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1. Bevezetés

Tudomanyos Didkkdéri munkamat a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban végeztem a Dr.
Galajda Péter altal vezetett Biofotonika és Biomikrofluidika Kutatocsoportban. A csoportban
az egyik kutatdsi irany azzal foglalkozik, hogy a kiilénb6z6 kornyezeti paraméterek milyen
hatassal vannak a baktériumok alapveté életfolyamataira, pl. uszasara és novekedésére. A
kutatds, amihez csatlakoztam arra irdnyul, hogyan jelenik meg a fenotipusbeli heterogenitas
egy genetikailag heterogén baktériumpopuldcidéban. Tudomanyos munkdm tdmaszkodik a
csoportban korabban végzett kisérletekre (Abraham, 2016).

Genetikailag megegyez6, akar egyetlen sejtb6l szarmazo baktériumsejtek kozott is
kialakulhatnak fenotipusbeli kulénbségek. Ilyenek példaul a sejtméret, alak, mozgékonyséag,
novekedés, ellenalloképesség. Ez a folyamat felelds tobbek kozott azért, hogy a
baktériumpopulécidk taléljenek az 6ket koriilvevé dinamikusan valtozd koérnyezeti feltételek
mellett. Ahhoz, hogy ezeket a folyamatokat vizsgalni tudjuk, olyan kisérleti elrendezésekre van
szlikség, ami lehetdvé teszi, hogy egyedi sejteket tudjunk hosszl tavon, akar napokon keresztil
megfigyelni, altalunk jél meghatarozott mikrokornyezetben.

A mikrofluidikai rendszerek hasznalata manapsag igen elterjedt, jelen van a mérnoki
vilagban és kiilonboz6 tudomanyos kutatasi teriileteken is, példaul a mikrobioldgidban.
Méreteibdl fakadoan lehetéséget nyujt egyedi sejtek megfigyelésére precizen beallitott
mikrokdrnyezetben.

Munkam soran egy olyan 0j platform kialakitdsdn dolgozom, melyben o6tvozzik a
keresztl is nyomon tudjuk kovetni a sejtek kdzotti leszarmazasi viszonyokat. Ennek az (j
platformnak a ,,Baby Machnine” nevet adtuk.

Az eszkdz alapjaul egy mikrofluidikai csatornarendszer szolgal, aminek legfontosabb
részét az egyedi sejtek megtartasat szolgald csapdarendszer képezi. A csapdadk mérete
Osszemérhet6 a baktériumsejtek méretével. A sejtek eszk6zon beliil torténé manipulaciojara
(mozgatasara és megfelel6 elhelyezésére) egy optikai csipeszt alkalmazunk.

Dolgozatomban részletesen bemutatom azokat a tervezesi folyamatokat es kisérleteket,
melyekkel hozzajarultam ahhoz, hogy az eszkdz egy valtozata elkésziilhessen.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Elet a mikroszkopikus mérettartomanyokban

2.1.1 Baktériumok felépitése és mozgasa

A baktériumok a legegyszeriibb mikroorganizmusok. Habar egysejtii él61ényekrdl van szo,
mégis altaldban kdzosségekben élnek. Tudnak egymassal kommunikalni és a munkamegosztas
egyes formai is megtalalhatok bizonyos fajoknal. Az egyik legismertebb, és a kutatdsokban is
gyakran hasznalt baktériumtorzs az Escherichia coli, mely nagyjabol 0,8 um széles és 2-4 um
hosszu palcika alaku sejt. Sejtmembranjukat altalaban csillok boritjak. Gyakran talalhato rajtuk
flagella, egy csillomodosulat, amely gyorsabb haladast (Un. Usz6 mozgast), esetenként
iranyvaltast tesz lehetové szamukra (Brock, 2012). Az 1. abra szemlélteti egy E. coli sejt
vazlatos felépitéset.
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1. &bra: Escherichia coli baktérium véazlatos felépitése. (1) nukleoid DNS, (2) riboszomék, (3)
plazmid DNS, (4) citoplazma, (5) sejtmembréan, (6) csillok, (7) flagellak (dreamstime, 2022)

Hidrodinamikai szempontbol a baktériumok kornyezete és mozgasa nagyon alacsony
Reynolds-szammal jellemezheté. Ebben a tartomanyban més torvények érvényesek, mint az
altalunk ismert makroszkopikus vilagban. A Reynolds-szam egy meértékegység nélkuli
viszonyszadm, amely a tehetetlenségi erék és a viszkozus er6k hanyadosaként adhatdé meg:

- (1)
n

ahol p a kozeg stirlisége, v a részecske kdzeghez viszonyitott relativ sebessége, L a részecske
linearis mérete, n pedig a kozeg dinamikus viszkozitasa. Egy vizben (p = 1 g/cm®) 20 um/s
atlagsebességgel Usz6 E. coli baktérium esetében a Reynolds-szam értéke kb. 10-°-nek adodik.
Kis Reynolds-szamok esetén a viszkozus er6k joval jelent6sebbek, azok dominalnak a
tehetetlenségi erdkkel szemben. Ez a baktériumok esetében azzal jar, hogy amennyiben
abbahagyjak az Uszast, szinte rogton meg is allnak. Ugyanakkor, bar haladd mozgast nem
vegeznek, még sincsenek egyhelyben a baktériumok, ugyanis a transzverzalis mozgastol
fliggetlendl jelen van a Brown-mozgas is (Berg, 2004).

Az 1sz6 baktériumok mozgasat befolyasoljak a kornyezet kiilonb6zo paraméterei, tobbek
kozott annak kémiai 6sszetétele. Homogén izotrop kornyezetben mozgasuk véletlenszertinek



mondhatd, Un. bolyongast végeznek, mig heterogén kdrnyezetben (pl. tapanyag gradiens
jelenlétében) ez a mozgas iranyitotta valik (Berg, 2004; Brock, 2012).

2.1.2 Bakterialis heterogenitds formai és jelent0sége

Baktériumpopulaciokra altalanosan jellemzO a heterogenitas, amely megjelenhet mind
genotipusbeli, mind fenotipusbeli kilonbségek forméajaban. Azt a jelenséget, amikor
genetikailag azonos sejtek kdzott alakulnak ki fenotipusos kuldnbségek (pl. sejtmeret, alak,
mozgéas, ndvekedési rata, génexpresszio tekintetében), fenotipusos heterogenitasnak nevezzik.
Ennek a jelenségnek kiemelt szerepe lehet tébbek kdzott abban, hogy egy baktériumpopulécid
tuléljen a dinamikusan valtozo kornyezeti feltételek mellett. A baktériumok vilagat
mikroskalaju kémiai és fizikai gradiensek befolyasoljak id6ben és térben egyarant. A
mikroorganizmusok ezekhez a valtozasokhoz alkalmazkodva mddositjak folyamatosan
fenotipusukat.

Az egyik tipikus péld4ja a fenotipusos heterogenitdsnak a stressz hatdsara megjelend
perzisztens sejtek. Perzisztens sejteknek nevezzilk az olyan sejteket, amelyek csokkentett
életfunkcidikat mutatnak, tébbnyire un. nyugalmi allapotban vannak. Ezek a sejtek sokkal
jobban tlrik a stresszt, akar a tdpanyaghidnyt, a homérsékletvaltozast, de az antibiotikum
kezeléseket is, mint a norméalisan ndvekvé és osztdodo sejtek. Egy adott populacio talélésében
és az antibiotikum-rezisztens formak kialakulasdban nagyon fontos szerepe lehet a
heterogenitas ezen formajanak (Balaban, 2004).

Egy masik jol ismert jelenség, melyben megjelenik a fenotipusos heterogenités, az un.
quorum érzékelés. A quorum érzékelés a bakterialis kommunik&cié egy elterjedt tipusa.
Lényege abban all, hogy a sejtek pici, konnyen eldallithatdé jelmolekuldkat termelnek, és
folyamatosan érzékelik, hogy ebb6l mennyi van aktualisan a kdzvetlen kornyezetiikben. A
jelmolekula koncentracidja informécidt nydjt szamukra a populacidé méretérél. Amennyiben a
jelmolekula koncentracidja (azaz a populacio stirlisége) elér egy bizonyos értéket, a sejtekben
génexpresszios valtozasok kovetkeznek be. Olyan gének atirasa indukéalodik, melyeknek
kulcsszerepe lehet tobbek kozott fertdzések kialakuldsdban, toxinok termelésében és a
biofilmképzés soran (Brock, 2003; Miller, 2001).

