
Chemical Sensors for Bio-Scientific Research  From in Vitro to in VivoJ . K i e n i n g e r , K . A r a v i n d a l o c h a n a n , H . F l a m m , A . W e l t i n , B . E n d e r l e , G . A . U r b a nA l b e r t � L u d w i g s � U n i v e r s i t ä t F r e i b u r g – I M T E KG e o r g e s � K ö h l e r � A l l e e 1 0 3 , 7 9 1 1 0 F r e i b u r g , G e r m a n yC h e m i c a l s e n s o r s p r o v i d e i m p o r t a n t i n f o r m a t i o n a b o u t m e t a b o l i c p r o c e s s e s i n b o t h ,
in vitro ( i n c e l lc u l t u r e ) a n d

in vivo ( i n l i v i n g o r g a n i s m s ) m e a s u r e m e n t s . P a r a m e t e r s o f i n t e r e s t a r e o x y g e n , p H , g l u c o s ea n d l a c t a t e . D e p e n d i n g o n t h e o b j e c t i v e o f t h e e x p e r i m e n t s , n i t r i c o x i d e , r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s( s u p e r o x i d e ) a n d g l u t a m a t e a r e a l s o i m p o r t a n t f o r b i o l o g i c a l m e a s u r e m e n t s .T h i s p a p e r w i l l p r o v i d e a n o v e r v i e w a b o u t t h e s i m i l a r i t i e s a n d d i f f e r e n c e s b e t w e e n e l e c t r o c h e m i c a l s e n s o rs y s t e m s f o r
in vitro

a n d
in vivo

a p p l i c a t i o n s . D i f f e r e n t t y p e s o f c e l l c u l t u r i n g ( a d h e r e n t c e l l s , s u s p e n s i o nc u l t u r e s ) a r e d i s c u s s e d f o r
in vitro

. T h e v a r i o u s i m p l i c a t i o n s f o r m e a s u r e m e n t s
in vivo

, a s w e l l a s t h e i rd i f f e r e n t l o c a t i o n s i n t h e b r a i n o r m u s c l e t i s s u e , a r e i l l u s t r a t e d .
1 Electrochemical sensors T h e a p p l i c a t i o n o f e l e c t r o c h e m i c a l s e n s o r s a l l o w s t h e m e a s u r e m e n t o f s e v e r a l d i f f e r e n t a n a l y t e s w i t h as e n s o r a r r a y c o m p r i s i n g e l e c t r o d e s w i t h d i f f e r e n t f u n c t i o n a l i z a t i o n . T h i s i s a n e s s e n t i a l a d v a n t a g e w h e nc o m p a r i n g e l e c t r o c h e m i c a l a n d o p t i c a l s e n s o r m e t h o d s w i t h r e s p e c t t o m u l t i � p a r a m e t e r m o n i t o r i n ga p p l i c a t i o n . P a r a l l e l m e a s u r e m e n t s o f s e v e r a l p a r a m e t e r s , a s w e l l a s w i t h m u l t i p l e s e n s o r s y s t e m s , c a nb e e a s i l y a c h i e v e d b y e l e c t r i c a l m u l t i p l e x i n g .
1.1 Amperometric sensorsA m p e r o m e t r i c s e n s o r s a l l o w o x y g e n , n i t r i c o x i d e , g l u c o s e , l a c t a t e , g l u t a m a t e a n d s u p e r o x i d em e a s u r e m e n t s . T h e a n a l y t e o r s u b s e q u e n t i n t e r m e d i a t e s p e c i e s i s o x i d i z e d o r r e d u c e d a t t h ec o r r e s p o n d i n g w o r k i n g e l e c t r o d e . W h i l e t h e

Clark-type 
o x y g e n s e n s o r [ 1 , 2 ] i s a t t r a c t i v e d u e t o t h es e p a r a t i o n o f t h e m e a s u r e m e n t m e d i u m a n d t h e s e n s o r e l e c t r o l y t e b y a g a s � p e r m e a b l e m e m b r a n e , t h i sa p p r o a c h h i n d e r s t h e s i m p l e i n t e g r a t i o n o f s u c h a s e n s o r i n a s e n s o r a r r a y . T h e r e f o r ec h r o n o a m p e r o m e t r i c o x y g e n s e n s o r p r o t o c o l s w e r e d e v e l o p e d t o p r o v i d e s t a b l e o p e r a t i o n o f a d i r e c ta m p e r o m e t r i c s e n s o r i n b i o l o g i c a l m e d i a w i t h o u t t h e n e e d o f a g a s � p e r m e a b l e m e m b r a n e [ 3 , 4 ] .B i o s e n s o r s f o r g l u c o s e , l a c t a t e o r g l u t a m a t e a r e b a s e d o n t h e a p p r o p r i a t e e n z y m e ( g l u c o s e o x i d a s e ,l a c t a t e o x i d a s e o r g l u t a m a t e o x i d a s e ) , e m b e d d e d i n a h y d r o g e l m e m b r a n e o n t o p o f t h e s e n s i n ge l e c t r o d e . H y d r o g e n p e r o x i d e , a s t h e s u b s e q u e n t i n t e r m e d i a t e s p e c i e s , i s o x i d i z e d a t t h e w o r k i n ge l e c t r o d e r e s u l t i n g i n a s e n s o r c u r r e n t p r o p o r t i o n a l t o t h e a n a l y t e c o n c e n t r a t i o n . N i t r i c o x i d e ( N O ) s e n s o r sa r e b a s e d o n t h e o x i d a t i o n o f N O a t a p l a t i n u m o r g o l d w o r k i n g e l e c t r o d e . S e l e c t i v i t y i s a c h i e v e d b y a na p p r o p r i a t e e l e c t r o c h e m i c a l d e t e c t i o n t e c h n i q u e , a n d d u e t o a p p l i c a t i o n o f s e m i � p e r m e a b l e m e m b r a n e s[ 5 , 6 ] .

