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1. Bevezetés

1.1. Fenotipus heterogenitas mikrobak esetében

Az a tény, hogy a mikroorganizmusok a Fo6ld majdnem minden pontjan
megtalalhatdk, figyelemremélté rugalmassagra és alkalmazkoddképesség-
re utal. A mikrobdk altal benépesitett helyek rendkiviil valtozatosak le-
hetnek. Egyes él6helyek hosszabb ideig stabilak maradnak, de jellem-
z6bbek a dinamikusan viltozé mikrokornyezetek (valtozds a tdpanyag-
elldtottsdgban, hémérsékletben, ozmolaritdsban, pH-ban, stb.). A tulélés
érdekében a mikrobdknak adaptalodniuk kell az 4j koriilményekhez.

A biolégiai diverzitds nem csak tobbféle mikroorganizmusbél 4116, komp-
lex rendszerekben alakulhat ki, hanem alacsonyabb szinti biolégiai szer-
vez6dés esetén is. Genetikailag azonos sejteknek, melyek ugyanazon kor-
nyezeti hatdsoknak vannak kitéve, gyakran eltéré a fenotipusuk. Ez a
variabilitas biztositja a populdcié alkalmazkodéasat és tulélését kedvezot-
len korillmények kézott. A sejtek fenotipusdnak megvéltozésa révid tavon
biztositja a populdcié tulélését, a hosszitavia adaptacidhoz genetikai mu-
taciok sziikségesek.

A fenotipusos heterogenitas kialakulasat tobb dolog is befolyasolhatja.
Az egyik, a sejtekben lezajlé sztochasztikus molekularis folyamatok: a sej-
tek molekularis 6sszetétele és génexpresszids mintazata idében nem allandé
és egyedril-egyedre is valtozhat. A masik ilyen jelenség, mely befolyasol-
ja a sejtek kozti kiulonbségek kialakulasat, az oregedés. A baktériumok
esetében az Oregedést a pdlusok koraval jellemzik, és a folyamat soran az
oregedo6 polusndl feltehetéen karos anyagok halmozddnak fel.

A mikroorganizmusok komplex rendszereket alkotnak, melyben a sejt-
kommunikacié aktivan jelen van. Ez a kommunikécié tobbféle médon is
megvalosulhat: példaul direkt fizikai kontaktussal, vagy kozvetité moleku-
ldkon keresztiil (ilyen példaul a quorum érzékelés a baktériumoknél). Ezek
az interakciok is kivalthatjak az egyes sejtek fenotipusanak megvaltozasat.

1.2. Mikroorganizmusok egysejt-szintii vizsgalata

A hagyoméanyos mikrobiolégiai vizsgalati médszereknek (pl. rézatott lom-

bik tenyészet) két hdtrdnya is van: az egyik, hogy tilsdgosan leegysze-



riisitik (homogenizdljdk) a kornyezetet, amivel a sejtek taldlkoznak. A
természetben a mikroorganizmusok nagyon valtozatos feliileti topolégiak-
kal (kovek, levelek, vagy akar a bélbolyhok) és folyamatos vagy periodikus
folyadékdramlassal (esd, arviz, vizelet, stb.) keriilnek szembe. Egy mésik
hatranya a folyadékkulturakon végzett kisérleteknek, hogy egy adott pa-
raméter mérése soran a kapott eredmény a paraméter populéciéra szamolt
atlaga, mely elfedi a sejtek kozotti kiilonbségeket.

Az elmult két évtizedben az élettudomanyok terén jelentésen megnott
a mikro- és nanotechnoldgia alkalmazdsa. A mikrofluidika és a mikrofabri-
kéacios technolégia lehetévé teszi folyadékok mikroszkopikus skalan torténd
manipulaciéjat. Ezekben a rendszerekben mar kis mennyiségli minta is
elegendo a részletes analizishez.

A mikrofluidikai eszkozok felépitésiiket tekintve kamrakbdl, az Oket
0sszekotd csatornakbol, membranokbol, résekbdl és egyéb integralhato ele-
mekbdl allnak. Ezek a rendszerek kivadléan alkalmasak a természetben
eléforduld valtozatos kornyezet modellezésére. Ezek a fizikailag és kémia-
ilag is jol kontrollalhaté kornyezetek lehetové teszik a mikroorganizmusok
vizsgalatat nemcsak populacids, de egysejt szinten is.

A mother machine (MM) mikrofluidikai platform lehet6vé teszi folya-
matosan osztédo baktérium kolonidk korlatlan ideig torténd vizsgalatét.
Ebben az eszkdzben tobb szaz generdcion keresztiil csapdazhatjuk a sejte-
ket. Ezaltal tanulméanyozhaté a baktériumok oregedése és a leszarmazasi
viszonyok is nyomon kévetheték egysejt szinten. A rendszer tobb széz,
egyik oldalan zart végii oldalcsatornat tartalmaz, melyek nyitott végiikkel
a fécsatorndba torkollanak. Ezek az oldalcsatornak a sejtek csapdazésara
szolgalnak, ebbdl kifolydlag a szélességiik és a magassaguk 6sszemérheto a
baktériumok atmérdjével, viszont hosszabbak, ezzel biztositva a sejtoszto-
dast kovetben a lednysejtek begytlijtését. A fOcsatorndn keresztiil torténik
a folyamatos tdpanyag utanpotlas. Ennek a méretei jelentésen nagyobbak

az oldalcsatornakénal.

