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Kurzfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die quantitative Analyse von pharmazeutischen und
medizinischen zellbiologischen Fragestellungen ein Impedanzanalysesystem mit einem
Multisensor-Interface entwickelt. Die Impedanzspektroskopie eignet sich hervorragenden, um
nicht invasive in-vitro-Untersuchungen an lebenden Zellkulturen durchzufihren. Zur
Charakterisierung des Impedanzanalysesystems wurde die CaCo2-Zelllinie verwendet, welche die
Eigenschaften des Dinndarmepithelgewebes widerspiegelt. Damit wird es madglich
humanspezifische  Fragestellungen wie z. B. die Resorptionsfiahigkeit oder die
Regenerationsfahigkeit des Darmtraktes, nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ zu
analysieren.

Mit dem zum Einsatz kommenden impedanzspektroskopischen Verfahren ist nicht nur eine
kontinuierliche Langzeitmessung sondern auch eine prazis auflésende Analyse moglich. Hierfir
kommen mikrotechnologisch strukturierte planare Interdigitated Electrodes (IDES) zum Einsatz.
Fir die Langzeitmessungen wurden zwei Elektrodenpaardesigns eingesetzt, welche jeweils vier
getrennte Zellkulturen auf einem Multi Electrode Array, kurz MEA-Chip, vereinen. Die
Anschlussgeometrie des MEA-Chips basiert auf dem MEA60 Biochipstandard von Multichannel
Systems. Diese beiden Designs wurden hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Auflésung miteinander
verglichen. In dem IDES-4-Elektrodenpaardesign des einen MEA-Chips ist fir jede Zellkultur ein
Elektrodenpaar vorgesehen. Beim IDES-8-Elektrodenpaardesign des anderen MEA-Chipdesigns
wurden pro Zellkultur je zwei Elektrodenpaare implementiert. Durch diese Weiterentwicklung
gelang es zum einen eine hohere Auflésung zu erreichen und zum anderen raumliche
Unterschiede in derselben Zellkultur detektieren zu kénnen. Durch die héhere Auflésung sind
zellwachstums- und umgebungsbedingte biologische Schwankungen besser erkennbar.

Die Versorgung von lebenden Zellen mittels Nahrstoffen ist fiir Langzeitmessungen von
essentieller Bedeutung. Das vorliegende Impedanzanalysesystem, welches {iber eine
PC-Anbindung eine online-Analyse erlaubt, wurde deshalb um ein mikrofluidisches
Versorgungssystem erweitert. Das Versorgungssystem besteht aus einer PC-gesteuerten
hochprazisen Spritzenpumpe und einem geschlossenen mikrofluidischen Zellkulturaufsatz. Mit der
mikrofluidischen Versorgung kann zum einen eine Mediumsversorgung der Zellen Uber den
Kultivierungszeitraum erfolgen und zum anderen kénnen die vier Einzelreservoirs des MEA-Chips
manuell und getrennt voneinander angesteuert werden. Damit die neuartige Medienversorgung
mit dem Impedanzanalysesystem gleichzeitig gesteuert werden kann, wurde eine zusatzliche
Softwaresteuerung implementiert. Demzufolge kann das komplette Impedanzanalysesystem liber
einen PC gesteuert und die Messdaten ausgewertet werden.

Die durchgefiihrten Messungen und Analysen des CaCo2-Zelllayers zeigen den Vorteil des besser
aufgelosten IDES-8-Elektrodenpaardesigns und die Funktionalitdit des mikrofluidischen
Versorgungssystems. Des Weiteren wurden erfolgreiche Permeabilitatsmessungen mit Bromelain
als Permeation Enhancer und Regenerationsfahigkeitsmessungen nach mechanischen
Beschadigungen der Zellschicht analysiert. Fiir die Grundlagenforschung ist das Wissen ber den
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Einfluss von pharmazeutischen Prdparaten auf die Permeabilitdit des Darmtrakts und die
Regenerationsfahigkeit der Darmwand nach mechanischen Beschadigungen fiir neuartige
Heilungsmethoden und medikamentése Behandlungen besonders interessant. Mit den
vorliegenden Messungen kann die Besonderheit der Impedanzspektroskopie, welche quantitativ
messbare Ergebnisse liefert, gezeigt werden.
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Abstract

In this thesis an impedance-analyzer-system was developed and used for long-time impedance
measurements of living epithelial tissue. The measurement of impedance spectra of cell cultures
allows to address a wide range of pharmaceutical and medical cytological issues. As (f. e. on living
cell cultures) most conventional analyses are based on qualitative optical results impedance
spectroscopy offers an excellent instrument for non-invasive in-vitro investigations. The cells used
for this study are the CaCo2-cellline. This cell culture has well defined metabolic and cell-cell
contact properties comparable to the human small intestine epithelial cell walls. Combining the
CaCo2-cells with the measurement system mentioned above allows to investigating important
biological problems such as drug intake and regeneration properties.

The use of microstructural and planar interdigitated electrodes (IDES) provides low signal-to-noise
ratio and allows long-time measurement. The IDES based on gold and are fabricated on glass-
substrates with microstructural techniques. In the thesis two different electrode designs based on
four separated culture wells with 8mm in diameter are presented. The wells are independent from
each other and constitute one single cell culture. Using the 4-electrodepair-design each cell culture
can be investigated by one electrode only. In contrast to this procedure the further developed
8-electrodepair-design provides two high resolving electrodes for each cell culture. This offers a
better spatial resolution of culture-specific proliferation variations and a higher cell-cell contact
resolution. This enhances the possibility of detecting environmental changes within the cell culture
and provides for a better monitoring of intestinal drug intake. The two electrode designs are
compared in order to evaluate different functionalities and resolutions. The contact pad is adapted
to the Multichannel System MEA60 biochip standard.

The impedance-analyzer-system contains a specific software solution for monitoring PC-based
long-time measurement. By implementing a microfluidic media supply made of biocompatible
materials the system can be extended. The microfluidic system includes a high-precision syringe
pump and an extended cell-sensor-design. With this system a continuous media supply over the
whole culture period is possible. The flow into separated culture wells can be selected manually,
thus simulating different cell environments. For the whole system the new microfluidic device
includes a control-software to guarantee a continuous online-monitoring. Therefore it is possible
to analyze the measured data in real-time. For a successfully measurement system it is necessary
to take care of biocompatible materials in the whole system. With this requirement all
components such as gold-electrodes, glass-substrate, the PDMS-cell-culture-system, microfluidic
components such as silicon tubes and steel-alloys hollow needles are biocompatible.

Finally it can be stated that the measurements carried out with the 8-electrode-design have the
advantage it can be concluded of higher resolution. The functionality of the microfluidic supplying
device and its control-software has been demonstrated. Furthermore, successful permeability
measurements with Bromelain as permeation enhancer as well as measurements of the
regenerative properties of the CaCo2-cellmonolayer could be demonstrated. With the improved
impedance-analyzer-system not only a good quantitative diagnostic instrument has been
implemented but it is also provided for a system which enables reproducible results in the
biological distribution.
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1. Einleitung

1.1. Motivation

Die immer wichtiger werdende interdisziplindre Zusammenarbeit der naturwissenschaftlichen
Disziplinen Mikroelektronik und Medizin, welche historisch gesehen keine oder nur wenig
Berihrungspunkte besitzen sind heute schon und auch zukinftig untrennbar miteinander
verknipft. Die Medizin und Biologie liefern die zu untersuchenden Objekte. Diese kénnen unter
anderem komplexe Organismen in Form von Pflanzen, Tieren oder dem Menschen, aber auch
Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilze sein. Jedoch sind oft kleinere Teilbereiche eines
Organismus, z.B. die Zelle als kleinste lebende Einheit oder die DNA als Trager des Erbguts, leichter
zu verstehen, zu analysieren aber auch zu simulieren [1]. Fir solche Fragestellungen hat sich die
Physik, Chemie und deren Teilbereiche die Elektrotechnik und Pharmazie als idealer Partner
herausgestellt.

Die Biochemie und Pharmazie beniitzen schon seit vielen Jahren und Jahrzehnten chemische
Analyseverfahren. In den letzten Jahren hat sich durch den rasanten Fortschritt in Bereichen der
Mikrostrukturierung und Nanotechnologie eine weitgehende Miniaturisierung vieler Verfahren
durchgesetzt. Die Miniaturisierung ermoglicht mehrere Analysemethoden auf kleinem Raum und
ist unter den Begriffen ,lab-on-a-chip — LOC” und , micro-total-analysis-system — uTAS” als
Gesamtanalysesystem zusammengefasst. Dazu zahlen z.B. zur DNA-Sequenzierung die so
genannten DNA-Chips [2].

Neben den chemischen Analyseverfahren gibt es noch eine zweite Analysemdglichkeit, die unter
den Begriff elektrische Spektroskopie zusammengefasst werden kann. Hierin hat sich speziell die
Impedanzspektroskopie zur Untersuchung des elektrischen und dielektrischen Verhaltens im
Bereich der Zell- und Mikrobiologie als alternatives Instrument zu optischen Verfahren, wie z.B.
der Fluoreszenzmikroskopie bewahrt. Im Bereich der Zellbiologie wird aufgrund der oftmals
schwer umsetzbaren in-vivo-Messmethoden direkt aus einem Gewebe entnommene oder bereits
kultivierte pflanzliche oder tierische Zellen in-vitro kultiviert und analysiert. Genau hier kann die
Impedanzspektroskopie als Schnittstelle zwischen den biologischen, chemischen Vorgangen und
der reinen optisch qualitativen Begutachtung eingesetzt werden. Um dieses Ziel umzusetzen soll in
dieser Arbeit, mit Hilfe von Techniken der Mikrostrukturierung, planare Elektroden auf einem
biokompatiblen Substrat z.B. aus Glas gefertigt werden. Adhdrente Zellen oder Zellen in
Suspension kénnen so in mehreren Zellkulturkammern elektrisch beobachten und analysieren
werden. Die Fragestellungen, die hiermit beantwortet werden kénnen, sind unter anderem das
Zellwachstum auf verschiedenen Oberflachen und unter verschiedenen Umgebungsbedingungen
sowie die Zellwanderung und Zellmorphologie [3]. Weitere fiir die Pharmazie interessante
Analysen betreffen die Aufnahmefahigkeit von biochemischen Substanzen der Zellmembran tber
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Transmembranproteine in den Intrazelluldrraum und die Mechanismen der transzellularen und
parazellularen Transportwege [4].

Als wichtige Unterscheidungsmerkmale der Impedanzspektroskopie im Vergleich zu chemischen
Routineuntersuchungen ist die nicht invasive und label-freie Durchflihrung von Analysen auf
elektrischem Weg zu nennen. Hiermit ertffnet sich der Vorteil, dass ein kontrollierbares
Zellwachstum ohne Einfluss von Markern, welche die Zellkultur in ihren Eigenschaften
beeinflussen kénnen, zu beobachten. Mit der zusatzlichen rasanten Entwicklung des mikro- und
nanotechnologischen Sektors kann die Impedanzspektroskopie zukiinftig ein wichtiges Instrument
fir Standardanalysen werden.

Wesentliche Bereiche die noch umfangreichere Untersuchungen bediirfen, sind die Reaktionen
von humanen Epithelschichten nach chemischen oder mechanischen Stérungen, wie z.B. Zugabe
von Permeation Enhancer oder mechanische Beschadigungen. Die Ziele der Weiterentwicklungen
sind in Abschnitt 1.2 dargestellt.

1.2. Ziel

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Entwicklung eines Impedanzanalysesystems zur
Analyse von lebenden Zellkulturen. Die Aufgaben wurden im Rahmen dieser Arbeit in drei
Zielsetzungen untergliedert (siehe Abbildung 1.1) die systematisch abgearbeitet wurden.

in-vitro Charakterisierung guantitatives
> des €-->
Zellkultur Resultat
Zellstatus
/) 7 ) A
Mikrofluidik- Impedanz-
versorgung spektrometrie

Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht der Zielsetzungen

® Impedanzspektroskopie

Ein Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau eines Impedanzspektroskopie-Messsystems. Das
Messsystem besteht aus einem Impedanzspektrometer, einer Steuerungssoftware und
den Elektroden. Die Steuerungssoftware soll so implementiert werden, dass eine Messung
standig Uberwacht und ausgewertet werden kann. Als Sensoren kommen Interdigitated
Electrodes (IDES) mit zwei Designs zum Einsatz, welche sich hinsichtlich geometrischer und
raumlicher Auflésung unterscheiden.
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® Echtzeit-Monitoring biologischer Fragestellungen

Zur elektrischen Charakterisierung werden Epithelzellen aus einer CaCo2-Zelllinie
verwendet. Mit diesen CaCo2-Zellen wird der transzellulare Stofftransport bei
Permeabilitaitsmessungen untersucht. Bei den Permeabilititsmessungen kommt
Bromelain zum Einsatz, welches die Permeabilitdt und damit die Zell-Zell Kontakte der
Zellmonoschicht beeinflusst. Des Weiteren wird die Regenerationsfahigkeit der
Zellmonoschicht nach einer simulierten Verletzung des Zellverbundes beobachtet.

e Mikrofluidikversorgung

Fir die nahrstoffbedingte Versorgung der Zellkultur soll ein adaptives, vom Messsystem
unabhangiges, Mikrofluidiksystem implementiert werden. Das Mikrofluidiksystem dient
der Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen und der optionalen Zugabe chemischer
Substanzen die die Permeabilitdt der Zellschicht beeinflussen (z.B. Bromelain). Die
Versorgung soll des Weiteren (ber eine Softwarelésung in die externe Steuerung
eingebunden sein.

Die 3 Hauptziele wurden systematisch bearbeitet und sind in einzelne Kapitel dargestellt, wobei
das folgende Kapitel 2 die theoretischen Grundlagen der Mikrosystemtechnik,
Impedanzspektroskopie, Mikrofluidik und die biologischen und elektrischen Gegebenheiten der
Zellen. Das darauf folgende Kapitel 3 beinhaltet alle relevanten Design- und Herstellungsverfahren
sowie einen kleinen Auszug fur Geratschaften in einem Zellkulturlabor und methodische Abldufe
flir eine erfolgreiche Impedanzmessung. Vor dem letzten Kapitel 5, welches eine kurze
Zusammenfassung der Arbeit und Ausblicke Uber zukiinftig interessante Fragestellungen gibt,
werden in Kapitel 4 alle Resultate beschrieben. Die Resultate sind dabei in kompakter,
Ubersichtlicher und bildlicher Darstellung zusammengefasst und werden hinsichtlich der
Ergebnisse genau diskutiert.



TU

Theorie WIEN Andreas EXLER

2. Theorie

Die theoretische Aufarbeitung des komplexen Themas der Impedanzspektroskopie und dessen mit
eingeschlossenen Bereichen soll in diesem Kapitel aufgearbeitet werden. Zu Beginn wird die
Mikrosystemtechnik fiir die Herstellung des MEA-Chips besprochen. Im Anschluss daran folgt ein
Abschnitt tGber die Impedanzspektroskopie. Nach der technischen Annaherung an das Thema der
Impedanzspektroskopie folgt die biologische Aufarbeitung des zu untersuchenden Objekts, die
Zelle. Zu guter letzt wird das Thema der Mikrofluidik in einem eigenen Abschnitt behandelt.

2.1. Mikrosystemtechnik

Die Mikrosystemtechnik stellt fir die vorliegende Arbeit einen groen und wichtigen Teil dar. Mit
einigen in der Mikrosystemtechnik entwickelten Verfahren wird der MEA-Chip gefertigt. Auf alle,
fir die Herstellung, bendtigten Verfahren, wie der Photolithographie, Beschichtungsverfahren,
Atzverfahren und Plasmaveraschung wird in diesem Kapitel genau eingegangen. Es wird hier jedes
zum Einsatz kommende Verfahren, die bendtigten Komponenten und dessen Funktionsprinzip
erklart. Die einzelnen Arbeitsschritte werden Uberblicksweise vorgestellt und die Prozessabfolge
im Kapitel 3.1 genau besprochen.

2.1.1. Lithographie

Die Lithographie ist fiir viele Anwendungen der Mikrosystemtechnik, sei es bei der Herstellung
integrierter  Schaltkreise, dreidimensionaler  Strukturen oder im vorliegenden Fall
Oberflachenelektroden in Form von Interdigitated Electrodes (IDES) das Verfahren der Wahl.
Heutzutage kommen vorwiegend die Photolithographie, Extreme UV-Lithographie und
Elektronenstrahllithographie zum Einsatz [5]. Das Ziel der Verfahren ist es, eine Oberfliche zu
strukturieren um, sie direkt zu verwenden oder fiir nachfolgende Prozessschritte vorzubereiten. Zu
diesem Zweck wird ein geeigneter Lack (engl. resist) auf eine zu strukturierende Oberflache
aufgebracht. Die Strukturierung erfolgt bei der Photolithographie und Extreme UV-Lithographie
Uber einen Belichtungsschritt, wobei eine geeignete Maske den Lackbereich abdeckt. Die
Elektronenstrahllithographie kommt hingegen ganzlich ohne Masken aus, da der fokussierbare
Elektronenstrahl softwaregesteuert die Strukturierung durchfihrt [6].

Das heilSt, die Herangehensweise ist bei allen genannten Verfahren gleich, jedoch ist die
Auflésungsgrenze der entscheidende Unterschied. Bei dem altesten Verfahren, der
Photolithographie, werden mit den verwendeten Hg- oder Hg/Xe-Hochdrucklampen durch das
Emissionsspektrum die charakteristischen Wellenldngen A;=436nm (g-Linie), A,=405nm (h-Linie)
und A;=365nm (i-Linie) erzeugt. Hierdurch kann eine Auflésungsgrenze von 0,8um erreicht werden

4
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[6]. Die modernen ArF-Excimer-Lasern mit einer Wellenldange A=193nm erreichen eine
Auflosungsgrenze von 0,3um. Bei dem modernsten Verfahren, der Elektronenstrahllithographie
konnen ohne Masken, durch Fokussierung des Elektronenstrahls, Auflosungsgrenzen von 20nm
erreicht werden [6].

In der vorliegenden Arbeit wird ausschlieBlich mit der Photolithographie gearbeitet, da das
Verfahren fir die zu erzielende StrukturgroBe ausreichend gute Ergebnisse liefert. Wie bereits
erwahnt wird der Photolack mit UV-Licht durch eine Chrom-Maske belichtet. Die gewlinschte
Maske wird in einem CAD-Programm erstellt und mittels eines Laser-Maskenschreibers entsteht
die Chromstruktur auf einem Quarzglas. Bei den Masken unterscheidet man zwischen einer
Hellfeld- und einer Dunkelfeldmaske. Die Verwendung einer Hellfeld- oder Dunkelfeldmaske ist
abhangig von dem verwendeten Photolack, der gewiinschten Struktur und deren Eigenschaften.
Ein Photolack besteht grundsatzlich aus einem Harz, einer lichtempfindlichen Komponente und
einem Losungsmittel. Das Harz bestimmt im Wesentlichen die Eigenschaften wie Haftung,
thermische und chemische Widerstandsfahigkeit. Die lichtempfindliche Komponente wird
bendtigt, um den Lack strukturieren zu konnen. Das Losungsmittel, welches die Viskositat einstellt,
halt den Lack in seinem fliissigen Zustand. Wie in Abbildung 2.1 ersichtlich ist gibt es grundsatzlich
zwei verschiedene Photolacktypen. Bei dem positiv-Photolack werden die belichteten Bereiche fiir
einen anschlieBenden Entwicklungsschritt l6slich. Im Falle eines negativ-Phototolackes (z.B. SU-8-
Photolacke [7]) kdnnen bei der Entwicklung die unbelichteten Stellen entfernt werden. Die dritte
Photolackvariante ist die eines Images Reversal Photoresists (z.B. AZ 5214E-Photolack [8]), welcher
durch einen Image Reversal Bake von einem positiv-Photolack in einen negativ-Photolack
umgewandelt werden kann.

RRARARARRRRARAR) ARRARRRZRARRRRY

ositiv-Fotolack negativ-Fotolack

Silizium Silizium

Silizium

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Photolacktypen [6].
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Da nun die Begriffe der Hellfeld- und Dunkelfeldmaske erklart wurden, kénnen in Verbindung mit
den unterschiedlichen Photolacken die Wirkungsweisen erldautert werden. Im Falle des positiv-
Photolacks in Abbildung 2.2 wird eine Hellfeldmaske verwendet, welche die belichteten Bereiche
des Lacks im Entwickler 16slich macht. Die unbelichteten Gebiete sind dagegen im Entwickler
unléslich und es entsteht ein Positiv-Bild. Bei einem negativ-Lack in Verbindung mit einer
Hellfeldmaske (Abbildung 2.2) bewirkt eine Belichtung den gegenteiligen Effekt. Hier werden die
belichteten Bereiche vernetzt und damit fiir den Entwickler unldslich. Die unbelichteten Bereiche
bleiben hingegen |6slich und werden von dem Entwickler entfernt, es entsteht eine Negativ-Bild.
Bei einer Dunkelfeldmaske entsteht genau das gegenteilige Bild der beschriebenen Vorgange.

Wie bereits beschrieben erfolgt die Belichtung des Photolacks tiber eine Chrom-Maske, welche die
gewlinschten Bereiche abdeckt. Hierflir haben sich drei Belichtungsverfahren etabliert. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren wird als Kontaktbelichtung bezeichnet. Dabei wird die
Maske mittels eines Mask-Aligners (Karl Suss MIB 3) ausgerichtet und in direkten mechanischen
Kontakt mit dem Photolack gebracht (siehe Abbildung 2.2-a). Dies hat den Vorteil, dass die
Auflosung der Struktur jener der Maske entspricht. Jedoch kann die Probe durch den Kontakt
beschadigt werden. In Abbildung 2.2-b sieht man die so genannte Proximitybelichtung bei der
zwischen Maske und Photolack ein Abstand bleibt der mechanische Beschaddigung vorbeugt,
jedoch wird dadurch die Auflosung reduziert. In der Industrie wird vor allem das
Projektionsbelichtungsverfahren (Abbildung 2.2-c) eingesetzt bei dem Uber ein Linsensystem die
Belichtung erfolgen kann. Die Projektionsbelichtung sorgt in Verbindung mit einer, von der
Umwelt, abgeschlossenen Produktion fiir einen héheren Durchsatz bei geringerer Verunreinigung.
Durch das Linsensystem lasst sich weiters eine Verkleinerung der Struktur erzielen.

a ) UV-Licht
UV-Licht

PR yrrvrvd i vyedeg

Chrom-Absorber

Quarzmaske

Fotolack
Siliziumscheibe

I Quarzmaxku Chrom-Absorber I

T

\AbsmndsA
halter

Dicht-
lippe

Siliziumscheibe

Reflektor
Hg-Lampe

Kondensorlinse

Chrommaske

Prol ektionslinse

DDDDDD
\-;_/ )
xy-Tisch

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Belichtungsverfahren in der Photolithographie: (a) Kontaktbelichtung,
(b) Proximitybelichtung, (c) Projektionsbelichtung [6].
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2.1.2. Beschichtungsverfahren

Fir das Beschichten von Oberflachen existiert eine Vielzahl unterschiedlicher Verfahren mit
speziellen Eigenschaften. Generell ist das Ziel eine diinne Schicht, im nm- bis um-Bereich, aus
leitfahigen oder nicht leitfahigen Materialen isotrop oder anisotrop auf einer Zieloberflache
aufzubringen.  Hierfir  haben sich  die  physikalischen- und die  chemischen-
Gasphasenabscheidungsverfahren als zielfiihrend erwiesen. Diese sollen im Folgenden besprochen
werden. Zundchst soll auf physikalische Abscheideverfahren eingegangen werden. Diese
Prozesstypen konnen grob in das Aufdampfen und das Sputtern unterteilt werden (siehe
Abbildung 2.3).

physikalische
Gasphasenabscheidung —
PVD (physical vapor

deposition)
Aufdampfen Sputtern
thermisches Elektronenstrahl- lonenstrahl- Reaktiv-
Aufdampfen Aufdampfen Sputtern Sputtern

Abbildung 2.3: Schematische Ansicht der physikalische Gasphasenabscheidungen.

Aufdampfen

Das Aufdampfen kann noch in ein thermisches Aufdampfen (siehe Abbildung 2.4) und ein
Elektronenstrahlaufdampfen unterteilt werden. Beide Verfahren haben jedoch gemein, dass das
Targetmaterial stark erhitzt (500-3000°C) und damit in die Gasphase (ibergefiihrt wird [5]. In
einem Fall erfolgt die Aufheizung groRvolumig Uber ein Widerstandselement, im anderen Fall
kommt ein Elektronenstrahl zum Einsatz. Dieser Vorgang geschieht in einem Ultra-Hochvakuum.
Bei diesem Verfahren kénnen Schichten nacheinander aus unterschiedlichen Materialien aber
durch gleichzeitiges Bedampfen auch Legierungen erzeugt werden [9]. Die Aufdampfrate kann
Uber ein Schwingquarz-Messsystem gemessen werden. Beim Vorgang des Aufdampfens erfolgt
eine Materialablagerung auch am Schwingquarz, welcher dadurch seine Resonanzfrequenz dndert.
Die Anderung der Resonanzfrequenz korreliert mit der Masse an abgelagertem Material. Mit der
spezifischen Dichte des Materials und der gemessenen Aufdampfrate kann die Temperatur
kontrolliert werden [5].
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Schema einer Aufdampfanlage

1 Rezipient = Vakuumkammer,

2 Vakuumpumpstand,

Substrathalter,

Verdampfungsquelle,

o]
4
5 Schwingquarz-Messsystem,
6

/,_\2 Glimmelektrode (zur Reinigung
( ) der Substratoberfliiche),
g 7 Drehdurchfithrung zum Substrathalter

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung einer thermischen Aufdampfanlage [5].

Sputtern

Das zweite Verfahren im Bereich der physikalischen Gasphasenabscheidung ist das so genannte
Sputtern. Auch hier werden Spezialvarianten wie DC-/RF-Sputtern, Magnetron-Sputtern,
Bias-Sputtern, lonenstrahl-Sputtern, Reaktiv-Sputtern, Dioden/Trioden-Sputtern unterschieden.
Diese Spezialvarianten besitzen jedoch das gleiche Grundprinzip. Diesem Grundprinzip liegt im
Gegensatz zum Aufdampfen, bei dem das Targetmaterial in die Gasphase lbergefiihrt wird, ein
mechanischer Abtrag des Targetmaterials durch Beschuss von Fremdionen zugrunde.

Diese Abscheidung erfolgt wiederum im Vakuum, damit eine homogene Schichtbildung erfolgen
kann. Dazu wird wie in Abbildung 2.5 ersichtlich ist, das Substrat mit einem Rotationsteller
unterhalb des Targetmaterials angeordnet. Innerhalb der Vakuumkammer wird ein Plasma, aus
z.B. inerten Ar'-lonen, geziindet. Den Ar’-lonen werden Energien im Bereich E=200-1000eV (iber
eine angelegte Gleichspannung oder RF-Wechselspannung zugefihrt [9]. Das Targetmaterial dient
hierfiir als Kathode zu der die Ar*-lonen hinbeschleunigt werden. Mit der zugefiihrten Energie,
welche héher als die jeweilige Bindungsenergie sein muss, sind die Ar*-lonen in der Lage, Atome
oder Molekiile aus dem Gitterverbund das Targetmaterial herauszuschlagen. Bei diesem Vorgang
werden deutlich hohere Energien als beim Aufdampfverfahren erreicht. In Folge dessen, kann das
abgesputterte Targetmaterial in das Substrat tiefer eindringen. Dieser Effekt erh6ht die Bindung
an der Substratoberflache [9]. Durch die Verwendung von nicht reaktionsfahigen Edelgasionen
gelangt das reine Targetmaterial zum Substrat und bildet eine konforme Schicht. Das hat zunachst
den Vorteil, dass nur das Targetmaterial, seien es Metalle, z.B. Gold, Titan, Silber, Chrom, Platin,
etc. aber auch Oxide wie Indiumzinnoixd, auf die Substratoberfliche gelangen. Damit muss
allerdings das gewlinschte Material als Target vorliegen. Beim reaktiven Sputtern hingegen kann
ein reaktives Gas, z.B. Sauerstoff, dem Sputterprozess zusatzlich zugefiihrt werden. Hierdurch ist
auch eine, vom Targetmaterial, abweichende Schichtbildung von z.B. Titanoxid mdglich.
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Schema einer DC-Sputteranlage

1: Rezipient, 2: Kathode, 3: Target, 4: Kiihlwasserzufuhr,

5: Isolator, 6: Vakuumdichtung, 7: Gaseinlass, 8: Spannungs-
versorgung, 9: Hochvakuumventil, 10: Substrattriiger, | 1: Sub-
strate

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung einer DC-Sputteranlage [5].

chemische Gasphasenabscheidung

Bei der physikalischen Gasphasenabscheidung, wird das abzuscheidende Material von einem
Target zum Substrat, bedingt durch thermische oder mechanische Effekte, transportiert. Im Falle
der chemischen Gasphasenabscheidung (CVD) erfolgt die Schichtbildung, Gber eine chemische
Reaktion, direkt am Substrat. Die chemische Reaktion kann durch unterschiedliche Effekte in Gang
gesetzt werden. Damit ergibt sich eine Verfahrensunterteilung (siehe Abbildung 2.6) in die
,thermische CVD“, ,plasmaunterstitzte CVD“, ,laserunterstiitzte CVD“ oder eine Kombination
einzelner Verfahren.

chemische
Gasphasenabscheidung —
CVD (chemical vapor

deposition)
thermische CVD plasmaunterstiitzte CVD - laserunterstitzte CVD -
PECVD LCVD

Abbildung 2.6: Schematische Ansicht chemische Gasphasenabscheidungen.

