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1. A kutatas el6zményei

A mikrofluidikai rendszerek és kiilonbozd alkalmazédsaik szdmos teriileten
megjelennek, igy biolégiai, kémiai, orvosdiagnosztikai és gydgyszervegyészeti
szempontbdl is rendkiviil perspektivikusak!. Az egyik legfontosabb feladatuk
az ugynevezett Lab-on-a-Chip (LoC) rendszerekben a mintapreparaciés funkciok
megolddsa. A LoC eszk6zok olyan komplex érzékeld rendszerek, melyek integ-
raltan képesek akar laboratériumi preparacios 1épéseket, akar mérési feladatokat
egyardnt elvégezni. Ennek megfelelGen a mikrofluidikai rendszerek vizsgédlata
és fejlesztése sokoldalu felhaszndldsuknak koszonhetGen az elmult évtizedben
népszer( kutatdsi téméava valt?.

A LoC rendszerek sejtes alkalmazdsra torténd tovabbfejlesztésével 1étrejottek
amikrofizioldgiai, illetve az Organ-on-Chip (OoC) rendszerek, melyek kiilonb6z8
sejtek, vagy akdr emberi szovetek behaté vizsgélatdra fokuszédlnak. A kiilonféle
szovetek Osszekapcsoldsa segithet megérteni a sejtek és szervek kdzotti komplex
kolcsonhatasokat, illetve kovetni a kornyezeti hatdsokra adott valaszfolyamato-
kat?. Segitségiikkel felgyorsithaté a gyégyszerek tesztelése és fejlesztése, hiszen
a hatéanyagok célzott bejuttatasa és hatdsuk nyomon kovetése a vizsgalt biol6-
giai modell-rendszerben kontrolldlt médon megvaldsithaté. Ezek a rendszerek
jelenthetik a megoldést az dllatkisérletek szdmanak csokkentésére €s hosszu tava
megsziintetésére, mivel lehetGvé teszik a mesterséges kornyezetben fenntartott
sejtek és szovetek alkalmazasat a pre-klinikai vizsgdlatok sordn, mely gydgyszer-
hatéanyagok tesztelésénél pontosabb eredményeket nyujthat az dllatkisérleteknél,
mivel az dllatok és az ember metabolizmusa eltérhet. Az OoC rendszerek a rakku-
tatds fejlodését is elGsegithetik, hiszen alkalmasak lehetnek az érintett szovetek,
a benniik zajl6 folyamatok*, hatéanyagokra valé reagdlasuk?, illetve tumorsejtek
egészséges sejtekkel vald kolcsonhatdsanak vizsgalatira® és elvdlasztdsara is”.
Ennek megfelelSen az OoC rendszerek a személyre szabott gydgydszat elterjedé-
sében is meghatdroz6 szerepet jatszhatnak.

Kutatdsom sordn elsGdleges célom olyan mikrofluidikai struktirdk megterve-
z€se, 1étrehozasa és vizsgalata volt, melyek alkalmasak kontrollalt kémiai kdrnye-

zet kialakitdsdra, sejtek csapddzasdra és tulajdonsdgaik nyomon kovetésére.



Ezek nemcsak a sejtanalitikai feladatok megvaldsitasat segitik, hanem elektré-
dék integrédldsdval lehetGséget nydjtanak non-invaziv és jelolésmentes mérési
technikdk alkalmazdsara, igy a csapdazott sejtek tulajdonsdgai zavartalanul vizs-
gilhatéak. A mikroszkopikus mérettartomanyban kialakitott kémiai gradiens
segitségével a struktira képes hatéanyagok szabalyozott koncentraciéban torté-
nd bejuttatdsdra. A rendszer lehet§vé teszi a benne csapddzott sejtek optikai
vizsgdlatat, valamint fluoreszcens festéssel a sejtek kiilonboz$ hatéanyagokra
adott vélaszainak tanulmanyozdasat. A sejtek életképességének és szaporoda-
sdnak nyomon kdovetése fontos 1épés egy olyan eszkoz kifejlesztésében, mely
hosszi tdvon hozzdjarulhat a rdkkutatdshoz, illetve dj utakat nyithat a baktériu-
mok antibiotikum-rezisztencidjanak gyors vizsgdlatdban.

Munkdm sordn a mikrofluidikai chipek, illetve elektrédak eldallitasat és a raj-
tuk folytatott méréseket a HUN-REN Energiatudomanyi Kutaték6zpont Mdszaki
Fizikai és Anyagtudomdnyi Intézetének Mikrorendszerek Laboratériuméaban vé-

geztem.