1.3. Algak egysejt-szintii vizsgalata

A zoldalgik szerepe a biotechnolégiai kutatdsokban és alkalmazdsokban

egyre jelent&sebb. Kivalé modell organizmus a Chlamydomonas reinhard-



tii (C. reinhardtii). Flggetleniil attél, hogy ez egy sokat tanulményozott
mikroorganizmus, a morfologiaja, sejtciklusa és a fotokémidja kozotti kap-
csolat még mindig feltaratlan.

A Symbiodinium spp. a korallok nélkiilozhetetlen szimbiontaja. Ahogy
az jol ismert, a klimavaltozas negativan hat a korallzatonyokra, ezért fontos
ezen mikroorganizmus stressz toleranciajanak részletes vizsgalata. A pro-
toplaszt technologia remek eszkéz az oxidativ stressz tanulményozaséara,
de az életképes protoplaszt eléallitasa kihivast jelent.

A mikrofluidikai lehetOséget nyujt ezen bioldgiai problémak egysejt- és

populacio-szintii vizsgalatara is.

1.4. Quorum érzékelés

A mikrobialis k6zosségekben a sejt-sejt kolcsonhatasok igen gyakoriak és
kiilonbozé formaban jelennek meg. Az egyik ezek kozill a quorum érzéke-
1és (QS), ami egy sejtsiirtiségen alapuld sejtek kozti kommunikacios rend-
szer, mely sordn az informaécié kozvetitésében jelmolekuldk vesznek részt.
Gram-negativ baktériumok esetében ez a jelmolekula altaldban az acil-
homoszerin-lakton molekuldk csalddjaba tartozik, melyek az acil oldallan-
cok Osszetételében és hosszdban kiilonboznek egyméastél. A Gram-pozitiv
baktériumok oligopeptideket hasznéalnak.

Amikor a sejtsliriiség alacsony, a jelmolekuldk termelése alapszinten
torténik. Ahogy a populacié né, a jelmolekula koncentracio elér egy kii-
szobszintet. Ekkor a jelmolekula hozzakot a megfelel6 intracellularis re-
ceptorhoz és a receptor-jelmolekula komplex transzkripcios faktorként a
sejtek szinkronizalt viselkedését indukalja a génexpressziéjukon keresztiil.

A QS-nek jelentés szerepe van a sejtek Osszehangolt viselkedésében,
példaul a biofilm kialakuldsaban, illetve kiilonb6zé virulencia faktorok ter-
melésében. FEz a folyamat lehet6vé teszi a baktériumok szaméara, hogy
tobbsejtli organizmusként funkciondljanak, ezzel olyan el6nyokre szert té-
ve, melyre kiilonallé sejtekként nem lenne lehetGségiik. Egyes elméletek
szerinte a bakterialis QS volt az elsé 1épés a tobbsejtil szervezetek kifejlo-
désében.

Az els6ként komolyabban tanulmanyozott QS rendszer a Vibrio fischeri

és Vibrio harveyt tengeri baktériumokban megtaldlhaté LuxI-LuxR rend-



szer volt. Ezekben a fajokban a sejtslirliségen alapulé biolumineszcencia
volt megfigyelhet6. Késébb megmutattdk, hogy ez a viszonylag egyszerii
folyamat alkalmazhat6 a legtébb Gram-negativ baktérium QS rendszerei-

nek leirdsara is.

1.4.1. Pseudomonas aeruginosa quorum érzékelése

A P. aeruginosa egy Gram-negativ opportunista patogén, a nozokomidlis
fertézések leggyakoribb forrdsa. Ez a baktériumtorzs rendkiviil ellendlld a
hagyoméanyos antibiotikumos kezelésekkel szemben, ezért a virulencia fak-
torok termelése mogott allo folyamatok megértése kardinalis lehet az 4j,
alternativ kezelések kidolgozdsiaban. Emiatt a P. aeruginosa lett a QS
egyik modellorganizmusa. Komplex quorum érzékel6 rendszerrel rendelke-
zik, mely négy, hierarchikusan felépiilé rendszerbél tevédik Ossze, ezek a
las, Thl, pgs és igs.

Az els6ként felfedezett QS rendszerek a LuxI-LuxR homol6g Lasl-LasR
és RhII-RhIR voltak az N-(3-oxododekanoil)-homoszerin-lakton (30-C12-
HSL) és N-(butril)-homoszerin-lakton (BHL) jelmolekuldakkal. A kovet-
kez6 a PQS rendszer volt, melynek jelmolekuldjat, a 2-heptyl-3-hydroxy-
4-quinolone-t eredetileg antibakteridlis molekulaként tanulményoztdk. A
negyedik kommunikéciés rendszer az 1QS, melynek jelmolekuldja a 2-(2-
hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde.

