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Abstract:

Multiparametrische Zell-Monitoring Sensor-Chips ermdglichen innerhalb weniger Tage patienten-
individuelle in-vitro Chemosensitivitdtstests an Biopsiematerial fir eine effektive Tumortherapie. Wir
berichten Uber biegsame und kostenglnstige Sensorchips die mittels Drucktechnologie auf Polymer-
Substraten hergestellt werden kénnen. Die Tauglichkeit der gedruckten Chips fiir Zellmessungen wird
durch diverse Tests verifiziert. Die Eignung von innovativen SWCNT (single wall carbon nanotube)
basierten pH- und Sauerstoff Sensoren fir das Monitoring von Zell-Aktivitéat wird durch Messungen mit

lebenden Hefezellen demonstriert.
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Einleitung

Krebs ist eine der weltweit fluhrenden
Todesursachen und vor 1980 starben mehr als
zwei Drittel aller Krebspatienten in Deutschland
an ihrer Krebserkrankung [1]. Eine zuverlassige
Frihdiagnose mittels effizienter Methoden, wie
z.B. durch das Einsetzen von Sensorchips fir
eine personalisierte in-vitro Tumortherapie [2,3]
kann aber die Mortalititsrate reduzieren.
Fotolithographie und Dinnfilmtechnologie als
konventionelle Herstellungsmethoden flr Sen-
sorchips auf starren Substraten sind mit relativ
hohen Herstellungskosten verbunden. Im
Gegensatz dazu ist die gedruckte Elektronik
eine additive Methode, die eine kostenglinstige
Herstellung groBer Stiickzahlen ermdglicht.
Drucktechnologien sind fiir starre und flexible
Substrate geeignet und eréffnen die Maglichkeit
fir innovative Anwendungen im medizinischen
Bereich. Verschiedene Forschungsgruppen
haben bereits Uber innovative flexible Sensoren
wie z.B. nicht-invasive Sensoren fir eine
kontinuierliche Glukosemessung [4], Tatoo-
basierende Laktate-Sensoren [5] und orga-
nische Pulsoxymetrie-Sensoren [6] berichtet.
Am HNLME werden flexible Einweg-Sensor-
chips mittels Inkjetdruck auf Polymersubstraten
hergestellt und ihre Eignung fir Zellmessungen
untersucht. Die Herstellung von gedruckten
Chips fur biomedizinische Zwecke stellt eine
Reihe von Anforderungen. Eine der wichtigsten
Herausforderungen ist es, gute Leitféhigkeit
und Haftung der Elektroden zu gewé&hrleisten,
ohne die empfindlichen Polymersubstrate zu
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schadigen. Fir diesen Zweck wurden ver-
schiedene Sintermethoden auf verschiedenen
Polymersubstraten getestet und verglichen. Als
Alternative zum  klassischen thermischen
Sintern wurden in den letzten Jahren mehrere
Sintermethoden entwickelt, die schonender far
empfindliche Substrate sind, wie z.B. chemi-
sches Sintern [7], Plasma-Sintern [8] oder
photonisches Sintern [9]. Die Lebensdauer der
Elektroden in Zellkulturflissigkeit unter ange-
legter Spannung soll fir Zellmessungen ge-
eignet sein. AuBerdem mussen die Sensorchips
biegbar und biokompatibel sein.

Materialien und Methoden

Fir den Druckprozess wurde ein piezo-
elektrischer Drucker der Firma Microdrop
(Microdrop Technologies, Norderstedt,
Deutschland) verwendet, der mit einer AD-K-
901 Inkjet-Dise ausgestattet ist. Als Substrat
for die gedruckten Sensorchips wurden
Polymerfolien (PET, PEN und PI) verwendet.
Zum Drucken der IDES Zell-Elektroden wurde
eine  MWCNT/CNP-Tinte (multiwall carbon
nanotubes/ carbon nanoparticles) der Firma
Future Carbon (Future Carbon, Bayreuth,
Deutschland) verwendet. Diese Tinte verliert
sehr viel Material beim Filtrieren und wird
deshalb 30 Minuten lang bei 4000 rpm
zentrifugiert.  Fir  die  Herstellung  der
Kontaktflachen und Leiterbahnen wurde eine
MOD (metal-organic decomposition) Tinte
(Silbersalz in  Xylol) und eine wassrige
Silbernanopartikel-Tinte verwendet. Nach dem
Drucken benétigen die Strukturen aus der MOD
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Tinte eine Hydroquinone-Behandlung [10] um
leitfahig zu werden. Dafiir werden die
Strukturen bei Raumtemperatur vier Minuten
lang in eine Hydroquinone-Ldsung eingetaucht.
Die Inkjet-Tinten mussen Uber mehrere Monate
stabil sein und sollen keine Klumpen enthalten,
weil diese zur Verstopfung der Druck-Diise
fihren kénnen. Um Agglomerationen zu ver-
meiden, werden die Nanopartikel in der Tinte
mit einem Tensid oder Polymer ummantelt.
Nach dem Drucken sind die Strukturen
zunachst nicht leitfdhig weil die Nanopartikel
voneinander getrennt sind. Das Tensid muss
entfernt werden, damit die Nanopartikel sich
verbinden und leitfahige Pfade bilden kénnen.
Dieser Schritt wird als Sinterprozess bezeich-
net. Chemisches Sintern [7] von Strukturen auf
PET Substrat mit einer rauchenden HCI-Saure
wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dafur
wurden die Strukturen 30 Sekunden lang Uber
die Saure gehalten. Photonisches Sintern
wurde in Kooperation mit der Firma Novacentrix
(Novacentrix, Austin, U.S.A ) durchgeftihrt.

