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Koszonetnyilvanitas

A sziikséges hardver és szoftver eszkdzoket az Elektronikus Eszkozok Tanszéke bizto-
sitotta szamunkra, melyekért eziaton szeretnénk koszénetet mondani.

Tovabbé koszonjiik konzulensiink, Ender Ferenc lelkiismeretes segitségét, hasznos
észrevételeit, tanacsait, mellyel emelte munkank szinvonalat. Végiil szeretnénk meg-
koszonni Hantos Gusztavnak a fokuszalo chip rendelkezésiinkre bocsatasat és hasznos
kritikait. Illetve Juhasz Laszlonak a laboratoriumi kézremikodést.



Kivonat

A munkank célja egy orvos-biologiai mérés automatizalasanak megvalositasa egy mik-
rofluidikai mérési kornyezet segitségével. A vorosvértest szam fontos adat az orvosi
diagnosztikdban, tipikus példa lehet az anémia, azaz a vérszegénység felismerése, de
iranyad6 paraméterként szerepel szamos koérképben. A vorosvértest szam meghatéro-
zasara manapsag elterjedt modszer a Biirker kamra alkalmazasa. Az eljards amellett,
hogy emberi eréforrast igényel, tovabba idGigényes és pontatlan.

Automatizalt megoldésoknal a vér-oldatot koriilbeliil 10 pm nyilasban végz6ds ka-
pillaris cs6be vezetik, igy a vértestek egyesével haladnak at, és egy specialis elektroda
elrendezéssel az dthaladas detektalhatd. Az ilyen késziilék legkoltségesebb eleme ez a
specialis kapillaris csé.

A feladatra alkalmas alternativat nytjthat egy mikrofluidikai elven miik6dé voros-
vértest szamlalo berendezés. A mikrofluidika olyan folyadékmanipulacidval foglalkozik
ahol par szaz mikrométer atmérGji csatornakban dramoltatnak igen kis térfogata fo-
lyadékokat. A csatorndkban a folyadékok mindig laminérisan aramlanak. A laminaris
aramlas és kis geometriai méretek révén specidlis elrendezésekben elérhetd a vér alakos
elemeinek darabonkénti obszervalésa is.

Az altalunk valasztott modszerben az an. hidrodinamikai fokuszdlds elvét hasznal-
juk fel. 10 pum-es wvirtudlis csatornat mikrofluidikai médszerekkel hozzuk létre. Az alakos
elemek detektalasat harom modszerrel kiséreltiik meg.
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Abstract

The aim of our project is to automate a biomedical measurement by utilizing a micro-
fluidic measurement environment. The number of red blood cells in the human blood is
an important factor in medical diagnostics. A typical example is the anemia, but it is a
governing parameter of other diseases as well. A common way to count red blood cells
is the use of the ,Biirker” chamber. Besides it requires human resources, this method
is time-consuming, and also inaccurate.

In case of automated measurements the blood solution is flowing through a capillary
tube which ends in a 10 um aperture, thus the blood cells can pass through only one by
one. In these applications the most expensive part of the device is this special capillary
tube.

A red blood cell counter based on the principles of microfluidics is a suitable al-
ternative. Microfluidics deals with the manipulation of fluids where the diameter of
channels are in 100 pm range, therefore the volumes of the liquids are also very small.
In these microchannels always laminar flow is developed. Because of the laminar flow
and the small geometric dimensions as well, the blood can be observed in details in a
special arrangement , therefore the observation of each figural element would be also
possible.

The method we are utilizing called hydrodynamic focusing. The diameter of this
focused beam — using the appropriate settings — is approximately 10 pym. In order to
detect the figural elements we studied three methods.
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1. fejezet

Aranyos méretcsokkentés hatasai
folyadékoknal

Jelen Tudomanyos Didkkori dolgozatban a Tisztelt Olvasé egy gyorsan fejlédé tudo-
manyteriilet, a mikrofluidika egy gyakorlati alkalmazasiba nyer betekintést. A megol-
dando6 kérdés egy orvosbiolégiai feladat megvaldsitdsa mikrofluidikai kdrnyezetben. A
dolgozatban egy a vér alakos elemeinek szamlaladsara vonatkozé modszer eredményeit
mutatjuk be.

A dolgozat elején a mikrofluidikahoz kapcsolodo alapvetd fogalmakat tisztazzuk, ezt
koveti a fenti problémakor vizsgélatéval foglalkozo nemzetkozi irodalom eredményeinek
attekintése. Kiilon fejezet tartalmazza a mérési kdrnyezetet és a benne taldlhato eszko-
z0k ismertetését. Ezt kovetGen ismertetjiik az altalunk elvégzett fejlesztési munkalato-
kat, melyek segitségével a mérérendszer alkalmassa valt a kitiizott feladat elvégzésére.
Az altalunk alkalmazott mérési modszert és az eredményeket kiilon fejezetben dolgoz-
zuk fel.

A mikrofluidika mikro-nanoméreti térfogatokban, csatornakban torténd folyadék-
manipuléicié, interdiszciplinaris tudomanyteriilet. Villamosmérnoki, gépészeti illetve
biologiai alapokra épit. A mikrofluidikai technika jelent&s szerepet jatszik az orvosi
diagnosztika, mikrobioldgiai kutatasok, de példaul az integralt &ramkorok hitése terii-
letén is. A folyadékok viselkedése a mikro- nanoliteres térfogatokban eltérhet a mak-
roméretd térfogatokban tapasztalhato viselkedést6l. Az egyes folyadékokra jellemzs
fizikai tulajdonsagok megvaltoznak. Nehezebbé vilnak a makroszkopikus méretekben
egyszer( feladatok (transzport, higitas, keverés, szétvalasztas). Mikroszkopikus méretek
esetén a makroszkopikus tartomanyban nehezebben észrevehetd objektumok alkalmas
modszert valasztva konnyen érzékelhetévé valnak [1].

1.1. Aranyos méretcsokkentés hatasai

A mikrofluidika olyan tudomanyag, mely a méretcsokkentés okozta hatéasokat tudatosan
alkalmazza egy adott funkci6 megvaldsitédsara. Az egyes fizikai hatasok a méretcsokken-
tés kovetkeztében eltéré mértékben csokkennek, igy olyan jelenségek is megfigyelhetGek
mikroszkopikus mérettartoméanyban, amelyek makroszkopikus méretek kézott nem jo-
hetnek létre. Vegyiik példaul egy test feliilet /térfogat aranyat melyet a linearis méretek
alapjan karakterizalunk. Az ardnyos méretcsokkentés hatasara a feliilet [%-el csokken,
mig a térfogat [3-el, linearis méretei ['-el. Ez azt jelenti, hogy gyorsabban csokken a
test térfogata mint a feliilete, a feliilet /térfogat aranya tehat novekszik [2]. Példaul
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2 FEJEZET 1. ARANYOS MERETCSOKKENTES HATASAI FOLYADEKOKNAL

ezért marad fent a szitakotd a viz felszinén. A makroszopikus tartomanyban a folyadé-
kok felveszik a taroléedény alakjat. Mig mikrotartomanyban cseppalakot vesznek fel.
Az 1.1. tablazat osszefoglalja a mikrofluidikaban fontos fizikai mennyiségeket, hogy a
méretcsokkenés kovetkeztében milyen nagysagrendben véaltoznak [1]. A d a tavolsag,
mig [ a linearis méreteket fiiggvényében jeloli a hatasokat. A mikrofluidikaban a gra-

‘ Fizikai mennyiség [ Aranyos méretcsokkentés ‘

Van der Waals er§ molekulak kozott d-’
Van der Waals er¢ feliiletek kozott d—3
Ids [0

Tavolsag It

Kapillaris erck [t

Diffazios id6s I?
Elektrosztatikus erd [?
Térfogat [’

Toémeg K

Gravitacios erd 3
Centrifugalis ers 4

1.1. tablazat. Skalazasi torvények

vitacios erchatas elhanyagolhato, a diffizios id6 nd, viszont jelentés a Van der Waals
er6 molekulak koézotti hatasa. Ez a dominans er6hatas okozza a cseppalak kialakulasat
a mikrocsatonakban. A kapillaris er6k a gravitacios er6hoz képest kisebb mértékben
csOkkennek, igy szintén dominanssa valnak.

1.1.1. Reynolds-szam, diffizi6, Péclet-szam

A folyadékok aramlasara vonatkozo egyik fontos paraméter a Reynolds-szdm. A Reynolds-
szam a folyadékok mechanikijiban az dramlésra jellemzd§ dimenzi6 nélkiili szam, mely
a tehetetlenségi erdk és a kozeg belsé surlodasa kozotti viszonyszam. A mikrofluidika-
ban alkalmazott eszkézok geometriai paraméterei mellett a Reynolds-szam altalaban
széznél kisebb értékid, de nem ritka, hogy egy ala is csokken. A tapasztalatok szerint
laminaris dramlas' akkor alakul ki, ha a Reynolds-szam értéke nem haladja meg a két-
ezret [4]. Ez azt jelenti, hogy a mikrofluidikai kornyezetekben az dramléas tekinthetd t6-

QQ" :: :: >
Sokhs 2= S

(a) Turbulens (b) Laminéaris

1.1. abra. Aramlastipusok

kéletesen laminaris jellegiinek. A turbulens dramlasra jellemz§ nyomés-fluktuacié nem

!Laminarisnak nevezziik az dramlast, ha a kozeg parhuzamos rétegekben aramlik. A részecskék
mozgasi irAnya az aramléssal parhuzamos, annak az dramlés irAnyara meréleges OsszetevGje nincs.
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lép fel, adott pontban a mért nyoméas alland6. Adott geometriai paraméterekkel ren-
delkez6 csatornaban a Reynolds-szam értéke,
vD QD wvd,
Re = v  vA v’ (1)
A v a folyadék dramlasi sebessége, D a csatorna hossza, v a kinematikai viszkozitas?,
@ a térfogategységre es§ atfolyasi sebesség, A a csatorna keresztmetszetének a feliilete,
d, pedig a hidraulikus atmérs® [5].

A laminérisan aramlé folyadékokra jellemzé a réteges dramlés kialakulésa. Nyomés-
kiilonbség segitségével létrehozott aramléas soran az egyes rétegek kiilonb6z6 sebességgel
aramlanak. A mikrocsatorna szélén aramlo folyadékrétegre a csatorna fala fékez6 hatast
fejt ki. A kiilonbo6z§ folyadékrétegek egyméson elcstiszva a kozépvonal felé gyorsabban
aramlanak. Az igy kialakul6 dramlési profil parabolikus, 1.2. 4bra. Ennek kovetkeztében
a statisztikai valoszintisége annak, hogy az alakos elemek a csatorna kozepén aramla-
nak nagyobb [3]|. Lényeges kérdés mikroméretii tartomanyokban a diffazio. A diffazio

1.2. 4bra. Nyomaskiilonbség segitségével létrehozott aramlés

anyagaramlasi jelenség, melynek hajtoereje a stirtiségkiilonbség. Az anyagaramlés se-
bessége a striiséggradienssel ardnyos. Ha kiilonallo részecskék nagy stirtiségben vannak
jelen, bar az egyes részecskék mozgasa véletlenszertd (Brown-mozgas), mégis a részecs-
kék Osszessége determinisztikusan viselkedik. Egyenletesen toltik ki a rendelkezésiikre
allo teret. A jelenséget Fick irta le matematikai forméban,

oc oC oC
Jp=—D| —+ —+ | =-DVC. 1.2
" (89& dy 82) (12)
Ahol az anyagaramlas (J,), a koncentracié (C) z,y,z iranyban vald valtozasaval egye-
nesen aranyos. D az anyagra jellemzd diffizios allandé. Fick méasodik egyenlete azt
mondja, hogy a koncentracidé valtozas sebessége négyzetesen aranyos az z,y,z irdnyu
koncentraciovaltozassal, a rendszer entropia maximumra torekszik,

@—D 8QC+82C’+82C
ot oxr?  0y? 022

) = DV?C. (1.3)

Vegyiink példaként egy , T” elagazast, melybe két folyadékot vezetiink (1.3. abra).
Célunk az, hogy ezeket a folyadékokat tokéletesen Gsszekeverjiik. A kérdés, hogy ehhez
milyen hosszan kell vezetniink a két folyadékot a T eldgazasban. A két folyadék diffiazio
hatasédra a csatorna mentén el kezd keveredni, a mar keveredett folyadék tartomany
szélességét jelolje 0. Novekedésének mértéke gyokosen aranyos a diffizios allando és az

¢ ’ . . . . . , — 2
A viz kinematikai viszkozitasa 1062

3Teéglalap alaki csé hidraulikus atmérd ekvivalense, d,, = 3%
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id6 szorzataval, 0 ~ v/ Dt. A két folyadék akkor lesz tokéletesen homogén, ha a ez az
érték csatornaszélességnyi lesz (0 = w). Az ehhez sziikséges id6 7p ~ w?/D. Ez id6
alatt természetesen a folyadékok megtettek valamekkora tavolsdgot, melynek mértéke
Z ~ Uw?/D. Jelen példaban a teljes keveredéshez sziikséges csatornahosszok szama
aranyos az ugynevezett Péclet-szammal.
Z U
Pe=2 =Y
w D
A képlet alapjan kiszamolhato, hogy egy 40 pum?/s difftzios allandoval rendelkezs

(1.4)

U U

K
Y
Y
I Y
’ L)
] [}
) )
] [}
] [}
1] [}
] [}
] [}
] [}
] [}
[

1.3. 4bra. Folyadékok keveredése ,,T” elagazasban

fehérjének, mely egy 100 pm-es csatornaban 100 um/s sebességgel halad, koriilbeliil
250-szer kell megtennie a 100 pm-t. A homogén keveredés tehat koriilbeliil 4 percet

vesz igénybe [7].

