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1. A kutatasok elézményei

Mikro-elektro-mechanikai rendszerek (MEMS) a XXI. szazad elején a tudomanyos
kutatasok eszkoztaranak egy egyre elterjedtebb, megkeriilhetetlen elemét alkotjak, és ez a
szerteagazo technoldgia még mindig viharos iitemben fejlodik. Szamos teriileten alkalmazzak
oket az ipartol (pl. szenzorok) az egészségiigyon (mikrofluidikai diagnosztikai rendszerek) at
a tudomanyos kutatasokig. Dolgozatom ennek a technoldgianak egy szeletét érinti, nevezetesen
a haromdimenzios 1ézeres mikrofabrikaciot és az ezzel eldallitott mikroeszkdzok foképp
bioldgiai alkalmazasait. A dolgozat eredményei feldlelik a technika optimalizalasanak és
tovabbfejlesztésének néhany modjat, az elkésziilt mikroeszkdzok funkcidobdvitésének
lehetOségeit, valamint az eszk6zok alkalmazasat a mikromechanikaban, az egyedi sejtek
vizsgalataban és mikroszkopias megfigyelésekben. Bar a technologia jellegénél fogva csak
igen korlatozottan alkalmas nagy példanyszamu mikroeszkoz eldallitdsara, azonban olyan
specialis  eszkozoket adhat a kutatok kezébe, amit elsésorban azok konnyl
testreszabhatosaganak koszonhetden hatékonyan lehet alkalmazni egyedi sejtek vagy bioldgiai

makromolekuldk vizsgalatat célzé kutatbmunkakban.

A dolgozatban bemutatott munka egy additiv 1ézeres direkt irasos technologian, a
kétfotonos polimerizacion (TPP) alapszik. A mddszer az 1990-es évek elején jelent meg a
mikroméretii anyagmegmunkaléasi eljarasok kozott, és az évtized masodik felében mar
haromdimenzios mikroszerkezetek is késziiltek ezzel a technikaval [1, 2]. Az SZBK Biofizikai
Intézetében Ormos Pal és Galajda Péter vezette be a technolédgiat az ezredfordulé kdrnyékén
az optikai csipesszel (OT) végzett kutatasaikban vizsgalt Osszetett alaku testek kontrollalt
geometriaval torténd gyartasahoz [3]. EbbOl a témabol nétt ki az a kutatdsi irany, ami
nemzetkdzi kooperaciok révén egyrészt kacsolodott az optikai csipesz kiilonbozé alkalmazasi
lehetdségeit vizsgald nemzetkdzi kutatasi iranyokhoz, masrészt pedig a mikroeszk6zok egyre
sz€lesebb kort alkalmazhatdsaganak vizsgalatat tiizte ki célul. A TPP-vel a 2000-es évek elején
egyszeribb strukturakat készitettek, legtobb esetben csak a technologia képességeinek
demonstralasa volt a cél [4, 5], valés alkalmazasra alig volt példa. Az ebben az id6ben
elkészitett integralt mikromotor rendszeriinkkel [T4] szintén csak egy fénnyel mozgatott
mikromechanikai meghajtorendszer demonstralasa volt a cél. Ezt az eszkozt a kdvetkezo
években - részben nemzetk6zi konzorciumokhoz kapcsoléddan — néhany tovabbi egyszerlibb

mechanikai rendszer kovetett [T7, T9, T10].
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A kétezres évek kozepétol a mikrofluidika eldretorésével a szakirodalomban egyre tobb
¢érdekes példa volt az ilyen rendszerekben is hasznalhat6 passziv [6] és aktiv [7] eszkdzre.
Ekkoriban tortént meg a modszer felbontdsanak jelentds novelése is a STED mikroszkopia
elveinek felhasznalasaval [8]. Ezen kiviil egyre elterjedtebb lett a mikroszerkezetek biologiai
célu felhasznalasa is [9, 10]. Ebben a folyamatban utt6ré modon vettiink részt, amikor
bemutattuk a TPP mikroeszk6zok hatékony funkcionalizalasat [T11], és annak elso
detektalasban [T12, T16, T17]. A kdvetkez évtizedben a technologia egyre elterjedtebb lett
elsdsorban a mar kereskedelmi forgalomban is kaphat6 TPP rendszereknek kdszonhetden.
Ekkorra mar rendkiviil Osszetett mikroméreti 3D szerkezetekkel taldlkozhatunk az
irodalomban a mikro-optikatol kezdve [11] a sejttenyésztd vazakon keresztiil [12] az 6nallo
mikrorobotokig bezardlag [13]. Az 6nalléan mozgathatdé mikroeszkozok biologiai vonatkozast
felhasznalasat mi is ebben az iddszakban kezdtiik tanulmanyozni els6sorban azok
funkcionalizalt valtozataival [T14, T19, T20]. Ez a munka fejlodott aztan a kdzelmultban
odaig, hogy stabilan kézben tartjuk a deformalhatd6 mikroszerkezetek (,,soft microrobots”)

készitését és alkalmazasat elsGsorban egyedi sejtek vizsgalatahoz [T22].

