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I. A kutatas elozményei

A mikrofluidika teriiletén az orvosdiagnosztikai alkalmazédsokra fejlesztett
Lab-on-a-chip (LOC) vagy miniatiirizalt teljes analitikai rendszerek (p-TAS)
térnyerésével a betegagy mellett, mentdkocsikban, vagy orvosi rendelékben
alkalmazhaté Point-of-Care (POC) diagnosztikai platformok alkalmazasa nagy
hangsulyt kapott az utobbi évtizedekben. A Covid-19 pandémia csak katalizatorként
szolgalt az ontesztelést segitd platformok elterjedésében, 2019-r61 2020-ra az in-vitro
diagnosztika (IVD) globalis piaca évi 25,2%-0s ndvekedést ért el. [1] A vércukorszint
ellendrzése, a szivinfarktus, a sztrok stadiumanak beazonositasa, a gyors lefolyasu
bakterialis-, virusos fert6zések kimutatasa pontos és azonnali mérési eredményeket
kivan. Eppen ezért az orvosdiagnosztikdban alkalmazott mikrofluidikai eszkoz-
fejlesztések célja: rovid idén beliil, akar néhany nano- vagy mikroliter térfogatu
mintabol gyors, hatékony, és megbizhaté analitikai eredmények elérése, mely
tamogathatja az orvosi dontéshozatalt a sziikséges kezelések kivalasztasaban.

A 77 Elektronika Kft. gyors hugyuti baktérium elemzd mérémiszerének
fejlesztése (RUBA — Rapid Urine Bacteria Analyzer) kapcsan mertilt fel az igény
olyan fogyodeszkozre, mely megfeleld mintaszallitasra, -elokészitésre, sejt €s
részecske szeparaldsra, dusitasra, illetve szenzorzonaban torténd lateralis
pozicionalasra alkalmas. A vizeletben a 60 pm jellemz6 atmérdji lapham sejtektol a
valtozatos alakt és méretli alkotokon keresztiil (kristalyok, gomba, véralkotok), akar
az 1-4 pum nagysagu baktériumok is megtalalhatok. Az elsédlegesen vizsgalt
jelolésmentes sejtszeparalas elénye, hogy komolyabb mintael6készités nélkiil
elvégezhetd, a szegregalhatosag alapjat a sejtek fizikai paramétereinek valtozatossaga
— méret, alak, siirliség, rugalmassag, polarizalhatosag — adja.

Szeparalasi modszerek kozott két nagyobb csoport kiilonbdztetiink meg. Az
aktiv szeparalasi modszerek kiils6 er6forras bevonasat igénylik: ide tartoznak a
magneses, akusztoforetikus, dielektroforetikus, és optikai megoldasok. Ezzel

szemben kiilsé er6forrast nem, de gondosabb geometriai tervezést igényelnek a



passziv megoldasok: a determinisztikus oldal iranyu térités, a tehetetlenségi és Dean-
aramlasi szeparalasi lehetdségek, illetve egyéb szlirések és tarsaik.

Minden mddszernek van eldnye és hatranya, a legfontosabb kérdés a modszer
alkalmazéasanak specifikalasa, és meghatarozé paraméterei. A dielektroforetikus
szeparalas nagy méretfelbontassal, valoés idejii fokuszalasra képes, azonban
alkalmazhatdsdga nagyban fiigg a médium vezetdképességétol és a bioldgiai mintak
sériilekenységétdl. A magneses szeparalas elonye, a nagy ateresztoképesség: klinikai
alkalmazasban is jelentek mar meg olyan mikrofluidikai megoldasok, melyben 15
perc alatt 50-100 ml mintabol voltak képesek E.colit [2], szepszist okozd
baktériumokat megkétni 10 CFU/ml koncentraciéban [3]. A hatékonysag tovabbi
novelését célzo stratégiai megkozelitések kozott legfontosabbak a fluidikai csatorna
geometriajanak illetve, a magneses gyongyok méretének és célspecifikus
feliiletkezelésének optimalizalasa.

A passziv szeparacios mddszerek elonye, hogy a szlirés az alkalmazott médium,
vagy célminta valamely specifikus tulajdonsagara optimalizalhaté.

1) Az oldaliranya térités (DLD), jelolésmentes modszer a sejtek
Alapjait egy soronként eltolt oszloprendszer képezi, melyben a periodicitas mértéke
és az oszloptavolsag hatarozza meg a kritikus részecskeatmérét (D¢), mely f616tt a
részecskék eltéritése megvalosul. Alapjait Huang et al. fektette le kor keresztmetszeti
oszlopok esetére. [4] A modszer kihivasai kozé tartozik a nem-gomb alaki,
deformalodo  entitasok  elvalasztisa, melyek az aramlasban folyamatosan
valtoztathatjak alakjukat és mozgasformajukat az 0szlopok kozelbe érve. A modszer
alkalmas lehet egészséges — rugalmasabb — és malariaval fertézott — rigidebb —
vorosvértestek elvalasztasara [5], illetve bizonyos esetekben a mikron alatti
tartomanyban is miikodhet.