A baktériumok néha olyan 6sszetett koz0sségeket hoznak létre, ahol a munkamegosztas
fejlettebb forméi, akér sejtdifferenciacié is el6fordulhat. Ennek jellegzetes példaja a
Myxococcus xanthus, mely baktériumtorzs esetében a sejtek ugynevezett termotestet hoznak
létre. Ennek a termétestnek a belsejében az egyébként palcika alaku sejtek vastag fall
gombokké, sporakka formaldédnak. A quorum érzékelésnek ezekben a folyamatokban is fontos
szerep tulajdonithatd (Miller, 2001; Velicer és Stredwick, 2002).

A fenti példak is jelzik, hogy a fenotipusos heterogenitas kiemelt szerepet jatszik a
bakteriumok szamos alapvetd életfolyamataban. Ennek ellenére nem sok informéacié van arra
vonatkozo6an, hogyan hatnak a genetikai és kornyezeti valtozasok a fenotipusra. Ahhoz, hogy
ezt vizsgalhassuk, olyan Kkisérleti platformokra van sziikség, melyekkel egyedi sejteket
kovethetlink jél meghatarozott mikrokornyezetekben. A tovabbiakban ilyen mddszereket
mutatok be roviden.



2.2 Lézerek a bioldgiai kutatdsokban: A lézercsipesz

Napjainkban a lézerek felhasznaldsa igen sokrétii. Megtalaljuk Oket az iparban precizids
miveletek végrehajtdsandl, anyagmegmunkaldsndl, egészségiigyben szemmiitéteknél,
daganatos betegsegek kezelésénél, sebészi eljarasokban, szépségiparban tetovalasok
eltavolitdsanal, miivészetekben ¢és még sorolhatnank. Mindezek mellett nagyon sok
tudomanyterileten is elterjedt a lézerek alkalmazésa: mikroszkopidban, gravitacios hulldmok
detektalasara (LIGO), stb.

Az elso 1ézert 1960 majusaban alkottak meg, eredeti nevén LASER — Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation (fényerésités kényszeritett emisszid révén). 1970-re
megjelentek a kereskedelmi forgalomban is kaphatd lézerek. 1980-ra a kdzvéelemény is
tudomast szerzett réluk CD-k, Iézerbemutatdk altal (Rose és Hogan, 2022).

2018-ban megosztott fizikai Nobel-dijat kapott Arthur Ashkin az optikai csipesz (mas
néven lézercsipesz) megalkotasaért, és annak bioldgiai rendszereken val6o alkalmazasaért
(Galajda és Varju, 2019).

2.2.1 Az optikai csapdazés alapjai

Optikai csapdazés soran egy fokuszalt 1ézernyalab segitségével tudunk mikroszkopikus méretii
objektumokat meghatérozott helyen tartani, amit a lézernyaldb impulzushordozésa, azaz
fénynyomasa tesz lehetdévé. A fénynyomas gondolata a 17. szazadbol Keplertdl szarmazik, aki
ezzel prébalta magyardzni az Ustokosok csévajat, amely a megfigyelések alapjan nem az
Ustokos haladési irdnyaval ellentétes oldalon helyezkedik el, hanem mindig a Nappal atellenes
oldalon figyelhetd meg, a mozgas irdnyatdl fiiggetleniil. Késobb, az elektromagneses sugarzas
elméletének lefektetése soran vildgossa valt, hogy az mechanikai impulzust hordoz.

Az optikai csipesz modszerének alapjait Arthur Ashkin fektette le az 1970-es években.
Elsé kisérletei soran megfigyelte, hogy egy gyengén lefokuszalt |ézernyalab az utjaba keriil6
mikroméretli golyokat egyidejiileg 16ki eldre €s huzza a nyalab kozepe felé. Ez utobbit gradiens
erdnek nevezte el. Az elsé fénnyel valo kisérleti csapdazast két, egymassal szembe forditott
Iézernyaldbbal sikerilt megvalositania (Ashkin, 1997). A ma is hasznalt valtozatban egyetlen
Iézernyaldb van, amely igen nagy numerikus aperturaval van lefékuszalva, igy biztositva, hogy
a fényterjedés iranyaban is elég nagy intenzitas gradiens legyen a stabil haromdimenzios
csapdazashoz. A 2. abran bemutatom az optikai csapdazas alapelvét egy homogén izotrop
gyongy esetében. Harom kiilonb6z6 helyzetben vazolom fel a fénynyalab két — az optikali
tengelyre tukoérszimmetrikusan haladé — sugaranak impulzusvaltozasat és a csapdazas soran
fellépo erdket (Ashkin, 1997; Galajda, 2002). Lathat6, hogy mindharom iranya kitérités esetén
egy azzal ellentétes irdnyl visszatérit6 eré hat a csapdazott golyora.

Ashkin mar az optikai csipesz bioldgiai alkalmazasat is bemutatta: kisérletében virusokat
tervezett csapdazni, azonban a mintaja véletleniil beferté6z6dott, és emiatt végul baktériumokat
sikeriilt eldszor, mint €16 sejteket csapdaznia (Ashkin, 1997).

Az optikai csipesz egy tovabbfejlesztett valtozata az an. holografikus csipesz, melynek
alapja egy térbeli fazismodulator (SLM). Ezzel a szamitogéprél vezérelheté eszkozzel a
csapdazd lézer hullamfrontja dinamikusan véltoztathatd, amely réven egyidejiileg tobb,
egymastol haromdimenzioban fliggetleniil mozgathato optikai csapdat is létre tudunk hozni. Ily
modon lehetdségiink van tobb test szimultan vagy egy kiterjedt test tébb ponton valo
csapdazasara (Vizsnyiczai, 2019).



LEZERNYALAB LEZERNYALAB LEZERNYALAB

2. dbra: Fokuszalt lézernyalab és homogén izotrop gyongy kolcsdnhatasa. A fény
impulzusvdltozasanak eredményeként eré hat az objektumra. Kezdeti impulzusok: p1, p2. A kilépd
sugarak impulzusai: p1’, p2°. Az F eredd erd a fokuszpont felé mutat. (Az abra Galajda, 2002 alapjan
készilt.)

2.2.2 Lézercsipesz biolégiai alkalmazésai

Az elmult évtizedben igen elterjedtté valt a kutatdsokban a lézercsipesz hasznélata. Ennek
kovetkeztében tobb, rendkiviil sokrétli kisérlet elvégzésére, illetve alapvetd informaciok
megszerzésére nyilt lehetdség a bioldgia és a biofizika teriiletén egyarant. A kovetkezOkben
néhany példat mutatok be a teljesség igénye nélkil.

Mikromanipuléacio alkalmaval mikroszkopikus objektumok meghatarozott helyeken
torténd elhelyezését, mozgatasat, elrendezését tudjuk megvalositani. Ez akar teljesen zart
mintakban is végezhetd, amennyiben az megfelelden atlatszo anyaghdl van kialakitva.

Biologiai objektumokat csapdazhatunk direkt vagy indirekt médon. Direkt csapdazasnak
nevezzik azt, amikor az adott célpontot kdzvetlenil fogjuk meg az optikai csipesszel (3.A
abra). Erre példaként emlitenék egy Kisérletet, melynek célja a Chara nevii alga novekedésének
tanulmanyozasa volt (Leitz, 1995). Ez az alga membrannal korilzart barium-szulfat
mikrokristalyokkal, ugynevezett statholitokkal érzékeli a nehézségi erd iranyat. Ezen
kristalyokat egy lézercsipesszel elmozgatva megfigyelték, hogy a kristalyok helyzetétdl
fliggden valtozott az alga sejtjeinek novekedési iranya.

