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Abstrakt:

Entwicklungen zur Generierung komplexer 3D-Gewebekulturen gewinnen fur die pharmazeutische
und biochemische Industrie stetig an Bedeutung. Dabei bestehen die Herausforderungen in der
Aufrechterhaltung des biologischen 3D-Mikromilieus bei gleichzeitiger Gewahrleistung mdglicher
Interaktionen verschiedener Zelltypen oder Gewebe innerhalb eines mikrofluidischen Systems. Ein
Lésungsansatz bietet die Einbindung eines Hohlfasernetzwerks, das als kiinstliches Gefalksystem
fungiert. Versorgt wird dieses Uber ein angeschlossenes mikrofluidisches Perfusions-System, das
Uber integrierte Mikropumpen betrieben wird. Dieser als Lab-on-a-Chip-System ausgelegte Bioreaktor
ermdglicht durch die Einbindung mehrerer separat angeordneter mikrofluidischer Kreislaufsysteme
einen dualen Perfusionsbetrieb. Zur Charakterisierung der Eigenschaften und zur Uberwachung der
Zellkultur ist die Adaption eines applikationsspezifischen, ortsaufgelésten Online Monitoring Systems
notwendig. Dazu wird ein fluoreszenzbasierten Messsystem vorgestellt, das eine integrierte
Uberwachung des Sauerstoffgehalts wahrend der Kultivierung erméglicht.

Schliisselwérter: Bioreaktor, Lab-on-a-Chip, Perfusionssystem, Sauerstoffliiberwachung,

Fluoreszenzmessung

1 Einleitung
Die in vitro Substanztestung erfordert die Be-

2 Material und Methode

wertung von Interaktionen verschiedener Zell-
typen oder Gewebe in einem geschlossenen
Kreislaufsystem [1, 2]. Daher ist es unser Ziel,
ein dynamisches Mikro-Bioreaktorsystem mit
einem integrierten, kinstlichen Blutgefal-
system zu entwickeln. Es soll ein komplexes,
biokompatibles dreidimensionales Mikromilieu
geschaffen werden. Eine Mdglichkeit zur
Realisierung eines biofunktionalen, vaskulari-
sierten Systems besteht in der Verwendung von
Hohlfasern [3]. Diese missen mit der Mikro-
fluidik gekoppelt werden, um die Versorgung
des kunstlichen Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen gewahrleisten zu koénnen. Die
groRte Herausforderung besteht in der bio-
kompatiblen und fluidisch dichten Verbindung
beider Komponenten [4]. Die Charakterisierung
der fluidischen Eigenschaften erfolgt mittels
Particle Image Velocimetry (PIV), wohingegen
die Permeabilitdt mittels Fluoreszenz- und
radiologischen  Kontrastmitteluntersuchungen
bestimmt wurde.
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2.1 Hohlfaserbasiertes Lab-on-a-Chip Dual-
Perfusions-System

Bei dem hohlfaserbasierten Lab-on-a-Chip-
System handelt es sich um einen dualen
Perfusions-Mikro-Bioreaktor (siehe Bild 1).

Bild 1: Schematische Darstellung des hohlfaser-
basierten Lab-on-a-Chip Dual-Perfusions-Systems.
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Das System basiert auf der etablierten
Multi-Organ-Chip (MOC)-Plattform, die in Ko-
operation zwischen dem Fraunhofer IWS und
dem Institut fir Biotechnologie der Technischen
Universitat Berlin entwickelt wurde [1, 2, 5, 6].

Es umfasst mehrere integrierte Zellkulturrdume,
Medienreservoire, Mikroventile und -pumpen,
die eine gleichzeitige Kultivierung unter-
schiedlicher Gewebearten ermdglichen. Durch
ein geschlossenes fluidisches Kreislaufsystem
im Mikrometerbereich, Uber das die einzelnen
Zellkulturrdume untereinander gekoppelt sind,
kénnen die Zellen miteinander interagieren [4].
Der Medienfluss wird Uber integrierte, pneu-
matisch betriebene Mikropumpen realisiert,
deren Antrieb Uber ein automatisiertes Steuer-
modul erfolgt. Gegenwartig kommen fur die
Kultivierung in den Zellkulturrdumen austausch-
bare Zellkultureinsatze zur Anwendung.

