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Roviditések jegyzéke

BAW Tombi akusztikus allohullam (Bulk acoustic standing waves)

BIOMEMS Bio-Mikroelektromechanikai rendszerek (Bio-MicroElectroMechanical System)
bis-Zn-DPA cink-koordinalt bisz(dipikolilamin)

CAGR Ciklikus Novekedés (Compound Annual Growth Rate)

CEpCs Cirkularis Epithelialis Tumor Sejtek

CFD Szamitasi folyadékdinamika (Computational Fluid Dynamics)

CFF Keresztaramu sziirés (Crossflow filtration)

CFM Folyamatos aramlasu mikrofluidika (Continous Flow Microfluidics)

CFU Telepképz6 egység (Colony Forming Unit)

CcocC Ciklikus Olefin Copolimer

COP Ciklikus Olefin Polimer

DEP Dielektroforézis

DLD Determinisztikus Oldal Iranya Térités (Deterministic Lateral Displacement)
FACS Fluoreszcencia aktivalt sejtszeparalas (Fluorescent-activated Cell Sorting)
FDA Amerikai Elelmiszer és Gyogyszeripari Hivatal

FVM Végeselem Modszer (Final Volume Methode)

GP General Practitioner — Hazi Orvos

HSA Human Szérum Albumin

IMS Immunomagneses Szeparalas

IVD In Vitro Diagnosztika

LF Lateralis Fokuszalas

LOC Lab-On-a-Chip

MACS Magnes — Aktivalt — Sejtszeparalas

MAP Magnetoforézis

MB Mégneses gyongyok

MBL Mannoéz Kotott Lektinek

MEMS Mikroelektromechanikai Rendszerek

NIR Kozeli Infravoros (Near InfraRed)

PBS Pufferalt Sooldat

PCR Polimeraz Lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)

PDE Parcialis Differencia Egyenlet (Partial Differential Equation)

PDMS Polidimetil-Sziloxan

PEO Poli(Etilén-Oxid)

PMMA Poli(metil-metakrilat)

POCT Point-of-Care tesztelés

PS Polisztirol

RSV Respiratorikus Szincicialis Virus

RUBA Gyors Hagyuti Baktérium Elemz6 Késziilék (Rapid Urine Bacteria Analyzer)
SAW Feliileti Akusztikus Hullam (Surface Acoustic Wave)

SSAW Feliileti Akusztikus Allohullamok (Standing Surface Acoustic Waves)
TSAW Halad¢ Feliileti Akusztikus Hullamok (Traveling Surface Acoustic Waves)
uTAS Miniatiirizalt Teljes Analitikai Rendszerek (Micro Total Analysis System)
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1. Abstract
In the field of microfluidics, the rise of the Lab-on-a-chip (LOC) or "miniaturized total

analytical systems" (u-TAS) in medical diagnostic applications have played a prominent role over
the past decades, and thus the Point-of-Care (POC) platforms as a primary in vitro diagnostic
systems that utilize the LOC solutions at the patient's bedside, in ambulances or even in GP offices.

Good examples for the utilization of the LOC systems in the medical technology industry
are the continuous blood sugar level metering, the monitoring of the different stages of the various
cardio- or cerebrovascular disasters — heart attack, stroke — or even the identification and
differentiation of bacterial and viral infections. The primary aims of these POC rapid tests were
represented by the Covid pandemic era at the best: provide valuable results within a short period of
time from a sample volume of a few nanos to hundreds of microliters with high reliability. This can
facilitate the isolation of the infected patients in time and reduce the possibility of further infections
or support the medical decision-making process.

This is a multidisciplinary field, in which technological challenges are not only coming from
the manufacturing and integration steps, but also from the nano- and micro-scale environment,
where there is a significant change in the surface-to-volume ratio, therefore the role and their impact
of the capillary and surface forces becoming dominant against the bulk forces. Due to the laminar
flow in the microfluidic channels, it is necessary to use such geometric units that can effectively
implement sample injection, liquid transport, mixing of reagents, under reasonable incubation and
reaction time. After the sample preparation, the detection of the segregated target is performed in
most cases by optical, electrical, electrochemical or nanomechanical methods.

In my research study, I specifically focused on the different particle separation methods,
primarily on the passive solutions that are based on hydrodynamic principles like: (1) deterministic
lateral displacement (DLD), (2) lateral focusing (LF) and (3) crossflow filtration (CF). The
advantage of these methods is that they are capable of performing the size-based particle separation
by combining the geometric parameters of the channels with the flow factors (flow velocity and
pressure conditions) without the need of any external force field (electric, magnetic etc.).

Relying on purely passive separation methods, the composition and viscosity of the target
cells and the medium, the concentration of the different components, their deformability, various
morphology and their orientation in the flow can significantly influence the efficiency of the
filtration. On the other hand, the active methods, like (4) the magnetophoretic separation, involve
an external force field (e.g. magnetic) that is able to separate the targeted particles from a larger
sample volume (bulk solution) with the help of functionalized magnetic beads with target specific
antibodies. During my research study, I investigated the effectivity of the magnetic separation in
different fluidic setups varying the channels geometric parameters and structure designs with the
support of neodymium magnets. The experimental results have been compared to the ones are
received from finite element simulations. My aim is to investigate the different particle separation
methods, compare their effectivity and limitations and to set up a proposal for the useful separation

methods in an integrated fluidic unit.



2. Kivonat

A mikrofluidika teriiletén kiilondsen nagy szerepet kapott az elmult évtizedek soran az

orvosdiagnosztikai alkalmazasokra fejlesztett Lab-on-a-chip (LOC) vagy ,,miniatiirizalt teljes
analitikai rendszerek” (u-TAS) térnyerése; igy méra a Point-of-care (POC) in vitro
orvosdiagnosztikai eszkozok az elsddleges applikdcids csoport, amely az LOC technologiat
hasznositja betegagy mellett, mentdkocsikban, vagy €pp orvosi rendelékben.
Ilyen LOC rendszereket hasznalnak cukorbetegek esetén a folyamatos vércukorszint ellendrzésére,
a kardio- vagy cerebrovaszkularis katasztrofak - szivinfarktus, sztrék- stddiumanak
beazonositasara, a gyors lefolyasu bakteridlis vagy virusos fert6zések kimutatasara is. A Covid
pandémia alatt nélkiilozhetetlenné valt gyorstesztek péld4ja szemlélteti leginkabb ezen eszk6zok
elsddleges céljat: rovid idon beliil, akar néhany nano vagy mikroliter térfogatii mintabol, gyors,
hatékony, és megbizhat6 analitikai eredmények szolgéltatasa, amely akar hozzéjarulhat a beteg
az orvosi dontéshozatalt is.

Egy olyan multidiszciplinaris teriiletrél beszéliink, melyben nemcsak a technoldgiai
megmunkalasi és integralasi Iépések okoznak kihivasokat, hanem a nano- és mikroskalén, a feliilet-
térfogat arany jelentds megvaltozasa is, ahol a dominanssa valo kapillaris és feliileti erdk szerepe
jelentésebb a térfogati erdkhoz képest. A mikrofluidikai csatorndban jelentkezé laminaris aramlas
miatt olyan geometriai egységeket kell alkalmazni, amelyekkel megvaldsul a mintainjektalas,
folyadék transzport, a reagensek- illetve a minta keveredése, megfeleld inkubacios és reakcio idok
betartasaval. Végiil a mintaeldkészitést kdvetden a szegregalt célminta kimutatdsa a szenzor
zonaban tobbnyire optikai, elektromos, elektrokémiai vagy nanomechanikai modszerrel valdsul
meg.
foglalkoztam, a hidrodinamikai elveken alapuld passziv megoldasnak szamit6 (1) oldal iranyu
eltéritési (DLD), (2) a lateralis fokuszalasi (LF) és a (3) keresztiranyu sziirési (CF) technologiakkal,
mely modszerek elénye, hogy kiils6 erétér alkalmazéasa nélkiil, pusztan geometriai megfontolasok,
aramlastani tényezdk (dramldsi sebesség, nyomasviszonyok) kombinaldsidval, a folyadék
tehetetlenségébdl adodo hidrodinamikai erdk teszik lehetévé a méret alapt szeparaléast. Tisztan
passziv szepardldsi modszerekre hagyatkozva a célminta sejtek és a médium Osszetétele,
viszkozitdsa, az egyes alkotoelemek koncentracioja, valtozatos morfoldgiaja, deformalhatdsaga és
aramlasban felvett orientacidja jelentdsen befolyasolhatja a sziirés hatékonysagat. Ezzel szemben a
szeparalast segitd kiilsd — pl. magneses - erdtér bevonasaval, mar aktiv modszernek szamito (4)
magnetoforetikus csapdazas lehetévé teszi, hogy nagyobb mintatérfogatbol, célminta-specifikus
antitesttel kezelt magneses gyongyok segitségével tisztan a célmintét szeparaljuk. Kutatdsom soran
neodimium magnes alkalmazasdval és a mikrofluidikai csatorndk geometriai elemeinek és
méreteinek kombinaldsaval vizsgaltam a csapdazasi hatékonysdgot. A kapott eredményeket
Osszevetettem végeselem szimulacios eredményekkel. Célom, hogy megvizsgaljam az egyes
modszereket, 6sszevessem azok hatékonysagat, megismerjem azok limitacidit és ajanlast tegyek a

hatékony szeparalasi modszerek alkalmazasara egy integralt fluidikai egységben.
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3. Célkitlzeések

Kutatomunkdm soran alkalmazott szeparaciés moddszerek kivalasztasianal fontos
szempontként szolgalt a késdbbi diagnosztikai rendszerbe torténd integralhatosag, a hordozhatdsag,
melynek kiemelt aspektusa a mikrofluidikai rendszer geometriai és anyagszerkezeti
tulajdonsagainak tervezése és vizsgalata — az ipari alkalmazéasokkal 6sszehangban.

A 77 Elektronika Kft. altal kezdeményezett Gyors hugyuti baktérium elemz6 késziilék
fejlesztése (RUBA — Rapid Urine Bacteria Analyzer) kapcsan meriilt fel az igény egy olyan
mikrofluidikai eszkoz kivitelezésére, mely alkalmas mintaeldkészitésre, -szallitasra, célminta
dusitasra, illetve alakos elemek szeparalasara, azok lateralis pozicionalésara az érzékeld zona folott.
Mintaoldatként a Newtoni folyadékként viselkedd vizeletet tekintettiik, melyet a legtobb mérés
soran vizes oldattal elegyitett polisztirol részecskékkel vagy pufferelt (PBS) oldatba kevert sejtekkel
modelleztiink.

A vizelet pH-ja (5-8), Osszetétele, a benne taldlhaté alakos részecskék mérete ¢és

morfologiaja valtozatos (1. abra). Megtalalhatd benne:

- vordsvértest (7-10 pm), o= Pl SiC &

- fehérvérsejt (8-15 um), B il Mhy s a"g

- laphamsejtek (~40-60 pm), ¢ o . e O&, {-, i
kis kerek hamsejtek (~ 10-40 um), o Bieeo .. v ?(, : x X

- cylinderek a vese szovetébol ST & » LAY q °
(szemcsés és hyalin ~ ~10-40-60 um), | = e, O g | :-:e:‘;__w 7y

- baktériumok kiilonb6z6 formaban: o s oL
palcika (BACr, ~2-4 uym) | [ e W ’“I Sl o Vs
illetve Coccus (BACc, ~1-2 um), = Fy f"f _ '@“ m ¥ 1§ :

- kristalyok (Ca-oxalat, Mg, foszfat és o : 0 o A R &
higysavkristalyok ~5-20-40 pm), T \//'ze;/et OSS%etéie/;?

- gomba (~7-50 pm),

- nyak, valamint spermium (~20-30 pm).

A célunk, hogy az integralhaté mikrofluidikai mintaeldkészitd rendszer alkalmas legyen a
baktériumok mérettartoméanyan kiviil eso, a késdbbi mérési feladatokat befolyasolo alakos elemek
sziirésére, elvalasztasara. Az elvalasztasi mddszerek alapparamétereit elsdésorban méretbeli
korlatozasok mentén lett tervezve, figyelembe véve a valasztott megoldasok ateresztOképességeét,
hatékonysagat, robusztussagat, mas miiveleti egységgel vald dsszeépithetdségét, integralhatosagat
is.

A tanulmanyban szereplé ¢és kisérletek soran alkalmazott szeparacids eljarasok
kivalasztasanak hatterében huzodo indokok kozott kiemelkedd, hogy a mikrofluidikai eszk6zben
rovid 1d6 alatt (< 30 perc) viszonylag nagy mintamennyiséget (~1 ml) kell atsziirni.

A vizeletben meglehetdsen nagy a sejtek méret €s alak szerinti véltozatossaga, igy egy
tobblépcsds sziirési elrendezés kialakitasat képzeltem el, mely a vizeletben taldlhato alakos

elemeket (60 — 1 um) nagy felbontassal, robosztus médon képes szepardlni, viszont a < 4 um



mérettartomanyban a célminta mennyiségi veszteségét korlatozza. Igy a mérések soran kiilon
vizsgalt fluidikai egységek egybeépithetdsége is fontos szempontként jelent meg. Egyszer
hasznalatos, eldobhat6 fluidikai eszkozkialakitast szem el6tt tartva tovabbi cél volt a felhasznaloi
beavatkozds minimalizéldsa, a felesleges minta kazettdban torténd tarolhatdosaga. Ennek
megfeleléen az olyan technologiai megfontolasok, melyek nagyobb folyadékmennyiséget
igényeltek nem johettek szoba. A mintael0készitést, szallitast, pozicionalast egy fluidikai pumpéaval
meghajtott eszkdzben terveztiikk kivitelezni, elsdsorban jeldlésmentes, passziv szeparalasi
modszerek felhasznalasaval, és optikai detektalas alkalmazasa mellett.

Kutatdsaim soran négy szeparaldsi modszerre tértem ki részletesebben, hogy vizsgaljam a
tervezett mikrofluidikai egységek geometriai megfontolasait, teljesitOképességét, illetve javaslatot

tegyek azok optimalis miikodési feltételeire.
1. Determinisztikus oldalirdny eltérités:

A DLD egy passziv elven miikodo részecskeszeparacios modszer, melynél a kialakitott periodikus
oszloprendszer paramétereivel olyan cut-off érték hatarozhaté meg, mely méret szerint képes
klaszter csoportokat elvalasztani a valtozatos méreteloszlassal rendel kezd részecskepopuléaciobol.
A modszer alkalmazésa soran kihivast jelenta lagy sejtek deformalhatosaga, igy sok esetben azok
indukalt mozgasformaival igyekeznek javitani a méret alapjan torténd osztalyozast. Tervezés soran
vizsgalom tobb oszlopalak szeparalasi jelenségre gyakorolt hatasat, illetve az abbdl szarmazd
aramlasi anizotropia jelenségébdl adodo, hatékonysagot befolydsold tényezoket. Ezen kiviil

javaslatot teszek azok javitasat szolgald geometriai elrendezésre.
2. Lateralis fokuszalas

Lateralis fokuszalast megvalositani képes periodikus mikrofluidikai rendszerek vizsgalata soran a
csatorna-geometria intenziv parametrizalasa mellett kisérleti uton elemzem a kiilonb6zé méretii
polisztirén gyongyok koncentralodasanak mértékét, illetve a részecske méretétdl fliggd
fokuszalodasi poziciokat a tervezett fluidikakban. A kisérleti eredményeket végeselem szimulacios
modellekkel vetem 0ssze, vizsgalva 1) az d&ramlasi sebesség, 2) a csatorna keresztmetszet, illetve 3)
a fluidika hosszanak (peridodusok szamanak) valtoztatdsaval jaro lehetéségeket. Tanulmanyomban
vizsgdlom a csatornakeresztmetszet és az alkalmazott aramlasi sebesség altal befolyasolt Dean
orvények hatasat a fokuszalasi poziciora. Javaslatot teszek olyan csatorna-geometriara, mely széles
mérettartomanyban képes sejtek pozicionaldsara. Célom volt, hogy definidljak egy részecskeméret
alapu ,térképet”, amely Utmutatdst ad a szeparacids, fokuszaldo mikrofluidikai rendszer
alkalmazhat6sagat tekintve valds sejtek esetén is. A tervem, hogy modellként szolgal6 fluoreszcens
fokuszalhatosagara. Ezek kozos tulajdonsaga, hogy méretiiket tekintve tobb dimenzidsak,
rugalmasabbak, ezért aramlasban valtozatosabb alakot €s mozgasformat vehetnek fel, mint a rigid
gyongyok. Tovabbi kérdésként meriilhet fel, hogy az ekvivalens részecskeméretek alapjan
kovetkeztethetiink-e az egyes sejtek fokuszalodasra hatd, mikrofluidikai rendszerben felvett

mozgasformaira.



3. Keresztaramlasos szurés

Egyszerlibb, kis méretli részecskék ateresztését biztosito szlirési feladatok elvégzésére alkalmas,
keresztaramlasos szlirésen alapuld mikrofluidikai rendszert tervezem és vizsgalom. Két jellegzetes
morfologiai megoldast: az oszlopos, illetve a duzzasztogat tipust szlirdszerkezet hatékonysagat
vizsgaltam azok hatékonysaganak szempontjabol. Célom, hogy azonositsam a szird feliilet
geometriai jellemzdinek €s a csatorndk keresztmetszetének — ezaltal a kialakulo nyomasviszonyok
— hatasat a sziirletben megjelend célrészecske mennyiségére €s a sziirlet tisztasagara. Elemzem a
minta 6sszetételének hatasat a szlirés hatékonysagra. Amérési eredmények alapjan javaslatot teszek

egy megfeleld geometriara, kitérve az integralhatosag lehetdségeire.

4. Mégneses csapdazas

Aktiv szeparacids modszerek koziil a magnetoforetikus elvalasztas mikrofluidikai rendszerben valo
megvaldsitasat vizsgdlom. Ebben az esetben a célrészecskék magneses jelolésére van sziikség,
kisérleteimben a jel6ld magneses nanogyongyok viselkedését vizsgdlom kiilonbdzd aramlési
viszonyok kozott, minél nagyobb csapdazési hatékonysag elérését célozva. A szlirési feladatok
megvaldsitdsa soran elsddleges szempont a nagy ateresztoképesség és a hatékonysag biztositasa,
azonban az dramlasi sebesség novelése sok esetben rontja a célminta csapdazhatosagat. Olyan
geometriai inhomogenitasokat alkalmazok a mikrofluidikairendszerben, melyek nagyobb globalis
aramlasi sebesség esetén is javitani tudjak a csapdazasi hatékonysagot az aramlési tér lokalis
modositasaval. A kisérleti eredményeket 6sszevetem FEM szimuldcios modszerek eredményeivel.
A javasolt lokalis csapdazasi megoldasok autondm mikrofluidikai rendszerekben is alkalmazasra

kerulnek.

Igyekszem teljeskorii betekintést nyujtani a mikrofluidkai rendszerekben alkalmazhato szeparacios
technologiak alkalmazasi lehetdségeibe, és azok elonyeit €s hatranyait bemutatva olyan modszert

javasolni és vizsgalni, amely a RUBA projekt érdekeivel és kovetelményeivel egybeesik.



4. Bevezetes, szakirodalmi attekintés
4.1 Mikrofluidika megjelenése, fejl6dése, és gazdasagi térnyerése

A mikrofluidika megjelenése, fejlédése és mai alldsa elsésorban a hatvanas években, a
félvezetd gyartastechnologiaban bekovetkezett robbands szerti fejlddésének koszonhetd. Jack Kilby
nevéhez flizhetd az az 1964-es szabadalom, melyért 2000-ben Nobel dijat kapott: a fotolitografia—
»szilicium kor” kezdetének is jegyeznek. [1] A MEMS — mikroelektromechanikai rendszerek 100
nm és 1000 pm kozotti méretskalan mozognak, uj lehetéségeket nyujtott fizikai, kémiai, és bioldgiai
szenzorok és aktuarorok alkalmazasaban. igy a MEMS rendszerektél nem elkiilonithetd méodon,
Richard G. Sweet [2] altal 1965-ben nyilvanossagra hozott tintasugaras nyomtatot tartjak a
mikrofluidikai rendszerek elddjének.

Az évek soran amikrofluidikai rendszerek fejlesztése mogott tobb motivacié allt[3], melyre
hatassal volt a mikroanalitikai modszerek fejlodése; a hideghaboru és a kémiai, biologiai
fenyegetettségek kimutatasara fejlesztett eszkozok; a Huméan genom projekt és az ehhez kothetd
DNS szekvenalasi modszerek fejlesztése és egyre inkabb célorientalt megolddsokkal, mint a
sejttenyésztési feladatokat megvaldsitdo Organ-on-Chip technolégia, vagy az analitikai
megoldasokra specializdlodott Lab-on-a-Chip moddszerek. Elterjedtek az ¢élelmiszeriparban,
gyogyszerfejlesztésben, biokémiai applikdcidkban —mint a vércukorszint/inzulin rezisztencia mérd
fejlesztések, a patogén detekcids eljarasokban a polimeraz lancreakcion (PCR) alapu tesztek-, a
bioaffinitds alapti tesztek, Next-generacids szekvenaldsi modszerek fluidikai alkalmazésa
csOkkentette a koltségeket és katalizalta azok elterjedését.

A ’miniaturized Total Analysis System’ (u-TAS) rendszerek vagy a ’Point-of-care’
diagnosztikai tesztek (POC) olyan miniatiirizalt vagy kis méretii eszkdzok, melyek elsésorban az
orvosdiagnosztikaban bevett laborigényes kimutatdsokat valtjak ki, gyors az ellatas helyszinén
elvégezhetd vizsgalatokkal, olyan korlatozott infrastrukturaval rendelkezé helyszineken, mint
példaul rohamkocsikban, betegagy mellett vagy éppen az alapellatasban. Ezen megoldasok
nemcsak a paciens jollétét szolgald rendszerek, hanem olyan diagnosztikai eljarasok, amelyek
nagyban segitik az orvosi dontéshozatalt a differencidl diagnozis folyamataban, jelentOsen
leroviditve a terapias dontéshozatalhoz sziikséges 1dot, igy koltséget €s végsd soron emberéleteket
mentve.

Egy ilyen labordiagnosztikai eszk6zoknek a részletes feladatai kozé tartozik a minta
gyljtése, szallitdsa, valamint elokészitése, egy miniatiirizalt, integralt mechanikai-, kémiai-,
bioszenzorokat tartalmazo rendszerben, igy képes a mintdban fellelhet6 cél molekulak vagy sejtek
mindségi és mennyiségi kimutatasara. [4]

World Health Organization adatai alapjan [5] 2019-ben viladgszerte regisztralt 55,4 milli6
halalesetbdl 55 %-ban a top 10 vezetd megbetegedés volt a felelds — ugy mint kardiovaszkularis és
daganatos megbetegedések, virdlis és bakterialis fertézések, valamint 0jsziilottkorban felmertild

felmeriild komplikéaciok — fert6zés, korasziilés komplikaciok.



Az infrastrukturalis fejlodések, a globalizacid lehetové tették a gyors szallitmanyozast,
tomegkozlekedést a vilag szinte barmely pontjarol mar néhany ora alatt. Globalizaci6 gazdasagi
jelentdsége vitathatatlan, de Ohatatlan kovetkezménye a jarvanyok gyors terjedésének ¢s
vilagjarvanyokka torténd terebélyesedésének (lasd. SARS-COV-2 jarvany).

A jarvanyok megnovekedett kockdzata miatt olyan nagy ateresztoképességii, gyors és olcsod
analitikai megoldasokra ndtt meg az igény, melyek lehetdvé teszik egy betegség jelenlétének vagy
sulyossaganak gyors, hatékony €s pontos kimutatasat.

A Globalis Mikrofluidikai Piac 2021-es anyag kimutatésai alapjan a piacbol Eszak-Amerika
(35%), Eurdpa (25%), és Azsia csendes-oceani régidja (20%) rendelkeznek a legnagyobb
részesedéssel, mig a viladg tobbi része a piac legkisebb hanyadéan osztozkodik [6, 0. 2023-2030]. A
gyogyszerészeti-, biotechnologiai-, gyogyszeradagolok, klinikai diagnosztika és egyéb
alkalmazésokon tul 2021-ben a legnagyobb bevétellel a Point-of-care Tesztelés (POCT) allt az elsd
helyen.

Market Business Insight (MBI) az eldrejelzése alapjan a 2021-ben 19,15 milliard dollarra
becsiilte a globalis mikrofluidikai piacot, ami évi 15,8%-0s ndvekedési rataval (CAGR) szdmolva
2030-ra elérheti a 61 milliard dollart. [7] Markets and Markets kimutatasai alapjan 2021-ben a piac
nyeresége 20,7 milliard USD volt, és egy ambicidzusabb, 23,2%-0s novekedéssel szamolva mar
2026-ra 58,8 milliard USD bevételt josolt [8], TechNavio 2022-2026-ra 19,42%-0s ndvekedést
jelzett elére a globalis mikrofluidikai piacnak [9].

Az In-vitro Diagnosztika (IVD) eszkozok globalis piacanak alakulasat F. Hoffmann-La
Roche Ltd., Abbott Laboratories, Thermo Fisher Scientific Inc., Sysmex Corporation jelenléte és
piaci fejlesztése befolyasolta leginkdbb a Covid-19 pandémia kitorését kovetden; 2019 -rdl 2020-
ra a globalis IVD piac 25,2%-0s ndvekményre tett szert, 2021-ben elérte a 92,08 millidrd USD
értéket, €s egy kisebb, 6%-0s CAGR ndvekménnyel szdmolva 2022-r6l 2029-re a piac elérheti a
107,42 milliard USD piaci részesedést (2. abra). [10]

Eszak Amerika Point of Care Diagnosztikai Piac Mérete, 2018-2029
( milliard USD)
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2. dbra: POC diagnosztika piaci részesedése Eszak Amerikdban 2018-2029-es elérejelzések szerint.

A piacot alakité nagyobb cégek 2019 és 2020 kozott komoly bevételektdl estek el az
immunodiagnosztika teriiletén, melyhez hozzajarulhatott a termelési lancok leallasa,
aremelkedések, szallitasi korlatok és egyéb okok. Ezzel parhuzamosan fokozatosan nétt az igény a

COVID-19 tovaterjedésének visszaszoritasara, az ontesztelésre: a POC, valamint [IVD gyorstesztek
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térnyerésére. Uj fejlesztések, gyorstesztek jelentek meg, elsésorban a reagensek és kitek ujitasaban
voltak fobb eldrelépések a nagyobb szakértelmet 1gényld miiszeres fejlesztésekkel szemben.

A Fortune and Business kimutatasai alapjan a POC gyorstesztek alkalmazasi teriiletének
legnagyobb hanyadat: 43,9 %-at a fert6z6 betegségek sziirése tette ki 2021-ben, mint a SARS-Co V-
2 virus, tuberkul6zis, respiratorikus szincicialis virus (RSV), HIV, hepatitisz, diftéria fejlesztett
tesztek (3. abra). [10]

Globalis Point of Care Diagnosztika Piaci Részesedése, Termék szerint, 2021

43 5%
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Terhességi és termékenységi vizsgalat
Hematoldgiai vizsgalat

Masok
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3. dbra: Fortune and Business kimutatdsai alapjan a POC gyorstesztek alkalmazadsi teriiletei

A COVID-19 pandémia katalizatorként mikodott a POC gyorstesztek elterjedésében,
azonban a 2022-2029-es id6szakban egyes elemzék mar tobbféle forgatdkdnyvet vesznek
szamitasba. Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag (FDA) a pandémiat kovetd
id6szakban tobb mint 350 diagnosztikai -molekularis, antigén, antitest alapu- tesztet hagyott jova a
COVID-19 tesztelésére, 2021 nyaran mar tobb mint 500, 2022 telére mar ~ 700 POC COVID
gyorsteszt volt forgalomban, ennek ellenére 2029-es évekre a piac mérséklddésével szamolnak.
2021-ben 46,76 millidard USD-re becsiilt globalis COVID-19 diagnosztika piac alakulasa két
esélyes: 1) vagy egy jelentdsen csokkenéssel fog szembenézni a pandémia lecsengésével (CAGR -
13,1%), 2) vagy az Gijabb jarvanyoktdl tartva folytatni fogja *ciklikus novekedését’(CAGR -2,9% ).
[11]

Ugyan a pandémia lecsengésével a COVID-19 tesztek globalis piaca mérseéklddik, tovabbra
sem szlinik meg az igény a mirofluidikai fejlesztések irant. A Global Industry Analysts iizleti
jelentése alapjan a Lab-on-chip technoldgia globalis piaca 2030-ra megduplazdodhat, 9,4%
novekedési rataval szamolvaa 2022-2030-as idoszakban 6,2 milliard USD bevételrol 12,7 milliard
USD-ra n6het. [12]

Az egyre jobb mindségli (pontosabb, érzékenyebb) gyorstesztek, az Ontesztelés terjedése
fokozatosan komoly terhet vesz le az egészégligyi kozpontok vallardl, igy a hordozhat6 platformok

fejlesztésére iranyuld torekvések varhatdan a pandémia lecsengését kovetéen sem fog megsziinni.
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4.2 Mikrofluidikai jelenségek alapvetd fizikdja
A makroszkopikus vilagban tapasztalt jelenségekkel szemben mikro- és nanoskalan a feliilet
¢s térfogat ardny jelentds megvaltozasdval az dramlasban a tehetetlenségi erdkkel szemben a

viszkdzus erdk javara dol a mérleg.

Henry Darcy francia hadmérndk publikalta el6szor kisérleteit 1856-ban, melyben a felszin
alatti vizek mozgésanak jellegét vizsgalta porézus koézegben. Megfigyelései késébb a Darcy
torvényként (4. dbra) valtak ismertté, mely leirjaa fajlagos térfogataram (v = % (1), atérfogataram
¢s a csatornafeliilet hanyadosa) ¢és a hidraulikai gradiens (két folyadékoszlop
magassagkiilonbségének €s tavolsaganak hanyadosa) 0sszefiiggését. Ezek permedbilis kozegben
egymassal aranyosak, de 6sszefiiggésiik csak alacsony Reynolds szamok ( Re), vagyis csak alacsony
aramlasi sebességek esetén igaz. [13]

Reynoldsz szam, Re
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4. dbra: Darcy térvény Gsszefiiggése [13]

Osborne Reynolds ir sziiletésii matematikus 1883 -ban bemutatott kisérlete alapoztameg az
aramlastan alapjait, melyben aramlasi sebesség emelésével, fluidikai csé kdzéppontjaba vezetett,
megfestett vizsugar viselkedését vizsgalta, megfigyelve a laminaris &ramlasbol, 6rvényld, turbulens
atmenetet mutatd aramlasformékat. Tiszteletére, az aramlas jellemzésére bevezetett dimenzid
nélkiili szdm - mely a viszkozus és tehetetlenségi erOk aranyat adja meg; a geometria és az aramlasi
viszonyok fliggvényében — a Reynolds — szam (Re) elnevezést kapta.

_ 0*V=L
il

Re (2)

, ahol o — folyadék stirlisége, n - viszkozitds, V - karakterisztikus aramlasi sebesség, L
karakterisztikus csatorna hossz. Egy kritikus Reynolds szdm keriilt meghatarozasra: Re=2100

[14], mely alatt uralkod6 viszkozuserdk hatdsara laminaris aramlés jellemzd6; érték felett, azonban
a tulstlyba keriil6 tehetetlenségi er0k miatt mar turbulens az aramléas. A mikrofluidikai csatornakra
jellemzd csatorna magassag tartomanya (1 - 100 um), a néhany pl/s-os térfogatdram, valamint a
vizes oldatokra jellemzd alacsony kinematikai viszkozitas (viz 10 m?/s), tizes nagysagrendbe es6
Reynolds szamot eredményez [ 15]. Mivel ez messze a kritikus Reynolds szam alatt van, laminaris
aramlasrol beszélhetiink. Ennek a stabil lamindris 4aramlasnak jellemzdje a parabolikus
aramlasprofil, melyben a falak mentén lassabb, csatorna kozepén gyorsabb aramlés jellemezi a
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rendszert. Keveredés csak diffuzio révén valdsulhat meg, igy bizonyos mintakezelési eljarasok
soran olyan geometriak kialakitasat kell alkalmazni, melyek mikroskalan is biztositani képesek a
folyadékrétegek kozti atjarast, elegyedést, vagy adott részecskék szegregaléasat .

A mikrofluidikai rendszerekben fellépd aramlasi jelenségeket a Navier-Stokes-diftferencial
egyenletek irjak le, amelyek azzal az alapfeltételezéssel élnek, hogy folyékony kozegben az
anyagokra fellépd fesziiltég egy az anyag viszkozitasabol fakadd diffuzids €s egy nyomas
Osszetevobol all. Az egyenletek jelentdsége, hogy hasznalatukkal szdmos gyakorlati aramléstani
alkalmazas leirhat6 és modellezhetd ugy, mint az 6cedni dramlasok, az 1d6jaras, a repiildgépek
szarnyai koriil fellépd aramlasok; mikrofluidikai alkalmazashat6 a véraramlasi kor vagy akar adott
csatornakeresztmetszetii csérendszerben fellépd jelenségek szemléltetésére.

A Navier-Stokes [15] és a kontinuitas egyenlet, ahol az [16] el6bbi a momentum, utébbi a tomeg
konzervalasaért felelds:
%+(v-V)v=—%Vp +VVv + g 3)

ahol folyadék paraméterei v - a sebesség, p - a nyomas, p — stirliség, g - a gravitacios térerd vektora,
v - kinematikai viszkozitas. Az egyenletet egyik oldalon az inercialis erdk, masik oldalon pedig a

nyomasgradiens, a viszkézus erdk, és a folyadékra hato kiilsé erdk allnak. A kontinuitds egyenlet:
L+ V-(pv) =0 (4)

Aszerint, hogy laminaris vagy turbulens d&ramlési koriilményekrdl van szé (alacsony vagy magasabb
Reynolds szam, illetve a folyadék Osszenyomhatdsagatdl, viszkozitasatol fiiggden (jellemzden
Newtoni vagy nem Newtoni folyadéknak tekinthetd-e a minta, amit a megfelel6 Mach-szam
jellemez) egyszertisodhet, vagy bonyolddhat az egyenlet. Az alapvetd esetekben egy biologiai minta
kezelheté Newtoni folyadékként.

A Stokes — torvény az aramlasban mozgd gyongyok mozgasat, palyavonalait irja le:
d
a (mpvp) = 3mud,(v—v,) (5)

ahol m,, - a részecske tomege, v,, - a részecske sebessége, p - a folyadék dinamikai viszkozitasa,
d

p - arészecske atmerdje.
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4.3 Szepardlasi modszerek mikrofluidikai rendszerekben

Biologiai mintdkat vizsgald eszkozokben (pl. orvosdiagnosztika, gydgyszerhatdanyag
fejlesztés, sejtanalizis) szdmos esetben sziikség van mintaeldkészitési lépésre. Az elvalasztando
alkotoelem, vagy analit lehet az a célminta, melyet vizsgdlni szeretnénk, példaul egy adott
gyogyszerhatdanyagra (rezisztencia vizsgalat, gyogyszerfejlesztés) vagy meghatdrozni annak
koncentraci6 szintjét nagy pontossaggal és érzékenységgel (diagnosztika). Ilyenkor az analitot
sziikséges elvalasztani a zavard, mintdban megtalalhato egyéb alkotoelemektdl, vagy térfogatbol
koncentralni egy adott szenzor feliilethez.

A szeparéacidos mikrofluidikai eszkdzok alkalmazasaval szemben alapvetd elvaras a
részecskék é€s sejtek szepardlasi idejének csokkentése, illetve a szeparalas hatasfokanak novelése.
A célminta megfeleld tulajdonsagok szerinti elvalasztasa még mindig jelentds kihivast jelent, habar
a mikroszkopikus méretek miatt jelentds fizikai és kémiai valtozds hozhaté 1étre minimalis
térfogatokon beliil is. A szeparalast el0segitheti a megfigyelt minta jelolése (pl. fluoreszcens festék
vagy fehérje, fluoreszcens és/vagy magneses nano- mikrogyongy stb.). Ha példaul egy sejtet
immunospecifikusan méagnesezhetdé gyongyokhoéz kotjiik, majd magneses erdtérbe helyezziik,
lehetéség nyilik a jeldlt sejt vagy konjugdtum nagy pontossagu, hatékonysagu manipulalasara. A
specifikus jel6lés azonban plusz egy jarulékos 1€épés a mintaprepardcioban, amely igy noveli az
assay bonyolultsagat, annak kezelési idejét és koltségét. A jelolésmentes sejtszeparalas eldnye, hogy
nem igényel komolyabb mintael6készitést; a sejtek fizikai variabilitdsa — méret, alak, siirliség,
rugalmassag, polarizdlhatdsag — adja a megkiilonboztethetdség alapjat. Munkam soran elsésorban
a jelolés mentes modszerekre kerestem megoldast — kifejezetten sejtek hatékony elvalasztasat
célozva.
egyéb tényezd is hatdssal lehet, melyet Timm Krueger et al. [17] DLD technolégidval végzett
szeparaci6 soran bizonyitott: a maléaridval fertdzott vordsvértestek rigidebbé valtak, és
deformalhat6saguk megvaltozasa elegendd volt ahhoz, hogy elkiilonitse a fertézott populaciot az
egészségesektol. A biologiai mintak szeparaciéjanak komplexitasat tiikkrozi, hogy egy ,,apr6”
valtozas mekkora kovetkezményekkel jar a mikronos, szubmikronos tartomanyban.

A mikrofluidikai alapt részecske és sejtszeparacios megoldasokat alapvetden az esetleges
kiils6 terek alkalmazasa alapjan passziv és aktiv moddszerekként azonosithatjuk. Az aktiv
elvalasztasi modszerek kiilso er6forrast igényelnek, viszont ezek egy passziv modszert kiegészitve,
vagy csupan énmagukban is, jelentdsen novelhetik a szeparacid hatdsfokat. A passziv szeparalasi
modszerek azért kozkedveltek, mert nem sziikséges a fluidika miikodtetése mellett egyéb kiilsd
erdforras, ami egyszeriibbé €s hordozhatobba teszi az analitikai platformot — viszont a fluidika
geometriai paraméterezése komoly koriiltekintést igényel.

P. Sajeesh et al. [18] munkdjaban Osszegezte a napjainkban, mikrofluidikai teriiletén
alkalmazott, és elterjedt szeparaldsra modszereket (5. éabra) kitérve mindkét megkdzelités

jelentdségére.
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Részecskeelvalasztas és vilogatas

Passziv technikak Kombinalt technikak Aktiv technikak
Szoritott aramlasu frakcionalas (PFF) Dielektroforézis (DEP)
Tehetetlenségi és Dean-aramlasi frake. Magneses
Mikrodrvény manipulacié Optikai
Determinisztikus oldaliranyd elmozd. Akusztikus

Zweifach - Fung hatas

Sz(irés

Hidrodinamikus sz(rés

Mikro hidrociklon

5. dbra: Mikrofluidikai szepardcios eljdrdsok osztdlyozdsa [18]

Gyakorlati alkalmazasokban az (1) determinisztikus oldalirdnyu elmozdulas (DLD), és a (2)

crer

crer

bemutatni, majd ezek utan az aktiv modszerek kozé tartozo (4) magnetoforetikus csapddzast. Az

alabbi fejezetben azonban rdviden az olyan aktiv szepardldsi modszerek elméleti hatterére,
kihivéasaira és alkalmazhatdsagara is kitérek, mint az akusztoforetikus-, optikai-, magneses- és
dielektroforetikus (DEP) szepardlds, kiilonosen a szubmikron (<1 upm) tartomanyban
megvalosithatd valtozatos alakkal jellemezheto sejtek sziirésére keresve megoldast. A palcika
alakt E. coli baktérium részben ebbe a tartomanyba tartozik 1-2 pm hosszaval és akar 0,25 um
atmérdjével. [19]
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4.4 Alegfontosabb aktiv szeparalasi mdédszerek és mikodési alapelveik

C. Wyatt Shields IV et al. [20] 0sszefoglald cikkében Osszegezte az aktiv szeparacids
modszerek lehetdségeit, de Tianlon Zhang et al. [21] tért ki a mddszerek szubmikron tartomanyban
torténd alkalmazhatésagara. Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a hatékonyabb szeparalas
érdekében csokkenteniink kell a fluidikai csatorndk jellemzd keresztmetszetét, azonban ezzel
parhuzamosan romlik a platform ateresztoképessége, ¢s megnd a minta kezelési ideje. Az aramlasi
sebesség novelése kompenzalhatja ezt a hatranyt, azonban az aktiv szeparaciés moddszer
hatasfokanak romlasa nélkiil csak korlatozott mértékben. Jellemzden a legalacsonyabb aramlési
sebességek az optikai modszerekhez sziikségesek. AteresztSképesség szempontjabol egy fokkal
jobban teljesitenek az akusztoforetikus modszerek, mig a legmegbizhatobban a dielektroforetikus
(DEP) modszerek alkalmazhatok magasabb aramlasi sebességek mellett. Megadhato egy also
mérettartomany is, melyben az egyes elvalasztasi modszerek még alkalmazhatoak; ez alapjan is a
DEP modszer foglaljael a legelénydsebb helyet a ranglistan, ahogy azt az 1. tablazat 6sszefoglalja.
[21]

‘ thermoforézis, magnetoforézis
Aramlasi optikaimodszer _  akusztoforézis — _ DEP: 1g20 1/ min
sebesség 0,24 nl/min ~0,2 pl/min ~24-25 pl/min K
[23]
[22]
Effektiv L optikai rnoc!sz.el.r, magnetoforgzls DEP:
o akusztoforézis: thermohorézis: (magneses gyongy
minimalis > 0,002 pm
méret 0,11 um 0,1 pm 90,01 — 0,02 pm) [26] [27]
[24][22] [25]

1. tdbldzat Az egyes aktiv szepardcios modszerek effektiv sebesség és mérettartomdnya.

4.4.1 Elektromos erétér indukalt elvalasztasi moédszerek

Elektroforézis [20] [28] alapu elvalasztisi modszer alkalmazdsa soran megfeleld el6feszités
hatdsara a toltéssel rendelkez6 részecskék az elektromos erdtérben elmozdulnak az ellentétes toltésii
elektrodak iranyaba. A kialakul6 elektroforetikus eré nagysaga aranyos a részecske toltésével és az
eldfeszités (elektromos potencial) nagysagaval.

Xiaotong Fu et al. [28] mikrofluidikairendszerekben is kivitelezhetd modszer alkalmazasat
mutatta be. Szabad aramlasi zonas elektroforézis (FFZE) (6. dbra) esetén az aramlasban levo
molekuldk, haladasi irdnyukra merdlegesen alkalmazott elektromos erdtérben toltésiiknek
megfeleld mértékben €s iranyban, egy adott szogben eltériilnek. A megvaldsitott fuidikaban a mintat
(fluoreszcein és Rodamin B, 0,5 pl/min aramlési sebesség) kozépre fokuszaltdk a csatorna két
oldaldn aramlo elektrolit (HEPES puffer €s kinhidron oldatdban (2 pl/min aramlési sebesség)
segitségével. 80 V eldfeszités mellett a negativ toltésii fluoreszcein (z61d), a pozitiv téltésti anod
felé tériilt, mig a semleges Rodamin B (piros) fokuszaltan végig haladt a csatorndban (6. B. dbra).
Alland¢ fesziiltség alkalmazasa soran problémat okozhat az elektroddkon megjelend elektrolizis,
amit szénrészecskékkel (korommal) modositott polidimetil-sziloxan (PDMS/CB) membran

hasznalataval oldottak meg.
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6. dbra FFZE (1.) alapkoncepcidja és a hozzdtartozo szerkezetek (1.A) sematikus dbrdja; (1.B) elektromos mezd bekapcsoldsaval a
csatorna keresztmetszetben Idthato fluoreszcensen jelolt részecskék elkiiloniilése. [28]

Dielektroforézis (DEP) esetén a valtakozo fesziiltség hatasara polarizalhato sejtek manipulalasarol
beszéliink. A dielektroforetikuserd (Fpep) fiigg az elektromos mezd térerdsségétdl (E), a részecske
méretétdl (R), a sejt és a folyadék tulajdonsagaitol, valamint a Clausius-Mossotti faktortol (5) — ez
utobbi az effektiv polarizadlhatosdgot adja meg a médium (m) és a részecskék (p) kozott, azok
dielektromos permittivitdsa (&), elektromos vezetOképessége (o) €és az elektromos mezd

szogfrekvencidja (o) szerint. [21]

Forr = 2ne,R Re(B) VE2  (6); =22 (7); =2 (8

eptem
Ha egy sejt polarizdlhatébb a médiumnal, akkor az pozitiv dielektroforézissel (pDEP; Re(p) > 0) a
nagyobb térerdsség irdnydba fog elmozdulni; ellenkezd esetben — negativ dielektroforézis esetén
(nDEP; Re(B) <0).

Myyoungon Kim et al. [29] a pozitiv DEP jelenségét kihasznalva (7. dbra A) ivovizbol
szeparalt— fokuszalt és detektalt E. coli baktériumot 100 pl mintabol méar 300 CFU/ml sejtszamtol.
A cikkben leirt tanulsagok szerint még ebben a médiumban is sziikséges egy passzivalo réteg
alkalmazasa az elektrodakon, valamint az elektrédak sarkainak lekerekitése.

