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1. Bevezetés

Mikro-elektro-mechanikai rendszerek (MEMS) a XXI. szazad elején a tudomanyos
kutatasok eszkoztaranak egy egyre elterjedtebb és megkeriilhetetlen elemét alkotjak, és ez a
szerteagazo technologia még mindig viharos iitemben fejlodik. Szamos teriileten alkalmazzak
oket az ipartdol (méréstechnika, pl. szenzorok [1]) az egészségligyon (mikrofluidikai
diagnosztikai rendszerek [2]) at a tudomanyos kutatasokig [3]. Eddigi tudomanyos munkam itt
bemutatott 6sszefoglaldja ennek a technoldgianak egy szeletét érinti, a haromdimenzios 1ézeres
mikrofabrikaciot €s az igy eldallitott mikroeszk6zok elsésorban bioldgiai alkalmazasait.
Bemutatott eredményeim feldlelik a technika optimalizdlasanak ¢€s tovabbfejlesztésének
néhany modjat, a mikroeszkozok funkcidobdvitésének lehetdségeit, azok alkalmazasat a
mikromechanikdban, egyedi sejtek vizsgalataban és mikroszkopias megfigyelésekben.
Munkam soran f6 motivacidém olyan mikroeszkdzok fejlesztése volt, amelyeknek - elsdsorban,
mint alapkutatasi eszkdzoknek - kovetlen biologiai alkalmazéasa lehet. Bar a késobbiekben
részletesen bemutatott technologia jellegénél fogva csak igen korlatozottan alkalmas pl. a
gyogyaszatban (diagnosztika, terdpia) megkovetelt nagy példanyszdmu mikroeszkoz
eléallitasara, azonban olyan eszkozoket adhat kutatok kezébe, amit elsGsorban azok egyszerii
testreszabhatosaganak koszonhetéen hatékonyan tudnak alkalmazni az egyedi sejtek vagy a

bioldgiai makromolekulak mérettartomanyaban végzett tudomanyos kutatomunkakban.

Az itt bemutatott munka egy additiv 1ézeres direkt irdsos technologian, a kétfotonos
polimerizacion alapszik (TPP, Two-Photon Polymerization, az irodalomban tobbfotonos
polimerizacié vagy mikro sztereolitografia néven is megtalalhatd). Ebben egy ultrarévid
impulzusu 1ézerbodl szarmazé megmunkal6d nyalabot fényérzékeny polimerbe fokuszalva és a
mintat nagy pontossaggal, harom dimenzidban mozgatva hozhatunk létre komplex 3D
mikroszerkezeteket. A TPP az 1990-es évek elején jelent meg a mikroméretii
anyagmegmunkalasi modszerek kozott [4], és az évtized masodik felében mar haromdimenzids
mikroszerkezetek is késziiltek ezzel a technikaval [5]; a modszert hasznalé tudomanyos
kozlemények szama ezutan szinte exponencidlisan novekedett. Az SZBK Biofizikai
Intézetében a technologiat Ormos Pal és Galajda Péter vezette be az ezredforduld kornyékén
az optikai csipesszel (OT) végzett kutatasaikkal szinte egyidoben. Céljuk akkor az OT-vel
kontrollalt médon mozgathat6 és forgathatdé mikroeszkdzok polimerizalasa volt, amely munka

megmutatta, hogy ennek a két technoldgianak a hazasitdsa milyen nagy potencialt hordoz [6].
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A technoldgia azota szamos iranyba fejlodott tovabb: megjelentek modszerek a polimerizacio
parhuzamositasara (adott szerkezet egy idében tobb példanyban valo elkészitése, [7, 8]),
sikertilt jelentésen megndvelni a modszer felbontasat egy, a STED mikroszkopiahoz hasonld
kioltasos technikaval [9], a fotopolimerek kétfotonos hataskeresztmetszetének kémiai
novelésével lecsokkent a sziikséges lézerteljesitmény [10, 11], és megjelentek hibrid
rendszerek is, ahol a hozzaadott fém [12] vagy ko-polimer [13] segitségével a szerkezetek
alkalmazhatosagat jelentOsen kiterjesztették. A TPP-nek a kutatdlaborokban valo elterjedését
az is elOsegitette, hogy a kereskedelemben mar egyre tobb gyartd professzionalis rendszere

vasarolhaté meg (Nanoscribe, Microlight3D, Moji-Nano).

A TPP-vel késziilt mikroeszk6zok kivaldoan adaptalhatok kiilonb6zo biologiai
alkalmazasokhoz, amit jol jelez pl. a téméaban megjelent dsszefoglaldé munkak szama is [14-
18]. Az eszk6zok kozott megtalalhatok helyhez kotottek, amelyek készitésiik helyén 1atjak el
feladatukat, de a TPP alkalmas mobil szerkezetek készitésére is, amelyeket a mintatérben a
felhasznalas helyére kell juttatni. Ennek a mozgatasnak szamos modja van (folyadékaramlassal
segitett, magneses vagy elektromos térrel hajtott), de az egyik legelterjedtebb az optikai vagy
lézercsipesz hasznadlata [19, 20], amivel par tiz nanométeres pontossaggal lehet a szerkezeteket
pozicionalni. Ez az egyre elterjedtebb, és 2018-ban fizikai Nobel-dijjal jutalmazott modszer

szdmos bemutatandé eredményemben kulcsszerepet jatszott.

Dolgozatomban attekintem a téma irodalmat, majd bemutatom a TPP-vel létrehozott
szerkezeteken alapul6 sajat eredményeimet a kovetkez6 6t f6 csoportban. Eldszor kitérek a
modszer parhuzamositasa €s optimalizalasa altal elért hatékonysag-novelésre. Ismertetem
azokat a kutatocsoportunk altal készitett mikromechanikai rendszereket, melyek egyrészt a
visszavert fénnyel torténé mozgatas alapvetd fizikai torvényszeriségeinek mikrométeres
mérettartomanyban torténd vizsgalatat teszik lehetdveé, masrészt pedig bemutatjak a TPP és az
optikai csipesz kombinalasa nyujtotta manipulacids lehetoségek alapjait. Ezt kovetden
bemutatok néhany, kutatocsoportunk altal fejlesztett vagy tovabbfejlesztett modszert a polimer
mikroeszk6zok feliiletkezelésére, valamint ilyen kiterjesztett funkcioji eszkozokkel elért
eredményt. Konkrét biologiai alkalmazasokat mutatok be azokkal az egyedi sejtek jellemzésére
kifejlesztett ujfajta mikroeszkdzokkel és mérési eljarasokkal, melyekkel a sejtek mechanikai
¢s feliileti tulajdonsagait vizsgaltuk. Végiil ismertetem azokat a legijabban kidolgozott, merev

¢s deformalhaté mikroszerkezeteken alapuld eljarasokat, amivel egyedi sejtek mikroszkdpos
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megfigyelését lehet segiteni, javitani, de akar sejtek kozoti kolesonhatds szabalyozott

el6idézésére is alkalmasak.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A kétfotonos polimerizacié (TPP)

2.1.1. ATPP mddszere

A kétfotonos polimerizacio egy lézeres additiv mikrofabrikacios technika, a lézeres
direkt irasos technologiai eszkoztar egyik eleme. A 1ézeres direkt iras (Direct Laser Writing,
DLW) azon technikak [21] gy{ijtoneve, amelyekben fokuszalt pasztazod lézernyaladbbal az
anyagot a megvilagitas helyér6l vagy eltavolitjak (szubtraktiv modszer, [22]), vagy a
megvilagitott teriiletre juttatjak (additiv modszer, [23]) vagy csupan valamilyen tulajdonsagat
valtoztatjak meg (pl. torésmutato, [24]). A TPP legelterjedtebb fényforrasai kozeli infravoros
hullamhosszon (kb. 800 nm) mikddd ultrardvid impulzust 1ézerek tipikusan 100 fs koriili
impulzushosszal. Térnyerését nagyban elOsegitette a korabbi titdn-zafir 1ézertechnologiat

felvalto joval olcsobb szallézerek elterjedése.

A TPP mikrofabrikacios eljaras soran (1. abra A) az ultrarévid impulzust lézer fényét
egy tobbnyire nagy numerikus apertiraju objektivvel fokuszaljuk egy alkalmas fényérzékeny
polimerbe, aminek hatasara a fokusz egy, a megvilagitas paramétereitdl fliggd kiterjedési
kornyezetében létrejonnek a polimer kotések. A mintat és a fokuszt egymashoz képest
mozgatva, ezeket a valtozasokat egy haromdimenzios utvonal mentén tudjuk eldidézni. Ezutan
egy megfeleld oldoszerrel a minta monomer fazisu részét eltavolitva visszamarad a kivant
struktara. A TPP-vel tetszdleges alaki 3D polimer mikroeszkdzok (PME) hozhatok 1étre
maximalisan néhany szaz mikrométeres méretben és kb. szaz nanométeres részletekkel, azzal
az igen jelent6s elénnyel, hogy ez a legtobb esetben egyetlen 1épésben megtdrténhet. A késébb
részletesebben bemutatott szerkezetek kozott megtalalhatok mikrofluidikai, mikrooptikai

alkatrészek, de akar orvosi mikroeszko6zok is.

A TPP a kétfotonos mikroszkdpiahoz hasonld moédon a kétfotonos abszorpcion (Two-
Photon Absorption, TPA) alapszik. A TPP-re alkalmas fotopolimerek fényérzékeny 6sszetevoi
a kozeli infravoros tartomanyban elhanyagolhato linearis abszorpcioval rendelkeznek. Kellen
nagy fényintenzitas mellett azonban megné a 107" s koriili életidejli virtualis energiaszinttel
jellemezhetd kétfotonos abszorpci6 valoszintisége. Mivel a kétfotonos gerjesztéshez a méasodik
fotonnak ezen az id6ablakon beliil kell talalkoznia a molekulaval, ehhez femtoszekundumos

lézer nagy csucsintenzitdsu impulzusa sziikséges. A TPA jelenségét el6szor Maria Goeppert-

crcr

4
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hataskeresztmetszetet GM egységekben szokas kifejezni, ahol 1 GM = 107 cm* s photon ™.
Béar a lézeres mikroméretii 3D polimerizaciora a TPP a legelterjedtebb modszer, az

irodalomban van példa egyfotonos [25, 26] és haromfotonos [27-29] technikékra is.

A TPP talan legfontosabb jellemzdje, hogy a TPA csak a fokusz kozvetlen kozelében
kovetkezik be (1. abra B, [30]), ugyanis az ilyen modon egységnyi id6 alatt elnyelt fotonok

Nabs(t) szdma a beeso fényintenzitas négyzetével aranyos a kovetkezdok szerint [31]:
Naps(t) = [, 8 C(r, ) I?(r, ) dV, (1)

ahol & a kétfotonos hataskeresztmetszet, C az elnyeld molekulak koncentracidja, I a beesd
intenzitds négyzete, V pedig a térfogat. A & kétfotonos hataskeresztmetszet a fotopolimer
fényelnyelé molekulajat jellemzi, és annak harmadrendii y® szuszceptibilitasa képzetes

részével aranyos [32]:

5= 8m2hv? Im()((3))- 2)

n?c?
A négyzetes intenzitasfiiggés az oka annak, hogy TPP-vel a fokusz diffrakcidlimitalt
atmérdjénél kisebb méretli részletek is készithetok, segitségével pedig modellezhetd a
polimerizacio terjedése [33]. A statikus fokusz koriil megpolimerizalt térfogat a polimer
strukturak voxel-nek nevezett elemi épitdegysége, amelynek méretével és alakjaval jol

jellemezheto a polimerizacios paramétereknek a TPP-re kifejtett hatasa [34, 35].

A fsnyaldb .

nagy NA
objektiv

1. abra. A kétfotonos polimerizacio és a kétfotonos gerjesztés. A: A kétfotonos polimerizacid vazlatos
abrazolasa. Kis kép: egy polimerizalt 3D szerkezet iiveg hordozon. B: Az egy- és kétfotonos gerjesztés
Osszehasonlitasa. A fluoreszcens anyagot az oldatban egyfotonosan a nyalab az altala megvilagitott
teljes térfogatban gerjeszti. Kétfotonosan ellenben csak a fokusz kozvetlen kdzelében torténik
gerjesztés és emisszio.
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A TPP-hez hasznalt fényérzékeny polimerek (hasznalatos elnevezés még: fotopolimer,
fotoreziszt) alkotérészei a polimer matrixot 1étrehoz6 anyag (monomer), a fényelnyeld
kromofoér és az inicidtor; vannak fotopolimerek, ahol az utols6 két szerepet ugyanazon
molekula tolti be. Itt fontos megkiilonbdztetni a fotopolimerek két alapveto fajtajat: a pozitiv
¢s a negativ tonusu fotopolimereket. A pozitiv tonusu esetében az anyag eleve polimer
lancokbol all, és a megvilagitas hatasara esik szét monomerekre, és valik oldhatova a legtobb
oldoszer szamara. A negativ tonusu fotopolimerek monomerjei pedig a megvilagitas hatasara
polimerizalddnak, és a meg nem vilagitott rész tavolithat6 el az oldoszerekkel. A TPP modszere
a negativ tonust polimereket hasznalja, és a dolgozatomban én is ezeket értem az egyszerii
fotopolimer megnevezésen. A pozitiv tonusi polimerek is megmunkalhatok a kétfotonos

abszorpcio segitségével [36-38].

%m @Q

6=1300 GM 6=1940 GM

2. abra. DA (A) és DAD (B) tipusu érzékenyitd molekulak és a kétfotonos hataskeresztmetszetiik.

A monomereket fénnyel gerjesztett iniciatorok kotik 6ssze kémiai uton. A 3D struktirak
diffrakcio-limitalt fokuszméretnél kisebb részletei csak egyrészt koszonhetok a négyzetes
intenzitasfiiggésnek, masrészt viszont annak, hogy a polimerizaci6 meginditasdhoz a
gerjesztett allapotu iniciatoroknak el kell érnitlik egy kiiszob koncentraciot [39, 40], ami pedig
csak egy kiiszob fényintenzitas folott valosul meg. Az iniciatorok vagy maguk nyelik el a fényt,
vagy egy érzékenyitd (,,sensitizer”) nyeli azt el és gerjeszti az iniciatort sugarzasos vagy
sugarzas nélkiili energiaatadassal [32, 40]. A TPP-t kezdetben UV-re optimalizalt
fotopolimerekkel végezték, melyeknek azonban nem volt megfeleloen nagy a kétfotonos
hataskeresztmetszetiik. A modern iniciatorok és érzékenyitok optimalizalasa a kétfotonos
hataskeresztmetszet novelését jelenti [10, 11, 32], amivel a TPP hatékonysaga jelentdsen
megn6tt. Ennek koszonhetéen ma mar polimerizalni a korabbiaknal joval nagyobb, akar cm/s-
0s pasztazasi sebességgel ¢és joval kisebb, szub-mW-os 1ézerteljesitménnyel is lehet. A
legfejlettebb érzékenyitd molekulakban egy erds elektron donor és egy erds akceptor kdrnyezet
talalhatd, amelyeket egy konjugalt m-elektron rendszer kot Ossze. Elrendezésiik lehet

aszimmetrikus egyetlen donor-akceptor parral a molekula két végén (DA rendszer), vagy
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szimmetrikus, ahol a molekula két végén egy-egy donor vagy akceptor talalhato, kozepén pedig

az ellentettje (DAD vagy ADA rendszerek, 2. dbra).

A TPP energiadiagramja (3. abra A) azt az esetet mutatja, amikor az iniciator egyben
a fényelnyel6 molekula is [40]. Miutan az iniciatort a két foton elnyelése az elsé gerjesztett
allapotba juttatta, az tobb moddon is visszajuthat az alapallapotba, &m a polimerizacié csak
akkor indulhat meg, ha a molekula az S1 allapotbol egy rendszerek kozti atmenettel
(,,intersystem crossing”) egy hosszu (akar masodperces) ¢letideji triplet allapotba keriil, és itt
van ideje kialakulni annak az R reaktiv gyoknek, ami az M monomerekkel mar koleson tud
hatni (RM* allapot). A gerjesztett allapoti molekula reaktiv gyokké valasat megakadalyozo
lecsengési mechanizmusok ko6zott vannak sugérzasos atmenetek (fluoreszcencia vagy
foszforeszcencia) de torténhetnek sugarzas nélkiili kioltasok is (a monomerek vagy a tobbi
gyok altal). A polimerizaci6é sémaja a reaktiv gyok kialakulasa utan: R*+M - RM* -
RMM?® ~+ - RM;*.

A

Polymer

—t R —
h COORn R/ COORn

C OH OH
. >

el G e
o* R
G ”

3. abra. A polimerizacios folyamat. A: A kétfotonos polimerizacios folyamat Jablonski diagramja (SO0,
S1: alap és gerjesztett elektronallapot, TPA: kétfotonos abszorpcio, F: fluoeszcens lecsengés, T1:
triplett atmenet, DE: deaktivacid, MQ: monomer kioltas, P: foszforeszcencia, R*: gerjsztett allapota
gyok, RM*: gerjszetett allapotd monomerhez kapcsolodo gyok). A reaktiv gyokos (B, akril) és a
kationos (C, epoxi) polimerizacié sémai.
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A 3. abra B panelje szerinti folyamat végén reaktiv, vagyis parositatlan elektronnal
rendelkezd gyok képzodik és az inditja be a polimerizaciot [40]. A polimerizacios folyamat
egy masik modja az ionos polimerizacio (3. abra C), amikor az iniciator a gerjesztés hatasara
kationna (pl. valamilyen erds savva) alakul at [41] és ez az ion reagél el a monomerrel. Az elsd
ion-monomer reakci6 utdn a monomeren jelenik meg az ion altal hordozott toltés és ezutan ez

a monomer fog a kovetkez6 monomerrel elreagalni, amivel meg is kezd6dott a polimerizacio.

A

CH, CH, CH, _CH,
o] o] o] o]

(l)H ?H (13H ?H

CH, CH, CH, CH, B

| [ | |

© o, ¢ o, ¢ om ¢
stheholhe Q0 .0
HyC—C—CHy HyC—C—CHy HyC—C—CH, HyC—C—CHy @’S' SbFg —> S + @ + H'SbFg
:Il: Ii ] TPA ( j

I I T I
CH CH, CH, CH,

o<(|:H oI oI o]
4. abra. Az SU-8 fotopolimer. A: Az SU-8 monomerje. B: Az SU-8 iniciatora, valamint annak
10Nn1ZacC10s s€maja.

A monomereknek az 6ket 6sszekotd kémiai reakcio alapjan alapvetden két csoportjat

lehet megkiilonbdztetni: az akril tipusut és az epoxi-csoport alapit. Az akril tipustra példa a
metil-metakrilat (polimerje a poli(metil-metakrilat), PMMA mas néven plexi), amit reaktiv
gyok tipusu iniciatorok kotnek 6ssze a C=C kotések felszakitasaval (3. abra B sémaja). Az
epoxi alapi monomerek kationos reakciokkal polimerizalodnak, ahol a gerjesztett iniciator egy
fényelnyelés hatdsara kialakuld sav, a polimerizacido pedig a felszakadd epoxi gytiriik
Osszekapcsolodasa soran megy végbe. A reakcio kezdetén a sav altal biztositott proton szakitja

fel az els6 epoxi gytiriit, aminek hatasara kialakul a reaktiv, toltéssel rendelkez6 monomer, ami

aztan reagal a kovetkez6 epoxi csoporttal (3. abra C).

A disszertacioban bemutatott munkam soran kétféle fotopolimerrel dolgoztam: az egyik
az SU-8, a masik az OrmoComp. Az SU-8 egy eredetileg a mikroelektronikai gyartasi
folyamatban hasznalt, UV maszk litografidval gerjesztett, epoxi alapu fotopolimer, ahol
monomerenként nyolc epoxi gylirii talalhatd (4. abra A). Ezek kationos polimerizacioval
kapcsolodnak Ossze a triaril szulfonium hexafluoro antimonium so6 (4. dbra B), mint iniciator
segitségével a 3. abra C sémaja szerint. Az SU-8 kétfotonos abszorpcids koefficiense 28 cm
TW-! [42], ami bar nem kiemelkedden magas érték, a gyakorlatban megfelelé érzékenységet

biztosit. A nyolc epoxi csoportnak koszonhetéen a polimerizadcid soran nagyszamu
8
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keresztkotés jon létre, ami a polimerizalt SU-8-nak a miianyagok kozott viszonylag nagy
mechanikai szilardsagot (Young-modulus 4-5 GPa), nagy hoétirést (folyasi homérséklet kb.

200 C°), és kémiai semlegességet biztosit.

A masik fotopolimer az OrmoComp, amely az Ormocerek (Organically modified
ceramics, szerves anyagokkal modositott keramia) csaladjaba tartozik. Ezt a fotopolimer
csaladot Németorszagban a Fraunhofer Institut fiir Silicatforschung-ban fejlesztették ki, és
négy fo alkotorész tipusbol all (5. abra) [43], de az OrmoComp pontos Osszetevdi nem
nyilvanosak. Elsésorban nagy elektromos ellenallasa (<10'* Qcm) és jo tapadasa teszi
alkalmassa szigeteld rétegek kialakitasara az elektronikdban, de korroziogatlo rétegként,
valamit a fogaszatban is eldszeretettel hasznaljak. Az Ormocerek az UV tartomanyban nyelnek
el fényt, ezért makroszkopikus alkalmazasuk egyszerit UV lampas megvilagitassal torténik, am
TPP-vel készitheté beldliik 3D mikroszerkezetek is [44]. Az Ormocomp kétfotonos
abszorpcios koefficiensére nem talaltam értéket az irodalomban, de az ehhez nagyon hasonléan
alkalmazhaté Ormocore polimeré 27 cm TW-!, ami érdekes modon az SU8-éhoz igen kdzel 4ll,
¢s ez a polimerizacidhoz sziikséges paraméterek altalunk tapasztalt hasonlésaga miatt nem
meglepd. Az OrmoComp mikroméretii alkalmazasanak egy fontos aspektusa, hogy a Young-
modulusa kisebb, mint a legtobb fotopolimeré (a tombi anyagé 1 GPa koriili), amit a 8.3

fejezetben bemutatott szerkezeteknél ki is hasznalunk.

0. @ o | szervetlen,
szerves, kereszt- R N\ (L oes .
v s . . i/ egyéb fém oxid
kotéseket kialakitani ALTi 2yt
) , ‘ LTi, Zr,.. | alapu haldzat
képes lancok S, /i
i
™~ -
(R) /S- szerves, nem
keresztkot6
o N /O lancok
szervetlen, Si

e
szilicium oxid o/ \o /Sl\

alapu haldzat

5. abra. Az Ormocer polimer csalad altalanos felépitése.

Amint mar volt sz6 rola, a TPP-hez a kétfotonos abszorpcié elérése miatt ultrarvid
impulzusu (1~100 fs) 1ézereket sziikséges hasznalni. Rédadasul, ezeknek a hullamhosszan a
fotopolimereknek elhanyagolhato linedris abszorpcioja kell legyen. A legtobb ilyen fényforras
hullamhossza ezért a kozeli infravords tartomanyban van (A~800 nm). TPP-re tipikusan titan-
zafir 1ézereket vagy frekvencia-kett6zott, erbiummal szennyezett kvarc aktiv kozegl

szallézereket hasznalnak.
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Szintén alapvetd fontossagl, hogy a preciz 3D szerkezetek eldallitdsdhoz a mintat és a
1ézer fokuszat egymashoz képest néhany nanométeres pontossaggal kell tudni pasztazni. Erre
kétféle mod van: vagy a fix helyzetli mintahoz képest mozgatjuk a fokuszt, vagy forditva. Az
elsO pasztazasi modot leggyakrabban egy billenthetd tiikkorparral érik el. Ennek a modszernek
az elonye, hogy konnyedén el lehet vele érni a mm/s-os mozgatasi sebességet, de hatranya,
hogy a fokusz csak két dimenzidban mozgathat6, és 3D strukturak polimerizalasahoz a mintat
a fokuszhoz képest a harmadik dimenzidban el kell mozgatni. Programozhat6 diffrakcios
optikai elemmel elérhetd a fokusznak a mintaban harom dimenzidban torténd pasztazasa is a
minta mozgatasa nélkiil [45]. Az all6 fokusz koriili mintamozgatast a mintanak egy piezo vagy
légparnas linearis eltolo asztalra rogzitésével lehet elérni [46]. A piezo vezérlés elonye a
kompaktsag és a nagyobb pontossag (<10 nm), mig az utébbié a nagyobb mozgatasi tavolsag
(cm) és sebesség (cm/s). A pasztazas logikajat tekintve lehet raszteres, amikor a fokusz a
mintan folyamatosan, egy téglalap alaku teriiletet teljesen lefedve pasztaz, és a lézert a
pasztazas kdzben csak ott kapcsolja be a vezérlés, ahol a polimert meg kell vilagitani, illetve
lehet vektoridlis, amikor a pasztazas a tér mindharom iranyaba torténhet egyidejlileg, és aminek
soran, folytonos megvilagitas mellett, csak oda keriil a fokusz a mintaban, ahol azt ténylegesen
meg kell vilagitani. Ez utdobbi modszer soran a lézer gyakorlatilag folyamatosan megvilagitja
a mintat, de csak a sziikséges helyeken, igy ugyanazon szerkezet raszteres és vektorialis
pasztazasa esetén az elkészités idejében tobb, mint tizszeres kiillonbség is lehet [35].

A C

6. abra. A TPP-vel készitett korai 3D szerkezetek. Részletekért 1d. a f6 szoveget.

A kétfotonos polimerizacidé modszerét az 1990-es évek elejétdl fejlesztik, illetve
hasznaljak. A legels6 munkaban Wu és munkatarsai 4pm vastag polimer rétegbe készitettek
egyszeri 2D strukturakat egy 620 nm hulldmhossz, 100 fs impulzushosszu 1ézerrel: a
fokuszatméronél keskenyebb, 0.3 um széles falakat polimerizéltak, amiket 0.5 pm arkok
valasztottak el [4]. Az elsd, kétfotonos polimerizacioval késziilt valoban 3D szerkezet egy

spiralrugo volt [5], 1 um koriili vastagsaggal (6. abra A). A technologiat leginkabb a kutatasok

10
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fésodraba emeld munkdban Kawata és munkatarsai 120 nm-es voxelméret demonstralasa
mellett a Wall Street jelképének szamito bikat készitették el 15 pm-es méretben (6. abra B
[39]). A technoldgia fejlesztésének egyik legfontosabb jovobeli iranyat azonban az a mérésiik
mutatta meg, ahol egy szubsztrathoz rogzitett rugdt polimerizaltak, amit aztan optikai csipesz
segitségével ki is tudtak nyujtani (6. abra C). Ugyanebben az évben jelent meg az Ormos Pal
vezette munka intézetiinkbdl, ahol helikalis alakura polimerizalt szerkezeteket fogtak be és

forgattak meg jol kontrollalhato sebességgel optikai csipesz segitségével (6. abra D [6]).

Mar az el6z6 évezred utolso éveiben megtortént a fotopolimerek fényelnyelé molekulaja
kétfotonos hataskeresztmetszetének 1000 GM folé valo novelése kémiai modszerekkel [47],
ami lehet6vé teszi a kisebb lézerteljesitmények ¢és nagyobb pésztazasi sebességek
alkalmazasat. A 2000-es évek elejének egyik legfontosabb eredménye volt, hogy TPP-vel
bioldgiai anyagokbol, nevezetesen BSA fehérjébdl és fibrinogénbdl is sikeriilt hdromdimenzios
szerkezetet késziteni [48]. Ezzel megnyilt a lehetdség, hogy teljesen biokompatibilis, a viz és
ionok altal atjarhatd, egyéb bioldgiai rendszerekkel egyiitt hasznalhato 3D szerkezetek
késziiljenek TPP-vel (7. abra [49]).

7. abra. BSA fehérjébdl polimerizalt baktériumcsapda P. aeruginosa kolonia (z6lddel mesterségesen
szinezve) viselkedésének tanulmanyozasara. Méretskala: 5 pm.

2.1.2. ATPP parhuzamositasa
A kétfotonos polimerizaciohoz altalaban néhany mW-os atlagteljesitményii ultrarovid
impulzusu lefokuszalt nyaldb elegendd, holott az alkalmazott lézerek atlagteljesitménye
sokszor a 100 mW-ot is meghaladja. Emellett, a lézeres pasztazason alapulo linearis TPP
id6éigényes folyamat: a fokuszalt nyalabbal adott esetben egy tobb ezer kdbmikrométeres
tombot kell végigpasztazni szaz nanométeres vonalstiriiséggel. Adja magat a megoldas, hogy
tobb fokusz egyideju alkalmazasaval a mikroszerkezetek eldallitasa jelentdsen gyorsithatod

volna. Ennek egyik els6 megvalositasdban az eredeti polimerizaldé nyalabot kitagitva egy

11
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mikrolencse matrixon vezették at, ami tobb szaz, kdzel azonos teljesitményt ado, egymastol
kb. 5.5 pm-re 1évo fokuszfoltot eredményezett ugyanabban a fokuszsikban [50]. Itt egyetlen
pasztazassal kb. 20 000 um?-nyi teriileten allitottak eld kb. 700 db teljesen azonos szerkezetet.
A rogzitett elrendezésii mikrolencsék mellett egy digitalis diffraktiv optikai elemmel, a térbeli
fazismodulatorral (Spatial Light Modulator, SLM) is el lehet allitani tobb fokuszt a
polimerizalé rendszerben. Ennek a programozhaté eszkdznek az a nagy eldnye, hogy a
megtobbszorozott fokuszok szamat és helyzetét konnyen lehet valtoztatni, igy nem meglepd,
hogy a TPP-ben vald alkalmazasa el6tt, mar az UV 1ézert hasznalo sztereolitografiaban is
vizsgaltadk az SLM alkalmazhatosagat [51]. Takahashi és munkatarsai a 2000-es évek végén
megtobbszorozott, rogzitett helyzetli fokuszokkal, a mintat mozgatva demonstraltak a modszer
alkalmazhatosagat egyszerii 2D szerkezeteken [52]. Ugyanebben az évben mutattdk meg a
TPP-vel kapcsolatban az SLM-nek azt a tulajdonsagdt, hogy vele a megtobbszorozott
polimerizalé fokuszok a mintdban a tér mindharom iranydban mozgathatok, és igy a minta
mozgatasa nélkiil is el6allithatok teljesen azonos 3D szerkezetek [53]. Az SLM-mel eldallitott
¢s mozgathatd fokuszok pedig azt is lehetdvé teszik, hogy egyetlen szerkezetet ne egyetlen
fokusszal polimerizaljunk, hanem t6bb fokusz koordinalt mozgatasaval, ami szintén
felgyorsitja a TPP folyamatat [45]. A dolgozatban bemutatom a TPP parhuzamositasa terén az
alland6 értékli nyalabeltéritést biztositdé kinoformmal, illetve a dinamikusan valtoztathato
fokusz-elrendezddést biztositdé SLM-mel végzett kisérleteimet, melyekkel egyrészt optikai
csipesszel forgathaté mikroszerkezeteket allitottam eld, masrészt pedig amelyet azota

rutinszerien hasznalunk laborunkban.

2.1.3. ATPP mddszer fejlesztésének tovabbi irdnyai

A TPP modszer szent gralja a PME-k méretének csokkentése, amit a voxel atmérdjének
csokkentésével, vagyis a minél vékonyabb vonalak készitésével lehet elérni. A 2000-es évek
elején a technologia még csak a voxelatméronek a 300 nm-es értékrol [54] a 100 nm kornyékére
vald csokkenését tette lehetévé [34, 39]. 2010 koriil azonban megjelent egy, a STED
mikroszkopia elvén mitkddé voxelméret csdkkenté modszer: az eredeti kozeli infravoros
polimerizaldé nyalab mellett egy masodik, specialisan alakitott intenzitas eloszlasi kioltd
nyalabbal (tobbnyire 532 nm) is megvilagitjdk a mintat, aminek hatdsara a polimerizalhato

vonalak szélessége (,,feature size”) az addigi kb. 100 nm-r6l a 35-55 nm kornyékére csdkkent

12
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([9, 55-57] 8. abra). A vonalszélességek tovabbi csokkenésének egyeldre a polimer nanoszalak

csekély mechanikai stabilitdsa szab gatat.

8. abra. STED-elvii felbontas novelés. A méretcsokkentés azon alapszik (A), hogy a pirossal jelolt
gerjeszté nyalab mellett a zolddel jeldlt kioltd nyalab sugarzasos atmenettel az alapallapotba juttatja
az iniciator molekulakat igy azok csak a lilaval jelzett térrészben keriilnek a hosszl életideji triplet

allapotba és képesek elinditani a polimerizaciot. B: STED mikrofabrikacioval polimerizalt vonal
elektronmikroszkopos képe. C: Ujfajta, csekély autofluoreszcenciaval rendelkezd iniciator
felhasznalasaval, STED TPP-vel késziilt szalak elektronmikroszkopos képe.

A vonalszélesség csokkentése 100 nm ald és az elkészitett PME-k magassaganak
novelése akar a mm-es mérettartomanyba latszolag ellentétes kivanalmak. Kis
vonalszélességhez olajimmerzidos, nagy NA-ju objektiv sziikséges, amelynek a
munkatavolsaga azonban kicsi: az objektiv feliiletétdl csak legfeljebb 200-300 um tavolsagban
képes polimerizalni. Erre adott megoldast Chichkov csoportja, akik a polimerizald nyalabot
lefokuszald objektivet egy raszerelt feltét segitségével belemeritették a folyékony polimerbe,
€s a szubsztratrdl kiindulva, attdl tdvolodva készitettek tobb szdz mikrométer magas
szerkezeteket [14, 58]. Ez a modszer — amellyel az objektiv munkatavolsaga altal
meghatarozott méretlimitacio6 megsziintethetd — azéta mar a kereskedelemben kaphato

rendszerekben is megjelent (pl. a Nanoscribe cég ,,Dip-in laser lithography” modszere).

A polimer matrixba kevert adalék anyagok eldonydsen képesek befolyasolni a polimer
szerkezetek tulajdonsagait: példaul mechanikailag ellenalobba vagy elektromosan vezetové
tehetik. Az elektromosan szigetel polimerbdl vezet6 szerkezetek készitésére tobb modszert is
talalni az irodalomban. A PME-k tulajdonsagainak fém nanorészecskékkel valod
befolyasolasara harom kézenfekvd eljarast mutattak be Im ¢és munkatarsai: i) a
nanorészecskéket a megvilagitd polimerizald nyalab hozza létre fotoredukcidval a polimer
matrix kialakitdsa kozben, és a matrix rogziti is azokat, ii) a nanorészecskék mar elére a
fotopolimerbe keverik, a polimerizacié kozben a kialakulé matrix csak rogziti oket, illetve iii)

a kész nanorészecskék utdlag a mar elkésziilt szerkezetek feliiletére is tapaszthatok megfeleld
13
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kémiai eljarasokkal [59]. Hasonloan, Maruo és munkatarsai polivinil-pirrolidon polimerbe
kevert eziist nitrat kétfotonos fotoredukciojaval készitettek folytonos eziist nanohuzalokat
3.5*107 Qm fajlagos ellenallassal [60]. Prasad csoportja SU-8 polimerbe kevert arany sot,
amivel arany nanorészecskékkel szennyezett polimer csikokat allitottak el6 [12]. Elektromosan
vezetd polimer szerkezeteket szén nanoncsévek hozzaadasaval is el6 lehet allitani [61-63]. A
nanoszalak tulajdonsagai széles skalan alakithatok; Staudinger és munkatarsai példaul
megallapitottak, hogy egyszeriien hosszabb nanocsdveket keverve a polimer anyagaba, kisebb

cllenallasu szerkezetek hozhatok 1étre [62].

A hidrogéleknek TPP-vel készitett szerkezetek alapanyagaként vald alkalmazésa sok
szempontbdl szintén elényds lehet. Bar mechanikailag kevésbé ellenalld, mint a hagyomanyos
fotopolimerek, de tilnyomo résziik biokompatibilis, és egy viz altal atjarhatdo kornyezetet
tudnak biztositani, ami eldsegiti biologiai alkalmazéasukat [64]. Ezek az anyagok, legyenek bar
szintetikus vagy természetes alapu biopolimerek, megfeleléen preciz kialakitds utan
alkalmasak pl. az extracellularis matrix modellezésére, ahol tag hatarok kozott valtoztathatok
a sejt kornyezetének mechanikai tulajdonséagai vagy porozitasa, és ennek kovetkezében egyes
molekulak vagy vezikulak altali atjarhatosaga [65]; ezek a kornyezeti tényezok pedig akar a

sejtek osztodasat vagy differencialodasat is befolyasolhatjak.

A kétfotonos polimerizacio egyik igéretes, nemrégiben bemutatott alternativaja lehet,
annak részletgazdagsagat megtartva, a kétlépéses polimerizacio [66]. A kulcs a fotopolimer
anyaganak az a tulajdonsaga, hogy egy UV fotonnal elegendden hosszu életidejii T triplett
allapotba vihetd, ahonnan egy ugyanolyan UV fotont elnyelve egy gerjesztett triplet allapotba
keriil. Ebben az allapotban pedig az iniciator mar képes a monomerek Osszekapcsolasara. A
ténylegesen 1étez6 T allapot ebben a rendszerben a kétfotonos abszorpcid fényelnyelés
hatasara létrejovo virtualis allapotat helyettesiti. Az Osszetevok szintén fontos eleme az a
molekula, ami megakadalyozza, hogy a fényelnyelé molekula az elsé foton elnyelése utan
elinditsa a polimerizaciot. A kétlépéses polimerizacio legnagyobb jelentésége abban all, hogy
filléres, akar mW-nal is kisebb teljesitménytli, 405 nm-es fényt kibocsatd lézert hasznal

fényforrasként a draga ultrarévid impulzusu 1ézerek helyett.

2.2. A PME-k funkcionalizilasa

A polimer mikroeszk6z6k alkalmazasaink korét nagymértékben ki lehet terjeszteni azok

feliiletének fizikai vagy kémiai modszerek segitségével torténd modositasaval, bevonasaval (a
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tovabbiakban: funkcionalizalas). A gyakoribb és tartosabb kémiai funkcionalizalas szinte
mindig a polimer kotéseket is kialakito, még el nem reagalt (akril vagy epoxi) csoportokon
keresztiil torténik. A funkcionalizalds céljait tekintve a leggyakoribb az eredetileg
nagymértékben hidrofob polimer feliileteknek a biologiai, vagyis vizes kornyezetben valo
alkalmazasukhoz torténé hidrofilla tétele. Erre a célra alkalmas a feliiletek oxigén plazmas
[67], kénsavas [68, 69] vagy katalizalt salétromsavas [70, 71] kezelése, vagy egy megfeleld
ko-polimernek a fotopolimerhez keverése (glicidol, [72]), melyek végeredménye szinte mindig
feliileti —OH csoportok kialakuldsa. Tovabbi funkcionovelés példaul a mikroszerkezetek
fémmel torténd, akar hely-specifikus bevonasaval érhetd el; a leggyakoribb cél ebben az
esetben természetesen a szigeteld polimerek feliiletén elektromosan vezetd struktirak
kialakitasa. Erre az egyik leggyakrabban hasznalt modszer az autokatalitikus fémezés
(electroless plating). Ekkor a polimer feliiletet els6 1épésként olyan szerves anyagokkal vonjak
alapu mikroszerkezetek esetében egyarant, amelyeket etiléndiaminnal (EDA) kezeltek. Az
EDA a feliileten a keresztkotésben részt nem vevo csoportokkal reagalva egy monorétegnyi
amino csoportot hoz létre, amely aztan fém ionokat (arany, palladium) képes redukalni [73,
74]; ezekre a nukleacios pontokra aztan késébb tovabbi, akar mikrométeres vastagsagu fém

rétegeket lehet noveszteni.

