcsfontossdguak lehetnek a nem invaziv

onkolégiai diagnosztikai médszerek kialakitasaban is'!”.

16. dbra. Az impedancia tomografia sematikus dbrdja, mely mutatja a korben elhelyezett
elektrédakat. A kiilonbozd elektrédak kozotti méréssel kép alkothat6 a belsd struktira-
rol 126,
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Az EIT mddszer jelenlegi legjelent§sebb korlétja az inverz probléma megolddsanak

127

sziikségessége a képrekonstrukcid sordn Ennek a rendkiviil 0sszetett matematikai

és fizikai problémdnak a kezelése és megolddsa olyan korszeri algoritmusokat igényel,
melyek komplexitdsa jelentGsen befolyasolja az EIT képek érzékenységét és felbontasat %7,
Habar a fenti eljardsok lehet6vé teszik a kvalitativ analizist, kvantitativ analizisre nem
alkalmasak, ezért sziikség lehet egy olyan mérési elv kialakitdsdra, mely csokkenti a
technika korlatait €s megoldja a kvantitativ kiértékelést.

A mikrofluidikai rendszerek és az EIT 6tvozésével olyan eszkoz készithetd, mely segit-
séget nydjthat a sejtek, illetve sejtcsoportok helyfiiggs tulajdonsdgainak behat6 elemzésére
vagy szerkezetiik részletes, nagy felbontdsu, valos idejd, akar 3D-s vizsgdlatara, mely fon-
tos 1épés lehet a gydgyszerhatéanyag vizsgdlatokban, a személyre szabott gydgydszatban

és a diagnosztikdban.
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4.8. Sejtcsapdazasi modszerek

A mikrofluidikai rendszerek rugalmasan tervezhetd struktirdi, kis méretiik, alacsony
mintaigényiik és szdmos érzékelési technikdval torténd parhuzamos alkalmazhatésaguk
miatt lehetdséget biztosithatnak kiilonbozd sejtek csapddzdsdra és egyideji vizsgdlata-
ra. A sejtek manipuldcidjira 1éteznek aktiv és passziv megolddsok, melyek a célsej-
tek lokalizdcidja mellett lehet6vé teszik sejtanalitikai mérések elvégzését akar optikai
vagy elektrokémiai uton is. A mikrofluidikai rendszerek alkalmasak a mintdk nagy at-
eresztGképességil, parhuzamos kezelésére és vizsgalatara, igy statisztikailag megbizhaté

128,129 A

egysejt-elemzést tesznek lehetdvé sejtek csapddzdsara tobbféle mikroméretek-

133

k130131 " példaul hidrodinamikai 32, elektromos !33,

ben kivitelezhetG modszer is 1étezi

135 vagy akusztikus 3¢ technikdk. Az egysejtes analizis esetén 4l-

optikai '**, mégneses
taldban nem elegendd egyetlen vizsgdlati modszer alkalmazdsa a behaté elemzésekhez,
ezért rendszerint két vagy tobb technikét integralnak a mikrofluidikai rendszerbe. Kii-
16nb6z6 detektdldsi modszerek, mint példaul a fluoreszcens mikroszkdpia vagy a Raman
spektroszkdpia, kombindlhatéak a mikrofluidikai rendszerekkel, melyek ezdltal komplex
vizsgalatokat tesznek lehetdvé 130137,

Az aktiv és passziv manipuldciés mddszerek felosztdsa mellett megkiilonboztetiink
kontakt és kontaktusmentes technikdkat is. Aktiv modszereknek nevezziik azokat, melyek
valamilyen kiilsG erSforrds segitségével valositjdk meg a sejtek mozgatdsat vagy csapddza-
sat, mig azokat, melyek nem alkalmaznak kiils§ er6t passziv mdédszereknek hivjuk. Ezek
altalaban a csatorndk geometriai kialakitdsaval, vagy affinitds alapu feliilletmddositasi meg-
olddsokkal, példaul antitestek hasznalatdval képesek a sejtcsapddzdsra. A kontaktusalapu
modszer esetén a részecske kozvetleniil érintkezik a csapdazasi régidval. Ez a médszer
nem igényel kiilsG energidt, mivel kizdrélag a hidrodinamikai erékre tdmaszkodik. Ezzel
szemben a kontaktusmentes megkozelités esetén a részecske nem é€rintkezik fizikailag a
csapddzasi régioval. Ez a mddszer jellemzdGen kiilsG energiaforrast is igényel, példdul
elektromos vagy mdgneses teret. A kiilonboz6 manipulédcids eljardsok alapulhatnak vala-
milyen fizikai paraméterben val6 eltérésen, mint példdul a sejtek vagy részecskék forméja,
nagysaga vagy dielektromos tulajdonsaga, igy a mikrofluidikai rendszerbe integralhatéva
vélik a dielektroforézis, az akusztoforézis, a magnetoforézis, vagy akar az optikai csipesz

modszere.
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4.8.1. Hidrodinamikai csapdazas

A hidrodinamikai csapddzds médszere egy passziv, kontaktusalapi médszer, mely me-
chanikai struktirdkkal vagy akadélyokkal valdsitja meg a sejtek szepardcidjit. A médszer
lényege a f6 dramldsi csatorna és a sziikebb mellékcsatorndk dramldsainak szabdlyzasa,
mely sordn az eldgazdsokon 4tdramlé kis mennyiségd folyadék a sejteket a mellékcsator-
ndkba vezeti (17.A 4bra). A hidrodinamikai csapddzas a sejtcsapdazas egyik legelterjed-
tebb mddja a mikrofluidikai rendszerekben, mivel egyszerd és nagy dteresztGképességd.
Tovabba nagy el6nye, hogy a sejteket szabadon lehet engedni a mellékcsatorndban 1évs
aramlds megforditdsdval. A hidrodinamikai csapddzds tobbféle mddszerrel is megvald-
sithatd, példaul membranokkal, mikrostruktirdkkal és mikrokonténer matrixokkal 138140,
A mikrostruktirdk létrehozdsdhoz PDMS haszndlata gyakori eljards, példaul strukturdlt
oszlopok segitségével a sejtek a mélyedésekben csapddzhatéak (17.B dbra) 3.

A mikrokonténer matrixok aprd, szabdlyos méretd mélyedések, melyek szildrd feliile-
ten rendezetten helyezkednek el a mikrochipek feliiletén. A mikrokonténerek dtmérGjének
és mélységének a vizsgdlando sejtek méretéhez torténd illesztésével rendkiviil nagy haté-

konysdgu csapdézds érhetd el (17.C dbra) 140,

A

17. dbra. (A) A hidrodinamikai csapdazas altaldnos médszere,'*! (B) mikrostruktirdk
alkalmazésa a csatorndkban 3% és (C) sejtcsapdazas PDMS mikrokonténer matrixban 140,
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4.8.2. Dielektroforézis

A dielektroforézis egy aktiv, kontaktusmentes mddszer, mely sordn az inhomogén
elektromos térben taldlhaté dielektrikumok a tér hatdsdra elmozdulnak. A részecskék
polarizicidja fligg azok fizikai tulajdonsagaitdl (permittivitds, dielektromos allandé, ve-
zetSképesség), valamint a kozeg elektromos tulajdonsdgaitdl 133, Ha a dielektrikum per-

mittivitasa eltér az &t koriilvevd kozegtdl, a valtozo elektromos tér hatdsara fellépd erd:

Fpep = 2m€nr’ Re[K (w)]VEZ,,, (16)
ahol r a dielektrikum sugara, E,,,; az elektromos tér négyzetes kozépértéke a dielektrikum-
ndl, €, a kdzeg permittivitasa, K (w) a Clausius-Mossotti faktor, mely frekvenciafiiggd, a
dielektrikum és a kdzeg komplex permittivitidsaibol a kovetkezSképpen szdmolhat6:

K(w) = 2 (17)
€, +2€y
A dielektromos erd pozitiv vagy negativ irdnyultsiga fiigg a Clausius-Mossotti faktor
elGjelétSl. Pozitiv erd hatdsara a dielektrikum a nagyobb elektromos mezd felé mozdul el
(p-DEP), negativ eré esetén pedig a kisebb felé (n-DEP) (18.A dbra). A mddszer alkalma-
zdsdval az életképes és nem életképes sejtek elkiilonithetek egymadstdl 42, Az életképes
¢és nem életképes sejtek kiilonbozd Clausius-Mossotti faktora miatt az életképeseket a po-
zitiv er@, a nem €letképeseket pedig a negativ erd tériti el. Emiatt eltérd helyeken gytilnek

Ossze, igy életképesség szerint szétvalaszthatova valnak.

A

)

T3

18. dbra. (A) A dielektroforézis sematikus dbrdzoldsa és (B) a multihéj modell, mely a
sejtek részenként eltérd dielektromos tulajdonsagait dbrazolja'33.
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A sejtek kiilsd elektromos térre adott valasza a sejten beliil taldlhat6 ionoktdl és toltott
molekuldktdl fiigg, melyek a membranpotencidl kialakitdsaért is felelGsek. Az elektrodak
kozott alkalmazott elektromos fesziiltség nagysdganak €s frekvencidjdnak megfelel6 kom-
binaci6jdval a sejtek csapddzasa megvalésithaté. 43, A sejtek dielektromos tulajdonsdgai
kiilonbozd részeik és dielektromos jellemzdik segitségével irhatak le, mint példdul a cito-
plazma (€, (1)), a sejtmembran (€, (2)) €s a sejtfal (e,(3)) (18.B dbra). Ezek segitségével

meghatdrozhatéak a sejt egészére vonatkozo dielektromos jellemzdk.

4.8.3. Akusztoforézis

Az akusztoforézis egy aktiv, kontaktusmentes mddszer, mely sordn ll6 ultrahanghul-
lam segitségével sejtek vagy mikrorészecskék csapddzhatéak. A moddszer alapja ultra-
hangos all6hullamok létrehozdsa, melyek dlland6 nyomadsteret és gradienst alakitanak ki
a csatorndban. Amennyiben a részecske strtisége és kompresszibilitdsa eltér a kornyezd
folyadékétdl, a nyomdsgradiens hatdsdra er6 hat rd. Ez lehet elsGdleges sugdrzasi erd
(Fprr) vagy arészecskék kozott haté masodlagos er (Fsgc). Ezek koziil a tengelyirdnyd
elsddleges sugdrzasi er§ domindl, mely a részecskéket az dll6hulldm nédusdnak tengelyére
gytjti 0ssze. A fellépd laterdlis erdk (Fpa7) a nddus kdzponti tengelye felé iranyitjak a
részecskéket, mig a masodlagos erdk a részecskék csoportosuldsit okozzdk. Az emlitett
er8k és hatdsaik a 19. abran lathatdak.

Az élléhullamok keltésére altaldban interdigitdlis transzducereket alkalmaznak, me-
lyek geometridjanak valtoztatdsaval az akusztikus tér eloszldsa is szabdlyozhat6. A kiala-
kul6 hullam rezonanciafrekvencidja az elektrodédk kozotti tavolsdggal pontosan bedllithato.
A dielektroforéziséhez hasonléan a sejtekre hat6 akusztikus er§ vonzé vagy taszito lehet,
attdl fiiggden, hogy a sejt anyagi tulajdonsagai, példaul strtisége és kompresszibilitdsa

hogyan viszonyulnak a kornyezd kozeghez 36144,
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19. dbra. A részecskékre hat erdk és hatdsaik az akusztofluidikai struktirdkban 14
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4.8.4. Magnetoforézis

A magnetoforézis szintén aktiv, kontaktusmentes technika, mely sordn a részecskék
mozgatdsa vagy rendezése magneses manipuldcidval, dllandé mégnesek vagy elektromdg-
nesek haszndlatdval valésul meg. A részecskére haté mégneses erd a kovetkezSképpen
adhat6 meg: F= V-Ax (B-V)B, (18)

Ho
ahol V arészecske térfogata, Ay a kozeg és a részecske szuszceptibilitdsdnak kiilonbsége,

€s B a magneses térerdsség. Homogén magneses térben nem hat eredd er§ a részecskére,
mig inhomogén magneses térben a gradiens kovetkeztében erd 1ép fel, mely lehetdvé teszi
kiilonboz8 méretd és anyagu magneses részecskék csapddzdsat. A részecskékre hat6 erd
tipikusan pN-os nagysagrendbe esik '46.

A mikrorészecskék vagy sejtek kornyez§ folyadékhoz viszonyitott mozgékonysdga a
18. egyenlet alapjin két f6 tényezG6tdl fiigg: a magneses szuszceptibilitds kiilonbségétsl
(Ay) a részecske és a kozeg kozott, valamint a magneses tér gradiensétdl (VB). Ennek
kovetkeztében a sejtek csapddzasa, fokuszaldsa vagy szétvalasztasa két alapvetd modszerre
bonthat6: pozitiv €s negativ magnetoforézisre (20. dbra).

Pozitiv magnetoforézis esetén a magneses mikrorészecskék diamagneses kozegben
taldlhatéak. Ilyenkor a részecskék magneses szuszceptibilitdsa nagyobb, mint a koze-
gé, ezért a kiils§ magneses tér hatdsdra a méagneses tér maximumai felé mozdulnak el.
Ez a médszer alkalmazhaté magneses mikrorészecskék manipuldldsara vagy eredendGen
magneses tulajdonsdgi bioldgiai objektumok kezelésére, mint példdul a vordsvértestek,
melyek hemoglobinja gyengén paramdgneses. A diamdgneses sejtek pozitiv magnetofo-
réziséhez a sejtek médgneses tulajdonsdgait migneses nanorészecskékkel torténd feliileti

modositdssal lehet megvaltoztatni.

A Diamégneses folyadék

sssssssnsnssnsssnd
Pozitiv
magnetoforézis

Paramagneses részecske

20. dbra. (A) Pozitiv és (B) negativ magnetoforézis sematikus dbraja'4’
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Negativ magnetoforézissordn a diamagneses részecskék magneses kozegben, példa-
ul paramdgneses oldatban vannak szuszpenddlva. Ekkor a kornyezet magneses szusz-
ceptibilitdsa nagyobb, mint a részecskéké, ezért azok a mdagneses tér minimumai felé
mozognak 3.

A sejtek éltaldban természetiiknél fogva nem rendelkeznek szdmottevs paramagneses
vagy diamdagneses tulajdonsdgokkal, igy a magnetoforézisiikhoz sziikség van valamilyen
magneses jelolésre. Ez éltaldban felszinmddositott nanomdgneses gyongyokkel és ellen-
anyag—antigén kolcsonhatds segitségével torténik, mely sordn a részecskék a sejtfelszinhez
kotddnek. Mikrofluidikai rendszerben elhelyezett komplex magneses mintdzat vagy tobb
magneses polus segitségével lehetséges a részecskék forgatdsa és mozgatdsa, valamint az

életképes és nem életképes sejtek szétvélaszthatéak (21. dbra) 48,

Mem életképes
Eletképes
4—-/ “~ ~ 5

21. dbra. Eletképes és nem életképes élesztdsejtek szétvalasztdsa magnetoforézis segitsé-
(el 148
gével

4.8.5. Optikai csipesz

Az optikai csipesz hatékony eljards a sejtek és részecskék csapddzdsira. A modd-
szer egy fokuszalt 1ézernyaldbot alkalmaz, mely egy, a kozegnél nagyobb torésmutatdju
objektumot a nyaldb kozepe felé képes tériteni. A monokromatikus 1ézerfényen alapu-
16 csipeszek nm-es és nm-es mérettartomanyban képesek részecskéket manipuldlni, igy
alkalmasak biolédgiai sejtek kezelésére is. A robot-asszisztalt optikai csipeszek lehetd-
sejtmechanika, sejtszallitds és sejtmigracid vizsgdlataiban. Az optikai csipeszek alkalma-
sak statikus kornyezetben torténd sejmanipuldcidra, mikrofluidikai chipekkel kombindlva
pedig folyamatos dramlds alatt is mikodtethetSek, példaul sejtek szeparalasara 34,

Az optikai manipuldcié alapja a részecskék 1ézerfénnyel torténd megvildgitasa, mely
sordn a részecske fényszordsa a fotonok lendiiletének megvaltozdsdhoz vezet, igy kialakul
az optikai erd. Az optikai csapddzds a fény—anyag kolcsonhatdsok kihasznédldsan alapul,
kétféle erd megkiilonboztetésével: a gradiens-erd, mely a részecskét a 1ézernyalab fokusz-
pontja felé hizza, és a szdrdsi erd, mely a lézer terjedési irdnyédba tolja. Tobb tényezd,
mint példaul a Stokes-féle kozegellendllasi er§ vagy a Brown-mozgés, szintén hozzajarul
a csapda stabilitdsdhoz. Az optikai csipeszek akdr 0,1 nm-es elmozduldsokat is képesek

vizsgdlni, és atto— illetve pico-Newton tartomdnyu erdket hoznak 1étre.
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A részecskék tipikusan két ellentétes irdnybol érkezd, Osszetartd 1€zernyaldb 4ltal 1étrejove
erSegyensily révén csapddzhatéak 4.

Az optikai csipeszek elényei a nagy pontossdg, a nem-invaziv mikodés és az egysejt-
manipuldcid. A sejtekre hato lézererd kis nagysagrendje miatt nagy dramldsi sebességnél
a csipesz nem képes hatékonyan eltériteni a sejteket. Tovabbi hétranyai az optikai rendszer

bonyolultsdga és koltségessége.

\ t =250 min

22. dbra. Optiaki csipesszel csapdazott élesztSsejtek 134
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5. Célkitizés

Kutatomunkdm célja olyan mikrofluidikai rendszerek kialakitdsa, melyek az optikai
vizsgélatok helyett elektromos mérési mddszereket alkalmaznak, mivel az optikai mod-
szerekben éltaldnosan haszndlt fluoreszcens festékek befolydsolhatjdk a sejtek mikodését,
megvaltoztathatjak viselkedésiiket, és toxikusak is lehetnek. A sejtek egyéb befolyds nél-
kiili vdlaszanak kovetésére alkalmas mddszer az impedancia spektroszkdpia, mely szdmos
kémiai és sejtanalitikai modszer alapja. Célom ennek a mddszernek a mikrofluidikai
rendszerbe torténd integrdldsa, mely non-invaziv és jelolésmentes mérési modszert valosit
meg a struktdrdn beliil.

A sejtek és sejtkulturdk elemzése sordn fontos szempont a vizsgdlandd hat6anyagok és
terdpids szerek koncentracidjanak és eloszldsdnak pontos nyomon kovetése. A munkdm
kezdetén elsddleges célom a mikrofluidikai struktirdkba juttatott hatdanyagok eloszldsa-
nak tervezése, vizsgalata, illetve kovetésének megvaldsitasa volt. Ehhez a kémiai gradiens
kontrolldlt kialakuldsat vizsgédltam az erre a célra tervezett mikrofluidikai rendszerben.
Elemeztem a fluoreszcens fehérjék diffizidjat a kialakitott csatorndkban, igy modellezve
a csatorndba bejuttatott hatéanyagok terjedését. Egyuttal az dltalam fejlesztett programkod
segitségével vizualizalhat6va tettem a diffiziés mechanizmust.

A fejlesztés kovetkezd szakaszdban célom a sejtcsapddzds mikrofluidikdban torté-
nd megvaldsitasa volt, mely elengedhetetlen a sejtek tulajdonsdgainak lokdlis tanulmé-
nyozdsdhoz. Ehhez a célnak megfelel6en modositott mikrocsatorndkban sejtcsapddzdsi
modszereket teszteltem, elGszor vertikdlisan sz(kiil csatorndk, majd egy, a csatorndban
elhelyezett mikroméretd gat alkalmazdsaval.

A sejtek életképességének nyomon kovetésének kidolgozasa szerves részét képezte a
munkdmnak, ugyanis a kiilonb6zd hatéanyagok hatdsmechanizmusdnak kovetése esetén
fontos a sejtek viabilitdsdnak monitorozdsa. A csapdazott sejtek elektromos vizsgéla-
tdhoz célom egy olyan elektrédarendszer kialakitdsa volt, mely alkalmas EIS mérések
elvégzésére a mikrocsatorndkban. A viabilitds pirhuzamos optikai és elektromos vizsga-
latdhoz olyan nyédklapot alkalmaztam, mely integréalt mikrofluidikai struktdra segitségével
egyszerre valositja meg a fluoreszcens jelek megfigyelését é€s az impedancia spektrumok
felvételét. Ezen fejlesztési szakaszban tortént az elektroddk integrdldsa és funkciondlis
validdcidja is.