Bar a TPP-vel létrehozott mikroszerkezeteknek ipari mennyiségiire vald felskalazasara
altalunk [T1, T2] és masok altal [14, 15] mar voltak probalkozasok, az eszk6zok

alkalmazasanak tilnyomo részét ma még kutatdlaboratoriumok falain beliil talalhatjuk.

2. Célkitlizések

A dolgozat alapjaul szolgalé munka atfogo célkitlizése a polimer mikroeszk6zok mind
sz¢lesebb koril biologiai alkalmazasanak megvalodsitasa. A motivacio szamos esetben azt volt,
hogy egy adott bioldgiai problémara talaljak olyan megoldast mikroeszkoz alkalmazasaval,
ami mas modszerekhez képest valamilyen szempontbol eldonydsebb. Mas esetben azonban

maganak a technologianak a lehetdségeit probaltuk munkankkal demonstralni.

Egyik legkorabbi célom az volt, hogy a TPP modszerét optimalizaljam €s hatékonyabba
tegyem. Ezért célul tliztem ki, hogy modszert dolgozok ki a TPP parhuzamositasara, vagyis
hogy egyetlen pasztazasi 1épés soran a 1ézernyaldb megtobbszorozésével adott id6 alatt tobb
mikroszerkezetet allitsak eld. Szintén megoldast kerestem arra a gyakori kérdésre, hogy az
iiveg hordozotdl eltéré torésmutatoju fotopolimer anyagban hogyan lehet az iiveg

hatarfeliilettdl tavol torzultasmentes szerkezeteket eldallitani az er6sen lefokuszalt nyalabbal.
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Mikromechanikai rendszerek egyik legérdekesebb kérdése, hogy hogyan lehet azokat
hatékonyan mozgatni lehetdleg minimalis kiils6 beavatkozassal. FErre a fény
impulzusvaltozasat is felhasznalhatjuk: a visszaverddés és a fénytorés soran a fény impulzust
ad at a mikroeszkdzoknek, amitdl azok mozgasba johetnek. Célom volt, hogy kiilonbdz6
mozgasi modokat létrehozva (forgas, cstiszas, gordiilés) ezeket a meghajtasi mechanizmusokat
vizsgaljam. A mikromechanikai elemek mozgathatdsdga azt is lehetdvé teszi, hogy azokat
mikrofluidikai rendszerben 6ssze lehet illeszteni. Ezért a mikromechanikai rendszerek fénnyel

segitett 0sszeszerelésének lehetdségeit is vizsgalataim céljaul tiiztem ki.

A mikroeszk6zok feliiletének bevonasa jelentdsen megndveli a felhasznalhatosaguk
korét, ezért ennek vizsgalata kézenfekvo kutatasi irany volt. Céljaim kozott szerepelt biologiai
makromolekulaknak az SU-8 mikroszerkezetek feliiletéhez valo kotésének optimalizalasa,
ezaltal téve azokat alkalmassa bioldgia vizsgalatokban torténd hasznalatra. A sztreptavidin volt
a bevonas egyik célmolekuldja, mint az egyik leggyakrabban hasznalt fehérje a biokémiai
modszerekkel aktivalt feliiletek készitésében. Célom volt a fehérjének a mikroeszk6zok
feliilethez specifikus és nem specifikus modon vald rogzitésének kidolgozasa, a feliileti
fehérjemennyiség tetszOleges modositasa. Természetesen céljaim kozott szerepelt a
funkcionalizalt szerkezetek biologiai kisérletekben, mérésekben valo alkalmazhatosaganak
vizsgalata is, melyek kozott az egyedi sejteknek a mikroszerkezetekkel valo tetszdleges
mozgatasa kiemelt jelent6séget kapott. Fém nanorészecskék nyujtotta plazmonikus
fluoreszcencia és Raman erdsitésnek mozgathatd szerkezetek feliiletén valdo megvaldsitasa a
mikrofluidikai rendszerekbe integralt szenzorika egy 1j iranyat nyithatja meg, ezért az ilyen

bevonatok készitésének €s alkalmazasanak vizsgalatat is terveztem.