1.1.2. Hidrodinamikai fokuszalas

Sejtszamlalasra hasznalhatoak olyan eljarasok, melyek néhany mikrométer* keresztmet-
szetl csatorndkon ataramlo folyadékban talalhato alakos elemeket, lézersugarral vagy
elektromos vezetGképesség mérésével detektaljak. A mai technolégiai korlatok mellett
koriilményes és draga ekkora atmérgjd csatornat kialakitani.

A hidrodinamikai fokuszalas megoldast jelenthet erre a problémara. A sziikséges ke-
resztmetszetd csatornit parhuzamosan dramlé folyadék rétegek segitségével hozza létre.
A detektaland6 elemek keresztmetszetéhez képest viszonylag nagy méretd csatornaba
vezetjiik a vizsgalando sejteket tartalmazo folyadékot. Két oldalrol buffer folyadékot —
példaul desztillalt vizet — aramoltatunk hozzé. Az ilyen modon létrehozott rendszer-
ben jellemzGen a Reynolds szam értéke alacsony. A kiilonbéz6 folyadék rétegek nem
keverednek, hanem parhuzamosan aramlanak. A vizsgalando folyadékot egy vékonyabb
csatorndba kényszeritik. Csupan az egyes folyadékrétegek feliiletéhez nagyon kozel ala-
kulhat ki diffazio. A két folyadék diffazio altali keveredésének idééllandoja lényegesen
nagyobb, mint az az id§ amit a két folyadék a ,/T” elagazas kozelében t6lt (megfele-
16en megvalasztott aramlasi raték esetén). Ezaltal a /T elagazés kozelében a diffazios

4A hasznalt csatorna keresztmetszete a vizsgaland6 alakos elem legnagyobb keresztmetszetének
nagysagrendjébe esik.
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hatas gyakorlatilag elhanyagolhato. A két kiilonboz6 folyadék nem keveredik, ezaltal a
kozépsd folyadék latszolag egy joval keskenyebb csatornaban dramlik. lasd a 1.1.1. fe-
jezet példajat illetve a [8]-t. Abban az esetben, ha a fokuszalt folyadéksugar atmérdje
példaul a vorosvértestek méretével dsszemérhetd, az dramlo folyadékban hato inercia-
erGk a vordsvértesteket egymas mdogé, sorba kényszeritik. Ez a jelenség az alapja az
altalunk megvaldsitandd mérési eljarasnak, ekkor ugyanis lehetévé valik a vorosvértes-
tek egyenkénti obszervélasa. Az imént bemutatott modszer elengedhetetlen az dltalunk
megvalésitando sejtszamlalési eljaras megvalositasdhoz. A 1.4. 4bran a két-dimenzios
hidrodinamikai fokuszalas egyszeri illusztracidja lathato.

Buffer folyadek

\=
qn

Buffer folyadék

Vizsgalando folyadék

1.4. abra. Két-dimenzids hidrodinamikai fokuszalas

1.2. Citometria Lab-on-a-Chip eszkozokben

A citometria a biologia és az orvostudomany egy fontos vizsgalati eszkoze. Célja mindig
valamilyen folyadékban 1év6 alakos elemek megszamlalasa, elkiilonitése, vagy egyéb tu-
lajdonsagainak meghatarozasa. Altalaban hidrodinamikai fokuszalast alkalmazva olyan
keresztmetszeti latszolagos csatornat alakitanak ki, hogy a vizsgalando6 folyadékban
levé sejtek csak egyesével tudjanak athaladni rajta. Az ilyen mo6don létrehozott csator-
nat monokromatikus fényforrassal — ez tobbnyire lézer — megvilagitva azt vizsgaljak,
hogy mi torténik a csatorna vizsgalt térrészén athaladé és onnan kilép6 fénnyel. A ko-
vetkezGkben roviden attekintjiik a citometriaval foglalkoz6 szakirodalom eredményeit.
Kitériink a detektalds modszereire és fizikai megvalositasukra.

1.2.1. A citometria szenzorai
Fotoelektron sokszorozo6

A fotoelektron sokszorozo®, a tovabbiakban PMT, egy olyan vakuumcsd, mely rendki-
vill érzékeny az ultraibolya (200 — 390 nm), a lathato (390 — 750 nm), és az infravoros
tartomanyokban (750 — 1000 nm). A beérkezd fény okozta dramot akar szazmillié szo-
rosara képes felerdsiteni, igy nagyon kis intenzitast fényjel — akar egy darab foton
jelenléte — detektalhato segitségével. Miikodése a fényelektromos jelenségen alapszik. A
megfelel6 hullamhosszal — tehat megfelel6 energiaval — rendelkezé foton, képes kiiitni

5Photomultiplier Tube



6 FEJEZET 1. ARANYOS MERETCSOKKENTES HATASAI FOLYADEKOKNAL

egy elektront a megvilagitott anyaghol. Az igy létrejové aram mérhets. A jel drasz-
tikus feler6sodését a masodlagos kibocsajtas okozza. Ennek soran a fotoeffektus altal
kibocsajtott elektron tovabbi elektronokat {it ki a helyiikr6l. A jelenség hamar nagy
fluxusu elektronaramlést, tehat jol mérhets aramot eredményez.

A szenzor miikodésének a vazlata az 1.5. dbran lathato. A bejutd fotonok elektro-
nokat {itnek ki, a fényelektromos hatasnak megfelelGen. Az elektronokat egy fokusz-
alo elektroda segitségével az elsé dinddara iranyitjak. Az egymast kovets dinddaknak
egyre magasabb az elektromos potencialja, igy az egyikbdl kiléps elektron gyorsulva
jut a kovetkez6hoz. A felgyorsitott elektronok egyre tobb elektront iitnek ki az egyes
din6dakbol (méasodlagos emisszio), felersitvén igy a jelet.

Fotokatod Andd

Elektronok \ Elektromos

f! \ N csatlakozok

Beeso foton ?i>\ 1}%\ O_\ O_\
—~_—As -7 \ ,’,/’/
]
1

_/
IR

Fokuszalo Dindd
elektroda Vakuumcso

1.5. dbra. Fotoelektron szorz6 miikodésének vazlata

Fotoelektron szorzok kivaltaséra elterjedt modszer a PIN di6da alkalmazésa. A
PIN dioda egy olyan di6da melyben széles, enyhén adalékolt — kozel intrinsic — félve-
zetd taldlhatd a p és az n atmenet kozott. Miikodés kozben az intrinsic tartomanyban
rendkiviil nagy térerdsség uralkodik, mely felgyorsitja a toltéshordozokat a p-bél az n
tartomany felé, ezzel lehet6vé téve felhasznalasat nagyfrekvenciaju alkalmazasokban.
A PIN diédéakat legtipikusabban valamilyen szcintillator kristaly utan helyezik, foton-
elektron atalakitas céljabol. A PIN didda hasznalatanak elényei, hogy nem igényel nagy
tapfesziiltséget és érzéketlen a magneses mezére. Azonban nincs belsé erdsitése, mint
a PMT és lavina diéda eszkozoknek [9).

Fotodioda

A PMT helyett gyakran alkalmaznak fotodiodat. A fotodidéda kis behatolasi mélységi
p-n atmeneteket tartalmaz, melyet zard irdnyben kell el6fesziteni. A beesé fotonok
elektron-lyuk parokat keltenek, amelyek athaladva a kiiiritett rétegen fotoaramot ered-
ményeznek. Ez lathato a 1.6(a) abran, ami egy fotodiodat abrazol keresztmetszetben.
A 1.6(b) abran a dioda savszerkezete lathato. Az also kékkel sraffozott rész a vegyérték
sav, a fels6 lila pedig a vezetési sav. A fehérrel abrazolt rész az tgynevezett tiltott
sav. Hogy toltéshordozo jusson a vezetési savba, akkora energiaji fotonnak kell becsa-
podni, melynek energidja nagyobb a tiltott savszélességnél. A fotodidodéakat leggyakrab-
ban fénytorésbél szarmazo, rovid- és kis intenzitésiu jeleket vizsgalatdhoz hasznaljak.
Legfontosabb tulajdonsaguk a gyorsasaguk és az érzékenységiik.
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Citometriai alkalmazisok esetén altalaban lavina® fotodiddakat — a tovabbiakban
APD - szoktak alkalmazni. Ha a p-n &tmenet struktiraja olyan, hogy a generalt elekt-
ronlyukparok iitkézési ionizacié révén tjabb toltéshordozokat képesek létrehozni, akkor
lavina fotodiédarol beszéliink. A lavinamechanizmus erésen megnoveli az eszkdz fény-
érzékenyseégeét [10].

Szigeteld réteg  Kitiritett réteg
Andd (+)

Katéd (-) Kiiiritett réteg
/S Y

N-réteg/
M Vezetési sav
) Tiltott sav

ﬁ Vegyérték sav
20

(a) Keresztmetszeti kép (b) Savéabra

Kis
hullamhossz —~—

Beeso fény

——— ]

Nagy
hullamhossz

1.6. abra. Fotodidda miikddésének vazlata

1.2.2. Fénytorés detektalasa

Feénytorés detektalasanal a mikrocsatornaban aramlo sejt tulajdonsagairol a visszave-
r6d6 fény szoge és intenzitasa hordozza az informéaciot. A fénytorésnek két f6bb fajtaja
van. A kis szogi torés (0,5° — 5°) a sejt méretétdl, és athatolhatosagatol fiigg, mig a
nagy szogi torés (15° — 150°) a feliilet érdességétol, a sejt felépitéstdl, anyagi Osszetéte-
lével van kapcsolatban. Az 1.7. dbra. a fénytorés soran nyerhets informaciokat foglalja
ossze.

Nagy szogil ténytoreés

\\ T / / Fényelnyelés

Behatold o
fény

>

Kis szogi fénytorés
Fluoreszkalas

1.7. dbra. Citometria altal vizsgalt fényjelenségek|[13]

Nagy szogi torést vizsgaltak Pamme és tarsai munkajuk soran [11]. HeNe lézerrel
megvilagitottak egy hidrodinamikailag fokuszalt keskeny csatornat. A lézer 632,8 nm
hullamhosszti 5 mW teljesitményt fényt bocsajtott ki. Vizsgalatukhoz két szogbdl — 15°
és 45° — detektorokat &llitottak fel egy forgathato allvanyzatra, melyekkel a fényszoro-
dast figyelték. Méréseiket kiilonb6z6 méretii latex gyongyokon végezték. Azt tapasztal-
tak, hogy a megtort fény intenzitasa aranyos a gyongyok térfogataval (atmérgjével). A

6 Avalanche photodiode
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nagyobb atmérdji gyongyok nagyobb intenzitasa fénytorést okoztak. Mérési eredmé-
nyeik az 1.8. abran lathatoak. Pamme és tarsai az 1.9(a) abran lathaté mérési elrende-

o
o
1

I
o
1

P
)
1

6 um

|y
=S
1

3 um
T 1 1 107

0 1.0 20 30 40 50 6.0

' 15%0s fénytorés intenzitasa

5°-o0s fénytorés intenzitasa
(=]

1.8. abra. 15° és a 45°-o0s szogekben megtort fény intenzitasdnak dbrazolasa a 6 és
3 um atmérdji részecskekre|11]

zést hasznaltak. A vakuum pumpa a csatornarendszer végén ,huzza” a vizsgalando- és a
fokuszalo (buffer) folyadékot. Ez praktikus elrendezés, mert a folyadék manipuléciohoz
csupan egy pumpara van sziikség, azonban a fokuszalt sugar poziciojdnak befolyasola-
sara igy nincs lehet&ség. A HeNe l1ézer sugarat egy fénytors és egy objektiv segitségével
a csatornara fokuszaljak. A detektorok altal érzékelt fényjeleket két optikai szélon ke-

resztiil egy PMT-be vezetik. A mért adatokat szamitogép segitségével dolgozzak fel.

Forgathat6 dllvany

Optilcat szalak

PMT > PC

Iicrochip
Lencsék

Hyalabosztd
Hele lézer

(a) Mérési elrendezés (b) Detektorok beéllitasdhoz hasz-
néalt forgathaté allvanyzat

1.9. abra. Pamme-féle mérés|11]

Altendorf és tarsai munkajuk soran szintén a lézerfény sejteken valo szoérodasat fi-
gyelték [12]. Kiilonbség viszont, hogy nem alkalmaztak hidrodinamikai fokuszalast és
latex gyongyok helyett vorosvértesteket vizsgaltak. Egy szilicium hordozoéra fotoreziszt-
tel vitték f6l a mintat, majd kémiai maratassal hoztak létre egy ,V” alaki vajatot. A
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V7 alak az anizotrop marés kovetkezménye, szélessége a csatorna tetején 20 — 25 pm.
Végiil az igy létrehozott struktirat letakartak egy iiveg feddlappal. Megvildgitasara
egy 4 mW teljesitményt, 638 nm hullamhosszt didédalézert hasznaltak. Az athalado
vorosvértestek a fényt 2° — 8°-os szogekben torték meg. Ezt a kis szogt fénytorést foto-
diodaval detektaltak. Annak érdekében, hogy csak a megtort fény jusson el a dibdahoz,
a kozvetleniil a vajatrol tiikkroz6ds fényt kitakartak. A nagy szogt fénytorés érzékelésére
PMT-t, egészen pontosan mini-PMT-t hasznaltak fel. Az 1.10. abran lathaté mérési
elrendezésben a lézerdidoda fényét optikai kabellel a fokuszaloba vezetik. A fokuszalt
sugarat rairanyitjak a csatornéra, a fekete foltok a vorosvértesteket jelolik. A fotodio-
dat csatorna ald helyezték el, mely a kis szogii fénytorést vizsgalja. Annak érdekében,
hogy csak a megtort fényt érzékeljék, a kozvetleniil a diodara torés nélkiil jutod fényt
kitakartdk. A nagy szogi fénytorés okozta jeleket egy lencsével 0sszegytjtve mini-PMT
segitségével érzékelték. A fedGiivegrol visszaver6ds fény nem jutott az érzékelGbe, igy
nem okozott gondot.