Az indirekt optikai csapdazas soran a lezercsipesz valamilyen kdztes objektumot ragad
meg, amit hozzatapasztva a célsejthez, azt indirekt médon meg lehet fogni és mozgatni (3.B
dbra). Ennek a metodusnak az elénye, hogy a 1ézerfény nem karositja a sejt membranjat. Erre
alkalmazhaté mikrostruktirakat abban a kutatocsoportban is keszitenek, ahol munkamat
vegeztem (Vizsnyiczai, 2020).



3. &bra: EI6 sejtek direkt és indirekt optikai csapdazasa. (A) E. coli baktérium csapdazasa direkt
mddon két csapdaval (sajat felvétel). (B) egyetlen fehérvérsejt csapdazasa indirekt médon
mikrostruktdra segitségével (Vizsnyiczai G. 2020).

Az optikai csipesz a biologiai objektumok mikromanipulécidja mellett erdmérésre is
felhasznalhato. Az altala kifejtett eré kozelit6leg 1 pN — 100 pN nagysagrendbe esik
(Bustamante, 2021). Ebben a tartomanyban a molekulakat kialakito elsddleges kotések nem
szakadnak 01, ezért a lehetd legjobban a biologiai makromolekuldk szerkezeti valtozasai soran
fellép6 erdket, valamint masodlagos kotések erdsségét tudjuk mérni (Bustamante, 2021).
Galajda Péter és munkatérsai példaul a DNS torzids képessegeit vizsgaltak a lézercsipesz
segitségével (Galajda, 2002).

2.2.3 Csapdaerdé meghatarozasa

Tekintsiink egy optikailag homogén, atlatszd és izotrop golydt, amelynek tdrésmutatdja
nagyobb, mint a kdzegé (4. abra). Egy ilyen golyét egy optikai csapdaval megfogva, az egy
egyensulyi helyzethez kotott Brown-mozgast fog végezni. Amennyiben valamilyen kiils6 er6
hat a golydra, az egy Uj egyensulyi helyzetbe fog keriilni, valamekkora tavolsagra kitérilve az
eredeti helyzetéhez képest. Nem tll nagy erdk esetén a kitériilés mértéke linearisan aranyos az
erd nagysagaval:

F = kAx, 2)

ahol F a golyodra hat6 erd, Ax a golyo eredeti egyensulyi helyzete és Uj egyensulyi helyzete
kdzott mért tavolsag, k az aranyossagi tényezO, amely az optikai csipesz rugdallandojanak
tekinthetd. Ezt a k tényez6t nevezziik csapdaallandonak.

Amikor jelen van akar tobb kiilsé erd is, akkor a goly6 elmozdul az optikai tengely és a
rd hato erék ered6jének hatasvonala altal kijelolt sikban. Az er6k hatasara olyan helyzetet vesz
fel a gyongy, hogy a ra hato csapdaer6 és kiilsé erék ereddje nulla legyen, azaz egyensulyi
helyzetbe kerul (4. adbra). Ebben az esetben a k aranyossagi tényezd és Ax elmozdulas
ismeretében a kiils6 erdk ereddje, illetve a csapdaerd kiszamithato.
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4. dbra: Optikai csipesszel csapdazott golyo. A golyo kis mértekben kitér, ezért hat ré egy kitéréssel
ardnyos visszatérité erd. Emellett a qoly0 a fényterjedés hatasdra a csapda kézepétdl foljebb
talalhato.

A k csapdadllanddt tébbféle modon is meg lehet hatarozni (Galajda, 2002). Az egyik
modszer esetén a golyo kitérését figyeljiik meg a kornyezd folyadék aramldsédnak hatdséra.
Ebben az esetben a golyora haté erét a Stokes-torvény segitségével szdmolhatjuk:

F =y-v=6mry, 3)

ahol v a golyo kbzegre vonatkoztatott relativ sebessége, y a kozegellenallasi egyutthatd, ami
gbmb esetén 6nr, melyben n a kdzeg viszkozitasa, r pedig a gdomb sugara. Meghatarozva a
goly6 megfigyelt kitérésének mértékét, a csapdadllandé megkaphat6 az (2) egyenlet szerint.

Szokési er6 modszerének nevezik azt az eljarast, amely esetén azt hatarozzak meg, hogy
a goly6 mekkora erénél, mekkora dramlasi sebességnél képes kiszakadni a csapdabol.

Egy maésik lehetséges mddszer a csapdaédllanddé meghatarozasara, ha kdvetjik a golyd
csapdaban val6 Brown-mozgasat. Az ekviparticio elmélete alapjan ilyenkor a csapdazott golyo
Kitérésének eloszlasa Gauss-fiiggvénnyel irhato le:

o @)

P(x) = EeZkBT,
ahol Z egy normélasi faktor, k a csapdaallandd, x az elmozdulés, kg a Boltzmann-allando, T
pedig a homérséklet. gy a csapdaallandé megkaphatd a mért kitérések eloszlasanak a (4)
egyenlet szerinti illesztesevel, vagy az eloszlas szorasnegyzetének kiszamitasaval:
kgT (5)
0?(x) = (x?) ==~

ahol o2 a szorasnégyzet, x az elmozdulas, (x?) x2varhato értéke, k5 a Boltzmann-allando, T
a hémérséklet, k a csapdaallando.

2.3 Mikrofluidika

A lézercsipesz mellett egy masik, altalam hasznalt modszer a mikrofluidika. A mikrofluidika
egy olyan tudomanyteriiletet és a mogotte 1évo technologiat foglalja magéban, aminek alapja a
folyadékok kis térfogatban torténd manipulacioja. Ehhez mikroszkopikus méretii struktarakat,
csatornarendszereket, szelepeket kell 1étrehozni kilonféle mikrofabrikéacios technikakkal. A
mikrofluidikai eszk6z6k fontos tulajdonsaga, hogy a folyadékok aramléasa a makroszkopikustol
eltérd, hiszen a kis Reynolds-szamu tartomanyban vagyunk. Ennek kdszonhetéen a kialakult
aramlas egyenletes és laminaris, tehat nincs lehet6ség kaotikus nyomas- €s aramlasi
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sebességvaltozasokra, turbulencidk kialakuldsara (5. &bra). E tulajdonsagokat felhasznalva
lehetdségiink van a geometrian keresztiill preciz tervezésre, modellezésre es ezaltal a
mérésekhez sziikséges jol meghatarozott kbrnyezet is konnyen tervezhetd.
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5. dbra: Laminaris és turbulens aramlas kialakulasa a Reynolds-szdmid! fiiggden (nuclear-power,
2022).

A mikrofluidika médot ad igen kis méretii mintdk és Kkis térfogatl reagensek
felhasznalaséra, kevés helyet foglal, alacsony koltségii, rovid elemzési idot igényel. Ujfajta
mind id6ében. A laminéris dramlas kovetkeztében a folyadékrétegek egymas mellett
parhuzamosan haladnak, igy a kiilonb6z6 folyadékok csak a diffuzié altal keverednek a
hatarfellileteken (Whitesides, 2006).

Kiilonbozd eljarasok 1éteznek mikrofluidikai rendszerek kialakitdsara. Az egyik elterjedt
modja az an. fotolitografia és lagy litografia egyuttes hasznalata. Ennek soran az eszkédz
ontéformajat készitik el elséként egy fényérzékeny fotopolimer (pl. SU-8) felhasznalaséval,
majd ezt ontik ki a kétkomponensii polidimetil-sziloxan (PDMS) elasztomerrel. A PDMS
eszkozok hasznalata igen elterjedt, amit olcsé elballitasanak, fizikai és kémiai tulajdonsagainak
koszonhet: atlatszo, inert, nem toxikus vagy gyulékony és gazpermeabilis (Ren, 2013). Ez
utobbi nagy jelentdséggel bir a bioldgiai mintdk esetében, pl. aerob baktériumokkal végzett
Kisérletek esetén.