A négy rendszer hierarchikusan épiil egymadsra, a hierarchia csicsén a
las rendszer all. A LasR-30-C12-HSL komplex aktivdlja az rhlR, rhll, lasl
(pozitiv visszacsatolas) és egyéb virulencia faktorok atiréddsat. Az RhIR-
BHL komplex aktivalja az rhil (masodik pozitiv visszacsatolds) atirédasat
és szabdlyozza a PqsR-t. A PQS jelmolekuldjanak termelddése hatassal
van az rhl rendszer kifejez6désére. Az igs rendszert is a las szabalyozza,
meglepd médon azonban, alacsony foszfatkoncentracid esetén ez a rendszer
képes atvenni a kézponti las szerepét.

Az emlitett QS halézatbdl a las és az rhl rendszerekrél mar sok informé-
ciét taldlunk az irodalomban, ugyanakkor még mindig vannak ismeretlen

részletek, melyek feltarasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.



2. Célkitilizés

Kollaboraciés munkam soran két, biologiailag jelentds algafaj tanulmanyo-
zasa volt a célunk egysejt szinten. Ezek koziil az egyik a zold algdk modell-
organizmusaként szamon tartott C. reinhardtii, mig a masik, a Symbiodi-
nium volt, mely létfontossagu szimbiontdja a koralloknak. Ebben a pro-
jektben kiilonb6z6 mikrofluidikai platformok kialakitasaban vettem részt,
melyek lehetévé teszik egyes sejtek csapdézasat, illetve, sziikség esetén az
osztodaskor keletkezett lednysejtek begytijtését is. Ezen feliil az eszkozok
jol kombindlhatok mikroszképias moédszerekkel, fluoreszcencia mérések is
végrehajthaték a csapdazott sejteken, illetve azok kérnyezetének kémiai
Osszetétele is precizen kontrollalhaté. Munkam soran a kovetkezdket tiiz-
tem ki célul:

o Egysejt csapdazéasra alkalmas mikrofluidikai eszkoz tervezése és mo-
dellezése a sejtek rovid tava megfigyelése céljabdl ("Tulipan' csap-
da). A modellszdmoldsokkal meghatirozhaték az eszkozon beliili
folyadékaramlés jellemz6i, valamint, a csapdazott sejtek aramlasra

gyakorolt hatédsa is.

o Kiilonb6z6 mikrofluidikai platformok tervezése és szimulalasa egyes
algasejtek és utddaik csapdazasdhoz hosszil tava megfigyelés célja-
bél ("Csésze" és Symbiodinium csapdék). A folyadékdramlés mellett

célom volt a sejtekre hatd nyirdfesziiltség modellezése is.

Munkam mésodik felében P. aeruginosa Alasl mutins quorum érzéke-
1ését vizsgaltam egysejt-szinten MM mikrofluidikai eszkézben. A kovetkezd

kérdésekre kerestem a valaszt:

e Mi a Las quorum vilasz kinetikdja egysejt és populacié szinten?
A legtobb tanulmény csak a felfutdsra fékuszal, bar a kikapcsolds
(quorum-be — quorum-ki dtmenet) ugyantigy fontos, hisz enélkiil a

populécié quorum aktiv allapotban ragadna.

¢ A jelmolekula kiils6leg torténé hozzdadasa és eltavolitasa a rendszer-

bél hogyan befolyasolja a fenotipus heterogenités kialakulasat?

e Hogyan befolyasolja a sejtvonal torténete a sejtek kozti kiillonbsége-
ket?



e A sejtek quorum &llapota milyen hatdssal van az egyes sejtparamé-

terekre?

o Ismétl6dé jelmolekula impulzusok esetén mennyire hasonlé a popu-

lacié quorum véalasza?

3. Anyagok és Mdbdszerek

3.1. Az eszkozok tervezése és modellezése

Az eszkozok 2D tervei a KLayout nyilt forraskéda CAD szoftverrel késziil-
tek.

A folyadékaramlas karakterisztikus tulajdonsagainak meghatarozasa
céljabdl numerikus szimulacidkat futtattam Comsol Multiphysics 4.3a szoft-
verrel. A sebességprofilok meghatarozasihoz "Laminar Flow" modellt és
id6figgd (time-dependent) study-t hasznéltam.

A "Tulipan" és a Symbiodinium sejtekhez készitett csapdéik esetében 2D
modellt és "shallow channel' kozelitést alkalmaztam. A pontosabb ered-
mények érdekében a beimportalt geometridba, a csapdakon beliilre kerek
dellt épitettem, mivel ez az eszkoz két réteghdl épiilt fel. A szimuldcidkat
egy Intel® Core™ i9-10900 processzorral és 32 GB RAM-mal rendelkezd
gépen futtattam.