Folmszalo muni-PMT

Eehatold @\
sugar

Sip Sztereo mikroszkop objektive

A pyrex tivegen

\‘jsszm-'ert fény

Szlicium

3 Kozvetlenil a vajatrol
Aramlag x\ visszavert fény latalkarasa

Vezetelk az
erozitohoz

1.10. abra. Az athalado vértesteket megvilagitjak, fotodivdaval a kis szogii,
mini-PMT-vel a nagy szogi fénytorést vizsgaljak|12]

Wang és tarsai szintén a kis- és nagy szogi fénytorés tulajdonsagait vizsgaltak [13].
Céljuk egy olyan mikrofluidikai d&ramlasi citométer létrehozésa volt, melyben az optikai
mérérendszerhez tartozo elemek integraltak és mind a két fajta fénytorést képes vizs-
galni. Kis- és nagy szogi fénytorés esetében egyarant PMT-t hasznélnak detektorként,
egy 632,8 nm hullamhossztisagi HeNe lézer alkalmaztak fényforrasként. A megvilagito
és a visszaver6ds fényt optikai szélak segitségével vezették. Az Gsszes optikai elemet,
a mikrofluidikai rendszert, valamint az optikai szal és hullamvezet kézotti 6sszekotte-
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Fs2 N Csatornaszélesség

Behatol¢ fény

e — — — — —

Lencsemagassag

7

1.11. 4bra. Fényjelek alakulasanak elméleti vazlata|13|

téseket, egyetlen polimer (SU-8 negativ fotoreziszt) rétegen alakitottak ki. A beérkezd
fény a kiszéleseds hullamvezet6bdl érkezik. Egy lencse a csatorna kozepére fokuszalja
a fényt, ahol athaladnak a részecskék. A csatorna kiszélesedésére azért van sziikség,
mert igy a csOkkenthets a fény diszperzidja, ugyanis ilyenkor a fénysugarak parhuza-
mosan haladnak. A bejut6 fénnyel szembeni oldalon levé hullamvezets a detektorhoz
tovabbitja a kis szogii fénytorés kovetkeztében létrejove fénysugarakat.

1.2.3. Fluoreszkalas

Fluoreszkalasnal a megvilagitott sejt elnyeli a fény egy részét amivel megvilagitottak
és méas hullamhosszon kibocsajtja azt. Hatranya, hogy nem minden esetben alkalmaz-
hato. Olyan esetekben amikor alkalmazhato, akkor példaul a csatorndban aramlo tobb-
féle sejt megkiilonboztethetd és szamlalhato segitségével. Bizonyos esetekben a szétva-
lasztasukra is van lehetGség. A modszert gyakran alkalmazzak fénytorési meérésekkel
kiegészitve.

A berendezés, melyet Schrum és tarsai fejlesztettek, egyarant alkalmas fénytorés és
fluoreszkalas vizsgalatara [14]. Mindkét esetben egy-egy PMT latja el az érzékelési fel-
adatot. Fényforrasnak egy 488 nm hullAmhosszisagi, 10 mW teljesitményt argonion
lézert alkalmaztak. Mérdrendszeriik kiilonlegessége, hogy elektrokinetikai fokuszalast
alkalmaz a sziikebb csatornaatmérd kialakitasahoz. Ez azt jelenti, hogy nem pumpéak
segitségével juttatjak be a mintat és buffer folyadékot, hanem elektromos tér hasznéla-
taval. Azon fesziiltségforrasokat melyek a folyadékadagolast vezérelték, egy a National
Instruments altal gyartott 1/O kartya altal, LabVIEW szoftver hasznélataval valosi-
tottak meg. Az I/O kartyat a tovabbiakban is felhasznaltdk a PMT-k jeleinek digita-
lizalasara. Magat a vizsgalatokhoz hasznélt Lab-on-a-Chip eszkdzt fotolitografiaval és
nedves kémiai maratassal hoztak létre. A lézerbdl érkezd fényt fokuszaltdk, majd egy
tiikkorrel a chipre irdnyitottdk. A chip alatti mikroszkop objektiv Osszegytijtotte a fény-
torés és fluoreszkalas okozta fényjeleket és tovabbitotta egy tiikorre. Fzt sziirik, majd
egy nyalabosztd — dichroikus tiikor — segitségével elvalasztjak a fluoreszkalasbol és a
fenytorésbdl szarmazoé jeleket. A fluoreszkalés jeleit még egyszer sziirik, majd a kétféle
jelet eljuttatjak a két PMT-hez.

Szintén sokoldala eszkéz a [15] cikkben bemutatott mérérendszer, lasd az 1.13 4b-
rat. A fluoreszkalast és a fénytorést egyarant hasznositja. A kétféle vizsgalat detekto-
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1.12. adbra. A lézerfényt a chipre juttatjak, majd elvalasztjak egymastol a fluoreszkalas
és fénytorés fényjelet|14]

raként egy-egy PMT-t alkalmaztak. A késziilék miikodGképességét latex gyongyokon
és baktériumok tesztelték. A gydngyok koziil a fluoreszkaloé anyaggal jeloltek atlagosan
1,013 pum és 1,9 pm keresztmetszetiiek voltak. A jel6letlenek 0,989 pum és 2,077 pm-es
keresztmetszettel rendelkeztek. Fényforrasnak egy 50 mW teljesitményti, 488 nm hul-
lamhosszu szilardtest lézert hasznaltak, melynek fényét ellipszis alaktura fokuszaltak, a
tengelyek hosszat 10 pm, és 20 pm-re valasztottak. A lézerfényt hidrodinamikailag fo-
kuszalt csatorndra irdnyitottdk. A csatorna fokuszaldsahoz két pumpat alkalmaztak. Az
egyik pumpa a buffer folyadékot, a masik pumpa a mintat juttatja a rendszerbe. Az at-
hatolé fényt mikroszkop segitségével vizsgaltak. Dikréom tiikor segitségével kiilonitették
el a fluoreszkalasbol és a fénytorésbdl szarmazo fényjeleket. A két PMT altal érzékelt
jeleket erdsités utan szamitogép segitségével dolgoztak fel. A fénytorés és a fluoreszka-
las adataibol konnyen kiilonvalaszthato a kétféle a&tmérdji minta. A kisebb atmérdja,
jelolt gyongyok, kisebb mértéki fénytorést, de nagyobb fluoreszkalashol szarmazoé jelet
szolgaltatnak. Mig a nagyobb atmérgjd, jeloletlen gyongyok, nagyobb fénytorésbol és
kisebb fluoreszkalasbol szarmazo jelet biztositottak.

1.2.4. Fényelnyelés

Fényelnyelés esetében a sejteket ismét csak egy fényforrassal vilagitjuk meg, a detektort
ugy allitjuk fel, hogy a fény kozvetleniil érje, vagy legalabb is egy optikai szal kozbe-
iktatasaval. Ilyenkor arra épitjiik érzékelési stratégidnkat, hogy az athalado sejtek a
féenyt kitakarjak és részben, vagy egészben abszorbedljak, illetve megtorik. Vagyis az
athalado fény intenzitdsanak csdkkenését okozzak mindkét esetben. A fotodioda arama
fligeg az elnyel6dés mértékérsl.

A [16] cikk altal ismertetett elrendezésben a csatornaban halado részecskéket feliilrél
megvilagitjak és kozvetleniil a csatorna ala helyezik a detektorokat. Az elsd, egy Gssze-



12FEJEZET 1. ARANYOS MERETCSOKKENTES HATASAI FOLYADEKOKNAL
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1.13. abra. Mu és téarsai altal, fénytorés és fluoreszkilas detektalasara kifejlesztett

meérdrendszer|15]

sen negyven darabbol allo, két soros és hiisz oszlopos fotodidda-matrix, a masik pedig
két hosszikas (agynevezett szalag) fotodioda. Az athalado részecske kitakarja a fényt,

Feny

/—\/ﬂveg

1.14. &dbra. Mer6leges megvilagitast mikrocsatorna vazlata|16].

igy a diddak nem vezetnek. A hosszikas dibdak Gsszararamabol kovetkeztetni lehet a
részecske szelességére. Ezzel a megoldéssal nem csak méret, hanem alaki informéaciok is
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nyerhet6k. Fontos, hogy a diddéak igen kozel legyenek elhelyezve a csatornahoz, ugyanis
az tugynevezett Fresnel-zonan beliil a fényszérodas még nem olyan jelentékeny, ezért a
részecske arnyéka pontosan olyan alaki és méretdi mint maga a részecske.

1.2.5. Coulter szamlalo

Az eddig bemutatott modszerekkel a sejteket optikai dton detektaltak. A Coulter-
szamlalo a sejtek detektalasat impedanciamérés segitségével végzi. A mikrocsatorna —
melyben a detektdlandé sejtek haladnak — két oldalara egy-egy elektrodét helyeznek el.
A csatornaban aramlo részecskék megvaltoztatjak a két elektroda kozott mérhets im-
pedancia nagysagat, ezaltal érzékelhets, hogy athaladt-e részecske az elektrodak koszt.

Koch és tarsai cikkiikben sajat Coulter szamlélojukkal végzett méréseiket mutat-
jak be [17]. A szilicium hordozoba belemartak a csatornat, majd levalasztottak egy
femréteget, ezzel létrehozva a csatorna két oldalan az elektrodakat. Az egészet Pyrex
iiveggel” fedték le. Ezzel a berendezéssel elméleti szamitasok alapjan egy kozelitéleg
gémb alaki, 1,5 um sugart részecskével szamolva, az elektrodak kozotti relativ ellen-
allas esés koriilbeliil 1,8%.

Ellenallas
7 merége

1.15. 4bra. Coulter szamlalo sematikus abraja az dthalado részecske okozta ellenallas
valtozas kimutatasara|17|

1.2.6. A vér alakos elemei

A vér az emberi szervezet egyik {6 testnedve, egy felnGtt ember testében koriilbeliil 6t
liter talalhato. Fontos szerepei kozé tartozik példaul az oxigén és széndioxid, illetve a
tapanyag szallitas. Az emlésok vére alapvetden azonos felépitésti®. Az emberi vért al-
koto alakos sejtek és atlagos értékeik felnétt ember egy mikroliter vérére vonatkozoan
: vOros vertestek (4 — 5 millio darab), fehérvértestek (4 — 10 ezer darab), vérlemez-
kék (150 — 400 ezer darab). Ezen értékek életkori, nemi, és testalkati kiilonbségeket is
mutatnak, s6t a tengerszint feletti magassagtol is fliiggnek. A vér tovabbi alkoto eleme
a vérplazma, melynek 90%-a viz, és 10%-a oldott ionokbdl és szerves molekulakbol
all[19][20]. A kisérlet soran fontos, hogy biztosak legyiink benne, hogy az alakos ele-
mek koziil valoban a vorosvértesteket szamléaljuk. Ezek atlagos atmérgje 7 — 8 pym. A
fehérvérsejteket alapvetGen harom csoportba sorolhatjuk: granulocitak (atlagosan 9 —
12 pm), monociték (20 pm) , limfocitak (6 — 7 pm). A vérlemezkék joval kisebbek (2 —

"A Pyrex iiveggyarté cég, mely laboratériumi célokra gyart borszilikat alapt eszkozoket, edényeket.
8Kisérleteink soran birka vért hasznaltunk, mely alvadés ellen kezelve volt.
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5 um), azok nem okoznak probléméat|21|. Hogy optikailag konnyebben detektélhatoak
legyenek a vordsvértestek, Hayem-oldattal kezeltiik a mintat, igy a vorosvértestek (és
csak a vorosvertestek) optikailag stiriibbé valtak. (A fehérvértestek megjeldlésére egy
masik oldatot, un. Tiirk-oldatot hasznalnak, mely feloldja a vordsvértesteket.)

1.2.7. Osszefoglalas

A 1.2.2. fejezetben bemutatott érzékelési modszereket a megtort fény okozta rovid jelek
detektalasara hasznaljak tobbségében. Jelen alkalmazasban az athalado fény intenzitas
valtozasabol kivanunk kovetkeztetni az dthalad6 vorosvértestek szaméara. Az intenzités
valtozast egy szilicium fotodioda segitségével kivanjuk mérni. Ugyan nem hoz létre
olyan mértéki erdsitést mint a PMT vagy az APD, de az athalado fény intenzitasanak
méréséhez ez nem is feltétleniil sziikséges. Mivel a szakirodalom tanulmanyozasa soran
azt tapasztaltuk, hogy megvilagitasra altalaban lézerfényt hasznalnak, ezért méréseink
soran mi is lézert hasznalunk a csatorna atvildgitasara.

Amennyiben a koncepcionk sikertelennek bizonyul, alternativaként két masik mod-
szerrel probalunk sejteket detektalni. A mérérendszerben egy kameraval a hidrodina-
mikai fokuszalas szabalyzasat segitjiik. A kamera él6 képén alakfelismerést végziink,
amivel az athalado sejteket detektalhatjuk. A vizsgalat soran a vert higitani fogjuk,
illetve egy specialis oldattal megndveljiik a vorosvértestek optikai denzitasat.

A maésik alternativank szintén a kamera képét hasznélja fel. A kamera képérdl hisz-
togram készithets, mellyel a sziirkearnyalatos kép intenzités valtozasa kovethets. Az
optikailag stritett vér nagy valtozast okoz a hisztogramban, igy szdmlalasra megfelel§
alternativat nytjthat.