Zusatzlich zu den kostengtinstig verfligbaren
Polymer-Substraten, wie z.B. PET oder PC
Folien, wurden in den letzten Jahren hoch-
wertigere Substrate entwickelt, die nicht nur
robuster und thermisch stabiler sind, sondern
auch bessere optische Eigenschaften auf-
weisen. Wir hatten die Mdglichkeit, farblose
Polyimid-Folien der Firma I.S.T (I.S.T, Tokyo,
Japan) und flexible Glassubstrate der Firma
Schott  (Schott, Mainz, Deutschland) als
Substrate fur gedruckte Biochips zu testen. Da
diese Substrate relativ hohe Temperaturen
aushalten konnen, wurde hier thermisches
Sintern  verwendet Ein fir Inkjet-Druck
geeignetes Polymer von Altana wurde zum
Abdecken der nicht biokompatiblen
Silberleiterbahnen verwendet.

Zum Herstellen der SWCNT Sensoren wurde
eine  wassrige SWCNT/CMC  Dispersion
gemischt. Die sensitive SWCNT Schicht kann
einfach mittels Dropcasting auf den Kohlenstoff-
basierten Zellelektroden aufgebracht werden.

Ergebnisse
Kohlenstoff-basierte Elektroden

Kohlenstoffnanoréhrchen-basierte  Elektroden-
strukturen sind zwar biokompatibel, weisen
aber einen deutlich héheren Widerstand im
Vergleich zu Silbernanopartikel-basierten Lei-
terbahnen auf. Der Widerstand der CNT-ba-
sierten Elekiroden kann aber durch eine
optimierte Vorbereitung der Tinte, die Erhéhung
der Anzahl der Druckvorgdnge und eine
Saurenachbehandlung der gedruckten Struk-
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turen [11] verringert werden. Die CNT/CNP
Tinte muss vor dem Drucken zentrifugiert
werden, um eine stabile Tropfenbildung zu
gewahrleisten. Je hoher die Drehzahl beim
Zentrifugieren ist, desto hdher ist aber auch der
Widerstand der gedruckten Leiterbahnen. Das
Zentrifugieren der Tinte bei 4000 rpm fir 30
Minuten erwies sich als ausreichend, um eine
stabile Tropfenbildung zu erhalten. Der
Widerstand der Leiterbahnen kann auch durch
eine hohere Anzahl von Druckvorgangen
erniedrigt werden, bei zehn Druckvorgénge wird
der Widerstand etwa eine GréBenordnung
reduziert (Abb. 1). Nach dem Drucken lasst sich
der Widerstand durch eine Saurebehandlung
nochmals um den Faktor 2 verringern.

204

Widerstand [KOhm/cm]

=
L

1 Fach 5 Fach 10 Fach
Anzahl Druckvorgange

Abb. 1. Durch eine Erhéhung der .Anzahl der
Druckvorgédnge kann der Widerstand der gedruckten
CNT-Leiterbahnen um den Faktor 10 verringert
werden.

Diese CNT-basierten Leiterbahnen weisen eine
relativ gute Haftung zum Substrat auf. Fir
Leiterbahnen auf Pl Substrat konnte eine
Lebensdauer von bis zu 12 Wochen in
wassriger Umgebung und bei einer angelegten
Spannung von 300mYV erreicht werden.

Silber-basierte Elektroden

Bei den Leiterbahnen aus der Silbersalz Tinte
konnte ein Widerstand von 13 pQ.cm erreicht
werden nach einer vierminltigen Behandlung
mit einer Hydroquinone-Ldsung (Abb. 2).
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Abb. 2. Die Leiterbahnen aus Silbersalz miissen in
eine Hydroquinone Lésung eingetaucht werden, um
leitfdhig zu werden. Eine Behandlungsdauer von vier
Minuten fihrt zu einem relativ niedrigen Widerstand.