A mikrofluidika szdmtalan 0 lehet6séget hozott a mikrobioldgiai kutatasokba is.
Segitségével vizsgalhatjuk tobbek kozott a baktériumok mozgasat, kemotaxisat,
biofilmképzést, populaciok kolcsonhatasat. A populacid szintli vizsgalatok mellett sok
informécidt nyerhetiink az egyedi sejtek szintjén is. Az elmult évtizedben egyre tobb olyan
eszkoz jelent meg, mely baktériumok nagy szamban torténd csapdazasat és hosszatavu
megfigyelését teszi lehetévé (Hol és Dekker, 2014; Wu, 2016).

2.3.1 Egyedi sejtek vizsgalata mikrofluidikai médszerekkel

A mikrofluidikai rendszerek megjelenésével elérhetévé valt a laboratoriumi korilmények
kozotti pontos merés mikroszképiaval egybekotve, azaz példaul egyes sejtek vizsgalata. Az
évek soran tobbféle elrendezés, elképzelés is szlletett ilyen rendszerek megvalositasara. Ezek
kdzil néhanyat szemléltet a 6. abra. Léteznek egyetlen sejt csapdazasara alkalmas eszk6zok és
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olyanok is, amelyek tobb sejt befogésara is képesek. Ez utdbbiakat az eredeti és lednysejtek
egyidejii megfigyelésére szokas hasznalni.

Egyes csapdakialakitdsok esetében a folyadékaram tartja a sejteket a kialakitott
mikrostruktarakban. Ilyenkor fontos szerepet jatszanak a strukturdk falan kialakitott nyilasok,
ugyanis ezeken keresztll tud ataramlani a kézeg, amely bent tartja a sejteket a csapdaban. Az
ilyen csapdarendszerek alkalmasak lehetnek tébbek kozott algék, példdul Chlamydomonas
reinhardtii (6.A, 6.B &brak), és Symbiodinium sp. (6.C abra) megfigyelésére.

A mikrofluidikai csapddk maésik tipusa, amikor egy fécsatornabol nyilnak le kisméretii
oldalcsatornak vagy kamrédk, melyek nem érintkeznek az aramlassal kozvetlendl, a
fécsatornaban aramlo tapoldatbol diffizio Gtjan jut a tapanyag a sejtekhez. E. coli baktériumok
vizsgalatahoz sokszor hasznalnak hasonlo elrendezéseket (6.D és 6.E abrak). Az irodalomban
talalunk példat arra is, hogy ezeket az eszkdzoket kombinaljak optikai csipesszel, illetve
spektroszkopiai modszerekkel. A 6.D abran lathatd megfigyelé kamraba példaul 1ézercsipesz
segitségével helyezik el a sejteket, melyeket a kés6bbiekben antibiotikum-rezisztencia
szempontjabol vizsgalnak (Pilat, 2018).

6. &bra: Mikrofluidikai egysejtcsapddk, amelyek lehetdévé teszik az egyedi sejtek rogzitését és
megfigyelését. (A) tulipan alaku algacsapda, amellyel egy sejt csapdazhatd (Széles, 2022); (B) edény
alaku algacsapda, amely az oszt6das utani leanysejteket is csapdazza (Széles, 2022); (C) U-alaku
algacsapda, szintén alkalmas leanysejtek csapdazéasara is (Bashir, 2022); (D) baktériumsejtek
csapdazésara kialakitott mikrokamra, amiben a le&nysejtek is csapdézodnak (Pilat, 2018); (E)
., Mother Machine” baktérium-csapdarendszer (Wang, 2010)

A 6.E abran egy ,,Mother Machine” eszkdzben 0sztodd E. coli populacio fluoreszcens
képe lathato, a 7. abra pedig az eszkdz miikodését szemlélteti (Wang, 2010). A ,,Mother
Machine” egy olyan mikrofluidikai elrendezés, amelyben egy baktériumszélességli és
magassagu, tobbsejthosszu csapdak helyezkednek el egymas mellett. Ezek a keskeny csatornak
egy nagysagrenddel magasabb f6csatornaba torkollanak. A f6csatornaban tapanyagdus
médiumot aramoltatnak. A legbelsé sejt (Un. anyasejt) az 0sztodasok sordn mindvégig a csapda
zart végeben marad, a keletkez6 leanysejtek pedig egymast kdvetve betdltik azt. Ha mar nem
fér el a csatorndban tobb sejt, akkor az oldalcsatorna végében 1évé baktériumokat az aramlas
kimossa a rendszerbdl. Ez az elrendezés lehetdvé teszi az anyasejt megfigyelését ¢és a
leszdrmazési viszonyok nyomon kdvetését akar toébb generécion keresztil (Wang, 2010). Az
eszkozt eredetileg bakteridlis dregedés vizsgalatokra tervezték, hiszen a csatorna belsejében
levé anyasejt akar napokon keresztiil is nyomon kdvethetd, és a bels6 polusa nem valtozik.
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7. &bra: ,, Mother Machine” elméleti elrendezése (Wang, 2010). (A) a ,,Mother Machine ” fizikai
miikodését mutatja. (B) az osztoédaskor keletkezd sejtek leszarmazasi viszonyait szemlélteti. Az
elrendezésnek koszonhetben az eredeti anyasejt végig az oldalcsatornaban marad.
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3. Célkitiizés

Tudomanyos Diakkori munkam célja egy olyan uj kiserleti platform kialakitasa, ahol 6tvézoém

Ve

kovetni akar tobb generacion keresztll a baktériumok leszarmazasi viszonyait. A tervezett
eszkoz segitségével lehetOséglink lesz egyedi sejtek csapddzasara, és mikroszkopos
képalkotéssal kovethetjik a sejteket jellemz6 paraméterek valtozasat hosszu tavon.

A munkatervem a kovetkez6 részfeladatokat foglalja magaban:

Els6 1épésként megtervezem a mikrofluidikai eszkdz baktériumok csapdazasara
alkalmas egysegét. Tobbféle csapdaelrendezést is kiprébalok, a tervezéshez a
KLayout szoftvert hasznalom.

Ahhoz, hogy lassuk, a folyadék hogyan viselkedik az &ltalam tervezett
mikrocsatorndkban, azok alkalmasak lehetnek-e a baktériumok befogasara,
aramlastani szimuléaciokat készitek a COMSOL program segitségevel. A
szimul&cidkat a csatornarendszer Ures allapotaban, illetve modellbaktériumok
felhasznalasaval is futtatom.

A mérésekhez szlikséges sejttenyésztés és oldatkészités munkamenetét
elsajatitom az 6nall6 munka érdekében.

A lézercsipeszt kalibralom mikrométeres gyongyok és elpusztult baktériumok
esetében egyarant. Ezek a mérések felhasznalhatbak a csapdaallandd
meghatarozasahoz.

Fontos, hogy a sejtek ne sériiljenek a kisérletek soran, ezért megvizsgalom E.
coli baktériumok életben maradasi idejét az optikai csapdaban. Ehhez a
csapdazott sejtek mozgasat tanulmanyozom.

Baktériumokkal éles kisérletet is szeretnék megvaldsitani, felhaszndlva a
szimulacios, kalibracios és élettartamra vonatkozo kisérletek sordn szerzett
eredményeket.
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4. Anyaqok és modszerek

4.1 Sejttenyésztés

A Kisérletekhez HCB437 nem-kemotaktalé muténs E. coli baktériumot hasznaltam. A sejteket
-80 °C-on téroljuk, felhasznalas elbtt szélesztjiik Oket agar lemezekre, ezeket pedig 4 °C-on
tartjuk. A kisérletet megeléz6 napon egy darab koloniat 3 ml LB (Tripton 10 g/l, NaCl 10 g/I,
¢lesztékivonat 5 g/l) tapoldatba helyeztlink, és 30 °C-on 200 rpm-en egy rézdinkubatorban
tartottuk egy éjszakan &t. Megvartuk, hogy 600 nm-en mérve a baktérium szuszpenzio optikai
denzitasa elérje a 0,6 kordili értéket, mivel a baktériumok ilyenkor a legmozgékonyabbak.

4.2 Mintakészités

crer

hasznaltam. Az oldatba 1% Tween20-at tettlink, ami megakadalyozza, hogy a golyok
egymashoz, illetve a felulethez tapadjanak.