\ Szerz6k \ Pamme [11] \ Altendorf [12] \ Wang [13] \
Vizsgalat fénytorés fénytores féenytorés
Detektor PMT fotodioda és mini-PMT PMT
Informacié sejt méret és szerkezet sejt méret és szerkezet sejt méret és szerkezet
Lézer HeNe, 632,8 nm Dioda, 638 nm HeNe, 632,8 nm
Csatorna kialakitasa | Hidrodinamikai fokuszalas V-vajat Hidrodinamikai fokuszalas
‘ Szerzék ‘ Schrum [14] ‘ Mu [15] ‘ Nieuwenhuis [16] ‘
Vizsgélat fénytorés, fluoreszkalas fénytorés, fluoreszkalas fényintenzitas
Detektor PMT PMT APD sor
Informécio sejt méret és szerkezet sejt méret és szerkezet méret és alak
Lézer Argonion, 488 nm Szilardtest, 488 nm LED, 587 nm
Csatorna kialakitasa | Elektrokinetikai fokuszalas | Hidrodinamikai fokuszalas | Hidrodinamikai fokuszalas

1.2. tablazat. Irodalomkutatéast Gsszefoglalo tablazat
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Az &ltalunk megtervezett automatikus sejtszamlaléasi feladatot ellatd diagnosztikai
berendezés rendszerterve a 2.1. 4bran lathato. A 1.1.2. fejezetben ismertetett hidrodina-
mikai fokuszalas segitségével kivanjuk eléallitani azt a csatornaméretet!, melyben a de-
tektalando vorosvértestek egyenként haladnak at. Ezt harom folyadékadagold /fecskendd
pumpdval és egy specidlis mikrofluidikai chip segitségével kivanjuk elérni. Két pumpat
hasznalunk a buffer folyadék adagolasara, mig a harmadik végzi majd a vizsgélando
minta adagolasat. A chipen athaladt folyadékokat egy kozos gytjtGedénybe vezetjiik.
A szakirodalom tanulméanyozasa soran — lasd a 1.2. fejezetet — sok olyan alkalmazéassal
talalkoztunk melyben, a vizsgalando alakos elemeket [ézerfény segitségével vilagitjak
meg. Szamukat a visszavert vagy athalado fény intenzitdsdnak mérésével hatarozzak
meg. Ezért dontottiink tgy, hogy mi is lézerfényt fogunk alkalmazni a csatorna megvi-
lagitasara és az athaladt fény intenzitasat mérjiik. A hardveres rendszertervben helyett
kapott még egy CCD kamera is. Segitségével szeretnénk a csatornaszakaszt mikroszkop
alatt vizsgalni. Ez f6leg a fejlesztési fazisban elényos, de az el6kép példaul szabalyzasi
feladatra is felhasznalhato (lasd késGbb). A szoftveres vezérlést LabVIEW segitségével
kivanjuk megvalositani. A program harom parhuzamosan futé ciklus segitségével fogja
elvégezni feladatat. Az dtemezd ciklus a mérés elinditédsa utan egy szkript fajlt olvas be
soronként. Ertelmezi azt és ennek megfelelen vezérli a mérérendszer egyes eszkozeit
(mintaadagolas, szabélyzas engedélyezése). A szabdlyzasi ciklusban lesznek implemen-
talva a szabalyzokorok. Az abran lathatd szabalyzokor a hidrodinamikai foékuszalds
soran elGallitott fokuszalt folyadéksugar poziciojanak a szabalyzasat végzi. Olyan mo-
don kivanjuk ezt megvalositani, hogy egy kamera segitségével él6 képet allitunk eld.
A kapott képen képfeldolgozasi feladatot végrehajtva — optikai vizsgdlat — meghata-
ami megfelel6 bemenetet jelent egy szabalyz6 szamara. A szabalyzo a folyadékadagolo
pumpa sebességén keresztiil tud majd beavatkozni a rendszerbe, hogy modositsa a fo-
a fokuszalt csatornat atvilagito lézerfény és a fényintenzitast mérs detektor pontosan
egy vonalba esik, és a kézi beallitassal esetleg nem érhets el megfelel6 pontossig,. A
csatornat atvilagito lézerfény intenzitasvaltozasat az adatgydjtd ciklus dolgozza fel. A
szdmldlo a mért intenzitasjel alapjan eldénti, hogy vélhetGen mikor haladt at voros vér-
test a csatornan. Szamukat eltarolja és a mérés végén egy Log fdjlba menti. A beadagolt
mintamennyiség és a szamlalod értekébdl meghatarozhaté a vorGsvértest stiriiség, ami
végsG soron a diagnosztikai informéaciot hordozza.

2.1. Meérérendszer moduljai

Ahhoz, hogy egy Lab-on-a-Chip eszkozt hasznalni tudjunk, egy tesztkornyezet kialaki-
tasara van sziikség. A tesztkornyezet biztositja a vizsgalt eszkdz szamara a megfeleld
aktudtorokat és szenzorokat. Az &ltalunk hasznalt tesztkornyezet az Elektronikus Esz-
kozok Tanszékének gondozasdban fejlédik. A tovabbiakban a tanszéki tesztkornyezet
aktuatorait mutatjuk be?.

IKiilslbeliil 10 pum atmérs;t.
2 A mérGasztal fotoja az A.1 dbran, a fiiggelékben megtalalhato.
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2.1.1. Meérdasztal

FecskendS pumpa

A fecskends pumpdak (A.1. abra 2-vel jelolt eszkoze) segitségével torténik a folyadék
aramoltatisa a tesztkornyezetben. Miikodését tekintve olyan, mintha egy orvosi fecs-
kendGvel aramoltatnank folyadékot, de ez esetben a dugattyd mozgatasat léptetéGmo-
toros hajtas segiti. A léptet6 motor fogas szij segitségével egy orsét forgat meg, amin
egy kocsi mozog elére vagy hétra, az ors6 forgési iranyanak fiiggvényében. A kocsira
csatlakoztatva mozog a dugattyi, ezaltal megvalositva a pumpaléast, vagy a folyadék
elszivasat a rendszerbsl. A tanszéki tesztkornyezetben szereplé pumpakat mikrolép-
tetéses iizemmodban hasznaljuk, igy nagyon alacsony aramlasi ratat® érhetiink el a
mikrofluidikai csatorndkban. A pumpa &ltal elérhet6 dramlési rata az alkalmazott fecs-
kendd méretétdl is fligg, kis dugattyt keresztmetszettel rendelkezé fecskendével kisebb
aramlasi rata érhets el.

2.1.2. Adatgytijté eszkozok
National Instruments: compactRIO

A szenzorok altal szolgéaltatott jelek feldolgozésara a termikus laboratériumban talal-
hato National Instruments* CompactRIO® (A.1. &bra 5-tel jelolt eszkoze) mérGrendszer
megoldasat hasznaltuk. A cég altal kinalt cRIO egy PC alapt rendszer amely modularis
felépitési. A vezérlGegységen NI szabvanynak megfelel§ modulfogadé szlotok talalha-
toak, melyekbe az adott alkalmazasnak leginkabb megfelel6 mérékartyakat csatlakoz-
tathatunk. Egy ilyen modon Gsszeszerelt rendszer lathato a 2.2. Abran. Az egyes kartyak
létesitenek kapcsolatot a kiilvilaggal, példaul digitalis ki- vagy bemenetként szolgélnak.
A modulokat a vezérlGegység iranyitja, a fedélzeti processzordn megvalositott program
alapjan. Ennek megfelelGen beallitja és vezérli az egyes modulokat, tovabbitja a kartyak
altal fogadott informéaciokat tovabbi feldolgozasra. Munkank sordn a laboratorium NI

2.2. dbra. CompactRIO-9073-as vezérlGegység és a mérdkartyik

cRIO-9073-as kontrollerét hasznaltuk, melybe az NI 9234-es analdg-digitalis atalakito,

3 Az sramlési rata idSegység alatt egységnyi feliileten ataramlo folyadékmennyiséget jelent. Mikro-
léptetéses tizemmodban ennek nagysagrendje néhany pl/s.

4A tovabbiakban NI.

A tovabbiakban ¢RIO.
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illetve az NI 9403-as digitalis I/O modulokat helyeztiik. Az NI ¢cRIO-9073 egy Ethernet
és RS-232 kommunikacioval® ellatott modulvezérls egység. Nyolc kiilonbozs 1/0 mo-
dul fogadasara képes. A cRIO-ban talalhato nagy sebességii — ipari alkalmazasokban
hasznalt — processzor felelGs a vezérlésért és az adatgytjtésért.

Analog-digitalis atalakit6. A bemend analog jelek analog-digitalis atalakitasdhoz
egy NI 9234-es tipusi mérckartyat hasznaltunk, melyet specidlisan nagy sebességii szen-
zorok mintavételezéséhez javasolnak. Az eszkéz négy bemeneti csatornaval rendelkezik
a + 5 V-os fesziiltségtartoményban. A 24 bit-es Szigma-Delta AD atalakité maxima-
lis mintavételezési sebessége 51,2 kS/sec. Csatornanként tehat maximalisan 12,8 kHz
mintavételezési frekvencia allithato be rajta.

Digitalis ki- illetve bemenet. A kiils¢ digitalis jelek fogadésahoz egy NI 9403-as
mérdkartyat hasznaltunk fel. A modul egy 32 csatornés, szabvanyos TTL fesziiltség-
szinteken {izemeld, konfiguralhaté digitalis ki- illetve bemenet.

National Instruments: 1772 Smart Camera

A vérsugarat, melyben az alakos elemek szamlasat végezziik, hidrodinamikai fokuszalas-
sal allitjuk els. A hidrodinamika fokuszalast él6 videokép alapjan szabalyozzuk. Az é16
videoképet a National Instruments 1772 Smart Camera (A.1. abra 8-cal jelolt eszkoze)
szolgéltatja, amely a tesztkornyezetben 1év6 mikroszkopra van rogzitve egy speciélis
illesztényakon keresztiil. Az altalunk alkalmazott kamera egy specialis ipari kamera,

2.3. dbra. 1772 Smart Camera

mely programkod futtatasara képes. A kamera a LabVIEW-ban megirt programkod
alapjan hajtja végre az él6 képen a képfeldolgozasi feladatot, igy tehermentesitve a
szamitogép erdforrasait. Az altalunk hasznat kamera 8-bites sziirkedrnyalatos képet
ad, viszont nagy képfrissitési sebességre — 110 Fps — képes.

Az altalunk hasznalt kamera a cRIO-hoz hasonléan egy tgynevezett Real-Time esz-
kéz, aminek segitségével nagy megbizhatosdgi és pontos adatgytijtés valosithaté meg.
A kamera a cRIO-hoz hasonl6an Ethernet-en keresztiil kapcsolodik a PC-hez. A kamera
640 x 480 felbontésra képes, ellenben mérés soran 320 x 240 felbontasu képeket kiildiink
a felhasznéloi interfész felé, mivel kizardlag az aramlési profil kialakulasa fontos szé-
munkra, a részletesebb kép nem szolgaltat bévebb informéaciot. A pontosabb szabalyzasi

6Ezek koziil az Ethernet kommunikéciot hasznaltuk fel.
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folyamat érdekében a kameran futo élkeresési algoritmust a 640 x 480 felbontast képen
hajtjuk végre.

2.1.3. Mikroszkép

A tesztkornyezetben a megfelel6 optikai nagyitast mikroszkop (A.1. abra 6-tal jeldlt
eszkoze) segitségével érjiik el. A mikroszkoppal a chip-ben zajlo aramlasi jelenségeket
vizsgaljuk optikailag. A mikroszkop képét az NI Smart Camera segitségével digitali-
zaljuk, mely egy specialis nyakon keresztiil kapcsolodik a mikroszképhoz. A specialis
nyakba egy optikai szalat vezetiink melyen keresztiil a fokuszalt vérsugarat vilagitjuk
meg lézer segitségével.

A mikroszkép képét kameraval rogzitettiik 640 x 480-as felbontasban. A kamera
képét a chipen kialakitott 100 pum szélességili csatorndhoz igazitottuk. A kamera képén
130 pixel felel meg 100 pm-nek, tehat 13 pixel 10 um.

Lézer

Az alakos elemek szamlasa céljabol a fokuszalt vérsugarat lézerrel vilagitjuk at, és az
intenzitasvaltozasbol kovetkeztetiink az egyes alakos elemek jelenlétére. A tesztkdrnye-
zetben a folyadéksugar atvilagitasara a ZYGO cég 7705-as szamu lézerét (A.1. abra
7-tel jelolt eszkoze) alkalmazzuk. A 2.1. tablazatban a lézer legfontosabb jellemzdit
foglaltuk Ossze.

Lézer tipusa Hélium-Neon géazlézer
Sugérzott energia 250 uW
Lézersugar atmérGje 4,1 £ 0,3 mm
Névleges hullamhossz vakuumban 632,992 nm
Hullamhossz stabilités 0,01 ppm/h

2.1. tablazat. ZYGO 7705 tipusi lézer jellemz6i

ErzékelSk

A folyadéksugar atvilagitasahoz hasznalt fénysugar intenzitasvaltozasanak érzékelésé-
hez a Hamamatsu cég S10784 jelzést fotodiodajat (2.5(a) abra) alkalmazzuk. Az érzé-
kel6t a sziikséges kiegészit$ elektronikaval a mikrofluidikai chip ala helyeztiik el.

Az fotodioda legfontosabb tulajdonsagait a 2.2. tablazat tartalmazza. A szenzor az

Effektiv fényérzékelési teriilet 7,0 mm?
Spektrais valasz tartomanya 340 — 1040 nm
Erzekénységi cstcs 760 nm
Fotoérzékenység 660 nm-en 0,45 A/W
Maximalis zarofesziiltség 20V
Sotétaram 2,5 V zarofesziiltségen 1 nA

2.2. tablazat. Hamamatsu S10784 tipusiu szenzor jellemzdéi
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alkalmazott lézeres megvilagitasara alacsony jelszintet produkal, igy kiegészitG elektro-
nikaként a szenzorhoz kis zaju erGsitGaramkort illesztettiink. A szenzorhoz kiegészits
aramkorként a Linear Technology L'T6200-as erdsitéjét valasztottuk. Az alkalmazott
kapcsolas a 2.4 abréan lathato. A kapcsolas kimeneti fesziiltségjelét (Vopr) az NI 9234-

1k Vout

2.4. abra. A fotodioda és a hozzatartozo erésitékapcsolés

es tipusu mérdkartyaval digitalizaljuk. Az érzékel6t a sziikséges kiegészitd elektronikaval
a mikrofluidikai chip ala helyeztiik el. A zavarvédettség miatt a kiegészité elektroni-
kit a szenzorhoz kozel helyeztiik el. A kornyezeti fényhatasok elnyomésa érdekében a
szenzorhoz egy fed6lemezt készitettiink, melyen egy kis nyilast farva lecsokkentettiik a
kérnyezetbdl besziir6dé fény mennyiségét, ezaltal pontositva mérési eredményeinket.