Generell kénnen die CVD-Verfahren zu den isotropen Abscheidungsverfahren gezihlt werden, da
die chemische Reaktion an der Substratoberflache erfolgt [5]. Die Einsatzgebiete der CVD liegen
vorallem in der Herstellung von dielektrischen Schichten (z.B. Siliziumoxid, Siliziumnitrid) und
Halbleiterschichten (z.B. poly-Silizium). Die Dielektrika dienen als Isolationsschichten in der
Schaltungs- und Bauteilentwicklung aber auch als Hartmasken fiir spatere Atzvorginge. Die
Qualitat der aufgebrachten Schicht hdangt wesentlich von der Substrattemperatur, Abscheiderate
und dem verwendeten Prozessdruck ab [5].
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Fiir die chemische Reaktion an der Substratoberfliche bedarf es mindestens eines Reaktanten,
bezeichnet als Precursor. Fiir viele Dielektrika sind zwei Precursor gebrauchlich. Im Falle der
SisN4-Abscheidung diffundieren die Precursor Silan — SiH, und Ammoniak — NH; zu der Oberflache.
Hier findet nun eine Adsorption der Reaktanten an der Oberflache statt. Die unterschiedlichen
Precursor-Gase reagieren miteinander, das fliichtige Reaktionsprodukt desorbiert von der
Oberflache und es kommt somit zur Schichtbildung. Nun wird das Reaktionsprodukt tber die
Gasphase abtransportiert [9]. Im Falle der Precursor Silan und Ammoniak entsteht durch
Abspaltung von Wasserstoff eine Siliziumnitridschicht (siehe Formel (2.1)).

3 SiHy(g) + 4 NHs(g) -> SisN4(f) + 12 Ha(g) (2.1)

Bei dem Spezialverfahren der PECVD (siehe Abbildung 2.7) kann z.B. das Substrat auf einem
Probenteller liegen, der auf eine bestimmte Temperatur aufgeheizt wird. Zusatzlich wird ein
elektrisches Wechselfeld angelegt und damit ein Plasma gezlindet, welches den Precursor-Gasen
zusatzlich Energie zufiihrt. Dies hat den Vorteil, dass die Temperaturen im Vergleich zu
thermischen CVD-Verfahren relativ gering gehalten werden kénnen.

——

— B

Plasma

— -—

=

zum Pumpsystem  Gaseinlass

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung einer PECVD-Anlage [6].
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2.1.3. Atzverfahren

Alle Atzverfahren lassen sich zunichst grob in Atzverfahren mit Atzlésung, dem nasschemischen
Atzen, und jene ohne Atzlésung, dem Trockenitzen, unterscheiden (siehe Abbildung 2.8). Ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal ist das Atzverhalten. Das nasschemische Atzen zeigt meist ein
isotropes Verhalten, indem das zu adtzende Material in jeder Raumrichtung gel6st wird. Die
Selektivitit des nasschemischen Atzens wird primar durch die Atzldsung beeinflusst. In dieser
Arbeit wird vorallem das anisotrope Verhalten des Trockenatzens verwendet und wird daher
genauer beschrieben.

Atzverfahren

Nasschemisches
Atzen

Trockendatzen

lonenstrahlprozesse 4+ | Plasmaprozesse

N L

Reaktives lonenétzen -
RIE

Abbildung 2.8: Schematische Ansicht der Atzverfahren.

Alle Trockenétzvarianten kdnnen sowohl isotropes als auch anisotropes Verhalten aufweisen. Die
Selektivitat ist jedoch stark von der Prozessart abhangig. Das Trockenatzen hat sich bedingt durch
die gute Herstellbarkeit strukturierter Bereiche gegeniiber den nasschemischen Verfahren
weitgehend durchgesetzt. Aus diesem Grund sollen hier die grundlegenden Unterschiede der
urspriinglichen lonenstrahlprozesse und Plasmaprozesse, sowie der Kombination beider
Verfahren herausgearbeitet werden.

Fir das lonenstrahldtzen wird ein gerichteter lonenstrahl zumeist aus Ar*-lonen verwendet. Die
lonen werden in einem elektrischen Feld, in Richtung der Probe, beschleunigt und treffen dort mit
hoher Energie auf der Oberflache auf. Der Einsatz von Edelgasen hat hier den Vorteil, dass keine
chemische Reaktion zwischen den Ar'-lonen und der zu dtzenden Oberfliche auftritt. Dieser
lonenstrahl tragt an der Angriffsfliche das vorhandene Material ab. Damit erzeugt dieses
Verfahren einen anisotropen, physikalischen Materialabtrag. Ein Nachteil des lonenstrahlatzens ist
die geringe Selektivitdat, da das Absputtern weitestgehend unabhdngig von dem vorhandenen
Material erfolgt. Damit entsteht z.B. fiir eine photolithographisch aufgebrachte Maskierung und
das eigentliche Atzgut ndherungsweise eine dhnliche Atzrate. Hierdurch kénnen keine tiefen
Atzprofile erzeugt werden [6], [9].

11
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Der Nachteil der geringeren Selektivitdt kann mit dem Plasmaatzverfahren deutlich verbessert
werden. Hier wird in einer Reaktorkammer ein Sauerstoffplasma Uber ein RF-Wechselfeld
geziindet. Dieses Sauerstoffplasma fihrt im Gegensatz zum lonenstrahlatzen zu einem reinen
chemischen Abtrag der Substratoberfliche von organischen und kohlenstoffhaltigen
Verbindungen. Der Abtrag erfolgt grofflachig tber die gesamte Probenfliche, um damit z.B.
Photoresistmaterialien zu entfernen.

In der vorliegenden Arbeit wird nicht die Funktionalitdt des Materialabtrags genutzt. Jedoch kann
bei kurzer Aktivierung des O,-Plasmas eine hydrophile Oberflache erzeugt werden. Diese hilfreiche
Begleiterscheinung kann z.B. dazu genutzt werden, um das an sich hydrophobe Silikonpolymer
Polydimethylsiloxan (PDMS) in einen reversiblen hydrophilen Zustand zu versetzen. Dadurch
kénnen starke Verbindungen zwischen PDMS und Glas oder PDMS und PDMS hergestellt werden
(siehe Abschnitt 2.4.4).

Viele Trockenatzverfahren kombinieren den anisotropen Vorteil des lonenstrahldatzens mit der
hohen Selektivitdt des Plasmaatzverfahrens. Dieses Verfahren wird als Reaktives lonenatzen — RIE
bezeichnet (siehe Abbildung 2.9). Hier wird der physikalische Materialabtrag mit einem
chemischen Atzvorgang vereint. Ein Argon-Plasma schwicht z.B. eine Siliziumnitridschicht — SisN,
an der Substratoberflache und stellt damit dem physikalischen Abtrag des Verfahrens bereit. An
der so geschwachten Oberflache konnen fluorhaltige Gase z.B. fluorhaltige Zersetzungsprodukts
des Schwefelhexafluorids — SFg leichter die Oberflache abtragen. Damit findet an der Oberflache
eine chemische Reaktion statt und die fllichtigen Reaktionsprodukte kdnnen abtransportiert
werden (siehe Formel(2.2)).

SisN4(s) + 3 SFg(g) + Ar-Plasma = 3 SiF4(g) + 3 SF,(g) +2N,(g) [10] (2.2)

= Gaseinlass
ERRRRRN

|
gekihlte
Elekirode

A

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung einer RIE-Anlage [5].

Substratet—C
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2.2. Impedanzspektroskopie

Dieser Abschnitt soll eine kurze allgemeine Einfiihrung in die Impedanzspektroskopie und deren
Anwendungen geben. AnschlieBend wird anhand der Impedanzspektroskopie am Beispiel
biologischer Zellen das technische Grundprinzip, physikalische Phdanomene und die
Anforderungen an das System erldutert. Schlussendlich werden noch die fir diese Arbeit
entworfenen Elektroden, deren Geometrie und die daraus resultierenden Eigenschaften
beschrieben.

2.2.1. allgemeine Impedanzspektroskopie

Das Verfahren der Impedanzspektroskopie hat sich geschichtlich aus einer Vielzahl einzelner
wissenschaftlicher und technologischer Schritte entwickelt. Die beiden wichtigsten
technologischen Entwicklungsschritte sind die Entwicklung des ersten elektrischen Potentiostats in
den 1940er und die Entwicklung des ersten Frequenzganganalysators in den 1970er [11]. Mit
diesen Entwicklungen war der Grundstein der heutigen Impedanzspektroskopie gelegt. Die ersten
Anwendungen in diesem Gebiet, waren die Analyse von Wasserstoffelektroden und
Sauerstoffelektroden. Sowohl die Wasserstoffelektrode als Referenzelektrode als auch die
Sauerstoffelektrode (Clark-Elektrode) zur Sauerstoffkonzentrationsbestimmungen in Losungen
werden heute noch bei chemischen Fragestellungen verwendet [11].

Im Laufe der Zeit hat sich die heute gebrauchliche Bezeichnung ,Electrochemical Impedance
Spectroscopy” (EIS) fur alle chemischen, physikalischen und biologische Fragestellungen, welche
mit einer elektrischen Impedanzmessung beantwortet werden, entwickelt. In der heutigen Zeit
lasst sich die EIS in die zwei groRen Bereiche der nicht-biologischen und der biologischen
Anwendungen unterteilen. Die nicht-biologischen Verwendung deckt dabei die Gebiete
Korrosionsphanomene, Beschichtungen, elektrochemische  Aktivitat  von Batterien,
Brennstoffzellen-Performance und Charakterisierung von leitfahigen Polymeren ab. Im Bereich der
biologischen Anwendungen kommen Biosensoren oder Biochips fiir DNA-Analysen, Antibody-
Antigen-Interaktionen, Enzyme, tierisches und pflanzliches Gewebe sowie Bakterien und
Mikroorganismen zum Einsatz [12], [13], [14].

Vor Allem fiir den biologischen Einsatz hat die Impedanzspektroskopie als , label-free“ und , non-
invasive“-Technologie hohe Akzeptanz erfahren. Das heifst, ein biologisches System kann von
auBen und ohne direkten Einfluss beobachtet werden. Die Beobachtung biologischer Systeme
konnte meist nur rein qualitativ mit hohem zeitlich- und ressourcenintensiven Aufwand erfolgen.
Die EIS’s liefert eine quantitative Analyse auf elektrischem Weg ohne dabei auf z.B.
Fluoreszenzmarker oder invasive Methoden zuriickgreifen zu missen. Mit der
Impedanzspektroskopie wird ein System quantitativ analysiert um dies mit dhnlichen Systemen
vergleichen zu kénnen. Dazu kann das Gesamtsystem zum einen als elektrisches Ersatzschaltbild
passiver Bauelemente (Widerstand, Kondensator, Spule) abgebildet oder als mathematisches
Model (z.B. Finite Element Analysis) simuliert werden [14].

13
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2.2.2. Impedanzspektroskopie einer Zellmonoschicht

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, entwickelte sich eine Vielzahl von EIS-
Anwendungen. Eine spezielle und gut etablierte Anwendung, ist die elektrische Untersuchung
einer Zellkultur. Die Ersten, die dies, mit Hilfe eines elektrischen Wechselfeldes, beschrieben und
weiter entwickelten waren lvar Giaever und Charles R Keese im Jahre 1984 [15], [16]. Sie waren es
auch die fiir diese spezielle Art der Impedanzspektroskopie den Begriff ,Electric Cell-Substrate
Impedance Sensing” (ECIS) einfiihrten.

Bei der ECIS wird an das biologische System, bestehend aus Zellkultur und Zellmedium, eine
elektrische Wechselspannung u = U cos(wt + ¢,) kleiner Amplitude O angelegt. Daraus
resultiert ein elektrischer Wechselstrom L’zi-cos(a)t+<pi). Als Ergebnis erhdlt man eine
komplexe Impedanz Z = Z(w) - e/?. Das Impedanzspektrometer liefert als AusgangsgroRen die
frequenzabhéangige Impedanz Z(w) und den frequenzabhadngigen Phasenwinkel ¢ (w) = ¢, — ¢;
[14]. Abhdngig von der Anwendung ist z.B. bei biologischen Zellen darauf zu achten, dass durch das
Anlegen der Eingangsspannung keine Beschadigung der Zellmembran aufgrund zu groRer
Potentialunterschiede entsteht. Anfangs wurden die Messungen mit Gleichstrom durchgefiihrt.
Erst durch die Einfihrung des elektrischen Wechselfeldes in die Impedanzspektroskopie von Zellen
durch Giaever und Keese, konnte sowohl der ohmsche als auch der kapazitive Charakter des
biologischen Systems analysiert werden. Demzufolge wird eine Frequenzanalyse in einem groRen
Frequenzbereich f = 1Hz — 1MHz durchgefiihrt [17]. In der frequenzabhangigen Impedanz Z(w)
befinden sich weitere frequenzabhangige Grofen, in Form der komplexen Permittivitat
&(w) = &'(w) —je""(w) und der komplexen Konduktivitdt y(w) =y'(w) —jy"(w). In der
klassischen Elektrotechnik konnen diese beiden physikalischen GroRen den passiven

l l

zugeordnet werden. Mit diesen Bauelementen kann abhdngig von der Komplexitdt des

Bauelementen des elektrischen Widerstandes R = und der Kapazitit C =

biologischen Systems ein elektrisches Ersatzschaltbild generiert werden. Als Beispiel sei hier das
Ersatzschaltbild nach [14] in Abbildung 2.10 angefiihrt:

R, CPEp, ... Constant Phase Element des
—_ Elektroden-Elektrolyt-Interface
.%. R CPE; ... Constant Phase Element der
| I | e
CPE Zelle
— R; ... Zellwiderstand
Rum ... Mediumwiderstand

Abbildung 2.10: Ersatzschaltbild des biologischen Systems [14].

Das Constant Phase Element — CPE mit der Formel CPE=#

—a ist die Darstellung der
systemspezifischen Kapazitat. Der Systemfaktor a liegt dabei zwischen 0 und 1. Im Falle a=1 stellt
das Constant Phase Element eine ideale Kapazitat dar [14], [18]. Das Ersatzschaltbild nach [14] aus
Abbildung 2.10 bildet lediglich das Verhalten einer einzelnen Zelle im Medium ab. Da die Zellen
der Monoschicht auch Zell-Zell Kontakte ausbilden, flihren Erweiterungen zu einer Monoschicht

mit Zellkontakten untereinander zu einem sehr komplexen System.
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Die bereits angesprochene komplexe Permittivitdt stellt in biologischen Systemen einen
wesentlichen frequenzabhangigen Parameter dar. Diese frequenzabhdngige Permittivitat wird vor
allem durch die Membraneigenschaften der Zelle, durch biologische Makromolekiile und durch die
intra- und extrazellularen Komponenten bestimmt. Bereits 1957 hat H.P. Schwan dieses
Phianomen beschrieben und in die drei charakteristischen Bereiche a-, B-, y-Dispersion unterteilt
(siehe Abbildung 2.11) [19].
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der a-, B-, y-Dispersion der relative Permittivitit eines biologischen
Systems [20].

a-Dispersion (Hz-kHz)

Die Permittivitatsanderung im niederfrequenten Bereich ist vor allem auf die
Frequenzabhangigkeit der lonenkandle in und die lonenwanderung an der Zellmembran
zuriickzufiihren. Jedoch sind die physikalischen Phanomene als nicht ganzlich geklart [19], [21].

B-Dispersion (50kHz-100MHz)

Das Auftreten der B-Dispersion ist vor allem auf das Vorhandensein einer Zellmembran
zuriickzufiihren. Bei membranfreien biologischen Systemen ist diese Permittivitatsanderung nicht
vorhanden. Diese Dispersion wird durch die Zellmembrankapazitdt, den Zellradius und den
intrazellularen Widerstand bestimmt [19], [21].

y-Dispersion (100MHz — 30GHz)

Im hohen Frequenzbereich tritt vor allem die Orientierungspolarisation einzelner polare Molekiile
auf, welche dem angelegten elektrischen Feld folgen kénnen. Dies sind in zelluldrer Flussigkeit
weitestgehend Wassermolekile aber auch Proteine. Die y-Dispersion lasst Riickschliisse auf den
Wassergehalt einer biologischen Flissigkeit zu [21], [22].

15



TU

Theorie WIEN Andreas EXLER

Betrachtet man aber das Gesamtsystem bestehend aus Zellmonoschicht und Medium mit Hilfe der
ECIS, kann man gut interpretierbare Riickschlisse auf Gewebeschichten oder sogar ganze Organe
erhalten. Zu den wichtigsten Informationen zdhlen hier das Zellwachstum und deren
morphologische Verdanderungen aufgrund gednderter Zellzahl und Zelldichte, sowie
Veranderungen durch dullere Einflisse. Im Laufe einer Impedanzmessung ist meist nach kurzer
Zeit ein Impedanzanstieg, aufgrund der Anhaftung der Zellen auf der Elektrodenoberflache,
feststellbar. Jeder weitere Anstieg der Impedanz lasst sich auf die Ausbildung der Tight Junction
(siehe Abschnitt 2.3.4) zwischen den Zellen und einen dadurch begrenzten Stromfluss zwischen
den Zellen erklaren [23]. Da die ECIS meist Uber viele Stunden oder Tage verlduft, entstehen
Impedanzanderungen des Gesamtsystems, welche auf die Zelldynamik zurlckzufiihren sind.
Dieses diagnostische Tool wurde bereits zur Zellausbreitung, Zelladhasion, Proliferation,
Zellwanderung aber auch zur Zytotoxizitat durch Medikamente, elektrochemische Vorgdnge im
Gewebe und umweltbedingte physiologische Anderungen herangezogen [24].
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2.2.3. Elektrodengeometrie und Elektrodeneigenschaften

Generell konnen die Elektroden bei der Impedanzspektroskopie transepithelial als auch
basolateral ausgefiihrt sein. Bei der transepithelialen Impedanzmessung wird auf der Oberseite
und auf der Unterseite des biologischen Systems mindestens je eine Elektrode angebracht.
Demzufolge wird das gesamte biologische System analysiert. Im Falle einer lokaleren
Untersuchung, z.B. Zellen die nur auf einer Seite wachsen, werden basolaterale
Impedanzmessungen vorgezogen. Die basolaterale Impedanzmessung am Beispiel der IDES und
dessen Elektrodengeometrie soll im Folgenden untersucht werden.

2L ' ) '

99% 1

W. .
” e L |

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Geometrieabhangigkeit der elektrischen Feldverteilung [13].

Fir den Spezialfall der basolateralen IDES ist die Eindringtiefe des elektrischen Feldes in das
biologische System und damit in die Zellmonoschicht abhdngig von der verwendeten
Elektrodengeometrie. In Abbildung 2.12 erkennt man, dass sich 80% des elektrischen Feldes in

einer Tiefe von etwa % ausbreitet. Wobei L = W, + W, die Summe aus Elektrodenabstand Wi,

und Elektrodenbreite W, bedeutet [25]. Bei einer angenommenen kugelféormigen Zellgr6Be von
20um und einer Elektrodenbreite sowie einem Elektrodenabstand von je 20um wiirden 80% des
elektrischen Feldes genau in die Zellmonoschicht vordringen kénnen. Damit erfolgt der Grofteil
des Stromflusses transzelluldr und parazelluldr durch die Zellmonoschicht und das Zellmedium,
welches zur Versorgung der Zellen dient. Das Zellmedium hat dadurch keinen grofRen Einfluss auf
das Messergebnis. So ist sichergestellt, dass die Physiologie und Morphologie der Zellen und nur
im geringen Ausmal’ das verstoffwechselte Medium messungsrelevant, sind. Mit diesem Wissen
ist, um bestmogliche Ergebnisse zu erzielen, vor der Impedanzspektroskopie die
Elektrodengeometrie auf das zu beobachtende biologische System individuell abzustimmen.
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2.3. Dbiologischer Aufbau und Verhalten der Zelle

In der vorliegenden Arbeit wird fir die Impedanzspektroskopie humanes Epithelgewebe als
biologisches Untersuchungsobjekt verwendet. Um allgemeine Kenntnis tber den Aufbau und
Funktion einzelner Zellen, sowie deren Verbindung untereinander verstehen zu kénnen, soll in
diesem Abschnitt zunachst auf den biologischen Zellaufbau naher eingegangen werden. Dabei
werden die, fur die Impedanzspektroskopie, wichtigsten Bestandteile der Zelle herausgegriffen
und detailliert erklart. Im Weiteren sind die Epithelzelle und deren erweiterten Aufgaben und
Funktionen als der Zelltyp der Wahl zu verstehen. Mit dieser Anforderung werden die Epithelzelle
im Allgemeinen und der verwendete CaCo2-Zelltyp im speziellen besprochen. Der letzte
Teilabschnitt soll den Einfluss und die Auswirkungen verschiedener Zusatze auf die Epithelzelle
unterstreichen.

2.3.1. biologischer Zellaufbau

Die Zelle ist die kleinste Funktionseinheit der eukaryotischen Lebensformen und ist der
Grundbaustein dieser Organismen. In einem Organismus ist als eine der grundlegendsten
Funktionen dieser Zellen der Metabolismus untereinander zu nennen. Zu dieser groRen Gruppe an
Lebensformen zahlen auch die Sdugetiere und damit der Mensch. In Abbildung 2.13 ist eine
menschliche Zelle und deren ndherer Aufbau, im Zellverbund angedeutet, dargestellt. Zu den
wichtigsten Bestandteilen dieser Zellen zdhlen unter anderem die Zellmembran, der Zellkern
(Nucleus) und das Zytoplasma. Als Zytoplasma versteht man eine Zusammenfassung unerlassliche
Bestandteile bestehend aus den Zellorganellen, dem Zytosol (intrazellulare Fliissigkeit) und dem
Zytoskelett [26].

Zentriol

Mikrovilli

Durch Exozytose
auszuschleusendes

Sekretblaschen
Mikrotubuli

Kontaktstelle

Raues Endo- = zur Nachbarzelle
plasmatisches
Retikulum mit
Ribosomen besetzt
Glattes Endo-
Zellkern plasmatisches
Kernkérperchen Retikulum
(Nukleolus) Golai-Vesikel
Mitochondrium olgriesie
Kernporen Golgi-
Apparat

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung des Zellaufbaus einer Epithelzelle und deren Bestandteile [1].
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Die Zellorganellen erfillen innerhalb der Zelle wichtige eigenstiandige Funktionen. Wichtige
Zellorganellen sind der Golgi-Apparat, welcher Ausscheidefunktionen aufweist, und die
Mitochondrien, die als Kraftwerk der Zelle zu bezeichnen sind. Mitochondrien bilden das
Adenosintriphosphat (ATP), welches als Energietrdger fungiert und zu den notigen Bereichen
innerhalb der Zelle transportiert werden kann. Weiters zdhlen zu den Organellen das
Endoplasmatische Retikulum, die Ribosomen und die Lysosomen. Der Nucleus ist die groRte
Struktur einer Zelle und beinhaltet den Chromosomensatz, die Erbinformation.

Aus elektrischer Sicht und damit auch entscheidend fiir die Impedanzspektroskopie ist nicht der
funktionelle Ablauf der einzelnen Bestandteile im Zytoplasma. Vielmehr kann das Zytoplasma fir
elektrische Messungen vereinfacht als wassrige Salzlosung und weiter vereinfacht fiir eine grobe

Abschatzung damit als rein ohmscher Widerstand, mit einer Konduktivitdt von y = 0,5 — 10%,

angesehen werden [27], [28]. Ein weiterer wichtiger Bestandteil fir das elektrische Verstandnis
einer Zelle ist die Zellmembran und soll aus diesem Grund naher betrachtet werden.

Zellmembran

Die Zellmembran dient der Zelle als mechanischer Schutz und als Abgrenzung zwischen dem
intrazelluldaren und dem extrazellularen Raum. Dabei ist die Membran kein starres Konstrukt,
sondern besteht aus speziellen Phospholipiden und eigenstandigen Transmembranmechanismen
wie z.B. lonenkanile, welche als Proteine ausgefiihrt sind (Abbildung 2.14). Diese Komponenten
bilden ein Gerilst starker Fluiditat [21]. Die Phospholipide der Zellmembran besitzen einen
hydrophilen Kopfteil und zwei 2nm lange hydrophobe Kohlenwasserstoffketten, bezeichnet als
Schwanzteile. Durch eine doppelreihige Anordnung dieser Lipide entsteht die spezielle, etwa 8nm
dicke Zellmembran, bezeichnet als Lipiddoppelschicht [21]. Die Anordnung ist fir viele
Transportvorgange durch die Membran entscheidend. Die polaren Lipidkopfe der
Lipiddoppelschicht sind nach aulRen gerichtet und kdnnen dadurch sowohl mit der intrazelluldren
als auch mit der extrazelluldren Flissigkeit interagieren. Die nicht polaren, lipophilen Schwanzteile
sind nach innen gerichtet und bilden eine natirliche Barriere fiir hydrophile Molekiile.

Phospho-
—— lipide mit...
...hydrophoben
Schwanzen

...hydrophilen
Kopfen

Transmembran-
protein

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Lipiddoppelschicht mit spezifischen Membranproteinen [1].
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Um dennoch einen Stofftransport durch die Zellmembran gewahrleisten zu kénnen, ist diese mit
verschiedenen Transmembranproteinen ausgestattet. Spezielle Transmembranproteine sind
lonenkandle. Diese besitzen sehr vielfdltige Mechanismen, um einen selektiven Stoffaustausch
zwischen dem intra- und extrazellularen Bereich gewahrleisten zu konnen. Fir elektrische
Messungen sind vor allem die Na‘'-, K*-, CI'- und Ca*"-lonen relevant, die in unterschiedlicher
Konzentrationen beteiligt sind (siehe Tabelle 2.1). Generell existiert ein Konzentrationsunterschied
zwischen dem intrazelluldren und dem extrazelluldaren Raum. Dieser Gradient wird (ber einen
passiven, nach auBen gerichteten, Transport, der Diffusion, durch K'-Kanile herabgesetzt. Die
K*-Kanile haben des Weiteren die wichtigen Aufgaben der osmotische Regulierung des
Zellvolumens, die Regulierung des intrazellularen pH-Wertes und die Aufrechterhaltung der
Membranruhespannung Uy, [29]. Der Konzentrationangleichung der intra- und extrazelluldren
Bereich wirkt ein schwacher, nach innen gerichtete, Na*-Fluss Uiber geeignete Na'-Kanile
entgegen. Dadurch stellt sich eine experimentell ermittelte und liber die Goldmann-Gleichung
(siehe Formel (2.3)) berechenbare statische Membranruhespannung Uy = ¢@; — @, = —70mV
ein. Die Goldmann-Gleichung ist eine auf mehrere Konzentrationen erweiterte Nernst-Gleichung.
Die Nernst-Gleichung spiegelt den Potentialgradienten zwischen dem Intra- und Extrazelluldarraum
wieder [21].

Goldmann-Gleichung:
R ... Gaskonstante
U = R-T 19K [K*]. + gna - [Nat], + gc - [CLT]; 2.3) F ... Faraday-Konstante
M F Ik " [K*]i + gna - [INat]; + g - [CL17 ], ) T ... Temperatur

8k, Enas Ecl -.- Permeabilitat

[K'], [Na*], [CI] ... lonenkonzentration

Beispiele zu lonen-Konzentrationen an zelluliren Membranen in
mMol/l (M Muskel, N Motoneuron, TA Tintenfisch-Axon). Die diversen Literatur-

stellen entnommenen Werte verstehen sich als punktuelle Resultate konkreter La-
bortests. Die tatsidchlich auftretenden Konzentrationen zeigen starke Streuungen

extrazelluldre intrazellulare Konzentr. Diffus.
Konzentration Konzentration Verhiltnis richtung
M N TA M N TA far M
[Na*] 120 150 460 9 15 50 13:1 =
[K*] 2,5 5,5 10 140 150 400 1:56 =
[cn 120 125 540 4 9 50 30:1 =
[Ca?] 1 0,001 1000:1 =

Tabelle 2.1: lonen-Konzentrationen der zelluliren Membran [21]

Die konstante Membranruhespannung spiegelt jedoch nicht die tatsachlichen Transportvorgange
wieder. Um einen Konzentrationsgradienten aufrecht zu halten, ist dem passiven lonentransport
ein aktiver lonentransport, als aktive lonenpumpe bezeichnet, gegenibergestellt. Die lonenpumpe
vollfiihrt, unter Verbrauch von ATP, einen aktiven Na'/K'-spezifischen Transport entgegen der
passiven Diffusion und erzeugt ein stationares FlieRgleichgewicht [21], [26]. Neben diesem aktiv
gesteuerten Mechanismus gibt es in der Zellmembran noch zahlreiche andere passiv und aktiv
ablaufende Vorgdnge. Hierzu zdhlen unter anderem die fiir Kalte, Hitze, Menthol und Capsaicin
sensitiven Rezeptor-gesteuerten Ca’-Kanile, die volumsregulierenden Cl-Kanile und die Ca**
aktivierbaren K'-Kanile (fiir eine genauere Betrachtung der lonenkanile sei an dieser Stelle an
[21], [29] verwiesen).
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2.3.2. Die Epithelzelle

Der allgemeine Aufbau und die Funktion einer Zelle wurde bereits in Anschnitt 2.3.1 vorgestellt.
Die Epithelzelle weillt spezielle, von ihren Vorkommen und Aufbau abhdngige, Funktionen auf.
Grundsétzlich findet eine Differenzierung fiir das Oberflachenepithel, das Driisenepithel und das
Sinnesepithel statt. Das Sinnesepithel erfillt die Funktion der Reizaufnahme z.B. in Form der
Netzhaut im Auge oder als Mechanorezeptoren (Merkel-Zellen) auf der Hautoberflache verteilt.
Das Drusenepithel ermoglicht in Form der exokrinen und endokrinen Driisen eine Sekretion
flissiger Stoffgemische oder Hormone an ihre Umgebung. Dabei kann das Drisenepithel zum
einen lokal im Darmbereich oder als ganzes epitheliales Organ beispielsweise als SchweilRdriise,
Bauchspeicheldriise (Pankreas) oder Schilddriise ausgebildet sein.

