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Zusammenfassung

Fur eine quantitative Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einem Nahrmedium werden histologi-
sche Methoden wie beispielsweise der MTT-Test eingesetzt. Nachteilig ist, dass dabei die Bewertung
der Biokompatibilitdt erst nach dem Beenden einer Versuchsreihe méglich ist.

Das hier vorgestellte Verfahren erlaubt die Bewertung der Zellvitalitdt schon wahrend der Versuchs-
durchfiihrung. Der Messaufbau besteht aus einem Dinnschicht-Sensor mit einer Auswerteelektronik
und erfasst die Daten mittels Impedanzspektroskopie. Die elektrische Impedanz wird dabei von der
Anzahl der Zellen auf der Oberflache des Nahrmediums malfgeblich beeinflusst. Fir die Untersu-
chungen wurden Mausfibroblasten L929 als Modellzellen verwendet. Das Gefalisystem wurde auf
37T temperiert und mit 50 min ! geschittelt, so dass eine Versorgung der Zellkultur auch ohne per-
manente Erneuerung der N&hrldsung gewahrleistet war. Abgestorbene Zellen werden aufgrund der
vertikalen Bodenlage aus dem Zellrasen entfernt.

Die Messreihen mit verschiedenen Sensorexemplaren zeigten starke kontinuierliche Verdnderungen
der Impedanzwerte, die mit dem biologischen Zustand der Zellen korrelieren. Zur Ergédnzung der Im-
pedanzmessungen wurden digitale Fotoaufnahmen von mit Zellkultur L929 besiedelten Dinnschicht-
Sensorstrukturen an einem Auflichtmikroskop und an einem Stereomikroskop durchgefiihrt. So konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl der adharenten lebenden Zellen (langliche Gestalt) im betrachteten

Zeitraum stark abnimmt.
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Motivation und Einleitung

Aus dem Verhalten bestimmter biologischer
Zellkulturen auf verschiedene Umwelteinflisse
und Substanzen, kann auf toxische Wirkungen
beim Menschen geschlossen werden. Eine
wichtige Aufgabe ist die Bestimmung der Bio-
kompatibilitdt von Werk- und Wirkstoffen zur
Bestimmung der Gewebevertraglichkeit von
Produkten, die im direkten Kontakt zur Korper-
oberflache stehen.

Fir eine quantitative Bestimmung der Anzahl
lebender Zellen in einem Nahrmedium dienen
vor allem histologische Methoden. Bei diesen
Verfahren werden die Zellpopulationen mit be-
stimmten zytochemischen Farbstoffen behan-
delt. Bekannt ist der MTT-Test, ein sogenannter
Zytotoxizitdt-Test zum Nachweis der Zellvitali-
tat.

Die Zellen werden in vitro mit dem namensge-
benden Farbstoff, einem gelben Tetrazolium-
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salz, behandelt, um ihre Lebensfahigkeit bezie-
hungsweise den Anteil lebender Zellen im Ver-
gleich zu einer Kontrollprobe von Zellen zu
messen. Allerdings kann die Bewertung der
Biokompatibilitdt erst nach dem Beenden einer
Versuchsreihe erfolgen. Farbunterschiede er-
leichtern eine bessere Differenzierung lebender
und toter Zellen bei den anschlieRenden Aus-
zahlungen.

Das vorgestellte Verfahren erlaubt die Bewer-
tung der Zellvitalitdt schon wahrend der Ver-
suchsdurchfiihrung. Das Messgerét besteht aus
einem Sensor mit einer Auswerteelektronik und
erfasst die Daten mittels Impedanzspektrosko-
pie. Die elektrische Impedanz ist dabei propor-
tional der Anzahl der Zellen auf der Oberflache
der Sensorstruktur. Die elektrische Messung
bietet gegentiber den optischen Methoden die
Vorteile der einfachen Parallelisierung, es ist
kein Einsatz von Farbstoffen notwendig und
eine zeitaufgeldste Beobachtung Uber die ge-
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samte Messdauer ist mdéglich. Die Methode
mittels Einfarben von Zellen ermdéglicht im Ge-
gensatz dazu nur Momentaufnahmen zum Zeit-
punkt der Einfarbung.