Biologiai alkalmazas szempontjabol a legrelevansabb funkcionalizalas természetesen
valamilyen szerves molekulanak a feliilethez kotése. Ez lehet egyszeri molekula, mint pl. a
fentebb emlitett EDA, de akar fehérje vagy DNS is. A funkcionalizalas modjait és céljait
felsorolni 6nmagaban legalabb még egy disszertaciot igényelne. A cél, altalanosan fogalmazva,
a leggyakrabban valamely bioldgiai makromolekula specifikus kikotddésének elérése, illetve
sejtek tapadasanak elérése vagy meggatlasa a feliiletekhez. A funkcionalizal6 molekula
kikotése torténhet fizikai elvek alapjan (pl. elektrosztatikusan), vagy kovalensen. A kovalens
kikotésre szamos modszer 1étezik, de kulcs minden esetben az elsé 1épés, a monomerek aktiv
csoportjaval vald reakci6. Akril alapi polimereknél Michael-reakcioval lehet konnyedén a
feliilethez kotni amino- vagy tiol csoportokkal rendelkezd molekuldkat, mig az epoxi-
alapuaknal b-nitrato alkohol csoportok 1étrehozasan keresztiil (9. abra A, [70, 71]) vagy pl. az
epoxi és amino csoportok kdzvetlen reakcidjaval (9. abra B, [75, 76]). Ebben az els6 1épésben

altalaban egy koztes molekula (,,linker”) tapad a feliilethez (pl. valamely szilan vagy PEG-
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szarmazék), amelyhez pedig mar a véglegesen kikotni szandékozott molekulat lehet kapcsolni
[77,78].

A dolgozatomban a polimer mikroszerkezetek szervetlen és szerves anyagokkal torténd

feliiletkezelésével kapcsolatos eredményeimet is bemutatom, amelyekkel demonstralom a

crer

vald alkalmazhatosagat.

A ) P «—— Fellleti
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9. abra. Epoxi polimer feliileti funkcionalizalasa. A: Funkcionalizalas savas kezeléssel. B: Epoxi
csoport és amino csoport reakcidja.

2.3. Az optikai csipesz, mint a PME-k mozgatdsanak egyik mddja
A polimer mikroeszk6zok hatékony és preciz mozgathatosdga szintén jelentOsen
kiszélesiti alkalmazasi koriiket, amit a t¢émaban sziiletett 6sszefoglaldo miivek szama is jol mutat
[79, 80]. A PME-k mozgatasara akusztikus [81, 82], magneses [83-85] és optikai modszerek
[19, 86] is rendelkezésre allnak. Az optikai modszerek koziil az optikai csipesz (,,Optical Trap”,
OT) kiemelkedik precizitasaval és szelektivitdsaval: ezzel a modszerrel 10 nm nagysagrendii

pontossaggal lehet az egyes, eldre kivalasztott szerkezeteket pozicionalni, illetve mozgatni [87,
88].

Az optikai vagy lézercsipesz [89, 90] segitségével fénnyel lehet a mikrométer
nagysagrendjébe eso testek helyzetét a térben rogziteni. Ez azt jelenti, hogy eredetileg Brown-
mozgast végzo test a csapdazas soran egy — idedlis esetben — harmonikus potencialvolgyben
erésen csillapitott fluktudciot végez A jelenség alapja, hogy a csapdazott test fénytorés révén

megvaltoztatja a fény terjedésének iranyat és ezzel impulzusat. A modszerrel azokat a testeket
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lehet csapdazni, amelyek nem nyelik el a csapdazo fényt és torésmutatdjuk nagyobb, mint az
oket koriilvevd anyag torésmutatoja. A fényutba keriil6 testre két erd hat: az egyik az Un.
gradiens erd, ami az intenzitas gradiensével aranyos és a ndvekvo intenzitas felé hat (pl. fokusz,
vagy kollimalt Gauss nyalabnal a nyalab kdzepe), a masik a szoroerd, ami az intenzitassal
aranyos ¢€s a fénynek a testrol vald szorodasa miatt a fény terjedési iranyaba hat (fénynyomas)
[91]. A testre haté F erdnek ezt a két komponensét az m koordinatatengely mentén a (3)
egyenlet mutatja be, ahol o a részecske polarizalhatosaganak valos része, o”” a képzetes része,
E’ az elektromos térerdsség amplitudoja, ¢ pedig a fazisa. A csapdazas abban az esetben
valdsulhat meg, ha a gradiens er6 (elsé tag) nagyobb, mint a széréerd (masodik tag).
1 10(E'} o’

Az optikai csipesz szamos elrendezésben megvalosithatd, de mi a PME-k mozgatasahoz
a leggyakrabban hasznalt Un. egynyalabos csipeszt alkalmaztuk [92]. Ezt egy kollimalt
lézernyalab nagy NA-ju objektivvel lefokuszalt fénye alkotja. A PME-k mérete joval nagyobb,
mint a hullimhossz, emiatt itt geometriai optikai kozelitéssel célszert kiszamolni a testre hato
erbket. Egy gomb alaku test adott pontjara € beesési szoggel érkezd keskeny nyalab altal
kifejtett Fs szoroero és Fy gradiens erd a kovetkezOképpen irhat6 fel (11. abra A) [93]:

Es‘ _ E{l + Rcos 26 — T2[cos(2(;)—2r)+R cos ]} (4)
c 1+R2+2R cos 2r
_n4P . _ T?[sin(20-2r)+Rsin 26]

Fé’ T {R sin 26 1+R2%+2R cos 2r } ®)

ahol P a teljesitmény, n; a kozeg torésmutatdja, az R és T mennyiségek pedig a feliilet adott
pontjara vonatkozo Fresnel reflexios €s transzmisszios egyiitthatok. Ebben a targyalasban Fj
mindig a bees6 nyaladb iranyaba hat, F; pedig mindig arra merdleges. Az erdk nagysagat a
kapcsos zarojelekben 1évo, az irodalomban (Q-val jelolt mennyiségek hatarozzdk meg. A

gombre hato teljes erdt az dsszes @ iranyra vett Osszegzés adja meg.
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11. abra. Az optikai csipeszben ébredd er6k magyarazata. A: A csapdazandé gomb feliiletére beesd
nyalab altal kifejtett F; és F erdk eredete. Az optikai tengellyel ¢ szoget bezard és a fokuszalod
objektivbe r tdvolsagban belépd nyalab 0szoggel esik be a feliiletre és az f fokuszba tart. B: Az

egységnyi sugari gdmbre hat6 erdk relativ nagysaga a z tengely mentén torténd S eltolas fiiggvényében.

A 11. abra B panelja azt abrazolja, hogy a O, (gradiens és szorderdk dsszegével aranyos)
értéke a gdbmb tengelyiranyu, a sugarnal kisebb mértékii elmozdulasa esetén mindkét iranyban
olyan elgjellel valtozik, ami a fokuszhoz kozeli Sr pont (egyensulyi helyzet) felé mozditja a
gombdot: a test csapdazasa biztositott (@max = 70°, n2/n; = 1.2, homogén intenzitas eloszlas az
objektiv belépd aperturajanal). A stabil tengelyiranyt csapdazashoz sziikséges, hogy a ¢ értéke
megfeleléen nagy legyen, vagyis a nyaldbot nagy szdgben kell lefokuszalni. Az optikai

tengelyre merdleges elmozdulas esetén hasonléan levezethetd visszatéritd erdk 1épnek fel.
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10. abra. Lateralis csapdaalland6 a = ka fiiggvényében, ahol a jeldli a gdmb sugarat, k pedig a
csapdazo fény hullimszamat (itt: k£ = 7.8 um™). A lézerteljesitmény 60 mW, n;= 1.32, np= 1.57, Omax =
70°. Folytonos vonal: Mie-szorast felhasznalo szamités, szaggatott vonal: geometriai optikai kozelités.
A korok és a vonalak mérési pontokat jelolnek. A maximalis csapdaallandd £ = 3-nal van, ami kb. 770

nm atmérdji gdmbot jelent. [94]
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Az egynyalabos lézercsipesszel tipikusan néhany szdz nanométertdl a néhany
mikrométerig terjedé méretii testeket lehet csapdazni. Mivel ekkor az optikai tengely iranyaban
a csapdazas csak a nagy NA-ju objektivekkel lehetséges, ez viszont tipikusan 1 pm-nél kisebb
fokuszatmérdt hoz létre, igy a csapdazott testek mérete ennél jelentdsen nagyobb csak a
csapdaerd csokkenése aran lehetséges (10. abra). Az irodalomban szamos munka targyalja
kvantitativan fény hulldamhosszanak, a fokuszalo objektiv paramétereinek és a csapdazhatod

testek méretének, torésmutatdjanak hatasat az optimalis csapdazasra [94].

A csapdazott PME-k mozgatasat egyszeriien a fokusz mozgatasaval lehet elérni. A
mozgatas maximalis sebességét a kdzegben halado testre hatd viszkozus ellenallas hatarozza
meg. Osszetett alaki testek mozgatasat megkonnyiti, hogy a csapdazo lézer eredetileg egyetlen
nyalabja fazisfront modosité eszkdzokkel meg is tobbszordzhetd, és az igy kialakuld tobb
fokuszpont pedig akar egymastol fliggetleniil is mozgathato (tobbfokuszu csipesz, 12. abra). A
gyakorlatban hasznalt leghatékonyabb fazisfront modositdé eszkdz a térbeli fazismodulator
(Spatial Light Modulator, SLM), az altala kialakitott csipeszt pedig holografikus optikai
csipesznek hivjak (Holographic Optical Trap, HOT). A HOT-tal egy vagy tobb test egyiddben
tobb ponton megragadva szabadon transzlalhato és forgathatd (6 szabadsagi fokii mozgatas).

A késobb bemutatott eredményeimben a HOT alapvetd szerepet jétszik, hatékonységa és

,ta

bva%“ Q/ /(

crer

W

1”7 Fokuszalé

Minta “=<28,  objektiv

\
- - -

12. abra. Tobbnyalabos optikai csipesz egy lehetséges elrendezése. Ebben az esetben a diffraktiv elem
két nyalabot, vagyis a mintaban két csapdazé fokuszt hoz Iétre.

2.4.Példak a PME-k alkalmazasaira

Bar a TPP-vel létrehozott mikroszerkezeteknek ipari mennyiségiire vald felskalazasara
mar voltak probalkozasok [46, 95], az eszkdzok alkalmazasanak tilnyomo részét ma még
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kutatolaboratoriumok falain beliil talalhatjuk (13. abra). A kialakitott strukturakat vagy a
kialakitas helyszinén a feliilethez rogzitve hasznaljak, vagy a feliiletrdl levalasztva, szabadon
mozgo6 eszkozként. A feliilethez kotott szerkezetek egyik legkorabbi alkalmazasa a mikro-
optikaban volt: periodikus szerkezetek polimerizalasaval hoztak létre a kozeli infravords
hullamhossztartomany egy adott savjaban nagy reflexioval rendelkezé optikai szlir6ket
koriilbeliil 100 um-es méretben [96-98]. Az ilyen eszkdzok létrehozasat jelentdsen
hatékonyabba lehet tenni tobb nyalab hasznalataval, amelyek interferencidjaval eléallo
periodikus intenzitdsmintazat egyetlen statikus megvilagitassal képes polimerizalni nagy
feliiletli két- vagy haromdimenziés periodikus szerkezetet egyfotonos [99] vagy kétfotonos
[100] polimerizaciéval. Az optikai sziird miikodési hullamhossz tartomanyat a kozeli
infravorosbol a lathatoba a racsallando csokkentésével lehet eltolni, amit a TPP felbontasanak
javulasa tett lehetové [101]. Mikrofluidikai rendszerekben sziirési feladatokra is alkalmazhatok
hasonl6d periodikus szerkezetek: adott szuszpenzidban részecskeméret alapjan konnyedén
lehetett szelektalni akar az 1 pm mérettartomany koriil is [102]. A PME-k szdmos biologia
alkalmazasa koziil [15, 16] kiemelem azt, ahol az ¢l6z6h6z hasonld szerkezetet hasznaltak
sejttenyészetben térelvalasztasra kollégaim a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban: itt a
sejteket a mikrofluidikai rendszer két kamrajat elvalaszto periodikus racson ndvesztették ugy,
hogy a két kamraban eltérd osszetevojl folyadék keringett [103]. Rugalmas mikroeszkdzokkel
vizsgalhato az egyes szivizom sejtek 0sszehuzodasa soran kifejtett erd. Ehhez a sejteket a
rugalmas anyagbol polimerizalt szalakon novesztették, majd egyszerii fénymikroszkoppal
megfigyelték a sejtek 6sszehtizodasa soran a szalak elhajlasait. Ebbol és a szalak AFM-mel
kalibralt rugalmassagabol ki tudtdk szamolni, hogy az adott sejtek kb. 50 nN er6t fejtettek ki
[44].

Mozgathato PME-k megtalalhatok a mikrofluidikaban pumpakként alkalmazva, vagy
bioldgiai vizsgalatok esetében pl. sejtek mozgatasat célzo alkalmazasokban. Specialis alaku,
tengelyhez rogzitett, 1ézercsipesszel forgatott pumpakkal keskeny mikrofluidikai csatornakban
pikoliter térfogatu folyadékot lehet mozgatni <1 pm/s dramlési sebességgel [86, 104]. Ezeket
a pumpakat vagy a lézercsipesszel kdzvetlen modon csapdazva, vagy az azt 1étrehozo nyalab
szorddasa soran fellépd impulzus-atadas révén lehet forgatni. Hasonld térfogatii folyadék
pumpalasat konvekcios elven is demonstraltdk, amihez szelektiven fémmel bevont és
lézernyalabbal lokalisan melegitett mikroszerkezetet hasznaltak [105]. Egyedi sejtek vagy sejt

méretll részecskék mikroszerkezetekkel torténd mozgatasara szamos megkozelités talalhato az
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irodalomban. Optikai csipesszel nem tengelyhez kototten forgathatd kerekek segitségével elo
lehet allitani folyadékaramlast, amely aramlds aztan magaval ragad sejtméretii részecskéket
[19]. Ennél kozvetlenebb az a moddszer, ahol a mikroszerkezetek optikai csipesszel vald
mozgatas révén magat a sejtet toljak maguk el6tt egy feliileten tetszoleges iranyban [106]. Nem

letapado sejteket a PME-k segitségével el is lehet emelni a feliiletrél a harmadik dimenzidba

¢s korbe is lehet forgatni, ahogy azt két, optikai csipesszel mozgatott szerkezet segitségével be

is mutattak [107].
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13. abra. Példak a PME-k alkalmazésaira. A: 50 um széles fotonikus kristaly szerkezet (fent)
megtervezett reflektancia spektrummal (lent) a kozeli IR tartomanyban. B: A HUN-REN SZBK-ban
hasznalt mikrofluidikai sejttenyészt6 rendszer vazlata (balra) a két folyadékteret elvalasztdo mikroracs
rendszerrel (jobbra). C: Szivizom sejtek ndvesztésére szolgalo platform (balra) és az egyik szalnak a

rajta 1év6 izom Osszehuzodasa miatti alakvaltozasa. D: Nem letapad6 sejt két, optikai csipesszel
mozgatott mikroeszkozzel vald forgatasa.

Dolgozatomban bemutatom, hogy funkcionalizalt, célszerlien megtervezett alaki PME-
kkel hogyan lehet hat szabadsagi fokkal, mégis néhanyszor tiz nanométeres pontossaggal
egyedi sejteket mozgatni, valamint, hogy ezek hogyan segitenek egyedi sejtek vizsgalatdban
¢s az optikai mikroszkopos képalkotasban. Bemutatom tovabba a funkcionalizalas nélkiil,

deformalhaté mikroeszkozokkel elért egyedi sejtmanipulacios eredményeinket is.

21



kel enen. | orand 381 25

3. Kisérleti eszkdzok

A dolgozatban bemutatott munkak soran sok technikat és eljarast hasznaltam. Ezek koziil
a két legalapvetobbet mutatom be itt részletesebben, az egyes konkrét kisérletekhez tartozokat

az azokat bemutato fejezetekben ismertetem.

3.1. A kétfotonos polimerizald rendszeriink felépitése
A disszertacioban leirt munkaimhoz sajat épitést, €s az évek alatt folyamatos fejlesztésen
atesett kétfotonos polimerizald rendszert hasznaltam. Laborunkban jelenleg az alabb
bemutatott rendszer talalhat6. A korabbi verziok bemutatdsatol, amelyekkel a 2018 eldtt
publikalt munkak késziiltek, azért tekintenék el, mert a folyamatos fejlesztés miatt tul sok, az
azzal készitett szerkezetek hasznalhatosaga szempontjabol jelentdsen nem eltérd verziot
kellene felsorolni. A kétfotonos polimerizald rendszeriink sematikus elrendezését a 14. abra

mutatja.
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14. 4bra. A laborunkban jelenleg hasznalt kétfotonos polimerizal6 rendszer vazlatos optikai
elrendezése. A bemutatott elrendezés az SLM alkalmazasaval lehetdséget ad a tobb nyalabbal
torténd parhuzamos polimerizaciora.

A polimerizal6 rendszer egy rezgésmentes asztalon helyezkedik el (Supertech Kft, Pécs).
A fényforrasa kezdetben egy magyar épitésii Ti-zafir 1ézer volt, amit egy jelenleg is hasznalt,
sokkal kisebb méretii és stabilabb szallézerre cseréltiink (C-Fiber A, Menlo Systems,
Németorszag, impulzushossz: 100 fs, ismétlési frekvencia: 100 MHz, hulldmhossz: 785 nm,
atlagos teljesitmény: 140 mW). A nyalab teljesitményét el6szor egy allithato sziirke sziirdvel

(NDC-50C-2M, Thorlabs, USA) csokkentjik le annyira, hogy a végleges teljesitmény
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eléréséhez a kovetkezd akuszto-optikai modulator (AOM, APE 130.101, APE GmbH,
Németorszag) linedris tartomanyat lehessen hasznalni. Az  objektivbe  bejutd
nyalabteljesitményt tipikusan 3 mW ¢és 10 mW kozott valtoztatjuk az AOM-mel, a szerkezet
elérni kivant méretei és a hasznalt fotopolimer fiiggvényében. A nyalabtagitoval a nyalab
atmérdjét (kb. 8 mm) hozzaigazitjuk a nyalabutban opcionalisan kovetkezd6 SLM (Pluto-NIR,
Holoeye GmbH, Németorszag) aktiv felilletének méretéhez, és az objektiv belépo
aperturajanak atmérdjéhez. A polimerizalo elrendezésben a lézer eredeti egyetlen nyaldbjabol
SLM-mel tobb, gyakorlatilag azonos teljesitményt hordozé nyalabot készithetiink [108]. Ezzel
rutinszerlien polimerizalhatunk egyetlen pasztazassal tobb (tipikusan <10) azonos szerkezetet.
Amennyiben egyetlen nyalabbal polimerizalunk, az SLM elé egy felbillend tiikrot helyeziink.
Az SLM feliiletének fazismintazatat egy 4f lencserendszerrel képezziik le a fokuszalo objektiv
hatso aperturajara. A 4f rendszer kdzepén egy nyalab blokkolo takarja ki a fényttbol az SLM-
mel nem modositott nulladik rendl nyalabot. A tovabbhalad6 nyalabokat egy olajimmerzios
objektiv (2005-2020 kozott: Zeiss Achroplan 100x NA=1.25, 2020 utan: Zeiss C-Plan Apo 40x
NA=1.2) fokuszalja a mintaba. A fokusznak €s az iiveg hordozonak az egymashoz viszonyitott
helyzetét az esetenként tobb oOras polimerizaciés folyamat soran egy sajat fejlesztésii

fokusztarto algoritmus stabilizalja.

A minta nanométeres pontossagu pasztazasa egy 3D piezo asztallal torténik (P-563.3CL
PIMars, Physik Instrumente, Németorszag), aminek a mozgasi tartomanya a tér mindharom
iranyaban 300 pm. Az altalunk maximalisan hasznalt 200 pm/s mozgatasi sebességnél a piezo
asztal mar nem képes pontosan kdvetni a pasztazas elore megtervezett ttvonalat, ezért 50 pm/s
felett az utvonalat egy elokompenzalo algoritmussal megvaltoztatjuk, hogy a végsé utvonal
mar pontosabban kdvesse a tervezettet. A piezo asztalt egy 1éptetdémotoros mikroszkop asztalra
rogzitettik (SCAN IM 120x100, Mérzhduser Werzlar GmbH, Németorszag), ami tobb
centimétert tud mozogni mikrométeres pontossaggal, ezzel biztositva, hogy akar tobb
négyzetmilliméteres teriileten is tudjunk polimerizalni. A mintat feliilr6l egy LED-del
vilagitjuk meg, amely hullamhossza nem polimerizalja azt, és a mikroszkép objektiv, egy
tubuslencse és egy kamera segitségével figyeljiik meg. Az AOM, a piezo és Iéptetémotoros
asztalok, valamint a kamera sajat fejlesztésti, Labview platformon elkészitett szamitogépes
vezérléssel dolgoznak, ami a fokusztartd algoritmust is magaban foglalja. Az SLM-et a
szamitogép masodlagos képernydjének allitottuk be, az arra keriild fazismintazatot pedig

egyszeru sziirkeskalas Windows hattérként jelenitjiik meg a feliiletén.
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3.2. Az optikai csipesz rendszer
Az optikai csipesszel mozgatott mikroeszk6zok 3 dimenziodban torténd mozgatasahoz
egy tobbfokuszu, holografikus optikai csipesz rendszert (,,Holographic Optical Tweezers”,
HOT) hasznaltunk, melyet egy invertalt, széles latoterii, fluoreszcens Nikon gyartmanyu
mikroszkophoz illesztettiink (Eclipse TI, Nikon Corp., Japan). Ezzel a mikroszkop objektivje
egyszerre végezte a képalkotast és allitotta eld a csipeszeléshez sziikséges fokuszalt nyalabot
is. A tobb csapazd fokusz létrehozasahoz ebben a rendszerben is SLM-mel modositottuk a

lézernyalabot. Az optikai csipesz rendszeriink elrendezését a 15. abra mutatja.

lézer objektiv nyaldbtagitd

4f leképezés

dikroikus - . _— o e
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15. abra. A laborunkban hasznalt holografikus optikai csipesz rendszer vazlatos elrendezése. Az
abrazolt fazistolas mintazat megjelenitése az SLM feliiletén generalja az abrazolt harom csapdazo
fokuszfoltot,

A fényforras egy kozeli infravorosben miikodd folytonos 1ézer (A = 1064 nm, Pmax =
10 W, linearisan polarizalt, YLM-10-1064-LP, IPG Laser GmbH, Németorszag). A nyalabot
egy nyalabtagitoval akkorara tagitottuk, hogy az SLM (Pluto-NIR, Holoeye GmbH,
Németorszag) feliiletének az a teriilete, ami pontosan az objektiv belépd apertarajara van
leképezve, majdnem homogén intenzitaseloszlassal legyen kivilagitva. Erre azért volt sziikség,
hogy azok sz¢éls6 nyalabok is, amelyek els6sorban kialakitjak az axialis iranyl csapdat,
megfeleld intenzitdsuak legyenek. Az SLM feliiletét egy 1-szeres nagyitasu 4f
lencserendszerrel képezziik le a mikroszkopobjektiv hatso apertirajara. A nulladik rendii
nyalabot ebben a rendszerben is egy nyalab blokkolo takarja ki a 4f rendszer kdzepén. A Nikon
mikroszkopban két fluoreszcens szlirbkocka tartd helyezkedik el egymas felett. Ez teszi
lehetévé, hogy a csapdazd fényt be lehessen csatolni a fényutba, és ezzel egyidoben
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fluoreszcens megfigyelést is lehessen végezni. A felso szlirdkocka tartoban egyetlen dikroikus
tilkor foglal helyet, ami a 1064 nm-es 1ézernyalabot felfelé, az objektiv felé reflektalja, ¢s a
lathat6 tartomanyban atenged, alatta pedig a megfigyeléshez éppen sziikséges fluoreszcens
szlirokockak talalhatok. A mikroszkopban egy vizimmerzids objektiv fokuszalja a mintaba a
nyalabot (NA=1.2, Olympus UPlanSApo). A megfigyelést vagy egy egyszeri CCD kameraval
(GS3-U3-23S6M, Point Grey Research Inc., Kanada), vagy egy nagy érzékenységii CMOS
kameraval (ORCA Flash 4.0v3, Hamamatsu Photonics, Japan) végezziik. A csapdazé fokuszok
egymastol fiiggetlen 3 dimenziés mozgatasat egy sajat fejlesztésli szoftver végzi, ami a
sulyozott Gerchberg-Saxton algoritmussal [109], egy 960 CUDA magos, NVIDIA GPU-t
hasznalva (GeForce GTX 660), szamolja ki és 16 ms-os képfrissitéssel jeleniti meg a sziikséges

fazistolas mintazatot az SLM feliiletén.
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Tudomanyos eredményeim bemutatasa
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4. ATPP modszerének optimalizalasa diffrakcios optikai elemekkel

A kétfotonos polimerizacioé (TPP) egyik legnagyobb hatranyaként szokas emlegetni,
hogy pasztazason alapuld modszer, és mint ilyen, vele szerkezeteket csak egymas utan lehet
elkésziteni, ami az idOegység alatt elkészithetd szerkezetek szamat korlatozza. Erre az egyik
megoldasi mod a pasztazas sebességének novelése a pm/s - mm/s tartomanybol a cm/s vagy
akar a m/s tartomanyba is. Az ekkora sebesség eredményezte rovid megvilagitasi id6 mellett
azonban az altalanosan hasznalt fotopolimerek nem szildrdulnak meg. Az iniciatorok kémiai
modositasaval megndvelhetd azok kétfotonos hataskeresztmetszete akar 1000 GM f61¢é is, ami
mar lehetové teszi a jelentésen magasabb pasztazasi sebességet [110, 111]. Emellett a folyamat
parhuzamositasaval szintén lehet novelni a modszer hatékonysagat, amit polimerizal6 nyalab
megtobbszorozésével lehet elérni. A legkorabbi publikaciokban [7, 53, 100] minden egyes
nyalabbal egy-egy kiilonallo szerkezeteket polimerizaltak, holott a médszer alkalmas arra is,
hogy egyetlen Gsszetett 3D alakzatot tobb nyalab koordinalt mozgatasaval lehessen eldallitani,

ahogy azt a 4.1 fejezetben sajat eredményként bemutatom.

A TPP egyik gyakori elrendezése az, amikor iiveg hordozéra felvitt rétegbe
polimerizalunk olajimmerziés objektivvel az tivegen keresztiil. Ekkor azonban a nagy NA-val
rendelkez0 objektivek csak a hordozo fol6tti néhany mikrométeres tartomanyban képesek
jelentdsebb aberracid nélkiil lefokuszalni a polimerizald nyaldbot. Ha egy 10-20 pum-nél
magasabb szerkezetet akarunk eldallitani, az iivegtdl tavolabb a fokusz €s ezzel egyitt a voxel
is mar jelent6ésen megnyulik, helyzete eltoldodik, eltorzitva a polimerizalt szerkezetek alakjat.
A 4.2 fejezetben megmutatom, hogy az ilyen elrendezésben SLM-mel modositott nyalabbal a

fokusz torzulasa és eltolodasa jelentésen csokkenthetd.

4.1. ATPP moddszerének parhuzamositdsa

A TPP parhuzamositasanak tobb, koordinaltan mozgatott nyalabot alkalmazd modjat
mutattam be diffraktiv optikai elemek felhasznalasaval [8]. A nyalabtobbszordzést egy olcso,
mianyag, a nyalab keresztmetszetében rogzitett mintazati fazistolast létrehoz6 elemmel
(kinoform), valamint egy SLM-mel valdsitottam meg. Két kinoformot hasznaltam, amelyeken
olyan fazismintazat volt, ami a kb. 5 mm-re kitagitott nyalabot 5, illetve 9 nyaldbra osztotta,
kereszt alakban eltéritve azokat (16. abra A). A nyaldbokat egy 4f optikai rendszerrel és a
mikroszkop objektivvel a mintdba képezve a polimerizald fokuszok kereszt alakban
helyezkedtek el, ahol a szomszédos fokuszok egymastol 1.3 um tavolsagban voltak. A mintat
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ezutan egyszerlien az optikai tengely iranyaba mozgatva az igy elhelyezkedo fokuszok kereszt
alakt rudakat polimerizaltak (16. dbra A, B). Amikor a kinoformot a minta mozgatasa kézben
megforgattam, a fokuszpontok egy-egy, azonos kozépponta korpalyan mozogtak, ami helikalis
oszlopokat eredményezett (16. dbra C-F). A kereszt méretét a 4f elrendezés méretezésével
lehetett allitani, a helikalis oszlopok ,,menetemelkedését” pedig a mintamozgatas és a forgatas
sebességének aranyaval. A rogzitett eltérités-mintazatot 1étrehoz6 kinoform alkalmazasanak
hatranya, hogy a nyalabok szamanak modositasa csak a kinoform cseréjével lehetséges, és a

tavolsaguk is csak az optikai rendszer atépitésével modosithato.

16. dbra. Kinoformmal és SLM-mel polimerizalt helikalis szerkezetek. A: 9 nyalabot 1étrehozo
kinoformmal polimerizalt, kereszt alapt oszlop képe, ahol a 9 fokusz helyét fekete pontok jelzik. B,
C: 5 nyalabot 1étrehozé SLM-mel polimerizalt hengerek elektronmikroszkopos képei (B egyenes, C

helikalis). 9 nyalabos kinoformmal (D) és 5 nyalabos SLM-mel (E) Iétrehozott helikalis oszlopok
képei. F: Csapdazott helikalis oszlop képei forgas kozben. A szaggatott vonal a henger azonos pontjat
jelzi az egymas utani felvételeken. A méretskala mindenhol 5 pm.

A fokuszok szama, elrendezése és tavolsaga sokkal egyszeribben allithaté az SLM
segitségével, mivel annak feliilletén a fazistolast létrehozd mintazat szabadon és akar
polimerizacié kozben is valtoztathatd. Parhuzamos, fliggleges oszlopokbdl alld teszt
strukturakat készitettem, ahol az egyes szerkezetekben a fokuszok tavolsaga rendre 1 pm, 1.3
um ¢s 1.7 um volt. A tobbszorozott fokuszokat 1étrehozo fazismintazatokat az SLM gyari
szoftverével allitottam el6, melyeket aztan sziirkeskalas képként jelentettem meg az SLM

feliiletén, mint egy masodlagos képernyén. A polimerizacios kisérletek azt mutattak, hogy az
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1.7 um tavolsagnal (az adott teljesitmény és sebesség mellett) az egyes rudak mar kiilonalléan
polimerizalddtak. Ezért 1.25 pm fokuszpont tavolsagot valasztva készitettem a kinoformos
kisérlethez hasonldan helikalis oszlopokat (16. abra C, E). Ehhez a minta optikai tengely menti
mozgatasaval szinkronizaltan, egy animalt grafikus file megjelenitésével 1éptettem az SLM-en
megjelend fazismintazatot, ami a polimerizalé fokuszok optikai tengely koriili keringését
eredményezték. Mind a kinoformmal, mind az SLM-mel polimerizalt helikalis rudakat optikai
csipesszel meg lehet ragadni, ahol azok hossztengelyiikkel az optikai tengely irdnyaba allnak
be, ¢s helikalis alakjuknak koszonhetden, a roluk szorodo fény altal kifejtett forgatonyomaték
miatt forgasba jonnek. Megmutattam tehat, hogy korabban tobb utvonal menti pasztazassal

polimerizalhat6 szerkezeteket egyetlen eltolassal is el6 lehet allitani.

!

780mMm

Intensity (A.U.)

17. abra. Az SLM feliileti gorbiilete kompenzacidja. A: Michelson interferométerrel kapott
interferogram 532 nm-es lézert hasznalva. B: Az el6kompenzaciot 1étrehozo6 fazistolas mintazat. C: A
korrekcio utan mért interferogram 532 nm-en. D: a korrigalatlan 780 nm-es nyalab fokusza. E: SLM
nélkiili 780 nm-es nyalab fokusza. F: SLM-mel korrigalt 780 nm-es nyalab fokusza. G: Intenzitas
értékek az E (szaggatott vonal) és F (folytonos vonal) fokuszokban a nyil iranyaban.

Az SLM alkalmazédsanak a nyaldb alakitdsaban van azonban egy technikai jellegli
problémaja: a gyartasbol adodoan ezen eszkozok reflektalo feliilete nem teljesen sik, ezért a
roluk visszaver6dd nyalab torzulast szenved. A gorbiilet nagysdga a cm-es tartomanyba esd
méretli felilleten csupan néhany mikrométer, ez azonban elég ahhoz, hogy az SLM-rdl
visszaverddo, lefokuszalt nyalab a fokuszban messze nem lesz diffrakciolimitalt. A problémat
azonban pontosan az SLM fazismoédositod tulajdonsaga segitségével lehet orvosolni: ha ismert
az SLM feliiletének gorbesége, akkor egy ugyanakkora amplitudoji, de ellentétes eldjeli

fazistolas mintazattal (hologrammal) a nyalab torzulasa eldkompenzalhat6, igy az eszkoz
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feliiletét ismét sikhullam hagyhatja el. A fokuszfolt torzuldsa a mi esetiinkben gyakorlatilag

egy asztigmia-szerl foltot eredményezett (17. abra D) két jol elkiilonithetd fokuszsikkal.
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18. abra. Az SLM-es kompenzacid hatdsai. A: SLM-et nem hasznal6 polimerizacioval készitett
voxelek atmér6i 20 ms megvilagitasi idé mellett kiilonbozo teljesitményeken (nyitott haromszog) és 6
mW teljesitmény mellett kiillonbozé megvilagitasi idéknél (zart haromszog). B: Korrigalt SLM-mel
polimerizalt voxelek atméréi (ugyanazon parméterek, mint az A panelen). C: A korrigalt SLM-mel
eldallitott 6 polimerizald fokusz képei, jeldlve azok relativ intenzitasait. A 0"-val jeldlt nulladik rendt
nyalab mutatja az eredeti, nem korrigalt intenzitas-eloszlast a fokuszban. D: A C panelen bemutatott,
a korrigalt SLM-mel megtdbbszordzott nyalabbal polimerizalt teszt alakzatok elektronmikroszkopos
képei. Méretskala: 10 um. E: SLM nélkiil, nem korrigalt SLM-mel és korrigalt SLM-mel, 6 mW
teljesitménnyel és 4 um/s sebességgel készitett teszt alakzatok elektronmikroszkdpos képei.

Meéretskala: 5 pm.

Az el6kompenzaciora kidolgoztunk egy modszert, és megmutattuk, hogy a fokusz ismét

szinte teljesen diffrakcio limitalt lesz, valamint, hogy a torzult nyalab okozta polimerizalt

szerkezetek deformacidja is megsziintetheté [108]. Elsé 1épésként az SLM feliiletének

gorbiiletét mértilk meg, amihez egy Michelson interferométert épitettiink 532 nm-es méro

hullamhosszal. Ennek egyik karjaban a visszaverd tiikor az SLM feliilete volt, a masikban

pedig egy siktiikor. A mérés soran az SLM feliiletén minden pixelre azonos fazistolas értéket

adtunk, és igy rogzitettiik a két visszavert nyalab interferenciajat. Az SLM gorbiiletébdl adodo

torzulas jol mérhetd volt a megfigyelt interferencia mintazattal (17. abra A), és valdban egy

hengerfeliilet-szerti fazistolas mintazattal volt jellemezhetd, ami az asztigmia-szerli torzulas

esetén varhatd. Az intenzitds mintazatot el0szor magassag értékekké konvertaltuk az
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interferométert kivilagitdé lézer hullamhosszanak ismeretében, ami lényegében a feliilet
tényleges gorbeségét adta meg. Azt tapasztaltuk, hogy az SLM kijelz6jének sikja a kdzepén
kb. 2.9 pum-rel tér el a sik feliilettdl. A feliilet pontos ismeretében barmely hullamhosszra ki
lehet szdmolni a korrekcids hologramot (17. abra B), amelyet aztan az SLM vezérlé programja
az eszkoz feliiletén megjelenit. Két kiilonb6zé hullamhosszon (532 nm és 780 nm) ismét
megfigyelve az interferogramot, azt lattuk, hogy az SLM-et elhagy6 nyalab hullamfrontja
gyakorlatilag sik lett mindkét esetben (17. abra C).

Ahhoz, hogy  SLM-mel  megtobbszorozott  nyaldbbal  torzuldsmentesen
polimerizalhassunk, a nyaldbokat létrehozé hologramot kombinaltuk a korrekcios
hologrammal. A korrekcios eljaras eredményességét tobbféleképpen is jellemeztik. A
fokuszfolt alakjaul az asztigmids fokuszvonalak helyett szabalyos fokuszfoltot kaptunk (17.
abra F), ennek kovetkeztében a voxelek alakja is ismét torzulasmentes ellipszoid lett, hasonldan
az SLM nélkiil késziilt voxelekéhez, atmérdjiik azokénal azonban kb. 10%-kal kisebb (18. dbra
A, B). A korrigalt SLM-mel késziilt szerkezetek alakja a nem korrigalttal készitettekétol
eltéréen szinte megkiilonboztethetetlen az SLM nélkiil késziilt szerkezetekétol (18. abra E).
Tovabba, az SLM-mel megtobbszordzott nyalabok teljesitménye egy példaként létrehozott
2x3-as mintazatban +5%-on beliili azonos volt (18. abra C), a veliik készitett szerkezetek pedig
megkiilonboztethetetlenek egymastol (18. abra D), ami mutatja, hogy a modszer teljesen
alkalmas egyedi szerkezetek parhuzamos modon torténd polimerizacidjara. A polimerizald
nyalab korrekcidos hologrammal kiegészitett megtobbszordzését laborunkban azota is

rutinszerlien alkalmazzuk (19. abra), ami jelentés idémegtakaritast eredményez.

19. dbra. SLM-mel létrehozott 4 nyalabbal parhuzamosan polimerizalt sejtmanipulator szerkezetek
elektronmikroszkopos képe. A bekeretezett szerkezetek késziiltek egyiddben.
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4.2.Korrekcié vastag SU-8 rétegbe valod polimerizacié esetén

A kétfotonos polimerizacio egyik legelterjedtebb optikai elrendezése az, amikor atlatszo
(tiveg vagy kvarc) hordozora felvitt nagy viszkozitasu, stirti folyadék polimerbe, vagy szilard
rétegbe polimerizalnak a hordozon keresztiili megvilagitassal (20. dbra A). Emellett a
legnagyobb részletgazdagsag eléréséhez nagy (1.2-1.45) NA-ju olajimmerzids objektivvel
fokuszaljak le a polimerizald nyalabot. Ebben az optikai elrendezésben az objektivbol valo
kilépés utan a nagy numerikus aperturaval lefokuszalt nyaldbnak az immerzids olajon, a
hordozén és a polimer rétegen, vagyis harom, optikailag kissé eltérd kozegen kell
keresztiilhaladnia. Sajnos ennek az elrendezésnek szamos nyilvanvalo elonye mellett az a
hatranya, hogy a fotopolimer és az iiveg eltéré torésmutatdja (1.54-1.6 vs. 1.52) miatt a
polimerizald fokuszfolt alakja az iivegtdl tdvolodva egyre inkabb eltorzul, illetve el is tolodik
val6 athaladas eredményezte szférikus aberracioval lehet leirni [112]. Az SU-8 fotopolimer és
az altalunk leggyakrabban hasznalt feddlemez (Menzel-Glaser), mint hordozd esetében a
polimerizalé hullamhosszon (785nm) a térésmutatok rendre 1.59 és 1.517. Az irodalomban
lézeres ablacids eljaras soran mar alkalmaztak egy elékompenzaciés modszert, ahol a
megvilagito lézer fazisfrontjat a torzulast okozo aberracioval ellentétes eléjelt szférikus
aberracioval modositottak [112]. Ezen az elven miikodd elokompenzaciot valdsitottunk meg
mi is a TPP optikai rendszeriinkben [113] méghozza ismét az SLM fazismodositd képességét
kihasznalva: a polimerizald nyaldbot az SLM-rdl visszaveretve annak fazisfrontjat egy
szférikus aberraciot 1étrehozd hologrammal modositottuk, ahol a modositas mértéke raadasul

valtozott a fokusznak az {ivegt6l valo tavolsagaval.