Die dritte Art des Epithels, das Oberflachenepithels, ist der in diese Arbeit verwendete Epitheltyp
und bedarf daher eingehender Betrachtung. Da das Oberflaichenepithel als eine grolle
Ansammlung einzelner verbundener Epithelzellen vorkommt, spricht man in diesem
Zusammenhang von Epithelgewebe. Abhadngig von der Geometrie der einzelnen Zelle und deren
Anordnung wird das Epithelgewebe in eigene Formen unterteilt (siehe Abbildung 2.15). Das
Oberflachenepithel kleidet sowohl innen als auch aulen alle Organe des menschlichen Korpers
aus. Damit bietet z.B. die Haut, als groRtes Organ, eine Schutzfunktion gegen dulRere Einfllisse, wie
UV-Strahlung oder mechanische Beanspruchung. Im Bereich des Verdauungstraktes, speziell im
Dinndarm (Intestinum tenue), erfillt das Oberflaichenepithel vor allem eine resorbierende
Funktion der Nahrstoffe aus der aufgenommenen Nahrung.

o Lungenbléschen, Mehrschichtiges Umschlagfalten
E:nschlch'cllghesI M Brust-, Bauchfell, hochprismatisches der Konj?.mktiva,
Plattenepithe Endothel Epithel (selten)

Nasenvorhof

Einschichtiges
isoprismatisches
Epithel

#\ Harnblase,
Harnleiter,
Nierenbecken

Drisenausfih- Mehrschichtiges
rungsgange Ubergangsepithel
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Epithel, links blase, Darmkanal; Mehrschichtiges Speiseréhre,
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AuBere Haut
Abbildung 2.15: Schematische Darstellung der vorhandenen Epithelformen und deren Vorkommen [1].
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Das Oberflachenepithel des Dinndarms hat die Form eines einschichtigen hochprismatischen
Epithels. Die einzelnen Zellen stehen dabei in engen Kontakt und verfiigen daher nur iber wenig
Interzellularsubstanz. Fir die resorbierende Funktion des Oberflachenepithels stellen neben den
Zellen selbst, die Kontakte zwischen den Zellen, welche einen flaichenhaften Zellverbund bilden,
einen wichtigen Transportweg dar. Diese Zell-Zell-Kontakte beinhalten unter anderem Tight
Junctions, Adherens Junctions und Desmosome und werden in Abschnitt 2.3.4 ndher beschrieben
[1], [30]. Um die resorbierbare Oberfliche des Diinndarms zu vergrofRern befinden sich
Ausstillpungen, so genannte Zotten, auf der Diinndarminnenseite (Abbildung 2.16). Die Zotten
sind zusatzlich mit einer Vielzahl an stabchenartigen Zytoplasmafortsatzen, den Mikrovillis, welche
eine zuséatzliche OberflachenvergréoBerung bieten, versehen (Abbildung 2.17).

Kerckring-Falten

Diinndarmzotten

Krypten
(Lieberkiihn-Krypten)

Schleimhaut-
bindegewebe

Schleimhaut-
muskelschicht

Submucosa
Ringmuskelschicht
Langsmuskelschicht
Bauchfelliiberzug

Abbildung 2.16: Schematische Darstellung der VergréBerung der Abbildung 2.17: (a) Zotten des Duodenum;
Resorptionsflache des Diinndarms [11] (b) Mikrovilli des Duodenum
[12]

2.3.3. Human Colon Adenocarcinoma - CaCo2

Im Zuge dieser Arbeit werden fiir die Langzeitmessungen enterozytische Dickdarmkrebszellen vom
Typ CaCo2 verwendet. Diese Zelllinie wurde aus einem menschlichen Adenokarzinom gewonnen.
Durch ihre Eigenschaft der spontanen enterozytischen Differentiation weisen sie alle
Eigenschaften artverwandter Diinndarmzellen auf. Da die Enterozyten des Diinndarms essentielle
Bedeutung fir die Nahrstoffaufnahme besitzen, kann diese Zellkultur fir viele Studien im Bereich
der mechanischen Belastung, Versorgung und Arzneimittelaufnahme dienen. Diese Zelllinie bildet
in-vitro an den Zell-Zellkontakten sehr gut ausgepragte Tight Junctions. Durch diese Tight Junctions
entsteht eine Permeabilitatscharakteristik, die der in-vivo vorkommenden Charakteristik der
Intestinal Mukosa (Darmschleimhaut) sehr gut angendhert ist [31], [32], [33].

Die Vergleichbarkeit von CaCo2-Zelllinien in unterschiedlichen Labors ist schwierig. Abhdngig von
dem vorhanden Selektionsdruck, Passagennummer, Kulturzeit, extrazelluldren Versorgung und
dem Zellkulturmedium kann sich die Permeabilitat und das Wachstumsverhalten betrachtlich
unterscheiden [4].
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2.3.4. Kommunikation und Kontaktierung von Zellverbanden

Wie bereits in den vorangegangen Abschnitten angedeutet, sind einzelne Zellen zu einem
Zellverbund Uber verschiedene Zellkontakte miteinander verbunden. Die einzelnen Zellkontakte,
dazu zdhlen Tight Junctions, Adherens Junctions, Desmosome, erfillen unterschiedliche
Funktionen und sollen in diesem Abschnitt besprochen werden (Abbildung 2.16).

Das Epithelgewebe des Diinndarms erfiillt die wichtige Aufgabe der Nahrstoffresorption. Diese
Resorption kann im Wesentlichen lber den passiven oder aktiven transzellularen Weg Uber die
Zelle oder durch den parazellularen Weg zwischen den einzelnen Zellen entstehen. Der passive
transzellulare Weg ist, bedingt durch die Lipiddoppelschicht der Zellmembran, nur fir lipophile
Molekiile geeignet. Der parazellulare Transport kann nur selektiv fiir hydrophile Molekiile genutzt
werden [4], [33]. Diese Unterteilung stellt eine wichtige Separationsfunktion des Korpers fir, Gber
die Nahrung aufgenommene toxisch Substanzen dar [30]. Diese Eigenschaft stellt jedoch fir die
Pharmaindustrie eine zum Teil uniiberwindbare Barriere dar. Viele therapeutisch oral verabreichte
Arzneimittel sind von hydrophiler Natur und kénnen vorallem die Tight Junctions der Zellkontakte
nicht iberwinden. Damit ergibt sich die Moglichkeit der intravendsen Verabreichung des Stoffes
oder die Umwandlung des hydrophilen Stoffes in ein lipophiles Arzneimittel. Eine sehr elegante
Alternative ist das kontrollierte und reversible erweitern der Zellkontakte (z.B. Tight Junction) Gber
so genannte Permeation Enhancers (siehe Abschnitt 2.3.5) [33].
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Abbildung 2.16: Schematische Darstellung der Tight Junction und der
Adherens Junction eines Epithelgewebes [19].
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Im Folgenden sollen die zwei wesentlichen Typen von Zellkontakten genauer betrachtet werden,
die Tight Junction und die Adherens Junction.

a) Tight Junction (zonula occludens)

Die Tight Junction bei einem Plattenepithel erstellt eine verschlieBende Verbindung an der apikal
zugewandten Membranseite zwischen den einzelnen Zellen. Aufgrund der ionenundurchlassigen
Zellkontakte ist der hochohmige Zellkontakt auch die primare Barriere fir den Transport
hydrophiler Stoffe. Die Eigenschaften der lonenundurchldssigkeit und die damit verbundenen
hochohmigen Zellkontakte werden von den Transmembranproteinen Occludin, Claudin 1,
Claudin 2 und JAM (junction adhesion molecules) erfiillt [30], [34]. Des Weiteren liegt eine
elektrische Polaritat zwischen der apikalen Seite und der basolateralen Seite der Zelle durch die
kontinuierliche Tight Junction-Verbindung des gesamten Zellverbundes vor [35].

Damit die gréRenabhingige und ladungssensitive Eigenschaft der Tight Junction fir den
parazellularen Transport beeinflusst werden kann, kdnnen Permeation Enhancer (siehe Abschnitt
2.3.5) eingesetzt werden.

b) Adherens Junction

Die Adherens Junction stellt die primare, mehrfach ausgeflihrte, mechanische Verbindung
zwischen den einzelnen Zellen dar. Je nach Typ behindern sie im Vergleich zu der Tight Junction
den parazellularen Transport einzelner Molekiile deutlich weniger bis gar nicht. Das wichtigste
Transmembranprotein ist fir diese Verbindung das E-Cadherin. Die Lokalisation beschrankt sich
auf die basolateralen Seite. Fir die Impedanzspektroskopie spielt dieser Zell-Zellkontakt eine
untergeordnete Rolle, da vorallem die Tight Junction eine Molekilbarriere darstellt und damit die
Impedanz wesentlich starker beeinflusst [19], [34], [36].

2.3.5. Permeation Enhancer

Um den parazellularen Transportweg fiir oral verabreichte hydrophile Arzneimittel beeinflussen
zu kénnen, werden so genannte Permeation Enhancer eingesetzt. Permeation Enhancer wirken
vorallem auf die Tight Junctions eines Zellverbundes z.B. im gastrointestinalen Trakt. Dabei
werden eine Vielzahl in ihrer Wirkung unterschiedliche Permeation Enhancer eingesetzt. Hierzu
zahlen unter anderem die proteolytischen Enzyme, high-molecular-mass Polymere und Thiomere.
Da die proteolytischen Enzyme zum Teil bereits gut erforscht sind, wurde fir die vorliegende
Arbeit der Permeation Enhancer Bromelain ausgewdhlt. Weitere bekannte Enzyme aus dieser
Gruppe sind Trypsin und Papain [37], [38]. Durch Einwirkung dieser proteolytischen Enzyme, auf
eine Zellschicht, kommt es zu einer Auflésung der interzellularen Verbindungen [39]. Bei richtiger
Konzentration und Einwirkzeit werden die Zell-Zellkontakte gelockert und verlieren dadurch die
Barriereeigenschaft fiir hydrophile Molekiile. Somit kann ein parazellularer Transport stattfinden.
Dieser Vorgang ist unter geeigneten Bedingungen ein reversibler Prozess. Das bedeutet durch ein
anschlieBendes Fernbleiben des auf die Zellkontakte wirkenden Permeation Enhancers kénnen
sich die Tight Junctions wieder regenerieren. Bei zu hoher Konzentration oder zu langer Einwirkzeit
wird jedoch die Zellschicht nachhaltig geschadigt.
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2.4. Mikrofluidik

In diesem Abschnitt soll die Mikrofluidik als Gesamtsystem und Miniaturisierungstool vorgestellt
werden. Dabei wird die grundsatzliche Idee, deren Vor- und Nachteile und die physikalischen
Gegebenheiten zur Sprache gebracht. In Folge werden einige Anwendungen kurz vorgestellt, um
schlussendlich der zellbiologischen Analyse die groRte Aufmerksamkeit zu schenken. Im letzten
Teil dieses Abschnittes ist dem Werkstoff Polydimethylsiloxan (PDMS) als besonders interessantes
Material fiir die Mikrofluidik ein eigener Bereich gewidmet.

2.4.1. Der mikrofluidische Grundgedanke

Die urspriingliche Idee der Mikrofluidik ist in der analytischen Chemie und der Mikrobiologie zu
suchen. In diesen Bereichen erfolgen Analysen mit zum Teil sehr geringen Probenvolumina und
Reagenzien. Dadurch stellt die Nachweisgrenze fiir herkdmmliche Analysemethoden eine
deterministische Barriere dar. Zu den ersten mikrofluidischen Anwendungen sind aufgrund des
geringen Probenvolumens die Gasphasenchromatographie (GPC), high-pressure liquid
chromatography (HPLC) und die Kapillarelektrophorese (CE) zu nennen [40]. Hierflr werden als
Anforderungen an das mikrofluidisches System die richtige Einbringung der Reagenzien und
Proben, meist in flissiger Form, und die Weiterleitung, Durchmischung und Separation der
Flussigkeiten gestellt [40]. In der heutigen Zeit hat sich die Mikrofluidik zu einem interdisziplindren
Forschungsgebiet der Biochemie, Physik, Elektrotechnik und Mikro-, Nanoelektronik
weiterentwickelt. Die Anwendungsgebiete lassen sich dabei grob in die Bereiche molekularer
Analyse, Molekular- und Zellbiologie und Mikroelektronik unterteilen [41]. Im Zuge dieser
Entwicklungen haben sich die beiden Begriffe ,lab-on-a-chip” (LOC) und , micro-total-analysis-
system” (UTAS) als Synonym fiir eine mikrofluidisches Analysesystem herauskristallisiert [42], [43].
Dabei ist eine vollstandige Analyse auf einen ,,Chip“ ohne weitere Verfahren oder Arbeitsschritte
vorgesehen. Aus diesen groben Richtlinien haben sich weitere Anforderungen ergeben. Das
System soll demzufolge tragbar und einfach in ihrer Anwendung konstruiert sein, sowie hohe
Sensitivitat, Spezifitdit und kurze Reaktionszeiten aufweisen. Weitere, fiir kommerzielle
Anwendungen, wichtige Voraussetzungen sind geringe Kosten flir eine Analyse, hohe
Zuverlassigkeit und der Wegfall von teuren und schwer einsetzbaren Laboreinrichtungen [44],
[45]. Fir spezielle Anwendungen der medizinischen Diagnostik ergeben sich zusatzliche
Anforderungen, welche die geringe Kontamination in Form von wegwerfbaren Produkten und so
genannte ,point-of-care” (POC) Anwendungen, also eine schnelle Diagnose am Patienten,
betreffen [46].

Der groRRe Vorteil der Mikrofluidik ist, durch die Miniaturisierung aller Komponenten gegeben. Die
Miniaturisierung hat aber nicht nur GroéBenvorteile gegeniber herkdmmlichen Labor- und
klinischen Einrichtungen, sondern auch Vorteile aufgrund der geringen Reagenzien und
Probenmengen, die notwendig sind. Des Weiteren ist durch das geringe Volumen ein schneller
Warmetransport, Massentransport und eine hohe Parallelisierung moglich [44], [47].
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2.4.2. Physik der Mikrofluidik

Die physikalischen Gesetzmaligkeiten der makroskopischen Welt behalten auch in
mikroskopischen Systemen ihre Giiltigkeit. Jedoch sind die Effekte der Strémung, Diffusion,
Strémungswiderstand, Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis und die Oberflaichenspannung in diesen
beiden Welten unterschiedlich stark ausgepragt.

Stromung

Die Art der Stromung einer Fllssigkeit lasst sich anhand ihres Flussprofils ablesen. Grundsatzlich
unterscheidet man zwischen dem turbulenten und dem laminaren Fluss. Der turbulente Fluss und
damit die Mischung verschiedener Flissigkeiten, welcher vorwiegend in makroskopischen
GroRenordnungen vorkommt, ist chaotisch und zeitlich sowie rdumlich nicht vorhersagbar. Der
laminare Fluss beschreibt ein inhomogenes Flussprofil, bei dem sich verschiedene
Flussigkeitsschichten in z.B. einem Mikrokanal nicht mischen. Dieser laminare Fluss ist ein
Hauptmerkmal der meisten Mikrofluidiksysteme und wird durch die so genannte Reynoldszahl
(siehe Formel (2.4)) beschrieben.

p ... Dichte
prv:Dy v ... charakteristische Geschwindigkeit
Re = —— (2.4) S
u M ... Viskositat

Dy, ... hydraulischer Durchmesser

Die Reynoldszahl ist eine dimensionslose GroRe und gibt an ob das Flissigkeitsprofil turbulent
oder laminar ist. Bei einer Reynoldszahl kleiner als 2300 handelt es sich um einen laminaren Fluss.
Dies ist oftmals aufgrund des geringen hydraulischen Durchmessers der meisten mikrofluidischen
Anwendungen gegeben [48], [49].

Diffusion

Aufgrund des laminaren Flusses ist die Diffusion eine passive ablaufende Eigenschaft eines
mikrofluidischen Systems, um Flissigkeiten zu durchmischen. Daneben kann die Diffusion durch
mikrofluidisch konstruierte Mixer schneller ablaufen, als in einfachen Mikrofluidikkanalen. Dabei
ist die Diffusion ein zeit- als auch langenabhangiger Vorgang. Das bedeutet zum einen, dass der
laminare Fluss als Separationsinstrument benutzt werden kann. Zum anderen ist es jedoch sehr
schwierig Flussigkeit ausschlieBlich Gber Diffusionseigenschaften zu mischen [47].

Oberflache-zu-Volumen-Verhiltnis

Das ,,surface area to volume ratio” (SAV) ist das Verhaltnis zwischen der Kanaloberflaiche und dem
Volumen im Kanal. Im Vergleich zu makroskopischen GréBenordnungen vergréBert sich das SAV
um den Faktor 500-1000 und in extremen Fallen sogar mehr als 10000. Dies kann einerseits sehr
vorteilhaft bei einer on-chip Chromatographie oder bei sehr schnellen Aufheizraten ausgenitzt
werden. Andererseits kdnnen so Analyten leicht an der Oberflache adsorbiert werden [48].
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2.4.3. Mikrofluidische Anwendungen

Durch die Miniaturisierung ist es moglich geworden, ein fiir in-vitro Experimente mikrofluidisches
Gesamtsystem bestehend aus der Probeneinbringung, Probenaufbereitung und Datenanalyse zu
entwickeln.

Die Probeneinbringung erfolgt zu meist in fllissiger Form. Bei der weit verbreiteten PDMS-
basierenden Mikrofluidik erfolgt die Probeneinbringung und Probenweiterleitung oftmals
druckgesteuert in Form von externen mechanischen Spritzen- oder Peristaltikpumpen. Die
Weiterleitung mittels Druck wird auch fiir die hydrodynamische Fokussierung verwendet, bei dem
ein orthogonal zum Analysestrom stehender zweiter Fliissigkeitsstrom diesen in seiner Breite
begrenzt und damit fokussiert. Dies wird z.B. bei der Durchflusszytometrie verwendet, um aus
einem breiten Suspensionsstrom einen ,single-cell-Strom” zu erzeugen, welcher anschlieRend
sortiert und analysiert werden kann [44].

Wenn die fliissige Probe eine ionische Lésung ist, dann kann der elektroosmotische Fluss (EOF)
durch anlegen einer Gleichspannung an einen Mikrokanal als Weiterleitung verwendet werden.
Ein groRer Vorteil ist das entstehende rechteckige Strémungsprofil beim EOF, welches fiir eine
sehr hohe raumliche Auflésung sorgt. Damit ergeben sich sehr genau Separationsmaoglichkeiten flr
z.B. eine DNA-Analyse in einem Mikrofluidiksystem [40].

Des Weiteren kénnen auch ganze Systeme basierend auf der Zentrifugalkraft aufgebaut sein. Hier
wird Uber die Kanalgeometrie die Oberflaichenbehandlung und die Zentrifugalkraft die gesamte
Flussigkeitsverteilung gesteuert. Diese Systeme sind meist in Form einer Compact-Disc (CD)
aufgebaut. Die Steuerung erfolgt ausschlieRlich (ber den globalen Parameter der
Rotationsgeschwindigkeit. Mittels so gesteuerter Systeme kann auf einfache Weise eine hohe
Parallelisierung von z.B. Immunoassays erzeugt werden [41].

Mikrofluidische Anwendungen findet man in vielen verschiedenen Forschungsgebieten. Dazu
zdhlen unter anderem die Pharmazie fiir DNA-Analysen und Immunoassays, Tissue Engineering flr
Organsimulationen, Zell- und Neurobiologie fiir cell-based Assays und die chemische Synthese. Die
Zellbiologie in Verbindung mit PDMS-Mikrofluidiksystemen stellt ein breites Anwendungsgebiet
dar und soll daher ndher beschrieben werden. Ein Beispiel ist die Miniaturisierung der Zellkultur,
um eine hohe Kontrolle auf die Mikro-Umgebung, schnelle Optimierungen und eine geringe
Zellzahl erreichen zu kénnen. Mit einer geringen Zellzahl kdnnen auch einfache magnetische,
optische, mechanische und elektrische Manipulationen direkt an der Zellkultur oder an einzelnen
Zellen durchgefiihrt werden. Hierzu zdhlen mitunter das magnetische und mechanische Sortieren
von Zellen aufgrund der Zellbeweglichkeit, ZellgroBe und Deformierbarkeit. Aber auch das
dielektrophoretische Cell-Trapping ist hier zu erwahnen, um anschliefend die gefangenen
Einzelzellen elektrisch selektiv untersuchen zu kénnen. Eine weitere wichtige Anwendung ist die
Zelllyse, bei der die Zelle durch eine thermische, mechanische chemische oder elektrische
Beschadigung der Zellmembran in ihre Einzelteile aufgeldst wird. Hiermit kann z. B. eine simulierte
Apoptose durchgefiihrt und analysiert werden. Die Zelllyse dient aber auch dazu, um Zugang zu
bestimmten Proteinen oder der DNA zu erhalten [40], [42], [46], [50].

Somit kann abschlieRend die Mikrofluidik als Tool fiir die Zellbiologie zur Untersuchung des
Wachstums, Selektion und Separation, Zelllyse und physiologische Parameter herangezogen
werden.
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2.4.4. Polydimethylsiloxan — PDMS

Polydimethylsiloxan, kurz PDMS, gehort zur Gruppe der Silikonpolymere. Es besitzt die chemische
Summenformel (H;C);SiO[Si(CH3),0],Si(CHs); und hat damit eine flexible Si-O Hauptkette aus
wiederkehrenden -Si(CHs),-O-Einheiten. Die Anzahl der sich wiederholenden Einheiten bestimmt
das Molekulargewicht und auch die Viskosititdt des PDMS [51], [52]. PDMS ist ein reversibel
deformierbares  Silikonpolymer mit vielen hervorragenden Eigenschaften wie der
Biokompatibilitat, nicht vorhandenen Toxizitdt und optischen Transparenz. Es kann sich an glatte,
nicht planare sehr feine Strukturen anpassen und hartet schon bei niedrigen Temperaturen aus
[52]. Damit kommt PDMS in den unterschiedlichsten Bereichen der Medizin aber auch in der
Chemie und Technik fir z.B. Immunoassays, Cell-based Assays, Mikrofluidik und der
Zellkultivierung, wie in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz. Jedoch muss das hydrophobe
Verhalten beachtet und gegebenenfalls durch zusatzliche Oberflachenbehandlung beseitigt
werden.

PDMS wird vielfaltig, bedingt durch sein chemisch inertes Verhalten, in medizinischen Bereichen
der Versorgung in Form von Kathetern, Drainageschlduche und zur Isolation flir Herzschrittmacher
eingesetzt. Aber es kommt auch in der plastischen Chirurgie als Ohr- und Nasenimplantat zu
Einsatz [53]. Dies hat zur Folge, dass auch aus PDMS hergestellte technische Gerate, wie z.B. drug
delivery systems ohne groRere Komplikationen in-vivo implantierbar sind [52]. Fir technische
Anwendungen sind weiters die Eigenschaften der thermischen Stabilitdit und optischen
Transparenz bis zu einen Wellenlangenbreich von A=300nm von entscheidender Bedeutung [53].
Die thermische Langzeitstabilitdt in einem Temperaturbereich von 9=-45°C — 200°C ist fir viele
Herstellungs- und Verfahrensschritte, sei es Sterilisationsverfahren oder Oberflaichenbehandlung,
unumganglich [53], [54]. Die optische Transparenz kann bei ,Lab on a Chip“ (LOC),
»Microelektromechanical Systems” (MEMS) und Mikrofluidiksystemen als sekundéares Hilfsmittel
zur optischen Begutachtung und Diagnose dienen [51].

In den meisten Anwendungsfillen hat PDMS den unerwiinschten Effekt, dass es fir Gase
Permeabilitdat zeigt. Das heift Gase wie z.B. Luft, welche in einem Mikrofluidiksystem
eingeschleust wurden, kénnen langsam aus dem System entweichen. Im Gegenzug konnen
unerwiinschte Gase in ein System eindringen, Gasblasen bilden und hier negativen Einfluss auf
Konzentrationen oder Messergebnisse bewirken [55].

Neben den vielen Einsatzmoglichkeiten konnte die Mikrofluidik durch den Einsatz von PDMS
revolutioniert werden. PDMS ist als Werkstoff leicht strukturierbar, kostengiinstig in der
Anschaffung und ist somit fiir die Massenproduktion geeignet. Einen groRen Nachteil fir
Mikrofluidik-Anwendungen stellt hier jedoch die hohe Hydrophobitat dar [51], [55]. In der
Mikrofluidik werden kleine Strukturen im submikrometer-Bereich hergestellt, welche als Kanile,
Pumpen, Ventile, Mixer, etc. dienen [56]. Durch die starke Hydrophobitit konnen wassrige
Losungen die PDMS-Oberflache nicht benetzten und Mikrofluidiksysteme werden in ihrer
Funktionalitat stark eingeschrankt. Diese Eigenschaft bedarf in vielen Fallen einer nachtraglichen
Oberflachenbehandlung. Am haufigsten kommt die Behandlung mit Sauerstoffplasma zum Einsatz.
Dadurch entstehen an der PDMS-Oberflache polare Gruppen, so genannte Silanole, welche an der
behandelten Oberflache eine reversible Hydrophilitdt erzeugen. Diese Hydrophilitdt kann nur
aufrechterhalten werden, indem nach der Sauerstoffplasmabehandlung die PDMS-Oberflache
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schnellst moglich mit einer polaren Losung z.B. einer wassrigen NaCl-Loésung benetzt wird. Die
Benetzung muss bis zur Verwendung beibehalten werden [52].

In weiten Bereichen der Mikrofluidik aber auch z.B. bei ,Lab on Chip‘s” muss fiir die Fertigstellung
eines Systems, PDMS mit anderen Materialen in Kontakt gebracht werden. Dieser Kontakt kann
aus einer reversiblen Verbindung oder einer irreversiblen Verbindung bestehen. Bei einer
reversiblen Verbindung wird aufgrund von van-der-Waals-Kraften eine wasserdichte Verbindung
hergestellt, indem das PDMS-System beispielsweise auf ein Glassubstrat aufgesetzt wird. Damit
die Verbindung auch in Mikrofluidiksystemen dicht bleibt, darf kein gréBerer Druck als p=34,5kPa
auf das System einwirken. Eine irreversiblen Verbindung hingegen halt Druck p=206,8-344,7kPa
stand [52]. Eine solche irreversible Verbindung kann durch ein Sauerstoffplasma erzeugt werden.
Dabei entstehen, wie bereits erwdahnt, an der PDMS-Oberfliche aber z.B. auch an einer
Glasoberflache Hydroxygruppen, welche in Kontakt mit weiteren Hydroxygruppen unter Abgabe
von H,0 eine irreversible Si-O-Si-Verbindung herstellen [52]. Indem diese Verbindung bei 150°C fir
2h ausgeheizt wird, kann die Verbindung zusatzlich verstarkt werden [55].

Neben einer irreversiblen Verbindung zwischen PDMS und Glas gibt es noch eine Fiille von
anderen mit PDMS verbindbaren Materialen, wie PDMS selbst, Silizium, Siliziumoxid, Siliziumnitrid,
Polyethylene und Polystyrene [52]. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieRlich irreversible
Verbindungen Uber ein Sauerstoffplasma zwischen PDMS und Glas bzw. zwischen PDMS und
PDMS hergestellt.

Des Weiteren kann die Oberflache von PDMS silanisiert werden, um eine chemische Funktionalitat
zu erzeugen. Bei der PDMS-Verarbeitung kdnnen Nanomaterialien z.B. Carbon-Nanotubes oder
Nanopartikeln zum Einsatz kommen, welche die thermische und elektrische Leitfahigkeit bzw. die
mechanische Festigkeit verdndern. Mit diesen Veranderungen lassen sich innovative aktive
p-Ventile, Heizelemente, Sortierer, Pumpen, elektrochemische Sensoren und Drucksensoren
herstellen [55].