Darauf basierend wurde ein neuartiges Lab-on-
a-Chip-System entworfen, das die Kultivierung
komplexer Zell- und Gewebekulturen Gber zwei
separat angelegte Perfusionskreislaufe
realisiert (siehe Bild 2).

Bild 2: Mikrofiuidikdesign der Flusszellen des Lab-on-
a-Chip Dual-Perfusions-Bioreaktors mit zwei separat
angelegten Perfusionskreisldufen (rot und blauy).

Das modulare Konzept des Perfusionssystems
bietet die Mdoglichkeit der individuellen Ge-
staltung und applikationsspezifischen Design-
anpassung der mikrofluidischen Kanalstruktur,
ohne komplette konstruktive und fertigungs-
technische Neugestaltung des Bioreaktor-
systems vornehmen zu missen. Beispielsweise
kann durch konzeptionelle Auslegung der
Medienfluss in Kreuz- oder Gegenstromrichtung
realisiert werden.

Eine Madglichkeit zur Kopplung der beiden
Kreislaufsysteme bietet die Einbindung von
permeablen kiinstlichen Hohlfasern. Uber diese
und die unterschiedlichen Medienkreislaufe
kénnen verschiedene Zellen mit Nahrstoffen
und Sauerstoff versorgt werden und gleichzeitig
untereinander interagieren. Die Durchstrémung
wird Uber integrierte Mikroventile und -pumpen
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umgesetzt und Uber ein automatisiertes Steuer-
modul individuell angepasst.

Fur die Integration der Hohlfasern wurde das
Lab-on-a-Chip-System  entsprechend dem
neuen Anforderungsprofil angepasst (siehe
Bild 3).

Bild 3: Aufbau des, mit einem Hohlfasereinsatz
konfigurierten,  Lab-on-a-Chip  Dual-Perfusions-
Systems.

2.2 Artifizieller Verbraucher auf Enzymbasis

Auf Grund der schwierigen Reproduzierbarkeit
von  Zellkulturexperimenten  sind  deren
Ergebnisse nur bedingt vergleichbar. Zudem
erfordern die Versuche einen hohen materiellen
und zeitlichen Aufwand. Aus diesem Grund
wurde ein einfacheres Verbrauchermodell fir
Vorversuche entwickelt. Dabei wird anstelle von
Zellen das Enzym Glucoseoxidase, mit dem ein
Sauerstoffverbraucher simuliert wird,
verwendet.

Die induzierte, enzymkatalysierte Reaktion
verlauft dabei nach dem folgenden Schema:
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Bild 4: Glucoseoxidase-Reaktion (GOD = Glucose-
oxidase).

Um individuell den Sauerstoffverbrauch einer
Zellkultur im Dual-Perfusions-Bioreaktor
simulieren zu k&nnen, muss das Enzym
ortsselektiv. und mengenspezifisch in der
Zellkulturkammer immobilisiert werden. Die
Versorgung erfolgt Uber das integrierte Hohl-
fasernetzwerk des Perfusions-Mikro-Bioreaktor-
systems. Auf diese Weise kann die erforder-
liche Auslegung der Hohlfasern, deren Anzahl
und Anordnung sowie entsprechend spezifische
Pumpenparameter definiert werden, um eine
ausreichende Versorgung gewahrleisten zu
kénnen.

2.3 Sauerstoffsensitive Mikropartikel zur
fluoreszenzbasierten Sauerstoffmessung

Bei optischen Sauerstoffmessungen werden
Farbstoffe verwendet, deren Fluoreszenz-
verhalten sich in Abhangigkeit vom Sauerstoff-
gehalt &ndert. Beispielsweise eignen sich fiur
die Anwendung Ruthenium-Phenanthrolin- und
Platin-Porphyrin-Derivate [7].