A fotopolimer

Uveg/  — olaj
hordozo
fokusz _
B eltolt —;.’;\
/7 i N
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eredeti %2~
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20. abra. A minta és az objektiv elhelyezkedése a TPP rendszeriinkben. Az liveg hordozon keresztiil
megyvilagitott fotopolimerben (A) a fokusz eltolodik (B) és eltorzul. A nagyobb térésmutatd az SU-8
fotopolimeré, a kisebb az iiveg hordoz6é 785 nm hullimhosszon.
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A fokuszban az elektromagneses teret jellemz6é dimenzi6 nélkiili /” mennyiség leirhato
az SLM egyes pixeleirdl érkezé hullamok 0sszegeként, ami egyetlen fokuszpont esetében a
kovetkezd:

iA

J (6)

1
V= Zj=1,1vﬁe

ahol N az SLM pixeleinek szama, A; pedig a j -dik pixel fazistolasa. A korrekciohoz
felhasznalt fazistolas mintazat (21. abra B) két hologram Osszegeként allt eld: az egyik
eltéritette a nyalabot az eredeti iranybol ((7) egyenlet els6 tag), a masodik pedig bevezette a
szférikus aberracio korrekciot ((7) egyenlet masodik tag, ill. 21. abra A). Az SLM (x, y)

koordinataju pixelén megjelend A(x, y) fazistolas ezért a kovetkez6 alakot veszi fel:
A(x,y) = 57 (R +y9) + 2SA(x,Y), (7)

ahol A, a polimerizal6 hullamhossz, f'az objektiv fokusztavolsaga, (X, y) a fokuszfolt lateralis
eltéritése a mintatérben az optikai tengelyhez képest (esetiinkben 10 um mindkét koordinata
tengely iranyaban). Lathato, hogy a szférikus aberraciot meghatarozo tag egy Z szammal van
megszorozva, ami egyszeriien a fokusznak az iiveg felillet feletti pozicidja. A szférikus

aberraciot leiro egyenlet a kovetkezo:

SA(r) = —%[szng — 12— [fon? —rZ]. (8)

ahol r = /(x? + y2) az optikai tengelyt6l valo tavolsag, n, és n, pedig a hordozo tiveg és a

fotopolimer torésmutatédi (n; = 1.517, n, = 1.59). Ez a kifejezés a fokusz torzulasat, valamint

y

annak axialis eltolodasat is korrigélja.

2

B

fazistolas

21. abra. A fokuszfolt torzulast és eltolodast elékompenzald hologram sziirkeskalas abrazolasa. A

szférikus aberraciot és fokusztolast (ebben az esetben a Z,,, = 70 um értékénél) 1étrehozo taghoz (A)
egy lateralis eltolast 1étrehozd tagot hozzaadva kaptuk meg a kisérletben alkalmazott hologramot (B).

A fokuszfolt optikai tengely iranyu eltolodasat és a polimerizalt szerkezetek torzulasat

10 um hosszu, vizszintes tesztvonalakkal szemléltettem, melyeket két megfeleléen massziv
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tartoszerkezet kozé polimerizaltam az iiveg feliiletétdl 70 pum-es magassagig 5 pm-es
1épéskozokkel, harom kiillonb6zod 1ézerteljesitményt hasznalva (22. abra A). Minden teszt
mintazatot harom kiilonb6z6 vastagsagi hordozo iivegen készitettem el (100 um, 145 um és
170 pm). A torzulas és a kompenzacio jellemzéséhez megmértem a vonalak tényleges

tavolsagat a hordozotol, valamint azok vastagsagat és magassagat.

A korrekcid hatasa mindharom iivegvastagsag esetében hasonl6 volt, igy csak a 170 pm
vastag esetet mutatom be kvantitativan. A polimerizald rendszeriinkben hasznalt, NA=1.25
eltolodasa a 170 pm-es hordozonal tobb, mint 10% (22. abra B). Ezt az elékompenzacioval 2.6
%-ra tudtam csokkenteni. A tesztvonalak vastagsaga korrekcio nélkiil minden esetben az iiveg
felett 30 pum és 60 pum kozotti magassagban maximumot mutatott (22. abra C). Korrekcioval
ez a maximum eltlint, és a vastagsag érték kisebb, bar nem eltind valtozast mutatott az iiveg

feletti pozicioval, szintén minden paraméter mellett.
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22. dbra. Vastag SU-8 rétegbe polimerizalt tesztvonalak. A: A szférikus aberracidval korrigalt
eljarassal, vastag tartooszlopok kdzé polimerizalt tesztvonalak elektronmikroszkdpos képe. B: A
tesztvonalak kozépvonalanak tényleges tavolsaga az tiveg hordoz6tol a tervezett tdvolsag
fliggvényében a korrigalatlan és a korrigalt esetben. Az abra a fokuszeltolodas korrekcidjat mutatja.
C: A tesztvonalak vastagsaga és magassaga az tivegtol valo tavolsag fliggvényében, kiilonb6z6
1ézerteljesitményeknél, a korrigalt és a korrigalatlan esetekben.

A vastagsaggal ellentétben a tesztvonalak magassaga mas-mas trend szerint valtozott a
hordozo feletti magassaggal az alkalmazott 1ézerteljesitménytdl fiiggden. Kis magassagokban
(30 pm-ig) minden esetben ndvekedett a magassag, amely trend 8 mW lézerteljesitmény
esetében meg is maradt a teljes 70 um-es tartomanyon. Ezzel szemben a 6 mW teljesitménnyel
polimerizalt vonalak magassaga nem nott tovabb, a 4 mW-osak pedig 50 pm f6lott egyenesen
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csokkenésbe kezdtek (22. abra C). Az eldkompenzaciéo ezt a harom kiilonb6z6 trendet
megsziintette, ¢s a kompenzalt SLM-mel készitett vonalak magassaga ugyanugy viselkedett:
50 pum-ig enyhén nétt, afolott pedig egy allando értéket vett fel. A kis magassagokban
megfigyelt vastagsdg és magassag valtozasnak a kompenzacidra vald érzéketlenségét nem
vizsgaltuk kisérleti uton, de elképzelhetd, hogy az tiveg 1.517-es és az immerzids olaj 1.509-
es torésmutatoi kiilonbségének tudhatd be. Ezzel egyiitt elmondhat6, hogy a tobb, eltérd
torésmutatoju parhuzamos kdzegen athalado, erésen fokuszalt nyalabbal torténd polimerizacio
esetében megfigyelt fokuszfolt eltolodast és vonalméret valtozast az SLM feliiletére adott
szférikus aberraciot leird fazistolassal ha nem is sikeriilt teljes mértékben megsziintetni, de
sikeriilt olyan mértékben csokkenteni, amivel a szubsztrattél tobb tiz mikrométeres
tavolsagban is elfogadhaté mindségii struktirak készithetok. Ennek a gyakorlatban valo
alkalmazasat egyébként az 6.3 fejezetben bemutatott 70 pm magas szerkezetek jol

demonstraljak.

4.3. Osszegzés

1. Diffraktiv optikai elemek felhaszndlasaval eljarast dolgoztam ki a kétfotonos
polimerizacié parhuzamositasara, amivel jelentésen gyorsabban készithet6k Osszetett polimer
mikroszerkezetek. A hatékonysdgot az eredetileg egyetlen polimerizald 1ézernyaldb
megtobbszorozésével sikeriilt novelnem, amelynek segitségével az Osszetett szerkezeteket tobb
pasztazasi lépés helyett egyetlen pasztazassal el lehetett késziteni. A modszert demonstraltam
alland6 és valtoztathatd diffrakcios mintazatot létrehozo optikai elemmel is. Megmutattam,
hogy a szerkezetek méretei, mint példaul helikalis szerkezetek menetemelkedése a modszerrel
kontrollalt modon valtoztathatok. Megmutattam, hogy a helikalis mikroszerkezetek optikai
csipesszel csapdazhatok és ellendrzott modon forgasba hozhatok.

2. Megmutattam, hogy az SLM-nek, mint a TPP parhuzamositasaban hasznalt diffraktiv
optikai elemnek a gyartasi tokéletlenség miatti felszini gorbiilete megfeleld fazistolas
mintazattal kompenzalhat6. Ennek soran az SLM felszinét az egyik tiikornek felhasznalva,
Michelson interferométer segitségével meghataroztam annak egy sik feliilett6] valo eltérését.
Ennek az eltérésnek az ismeretében kiszamoltam a polimerizacidhoz hasznalt 785 nm
hullamhosszhoz legalkalmasabb korrekcids hologramot, és igazoltam, hogy azt alkalmazva az
SLM feliiletét sikhullam hagyja el. Alkalmasan valasztott teszt szerkezeteket polimerizalva
megmutattam, hogy a korrekcid a tér mindharom irdnyaban megsziinteti a TPP-vel készitett

szerkezetek deformitasat.
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3. A hordozotdl eltérd torésmutatdju, vastag polimer rétegbe torténd fokuszalas miatt
el6allo fokuszeltolodas és fokuszfolt torzulas kompenzalasat valositottam meg a kétfotonos
polimerizacids eljarasban. A fokuszalas soran fellépd szférikus aberracio javitasahoz az SLM-
mel el6kompenzaltam a nyaldbot egy, az aberracioval ellentétes fazistolast létrehozo
hologrammal. A korrekcidés hologramban a szférikus aberracié tagot az iiveg-fotopolimer
hatarfeliilettdl valo tavolsaggal novekvod sullyal vettem figyelembe. A tobb, mint 10%-os
fokuszeltolodast 2.5%-ra csokkentettem, és teszt szerkezetekkel megmutattam, hogy azok
geometrigja is nagymértékben fliggetlen lett attol, hogy milyen vastag polimer rétegen

keresztiil vilagitva késziiltek.
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5. Fénnyel hajtott mikromechanikai rendszerek.

A TPP-vel készitett mikroszerkezetek egyik legkézenfekvobb alkalmazasi teriilete,
elsOsorban méretiikb6l adoddéan a mikrofluidikai rendszerekben vald felhasznalas, ahol
integralt elemként latnak el valamilyen specifikus feladatot. A passziv, sziiréként [102, 114,
115] esteleg keveroként [116-118] mikddd szerkezetek mellett az aktiv, mozgo eszkozok [81,
84-86, 119, 120] az alkalmazasok igén széles tarat nyitjak meg. A mozgd mikromechanikai
eszkozok meghajtasat elérték mar magnesesen, akusztikusan €s természetesen fénnyel valod
megvilagitassal is. A mozgd mikroeszkozok kivaloan alkalmasak a mikrovilagban
megfigyelheto jelenségek kontrollalt koriilmények melletti vizsgalatara, modellezésére, mivel
ezek alakja, mérete, egyéb fiziko-kémiai tulajdonsagai pontosan definidlhatok. Ebben a
fejezetben fénnyel hajtott, altalunk valamilyen jelenség modellrendszereként hasznalt

mikromechanikai eszkozoket mutatok be.

Az eszk6zok fénnyel torténd meghajtasa a fény hordozta impulzusnak fénytorés vagy
visszaverddés soran bekovetkezd megvaltozasat hasznalja ki (az elnyelést annak hatranyos
termikus hatdsa miatt nem érdemes erre a célra felhasznalni). Az impulzusvaltozas nyoman
fellépd erd, ami mozgasba hozza a mikroeszkozt, tipikusan a pikonewtonos erétartomanyba
esik. Ezek a mikroeszk6zok potencialisan akar dsszetett mikromechanikai rendszerek meghajto
egységeiként is szolgalhatnak. A kdvetkezOkben bemutatott mikromechanikai rendszereink
vagy egy (kozel) parhuzamos nyalabbal torténd kivilagitassal, fényvisszaverddés révén jonnek

mozgasba, vagy pedig a fénytorésen alapulo 1ézercsipeszt hasznaltuk erre.

5.1. Fényvisszaver6déssel mozgatott mikroszerkezetek

5.1.1. Felliletre integralt optikai motor

Galajda Péter és Ormos Pal az évezred elején nagy nemzetkozi visszhangot kivaltd
munkajukban optikai csipesszel tartott és forgomozgast végzé mikro-hélixeket készitettek,
melyeket jol kontrollalt sebességgel tudtak forgatni [6]. Az eszkdz potencidlisan a
fényenergianak a mikromechanikai rendszereket meghajtd forgémozgassa valdo kozvetlen
atalakitasat teszi lehetdvé. Ezt az eszkozt gondoltuk tovabb oly modon, hogy se a forgd
alkatrész megtartasahoz, se annak forgatasahoz ne kelljen optikai csipeszt hasznalni [121].
Ehelyett a forg6 alkatrészt egy szilard hordozora rogzitett tengely tartja, a fényforras pedig egy
mellé integralt fényvezet6 szal (23. dbra A). A fényvezetd szal egyik végébe becsatolt fény a
masik, forgd alkatrész kozelébe helyezett szalvégen kilépve aszimmetrikus modon
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megvilagitja a fogorészt és visszaverddés révén impulzust ad at neki. A visszaverd feliilet az
n=1.63 torésmutatoju fotopolimer és az eszkozt koriilvevé viz (n=1.33) hatarfeliilete. A
kialakitas elénye, hogy a fénynek a fényvezetobe vald becsatolasa utan a rendszer teljesen
hordozhatd, mivel az alkatrészek egymashoz képest rogzitett helyzetben vannak, ugyanarra az
iiveg feliiletre integralva. Mind a forgo elemet, mind a fényvezeto szalat 1ézeres direkt irassal

lehet elkésziteni egy-egy 1épésben.

23. abra. Feliiletre integralt mikromotor. A: A mozgas koncepcidjanak bemutatasa. B: Az
elkésziilt mikromotor és a mellé integralt fényvezetd elektronmikroszkopos képe. C: A motor-
fényvezetd paros optikai mikroszkdpos képe.

A megvalositott eszkoz (23. abra B, C) az alabbi két 1épésben késziilt el. Elsoként egy
mikroszkop fed6lemez hordozora fényre polimerizalddo optikai ragasztod rétegbe UV 1ézeres
megvilagitassal polimerizaltunk kb. 10 pum széles, 5 pm magas és tobb milliméter hosszu
fényvezet6 szalakat. A meg nem keményedett polimer leoldasa utan egy SU-8 réteget vittiink
fel az tivegre, amibe aztan a fényvezetd szalak egyik végéhez pontosan hozzaigazitva, TPP-vel
elkészitettiik a forgd alkatrészeket. Ez utdbbiak két részbol alltak: egy tartoszerkezetbodl,
amelynek a tengely is része volt, és a tengely koré polimerizalt forgorészbol, ami egy 12 fogat
tartalmazo, 10 pm atmérdji kerék volt. A kerék forgatasahoz elegendd volt a szal végén kilépd
fény 5-10 mW teljesitménye, amit kiilon méréssel hataroztunk meg. A teljesitmény novelésével
a forgas sebessége monoton ndtt, a maximalisan alkalmazott teljesitménynél 2 Hz

fordulatszamot érve el.

A fény altal a mikromotorra kifejtett nyomatékot két, egymastol fiiggetlen modszerrel
szamoltuk ki. Az elsOben, kdzvetlen modon a rotor lapatjainak feliiletérdl visszaverddo fény
impulzusvaltozasabol, a Fresnel formulak segitségével szamoltuk ki a nyomatékot. Ismert volt
a torésmutatd kiilonbség, a beesési szdgek, valamint a feliiletek méretei és igy a nyomaték
6.2*¥10" Nm + 2.1*107'® Nm-nek addédott a maximalis intenzitds mellett. A masodik
modszerben a megfigyelt mozgas alapjan szamoltuk ki a nyomatékot, ahol azt hasznaltuk fel,

hogy konstans forgasi sebességnél a kozegellenallasbol szarmazo nyomaték egyenld a fény
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altal kifejtett nyomatékkal. A kozegellenallas kiszamitasahoz a rotort egy olyan lapos hengerrel
kozelitettiik, aminek a magassaga a rotor magassagaval (2 pm), sugara pedig annak sugaraval
egyezik meg, és a tengelye koriil forog 2 Hz fordulatszammal. A kozelitésben az R sugaru és
H magassagi henger alap- és feddapjanak dr széles gylriijén a folyadék nyird ellenallasa
dF; = T2 r-m-dr er6t fejt ki, palastjanak egy d6 nyilasszogii feliiletén pedig dF, = 7- H -
R - d@ erdt, ahol T a nyirofesziiltség. A nyirofesziiltség kozelitésénél feltételeztiik, hogy a

henger feliiletén a folyadék sebessége a hengerével egyezik meg, ami egy h tavolsag utan

csokken O-ra (h = 2 um). A nyirofesziiltség 7 = u% modon szamolhatd ki, ahol p a viz
viszkozitasa, % pedig a folyadék sebességének csokkenése a feliiletre merdleges iranyban. A

nyirofesziiltséget a 7 = u% értékkel kozelitettem, ahol w a szogsebesség. A T

behelyettesitésével azt kapjuk, hogy a henger sik lapjaira a

. e R2
Ts=f0Rr-dFs=2'M%foRr3-dr=R2-n-“;: )

forgatonyomatékkal, annak palastjara pedig a

ww-R?

T,=J,"R-dE,=2-R-m-H- (10)

forgatonyomatékkal hat a viszkozus ellenallas. Az értékeket behelyettesitve a nyomatékot
19*107' Nm + 20%-ra becsiiltiik. Az alkalmazott kozelitéseket tekintve (h = 2 um és

tomornek tekintett henger) a két érték egyezése elfogadhatonak mondhato.

xS5.0K 0088 7.0KV 10um

24. abra. A fénnyel torténd forgatas tervezett alkalmazasa. A: Egymasba illeszkedé mikropumpa
elemek elektronmikroszkdopos képe. B: Mikropumpa forgorészek folyadékcsatornaba agyazott
valtozatanak optikai mikroszkopos képe a mellé integralt fényvezetd szallal.

A késobbiekben lépéseket tettiink afelé, hogy a mikromotort beépitsiik valamilyen
Osszetett mikromechanikai rendszerbe, ahol a motor annak fénnyel meghajtott er6forrasaként
miikodott volna. Bar ezt az iranyt nem vittiik végig, nem publikalt eredményeink szerint (24.

abra) a szerkezet mellé integralt fényvezetobol kilépd fénnyel valdé meghajtas alkalmasnak
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tlinhet pl. mikroméretti folyadékpumpa miikodtetéséhez. A szerkezet elkésziilt valtozataban
két, egymassal Osszekapcsolodo kerék szerepelt, amelyek a forgodugattytis szivatty elvén
pumpaltak volna folyadékot. Az eszkdz egyedisége abban rejlett, hogy vele pikoliter térfogata
folyadékot lehetett volna kontrollaltan pumpalni a meghajt6 nyaldb intenzitasaval valtoztathatod

sebességgel.
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25. dbra. Mikromotorok modellezése. A: A motorok és a mellé illesztett fényvezetd szal optikai
mikroszkopos képe a valtoztatott pozicionalasi paraméterekkel. A szalbol kilépd és a kerékkel
kolesonhato nyalab megfigyelt (B) és modellezett (C) intenzitas eloszlasai. D: A forgas
sebességének fiiggése a fényvezets szal elsé feliilete és a kerék kozti tavolsagtol. E: A
forgatonyomaték szamolt fliggése a nyalab optikai tengelye és a kerék tengely kozti tavolsagtol
kiilonbozé kerék alakok esetében.

A mikromotorok fénnyel valdo meghajtasat egy nemzetkdzi kooperacié keretében sikertilt
modellezni, és javaslatot tenni nagyobb hatékonysagt kerék geometridra [122]. A modell azt a
fenti kisérletben bemutatott helyzetet irja le, amikor egy fényvezetd szalbol kilépd, enyhén
széttartd nyalabbal hajtjuk meg a mikromotort, ahol a valtozo paraméterek (25. abra A) a motor
geometridja, a szal kilépo feliilete és a motor tengelye kozti tavolsag (,,z Distance’), valamint
a megvilagité nyalab kozépvonala és a motor tengelye kozti tavolsag (,,Offset”). A modell egy
altalunk polimerizalt valés kerék digitalizalt korvonalabdl indult ki, amit axidlisan #
magassagig kiterjesztve kaptuk meg a kerék 3D modelljét. A modellben a motor térfogataban
a torésmutatd 1.59 (SU-8 fotopolimer) értéket kapott, azon kiviil pedig 1.33-at (viz). Az igy
kapott teret kooperacidos partneriink véges szamu elemre bontotta, és a paraxialis

hullamegyenletet felhasznalva kiszamolta egyrészt a megvilagité nyalab intenzitas eloszlasat
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az inhomogén eloszlasu torésmutatd mezdében (25. dbra C), valamint minden egyes nagy
torésmutatoju elemre a ra hato erdket. Végiil ezeket az erket felhaszndlva kiszamolta a rotorra
hat6 teljes forgatonyomatékot. A szamolasok eredményét a kisérletekkel (25. abra B)
Osszehasonlitva jo egyezést kaptunk a kialakuld fordulatszamokat tekintve mind a motor-
fényvezetd tavolsagfiiggésében (25. abra D), mind az ,,Offset” fiiggésében (25. abra E). A
modell tovabba alkalmas volt arra, hogy a kerék alakjat optimalizaljuk a nagyobb nyomaték
elérése érdekében. A nyomatéknak a forgastengely és megvilagitoé nyalab optikai tengelyének
tavolsagfiiggésébol megallapitottuk, hogy alkalmas geometriai modositasokkal az altalunk
eredetileg készitett motornal lehetséges joval hatékonyabbat késziteni (25. dbra E, legfelso

geometria).

5.1.2. Mozgatds mikroszerkezetbe csatolt fénnyel
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26. abra. Mozgatas mikroszerkezetbe csatolt fénnyel. A: A szerkezetbe csatol fény terjedésének
modellezése FDTD modszerrel. B: A fény szerkezetbe csatolasanak sémaja. C: A becsatolt fénnyel
torténd mozgatas fénymikroszkopos felvételei. A fény a korrel jelolt végén 1ép be a szerkezetbe.

Az el6z0 fejezetben bemutattam egy példat arra, hogyan lehetséges a fény reflexiojabol
adodo impulzusvaltozast mikroszerkezetek kontrollalt mozgatasara hasznalni. Egy tovabbi
mikromechanikai rendszer fénnyel valé mozgatasanak ujszerli modszerét vizsgaltuk meg
elméleti és kisérleti megkozelitéssel egy dan kooperald partneriinkkel [123]. A vizsgalt
modszer mobil mikroeszk6zoknek egy szilard hordozon térténd mozgatasara alkalmas, ahol a
mozgatd fény egy, a mozgas sikjara merdlegesen érkezé enyhén fokuszalt nyaldb. A
mozgatashoz sziikséges impulzusatadas ebben az esetben a szerkezet részét képezo fényvezetd
szal belso feliiletén torténd kozel teljes visszaverddés soran valosul meg, mivel a fényvezetd

szal meg van hajlitva, igy a beeso fény terjedési iranya benne 90 fokkal megvaltozik (26. dbra
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A). Ebben a munkaban én a méréshez sziikséges geometridji szerkezetek tervezését és
polimerizacigjat végeztem, mig partneriink a fénnyel hajtott mozgatas méréseket és a
modellszamitasokat. A modellszamitasok az id6tartomanybeli véges differencia modszerrel

(finite-difference time-domain, FDTD) késziiltek.

Az polimerizalt modell rendszer egy 20 pm hosszu, 2 pm atméréji fényvezetd szal volt,
amely a két végén 8 um-es gorbiileti sugarral egy negyed korivben végzodott (26. abra B). Az
igy keletkezett ives szal mindkét vége a mozgatd fény terjedésével ellentétes irdnyba mutatott.
A szalhoz még négy gdmbot is polimerizaltunk, hogy az egész szerkezetet optikai csipesszel
is lehessen mozgatni. A mérések soran megmutattuk, hogy amig a mozgat6 parhuzamos nyalab
csak a fényvezetd szal egyik végén csatolodik be, a szerkezet sajat hossztengelye iranyaban
képes elmozdulni, és egészen addig mozog, amig a masik ives végét is meg nem vilagitja a
mozgatd nyalab (26. abra C, 0-50 képkocka). Ebben az esetben ugyanis mar a szerkezet
mindkét, egymassal szemben 1év0 ives szakaszaban megtorténik a teljes visszaverddés, a két
ellentétes erd kiegyenliti egymast, a szerkezet pedig megall (26. abra C, 50-80 képkocka). A
mozgas iranyat egyediil a szal ives részének iranya szabta meg: a mozgas az ives szakasz
sikjaban tortént. Bar ezzel a modszerrel a mozgatas csak egy dimenzidban lehetséges, a fény-
mozgés konverzié hatékonysagara jellemzo, hogy a fény becsatolasa utan a szerkezet akkor is
mozgasba jott, amikor annak két gdmbjét optikai csipesszel csapdaztuk, vagyis a teljes

visszaverddésbol szarmazo erd nagyobb volt, mint a lateralis csapdaerd.

5.1.3. Autondm mozgd mikroszerkezet I: cstiszd ék

Az onalléan mozgd mikro- vagy nanorészecskék mar a 2000-es, 2010-es években is
szamos érdekes alkalmazassal kecsegtettek, emiatt kutatasuk mar akkor igen intenziv volt. A
mikroszkopikus méretli rendszerek az onmagukban valo alkalmazas mellet a makroszkopikus
méretli egyedekkel rendelkezd sokasag Osszetett, kollektiv mozgasanak mikroszkop alatt valo
modellezésére is kivaldan alkalmasak lehetnek. Az ilyen sokasag egyedeinek legalapvetobb
jellemzdje, hogy a meghajtas mechanizmusa mindegyikben rendelkezésre all, és hogy az ehhez
sziikséges energiat a kornyezetiiktél kapjak. Az egyedek Onalld mozgasat tobbek kozott
mechanikus meghajtassal, kémiai reakciokkal, termikusan vagy elektromagneses térrel lehet
elérni [124-126]. Ha olyan sok mikroszkopikus méretii egyedet készitiink és helyeziink egy
viszonylag sziik teriiletre, hogy azok mozgas kdzben egymassal kdlcsonhatnak, akkor ezzel a
sokasaggal a kollektiv mozgast is lehet mikroméretekben kontrollaltan tanulmanyozni. Maguk

a szerkezetek természetesen szamos modszerrel késziilhetnek el, anyagukat és kialakitasukat
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az alkalmazasi cél és a tervezett meghajtas mechanizmusa donti el. Ezen modszerek egyike a
kétfotonos polimerizacid, mivel ez tokéletesen alkalmas tetszéleges alaka 3D

mikroszerkezetek nagy szdmban torténd elkészitésére.

Autoném mozgasra képes mikrorészecskéket készitettiink, amelyekkel azt vizsgaltuk
meg, hogy egy homogén modon kivilagitott mintatérben milyen mozgast lehet veliik elérni. A
részecskéket ugy terveztiik, hogy a mozgashoz sziikséges energiat az ket megvilagitd fénybdol,
visszaverddés soran bekdvetkezd impulzusatadassal nyerjék. Ezt az alapkoncepciot kétféle
geometriaval vizsgaltuk ugy, hogy a mozgas mindkét esetben a fény terjedési iranyara

merdleges sikban torténjen.
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27. dbra. Az autondm mozgast végzo ékek. A: Az ékek elektron- (fent) és optikai mikroszkopos (lent)
képei. B: A homogén megyvilagitassal torténé mozgatas koncepciodja. A sziirke nyilak a megvilagito
fényt, a feketék pedig a mozgas iranyat mutatjak. C: A szerkezetek elliptikus képeinek nagytengelye
és a mozgasuk iranya kozotti szog eloszlasa. D: Néhany kivalasztott szerkezet mozgasanak titvonala.

Az elsé ilyen vizsgalt részecske egy 45 fokos nyilasszoggel rendelkezo ¢k volt (27. abra
A) [127]. Ha az €k az egyik lapjan fekszik a hordoz¢ feliileten, az erre a feliiletre feliilrdl,
merdlegesen érkezo fény az ék felsd lapjarol ebbe a sikba, tehat 90 fokos szoggel verddik
vissza, és olyan iranyu erét fejt ki a részecskére, amelynek lesz a visszaverddés iranyaval
ellentétes, a hordozo sikjaba es6 komponense is. Emiatt az ¢k a visszaverddéssel ellentétes
iranyba elmozdulhat (27. dbra B). A visszavert intenzitdas maximalizalasahoz az €k lapjainak

reflexiojat annak fémmel torténd bevonasaval noveltiikk meg. A mozgas autonom jellegét az
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adta, hogy annak iranyat csakis a test orientacidja szabta meg, kiviilr6l nem lehetett

kontrollalni.

Az én feladatom ebben a projektben az ékek megtervezése, elkészitése és visszavero
képességiik novelése volt. Az ékeket feddlemez tiveg hordozora, allo helyzetben készitettem
el, hogy a két visszaverd, 45 fokot bezard oldalukat a reflexié noveléséhez feliilrél fémmel be
lehessen vonni, de a tobbi részre csak minimalis mennyiségli fém rakddjon le. Az ¢kek méretét
az hatarozta meg, hogy mekkora az a legkisebb méretii, az iiveg hordoz6 normalisaval 22.5
fokot bezar¢ feliilet, amit a TPP voxelméretét figyelembe véve megfeleléen sikra el lehet
késziteni. Magassaguk ezen megszoritdas mellett 11 pm lett, szélességiik pedig 9 um. A
polimerizacié ¢és eldhivas utan az ¢ékek felszinére kb. 200 nm, a megvilagitdo fény
hullamhosszéan (1070 nm) erdsen reflektald arany réteget vittem fel katodporlasztassal. Ezutan
mechanikusan eltavolitva a hordozordl, egy targylemezre cseppentett vizeseppbe pipettaztam
ket gy, hogy a vizcsepp fiiggott a targylemez alatt. igy az ékek a csepp aljara gyiiltek, és viz-
levegd hatarfeliileten gyakorlatilag surlodas nélkiil tudtak mozogni. A csepp alja a mikroszkop
latomezejének méretében sik feliiletiinek volt tekinthetd. A fényvisszaver6 feliilet, amikor az
¢kek mar a viz-levegd hatarfeliileten fekiidtek, feliilnézetben egy kissé ellipszis alakt volt, a
szerkezetek képei pedig ilyen alaku sotét foltokként jelentek meg a mintatérben. Ennek azért
volt jelentdsége, mert ennek az ellipszisnek a nagytengelye mutatta a fény visszaverddésének
iranyat. A szerkezet mozgasanak egyik legfontosabb jellemzdje pedig a visszaverddés

iranyanak ¢és a kialakult mozgés iranyanak a relacioja volt.

A kollégaim altal elvégzett, kiértékelt és értelmezett kisérletek tantisaga szerint az ¢kek,
bar kis szamuk miatt kollektiv mozgast nem végeztek, autondém mozgast viszont igen: haladasi
iranyuk kis szorassal jol megegyezett az ellipszis alakjuk hossztengelyének iranyaval (27. abra
C), vagyis valoban egyediil az orientaciojuk altal meghatarozott volt. Ez az irany raadasul csak
igen kismértékben valtozott, mivel a mozgas perzisztencia hossza az ¢kek méreténél tobb, mint

tizszer nagyobb, atlagosan 355 pm volt (27. abra D).

5.1.4. Autondm mozgd mikroszerkezet Il: gordiilé henger
A masik, hasonldan autonom modon mozg6 szerkezettel eredetileg az volt a célunk, hogy
a csuszo ékekkel ellentétben ezek szilard feliileten is képesek legyenek mozogni. Ezért egy
jelentosen kisebb strlodasi ellenallassal rendelkezd gordiild mozgason alapuld eszkozt
készitettiink [128]. Ennek a szerkezetnek szintén a tervezését, az elkészitését és a fémmel

torténd bevonasat végeztem ¢én, a fény utjanak sugaroptikai modellezést és a gordiilési
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kisérleteket pedig kollégaim. A szerkezetet egy henger alaku burkolofeliilettel ellatott testként
képzeltiik el, ami a szilard hordozo felilleten a paldstjan gordiil, mikézben a hordozéra
merdleges iranybol homogén intenzitas eloszlasu fénnyel megvilagitjuk. A forgatashoz
sziikséges nyomatékot a mikrohenger strukturalt feliiletér6l visszaverddo fény
impulzusvaltozasa biztositotta. Az els6 kisérleteket olyan, prizma tipusu hengerekkel végeztiik,
amelyeknek a keresztmetszete a hossztengely mentén allandé alaka és helyzeti 2D poligon
(erre példa a 28. abra A). Itt az elv hasonld volt, mint a sz&l mozgasara merdleges tengelyli

szélkeréké.
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28. abra. Egy kétdimenzios, prizma tipusu rotor modellezése. A: Egy 7 karu, 100%-os reflexioval
rendelkezd rotor, és az azt megvilagitd nyalabok modellje. B: A rotorra haté nyomaték értékei a rotor
¢és a nyalabok relativ irdnyainak fliggvényében; az egyes irdnyokhoz a rotort a képsikra merdleges
tengely kortil forgattuk korbe.

A kisérletek soran azonban minden esetben azt tapasztaltuk, hogy az ilyen hengerek egy
bizonyos helyzetig gordiiltek, majd megalltak. Ez az eset egy alapvetén 2D probléma, mivel a
fény a henger tengelyére merdlegesen érkezik, és a henger feliiletét, onnan visszaverddve,
szintén a tengelyre merdleges iranyban hagyja el. Az ezekre a testekre haté6 nyomatékot
sugaroptikai modellezéssel elemezve az deriilt ki, hogy akar reflektiv, akar refraktiv testekrol
legyen sz6, amig nem torténik fényelnyelés, egy teljes koriilfordulas alatt a forgatonyomaték
tobbszor eldjelet valt, vagyis a nulla értéket is felveszi (28. abra B). Ezekben a helyzetben pedig
a test csapdazodik. Meg kell jegyezni, hogy amint a prizma tipusu henger anyagat

fényelnyelové tessziik, a szimulacio talalt gordiilésre képes elrendezést.

Mivel azonban a kisérletekben hasznalt hengerek aranyozott feliiletének reflektanciaja
nagyobb, mint 97%, igy abszorpcidéval nem szdmolunk, vagyis a prizma tipust alakot Ujra
kellett gondolni. A megoldast az jelentette, hogy a henger tengelye menti alak-invarianciat
megsziintettilk, és sz6 szerint egy csavart vittlink a rendszerbe: a keresztmetszetet alkoto

poligon helyzetét az alaptol kiindulva a tavolsaggal egyenes aranyban elforgattuk. A
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forgastengely kozepénél elcsavarva a rotorokat, a hengerben két, ellentétes helicitast csavart
alakitottunk ki (29. abra C). Ezzel az elrendezéssel azt értiik el, hogy a visszavert fény mar nem
csak a tengelyre merdlegesen hagyja el a testet, hanem lesz azzal parhuzamos komponense is.
Lesz ezen kiviil olyan nyalab is, amely a beérkezés iranyaba verddik vissza, igy a teljes
impulzusat a testnek adja at. Az ilyen moddon elkészitett testeknek kulcs paramétere az
elcsavaras mértéke volt, amit a szimulacidokban 0 és 180 fok kozott valtoztattunk. Ez az
aszimmetria mar elegend6 volt ahhoz, hogy a szimulacio6 talaljon olyan elcsavaras tartomanyt,

ahol a nyomaték értéke sosem lesz nulla, vagyis megtorténhet a folyamatos forgas.
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29. abra. A haromdimenzios henger eldallitasa és alkalmazasa. A: Az elkésziilt henger
elektronmikroszkopos képe. B: A hengerek optikai mikroszkopos képei a mintatérben. A
forgastengely iranyat a szaggatott vonal, az arra merdleges irdnyt a zold nyil, a gordiilés irdnyat a piros
nyil mutatja. C: A torzids alak eldallitasa egy négy, eredetileg sik lapbol allo test kozepének
megcsavarasaval. Folytonos fekete nyilak mutatjak a tengely két oldalara azonos iranybdl beesd
nyalabok eltéré modon vald visszaver6dését. D: A gordiilés iranya és a tengelyre merdleges irany
eltérésének (o sz0g) hisztogramja.

A szimulaciok alapjan a masodik kisérletsorozathoz mar az elcsavart hengereket
terveztem meg, polimerizaltam, és tettem a feliiletiiket reflektalova (29. dbra A). Az elcsavaras
mértékét a szamolas alapjan 115 fokra allitottam be. A polimerizaci6 soran a tervezett alaknak
a fizikai megvalositasat kellett optimalizalni, figyelemebe véve, hogy a polimerizacid soran a
TPP alapegységének tekinthetd voxelek mérete nem elhanyagolhato: kb. 0.3 pum széles és 1.5

um magas ellipszoid. Ez azt jelentette, hogy a henger megcsavart lapjainak minimum 1.5 pm
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vastagsaguk lesz. A hengerek méretét ezért annyira kellett megndvelni, hogy ez a vastagsag
jelentosen kisebb legyen, mint a megcsavart feliiletek kozti tavolsag, hogy a fény elegendo
nagy feliiletrdl tudjon visszaverddni. A hengerek atmérdje és magassaga ezért egyarant kb. 30
pm lett. A reflexidhoz ebben az esetben is 200 nm arany réteget vittem fel a szerkezet
feliiletére. A gordiilés eldsegitéséhez a henger két végére egy-egy gyliriit polimerizaltam. A
hengereket ezutan egy mikroszkop targylemezbdl készitett mintatartoban vizbe meritettiink és
a targylemez sikjara merdleges iranybol megvilagitottuk. Ennek hatasara a hengerek, a
szimulaciokkal 6sszhangban, egyenletes sebességgel gordiiltek a megvilagitott teriileten (29.
abra B). A mozgasuk iranya csekély szorassal minden esetben a hossztengelylikre merdleges
iranyba tortént (29. abra D). Ezzel a kisérlettel altalanossagban is megmutattuk, hogy hengeres
testek forgatasa tengelylikre merdlegesen bees6 homogén intenzitaseloszlasu fénnyel csak tigy
lehetséges, ha a rendszer nem irhat6 le csupan kétdimenzids problémaként, vagyis, ha a test

altal visszavert fénynek minden helyzetben van a tengellyel parhuzamos komponense is.

5.2. Optikai csipesz alkalmazasa mikroméret(i alkatrészek dsszeszerelésére

Korabban emlitettem, hogy a kétfotonos polimerizacioval készitett mikroszerkezetekbdl
Osszetett mikromechanikai rendszerek hozhatok létre. Ennek alapvetden két modja van: a
rendszer elemeit vagy eleve a végleges helylikre polimerizaljuk, vagy azokat, elsdsorban
mozgo alkatrészeket, a polimerizalas utan szereljiik 6ssze. Az utébbihoz sok esetben az elemek
mikrométernél pontosabb mozgatasa sziikséges, amire az optikai csipesz annak precizitasa,
testre szabhatdsadga €s nem invaziv jellege miatt kivaléan alkalmas. Az optikai csipesszel
mikrogyongyoket néhany nanométeres [129], nagyobb szerkezeteket 50-100 nm-es
pontossaggal lehet megtartani [87, 130]. Ezen kiviil a csipeszt az azt 1étrehoz6 intenzitas
eloszlasok és fazismintazatok sokszinlisége is kivételesen alkalmassa teheti mikroeszk6zok
mozgatasara [131]. Az irodalomban mar a 2000-es évek kozepétdl talalunk példat nanoszalak
[132], funkcionalizalt mikrogyongyok [133] vagy akar polimerizalt szerkezetek [134] optikai
csipesszel valdo mikro-6sszeszerelésére (,,micro assembly”). Annak, hogy a TPP-vel készitett,
aztan optikai csipesszel 0sszeszerelt mikroeszkoz rendszerekre az irodalomban kevés példa
talalhato, vélhetéen a két technolégia kombinalasanak komplexitasa, és az Osszeszerelés
idéigényes volta lehet az oka. Egy nemzetkézi kooperacio keretében uttér6 modon
megmutattuk, hogy lehetséges TPP-vel készitett alkatrészek két- és haromdimenzids

Osszeszerelése, akar még automatizalt formaban is.