A kutatds ezen szakasza sordn az alkalmazott rendszerek fejlesztése két irdnyba 4ga-
zott. Az egyik a sejtpopuldcidk vizsgalata EIS-sel, ahol az elektréddk kozott csapdazott
sejtek vizsgdlata keriilt el6térbe. A masik irdny pedig a mikrofluidikdban megvalésitott
elektromos impedancia tomografia, melynek sordn a csatorndban kialakul6 laterédlis sejt-
eloszlasrdl szeretnénk képet kapni elektromos leképezés segitségével. Az impendancia
tomografia mikrofluidikdban torténé megvalésitasara elészor az UNKP, majd az EKOP

palyézatot is elnyertem.
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Az elektromos vizsgdlatokat két- és négy-elektrédas mérési modszerekkel végeztem,
melyek kivitelezéséhez egyiittmikodtem a Pécsi Tudoméanyegyetem kutatdival, akik jo-
voltabdl a négy-elektrodas mérések elvégzésére egy altaluk fejlesztett bioimpedancia mé-
romiszer haszndlatdra volt lehetdségem.

A kutatds sordn a rendszer mikodSképességének igazoldsara (proof-of-concept) mo-
dell sejtekként éleszt6gombadkat haszndltam (S. cerevisiae), mivel ezekkel 1ényegesen egy-
szer(ibb €s biztonsdgosabb dolgozni, mint magasabb rend( vagy human sejtekkel. A HUN-
REN Energiatudoményi Kutatékézpont Miszaki Fizikai és Anyagtudoményi Intézetének
Mikrorendszerek Laboratériumdban a humén rdkos sejtek beszerzése €s fenntartdsa nem
volt gyakorlatban. A sejtes munkdkban a HUN-REN Természettudoményi Kutatokdzpont
Gydbgyszerrezisztencia Kutatocsoportjanak egyiittmtikodése €s segitsége elengedhetetlen
volt. Kozremiikodésiikkel lehetGségem nyilt a 1étrehozott chipek tesztelésére huméan méh-
nyakrdksejtekkel is. A kutatdsom sordn végrehajtott fejlesztések révén lehetdvé vilik a
mikrofluidikai rendszerek laboratériumi vizsgélata €s tesztelése human sejtvonalakon is.
Ez bdviti a labor profiljat, és elGsegiti az elmozduldst a LoC rendszerektdl a jelenleg
intenziven kutatott OoC rendszerek fejlesztése és vizsgalata felé. A kutatdsom sordn tett
Iépéseimnek kdszonhetSen megvaldsithatd a laboratériumban a mikrofiziol6giai rendsze-
rek vizsgdlata és tesztelése humdn sejtvonalak esetén is, mely szélesiti a labor profiljat,
elmozdulva a LoC rendszerek irdnydbol a ma intenzivebben kutatott OoC rendszerek

létrehozasa €s kutatasa felé.
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6. Technolodgiai ismerteté

6.1. Gyartastechnoldgia

6.1.1. Mikrofluidikai struktarak jellemz6 anyaga

A mikrofluidikai chipek legf6bb jellemzdit és elGallitasi technoldgidit a mikrofluidika
tervezett €s valasztott anyaga hatdrozza meg. A mikromechanikai megolddsoknak ko-
szonhetden a félvezetSiparban j6l ismert technoldgidk dllnak rendelkezésre a szilicium és
az iiveg megmunkaldsara, viszont ezek bonyolult és draga folyamatok. A szilicium esetén
tovabbi komoly korlétot jelent, hogy l4dthat6 fényre nem &tlatszo, igy a mikrochipben torté-
nd folyamatok nem kovethetSek egy egyszert fénymikroszkop segitségével. A kiilonbozd
polimerek ezdltal egyre inkabb teret nyernek a mikrofluidikai rendszerek kialakitdsdnal
preferalt anyagokként, mivel elgallitasuk koltséghatékony, Osszetételiik jol szabdlyozhato,
és tomeggyartdsra is alkalmasak. A laboratériumi gyakorlat sordn a két leggyakrabban
hasznélt polimer a polidimetil-sziloxdn (PDMS) és egy negativ, epoxi alapu fotoreziszt,
az SU-8.

A PDMS egy sziloxdn alapu, biokompatibilis elasztomer, mely kétkomponenst (alap
katalizisével térhalosodik. A komponensek ardnydnak megvdlasztidsdval az elasztomer
rugalmassdga szabalyozhatd; dltaldnosan az alap és az dgens 10:1 ardnyét alkalmazzdk. A
reakcié szobahdmérsékleten kiilon hékezelés nélkiil is végbemegy, azonban hékezeléssel
a polimerizacio felgyorsithato.

Az emlitett eljards egy rugalmas €s stabil szerkezetd polimert eredményez, mely sza-
mos elény0s tulajdonsdggal rendelkezik a mikrofluidikai alkalmazdsok tekintetében, pél-
ddul optikailag atlatszd, inert, gazateresztd, biokompatibilis és konnyen mintdzhat6. Ezen
tulajdonsdgai miatt rendkiviil j6l alkalmazhaté a mikroszerkezetek lagy litografids gyar-
tasaban és a komplex mikrocsatornak kialakitdsaban '>°. Hatranyt jelent viszont a kisebb
molekuldk, példdul gydégyszermolekuldk, oldészerek és fehérjék adszorpcidja, melyet
bizonyos feliiletkezelési technikdk mérsékelhetnek 13!, Ezen feliil a PDMS eredendSen
hidroféb, mely plazmads feliiletkezeléssel vagy az elasztomer egyéb vegyliletekkel vald
médositdsval kikiiszobolhetd, péld4ul polietilén-oxid (PEO) alkalmazédsaval %153,

A PDMS csatorndk hidrofilizdlasdra hasznalt oxigénplazmas kezelés alkalmazhat6
a struktdra szivargdsmentes lezdrdsara is, mely irreverzibilis kovalens kotést alakit ki a
csatorna (pl. {iiveg) ellendarabjaval. A kezelés szilanolcsoportokat (Si~OH) hoz 1étre
a PDMS felszinén a metilcsoportok oxiddcidjan keresztiil. Az oxiddlt PDMS ezutdn
képes kotést kialakitani sajat magaval, iiveggel, sziliciummal, polisztirollal, polietilénnel

vagy szilicium-nitriddel, feltéve, hogy ezek a feliiletek szintén dtestek a plazmads kezelésen.
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A PDMS viszont csak rovid ideig marad hidrofil, illetve az oxidalt felszin szabad levegén
gyorsan visszarendezddik, igy a feliiletek illesztése a kezelést kovets par percben torténik.
A Kkét feliilet kozotti kovalens kotés alacsony hémérséklett hékezeléssel javithatd. >0

A SU-8 egy nagy molekulatomegt, epoxi alapu, biokompatibilis negativ fotoreziszt,
melyet az IBM fejlesztett és szabadalmaztatott 1989-ben. Ez a fotoreziszt a mikroelektro-
mechanikai rendszerek (MEMS) gyartasdban széleskorben alkalmazott anyag, kiilondsen
mikrofluidikai csatorndk, nagy oldalardanyu (high aspect ratio) struktirdk és MEMS esz-
kozok készitéséhez 1>4+153 A SU-8 kiilonlegessége, hogy UV-fény hatdsdra térhdlésodik,
igy a megvildgitott teriiletek kémiailag stabil és mechanikailag erGs struktirdva alakulnak.
A fény hatdsdra térhdl6sodé lakkokat negativ lakkoknak nevezziik, a pozitiv lakkok pedig
azok, melyek megvilagitas hatdsara kioldhatéva valnak (23. dbra).

A SU-8 alkalmas akdr tobb tiz vagy szdz mikrométer magas, meredek oldalfald mintdk
gyértisara a viszkozitdsdnak oldészerrel valé hangolhatésdganak kdszonhetSen. Eldnye
az alacsony belsé fesziiltség, a kittind kémiai ellendllds, valamint a kiilonboz§ szubsztrito-
kon, példdul sziliciumon, ivegen vagy fémoxidokon val6 remek tapaddsa. Leggyakrabban
alagylitografias eljardsokhoz hasznalt ontSformak készitésére alkalmazzdk, ahol a kialaki-
tott SU-8 szerkezet szolgdl sablonként a PDMS ontéséhez. Hatranya, hogy a térhalésodast
kovetSen nehezen tavolithato el a szubsztritrdl, tovabba érzékeny az UV-expozicid és a

hékezelés paramétereire, mely repedésekhez vagy tapadasi problémdakhoz vezethet.

lllllllllllllluw@w

Fotoreziszt
| | Szubsztrat

/

Negativ lakk Pozitiv lakk

| | | |

23. abra. A pozitiv és negativ lakk kozotti kiilonbség

6.1.2. Mikrofluidikai struktirak kialakitasa lagy litografiaval

A mikrofluidikai chipek el&allitdsanak leggyakoribb mddja - laboratériumi szinten - a
lagy litogréfia. Ennek lépéseit az 24. dbra mutatja. A hordozé dehidratéldsa (300 °C) utdn
az elsd 1épés a SU-8 hordozora torténd felvitele, melyet a kivalasztott, megfelel§ visz-
kozitasu SU-8 fotoreziszt felcentrifugdldsaval (Brewer Science Cee 200CBX spin-bake
system) érhetiink el. A centrifugdlds sebességével és az oldat viszkozitdsanak megfeleld

megvalasztisdval a kialakitando réteg vastagsdga bizonyos tartomdnyban hangolhato.
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A lakkréteg ezutdn az el6irt, megfelel§ szaritédsi és relaxacids 1épéseken megy at, majd az
optikai litogrédfia kovetkezik, mely sordn a fotoreziszt polimerizdcidja UV-fény hatdsara
torténik a kivant, elére definidlt helyeken. A mintdzat meghatdrozdsahoz maszkiiveget
hasznalunk, mely a kivant helyeken atengedi a fényt. A maszkiiveg krom réteggel bevont,
kivalé mindségi pldnparallel iiveglemez, melyet 1ézeres direkt litografidval (Heidelberg
DWL66 1€zeres dbragenerator) és nedves mardssal megmunkalva kialakul a legenerdland6
abra. A mikrostruktirdkat meghatdrozé litografiai dbra szilicium szeleten torténé megfe-
lel§ kialakitasdhoz maszkilleszt6 berendezést alkalmazunk (Siiss MicroTech MA6), mely
segitségével bedllithat6 az egyes rétegvastagsdgokhoz tartoz6 expozicids id6 és energia.
A pontos illesztés valtozé magassdgd mikrofluidikai struktira kialakitdsandl rendkiviil
fontos, példaul kiilonb6zd vastagsagui rétegek egymason torténd kialakitdsa, illetve a fém
elektrodak pontos integricidja esetén. Ilyen esetekben a szeleteken 1étrehozott és a maszk-
lemezeken talédlhato illesztGjeleket hasznéljuk a rétegek egymashoz valé illesztéséhez. A
megvilagitott réteg tovabbi hdkezelési és relaxdcids 1€péseken megy 4t, attdl fiigglen,
hogy hany 1épéses az eldallitasi folyamat. A rétegek kiilon-kiilon, vagy akar egylittes
el6hivdsa a hasznalt fotorezisztnek megfelel§ olddszerben torténik, mely sordn a nem
polimerizalddott részek eltavolithatdak. A SU-8 negativ tonusu fotoreziszt a megvilagitas
hatdsara keresztkotéseket alakit ki és polimerizdlédik, ami igy a struktira negativ ontd-
formdjat adja, mely a kovetkezS 1épésben PDMS-sel keriil feltoltésre. A még folyékony
PDMS-ben taldlhat6 gédzbuborékok egy vadkumszivattyu segitségével eltiintethetGek. A
kiontott réteg megszildrduldsa utdn a polimer eltavolitdsdval 1étrejon a mikrochip, mely
tartalmazza a kivant csatorndkat €s struktdrdkat. Ezt kovetGen a PDMS lezdrdsa oxi-
génplazmaval aktivalt kotés (bondolés) révén valdsithaté meg, sziliciumalapi szubsztrat

esetén (Si, liveg) 156
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24. dbra. Mikrofluidikai chip el&allitdsdnak médszere 1agy litografidval 7
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6.2. Vékonyrétegek eloallitasa

6.2.1. Vakuumporlasztas

A vékuumporlasztds a vékonyréteg elGallitasi technikdkon beliil a fizikai levalaszta-
sokhoz tartozé médszer, mely sordn ritkitott gdztérben, két elektréda altal generdlt plazma
segitségével toltott részecskék létrehozdsa a cél, melyek alkalmasak a target anyaganak
porlasztasdra. A folyamat sordn a vdkuumtérben taldlhat6 elektronok felgyorsulnak, majd
litkoznek a kamraban taldlhaté nemesgézionokkal, melyekrdl tovdbbi elektronokat szakita-
nak le. A létrejott pozitiv ionok a katédba csapddnak, ahonnan atomokat I6knek ki, melyek
az anddon levé hordozén vilnak le, 1étrehozva a tervezett vékonyréteget (25.A dbra). A
modszer egyardnt alkalmas szigetelGk és vezetSk porlasztdsara. SzigetelGk esetében radio-
frekvencids porlasztast alkalmaznak, mivel egyenfesziiltség alkalmazasa esetén az anyag
elektromos feltoltddése csokkentené a porlasztdsi ratat. Tovébbi, specidlis porlasztdsi
mobdszer a reaktiv porlasztds, mely sordn a target anyagabdl kiszakitott atomok és moleku-
lak a gdztérbe vezetett reakcidgdzzal tovabbi reakcié soran modosulhatnak, igy a hordozé

felszinén vegyiiletet képeznek a target anyaganak atomjaival.
6.2.2. Vakuumparologtatas

A vakuumpadrologtatés szintén a fizikai levalasztasokhoz tartozé modszer, mely sordn
a levélasztani kivant anyag ritkitott térben torténd gézfazisba hozdsdval az a hordoz6 fe-
lilletén kondenzalddik, igy vékonyréteget képez annak feliiletén. A pédrolgasi h6mérséklet
direkt fttéssel, elektronnyaldbos vagy 1€zeseres fitéssel érhets el.

Ellenallasfitéses g6zolés sordn a g6zolni kivant anyag egy tgynevezett csénakban
van elhelyezve, melynek melegitése ellendllasftités segitségével torténik. A csénakban
taldlhaté anyag a hevités hatdsara megolvad, majd eléri a megfeleld géznyomast. Ez a
moédszer szamos anyag parologtatdsara alkalmas, viszont szabdlyozésa elég nehéz, a csé-
nak anyaga szennyezést okozhat, ezenfeliil magas olvaddspontd anyagok parologtatdsira
nem haszndlhat6. A csénak anyagit a g6zolend$ anyag fiiggvényében vdlasztjdk meg,
ugy, hogy elkeriilhet§ legyen a csénak €s a gézolendS anyag kozotti kémiai kolcsonhatds.
A csénak dltaldban wolframbdl vagy molibdénbdl késziil, melyek magas olvaddsponttal
rendelkeznek.

Elektronsugaras g6zolés sordn az elektromos mezd hatdsdra a katodbol kilépd elektro-
nokat a térre merdleges magneses térrel 230—270°-al eltéritik, mely sordn azok korpalyéra
keriilnek (25.B dbra). A g&zolendd anyag az eltéritett elektronok palydjan elhelyezkedd
vizh(tott tégelyben taldlhat6. Az elektronok becsapdddsdval és rugalmatlan iitkozésével
atadott energia kovetkeztében az anyag megolvad. A mddszer elénye az ellenallasfiitéssel
szemben, hogy magasabb olvaddspontd anyagok g6zolése is lehetséges, konnyen és gyor-
san szabdlyozhato €s elkeriilhet§ a csénak éltal okozott szennyezés, viszont az elektronok

fékez6désiik miatt rontgensugarzast keltenek.
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25. abra. (A) A katédporlasztés és (B) az elektronsugaras g6zolés sematikus dbrdja

6.3. Lift-off litografia

A lift-off litogrédfia egy vékonyréteg-technolégidban alkalmazott mintdzasi eljaras,
mely fizikai levélasztdson alapuld, kombindlt technoldgiai 1épésekbdl dll. Célja fém-
és dielektrikumrétegek pontos kialakitdsa. A mddszer sordn a szubsztraton fotoreziszt
réteg segitségével mintdzat alakithat6 ki, mely tartalmazza a levélasztani kivant strukti-
ra negativ formdjat. Ezt kovetSen fizikai levilasztas segitségével megtorténik a kivant
anyag felvitele. A fotoreziszt acetonnal torténd eltdvolitdsa sordn a rajta elhelyezkedd
réteg levalik a szubsztratrdl, mig a kivant mintdzat a hordoz6 feliiletén marad. A lift-off

litogréfia kiilonosen hasznos nehezen marhat6 anyagokban (arany, platina) torténd minta-

kialakitdsra, melyet elGszeretettel alkalmaznak mikroelektrédak vagy fitStestek, hGmérdk

kialakitasara.
Fémezés Lift-off
B Szubsztrat Fotoreziszt Fém

26. abra. A lift-off litografia 1épései
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6.4. Anyagvizsgalati és nanomegmunkalasi modszerek

6.4.1. Pasztazo elektronmikroszkop

A pasztazo elektronmikroszkép (SEM) kifejlesztésének motivicidja az optikai képké-
szités felbontdsdnak javitdsabol szdrmazik, melyet nagy mértékben korldtoz az alkalma-
zott fénysugar hullimhossza. Az Abbe-féle limit szerint a legkisebb felbonthat6 tavolsag
(d) ardnyos a fény hullimhosszdnak (1) felével €s a numerikus aperturaval (NA), igy
d = A/2NA. A fény lathat6é hulldmhosszai esetén (1 = 400 — 700 nm) a felbontés koriil-
beliil 0.2 pm. Elektronok alkalmazasaval, a felbontds novelhetd, mivel az elektronok de
Broglie hullimhossza A = h/ \2meV,, ahol m az elektron tomege, e az elektron toltése €s
Vo a gyorsitofesziiltség.

A SEM elektronsugaranak létrehozdsdhoz elektrondgyut alkalmaznak, mely alacsony
kilépési munkdaval rendelkezd fém szl termikus emisszidjan vagy hegyes cstcs téremisszi-
6jan alapul. Az elektronok megfelels energidra torténd gyorsitdsa a katod és az andd kozott
beallitott gyorsitd fesziiltség segitségével torténik. A sugir magneses kondenzorlencséken
¢s apertirdkon halad keresztiil, majd magneses objektivlencsék ghlsegitségével fokusza-
16dik a minta felszinére, mikozben pasztizotekercsek gondoskodnak a sugér feliilet menti
letapogatdsardl. A SEM miikodéséhez nagy vakuum sziikséges az elektronok szorddasa-
nak elkertilése és a megfelel szabad uthossz biztositdsa érdekében. Ennek koszonhetGen
az elektronok a kivant energidval érik el a felszint, ahol szekunder elektronokat hoznak
létre vagy visszaszorddnak.

A szigeteld mintafeliileten az elektronsugér hatdsara toltésfelhalmozédas jon 1étre. Ez
modositja a szekunder- €s visszaszort elektronok emisszigjat, valamint eltéritheti a primer
elektronsugarat. Ennek elkeriilése érdekében nagyobb elektronenergidk esetén vezetd
feliilet sziikséges, ezért a szigetel6 mintdkat vékony arany- vagy szénréteggel vonjak be.

Az elektronsugdr és a minta atomjainak kolcsonhatdsdbodl kiilonb6zd mechanizmu-
sok segitségével kiilonbozd jelek detektdlhatéak, melyek a minta feliiletének kiilonbozd
mélységébdl szdirmaznak. A leggyakrabban haszndlt jelek a 27. dbran lathatéak. A sze-
kunder elektronok (SE) akkor jonnek 1étre, amikor az elektronsugédr a minta atomjainak
elektronhéjairdl 16k ki gyengén kotott elektronokat. Ez a jel rendkiviil feliiletérzékeny, a
felszin 1-10 nm vastag rétegébdl nyujt informaciot. A visszaszort elektronok a mintdval
rugalmasan iitkoznek, majd elhagyjak a minta felszinét. Ez a jel érzékeny a domborzatra,
a rendszamra €s a kristalyorientaciora. Karakterisztikus rontgensugérzds akkor jon 1étre,
amikor az elektronsugar a minta bels§ elektronhéjairdl 10k ki elektronokat €s ezek helyét
kiilsé elektronok toltik be. Az energiakiilonbség karakterisztikus rontgensugarzas (X-ray)
formdjdban hagyja el a mintit. Az energiadiszperziv rontgenspektroszkdpia (EDS) ezen
rontgensugarak gydjtésén alapszik, segitségével meghatdrozhat6é a minta anyagosszetétele,

mivel a felvett spekturmbdl az elemekre jellemz§ rontgenvonalak azonosithatéak.
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27. dbra. A primer elektronsugér (PE) 4dltal gerjesztett jelek sorrendben: (A) szekunder
elektronok (SE), (B) visszaszort elektronok (BSE) és (C) karakterisztikus rontgensugarzds

6.4.2. Fokuszalt ionsugaras maras

A fokuszalt ionsugaras mards (FIB) technika hasonléan mtkodik, mint a pasztdzé
elektronmikroszkop, viszont a képalkotds, illetve a feliilet médositdsa elektronok helyett
fokuszaltionsugarral torténik. Azionsugér Iétrehozdsahoz leggyakrabban gallium-ionokat
hasznalnak.