Die Herstellung von PDMS erfolgt aus einem flissigen Prepolymer und einem fllssigen Vernetzer.
Diese beiden Komponenten kdnnen in unterschiedlichen Gewichtsverhaltnissen z.B. 5:1, 10:1, 20:1
gemischt werden. Dadurch kann die Flexibilitat gezielt beeinflusst werden. In der vorliegenden
Arbeit, wurde ausschlieflich das Standardverhaltnis 10:1 gewahlt [54]. Das reproduzierbare
Herstellen von Strukturen im submikrometer-Bereich kann Gber verschiedene Verfahren erfolgen.
Ein Verfahren, welches hier zum Einsatz kommt ist das so genannte Gussverfahren [51]. Dabei wird
im Vorfeld ein PDMS-Master aus Silizium mittels eines photolithographischen Verfahres aus einem
nicht nachbelichteten SU-8 Photolack hergestellt (siehe Abschnitt 3.2.2.1). Das angemischte und
anfanglich noch flissige PDMS wird Uber diese Gussform gegossen und bei 150°C fiir 10min
gebacken [54]. Beim Aushéarten von PDMS schrumpft dieses um etwa 3% [57]. Dieses Verhalten ist
beim Design des PDMS-Masters zu beriicksichtigen.

Weitere Herstellungsverfahren sind das Extrudieren, Beschichten und die Soft-Lithography. Die
Soft-Lithography wie z.B. micro-contact printing, replica molding, micro-transfer molding oder
micro-molding ist ein Uberbegriff fiir verschiedene Verfahren mit einem wichtigen Zusammenhang
[53]. Dieser Zusammenhang ist ein, im Vorhinein erzeugter, Master aus PDMS. Dieser Master kann
wiederum Uber einen Siliziummaster erzeugt werden, jedoch ist darauf zu achten ob eine negative
oder eine positiv Form ben6étigt wird.
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3. Experimentelle und analytische
Entwicklung

In Abbildung 3.1 ist der experimentelle und analytische Aufbau der vorliegenden Arbeit graphisch
dargestellt. Die Abbildung deckt auch den inhaltlichen Teil dieses Kapitels ab. Zusatzlich wird vor
dem Abschnitt 3.4 Gber Zellkultivierung in Abschnitt 3.3 mit dem Titel — ,,Das Biolabor” ein kurzer
Einblick Gber die wichtigsten Geratschaften und Materialen gegeben.
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3.1. Multi Electrode Array (MEA) — Chip

Im folgenden Abschnitt wird ausgehend von Reinigungs- und Aufbereitungsprozeduren, tber das
Kerngebiet der Prozessierung bis hin zu den verschiedene Zellkulturaufsatzen, zur MEA-Chip-
Herstellung, detailliert auf alle einzelnen Fertigungsschritte eingegangen. Der MEA-Chip ist das
wichtigste Verbindungselement zwischen der biologischen Probe, den Zellen und der
messtechnischen Ebene, bestehend aus Impedanzspektrometer und Ansteuerung. Daher muss
diesem Teilgebiet und den prozesstechnologischen Herausforderungen besondere
Aufmerksamkeit zu Teil werden.

3.1.1. Reinigung und Aufbereitung

Zu Beginn der MEA-Chip-Herstellung ist es besonders wichtig das Borosilicatglas-Substrat
BOROFLOAT® 33, bezogen von pgo (www.pgo-online.com), mit groRter Gewissheit zu reinigen.
Wenn Unreinheiten zu Beginn der Fertigung nicht entfernt werden, kann dies vor allem bei sehr

kleinen Strukturen negativen Einfluss auf die Funktionsfahigkeit des MEA-Chips haben.

Die Reinigung erfolgt Gber ein Aceton- und Isopropanolultraschallbad. Damit moglichst schnell alle
Losungsmittelrickstdnde entfernt werden, wird das Glassubstrat mittels Stickstoff getrocknet.
Dieser Vorgang wird optisch kontrolliert und bis zu einer ausreichenden Oberflaichenqualitat
mehrfach durchzufihren.

Nach der Reinigung wird das Substrat von letzten Losungsmittelriickstanden befreit, in dem es auf
einer Heizplatte bei 100°C fiir 5min ausgeheizt wird.

3.1.2. Chromschicht

Bevor der eigentliche Strukturierungsprozess beginnen kann, wird auf das gereinigte Glassubstrat
eine Chromschicht aufgebracht. Die Chromschicht wird mit der Sputteranlage von Ardenne LS 320
aufgebracht. Mit den verwendeten Parametern (siehe Tabelle 3.2) ergibt sich eine Schichtdicke
von 30nm (siehe Abbildung 3.5-a). Die Chromschicht verbessert die Adhéasion des in weiterer Folge
aufgebrachten Photolacks [5], [58]. Die verbesserte Haftung ist vorallem fiir sehr feine Strukturen,
wie dem IDES-8-Elektrodenpaardesign (siehe Abbildung 3.3) entscheidend.
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3.1.3. IDES-Strukturierung

Die Strukturierung der Interdigitated Electrodes (IDES) erfolgt Gber einen photolithographischen
Prozess. Zunachst wird der Image Reversal Photoresist AZ 5214E [8], auf das mit Chrom
beschichtete Glassubstrat, bei 4000rpm/35s aufgesponnen. Im anschlieRenden Pre Bake wird der
Lack, um enthaltene Losungsmittel zu entfernen (siehe Abbildung 3.5-b), auf der Heizplatte bei
100°C/60s getrocknet. Mit diesen Parametern ergibt sich eine Lackdicke von 1,4um, welche die
nachfolgenden Parameter festlegt.

Die Strukturierung erfolgt nun lber die in Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3 zu sehende, im Laufe
dieser Arbeit selbst hergestellte, Chrom-Maske. Zunachst wird das Glassubstrat, bezogen auf die
duBeren Ecken der Maske, ausgerichtet. Diese Ausrichtung ist flr eine spéatere richtige
Kontaktierung der Elektroden, durch das MEArack (siehe Abbildung 3.13), entscheidend. Nach der
Ausrichtung muss der Lack fur 4s belichtet und, da es sich um eine Hellfeldmaske handelt, einem
anschlieRenden Image Reversal Bake bei 120°C/60s unterzogen werden. Die belichteten Bereiche
werden durch den Image Reversal Bake vernetzt und damit unloslich. Vor der abschlieBenden
Entwicklung erfolgt eine Flutbelichtung des Lacks fiir 25s Uber die gesamte Flache des MEA-Chips.
Hiermit sind nun die belichteten Bereiche 16slich und kdnnen mit dem Entwickler AZ 726MIF fir
60s entwickelt werden (siehe Abbildung 3.5-c).

In jedem Fall muss, bevor weitere Prozessschritte erfolgen, eine optische Kontrolle der
strukturierten Bereiche durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.2: Schematische Draufsicht des IDES-4 Elektrodenpaardesigns: (a) Gesamtdraufsicht, (b) Detailansicht
eines IDES-Elektrodenpaares [59].
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Abbildung 3.3: Schematische Draufsicht des selbst entwickelten IDES-8 Elektrodenpaardesigns: (a) Gesamtdraufsicht,
(b) Detailansicht eines IDES-Elektrodenpaares.

In der Tabelle 3.1 sind Uberblicksweise alle vorgestellten Prozessschritte und die einzelnen

Beispielwerte aufgelistet, die zu einem optimalen Ergebnis bei der MEA-Chip Herstellung fihren.

Prozessschritte

Komponenten/Werte

1. Reinigung Aceton, Isopropanol

2. Photolack z.B.: AZ 5214E, SU-8 3050
3. Photolack aufspinnen z.B.: 4000rpm/35s

4. Pre Bake z.B.: 100°C/60s

5. Exposure z.B.: 4s

6. Image Reversal Bake (optional) | z.B.: 120°C/60s

7. Flutbelichtung (optional) z.B.: 25s

8. Development z.B.: AZ726MIF

9. Hard Bake (optional) z.B.: 150°C/30min

Tabelle 3.1: Prozessschritte fiir die MEA-Chip Herstellung

33



TU

Experimentelle und analytische Entwicklung GARE Andreas EXLER

3.1.4. IDES-Herstellung

Unmittelbar vor dem Auftragen der Elektrodenschicht wird die, durch den photolithographischen
Entwicklungsschritt, freigewordene Chromschicht entfernt (siehe Abbildung 3.5-d). Dies geschieht
nasschemisch in einem Chrométzbad fiir 30s mit der Chromatze Etch 18 (Firma microresist
technology GmbH [60]).

Fir eine biologische Probe miissen alle verwendeten Materialien biokompatibel sein. Aus diesem
Grund stellte sich das Elektrodenmaterial Gold als ideal heraus. Als Edelmetall hat Gold
hervorragende biokompatible Eigenschaften unter anderem: sehr gute Zelladhasion [61] und ist
biologisch inert [62].

Der Prozess fiir die Herstellung der Kontaktierungsfelder, Zuleitungen und der eigentlichen
Elektroden (siehe Tabelle 3.2) erfolgt Uber die Sputteranlage von Ardenne LS 320. Dieses
Hochvakuumsystem wird eingesetzt, um mit Hilfe von Edelgasionen z.B. Ar’, ein gewiinschtes
Zielmaterial aus einem Target herauszuschlagen. Das Zielmaterial lagert sich in Form einer sehr
dinnen Schicht am Substrat an [5]. Dabei kommt zundchst eine diinne 30nm-Schicht Titan als
Haftvermittler zwischen Glassubstrat und Gold zum Einsatz [6] (siehe Abbildung 3.5-e). Die
eigentliche 100nm-Goldschicht wird nun auf das bereits aufgebrachte Titan aufgesputtert (siehe
Abbildung 3.5-f).

Titan Gold Chrom
Basisdruck | 2x10°mbar | 2x10°mbar | 2x10°mbar
Arbeitsdruck | 8x10>mbar | 8x10>mbar | 8x10>mbar

RF-Leistung 75W 50W 100W

Zeit 2x30s 3x60s 30s
Tabelle 3.2: Prozessparameter fiir von Ardenne LS 320

Der Prozess des Sputterns erzeugt eine, auf der gesamten Substratoberflache, anisotrope Schicht.
Demzufolge ist diesem PVD-Verfahren ein Lift-off-Prozess anzuschliefen, damit jene nicht
relevanten, mit Lack beschichteten, Bereiche entfernt werden kénnen. Dazu wird das beschichtete
Glassubstrat fiir 60min in ein Acetonbad gelegt. Das Aceton |6st unterhalb des Titans (siehe
Abbildung 3.5-g) den vorhandenen Lack und damit auch Titan und Gold von dem Glassubstrat ab.
Auf dem Borosilicat-Glassubstrat bleiben nur die zuvor wegentwickelten Bereiche wie
Kontaktierungsfelder, Zuleitungen und IDES-Elektroden zurlick (siehe Abbildung 3.14).

Fir die Funktionalitat des Endprodukts, MEA-Chip, ist es wiederum von entscheidender Bedeutung
den Lift-off-Prozess, durch eine optische Kontrolle, zu tGberwachen. Hier kénnen, durch nicht
vollstindig weggeloste Lack/Goldbereiche, Kurzschlisse der Elektroden und damit ein
Elektrodenausfall entstehen.
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3.1.5. Die Definierung der IDES-Elektrodenflache

Damit die Bereiche der Elektrodenanschliisse und der Zuleitungen keinen Einfluss auf die
Impedanzmessung nehmen kénnen, werden die Elektrodenflachen lber eine Siliziumnitrid-(SisNg4)-
Schicht definiert. Vor der SisNs-Abscheidung, muss wiederum die, durch den Lift-off-Prozess,
hervorgekommene Chromschicht nasschemisch, in dem bereits erwdahnten Chromatzbad, geatzt
werden (siehe Abbildung 3.5-h).

Nun erfolgt der Prozess der plasma-unterstiitzen chemischen Gasphasenabscheidung, kurz PECVD.
Hier wird Uber zwei Vorlaufergase, in diesem Fall Silan-SiH, und Ammoniak-NH;, ein Plasma
geziindet. Durch dieses Plasma und eine auf 300°C geheizten Substratoberflaiche entsteht eine
chemische Reaktion an der Oberflache, wobei sich die Si3;N,-Schicht abscheidet [5]. Mit den
Parametern aus Tabelle 3.3 entsteht eine homogene, auf der gesamten Substratoberflache
verteilte, Schichtdicke von 432nm (siehe Abbildung 3.5-i). Das Verfahren der PECVD verdeckt
dementsprechend auch alle IDES-Elektroden und Kontaktierungsfelder. Diese Bereiche missen in
einem weiteren Fertigungsschritt, dem reaktiven lonenatzen — RIE, wiederum freigelegt werden.
Wie in Abbildung 3.5-j ersichtlich ist, sollen nur jene Bereiche der Elektroden und
Kontaktierungsfelder frei von der SisN4-Schicht sein. Zum einen missen die Elektronen
kontaktierbar sein und zum anderen sollen die CaCo2-Zellen auf den freien Gold-IDES wachsen
kénnen. Aus diesem Grund hat vor dem reaktiven lonenatzen ein zweiter lithographischer Prozess
zu erfolgen. Im Unterschied zu dem in Kapitel 3.1.3 beschriebenen Prozess wird hier um keine
Uberhdangenden Kanten zu erhalten eine Dunkelfeldmaske verwendet. Damit werden die
Arbeitschritte Image Reversal Bake mit anschlieRender Flutbelichtung nicht benétigt. Gute
Ergebnisse erzielt man, wenn die Belichtungszeit auf 5,2s erhéht wird.

SisN, set pressure | 50mtorr
Arbeitsdruck 1torr strike pressure | 40mtorr
RF-Leistung | 12W RF-Leistung | S50W
Zeit 30min ICP-Leistung | 100W
Temperatur | 300°C Zeit | 10min
Temperatur 30°C
Silan-SiH, | 700sccm
Ammoniak- SFg | 20sccm
NH; | 18sccm Ar | 10sccm

Tabelle 3.3: Prozessparameter fiir Oxford

Plasma 80 Plus

Tabelle 3.4: Prozessparameter fiir Oxford

Plasmalab System 100
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Nachdem die zweite Lackschicht strukturiert wurde, ist der MEA-Chip fir das reaktive lonenatzen
vorbereitet (Abbildung 3.5-k). Bei der RIE-Prozessierung kombiniert man sowohl einen
mechanischen Materialabtrag durch Argonionen Ar® und eine chemische Reaktion durch das
Reaktionsgas Schwefelhexafluorid SFg [6]. Mit Hilfe der Lackstrukturierung werden nur jene SizN,-
Bereiche selektiv gedtzt welche frei geworden sind. Nachdem die IDES-Elektroden und
Kontaktierungsfelder wieder frei liegen (Parameter siehe Tabelle 3.4) muss die zweite strukturierte
Lackschicht in einem Acetonbad entfernt werden (Abbildung 3.5-1).

Der groRe Vorteil der Flachendefinierung der IDES-Elektroden Uber eine Siliziumnitridschicht ist die
Festlegung der Messflache (siehe Abbildung 3.4). CaCo2-Zellen auf dem IDES-Elektrodepaar
werden in die Impedanzmessung miteinbezogen, jene Zellen auf der Siliziumnitridschicht nehmen
keinen Einfluss auf das Messergebnis. Des Weiteren kdnnen die Zuleitung zu den Elektroden mit
der Isolationsschicht ausgeblendet werden. Dies tragt zu einem homogenen elektrischen Feld tGber
dem Elektrodenpaar bei.
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Abbildung 3.4: Schematische Draufsicht der Elektrodenpaare mit definierter Elektrodenflache und Zell-Reservoir.
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a: Chromschicht sputtern g: Lift-off

b: Photolack aufspinnen h: Chrom atzen

c: Photolack belichten und entwickeln i+ Siliziumnitridschicht

d: Chromschicht atzen j: Photolack aufspinnen, belichten
und entwickeln

e: Titan sputtern k: Siliziumnitrid mittels RIE atzen

f: Gold sputtern I: Photolack entfernen

Abbildung 3.5: Schematische Ansicht der Prozessierungsschritte fiir den MEA-Chip.

Glassubstrat

Chrom

Photolack

Titan

Gold

Siliziumnitrid
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3.2. Zellkultursysteme

3.2.1. Offenes Zellkultursystem

Das Zellkultursystem dient zum einen um die Zellen in einem bestimmten Bereich auf dem MEA-
Chip zu positionieren und zum anderen um die Zellen mit Ndhrmedium zu versorgen. Im
vorliegenden Kapitel wird hierfiir ein einfacher Losungsansatz, die offene Zellkultur, vorgestellt.
Die Herangehensweisen basieren auf dem in Abschnitt 2.4.4 vorgestellten Material
Polydimethylsiloxan - PDMS.

Dieses in der Handhabung einfache System ist dhnlich einer Mikrotiterplatte. Hierflr wird, wie in
Abbildung 3.6 ersichtlich ist, aus einem gegossenen PDMS-Block ein Loch mit 8mm Durchmesser
ausgestanzt. Hierflir wird ein Biopsy Punch, einem aus der medizinischen Diagnostik entlehntem
Instrument, verwendet. Diese ausgestanzten Bereiche dienen als Reservoirs fiir die Zellkulturen.
Als nachsten Schritt missen die vier ausgestanzten Reservoirs (siehe Abbildung 3.4) (iber den
Elektrodenpaaren ausgerichtet werden. Im Falle des IDES-4-Elektrodenpaardesigns kann dies
optisch erfolgen. Dabei wird die Zellkulturkammer handisch aufgesetzt und mittels eines
Mikroskops, auf korrekt sitzende Position, kontrolliert. Fir das IDES-8-Elektrodenpaardesign
wurde die Elektrodenflache moglichst groR dimensioniert, um einen flachenhaften Zellverbund
messen zu kdnnen. Hierbei entsteht die Herausforderung der exakten Ausrichtung der Reservoirs
Uber den Elektrodenpaaren. Da dies handisch nur schwer zu erreichen war, besteht die
Moglichkeit den Mask-Aligner Karl Suss MJB 3 als Ausrichtungstool zu nutzen. Hierzu wird der
MEA-Chip als ,,Maske” verwendet und die Zell-Reservoirs bezogen auf die Elektrodenpaare
ausgerichtet und in Kontakt gebracht.
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Abbildung 3.6: offenes Zellkultursystem mit einem Biopsy Punch.

Schlussendlich ist noch dafiir Sorge zu tragen, dass der MEA-Chip und die Zell-Reservoirs eine, fiir
ein benoétigtes Zellmedium, dichte Verbindung eingehen. Dies geschieht mit dem Prozess des
Plasmaveraschens. Dazu werden der MEA-Chip und das Zellkultursystem, zusammen als Zellsensor
bezeichnet, fir 35s bei 75W im Plasmaverascher TePla 100-E belassen. Dabei entsteht mit Hilfe
eines O,-Plasmas eine irreversible Verbindung von Si-O-Si-Gruppen zwischen PDMS und dem MEA-
Chip [52], [55] (siehe Abbildung 3.7-f). AnschlieRend wird der Zellsensor, um eine gute Verbindung
zwischen MEA-Chip und Zellkultursystem zu erreichen, bei 85°C fir 10min auf der Heizplatte
aufgeheizt. Der Prozess des Plasmaveraschens ist fiir die Elektroden auf dem Glassubstrat kritisch,
da bei zu hoher Leistung oder zu langer Zeit die Elektroden bzw. Zuleitungen beschadigt werden
konnen [59].
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3.2.2. Geschlossenes Zellkultursystem

Bei einem geschlossenen  Zellkultursystem wurden in der vorliegenden Arbeit
Herstellungstechniken der Mikrofluidik verwendet. Wie bereits in Abschnitt 2.4 ausfihrlich
beschrieben kénnen mit Hilfe der Mikrofluidik eine Vielzahl unterschiedlicher fluidische System
mit Kanalen, Reservoirs, Pumpen, Ventile und Mixer entwickelt werden [56]. Fiir das vorliegende
geschlossene System werden vorallem verschiedene Kandle und Reservoirs sowie fluidische
Verteiler, Zu- und Ableitungen benétigt. Hierfir wird das Verfahren der Soft Lithographie
eingesetzt.

3.2.2.1. Der photolithographische PDMS-Master

Ein PDMS-Master ist eine gewiinschte Gussform, bei der das Mikrofluidiksystem in positiver Form
vorliegt. Wie in Abbildung 3.7-d ersichtlich, wird Uber diesen Master das, im Verhaltnis 10:1,
angerihrte PDMS gegossen und bei 140°C fiir 10min aufgeheizt. Nachdem das ausgehartete PDMS
vom Master entfernt wurde, liegt das Mikrofluidiksystem in endgtltiger Form vor.

Eine Moglichkeit einen PDMS-Master zu erstellen, liegt in der photolithographischen
Prozessierung. Hierfiir wird auf einem gereinigten Siliziumwafer, welcher als Substrat dient, der
Photolack SU-8-3050 (Firma MicroChem Corp.) aufgesinnt (siehe Abbildung 3.7-a). Bei den
Produkten der SU-8-Lacke handelt es sich um hochviskose, negative Lacke. Durch die Viskositat
erreicht man hohe Schichtdicken zwischen 4-120um [7]. Bei den verwendeten Spinparametern
von 1000rpm fiir 30s ergibt sich eine gemessene Schichtdicke von 100um. Nach dem aufspinnen
des Lacks wird dieser bei 95°C fiir 45min einem Soft Bake unterzogen. Dieser Backschritt ist
erforderlich um Lésungsmittel zu verdampfen und den Lack damit zu trocknen. Die Belichtung
erfolgt wiederum mit dem Mask Aligner Karl Suss MJB 3 fiir 25s Uber eine Dunkelfeldmaske. Um
letzte Losungsmittelriickstande zu entfernen folgt nach der Belichtung ein Post Exposure Bake bei
95°C fiir 5min. Damit ist der Lack flr die Entwicklung mit dem Entwickler mr-DEV 600 vorbereitet.
Der Prozessschritt der Entwicklung muss fiir ein gutes Ergebnis kontrolliert werden (siehe
Abbildung 3.7-b). Zunachst wird der Lack fir 15min entwickelt und im direkten Anschluss mit
Isopropanol gespilt [7]. Die Spulungen dienen dazu, um Lackriickstainde zu entfernen. Die
zurlickgebliebenen Lackriickstande missen durch mehrmaliges Wiederholen von wechselnder
Entwicklung fir 30s und Isopropanol-Spiilung entfernt werden. Abschlieend ist eine optische
Kontrolle notwendig um sicherzustellen, dass samtliche Rickstande, welche sich als weiBliche
Schlieren abzeichnen, entfernt wurden.

Der Lack dient mit der entwickelten Strukturierung als fertige Gussform. In vielen Fallen ist die
Lackstrukturierung nur ein Zwischenschritt fiir einen anschlieBenden Prozessschritt wie z.B.
Sputtern, reaktives lonenéatzen, etc. und wird wieder entfernt. Deshalb muss hier, um den Lack
zusatzlich zu harten, nach der Entwicklung ein Hard Bake bei 150°C fir 30min angeschlossen
werden. Vor einer weiteren Verwendung des PDMS-Masters wird eine Ruhephase von einer
Stunde eingehalten.
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Wie bereits erwahnt wird Gber dem Master angeriihrtes PDMS gegossen und anschliefend
ausgehartet (siehe Abbildung 3.7-d). In einem nachfolgenden Schritt muss das ausgehartete PDMS
vom Master abgel6st werden. Um diesen Vorgang zu erleichtern wird die Gussform, wie in
Abbildung 3.7-c zu sehen ist, silanisiert [56], [63]. Dazu wird der Master mit Aceton und
Isopropanol gereinigt und anschlieBend mit 40ul Trichlormethysilan fir 10min in eine
Vakuumkammer gelegt. Durch die Kondensation von Silanolen an der Substratoberflache entsteht
eine Antihaftschicht, welche zu einem besseren Ablésen des Mikrofluidiksystems von dem PDMS-
Master fiihrt (siehe Abbildung 3.7-e).

. Siliziumsubstrat
. Glassubstrat

a: Photolack aufspinnen d: PDMS gieBen und harten .

2P

Photolack

Trichlormethylsilan

PDMS

b: Photolack belichten und entwickeln

c: PDMS-Master silanisieren f: PDMS auf Glassubstrat plasmaverascht

Abbildung 3.7: Schematische Ansicht der Prozessierungsschritte fiir den PDMS-Master.
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Liquid-Multiplexer

Fir die Zellversorgung und getrennt steuerbare Zugabe von Zusatzen, wie z.B. Bromelain als
Permeation Enhancer, kommt bei dem geschlossenen Zellkultursystem die Spritzenpumpe KDS
Legato 110 (Firma kdsscientific - www.kdsscientific.com) zum Einsatz. Die Verwendung und

Ansteuerung der softwaregesteuerten Prazisionpumpe wird in Abschnitt 3.6 ndher beschrieben.
Diese Spritzenpumpe kann mit einer Spritze betrieben werden. Das Design des Zellsensors sieht
jedoch vier Reservoirs vor, deshalb wurde wie in Abbildung 3.8-a ersichtlich ist, ein 4inl-Liquid-
Multiplexer entwickelt. Dieser Multiplexer kann FlUssigkeiten, bei einem gemessenen
Volumenstrom V = 1m“—iln— 1%, prazise auf die einzelnen Outputkanale verteilen. Damit der
Multiplexer einwandfrei funktioniert muss dieser plasmaverascht werden. Das dient zum einen
dazu, um eine irreversible Verbindung zwischen einer Substratoberflache z.B. einem Objekttrager
und dem hydrophoben PDMS herzustellen. Zum anderen soll das, an sich hydrophobe, PDMS
durch das O,-Plasma hydrophil werden [56], [64]. Die nun hydrophilen Mikrofluidikkandle, mit
einer Breite von 1000um, missen nach dem plasmaveraschen innerhalb weniger Minuten mit
Flussigkeit z.B. PBS oder Zellmedium gefillt werden. Die Hydrophilitdt wiirde ansonsten wieder
verloren gehen und ein konstanter, gleichmaRiger Fluss ware damit nicht mehr moglich. Wie in
Abbildung 3.10 ersichtlich ist, fihrt eine Zuleitung von der Spritzenpumpe zum Inlet des
Multiplexers. Dieser verteilt dann prazise und gleichméaRig den Flussigkeitsstrom zu je einem der

vier Outlets. Die Outlets dienen nun als Eingdnge flr das Zellkultursystem.

Abbildung 3.8: PDMS-Master: (a) Liquid-Multiplexer; (b) Zellkultursystem

Nach dem GielRen, Aushdrten und Zurechtschneiden des Liquid-Multiplexers miissen noch die
Zugange fur Zu- und Ableitungen gestanzt werden. Dies geschieht &dhnlich dem bereits
beschriebenen Vorgang des Stanzens mit dem Biopsy Punch. Hier wird jedoch eine praparierte
Kaniile verwendet [65]. Dazu wird eine Kaniile mit Lanzettenschliff und 2mm Durchmesser plan
abgesetzt und dhnlich dem Biopsy Punch schrdg angeschliffen (siehe Abbildung 3.9-b). Dadurch
entsteht ein Stanzdurchmesser von 1,5mm. Mit solchen modifizierten Kantlen kénnen sehr diinne
Zugange mit weniger als 1mm Durchmesser gestanzt werden. Die Variabilitdit des
Stanzdurchmessers ist mit der Vielzahl an erhaltlichen Kaniilendurchmessern sehr breit gefachert
und kann damit an die jeweils verwendeten Zuleitungen angepasst werden. In diesem Fall werden
Tygon Microbore Tubing, bezogen liber das Microfluidic Innovation Center elveflow [66],
verwendet. Diese Zuleitungen sind fir jedes 23G-Zubehor geeignet und haben einen
AuRendurchmesser von 1,5mm. Da der Stanzdurchmesser die gleiche GroRe wie der
AulRendurchmesser der Zuleitungen hat, konnen diese ohne zusatzliche Verklebung in die
ausgestanzten Bereiche gesteckt werden. Dabei ergeben sich ausgetestete dichte und reversible
Verbindungen bei dem oben genannten Volumenstrombereich.
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Zellkultursystem

Das Zellkultursystem verfligt, wie auch die offene Zellkultur aus Abschnitt 3.2.1 Gber ein Reservoir,
je Zellkultur, welches mit Zellmedium gefullt wird. Fir diese Anforderungen wurde ein weiterer
PDMS-Master designt (Abbildung 3.8-b). Das Design verflgt Uber ein Reservoir mit 8mm
Durchmesser und je einem 1000um breiten Zuleitungskanal. Um nun eine Zu- und Ableitung
herstellen zu kénnen, stellte sich aus Platzgriinden auf dem Zellsensor in Verbindung mit dem
MEArack, ein Zellkultursystem bestehend aus zwei PDMS-Schichten, als ideal heraus. Hierbei ist
jedoch darauf zu achten, dass die PDMS-Schichten zusammen eine Gesamthdhe von 13mm,
bedingt durch das MEArack, nicht Uberschreiten. Der Grundgedanke war es, ein moglichst
einfaches System zu entwickeln. Daher kann das Zellkultursystem, mit demselben PDMS-Master,
sowohl aus einem als auch aus zwei Schichten bestehen.