Aufbau des Sensors

Die Basis des Sensors bildet eine Streufeldka-
pazitat, welche durch eine Interdigitalstruktur,
zwei ineinander greifende Kammelektroden,
dargestellt wird. Als Elektrodenmaterial wurde
Gold auf Glas verwendet. Die Elektrodenbreite
betragt 5 um, der Spalt 7 um, die Gesamtflache
ca.1,6 mm> In Bild 1 ist das Prinzip dargestellt.
Das entstehende Streufeld nimmt mit zuneh-
mendem Abstand zur Elektrode ab.

N&hrlésung Feldstarke
| Vitalitat  Bio- Zelle\
v \

....%.JL&

Interdigitalétruktur aus
Gold auf Glas

Bild 1:  Prinzip und Aufbau des Sensors.

Der Einfluss auf das Messsignal der an der
Sensoroberflache haftenden Zellen ist wesent-
lich gréBer als das der abgelésten Zellen. Da
sich die Zellen elektrisch von der Nahrlésung
unterscheiden, steht die Grofie der Kolonie im
Zusammenhang mit dem Ausgangssignal des
Sensors.

V —_
Bild 2:  Wellplatte mit integrierten Sensoren und
Elektronik zur Signalauswertung.
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Impedanzmessungen an Sensorelementen
ohne Passivierungsschicht

Fir die Untersuchungen wurden Maus-
fibroblasten L929 als Modellzellen verwendet.
Diese werden in Kryoréhrchen bei -80 T gela-
gert, so dass sie auch nach mehreren Monaten
noch lebensfahig sind. Fir die Versuche wurde
die gewlnschte Menge an Mausfibroblasten
aufgetaut und eine quantitative Charakterisie-
rung mittels Neubauer-Zahlkammer durchge-
fuhrt.

Auf die Impedanzstrukturen wurde ein ver-
schlieRbares Gefaly (Volumen ca. 1,4 ml) mon-
tiert, so dass die Ebene mit den Leitbahnen den
Boden dieses Gefalles bilden. Wahrend der
gesamten Dauer (ca. 50 h bzw. 72 h) der Im-
pedanzmessungen war das Gefdlsystem auf
37T temperiert, mit 50 min . geschiittelt und in
vertikaler Bodenlage angeordnet (Bild 3). Ab-
gestorbene Zellen werden permanent aus dem
Zellrasen entfernt und die Anordnung der Im-
pedanzstruktur ist gasblasenfrei. Damit wurde
eine auch ohne kontinuierliche Erneuerung der
Nahrlésung eine fir den Versuchszeitraum
ausreichende Versorgung der Zellkultur erzielt.

Das Bild 2 zeigt eine Wellplatte mit integrierter
Elektrodenstruktur. Dabei sind je zwei benach-
barte Wells fluidisch miteinander durch einen
Uberlaufkanal verbunden. Nur in einem Well ist
eine Zellkolonie angesiedelt. Der zweite Sensor
dient als Referenz und wertet nur die Anderung
der verbrauchten N&hrlésung aus.

Bild 3: Schematische Darstellung des Versuchsauf-
baus zur Impedanzmessung von Sensorstrukturen
ohne Passivierungsschicht.

Die Impedanzmessungen erfolgten mit einer
RCL-Messbriicke FLUKE PM 6306 im Fre-
quenzbereich von 100 Hz bis 1 MHz.

Ergebnisse der Impedanzmessungen

Die Messreihen mit verschiedenen Sensor-
exemplaren flhrten zu starken kontinuierlichen
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Veradnderungen der Impedanzwerte, die mit
dem biologischen Zustand der Zellen korrelier-
ten (Bild 4).

Hierbei wurden kontinuierliche Veranderungen
Uber der gesamten Versuchsdauer beobachtet.
Kapazitdt C und Phase ¢ steigen an, Betrag der
Impedanz /Z/ und Widerstand R fallen in allen
Frequenzbereichen ab, wobei bei 0,2 kHz der
Abfall am starksten ausgepragt ist.
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Mikroskopische Auswertung

Zur Ergadnzung der Impedanzmessungen wur-
den digitale Fotoaufnahmen von mit Zellkultur
L929 besiedelten Dunnschicht-Sensorstruktu-
ren an einem Auflichtmikroskop (Typ Olympus
BH-2) und an einem Stereomikroskop (Typ
Olympus SZ-60) durchgefthrt.

Bild 4:  Zeitverldufe der Kapazitét und Impedanzwerte bei diskreten Frequenzwerten von Sensorelement 16.20

in N&hribsung mit Zellkulturen.