A FIB technikdnak alapvetGen harom alkalmazdsa van: képalkotés (alacsony iondram),
feliilet porlasztdsa (magas iondram), illetve anyagok levdlasztdsa a minta feliiletére. A
Ga ion sugdr eltaldlja a minta felszinét, ahonnan anyagot tavolit el masodlagos ionok,
semleges atomok vagy masodlagos elektronok formdjaban, melyek detektdldsaval torténik
a képalkotds. Az anyagok levélasztdsa prekurzor gaz feliiletre juttatdsa mellett torténik,
mely az ionnyaldb hatdsdra elbomlik, igy a kivant anyag levélik a feliiletre.

A berendezés miikodése Ga ionok gyorsitdsan alapszik. A forrds kulcsalkatrésze egy
fémtd, amit a folyékony Ga megnedvesit €s az arra kapcsolt fesziiltség ionizélja a ti végén
1év6 atomokat, ezaltal 1étrehozza az iondramot. A gyorsitofesziiltség értéke 2 — 30 kV
kozott véltozhat, az iondram pedig néhdny pA-tSl a nA-es tartomanyon valtozhat. Alacsony
iondrammal nagyobb felbontdst lehet elérni, mig a nagy iondram gyorsabb porlasztast
eredményez. A gyakorlatban gyakran haszndlnak kétsugaras gépeket, melyekben FIB és
SEM is taldlhat6. A SEM-et képalkotasra hasznaljak, mivel ez nem kdrositja a feliiletet, a

FIB-et pedig nanométeres felbontdsi megmunkdldsra.
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7. Kisérleti anyagok és modszerek

7.1. Lagy litografia

A munkdm sordn késziilt mikrofluidikai chipek geometriai elrendezését a CleWin5 és
CleWin6 (WieWeb szoftver?) alaprajztervezd szoftver segitségével rajzoltam. A tervezett
mikrofluidikai chipek gyértdsa sordn minden 1épés vagy 10-es, vagy 1000-es tisztasagu
(ISO2 - ISO4) tisztatérben tortént. A chipek standard 14gy-litografids eljarassal, PDMS-
ben késziiltek, replikamintdzds alkalmazdsaval 10,

A laborban éltaldnosan hasznélt mesterforma 4 hiivelykes szilicium- vagy liveg szubszt-
raton keriil kialakitdsra, tobblépcsds fotolitografidval, SU-8 2010 és 2050 negativ fotor-
ezisztek alkalmazdsdval, egymast kovetS expozicids és elShivasi 1épésekben. A pozitiv
dombormintét, rajta a megfeleld strukturdkkal, 1:10 ardnyd PDMS keverékkel ontottem
ki, majd vakumos buborékoltatéds utdn 65 °C-on 2 6ras hdkezeléssel elérhets a térhalositas.
A térhdlésodds utdn a PDMS chipeket szikével vagtam ki, majd egyenként levalasztottam
6ket a formdrdl. Ezutdn a chipeket ultrahangos fiird6ben tisztitottam: elGszor 1-1 percig
desztillalt vizben, majd izopropil-alkoholban, végiil ismét desztillalt vizben.

A mikrofluidikai chipekhez haszndlt PDMS a Dow éltal forgalmazott Sylgard 184
készlet felhaszndlasaval késziilt. Az ontSformak SU-8 epoxi alapu negativ fotorezisztbdl

késziiltek, melyek a Kayaku Advanced Materials-t6l keriiltek beszerzésre.

7.2. Elektrodakkal integralt mikrofluidika

Az elektromos mérésekhez arany- és platinaelektroddkat alakitottak ki 4 hiivelykes
Borofloat liveg szubsztraton.

Az elektromos mérések megvaldsitdsdhoz arany é€s platina elektrédak keriiltek kiala-
kitasra 4 hiivelykes Borofloat iiveg szubsztraton. Ez 150 nm vastag arany- €s platinaréteg
levélasztasdval valosult meg, arany esetében vakuumpdarologtatédssal, platina esetében va-
kuumporlasztdssal. Az elektr6ddk tapaddsat 5 nm vastag titdn tapadoréteg biztositja. Az
elektrédak mintdzatdnak kialakitasa lift-off litografidval torténik. Az elektrédék szigetelé-
séhez SU-8 fotoreziszt szigetelréteget alkalmaztam, mely a megfelel§ kontaktusablakok
kinyitasdaval alkalmas a mikrofluidikédn beliili mérések elvégzésére. A kész liveg szelet
feldaraboldsat kovetden lehet6vé valik az egyedi chipek nyomtatott huzalozasu lemezre
(NYAK) val6 ragasztdsa és huzalkotése. A vakuumporlasztds egy Vaksis MiDAS 3M
megnetronos porlasztéberendezéssel, a vakuumparologtatas pedig egy AJA International

ATC-M multifunkcids hibrid rétegndveszts berendezés segitségével tortént.

Zhttps://wieweb.com/site/ (Utoljara latogatva: 2026. jinius 12.)

44


https://wieweb.com/site/

7.3. Elektromos mérések Kivitelezése

Az elektromos mérések sordn két- €s négy-elektrodas mérési mdédszereket alkalmaztam
a mikrofluidikai rendszer elektromos karakterizdldsdhoz. A két-elektrodds méréseket
egy PalmSens4>potenciosztittal végeztem, mely képes 4llithaté felbontdssal impedancia
spektroszkopiai méréseket végezni a 10 pHz — 1 MHz frekvenciatartomdnyban, mely lefedi
a 8 karakterisztikus tartomdny egy részét. A rendelkezésre 4116 mérémiszer maximaélis
gerjesztési frekvencidja a fent emlitett tartomény fels$ hatdra, viszont a sejtes mérésekhez
esetenként egy nagysagrenddel nagyobb frekvenciaértékekre lehet sziikség a 8 tartomany
teljes kihaszndldsdhoz®” Az EIS méréseket 0.2 V gerjesztSfesziiltséggel mértem, ami
elegendGen alacsony fesziiltség a sejtek kdrosoddsanak elkertiléséhez.

A kisérletek soran az eszkozt krokodilcsipeszek segitségével kapcsoltam a matrixhoz, a
méréseket a PS Trace 5.8 szoftverrel végeztem, mely az adatok rogzitésére €s kiértékelésé-
re is szolgalt. A négy-elektrodas méréseket a Pécsi Tudomanyegyetemmel egyiittmiikodve,
Vizvéri Zoltan €s kutatécsoportja éltal fejlesztett bioimpedancia mérésére alkalmas esz-
kozzel valésitottam meg (BioEILS), mely nagyon alacsony frekvenciatartomanyon is pontos
méréseket eredményez %15 Ez a médszer noveli a mérés érzékenységét és minimalizélja
a kontakt impedanciat, lehet6vé téve a bioldgiai mintdk pontos elektromos tulajdonsaga-
inak vizsgalatat.%. A mérések rogzitése a mérdeszkozhoz tartozé szoftverrel tortént, az
adatok feldolgozasa pedig MATLAB-ban zajlott.

Az impedancia mérés megvaldsitdsdhoz a kollégdim kozremtikodésével a chip dimen-
zi6ihoz illeszkedd NYAK-ot terveztiink. A megfelel§ alkatrészek beiiltetésével és az
elektrédak megbizhat6 kivezetésével a NYAK alkalmassd valt a mérések elvégzésére - az
tiveg hordoz6 pontos felragasztdsa €s az egyes elektréddk huzalkotése utdn. A csatorndk
kozotti valtast egy mérési mdtrix segitette eld, melyet egy 3D nyomtatott mikroszkop-
betétbe integraltunk. Ez beleilleszthet6 az dltalam hasznélt fluoreszcens mikroszképba,

ezaltal segiti és megkonnyiti az elektromos mérésekkel pirhuzamos optikai monitorozast.

28. abra. A 2- és 4-elektrédas mérési modszerekhez hasznalt mérési eszk6zok csat-
lakoztatdsa a 3D nyomtatott mikroszképbetétben taldlhaté matrixhoz: (A) PalmSense4
potenciosztat és (B) BioEIS eszkoz esetében

Shttps://www.palmsens.com/product/palmsens4/ (Utoljira latogatva: 2026. jinius 12.)
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7.4. Mikrobialis tenyésztés

A mikrobidlis tenyésztés sordn a munkéat egy BioBase BSC-1100IIA2-X tipusu bio-
fiilkében végeztem. Ez a fiilke megfelelS elszivast biztosit a sejtekkel és veszélyesebb
anyagokkal val6 munkdhoz, illetve a benne taldlhat6 UV lampa biztositja a megfeleld
sterilitds kialakitasat. A sejtek fenntartdsahoz az inkubalast egy Esco CO; inkubétor

segitségével végeztem.

7.4.1. Elesztésejtek

A sejtes kisérletek elvégzéséhez kezdetben élesztGsejteket (S. cerevisiae) haszndltam,
melyeket el§szor pH 7,4-es foszfatpufferes-séoldatban (PBS), majd éleszté—pepton—dextréz
taptalaj oldatban (YPD) tenyésztettem, 3.5 6rdn at 37°C-on az inkubatorban. Az élesz-
tésejteket, a PBS-t és az YPD-t a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik be. Ezutdn az élesz-
tGoldatot a kivant (propidium jodid festésre alkalmas), gyérté altal ajanlott 10° sejt/ml
koncentracidra higitottam. Ez a koncentracié megfelel6 mind a fluoreszcens festés, mind
a sejtcsapddzds elvégzéséhez. A sejtek életképességét propidium-jodid festéssel ellendriz-
tem a Thermo Fisher 4ltal forgalmazott Propidium Iodide ReadyProbes protokollja szerint.
Az ajanlott 10° sejt/ml koncentraciéji oldathoz 1 mL-enként két csepp reagenst adva meg-
feleld fluoreszcens jel érhetd el. A sejtek életképességét 15 perc elteltével egy NanoEntek
C-Chip 4 csatornds hemocitométerrel, fluoreszcens mikroszkdp segitségével ellendriz-
tem, majd az életképes sejtkultirdkkal dolgoztam tovabb a mikrofluidikai eszkozben. A

mérések eldtt és kozott a sejteket 37°C-on tartottam.
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7.4.2. Human rakos sejtek

A kisérletekhez human rdkos sejtvonalakat alkalmaztam, melyeket a HUN-REN Ter-
mészettudomdnyi Kutatékozpont Gydgyszerrezisztencia Kutatdcsoportja biztositott. A
vizsgélatok a MES-SA méhnyakrakos szarkoma sejtvonalon és annak fluoreszcensen mo-
dositott varidnsaiban zajlottak. A sejtek kiilonbozd fluoreszcens fehérjéket expresszaltak,
melyek €18 sejtekben eltérd gerjesztési és emisszids hullimhossztartoméanyokban detek-
tdlhatéak: MES-SA (mCherry: Ex.: 587 nm, Em.: 610 nm), B1 (mOrange: Ex.: 548
nm, Em.: 562 nm) és Dx5 (eGFP: Ex.: 488 nm, Em.: 507 nm). A fluoreszcens konstruk-
cidkat lentivirdlis transzdukcidval juttattdk be a sejtekbe, mely stabil fehérjeexpressziot
eredményezett. A sejtek ennek megfelelen piros, narancssarga és zold fluoreszcenciat
mutattak (29. dbra). A sejtkultirdkat DMEM tédpoldatban tartottuk fenn, 37°C-on 5%
CO»-t biztositd, pardsitott inkubatorban. A rutinszertd passzalast 4-5 naponta végeztem.
A mivelet sordn a felhaszndlt tidpoldatot eltdvolitottam, a sejteket 5 mL steril PBS-sel
mostam, majd 1 mL tripszinnel vélasztottam le az adherens sejteket, melyhez 5—7 perces
inkubdcidra volt sziikség a teljes levdlashoz. A sejtszuszpenzidt ezt kovetGen 4,5 mL
DMEM-mel egészitettem ki. A visszaoltdshoz 0,5 mL sejtes oldatot hagytam a flaskdban,
majd friss DMEM-mel 5 mL-re egészitettem ki, biztositva a sejtek szdmdra a megfeleld
tér- és tdpanyagellitast a tovabbi proliferacidhoz.

A chipfeltoltési kisérletekhez 1 mL sejtszuszpenziét vettem ki, majd 5 percen at cent-
rifugdltam (Eppendorf 5453 MiniSpin). A centrifugélast kovetSen a feliilisz6t 100 pL-re
csokkentettem, és a pelletet vortexeléssel (IKA MS 3 digitalis razékésziilék) homogeni-

zaltam, igy tomény sejtes oldatot kaptam a tovabbi mérésekhez.

29. dbra. A rendelkezésre all6 MES-SA sejtek mikroszképos képei: (A) mCherry (B)
mOrange és (C) eGFP fluoreszcens festéssel
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8. Eredmények

8.1. Kémiai gradiens kialakitasanak vizsgalata

A mikrofluidikai chip tervezése Taylor €s munkatérsai dltal alkalmazott eszkoz archi-
tektirdjan alapul, melyet a kdzponti idegrendszer neuronjainak, valamint az axonnoveke-
dés vizsgilatdra fejlesztettek ki'6%. A struktira két f6 csatornabdl all, melyeket kisebb
keresztcsatorndk kotnek Ossze, amik négy bemeneten keresztiil tolthetGek fel. A struktdra
szimmetrikus elrendezése lehetGvé teszi a nyomds kiegyenlitését a csatorndk megfele-
16 feltoltése sordn, ami minimalizdlja a nem kivant folyadékdramlast a f6 csatorndkban
(30. abra).

A tisztitds utdn a csatorndk hidrofil tulajdonsaganak és a mikrofluidikai chipek herme-
tikus zardsdnak biztositdsa érdekében a feliilet aktivdldsdhoz a chipeket oxigénplazmédval
kezeltem egy percen keresztiil, 51 W teljesitménnyel és 30 sccm O dramléssal, egy Diener
Electronic Pico alacsony nyomdsu plazmakezelS rendszerben. Ezt kovetSen a chipeket
liveg targylemezhez illesztettem, ahol kovalens kotés alakul ki, mely megakaddlyozza a
szivargast a mérések sordan. A kémiai gradiens és a diffizi6 vizsgdlatanal fontos megaka-
ddlyozni a rendszer szivargdsat, hiszen az megvaltoztatja a chipen beliili hidrodinamikai
viszonyokat.

A kutatds sordn egy akadalyok nélkiili, diffizién alapulé mikrofluidikai eszkozt fej-
lesztettem és vizsgdltam. Az eszkoz alkalmas kiilonb6z6 molekulatomegd, fluoresz-
censen jelolt fehérjék — példaul szarvasmarha-szérumalbumin (BSA) és immunglobulin
G (IgG) - diffuzids egylitthatdinak meghatdrozdsara, valamint mds fluoreszcens mole-
kuldk, példdul a rodamin B (Rh B) vizsgdlatira, mely széles korben haszndlt teszt- és

47161162 A felhasznalt fluoreszcensen

festékmolekula mikrofluidikai alkalmazdsokban
jelolt fehérjék a Sigma—Aldrich Kft. dltal forgalmazott szarvasmarha szérumalbumin
— Albumin—fluorescein-izotiocianat konjugatum és human immunoglobulin-G-FITC vol-
tak, illetve a rodamin B (Rh B) fluoreszcens festékmolekula volt. A mérések soran hasznalt
fehérjék fluoreszcein-izotiociandttal (FITC) jeloltek mely egyedi molekulaként kotSdik a
fehérjéhez, ezdltal megakadalyozza a festékmolekula aggregdlodasat. Kimutattdk, hogy
az ilyen tipusu festékmolekuldk nem valtoztatjdk meg szamottevden a fehérjék hidrodi-
namikai sugardt, igy a diffizids egyiitthatdjat sem, ezért alkalmasak diffiziés mérések

elvégzésére 163

. Habdr a fehérjék tomege megndvekedhet a fluoreszcens jelolés miatt, ez
nem olyan mértékd, hogy a diffuzids egyiitthaté meghatarozasat befolydsolja.

A rendszer geometriai elrendezése szimmetridja révén kiegyenliti €s minimalizélja a
csatorndk kozotti hidrosztatikai nyomadskiilonbségeket, melyek a kezdeti feltltés sordn
léphetnek fel. Ezéltal csokkenthet§ a nyomaskiilonbségekbdl ad6dé konvektiv dramlds

hatdsa a diffizids egyiitthaté meghatdrozasara.
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A mikrofluidikai chip feltoltése autoném dramléssal valdsithaté meg, mely sordn az dram-

14si sebességet a csatorndk geometriai paraméterei és a csatornafalak feliileti tulajdonsagai

hatarozzdk meg. A hidrofil feliiletet kontrollalt oxigénplazma-kezeléssel alakitottam ki.
Az altalam tervezett rendszer eldrelépést jelent a kordbbi, hasonlé munkédkhoz ké-

pest, 164

mivel kisebb mérete €s egyszerd feltoltési protokollja révén gyors méréseket tesz
lehet6vé, tovabba az automatikus adatfeldolgozé programkéd megkonnyiti az adatelem-
z€st és a kiértékelést. A tervezett struktira a 30.A dbran, a kész mikrofluidikai chip a 30.C
abran lathatd. A struktura két-két bemenettel, illetve kimenettel rendelkezik — melyeket
paronként 800 m széles és 50 pm magas fécsatorndk kotnek 6ssze. Ezek kozott tovabbi
vékony 6 pm széles €s 10 pm magas keresztcsatorndk taldlhatéak (30.B dbra). A chip
mérete 20 x 18 mm?, a bemenetek tmérdje 7000 um, melyek perforaldsshoz egy 4,63

mm 4tmérdjl lyukasztot hasznéltam.
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30. dbra. (A) A mikrofluidikai struktira tervezett elrendezése és (C) a kész chip. A
koz€psé szekcid (B) mutatja a kereszt-csatorna nagyitott képét.

C

8.1.1. Képalkotas

A mérések soran az intenzitdsprofilok rogzitése egy Zeiss AxioVert Al inverz flu-
oreszcens mikroszképpal végeztem, mely egy Zeiss Axiocam 506 mono kamerdval és
a Zeiss ZEN 2.6 képfeldolgozé szoftverrel volt felszerelve. A mikroszkép fluoreszcens
LED modul segitségével harom hullimhossz-tartomanyon alkalmas fluoreszcens mérések
elvégzésére, melyhez kiilonbozs szlir6készletek dllnak rendelkezésre. A hulldmhossz-
tartomanyok kiilonbozg, jol ismert és széles korben alkalmazott fluoroférokrél kaptdak
neviiket: a FITC (fluoreszcein-5-izotiocianat), a Cy3 (cianin-3) és a DAPI (4,6-diamidino-
2-fenil-indol). Ezek gerjesztési €s emisszidés maximumai az 1. tdblazatban lathatdéak. A
kémiai gradiens kialakuldsanak vizsgalatandl a BSA és az IgG esetében a FITC, a Rh
B esetében a Cy3 sziir6készlet alkalmazasaval kovettem a fluoreszcens intenzitdsprofilok
kialakuldsat €s valtozdsat. Az expozicids id6 BSA-ndl 150 ms, IgG-nél 100 ms, Rh B-nél

10 ms volt.
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A f8csatorndban felvett intenzitdsprofilok kiértékelése az ImageJ 1.52a*programmal tor-
tént, mely sordn a megfelel§ x-koordindtdhoz tartoz6 vertikélis vonal mentén vettem fel
a pixelenkénti intenzitdst. A tovdbbi kiértékelési 1€pésekhez egy Python programkdédot
irtam, melynek segitségével tortént az adatok normalizalésa, illesztése és dbrazoldsa, a dif-
fiziés dllandé meghatdrozdsa és az illesztési hibdk szdmoldsa is. A kiértékelS programkod

elérhetS a megjelent cikkhez tartoz6é mellékletben (Fiiggelék 15.2).

Fluorofér | Gerjesztés maximuma [nm] | Emisszié maximuma [nm]
DAPI 359 461
FITC 498 517
Cy3 554 566

1. tdblazat. Flouroférok gerjesztési és emisszids csucsai

8.1.2. Feltoltési moédszer vizsgalata

A struktira megfelel§ feltoltési modszerének kidolgozasa kulcsfontossdgu volt az
egyenletes nyomdsviszonyok kialakitdsdhoz. Ez minimalizdlja a folyadékdramldst és
lehetdvé teszi a stabil diffizié kialakuldsat a f6csatorndban. A struktirdn beliili bu-
borékképzddés elkeriilése szintén fontos, mivel az esetleges buborékok befolydsoljdk a
folyadékdramlést és a diffiziot is. A feltoltési kisérleteket, az oldatkészitést és a dif-
fiziés profilok meghatdrozasit 1000-es tisztatérben, stabil, 22 °C fokos hédmérsékleten
végeztem. A fG&csatorndk egyik oldalat desztillalt vizzel, a masikat fluoreszcens fehér-
jeoldatokkal toltottem fel, a megfelel§ mennyiségi folyadék bejuttatdsat a bemeneteken
keresztiili pipettdzdssal végeztem (31.A édbra).

