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Tartalmi 6sszefoglalo

A mikrofluidika és mikrotechnoldgia egyre elterjedtebb a mikrobioldgiai kutatasokban.
Segitségével olyan miniatirizalt rendszerek alakithatdk ki, amelyekben akar egyedi sejteket is
tanulmdanyozhatunk, manipuldlhatunk, mindekézben mikrokérnyezetiiket tetszés szerint
valtoztathatjuk. Mikrofluidikai eszkozok segitségével a mikrobak természetes élGhelyeinek
specifikus tulajdonsagait modellezhetjilik, ezaltal fontos informdcidkat nyerhetiink példaul
novekedésikrdl, kommunikaciojukrdl vagy akar evoluciojukrél.

A munkam soran egy olyan eszkozt terveztem és készitettem el, mely kisméret( (par
szaz sejtbdl allé) baktériumpopuldciok hosszutavd mikroszkdpos vizsgdlatat teszi lehetévé.
Az eszkoz egy szélesebb és magasabb f6csatorndbdl all, amelybdl kisebb tenyészt6kamrak
nyilnak. A kamrak magassaga 6sszemérhetd a baktériumsejtek méretével. A fGcsatorndban
aramoltatott tdpoldatbdl diffuzid Utjan jut be a tapanyag az oldalkamrakban |évé sejtekhez.
A baktériumok nincsenek kitéve erGs aramldsnak, a kamrakban folyamatosan osztédnak, a
f6csatorndba keriil6 sejteket az dramlds kimossa.

Az eszkozt megterveztem, majd modelleztem az aramlasi teret és a koncentracio
valtozasat kilonbozé méretli kamrak esetében. A szimulacidk alapjan kivalasztottuk az
optimalis kamraméretet (60 um x 60 um), és elkészitettem magat a mikrofluidikai csipet.
Az eszkoz dimetil-polisziloxanbdl késziilt. Ez egy biokompatibilis, atlatszé elasztomer, amely
kivaldan alkalmas éI6 sejtek mikroszképos vizsgalatahoz is.

Az elkészitett mikrofluidikai eszkozt fluoreszcensen jeldlt Escherichia coli
baktériumokkal teszteltem. Két torzset hasznadltam, egy vad tipusut és annak egy
tapanyagdis médiumban antibiotikum jelenlétében és anélkil. Ennek kovetéséhez
fluoreszcens time-lapse mikroszképidt haszndltam. A képkészités 6t percenként tortént.
A felvételek analizalasa is a feladataim kozé tartozott.

A kezdeti eredményeim azt mutatjdk, hogy az eszkéz alkalmas kisebb
baktériumkoldnidk egysejt szinten torténé mikroszkdpos vizsgalatara: a sejtek morfolégidja,

osztddasa és a leszarmazasi viszonyok jol kbévetheték.

Kulcsszavak: Escherichia coli, mikrofluidika, mikrofabrikacié, antibiotikum rezisztencia,

egysejtanalizis, fenotipusos heterogenitas



Roviditésjegyzék

CFU - colony forming unit - koldniaképz6 egység

E. coli - Escherichia coli

FM - family machine

GFP - green fluorescent protein - z6ld fluoreszcens fehérje
IPTG - izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

LB - Luria-Bertani tapoldat

MIC - minimum inhibitory concentration - minimalis gatlé koncentracié
MM - mother machine

OD - optikai denzitas

PDMS - dimetil-polisziloxan

RFP - red fluorescent protein - piros fluoreszcens fehérje

UCM - microconoly machine



1. Bevezetés

A mikrofluidika forradalmasitotta a természettudomanyi kutatdsokat mind a fizika, kémia és
bioldgia tekintetében. Ezen belil a mikrobiolégidban Uj megkozelitéseket is magaval hozott.
Segitségével olyan problémakra kapunk valaszt, amikre korabban nem. A mikrofluidika
lehet6séget nyujt mikroszkdpidval egybekototten id6beli (time-lapse) vizsgalatokra, és ezzel
egyid6ben a sejtek kornyezetének dinamikus vdltoztatdsara. Ezdltal akar a természetes
él6helyek valtozatossagat (pl. fizikai és kémiai heterogenitas) is modellezhetjiik. Ez a kordbbi
madszerekkel (pl. lombik tenyészetek) nem valésithatd meg [1]. Egy masik fontos el6relépés
az volt, hogy az eddig csupdn populdcié szinten megfigyelheté mikrébak, ettél fogva mar
egyedi sejtek szintjén is kovethetGvé valtak. Lehet&ség van egyes sejtek csapdazasara és azok
tulajdonsagainak hosszutdvi megfigyelésére. Az egyes sejteket tanulmanyozva olyan
informacidkhoz juthatunk, melyeket a hagyomdanyos mikrobioldgiai kisérletek soran sokszor
,elfed” a populdcidatlag viselkedése. Ennek fontossaga az utébbi néhany évtizedben elStérbe
kerilt (pl. fenotipusos heterogenitas szerepe) [2], [3].

A fenotipusos heterogenitas kiemelt szerepet jatszik a baktériumok szdmos alapvet6
életfolyamataiban. Ennek ellenére nem sok informacio van arra vonatkozdan hogyan hatnak a
genetikai és kornyezeti valtozasok a fenotipusra. Egy adott populacién belil megmutatkozé
diverzitds tobbek kozott szelektiv elényt jelenthet a folyamatosan valtozé kornyezetben
torténd tulélés soran. Példdul antibiotikumokkal szembeni ellendlléképesség mértéke is
vdltozhat egyedi sejtek szintjén egy populacion belil. A fenotipusos heterogenitas egyik tipikus
példaja a perzisztens sejtek jelenléte [4]. Egyebek kozott a sejtek kommunikaciéjardél
(pl. kemotaxis, quorum érzékelés [1], [5]) is kozelebbi képet ad a heterogenitassal kapcsolatos
informaciok bévilése. Egyre tobb eszkozt fejlesztenek egysejt-analizishez specifikusan az adott
bioldgiai problémara.

Kutatdmunkam sordn egy olyan mikrofluidikai eszkoz fejlesztéséhez csatlakoztam,
amellyel kisméret(i (néhany szaz sejtbdl allé) baktériumpopuldcidk vizsgalhatok. Az eszk6zén
belil a baktériumok mikrokérnyezetét dinamikusan valtoztatva kovethetjiik a sejtek reakciojat

time-lapse mikroszkdpiaval.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Baktériumok felépitése és névekedése

2.1.1 Az Escherichia coli mint modellorganizmus

A mikrobioldgiai kutatasok egyik népszer(i modellorganizmusa az E. coli. Az E. coli egy palcika
alakd kb. 2-3 um hosszu és 0,8 um atmér6ji Gammaproteobacteria osztdlyba tartozo faj.
Elnevezése utal arra, hogy a tdpcsatorna alsé szakaszaban talalhaté meg. Habar a normal fléra
része, a bélrendszerbdl kikerilve komoly megbetegedéseket okozhat. Nem minden E. coli
patogén, kb. 200 emberi megbetegedést okozd torzsét ismerjik [6].

Az 1. 4bran a prokaridta sejtek altalanos felépitése lathatd. Egy védelemért felels kiilsé
tokkal rendelkeznek, ami alatt a sejtfal és a sejtmembran taldlhaté. Membranjuk kettGs
foszfolipid rétegbdl all. El6fordulhatnak flagellumok, azaz csillék, amik a sejtmembranrél
erednek, és atnyulnak a sejtfalon. Szamos baktérium faj (koztlik az E. coli is) rendelkezik
flagellumokkal, amik biztositjak a baktériumok folyadékban torténé mozgasat. A sejtmembran

(masnéven citoplazmamembran) belsejét kitolti a citoplazma.

flagellum

1. dbra. Prokariota sejt altalanos felépitése [7].

Egy eukaridta sejttdl eltéréen, a prokariéta sejteknél nincsenek kompartmentekbe rendezett
sejtszervecskék, a fehérjeszintézisért felel6s riboszdmak szabadon helyezkednek el a
citoplazmaban. A baktériumok bels6é membranjainak hidanya a sejtmagra is vonatkozik.
A citoplazmaban taldlhaté 6rokit6anyag sincsen korilhatarolva. A feltekeredett DNS (E. coli-
ban kb. 4,6x10° bdazispar) egy kitlintetett nukleoid régidban taldlhatd. A sejtek
rendelkezhetnek bakteriadlis plazmidokkal is. Ezek kisebb cirkularis DNS darabok a

kromoszoman kival. E. coli-ban a fertilitasi-plazmidok (F-plazmidok) részt vesznek a



konjugacidban, és kddoljdk az F-pilusok képz6dését. A pilusok olyan sejtfelszini képletek, amik
segitenek a sejt megtapadasdban és két baktérium kozti kromoszémalis gének cseréjéhez
(konjugaciéhoz) szolgaltatjdk a kapcsolatot [6].

Egy jellegzetes tulajdonsaga a baktériumoknak a Gram-festésre adott valasz. Ez alapjan
két csoportba sorolhaték. Az E. coli fest6dése Gram-negativ, vagyis Gram festés hatasdra
rézsaszinesen-pirosasan festédik meg a sejtfala. A Gram-pozitiv baktériumok esetében a sejtfal
vastagabb peptidoglikdn rétegében felhalmozdodd kristdlyibolya festék okozza a kékes
fest6dést. A Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok sejtfalszerkezetében mutatkozd
eltéréseknek jelentds szerepe lehet a kiilonboz6 fert6zések kezelésében. A Gram-negativ
baktériumok a kils6 membran megléte miatt hatékonyabban képesek védekezni az

antibiotikumokkal szemben [6].
2.1.2 Baktériumok osztdédasa

Az E. coli sejtek szaporoddsa gyors léptékd. Tobb dolog is befolyasolja a sejtek osztédasat, mint
példaul az elérhet6 energiaforras mennyisége és a hdémeérséklet. Egyedi sejt szintjén
altalanossagban véve elmondhatd, hogy a sejt megfelelé koriilmények kozt (tapanyagdus
kérnyezetben, 37 °C-on) kb. 20 perc alatt osztédik. Populacid szintjén ezt az optikai denzitas
(OD) értékének megduplazodasa jelzi. Azt az id6t, ami alatt a sejt ketté osztdodik, generacids
id6nek nevezzik.

A prokaridta sejtek tobbségéhez hasonléan az E. coli is hasadassal szaporodik.
A folyamat elején a pdlcika alaku sejt megnyulik, a DNS replikalédik. Ezt kovet6en az
osztddasban fontos szerepet jatszé Fts (fonalas héérzékeny) fehérjék polimerizacidja kialakitja
az ugynevezett diviszomat. Ezek a fehérjék részt vesznek a sejtmembran és sejtfal szintézisben
is, pl. Ftsl peptidoglikdnt szintetizdl (ez egy penicillin-koté fehérje, ami gdatolhato
antibiotikummal, és igy nem képes szintetizalddni a sejtfal). Van egy dtmeneti allapot az
osztodas el6tt, amikor a két (még egybe tartozé sejt) kozt kialakul egy vékonyabb szeptum.
Amikor a sejt hossza megduplazddik az eredeti palcika alakhoz képest, a sejtek a szeptum
mentén lefliz6dnek, igy két homogén E. coli keletkezik [6].

