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Zusammenfassung

Am Fraunhofer IPA wird ein intelligentes Zellkulturgefa3 fiir adhdrente Zellen entwickelt, in dem online
ortsaufgeloste Impedanzmessungen mittels IDES an der Zellkultur méglich sind. Die notwendige Elektronik
fiir Datenaufnahme, Aufbereitung und Ubermittlung wird direkt in das GefdB integriert. Das Gefil bietet
damit die Moglichkeit, Zellkulturen permanent unter kontrollierten Bedingungen zu halten, wéhrend
Messdaten aufgenommen werden. Die Impedanzmessschaltung wurde bereits als Testmuster aufgebaut und
Versuche an einer Platine mit entsprechenden Elektrodenstrukturen durchgefiihrt. Die Versuche legen eine
Sensitivitat fiir die Zelldichte nahe, miissen jedoch noch bestétigt werden. Weitere Groflen wir Morphologie
und Zelladhésion sollen spéter ebenfalls untersucht werden.

1 Einleitung

Am Fraunhofer [PA ergab sich im Rahmen eines EU-Projekts die Aufgabe, ein Zellkulturgefal3 fiir adhérente
Zellen mit integrierter Sensorik auszustatten, um wéhrend der Zellkultivierung online Daten iiber den
Zustand der Zellkultur zu sammeln und in einer Regelschleife zu reagieren. Dabei sollen die Kulturen
permanent unter kontrollierten Zellkulturbedingungen gehalten werden und nicht etwa zur optischen Analyse
aus dem Inkubator entfernt werden miissen. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit einer wesentlich
reproduzierbareren Zellkultur.

2 Stand der Technik und Losungsansatz

Zwischen biologischem Material und elektromagnetischen Feldern bestehen vielfiltige Wechselwirkungen
([1-3]). Deshalb eignen sich Impedanzmessungen bei verschiedenen Frequenzen, um Informationen {iber den
Zustand von Zellkulturen zu sammeln. Bei adhdrenten Zellen haben sich hierzu Kammelektrodenstrukturen
(Interdigitated electrode structures: IDES) bewihrt, die auf der Wachstumsoberfldche aufgebracht sind (z.B.
[4], [S]). Aus den Impedanzmessdaten solcher Elektrodenstrukturen lassen sich unter anderem Informationen
tiber zelldichte, Adhésion und Zellmorphologie ableiten.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse mit Impedanzmessungen aus der Literatur, den vorhandenen
theoretischen Modellen ([6], [7]), den vielfiltigen Verwertungsmdglichkeiten der Daten und der einfachen
Realisierbarkeit der Sensorstrukturen wurde entschieden, eine Sensorik fiir Impedanzmessungen zu
integrieren.

2.1 Konzept

Zur Kultivierung groer Mengen adhérenter Zellen kommen Geféfle mit groer Wachstumsoberfliche zum
Einsatz. In dieser Anwendung hat das Gefill eine Wachstumsoberfliche von ca. 6000mm? Mit einem
einzelnen IDES konnen aber nur Daten an seiner Position erfasst werden. Die Daten eines einzelnen Sensors,
der typischerweise einige Millimeter Kantenlédnge besitzt, sind hier deshalb nur bedingt aussagekriftig.



Deswegen wurde eine Matrix aus IDES, die jeweils einzeln ansprechbar sind, vorgesehen. Die Daten kénnen
somit ortsaufgeldst bestimmt werden, wovon man sich erhofft, Informationen iiber die Konfluenz generieren
zu konnen. AuBerdem wird die Elektronik zum Aufnehmen der Daten und zur Speicherung direkt in das
Zellkulturgefal3 integriert (siche Bild 1), um den Einfluss der Zuleitungen gering zu halten und auch dann
Daten aufzuzeichnen, wenn das Gerét nicht an einer elektrischen Schnittstelle angedockt ist.
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Bild 1 Schnitt durch das Zellkulturgefal mit integrierter Elektronikbaugruppe

Die Elektronikbaugruppe befindet sich in einem separierten Fach des Bioreaktorgefaes und kann einfach
entnommen werden. Der restliche Bereich des Gefafes wird sterilisierbar oder als Wegwerfteil ausgefiihrt.
Die Anforderungen an ein praktisch nutzbares Zellkulturgefdl schlieBen die Verwendung vorhandener
Losungen zur Impedanzmessung aus: Trotz Sensorik miissen hinreichend groBe Bereiche in der
Zellkulturflache fiir die optische Charakterisierung frei bleiben. Die Zellkulturfliche mit integrierten IDES
sollte auflerdem giinstig herzustellen und beschichtbar sein.

Die bisher bekannten IDES-Sensoren fiir Bioanwendungen bestehen aus Palladium-Elektroden auf
Siliziumsubstrat oder Platin-Elektroden auf Saphirsubstrat [8]. Solche Systeme sind jedoch nicht transparent
und miissten auf die Wachstumsfliache in komplizierten Prozessschritten aufgebracht und kontaktiert werden.
Im Rahmen dieses Projektes sollen als Ziel solche Strukturen mittels Druckverfahren direkt auf eine
Polycarbonatscheibe aufgebracht werden, was zusétzlich erhebliche Kostenvorteile verspricht.