2.) A keresztaramlasos sziirés (CF) egy nyomasvezérelt membran folyamat,
mely kisméretli részecskék szeparalasara, mikroorganizmusok, valamint emulzios

cseppek elkiilonitésére is alkalmas. A (dead-end) zsaksz(iré tipusu eljarasokkal



szemben, ebben az esetben a sziird felszine parhuzamosan helyezkedik el az aramlas
iranyaval, ami jelent6sen csokkenti az eltdmddés lehetdségét. A CF technologiat
altalaban mas szeparaciés modszerrel kombindlva hasznaljadk. Az irodalomban
fellelheté megoldasok hatékonysdganak Osszehasonlitisa nehéz az eltérd
pérusméretek, sziirés id6, minta Osszetétel és koncentracid miatt. A jellegzetes
oszlopos, ¢és duzzasztogat tipust sziiré-elrendezést alkalmazé mikrofluidikai
rendszerek koziil az utdbbi az irodalomban hatékonyabb sziirést mutat [6]: 10 pl/perc
aramlési sebesség, 10* sejt/pl koncentracié mellett 82,3 % -os hatasfokot értek el az
oszlopos, és 91,2 %-es hatasfokot a gat tipust elrendezéssel vorosvértestek
elvalasztasa soran. Vizsgalataim is ezekre a sziirGtipusokra terjedtek ki.

3.) A lateralis fokuszalas folyamatos és nagy ateresztOképességli modszer,
funkciojat tekintve homogén eloszlasu részecskéket rendez laminaris moédon egyetlen
aramvonalba a tehetetlenségi emel6 erdket kihasznalva. A részecskeméret, a csatorna
geometridja, keresztmetszete ¢és az 4aramldsi Reynolds-szdm is befolydsolja a
keresztmetszetében. A kiilonb6zé méretli részecskék mas-mas egyenstlyi poziciot
foglalnak el aramlasban. Kisérleteim soran Dino Di Carlo et. al. [7] tanulmanyat
vettem alapul, melyben aszimmetrikus hullamcsatornaban meghatarozta a fluidika
fokuszalasi kritériumait ( @ / Dy > 0,07) a részecskeatméré (a) és a csatorna
hidradinamikai atméréje (D;) kozotti aranyat figyelembe véve. A csatorna
keresztmetszetben ellentétesen forgd Dean Orvények szintén befolyasolhatjak a
fokuszalas mértékét. A részecskére hatd nyirderd szintén jelentésen befolyasolja azok
csatornaban felvett mozgasformajat, emiatt tobb bioldgiai célsejt (vordsvértest,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae éleszt6égomba, HelLa sejt) lateralis
fokuszalodasat is vizsgaltam polisztirol gyongyok viselkedésével is Osszevetve. A
modszert alkalmazzak rakos sejtek szilirésére, véralkotok vagy baktériumok
szeparalasara, akar nem-newtoni folyadékként viselkedé mintak (tej, higitatlan vér)

esetén is.



I1. Celkituzeések

Kutatdomunkam soran olyan mikrofluidikai rendszerben kivitelezhetd passziv
¢és aktiv manipulécios elven miikodo részecskeszeparacios megoldasokat vizsgaltam,
melyek célja alakos elemek, célsejtek szegregalasa a minta oldatbol — példaul
vizeletbdl. A fejlesztett és vizsgalt szerkezetek alkalmazasa szempontjabol fontos
szempont a késébbi diagnosztikai rendszerbe torténd integralhatosag, a
hordozhatosag, melynek kiemelt aspektusa a mikrofluidikai rendszer geometriai és
anyagszerkezeti tulajdonsagainak tervezése ¢s vizsgalata. A RUBA (Rapide Urine
Bacteria Analyzer), azaz gyors hugyuti baktérium elemz6 késziilék fejlesztése soran
a kozvetlen cél baktériumok (@ < 4 pm) sziirése €s aramlasban torténd pozicionalasa
volt.

Ennek megfelelden olyan mikrofluidikai mintaelékészité szerkezetek
fejlesztésén dolgoztam, melyek alkalmasak a baktériumok mérettartomanyan kiviil
esO, a késobbi mérési feladatokat esetlegesen befolyasold alakos elemek sziirésére,
elvalasztasara, illetve megvizsgaltam a kiilonb6z6 méretli alakos elemek érzékeld
terlileten torténd koncentralasanak lehetdségeit. Az elvalasztasi modszerek és
szerkezetek alapparamétereit elsésorban méretbeli korlatozasok mentén terveztem,
ezért figyelembe vettem a valasztott megoldasok ateresztoképességét, hatékonysagat,
robusztussagat, mas miiveleti egységgel valo 0sszeépithetdségét, integralhatosagat is.
A kialakitott mikrofluidikai egységek esetén vizsgaltam azok geometriai
paramétercktdl fiiggd teljesitéképességét, illetve javaslatot tettem az optimalis
morfologiai és miikddési paraméterekre.