Az utdbbi évtizedben egyre nagyobb hangsulyt kaptak azok a kutatasok, melyek a
baktériumpopulacidkban kialakulé fenotipusos heterogenitas kialakuldsat vizsgaljak. Bar a
sejtek ketté osztddasa soran két azonos genetikai dllomannyal rendelkezé lednysejt jon létre,

mégis el6fordulhatnak apré kiilonbségek, melyek megmutatkozhatnak pl. a sejtek
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pl. stressz hatdsdra, vagy az elérhetd tdpanyagforras vdltozdsa (gliikdz helyett laktoz
felhaszndldsa) miatt [6], [8], de okozhatjak sejtosztédaskor fellépd, illetve molekularis

folyamatokkal, génexpressziéval kapcsolatos sztochasztikus események is [2].
2.1.3 Baktériumpopulacidk novekedése

A baktériumpopulacidkra jellemz6 egy ndvekedési gorbe. Ennek alakja fligg attdl, hogy mennyi
tdpanyag van a rendszerben, milyen hémérsékleten inkubdljuk, és mekkora az adott
organizmus novekedési ratdja. A mikrobioldgiai laborokban leggyakrabban batch (szakaszos)
tenyésztéssel dolgoznak. Ez azt jelenti, hogy a taptalajban a komponensek nincsenek potolva
a folyamat sordn, limitalt az energiaforras. Emiatt a baktériumok szaporodasa a kezdeti gyors
sejtszamnovekedés utan lelassul. Egy tipikus novekedési gorbe négy fazisat szemlélteti a

2. abra grafikonja.

Lag Log Stacioner Pusztulo

sejtszam logaritmusa

idé (h)
2. abra. Baktérium populdcidok novekedési gorbéje sematikusan abrazolva M. T. Madigan és tdrsainak m(ive
alapjan [6].

A sejtek friss tdptalajba kerililve adaptalddnak az Uj kornyezetiikhoz, ezt hivjuk
Lag fazisnak. A fazis hossza fligghet a koldnia kordbbi tarolasi koriilményeitdl és koratdl. Ezt
koveti az ugynevezett Log, vagy mas néven Exponencialis fazis, mely soran a sejtek intenziven
osztédnak, ami a populdcié exponencidlis névekedését eredményezi. Ennek a szakasznak a
hossza fligg az elérhetd tdpanyagforrasoktdl, illetve hémérséklettdl, de befolydsolja a
baktérium torzsre jellemz6 generdcios id6 is. Ahogy a baktériumok felélik a tdpoldatban
taldlhatd energiaforrasokat elkezd lassulni a sejtszdm ndvekedése, a fliggvény platozik. Ez a
Stacioner fazis. Két oka is van annak, hogy véget ér a sejtszam exponencialis novekedése. Egyik
a korabban is emlitett tdpanyagforras limitdltsaga. A masik, hogy id6kdzben karos
melléktermékeket is termelnek, amik a sejtek szaporodasanak gatlasdhoz vezethetnek.

A populdcio elér egy egyensulyi allapotot. Bizonyos id6 utan a sejtek elkezdenek elpusztulni,



bekovetkezik a Pusztulé fazis. Hasonldan a Log fazishoz, itt is exponencialis a valtozas, de jéval
lassabb (temben csékken a sejtszam, mint ahogy kordbban emelkedett [6]. A legujabb
kutatasok szerint a fent bemutatott ndvekedési gorbe alakjat nem csupan a baktériumok
osztédasa és a felhalmozédd toxinok miatt bekdvetkez6 pusztuldsa befolyasolja. Ughy és
munkatarsainak kutatdsi eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a stacionarius fazis

kialakuldsa genetikailag kodolt [9].
2.2 Antibiotikumok

Az antibiotikumok olyan eredetileg baktériumok vagy gombak 3ltal termelt anyagok,
amelyeknek a célja a mikroorganizmus védekezése mdsik mikroorganizmusokkal szemben.
ElGszor Fleming izolalta a penicillint 1929-ben a Penicillium notatum gombabdl. Ezzel rengeteg
korabban halalos kimenetel(i betegséget meg tudtak gyogyitani, mint példaul a tidégyulladast

vagy mondjuk egy sebfert6zésbdl szarmazd szepszist [6].
2.2.1 Az antibiotikumok csoportositasa

Az antibakterialis szereket csoportosithatjuk hatasmechanizmusuk és szerkezetik alapjan.
Hatdsmechanizmusukat tekintve gatolhatjdk a sejtosztédast, a sejtfal szintézisét vagy a
fehérjeszintézist. Utébbinal kiilon vehetbek azok, amelyek 50S vagy 30S inhibitorok, illetve
amik a tRNS-en keresztiil akadalyozzak a fehérjék létrejottét. A sejtosztodast gatld szerek
befolydsolhatjdk a DNS girdzt, az RNS elongacidt vagy a DNS-fligg6 RNS polimerazt. A sejtfal
szerkezetét illetéen célpont lehet a lipid bioszintézis, a sejtmembran szerkezete vagy a folsav
metabolizmusa [6].

Evente legnagyobb (kb. 50%-0s) ardnyban B-laktdm szereket alkalmaznak vildgszerte.
Ide tartoznak tobbek kozt a penicillinek (pl. ampicillin) és a cefalosporinok. Kozos
tulajdonsaguk, hogy szerkezetilkben B-laktdm gylr( van. A B-laktamok mellett egy masik
fontos tipusa az antibiotikumoknak az aminoglikozidok. Ezek népszer(i képvisel8i a kanamicin
és a gentamicin. Ez a két antibiotikum elég hasonld hatasmechanizmussal rendelkezik a
szerkezetlikb6l adéddan. Mindkett6 a 30S alegységen keresztiil akaddlyozza a fehérjeszintézist.
A baktériumok riboszémaihoz csatlakozva gatoljak a transzlaciét. Ennek eredményeként az
MRNS tévesen irddik at, és a létrejott hibas fehérjék végil a sejt halalat okozzak. Egy harmadik
szerkezeti csoport a fluorokinolonok. Ebbe a csoportba tartozik a ciprofloxacin, ami a

DNS-girdz, masnéven topoizomerdz gatlasa révén fejti ki hatasat. Ezaltal a DNS replikacid és



transzlacid is akadalyozott, ami a sejtosztddas elmaraddsat okozza. Ez a sejtek megnyulasahoz,

majd pusztuldsahoz vezet [6].
2.2.2 Antibiotikum rezisztencia

A baktériumok képesek lehetnek alkalmazkodni az ellenik alkalmazott antibiotikumokhoz.
Ez az ellenalésag véletlenszer(ien is kialakulhat mutdciéval, de azt is kimutattdk mar, hogy
stressz hatdsdra a mutacids rata megnd [10]. Egy olyan sejt, amely az R plazmidjan hordozza a
rezisztencidért felelGs gént, képes lehet konjugacid utjan is egy masik sejtbe juttatni azt [6].

Tobbféle mechanizmusa is van a rezisztencidnak. Vannak fajok, amik olyan enzimeket
tudnak el&allitani, amik képesek inaktivalni az antibiotikumot (pl. a B-laktamaz a penicillinek
szerkezetének PB-laktam gydrdjét bontja). Nem feltétlen jatszik szerepet enzim az
inaktivalasban. Ciprofloxacin rezisztencia esetén a mutacié hatasdra DNS-girdz mddosul,
ezdltal az antibiotikum nem képes kot6dni, nem torténik sejtosztddas gatlas. A baktérium
sejtfalaban is torténhet ellenallast kialakitd valtozas. Ezek vagy akadalyozzdk a sejtbe jutdst
(permeabilitds csokkentésével), vagy a bejutast kovetGen képesek eltdvolitani az antibiotikum
jelentGs részét (efflux pumpak kifejez6désével). Mindezek mellett a baktériumok biokémiai
utvonalaikat is atalakithatjak (pl. alternativ anyagcsere-utvonalak aktivalasaval) [6].

A baktériumok nem csak genetikailag képesek reagalni az antibiotikumokra rezisztencia
kialakulasaval, hanem perzisztencidval is tulélhetik a kezeléseket. Ekkor a sejtek lassabban vagy
egyaltaldn nem szaporodnak, hanem egy atmeneti nyugalmi allapotba keriilnek. Ezzel a
védelmi mechanizmussal egy résziik tulélheti a sejtosztédast befolyasold antibakterialis szerek
alkalmazdasat, mikdzben tovabbra is érzékenyek maradnak. Az antibiotikumos kezelés elmulasa

utdn az addig nyugvé sejtek Ujra osztddni kezdenek [4], [11].
2.3 Mikrofluidika

A mikrofluidika tudomanyterilete és a hozzdkapcsolédd mikrotechnoldgia az elmult par
évtizedben indult fejl6désnek, és ez a fejl6dés a mai napig tart. Eleinte négy f6 alkalmazasi
terlilete volt: molekularis analizis, bioldgiai fegyverekkel szembeni védekezés, molekularis
bioldgia, illetve mikroelektronika. Maga a mikrofluidika jelentése, hogy olyan eszkdzokben
figyeljik meg a folyamatokat, amikben minddssze par szdz mikrométeres csatornak vannak,
emiatt a folyadékokat mikroméret(i skalan manipulalhatjuk. Ezzel lehet8ség nyilik arra, hogy
gyorsabban és koltséghatékonyabban végezziink el bizonyos kisérleteteket. Egy mikrofluidikai

eszkozben joéval kevesebb minta is elegend6 lehet a hagyomanyos mddszerekkel szemben.
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Masik el6nye, hogy kevésbé szennyezziik vele a kdrnyezetet a kis méretének kdszonhetben.
Egy baktériumok sejttenyésztésére szolgald miniatirizalt rendszer lathaté a 3. dbran [12].
Eleinte ezek az eszkdzok sziliciumbdl és Uvegbdl késziltek, dm manapsdg egyre
elterjedtebb a mlianyagok haszndlata. Az évek alatt béviilt a mikrofluidikai eszkézok gyartasara
hasznalt anyagok szdma. Egyszerlen hasznalhatd, és olcsdébban elérheté a papir alapu
mikrofluidika, amit gyakran alkalmaznak diagnosztikai célokra a kromatografias eljardsok
alapjaként, mint példaul a Covid-19 antigén otthoni gyorsteszteknél. Kutatas céljabdl azonban
féként mdlanyagokat alkalmaznak. Ezek lehetnek elasztomerek, amelyek olyan specialis
polimerek, amik rugalmasak. Vannak koztiik hére keményed&ek, ezeket thermosetnek
nevezzik, illetve vannak, amelyek a h6 hatasara lagyulnak, ezeket thermoplasticoknak hivjuk

[12], [13].

3. abra. Mikrofluidikai csip mérete egy pénzérméhez viszonyitva [12].