47



kel enen. | orand 381 25

A kétdimenzios Osszeszerelést [135] olyan sik, nem trivialis (pl. szabalyos sokszog)
alaku mikroméretli elemekkel mutattuk meg, amelyekkel - alkalmas modon elforgatva - egy
feliiletet hézagmentesen be lehet fedni. A 30. abra A mutatja, hogy erre milyen alakot talaltuk
megfelelének, amelyet aztan Szegeden készitettem el. Ez az alak ezenkiviil alkalmas volt arra,
hogy egy képfeldolgozd algoritmus segitségével egyértelmiien meg lehessen hatdrozni az
irdnyat, a csipesszel pedig alkalmas irdnyba lehessen forgatni. Az alakokat a két kiszélesedo
résziiknél lehet az optikai csipesszel megfogni (30. dbra B, piros korok), és 90 fokkal kell
elforgatni, hogy egymasba illeszthetok legyenek. A sik elemek Osszeilleszthet6ségéhez a
kooperal6 partner laborjaban egy kétiranyt, kis NA-ju megvilagitassal miik6do optikai csipeszt
alkalmaztunk, amelyben a csapdazé nyalabok egymassal szemben haladnak a mintatérben. A
minta két iiveglap kozott néhanyszor tiz mikrométer vastag vizréteg volt, amibe a szerkezeteket

meritettik.

Y-scan [um]

X-scan [pum]

30. abra. A kétdimenzids Osszeszereléshez hasznalt alakzat. A: Az alak terve és elektronmikroszkopos
képe (inzert). B: Az elemekkel tervezett feliiletlefedési mintazat.

A mintatér aljanak az elemek elforgatasaval és egymdas mellé helyezésével valo
lefedéséhez harom modszert is kiprobaltunk. Az elsé modszer az alakzatok egyszerli, egymas
utan torténd beillesztése volt egy 4x4-es mintazatba. Ekkor a csipesz kezeldje manudlisan,
egyenként csapdazza az alakzatokat, forgatja megfeleld iranyba és helyezi a megfeleld helyre.
Ez a modszer az elemeket viszonylag kisebb stirtiséggel tartalmazé mintak esetén hatékony, a
legtobb emberi beavatkozast igényli, és meglehetdsen lassi. A masodik modszert nagyobb
elemstiriség esetén elényosebb hasznalni, ahol a latotérben 1évé elemeket egyszerre ragadja
meg az optikai csipesz, és egy elore definidlt utvonalon és alakzattd illeszti azokat egyidében
Ossze (31. abra A). Ennek sordn a targyasztal nem mozog, a mozgatand6 elemek pontos

crey

elére meghatarozott cél pozicidkba, igy Osszeillesztve az elemeket. A harmadik modszer
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teljesen automatikus, és ebben az esetben a targyasztal folyamatos egyiranyl mozgatasaval
keriil mindig egy-egy elem a latotérbe. Miutan a képtér egy kijelolt teriiletére keriilt az Gj elem
(31. abra B, pirossal koriilkeritett teriilet), a szoftver itt felismeri, meghatarozza a helyzetét és
csapdazva az el6zbleg Osszeillesztett elemek mellé rendezi (31. abra B, két-két zold korrel

megjeldlt elem).

31. abra. A kétdimenzids Osszeszerelés két megvalositasi sémaja. A: Az Osszes szerkezetet egyszerre
ragadja meg az optikai csipesz, és mozgatja az eldre kijeldlt helyiikre. B: A minta lassi mozgatésa
soran (fekete nyil) a pirossal keretezett teriiletre érkezd szerkezeteket a rendszer felismeri €s csapdazza
(z6ld korok). Ezutan a jobb oldalon 1év6 (sarga nyil) Osszeillesztett szerkezetekhez mozgatja.

A haromdimenzidés 0Osszeszereléshez [136] kétféle szerkezetet terveztem és
polimerizaltam. A harmadik dimenzioba térténd mozgatast ugy tettiik sziikségess¢, hogy —
ellentétben a puzzle darabkak esetével - az egyik fajta szerkezetet nem lehet csak sikban
mozgatva belehelyezni a masik alakzat megfeleld részébe, sem onnan kimozditani, hanem
ehhez a mintatér sikjabol ki kell emelni a csipesszel. Tovabbi fontos cél volt, hogy az
Osszeillesztett elemek a csipesz kikapcsolasa utan is egyben maradjanak. Az alakzatokat gy
terveztem meg, hogy egyrészt egymast kiegészito alaku, egyszertien polimerizalhato darabkak
legyenek, masrészt, hogy ezeket szinte tetszélegesen hosszu, akar elagazo lancba lehessen
Osszefiizni. A két alak koziil az els6 (32. abra A) egy 13 um hosszu ,,sulyz6” formajat vette fel,
amelyet a kiszélesedd végeinél (kb. 4 pm atmérdjii gomb) fogva lehet megfogni a csipesszel,
¢s ezek azok a részek is, melyek a masik alakzatba beleilleszkednek. A masodik alakzat (32.
abra B) egy kb. 18 um oldalhosszsagli négyzet alapti hasab, amelynek négy oldalan a stulyzo
gombjének megfeleld méretii 6bdl talalhatd, ahova azok beilleszthetok. A sulyzoé feje egyszerii
lateralis mozgatassal nem nyomhatd bele a hasab oldalan 1évé 6bolbe és nem is hiizhato ki

onnan, csak ha a hasab magassaga (kb. 10 um) folé felemeljiik a csipesszel.
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32. abra. A 3D Osszeszereléshez hasznalt stlyzo alaku (balra) és a fogadd 6blokkel ellatott (jobbra)
szerkezetek.

A kooperald partneriink optikai csipesz rendszerével demonstraltuk a 3 dimenzids
Osszeszerelést (33. abra). Ebben a kisérletben kihasznaltuk a kétiranyt megvilagitassal miikodo
optikai csipesz nagyobb tartomanyt axidlis mozgatd képességét, amelyet a szembe halado
nyalabok relativ intenzitasainak valtoztatasadval valositottunk meg. A csipesszel probléma
nélkiil sikeriilt a sulyzokat az optikai tengely mentén mozgatni, tetszéleges iranyba forgatni az
optikai tengely kortil, illetve egy széles szdgtartomanyon (-50° — 50°) barmely lateralis tengely
koriil megdonteni (33. abra B). Ezzel a sulyzokat dontéssel vagy megemeléssel a hasab
magassaga folé lehetett emelni és az 6bolbe helyezni. Az Osszeszerelés utan a szerkezeteket
azok termikus fluktuacidja nem tudta egymastol eltavolitani, azok hosszu ideig egy egységet

alkottak (33. ébra C).

A

33. abra. A 3D mikroméretii 6sszeszerelés. A: A sulyzo alaku szerkezet felemelésének sémaja
kisérletben hasznalt optikai csipesz rendszerben. A piros savok az egymassal szembe halad6 csapdazo
nyalabokat jelolik. A bal oldali sulyzé felemelése az alsé nyalab intenzitdsdnak ndvelésével torténik.
B: A stlyzo alaku szerkezet elfogatasnak demonstralasa optikai mikroszkopos felvételeken. Az
elforgatas szogeit a z és az y tengely koriil mértiik. C: A 3D Osszeszerelés menetét bemutato optikai
mikroszkopos felvételek. A zold és a fehér kordk a csapdat vezérld szoftver altal a csapdak helyére
rajzolt jelek.
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A fenti két munkaval demonstraltuk, hogy a tobb mikroméretli alkatrészt tartalmazo
rendszerek 0sszeszerelésére az egymasba illeszked6 elemek hasznalata jarhato t, és hogy ezek
pontos mozgatasara az optikai csipesz megfeleld eszkéz. Megmutattuk, hogy a néhany
alkotoelemet magaba foglald egységek mar egyben is mozgathatok (transzlalhatok,
forgathatok) lateralisan, ami tobb, egymastol fliggetleniil Gsszeszerelt részegységnek egy
masodik lépésben torténd Osszeillesztését teszi lehetévé. Raadasul, egy ilyen mechanikai
rendszer az dsszeszerelést kovetden az optikai csipesz nélkiil is egyben marad egy permanens,

komplex mikrokornyezetet alkotva akar bioldgiai objektumok szamara is.

5.3. Osszegzés

1. Uveg hordozoéra kialakitott, a fény impulzusat szabalyozhato sebességii, kotott tengelyti
forgémozgassa alakitd, optikai meghajtassal miikodé mikromotort készitettem kétfotonos
polimerizacidval. A lapatkerék-szerli mikromotort egy, a vele kozods hordozd iivegre
polimerizalt fényvezetd szal végénél készitettem el. A motor meghajtasat a fényvezetd szalba
becsatolt, €s a motor elotti végebal kilépo fénynek a lapatkerekekrdl vald visszaverddése miatti
impulzusvaltozas biztositja. Megmutattam, hogy a motor a szalba becsatolt intenzitastol fiiggd
fordulatszammal forog. Két fiiggetlen mddszerrel meghataroztam a fény altal a motornak
atadott impulzusnyomatékot, melyek az alkalmazott egyszeriisitéseket figyelembe véve jo
egyezést adtak. Kooperacios partnereimmel modellszamitasok segitségével javaslatot tettem a
motor hatékonysaganak novelésére a motor geometridjanak megvaltoztatasaval. Az integralt
motor mikromechanikai rendszerek er6forrasaként hasznalhato fel. Megmutattam tovabba,
hogy a meghajlitott mikroméretii fényvezeté szalba becsatolt, és azon athaladd fény annak
iranyvaltozasa okozta impulzusvaltozas miatt er6t fejt ki a szerkezetre, és mozgasba hozza.

2. Autoném modon mozgd, fénnyel hajtott objektumok mozgasanak a mikrométeres
tartomanyban torténd tanulmanyozasdhoz készitettem polimer eszkozoket. A szerkezetek
meghajtasat a feliiletiikrdl visszavert fény impulzusvaltozasa biztositotta. Sik feliileten, annak
normalisa irdnyabol homogén modon kivilagitva a szerkezetek egyediil alakjuk és helyzetiik
altal meghatarozott iranyban mozognak. Az autondém mozgast egy ¢k alak, a feliileten cstiszo,
¢és egy henger alaku, a feliileten gordiilo testtel demonstraltuk. Mindkét szerkezet esetében
kisérletileg igazoltuk, hogy a mozgas - kis szoras mellett — valoban az alakjuk aszimmetridja
altal meghatarozott iranyban torténik. A hengerek esetében azt is megmutattuk, hogy

folyamatos gordiilés homogén megvilagitds mellett csak akkor johet létre, ha a tengelyre
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merdlegesen beesd fénynek annak visszaver6dése utan van a tengellyel parhuzamos
komponense is.

3. Mikromechanikai elemek optikai csipesszel torténd két- ¢és haromdimenzids
Osszeszerelését demonstraltam alak-komplementer mikroszerkezetekkel. A kétdimenzios
Osszeszereléshez olyan egyféle alakot késztettem, amit két optikai csipesszel lehet egy sikban
forgatni, és amivel egy sik feliiletet azok helyes iranyba torténd elforgatasaval teljesen le lehet
fedni. Az Osszeszerelést kiillonboz6 mértékben automatizalt eljarasokkal is megmutattam. A
haromdimenzids mozgatast igényld Osszeszereléshez kétféle, egymasba illeszkedd alakot
készitettem. Megmutattam, hogy megfelelo alaku alkatrészekkel optikai csipeszt alkalmazva
mikroméretekben is lehetséges olyan dsszeszerelés, ahol az alkatrészek az Osszeillesztés utan

egyben maradnak.
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6. Mikroszerkezetek fellletkezeléses funkcionovelése

A polimerizalt mikroszerkezetek feliiletének bevonasaval azok alkalmazasi teriilete
jelentosen kiterjeszthetd, mivel a mechanikailag megvalosithatd kolcsonhatasok mellett az
eszk6zoknek kémiai vagy biologia funkciok adhatok. A bevonasok céljai kozott a
mikroeszk0zok mozgathatosaga [115, 137], bioldgiai makromolekulaknak vagy egész
sejteknek a feliilethez valo rogzitése [138-140] valamint szenzorikai felhasznalas [141] is lehet.
A bevonas maodjat a kiindulasi feliilet anyaga és a létrehozand6 végsoé feliilet hatarozza meg:
ez lehet egyszerli adszorpcid, am leggyakrabban kémiai uton, esetleg valamely 6sszekotd
(linker) anyag segitségével kovalens kotéssel rogzitik a funkcionalis réteget a feliiletre. Ez a
réteg lehet egy egyszerli fém réteg, allhat nanorészecskékbdl, de egyszerli szerves molekulak

vagy bioldgiai makromolekulak is alkothatjak.

A legtobb esetben a funkcionalizalas tobb 1épéses folyamat, ahol a legels6 molekulanak
a polimer anyagaval kell kdlcsonhatnia. A mikroszerkezetek anyagaul szolgald fotopolimerek
legnagyobbrészt akril vagy epoxi alapuak. A legtartosabb bevonast mindkét esetben akkor
kapjuk, ha a feliileten maradt, el nem reagalt akril vagy epoxi csoportokkal létrehozott kovalens
kotéseken keresztiil rogzitjiikk a kivant rétegeket a feliilethez. A maradék akril csoportok
segitségével torténd bevonashoz az irodalomban leggyakrabban azt hasznaljak ki, hogy az akril
csoportokkal az amino csoportok (-NH2) Michael reakcioval képesek elreagalni. Az etilén
diamin két amino csoporttal is rendelkezik, és ezt, mint linkert hasznalva Farrer és munkatarsai
arany bevonatot hoztak létre 3D polimerizacioval, akril alapt fotopolimerbdl készitett tekercs
alakt mikroszerkezeteken [74]. Azt illusztralandd, hogy barmely funkcionalizalt feliilet lehet
egy tovabbi feliilet kiindul6pontja, Chen és munkatarsai tovabbmentek az el6z06 példanal, és az
akril feliiletre levalasztott arany rétegre autokatalitikusan (,,electroless plating”) egy tovabbi

eziist réteget vittek fel [142].

Az amino csoportokkal torténd reakcié az epoxi alapi polimerek esetében is a
leghatékonyabb ut, ami eredményezhet fém bevonatot [ 143] vagy szerves molekulak bevonatat
is [68, 144]. Fontos, hogy az epoxi alapti polimereknél az amino csoportokkal torténo reakciot
legtobbszor egy feliilet-aktivalasi 1épés, vagyis az epoxi csoportok felszakitasa kell megeldzze,
ami lehet példaul kénsavas [69] vagy salétromsavas kezelés [71, 144]. Nagyon izgalmas
lehetdségeket rejtenck a tobb eltérd anyagbol készitett mikroszerkezetek, mivel ezeknek egyes

elemeit akar szelektiven is lehet funkcionalizalni, és igy meghatarozni, hogy pl. €16 sejtek a
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szerkezet mely részéhez tapadjanak [145]. A kovetkezOkben az epoxi alapi SU-8 polimerbdl

késziilt mikroszerkezetek funkcionalizalasa terén elért eredményeimet mutatom be.

6.1.SU-8 mikroszerkezetek bevonasa fehérjével

Biologiai makromolekuldk vagy sejtek kiilonb6z6 anyagi mindségi feliiletekhez torténd
rogzitésének biokémiai iton az egyik legelterjedtebb modja a sztreptavidin-biotin kapcsolat
létrehozasa, annak szelektivitasa és stabilitasa miatt [146, 147]. Az egyes sztreptavidin-biotin
kotések erdssége 160 pN koriil van [148], ami sok esetben az optikai csipesszel kifejthetd
er6tartomany feletti érték, vagyis az ilyen modon egymashoz kotott feliileteket — foként, ha
tobb kotés is kialakul — a csipesszel nem lehet szétvalasztani. Az eljards lényege, hogy a
kezelend¢ feliilethez, valamint a hozzé kikdtendo pl. sejtek felszinéhez, DNS-hez, RNS-hez
stb. elsd 1épésben kovalensen hozza kell kotni a biotin molekulat. Ezek utan a négy biotin
kotohellyel rendelkez6 sztreptavidin fehérjét (34. abra A, [149]) a mintahoz adva, az 6sszekoti
a biotinnal funkcionalizalt objektumokat. Polimerizalt 3D mikroszerkezetekre a 2010-es évek
elejéig ezt a bevonasi modszert azonban nem alkalmaztak. A mi célunk azzal, hogy ebben az
idészakban szerkezeteinket elkezdtiik sztreptavidinnel funkcionalizalni, az volt, hogy

elsdsorban egyedi sejteket nagy affinitassal hozzajuk tudjunk kapcsolni.

A fehérjével valo bevonast el6szor egy szilan-alapu, amino csoportot is tartalmaz6 linker
molekula segitségével dolgoztuk ki, amely lehetdvé tette a biotinnak az SU-8 feliileti epoxi
csoportjaihoz valo kotését [150]. Az irodalombdl ismert volt, hogy aminoszilanok segitségével
(pl. APTES vagy APTMS) az SU-8 fotopolimer [69] de akar iiveg feliiletén is [151] ki lehet
alakitani egy amino csoportok alkotta réteget. Mind az amino csoportok SU-8 feliilethez
kotése, mind a biotinnak az amino csoportokhoz kotése kovalens modon torténik. Mi az
aminopropil trietoxi-szilant (APTES) valasztottuk (34. abra C), amelyben a kézponti szilicium

atomhoz harom etoxi csoport és — kdzvetve — egy amino csoport kapcsolodik.

Az SU-8 APTES-alapu fehérje bevonasara a kovetkezd modszert dolgoztuk ki és
optimalizaltuk. A polimerizalt mikroszerkezetek felszini, polimerizalas utdni maradék epoxi
csoportjainak felszakitasara, és igy feliileti hidroxil csoportok létrehozasara egy 1 M
salétromsavat ¢és 0.1 ammoénium-cérium(IV)-nitratot (CAN) tartalmazod vizes oldatot
hasznaltunk [71], valtoztatva az inkubacid idejét 0.5 és 4 6ra kozott. A hidroxil csoportokhoz
tud az APTES az etoxi csoportjain keresztiil kovalensen hozzakétni. Az amino réteg

kialakitasahoz a savval kezelt mintat 90 percig izopropanolban oldott APTES-ben (2 v/v%)
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aztattuk. A kovetkezd, izopropanolos mosas utani 1épésben egy szulfo-NHS biotin nevii
molekulanak a vizes oldataban (1 mg/mL) inkubaltuk a mintat 4 6ran at. Ebben a molekulaban
(34. abra B) a biotin karboxil csoportjahoz egy —NHS (N-hidroxiszukcinimid) csoport van
kotve, amely amino csoport jelenlétében azonban levalik, lehet6vé téve, hogy a biotin az amino
csoporthoz kosson. A biotinalt mintat ezek utan inkubaltuk PBS-ben oldott sztreptavidin

fehérjével (10 nM vagy 100 nM, pH=7.4).

A

~
34, abra. Az SU-8 mikroszerkezetek sztreptavidinnel vald bevonasahoz sziikséges molekuldk. A: a
négy alegységes sztreptavidin fehérje vazlatos képe az egyes kotohelyekre bekotott biotin
molekulakkal (gdmb reprezentacioval abrazolva). A D alegységbe bekotott biotint pirossal
bekereteztem. B: NHS biotin molekula. C: aminopropil dietoxi-szilan. D: PEG-diamin

Ahhoz, hogy meggy6zddjiink, hogy mindegyik 1épés sziikséges a sztreptavidinnek a
feliilethez vald kotodéséhez, a mintakat a biotinalasig torténd egyes lépések utan 12 6ran
keresztiil inkubaltuk a sztreptavidin fluoreszcensen megjelolt valtozataval. Az igy feliilethez

kotott fehérje mennyiségét kvantitativ fluoreszcens mikroszkopiaval allapitottuk meg [152].

A feliiletkezelés 1épéseinek hatasai a kovetkezdkben foglalhatok dssze. A kezdeti savas
kezelés hatasat tobb modszerrel is vizsgaltuk. Optikai mikroszkoppal azt 1attuk, hogy a 2 oras
kezelés a polimerizalt szerkezetek legvékonyabb, kb. 0.5 pm vastag részeit eltavolitotta, vagyis
jelentdsen roncsolta a mintat (35. abra F, G). Vizes kontaktszog mérést végezve a savval kezelt
sik SU-8 feliileten kideriilt, hogy a kezdetben erdsen hidrofob feliilet inkabb hidrofil jelleget
mutatott a savas kezelés hatasara: a kontaktszdg 2 oras kezeléssel 82 fokrol 42 fokra csokkent.
Ezen kiviil a feliileti hidroxil csoportok mennyiségét is meghataroztuk egy szinreakcioval, és
azt tapasztaltuk, hogy azok szama a 2 6ras kezelés soran tobb, mint 5-szérdsére novekedett. A

feliiletet atomerd mikroszkopiaval vizsgalva azt talaltuk, hogy némileg kisimult: a kezeletlen

55



kel enen. | orand 381 25

SU-8 érdessége 2.6 nm, a 30 percig savval kezelté¢ pedig 1.8 nm volt (35. abra A, B abra).
Erdekes modon, amikor a kiilonbozé ideig savval kezelt mintakat inkubaltuk APTES-sel majd
NHS biotinnal, azt tapasztaltuk, hogy a tobb feliileti hidroxil csoportot eredményez0, hosszu
idejli savas kezelés esetében kevesebb fehérje tapad ki a feliiletre. Mindezeket Gsszevetve, a
savas kezelés optimalis idejét 30 percben allapitottuk meg, és azota is ezt hasznaljuk.
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35. abra. Az SU-8 feliiletkezelés hatasai. A-C: SU-8 feliilet érdessége atomerd mikroszkopiaval
mérve nem kezelt (A), savval kezelt (B) és fehérjével boritott (C) feliileteken. D-G: a savas kezelés
hatasa vékony SU-8 vonalak morfologiajara. Nem kezelt tesztvonalak: D és F; ugyanazon vonalak 30
perces (E) és 120 perces (G) savas kezelés utan. Az eltiind vonalak feketével vannak bekeretezve. A
méretskala 10 pm.

A savas kezelést kovetd szilanos és a biotinos inkubacios 1épések soran az alkalmazott
magas koncentracioval és hosszll inkubacios idovel az el6zdleg 1étrehozott hidroxil csoportokat
telitettiik, €s igy biztositottuk, hogy az utolso 1épésben, a fehérjével vald kezelés soran a lehetd
legmagasabb feliileti fehérje koncentraciot érjiik el. A kvantitativ fehérje fluoreszcencia
mérésekbdl (36. abra) az deriilt ki, hogy a legnagyobb feliileti fehérje boritottsaghoz a folyamat
Osszes lépése sziikséges: legmagasabb, 5-8*10° fehérje/um? értékhez a CAN, az APTES és a
biotin kezelés egyarant kellett. Ez az érték egyébként fiiggetlen attdl, hogy legvégiil 10 nM-os
vagy 100 nM-os fehérje oldatban inkubaltuk-e a mintat. Az APTES kezelés elhagyasa ennek
kb. tizedére csokkentette a feliileten mért fehérje mennyiséget, a biotin elhagyasa pedig
kevesebb, mint szazadara. A csak savas kezelést kapott SU-8 feliiletre pedig tobb mint 3
nagysagrenddel kevesebb fehérje képes kikotni. A kapott eredmények hibahataron beliil
megegyeztek az UV-megvilagitassal és a kétfotonos polimerizacioval létrehozott SU-8
feliileteken. Az 5-8%10° fehérje/um? érték egyébként ugy is értelmezhetd, mintha a polimer
feliiletének kb. 20-35 %-a volna egy fehérje monoréteggel bevonva. Bar ezzel a modszerrel

stabil, 3 nap mulva is jelen 1év6 fehérje réteget voltunk képesek 1étrehozni a feliileten, hatranya
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az volt, hogy egyaltalan nem szelektiv az SU-8-ra, vagyis a mikroeszkdzoket tartd iiveglapon

is ugyanakkora feliileti fehérje koncentracié alakult ki.
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36. abra. Sztreptavidin fehérje koncentracidja SU-8 feliiletén az egyes kezelési 1épéseket kovetden,
APTES 6sszekoté molekulat alkalmazva.

A feliileti fehérje koncentracio jelentds novelését és a fotopolimer szelektiv bevonasat
sikeriilt megvaldsitanunk egy masik 6sszekoté molekula alkalmazasaval [153]. Polietilén-
glikol-diaminnal (PEG-diamin, 34. abra D), mint feliileti aminocsoport réteget 1étrehozni képes
molekulaval talalkozhatunk az irodalomban [154]. Mivel a PEG lanc végein 1évé amino
csoportok az SU-8 feliilet epoxi csoportjaival képesek reagalni, igy ez az 6sszekotd molekula
kovalensen a kothetd feliilethez. Szerepe azonos az elézéekben bemutatott APTES-sel: a
szabad amino csoportjaihoz NHS biotin kapcsolhato. Kisérleteinkben az SU-8 réteg kezdeti
savas kezelését egy metanolban feloldott (15 mM) 2 kDa molekulasulya PEG diamin kezelés
kovette, amit pedig a szintén korabban bemutatott szulfo-NHS biotinos inkubacio. A
kvantitativ fluoreszcencia mérések (37. abra A) megmutattak, hogy a polimer feliiletén a
fehérje koncentraciot az APTES linkerhez képest a PEG diaminnal kozel egy nagysagrenddel
sikeriilt ndvelni (4*10* STA/um?). Ez azt jelenti, hogy a szerkezeteket a sztreptavidin kb. 2
Osszefiiggd rétegben fedi be. Mindekdzben azonban az iiveg feliiletre tobb, mint tizszer

kevesebb fehérje keriilt, vagyis ez a modszer joval szelektivebb az SU-8-ra.

Ezzel parhuzamosan egy olyan fehérje kikotési eljarast is teszteltiink az SU-8 feliileten,
ami nem specifikus a sztreptavidinre. Ennek soran a savas és PEG diaminos kezelést a biotin
helyett egy glutaraldehides kezelés kovette (2.5% PBS oldatban). A glutaraldehid, amit sejtek,
szovetek fixalasara is hasznalnak, képes aminocsoportokkal reagalni, ezért alkalmas a PEG

diamin végén 1évo ilyen csoportokhoz fehérjéket kikotni azok felszini aminocsoportjain
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keresztiil. Ebben a nem specifikus esetben (37. dbra B) a feliileti fehérje koncentracio kb. az
APTES-es esettel volt dsszemérhetd (3-10%10° fehérje/um?) kétféle fluoreszcensen jeldlt
fehérjét is alkalmazva (sztreptavidin és immunoglobulin G). Ez az érték az iiveg hordozon
majdnem harom nagysagrenddel kisebb volt, mint az SU-8-on, vagyis ez a mddszer joval

hatékonyabb a polimerre vonatkozoan.

A = SU-8 surface B m SU-8 surface
Glass surface streptavidin 18G Glass surface
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37. abra. Sztreptavidin fehérje koncentracioja SU-8 feliiletén az egyes kezelési 1épéseket kdvetden,
PEG-diamin (A), és glutaraldehid (B) 6sszekoté molekulat alkalmazva.

Sikeriilt tehat az irodalombol olyan modszereket az SU-8 mikroszerkezetek bevonasara
adaptalni, amivel azokat fehérje-specifikusan, nagy feliileti koncentracioban és szelektiven
funkcionalizalhatjuk. Ezek a bevonasi mdédszerek megnyitottak az utat ahhoz, hogy a polimer
mikroszerkezetekhez egyedi sejteket tudjunk kapcsolni melyeket aztan tetszélegesen tudunk

mozgatni az optikai csipesz segitségével.

6.2. Egyedi sejt optikai manipuldciéja funkcionalizalt mikroszerkezetekkel

Egyedi sejteket optikai csipesszel mar az eszkoz felfedezése utan nem sokkal csapdaztak
[155]. Szamos tanulmany foglalkozik azzal, hogy a csapdazo6 nyalab fokuszaban direkt moédon
csapdaba ejtett €16 sejt mennyire tolerdlja az intenziv megvilagitast [156-158]. Direkt
sejtcsapdazasnak azt az esetet nevezem, amikor a csapdazo nyalab magat a sejtet vilagitja meg.
Ennek a modszernek a sejtek esetleges foto vagy termikus eredetii karositasa mellett mas
hatranya is van: a sejt és a kdrnyezd vizes oldat kozotti, a csapdaerét meghatarozo térésmutato
kiilonbség igen csekély (An ~ 0.1, [159]), valamint a sejtek optikailag inhomogén belso
szerkezete miatt a csapda pontos pozicidja nem jol definidlt. Ezeknek a hatranyoknak a
kikiiszobolése miatt hasznalnak sejtekhez rogzitett polimer vagy kvarc mikrogolyokat (~1 pm
atmérovel) és ezeket csapdazzak, amivel jol definialt modon, akar tobb szaz pikonewton erdt

is ki lehet fejteni [160].
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A sejtek polimer mikroszerkezetekkel torténd indirekt csapdazasa az egyszeri golyokkal
Osszehasonlitva két f6 elénnyel jar: a csapdazo fokuszt még tavolabb lehet pozicionalni a
sejttdl, ami tovabb csokkenti a karositas esélyét, valamint joval komplexebb mozgatasi médok
is elérhetdk. Az indirekt csapdazast az teszi lehetdvé, hogy a mikroszerkezeteket megfeleld
anyaggal bevonva a sejteket hozzajuk lehet tapasztani. Ezt célozta a szerkezetek PEG diamin
segitségével torténo sztreptavidines bevonasa. Ahhoz azonban, hogy a sejtek ilyen a feliilethez
tapadjanak membranjukat biotinnal kell kezelni. Ez szerencsére egy standard modszer a
szerkezetek biotinalasanal is hasznalt szulfo-NHS biotinnal, ami a gyartoi protokollt betartva
a sejtek életképességét nem befolyasolja. Hatranyként jelentkezik, hogy a sejteket a csapdazas

utan nem tudjuk elvalasztani a szerkezettol.

38. abra. Sejtmanipulator szerkezet (sziirke), a hozza csatolt sejt (z61d gémb) és a szerkezetet
csapdazo 4 fokuszalt nyalabbal (rézsaszin) vazlatos képe.

A sejteknek a polimer mikroeszkdzokkel, 3D-ban vald mozgatasahoz a holografikus
optikai csipesz rendszeriinket (HOT) hasznaltuk. A polimer mikroeszkozeink (melyekre egy
példat a 38. abra mutat) minden esetben harom alapegységbdl allnak: i) kb. 4 pm atmérdji
gombokbol, amelyeket a csapdazo fokusz megvilagit, igy a csipesz ezeknél fogva ragadja meg
a szerkezetet, ii) a sejtekhez tapadd, par tiz um? feliiletli sik vagy homort lapbél, illetve iii) az

ezeket Osszekoto strukturalis elemekbdl, amelyek tobbnyire egyszerd, 1-2 pm atmérdji rudak.

Az indirekt optikai manipulaciét demonstraldé munkaban K562 sejteket hasznaltunk,
amelyek egy human limfoblaszt sejtvonalhoz tartoznak, és jellemzdéen gomb alaku, nem
letapado sejtek. A sejtek membranjat biotinaltuk (1 mg/mL szulfo-NHS biotin PBS pufferben,
30 perc inkubalassal), majd a mintatartoban hozzajuk adtuk a sztreptavidinnel boritott polimer
szerkezeteket. A sejtekhez vald tapadas gyakorisaganak meghatarozasahoz egyszerii

ellipszoidokat hasznaltunk, amelyeket csapdazva az liveg hordozora kitapadt sejtekhez
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nyomtunk. A tapadas a szerkezetek kozel 90%-a esetében 1-5 masodperc alatt 1étrejott, miutan
optikai erékkel mar nem lehetett az ellipsziseket elvalasztani a sejtektél. Erdekes, hogy nem
biotinalt sejtekhez a funkcionalizalt ellipszoidok kb. 30%-a hozzatapadt. A nem kezelt
szerkezetek 7.5% és 2.5% valdszinliséggel tapadtak a kezelt és a nem kezelt sejtekhez. Az
ellipszoidokat nem letapadt sejtekhez tapasztva kb. tiz um/s nagysagrendii sebességgel tudtuk
mozgatni a mintatérben a mintamozgat6 asztal mozgatasaval. A megfigyelt sebességbdl a sejt
mérete ismeretében kiszamoltuk a sejtre hatd viszkozus erét, aminek a legnagyobb értéke 30
pN volt. Az ennél nagyobb kozegellenallasi erét eredményez6 sebességek estén az ellipszoid

kiesett a csapdabol, de a sejttdl sosem valt el. Ez trividlisan azt is jelenti, hogy a kett6jiik kozti

tapadasi er6 legalabb 30 pN.
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39. abra. Sejtmanipulatorhoz rogzitett sejt forgatasa és transzlacioja. A: Egy K562 sejtnek egy
négyfokuszi optikai csipesszel megfogott szerkezettel valo forgatasa az optikai tengellyel parhuzamos
tengely koriil. B, D: A sejt csapdazott szerkezettel valo transzlalasa a targyasztalnak a fekete nyil
iranyaba torténé mozgatasaval. C: A sejtmanipulator elmozdulasa az egyensulyi helyzetbdl a szerkezet
hossztengelyével parhuzamos mozgatasa kozben. Felsd kép: elére mozgatas, alsé kép: hatrafelé
mozgatas. E: a sejtmanipulator elfordulasa az eredeti helyzetébdl a D abran lathaté mozgatas kdzben.
A sejtet minden esetben 10 pm-rel az iiveg hordozo6 felett tartottuk. A fokuszon kiviili, az {iveg
hordozon 1€vo sejtek referenciaként szolgalnak. A méretskala 10 pum.

A sejtek mozgatasahoz hasznalt komplex szerkezeteket négy csapdazo fokusz
hasznalataval terveztiik, igy négy, egy sikban 1évé gombbel lattuk el. A sejtek egy ugyanebben
a sikban 1év6 3 pum x 4 pm oldalhosszusagu téglalaphoz tapadtak. Kisérleteinkkel
demonstraltuk, hogy a mikroeszk6zhoz tapasztott sejtet mindhdrom dimenzié mentén lehet
transzlalni akar a csipeszpoziciok akar az optikai asztal mozgatasa altal, az optikai csipesszel
pedig harom tengely koriil bizonyos tartomanyban forgatni (optikai tengely menti forgatas: 39.
abra A). A publikacionk megjelenésekor ez volt az els6 olyan komplex mikroeszkdz, amellyel

egy hozza tapasztott egyedi €16 sejtet optikai csipesszel mozgattak. A sejteknek a szerkezet
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hossztengelyével parhuzamos irdnyba torténd lateralis transzlacidja esetében (39. dbra B) a
maximalis sebesség, amikor még nem esett ki a szerkezet a csapdabol 19 um/s volt, aminél az
eszk6z kb. fél mikrométert mozdult ki az egyenstlyi helyzetébdl (39. abra C). Az erre
merdleges mozgas esetén (39. abra D) a viszkozus ellenallas forgatonyomatékot fejtett ki a

szerkezetre, aminek hatasara az kb. 5 fokkal el is fordult (39. abra E).

Flat-type

Three-
spheroids

Optical axis

40. abra. Sejtmanipulator szerkezetek sematikus abrai optikai tengelyre merdleges (felsd) és azzal
parhuzamos (als6) sikot alkotd csapdazé gombokkel. A kisméretli képek ugyanazon elrendezések
perspektivikus nézetei. Piros nyilak: a csapdazo gombok egyensulyi helyzetbdl vald elmozdulasanak
irdnyai a sejt sulyanak hatdsara. A szaggatott vonalas sziluett az egyenstlyi helyzetb6l kimozdult sejt-
szerkezet parost mutatja.

A sejtek teljesen szabad 6 szabadsdgi foku mozgatasahoz egy merOben masfajta
szerkezetet terveztiink, amely joval stabilabb mozgatast tett lehetévé [130, 161]. Azzal a
szerkezettel ugyanis, melynek a négy gémbje és a sejtfogd lapkaja egy sikban van, bizonyos
forgatasok csak limitalt tartomanyban mukddtek, illetve a sejtet felemelve az tiveg hordozorél
a sejt-szerkezet paros annyira megbillen, hogy kiesik a csapdabol. Ez utobbinak az az oka,
hogy a vizénél nagyobb slirliségii sejt sulya forgatonyomatékot fejt ki az eszkozre, ahol az
erokar hossza hozzavetdlegesen a sejt tomegkozéppontja és az optikai csipesz nyomaték
kozéppontja (40. abra, fekete X) kozotti tavolsag. A nyomaték kozéppontot az N darab
csapdazo fokusz ,,tomegkdzéppontjaként” lehet felfogni, ahol a ,,tomegek™ az egyes fokuszok
intenzitasai. A sikbol torténd kibillenés megmagyarazhato, ha figyelembe vessziik, hogy ennek
soran a csapdazé gombok az optikai tengely irdnyaba mozdulnak el (40. abra, piros nyilak). Az
az ebbe az iranyba valé elmozdulashoz tartozé csapdaallandé azonban kicsi, joval kisebb, mint
az erre merdleges iranyokhoz tartozo, ezért a visszatéritd er0 is kicsi. Ezért olyan szerkezetet

terveztiink, ahol a csapdaz6 gombok alkotta sik az optikai tengellyel parhuzamos, és konnyen
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belathato, hogy ebben az esetben a sejt lefelé mozdulasa a gdmbok lateralis elmozdulasat
eredményezi. Mivel ebben az irdnyban nagyobb a csapdaallando, tehat a visszatérito erd is, a
hasonl6é méretii erékar mellett ez az eré mar ellensulyozza a sejtek sulyabol fakado nyomatékot.
A 40. dbra als¢ szerkezetén a sejthez tapado lapka a harom csapdazo gomb alkotta haromszog
sikjan kiviil, annak kdzepe folott van. Az igy elért stabilitdssal mar megvalosithato volt a sejtek
Ennek az eszkéznek a képességeit és alkalmazasat a sejtek mikroszkdpos leképezésében a 8.2

fejezetben mutatom be részletesen.

Tovabbi fejlesztés volt az indirekt sejtmanipulaciéo modszerében, hogy kidolgoztunk egy
olyan modszert, amivel a sejtek kezelés nélkiil is hozzatapaszthatok a szerkezetekhez. Itt azt
hasznaltuk ki, hogy az emlds K562 sejtek felszinét egy cukrokban gazdag réteg (glikokalix)
fedi, amihez bizonyos fehérjék (pl. a konkavalin A, vagy ConA) nagy affinitassal kotédnek. A
ConA-val torténd bevonashoz az SU-8 szerkezeteket eldszor a korabbi eljarasunkkal
sztreptavidinnel boritottuk be, majd egy tovabbi 1épésben biotinalt ConA-val kezeltiik, vagyis
a biotin kototte a ConA-t a sztreptavidines feliilethez. Az ezzel a bevonattal kezelt szerkezetek
né¢hany masodperc alatt a sejtekhez tapadtak, melyeket ezutan tetszélegesen lehetett mozgatni
az optikai csipesszel. A ConA-s sejttapasztassal végrehajtott sejtmanipulacios kisérletrdl a

8.2.2 fejezetben fogok részletesen irni.