Daniel Petrovszki et al. [30] hasonloan pDEP modszert hasznalta ki (7. ébra B). Egy integralt
mikrofluidikai rendszerben egy krom-arany rétegekbdl allo feliileti elektrodapart, és egy 2 um
vastag negativ fotopolimerbdl 4116 bordéas hulldmvezet6t alkalmaztak elektrodak kozti 10 pm széles
résben. Fecskenddpumpas aramoltatas (0,1; 3; 5 ul/ min) és valtakozo fesziiltségii gerjesztés mellett
(30 V45 0,1-5 MHz) az E. coli baktériumok a feliileti hullamvezetd koré gytiltek. A pDEP elektroda
rendszert egy integralt, feliileti hullamvezetd szenzoregységgel egybeépitve ezutan meghataroztak
a baktériumok koncentréaciojat is, ahol a kicsatolt fény intenzitasa és faziseltolodasanak mértéke
nem csak 10?-10% CFU/ml E. coli jelenlétét tudtak, de bebizonyitottak, a dielektroforetikus térének
frekvencia és sejtméret fliggd jelvaltozasat, szelektivitasat is.

Seungkyung Park et al. [31] nDEP modszerrel (7. abra C) sikeresen kiilonitett el E. colit
nagyobb vezetoképességli médiumokbol is: PBS-sel 20x-ara higitott teljes vérmintabol (1,54 S/m)
¢és agy-gerincveldi folyadékbol (1,8 S/m). A szeparacid hatasfoka médiumokra jellemzden 94,3%,
illetve 87,2% volt. Végeselem szimulaciokkal szemléltették, hogy egy részecske mozgasa harom
dielektroforetikus erd egyensulyanak kovetkezménye (1) z irdnya nDEP erd6, 2) lateralis nDEP erd,
3) lokalis nDEP erd.
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7. dbra: E. coli fokuszdldsra és detektdldsra haszndlt platformok sematikus szerkezete: pDEP mddszeren- (A) [29] és B) [30]
valamint nDEP médszeren- (C) [31] alapuld elvdlasztdsi mikrofluidikai rendszerek.

Elektroozmotikus aramlas — alland¢ fesziiltség (DC) jelenlétében jon létre, ahol az oldatba
kevert sejtek folyadék ionjaival egyiitt torténd, elektromos tér altal indukalt migracioja megvalosul
[20].

A modszer eldnyei kozott emlitendd, hogy az aktiv szeparacios lehetdségek kozott, az
aramlasi sebességek nagysaga szerint a magnetoforetikus szeparalas utan a 2. helyre sorolhat6 (1.
tablazat), ¢s az effektiv szeparalasi méret tekintetében a legalacsonyabb tartomanyban, akar 0,002
pm méreteknél is alkalmazhat6 a technologia. Azonban a DEP nem elterjedt modszer a felmertild
hatranyos jelenségek miatt, mint a vizbontas; a sejtek életképességét befolyasold pH, valamint a
karos hidrogén-peroxid fejlédés. Tovabbi hatrany, hogy a vizeletben a pH (4,8 -7,4), az ozmolaritas
(50-1300 mosm/kg) és az iontartalom (natrium 25-200 mM; kalium 12-80 mM) jelentds
tartomanyokban valtozik [32]. A médium ozmolaritidsanak valtozasa az egyes klinikai mintdkban
jelentdsen ronthatja a DEP modszerrel torténd szepardlas hatékonysagat, a kisérleti alkalmazasok

soran ezért sem erre a megoldésra esett a valasztas.

4.4.2 Akuszto- és termoforetikus elvalasztasi modszerek
Az akusztoforézis akusztikus nyomashullamokkal kivaltott, a sejt életképességét nem
befolyasolé migracid. Két fobb csoportra oszthatd: tombi és feliileti akusztikus alléhullamok

alkalmazasa szerint.

4.4.2.1 Tombi akusztikus alléhullam (Bulk acoustic standing waves — BAW)

Akusztikus allohullamok kialakuldsa esetén az egyes részecskék €s sejtek jellegzetes
tulajdonsagaiknak megfeleléen rendezddnek a csatornak keresztmetszetében. A részecskére hato
erd nagysagat a sejt mérete, mig az erd iranyat a kozeg, illetve a sejt slirlisége, 6sszenyomhatdsaga
befolyasolja. Ezek alapjan megallapithat6 egy akusztikus kontraszt faktor (), amely ha pozitiv
értéket vesz fel, a sejt az allohullam csomopontjanak iranyaba, ellenkez6 esetben az ellentétes
iranyba fog mozogni [20]. Az alkalmazott frekvencia tartomany jellemzdéen 1-10 MHz.
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M. Antfolk et al. [33] szimulaciok soran elemezte, hogy egy négyzet keresztmetszetii
csatorna rezonancidja miként valtozik a frekvencia fliggvényében. A modellekben figyelembe
vették az elsérendll akusztikus nyomas, az akusztikus sugarzasi erd €s az aramlasi sebességmezo
alakulésat is, eszerint 0,5 pm atmérdjii gyongyok akusztoforetikus palyajat szdmoltak ki. A
fokuszalast kétdimenzids félhullamhossz rezonancia esetén demonstraltak, amikor az akusztikus
sugarzas mind a négy falat érintette, a falparok kozott egy fazistolas (¢) jon 1étre. Kisérlet soran
vizsgaltak az egydimenzios, illetve a kétdimenzios besugarzas altal keltett fokuszalast (8. abra 1.B)
téglalap és négyzet keresztmetszetii csatornakban. A legjobb hatést ez utobbiban érték el: 1 és 0,6
um atméréji gyongyoket is sikeresen fokuszaltak egyetlen pontba. E16 organizmus esetén 90 %-
nal is jobb hatéasfokkal tudtak koncentralni 10° db/ml E. coli baktériumot. Ebben a rendszerben az
egydimenzids akusztikus fokuszalas alsé hatara 1,6 um; ami alatt az akusztikus dramlas indukalt

hazoerd gatolja a kisebb részecskék fokuszalhatosagat.

4.4.2.2 Fellleti akusztikus hulldam (Surface acoustic waves — SAW)

A feliileti akusztikus hulldamok kialakitasahoz elsdsorban interdigitalis transzducereket
alkalmaznak, melyet egy piezo-elektromos szubsztratrarogzitenek. Megfeleld meghajtas melletta
piezo-elektromos anyagban 1étrehozott periodikus deformaci6 indukélja a kialakul6 hullamokat.
Két lizemmoad kiilonboztethetd meg: a haladoé feliileti akusztikus hullamok (TSAW — Travelling
Surface Acoustic Waves) és a feliileti akusztikus alléhullamok (SSAW - Standing Surface Acoustic
Waves).

Halad¢ feliileti akusztikus hullam (TSAW)

Ez a technika alkalmazhatd cseppgeneralashoz [34], célminta koncentralashoz [35],
nanorészecskék keveréséhez [36, o. 3] is. G. Gestgeer et al. [37] a mddszer alkalmazésaval képes
volt olyan polisztirén gyongyok szeparalasara, melyek mérete csupan 200 nm-ben tért el egymastol
(3 um és 3,2 um atmérdji gyongyok) (8. abra). A részecskékre hat6 effektiv akusztikus energia
mértéke fligg TSAW hulldmhossz részecskemérethez viszonyitott aranyatol (« faktor), valamint a
folyadék és a gomb alaku részecske strtiségbeli kiilonbségétdl. A «k faktor:

K= a% )

a részecske sugaranak (a), a hullam frekvencidjanak (f) és a folyadékban terjedd hang
sebességének (cy) — ismeretében megbecsiilhetd a sziikséges akusztikus sugarzasi energia, ami egy
gomb alaku részecske lendiiletének megvaltoztatdsahoz sziikséges (k = 1 esetén). A transzducer
miikddtetésekor a sik TSAW terjed a (pl. litium-niobat) szubsztraton. A csatornanak kell6en
sz¢lesnek kellett lennie ahhoz, hogy a falakrol visszaver6dd hulldmok ne befolyasoljak a
szeparalast. A képen (8. abra 2.B) lathato, ahogy a csatorna bal oldalara fokuszalt gyongyok mar
0,2 pm méretbeli eltérés soran is szeparalhatdak voltak. A TSAW hullamhossza 20 um, alkalmazott

frekvencia: 200 MHz, teljesitmény: 3,8 W volt.
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A feliileti akusztikus allohullimok (SSAW)

A feliileti akusztikus allohulldmok (SSAW) Iényegében két egymdssal szemben elhelyezett
interdigitalis transzducer mukodtetésével keltett TSAW hullam interferencidjabol keletkeznek.
Amennyiben egyetlen csomopontot akarunk kialakitani a fluidikdban, a csatorna szélességét ugy
kell megvalasztani, hogy az kisebb vagy egyenlo legyen a hang hulldmhosszanak felével. [37] Ez a
modszer akusztikus csipeszként is funkciondlhat, mellyel alkalmas a sejt térbeli orientacidjanak
modositasara. Az akusztikus erd nagysaga (F,) fiigg az akusztikus nyomastol (p), a részecske
meéretétol (atméro - d); a médium (m) és a részecske (p) 0sszenyomhatosagatol (f), valamint azok
stirtiségétdl (p). Ezeken feliill meghatarozd6 még az alkalmazott ultrahang hulldmhossza (1), a

tavolsag anyomashulldmok csomdpontjaitol (v), valamint az akusztikus kontraszt faktortol (¢). [20]
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8 dbra: BAW és SAW akusztoforetikus fokuszdlds és részecskeszepardlds.

BAW: 0,5 um-os részecskék mozgdsa négyzet keresztmetszet(li csatornaban: (1.A) Egydimenzids besurgdzds és visszaverédés
az egyik falpdron, fél hullimhossz rezonancia kialakuldsa. (1.B) Kétdimenzids besugdrzds, mindkét falpar mentén. 1 —
elsérendl akusztikus nyomds; 2 — akusztikus besugdrzdsi er6 és az dramldsi sebességmezé dramvonalai; 3 — gydngyok
akusztoforetikus pdlydja. ( 1.C) 2 ul/min dramldsisebesség mellet fokuszalt 0,5 um-os gyéngydék a csatorna kézepén. [23] SAW:
(2.A) A szepardtor szerkezet sematikus felépitése. (2.B) 3 um és 3.2 um gyéngyék szepardldsa. (skdla: 200 um) [27]

Az aktiv szeparaciés moddszerek koziil az akusztoforézis a lassabb 4ramlési sebességek
mellett alkalmazhato6 technikdk kozé sorolhaté (1. tablazat, 16.0.), igy adott idéegység alatt csak
kisebb mintamennyiség kezelhetd, mely gyorstesztek esetén kritikus paraméter. A megbizhatosag
szempontjabol nem elhanyagolhat6 elénye, hogy nem olyan érzékeny a médium Gsszetételére, az
€10 sejtek sériilékenysége sem kritikus, ugyanis a térités akusztikus nyomashulldmokkal torténik. A
célminta stirlisége, 0sszenyomhatosaga, vagy amédium ozmolaritdsanak valtozasa az egyes klinikai
mintakban kisebb hatdssal van a mddszer hatékonysdgara, mint a dielektroforetikus szeparalas
esetén. Az irodalmi attekintésben bemutatott részecske és sejtszeparacidos modszerek koziil az
akusztoforetikus szeparalasttartanam még vizsgalatra alkalmasnak abban az esetben, ha vizeletben
torténik a mérés. A modszer alkalmas szeparalasra 0,11 um [21] mérettartomanytol, mely

alkalmassa teheti a mdodszert E.coli baktérium kezelésére is.

20



4.4.2.3 Termoforetikus elvalasztas

Ez a szeparacios technika féleg, mikrométer alatti, azaz szubmikronos tartomanyban
alkalmazhat6. Wang Ruijin et al. [38] egy olyan fluidikai rendszert tervezett (1asd 9. dbra), melyben
a termoforézis hatdsara a részecskék méretiik fiiggvényében a nagyobb hdmérsékletli helyrdl az
alacsonyabb felé mozdulnak el.

6musd Kf VT
Fp=—1LC L (12)
Pr Kp+2Kg T

A fenti (12.) egyenlet alapjan megallapithatd, hogy a termoforetikus erd nagysaga fiigg: a
folyadék és a részecske hdvezetésétdl (Kr és K,); a folyadék hémérsékletétdl (7) és hdmérséklet
gradiensétol. Cy; =0,13, konstans, amely az 1 pm nagysagu gyongyokre érvényes. A uy a folyadék
dinamikus viszkozitasa; d, arészecske atmérdje; py a folyadék slirlisége. Ennek megfelel6en kisebb
tomegul sejtek gyorsabb migracidt mutatnak.

A szeparalas mértéke 3 paraméter hangolasaval allithato be ezek: (1) uA/uB a két bemeneti
gradiens. A legjobb szeparalasi hatdsfok kisebb minta d&ramlasi-sebesség (uB =4 mm/s) és nagyobb
homérséklet kiilonbség (AT = 10 K) mellett érhetd el.
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9. dbra:A) A termoforetikus elvdlasztdsdst megvaldsito eszk6z geometriai felépitése, valamint B) az elvdlasztdsi folyamat minéségi
Osszehasonlitdsa a numerikus és kisérleti eredmények alapjdn. A 0,5 és 1,0 um atméréji gyongydk szétvdlaszthatok minddéssze
hdrom csatorna sziikiilet és tagulat utan, AT=5K esetén.

Kisérleti elendezésben a termoforetikus modszer alkalmazésa elvetésre keriilt, ugyanis az
elsésorban szubmikronos tartomanyban alkalmazhat6, igy mindenképpen igényel egy jelentdsebb
eldszlirést. A gyorsabb szeparaldst eldsegitd geometriai elrendezéssel a tdmasztdaramlas extra
folyadékmennyiség problémat okozna, valamint a bioldgiai minta hdmérsékletre valo érzékenysége

sem elhanyagolhaté szempont a mintasériilékenység szempontjabol.

4.4.3 Optikai manipulacié — fokuszalt |ézernyalabbal

Sejtek csapdazasa egy kozel-infravords (Near Infrared — NIR) 1ézer nyaléb alkalmazasaval
is megvaldsithatd, mely a fény intenzitasprofiljdnak megfelelden képes egy adott fokuszpontban
rogziteni a részecskét a 1ézer kikapcsolasaig. A modszer alapja két optikai erd egyensulyanak
alakulasa. A szorddasi erd a fényterjedés irdnyaba tolja a részecskét, mig a gradiens erdk a
fényintenzitas térbeli gradiensének iranyaba huzzak a megfigyelt mintat. [39] Xiaoling Wang et al.
[40] olyan modszert dolgozott ki, melynek segitségével élesztd sejteket (@= 5-8 um), emberi
embrio Ossejteket (hESC, @=10-15 pm ) vélasztottak el fluoreszcens polisztirén gyongyoktdl (D=
2um).
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10. dbra: Optikai csapddzds és sejtek mozgatdsdnak sematikus koncepcidja [40]

Képfeldolgozo eljarassal azonositottak a sejteket méret €s fluoreszcens jel alapjan, majd
aramlasban, a 1ézer mozgatasaval egyszerre tobb csapdat is kialakitva a célsejteket a minta oldatbol
a pufferbe vitték (10. abra). A fluidikaban kialakitott &ramlasi sebességet (67 pm/s ) és a sejtek az
aramlasra merdleges mozgatasi sebességét (120 pum/s) kombinalva, a sejteket 350 mW 1ézer
alkalmazasaval 137 um/s sebességgel tudtdk mozgatni. A csapddk szdméanak és a minta

A modszer hatékonysaga jelentds, azonban a vizsgalt aktiv szeparalasi modszerek koziil a
leglassabb eljaras (1. tablazat 16.0.). Az olyan klinikai alkalmazasokban, melyekben egyedi sejtek
vizsgalatara van sziikség kivalo lehetdséget jelenthet, azonban a mi elrendezésiinkben a jelentds (~
1 ml) mintamennyiség teljes atvizsgaldsa esetén a rendszer nem felelne meg a gyorsteszt
kritériumanak.

4.4.4 Magnetoforézis

A magnetoforézis jelenségét példaul vas tartalmu sejtek és részecskék magneses térben
torténd csapddzasa és eltériilése esetén tapasztalhatjuk. A magneses tér kialakitdsdhoz allando
magnest, elektromégneses tekercset, vagy ferromagneses mikrohuzalt is alkalmazhatnak. A
kialakulé magnetoforetikus eré nagysaga a magneses térer0sség mellett a magneses részecske
méretétdl fligg. A maddszerrel elkiilonithetéek vorosvértestek a vérplazmabol, akar magneses
nanogyongy jeldléssel, akar olyan modszerrel is, melyben ferromégneses folyadékban szuszpendalt
sejteket valogatnak azok mérete, alakja és deformalhatosaga alapjan. [20]

Mikrofluidikai modszereknél a legelterjedtebben alkalmazott magnesek a neodimium
vasbor magnesek, melyek magneses fluxussiirtisége elérheti az 500 mT-t a polusoknal. Altalaban a
csatorna teljes feliiletét lefedd0 magneseket szoktak alkalmazni, de kisebb magnessel, a lokalis
magneses tér maximalasdval magneses csapda is kialakithato. [41]

A magneses gyongyok feliiletére kotott antitestek képesek felismerni és specifikusan
megkotni a célmolekulat vagy jeldlt sejteket. Egy sejtfelszini antigénmolekulara specifikus antigén-
antitest-magneses nanorészecske konjugatumon keresztiil kivalaszthat6 a célsejta mintabol, de akar
egyetlen sejthez tobb magneses nanogyongy is kapcsolhatd. Itt felmeriilhetnek tovabbi, a sikeres
kotést befolydsolo paraméterek is (antitest kotés Ky értéke, sztérikus gatlas, kotési affinités stb.).
[42]
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A magnetoforetikus szeparalas eldszeretettel alkalmazott modszer immunkémidban,
immun-fluoreszcens jeldléses sejtanalizis technoldgidkhoz —vagy in vitro diagnosztikai rendszerek
esetén is [43]. Eszerint a magnetoforetikus elvalasztas kutatott €s alkalmazott modszer, melynek
elsdleges célja az érzékenység-, szelektivitas, ateresztoképesség novelése, valamint az ehhez
sziikséges 1d6 csokkentése. Elonyei a koltséghatékonysaga, a szeparacids 1d0 rovidsége; hatranya,
hogy az alkalmazott kiértékelési modszert korlatozhatjak.

Migneses szeparalas soran kihivasok koz¢é tartozik immunkémiai oldalrél, hogy a
gyongymérettel valtozik annak feliilet-térfogat aranya. A kvantitativ kimutatasok hatékonysagat
nemcsak a részecske funkciondlis ligandummal valé boritottsagdnak mértéke szabja meg, hanem
annak orientacioja, affinitasa, és reaktivitdsa az adott célsejttel.

Mikrotechnoldgiai oldalrél a legnagyobb fizikai kihivas a magneses térerdsség térbeli
inhomogenitasa, vagyis a csapdazas hatékonysaga, fligg a fluidikatol vett tavolsagtol, a fluidikai
csatorna paramétereitdl, valamint az dramlasi sebességtdl. A Poiseuille térvény, és a parabolikus
aramlasi profil (laminaris aramlés) kovetkezménye, hogy a kialakul6 nyirofesziiltség miatt a falak
mentén lassabb, a csatorna kdzepén gyorsabb a lokélis dramlési sebesség, melybdl adéddan a
magnes gyongyokre hato eredd erd a falakmentén nagyobb, mint a csatorna kdzepén. A jelenség
ellensulyozasara a csatornaalak optimalizalasaval van lehetdség.

Immunomagneses szeparalas (IMS) soran egy szuperparamagneses részecskét vonnak be
olyan felismerd molekulaval, mely a célsejt, vagy organellum feliileti antigénje ellen kot. Amoddszer
soran a magneses gyongyoket direkt modon - elsédleges antitesten keresztiil, vagy indirekt médon
- egy masodlagos antitesten keresztiil kothetdk a célsejthez. (11. abra A). A mddszer limitalo
tényezOi: (1) az antitest és célminta kozott kialakulo kotés mindsége, (2) az antigén megfeleld
koncentracioban valo jelenléte, (3) a magneses gyongyok megfeleld kémiai Osszetétele, (4) a
magneses tér megsziinésével a gyongyok kozott kialakuld intermagneses erdk fennléte (cél azok
kizarasa), (5) valamint a részecske feliiletkezelése, mely a megfeleld reaktivitast biztositja
megfeleld stabilitas mellett [44].

A

200+  Ecoli
Y ElsGdleges antitest 1804 H= [ | xg/
N7 Masodlagos antitest 160+ i
— 140 I
1204 -

Madgneses

gyéngy 1004

80
60
404 ‘
20

Hozam (ng/ul)

11. dbra: Mikroorganizmusok immunomdgneses szepardldsa. A) Specifikus antitest kétGdésének lehetéségei: direkt médon (1.);
mdsodlagos antitesten keresztiil (2.), vagy a specifikus antitest (pl.: nyul 1gG) reagdlhat el6szér a célsejttel és aztan kétédhet a
gyongyhdz a bevonatként haszndlt bardny anti-nyul IgG-on keresztiil (3.). B) Pdsztdzo elektronmikroszkdp alatt Idthaté a bdrdany
anti-nyullgG-vel boritott Dynabead M450 (#=4,5 um) mdgneses gyéngy, melyhez mdsodlagos antitesten keresztiil k6tott az Yersinis
enterocolitica —a humadn bélrendszeri fert6zésekhez leggyakrabban kthetd baktérium. [44] C) A mdgneses gyongy6k (MBs) felszini
csoportjainak hatdsa a nuklein sav kinyerésre harom féle mintabdl: E. coli, Vér- és HBV, virussal fert6zétt szérumbdl [45].
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A teljes magneses szeparalas jelentOsen fiigg tobbek kozott a folyadék viszkozitasatol,
magneses gyongy méretétol, valamint a magneses térerotol.

Az alkalmazott magneses gyongyokkel szemben tdmasztott kritériumok: legyen kémiailag
stabil, monodiszperz, és vizes médiumban jol eloszlathatd, biokompatibilis, valamint h6kezelésnek
ellenallé — éppen ezért a magnetit (Fe;Os) lett az egyik legelterjedtebb gyongy alapanyag, a
feliiletkezelési eljarasok koziil pedig a szilicium-dioxid és polimer bevonatra kidolgozott
megoldasok terjedtek el.

Ritka sejtek szeparalasa szintén nagy kihivast jelent az orvoslasban (pl. cirkularis epitelialis
tumor sejtek; CEpCs, MCF7), kiilondsen, ha az egy heterogén populacioban kevesebb, mint 0,01%-
ban van jelen. Nagy térfogatok vizsgalata miatt 10-100 ml/h ateresztésre van sziikség, de a
mikrofluidikai megoldéasok ateresztéképessége ennél jelentdsen alacsonyabb (<2 ml/h) [46]. Emiatt
egyes kutatocsoportok a fluidika ateresztoképességének novelését céloztdk meg. K. Y. Castillo-
Torres et al. 2020-ban irt publikacidjaban olyan eszkdzt mutattak be, mely E. colit képes sziirni 50-
100 ml vizbdl, vagy nem-Newtoni folyadékként viselkedd higitatlan vérbdl kevesebb, mint 15 perc
alatt. [23] Masok a magneses gyongy és a célminta kotés specifikussaganak ndvelését céloztak meg
szintén szepszist okozd baktériumok megkotésére, melyet lizozimmel kezelt gyongyokkel
10 CFU/ml koncentraciéban valdsitottak meg [47]. Vizsgaltadk a magneses gyongy és a célsejt
méretaranyanak szerepét, illetve olyan geometriai megfontolasokat vezettek be, melyek a jeldlt
részecskéket hozza minél kozelebb a magneses feliiletéhez [48].

Kulcsfontossagu a pontos analizis mellett a detektalashoz sziikséges id0 is. Bo Li et al. [45]
olyan kit-et fejlesztett, mellyel 5 percen beliil képes sejtek lizisére és nukleinsavak extrakciojéra.
Kisérleteikhez E. coli szennyezett vérmintat ¢és mellraksejteket hasznaltak, négyféle
funkcionalizalést vizsgaltak (kezeletlen, SiO,, SiO, — NH,, NH,) (1. édbra C), és hat féle
gyongyméretet alkalmaztak. A feliiletkezeletlen gyongyokkel 97,41 ng/ul hozamot értek el, a
feliiletkezeltek koziil a SiO; adta a legnagyobb hozamot, ami 85,07 ng/uL volt. Nagyobb gyonggyel
nagyobb hozamot értek el, 1 ml E. coli oldatbol.

Jung-Jae Lee et al. [49] olyan mddszert alkalmazott, melyben Fe;Os magneses
nanogyongyoket cink-koordinalt bisz(dipikolilamin) (bis-Zn-DPA), szintetikus ligandummal
modositottak, hogy az specifikusan kosson az E. colihoz és Gramm-negativ baktériumokhoz.
Jelentdsen csokkenteni tudtdk a minta inkubécids idejét (<1 min) a korabbi, antitest-alapu rendszer
inkubacios idejéhez képest (>30 min), és nagy aramlasi sebesség mellett (60 ml/h) is képesek voltak
megsziirni a vérmintat a baktériumoktol. A 100 nm atmérdjli, amin végekkel terminalt gyongydkhoz
polietilén glikol lancokon keresztiil kototték a cinket (Zn?") és a bisz-dipikolilamint. A MNPpgG.
ppA-zn komplex nem sériilékeny, gyorsan kot a célmintdhoz, elhanyagolhat6 kdlcsonhatasba 1ép a

tobbi sejttel, és a gyongyok nagy feliilet/ térfogat aranya a ligand koto kapacitasat noveli.
A £ Wmdghets
'xa?l@ W
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12. abra: Magneses szepardlas mikrofluidikai rendszerben. [49]
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A szlirést egy 1000 um széles és 200 um magas fluidikai rendszerben végezték a csatorna mentén
elhelyezett permanens magnesekkel (12. abra). Az E. coli koncentracié 1 x 10 CFU/ml, mig a
gydngy koncentracio 1 x 10'!/ml volt marha 2 ml vérmintaba keverve. A fluidikaban ciklusonként
a baktériumok 88%-at sikeriilt kivalogatni. Amodszer hatranya a nanogyongydk telitik a magnesek
kozelében a potencialis kontakt feliileteket.

Su Hyun Jung et al. [48] olyan geometriat fejlesztettek, mely nem Newtoni folyadékként
viselkedd, higitatlan vérbdl képes 200 nm atmérdjii magneses gyonggyel jelolt E. coli baktériumot
sztirni 10* CFU/ml koncentraciobol, 0,6 ml/h dramlési sebesség mellett, 91,68% =+ 2,18% sziirési
hatékonysaggal. Megoldasukat egy 1000 um x 100 pm x 5 cm (széles x magas x hosszu) fluidikai
csatornaban hoztdk létre (13. dbra A). A rendszerben a spiralis mozgast eldsegitd masodlagos
aramlas vezeti a gyongyoket ferroméagneses nikkel struktira kozelébe. Igy a geometriaval segitett
lateralis migracié soran a gyongyok a nagyobb magneses fluxussiirliség gradiens kozelében
csapdazodtak. A 10* CFU/ml E. colit mannozzal kotétt lektin paraméagneses nanorészecskékkel
szeparaltdk, melyet késObb sooldatba fecskendeztek. Ebben a kisebb viszkozitdsu oldatban mar
97,7 % + 0,93 % szeparalasi hatékonysagot értek el.

Joo H. Kang etal. [50] masik iranybol kozelitették meg a szlirés hatékonysaganak novelését.
Kutatdomunkdjukban arra fokuszaltak, hogy a célrészecske hatékony megkotéséhez milyen
optimalis gyongyméretet kell valasztani. A tesztelt gyongyméretek koziil az 50 nm —es volt
megfeleld, a magneses szeparalas hatékonysag szempontjabol. A kisérletek sordn a magneses
gyongyoket manndz kotott lektinnel (MBL) vontak be, mely képes tobbféle patogént, toxint
felismerni. Egy ’Biospleen’ mikrofluidikai csatornaban (forditasban: ’biolép’, 13. abra B.)
valositottak meg a sziirést. Ez egy olyan fluidika, melyben a szlirés egy 27 mm hosszu csatornaban,

adott aramlasi sebességgel d&ramoltatott mintabdl torténik, a csatorna tetejére rogzitett magnesekkel.
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12. dbra: A mdgneses szepardldsra geometriai megolddsok sematikus dbrdja. A.1) A ferde gerincsorokkal integralt
magnetoforetikus elvdlaszto berendezés rajza és A.2) a mikrofluidikus csatorna keresztmetszete és benne a mdagneses részecskék re
haté erék (kék nyilak: ~mdgneses erd, piros nyilak: a forgé dramlds dltal indukdlt hudzderd). [48]
B.1) Eszk6z mdgnesesen tisztitia a baktériumokkal szennyezett folyadékokat mdgneses nanorészecskék bevondsdval.
B.2)Keresztmetszeti dbrdzolds: L = 27 mm, S-t6l S™-ig; a mdgneses gyéngydkhéz kététt baktériumok dramlanak, mikézben az
alkalmazott mdgneses erék vmag sebességgel felfelé tereli Gket. A mdgneses levdlasztds hatékonysdgat (Imag) baktérium -
mdgneses gyéngy komplexek hatdroztdk meg amelyek az A pozicioban lépnek be a csatorndba, amely megkéveteli a lehet6
legnagyobb keresztirdnyu vdndorldsitdvolsdgot (Lh = 600 um) a csatorndn dt a B pozicio felé Q (L/h ) dramldsi sebesség mellett. Ha
az A poziciot dthaladé baktériumok elérik a csatorna mdsik oldaldt, miel6tt athaladndnak a B poziciobdl, feltételezhetjiik, ho gy
teljesen eltavolitottdk 6ket a folyadékbol (Imag = 100). [50]

25



A fent bemutatott technologiak az aktiv szeparalas sz¢les palettajat lefedik. A kutatomunkam
soran elvalasztasi hatdsfok alapjan a dielektroforetikus, illetve a magnetoforetikus szeparalas
alkalmazhatosdga meriilt fel. A dielektroforetikus szeparalasnal komoly kihivast jelent a minta
vezetOképessége, igy az elektrodak megfeleld szigetelése, a hordozhatdsag, kivitelezhetdség miatt
valasztasunk végiil a magneses csapdazasra esett. A magnetoforetikus csapdazas azért is elonyo0s,
mert egyarant alkalmazhaté a fecskendépumpas és a kapillaris pumpasmegoldasokhoz. A
feliiletkezelt magneses gyongyok célmintaspecifikusan kezelhetdek, igy a médium (vér, vizelet,
nyal) és a célminta egymashoz viszonyitott fizikai paraméterei nem befolyasoljak a modszer

hatékonysagat oly mértékben, mint a dielektroforetikus szeparalasban.

A sajat méréseim soran elsdésorban geometriai megfontoldsok mentén adtam javaslatot a
magneses csapdazas hatékonysaganak novelésére a gyakorlati alkalmazast is figyelembe véve. A
77 Elektronika Kft-nél zajlo Lab-on-a-chip fejlesztések soran olyan kérdéskordkre is ki kellett térni,

mint az E. coli kotését befolyasolo tényezdk, illetve a magneses gyongyméret szerepe.
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Aktiv szeparalas

Modszer alapja

Elony

Hatrany

Hattér

Alkalmazas

Elektroforézis
(Variaciok:
CE: chip elektroforézis
GE: gélelektoroézis
DEP: dilelektroforézis
FFF: field flow fraction)

polarizalhatosag és
részecskeméret

pontos fokuszalas
real-time kontroll,
nagy felbontas

minta eldkészités, elektrolit oldatban
nagy aram, Joule fltés, buborék
generalas, akaratlan elektro-
ozmotikus aramlas

DEP: biolégiai mintak nagy
vezetdképessége és sériilékenysége

fesziiltség csokkentése, kémiai
additiv hozzaadasa, vezetd folyadék
elektrod alkalmazasa, annak
elszigetelése a focsatornatol, - gél
membran vagy szilard elektromos
szigetel6 alkalmazasa

nuklein savak, fehérjék, baktériumok,
toltéssel rendelkez6 molekulakra
koncentralasa, szeparalasa

akusztikus sugarzasi
erd, az akusztikus
sebességmez0 altal
keltett htizoerd,

jelolés mentes,
kontaktus mentes
modszer, sejtek

limit az akusztikus hullamok

akusztikus sugarzasi erd, az

részecskeszeparalas, sejt
manipulacio, csepp szeparalas,

szeparalas

modszer

valtozas fennallasdnak veszélye

homérsékletii helyrél az alacsonyabb
felé mozdulnak

Akusztoforézis . . s g . . akusztikus folyam sebességmezdi stirliség fliggd szeparalas vérben,
0sszenyomhatosag-, fiziologias oldatban csillapodasa , T . .
P A, altal keltett huzderd nyers tejben, tumor sejteken,
deformalhatosag-, higitas nélkiil enészen. E. coli baktérium
részecskeméret fokuszalhatéak p >
fliggd;
feliiletkezelt nagyobb mintatérfogat . 1 he s her o . . A . (o sejtmanipulacié mozgatas, rendezés,
, . \ SO L, mintael6készitést igényel, magneses | magneses mezd gradiens hatasara a S o, :
Magnetoforézis magneses is vizsgalhato, jo . O . . szeparalas, kornyezetvaltozasban sejt
. R A gyongydk célminta specifikus sejt-részecske komplexek L - .
(MAP) gyongyhoz kotott szelektivitas és . (1 2 g vizsgalata, szepszist 0kozo
1. . L . . kezelése téril és csapdazodik e 1 1
célminta csapdazasa szeparacios hatas baktériumok szegregalasa vérbol
. , informacio &y gjtes nagy foton fluxussal rendelkezd komplex biokémiai reakcidok
noninvaziv DNA- fehérje s A . P
, . , . 1 forras (1ézer, >250 pN/pum, >1W) vizsgalata egyedi molekula szintjén ,
modszer, sejtre hatd interakciokrol, ., s Y . 12 > I
: kis ateresztoképességii rendszereben, | momentum transzfer kihasznalasa, szerkezeti atrendez6dés (DNS),
pikonewton fluoreszcens . L < . . ; B . . ) AR
, , kis populacidban eléforduld sejtekre alkalmazott er6 nagysaga sziik kinematikus és mechanokémiai
s nagysagu, modszerekkel .. X . o . o -
Optikai Lo, L, . alkalmazhatd, sejtek egyesével fokuszu lézernyalabbal, folyamatok vizsgalata fehérje
A deformalddas kombinalhatd, N . .1g i .. . 12 .y
manipulacié o , oprx manipulalhatoak, sejt karosodhat, > 100pN csapdazott gyongyre [51] atrendez6dés, adszorpcids
mértéke csupan diffuzio, L. , , e o , . , e,
A e e o < szkennelési, mozgathatd csapdak atlatszo objektum manipuldlasa mas vizsgéalatok csapdazott célmintan;
nanométeres, asszociacids/disszociac . o g , . . R , )
AP A sebesség <néhany tiz pm/s torésmutatoval rendelkezd sejtmanipulacié mozgatas, rendezés,
meéretfiiggd 10s €s Iranyitott T f1a .. . . .
mozeasok kizvetlen médiumban szeparalas, kornyezetvaltozasban sejt
Zgas¢ zv kozel infravords 800-1200 nm) vizsgalata
monitorozasa
termoforézis hatasara a részecskék
Termoforetikus g kontaktus mentes Kis ateresztoképesség, strukturalis méretiik fliggvényében a nagyobb o I
méretfiiggd polisztirol gyongyok

2. tabldzat Mikrofludikai rendszerben is alkalmazhato aktiv szepardcios eljardsok 6sszehasonlitdsa
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4.5 Passziv szegregacios modszerek és kihivasaik
A hagyomanyos sejtszeparacios modszerek koziil elterjedtek a fluoreszcencia aktivalt
(FACS), vagy a magneses-aktivalt (MACS) sejtszepardlas modszerek, melyben  kiils
(fluoreszcens-, vagy magnes konjugalt antitestes) jeldlés alapjan torténik a sejtek valogatasa. A
szeparacio torténhet a célminta valamely belsd tulajdonséga (példaul siirliség) alapjan is, mint
centrifugdlis modszer esetén. Ahagyomanyos klinikai diagnosztikéban és a biokémiai kutatasokban
elterjedt célminta szeparalési, izolalasi és detektalasi modszerek — mint a centrifugalés, az
aramldsos citometria, vagy a gél elektroforézis — esetén a mikrofluidikai megoldasok csekély
reagens és minta felhasznaldsa mellett elsdsorban gyorsabb és mobilisabb alternativat kinalnak. A
fentebb bemutatott aktiv szeparalasi médszerekhez képest a passziv szerkezetek elonye lehet az
egyszeriibb Osszeallitas, melyeknél elsdsorban a folyadékban fellépd hidrodinamikai, viszkozus
erdkre vagy egyéb specifikus célminta-médium tulajdonsagokra optimalizalt, céltudatosan tervezett
geometria ad megoldast. A passziv mddszerek kozil a hidrodinamikai szirés, a determinisztikus
oldaliranyt térités (DLD), az inercialis mikrofludikai szeparalas €s a viszkoelasztikus szeparalas a
legelterjedtebb. Ebben a fejezetben a keresztaramlasos sziirés, a DLD, illetve az inercialis er6kon
alapulo lateralis fokuszalas témakoreit mutatom be. Ahogy az aldbbi 0sszefoglald 14. abran is
lathato, a passziv mddszerek koziil a DLD-vel érhetd el a legnagyobb felbontdsu szlirés az alacsony
Reynolds szammal jellemezhetd (Re<<1), laminéris aramlasi viszonyok mellett: a modszerrel akar
20 nm-es [52] részecskeméretig (pl. exoszomak esetén) is végezhetd szeparalds. Az inercialis
mikrofluidikai rendszerek, melyeket a laterdlis fokuszalasnal is alkalmazunk, kicsit magasabb
Reynolds szdm tartomanyban miikodnek, és a felbontdsa sem olyan kiemelkedd, mint a DLD
modszernél — de a sejtekre jellemzd méretek megcélozhatdk vele.
) 102,

H-Filtracié

Reynolds - szam
—
T

Determinisztikus oldalirdnyu térités

102 : :
1076 1073 1
Részecskeméret (mm)

14. dbra: A passziv elvdlasztdsi médszerek miikédési tartomdnyai [53]

4.5.1 Determinisztikus oldaliranyu térités alapja, és alkalmazasa

A DLD modszer egy passziv, jelolésmentes modszer a sejtek méret szerinti szétvalasztasara,

s

koztudatban, melynek alapjait Huang et al. fektette le 2004-ben [54]. A fluidikai rendszer alapjat

egy oszloprendszer képezi, amelyben a pillérek egymashoz képest periodikusan, egy meghatarozott
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szOgben vannak elcsusztatva, mely egy definidlt szélességli aramlasi nyomvonalat hoz létre két
oszlop kozott (15. abra A).

A moddszer nagy ateresztoképessége miatt népszerti, mikro- és nanoméretii részecskék
szétvalasztasra, igy daganatsejtek, véralkotok, baktériumok, nukleinsavak elkiilonitésére is. Az
oszloprendszer tervezése soran a periodicitas mértéke €s az oszloptavolsag nagysaga hatarozza meg
a kritikus részecskeatmérot (D.). Attol fliggden, hogy a célrészecske mérete kisebb (<D.) vagy
nagyobb (>D.) a kritikus értéknél, két jellegzetes mozgasformat mutathat d&ramlasban: cikk-cakk
mozgassal viszonylag egyenes vonalban athalad az oszlopcsarnokon, vagy iitk6zo (,,bumping”)
mozgast végez, mely sordn mérete alapjan szomszédos dramldsi nyomvonalakra sorol at, és eltériil
a fluidikai csatorna valamely széle felé. Az oszlopok elrendezési stratégiai koziil a paralelogramma
tipust elrendezés a legelterjedtebb, melyet kisérleteim soran is alkalmaztam, de létezik még
forgatott-négyzetes oszlop elrendezés, vagy az utobbi években megjelent hatszogletii elrendezés is
[55]. Tervezés tekintetében elterjedt stratégiak (15. abra B) lehetnek: szegregalas egyetlen vagy
tobbszoros kritikus atmérd, mint levagasi paraméter alapjan. Tobbszords atmérd szerint torténd
szeparaci6 eldnye, hogy megakadalyozza a csatorndk eltomddését az egyes szakaszokban, egyre
csokkend kritikus atmérd kialakitasaval, amely az oszloptomb kiilonbdzd régidinak valtozo
paraméterezésébdl adodik. Elrendezés és funkcid alapjan elkiilonithetd kondenzalo-, szortirozo-,
"chirped’ tomb- melynél a résméret azonos, de tobb soreltolas 1étezik egy tombon beliil a tobb
méretli részecskék elkiilonitésére; vagy kaszkadtomb kialakitas, melynél a résméret, soreltolds is

valtozik, regionalisan egy -egy kivezetéssel az adott részecskeméretre [53].

A
\, Py Py B ..:_ ‘e
N @

g
.. N\

15. dbra: A) A determinisztikus oldal irdnyu térités miikodési elve [56], és B) a szepardldsi stratégidak szerint néhdny elrendezés:
egyetlen vagy tobbszorés kritikus dtmérd szerinti megtervezett oszloprendszer (B.) [53]

4.5.1.1 A DLD szeparacié elméleti hattere, a geometria hatdsai

A DLD technoldégia els¢ felbukkandsakor empirikus modellel igyekeztek definidlni az a
kritikus atmérdét, mely leirja egy gyongyméret mozgasat az adott oszloprendszerben. A
kutatolaborok az évek soran numerikus szimuléciokkal torekedtek Dc érték paraméterfiiggését
meghatérozni.

A legelsé modellben az oszlop - oszlop tavolsag €és a soreltolas mértéke volt a mérvado,
Ingis [57] teoretikus modelljében mar a soreltolodas tortjével, €s a részecskeméret oszlopok kozti
tavolsadg viszonyitott ardnyaval irta le a D, értékét. Davis modellje [58] kisérleti adatai is joO
kozelitést adtak Ingis modelljével:

D,= 1.4 % Gebo48 (13)
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ahol elsésorban két fo geometriai paraméter (1) az oszlopok kozotti tavolsag (G) és (2) a
tombperiodus (N=1/¢) meghataroz egy adott kritikus hidrodinamikai atmérét (D.) az
oszloprendszerben. Ezek a modellek elsdsorban kor alaku oszlopalakra lettek fejlesztve empirikus
modon. Azt, hogy az oszlopalak miként befolyasolja Dc értékét numerikus modszerekkel
igyekeztek alatdmasztani a Davis modell tovabb fejlesztésével. Wei et al. [59] alcsatornak
sz¢lességének aranyat vezette be Ujabb faktorként, Zhang et al. [60] inkdbb két geometriai
tényezovel, dimenzio nélkiili paramétert (a, f) vezetett be, amelyet az oszlopalak és az oszlopok
elrendezése hataroz meg, ezzel pontosabb leirdst adva a kritikus atmérordl olyan esetekben is, mikor
az oszlopalak eltérd a hagyomanyos kor formatol.

D.= a* GeP (14)
ahol G a két oszlop kozotti rés mérete, € a tombeltolés tortje (e=d/A=1/N), melyet a tdombperiddus
reciprokaként adhaté meg ( 16. dbra A), o hatdrozza meg az oszlop ¢élének tajolasat, f az oszlop ¢l

meredekségének nagysagat.
A. B.

Szimuldcio ,els6’” dramldsi sdv mérés
—r— (23/G) for G/D =3

—*— (28/G) for G/D =1

—— (28/G) for G/D =1/3

Kis részecske Nagy részecske

Kisérleti adatpontok
® Téril  (Davis, 2008)
O Cikk-cakk (Davis, 2008)
#C 404l A Téril (Holm, 2018)
A\ Cikk-cakk (Holm, 2018)

0.2| Jelenlegi prediktiv modellek

Parabolaelmélet el6rejelzése
(Inglis et al., 2006)

0.0 === D, =14G:"*¥ (Davis, 2008)

0.1 =——

Oszlopok Aramlasi nyomvonal

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

16. dbra: A) DLD felépitése [61] és B) a ma haszndlt modellek Gsszegzése. Dc érték leirdsara tobb megkézelités meriilt fel az évek
sordn (1) empirikus modell (fekete szaggatott vonallal) a legjobb illeszkedést adja a Dc (cut off) érték meghatdrozdsdra. (2)
folyadékszimulaciés modell (folytonos vonalak) - az oszloprendszerelsé dramldsi sdv szélessége alapjan (2 8) meghatdrozott cut off
értéek mdr valamivel pontatlanabb. A szimuldcios és analitikai el6rejelzések jol egyeznek (26 = f(e, G) , z6ld pontos vonal), bar
elmondhatd, hogy pusztdan folyadékszimuldcios modellekkel nem magyardzhatéak a kisérleti eredmények sordn megfigyelt Dc
értékek. [62]

E. Pariset et al. kutatasa soran [63] végeselem modellezéssel vilagitottak rd az oszlopalak és
az orientacio jelentdségére (17. abra), €s megallapitottak, hogy a periodicitas (V) és az oszlopméret
aranya, valamint az oszlopok orientacidja jelentdsen befolyasolja az d&ramvonalak eltériilésének
szO0gét, ezaltal a D, érték alakulasat. Azonos oszlopméretek mellett (15 um karakterisztikus
oszlopméret, 10 um oszloptavolsag) a legnagyobb D, a lefelé mutatd haromszog alapu oszlopok
esetén alakul ki. Kis N értéknél a hatszog, anyolcszog és a felfelé mutatd haromszog alapt oszlopok
hasonlo D, értéket eredményeznek, de novelve a periodicitas értékét a nyolcszogletii oszlopalak
mutatja a legkisebb a D, értéket.
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E. Pariset et al.