2. Célkitizés

Kutatémunkam célja olyan mikrofluidikai rendszerek kialakitasa, melyek az
optikai vizsgdlatok helyett elektromos mérési mddszereket alkalmaznak, mivel az
optikai médszerekben dltaldnosan haszndlt fluoreszcens festékek befolydsolhatjak
a sejtek mikodését, megvaltoztathatjdk viselkedésiiket, és toxikusak is lehetnek.
A sejtek egyéb befolyds nélkiili valaszanak kovetésére alkalmas mddszer az im-
pedancia spektroszképia, mely szdmos kémiai és sejtanalitikai médszer alapja.
Célom ennek a médszernek mikrofluidikai rendszerben torténd integraldsa, mely
non-invaziv és jelolésmentes mérési modszert valésit meg a struktdran beliil.

A sejtek és sejtkultirdk vizsgélatandl fontos szempont a tesztelendd hat6anya-
gok és terapids szerek eloszlasanak és koncentraciéjanak nyomon kovetése. A
munkdm kezdetén el§szor célom a mikrofluidikai struktirdkba juttatott hatbanya-
gok viselkedésének vizsgdlata és kovetésének megvaldsitasa volt. Ehhez a kémiai
gradiens kontrollalt kialakuldsét vizsgaltam az erre a célra tervezett mikrofluidikai
rendszerben.

A fejlesztés kovetkezd szakaszdban célom a sejtcsapddzas mikrofluidikdban
torténd megvaldsitdsa volt, mely elengedhetetlen a sejtek tulajdonsdgainak lokalis
tanulményozdsdhoz. Ehhez a célnak megfelel6en mddositott mikrocsatorndkban
sejtcsapddzdsi modszereket teszteltem.

A sejtek életképességének nyomon kovetésének kidolgozdsa szerves részét ké-
pezte a munkdmnak, ugyanis a kiilonb6z8 hatéanyagok hatdsmechanizmusanak
kovetése esetén fontos a sejtek viabilitisdnak monitorozdsa. A viabilitds parhu-
zamos optikai és elektromos vizsgdlatdhoz olyan nydklapot alkalmaztam, mely
integralt mikrofluidikai struktiira segitségével egyszerre valositja meg a fluoresz-
cens jelek megfigyelését és az impedancia spektrumok felvételét. Ezen fejlesztési
szakaszban tortént az elektréddk integraldsa és funkciondlis validaciéja.

A kutatds sordn a rendszer mikoddképességének igazoldsara (proof-of-concept)
modell sejtekként élesztgombdkat haszndltam (S. cerevisiae), mivel ezekkel 1é-
nyegesen egyszeriibb és biztonsidgosabb dolgozni, mint magasabb rendd, vagy
humadn sejtekkel. A sejtes munkdkban a HUN-REN TTK Gydgyszerrezisztencia
Csoportjanak egyiittmikodése és segitsége elengedhetetlen volt.



3. Vizsgalati médszerek

3.1. Mikrofluidikai rendszerek kialakitasa

A mikrofluidikai struktdrdk l1agy litografidval, valamint fotolitografidval ké-
sziiltek, melyek geometriai elrendezését a CleWin5 és CleWin6 (WieWeb szoft-
ver) alaprajztervezd szoftver segitségével rajzoltam. A mintdzat krom maszkja
direkt litografidval (Heidelberg DWL 66) késziilt. A mikrostruktirdkat meghata-
rozo litografiai dbra szilicium vagy iiveg szeleten torténd megfelel§ kialakitdsahoz
maszkilleszt§ berendezést alkalmazunk (Siiss MicroTech MA6). A SU-8 negativ
ténusu fotorezisztet megvildgitva all el§ a struktira negativ 6nt6formdja. Lagy li-
tografidhoz a két komponensbdl keverhetd poli-dimetilsziloxan (PDMS) polimert
hasznéltam (Sylgard 184).

Az elektréddk integrdldsa sordn a fémek levalasztdsa vékonyréteg levdlasztasi
moédszerekkel, vakuumporlasztassal (Vaksis MiDAS 3M) és vdkuumpdrologta-
tassal (AJA International ATC-M) tortént. Az elektrédak elrendezésének kiala-
kitasa lift-off litografidval valdsult meg. Az elektr6ddk anyagdnak vizsgdlatdhoz
pasztdzo elektronmikroszkdpidt és energiadiszperziv rontgenspektroszkoépidat al-
kalmaztam (Zeiss LEO 1540 XB), tovabbi megmunkaldsuk fékuszalt ionsugaras

mardassal (ThermoScientific Scios 2) tortént.