6.3. WGM detektor készitése fehérje jelolésmentes érzékeléséhez

Az epoxi alapd SU-8 fotopolimer feliiletének funkcionalizalasa az ebbdl az anyagbol
késziilt mikroszerkezetek szenzorikai alkalmazasat is lehetévé teszi. Egy ilyen alkalmazasra,
nevezetesen fehérjének vizes oldatbodl, specifikusan, jelolésmentesen és csak optikai alapon
torténd kimutatasara kidolgoztunk egy proof-of-concept megoldast [162]. A munka olasz
kooperal6 partnerrel kozdsen késziilt, amiben a partneriink feladata a mikrofluidikai kérnyezet
elkészitése volt, a mi feladatunk pedig ebben a rendszerben polimerizalni a detektort és annak
feliiletét funkcionalizalni. A k6z8s munka legfontosabb aspektusa az volt, hogy mind a
mikrofluidikai rendszer, mind a detektor ultragyors lézeres anyagmegmunkalason alapult: az
elsot szubtraktiv, tehat anyageltavolitasos technikaval, a masodikat a TPP additiv technikajaval
hoztuk létre. A monolit mikrofluidikai csatorna (41. dbra A) egyetlen kvarc blokkbol késziilt
el, roviden Osszefoglalva a kovetkezoképpen: a kvarcot megfeleld pasztazasi utvonalon a

l1ézerrel megvilagitjak, minek hatasara a megvilagitott teriilet oldhatoésaga hidrogén fluorid
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(HF) szdmara jelentdsen megnd. Ezutan 20%-os HF oldatba meritve, a blokkbol kioldodik a
kvarc a megvilagitott teriileten, megfeleld alaki csatornakat alakitva ki benne. Ezutan
kovetkezett a polimerizacids 1épés. Ennek soran a kialakitott csatornadkat megtoltottilk SU-8-
cal, majd a csatornarendszer megfelel6 helyén kivilagitva azt megpolimerizaltuk a 3D detektor
szerkezetet. Végiil az SU-8 el6hivo oldatdban aztatva a mintat, kioldottuk a meg nem

polimerizalt fotopolimert.

A kovetkezOkben bemutatom a teljes rendszert, ahol kiemelem a detektalas optikai elvét,
a rendszer tervezésének, a fent 0sszefoglalt marasnak és polimerizalas-elohivasnak a kritikus
Iépéseit. A detektalas a rendszeriinkben az Un. ,suttogd galéria modusokon” (Whispering
Gallery Mode, WGM) alapszik. A WGM detektor kozponti eleme a rezonator, amibe bizonyos
hullamhosszusaga fényt evaneszcens modon be lehet csatolni. Az egyik legelterjedtebb
becsatolasi mod az, amikor egy fényvezetd szalat helyeznek a rezonator mellé, és a szalban
terjedd fény 1ép at a rezonatorba. A rezonatorban terjeddé fény modusszerkezetét a rezonator
geometrigja €s torésmutatdja, valamint a fény hullimhossza és polarizacidja szabja meg, és
tobbnyire igen Osszetett [163]. Munkanknak tavolrol sem volt célja a WGM detektorunk
modusszerkezetét tanulmanyozni, hanem az eszkoziink fehérjedetektalasban valo
alkalmazhatosagat probaltuk optimalizalni. A terjedni képes modusokat az egész értéki
moduszamokkal szokas jellemezni, amik lehetnek radialisak (g), azimutalisak (/), polarisak ()

vagy angularisak (7).

A becsatolas az egyes modusokba korong alaku rezonator esetén azokon a frekvenciakon

lehetséges, amire igaz a kovetkezd, mar egyszertsitéseket is tartalmazo egyenlet:

Vigp = [l+aq() +p<\/——1) \/1%4.%\/%_'_3“ ] (11)

ahol ¢ a fénysebesség, R a rezonatorkorong sugara, n a torésmutatoja, a, az Airy fliggvény g-

dik zérushelye, p a rezonatorkorong palastjanak gorbiileti sugara, a y értéke polarizaciofiiggo
modon 1 vagy 1/n°, az ay pedig az Airy fiiggvény g-dik gyoke és a [3n/2(q—1/4)]2/3 értékkel
kozelithet6. A becsatolhatd modusok frekvencidja nagy [ (~1000) értékekre és egyszerii
moduskép esetén (p=0, g=1) a

cl
21NnR

(12)

Viio =

alakkal kozelithetd, ami a rezonator keriilete és a hullamhossz kozott teremt egyszer(i

aranyossagi kapcsolatot.
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A WGM rezonatorral torténd érzékelés azon alapszik, hogy a keriilet mentén terjedo
modusok evaneszcens modon részben kilépnek az anyagbol és igy ,,érzékelik” az azon kiviili
koriilményeket. Ha megvaltozik vagy a rezonator sugara, vagy a fény altal érzékelt n.y effektiv

torésmutatd, a becsatolhatd hullamhossz a

AL An AR
e T A i (13)
A Neff R

Osszefiiggés szerint eltolodik. A detektalasra biologiai érzékelés esetén a torésmutatd valtozas
alkalmas: ha pl. a detektalni kivant fehérje akar egy molekularis réteg vastagsagban rarakodik
a feliiletre, az megvaltoztatja az evaneszcens fény utjaban a torésmutatot, és ezért megvaltozik
a becsatolas feltétele. A WGM rezonatorok mindségi jellemzdje a Q faktor, ami a becsatolt
savok A hullamhosszanak és azok O\ szélességének Q = A/SA ardnya: minél nagyobb ez a szam,

annal érzékenyebb a rendszer.

A mi eszkoziinkben (41. abra D) a rezonator egy kb. 2 um vastag SU-8 fotopolimer
korong volt, az ebbe vald becsatolast pedig kdzvetleniil a mellé polimerizalt fényvezetd szal
biztositotta: a szalba belevezetett széles spektrumu fénybodl csatolodtak at a megfeleld
hullamhosszak a rezonatorba. A mikrofluidikai rendszert ugy alakitottuk ki, hogy a polimer
fényvezetd szal végeinél egy-egy csatornat készitettiink, melyekbe egy-egy makroszkopikus
egymodusu fényvezetot lehetett behelyezni, amelyek koziil az egyik a polimer fényvezetobe
juttatta a széles spektrumi méréfényt. A polimer fényvezeté masik végén kilépd mérdfényt a
masik egymoddusu szal dsszegyiijtotte, €s egy spektrométerhez vezette. A rezonator, és a mellé
polimerizalt fényvezetd szal a folyadékdramban foglalt helyet, és amikor a mérendd fehérje
kitapadt a rezonator feliiletén, a becsatolas feltételei megvaltoztak, jol mérhetéen
megvaltoztatva a méréfény spektrumat. A méréfény hullamhosszaul az 1520-1590 nm kozotti

tartomanyt valasztottuk.

A fehérje szenzorunk szerkezetének felépitése és optimalizalasa a kovetkezd elvek
szerint tortént. A rezonatort és a mellé polimerizalt fényvezetot (41. abra B-D) a
folyadékesatornat kétoldalrol megvilagité fényvezetd szalak koézépvonaldban, vagyis a
csatorna aljatol kb. 70 um-re helyeztiik el. Ehhez rombusz keresztmetszetl, felfelé¢ keskenyedo
labazatot készitettiink, ami a folyadékdramlas iranyaba csak kicsiny feliiletet mutat. Ahhoz,
hogy az els60 makroszkopikus fényvezetd szal ne pontosan a masodik, kicsatold szal felé
vilagitson, vagyis a masodik szalba ne jusson direkt modon az elsé szalbol kilépd fény, ezek

csatorndinak tengelyét 35 pme-rel eltoltuk egymashoz képest. Emiatt a polimerizalt fényvezetd
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szalat ives alakura kellett tervezni, melynek hosszat a csatorna szélességét kitdltendd, 90 um-

re valasztottuk.
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41. abra. Polimerizalt WGM detektor mikrofluidikai csatornaban. A: Az 6sszeszerelt detektor egység
a beragasztott egymodusu fényvezetokkel és a folyadékot szallitd miianyag csdvekkel (piros). B: A
detektor sematikus elrendezése a mikrofluidikai csatornadban. C: Mikrofluidikai csatornaba
polimerizalt detektor fénymikroszkopos képe. A kis képen ugyanezen detektor fluoreszcens
fehérjével megkezelt valtozata fluoreszcens mikroszkoppal nézve. D: A polimerizalt detektor
elektronmikroszkopos képe. A kis képen a fényvezetd szal és a WGM rezonator érintkezése lathato.
E: A WGM detektor transzmittancia spektruma levegében. A zold nyilak egy adott modus egymast
kovet6 [ értékei kozotti ~10 nm-es tavolsagokat jeldlik (FSR).

A polimerizalt fényvezetd vastagsaga akkora kellett legyen, hogy az a mérdéfény
hullamhosszan egymodusu szalként miikodjon, ezért az atmérdjét 3 um-re valasztottuk. A
rezonator egy 50 um atmér6ji és kb. 2 um vastag korong volt. Ennek optimalizalasa soran az
atmérot a 25 um és a 65 um kozott valtoztattuk. Bar megfigyeltiik, hogy a Q faktor nagyobb
atméronél magasabb értéket ér el, azonban a mikrofluidikai csatorna mérete egy praktikus
hatart allitott fel mind a polimerizalt fényvezeto szal hosszara, mind a rezonator atmeérdjére. A
rezonator R sugarabol és n torésmutatdjabol a AL = °(2zRn)”! 6sszefiiggéssel kiszamolhato
az egyes modusok tavolsaga a 4 mérési hullamhossz koriil a transzmisszios spektrumban. A
szerkezetlink 25 pum-es sugarat és az SU-8 fotopolimer 1.59-es torésmutatdjat behelyettesitve
a modusok tavolsagara 1540 nm koril 9.5 nm-t kapunk, ami a levegében mért spektrummal

igen jO egyezést mutat (41. abra E, zold nyilak).
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Az utolso optimalizalandd paraméter a polimerizalt szal és a rezonator kdzotti rés mérete
volt, ami az irodalom szerint 500 nm koriil optimalis. A mi rendszeriinkben ez, a
mikrostruktiraba egyébként betervezett méret a gyakorlatban a szerkezet el6hivasa soran
megszlint, vagyis a fényvezetd szal és a rezonator egymashoz ért (41. abra D, kis kép). Abban
aritka esetben azonban, amikor megmaradt a rés, az atcsatolas mérhetetleniil kicsi volt. Vagyis
az egymashoz ér6 polimer fényvezet €s rezonator volt a gyakorlatban megvaldsithato és ebben

az esetben jott 1étre valoban az atcsatolas.
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42. abra. A WGM detektor kalibralasa. A: A detektor rezonancia spektrumanak egy cstcsa kiilonbdzo
kalibral¢ gliikdz oldat koncentracioval bedllitott torésmutatok esetében. B: A bemutatott csucs
eltolodasanak mértéke a torésmutatd valtozas fliggvényében.

A detektor mikrofluidikai csatorndba vald polimerizalasanak elsé 1épéseként
megtoltottem a kvarc tomb folyadékcsatornajat kb. 10 pL. SU-8 fotopolimerrel, amit ezutan 48
oran keresztiil 95°C-on kezeltem, hogy az oldoszer elparologjon. A minta lézerrel torténd
megvilagitasa utan 95°C-os utdsiités kovetkezett, majd egy egész éjszakan at az SU-8
el6hivojaban aztattam a mintat, hogy a zart jaratokbol is kioldodjon a meg nem vilagitott

fotopolimer, végiil etanollal d&tmostam ¢€s kiszaritottam a csatornat.

Ezutan kovetkezett a szerkezet szenzorikai felhasznalasat lehetové tévo bevonas, aminek
a célja sztreptavidin fehérje detektalasa volt. Ez egy biotinos réteg eldallitasat jelentette a
korabban ismertetett modon, a keskeny csatornak miatt hosszabb mosasi 1épésekkel. E16szor
CAN-nal kevert salétromsavas kezelés tortént, majd PEG diaminnal feliileti aminocsoportok
kialakitasa, végiil pedig szulfo-NHS biotinnal egy biotinréteget hoztunk létre a rezonatoron. A
biotinos funkcionalizalas sikerességét fluoreszcensen jeldlt sztreptavidinnel ellendriztiik (41.

abra C, kis kép). Azt talaltuk, hogy a keskeny csatorndban is be lehet szelektiven vonni a
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szerkezetet biotinnal, és a fluoreszcencia intenzitas alapjan kb. ugyanolyan stiriséggel, mint

nyitottabb {iveglapon.

Az elkésziilt detektorunk rezonancia spektrumanak egy moduséara példat a 42. abra A
mutat. A levegdben mért Q faktor 5%10° volt, ami 6sszemérhetd més 3D technikéaval késziilt
SU-8 eszkdzokével [164], de kissé elmarad az optimalis 10°-6s nagysagrendtdl. A veszteségek
részben szorddasi jellegiiek, részben pedig abbdl adddnak, hogy a rezonator és a polimer
fényvezeté egymashoz érnek és ezért direkt modon is csatolodik at fény. Az Gsszeszerelt
rendszerben (41. abra D) a torésmutatd valtozasra bekdvetkezO saveltolodast ismert
torésmutatoju gliikoz oldattal kalibraltuk, és azt talaltuk, hogy a valtozas linedris, egy
egységnyi torésmutatd valtozasra kb. 61 nm eltolodas a valasz (42. abra B), és koriilbeliil 0.005
egységnyi torésmutatod valtozast képes a rendszer detektalni. A kalibraciot tobb alkalommal
sikeriilt megismételni ugyanazon az eszk6zon annak karosodasa nélkiil.
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43. abra. Sztreptavidin fehérje érzékelése a WGM detektorral. A: A detektor rezonancia spektrumanak
egy kivalasztott cstcsa a sztreptavidinnel torténd inkubacié alatt, néhany inkubacios idénél. B: A
bemutatott csucs eltolodasanak mértéke az inkubacié idejének fiiggvényében.

A detektor sztreptavidin fehérje érzékelését egy 500 nM-os fehérjeoldat segitségével
jellemeztiik. A biotinalt detektorral ellatott csatornan elészor PBS-t dramoltattunk at, majd a
fehérjeoldattal toltottiik fel azt. Ezutan a feltoltést koveto 2., 3., 5., 6. és 22. draban megmértiik
a rendszer spektrumat gy, hogy minden mérés utan 1 percig aramoltattuk a folyadékot, hogy
friss oldat jusson a detektor koré. A kivalasztott sav eltolodasat kovetve (43. abra A) egy telitési
gorbét kaptunk (43. abra B), ami azt jelzi, hogy 22 o6ra alatt a maximalisan lehetséges
mennyiségll fehérje kitapadt a rezonatorra. White és Fan alapjan [165] a mért eltolodasbol a
minimalisan detektalhat6 feliileti fehérjekoncentracio valtozas kiszamolhato, ami esetiinkben
67*10° STA/um?-nek adédott, a telitddés értékébél pedig a maximalisan a feliileten kialakulni
képes koncentracio 820*%10° STA/um*-nek. Ezek az értékek, foként az érzékenység kissé

elmaradnak az elvarttol, de az dket meghatarozo faktorok, pl. a csatorna geometriaja, a kotési
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affinitds vagy a mérési protokoll optimalizalasan keresztiil véleményliink szerint javithatok.
Emellett az eszkoziink elonyei kozé tartozik annak hordozhatdsaga, konnyti kezelhetdsége és

a mérések reprodukalhatosaga.

6.4. Lokalis fluoreszcencia erdsités aranyozott polimer mikroszerkezetekkel

Az optikai csipesszel szabadon mozgathato SU-8 polimer mikroszerkezetek egyik
¢érdekes tovabbfejlesztési iranyaként mobil fluoreszcencia erdsitd eszkdzt kivantunk 1étrehozni.
Ehhez a mozgathat6 eszk6zokon egy erdsitésre alkalmas feliiletet kell lialakitani. Az erdsitésre
az irodalom szerint fém bevonati nanostrukturalt feliiletek, pl. fém nanorészecskék (metal
nanoparticle, MNP) plazmonikus hatasa megfelel6 [166]. Magat az erdsités mechanizmusat
szamos publikdcidban targyaltdk mar, a mi munkank annak egy mobil mikroeszkozzel torténd
megvaldsithatosagat mutatta be [167]. Munkank publikalasa el6tt mikrofluidikai csatornaban
mar valositottak meg ezzel a modszerrel erdsitést, de ez egyrészt nagy kiterjedésii volt,
masrészt helyhez kotott[168, 169]. Esszertinek tiint tehat, hogy a mikroszerkezetek
alkalmazasat a mobil fluoreszcencia erdsitd platformok iranyaba fejlessziik, amelynek kis
aktivalt felillete révén lokalisan lehet elérni fluoreszcencia erdsitést. A fém-erdsitett
fluoreszcencia jelenségére a tovabbiakban MEF-ként (Metal Enhanced Fluorescence) fogok
hivatkozni. A fejlesztést meggyorsitotta, hogy a funkcionalizalasban eddig szerzett
tapasztalatainkat a fém nanorészecskékkel torténé bevonasban konnyedén kamatoztatni tudtuk.
Az SU-8 szerkezetek bevonasa a pozitiv toltésti amino csoportokkal kivalé kiindulds azok
MNP-kel torténd bevonasahoz is, mivel ezek a legtobb eldallitasi eljaras soran negativ feliileti

toltést kapnak, €s igy elektrosztatikusan a feliilethez tapadnak.

A mikroszerkezetek sztreptavidinnel torténd elsé bevonasi kisérleteivel parhuzamosan
megmutattuk, hogy az APTES molekula altal a feliilleten létrehozott pozitiv toltési
aminocsoportok arany nanorészecskék (AuNP) kikotésére is alkalmasak [150]. A most targyalt
munkakban a NP-k feliilethez ktésére mar PEG diamint hasznaltuk, ami joval nagyobb feliileti
stiriséget eredményezett. Az AuNP-ket arany klorid oldatbol Na-citrattal torténd redukalassal
allitottuk el6, aminek kdvetkeztében a NP-k feliilete negativ toltést lett, lehetévé téve a
feliilethez tapadast [151, 170]. A NP-k méretét a 10> % m/m koncentraci6éju HAuCls oldathoz
adott Na-citrat mennyiségével valtoztattuk, igy allitva elé 16 nm, 41 nm és 80 nm atmérdji

AuNP-ket.
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44. dbra. SU-8 mikroszerkezetek bevonasa 80 nm-es arany nanorészecskékkel. A, B:
Elektronmikroszkopos felvételek folytonos nanorészecske réteggel bevont szerkezetekrél. C: Arany
nanorészecskékkel bevont SU-8 feliiletek extinkcios spektrumai APTES és PEG-diaminnal amin-
funkcionalizalt feliiletekkel és eltéré nanorészecske inkubacios idokkel. A10m és A30m: APTES-sel
kezelt és nanorészecskékkel 10 illetve 30 percig inkubalt minta. PSm-P30m: PEG-diaminnal kezelt, és
nanorészecskékkel 5-t61 30 percig inkubalt minta. P6h: PEG-diaminnal kezelt, plusz 6 6ran at inkubalt
minta. P6hA: PEG-diaminnal majd ecetsavval kezelt, plusz 6 6ran at inkubalt minta.

Az MNP bevonas stirlisége alapjaiban hatarozza meg az aktiv feliilet tulajdonsagait. A
stiriiséget, €s ennek az erésitésre gyakorolt hatasat 80 nm atmérdjii NP-kel vizsgaltuk, igy a
kovetkez6 eredmények csak ezekre vonatkoznak. Kiilonboz6 ideig inkubalva a NP-kel az
APTES és a PEG diamin kezelt feliileteket, nagyon eltéré bevonasi stiriiségeket értiink el. A
legnyilvanvalobb eredmény, hogy az APTES-sel kezelt feliiletre joval kevesebb NP rakodik le

crer
crcr

crer

ecetsavas kezelésével 120 NP/um? értékre volt ndvelhetd. Ezek a feliileti siirtiség értékek teljes
feliileti boritottsagot jelentettek (44. dbra A, B) és tovabb nem néttek az inkubacios idével. A
bevonas stirlisége megmutatkozott a feliiletek elnyelési spektruméban (44. abra C), aminek az
integralja kozel linearisan nétt a feliileti stiriséggel. Hasonld fiiggést mutatott a bevont

feliiletek reflexidja is a stirliséggel, és a reflektancia 7% és 27% kozott valtozott.

Ami a bevonandd polimerizalt SU-8 szerkezeteket illeti, azok alakjat specifikusan a
vizsgalando jelenséghez terveztiik (45. dbra A). A reflexioméréshez egy, a hordozohoz a
nagyobbik feliiletével tapadt lapos téglatestet polimerizaltunk, amit nem valasztottunk el a
feliilettdl. A tobbi eszkozt a NP bevonas utan eltavolitottuk az {iveg hordozorol. A MEF
modszer legfontosabb jellemzdje, az erdsitési tényezo megallapitasahoz fluoreszcensen jeliilt
fehérjeréteget hoztunk létre egy iiveg feliileten, amelyre a NP bevonas utan a polimerizalas
helyérél eltavolitott eszkozoket pipettaztuk. A fehérjeréteget DyLight 650 vagy Cy3
fluoroforral jeldlt sztreptavidin alkotta szamolasaink szerint kb. masfél Osszefiiggd
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molekularétegben. A fluoreszcencia gerjesztés €s detektalas az liveg iranyabol, alulrdl tortént.
Az eszkozok véletlenszert helyzetben keriiltek ugyan a rétegre, de az alakjukbol adodoan
mindig ugy, hogy a vizsgalni kivant résziikkel érintkeztek vele (45. abra A). A MEF er0sitési
tényezd nagy feliileten torténd meghatarozasahoz sik, valamint kissé hengeres (45. abra A, E2
szerkezet) téglatesteket készitettliink, amelyek mindig a legnagyobb feliiletiikkel érintkeztek a
fehérjeréteggel. A MEF lokalis ersitéséhez olyan téglatesteket polimerizaltunk (45. dbra A,
E3 és E4 szerkezetek, 44. abra A, B), amelyekbdl kis kontaktfeliileti rudak alltak ki, és szinte

mindig ezen rudak végeivel érintkeztek a feliilettel.
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45. abra. Fém-erdsitett fluoreszcencia. A: A fluoreszcencia erfsitésre hasznalt szerkezetek sematikus
képei. A gerjesztés €s a detektalas a hordozo liveg irdnyabol tortént. Az erdsitést a fluoreszcencia réteg
és a szerkezetek érintkezési pontjainl a vastagabb piros szin jelzi. B: E2 tipust, P6h bevonasu
szerkezettel erdsitett fluoreszcencia konfokalis mikroszkdpos felvétele DyLight 650 festékkel jelolt
fehérje rétegen. Skala: 10 um. C: A B abran lathat6 felvételen a szaggatott vonal menti
intenzitaseloszlas. D: A kiilonbdz6 mértékben bevont erdsitd szerkezetekkel elért fluoreszcencia
erésités a szerkezetek 633 nm-en mért extinkcigjanak fliggvényében. E: E2 tipusi, A10 bevonasa
szerkezettel erdsitett fluoreszcencia intenzitasa a kis képen jeldlt szaggatott vonal mentén. F: E4
tipusu, P6h bevonasu szerkezettel erdsitett fluoreszcencia konfokalis mikroszkdpos felvétele. Skala:
10 um. G: Az F abran lathat6 felvételen a szaggatott vonal menti intenzitaseloszlas.
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A fluoreszcencia erdsités a DyLight 650 fluorofoérra, a nagy kontakt feliiletli eszk6zokkel
tekintve (45. abra B, C) a 633 nm hullamhossznal mért extinkcid értéke fiiggvényében (45.
abra D) monoton mdédon novekedett. Az atlagos erdsités értéke kb. 5-nél telitédott a 6 6ras NP
inkubacioval készitett mintaknal, és a legmagasabb megfigyelt értéke 5.7-szeres volt (45. dbra
C). Az er6sités egyik APTES-sel készitett feliilet esetében sem volt magasabb 2.5-szeresnél
(45. abra E). Tovabbi fontos megfigyelés, ami a jelenség magyarazatat is segitette az volt, hogy
a hengeres feliiletii lapoknal a fluoreszcencia erdsités a lapka feliilete mentén igen erds
strukturaltsagot mutatott (45. abra B, C). Ez a megfigyelt fluoreszcencia intenzitdsokban gy
is jelentkezett, hogy néhany helyen az kisebb volt, mint az a hattér, ahol a csupasz fehérje felett
nem volt jelen az erdsitd lapka. A fluoreszcencia erdsités lokalizaltan is megfigyelhetd volt a
hegyes végii, NP-kel bevont rudakkal (45. abra F, G). Az értéke a 2.5-4 tartomanyba esett, az

erdsitett teriilet alakja pedig kovette a rad végének enyhén elnyujtott alakjat.

A szerkezeteket plazmonikus fluoreszcencia erdsités elérése reményében vontuk be
arany NP-kel. A megfigyelt erdsités mintdzata alapjan azonban azt feltételezziik, hogy
esetiinkben nem ez volt az erdsités f6 oka. Megfigyeltiik, hogy a hengeres lapkak esetében
olyan helyen is volt 3-4-szeres erdsités, ahol a feliileti fluoreszcens réteg és a NP réteg kozott
kb. 250 nm volt a tavolsag. Plazmonikus erdsités pedig az irodalom szerint néhdnyszor tiz
nanométer NP-fluorofor tdvolsag utan szinte teljesen elttinik [171, 172]. Tovabba, 15 fokban
megdontott sik lapu, NP-kel boritott szerkezeteket is hasznaltunk erdsitésre (45. abra A, E3 és
E4 tipus), amelyek esetében egy periodikus erdsités mintazatot figyeltiink meg a mintazat
amplitudojanak csokkenésével abban az iranyban, ahol a NP réteg tavolodik a fluorféroktol,
tobb mikrométerre is a feliilettél (46. abra B). Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a

crer

ami visszaveri mind a gerjesztd, mind az emittalt fényt [173, 174].

Magyarazatunk szerint, a beérkezo €s a NP rétegrdl visszavert gerjesztd nyalabok (46.
abra A) egy térbeli allohullam mintazatot hoznak 1étre igy, hogy a tiikr6z0 feliileten annak

minimuma van, az intenzitds maximumok pedig azzal parhuzamosan, a hullamhossz

fliggvényében bizonyos tavolsagokban d = periodicitassal. A NP rétegek

2ncos ©
reflektanciajat R = 7%-27%-nak mértilk, amibdl az I, = 10(1 +\/§)2 Osszefliggéssel
kiszamolhaté az I[yR intenzitdsi visszavert és az [, intenzitdsu bejovo gerjesztdé fény
interferenciajanak maximumaban az intenzitas a bejovo intenzitashoz képest. Azt talaltuk,

hogy az intenzitds maximumokban a bejove fény 1.58-2.3-sz0r0s intenzitasa lesz
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megfigyelhetd (100% reflektancia esetén ez a szam 4 volna). Ez azonban nem tudja

megmagyarazni a megfigyelt akar 6-szoros fluoreszcencia erdsitést.
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46. abra. A fluoreszcencia erésités eredete. A: Bejovo és visszavert nyalab hullamfrontjai egy, a
hordoz6 tiveggel 15 fokot bezar6 visszaverd feliilet esetében. B: Intenzitaseloszlas a kis képen jelolt
szaggatott vonal mentén egy 15 fokkal megdontott, arany nanorészecskékkel bevont E3 tipust
szerkezet esetében (gerjesztés: 633 nm, emisszio: 672420 nm). C: Az erGsités nagysiga az arany

srcr

novekedés négyzetének fliggvényében.

Feltételezhetjiik azonban, hogy nem csak a gerjesztd, hanem az emittalt fény is 1étrehoz
visszaverddése révén hasonlo intenzitas maximumokat. A fluoreszcens réteg altal emittalt és a
nanorészecske réteg altal visszavert fény interferencidja csak a koherenciahosszon beliil johet
1étre, ami 670 nm hullamhosszt és 40 nm savszélességet figyelembe véve kb. 3.7 um, vagyis
az 1 um nagysagrendiit NP-fluorofor tavolsagok esetében létrejohet az emittalt fény erdsitése.
Amikor tehat a gerjeszt6 fény interferencia maximuma pontosan a fluorofor rétegre esik, ott az
eredeti bejovo fény altal gerjeszthetd emisszional nagyobb intenzitast emissziot gerjeszt. Ez a
gerjesztett fény pedig szintén erdsddni fog a visszaverddés altal szintén kb. ebben a
tavolsagban, mivel a gerjesztdé és az emittalt hullimhossz kozel van egymashoz. Ezért a
visszaverd réteghez legkozelebbi maximumnal megfigyelt erésités értéke a reflektanciabol
szdmolhatd intenzitas-novekedés négyzetétdl linearisan kell, hogy fiiggjon. Valdban, ha
abrazoljuk ezt a két értéket azokra a mintakra, ahol van reflektancia adat, az adatpontokra egy

kozel 1-es meredekségii egyenes illeszkedik (46. abra C).
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A reflexi¢ altali erésités mechanizmusat tamasztja ala a 15 fokban megdontott ferde
lapok esetében megfigyelt periodikus intenzitdsmintazat is. A fluorofor rétegre merdlegesen
beesd gerjeszté nyaldb a visszavert nyaldbbal egy kozel d =1 um-es periodicitast
interferencia mintazatot hozott 1étre a rétegen (46. abra B). A 6 = 15° szdg értékbdl és a
periodicitasbol a hullamhosszat a A = d - n - sin(26) egyenlettel visszaszamolva, a mintazatot
egy 658 £ 44.7 nm-es nyalab hozta 1étre, ami szinte pontosan a gerjeszto (633 nm) és az emittalt
(672 nm) hullamhossz szamtani kozepe. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a lokalis
fluoreszcencia erdsités alapvetden a gerjesztd €és az emittalt fénynek a reflektalo arany
nanorészecske rétegen torténd visszaverddésébol adodik. Meg kell jegyezniink azonban, hogy
nem zarhato ki a plazmonikus eredetii erdsités sem a mintankban azokon a helyeken, ahol a
NP-kel boritott feliillet megfelelden kozel (<50 nm) tud keriilni a fluoroférokhoz, de ez
valdszintileg annyira lokalizalt jelenség, hogy a képalkotd rendszeriink felbontasa miatt nem

mérhetd.

O

o = N W H» U

Ergsités mértéke

0 500 1000 1500 2000 2500
Csapdapozicié [nm]
47. abra. Optikai csipesszel mozgathatd, lokalis fluoreszcencia erdsitésre hasznalhato
mikroszerkezetek. A mikroszerkezet optikai (A) és pasztazo elektronmikroszkopos képe (B). C: Egy
fluoreszcencia erdsité mikroeszkoz 3 wm gorbiileti sugart, arannyal bevont fejrésze, ami a
fluoreszcens réteggel érintkezik. D: Arannyal bevont mikroeszkdznek egy fluoreszcens réteghez vald

crcr

fliggvényében. A kozelités a réteg normalisa iranyabol tortént 100 nm-es 1épésekkel. E: Fluoreszcens
fehérje réteg fluoreszcens mikroszkopos képe, mikozben a hozza érintett, arannyal bevont
mikroeszkozt a réteg mentén optikai csipesszel, 2 pm-es 1épésekkel pasztazzuk.

Optikai csipesszel mozgathatd fluoreszcencia erdsitd szerkezetek alkalmazasat eddig
még nem publikaltuk, igy azokat kapcsolodo érdekességként mutatom be. Optikai csipesszel

harom ponton megragadhat6 szerkezeteket készitettiink, melyeknek az erésitésben résztvevo
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része a haromszoget alkotd csapdazd gombok kozott volt (47. dbra A, B). Ezekre a
szerkezetekre nem nanorészecskéket valasztottunk le az erdsitd feliiletként, hanem
katodporlasztassal hoztunk létre rajtuk egy arany filmet (47. abra C). A harom csapdazo
gombot egy-egy foléjiik polimerizalt burkolat védte meg attol, hogy arany rakodjon rajuk, ami
a csapdazast ellehetetlenitette volna (47. abra A, B). Az arany bevonas utan a szerkezeteket a
burkolattal egyiitt egy liveg mikrokapillarissal letortiik a helyiikrél, majd egy Cy3 fluoroforral
jelolt fehérjeréteggel bevont liveglapra pipettaztuk. Két pasztazast végeztiink a csapdazott
szerkezetekkel: az egyikben a fehérjeréteg felé kozelitettiik Oket, hogy az erdsités
tavolsagfiiggését meghatarozzuk, a masodikban pedig a feliilettel parhuzamosan pasztaztunk
kiilonb6z6 fluoreszcencia intenzitasu teriiletek folott. Azt tapasztaltuk, hogy az erésités
mértéke erdsen tavolsagfiiggd, és hasonldoan periodikus valtozast mutat, mint a statikus
szerkezeteknél, a maximuma pedig eléri a 3.5-6t (47. abra D). A fehérjeréteggel parhuzamos
pasztazas (47. abra E) pedig azt mutatta meg, hogy az eszkoz alkalmas nagyon csekély
fluoerszcenciaval rendelkezd teriiletekrdl erdsitett jelet rogziteni; ugyanakkor, az erdsités

mértéke a gyakorlati alkalmazashoz még novelésre szorul.

6.5. Mobil mikroeszkoz fellleterdsitett Raman spektroszképidhoz

Nemesfém nanorészecskékkel nem csak fluoreszcencia, hanem Raman erdsitést is meg
lehet valositani, raadasul ebben az esetben az erdsités elvileg tobb nagysagrendet is elérhet
[175, 176]. Egy kooperacios munka keretében optikai csipesszel ténylegesen mozgathato,
Raman erGsitésre alkalmas mikroeszkozt készitettink ¢és demonstraltuk  annak
hasznalhatosagat [177]. Célunk az volt, hogy egy mikrofluidikai csatorndban optikai csipesszel
mozgathato, tetszOleges helyen Raman erdsitésre képes szerkezetet allitsunk eld. A
feliileterdsitett Raman spektroszkopiaval (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy, SERS)
kapott jel erésitésének egyik feltétele, hogy a mérendé molekula néhany nanométeren beliil
legyen a nanorészecske felszinétdl. Ezért az eszkoziinket nem gy tudjuk alkalmazni, hogy egy
adott feliiletre eleve felvitt molekularéteg jelét erdsitsiik fel a hozza nyomott, NP réteggel
bevont szerkezettel, hanem hogy az oldatban 1évé molekulak jelét erdsitsiik fel azaltal, hogy
azok a NP rétegre kitapadnak. A tervezett szerkezeteinknek két része volt (48. dbra A): az els6
két csapdazo gombbdl allt, aminél fogva a szerkezetet mozgatni lehet, a masik pedig az a része
az eszkdznek, amit a NP-kel bevonunk, ¢s amit a Raman gerjesztd nyalabbal megvilagitunk.

Ezt a részt kétféleképpen készitettiik el, hogy megvizsgalhassuk a SERS platform teriiletének
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hatasat az erdsitésre: a szerkezetek egyik csoportjaban a platform egy gémb volt, a masikban

pedig egy, a vége felé elvékonyodo rad.
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48. abra. Mobil SERS platform tervezése, készitése és alkalmazasa. A: A SERS platform
hasznalatanak sematikus vazlata. B: Eziist nanorészecskékkel szelektiven bevont polimerizalt SERS
platformok optikai (B) és elektronmikroszkopos (C) képe. A felsd sotét sav a B képen a levalasztott

eziist nanorészecske réteg. D: Eziisttel kiillonb6z6 mértékben bevont gdmb végii platformok
elektronmikroszkopos képei a 20%, 30%, 50% ¢és 80% transzmittancia értékek esetében. E: A 20% és
50%-os transzmittanciaval készitett nanorészecskék méreteloszlasai. F: Emodin SERS spektruma
egyik kivalasztott savjanak intenzitasa a nanorészecske réteg transzmittanciajanak fliiggvényében.

A polimerizalt szerkezet csapdazd gombjeit az el6z6, nem publikalt munkankhoz
hasonldan itt is beboritottuk egy burokkal, hogy a fém NP-k ne tapadjanak rajuk (48. dbra B,
C). A SERS er6sitésre alkalmas részt eziist NP-kel (AgNP) vontuk be eziist ionok
fotoredukcidjaval. Ehhez a szerkezeteket tartalmaz6 szubsztratot egy 1 mM-os eziist nitratot és
0.7 mM-os Na-citratot tartalmazé vizes oldatba meritettiikk. A szerkezeteket ezutan lokalisan
megvilagitottuk egy 532 nm-es 1ézer fényével (8§ mW) ugy, hogy egy hengerlencsével csik
alakban fokuszaltuk a fényt a szerkezetek nem beburkolt részére. Ezzel egyszerre négy, egymas
mellé polimerizalt szerkezetet tudtunk bevonni eziisttel. A bevonas mértékét és a NP-k méretét,
egymastol nem fliggetleniil, a megvilagitas idejével valtoztattuk, ugy, hogy kozben mértiik a

mintan atmend 532 nm-es fényt. A hosszabb megvilagitas kisebb atmend fényintenzitast
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eredményezett. Az eziist levalasztassal 20% - 80% transzmittanciaval jellemezhetd eziist
rétegeket kaptunk. Az 50%-os rétegek jellemzéen 50 nm-es NP-bdl alltak, a 20%-osak pedig
50 nm és 150 nm kozottiekbol (48. abra D, E).
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49. abra. Emodin (A) és hipericin (B) Raman spektrumai erdsitéssel és anélkiil. A SERS spektrumokat
az ezisttel bevont végén mértiik a szerkezeteknek, az erdsités nélkiili Raman spektrumokat vagy a
nem bevonatos részen vagy a folyadékban (zold korok).

A Raman méréseket egy Horiba Jobin Yvon iHR 550 spektrométer mellé épitett optikai
csipesz rendszeren, az emodin nevil rakellenes hatéanyag és a fotodinamikus terapidban
hasznalt érzékenyito anyag, a hipericin vizes oldataiban végeztiik el. A SERS platformokat az
emodin 1 pM-os oldataba meritettiik, optikai csipesszel megfogtuk, a Raman gerjeszté nyalab
fokuszaba vittiik, majd az AgNP-kel aktivalt részét megvilagitottuk. A gerjeszto fény egy 488
nm-es, 20 pW-os nyalab volt, az integracidos id6 60 s. Ezzel a lézerintenzitassal torténd
megvilagitas nem befolyasolta a szerkezet csapdazasat. Kontrollként a szerkezet NP-kel nem
bevont részén is mértink Raman spektrumot, illetve az oldatban is. Egyértelmiien
megallapitottuk, hogy értékelhetd Raman spektrumot csakis abban az esetben lehet mérni, ha
a NP-kel bevont részt gerjesztettiik, a masik két esetben a spektrumok nem mutatnak
semmilyen cstcsot (49. abra A). A gomb alakil SERS platformmal kb. 2x nagyobb mértéki
erdsitést regisztraltunk, ami valosziniileg annak volt kdszonhetd, hogy a masik platform
keskenyebb volt a Raman gerjesztd nyalab atmérdjénél, vagyis annak egy része nem a NP-ket
vilagitotta meg, hanem az oldatot. A NP-k boritottsagatol is fiiggott a regisztralt Raman
spektrum amplitadoja: a nagyobb boritottsaggal és mérettel jellemezhetd kisebb
transzmittancidju mintdk erdsitése volt jellemzden a nagyobb (48. dbra F). Ez a ndvekmény
azonban nem volt aranyos a transzmittanciaval, mivel a megfigyelt valtozas valosziniileg a
méret és a boritottsig kombinalt hatisénak az eredménye. Ugy gondoljuk, hogy a kis
transzmittanciaji mintaknal a nagy részecskeméret mar meghaladta azt, ami legnagyobb

erdsitést adta volna, azonban a nagyobb boritottsag 0sszességében mégis nagyobb erdsitést
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s

egy 532 nm-es, 6 uW-os nyalab volt. Raman jelet itt is csak az eziisttel bevont feliiletrdl
kaptunk (49. abra B), de az amplitudoja kisebb volt, ami valosziniileg a csekélyebb szami

feliiletre tapadt molekulanak volt betudhat6.