Az egyik legelterjedtebb anyag (melyet mi is hasznalunk a kutatdsok sordn), a dimetil-
polisziloxan (PDMS), ami egy szilicium alapu szerves polimer. A PDMS-bél késziilt mikrofluidikai
eszkozok egyik el6nye, hogy 4&tlatszdoak, ezért alkalmasak mikroszképos vizsgalatokra.
El§ sejtekkel vald kisérletek szempontjabdl fontos kiemelni, hogy biokompatibilis, és gazokra
(pl. oxigén és szén-dioxid) permeabilis. Ezekben az eszkdzokben a sejtek akar napokon at is
életben maradnak, megfelel§ kortilmények kozott (pl. tdpanyag folyamatos potldsa mellett)
osztédnak is. Masik el6nyds tulajdonsagai a PDMS-nek az anyagkdltsége és kezelhet8sége [12],

[13].
2.3.1 Mikrofluidika a mikrobiolégiaban

A mikrofluidika egyre elterjedtebb a mikrobioldgiai kutatasokban is. A mérettartomadnya
ezeknek az eszkdzoknek alkalmassd teszi Gket a mikroorganizmusok tanulmanyozdsahoz.

Segitségével lehet8ség nyilt a mikroorganizmusok természetes él6helyeinek modellezésére.
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JOl kontrollalhaté mikrokdrnyezeteket alakithatunk ki, melyekben megfigyelhetjik a
baktériumok alapvets életfolyamatait, példdul mozgasat, novekedését, kommunikaciojat
vagy akar evolucidjat is. Ezeket az eszk6zoket rendszerint mikroszkdpos vizsgalatokkal tarsitjak.
Time-lapse  mikroszképidval kovethetjik a baktériumpopuldcidk, illetve egyedi
baktériumsejtek viselkedését.

A baktériumok egy része (pl. az E. coli is) képes a folyadékokban valé Uszasra. Maga a
mozgds maddja is szolgdlhat informdcidval, de ezzel kapcsolatban a kemotaxis vizsgdlatara is
lehet6ségiink nyilik. A mikrofluidika segitségével jél meghatarozott, pontos kémiai
koncentracido gradienseket lehet elGallitani, ezért ezek az eszkozok kitlinéen alkalmasak
kemotaxis vizsgalatokra [14]. A mesterégesen elGallitott kémiai gradiensek mellett olyan
modszereket is taldlunk, ahol a baktériumok maguk allitjdk el6 ezeket a
koncentraciogradienseket. llyen vizsgalatokhoz példaul labirintusokat lehet kialakitani,
melyekben a sejtek maguk alakitjak ki az ingernek szamito gradienst azaltal, hogy elfogyasztjak
az eldl 1évé sejtek a tapoldatban l1év6 anyagokat. Labirintuson kivil egyéb akadalypalyakat is
kialakitottak mar baktériumok szamara a motilitds és a sejtek kozti kommunikacid
megfigyeléséhez [1], [5], [15]. Ezeket a mikrofluidikai gradiens generatorokat nem csak
kemotaxis vizsgalatokra hasznaljak. Az elmult évtizedben tébb kutatds is azt igazolta, hogy
antibiotikumok heterogén eloszldsa befolyasolhatja a baktériumok antibiotikum
rezisztencidjanak kialakulasat [16], [17].

A baktérium kozosségek Osszetettek, egymdssal kommunikalni képesek jelmolekuldak
szekretaldsdval és azok érzékelésével. Az egyik tipikus kommunikacids rendszer az un. quorum
érzékelés, melyen keresztil a baktériumok szinkronizalni tudjdk a viselkedésiiket. Bar a
quorum érzékelés alapvetéen populdcié szinten megfigyelhetd jelenség, fontos molekularis
folyamatok zajlanak le az egyes sejtek szintjén. Mikrofluidika segitségével egyedi sejtek

szintjén is tanulmdanyozhatjuk ennek a jelenségnek a dinamikajat [18].
2.3.2 Mikrofluidikai eszk6zok egysejt-szintli vizsgalatokra

A mikrofabrikacié és a mikrofluidika elénye, hogy mikroszkdppal kombinalva lehet6ség nyilik
egyes sejtek csapddzasara és azok megfigyelésére (4. és 5. dbra). Az ilyen jelleg( kisérletekben
tanulmanyozhatok a sejtek jellegzetes paraméterei (pl. morfoldgia, fluoreszcencia), illetve sok
esetben a leszdrmazasi viszonyok is kovethet6k [1], [19], [20]. A sejtek befogasanak kétféle

tipusa van, attél fliggden, hogy a hidrodinamikat kihasznalva rogzitjliik az egyes sejteket, vagy
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az aramlastdl elszepardltan csatornakban/kamrakban csapdazunk és gydjtjiik az utddsejteket
is. EI6bbit inkdbb nagyobb sejtek vizsgalatdhoz hasznalhatjuk pl. eukariéta sejtekre. EmlGs
sejtként gyakran a Hela (Henrietta Lacks) sejtvonallal vagy hasonlo rakos sejtekkel (pl. HL-60)
dolgoznak rakkutatdsban [21], [22]. Mikrofluidikai csapdakkal ezek is egyesével tesztelhet6k
(4.A dbra) kulonféle gyodgyszerekre, és azok koncentracidit valtoztatva kontrolldlhaté a
toxicitdsa a tumorellenes szereknek, kovethet6 a szerek okozta apoptdzis. Ezek a tipusu
csapdak algak befogasara és megfigyelésére is alkalmasak lehetnek. Erre példa a 4.B dbran
bemutatott rendszer, ahol Chlamydomonas reinhardtii sejtek morfolégiajat és fotoszintézisét

vizsgaltak klorofill a fluoreszcencia mérésével [23].

4. abra. Mikrofludikiai egysejt csapdak. (A) HeLa human karcindma sejtek csapdazasa [21]. (B) Tulipan csapda
algakkal [23]. (C) Optikai csipesszel mozgatott és oldalkamraba elhelyezett E. coli sejtek [24]. (D) , Lobster trap” P.
aeruginosa baktériumsejtek csapdazasara BSA fehérjébdl készilt kamraban (baloldali kb. 20 °C-on, kdzépsé és
jobboldali képek 37 °C-on készliltek) [25].

A mikrofluidikai csapdak jol kombinalhatéak egyéb technikakkal is, mint példaul optikai
csipesszel, mely segitségével baktérium sejteket mozgathatunk a mikrofluidikai eszk6zon belil
[24]. A 4.C dbran egy kisebb, osztédé sejtek befogadasara kialakitott kamraba optikai csipesz
segitségével elhelyezett sejtet latunk. A szerz6k a kamrakba helyezett sejteken kés6bb
Raman spektroszképiat végeztek az eszkdzon belil. A 4.D abra pedig egy olyan eszkdzt mutat
be, ami szarvasmarha szérumalbumin fehérjébdl késziilt és hére képes zarddni. Kiindulasként
egy sejtet csapdazhatunk, mely osztédasnak indul, és lednysejteivel megtolti a kamrat.
A szerz6k a quorum érzékelés heterogenitasat vizsgaltak az eszkoz segitségével [25].

Mikrofluidikaban gyakran taldlkozhatunk olyan eszkdzokkel, amelyeknél oldalkamrakat

alkalmaznak. Ilyen példaul az ugynevezett ,mother machine” (réviditve MM). Ennek célja
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egyedi baktériumsejtek csapdazasa és osztédasuk kovetése tobb generacidn keresztiil, amiket
sz(ik oldalcsatornak kialakitasaval érnek el. Sematikus dbrazolasat lathatjuk az 5.A abran, ahol
a piros sejtek jeldlik az anyasejteket, a narancssargdk pedig az osztéddassal az oldalkamraban
felszaporodd utédsejteket. Az utddsejtek id6vel a f6csatorndba keriilnek, ahonnan az aramlas
elviszi Gket. Az MM Kkitlin6 a sejtosztddas és az anyasejt (az oldalcsatornaban taldlhaté
folyamatosan osztédo legbels6 sejt) kiils6 jellegzetességeinek vizsgdlatara. Az E. coliviszonylag
gyorsan szaporodik, igy tobb generdaciot és azok valtozasat is kovethetjiik [3], [19].

Mikroszképpal kovethet§ a sejtek alkalmazkodasa kiilonb6z6 stressz hatdsokhoz
(pl. tdpanyaghidny, antibiotikum). Azt is megfigyelték, hogy még ha a sejt atmérGjének felével
is rendelkezik az oldalcsatorna mérete, akkor is képes az E. coli az osztdédasra. Habar
atmenetileg az utédsejtek tulajdonsagai megvaltoznak morfoldgiailag és mozgas tekintetében,
azok mind visszatérnek eredeti jellemz&ihez par nap elteltével [15], [26], [27].

Vannak olyan eszk6zok is, amik nagyobb kamrakkal rendelkeznek, igy kisebb populacidk
befogaddsara is képesek, ezért ezek sokszor ,,family machine” (roviditve FM) nevet kaptak az
irodalomban. Ezeket gyakran hasznaljak példaul tapanyaghidnyra adott evolucios valasz,
antibiotikum rezisztencia o©rokl6désének megfigyeléséhez, perzisztencia kisérletekhez.
Megfelel6 korilmények kozott a féecsatornabdl a kamrakban osztddo sejtekhez csak diffuzio
utjan jut el a tdpanyag (pl. gliikdz). Ez okozhat a populacidban egy fajta heterogenitast attdl
fuggéen, hogy hol helyezkednek el a sejtek. Kialakulnak kiilonb6z6 csoportok a
tapanyagellatottsdgnak megfelel6en, ilyen génexpresszidbeli kiilonbségeket lathatunk

(5.B abra) [8], [11], [28].
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5. abra. Mikrofluidikai eszkozok oldalkamrakkal. (A) A mother machine sematikus abrazolasa (balra), és
mikroszképos képe baktériumokkal feltdltve (jobbra) [19]. (B) Family machine kisebb baktérium populdcidk
egyedi sejtjeinek fenotipusos valtozasanak kovetésére kialakitott tenyésztGkamra. A zolddel jel6lt sejtekben
megnovekedett az acs gén expresszidja (ecetsav az energiaforrasuk), mig a lildval jeléltekben a ptsdG gén
expresszidja (gliikozt hasznalnak energiaforrasként, de korlatozott annak mennyisége) [28].



3. Célkitlizés

A kutatdmunkamat a Biofotonika és Biomikrofluidika Kutatocsoportnal végeztem a HUN-REN
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Biofizikai Intézetében. A csoport egy korabbi kutatas soran
tanulmanyozta térbeli antibiotikum koncentraci6 gradiensek hatasdt E. coli
baktériumpopulaciék evolucidjara. Kimutattdk, hogy ciprofloxacin gradiens jelenlétében
meglehetGsen gyorsan (egy napon beliil) megjelennek ellenallé alpopulaciék [16]. A jovSben
a csoport szeretné id6ben valtozd (folyamatosan emelkedd, ill. periodikusan alkalmazott)
antibiotikumkoncentracié hatasat is vizsgalni E. coli baktériumokra. A kezelések hatdsat pedig
az egyedi sejtek szintjén szeretnék kovetni.