3.2. Fluoreszcens vizsgalatok

A kémiai gradiens kialakuldsat és a csapdazott sejtek optikai vizsgdlatat flu-
oreszcens spektroszképidval végeztem. A méréseket egy Zeiss Axio Vert.Al
fluoreszcens mikroszkdppal végeztem, mely Zeiss Axio 512 mono kamerdval van
felszerelve. Az adott hulldimhosszon felvett képeket a ZEN 2.6 (Blue Edition)
szoftverben dolgoztam fel, majd a diffiziés profilokat az ImageJ 1.52a program

segitségével vettem fel.

3.3. Elektromos mérések

Az elektrédak funkciondlis validacidjahoz €s a csapdazott sejtek vizsgalata-
hoz elektrokémiai impedancia spektroszképidt alkalmaztam. A méréseket egy
PalmSense4 potenciosztattal végeztem, az adatokat a hozz4 tartoz6 PS Trace 5.8

szoftverrel értékeltem ki.



4. Uj tudoményos eredmények

[T1] Szabad molekuladiffizié vizsgdlatdra alkalmas mikrofluidikai rendszert terveztem

és alakitottam ki, mely lehet6vé teszi fluoreszcens molekuldk diffizids dllandinak

optikai detektdldson alapulé meghatdrozasat, az id6ben valtozé koncentricié gra-

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

®

(i)

(iii)

A mikrofluidikai rendszer szerkezete egyediildllé mddon, akaddlyok és memb-
ranok nélkiil teszi lehetdvé szabad molekuladiffizié vizsgdlatat. Megmutat-
tam, hogy az dltalam tervezett architektira — megfelel6 mérési protokoll
mellett — biztositja az dllandé feliileti koncentracié kialakuldsat a fGcsator-
ndban, lehet6vé téve a komplementer hibafiiggvény alkalmazésat a diffizids
folyamat matematikai lefrdsdra. A szimmetrikus csatornarendszer, a nagy
(7mm) 4tmérdjd bemeneti nyilasok és a jelentSs hidrodinamikai ellendllassal
rendelkezd — 10pm (m) x 6pm (sz) x 800pm (h) — mintainjektdlé kapil-
larisok csokkentik a hidrosztatikai nyomdskiilonbségekbdl ad6dé konvektiv

hatasokat.

Megmutattam, hogy a fejlesztett eszkdz és médszer megbizhatéan alkalmas
lokalis optikai zajt 1étrehoz6 folyamatok (pl. fehérje aggregdcid) hatdsainak
kikiiszobolésére és lehetdvé teszi fehérjék diffuzids dllanddinak gyors, 10
percen beliili mérését.

Az optikai mérés kiértékeléséhez fejlesztett Python programkdd alkalmazé-
sdval meghatdroztam harom, kiilonb6z6 nagysagrendbe es§ tesztmolekula —
BSA, IgG és RhB — difftiziés 4llandéit, melyek a definidlt 1%-os fiiggvény-
illesztési hiba kritérium esetén, molekuldk méretétsl és a referencia mérési

mobdszertdl fliggden 1-10%-os eltéréssel megegyeztek az irodalmi értékekkel.

B

I

Intenzitas

B

0 f0 o 0 40 0 &0 70 80
X Tavolsag [um]

1. dbra. (A) A BSA diffizidjanak fluoreszcens képei egy perces idSkiilonbséggel
és (B) a hozzdjuk tartozé intenzitasprofilok dbrazoldsa



[T2] Integraltelektréddkatés vertikdlis csapdaszerkezetet tartalmazé PDMS alapt mikro-
fluidikai rendszert hoztam létre, mely képes sejtcsoportok, vagy egyedi sejtek csap-
dézdsdra, illetve a sejtek szdmdnak parhuzamos optikai €s elektromos nyomon
kovetésére.

[P2] [P3] [C4]
(1) Megmutattam, hogy a mikrofluidika rendszer egyedi csatorndinak médium-
mal valé feltoltése 1 kHz-es frekvencidn végzett folytonos impedancia mé-

réssel kovethetd.

(ii) A megvaldsitott mikrofluidikai rendszerben elektrokémiai impedancia spekt-
roszkopidval vizsgaltam 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
korreldcids egyiitthatéval korreldl a sejtszdmok véltozdsdval, alacsony sejt-

szamok (< 20) esetén.

—10pm  elektréda
I

CE

2. dbra. (A) A mikrofluidikai chip tervezett elrendezése (sziirke) és az integralt
elektrédarendszer (fekete). (B) A csapdazési régié nagyitott képe, melyen jol
latszik a keresztcsatorndk (sziirke) és az elektrodak elrendezése. (C) A kész
eszkoz: a legydrtott mikrofluidikai chip és a specidlisan tervezett nydklap, az
als6 optikai betekint$ ablakkal. (D) A csapddzds sematikus dbrdja, mely mutatja,
hogy a csatorndn beliil magassagkiilonbség hogyan csapdadzza a sejteket.