Liegt molekularer Sauerstoff (O,) vor, wird die
Fluoreszenz dynamisch geléscht (Quenching).
Bei Kontakt Ubertragt der Farbstoff Energie
spezifisch auf das Sauerstoffmolekll. Dadurch
nehmen die Intensitat der Fluoreszenz und die
Abklingzeit mit zunehmender Sauerstoff-
konzentration ab [7].

Fur die Online-Uberwachung des Sauerstoff-
gehalts werden CPOx-Beads der Firma Colibri
Photonics angewendet. Bei diesen fluoreszier-
enden, sauerstoffsensitiven Mikropartikeln ist
der Fluoreszenzfarbstoff von einer sauerstoff-
durchlassigen Polymerhille umgeben, die
gleichzeitig die Intensitdt der Fluoreszenz
steigert. Substanzen, wie CO,, N,, CHy,
Wasser, H*, weitere lonen, Inhaltsstoffe von
Nahrmedien (Zucker, Eiweil} etc.) beeinflussen
den Fluoreszenzprozess nicht [7].

Die Integration der CPOx-Beads in das Fluidik-
system des hohlfaserbasierten Lab-on-a-Chip
Dual-Perfusions-System stellt die Basis fir eine
ortsselektive fluoreszenzbasierte Uberwachung
des Sauerstoffgehalts wahrend der Zell-
kultivierung dar [7].
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2.4 Fluoreszenzlebensdauerbasierte Sauer-
stoffiiberwachung

Um den Eintrag und den Verbrauch von
Sauerstoff in chemischen, biochemischen und
biologischen Prozessen zu ermitteln, wurde auf
Grundlage des OPAL-Systems von Colibri
Photonics ein System zur nichtinvasiven Mes-
sung der Sauerstoffkonzentration entwickelt.

Dafur wurden Software und Elektronik des
OPAL-Systems mit dem am Fraunhofer IWS
entwickelten, frei konfigurierbaren Fluoreszenz-
messmodul [8] kombiniert. Das Fluoreszenz-
modul wurde den Farbstoffen entsprechend mit
einer geeigneten Diode (520 nm Wellenlénge)
und passenden Filtern ausgestattet (siehe
Bild 5).

1 | Elektronik des OPAL-Systems

2 | Auflichtmikroskop zur optischen
Kontrolle der Position der
Fluoreszenzbeads

3 | Temperatursensor Pt 100 zur
Temperaturkompensation wahrend der
Sauerstoffmessung

4 | Perfusions-Mikro-Bioreaktorsystem

fur Sauerstoffmessung konfiguriertes
Fluoreszenzmodul

6 | manuell verstellbare Z-Achse zur
Einstellung der Fokuslage

Bild 5: Modifiziertes Fluoreszenzmesssystems zur
fluoreszenzlebensdauerbasierte Sauerstoffmessung.

Die Lichtleistung des Messsystems ist bis zu
1 W regelbar. Die Ortsauflésung betragt bis zu
500 um. Entsprechend den Anforderungen der
Anwendung kann die Messdauer von 1 s bis zu
einem kontinuierlichen Betrieb individuell einge-
stellt werden. Mehrfachmessungen sind Uber
die Vorgabe definierter Zeitintervalle méglich.

Durch die geringe Grole des Messkopfes von
nur 90 x 100 x 25 mm?® ist das System flexibel
als Messeinheit an einem Portalroboter oder als
~Stand-Alone-Modul® einsetzbar.
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Uber die Kopplung an ein Portalrobotiksystem
ist die automatisierte, ortsaufgeldste Messung
des Sauerstoffgehaltes méglich.

3 Ergebnisse

3.1 Prototyp des hohlfaserbasierten Lab-on-
a-Chip Dual-Perfusions-System

Entsprechend der Konzeptentwicklung konnten
erfolgreich erste Modelle des hohlfaser-
basierten  Lab-on-a-Chip  Dual-Perfusions-
Systems realisiert werden (siehe Bild 6).