A feltoltési kisérletek sordn két mddszer bizonyult hatékonynak: az azonos oldali
bemenetek, illetve az dtellenes bemenetek egymadst kovetS feltoltése. Mindkét feltolté-
si protokoll alkalmas stabil diffiziés profil kialakitdsdra, azonban az atellenes oldalak
sorrendben torténd feltdltése hatékonyabbnak bizonyult, mivel csokkentette a buborék-
képzbdés valdszinliségét. Ebben az esetben eldszor mindig ioncserélt vizzel toltottem fel
a csatorndt, majd ezt kovette a fehérjeoldat. A feltoltés modjatdl fliggetleniil 6sszesen 40
ul oldat keriilt a f6csatorndkba. A feltoltés modja és a kialakul6 intenzitasprofil a 31. ab-
ran lathatd. A keresztcsatorndk elején a koncentracié maximalis, mig a fGcsatorna dllando
koncentrécidt biztosit, ezért a diffuzié jellemzésére az édllando feliileti koncentraciot leird

komplementer hibafiiggvénnyt alkalmaztam.

“https://imagej.net/ij/ (Utoljara latogatva: 2026. jinius 12.)
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31. dbra. (A) A mikrofluidikai struktira elrendezése, nyilakkal jelolve az oldatok feltolté-
sét. (B) A fels6 csatorna nagyitott képe, ahol a difftizios profil kialakul. (C) A fluoreszcens
intenzitds a csatorna hosszdban az egyik mérés sordn.

8.1.3. Fehérjék diffiizios alland6inak meghatarozasa

Munkdm sordn olyan mikrofluidikai struktirit hoztam létre, mely lehet&vé teszi kont-
rollalt kémiai kornyezet kialakitdsat és diffiziés mérések elvégzését. A mikrofluidikai
chipek megfelel§ tisztitdsa biztositja az esetleges szerves szennyezddések, valamint a
PDMS végds soran keletkezett tormelékek eltavolitasat, melyek jelenléte zavarhatja a flu-
oreszcens detektalast. A mérések sordn a chipeket egyszer haszndltam fel, hogy elkeriiljem
a nem specifikus feliileti fehérjekotddés miatti hatdsokat.

A fehérje- és festékoldatok koncentracidjat gy valasztottam meg, hogy a feltdltés utan
alkalmasak legyenek fluoreszcens detektdlasra €s a diffizié6 nyomonkovetésére, figyelem-
be véve a mikroszképhoz tartozd Zeiss 506 mono kamera érzékenységét, valamint a nagy
koncentricidk esetén tapasztalhat6 fluoreszcens kioltdst is. Magas koncentraciok esetén
jelentkezhet az tgynevezett belsd sziirSeffektus (inner-filter effect), mely nemlinedris vi-
selkedést, koncentracio-intenzitds osszefiiggést eredményez. Kisérletileg meghataroztam
tehdt azt a tartomdnyt, ahol a fluoreszcens intenzitds linedris Osszefiiggést mutat a kon-
centracidval (Fiiggelék F1. dbra, F1. tdbldzat). A fehérjeoldatok elkészitéséhez ioncserélt
vizet haszndltam oldészerként. A mérésekhez alkalmazott kezdeti koncentraciok BSA
esetén 1 mg/ml, IgG esetén 1.3 mg/ml, mig RhB esetén 0.1 mg/ml voltak.

A feltoltés sordn a hidrodinamikai egyensuly bedllta utdn az anyagok diffizigjat id6-
felbontdsos (time-lapse) fluoreszcens mikroszkdpidval kovettem nyomon. A mérések a
feltoltést kovetd els6 10 percben zajlottak, a bemenetek parolgdsdnak nyomadsra gyakorolt
hatdsdnak minimalizdldsa érdekében. Az idd6felbontdsos képeket 30 masodperces kii-
Ionbséggel készitettem a fGcsatorndban, ahol a fluoreszcens molekuldk diffizidja idSben
véltoz6 koncentracideloszlast hozott 1étre. A difftizié idSbeli alakuldsa a fluoreszcens jel
segitségével nyomon kovethets, ami példaképp a BSA esetében a 32.A dbrén lathat6. Az

intenzitasprofilokat a felvett képeken az ImageJ 1.52a szoftverrel hatdroztam meg.
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A fGcsatorna aljatol a tetejéig hizott, pixelméret( fiigg6leges vonalak mentén mért inten-
zitdsokat az Osszetartozé méréseknél mindig ugyanazon a helyen vettem fel (32.B édbra).
A profilvonalat a fGcsatorna kdzepéhez igazitottam a zavar6 hatdsok, példaul a bemenetek
parolgasabol szarmazé nyomasvéltozdsok hlminimalizdl4sa érdekében. Az intenzitdspro-
filokat egymashoz viszonyitva normdltam. Az intenzitdsprofilok felvétele kozott eltelt
1d6k ismeretében a diffizids egyiitthaté a komplementer hibafiiggvény segitségével meg-
hatdrozhato, figyelembe véve a molekulakoncentracié és a fluoreszcens intenzitds kdzotti
linedris kapcsolatot az alkalmazott koncentracidtartomédnyban. Az illesztett diffizids
egylitthatokbol a végss értéket két egymas kovetd profil dtlagoldsaval hatdroztam meg. A
normalizdldst, illesztést, dbrazolast és a diffizids egyiitthatok kiszamitasat sajat fejlesz-
tést Python kéddal végeztem. A kéd lehetvé teszi az illesztési hibak becslését, melyek
a szamitott fliggvények és a mért intenzitasprofilok kiilonbségeibsl adédnak. A végsd
diffuzios egyiitthatd hibajat a legnagyobb egyedi illesztés hibajanak vettem.

Az illesztési paraméterek (co és D a (8) egyenletben) hatdsat az eredmények pontos-
sagira a SALib Python modul’segitségével végzett érzékenységi analizissel vizsgdltam,
mely alapjdn a kezdeti koncentricio (cg) csak a forras kozvetlen kozelében (< 50 um) be-
folyasolja érdemben az illesztés pontossdgat, mig a diffizids egyiitthaté (D) a {6 tényezd
a csatorna nagy részében (Fliggelék F2. dbra). A mért diffizids egyiitthatdkat az irodalmi
értékekkel valé 0sszehasonlitds érdekében a hdmérsékletfiiggés figyelembevételével kor-
rigdltam.*’ A korrekci6 elvégzéséhez a Stokes—Einstein-egyenleten szerinti osszefiiggést

alkalmaztam: T.n

Dye=D -
mc Tnc

19)

ahol T, a korrigdlt h6mérséklet, i, az oldat viszkozitdsa a korrigdlt h6mérsékleten.

A mérések sordn hdarom, kiilonb6z6 molekulatomegl anyag diffuzids egyiitthatoit
hatdroztam meg: két nagy fehérjéjét — a szarvasmarha szérumalbumint (BSA, 66,5 kDa)
és az immunglobulin G-t (IgG, 150 kDa) — valamint egy kis molekulatomegt fluoreszcens
festékét, a rodamint B-t (RhB, 479 Da).
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32. dbra. (A) A BSA diffuzidjanak fluoreszcens képei egy perces idGkiilonbséggel és (B)
a hozz4juk tartozo, ugyanabban az x pozicidban mért intenzitdsprofilok abrazoldsa
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5https://salib.readthedocs.io/en/latest/ (Utoljara latogatva: 2026. junius 12.)
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Kiilonb6z6 nagysidgrendbe esé molekulatomegeket vdlasztottam, hogy bizonyitsam a mé-
rési modszer alkalmazhatdsagét viltozé méretd molekuldk esetén. A mérést akkor fo-
gadtam el tovdbbi elemzésre alkalmasnak, ha a diffizids profilra illesztett komplementer
hibafiiggvény illesztési hibaja 1% alatt volt. Ekkor feltételezhetd, hogy a fGcsatornin be-
liili diffuzié egyenletes, és a kiils§ koriilmények nem befolyasoltdk, igy megfeleld szamolt
diffazids egyiitthatéhoz vezet. A kiilonboz6 vizsgélt anyagok fluoreszcens intenzitdsait a
f6csatorna mentén a diffizids forrasként definidlt csatornafal tdvolsaganak fliggvényében
a 33. 4dbra mutatja.

Az illesztés pontosnak bizonyult, még akkor is, amikor mérési miitermékek voltak
jelen a rendszerben. Példdul az [gG-oldatban a fehérjék aggregalodtak a csatorndban, ami
bizonyos profilokndl kiugré intenzitdsu jeleket eredményezett. Az RhB mérése sordn a
molekula a koncentraciotol fiiggetleniil kikristalyosodott az iivegfeliileten, illetve a kezdeti
aramlés irdnydban repedésszert vonalak jelentek meg a felszinen. A kristalyosoddsi
jelenség ellenére a mérési modszerrel megfeleld diffizids egyiitthatdkat kaptam, melyek
az anyag latsz6lagos aggregicidja ellenére egyeztek az irodalmi értékekkel, igy a szdmitott
diffuzids egyiitthatok pontossagat érdemben nem befolydsoljak.

A 33. abran l4athaté a komplementer hibafliggvény illesztése a nyers adatokra, illetve
a molekularis diffizié IgG, BSA és RhB-hoz tartozé profilok idébeli fejlédése a csatorna
mentén. A mérések idStartama a kiilonb6z8 molekuldk esetén néhany perctdl akar tobb tiz
percig is tarthatott a diffuzi6 sebességétdl és kiterjedésétdl fiiggden. A nagyobb fehérjék

esetében a mérés hosszabb idét vett igénybe a kisebb difftizids egyiitthatd miatt.
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33. dbra. Az els§ dbra az IgG diffizidja esetén felvett adatpontokat (zo6ld) és az illesztett
komplementer hibaftiggvényt (piros) mutatja, példaként szolgdlva az 1% alatti illesztési
hibara. Az IgG, BSA és RhB diffizids profiljanak id6beli fejlédése a f&csatorndban a
tobbi dbran lathato.
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Ezzel szemben a kisebb RhB molekula gyorsan szétvalo fluoreszcens profilokat eredmé-
nyezett, ami nagyobb difftiziés egyiitthatéra utal, 6sszhangban a molekulatomeggel és
a méretbeli kiilonbségekkel. Megfigyelhetd, hogy minél kisebb a diffuzids egyiitthato,
anndl meredekebbek a profilok, azaz anndl élesebb a koncentracideloszlds. A mikro-
fluidikai rendszer a mérések kezdeti szakaszdban bizonyult a legstabilabbnak, amikor a
bemenetekbdl szarmazé parolgds mértéke elhanyagolhaté volt.

A 2. tabldzat tartalmazza a mérésekbdl szarmaztatott diffizids egyiitthatokat (D,,),
azok hédmérséklet-korrigélt értékeit (D), valamint az irodalombdl szdrmazd, elvben ha-
sonl6 fluoreszcens mérésekkel kapott értékeket (D;), mig a 3. tdbldzatban pedig a mds,
elterjedt diffiziés mérési mddszerek eredményeivel — példdul dinamikus fényszordssal
(DLS) és magmagneses rezonancidval (NMR) — hasonlitja 0ssze az dltalam kapott ered-
ményeket. Az altalam mért diffizids egyiitthatok a BSA esetében 64,24 um? s7!,
IgG esetében 39,3 um? s~! és az RhB esetében 372,74 um? s~! voltak. Ezek az értékek

jol kozelitik az irodalmi adatokat, azonban jellemz&en az ott megadott tartomanyok alsé

az

hatardhoz dllnak kdzelebb, ami valészinileg a fluoreszcens festésbdl szarmazé tobbletsuly-
nak koszonhetd. 19> A keresztcsatorndk végén 1évé magasabb koncentracié nemlinearitast
okozhat a csatorndk elején, ami magasabb intenzitdst eredményez a profilok kezdeti sza-
kaszéan (33. dbra). Ennek ellenére ez a difftizids dllandé meghatdrozasat nem befolydsolja,

mivel az illesztés az egész profilra vetitve korrigdlja az esetleges nemlinedris viselkedést.

2. tablazat. A mért diffiziés egyiitthaték 0sszehasonlitdsa a szakirodalomban taldlhat6,

fluoreszcens médszerekkel kapott értékekkel7-166-167
T[°C] D[] BSA 1eG Rh B
22 D, 64.24 £ 0.63 393 +0.38 372.74 +3.32
0 B @risas meis N
215 %’;" N/A N/A 36376'8?2)%57
w b TTEE o wres

3. tdbldzat. A mért diffuzids egyiitthatok dsszehasonlitdsa a szakirodalomban taldlhato,
nem fluoreszcens médszerekkel kapott értékekkel 168-170

2

T[°C] D[#] BSA IeG Rh B
22 D,  6424+063 393+038 372.74+3.32
Dme  60.8+059 37.19 +0.36
20 D, 60.6 0.7 38902 N/A
Dome 377.77 + 3.36
22.5 D) N/A N/A 120 4 30
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TEZIS

[T1] Szabad molekuladiffizié vizsgdlatira alkalmas mikrofluidikai rendszert terveztem

Py

€s alakitottam ki, mely lehet&vé teszi fluoreszcens molekulédk diffiziés dllandéinak

optikai detektaldson alapul6 meghatédrozasat, az id6ben valtoz6 koncentracio gradi-

ens profil kovetésével és elemzésével.
[P1] [C2] [C3]

(1)

(ii)

(111)

A mikrofluidikai rendszer szerkezete egyediildllé médon, akadédlyok és memb-
ranok nélkiil teszi lehetévé szabad molekuladiffizié vizsgilatat. Megmutat-
tam, hogy az dltalam tervezett architektira — megfelel§ mérési protokoll mellett
— biztositja az alland¢ feliileti koncentracié kialakuldsét a fGcsatorndban, le-
hetévé téve a komplementer hibafiiggvény alkalmazasét a diffuzids folyamat
matematikai lefrdsara. A szimmetrikus csatornarendszer, a nagy (7mm) atmé-
r6ji bemeneti nyildsok és a jelentGs hidrodinamikai ellenélldssal rendelkezd —
10pm (m) x 6um (sz) x 800pm (h) — mintainjektdlo kapillarisok csokkentik a

hidrosztatikai nyomdskiilonbségekbdl adédo konvektiv hatdsokat.

Megmutattam, hogy a fejlesztett eszkdz €s modszer megbizhatéan alkalmas
lokalis optikai zajt 1étrehoz6 folyamatok (pl. fehérje aggregdcid) hatdsainak ki-
kiiszobolésére és lehetdvé teszi fehérjék difftizids dllanddinak gyors, 10 percen
beliili mérését.

Az optikai mérés kiértékeléséhez fejlesztett Python programkéd alkalmazé-
sédval meghatdroztam hdrom, kiilonboz8 nagysagrendbe esd tesztmolekula —
BSA, IgG és RhB — difftiziés allandéit, melyek a definidlt 1%-os fliggvény-
illesztési hiba kritérium esetén, molekulak méretét6l és a referencia mérési

modszertdl fliggden 1-10%-os eltéréssel megegyeztek az irodalmi értékekkel.
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8.2. Elektrodak integralasa mikrofluidikai rendszerekbe

Az optikai és elektromos modszerekkel végzett sejtszintl vizsgélatok egyiittes al-
kalmazdsa hatékony modszer lehet a sejtek tulajdonsidgainak és élettani valtozdsainak
megfigyelésére. A vizsgdlati modszer €s az eszkozok fejlesztésének tavlati célja az opti-
kai vizsgdlatok kivéltasa, mivel ez a mddszer altaldban fluoreszcens jelolést igényel, ami
az altaldnosan haszndlt fluoreszcens festékek esetén befolydsolhatja a sejtek viselkedé-
sét!71=173 " Célom olyan teljesen elektromos, nem invaziv mérési médszert megvaldsité
mikrofluidikai megoldds fejlesztése volt, mely szdmos bioldgiai kutatds vonatkozasaban
hasznos lehet. Ehhez olyan mikrofluidikai eszkozoket terveztem és valdsitottam meg,
mely integralt hidrodinamikai csapddkkal képes sejtcsoportok, illetve egyedi sejtek loka-
lizélasdra az integrdlt mérdelektroddk kozott. A rendszer lehet6vé teszi az impedancia
spektroszkopiai és az optikai mérések parhuzamos kivitelezését, mely az elektromos mé-
rések kezdeti optikai validdldsara szolgdl. Ezdltal valos idejd, részletes mérésekkel jelle-
mezhetd a lokalizalt sejtek mikrokdrnyezetiikre gyakorolt hatdsa. A rendszer fantdzianeve
CELLAN, mely az angol Cell Analytical Device kifejezés roviditése.

A rendszer mikodSképességének (proof-of-concept) igazoldséara élesztégombakat hasz-
naltam (S. cerevisiae), mivel ezek a sejtek gyors osztodasuk és egyszerl tenyésztési
lehetSségeik révén idedlis modellt jelentenek '%°. A kutatds végsé fizisaban humaén ra-
kos sejtekkel is végeztem méréseket, ahol tobbféle festett méhnyakrdkos sejtvonal 4llt
rendelkezésre a HUN-REN Természettudomdnyi Kutatokdzpont Gydgyszerrezisztencia
Kutatécsoportjanak jovoltabol: MES-SA mCherry, Dx5 (doxorubicin rezisztens) eGFP és
B1 mOrange sejtek. Ezeknél a sejteknél a fluoreszcencia jelzi, hogy életben vannak-e, igy

alkalmasak voltak a viabilitds valtozdsanak elektromos €s optikai kdvetésére is.

8.2.1. Képalkotas

A mikrofluidikai chipek megfelel§ toltddését és a sejtcsapddzds hatékonysdgat egy
Zeiss AxioVert Al inverz fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam. Az élesztGsejtek életké-
pességét propidium-jodid festéssel kovettem nyomon a Cy3 szilirGkészlet alkalmazasaval.
A képek készitéséhez, illetve feldolgozasdhoz szintén a Zeiss Axiocam 506 mono kamerat
€s a Zeiss ZEN 2.6 képfeldolgoz6 szoftvert haszndltam. A zolden vildgité MES-SA Dx5
sejtek esetén a FITC, a narancssargan vilagité B1 sejtvonal és a pirosan vildgit6 MES-SA
sejtek esetén a Cy3 szlirGkészletet hasznéltam.

Az integralt elektr6ddk behatd vizsgilatit egy Zeiss LEO 1540 XB kett8s nyaldbu
pasztazo elektronmikroszképpal végeztem, mely egy Oxford Ultimax 40 EDX detektorral
van felszerelve. Ennek segitségével nanométeres felbontasu képek, valamint mikrométeres

felbontasu elemtérképek készithetSek.
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8.2.2. Anyagvizsgalati és megmunkalasi médszerek

A mikrofluidikai rendszer vizsgilata sordn a képalkoté mddszerek mellett kiilonb6zd
anyagvizsgdalati és megmunkdldsi médszereket is alkalmaztam. Az elektroddk tavolsaga-
nak pontos bedllitdsa érdekében az optikai litografia felbontdskorlétait fokusz4lt ionsuga-
ras mards alkalmazasdval hidaltam at. A kezdetben 0sszekotott elektrodak szétvdlasztasa
egy ThermoScientific Scios 2 kettds nyalabi SEM / nanoprocesszdlé rendszerrel tortént,
mely Oxford Xmax 20 EDX detektorral van felszerelve. A berendezés fokuszalt Ga*
ionforrdssal rendelkezik, melynek segitségével fokuszélt ionsugaras mardssal mikro- és
nanoméretd réseket hoztam 1étre az elektréddk kozott. A chipek kialakitdsa, feltoltése
€s mérése utdn visszamaradt vagy lerakédott anyagok pontos Osszetételét energiadiszper-
ziv rontgenspektroszkopidval vizsgaltam, igy ellendriztem az elektrédédk kozotti esetleges

rovidzarak okait.

8.2.3. CELLAN - PDMS mikrofluidikai rendszer integralt elektrodakkal

A kezdeti vizsgalatok sordn az elektroddk kornyezetében elhelyezkedd sejtek szaméanak
EIS spektrumra gyakorolt hatdsait vizsgaltam, mivel a fejlesztett rendszer potencidlisan al-
kalmas lehet a sejtek mikrokdrnyezetben torténd proliferaciéjanak nyomon kovetésére. A
kialakitott struktira a diffiziés mérésekre alkalmazott mikrofluidikai chip tovédbbfejlesz-
tett valtozata. A ki- és bemenetek atmérdit lecsokkentettem, igy csokkentve a parolgdsi
feliiletet, illetve a feltoltési protokoll egyszerdsitése érdekében az egyik bemenetet elhagy-
tam, igy csak egy szell6z6nyilds biztositja a megfelelS feltoltést és a folyadékdramlast
a két kimenet felé (34.A abra). A keresztcsatorndk vertikalis szikitésével a struktira
alkalmas sejtcsapddzdsra, illetve a hozza illesztett elektrodaelrendezés lehet6vé teszi az
egyes csatorndk impedancia spektrumdnak rogzitését. A két elektroda kozott csapdédzott
sejtek megvaltoztatjdk a rendszer jellemz§ impedancidjat, ezaltal lehet&vé téve a sejtszam,
valamint biofizikai tulajdonsagaik — példdul a méret és az életképesség — vizsgalatit.