(a) Hamamatsu S10784 fotodioda (b) Osram BPX43 fototranzisztor

2.5. dbra. Alkalmazott érzékelsk

Fototranzisztor. Méréseink sordn kideriilt, hogy az altalunk valasztott fotodioda
a zajjal 6sszemérhetd jelet produkal, igy nem megfelel§ szimunkra. A fotodiodat egy
Osram BPX43 tipusu fototranzisztorral (2.5(b) abra) helyettesitettiik. ErGsitésre a fo-
todiodahoz felhasznalt erGsité dramkort alkalmaztuk. A valasztott fototranzisztor &
tulajdonsagait a 2.3. tdblazat foglalja Ossze.

Optikai rendszer méretezése

A mérések kivitelezéséhez az optikai elemek megfelels elhelyezése sziikséges. A mikrosz-
kophoz lézeres és allithato teljesitményii izz6s megvilagito egység tartozik. Méréseink
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Effektiv fényérzékelési teriilet 7 mm?
Spektralis valasz tartoméanya 450 — 1100 nm
Erzékenységi cstics 880 nm
Relativ spektralis érzékenység 42%
Legnagyobb érzékelhets frekvencia 27 kHz

2.3. tablazat. Osram BPX43 tipusu fototranzisztor fontosabb tulajdonsigai

soran a szenzor megfelels elhelyezése kulcsfontossagu. A lézersugar 62,5/125-6s optikai
kabelen keresztiil jut a mikroszkophoz. Ezt azt jelenti, hogy a kabelbdl kiléps sugar
atmérdje 62,5 pm. Ezt a sugarat csatoljuk a mikroszképba. A becsatolas helye 15 cm-
en mozgathatd. Segitségével allithato, hogy a fokuszalt 1ézerfolt melyik sikban legyen
a mikrofluidikai chipen. Az illesztényakon két lencsével fokuszaljuk a lézersugarat. Az
illesztényakrol érkezG sugar egy tiikron keresztiill a mikroszkoép objektiviére juttatja
a lézerfényt, ahol ismét fokuszalodik. A lézersugar a mikroszkopon athaladva 10 pm
atmeérdgjiire fokuszalodik. Ezzel a sugarral vilagitjuk meg a csatornat. A rendszer sema-
tikus abraja az A. fiiggelékben taladlhato az A.3. abran. A csatornabdl kilépve a fény
kap alakban terjed a szér6dasok kovetkeztében. A kialakult kidp miatt szdmitasokat
végeztiink arra, hogy a detektort milyen tavol kell elhelyezni a csatornatol ahhoz, hogy
a szenzor érzékelési teriiletére megfelel6 mennyiségt fény jusson. Ez a szamitasok alap-
jan 1,48 cm, mely szdmitas részletei a Fotodidda elhelyezése targyi jegyzSkonyvben
megtalalhatok.

Az alkalmazott szenzorok optikai szenzorok, melyeknél fontos paraméter az érzékel-
het6 jel frekvencidja. Ennek kiszamolasdhoz a kovetkezd modellt alkalmazzuk. ElGszor
meghataroztuk a dugattya elGtolasi sebességét. Ezt tgy hataroztuk meg, hogy egy
5 ml-es fecskend&t rogzitettiink a Graseby reagens adagoldé pumpaban, és mértiik azt,
hogy adott id6 alatt mennyit halad elére a dugatty, ez 0,025 mm /sec-ra adodott 30
ml/h aramlasi rata esetén. Méréseink soran 0,3 ml/h ratat allitottunk be, igy a fenti
értéket atszamitottuk az 1j aramléasi ratanak megfelelGen, ez 0,00025 mm/sec. Azt
feltételezziik, hogy az aramlasi sebesség a feliiletekkel forditottan aranyos. A dugattyn
feliilete 125 mm?, a csatorna feliilete 0,1 mm-0,1 mm, ami 0,01 mm?. A feliiletek aranya
1:12500 ami alapjan a csatorndban az aramlasi sebesség 12500-0,00025 mm/sec, ami
3,125 mm/sec. Ebbdl a sebességhdl kiszamitjuk azt, hogy 100 pm-es szakaszt mennyi
id¢ alatt tesz meg a folyadék. Ez az érték az athaladasi id6, ami 0,0312 sec. A csa-
torna fokuszalas elGtti szakaszaban egy 100 pmx100 pmx100 pm-es térfogatban 50
sejtet feltételeziink. A frekvenciat gy szamitjuk, hogy ezt az 50 sejtet leosztjuk az
athaladési id6vel, ami 1,6 kHz. Fontos megemliteni, hogy ez a modell par elhanyago-
last és kozelitést tartalmaz, melyek vizsgalata tovabbi méréseket, modellezést igényel.
A szadmitasaink alapjan az alkalmazott érzékelk b&ven meghaladjék a meghatarozott
értéket.

2.1.4. Hardvervezérld egység

A tesztkornyezet hardvervezérls egysége (A.1. dbra 4-gyel jelolt eszkoze) teremti meg a
kapcsolatot a szamitogép valamint a mérGasztal egységei kozott. A hardvervezérlé mo-
dularis felépitésti. Az egyes aktuatorokat vezérl elektronikdk kiilon nyomtatott dram-
kori kartyakon foglalnak helyet. Az egyes vezérlokartyakon taladlhato egy-egy mikro-
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kontroller, amely a buszon keresztiil érkez6 adatforgalom lebonyolitasaért és a kirtyan
talalhato elektronika vezérléséért felelgs. A kartyak egy Eurocard rack-be csatlakoz-
tathatoak, szabvinyos Eurocard DIN 41612-es csatlakozd segitségével. A moduléris
felépités magaval hordozza a késGbbi bévités lehetGségét. Az egység a PC-vel soros
porton kommunikal. A hardvervezérls egységbe az alabbi kartyakat illesztettiik:

e Fovezérls (Master) modul
Az egyes modulok a rendszerbuszon keresztiil kapcsolodnak egymashoz. A rend-
szerbusz vezérlését a Master f6modul végzi el, ami a t6bbi (Slave) modul vezérle-
séért felels. A Master f6vezérl6 modul szamitogép felsl érkezé utasités hatasara
a buszra 4] informéciokat kiild: a vezérelends aktuator cimét, valamint harom
byte vezérlési informaciot.

e Motorvezérl6 modul
A folyadékaramlast biztosito fecskendd pumpak léptetémotorjait vezérli a rend-
szerbuszon érkezd vezérlési adatok alapjan.

2.1.5. Mikrofluidikai chip

A hidrodinamikai fokuszalas megvalositasara specialis mikrofluidikai chip-re van sziik-
ség. A fokuszalashoz olyan két dimenzios fokuszaloé rendszert hasznalunk, melyben két
egymassal szemben laminarisan aramlo folyadék préseli a véraramot az eredeti csator-
naszélesség toredékére. A mikrofluidikai fokuszalo chip (A.1. abra 1-gyel jelolt eszkoze)
Hantos Gusztav doktorandusz munkéja [18].

Csatornarendszer tervezése

A hidrodinamikai fokuszalast megvaldsitd csatornarendszer megtervezésének elsd 1é-
pése, az ismertetett dramlastani ismeretek alapjan, a csatornak geometriajanak kiala-
kitasa volt. A valasztott geometria, a vonatkozé szakirodalomban is ismertetett leg-
gyakoribb, 90°-os keresztirAnyu csatornaelrendezés. Ez abban az esetben el6nyos, ha
vékony fokuszalt sugarat szeretnénk kapni, mivel ilyenkor merdlegesen talalkozik a re-
agens és a fokuszald anyag csatornairanyd dramlas komponense. A célkitiizés szerint a
fokuszalt vérsugar szélessége 10 um, amiben az alakos elemek sorba rendezddve halad-
nak at egyesével. A csatorna 100 pum szélességiire lett megtervezve, mivel a célkittizés
10%-o0s fokuszalas elérése volt. A csatorna hosszénak meghatarozasa a rendelkezésre
all6 irodalom alapjan tortént. Az elvart dramlasi profil kialakuldsahoz sziikséges hossz

R
Tprofil = 2—5(1 =100 pm. (2.1)

Ahol Re a Reynolds-szdm”, d pedig a csatorna szélességét jeloli. A kiszamolt csatorna-
igy még nagyobb aramlési ratak esetén is (ami nagyobb Reynolds-szimot eredményez)
bizonyosan kialakul az elvart aramlasi profil.

A szimulécios eredmények alapjin a kialakitott struktdra megfelelének bizonyult,
igy a tervezett eszkoz gyartasra keriilt. A gyartas soran a fokuszalasi szakasz 450 pm-r6l
1000 pm-re lett ndvelve. A tervezett chip CAD rajzénak részlete a 2.6 abréan lathato.

"A képlet alkalmazasa soran a Reynolds-szam értéke 20 volt.
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2.6. abra. A csatorna CAD rajzanak részlete

A mikrofluidikai chip megval6sitasa

A mérésekhez hasznalt chip alapja a PDMS? technologia, mely koltséghatékonyt meg-
oldast kinal. A PDMS egy szobahémeérsékleten rugalmas, gumi-szert anyag, ezért meg-
munkalas egyszeri. A PDMS optikai tulajdonsagai kedvezGek a méréseink szempont-
jabol, hiszen a PDMS attetsz6 anyag, igy az dramlas mikroszkép alatt megfigyelhetd.

A csatornarendszer PDMS technolégiaval lett kialakitva. Mivel az anyag rugalmas,
a csatlakozok rogzitése problémat okoz, igy a PDMS technologiaval kialakitott csator-
narendszer iiveglemezen lett megvalositva, melynek mérete 75 x 25 mm. A csatorna
megfelel6 mechanikai védelme érdekében a csatorna masik oldala is liveglemezzel lett
lefedve?. A kialakitott szendvics szerkezet a 2.7. dbran lathato!?. A kialakitasnak ko-

furat furat
iveg
PDMS
iveg

2.7. abra. A szendvics struktiraji chip vazlata

szonhetGen a chip kozvetleniil befogathato a targyasztalon taldlhato befogoszerkezetbe.

8Poli-dimetil-sziloxan

9A meéréseink soran felmeriilt reflexié alapt szamlalas is. A reflexidhoz olyan szendvics strukturat
hasznaltunk, melynek egyik fedSlemeze az iiveg helyett szilicium lemez.

10Eziton szeretnénk koszénetet mondani az MTA-MFA munkatarsainak a chip legyartasaért.
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2.2. Meérésvezérld szoftver tervezése

A mérésvezérls szoftver rendszerterve a 2.8. abran lathato. Mint mar korabban emli-
tettiik a szoftvert LabVIEW platformon kivanjuk megvaldsitani, ezért néhany platform
specifikus fogalmat is hasznalunk majd a bemutatas soran. Az el6zetes terveknek meg-
felelGen a tesztkornyezet vezérlését parhuzamosan futé ciklusok végzik. A méréstervezd
GUI egy kiilon program, melyben az altalunk elképzelt mérést valésithatjuk meg. Eh-
hez meg kell adnunk, hogy a mérérendszerben 1év6 egyes eszkézoket, milyen idéfiige-
vénynek megfelelGen és milyen beallitasokkal szeretnénk vezérelni. Ha megfelel6nek
tartjuk az altalunk beéllitott értékeket a GUI egy szkriptfdjlt general az adatokbol. A
fajlt a szkriptfayl itemezd ciklus értelmezi és hajtja végre soronként. A végrehajtast
ugy kell érteni, hogy az értelmezett utasitasoknak megfelelen a mérérendszerben ta-
lalhat6 eszkézok szdmara vezérlGparancsot generdl. A vezérlGparancs egy kozos sorba
keriil befiizésre. El6fordulhat az az eset, hogy egy eszkoz szamara valamekkora alapjel

Adatgyiijtés és mentés

Lo A
= @ |-

Adatfeldolgozas

~

Szkriptfajl {itemezd R I
Vezérls Tt | Log
Szkript fajl

Meérési
Elképzelés

Vezérlés
Méréstervezo HOE z s
GUI * Adatfeldolgozo6
GUI
Kommunikacid
UART UART
WRITE READ