A TPP-vel létrehozott szerkezetek mérete és az azokkal, optikai csipesz segitségével
elérhetd er6k nagysaga az egyedi sejtekre jellemzé méret- és erdtartomanyba esnek. A
méretbeli egyezést kihasznalando, célul tiiztem ki egyedi sejtek fizikai akadalyon keresztiil
torténd athaladasanak jellemzését mikrofluidikai rendszerekbe integralt mikroszerkezetek
segitségével. Az eszkozokkel torténd eromérést egyrészt egyedi sejtek membranja mechanikai
tulajdonsagainak vizsgalataban, masrészt egyszerii polipeptidek sejtfelszini receptorokkal valo

kolcsonhatasanak vizsgéalataban terveztem felhasznalni.

Megfeleléen kialakitott mikroeszk6zok alkalmasak lehetnek egyedi sejtek
fénymikroszkopos megfigyelésének korabban nem kivitelezhet6 modokon torténd

megvalositasara is. Célul tiztem ki ezeknek lehet6ségeknek a feltarasat is, kihasznalva példaul
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a fotopolimer anyag fényvezetd képességét. Megvizsgaltam, hogy alkalmas-e a technologia
olyan mikro-optikai eszkoz eldallitdsara, amivel tetszéleges iranyu, lokalizalt fluoreszcens
gerjesztést lehet megvalositani. Kihaszndlva, hogy az optikai csipesszel mozgatott
szerkezetekkel nem letapado6 egyedi sejteket hat szabadsagi fokkal lehet mozgatni, célul tiiztem
ki a sejtek fluoreszcens képalkotasanak javitasat tobbnézetli mikroszkopiaval. Végiil pedig azt
kivantam bemutatni, hogy megfeleléen kivalasztott polimerbdl Ilehetséges a sejtek
mikroszkopos megfigyelés kozbeni mozgatisara alkalmas rugalmas mikroeszkdzoket
késziteni, ahol a sejtek szerkezethez rogzitése csupan azok rugalmassagéaval, a sejtek és a

szerkezetek kezelése nélkiil elérheto.

3. Kisérleti moédszerek

Polimer mikroeszk6zok készitése és funkcionalizalasa

A dolgozatban bemutatott polimer mikroeszkdzok kétfotonos polimerizacioval (TPP)
késziiltek. A TPP egy 1ézeres additiv mikrofabrikacios technika, a 1ézeres direkt irasok (DLW)
csoportjaba sorolhatd. A TPP soran egy ultrarévid impulzusu 1ézer fényét egy tobbnyire nagy
numerikus apertiraju objektivvel fokuszaljuk fényérzékeny polimerbe, aminek hatdsara
kétfotonos abszorpcio révén a fokusz kdrnyezetében megtdrténik a polimerizacid. A mintat és
a fokuszt egymashoz képest mozgatva a polimerizaciot barmilyen haromdimenzios Gtvonal
mentén eld lehet idézni. A TPP-vel egyetlen megvilagitasi 1épéssel tetszoleges alaka 3D
polimer mikroeszk6zok hozhatdk 1étre maximalisan néhany szdz mikrométeres méretben és
kb. szaz nanométeres részletekkel. A modszert széles korben alkalmazzak mikrofluidikai,

mikrooptikai alkatrészek, de akar orvosi mikroeszk6zok eldallitasara is.

A disszertacioban bemutatott munkaim soran kétféle fotopolimerrel dolgoztam: SU-8-
cal, és OrmoComppal. Az SU-8 egy epoxi alapu fotopolimer, ami a milanyagok kozott kis
rugalmassaggal (Young-modulus 4-5 GPa) és viszonylag nagy hoétiiréssel (folyasi homérséklet
kb. 200 C°), valamint nagyfoku kémiai semlegességgel rendelkezik. A masik fotopolimer az
OrmoComp, amely az Ormocerek (,,Organically modified ceramics”, szerves anyagokkal
modositott kerdmia) csaladjaba tartozik. Az OrmoComp Young-modulusa a fotopolimerek
kozott viszonylag kicsi (a tombi anyagé 1 GPA koriili), méréseik szerint pedig mikrométernél

vékonyabb szalai az optikai csipesszel elérhetd pN-os er6kkel mar deformalhatova valhatnak.

