
A XX. század utolsó évtizedében a Humán Genom Pro-
jekt az emberi DNS feltérképezését tűzte ki célul. Az ek-
kor és ezt követően kifejlesztett DNS-szekvenáló (bázis-
sorrendeket meghatározó) technikák forradalmasították
a molekuláris biológiát, és széleskörű felhasználást nyer-
tek számos tudományágban, a régészettől kezdve a kri-
minalisztikán át a családkutatásig. Ugyanakkor a diagnosz-
tikában és a gyógyászatban még mindig kevéssé terjedt el
a DNS- vagy RNS-szekvenálás alkalmazása.

Az egyedi sejtek DNS és RNS állományai bázissorrend-
jeinek meghatározása az utóbbi 10 évben vált lehetővé a
második és harmadik generációs szekvenáló technikák
kifejlesztését követően. A rákkutatásban, a daganat (tu-
mor) diagnosztikában és a daganatos betegségek terápi-
ájában egyaránt fontos volna ismerni a betegség moleku-
láris hátterét az egyedi sejtek szintjén. A vérben keringő,
igen ritka tumorsejtek genetikai vizsgálata nagy áttörést
jelentene. Az általunk fejlesztett és a címben szereplő
technológia, valamint mérési eljárás (1. ábra) egyik célja
éppen ez.

Bár a mikroliteres térfogatú folyadékok kézi pipettával
történő kezelése rutinfeladat, a nanoliteres mennyiségek
pipettázása számos technikai nehézség, többek között a
felületi feszültség, a tapadás (adhézió) és a párolgási ha-
tások miatt kihívást jelent. Kifejlesztettünk egy teljesen
automatizált piezoelektromos mikropipettát (2., 3. ábra),
aminek pontossága 1 nanoliter alatti [1]. Ezzel az egyedi
sejtek robotizált elkülönítésének (izolálásának) haté-
konyságát 90% fölé sikerült emelni (4. ábra), ami kulcs-
fontosságú a ritka vagy értékes sejtek kiválogatásakor, kü-
lönösen az orvosi alkalmazásokban. A kis méretű, kom-
pakt piezoelektromos mikropipetta különböző (bio)ké-
miai munkafolyamatokba illeszthető. Kiküszöböli a mű-
anyag csöveket, szelepeket, fecskendőket és nyomástar-
tályokat. A minta, például sejtek vagy apró cseppek fázis-

kontraszt megvilágításához a mikropipettával koncentri-
kusan elhelyezett világító diódákból (LED) álló gyűrűket
építettünk. Ugyanez az eszköz könnyen használható
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3. ábra. A CellSorter (sejtválogató) piezoelektromos mikropipet-
ta egy fluoreszcens mikroszkópon, amint egy Petri-csészéből kü-
lönít el egyedi sejteket PCR-csövekbe (forrás: www.cellsorter-
scientific.com)

SZABÓ BÁLINT ÉS TSAI: EGYEDI SEJTEK MANIPULÁCIÓI ROBOTIZÁLT MIKROPIPETTÁVAL 303

1. ábra. 1) A Petri-csészében lévő sejtek képét beszkenneljük egy mikroszkóppal. A képkockákból nagyfelbontású digitális térkép ké-
szül. 2) A nagyszámú sejtről készült képeket szoftverrel elemezzük a ritka célsejtek felismerése érdekében. 3–4) A detektált ritka sej-
teket automatikusan felismeri a szoftver, és a robot egy üveg mikropipettával PCR-csövekbe helyezi őket, amelyekben polimeráz-lánc-
reakció (angolul: Polymerase Chain Reaction) megy végbe. 5) A ritka sejtek genomjának (DNS) és/vagy transzkriptomjának (mRNS-
molekulák összességének) elemzése (forrás: www.cellsorter-scientific.com)

2. ábra. A piezoelektromos mik-
ropipetta vázlata. Az elrendezés
tetején lévő (piros) piezo moz-
gató szerkezet (aktuátor) egy (fe-
kete) O-gyűrűt nyom. A (kék)
üveg mikropipetta egy függőle-
ges csatornán keresztül kapcso-
lódik az O-gyűrű belső térfogatá-
hoz. Ezek mindegyike vízzel van
feltöltve. A fáziskontraszt megvi-
lágítást a mikropipettával koncent-
rikusan elhelyezett LED-ek gyű-
rűje biztosítja. Ezt az elrendezést
szabadalmak védik (forrás: [1])
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egyedi sejtek nanoliter térfogatú cseppekben történő
nyomtatásához is. Elképzeléseink szerint az új technoló-
gia az orvosi diagnosztikában alkalmazott egysejtes ma-
nipulációk, például a keringő tumorsejtek izolálásakor is
hasznosítható lesz.