1.2 Potentiometric sensors T h e m o s t i m p o r t a n t p o t e n t i o m e t r i c s e n s o r s i n b i o l o g i c a l a p p l i c a t i o n s i s t h e p H s e n s o r . I n m i c r o t e c h n o l o g y ,l o n g � t i m e s t a b l e p H s e n s o r s a r e u s u a l l y b a s e d o n a m e t a l o x i d e a s t h e i n d i c a t o r e l e c t r o d e . I r i d i u m o x i d e[ 7 ] i s m a i n l y u s e d f o r t h i s p u r p o s e . O t h e r p o t e n t i o m e t r i c s e n s o r s o f i n t e r e s t c o u l d b e t h e p o t a s s i u ms e n s o r s o r p l a t i n u m e l e c t r o d e s f o r r e d o x p o t e n t i a l m e a s u r e m e n t s .
1.3 Reference electrodesB o t h , a m p e r o m e t r i c s e n s o r s o p e r a t e d i n t h r e e � e l e c t r o d e m o d e , a n d p o t e n t i o m e t r i c s e n s o r s r e q u i r e as t a b l e r e f e r e n c e e l e c t r o d e . T h e a p p l i c a t i o n o f a s i l v e r / s i l v e r c h l o r i d e e l e c t r o d e d e p o s i t e d o n t o t h e s e n s o rc h i p b y d i r e c t l y i m m e r s i n g i t i n t h e b i o l o g i c a l m e a s u r e m e n t m e d i u m i s o f t e n s u f f i c i e n t . T h i s i s e n a b l e d b ya r a t h e r c o n s t a n t c h l o r i d e i o n c o n c e n t r a t i o n a r o u n d 0 . 1 M . I n c a s e o f t h e c e l l c u l t u r e m e d i u m R P M I 1 6 4 0( in vitro

) i t i s 1 0 8 m M , i n s e r u m ( in vivo
) w i t h t h e n o r m a l v a l u e i n t h e r a n g e 9 7 – 1 0 8 m M [ 8 ] . I f t h e
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c h l o r i d e i o n c o n c e n t r a t i o n i s s u s p e c t e d t o c h a n g e d u r i n g t h e m e a s u r e m e n t d u r a t i o n o r i f t h e s m a l l e s tt r a c e s o f s i l v e r i o n s c o u l d h a r m t h e m e a s u r e m e n t e n v i r o n m e n t , t h e i n t e g r a t i o n o f a l i q u i d � j u n c t i o n b a s e dr e f e r e n c e e l e c t r o d e i s a l s o p o s s i b l e w i t h m i c r o � s e n s o r s [ 8 ] .
2 Sensor system for in vitro application T h e

Sensing Cell Culture Flask (SCCF)
i s a t e c h n i c a l p l a t f o r m f o r

in vitro 
r e s e a r c h c o m p r i s i n g ac o n v e n t i o n a l t i s s u e c u l t u r e f l a s k w i t h i n t e g r a t e d s e n s o r c h i p s ( s e e f i g u r e 1 ) . T h e s e n s o r c h i p s a r e b a s e do n g l a s s s u b s t r a t e s p r o v i d i n g t h e p o s s i b i l i t y t o u s e i n v e r t e d m i c r o s c o p y f o r o p t i c a l i n s p e c t i o n o f t h e c e l l s( s e e f i g u r e 2 ) . T h e m a i n f o c u s o f t h e s y s t e m i n t e g r a t i o n w a s t o p r o v i d e a d e v i c e w h i c h l e a s t d i s t u r b s t h er o u t i n e p r o c e d u r e s a p p l i e d d u r i n g c e l l c u l t u r i n g . E q u i p p e d w i t h d i f f e r e n t e l e c t r o c h e m i c a l s e n s o r s , t h es y s t e m c a n b e u s e d f o r l o n g � t i m e m o n i t o r i n g d u r i n g c e l l c u l t u r e e x p e r i m e n t s a s w e l l a s t o s t u d y s h o r t � t i m er e s p o n s e s o f c e l l s t o e x t e r n a l s t i m u l i . [ 8 , 9 , 1 0 ]

Figure 1: Sensing Cell Culture Flask (SCCF) allowing pericellular measurements 
i n v i t r o

. The transparent 
sensor chip is embedded in a conventional tissue culture flask. 