A polimerizal6é rendszeriink hazi épitésti, és az elmult két évtizedben folyamatos

fejlesztésen esett at. A fényforrasa jelenleg egy ultrarovid impulzust szallézer maximalisan
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120 mW atlagos teljesitménnyel és 150 fs impulzushosszal. A fokuszalo objektiviink egy Zeiss
C PlanApo mikroszkop objektiv 40x nagyitassal €s 1.2 numerikus apertiraval. A minta
mozgatasat egy harom tengely mentén, nanométeres pontossaggal mozgathatd piezo asztal
végzi. Az egyes elemek Osszehangolt mikddtetéséért egy LabView komyezetben, altalunk
fejlesztett szoftver felelds. Ezzel a rendszerrel minimalisan kb. 200 nm vastag polimer szalat

tudunk késziteni.

A dolgozatban bemutatott munkak nagy részéhez sziikséges volt, hogy az SU-8 polimer
mikroeszk6zok feliiletét valamilyen fizikai vagy kémiai modszerrel modositsam, bevonjam
(funkcionalizalds). A kémiai kapcsolatok kiindulépontjai ehhez a polimer kotések
kialakitasaban is résztvevo, de még el nem reagalt feliileti epoxi csoportok voltak. A bevonas
elso 1épése minden esetben az epoxi csoportok felszakitasa volt egy savas kezeléssel, amit egy
Osszekdtd (tobbnyire polietilén-glikol alapu) molekuldnak kovalens médon az igy létrejott
kémiai csoporthoz vald kotése kovetett. Ehhez kapcsoltuk aztan az aktiv funkciot ellatd
molekulat, ami lehetett egy egyszeriibb molekula (pl. biotin, glutation), de akar fehérje (pl.
sztreptavidin) is. Ezen kiviil bizonyos kisérletekhez a szerkezeteink feliiletét szervetlen
anyagokkal, eziist és arany nanorészecskékkel is funkcionalizaltuk. Ezeket a bevonasokat vagy
a PEG lancvégek ¢és az elore elkészitett nanorészecskék kozott kialakuld elektrosztatikus
vonzas révén értiikk el, vagy egyenesen a feliileten hoztuk létre a nanorészecskéket. Az

OrmoComp szerkezetek funkcionalizalasanak a kidolgozasa jelenleg van folyamatban.

Optikai csipesz

Szamos bemutatott munka azon alapult, hogy a mikroeszkdzoket nagy pontossaggal
tudjuk tetszdleges iranyba eltolni és forgatni. Ezekhez a mozgatdsokhoz optikai csipeszt
hasznaltam. Az optikai csipeszt egy lefokuszalt 1ézernyalab hozza 1étre, amivel a mikrométer
nagysagrendjébe eso testek helyzetét lehet a fokuszban régziteni. A jelenség alapja, hogy a
csapdazott test fénytorés révén megvaltoztatja a fény terjedésének iranyat és ezzel impulzusat.
A fokuszba kertil6 testet az intenzitas gradiensével aranyos és a novekvo intenzitas felé mutato
un. gradiens erd tartja ott, ahol aztan az eredetileg Brown-mozgast végzo test egy harmonikus
potencialvolgyben erdsen csillapitott fluktuaciot végez. A fluktuacid félértékszélessége az
alkalmazott 1ézerteljesitménytdl és optikatol fliggben akar néhany nanométerre is
csokkenthetd. Az optikai csipesz erdmérésre a fN-pN-os tartomanyban, tavolsagmérésre a nm-

es tartomanyban alkalmas.
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A fokuszpontot elmozditva a csapdazott testek kovetik ezt a mozgast. Alkalmas optikai
elemek segitségével az eredetileg egyetlen nyalabot meg is lehet tobbszorozni, vagyis a
mintatérben tobb csapdazé fokuszpontot 1étrehozni. En ezt egy térbeli fazismodulator (SLM)
segitségével értem el, amivel egy holografikus optikai csipeszt (HOT) épitettiink. A HOT arra
is alkalmas, hogy a megtobbszorozott fokuszpontokat a nyaldbok irdnyanak ¢és
divergencidjanak modositasaval a mintatérben egymastol fliggetleniil tetszdleges iranyba
mozgassa. Igy a 1ézercsipesz rendszeriinkkel az 6sszetett alakii polimer mikroeszkozoket tobb
pontot megragadva, azokat stabilan, 100 nm nagysagrendi fluktuacioval lehetett tartani a

mintaban, illetve tetszélegesen, hat szabadsagi fokkal mozgatni.