A sejtek csapddzasahoz ,,motilitds puffert” hasznaltam, melynek 6sszetétele: KoHPO4
6,2-10° M, KH,POs 3,3-10° M, EDTA 10* M, NaCl 67-10° M, 0,02% Tween20,
pH 7,5.

Az elkésziilt oldatokat minden esetben két fed6lemez k6zé cseppentettem. Ezek kozott
kétoldall ragasztot hasznaltam egy jé kozelitéssel allandd vastagsag elérése érdekében és azért,
hogy meggatoljam a minta parolgasat.

4.3 Mikroszkopia és képanalizis

A minta megfigyeléséhez Nikon Eclipse Ti (Nikon Inc.) inverz mikroszkopot, 60 x 1,2 NA
Olympus UPlanApo/IR objektivet, Prior Proscan Il motorizalt asztalt (Prior Scientific Inc.),
fluoreszcens gerjesztd forrdsként Prior LUMEN 200Pro ldmpat (Prior Scientific Inc
hasznaltunk. A videok készitése Hamamatsu Digital Camera C13440 ORCA-flash4.0
kameraval tortént, melynek vezérléséhez a Nikon NIS Elements AR (Nikon Inc.) szoftvert
hasznaltam.

A rogzitett képfelvételeket egy, a kutatocsoportban kordbban fejlesztett MATLAB
R2020b (MathWorks, Inc., Natick, MA USA) program segitségével elemeztik.

4.4 Lézercsipesz

A kisérletekhez a csoportunk holografikus lézercsipesz rendszerét alkalmaztam (Vizsnyiczali,
2020). A rendszer fényforrasa egy folytonos tizemt lézer (A = 1070 nm, IPG-YLM-10, IPG
Photonics, Amerikai Egyesilt Allamok). A holografikus nyalabforméazast egy HoloEye Pluto
tipusu SLM végzi. Az optikai elrendezést a 8. abran mutatom be.
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8. dbra: (A) a lézercsipesz optikai elrendezése: lézerut: piros vonal, rajta haladdsi iranyt jelzé
nyilak, optikai szal (1), iranyité tikrok (2), nyaldbtagité lencserendszer (3), iranyitd tukér (4),
térbeli fazismodulator (SLM) (5), 4f rendszer elsé lencséje (6), iranyito tiikor (7) €s (8), 4f rendszer
masodik lencséje (9), mikroszkép (10). (B) a lézercsipesz elméleti felépitése. (C) E. coli
baktériumokrol készitett felvétel.

4.5 Szimulaciok

A ,,Baby Machine” mikrofluidikai eszkdzt KLayout szoftver segitségével terveztem meg
(KLayout Layout Viewer And Editor, 2022. 11. 10.) és Comsol Multiphysics szoftver
(COMSOL AB, Stockholm, Svédorszag) felhasznalasaval modelleztem a csapdéakat tartalmazo
szakaszon a folyadékaramlast modellbaktériumok jelenlétében és anélkil. A szimulaciokat
haromdimenziés modellen végeztem, laminaris aramlast és idéfiiggd modellt alkalmazva. A
bemeneti sebességet v, = 0.017 pl/h-nak allitottuk be, ami a kisérlethez hasznalni kivant (3.
tipus) csapdaelrendezés esetében 50 um/s-nak felel meg. A modellbaktériumok behelyezésével
lehetéségem volt kiszdmolni a fellépd nyirder6k nagysagat is.

4.6 Mikrofluidikai kisérlet elokészitése

A munkatarsak altal készitett SU-8 6nt6format PDMS-sel (1:10) kiontdttem, majd egy €jszakan
at 40 °C-on sutottem. Az eszkdzon a megfelelé helyeken kimeneteket és bemeneteket
lyukasztottam. Ezekhez csatlakoztattuk a csoveket késébb.
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Oxigén-plazma kezeléssel fed6lemezhez ragasztottam az eszkozt tartalmazé PDMS-t.
Ehhez Harrick PDC-002 plazmatisztitot hasznaltam (Harrick Plasma, Ithaca NY, USA).

A rendszert tdpoldattal toltottik fel, majd a baktériumos szuszpenziét kézzel a megfeleld
helyre toltottik egy fecskendd segitségével. Ezek utan fecskendépumpaval (Model No. 4000,
New Era Pump Systems Inc., Farmingdale, NY, USA) &ramoltattuk a tdpoldatot. A kivant
aramléasi sebességet a pumpén allitottuk be. A csapdazas id6tartamara az aramlast
szlneteltettik.
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5. Eredmények

5.1 A lézercsipesz kalibralasa

5.1.1 A csapda erballanddjanak meghatdrozasa polisztirol gydngydkre

A lézercsipesz kalibraldsat harom kiilonb6z6 atmér6jii (1 um, 3 um, 6 um) polisztirol golyoval
végeztem el. Mindharom golyd esetében felveteleket készitettem 0Ot kiilonbozo
Iézerteljesitmény mellett (0,5 W; 1 W; 1,5 W; 3 W; 6 W). Ezt a méréssorozatot haromszor
ismeételtem meg.

A k csapdaéllandot az ekviparticio tétel felhasznalasaval hataroztam meg a 2.2.3
fejezetben leirtak szerint. Tudjuk, hogy a csapdazott golyd mérettdl és lézerteljesitménytol
fiiggben kiilonb6z6 nagysagu kitérésekkel Brown-mozgast végez. Ezeket a kitérésértékeket
tudjuk kdvetni idében (x(t)) a mikroszkopos felvételeken. Emellett az is ismeretes, hogy ha a
csapda potencidlja harmonikus, akkor a kiilonb6zd iddpillanatokhoz tartozéd kitérésértékek
Gauss-eloszlast kovetnek. Abrazolva a mért értékeket, megkaphatjuk o,-t, amely a Gauss-
fuggveény szélességét jellemzi. Ezt és az ekviparticio tételét felhasznélva, mely értelmében

termikus egyensuly esetén a gydngy minden egyes szabadséagi fokéara %kBT energia jut,

kiszamithatjuk a csapdaallandét.

Esetemben elsé 1épésként a csapdazott céltargyrol készitettem huszezer képet. A képek
kiértékeléséhez egy, a kutatdcsoport egyik tagja altal kordbban megirt Matlab programot
hasznaltunk. Ez a program a képsorozat legels6 felvételét vette referencia pontnak. Minden ezt
kovetd felvételen ezzel a kiindulasi helyzettel vetette 6ssze a golyo helyzetét, és hatarozta meg
az elmozdulasokat. Ezen elmozdulésértékek hisztogramjara illesztettiink Gauss-fiiggvényt a
2.2.3 fejezetben leirtak szerint, melynek o, szOrdsabdl vissza tudunk kovetkeztetni a
csapdadllando értékeére:

kT ®)
of

k =

ahol a2 = ((x — x)?) a golyo atlagos négyzetes elmozdulasa, x az elmozdulas atlaga, k5 a
Boltzmann-allando, T a hémérséklet (Abraham, 2016).

Eredményeimet a 9. abran foglalom 6ssze. A grafikonokon lathatd, hogy minél nagyobb
a lézer teljesitménye, annal kisebb a Gauss-fliggvény szélessége, azaz csokken a golyo kitérése.
Az optikai csipesz csapdazo ereje egyenesen aranyos a lézer teljesitményevel. A mert
kitérésekbdl szamolt csapdaallandoé teljesitménytdl vald fiiggését mutatja a 9. abra jobb oldali
panelje, mely adatokra egy, az origdbdl indulo félegyenes illeszthetd.

A csapdaerd fiigg a megfogott céltargy méretétdl. Ennek megfeleléen azonos
teljesitmények mellett minél nagyobb a golyo atmérdje, annal szélesebb €s laposabb a Gauss-
fuggvény (9. abra bal oldali panel), es ezzel egyutt csokken a jobb oldali paneleken lathato
illesztett egyenesek meredeksége.
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9. &bra: Lézercsipesz kalibraldsa kiilonbozé atmérdjii golyokkal: (A) 1 um; (B) 3 um;( C) 6 um. Bal
oldali panel: a csapdazott gyongyik valosziniiség-siiriisége a pozicio fuggvényében. A pontok jelzik
a mért értékeket, a folytonos vonal pedig az elméleti gorbét. Jobb oldali panel: a kapott
csapdaallanddk a Iézerteljesitmények fliggvényében, ahol m az illesztett egyenes meredeksége, R?
az illesztés pontossaga.