2.2 Messschaltung

Fiir die Messschaltung wurde das in Bild 2 gezeigte Konzept erarbeitet. Auf der Zellkulturfliche befinden
sich IDES mit einer Grofe von 5x5mm in einem Raster von lem. Auf der Zellkulturfliche integrierte
Kalibierstandards mit bekannter Impedanz machen es moglich, die Einfliisse von Zuleitungen, Multiplexern
und Kontaktierungen weitestgehend zu kompensieren.
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Der limitierte Platz im Zellkulturgefdl macht eine hochintegrierte elektrische Baugruppe nétig, die soweit
moglich auf integrierte Bausteine setzt. Es konnten Komponenten fiir die Impedanzmessschaltung gefunden
werden, die klein genug sind, um in ein Zellkulturgefil integriert werden zu koénnen. Als
Impedanzanalysator kommt der integrierte Schaltkreis AD5933 von Analog Devices zum FEinsatz. Dieser
enthélt Signalgenerator und A/D-Wandler und fiihrt eine Fouriertransformation auf dem Chip durch, so dass
direkt die komplexen Impedanzwerte ausgelesen werden konnen. Der Frequenzbereich reicht bis 100kHz,
was flir diese Anwendung ausreichend ist. Es wurde bereits eine elektronische Baugruppe mit
Mikrocontroller, Impedanzwandler, Temperaturmessschaltung und Flash-Speicher entworfen, die in das
Zellkulturgefal} passt.

3 Erste Versuche

Testmuster der Sensorstrukturen und der Auswerteschaltung wurden zunichst auf einer herkommlichen
Platine integriert und mit Zellsuspensionen getestet (siche Bild 3). Fiir die Tests kamen 3T3-Fibroplasten in
DMEM in unterschiedlichen Konzentrationen zum Einsatz. Die Zellen wurden kurz zuvor aus
Zellkulturflaschen mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und in neuem DMEM aufgenommen.

Bild 3 rechts: Testaufbau der Impedanzmessschaltung; links: Platine mit IDES in Matrixschaltung und
Zellsuspensionen in aufgeklebten Rahmen

Bei den Versuchen zeigte sich, dass herkdmmliche Platinen nicht fiir den Einsatz in Zellkulturen geeignet
sind. Zum einen ist die unmodifizierte Oberfliche nicht zur Zelladhdsion geeignet und zum anderen
enthalten sie offensichtlich zytotoxische Substanzen, was dazu fiihrt, dass die Zellen innerhalb weniger
Stunden absterben. Da das Material nicht transparent ist, ist eine Korrelation der Impedanzdaten mit den
Daten aus optischer Bildgebung nicht moglich.

Bild 4 zeigt Betrag und Phase der gemessenen Admittanz bei einer Frequenz von ca. 10kHz. Die Frequenz
wurde entsprechend [4] gewdhlt. Je nach zu untersuchender Eigenschaft der Zellkultur konnen andere
Frequenzen besser geeignet sein. Es wurden Suspensionen mit ungeféhren Zellzahlen von 6500, 32500 und
65000 Zellen in den Volumina der aufgeklebten Rahmen (65ul) untersucht, sowie reines Medium. Die
Messungen lassen einen Zusammenhang zwischen Zelldichte und Betrag der gemessenen Admittanz
vermuten, die jedoch noch in weiteren Experimenten bestitigt werden muss. Da bei allen Messungen
gleichartige, jedoch nicht dieselben Sensoren verwendet wurden, konnten Unterschiede in den Experimenten
auch von Abweichungen an den Sensoren selbst herrithren. Auch Unterschiede in den Kanédlen der
Multiplexer konnen Auswirkungen auf die Messergebnisse haben, da solche mit der aktuellen
Kalibriermethode nicht kompensiert werden kénnen.



|Y| [S] @9998.75Hz

ZY [l @9998.75Hz

I I | I ] I
005 -~ ommpmm o T e
,,,, | | | | | |
0.045 -~~~ - - P Pemmmmm - T R e R
| | | | | |
| | | | | |
i 1 B T - === — - |
| 1
| L : _L
77777777 e
| | |
| | |
é 1‘0 1‘2 medium
| e 6500 cells
time [h
L s 32500 cells
: e 65000 cells
| | |
| | |
”””” T- - - - - - - -1 - - - T T T T T T T T T
| | |
| | |
,,,,,,,, B
' | |
| | |
| | |
77777777 B
1 1 1
8 10 12
time [h]

Bild 4 Versuchsergebnisse

4 Ausblick

Die elektrische Schaltung muss im Weiteren genau charakterisiert und die gemessen Impedanzen mit den
Daten kalibrierter Messgerite abgeglichen werden, um eine Aussage iiber ihre Genauigkeit treffen zu kdnnen.
Weiterhin wird im ndchsten Schritt die Sensormatrix mittels Drucktechnik auf einer transparenten Scheibe
realisiert, die die Anforderungen an die Biokompatibilitét erfiillt. Erst dann konnen die Daten mit optischen
Messungen verglichen werden, was ndtig ist, um Aussagen iiber die interessierenden Grofen aus den
Impedanzdaten abzuleiten.
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