A lézercsipesz rendszeriink szintén hazi épitésii, és egy Nikon Eclipse Ti fluoreszcens
mikroszkophoz van hozzaépitve. A fényforrasa egy folytonos iizemt szallézer, ami 1070 nm
hullamhosszon vilagit, maximalisan 10 W teljesitménnyel. Az SLM altal modositott csapdazo
nyalabokat egy 60x-os nagyitasu, 1.2-es numerikus aperturdji Olympus vizimmerzios objektiv
fokuszalta a mintaba. A mikroszkopban széles latoterli fluoreszcens megfigyeléssel
egyidejiileg lehetett mozgatni az optikai csipesszel a mikroszerkezeteket. A megfigyeléseket
egy nagy érzékenységli CMOS kameraval rogzitettiik. A csapdakat sajat fejlesztésii szoftverrel

mozgattuk.

4. Ujtudomanyos eredmények

A TPP moédszerének optimalizalasa diffrakcios optikai elemekkel

1. Diffraktiv optikai elemek felhaszndlasaval eljarast dolgoztam ki a kétfotonos
polimerizacié parhuzamositasara, amivel jelentésen gyorsabban készithet6k Osszetett polimer
mikroszerkezetek. A hatékonysadgot az eredetileg egyetlen polimerizalé 1ézernyaldb
megtobbszorozésével sikeriilt novelnem, amelynek segitségével az 6sszetett szerkezeteket tobb
pasztazasi 1épés helyett egyetlen pasztazassal el lehetett késziteni. A modszert demonstraltam
allando ¢és valtoztathatod diffrakcios mintazatot 1étrehozo optikai elemmel is. Megmutattam,

hogy a szerkezetek geometrigja a modszerrel kontrollalt médon valtoztathato. [T1]

2. Megmutattam, hogy az SLM-nek, mint a TPP parhuzamositasaban hasznalt
diffraktiv optikai elemnek a gyartasi tokéletlenség miatti felszini gorbiilete megfeleld fazistolas
mintazattal kompenzalhatd. Meghataroztam az SLM felszinének a gorbiiletét, aminek
ismeretében kiszamoltam a polimerizacidhoz hasznalt 785 nm hulldmhosszhoz alkalmas

korrekcios hologramot, és igazoltam, hogy azt alkalmazva az SLM feliiletét jo kozelitéssel
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sikhulldm hagyja el. Megmutattam, hogy a korrekcié a tér mindharom irdnyaban megsziinteti

a TPP-vel készitett szerkezetek deformitasat. [T2]

3. A hordozotol eltérd torésmutatojli, vastag polimer rétegbe torténd fokuszalas
miatt eléallo fokuszeltolodas és fokuszfolt torzulas kompenzalasat valdsitottam meg a
kétfotonos polimerizacios eljarasban. A fokuszalds soran fellépd szférikus aberracio
javitasahoz az SLM-mel el6kompenzaltam a nyalabot egy, az aberracidval ellentétes fazistolast
létrehozd korrekcidos hologrammal. A tobb, mint 10%-os fokuszeltolodast 2.5%-ra
csokkentettem, és teszt szerkezetekkel megmutattam, hogy azok geometriaja is nagymértékben

fiiggetlen lett attol, hogy milyen vastag polimer rétegen keresztiil vilagitva késziiltek. [ T3]

Fénnyel hajtott mikromechanikai rendszerek

4. A fény impulzusat fényvisszaverddés révén forgd és haladé mozgassa alakitd
mikromechanikai rendszereket készitettem és vizsgaltam mozgasukat. Az {iveg hordozohoz
rogzitett tengellyel rendelkez6 mikromotort egy, a vele kozds hordozoéra polimerizalt
fényvezetd szalbol kilépd fény hajtotta meg, a fényintenzitastol fiiggd fordulatszammal. Két
modszerrel meghataroztam a fény altal a motornak atadott impulzusnyomatékot, melyek jo
egyezést adtak. Az integralt motor mikromechanikai rendszerek eréforrasaként hasznalhato fel.
Megmutattam, hogy fényvezetd mikroszerkezetbe becsatolt, €s azon athalado fény a terjedés

iranyanak megvaltozasa miatt erdt fejt ki a szerkezetre, és mozgasba hozza. [T4, TS, T6]

5. Autoném moddon mozgd, fénnyel hajtott mikrométeres testek mozgasanak
tanulmanyozasahoz készitettem polimer eszkdzoket. Sik felilleten a sik normalisa iranyabol
homogén moédon megvilagitott szerkezetek egyediil alakjuk és helyzetiik altal meghatarozott
iranyban mozogtak. Az autondm mozgast egy ¢k alaku, a feliileten csuszo, és egy hengeres
burkoloval rendelkez6, a feliileten gordiilo testtel demonstraltuk. A hengeres testek esetében
megmutattuk, hogy folyamatos gordiilés homogén megvilagitas mellett csak akkor johet 1étre,
ha a henger tengelyére merélegesen bees fénynek — a testrdl vald visszaverddés utan — van a

tengellyel parhuzamos komponense is. [T7, T8]