[T3] Kozvetleniil SU-8-ban kialakitott csatorndkat €s csapdaszerkezeteket, illetve in-
tegralt elektrodakat tartalmaz6 mikrofluidikai rendszert hoztam 1étre, mely képes
sejtcsoportok viabilitdsdanak parhuzamos optikai €s elektromos nyomon kovetésére.
[C5][C9]

(i) Az integralt elektréddk anyagdnak, geometridjanak és elhelyezkedésének op-
timalizdldsdval javitottam az impedancia mérésen alapuld analitikai rendszer
érzékenységét. Megmutattam, hogy a Pt elektréddk alkalmazdsa javitja a
rendszer hosszu tavu stabilitasat, az elektrodak feliiletének novelése €s tavol-

saguk csokkentése javitja a toltésataddsi ellendlldst.

(i) 10° sejt/ml koncentrciGjii S.cerevisiae élesztd sejteket tratalmazé oldat ese-
tén elektrokémiai impedancia spektroszkdpidval vizsgaltam a sejtéletképes-
ség UV besugdrzds hatdsdra torténd véltozdsat és igazoltam, hogy a rendszer
alkalmas a viabilitds elektromos kovetésére az ekvivalens dramkori illesztés
paramétereinek valtozasat felhaszndlva. Megéllapitottam, hogy az éleszt§sej-
tek viabilitdsdnak csokkenése a toltésataddsi ellendllds jelentSs ndvekedését,
illetve a kettGsréteg kapacitast jellemzd konstans faziselem csokkenését okoz-

ta.

(iii)) Humén rdkos MES-SA sejtek vizsgdlata esetén megdllapitottam, hogy a
mikrofluidikai eszkdz megfelel§ geometriai adaptdcié utdn az optikai és az

elektromos médszerek kombindcidjdval alkalmas a sejtek haldldnak nyomon

kovetésére.

3. dbra. (A) A sejtcsapddzds sematikus dbrdja, a csatorna SU-8-ban (z6ld) kiala-
kitva, nagyitott képe (k6zépen), az elektrédak (kék) elrendezése, a kbzponti git
(sotétzold) és a sejtek (piros). (B) A csapdézott élesztsejtek mikroszkopos képe.



5. Az eredmények hasznosithatosagi lehetésége

Az altalam fejlesztett eszkoz lehetGséget teremt kiilonbozd sejtek non-invaziv,
valds idejdi vizsgdlatara, mely utat nyithat az elektromos méréstechnikdval kom-
binalt kompakt mikrofiziol6giai rendszerek fejlesztése felé. Ez szdmos teriile-
ten elGrelépést jelenthet, mint példdul a betegségmechanizmusok, terdpids le-
het&ségek Organ-on-Chip rendszerekben végzett kutatdsa, vagy az antibiotikum
szuszceptibilitds mikrofluidikai kdrnyezetben valé gyorsitott elemzése terén. A
felvazolt mikrofiziol6giai, vagy Organ-on-Chip rendszerek olyan kisérleti platfor-

2 2

mok, melyek lehetdvé teszik €16 sejtek vagy szovetek laboratériumi fenntartdsat
és integralt szenzorokkal torténd folyamatos monitorozdsat. A remények szerint
ezek az 1j fejlesztések képesek lesznek az emberi bioldgia megértésére és az 1j
gyogyszerek tesztelésére irdnyuld kisérletek felgyorsitasara.

A PhD dolgozatban bemutatott eredmények kdzvetleniil hasznosultak az IN-
BIOM (TKP2021-EGA-04) projekt fejlesztéseiben. A projekt sordn a kdzvetlen
cél olyan kompakt, modularis mérési elvek demonstralasa, melyek lehet6vé teszik
sejtpopuldciok kozvetlen vizsgalatat - akdr gydgyszerhatéanyagtesztek sordn is.
A vizsgalt sejtek detektdldsa, viselkedésiik €s életképességiik kovetése integralt
szenzorok alkalmazdsdval tovabb egyszer(Gsitheti ezeket a hatéanyagteszteket. A
fejlesztett optikai és elektromos mérési (EIS, EIT) médszerek képesek timogatni a
terdpia tervezését (pl. gydgyszer-rezisztencia vizsgélatok) vagy akdr a személyre

szabott terdpidk kialakitdsat.
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