A milliliteres (ml) vagy mikroliteres (µl) skálán történő
kézi pipettás folyadékkezelés rutinfeladat a laboratóriu-
mokban. A 0,1 µl alatti térfogatok kezelése azonban kihí-
vást jelent. Az apró cseppek dinamikáját a felületi fe-
szültség uralja a gravitációval szemben, ha a csepp mére-
te kisebb, mint a kapillárishossz. A víz-levegő határfelü-
leten normál hőmérsékleten és nyomáson a kapilláris-
hossz ~2 mm. A kis csepp és a pipetta szilárd felülete kö-
zötti tapadási erő szintén döntő jelentőségű ezen a mé-
retskálán. A parányi vízcsepp gyors elpárolgása további
nehézséget jelent. Amikor azonban a reagensek térfoga-
ta korlátozott, például egysejtes méréseknél, a nanoliter
(nl) vagy pikoliter (pl) térfogatú folyadékkezelés nagy
előnyt jelent.

5. ábra. A sejttapadás mérése. A mikroszkóp objektívjével leké-
pezett sejt mikrométeres pontossággal megcélozható az üveg
mikropipettával. A beszívott folyadék áramlása hidrodinamikai
erőt fejt ki a sejtre. Abból, hogy mekkora áramlási rátánál (térfo-
gatáramnál) válik le a sejt a felületről, kiszámolható a tapadási
(adhéziós) erő, amit a sejtadhéziós molekulák közvetítenek (for-
rás: [6])
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Mikrofluidikai chipek. A legelterjedtebb megoldás kis
folyadékmennyiségek kezelésére mikrométeres széles-
ségű csatornákkal rendelkező mikrofluidika alkalmazá-
sa. A mikrofluidika integrálása összetett chipekbe nagyon
ígéretes, ennek egyik célja az úgynevezett lab-on-a-chip
rendszerek megvalósítása. A cseppalapú mikrofluidika
olajos környezetben szuszpendált szubnanoliteres víz-
cseppekkel dolgozik. A jelenleg rendelkezésre álló mik-
rofluidikáknak azonban számos technikai hátránya van:
a chipek nagyon érzékenyek a közeg szilárd szennyező-
désére. A stabil emulzió fenntartásához speciális és drá-
ga olajokra van szükség, megfelelő felületaktív anyagok-
kal. A legtöbb esetben nagyon nehéz az áramlási sebesség
megfelelő stabilitásának elérése, nem is beszélve a szük-
séges stacionárius áramlás kialakítása előtti és utáni át-
meneti (tranziens) hatásokról. Nagy előnyük, hogy a
cseppek belsejében csapdázott egyedi sejtek külön-kü-
lön DNS-vonalkóddal jelölhetők meg, és a cseppek össze-
olvadása után együtt szekvenálhatók. Az egyes sejtek fe-
notípusának információi azonban elvesznek ebben a fo-
lyamatban. Így a DNS/RNS-szekvencia nem hozható ösz-
szefüggésbe az adott sejt daganatban vagy fejlődő szövet-
ben betöltött pontos szerepével.

Az egyedi sejtek elkülönítése mikropipettával a sejt
mikroszkópos képe alapján jól bevált módszer. A műsze-
rek áteresztőképességének növelése és a hatékonyság ja-
vítása érdekében az elmúlt években megjelentek a moto-
rizált mikroszkópokat és mikromanipulátorokat alkalma-
zó félautomatizált technikák. Mi is egy mikropipettán ala-
puló eszközt optimalizáltunk és alkalmaztunk, hogy mi-
nimalizáljuk a sejtek felvételéhez szükséges folyadéktér-
fogatot, és maximalizáljuk a pontosságot. Kifejlesztettünk
egy teljesen automatizált, kompakt piezoelektromos mik-