Tanulményomban vizsgaltam a hidrodinamikai elveken alapuld passziv
szeparacios megoldasok, mint az (1) oldal irdnyu térités (DLD), a (2) laterdlis
fokuszalas (LF) és a (3) keresztiranyu sziirés (CF), valamint az aktiv (4) mdgneses

csapdazds elvalasztasi hatékonysagat, és azok integralhatosagat.



I11. Vizsgalati modszerek

1. Mikrofluidikai rendszerek kialakitasa. A laboratoriumi kisérletekhez
alkalmas mikrofluidikai rendszereket lagy litografias [8] modszerekkel allitottam eld.
A geometriai terveket maszktervezd szoftver (Clewin5) segitségével rajzoltam meg,
amelyek alapjan a mintdzat krom maszkjai direktirassal (Heidelberg DWL 66)
elkésziiltek. Az optikai litografidhoz 4 inches szilicium szeletre vittiik fel az SU-8
negativ fotoreziszt réteget a kivant fluidikai csatorna magassaganak megfeleld
rétegvastagsagban, majd ebben képeztiik le a mikrofluidikai rendszer negativjanak
mintazatat. Replikakészitéshez a két komponensbdl keverhetd poli-dimetilsziloxan
(PDMS) polimert alkalmaztam (Sylgard 184). A hibrid PDMS-iiveg mikrofluidikai
eszkoz szivargasmentes kotéséhez oxigénplazmas feliiletkezelést alkalmaztam, mely
elosegiti a kovalens kotés kialakulasat. A fluidikdban az aramlast RS232 ADDR
fecskendépumpaval biztositottam.

2. Fluoreszcens vizsgalatok. A mérésekhez nagysebességii kameraval (Zeiss
Axio IC ml; Zeiss Axio 512 mono) felszerelt Zeiss Axio Vert. Al fluoreszcens
mikroszképot alkalmaztam. Laterdlis fokuszdalds vizsgalata soran a nagy expozicids
idovel késziilt felvételek lehetové tették az eltéré méretli fluoreszcens gydngyok
palyavonalainak vizsgalatat, és lateralis pozicidjuk meghatarozasat, igy a részecske
szeparalas, dusitas, szlirés folyamatanak valds ideji megfigyelését. A valtozatos
méretii  fluoreszcens polisztirol gyongyok mindegyikéhez egyedi emisszids
hullamhosszt valasztva lehetdvé valt azok egyiittes megfigyelése és jelenlétiik
kimutatasat sziirletben. A fluoreszcens jeloléssel nem rendelkezd bioldgiai mintak
esetén sotét latoteres felvételek késziiltek. Az adott hullamhosszon felvett képek ZEN
2.6 (Blue Edition) szoftverben szinezéssel egyiittesen is abrazolhatova valtak.

3. Kiértékelés. A felvételek kiértékeléséhez az Image] 1.52a szoftvert
alkalmaztam, mely kiilonbozé bévitményekkel alkalmas (1) peremszogmérések
kiértékelésére, (2) fluoreszcens oldat higulasanak detektalasara a pixel-intenzitas
ismeretében, és (3) adott teriileten fellelheté gyongyok szdmanak meghatirozasara

fluoreszcens, sziirkeskalas felvételen a gyongyméret és pixelszam ismeretében.



A keresztaramlasos szlrés, illetve a magneses csapdazas vizsgdlata soran a
klasszikus modon, Biirker-kamraban szdmolva hatdroztam meg. A szamlalas
automatizalasahoz LUNA-II, digitalis mikroszkopian alapuld sejtszamlalot (Logos
Biosystems) alkalmaztam a vele kompatibilis, C-Chip (DHC-NO1 — Neubauer

Improoved) sejtszamlalo kamrak felhasznalasaval.

A. Kezeletlen PDMS — B. Lateralis fokuszalas C. DLD térités — Hisztogram
Peremszdg mérés GFP-E.coli — Plot profile

H15 W,50 1pl/s

1. dbra Image J szoftver bévitményeinek alkalmazdsa

A kisérletekhez elsdsorban fluoreszcens polisztirol gyongydket hasznaltam
kiilonb6z6 méretben (@ = 0,5 — 20,4 um), illetve az eltér6 alaka és méretli biologiai
mintak kozott szerepelt GFP-t (Green Fluorescent Protein) expresszalé E. coli,
vorosvértest, Saccharomyces cerevisiae élesztOsejt, valamint rakos sejtvonalbodl
szarmazé HeLa sejt is. A magneses méréshez neodinium magnes mellett @ = 2,8 pm
Dynabeads gyongyok keriiltek alkalmazasra.

A kisérleti eredményeket végeselem modellekkel (COMSOL Multiphysics) is
Osszevetettem a lateralis fokuszalas és a magnetoforetikus csapdazas vizsgalata soran.
Numerikus mddszerekkel elemeztem a csatorna keresztmetszet, valamint az aramlasi
sebesség valtoztatasanak szerepét a fejlddé Dean-orvények kialakulasaban, illetve

azok hatasat a kiilonbozo atmérdjli gydngyok csatornakeresztmetszetben elfoglalt

cres

s

paraméterek beallitasa mellett szimulalt Poincaré térképekkel. Magneses csapdazas
vizsgéalata sordn végeselem szimulaciok eredményeivel demonstraltam és
tamasztottam ald a mikrostrukturak koriil kialakulé sebességtér magneses gyongyok

kitapadasara gyakorolt hatasat.