2.8. dbra. Mérésvezérls szoftver rendszerterve

értéket kivanunk elGirni. Ilyen utasitasokat szintén tud értelmezni az iitemezs. Am ek-
kor a sziikséges vezérlgparancsot nem G generédlja, hanem a bedllitando6 alapjel értéket
atadja a vezérlés ciklusban talalhato tgynevezett eszkozvezérls VI-oknak. Az eszkdzve-
7¢rl6 VI egy egységes bemenetekkel és kimenetekkel rendelkezé VI. A mérérendszerben
talalhatd Osszes modul szaméra kiilon-kiilon kell specifikusan implementalni és beil-
leszteni. A VI rendelkezik egy virtualis el6lappal, melyen az adott eszkozre jellemzé és
allithato paraméterek talalhatoak. A felhasznalo ennek segitségével tudja manudlisan
vezérelni a mérérendszer eszkozeit. Bizonyos eszkdzoknél a VI valamilyen szabalyzést
is megvalosit, szintén ezen az elGlapon van lehet6ség a szabalyzas ki-be kapcsolasara.
Ha a szkriptfijlban egy adott eszkdz szamara valamekkora alapjel érték van elGirva,
akkor az iitemez6 az adott eszkdzkoz tartozé VI-nak adja at az alapjel értékét. A VI a
sziikséges alapjelugrashoz tartozo vezérlGparancsokat létrehozza és ugyan abba a sorba
fizi melybe az iitemezd ciklus is. A MOC feliratt ikon jelképezi a fecskend6 pumpék
vezérlésére szolgalo feliiletet. A felhasznalo itt aramlasi ratakat tud beéllitani. Lehe-
t6ség lesz az egyes fecskends pumpak szabdlyzott vezérlésére is. A Trigger felirati
ikon a mérérendszerben talalhaté TTL szinti kimenetet vezérli. A VaC felirata ikon a
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rendszerben talalhatd két szelep vezérléséért felel6s. A FOCUS felirata ikon a fokusz-
alt folyadéksugar szabélyzasat végzi a kamerakép alapjan. Segitségével az utolsé par
mikront szoftveresen tudjuk korrigélni. A kommunikdcio feliratu ciklus felelGs azért,
hogy a mérérendszer felé egy soros kommunikiciés vonalon kikiildje azokat a vezérls-
parancsokat, melyeket az {itemez6- és vezérlés ciklus generaltak. A vezérlGparancsok
felépitése egységes, négy bajt informéaciot tartalmaz. Az elsé bajt azonositja a slave
modult amelynek a vezérlgparancs szol (ID). A masodik béjt tartalmazza a vezér-
I6parancs kodjat (BC). A harmadik és a negyedik bajt a vezérlGparancshoz tartozo
esetleges tovabbi adatokat tartalmazza (Bl és B2). Az imént ismertetett parancsfor-
matum UART-on torténg kikiildéséért az UART write feliratt folyamat felelGs. Szintén
a kommunikécios ciklus feladata, hogy a mérérendszer fel6l a soros vonalon érkezd ada-
tokat fogadja és eltarolja, ezt az UART read valdsitja meg. Adatok nem csak a soros
vonal felél érkezhetnek, hanem a 2.1.2. fejezetben ismertetett eszkozoktdl is. Az ezek
fel6l érkezé adatok fogadasat és mentését az adatgyijtés és mentés ciklus valositja meg.
A ¢RIO felirati ikon végzi a mérdrendszerhez csatlakoztatott cRIO felsl érkezé adatok
fogadasat és mentését. A méréseink soran csak egy ADC és egy DIO modult csatla-
koztatunk majd a vezérlGegységhe. E két modul fel6l érkezé adatokat a Log feliratu
ikon menti majd el egy mérési fajlba. A keletkezett mérési fajlt egy kiilon erre a célra
készitett programmal lehet majd megnyitni, ez az adatfeldolgozo G UL Itt lehetSségiink
van a mintavételezett adatokat a DIO felsl érkezs trigger eseményeknek megfelelGen
feldolgozni és megjeleniteni. A Cam felelés azért, hogy a mikroszkophoz csatlakozta-
tott kamera &ltal rogzitett él6képet és a kiszamolt fokuszpoziciot fogadja. Mint mar
korabban emlitettiik, a kameran képfeldolgozasi feladat is futni fog.

2.2.1. Forraskod

A fent emlitett feladatokat ellatdo LabVIEW forraskod a 2.9. 4bran lathaté. A program
0t parhuzamosan futé ciklusbol all. A DAQ Producer és DAQ Consumer ciklusok a
beépitett Producer/Consumer tervezési minta felhasznéalasaval késziiltek. A két ciklus
kozott egy sor'! segitségével torténik az adatcsere. A DAQ Consumer ciklust a DAQ
Producer id6ziti. Ha 1) adat keriil beftizésre a sorba, akkor a DA@Q) Consumer azonnal
lefut és feldolgozza a kapott informéaciot. Jelen esetben a sor egy matrixot — acquried
data — és egy vektort — trigger events — tartalmaz. Az acquired data nevii méatrixban
talalhatoak az ADC modul 4ltal mintavételezett adatok. A nulla indexd sorban a nulla
indext csatorna — CH(O — adatai talalhatoak, az egy indextiben az egy index( csatorna
— CHI1 — és igy tovabbAz NI 923/-es ADC modul dsszesen négy bemeneti csatorndt
tartalmaz.. A trigger events vektor tartalmazza a DIO modul felsl érkezé felfutod élek
idépontjait. Egy felfuté élhez két adat tartozik. Az mintavételezett adatok tovabbitasa
a szamitogép felé egy idGablaknak felel meg. Az idGablakon beliil egy szamlalé fut, mely
maximalis értéke a mintavételezés sebességétdl fiigg. Az egyes idGablakokon beliil ez a
szamlaldé mindig elszamol nullatol a maximélis értékéig. Ha bekovetkezik egy trigger
esemény, akkor mentésre keriil az aktualis idGablak sorszama és a ez a bizonyos szam-
laloértek. A DAQ) Consumer ciklus megjeleniti az analog adatokat. Valamint elmenti
ezeket és a trigger események idépontjait egy TDMS mérési fajlba. A ciklus tovabba
frissiti a c¢RIO cimkéji Control 0101 feliratu valtozot. Jelen alkalmazésban értékét
arra hasznaljuk, hogy a fecskendé pumpa motorjanak szabalyzasat megvalositsuk az
ugynevezett pumpavezérl§ eszkéz VI-ban.

HLabVIEW terminologidval queue.
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2.9. dbra. Mérésvezérls szoftver forraskodja

Parancskiildés a mérérendszer felé két modon lehetséges. Az els6nél maga a felhasz-
nalo kiildhet ki vezérl6parancsokat az egyes eszkdzokhoz tartozd eszkozvezérls VI-on
keresztiil. A masodik lehet&ségnél egy szkriptfajlt készit el, melyben adott idézitéssel
vezérli az egyes eszkozoket. Ezt a fajlt egy szkriptértelmezo feldolgozza és generélja
a sziikséges parancsokat. A fent emlitett feladatokat két-két, szintén parhuzamosan
futd ciklus latja el. A szkriptfajl feldolgozasat a Scrypt interpreter ciklus végzi, ezt a
funkciét azonban méréseink soran nem hasznaltuk. Az eszkozvezérls VI-okat a Manual
controls nevd ciklus vezérli. A ciklus egy allapotgép struktarat valésit meg. Allapotai



2.2. MERESVEZERLO SZOFTVER TERVEZESE 27

és funkciojuk a kovetkezs:

o Init

Time critical requests
e Wait

Read results

e Action
e Deactivate loop

Az Init és a Deactivate loop allapotok csupén egyszer futnak le. A program elindita-
sakor az Init, ledllitasakor a Deactivate loop. Ezekben az allapotok inicializacios és az
egyes hardver eszkozok biztonsagos nyugalmi allapotba helyezéséért torténd feladatok
végrehajtasaért felelsek. Normal miikodés soran négy allapot valtja egymast, ezek sor-
ban Time critical requests, Wait, Read results és Action. Ebben az allapotban zajlik a
vezérlGparancsok generalasa és befiizése abba a sorba, mely a mérérendszer hardver-
vezérlGje felé fog kikiildésre keriilni. Felhasznalo altal latott el6lapi elemek frissitése
vezérl6parancsoknak és a fogadott adatoknak megfelel6en. A mérérendszer fel6l érkezd
adatok kiolvasasa, értelmezése és eltarolasa. A mérdrendszer feldl érkezett adatok alap-
jén szabalyzasi feladatok megvalositasa, sziikséges beavatkozojel kiszamolasa, illetve a
kiszamolt beavatkozo6 jel elmentése. Mérérendszerben taladlhatd eszkoézok biztonsagos
leallitasa. A mérésvezérls program leallitdsakor fut csak le ez az allapot.

2.2.2. Kameraszoftver

Mint mar korabban emlitettiik a képfeldolgozési feladat a kamera fedélzeti processzo-
ran fut. Mivel a cRIO-n futé szoftverrel ellentétben itt nem volt lehetgségiink aszinkron
modon inditani az eszkdzon futé programot, azt a megoldast vilasztottuk, hogy egy
valtozo segitségével futtathato a tényleges képfeldolgozast végzs kod. A fokuszalt sugar
pozicidjanak szoftveres meghatarozasara élkeresést végziink, egy ilyen feladat egyetlen
képkockaja lathato 2.10. abran. A szoftver tgy lett implementalva, hogy 100 FPS-es
sebességgel miikodjon, tehat 10 ms-onként torténik a 640 x 480 felbontast, 8-bites sziir-
kedrnyalatos képek beolvasasa. Minden inditaskor automatikusan generalodik egy ,, T”
alaki, elére meghatarozott pozicioji és méretii ROI'2. Ez szabadon pozicionalhato,
célja, hogy a lehets legpontosabban a tényleges csatornara helyezze a felhasznalé. Az
élkeresés koordinatai ehhez képest keriilnek kiszdmolasra. A talalt élek koordinatai
megjelenitésre keriilnek az éléképen, tovabba ezekbdl az adatokbol kiszamitésra keriil,
hogy milyen széles a fokuszalt sugar és hol talalhato a kozepe. Ezek az informéciok mik-
rométerben keriilnek megjelenitésre, 6t mintas mozgobablakos atlagolas utan. A késébb
ismertetendd szabalyzasi feladathoz természetesen atlagolas nélkiili értékeket haszné-
lunk.

A szoftver élesztése soran azt tapasztaltuk, hogy az élkeresés pontossaga fiigg a
mikroszképon bedllitott fokusztol, a megvilagitas intenzitasatol és a fokuszalt folya-
dék szinétdl. Ezért ugy dontottiink, hogy a felhasznalonak lehetGsége van az élkeresési
beallitasok finomhangolasara. Az altalunk javasolt kiinduloértékeket a 2.4. tabézatban

12Region Of Interest, az altala definialt tartomanyon beliil zajlanak a képfeldolgozasi feladatok.
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2.10. abra. Elkeresés a kamera segitségével

foglaltuk Ossze. Az Edge Polarity, Interpolation Type és a Data Processing Method
beallitdsokat minden esetben az alapbedllitison hagytuk. A Kernel Size segitségével
érzékenyithetjiik az élkeresés. Minél nagyobb ez az érték, anndal inkabb élnek érzékeljiik
az azonos intenzitasi pixeleket. A Width specifikalja azt a pixelszamot, hogy a keresési
iranyra merdlegesen legfeljebb milyen hosszlisagiu tartomanyon keressiink. A Minimum
Edge Strength hatarozza meg, hogy minimum milyen szélességii éleket érzékelhetiink.

Edge Polarity All Edges
Kernel Size 9
Width 5

Minimum Edge Strength 3,00
Interpolation Type Zero Order
Data Processing Method | Avarage

2.4. tablazat. Elkeresés kiindulo értékei

Szabalyz6 implementalasa képfeldolgozas alapjan

A hidrodinamikai fokuszalast él6 videokép alapjan szabalyozzuk. A fokuszalt sugarat a
kézépvonaltol esetenként el kell tériteni, hogy a lézersugar teljes egészében a csatornat
vilagitsa at. Az utols6 néhany pum eltérést a kozépvonal és a lézersugar helye kozott a
szabalyzoval korrigaljuk.

A képfeldolgoz6 algoritmus a csatorna képén élkeresést végez. Az élkeresési-algoritmus
detektélja a fokuszalt folyadéksugar két szélét, melybdsl meghatarozhato a folyadéksu-
gar kozépvonalanak helye és a fokuszalt sugar szélessége. A szabalyzas beiktatasakor
megadhaté paraméter a folyadéksugar kozépvonalanak elvart helye, mig a PID sza-
balyz6 mésik bemend paramétere a kamera altal mért pozicié. A kamera altal szami-
tott pixel értéket a kameraval automatikusan atszamitjuk pm egységekre. A kamera
altal meghatarozott poziciobol mozgd atlagot képziink, igy a mérési zajt csokkentjiik.
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A PID szabalyz6 — melynek blokkvézlata a 2.1. abran lathaté — az A jeld fecskendd
pumpa aramlasi ratajat modositja, amennyiben ez indokolt. Az élkeresési algoritmus
kiindulési paramétereit a 2.4. tablazatban ismertettiik.

2.2.3. Mintavételi, adatgytijté algoritmus

A mérérendszerben taldlhatoé analdg szenzorok jelének a mintavételezése a cRIO-ba
csatlakoztatott NI-9234-es AD atalakitéo modullal térténik. A modul négy szenzor jelét
képes egyszerre mintavételezni. Legfeljebb 51,2 kS/sec mintavételi sebességre képes,
ez csatornanként 12,8 kS/sec-os sebességet jelent. A mérdrendszer feldl digitalis jelek
is rendelkezésre allnak, melyek kiilonb6z6 aktuator eszkézok engedélyezs jelei. Ezek
mint trigger jel keriilnek felhasznalasra és az NI1-9403-as — konfiguralhato digitalis I/O
— mérkartyara lesznek kdtve. A kartya osszesen 32 porttal rendelkezik, az igaz vagy
hamis érték megallapitasa a TTL fesziiltségszintek alapjan torténik.

A modulokbol érkezd adatok kiolvasasat és a szamitogép felé torténd tovabbitasat a
cRIO fedélzeti processzoran fut6 FPGA program végzi. A program az egyes mintavételi
ciklusokban 6sszegytijti az AD atalakito és a digitalis 1/O modul fel6l érkez6 adatokat.
Az analog bemeneten érkezd adatok veszteségmentes tovabbitasa a célunk Ethernet vo-
nalon keresztiil a szamitogép felé. Annak érdekében, hogy ne terheljiik tul a halézatot,
a mintavételezett adatokat egy adott méretdi FIFO-ba gytjtjiik. A FIFO mérete gy
van bedllitva, hogy — az adott mintavételezési sebesség fliggvényében — 400 ms-onként
beteljen'. Ennek hatasara egy interrupt generalodik, és a szamitogép egyszerre kiol-
vassa a benne tarolt informaciot. A szamitogép az egyes csatornakhoz tartozo adatokat
egy tgynevezett TDMS mérési fajlba menti utofeldolgozas céljabol.