\ a b NS d
T A ZZON
D1 D l! D2 = o 10
s i
1 t
5 um Sum | sum | | Stopping points s
Oszlopalak Kor Hexagon + Hexagon- Oktagon Haromszog+ Har 0g -| Gyémant Négyzet
a 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,1 1,4 1,4
B 0,48 0,54 0,60 0,53 0,54 0,49 0,52 0,69
11 E. Pariset et al. Z.Zhang et al.
[0 Korok
1 I 1
+ Hexagonok +
09, » Hexagonok -| -
0.8 + OKtagonok
Hiromszogek
Sosl + ]
| Hiromszogek
0.6 -
05}
— ®
, A S
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17. dbra: Aramvonalak eloszlésdnak 6sszehasonlitdsa az oszlopok kériil megkiilénbéztetve hdrom eltérd orientdciot (a-c) és a
hexagondlis oszlopokat, ahol N=3,3. A tdbldzat 6sszefoglalja a geometriai paramétereket és diagrammon szemlélteti a D. értékeket
kiilbnbdz6 oszlopalakndl és orientdciokndl. [63] [60]

Brian M. Dincau et al. [64] méréseiben bizonyitotta, hogy egy adott oszloprendszer 4ltal
definialt kritikus &tmér6 (D.) dinamikusan valtozhat az d&ramlasi sebességek emelésével. 10-15 um
atmérdji gyongyok tériilését tesztelték nagy Reynolds-szamok esetén (10<Re<60) mind
numerikusan, mind kisérleti modon. Azt tapasztaltak, hogy magasabb aramlasi sebességeknél a
keletkez6 orvények, €s az aramlasi nyomvonalak zavara altal az oszlopok effektiv hidrodinamikai
mérete is ndhet, ennek eredményeként olyan részecskeék is tériilést mutatnak, melyek kis Reynolds
szdmu régidban, alacsonyabb dramlasi sebességek esetén nem. Ezt a jelenséget Huang et al. [54] is
megfigyelte 40 és 400 um/s dramlasi sebességek implementalasanal, alacsonyabb dramlasi sebesség
esetén az egyes gyongyméretek (0=0,4-1 pm) kisebb migracios szogben vandoroltak.

Az oszloprendszer szélességének helyes paraméterezése sem elhanyagolhat6. A szeparacios
folyamat soran a két ismertebb mozgéasforman tul jelentkezhet egy harmadik, ,,4&tmeneti allapot”,
melyben az elvarasok ellenére nem tériilnek a részecskék. A falhatés jelentdsen rontja a szeparalasi
hatasfokot, igy célszerli novelni a periddus értéket (), valamint a csatorna keresztmetszetben
megtalalhato oszlopok szamat (N.), mellyel minimalizalhaté az atmeneti allapot jelensége [65].

Az in silico kisérletek jo iranyt adnak a D. kritikus atméré meghatarozasahoz, de ez a
megkozelités nem elégséges: az aszimmetrikus oszlopok altal generalt aramlédsi vonalak
anizotropidjat-, a csatorna faldnal kialakulé peremfeltételeket, illetve a részecskék egyéb

tulajdonsagait is figyelembe kell venni.
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4.5.1.2 Bioldgiai mintak szeparacidja DLD maddszerrel

Kihivasok koz¢ tartozik a nem gémb alakt, vagy deformalodo alakos elemek szegregélasa
(baktérium, vorosvértest, fehérvértest stb.), melyek aramlasban folyamatosan valtoztathatjak
alakjukat és mozgasformajukat az oszlopok kozelébe érve.

Az elvalasztas hatékonysaganak novelését segiti a fluidikai csatorna célminta-specifikus
magassag, ¢s oszlopkdz méret beallitasa, megjegyezve, hogy a kisebb csatorna dimenzidk novelik
az eldugulas veszélyét és csokkentik a modszer ateresztéképességét. Eppen ezért egy alternativ
megoldas lehet az oszlopalak valtoztatasa, amellyel nemcsak a kritikus atméré (D.) csokkenthetd
azonos oszlopméretek mellett, hanem a szeparalni kivant biologiai részecskék eltéré alakja,
orientacioja, az aramlasban felvett mozgasformaja is figyelembe vehetd, vagy befolyasolhato.

Timm Kriiger et al. [17] a sejtek deforméacios paramétereit €s azok szeparacids folyamatra
gyakorolt hatasat is vizsgalta. Stokes dramlasban a viszkozus erdk okozzdk a sejtdeformaciot. A

deformacio mértékének jellemzésére bevezethetd egy kapillaris szam (Ca),
__ pxIxr

Ca p (15)
, ahol p — az alkalmazott nyomas gradiens; [ — rés-hossz skala (I = vG X H (12); G az

oszlopkozi tavolsag; H a csatorna magassag); r — vorosvértest sikbeli sugara és K- a vOrosveértest

sikbeli nyirdsi rugalmassdga. A deformaci6 alapl szepardcidt a vordsvértest esetén az alabbi
egyenlettel hataroztak meg:
d (um) = 2,9 + 5,4e172¢Ca (16)
Az oszlopsor eltolas (d = 2 — 8,8 um) ¢és kapilléaris szdm (0,1 — 1,5; 0,033 — 0,49 mm/s
aramlasi sebesség) Osszefliggésében a vizsgalt vorosvértestek palyavonalai jellegzetesen
elkiiloniilnek, ahogy az a 18. dbran lathatd. Az oszlopgeometria és az aramlési sebességtol fliggd
kapillaris szam egyiittesen befolydsolja a szepardlds hatékonysagat. Az aramlésban kialakulo
aramlasi nyomvonal szélesség és a sejtméret viszonya hatdrozza meg a részecske palyajat: a Ca
érték és a soreltolds novelésével a cikk-cakk, vagyis a kvazi egyenes vonalt haladas valik
domindnssa. Az oszloppal érintkezd részecskék athaladas soran nagy viszkozus stressznek van
kitéve, mely annak méretbeli kiterjedését €s rotacios mozgasat is befolyasolja. Az elvalasztas sikere
az adott deformélodo részecske két oszlop kozott felvett maximalis lateralis kiterjedés étdl fligg.
A modszer alkalmas rigidebb, malariaval fertézott (Ca = 0,4), illetve deformalhatébb,
egészséges (Ca = 1,2) vorosveértestek szeparalasara megfeleld oszlopméret €s soreltolas (4 um, 5,5
um) mellett. Kerwin Kwek Zeming et al. [66] kiilonleges, | oszlop alakot (vastagsag: 2 um, atméro:
8 um) javasolt vordsvértestek szétvalasztasara, figyelembe véve jelentés, 3,5 pm koriil
meghatarozott rotacios méreteik alapjan, amely az aramlasi sebesség drasztikus ndvelésével sem
valtozott jelentésen. Ez a moddszer bevalt a palcika alaku (szélesség: 0,5 um; hossz: 2 um)

Escherichia coli baktériumok elkiilonitésére is — 1,12 um kritikus atmér6 beallitasaval. [67]
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18. dbra: Részecskék mozgdsi karakterisztikdja DLD rendszerben a soreltolds és a kapilldris szam [17]

Loutherback et al. [68] haromszog alakii oszlopokat hasznalt a korok helyett, hogy
csokkentsék a DLD szerkezetiik kritikus atmérdjét aramlasi aszimmetria gerjesztésével. A
modositas csokkentette a nyomadsigényt és az eltomodés veszélyét, lehetové téve nagyobb
oszloptavolsagok bevezetését azonos kritikus atmérd és oszlopeltoldsi szog mellett. Mas
oszlopformdk is megjelentek, amelyek célja a nem gomb alaku részecskék forgési és billend
mozgésanak pontosabb kontrollja, mint példdul a kiilonbozo tdjolast T és L alakzatok. [69] A
hagyoményos oszlopalakok helyett Mohamed Al-Fandi et al. [70] bevezetett egy eldnyOsebb
szarnyprofil keresztmetszetet, amely — a kor és rombusz oszlopalakokhoz képest — csdkkentette a
sebességgradiens drasztikus mértékét az oszlopok kozotti résekben, lehetdvé tette a lagy
tripanoszoma sejteket (rad alaku, effektiv atmérdjiik 3,7 - 4,4 pm) tangencidlis er6k hatdsara

A DLD szegregacios modszer a mikron alatti mérettartomanyban is miikodik, akar 20 nm-
es méretig, azonban ekkor mar a csatornaellenallas miatt alacsony elvalasztasi teljesitmény mellett
(0,1 — 0,2 nL/perc). Benjamin H. Wunsch et al. [71] 10?-10* bazisparbol valasztotta el a dsDNS-t
200 bp méretfelbontassal. Oskar E. Strom et al. [72] 48,5 kbp (A fag) és 166 kbp (T4 fag) hosszu
DNS-ek nagy hatékonysagli szétvalasztasat végezte el, 760 ng/h ateresztoképességgel. Az
intermolekuléris kolcsonhatdsokat, a polimer rotaciot és a viszkoelasztikus erdket szintén
megemlithetjiik az ateresztOképességet korlatozd tényezOkként nagy koncentraciok ¢és aramlési
sebességek esetén. Julius Marhenke et al. [73] 0,45 és 0,97 pm atmérdjii részecskék 99%-os
hatékonysagu szétvalasztasat oldotta meg 0,5 pl/perc aramlasi sebesség mellett.

A moddszert genomi DNS szeparalasahoz is hasznaltak, bar komoly kihivast jelent a DNS
alakjanak valtozasa, megnyulasa nagy nyirofesziiltségek esetén. Yu Chen et al. [ 74] bebizonyitottak,
hogy kisméretli rugalmas molekuldkat, mint a polietilén glikolt (PEG) 5-10%-o0s koncentracioban
alkalmazva, mérsékelt aramlasi sebesség (vimax < 40 um/s), a PEG jelentlétébdl adodo deplécios
er6k miatt és az ebbdl adodd maximalis nyirosebesség mellett (4vymex / G, ~100 s') a DNS

elsdsorban szilard globularis konformaciot vesz fel, a vizben tapasztalt megnyult konformacidhoz
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képest — igy a DLD résméretét (G = 1,7 um) megfeleléen megvalasztva szegregalhatova valik az
oszloprendszerben.

A passziv DLD modszeren tal, az utobbi években tobb aktiv szeparalasi modszerrel
kombinalt, azaz er6-vezérelt DLD (f-DLD) jelent meg az irodalomban, melyekkel akar a pumpa
hasznélata, akar a szigort strukturalis kialakitas is mell6zhet6. Ezek a modszerek eldsegithetik a
dugulasmentes szeparalast, novelve annak hatékonysagat, illetve a kisebb mérettartomanyban
torténo szegregalast. Ide sorolhat6 az elektromos térerd alapt szeparalés [75], a centrifugalis erén
alapulo megoldas (c-DLD) [76], a gravitacid kihasznalasa (g-DLD) [77], vagy a magneses erdtérrel
segitett szeparalas (m-DLD) is. [ 78] Ezeknél a modszereknél meglehetdsen nagy gyongyméreteket
alkalmaztak néhany tiz mikron 4&tmér6tol egészen a mm atmérdkig, azonban Victor Calero et al.
[75] olyan elektromos mezdvel kombinalt szeparalast hajtottak végre, ahol annak ellenére, hogy a
DLD geometridjanak megfelelden a kritikus atmérd (D.) 5-6,3 pm-nem adaodik, 100, 200, 500 nm-
es, illetve 1,3 pm negativ toltésli karboxilat gyongyok elvalasztasa is sikeres volt. Mddszeriik
alapjan 50 pm/s aramlési sebesség és -0,25 V (DC) + 320 V,, (AC 500 Hz) fesziiltség mellett

jelentds szegregalast értek el nanométeres skalan.

A DLD modszer a gyakorlati alkalmazés soran is kivélasztasra keriilt hiszen a passziv
szeparalasi modszerek koziil ez alkalmazhat6 a legszélesebb mérettartomanyban (nm -pm-mm)
[53], exoszomatol kezdve (30-100 nm), baktériumok, parazitak, véralkotok és tumorsejtek esetén
is, kifejezetten alacsony Reynols szdmok mellett, egészen 20 nm-es szeparacios limitig.
Jelolésmentes modszerként a minta sértetlensége is biztositott. Pusztan inercialis er6kon alapszik,
kiilonb6zd méretli részecske szubpopulaciok szegregéalhatdoak az oszloprendszer eltolési
meredekségének bedllitdsaval. Az oszlopalak megvalasztasaval a célmolekula mozgésforméja
hangolhatd, igy annak valamely el6nydsebb paramétere alapjan javithaté a szepardcio.
Kombinalhat6 més aktiv szeparacidos modszerekkel (dielektroforézis, akusztoforézis, stb.). Kis és
nagyobb Reynolds-szamok (Re 2 — 34 és 40 - 400 um/s dramlasi sebesség) esetén is alkalmazhato
, mely utébbindl kialakulo 6rvények javithatjak is a szeparaci6 hatékonysagat [79]. Az oszlopalak
¢s a megfeleld oszlopkdz megvalasztasaval javithato a fluidikai egység ateresztoképessége, és
csokkenthetd a dugulés veszélye. A modszerrel 10 ml/perces térfogataram mellett valositottak meg
rakos sejtek és véralkotok elvalasztasat [80], de a jellemz6 térfogataramok inkabb 0-1 pl/ perc
kozott mozognak. [56]

A hatranyok koz¢é sorolhatd, hogy az egyes sejtek eltérd deformélhatosaga bonyolitja a
szeparalast. Ha a sejt 1atszolagos mérete aramlasi sebesség fliggd, viselkedése jelentdsen eltérhet a
sejtmodellekként hasznalatos rigid, polisztirol gyongyokétol. Az effektiv sejtméret anizotrép alak
esetén annak oszloprendszerben felvett orientaciojatdl is fiigg. A nagyobb, deformalhato sejtek
viselkedése kiszamithatatlan, ha méretilk meghaladja a résméret felét [81]

A technologia megjelenéséhez képest meglehetdsen késon kezdtek el az oszlopok keltette
anizotrdpiajelenségével foglalkozni, melyet Vernekar et al. [82] definidlt, és melynek alapja, hogy
az oszloprendszer aszimmetridjabol adodéan nyomadasgradiens generalodik a csatorna

sz¢élességében.
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Az oszloporientacié aramlastani anizotropiara gyakorolt hatdsaval kapcsolatosan még kevés
tanulmany latott napvilagot. Ennek megfeleléen munkdm soran egyrészt a valasztott médium
(vizelet), alakos elemeinek méretéhez terveztem a geometria résméreteit, és az alkalmazott
szimmetrikus és aszimmetrikus oszlopok alkalmazéasaval kerestem a valaszt arra, hogy (1.) az
oszlopalak megvaltoztatasa miként befolyasolja a szeparalasi hatasfokot, (2.) miként alakul a
sebességprofil az egyes oszlopok kozott, és (3.) miként hat gyongy szubpopulaciok elkiilonitésére.

Az irodalomban a technoldgia megjelenésekor alkalmazott kor alaka oszlophoz képest a
késobbiekben az oszlopalak varidlasaval célminta specifikusabb geometridkat mutattak be. A
igy az effektiv méretét hangolva valt lehetdvé egyes sejtek elvalasztasa — példaul vords vértest |
alaku oszlopstrukturdkkal torténd szegregéaldsa. Kutatdsom soran a haromszog alapti oszlopok
alkalmazaséaval kerestem a valaszt arra, hogy javithato-e ezekkel a szegregalds hatékonysaga.

Méréseim kezdetén a DLD-t a vizelet sztirésének elsé fokozataként terveztem hasznalni.
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4.5.2 Akeresztaramlasos szeparacios modszer alapjai és alkalmazasi terlletei

Keresztaramlasos technoldgiat dinamikus, vagy érintd szlirésnek is nevezik, mely sordn a
szirend6 folyadék parhuzamosan halad a membrén felszinnel (19. dbra) és a két oldalan kialakuld
nyomaskiilonbség valja ki a viszonylag allando szilirlet aramot. A sz{ird elrendezése miatt — annak
ellenére, hogy kialakul egy tomoriilési réteg a membranon — a membranfelszin teljes eltomddése
elkertilhetd.

A sziirés hatékonysagat befolyasolja (1) a membran kiilsé feliiletének nagysaga, (2) a
porusméret eloszlas, (3) a membran porozitasanak mértéke, illetve (4) a membran szilardsaga,
kémiai, valamint termikus stabilitasa. Az anyagmindség, valamint a valasztott gyartastechnoldgia
is befolyésolja a hatékonysagot. Mindezen paraméterek mellett kritikus (1) a keresztaramlasos
szerkezetben kialakul6 aramlas sebessége, (2) a transzmembran nyomas, (3) amembran ellenallésa,
(4) a szlirés soran kialakult tomdoriilésiréteg ellendllasa, (5) a részeszkék méretének eloszlasa, (6) a

részecskék alakja, (7) feliileti hatasa, (8) tomoriilési képessége és sok egyéb eftektus.
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19. dbra: Keresztaramldsos szlirés sematikus dbrdzoldsa (A) és a kialakulo kélcsénhatdsok (B). [83]
A keresztiranyu mikroszlrés alapjait is a Darcy torvény alapjan lehet megérteni:
] __AP-An
- uxRh

ahol J — a permedtum fluxusa, AP — alkalmazott nyomds, An — ozmotikus nyomas, @ — az oldat

(17)

viszkozitasa, és Rh a mikrofluidikai szlird hidraulikai ellenallasa. Amennyiben a porusméret elég
nagy ahhoz, hogy csak a kolloidok és részecskék visszatartasat célozza meg, akkor a Anm
elhanyagolhat6. R, tekinthetd a teljes hidraulikai ellenallasnak, mely Osszeadodva all el a
membran ellenallasbol, és a reverzibilis €s irreverzibilis ellenallasokbol: Rp= Ry tRrevtRirrey.
Ahol Ry, — jeldli a hidraulikus ellendllasat a tiszta membranfeliiletnek, R, — jeloli az
reverzibilis ellenallast, mely a sziird fizikai tisztitasdval (visszamosassal, vagy a médium
Osszetételének megvaltoztatasaval) modosithatd, és végiil Rimey — az olyan anyag lerakodast jeldl,
mely csak kémiai tisztitas soran, amennyiben lehetséges, csak vegyszerekkel eltavolithato.Y. El
Rayess et al. [84] vizsgalta, miként alkalmazhat6 a keresztaramlasos sziirés a boraszatban, milyen
bor alkotok jarulnak hozzéd a szliréfeliilet elszennyezddéséhez és dugulasahoz, és miként lehet
ezeket kikiiszobolni. A szlirési eljardsok soran 3 mérettartomanyt kiilonboztetnek meg: oldott
anyagok (O<lnm), példaul organikus savak, ionok, sok; kolloidok (@ 1nm — 1 pm),
poliszacharidok, fehérjék és masok; illetve részecskék (@ >1pum), mikroorganizmusok, mint példaul

az élesztdgombak, baktériumok. A transzmembrin nyomias emelésével az irreverzibilis
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membranszennyezédések kezdenek dominalni, amelyek jelentdsen befolydsoljak a
transzmembran fluxust. A membran elszennyezddése torténhet a poruson beliil, valamint a szlird
kiils6 felszinén is kis részecskék, molekulak adszorpcidjaval, amit befolyasolhatnak a rovidtava
erdk, mint a hidrofob- és dipol-dipol kdlcsonhatasok, illetve a hosszabb tava kdlesonhatasok, mint
a van der Waals erdk, vagy sztérikus taszito erok.

Siegfried Ripperger et al. [83] modellje harom {6 befolyasold paraméterre fokuszalt,
amelyek: (1) a részecskék hidrodinamikai jellemz6i, (2) a diffuzios, valamint (3) a részecskék
kolcsonhatasaibol adodo feliileti hatasok. A mikroszkdpikus modellben egy adott részecskére hatod
eroket vizsgdlva kovetkeztetni tudunk a membranon kialakuld tomoriilési réteg mértékére. A
membréanhoz irdnyul6 transzportot a huzoéerd (Fp), valamint az emelderd (F1) egyenstlya hatarozza
meg. CMF strukturarajellemzd, viszonylag allando szlirletaram kialakuldsa nem azonnal alakul ki,
ugyanis a kezdeti membran ellenallasbol adddod sziirési rata csokken a felszinen tomoriilé
részecskeréteg vastagoddsa miatt. A sziirés mértéke allandosult dllapotban normalizalédik, amikor
a rétegvastagsag mar elérte az egyensulyi konstans magassagot. Kis aramlési sebességeknél a
részecskére hatd huzoerd (Fy), valamint emelderd (F1) egyensulyba kertil, allandésult allapotban
becsiilhetd a fluidikai szerkezetre jellemzd lehetséges legnagyobb sziirési rata. A mddszer eldnye,
hogy ugyan szubmikron tartomanyban szdmolni kell a diffuzidval, valamint az egyes részecske-
kolesonhatasokkal, azonban esetiinkben— 1 um feletti tartoményban —jellemzden a hidrodinamikai
kontrol a mérvadoé [85]. Az ultrasziirési kisérletek magyarazata soran a membranon vald ataramlas
leirdséara (1) a diffuziés modell, illetve (2) a kapillaris aramlési modell haszndlhato6. A diffuzios
modell a forditott ozmozis leirasara is hasznalt, a membran két oldala kozott tapasztalhatd nyomas
¢s koncentracid garadiensen alapuld ozmotikus aramlast, a kapillaris &ramlasi modell pedig a
porusokon keresztiil zajlo Hagen-Poiseuille aramlast veszi figyelembe.

A membranfelszinen kialakul6 tomorilési réteg vastagsaganak csokkentése jelentds kihivas.
A rétegzO0dés ugyan javithatdé nagyobb membran porozitdas megvalasztasaval, vagy a feliileti
fesziiltség, a hidrofil karakterisztika hangolasaval, illetve Iéteznek olyan mechanikai vagy kémiai
modszerek is, melyekkel szlirés soran tisztithato a membran. Mechanikai tisztitdsi modszer
meglazitja, jobb esetben eltavolitja a felszinre, porusokba rakodo réteget, de erds részecske adhézio
esetén nem hatékony. Ilyenek moddszer lehet a keresztoblités, a periodikus visszamosas,
visszapulzélas, vagy akar gazbuborékok keltette turbulencia generaldsa az dramlasban. Kémiai
tisztitas soran megfeleld sav, bazis, oxidalo reagensek, feliiletaktiv anyagok, valamint enzimek
alkalmazaséaval bonthaté meg a feliileten kialakult réteg. [84]

Az irodalomban fellelhetd sziirési eljardsok hatékonysaganak osszehasonlitdsa nehéz az
eltérd porusméretek, sziirés id0, minta Osszetétel és koncentracio, illetve a sziirén kialakuld
bioszennyezddés mértéke miatt. L.Vanysacker et al. [86] Pseudomonas aeruginosa baktérium
szlirésével vizsgaltdk a Dbioszennyezddés mértékét. Méréseik soran kimutattdk, hogy
szlirérendszerilkben 24 o6ran at keringetett vizhez a vizsgalandé baktériumot hozziadva
(10% sejt/ml) jelentds, 58 %-o0s csokkenés 1épett fel a szlirési hozamban: 921,7+34.4 1/m*h bar — 16,
386,7+30,54 1/m?h bar — ra). Atlagosan 2,2 + 0,1 x 107 sejt/cm? kitapadast mértek 24 ora elteltével.
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Baktériumok hozzaadasat kovetéen az els6 5 oraban csokkent exponencialisan a szlird
permeabilitasa, ezt kdvetden lelassult a szlird degradacioja. Ennek ellenére 7 napig tudtak mérni
egy lerakodast gatlo agens felhasznalasaval.

Xing Chen et al. [87] teljes vérminta sziirésére kétféle keresztaramlasos szliré elrendezést
alkalmazott: (1) oszlop és (2) duzzasztogat (weir) tipusu elrendezést. Az eldbbinél az oszlopok
kozoti rés; mig utobbindl a gat teteje €s a csatorna teteje kdzoti rés (3,5 um magas) adja a szlrd
feliiletét. PDMS fluidikdban (160 mm csatornahossz, 10 ul/perc aramlasi sebesség, 10* sejt/ul
koncentracié mellett) 82,3 % -os hatasfokot értek el az oszlop tipusu, és 91,2 %-es hatdsfokot a gat
tipusu elrendezéssel a vorosvértestek elvalasztasa soran. Az utdbbi szerkezettel megismételt szlirés
utan 95 %-nal is nagyobb hatékonysagot mértek.

A keresztaramlasos szlirés modszere is bekertiilt az alkalmazni kivant technologidk kozé az
olyan elényok miatt, mint a jelolésmentesség, vagy az inercialis er6kon alapuld szegregacios
lehetdség. Tovabbi eldnyei, hogy elkeriilhetd a segédaramlés alkalmazasa, a dead-end filtracioval
szemben kevéssbé dugulasveszélyes, kis helyigényli, nagy mintatérfogat szlirhetd ¢és mas
modszerekkel is sorba kothetd. JOl megvalasztott dramlési sebességek esetén — a nagyobb
részecskékre hato felhajto eré mértéke miatt —a szeparaldsi modszerre a nagyobb részecskék kisebb
veszélyt jelentenek, azok csak érintdlegesen kozelitik meg a filterfelszint, mig a porus méret alatti
részecskék atszlirddnek. Ez kiilonos elony a DLD modszerrel szemben, ugyanis ott dugulés soran
jelentésen modosulnak az aramlasi viszonyok, a résméret felénél nem érdemes nagyobb
gyongyméretet alkalmazni, igy a rendszernek van egy fels6 méretkorlatja.

A moddszer hatranyai kozott azonban megemlithetO, hogy a tomoriilési réteg ellenallasa a leszirt

mintatérfogattal névekszik, melynek mértéke fligg aréteg 6sszenyomhatosagatol [88]. Kiilonbséget

kell tenni 0sszenyomhatatlan €s 0sszenyomhato tomoriilési rétegek kozott; a biologiai minta ez
utobbi kategoridba esik, a sziiréréteg Osszepréselésével a sziirési sebesség nemcsak csokken, de
romlik a hatékonysag is. A pH valtozassal (savak, bazisok) megsziinhet a taszitd erd az egyes
részecskék kozot, ezzel elOsegitve az aggregatumok képzddését, mely rontja a szilirést, eldidézhet
adszorpciot. A minta Osszetétele, az esetleges sejtlizis jelentdsen befolyasolja annak fizikai
tulajdonsagait. A minta kismértékli valtoztatasaval (koncentracio, Osszetétel, slirliség, stb.)
jelentdsen valtozhat a sziirés hatékonysaga.

Kutatomunkdm sordn egyértelmiivé valt, hogy az irodalomban feltiintetett sziir6k
hatékonysaga nehezen Osszevethetd a filterek anyagi tulajdonsdganak, pérusméretének, sziirési
idejének, a médium tulajdonsdgainak valtozatossaga miatt. Méréseim soran ezért egyszerisitett
modellben vizsgaltam: (1.) pérusos sziird elrendezés mellett a térfogataram befolyasat a rostan
kialakul6 tomoriilési rétegre vonatkozodan, (2.) a csatornamagassag és a filtermagassag aranyanak
befolyasat a tomoriilési réteg kialakuldséara, a szilirletben megjelend célminta mennyiségére —
kezdetben @= 1,97 um méretii gyongyre, majd késobb E.coli-ra is.Valamint vizsgaltam (3.) az
oszlopos szlrés sordn a nyirder6k novekedése kovetkeztében novekvO E.coli kitapadast,
nyakképzddést, valamint hidrofob koriilmények kozott a rosta-rés nem megfeleld feltdltodését.

Olyan duzzasztogat szerkezetli fluidikai megoldas keriilt bevezetésre, melynél elsdsorban a
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magassagi korlatozas a szigortbb, igy a szliréfelszinen a lokalis dramlasi sebesség kisebb, ennek
fliggvényében vizsgaltam a sziirlet Osszetételét. Xing Chen et al. [87] cikkében leirtak
figyelembevételével a kisérleteimben az oszlopos ¢€s duzzasztdogat tipusu szerkezeteket
alkalmaztam. A sziir6-rés egys€ges magassaganak megtartasa érdekében az oszlopokat nem
hagyhattam el teljesen — a PDMS alapanyag rugalmassaga miatt a gat tipusa szerkezetben csak
alatamaszto funkciot lattak el —, de szamuk jelentds csokkentése lehet a kulcs a fluidika megfeleld

mukodéséhez.
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4.5.3 A lateralis reszecskefokuszalas mikrofluidikai rendszerben

A lateralis fokuszalas egy passziv, jelolésmentes modszer, amely az ,,inercialis migraci¢”
jelenségét hasznalja ki részecske szepardlasra [89], [90], [91], fokuszaldsra [92], szlirésre [93],
illetve célminta dusitasra [94]. Eldszeretettel alkalmazzdk még a célrészecskék megfeleld
pozicionalasara [95], kiilondsen aramlasos citometrids mérések esetén, ahol a mérési hibak
elkeriilése végett fontos, hogy a célsejtek minél nagyobb hdnyada érkezzen meg egyszerre a optikai
kiolvasasi zonaba.

Segré et al. [96] tanulmanya alapjan valt ismertté 1961-ben, melyben Poiseuille aramlasban,
alacsony Reynolds szamok mellett gomb alakt részecskék egyensulyi poziciokban rendezodését
vizsgalta. Megfigyelte, hogy azok a csé sugaranak 0,6 szorosandl kialakuld korgytriibe
rendezOdnek. A részecskék egyensulyi helyzetének megtalalasiban segit egyrészt nyiroerdk
indukalta emelderd — mely a parabolikus aramlési profilnak kdszonhetden a falak irdnyéba tolja a
részecskéket, illetve a fal hatds okozta emelderé6 — mely onnan elhajtja azokat. Kiilsé erdtér
alkalmazasa nélkiil pusztan a csatorna geometria, illetve dramlasi sebesség manipulalésaval
szegregalhatoak a célsejtek, azoknak valamely fizikai tulajdonsdga, mint példaul sejtalak [97],
méret [91], elaszticitas, deformalhatdsag [98], vagy az aramldsban felvett mozgastormak alapjan.
A modszert leginkabb az élelmiszeriparban és az orvosdiagnosztikaban alkalmazzak, mikronos-,
szubmikronos [89] tartomanyokban, de eléfordul néhany nanométeres méretbeli [99] eltéréssel
rendelkezd populécidkban is. Ilyen feladat lehet a ritka — tumor — sejtek izolalasa [94], sarjadzo
¢lesztdgombak populacidinak méret szerinti szegregéalasara [ 100], baktériumok elkiilonitése vérbol
[93] [101], vizeletbdl, és mas médiumokbol.

A rigid polisztirol gyongyok kivalo sejtmodellként szolgdlhatnak, vizsgalhaté az adott
geometriaban méretiik alapjan felvett lateralis pozicidjuk, azonban a bioldgiai mintak esetében tobb
hatas is bonyolitja a folyamatot, mint példaul a sejtek valtozatos morfologidja, deformalhatdsaga, a
viszkozitasi kontraszt a tapkozeg és a sejtbelsd kozott, illetve a kialakulo sejt-sejt kdlcsonhatasok.
Ezenkiviil egy organoid jellegzetes mozgéasat képesek még befolyasolni a kornyezeti hatasok és a
kisérlet jellemzd koriilményei, mint az alkalmazott minta stiriisége, 6sszetétele.

Az évek soran a jelenséget szamos eltérd csatorna-keresztmetszet estén tanulmanyoztak, az
egyensulyi poziciok szamanak és elhelyezkedésének fliiggvényében (négyzet [102], téglalap [103],
trapéz [ 104], haromszog, félkor [105]). Tobbféle olyan csatorna-geometriais 1étezik, mely a Dean-
orvények kialakulédsat is kihasznalva, a részecske méretétdl fliggd fokuszaldst vagy szeparalast
valosit meg. Ilyen példaul a valtozatos kanyarulatos csatorndk, legyenek azok akar szimmetrikus
[106], aszimmetrikus [107] [108], vagy spiralis alakuak[95], illetve periodikus csatorna
szuikiiletekkel [109] [110] tizdelt fluidikai rendszerek.

Az alkalmazott médium jellege szerint kiilonbséget kell tenni Newtoni, illetve nem-Newtoni
folyadékok kozott. Jelentds eltérés, hogy mig a Newtoni folyadékok esetében a viszkozitdst
allandonak tekintjiik, vagyis a sebességgradiens emelésével a nyirdfesziiltség egyenes aranyban
valtozik, addig a nem-Newtoni folyadékok esetében — mint példaul a vér [111], a nagy
molekulastlyll oligoszacharidokat, mucint tartalmazo nyal [112], vagy a nagy konformécio
valtozasra képes nukleotid, DNS oldatok [113] — nem 4ll fent ez az arany, azaz a
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sebességgradienssel, a nyirofesziiltséggel, a homérséklet modosulasaval is valtozik a viszkozitas.
Lateralis fokuszalas viszkoelasztikus folyadékok — példaul poli(etilén-oxid) (PEO) oldatok —
alkalmazasa mellett is megvaldsithat6, kihaszndlva a konzervativabban valtozo sebességprofilt, és
az alacsonyabb nyirofesziiltségeket; ahol a tehetetlenségi erékon tul a rugalmas és viszkozus erdk
hangoljak a sejt pozicidkat.

A. Téglalap alaku Egyenes Fokuszalo csatorndk D. Bemenet Filter Tobbnyildst szegmens .
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20. dbra: Inercidlis fokuszalds stratégiai megfontoldsai (A-B.). Csatorna geometria megvdlasztdsa segéd folyadék
nélkiil: egyenes csatorndban 4-rol 2 fékuszdldsi-, hullamcsatorndban 1 pontra csékkentheté (C.). A periodikus
szlikiiletekben (D.) kialakuld érvények (D. (a)) segitik a fokuszdldst, vagy a hullamcsatorna elemeinek gérbiiletével
térténik a pozicio hangoldsa(E-F.), mely spirdl format is felvehet (G.).

Newtoni folyadékok esetén négyzet keresztmetszetli egyenes csatornaban négy (20.
abran/C.a), téglalap keresztmetszet esetén pedig két egyensulyi pozicio figyelhetd meg [ 114], ahogy
ez a 20. abran/A. lathato. Ebben az esetben a hosszabb oldalfalak kézepén vandorolnak a
részecskék, azonban az aramlasi sebességek drasztikus emelésével sem tudtik tovabb csdkkenteni
a fokuszalasi pozicidk szamat. Tovabbi fokuszalés a csatorna geometria kanyarulatos kialakitasaval
érhetd el (20. abran/B.): Dino di Carlo [92] egy aszimmetrikusan kanyarulatos csatorndban
szemléltette a folyadék tehetetlensége miatt generalt Dean-Orvények részecskékre gyakorolt
pozicionald hatasat. Csatorna keresztmetszetben két ellentétesen forgd orvény jon létre, ezek
valik a lateralis fokuszalas egyetlen pontban (20. abran/ C.c).

Jinghong Su et al. [115] részletekbe menden tanulmanyozta a részecske migraciot, illetve
egyensulyi poziciok kialakulasdnak helyeit gomb, illetve nem-gomb alaku részecskék
alkalmazasaval, téglalap keresztmetszetli csatornaban. Ez a problémakor komoly jelentdséggel bir,
ugyanis a részecskére hatd nyirderd jelentésen befolyasolja annak csatorndban felvett

mozgasformajat. Egy fank alaka vordsvértest példaul felvehet porgd mozgast, megnyulhat,
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zsugorodhat [116], de extrém esetekben még ejtéernyodre hasonlité format [117] is Olthet. Egy
palcika alaku E. coli baktérium a hossz és keresztmetszet méretei alapjan eldszeretettel vesz fel
oszcillacids mozgast az aramlasban, ellentétben egy gomb alakti Saccharomyces cerevisiae
¢lesztégombaval, vagy a kisérletek kezdeti fazisban modellezésre hasznalt fluoreszcens polisztirol
gyongyokkel. A részecskék méretbeli csokkenése, a modszer mikrométer alatti tartomanyban valo
alkalmazasa is nehézséget okoz, bar Lei Wang et al. [ 118] bizonyitotta, hogy mar pusztan passziv
modszerrel is lehetséges 2 um, illetve 920 nm atmérdji részecskéket lateralisan fokuszalni

folytonos aramlasban.

4.5.3.1 A lateralis részecskefokuszalas elméleti hattere
Poiseuille aramlasban a f6 aramlési profil parabolikus még kanyarulatos csatornaban is,
vagyis nagyobb lokalis aramléasi sebesség tapasztalhaté a csatorna kozépvonaldban. Ennek
megfelelden, a nyirdgradiens indukalta emlderd (F;) eltoljaa részecskéket a csatorna kozpontjabol
radialis iranyba. A fal kozelében az aszimmetrikus sebességprofil és az ¢bredd nagyobb nyomas
miatti falhatas indukalta emlderd (F,) mar a csatorna kozepe felé hajtja a részecskéket. Egyensulyi
pozicibban a két erd ellensulyozza egymast. Kanyarulatos csatorndban a tehetetlenségi
emelderdkon tul (F,), a csatorna geometriajabol adédod masodlagos keresztiranyi aramlas — Dean
aramlas — is megjelenik, vagyis két egymadssal ellentétesen forgd 6rvény alakul ki a csatorna
keresztmetszetében, és a rotacids dramlds, valamint az altaluk keltett huzoerd (Dean drag force: F)
legfontosabb viszonyszamokat az alabbi egyenletek irjak le:
(1) a csatornara jellemzo Reynolds szam (Re.) ¢s a részecskére vonatkozo Reynolds szam
(Rep) [119], [120]: dimenzid nélkiili szamok, amelyek az &ramlasi viszonyokat irjak le a kozeg
belsd surlddasi aranya alapjan, valamint zart csatorndban jellemzik a részecskére hato erdket:

* * *a2x 2
Re, = LmPHP (18) &g Re, =@ — 2 . Re, (19)

n p n*Dy Df
, ahol u,, — maximalis sebesség a csatornaban; Dy — hidraulikus atmérd; n — dinamikus
viszkozités; p — slirliség; a — részecskeméret. A hidraulikus 4tmérd négyszogletes csatorndban
a csatorna szélesség (w) és magassag (h) alabbi viszonyaként irhat6 fel:

2*xwxkh
DH ==

w+h (20)

(2) az emeléerdk osszege (Fr) , mely a ,.kétlépcsds” folyamatot figyelembe véve a nyirogradiens

indukalta emlderd (F;) és a fal-indukélta emlderd (F,) Osszege, figyelem: poziciofiiggd [115]:
FL — FW + FS’ — (ﬁ Gl + B ah262) PrUm* a (21)

, ahol f — dimenzi6 nélkiili nyirasi sebesség; a — dimenzio nélkiili nyirasi gradiens; G;, G> —a
lateralis poziciot leiro fiiggvények.

(3) egyensulyi helyzet tovabb hangolhat6 a Reynolds-szam novelésével, egy a fal kozelében, vagy
alacsony Reynolds-szdm tartomanyban még kevésbé domindns erdvel: a forgas altal kivaltott
emeléerdvel (Fr), melyet a részecskealak vagy a csatorna geometria is segithet.

(4) a Dean szam (De) egy dimenzi6 nélkiili szdm, mely kanyarulatos csatornidban jellemzi a

folyadékok mozgasat. A geometridbdl adodoan a folyadék tehetetlensége miatt méasodlagos
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keresztaramléas — Dean dramlas — alakul ki a csatorna keresztmetszetében. Az 6rvényld aramlas
sebessége €s az ebbdl adodd huzoerd tovabb hangolja a részecskék egyensulyi pozicioit.

A Reynolds szdm novelésével nd a De értéke, valtozik az orvények kozéppontjanak

pozicidja és szama. De ¢értéke fiigg a csatorna Reynolds szamatdl (Re.), a hidraulikus

keresztmetszettdl (D) €s a kanyarulat sugaratol (R), melyek alapjan az alabbi egyenlet irhat6 fel

[108]:
De = Rec\/% (22)

Dino di Carlo etal. [92] aszimmetrikus kanyarulatos csatornara vonatkozéan kifejtette, hogy
mig a tehetetlenségi emelderdk mindig merdlegesek az elsddleges aramlasi iranyra, addig a Dean
htzoerd a méasodlagos aramlas iranyaban hat, oly modon, hogy az egyensulyi pozicidk szamat
csokkenti, de 6nmagaban fokuszaldsra képtelen. Az emelderdk (F7) és a Dean huzoerd (Fp) kozotti
arany az alabbi modon irhato fel:

B2 (1)3Regl (n < 0) (23)

Fp & \Dp
, ahol (&) a gorbiiletek aranyat irja le (§ = Dy, /2r), a a részecskeméret, (Rec) csatorna Reynolds
szama, ¢és Dy a csatorna hidraulikus 4tmérdje.
Di Carlo széles skalan tesztelte a paraméterek dsszefiiggését: Rc =0,075-225,a=2-17 pm,
Dn = 10-87 um, De < 50, és megfigyelte, hogy a:
(1) Re, novelésével dominansan nd a Dean hiizoerd, és De > 20 felett mar a részecske keveredés
a mérvado,
(2) meghatarozott egy részecskeméret - csatorna keresztmetszet aranyt mely felett a fokuszalas
lehetséges:
% > 0,07 (24)

A nem-Newtoni folyadékok esetén szamolni kell a rugalmassagi erdkkel, a nyiras
gyengiilésével, a részecskék deformalhatosagaval és a részecskekodlcsonhatasokkal. Egyenes
csatornaban is valtozatosabb egyensulyi poziciok alakulhatnak ki az dramlési keresztmetszetben,
ugyanis a viszkoelasztikus hatds inkédbb a csatorna kozéppontja fel¢, a nem-uniform normal
fesziiltségeloszlas pedig a sarkokba rendezik a részecskéket, igy 5 fokuszpont alakul ki.

Az elaszticités karakterizalasara a Weissenberg szam (Wi) keriiltbevezetésre, mely a polimer
oldat relaxaciods idejének, és a karakterisztikus nyir6 ardny szorzatabol all 6ssze:

Wi Aspx(wth)

El=— =

Re pxhxw? (25)
, ahol pu— viszkozitas, A — a relaxacids id6, p — folyadék stlirlisége, €és h — a csatorna magassaga ¢€s
w — a szélessége, mint a newtoni folyadékok esetén is. Seungyoung Yang [121] polietilén-oxid
fliggvényében. Egy 50 um x 50 pm keresztmetszetii csatornaban 0,04 ml/h dramlési sebesség
mellett nem tapasztalt részecske rendezddést az alacsony elaszticitasu médiumban (0,005% PEO,
El=3.21, Re, 0,11, Wi=0,36). A viszkozitds megemelésével (0,05% PEO, El=21,51, Re = 0,11, Wi

= 0,36) eldbb a viszkozus erdk valtak domindnssé és kialakult az 5 pontba rendezddés, mig végiil
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az aramlasi sebesség emelésével, az inercialis er6k dominanssa valasaval (v=0,2 ml/h, Re=0,37,
Wi= 8,04) a részecskék + 4pum pontossaggal a csatorna kdozéppontjaban fokuszalodtak. A modszer
részecske dusitasraalkalmas: mig Newtoni folyadékban nem volt tapasztalhato szegregalas, addig
nem-Newtoni folyadékban mar 0,2 ml/h aramlasi sebességnél koncentralddtak a nagyobb gyongyodk
a csatorna kozepére.

Kutatasom soran elsdsorban Newtoni folyadékokkal dolgoztam, abban az esetben, ahol
vérminta keriilt alkalmazasra ott egy jelentdsebb higitassal kikliszoboltem az ¢ébredd

viszkoelasztikus jelenségeket.

4.5.3.2 Sejtalak jelentdsége a lateralis fokuszalds szempontjabdl

A gbémb alaku polisztirol gyongyok jol hasznalhatoak idealis allapot szimulaldsara, ahol sem
a sejt deformalodasanak mértéke, sem annak aramlasban felvett mozgasforméja nem befolyasolja
az egyensulyi poziciok helyzetét. A tényleges kérdés, hogy az adott geometriaval rendelkezd
rendszeriinkben felvett modellgyongy térkép mennyire felel meg a valasztott bioldgiai célmintak

esetének: FE. coli, vOrosvértest, ¢€lesztdgomba: Saccharomyces cerevisiae, illetve HelLa

tumorsejtvonal, melyek nemcsak méretiikben, de alakjukban is eltérdek (21. dbra).