Egy mikrofluidikai eszkoz fejlesztésén dolgoztam. Egy olyan eszkoz létrehozasa volt a cél,
amiben egysejt rétegben elhelyezkedé kisebb baktérium populdcidkat lehet egysejt szinten
vizsgalni. Ezek a populaciok néhany szaz sejtbdl allnak. Az eszkoz kialakitdasanal fontos
szempont, hogy a sejtek mikrokérnyezete dinamikusan valtoztathatd legyen. A fejlesztés
elérehaladtaval a tdpoldat nem csupan tapanyagforrast biztositana, hanem kiilonb6z6
antibiotikumok hozzdadasaval szeretnénk vizsgalni azok hatdsat vad tipusu és rezisztens
mutans torzseken is. Ahhoz, hogy ez megvaldsulhasson, a kovetkez6 feladatok elvégzése
szikséges:

_ tervezés: az eszk0z szamitégépes programmal valé megrajzolasa,

- modellezés: a tervrajz haromdimenziés modelljének tesztelése dramlastani

szimulacidk készitésével és a paraméterek optimalizaldsa,

- az eszkoz elkészitése standard fotolitografids, |ézerirdsos és lagy litografids

modszerekkel,

- az eszkoz kisérletes tesztelése kiilonb6z6 E. coli sejtekkel és az ehhez sziikséges

technikdk megismerése, elsajatitasa,

- képanalizis: sejtparaméterek vizsgalata (alak, fluoreszcencia), ezeken fellil a

leszdrmazasi viszonyok nyomon kovetése is cél.
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4. Anyagok és mdodszerek

4.1 Baktériumtorzsek és sejttenyésztés

A munkdam soran a JEK 1036 és JEK 1037 E. coli torzseket hasznaltam. Ezek a W3110-es torzs
modositott valtozatai, melyek zold, illetve piros fluoreszcens fehérjével (GFP, illetve RFP)
jeloltek. A fluoreszcens fehérje termelése izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG)
hozzaaddasaval indukalhatd. Ez egy laktdz analdg, melyet a tenyésztéshez hasznalt Luria-Bertani
(LB) tapoldathoz adunk. Ezek mellett a vad tipusunak tekinthet6 E. coli torzsek mellett a
JEK 1036-0s torzs egy mutansdval is dolgoztam, amit a kutatdcsoport izoldlt egy korabbi
munkdja sordn [16]. Ez a mutans ciprofloxacinra nagy mérték{ rezisztenciat mutat, ami
feltehet6en a gyrA, dsbA és rfaQ génekben taldlt mutacidknak kdszonhetd.

A baktériumsejteket -80 °C-on taroljak fagyasztocsovekben. Ezekbdl a mintakbdl
tenyészt6csovekben neveltem fel a kulturakat, 3 ml LB és 30 ul IPTG torzsoldat (-20 °C-on tarolt
100 mM torzsoldat) felhasznalasdval. Ezeket razdinkubatorba helyezve 30 °C-on 200 rpm-en
néni hagytam éjszakara, majd 1,5 %-os agarlemezre szélesztettem azokat. A kisérletek inditasa
el6tt a lemezekrél egy-egy 6nallé koldniat vettem fel és novesztettem folyadékkulturaban
(3 ml LB, 1 mM IPTG, 30 °C, 200 rpm). A mikrofluidikai kisérleteket az éjszakai kulturakkal

inditottam el.
4.2 Novekedési gorbék mérése és a minimalis gatlo koncentracié meghatarozasa

Megmértem az daltalam hasznalt torzsek novekedési gorbéjét kiilonboz6 antibiotikumok
hozzdaddsa mellett és antibiotikummentes tdpoldatban. Meghatdroztam a minimalis gatld
koncentracio (MIC = Minimal Inhibitory Concentration) értékét négy kilonbozé
antibiotikumnak: ciprofloxacin, ampicillin, gentamicin és kanamicin.

Az MIC méréséhez egy az irodalomban is haszndlt protokollt alkalmaztam [29]. Ennek
elsé lépése annak meghatdrozasa, hogy adott optikai denzitds milyen sejtszdmnak felel meg a
haszndlt torzsek esetében. A vad tipusu toérzsekre vonatkozéan CFU (Colony Forming Unit)
mérést végeztem a tenyésztécs6ben mért ODgoo nm=0,6-0s értékre vonatkozdéan. A mérés a
kovetkez6képpen tortént. 1000-szer visszahigitottam az éjszakai kulturakat (3 ml LB, 30 °C,
200 rpm), és megvartam, hogy a 600 nm-en mért optikai denzitds (ODesoo nm) 0,6 korili értéket
vegyen fel. Ekkor két higitdst alkalmaztam: 103x és 10%*x, majd a higitott mintakbdl 3-3 db
1,5 %-0os agarlemezre szélesztettem. Lemezenként 50 pl-t cseppentettem a

folyadékkulturakbodl. Szélesztést kovetben a lemezek 30 °C-os inkubatorba keriiltek éjszakara.
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Madsnap a kovetkez6 eredményeket kaptam a telepszamoldsok soran: 1 ml-re vonatkozdan az
JEK 1036 térzsnél atlagosan 1,211x10° db sejt/ml, a JEK 1037 térzsnél pedig 1,609x10° db
sejt/ml lett az atlagos CFU érték.

Az MIC méréshez a 0,6-o0s optikai denzitdsu kulturabdl 100-szoros higitast készitettem,
és abbdl 50 pl-t hasznaltam fel. Tehat nagysagrendileg 10* baktériumbdl indult ki a mérés.
Egy 96 lyuku sejttenyészt6 lemezben mértem 0Ossze a megfelel6 higitdsi sorokat, minden
lyukban 100 ul végtérfogattal dolgoztam. A lemez 12 oszlopa a kovetkez6képpen keriilt
feltoltésre: a 11. oszlop a ndvekedési kontroll, ahol a baktériumpopulacié novekedését
antibiotikummentes tapoldatban vizsgaltam, a 12. oszlop az Ugynevezett sterilitasi kontroll,
ami tisztdn a tdpoldatot tartalmazza. Ezeket a lyukakat haszndlhatjuk referenciaként is.
A ciprofloxacin maximum koncentracidja (10. oszlop) 1000 ng/ml volt. (Ehhez el8sz6r 1 mg/ml
szlrt vizben oldott torzsoldatot készitettem el, melyet -20 °C-on taroltam a tovabbiakban.)
A masik hdrom felhasznalt antibiotikum esetén, ampicillin, kanamicin és gentamicin, a
maximum koncentracié 250 pg/ml volt. (Ezekbdl az antibiotikumokbdl szintén készitettem
torzsoldatokat 50 mg/ml koncentracidban, melyeket szintén -20 °C-on taroltam.) Az 1.
oszloptdl a 10. oszlopig a koncentracid folyamatosan a duplajara nétt.

Miutdn a lemezt Osszemértem, lefedtem azt lélegzé fdlidval, majd betettem a
lemezolvasdba (BioTek Synergy 2 plate reader), mely 24 érdn at 5 percenként mérte az
ODe6oo nm értékeket. Az optikai denzitdas mellett a fluoreszcenciat is mértik, de ezeket az
adatokat nem hasznaltam fel a dolgozatomban. A lemez a mérés teljes id6tartama alatt 30 °C-

on és folyamatos razas alatt volt.
4.3 Az eszkoz tervezése, modellezése

A mikrofluidikai csip kétdimenzids terveinek elkészitéséhez a Klayout nyilt forraskédu
programot (verziészam: 0.29.2) hasznalatam. A tervrajzomon kiilénb6z6 kamrakat alakitottam
ki, hogy mindegyikre letesztelhessem, hogyan viselkedik benne a folyadék. Ezek a méretek a
kovetkez6k voltak (szélesség x mélység): 1,2 um x 25 um (ez az irodalomban sokat hasznalt
mother machine [3] mérete), 60 um x 40 um, 60 pm x 60 pum, 60 um x 90 um,
60 um x 120 um, 25 um x 25 um, 25 pum x 50 um és végil 25 um x 75 um. A f6csatorna hossza
és szélessége rendre 2500 um és 200 um voltak.

Az aramlas és a diffuzid modellezése a Comsol Multiphysics 4.3a szoftverrel tortént. Ehhez a

»,Laminar Flow”, valamint ,Transport of Diluted Species” modellekkel (Physics) dolgoztam és
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id6fligg6 (, Time-dependent”) study-t haszndltam. A tervrajzot beolvasva ki tudtam azt
terjeszteni hdrom dimenziéban. A magassag minden kamra esetén 0,8 um volt, ami
Osszemérhet6 egy E. coli sejt méretével. A f6csatorna magassaga 15 um volt.
A folyadékaramlas szimuldlasahoz az eszkozt vizzel toltottik fel, a bemenetre ,fully developed
flow” érkezett. A térfogataram 200 ul/h volt (ezt hasznaltuk a kisérletek soran is). A diffazio
modellezéséhez a koncentracid valtozasat a bemeneten |épcséfiiggvénnyel hataroztuk meg:
0 s-tdl 7,5 s-ig a koncentracié 0 M volt, ezt kévetSen pedig 1 M. Osszesen 20 s-ig vizsgaltuk
0,1 s-os idSbeli felbontdssal, hogy hogyan valtozik az eszkdzben a glilkdéz koncentracidja.
A glikéz diffuzids allanddjaként 6,7x10° m?/s-t haszndaltam [30].

IH

,Physics-controlled” térhdaldoval (mesh) dolgoztam, ,,Normal” felbontassal. Az els6
study-t lefuttatva modelleztem a folyadékaramlast (dramvonalak elhelyezkedését) a csipben,
az alkalmazott idGintervallum 1 s volt, 0,1 s-os felbontassal. Az utolsd id6pillanat eredményét
felhaszndlva futtattam le a masodik study-t, ami a diffuziét (a koncentracidé valtozasat)

szimuldlta a mikrofluidikai csipben.
4.4 Az eszkoz készitése

Ahhoz, hogy ezt az eszkozt elkészithessem, sziilkség volt egy 6nt6formara, ami a végsé
elrendezés negativja. Ezt PDMS-sel kiontve készithetjik el magat a mikrofluidikai csipet.
A folyamatot a 6. dbra szemlélteti. Els6ként a krom jelolGket készitettik el (6.A abra), amiket a
lemezen valé tajékozdédashoz haszndltunk a lézeriras (UWPG 101, Heidelberg Instruments
Mikrotechnik GmbH) soran. A kromréteget egy porlasztégéppel (Quorum Q150T sputter
coater, Quorum Technologies Ltd.) egy szilicium lemezre vittik fel, majd ezt S1818 pozitiv
fotoreziszttel vontuk be (6.A dbra 1. és 2. [épés). A jelol6k mintazatdt a |ézerirdval vilagitottuk
bele a fényérzékeny rétegbe (3. 1épés). Az el6hivast kovetSen a kromréteget mar csak a jelolék
kivant helyeinél fedte S1818 (4. Iépés). A krdmmaras soran a fedetlen helyekrél eltavolitottuk
a krémot (5. lépés), majd acetonos mosassal a maradék, fedésként hasznalt S1818-at is
(6. Iépés), hogy végiil csak a krom jelol6k maradjanak a lemezen. Miutdn ezzel elkésziiltlink,
kovetkezhetett maganak az ont6formanak a készitése (6.B abra). A krom jelol6ket tartalmazé
lemezre felvittliink egy alacsony SU-8 negativ fotoreziszt réteget (1. |épés). Ennek célja, hogy
jobb tapadast biztositson a kis méret(i strukturainknak. A 0,8 pum-es réteg felvételét kovetben

|ézeriréval elkészitettiik az oldalkamrakat (3. [épés). Erre felvittiik a 15 pm magas SU-8 réteget,
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melybe |ézeriréval belevilagitottuk a f6csatorna mintazatat (4. és 5. |épések). Ezt a 6. [épésben

bemutatott el6hivasi folyamat kovette, melynek eredménye a kész 6ntéforma.