A SERS platformok erdsitésének mértékét nem tudtuk kdzvetleniil meghatarozni, mivel
a NP-kel nem bevont teriiletekrl nem tudtunk Raman spektrumot mérni. Ezért szakirodalmi
leirasok alapjan, citrat redukcidoval készitett eziist nanorészecske rétegen mért Raman
spektrumok segitségével probaltuk az erdsités nagysagat megbecsiilni. Ezzel a standard
modszerrel az erdsités értékét masok 103-10%-nak mérték. Az ilyen AgNP-ken mi 4tlagosan kb.
5-szO0r nagyobb intenzitasi Raman spektrumokat regisztraltunk, mint a mikroszerkezetek
SERS platformjaival, vagyis azt talaltuk, hogy az eszkoziink erdsitése csak kis mértékben
marad el a klasszikus modszerétdl. Osszességében a bemutatott mobil mikroeszkdzok
alkalmasnak bizonyultak a kitizott cél elérésére: mikrofluidikai kdrnyezetben tetszélegesen

mozgathatok és megfeleld6 mértékii, tobb nagysagrendnyi erdsitést biztositanak nagyon kis

< ey

6.6. Osszegzés

1. Eljarasokat dolgoztam ki az epoxi-alapu SUS8 fotopolimer feliiletének specifikus és
nem specifikus modon, fehérjével torténd bevonasara. A polimer feliilethez vald kotés alapja
minden esetben a feliileti epoxi gyliriik felszakitasa volt, amit egy koztes szilan vagy PEG
alap, amin csoportot tartalmazo 0sszekotd molekula alkalmazésa kovetett, majd ehhez
kapcsolodott a fehérjét megkoté molekula. A feliileteket specifikus modon sztreptavidin
fehérjével vontam be, amihez a fehérjét megkotd molekula biotin volt. A nem specifikus
esetben glutaraldehidet alkalmaztam fehérjét megkoté molekulaként. Meghataroztam a fehérje
bevonat feliileti stirliségét, ami megmutatta, hogy a PEG 6sszekdté molekulakkal a specifikus
esetben kozel tizszer nagyobb feliileti koncentraciot lehet elérni, mint a szilan alaptival, és hogy
ehhez a masodik esethez hasonld koncentraciokat lehet elérni a nem specifikus bevonassal.

2. Eljarast dolgoztam ki nem letapado egyedi sejtek polimerizalt €s fehérjével bevont
sejteket egy optikai csipesszel megfogott szerkezethez kell tapasztani, majd ezt kdvetden lehet
azt a szerkezet segitségével a csipesszel mozgatni. A modszer egyik megvaldsitasaban a
mikroeszkozoket sztreptavidinnel vontam be, és a sejtek membranjahoz kotott biotin
segitségével kapcsoltam a szerkezethez. A masik megvaldsitasban a mikroszerkezeteket
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konkanavalin A fehérjével vontam be, ami a sejtek nativ membranjahoz kotodik, igy azokat
kezelés nélkiil lehet a szerkezetekhez tapasztani. Kisérletileg Osszehasonlitottam kétféle
csapdazo szerkezetet, s megmutattam, hogy a hat szabadsagi foki mozgatas a szerkezet olyan
kialakitasa mellett lehetséges, amikor a csapdazott sejt a csapdapoziciok alkotta siktol tavol
esik.

3. Suttogd galéria elven mikddd fehérje érzékeldt készitettem kozvetleniil
mikrofluidikai csatornaba torténd kétfotonos polimerizacioval. A detektor egy rezonator
korongbol és a mell¢ integralt fényvezetd szalbol all, melynek kritikus geometriai paramétereit
(rezonator atméré ¢€s rezonator-fényvezetd tavolsag) optimalizaltam. Az érzékeld a
mikrofluidikai csatornaban araml6 folyadékban képes kimutatni a kivant fehérje jelenlétét. A
fehérjeérzékelést a detektor rezonator korongjanak a fehérjére specifikus bevonasaval értem el.
A miukddést sztreptavidin fehérje kimutatasaval demonstraltam.

4. Fluoreszcencia ¢és Raman erdsitésre alkalmas, optikai csipesszel mozgathato
mikroeszkozoket készitettem SUS fotopolimer mikroszerkezetek arany ¢és eziist
nanorészecskékkel torténd bevonasaval. A fluoreszcencia erdsitésben résztvevd teriilet mérete
a szerkezetek alakjaval valtoztathatd. Arany nanorészecskékkel bevont rétegekkel
maximalisan 5-szords fluoreszcencia erdsitést értem el, aminek a legkisebb kiterjedése
koriilbeliil 1 pm? volt. Megallapitottam, hogy a fluoreszcencia erdsités eredete az arany
nanorészecske rétegrdl visszaverddo és a beérkezo nyalabok interferencidja, amely hatas mind
a gerjesztd, mind az emittalt fényre fellép. A Raman erdsitést eziist nanorészecskékkel csak
elére meghatarozott helyeken bevont ¢és optikai csipesszel szabadon mozgathatod
mikroeszkozokkel valositottam meg. Megallapitottam, hogy erdsités csak a szerkezetek
bevonattal rendelkezd részén jon létre, mértéke pedig fiigg a nanorészecskék méretétol és

feliileti stirtiségétol.
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7. Egyedi sejtek jellemzése polimer mikroeszkdzokkel

Mind a szubtraktiv, mind az additiv 1ézeres mikrofabrikacié kivaloan alkalmas olyan,
specifikus mikrokdrnyezet kialakitasara, amelyben sejtek ¢élettani folyamatait jol kontrollalt
modon lehet vizsgalni [44, 178]. Ezenkiviil, a mozgd mikroszerkezetek is igéretes eszk6zoknek
tinnek arra, hogy korabban nem lehetséges mddon vizsgaljunk egyedi sejteket. Mig a
mikrofluidikai rendszerbe integralt mikrokornyezetekre korabban mar tobb példa volt, mozgd
mikroeszkozoknek sejtek vizsgalatdra valo alkalmazasa ritkasdgszamba megy. Ebben a
fejezetben bemutatom az egyedi sejtek jellemzéséhez készitett mikroeszkdzeinket, valamint a
mikrofluidikai csatorndba integralt passziv struktirat mutatok be, majd kétféle, egyedi sejtek
mechanikai tulajdonsagait, illetve azok sejtfelszini receptoraihoz valo kotés erdsségét vizsgalod

mobil mikroeszkozt.

7.1.Sejtmigracid vizsgdlata mikrocsatorndkkal

A rékos sejtek kutatdsaban fontos részteriilet azok attétképzése, ezen beliil is annak
vizsgalata, hogy miként képesek az érfalon keresztiil bejutni a sejtek kozotti térbe. Az érfal
nyilvanvaldan fizikai gatat is képez, ahol a sejtek gyakran szub-mikrométeres nyilason
haladnak at. Ilyen fizikai gatnak egy modelljén keresztiil torténd sejtmigraciot vizsgaltunk egy
japan kooperacio keretében [179]. A korabban az irodalomban bemutatott, néhany
mikrométeres porusokkal mitkodé eszkdzokkel szemben [180] a mi célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk a szub-mikrométeres nyilasokon valo athaladas hatasait. Ezek a nyilasok a
kisérletekben két térrészt valasztanak el, ahol az egyikben a sejteket helyezik el, a masikba
pedig valamilyen kemoattraktanst juttatnak, aminek hatdsara a sejtek arra az oldalra
igyekeznek atjutni a nyilasokon keresztiil. Korabban a folyamat k6zben megfigyelték a sejtmag

crer

molekularis szintli DNS helyreallitasi folyamatokat [180].

Célunk egy integralt mikrofluidikai rendszer kialakitasa volt, amelyet kevés lépést
igényld, ultragyors lézeres mikrofabrikacios modszerekkel készitiink, nevezetesen lézeres
marassal és TPP-vel. A csatornarendszert a kooperacios partneriink készitette fényérzékeny
Foturan tivegbdl. A megfeleld tvonalon térténd megvilagitas €s hokezelés utan az iivegbdl HF
oldattal martak ki a megvilagitott térfogatot, kialakitva feliilrél nyitott pR1-puR4 tartalyokat és

az azokat 0sszekoto zart csatornakat (50. abra A). Ebbe a csatornarendszerbe, a bekeretezett
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helyre polimerizaltam egy térelvalasztd elemet, valamint a térelvalasztoba integralt, adott
hosszusagu €s keresztmetszetii mikrocsatornakat (50. abra B). A két térrész csak a térelvalasztd
aljan, a csatorna also iiveg falan elhelyezked6 mikrocsatornakon keresztiil tud kommunikalni
(50. abra G). A térelvalaszto elem egy kb. 2 um vastag, kb. 80 um széles és 50 um magas fal
volt, kétoldalt egy-egy stabilabb, 10 um vastag, V-alaku tartoval, amivel a vékony térelvalaszto
az iiveg oldalfalhoz tapadt (50. abra D). A mikrocsatornak szélessége, magassaga €s hossza
valtoztathatd paraméter volt: a szélesség 0.7 um és 1.3 um kozott volt, a magassag 2.5 pm és
4.5 um kozott, a hosszt pedig 6 um és 21 um kozott valtoztattuk. A méreteket pasztazo
elektronmikroszkdppal ellendriztiik (50. abra E, F, 51. abra A).
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50. abra. A sejtmigracios mikrofluidikai rendszer tervezése és elkészitése. A: A mikrofluidikai
rendszer vazlatos képe a uR1-uR4 tartalyokkal, a koztiik 1év6 csatornakkal és a mikrocsatornak
elhelyezkedése. B: A térelvalaszto fal és a mikrocsatornak elhelyezkedése az A abra bekeretezett

teriiletén. C: A mikrofluidikai rendszer feliilnézeti optikai mikroszkopos képe. D: A mikrocsatorna
rendszer és az elvalaszto fal optikai mikroszkdpos képe a folyadékcsatorndban. A térelvalaszto fal (E)
¢és a mikrocsatorna rendszer (F) elektronmikroszkopos képe a jellemz6 méretekkel (F abra: a csatornak
hosszai).

80



kel enen. | orand 381 25

A térelvalaszto falak zarasarol fluoreszcens festékkel bizonyosodtunk meg. A uR4
iiregbe pipettazott fluoreszcein festék kb. 5 perc alatt ért el a pR3-on keresztiil a térelvalasztd
falig, majd a mikrocsatornakon keresztiil diffundalt rendkiviil lassan a masik oldalra. A két
oldal kozotti koncentracio gradiens bar idével csokkent, de tobb oran keresztiil fennmaradt (51.
abra B), ami azért fontos, mert a megfigyelni kivant, gradiens-vezérelte folyamatok is ilyen
iddskalan jatszodnak le. A kisérlet soran epidermalis ndvekedési faktort (Epidermal Growth
Factor, EGF) alkalmaztunk kemoattraktansként (200 ng/mL és 20 ng/mL sejttenyészto
médiumban feloldva), és sziikséges volt, hogy ennek a koncentracidja a kisérlet teljes ideje
alatt jelentésen magasabb legyen a sejtmentes oldalon. A mérésekhez egy prosztata rak

sejtvonalat, a PC3-at hasznaltuk.
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51. abra. A mikrocsatorna rendszer és annak diffuzidogatlo funkcidja. A: Kiilonb6z6 magassagu és
szélességli mikrocsatornak elektronmikroszkopos képei. A harmadik csoportban lathatd, hogy a
szélesség 0.7 um koriil is lehet. B: A mikrofluidikai rendszerbe injektalt fluoreszcein terjedése
egymast kovetd fluoreszcens mikroszkopos felvételeken. A fluoreszcein kezdetben (t=0m) csak a
mikrocsatornak puR3 tartaly fel6li oldalan van jelen, de 200 perc elteltével (t=200m) mar az ellentétes
oldalon is lathato. 320 perc elteltével (t=320m) a koncentracio kiilonbség még jelen van, de a
korabbinal csekélyebb.

A japan laborban elvégzett sejtes mérések a kovetkezd protokoll szerint zajlottak. PC3
sejteket helyeztek a pR1 és pR2 iiregekbe, majd a konfluencia allapotaig nevelték azokat
normal sejtszérumban, ami tapanyagként szarvasmarha magzati szérumot (FBS)
tartalmazott. Ezutan, kozvetleniill a migracios kisérleteket megelézdéen 8 vagy 13 o6ra
iddtartamra a sejtektdl megvontak az FBS-t. A migracios kisérletek kezdetén a pR4 iiregbe

adtak sejttenyészté médiumban oldott EGF-et (FBS-sel vagy FBS nélkiil), majd megkezdték a
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sejtek tobb oras megfigyelését. Az eredmények azt mutattak, hogy ha az EGF-et olyan oldatban
oldottak fel, ami FBS-t is tartalmazott, a sejtek nem kozelitették meg a csatornat, vagy ha igen,
nem keltek at rajta, barmennyi ideig is vontak meg toliik a taplalékot a kisérlet elott. Ha

ellenben az EGF mellett nem volt FBS, akkor a 13 6raig taplalék-megvont sejtek atkeltek a

csatornakon.

52. abra. A sejtek athaladasa a mikrocsatornadkon. Optikai mikroszkopos felvétel sorozat a
mikrocsatorna rendszeren keresztiil az also teriiletrdl a felsore torténd sejtmigraciorol. Részletes
magyarazat a szovegben talalhato.

A legfontosabb megfigyelésiink az volt, hogy az atkelés sordn a sejtek nagymértéki
alakvaltozason mentek keresztiil. Néhany jellegzetes példa jol leirja az igen jelentOs
alakvaltozasokat. Az egyik mérés soran példaul (52. abra), a piros nyillal jelolt sejt 25 perccel
az EGF hozzaadasa utan megjelent a 11 um hosszu csatorna masik oldalan ugy, hogy kézben
tobb darabra esett szét. A 67. percnél a sejt azonban mar ismét egy egységet alkotott. 101 perc
utan a 21 pm hossza csatornan is atkelt egy sejt, szintén tobb darabra szakadva (kék nyil). Ez
a sejt 135 perc utdn ujra egyesiilt, és érdekes modon ugy tint, hogy egy masik csatornan,
korabban atkelt sejt (sarga nyil) egyes részeit is magaba integralta. Kisérleteinkkel
megmutattuk, hogy a PC3 sejtek az 1 um-nél keskenyebb, kb. 3 um magas fizikai gaton is
képesek atkelni akar annak aran is, hogy kdzben tobb darabra esnek, majd képesek ujra
egyesiilni, esetenként masik sejt darabjaival is. Az integralt sejtmigracios platformunk tobb
kisérlet elvégésére is alkalmas volt, €s mivel zart csatornak alkotjak, a hasznalt médiumok nem
parolognak el a tobb 6ras megfigyelés soran, és nem utolsé sorban biztonsdgosan hasznéalhato.
Optikai tulajdonsagai pedig lehetdvé teszik a lezajlo sejtszintii folyamatok jo optikai felbontast
megfigyelését.
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7.2. Egyedi endotél sejtek rugalmassaganak mérése

Az ¢l6z0 fejezetben bemutatott statikus mikroszerkezet mellett készitheték aktivan
mozgatott eszkdzok is a sejtek néhany mikrométeres mérettartomanyaban, amelyekkel egyedi
sejteket lehet valamilyen szempont szerint jellemezni. Az irodalomban taldlunk példat sejtek
mikroeszkozokkel segitett egyszerti mozgatasara [107, 181, 182], sejtkdzosség kialakitasara
[183] vagy pl. sejtmembran kilyukasztasara [184, 185]. Sajat eredményiink e téren a késobb
részletesen bemutatandd egyedi sejt indirekt manipulacidja [153] és az ezzel a modszerrel
segitett mikroszkopos leképezés javitasa [161]. A sejtek mechanikai tulajdonsagai, azon beliil
elsdsorban membranjuk rugalmassidga fontos jellemzdi a sejtek fiziologiai allapotanak,
amelyek koros elvaltozas esetén jelentdsen megvaltozhatnak. A rugalmassag jellemzésére
atomerd mikroszkopiat (AFM) mar régota hasznalnak [186-188], de bizonyos megkdtésekkel
az optikai csipesz is alkalmas erre a célra [189-191]. A rugalmassagot szamszer(isité Young-
modulus AFM-mel a sejtmembran normalisa irdnyabdl torténd benyomdssal mérhetd.
Meghatarozasahoz ismerni kell a benyomo feliilet gorbiiletét, a benyomodas mértékét és az
ahhoz sziikséges erét. A kovetkezdben ismertetett munkaban egy altalunk bevezetett, optikai
csipesszel mozgatott mikroszerkezettel torténd sejtrugalmassag mérési modszert mutatok be

adherens, tehat feliilethez lapult sejteken [192].

A komplex mikroszerkezettel torténd Young-modulus mérésnek mind az AFM-mel,
mind a korabbi optikai csipeszes kisérletekben hasznalt mikrogolyokkal szemben vannak
elényei. Az AFM-mel 0sszehasonlitva, a benyomashoz sziikséges erdket terjeszti ki a néhany
tized pikonewtonos tartomanyra az AFM minimalisan 5-10 pN-javal szemben. Az optikai
csipeszt hasznald mikrogolyos mérések esetében a kisérletek ujszerli geometridja biztosit
elénydket. Az irodalomban bemutatott elrendezések esetében a legfeljebb néhany (<5)
mikrométer magas sejteket az optikai tengelyre merdleges szubsztratra tapasztjak, és a
csapdazo nyalabbal tartott 2-5 pm atmérdjii mikrogolyot az optikai tengely iranyabol nyomjak
neki. Ez a mozgatas a szilard alatdmasztast biztositdé hordoz¢ feliilet irdnyaba hoz létre

benyomodast. Ennek az elrendezésnek két hatranya van: az optikai tengely iranyaban joval
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kisebb csapdaeré fejthetd ki, mint a lateralis iranyban, illetve, hogy a csapdazé nyalab

mindenképpen athalad a vizsgalt sejten, annak potencialis karosodasat okozva.

Step 1: the microtool is trapped, Step 2: the microtool is rotated ~ Step 3: cell indentation
the sample is moved around it to point towards the target cell ~ experiment
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53. abra. Endotél sejtek rugalmassag-mérésének elrendezése. A: Az optikai csipesszel mozgatott
mikroeszkoz feliilnézeti elektronmikroszkdpos képe. A négy gobmbot az optikai csipesszel valo
megragadashoz és a poziciomeghatarozashoz hasznaltuk. A kis képen az eszk6znek a sejttel érintkezd
hegye lathat6. B: A mikroeszkoz, a sejteket tarté SU-8 tomb, és a sejtek sematikus elrendezése az
iiveg hordozon a mintaban. C: Egy tényleges kisérlet optikai mikroszkopos felvételének egy
képkockaja. A szaggatott vonal a szerkezet mozgatasi iranyat jeloli. D: A szerkezet megragadasanak, a
kivalasztott sejthez mozgatasanak és a sejtmembran benyomast végzo kisérletnek a folyamata. E: Az
eltéré mérések soran kapott pozicid gorbék egymashoz igazitasanak illusztralasa. A kis képen a
referencia gorbe és egy eltoland6 gorbe kiilonbségei lathatok harom kiilonbozé mértéki eltolas esetén.
Az eltolas mértékét a legkisebb varianciaval jellemezhet kiilonbség gérbe adta meg.

Az altalunk bevezetett elrendezés sémaja az 53. abra B paneljén lathato. Ujdonsaga a
mikroszerkezet alkalmazasan kiviil, hogy az adherens, lapos sejteket nem a szubsztratra, hanem
egy, az optikai tengellyel parhuzamos (,,fiiggéleges™) falra ndvesztettiik, a szerkezetekkel
pedig lateralis iranybol kozelitjiik meg Oket és okozunk rajtuk benyomodast. Ekkor a
rendelkezésre allo optikai er6 nagyobb, mintha ugyanezzel a szerkezettel axidlis iranyu
erékifejtéssel hoznank 1étre benyomodast. A vizsgalt sejt karosodasa is elkeriilhetd, mivel a
csapdazo nyalab t6le tobb mikrométerre halad el. A szerkezetekkel kifejtett erdt azok pozicidja
alapjan hatarozzuk meg, aminek mérése a lateralis iranyll mozgatéas esetén szintén precizebb,
mint az axialis mozgataskor. Végiil, a szerkezetek sejttel érintkez6 részének a gorbiileti sugara
kisebb, mint a csapdazott mikrogolyoke, ezért az azokéhoz hasonld benyomaddas értékekhez

kisebb erdket elegend6 alkalmazni.
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A méréseinket a szervezetben az agyi mikrokapillarisok falat alkoto, \CMEC/D3 endotél
sejtek tenyészetén végeztilk. A sejteknek alatamasztast nyajtéo kb. 50 um magas fiiggbéleges
falakat SU-8 fotopolimerbdl készitettiik fedolemezre, maszk litografiaval. A sterilizalt falakat
el6szor normal sejttenyészté médiumba meritettiik, majd a sejteket hozzdadva par nap alatt egy
folytonos sejtréteget hoztunk rajtuk létre. A polimer mikroszerkezeteknek (53. abra A) két 6
résziik volt: az egyiket négy 0sszekdtott gomb alkotta (egy 14 pum oldalhosszusagu négyzet
csucsaiban), amelynél fogva a csipesz megragadhatja oket. A sejttel kolcsonhato résziik egy 2-
3 mikrométer hosszii hegy volt, melynek a polimerizalé voxel alakjabol adoddan lateralis
iranyban kb. 100 nm, axialis irdnyban pedig kb. 500 nm a gorbiileti sugara, amely az
irodalomban erre a célra hasznalt mikrogydngyokénél kisebb, de az AFM tiik hegyének

sugaranal nagyobb.
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54. abra. Csapdapoziciok az endotél sejt Young-modulusanak szamoldsahoz. A: A sejtes kisérletek
egy jellemzd csapdapozicié gorbéje (z61d), és a referencia mérések atlagos csapdapozicio gorbéje
(piros) a benyomoddasnak és a szerkezet csapdapoziciobdl vald kimozdulasanak meghatarozasat
mutatod szakaszokkal, A kék szaggatott vonal a 2.4 um el6tti szakaszokra illesztett egyenes. B: Egy
kivalasztott referencia mérés soran a szerkezet csucsanak a mozgas iranyaba (kék) és oldaliranyba
(piros) torténd elmozdulasa (a kis képen maga a szerkezet lathato).

A rugalmassag kvantitativ meghatarozasahoz az irodalomban legelterjedtebb Hertz
modellt hasznaltuk ((14) egyenlet, ahol v a 0.5 értékiinek valasztott Poisson allando), ami
kapcsolatot teremt a benyomodashoz sziikséges F erd, a benyomddas mértéke (d:), a
benyomodast el6idézo feliilet gorbiileti sugara (Rp) valamint a Young-modulus (£) kozott. Ez

utobbi meghatarozasahoz tehat nekiink az el6z6 harom mennyiséget kellett megmérniink.

4E 1/2 ;3/2

F(d,) =

A mérés soran a csapdazott szerkezeteket egy kivalasztott sejt felé forditottuk, kozel

mozgattuk hozza (53. abra D), majd 10 nm-es 1épéseben kozelitettiik a sejthez (53. abra C) ugy,
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hogy az atlagsebesség kb. 0.05 pum/s volt. Az ezk6zrél minden egyes 1épés utan egy felvétel
szerkezet nem érintkezik a sejttel, annak pozicidja pontosan koveti a csipeszét. A sejttel vald
kontaktus utan még kb. 1 um-t mozgattuk a csipeszt, &m ekkor a szerkezet mar lemarad a
csipeszhez képest, vagyis kimozdul az egyensulyi helyzetébol (54. abra A, letdrés 2.4 um utan).
Ebben a szakaszban a szerkezet F erével nyomja a sejtmembrant, amely egyenld a csapda altal
a szerkezetre kifejtett optikai er6vel. Ez utobbit pedig az F = -k - Ax képlettel szamoltuk ki a
mozgas iranyaban mért Ax kimozduldas mértékébol (54. adbra A) és a szerkezet k&
csapdaalland6jabol (k = 16.5 pN/um, kiilon méréssel meghatarozva). Az igy megvalositott
benyomodas mértékének meghatarozasahoz kontrol kisérleteket végeztiink, ahol sejttel be nem
vont falakhoz nyomtuk a szerkezetet. A benyomddas a sejtes és a sejt nélkiili esetek kozotti
kiilonbségbdl adodott (54. abra A). A benyom¢ feliilet gorbiiletét a szerkezet hegye gorbiileti
sugarainak atlagaként 300 nm-nek vettilk. Az egyes mérések szerkezet pozicido vs.
csipeszpozicid fiiggéseit az utdbbi tengely mentén egymashoz igazitottuk, hogy a sejttel valo
kontaktus kezdetét jelentd letdrések azonos pozicidba keriiljenek (53. abra E). A csupasz falon
tortént méréseket ezutan osszeatlagoltuk, de a sejtes méréseket nem, hogy figyelembe vehessiik

a sejtek kiilonbozoségét a Y oung-modulus szamolasanal.

Az er6 meghatarozasahoz sziikséges kitérést a szabadon mozgo6 allapot szakaszahoz
illesztett egyenes (54. abra A, kék szaggatott vonal) €s a sejteken mért gorbék kiilonbsége
szolgéaltatta. A szerkezettel a sejteket kb. 50 nm-ig tudtuk anélkiil benyomni, hogy annak hegye
oldalra el ne cstszott volna, az elcsiszas utani szakasz mar kiértékelhetetlen volt (54. abra B,
kék gorbe vége). Ez a kiértékelhetd szakasz kb. 400 nm hosszi volt a csapdapozicid skalajan
(55. abra A, sziirkitett sav), és a szakasz végén a legnagyobb benyomddashoz kb. 5 pN erére
volt sziikség. A kiilonbozo sejteken gyiijtott minden egyes benyomodas értékhez
meghataroztuk a hozza tartozo nyomoer6t, igy minden egyes benyomodas adatponthoz tudtunk

egy-egy Young-modulus értéket szamolni (55. abra B).

A fenti médszerrel meghatarozott Young-modulus értékek az endotél sejtek esetében 220
Pa és 2500 Pa kozott voltak. Alapvetden két tendencia volt megfigyelhetd a mért értékeken.
El6szor az, hogy a nagyon kis benyomodasoknal (0.01 um - 0.02 um) az értékek szorasa
jelentds, ami a nagyobb benyomoddasok felé csokken, az értékek szamossagaval egyiitt (55.
abra B, kék pontok). A szoérast ugy kezeltik, hogy a 0-90 nm benyomodas tartomanyt

felosztottuk 60 egyenld hosszu szakaszra, és mindegyik szakaszon kiszdmoltuk az abba es6
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Young-modulus értékek atlagat. A masodik megfigyelés, hogy az igy kapott atlagok monoton
vezethetd vissza, ami O6sszemérhetd a kis benyomoddasokkal, &m nagyobb csapdaerdvel a
késébbiekben csokkenthetd. A nagy széras miatt a tipikusan a 0.02 pm feletti
benyomodasokhoz tartozo, 1000 Pa-nal kisebb Young-modulus értékeket tekintettiik
megbizhatonak. Az irodalomban hasonld értékeket kozoltek borji endotél sejteken (700-2700
Pa [186]), tiidé endotél sejteken (400-1500 Pa [187] AFM technikaval) vagy magneses
csipesszel emberi koldokzsinor endotéleken (400 Pa [193]). A hasonlo endotél sejtekre AFM-
mel meghatarozott Young-modulus értékek kozott az irodalomban nagysagrendnyi
kiilonbségek is lehetnek a mérési paraméterektdl fiiggden. Tekintsik at a leginkabb
meghataroz6 harom paraméter, a benyomodas mértéke, annak sebessége, valamint a

benyomodast el6idézo feliilet alakja hatasait.
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55. abra. A szerkezet pozicidi és a bel6liik kiszamolt Young-modulus. A: A szerkezettel elért
benyomodas értékek (kék) és a szerkezetnek az egyensilyi helyzettdl vald eltérése (piros) a
csapdapozicié fiiggvényében. A kis képen az egyes, egymashoz igazitott mérési gorbék lathatok. B: A

V4

meghatarozott benyomodas fiiggvényében (kék pontok, kb. 800 adatpont). A piros kdrdk a kék
pontok atlagat jelolik, melyeket a benyomddas tengely 0-90 nm tartomanyanak 60 egyenld hosszura
felosztott szakaszan szamoltunk ki.

Az irodalomban nagyobb benyomoddas értékéneknél kisebb Young-modulus értékek
talalhatok [188, 194] hasonloan ahhoz, ahogy azt sajat eredményeink is mutatjak (55. abra B).
Az altalunk alkalmazott maximum 90 nm-es benyomoddassal nagy valosziniiséggel csak a
sejtmembrant deformaljuk, a membran alatt 1évo citoszkeletalis aktin halézatot gyakorlatilag
nem. A benyomddas sebességére 100 pN/s-t61 a 100 nN/s tartomanyig talalunk értékeket,
ennek novelése pedig noveli a mért Young-modulust, elsésorban viszkdzus hatasok révén
[194]. A mi kisérleteinkben ez a szam tipikusan 1 pN/s volt (a benyomoddas soran ~0.01 pm/s

mozgatasi sebesség), ahol mar biztosan kizarhatdé a viszkozus ellenallas Young-modulust

87



kel enen. | orand 381 25

latszolagosan noveld hatasa. A benyomodast el6idézo feliilet gorbiiletének hatasat is vizsgaltak
masok AFM tik segitségével [188, 195, 196], ahol nagyobb gorbiileti sugaru tiivel kisebb
Young-modulust lehet mérni ugyanazon a sejten. Az altalunk hasznalt 300 nm-es atlagos
gorbiiletiinek tekintett feliilet ezen a skalan magas értéknek szamit, tehat az alacsonyabb
Young-modulus értékek mérését valdsziniisiti. Mindharom trend azt mutatja tehat, hogy a
mérési paramétereinkkel a mas modszerekkel meghatarozott értékek alacsonyabb
tartomanyaiban mérjiik varhatéan a Young-modulus értékét. Osszegzésként elmondhatjuk,
hogy moddszeriink a masok altal hasonlo sejteken mértekhez hasonlé Young-modulus értékeket
eredményezett, és hogy a szerkezetiink altal biztositott kis benyomoddas és kis sebesség,
valamint a nagy gorbiileti sugaru feliilet alkalmas a kitapadd sejtek viszkozus hatasoktol

mentes, tisztan elasztikus jellemzdinek meghatarozasara.

7.3. Nanorészecske bejuttatast segit6 molekulak endotél sejtekhez tapadasa

A polimer mikroeszk6zokkel végezhetd erdmérést egyedi sejtekkel kapcsolatos,
molekularis szintli kdlcsonhatasok jellemzésére is lehet hasznalni. Egy gyogyszer hatdanyag
bejuttatas javitasat célzd projekt keretében vizsgaltuk a szerkezetekkel az endotél sejtek

felszinéhez val6 tapadas erdsségét.

A gyogyszer hatdanyagok célba juttatasanak erdteljesen kutatott teriilete a lipid
nanorészecskék (Lipid NanoParticles, LNP) alkalmazéasa erre a célra. A szorosan egymashoz
kapcsolodo endotél sejtek alkotta vér-agy-gat (Blood Brain Barrier, BBB) az agy egyik
hatékony védekezd rendszere, amely szabdlyozza, hogy az agyi kapillarisokbol mely
molekulak juthatnak be az idegsejtek kozotti térbe. Ha egy, a BBB altal egyébként at nem
engedett hatoanyagot LNP-be csomagolunk, azt az endotél sejtek pl. a sajat membranjuk és az
LNP fazidja vagy endocitozis révén fel tudjak venni, és tovabbszallitani az idegsejtek kozotti
térbe. A folyamat hatékonysaga novelhetd, ha a LNP-k felszinét valamely, a sejtmembranon

1év6 receptor ligandumaval vonjak be (célzott bejuttatas, ,targetalas”).

A mi motivacionk az volt, hogy jellemezziik egy ilyen targetalé molekula endotél sejthez
valod tapadasat a tapadas valoszintiségével és erejével [197]. A munkat a Dr. Deli Maria vezette
Biologiai Barrierek Kutatdcsoporttal kozosen végeztiik. Ez a csoport kordbban megéllapitotta,
hogy a glutation nevi tripeptid (GSH), amelynek van receptora az endotél sejtek felszinén,
hatékony targetald molekula, mivel az ezzel bevont LNP-ket a sejtek tobb, mint masfélszer

nagyobb valoszintiséggel veszik fel, mint a be nem vont LNP-ket [198]. A folyamat megértése
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szempontjabdl fontos a GSH-val bevont LNP sejthez valé tapaddsanak, mint a hatéanyag

atadas elso 1épésének jellemzése.
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56. abra. Tapadasi er6 mérése funkcionalizalt mikroeszkozzel és a funkcionalizalas ellenérzése. A: Az
erdmérés sematikus abraja. A felso képen a falra novesztett sejthez nyomott mikroeszkoz lathatd az
elhuzas kdzben. A piros teriilet a csapdazo nyalabokat mutatja. Az alsé képen az elszakadas utan a

csapdazo nyalabok ujra a csapdazo gombok kozepén haladnak at. B-E: Konfokalis fluoreszcens
mikroszkopos felvételek egy csak savval kezelt (B), egy PEG-diaminnal kezelt (C), egy PEG-

maleimiddel kezelt (D) és egy PEG-melaimied + GSH-val kezelt (E), majd CY5-NHS-észterrel
megfestett SU-8 feliiletr6l. A képek bal alsé sarkaban lathato lhom értékek a feliiletek atlagos

fluoreszcencia intenzitasait jeldlik a C képen szerepld feliilethez normalizalva. F: Uveg feliiletre tapadt
egyedi CY5-NHS-észter molekulak képei, ahol a szinskéla az egyes pixelekre jutott beiitésszamot
jeloli. G: Az egyes CY5-NHS-észter molekulak képei integralt fluoreszcencia intenzitasanak
hisztogramja. A leggyakoribb integralt intenzitds a 210 beiitésszam volt.

Az optikai mikromanipulaci6 az altala elérhetd erétartomany alapjan alkalmasnak tiint a
folyamat vizsgalatara. Mivel a LNP-ket azonban nem tudjuk kozvetleniil csapdazni €s a sejthez
nyomni, ezért kétfotonos polimerizacioval mikroeszkozoket készitettiink és ezeket vontuk be
glutationnal, majd érintettiik optikai csipesszel a sejtek felszinéhez (56. dbra A). A tapadas
valosziniiségének méréséhez egyszerl ellipszist hasznaltunk, az erémérésre pedig a Young-
modulus mérésnél bemutatotthoz hasonlé mikroeszkdzt. Az SU-8 fotopolimerbdl késziilt
szerkezetek glutationnal valé bevonasadhoz ezuttal is egy PEG-amin szarmazékot hasznaltunk,
ahol a PEG lanc az egyik végén 1évé amin csoporttal kot a feliilethez a masikon pedig egy
maleimid csoport koti meg a GSH-t. A GSH-val val6 bevonast fluoreszcens mikroszkopiaval,
amin-reaktiv festékkel (CY-5-NHS-észter) igazoltuk, ami a tripeptid aminocsoportjahoz kot.
A kisérletekben hCMEC/D3 sejttenyészetbdl szarmazo endotél sejtet hasznaltunk.
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Elsdédlegesen azt igazoltuk, hogy a glutation valoban megtapad az SU-8 szerkezetek
feliiletén. Fluoreszcens mikroszkoppal készitettiink felvételeket SU-8 feliiletekrdl melyeket a
glutationos bevonas egyes 1épései utan CY5 festékkel festettiink meg (56. abra B-E). Pozitiv
kontrol egy PEG-diaminnal bevont SU-8 felszin volt, amihez a CY5 festék biztosan hozza tud
kotni. A felvételek azt mutattak, hogy a GSH-val boritott felilleten kb. 1.3-szor tobb
festékmolekula van, mint a csak savval vagy csak PEG-maleimiddel kezelteken, ami igazolja,
hogy a glutation valoban kik6todott a feliiletre. Egyetlen CY5 festék molekula fluoreszcencia
integralt intenzitasat 200.2 + 39.7 értékiinek mértiik (56. abra F, G), ebbdl, és a GSH-val bevont
¢s megfestett rétegeken mért fluoreszcencia intenzitasbol pedig kiszdmoltuk, hogy a feliileteket
a CY5 festék 2500 + 770 CY5/um? siirtiséggel boritja be, ami a targetalé molekula feliileti

stiriiségére ad egy also becslést.
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57. dbra. GSH-val funkcionalizalt feliiletek endotél sejtekhez tapaddsanak valoszintisége. A: GSH-val
bevont (PEG-GSH) és nem bevont (PEG) ellipszoidok tapadasi valdsziniisége sejttenyészetben
novesztett sejtekhez. B: GSH-val bevont (PEG-GSH) és nem bevont (PEG) AFM tii tapadasi
valdsziniisége sejttenyészetben novesztett sejtekhez. Bond: tortént tapadas, Non-bond: nem tortént
tapadas.

A sejthez val6 tapadas valdszintiségét GSH-val bevont, csapdazott ellipszoidokkal és
atomerd mikroszkoppal vizsgaltuk (57. dbra). A csapdazott ellipszoidokat eldszor az iiveg
hordozéra konfluensen nétt sejtekhez érintettiik feliilr6l, majd 10 s varakozas utan
megprobaltuk elszakitani a sejttdl. A sejthez tapadas valdsziniiségére azt a mérdszamot adtuk,
ami az el nem tavolithato ellipszoidoknak az dsszes kisérlethez vald szazalékos aranya volt. A
varakozasoknak megfelelden a tapadas a hCMEC/D3 sejtekre 93% valoszintiségti volt a GSH-
val bevont ellipszoidokra, glutation nélkiil pedig csak 12%. Az AFM méréseket nanométeres
gorbiileti sugara tlivel végeztiik, és azt tapasztaltuk, hogy a GSH-val bevont tii az esetek 94

szazalékaban hozzatapadt a tenyésztett D3 sejtekhez, a glutation nélkiili ti pedig nem. Vagyis
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a glutationnal boritott feliiletek valdban jelentésen nagyobb valdszinliséggel tapadnak a

sejtmembranhoz.
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58. abra. A tapadasi er6 mérési elrendezése €s a kapott er6gérbék magyarazata. A: A mérési
elrendezés vazlatos képe. A sejteket az liveg hordozon és a fotopolimer falon egy 6sszefliggd
monorétegbe ndvesztettiik, majd az optikai csipesszel mozgatott mikroeszkozt a falon 16v6 sejtekhez
nyomtuk. B: A mikroeszkdz pasztazo elektronmikroszkopos képe. C: Egy mérés optikai mikroszkopos
felvételei. A szerkezetet nekinyomtuk a sejtnek, majd elhtiztuk, végiil a koztiik 1év6 tapadas megsziint.
A legfontosabb informacio a csapdapozicio és a csapdazé gomb kozepének relativ helyzete. D: A C
abran abrazolt folyamat kdzben mérhet6 erd értékek. A bal oldalon egy olyan eset lathato, ahol a
szerkezet nem tapadt a sejthez, a jobb oldalon pedig olyan, ahol igen. Az er6 értékeket a csipesz €s a
csapdazo golyo relativ helyzetébol és a csapdaallandobol szamoltuk ki. Tapadas esetében mind a sejt
felé mutato (push), mind az att6l ellenkez iranyba mutat6 (pull) eré mérheto.