6. Mikromechanikai elemek optikai csipesszel torténé két- €s haromdimenzids
Osszeszerelését demonstraltam alak-komplementer mikroszerkezetekkel. A kétdimenzids
Osszeszereléshez olyan sikbeli alakzatot készitettem, amit két optikai csipesszel lehet mozgatni,
¢s amivel egy sik feliiletet teljesen le lehet fedni. Az Gsszeszerelést kiillonbozé mértékben

automatizalt eljarasokkal is megmutattam. A haromdimenzidos mozgatast igényld

7
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Osszeszereléshez kétféle, egymasba illeszked6 alakot készitettem. Megmutattam, hogy
megfeleld alaki alkatrészekkel mikroméretekben is lehetséges olyan Osszeszerelés, ahol az

alkatrészek az Osszeillesztés utan egyben maradnak. [T9, T10]

Mikroszerkezetek feliilletkezeléses funkcionovelése

7. Eljarasokat dolgoztam ki az epoxi-alapti SU8 fotopolimer feliiletének specifikus
¢s nem specifikus modon, fehérjével torténd bevonasara. A polimer feliilethez valo kotés alapja
minden esetben a feliileti epoxi gylriik felszakitasa volt, amit egy 0sszekdtd molekula
alkalmazasa kovetett, majd ehhez kapcsolodott a fehérjét megkotd molekula. A feliiletek
specifikus bevonasat sztreptavidin fehérjével demonstraltam. A nem specifikus bevonas soran
glutaraldehidet alkalmaztam fehérjét megkoté molekulaként. Megmutattam, hogy PEG
0sszekdtd molekuldval a specifikus esetben kozel tizszer nagyobb feliileti fehérje koncentraciot
lehet elérni, mint a szilan alaptval, illetve mint a nem specifikus bevonassal. [T11, T12]

8. Eljarast dolgoztam ki nem letapadd egyedi sejtek fehérjével bevont
csipesszel megfogott szerkezetet biokémiai tton a sejthez kell tapasztani, és ezt kovetden lehet
azt a szerkezet segitségével a csipesszel mozgatni, elkeriilve a sejt kozvetlen megvilagitasat a
csapdazo fénnyel. A modszer egyik megvalositisaban a mikroeszkozoket sztreptavidinnel
vontam be, €s a sejteket azok membranjahoz kotott biotin segitségével kapcsoltam hozzajuk.
A masik megvaldsitasban a mikroszerkezeteket konkanavalin A fehérjével vontam be, €s igy a
sejteket kezelés nélkiil lehet a szerkezetekhez tapasztani. Megmutattam, hogy a sejtek hat
szabadsagi foku mozgatasa megbizhaté modon kivitelezhetd a szerkezet olyan kialakitasaval,
amikor a csapdazott sejt a csapdapoziciok alkotta siktol tavol esik. Ugyanilyen mikroeszkoz
15 um atmérdji egyedi sejtet olyan kis fluktuacioval képes egyhelyben tartani, ami alkalmassa

teszi optikai képalkotasban valo alkalmazasra. [T13, T14]

9. Suttogd galéria elven mikddé fehérje érzékeldt készitettem kozvetleniil
mikrofluidikai csatorndba torténd kétfotonos polimerizacioval. A detektor egy rezonator
korongbol és a mell¢ integralt fényvezetd szalbol all, melynek kritikus geometriai paramétereit
(rezonator atmérd ¢és rezonator-fényvezetd tavolsag) optimalizaltam. Az érzékeld a
mikrofluidikai csatornaban aramlé folyadékban mutatja ki a kivant fehérje jelenlétét. A
fehérjeérzékelést a detektor rezonator korongjanak a funkcionalizalasaval értem el. A miikddést

sztreptavidin fehérje kimutatasdval demonstraltam. [T15]
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10. Fluoreszcencia illetve Raman szdras erésitésére alkalmas, optikai csipesszel
mozgathatd mikroeszkdzoket készitettem SU8 fotopolimer mikroszerkezetek arany és eziist
nanorészecskékkel torténd bevonasaval. Arany nanorészecskékkel bevont rétegekkel
maximalisan 5-szords fluoreszcencia erdsitést értem el, aminek a legkisebb kiterjedése
kériilbeliil 1 um? volt. Megallapitottam, hogy a fluoreszcencia erdsités eredete a beérkez6 és
az arany nanorészecske rétegrol visszaverddd nyalabok interferencidja. A Raman erdsitést
eziist nanorészecskékkel lokalisan bevont és optikai csipesszel mozgathaté mikroeszkozokkel
valdsitottam meg. Megallapitottam, hogy erdsités csak a szerkezetek bevonattal rendelkez6
részén jon l1étre, mértéke pedig fligg a nanorészecskék méretétol és feliileti stiriiségétol. [T16,