5.1.2 A csapda erballanddjdnak meghatarozasa baktériumsejtekre

A Kalibracios gyongyok utan érdemes kilon kalibralni baktériumokra is a csipeszt, ugyanis a
baktériumsejtek szferocilinder, nem pedig gémb alaktak. Ezen felll fontos kiemelniink, hogy
a kozegre vonatkoztatott relativ torésmutatojuk is kilonbozik az el6z6 fejezetben hasznalt
polisztirol golyok torésmutatdjatol. Ehhez a kisérlethez elpusztult sejteket hasznaltam, melyek
csupan Brown-mozgast végeztek. A baktériumokon végzett kalibracios kisérlet eredményeit a
10. dbra mutatja be. Itt is jol lathatd, hogy a teljesitmény ndvelésével csokkennek a kitérések
(10.A abra), és n6 a csapdaallandd (10.B abra).
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10. abra: (A) Csapddzott baktérium valészintiség-siirliségének dabrdazoldsa a pozicio fiiggvényében.
A pontok jelzik a mért értékeket, a folytonos vonal pedig az elméleti gorbét. (B) A kapott
csapdaallanddk a lézerteljesitmények fliggvényében, ahol m az origobdl induld illesztett félegyenes
meredeksége, R? az illesztés pontossaga.

5.2. Baktériumok vizsgalata lézercsipeszben

5.2.1 Csapdazott sejtek élettartamanak vizsgalata mozgasuk alapjan

Baktériumsejtek esetében a kalibracios gydngyokkel ellentétben kiemelendd, hogy Brown-
mozgas mellett Usz6 mozgast is végeznek. Az altalam hasznalt E. coli torzs egyik {6 jellemzéje,
hogy nem-kemotaktald, tehat nem képes iranyvaltoztatasra, helikalis alaku flagellajanak
folytonos forgatasaval el6re haladd mozgast végez.

Egyetlen optikai csipesszel csapddzva egy darab baktériumot, az beall fiiggélegesen a
Iézer iranyaba a fénynyomas hatéasara. Ez az allapot figyelhet6 meg a 11.A abra mikroszkopos
felvételen. Mivel egy E. coli sejt flagellait tekintve nem feltétlen szimmetrikus felépitésii, az
azok altal keltett meghajtd eré jellemzéen nem parhuzamos a sejt tengelyével. Ennek
kovetkeztében a csapdaban tartott sejt precesszalé mozgast fog mutatni. Az optikai csapda
lézerfényének hatasara karosodo sejt egyre kevésbé lesz képes fenttartani a flagellaris motorok
forgasat, igy a sejt mozgasanak megfigyelésével kovethetjik annak fokozatos karosodasat. A
sejt mozgasabol adodo intenzitasvaltozasokat és kitéréseket konnyen tudjuk detektalni a sejtrol
rogzitett képsorozaton.

A csapdazott baktériumok életben maradasat harom kiilonbozé 1ézerteljesitményen
vizsgaltam. Az optikai csipesszel csapdazott E. coli baktériumrol az elkapast kovetden a lehetd
leggyorsabban felvételt inditottam 200 kép/méasodperc sebességgel. A felvétel feldolgozasahoz
a kutatocsoport egyik tagja (Vizsnyiczai Gaszton) altal készitett Matlab programot hasznaltam
fel, aminek a segitségével megkaptam az adott sejtnek az elsé képhez viszonyitott Gsszes
elmozdulasértékét az id6 figgvényében. Egy jellegzetes gorbét mutatok be a 11.B abrén, melyet
4 W lézerteljesitmény mellett vettem fel. J61 megfigyelhetd, hogy a sejt periodikus mozgasanak
a frekvencidja és az amplitudoja is csokken a csapdaban toltott idével, majd 60 s kornyekén a
bakterium elpusztul a fénnyel valo csapdazas hatasara és mar csak Brown-mozgast végez.
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11. &bra: (A) 4 W lézerteljesitménnyel csapddzott E. coli sejtrdl késziilt mikroszkopos felvétel. A sejt
szerkezetének részletei nem figyelhetéek meg egy ilyen felvételen, mivel a mérete nagyon kozel esik
a fénymikroszkop felbontdsdhoz. (B) A sejt egyensulyi helyzetétél vett tavolsiga az id6
fliggvényében.

A fent bemutatott 11.B abrdhoz hasonl6 gorbéket kaptam 2W, 4W és 6W teljesitmények
esetében is, amelyeken megfigyelhetd volt, hogy a csapdazott baktériumok a Iézerteljesitmény
novelésével egyre révidebb ideig voltak életképesek. Minden teljesitményen 3-6 sejtet fogtam
meg és kdvettem a mozgasukat.

Kovetkez6 1épésként a kapott elmozdulds-id6 fiiggvényeken un. Wavelet analizist
alkalmazva — szintén Vizsnyiczai Gaszton segitségevel — megkaptuk azt, hogyan véltozik
id6vel a 11.B abran bemutatott jel frekvenciaja és amplitadoja (12. abra). Az elénye ennek a
kiértékelési mddnak, hogy egyszerre kapunk informéaciot a csapdazott baktérium helyhez kotott
periodikus mozgasabodl szarmazé frekvenciajanak (fliggdleges tengely) és amplitadojanak
(szin) idObeli valtozasardl. Az itt kapott eredményeken is jol megfigyelhetd, ahogy mind a
frekvencia, mind az amplitiddo csokken az id§ teltével. Az is latszik, hogy minél nagyobb a
csapdazo lezerfény teljesitménye, annal kevesebb ideig maradnak életben a sejtek. A 12. abran
bemutatott harom sejt esetében 2 W-nal ~80 s, 4 W-nal ~40 s és 6 W-nal ~20 s-nak adodott az
az id6tartam, amig életképesek maradtak a csapdaban. Minden teljesitmény esetén tobb mérést
is végeztem. 2 W; 4 W; 6 W teljesitményeken az atlagos talélési idok 97 +20s; 55 +8's; 29 +
12 s. A kapott nagy szorasértékek jelzik a sejtek kozotti heterogenitést. A szorasok szamitasanal
néhany kiugro esetet nem vettem figyelembe. Szintén megfigyelhet6 még a bioldgia
sokszintisége a sejtek mozgasanak kezdeti frekvenciaertékeinél.
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12. dbra: Csapdazott E. coli sejt élettartamanak mérése optikai csapdaban kiilonbozd
lézerteljesitmények mellett: (A) 2 W; (B) 4 W; (C) 6 W. A sejt periodikus mozgasanak frekvenciaja
és amplitidoja az eltelt idS fiiggvényében. A konnyebb dsszehasonlithatosag érdekében azonos
tengelyadatokkal tlintettem fel az eredményeket.

5.3. ..Baby Machine” mikrofluidikai elrendezés tervezése

Bar optikai csipesz segitségével tudunk csapdazni egyedi sejteket, hosszabb idejli
megfigyelésekre ez a modszer nem alkalmas. Ennek f6 oka, hogy a lézerfény karositja a
sejteket, és mint lattuk, révid id6n beliil elpusztulnak. Habar az SLM segitségével egyszerre
tobb sejtet is tudunk csapdazni, mégis limitalt az egyidejlileg megfoghato sejtek szdma, mivel
az egy nyalabbdl 1étrehozott csapdak a darabszammal forditottan aranyos teljesitménytiiek.
Hosszabb idejli, akar tobb napos, sok baktériumos megfigyelésekre alkalmas rendszert
eszk6zokben akar az osztodasok soran keletkezO lednysejteket is Ossze tudjuk gyijteni. Az
irodalombdl egy jol ismert példa erre a ,,Mother Machine”, melyet a 2.3.1 fejezetben mutattam
be részletesen. A kutatdcsoport, amelyhez csatlakoztam egy hasonlo rendszer kialakitasan
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dolgozik. Az eszkdz, melynek a fejlesztéséhez csatlakoztam a munkdm soran a ,.Baby
Machine” nevet kapta.