21. dbra: Kiilonbéz6 sejtek morfoldgidja: E. coli [122], Vorésvértest [123], Elesztégomba: Saccharomyces cerevisiae
[124] és Hela sejt [125] pdsztdzo elektronmikroszkdpos felvételei

Jinghong Su et al. [115] haromdimenzids numerikus szimulacids tanulméanyt mutattak be,
melyben vizsgaltdk a sejtalakok egyenstlyi fokuszalasi poziciok helyzetére gyakorolt hatdsat
egyenes csatornaban kiilonboz6 csatorna-keresztmetszet és valtozatos Reynolds szamok (50-400)
mellett. Szamitasaikban figyelembe vették (1) a gombalaktol eltéré méretfaktort (L/D), (2) a
részecske f6 méretének csatorna magassaghoz viszonyitott aranyat (x=L/H), (3) a csatorna
keresztmetszet méretaranyat (W/H), valamint (4) az emelési tényez0 mértékét (Cr)

Fr,

PUman
h2

C, = (26)

(a, — névleges atmérd, mely gdmb alaka részecske atmérdjével megegyezo térfogati hengeres
részecskét jeldl). A szamitasok soran az egyensulyi pozicio az inercialis vandorlads mértéke és az
atlagos emeld koefficiens (Cr) allandosult allapotban kialakulo térbeli eloszlasa alapjan kertilt
meghatdrozasra az adott csatorna keresztmetszetben. A gomb és nem- gomb alaka gyongyméretekre
vonatkozo ekvivalens gyongyméret meghatarozasa soran harom kategoria szerint osztalyoztak: (1)
névleges atmérd (a,), (2) axialis hosszatmérd (a,) és (3) forgasi &tmérd (a,). A Reynolds szam
valtozasanak fliggvényében adtak meg az ekvivalens méretet, mely (1) Re=50, négyzetes és téglalap
csatorna keresztmetszet esetén egyarant az axialis hosszatméro; (2) Re=100, téglalap- és Re= 200,

négyzetes keresztmetszet esetén a forgdsi atmérd. Az L/D ardny fiiggvényében szintén tobb
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megfigyelést tettek. L/D ndvekedtével (1) a falak iranyaba tolodnak az egyensulyi pozicidk, de az
irdny 1s megvaltozik L/D=3 - 4 esetén, (Re=150 - 200) értékeknél; (2) az oszcillacidé mértéke
novekszik palcika alaku sejtek esetén. (3) A rotacidos mozgas alakul ki az extrém emelderd
koefficiens és szintén ndvekvd L/D érték esetén. (4) Bukdacsold mozgas alakul ki lapos ellipszoid
forma esetén novekvd Re szam, és csokkeno L/D érték esetén.

A palcika alakua sejtek esetén figyelembe kell venni, hogy a baktériumok kornyezeti
hatasok fliggvényében — pH, viszkozitds, kémiai kornyezet, feliileti érdesség, homérséklet —
flagellakkal 6nalld mozgasra képesek [126]. Viola Tokarova et al. [127] 6t kiilonb6z6 baktérium{aj
mozgasat vizsgalta eltérd méret, flagellumszerkezet mellett, kiilonb6zé atmérdjli, linearis-, és
szerpentin tipusu mikrocsatornakban I Vibrio natriegens, Magnetococcus marinus, Pseudomonas
putida, Vibrio fischeri és Escherichia coli). A sejtmotilitdst 2D és 3D baktériumpalyakkal

abrazoltak, mely alapjan harom csoportba soroltak a baktériumokat:

Viselkedés Tavolsag Kolcsonhatas
1. dusulas a fal kozelében néhany 10 nm faltol sztérikus
2. fallal parhuzamosan mozgdé néhany um a feliilettl hidradinamikai visszatarto erd
3. falt6] menekiild falat elhagyd hidrodinamikai taszitd erd

3. tabldzat Az egyes baktériumfajtdkra jellemzé viselkedés, pozicidjuk a fluidikai csatorndban, és a rd hatd, jellemzé kdlcs6nhatds
csoportositdsa. A sejttest méretaranya és a flagellum hossza nagyban hozzajarul az osztdlyozdshoz. [127]

Az E. coli baktériumot a hidrodinamikai elvek és a fajspecifikus mozgasok alapjan a
parhuzamosan mozgokhoz soroljak, de kis hanyadban a tobbi mozgasformakat is mutatjak.
Kanyarulatos csatornaban (csatornamagassag: 6 pm, hossz: 100 um, fogak sz¢lei kozt tavolsag: 5,
10, 15 pm) megfigyelték, hogy a szélesebb csatorndkban inkdbb a hidrodinamika altal vezérelt
mozgasok jelennek meg, szlikebb csatornakban viszont a lokdlisan dominans szterikus hatasok
dominalnak a flagellum és a falak k6zott. 10 pm-os csatornakban a két hatas nem miikodott egyiitt,
a parhuzamosan usz6 baktériumok konnyen csapdazodtak, és a karakterisztikus alak jutott nagyobb
szerephez. Az E. coli rendelkezik a legkisebb arannyal a sejtméret és a flagellum kozott, igy
korkoros mozgast kovetden csapdazodtak a kanyarulatos csatorna sarkaiban.

Az E. coli baktérium palcika alaku, legkisebb mérete 0,5 um, hossza altaldban 2 pm koriili
[67]. A szakirodalmi attekintés alapjan - a valasztott csatornakeresztmetszetiinkben és az
alkalmazott nagy aramlasi sebességeknél - a sejtfelszin és a csatornafal kozotti sztérikus
kolesonhatasok jelenléte elhanyagolhatd, csak a hidrodinamikai hatasokat kell figyelembe venni. A
GFP-modositott E. coli-val végzett kisérleteknél meg kell jegyezni, hogy a vad tipushoz képest ezek
a modositott baktériumok nem képesek flagellumot ndveszteni vagy uszni.

Sajat mérések soran alkalmazott szerpentin tipusu kanyarulatos csatorndaban (magassag:
25 um szélesség: 50 um), még a hidrodinamika daltal vezérelt mozgdasforma volt jellemzé az E.
colira.

A Kkorong alaku sejtekkel kapcsolatosan Thomas M. Geislinger et al. [116] a
hidrodinamikai erék részecskemozgasra gyakorolt hatidsat vizsgaltdk rigid és deformalhato

részecskék esetén. A vorosveértestek konnyen deformalodo, kettds lipid réteggel boritott, bikonkav
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- korong alaku részecskék. Hidrodinamikai &ramlasban valtozatos mozgasformakat mutathat, mint
példaul: (1) bukdacsoldé mozgas — alacsony nyirasi sebességnél, (2) lanctalp mozgéas — nagyobb
nyiréasi sebességnél, vagy (3) lengémozgas. A jellemzd sejtmozgashoz hozzajarul a médium és a
sejt citoplazmaja kozti viszkozitaskiilonbség, illetve a sejt feliiletének nagysaga. A nyiroerd
hatasanak mértéke szerint a sejtalak akar papucs vagy ejtdernyo alakot is felvehet. Matematikai
modellekkel sem egyszeri megfejteni, miként jarul hozza az inercialis emelderdkon kiviil a forgd
sejteken ¢ébred6 emelderd is a laterdlis fokuszalashoz. Magasabb hematokrit szintnél a
nyirosebesség emelésével csokken az effektiv viszkozitas (nyirdsra vékonyodo /,,shear thinning”).
A sejt-sejt interakcid novekszik, a csatorna szigorti szlikitése (<8 um) pedig drasztikusan
megvaltoztatja a sejt dinamikus alakjat, illetve a sejtpopulécié rendezddését.

Di Carlo [92] aszimmetrikus szerpentin csatorndban vizsgélta a vordsvértestek mozgasat 2
% v/v higitasban. Megfigyelte, hogy nagyobb aramlas sebességek (Re = 60) sem befolyasoltak
mérvadoan sejtek életképességét, és merev részecskékként viselkedtek az aramlasban. Egy 50 pm-
es oldalhosszlisdgu négyzet keresztmetszetii csatornaban a vordsvértestek rotacios igazodasat is
megfigyelték, a lemez normalis irdnyl tengelye parhuzamos rendez6dott a legkdzelebbi falhoz. A
vorosvértestek méretaranya L/D = 4:15 [115], a 2 um vastagsag és 7,5 um atmérd mellet. A gdmb
alaku gyongyokhoz viszonyitott egyenértékli atmérdje a forgassal dbrazolhatd atmérdji, de
nagyobb k vagy Re esetén az atmérd valamivel nagyobbnak is addédhat. Az emberi vérben a
Reynolds szam altaldban alacsony Re < 1 kapillarisokban és kisebb artériakban, de elérheti a 4000-
es értéket is azaortaban [ 116]. A kialakuld nyirofesziiltség szerint, alacsony Re esetén a bukdacsolo,
nagyobb értékek esetén gordiild mozgas jellemzd. [128] A tapkozeg viszkozitdsanak €s a sejt-sejt
kolcsonhatasok csokkentése érdekében, a kisérletekben felhasznalt vérmintat altalaban higitjak.

Gomb alaka sejtek (¢lesztd és HelLa) morfologiajat €s mozgasat elemezve Eliezer Kainan
et al. [100] a Saccharomyces cereviae inercialis fokuszalasat és valogatasat vizsgalta ivelt
csatornaban magasabb Reynolds szamok mellett (Re = 215; 1,5 ml/perc). Célja sejtek ¢€letkorral
Osszefiliggd szeparacidja volt, hiszen a bimboképzddés mértéke, vagyis a sejtméret jol jelzi az
¢lesztd sejtek oregedését. Replikacios életkoruk meghatdrozhato, a benniik felhalmozodoé kitin
gazdag riigyhegek festésével. Méretiik linedris novekedést mutat ~ 0,8 0,1 pm/heg
méretvaltozassal, 2 pm atmérdjli riigytdl egészen 10-20 pm-os sejt méretig.

Nagy stirliségli €lesztOsejt szuszpenzidt vizsgalva tobb nap utan kimutattak, hogy a
populécid kordsszetétele szerint a fiatalabb gombak felszinén 0 - 2 riigyheg, az idésebbeken 3 - 10
riigyheg talalhatd. Ennek megfelelden a fiatalabb élesztdgombak atmérdje 2,3 — 4,7 pm kozott, a
felndtt ¢lesztégombak atmérdje pedig 5,4 — 11 pm kozott valtozik. A keletkezett riigyhegeket
fluoreszcensen jel6lték, és a csatorna végén 0sszegylijtott élesztOpopulaciok szordsat is vizsgaltak.
A gylijtést nagy ateresztOképességgel tudtak elvégezni (107 élesztd/perc), a meglehetdsen nagy
nyirofesziiltség (691 Pa) ellenére sejtkarosodas nélkiil. A kisebb, fiatalabb sejtek esetén ~12%-os
feldusulast értek el. A nagyobb, kifejlett sejtek egy masik kimeneten hagytak el a csatornat ~46%-

os dusitassal. PDMS-iiveg hibrid platformokat hasznaltak a tesztek soran.
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Meéréseim soran ugyanazokat a torzseket hasznaltam, az ¢éleszt6 sejtek atmérdje koriilbeliil
5 és 10 um kozé esett, de a sejtek kor szerinti megoszlasat figyelmen kiviil hagytam, csak
hidrodinamikai viselkedésiiket és fokuszpozicidjukat vizsgaltam.

A lateralis fokuszalas modszere is beketriilt a vizsgalt technikak kozé, mivel nem igényel
kiilonosebb feliiletkezelést, mint az egyes szlirési modszerek sziirési felszine, meglehetéen nagy
Reynolds szamok mellett is alkalmazhato, nagy ateresztoképességgel rendelkezik, valamint az
aramlasi sebesség megvaltozasara kevésbé érzékeny, mint a DLD vagy a keresztaramlasos szlirés.
A csatorna geometridjaval —csatorna kersztmetszet és hossz — a gyongyok fokuszalasa, pozicidjais
hangolhat6, kdnnyen miniatiirizalhatd (spirdlis csatorna elrendezéssel), mas fluidikai egységgel
kombinalhat6, és a jelolésmentes moddszerrel méret szerinti részecske szubpopulaciok is
elkiilonithetdek.

Hatranyok kozott azonban meg kell emliteni, hogy a minta slirlisége, viszkozitasa, sejt-sejt
interakciok befolyasoljak a szegregalas sikerességét. A kisebb sejtméretek fokuszaldsa nehézkes,
hiszen az a csatornakeresztmetszet jelentds csokkentésével lehetséges, mely befolyasolja a fluidikai
egység ateresztOképességét is. A kihivasok kozé sorolhatd, hogy a biologiai mintak
deformalodaséara az d&ramlasi sebesség hatassal van, daramlasban felvett mozgasformajuk — effektiv

Munkam sordn elséként a DLD sziirési eljarast teszteltem, ahol 16,5 pm atmérdji
gyongyoket is szegregaltam, igy a lateralis fokuszalds esetén mar csak < 16,5 pm méretil
egységben. Kutatadsom kiterjedt: (1.) a csatorna keresztmetszet hatdsairaaz adott gyongymeéretek
fokuszalhatosagara; a csatorna keresztmetszet ardnyanak kiilonb6z6 eseteire, illetve arra, hogy az
aramlasi sebesség modositdsa miként hat a kialakuld Dean-6rvények alakjara, ezzel a gyongyok
egységben nem szeparalodd gyongyok miként pozicionadlhatdéak (dramlasi sebesség, csatorna
keresztmetszet, csatornahossz megvaltoztatasaval). Vizsgaltam (3.) optimalizalt, 25 pm magas és
50 um kritikus keresztmetszettel rendelkez0 csatornaban a DLD ¢és a Keresztaramlasos kisérletek
térfogataraméval Osszevethetd 0,5-1 pl/s aramlasi sebesség mellett az egymdastél megfeleld
tavolsagban fokuszalhat6 gyongymeéretek (4,8 és 15,8 pm) egyensulyi pozicioit. Egy gyongytérkép
felallitasara (0= 0,5 — 16,5 um) keriilt sor, és a megfeleld gyongymodell dsszevetésre kertilt
kiilonbozd alaku (palcika, bikonkdv, gomb, szabalytalan) és méretli biologiai mintaval. (4.)
Vizsgélva a gyongymodell alkalmazhatosagat a biologiai mintara vonatkozoan megfigyeltem, hogy
az alkalmazott fluidikai egységben > 2,9 um feletti méretekre sikeres volt a koncentralés, viszont a
palcika alaku E. coli baktériumok kisebb méretiik alapjan pozicionalddva, rosszabb koncentralasi
értéket mutattak, mint a mimikéalasukra alkalmazott 1,97 um atmérdji gyongyok. gy a fluidika

méreteinek megvaltoztatasaval E. coli koncentralodasanak javitasa is célként kertilt kittizésre.
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4.6 Irodalmi dsszegzés

Az el6z0 fejezetekben a mikrofluidikai tudoméanyag és annak alapvetd jelenségeinek fizikai
magyarazata utan bemutattam a legfontosabb aktiv és passziv szeparacios és fokuszalasi technikait,
kiilondsen kiemelve a 1) magnetoforetikus elvalasztést, 2) a determinisztikus oldalirdnyu eltéritést,
3) a keresztaramlasos szeparacios modszert és 4) a lateralis fokuszalast. Mindkét elvalasztasi (aktiv
¢€s passziv) modszernek jelentds szerep jut integralt mintapreparacios eljarasok soran jellemzden
biologiai mintak feldolgozasa soran orvosdiagnosztikai, gyogyszerkutatasi, élelmiszerbiztonsagiés
vizmonitorozé rendszerekben. Szamos esetben sziikséges a mérendd analit (pl. élesztdgomba,
vorosvértest, baktérium, virus, fehérje, DNS stb.) elvalasztasa a médiumban fellelhetd, mérést
zavard elemektdl vagy az analit fokuszalasa a mérdrendszer mérési pontjaira. A kutatasi
munkédmban a kivalasztott négy elvalasztdsi modszert jarom koriil €s vizsgalom meg elsd korben
kiilonbozd polisztirol mikrogyongydk hasznalata mellett, melyek bizonyos peremfeltételek esetén
j6l tudjak modellezni az eld organizmusokat. Ezt kdvetden a kapott eredményeket dsszevetem
szimulacidos eredményekkel ¢€és az €10 organizmusokon (Escherichia Coli, vOrdsvértest,
Saccharomyces cerevisiae ¢lesztdgomba és Hela sejt) elvégzett kisérleti eredményekkel is. Az
integralt elvalasztasi rendszerek optimalt hasznalata novelheti az ezt felhasznalo diagnosztikai,
monitoring rendszerek érzékenységét €s szelektivitasat, ami 4ltal egy pontosabb és megbizhatobb
eszkoz adhat6 a felhasznalo (pl. orvos, gyogyszerész stb.,) kezébe.

Az alkalmazott eljarasok mellett sziikséges foglalkozni a mikrofluidikai rendszerek
jelentésen befolyasolhatjdk egy szepardldsi moddszerhez sziikséges feliiletkezelési eljarasok
szlikségességét, a mintamozgatds modjat és a valasztott mddszer hatékonysagat, melyet a tovabbi

alfejezetek részleteznek.
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4.7 Mikrofluidikai rendszerek anyagvalasztéka

A MEMS technologia alapjat ado gyartastechnologiai folyamatok fejlédése, a litografias
eljaras alkalmazasa, és ezzel a strukturalis elemek nagy felbontast leképezése tette lehetévé a
mikrofluidikai eszk6zok térnyerését és multidiszciplinaris kutatési teriiletek 6sszefonodasat.

A fluidikai platform anyaganak megvalasztasakor fontos tényezd az anyagkoltség, a

gyartasido, a valasztott anyag biokompatibilitésa, optikai ateresztoképessége, vegyszereknek valo
ellenallasa, valamint alkalmazasi feladatkornek megfelelden a csatorna mechanikai tulajdonsagai,
példaul deformélhatésaga.
Alagy litografias eljaras sordn a gyors replika készitésre alkalmas polimerek koziil kittintetett helyet
foglal el a polidimetil-sziloxan (PDMS), melyet laboratoriumunkban is hasznalunk. A PDMS
szerkezeteket elOszeretettel alkalmazzak direkt optikai megfigyelésekhez, fluoreszcens
mérésekhez, ugyanis 240-800 nm-es tartomanyban optikailag ateresztd, csekély
autofluoreszcenciaval rendelkezik 520, illetve 580 nm hulldmhosszon [129]. Emellett gazok
szamara atjarhat6, kémiailag ellenallo, biokompatibilis. J6 kotési szilardsag érhetd el tobbféle
alapfeliilethez: szilicium alapi anyagokkal kovalens kotést kialakitva szivargadsmentes csatorna
kialakithato. Koltséghatékonysag jellemzi: gyorsan — 2 ora alatt — térhalosithato és konnyen
gyarthato. Kevés hatranya kozt meg kell emliteni azonban, hogy szerves, apolaros olddszereknek
nem ellenalld [129], hidrofob jelleggel rendelkezik, ezért kapillaris rendszerek kialakitasakor
feliiletkezelés vagy hidrofil jelleget erdsitd adalékanyag hozzdadasa sziikséges [130] [131]. Az
autoném modon toltddd, kapillaris pumpaval hajtott mikrofluidikdk esetén a hidrofil jelleget
hosszabb tavon kell fenttartani. Acsatornafal oxigén plazmas kezeléssel dtmenetileg hidrofillé
tehetd, mely azonban orakon beliil ismét hidrofobba valik. A negativ hatasti lancrendezddési
folyamat lassithatd, ha a PDMS eszkdzt vakuumban (1077 Torr) [132], vagy -80°C -on taroljuk
[133], illetve megfeleld hokezelés alkalmazasaval [134] a minta akar 100 napon 4t is megtartja
hidrofil jellegét. Tovabbi megoldas lehet a PDMS komponensekhez kevert feliiletaktiv anyagok,
vagy egyéb térhalosodast kovetd feliiletkezelésimodszerek alkalmazasa. Ilyen példaul a polietilén
oxid [135] (PEO 600kDa), mely a PDMS-hez keverve képes 21,5 — 80,9 °kozott tartésan hidrofillé
tenni a polimer felszinét. A Pluronic F127 — mely egy triblock kopolimer: (PEO)n(PPO).(PEO)m,
m = 100, n = 65, molekula sulya = 12600 — hasonloképpen viselkedik a PDMS elasztomerhez
keverve még térhalosodas el6tt. Vizes kdzegben a hidrofil lancok kidiffundalnak a feliiletre, mellyel
mar 2 pl/g koncentracio mellett eldsegitik a PDMS kontaktszogének 103,8° -rdl 62,8°-ra torténd
csokkentését Zhigang Wu et al. vizsgalatai alapjan. [136] Tatiana Trantidou et al. [137] protokollja
alapjdn a PDMS peremszogét O, plazméaban (100W, 1 perc) és 87 %-os poli-vinil-alkoholban
torténo kezeléssel reprodukalhatdan sikeriilt csokkenteni 27,1°-ra.

A PDMS hasznalatanal hatranynak szamit még, hogy aramlasi tesztek sordn, nagy nyomas
alkalmazasakor [138] deformélddhat. Alternativa lehet olddszernek ellenallobb, illetve nagyobb
merevségli anyag valasztisa gyartastechnologidban (nagyobb Young's modulus), példaul
polikarbonat (2 GPa), hére keményedd poliészter (~1,2 GPa), poliuretan metakrilat (91 MPa) a
PDMS (10:1,2,5 MPa) helyett. Akisérletek soran hibrid platform alkalmazasa is lehetséges: példaul
tiveggel (Pyrex Glass 63 GPa) vagy sziliciummal (130 GPa) kombindlva. [139]
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Laborkoriilmények kozott tiveg-PDMS hibrid fluidikaval dolgoztunk, melyek kozotti
szivargasmentes kovalens kotéshez oxigén plazméban torténd feliiletkezeléssel aktivaltam a
feliileteket. A valasztott lagy litografias modszer technologiai szempontbol kis darabszamban is
olcso, gyors laboratoriumi gyartast tesz lehetdve a sziikséges paraméterek teszteléséhez, azonban a
mar véglegesitett geometria megvalositasa egy robusztusabb, tomeggyartasra is alkalmas polimer
technologia megvalasztasaval elonydsebb.

4.8 Mintamozgatas mikrofluidikai rendszerekben

A fluidika meghajtasara valasztott modszer (a minta mennyisége, sziikséges Kkiilso
berendezés) jelentdsen befolyasolja az eszkdz arat és hordozhatosagat. A kereskedelemben
leginkdbb a passziv pumpdkon alapuldé moddszereket részesitik eldnyben. [140] Aktiv
folyadékkezelést jelent: a fecskend6pumpés megoldas, nyomésszabalyozas, pneumatikus szelepek
alkalmazasa és a centrifugalis modszerek. Eldnyeik, hogy az aramléas szabalyozasa preciz, nem
sziikséges anyagspecifikus feliiletkezelés, viszont az eszkdz mobilitasat korlatozza.

A passziv pumpdékon alapulé megoldéasok esetén a szubsztrat anyagjellemzdi, a porozitas, a
kémiai Osszetétel, a hasznalt folyadék paraméterei (Newtoni, nem Newtoni folyadék) mind
befolyasoljak az aramlési sebességet. A passziv mikrofluidikai rendszerek meghajtasara tobb
modszer is elterjedt: kapillaris eré alapti megoldasok [141], 1égtranszfer alapti mddszerek [142],
vagy kozvetlen nyomasvezérelt mddszerek, amelyek alapulhatnak példaul a kézi erd, a feliileti
fesziiltség [143], bizonyos kémiai reakcio [144] vagy magnes [145] alkalmazasan [146].

Kisérleteimben elsdsorban fecskendépumpds aramoltatassal dolgoztam, viszont a
77 Elektronika Kft.-ben végzett munkam soran leginkabb autoném fluidikai egységeket
alkalmaztunk, amelynek alap épitdeleme a kapillaris pumpa volt.

A kapillaris alapi mintamozgatasi modszerek elénydsen alkalmazhatoak immunoassay alapu
tesztekre is (pl. baktériumok, fehérjék, virusok kimutatdsa human mintabdl). [lyen mikrofluidikai
megoldasok sordn elengedhetetlen a fluidikai csatorndk feliiletének moddositasa, a megfeleld
nedvesités biztositasa (30-60°-os kontaktszog elérése). Amegfelelo feliileti fesziiltség és geometria
kialakitasaval biztosithatd, hogy a bemenetre adagolt fix mintamennyiség a negativ kapillaris
nyomasnak kdszonhetden — homora folyadék-levegd meniszkusz mellett — bedramlik a fluidikai
egységbe [141]. Az dramlési ellenallas (Navier-Stokes egyenletek) és a kapillaris nyomads (Young —
Laplace egyenlet) adja a méretezési torvényeket a tervezéshez, az aramlési sebességek
hangolaséhoz. A kapillaris szerkezetek szamos olyan elemet tartalmaznak, amelyek segitségével a
folyadék eldrehaladasat idézithetjiik, mint példaul: (megallitd-, lassitd-, gyorsitd-) szelepek,
aramlési ellenallasok, reakciokamrak, kapillaris szivattyuk és 1égtelenitd nyilasok. A meniszkusz
form4ja hangolhat6, a csatorna hirtelen kitdgulasa késleltetheti a folyadék feltoltédését, ami idot
adhat a reakci6 1épésekhez. Az kapillaris oszlopsor alakja, elrendezése €s a csatorna keresztmetszete
beallitja a szivattyu kapacitasat és szivoerejét. Amint a folyadék a szell6zonyilasokhoz érkezik,
megsziinik a nyomaskiilonbség, és a platform mér nem képes tovabbi mintamennyiséget befogadni.

Ennek megfelelden a kisérletek soran fontos biztositani a buborékmentes feltoltést.
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5. Méoddszertan
5.1 Mikrofluidikai szerkezetek kialakitasa lagy litografiaval

A mikrofluidikai chip geometriajat a CleWin5 alaprajz tervezd szoftverben rajzoltam meg.
Ezt kovetden késziilt el az alaprajznak megfeleld fotolitografids maszklemez. A krom réteggel
bevont planparallel iveglemezen direktirdssal (Heidelberg DWL66 1ézeres dbragenerator) késziilt
el a mintazat, melyet az optikai litografidhoz hasznaltunk. Az elézetesen 300°C fokon dehidratalt,
4 inches szilicium szeletekre a kivant fluidikai csatorna magassaganak megfeleld rétegvastagsagban
SU8 negativ fotoreziszt réteget (Kayaku Advanced Materials) vittiink fel centrifugaval (Brewer
Science Cee 200CBX spin-bake system), majd erre a lakkrétegre képeztiik le a maszk mintazatat.
Felporgetett lakk tipusanak és vastagsaganak megfeleld modon f6z6lapon tortént a lakk eldzetes
szaritasa (~ 65°C-on 50 percig; 90°C-on 20 percig). Megfelelo relaxalas utan maszkillesztd
berendezésben (Siiss MicroTech MA6) tortént az UV expozicio. A réteg Gjabb hokezelési 1épéseken
esett at (~ 65°C-on 30 percig; 90°C-on 15 percig), majd a mintazat el6hivéasa a lakknak megfeleld

oldoszerben tortént.
1. Lakkterités
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Szilicium szubsztrat
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Szilicium szubsztrat

4. Replika készités

PDMS
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5. Replika bondolésa szubsztrathoz
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5. Replika bondolasa szubsztrathoz

22. dbra: Mikrofluidikai chip kialakitdsanak fébb lépései: a fotolitogrdfia sordn negativ fotoreziszt (SU-8) felhaszndldsdval elkésziil

az éntéforma, majd a PDMS replika. A PDMS struktura liveghez bondoldsdval létrajon a zdrt fuidikai csatorna.
Mikrolfuidikai eszk6z gyartasahoz SU8 negativ fotorezisztet hasznaltunk, ami azt jelenti,

hogy el6hivas soran az UV fény altal nem megvilagitott, nem polimerizalddott lakk kertilt

o4

eltavolitasra. Az els6 réteg megmunkalasa utan tovabbi — eltéré magassagh — lakkrétegek is
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felvihetoek a szeletre, lakk szaradasat és relaxalasat kovetden, egy tjabb maszk hasznalataval. A
negativ lakkrétegekkel 1pm-t6l 200pm-ig novelhetd a rétegvastagsag, azonban az egyes rétegek
egymashoz valo illesztéséhez hasznalt illesztdjelek lathatdsaga jelentdsen fligg az egymast kovetd
rétegek magassagatol. A rétegvastagsagnak megfeleld expozicios energia és 1do, illetve hokezelési
paraméterek alkalmazéasa sziikséges. A hivasokat kovetden elkésziil az Ont6forma, melyet a
tobbszoros replika ontésre, a PDMS mikrofludikai rendszer kialakitasara tudunk hasznalni, ahogy
azt a 22. dbra mutatja.

A replika készitéshez egy két komponensbdl kikeverhetd polidimetil-sziloxan polimert
alkalmaztunk (Sylgard 184 — Dow). A szilicium bazist polimer a vinil csoportokkal lezart, sziloxan
oligomereket tartalmazod elasztomer, és szilikon hibrid kotéseket, valamint platina katalizatort
tartalmaz6 térhalosito 10:1 ardnyt keverékébdl all eld. A fémorganikus térhaldsitd reakcid soran a
CH»-Si lancolat (lasd 23. 4bra). [147] A reakcio elénye, hogy melléktermék képzddése nélkiil all
eld a mintahii replika. A megfelelden elkevert komponensek adagolasaval szobahdmérsékleten
napon beliil lezajlik a reakci6, de hokezeléssel meggyorsithatd a keresztkotés folyamata.
Laborunkban a Si mesterlemezre 6ntott polimer keverékbdl vakuum kamraban tavolitottuk el a
keverés soran visszamaradt buborékokat, majd 65°C -on 90 perc hokezelést kdvetden lehetett
méretre vagni és lyukasztani a térhalositott polimert. A PDMS hdkezelése 200 °C alatt ajanlott.
[148]
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23. dbra: PDMS elédllitdsa elasztomerbdl és platina alapu térhdlositobdl addicids reakcio sordn. [147]

A PDMS mechanikai tulajdonsagat, rugalmassagat elsdésorban az elasztomer, illetve a
térhal6sitd ardnyanak megvaltoztatasaval hangolhatjuk [ 149]. Alapvetd feliileti tulajdonsaga, hogy
hidrofob — peremszog értéke 90° feletti érték, melynek alakulésat a komponensek keverési aranya
is befolyasolja [150] — , ezért sok esetben egyéb feliiletkezelési eljarast is alkalmaznak: UV
besugarzas, oxigén plazma kezelés, vagy feliiletaktiv molekulék oltdsa a matrixba.

A kialakitott mikrofluidikai struktirat tartalmazé PDMS szerkezetet egy megfeleld

ellenoldali szubsztrathoz rogzitve all elé a fluidikai egység. Az oxigénplazmas feliiletkezelést

52



elsésorban PDMS-PDMS, PDMS-iiveg vagy PDMS-Si szivargds mentes kovalens kotéséhez
hasznaljuk, mely soran a szilicium bazisu feliiletek kozott Si-O-Si kotés alakul ki a szilanol
csoportok kozott. Eldnye, hogy korlatozott ideig hidrofillé teszi a feliiletet — 5-18° kozotti
peremsz0g is elérhetd [151] —, mely pumpaval hajtott fluidikai rendszerek esetén megfeleld, rovid
tava megoldas. Azonban a kis molekulasulyti monomer lancok felszinre diffundalasaval, a hidroxil
csoportok tombbe vandorlaséaval, és a szilanol csoportok felszinre kondenzalodaséaval visszaall a
feliilet hidrofob jellege.

A hibrid, PDMS-iiveg fluidikaink eldallitaisahoz a PDMS-en megfelelé bemeneti ¢€s
kimeneti portokat alakitottam ki, majd 300 W teljesitményli O, plazmaval kezeltem mind a PDMS,
mind az {iveg ellenoldal feliiletét. A feliiletkezelést és Osszeillesztést kovetden a két oldal kdzott
kovalens kotés révén szivargasmentes bondolas jott 1étre. Fecskend6pumpaval megvalositott
aramoltatas esetén a mintainjektalasra tefloncsoveket hasznaltunk, melyek a PDMS rugalmassaga
miatt kdzvetleniil a bemenetekre csatlakoztathatoak. A feliileti tulajdonsdgok megtartdsa miatt
igyekeztem a kisérleteket a bondolast kdvetd ordkban elvégezni.

Az oxigénplazmas feliiletkezeléssel bondolt PDMS-iiveg hibrid mikrofluidikai eszk6zokben
a kényszeritett &ramlés fenntartasat — az intézetben fejlesztett — Microfluid fecskendépumpaval
oldottam meg. A berendezéseket Advantech Geni AQ Runtime kdrnyezetben futtatott szoftverrel
vezérelhetjiik. Tobb pumpa egyiittes alkalmazéasaval a mintaoldat és a segédfolyadékok aramlési

sebessége kiilon-kiilon szabalyozhat6 volt.
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5.2 Képalkotas és képfeldolgozas

A mikroszkopos vizsgalatokhoz Zeiss Axio Vert Al invertalt fluoreszcens mikroszkopot
hasznaltam, nagy sebességli és nagy érzékenységli monokrom kamerdval kombindlva. A
fluoreszcens polisztirol gyongyok jellemzden jol kovethetdek az egyszeriibb Zeiss Axio IC ml
kameraval, mig a GFP-E. coli fluoreszcens baktériumok vizsgalatahoz nagyobb felbontasu
fluoreszcens mikroszkop és Peltier hlitésti Zeiss Axio 512 mono kamera sziikséges. A lateralis
fokuszélas sordn a nagy (~ 900 ms) expozicids iddvel késziilt felvételek lehetdvé tették az eltérd
méretli fluoreszcens gyongyok trajektoridinak vizsgalatat, melyek sordn a csatornaszélhez
viszonyitott lateralis pozicid keriilt meghatdrozéasra. A fluoreszcens jeldléssel nem rendelkezd
bioldgiai mintdk esetén sotét latdteres mikroszkopos felvételek késziiltek.

Az alkalmazott Zeiss Axio Vert Al mikroszkép a fluoreszcens LED modulja harom
kiilonb6z6 hullamhossz-tartomanyban alkalmas a jeldlt célmintak kovetésére, amelyek nevezetes
fluoroforok utan kaptak elnevezéstiket: DAPI (4,6-diamidino-2-fenil-indol), FITC (fluoreszcein-5-
izotiocianat), €¢s CY3 (cianin-3). Ahogy azt a 24. abra mutatja, gerjesztést kovetden (szaggatott
vonal) egy Stokes eltolodasnak megfeleld emisszids hulldmhosszon (folytonos vonal) detektalhatd
a jelolt részecske [152].

Nevezetes fluoreszcens hullamhosszok
S — —_—

Gerjesztési | Emisszios
cstics (nm) | estics (nm)
DAPI 359 457

491 516

555 569

Normalt intenzitas (%)

0 ¥ T —
250 400 550 750
Hulldamhossz (nm)

Keresztiranyu filtracié

] g-158um-papt | Gep EColi —FiTC | #=6,08 um—c¥3

24. dbra: Fluoreszcens gyéngyék megfigyelése mikrofluidikai rendszerben a hdrom nevezetes hullimhossz tartomanyban (DAPI,
FITC, CY3) — a szinezett emisszios képek 15,8 um és 6.08 um atmérdjii gyéngyok (DAPI és CY3), illetve 0,5-2 um méret(i GFP-E. coli
(FITC) esetén (fehér nyilak). Kék nyil jeloli az aramlds és a sziirés irdnydt.

Altalanossagban a jelzévegyiiletekkel kapcsolatosan kritérium az alacsony toxicitas, a
fotostabilitas, a nagy fluoreszcencia intenzitas, a hosszu fluoreszcencia élettaram, a minél nagyobb
Stokes eltolddas, hogy a megfeleld savsziirokkel a gerjesztd és az emittalt fény jol elkiilonithetd
legyen. A mikroszkép fényforrasdnak emisszios spektruma hatarozta meg a valaszthato
fluoreszcens gyongyok elnyelési savjait. A fluoreszcens jeldléssel antitestek, szénhidratok,
nukleinsavak, fehérjék, peptidek, oligonukleotidok jelolhetéek kovalensen, igy akar aktiv
enzimreakciok is megfigyelhetové valhatnak. Egy adott mérésen beliil a valtozatos méretii

fluoreszcens polisztirol gyongyok mindegyike egyedi emisszios hullamhosszal rendelkezett, ami
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lehetové tette azok egyiittes megfigyelését ¢és kimutatasukat a mintdban — ezzel a

részecskeszeparalds, a célminta dusités, vagy a szlirés folyamatanak valos idejii kovetését. Az adott

hulldamhosszon felvett monokrém képek a ZEN 2.6 (Blue Edition) szoftver tobbcsatornas

képmanipulacids opciodjaval valtak szinezhetdvé és egyiittesen abrazolhatova.

A fluoreszcens gyongyok alkalmazasa mellett a DLD méréseknél fluoreszcensen jeldlt

molekuldval (FITC-Human szérum albumin — FICT-HSA) festettem meg a mintaoldatot, hogy

lehetéveé valjon a mintabdl kivalo, a jeldletlen pufferbe tériilé gyongyok megfigyelése, és az egyes

oszlopstrukturak szeparalasi hatasfokanak vizsgalata.

A felvételek kiértékeléséhez az Imagel 1.52a szoftvert [153] alkalmaztam, mely kiilonb6z6

bévitményeinek segitségével képes tobbek kozott (1asd 25. abra):

e peremszogmérések kiértékelésére — az adott szubsztrat feliileti nedvesithetdségének, hidrofil /

hidrofob tulajdonsagainak feltarasara;

fluoreszcens oldat laterdlis koncentracioeloszlasdnak meghatarozdsara a ,,Plot profile”
funkcioval - mely a pixelek sziirkeskalas intenzitdsanak vonal menti eloszlasfiiggvényét adja
meg;

adott teriileten fellelhetd objektumok szdmanak meghatarozasara sziirkeskéalas felvételen a
gyongyméret, illetve a pixelszdm ismeretében — a ,hisztogram” bovitmény kiszamitja és
megjeleniti a sziirke értékek eloszlasanak hisztogramjat az aktiv képen vagy akijelolt teriileten.
Részecskés mérések soran a fluidikai csatorna keresztmetszetében, a csatorna szélei k6zott
felvett definialt teriileti képeken meghatarozhaté a fluoreszcens részecskékre jellemzo
sziirkedrnyalat (jellemzden fehér), illetve annak pixelszam szerinti gyakorisaga. Ennek
megfelelden kiszamithato a részecskék relativ gyakorisaga az adott teriileten, illetve a tejes
keresztmetszetben.

A. Peremszégmérés PDMS B. Fluoreszcens intenzitaseloszlds - GFP-E.coli C. Intenzitas hisztogram adott

H15 W50 1 ul/s

500 1000 1500
Distance (pixels)

25. dbra: Az Imagel szoftver bévitményei: peremszégmérés (A), fluoreszcens intenzitdseloszlds (B), intenzitds hisztogram (C)
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5.3 Sejtszamlalas

Részecskeoldatok sziirésénél a mintaoldat, valamint a sziirlet Osszetételét, azok sejtes
koncentracidjat klasszikus modon, Biirker-kamraban szdmolva hatdroztam meg. A szamlalas
automatizalsdhoz LUNA-II, digitalis mikroszkopidn alapuld sejtszamlalot (Logos Biosystems)
alkalmaztam a vele kompatibilis, C-Chip (DHC-NOI — Neubauer Improoved) sejtszamlalo
kamrakkal. Kisebb gyongykeresztmetszetek, illetve baktériumok szamolasédhoz sziikség volt egy
alacsonyabb magassaggal (10 um) rendelkezé kamra hasznalatdra, melyhez Petroff Neubauer
Improoved szamlalokamrat valasztottam. A LUNA-II berendezés egy kényelmes, automatizalt
megoldasa a sejtszamlalasnak, de a detektalhat6 sejtméret alsé hatara 3 pm atméronél talalhato, igy
példaul baktériumok szamlalasa nem volt lehetséges ezzel a berendezéssel.

DHC-NO1 [154] egy eldobhatdé hemocitométer, melybe 10 pl minta felhasznalasaval,
Neubauer Improved racsozassal ellatott detektalasi régioban leszamoltam a szilirlet 6sszetevoit. A
racsozas 9 nagyobb négyzetre kiilonithetd el, amibdl egy egység 0,1 mm?® mintatérfogat
befogadasara képes. Egy nagyobb négyzet 16 kisebbre, kozépsd régidoban ezek tovabbi 16 négyzetre
oszthatoak (26. abra) (a legsiirlibb racsozas), a kisebb gyongyok, baktériumok leszdmolasat itt lehet
megfeleld pontossaggal elvégezni. Egységnyi térfogatban, 10 db négyzetben szamolva a sziirletet,
az egyedi négyzetek szamolt részecskék atlagoldsaval azonositottuk a célminta mennyiségét. A
100 pm mély kamra miatt tobb fokuszsikban kellett vizsgélni a fluoreszcens gyongydket tartalmazo
szlirletet. A késdbbiekben beszerzésre keriilt egy specidlis liveg Biirker kamra - Petroff/ Neubauer
Improved — mely mar 10 pm magassaggal megkonnyitette a szamolast. Egy mérés atlagosan 25

percig tartott ezt kovetden vizsgaltam a szlirlet Osszetételét.

A. Gyongymix
* 4837.5ul-dH20 D. Blrker kamra
* 375ul -@15.8um (DAPI) —3
¢ 375u -@ 6.08 um (Cy3) i
* 375u -@ 1.97 um (DAPI)
*  (+0.01% Tween 20)

LUNA sejtszamlélé

B. Sz(irés el6tt Gyongymix | Sziirés utan:
Filter F[M25)-R[M5)]

E —O{ |0—0.25mm —’{ l‘—nmmm

C Sejt méretelosz| jt aci6 szerint

Qs GyOongymix  (x10e3mi) Szdirlet
83T

L.
Bnlllﬂtnﬂnﬂ 0% B D O B ® RN 0w
Coll sive i Cell size fuml

26. dbra: Szlirés hatékonysdgdnak vizsgadlata B-C.) Automatizalt LUNA sejtszamldloval és D-E. Manudlis médon Blirker kamraban.
A. az alkalmazott gyéngykeverék, B.) Szlirés el6tti Gyéngymixfelvétele VS. a F[M25]-R[M5], azaz 25 um magas fluidikai csatornaban
5 um magas szlirén sziirve fluidikabol nyert sziirlet 6sszetétele, LUNA berendezés jelélésével egyiitt. C. a LUNA berendezés
eredményei: Sejt méreteloszldsa sejtkoncentrdcio szerint. D. Manudlis sejtszamldlds Neubauer Improved rdcsozdson, E. egységny i
térfogatban szamolt fluoreszcens gyongydkkel és E. coli-val.
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5.4 Reagensek

A kisérletekhez hasznalt fluoreszcens polisztirol gyongyodk a Spherotech GmbH (0 = 0,5 —
1,97 -5,4-6,08-10,2—-15,8 — 16,5 — 20,4 um), a Thermo Fisher Scientific (Fluoro Max @ = 1,1
— 4,8 um) és a COMPEL (9 = 2,9 pm) forgalmazoktol szarmaztak. A GFP-t expresszalo E. coli
baktériumokat a Pannon Egyetem Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatointézete;a HeLa
sejteket az Energiatudomanyi Kutatokdzpont Nanobioszenzorika Laboratoriuma (Horvath et al.); a
vorosvértest mintakat a 77 Elektronika Kft.; és a Saccharomyces cerevisiae €lesztOsejteket,
valamint a puffereket (foszfattal pufferolt sooldat — PBS) a Merck Life Science Kft. bocsatotta
rendelkezésiinkre. Aneodimium magneseket az Euromagnet Hungary Kft. forgalmazotol szereztik
be, a magneses gyongyoket pedig (0 = 1,0 — 2,8 um) Dynabeads Streptavidin Trial Kit forméjaban
Thermo Fisher Scientific-tdl.
5.5 Aramlastani folyamatok modellezése végeselem mddszerekkel

Az 0Osszetett mikrofluidikai rendszerek megértését, tervezését €s tokéletesitését nagyban
segithetik az aramlastani modellek (Computational Fluid Dynamics (CFD) szimulaciok), melyek jo
kozelitéssel irjak le a lejatsz6do folyamatokat bizonyos peremfeltételek megadasa mellett. A
numerikus szimulacio alapja a val6sagos rendszerek €s folyamatok matematikai modellekkel, véges
sok valtozoval torténd kozelitd leirdsa. Alegfontosabb aspektusai a vizsgalt szerkezetek geometriai
reprezentacidja, az egyes szerkezeti elemek anyagtulajdonsdgainak definicioja, illetve a
hatarfeltételek (terhelések és korlatozdsok) meghatarozasa. A vizsgalt térrész diszkretizacidjaval a
definialt résztérfogatokra érvényes matematikai egyenletek koriiltekintéssel, de egyszeriisithetdek,
igy a definialt hatarfeltételek mellett megoldhatoak. A vonatkoz6 parcialis differencidlegyenletek
(Partial Differential Equation, PDE) kozelitése olyan modell egyenletekkel torténik, mely
végeselem modellezésnél valamely fliggd valtozot — példaul fizikai paramétert: nyomast, aramlési
sebességet stb. —igyekszik megkdzelitden definidlni bazisfiiggvények linearis kombindciojaval. Az
egyszertsitett differencidlegyenletek megoldasa hatékony numerikus modszereket alkalmazo
szoftverek segitségével lehetséges.

A mikrofluidikai rendszerekben lejatszodo csatolt folyamatok leirasahoz a Navier-Stokes
egyenleten (3. egyenlet) tul a kovetkezd egyenletek numerikus megoldasa is segit:

Az allandé magnes altal keltett magneses tér:

—V(uo VW —poMp) = 0 (27)
, ahol pga kozeg permeabilitdsa; V;,az 4alland6 magneses erdtér skaldrpotencidlja; M a
magnesezettség.

Az 4dramlasba helyezett magneses részecskére hatd erd:
d
E(mpup) = 3nud, (u-— up) + (mdl-p V) B (28)

, ahol mg;,, a részecskék dipolus momentuma, B a magneses térerdsség.