T17]

Egyedi sejtek jellemzése polimer mikroeszkozokkel

11. Rékos sejtek sziik fizikai akadalyokon vald atjutasanak vizsgalatat lehetdvé
tevd, szub-mikrométeres szélességii nyilasokkal rendelkezd gatrendszert, mint az
attétképzodés egy modelljét készitettem el mikrofluidikai rendszerben. A gat strukturat
kozvetleniil a mikrofluidikai csatornaba polimerizaltam, ami ott két folyadékrészt valasztott el.
Az eszkoz segitségével megallapitottuk, hogy a rakos sejtek akar részekre szakadas aran is

képesek atjutni a sziik fizikai akadalyon, majd a masik oldalon ismét egyesiilnek. [T18]

12. Egyedi sejtek mechanikai vizsgalatara alkalmas, optikai csipesszel mozgathato
polimer mikroeszkdzt készitettem ¢&s alkalmaztam. Az eszkozzel egy ujszeri mérési
elrendezésben mértem meg endotél sejtek membranjanak Young-modulusat, ismert erdvel
benyomodasokat valtva ki a sejtek membranjan. A kapott eredmények megbizhatosagat az
irodalomban talalhat6 rugalmassag értékekkel és kisérleti paraméterektol valod fiiggésekkel
torténd jo egyezés mutatja. A modszer alkalmas az atomerd mikroszkoppal elérhetd kisérleti

paramétertartomany kiterjesztésére. [T19]

13. Optikai csipesszel mozgatott, funkcionalizalt mikroeszkozokkel elséként
vizsgaltam a gyogyszerbejuttatasra alkalmas nanorészecskék hatékonysagat novelo anyagnak,
a glutationnak endotél sejtekhez vald tapadasahoz sziikséges erdt. A tapadas valdszintiségét
vizsgalva azt talaltam, hogy a glutation nélkiili szerkezetek szinte sohasem tapadtak a
sejtekhez. A polimer mikroeszkozt optikai csipesszel a sejtekhez nyomva, majd elhuzva
mértem meg az elszakadashoz sziikséges er6t. Azt talaltam, hogy a glutationnal bevont esetben

a tapadas ereje szignifikansan, kb. 3-8-szor magasabb volt, mint a bevonat nélkiiliben. Az
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eredményeket atomerd mikroszkopos mérésekkel hasonlitottam 6ssze, ami megfeleld egyezést

adott. [T20]

Mikroszerkezetek alkalmazasa egyedi sejtek mikroszkopos megfigyelésében

14. Optikai csipesszel mozgathatd fényvezetd szalat készitettem lokalizalt,
tobbiranyu fluoreszcens gerjesztés megvalositasdhoz. A mobil egymodusu szallal a gerjesztést
barmely, az optikai tengelyre merdleges iranyban meg lehet valositani. Megmutattam, hogy az
eszkdzzel a gerjesztést lokalizalni lehet egy kb. 1 pm?>-es teriiletre. A szal gorbiileti sugaranak
megfeleld megvalasztasaval, a szerkezet kompakt méretét megtartva, minimalizaltam a fény

iranyvaltozasa miatti veszteséget. [T21]

15. Az egyedi sejtek indirekt optikai manipulacidjanak modszerét felhasznaltam a
sz€les latoterti fluoreszcens mikroszkopos képalkotas felbontasanak javitdsara. Ehhez a
tobbnézetli mikroszkopiat alkalmaztam, amiben a sejt 3D felvételének a kiillonbozo iranyokbol
torténd rogzitéséhez sziikséges sejtmozgatast és forgatast az optikai csipesszel valdsitottam
meg. A szakirodalomban talalhaté képfeldolgozé eljarasokat adaptaltam az optikai csipesszel
segitett felvételek kiértékeléséhez. Megmutattam, hogy modszeriinkkel lehetséges az optikai
tengely iranyu felbontas koriilbeliil 2.4-szeres javitasa, ami kozel izotrop felbontast
eredményez. [T14]