A

1. |épés: par 10 nm vastag kromréteg felvitele

— krémréteg
szilicium lemez

2. lépés: S1818 pozitiv fotoreziszt réteg felvitele

| | $1818 pozitiv fotoreziszt

3. lépés: jelol6k készitése |ézerirdval

bl
- -

4, |épés: $1818 elhivasa MF-319 elShivéval

oo

5. lépés: krdmmaras

SIS

6. lépés: acetonos mosas

F____H

B

1. |épés: 5 um vastag alapréteg felvitele
| | SU-8 2005 negativ fotoreziszt

2. lépés: 0,8 um vékony SU-8 réteg felvitele
[ ] SU-8 2001 negativ fotoreziszt

| | (SU-8 2002 + 2002 thinner)

3. lépés: oldalkamrak készitése lézerirdval

RN

| Il I [ 1

4. |épés: 15 pm vastag SU-8 réteg felvitele

SU-8 2007 negativ fotoreziszt

i

5. |épés: fécsatorna készitése lézerirdval

AR
ML

6. lépés: elShivas Mr-DEV-600 SU-8 elGhivoval

6. abra. Az eszkdz negativjanak elkészitése szilicium lemezre. (A) Krom jelol6k elkészitésének lépései. (B) Negativ

ont6forma elkészitésének lépései [31].

Minden kisérlet el6tt az elkészitett ont6formdkat PDMS-sel ontottem ki (Sylgard 184,

Dow Inc.) a két komponens 10:1 aranyu (bazis:iniciator) 6sszekeverésével. Ezt aztan 40 °C fokos

sitében hékezeltem, masnapra megkeményedett. Ezutdn dvatosan levdlasztottam a PDMS-t

az ont6formardl, majd kisebb darabokra vagtam.

A PDMS eszkdz méreteit pasztdzé elektronmikroszképpal (JSM-7100F, JEOL Ltd.)

ellendriztiik. Ehhez 15 nm vastag arannyal vontuk be (Quorum Q150T sputter coater, Quorum

Technologies Ltd.), az alkalmazott gyorsitéfesziiltség 5 kV volt.
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4.5 Mikrofludikai kisérlet inditasa

Az egyes kisérletek inditdsa el6tt a kovetkezs 1épéseket kellett elvégezni. Sziikség van be- és
kimeneti nyildsokra a folyadék eszkdzbe vald juttatdsahoz, amikhez egy 1,5 mm atmérgjl
lyukasztot hasznaltam a fécsatorna elején, illetve a végénél. Ezutan oxigénplazmas kezeléssel
(29.6 W, 400 mTorr, 45 s, egy Harrick PDC-002 plazma tisztitoban) a PDMS csipet fedGlemezre
ragasztottam. Kozvetlenll a plazmdzds utdn az elkészilt eszkozt feltoltéttem a bemeneti
nyilason keresztiil az éjszakai baktériumkulturaval. Az eszkdzoket behelyeztem a mikroszkdpba,
ekkor dvatosan beledugtam a be- és kivezetd nyilasokba az dramoltatdshoz hasznalt csoveket.
A bemeneti csOveket rakotéttem LB-t és IPTG-t tartalmazdé fecskendbkre, és azokat
fecskendépumpaba helyeztem. Esetenként 100 ng/ml ciprofloxacint is adtam a tapoldathoz.
Az aramlast minden alkalommal 200 pl/h sebességre allitottam. A kisérleteket 30 °C-on

végeztem.
4.6 Mikroszkopia, képkészités és képanalizis

A sejtek megfigyeléséhez fluoreszcencia time-lapse mikroszképiat alkalmaztunk.
A kisérletekhez Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszképot (Nikon Corp.) hasznaltam. A koré épitett
inkubator (Okolab S.r.l.) biztositotta a sejtek szamara megfelel6 30 °C h&mérsékletet.
A képkészitéshez 40X Nikon Plan Fluor objektivet, GFP és mCherry fluoreszcens szlirGket és
Prior Lumen 200 Pro |lampat (Prior Scientific Instruments Ltd.) haszndltam. A minta mozgatasa
Prior Proscan Il motorizalt asztallal (Prior Scientific Instruments Ltd.) tortént. A képfelvételhez
Andor Zyla sCMOS kamerat (Andor Technology) haszndltam. A kamera és a mikroszkdp
vezérlését a NIS Elements Ar szoftver (Nikon Corp.) végezte. Ot percenként késziiltek a képek.
Az elkészilt felvételek analizisekor az llastik és az Imagel programot hasznaltam a baktériumok
szegmentalasahoz és az ehhez kapcsolhatdé TrackMate bévitményt a sejtosztédasok
kovetéséhez. Az eredményekben taldlhaté képeket, illetve a dolgozat tébbi dbrajahoz is az

Inkscape programot hasznaltam.
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5. Eredmények és diszkusszid

5.1. A mikrofluidikai eszk6z tervezése

Kutatdmunkam soran a 2.3 fejezetben bemutatott MM [3] és FM [8], [11] eszkdz6khoz hasonld
elrendezés tervezése és optimalizaldsa volt a feladatom. Egy olyan eszkdzt szeretnénk
késziteni, mellyel kisméretl (néhdny szaz sejtbél alld) baktériumpopuldcidk vizsgalhaték.
Az altalunk microcolony machine-nak (réviditve uCM) elnevezett eszk6z sematikus abrazolasa
és m(ikodési elve a 7. dbran lathatd. Egy magasabb fGcsatorndbdl és a bel6le nyilé alacsonyabb
(<1 pm) oldalkamrakbdl épil fel. A f6csatorndban daramld tdpoldat biztositja a megfelel6
korilményeket az oldalkamrakban talalhatd baktériumsejtek folyamatos osztdddsahoz. Azokat
a sejteket, amik mar belelégnak a fécsatorndba az aramlas kiviszi, és a kimeneten at tavoznak.
Ahhoz, hogy egyes sejtek szintjén tudjuk tanulmdnyozni a baktériumokat az eszkodzben
elengedhetetlen, hogy a csapdazott sejtek egy rétegben ndjék csak be a kamrakat. Tul alacsony
oldalkamra esetén a sejtek nagyon beszorulnanak, és a stressz hatdsara alakvaltozas torténhet.
Magas kamra esetén pedig a mozgasra képes baktériumok kilszhatnak a kamrabdl, illetve a tul
nagy elmozduldsok zavarhatjak a mérést. Mi 0,8 um magas oldalkamrakat készitettiink, mely
hasonld az FM eszkéz méreteihez [28]. A kezdeti kisérleteink alapjan ez a méret megfelel6nek
bizonyult a laborban vizsgalni kivant E. coli sejtek szamara.

oldalkamra

N
fécsatorna 0000 OO%OO
AN %Q%%O% Vi é

bemenet  —aramlas— ) kimenet

E——
%@ 0@8@

7. abra. A microcolony machine sematikus abrazolasa és m(ikddési elve.

Az eszkoz elkészitéséhez az elsé [épés a tervezés volt. A 8. dbra bemutatja az altalam
készitett méretaranyos tervrajzot. Kiilonb6z6 méretl oldalkamrdakat rajzoltam. A 8.A abran
balrél jobbra lathaté egy mother machine, majd kétféle szélességli (60 um-es és 25 pum-es
bejarattal rendelkezd) tenyészt6kamrdk sorozata. A pontos méreteket a 4.3 fejezet
tartalmazza. A f6csatorna szélessége 200 um. A kamrdk kozti tavolsagok 250 um-esek.
A csatorndnak mindkét oldaldn elhelyezkednek kamrak, amik kozil a szemkoztiek azonos

méretlek. A 60 um-es bemeneti nyilassal rendelkezé karmakbdl két tipus késziilt, a f6csatorna
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alsé oldalara elhelyezett kamrak belsejébe 5 um x 5 um teriletd tartéoszlopokat is terveztem.

Ezek célja, hogy megdvja a kamrakat attél, hogy az alsé és felsé fala 6sszeérjen és beszakadjon.

A

100 pm

/"Ils um

0,8 um¥

—»

8. dbra. A mikrofluidikai eszkoz tervezése. (A) A LCM feliilnézeti képe a KLayout programban. (B) A uCM 3D-s képe

Comsolban, belenagyitva a 60 um x 60 um kamra és méretei lathatok.

Miutan elkészitettem a uCM 2D-s tervét, azt a Comsol szimuldcids programban
felhaszndltam. Ebben mdr nem csak egy 2D-s modell képe lathatd, hanem 3D-ben is
tesztelhetd az eszk6z. A munkam ezen pontjan délt el, hogy milyen magas legyen a f6csatorna
(15 pum) és az oldalkamrdk (0,8 um), mekkora sebességgel és mit aramoltassak. Modelleztem
az aramlasi teret és a tdpanyag bejutdsat a kamrak belsejébe. A 8.B dbran lathato a terv 3D-s
abrdazolasa, ezen beliil is kiemelve a 60 um x 60 um kamra, amellyel a legtobbet dolgoztam.
A kutatocsoportom a korabbi, MM eszkozzel végzett kisérleteik soran 200 pl/h térfogataramot
hasznalt [18]. igy én is ezt az értéket allitottam be a f6csatornaba a bemenethez gy, hogy az
mar egy kialakult, dllanddsult laminaris dramlasként jelenjen meg a nulladik pillanattdl.

Annak érdekében, hogy kivdlaszthassam a megfelel6 kamraméreteket fontos tudni,
hogy mennyire jut energiaforras a sejteknek ugy, hogy kdzben azok ne mosddjanak ki, és
zavartalanul mehessen végbe a sejtosztédds. A cél az, hogy a folyadék a kamrdkba csak
minimalisan dramoljon be, igy a tapanyag legf6képp diffuzidval jut a sejtekhez. A tdpoldat
szimuldlasahoz vizben oldott gliikdzt alkalmaztunk.