3.2. A mikrofluidikai eszkozok készitése és elektron-
mikroszképos vizsgalata

Az itt bemutatott eszkozok fotolitografids, 1ézerirdsos és szoftlitografids
technikak kombinaldsaval késziiltek. A negativ ontéforma elkészitéséhez
egy szilicium lemezt egy vagy két réteghen fényérzékeny anyaggal vontam
be. A "Tulipan" csapdazérendszer esetében 7 um magas SU-8 2005 ré-
teget, mig a Symbiodinium csapddkhoz 13 pum magas SU-8 2015 réteget
hasznaltam. A "Csésze" alaki csapddknal a fabrikdcié harom lépésben
tortént, két, kiillonbozé magassagi SU-8 réteg Osszeillesztésével: az elsd
SU-8 2005-bél késziilt (4 pm magas réteg), ez tartalmazta a csapdakat
a keskeny atfolyonyilasokkal, mig a masodik réteg, melyhez SU-8 2007-et



hasznaltam (7.5 um magassagi) a csapddk zart falait tartalmazta. Az
eszk6z0k tervezett mintazatat ezutan lézeriréval beleirtam a fotorezisztbe.
Az el6hivast kovetden az ontéformakat egy éjszakan keresztiil szilanizal-
tam (tridecafluoro-1,1,2,2-tetrahydrooctyl), majd polideimetilsziloxdnnal
(PDMS) o6ntottem ki, melyet 1:10 inicidtor:monomer ardnyban kevertem
ki. A PDMS-t egy éjszakén keresztiil 40 °C-on hékezeltem, majd lehtiztam
az ontéformardl, kisebb egységekre vagtam és kilyukasztottam a be- és ki-
meneteket (1,5 mm dtmérd). A PDMS darabokat oxigénplazmads kezeléssel
fed6lemezhez ragasztottam.
Az eszkoz0k méreteinek ellenérzése pasztazoé elektronmikroszképpal (JSM-

7100F) tortént. Ehhez a PDMS csipeket vékony aranyréteggel (15 nm)

vontam be. Az elektronmikroszkép gyorsitéfesziiltsége 5 kV volt.

3.3. Sejttenyésztés, mintakészités, a csip feltoltése

A MM kisérletekhez muténs P. aeruginosa PUPa3 Alasl torzset hasznél-
tam, mely gyorsan bomlé GFP fehérjét kodold riporter plazmidot tartal-
maz. A torzs GFP expresszidja QS szabdlyozas alatt 4ll.

Ez a mutans nem képes jelmolekula termelésre, de kiils6leg hozzdadva
érzékeli azt, és a GFP termelésén keresztiil a sejt quorum allapota nyomon
kovetheté. A QS-be/ki terminolégia az egyes sejtek quorum allapotanak
leirdsara szolgdl, mig a quorum-be/ki a populdcié quorum &allapotéra vo-
natkozik. A PUPa3 torzsnél megmutattak, hogy a Las és az Rhl rendszerek
nem hierarchikusan csatoltak.

A kisérletekhez egy-egy P. aeruginosa kolénidt tenyésztécsében, 3 ml
LB tapoldatban egy éjszakan 4t razéinkubatorban novesztettem (200 rpm,
30 °C). A tépoldat 50 pg/ml kanamicint és gentamicint is tartalmazott.
Masnap reggel a kultarat 1:1000 higitottam. Amikor a sejtek optikai den-
zitdsa (ODggg) elérte a 0,1-et, 10 nM/1 uM 30-C12-HSL-t adtam a mé-
diumhoz, hogy indukaljam a QS-t. A kisérlet akkor kezd&dott, amikor a
sejtek OD-je elérte a 0,6-ot. Ekkor 1,5 ml-t a baktérium szuszpenziébol
lecentrifugdltam és 300 ul médiumban vettem fel, mely nem tartalmazott
jelmolekulat. A sejteket a MM eszkozbe egy fecskendd segitségével tol-
tottem bele, majd 16 éran at jelmolekula nélkiili médiumot dramoltattam

rajta keresztiil. A folyadékaramlast egy fecskendépumpaéval biztositottam,



az dramlési sebesség 200 pl/h volt. A fluoreszcencia képkészitést akkor
kezdtem, amikor az oldalcsatorndak megteltek QS-ki dllapotban 1év6 sej-
tekkel.

A 10 nM 30-C12-HSL jelmolekula koncentracidval végzett kisérletek
20 h hossziak voltak (6 h-n keresztiil jelmolekuldt dramoltattam keresztiil
a rendszeren, amit egy 14 h-s jelmolekulamentes idészak kévetett), mig az
1 uM koncentracié esetén 44 h-ig tartottak (6 h-ig jelmolekuldval, 16 h-ig
jelmolekula nélkiil, 6 h jelmolekuldval, 16 h jelmolekula nélkiil). Mindkét

koncentraci6 esetében 3 bioldgiai replikaval késziilt kisérlet.