Die Aufnahmen erfassen ein Bildfeld von
160 mm x 215 mm, was bei der gegebenen
VergroRerung einem Objektausschnitt von ca.
1,3 mm x 1,0 mm entspricht. Fir die Zellzah-
lung wurde daraus ein quadratisches Bildfeld
von 83 mm x 83 mm (Objektausschnitt von
525 ym x 525 pym), das immer denselben Ort
auf dem Objekt zeigt und damit bei genauer
Betrachtung die Entwicklung der einzelnen
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Zellen Uber den Zeitraum von Oh bis 4h nach
Versuchsbeginn sichtbar macht. Weitere Auf-
nahmen bei 8h nach Versuchsbeginn wurden
hier nicht bertcksichtigt, da sich die Zellen nach
dieser Zeit von ihrer Unterlage gel6st haben,
aus der gemeinsamen Fokusebene mit der
Impedanzstrukur herausbewegen und daher
nicht ausreichend scharf abgebildet werden
kénnen.
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Bild 5:  Zellz&hlung an Mikroskopaufnahmen (Objektausschnitt: 525 um x 525 um) von Zellkultur L929 nach

Versuchsbeginn, 2h und 4h Versuchsdauer.

Die Ergebnisse der Zellzdhlung sind in Bild 5
vergleichend dargestellt. Es sind folgende Ten-
denzen ablesbar:

e Die Anzahl der adhédrenten lebenden
Zellen (langlich) nimmt im betrachteten
Zeitraum stark ab. Die betroffenen lang-
lichen Zellen kontrahieren und nehmen
eine zunehmend runde Gestalt an.

o Der Anteil der runden Zellen nimmt ge-
genliber den langlichen Zellen deutlich
Zu.

e Die Gesamtanzahl der Zellen nimmt
langsam ab, vermutlich 16sen sich im
Versuchsverlauf runde Zellen von der
Unterlage ab, verlassen die Fokusebe-

ne und werden nicht mehr abgebildet
(Bild 5).

e Die absolute Anzahl der runden Zellen
durchlduft ein Maximum, da bei fort-
schreitender Versuchsdauer die abge-
I6sten und verschwindenden runden
Zellen nicht ausreichend von lediglich
ihre Gestalt andernden (langlich zu
rund) Zellen ersetzt werden (Bild 6).

Die Zeitverlaufe der Zelldichte und der Zellan-
teile sind in den Diagrammen Bild 6 und 7 dar-
gestellt.
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Bild 6: Diagramm der Zelldichte von L929 unter-
schiedlicher Gestalt.
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Bild 7: Diagramm der Zellanteile von L929 unter-
schiedlicher Gestalt.
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Schlussfolgerungen

Einen Hinweis auf Verdnderungen im biologi-
schen System (abnehmende Vitalitdt bzw. ab-
nehmende Anzahl lebender, adharent wach-
sender Zellen) auRert sich in kontinuierlicher
Veranderung der Impedanzwerte — begleitet
von stetigem Verbrauch von NL und deren
langsamer Eintriibung.

Die Zellaktivitat &uflert sich bei Sensor-
strukturen geeigneter Leitbahngeometrien in
einer starken Veranderung der Impedanzwerte
wahrend einer kurzen Anfangsphase (Abster-
ben von Zellen, Anzahl der langlichen Zellen
verringert sich) gefolgt von einem konstanten
Impedanzwertverlauf (Zustand Zelltod ist er-
reicht, alle Zellen rund oder abgeldst).

Zwischen den zeitlichen Impedanzverlaufen
und den visuellen Beobachtungen des Medi-
ums (Farbe, Triibung) bestehen starke Korrela-
tionen.
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Zur simultanen Ermittlung der Ergebnisse fir
die Zellzdhlung aus mikroskopischen Aufnah-
men und der Impedanzmessung an Zellkulturen
Uber einen ldngeren Zeitraum musste bislang
ein Kompromiss eingegangen werden. Dieser
betraf insbesondere die Kultivierungsbedingun-
gen (Schittler, Temperierung, Gasabschluss),
so dass im betrachteten Projektzeitraum die
Verbindung von den elektrischen Parametern
mit den Ergebnissen aus der optischen Zellzéh-
lung an identischen Proben noch nicht realisiert
werden konnte. Fir die messtechnische Ermitt-
lung der dielektrischen Parameter der Zellkdr-
per L929 muss aulRerdem berlicksichtigt wer-
den, dass die Ausrichtung der Sensorstruktur
(vertikal oder horizontal) bei den Versuchen die
gleiche ist.
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