Altalaban nem az Gsszes begytjtott adatra van sziikség, hanem csupan bizonyos
események kozotti informacio érdekel minket. Az eseményeket a bekovetkezését a tri-
gger vonalon keresztiil érzékeli az FPGA szoftver. Ha a trigger vonalon beérkezik egy
felfuto él, akkor rogzitésre keriil bekovetkezésének idépontja. Az idGpontokat szintén
egy FIFO-n keresztiil tovabbitjuk a szamitogépnek, mely a mar emlitett mérési fajlba
keriil eltarolasra. Az események idépontja a kovetkez6 modon értelmezett. A mintaveé-
telezett adatok 400 ms-onként torténd tovabbitasa a szamitogép felé egy idGablaknak
felel meg. Az id6ablakon beliil egy 0-t6l a 100 ms-nak megfelel§ mintaszamig egy szam-
1416 fut. A szamlalo ezen értéke a mintavételezési sebességtol fiigg. Ha bekovetkezik a
trigger esemény, akkor elmentésre keriil az aktualis idGablak szdma és az id6ablakon
beliil fut6 szamlalo értéke.

Adatfeldolgozé GUI

Annak érdekében, hogy a tobb szaz mért érték koziil lehetdség legyen egyszertien kiva-
lasztani a szamunkra fontos adatokat, létrehoztunk egy adatfeldolgoz6 programot. A
program beolvassa a TDMS mérési fajlban taldlhaté informaciokat. A trigger esemé-
nyek idépontjai alapjan kivalasztja és megjeleniti kivint események kozott mintavéte-
lezett adatokat.

A megjelenités moédja haromféleképpen térténhet, melyeket a 2.11. d4bran szemlél-
tetlink. Iddardnyos mod esetén csupan a két trigger esemény kozti adatok keriilnek

13Minden csatorndhoz 100 ms-nyi informacié tartozik.
14 A National Instruments altal kifejlesztett fajlformatum, mely idealis t&bb forrasbol érkezé adatok
atlathato tarolasara.
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megjelenitésre. A tobbi helyen az eredetileg mintavételezett adatok nulla értékkel feliil-
irasra keriilnek. Sorbafizési mod esetén szintén két trigger esemény kozti adatok keriil-
nek megjelenitésre. A két trigger eseményen kiviili adatok torlésre keriilnek. Fgyenkénti
mod esetén a két trigger esemény kozti adatok azonos iddskalan keriilnek megjeleni-
tésre. Az egyes trigger események kezdGpontjai azonos origoba keriilnek.
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3. fejezet

Mérések és eredmények

3.1. Felhasznalt eszkozok és anyagok

3.1.1. Meérési elrendezés

A méréseket a tanszéki mérérendszeren végeztiik el. A tanszéki mérérendszer aktua-
torait felhasznalva hajtottuk meg a korabban bemutatott — lasd a 2.1.5. fejezetet —
mikrofluidikai chipet. A mérGasztal részét képzs két OEM fecskendépumpaval aramol-
tattuk a buffer folyadékokat a csatornaban. A vér aramoltatdsat egy Graseby 3100
tipust orvosi alkalmazisokban hasznalt fecskend6 pumpéaval végeztiik el. A pontos be-
allitasokra a 3.2.1. fejezetben részletesen kitériink.

A hidrodinamikai fékuszalasra alkalmas chip-et a mérGasztal targyasztalan helyez-
tik el. A fényintenzitast érzékels szenzor, a kiegészité aramkorrel egyiitt, a chip ala
lett elhelyezve. A targyasztalt melyre a mikrofluidikai chip van befogatva, a mikroszkop
targyasztalara helyeztiik optikai megfigyelés céljabol. A mikroszkopon a megfelel§ na-
gyitast a mikroszképhoz csatlakoztatott kamera képe alapjan allapitottuk meg. A kép
beéllitdsa utan, a mikroszkop nyakahoz csatlakozo optikai kabelen keresztiil bevezettiik
a fokuszalt sugar atvilagitasahoz sziikséges lézersugarat. A vérsugar atvilagitasahoz a
ZY GO cég 7705 tipusi lézerét hasznaltuk fel, mely 632 nm hullamhosszi fényt bocsat
ki, 250 uW sugarzasi teljesitménnyel. A alakos elemek jelenlétére az lézerfény inten-
zitasvaltozasabol kovetkeztetiink. A fény intenzitasvaltozasat egy Hamamatsu gyart-
manyd S10784 tipusi fotodiodaval érzékeljiik. A szenzor erdsitett jelét egy NI 9234
analog-digitalis atalakitoval dolgozzuk fel, mely egy NI cRIO-hoz van csatlakoztatva.
A mérési elrendezés fényképe az A.1 dbran, a fiiggelékben talalhato.

3.1.2. Alkalmazott folyadékok

A meérések soran harom kiilonb6z6 folyadékot hasznaltunk fel:
e Vér
A meérések soran birkavért hasznaltunk. Mivel a birkavér hasonlo osszetételii mint

az emberi vér, kovetkeztethetiink arra, hogy az altalunk alkalmazott sejtszamla-
lasi modszer a késGbbiekben emberi vér esetében is alkalmazhato lesz.

e Hayem-oldat
A Hayem-oldat (0,5% NaCl, 2,5% NaySOy, 0,025% HgCl,) hipertoniés oldat, mely
a higitas soran a vordsvérsejteket zsugoritja, optikai stirtiségiiket fokozza. A meg-
felel6 ardanya vér-Hayem-oldat keverék elGallitisat a 3.2.2 részben részletezziik.

31
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A Hayem-oldat legfontosabb jellemzGje, hogy kizardlag a vordsvértestekkel 1ép
reakcioba, a vér tobbi GsszetevGjét nem modositja.

e Desztillalt viz
A vérsugar fokuszalasara alkalmazzuk, mint buffer folyadék. A desztillalt vizet
elényds optikai tulajdonsigai miatt alkalmazzuk, a kamera képén jol elkiilonithe-
tové teszi a koncentralt folyadéksugarat.

3.2. Meérési eredmények

3.2.1. Optimalis aramlasi ratak meghatarozasa

A mérések elvégzéséhez els6 1épésként meg kell hatarozni az optiméalis &ramlasi ratakat.
Az optimélis aramlasi rata beallitasok esetén a fokuszalt sugar a csatorna kézépvona-
lara Osszpontosul, és szélességében az ingadozas minimalis. Az optimalis paramétereket
kisérleti alapon hataroztuk meg. A mérések kiinduléasi alapja a tanszéken korabban
megvalositott hidrodinamikai fokuszélas eredménye volt. A kisérletek soran a 3.2 tab-
lazatban Osszefoglalt beallitasokat vizsgaltuk a fent meghatarozott feltételek alapjéan.

‘ Buffer A és B I Reagens [ Megfigyelések ‘
60 ul/s 13,8 pl/s Hosszt profila fokuszalas
32 ul/s 7 ul/s Rovid profila, élesen elkiiloniils csatorna
15 pl/s 3,5 ul/s Rovid profila, életlen csatorna
5 ul/s 5 ul/s | Lassan kialakul6, rovid profila, életlen csatorna

3.1. tablazat. Aramlasi ratakkal végzett mérések beallitasai és megfigyelései

Az elvégzett mérések soran egyetlen beallitas esetén sem sikeriilt szabad szemmel
elkiiloniteni a sejteket. A sejtek sebessége a fokuszalt csatornaban a kozelits szamitasok
alapjan 3,128 mm/s. A mikroszkopon megfigyelhetd csatorna hossza 250 um, igy egye-
nes vonali egyenletes mozgast feltételezve a sejtek kozel 40 pus alatt &ramlanak at, igy
egyértelmien érzékelhetetlenek szabad szemmel. A fokuszalt csatorna soran azért don-
tottiink a kiindulasi alapként szolgalé dramlasi ratak csokkentése mellett, hogy a sejtek
a fokuszalas soran a torlodas kovetkeztében lehetSleg ne egy folytonos szakaszt alakit-
sanak ki, hanem egymashoz képest valamekkora Ad tavolsaguk legyen. Ez a szakasz a
higitasi arany ndvelésével is kikiiszObolhets. A gyors sejtek athaladasa nagy frekvenci-
aju jelvaltozast okoz a fotodiddan, a hozzavetsSlegesen 1,6 kHz-es frekvencia a szenzor
érzékelési tartoméanyan beliil van (még akkor is ha a kozelitésekkel egy nagysagrendet
tévediink), igy amennyiben a sejtek kozt valamekkora tavolsag van, a szenzor segitsé-
gével bizonyosan elkiilonithetjiik azokat. A fenti meggondolasok alapjan a 3.2 tablazat
szerint valasztottuk meg az dramlasi ratakat. Az aramlasi ratdk meghatérozasa soran
1:100 ardnyt vér-hayem-oldat keveréket hasznaltunk fel.

Ezt az optimalis beallitas az élkeresési algoritmushoz hasznéljuk fel. Az élkeresési
algoritmust a fokuszalt folyadéksugar szabalyzasanal hasznaljuk fel, melyet részleteseb-
ben a 3.2.3. fejezetben targyalunk. A késébbiekben (3.2.5. fejezet) részletezésre keriil
egy olyan optimalis bedllitas is, mely soran a sejtek a csatorna egy szakaszaban szabad
szemmel érzékelhetGek.
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’ Folyadék [ Aramlasi rata ‘
Desztillalt viz az A jelti pumpabol 32 ul/s
Desztillalt viz a B jelti pumpabol 32 ul/s

Vér a Graseby fecskendd pumpabol 7 ul/s

3.2. tablazat. Optimélis d&ramlasi ratak élkeresési algoritmushoz

3.2.2. Vorosvértestek optikai tulajdonsagainak moédositasa

A méréseink soran azt vizsgaltuk, hogy milyen aranyu vér-Hayem-oldat keverék ese-
tén lehet a legnagyobb intenzitas-eltérést detektalni. A higitas aranya — Biirkert kam-
ras sejtszamlalas esetén — jellemz&en 1:100, esetenként 1:200. A mérések soran végiil
1:100 aranyu keveréket alkalmaztunk. Striibb keverék (pl.: 1:50 aranyi) esetén a sej-
tek csoportokba szervezGdve, egymashoz szorosan tapadva dramlanak, igy szamlalasra
alkalmatlanné valnak a lézerfény szaméra.

3.2.3. A hidrodinamikai fé6kuszalas szabalyzasa

A lézerfényt egy illesztényakon keresztiil vezetjiik a chipre. Mivel a lézerfény pozicioja
az optikai elrendezésbdl adodik, a targyasztal mozgatésaval pozicionéltuk a lézerfényt
a csatorna kozepére. A végss, preciz beallitdas kézzel nehezen végezhet§ el, ezért erre
egy PID szabélyzot hasznalunk, ami a fokuszalt sugar helyzetét a kivant pozicioba
mozgatja.

Jelenleg a szabdlyzashoz a kovetkezs eljarast hasznaljuk fel:

e Bedllitjuk a lézerfényre a fokuszalds elvart kozéppontjat a kamera képe alapjan.

e A reagenst adagoloé pumpat, valamint az egyik bufferagat alland6 aramlasi rataval
hajtjuk meg.

e A profil k6zépvonalat visszamérjiik a kamera képe alapjan, és a masik bufferagat
az eltérés alapjan egy PID szabdlyzoval allitjuk.

A hidrodinamikai fokuszélas sordn a fokuszalas mértékét a folyadékok Ossz aram-
lasi rataja hatarozza meg, a fokuszalds pozicidjat pedig a buffer folyadékok aramlasi
ratajanak arédnya. A rendszer szabalyzasat tgy valositottuk meg, hogy az egyik pum-
pat fix sebességen hajtottuk (32 ul/s), mig a masik pumpa sebességét szabéalyoztuk.
Ezzel a szabalyzéssal ugyan a fokuszalas mindkét paraméterét modositjuk, azonban ez
jelentGs valtozast nem okoz a csatorna szélességét tekintve, igy tovabbra is csak egye-
sével haladhatnak at a sejtek a fokuszalt csatornan. A kozépvonal 14 ul/s ugras esetén
a 3.1. abran lathato valaszfiiggvényt adja, melynek beallasi ideje 90 ms. Az identifikalt

rendszer atviteli fiiggvénye
14

T 140,008
A rendszer identifikdciojarol bévebben lasd az errél késziilt jegyzékonyvet.

A PID szabélyzo tervezése esetén az I taggal az idGallandot ejtjiik ki. A P és D
tagokat tapasztalati Gton igazitottuk az I taghoz. A felhasznélt PID paraméterek tehat:

W (s) (3.1)

o P -1
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Fokusz helye [um]

0 i | i i i | i
0
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Idé [ms]
3.1. abra. Rendszer ugrasvalasza
e [ -0,013 min
e D-0

A szabalyzo segitségével sikeriilt lecsokkenteni a beallasi id6t 80 ms-ra. A szabélyzo csu-
pan adott méretd fecskenddre lett implementalva. A szabalyzas tokéletesitése MIMO
szabalyzést igényel, mely figyelembe veszi a fokuszalt sugar szélességét is. Ennek meg-
valositéasa kés6bbi munkank célja.

3.2.4. Kisérleti mérések lézerrel

Els6 kisérletiink soran a fokuszalt csatorna lézeres atvilagitasaval probaltuk a sejteket
detektalni. A fotodiodat az optikai méretezés (2.1.3. fejezet) alapjan helyeztiik el a
csatorna alatt. A méréseink soran azt vartuk, hogy a sejtek altal kitakart lézerfény in-
tenzitasa lecsokken, igy az intenzitasvaltozasbol sejtek jelenlétére lehet kdvetkeztetni.
A mérések soran a detektor erdsitett jelét oszcilloszkopon vizsgaltuk. A fotodiodas
mérések soran a teljesen kitakart 1ézersugar és a direkt megvilagitas kozott 2 mV kii-
lonbséget tapasztaltunk. Ez az érték a kdrnyezeti zajokkal, igy nem alkalmazhato a
kivant feladat elvégzésére.