Ein Mikrofluidiksystem bestehend aus mehreren Schichten und kann auf verschiedene Art und
Weise miteinander verbunden werden. Bei allen Moglichkeiten ist darauf zu achten, dass beim
PDMS-GieRen die Oberflache glatt wird. Wenn die Gusswanne, gefaltet aus Aluminiumfolie, zu
knapp bemessen ist, entsteht auf Grund der Grenzflaichenspannung zwischen PDMS und
Aluminiumwand ein konkaver Meniskus [67]. Damit kann nicht mehr sichergestellt werden, dass
verschiedene PDMS-SChichten dicht aneinander liegen. Hier schafft eine etwas gréRer bemessene
Gusswanne, in Verbindung mit dem anschlieRenden wegschneiden des Randes, Abhilfe.

Abbildung 3.9: Schematische Ansicht: (a) Mikrofluidiksystem mit Zellmedium und Flussrichtung; (b) geschliffene
Kaniile

Eine einfache Moglichkeit, zwei oder mehrere PDMS-Schichten miteinander zu verbinden, kann
Uber den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Prozess des Plasmaveraschens erfolgen. Des Weiteren
kénnen auch zwei bereits gegossene und ausgehdrtete PDMS-Schichten mit fllissigem PDMS
verklebt werden. Dazu wird, wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben, flissiges PDMS angeriihrt und in
eine Spritze blasenfrei aufgezogen. Das flissige PDMS wird nun mittels des Spinners auf ein MEA-
Chip-Glassubstrat, welches als Trager dient, aufgesponnen. Als geeignete Spin-Parameter stellten
sich 2ml PDMS bei 2000rpm fiir 100s und im Anschluss bei 6000rpm fiir 300s heraus. Danach wird
die wenige um Dicke PDMS-Schicht flir 15min ruhen gelassen. In der Zwischenzeit kann das PDMS-
Mikrofluidiksystem plasmaverascht werden, um die Hydrophilitait der Mikrofluidikkanale
herzustellen. Nun kann die diinne und noch fliissige PDMS-Schicht, dhnlich einer Stempelmethode,
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durch auflegen und vorsichtiges andriicken der Klebeflache auf das Mikrofluidiksystem transferiert
werden. Als letzten Schritt muss der flissige PDMS-Kleber zwischen den ausgeharteten PDMS-
Schichten bei 90°C fiir 15min gehartet werden [68]. Die Verklebung ist in jedem Fall, sei es
zwischen PDMS und PDMS oder zwischen PDMS und Glas, starker als die Verbindung durch das
Plasmaveraschen [69].

Bei dem 2-Schicht-Zellkultursystem wird zweimal das Mikrofluidiksystem aus Abbildung 3.8-b
gegossen und um 90° gegeneinander verdreht und danach verklebt. Dabei werden in die erste
Schicht Bereiche fiir die Reservoirs und Bereiche fiir die Zuleitungen gestanzt. Die zweite, obere
Schicht dient zum einen um das Zellkultursystem zu verschlieRen und zum anderen miissen Zu-
und Ableitungen ausgestanzt werden. Wie in Abbildung 3.9-a und Abbildung 3.10 zu sehen ist,
wird das Zellmedium in jedes einzelne Reservoir separat hineingepumpt und in der
Zwischenschicht durch die Ableitungen wieder abgepumpt. Das abgepumpte Medium gelangt
schlussendlich in einen Abfallbehilter.

Abbildung 3.10: Foto eines mit Tinte gefiillten Mikrofluidiksystems.
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3.2.2.2.  Der gedruckte PDMS-Master

Eine sehr interessante Alternative zur herkémmlichen Herstellung des PDMS-Masters mittels
Photolithographie, ist die Verwendung eines 3D-Druckers. Es sind sehr viele verschiedene Modelle
mit unterschiedlichen Verfahren verfiigbar, welche alle dem Rapid-Prototyping Grundgedanken
unterliegen. Die grundlegenden Anforderungen waren es, eine einfache, sehr schnelle und
preisglinstige alternative zur Photolithographie zu finden. Des Weiteren soll der PDMS-Master
mittels einer Software z.B. AutoCAD am PC erstellt und ohne weiteren Zwischenschritt dem
Drucker Gbermittelt werden kénnen. Der Drucker selbst liefert schlussendlich den einsatzbereiten
Master.

Aus diesem Grund wurden zwei ganzlich unterschiedliche Verfahren in Betracht gezogen. Ein
Verfahren ist das so genannte Pulverdruckverfahren, bei dem ein Bindemittel ein aufgebrachtes
Pulver verklebt. Dadurch kann das Modell Schicht fiir Schicht, auch in verschiedenen Farben,
gefertigt werden [70]. Fir diesen Versuch wurde der Drucker Spectrum Z510 der Firma
ZCorporation (http://www.zcorp.com/de/home.aspx) in begutachtet. Dieses Modell wird von der

Firma schnellmodell.at (http://www.schnellmodell.at/index.html) betrieben und hat laut

Herstellerangaben eine Auflosung von 600x450dpi bei einer Schichtdicke von 89um [71]. Diese
Angaben scheinen zunachst die gestellten Anforderungen an das Mikrofluidiksystem von einigen
100um Kanalbreite und 100-200um Kanalhdhe zu erfillen. Das Pulverdruckverfahren liefert im
Bereich Architektur und Landschaftsgestaltung sehr gute topographische Resultate, jedoch ist das
Ergebnis sehr sprode, feine Strukturen kdnnen leicht brechen und eine Nachbearbeitung des
Modell kann erforderlich sein [70]. Damit sind eine Reproduzierbarkeit und eine
Mehrfachverwendung des Masters nicht mehr gegeben.

Das zweite Verfahren, dass so genannte Fused Deposition Molding kurz FDM, verwendet im
Gegensatz zu den zwei Komponenten (Bindemittel, Pulver) des Pulverdruckverfahren nur
aufgeschmolzenen Kunststoff als Material [70]. Dieses Verfahren wurde von der Firma Stratasys
(http://www.stratasys.com/) entwickelt und heizt einen Kunststoffdraht z.B. aus ABS — Acrylnitril-

Butadien-Styrol oder Polycarbonat auf, bis dieser zadhflissig wird [70]. Eine in xy-Richtung
bewegliche Diise tragt den zahflissigen Kunststoff auf eine, in z-Richtung bewegliche, Tragerplatte
auf. Der Kunststoff hartet auf der Tragerplatte aus und kann nach Fertigstellung des Modells sofort
verwendet werden. Ein grofRer Vorteil dieses Verfahrens ist, die Moglichkeit (iberhdngende
Konstruktion zu realisieren. Dazu wird vollkommen automatisch eine Stiitzkonstruktion wahrend
des Drucks mitentwickelt, welche im Nachhinein riickstandsfrei entfernt werden kann. Fur diesen
Versuch  wurde das 3D-Druckermodell Dimension 768 der Firma Dimension
(http://www.dimensionprinting.com/default.aspx) verwendet, welches im Vienna Fab Lab -

happylab (http://www.happylab.at/) beniitzt werden kann. Dieser Drucker bietet eine

Schichtdicke von 254um, welche sich als noch praktikabel herausstellte [72]. Die
Herstellungsdauer eines PDMS-Masters kann sehr kurz gehalten werden und eignet sich damit
hervorragend, um schnell verschiedene Prototypen drucken und testen zu kénnen.
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3.3. Das Biolabor

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Einblick in die Arbeitsweisen und vorallem eine Erklarung der
bendtigten Geratschaften erfolgen, um ein Biolabor fiir Zellkulturen erfolgreich fiihren zu kénnen.
In Abschnitt 3.4 werden in spaterer Folge die Arbeitsweisen und damit die Routinearbeiten fiir die
CaCo2-Zellkultivierung naher beschrieben.

Bei jeglicher Kultivierung von Organismen z.B. Pilze, Bakterien oder Zellen, flir wissenschaftliche
Experimente ist die sterile, gewissenhafte und genaue Handhabung im Umgang mit dem
jeweiligen Prdparat unumgédnglich. Jede kleine Unachtsamkeit kann das eigene Experiment
unbrauchbar machen und somit die Wiederholung des Versuchs zur Folge haben. Im schlimmsten
Fall kann es ein neues Ansetzen der Zellkultur notwendig machen.

3.3.1. Inkubator

Zunachst muss man fir die zu kultivierenden Zellen in-vitro ideale Lebensbedingungen schaffen,
welche diese auch in-vivo vorfinden wirden. Bei den CaCo2-Zellen handelt es sich um
Saugerzellkulturen, deshalb sind die Parameter Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Nahrstoffzufuhr und
pH-Wert von entscheidender Bedeutung [73]. Die Temperatur (37°C) und Luftfeuchtigkeit (95%)
werden Uber einen Inkubator Binder CO2 Brutschrank CB 150 geregelt. Des Weiteren verfiigt der
Inkubator Uber eine CO,-Versorgung (5%) und einen CO,-Sensor, um den pH-Wert des
verwendeten Nahrmediums im neutralen Bereich zu stabilisieren [74].

3.3.2. Mikrobiologische Sicherheitswerkbank

Der wichtigste Grundsatz eines erfolgreichen und kontaminationsfreien Biolabors, ist der
moglichst sterile Arbeitsablauf samtlicher Arbeitsschritte. Hierzu zahlt neben dem Autoklav (siehe
Kapitel 3.3.3) als wichtigste Geratschaft eine mikrobiologische Sicherheitswerkbank — LaminarFlow
der Klasse Il. Diese Sicherheitswerkbank besitzt einen zirkulierenden, mit HEPA-Filter gefilterten,
Luftstrom welcher einen teilweisen Schutz des Experimentators und einen Schutz der Zellkultur
gewidhrleistet [74]. Der Benutzer einer Sicherheitswerkbank hat vor der Arbeit seine mit
Handschuhen geschiitzten Hande mit 70%-Ethanol zu sterilisieren. Dies geschieht Uber eine
Sprihflasche und dem anschlieRenden verreiben des Ethanols. Mit diesen Vorkehrungen wird ein
steriles Arbeiten innerhalb der Sicherheitswerkbank gewahrleistet. Neben dem gefilterten
Luftstrom und der Wischsterilisation der Handschuhe mit Ethanol wird zusatzlich vor und nach
dem Arbeiten in der Sicherheitswerkbank eine UV-Lampe eingesetzt. Diese UV-Lampe zerstort die
DNA von Mikroorganismen und dient damit als zusatzliches Sterilisierungsinstrument [75].
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3.3.3. Autoklav

Der Autoklav, Modell Systec VX-40 der Firma Systec GmbH, ist ein weiteres unumgangliches Gerat
fiir ein Biolabor [76]. Diese Komponente wird in zwei unterschiedlichen Arbeitsbereichen
eingesetzt. Dabei werden die zu autoklavierenden Bestandteile, unter hohem Druck (200kPa) und
bei groRer Hitze (121°C oder 134°C) autoklaviert. Zum einen wird diese Arbeitsmethode
verwendet, um unsterile Bestandteile wie Gefidlle, Aufbewahrungsbehilter, Pipettenspitzen aber
auch der fur die Impedanzmessung gefertigte Zellsensor moglichst von allen Kontaminationen zu
befreien. Zum anderen fallen bei der Zellkultivierung viele Verbrauchsmaterialien wie
verbrauchtes Medium, Pipetten, Pipettenspitzen, Gefalle, etc. an. Dieser Abfall muss bevor er
entsorgt wird, bei 200kPa und 134°C autoklaviert werden. Die zu autoklavierenden Komponenten
werden in einen autoklavierbaren Kunststoffbeutel gegeben und mit einem hitzebestandigen
Autoklavierband gut verschlossen. So verpackt kénnen autoklavierte Verbrauchsmaterialien
entsorgt werden. Die Verbrauchsmaterialien, welche vor der Verwendung zu autoklavieren sind,
mussen steril gehalten werden. Dazu ist der verschlossene Beutel mit Ethanol zu sterilisieren und
in die Sicherheitswerkbank zu geben. Erst innerhalb der Werkbank kann der Kunststoffbeutel
sicher gedffnet und die sterilen Gegenstdnde z.B. Pipettenspitzen herausgenommen und in
wiederverwendbare Glaser verschlossen werden.

3.3.4. weitere Komponenten des Zelllabors

Neben den bereits beschriebenen Komponenten werden zusatzlich ein Wasserbad, Zentrifuge,
Inversionsmikroskop, Kiihlschrank, Eisschrank und Kryobehalter benétigt.

Wasserbad

Das Wasserbad dient dazu gekiihlte Reagenzien wie Zellmedium, Trypsin oder PBS auf 37°C zu
erwdrmen um diese fiir weitere Arbeitsschritte verwenden zu kénnen. Alle Flissigkeiten welche
mit Zelllinien wie den CaCo2-Zellen in Kontakt kommen missen auf 37°C erwdarmt werden, damit
moglichst in-vivo-Bedingungen simuliert werden. Des Weiteren kommt das Wasserbad zum
Einsatz, wenn gefrorene Komponenten z.B. Serum, Trypsin, L-Glutamin aber auch neue Zelllinien
aufgetaut werden mussen [73].

Zentrifuge

Eine Zentrifuge wird in einem Biolabor fiir die Zellkultivierung bendtigt, um Zellen aus einer
Zellsuspension zu sedimentieren. Dies ist bei einer Zellpassage notwendig. Dabei werden die im
Medium verteilten Zellen in einem Zentrifugenréhrchen bei hoher Zentrifugalkraft
(4000rpm/3,5min) vom Medium getrennt. Dadurch kann verbrauchtes Medium und Trypsin von
den Zellen getrennt werden [74].
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Inversionsmikroskop

Ein Inversionsmikroskop ist ein Durchlichtmikroskop, bei dem das Objektiv und die Lichtquelle
unterhalb des Praparats platziert sind. Dadurch erreicht man hohe Arbeitsabstande um z.B.
Culture Flasks zwischen Objektiv und Okular stellen zu kénnen. Es wird eingesetzt, um Vitalitat,
Morphologie, Zellwachstum und Konfluenz der Zellschicht optisch beobachten zu kénnen. Durch
die direkte Beobachtung in der Kulturflasche ergibt sich der groBe Vorteil, dass Zellen nicht auf
einen Objekttrager prapariert werden mussen [73].

Kiihischrank, Eisschrank und Kryobehalter

Kihl- und Eisschrank werden benutzt um alle flissigen und teilweise auch festen Komponenten,
fir die Zellversorgung und Praparation, zu lagern. Der Kryobehilter wird fir die zeitlich
unbegrenzte Zelllinienkonservierung benétigt. Dies geschieht in einem mit flissigem Stickstoff,
also bei -196°C gekihlten, gefiillten und verschlossenen Kryobehalter. In diesem Behalter kdnnen,
bei ausreichender Uberwachung des Fliissigkeitsstandes, die tiefgefrorenen Zellen unbegrenzt
gelagert werden [73].

3.3.5. Zubehor und Verbrauchsmaterialien

Es gibt eine Fiille von sehr unterschiedlichen Verbrauchsmaterialien, dazu zahlen unter anderem
Glasgefalle, Zentrifugenréhrchen und Kryoréhrchen in verschiedenen GroRen fir die
verschiedensten Flissigkeitsmengen. Zur Zellkultivierung selbst werden bereits sterile
Zellkulturflaschen, Modell VWR-Collection 734-2313 (75cm” Kulturfliche) der Firma VWR,
eingesetzt. Als sehr einfach in der Handhabung haben sich jene Zellkulturflaschen
herauskristallisiert, welche einen mit einen hydrophoben Filter (PorengréRRe = 0,22um) beliftetet
Verschluss aufweisen. Hiermit ist ein CO,-Austausch zwischen Umgebung und Zellmedium méglich
ohne, dass Pilzsporen, Bakterien und Viren eindringen kénnen [73].

Des Weiteren erweisen sich Pipetten mit unterschiedlichem Fassungsvolumen z.B. 10ul, 100pl,
1000ul mit den entsprechenden Pipettenspitzen fiir sehr kleine Volumina als hervorragendes
Instrument. Eine Akkupette, eine elektrisch betriebene Pipette, ist ebenfalls ein sehr hilfreiches
Tool um gréBere Mengen Flissigkeit z.B. Zellmedium beim Medienwechsel austauschen zu
kénnen.
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3.4. Zellkultivierung auf dem MEA-Chip

Nachdem der MEA-Chip und das entsprechende Zellkultursystem gefertigt und zu einem
Zellsensor zusammengesetzt wurden, sind im nachsten Schritt die CaCo2-Zellen auszusden. Als
eigenstandiger Arbeitsbereich miissen parallel die Zellen kultiviert werden. Hierflir werden die
CaCo2-Zellen sowohl im Pharmaziezentrum der Universitdit Wien als auch am Institut fir
Festkorperelektronik der Technischen Universitdt Wien kultiviert und Impedanzmessungen
durchgefiihrt. Um auf die Arbeitsweisen und, die sich dabei ergebenden, Problemstellung naher
einzugehen, werden in diesem Kapitel die Arbeitsablaufe am Institut fiir Festkérperelektronik,
welche fir eine erfolgreiche Zellkultivierung notig sind, besprochen.

3.4.1. Zellmedien

Die Nahrstoffzufuhr der Zellen erfolgt durch ein spezielles Zellkulturmedium. Am Institut fur
Festkorperelektronik ~ wird das Eagle’s MEM  Minimalmedium (Sigma Aldrich -
http://www.sigmaaldrich.com) verwendet. Diesem Medium ist zunachst ein Volumenanteil von

20% fetales Kalberserum (FBS-fetal bovine serum) zuzusetzen, welches Wachstumfaktoren,
Nahrstoffe und Vitamine flur die CaCo2-Zelllinie zur Verfligung stellt. Des Weiteren wird zum
Schutz gegen eine bakterielle Zellwandsynthese und gegen eine bakterielle Proteinbiosynthese
eine Kombination aus Penicillin und Streptomycin, mit einem Volumenanteil von 1% dem Medium
zugesetzt [73]. Bei der Herstellung dieser Komponenten zu einem Nahrmedium, sind alle
Bestandteile auf 37°C zu erwdrmen und zusammenzufiigen. Damit alle Inhaltsstoffe moglichst
lange stabil bleiben und ihre Wirkung nicht verlieren, wird das angemischte Nahrmedium bei 4°C
geklhlt. Als letzte aber sehr wichtige Komponenten sind die Aminosduren zu erwdhnen. Die
Aminosauren kénnen in essenzielle und nicht-essenzielle Aminosduren gruppiert werden. Die
nicht-essenziellen Aminosauren miissen den Zellen zu Verfligung gestellt werden, da diese von
Wirbeltieren und darum auch von Zelllinien nicht selbst synthetisiert werden kénnen. Deshalb
wird die Aminosadure L-Glutamin, als 1%ige Fertiglosung (200mM), dem Ndahrmedium zugesetzt. Da
L-Glutamin bei 37°C nicht lange stabil bleibt, hat es sich als sinnvoll erwiesen, das L-Glutamin einer
geringeren Menge Nahrmedium separat zuzusetzen, welches nach langstens 4 Wochen bei 4°C
Lagerung aufgebraucht wird [73].

Im Pharmaziezentrum der Universitait Wien wird als Medium RPMI 1640 verwendet. Dieses
Medium ist, wie auch das Eagle’s MEM, ein Medium mit einer Vielzahl an
Anwendungsmoglichkeiten und beinhaltet unter anderem Aminosauren und Vitamine. Auch bei
diesem Medium sind Komponenten wie Serum, Wachstumsfaktoren und Aminosauren (z.B. L-
Glutamin) zu supplementieren [73].
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3.4.2. Die Zellkulturaussaat

Die Kultivierung einer Zelllinie beginnt mit der Aussaat der Zellen in einem geeigneten
ZellkulturgefaRe z.B. einer Zellkulturflasche. Die auszusdenden Zellen kdnnen von einer bereits
bestehenden Zelllinie gewonnen werden oder von kryokonservierten Zellen stammen. Hier
unterscheiden sich die Arbeitsablaufe nur geringfiigig. Die bereits gezdhlten Zellen (siehe Abschnitt
3.4.5) werden anteilsmaRig in die Zellkulturflasche eingebracht und mit einem bereitstehenden
und vorgewarmten Nahrmedium bis auf 20ml aufgefiillt. Die Zellkulturflasche wird nun
verschlossen und moglichst rasch in den Inkubator gestellt. Hier kdnnen sich die CaCo2-Zellen auf
dem hydrophilen und adhasiv vorbehandelten Boden absetzten, anhaften und proliferieren. Die
Zellzahl wurde mit 600.000 so bestimmt, dass die Zellen nach einer Woche eine konfluente
Zellmonoschicht gebildet haben und damit fiir eine neuerliche Passage bereit waren.

3.4.3. Der Mediumwechsel

Das Zellmedium dient wie bereits beschrieben mit seinen Inhaltsstoffen als Nahrstofflieferant und
schafft damit die lebensnotwendigen Umgebungsbedingungen einer gesunden Zelllinie. Aufgrund
eines Nahrstoffverbrauchs und des Metabolismus der lebenden Zelle hat ein zeitlich, etwa im Drei-
Tagesrythmus, abgestimmter Mediumwechsel zu erfolgen. Bei guter Planung und dem Einhalten
der wochentlichen Subkultivierung ist nur ein Mediumwechsel von einer Passage zur nachsten
Passage notwendig. Beim Mediumwechsel wird die Zellkulturflasche gekippt und das verbrauchte
Medium vollstandig abgesaugt. Im Anschluss daran, ist vorgewdarmtes Medium neuerlich im
AusmafR von 20ml den bereits angewachsenen Zellen zuzugeben.

3.4.4. Die Zellpassage

Das Passagieren der Zellen dient der Subkultivierung der Zelllinie. Die CaCo2-Zellen haben, als
adhdrente Epithelzellen, die Eigenschaft, dass sie eine Zellmonoschicht bilden. Da in der
Zellkulturflasche nur eine begrenzte Flache fiir das Zellwachstum zur Verfligung steht, muss zur
Aufrechterhaltung der Vitalitat, Morphologie und Zelleigenschaften bei anndhender Konfluenz ein
Teil der Zellen entnommen und neu kultiviert werden. Diesen Vorgang der Neukultivierung oder
bilden einer Subkultur nennt man Passagieren [73].

Hierfir sind das Ablosen der Zellen von der Oberflache, die Zellzahlbestimmung und die
Neuaussaat notwendig. Zunachst wird das Medium mit einer Akkupette vollstandig abgesaugt.
Durch das Absaugen von verbrauchtem Medium entsteht biologischer Abfall. Der Abfall, welcher
bei mehreren Arbeitsschritt anfallt, ist in ein daflir vorher festgelegtes und bereits gedffnetes
Gefdlle zu entsorgen. Vor dem Ablosen wird der Zellrasen mit einer phosphatgepufferten
Salzlésung — PBS gewaschen. Dieser Waschschritt wird durchgefihrt, um das, fir die Zellablésung
notwendige Trypsin, durch das verwendete Serum nicht zu neutralisieren [73]. Dazu wird 8ml
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vorgewarmtes PBS mehrmals liber den Zellrasen gesplilt und anschlieBRend wieder vollstiandig
abgesaugt. Nun kann 3ml vorgewarmtes Trypsin (iber den Zellrasen gleichmaRig verteilt und flr
3min in den Inkubator gestellt werden. Trypsin wird aus der Bauchspeicheldriise von Schweinen
gewonnen und ist dafiir verantwortlich, dass das Adhdsionsprotein Laminin der Extrazellularmatrix
der CaCo2-Zellen enzymatisch dissoziiert wird [73]. Im Anschluss daran, ist eine optische Kontrolle
erforderlich, ob sich die Zellen von der Gefdlwand ablésen. Dies lasst sich einfach durch ein
wegdriften einzelner Zellen oder Zellbereiche erkennen. Durch ein leichtes und vorsichtiges
klopfen des Gefalles gegen den Handballen kann das Abl6sen zusatzlich unterstiitzt werden. Nun
werden rasch 3ml frisches Medium der Zellsuspension zugefiihrt um die Trypsinreaktion, durch
das beinhaltende Serum, zu neutralisieren. Zuséatzlich kénnen durch das Abspilen der Oberflache
letzte anhaftende Zellen abgeldst werden. In der Zellsuspension befinden sich nun einzelne Zellen
aber auch von der Oberflache geloste und zusammenhaftende Zellen. Durch das mehrmalige
Resuspendieren der Suspension konnen diese Zellen getrennt werden. Damit die Zellen fir die
neuerliche Aussaat vorbereitet und verdinnt werden konnen, sind diese von dem
Trypsin/Zellmediumgemisch mittels der Zentrifuge bei 4000rpm fir 3,5min zu trennen. Davor
muss noch 10ul, fir die Zellzahlbestimmung, aus der Zellsuspension entnommen werden. Die
Zellen werden sich nach der Zentrifugation im Zentrifugationsréhrchen abgesetzt haben und der
Uberstand, samtliche Fliissigkeit oberhalb des Zellpellets, wird abgesaugt [73].

Als letzten Schritt flr die Subkultivierung wird wieder eine 6ml-Suspension hergestellt und
entsprechend der Zellzdhlung (siehe Abschnitt 3.4.5) der volumenmaRig richtige Anteil
entnommen. Der entnommene Anteil wird in eine neue Zellkulturflasche eingebracht und mit
20ml frischem und vorgewarmtem Medium aufgefuillt.

3.4.5. Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl ist nicht nur ein wichtiger Schritt bei der Uberpriifung der Vitalitit
und der Zellanzahl der eigenen Zelllinie sondern auch entscheidend bei den durchgefiihrten
Impedanzmessungen. Bei der Messung selbst, sollen nach Mdoglichkeit alle vermeidbaren
Diversitaten, welche das Wachstumsverhalten der Zellen beeinflussen unterbunden werden.

Bei der handischen Zellzahlung kommt ein so genanntes Hamocytometer zum Einsatz. Dazu
werden der bereits 10ul entnommenen Zellsuspension nochmals 10ul Trypanblau hinzugegeben.
Trypanblau ist ein Azofarbstoff und dringt durch die Membran bereits toter Zellen ein. Dadurch
kann mit Hilfe eines Lichtmikroskops eine Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen
getroffen werden. Das verwendete Hamocytometer ,,C-Chip“ vom Neubauertyp lasst eine einfache
Zellzahlbestimmung zu. Dazu wird das Zellsuspension/Trypanblaugemisch Uber eine
Pippettenspitze in den C-Chip eingefiillt. Der C-Chip ist einsatzbereit, wenn mit Hilfe der
Kapillarkrafte die gesamte Flache blau ausgefillt ist. Nun werden gemaR dem Neubauertyp (siehe
Abbildung 3.11) die lebenden, nicht mit Trypanblau gefarbten Zellen, in den vier rot
gekennzeichneten 4x4-Quadraten gezahlt.
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Die richtige Zellzahl (siehe Formel (3.1)) pro ml Suspension ergibt sich nun durch:

Q1, Q2, Q3, Q4 ... Zellzahl der Quadrate

Q:+0Q,+0Q3+0Q, v V ..Volumen (6ml) der Zellsuspension

‘K (3.1)

Zellzahl = 2 K ... Kammerfaktor (10%)

Mit dem Hamocytometer, als einfaches Hilfsmittel, kann man die Zellzahl bestimmten und durch
Entnahme einer entsprechenden Menge Zellsuspension, etwa 600.000 Zellen, die nachste
Subkultur aussaen.

||
||
||
L===

Abbildung 3.11: Himocytometer vom Neubauertyp
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3.5. Das Impedanzmesssystem

In diesem Abschnitt wird das Impedanzmesssystem in seiner Gesamtheit vorgestellt. Das
Messsystem lasst sich in einzelne Komponenten zerlegen, welches zusammengesetzt ein sehr
flexibles und mit breitem Anwendungsgebiet ausgestattetes Gesamtsystem ergeben. Diese
Komponenten, welche aus dem Impedanzspektrometer, der Ansteuerungssoftware, der
Mikrofluidikversorgung (siehe Abschnitt3.6) und der Auswertungssoftware bestehen, werden
vorgestellt. Hier fligen sich alle Teilgebiete der vorliegenden Arbeit, unter anderem die MEA-Chip-
Prozessierung, das Zellkultursystem und die Zellkultivierung, zu einem in sich abgeschlossen aber
dennoch erweiterbaren Projekt zusammen.

3.5.1. Das Impedanzspektrometer - SCIOSPEC ISX-3

Bei dem verwendeten Impedanzspektrometer (siehe Abbildung 3.12) handelt es sich um das
SCIOSPEC ISX-3  (Firma Sciospec Scientific Instruments GmbH) [77]. Mit diesem
Impedanzspektrometer ist eine Zweipunktmessung moglich, wobei eine individuelle und
situationsangepasste Konfiguration der Parameter realisiert werden kann. Sciospec Scientific
Instruments stellt eine Software zur Konfiguration und Impedanzanalyse bereit. Jedoch wurde
aufgrund des erforderlichen kontinuierlichen Messvorgangs eine eigenstindige Mess- und
Steuerungssoftware mittels LabView entwickelt (siehe Abschnitt 3.5.3) [59]. Eine Impedanzanalyse
kann grundsatzlich auf zwei verschiedene Arten erfolgen. Zum einen kann ein Elektrodepaar liber
zwei BNC-Buchsen angesteuert werden. Dies ist eine sehr einfache aber fiir einen kontinuierlichen
Messvorgang mit 4 bzw. 8 Elektrodenpaare eine wenig praktikable Variante. Zum anderen kann
mit dem Sciospec Extension Port ein erhéltliches MEArack (siehe Abbildung 3.13) zum Einsatz
kommen. Mit diesem MEArack kénnen sequentiell 60 Kontakte angesteuert werden, welche ein
individuell angepasstes Elektrodendesign ermdglichen.