Valamint a konvekci6 diffuzios egyenlet:
%+u-Vc=DAc+R (29)

melynél ¢ — jeldli a koncentracidt, D a diffuzids egylitthatot és R a reakciotagot.
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5.5.1 ACFD problémak numerikus megolddsara alkalmazhatd szoftverek
A végeselem szimulacids szoftvereket a Navier-Stokes egyenlet megolddsara hasznalt

modszerek alapjan a kovetkezOképp lehet csoportositani:

o Véges térfogatok moddszere (Finite Volume Method - FVM): COMSOL, CFD-ACE+,

FLUENT, Star CD;
e Linedris parcialis differencidlegyenlet: FlexPDE, Calculix
e Szilardtest mechanikai problémakorre jol alkalmazhatok: Abaqus, Adina, I-Deas, Nastran,
ANSYS.
A folyadék - szilardtest interakciokat (FSI) kezelni képes komplex problémakdrok feldolgozasara
az ANSYS és a COMSOL programok a legelterjedtebbek [155]. A kutatocsoport a mikrofluidikai
CFD modellezésnél a geometria megtervezeése utan egy megfeleld diszkretizacidt, vagyis

halofelosztast kell definidlni, mely szamitasi csomopontokra osztja a kijelolt teriiletet.
A COMSOL négy 16 3D elemstrukturat kiilonboztet meg: tetraé¢der, hexaéder, haromszog prizma és
piramiselemek. Ezek 2D leképezése a harom- €s négyszog alakt elemek [156]. A szdmitasi hibak
elkeriilése miatt célszerti minél jobb felbontasu halot definidlni. Erre tobb stratégia is 1étezik:
finomithaté a halo manudlisan, de 1étezik automatikus megoldas is, példaul a Globdlis adaptiv halo
finomitdsi modszer [157]. Ebben az esetben a program egy hibabecslési stratégia alapjan hoz létre
Uj halot: oly modon, hogy a legnagyobb lokalis hibalehetdség kornyékén — példaul sarkok, falak,
anyaghatdrok mentén — besfiriti a halot, vagyis egy finomabb felbontasu hatarréteg halot hoz 1étre.
A modell altal generalt virtudlis mezdben a szomszédos racspontok nem fiiggetlenek egymastol, igy
azokon a racspontokon, melyek szomszéddal nem hatéroltak (pl. ki- és bemenetek, falak mentén)
rogziteni kell a peremértéket egy konstans érték, vagy referencia értékkel. A mikrofluidikai
szimulacidkban példaul egyik leggyakrabban hasznalt hatarfeltétel a ,,no slip — megcsuszas mentes”
feltétel, amely a parabolikus aramlési profil kovetkeztében a falak mentén kialakulo jellegzetesen
nulla sebességértéket allit be. Peremfeltételként fiiggvény is megadhatd, de a kimeneti értékek
bemeneti értékként torténd ismételt felhaszndlasa is lehetséges, ami lehetévé teszi a periodikus
peremfeltételek alkalmazasat. Ez a modszer tette lehetové példaul, hogy a vizsgalt aszimmetrikus
hullamcsatorndban a kisérletek soran nem fokuszalodd mikrométer kozeli atmérdji gyongyok
viselkedését numerikusan vizsgalhassuk és megjosolhassuk hosszabb fluidikai egység alkalmazasa

esetén.
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5.5.2 Végeselem modellek a kisérleti elrendezések leirdsara

A Kkisérleti eredmények értelmezéséhez megfeleld peremfeltételek mellett lefuttatott
végeselem modelleket is felhasznaltunk, igy COMSOL szimulacié késziilt:

e adeterminisztikus oldaliranyu eltéritésrél (DLD),

e alateralis fokuszalasrol (LF), és

e amagnetoforetikus folyamatokrol.

A DLD szerkezet esetén az aramlasi viszonyokat aszimmetrikus és szimmetrikus oszlopok
kozott modelleztem, azonositva a kialakuld nyomasanizotropiat, ami a kisérletek soran megfigyelt
transzportfolyamatok értelmezését segiti.

Lateralis fokuszalas vizsgalata sordn a kialakulo sebességtérre szuperponalt méretfiiggd
palyavonalszamitasokat végeztem:

e a csatorna keresztmetszetben kialakulé gyongyeloszlas szemléltetésére (Poincaré

térkép),

e a fokuszalas hatékonysaganak demonstraldsara, meghatdrozva a fluidikai csatornéan
keresztiilhalad6 gyongyok bementei és kimeneti y koordinatai kozotti fliggvényt,

e a kialakuld Dean 6rvények koriili sebességmezok szemléltetésére kiillonbozd atmérdji
csatorna keresztmetszetekben, illetve az 6rvénykozéppontok €s arészecskék egyensulyi
pozicioéi vandorlasdnak leirdsdra a csatornageometria és az aramlési sebességek
fliggvényében.

Hasonléan a fentiekhez szimuldciok késziiltek a magnetoforetikus folyamatok
értelmezéséhez is, ahol azt vizsgaltam, hogy a kiillonb6z6 aramlési sebességek, valamint a kamraban
kialakitott oszlopgeometridk miatt kialakulo lokalis aramlési viszonyok hogyan befolyasoljak a
magneses csapdazas hatékonysagat.

A szimulaciés eredményeket minden esetben Osszevetettem a kisérletek utjan kapott
eredményekkel, igy képet kaptam a model megbizhatosagarol a megadott a hatarfeltételek és a
bemeneti paraméterek mellett.

A modellként alkalmazott gyongyok és a bioldgiai mintak kozott morfologiai, méretbeli és
Osszetételi eltérés is van, nem beszélve a bioldgiai minta 0sszenyomhatosagardl. A legtobb
alkalmazott gyongyot a Shperotechtdl [158] rendeltiik. A polisztirol gydngydk organikus
festékanyagot ¢és natrium-azidot tartalmaznak (mikrobaellenes szer), felszinlik karboxil
csoportokkal boritott. Stirlisége 1,06 g/cm?, mely a vizéhez kozeli, az alkalmazasban 1 w/v%
koncentracioban tovabbi higitasra keriilt. Az E.coli denzitasa 1,080 — 1,100 g/ cm?® [159], a
vOrosvértest atlagos stirlisége 1,110 g/ cm? [160], az élesztdgomba Saccharomyces cerevisiae
denzitdsa 1,0952 g/ cm? [161]. A pélcika alaki baktériumok, bikonkav alaka vordsvértestek
O0sszenyomhatoak, ¢és alakjuk miatt is konnyebben vesznek fel valtozatos mozgasformat
aramlasban, vagy valtoztatjak alakjukat dramlési sebességek emelésével, mely a szeparaciot
jelentdsen befolyésolja legyen az DLD, lateralis fokuszalds, és mas moddszerek. Egy végeselem
alapu szimulaci6 paraméterfiiggésének vizsgalata, 3D modellek futtatdsa mar komoly akadalyokba

litkozik heterogén oldatok alkalmazésakor, igy minden esetben a kisérleti megkozelités sziikséges.
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6. Eredmeények
6.1 Determinisztikus oldal irdnyu térités

A determinisztikus oldal iranyu eltérités (DLD) széles korben alkalmazhaté mikrofluidikai
rendszerekben szilirési, szeparalasi feladatokra, illetve célminta dusitasra a mintaoldatban. ARUBA
— (Rapide Urine Bacteria Analyzer), azaz gyors hugytti baktérium ellendrzé mérdeszkoz fejlesztése
soran a cél, baktériumok vizeletbdl torténd sziirése és kimutatasa volt, a 4 um alatti tartomanyban.
A vizeletben 1 - 60 pm mérettartomanyban talalhatoak alakos elemek, ennek megfelelden egy
kaszkadszeru sziirés lehetne optimalis, mely fokozatosan szigoritja a kritikus keresztmetszetet,
mikozben a D, feletti mérettel rendelkezd részecskéket régionként szegregalja a mintabol, elkertilve
ezzel a dugulést és a célmintaveszteséget. Az elsd DLD fokozat vizsgalata soran adott elméleti cut-
off érték alapjan tortént az oszloprendszerek kialakitdsa: az oszlop- és résméret, a tombperiddus, a
csatornahossz valtozatlanul tartottam, viszont kiilonb6z6 oszlopalakokat alkalmaztam. A pillérek
alakja €és konfiguracidjanemcsak a részecskékre gyakorolt DLD hatést, hanem a laminéaris aramlas
réteghatarai mentén torténd elegyedést, €s a kialakulo koncentracidprofilt is erdsen befolyasolja. A
kritikus atméro (D.) az oszlopok kozotti résekben kialakuld aramvonalak eloszlasa alapjan valtozik.
fgy meggy6z6désem, hogy az oszlopalak helyes megvélasztasaval hangolhatd a kritikus
keresztmetszet, melynek elsddleges feladata a dugulasmentes aramlas biztositasa.

Kisérleteim soran hat kiilonb6z6 oszlopgeometriat alkalmaztam: kor, négyzet és haromszog
alapti hasabokat, kiilonbozd tajolassal az elvalasztas hatékonysagdnak Osszehasonlitdsara —

alakjuktol és elrendezésiiktdl fiiggden (lasd 27. abra).

Bemenetek Kimenet

Puffer

Kor Négyzet Haromszog (+) Haromszog(-) Derékszogl Derékszogli
haromszog haromszog
27. dbra: DLD sematikus dbrdja hat féle oszlopalakkal. (+) ()

A szerkezet két bemenettel és egy kimenettel rendelkezik. Az elsd, ketté agazd bemenet a
kopenypufferé; masodik bemeneten a fokuszalt mintaoldatot adagoltam. A teljes mikrofluidikai
eszk6z 45 mm hosszu és 4,5 mm széles, azonban a DLD oszlopsor csak 25,2 mm hosszisagu. Az
oszlopperiodust N=20 mértékiire, az oszlopok kozotti tavolsagot G=40 pm-re valasztottam (lasd 4.
tablazat). A D. értékek az oszlopok alakjaval és tajolasaval valtoznak. E. Pariset [63] geometriai
allandoit figyelembe véve az elméleti kritikus &tmérd a bemutatott oszlopalakok koziil a kor alapt
oszlopok esetén D, = 13,3 um; a négyzet alapu oszlopoknal D.=7,1 um; a haromszdg alaptinal (+)
D.=11,1 um az egyes oszloprendszerekben.

Az egyes szerkezetek elvalasztasi hatékonysaga a részecskék kozpontositott aramlastol valo
elhajlasi tartoméanyanak feltérképezésével keriilt szamszerlsitésre. Fluoreszcensen jeldlt polisztirol
mikrogyongyok (0= 16,5 um (FITC) és 20,4 um (Cy3)) szuszpenzidjat human szérumalbumin
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oldatba kevertem (FITC-HSA 60mg/l), amely tamaszfolyadékokkal fokuszalva haladt a csatorna

kozépvonalaban 0,2 pl/s bemeneti térfogatarammal, mig a kopenyfolyadék aramlasi sebessége 1,8

ul/s volt.
Kér Haromszog (-)
Paraméter i .
i elélése Jelentése Ertéke
jel
—— 0=2.186° ~—— 0= ©

N oszlop periddus 20 ’ 0=286
G oszlop kdzti résméret 40 pm Q T=-63,4°
D, oszlop szélesség 50 pm
A oszlop kdzéppontok kozti tavolsag 90 um Négyzet Derékszdgii haromszog (-)
o soreltolas ferde szoge 2,86°
€ témbeltolas tort 0,05
h csatorna magassag 50 pm - 0=2,86° - 9—2,86°
L DLD csatorna hossza 25160 pm b
N, oszlopok szama a csatorna szélességében 50 &

4. tabldzat DLD oszloprendszer paraméterei

A fluoreszcens mintaoldat, valamint a gyongyeloszlas kimenet kdzelében torténd
vizsgalataval és Osszehasonlitasdval viszonylag pontos képet lehetett adni az adott mérettel
rendelkezd részecskék tériilésének mértékérdl, illetve az oszlopalak hatasarél. A FITC-HSA oldat
¢s a kopenyfolyadék elegyedésének mértékét a relativ fluoreszcens intenzitds rogzitésével
vizsgaltam a csatorna keresztmetszetében annak elején és végén. Az oszlop aszimmetriakbol adodo
térben inhomogén hidrodinamikai ellenallas altal 1étrehozott nyomaseloszlast és a keresztiranyu
elegyedés folyamatdt végeselem szimuldciok eredményeivel is Osszevetettem a
részecskeszeparalastrontd tényezok pontosabb megértése érdekében. Az elvégzett mérések kisérleti
koriilményeit az 5. tablazat foglalja 6ssze. A DLD szerkezetben az oszlopperiodus 2,86°-os szoggel
(0) felfel¢ halad, sikeres eltérités esetén a kritikus a&tmérd feletti részecskék varhatoan a felsé 4gban
jelennek meg — mig az ettdl kisebb részecskék fokuszalva maradnak, és a kozéps6 dgban lépnek ki
a csatornabodl, viszont az als6 agban nem jelennek meg részecskék. Amint késébb latjuk, a
szimmetrikus pillérforma — kor, négyzet — esetében teljesiiltek is ezek az elvarasok, aszimmetrikus
esetben azonban nem. Az oszlop élek lejtése és orientacidja szintén befolydsolja az elvalasztas

hatékonysagat, mivel anizotropiat idézhet elé az d&ramlasban.

Tipus Osszetevék Eﬁi:é:gls 1;?2;1512 Mérés célja
. 20,4 pm Cy3 HSA eloszlas sszehasonlitasa a
Minta 0,2 ul/s X . o
I FITC-HSA FITC bemenet és a kimenet kozott,
’ K gyongydk relativ eloszlasa a
~openy PBS puffer 1,8 ul/s kimenetnél
aramlas
20,4 um Cy3
I il .5 LFULE 2 gyongyok relativ eloszlasa és
’ FITC-HSA FITC palyagorbéje
Kopeny PBS puffer 1,8 ulis
aramlas
GFP-E. coli FITC Alexa Fluor 350 eloszlas a
Minta Alexa Fluor 350 DAPI 0,2 pl/s bemenetnél és kimenetnél, valamint
111 karbonsav E. coli palyagdrbéje és anizotropia
Képeny altal befolyasolt eloszldsa a
aramlas PBS puffer 0,9 plis kimeneteknél

5. tdbldzat Harom kisérleti terv az oszlopalakok szerepének vizsgdlatdhoz
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A fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatok sordn a csatorna teljes szélességét csak tobb
felvétel osszeillesztésével lehetett végigpasztazni a legkisebb nagyitdsban is, igy azt egységesen
harom egységre osztottam: 17-16-17 db oszloppal. A kiértékelések sordn az Image J szoftver
felhasznalasaval elemeztem a csatorna kimenete kozelében kialakuld részecskeeloszlést. A teljes
képet 90 x 90 pm? teriiletli tartomanyokra osztottam (90pm az oszlop periddus), a fluidika
geometridgjanak megfelelden kozéppontosan koordinata értékek rendeltem a fluoreszcens
gyongyokhoz. A polisztirol gyongyok emisszids spektrumait ugy valasztottam meg, hogy
elkiiloniiljenek egymastol és a fokuszalt mintadaramlastdl is. Magas expozicidés 1d6 esetén a
gyongypalya, alacsonyabb expozicidés id6 esetén a fluoreszcens HSA eloszlasardl késziiltek
felvételek a csatornahossz 4 pontjdn. A CCD kameraval rogzitett felvételeket a csatornanként
digitalisan szineztem, igy a kiilonb6z6 hulldmhosszokon fluoreszkald eltéré méretli gyongyok
elhelyezkedését a csatorna végsd traktusaban egyiittesen lehetett vizsgalni.

A mérési eredményeket a 29. 4bra foglalja 0ssze a kdvetkezd oldalon 6 oszlopalakra
vonatkozoan. Megfigyeltem a HSA eloszlast a csatorna elején (sziirke) és végén (kék), illetve a 20,4
um atmérdjii gyongyok eloszlasat a csatorna kimeneten (A). Vizsgaltam tovabba a két
gyongypopulacio (0= 16,5 um - fehér és @= 20,4 um — piros) egymashoz viszonyitott helyzetét és

mozgasat a csatorna hosszaban, melyet a 30. dbra is mutat a csatorna mentén.

6.1.1 Oszlopalak hatdsa a részecskeszeparacié hatékonysagara

A kor és a négyzet alakl oszlopok szimmetrikus szerkezetének kdszonhetden, szinte
semmilyen hatdssal nem voltak a HSA eloszldsdra, a mintadram a csatornan keresztiil fokuszalt
maradt, és a DLD struktirat a kozépso agon keresztiil a kimeneten hagyta el (29. dbra - 2.A.). A
négyzet szerkezetli oszlopsorban jobb elvalasztasi hatékonysagot latunk (29. abra - 1.A.), mint a
kor alaktiban. Ez a tendencia a gyongypalyakon is megmutatkozik (29. abra — 1.B. és 30. abra). A
kisebb gdmbok (0=16,5 pm - fehér) cikk-cakk mozgassal haladnak a csatornaban, és a HSA
oldatban koncentralddtak a kor szerkezetii oszlopsor végén. Ezzel szemben a négyzet alakl
oszlopban a kisebb gyongyok is eltéritddtek. Ez azt sugallja, hogy a DLD geometridknak a kritikus
atmérdje kor oszlopok esetén 16,5 pm < D, < 20,4 um, négyzet keresztmetszetii oszlopok esetén
pedig D:<16,5 pm.
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1A Négyzet alapti oszlop 250um A 4. Haromszdg (-) alapi oszlop 2250 um 4
HSA intenzitas - HSA intenzitas - 12
2 BEMENET 12 . uE &8 BEMENET g
T =—HS5Aintenzitas - 1 = g % = HSA intenzitds - 1
=] - = o
- KIMENET [} KIMENET
> p-gyongy eloszlas - 0,8 = wgydngy eloszlds - 0,8
b KIMENET P KIMENET
= 0,6 = ;b
5 g
€ 0,4 £
= =
= ®
2 g e s T
= a 0 a . 0
-2500 -1500 -500 500 1500 2500 -2500 -1500 -500 500 1500 2500
-2250 um Csatorna keresztmetszet (um) -2250 um
Csatorna keresztmetszet (um)
2A Kor alapd oszlop 250um A 5.A Derékszogli haromszog (+) alapti oszlop 2250 pum A
HSA intenzitds - s HSA intenzitas -
- BEMENET : 2 BEMENET L2
™ HSA intenzitas - T |~ HSAintenzitds - 1
2 KIMENET o KIMENET
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b= i 0,6
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s z
£ . =
= N =
® ikk-cakk - 0,2
2 mozgas 2 o
-2500 -1500 -500 500 1500 2500 360 pm -2500 -1500 -500 500 1500 2500
Csatorna keresztmetszet (um) 2250 um Csatorna keresztmetszet (um) 2250 um
IA Haromszdg (+) alapu oszlop 250um A 6.A Derékszogii haromszog (-) alapu oszlop 2250um A
HSA intenzitas -
HSA intenzitas -
A8 BEMENET L2 8 BEEeT b2
= i » ] = HS5A intenzitas - 4
3 —— HSAintenzitas - K=l KIMENET
x KIMENET 2 p-gytingy eloszlds -
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= KIMENET ] ’
g g 0,4
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% W =
= 0 “ o 360 um
-2500 -1500 -500 500 1500 2500 -2500 -1500 -500 500 1500 2500 R
Csatorna keresztmetszet (um) -2250 um Csatorna keresztmetszet (um) -2250 pm

23. dbra: A hat oszlopalak szepardcios hatékonysdgdnak ésszehasonlitdsa. A fokuszdlt fluoreszcens HSA oldat poziciojanak sszehasonlitd sa a 4,5 mm széles fluidika elején és végén; valamint a 20,4

um atméréji gyéngydk tériilésének mértéke a fluidika végén (A). A 16,5 um (fehér), illetve 20,4 um (piros) atmérdji gyéngydk tériilése a fluidikdban (B).
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A kozel egyenlé oldali haromszog alapt oszlopokat tekintve a 20,4 pum atmérdji
gyongyok szintén eltériiltek. Az oszlopperidodushoz képest ellenkezd irdnyban allé haromszog (-)
esetén kisebb elhajléasi szogben mozdultak el, kozelebb maradtak a fokuszalt fluoreszcens oldathoz
(28. 4bra - 4.A.). Az oszlopperiddussal egyezd iranyban 4116 haromszog (+) esetén nagyobb szorast
mutat a gyongyok eloszlasaa DLD oszloprendszer felso szakaszaban (28. abra - 3.A.). Ugyanezen
strukturakbana 16,5 um és a 20,4 um atmérdjii gyongyok elvalasztasat vizsgalva a haromszog (+)
szerkezet jobban teljesitett, hiszen mig a 16,5 pm atmérdjti gyongyok a fluoreszcens oldat felso
hataran helyezkedtek el a kimeneti csatornaban, addig a haromszog (-) szerkezet esetén 16,5 um
atmérdjii gyongyok a fluoreszcens oldatban maradtak. Ez azt sugallja, hogy ezeknek a
geometridknak a kritikus atmérdje haromszog (+) szerkezetii oszlopok esetén D. < 16,5 pm,
haromszog (-) szerkezetek esetén pedig: 16,5 pm < D. <20,4 pm.

A derékszogli haromszog alapti oszlopokbodl felépiild rendszereket elsésorban a
sejtorientacidt befolydsold tulajdonsdguk miatt vizsgaltam. Ezekben a DLD szerkezetekben
erbteljes &ramlastani anizotropia jelenségét tapasztaltam [82], mely az alkalmazott oszloprendszer
aszimmetridjabol fakad. Ez jelentdsen befolyasolja a jellemzd kritikus atmérd értékét,
megvaltoztatja az aramlasi palyavonalak szerkezetét és ennek megfelelden varatlan részecske
mozgast general. A derékszogli haromszdg alapi oszloprendszerben a fluoreszcens oldat
fokuszaltsaga leromlik, és a DLD rendszer végére érve legyezo szerlien kinyilik. Az oszlopperiddus
irdnyaba mutatd haromszogek (derékszogli haromszog (+)) esetén a 20,4 pm atmérdji gyongyok
inkabb a tervezett periddussal ellentétes iranyban tériiltek (28. dbra - 5.A.). Az ellentétes iranyban
allo oszlopok (derékszogli haromszog (-)) esetén (28. dbra - 6.A.) a tervezett irdnyban mozdultak
el, mig a kisebb gyongydk a fluoreszcens oldatban maradtak.

A 20,4 pum atmérdji gyongyok relativ tériilését figyelembe véve allitottam fel DLD
szerkezetek kiillonbozd oszlopgeometridkra vonatkozo josagi sorrendjét, melyet a 6. tablazat foglal

crer

allapitottam meg a 28. abra grafikonjai alapjan.

A 20,4 um atmérdjit gyongyok

Oszlopalak r 12 Téritési hatasfok sorrendje
eltériilése

Neégyzet 1050 um 1.
Derékszogli haromszog (-) 1003 um 2.
Kor 676 um 3.
Haromszog (+) 582 um 4.
Haromszog (-) 560 um 5.
Derékszdgii hdromszog (+) 0 pm 6.

6. tablazat 20,4 um atmérdji gyéngyodk relativ tériilése az egyes oszlopgeometriakkal rendelkezé DLD mikrofluidikai rendszerekbe n,
a fluoreszcens oldat intenzitdsmaximumdhoz viszonyitott eltériilés alapjdn.

Igyekeztem az E. Pariset [63] altal javasolt hatékonysagi sorrendet — melyet N=10
periodusig teszteltek — a sajat mérések alapjan is felallitani. A szeparalasi hatékonysag sorrendje
N=10 periodussal rendelkez6 DLD szerkezetek esetén: négyzetes > haromszog (+) > kor >
haromszdg (-), balrol jobbra novekvd D. értékkel. A sajat, N = 20 perioddussal rendelkezd

szerkezetek esetén szintén hasonlonak adodik: négyzet > kor > haromszog (+) > haromszog(-).
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Jegyezziikk meg, hogy az egymashoz hasonlo eltériilési értékeket produkald szerkezetek — kor,
haromszog (+), haromszog (-) — értékek kozott nehéz egzakt sorrendet kialakitani, a lejatszodo
jelenségeket nagyban befolyésolja példaul az alkalmazott aramlési sebesség is. Megallapithato,
hogy a 6. tablazatban szerepld adatokat, illetve a 28. (63. oldalon) és a 29. abra (64. oldalon)
grafikonjait és gyongyeloszlasait is elemezve egyértelmiien a négyzetes oszlopszerkezet adja a
legjobb megoldast a DLD tipusu részecskeszeparacios feladatokban, ebben az esetben mar a
fluidikai csatorna elején eltériilnek a 16,5 és 20,4 um atmérojii gyongyok is a fokuszalt fluoreszcens
oldatbol.
6.1.2 Az dramlasi sebességtér hatdsa a részecskemozgdsra DLD rendszerekben

A részecskék mikrofluidikai rendszerben valé viselkedését, igy a DLD szerkezetekben az
eltériillés mértékét a kialakuld sebességtér, illetve ennek megfelelé nyomasviszonyok is
befolyasoljak. 31. dbra reprezentalja az egyes oszlopok kozti résben (40 um) kialakuld dramlési
sebességteret — végeselem szimulaciok alapjan szamolva. A szimuldciok eredményei jol
alatdmasztjak, hogy a négyzetes oszlopok esetén miért jobb a szeparacids hatasfok, a tobbi

oszlopalakkal 6sszehasonlitva.

Aramlasi sebességprofil két oszlop kozott
(m/s)

Feliilet: Sebesség nagysag (m/s) %
Négyzet Derékszogli hdromszog (+) Derékszogli hdromszog () x10
- e

N
(4] w
5
8
\
\
\
1
\,
4
8
E.
1

Haromszog (-)

- - -0t .
o 2%
E ~ AN —— - = 3
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30. dbra: DLD szerkezetekben, az oszlopok k6zétt kialakulo sebességprofilok —végeselem szimuldcio.

Megfigyelhetjiik, hogy a négyzet alapi oszlopok esetén a szimmetrikus oszlopkdzben
jelentdsen megnd a maximalis aramlasi sebesség, mely az oszlopok kozotti csatornaban veégig
fennall, viszont két egymast kdvetd oszlop kozott az aramlasi sebesség szinte zérusra esik. A
profilban kialakul6 nyoméasviszonyok eldsegitik a részecskék felfelé iranyuld elmozdulasat.

A kor és haromszog alaptl oszlopok esetén a sebességek maximuma nem olyan markéns,
kevésbé ér el olyan szélséértékeket, mint a négyzet alapu oszlop esetén — ez a részecskékre hato
kisebb emelderd kialakulasat jelenti. Ahdromszog alapu oszlopok esetén sebességprofilok jelentds

aszimmetriat mutatnak, a sebességmaximumok helye a haromszégek csucsainak irdnyaba tolodik

el a csatornaban. Vegyiik észre, hogy ez a kiilonbség a sebességprofilok fel és lefutd oldalan

tapasztalhat6 meredekségben — vagyis a nyomasgradiensek nagysdgaban — is megnyilvanul. Ezek

a jelenségek a felfelé mutatd haromszogek (+) esetén gatolja, lefelé mutatd haromszogek (-) esetén
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segiti az eltéritést. A felfelé mutatod derékszogii haromszog alapu oszlopok esetén a szeparacios
hatast nagyban degradalja a kialakul6 aramléstani anizotropia, amelyet a kovetkezOkben targyalok.

A derékszogli haromszog alapti oszlopok esetén tapasztalhatd aramléstani anizotropia
jelenségének szemléltetésére egy, az oszloprendszer bemenetén kialakulé nyomadsprofil lehet a
legszembetlindbb. A 31. abra az oszloprendszerek koziil példaként kiemelt szimmetrikus négyzet
alapu ¢és felfelé mutatdo aszimmetrikus derékszogii hdromszdg (+) alapi oszlop aramlasi térre
gyakorolt hatasait veti 6ssze. AHSA oldat fluoreszcens felvételén jol 1atszik, hogy az oldat eloszléasa
a bemeneti csatornanal €s az oszlopok kozott is a csatorna kozépvonaldra szimmetrikus a négyzet
alapt oszlopokndl. Ezzel szemben jelentds aszimmetriamutatkozik az oszlopok sarkainal modosulo
sebességmezd mintdzatdban, épp Ugy, ahogy az aramvonalak elrendezddésében is. Az
aszimmetrikus derékszogii haromszdg (+) alapt oszlopok esetén az atfogo oldal iranyaban megnd
a virtualis hidrodinamikai ellenallas, ennek megfeleléen a nyomds is az oszloprendszer felsd
szakaszaban. Ez a jelenség a fluoreszcens oldat kisebb ellenallas felé vald elmozdulasat segiti eld.
Ebben az esetben a sebességmezd lokalis y komponensei is nagyobbak a haromszog csucsainak
irdnyaban, ami a mintaoldat eltéritését, €s emiatt a szeparalasi hatdsfok romlasat okozza. Az
el6zéekben leirt aszimmetria a négyzet alapu oszlopok esetén sem a fluoreszcens oldat

eloszlasaban, sem a sebességprofilokban nem figyelhetd meg.

Szimmetrikus oszlop: Négyzet Aszimmetrikus oszlop: Derékszogii har g ()

Vs.

o Feliilet: Sebesség mez6, y komponens (m/s) Aramvonal: Sebesség mezﬁ ®

: . Jﬁzzz
- W S adadin

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 Hm

31. dbra: Aramldstani anizotrépia jelensége: a fokuszdlt HSA oldat tériilése a DLD rendszerben szimmetrikus (A) és aszimmetrikus
(B) oszlopok esetén a bemeneti csatornandl (fluoreszcens felvétel), illetve a kialakuld, végeselem modellel szamolt sebességmezé
(y sebességkomponens) és ennek fliggvényében kialakulo dramvonalak.
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6.1.3 Bioldgiai minta viselkedése DLD rendszerben

A palcika alaku E. coli baktériumok méretei (0= 0,5 / h=2 pm) a tervezett mikrofluidikai
DLD rendszerre vonatkozd kritikus atmérd érték (D.) hatdrai alatt vannak, igy normal esetben
eltériilés nélkiili cikk-cakk mozgast kellene végezniiik az oszlopok kozott. Az eltérd oszlopalak
megjelenésének célja, hogy azok a sejtorientaciotbefolydsolvajavitsak a szeparalas hatékonysagat,
vagy hangoljak a rendszer ateresztOképességét. A szimmetrikus négyzetes és az aszimmetrikus
derékszogli haromszog alaptt ( + , - ) oszlopokbol felépiild rendszereket baktériumok esetén is
vizsgaltam, hogy felderitsem, milyen mozgasformat mutatnak a kiilénb6z6 oszlopalakok mellett. A
baktériumok érzékenyek a nyirderdkre, nyak képzésre hajlamosak, ezért ezeknél a méréseknél a
tamaszfolyadék (PBS) aramlasi sebességét csokkentettem 0,9 pl/s-ig, mig a fluoreszcens (Alexa
Fluor 350 - DAPI) oldatét valtozatlanul hagytam (0,2 pl/s). A 32. &bra -kovetkezdé oldalon-
szemlélteti a fluoreszcensen jeldlt E. coli (GFP - FITC) eltériilésének mértékét az egyes csatorndk
kimenetein.

Az elvartaknak megfelelden a négyzetes oszlopokat tartalmazé rendszerben a baktériumok
fokuszaltan maradtak a fluoreszcens oldatban, mig az aszimmetrikus oszlopok esetén a fluoreszcens
oldat tériilésével és szélesedésével egylitt a baktériumok is kdvették annak eloszlasat.

A vizsgalt oszloprendszerek koriil a négyzet alapti oszlopokat tartalmazét javasoltam
tovabbi tesztekre és alkalmazasra. Ezek az oszloprendszerek egy meghatarozott szeparacios méretet
definidlnak. A résméret ebben az esetben 40 um a vizeletben talalhat6 alakos elemek jellemzd
mérete miatt (laphdmsejtek, hamsejtek, nyak, spermium, gomba @= 7-60 pm). Az oszlopok
magassaga 50 um a jelenlegi formaban. A vizsgalt rigid gyongyok (O= 16,5 és 20,4 pm) mar a
fluidika elején elszeparalodtak (1asd 29. abra, 64. oldalon) és az E. coli maradta fokuszsavban (lasd
32. abra, 69. oldalon). A szeparacios egység a mikrofluidikai rendszer elsd eleme lehet a
mintael6készités folyamataban, mely soran a fokuszalt oldatban maradt sejtek tovabbi sziirésen
eshetnek at akar keresztaramlasos szréssel, akar lateralis fokuszalassal. A tovabbi mérésekhez

éppen ezért mar kisebb gyongyméreteket alkalmaztam a ¥<16,5 pm mérettartomanyban.

Méréseim sordn vizsgaltam az oszlopok kozott kialakuld sebességtér alakuldsanak hatasat a
részecskeszeparalas hatékonysagara. A négyzetes oszlopok esetén a soreltolds mértékének az
oldalfalak hosszabdl kifolyodlag latszolag nagyobb szerepe van az egyéb geometridji oszlop
rendszerekhez képest, igy a felgyorsulo aramlasi profillal jobb szeparalasi hatasok érhetd el rigid
részecskék esetén (D, értéke dinamikusan valtozhat a Reynolds szdm novelésével [64]). Azonban
ez alapjan nem jelenthetd ki, hogy ez lenne a legalkalmasabb megoldas valos, deformalhato,
valtozatos morfologidju sejtek esetén, ugyanis az aramlasi sebesség emelésével, a nyiroerdk
hatasara jobban deformalddnak az 6sszenyomhato sejtek. Az elvalasztas sikere az adott részecske
két oszlop kozott felvett maximalis lateralis kiterjedésétdl fiigg, igy a szeparalas az oszlopok kozt
felvett, esetenként kisebb effektiv méret alapjan torténik. Az oszlopalakban kialakitott cstucsok €s
arkok rasegithetnek egy adott sejt jellegzetes mozgasforméjara [69], igy kisebb Reynolds-szdm és
kisebb lokalis aramlasi sebesség mellett nem a deformalodds mértéke, hanem az adott sejt

mozgasformadja lesz a mérvado, a fluidikaban fellépd dugulas veszélye is kisebb lesz.
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32. dbra: Szimmetrikus, illetve aszimmetrikus oszlopok hatdsa az GFP-E. coli populdcié elmozduldsdra a fluidikaban. A mintaoldatba
Alexa Fluor 350 fluorofort kevertem, mely a DAPI fluoreszcens tartomdnyban ad jelet, a GFP-E. coli a FITC fluoreszcens
szlir6konfigurdcioval detektdlhato.
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6.2 Keresztaramlasu sz(rés

Az elézdekben bemutatott determinisztikus oldaliranyu eltéritéstalkalmazo részecskesziird
mikrofluidikai rendszer limit4cioit figyelembe véve kezdtem el vizsgalni a keresztaramléasos sz{irést
kihasznalo szerkezetek szlirési hatékonysagat, foképpen biologiai mintdk esetében. Célom egy
valtozatos 0sszetételii minta , alakos elemeinek baktériumra célzott szlrése, illetve a baktériumok
eljuttatdsa volt a mérési teriiletre. Abiologiai mintak nyir6 erdknek valo korlatozott ellenallasa miatt
alacsony aramlési sebességek mellett sziikséges jelentds mennyiségii minta folyamatos kezelése —
amire a keresztaramlasos sziirési eszk6zok adhatjak a megoldast. A keresztaramlasi érintd sziirési
megoldas csokkenti a dugulasra valo hajlamot — szemben a dead-end tipusu sztirokkel. A kivant
ateresztoképesség miatt célszerli a fluidikai mérések soran olyan magas aramlasi sebességet
valasztani, ami megfelelé mintamennyiség kezelését teszi lehetdveé elfogadhat6 1d6 alatt, azonban
a szeparalasi modszer hatékonysdgat még nem veszélyezteti. Vizsgélataim célja a minél
hatékonyabb sziirés elérése volt a mintaoldatban megtalalhato E. coli baktériumok esetén. A RUBA
fejlesztési projekt kapcsan olyan fluidikai eszkdz terve korvonalazodott, melynél egy hitelkartya
nagysagu teriileten valosul meg a minta elokészitése, szlirése és a célminta koncentralasa az
érzékelési teriileten.

A keresztaramlasos sziirési mikrofluidikai rendszer 50 és 100 pm magas, parhuzamos
mikrofluidikai csatornakat tartalmaz, a kozottiik kialakitott sziirési zonaban pedig 20 um magas és
10 pm széles porusokkal (csatornakkal) rendelkezik. Laborkoriilmények kozott tiveg és PDMS
anyagokbol kialakitott hibrid mikrofluidikai rendszerekben vizsgaltam a keresztsziiréses folyamat
hatékonysagat fecskenddpumpaval hajtott aramlas mellett.

Az els6 tesztek sordn alkalmazott mikrofluidikai rendszer vizsgélata esetén a model gyongyok
atmérdje 4,8, illetve 15,8 pm volt. Osszehasonlitva a 33. 4bra képeit, lathatd, hogy 3 ul/s dramlési
sebesség esetén a nagyobb gyongyokbdl kialakul egy tomoriilési réteg a sziirfelszinen, ami
jelentésen befolyésolja a szeparéalas hatékonysagat. Alacsonyabb aramlési sebesség tartomanyban
(0,5 pl/s) ez a jelenség elhanyagolhat6, a kisebb gyongyok atsziirddése mar a csatorna elején is
megfigyelhetd, mikozben a 15,8 pm atmérdji gyongyok csak érintik a kiilsé sziiréfelszint vagy

annak kozelében maradtak.

» »

@= 15,8 um (lila)

@= 4,8 um (zold)

33. dbra: A keresztdramldsos sziirés folyamatdnak sebességfiiggése 3 (A) és 0,5 (B) ul/s dramldsi sebességek mellett, 15,8 um (lila)
és 4,8 um (zéld) atméréjii gyéngyék alkalmazdsdval. Az aramlds irdnya balrdl jobbra, illetve kiviilrél a sziirén keresztiil a csa torna
belsejének iranydba térténik. A méretskdla 200 um-t jelél.
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Kisérleteim soran kétféle sztirGtipust vizsgaltam (34. ébra):

Az elsO egy ,keresztcsatornds™ tipusu szlrési megoldas, melynél a rosta porusmérete
determindlja a szilirt részecskeméretet: a 10 um szélességii csatorndk a sziird teljes szélességében
atérnek, egymastol 10 pm tavolsagra elhelyezve — 6sszekotve a bemeneti €s kimeneti csatornakat.
A szlrés hatékonysagat a sziir0 és az aramlasi csatornadk magassagainak fiiggvényében vizsgaltam.
Alkalmazott jelolések: Focsatorna| Magassag]-Rosta[Magassag], példa: F{M100]-R[M10], ami 100

um magas bemeneti csatornara €s 10 um magas sztirOpdrusra utal.

A 111

Felllnézet Keresztcsatornds Keresztmetszet

F6 Mellék e Rosta
Rosta /
csatorna  csatorna . Gatas
S VA 4

o o A l ° ° L .
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Mellék F6 Mellék

)
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C. Keresztcsatornas elrendezés D. Gétas elrendezés

T ] 1 ==
F[SZ500;M50]-M[M25]-R[M5]

B2
[

34. dbra: Keresztaramlasos (CF) szlir6rendszerek sematikus dbrdja (A), és keresztmetszeti képe (B). A keresztcsatornds (C) és a gdt
tipusu (D) sziird szerkezete.

A masik megoldas egy ,,gat” tipusu elrendezés, ahol a sziir6rés nagysaga a korlatozo tényezd. Ennél
a szerkezetnél nagyobb feliileten torténik a szlrés. Egy hagyomanyos ,,gat” tipust sziirOben
nincsenek oszlopok, de a mi esetiinkben erre a PDMS elasztikussaga miatt sziikség volt, elkeriilendd
a fluidikai csatorndk letapadasat és elzarodasat. Ha a mikrofluidikai rendszer a késdbbiekben rigid
anyagbol késziil, példaul hére lagyuld polimerekbdl — PC, COC, COP stb. — akkor ezeket az
oszlopokat el lehet hagyni. Az oszlopok ebben az esetben nem érnek 4t a sziird teljes
keresztmetszetén, minddssze 20 pm hosszuak, és egymastol 20 pm tavolsagra elhelyezkednek el.
Négyféle geometriat alakitottam ki és vizsgaltam (lasd 7. tdblazat). A bemeneti focsatorna 50 pm-
es magassaga mellett annak szélességét valtoztattam 500 um és 300 um kozott — F[SzS00MS50] és
F[Sz300M50]. A kimeneti mellékcsatorna magassagait 50 pm-re vagy 25 um-re valasztottam —
M[M50] és M[M25]. A sziir6rés magassagat valtozatlanul 5 pm-re allitottam be — R[MS5] — tAmaszto
oszlopokat alkalmazva. Ezek a strukturdk feliiletkezelés és gyartastechnologiai szempontbol is

eldnyosebbnek bizonyultak az el6zdeknél. Ezek alapjan a vizsgalt négy kiillonbozo struktira:
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Tipus Keresztcsatornas sziirérendszer Gat szerkezetii sziirostruktira

1. F[M100]-R[M10] F[Sz500M50]-M[M50]-R[M5])
2. F[M50]-R[M10] F[Sz500;M50]-M[M25]-R[M5])
3. F[M50]-R[M5] F[Sz300;M50]-M[M50]-R[M5])
4, F[M25]-R[M5] F[Sz300;M50]-M[M25]-R[M5])

Focsatorna[Szélessége; Magassaga] -

Jelolés Fdcsatorna[ Magassag]-Rosta| Magassag] Mellékesatorna[Magassaga] - Rosta[Magassga]

7. tablazat A szlirési megolddsok tipusai és az elrendezéshez haszndlt paraméterek definidldsa tipusonként megfeleld jeléléssel.

A szlirés hatékonysaganak ellendrzéséhez a szlirendd kiindulasi oldat, és a sziirlet
Osszetételét hasonlitottam Ossze LUNA automata optikai sejtszamlaldo vagy mikroszkop alatt
elemzett C-Chip (DHC-NO1) Biirker-kamrak segitségével. A LUNA sejtszamlaldé mérési
tartomanya 5 x 10* — 1 x 107 sejt/ml, a detektalhato atmérdtartomany 90 - 3 um, igy a szlirletben a
baktériumoknak megfeleltethetd célmintakoncentracidot manualis szdmolassal kellett ellendriznem.
A méréseimhez ¥=15,8 um (DAPI), 6,08 um (Cy3) és 1,97 um (DAPI) atmérdju fluoreszcens

polisztirol gyongyoket, illetve palcika alaki GFP termel6 E. coli baktériumokat hasznaltam.

6.2.1 Keresztcsatornas sz(irés eredményei

A keresztiranyu csatornakbol kialakitott sziir6t tartalmazo mikrofluidikai rendszerben,
0,5 pl/s aramlasi sebesség mellett vizsgaltam a sziirés hatékonysagat a fentebb bemutatott
modellrészecske szuszpenzidban. Amérés id6 koriilbeliil 25 perc volt, ami az 36. abra tablazataban
lathat6 (0,65 — 0,8 ml) mennyiségili oldat atsziirését jelenti. Amérések soran kimutattam, hogy mingl
kisebb porusatmérd — magasabb dramlasi sebesség és nyomasesés mellett torténik a sz{irés, annal
tobb célsejtet — 1,97 um atmérdjii gyongyot — vesztiink, viszont ezzel parhuzamosan, szintén
kevesebb 6,08 um atmérdjii gyongy jut at a sziirletbe. Nagyobb aramlasi sebességek, ¢s ennek
megfeleld nyomasesések mellett tobb 4,8 és 6,08 pm atmérdjii gyongy jutott at a réseken, melyeket
azonban szintén szlirni szeretnék. A szlirési folyamat sordn a legnagyobb gyongyok egy tomaoriilési
réteget alakitanak ki a sziir¢ feliiletén, ami akadalyozza a célminta atjutasat, vagy megakadtak a
szlirdcsatornaban, csapddzva maguk mogott a célgyongyoket.