Masodik modszer esetében fototranzisztort alkalmaztunk a fotodioda helyett. A
fototranzisztornak nagyobb az érzékenysége, és felhasznilhatd a méar megépitett erdsi-
t6kapcsoldsban. A direkt megvilagitas és a teljesen kitakart lézer kozott 200 mV kii-
16nbséget érzékeltiink. Ez a felbontéds mar alkalmas méréseinkhez.

Els6 mérésiink soran azt vizsgaltuk, hogy a difftizié hatasara aramlo folyadék (ami
viz és Hayem-oldatos vér) milyen valtozast okoznak a fototranzisztorral vizsgalt lé-
zerfény intenzitasaban. Errél a mérésrél késziilt oszcilloszkép abran lathato. Azt ta-
pasztaltuk, hogy a zajtol jol elkiilonithet6 koriilbeliil 20 — 25 mV a fesziiltségvaltozas.



3.2. MERESI EREDMENYEK 35
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3.2. 4bra. Fototranzisztor érzékenysége a teljes lézertartomanyban

0 2000/ 3 10.00s 2.000s/ £
e

3.3. abra. Diffuzios aramlas hatisa az intezitasra

Ezek utdn megvizsgaltuk, mi okozhatja a tapasztalt tiiskeszert impulzusvaltozaso-
kat. A kiindulési feltételezés az volt, hogy az athaladé alakos elemek kévetkezményei.
A vizsgalatot indirekt modszerrel végeztiik, elGszor allo és vérmentes folyadékon, majd
mozgd vérmentes folyadékon, végiil mozgo, fokuszalt vért tartalmazo folyadékon.

All6 folyadék esetén a 3.4(a) abran lathato jelet mértiik. Ezen a jelen nem tapasz-
taltunk hasonldé amplitudoja tiiskéket az intenzitasban. A detektalt jel valoszinileg a
kérnyezeti zaj volt.

A kovetkezd lépésben a desztillalt vizet aramoltattuk a csatorndkban, 3.4(b) abra.
Ekkor a mért jel amplitidovaltozasai nagyobbak voltak az 4ll6 folyadékon mért jelhez
képest. Ugyanakkor még ekkor sem tapasztaltuk azokat a jol elkiilonithets amplitidojua
letoréseket amelyet a diffaz dramlas esetén mértiink.

Harmadik lépésként vért fokuszaltunk a csatornaban. A fokuszalt csatornat ponto-
san a lézerfény poziciojahoz igazitottuk. A 3.4(c) abran lathato jelet mértiik, amiben
megjelentek azok a 20 — 25 mV amplitadoju valtozasok (lasd a 3.3. és a 3.4(c). dbran
vorossel jelolt szakaszokat), melyeket a diffuz aramlas soran mértiink. Az amplitudo-
valtozasok frekvenciaja koriilbeliil 22 kHz volt. Az eredmény eltér attol az 1,6 kHz-es
értéktsl melyet vartunk, ez valoszintileg a modellezés soran elvégzett jelentds elhanya-
golasok kovetkezménye. A jelenség vizsgalata tovabbi méréseket igényel.

A jelen észrevehetd volt, hogy nem minden tiiske ugyanakkora amplitudéja. Elkép-
zelhet§, hogy a vorosvértesteken kiviil a vér egyéb alakos elemeit is detektaltuk. Ennek
vizsgalata tovabbi méréseket igényel, egy érzékenyebb rendszer segitségével. A rendszer
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abiat s atic ”W WWW\MWW

(a) Allo folyadék (b) Aramlo folyadek

(c) Fokuszalt vér
3.4. dbra. Lézer intenzitasanak vizsgalata
érzékenysége novelheté APD, vagy nagyobb intenzitasu lézer alkalmazéasaval. A szenzor

erGsité dramkorének nyomtatott huzalozast lemezen torténd kialakitasa tovabb csok-
kentené a zajt.

3.2.5. Kisérleti mérések kamera segitségével

A lézeres kisérletek utdn megprobaltuk a sejteket a kamera é16 képének segitségével
detektalni. Az alkalmazott aramlasi ratakkal a 3.5. abra szerint modosult az dramlas

Folyadék [ Aramlasi rata ‘

Desztillalt viz az A jelti pumpabol 0,688 ul/s
Desztillalt viz a B jeld pumpéabol 0,688 wul/s
Vér a Graseby fecskend pumpabol 0,01 ul/s

3.3. tablazat. Aramlasi ratak alakfelismeréshez

képe. Az adbrakon optikailag jol elkiilonithetGek az egyes vordsvértestek. A méréshez
készitettiink egy olyan kameraszoftvert, amely egy masodperc alatt szédz képkockat
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rogzit, melyeket egyenként elment. A program segitségével 70 ms-onként tortént a
képek frissitése. Ezeken azt vizsgaltuk, hogy a sejtek milyen sebességgel haladnak,
illetve azt, hogy mennyi id6 alatt gyorsulnak fel olyan sebességre, hogy az emberi szem,
illetve a kamera 100 Fps-es frissitési frekvencidja is kevésnek bizonyuljon az egyenkénti
detektalhatosag szempontjabol. Ezt kovetGen az elkészitett képeken kiszemeltiink egy
sejtet, majd pontosan megmeértiik hogyan valtozik a sebessége, a csatorna mentén, a
fokuszalas pillanataig.

A kamera 100 Fps-es sebesség mellett, akkor képes érzékelni egy sejtet, ha 640 pixel-
nél — ami nagyjabol 490 pum — kevesebb tavolsagot tesz meg 10 ms alatt. Ez 49-1073 m /s-
os sebességnek felel meg. A fokuszalt sugar sebességét a 3.3. tablazat értékei, és az el6z6
fejezetben ismertetett modell alapjan szamoltuk ki, ez 0,03 m/s. A 3.5. abran bejeldl-
tiik, hogy egy sejt elsd érzékelésének a pillanatatol az utolsd érzékelhets pillanatig —
amikor bekeriil a fokuszalt csatornaba —, milyen poziciokban detektaltuk. Nulla pozicio-
nak a csatorna jobb szélét valasztottuk. Az igy kiszamolt sebesség és tavolsag értékeket
3.6. Abran lathat6 grafikonon abrazoltuk. Az abran szintén bejeldltiik, hogy maximum
meddig lenne lehetséges a kameraval val6 detektalas. A fokuszalas el6tti és utani sebes-
ségértékek kozott fennéllo fliggvénykapcesolatot nem tudtuk pontosan meghatérozni, ez
tovabbi vizsgalatokat igényel. Azonban ahol még a képkockankénti felvételen is lattuk
a sejteket, az a csatorna jobb szélétsl szamitva 195 um volt, itt koriilbeliil 17 pm széles
volt a fokuszalt sugar. A legkedvezSbb esetben is két sejt férne igy el egymas mellett,
igy tehat 100%-os hibat vétenénk, a modszert ezért elvetettiik.

(a) Els6 detektalas pillanata (b) Utolso detektalas pillanata

3.5. dbra. Egy kivalasztott sejt haladasa

A LabVIEW képfeldolgozasi eszkoztardban olyan alakfelismerd eszkoz all rendel-
kezésre, amely az egyes tartomanyok nagy szineltérése alapjan feltételez kiillonb6z6
objektumokat. A 3.7. dbran a fokuszalatlan csatorndban detektalt sejteket lathatjuk.
Ez az alakfelismerési modszer akkor jelenthet hibat, ha a sejtek nagyon kozel, vagy
egymashoz tapadva haladnak, ugyanis ekkor a sejtek nem kiilonithetGek egyértelmiien,
ami a végs6 Osszegzés soran hibat eredményez. Ezzel az alakfelismer eszkozzel a csa-
torndban lévé dramlési viszonyokrol is megfelel§ képet alkothattunk. A kameraval, a
mar emlitett szoftver segitségével, 100 képet rogzitettiink. Azt vizsgaltuk, hogy al-
kalmazhat6 lenne-e a LabVIEW alakfelismerd algoritmusra erre a célra. Méréseink
eredményeképpen elmondhat6, hogy a csatorna széles szakaszaban a sejtek szorosan
egymashoz tapadva haladhatnak, igy az alakfelismer6 nem tudja elkiiloniteni ezeket
a csoportokat. Az egyes sejtcsoportokat egy sejtnek érzékeli. A modszer hossza tavon
hibat eredményezhet a pontos 0sszegzés soran.
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3.2.6. Kisérleti mérések reflektalt 1ézerfény hisztogramja alap-

Jan
A sejtek detektalasat egy masik képfeldolgozasi modszerrel is megkiséreltiik. A csa-
tornat megvilagité lézerfény hisztogramjat vizsgalva probéltunk a sejtek jelenlétére
kovetkeztetni. Ez a modszer tehat bizonyos mértékben az irodalomban is széleskoriien
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alkalmazott a sejteken bekovetkezett fénytorésen alapul.

A hisztogram egy olyan diagram mely tartalmazza, hogy az egyes szinarnyalatokbol
milyen mennyiségben taldlhato a képen. Esetiinkben 256 sziirkedrnyalat all rendelke-
zésre. A hisztogramot nem a teljes képre vettiik fel, hanem csak a képnek arra a részére,
amelyen a csatornara fokuszalt 1ézerfolt latszik. A csatorna kozepére fokuszalt 1ézersu-
gar a monokrom képen fehér, élesen elkiiloniil a csatornatol. Az alapotletiink az volt,
hogy az athalad6 sejt kitakarja a lézersugarat, igy a hisztogramban sétét arnyalati
komponenshdl nagyobb mennyiség jelenik meg a hisztogramban, mig a fehér kompo-
nens lecsokken.
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(a) Lézerfolt (b) Hisztogram

3.8. dbra. Hisztogramos vizsgilat eredményei

Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy csatorna kozepére fokuszalt 1ézersugér ko-
riil gytirik jelennek meg, 3.8(a) abra. Ezek a gytirtik nem egyenletesek, jol észrevehetd
zajt eredményeznek a hisztogramban, 3.8(b) abra. El6szor azt az esetet vizsgaltuk, hogy
hogyan véltozik a hisztogram, ha a sejtekkel teli csatornara, illetve az iires csatornara
iranyitjuk. A két mérés soran keletkezett hisztogramok nem mutatottak észrevehets
eltérést atlagolas utan sem. A zaj mértéke vélhetGen Osszemérhets volt azzal a valto-
zassal melyet egy sejt okoz a hisztogramon. A hisztogramot kezdetben az iiveg-PDMS-
iiveg szendvics struktirdju chip-en vizsgaltuk. Rendelkezéslinkre allt egy maésik chip
is, mely tiveg-PDMS-szilicium szendvics strukturaji. Mivel a szilicium feliiletérsl jol
reflektalodik a lézerfény azt vartuk, hogy a rendszer érzékenysége névelhets ebben az
elrendezésben. A sziliciumon tiikr6z6dé lézersugar hisztogramjat vizsgalva a mar em-
litett a szorddasi gytrd figyelheté meg. Ismét elvégeztiik a méar emlitett méréseinket,
azonban ugyanazt a jelenséget tapasztaltuk mint korabban.



40

FEJEZET 3. MERESEK ES EREDMENYEK



4. fejezet

Konklazio és tovabblépési lehet6ségek

Dolgozatunkban a mikrofluidika egy gyakorlati alkalmazasiat mutattuk be. Az iroda-
lomkutatas alapjan olyan mérérendszert alakitottunk ki, mely alkalmas sejtszamlalasi
feladat elvégzésére. A sejtek detektaldsara harom kiilonb6z6 modszert dolgoztunk ki.
Az alakfelismerés a sejtek gyors aramlasa miatt nem valésulhatott meg, mig a hisztog-
ramos modszer a lézerfény szor6dasabol szarmazo6 zaj miatt hiasult meg. Az élgkép-
alapt szamlalédsi modszereket elvetettiik. Ugyanakkor 1ézeres megvilagitassal sikertilt
az alakos elemek detektéilasa.

A jov6ben a mérés alabbi paramétereit kivanjuk pontositani. Szeretnénk detekta-
lassal pontosan elkiiloniteni a voros vértesteket a vér tobbi alakos elemétsl. A hidro-
dinamikai fokuszalas szabalyzasahoz készitett PID szabalyzo helyett egy MIMO sza-
balyzo tervezését helyezziik kilatasba. A meglévé mérdrendszer érzékenységét APD és
nagyobb teljesitmény lézerrel kivinjuk megndvelni. Szimulacidés modszerek segitségé-
vel szeretnénk megvizsgalni a hdromdimenzi6s fokuszalas lehetGségeit. A mérések so-
ran alkalmazott modelleket tovabbi szimulaciok segitségével kivanjuk pontositani. Igy a
kétdimenzios fokuszalasi rendszereket szimulacio atjan is mélyrehatébban megvizsgél-
nank. A detektorhoz egyedi nyomtatott huzalozast dramkor tervezését szorgalmazzuk,
mellyel a zajvédettséget szeretnénk novelni. Célunk emellett a felhasznaléi szoftver
tovabbfejlesztése.
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A. Fuggelék

Fényképek

A.1. abra. Mikrofluidikai mérékornyezet: (1) mikrofluidikai chip, (2) fecskendd
pumpa, (3) Graseby fecskendd pumpa, (4) Hardvervezérls egység, (5) NI: cRIO, (6)
mikroszkop, (7) lézer, (8) NI: smart camera



VI FUGGELEK A. FENYKEPEK

A.2. &dbra. Szenzor elhelyezése a fokuszalt chip alatt:(1) mikroszkop objektivie, (2)
detektor, (3) fokuszalé chip
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A.3. 4dbra. Optikai elrendezés



B. Fuggelék

CD melléklet tartalma

A mellékelt CD-n az alabbiak talalhatoak:
e jelen dolgozat pdf formatumban,
e clektronikus formatumban rendelkezésre allo felhasznalt irodalom,
o felhasznélt eszkozok adatlapjai,
e mérésvezérls szoftver forraskodja és dokumentécioja,
e mérések soran készitett mérési jegyz&konyvek,

e mérdrendszerrdl és az eszkozokrsl készitett fényképek.
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