Abbildung 3.12: Foto des Sciospec ISX-3
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Das Impedanzspektrometer kann einen Frequenzbereich von 100mHz bis zu 10MHz bei einem
Impedanzwertebereich von 50mQ bis 1GQ abdecken. Die Messwerte erreichen dabei
Genauigkeiten von bis zu 0,05%. Des Weiteren kann die aktiv angelegte Wechselspannung
Amplitudenwerte U von 0,1mV bis 250mV bei einer Auflésung von 0,1mV abdecken.

3.5.2. Sciospec MEArack

Das Sciospec MEArack (siehe Abbildung 3.13) dient zur sequentiellen Ansteuerung von 60
Kontakten, ausgefiihrt als Federkontaktstifte [78]. Das Design des MEArack’s liegt dem MEAG60
Biochipstandard von Multichannel Systems zugrunde. Damit sind wie in Abbildung 3.14 ersichtlich,
die 60 Kontaktierungsfelder der entwickelten MEA-Chips in ihrer GroRe und Position auf der
49mmx49mm Grundflache, fest vorgegeben. Die Kontaktierungsfelder sind bei dem MEArack in
zwei Gruppen (griin, gelb) unterteilt [78]. Diese Einschrankung ist fiir das Elektrodendesign von
essenzieller Bedeutung, da nur eine Messung zwischen einem griinen und einem gelben Feld
moglich ist. Mit diesem Wissen ergeben sich die in Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3 dargestellten
und symmetrisch angeordneten Zuleitungen zu den jeweiligen Elektroden. Der gefertigte
Zellsensor wird zur Befestigung in die dafiir vorgesehene Ausnehmung platziert und das MEArack
arretiert. Damit ist sichergestellt, dass die Kontaktierungsfelder exakt zu den Federkontaktstiften
ausgerichtet sind. Zusatzlich zur elektrischen Messung kann der Messverlauf, mit einem
Mikroskop, tber ein oben- und untenliegendes Sichtfenster optisch verfolgt werden.

Abbildung 3.14: Zellsensor gefiillt mit Medium

Abbildung 3.13: Foto des MEAracks
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3.5.3. Mess- und Steuerungssoftware

Die Ansteuerungssoftware dient als Kommunikation zwischen dem Impedanzspektrometer und
einem PC. Als Schnittstelle fiir den Datentransfer verfiigt das Sciospec ISX-3 lber eine USB-
Verbindung. Fir die Initialisierung des Impedanzspektrometers wird die mitgelieferte Software in
den Servermodus versetzt. Damit stellt die Software eine Verbindung zu Verfligung und bestatigt
dies durch die Angabe der Seriennummer und den verwendeten COM-Port. Damit kann die in der
Programmiersprache Labview geschriebene Software gestartet werden [59].

Bevor eine Impedanzmessung gestartet werden kann, sind alle notigen Parameter in die
Bedienfelder ,Einstellungen” und , erweiterte Einstellungen” (siehe Tabelle 3.5) einzufiigen. Nach
dem Messungsstart, missen der Software jene Elektrodenpaarungen bekannt gegeben werden,
welche dem verwendeten MEA-Chipdesign entsprechen. Danach ist eine, fiir die vorliegende
Messungen, bereits erstellte Kalibrationsdatei zu laden. Dabei ist zu beachten, dass die
Reihenfolge der Elektrodennummernauswahl mit der Elektrodenpaarungen der Kalibrationsdatei
korreliert. Diese Kalibrationsdatei ist im Vorhinein, mithilfe der mitgelieferten Software, zu
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Abbildung 3.13: Grafische Oberflache der Mess- und Steuerungssoftware
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Abbildung 3.14: Grafische Oberfliche der Messelektrodenauswahl

3.6. Mikrofluidikversorgung

Fir die kontinuierliche Versorgung des geschlossenen Mikrofluidiksystems (siehe Abschnitt3.2.2)
wird eine externe Steuerung vorgesehen. Hierzu bieten sich verschiedene Maoglichkeiten an,
welche im Weiteren zur Sprache kommen werden.

Die einfachste Moglichkeit besteht in der manuellen Zugabe von Zellmedium Uber Silikonschlauche
und Spritzen. Diese Variante eignet sich jedoch nur bedingt, da zum einen kein anhaltender
Mediumfluss zustande kommen kann und zum anderen manuell kein kontinuierlicher Durchfluss
moglich ist. Bei zu hohen Flussraten, welche manuell zustande kommen, kann die Zellschicht
beschadigt werden. Das Messergebnis kann aufgrund abgel6ster Zellen verfalscht werden.

Eine gut geeignete Moglichkeit der Zellversorgung besteht in der Verwendung einer extern
betriebenen Pumpe. Solche Pumpen gibt es in unterschiedlichen Bauformen wie z.B.
Peristaltikpumpen oder Spritzenpumpen. Die Peristaltikpumpe leitet Flissigkeiten in einem
flexiblen Schlauch durch wiederholendes Quetschen fort. Dies geschieht bei einer radialen
Bauweise (iber einen Rotor und Rollen, welche den Schlauch quetschen. Mit dieser Bauweise kann
man ein weites Spektrum an Flussraten abdecken. Jedoch kommt aufgrund der Funktionsweise
kein praziser Fluss zustdande. Dies ist fir sehr kleine Volumina im pl-Bereich und hochprazisen
Flussraten bis in den nl/min-Bereich ein Nachteil.

Dieser Nachteil kann mit einer hochprazisen Spritzenpumpe, wie der zum Einsatz kommenden
KDS Legato 110 (siehe Abbildung 3.15) ausgeglichen werden [79]. Die Spritzenpumpe (iberspannt
einen Flussratenbereich von 1.26pl/min bis zu 88,32ml/min bei verwendbaren SpritzengréRen von
0,5ul bis 60ml. Diese Leistungsspezifikationen eignen sich in Verbindung mit den geforderten
prazisen Flussraten, flr das bereits vorgestellte geschlossene Mikrofluidiksystem, hervorragend.
Die Einstellungen sind (iber einen Touchscreen bedienbar aber auch extern Uber eine USB-
Verbindung steuerbar. Vor der Inbetriebnahme miissen einige Parameter der Pumpe bekannt
gegeben werden. Dies sind unter anderem die Pumprichtung, die verwendete SpritzengréRe, ein
Zielvolumina und vorallem die gewtlinschte Flussrate.
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Abbildung 3.15: Spritzenpumpe KDS Legato 110

Eine Anforderung an das Gesamtsystem war eine PC-gesteuerte Bedienung und Uberwachung.
Demzufolge wurde eine Software entwickelt, welche die Spritzenpumpe steuern kann. Diese
Steuerungssoftware wurde in Matlab verfasst. Damit eine einfache Bedienung gewahrleistet
werden kann, wurde ein grafische Oberfliche (siehe Abbildung 3.16) erstellt. Mit dieser
Oberflache wird eine einfache Kommunikation zwischen Anwender und der Spritzenpumpe
bereitgestellt. Zundachst muss dem Programm der entsprechende USB-Port bekannt gegeben
werden, damit eine Verbindung zur Spritzenpumpe hergestellt werden kann. Diese Konfiguration
muss bei der Erstinbetriebnahme eingestellt und kann fortan beibehalten werden. Bei jedem Start
der Software wird zunachst der Pumpenstatus abgefragt und die Parameter im Bereich ,Settings”
dargestellt. Diese Abfrage ist notwendig, damit der User Uiber alle Parameter in Kenntnis gesetzt
wird. Beim erstmaligen Aufruf befindet sich die Pumpe in einem Wartezustand und quittiert dies
durch die Darstellung ,stop and wait“. Des Weiteren werden die Parameter Infuserate,
Withdrawrate, SpritzengréRe und das Volumen in der Spritze dargestellt. Generell wird bei der
Anderung eines Parameters das ,Setting“-Feld aktualisiert. Damit ist der Zustand der
Spritzenpumpe zu jedem Zeitpunkt bekannt.
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Abbildung 3.16: Grafische Oberflache der Steuerungssoftware fiir die Spritzenpumpe

Eine Unterscheidung der SpritzengréBe und den Volumen ist notwendig, da unterschiedliche
Spritzen differierende Spritzendurchmesser haben. Damit die Pumpe die korrekte Flussrate
bereitstellen kann, muss dies der Spritzenpumpe bekannt gegeben werden. Die Wahl der
SpritzengroRe ist Uber ein Popupmeni auf vier Standardgrofen 2ml, 5ml, 10ml und 20ml
beschrankt. Diese eingeschriankte Wahl vereinfacht dem Anwender die Bedienung, da nur die
GroRenauswahl zur Verfligung steht, der Spritzendruchmesser aber nicht bestimmt werden muss.
Uber die Volumeneingabe wird zum einen der Pumpe bekannt gegeben, welche Volumenmenge
zur Verfigung steht und zum anderen berechnet die Software einen Endzeitpunkt an dem das
Volumen verbraucht ist. Dieser Endzeitpunkt wird von der Software bestimmt und im Feld
,Ending“ dargestellt.

Da die Pumpe einen Flussratenbereich von pl/min bis ml/min abdeckt, erfolgt die Eingabe der
Infuserate und der Withdrawrate lber zwei getrennte Felder. Zunéchst wird eine Wahlmaoglichkeit
der gebrauchlichsten Einheiten (nl/min, pl/min, ml/min) bereitgestellt. Des Weiteren hat eine
Eingabe eines Zahlenwertes zu erfolgen.

Wenn alle Eingaben getétigt wurden, kann die die Spritzenpumpe mit den Knopfen ,,Infuse” und
,Withdraw” gestartet werden. Als Programmanforderung stellt der ,Stop“-Button eine wichtige
Funktion dar, da die Software damit zu jedem Zeitpunkt gestoppt werden kann. Bei einer
Unterbrechung z.B. durch einen Mediumswechsel in Form eines Spritzentauschs kann die Software
Uber das erneute driicken des , Infuse”- oder ,, Withdraw“-Buttons wieder gestartet werden.
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3.7. Standardprozedur einer Impedanzmessung

In den vorangegangen Abschnitten des 3.Kapitels - Experimentelle und analytische Entwicklung
wurden samtliche Fertigungsschritte, technische und biologische Komponenten sowie die
verschiedenen Ansteuerungssoftwares vorgestellt. Diese Arbeitsgebiete lassen eine getrennte
Betrachtungsweise fir jeden Teilabschnitt zu und ergeben zusammengesetzt ein komplexes
Zusammenspiel der unterschiedlichen wissenschaftlichen Forschungsbereiche. Dieser Abschnitt
stellt einen roten Leitfaden durch die vorliegende interdisziplindre Arbeit dar. Zu Beginn stellt die
Abbildung 3.17 einen Uberblick iiber das gesamte Messsystem dar. Es beinhaltet den biologischen
Bereich des Zellsensors im Inkubator. Das Impedanzspektrometer fihrt die Messung durch, wird
von der Steuerungssoftware aus bedient und stellt die gemessenen Daten der Messsoftware zu
Verfligung. Des Weiteren versorgt die Spritzenpumpe die CaCo2-Zellen mit Medium und wird
ihrerseits von der eigens entwickelten Mikrofluidiksoftware gesteuert. Damit stellt der PC eine
ideale Schnittstelle fiir eine kontinuierliche Langzeitmessung und einem online-monitoring dar.

Abbildung 3.17: Schematische Darstellung des Messsystems und der Mikrofluidikversorgung.

Fir den Erfolg einer Langzeitmessung sind einige Vorbereitungsschritte notwendig. Zunachst muss
der MEA-Chip gefertigt und das entsprechende Zellkultursystem aufgesetzt werden. Diese
Fertigungsschritte erfolgen unter nicht sterilen Bedingungen und ergeben den Zellsensor. Deshalb
muss der Zellsensor binnen weniger Stunden nach dem Plasmaveraschen autoklaviert und im
Anschluss daran das Zellkultursystem mit eine NaCl-Lésung befiillt werden. Die Beflllung des
Zellkultursystems bis zur Aussaat der CaCo2-Zellen ist notwendig, da die Hydrophilitdt (siehe
Abschnitt 2.4.4)des Gesamtsystems aufrecht erhalten werden muss.

Wenn bei der geplanten Messung die Spritzenpumpe zum Einsatz kommen soll, sind alle
benstigten Komponenten wie Silikonschlauche, Kanlilen und Abfallbehdlter zusatzlich zu
autoklavieren.
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Der entwickelten Mess- und Steuerungssoftware des Impedanzspektrometers sind vor dem
Messungsstart alle festgelegten Parameter (iber die Bedienfelder ,Einstellungen” und , erweiterte
Einstellungen” bekannt zu geben (siehe Abbildung 3.13). Die messungsrelevanten Parameter sind
in Tabelle 3.5 festgehalten und stellen, bis auf explizite Erwahnung, die bei den
Impedanzmessungen verwendeten Werte dar. Mithilfe dieser Werte muss das Sciospec ISX-3
kalibriert werden. Es hat sich als sinnvoll erwiesen die Kalibration vor der eigentlichen Messung
durchzufiihren und als eigene Kalibrationsdatei abzuspeichern. Auf diese Kalibrationsdatei kann in
weiterer Folge zugegriffen werden.

Startfrequenz 100Hz
Endfrequenz 1Mhz
Anzahl der Messpunkte 100
Messamplitude 100mV
Wartezeit [min] 45
Impedanzbereich megaohm
Frequenzauflésung < 10MHz
Prazision 1
Anzahl der Wiederholungen 1
logScale log

Tabelle 3.5: Parameter der Langzeitmessung

Flr die Einsatzbereitschaft der Spritzenpumpe ist lediglich eine Kommunikation zwischen Pumpe
und Mikrofluidiksoftware herzustellen in dem das Matlabprogramm gestartet wird. Die Eingabe
der Parameter (siehe Tabelle 3.6) kann unabhangig von der Messung erfolgen und ist damit sehr
flexibel einsetzbar. Die angegeben Werte sind Standardparameter, welche bei der
Mikrofluidikmessung zum Einsatz kommen. Bei einer Flussrate von 4pl/min und dem verwendeten
Volumen von 10ml ist die Spritzenpumpe bei kontinuierlichem Einsatz fir 41h ohne
Spritzenwechsel einsatzbereit [80], [81], [82]. Diese Zeitspanne eignet sich hervorragend um einen
wiederkehrenden Zyklus des Spritzenwechsels von 1,5 Tagen mit einer optischen Kontrolle der
Zellkultur zu verbinden.

Infuse-Flussrate 4pul/min
Spritzengrofle 10ml

Spritzenvolumen 10ml
Tabelle 3.6: Parameter der Spritzenpumpe

Nachdem alle Vorbereitungen getroffen wurden, kann mit der Aussaat der Zellen begonnen
werden. Dazu werden in Zellkulturkammer 1,2 und 3 je 20000 Zellen pro 160ml Medium ausgesat
und in Zellkulturkammer 4 160ml Medium als Referenzwert zugegeben und mit einem
Glasdeckblatt verschlossen (siehe Abbildung 3.14). Der Zellsensor wird mit dem geschlossenen
MEArack an das Sciospec ISX-3 angeschlossen und in den Inkubator gestellt. Danach kann die
Messung gestartet werden, indem die Elektrodenauswahl entsprechend dem MEA-Design und der
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zugehorigen Kontaktierungsfeldnummer erfolgt (siehe Abbildung 3.14). An dieser Stelle ist die
zuvor erstellte Kalibrationsdatei fir die vorliegende Messung zu laden.

Das Impedanzspektrometer misst gemaR der Wartezeit im Abstand von 45min jedes einzelne IDES-
Elektrodepaar auf dem Zellsensor im gewdhlten Frequenzbereich. Die analysierten Messwerte
werden in der Mess- und Steuerungssoftware in einem tdms-File abgespeichert. Mit dem, von
National Instruments (http://www.ni.com/white-paper/3727/de) entwickelten, tdms-Dateiformat

kénnen elegant groRe Datenmengen verarbeitet werden. Diese Daten lassen sich im Nachhinein in
Programme wie Microsoft Office Excel oder Matlab auswerten. Eine Anforderung an das
Messsystem ist eine moglichst kurze Einzelmessung ohne, dass der Messwertbereich bzw. die
Frequenzauflosung an Aussagekraft verlieren. Demzufolge wurde ein Frequenzbereich von 100Hz-
1MHz bei einer Auflosung von 100 Messwerten gewadhlt. Mit diesen Vorgaben wird eine
Einzelmessung in 85s bei dem IDES-4-Elektrodenpaardesign und in 170s bei dem
IDES-8-Elektrodenpaardesign abgearbeitet [59]. Diese Messzeit ist fiir ein kurzes Messzeitintervall,
welches bei einer Bromelainmessung bendétigt wird, ausreichend um genligen Daten zu erhalten.
Nach einem Zeitraum von zwei bis drei Tagen muss, fir ein gesundes Zellwachstum, ein
Mediumwechsel durchgefiihrt werden, da die Inhaltsstoffe von den Zellen verstoffwechselt
wurden. Bei einem Mediumwechsel wird die Messung nach einer Messwertaufnahme
unterbrochen und unter dem LaminarFlow kann die Zellkultur ge6ffnet werden. Im Zuge dieses
Vorgangs wird neben der elektrischen Messung und Datenauswertung eine optische Kontrolle mit
einem Inversionsmikroskop durchgefiihrt. Diese optische Kontrolle dient als zuséatzliche
Uberpriifung und Dokumentation.
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4. Resultate und Diskussion

Entsprechend der Zielsetzung (siehe Abschnitt 1.2) werden im Resultateteil die Fragestellungen
Uber die Regenerationsfahigkeit und die Permeabilitdtsanderungen unter Einfluss des Permeation
Enhancers Bromelain einer Zellmonoschicht untersucht. Zusatzlich wird ein Vergleich der beiden
Elektrodenpaardesigns (siehe Abschnitt 3.1.3) dargestellt. Das gesamte Kapitel ist, nach der
Vorgabe flr eine Impedanzmessung (siehe Abschnitt 3.7), in Einzelmessungen gegliedert. Zu
Beginn soll das Resultat des gedruckten PDMS-Masters prasentiert werden. Den Schlussabschnitt
bildet eine Charakterisierung der implementierten Mikrofluidikversorgung.

4.1. Verwendbarkeit des gedruckten PDMS-Masters

In der vorliegenden Arbeit wurde das 3D-Druckverfahren Fused Deposition Molding (siehe
Abschnitt 3.2.2.2) als Alternative zur Soft Lithographie ndher untersucht. Dabei stellte der nicht
homogene Schichtaufbau und die damit resultierende raue Masteroberfliche ein nicht
Uberwindbares Problem fir ein dichtes Mikrofluidiksystem dar (siehe Abbildung 4.1). Des
Weiteren hat das verwendete ABS den Nachteil, dass es fiir Temperaturen von bis zu 150°C/10min
flr das PDMS-Harten nicht ausgelegt ist. Aus diesem Grund musste die Temperatur auf 70°C fir 1
Stunde reduziert werden.

Schlussfolgernd liegt der grofRe Vorteil des Rapid-Prototypings klar auf der Hand, jedoch kann {iber
die zu geringe Widerstandsfahigkeit bzw. zu geringe Auflosung des Verfahrens nicht
hinweggesehen werden. Damit scheinen diese beiden Verfahren in Verbindung mit den getesteten
Modellen fiir ein Mikrofluidiksystem nicht zielfilhrend zu sein und wurden daher in der
vorliegenden Arbeit nicht weiter in Betracht gezogen.

Abbildung 4.1: gedruckter PMS-Master
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4.2. Elektrische Charakterisierung der Zellschicht
wadhrend einer mechanischen Beeinflussung

Die folgende Impedanzmessung beschreibt das elektrische und optische Verhalten einer CaCo2-
Zellschicht im Zuge einer Lasion. Nachdem sich durch Proliferation eine konfluenter Zellschicht
gebildet hat wurde dieser Schicht mit einem scharfkantigen Kratzer ein mechanischer Schaden
zugefiihrt. Das Ziel dieser Langzeitmessung ist die Beobachtung des Zellwachstums nach einer
Zelllasion und die Neubildung einer konfluenten Zellschicht. Dieses Experiment kann Hinweise auf
das Ausheilen einer Verletzung liefern.

Zelllinienherkunft | Institut fir Festkorperelektronik
Elektrodenpaare 4
Zellmedium MEM
Zellentyp CaCo2
Passage 23
Zelldichte bei Aussaat 20000 Zellen/160pl

Tabelle 4.1: Parameteriibersicht 1 der messungsspezifischen Daten

Die Messung beginnt mit der Aussaat der Zellen. Hierzu werden je 20000 Zellen in drei der vier
Reservoirs ausgesat. Das vierte Reservoir liefert einen Referenzwert ohne Zellen. Die Aussaat
findet unter sterilen Bedingungen in einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank statt. Fiir ein
gutes Zellwachstum in-vivo wurden die Zellen in einen Inkubator (Temperatur 37°C,
Luftfeuchtigkeit 95%, CO,-Gehalt 5%) gebracht. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Langzeitmessung
gestartet. Der erste gemessene Wert wird als Referenzwert herangezogen und auf 100% gesetzt,
damit wird das Zellwachstum in den unterschiedlichen Reservoirs vergleichbar.

Abbildung 4.2 zeigt einen Gesamtilberblick Gber den Messungsverlauf fur alle vier
Zellkulturkammern. Hier wurde die Darstellungsweise eines Konturdiagrammes (x-Achse: Zeit, y-
Achse: Frequenz, z-Achse: farbige Impedanzdarstellung) gewahlt, welche einen sehr guten
qualitativen Eindruck tber die Impedanzanderung wahrend der gesamten Messung wiedergibt. In
den ersten zwei Stunden setzten sich die im Medium verteilten Zellen auf den Boden des
Reservoirs ab. Daher sind die Messwerte der Zellkulturen 1 — 3 in der ersten Messperiode in der
GroBenordnung der Messwerte des Vergleichmediums, da auch in den Zellkulturen die
Impedanzwerte durch das Medium begriindet sind. Sobald sich die Zellen auf den IDES-Elektroden
abgesetzt haben, beginnen sich diese an der Elektroden-Oberflache anzuheften und auszubreiten.
Ein gutes Zusammenspiel aus Zellzahl und Zellvitalitdt bedingt in allen drei Zellkulturen einen
Anstieg der Impedanz innerhalb eines Tages. Der Impedanzanstieg ist vorallem in
Frequenzbereichen fl1= 10kHz bis (iber f2=100kHz messbar, wobei ein absolutes Maximum in
Zellkulturl von 184,33% nach 20,1h bei 90kHz auftritt. Die Messwerte in diesem Frequenzbereich
reprasentieren Vorgange aufgrund der a- und B-Dispersion [21] (siehe Abschnitt 2.2.2). Bei einem
Frequenzbereich von 100Hz bis 4kHz kann man hingegen kein Zellwachstum aufgrund eines
Impedanzanstieges bestimmen. Auch bei hohen Frequenzbereichen ab 700kHz liegt der
Impedanzanstieg bei maximal 120%. Aufgrund der hoheren Signifikanz wird im Folgenden vor
allem auf Frequenzen im Bereich von 10kHz bis 300kHz ndher eingegangen.
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Wie bereits erwdhnt kann ein Impedanzmaximum im Frequenzbereich von 10kHz bis 300kHz nach
etwa einem Tag in allen Zellkulturen beobachtet werden. Nach dem ersten Tag konnte mit
fortschreitender Zeit wieder eine Impedanzabnahme auf 150-160%in allen drei Zellkulturen
festgestellt werden. Die Abnahme kénnte durch die schnelle Verstoffwechselung des Mediums in
der friihen Proliferationsphase der Zellen bedingt sein. Daher wurde bereits am zweiten Tag ein
Mediumwechsel (M1) durchgefihrt. Der Mediumwechsel wird an allen Elektrodenpaaren, durch
einen starken Impedanzanstieg und einen darauf folgendem Impedanzabfall, begleitet. Am Tag 4
der Langzeitmessung weisen die Messwerte der Zellkulturen konstante Werte auf. Die Stabilitat
der Messwerte wird auf eine konfluente Zellschicht oberhalb der Elektrodenpaare zuriickgefiihrt.
Die Konfluenz der Zellschicht konnte auch optisch nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.3-b).
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Abbildung 4.2: Spektraldarstellung 1 der normierten Impedanzanderung von Zellschichten mit eingebrachter Lasion
am Tag 4 (Bild a-c) und dem Zellmedium (Bild d). Die Zeitpunkte M1 — M5 zeigen die Medienwechsel an.

Da die Konfluenz elektrisch als auch optisch nachgewiesen werden konnte, wurde dem Anfangs
besprochenen Ziel dieser Messung, eine mechanische Beschadigung der Zellschicht quer zu den
IDES-Elektroden eingebracht (siehe Abbildung 4.3-c). Die Lasion erstreckt sich orthogonal Gber die
gesamte Elektrodenbreite. Dabei stellte sich heraus, dass die Zellen untereinander eine starkere
Adhdsion aufweisen als zur Elektrodenoberfliche. Dadurch entstand eine grofR¥flachige
Beschadigung der Zellschicht von etwa 60%. Diese mechanische Beschadigung ist sehr gut in allen
drei Zellkulturen durch einen starken Impedanzabfall erkennbar. Im folgenden Verlauf (Tag 4 bis
Tag 15) beginnt sich die Lasion langsam zu schlieRen, wobei weitere punktuelle Medienwechsel
(M2-M5) folgen. Ab dem 18.Tag erreichen die Messwerte wieder konstante Werte. Dies konnte
optisch durch eine erneute konfluente Zellschicht bestatigt werden.
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Abbildung 4.3: Detailansicht 1 der Spektraldarstellung der Zellkultur2: (a-d) optischer Verlauf des Wachstums der
Zellkultur; (e) Spektraldarstellung der normierten Impedanzanderung der gesamten Messung als Konturdiagramm;
(f) Phasendarstellung der normierten Phasendnderung der gesamten Messung als Konturdiagramm; (g) Zeitlicher
Verlauf der Impedanzkurve bei ausgewdhlten Frequenzen (f1=10kHz, f2=50kHz, f3=100kHz, f4=300kHz); (h) Zeitlicher
Verlauf der Phasenkurve bei ausgewadhlten Frequenzen (f1=10kHz, f2=50kHz, f3=100kHz, f4=300kHz); (i) Frequenzgang
bei ausgewdhlten Zeitpunkten (t1=0d; t2=3d 20,5h; t3=3d 21,2h; t4=19d 23,4h); (j) Phasengang bei ausgewdhliten
Zeitpunkten (t1=0d; t2=3d 20,5h; t3=3d 21,2h; t4=19d 23,4h).
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Fir eine genauere Analyse einer Zellkultur wird exemplarisch die Zellkultur 2 herausgegriffen und
im Folgenden naher beschrieben. Die Zellen werden zum Zeitpunkt t1=0d ausgesat (Abbildung 4.3-
a). Die in Abbildung 4.2 berechneten Impedanzdnderungen beziehen sich auf diesen Startwert, um
im Falle der Impedanz ein Quotientenspektrum (Abbildung 4.3-e) und im Falle der Phase ein
Differenzenspektrum (Abbildung 4.3-f) zu erhalten. Bis zum ersten Mediumwechsel, nach etwa
2 Tagen, erkennt man in der Impedanzdarstellung (Abbildung 4.3-g) in einem grollen
Frequenzbereich f1=10kHz bis f4=300kHz einen starken Anstieg der Impedanz. Dieser Anstieg
korreliert mit dem Wachstum und Teilung der Zellen.

In der Phasendarstellung (Abbildung 4.3-f) ist ebenfalls eine Abweichung zum Anfangswert bei
unterschiedlichen Frequenzen festzustellen. Jedoch st die Vorzeichenrichtung der
Phasenanderung nicht einheitlich. Bei den Frequenzen f1=10kHz und f2=50kHz wird mit
zunehmender Zeit die Phase positiver im Vergleich zum Ausgangswert. Im Falle der Frequenz
f3=100kHz wird die Phase zunachst negativer um nach etwa einem Tag positive Werte
anzunehmen. Bei hohen Frequenzen f4=300kHz wird die Phase hingegen stark negativ. Die
Frequenzbereiche ab f2=50kHz fallen in den Bereich der B-Dispersion und spiegeln damit den
Einfluss der Zellwdnde wieder. Diese Werte sind in der Phasendarstellung (Abbildung 4.3-f) durch
einen dunkelblauen Bereich deutlich abgegrenzt. Wobei sich kein konstantes Maximum
abzeichnet, sondern die Werte zu hoheren Frequenzen, bis 1MHz, weiter abnehmen.