A vizsgalt rostak mindegyike kiszlrte a 15,8 pm atmérdjli gyongyoket (lasd 35. abra)
F[M50]-R[M10]-es fluidika esetén a 6,08 um —es gyongyok tobbsége (> 80%) atjutotta szlirén; a
F[M25]-R[M5]-6s és F[M50]-R[M5] fluidikak esetén természetesen a 6,08 pm atmérdji gyongyok
sziirén valo fennakadasa csokkentette a célminta (@ 1,97 pm) mennyisé€gét is a sziirletben. Mig a
F[M50]-R[M10] sziir6csatorndval rendelkezd mikrofluidikaban a célminta koriilbeliil 23 %-a;
addig a F[M25]-R[MS5]-os fluidikdban mar a 61 %-a is elveszett. A legelonyOsebb geometridk a
sziirési hatékonysag alapjan a 10:1 fécsatorna magassag: szilirécsatorna magassag arannyal
rendelkezé FIM50]-R[MS5] és F{M100]-R[M10] jelt mikrofluidikai rendszerek voltak.
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@ 1,97 um 6,08 um | 15,8 um
Bemeneti gydngykoncentracio/ml | 2,08E+07 5,50E+05 |2,07E+04
Szlirletben %-os jelenlét Atlag (%) Atlagos
[0 1,97 um 6,08 um | 15,8 um | mintamennyiség (ml)

F[M25]-R[M5] 39,09 17,65 0,00 0,65
F[M50]-R[M5] 42,23 3,70 0,00 0,75
F[M50]-R[M10] 76,82 85,29 0,00 0,65
FIM100]-R[M10] 79,22 25,93 0,00 0,80

25-5_0.5ul/s_4SE

50-5 0.5ulfs 4SE 50-10 0.5ulfs 4SE 100-10_0.5ul/s_4SE

R

Keresztcsatornas sz(irés
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FIM25]-R[M5] F[M50]-R[M5] FIM50]-R[M10] F[M100]-R[M10]

m197um me,08um 15,8 um
35. dbra: Keresztcsatornds sziirés hatékonysdgdnak vizsgdlata, valamint a sziréfeliilet utolsé szakaszdban -4. sor eleje (4SE)
kialakul6 tomériilési réteg a sziirGfelszinen

Ugyanebben az elrendezésben F[M50]-R[M5] csatornaban 5 um sziird6 magassag mellett
teszteltem GFP-E. coli baktérium viselkedését (37. abra), valamint a baktériumok és a 15,8 um
atmérdji gyongyodk oldatanak szlirését. Az E. coli-t 8,5x107 sejt/ml koncentracié mellett. Ebben az
esetben 0,5 pl/s dramlasi sebesség mellett 18 percig aramoltattam a baktériumok és gyongyok
szuszpenzidjat, és koriilbeliil 0,4 ml sziirlet dsszetételét vizsgaltam meg. A Biirker-kamraban
torténd elemzések szerint a baktériumok 83,5%-at visszakaptuk a sziirletbdl, viszont jelentds
baktérium kitapadast tapasztaltunk a teljes szliréfeliileten. Feltehetdleg a fellépd nyiroerdkre adott
sejtvalasz kovetkeztében nyakcsomok képzddtek az oszlopok szélein.

Baktériumok sejtfala merev peptidoglikdnokbol all, melyek rovid peptidlancokkal
keresztkotott linedris szénhidratlancokbol épiilnek fel. E. coli esetén a peptid oldallancok 50%-a
nem kapcsolodik sehova, masik feliik csak egy iranyba kot. A Gram-negativ baktériumok
sejtfalaban a peptidoglikan réteg meglehetdsen vékonyabb (1,5-2 nm), és a kiilsé feliileten is
talalhato egy, a belsd citoplazmamembranhoz hasonlito membran. Sejtfalukban tobb a lipid jellegii
anyag (15-20%) [88]. A kezdeti reverzibilis kitapadasokat elsdsorban a Lewis-féle sav-bazis
kolcsonhatasokat, az elektrosztatikus valamint a hidrofob van der Waals kolcsonhatasokat teszik
feleldssé; valamint azt a tényt, hogy a sejtfalban levo foszfat- és karbocsil csoportok negativ toltést
kolcsonozve a sejtnek elektron - donor funkciodt latnak el. [162]

A szakirodalomban kimutattak, hogy turbulens koriilmények kézott a biofilm formalodasa

soran fonalas struktirdk (streamerek) képzddhetnek, de ez akar alacsony Reynolds-szam (Re<I)
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esetén is megtorténhet, és akar 1 mm hosszuak is lehetnek, nagy nyomads vagy nagy nyirdfesziiltség
esetén megnyulhatnak ¢és viszkoelasztikus polimerként viselkedhetnek. [163] A jelenség az
oszlopos strukturdink esetén is megfigyelhetd volt, ennek kikiiszobolése érdekében elengedhetetlen
alacsonyabb aramlési sebességtartomanyra korlatozni a méréseket, vagy — mi utdébbi mellett

dontottiink — a mikrofluidika geometridjat megvaltoztatni.

36. dbra: F[M50]-R[M5] integrdlt mikrofluidikdban végzett sziirésiteszt eredménye E. coli célminta esetén, 0,5ul/s dramldsisebesség
mellett. A vastag fehér nyil az aGramlds irdnyat jeloli, a vékonyabb nyilak a fluidikaban kialakuld E. coli csomdkat a sziiréfelszinen (A),
a szlir6 végen (B) és a laterdlis fokuszdlé egység elején taldlhatd oszlopokon (C).

A keresztcsatorndkat tartalmazd sziir@ esetén, azok eldugulésa is szdmos esetben volt
tapasztalhatd. Ez a jelenség kiilonosen akkor volt szembetiind, ha a szlirécsatoma
keresztmetszetéhez hasonld atmérdjii gyongyoket hasznaltam a gydngykeverékben. A chipek
feltoltése sordan tovabbi problémat okozott a PDMS csatornafalak hidrofob jellege, ami miatt
buborék gat keletkezhet a porusokban, ezzel akadalyozva a célrészecskék atjutasat. Az oxigén
plazmaval segitett PDMS-iiveg bondolas utan par éra elteltével a PDMS elveszti ideiglenes hidrofil
jellegét, ami megneheziti a kazettdk mintaval valo feltoltését. A PDMS oszlopok emellett
korlatozzdk a teljes sziirési feliiletet, amire egy lehetséges megoldast adhat a késdbbiekben
bevezetett duzzasztdgat tipusi rostarendszer, ahol csak magassagi korlatozasa van a sziirérésnek. A
feliiletiikon kiiil6 nagyobb gyongyok ugyan emelik a sz{ir6 ellenallasat, de nem akadalyozzak meg

teljesen a kisebb baktériumok atjutasat, ahogyan azt a késébbiekben bemutatom.

Osszefoglalva tehét, a legeldnydsebb geometridk a sziirési hatékonysag alapjan a 10:1
fécsatorna magassag : szilirécsatorna magassag arannyal rendelkezé F[MS50]-R[MS5] és
F[M100]-R[M10] jelii mikrofluidikai rendszerek voltak, melybdl a F[M50]-R[MS5] aranyokkal
terveztem tovabb dolgozni az djabb geometridk esetén. A keresztiranyu szlirécsatornakat
tartalmaz6 megoldds hatranyai: a nagyobb csatorna ellenallas, porusok elégtelen feltoltodése
inhomogén feliiletkezelés esetén, illetve a komplikaltabb technoldgiai megvalosithatdsag.

A vizeletben a laphamsejteken, cilindereken, kristalyokon, gombéan kiviil, tobbféle
komponens is eléfordulhat: valtozatos alak és mérettartomany (1 — 60 um atmérd) jellemzi az
Osszetételt. Az 5 pm magas keresztiranyt szlirknél baktériumokon kiviil (ezek mérete 1-2 pm),
elore lathatéban a vorosvértestek (2-8 um) is &t tudnak jutni a sziirdén, figyelembevéve
deformalhatosagukat — ennek megfeleldéen a sziirés utdn még sziikséges egy méret szerinti

szétvalasztas, amit a lateralis fokuszald egységben terveztem megoldani.
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6.2.2 Gat tipusu elrendezés eredményei

A duzzasztogat tipusu elrendezésben a szlrdrés méretét 5 um-re terveztem, a
keresztcsatornak hidnya miatt, igy is jelentdsen kisebb hidrodinamikai ellendllas volt tapasztalhato,
mint az oszlopos elrendezésben. A mikrofluidikai rendszerek tesztelését, mindegyik esetben 0,5
ul/s-os aramlasi sebesség mellett végeztem, az atsziirt mintamennyiség 100 — 120 pl volt,
hozzavetdlegesen 30 perces sziirési id6 mellett. A szlirlet Osszetétele mellett a fluidika teljes
hosszaban vizsgaltam a sziir6felszint.

A kisérleti eredmények Osszefoglalasa az 37. abran lathato, a szilirletben kialakulo
koncentraciokat a bemeneti értékekhez viszonyitva, 15,8 — 6,08 — 1,97 pm atmérdji gyongyok
esetén. A célminta jelenlétét figyelembe véve, a legjobb eredményeket az F[Sz500;M50]-M[M50]-
R[MS35] struktura szolgaltatta, ahol a fOcsatorna és a mellékcsatorna is azonos magassagu volt
(50 um) és a fOcsatorna a legnagyobb keresztmetszettel rendelkezett (500 um). Azonos bemeneti
koncentraciok mellett itt koriilbeliil 52 %-ban volt jelen a célminta a szlirletben. A legrosszabb
sziirési rata a 300 um széles csatornaban volt tapasztalhato, sekélyebb mellékcsatorna mellett
(F[Sz300;M50]-M[M25]-R[MS5]). Ez utobbi esetben a célminta jelenléte a szlirletben 21 %-ra esett

vissza; melynek f0 oka a sziird felszinének jelentds eltomddése volt.

@ 1,97 pm 6,08 um | 15,8 um

Bemeneti gydngykoncentracio/ml | 2,28E+05 6,19E+05 |2,07E+05
Sz(irletben %-os jelenlét Atlag (%) Széras Atlagos

? 1,97 pm 6,08 um | 15,8 um [(1,97 um)| mintamennyiség (pl)

F[Sz300;M50]-M[M25]-R[M5] 21,44 1,56 0,00 0,15 107,50
F[Sz300;M50]-M[M50]-R[M5] 36,61 2,82 5,13 3,60 103,33
F[S2500;M50]-M[M25]-R[M5] 36,71 0,85 733 | 12,20 115,00
F[S2500;M50]-M[M50]-R[M5) 51,99 1,28 3,57 1,31 112,50
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37. dbra: Gdt tipusu szdrés, 0.5 ul/s dramldsi sebesség mellett, 4 féle struktirdban kilénb6z8 gyéngyméretekkel.

A legjobban teljesitd F[Sz500;M50]-M[M50]-R[MS5] mikrofluidikai rendszerben GFP-E.
coli jelenlétében is végeztem sziirési kisérleteket. Osszehasonlitisként az alacsonyabb
mellékcsatornaval rendelkezéd F[Sz500;M50]-M[M25]-R[M5] szerkezeteket is vizsgaltam. A
vizsgalatok sordan elemeztem a szlirendd alakos elemek kitapaddsanak mértékét, valamint a korabbi
gyongy keverékben (J = 15,8 - 6,08 - 1,97 um) a legkisebb gyongyot E. colira cserélve is
ellendriztem a szlirés hatékonysagat. 3,9 x 10° db/ml koncentracioji E. coli szuszpenziot
aramoltatva a mikrofluidikairendszerekben, a célminta a bemeneti koncentracidhoz viszonyitva
90 %-ban és 94%-ban volt fellelhetd volt a sziirletben a 25 pm és az 50 um magas oldalcsatorndkkal

rendelkezd geometridkban. Megjegyzendd, hogy a mérések szordsa miatt ez nem tekinthetd
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szignifikans kiilonbségnek. A kisérleteket megismételtem nagyobb gyongyok hozzdadasaval is (38.
abra), feltiintetett bemeneti koncentraciokkal). Ebben az esetben a célminta koncentracidja

oo

lecsokkent a sziirletben 57 - 61 %-ra. A fluoreszcens felvételek (39. dbra) tanulsdga szerint a sziird
felszinre kitilt gyongyok alkotta tomoriilésiréteg szintén kiegészitd szlirofeliiletként szolgéalt az E.
coli szamara, ami bizonyitja, hogy a minta Osszetétele jelentdésen befolyasolja a sziirés

hatékonysagat.

A.F[Sz500;M50]-M[M50]-R[MS5]- E.coli - 0.5 ul/s GFP- E_coli (zold)

iL
-

B. F[Sz500:M50]-M[M25]-R[M5]- E.coli + gydngydk - 0.5 ul's GFP- E._coli (z6ld); ©=15.8 um (lila); 6,08 um (sarga)

C
[4) E. coli 6,08 um 15,8 um
Bemeneti gyongykoncentracio/ml 3,93E+06
Szlirletben %-os jelenlét Atlag (%) _
E.coli tartalom a Stords
()] E. coli 6,08 um 15,8 um szlirletben (%)
F[Sz500;M50]-M[M25]-R[M5] 3,55E+06 90,45 6,31
F[52500;M50]-M[MS50]-R[M5] 3,70E+06 94,27 1,80
@ E. coli 6,08 pm 15,8 um
Bemeneti gyéngykoncentracio/ml 6,09E+06 8,20E+05 1,67E+05
Sz(irletben %-0s j Atlag (%) e cririe
(] E. coli 6,08 um 15,8 pm sz(irletben (%)
F[S2500;M50]-M[M25]-R[M5] 3,50E+06 0,00E+00 0,00E+00 57,34 1,79
F[Sz500;M50]-M[M50]-R[M5] 3,70E+06 0,00E+00 0,00E+00 61,28 5,85

E.coli tartalom a szirletben (%)
100

80

60

%

40
20

F[52500;M50]-M[M25])-R[MS)_E.coli F[S2500;M50}-M[M25]-R[M5]_E.coli+ F[Sz500;M50]}-M[MS50]-R[M5]_E.coli  F[Sz500;M50]-M[M50]-R[M5)]_E.coli +
gydngydk gyongydk

38. dbra: Duzzasztogdt tipusu szliréelrendezés szlirési hatékonysdgdnak vizsgdlata 0.5 ul/s dramldsi sebesség mellett. Sematikus
dbran lathaté modon a csatorna elején és végén tapasztalt sziiré szennyezddés csak E. coli jelenlétében (A), illetve E. coli és
fluoreszcens gyongyék keveréke esetén (B), valamint a sziirési hatékonysdg dsszehasonlitdsa (C-D). A méretskadla az abrdn 500 um-
tjelol.

A méréseket ismétlése termoplasztikus: COP vagy COC anyagt fluidikakban pontosabb
képet adhatna arr6l, milyen mértékben rontja a szlirés hatékonysagat a PDMS deformalhatosaga.
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B

A

6.08 um Cy3 GFP-E.coli FITC

39. dbra: A keresztdramldsos mikroszlirés mikrofluidikai rendszerben kialakuld témdriilési réteg jelentésen befolydsolja a
szepardcios hatdsfokot —Mikroszképos kép: szlirési réteg kialakuldsa a szird feliiletén (A); kiilonbéz6 méretii modell gydngydk
jelenlétében: 15,8 um (A), 6.08 um (B —narancssdrga), E. coli baktérium (C—zéld).

Osszefoglalva tehét, a legelénydsebb geometridk a sziirési hatékonysag alapjan a szélesebb
(500 pm fécsatornaval rendelkezd) fluidikdk voltak: F[Sz500;M50]-M[M50]-R[M5] és
F[Sz500;M50]-M[M25]-R[MS], melyekben a sziirés hatékonysdgban nem volt szignifikans
eltérés, azonban E.coli vs. E.coli + @ 15,8 és 6,08 um gyongyok keverékének szlirésénél
egyeértelmiiveé valt, hogy a rendszer kritikusan érzékeny a minta 0sszetételére. Azijjabb geometriai
elrendezésben nem tapasztaltunk olyan mértékli nydkképzodést, mint ami a keresztcsatornas sziird
esetén.

77




6.3 Lateralis fokuszalas

A mikrofluidikai laterdlis fokuszaldson alapuld részecskeszepardcidos modszer
alkalmazasénak legnagyobb kihivésa a fluidikai csatornaban a kiilonb6z6 méretii gyongydkre hatod
tehetetlenségi erdk és a Dean Orvények indukalta huzoerdk optimalizalasa. A nagyobb részecskék
hamarabb megtalaljak az egyensulyi poziciojukat, azonban a kisebb részecskék laterdlis migracioja
lassabban torténik meg, mint ahogy azok végig érnek a csatorna teljes hosszan. Lateralis migracio
eldsegitésére megoldas lehet a (1) a csatorna keresztmetszet csokkentése — ez ugyanakkor az
ateresztd képesség romlasaval jar; (2) az aramlasi sebesség novelése, amivel a Dean 6rvények
keltette huzoero valhat dominanssa. Ez egy hatérig segiti a fokuszalast (De<20), de azon til mar a
keveredést segiti el6. Tovabbi megoldas (3) a csatorna hosszanak ndvelése, azonban Point-of-Care
Lab-on-a-Chip (PoC LoC) eszkdzok esetében a kazetta mérete nem novelhetd tetszdlegesen,
figyelembe véve felhasznalhatdsagot és koltséget is, igy a kompakt forma eldnydsebb. Az altalam
tervezett hulldamcsatorna minden esetben 3 cm hosszt volt, 23 kanyarulatbdl allt és a gyongyok

s

COMSOL szimulaciokkal adtunk valaszt.

6.3.1 Szimmetrikus, periodikusan valtozé keresztmetszetl mikrofluidikai csatornak
Kisérleteim soran el6szor a geometria €s az alkalmazott aramlési sebesség optimalizalasat
végeztem el. Kezdetben szimmetrikus kanyarulatokkal rendelkezé mikrofluidikai csatorndkban 4,8
magas (jelolés: H) fluidikédkban a kritikus szélességet —a csatorna legkeskenyebb szakaszat (jellés:
W) — 50, 100, 150, 200, 250 pm-re valasztottam. A kisérletek soran 0,5 — 15 pl/s dramlasi
sebességet allitottam be. A részecskék palyavonalait fluoreszcens mikroszkopidval vizsgéaltam,
ahogy az a 40. abran lathat6. A nagyobb gyongyok fokuszalodasa alacsony aramlési sebességek
esetén is megtortént, de palyavonalaik nem kiiloniiltek el a kisebb gyongyoktdl. Az aramlési
sebesség emelésével a nagyobb gyongyok lokalis pozicidja szamottevéen valtozott, és a 4,8 um
atméréjii gyongyok koncentralodasa is megtortént. A szimmetrikus elrendezést fluidikéban,
minden mérésnél azonos tendencia figyelheté meg: a kisebb gyongyok az aramlasi sebesség
emelésével fokozatosan migralnak a csatorna széleihez, mikdzben kialakul egy kitiriilési sav a
csatorna kozepén (W= 100 pm; 3ul/s). A csatorna gorbiiletébdl adodéan — aramlasi irdny a
képeken jobbrol balra — a két fokuszalt sav a sebesség emelésével tolodik a csatorna kozéppontja
felé, és ezzel parhuzamosan romlik a fokuszaltsaga (W=100 pm; 9 ul/s), mig végiil egyetlen
savban (Wy= 100 um; 15 pl/s), koncentréaltan 1ép ki a mikrofluidikai egységbdl. A csatorna kritikus
sz¢lességének novelésével a kisebb gyongyok lateralis migracioja hasonlo karakterisztikat mutat,

azonban csak magasabb aramlasi sebességgel kényszeritheto ki a koncentralodasuk.
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W, = kritikus szélesség (um)

Gyongyok: @ =4,8 um (z6ld); 15,8 um (lila)

W= 150 um W= 200 um

40. dbra: Szimmetrikus laterdlis fokuszdld egység sematikus dbrdja és a kiilonbéz8 méretli gydngydk laterdlis pdlyavonalainak
mintdzata vdltozo Wer értékek és dramldsi sebességek (0,5 — 15 ul/s) mellett vizsgdlva. A piros nyil a képen az dramldsi irdnyt jeléli.

Megjegyzés: a képen lathato nagyobb lila foltok miitermékek, azok a 15,8 um atmeérdjii fluoreszcens
gvongyok felvételeirol szarmaznak, a fluidikai csatorna alatt vagy felett, DAPI hullamhosszon
szintén jelet ado szennyezddések, melyek a mérést nem befolydsoltak, de a felvételek mindséget kissé
rontottak.

Az 4bran lathato elsé geometria (W, = 50 um) tobb okbdl sem szerencsés: (1) a nagy
aramlasi sebességek keltette nyirder6k karosithatjak az éldsejteket, (2) az integralt fluidikai
egységben az egymast kovetd fluidikai elemekben kialakul6 dramlési sebességeknek 6sszhangban
kell lennie, ily mo6don az alacsonyabb aramlési sebességekkel mitkddtetett keresztirany szliré utan
példaul korlatozottan épithetd be magas sebességii lateralis fokuszalo egység. Olyan geometria valt
tehat sziikségessé, ahol (1) egyetlen pontba torténik meg a laterdlis fokuszalas, (2) moderalt
aramlasi sebességek mellett is megbizhatéan miikodik, (3) és az aramlasi sebesség emelésével sem

valtozik drasztikusan az egyes részecskemérethez tartozé egyensulyi pozicio.
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6.3.2 Aszimmetrikus, periodikusan valtozo keresztmetszet(i mikrofluidikai csatornak
Az aszimmetrikus, periodikusan valtoz6 keresztmetszetli mikrofluidikai csatorna
tervezéséhez Dino di Carlo tanulmanyat vettem alapul. Megtartottam a 3 cm-es csatornahosszt,
azonban a kritikus keresztmetszet W= 50-100-150 um, a csatorna magassag pedig H=25-50-100
um kozott valtozott. A periodikusan ismétlddo, aszimmetrikus szerpentin csatorna 23 kanyarulatot
tartalmazott sziikebb és szélesebb kanyarulatokkal (1asd 41. 4bra). A tervezett fluidika az alabbi
paraméterekkel rendelkezett:
e a kis kanyarulat szélessége minden esetben 50 um-nal nagyobb, mint a legsziikebb, kritikus
keresztmetszet szélessége (Wer),
e a nagy kanyarulat szélessége 300 pm, melyben az egyes gyongyméretek fokuszalasi
pozicidjat azonositottam.

Indexelés

H100_Werl50 - HI100 Werl00 - H100_Wecr50

H 50 Werl50 - H 50 Werl00 - H 50 Wecr50

H 25 _Werl50 - H 25_Werl00 - H 25_Wer50
IN A

Jelolés

H = csatorna magassag (um)
Wer = kritikus szélesség (um)
r = kis kanyarulat=Wcr+ 50 pm

R = nagy kanyarulat =300 pm

41. dbra: A mikrofluidikai csatorna alapelemének sematikus szerkezete

A fokuszalas hatékonysdgat a kiillonbozé méretli gyongyok palyavonalainak lateralis
pozicidjaval, vagyis az altaluk adott fluoreszcens intenzitasprofil maximumaval €s szélességével
jellemeztem a csatorna utolso6 (23.), 300 um széles kanyarulatdban. A fokuszalasi folyamat abban
az esetben hatékonyabb, ha az intenzitasfiiggvénynek jellegzetes €les csucsai vannak, amelyek a
fokusz-poziciot jelzik a mikrocsatornakban. Célom a fokuszalasi folyamat tanulméanyozasa volt a
tervezett geometridkban, a tipikus sejtméret régiokban gomb alaku fluoreszcens polisztirol
gyongyoket referenciaként hasznalva.

Dino di Carlo fokuszalasi kritériuméat figyelembe véve szamitasba vettem a részecskeméret
(a) hidrodinamikai atmér6hdéz (D,) viszonyitott ardnyat, mely kritikus értéke
a/ Dy > 0,07 felett a fokuszalas varhatoan lehetséges. A kialakulo jelenségeket intenziv geometriai
parametrizalas soran tanulmanyoztam valtozatos csatorna keresztmetszetek mellett, 4,8 pm, illetve

15,8 um atmérdji fluoreszcens gyongyok példaja esetén.
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6.3.3 Részecskék viselkedésének vizsgalata végeselem szimulacioval

A hidrodinamikai folyamatok elemzéséhez és magyarazatdhoz a COMSOL Multiphysics
szoftver felhasznélasaval végzett végeselem szimulaciok nyujtottak segitséget, amelyek alkalmasak
a sebességtér és a részecskemozgas analizisére is. Alacsony Reynolds szdm esetén, laminaris
aramlas feltételei mellett végeselem modszerrel (FEM) tortént a Navier -Stokes egyenlet
megoldéasa. A meghatarozott hatarfeltételek a kovetkezdek: a bemeneten laminaris bedramlas 0,5 —
6 uL/s tomegaramlasi sebesség kozott; a kimeneten nulla ellennyomas, tiltott visszaaramléssal; a
falakon ,,megcsuszas mentes” (,,no slip”) hatarfeltétel. Amédium paraméterei: szobahdmérsékleten
a vizével egyezd 1000 kg/m? stirlisége; 10® m?/s kinematikai viszkozitas. A maximalis, sejtekre,
illetve részecskékre vonatkozd Reynolds szam értéke 0,02 — 0,7 kdzott mozgott minden esetben, a
térfogatatlag sejt Reynolds szam értéke 0,002-0,08.

A bemenet feliiletérdl 5000 gomb alaka részecskét inditottam két kiilonb6zé mérettel,
homogénnek tekinthetd feliileti eloszlassal. A definialt feltételek szerint a csatornafalat elérd
részecskék kitapadtak, mig a kimeneten az elért pozicioban keriiltek megallitasra. A modellezett
részecskadk paraméterei a kisérletek soran hasznalt fluoreszcens gyongyok tulajdonsagainak
megfelelden keriiltek beallitasra: stirliségiik 1055 kg/m?, atmérgjiik 4,8 um illetve 15,8 pm. A
struktara periodikussagat kihasznalva a 3D modellt mind6sszesen 2 hulldmszakaszbol épitettem fel,
sebesség paramétereinek megtartasaval keriiltek athelyezésre Gijra a bemenetre. Igy tetszoleges
periddus szamot meghatdrozva a teljes csatornahosszra nyerhetiink adatokat. Tetraéderes halo

alkalmazasaval a 3D modellben a szimulacios tér koriilbeliil 16 x 10° elembdl allt.

6.3.4 Kisérleti adatok feldolgozasa és dsszevetése a szimulacids eredményekkel
A kisérleti adatok gytijtése fluoreszcens mikroszkopos felvételek alapjan tortént. A
részecske palyavonalakat hosszl expozicios idovel késziilt képeken rogzitettem, a mikrofluidikai
csatornaban kialakul6d eloszlas vizsgalatdhoz az intenzitasprofilok feldolgozasat az Imagel
szoftverrel végeztem. Akisérleti és szimulacios adatok eredményeinek 6sszehasonlitdsara a normalt
lateralis (a folyadék &ramlasi irdnyara merdleges y koordindta menti) részecskeeloszlast
hasznaltam, amit az intenzitas adatokbol lehet szarmaztatni az adott csatornakeresztmetszeti sikban.
A relativ fluoreszcens intenzitds eloszlas szadmitdsa a periodikus mikrofluidikai csatorna utolso
sz¢les kanyarulatidban felvett intenzitasprofil transzformalasaval tortént. A mikrocsatornak
minimalis magassdganak koszonhetden, linedris dsszefiiggést feltételeztiink a részecskeeloszlas és
a rogzitett fluoreszcens intenzitds kozott — elhanyagolva az esetleges intenzitaselnyomadst. A
kisérleti ¢és a modellezett eredmények  Osszehasonlithatésaganak  érdekében, a
csatornakeresztmetszetre vonatkoztatott (intenzitds- vagy részecske-) eloszlasfiiggvények
vonalintegralja 1-re lett beallitva a teljes szélességben, az alabbi egyenlet alapjan:
o LGy dy = [ I, (x,y) dy = 1 (30)
, ahol y a csatorna lokalis koordinatdit jelenti egy adott keresztmetszetben xy pontban, w a
mikrocsatorna szélességét, 11 és I, pedig két kiillonbozd részecskehalmaz intenzités fiiggvényeit,

illetve eloszlasfiiggvényeit jeloli.
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A modellezési adatokat a részecske koordinatak és atmérdk exportalasaval Osszegeztem
minden 1ddlépésben. A periodikus részecskepalyakat kiterjesztettem a teljes csatornahosszra és a
lateralis részecskepoziciok felhasznaldsaval Poincaré térképet készitettem az adatkészletbdl a
fluidikai csatorna legszélesebb y-z sikjaban (1asd a 42. B1 abrat). Az adatokbdl a részecskeeloszlas
szamitasa a szimulacids adatok kozépponti koordinatainak kiterjesztésével tortént. A részecskék
eloszlasara vonatkoz6 hisztogramjat a csatorna teljes keresztmetszetében kiszamitottam. A
szamitott eloszlasokat normaltam az optikai mérésekkel vald 6sszehasonlithatosag érdekében a (30)

egyenlet alapjan.

Al Bl Modell H25_W_,50 Poincaré térkép
a 23. kanyarulatnal
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42. dbra: A kisérleti (A) és a numerikusan szdmitott (B) adatok 6sszehasonlitdsa részecskék laterdlis fékuszdldsa esetén, 1 uL/s
dramldsi sebességnél a H25_Wcr50 csatorndban. A 4.8 um (zéld) és a 15.8 um (lila) atmérdji gyongydk pdlyavonalai (A1), illetve
ezek laterdlis eloszldsa a csatorna 300 um széles keresztmetszetében (A2), amit a fluoreszcens intenzitdsprofil jellemez. A FEM
szimuldciokkal szintén a kialakuld gydngyeloszidst vizsgdltam a csatorna keresztmetszetében (B1 — Poincaré térkép), ami
leképezhetd laterdlis eloszldssd (B2).
6.3.5 Dean orvények laterdlis eltolddasanak szimulacioja

A szimulécid soran célomvolt, hogy az aramlasi sebesség fliggvényében megvizsgaljam az
aszimmetrikus csatorndkban fellépd Dean-orvények kialakuldsat és sebességfiiggd lateralis
eltolodasat — illetve ennek hatdsat a kiilonb6z6 méretli részecskék poziciondldsara. A Dean-
orvények kialakulasat a kanyarulatos csatornakban a kiilonb6z6 oldalaranyok fiiggvényében jol

szemlélteti a 43. abra.
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A. Feliilet: sebességmezd, y komponens (m/s) Aramvonal: sebességmezd o
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43. dbra: Dean 6rvények kialakuldsa H50_Wcr150 (A), H50_Wecr50 (B) és H100_Wcr50 (C) csatorna kisebbik kanyarulatdban
(szélesség: Wcr+50um), 3 ul/s dramldsi sebesség mellett — végeselem modellel szamitott sebességmezd y komponense.

A szimul4cid sordn a z irany0 (csatorna irdnyu) dramlasi sebességet 0,5 - 8 ul/s kozott
valtoztattam és a Dean orvények kozéppontjanak vandorlasat hasonlitottam 6ssze az 50 pm magas,
valtozo kritikus keresztmetszetli: W, = 150-100-50 pm fluidikdkban, illetve a H25 W50
mikrocsatornaban. A sebességmezd alapli ramvonalakat a csatorna-keresztmetszet y-z sikjaban, a
fluidikék kisebbik kanyarulatdban (W = W, + 50 um) édbrazoltam, ahogy a 44. dbran lathatoak.

1 ul/s 8 ulL/s Orvénykézpontok vandorlasa
H50 W, 150 H50 W_150 , ©0.5ul/s@1 ul/s @2 pl/s @4 ul/s @8 uL/s
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44. dbra: A Dean-érvények kialakuldsa és kézpontjaik laterdlis vandorldsa kiilonbéz6 csatornaparaméterek esetén (H50_Werl50-
100-50 illetve H25_Wecr50). A sebességmezd alapt dramvonalakat a kis kanyarulat (W = W¢ +50 um) x-y sikjdban 0,5 és 8 ulL/s
dramldsi sebességek mellett dbrdzoltam. A harmadik oszlopbana 0,5 - 1- 2 - 4 -8 ul/s dramldsi sebességek esetén a Dean érvények
kézéppontjdnak vandorldsat szemléltetem.

A Navier-Stokes egyenlet végeselem modellel (FEM) torténd megoldéasa soran a maximalis
sejtre vonatkozo Reynolds-szam 0,5 — 6 pl/s aramlasi sebességek esetén 0,09 — 3,26 kozott valtozott
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¢s a teljes térfogatra vetitett atlagos sejtre vonatkoz6 Reynolds szdm minden esetben 0,01 — 0,79
tartomanyon beliil maradt. A szimulacids eredmények szerint a kialakult 6rvények kozéppontjainak
lateralis elmozduldsa a szélesebb (H50 W 150 pum) kritikus keresztmetszettel rendelkez6
fluidikdban a legkisebb, €s a sziikitett fluidikdban (H25 W50 um) a legnagyobb. A H50 W 150
csatornaban (oldalarany a kritikus keresztmetszetben 1:3) 0,5 — 8ul/s &ramlasi sebesség kozott ~40
um-t mozdultak el az 6rvények kozpontjai €s a csatorna alsd felében tartottdk meg a lateralis
pozicidjukat. Ez az elmozdulas H50 W100 (oldalarany 1:2) esetén ~50um, a H50 W50
(oldalarany 1:1) esetén pedig ~35 um. Az 1:2 oldalaranyt fluidikékat 6sszehasonlitva: H25 W50
vs. H50 W100, a kisebb magassag esetén a megnyult orvények kozéppontjai ~60 pm-os
elmozduldst mutattak, mikdzben a lateralis poziciojuk a csatorna belsd falatol a kiilso fal kozelébe
mozdult el. gy a H25 W50 fluidika hasznalataval nemcsak a kisebb gyongyok jobb lateralis

koncentralasat vartuk, hanem a méretfiiggd szétvalasztas esetén a kiillonbozd részecskék egyensulyi

crer
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6.3.6 Aramlasi sebesség hatdsa a részecskék fékuszaldsara

A parametrizalasikisérletek soran 9 kiilonbozd geometriaijellemzokkel rendelkezd fluidikai
csatornaban végeztem részecske fokuszalasi kisérleteket, eltérd &ramlési sebességek mellett (0,5 —
6 ul/s). A kisérletekhez hasznalt 4,8 és 15,8 um atmérdjii gyongyokre, illetve adott geometriaval
rendelkezd csatorndkra vonatkozo fokuszalasi kritériumokat a 8. tablazat foglalja 6ssze — sziirkével
jeldlve azokat a sorokat, ahol az elméleti megfontolasok alapjan nem varunk teljes fokuszalodast.

Az ehhez tartoz6 kisérleteket a 45. dbra rogziti, 0,5 — 3 ul/s dramlési sebességek mellett.

Minimum aramlasi

Fokuszalasi kritérium B
sebesség lat.

(Kalkulalt)

fokuszalashoz
Dn értéke
H [pm] Wer [um] Womnnél 15.8 um/Dy 4.8 ym/Dr a=15.8 pm a=4.8 pm

100 150 120.00 0.13 0.04 0.5 uL/s -
100 100 100.00 0.16 0.05 ~2 uL/s -
100 50 66.67 0.24 0.07 - =
50 150 75.00 0.21 0.06 1 uL/s 6uL/s
50 100 66.67 0.24 0.07 1 uL/s ~3 uL/s
50 50 50.00 0.32 0.10 0.5 uL/s -
25 150 42.86 0.37 0.11 ~0.5 uL/s 5 uL/s
25 100 40.00 0.40 0.12 ~0.5 uL/s 2 uL/s
25 50 33.33 0.47 0.14 0.5 uL/s 0.5 uL/s

8. tdbldzat A laterdlis fokuszdlé hatds paraméterfiiggése: sziirkével jeloltem azokat a paraméterkészleteket, amelyek nem
felelnek meg az elméleti fokuszdldsi kritériumoknak.

A Di Carlo altal prezentalt geometriai kritérium alapjan (a/D;>0,7) a nagyobb gydngydk
mindegyik geometridban fokuszalddnak mar alacsony dramlasisebességek esetén is. Ezzel szemben
nem varhatjuk a kisebbek fokuszalodasat a 100 pm magas csatornakban, csak a kisebb
keresztmetszetek esetén. A varakozasnak megfeleléena H50 W, 150 mikrocsatornabana 15,8 um
atmérdji gyongyok mar 1 pl/s aramlési sebességnél fokuszalodtak, viszont 6 ul/s aramlési
sebességnél a kisebb gyongyok is (4,8 um) annak ellenére, hogy a/D; nem érte el a 0,07 kritikus
értéket.

A 46. abran (87. oldalon) a kisérleti, illetve a szimulacids eredményeket vetettem Ossze
egyrészt a mérés soran hasznalt fluoreszcens gyongyok aramlési sebesség fiiggo lateralis pozicioja,
masrészt a hasonld koriilmények beallitdsa mellett végzett végeselem szimuldcidban szamolt
Poincaré térkép alapjan H50 W 150 geometria esetén. A kisérletek soran 3 pl/s dramlasi
sebességnél a kisebb gyongyok a fluidikai csatorna mindkét szélén koncentralodtak, ezt ndvelve
lateralis poziciojuk viszonylag stabil maradt, és 6 pl/s-ndl mar egy ponton fokuszalodtak. A
szimulaciok szerint a kisebb gyongyok 3 ul/s térfogataramnal még gyenge oldals6 koncentraciot
mutatnak, azonban figyelembe véve a keresztmetszeti Poincaré térképeket, tobb fokuszalod
csomopont is megkiilonboztethetd. A 15,8 um atmérdjii gyongyok a csatorna keresztmetszetében
egy hatarozott lateralis pozicioban két egymas folott elhelyezkedd gyongyhalmazban figyelhetok
meg. Elmondhatd, hogy mindkét gyongyméret laterdlisan stiritett és az intenzitdsmaximumuk
majdnem teljesen atfed a hulldmcsatorna als6 harmaddban a csatorna y tengelyén. A 46. B1 4bra
szintén a két gyongyméret (lila— 15,8 pm, és z6ld — 4,8 pm) eltérd fluoreszcens jelének atfedését
mutatja.
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H100_W150 H100_W,_100 H100_W_50

o - -
. -
H50_W,,150 H50_W,,100
0.5 ul/s
. - |
/N
3uls ' '
H25_W_150 H25_W_ 100 H25_W_50
o - - -
1uls
~N
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t 2 uUs

45. abra: Kiilonb6z6 méretii gyongydk (4,8 um—zold; 15,8 um—lila) laterdlis fokuszaloddsa eltéré geometriaval rendelkezd fluidikai
csatorndkban, eltéré dramldsi sebességek mellett. A H25_W50 geometria esetén a legmagasabb dramldsi sebesség 2 uil/s volt.
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46. dbra: 4,8 um (z6ld) és 15,8 um (lila, szimuldciokban narancssdrga) atmérdjii gyéngyok fokuszaléddsa a H50_Wcrl50
geometridju mikrofluidikai csatorndban a 23 kanyarulat utén 0,5 ulL/s (A1, A2, A3)és 3 uL/s (B1, B2, B3) dramldsisebességek mellett.
A kisérletek fluoreszcens mikroszkdpos felvételeit (A1 és B1) magyardzzdk a szimuldcios eredmények: a gyéngyék kimeneti y
koordindtdia bemeneti y koordindtdk fliggvényében (A2, B2) és az ebbdl szamitott y-tengely menti elosztdsi gérbe (A3, B3) a 23.
kanyarulatban végén. Szimuldciéval meghatdrozhatd a 100. kanyarulat utdn kialakuld eloszlds (C2, C3), amia fékuszalds folyamatos
javuldsat vetiti elére.

A 46. abra képein lathato nagyobb kiterjedésti foltok miitermékek, az egyes fluoreszcens
hulldamtartoméanyban (DAPI — 15,8 pm — lila, FITC — 4,8 um — z6ld) a fluidikai csatorna alatt vagy
felett talalhatd szennyezddések, szorocentrumok a fokuszsikon kiviil — a lateralis fokuszalasra
nincsenek hatassal, de valamelyest rontjak a felvételek mindségét.

A kritikus keresztmetszet (H50 W100) a kisebb gyongyok koriilbeliil 3 pl/s aramlasi
sebességnél kezdenek el fokuszalodni és a gyongydk maximalis intenzitdsa mar egy fokuszpontba
keriil, poziciojuk laterdlisan a csatorna kozépvonala felé tolddik. Hasonloan a szélesebb
keresztmetszettel rendelkezé (H50 W 150) mikrofluidikdkhoz a két gyongyméret lateralis
pozicidjaitt is kozel atfedi egymast. Az aramlasi sebesség 6 pl/s-ratorténd novelésével a két eltérd
méretli gyongy fokuszpontja elkezd szétvalni, a kisebb gyongydk a csatorna belsd fala felé toldédnak
el. A kritikus keresztmetszet tovabbi sziikitése (H50 W50) esetén a fokuszalasi folyamat
leromlésat tapasztaltam: a kisebb gyongydk csak koncentralodast mutattak, igy a két gydongyméret
pozicidjat nem lehetett egymadstol elkiiloniteni, ugyanis azok atfedtek. Megndvelt aramlési
sebességnél (6 pul/s) a nagyobb gyongyok pozicionaldsa tovabb romlott: keveredni kezdtek a
magasabb a/Dj, paraméter ellenére. A FEM szimuléaciok aldtamasztjdk a mérési eredményeket: a
gyongyok lateralis pozicidja 6 pl/s aramlasi sebességnél instabil.

Megallapithato, €s a mérési eredmények, illetve a FEM szimulaciok is igazoltak, hogy a
lateralis csatorna sziikitése nem javitja feltétleniil, minden hatdron tal a fokuszalasi hatékonysagot
nagyobb aramlasi sebességeknél, ahol a Dean-O6rvényekben kialakuld huzder6k dominaljék a
tehetetlenségi hatasokat.
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6.3.7 A mikrofluidikai hullamcsatorna hosszvaltoztatasanak a hatasa

A 8. tablazat elméleti értékei (85. oldalon) és a 45. abra (86. oldalon) alapjan megallithato,
hogy a H50 W100 és H50 W150 csatornakban a 4,8 um atmérdjii részecskéket csak nagyobb
aramlasi sebességek (~ 3 ul/s, illetve 6 pl/s) mellett lehet koncentralni, illetve végiil fokuszalni. A
jelenség oka, hogy a kisebb gyongyoknek radialis iranyban nagyobb tavolsagot kell megtenniiik
ahhoz, hogy elérjék egyensulyi helyzetiiket. Emiatt a nagyobb részecskékkel ellentétben a 4,8 um
atmérdju gyongyoknek hosszabb fluidikdra lenne sziikség hasonld fokuszalasi hatékonysag
eléréséhez.

A 46. A és B abrankon (87. oldalon) a H50 W 150 csatorndban tapasztalt fokuszalasi
folyamat figyelheté meg kiilonb6z6 aramlasi sebességek mellett. Jol 1athato, hogy 0,5 pl/s dramlasi
sebességnél egyik gyongy sem tudott fokuszalddni a csatorndban, amit a szimulacios eredmények
is alatdmasztanak. A 15,8 pm atmérdjti gyongyok két kiilon lateralis poziciot vettek fel (1asd 47. A3
abra). 3 ul/s d&ramlési sebességnél a nagyobb gyongyok mar fokuszalddtak (1asd 46. B1 4bran lila
szinnel), a kisebbek esetén még nem volt tapasztalhatd fokuszalés.

Alacsonyabb aramlasi sebességek mellett a csatorna hosszanak novelésével javithatd a
fokuszalasi hatékonysag: kozel négyszer hosszabb fluidikdban (~16 cm), a 100. periddusban
vizsgalva, a fokuszalasi és az elvalasztasi hatékonysag is jelentdsen javul a szimulacios eredmények
alapjan (lasd 46. abra C2, C3). Ha a csatorna keresztmetszet tovabbi sziikitése helyett
konzervativabb geometriai megoldast (példaul H50 W 150) hasznalunk, alacsonyabb aramlasi
sebességtartomanyban, kisebb nyirderok mellett is 1étrejohet az elvalasztas hosszabb fluidikai
egységben, ami eldnyds lehet a biologiai sejtek szamara. Ha szem el6tt tartjuk a lateralis fokuszalo
egység integralhatosagat a DLD vagy a keresztiranyt sziirést biztosito szerkezetekkel, célszerti a

miniatiirizalast és az alacsonyabb aramlasi sebességtartomanyok alkalmazasat valasztani.

6.3.8 A mikrofluidikai csatorna oldalaranyainak hatdsa a szeparaciéra

A H100 W100, H5S0 W100 és H25 W 100 mikrofluidikai csatornakban (47. abra Al-
A3, B1-B3 ¢s C2-C3), egyre javulo részecske stiritést tapasztaltam. Nagyobb magassagok esetén a
kisebb—4,8 pm atméréjii— gyongyok nem fokuszalodtak teljesen, és a pozicidjuk is atfed a nagyobb
— 15,8 um atmérdjii — gyongyokkel. Az alacsonyabb csatornamagassag esetén, azonos kritikus
szélesség (H25 W 100 - 47. dbra C1-C3) és nagyobb aramlasi sebességek mellett (5-6 puL/s), a
kisebb gyongymeéret esetén is megfeleld lateralis fokuszalas alakult ki.

A kisérleti tapasztalatokat 6sszevetve szimulédcids eredményekkel, megallapithato, hogy a
szimulacid magyarazza a latottakat. H25 W,100 csatorna esetén 5 pL/s aramlasi sebességnél (47.
abra C1-C3) a kisebb gyongydk joval koncentraltabb savban fokuszalddtak, a csatorna also feléhez
kozelebb pozicionalodnak, elkiiloniilve a nagyobb gyongyoktol. A nagyobb gydngyok lateralis
fokuszalodasa kissé romlott, azok egy része csak z-tengely irdnyaban valt el bizonyos mértékig a
kisebb gyongyoktdl. Csokkend csatornamagassaggal tehat javithatd a részecskék fokuszaldsa €s
elvalasztasa—a kisebb gyongyok lateralis pozicidja kdzépvonaltol a csatorna also része felé, mig a

nagyobb gyongyoké a csatorna kdzépvonala irdnydban mozdul el.
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A legjobb elvalasztasi eredményeket tovabbi magassag csokkentéssel, a H25 W50
fluidikai csatornakban kaptam, melyeta 45. abra (86. oldalon) kisérleti adatai is megerdsitenek. A
4,8 um atmérdji gyongyok mar 0,5 pl/s aramlasi sebesség esetén is fokuszalodtak. A kritikus
sz¢lesség csokkentése ellenére a nagyobb gyongyok lateralis fokuszalésa is stabil maradt ezekben

a geometridkban.
Al Bl C1
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47. dbra: 4,8 um és 15,8 um dtmérdji gydéngydk laterdlis fokuszdldsa 100 um kritikus szélességgel és 100-50-25 um
csatornamagassdgokkal rendelkezé kiilénbéz8 mikrofluidikai csatorndk esetén 5 és 6 ul/s dramldsi sebességek mellett. A kisérletek
sordn készitett fluoreszcens mikroszkdpos felvételek 4,8 um (z6ld) és 15,8 um (lila) datméréjii gyéngydk esetén (feliilnézet) (A1, B1,
C1). Modellezett Poincaré térképek (A2, B2, C2) — a gyongyok csatornakeresztmetszetben felvett pozicioja a 23. kanyarulatndl. A
gyéngydk y-tengely mentén felvett pozicioja a 23. kanyarulat végén a bemeneti sikon elfoglalt poziciojuk y-koordindatdjanak
fliggvényében (A3, B3, C3).