4. ábra. Egysejtes izolálás sűrű szuszpenzióból. Módszerünk ké-
pes egyetlen jelölt sejtet elkülöníteni sűrű sejtkultúrákból, ame-
lyek 1000-szer több nem jelölt sejtet tartalmaztak. Az (a) panel a
vörös fluoreszcens és a szürkeárnyalatos fáziskontraszt képek
kombinációja/montázsa. A szoftver által detektált 15 jelölt sejtet
zöld négyzetek jelzik a ~17 000 jelöletlen sejt között. A válogatási
folyamat 3 egymást követő lépésben történő megismétlésével a
legtöbb kiválasztott célsejtet sikerült izolálnunk. A (b) panel (ha-
sonlóan az (a)-hoz) a fluoreszcens és fáziskontraszt képek mon-
tázsa, amely az elkülönített 12 fluoreszcens sejtet mutatja egy-
mástól 500 µm-re elhelyezve. A végleges kultúra nulla nem jelölt
sejtet tartalmaz. Az utolsó 2 sejtet ugyanarra a helyre injektáltuk,
mivel a 11. sejt lerakása nem sikerült, amikor a tervezett helyen
próbáltuk (forrás: [2])
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Bevezetés

A túléléshez minden állatnak nélkülözhetetlen a létfon-
tosságú erőforrások, mint például az élelem vagy a víz
megtalálása. Ezen erőforrások elhelyezkedése azonban
gyakran időben változik, és csak intenzív kereséssel talál-

ható meg. A keresési stratégiákat eddig főleg egyéni szin-
ten vizsgálták, annak ellenére, hogy számos faj csoport-
ban él és ,,kollektíven” viselkedik, azaz csoportban, társak
jelenlétében más viselkedési formák is megjelennek [1–
5]. Ez különösen igaz csoportos keresés során. Kiterjedt
irodalma van a labirintusos kísérleteknek, melyek segít-
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ropipettát, amely a nagy felbontású képalkotást 1 nanoli-
ternél jobb folyadékkezelési pontossággal kombinálja.
Előnye a kis méret és egyszerű működés. Érzékeny vagy
ritka sejteket képes 90%-nál nagyobb hatékonysággal izo-
lálni. Alkalmazható nanoliteres cseppek nyomtatásához,
beleértve az egysejtes nyomtatást is.

A jelenleg folyó kutatásaink egyik célja a piezolektro-
mos mikropipetta alkalmazása a sejttapadás vizsgálatára
(5. ábra). A sejtszintű, specifikus fehérjék által biztosított
adhézió jobb megértése [3] segíthet az immunológia [4],
a rákos betegségek kialakulásának mélyebb megismeré-
sében, és új terápiás célpontok is remélhetők tőle [5].
Ugyanis a sejtek egymáshoz vagy a sejtközötti mátrixhoz
való tapadásának erőssége és dinamikája megszabja a sej-
tek vándorlását a szövetekben, amely kulcsfontosságú a
rákos áttétek kialakulásakor. A mikropipettában kialakuló
folyadékáramlást fluidikai szimulációkkal [6] modellez-
tük és kísérletesen mikrogyöngyökkel vizsgáltuk [7]. A fo-
lyadékáramlási szimulációk lehetővé teszik a pipettával
felszívott sejtre ható erő kiszámolását, és így a sejtadhézió
mérését.

Másik célunk a vérben keringő daganatossejtek izolá-
lása az azt követő molekuláris vizsgálatok céljából. A fo-
lyékony sejt/szövet mintavételezés (biopszia) egy új irány
a daganatos betegségek diagnosztikájában és monitoro-
zásában, amely a vérben szabadon keringő tumor-DNS
(ctDNS) vagy a vérben keringő tumorsejtek (CTC) elem-
zésén alapul. A ctDNS a vérplazmából különíthető el. A
sejtmagos CTC-k sűrűsége a fehérvérsejtek sűrűségének
tartományába esik, mivel sűrűbbek a plazmánál és kevésbé
sűrűek a vörösvértesteknél. Egy néhány milliliteres vér-

mintából a DNS és RNS molekulák vizsgálatával informá-
ciót nyerhetünk ki a kezdődő vagy kezelés alatt álló daga-
natról. A vérben keringő tumorsejtek detektálása és izolá-
lása azonban nehéz feladat, mert sok millió normál fe-
hérvérsejt között kell megtalálni a beteg sejteket. Úgy
gondoljuk, hogy módszerünk rövidesen alkalmas lesz er-
re a feladatra is, amin jelenleg aktívan dolgozunk. Műsze-
rünket világszerte jelenleg ~20 kutatólaboratóriumban
használják, köztük az MIT-n Bostonban és a Karolinska
Intézetben Stockholmban.
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