A 9.A 3dbran a 60 um bemeneti nyildsu, kiilonb6z6 hosszusagl kamrakban mutatom be
a folyadék dramldsi sebességét. A 9.A dbran az egyes gorbék a kamrdak kdzepén, azok nyitott

oldalatdl a zart oldalaig huzott egyenes mentén mutatjak az dramldsi sebességet egyre
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mélyebben a kamrakban. J4l lathatd, hogy az dramldsi sebesség nagymértékben lecsokken a
kamrakban a f6csatornahoz képest, és folyamatosan csékken, ahogy egyre mélyebben jarunk
a kamrakban. A 40 um mély kamra esetén az aramlasi sebesség kb. 30 um/s-ig csokken a kamra
bels6 faldhoz érve. Ez nem jelent problémat a sejtek szdmara, a mélyebb kamrak esetében
pedig még tovabb csokken a sebesség hosszanti irdnyban. A sebességhez tartozdan az
aramvonalakat is megfigyeltem mennyire haladnak be a kilonb6z6 méretli kamrakba

(9.B abran a 60 pm x 60 um kamra daramvonalas képe szerepel).
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9. dbra. Aramlasi sebességek modellezése a mikrofluidikai eszkdzben. (A) Sebességvaltozasok grafikonja a 60 pm
széles bemeneti nyilassal, de eltér§ mélységgel rendelkez6 kamrdkban. (B) 60 um x 60 um kamra képe
aramvonalakkal. A kamran belll az dramlasi sebességet a szinskala jelzi.

Mint fentebb emlitettem a nagy alapterileti és alacsony struktirak konnyen
beszakadhatnak a PDMS eszkoz 1:10 (iniciator:bazis) aranyu elkészitésekor. Modellem sordn
ezért teszteltem, hogy tartdoszlopok hasznalata befolydsolja-e az daramvonalak
elhelyezkedését az oldalkamrakban. Nagymérték( eltérést nem tapasztaltam. Ugyanakkor a
kutatocsoport kordbbi tapasztalati alapjan, az oszlopok hasznalata helyett az iniciatort
1,5-szeres mennyiségben torténé alkalmazasa mellett dontottiink inkdbb. Emiatt a
tovdbbiakban az oszlopokkal rendelkez6 kamrak eredményeit nem mutatom be részletesen.

Kovetkez6 |épésben megvizsgdltam, hogyha a f6csatornaban 1 M-os gliikéz oldat
aramlik, akkor mennyi id6 alatt cserélédik le a kamrakban talalhaté tiszta viz, azaz mennyi id6
alatt éri el a gliikdz koncentracidja a kamrak mélyén a csatornaban talalhatd koncentraciét.
Ehhez egy lépcséfiiggvényt haszndltam (részletek a 4.3 fejezetben). A koncentracid idébeni
valtozasat a 10. dbran talalhatd képsorozaton és grafikonon mutatom be. Ide enyhe aramlassal
és féként diffuzio utjan jut be a tapanyag, amihez par tized masodperc sziikséges. A 10.B dbran
a kamran bellli pozicio fliiggvényében (a bevezetd nyilastél a zart végéig a kamra kézepén)

l[athato a koncentracié 0,2 masodpercenként abrazolva. Ezen is [athatd az, ami a képsorozaton
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(10.A abra) is, hogy kb. 0,8-1 s alatt jut be a tdpanyag a kamrdak belsejéhez és ériel az 1 M
koncentraciot a glikoz. A tobbi kamramérettel is elkészitettem ezeket a grafikonokat, amik a
Fliggelékben taldlhatdak (Fliggelék 1. dbra). 40 um (A panel) mély kamraban mar 0,4 s koril
eléri az 1 M koncentracidt a gliikdz, mig a hosszabb, 90 um (B panel) és 120 um (C panel)
kamrdkban teljesen el se éri a vizsgalt 1,6 s alatt a kamrak belsejét. ElGbbinél 1,6 s-nal
megkozeliti, utdbbinal azonban ennyi id6 nem elég, hogy teljesen bediffundaljon a gliikdz,

csupan 0,8 M koncentracio jut be 1,6 s soran.
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10. dbra. Gliikdz koncentracidjanak valtozasa a 60 pum x 60 um kamra esetében 1M-os gliikézoldat
lépcs6fuggvényben torténd alkalmazasakor. (A) Glikdz koncentracidjanak idSbeni valtozdsa a kamra teljes
teruletén. A koncentraciot szinskala mutatja. (B) Koncentracid 0,2 masodpercenként vizsgalva a kamra kozepén a
bemeneti nyilasatol a zart végéig huzott egyenes mentén.

Az 3ltalam elvégzett aramldstani modell alapjan a tervezett eszkoz igéretesnek
mutatkozik arra, hogy baktériumsejteket csapddzzunk, és vizsgaljuk azt, hogyan reagalnak a
dinamikusan valtozo kornyezeti feltételekre. Ugyanakkor vannak olyan paraméterek, melyeket
az daltalam készitett szimuldciék nem tartalmaznak. A szimulacidkat (a tartéoszlopoktdl
eltekintve) Ures, baktériummentes kamrakon végeztem, és a kisérleti eredményeket mar
onmagaban a sejtek fizikai jelenléte is befolyasolhatja. Emellett a tapanyagokat is
folyamatosan felhasznaljak, ettdl gradiensek alakulhatnak ki az eszkdzén beliil, amiket maguk
a baktériumok alakitanak ki. Ennek megfelel6en, az eszkoz elkészitése utan annak megfelel6

mUikodését ellendrizni kell baktériumokon végzett kisérletekkel.
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A kisérletekhez a 60 um x 60 um alapterilettel rendelkezé kamrakat valasztottuk ki.
Elkészitettem egy olyan eszkdzt, melyben a f6csatorna mentén ilyen méretl kamrak sorozata
volt talalhatd. Az eszkoz elkészitéséhez sziikséges mikrofabrikacids technikdkat elsajatitottam,

a részletes lépéseket az Anyagok és mddszerek fejezetben foglaltam Ossze (4.4 fejezet).

5.2. E. coli baktériumok a mikrofluidikai eszk6zben

Az dltalam tervezett és elkészitett eszkdzt a laborban taldlhaté E. coli baktériumtorzseken
teszteltem. Két torzset vdlasztottunk. Az egyik egy vad tipusunak tekinthet6 E. coli torzs, a

masik pedig egy mutdns, melyet a kutatécsoport egy korabbi kisérletsorozata soran izoldlt [16].
5.2.1. A hasznalt baktériumtorzsek jellemzése folyadék kultiraban

MielStt az eszkdzben vizsgaltam volna a torzseket, megmértem a novekedési gorbéiket
antibiotikum jelenléte nélkiil, illetve antibiotikum mellett. A 11.A dbran hasonlitom 6ssze a két
torzs novekedését LB tapoldatban. Mindkét torzsnél megfigyelhets, hogy a sejtszam
novekedése 10-12 dra utan ér el egy platot (stacionarius fazis). Ugyanakkor az is megfigyelhetd,
hogy a mutans torzs valamivel lassabban né az exponencidlis szakaszban, illetve a stacionarius
szakaszban a gorbe zajossa valik. Ennek a ,tiskézettségnek” az oka, hogy ezek a mutans sejtek
hajlamosabbak az aggregacidra, ami zavarja az optikai denzitds mérését.

Meghataroztam az MIC értéket 4 kilonbo6z6 antibiotikumra (ciprofloxacin, ampicillin,
gentamicin, kanamicin) vonatkozdan a két torzs esetén. A vad tipus vizsgalatanal 31,5 ng/ml
ciprofloxacin mar gatolta a baktériumok osztédasat. 16 ng/ml koncentracidénal is mar sokkal
lassabb Gtemben szaporodtak a sejtek (11.B dbra). A mutans torzsnél 250 ng/ml esetén mar
kb. felére csokkent az osztddas mértéke, de csak 500 ng/ml-nél érte el teljesen a sejtosztodas
gatld hatast, ami a vad tipusnal mért MIC kb. 16-szorosa (11.C abra). Korabban a
kutatocsoportom tagjai egy finomabb higitasi sort alkalmazva 25-sz6rés MIC valtozdst mértek
a mutdans torzs esetén az eredeti torzshoz képest [16]. Ez a torzs az dltalam vad tipusunak kezelt
torzsbdl (a fluoreszcens jelolést leszamitva megegyezik a W31110-es torzzsel) evolvalt. A torzs
harom napig volt kitéve egy antibiotikum gradiens kezelésnek. Ennek soran olyan mutacidk
alakultak ki, amelyek hozzajarulnak a megfigyelt emelkedett ellenalléképességhez. Ezek a

mutacidk a kdvetkez6 géneket érintik: gyrA, dsbA, rfaQ [16].
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11. 4bra. Novekedési gorbe és MIC mérés eredményei. (A) E. coli vad tipusanak és mutansanak novekedési

gorbéje. (B) Ciprofloxacin MIC mérés eredménye a vad tipusu E. coli torzsre. (C) Ciprofloxacin MIC mérés

eredménye a mutans torzsre.

A ciprofloxacin mellett masik harom antibiotikummal is megtortént az MIC mérés.
Mivel a kisérletek sordn csak a ciprofloxacinnal dolgoztam, ezért csak arrél késziilt részletes
abra. A kiértékelést azonban elvégeztem és a kovetkezé eredményeket kaptam: vad tipus
esetében ampicillinnél 4 pg/ml mar gatlé hatast fejtett ki, kanamicinnél 16 pg/ml, mig
gentamicinnél 8 ug/ml volt ez a hatar. A mutans az ampicillinre is enyhe rezisztenciat mutatott,
ugyanis az MIC értéke 31,5 pg/ml-re emelkedett, ami kozel 8-szorosa a vad tipus MIC
értékének. A madsik két antibiotikum esetében nem tapasztaltam jelentés MIC véltozast.
Kanamicinnél 4 pg/ml, gentamicinnél pedig 2 pg/ml akadalyozta meg a mutans torzs

osztddasat.
5.2.2. E. coli baktérium populaciok névekedésének vizsgalata a uCM eszkozben

Kiloénboz6 kisérleteket végeztem a 60 um x 60 um oldalkamrakat tartalmazé uCM eszkozzel.
Vizsgaltam a vad tipust és a ciprofloxacin rezisztens mutanst LB és ciprofloxacin mellett.
A nulladik id6pontban csak par sejt volt a kamrakban. A sejtosztddasrol késziilt képeket 9 érdig
abrazoltam. Ekkor még nem teljesen né6tték be a baktériumok a kamrakat, de mar néhol az

aramlas elmoshatja az utdédsejteket a kamrabemenet kozelébdl. A 12. dbran lathatd az
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A, B panelen az RFP jel6léstél pirosan fluoreszkald vad torzs (JEK 1037) és C, D panelen a
GFP jeloléstdl zolden fluoreszkaléd mutans térzs (JEK 1036/D1).

antibiotikummentes LB tapoldat aramoltatdsakor. A sejtek morfolégidja normalis, és
folyamatos osztédast mutatnak. Kb. 6 déra elteltével névik be a kamrat. Ezt kévetéen mar
vannak olyan utddsejtek, amik kitolddnak a f6csatorndba, és azokat az dramlas elviszi. Ezutdn
megvizsgaltam, hogyan reagadlnak a sejtek 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétére. Ez a
koncentracido a mért MIC érték felett van. A ciprofloxacin gatolja a DNS girdzt, ami a DNS
szintézis gatldsat eredményezi a replikdcid és transzlaci®é megsziintetésével. Ennek
kovetkeztében a sejtosztdodas elmarad. Az eszkoz sejtekkel vald feltoltését kovets rovid
adaptacios id6 (kb. fél 6ra) elteltével az IPTG és LB tartalmu fecskendét lecseréltem 100 ng/ml
ciprofloxacint is tartalmazd LB-re. (A fecskenddcserét kdvetSen kb. egy ora volt szikséges
ahhoz, hogy az eszkozbe érjen a bemeneti csovon keresztiil az antibiotikumos tapoldat.) A12.B
abran jol lathatd, hogy a vad tipusu sejtek esetében mar a 3. draban megjelenik az emlitett
sejtosztdédast gatlé hatas. A sejtek megnyulnak, nem tudnak kettévalni. Egy id6 utan
elpusztulnak, ekkor a fluoreszcencidjuk még rovid ideig kitarthat, de nem sokkal a sejthalalt
kdvetSen elhalvanyulnak. Ez a halvanyulas a 9. éraban mar megfigyelhetd.