3.4. Mikroszképia

A sejtek GFP expresszidjanak kovetése fluoreszcencia time-lapse mikrosz-
képiaval tortént. A kisérletekhez Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszkopot
haszndltam. A sejtek szdmdara a megfelel§ hémérsékletet (30 °C) a mik-
roszkép koré épitett inkubdtor biztositotta. A felvételek elkészitéséhez
40X Nikon Plan Fluor objektivet, GFP fluoreszcens sziir6t, Prior Proscan
IT motorizélt asztalt és Prior Lumen 200 Pro lamp&at haszndltam. A kép-
felvétel Andor NEO sCMOS kameréval tortént. A kamera és a mikroszkop
vezérlését a NIS Elements Ar szoftver végezte. A képkészités 5 percenként

tortént.

3.5. Képanalizis

A képanalizis a Fiji nyilt forrdsk6di program egy plugin-jének (BACM-
MAN: BACteria in Mother Machine ANalyzer) felhasznélaséval tortént.
Az atlagos pixelintenzitds mellett a sejtek osztodasi ideje és a leszarmazdsi
viszonyok is nyomon kovethet6k voltak. Az adatok tovabbi analizdldsa R
nyelven irt kdddal tortént. Az dbrakészitéshez a ggplot2 R fliggvénycso-

magot hasznéltuk.



4. Eredmények

1. Terveztem és modelleztem egy mikrofluidikai eszkozt, mely

egyes algasejtek vizsgalatat teszi lehet6vé rovid tavon.

A C. reinhardtii sejtek rovid tava csapdazasira alkalmas "Tulipan" mik-
rofluidikai eszkoz kifejlesztésén és modellezésén dolgoztam, melyet Chl a
fluoreszcencia mérésekhez szeretett volna felhasznalni az egyik kollabora-
cids csoport (Molekuldris Fotobioenergetikai Csoport). Az eszkoz harom
parhuzamos csatorndbdl all, melyek mindegyike egysejt csapdéazasara al-
kalmas konstrukcidkat tartalmaz, ezek egymashoz képest elcstisztatva he-
lyezkednek el. Osszesen 216 darab csapda talalhaté a rendszerben, melyek
mindegyike egy szélesebb (28 pm), tolcsérszer(i bemenettel, és egy keske-
nyebb (3 pwm) kimenettel rendelkezik. A kimenet lehetévé teszi, hogy a
csapdan a folyadék keresztiil tudjon dramolni, de megakadalyozza a sejtek
kijutasat. A csapdazé rész szélessége 8.4 um, a teljes eszkdz magassiga
7 —8 pum kozotti.

A folyadékaramlés jellemzése az eszkéz egyik dgaban, egy 500 pm x
600 wm méretii részen tortént, a modellhez a "shallow channel" kozelitést
alkalmaztam.

Az eredményeim azt mutattak, hogy lires csapdak esetén, magukon a
csapddkon a teljes dramlds 10 %-a halad at. Ez lehetévé teszi, hogy a
folyadékdramban taldlhaté sejtek bejussanak a csapddkba. A folyadék se-
bessége magasabb a szomszédos csapdak kozott és alacsonyabb a csapdéak
bejaratandl. Kor alaki modell algasejtekkel szimulaltam, hogy a csapda-
zott sejtek hogyan befolyasoljak a médium aramlasat a csipben. Az ered-
mény azt mutatta, hogy a sejtek teljesen eltorlaszoljak a csapda kijaratat,
ezzel megakadalyozva a folyadék keresztiilhaladdsat a csapdén és ezéltal
tovabbi sejtek bejutdsdt. A kisérletek sordn (melyet a Molekularis Foto-
bioenergetikai Csoport tagjai végeztek) a csapddk 65— 71 %-a csapdézott
egyes sejteket.

A modellszamolasok és a kisérletek is megerdsitették, hogy a terve-
zett "Tulipan' csapdaelrendezés alkalmas C. reinhardtii sejtek par oran
keresztiil torténé egy helyben tartdsara és fluoreszcencidjanak vizsgalatéa-

ra kiilonbozé kémiai fixalas nélkiil.



2. Mikrofluidikai eszkozoket terveztem és modelleztem, melyek
egyes algasejtek és azok leszarmazottainak hosszabb tava vizs-

galatara alkalmasak.

Annak érdekében, hogy egyes algasejteket és azok leszarmazottait hosszabb
tavon vizsgalni tudjuk, kétféle mikrofluidikai platformot terveztem, model-
leztem és készitettem el mikrofabrikacios eljarassal.

Az egyik eszkoz, mely a Symbiodinium spp. algdk vizsgalatat teszi le-
het6vé, harom darab, egymadssal parhuzamos csatornabdl épiil fel, melyek
kiilonbo6z6 méretli csapdakat tartalmaznak: a legnagyobb csapdaknal a be-
menet 60 pm, a kézepes méretiieknél 40 pm, mig a legkisebbeknél 30 um
széles volt. Mindhdrom csapdatipus harom darab 5 pm széles atfolyd nyi-
lassal rendelkezik.