Kisebb kritikus csatornakeresztmetszetek alkalmazasaval a gyongydk hamarabb elérik az
méretiikre jellemzd egyensulyi pozicidjukat, de az extrém nagy sebességek €s a masodlagos aramlas
indukalta Dean-0rvények konnyen elronthatjdk a fokuszaldst, ha dominanssa valnak. Amint azt
kisérletekkel és in silico modellekkel is bizonyitottuk, az alacsony csatornamagassag jelentds
elénnyel rendelkezik a fokuszalasi €s elvalasztasi hatékonysag tekintetében, és nagyobb aramlési
sebességek esetén is megbizhatoan viselkedik.

A mérések alapjan elmondhatd, hogy a kisebb 4,8 pm atmérdjii gyongyoket sikeriilt
fokuszalni nagyobb aramlasi sebességgel 50 um magas és 100 — 150 pum kritikus sziikiilettel
rendelkez6 fluidikai csatornakban (H50 W 100 — H50 W,150) annak ellenére, hogy az elméleti
a / Dy paraméter kisebb a kritikus hatartol (0,7 — lasd 8. tablazat -85. oldalon). Ennek megfelelden
megallapithatd, hogy az alacsony oldalaranyu csatornak (0,5 — 0,33) elonyosebbek a lateralis
fokuszalas szempontjabol a nagyobb aramlasi sebességeknél. A 15,8 pm atmérdjii gyongyoknél
hatékony fokuszalas figyelheté meg a nagyobb gyongyokre domindnsabban hatd tehetetlenségi
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emelderdk miatt, azonban tal szigort csatorna sziikiilet (nagy oldalarany) esetén, a kialakul6 Dean-
orvények okozta huzoéeré domindnssa valasa keveredést idéz el6 — példaul a HI100 W50
csatornakban. Az aramlési sebesség emelése rontja a lokalis fokuszalasi pontok kiterjedését.
Hasonlo jelenség figyelhetd meg a HS0 W50 csatorndban mar 1 pL/s aramlési sebességnél (45.
abra — 86. oldalon), a 4,8 um atmérdjii gyongyok egyetlen lateralis pozicidban torténd fokuszalasa

nem torténik meg, csupan azok koncentralddasa.

6.3.9 AH50 Wecr50 és H25_ Wecr50 tipusu mikrofluidikai hullamcsatornak vizsgalata
Az alacsony oldalarannyal rendelkezd csatorndk — H25 W50 — tehat eldnydsebbnek
bizonyultak a kisebb gyongyok lateralis fokuszalasanak szempontjabodl, ugyanis azok lateralis

migracioja, és egyensulyi poziciojuk elfoglalasa hosszabb iddt vesz igénybe, amit a H25 W50

fluidika mentén felvett képek is alatdmasztanak (lasd 48. abra).
Bemenet

Klmenet
= @

48. abra 4,8 um dtmérdéji fluoreszcens gyongydk laterdlis fokuszdlasdnak alakuldsa a H25_ W50 fluidikdban: a bemenetnél, a
csatorna kézepén, illetve végén (a 23. gorbliletnél) —fluoreszcens felvételek.

A kisérleti és szimulacidés eredmények Osszevetése a HS50 W50 és H25 W50
paraméterezésli mikrofluidikai rendszerek esetén a 49. dbran lathatoak. A kisérletek sorana 4,8 um
¢s 15,8 um atmérdjii gyongyok viselkedését vizsgaltam 0,5, 1, 2 ul/s dramlasi sebességek mellett.
A modellezett sebességtérképek szemléltetik a csatorna keresztmetszetében aramlési
sebességeloszlas laterdlis komponenseinek (a sebességmezd y komponense) nagysagat, ahol a
vOrds szin a lateralis Dean-0rvény jobbra mutatd (pozitiv y iranyu), a kék szin pedig a balra
mutatd(negativ y iranyl) részét szemlélteti. Lathato, hogy a nyilakkal jelolt sebességmezdkben
magasabb oldalarany esetén (H50 W50 - 49. B1 4bra) sokkal kiemelkeddbb és szimmetrikusabb
Dean-0rvények alakultak ki, mint az alacsonyabb csatornaban (H25 W50 - 49. D1 4bra). A
H50 W50 fluidikdban a nagyobb gyongyok (15,8 pm) mar 0,5 pl/s aramlési sebességnél is
koncentralodtak, azonban a kisebbek megnovelt d&ramlasi sebességek esetén sem.

A mikrofluidikai rendszerekben a 4,8 pm atmérdjii gyongyok egészen 3 pl/s aramlasi
sebesség értékig fokozatosan koncentralodtak (lasd 45. é&bra, 86. oldalon). H25 W50
geometridban mindkét gyongyméret fokuszalasa sikeres volt. A vizsgalt geometridk esetén kisérleti
tapasztalatok 6sszhangban vannak a szimulacios eredményekkel (1asd 49. 4bra). A szimuléaciok
segitségével meg lehetett josolni a hatasos fokuszalasi paramétereket és a gyongyok lateralis
eloszlasanak jellegét, azonban a fokuszpontok pontos kialakuldsanak helyét nem teljes mértékben.
Ezekben a mikrofluidikai rendszerekben a fokuszalas 0,5-1-2 pl/s dramlasi sebességek (De = 10 —
40) mellett is sikeres volt annak ellenére, hogy Dino Di Carlo [92] szerint a Dean o6rvények
jellemzésére hasznalt Dean szamok értéke nem 1éphet 4t egy kritikus De =20 értéket, ekkor ugyanis
a dominanssa valo Dean 6rvények ronthatjak a fokuszalast.
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A 0.5 uL/s B. 2 uL/s
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49. dbra: Rigid polisztirol gyéngyék (2 4,8 és 15,8 um) viselkedésének szemléltetése eltérd oldalardnyu kritikus keresztmetszettel
rendelkez6 H50 W50 és H25_ W50 fluidikai csatorndkban 0,5 -1 — 2 ul/s dramldsi sebességek (ebbdl szamitott Dean szdmok)
mellett. Kisérleti eredmények: a kimeneten felvett gydngypoziciok detektdldsa fluoreszcens intenzitds alapjan (A.1-A.2 és C.1 —C2).
A numerikus szimuldciok eredményei szemléltetik a sebességmezd x-y sikban kialakulo eloszldsdt a csatorna kisebb kanyarulatdban
(Wer+ 50 um) 2 ul/s dramldsi sebesség mellett (B.1, D.1), illetve a gyéngydk laterdlis (y tengelyen vett) eloszldsdt 23 kanyarulat utdn
(B.2,D.2).
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6.3.10 Laterdlis fékuszald mikrofluidikai rendszer optimalasanak eredménye

Megfeleld geometriai paraméterekkel — 3,5 cm hosszusaggal, 25 pm magasaggal és 50 pm
kritikus szélességgel — rendelkezd periodikusan valtozd keresztmetszetli aszimmetrikus
kanyarulatokbdl al16 mikrofluidikai rendszerben sikeresen fokuszéaltam €s szeparaltam egymastol
két eltérd méretii részecskét (& = 4,8 um és 15,8 um) 1 pl/s aramlasi sebesség mellett. A kisebb
részecskék sikeres fokuszalasa érdekében csokkenthetjiik a csatorna keresztmetszetet, novelhetjiik
a csatorna hosszat (periddusszamot), azonban minden esetben szamolnunk kell felhasznalando
minta mennyiségével, és a fluidika ateresztoképességével.

Az aszimmetrikus mikrofluidikai hulldmcsatornat 50-100-150 pm kritikus szélességekkel
€s 25-50-100 pm magassagokkal terveztem meg. Az alacsonyabb oldalardnyokkal rendelkezd
csatorndk (1 — 0,16) elonydsebb megoldasnak bizonyultak az alkalmazhaté aramlasi
sebességtartomanyokban — ahogy azt a 8. tablazatban oOsszefoglaltam (85.oldalon). 100 um
csatornamagassag mellett — melynél az oldalaranyt 2 és 0,66 kozott hataroztam meg a kritikus
sziikiiletekben, a kisebb gyongyok fokuszalasa lehetetlen volt.

A 50. abran lathato a fokuszalashoz sziikséges aramlasi sebesség minimumok a 4,8 pm
és 15,8 um atméroji gyongyok esetén. A sziikséges aramlasi sebesség értékek extrém
paraméterfiiggdséget mutattak abban a tartoméanyban, ahol a/D;, megkozeliti a 0,07 kritikus értéket.
d=15.8um / h=100um
15 oum ho2Spm

d=4.8um / h=501tm
d=4.8um/h=25um

64 10O\
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\
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|
24 \ Alm

[
\E--mea e s S d=158um

A fokuszalas dramlasi sebesség hatara (ul/s)
-
1

a/D,

50. dbra: Adott méretii részecske fokuszdldshoz minimdlisan sziikséges dramldsi sebesség az a / Dn geometridra jellemzé érték
fliggvényében. A szaggatott kérok a 4,8 um, illetve 15,8 um atmérdjli gyéngybkhéz tartozo adatokat jelélik.
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6.3.11 El& sejtek viselkedése periodikusan valtozd keresztmetszet( kanyarulatos
mikrofluidikai csatornaban

A kordbban bemutatott kisérleti eredmények segitségével optimalizaltam a lateralis
fokuszalasra alkalmas fluidikai csatorna geometriai paramétereit, 4,8 um és 15,8 pm atmérdji
gyongyok felhasznaldsaval. Az eredmények alapjan — a gyongyméretek stabil elvalasztasa és
fokuszalhatosaga miatt a H25 W50 fluidikai egységre esett a valasztas.

Az els6 bioldgiai mérések soran egyértelmiivé valt, hogy a fluoreszcens mérésekhez
alkalmazott rigid gyongyok nem tudnak teljes képet adni a gdmb formatol eltérd bioldgiai sejtek
lateralis fokuszalodasanak mértékérdl. Kezdetben 1,97 pm atmérdji gyongyoket alkalmaztam a
minta oldatban az E. coli baktériumok modellezésére, azonban azok jobb koncentralodast mutattak

a fokuszalo csatorna végén, mint az E. coli baktériumok, ahogy azt a 51. dbra szeml¢lteti.

E.coli 0,5 ul/s

15,8 um

v

6,08 um

51. dbra: A célrészecskeként vdlasztott @ = 1,97 um dtmérdji rigid gyéngydk és a GFP- E. coli baktériumok koncentrdldsanak
Gsszehasonlitdsa a 4,8 um, illetve a 6,08 um és a 15,8 um dtmérdéjii gyéngydék mellett, 0,5 /s dramldsi sebesség alkalmazdsdval.

A valasztott fluidikai egységben 0,5-1-2 ul/s aramlasi sebességek mellett vizsgaltam a
@ =0,5- 16,5 um atmérodvel jellemezhetd rigid gyongyok viselkedését, hogy definialni tudjam
azokat a mérettartomanyokat, amelyek jol alkalmazhaté modellt adnak biologiai mintak esteireis.
Felallitottam egy térképet azok lateralis fokuszalodasi pozicioirdl, €s ebben elhelyeztem 4 fontos
bioldgiai célmintat (lasd 9. tablazat) a koncentralodasuk mértékének, illetve lateralis pozicidik
alapjan. A vizsgalatok soran tehat kerestem azt a gyongyméret tartomanyt az adott biologiai

célsejtre, amely legjobban leirja annak fokuszaloddsanak mértékét.

Méret
< . .. . P A modell gyongyok
Hasznalt sejtek | Morfologia Magassag Szélesség mérete (0)
Baktérium [164] | E. coli pélcika alak 0,5 um 2 um 0,5-1,1-1,97 um
Hematopoetikus R korong alaku
[165][166] VYoros vértes bikonkéy 2,5 um 6-8 um 29-4,8-5,4-6,08 um
Elesztd gomba | Saccharomyces e | < B B
[167] cerevisiae kerek vagy ovalis | 5-10 um 5,4-6,08-10,2 um
valtozatos,
Raékos sejtvonal . inhomogén,
[168] HeLa sejt szuszpenzibban 16-29 um 15,8 - 16,5 um
gOmb alaku

9. tabldzat A vizsgdlt bioldgiai mintdk jellemzdi, és a modell gyéngydk, mellyel laterdlis fokuszaloddsi pozicidjuk ésszevetésre

kertilt.
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Az E. coli koncentralodasanak mértékét a 0,5 — 1,1 — 1,97 um méreti rigid gyongyok
viselkedésével hasonlitottam Gssze, amelyeket modellként hasznaltam. Kisebb gydngymeéretek
esetén a Dino Di Carlo [6] altal meghatarozott fokuszalasi kritériumokat — a / D, > 0,07 — nem
sikeriilt elérni. A modell gyongyok a / D, aranyai a kovetkezok: 0,015 (@ 0,5 um esetén); 0,033 (O
1,1 um esetén); 0,059 (@ 1,97 um esetén), ahogy azt a 10. tablazat dsszefoglalja.

. . Fluoreszcens sav L
H25_W,50 Részecskeméret . Intenzitascsucs
(1pl/s) (a) (um) a/ Du poziciola poziciéja (um)
(0-300 um)
0,5 0,015 [0-300] -
1,1 0,033 [22,6-283] -
1,97 0,059 [25,5-226,4] -
2,9 0,087 [67,9-107,5] 90
Polisztirol 4,8 0,144 [78,6-114,3] 98.2
gyongyok 5,4 0,162 [126,8-160,8] 138
6,08 0,182 [117-162] 135
10,2 0,306 [103,03-127,3] 117
15,8 0,474 [151,5-178,6] 164.2
16,5 0,495 [91,8-134,7] 114
0,5 0,015
E. coli [28,37-294,3] -
2,0 0,060
2,5 0,075
VVT [91,8-143,9] 126
8,0 0,240
5,0 0,150
Elesztégomba [82,7-134,7] 105
10,0 0,300
16,0 0,480
HELA [162,4-197,9] 174
29,0 0,870

10. tdbldazat: Laterdlis fokuszdldshoz haszndlt célmintdk paraméterei és koncentrdléddsuknak mértéke, annak laterdlis pozicidja a
H25 W50 mikrofluidikai csatorna végén —a 23. kanyarulatban mérve, melynek szélessége 300 um.

Az alkalmazott aramlési sebességek (0,5 — 2 pl/s) és csatornahossz (3 cm) mellett egyik
gyongy sem fokuszalddotta H25 W50 fluidikai egységben. A méretiik novekedésével a gyongyok
koncentralodasanak hatékonysaga novekszik, vagyis a csatorna kitoltése a teljes szélességéhez
viszonyitva fokozatosan csokkent 100% -r6l, 86,8%-ra, végiil 67 %-ra 1 pl/s dramlési sebesség
mellett. A bemutatott elméleti modell alapjan az egyetlen pontban torténd oldaliranyu fokuszalas
csak 2,4 um-nél nagyobb atmérdji gobmb alaku gyongyokkel lehetséges. A kisérletek soran az
alkalmazott modellgyongyok koziil csak a 2,9 um atmérdjli gyongyok (a / D, = 0,087)

fokuszalodtak a 3 cm hosszi mikrofluidikai csatorna végéig (52. abra).
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52. dbra: A H25_W.50 mikrofluidikai rendszerben vizsgdlt legkisebb gyéngyék (8=0,5 — 1,1— 1,97 — 2,9 um) koncentrdléddsdnak
mértéke a csatorna végén.

A fenti elméleti megfontolasok és kisérletek alapjan, méretébdl adédoan az E. coli sem
fokuszalodik, csak koncentralodik a periodikus csatornaban, melynek mértéke 88,6%, ami
leginkabb az 1,1 um atmérdji gyongyok profiljadhoz hasonlit. Ennek megfelelden azt tekintettem a
baktérium viselkedését legjobban leird ekvivalens gyongymodellnek. Feltételezhetd, hogy a palcika
alakt E. coli baktérium a hossztengelyével parhuzamosan rendezddik az d&ramlés iranyaba, és csak
kisebb billegd mozgast végez.

A vordsvértestek (vvt.) alakja bicoid bikonkav, az atlagos sejtatmérd 6-8 um, vastagsaga
pedig 2,5 um koriili. A vérmintdhoz a 77 Elektronika altal jutottunk vérellaton keresztiil. Avért PBS
pufferben 100 szorosra higitva vizsgaltam. A fluoreszcens gyongyok koziil (@ = 2,9 - 4,8 - 54 -
hogy az nagyobb térfogat alapjan, porgd mozgést végezve pozicionaldik az dramlasban.

Az ¢lesztégombakat 0,5 mg/ml tomeg/térfogat koncentracidji PBS-oldatban diszpergaltam,
¢s higitottam a térfogat 10-szeresére. A sejtek Biirker-kamras szamlalasakor az atlagos sejtméret
9,75 um-re adddott, alakjuk ovalis, kerekded. Ebben az esetben 5,4 - 6,08 - 10,2 um atmérdjii
gyongyoket hasznaltam modellezésre. A tapasztalatok szerint a 10,2 pm atmérdjii merev részecskék
abra).

Az irodalmi attekintésalapjan a HeLa sejtek mérete a 16-29 pm-es tartomanyban mozoghat,
emiatt a mérés kockazatos volt a 25 um magassagu fluidikai csatornaban. Fluoreszcens gyongyok
szuszpenzidt PBS-oldattal higitottam, és a tényleges sejtméretet Biirker kamraban mértem. Az
atlagos egyedi sejtméretet koriilbeliil 24 um volt, azonban a valtozatos alak és méretek mellett
akadtak olyan aggregatumok, melyek mérete elértea 61 um-tis és ezek eltomithették a fluidikai

csatornat. A tapasztalatok szerint a fluoreszcens modellgyongyok fokuszéalasa soran a 15,8 um
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atméréjli gyongyok 300 um széles kanyarulatban felvett lateralis pozicidja, fed at leginkabb a HeLa
sejtek fokuszsavjaval (1asd 53. abra B és C.).

GFP - E.coli Vorosvértest Elesztégomba Hela cell

Oihox

. q 0,

[Peipecsall oo
:

@=2.5-8 um Wwt. 1pl/s ?=5-10 um Elesztégomba 1 ul/s @=16-29 um Hela 1upl/s

: *

@=10.2um Gyongy 1ul/s @=4.8, 15.8 um Gyongy 1 pL/s

$=0.5-2 um E.coli 1uL/s

($=6.08um Gyéngy 1ul/s
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53. dbra: Biolégiai sejtek és merev modellgyéngyeik laterdlis fékuszdléddsa H25_ W50 csatorndban 1ul/s dramldsi
sebességek mellett. Az alkalmazott bioldgiai célminta méretét és morfoldgidjat Biirker kamrdban vizsgdltam (A), laterdlis
fokuszaloddsuk mértékeét fluoreszcens (GFP-E. coli) vagy sotétlatoteres felvételekkel régzitettem a fluidikai csatorna végén (B). A
vizsgdlt modell gybngydk viselkedését hasonlitottam a biologiai célmintdk fékuszdloddsdhoz (C). A 8. tdbldzatban pdrositott
bioldgiai mintak és modell gyéngydk laterdlis eloszldsat mutatjdk a grafikonok (D). Az E. coli baktériumokat 0,5; 1,1 és 1,97 um
datmeérdjii polisztirol gyéngydkkel; a vérésvértesteket 2,9; 4,8; 5,4 és 6,08 um datmérdjii gyongydkkel; a Saccharomyces cerevisiae
(éleszté)gombdkat 10,2 um datmérdji gyéngydkkel; a Hela sejteket pedig 4,8; 15,8 és 16,5 um dtmérdji polisztirol gyéngydkkel
hasonlitottam Gssze.
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Az alkalmazott H25 W50 fluidikai rendszerben meglehetésen széles tartomanyban
lehetséges a részecskék lateralis pozicionalodasa. A tesztek soran alkalmazott 0,5 — 16,8 um
atmérdji gyongyok poziciotérképe jellegzetes tendenciat rajzoltki. Az alkalmazott gyongyok koziil
a 2,9 um atmérdji gyongyok mar gond nélkiil fokuszalodtak, az elfoglalt méret szerinti lateralis
pozicidjuk alapjan elvalaszthatdva valtak egymastol. Az egyes bioldgiai célminta méretbeli szorasa
nagyobb, mint az alkalmazott, mesterséges fluoreszcens gyongyoké, ennek ellenére a modell
gyongyok meglehetdsen jo atfedéssel hataroztadk meg a biologiai mintak lateralis fokuszalddasi

pozicidjat, ahogy azt a 54. abra mutatja.

I Gybngydk — mérés
Gydngyitk — FEM szim.
I Ecoli
Vvt
Eleszté
I Hela
7T

250 - 1

o) _ 11
100 | l IH | I I

Fokuszalasi pozicio [um]

o

o
T
1

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
123456 7 8 910111213 14151617
Gydngyméret [um]

54. dbra: A 9. tabldzat célmintdi alapjan felrajzolt fokuszaldsi poziciotérkép kiilbnb6z6 méretdi rigid polisztirol gyéngydk és egyes
biologiai célsejtek esetén. A grafikonban feltiintettem egyes méretek modellezés alapjdn szamolt laterdlis poziciéjdt is.

Az E. coli koncentralési hatékonysaga bizonyos mértékig javithatd a csatorna magassag
tovabbi csokkentésével. 15 pm magassagi (lasd 55. é&bra) mikrofluidikai rendszerben a
koncentralodas a csatorna keresztmetszet 77 %-ara csokkenthetd 1 ul/s d&ramlési sebesség mellett.
Megjegyzendd, hogy az ilyen drasztikus méretcsokkentés nemcsak a teljes fluidikai rendszer

ateresztd képességét rontja, de a dugulas veszélyét is megnoveli.

H25_W,50_1ul/s H15 W50 1ul/s

v

GFP-E.coli

55. dbra: A GFP-E. coli baktérium koncentrdldsa alacsonyabb 15um magas fluidikaban hatékonyabbnak bizonyult.
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Osszefoglalasként elmondhat6, hogy az alacsony oldalaranyu csatornik (0,5 — 0,33)
elonyosebbek a lateralis fokuszalas szempontjabol a nagyobb aramlasi sebességeknél. .
H25W50 jelli fluidikai rendszerben volt a leghatékonyabb az lateralis fokuszalas 0,5 - 2 uL/s
aramlasi sebességek kozott, melyben elméleti modell alapjan @ > 2,4 pm-nél nagyobb gémb alakt
gyongyokkel lehetséges a fokuszaléas. A kisérletek sordn az alkalmazott modellgyongyok koziil csak
a 2,9 um atmérdjii gyongyok (a / D, = 0,087) fokuszalddtak a 3 cm hosszu mikrofluidikai csatorna
végéig. A moddszer elénye, hogy méret szerint képes szegregalni egy csatornan beliil, és igy a
kivezetések j6 megvalasztasaval elkiilonithetéek részecske szubpopulaciok. A hatékonysagot
megfeleld gyongytérkép felallitasaval is szemléltettem, azonban kisebb célsejtek fokuszalasanal a
csatorna keresztmetszet jelentds csokkentése mar az ateresztoképesség korlatozasaval jar.

A modszer fizikai modellezéséhez korlatozottan alkalmazhaté FEM szimulacio, a lateralis
fokuszalas (gyongyok ¢€s €16 sejtek lateralis pozicidinak) vizsgélata sordn is lathato volt, hogy a
FEM szimulacios becslések megkozelitdleg tudtdk meghatarozni azt a tartomanyt, melyben a
legnagyobb valoszinliséggel taldlhatoak a gyongyok. A modellezett részecske kozponti pozicio
eloszlasa megfelelt a kisérletben tapasztaltaknak, viszont a modellben a gyongyok koncentralédasa
rosszabb volt, azaz annak kiterjedése a csatorna keresztmetszetben szélesebb volt a korlatozott
tesztelt részecskeszam miatt (1000). A kisérleti eredményekkel Osszehasonlitva az esetek
tobbségében haromszor jobb fokuszaldsi hatékonysag volt tapasztalhat6 a kisérletek soran, mint a
FEM szimulécids eldrejelzés.

Az alkalmazott polisztirol részecskék megfeleld egyszeriisitett modellként szolgdlnak,
amelyek megbizhatéoan haszndlhatoak az alapvetd aramlasi jelenségek vizsgélatara, fluidikai
egységek tesztelésére, egyszeriibben alkalmazhatoak végeselem szimulaciokban, azonban a tesztek
nem helyettesitik a valdos mintan torténd vizsgélatokat. A polisztirol gyongydk a célminta
specifikaciojatol (fizikai, kémiai paraméterek, egymassal valo kolesonhatdsaik, a mikrofluidikai
kazettaval mutatott kdlcsonhatasaik, a médiumban uralkod6 toltésviszonyok, pH stb.) akar nagy

mértékben is eltérhetnek, ebben az esetben mar nehezebben tekinthetdek tokéletes modellnek.
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6.4 Magneses szeparacio
6.4.1 Kisérleti elrendezés és bedllitas optimalasa

Az aktiv szeparacios modszerek alkalmazasai lehetdségeit, sejtek ¢€s részecskék
magnetoforetikus csapazasaval kapcsolatosan vizsgaltam. A kisérleteim célja az volt, hogy
szuperparamagneses részecskéket, és a részecskékre kotott sejteket a mikrofluidikai rendszer
érzékelési régidjaban célzottan tudjam rogziteni az analitikai mérések idejére. A mérések soran
alkalmazott tivegre bondolt PDMS mikrofluidikdban a magneses fluxust egy, az liveg alatt rogzitett
permanens neodimium magnes biztositotta. Az elsd vizsgalatok soran 25 és 50 um magassagu
mikrofluidikai szerkezeteket terveztem kor alaku tartdoszlopokkal (1asd 56. dbra).

A. C.
50um_2uL/s_10 min 25ung 2ul/s_10 min
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2 oldali ragaszté ——————»
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50um_0,5ul/s_10min 224 100
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56. dbra: Mdgneses csapddzds hatékonysdgdnak vizsgdlata. A kisérletnek megfelels elrendezés: kék nyil jeléli az dramldsi irdnyt,
piros nyilak a mdgnes két szélét. (A) A bemutatott kisérleti paraméterek mellett mért sziirési térfogat és hatékonysdg. (B) A fluidikai

kamrdban csapddzott gyéngydk pozicidja. (C) Sziirlet dtlagos mennyisége és a szlirés dtlagos hatékonysdg, a sziirletben detektal
gyongydk szama szerint. (D, E)

Vizsgaltam a méagnes orientacio jelentdségét, és az aramlasi sebesség szerepét (0,5 -1 — 2
pl/s) a magneses csapdazas hatékonysagra. A szliréshez a Dynabeads altal forgalmazott, M-270
Streptavidin boritott, 2,8 um atmérdjii gyongyoket alkalmaztam az eredeti 6-7 x 10% db/ml
koncentraciot 0,05 %-os koncentracidban PBS-ben higitva. A mikrofluidikai rendszer csapdazasi
szakasza (hossza~ 7 mm, szélessége ~ 2 mm) hosszabb az alkalmazott neodimium méagnesnél (lasd
56. A 4bra). Az 5 x 5 x 5Smm?>, N48 mégnes remanencidja (Br) 1380-1420 mT volt, a magnest a
kamra elején rogzitettem, az aramlasi iranyra merdleges észak-déli polussal [169]. A mérés soran
vizsgaltam a gyongyok koncentralodasanak, csapdazodasanak pozicidjat a csatornaban, az atszirt

minta mennyiségét, valamint annak Osszetételét, 10 perces szlirési id6t alkalmazva. Sziirés
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hatékonysagat amagneses gyongyok jelenlétét Biikker kamraban (DHC-NO1) vizsgaltam dsszevetve
a mérés elotti keverék gyongytartalmaval.

Ahogy azaz 56. E abran latszik, adott csatornamagassag (50 vagy 25 um) esetén az aramlasi
sebesség emelésével (0,5 - 2 ul/s) a magnes gyongyok csapdazasanak hatékonysaga romlik.
Tapasztalatok alapjan a nagyobb aramlasi sebesség nagyobb célminta veszteséggel jar —a sziirletben
egyre tobb gyongy jelenik meg, ez kiilondsen szembetiind a kisebb csatornamagassagoknal
(25 pm ), ahol a szfirés hatékonysaga minddssze 33 % volt. Az 56. C dbran a teljes fluidikai kamra
lathato, a magnes helyzetét piros nyilakkal jeloltem — a magnes illesztése nem mindig tokéletesen
a fluidika elejéhez képest. A csapdazott gyongyok eloszlasa mutatja, hogy 2 pl/s aramlasi sebesség
mellett jorészt az utolsé oszlop koriil gyililemlettek fel, vagy méar a magnesen is talsodrodtak a
részecskék, igy egy résziik atjutott a sziirletbe. Ez a jelenség a 25 um magas csatorndban
alacsonyabb dramlasi sebességek mellett is jellemz0 volt a nagyobb aramlési sebességek miatt, de
ekkor még a csapddzasi hatékonysagat nem rontotta jelentés mértékben.

A bemutatott elrendezésben az 50 pm magas kamran 2 pl/s térfogataram mellett 10 perc
alatt kozel 1 ml mintat sikeriilt atsziirni, mely 99,6%-os hatékonysaggal csapdazta a magneses
gyongyoket. Ugyanebben a fluidikdban 1 pl/s aramlasi sebességek mellett is majdnem 0,5 ml
szlirletet kaptam 100 %-os szlirési hatékonysaggal. A mérések sordn megfigyeltem, hogy a

gyongyok aggregéciodja, befolydsolhatja a sziirés hatékonysagat.

Az eldzetes eredmények ravilagitottak, hogy a csatornarendszerben kialakulo lokalis
sebességek nagyban befolyasoljak a magneses csapdazas hatékonysagat. Célom tehat a nagyobb
térfogataramlasi sebességek mellett a lokalis csapdazas hatékonysiaganak novelése volt. Igy
késdbbiekben 25 um magas csatorndban 1 pl/s térfogataramlési sebesség mellett teszteltem a
kiilénbozé mikrostruktirdk, oszlopok (kor, korcikk, lencse, félkor, C-alak, fektetett U-alak, és
periodikus ivsor) gyongycsapdazasra gyakorolt hatasat. Ezekhez a mérésekhez mar a teljes kamrat
lefedd magnest alkalmaztam: 10 x 4 x 2 mm?, N52, melynek remanenciaja: 1430-1480 mT [169].
Az elkésziilt mikrofluidikai egységekben megvizsgaltam, hogy az az oszlopok koriil kialakulo
hidronamikai viszonyok milyen hatast gyakorolnak a feliileten csapdazott gydngypopulécio
mintazatara (lasd 57. abra). A mikroszképos felvételek a csapdazasi kamra teljes hosszaban
késziiltek, az igy kapott képeket Osszevetettem véges elem modellek eredményeivel. A mérési idd

10 perc volt.
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6.4.2 Kisérleti és szimulacids eredmények 6sszehasonlitasa

A 25 pm magas kamrdban, 1 pl/s dramlési sebesség mellett vizsgaltam a gydngyok
csapddazodasanak mintazatat. A teljes csatorna feliiletét lefedd magnes alkalmazasaval az
aramvonalas oszlopok kornyékén, (kor, korcikk és lencse) egyenletes gyongy csapdazdodast
tapasztaltam (57. abra ). A C-alaku, a fektetett U-alaku és félkor alaka oszlopok esetén az oszlopok
aramlasi irdnnyal ellentétes oldalan nem tapasztaltam a gyongyok csapdazast, ami lokalisan

megnovekedett aramlasi sebességre utal. A periodikus ivek kozelében lokalis dusulast tapasztaltam.

-QRERGED
- ’ — - _ R — -

57. dbra: Mdgneses csapddzds 25 um magas fluidikdban 1 ul/s dramldsi sebesség mellett az oszlopalak vdltoztatdsdval. Mdgnes:
10 x4 x 2 mm3, N52. Oszlopalak (balrdl jobbra): kér, kércikk, lencse, C-alak, fektetett U-alak, periodikus ivsor, félkér. Az aramldsi
irdnyt nyil jeléli.

Akisérleti eredményeket sszevetettem végeselem (COMSOL) szimulaciok eredményeivel,
melyek a mikrostrukturdk koriil kialakuld sebességteret reprezentaljak. Az 58. B. éabran a
mikroszkopos felvételek hamis szinezésével jeloltem a csapdazodott gyongyoket: kékkel azokat a
teriileteket ahol a gyongyok csapdazodtak, vorossel pedig azokat, ahol nem volt detektalhato
magneses gyongy. A szinezés kiemeli a csapdazott gyongyok eloszlasa és a modellezett sebességtér
kozotti hasonldsdgot a numerikusan szamolt sebességek esetén C oszlopalaknal (58. C.1 4bran)
kékkel jeloltem az alacsonyabb, pirossal a magasabb lokalis abszolut dramlési sebességeket; a
fektetett U és periodikus ivsor oszlopoknal a szinek mar az y komponens szerinti sebességmezd
iranyultsagat jelzi kékkel a lefelé, pirossal a felfelé elhajlo &ramlasi irannyal (58. C.2 és C.3 abran).
Lathato, hogy alacsonyabb aramlasi sebességek esetén, vagy olyan dramlési jelenségeknél —példaul
orvények esetén — szamithatunk intenzivebb gyongy csapdazodasra, ahol a részecske hosszabb 1d6t
tolt a magnes felett, és igy tobb ideje van, hogy a magneses tér indukalta vertikalis elmozdulés soran

elérje a csatorna also falat.
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A. Csatorna magassag: 25 pm/ Aramlési sebesség: 1 pl/s B. Hamis szinezés C. Feliilet: Sebesség nagysdga (m/s)

5600 5800 6000 6200 6400

Nyil Feliilet: Seb 3; Feliilet: S
U_in()=5

58. dbra: Mérési eredmények 6sszevetése végeselem modellel. Mikrogyéngy6k mdgneses csapddzdsa 25 um magas fluidikaban 1
ul/s dramldsi sebesség mellett (A): C, fektetett U és periodikus iv alaku oszlopok kériil. A kisérletek felvételeinek hamis szinezése: kék
— csapddzott gydngy, piros — gyéngy hidnya (B). Végeselem modellel szamolt dramldsisebesség eloszlds a strukturdk kéril (C.); kék
— alacsonyabb, piros — magasabb dramldsi sebességeket jeléli a C alaku oszlopstrukturdndl (C.1); a sebességmezd y komponense
szerint kék - a lefelé, piros - a felfelé mutatd sebességmezdket jeléli a fektetett U (C.2) és periodikus iv alaku oszlopok (C.3) esetén.

A C alaku oszlopstruktura esetén a lokalisan kialakul6 alacsonyabb aramlési sebesség javitja
a magneses csapdazas hatékonysagat az oszlopok kozotti térben. Emellett megfigyelhetd, hogy az
aramvonalak modosuldsa miatt a részecskék hosszabb 1d6t toltenek a magneses téreben, ami a
vertikalis iranya elmozdulésukat noveli.

A fektetett U alaku oszlopok specidlis alakja miatt az alakzatok mogott orvényld
aramvonalak kialakuldsa detektalhato, igy gyongyok szintén nagyobb utat tesznek meg ebben a
térrészben, igy nagyobb szdmban csapdazddtak, mint a csatorna tobbi teriiletén. Az 58. abra
szimuléacids eredményeket demonstrald képén a felfelé mutatdo aramlést piros szinnel, a lefelé
mutatot kék szinnel jeloltem, amelyek jo reprezentaljak az 6rvények kialakulasat. Az U alaku oszlop
végeinél a csatorna kozepe felé mutatd aramlasi vonalak mentén egy szimmetrikusan forgo 6rvény
kialakulasat mutatjak, ezzel lassitva a gyongyok tovabbhaladasat €s elésegitve azok csapdazodasat.

A periodikus ivekbdl allo oszlopok (58. C.3 é&bra) hasonlé modon novelték az adott
térrészben a gyongyok tartdzkodasi idejét oly mddon, hogy a teljes csatorna keresztmetszet mentén,
az oszlop gorbiiletének iranya szerint a csatorna szélei felé (felfelé —pirossal, lefele —kékkel jeldlve)
vezetik az dramlas irdnyat.
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A tapasztalatok alapjan FEM szimuldcioval becsiilhetd a magneses gyongy

csapdazodasanak mintazata és kiterjedése (lasd 59. abra) 0 — 0,14 m/s aramlasi sebesség értékek

A Feliilet: Sebesség nagysaga (m/s) B. Felilet: Sebesség nagysaga (m/s)
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59. dbra: Aperiodikus iv alakd oszlopstruktirdk kézétt kialakulo sebességprofilia 0 — 0,14 m/s (A) és 0,0001—-0,02 m/s (B) dramldsi
sebességek kozott abrdzolva. A (B) abrdn kék szinnel Iathaté az a tartomdny ahol mdgneses gyéngy csapddzodds varhata.

A tovabbiakban az oszlopok orientacidjdnak megvaltoztatdsaval is vizsgaltam a csapdazas
hatékonysagéat, kiemelve a korabbi csapddzasi eredmények alapjan jobban teljesitd periodikus iv
alapu oszlopstrukturat. A 59. abran lahatd, hogy az eredetileg tervezett periodikus ivelt oszlopok
megforditdsaval nagyobb kiterjedésli lokalis gyongy koncentralast varhatunk az oszlopok
gorbiileténél 0,5 pl/s &ramlasi sebesség esetén.

A két elrendezésben (60. abra) az aramlasi sebességeket 0,5 - 1 - 2 ul/s kdzott valtoztatva
lathatd, hogy a 25 pm magas csatornaban a szimulaciok jo kozelitéssel adjak meg kisérletekben
tapasztalt gyongy kitapadas mértékét. 1 pl/s dramlasi sebesség esetén, 25 pm magas csatornaban
megismételtem a mérést mindkét oszlopkonfiguracio mellett. A forditott orientacio esetén ennél az
aramlasi sebesség esetén is jobb gyongy-dusulast volt tapasztalhatdo, mint az eredeti
oszloporientacioval. 2 ul/s aramlasi sebességek mellett az oszlopok kozott mar a csapdazott

gyongyok ritkulasa varhatd. A kisérletek megerdsitették, hogy az aramlasi profilok szimulacios

elemzésével meglehetésen jo kozelitéssel becsiilheté a magneses gyongyok kitapadasa.

Oszlop: Cikk-cakk Oszlop: Forditott cikk-cakk
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D. Oszlop: Cikk-cakk/ Mégnes: 10x4x2 mm? , N52/ Csatorna magasség: 25um / Aramlési sebesség: 1ul/s 2 10x5 mm? , N52/ Csatorna magasség: 25um / Aramlési sebesség: 1ulL/s

60. dbra: Periodikus ivelt oszlopok orientdciojdnak hatdsa a mdgneses gyéngyék csapddzoddsdra. A25 um magas mikrostruktirdk
kériil kialakulo sebességeloszIds 0,5 ul/s (A), 1 ul/s (B) és 2 ul/s (C) dramldsi sebességek mellett. Az dGramldsi sebeségelosz Ids alapjdn
vdrt csapddzott gybngyeloszlds nagyban megfelel a kisérleti ered ményeknek, amelyeket a 25 um magas csatorndban, 1 ul/s
dramldsi sebesség mellett tapasztaltam. (D)
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A korabbiakban alkalmazott lencse alaki oszlopok esetén viszonylag egyenletes
gyongykitapadast volt tapasztalhatd alacsony (1 pl/s) aramlasi sebességek mellett (61. dbra A.1). A
szimulaciok eredményei arra utalnak, hogy az ilyen dramvonalas oszlopok esetén az aramlasi
sebesség emelésével jelentdsen romlik a magneses csapdazas hatékonysaga. (61. A.2 4bra). Ezzel
ellentétben, specialis oszlopok hasznalatdval — mint a fektetett U alak (61. B.1-2) — a sebesség

emelésével javuld tendenciat mutat a gyongyok lokalis csapddzasi hatékonysaga.

A.1 Oszlop: Lencse . . X A.2 Oszlop: Lencse
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61. dbra: Szimuldlt sebességtéralapjan varhatd gyéngykitapadds lencse alaku (A) és forditott, fektetett U alaku (B) oszlopstrukturdk
esetén, 0,5 ul/s és 2 ul/s dramldsi sebességek mellett.
6.4.3 A magneses szeparacio hatékonysaga mikrofluidikai kdrnyezetben

A magneses csapdazas hatékonysaganak morfologia és aramlasi sebesség fiiggését
vizsgaltam mérések és végeselem szimulaciok segitségével. Megallapitottam, hogy alacsony
csatornamagassagok esetén a magnetoforetikus csapdazasi folyamatok érzékenyebbek az araml &si
sebesség valtoztatasara. Vizsgaltam a specialis mikroszerkezetek koriil kialakuld sebességtér
hatasat a lokalis csapdazasi hatékonysagra, €s megallapitottam, hogy a sebesség lokalis
csokkentése, illetve az aramlasi profil modositasa alkalmas a magneses csapdazas hatékonysaganak
novelésére. Megmutattam, hogy olyan mikroszerkezetek koriil, ahol megndvekszik a részecskék
megtett Gtja — példaul transzverzalis vagy 6rvényld palyavonalak kialakulasa miatt — a részecskék
nagyobb ardnyban érik el a csatorna also, csapdazo feliiletét.

Végeselem modell felépitésével megmutattam, hogy a numerikusan szamolt sebességtér
alkalmas a magneses részecskék csapdazasi helyzetének és lokalis csapdazasi hatékonysaganak
eldrejelzésére — vagyis a modell alkalmas magnetoforetikus szeparacios szerkezetek digitalis
ikerként torténd alkalmazaséara. Az eldbbiekben alkalmazott oszlopok kombinaldsaval, és az
oszlopkozdk tavolsaganak beallitasaval olyan mint4zatot sikeriilt kialakitani, mely a szimulacios
eredmények alapjan nagyobb dramlési sebességek (2 pl/s) esetén is hatékonyabb csapdazasra lehet
képes.

A moédszer eldnyeként sorolhato fel, hogy az aktiv szeparalasi modszerek koziil ennél érhetd
el a legnagyobb aramlasi sebesség mellett effektiv szegregalas, ennek a modszernek a legnagyobb
az ateresztoképessége, nem hajlamos duguldsra. Az aramlasi sebességek, aramlasi nyomvonalak
vizsgalataval, a gyongyok tilepedésének kovetésével jo megkozelitéssel becsiilhetd a magneses

csapdazas helye ¢s mértéke végeselem modellekkel 1s. Az alkalmazott médium Osszetételére, annak
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fizikai paramétereire csak kis mértékben érzékeny, ellentétben a korabban bemutatott szegregacios
megoldasokkal. Héatranya azonban, hogy a minta elékezelést igényel, a célminta-specifikus
antitestek alkalmazasa megndveli az assay arat, és kezelési idejét

Osszehasonlitasképpen lathato, hogy a magnetoforetikus jelenségek vizsgalatasoran 50 pm
magas fluidikai egységben 2 pl/s aramlési sebesség esetén 10 perc alatt koriilbeliil 1049 pl
szlrlethez jutottam 99,6 %-os szlirési hatékonysag elérésével — @ 2,8 um gyongy méret és ~ 3,3 x
107 db/ml koncentracio mellett. Ehhez képest az oszlopos elrendezésti, 50 pm fécsatorna és 10 um
rosta magassaggal rendelkezé keresztaramlésos szliir6 geometria esetén alacsonyabb, 0,5 ul/s
aramlasi sebesség mellett, 30 perc sziirés idovel jutottam 650ul mintdhoz ~77%-o0s szlrési
hatékonysaggal — @1,97 um gyéngy méret és ~ 2,08 x 10” db/ml koncentracié mellett. Amennyiben
a focsatorna — rosta magassaga: 50 um - Spum volt, a hatékonysag leesett ~42%-ra. Természetesen
nem mindegyik modszer hasonlithat6 ilyen egyszeriien 6ssze a valtozatos paraméterek miatt, de jol
szemlélteti, hogy gyorstesztek esetén a kritikus szlirési 1d6, és a sziirési hatékonysdg nagy
varianciaval rendelkezik.
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7. Osszefoglalds

Kutatomunkdm sordn olyan mikrofluidikai rendszerben kivitelezhetd passziv és aktiv
manipulécids elven miikodo részecskeszeparacios megoldasokat vizsgaltam, mely célja els6sorban
alakos elemek, célsejtek szegregalasa a minta oldatbol — példaul vizeletbdl. A fejlesztett és vizsgalt
szerkezetek alkalmazdsa szempontjabdl fontos szempont a késébbi diagnosztikai rendszerbe
torténd integralhatosag, a hordozhatosag, melynek kiemelt aspektusa a mikrofluidikai rendszer
geometriai és anyagszerkezeti tulajdonsagainak tervezése és vizsgalata — az ipari alkalmazasokkal
Osszhangban. A RUBA (Rapid Urine Bacteria Analyzer), azaz gyors hugyuti baktérium elemzé
mérdeszkoz fejlesztése soran a kozvetlen cél baktériumok (D<4 pm) sziirése és az érzékeld
teriileten torténd pozicionalasa, lokalizalasa volt.