Bei den chemisch gesinterten Silbernano-
partikel-basierten Leiterbahnen konnte ein
Widerstand von 12 pQ.cm gemessen werden.
Diese Strukturen haben aber eine eher
schlechte Haftung auf dem Substrat. Beit einem
Tesafilm-Test werden die Leiterbahnen kom-
plett zerstért. Deshalb wurde der Einfluss der
Héhe und Breite der Leiterbahn auf ihre
Lebensdauer in wassriger Umgebung unter-
sucht. Es hat sich gezeigt, dass die Lebens-
dauer umso langer ist, je héher und breiter die
Leiterbahn ist (Abb. 3).
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Abb. 3. Je héher und breiter die Leiterbahnen sind
desto lédnger ist ihre Lebensdauer in wéssriger
Umgebung.

Obwohl die die Lebensdauer durch eine héhere
Schichtdicke verbessert werden kann, ist die
Lebensdauer der chemisch gesinterten Leiter-
bahnen aber noch nicht ausreichend fir Zell-
messungen.

Bei den photonisch gesinterten Leiterbahnen
konnte ein Widerstand von 13 uQ.cm ge-
messen werden. Im Gegensatz zu den
chemisch gesinterten Leiterbahnen hatten die
mit einem Lichtpuls gesinterten Leiterbahnen
eine gute Haftung zum Substrat und es konnte
eine Lebensdauer von bis zu elf Wochen in
wassriger Umgebung erreicht werden.
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Die farblose PI-Folien kénnen Temperaturen
bis zu 350°C aushalten. Nach thermischem
Sintern im Trockenschrank fir 60 Minuten
konnte ein Widerstand von 3 uQ.cm gemessen
werden. Die Strukturen hatten auch eine gute
Haftung zum Substrat. Beim Tesafilm-Test
wurde eine Widerstandsanderung von maximal
1,6% gemessen. In wassriger Umgebung
wurde eine Lebensdauer von bis zu sieben
Wochen erreicht. Um den mdglichen Einfluss
einer weiteren Erh6hung der Temperatur
bezlglich Leitfahigkeit und Haftung der Elek-
troden zu testen, wurden Silber- und CNT-
Leiterbahnen auf Glassubstrat bei hdéheren
Temperaturen behandelt. Es zeigt sich dabei,
dass ab einer Temperatur von 475°C die CNT-
Leiterbahnen ihre Leitfahigkeit verlieren und
eine schlechtere Haftung zum  Substrat
aufweisen. Dasselbe Verhalten wurde flr
Silber-Leiterbahnen ab einer Temperatur von
525°C festgestellt. Bei 350°C hatten die Silber-
und CNT-Elektroden eine gute Haftung zum
Glassubstrat, dhnlich wie auf den PI-Folien.

Biegsamkeit

Mit Hilfe einer motorisierten Biegevorrichtung
wurden Polymersubstrate mit aufgedruckten
gesinterten Silber- und CNT-Elektroden mit
einem Biegeradius von 1.5 cm und einer Zy-
klusdauer von 7 s gebogen. Nach 9400 Biege-
zyklen wurde keine Anderung in der Impedanz
der Elektroden gemessen (Abb. 4).
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Abb. 4. Nach 9400 Biegezyklen sind keine
Anderungen in der Impedanz der CNT- und Silber-
Leiterbahnen zu sehen, die Elektroden sind biegbar.

Obwohl die chemisch gesinterten Leiterbahnen
eine deutlich schlechtere Haftung zum Substrat
zeigen, als die mit Lichtpuls behandelten Silber-
Leiterbahnen, zeigen beide Strukturen beim
Biegsamkeits-Test ein ahnliches Verhalten.

Biokompatibilitét

Um die Eignung der verwendeten Materialen fir
Zellmessungen zu untersuchen wurden Bio-
kompatibilitdtstests gemaB 1SO 10993 durch-
gefiihrt. Die verwendete Polymersubstrate PET
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und PIl, sowie die CNT/CNP Elektroden sind
biokompatibel. Die Silberleiterbahnen sind hin-
gegen erwartungsgemaB nicht biokompatibel,
kénnen aber mit einem biokompatiblen Polymer
abgedeckt werden (Abb. 5).

Abb. 5. Zellen kénnen auf den mit einem biokom-
patiblen Polymer abgedeckten Silberleiterbahnen
wachsen.