A folyadékaramlas jellemzé tulajdonsagainak meghatdrozasahoz a "shal-
low channel" kozelitést alkalmaztam és kiillonboz6 térfogataramokkal
(20 pl/h, 60 pl/h, 100 pl/h) teszteltem a rendszert. Az dramldsi sebesség
a harom parhuzamos csatorndban, mely a kiillénb6z6 méretii csapdakat
tartalmazta, kevesebb, mint 10 %-ban kiilénbozott. A csapddk bejarata-
nél az dramlési sebesség 400 pum/s koriili volt, mig a szomszédos csapdak
kozott ez az érték elérte a 2000 pm/s-ot is. A sejtekre hat6 nyiréfesziiltség
kiszamitasdhoz 10 pm atmér6ji modell részecskéket helyeztem a csapda-
kon beliilre, olyan tipikus helyekre, ahol a kisérletek soran gyakran eld-
fordultak. A nyiréfesziiltség az atfolyonyilasoknal elhelyezett objektumok
esetén adddott a legnagyobbnak, értéke 0.4 Pa volt, ami jéval kisebb, mint
amit ezek az algdk a természetes kozegiikben tapasztalnak (él6helyeiken,
szélséséges esetben ez az érték akdr 600 Pa is lehet). A Novényi Stressz,
Lipid és Fenomika Csoport munkatdarsai sikeresen alkalmaztik az eszkozt
protoplasztok készitésére.

A masik mikrofluidikai platform, a "Csésze" eszkoz, C. reinhardtii sej-
tek begytiijtésére szolgalt. Az eszkoz els6 viltozata hétféle csapdatipust
tartalmazott, melyek a bemenetiik geometridjaiban és a keskeny atfolyo-
nyildsok szamaban kiilonboztek egymastél. Ezeknek a konstrukciéknak a
csapdazoképességét a Molekularis Fotobioenergetikai Csoport munkatar-
sai kisérletekkel ellendrizték és kivalasztottdk a két leghatékonyabbat. A

részletes szimulaciokat ezeken végeztem.
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Az eszkoz geometridjat két rétegbdl épitettem fel, ezek magassiaga 5 um
és 7 um volt. Az alacsonyabb réteg tartalmazta a csapdékat az atfolyonyi-
ldsokkal, a magasabb pedig a zért csapdafalakat. Igy tudtam elérni, hogy
a kisebb lednysejtek, melyek atméréje kb. 3 —4 pm ne tudjanak kijutni
a csapdékbdl, de mindekozben a sziikséges magassig a nagyobb (12 wm
atmérdji) anyasejtek szdmdra biztositva legyen.

A szimulacidokhoz 3D modellt készitettem és a teljes eszkéznek csak
egy részét (500 pm x 400 wm teriilet) haszndltam fel. A folyadékdramldst
két kiillonb6z6 magassagban értékeltem ki, ezek egyrészt az alacsonyabb
réteg kozépso sikja (z1 = 2 pm) és a teljes eszkoz kozepe (z3 = 6 pm) vol-
tak. A parabolikus sebességprofilbél kovetkezik, hogy 6 pm magassiagban
az dramlasi sebesség nagyobbnak adddott, mint az alacsonyabb rétegben
mindkét dizajn esetén. Mindkét sik esetén elmondhatd, hogy a csapdik
kozott a sebesség mindig nagyobb volt, mint a csapdék bejaratanal.

Elsésorban az atfolyényilasok szdma az, ami a folyadék atfolydsdanak
mértékét (és ezdltal a csapddzas hatékonysdgat) meghatdrozza, de a be-
menet geometridjanak is jelentés a szerepe. A szimuldciéimbol is 14tszik,

hogy a tolcsérszerii bemenet segiti a folyadék bejutasat a csapdakba.

3. Sikeresen alkalmaztam a mother machine mikrofluidikai esz-

kozt baktériumok quorum érzékelésének vizsgalatahoz.

A QS-t els6sorban populacié-szintii jelenségként tartjak szamon, habar
a génexpresszidés mintdzat valtozdsa egysejt szinten figyelheté meg. An-
nak érdekében, hogy egy populacié QS dinamikajit jobban megérthessiik,
egysejt-szintli vizsgalatokra van sziikség.

EDbbél a célbdl a mikrofluidikai MM eszkozt alkalmazva vizsgaltam P.
aeruginosa Alasl QS-ét. Ez a torzs nem képes jelmolekula termelésre, de
érzékeli azt, és a riporter plazmidnak koészonhetoen a sejtek GFP termelése
informacioval szolgal azok quorum allapotardl is.