A mikrofluidikai csatorndk kialakitdsa PDMS-ben tortént a 6.1.2. fejezetben leirtak
szerint. A kiilonb6z6 magassagu csatornaszakaszok létrehozdsahoz az ontGforma megfe-
lelS rétegeinek kialakitdsa harom 1épésben tortént, SU-8 2005, 2010 és 2025, eltérd visz-
kozitdsu fotoreziszt lakkok haszndlatdval. A PDMS-t 1:200 ardnyban polietilén-oxiddal
(PEO) mddositottam, mely hidrofilla teszi az elasztomert. Ez biztositja a csatorndk meg-
felel§ feltolt6dését, viszont az oxigénplazmds bondolds igy méar nem kivitelezhets. A
PDMS chipek iliveg hordozoéra vald illesztését mikroszkép alatt végeztem, manudlisan. A
PDMS hidrofilizdlasdhoz hasznélt PEO-t a Polysciences Europe GmbH gyartotta.

A modositott mikrofluidikai struktira két f6 csatorndjat 15, fiiggélegesen szikiilé

Py

keresztcsatorna koti 0ssze, ezdltal lehetGvé teszik a sejtcsapddzdst. Az EIS mérésekhez

az integralt elektrédakat Gigy terveztem, hogy lehet6vé tegyék az egyes csatorndk egyedi

monitorozasat.
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Az elektromos mérésekhez egy, a csatorndk alatt futé kozos referenciaelektrédat (CE)
terveztem, valamint egyedi munkatelektroddkat (WE), melyek lehet6vé teszik az egyes
csatorndk egyedi mérését. Az elektroddk elrendezését a 34.B dbra mutatja. Az elektro-
mos mérések kivitelezéséhez a strukturdhoz késziilt egy egyedileg tervezett nyomtatott
huzalozasi lemez (NYAK), mely segitségével akér tobb csatorna parhuzamos mérése is
elvégezhetd (34.C dbra). A mikroelektrédak huzalkétéssel csatlakoznak a NYAK-hoz,
mely 4thidalja a mikro- és a makrofeliiletek kozotti méretkiilonbséget. A NYAK se-
gitségével a struktira konnyen csatlakoztathaté a méréeszkozhoz, mely esetemben egy
PalmSens4 potenciosztat volt. Ez az eszk6z 10 pHz—1 MHz frekvenciatartomdnyon ké-
pes EIS mérések elvégzésére. A mért adatok kiértékelését és a kiilonbozG paraméterek
meghatdrozasat az ekvivalens dramkor illesztés segitségével, a potenciosztathoz tartozé
vezérlG- €és elemzd szoftverrel (PS Trace 5.8) végeztem. A NYAK als6 részén taldlhaté
optikai ablak betekintést biztosit a csatorndkba, lehetdvé téve az elektromos mérések mel-
lett a csatorndk toltddésének, a sejtcsapddzasnak és a sejtek fluoreszcens jelénel optikai

nyomon kovetését.
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34. abra. (A) A mikrofluidikai chip tervezett elrendezése (sziirke) és az integrélt elekt-
rodarendszer (fekete). (B) A csapddzdsi régié nagyitott képe, melyen jol latszik a ke-
resztcsatorndk (sziirke) és az elektr6ddk elrendezése. (C) A kész eszkoz: a legyértott
mikrofluidikai chip és a specidlisan tervezett nydklap, az als6 optikai betekintd ablakkal.
(D) A csapdéazas sematikus dbrdja szemlélteti, hogy a csatornén beliili magassagkiilonbség
miként vezet a sejtek csapdazasihoz.
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Az elektroddk szélessége S0 pm, elrendezésiiket pedig Ggy terveztem, hogy a mikro-
fluidikai csatorndkat tartalmazé PDMS kézi illesztése a lehet§ legkonnyebb legyen. A
referenciaelektroda és a munkatelektroda kozotti tdvolsag 300 pm, ami lehetévé teszi
az elektrédak mikroszkdppal torténd pontos igazitasit, igy a csapdak megfelel§ helyre
keriilnek a csatorndkban, az elektrodak kozé.

Az elkésziilt chip mérete 20 x 18 mm?, a f6csatorndk magassdga 20 pm és szélessége
800 nm. A vertikdlisan sz(kiil6 keresztcsatorndk magassdga 10 pm-rél 5 pm-re csokken,
sz€lességiik 20 pm. A ki- és bementek atmér§je 3000 pm, melyek a lyukasztds utan

alkalmassa valnak a csatornak feltoltésére.

8.2.3.1. A mikrofluidikai rendszer feltoltése

Az eszkoz toltédésének vizsgdlatdhoz a csatorndkat 20 11 0,01 M PBS oldattal toltottem
fel. A csatorndk feltoltésének elektromos vizsgalatdhoz négy parhuzamos arany elektroda
1d6fliggd impedancidjat kovettem nyomon. Alacsony frekvencidkon az impedanciaspekt-
rumot f6ként az elektrédak sajét jellemzdi hatdrozzdk meg, ezért az impedancidt fix 1
kHz-es frekvencidn mértem®’. Ahogy a pufferoldat eléri az elektréddkat a spektrumban
1épcsbszerd impedanciacsokkenés figyelhetd meg, mely a kdzeg fajlagos vezetGképessé-
2ébdl adddik (35. dbra). A megjelend 1épcsSk a mikrofluidikai rendszer feltolt6dését és
az elektrédak megfelel§ vilaszat mutatjak, mely igy alkalmas az elektroddk és a hasznalt
oldat el6zetes jellemzésére. A 1épcsSk nagysdga 1/Z ardnyban csokken, ahogy a par-
huzamos elektrédak elektromosan zdrddnak és 0sszekapcsolddnak. A 35.B dbra hdrom
megismételt feltoltés esetén mutatja a mérések reprodukdlhatésigat, a szaggatott vonalak
jelzik a csatorna feltolddése utdn stabilizalédott impedancia atlagértékeit.
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35. dbra. (A) A csatorndk feltolt6dése a spektrumon megjelend 1épcsdk alapjan kovethetd.
A lépcsdket nyilak jelzik, ezaltal kovethetS, hogy a folyadék mikor éri el az elektréddkat.
(B) A mérés reprodukdlhatsdga tobbszori feltoltés esetén.
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A 4. tdbldzatban lathatdak a kiilonbozd feltoltésekhez tartoz6 dtlagos impedanciaér-
tékek és azok szoérdsai. A mérés kezdetén az dramkor nyitva van, ami a Z nagyon magas
értékébdl is latszik. Amikor a folyadék eléri az elektrodafeliiletet és elkezdi feltdlteni azt,
egy kisebb meredek csokkenés kovetkezik, majd megjelenik az elsd 1épcsS. Ezt kdvetSen,

ahogy az oldat a tovébbi elektréddkhoz ér, Gjabb 1épcsdk jelennek meg a spektrumban.

4. tablazat. Az mért impedanciaértékek atlagai és szordsa a feltoltési 1€pcsGknél

Lépesé Feltoltés 1 (Q) Feltoltés 2 (Q) Feltoltés 3 (Q) Atlag (Q)
1 1.46 X 100 £ 6.21 x 10*  1.26 x 100+ 1.48 x 105  1.37x 100 +£3.19x 105  1.37 x 10° + 1.00 x 10°
2 8.66 x 105 £2.25 x 10*  8.04 x 10° £2.54 x 10*  9.89 x 10° £4.93 x 10*  8.86 x 10° +9.44 x 10*
3 591%x10°+3.23x 10 5.77x10°+1.12x 10*  6.53x10° +8.74x 10>  6.07 x 10° +4.09 x 10*
4 444 x10°0+£9.77x 103  3.98x 107 £2.61 x10* 4.68x10° £3.35x 10>  4.37 x 10° +3.56 x 10*

8.2.3.2. Funkcionalis validacio

A mikrofluidikai rendszer funkciondlis validdcidjdhoz kiilonb6z6 koncentracidju és
pH-ju PBS-oldatokat allitottam el €s ezekkel vizsgdltam az impedancia spektrumok
alakulasat. Az oldatokat 100 mL, 200 mL és 800 mL ioncserélt vizben feloldott PBS
tablettdkkal készitettem, melyek rendre 20 mM, 10 mM és 2,5 mM koncentréacidjui ol-
datot eredményeztek. Az oldatok EIS spektrumat 1 Hz é€s 1 MHz kozott vizsgéltam,
melyek Bode- és Nyquist-diagramja a 36. dbran lathat6. Az oldatok koncentricigjanak
novelésével a mért impedancia csokken, ami a rendszer vezetGképességének novekedésére
vezethet§ vissza. Ez a Bode-diagramon (36.A dbra) az impedancia abszolut értékének
csokkenésében, a Nyquist-diagramon (36.B dbra) pedig a kiilonboz8§ koncentraciokhoz
tartoz6 koriv sugardnak csokkenésében figyelhetd meg. A pH-fiiggést 10 mM PBS-
oldatban vizsgaltam: pH 5,48; pH 6,51 és pH 7,43 értékek esetén. Az arany elektroddk

impedancidja nem mutatott szamottevd pH-érzékenységet az EIS mérések sordn (37. dbra).
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36. dbra. Az impedanciaspektrum koncentriciofiiggése kiilonbozd higitasti PBS oldatok
esetén: (A) az impedancia nagysdga Bode-diagramon és (B) a Nyquist-diagram.

60



A 10° B 600

——pH 5.48

500

10% 4 400

300

7" (kQ)

10% 4 200

100

10°

T T T T T T T T
102 10° 10* 10° 108 0 100 200 300 400 500
f(Hz) Z' (k)

37. dbra. Az arany elektroddk pH fiiggésének vizsgdlata kiilonbozd pH-ju PBS oldatok
esetén: (A) az impedancia nagysdga Bode-diagramon és (B) Nyquist-diagram.

8.2.3.3. Reprodukalhatésagi vizsgalatok

A mérések reprodukalhatésdagdnak és stabilitdsdanak vizsgdlatdhoz PBS oldattal ismé-
telt feltoltéseket végeztem, mikdzben hosszabb idén keresztiil (50 min) kovettem az EIS
spektrumot. A spektrumokat 5-10 percenként rogzitettem (38. dbra). Az impedancia
a mérés els6 10-15 percében csupan kis mértékben véltozik az alacsony frekvenciatar-
tomédnyban (10* Hz alatt), ami a rendszer elektromos tulajdonsdgainak stabilizalédasa
miatt van. Idével az impedancia lassan csokken a nyitott bemeneti nyildsokon keresztiili
parolgds miatt, mely a koncentracié novekedéséhez vezet. Ettdl eltekintve a rendszer
stabil, a mérési tartomdnyon beliil legfeljebb 20%-os, 30 percen beliil pedig 10%-ndl
kisebb eltérést tapasztaltam. Harom kiilonbozd elektroda EIS spektrumanak dsszehason-
litdsa szintén stabil eredményeket adott: az elsd, harmadik és 6todik elektrodat paronként
vizsgélva kaptam a spektrumokat. Az ismételt felhasznalhatésdgot ugyanazon chip koz-
vetlen yjratoltésével ellendriztem (39. dbra). Mindkét esetben az EIS spektrumok magas

reprodukalhatésagot mutattak.
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38. dbra. A rendszer 50 percen keresztiili stabilitdsdnak vizsgdlata: (A) az impedancia
nagysdga Bode-diagramon és (B) Nyquist diagram.
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39. abra. (A) Kiilonboz6 elektréda parokon mért impedancia spektrumok Nyquist diag-
ramja, illetve a (B) mdsodszori feltoltés hatdsa a spektrumra

8.2.3.4. Sejtcsapdazasi vizsgalatok

A tervezett rendszer lokalizdlt sejtek vizsgdlatdra vald alkalmassdgat S. cerevisiae
élesztGsejtekkel vizsgdltam, a szdkiil§ csatorndkban val6 csapddzassal és az EIS spekt-
rumra gyakorolt hatdsuk jellemzésével. Az élesztGoldat PBS-ben késziilt, 0.05 mg/mL
koncentriciéban, mely koriilbeliil 10° élesztSsejtet jelent milliliterenként. Ez a koncentra-
ci6 optimalis az egyedi sejtek csapddzasara a sz(ikiild mikrofluidikai csatorndkban, illetve
a propidium-jodidos életképességi vizsgalatokhoz is. A sikeresen csapddzott sejtek szamat
fluoreszcens mikroszképpal kovettem. A sejtek életképességének véltozdsa propidium-
jodid festéssel vizualizdlhat6, melynek megvildgitdsidhoz és detektdldsahoz a mikroszkép
Cy3 fluoreszcens sziir6készletét hasznaltam. A rendszer biokompatibilitdsat egy masik
kialakitdsu chip esetén a 9.1.1. fejezetben targyalom. A 40. dbrén piros festéssel lathato,
hogy a csapdazott sejtek koziil melyik €l €s melyik pusztult el. A halott sejtek sejtmagja
permedbilissé valik, ezaltal a nukleinsavfesték behatol oda, és megfesti azt. EIS mérések-
kel kdvettem a sejtek impedancia spektrumra gyakorolt hatésat, illetve a spektrum alapjan

a sikeresen csapdazott sejtek szdmanak megkiilonboztetése volt a célom.

40. abra. Egy darab élesztGsejt a mérdelektrodak kozott csapdazva (fent) és a propidium-
jodid festés, ami a sejtek életképességét mutatja (lent)
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Az ekvivalens dramkori modellezést a PalmSense4 potenciosztithoz tartozé PSTrace
5.8 szoftverrel végeztem. A szoftver az impedanciaspektrumok rogzitése mellett képes
a paraméterek illesztésére is. Az illesztés sordn a Randles modellt igy moddositottam,
hogy illeszkedjen a mért gorbékhez és jelenségekhez. Ehhez a Warburg-elemet — mely
normdl esetben az alacsony frekvencidkon jelentkezd difftizids viselkedést irja le, és a
Nyquist-diagramon 45°-0s egyenes formdjdban jelenik meg — egy konstans fazisti elemmel
helyettesitettem. Ez figyelembe veszi a rendszerben taldlhat6 tovabbi kapacitiv viselkedést,

mely ~70°-o0s egyenest eredményezett az alacsony frekvenciatartomdnyban (41. dbra).

Ret CPE

41. dbra. A Randles-cella ekvivalens dramkori modellje, a Warburg elem CPE-re val6
modositdsaval

A sejtcsapdazasi méréseket egyedi, illetve harom parhuzamosan kapcsolt elektrodédval
végeztem. A sejtek csapddzdsa a feltoltés sordn sztochasztikusan zajlik, igy az egyes
elektrodak kozott eltérd sejtszam alakulhat ki. A csapddzas folyamatat optikai mikrosz-
koéppal kovettem, a rendszer stabilizdldddsa és a sejtek csapddzddédsa utdn rogzitettem
az EIS spektrumokat a kivalasztott elektréddkon. A spektrumok kozotti kiilonbségeket
0 (uires csapda), 1, 2, 5 és 9 csapddzott élesztGsejt esetén vizsgéltam az egyedi elektro-
dédk segitségével. Harom elektréda egyiittes haszndlataval 8, 10 és 20 sejt impedancidjit
mértem, mely a hdrom elektr6ddn Osszesen csapddzott sejtek 0sszegét jellemzi. A mért
spektrumok a 42. dbran lathat6ak.

A felvett EIS spektrumot a fentebb definidlt Randles-celldval illesztettem, és megha-
tdroztam a megfelel§ paramétereket: az (extracellularis) oldat ellenélldsat (R;), a toltés-
atadasi ellendllast (R.;), az elektromos kettdsréteg kapacitdsat (Cpyr), illetve a konstans
faziselemet (CPE). A csapdazott €lesztGsejtek impedancia spektrumra gyakorolt hatdsa
osszhangban van az irodalomban kozolt eredményekkel’!. Az emlitett paramétereken
kiviil a sejtmembran kapacitdsa (Cp,) is jellemezheti a sejtek éallapotdt magas frekven-
cidkon?®174175 "azonban a mérési elrendezésiinkben nem 4llt rendelkezésre a megfeleld
frekvenciatartomany (> 1 MHz) a C,, hatdsdnak vizsgalatahoz.

A kiilonboz4§ sejtszdmok csapddzdsa sordn szignifikdnsan valtozé paraméter az R,
volt (Fiiggelék F2. tablazat). Ez a toltésatadasi ellendllds az oldat és a citoplazma
kozotti transzmembran ioncserét jellemzi, mely az elektrodafeliileten kialakul6 elektromos
kettGsréteg vezetSképességét noveli ionadszorpcid révén’1176 . Az R, illesztett értékei és

az illesztés hibai mindkét esetben az 5. tablazatban lathatoak.
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42. abra. Bode és Nyquist diagramok kiilonb6zd szdmu csapdazott sejtek esetén (A, B)
egyedi elektroddk és harom parhuzamos elektréda esetén (C, D)

Az egyedi elektrédakkal végzett mérések korreldcidt mutattak az R, értékeiben, egyedi
elektrédak esetén a Spearman korreldci6 ry = —0.99 (p-érték: p = 1.40-1072%), a Pearson
korrelécid pedig r = —0.92 (p = 0.029) volt. Harom parhuzamos elektréda esetén ry = —1
(p =0.0), r =-0.92 (p = 0.25) volt. A korreldcids értékekbdl jol latszik, hogy alacsony
sejtszam esetén az Osszefliggés kozel linedris, viszont pairhuzamos elektroddk esetén, tobb
sejtet vizsgalva, ez mir nem igaz.

A vizsgélatot megnehezitette, hogy a feltoltési protokoll kivitelezése soran nem volt
pontosan szabalyozhatd, hiny sejt csapdazodik az egyes csatorndkban. Az dsszekapcsolt
elektrodak esetében az R, alapértéke csokkent a parhuzamos mikrofluidikai csatorndk
egylittes vizsgdlata sordn, mig a CPE az egyedi elektr6dds mérésekhez képest megnove-
kedett a nagyobb elektrddafeliilet kdvetkeztében. A mddositott oldatosszetétel (kiegészitd
gliikéz és propidium-jodid festés nyolc sejt vizsgdlatakor) esetén enyhe véltozdst tapasz-

taltam az oldat ellenallasaban.
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5. tablazat. A csapdazott sejtek szdma €s a toltésatadasi ellendllds (R,) illesztett értékei
az egyedi (felsG rész) és a harom parhuzamos (alsé rész) elektroda esetén

Sejtszam [db] R [k€2]
0 1106 + 6.91%
1 1009 + 7.70%
2 898.8 + 4.44%
5 814.8 + 4.34%
9 758.4 + 2.72%
8 466.1 + 3.99%
10 405.4 + 2.72%
20 349.5 + 3.44%

TEZIS

[T2] Integraltelektréddkat €s vertikdlis csapdaszerkezetet tartalmazé PDMS alapu mikro-
fluidikai rendszert hoztam létre, mely képes sejtcsoportok, vagy egyedi sejtek csap-
ddzdsdra, illetve a sejtek szdmdanak parhuzamos optikai és elektromos nyomon ko-
vetésére.

[P2] [P3] [C4]

(1) Megmutattam, hogy a mikrofluidika rendszer egyedi csatorndinak médiummal
val6 feltoltése 1 kHz-es frekvencidn végzett folytonos impedancia méréssel
kovethetd.

(i) A megvaldsitott mikrofluidikai rendszerben elektrokémiai impedancia spekt-
roszkopidval vizsgiltam a sejtszdm spektrumra gyakorolt hatdsét S.cerevisiae
élesztd sejtek esetén. Megdllapitottam,hogy a javasolt médositott Randles
ekvivalens dramkori modell illesztése sordn a toltésataddsi ellendllds r = 0.92
korrelécids egylitthatéval korreldl a sejtszamok valtozasdval, alacsony sejtsza-

mok (< 20) esetén.
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8.2.4. CELLAN 4EL - mikrofluidika SU-8-ban, négy integralt elektrédaval

A kutatds ezen szakaszdban olyan mikrofluidikai eszkozt terveztem, mely a pontosabb
impedancia spektroszkopiai mérések kivitelezése érdekében képes két- s négy-elektrodds
mérési modszer megvaldsitasdra is. Az el6z8 rendszer tapasztalatai alapjan a mikro-
fluidikai chipet kisebbre terveztem, valamint a csatorndkat SU-8-ban alakitottam ki, ezzel
kivéltva a kézi illesztést és biztositva az elektrédak pontos illesztését a litografiai 1épések
sordn. Az el6z4§ struktira esetén ugyanis a kézi illesztés bonyolult és idGigényes folya-
matnak bizonyult. A SU-8-ban kialakitott struktirat egy PDMS fedGelem segitségével
lefedve zart csatorndk hozhatdak 1étre. Tovabbd, a sejtek csapddzdsat a csatorna vertikdlis
szikitése helyett egy beépitett gt kialakitdsdval oldottam meg, melynek a csatorndhoz
viszonyitott magassagkiilonbsége alkalmas a sejtek elektroddk kozotti csapdazdsara.