A mutans torzs mikroszkdpos felvételei a 12. dbra C és D paneljein lathatok. Ebben az
esetben az eszkoz feltoltésekor a kamrakba kevesebb sejt keriilt. A 12. C dbran egyetlen sejtbdl
alakul ki a mikropopulacid. Emiatt valamivel lassabban tolti fel a kamrat az amugy is egy kicsivel
lassabban osztddé mutdns torzs (11.A dbra). Lényegében a vad és a mutdns sejtek LB-ben nagy
hasonlésagot mutatnak. A 12.D 4bran lathatdé a mutans torzs ciprofloxacinra adott valasza.
Avad tipushoz hasonléan itt is megfigyelhetd a sejtek megnyulasa, azonban ez a hatds kevésbé
er6teljes. Normal méretl sejteket is taldlunk nagyobb szamban. llletve itt a kissé megnyult
sejtek folyamatos osztédast mutatnak, feltoltik a kamrat, és utdna is osztéddnak. Ez arra utal,
hogy az MIC mérés 6nmagaban nem ad teljes képet a rezisztenciarél. Mindkét maddszer
(MIC mérés és mikrofluidikai eszkdzben inditott mikroszkdpos time-lapse kisérlet) kimutatta,
hogy a mutans torzs ciprofloxacinra kevésbé érzékeny, és a 100 ng/ml antibiotikum
koncentraciéo mellett is képes a sejtosztddasra. Ugyanakkor a uCM eszkozzel végzett kisérlet

kiegészitd informacidt szolgdltat a mutans sejtek fenotipusat illetGen.
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12. d4bra. Fluoreszcens mikroszkép felvételek meghatarozott idépontokban a pCM-ban osztéddé E. coli
mikrokoldnidkrdél. (A) A vad tipus mikroszképos felvételei LB dramoltatasakor. (B) A vad tipus mikroszképos
felvételei ciprofloxacint tartalmazé LB dramoltatdsa soran. (C) A mutdns torzs mikroszkdpos felvételei LB
adramoltatasakor. (D) A mutans torzs mikroszkdpos felvételei ciprofloxacint tartalmazé LB dramoltatdsa soran.
A skala 20 um-nek felel meg.

Megfelelé képanalizissel kovethetjik a baktériumpopulaciéd noévekedését, illetve az
egyes sejtek terlletének és flureszcencidjdnak valtozdsat. A 12. abran bemutatott
kisérletsorozat kvantitativ kiértékelését mutatom be a tovabbiakban (13., 14. abrak és a
Flggelék 2. dbrdi). A kiértékelés soran csak az elsé 5 orardl készitettem grafikonokat, mert ezt
kévetben a f6csatornaba kerilé utddsejteket, elsodorta az aramlas, és ez rontotta volna a mért
gorbét.

A 13. dbran a vad tipusu torzs kamraban torténd viselkedését hasonlitom dssze LB-ben
antibiotikum nélkal (13.A, B dabrak), illetve ciprofloxacin jelenlétében (13.C, D 4brak).
J6l kivehet6, hogy normal korilmény mellett a populacié noévekedése exponencialis
(13.A abra). Antibiotikum hatdsara (13.C abra) a sejtek 6sszterilete 3 6ranal elkezd platdzni,

ami annak készonhetd, hogy a sejtek megnyulnak, és egy id6 utdn mar nem valtozik a méretik,
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majd elkezdenek elpusztulni. A populdcio teriiletének novekedése mellett az egyes sejtek
atlagos teriletét is meghatdroztam (13.B, D abrak). Mivel a sejtek szélessége kb. allandd
(0,8 um), igy a terilet valtozasanak kovetésével kozvetve a sejtek hosszara vonatkozéan is
kaphatunk informéciét. A 13. B abran lathatd vad tipus sejtjeinek atlagterilete az id6
fuggvényében LB tdpoldatban: a kisérlet sordn végig 3,5 um? kéril mozog ez az érték.
A 13.D dbrén a sejtek ciprofloxacinra adott megnyuldsa lathatd: par um?-es kezdeti szakaszbdl
kiindulva két dra elteltével folyamatos ndvekedés mutatkozik az atlagos sejtméretben. A sok
megnyult sejt mellett elenyész6 szdmban néha el6fordulnak normal méretd sejtek is, melyek
mérete nem valtozik a kezelés sordn. Ezek lehetnek akar perzisztens sejtek is. Ez tovabbi
kisérletekkel lenne bizonyithatd. Ha Ujra antibiotikummentes LB-re cserélném a fecskendét és
ezek a normdl méretl sejtek osztddasnak indulnanak, akkor valdban perzisztenciat
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13. abra. Vad tipusu sejtek terileteinek grafikonjai. (A) Sejtek dsszteriilete a kamraban LB aramoltatasakor. (B)
Egyes sejtek atlag terilete LB aramoltatasakor. (C) Kamraban taldlhaté sejtek dsszteriilete ciprofloxacin mellett.
(D) Egyes sejtek atlag tertlete ciprofloxacin mellett.

Ugyanezt az analizist elvégeztem a mutans torzzsel is (14. abra). Megfigyelhets a
kiilonbség a vad tipushoz képest: ciprofloxacin hatdsara se csdkken a populdcié exponencialis

novekedése (14.C dbra). Az egyes sejtek atlagos terilete LB tdpoldatban kicsivel kisebb a vad
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tipushoz képest, kb. 2 um?-esek. Ciprofloxacint tartalmazé LB mellett, a vad tipushoz
hasonldan, itt is tapasztaltunk valamilyen mértékben emelkedést az atlagos sejtteriiletben.
Ez jelzi, hogy bar osztddnak a sejtek, még nem teljesen hatdstalan a ciprofloxacin.
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14. dbra. Mutans sejtek terlleteinek grafikonjai. (A) Sejtek 6sszterllete a kamraban LB daramoltatasakor. (B) Egyes

sejtek atlag teriilete LB aramoltatasakor. (C) Kamraban taldlhaté sejtek Osszteriilete ciprofloxacin mellett.

(D) Egyes sejtek atlag terilete ciprofloxacin mellett.

wl

A teriilet mérése mellett a fluoreszcencia intenzitas is mérhetd a szegmentalt sejteken.
A Flggelékben talalhatd intenzitas gorbék esetén érdekesség, hogy mindkét torzs esetében az
antibiotikum hatasara kicsit emelkedik a fluoreszcencia intenzitds (Fliggelék 2.B dbra, Fliggelék
2.D 4bra). Ennek az okat egyel6re nem tudjuk. A vad tipus esetében a kisérlet el6rehaladtaval
antibiotikum jelenlétében ez az intenzitds kés6bb csokkent, de ez nem latszik az elsé 5 6raban,
amit a grafikonon abrazoltam.

A képanalizis soran 4.6 fejezetben emlitett programok segitségével szegmentdltam a
mikroszképpal készitett képeket. Betanitast kovetben a program algoritmus alapjan elvalasztja
az egyedi sejteket. A 15.A abran lathato, ahogy felismeri a sejtet (zold) és annak utddait
(rézsaszin). Megfelel6en s(irlin készitett felvételekbdl a leszdrmazasi kapcsolatok is
kovethetSk. A 15.B dbran egy osztdédasi fat lathatunk. Ezzel az analizissel a generaciods id6 is

meghatarozhatd. Az analizis alapjan az altalunk hasznalt E. coli torzs Kb. 45 percenként
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osztodik 30 °C-on a mikrofluidikai eszkdzben. Ez a generacios id6 megfelel a tenyésztécsében
tapasztaltakkal. El6fordulhat, hogy a szegmentald algoritmus nehezen vélasztja el azokat az
egyedeket, amelyek kisebb gdécokba tomorilnek, ezért kisebb hibaval lehet csak kiértékelni a
felvételeket. A munkdm képanalizis része még fejlesztést igényel, de az eddigi eredmények is

mar elég szépen mutatjak a vart populacié névekedési sémat.

A
t=120 min

15. abra. E. coli sejtek ko program TrackMate bd&vitményének alkalmazasaval.
(A) A muténs sejtek LB-ben torténd osztddasanak kovetése szegmentalas utan. A skala 10 um-nek felel meg. (B)
Leszarmazasi fa, ahol a zolden jelolt képkockak (5 perc telt el a képkockak kozt) sejtje megegyezik az A panelen
zolddel jelolt sejttel.

A kisérletek kapcsan problémat jelenthet a kamra bemeneténél idénként megjelené
biofilm réteg (12.A dbran 9 6ra). A laminaris aramlds parabolikus sebesség profilja miatt a fal
mentén minimalis az aramlds, ezért a sejtek le tudnak tapadni. Az altalam hasznalt
baktériumtorzsek kozil a vad tipus hajlamosabb erre. Ez a biofilm gatolhatja a képanalizist,
illetve a tapanyagok diffuzidjat is. A kés6bbiekben a biofilmképzddés kikiiszobolése érdekében

nagyobb térfogatdaramot terveziink hasznalni, illetve széba keriilt az eszkoz fellletkezelése is.
5.2.3. Kevert E. coli baktérium populaciok a uCM eszkdzben

A kiloénbo6z6 fluoreszcens jelolésnek koszonhet6en lehet6ség volt arra is, hogy a két torzzsel
vegyesen is feltdltsem az eszkdzt. Ennél a kisérletnél, csak LB-t aramoltattam a f6csatornan,
mert itt egyel6re csak azt szerettiik volna megfigyelni, hogy mennyire hasznalhatd vegyes

populacidk vizsgalatdra az eszkdz. Bar nehéz azonos szamu sejtekbdl kiindulni, megegyez6
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optikai denzitasu kulturakkal vald feltoltéskor sikeriilt kézel azonos sejtszammal elinditani a
kisérleteket. A kilonboz6 fluoreszcencia jel6lésnek koszonhetGen kovetheté a kilonbozé
torzsek sejtszamanak névekedése.