Die gedruckten Sensorchips sind somit
biokompatibel und kénnen fir Zellmessungen
eingesetzt werden.

Sensormessungen

Kohlenstoffnanoréhrchen haben interessante
elektrische und optische Eigenschaften und
werden deshalb fir verschiedene Sensor-
anwendungen eingesetzt [12]. Wir haben die
Eignung von (lberwiegend halbleitenden
SWCNT-basierten Sensoren fir pH- und
Sauerstoff-Sensoren untersucht. Messungen in
Lésungen mit verschiedenen pH-Werten haben
gezeigt, dass SWCNT-Sensoren pH-empfind-
lich sind. Die pH-Empfindlichkeit tritt am
starksten bei niedrigen Frequenzen auf (Abb. 6)
[13].
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Abb. 6. Bei niedrigen Frequenzen zeigen halb-
leitende SWCNT-Sensoren eine deutliche pH-
Empfindlichkeit.

Um die Eignung der SWCNT Sensoren fir
Sauerstoff Messungen zu untersuchen, wurde
eine PBS-L6sung mit Stickstoff geblubbert, um
den Sauerstoffgehalt mdglichst gering zu
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machen. Das PBS wurde dann auf den
SWCNT-Sensor pipettiert. Sauerstoff diffundiert
dann aus der Umgebung wieder ins PBS. Die
Sauerstoffkonzentration steigt dadurch mit der
Zeit an und sattigt sich schlieBlich. Die
Impedanz der SWCNT-Schicht steigt damit
ebenfalls an und stabilisiert sich wenn die
Sauerstoffkonzentration 100% erreicht (Abb.7).
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Abb. 7. Die Impedanz der SWCNT-Schicht steigt
mit steigender Sauerstoffkonzentration in der
Flissigkeit an und stabilisiert sich, wenn die Sauer-
stoffkonzentration die Séttigung erreicht.

Um die Querempfindlichkeit der Sensoren zu
messen, wurden Ldsungen mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen hergestellt. Es wurde
festgestellt dass die SWCNT Sensoren keine
Querempfindlichkeit zu Glukose zeigen. Die
maximale gemessene Impedanzénderung bei
1Hz lag bei ca. 1,9% (Abb. 8).
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Abb. 8. Die SWCNT-Sensoren zeigen keine Gluko-
seempfindlichkeit.

Die SWCNT-Sensoren wurden dann mit Hefe-
zellen getestet. Dafur wurden zundchst eine
Referenzmessung mit reinem PBS und eine
Referenzmessung mit PBS und toten Hefe-
zellen (zuvor auf 150°C aufgeheizt) durch-
gefiihrt. Bei beiden Referenzmessungen wurde
keine Anderung der Impedanz mit der Zeit
festgestellt. Bei den Messungen mit lebenden
Hefezellen konnte aber eine Anderung der
Impedanz gemessen werden (Abb. 9).
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Die Zugabe von Glukose fiihrt zu einem
erhéhten Metabolismus bei den Hefezellen. Da
eine Glukoseempfindlichkeit des Sensors schon
ausgeschlossen wurde, kann die beobachtete
Impedanzanderung auf eine durch den
Zellmetabolismus verursachte Ansduerung des
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Abb. 9. Bei den Referenzmessungen (PBS und
PBS + tote Hefezellen) wurde keine Anderung der
Impedanz festgestellt, bei den Messungen mit
lebenden Hefezellen aber ist eine deutliche
Anderung der Impedanz zu sehen.

Zellmediums und den Sauerstoffverbrauch der
Zellen zurlckgefuhrt werden. Mit einer Hefe-
suspension mit einer Hefekonzentration von
40mg/ml und einer Glukosekonzentration von
10mg/ml konnte eine Anderung der Impedanz
von 20% nach 5 Minuten gemessen werden.

Zusammenfassung

Die CNT-basierten Leiterbahnen haben zwar
einen hohen Widerstand, der Widerstand kann
aber durch mehrere Druckvorgange und eine
Séurebehandlung um den Faktor 20 verringert
werden. Der Widerstand der Silberleiterbahnen
konnte durch thermisches Sintern auf PI Folien
oder flexible Glaschips auf 3 pQ.cm verringert
werden. Die Lebensdauer der Strukturen in
wassriger Umgebung konnte auf bis zu 11
Wochen durch photonisches Sintern erhoéht
werden. Die gedruckten Sensorchips sind
auBerdem biegbar und biokompatibel und
kénnen fir Zellmessungen eingesetzt werden.
Die SWCNT-Sensoren sind pH- und Sauerstoff-
empfindlich und damit geeignet zur Detektion
metabolischer Aktivitat der untersuchten Zellen.
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