Az adott mérettartomdnyban az impedancia mérés €érzékenységét a geometriai jel-
lemzdk jelentGsen befolydsoljdk, igy annak javitdsa érdekében az elektréddk csapdahoz
képesti elhelyezkedésének vizsgélata kertiilt eltérbe. Ennek sordn kiilonb6zd elrendezési
platina és arany elektr6dék jellemzdit vizsgaltam, illetve ezek kiilonb6zd médiumokkal €s
sejtes mintdkkal val6 alapos elemzése volt a célom. Az el6z6 mikrofluidikai chipekhez
képest a gyartastechnoldgia annyiban tér el, hogy a csatorndk SU-8-ban torténd kialaki-
tdsdhoz elég két litografids 1épést alkalmazni, mely egyik 1épésben létrehozza a gitakat,
mdsik lépésben pedig a csatorndkat. A kiilonb6z6 magassdgok definidldsa az SU-8 2005,
2010, 2025 és 2050 szamu, eltérd viszkozitasu véltozatdnak megfelel§ fordulatszdmon
torténd centrifugaldsdval oldhaté meg.

Az attervezett struktdra kiilonboz6 elektrodakialakitdsokat tartalmaz (43. dabra). A
csapdat a megfeleld csatorndkban négy elektroda oleli korbe, mely alkalmassa teszi a rend-
szert két- €s négy-elektrodas mérések elvégzésére is. Az elektrédakat €s kivezetéseiket
szimmetrikus elrendezéssel terveztem, hogy csokkentsem az esetleges eltér§ vezeték-
hosszisdgbdl ad6dé impedancia kiilonbségeket. A négy-elektrodds mérésnél a két kiilsd

elektréda gerjesztSelektrodaként, a két belsd elektréda mérdelektrédaként funkciondl.
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43. abra. A tervezett mikrofluidikai struktira SU-8-ban (z0ld) kialakitva és a csatorna
nagyitott képei. Ezek mutatjdk az elektréddk (kék) elrendezését és a kozponti gatat
(sotétzold), valamint a tervezett elektréda geometridkat.
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Az elektroddk koziil a két sz€1s6 (gerjesztd elektréda: 1, 4) minden esetben ugyanolyan
tdvolsagban helyezkedik el, mig a bels§ elektroddk (mérGelektréda: 2, 3) kialakitdsara
tobbféle verzidt is terveztem: konvenciondlis egyenes elektréddkat (4EL1), a gathoz kozel
levd, célzott vizsgédlatokra tervezett kialakitast (4EL2), a kozépsé elektroddk chipen beliili
véltoz6 (2, 4, 6, 10 nm) réstavolsdgaval (4EL3), illetve egyet, mely folytonos mdédon
keriil kialakitdsra (4EL4). Az utolsé esetben (4EL4) az Osszefiiggd kozépsd elektroddk
fokuszalt ionsugaras mardssal keriiltek szétvdlasztasra, mely segitségével vizsgdlhaté a
mikro- illetve nanométeres réstavolsdgok EIS spektrumra gyakorolt hatdsa. A tervezett
struktdra és az elkésziilt, 4EL2 platina elektréddkat tartalmazé chip a 44. dbrdn lathatdak.

Az elkésziilt chip mérete 13 x 15 mm?, a fGcsatornak szélessége 400 pm, a f6- és
keresztcsatorndk magassaga a felhasznalt SU-8 rétegvastagsagaval dllithat6, ebbdl tobb-
féle verzio is késziilt a vizsgdlni tervezett sejtmérettdl fliggéen: 10, 20, 30, 50 pm, a
keresztcsatorndk szélessége 20 pm. A bemenet atmérdje 3000 pm, a kimenetek dtmérGje
2000 pm. Ezek kialakitasa lyukasztassal torténik a csatornak feltoltésének érdekében. A
keresztcsatorndk kozepén elhelyezkedS gat 20 pum széles, magassdga szintén bedllithato,
melyet a csapdazandé sejtek és a csatorna méretéhez igazitottam. ElesztSsejtek esetén a
git mérete 5 pm volt a 10 pm-es csatorndban, humadn sejtek esetén 20 pm és 25 pm volt a
30 pm-es csatorndban. A sejtcsapddzds sematikus dbrdja és egy példa mérés, mely sordn
élesztGsejteket csapddztam a keresztcsatorndban, a 45. dbrdn lathatd.

Az elkésziilt eszkoz a NYAK-ra ragasztott iiveghordozobdl, a rajta talalhaté elekt-
r6déakbdl, illetve a hozzd illesztett fluidikai chipbdl dll. A nyédklap kozepén 1évG ablak
optikai vizsgélatok elvégzését teszi lehetdvé az elektromos mérésekkel parhuzamosan. Az
Uj PCB és a hozz4d illesztett struktira az optikai betekint§ ablakkal a 46.A dbran lathat6. A
mikrofluidikai csatorndkban taldlhaté elektroddk kozotti valtast egy mérési matrix segiti
eld, mely egy hdzon beliili tervezésti 3D nyomtatott mikroszképbetétben keriilt kialaki-
tasra annak érdekében, hogy az dltalam hasznélt fluoreszcens mikroszképba illeszthetd
legyen (46.B dbra). Ez az elrendezés megkonnyiti a mérések elvégzését, amellett, hogy

mechanikailag stabilabb rendszert eredményez.
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44. dbra. (A) CELLAN 4EL struktdra az integralt elektrédak 4EL?2 verzidjaval és (B) az
elkésziilt chip platina elektrédakkal

67



45. abra. (A) A sejtcsapddzds megvaldsitdsdnak sematikus dbrdja, a csatorna SU-8-ban
(zold) kialakitva, a csatorna nagyitott képe (kdzépen), mely mutatja az elektroddk (kék)
elrendezését a kozponti gatat (sotétzold) és a sejteket (piros). (B) A sejtcsapddzds mik-
roszkopos képe, mely sordn a feltoltott csatorndban a csapdédzott élesztGsejtek lathatdak.

46. dbra. (A) Az erre a célra tervezett NYAK és a rajta taldlhat6 fluidikai chip és (B)
a mikroszkopba helyezthet6 3D nyomtatott mintatartd, oldaldban a csatornavélasztdsra
alkalmas matrixszal.

Az eszkoz €s a 1étrehozott chipek funkcionélis tesztelése sordn vizsgaltam a kiillonb6z6
médiumokkal feltoltott mikrofluidikai rendszer EIS spektrumadt, mely sordn el§szor PBS-
sel, a kés6bbi sejtes alkalmazdasokndl relevans HepG2 vagy DMEM sejtmédiumokkal,
illetve YPD élesztGgomba tdpoldattal dolgoztam. A kiilonboz$ validaciés €s reprodu-
kalhat6sagi vizsgdlatokra példak a Filiggelék 15.5. alfejezetében taldlhatéak. A kordbbi
sejtcsapddzasra alkalmas fluidikai csatorndk 10 pm-rdl szikiiltek 5 pm-re, szélességiik 20
pm volt, mely az élesztGsejtek méretéhez volt illesztve. A tesztelés sordn mikrogyongyo-
ket €s humadn sejteket is vizsgdlatam, melyhez a csatorna magassdga 30 pm-re médosult
és 20 pm-re szdkiilt.
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8.2.4.1. A mikrofludikai rendszer feltoltése

Az elektrédak mikodSképességét elGzetes vizsgalatokkal igazoltam €s ellendriztem a
chip pontos fluidikai feltoltését €s az elektromos jelek megfeleld kialakuldsit. Ennek sordn
20 pl fiziol6gids séoldatot hasznaltam. A csatorndk feltoltése utdn a nyomds stabilizalodik
a chipen beliil, az dramlds lelassul, és az elektromos tulajdonsdgok is stabilizdl6dnak.
A chip feltoltése utdn kozvetleniil kdvettem az impedancia alakuldsiat. A mérések soran
kideriilt, hogy az elektromos kettGsréteg kialakuldsdhoz €s a chipben a folyadékaramlas
stabilizdléddsahoz nagyjabol 5 perc sziikséges. Ezutdn a rendszer hosszabb ideig stabil
marad, mig a kimenetek esetleges parolgdsa meg nem vdltoztatja a nyomdsviszonyokat.
A 47. 4bran a 10 pm magas keresztcsatorndji 4EL3 tipusd Pt elektroddkkal rendelkezd
chip A2-A3 belsé elektrodai kozott mért impedancia lathatd, mely mutatja a kettSsréteg
kialakuldsat. A tovédbbi karakterizdcidk sordn az elektromos méréseket a feltoltés utan 5

perccel végeztem, mely elegendd id6 a rendszer megfeleld stabilizdléddsahoz.
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47. abra. Az elektromos kettGsréteg kialakuldsanak nyomon kovetése a Bode-digramokon
az impedancia abszolut értéke (A) €s (B) fdzisa esetén.

8.2.4.2. Elektrodak anyaganak vizsgalata

A kezdeti karakterizaci6 sordn vizsgdltam az elektroddk anyagdnak spektrumra gya-
korolt hatdsat. Ehhez fiziol6gids s6oldattal végeztem méréseket arany €s platina elektro-
ddkon. A 48. abran lathatéak az EIS gorbék arany, illetve platina elektroddk esetében.
Jol lathatd, hogy a platina elektroddnak sokkal kisebb az impedancidja, illetve egyenle-
tesebb a fazisgorbéje, mely az elektrdda feliilet homogénebb elektrokémiai viselkedését,
stabilabb kinetikdjét és kapacitiv tulajdonsagait jellemzi. A mérések ismétlése sordn az
arany elektroddk szemmel lathatdan elfeketedtek és nem voltak alkalmasak a kisérletek
megismétlésére. A mérések utdn az elektrodakat egy Zeiss LEO 1540 XB berendezéssel
vizsgaltam, mely alkalmas SEM és EDS mérések elvégzésére is. Az elemzések soran fény
deriilt arra, hogy a fiziol6gids séoldat reakcioba 1é€phet az elektréddk anyagdval, f6ként
az arannyal, kémiai véltozast okozva azokon, mely az elektréda degraddlédasdhoz vezet
(49. 4bra).
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48. dbra. Arany és platina elektrédak kozotti kiilonbségek Bode-digramokon az impedan-
cia abszolut értéke (A) €s (B) fazisa esetén.

Az EDS mérésekbdl kideriilt, hogy a séoldatban taldlhaté natrium és kalium kitil
az elektroda feliiletére, mely modositja az oldattal érintkezé feliilet tulajdonsagait, ami
alkalmatlannd teszi az arany elektrédat a tovabbi EIS mérések elvégzésére. A platina
elektr6ddknal ilyen jelenséget nem, vagy csak enyhén tapasztaltam. Tovabbi problémat
jelenthet, hogy az oldat cseréjénél sokristalyok keletkezhetnek, melyek eltomitik a csa-
torndkat, gitolva az iondramlést, ami szintén meghitsitja a méréseket. A csatorndkat
eltomito kristdlyok a 50. dbran lathatdak.

A degradicio és a sokristalyképzddés elkeriilése érdekében az eszkdzok tovabbi tesz-
telését fiziologids sdoldat helyett kiilonbozd sejttenyésztéshez hasznélt médiumokkal vé-
geztem, mivel a késébbi bioldgiai vizsgilatok sordn hasonlé médiumoldatok keriilnek
alkalmazdsra a chipben.

Altaldban véve a platina elektrédak jobban teljesitettek az arany elektréddknal, mivel
ezek nem degraddlédnak a mérések sordn, alacsonyabb az impedancidjuk, a jobbra tol6d6
és mélyebben futé fazisvadlaszuk gyorsabb €s hatékonyabb elektrokémiai folyamatokat
jelez. Az elektr6ddk tulajdonsdgainak optimalizdldsa érdekében a tapasztalatok alapjan a

tovabbi Uj chipek 1étrehozdsandl kizardlag platina elektrédakkal dolgoztam.

49. dbra. (A) Az arany és (B) platina elektréda mérés utani elektronmikroszképos képei.
JOl lathat6 az arany elektréda degraddléddsa és a platina épsége.
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EHT= 100 k¥
0= 51 mm

50. dbra. (A) A sejtmédiumbdl visszamaradt kristdly a Pt elektréda felszinén, illetve (B)
ahogy elzdrja a keresztcsatornat

8.2.4.3. Elektroda geometria és elhelyezkedés hatasai a mérésekre

A kezdeti elektrédaelrendezés az érzékenység €s a stabilitds novelése érdekében modo-
sitottam, az elektréddk csatorndkba esd részének kiszélesitésével. Ennek sordn a konven-
ciondlis tipusu elektroda végzdését S pm-r6l 10 és 30 pm-re szélesitettem. A mddositott
elektroda elrendezések az 51. 4brédn lathatéak. A fluidika feltdltése a CELLAN 4EL
chipek esetén minden esetben, a csatornamagassigtdl fiiggéen 10 vagy 20 pl oldattal
tortént.

Az elektrodédk elhelyezésének vizsgélata sordn kiilonbozé szélességi elektroddk spekt-
rumait hasonlitottam 0ssze, illetve vizsgdltam az egy csatorndban taldlhaté sz€1sg, illetve
belsd elektréddkon végzett mérések kozotti kiilonbséget is. A vizsgélatok sordn a 10 és
30 nm széles elektrodakat vetettem Ossze. Az elvégzett mérések eredménye az 52. dbrin
lathat6. A szélesebb elektréddkon jelentGsen kisebb impedancia mérhetd, mely a rend-
szer érzékenységét noveli. Ennek értelmében a tovabbi fejlesztés, illetve mérések sordn a

szélesebb elektrédakat alkalmazom.
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51. abra. A tervezett CELLAN 4EL mikrofluidikai struktirdk SU-8-ban (z0ld) és a
csatorndk nagyitott képei, melyek mutatjak az elektrodédk (kék) modositott elrendezését és
a kozponti gatat (sotétzold).
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52. dbra. Elektrodaszélesség hatdsa az impedancia spektrumra az (A) impedancia abszolit
értéke, illetve a (B) fazis esetén.

A sz€1s6 €s a belsé elektréddkon mért gorbék kozotti kiilonbség az 53. 4bran l4thatd.
A Bode-diagramon lathat6, hogy a magasabb, kHz feletti frekvencidkon jol elkiiloniil a két
gorbe; a belsd, kozelebb fekvd elektroddkon mért impedancia kozel egy nagysdgrenddel
alacsonyabb. A fédzidiagramon lathat6, hogy a belsé elektroddk gorbéje a magasabb

frekvencidk felé tolédik, mely a rendszer gyorsabb valaszit eredményezi®!.
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53. dbra. A szélsd €s a belsd elektrodak impedanciaspektruma kozotti kiilonbség

8.2.4.4. Az elektrodak tavolsaganak vizsgalata

A kutatds sordn vizsgdltam a fokuszdlt ionsugaras mardssal 1étrehozott kiilonbozs
nano-, illetve mikroméretd elektrédatavolsdgok hatdsiat az impedancia spektrumra. A
mérd- és gerjesztdelektroddkon mért impedanciaspektrumok kiilonbsége alapjan a résta-
volsdg csokkentése volt a cél, mely sordn a struktira két belsé elektroddjanak szétvilasztasa
fokuszalt ionsugaras mardssal tortént. Ennek segitségével akdr néhany 100 nm-es rés is
létrehozhat6 a két elektroda kozott. Az elektréddk kozotti nanoméretd rés csokkentheti a

kettGsréteg kapacitasat, mely eltorzitja az alacsonyfrekvencids EIS spektrumot. !77-178
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54. abra. (A) A tervezett mikrofluidikai struktira SU-8-ban (z6ld) kialakitva €s a csatorna
nagyitott képe, mely mutatja az elektréddk (kék) elrendezését €s a kozponti gatat (sotét-
zold). (B) A FIB-bel kettévagott elektréddk SEM képe, melyen l4that6 a vigasi feliilet és
a rés nagysaga (500 nm).

A kisérletek sordn a 4EL4 chipek arany és platina verzidit is haszndltam, melyek 10 pm
magas csatorndkkal és 5 pm magas gattal rendelkeztek. Ezek a paraméterek alkalmasak
az élesztégombdk csapddzdsdra, igy ennek koszonhetGen a mérések sordn vizsgédltam a
sejtek impedancia spektrumra gyakorolt hatdsat.

A mikro- és nanorések kialakitdsa sordn tobbféle réstdvolsdgot vizsgdltam: 1.8 um,
1.3 pym, 1.2 ym, 500 nm és 200 nm. A struktira kialakitdsa, a csatorndban elhelyezkedd
elektrodédk és az 500 nm-es rés SEM képe az 54. abran lathatéak. A chipek vizsgilata
sordn jelentds szerepet jdtszott az elektroddk kivezetésének hossza, igy a chipeken az
azonos, szimmetrikus kivezetések 6sszehasonlitasat alkalmaztam. Ennek sordn a chipen a
két sz€lsd, illetve a két belss elektrédan mds szélességi réseket hoztam 1étre. Az elkésziilt
chipeket sejtes médiummal (HEPG2 oldat) €s 1 mg/ml koncentraciéja élesztdsejtes oldattal
toltottem fel, és vizsgaltam a kiilonboz6 réstavolsdgok EIS spektrumra gyakorolt hatdsat.
A réstavolsag csokkenésével az impedancia is csokken, mely a mikrorések esetében az
55. abran lathat6. Az ekvivalens dramkori illesztés sordan az R, értékek valtoztak a
legnagyobb mértékben (6. tablizat).

A nanoméretd rések kozotti kiilonbség az 56.A és 56.B dbrdkon lathat6. A kordbbi
tapasztalatokkal megegyezGen a kisebb rés nagyobb érzékenységet mutaté gorbét eredmé-
nyezett. A mérést élesztGoldattal ismételtem meg, mely sordn a csapddzott élesztdsejtek
JOl lathatéan megvaltoztatjak a gorbék alakjit. A sejtek hatdsa a spektrumokon az 56.C
és 56.D 4brakon lathato.

6. tdblazat. A réstdvolsdgok és a hozzdjuk tartozd illesztett toltésétviteli ellendlldsok
értékei

Réstavolsag [pm] R.: [Q]
1.2 10790 = 1.09%
1.3 13700 + 6.51%
1.8 72370 + 3.27%
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55. abra. A mikroméretl elektrédatavolsagok hatdsa az EIS spektrumra. A csokkend
réstavolsag alacsonyabb impedanciat s fazistoloddst eredményez.
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56. dbra. A nanoméretl elektrédativolsdgok hatdsa az EIS spektrumra. A csokkend
réstavolsag alacsonyabb impedanciat és fazistolodast eredményez.

74



8.2.4.5. Viabilitasi vizsgalatok élesztdsejteken

A fejlesztett mikrofluidikai rendszer tesztelése sordn viabilitdsi vizsgdlatot végeztem
csapdazott élesztsejtek segitségével a 4EL2 Pt tipust chipben. A fluidikat 10 pl sejtes
oldattal toltottem fel, ezutdn az egyensuly bedllta utdn 10 percre UV fény (253.7 nm, 30 W)
ald helyeztem az élesztGsejtekkel feltoltott chipet, majd tobb mint méasfél 6rdn keresztiil
parhuzamosan figyeltem a sejtek allapotat optikailag és elektromosan. Az EIS mérésekhez
a kiilsé €s belsd elektroddkat egyardnt haszndltam.

A 253,77 nm hullamhosszu UV besugarzds hatdsara a csapdazott sejtek elpusztulnak,
mely Osszefligg a sejtek dozisfiiggd bioldgiai vdlaszaval. A 30 W teljesitményd UV-forrds
ésa 10 perces besugarzasi idd alapjan a chip felszinére jutd energiastriiség nagysagrendileg
a J/em? tartomdnyba esik. Figyelembe véve a PDMS jelentds UV-elnyelését a 253,7 nm
tartomanyban, a csatornaba juté effektiv dozis ennek toredéke, becslésem szerint 10-20
mJ/cm? nagysagrendd!”®. Ez a tartomany egybeesik az élesztSsejtek UV érzékenységével,
ahol mar néhany mJ/cm? dézis DNS-kdrosoddst idéz el§, mig 10-20 mJ/cm? tartomanyban
jelentds sejtpusztulds figyelhetd meg '3Y. Fontos figyelembe venni, hogy a PDMS az UV
sugérzas hatdsdra feliileti degradacion megy keresztiil, mely sordn reaktiv oxigénfajok és
kémiailag aktiv komponensek keletkezhetnek. Ezek jelenléte tovabb novelheti a sejtek
karosoddsat, igy a csatorndban tapasztalt sejtpusztulds nem kizdrélag a kozvetlen UV
sugarzds kovetkezménye.