A GSH-val boritott feliilet sejthez tapadasi erejének méréséhez a korabban a
sejtmechanikai vizsgalatoknal hasznalt elrendezést alkalmaztuk (53. abra B). A D3 sejteket 50
um magas, fliggbleges SU-8 falak oldalaira ndvesztettiik, hogy a sejtmembrant a csipesszel
mozgatott szerkezetek lateralis mozgatassal meg tudjak kozeliteni. A 4 db csapdazoé gomb
mellett a szerkezet fo funkcionélis eleme egy lapos, kb. 15 um? teriiletéi enyhén dombort
feliilet, amelyet a sejtekhez nyomtunk (58. abra B). A szerkezetek csapdadllandojat kiilon
mérésekben kalibraltuk, ami atlagosan 25.8 pN/um-nek adédott.

A glutationnal bevont feliilet tapadasi erésségének mérése a D3 sejthez tapadt szerkezet

elhuzasa kdzben bekovetkez6 elszakitashoz sziikséges optikai eré mérésén alapult (58. abra C).
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A szerkezetet el0szor az optikai csipesszel a sejthez nyomtuk kb. 10-30 pN erdével, majd 10 s
varakozasi id6 utan a csapdapozicié 50 nm-es vagy 250 nm-es lépésekkel torténé mozgatasaval

elhuztuk téle. Ha nem tortént tapadas (58. abra D), a szerkezet az elhuizas soran pontosan

crer

c ey

azt kovette tovabb. Ezt az elszakadaskor megfigyelt optikai er6t tekintettiik a sejthez tapadas
erejének. Az optikai csipeszes értékeket AFM mérésekkel vetettiik 6ssze. Az AFM mérésekhez
olyan konzolt hasznaltunk, ami a polimer mikroszerkezetekével Osszemérhet tapadasi
feliiletet biztosit. Ezeknek a konzoloknak a végén egy kb. 5 pm atmérdjii gomb volt, amelyet
bevontuk glutationnal. Fontos koriilmény, hogy az AFM késziilék a hasznalt konzollal 10 pN

alatt nem mér megbizhatdan.
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59. abra. GSH-val bevont feliiletek endotél sejthez tapadasanak ereje. A-B: GSH-val bevont (PEG-
GSH) és nem bevont (PEG) szerkezetek D3 sejtekhez valé tapadasanak ereje 50 nm-es (A) és 250
nm-es (B) 1épésekkel végrehajtott elhizas esetében. C: GSH-val bevont AFM lapkara erdsitett gdbmb
D3 sejtekhez valo tapadasanak ereje

Meéréseink azt mutattak, hogy a glutationnal bevont polimer mikroszerkezetek endotél
sejthez valo tapadasanak erOssége szignifikansan, az 50 nm-es 1épésekre 3-szor, a 250 nm-
esekre pedig 8-szor nagyobb volt, mint a bevonat nélkiilieké (59. abra A, B). Az AFM-es
ellendrzo kisérletekkel az atlagos tapadasi er6 60 pN volt (59. abra C). A magasabb erd
értékeknek a 10 pN érzékenységi hatar mellett az is oka lehetett, hogy az AFM konzol gdmbjét

joval nagyobb, 100 pN erével nyomtuk a sejtekhez, ami tobb molekularis kapcsolat
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létrejottéhez vezethet. Az ebben a munkédban kapott eredményeinknek az ad kiilonds
jelentoséget, hogy ezek az irodalomban az els6 erdértékek, amit ¢l6 sejt €s glutation kdzott

barmilyen mdédon megvaldsitott tapadas erésségeként mértek.
7.4.Osszegzés

1. Rékos sejtek sziik fizikai akadalyokon valo atjutdsanak vizsgalatat lehet6vé tevo, szub-
mikrométeres szélességli nyilasokkal rendelkezé gatrendszert, mint az attétképzddés egy
modelljét készitettem el mikrofluidikai rendszerben. A gat struktarat kozvetleniil a
mikrofluidikai rendszerben polimerizaltam, ami ott két folyadékrészt valasztott el, melyek csak
a gat nyilasain keresztiil voltak 6sszekottetésben. 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.

2. Egyedi sejtek mechanikai vizsgalatara alkalmas, optikai csipesszel mozgathatd polimer
mikroeszkozt készitettem €s alkalmaztam. Az eszkozzel egy jszerti elrendezés szerint mértem
meg endotél sejtek membranjanak Young-modulusat, amelyben a sejteket fliggdleges
mikroméretii falakra ndvesztettem, az eszkozt pedig az optikai tengelyhez képest merélegesen
mozgatva valtottam ki benyomodasokat a sejtek membranjan. A kapott eredmények
megbizhatosagat az irodalomban talalhat6 rugalmassag értékekkel és kisérleti paraméterektol
valo fliggésekkel torténd jo egyezés mutatja. A modszer az atomerd mikroszkoppal elérhetd
kisérleti paramétertartomanyt terjesztheti ki, mivel az AFM-énal kisebb nyomoerdkkel és
benyomodasi sebességekkel is képes mérni.

3. Elsoként vizsgaltam a gyogyszerbejuttatasra alkalmas nanorészecskék hatékonysagat
ndveld anyagnak, a glutationnak endotél sejtekhez valo tapadasat optikai csipesszel mozgatott,
funkcionalizalt mikroeszkdzokkel. A tapadas valdszinliségét endotél sejteken vizsgalva azt
talaltam, hogy a szerkezetek szinte kizarolag csak akkor tapadtak hozzajuk, amikor glutation
is volt a felsziniikdn. A polimer mikroeszkdzt a sejtekhez tapasztva, majd optikai csipesszel
elhiizva, mértem meg az elszakadashoz sziikséges erdt. Azt talaltam, hogy a glutationnal
bevont esetben a tapadas ereje szignifikansan, kb. 3-8-szor magasabb volt, mint a bevonat
nélkiiliben. Az eredményeket atomerd mikroszkopos mérésekkel hasonlitottam 6ssze, ami jo

egyezést adott.
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8. Mikroszerkezetek alkalmazasa egyedi sejtek mikroszkdpos

megfigyelésében

Az egyedi sejtek mikroszkopos vizsgalata mindig is a biologia egyik legfontosabb
eljarasa volt. Ennek kdszonhetéen a mikroszkopidval kapcsolatos modszerek is folyamatosan
fejlodnek a mar meglévo eszkozok fejlesztése vagy ujak bevezetése altal. A sejtek vizsgalatara
hasznalhatdé mikroeszkdzoket méretiik miatt elsdsorban mikroszkopos rendszerekben
alkalmazzak. Ilyen mikroeszkozoket az el6z6 évtizedtol fogva egyre tobb célra fejlesztenek
[44, 107, 120, 181, 184, 185, 199, 200]. Ebben a fejezetben az optikai csipesszel mozgathato,
egyedi sejtek mikroszkopos vizsgalatara hasznalhato eszkdzok fejlesztése és alkalmazas terén

elért eredményeimet mutatom be.

8.1. Egyedi sejtek tobbiranyu, lokalis fluoreszcens gerjesztése
lehetséges megvalositasi modjat vizsgaltuk egy kooperacios projektben [201]. Egy olyan
mikroeszkozt fejlesztettiink dan egyiittmiik6dé partnereinkkel, amellyel a fluoreszcens
gerjesztd fénnyel a mikroszkdp rendszer optikai tengelyére merdleges iranybol Ilehet
megvilagitani a sejtet. A lokalizalt gerjesztés elérése pl. fényérzékeny sejt vagy fluorofor
hasznalata esetén kivanatos. Az eszkoz egy, a mintatérben szinte tetszélegesen pozicionalhato,
kb. 20 pm hosszi egymodust fényvezetd szal, melyet optikai csipesszel lehet mozgatni. Ebben
a rendszerben a fényvezetd magja a nagy torésmutatdju SU-8 fotopolimer (n=1.6), a kopeny
pedig a kisebb torésmutatoju viz (n=1.33). A fényvezetd szalat gy hoztuk létre, hogy 90 fokkal

eltéritse a belé csatolt fény iranyat, igy érve el az optikai tengelyre merdleges iranyu gerjesztést.

A szegedi laboratéoriumban a mikroeszkdz tervezését, készitését ¢és alakjanak
optimalizalasat végeztem el. Az eszkdz két részbdl allt (60. abra B): az elsé maga a fényvezeto,
amelyet a masik részre, egy csapdazdé gdmbokbol és Osszekotd rudakbol allo alapzatra
rogzitettiink. A fényvezetd egy negyed korivben polimerizalt szalbol €s az ezt kdvetd egyenes
szalbol allt. A fény becsatolasanak megkonnyitéséhez az iv elejére egy szélesebb fényvezetd
szakaszt polimerizaltunk. A nagyobb becsatolo €s a kisebb kicsatol6 feliilet révén a gerjesztd
intenzitas elvben ndvelhetd is. A mobil eszkdz alakja optimalizalasanak szempontjai a

kovetkez6k voltak:
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A fényvezetd szal vastagsagat a lehetd legkisebbre valasztottuk, hogy egyetlen modus
terjedjen benne, azonban még reprodukalhatéan legyen polimerizalhatd. A szal vastagsaga igy
1.5 um lett. A nyalab 90 fokos eltéritését 1étrehozo iv gorbiileti sugaranal a cél a minimalis
kiszor6dd fény volt. A veszteséget a fényvezetd és a kornyezet anyaganak a fény
hullamhosszan mérhetd térésmutatdjanak a kiilonbsége hatarozza meg (n=1.6, illetve 1.33).
Ebben a rendszerben a hatarszog, ahol még teljesiil a teljes visszaverddés o = arcsin(nvi/Nsu-g)
= 56.2°. Egy egyszerll becsléssel (60. abra A) meghataroztuk, hogy egy 1.5 pm vastag SU-8
szal alkotta iv esetében az az R gorbiileti sugar, ahol a legbels6 nyalab, ami a legnagyobb
beesési szoget latja, még éppen a hatarszog értékével érkezik meg az iv kiilso feliiletére, R~8.2

pm-nek adodik, igy az ivet 8 pm-es sugarral polimerizaltuk.

' " sin(ay) = (R/2)/(R+/2)

7 .
oy sin(ed) =nyngy,

R=8.15um

60. abra. Mobil fényvezetd szal tervezése. A: A fényvezetd szal ives része gorbiileti sugaranak
becslése a teljes visszaverddés eléréséhez. A sotétzold nyil azt a nyalabot jelzi, ami a visszaver6 kiilsé
feliilethez a legkisebb beesési szoggel érkezik. B: A mobil fényvezetd elektronmikroszkopos képe. A

4

(A=532 nm). A kis képeken a kilép6 szalvég néhany vizsgalt geometridja lathato.

Kooperacios partnereink idétartomanybeli véges differencia modszer szamolassal
(finite-difference time-domain, FDTD, 60. abra C) azt talaltak, hogy a fényterjedés még egy 6
um gorbiileti sugart iv esetében is elenyészo veszteséggel torténik. A szal azon végére, ahol a
fényt becsatoljuk, egy 3.5 um-re kiszélesedo, kb. 4 pm hosszu ,,tdlcsért” polimerizaltunk a
becsatolasi veszteség csokkentésére. Kezdeti megfigyeléseink szerint, amikor szal kilépod végét
hegyesre polimerizaltuk, a fény nagy numerikus apertaraval Iépett ki. Ezért a végso valtozatban
egy végig allando vastagsagh szalat készitettiink. Az FDTD szdmolasokban egyébként a kilépd

fény az Osszes szalvég kialakitas esetében inhomogén intenzitaseloszlast mutatott. A
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fényvezet6t tartd vaz elrendezésénél a stabil pozicionalhatdsag mellett kellett a fényveszteséget
minimalizalni. Egy ,,alvazat” készitettiink a szerkezetnek, ami a négy csapdazé gombot fogja
Ossze, és ehhez csatlakoztattuk a fényvezeto szalat két riddal. A tartorudak a szorés €s a
kicsatolas minimalizalasa miatt 135 fokos szoggel csatlakoznak a szalhoz (60. abra B, sargaval

bekarikazott rész).
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61. abra. A mobil fényvezetd szalak mozgatasa és szalba torténd becsatolas. A: A fényvezetd szalak
mozgatasahoz, a becsatolashoz és megfigyelésiikhoz hasznalt optikai rendszer a kooperacios
partneriinknél. B: Két egyidejlileg mozgatott mobil szalnak a csapdazo rendszerben tortént
megfigyelése oldalnézetben (vords hattér) €s feliilnézetben (sziirke hattér). A baloldali struktirat
mindharom képen csak az optikai tengely iranyaba mozgattak, mig a jobboldalit ezen kiviil az optikai
tengely kortil el is forgattak. C-D: A becsatolt, és a szalak kilépo feliiletén megjelend fény 532 nm-en
(C) illetve 1064 nm-en (D), oldalnézetben (voros hattér) illetve a szerkezetek feliilnézetben (sziirke
hattér). E: A szal kilép6 feliiletén lathato fluoreszcens gerjesztés oldalnézetben (vords hattér). F:
Emittalt fény mintazat fluoreszcens oldatba meritett mobil szalba csatolt fény gerjesztésével
oldalnézetben (sarga hattér) és feliilnézetben (sziirke hattér). G: Ugyanaz az elrendezés, mint az F
abran, csak a kilépo fénybe egy csapdazott mikrogolydt mozgattak (kék nyil). Lathato, hogy a kilépo
fény a fluoreszcens oldatot keskenyebb savban gerjeszti.

A szerkezeteket kooperald partneriink optikai csipesz rendszerével teszteltiik (61. dbra
A). Azt tapasztaltuk, hogy a szerkezet geometriaja stabil csapdazast és mozgatast tesz lehetdveé:
a tér harom iranyaba valo transzlacido a teljes mintatérben és két tengely menti rotacio

reprodukalhatdan végrehajthato veliik (61. abra B). A szerkezet sikjanak normalisa koriili 360
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fokos korbeforgatas, valamint a hossztengelye koriili +90 fokos forgatas soran a csapda stabilan
tartja azt. A fény szerkezetbe vald becsatoldsa minden olyan pozicidban lehetséges volt, ahol a
szerkezet sikja mer6leges, vagyis a becsatolo ,tolcsér” tengelye parhuzamos volt az optikai
tengellyel. A becsatolast 532 nm-es és 1064 nm-es hullimhosszu fénnyel egyarant
demonstraltuk azaltal, hogy megfigyeltiik a fényvezetd szal kilépd feliiletén megjelend fényt

(61. abra C, D).

A szalbol kilépo fény intenzitaseloszlasanak jellemzéséhez a szerkezeteket fluoreszcens
oldatba helyeztiik, és megfigyeltiik a kilépo fénnyel megvilagitott folyadékban az emittalt
fényt. A kilépo fény eloszlasa kvalitativan megegyezett a szimulaciokban kapott eredménnyel,
vagyis bar iranyitott volt, de meglehetésen inhomogén és gyorsan szélesedd (nagy NA) (61.
abra F). Alkalmas optikai elemmel azonban csokkenthetd volt a fény divergencidja: az optikai
csipesszel egy mikrogolyot a szal végéhez pozicionalva az lencseként 6sszegyiijtotte a szalbol
kilép6 fényt (61. dbra G). A nagy divergencia a szerkezet jelen formajaban kiss¢ korlatozza az
alkalmazast (a szal végét a gerjeszteni kivant targy kozvetlen kozelébe kell vinni), de az
intenzitas eloszlas a kilépo felillet alakjanak eldzetes szimulaciokkal megtamogatott
modositasaval véleményem szerint optimalizalhato. Csokkentend6 tovabba a szal ives részénél

¢s a szalat tart6 rudaknal a fluoreszcens oldat segitségével megfigyelt fényveszteség.

A szerkezettel elérhetd lokalis gerjesztést két modszerrel is teszteltiik. Elsoként optikai
csipesszel, az optikai tengely irdnyaban egy sorban, illetve négyzet alakban csapdazott, 3 um
atmér6ju fluoreszcens golyokat vilagitottunk meg vele. Ezeken az elrendezésekben ahhoz,
hogy csak egyetlen kivalasztott golyot gerjessziink, és hogy a golyok ne arnyékoljak egymast,
az sziikséges, hogy a gerjesztd fényt az optikai tengely irdnyabol 90 fokkal eltéritsiik.
Megmutattuk, hogy az igy kivitelezett lokalis gerjesztéssel csak az a golyd emittal fényt,
amelynek a kozelébe pozicionaltuk a fényvezetd szal kilépd végét (62. abra A). A masodik
kisérlet soran az egyik szerkezetet, amibe becsatoltuk a fényt, egy masikhoz kozelitettiik ugy,
hogy az elsobdl kilépd fény a masodik szerkezet kilépd feliiletét vilagitotta meg. Ekkor a
masodik szerkezetbe annak kilépd feliiletén keresztiil valéban bejutott a fény, majd
végighaladva a szalon a kilépd fény megfigyelhetd volt a szerkezet becsatold feliiletén (62.

abra B).

Osszefoglalva, ezzel a munkéval egy olyan mikroeszkdz prototipusat mutattunk be,
amellyel lokalis fluoreszcencia gerjesztés valosithatd meg olyan mintak esetében is, amelyek

nem érhetdk el a gerjeszto fény szamara az optikai tengely iranyabol. Sikeresen demonstraltuk,
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hogy meg lehet valtoztatni a fluoreszcens gerjesztd fény iranyat akar 90 fokkal is, és
mikrométeres teriiletre fokuszalni egy estelegesen nagyobb atmérdji nyalabot. A veszteségek
minimalizalasaval és a belépd ¢és kilépd feliiletek alakjanak intelligens tervezésével a
bemutatott eszk6z alapja lehet egy kisebb kilépé numerikus apertiraval és nagyobb intenzitast

jellemezheto szerkezetnek is.

62. abra. Lokalis fluoreszcencia gerjesztés mobil fényvezeto szallal. A: Optikai csipesszel egy sorban
megfogott (bal oldali két kép) és négyzet alakban megfogott (jobb oldali két kép) fluoreszcens
mikrogolyok lokalis gerjesztése. Az oldalnézeti képeken (vords hattér) jol latszik, hogy a szalbol
kilép6 fény mindig csak egyetlen golyot gerjeszt. B: Egy mobil szalba (mindharom képen a jobboldali
szerkezet) becsatolt fénynek a vele szembeforditott szalba vald atcsatolasa. Az oldalnézeti képek
(voros hattér) mutatjak a két szal egymashoz viszonyitott helyzetét az optikai tengely mentén, mig a
feliilnézeti képen (sziirke hattér) az latszik, hogy az atcsatolas csak a teljesen szembeforditott
helyzetben (kozépso képek) valosul meg. Ekkor a bal oldali szal becsatold felszinén (sarga nyil)
megjelenik a becsatolt fény egy része (szaggatott sargaval keretezett kis kép).

8.2. Optikai mikroszkdp felbontasanak javitasa indirekt mikromanipulaciéval
Ahogy azt az 6.2 fejezetben bemutattam, az epoxi alapi polimer mikroszerkezetek
funkcionalizalasaval el lehet érni, hogy egyedi, nem letapadd sejtek a szerkezetekhez

tapadjanak és igy azokat optikai csipesszel indirekt médon mozgatni lehessen. Egyedi iszo
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sejtek kontrollalt, fiiggetlen mozgatasa az optikai csipeszen kiviil megvaldsithato pl. laminaris
aramlassal [202] vagy dielektroforézissel is [203]. Ezekkel Osszehasonlitva, az optikai
csipeszes mozgatas elonye, hogy a sejt a viszkozus ellenallas altal megszabott limit alatt
tetszoleges sebességgel (~100 pm/s) és iranyokba transzlalhato és forgathato, valamint, hogy
a mozgatas barmely pozicioban megallithatd. Fontos jellemzd, hogy a sejtet a nagy elérhetd
csapdaerdnek koszonhetden igen kis fluktuacioval, tetszéleges ideig lehet egy kivalasztott
pozicidban tartani. A modszer legnagyobb hatranya az, hogy a sejtet valamilyen modon az
eszk6zhoz kell tapasztani, és késObb nem lehet a kett6t szétvalasztani. Ennek megoldasara
egyébként nemrégiben a 8.3 fejezetben bemutatott eljarast dolgoztuk ki. Ebben a fejezetben az
indirekt sejtmanipuldcionak az egyedi sejtek optikai mikroszkopos 3D képalkotdsaban valod

alkalmazasat mutatom be.

8.2.1. Egyedi sejtek 6 szabadsdgi foku mozgatasa

A 6.2 fejezet végén rdviden mar emlitett mikroeszkdz az egyik legegyszeriibb megoldasa
a sejt stabil, indirekt mozgatasanak [130]. Az eszk6z elektronmikroszkdpos képén (63. abra B)
jol lathatok annak funkcionalis részei. A csapdazast harom, kb. 4 pm atmérdjii gomb teszi
lehetové, melyek egy egyenld oldali haromszog csucsaiban helyezkednek el. A szerkezet
tetején egy 7 pm atmérdjli és 15 pm gorbiileti sugara gombhéjat polimerizaltunk, amelyhez a
sejt hozza tud tapadni. A szerkezet méreteit — bizonyos keretek kozott — a sejtek méreteihez
szabadon hozza lehet igazitani. A gdmboket és a tapado feliiletet vékony merev rudak kotik
kosze. A holografikus optikai csipesz harom csapdazd fokuszfoltjaval megragadva a
gomboket, a szerkezetet és a hozza tapasztott sejtet a térben tetszolegesen lehet mozgatni. Ez
lehetové teszi, hogy a sejtrél a mikroszképpal gyakorlatilag tetszéleges iranybol felvételeket
készithesslink. A 63. abra A ¢és C paneljei egy szerkezet csapdazasat, sejthez valo tapasztasat,
majd a sejt harom tengely koriili forgatasat mutatjak be. Amikor a szerkezetet sztreptavidinnel
vontuk be, a sejtet pedig biotinaltuk (Id. a 6.2 fejezet), a stabil egymashoz tapadasuk kb. 10

masodpercen beliil megtortént.

A sejtet a szerkezettel vizes kozegben kb. 100 pm/s sebességgel lehetett transzlalni, az
optikai (z) tengely koriili legnagyobb ellendllast jelentd forgatas esetében pedig 65 fok/s az
elérhetd szogsebesség. A mikroszkopos leképezéshez elengedhetetlen, hogy a sejt fluktuacioja
allo helyzetben dsszemérhetd, de inkabb kisebb legyen, mint az optikai felbontas. A fluktuaciod
a sejtnek azon a pontjan a legnagyobb, amelyik a csapdazé pontoktdl legtavolabb van. Ez, a

63. abra D paneljén piros kereszttel jeldlt pont a csapdapoziciok sikjatol 25 pm-re volt. Ennek
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a pontnak a fluktuacidja a szerkezet tengelyével megegyez6 iranyban kb. 50 nm volt, arra
merblegesen pedig kb. 120 nm (63. abra D). A sejt tetszOleges mozgatasa és az adott
pozicidoban, egy atlagos mikroszkép felbontoképességével Osszemérhetd fluktuacioja

alkalmassa teszi az indirekt sejtcsapdazast képalkotd eljarasokban torténé hasznalatra.

[EET L EL szerkezet szerkezet csapdazasa a sejthez igazitas megfogott sejt

. o

>=r
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63. abra. Hat szabadsagi fok indirekt optikai sejtmanipulacid. A: Sejtmanipulator megfogasanak és
sejthez tapasztasanak folyamata. El6szor az optikai csipesz 3 fokuszat a sztreptavidin fehérjével
bevont sejtmanipulator csapdazo gombjeihez forgatjuk. A szerkezet csapdazasat kovetden azt gy
forditjuk, hogy a lapkéja a biotinalt sejt felé¢ nézzen. Végiil rovid ideig (kb. 10 s) a sejthez érintjiik. B:
A sejtmanipulator elektronmikroszkopos képe. C: A sejt €s a manipulator forgatasa az egyes

srcr

srcr

8.2.2. Tébbnézetli mikroszkdpia

Egyedi sejtek vizsgalatdban az optikai mikroszkopia az egyik alapveté modszer. Itt
nyilvanvalo cél egy adott sejtr6l a minél részletesebb és pontosabb 3 dimenzios leképezés
elérése. Ennek a megfigyelési modnak az egyik jellegzetessége, hogy a felbontas az axialis
iranyban joval kisebb, mint lateralisan. Adott A hullamhosszon egy NA numerikus aperturaju
objektivvel a lateralis felbontas 1 = 0.61*A/NA, mig az axialis 1, = 2*A/NA? (Rayleigh
kritériumok). A = 600 nm hullamhosszon 1.2 NA objektivet hasznalva r; = 305 nm ¢és 1. = 830
nm értékeket kapunk, ami 2.7-szeres kiilonbség. Egy 3D felvétel esetén ez azt jelenti, hogy a
megfigyelt objektumok képei a tengely iranydban megnyulnak. Ez a képalkotasi probléma

leginkabb a fluoreszcencia mikroszkopia esetében a legnyilvanvalobb, és egy pontszerii
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fényforras leképezése esetén a legkonnyebben tetten érhetd. Ennek képe, a pontkiszélesedési
fiiggvény (Point Spread Function, PSF) els¢ kozelitésben egy, az optikai tengellyel megegyezd

iranyu nagytengellyel rendelkez6 ellipszoid alakjat veszi fel.

A problémat természetesen tobben tobbféleképen probaltak orvosolni, és megkdzeliteni
az izotrop felbontast. Kisérleteztek pl. a minta strukturalt megvilagitasaval: racs fénylap (lattice
light sheet) kivilagitassal szamos sejtszintli bioldgiai folyamatot sikeriilt izotrop felbontéssal
harom dimenzidban kdvetni széles idoskalan [204]. A 4Pi mikroszkopiaval az axialis felbontas
novekedését két egymassal szemben, konfokalisan elhelyezett objektiv alkalmazasaval érik el,
ahol a két, ellentétes iranyba terjedd nyalab interferenciajanak koszonhetden javul a felbontas
[205]. Ezeknek a mddszereknek a soraba illeszkedik a tobbnézetli mikroszkopia (,,multiview
microscopy”’), ahol a megfigyelend6 objektumrdl egyszerre vagy egymas utan tobb iranybol
készitenek felvétel sorozatokat, majd ezeket a fuziondlva kapnak kozel izotrép felbontasu 3D
képeket [206-208]. A modern tobbnézetii mikroszkopok strukturalt gerjesztd kivilagitassal és
konfokalis detektalassal tehetok igazan hatékonnya [209, 210].
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64. abra. Irodalmi példak a minta forgatasara a tobbnézetli mikroszkopiahoz. A: A megfigyeld
objektiv optikai tengelyére merdleges tengelyl kapillarisba agyazott minta és annak forgatasa fénylap
gerjesztés (sotétebb kék teriilet) mellett [206]. B: Egyedi sejt forgatasa optikai csipesz és laminaris
aramlas kombinalasaval. A sejt koziili parabolikus sebességprofil miatt a sejt felso részére nagyobb
erd hat, mint az alséra, nem nulla forgatonyomatékot hozva létre, mikdzben a sejtet kétnyalabos
optikai csipesszel tartjak egyhelyben [202].

\ medium-
filled
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A fluoreszcens tobbnézeti mikroszkopos megfigyelésnek tobbféle megvaldsitasa
lehetséges. A mintarol tobbiranyt 3D felvételek elkészithetdk pl. két vagy tobb, egymashoz
képest szogben elhelyezkedd objektivvel, mikézben sem a minta, sem az objektivek nem
mozdulnak el [211, 212]. A felvételek azonban egyetlen objektivvel is elkészithetdk, am ekkor
a képsorozatok rogzitése kdzott a mintat elforgatjak egy, az optikai tengelyre merdleges tengely
kortl [207, 213]. Ebben az esetben kulcskérdés a minta forgatasa, amire az egyik

legelterjedtebb modszer az, amikor a - jellemzden tobbsejtes - mintat iivegkapillarisban
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valamilyen, a tap- és salakanyagok altal atjarhat6 anyagba agyazzak. A leképezéshez aztan az
optikai tengelyre merdleges tengelyli kapillarist forgatjak korbe sajat tengelye koriil a
mikroszkop fokuszaban (64. abra A, [206]). Egyedi sejtek leképezésénél mar komplikaltabb
megoldasokat szoktak hasznalni, mivel ekkor a kapillaris forgatdsa esetében biztositani
kellene, hogy a megfigyelni kivant sejt mindig a forgastengelyen vagy annak kozelében legyen.
Az elmult évtizedben egyedi, nem letapado sejtek tobbé-kevésbe kontrollalt korbeforgatasara
felhasznaltak mar példaul azoknak elektroforézisen alapuld mozgatasat [159, 203], akusztikus
hullamokkal 1étrehozott folyadékaramlast [214], az optikai csipesszel valdo kozvetlen
csapdazast és korbeforgatast [215] vagy az optikai csipesszel kombinalt folyadékaramlast is
(64. abra B, [202]). Ezek a modszerek vagy csak a sejtek folyamatos forgasat tudjak elérni és
nem tudjak adott pozicidban tartani a sejtet, vagy ha igen, azt csak a sejtek kozvetlen optikai
csapdazasa altal, ami pedig adott esetben sejtkarosodashoz vezethet. Az egyedi sejtek indirekt
optikai csapddzasaval azonban elkeriilhetd a sejtek fotokarosodasa, illetve tetszdleges

pozicioban, tetszéleges ideig, nagyon kis fluktuacioval tarthatok a sejtek.

Az indirekt csapdazas segitségével kidolgoztunk egy eljarast, amellyel a tobbnézetii
mikroszkopidt timogatva a sejtekrdl izotrop felbontasti 3D felvételek készithetdk [161]. Az
indirekt sejtmanipulaciohoz a 63. abra B paneljén bemutatott 3 golyos szerkezetet hasznaltuk,
amit a sejtekhez valo tapasztashoz konkavalin A fehérjével vontunk be. Ez a fehérje a sejteket
koriilvevo glikokalixban talalhatd cukrokhoz kotddik, igy ez a rogzités nem igényli a sejtek
elozetes kezelését. A mérésekhez glutaraldehiddel fixalt K562 tipust, nem leapado sejteket
hasznaltunk. A modszerrel elérhetd feloldasjavulas kvantifikalasahoz a sejtek felszinéhez 100
nm atméréji fluoreszcens nanogydngyoket kotottiink, és ezek képeit értékeltik ki a
felvételeken. A fluoreszcens megfigyelés kdzbeni csapdazast a tobbfokuszi, holografikus

optikai csipesz rendszeriinkkel (15. abra) valositottuk meg.

A mérés soran az egyedi sejtekrol az itt részletezett modon, tobb iranybdl fluoreszcens
2D képek sorozatat készitettik el, majd a képsorozatokat egyesitettiik (65. abra). A
képsorozatok felvételében az indirekt sejtmanipulaciot két modon hasznaltuk fel. Egyrészt, egy
adott orientacidban tartva, a sejtet az optikai csipesz segitségével az optikai tengellyel
parhuzamosan, 250 nm-es Iépésekben mozgatva attoltuk a fokuszsikon, és minden egyes
pozicidban készitettiink rola egy felvételt. A felvételek elkésziilte utan a sejtet visszamozgattuk
a kiindulasi pozicioba, majd szintén a csipesszel 22.5 fokkal elforgattuk egy, az optikai

tengelyre mer6leges tengely koriil. Ebben az 0j pozicidban a sejt ujboli 1éptetése kdzben
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megismételtiik a felvételkészitést. A sejtekrdl ily modon dsszesen 9 orientacioban készitettiink

képsorozatot.

A STEP 1 STEP 2

(\ Moving cell back to pos. 1
1 ‘ and rotate by 22.5 degrees

65. abra. A tobbnézetii mikroszkopias felvételek. A: A felvételek elkészitése az optikai csipesszel
indirekt médon megragadott és mozgatott sejttel. Az elsé 1épés a sejtnek a megfigyelés sikjan, adott
1épéskozzel tortént atmozgatasat abrazolja. A masodik 1épés a kiinduld pozicidba vald
visszamozgatast €s az adott szoggel, az 0j orientacioba vald elforgatast abrazolja. B: Fluoreszcens
markerrel jelolt K562 sejt 3D felvételeibdl maximum intenzitas projekcioval készitett 2D képek
harom kiilonb6z6 orientacioban. Az eredeti 3D felvételeket a sejthez képest azonos nézdpontba
forgattuk.

A felvételeket kovetd képfeldolgozd eljards az irodalomban taldlhatd, tobbnézett
mikroszkopiaban hasznalt modszereken alapult, a 1épései a kovetkezok voltak: i) 3D
dekonvolucio, amivel a fokuszon kiviil es6 jelek nagy részét eltavolitottuk a képrdl, ii) a 3D
felvételek egymashoz igazitasa, ahol a kiilonb6z6 iranyu felvételeket azonos irdnyba forgattuk
(regisztracio), majd végiil iii) egy fuzios 1épés, ahol az egyes 3D képsorozatok egymasak
megfeleltetett pixeleinek intenzitas értékeit egyesitettiik. Az eljards végén egy darab 3D

felvételt kaptunk eredménytil.
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A dekonvoliciohoz a fluoreszcens leképezd rendszer kordbban megmért
pontkiszélesedési fiiggvényét, és az iterativ Richardson-Lucy algoritmust hasznaltuk. Az
iteraciok szamat a mikrogyongyoknek az egyes iteracios 1épések utan kapott képeire illesztett
Gauss gorbék szélességebol, illetve a képeknek az elézOhdz viszonyitott pixel intenzitas
valtozasabol hataroztuk meg (66. abra A, B). Azt talaltuk, hogy 26 iteracio utan a képekre
illesztett Gauss gorbék atlagos szélessége elérte az optikai rendszeriink felbontoképességét (kb.

300 nm), illetve a relativ pixel intenzitas sem csdkkent tovabb.

B
— 0.022
=2
S,
o 002
(8]
3
QZ’ 0.018
S O
o 0.016
=
T o
—_— O o
° 0.014 o o o
200 1 i ) ] C l i ] ! i
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Iteration number Iteration number
C D
= 0482
)
8
o 048
§e]
S 0478
o
8 0476
S
© 0474
o
>
< 0472

01234567 8 910
Iteration number

66. abra. A képfeldolgozas lépései. A és B: Kritériumok a dekonvolucid iteracioszamanak
megallapitasahoz. A: Az egyes fluoreszcens gyongyok képeire illesztett Gauss eloszlasok szélességei
az iteracio szamanak fiiggvényében. A folytonos vonal az egyes csoportok atlagértékeit koti 6ssze. B:

Az egyes pixelintenzitasok relativ valtozasainak 0sszege az iteracioszam fiiggvényében. C: A
kiilonb6z6 orientacidban felvett képsorozatok egymashoz forgatasahoz (regisztracio) hasznalt
korrelacios eljaras soran kapott korrelacios értékek. D: Két 3D képsorozat maximum intenzitas
projekcioval eléallitott 2D valtozata az egymassal valo regisztracio utan. A Z tengely a referencia kép
optikai tengelyével parhuzamos, amely iranyba a fluoreszcens gyongyok dekonvolucioval javitott
képei megnytltak.

A dekonvolucids szlirés utan a regisztraciot a kovetkezd direkt keresés algoritmussal
végeztiik el, ahol a 0 foku orientdcidoban rogzitett képsorozatot hasznaltuk referenciaképpen.
Els6 1épésként a képsorozatokat manualisan visszaforgattuk a 0 fokos pozicioba azzal a
szO0ggel, amekkoraval a szerkezeteket a mérés soran elforgattuk (22.5°, 45°, ...). Ezutan a

szerkezet tengelye koriili 45°-0s nyilasszogli térszogben létrehoztuk a forgastengelyek egy
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halmazat. A kovetkezokben minden egyes tengely koriil elforgattuk a 3D felvételt a -15° — 15°
tartomanyban 1 fokonként, és minden ilyen orientacioban transzlacios korrelacio segitségével
megkerestilk a referencia és az elforgatott felvételek kozotti legjobb illeszkedést. Ezutan
kivalasztottuk a legmagasabb korrelacios koefficienst produkalo tengelyt, e koriil 1étrehoztuk
a kovetkez6 forgastengely halmazt mar csak feleakkora térszogben, majd Gjra elvégeztiik a
korrelacid szamitasokat az uj tengelyek koriil elforgatott felvételeken. Ez az iteracio 10 1épés
alatt (66. abra C) mindig konvergalt ahhoz a forgastengelyhez, ahhoz az elforgatas szoghoz és
ahhoz a transzlacio értékhez, amivel az adott orientacioban rogzitett felvételt transzformalva a
referencia felvételhez legkozelebb jutunk. A regisztralt felvételeken a fluoreszcens gyongyok
képeinek kozepe atlagosan csupan ~130 nm-rel tér el a referencia felvételeken talalhato
képeinek kozepétdl (66. abra D).

srer

modszerrel végeztiik el. Ennek soran elészor kiszamoltuk mindegyik megfelelden elforgatott
¢s eltolt felvétel 3D Fourier-transzformaltjat (/;), majd ezeket pixelenként a kdzvetkez6é modon

Osszegeztik:

N
Ir=> (w1
Jj=1 (15)

ahol N a felvételek szdma ¢és ahol a w; sulyokat a Fourier amplitidok segitségével szamoltuk
ki:

17|
Wi = —————
! Zf\il \/m (16)

A Fourier-térben ily modon 6sszegzett I felvételt inverz Fourier-transzformalva megkaptuk a
mikrogyongyokkel dekoralt sejt 3D fluoreszcens felvételét (67. abra D). Az eljaras
referencidjaként elvégeztiik az egymashoz regisztralt felvételek pixeleinek egyszerii algebrai
Osszegzéses fuzidjat is (67. abra C).

A célul kittzott feloldas javulas kivaloan tetten érhetd a golyok képeinek optikai (z)
tengely iranyl méretvaltozasaban (67. abra E, F). Ha a képek intenzitas profiljara Gauss gorbét
illesztlink, azt kapjuk, hogy az eredeti felvételeken ezek 1/e szélessége 1.37 um-rdl a fuzioval

0.58 um-re csokkent, mikozben az x és az y tengelyek menti szélesség 0.5 um koriili maradt.
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Erdekesség, hogy az optikai tengelyre merdleges tengelyek mentén a gyongyok képeinek
szélessége a dekonvolucid soran enyhén csokkent, majd a fuzidval az eredeti méretre
novekedett (67. abra F). A csokkenés a dekonvolucié természetes velejardja, de a ndvekedés
oka nem tisztazott: okozhatja a sejt fluktuacidja, a mikrogyongyok nem stabil rogziilése a
sejten, a regisztracios algoritmus emlitett atlagosan egy pixelnyi hibaja, illetve ezek tetszéleges

kombinacidja.

Fourier
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67. abra. Az optikai felbontés javulasa mikrogyongyokkel jeldlt sejt esetében. A-D: A
mikrogyongyokrol késziilt 3D felvételsorozat maximum intenzitas projekcioval eldallitott 2D
valtozata a képfeldolgozas egyes 1épései utan. A D abra kis képe a sarga vonal menti intenzitas
eloszlas a matematika atlagolassal (kék vonal) és a Fourier-transzformacion alapul6 atlagolassal
(piros vonal) kapott képen. E: Az A abran nyillal jellt mikrogyongy intenzités eloszlasa a harom
tengely mentén az egyes lépéseket kovetden. F: Az egyes tengelyek iranyaban mért
intenzitaseloszlasokra illesztett Gauss gorbék szélességei a képfeldolgozas egyes lépései utan, a
mikrogydngydkre atlagolva.