5.3.1 Csapdarendszer tervezése és az aramlas modellezése a csatorndban

A mikrofluidikai csapdarendszer felépitését tekintve tobbféle elkepzelésunk volt. Az alapdtlet
Iényege, hogy az els6 sejt 0sztodasa utan a lednysejteket is szeretnénk vizsgalni, ezért ugyandgy
csapdazzuk azokat is. Igy tanulméanyozhatjuk hogyan valtoznak a sejtek bizonyos paraméterei
a generaciok eldrehaladtaval.

Az egyes sejtek hossz(tavl csapdazasat jol megtervezett mikrostrukturék es aramlas
segitségével szeretnénk megvalositani. Elsé 1épésben az volt a feladatom, hogy a
baktériumsejtek rogzitesere alkalmas kehely formaja struktarat tervezzek, melynek alakja és
méretei a 13.F abran lathatok. Méretei kdzel megegyeznek egy atlagos E. coli baktériuméval.
Aljan keskeny atvezetések vannak az alsO csatornaba. A kialakitas célja, hogy a folyadék
csapdan vald ataramlasa helyben tartsa a sejteket. A legegyszeriibb elrendezés (1. tipus), ha a
kelyheket egymas mellé helyezzik (13.A abra). Ennek egy tovabbgondolt valtozata (2. tipus),
amikor a csapdak ugyanugy sorban helyezkednek el, de a fécsatorndban kanyarok is vannak.
(13.B abra). A harmadik véaltozatban pedig 13.A elrendezését, mint alapelemet sokszorozva, és
bizonyos szogben megdontve 1épcsés mintazatot alakitottam ki (13.C abra).

aramlas
—_— 371 pm

80 pm

13. &bra: (A), (B), (C) Hdrom kiilonbozé elrendezése a baktériumsejtek megfigyelésére szolgdlo
mikrofluidikai csapdarendszernek. (D) Nagyitott részlete a (C) elrendezésnek. (E) Nagyitott részlete
az (A) és (B) abran kijelolt teriiletnek. (F) A kehely alakl egysejtcsapdat mutatja be méreteivel.

A tervek elkészitése utan aramlastani szimulaciokat végeztem a Comsol Multiphysics
szoftver segitségével (14. abra). 3D-s szimulaciokat készitettem, ahol a csatornak magassaga
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1,2 um volt, ami csupéan kicsit nagyobb, mint egy atlagos E. coli baktériumsejt. Bemend
aramlasi sebességnek minden esetben 0.01728 pl/h-t llitottam be, ami a 13.C abran lathato
1épcs6s elrendezés (3. tipus) esetén 50 pum/s-ot jelent. A késébbieckben ennek a 1épcsds
elrendezésnek a miikodését vizsgaltam meg részletesebben. A bedllitott 50 um/s-0s sebesség
kb. kétszerese egy Usz0 E. coli baktérium sebességének.

A fentebb bemutatott hdrom mikrofluidikai csapdazo egység szimulacidit a 14. &bra
mutatja be: lathatjuk az dramvonalakat, a szinek pedig az adott helyen kialakulé aramlési
sebességeket szemleltetik. A szimulaciokat a 13. abran szerepl teljes csatornarendszereken
veégeztem, de a kdnnyebb lathatdsag kedvéért ezeknek csak egy-egy részleteit mutatom be. A
képeken jol latszik, hogy nem alakulnak ki turbulens jelenségek, az aramlas laminaris
mindvégig. Minél sziikebb helyen megy keresztil a folyadék, annal nagyobb aramlasi
sebességre tesz szert. Ez leginkabb a kehely alaku csapdak sziikitéseinél figyelhetd meg. A
14.B és 14.D abrak esetében az aramlasi sebességekben (szinskala) mutatkozd kilonbségek
abbol adodnak, hogy a csapdarendszerek Gsszességében kiilonb6z6 mennyiségii egysejtcsapdat
tartalmaznak.

700

600

500

400

300

200

100

aramlasi sebesség (um/s)

14. &bra: A harom kiilonbézé csapdaelrendezést tartalmaz6 mikrocsatorna aramlastani
szimulacidja. A csatorndk méretei megegyeznek a 13. abran bemutatottakkal. Az aramlasi
sebességet jelzé szinskdala mindegyik abrara vonatkozik. (4), (B) A mikrofluidikai elrendezés 1.
véltozata. (C), (D) A mikrofluidikai elrendezés 2. véltozata. (E), (F) A mikrofluidikai elrendezés 3.
véltozata.
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A szimul&ciok alapjan a harmadik tipusu csapdarendszert valasztottam ki, a tovabbiakban
ezt az elrendezést vizsgaltam részletesebben. Kiilonbozd életciklusban 1évd baktériumokat
modelleztem és ezeket a modellbaktériumokat nehany csapdaba helyeztem, mint akadalyt. Az
aramlés alakuléséat és sebességét a 15. dbradn aramvonalak és szinek szemléltetik.

Az &brakon jol lathato, hogy a modellbaktériumok miatt az adott csapdakon nem halad
keresztiil folyadék, igy az elézéekben latottakhoz képest valtozik a rendszer teljes aramlasi
képe. Az is megfigyelhetd, hogy mig az eddigiekben a sorba rendezett csapdéak €s a csatorna
fala kozott, illetve a sziikiileteknél gyorsult csak fol az dramlés, addig ebben az esetben a
csapdakbdl kilogo baktériumok végeinél is megjelennek Kicsit nagyobb sebességek. Ezek az
akadaly miatt feltorlodo folyadékbol adodnak.

FaN
o
o
aramlasi sebesség (um/s)

15. dbra: Az aramlas megvaltozasa a modellbaktériumok behelyezése utan. (A) A 3. csapdarendszer
egy részlete, ahol a szimulacié a csatorna minden pontjaban megadja az aramlasi sebesség értékeit.
(B) Az (A) abranak egy nagyitott részlete, itt &ramvonalak szemléltetik a folyadék aramlasat.

A baktériumok életben maradasanak szempontjab6l nem elhanyagolhatd, hogy a
folyadék aramlasabol fakadéan mekkora a rajuk haté nyiréfesztiltség. Az irodalomban méar
olvashatunk ehhez kapcsolddo kisérletekrdl. Lange €s munkatérsai kiilonb6z6 sejtek €letben
maradasat vizsgaltak valtoz6 nyirofesztiltség-értékek mellett (Lange, 2001). E. coli esetében
azt kaptéak, hogy 60 ms-on keresztil, az alkalmazott legkisebb nyir6fesziltség mellett, amely
450 Pa volt, a sejtek nagyjabol 100%-a maradt életben.

Osszehasonlitas céljabdl készitettem egy olyan szimuléciot is, amely a berendezés
minden pontjan megmutatja a nyiréfesziltség nagysagat (16. abra). Eredmenyil azt kaptam,
hogy az altalam valasztott csapdaelrendezeésben 50 pm/s beallitott aramlasi sebesség esetében
a nyirofesziltségek értéke 1-5 Pa.
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16. &bra: Csapdarendszerben fellépd nyirdfesziiltségek

A ,,Baby Machine” mikrofluidikai platform lelke a fentebb részletesen bemutatott
csapdarendszer lesz, ami egy tobb csatorndbol allé halézat egyik elemét képviseli csupan.
Mivel a csapdarendszer magassaga 1,2 pum, igy a folyadékkal szemben nagy ellenallast tanusit.
A szimul&ciéim soran hasznalt aramlasi sebességeket a csoportban elérhet6 digitalis pumpaval
sem tudjuk eldallitani. Megoldasként azt talaltuk ki, hogy a csapdazéd részen kiviil, azzal
parhuzamosan (elektromos aramkorrel analog modon) tobb ,lires”, csak folyadékaramlast
biztositd csatornat is csatlakoztatunk a rendszerhez a 17. &bran lathaté modon. Ezeknek a
csatorndknak az osszkeresztmetszete 672 pm? (3x224 um?), magassaga 15 pm. Ennek
kdszonhetden a bemeneti aramlasi sebesség a csatornak keresztmetszetével aranyosan
csokkenni fog és szdmoldsokat kdvetden elérhetd a kivant sebességérték bedllitdsa az adott
térrészben. Emellett, terveztink még egy oldalcsatornat, melyben a kisérlet elején a
baktériumokat toltjik.