Bild 6: Applikationsspezifisch modifizierter Lab-on-a-
Chip Dual-Perfusions-Bioreaktor mit zwei separat
angelegten Perfusionskreisldufen und integrierter
Hohlfaser.

Die Mikrokanalstruktur dieses Systems umfasst
eine Breite von 500 bis 750 pym und ist 100 bis
160 uym hoch.

Durch die Verarbeitung von biokompatiblen,
transparenten Materialien wurde der Dual-
Perfusions-Bioreaktor auf die Uberwachung mit
optischen online-monitoring Systemen ausge-
legt.

Hohlfaser in das
Lab-on-a-Chip Dual-

3.2 Integration  der
hohlfaserbasierte
Perfusions-System

Die kunstliche Hohlfaser konnte erfolgreich in
das Dual-Perfusions-System integriert werden.
Es erfolgte zunachst die Einbettung einer
einzelnen Hohlfaser in die Kanalstruktur (siehe
Bild 7).

Fur die ersten Versuche wurde eine
mikropordse kunststoffbasierte Hohlfaser
(MicroPES® Capillary Membrane der Firma
Membrana GmbH) in das System integriert.
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Bild 7: Integrierte mikroporése, kunststoffbasierte
Hohlfaser im Dual-Perfusions-Bioreaktor.

Unter Anwendung eines mit Kieselsdure
angereicherten Polydimethylsiloxans (PDMS,
Sylgard®184, Dow Corning) konnte eine
fluidisch dichte Verbindung der Trennebenen
erfolgreich realisiert werden.

3.3 Immobilisierung von sauerstoffsensi-
tiven, fluoreszenzbasierten CPOx-Beads in
das Lab-on-a-Chip Dual-Perfusions-System

Fur die ortsaufgeloste fluoreszenzlebensdauer-
basierte Sauerstoff-Uberwachung miissen sich
die Beads auf dem Glasboden der Zellkultur-
kammer des Dual-Perfusions-Bioreaktors lokal
immobilisieren lassen (siehe Bild 8).
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Bild 8: Immobilisierte, sauerstoffsensitive Fluores-
zenzbeads im Zellkulturraum des Dual-Perfusions-
Bioreaktors.

Dazu wurden erfolgreich Versuche mit
verschieden Silikonen durchgefihrt (siehe
Tab. 1).

Tab. 1: Materialien zur Immobilisierung von CPOx-
Beads

Silikonart Ergebnis der
Immobilisierung
PDMS DC Sylgard 184 v
Klebesilikon DC 9600 v
Klebesilikon DC 9800 v

3.4 Referenzierung und Kalibrierung des
Fluoreszenzmoduls zur online-
Uberwachung des Sauerstoffverbrauchs

Die Nullreferenzierung des Systems erfolgte
mittels einer wassrigen Rodamin B-Lésung mit
CRhodamin B= 10-2 mol/L.

Die Kalibration fiir einen Sauerstoffgehalt von
100 % wurde auf Basis einer Suspension aus
demineralisiertem Wasser und Fluoreszenz-
Beads durchgefiihrt. Fir die 0 % Kalibration
wurde das demineralisierte Wasser mit Stick-
stoff begast. Dabei trat bei wiederholten
Messungen eine Abweichung der Mittelwerte
von ca. 2 % an unterschiedlichen Tagen auf.
Daher ist eine Kalibration des Systems
mindestens einmal taglich notwendig.

3.5 Fluoreszenzlebensdauerbasierte Sauer-
stoffliiberwachung auf Basis des
enzymatischen Verbrauchers

Um das fluoreszenzlebensdauerbasierte Sauer-
stoffmesssystem zu charakterisieren, kam die
enzymkatalysierte, sauerstoffverbrauchende
Reaktion von Glucose zu Glucono-1,5-lacton
als artifizieller Verbraucher zur Anwendung.
Dazu wurde in einem Probesystem eine
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hochkonzentrierte Glucose-Ldsung vorgelegt
und im Anschluss eine hochkonzentrierte
Glucoseoxidase-PBS-Losung hinzu pipettiert.
Durch den Uberschuss von Glucose und
Enzym konnte so die sauerstofflimitierende
Reaktion und damit die Sauerstoffmessung
charakterisiert werden (siehe Bild 9).