Az UV sugdrzds hatdsdra az addig stabil spektrum jelentds véltozdson megy keresztiil:
az impedancia megnd, mig a fazis elvesziti karakterisztikus formédjat, ahogy az a D1-
D4 elektrodédk esetében az 57. dbran lathatd. A parhuzamos optikai méréseken lathato,
hogy a sejtek elpusztulnak, a faluk szétesik, aminek kovetkeztében lecsokken a lokdlis
ionkoncentrici6 a diffizié miatt. Tovabbi chipeken és elektréda parokon végzett mérések
eredményei a Fiiggelék 15.5. alfejezetében talalhatéak.

A B
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57. 4bra. ElesztSsejtek viabilitdsanak folyamatos vizsgiltata UV besugarzds hatdsara:
ahogy a sejtek meghalnak, a Bode-digaramokon megnd az impedancia €s a fazis zajossa
valik.
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A mérések kiértékelése sordn a 41. dbran szerepld mddositott Randles féle ekvivalens
daramkort haszndltam modellként. Az adatok lehetS legpontosabb illesztése végett a Cpp -t
CPE-re médositottam. Az illesztett paraméterek értékei az R.; €s a CPEpy esetén a
7. tablazatban, az értékek id6ébeli valtozasa az 58.A abran lathaté. Az R.; a kezdeti
1.30% 10° értékérdl a sejtek haldldval exponencidlisan megnd 5.90 x 10°-ra, mely mintegy
45-sz6ros novekedést jelent (58.B dbra). A CPE értékek is hasonldéan exponencidlis
csokkenést mutatnak, parhuzamosan az R, valtozasaval, mely a feliileti ionkoncentracié
és a kettSsréteg viltozdsara utal. Ebben az esetben a CPEp; legmagasabb 1.00 x 1073

[F-s""11-r6l 2.12 x 107* [F-s""!]-re, mintegy 6todére csokken. A paraméterek jelentSs

véltozasa lehetGvé teheti a sejtek viabilitdsdnak folyamatos kovetését.
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58. abra. (A) A toltésatviteli ellendllas és a kettGsréteg kapacitast helyettesité CPE vélto-
zasa az UV besugarzast kovetSen €s (B) az R, értékekre illesztett exponencidlis fliggvény

(R? =0.99)

7. tdblazat. Az UV besugarzast kovetGen mért toltésatviteli ellendllds és konstans fazis

elem értékei

t [min] R.: [Q] CPEpy [F-s"']

0 1.30 x 10° + 3.06% 23x107* £31.55%
7 9.68 x 10* + 3.33% 5.35x 107* + 34.73%
23 1.90 x 10° + 3.40% 7.60 x 107* + 33.55%
29 2.51 x 10° + 3.69% 9.23x 107* + 34.18%
35 3.38 X 10° + 4.63% 1.00 x 1073 + 33.74%
42 4.40 x 10° + 4.00% 6.30 x 107* + 34.77%
44 4.82 % 10° +4.57% 6.77 x 107* + 38.57%
61 8.31 x 10° + 5.68% 4.70 x 107* £ 40.21%
75 1.33 x 10° + 7.64% 3.51 x 107* +45.75%
86 2.11 x 10% + 10.31% 2.94 x 10™* + 48.53%
92 3.05 x 10° + 10.72% 273 x 107* £ 43.72%
107 5.90 x 10° + 14.57% 2.12x107* £ 42.97%
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Annak érdekében, hogy megbizonyosodjak arrél, hogy a csapdédzas és az UV-besugéarzas
hatdsdra a sejtek 4ltal okozott vdltozdsokat kovetem nyomon az impedanciaspektrumok-
ban, megvizsgéltam a sejtek nélkiili tdpoldat impedanciaspektrumét az UV-besugirzds
eldtt €s utan (59. dbra) Az YPD tapoldat impedancia spektruma magas impedanciaérté-
keket és jelentSs fazis ingadozdst mutat, mely alacsony ionkoncentricidra és a vezetési

mechanizmus kialakuldsanak hidnyéra utal.
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59. ébra. 4EL2 Pt chip B1-B4 elektr6ddin mért impedancia valtozasa YPD oldat UV
besugdrzasa hatdsdra.

8.2.4.6. Viabilitasi vizsgalatok human sejteken

A tevezett rendszer human sejtekkel valo teszteléséhez a 4EL1 Pt chip 5 pm magas
gitat és 10 pm magas csatornét tartalmazo6 verzidjat hasznaltam - illeszkedve a sejtmé-
retekhez. A mérésekhez eGFP-vel jelolt, fluoreszcens MES-SA human méhnyakrakos
szarkdma (uterus leiomyosarcoma) sejteket haszndltam. A sejtek mindaddig termelik
a GFP fluoreszcens fehérjét, amig életben vannak, ezdltal kovethet§ a viabilitdsuk. A
csatornaban csapddzott 9 darab sejt az 60.A dbran lathato.

Hasonl6an az élesztGsejtekkel végezett kisérletekhez, 10 percen keresztiili UV besu-
garzést alkalmaztam. Az emlSs sejtek esetében hasonlé mechanizmus érvényesiil, mint

az élesztGsejteknél, azonban a vdlasz gyakran apoptotikus folyamatokon keresztiil valésul

meg '8!, A 254 nm UV sugarzas kozvetlen DNS-karosodast okoz, mely mar 1-5 mJ/cm?

dézisnal kimutathaté, mig 10-30 mJ/cm? tartoményban sejthaldl, apoptézis figyelhets
182

meg °“.
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Az elektromos mérések sordn a sejtek eleinte erds fluoreszcens jelet adnak, majd UV
besugdrzas hatdsara a jel gyengiil €s a sejtek szépen lassan elpusztulnak. Ennek elsd jele
a sejtek megnagyobboddsa, majd a membranjuk szétesik és a citoplazma a csatorndban
szétdiffundal. Ez a folyamat szintén nyomon kovethet$ az impedancia spektrumon (60.B
abra). A mérés soran fél 6rdn keresztiil vizsgaltam mind optikailag, mind elektromo-
san a sejtek viselkedését, és az impedancia spektrum besugarzast kovetd valtozasat. Azt
a kovetkeztetést vontam le, hogy a kezdeti alacsony impedancidjua allapot utdn a sejtek
ioncseréje az oldattal megszilinik, majd csatorndban a lokdlis ionkoncentracié csokkenése
miatt megnd az impedancia. A sejtek haldldt és a membran dezintegracigjat kovetden a
citoplazma a csatorndba jut, mely csokkend impedancidt eredményez az Gjb6l megnove-
kedett ionkoncentrdcié miatt.

A 10 pm-es csatorndkban a sejteknek kevés helyiik van, rugalmassdguknak koszonhe-
téen mégis bepréselddnek és dtkisznak az 5 pm magas giton, melynek sordn szétesnek, a
citoplazma pedig a csatorndba dramlik. A méréssorozat kovetkezd 1épésében 30 pm magas
csatorndval €s 25 pm magas gattal dolgoztam. Ebben a konfigurdciéban nem sikeriilt a
sejtcsapdazas, mert a 30 pm magas csatornaban nagyobb az dramlasi sebesség a kezdeti
feltoltésnél, mely dtnyomja a sejteket a gaton, ahol azok azonnal szétesnek.

A struktira humadn sejtes alkalmazdsra vald tovabbfejlesztése a sejtcsapddzas megol-

dédsa és baktériumsejtek csapddzasa jovébeli terveim kozott szerepel.

B

Z(Q

T T T
102 10° 10* 10°
f (Hz)

60. dbra. A csapdazott MES-SA sejtek viabilitdsdnak id&beli kovetése UV besugarzds
utdn (A) optikai és (B) elektromos médszerrel
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TEZIS

[T3] Kozvetleniil SU-8-ban kialakitott csatorndkat €s csapdaszerkezeteket, illetve in-

tegralt elektréddkat tartalmazé mikrofluidikai rendszert hoztam létre, mely képes

sejtcsoportok viabilitdsdnak parhuzamos optikai €s elektromos nyomon kovetésére.
[C5] [C9]

o)

(ii)

(iii)

Az integralt elektr6ddk anyagdnak, geometridjdnak €s elhelyezkedésének op-
timalizdldsédval javitottam az impedancia mérésen alapuld analitikai rendszer
érzékenységét. Megmutattam, hogy a Pt elektroddk alkalmazdsa javitja a rend-
szer hosszu tavu stabilitdsat, az elektroddk feliiletének novelése és tavolsaguk

csokkentése javitja a toltésatadasi ellenéllést.

10° sejt/ml koncentraci6ji S.cerevisiae élesztd sejteket tratalmazé oldat esetén
elektrokémiai impedancia spektroszkopidval vizsgéltam a sejtéletképesség UV
besugarzas hatdsara torténd véltozasat €s igazoltam, hogy a rendszer alkalmas
a viabilitas elektromos kovetésére az ekvivalens dramkori illesztés paraméte-
reinek valtozasat felhasznalva. Megéllapitottam, hogy az élesztGsejtek viabi-
litdsdanak csokkenése a toltésdtadasi ellendllds jelentGs novekedését, illetve a

kett&sréteg kapacitast jellemzd konstans faziselem csokkenését okozta.

Humaén rakos MES-SA sejtek vizsgdlata esetén megéllapitottam, hogy a mikro-
fluidikai eszk6z megfelel§ geometriai adaptdcid utdn az optikai és az elektro-
mos moddszerek kombindcidjaval alkalmas a sejtek haldldnak nyomon koveté-

sére.
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9. Egyéb fejlesztési iranyok

9.1. Elektromos Impedancia Tomografia

Az el6z6ekben bemutatott elektromos mérési modszer sejtanalitikai alkalmazhatdsdga
olyan eszkoz fejlesztése volt, melyben tobb parhuzamos elektréda elhelyezésével meg-
valdsithat6 sejtek mikrofluidikai csatorndn beliili eloszldsanak meghatdrozdsa. Ez az
impedancia tomogréfia mikrofluidikai megvaldsitdsi lehetGségét vetiti el6re. Ez a megko-
zelités 4j irdnyt kindl a technika korldtainak csokkentésére €s a kvantitativ kiértékelés felé
val6 elmozduldsra. A kutatdst az UNKP és EKOP palyazatok keretében, valamint a Pécsi
Tudoményegyetem kozremiikodésével végeztem.

A gyartastechnoldgia megegyezik a 8.2.4. fejezetben targyaltakkal. A mikrofluidikai
struktira SU-8-ban keriilt kialakitasra, ezért a csatorna szintén egy PDMS fedGelemmel
zartam le. A mikrofluidikai rendszer egy 2 mm hosszu kozponti f6csatornat tartalmaz.
A csatorna aljan 16 darab platina elektréda taldlhatd, melyek egyenl§ tdvolsagra, egy-
mastol 150 pm-re helyezkednek el. A rendszer érzékenységének vizsgélatara kiilonbozs
méretd elektrédakat terveztem, melyek 10 pm, 30 pm és 50 pm szélességliek voltak. A
csatorna magassaga a litografiai 1épések sordn a vizsgilt részecskeméretnek megfelelGen
moédosithatd, mely a megfelel6 SU-8 rétegvastagsag kivdlasztdsaval érhetd el. A mérések
sordn a csatornamagassagok 10 pm, 30 pm, valamint 50 pm voltak. Az elektrédaelren-
dezés geometriai kialakitdsa szimmetrikus €s egyenld tavolsdgu, mely alkalmassd teszi a
chipet impedanciaspektroszkopiai alkalmazdsokhoz. A kész mikrofluidikai chip mérete
15 x 10 mm?. A tervezett mikrofluidikai csatorndt és a bedgyazott elektrédédkat az 61.A
abra mutatja, a legyartott chip pedig az 61.B dbran lathat6. A mérések sordn a 8.2.4.

fejezetben alkalmazott NYAK-kal és csatornavalté matrix-szal dolgoztam.

by EK MFA MRL
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61. dbra. A tervezett (A) és a megval6sitott (B) EIT chip: a mikrofluidikai layout (zold),
illetve a csatorndk nagyitott képei, melyek mutatjak az elektrodédk (kék) elrendezését
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9.1.1. Biokompatibilitas vizsgalata

A mikrofluidikai rendszer biokompatibilitasat élesztGsejtek életképességének optikai
és elektromos nyomon kovetésével vizsgdltam. A mikrofluidikai chipet feltoltdttem élesz-
tésejteket tartalmazé YPD médiummal, majd egy Petri-csészében lezdrva inkubdtorba
helyeztem a megfeleld hdmérséklet fenntartdsahoz. Az élesztSpopuldcié novekedését 20
6ra, majd 4 nap elteltével EIS mérésekkel és fluoreszcens spektroszképidval kisértem
figyelemmel. A sejtek proliferdcidja egyértelmien megfigyelhet6 mind az optikai felvé-
teleken (62. dbra), mind az EIS spektrumokon (63. 4dbra), mig a sejtek életképességét
propidium-jodid festés alkalmazdsdval vizsgdltam. Az ekvivalens dramkori illesztéssel
meghatdrozott Ry és R, értékek a 8. tdbldzatban lathatéak. A paraméterek novekedése
nagyobb ionkoncentricidra utal, ami a sejtek szaporoddsdnak kovetkezménye. A rendszer

ily médon alkalmas sejtpopuléciok vizsgalatéra.

62. abra. Az élesztGpopulacio viabilitdsdnak optikai monitorozdsa propidium-jodiddal
20 ora és 4 nap elteltével

A 3 3 B

——20h |
—— 4 days|

10° 4

Z(Q)
— Phase (°)

10°4

T T T T 20 T T T T
102 10° 10 10° 10° 102 10° 10 10° 10°

104

f(Hz) f (Hz)
63. abra. Az élesztSpopulédcié impedancia spektruma 20 6ra és 4 nap elteltével.

8. tablazat. Az oldat ellenallasanak, illetve a toltésatviteli ellenallas valtozasa 20 o6ra és 4
nap elteltével

At R; [kQ] R [kQ]

20h 10.04 £ 1.12 51.6 +2.46
4 nap 8.29+1.14 30.5+1.59
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9.1.1.1. Két- és négyelektrodas mérési médszerek osszehasonlitasa

A rendszerben taldlhaté multi-elektrédds elrendezés alkalmas a csatorna helyfiiggd
leképezésére. A két- €s négyelektrodds mérési modszer Osszehasonlitdsdhoz 10 pm magas
csatornat hasznédltam, melyet 0.01 M koncentracidji PBS oldattal toltottem fel. A mérések
sordn a csatorndt teljes hosszisdgdban elektromosan végigszkenneltem, kételektrodas
moddszer esetén minden két szomszédos elektroda kozott, négyelektrédds mérési médszer
esetén négy szomszédos elektroda kozott mértem (64. dbra).

A két- és négyelektrodas mérések kozotti kiilonbség kiilonosen az 1000 Hz alatti régio-
ban figyelhetd meg az impedancia spektrumon €s a fazisdiagramon, ahogy az a 65. dbréanis
l4athatd. Ezen a tartoményon a kételektr6das mérés esetén az elektroddk feliiletén lejatszodo
folyamatok hatdsai, mint példdul a jelentds kontakt impedancia, erGteljesen befolydsoljak
a spektrumok lefutdsat. A négyelektrodds architektira alkalmazasédval ezek a jelenségek
kikiiszobolhetSk, ami 6sszhangban van az irodalomban fellelhet6 megfigyelésekkel. Ez a
mérési eljards igéretes vizsgalati modszert jelenthet sejtek behatd vizsgdlatahoz.

A Mérdelektroda
Gerjesztbelektroda ,\ Gerjeszt6elektroda

Gerjeszt6 és mérdelektroda

64. abra. A két- (A) és négyelektrodas (B) mérési médszerek esetén a mérd- €s gerjesztd-
elektrodak helyzetei.

két-elektréda négy-elektrdda
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65. dbra. A két- (A) és négyelektrodds (B) mérések spektrumai a csatorna szekvencidlisna

2.z

elhelyezett elektrédak segitségével torténd elektromos pasztidzasa esetén
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9.1.1.2. Mikrogyongyok linearis leképezése

Az eszkoz linedris leképezésének vizsgilatdhoz 10, 30 és 50 pm magas csatorndkban
vizsgédltam a mikrogyongyok jelenlétének hatdsat az impedancia spektrumra. A méré-
sekhez 6 pm 4tmérdjd, 600-650 nm tartomdnyon emittalo (pink) fluoreszcens polisztirol
mikrogyongyoket hasznaltam. A mikrogyongy oldatot a kereskedelmi forgalomban kapha-
t6 torzsoldat (2 ml, 1,0 tomeg% w/v) PBS-sel torténd négyszeres higitdsdval készitettem
el. A gyongyok nélkiili PBS referencia matrixként szolgalt.

A mérések sordn a csatornat 5 pl mikrogyongy oldattal toltottem fel. Az dramlds
eloszlatta a mikrogyongyoket a csatorndban az elektréddk kozott (66.A dbra). A nyo-
madskiilonbség kiegyenlitddése és az dramlds megsziinése utin a véletlenszerden kialakult
mikrogyongy-eloszlas rogzitésre keriilt a bemeneti és kimeneti nyildsokra cseppentett pa-
raffinolaj segitségével. Az olaj lezdrja a nyildsokat és megakadalyozza a tovdbbi parolgast
vagy dramldst, mely a gyongyoket elmozditand a csatorndn beliil. Ennek kodszonhetd-
en a gyongyok eloszldsa a mérés teljes idStartama alatt dllandé maradt a csatorndban.
Az elektromos mérések megkezdése elStt a csatorndkban 1évé mikrogyongyokrSl opti-
kai felvételek késziiltek (66.B dbra), melyek segitségével meghatdrozhaté a gyongyok
eloszldsa. A gyongyok szdma manudlisan leszamolhat6 az egyes elektréddk kozott, mely
igy alkalmas a gyongyok jelenléte és az EIS spektrumban torténd okozott valtozds ko-
zOtti Osszefiiggés vizsgalatira. A magasabb csatorndk vizsgalata sordn tobb kép késziilt

kiilonbozd fokuszsikban a gyongyok szdménak pontos meghatirozasihoz.

66. dbra. (A) A mikrogyongyok eloszldsa a csatorna teljes hosszdn és (B) az elektroddk
kozotti nagyitott kép, mely mutatja a gyongyok elektroddk kozotti eloszlasat.
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A feltoltést kovetden minden szomszédos elektrodapar kozott felvettem az impedancia
spektrumokat két- és négy-elektrédds mérési modszerrel 100 Hz — 1 MHz frekvencia-
tartomdnyon, és vizsgdltam, hogy az elektromos mérés milyen Osszefiiggésben van az
elektrodak kozotti gyongyszammal. Az adatok feldolgozédsa sordn korreldciét kerestem a
gyongyszdm és a mért impedancia nagysdga kozott. Ehhez az adatokat vektorokba, illetve
matrixokba rendeztem, ahol n tartalmazza az elektréddk kozotti mikrogyongyszamokat,
ZésZ pedig a mért impedancia spektrumokat két-, illetve négyelektrodas mérési médszer
esetén. A madtrixok elemeinek sorrendje megegyezik a csatorndban taldlhaté elektroddk
kozotti mérések sorrendjével, ahol Z € C2'X15 ¢s 2 e C30%13 egyenként tartalmazzak
az adott szdmu frekvencidn felvett EIS spektrumokat. A referencia mérések gyongyok
nélkiili PBS oldattal torténtek (Zpgs, Zpgs), mely segitségével a gyongyos mérések kor-
rigdlhatdak, ezaltal az adatok tisztdn tiikrozik a mikrogyongyok jelenlétének befolyasat a
spektrumra. A korrigalt spektrumok kételektrodds mérés esetén a AZ = Z—Zpgs Osszefiig-
gés, négyelektrédds esetben a AZ = Z — Zpgg alapjan szdmolhaté. A mikrogyongyszdm és
az impedancia, valamint a korrigdlt impedancia kapcsolatanak jellemzésére a Pearson-féle
korreldciét hasznaltam (r) 183,

A mért adatok rendezése, kiértékelése, abrdzoldsa és a korreldci6 meghatdrozdsa
MATLAB segitségével tortént. A korreldciok kiilonboz8 csatorna magassagoknal a két-
elektrédds modszer esetén a 67. dbran, négyelektrédds mérések esetén a 68. dbran
lathatéak. A grafikonokon a kék gorbe az impedancia €s a mikrogyongyok szamdnak, a
kék pontozott gbrbe a gydongyos oldat és a referenciaoldat, a zold gorbe pedig a korrigalt

impedancia és a gyongyszam korrel4cids egyiitthatdjat mutatja a frekvencia fliggvényében.
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67. dbra. A mikrogyongy-eloszlas és a mikrogyongyos, illetve PBS-sel végzett kételekt-
rodas mérések kozotti korreldcids egyiitthatok: (A) 10 pm, (B) 30 pm és (C) 50 pm
csatornamagassag esetében.
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68. dbra. A mikrogyongy-eloszlas és a mikrogyongyos, illetve PBS-sel végzett négy-
elektrédas mérések kozotti korrelacids egyiitthatok: (A) 10 pm, (B) 30 pm és (C) 50 pm
csatornamagassag esetében.