5 mm

sejtbemenet tapoldatbemenet aramlds aramlas

T 1T

Ssszekdtd

' csatorna
% 1. sejt behelyezése

' optikai csipesszel

9 mm
a&

csapdazo egység

kimenet kimenet

17. &bra: A ,,Baby Machine” elméleti elrendezése. A jobb oldalon a csapddzo egység felsd része
lathaté az osszekotd csatornaval, amelyen keresztil hozzuk be a kisérlethez sziikséges anyasejtet.

Mint korabban emlitettem, a mikrofluidikai eszkozt és az optikai csapdazast egyuttesen
szeretnénk hasznalni. A vizsgalni kivant sejtet a csapdakat tartalmazo egységbe a
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Iézercsipesszel helyezziik majd el (17. &bra). Annak érdekében, hogy maésik sejt ne tudjon
beuszni a belsé részbe, az els6 sejt behelyezése utdn meg kell névelni a tapoldat aramlési
sebességét. A sejt elhelyezése utdn az eszkdzben folyamatos aramlast tartunk font a kiserlet
teljes idStartama alatt. igy a sejtek nem tudnak kitiszni a csapdakbol, és az osztodasok utan a
lednysejtek a megfeleld iranyba mozdulnak és ,,beiilnek” egy csapdaba. Szintén ez a folyamatos
aramlés biztositja az osztddashoz szlikséges allandé tapanyag-utanpdtlast.

5.3.2 E. coli baktériumok a ..Baby Machine” eszkdzben

A 17. &brén bemutatott mikrofluidikai elrendezést — melynek fontos része az &ltalam
megtervezett csapdazo egység — a kutatdcsoport munkatarsai (Kelemen Lérand, Abraham
Agnes) elkészitették, majd ki is probaltuk azt E. coli baktériumokkal. Az eszkéz PDMS-bél
készilt, amit egy fed6lemezhez ragasztunk hozza oxigénplazmazassal.

Azt tapasztalatuk, hogy a PDMS eszkodz csatornain belul 3-4 W-os ézerteljesitmény
esetén idealis a csapda erdssége ahhoz, hogy stabilan tudjuk mozgatni a sejteket. Nagyobb
Iézerteljesitmény esetén ugyan nagyobb sebességgel mozgathaté a megfogott baktérium, de
gyorsabban el is pusztul (5.2.1 fejezet). Ehhez a teljesitményhez a 10.B abra alapjan 70-90
pN/um koriili csapdaallando tartozik, és a sejtek ~40-60 s-ig maradnak életben az optikai
csapdaban (12.B abra alapjan).

Az els6 probalkozasok soran azt tapasztaltuk, hogy a rendszer nagyon érzékeny mar
kismértékli ingadozasokra is az dramlasban. A sejt megfogasa €s a csapdazo egységbe torténd
behelyezése elég nagy kihivas. Emellett elég kdnnyen szdknek at a sejtek az atvezetd csatornan.
Ugyanakkor amennyiben sikerll egy sejtet befogni a kehely alaki mikrostruktiraba, a
csapdarendszer igéretesen miikodik. A 18. dbra egy, a csapdazé egységben megfogott és
0szt0do E. coli baktériumrél készilt mikroszkopos felvételeket mutat. A baktérium osztodasat
par oran keresztll kdvettiik nyomon. A sejtek névekednek és osztédnak a csipben. Az E. coli
sejtek 30 °C-on kb. 40 percenként osztodnak, ez teljesilt az eszkdzben is. A 18. abran két
osztodas is végbement, mindkét esetben sikeriilt begytijteni a lednysejteket.

18. abra: E. coli baktériumok oszt6dasa ,, Baby Machine” eszkozben
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6. Osszeqzés

Munkamat az SZBK Biofotonika és Biomikrofluidika Kutatocsoportban vegeztem. Egy olyan
mikrofluidikai platform kidolgozéasaban vettem részt, mely a késObbiekben alkalmas lehet a
bakterialis heterogenitds vizsgalatara. A megalkotott rendszer segitségével szeretnénk
tanulmanyozni egyetlen baktériumsejtb6l osztddassal kialakult populacid egyedi sejtjeinek
fenotipusbeli kiilonbségeit. Az altalunk ,,Baby Machine”-nak keresztelt eszkdz a mikrofluidika
mellett az optikai csipesz hasznalatan alapul.

A projektben a 6 feladatom az volt, hogy megtervezzem és modellezzem az eszkoz
egyedi sejtek csapdazasara alkalmas részét, illetve az optikai csipeszt kalibraljam ezekhez a
Kisérletekhez.

Els6 1épeskent sikeresen kalibraltam a laborban talélhatd lézercsipeszt néhany
mikrométer atmér6ji gyongyok és elpusztult baktériumok csapdazasaval. Megmértem azt is,
hogy az &ltalam hasznalt E. coli sejtek mennyi id6n keresztiil maradnak életképesek a
Iézercsipeszben. Ehhez a csapdazott sejt mozgasat tanulmanyoztam.

A csatornarendszer kialakitdsdhoz szamitogépes terveket készitettem. Harom kiilonb6z6
csapdarendszert rajzoltam. Ezutan haromdimenziés szimulacidkat futtattam rajtuk, hogy meg
tudjuk figyelni, killénbdzo elrendezésekben hogyan valtozik a folyadék aramlasa. Azért, hogy
még valdsaghiibb legyen az elrendezés, modellbaktériumokat is elhelyeztem a csapdakban.

A szimulacios eredményeim alapjan kivalasztottam a legigéretesebbnek tiin6 elrendezést,
melyet az intézet munkatarsai elkészitettek szamomra. A kész eszkozt E. coli baktériumokkal
teszteltik. Habar az altalunk tervezett eszkoz jelenlegi formajaban még kdzel sem tokeéletes,
mar most igéretesnek tiinik a bakteridlis heterogenitas vizsgalatara kiilonb6z6 kornyezeti
feltételek mellett.
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7. Tovabbi terveim

Az elkovetkezendd idGszakban szeretném a munkam sordn kialakitott eszkozt tovabb
fejleszteni, amennyiben szikséges Ujakat is tervezni. A ,,Baby Machine” hasznélata a jelenlegi
formajaban elég kortilményes. A megfelelé aramlasokat nehéz beallitani, a sejtek nem mindig
a soron kovetkez6 egysejt csapdaba esnek bele vagy éppen a csapdazd egységbe a nagy
aramlasok ellenére is belisznak Gjabb sejtek.

Szeretnék tovabbi méréseket végezni arra vonatkozodan is, hogy hogyan lehetne a
baktériumsejtek optikai csipesszel vald csapdazasakor hosszabb életidoket elérni. Erre tobb
megoldas is kinalkozik. Az egyik, hogy a csapdazo oldathoz egy két enzimbdl (glikkoz oxidaz
és katalaz) allo keveréket adunk. Ez egy bevalt mddszer arra, hogy lassitsa a sejtek feny okozta
karosodasat. Egy masik felmerilt 6tlet, hogy a sejtet egyszerre toébb ponton csapdazzuk, amire
az SLM segitségével lehetdséglink van. A két ponton torténd csapdazast mar ki is probaltuk
(lasd 3.A é&brén).

A fent leirt vizsgalatok eredményei mas, a kutatdcsoportban jelenleg is folyamatban lev6
kutatasban is hasznosak lehetnek. A csoportban aktivan dolgoznak egy, a flagellamozgas
vizsgalatara alkalmas képalkotd rendszer fejlesztésén. Ezekhez a Kkisérletekhez szintén
sziikséges a baktériumok két ponton térténd optikai csapdazasa, vagy mikrostruktirak altali
csapdazasa. Az ezekhez a vizsgalatokhoz szikséges flagellafestést is szeretném majd
elsajatitani.
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