IV. Uj tudomanyos eredmények

IV.1 Determinisztikus oldal iranyu tértés

A DLD (determinisztikus oldal iranyu térités) kisérletek soran egy elére
definialt cut-off érték (kor alaka oszlopok esetén Dc = 13,3 um) alapjan tortént az
oszloprendszer kialakitasa. A pillérek alakja és konfiguracioja nemcsak a részecske-
szeparacios hatdst, hanem a laminaris aramlasban tapasztalhaté aramlasi jellemzoket
is befolyasolja, a Dc érték az oszlopkdzben kialakulé aramvonalak szélessége alapjan
hangolhato. Tervezés soran vizsgaltam az oszlopalak szeparalési jelenségre gyakorolt
hatasat, illetve az abbol szarmazé aramlasi anizotropia jelenségébdl adodo,
hatékonysagot befolyasold tényezdket. A kisérleti eredmények értelmezéséhez
végeselem modellt épitettem, ami az oszloprésekben kialakuld sebességprofil
meghatarozasaval alatdmasztja a szeparacids hatékonysag tapasztalati sorrendjét —
figyelembe véve a sebességmaximumok helyét és értékét. Szimmetrikus (négyzet
oszlopokat tartalmazé DLD mikrofluidikai rendszerek alkalmazasaval vizsgaltam a

kialakul6 aramlastani viszonyok hatasait a részecskék eltériilésére.

I.1. TEZIS

s

haromszog alapti hasab) oszlopgeometridval rendelkez6 DLD mikrofluidikai
szerkezet szeparacios hatékonysagat Osszehasonlitva megallapitottam, hogy az
oszlopok kozott kialakuld sebesség- és nyomaseloszlas jelentdsen befolyasolja a
részecskék oszlopmatrixban felvett palyavonalait — ezaltal modositva az elrendezésre
jellemzd elméleti kritikus atmérét (D.). Az altalam tervezett: 90pum oszloptavolsaggal
és 40um résmérettel, valamint 2,86°-0s eltolasi paraméterrel rendelkez6 DLD
szerkezetek koziill a szimmetrikus négyzet alapti oszlopokat tartalmazé adja a legjobb,
~1000 pm szeparacids eltéritést a vizsgalt 20,4um atméréju részecskékre, 20

oszlopperiodust figyelembe véve.




1.2. TEZIS

Megallapitottam, és E. coli baktériumok viselkedésén keresztiil is demonstraltam,
hogy az erds orientacioval rendekezd (pl. derékszogli haromszog alapt) oszlopok altal
indukalt aszimmetrikus sebességtér jelentésen modositja a részecskék palyavonalait,
lerontva ezzel a lateralis migracid szeparacios hatasfokat. A megadott geometriai
paraméterekkel jellemezhet6 aszimmetrikus (kiillonbdz6 orientdcidju derékszogii
haromszog alapu) oszlopokat tartalmazé DLD mikrofluidikai rendszerekben a
mintaoldat lateralis kiterjedése a bemeneti, fokuszalt értékének 255 - 363 %-ara

szélesedik, igy az alakos elemek nem szeparalodnak ettdl a tartomanytol.
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3. dbra: Aramldsi viszonyok a négyzet alapu, illetve aszimmetrikus derékszogii hdromszég alapti oszlopokat
tartalmazo DLD szerkezetekben. D. (kritikus Gtmérd) alatti célminta (GFP-E.coli; @=0,5-2 um, pdlcika alaku) a
fluoreszcens Alexa Fluor oldattdl nem tériilve mozog az oszloprendszerben. Az aszimmetrikus oszlopszerkezet
miatt kialakuld dramldsi tér jelentdsen kiszélesiti a célminta eloszldst a mikrofluidikai rendszerben.



IV.2 Keresztaramlasos sziirés

Kisérleteim soran (1) keresztcsatornakat tartalmazd sziirdszerkezet esetén
elemeztem a keresztsziiréses mikrofluidikai rendszer elvalasztasi hatékonysagat a
sziirdcsatornak és a f6 aramlasi csatornak magassagaranyanak fiiggvényében. A
mikrofluidikai rendszer minden esetben egy 500 um széles focsatornabol és két 200
um széles oldalcsatornabol, valamint a kozottik kialakitott parhuzamos
sziirszerkezetbdl all; a bemeneti tomegaramlasi sebesség 0,5 pl/s volt. (2) A
duzzasztdgat tipusti szlrlszerkezet esetén vizsgaltam a f6 és mellékcsatorna
hidrodinamikai ellenallasainak hatasat a sziirés hatékonysagara — amit a focsatorna
szélességének (500 / 300 um) és a mellékcsatorna magassaganak (50 / 25 pm)
valtoztatasaval értem el, 5 pm-es szlrorés mellett. Kisérleteimben a vizeletben
megtalalhat6 alakos elemekre jellemzd méretli részecskéket alkalmaztam (E. coli —
1,97 um, vorosvértest — 6,08 pum, fehérvérsejt — 15,8 pm). Vizsgaltam a szlirési
folyamat érzékenységét a keresztaramlas sebességére, a transzmembran nyomasra, a
membran és a kialakuld tomorodési réteg hidrodinamikai ellenallasara, valamint a
szuszpenzioban talalhato részecskék méretbeli eloszlasara.