Olyan mikrofluidikai mintael6készitd szerkezeteket hoztam létre, melyek alkalmasak a
baktériumok mérettartomanyan kiviil esd, a késébbi mérési feladatokat esetlegesen befolyasold
alakos elemek sziirésére, elvalasztasara, illetve megvizsgaltam a kiilonb6z6 méretli alakos elemek
érzékeld teriileten torténd koncentralasanak lehetdségeit. Az elvalasztasi modszerek és szerkezetek
alapparamétereit elsdsorban méretbeli korlatozasok mentén terveztem, ezért figyelembe vettem a
valasztott megoldasok ateresztoképességét, hatékonysagat, robusztussagat, mas miiveleti egységgel
vald 0Osszeépithetdségét, integralhatdsagat is. A kialakitott mikrofluidikai egységek esetén
vizsgaltam azok geometriai paraméterektdl fiiggd teljesitOképességét, illetve javaslatot tettem az
optimalis morfologiai és miikodési paraméterekre. Vizsgalataim négy szeparalasi modszerre tértek
ki az alkalmazott kisérleti eljarasok soran, melyekhez megfogalmazott tézispontokat a fejezetben

listdzom.
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7.1  Determinisztikus oldal irdnyu eltérités
I.1. TEZIS

crer

alapu hasab) oszlopgeometridval rendelkez6 DLD mikrofluidikai szerkezet szeparacios
hatékonysagat dsszehasonlitva megallapitottam, hogy az oszlopok kozott kialakuld sebesség- és
nyomaseloszlas jelentdsen befolyasolja a részecskék oszlopmatrixban felvett palyavonalait — ez4ltal
modositva az elrendezésre jellemz6 elméleti kritikus atmérdt (Dc). Az altalam tervezett: 90um
oszloptavolsaggal és 40um résmérettel, valamint 2,86°-o0s eltolasi paraméterrel rendelkezé DLD
szerkezetek koziil a szimmetrikus négyzet alapu oszlopokat tartalmazo adja a legjobb, ~1000 pm
szeparacios eltéritést a vizsgalt 20,4um atméroji részecskékre, 20 oszlopperiodust figyelembe

véve. Tudomanyos kozlemény Po3

1.2. TEZIS

Megallapitottam, és E. coli baktériumok viselkedésén keresztiil is demonstraltam, hogy az erds
orientacidval rendekezd (pl. derékszogl haromszdg alaptl) oszlopok altal indukalt aszimmetrikus
sebességtér jelentésen modositja a részecskék palyavonalait, lerontva ezzel a lateralis migraciod
szeparacios hatasfokat. A megadott geometriai paraméterekkel jellemezhetd aszimmetrikus
rendszerekben a mintaoldat lateralis kiterjedése a bemeneti, fokuszalt értékének 255 - 363 %-ara
sz¢élesedik, 1igy az alakos elemek nem szepardlodnak ettdl a tartomanytol.

Tudomanyos kozlemény: Po3

Po3 Anita, Banyai; Petra, Hermann; Orsolya, Hakkel; Zoltan, Hajnal; Péter, Fiirjes; Shape design
dependent performance of DLD (deterministic lateral displacement) based particle
separation systems - FEM modelling and validation (2019) SelectBio, Lab-on-a-Chip and
Microfluidics Europe 2019, Rotterdam 2019.06.18-19.
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7.2  Keresztaramlasos szirés

I1.1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a nagyobb (szlirécsatorna/ fécsatorna) magassagaranyu szerkezetek jobbak
a szlirési hatékonysag szempontjabol: hasonld mennyiségli célrészecske kinyerése mellett
jelentdsen csokkenthetd a nagyobb részecskék ateresztése, javithato a sziirlet tisztasaga. Az 1,97
um atmérdjii részecskék mellett megjelend 6,08 um atmérdjii részecskék szama 79,5%-kal, illetve
69,6%-kal csokkent az 1:10 magassagaranyd (Sum / 50pum €és 10um / 100pm) szerkezetekben, az
1:5 magassagaranyuakhoz (Sum/ 25pum és 10um / 50pum) képest. Tudomanyos kézlemény: Po2

11.2. TEZIS

Megallapitottam, hogy allandé tomegaram mellet a kisebb keresztmetszetli fOcsatornakban
kialakulé6 megnovekedett lokalis aramlasi sebesség miatt romlik a sziirés hatékonysaga.
Bizonyitottam, hogy a passziv szeparacidés szerkezetként vizsgalt duzzasztogat tipusu
keresztaramlasos szlrd alkalmas kisméretli sejtek, E. coli baktériumok eldsziirésére; azonban a
sziirés hatékonysaga fiigg a mintaban talalhato nem specifikus alakos elemek jelenlététol. Amintaba
kevert 6,08 um és 15,8 um atmérdji gyongyok mellett az atsziirt E. coli baktériumok hozama
~35 %-kal csokkent. A szlirési mérettdl nagyobb elemek miatt a szlird feliileten kialakul6 sziirési
tomoriilési  réteg  jelentdsen  akaddlyozza a  célsejtek  atjutdsat a  szlirletbe.

Tudomanyos kozlemény: Po2

Po2 Anita, Béanyai; Maté, Varga; Péter, Flirjes; Filtration efficiencies of crossflow type

microfilters for E. coli separation (2022) Matrafiired International Meeting on Chemical
Sensors 2022 — Visegrad, Hungary, 2022.06.13. (2022. jinius 12-17.)

108




7.3 Laterdlis fokuszalas
1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a csatorna magassaganak csokkentésével (50 pm —> 25 pum) jelentésen
méret szerinti elkiilonitése. A leghatékonyabb 25 pm magassaggal és 50 pm Kritikus
keresztmetszettel rendelkez6 mikrofluidikai csatornaban, 1 pl/s térfogataramlasi sebesség mellett,
a 15,8 és 4,8 um atmérdji részecskék esetén a kimeneti keresztmetszet tobb, mint 20 %-anak

megfeleld lateralis fokuszpozicid tavolsag érhetd el. Tudomanyos koézlemény: P2, P3

I1.2. TEZIS

Kisérletekkel bizonyitottam, hogy az altalam alkalmazott periodikusan valtoz6 keresztmetszeti,
aszimmetrikus kanyarulatokbdl felépiilé mikrofluidikai csatornaban a magassag jelentds
csokkentésével javithato a célsejt E. coli baktériumok koncentralasi hatasfoka is. 15 pm magas
mikrofludikai csatorndban, 1 pl/s-os térfogattaramnal a 300 pm széles csatorna keresztmetszetének

77 %-ara koncentralddik a sejtpopulécio. Tudomanyos kézlemény: P1

1.3. TEZIS

Kihasznalva az alkalmazott mikrofluidikai rendszer periodikussagat, ciklikusan ismétlddd
végeselem modellt javasoltam, amelynek kimeneti paramétereit (sebességtér, részecske
palyavonalak) ismét a bemeneti oldalon definidlva, tetszéleges hosszisagi mikrofluidikai rendszer
viselkedése modellezhetd moderalteréforrasigény mellett, annak legyartasa nélkiil, csupan digitalis
ikrének definialasaval. Legyartott fluidikai rendszerben vizsgélva és 0sszehasonlitva célsejtek és
polisztirol gyongyok aramlastani viselkedését, meghataroztam a valtozatos morfologiaju E. coli,
vorosvértes, ¢lesztdgomba, és HeLa sejtekkel ekvivalens rigid gdmb atmérdket: 1-2 pm, 56 pm,
10 pm, 15-17 pm. Végeselem szimuldciok numerikus eredményeit Osszevetve a kisérleti
eredményekkel megallapitottam, hogy a modell j6 eredményeket ad a laterdlis pozicio
vonatkozasaban, de annak eloszldsat csak nagyobb hibahatarral képes szamitani.

Tudomanyos kézlemény: P1

P1 Banyai, Anita; Farkas, Enikd ;Jankovics, Hajnalka ; Székacs, Inna; Toth, Eszter

L. ; Vonderviszt, Ferenc ; Horvath, Robert ; Varga, Maté ; Fiirjes, Péter
Dean-Flow Affected Lateral Focusing and Separation of Particles and Cells in
Periodically Inhomogeneous Microfluidic Channels

SENSORS 23 : 2 Paper: 800, 19 p. (2023); https://doi.org/10.3390/523020800

P2 Banyai,  Anita ™ ; Toth, Eszter  Leeldssyné ; Varga, Maté ; Fiirjes,  Péter
Geometry-Dependent Efficiency of Dean-Flow Affected Lateral Particle Focusing and

Separation in Periodically Inhomogeneous Microfluidic Channels
SENSORS 22 : 9 Paper: 3474 , 13 p. (2022); https://doi.org/10.3390/s22093474

P3 Bényai Anita, Batd Lilia, Leeldssyné Toth Eszter, Varga Maté, Fiirjes Péter*®
Aramlastani  jelenségek mikroszkopikus mérettartomanyban — mikrofluidikai
Fizikai Szemle/ LXXIII. EVFOLYAM, 11. (828.) SZAM

109



https://m2.mtmt.hu/api/author/10073944
https://m2.mtmt.hu/api/author/10054881
https://m2.mtmt.hu/api/author/10012626
https://m2.mtmt.hu/api/author/183
https://m2.mtmt.hu/api/author/10044262
https://m2.mtmt.hu/api/author/10044262
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001580
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002473
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001783
https://m2.mtmt.hu/api/publication/33552859
https://m2.mtmt.hu/api/publication/33552859
https://doi.org/10.3390/s23020800
https://m2.mtmt.hu/api/author/10073944
https://m2.mtmt.hu/api/author/10044262
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001783
https://m2.mtmt.hu/api/publication/32826258
https://m2.mtmt.hu/api/publication/32826258
https://doi.org/10.3390/s22093474

7.4 Madgneses szeparacio

IV.1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a sebesség lokalis csokkentése, illetve az aramlési profil modositasa
alkalmas a magneses csapdazas hatékonysaganak novelésére. Megmutattam, hogy olyan
mikroszerkezetek koriil, ahol megnovekszik a részecskék megtett itja —példaul transzverzalis vagy
orvénylo trajektoriak kialakulasa miatt — a részecskék nagyobb aranyban csapddzodnak a csatorna

also feliiletén. Tudomanyos kézlemény: Pol

IV.2. TEZIS

Végeselem modell felépitésével megmutattam, hogy a numerikusan szamolt sebességtér alkalmas
a magneses részecskék csapdazasi helyzetének ¢és lokalis csapdazasi hatékonysdganak
elérejelzésére — vagyis a modell alkalmas magnetoforetikus szeparacids szerkezetek digitalis

ikerként torténd alkalmazasara. Tudomanyos kozlemény: Pol

Pol Anita, Banyai; Eszter, Leeldssyné Toth; Péter, Fiirjes; Effect of channel

morphology on magnetic separtation in microfluidic particle trapping (2022) SelectBio, Lab-
on-a-Chip and Microfluidics Europe 2022, Rotterdam 2022, 2022.06.20. (2022. junius 20-21)
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8. Eredmeények hasznosithatdsaga

A mikrofluidikai rendszerek olyan, jellemzden bankkartya, mikroszkop targylemez vagy
kisebb méretii egységek, melyek valamilyen folyadék fazist mintéat kezelnek és vizsgélnak egy zart
tobbnyire egyszer hasznalatos polimer alapu kazettaban. Mikrofluidikai rendszernek hivjuk 6ket,
mert ezek a kazettdk olyan csatornahaldzatot tartalmaznak, amelyeknek egy vagy tobb dimenzidja
(csatorna szélesség, magassag, térfogat) mikronos tartomanyban mozog.

A mikrofluidikai kazettak elsddleges feladata, hogy a mérendo analitot, ami barmi lehet (pl.
baktérium, fehérje, virus, DNS, RNS stb.) egy mintabol (pl. vérszérum, vizelet, ivoviz stb.) minél
nagyobb pontossaggal és érzékenységgel kimutassa. Vagyis applikacios oldalrol a mikrofluidikai
rendszereket jellemzden valamilyen diagnosztikai vagy monitoring feladatra fejlesztik, leginkabb
orvosi célu felhaszndlésra, ahol fontos, hogy a mérést miniméalis mintatérfogatbol, minél rovidebb
1d6 alatt oldjak meg.

Ahhoz, hogy a fent emlitett mérés sikeres legyen az esetek tilnyomo tobbségében a mérendd
mintat eld kell késziteni, ez az Gigynevezett mintapreparacio. A minta el6készitését a klasszikus
laboratoriumi gyakorlatban manudalisan végzik, jellemzden pipettazasok, kevertetések, szlirések és
koncentralasok folyamata. A mikrofluidikai rendszerek céljai ezen feladatok kazettaba integralt,
nagy pontossagu elvégzése. Amennyiben egy mikrofluidikai rendszer mar tartalmaz valamilyen
szenzoregységet (pl. bioszenzor) is, ami a mérendd analit kimutatasaért felel, ugy lab-on-a-chip
(LOC) rendszernek hivjuk. A LOC rendszerek tehat egy olyan integralt mintaanalitikai eszk6zdk,
melyek képesek kivaltani a bonyolult laboratoriumi miiveletek sorozatat és a mérést az ellatas
helyén elvégezni, legyen az akar terepen, a haziorvosi praxisban vagy a betegagy mellett. Ezek a
LOC rendszerek az alappillérei a modern, nagy pontossagu point-of-care orvosdiagnosztikai
eszkozoknek is.

Kutatasom soran a mikrofluidikai rendszerekben haszndlatos kiilonbozo aktiv és passziv
részecskeszeparalasi és koncentralasimegoldasokat vizsgaltam. Arészecske vagy analit szeparalési
¢s koncentralasi eljarasok a mikrofluidikai mintapreparacios lépések ko ziil az egyik sarkalatosabb
¢s legnagyobb kihivast tdmaszté funkciok. Szamos applikécids esetben sziikséges a mérendd
analitot és a mérést zavaro egyéb elemeket (sejtek, tormelékek stb.) elvalasztani egymastol, azért,
hogy ne zavarja az analit mérését a médium ,,zaja”, azaz ne csokkentse szamottevéen a rendszer
szenzitivitasat és specificitasat. [lyen tipikus applikacids esetek a teljes vér vagy a vizelet szlirése,
ahol a sejtes és egyéb alakos elemek (nyak, kristaly, sejttormelék stb.) jelenléte gyengitheti vagy
sz¢élsdséges esetben ellehetetlenitheti a biokémiai kdlcsonhatast a detektalo agens és analit kozott.
Bizonyos esetekben (pl. baktériumok kimutatasa vizeletbdl vagy vérszérumbdl) sziikséges az analit
koncentralasa a mérés elott, ezzel ndvelve a rendszer szenzitivitasat. Ezekhez olyan integralt
mikrofluidikai megoldasokat kutattam, amelyek bizonyos peremfeltételek mentén beilleszthetdek
egy modern orvosdiagnosztikai eszkdzbe, mellézve a késziiléken kiviil torténd koriilményes minta
sziirést €s centrifugalast.

Az integralt mikrofluidikai részecskeelvalasztasi technoldgidk koziil kiemelt figyelmet
forditottam és intenziv kutatdsi munkéval tanulmanyoztam a DLD, keresztaramlasos szlirés és a
lateralis részecske fokuszalasi passziv elvalasztasi technologidkat, valamint eldzetes kutatasokat
folytattam a magnetoforetikus aktiv elvalasztasi modszer tekintetében is.
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Applikéacids oldalrol megvizsgdlva az eredményeket kijelenthetd, hogy a passziv
elvalasztasi és koncentraldsi technikdk olyan esetekben hasznalhatoak, amikor a mikrofluidikai
kazetta miikodtetését nyomasvezérelt kiilsé pumpéval (fecskendd, perisztaltikus, piezo, egyéb)
biztositjuk €s a megnovelt aramlasi sebesség nem kritikus méréstechnoldgiai oldalrol. Erre jo
applikacios példa a mikrofluidikai kornyezetben megvalositott sejtszamlalo (cell counter), ahol
nincs a rendszerben olyan aktiv feliilet, ahova a vizsgélni kivant sejteket immobilizalni kellene, de
sziikség van az analit nagy hatékonysagu és gyors elvalasztasara. Olyan esetekben is hasznalhatoak
a passziv elvalasztasi megoldasok, ahol van egy dedikalt szenzor zona a mikrofluidikai kazettaban,
de olyan erds az analit és a felismerd agens k6zotti kolcsonhatas, hogy a novelt aramlési sebesség
szamottevoen nem csokkenti annyival a rendszer érzékenységét, mint amennyivel az elvalasztasi
technika ndveli azt, vagyis a mérleg eredménye végséd soron pozitiv. Erre egy jo példa a
kardiovaszkuldris megbetegedések diagnosztikdjban hasznélatos gold standard szérumfehérjék
kimutatasa (nt-proBNP, cTnl stb.).

Azonban szdmos olyan applikacios eset is van, ahol a megnovelt d&ramlési sebesség mar
jelentds hatrany és szamottevo érzékenység csokkenést okozhat. Azokban az esetekben, ahol a
mérendd analit és felismerd dgense kozotti kdlcsonhatas gyenge (pl. alacsony Kd értékii antitestek)
vagy az azonositdsra vard analit egy €16, 6nallé mozgasra képes, viszonylag nagy organizmus (pl.
baktérium), a megndvelt aramlasi sebesség rontani fogja a kimutatasi hatart és a hatékony
elvéalasztas ellenére a rendszer eredé hatasfoka nem lesz elégséges (negativ mérleg). Ezekben az
esetekben érdemes olyan elvélasztasi technologidkat keresni, ami alacsony aramlasi sebesség
mellett is megfeleléen miikodik. Ilyenek az aktiv elvalasztasi technolégidk (pl. magnetoforézis),
ahol valamilyen kiilsé erdtér hatdsara (magneses, elektromos, akusztikus stb.) jon 1étre a kivant
részecske-szeparaci6. Ezen megoldasok tovabbi kozos elénye, hogy implementédlhatdak
ugynevezett autonom mikrofluidikai rendszerekbe is, ahol a minta aramlasa kapillaris erok hatasara
torténik, igy kiils6 vezérlés nem sziikséges.

Az autondém mikrofluidikai rendszerek elonye klinikai oldalrol, hogy a kazetta és a mlszer
kozott nines fluidikai kapcesolat, igy a kazetta egy 6nallo zart egységet alkot, ami mérést kovetéen
eldobhat6. Nem kell megoldani a bonyolult és kockazatos automatikus fluidikai csatlakoztatast, a
csatlakozok id6szakos tisztitasat, nem meriil fel olyan veszély, hogy a minta kontaminalja a miiszert.
Azonban az autonom fluidikak esetében a feliileti fesziiltségek pontos beallitdsa, azok 1idébeni
allandosaga, a preciz, kontamindcio mentes kazetta gyartas hatvanyozottan kritikus paraméterek.

A fenti applikacios példak jol mutatjak, hogy mar csak az in vitro orvosdiagnosztika
iparagban szamos teriileten sziikség lehet ilyen integralt, mikrofluidika alapt passziv vagy aktiv
részecske elvalasztési technoldgiakra. Az, hogy adott esetben melyik technologia az optimalis, azt
elsésorban a klinikai igények, méasodsorban pedig a fejlesztés alatt all6 rendszer hatarozza meg.
Kutatdsom ezt a dontést abban segiti, hogy bizonyos, gyakran vizsgalt mikrométeres vagy nagyobb
alakos elemek esetén (baktérium, vorosvértest, ¢lesztdgomba, HeLa sejt), mikor melyik passziv
vagy aktiv elvalasztasi megoldds a célravezetd adott rendszerbeallitdisok mentén. Mivel a
vizsgalatom a PhD idészakom alatt nem volt teljeskorii, igy a jovoben terveim szerint folytatni
fogom ezen teriiletek vizsgalatat.
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9. Publikacios jegyzék

9.1
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9.3
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Po4

Tézisek alapjaul szolgalo publikacidk
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12. Fuggelék

élmi A A oi Geometria
Célminta Médium Méret (Q) Celmmt,a .. Araml?Sl Szeparalasi hatasfok Modszer Ref.
koncent-racio sebesség Dc G 0
karboxilat P . ,
i KCl dH20-ban eyongy: 20,25 V DC; 500 Hz (320 Vpp) AC, DC elektromos mez6 segitett DLD, kor alaku oszlop i
gyongy n.m 50 pum/s i s o M 8 um]; 6.3 pm 18 um 3,18 [75]
=0 12,5 mS/m 1 pm célmintak szeparalasa . o e .
(porisztirol vagy 100.500 nm elentroda planaris, egymastol [D 2,2 mm]; [L 31,3 mm]
karboxilat) s — - - -
DI viz + Tween 20 860 nm nm nm célminta térités 15,348,6 ym  2yémantalakit oszlop; csatoma [L 500 pm] [H 22um}; [W 180 g3y 550 gosmad  [170]
um]; oszlop [3,5x3,5 pm]
CTC
(keringd higitott vér (10x - 4o o 3L At Ao .« . an s 8-10
tumorsejt) en PBS-ben) 14 £2 um 10* sejt/ml 5 ml/h 99% két 1épcsds DLD, kor oszlop MCF-7 véralkotoktol szeparalas . 20 pm n.m [171]
MCE-7
parazita Vordsvértest = 4.9 parazita dusitasa a sziirletben
6 4 . , 2y 21 £ . .
(Afrikai teljes vér (+ [L~30 pm] X 10%/ul, Feher 100x; voros vérestek 99%-ban koralaku oszloprendszer, 13 szekci6bol dll, mindegyike De/pm N
tri . _ sralvadasaeatld W 2.5 vérsejt = 2600 /pl 1 ul/s IKiiléni k- fohér vérse] egyedi Dc-vel; véralkotoktol T. cyclops parazita szeparalas, Ny 12 um novekvo [172]
ripanoszéma véralvadasagatlo) [ ,5 um] ~ elkiilonitettek; fehér vérsejt 3-9
, L , trypanosomes = S L . . csatorna [H 4 vagy 11 pm]
fonalszerii) 8400 /ul elkiiloniitve és 200x dusitva
. 0, A 1
cralkotsk vordsvértest [M ! m”ffis’ .Ofgllﬁ;gl..utf‘ml,iehltdld ;é(l)( ezelt | 3-9
veratkotok . 1 1-2.5 um; SZ 6- mad T1g1aebh vorosvertes pm-na rigiditas szerinti vizsgalta; glutaraldehiddel (0-0.01%) kezelt um; +
(T-leukocita és— higitott vérbol s . novekvd jobb tériilés 1100 mbar nyomas e .« , .y . ,,
R o . 8 um] 1x 10° sejt/ml . . vorosvértestek; kor alaka oszlopok, 14 szelcidval, 0,5 12 um novekvd [173]
fehérvérsejt; (vér: PBS; 1:20) Ly (20 mbar- melett, mint a kezeletlen; A L o
e o fehérvértest [8- . i szakaszonként elétré Dc értékkel, csatorna [H 25 pm] um/sze
vorosvértest) 600 mbar leukocita szubpopulascio is -
10 um] , ; , kcio
nyomas) szeparalhato
96%
spéra o 4 6 s . (4x futtatas, kicsi (0.1-3.5 pm) A . 13.5; 10.5 12.86°
(Apergillus) PBS 0.1% Tween 44+09um 4.4x10° spora/ml 5,5 ul/min nagy (5-10 um) populicio szegregalas 2 részletben, kor oszlopok 25 pm um 25 70 [174]
elkiilonités; 400 spora/s
'kis sejtek:
baktérium Luria-Bertani 400-500 nm; 10,25,50 o i kor alaku oszlop (25 pm), gdmb alaku minisejtektdl és sziild o
E. coli (LB) médium ’E. coli: 240000 db/ml ul/ min 75,5% szepardcié sejtektél (@3=400-500 nm) palcika alakt baktérium szeparalas S00nm 2.5 pm ! [175]
1-10 um
'[SZ 0,5um; L 2
baktérium um] oszlopalak: négyzet, I, L, T, iill6, valamint forditott L, T, ill6
IE. coli [SZ 0,6 pm; csatorna hossz 14 mm, szélesség 700 um; oszlop méret 6 pm,
2K. Pneumonia dH20 L1,8 um] n.m n.m 100% eltérités I alakt oszloppal 3 um gyodngy, vorosvértest és baktériumok szeparalasa, 1 pm 4pm 1,6° [69]
3P. aeuruginosa *[0,6 pm; 1,6 oszlopok rangsorolasa szeparacios index alapjan (legjobb
4S. Epidermidis um] szeparalas I oszlop, legrosszabb, kor alakt oszlop)
‘10,7 pm]
0.01-0.02% kisebb vezikulak dusitasa, 60-70
extrac?lluralls vizelet 20-110 nm gyongy -térfogat 200-300 i re,szecskek tentese,,l 09 e ko alaku oszlopok alkalmazasa, 0,37xG 25-235 5.7° [52]
vezikula frakeid ul/s nél nagyobb exoszomak nm
elkiilonitése
0-5-10%(w/v) s kor oszlop DLD; 0.7-1.1 1.4-3 o
DNS PEG 10-1000 nm 166 kbp T4 DNS 20-40 um/s DNS tartalom 87x koncetralasa elektroforézis segitett; [H 10 um]; [L 3 cm] um um 3.8 [74]

11. tabldzat Determinisztikus oldal irdnyu térités modszere vdltozatos célmintdra célzottan. Jeldlés: hossz[L]; magassag[H]; szélesség[W]; tavolsag [D]; nem emlitett (n.m.)
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Célminta Médium Méret (Q) k Celmmfa' . Aramlz,m Szeparalasi hatasfok Médszer Geometria Ref.
oncentracio sebesség
10¢ db/ml koncentralasi nagysagrend:
CTC 'Fehér vérsejt(fvs.: ~ 10 (MCF-7 kiilonb6z6 11.3;%10.79 . e . o spiralis keresztaramlasos
. , 4ml . inercialis microfluidika kombinalasa kreszt o
(keringd PBS um; aranyban adagolva: (3-6ml) recovery efficiency: iranyfi filtralssal szird [176]
daganatsejt) *MCF-7: ~20 pm 0.09% és 0.99%) 190.4%;%87.97% [H 100,150 um]
1100x dusitas
I .
vvt.[2 pm; 8 pm]; fvs.[> 10%seit/ul oszlopos sziirés: vvt. >85,3%-ban HxWXL[30 umx60umx160 mm]; elregfiilzoéps(')slgz.o%it:zslo
Véralkotok higitott vér (100x) 10 um; limfocitak 6-15 VR 10 pl/min eltavolitva; oszlopok [@20 um, rész 6,5 pm]; (@oszl.= 20 ’m)' 6.5 um f . [87]
pm] gétas sziirés: vvt. > 93 3%-ban eltavolitva gat[rés H 3,5 um; g‘;stz[}'l 26, 5*;[ n W 25‘ um‘;s’
. tej , e o . . .
spora porus 12 pm, [MPI]:10tdmeg% . . . memranhossz: 1,02 mm;
(Bacillus T (.Ultr,ar}or 90,75 hossza[1,53 =0,18]; 10*és 10° cfu/ml 123 L/m%h flux; fehérje atvitel 90%; Ser!e Membrfellox a-alurmlAnu}m-OX{d . 19 csatorna, ennek @-je 4
. ejfehérje Izolatum N A R 0,7-2m/s X B . keramia membran tesztelése; porusméret: P . [177]
mycoides . szélessége[0,9 = 0,11] baci logaritmus 2,6 rendii csokkenés a e ; mm; szlirés feliilete: 0,244
spora) por[MPI]. 3’10’15 soraszamban 0.7:1,4;2;5;12 pm; m? membran
tomeg%)
P:Zi:z;ir:as viz pélcika flllalz_ﬁé %:[0-5 0.8 1x108 sejt/ml p=100mbar 60.5-82.3% 2x14x0.1cm? t?ﬁogzt mem;ér,lra pumpalva; 6 CF egyts)ég; poliarﬁid fels6 (86]
aeruginosa pum; 1.5-3.0 pm] vef= lem/s poliamid membran a bemenettel;
e)'(trace'llurél L CD63+/CD9+ EV jelenléte tangenciél'is érar}llfisos szﬁr.és (TFF) ' ' o
is vezikula MSC- kondicionalt 60-150 kDa nm nm 1500-1000 KDA: ~10% jelenlét 2 féle sziird sorrend: keresztdramldsos sziir6, nem [178]
(EV.)(CD63+ médium ’ ' 2100-300 ki)A' ~11% '1000-5-500-300-100-50-10-5 részletezett
/CD9+) ’ 21000-500-300-100-50-10-5
pDMS/IPEL
nanorészecske 40
DNS (cito toxliltgé/ ;“ILérésnél nanorészecskék linedris polietilén-imin
(plazmid részben PBS 68 nm pDNS konc. 0.05-1 15.5' 24%-ra csokkentett szabad IPEI tartalom, (IPEI) és pDNS .szﬁrése citotoc.:ités mérése, modositott poliéterszulfon [179]
DNS) 1x104 .se'.tre ml/min és a nanorészecskék 80%os visszatartasa szabad IPEI jelenlétének vizsgalata (mPES/300 kDA) sziiré
elgll%en szaba dJIPF:I transzfekcié hatékonysagara vizsgaltan
médiumban 0-
0.5mM)
149.49+9.68%
15%10°; 21x107 253.54+3.77% 2 PDMS csatorna (H=0.1
részecske/ml minta jut at a sz{irn; mm, L=30mm és ellenallasi
virus PBS 100 nm (4 fele 1700-2400 145.21+£4.18% 50 nm poérusmérettel polikarbonat (PC) csatorna H=0.04mm ¢és [180]
(HIV) koncentraciobol a ul/h 248.54+18.70% memranon keresztii sziirt L=65mm)kozdtt polikarbonat
legjobb virus elkapas sz(ird 50nm-es résmérettel,
eredmények) kozel 100%-os az atjutott minta

mennyiséghez normalizalva

10pm magas

12. tablazat Crossflow térités modszere valtozatos célmintdara célzottan. Jelolés: hossz[L]; magassag[H]; szélesség[W]; tavolsag [D]; nem emlitett (n.m.)
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Célminta Médium Méret (9) Célminta koncentracié Aramlasi sebesség Szeparilasi hatiasfok Médszer Geometria Ref.
20<Rec<800 99% [L 40 mm];
dH20 10,15,20,45 ym 10°-10* gydngy/ml 0.05-5 ml/min (Re<100) egyene, trapéz keresztmetszet [H 50 pum] [104]
' oldalarany ~4, Tan (a) ~0.45
, N B . ) gorbiiletes csatorna eltérd s
DI viz 10,15,20 pm 0.01 wt% 400-2700 pl/min gorbiilettel (280°, 230°, 180°) [H 90-75-60pm)] [106]
, két 1épéses téglatest,
0, — B o 0,
viz 9.9um 0.05% (Rep=2.9 >3.9->2.8) 99% haromszog, felkor [L2.5+ 1+ 1 cm] [105]
ateresztoképesség=1-5x10* [H 50-55 pm]
. [L 36 mm]
részecske/s 6sszehtuzodasok=120 db
. vizes oldat (0.5 In 273 198.2,26.5,’5.4 gydngy 10-190 ul/min Max. (Recovery, Tisztasag;Re.) tobbnyilasn dramlés . .
BYONZY (10 Tween 20) 27,15 pm x10%/ul (Rec=7-133) 190%;-;(1)14 és 220,2)112 frakcionalds (MOFF) egyenes csatoma [W 43-50 um) négyzetes  [110]
(polisztirol) 203 7%:26.6%:70: kiszélesedésekkel [W200x200 pm]
75.2%:36.4%:98 egymastol_ 10’0 pm-ra, majd 0.8 mm-re
kiszélesedd csatorna
n?rjl‘f;(:;:tzrsli - egyenes csatorna, taromszog
folyadék (DI 32,438, 13um 107 gydngy/ml 10-300 pl/min nagy ateresztOképesség alaku kiszélesedéssel tagulési-6sszehizodasi - tiregtombok [109]
viz, PEO) (>10000/s) (Sz=100 um, H= 50 pm)
3 részes kombinalt csatorna;
aszimmetrikus szerpentin és
0, 6 _ . -
nm 10.2 pm 0.1 wiv% (2x10 20-100 wl/min ateresztSképesség: akar 50000 egyenes szakaszok [H 50 pm];[SZ 100-t61 30 pm-ra sziikiil]  [181]
részecske/ml) (Re,<6) A kombinalasa, pontos
4 részecske/s s .
poicionalas aramlasos
citometridhoz
u=0.5 m/s atfutds 1-4; 1 szl;)enslzmé;;:eses l[I-I(aii\);/lvl ;I(l)])
'PBS >9.9 um 2x10° sejt/ml ~ koncentracio novekedés 2, ", N . el [182]
Re,=1.5 2. aszimmetrikus hulldm, 3. 2.(35;120)
CTC P 4,10,15 x
(A431; magas egyenes 3.(35;20)
MCF-7) forditott hullamesatorna
*higitott vé 315 ~5x107 sejt/ml 49,41 ul/min-197,6 pl/mi 89,72% recovery, sdaraml H=40 pm; $z=125 pm; 108
1gttott ver -hoHm setm AL HUMIn=1577.60 p/min dusitas 5.3%-101 68.9% segedaramias fels-kiilsd/, belsd félkér= 800, 350 pm; [108]
also kiilsé kor: 3 féle 800, 1000, 1200 um
3 szakasz:
. , legyenes; széles
gyongy PBS 6 0.5 m/s . A csatornamagassagok ) o ’
A431 sejt 9.9 pm 2x10° gyongy/ml (Rep=1.5) 4szeres futtatasra 15x dusitas teszteldse 3hullamcsatorna, [182]
egyenes; magas,
[H 35 um]; [SZ '80;%120;330 um]
atereszt8képesség 1.1x10° .
K 3 részes[W;H;L]:
MCF-7 ., . g . . sejt/perc; 95.2+4.8% o los : i
(gydngy higitott vér MCF-7 méretbeli VVt : MCF-7 10000:1 Re=20;60 hatékonysag; <2 um felbontés; eltérd csatomaalak , teglatest2pm;40um;2em] [91]
15510:8) (500x%) eltérés: 13-24 pm) vérseit kKilokSdés arny: kombinalasa egyenld szart derékszogl haromszog
e J 94.850 6% ¥ [76um;43um;2cm]
. . 0
aydngy: Re=0.075-225 v=1.5 ml/min
' 1. 1% gyongyoldat Rp=~0.15-0.24 (10 1% gyongyoldat . . . L=3cm
1 .
Véralkoték PBS Z,i,a,lgzélilm, 2.2% v/ hig. um): Re ~ 90 aszimetrikus hullamcsatorna Dh=10-87um [92]
(‘vvt; ) 2.u=0.5 m/s 1g/hr
2vérlemezke) 20/ <2 1l vérben: . 5 kimenet:
2% vér PBS- ~5 x 10° RBCs, (2-5) x 0.9m_1/m1n 5. kim: nincs célminta, 2x asszimmetrikus kanyarulatos kanyarulat 350 és 650 um
ben 2-4 um (7-15 pm) E (Rep=1.53) L . _ [107]
10 ml 10°lemezek, and (5- 10) x Re=115 dusitasa a nagy sejteknek; csatorna H=50 um
(10 ml) 10° WBCs ¢ 3. kim.: lemezkék 100x dusitasa
. . 3 ml/min ., . .
higitott vér, e w spiral; 3 féle oldalarany
De=17;37 geometria fliggd célminta A
gyéngy, RBC 1M 10 um n.m 21:28.2-30.6: Re=200 nm poziciondlasi kisérlet; AR =0.6:0.4;0.2 g1(250 pm x 150 pm), [95]
fluoreszcein 3+ 35.36.5: Re=200-260 K imul4cio £2(250 um x 100 pm)
oldat 22:35-36.5; Re - numerikus szimulacio 23(500 um x 100 pm)

g3:De 38
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2VIv%: asszimmetrikus
. . (N o 0/ ik A . . . .
gyongy s 2-17 pm higitott vér 2v/v%)  vérPBS-ben 0.5-5%-ban 0.5 m/s; Re= 0.075-225 000 VS 99-8% et eletképesség - hullimesatomna, viltozatos Dh: 10-87 um [92]
VvVt higitva volt mérve részecskeméret, Rc és De
& értékek hasznalataval
minta=30 pl/h
13 um PEO =360 pl/h S um - 95%
.. . T s Re 0.25-2.1 2 um - 93%; nem-Newtoni folyadék [L=35 mm]; [H
higitatlan vér  gydngy: 5 és2 um 10°CFU/ml (Rp 0.002-0.015 (for 5 fehér vérsejtek — 92% fokuszalasa 55 uml; [W 65 um] (o1l
pum)) E. coli 76%
baktérium
(E. coli) magneses
nanorészecske . - .
) kluszter 10¢fu/ml-100cfu/ml PBS= 5 ml/min 100cfu/ml - tejben trapez Waape = 1000pm;
tej 1 . L . . csatornakeresztmetszet, Hipape,=250 €s 500 pm [183]
szabadon (10 ml minta) minta= 5 ml/min (10 ml minta) A B
o= 150nm spiralis csatorna 10 hurokkal hurok,=1.5 cm
’E. coli-t kotve
teybngy 0.01-1v/v%
1(107/ml-10° - ;
“cianobaktéri 12 um; 920,200 nm; 20((1)(1) {m(l) })? ! ‘;‘12/ 1100-1400 pl/min . " . 4 m“fshz".sli?“i(wo °1§g1’ SZ?rpent‘l‘(‘ %0
um(Synechos DI viz 2 um gy. +2 pm .01es0.01 v/ivie (Re=11.1-1550) 97% dasitas aszimmetrikus szerpentin csatorna;SZ: kis kanyar 20 pm; nagy k. [118]
ystis sp. PCC cianob (107/ml gy. és 2.5x107/ml 2300 ul/min csatorna um; végén 150 um kiszélesedéssel; M=
6803)) ' c) 10pm
bekatium 3x higitott teljes bactérium szepardlas spiral, M.80um; SZ: 500um;L: 10 cmSZ:
E. coli, P. vér valamint 1700 pl/min (szepraalas 20 . P 75 um
. . . Vvt. (~ 6-8 pm) . 4 . . > 65 °baktérium recovery (20perc/ml); majd RNS ..
aeruginosa, teljes vér . E. coli: 10-10%/ml perc/ml-teljes vér-10-100 s AR SZi:425 pm [93]
N E. coli (<1 pum) 10-50/ml detekcid €s antibiotikum
Saureus, ( kopeny folyam /ml) foadk . 86 Sz0:200 pm
E.faccallis PBS) ogekonysig teszt (8 6ra)
baktériumok
('E. coli, Ygyéngy (*1,°2 pm)
2Salmonella [W;L]: ‘recovery (*96,8%;98,1%)
typhimuriu DI vi '~ 0.5;~1 pm, 10 *® részecske/ml) 30-180 ul/min 'E. coli 6.5x koncentrélés;
m; viz 22 0.4; ~1.15 um; (Re=22-133)
3Klebsiella 3~ 0.6; ~0.9 um
pneumoniae

recovery 99.3%; 120 pl/min
esetén)

két kanyarulatos csatorna,
COMSOL szimulacio

(R=0.5 mm); M=10 pm, majd 7.3 pm;

SZ=20 um [89]

13. tdbldzat Laterdlis fokuszdlds mddszere vdltozatos célmintdra célzottan. Jeldlés: hossz[L]; magassag[H]; szélesség[W]; tavolsag [D]; nem emlitett (n.m.)
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Célminta Médium Méret (Q) Célminta koncentracio Aramlz,m Sze,p aralaISI Médszer Geometria Magneses eré Ref.
sebesség hatékonysag
vékony filmt
~ 19%-ban javitotta mikromagnes . .
(cocLT(fzo s teljes vér ~ 20 um CTC; 150 56jt/10-20 pl, 2,5 ml o . sejtesapdézast; 14%-ban  mintazat, nikkelbdl gsgﬁf“;e’;rfrif;g Hf;;%gg‘; }f‘lf’jfflia 03 Tm [184]
. gyongy ~ 100 nm vérben ’ javitotta az eloszlas [W 20 um x H 200 ’ ’
sejtek) . L — felett
uniformitasat nm], egymastol [D
100 pm]
peptid funkcionalizalt 3tﬁrrzln(;-pr§)11;ill-
Candida superparamagneses , iz alapt méfumbsl > (APTES) kerelt é o
albicans vér nan‘sz;’z‘;‘iske lgofrﬁf) : ?gfg;ﬁg}l}’ 10 ml/mint 80%; vérbdl ~55% GP340 fehérje ével kar;‘;g; ;Z‘[rln{“ia‘l’g’;:ﬂ?pfgn; i(é);lm] 275 mT [185]
gomba (SPION); 1,8 um + eltavolitasa funkcionalizalt ’ ’
12’0 n’m W gyongyokkel
gomba csapdazas
magnes 100 pm vastag; 45° ferde
. ' mégneses gybngy \ 0,6 ml/h ferromégneses hom?/ok, spiralis aramlas
Teljes vér -~ 10* CFU/ml (1,67 ul/s) 91,68%= 2,18% . . [H100 és 50 pm]; [W1000um] 7,68 uN [48]
=1 pm nikkel struktarak . " i
(Re 50) nikkel mikrosturktira
0.5cmx2.4cmx100pm
baktériumok avidin ktott, 6.5 ug/ml és 0,065 LS um 80 NdFeB rlnaf‘i‘?es’f"li“l’mb vltozs
axteriumo , magneses lemez pg/ml lemezs; E. coli > m, ofnm pojantassal ¢ihe 3yezve . 1
(E. coli) Viz n . 120 pl/s 90% vastag, magneses (6,35x6,35x6,35 mm’ kockak); 0-8x 10""'N [23]
©=1.5 pm; 80 nm 100 CFU/ml sziirés 50- 1 TH 60 - IL 45 4
vastag 100 ml (< 15 perc) emez csatorna:[H 60 pml; [ mm};
pahuzamos csatorna
. Fe304 gyongy,
6
szarvasmarha magneses E. coli SXIOS CFU/ml (2 ml/ kor PEG-DPA-Zn L
. A vvt. 10%/ml . v . ., egyenes csatorna , 2-2 be és kimenet,
vér nanorészecske szUrés) 4 sziirésnél 88% funkcionalizalt A . n.m [49]
.y (2 ml) s an 3 korongmagnes oldalan
(higitott) ?=100 nm MNP 10'/ml 60ml/h E. colikotés id6 <1
m 16,67 pl/s min
Fluoreszcens
marker
model
(Rabbit anti- (100 2.8um .
. .. . . .. V-alak [H 50 pm]; 137 .
6 5 5 ~10-11
Mouse Ig'G PBS magnises gyongy 0.2 ng/ml (200 pl minta) nl/ml}‘l- >90% B4x10 gydngy mégnes NdFeB12 N50, 1.47 T) 10"'N [186]
Alexa — és @=1-5 pm Sul/min) per chip) 30x20x20 mm’)
CD1A 1.5 pl/min
Human IgG1
Alexa Fluor®
488)
2-2 be- és kimenet [W200 ¢és 800 pm
PBS és vér Dynabeads oligodT  4x 10*gyGngy/ ul; 8 ng Nd-Fe-B fenorsggleess]ésmnilil(:eelilllgaﬁlr;]r;égiém
RNS ., magneses gyonggyel /ul mRNS megkotésére 20 ml/h >80% , P . 0,14T [187]
g gyonggy = g
lizatum 0=2.8 um képes permanens magnes osztva (folyasirany és a huzal kozt

bezart szog (5,7°; 7,1°; 11,3°;, 100
um-ra ér véget a faltol)

14. tabldzat Mdgneses csapddzds fluidikai megolddsai vdltozatos célmintdra célzottan. Jelélés: hossz[L]; magassag[H]; szélesség[W]; tavolsag [D]; nem emlitett (n.m.)
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13.Nyilatkozatok
DI2

rrrrrr

NYILATKOZAT
A MUNKA ONALLOSAGAROL, IRODALMI FORRASOK
MEGFELELO MODON TORTENT IDEZESEROL

cimii benyujtott doktori értekezést magam készitettem, és abban csak az irodalmi hivatkozasok listajan
megadott forrasokat hasznaltam fel. Minden olyan részt, amelyet sz6 szerint, vagy azonos tartalomban, de
atfogalmazva mas forrasbol atvettem, a forras megadasaval egyértelmien megjeloltem.

Budapest, 20..........cceeiiiiiinnn
...................................... (alairas)
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D13

Nyilatkozat a nyilvanossagra hozatalrél
NYILATKOZAT A NYILVANOSSAGRA HOZATALROL

cimi doktori értekezésem interneten torténd nyilvanossagra hozatala
| Korlatozas nélkiil;
Elérhet6ség csak magyarorszagi cimrol,
| A fokozat odaitélését kovetden 2 év mulva, korlatozas nélkiil;
A fokozat odaitélését kovetden 2 év mulva, csak magyarorszagi cimrél torténjen meg.
Budapest, 20.........cccoiiiiiiiiii
alairas
*a megfeleld valasztast kérjiik aldhtzni
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