Osszekevertem a GFP- és RFP-jeldlt vad tipusu tdrzseket, majd feltéltéttem veliik az
eszkozt. A két tOorzs a kamrat fele-fele aranyban népesitette be. Ez lathatdé a mikroszkdpos
felvételeken és a populdcidok novekedését mutatd Osszteriiletek idébeni valtozasat mutatd
gOrbékrél is (16.A és 17.A dbrak). Egy masik kisérletben az RFP-jeldlt vad tipust 6sszekevertem
a z0old fluoreszcenciat mutatéd mutans sejtekkel. Az eredményeimbdl az latszik, hogy a piros

(vad tipus) populacié elnyomta a z6ld populdciot (mutdns) (16.B és 17. B dbrak).

16. abra. Vegyes populacidk egy kamran belll time-lapse mikroszképos képeken. (A) Két vad tipus egy kamran
bellil. (B) Egy vad és egy mutans torzs keveréke egy kamran belil. A skala 20 um- nek feIeI meg.

A 16. dbrahoz tartozé novekedési gorbéket lathatjuk a 17. dbran. A két vad tipussal
végzett kisérlet esetén, kozel azonos sejtszammal indult a kisérlet, és nagyjabdl egyformdn
emelkedett a két populacio terilete. Ahogy a sejtek benétték a kamrat, platéznak a terilet
valtozdsat mutatd gorbék (17.A abra). A mutdns és vad tipus 0sszekeverésekor sokkal kisebb
mértékben emelkedik a mutdns populdcid mérete (17.B dbra). Itt tovdbbi kisérletek
szukségesek annak megallapitasara, hogy mekkora a fitnesz elénye a vad tipusnak ebben az
antibiotikummentes koézegben, mivel a két torzs kezdeti eloszlasa a kamran belil nem teljesen
egyforma. Tobb kamrdn is hasonld effektust (a mutadns sejtek visszaszoruldsat) lattunk az

eszkozon beliil, de egyel6re ennek az egy kamranak a kiértékelésével foglalkoztam.
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17. dbra. Populacio ndvekedési gorbék 6sszehasonlitasa az dsszteriletek alapjan egy adott mikrofluidikai kamran
beliil. (A) Két vad tipus novekedési gérbéje LB tapoldatban. (B) Egy vad és egy mutdns torzs ndvekedési gorbéi LB
tapoldatban.

A kevert populacidkon végzett kezdeti kisérleteim arra utalnak, hogy az altalam
tervezett eszkoz igéretes kevert populacidk tanulmanyozasara is. Ugyanakkor, ezekhez a
kisérletekhez feltétlenil sziikséges kidolgozni a sejtek betoltését illetéen azt a maddszert,
amellyel kézel azonos kiindulasi sejtszammal és eloszlassal rendelkezé populacidkbdl tudunk
kiindulni. Az altalam vizsgalt két baktériumtorzs egymas melletti novekedését és eloszlasat
ciprofloxacin gradiens jelenlétében a kutatdcsoport mar vizsgalta. Azt tapasztaltak, hogy a két
torzs megosztotta az életteret: alacsony (MIC alatti) ciprofloxacin koncentraciok esetén a vad
tipus populdcidja nagyobb léptékben ndovekedett, mig az MIC feletti koncentracidju teriileteket

a mutans torzs hdditotta meg [16].
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6. Osszefoglalas

Tudomdnyos Diakkori Kutatdmunkdm soran terveztem, modelleztem és elkészitettem egy
olyan mikrofluidikai eszkozt, amivel kisméretl baktériumpopuldciok vizsgalhatdk egysejt
szinten. Ez a microcolony machine elnevezést kapta. Az eszkoz oldalkamrdiban a sejtek
zavartalanul osztédhatnak, és kornyezetiik tetszGlegesen valtoztathaté a fOcsatorndban
aramlé folyadék lecserélésével.

Munkam sordn a tervezést6l egészen az eszkdz baktériumokkal torténd teszteléséig, a
kisérletek lehetséges kvantitativ kiértékeléséig eljutottam. Elsé |épésként az eszkoztervezéssel
és a szimulacidval foglalkoztam. Ekkor allt 6ssze a uCM elképzelése. Sikerilt optimalizalni az
eszkdz paramétereit. Modelleztem az dramlastani viszonyokat és a folyadék cseréjét az
eszkozon belll. A teszteket kovetben elkészitettem az eszkdz ont6formajat, majd magat az
eszkozt is PDMS-bdl. Ehhez elsajatitottam olyan alapvetd mikrofabrikacids technikdkat, mint a
standard fotolitografia, lézerirds és lagy litografia.

A kisérleteim sordn a 60 um x 60 um méret(i oldalkamrakkal dolgoztam, amelyek
0,8 um magasak voltak. Az egysejtrétegnek koszonhetéen hatékonyan tudtam mikroszkoppal
kovetni a kamrakban a baktériumpopulaciot. Vad tipusu és muténs torzsekkel is végeztem
kisérleteket antibiotikummentes és antibiotikum tartalmd LB oldattal. Megfigyelhettem a
generacios idejérél, ami aldtamasztotta a hagyomanyos OD mérés mddszerével is megfigyelt
osztodasi id6t. A képanalizis soran alkalmazott szegmentalasi algoritmusnak készonhetéen
kvantitativ informaciot nyertem a sejtek méreteirdl is, valamint leszarmazasi fat is kihozhattam
a kisérletek eredményeibdl. A ciprofloxacinra ellenallé mutdns térzs esetében az MIC mérést
kiegészit6en megfigyeltem, hogy bar az antibiotikum jelenléte csak kis mértékben befolyasolja
a populacié ndvekedését, a sejtek morfoldgidja megvaltozik. Az eszkoz segitségével jol lathatd
a morfolégiai és sejtosztodasbeli kiilonbség a vad és a mutans sejtek kozott. Mindezek mellett
az eszkoz kevert baktériumpopulacidk kdlcsonhatasanak vizsgdlatara is alkalmas lehet.

Osszességében igéretesnek tlnik a megtervezett eszkézém, de még a jévében
szeretném tovabb folytatni a fejlesztését. Remélhetbleg a késébbiekben mélyebben is

foglalkozhatok majd az E. coli sejtek fenotipusos heterogenitasanak vizsgalataval.
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7. Tovabbi terveim
A kés6bbiekben is szeretném a Biofotonika és Biomikrofluidika Kutatdcsoportndl folytatni a
munkdmat, ahol a microcolony machine tovabbfejlesztése lenne a f6 célom.

Az egyik lehetséges irany az lenne, hogy tobb bemenettel rendelkezd csipet terveznék,
hogy ne kelljen cserélgetni a fecskend6pumpaban a fecskendbéket a kbrnyezet valtoztatasahoz.
Ebben az esetben két pumpat haszndlnank, azok programozasa is hozzatartozna ehhez a
feladathoz.

Az MIC mérések soran tobbféle antibiotikum gatlasi koncentraciojat megvizsgaltam,
azonban a kisérleteknél csak a ciprofloxacinnal dolgoztam, és azzal is csak 100 ng/ml
koncentracioval. Mind az ampicillint, kanamicint és gentamicint is lehetne mikroszkép alatt
vizsgalni. A csoport tervezi, hogy id6ben folyamatosan (linearisan) emelkedd antibiotikum
koncentracio hatdsat, illetve periodikusan valtozd antibiotikum koncentracidk hatdsat teszteli
egyes sejtek szintjén. Erre az altalam tervezett rendszer alkalmas lehet.

Ezek mellett szeretném a tovabbiakban az dramléssal kapcsolatosan is kitapasztalni azt
az optimalis sebességet, aminél mar kevésbé tapadnanak le a sejtek. A laminaris aramlas
parabolikus sebességprofilia miatt a falak mentén kevésbé viszi el a sejteket a folyadék.
Ez biofilmképz6déshez vezet, amire a vad tipusu sejtek hajlamosabbak is. Hatranya a
biofilmnek, hogy akadalyozza a diffuziét a kamrdkban |év6 sejtek felé, igy neheziti az
antibiotikumos teszteket. Valdszinlileg segitene ennek a tényez6nek a csokkentésében, ha
magasabb dramlasi sebességgel dolgozndnk. Akar hasznalhatnank fellletkezel§ anyagokat is,
ezek azonban szintén befolyassal lehetnek a sejtekre is. Mindezen kérdések megoldasara

szeretnénk valaszt talalni majd a jov6ben.
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1. dbra. Gliikdz koncentraciéjanak valtozdsa a 60 um bemeneti nyildsu oldalkamrdakban 1M-os gliikézoldat
lépcséfiiggvényben torténd alkalmazasakor. A gorbék 0,2 masodpercenkénti valtozasokat jeldlnek 0-1,6 s kozt a
kamrak kozepén a bemeneti nyildsatdl a zart végikig hidzott egyenes mentén. (A) 60 um x 40 um kamra;
(B) 90 um x 60 um kamra; (C) 120 um x 60 um kamra.
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2. abra. Sejtek atlagintenzitdsanak kévetése a kamrdaban. (A) Vad tipusu torzs LB-ben. (B) Vad tipusu torzs
ciprofloxacint tartalmazé LB-ben. (C) Mutans torzs LB-ben. (D) Mutans torzs ciprofloxacint tartalmazo LB-ben.

39



Nyilatkozat

Alulirott, Urban Anna bioldgia BSc szakos hallgatd, kijelentem, hogy a OTDK dolgozatban
ismertetettek sajat munkdm eredményei, és minden felhaszndlt nem sajat munkabdl szarmazé
eredmény esetén hivatkozdssal jeldltem annak forrasat.

Szeged, 2025. 01. 10.

Wl o

alairas




	Tartalmi összefoglaló
	Rövidítésjegyzék
	1. Bevezetés
	2.1 Baktériumok felépítése és növekedése
	2.1.1 Az Escherichia coli mint modellorganizmus
	2.1.2 Baktériumok osztódása

	2.2 Antibiotikumok
	2.2.1 Az antibiotikumok csoportosítása
	2.2.2 Antibiotikum rezisztencia

	2.3 Mikrofluidika
	2.3.1 Mikrofluidika a mikrobiológiában
	2.3.2 Mikrofluidikai eszközök egysejt-szintű vizsgálatokra


	3. Célkitűzés
	4. Anyagok és módszerek
	4.1 Baktériumtörzsek és sejttenyésztés
	4.4 Az eszköz készítése
	4.5 Mikrofludikai kísérlet indítása
	4.6 Mikroszkópia, képkészítés és képanalízis

	5. Eredmények és diszkusszió
	5.1. A mikrofluidikai eszköz tervezése
	5.2. E. coli baktériumok a mikrofluidikai eszközben
	5.2.1. A használt baktériumtörzsek jellemzése folyadék kultúrában
	5.2.2. E. coli baktérium populációk növekedésének vizsgálata a µCM eszközben
	5.2.3. Kevert E. coli baktérium populációk a µCM eszközben


	6. Összefoglalás
	7. További terveim
	Irodalomjegyzék
	Köszönetnyilvánítás
	Függelék