II.1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a nagyobb (szlir6csatorna / fOcsatorna) magassagaranyu
szerkezetek jobbak a sziirési hatékonysag szempontjabol: hasonldé mennyiségii
célrészecske kinyerése mellett jelent6sen csokkenthetd a nagyobb részecskék
ateresztése, javithatd a szlirlet tisztasaga. Az 1,97 um atmérdji részecskék mellett
megjelend 6,08 pm atmérdjii részecskék szama 79,5%-kal, illetve 69,6%-kal csokkent
az 1:10 magassagaranyt (Spum / 50pum és 10pm / 100um) szerkezetekben, az 1:5
magassagaranytakhoz (Spum / 25um és 10pm / 50pm) képest.

I1.2. TEZIS

Megallapitottam, hogy allandé tomegaram mellet a kisebb keresztmetszeti
focsatornakban kialakulé megnovekedett lokalis aramlasi sebesség miatt romlik a
szlirés hatékonysaga. Bizonyitottam, hogy a passziv szeparacids szerkezetként
vizsgalt duzzasztdgat tipusu keresztaramlasos szlr6 alkalmas kisméretii sejtek, E. coli

baktériumok eldsziirésére; azonban a sziirés hatékonysaga fiigg a mintaban talalhato




nem specifikus alakos elemek jelenlététol. A mintaba kevert 6,08 pm és 15,8 um
atméréjii gyongyok mellett az atszlirt E. coli baktériumok hozama ~35 %-kal
csokkent. A szlirési mérettdl nagyobb elemek miatt a sziir6 feliileten kialakuld szlrési

tomoriilési réteg jelentdsen akadalyozza a célsejtek atjutasat a szlirletbe.

A. Keresztcsatornas szlirés

Jelolések:
Al ]"“ A2 Gydngyok jelenléte a szdirletben F (f6csatorna)
M (mellékcsatorna)
Bomeneti "
s [ovonaviond] R (rosta) ) ) )
Jml [Sz; M][szélesség; magassdg].
197 um 2086407
808um | 5506105
15.8um 2,07E+04
FIM25)-RMS] FIMSO0]-RIMS] FIMS0]-RIM10 FIM100}-R[M10]
®197um wH0Bum = 158um

B. Duzzasztogat tipusu sz(irés

B1 E B.2 Gyongydk jelenléte a szdrletben (%)
Bemenet] gydngymix
Gyongyk
fml
0 1,97um | 228E+05
808um | 6196405
15.8um | 2076405

FISEI00:MS0) MIM2S) RIMS] FISE300MS0] MIMSO] RIMS]  F(SZS00M50) MIM25] RIMS] F 52500 MIMSO} R{NS]

w197

15.8um

Bemenstl grbngymix

E.coli tartalom a szirletben (%)

F[S2500;M50) MIM25] RIMS]_E.coll  FIS2500;M5 \|r|M 500;MS0] MIMSO] RIMS|_E.cob  F152

»

GFP-E.coli FIT(

4. dbra: A sziirés hatékonysdga keresztcsatorndkat tartalmazo (A.), illetve duzzasztégdt tipusu
keresztdramldsos (B.) szlirGelrendezésben. Kiilonbéz6 geometridkban (A.1-B.1) tapasztalt szlirési
hatékonysdg (A.2-B.2) azonos @ 15,8; 6,08; 1,97 um gyéngyméretek mellett. A sziirletben detektdlhaté E.coli
mennyisége (B.3) gydngyok nélkiili (kék) és gydngydket is tartalmazé minta esetén (narancssdrga)
duzzasztogdt tipust elrendezésben F[Sz500;M50] fécsatorna méretek, illetve M[M50] és M[M25]
mellékcsatorna magassdgok mellett. A sziirdfeliiletén kialakuld témériilési réteg (B4.).
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IV.3 Lateralis fokuszalas

Periodikusan valtozd keresztmetszetli, aszimmetrikus kanyarulatokbol
felépiilé mikrofluidikai csatornaban vizsgaltam a csatorna geometriai paramétereinek
hatasat a kiillonbdz6 méretii részecskék szétvalasztasi hatékonysdgara. A
hidrodinamikai folyamatokat végeselem modell segitségével értelmeztem, a kialakuld
elnytjtottabb Dean oOrvények fokuszaldé hatdsat azonositva a mikrofluidikai
rendszerben. Az alkalmazott fluidikai egység 23 kanyarulatbol allt; magassagat H =
100, 50, 25, 15 pm; kritikus keresztmetszetét We = 50, 100, 150 pm kozott
valasztottam meg. A célzott biologiai alkalmazasoknak megfeleléen a mikrofluidikai
rendszert 15,8 és 4,8 um atmérdjii gyongyok pozicionalasara optimalizaltam, 0,5 — 1
— 35— 6 pl/s dramlasi sebességek mellett. A kisérleti tapasztalatokat Gsszevetettem
végeselem modellek numerikus eredményivel, vizsgalva a csatorna-keresztmetszet,
valamint az aramlasi sebesség hatasat a kialakuld Dean-6rvények viselkedésére.
Elemeztem a kiilonb6z6 atmér6jii gyongydk palyavonal-szamitasok alapjan
csatorna-keresztmetszetben.