A mérések alapjan megdllapithatd, hogy minél jobban kozeliti a mikrogyongy atmé-
réje a csatorna atmérdjét, anndl magasabb a korrelacié. A négyelektrodds méréseknél
szélesebb frekvenciatartomanyon (500 Hz — 50 kHz) magas a korreldcié (>0.9), mig a
kételektrodas mddszer esetén sziikebb ez a tartomany (30 kHz - 300 kHz). A nagyobb
csatornamagassagok esetében gyengébb korreldciét mutattak az adatok egymadssal. Az
eredmények alapjan megallapithatd, hogy a csatornamagassag részecskemérethez vald iga-
zitdséval, illetve a négyelektrédds mérési modszer alkalmazdsdval vizsgdlhato a legjobban
a részecskék szamdnak impedancia spektrumra gyakorolt hatésa.

A fejlesztett modszer megfelel§ méretparaméterek, mérési modszer €s tartomdny ese-
tében alkalmas a csatorna elektromos leképezésére €s a részecskék detektdldséra, igy a
kutatds folytatdsdban a rendszer akar human sejtek vizsgélatara is alkalmas lehet, ami a

késdbbiekben gydgyszerhatdanyag tesztek lehetdségét vetiti eldre.
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OSSZEGZES

Az impedancia tomografia mikrofluidikdban valé megval6sitdsahoz olyan rendszert
terveztem, mely egyenld tavolsdgra 1évé elektrodédkat tartalmaz, ezdltal alkalmassa vélik
a csatorna linedris leképezésére. A kisérletek sordn vizsgaltam az élesztGsejtek viabili-
tdsdnak négy nap utdni valtozdsat, és megdallapitottam, hogy a struktira alkalmas lehet
sejtek hosszutdva vizsgdlatira. Vizsgdltam tovabba a két-, és négyelektrédas mérési
moddszerek hatékonysagat a lokdlis impedancia spektrumok €s a részecskeszdmok kozotti
Osszefliggések meghatdrozdsdban. A négyelektrodds vizsgalati médszer elGnyt jelenthet
a kételektréddshoz képest, mivel a mérési 0sszedllitdsbol kifolydlag nem befolydsoljak
jelentGsen az elektroddk feliileti tulajdonsagai. A csatorna linedris leképezésének vizsga-
latdhoz mikrogyongyoket juttattam a strukturdba, és vizsgdltam az egyes elektroddk kozott
elhelyezkedd mikrogyongyok szdmédnak impedancia spektrummal val6 korrel4cidjét, illet-
ve hdrom csatornamagassag (10, 30 és 50 pm) esetén a gyongyok méretének €s a csatorna
magassdganak spektrumra gyakorolt hatdsat. A mérések alapjan a csatornamagassag ré-
szecskeatmérShoz valo kozelitése noveli a korrelaciot az impedanciamenet és a gyongyok
lokalis eloszlasa kozott. A négyelektrodds mérési modszer szélesebb frekvenciatartomd-

nyon biztositott pontosabb leképezést.
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10. Osszefoglalas

Kutatomunkam fékuszaban egy olyan mikrofluidikai cella tervezése és kisérleti vizs-
gélata allt, mely alkalmas sejtpopuldciok és egyedi sejtek csapddzaséra, kontrollalt kémiai
kornyezet kialakitdsara, valamint kiilonb6z6 hatéanyagok célzott injektdlasdra és azok in
vitro hatdsainak nyomon kovetésére optikai és elektromos moédszerek egyiittes alkalma-
zasdval. A kutatds sordn olyan applikdcio-specifikus integralt mikrofluidikai és érzékels-
rendszeren alapul6 eszkozt fejlesztettem, mely lehetdvé teszi a sejtpopuldcidk fenntartasat,
kémiai kezelések végrehajtasat és a sejtek élettani viselkedésének valds idejli monitoro-
zasat. Az optikai vizsgédlatokat fluoreszcens mikroszkdpidval, az elektromos méréseket
elektrokémiai impedancia spektroszkdpidval végeztem, mely non-invaziv és jelolésmentes
modon szolgaltat valds idejd informécidt a sejtek allapotardl.

A kémiai gradiens kialakitdsdnak vizsgalatara olyan rendszert terveztem, mely stabi-
lan képes nyomon kovetni a fluoreszcens molekuldk diffizidjat, ezaltal demonstrdlva a
mikrofluidikai struktdrédba juttatott hatéanyagok koncentracideloszldsdnak kontrolljat. A
sejtpopulécidkra szabott hatbanyagtesztek mikrofizioldgiai rendszerekben torténd megva-
16sitdsdhoz elengedhetetlen a bejuttatott hatéanyagok koncentracidjanak és eloszlasanak
vizsgdlata. Az altalam fejlesztett modszer lehetGséget teremt a hatéanyagterjedés mikro-
fluidikai rendszerben torténd térbeli és iddbeli kovetésére.

A rendszer tovébbi fejlesztése sordn megvaldsitottam kiilonb6zd sejtek hidrodinamikai
csapddzasat (élesztd, MES-SA). A csatorndn beliil integralt elektroddkkal elektrokémi-
ai impedancia spektroszkdpiai méréseket végeztem a lokalizdlt sejtek szdmdnak, lokélis
eloszlasanak €s viabilitdsdnak nyomon kovetésére, Az eredményeket parhuzamos optikai
mérésekkel tdmasztottam ald. Az éltalam fejlesztett eszkoz lehetdséget teremt kiilonbozd
sejtek non-invaziv, valds idejd vizsgdlatdra és utat nyithat az elektromos méréstechni-
kdval kombindlt kompakt mikrofluidikai rendszerek fejlesztése felé. Ez szamos teriile-
ten elGrelépést jelenthet, mint példdul a betegségmechanizmusok, terdpids lehetGségek
Organ-on-Chip rendszerekben végzett kutatdsa, vagy az antibiotikum szuszceptibilitds
mikrofluidikai kornyezetben val6 gyorsitott elemzése terén. A felvazolt mikrofizioldgiai,
vagy a komplexebb Organ-on-Chip rendszerek olyan kisérleti platformok, melyek lehet&vé
teszik €16 sejtek vagy szovetek laboratériumi fenntartdsat €s integralt szenzorokkal torténd
folyamatos monitorozdsat. A remények szerint ezek az uj fejlesztések képesek lesznek az
emberi bioldgia megértésére €s az Uj gyogyszerek tesztelésére irdnyuld kisérletek felgyor-

sitasara.
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A PhD dolgozatban bemutatott eredmények kozvetleniil hasznosultak az INBIOM
(TKP2021-EGA-04) projekt fejlesztéseiben. A projekt sordn a kozvetlen célunk olyan
kompakt, moduldris mérési elvek demonstrdlasa, melyek lehet6vé teszik sejtpopuldciok
kozvetlen vizsgalatét - akdr gydgyszerhatdanyagtesztek sordn is. A vizsgélt sejtek detektd-
l4sa, viselkedésiik €s életképességiik kovetése integrélt szenzorok alkalmazdsaval tovabb
egyszerisitheti ezeket a hat6anyagteszteket. Az dltalunk fejlesztett optikai és elektromos
mérési (EIS, EIT) mddszerek képesek tdmogatni a terdpia tervezését (pl. gyogyszer-

rezisztencia vizsgalatok) vagy akdr a személyre szabott terdpidk kialakitasat.
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11. Uj tudoményos eredmények - Tézisek

[T1] Szabad molekuladiffizié vizsgalatira alkalmas mikrofluidikai rendszert terveztem

¢s alakitottam ki, mely lehet&vé teszi fluoreszcens molekulédk diffizids dllandéinak

optikai detektdldson alapulé meghatdrozdsat, az id6ben valtozé koncentracié gradi-

ens profil kovetésével és elemzésével.
[P1][C2] [C3]

(@)

(ii)

(iii)

A mikrofluidikai rendszer szerkezete egyediildllé médon, akadédlyok és memb-
rdnok nélkiil teszi lehetévé szabad molekuladiffizié vizsgilatat. Megmutat-
tam, hogy az dltalam tervezett architektira — megfeleld mérési protokoll mellett
— biztositja az dllandé feliileti koncentraci6 kialakuldsét a fGcsatorndban, le-
het6vé téve a komplementer hibafiiggvény alkalmazasat a diffizids folyamat
matematikai lefrdsara. A szimmetrikus csatornarendszer, a nagy (7mm) atmé-
r6jd bemeneti nyildsok és a jelentGs hidrodinamikai ellenélldssal rendelkezd —
10pm (m) x 6um (sz) x 800pm (h) — mintainjektalé kapillarisok csokkentik a

hidrosztatikai nyoméskiilonbségekbdl ad6do konvektiv hatdsokat.

Megmutattam, hogy a fejlesztett eszkoz €s modszer megbizhatéan alkalmas
lokélis optikai zajt 1étrehoz6 folyamatok (pl. fehérje aggregacio) hatdsainak ki-
kiiszobolésére és lehetové teszi fehérjék diffuzids dllanddinak gyors, 10 percen
beliili mérését.

Az optikai mérés kiértékeléséhez fejlesztett Python programkéd alkalmaza-
sdval meghatdroztam hirom, kiilonb6z6 nagysdgrendbe esd tesztmolekula —
BSA, IgG és RhB - diffuzids allandoit, melyek a definidlt 1%-os fliggvény-
illesztési hiba kritérium esetén, molekuldk méretétSl és a referencia mérési

mobdszertdl fliggden 1-10%-os eltéréssel megegyeztek az irodalmi értékekkel.
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[T2] Integraltelektrédakat és vertikdlis csapdaszerkezetet tartalmazé PDMS alapi mikro-

[T3]

fluidikai rendszert hoztam létre, mely képes sejtcsoportok, vagy egyedi sejtek csap-

dazasdra, illetve a sejtek szdmdnak parhuzamos optikai és elektromos nyomon ko-

vetésére.
[P2] [P3] [C4]

(1)

(ii)

Megmutattam, hogy a mikrofluidika rendszer egyedi csatorndinak médiummal
val6 feltoltése 1 kHz-es frekvencidn végzett folytonos impedancia méréssel

kovethetd.

A megvalo6sitott mikrofluidikai rendszerben elektrokémiai impedancia spekt-
roszkdpidval vizsgéltam a sejtszam spektrumra gyakorolt hatdsat S.cerevisiae
€leszt§ sejtek esetén. Megallapitottam,hogy a javasolt médositott Randles
ekvivalens dramkori modell illesztése sordn a toltésatadasi ellendllas r = 0.92
korrelécids egylitthatdval korreldl a sejtszdmok valtozasédval, alacsony sejtsza-

mok (< 20) esetén.

Kozvetleniil SU-8-ban kialakitott csatorndkat és csapdaszerkezeteket, illetve in-

tegrélt elektroddkat tartalmazé mikrofluidikai rendszert hoztam 1étre, mely képes

sejtcsoportok viabilitdsdnak parhuzamos optikai és elektromos nyomon kovetésére.
[C5][CI]

(1)

(ii)

(iii)

Az integralt elektr6ddk anyagdnak, geometridjdnak €s elhelyezkedésének op-
timalizdldsdval javitottam az impedancia mérésen alapul6 analitikai rendszer
érzékenységét. Megmutattam, hogy a Pt elektroddk alkalmazésa javitja a rend-
szer hosszu tavu stabilitdsat, az elektrodédk feliiletének novelése és tavolsaguk

csokkentése javitja a toltésatadasi ellenéllést.

109 sejt/ml koncentraci6ju S.cerevisiae élesztd sejteket tratalmazé oldat esetén
elektrokémiai impedancia spektroszkdpidval vizsgdltam a sejtéletképesség UV
besugarzas hatdsara torténd valtozasat és igazoltam, hogy a rendszer alkalmas
a viabilitds elektromos kovetésére az ekvivalens aramkori illesztés paraméte-
reinek véltozasat felhaszndlva. Megéllapitottam, hogy az élesztSsejtek viabi-
litdsdnak csokkenése a toltésatadasi ellendllds jelentSs novekedését, illetve a

kettGsréteg kapacitast jellemzG§ konstans faziselem csokkenését okozta.

Human rakos MES-SA sejtek vizsgdlata esetén megéllapitottam, hogy a mikro-
fluidikai eszk6z megfelel§ geometriai adaptdcié utdn az optikai €s az elektro-
mos moddszerek kombindcidjaval alkalmas a sejtek haldldnak nyomon koveté-

sére.
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12. Koszonetnyilvanitas

A koszonetek sordban elsGként szeretném kifejezni hdldmat témavezetdmnek, Fiirjes
Péternek, aki dlland6 tdmogatassal kisérte végig akadémiai szdrnybontogatdsomat €s bato-
ritdsdval 0sztonozott arra, hogy megragadjam a legértékesebb lehetdségeket. A stresszes
idG6szakokban végtelen pozitivitdssal oszlatta el folytonos aggdlyaimat €s kételyeimet, mig
utmutatdsa alatt rugalmassagot €s tiirelmet tanulhattam, melyek erényeimmé valnak majd
a jovlre nézve.

Ez tton is szeretnék koszonetet mondani a HUN-REN Energiatudomanyi Kutatokoz-
pont Miszaki Fizikai és Anyagtudomdnyi Intézet Mikrorendszerek Laboratériumanak és
a NanoérzékelSk Laboratérium munkatérsainak, a rengeteg segitségért, végtelen tiirelmii-
kért és a labormunkdm sordn nytjtott hasznos tandcsaikért. Kérdéseimre adott valaszaik
€s tobb dologban valé kozbenjardsuk mind elengedhetetlennek bizonyultak a mérések
sikerességéhez és a disszertacio elkésziiléséhez.

Kiilon koszonet illeti Bozoradi Janos Markot, Braun Ferencet és Nagy Attilat, akik
mindig készségesen bocsitottdk rendelkezésemre szakértelmiiket valtozatos elektronikai
kérdésekben, illetve Erds Magdolnat, Pajer Margitot és Sik Zsuzsanndt a tisztatérben
végzett kiemelkedd munkdjukért. Koszonom Illés Leventének és Kovacs Zoltannak, hogy
felbecsiilhetetlen elektronmikroszképos tuddsukkal hozzajéarultak a kiilonboz6 struktirdk
vizsgalatahoz. Héldsan koszonom Sztyéhlikné Bérces Zsofianak a disszertdcio elkészitése
sordn nyujtott lelkiismeretes munkdjat. Koszonom Vizvari Zoltdnnak a rengeteg segitséget
és egyiittmiikodést, mellyel az impedancia spektroszkdpia magikus vildgdban utat mutatott
nekem. Koszonom Fiiredi Andrasnak, hogy bevezetett a biol6giai mintdkkal valé6 munka
rejtelmeibe.

Koszonettel tartozom az Obudai Egyetem Anyagtudoményok és Technolégidk Doktori
Iskoldjanak vezetGjének, Dr. Réger Mihdlynak, hogy a doktori iskoldba fogadott és
tdmogatta kutatdsaimat.

Koszonetet szeretnék mondani a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési €s Innovéciés Hi-
vatalnak, amiért lehet6vé tették részvételemet az Uj Nemzeti Kivalésdgi Programban
(UNKP-23-3-11-OE-66) és az Egyetemi Kutat6i Osztondij Programban (EKOP-24-D-11),
melyek sordn szdmos relevdns szakmai tapasztalatot szereztem.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkoszonni a csalddomnak €s bardtaimnak
a megingathatatlan hitet és tdimogatdst, melyet irdnyomban mutattak. A sikereimet és
a kételyeimet egyardnt a legnagyobb szeretettel hallgattdk, mig aggodalmaim gyiilekezd
fellegeit dertvel oszlattdk el.
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15. Fuggelék

15.1. Linearitas vizsgalata

F1. tdblazat. A kiilonboz§ anyagok higitasi sorai
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abra. Kiilonbozd koncentracidji oldatok fluoreszcens spektruma (A) BSA, (C) IgG

¢és (E) Rh B oldatok esetén, és a hozzdjuk tartozé intenzitdsok 517 nm-en (B) BSA és (D)

IgG esetén, 566 nm-en (F) Rh B

(E) esetén.
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15.2. Python programkaod a diffiizios mérések kiértékeléséhez

A kiértékeléshez készitett Jupyter notebook a kovetkezd linken taldlhato:
https://github.com/Lilelel/Diffusion-coefficient-fit/tree/main

15.3. Erzékenységvizsgalat a diffiziés profilok illesztési paramétereire

A paraméterek érzékenységi vizsgalatdhoz a Python SALib moduljat haszndltam. A

diffuzios profilok illesztése a fenti Python kdddal tortént az aldbbi egyenlet szerint:

c(z,t) =co- erfc( ) (20)

Z
2VDt
A kezdeti koncentracio (cg) és a difftiziés dllandé (D) illesztési paramétereinek érzé-
kenységét a Python SALib moduljdval végeztem. A koncentricio €s a relativ intenzitas
értékeit 0.7—1 tartomédnyban, mig a diffiziés dllandot az elméleti értékekhez képest rele-
vans nagysdgrendben valtoztattam. A F2. dbran lathat6 az [gG molekula esetén elvégzett

érzékenységvizsgdlat.
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F2. dbra. A kezdeti koncentracié (co) csupén a forrdsfeliilethez kozeli (50 pm) tartoma-
nyon befolydsolja jelent§sen az illesztés pontossdgat, mig a mikrofluidikai csatorna nagy
részében a diffizids dllandé a domindns paraméter
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15.4. Ekvivalens aramkori illesztéses - CELLAN

F2. tdblazat. A csapdazott sejtek szama, az oldat ellendlldsa (R;) a toltésatadasi ellendllds
(R¢;) és az elektromos kettGsréteg kapacitds (Cpy) illesztett értékei az egyedi (felsd rész)
€s a harom parhuzamos (als6 rész) elektroda esetén

Sejtszam [db] R, [Q] R, [kQ] Cpr [nF]
0 588.2 + 35.84% 1106 + 6.91% 0.040 + 1.87%
1 486.4 + 47.37% 1009 + 7.70% 0.040 + 1.81%
2 562.5 + 31.23% 898.8 + 4.44% 0.041 + 1.61%
5 560.3 + 31.48% 814.8 + 4.34% 0.041 + 1.63%
9 567.3 + 30.06% 758.4 + 2.72% 0.041 + 4.38%
8 609.5 + 34.14% 466.1 = 3.99% 0.043 + 2.04%
10 308.7 + 49.19% 405.4 = 2.72% 0.042 + 1.55%
20 324.9 + 48.69% 349.5 + 3.44% 0.042 + 1.60%

15.5. Tovabbi mérések - CELLAN 4EL
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F3. dbra. 4EL3 Pt chip A2-A3 elektréddjan fizioldgids séoldattal végzett ismétld mérése-
inek Bode-diagramjai
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F4. dbra. 4EL1 Au chip A1-A4 elektréddinak fiziol6gids sdoldattal végzett méréseinek
Bode-diagramjai, a munkaelektrod (W) és az ellenelektréda (C) cseréjének hatdsa az
impedancidra, valamint 90 perc elteltével az chip uj feltoltése
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F5. dbra. 4EL3 Pt chip A1-A4 elektroddinak fiziologids sdéoldattal végzett méréseinek
Bode-diagramjai, a munkaelektrod (W) és az ellenelektréda (C) cseréjének hatdsa az
impedancidra
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F6. dbra. 4EL2 Pt chip 0sszes, A,B,C,D fluidikai csatorndinak kiils§ elektrédparjain

fiziol6gids sooldattal végzett mérések Bode-diagramjai
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F7. dbra. 4EL2 Pt chip 0sszes, A,B,C,D fluidikai csatorndinak belsd elektrédparjain
fiziol6gids sooldattal végzett mérések Bode-diagramjai
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F8. dbra. 4EL2 és4EL3 Pt chipek A1-A4 elektrodain fiziologids séoldattal végzett mérések
Bode-diagramjai
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F9. abra. 4EL3 Au chip B2-B3 elektréddin mért impedancia valtozasa a csapdazott sejtek
viabilitdsdnak UV sugarzds hatdsdra bekovetkezd csokkenése miatt, Bode-diagramokon

abrazolva.
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F10. dbra. 4EL2 Pt chip B2-B3 elektréddin mért impedancia valtozasa a csapdazott sejtek
viabilitdsdnak UV sugdrzds hatdsdra bekovetkezd csokkenése miatt, Bode-diagramokon
abrdzolva. Az 57. dbran bemutatott mérések a 4EL2 Pt chipen torténtek.
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