Ab dem Zeitpunkt t2=3d 20,5h (Abbildung 4.3-b) bilden die Zellen eine konfluente Zellschicht. Dies
konnte auch optisch bestatigt werden. Die Konfluenz zeigt in Abbildung 4.3-e (dunkelgelber
Bereich) und Abbildung 4.3-i gegeniiber anderen Zeitpunkten einen ausgedehnten maximalen
Impedanzwertebereich bei Frequenzen von 100kHz bis 600kHz. In der Phasendarstellung und
Phasengang (Abbildung 4.3-f und Abbildung 4.3-j) erstreckt sich hingegen ein Plateau konstanter
Werte im Frequenzbereich von 1kHz bis 100kHz. Das heilft sowohl ein konstanter Wertebereich
der Impedanz als auch der Phase bei unterschiedlichen Frequenzen (ber einen Zeitraum von
einigen Stunden weisen auf eine konfluenten Zellschicht hin.

Zum Zeitpunkt t3=3d 21,2h wurde gemall der Versuchsreihe der konfluenten Zellschicht ein
mechanischer Schaden in Form einer Lasion zugefiihrt (Abbildung 4.3-c). In der Impedanzkurve
und im Frequenzgang kann die Lasion durch einen starken Impedanzabfall Gber den gesamten
Frequenzbereich charakterisiert werden. In der Phasendarstellung und im Phasengang zeigen sich
hingegen eine starke Abnahme bei Frequenzen unterhalb von 10kHz und eine Zunahme der Phase
in einem Frequenzbereich von 10kHz bis 100kHz. Mit den Informationen des Impedanzabfalls und
der Anderung der Phase in unterschiedlichen Frequenzbereichen, kann allgemein eine
morphologische und physiologische Verdnderung der Zellschicht erkannt werden. Bei dieser
Langzeitmessung kann die Lasion damit durch ein elektrisches Messverfahren detektiert werden.

Wie auch schon in Abbildung 4.2 gezeigt wurde folgen, im Abstand von etwa drei Tagen, mehrere
Medienwechsel. Diese Medienwechsel kdnnen sowohl in der Impedanzdarstellung also auch in
Phasendarstellung anhand starker Wertanderungen detektiert werden. Der Wertebereich der
Impedanzdarstellung, um ein Zellwachstum anhand eines Impedanzanstieges charakterisieren zu
kénnen, verschiebt sich nach der Zellldsion in Richtung hoherer Frequenzbereiche. Das Plateau,
dass sich in der Phasendarstellung vor der Zellldsion gebildet hat (t= 2 — 4d), zeigt sich abermals im
selben Frequenzbereich, wobei hier hohere Phasendifferenzen erreicht werden. Das Abschlussbild
Abbildung 4.3-d, zum Zeitpunkt t4= 19d 23,4h, zeigt nach der Lasion wieder eine konfluente
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Zellschicht. Damit konnte sowohl elektrisch als auch optisch das erneute Zusammenwachsen der

Zellschicht nach der Lasion nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.4: Zeitliche Entwicklung der Impedanz bei 300kHz von Zellkultur 2 vor und nach der Zellldsion. Dargestellt
sind (a) der Absolutwert der Impedanz, (b) der Phase, (c) der Resistanz und (d) der Reaktanz. (e-h) zeigt die zeitliche
Entwicklung der Ortskurve.

66



TU

Resultate und Diskussion WIEN Andreas EXLER

Die getrennte Darstellungsweise der Impedanzdarstellung und der Phasendarstellung wurde
bereits in Abbildung 4.3 abgebildet und der Informationsgehalt genau erldutert. Mit den
Messwerten der Impedanz und Phase ist jedoch auch eine Analyse des Verhaltens der
Langzeitmessung mit Hilfe des Real- und Imaginarteils sowie in der komplexen Ebene mdéglich. Die
Auftrennung des Systems in Real- und Imaginarteil, die Darstellung in der komplexen Ebene und
den sich damit ergebenden neuen Informationsgehalt soll im Folgenden besprochen werden.

In Abbildung 4.4-a ist der Verlauf der absoluten Messwerte des Impedanzspektrums fir
Zellkultur 2 im Vergleich zum Medium bei 300kHz abgebildet. Hierbei erkennt man sowohl in der
Zellkultur als auch bei dem Medium die einzelnen Medienwechsel in Form rascher
Impedanzanstiege. Betrachten wir nun das Verhalten des Mediums ohne Zellen. Uber die gesamte
Langzeitmessung (t1 bis t5) nehmen die Messwerte des Mediums stetig um insgesamt 13,9% ab.
Dies deutet auf sich verdanderte Bedingung auf der Elektrodenoberflache hin. Mit dieser Annahme
kann auch begriindet werden, dass der Wert der konfluenten Zellschicht vor der Lasion (t2) um
13,6% hoher liegt, als die erneute konfluente Zellschicht zum Messungsende (t5). Zum Unterschied
erreicht die Phase im realen Phasenspektrum (Abbildung 4.4-b) unabhdngig von den
Medienwechseln oder der Zellldsion nach etwa 5 Tagen einen konstanten Wert von etwa
o(t,f) = -7°. Betrachten wir nun vergleichsweise das elektrische Verhalten von Zellkultur 2. Es lasst
sich auch im realen Phasenspektrum der Zellkultur eine Veranderung der Bedingungen erkennen.
Das heillt, es ist sowohl ein Wachstum in Form einer Phasenabnahme als auch die Zelllasion in
Form einer Phasenzunahme erkennbar. Hingegen bei Konfluenz der Zellschicht erreicht die Phase
sowohl vor der Lasion (t2) als auch am Messungsende (t5) einen konstanten Wert, welcher im
Bereich des Ausgangswerts liegt.

Im Realteil (Abbildung 4.4-c), welcher den rein ohmschen Charakter des Systems widerspiegelt,
erkennt man abermals das Zellwachstum, die Lasion und die einzelnen Medienwechsel. Hier ist die
Messwertdanderung im Vergleich zu der Messwertdanderung der komplexen Impedanz (Abbildung
4.4-a) nicht so stark ausgepragt. Dies erzeugt jedoch, bezogen auf die Zellkonfluenz, fiir die
Interpretation der Ergebnisse aussagekraftige Resultate. Im Imaginarteil (Abbildung 4.4-d) zeigt
sich hingegen die Tendenz einer Bedingungsdanderung in der Zellkultur in Form des Wachstums
oder der Lasion noch ausgepragter. Die Darstellung in Abbildung 4.4-d zeigt, dass Anderungen im
Imaginarteil sensitiver erkannt werden kénnen als bei reiner Betrachtung der Phase.

Die Darstellung der komplexen Ebene lasst eine weiter interessante Betrachtungsweise zu. Das
Medium verédndert zu Beginn der Messung (Abbildung 4.4-e) den Imaginarteil sehr stark, hingegen
verdndert sich der Realteil Giber die gesamte Langzeitmessung (Abbildung 4.4-h) nur geringflgig.
Damit lasst sich allgemein das Medium als eine Kurve mit starker Imaginarteilanderung bei
konstantem Realteil charakterisieren. Bei der Zellkultur andern sich zu Beginn der Messung sowohl
die Realteilwerte als auch die Imaginarteilwerte stark. Wobei die Anderung des Realteils auf ein
Wachstum zuriick zu fihren ist. Bei zunehmender Konfluenz erreicht der Realteil konstante Werte,
welche sich als paralleler Verlauf zur Imaginarachse widerspiegeln. Die Zellldsion verlauft
gegengleich zum Zellwachstum, indem eine starke Anderung des Real- und Imaginarteils auftritt.
Das erneute Zellwachstum und die Medienwechsel erkennt man durch wiederholenden Anstieg
und Abfall der Zellkulturkurve (Abbildung 4.4-f bis Abbildung 4.4-g). Als entscheidenden Indikator
einer konfluenten Zellschicht kann in Abbildung 4.4-h die Angleichung des Imaginarteils auf den
Ausgangswert und ein damit verbundenes Gleichgewicht des biologischen Systems charakterisiert
werden.
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4.3. Elektrische Charakterisierung der Zellschicht
wadhrend einer chemischen Beeinflussung

Mit der kontinuierlichen Langzeitmessung soll der Einfluss chemischer Substanzen, die auf die
Permeabilitdt der CaCo2-Zellschicht einwirken, untersucht werden. Von Bromelain ist bekannt,
dass es auf die Tight Junctions einwirkt (siehe Abschnitt 2.3.5). Die Untersuchung wird mit einer
parallelen Analyse der Impedanzspektroskopie und einer optischen Kontrolle durchgefiihrt. Die
Langzeitmessung beginnt wiederum mit der Aussaat der Zellen in drei der vier Zellkulturreservoirs.
Das Verhalten der Zellen wird zunachst Gber mehrere Tage elektrisch und optisch bis zu einer
konfluenten Zellschicht beobachtet. Im Anschluss an eine konfluente Zellschicht erfolgt die Zugabe
des chemischen Stressors. Mit dieser Messung soll zum einen die Sensitivitdit der
Impedanzspektroskopie gezeigt und zum anderen der Einfluss von Bromelain auf die Zellschicht
guantitativ erfasst werden.

Zelllinienherkunft | Pharmaziezentrum der Universitat Wien
Elektrodenpaare 4
Zellmedium RPMI 1640
Zellentyp CaCo2
Passage 43
Zelldichte bei Aussaat 20000 Zellen/160ul
Bromelainkonzentration 30ug/160ul

Tabelle 4.2: Parameteriibersicht 2 der messungsspezifischen Daten

Die Messung beginnt mit der Aussaat von je 20000 Zellen in jedes der Zellkulturreservoirs eins bis
drei. Das vierte Reservoir bleibt frei von Zellen und dient als Referenzmessung, indem reines
Medium Uber den gesamten Zeitverlauf gemessen wird. Damit die CaCo2-Zellen unter idealen
Bedingungen kultiviert werden konnen, erfolgt die Messung in einer Inkubatorumgebung.

In Abbildung 4.5 ist ein Konturdiagramm dargestellt, welches einen Gesamtiberblick tGber die
gesamte Langzeitmessung gibt. Dabei wird auf der x-Achse die Zeit, auf der y-Achse die Frequenz
aufgetragen. Die z-Achse stellt die Impedanz dar und ist in Form einer Farbskala dargestellt.
Zundchst erkennt man innerhalb des ersten Tages nach der Aussaat keine wesentlichen
Impedanzanderungen in allen Zellkulturen. Damit liegen alle Impedanzwerte der Zellkulturen im
selben Bereich des reinen Mediums. Dies kann damit begriindet werden, dass die Zellen innerhalb
der ersten Stunden nach der Aussaat sich auf der Elektrodenoberflache absetzen und anheften.
Die Zellen befinden sich nun gleichmaRig auf der gesamten Oberflache verteilt, wodurch kein
signifikanter Impedanzanstieg messbar ist, da das Medium den dominanten Einfluss auf die
Messwerte hat.

Nach der Anhaftung kann eine Zellproliferation in allen drei Zellkulturen gemessen werden. Der
Impedanzanstieg ist jedoch in der Zellkultur 2 (Abbildung 4.5-b) im Vergleich zur Zellkultur 3
(Abbildung 4.5-c) um etwa einen Tag zeitversetzt. Dies kann vermutlich auf die statistischen
Schwankungen der Zellzahl oder auf nicht exakt gleiche Bedingungen zurlickgefiihrt werden. Nach
etwa 2,5 Tagen wurde in allen Reservoirs ein Mediumwechsel (M1) durchgefiihrt. Der
Mediumwechsel ist erforderlich, damit die Zellkulturen immer optimale Bedingungen vorfinden
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und entsprechend gut versorgt werden. Der Mediumwechsel ist normalerweise durch einen
kurzzeitigen Impedanzanstieg erkennbar. Jedoch wurde dieser zu einem Zeitpunkt von hohem
Zellwachstum und damit hoher Impedanzdnderung durchgefiihrt, sodass in diesem Fall der
Mediumwechsel keine signifikante Impedanzanderung verursacht. Nach etwa 6 Tagen der
Zellkultivierung konnte in allen Zellreservoirs eine konfluente Zellschicht sowohl anhand einer
konstanten Impedanz erkannt als auch optisch nachgewiesen werden. Der Impedanz-Nachweis ist
vorallem in einem weiten Frequenzbereich von f1 = 10kHz bis f2 = 100kHz messbar, wobei ein
absolutes Maximum in Zellkultur 1 (Abbildung 4.5-a) nach 3d 18,45h bei 35kHz mit einem
Impedanzanstieg auf 234% beobachtet werden konnte. In diesem Frequenzbereich erreichte die
konfluente Zellschicht in allen drei Zellreservoirs konstante Werte im Bereich von 160-170%
(gelber Bereich) der Ausgangsimpedanz.

M1 Bromelain M2 M1 Bromelain M2
@] ¥ beure 14 b s b
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fz—: 10° ﬂ

6 8 0 2 4 6 8
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Abbildung 4.5: Spektraldarstellung 2 der normierten Impedanzinderung von Zellschichten mit eingebrachtem
Bromelain am Tag 7 (Bild a-c) und dem Zellmedium (Bild d). Die Zeitpunkte M1 — M2 zeigen die Medienwechsel an.

Nachdem die Konfluenz sowohl elektrisch messbar als auch optisch erkennbar war, konnte mit der
Bromelainzugabe begonnen werden. In friiheren Messungen (siehe [59]) wurde bei diesen
Untersuchungen das Bromelain in Verbindung mit einem Mediumwechsel den Zellen zugefihrt.
Dies hatte einen starken Impedanzanstieg zur Folge, welche die Beobachtbarkeit des
Bromelaineinflusses schmalerte. Dieser nachteilige Effekt sollte durch die Zugabe des Bromelains
ohne gleichzeitigen Mediumwechsel vermieden werden. Durch die reine Zugabe von einer kleinen
Menge Bromelain zu dem Zellmedium konnte eine verzogerte Reaktionszeit des
Bromelaineinflusses festgestellt werden [59]. Demzufolge wurde in Vorversuchen eine hohere
Bromelainkonzentration von 30ug/160ul als geeignet ermittelt. Damit der Bromelaineinfluss
moglichst gut beobachtet werden kann, wurde das Messintervall auf 0 gesetzt und so eine
Wiederholrate von 85s pro Messung erreicht. Nach 30min und nach 60min konnte sowohl kein
signifikanter Impedanzabfall festgestellt als auch keine optische Verdanderung der Zellschicht
wahrgenommen werden. Eine Bromelainwirkung konnte erst nach 100 min durch einen raschen
Abfall der Impedanzwerte in einen weiten Frequenzbereich festgestellt werden.
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Abbildung 4.6: Detailansicht 2 der Spektraldarstellung der Zellkulturl: (a-d) optischer Verlauf des Wachstums der
Zellkultur; (e) Spektraldarstellung der normierten Impedanzdanderung der gesamten Messung als Konturdiagramm;
(f) Phasendarstellung der normierten Phasendnderung der gesamten Messung als Konturdiagramm; (g) Zeitlicher
Verlauf der Impedanzkurve bei ausgewédhlten Frequenzen (f1=10kHz, f2=50kHz, f3=100kHz, f4=300kHz); (h) Zeitlicher
Verlauf der Phasenkurve bei ausgewdhlten Frequenzen (f1=10kHz, f2=50kHz, f3=100kHz, f4=300kHz); (i) Frequenzgang
bei ausgewdhlten Zeitpunkten (t1=0d; t2=6d 14,5h; t3=6d 15,1h; t4=6d 16,2h); (j) Phasengang bei ausgewahlten
Zeitpunkten (t1=0d; t2=6d 14,5h; t3=6d 15,1h; t4=6d 16,2h).
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Um den Einfluss des Permeation Enhancers Bromelain auf die konfluente Zellschicht detaillierter
zu untersuchen, wird im Folgenden exemplarisch die Zellkultur 1 in Abbildung 4.6 genauer
analysiert und umfassend beschrieben. Die Zellkulturen 2 und 3 zeigten ein vergleichbares
Verhalten, sodass die Ergebnisse als statistisch relevant eingestuft werden kénnen.

Die Abbildung 4.6 (a-d) zeigen mikroskopische Untersuchungen der Zellkultur 1 zu den Zeitpunkten
t1l bis t4. Dabei sind unterschiedliche Zellzustinde, wie die Zellen nach der Aussaat, eine
konfluente Zellschicht und zwei Zeitpunkte nach der Bromelainzugabe zu erkennen. Des Weiteren
zeigt die Abbildung 4.6-e die Impedanzdarstellung bezogen auf den ersten Messwert zum
Zeitpunkt t1=0d, ausgefiihrt als Quotientenspektrum. Bei der Abbildung 4.6-f handelt es sich um
eine Phasendarstellung welche wiederum auf den ersten Messwert zum Zeitpunkt t1=0d bezogen
wurde und als Differenzenspektrum ausgefihrt ist. Zum Zeitpunkt t1=0d werden die Zellen
ausgesat und unter optimalen Bedingung in einem Inkubator kultiviert. Nach etwa einem Tag
Kultivierungszeit lasst sich ein Zellwachstum im Mikroskop beobachten. Dies ldsst sich im
Frequenzbereich von f1 = 10kHz bis f3 = 100kHz erkennen. Der Frequenzbereich in dem ein
Zellwachstum erkennbar ist, wird im weiteren Verlauf breiter (1kHz bis 1MHz), wobei fiir die
weitere Analyse ein Vorzugsbereich f1 = 10kHz bis f4 = 300kHz herausgegriffen wird. Ab dem
zweiten Kultivierungstag deutet die Impedanzdarstellung (Abbildung 4.6-g) auf ein starkes
Zellwachstum hin. Dies kann aus der groBen Anderungsrate der Impedanz geschlossen werden.
Nach einem Maximalwert im Bereich des vierten Tages sinkt die Impedanz, um anschlieBend einen
konstanten Wert zu erreichen.

Im Vergleich zu der Impedanzdarstellung, liefert auch die Phasendarstellung Hinweise auf ein
Zellwachstum anhand einer Phasendanderung. Hier zeigt sich eine Phasendnderung in Richtung
positiver Werte in einem Frequenzbereich von 1kHz bis 10kHz (roter Bereich) und eine Abnahme
in Richtung negativer Werte bei hohen Frequenzen (100kHz bis 1MHz). Eine konfluente Zellschicht
ist auch in der Phasendarstellung durch eine konstante Phase charakterisiert.

Die elektrischen Messdaten werden zusatzlich von Abbildung 4.6-b unterstiitzt und zeigen eine
konfluente Zellschicht. Damit wird dem biologischen System der chemische Stressor, Bromelain,
zugefiihrt. Der Einfluss des Bromelains auf die Permeabilitat ist sowohl in der Impedanz als auch in
der Phase durch eine starke Wertanderung erkennbar. Jedoch ist die Sensitivitdt nicht Gber den
gesamten Frequenzbereich gleichverteilt. Bei der Impedanz liegt eine maximale Wertdanderung von
12,79% wahrend der Bromelainmessung bei 10kHz vor. Diese Sensitivitat nimmt sowohl zu hohen
als auch zu tiefen Frequenzen wieder ab. Nach der Bromelaineinwirkung von 100min wurden das
Bromelain und das Medium entfernt. Da jedoch das Bromelain sowohl auf die Tight Junctions
zwischen den Zellen als auch auf die Zellanhaftung wirkt, 16sten sich die Zellen zum Teil von der
Elektrodenoberflache wieder ab (Abbildung 4.6-d).

Die Einwirkung von Bromelain auf die konfluente Zellschicht ist auch gut im Frequenzgang
(Abbildung 4.6-i) und Phasengang (Abbildung 4.6-j) durch eine Verschiebung der Kurven (Cyan) zu
hoéheren Frequenzen erkennbar. Nach der Bromelaineinwirkung ist ein Impedanzanstieg
(Abbildung 4.6-g) sichtbar, welcher aber nicht auf den Ursprungswert zurilickkehrt. Hierbei wird
vermutet, dass das Bromelain auch im Nachhinein, trotz Entfernung, einen nachhaltigen Einfluss
auf die Fahigkeit der Zellen zur reversiblen Ausbildung von Tight Junctions austibt.

Im Folgenden wurden die Zellen weiter kultiviert und am zehnten Tag wurde ein weiterer
Mediumwechsel durchgefiihrt. Jedoch konnte weder elektrisch noch optisch ein neuerliches
Wachstum der Zellen festgestellt werden. Dieses Phianomen kann mit einer nachhaltigen
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Zellschadigung in Verbindung gebracht werden. Mit dieser Messung konnte der Einfluss des
Permeation Enhancer Bromelain nachgewiesen werden, obwohl ein erneutes Wachstum nicht
beobachtet werden konnte. Der Messungsablauf kann damit in zweierlei Hinsicht verandert
werden. Zum einen kann durch eine Reduktion der Bromelainkonzentration die Zellschadigung
reduziert werden. Jedoch hat eine zu geringe Konzentration, welche im Vorfeld ermittelt wurde,
keinen messbaren Einfluss auf die Zellschicht. Zum anderen kann die Sensitivitdt des MEA-Chips
durch eine Veranderung der Elektrodengeometrie verbessert werden.
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Abbildung 4.7: Zeitliche Entwicklung der Impedanz bei 100kHz von Zellkultur 1 vor und nach der Bromelainzugabe.
Dargestellt sind (a) der Absolutwert der Impedanz, (b) der Phase, (c) der Resistanz und (d) der Reaktanz. (e-h) zeigt die
zeitliche Entwicklung der Ortskurve.

72



TU

Resultate und Diskussion WIEN Andreas EXLER

Um die Information Gber den Bromelaineinfluss mit einer weiteren Analyse zu erganzen, erfolgt in
Abbildung 4.7 eine Darstellung der gemessenen Impedanz- und Phasenwerte in Form des Real-
und Imaginarteils. Ausgehend von den real gemessenen Werten kann ein Vergleich zu dem Real-
und Imaginarteil, aber auch zu einer zeitlichen Abfolge der Ergebnisse in der komplexen Ebene
gezogen werden. Diese Zusammenhange sollen im Folgenden genauer erortert werden.

In Abbildung 4.7-a und Abbildung 4.7-b sind die realen Werte der Impedanz und Phase fir
Zellkultur 1 im Vergleich zu der Referenzmessung des reinen Mediums bei einer Frequenz von
100kHz dargestellt. Der Zellwachstumsverlauf mit einer anschlieBRenden konfluenten Zellschicht ist
im Vergleich zum zellfreien Medium sehr gut unterscheidbar. Der erste Mediumswechsel, welcher
nach etwa 2,5 Tagen durchgefiihrt wurde, ist nur geringfiigig durch einen kleinen Knick im
Impedanzverlauf erkennbar. Hingegen zeichnet sich in den Phasenwerten eine deutlichere
Messwertdanderung in beiden Kurven ab. Diese Impedanzdanderung durch das Zellwachstum ist des
Weiteren auch im Realteil (Abbildung 4.7-c) als auch im Imaginarteil (Abbildung 4.7-d) messbar.
Der Imaginarteil stellt sich jedoch als deutlich sensitiverer Parameter bei einer Messwertanderung
heraus.

Zum Zeitpunkt t3 wird der Zellkultur, ohne gleichzeitigen Mediumwechsel, Bromelain zugegeben,
sodass die Bromelainkonzentration im Nahrmedium 30ug/160ul erreicht. Die Einwirkzeit des
Bromelains betragt dabei 100min. Nach dieser Zeit ist in allen Parametern (Impedanz, Phase, Real-
und Imaginarteil) eine starke Messwertanderung detektierbar. Bei t4 wurde das Bromelain wieder
entfernt und neues Medium der Zellkultur zugefiihrt. Da die Zellen, wie bereits beschrieben, sich
unter der Bromelaineinwirkung teilweise von der Oberflache abgeldst haben und nachhaltig
geschadigt wurden, ist in Folge eine anhaltende Messwertanderung erkennbar.

Bei der Darstellung in der komplexen Ebene wird in Abbildung 4.7-e bis Abbildung 4.7-h eine
zeitliche Abfolge der Messwerte fiir 100kHz dargestellt. Die Unterscheidung zwischen Zellkultur
und Medium ist aus der komplexen Darstellung signifikanter. Wahrend der gesamten Messzeit
andern sich die Werte des Mediums nur geringfligig und eine Ausdehnung der Kurve zu stark
positiver Resistanz oder stark negativer Reaktanz ist nur minimal vorhanden. Damit kann die
Impedanz des Mediums in der komplexen Ebene in erster Ndherung punktférmig ohne
nennenswerte Anderung des Real- oder Imaginérteils angegeben werden.

Im Gegensatz dazu erfahren die Messwerte der Zellkultur 1 in Abbildung 4.7-e eine Tendenz in
Richtung positiver Realteile und negativer Imaginarteile. Die Ausdehnung von den Zeitpunkten t1
und t2 ist hier maximal und nahert sich bis zum Zeitpunkt t3 konstanten Werten an. Zwischen den
Zeitpunkten t3 und t4 erfolgt die Bromelainmessung. In Abbildung 4.7-g ist wiederum der
sensitivere Charakter des Imaginirteils anhand einer Anderung parallel zur Imaginarteilachse
erkennbar. Nach der Bromelainmessung ist abermals ein deutlicher Riickgang sowohl des Realteils
als auch des Imaginarteils aufgrund der abgeldsten und nicht mehr anwachsenden Zellen
verfolgbar (siehe Abbildung 4.7-h).

Mit diesen Ergebnissen zeigen sich deutliche Vorteile in der separaten Betrachtung des Real- und
Imaginarteils sowie die Darstellung in der komplexen Ebene. Dabei kann die Impedanzdarstellung
als Ubersicht dienen und der Imaginarteil fiir eine genaue Analyse der Vorginge verwendet
werden. Die Betrachtung der komplexen Ebene stellt eine Sonderform der Interpretierung dar,
wobei die Anderung des Imaginarteils als auch die Gesamtlinge der Kurve Aussagen lber das
Gesamtsystem moglich machen.
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4.4.Elektrische Charakterisierung der geschadigten
Zellschicht mit zusatzlicher chemischer Beeinflussung

In einem Zellkulturlabor kann es vorkommen, dass durch nicht optimale in-vitro-Bedingungen,
Veradnderungen der verwendeten Zusatze (Medium, Wachstumsfaktoren, Nahrstoffe, etc.) oder
ein differierender Laborbetrieb ein verandertes Zellwachstum auftritt. Bei dieser kontinuierlichen
Langzeitmessung wird eine CaCo2-Zellkultur verwendet, bei der sich die Zellen nach der Aussaat,
Anhaftung und Proliferation wieder von der Oberflache ablésen. Dabei soll untersucht werden, ob
dieses Phdanomen in unterschiedlichen Zellkulturen verschieden stark auftritt und ob dies anhand
der Messungsdaten ableitbar ist.

Zelllinienherkunft | Pharmaziezentrum der Universitat Wien
Elektrodenpaare 8
Zellmedium RPMI 1640
Zellentyp CaCo2
Passage 7
Zelldichte bei Aussaat 20000 Zellen/160pl
Bromelainkonzentration 30pg/160ul

Tabelle 4.3: Parameteriibersicht 3 der messungsspezifischen Daten

Fir diese Messung kommt das IDES-8-Elektrodenpaardesign zum Einsatz, bei dem in den
Zellkulturkammer zwei |IDES-Sensoren die Impedanz messen. Aufgrund der kleineren
ElektrodengréBe werden Veranderungen in nur einer Halfte der Zellkultur ortsaufgeldst
beobachtet (siehe Abschnitt 2.2.3). Des Weiteren sind die zwei Elektrodenpaare in je einem
Reservoir integriert um auch lokale Wachstumsunterschiede messen zu kénnen. Zunachst werden
in drei Reservoirs je 20000 Zellen ausgesat. Das vierte Reservoir dient als Referenzwert und erfllt
die Aufgabe der Mediumiiberwachung lber die gesamte Messung.

In Abbildung 4.8 ist eine Ubersicht der Messergebnisse in Form der Konturdiagramme abgebildet.
Hierbei ist in der xy-Ebene die Zeit und Frequenz aufgetragen und die Farbe reprasentiert die
Impedanzwerte in der dritten Dimension. Die Abbildung 4.8 zeigt auch die zwei Elektrodenpaare je
Zellreservoir, welche Ubereinander, analog zum MEA-Design, angeordnet sind. Damit lasst sich
auch eine lokale Verdanderung innerhalb der Zellkultur in einen duReren und einen inneren Bereich
unterteilen. Anhand dieser Ubersicht ist auf den ersten Blick eine starke Divergenz zwischen der
Zellkultur 1 und 2 im Vergleich zu der Zellkultur 3 erkennbar. Diese grofRen Unterschiede kénnen
auf die abweichende Zellanhaftung, welche in Folge genauer analysiert wird, zurlickgefiihrt
werden.