Vizsgaltam H=25 - W=50 paraméterekkel jellemezhet6 struktiraban, hogy a
felvett modellgyongy pozicidtérkép mennyire adja vissza a valasztott biologiai sejtek
viselkedését: E. coli [0,5-2um; palcika], vorosvértest [2,5; 6-8 um; korong alaka
bikonkav], Saccharomyces cerevisiae élesztdgomba [5-10 um; kerek vagy ovalis],
illetve HelLa sejtvonal [16-29 um; valtozatos, inhomogén, szuszpenzidban gomb]
esetén, melyek nemcsak méretben, de alakban is eltéréek. A pozicidtérkép
felallitasahoz a kovetkezé gyongyméreteket hasznaltam: @ =0,5-1,1-1,97-2,9 -
4,8-54-6,08-10,2-15,8—-16,5 pm. 25 és 15 pm magas csatornaban vizsgaltam
az E. coli baktériumok tovabbi fokuszalasanak lehetéségét. A fokuszalas nehézségét
az adja, hogy az E. coli palcika alaku, kisebbik dimenzidja 0,5 pm, nagyobbik 2 pm
koriil mozog, és joval deformalhatébbak, mint a polisztirol gyongyok.

Szimulaciokkal is alatamaszthato, hogy az aramlasi sebességek emelésével, a
csatorna keresztmetszet csokkentésével, vagy a csatornahossz, illetve periddusszam
novelésével javithatd a fokuszalas hatékonysaga. Emellett figyelembe kell venni az
alkalmazott biologiai célminta érzékenységét a nyiroderékre, valamint a csatorna
ateresztoképességét, vagy a miniatiirizalas lehetéségeit — hosszll csatorna geometria

alkalmazasanal.
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I11.1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a csatorna magassaganak csokkentésével (50 pm > 25 pum)
jelentésen javithato a kisebb méretii gyongyok fokuszalasanak hatékonysaga, és a
részecskék pozicidjanak méret szerinti elkiilonitése. A leghatékonyabb 25 pum
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

foékuszpozicid tavolsag érheto el.

A 0.5 u/s B. 2ul/s
51 Feldlet: Sebességmezs;, y komponens (m/s)
Bpe Nyil fellet: Sebességmez8

Hn = — =1

Kisérleti eredmény H50_W,,50

A2

0015

0.005

002
0 0.
300 300 s
200 505 200 - sos
168 100 168

100 .
0 84 Dean szam 0 84 Dean szém

Relativ intenzitas

Pozici a nagy kanyarulatban Pozicié a nagy kanyarulatban
C. 0.5 uL/s D. 2ul/s
D.1
H25_W,50_0.5 ul/s
| Felulet: Sebességmez6, y komponens (m/s) .
u_in(3)=2 Nyil feliilet: Sebességmez
Hm
15! | goos
9 e
0 - Woos
300 pm 900 920 940 960 980 1000 M
Szimuliciés eredmény H25_W,,50
D.2

o o
2 8

°

Relativ intenzitas
Relativ intenzitds

0,005 2 00 ‘
0 0 digg B
300 300 - =
a3 200 ~ 03
100 206 100 s 206

0 103 Dean szém 0 103 Dean s2dm
Pozicié a nagy kanyarulatban Pozicié a nagy kanyarulatban

5. dbra: Rigid polisztirol gyéngyék (@ 4,8 és 15,8 um) viselkedésének szemléltetése eltéré oldalardnyu
kritikus keresztmetszettel rendelkez6 H50_Wc50 és H25_Wc50 fluidikai csatorndkban 0,5 — 1 — 2 ul/s
dramldsi sebességek (ebbdl szamitott Dean szdmok) mellett. Kisérleti eredmények: a kimeneten felvett
gyéngypozicidk detektdldsa fluoreszcens intenzitds alapjan (A.1—A.2 és C.1—C2). A numerikus szimuldcidk
eredményei szemléltetik a sebességmezé x-y sikban kialakuld 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)
eloszldsat 23 kanyarulat utdn (B.2, D.2).
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I1.2. TEZIS

Kisérletekkel bizonyitottam, hogy az altalam alkalmazott periodikusan valtozo
keresztmetszet(, aszimmetrikus kanyarulatokbol felépiiléd mikrofluidikai csatornaban
a magassag jelent0s csokkentésével javithatdé a célminta E. coli baktériumok
koncentralasi hatasfoka is. 15 pum magas mikrofludikai csatornaban, 1 pl/s-0s
térfogattaramnal a 300 um széles csatorna keresztmetszetének 77 %-ara

koncentralodik a sejtpopulacio.