A modszernek sejtalkotok leképezésére vald alkalmazhatosagat is megvizsgaltuk olyan
sejteken, melyeknek a mitokondriumat szelektiven megfestettiik. A korabbi tapasztalatok
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alapjan itt csak 4 orientacioban készitettiink felvételeket (0°, 45°, 90° és 135°), a dekonvolucios
1épésszam kritériumat pedig az egyes lépések utdn a felvételrdl kiszamolt Fourier
teljesitményspektrumnak az optikai rendszeriink atviteli fiiggvényétdl valo eltérése alapjan
hataroztuk meg. A feloldas javulasat jol mutatja az 68. abra, ahol latszik, hogy egyrészt a
dekonvolicio az eredetileg a fokuszsikon kiviili teriiletrol érkezé szort fényt eltavolitja,
masrészt pedig a fuzidval az eredetileg az optikai tengely iranyaban megnyult képletek

megrovidiilnek, szamos egybe mosddott képlet pedig szétvalik (68. abra B).
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68. abra. Az optikai felbontas javulasa mitokondriumaban festett sejtek esetében. A: Az egyes
sorokban a vizsgalt sejtrdl késziilt 3D felvétel egy-egy sikbeli metszete 1athato a képfeldolgozas egyes
[épései utan. B: Az A dbran a fehér vonalak kozotti szakasz mentén mért fluoreszcencia intenzitas.

Osszegzésképpen elmondhaté, hogy az egyedi sejtek indirekt optikai manipuldcidja
alkalmas arra, hogy vele a sejteket nagy pontossaggal megtartsuk mikroszkopos megfigyelés
idejére, és tetszbleges iranyba elforgatva felvételeket készitsiink roluk. Demonstraltuk, hogy a
modszer alkalmas egyedi sejtek 3D fluoreszcens tobbnézetli mikroszkopids képalkotésara,

amellyel ezen felvételek optikai tengely iranyu felbontasa nagyban javithato.

8.3. Sejtmanipulacié rugalmas mikrorobotokkal
Az eddigiekben bemutatott indirekt sejtmanipulacios eljarasokhoz a sejteket valamilyen
kémiai vagy biokémiai mddszerrel a csapdaval megragadott €s mozgatott szerkezethez kell
tapasztani. Ehhez a szerkezetet mindenképpen, és gyakran a sejtet is valamilyen

feliiletkezelésnek kell alavetni, és a tapasztas irreverzibilis, vagyis a sejtet nem lehet a
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szerkezett6l a késObbiekben elvalasztani. A feliiletkezelést és az irreverzibilis tapasztast el
lehet azonban kertiilni egy 4j koncepcioji megkozelitéssel, mégpedig deformalhaté rugalmas
eszk6zok hasznalataval [216]. Ekkor a koztes sejtfogd szerkezetek a makroszkopikus
laborcsipeszhez hasonléan rugalmassaguknak koszonhetden ragadjak meg a sejteket, amiket
barmikor el is tudnak engedni. A sziikséges deformaciot az optikai csipesz segitségével
terveztiik elérni. Fontos hangsulyozni, hogy az optikai csipesz csak a szerkezetek nyitdsdhoz
sziikséges, miutan a sejt a szerkezetbe keriil, azt ott csupan a szerkezetek rugalmassaga tartja,
az optikai csipesszel ehhez mar nem kell er6t kifejteni. A csipeszt a megragadast kovetéen mar
csak a szerkezet mintatérben vald mozgatasara hasznaljuk. Az irodalomban tobb moddszer is
talalhat6 az egyedi sejtek fizikai megragadasara, mozgatasara (pl. mikropipetta [217] vagy
mikrofogok [218, 219]). Az optikai csipesz elénye ezekkel szemben az, hogy joval kisebb er6t

fejt ki a sejtre, €s nem deformalja azt.

Korabbi eredményeink [220, 221] azt mutattdk, hogy megfeleléen megvalasztott
fotopolimert hasznalva l1étezik olyan polimerizacios paramétertartomany (1ézerteljesitmény és
pasztazasi sebesség), amivel az optikai csipesz altal kifejthet6 erdkkel deformalhato
nanoszalakat lehet létrehozni. A nanoszalakat vagy hajlitadssal, vagy csavarassal lehet
deformalni, rugalmassaguk mértékét pedig éppen a polimerizaciés paraméterekkel lehet
hangolni. A nanoszalakat alkalmasan kialakitott mikroeszkdzokbe épitve azok az optikai

csipesszel deformalhatova valnak.

rad (kék) optikai csipesszel vald szétnyitasanak vazlatos abrazolasa, és az ehhez sziikséges erd
szamolasanak magyarazata. B: A torzios nanoszal (piros) optikai csipesszel valé megcsavarasanak
vazlatos abrazolasa, és az ehhez sziikséges er6 szamolasanak magyarazata.

Ormocomp fotopolimer esetében megmutattuk, hogy az ebbdl késziilt nanoszalak
Young-modulusa (YM) tobb nagysagrenddel kisebb, mint az anyag tombi YM-a: 200 nm
széles Ormocomp nanoszalak esetében az érték 3.5 MPa volt a tombi anyag 1 GPa-os értékével

szemben [221]. Ilyen rugalmassagi egyiitthatoval jellemzett és megfeleld vastagsagura
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készitett szalak esetében a 69. abra aljan lathato Osszefiiggésekkel kiszamolhat6, hogy a
meghajlitasukhoz ¢és csavarasukhoz néhanyszor tiz pikonewton erd elegendd, ami eré mar
optikai csipesszel is kifejthetd. A nanoszalakat megfelelden kialakitott tesztszerkezetekbe
illesztve meghataroztuk, hogy a polimerizalo 1ézerteljesitmény €s a pasztazasi sebesség hogyan
befolyasolja a szerkezetek deformalhatosagat (70. abra C, F). Ez a két paraméter elsGsorban a
nanoszalak keresztmetszetét modositja, ami a deformalhatosagoz sziikséges erét befolyasolja
alapvetéen. A hajlitast vizsgald tesztszerkezeteknél a nanoszalakat két merev kar kozé
készitettiikk el (70. abra A), melyek végét optikai csipesszel tavolitottuk egymastol. A
csavarasos méréseknél a nanoszal kdzepéhez polimerizaltunk egy merev szalat, és annak a

végét mozgattuk a csipesszel egy koriv mentén (70. abra D).
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70. abra. A nanoszalak deformacidjahoz sziikséges erdk mérése. A: A hajlithaté nanoszal
deformacidja mérésének optikai mikroszkopos felvétele. Kis kép: a deformalt tesztszerkezet sémaéja.
B: A von Mises stressz eloszlasa az A abran mutatott szerkezetben hajlitas k6zben COMSOL
Multiphysics programmal szamolva. C: Az A dbran mutatott szerkezet kiilonb6z0 kihajlitasi szogeihez
sziikséges erd értékek négy eltérd polimerizacios teljesitménnyel készitett nanoszal esetében. A
polimerizacio pasztazasi sebessége 20 um/s volt. D: A csavarhatd nanoszal deformacidja mérésének
optikai mikroszkopos felvétele. Kis kép: a deformalt tesztszerkezet sémdja. B: A von Mises stressz
eloszlasa a D abran mutatott szerkezetben csavaras kozben COMSOL Multiphysics programmal
szamolva. F: A D abran mutatott szerkezet kiilonb6z6 csavarasi szogeihez sziikséges erd értékek
harom eltéré polimerizacios teljesitménnyel készitett nanoszal esetében. A polimerizacid pasztazasi
sebessége 20 um/s volt. G: A C abran lathato er6gorbék kezdeti linearis szakaszaibol szamolt Young-
modulus értékek a négy eltérd teljesitménnyel készitett nanoszal esetében.

A hajlitott nanoszalak esetében méréseink azt mutattdk, hogy a 4.5 mW — 6 mW

tartomanyba esO polimerizalé teljesitménnyel, 20 pm/s pasztazasi sebesség mellett lehet

késziteni az optikai csipesziinkkel (F < 60 pN) meghajlithat6 szalat. A kisebb teljesitménnyel
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készitett szalakkal szerelt szerkezetet 20 pN erdvel akar 40 fokra is ki lehet nyitni, mig a
vastagabb, 6 mW-tal készitett szallal rendelkez6t 47 pN erdvel is csupan 15 fokra (70. abra C).
A csavarasra tervezett nanoszalak esetében hasonld tendencia mutatkozott, ahol az optikai
rendszeriinkkel deformalhat6 szalakat 4.5 mW ¢és 5.5 mW kozotti teljesitménnyel lehetett
késziteni. Itt a legkisebb vastagsagu szalakat tobb, mint 90 fokkal is el tudtuk csavarni, mig a
legvastagabbakat csupan 20 fokkal (70. abra F). Ez a deformacids tartomany alkalmas a
gyakorlatban is hasznalhat6 szerkezetek készitésére, és a tovabbiakban bemutatott eszkozokbe
5 mW teljesitmény és 20 um/s pasztazasi sebességgel készitett nanoszalakat illesztettiink.
Fontos tovabbi eredmény, hogy az erd-hajlitasi szog fiiggések kezdeti, linearis szakaszaibol a
nanoszalak YM-a - vastagsag ¢és hossz adataik ismeretében - meghatarozhatova valt (70. abra
G). Méréseink szerint a polimerizacios 1ézerteljesitmény a szalak vastagsagan kiviil az YM-at
is befolyasolja: 4.5 mW-nal 2.6 MPa értéket kaptunk, mig 6 mW-nal 7.2 MPa-t, ami korabbi

eredményeinkkel teljesen egybevagott.

A rugalmas sejtmanipulatorokban rejlo lehetdségek demonstralasara harom, alapvetden
mas feladatot ellato szerkezetet készitettiink. Az elsdvel a sejtek egyszert 6sszegyiijtését lehet
elvégezni. Itt torekedtiink olyan szerkezet készitésére, ami a sejtekre szallitds kdzben szinte
egyaltalan nem fejt ki nyomoerdt, mégis stabilan megtartja Oket. A masodik a sejtek
mikroszkopos vizsgalataban segit oly mdédon, hogy azokat minimalis fluktuacioval stabilan
tartja, mikozben tetszoleges iranyban el lehet 6ket forgatni és roluk felvételeket lehet késziteni.
A harmadik szerkezet tulajdonképpen egy szerkezet par, amivel sejtek kozotti kolesonhatast
lehet idoben és térben jol kontrollalhaté modon eléidézni. A paros egyik tagjaval egy sejtet a
mintatér aljahoz lehet stabilan régziteni, mig a masikkal egy masodik sejtet megfogni és az

els6hdz hozzanyomni.

A mikroeszkozoket a nanoszalakon kiviil még két funkcionalis egység alkotta: az egyik
egy merev rudakbol all6 vaz, a masik pedig az optikai csipesszel valé megfogast segité gomb
vagy ellipszoid. Mindegyik szerkezetbe ugyanakkora, 4.5 pm atmérdjii csapdazé géomboket
polimerizaltunk, amelyeket a csapdazé 1ézerlink maximalis teljesitményével megragadva kb.
30 pN/um csapdaallando jellemzett. A demonstracios kisérletekhez a human K562 tenyésztett
sejtvonal glutaraldehiddel fixalt sejtjeit hasznaltunk, amelyek a mintdban 1% szarvasmarha

szérumalbumint (BSA) tartalmazo, foszfattal pufferelt sooldatban (PBS) usztak.
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8.3.1. Sejtgy(ijté mikroeszkdz

4

71. abra. A sejtgylijté mikroeszkoz. A: A sejtgyiijtés folyamata egyes 1épéseinek optikai mikroszkopos
felvétele. A begylijtés a hordozo feliileten, a szallitas a feliilet felett kb. 30 um-rel, a kiengedés a feliilet
felett kb. 10 um-rel torténik. A nyilak az optikai csipesszel megfogott gdmbok mozgatasanak iranyat
jelolik. B: Sejtgyiijté mikroeszkoz elektronmikroszkopos képe. Kis kép: a felsé rugalmas szal és azt az
alsoval 6sszekotd rud képe, vastagsagaikkal. C: A sejttarolo teriilet elektronmikroszkopos képe.

Ezt az eszkozt arra terveztiik, hogy vele valamilyen szempont szerint kivalasztott, nem
letapado sejteket lehessen a mintatérben befogni, majd egy adott helyre szallitani és ott
Osszegyljteni. A szerkezet sejtbefogd része két, hajlithatd rugalmas nanoszalak altal
Osszekotott fél gombhéjbal allt, melyekre egy-egy merev rudat illesztettiink, a rudak végein
pedig egy-egy csapdazd gomb helyezkedett el, amelyeknél fogva az eszkdzt az optikai
csipesszel szét lehetett nyitni (71. abra B). A gdombhéjakat csupan néhany merev ivbol
készitettiik el, hogy a mintdban 1év6 folyadék a mozgatas kozben minél kisebb viszkozus erdt
fejtsen ki rajuk. A sejtgyiijtés folyamat (71. abra A) elején a merev rudak végeit megragadtuk
az optikai csipesszel, szétnyitottuk a két gombhéjat, majd megkdzelitettiik a kivalasztott sejtet.
A nyitott szerkezetet helyben tartva a mintaasztal mozgatasaval sejtet a gombhéjak kozé
mandvereztilk, majd a szerkezetet bezartuk. Ezutan a harom csapdazé gémb segitségével
felemeltiik a szerkezetet a mintatér aljarol és egy erre a célra polimerizalt tartd keret (71. abra
C) folé mozgattuk. A keretbe ezutan leeresztettiik a sejtgyiijtot, szétnyitottuk, majd felfele

mozgatva a sejt kiesett bel6le a keret belsejébe.
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A két gdmbhéj méretét ugy valasztottuk meg, hogy nem nyomtak 6ssze a sejtet, ami igy
a szallitas soran abban szabadon mozoghatott. Méréseink szerint a szerkezetet maximalisan kb.
300 um/s sebességgel lehet vizes kdzegben mozgatni. Ezzel a modszerrel kb. 3-4 percenként
lehet egy sejtet a keretbe Osszegylijteni. A sejtgylijté potencialis alkalmazasi teriilete lehet

sejtszferoidok vagy organoidok kiindulasi sejtjeinek adott, kis teriiletre valo 6sszegytjtése.

8.3.2. Sejtcsipesz mikroszképos megfigyeléshez

Az egyedi sejtek mikroszkdpos megfigyelését segitd mikroeszkoz hasonlit leginkabb
funkciojaban egy makroszkopikus laborcsipeszhez: két merev radja koz¢ lehet a sejtet befogni,
amit a szerkezet rugalmassaga tart a helyén. A két, hajlithaté nanoszallal 6sszekotott rudra
egyenként harom-harom rovid rudacskat polimerizaltunk, amelyek kozrefogjak és helyben
tartjak a sejtet (72. abra A-C). A sejt befogasa hasonlo az el6z6 szerkezetnél latotthoz: optikai
csipesszel megragadva a merev rudak végén 1évo egy-egy gombot, szétnyitjuk dket, majd a
sejtet a kis rudacskak kozé mozgatva Osszezarjuk (72. abra A). Ekkor a nanoszalak
rugalmassaga miatt a kis rudacskak az optikai csipesz nélkiil is kissé Osszeszoritjak a sejtet,
ami a szerkezethez képest mar rogzitett helyzetben lesz. A szerkezet harom csapdazo gombjét
ezutan megragadva a csipesszel, a sejt tetszOleges irdnyba mozgathatdo és tetszOleges
orientacioba elforgathatd (72. ébra C). Képanalizissel meghataroztuk a sejt lateralis
elegendden stabilan lehet tartani a sejtet (73. abra A). A szerkezet méretei, rudjainak a
sejtbefogaskor bezart szoge és a 70. abra C grafikonjarol leolvashatod F, er6 vs. @szog fiiggése
ismeretében megbecsiiltiik azt az erét, amivel az egyes kis rudacskak a sejtet nyomjak. Azt
kaptuk, hogy egy-egy rudacska 4 pN -15 pN erdvel tartja a sejtet, és mikroszkopos

megfigyeléseink szerint ekkora erd mellett a sejtek egyaltalan nem deformalodnak.

A sejtesipesznek az optikai mikroszkopos képalkotasban valo alkalmazhatosagat a 8.2.2
fejezetben bemutatott tobbnézetli mikroszkopids modszerrel demonstraltuk. Az ott latotthoz
hasonlodan itt a sejtcsipesz feladata a megfogott sejtnek az optikai tengely menti pontos eltolasa
és egy arra merdleges tengely koriili pontos elforgatasa volt. A mérésekhez ezuttal is
fluoreszcens mikrogyongyokkel jelolt, nem leapadd K562 tipust sejteket hasznaltunk. A 3D
felvételek készitésének 1épései, vagyis a sejt optikai tengely iranyu eltolasa és adott szoggel
valo elforgatasa, valamint a kiértékelés modja is megegyezett a 8.2.2 fejezetben

bemutatottakkal.
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72. abra. Tobbnézetii mikroszkdpidhoz hasznalt mikroeszkoz. A: Egyedi K562 sejt sejtcsipesszel vald
befogasanak egyes l1épései. A sarga keresztek a csipesz fokuszpozicioit jelzik. B: A sejtcsipesz
elektronmikroszkopos képe. Pirossal a két rugalmas szalat, z6lddel a hat sejtfogd rudacskat emeltiik
ki. C: Fluoreszcens gyongyokkel jeldlt sejt sejtcsipesszel tartva, két egymasra merdleges
orientacioban. Zolddel a sejt fluoreszcens képét vetitettiik a sejt és a szerkezet egyiittesének vilagos
latoter felvételére. D: Egy fluoreszcens sejt négy iranybol késziilt 3D felvételének maximum
intenzitas projekcioval készitett képei a képfeldolgozo folyamat dekonvolicios és regisztracios
1épései utan, illetve a Fourier-transzformacion alapul6 fuzidval megalkotott felvétel. A sarga nyil egy
kivalasztott, az 6sszes felvételen jol athatd gyongy képére mutat.

A csapdazott sejt emlitett csekély fluktuacioja lehetdvé teszi a fluoreszcens golyok
elnyujtott képeinek elmosodas nélkiili megfigyelését a dekonvolucios 1épés utan, valamint a
megvaldsitott feloldasjavulast a 72. abra D paneljén sarga nyillal megjeldlt mikrogyonggyel
mutatom be: a gyongy képének z tengely iranyu intenzitds mintdzata azt mutatta, hogy az

eredetileg 2.1 pm-re megnyult kép mérete a fuzié utan 0.6 pm-re csokkent (73. abra B).
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Fontos megjegyezni, hogy a sejtcsipesz szerkezetnek vannak olyan elemei, amelyek
befolyasolhatjak a leképezést, amikor a sejt €s az objektiv koz¢ kertilnek. Ennek hatasat a 73.
abra C paneljének also két képén egy olyan gydnggyel demonstralom, aminek leképezését
torzitotta a sejtcsipesz merev rudja. Lathatd, hogy a fokuszban 1éve takart gyongy képe nem
pontszeri, hanem enyhém torzult, defokuszalva pedig a diffrakcidos mintazata nem
korszimmetrikus. Ez a torzulds azonban a gyakorlatban nem akadalyozta a tobbnézetii
Osszegezve elmondhato tehat, hogy a kis fluktuacié miatt a rugalmas sejtcsipesszel tartott

sejtek leképezése tetszoleges iranybol, gyakorlatilag torzitismentesen megvalosithato.
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73. abra. Sejtcsipesszel tartott sejt jellemzése. A: A sejtesipesszel tartott sejt pozicideloszldsa a két
lateralis tengely mentén. B: A sejtcsipesszel mozgatott sejt felszinén 1év6 fluoreszcens mikrogyongy
vonalmenti intenzitaseloszlasa a Z és az X tengelyek mentén. A z6ld vonalak a Z iranya
feloldasjavulast mutatjak. C: Fluoreszcens mikrogyongy képe a sejtcsipesz egy rudja altal takarva
(also sor, nbg) és takaras nélkiil (felsd sor, nba).

8.3.3. Sejt-sejt kolcsdnhatas vizsgalatara alkalmas szerkezet

Az indirekt manipulacioval 1étrehozott sejt-sejt kolcsonhatas legnagyobb eldnye azzal
szemben, amikor ezt két sejtszuszpenzid egyszerii Osszekeverésével érik el az, hogy ez a
modszer lehetdséget nytjt a kdlcsonhatas tér- és idobeli kontrollalasara. Vagyis egyrészt
bizonyos keretek kozott meghatarozhatjuk, hogy a sejteket melyik feliiletiikkel érintjiik 0ssze
(vagy egy jol meghatarozott tavolsagban tartjuk Oket egymastdl), masrészt pedig a
kolecsonhatds pontos kezdetét is ismerjik, és igy megfigyelhetjiik a folyamatok iddbeli
lefolyasat. Ez az eszkoz tulajdonképpen egy szerkezet paros, amelynek az egyik (sejtrogzitd)
tagjaval a sejtet mozdulatlanul a mintatér aljahoz lehet rogziteni, mig a masikkal (sejtmozgato)
egy masodik sejtet az els6hdz lehet mandverezni. A sejtek egymashoz érintését két parossal is

demonstraltuk, melyeket specifikusan axialis, illetve lateralis megkdzelitésre terveztiink. Itt

érdemes megjegyezni, hogy az egyébként nem letapado sejtek néhany esetben maguktol mégis
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kitapadnak a mintatér aljahoz. Ebben az esetben az els6 szerkezetre nincs sziikség, és a masodik

sejtet ekkor ténylegesen szinte tetszdleges iranybdl a letapadthoz lehet érinteni.

Az axialis megkozelités esetében a sejtrogzitd szerkezet (74. abra A, B) egy merev
keretbe polimerizalt torzios szalbol, egy ehhez rogzitett merev radbol és két ellendarabbol all.
A merev rudat az optikai csipesz egyik csapdajaval el kell forgatni, majd egy masik csapdaval
a sejtet a masik vége és az ellendarabok kéz¢ vinni. A csapdak kikapcsolasa utan a torzios szal
rugalmassaga a rud végével a sejtet az ellendarabokhoz nyomva rogziti. Meg kell jegyezni,
hogy ekdzben a sejtet rovid ideig direkt modon csapdazzuk, de ezt az id6t minimalizalni lehet
kb. 30 masodpercre, ami a legtobb esetben kevés a sejt fotokarosodasahoz. A sejtrogzitd
szerkezetbe befogott sejt (74. abra C) fluktuaciojat 30 nm-nek és 40 nm-nek mértiik a két
lateralis koordinata mentén. A sejtmozgatd szerkezet az el6z0 fejezetben bemutatott

sejtesipesszel azonos, és azonos modon is hasznalhato.
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74. abra. Sejt-sejt kdlcsonhatas megvalositasa axidlisan mozgatott sejttel. A: Sejtrogzitd szerkezet
elektronmikroszkopos képe. Pirossal a csavarhatd nanoszal rudat emeltiik ki. B: K562 sejt egy
sejtrogzitd szerkezetbe befogva. C: Sejt-sejt kdlcsonhatas megvalositasanak egyes 1épései axialis
megkozelitéssel vildgos latoterti mikroszkopidval. A harmadik képen a fokuszeltolodast az alsé sejtnek
a fels6hoz nyomodasa okozza. A negyedik képen a sejtmozgatd szerkezetet 15 fokkal elforgattuk az
eredeti helyzethez képest, amit a csapdazé gombok nagyon eltérd képe is jelez. D: Sejt-sejt
kolcsonhatas megvalositasanak egyes 1épései axialis megkozelitéssel fluoreszcens mikroszkopiaval. A
nyilak egy-egy, a sejtmozgatoval (zold), illetve a sejtrogzitével (piros) megfogott sejten 1€vo
fluoreszcens gydngyre mutatnak.

A sejtek kozotti kolcsonhatas megvalositasahoz (74. abra C) a sejtmozgatoba befogott

sejtet az optikai csapdaval ugy pozicionaltuk, hogy az als¢ feliillete volt a mikroszkop
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fokuszsikjaban, majd ezt a feliiletet a lerogzitett sejt felso feliiletével hoztuk egy magassagba.
Ezutan a mintaasztal mozgatasaval a rdgzitett sejtet a csapdazott ald toltuk. A két sejt
érintkezését az mutatta, hogy a csapdazott sejt ekkor enyhén megbillent vagy felfelé tolodott,
amit a szerkezet elfokuszalodasabol lathattunk. A csapdazott sejtet a sejtmozgatd szerkezettel
kis mértékben el is tudjuk forgatni (kb. £20°, 74. abra C, ,.tilted touch”), amivel befolyasolni
tudjuk, hogy a sejtmembranoknak melyik részei érintkezzenek. Fluoreszcens
mikrogyongyokkel megjelolt sejteket hasznalva ezek a mozgasok pontosabban nyomon
kovethetok (74. abra D). Az axidlis mozgatasi irdnynak, illetve a sejtek egymas folotti
elhelyezkedésének elonye az, hogy igy a sejtek érintkez6 membranjait azok normalisa feldl
figyelhetjiik meg, ezért a kdlcsonhatas miatt bekovetkezd esetleges fehérje-atrendezodéseket

fluoreszcens mikroszkoppal kénnyen nyomon lehet kdvetni.

A lateralis megkozelitéshez (75. dbra A) a sejtrogzitd szerkezet ellendarabja egy kor
alaku nyilas, amibe a csipesszel elforgatott, majd elengedett merev rud a sejtet gy nyomja
bele, hogy annak membranja oldalrol valik elérhetdvé. Ehhez a megkdzelitéshez a sejtmozgato
szerkezetet teljesen ujra kellett tervezni. A merev részét négy darab csapdazhato ellipszoiddal
lattuk el, amivel a teljes szerkezetet lehet tetszéleges iranyba transzlalni és két tengely koriil
akadaly nélkiil korbeforgatni. A sejtmozgatd kdzepén szintén egy kor alakd nyilast helyeztiink
el (75. abra B), amibe a mozgatott sejt illeszkedik bele. A szerkezet rugalmas része egy
hajlithaté nanoszal, ami az egyik végén a szerkezethez kapcsolodik, a masik végén pedig egy
csapdazhaté gomb van. Ezt a gombot a szerkezettol a rugalmas szal ellenében elhuzva
keletkezik egy megfelelden nagy rés ahhoz, hogy egy sejtet belemandverezziink (75. abra C).
Ezt kovetden a csapdat kikapcsolva a rugalmas szal a vele szemben 1évo kor alakt nyilasba

szoritja a sejtet.

Az Osszeérintéshez a két sejtet egy magassagba kell hozni, hogy a korgytrikon kiviil
1év6 érintkezd felilleteik a fokuszsikban legyenek. Ezutdn a mozgathatd sejtet lateralis
mozgatassal egyszerlien a lerdgzitett sejthez nyomjuk. Az érintkezésre a sejteknek a
szerkezetekhez képest megfigyelheté elmozdulasabol kovetkeztethetiink. Ha a sejtek az
egymashoz nyomas soran a két szerkezetbe illesztett gytiriikbol kissé ki is mozdulnak, azokat
a rugalmas elemek a szerkezetben tartjak, és az érintkezés megsziintetése utan visszanyomjak
a gyurtibe. Ezt a 75. abra D paneljén lathatjuk, ahol a mozgathat6 sejt az egymashoz nyomas
soran a gyuribdl kb. 2 pm-re kimozdul, de a nanoszal rugalmassaga a szerkezetben tartja. A

lateralis megkozelités nagy elonye, hogy kozben mindkét sejtet egyszerre lathatjuk anélkiil,
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hogy kitakarndk egymast. A sejtek érintkez0 feliiletét ezzel a modszerrel azok kozos sikjaban
lehet megfigyelni. Azonfeliil, hogy a kdlcsonhatas soran esetleg bekdvetkez6 membranfehérje
atrendezddéseket meg lehet figyelni, a szerkezet alkalmas arra is, hogy amennyiben a két sejt
Osszetapad, a szétvalasztasukhoz sziikséges er6t meg lehet mérni feltéve, hogy az kisebb, mint
a csipesszel kifejthetd optikai erék (tipikusan <50 pN).

Ezekkel az eredményeinkkel megmutattuk, hogy alkalmasan tervezett pubha,
korabbiaktdl eltéréen, a sejtek kezelése nélkiil is meg lehet valdsitani. Ehhez fontos
részeredmény volt, hogy megmutattuk, hogy az alkalmazott Ormocomp fotopolimer egyik
anyagi jellemzdje (Young-modulusa) a nanométeres dimenzidkban nagysagrendekkel kisebb,
mint a tombi formaban. Tobbféle sejtmozgatasi sémat alkalmazo alapkisérletekkel sikeresen
demonstraltuk, hogy ezek a szerkezetek hatékonyan hasznalhatok a sejtek egyszeri

mozgatasdban vagy akar dsszetettebb vizsgalataban is.

substrate-
mounted cell

optically
actuated cell

traps off,
cellin the ring clamp locks cell

75. abra. Sejt-sejt kdlcsonhatas megvalositasa lateralisan mozgatott sejttel. A: A kélcsonhatas
megvalositasanak sematikus rajza. B: A sejtmozgatd szerkezet gylr(i alak része: A belsé atmérdje
egy atlagos sejt méretének 70-80 %-a. C: Egy 0sz6 egyedi sejt befogasanak egyes 1épései. D: Sejtek
egymasnak érintése lateralis megkozelitéssel. Az alsé képen az érintkezés utan a bal oldali sejt kb. 2

pm-nyit kimozdul az 6t tarté gyiiribol. A sarga keresztek a csapdak fokuszanak helyét jelzik.
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8.4.Osszegzés

1. Optikai csipesszel mozgathatd fényvezetd szalat készitettem lokalizalt, tobbiranya
fluoreszcens gerjesztés megvaldsitasahoz. A fluoreszcens mikroszkopnak az optikai tengellyel
parhuzamos irdnyu gerjesztésével szemben, a mobil egymddusu széllal a gerjesztést barmely,
az optikai tengelyre merdleges iranyban meg lehet valdsitani. Ezen feliil megmutattam, hogy
az eszkozzel a gerjesztést lokalizalni lehet egy kb. 1 um?-es teriiletre. A szal geometriai
paramétereinek  alkalmas megvalasztdsaval, annak kompakt méretét megtartva,
minimalizaltam a fény irdnyvaltozasa miatti veszteséget.
15 um atmérdji egyedi sejtet alkalmas mikroeszkozzel viz kozegben, a két lateralis iranyban
50 nm-es, illetve 120 nm-es félértékszélességli fluktuacioval lehet egyhelyben tartani, ami
alkalmassa teszi képalkotasban val6 alkalmazasra.
hagyomanyos fluoreszcens képalkotas inherens modon kisebb optikai tengely iranyu
felbontasanak javitasara. Ehhez a tobbnézetli mikroszkopiat alkalmaztam, amiben a sejt 3D
felvételének a kiilonb6zo iranyokbdl torténd rogzitéséhez sziikséges sejtmozgatast és forgatast
az optikai csipesszel valositottam meg. Az izotrop felbontas eléréséhez sziikséges, a
szakirodalomban talalhato képfeldolgozo eljarasokat adaptaltam az optikai csipesszel segitett
felvételek kiértékeléséhez. Megmutattam, hogy az alkalmazott modszeriinkkel lehetséges az
optikai tengely iranyu felbontas kortilbeliil 2.4-szeres javitasa, ami kozel izotrop felbontast
eredményez.

4. Rugalmas, optikai csipesszel deformalhatdé mikroszerkezetekkel demonstraltam egyedi,
a sejtmozgatashoz nem sziikséges a sejteket a szerkezetekhez tapasztani, azokat egyediil a
szerkezet rugalmassaga tartja egyiitt, valamint a megragadott sejtek tetszdlegesen el is
engedhetdk. A modszerhez sziikséges volt alkalmas fotopolimert é¢s megfeleld polimerizacios
paramétereket valasztva olyan, szub-mikrométeres keresztmetszetii polimer szalak eldallitasa,
amelyeket az optikai csipesz néhanyszor tiz pikonewtonos erdvel deformalni képes. A szalakat
jellemeztem a meghajlitaisukhoz és megcsavarasukhoz sziikséges erének a polimerizacios
teljesitménytdl valo fliggésével, amibol meghataroztam Young-modulusukat is. A szalakat
megfeleléen kialakitott szerkezetbe integralva, sejtmanipulacios feladatok elvégzésére

alkalmas deformalhaté mikroeszkozoket készitettem. Optikai csipeszes mozgatassal
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demonstraltam kivalasztott egyedi sejtek elore megadott teriiletre vald 0sszegytijtését, egyedi
sejtrol tobbnézetli mikroszkopiaval torténd felvételek készitését, valamint idoben és térben

kontrollalt sejt-sejt kolcsonhatés kialakitasanak lehetdségét.
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9. Osszefoglalds és tervek

Disszertaciomban a kétfotonos polimerizacié (TPP) médszerének fejlesztését és az ezzel a
modszerrel készitett mikroeszk6zoknek bioldgiai és fizikai vizsgalatokban val6 alkalmazasat
mutattam be. Amikor bekapcsolédtam ebbe a kutatomunkaba, a technolégia még
vilagviszonylatban is eléggé Gjnak szamitott, viszonylag kevés, de annél fontosabb alappublikacio
jelent csak meg. Az Ormos Pal vezette csoport ebben az értelemben uttérének szamitott, és
aktivan részt vett a TPP fejlesztésében [8, 113]. A kezdeti idOszakban a mikroeszkozok
alkalmazasai els6sorban mikromechanikai rendszerek fejlesztését, illetve ezek segitségével
bioldgiai jelenségek mikroméretekben torténd vizsgalatat jelentette [121, 127, 222]. Munkank
nemzetkdzi ismertségét jelentdsen novelte, és szamos késébbi kooperacid kezdetét jelentette,

hogy ebben az id0szakban tagjai voltunk egy EU FP6 konzorciumnak (ATOM 3D).

A mikroeszkdzok alkalmazhatdsaga kiterjesztésének logikus kdvetkezd 1épése az volt,
hogy a szakirodalomban mar fellelhetd modszereket a mikroeszkozok feliiletének kezelésére
adaptaltuk. Kooperaciés munkakkal megmutattuk, hogy a szerkezeteket fehérjével valod
bevonassal [150] egyedi sejtek manipuldciojara alkalmas eszkozzé [153], fém
nanorészecskékkel torténd bevonassal pedig mobilis szenzorra lehet alakitani [167, 177]
mikrofluidikai kdrnyezetben. Nemzetkozi kapcsolatainkat ebben az idészakban az EU egy
COST és egy, a biologiai alkalmazasokat alapvetoen szem el6tt tartd olasz-japan-magyar ERA-
NET programja biztositotta, amely utobbi keretében a szenzorikai alkalmazasok [162] és
egyedi sejtes vizsgalatara alkalmas mikrokornyezet fejlesztése [179] keriilt el6térbe

A feliiletkezelésén tul, az Osszetett mikroeszkdzok optikai csipesszel valod

crcr

crey

alkalmas mikroeszkozoket tudtunk késziteni az elmult évtizedben.

A mikroeszkdzok legutobbi fejlesztési iranya a deformalhatd struktarak lehetséges
alkalmazasait vizsgalja. A részben szintén nemzetkdzi kooperacio keretében folyd kutatds
keretében a deformalhatd szerkezetek tulajdonsagait vizsgaltuk, és a polimer nanoszalak, a
mikroeszk6zok kulcsfontossagu alkatrészei, jellemzését [220, 221] kovetden igyeksziink

azokat mind szélesebb kdrben alkalmazni. Javasoltunk lehetséges alkalmazasokat mind passziv

NS4
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csalad [216]) modon hasznalt eszkdzokre. A mikro-viszkoziméterre a szlovak egyiittmiikodo

partneriinkkel benytjtottunk egy szlovak szabadalmat is.
Kozeli és kdzéptavi terveim kozott a kovetkezo kutatasi iranyok szerepelnek:

o (Gyogyszer hatoanyagok sejtekbe vald bejuttatasat eldsegitd anyagok €s a sejtek kozotti
kapcsolat jellemzése feliiletkezelt, optikai csipesszel mozgatott, erdmérésre alkalmas
mikroeszkozokkel.

o Egyedi sejtek kozotti kdlesonhatasok vizsgalata rugalmas mikroeszkozokkel.

e Mikrofluidikai rendszerekben a folyadék, illetve annak mozgasanak jellemzésére alkalmas
deformalhaté mikroeszkdzok fejlesztése.

e Rugalmas eszk6zokon alapuld, nagy ateresztoképességili, csiplaboratoriumi eszkdzokbe

integralhato rendszerek fejlesztése egyedi sejtek vizsgalatara.
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Koszonetnyilvanitas

A legfontosabb mindjart az elején leszogezni, hogy a disszertaciomban bemutatott
tudomanyos eredmények, ahogy a tudomanyban legtdbbszor, mind egy csapat erdfeszitésén
alapulnak. Eppen ezért az Osszes munkatarsamnak halaval tartozom, amiért segitségemre
voltak ezeknek az elérésé¢hez. Természetesen munkam soran mindig voltak kulcs személyek,

akiknek a hozzajarulasa kiemelkedd volt.

Legelsdsorban kell koszonetet mondanom Dr. Ormes Palnak, akinek kdszonhetden
ebbe a témaba egyaltalan belefogtam, mint friss PhD fokozattal rendelkezé kutato.
Tapasztalata, az érdekes kutatasi iranyok iranti érzéke, a problémak nagyon tisztan valo
megfogalmazasa ¢s megkdzelitése mind-mind nagy segitség és példaértékil itmutatas volt

szamomra.

Nagyon halds vagyok Dr. Aihua Xie-nek az Oklahomai Allami Egyetem fizika
professzoranak, aki ugyan nem a disszertacibmban bemutatott témaban tdmogatott, hanem
»el6z0 tudomanyos életem” sordn a fénnyel aktivalhatd fehérjék szerkezetének és
mikodésének kutatdsdban, de akitdl a tudomanyos szemlélethez, a kutatomunkahoz valo

altalanos hozzaallashoz kaptam felbecsiilhetetlen utravalot.

Kozvetlen munkatarsaim koziil kutatomunkamat leginkabb egykori PhD hallgatoim,
késobbi kollégaim segitették, amiért nagyon sok koszonet jar nekik. Badri L Aekbote,
Vizsnyiczai Gaszton ¢s Fekete Tamas voltak azok, akikkel nap mint nap 6tleteltiink, mértiink,

ujramértiink, kiértékeltiink, esetenként kezdtiik eldlrdl és a végén kéziratot irtunk.

Nem lenne tisztességes kihagyni a koszonetnyilvanitasbol a szamos BSc és MSc didakot,
akiknek az évek alatt témavezetdje voltam, és akik fiatalos lendiiletiikkel, sokszor 0jszert
megoldasaikkal lenditették elore a kutatomunkat, és akik a mindennapi labormunkat — az esetek

nagy részében — nagy lelkesedéssel végezték.

Szamos kiilfoldi kooperacios partnerem koziil ki kell emelnem Bané Gergelyt, a kassai

Pavol Jozef Safarik egyetem tanszékvezet professzorat, akihez tobb, mint tiz éve kot inspirald,

koz0s munkat.

Halaval tartozom természetesen az SZBK Biofizikai Intézet jelenlegi és volt

munkatarsainak, amiért olyanok voltak velem — ¢és remélhetéleg lesznek is még — amilyenek,
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vagyis tamogatok, segitokészek, és akik miatt altalaban az Intézetben baratsagos, csaladias

munkahelyi hangulatban dolgozhatunk.

A legnagyobb kdszonet természetesen csaladomat illeti. Az 6 tamogatasuk nélkiil tényleg
minden sokkal nehezebb lett volna. Zso6fi, 1évén maga is kutato, egyrészt atlatta és elfogadta a
kutatoléttel kapcsolatos problémakat (1d. még: ¢éjfélig a laborban), masrészt néha akaratlanul
is, inspiraciot tudott adni a munkahoz. Es amikor ugy tint, hogy elfelejtettem, mindig 6k

emlékeztettek arra, hogy azért dolgozunk, hogy éljiink, és nem forditva.
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