Bild 9: Darstellung der gemessenen Sauerstoff-
konzentration im Medium wéhrend der enzym-
katalysierten Reaktion.

Es wurde erfolgreich nachgewiesen, dass sich
diese enzymatische Reaktion zur Simulation
eines Sauerstoffverbrauchers eignet. Im Ver-
gleich zur Zellkultur l&sst sich diese besser
steuern und schafft bei Mehrfach-Versuchen
besser reproduzierbare Bedingungen. Dieses
Modell liefert daher vergleichbare Ergebnisse,
um Aussagen zu geeigneten Hohlfaser-
konfigurationen treffen zu kénnen.

4 Zusammenfassungen

Fur die Ausbildung und Aufrechterhaltung von
biologischen 3D-Mikromilieus wurde erfolgreich
ein Lab-on-a-Chip  Dual-Perfusions-System
entwickelt und etabliert.

In dieses System konnten erfolgreich mikro-
porése kunststoffbasierte Hohlfasern, die als
kinstliches Gefallsystem fungieren, fluidisch
dicht integriert und Uber ein Mikropumpen-
system perfundiert werden.

Fur die Charakterisierung wurde erfolgreich ein
zellfreies  Modell zur  Simulation eines
Sauerstoffverbrauchers entwickelt, das auf der
enzymatischen und sauerstoffverbrauchenden
Glucoseoxidase-Reaktion basiert. Im Vergleich
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zu Zellkulturexperimenten werden reproduzier-
barere Bedingungen geschaffen, wodurch
vergleichbare Ergebnisse geliefert werden, um
Aussagen zu geeigneten Hohlfaser-
konfigurationen treffen zu kénnen.

Zur Beurteilung der Funktionalitdt des Lab-on-
a-Chip Dual-Perfusions-Systems konnte erfolg-
reich ein optisches Sauerstoffmesssystem als
neuartige Technologie zur ortsaufgelosten
Uberwachung des Sauerstoffgehaltes von Zell-
kulturen entwickelt und etabliert werden.

Die fur eine Messung erforderlichen sauerstoff-
sensitiven Fluoreszenzbeads CPOx lassen sich
mittels Silikonen wie PDMS DC Sylgard 184,
DC 9600 und DC 9800 im Lab-on-a-Chip Dual-
Perfusions-Systems erfolgreich immobilisieren.

Die prinzipielle Funktionalitdt des fluoreszenz-
basierten Sauerstoffmesssystems konnte Uber
die Simulation des Sauerstoffverbrauchs auf
Basis der Glucoseoxidase-Reaktion erfolgreich
nachgewiesen werden.

5 Ausblick

Mittels der fluoreszenzlebensdauerbasierten
Sauerstoffmesstechnologie sind Untersuchun-
gen zur Charakterisierung und Optimierung
des hohlfaserbasierten Lab-on-a-Chip Dual-
Perfusions-Systems geplant.

Dieser Ansatz ermdéglicht die Auslegung bzw.
Dimensionierung des erforderlichen Hohlfaser-
netzwerks zur Gewahrleistung einer ausreich-
enden Sauerstoffversorgung.

Durch die Charakterisierung der fluidischen
Eigenschaften soll die Optimierung des Mikro-
fluidiksystems erfolgen.

Dazu sind weitere Untersuchungen zur
Bestimmung der technologischen Grenzen im
Hinblick auf die Permeabilitdt, Durchstrom-
barkeit und Dichtigkeit des Systems in Ab-
hangigkeit der Variation von Prozesspara-
metern der Pumpensteuerung geplant.
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