H25_WerS0_1ul/s GFP-E.coli H15_WerS0_1pl /s

6. dbra: E.coli koncentrdldsdnak mértéke periodikusan vdltozo keresztmetszetii mikrofluidikai csatorndban
0,5 és 1 ul/s dramldsi sebességek mellett. Az E.coli nagyobb mértékii koncentrdléddsdt a csatorna
magassdgdnak csékkentésével sikertilt elérni.

I11.3. TEZIS

Kihasznalva az alkalmazott mikrofluidikai rendszer periodikussagat, ciklikusan
ismétlodé végeselem modellt javasoltam, amelynek kimeneti paramétereit
(sebességtér, részecske palyavonalak) ismét a bemeneti oldalon definialva,
tetszOleges hosszusagu mikrofluidikai rendszer viselkedése modellezheté moderalt
erbforrasigény mellett, annak legyartasa nélkiil, csupan digitalis ikrének
definialasaval. Legyartott fluidikai rendszerben vizsgélva és Gsszehasonlitva célsejtek
és polisztirol gydngydk aramlastani viselkedését, meghatiaroztam a valtozatos
morfoldgiaju E. coli, vordsvértes, élesztdgomba, és HeLa sejtekkel ekvivalens rigid
gomb atmérdket: 1-2 pm, 5-6 pm, 10 pm, 15-17 um. Végeselem szimulaciok
numerikus eredményeit Osszevetve a kisérleti eredményekkel megallapitottam, hogy
a modell jo eredményeket ad a lateralis pozicid vonatkozasaban, de annak eloszlasat

csak nagyobb hibahatarral képes szamitani.
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Al A3 Modell H25_W,,50 Poincaré térkép
a23. kanyarulatnal
25 —
H -.
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g
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B.1 S—
& 50 pm
i .
@=0.5-2 um E.coli 1pl/s @=2.5-8um Wwt. 1plfs  @=5-10um Elesztégomba 1pl/s  @=16-29um Hela 1pulfs
B3
@=1.1um Gyongy 1ul/s @+6.08um Gyongy 1ulfs ?=10.2um Gyongy 1ul/s
c g
T Gronerdk-mishs 7. dbra: Kisérleti és véges elem szimuldcidk
T 250 [ con eredményeinek  bsszevetése  H25 W50
=S Elesstd , . ) .
S 200 I eta ] csatorndban, 1 ul/s dramldsi sebesség
5 I I mellett. Kisérlet: @ 4,8 um (z6ld) és 15,8 um
= 150 H (lila) gyéngydk pdlyavonalai (A.1), illetve
T 100 I I [ ezek laterdlis eloszldsa a fluidikai csatorna
E4 [ végén (A.2), amit a fluoreszcens
50 intenzitdsprofil jellemez. A FEM szimuldcidk:
e gyéngyeloszlds a csatorna
12345678 9101M121318151817  poresstmetszetében (A.3 — Poincaré térkép),
GyBngyméret [im] ami leképezhetd laterdlis eloszldssd (A.4).

Bioldgiai sejtek (B.1 - B.2) és polisztirol gybngydk (B.3) laterdlis fokuszdldsdnak 6sszehasonlitdsa: bioldgiai
minta modellezésére haszndlt ekvivalens gydngyméretet a laterdlis fokuszdldsi pozicié dtfedésével
hatdroztam meg. Fokuszdldsi pozicidtérkép kiilbnb6z6 méretii rigid polisztirol gyéngydk és bioldgiai
célsejtek esetén (C); a grafikonban ldthato egyes méretek modellezés alapjdn szamolt laterdlis pozicidja
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IV.4 Magneses szeparalas

A magneses csapdazas hatékonysaganak morfologia és aramlasi sebesség
fliggését elemeztem kisérleti mérések és végeselem szimulaciok segitségével.
Magneses mikrogyongyok viselkedését kiilonb6zé aramlasi viszonyok kozott
vizsgaltam, minél nagyobb csapdazasi hatékonysag elérését célozva. A sziirési
feladatok megvalositasa sordn elsddleges szempont a nagy ateresztOképesség és a
hatékonysag biztositasa, azonban az aramlasi sebesség novelése sok esetben rontja a
célminta csapdazhatdsagat. Olyan geometriai inhomogenitiasokat alkalmaztam a
mikrofluidikai rendszerben, melyek nagyobb globalis dramlasi sebesség esetén is
javitani tudjak a csapdazasi hatékonysagot az aramlési tér lokalis modositasaval. A
kisérleti eredményeket dsszevetettem FEM szimulacios modszerek eredményeivel. A
javasolt lokalis csapdazasi megoldasokat autonom mikrofluidikai rendszerekben is

alkalmaztam.

IV.1. TEZIS

Megallapitottam, hogy a sebesség lokalis csokkentése, illetve az aramlési profil
moédositasa alkalmas a magneses csapdazas hatékonysaganak novelésére.
Megmutattam, hogy olyan mikroszerkezetek koriil, ahol megnovekszik a részecskék
megtett Gitja — példaul transzverzalis vagy 6rvényld palyavonalak kialakulasa miatt —

a részecskék nagyobb aranyban csapdazodnak a csatorna also feliiletén.