Kisérleteim sordn a sejtek 6 h-n keresztiil kaptak jelmolekulat (30-C12-
HSL), amit egy hosszabb, jelmolekula nélkiili szakasz kovetett, amikor ki-
mostam a jelmolekulat a rendszerbol. Kétféle 30-C12-HSL koncentraciot
alkalmaztam: 10 nM (kiiszobkoncentricié korili érték) és 1 uM (a sejtva-
lasz telitését okozé koncentracis). Osszesen 9934 sejtet analizaltunk, 2444
db-ot a 10 nM-os kisérletekbdl és 7490-et az 1 uM-os kisérletekbdl.
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Ezen kisérletek soran lehetdségem volt a baktériumok viselkedését egy-
sejt és populédcié szinten is vizsgalni. Meg tudtam hatdrozni az egyes
sejtek quorum allapotat minden idopillanatban. Kiszamoltam egy kii-
sz6b fluoreszcencia intenzitast az 1 pM jelmolekula koncentracié alkal-
mazasakor kapott kisérleti adatokat felhaszndlva. Ehhez 0-tél 50 a.u.-ig
végigszkenneltem 0,1 a.u. 1épéskozzel a lehetséges kiiszobintenzitasokat

és vizsgaltam azoknak a sejteknek a szamat, amelyeknek az intenzita-
nbe(t)

$52 (

sa elérte ezt az értéket: Ezt a szamoléast elvégeztem a kisér-

let teljes hosszéra. Abrézolva az igy kapott, QS-be allapotban 16vé sej-

tek szamét az id6 fiiggvényében, (simitdst kovetben) meghataroztam az

egyes gorbék minimumat és maximumé&t. A kiiszob intenzitds meghata-

rozésahoz maximalizaltam a QS-be allapotban 1év0 sejtek szdmanak kii-

16nbségét a jelmolekulat tartalmazéd és jelmolekulamentes szakaszokban:

A= (n""(t)> - (n""(t)> . Az igy kapott érték 23,1 a.u.-nak adé-
mazx min

Nau() nai(t)
dott. A sejtek, melyek fluoreszcencia intenzitdsa ezen érték ala esik, QS-ki

allapotban van, mig a sejtek, melyek meghaladjak ezt az értéket, QS-be
allapotban vannak.

Az egyes sejtek statisztikdjabol meghataroztam a populécié quorum
allapotat. Ehhez kiszamoltam a QS-be allapotban 1év6 sejtek ardanyit. Az
altalam meghatarozott kritérium szerint a populdcié akkor keriil quorum-

be allapotba, amikor a QS-be allapotban 1év6 sejtek aranya eléri az 50 %-
ot.

4. Jellemeztem a P. aeruginosa quorum-valasz felfutasanak és

lecsengésének kinetikajat.

Az irodalomban fellelheté legtobb munka a quorum allapot felépiilésére
fokuszal, pedig a folyamat lecsengése is egy meglehetSsen fontos folyamat.
A quorum-véalasz reverzibilitdsa 1) lehetOségeket nyit meg a fertézések ke-
zelésében.

Kisérleteim soran egysejt szinten vizsgaltam jelmolekula jelenlétében
és anélkiil a quorum érzékelés kinetikajat, mely magéaba foglalja a felfutast
és a lecsengést is. Mindkét jelmolekula koncentrécié esetében (10 nM és
1 uM 30-C12-HSL) a quorum vélaszban heterogenitas volt megfigyelhetd,
de a sejtvdlasz (fluoreszcencia és quorum felfutés id6zitése) minden esetben
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jol definialt volt.

1 uM 30-C12-HSL jelmolekula koncentracié hozzaadasat kovetéen egy
rovid (0,7 h) felfutdsi késés volt megfigyelhetd, melyet a QS-be allapot-
ban 1év6 sejtek szdméaban bekovetkezett meredek novekedés kovetett. A
maximum elérése 1,5 h-ba telt, amikor is a sejtek majdnem 100 %-a QS-
be allapotban volt. A jelmolekula megvonasat kovetéen 5,6 h-ba telt a
baktériumpopulaciénak, hogy reagaljon a jelmolekula eltavolitasara, és a
QS-be édllapotban 16v6 sejtek szdma azutdn kezdett csak el csokkenni. A
populacié 6sszesen 14 h-t t6lt6tt quorum-be allapotban. Ezen eredmények
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy 1 uM jelmolekula koncent-
racié esetén a populacié stabilizdlédik a quorum éallapotban és nehezen
hagyja el azt.

10 nM jelmolekula koncentréciot alkalmazva tébb id6be telt (2,5 h),
mire a populédcié reagédlni kezdett a jelmolekula jelenlétére. Ezt egy lassabb
felfutési szakasz kovette, aminek a maximuma nem érte el az 50 %-ot, tehat
a populacié nem volt quorum-be allapotban, csak megkozelitette azt. A
jelmolekula megvondsat kovetden szinte azonnal (egy éran beliil) elkezdett

csOkkenni a QS-be allapotban 1év6 sejtek szama.

5. Demonstraltam a sejtek quorum valaszanak reprodukalhaté-

sagat ismétlédé jelmolekula impulzusok esetén.