16. Rugalmas, optikai csipesszel deformalhaté mikroszerkezetekkel demonstraltam
jellemzdje, hogy a sejtmozgatashoz nem sziikséges a sejteket a szerkezetekhez tapasztani,
azokat egyediil a szerkezet rugalmassaga tartja egyiitt, és a megragadott sejtek tetszolegesen el
is engedheték. A modszerhez a polimerizacids paraméterek optimalizalasaval olyan, szub-
mikrométeres keresztmetszetii polimer szalakat allitottam el6, amelyeket az optikai csipesz 60
pN-nal kisebb erdvel deformalni képes. A szalakat jellemeztem és meghataroztam Young-
modulusukat. A szalakat megfeleléen kialakitott szerkezetbe integralva, sejtmanipulacios
feladatok elvégzésére alkalmas mikroeszkozoket készitettem. A moddszerrel demonstraltam
egyedi sejtek elore megadott teriiletre vald Osszegyljtését, egyedi sejtrél tobbnézeti
mikroszkopiaval torténd felvételek készitését, valamint idoben és térben kontrollalt sejt-sejt

kolecsonhatas megvalodsitasat. [T22]
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5. Eredmények hasznositasa

A disszertacioban bemutatott polimer mikroeszkdzok jelentds része valamilyen
tudomanyos probléma vizsgalatara alkalmas, emiatt a mikroszerkezetek alapvetden kutatasi
eszkozok. Ipari méretli alkalmazasukat els6sorban gyartasuk felskalazasa kell, hogy
megel6zze, és a TPP mddszerének bemutatott parhuzamositasa SLM-mel egy 1épés lehet ebben
az iranyban. A suttogd galéria elvén alapuld fehérje detektalé rendszer geometriai
optimalizalas utan alkalmas lehet dsszetettebb mikrofluidikai rendszerbe torténd beépitésre €s
diagnosztikai feladatok ellatasara, pl. egy adott fehérje kimutatasara. Az aramoltatast nem
igénylé mikrofluidikai rendszere és a tisztan optikai elven torténd detektalas viszonylag
egyszerl alkalmazhatdsagot eredményezhet (minta egyszerii betdltése, kiolvasas). A vastag
fotopolimer rétegbe vald polimerizalas optikai korrekcioja és a holografikusan megnovelt
hatasfoku polimerizald rendszerben hasznalatos SLM feliileti gorbiiletének korrekcidja, két
olyan eredmény, ami a bemutatott formaban alkalmas akar kereskedelmi TPP rendszerek
precizitasanak javitdsara is. A fénnyel hajtott mikromechanikai eszkozok kisebb Osszetett
rendszerek meghajtdsara lehetnek alkalmasak a fény impulzusdnak kontrolldlt mddon
mechanikai mozgassa valo atalakitasa révén. Az autondm médon mozgd eszkdzeink szamanak
az adott mintatérben valdo megnovelése alkalmas lehet a kollektiv mozgéas mikroméretekben
val6 tanulmanyozasara azzal a szabadsaggal, hogy az egyes elemek alakjat tetsz6legesen meg

lehet valasztani.

A mikroeszkozok feliiletének viszonylag egyszerti funkcionalizalasa akar fém
nanorészecskékkel, akar biologiai makromolekuldkkal sok lehetdséget hordoz
alkalmazhatosagukat tekintve. A sejtek vizsgalatat segitd funkcionalizalt mikroeszkozoket
egyiittmiikodések keretében a jovoben is alkalmazni kivanjuk felfedez6 kutatasok soran
kiilonb6z6 makromolekuldknak, polipeptideknek biologiai gatrendszereket alkotd sejtek
felszinéhez vald kotése erdsségének vizsgalatahoz fiziologias és patologias modellekben.
Ezeket az eljarasokat folyamatosan fejlesztjiik, ahol a cél a pontosabb és nagyobb mennyiségii

mérés elvégzése.

A deformalhaté mikroeszk6zoket egyeldre szintén alapkutatasi eszkozoknek tekintjiik,
de ezek mutatjdk jelenleg a legnagyobb potencidlt akar egyedi sejtek vizsgalatara, de
mikroreoldgiai vagy fotonikai kutatasokban valo alkalmazasra is. Jelenleg két kutatdcsoporttal
allunk egylittmiikodésben ezekben a témakban. Biologiai rendszerekhez tervezett

mikroszerkezetekkel szerzett tapasztalataink, és a modszer tervezett parhuzamositasa segiteni

11
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fognak abban, hogy a jovében az egyedi sejteket érintd kérdésre hatékony vizsgalati

modszereket tudjunk ajanlani.

12
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