IV.2. TEZIS

Végeselem modell felépitésével megmutattam, hogy a numerikusan szamolt
sebességtér alkalmas a magneses részecskék csapdazasi helyzetének és lokalis
csapdazasi hatékonysaganak elorejelzésére — vagyis a modell alkalmas

magnetoforetikus szeparacios szerkezetek digitalis ikerként torténd alkalmazasara.
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8. dbra: Mikrogyongydk mdgneses csapddzdsa 25 um magas fluidikdban 1 ul/s dramldsi sebesség mellett
fektetett U és periodikus iv alaku oszlopok kériil (A). A kisérletek felvételeinek hamis szinezése: kék —
csapddzott gybngy, piros — gyéngy hidnya (B). Végeselem modellel szamolt dramldsisebesség eloszlds a
struktardak koril (C.); a sebességmezd y komponense szerint kék a lefelé, piros a felfelé mutatd
sebességmezéket jeldli a fektetett U (C.2) és periodikus iv alaku oszlopok (C.3) esetén.

Oszlop: Cikk-cak Oszlop: Forditott clkk-cakk
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Felillet: Sebesség nagysaga (m/s)
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9. dbra: Periodikus ivelt oszlopok orientdciéjdnak hatdsa a mdgneses gyéngyék csapddzéddsdra. A 25 um
magas mikrostrukturdk kériil kialakuld sebességeloszlds 0,5 ul/s (A), 1 ul/s (B). Az dramldsi sebeségeloszlds
alapjdn vdrt csapdadzott gydngyeloszlds nagyban megfelel a kisérleti eredményeknek, amelyeket a 25 um
magas csatorndban, 1 ul/s dramldsi sebesség mellett tapasztaltam. (C)
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V. Az eredmények hasznositasa

A mikrofluidikai kazettak elsédleges feladata, hogy megoldja, illetve segitse a
mérendd analit (legyen az baktérium, fehérje, virus, DNS, RNS stb.) adott mintabol
(pl. vérszérum, vizelet, ivoviz stb.), minél nagyobb pontossaggal és érzékenységgel
torténd kimutatasat, a célzott alkotd és a mérést zavard egyéb elemek (sejtek,
tormelékek stb.) elvalasztasaval. Applikacios szempontbol az eszkdzoket féleg
diagnosztikai vagy monitoring feladatokra fejlesztik, leginkabb orvosi célu
felhasznalasra, ahol fontos, hogy a mérést minimalis mintatérfogatbdl, minél rovidebb
id6 alatt oldjak meg. A Lab-on-a-Chip rendszerek tehat olyan integralt mintaanalitikai
eszk6zok, melyek képesek kivaltani a bonyolult laboratériumi miiveletek sorozatat és
a mérést az ellatas helyén elvégezni. A részecske vagy analit szeparaldsi és
koncentralasi eljarasok a mikrofluidikai mintapreparacios 1épések koziil talan az egyik
legnagyobb kihivast tamasztd funkciok.

Applikacios oldalrol megvizsgalva az eredményeket kijelenthetd, hogy a
passziv elvalasztasi és koncentralasi technikak foleg olyan esetekben hasznalhatoak,
amikor a mikrofluidikai kazetta miikodtetését nyomasvezérelt kiilsé pumpaval
(fecskendd, perisztaltikus, piezo, egyéb) biztositjuk, és a megnovelt &ramlasi sebesség
nem kritikus méréstechnologiai oldalrél. Olyan esetekben is alkalmazhatdak, ahol a
mikrofluidikai kazettaban kialakitott dedikalt szenzor zéondban olyan erds az analit és
a felismer6 agens kozotti kolesonhatas, hogy a ndvelt aramlasi sebesség szamottevéen
nem csokkenti a rendszer érzékenységét. Természetesen szamos olyan applikacios
eset is van, ahol a magas aramlasi sebesség mar jelentds hatrany és szamottevo
érzékenység csdkkenést okozhat. Az autoném mikrofluidikai rendszerek elénye
klinikai alkalmazasok esetén, hogy a kazetta és a miiszer k6zott nincs fluidikai
kapcsolat, igy a kazetta 6nallo zart egységet alkot, igy mérést kovetéen eldobhato. Itt
a csatornafalak feliileti tulajdonsagainak pontos beallitdsa, azok idébeni allandosaga,
a preciz, kontaminacié mentes kazettagyartas hatvanyozottan kritikus paraméterek.

Az, hogy adott esetben melyik technologia az optimdlis, azt elsdsorban a
klinikai igények, masodsorban pedig a fejlesztés alatt allo rendszer hatarozza meg.
Kutatdsom eredményei ezt a dontést tdmogatjdk mégpedig, hogy bizonyos, gyakran
vizsgalt mikrométeres vagy nagyobb alakos elemek esetén (pl. baktérium,
vorosvértest, élesztégomba, vagy keringd tumor sejt — CTC), melyik passziv vagy

aktiv elvalasztasi megoldas lehet célravezetd adott rendszerbeallitdsok mellett.
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