Figure 2: T-47D breast cancer cells on a SCCF sensor chip. The transparent sensor chip allows optical 
inspection of the cell by inverted microcopy. T h e m o s t i m p o r t a n t p a r a m e t e r i n

in vitro
i s t h e o x y g e n c o n c e n t r a t i o n . T h e o x y g e n t e n s i o n c l o s e t o t h ec e l l s ( p e r i c e l l u l a r ) c a n s i g n i f i c a n t l y d e v i a t e f r o m w h a t i s p r e s e t i n t h e i n c u b a t o r a t m o s p h e r e . T h i s o c c u r sb e c a u s e o f c o n c e n t r a t i o n g r a d i e n t s a l o n g t h e c e l l c u l t u r e m e d i u m d u e t o t h e c e l l u l a r r e s p i r a t i o n . W i t h t h eS C C F s y s t e m e q u i p p e d w i t h o x y g e n s e n s o r s i t w a s s h o w n , t h a t c e l l s i n n o r m o x i c c o n d i t i o n ( 1 9 . 9 %o x y g e n i n i n c u b a t o r a t m o s p h e r e ) c a n r e a c h p e r i c e l l u l a r o x y g e n l e v e l s a s l o w a s i t w o u l d b e e x p e c t e d i nh y p o x i c i n c u b a t i o n c o n d i t i o n ( 4 % o x y g e n ) . T h o s e e x p e r i m e n t s i l l u s t r a t e t h e n e c e s s i t y o f p e r i c e l l u l a ro x y g e n m o n i t o r i n g e s p e c i a l l y i n t h e f i e l d o f h y p o x i a ( t u m o r ) r e s e a r c h . [ 1 0 ]
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3 Sensor system for in vivo application I n c o n t r a s t t h e
in vitro

a p p l i c a t i o n d e s c r i b e d a b o v e , t h e u s a g e o f s e n s o r s y s t e m s
in vivo

s h o u l d a v o i d r i g i ds u b s t r a t e s s u c h a s s i l i c o n o r g l a s s . A m u l t i l a y e r t e c h n o l o g y b a s e d o n f l e x i b l e p o l y i m i d e f i l m s a n d i s o l a t i o nl a y e r s w h i c h c a n b e a p p l i e d b y h o t � r o l l l a m i n a t i o n a l l o w i n g t h e f a b r i c a t i o n o f f l e x i b l e s e n s o r s t r i p s . F o rm u l t i p a r a m e t e r m o n i t o r i n g
in vivo 

a f l e x i b l e s e n s o r s t r i p w a s d e v e l o p e d ( s e e f i g u r e 3 ) .

Figure 3: Flexible sensor strips for 
i n v i v o

application: The strips can be fabricated in different length (left), 
detail view of the tip comprising the sensor electrodes (right). T h e c h o i c e o f t h e a p p l i e d t e c h n o l o g y i n t e n d e d t o o b t a i n f l e x i b l e s e n s o r s w i t h e n o u g h s t i f f n e s s t o a l l o wp e n e t r a t i o n i n t o m u s c l e o r b r a i n t i s s u e ( s e e f i g u r e 4 ) . A b a l a n c e h a s t o b e f o u n d b e t w e e n h i g h e r s t i f f n e s sa l l o w i n g p r e c i s e i n s e r t i o n a n d t h e d a n g e r o f t i s s u e d a m a g e , i r r i t a t i o n o r i n f l a m m a t i o n . R e s u l t s f r o mm e a s u r e m e n t s w i t h o x y g e n a n d b i o s e n s o r s i n n e u r o l o g i c a l r e s e a r c h a s w e l l a s i n m u s c l e t i s s u ed e m o n s t r a t e t h e c h a l l e n g e s d u r i n g a n i m a l e x p e r i m e n t s .

Figure 4:
I n v i v o

sensor strip inserted in a gel simulating the properties of brain tissue. The flexible sensor 
strip shows enough stiffness to be inserted in muscle or brain tissue. 

4 Conclusion I t c a n b e c o n c l u d e d t h a t t h e d e m a n d s f o r t h e i n d i v i d u a l e l e c t r o c h e m i c a l s e n s o r p o i n t s a r e c o m p a r a b l e
in 

vitro
a n d

in vivo
, w h i l e a s p e c t s o f s y s t e m i n t e g r a t i o n d i f f e r s s i g n i f i c a n t l y . T r a n s p a r e n t s e n s o r c h i p s a r ef a v o r e d f o r t h e a p p l i c a t i o n o f s e n s o r a r r a y s i n c e l l c u l t u r e e x p e r i m e n t s . O n t h e o t h e r h a n d f o r

in vivos e n s o r s a t e c h n o l o g y r e s u l t i n g i n f l e x i b l e s e n s o r s t r i p s i s h i g h l y r e c o m m e n d e d .
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