A quorum valasz reprodukalhatésaganak teszteléséhez a sejteket egymést
kovetd jelmolekula impulzusoknak (6 h jelmolekuldval, 16 h jelmolekula
nélkil, 6 h jelmolekuldval, 16 h jelmolekula nélkiil) tettem ki. Ezeknél a
kisérleteknél 1 uM koncentracigji 30-C12-HSL-t hasznaltam.

Osszességében elmondhaté, hogy a sejtek valaszreakciéja hasonld volt
mindkét jelmolekula impulzus esetén. A QS-be allapotban 1év6 sejtek sza-
ma mindkét esetben majdnem 100 % volt, azonban a jelmolekula mentes
szakaszok végén nem minden sejt valtott vissza QS-ki allapotba. Az els6
kikapcsolas végén a sejtek 9 %-a, mig a méasodik kikapcsolds végén a sejtek
18 %-a maradt bekapcsolva.

Ezen eredmények alapjan felmeriil a kérdés, hogy ha folyamatosan is-
métlodo jelmolekula impulzusoknak tessziik ki a populéacidt, elérhetjiik-e,
hogy az quorum-be allapotban maradjon. Ennek megvalaszolasahoz to-

vabbi kisérletek sziikségesek.
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6. Bemutattam, hogy a sejt-sejt kiilonbség testvérparok kozott

monoton novekedést mutat mar egy sejtcikluson beliil.

A fluoreszcencia intenzitdsok mérése mellett lehetdség volt az osztddasi
folyamatok nyomon kovetésére is, mely lehet&vé tette a sejtek leszarmazasi
viszonyainak vizsgalatat.

A sejt-sejt variabilitds megjelenésének feltérképezéséhez elséként meg-
hataroztam a normalizalt fluoreszcencia intenzitas kiilonbséget testvérpa-
rok kozott egyetlen sejtciklus soran. Mindkét jelmolekula koncentréacié
esetén monoton novekedést figyeltem meg. Ebbél arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a folyamat mogott 4ll6 jelenség(ek) fiiggetlenek a sejtcik-
lustdl és a jelmolekula koncentracidjatol is. A heterogenités gyorsan felépiil
és mar a legkozelebbi rokonok kozott is megjelenik.

A normalizalt fluoreszcencia intenzitas kiilonbséget minden lehetséges
sejtpar esetében kiszamoltam, akik egyidejiileg jelen voltak egyazon oldal-
csatorndban. Ez a kiillonbség kozeli rokonok esetében kisebbnek, tavolabbi
rokonok esetén jelentosebbnek adddott.

Ezek az eredmények alatamasztjak azt a feltevést, miszerint elsésor-
ban a szomszédos sejtek rokoni kapcsolata felelds azok térben korreldld

génexpresszios szintjéért.

5. Osszefoglalas

Dolgozatom elsé felében kooperaciokbdl sziiletett eredményeim keriiltek
bemutatasra. Algasejtek egysejt szinten torténd csapdéazdsara alkalmas
eszkozok tervezésében, modellezésében és elkészitésében vettem részt. Az
irodalomban tobb, algasejtek csapdazasara alkalmas eszkoz is talalhaté,
azonban ezek tobbnyire mikrokoléniak vizsgalatat teszik lehetové és csak
kevés esetében alkalmasak egyes sejtek csapdazasara. Az dltalunk készi-
tett eszkozt viszonylag egyszerii elkésziteni és hasznalni, a folyadékaramlas
szabalyozasdhoz egy fecskend6pumpéra van sziikség. A "Tulipan" mikrof-
luidikai eszk6z alkalmas egyedi C. reinhardtii sejtek révid tava csapdaza-
sara, mig a masik két platform lehet6vé teszi a leanysejtek begylijtését és
kovetését egy vagy két sejtcikluson keresztiil is.

Dolgozatom mésodik felében mutans P. aeruginosa quorum érzékelését
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tanulmanyoztam MM mikrofluidikai eszk6zben. Két kiilonb6z6 jelmoleku-
la koncentraciét alkalmaztam: 10 nM (kiiszobkoncentrécié koriili érték) és
1 uM (a sejtvalasz telitését okozo koncentracid). Kisérleteim sordn egy jel-
molekulat tartalmazo és egy jelmolekulamentes szakaszon beliil vizsgaltam
a sejtek quorum vélaszat egysejt szinten (ez magaba foglalja a felfutdst és
a lecsengést is) és kiszdmoltam kiilonbozd, a QS kinetikdjat jellemzd pa-
ramétereket. Az 1 uM jelmolekula koncentraciot hasznalva vizsgaltam a
sejtek QS-ének reprodukélhatosagat is. Ebben az esetben egymast kovetd
jelmolekula impulzusoknak tettem ki a sejteket. Mindezek mellett a sej-
tek quorum vélasza soran fellépd fenotipus heterogenitds megjelenését is

tanulmanyoztam.
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