Nach der Aussaat ist in den ersten Tagen optisch keine Unterscheidung der Zellkulturen 1 bis 3
erkennbar. Hingegen zeigt sich elektrisch ein stark abweichendes Bild. In den Zellkulturen 1 und 2
ist iber den gesamten Frequenzbereich eine stark abfallende Impedanz erkennbar. In Zellkultur 3
hingegen zeigt sich wie erwartet ein Zellwachstums in Form eines Impedanzanstieges. Am zweiten
Messungstag wird ein Mediumwechsel (M1) durchgefiihrt. Ab diesem Zeitpunkt ist in Zellkultur 3
ein gutes Wachstum beobachtbar und nach einem zweiten Mediumswechsel (M2) erreicht die
Zellkultur einen Impedanz-Maximalwert von 159,3% bezogen auf den Startwert zum Zeitpunkt
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6d 4,65h bei einer Frequenz von 360kHz (siehe Abbildung 4.8-c). Bei den Zellkulturen 1 und 2
(siehe Abbildung 4.8-a und Abbildung 4.8-b) ist sowohl nach dem ersten als auch nach dem
zweiten Mediumswechsel kein signifikantes Wachstum messbar. Nach etwa 8 Tagen der
Zellkultivierung erreichen die Messwerte der beiden Elektrodenpaare in der Zellkultur 3 konstante
Werte. Der Frequenzbereich der charakteristisch fiir ein Zellwachstum ist, erstreckt sich von f1 =
100kHz bis f2 = 1MHz. Des Weiteren ist in allen Zellkulturen und dem reinen Medium nur eine
geringe Differenz zwischen den beiden Elektrodenpaaren innerhalb einer Zellkultur messbar. Dies
deutet zum einen auf ein gleiches Verhalten der designten Elektroden und zum anderen auf ein
gleichverteiltes Wachstum der Zellkultur 3 iber die gesamte Chipoberflache hin.
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Abbildung 4.8: Spektraldarstellung 3 der normierten Impedanzinderung von Zellschichten mit eingebrachtem
Bromelain am Tag 9 (Bild a-c) und dem Zellmedium (Bild d). Die Zeitpunkte M1 — M2 zeigen die Medienwechsel an.

Nachdem eine konfluente Zellschicht in Zellkultur 3 messtechnisch erkennbar war, wurde dies
optisch kontrolliert. Dabei stellte sich wie Eingangs beschrieben, eine konfluente Zellschicht in
Zellkultur 3 und teilweise abgeloste Zellen in den Zellkulturen 1 und 2 heraus. Die optische
Befundung bestatigte die durch die elektrischen Messungen bereits friihzeitig abgezeichneten
geschadigten Zellkulturen. Das Resultat demonstriert, dass die Impedanzmessung ein exzellenter
Indikator fir die Zellkonfluenz darstellt.

Um weitere Erkenntnis von einer konfluenten Zellschicht im Vergleich zu den abgeldsten Zellen zu
erhalten, wurde eine Bromelainmessung am neunten Tag durchgefiihrt. Da die Einwirkzeit in
Messung 4.3 von 100min Bromelain bei einer Konzentration von 30ug/160ul eine weiter
Schadigung der Zellen zufolge hatte, erfolgt diese Bromelainmessung mit dem
IDES-8-Elektrodenpaardesign. Die veranderte Elektrodengeometrie des
IDES-8-Elektrodenpaardesigns erzeugt eine hohere Auflosung der Vorgange zwischen den Zellen.
Damit kann bei gleicher Bromelainkonzentration eine friihere Abnahme der Impedanz aufgrund
der besseren Auflésung erwartet werden. Diese Annahme soll mit dieser Messung Uberprift
werden.
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Abbildung 4.9: Detailansicht 3 der Spektraldarstellung der Zellkultur3: (a-d) optischer Verlauf des Wachstums der
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Um zunachst die Hypothese der verbesserten Auflésung, bedingt durch die veranderte
Elektrodengeometrie, zu testen, wird anhand von Abbildung 4.9 die Einwirkung des Permeation
Enhancers Bromelain auf die konfluente Zellschicht in Zellkultur 3 untersucht.

In Abbildung 4.9-e ist die Impedanzdarstellung bezogen auf den Messwert zum Zeitpunkt t = 0 als
Konturdiagramm dargestellt. Hiermit ist ein schneller Uberblick tiber die gesamte Messung und
deren Verhalten gegeben. Durch diesen Uberblick erkennt man einen stark ausgeprigten,
abfallenden Impedanzbereich unterhalb von f1 = 50kHz, welcher oberhalb dieser Frequenz, ab
dem vierten Tag, durch einen breiten und signifikanten Impedanzanstieg verdrangt wird (orange-
roter Bereich). Mit dieser Erkenntnis wird in Folge der Frequenzbereich f1 = 50kHz bis f4 = 600kHz
naher betrachtet.

In Abbildung 4.9-f wird die Phasendarstellung als Differenzenspektrum in Form eines
Konturdiagrammes abgebildet. Hier sind ebenfalls abhdngig von der Frequenz und dem
Zellwachstum unterschiedlich ausgepragte Phasendanderungen erkennbar. Insbesondere ist ab
dem Zeitpunkt des Zellwachstums eine Phasendnderung hin zu positiven Werten bei einem
Frequenzbereich von 10kHz bis 100kHz und eine Verschiebung zu negativen Werten bei hohen
Frequenzen oberhalb von f4 = 600kHz messbar.

Ein interessantes Phdanomen zeigt sich auch im Vergleich der Messwertidnderung der
Impedanzdarstellung und der Phasendarstellung nach dem zweiten Mediumswechsel (M2). Im
Falle der Impedanzdarstellung (Abbildung 4.9-g) steigt bei allen Frequenzen die Impedanz nach
dem Mediumwechsel an, um in weiterer Folge konstante Werte zu erreichen. In der
Phasendarstellung (Abbildung 4.9-d) zeigt sich nach dem Mediumwechsel der gegenteilige Effekt
durch eine Abnahme der Phase infolge eines ausgepragteren Minimums im hohen
Frequenzbereich. Nach dieser starken Anderung niheren sich auch die Phasenwerte einem
konstanten Bereich an. Demzufolge koénnen konstante Impedanzwerte und konstante
Phasenwerte zur Charakterisierung einer konfluenten Zellschicht herangezogen werden
(Abbildung 4.9-a).

Im Anschluss an die konfluente Zellschicht beginnt eine Bromelainmessung durch die Zugabe von
30pg Bromelain auf 160ul Medium. Das Bromelain wird dem Medium und damit den Zellen ohne
einen Mediumwechsel durchzufiihren zugegeben, um Messwertanderung bedingt durch frisches
Medium zu vermeiden. Nach 45min der Bromelaineinwirkung konnte noch kein signifikanter
Impedanzabfall gemessen werden (siehe Abbildung 4.9-i). Jedoch zeigt sich im Frequenzbereich
von 10kHz bis 600kHz eine tendenzielle Verringerung der Impedanz. Aus diesem Grund wurde eine
optische Kontrolle durchgefiihrt, um den morphologischen Zustand der Zellschicht zu
begutachten. Da kein optischer Unterschied zu der konfluenten Zellschicht (Abbildung 4.9-a)
festgestellt werden konnte und die Zellen keine ablésende Tendenz zeigten, wurde die
Bromelaineinwirkdauer fortgesetzt.

Nach 68min Einwirkdauer des Bromelains war ein sehr starker Abfall der Impedanz im
Frequenzbereich von f1 = 50kHz bis f3 = 300kHz feststellbar. In diesem Frequenzbereich hatte die
Messwertdnderung AusmaRe bis zu 33%. Die Anderungen sind sowohl in Abbildung 4.9-g durch
einen parallelen Verlauf der Kurven zur y-Achse, als auch sehr gut in Abbildung 4.9-i durch eine
Verschiebung der Impedanz in Richtung hoherer Frequenzen messbar. Bei den Messwerten der
Phase ist eine abrupte Verschiebung der maximalen Abweichung in Richtung héherer Frequenzen
sowohl in Abbildung 4.9-f als auch Abbildung 4.9-j ablesbar. Die Zellen selbst bildeten auch noch
nach der Bromelainmessung (siehe Abbildung 4.9-c) eine konfluente Zellschicht, jedoch konnte ein

77



TU

Resultate und Diskussion WIEN Andreas EXLER

erneutes Anwachsen der Zellen nicht gemessen werden. Das Bromelain wirkt auch nach dessen
Entfernung durch einen Mediumwechsel, welcher im Anschluss an die Bromelainmessung
durchgefiihrt wurde, nach. Dies fiihrt zu einem nachhaltigen Ablosen der Zellen wie es in
Abbildung 4.9-d erkennbar ist.
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Abbildung 4.10: Zeitliche Entwicklung der Impedanz bei 300kHz von Zellkultur 3 vor und nach der Bromelainzugabe.
Dargestellt sind (a) der Absolutwert der Impedanz, (b) der Phase, (c) der Resistanz und (d) der Reaktanz. (e-h) zeigt die
zeitliche Entwicklung der Ortskurve.
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Um einen Vergleich zwischen den gemessenen Werten der Zellkultur 3 und einem Vergleichswert,
dem reinen Medium, ziehen zu kdnnen, werden in Abbildung 4.10 diese beiden Messwerte bei
einer Frequenz von 300kHz in unterschiedlichen Betrachtungsweisen gegenlbergestellt.

In Abbildung 4.10-a und Abbildung 4.10-b sind die realen Werte der Impedanz und der Phase als
Impedanzspektrum und Phasenspektrum dargestellt. Dabei ist im Impedanzspektrum ein
deutlicher Unterschied der Startwerte zwischen der Zellkultur und dem Medium erkennbar. Des
Weiteren ergibt sich in Folge eine kontinuierliche Abnahme der Impedanz des Mediums Uber die
gesamte Messdauer. Dies konnte auf chemische Vorgidnge die sich auf der Elektrode und im
Medium abspielen zurickgefiihrt werden. Die Impedanzanderungen (ber die Zeit der Zellkultur
zeigen den deutlichen Verlauf eines Zellwachstums mit anschlieBenden konstanten Werten einer
konfluenten Zellschicht und dem starken Impedanzabfall bedingt durch die Bromelaineinwirkung.
Die Phasendanderungen in Abbildung 4.10-b erweisen sich ebenfalls als sensitive Parameter um
veranderliche Vorgidnge in einer Zellkultur feststellen zu koénnen, wenngleich sich keine
Vorzugsrichtung ableiten lasst.

In Abbildung 4.10-c und Abbildung 4.10-d sind zuséatzlich der Realteil und der Imaginarteil,
abgeleitet aus den Werten der Impedanz und Phase, dargestellt. Die parallele Analyse der
Impedanz und der Phase und deren Abhangigkeit zueinander zeigen sich eindeutig in der
Darstellung des Realteils. Die maximale Messwertanderung begriindet durch das Zellwachstum
betrdgt bezogen auf den Zeitpunkten t1 zum Zeitpunkt t2 im Impedanzspektrum 53,8% und im
Realteilspektrum 56,3%. Im Vergleich dazu liegt im selben Zeitbereich die betragsmaRige
Messwertdanderung des Medium im Impedanzspektrum bei 26,6% und im Realteilspektrum bei nur
18,1%. Diese geringere Anderung der Werte spiegelt auch die erwartenden Werte des Mediums
wieder. Damit ist sowohl in der Impedanz als auch in der Phase Information (iber chemische und
physikalische Vorgange des biologischen Systems enthalten.

Mit den Abbildungen 4.9-e bis 4.9-h ist des Weiteren eine zeitliche Abfolge der Messwerte in der
komplexen Ebene dargestellt. Durch die Kurvenform lasst sich auch eindeutig eine Unterscheidung
des Mediums zu einer Zellkultur und Einwirkungen aufgrund des Bromelains ablesen. Die
Abbildung 4.10-e stellt den maximal gemessenen Wert der Zellkultur zu Zeitpunkt t2 dar. Hier ist
ein paralleler Verlauf der Zellkultur zur x-Achse, aufgrund einer grolRen Realteil- und geringer
Imaginarteilanderung  identifizierbar. Das Medium  hingegen weist eine starke
Imaginarteilanderung bei geringer Realteildanderung auf. Der weitere Verlauf (Abbildung 4.10-f)
zeigt die Anndherung der Zellkultur zu einer konfluenten Zellschicht, charakterisiert durch
konstante Realteil- und Imaginarteilwerte. Nach der Bromelainzugabe nimmt der Realteil starker
ab als der Imaginarteil (Abbildung 4.10-g), um schlussendlich &dhnliche Realteilausgangswerte
(Abbildung 4.10-h), aufgrund abgel6ster Zellen anzunehmen.

Damit konnte die Relevanz der gleichzeitigen Begutachtung der Impedanz als auch der Phase
bestatigt werden. Es ist von entscheidender Bedeutung sowohl die getrennte Analyse durch die
Impedanz- und Phasenspektren als auch die Abhangigkeit beider Parameter in Form des Real- und
Imagindrteils zu analysieren.
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Abbildung 4.11: Detailansicht 4 der Spektraldarstellung der Zellkulturl: (a-d) optischer Verlauf des Wachstums der
Zellkultur; (e) Spektraldarstellung der normierten Impedanzdanderung der gesamten Messung als Konturdiagramm;
(f) Phasendarstellung der normierten Phaseninderung der gesamten Messung als Konturdiagramm; (g) Zeitlicher
Verlauf der Impedanzkurve bei ausgewdhlten Frequenzen (f1=50kHz, f2=100kHz, f3=300kHz, f4=600kHz); (h) Zeitlicher
Verlauf der Phasenkurve bei ausgewdhlten Frequenzen (f1=50kHz, f2=100kHz, f3=300kHz, f4=600kHz); (i)
Frequenzgang bei ausgewdhlten Zeitpunkten (t1=1d 21,4h; t2=8d 22,7h; t3=8d 23,9h; t4=12d 3,4h); (j) Phasengang bei
ausgewadhlten Zeitpunkten (t1=1d 21,4h; t2=8d 22,7h; t3=8d 23,9h; t4=12d 3,4h).
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Im Vergleich der bisher beschriebenen normal wachsenden Zellkultur soll nun im Detail auf das
elektrische Verhalten einer Zellkultur eingegangen werden, welche ein verdndertes Zellwachstum
aufweist. Diese Zelllinie zeigt wie Eingangs erlautert zunachst ein optisch betrachtetes normales
Verhalten. Jedoch nach den ersten Zellteilungen beginnen sich die Zellen ohne jegliche Einwirkung
von der Oberflache abzulosen. Ob diese abweichende Eigenschaft elektrisch beobachtet werden
kann, soll anhand der Detailansicht Abbildung 4.11 erlautert werden.

Nach der Aussaat der Zellen scheint optisch, wie in der Abbildung 4.11-a erkennbar ist, eine
langsam wachsende Zellkultur vorzuliegen. Im Vergleich dazu zeigt die in Abbildung 4.11-e, als
Konturdiagramm, gezeigte Impedanzdarstellung ein ganzlich anderes Verhalten. Von
Messungsbeginn an fillt die Impedanz innerhalb der ersten zwei Tage Uber den Grof3teil des
Frequenzbereichs stark ab. Bei Frequenzen unterhalb von f1 = 50kHz sind nur noch 20% des
Ausgangwertes messbar. Diese Messwerte erweisen sich im Laufe der Messung als Minimalwerte.
Ab dem dritten Tag stellte sich in der Zellkultur 3 (Abbildung 4.9) ein Zellwachstum in Form eines
Impedanzanstiegs ein. In der Zellkultur 1 ist ebenfalls ein Anstieg der Impedanz, bezogen auf den
Minimalwert, erkennbar. Jedoch wird dieser nicht stark ausgepragte Anstieg innerhalb kurzer Zeit
von einem konstanten Plateau unterbrochen. Es wird vermutet, dass dieser Wachstumsstop der
Beginn des Ablésens der Zellen von der Elektrodenoberflache sein konnte.

In Abbildung 4.11-f ist im Gegensatz zur Impedanzdarstellung die Phasendarstellung, als
Konturdiagramm ausgefiihrt, abgebildet. Hier zeigt sich ein ganzlich abweichendes Bild der
Zellkultur. In einem weiten Frequenzbereich oberhalb von f1 = 50kHz steigt die Phase von Beginn
an stark an um anschliefend konstante Werte anzunehmen. Sehr Interessant ist auch die
Tatsache, dass sich Impedanz und Phase im selben Zeitraum exakt gegengleich verhalten. Diese
Eigenschaft, (iber den gesamten Frequenzbereich, konnte bei der Zellkultur 3 (Abbildung 4.9) aber
auch bei anderen Langzeitmessungen nicht beobachtet werden. Damit kann eine starke Abnahme
der Impedanz bei gleichzeitiger starker Zunahme der Phase, bevor ein Zellwachstum eingesetzt
hat, ein Indiz firr eine veranderte Zellkultur sein.

Um die Frequenzabhangigkeit der Messung eines biologischen Systems noch mal zu verdeutlichen,
ist in Abbildung 4.11-i die Impedanz zu unterschiedlichen Zeitpunkten Uber den gesamten
Frequenzbereich dargestellt. Hier ist eine starke Abhadngigkeit zu hohen Frequenz ab f2 = 100kHz
ersichtlich. Dieser Bereich starker Impedanzanderung liegt genau im Bereich der B-Dispersion
biologischer Systeme (siehe Abschnitt 2.2.2). Interessant ist auch die Feststellung, dass bis zu der
maximal gemessenen Frequenz von 1MHz keine Anzeichen fiir einen, sonst beobachteten,
Impedanzabfall gegeben sind. Dies kann ebenfalls aufgrund abweichender Vorgange zufolge der
B-Dispersion zuriickzufiihren sein. Ahnliche, wenngleich nicht so drastische Erkenntnisse, liefert
die Darstellung Abbildung 4.11-j. Hier erkennt man die, mehrfach beobachtete, Phasenanderung
zu unterschiedlichen Zeitpunkten tber den gesamten Frequenzbereich. Jedoch ist auch hier das
Maximum eher scharf in einem kleinen Frequenzbereich abgegrenzt und im Vergleich zu
Abbildung 4.9-j zu hoheren Frequenzen verschoben.

Zusammenfassend ist eine starke Abweichung des Ublichen Impedanzanstieges durch ein
Zellwachstum begleitet mit einer Phasenanderung in einem begrenzten Bereich gegeben. Diese
Unterscheidung steht in direktem Zusammenhang mit dem veranderten Eigenschaften der
Zellkultur.

81



TU

10

Resultate und Diskussion WIEN Andreas EXLER
complex plane
tl t2 t3 t4 t5
1 1 Z(t.f) @ 300 kHzl l 1@ complex plane (t1 - t2) @ 300 kHz

impedance & phase angle

resistance & reactance

Zinf) @ 300 kHz

RelZ(n)

$(1H @300 kHz

Im{Z(t.0) & 300 kHz

—— cellcuture 1 (54 3]
medium (27 24) no cells | 7

cellculture 3 medium

1 L 1 1 L
4 ] 8 10 12
time [day]

ImZ(LR)

=)

cellcullure 154 2)
medium (27 24] no cells

t1 =0d
t2 =1d 21,4h]

tZQ\

celiculture 1

1 t2

A medium

t1

an 40 50 (1] 70 80 90 100
Re(Z(t)]

complex plane (t1 - t3) @ 300 kHz

(L) @ 300 kHz

celicuture 3

callcultur 154 3)

o ? 3 medium (27 24} no cells | |
-10
10 » .§ t1 =0d
. N t3 =6d 7,8h
220 -30
& cellcultur 1
-30 £ -4
3 E
3 E
40 8 " 50 v* 3 ]
60 \ 4
-50
70 t 4
soff cellculture 1 (54 3) B a0 /-‘ medium |
7 medium (27 24) no cells : tle
7 I | I L I 90! L . L L L L
2 4 [ 8 10 12 200 30 0 50 80 70 80 S0 100
time [day] Re{Zt])
t2 t3 t4 t5
Jv Re(Z(t))l 1 1@ complex plane (t1 - t4) @ 300 kHz
T T T T T 10
cellculture 1 (54 3) 9 ——cellculture 1 (54 3) ]
w0F medium (27 24)no cells | | t4 medium (27 24) na cells
-10 1
80| = tl = 0d
.20 ]
t4 =8d 22,7h
70 —
30 J
= cellculure 1
60 . é -40 t4 B
~ 50 1
. e 1
E - t1 |
£ A medium
T e -
20 | L | | L s g L L
2 4 B 8 10 12 3 20 0 a0 50 G0 70 a0 0 100
s [day] g Re(Zin)

IMZ(LH) @ 300 kHz

=

complex plane (t1 - t5) @ 300 kHz

\
medium  cellcuture 3

celiculiure 1 (54 2)
medium (27 24} no cells | 7

Im{Z{tf)

ol t5

-70

-80

90

o BN ]
N

cellculturs 1 (54 2)
madium (27 24) no calls

t1= od |
t5 =12d 3,5h

cellculture 1

t1 ]
medium

) 8 10 12
time (day]

20

30 a0 0 60 70 80 90 100
Re(Z()

Abbildung 4.12: Zeitliche Entwicklung der Impedanz bei 300kHz von Zellkultur 1, der geschadigten Zellkultur.
Dargestellt sind (a) der Absolutwert der Impedanz, (b) der Phase, (c) der Resistanz und (d) der Reaktanz. (e-h) zeigt die
zeitliche Entwicklung der Ortskurve.
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Wie man aus der Abbildung 4.11 entnehmen kann stellt die parallele Analyse der Impedanz und
Phase einen wichtigen Teil der Impedanzspektroskopie dar. In beiden Parametern sind
Informationen Uber den Zustand eines biologischen Systems enthalten, welche in Kombination zu
weiteren Erkenntnissen flihren. Diese Verbindung ist in Abbildung 4.11 dargestellt und soll im
Folgenden betrachtet werden.

In Abbildung 4.12-a und Abbildung 4.12-b sind die realen Werte der Impedanz und Phase bei einer
Frequenz von 300kHz dargestellt. Wie bereits beschrieben kann in den ersten beiden Tagen der
Zellkultivierung die gréRte Anderung sowohl der Impedanz als auch der Phase der Zellkultur 1
festgestellt werden. Hingegen kann der stetige Abfall der Impedanz des Mediums auf chemische
Vorgange auf der Elektrode oder durch Verdanderung des Mediums selbst zuriickgefiihrt werden.
Die Wertanderung der Phase des Mediums ist Uber die gesamte Langzeitmessung nur gering und
bedarf daher keiner weiteren Analyse.

Um nun das biologische System in seiner Gesamtheit zu betrachten, ist in Abbildung 4.12-c und
Abbildung 4.12-d der Realteil und der Imaginarteil der komplexen Impedanz dargestellt. Die
augenblicklichen Unterschiede der beiden Kurven sind eindeutig gegeben. Der stark abfallende
Kurventeil ist im Realteil ganzlich verschwunden. Vielmehr ist ein kleines Wachstum ab dem
dritten Tag erkennbar, welches zeitlich auch mit den Ergebnissen der Zellkultur 3 (Abbildung 4.9)
libereinstimmt. Das abrupte Ende dieses Wachstums, gegenzeichnet durch ein konstantes Plateau,
lasst vermuten, dass es mit dem Abldsen der Zellen von der Elektrodenoberflache korreliert. Ein
ganzlich anderes Bild liefert der Imaginarteil. Die Impedanzdaten lassen von Beginn an die starke
Anderungsrate erkennbar werden, welche sich nach etwa zwei Tagen an konstante Werte
annahert. Der Realteil des Mediums andert sich nur geringfligig, jedoch sind die Medienwechsel
am zweiten und sechsten Tag und der Bromelainmessung am neunten Tag durch kurzfristige
Wertdanderungen messbar. Der Imaginarteil des Mediums zeigt wiederum ein stadrkeres
Anderungsverhalten als der Realteil. Damit ist abermals bestétigt, dass zum einen die Aufspaltung
eines biologischen Systems in Real- und Imaginarteil zusatzliche Informationen liefert und zum
anderen der Imaginarteil bei Messwertdanderungen aufgrund eines Zellwachstums, Zellablsens,
etc. der sensitivere Parameter ist.

In Abbildung 4.12-e bis Abbildung 4.12-h ist das Zusammenspiel des Realteil und des Imaginarteils
in der komplexen Ebene zu unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt. Zwischen den Zeitpunkten
t1 und t2 erkennt man sehr deutlich die starke Anderung der Phase, bei nur sehr geringer
Wertanderung der Impedanz. Bei einer gut wachsenden Zellkultur wiirde im Gegensatz die Kurve
orthogonal zu der Abgebildeten verlaufen, da das Zellwachstum durch eine Anderung des Realteils
bei geringer Anderung des Imaginarteils charakterisiert ist. In weiterer Folge erkennt man die
kurzzeitigen Messwertdnderungen sowohl im Real- als auch im Imaginarteil aufgrund der
Medienwechsel. Da sich die Zellen zwischen den Zeitpunkten t2 und t3 von der
Elektrodenoberflache ablosen und in Folge nicht mehr anwachsen, ist eine weitere Abnahme des
Realteils und des Imaginarteils die Folge.

Mit dieser Messung konnte gezeigt werden, dass eine inkorrekt wachsende Zellkultur anhand
einer starken Anderung der Impedanz bei gleichzeitig starker Anderung der Phase vor einer
optischen Auffalligkeit charakterisiert werden kann.
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4.5. Charakterisierung des Mikrofluidiksystems

Ziel der Implementierung des Mikrofluidiksystems war es die kontinuierliche Medienversorgung
der Zellkulturen. Damit das gesamte Mikrofluidiksystem eingesetzt werden kann, muss dieses im
Vorhinein auf dessen Funktionsfahigkeit und deren physikalische Eigenschaften getestet werden.
In diesem Abschnitt soll neben den Eigenschaften des Systems und den funktionellen Ablauf auch
ein Testlauf einer Langzeitmessung mit reinen Medium und unterschiedlichen realistisch
anwendbaren Flussraten analysiert werden.

Der designte Aufbau besteht aus zwei Einzelsystemen, welche rdaumlich voneinander getrennt
unterschiedliche Aufgaben erfiillen. Die raumliche Trennung erweitert die Flexibilitdt des Systems
enorm. Das geschlossene Zellkultursystem befindet sich wie in Abbildung 3.13 dargestellt ist im
MEArack des Impedanzspektrometers. Da jede Zellkulturkammer getrennt voneinander
ansteuerbar sein soll, ergibt sich ein sehr geringes Platzangebot auf dem Zellsensor. Der
Liquid-Multiplexer ist hierflir das geeignete Bindeglied zwischen der Spritzenpumpe und dem
Zellkultursystem. Dieser kann einen Volumenstrom gleichmaRig auf die vier Ausgange des
Liquid-Multiplexers verteilen.

Liquid-Multiplexer Zellkultursystem

Flussrichtung

2

Inlet Outlet

Abbildung 4.13: Schematische Ubersicht des Mikrofluidiksystems und dessen Flussrichtung.

Um nun, wie in Abbildung 4.13 angedeutet ist, das Medium auf alle vier Zellkulturen verteilen zu
konnen wird eine Verbindung aus Silikonschldauchen zu den einzelnen Zellkulturkammern
hergestellt. Damit ergibt sich, durch die Moglichkeit der separaten Nutzung der Einzelsysteme, ein
weiterer Vorteil des Gesamtsystems. Das Zellkultursystem kann unabhéngig fir Manipulationen
einer einzelnen Zellkultur verwendet werden. Diese Manipulationen kénnen unter anderem der
Entzug von frischem Medium oder die Zugabe von chemischen Zusatzen (z.B. Bromelain) sein.

Des Weiteren ergeben sich bei der Inbetriebnahme einzelner Komponenten Vorteile fiir das
Gesamtsystem. Das Messsystem ist dabei unabhangig von der mikrofluidischen Versorgung und
kann dadurch als ,,Plug & Play“-System angesehen werden. Da eine getrennte Softwareeinbindung
des Messsystems und des Versorgungssystems vorgesehen wurde, koénnen diese somit
ortsunabhangig und getrennt voneinander gesteuert werden.
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Im Folgenden wird nun eine impedanzspektroskopische Messung in Verbindung mit dem
Mikrofluidiksystem beschrieben. Diese Messung soll eine eventuell auftretende Flussabhadngigkeit
oder den Einfluss bei einem Erneuern des Mediums bedingt durch einen Spritzenwechsel
aufzeigen.

Die Messung erstreckt sich {iber einen Zeitraum von drei Tagen, wobei etwa einmal taglich ein
Spritzenwechsel in Verbindung mit einer Flussratendanderung durchgefihrt wurde. Vor dem
Messungsstart werden die etwa 3,2mm (ca. 160ul Fassungsvermdgen) hohen Zellreservoirs der
ersten PDMS-Schicht (iber die Zugdnge der zweiten PDMS-Schicht mit Medium gefillt und alle
Luftblasen entfernt. Dieser Arbeitsschritt muss durchgefiihrt werden, da im weiteren Verlauf
Luftblasen die Zu- oder Ableitungen verschlieRen kénnten. Wenn sowohl der Liquid-Multiplexer,
als auch das Zellkultursystem vollstdndig mit Medium geflllt und gemaf Abbildung 4.13
verbunden sind kann die Messung gestartet werden. Dazu wird der Inlet des Liquid-Multiplexers
an die in der Spritzenpumpe eingespannte Spritze angeschlossen. Hier ist ebenfalls auf eine
moglichst luftblasenfreie Arbeitsweise zu achten.

[a] l | | [b] I | |
|Z(tHI/Z(t=0,H*100%

——cellculture 1(58 B)
—cellculture 2(47 39) 2
——cellculture 3(17 9) |
—cellculture 4(28 36) \

N4

——cellculture 2(47 39)
—cellculture 3(17 9)
celiculture 4(28 36)

’—celculure 1(58 6)

%% 05 1 15 2 25 % 05 1 15 2 25
time [day] time [day]
Abbildung 4.14: Ubersicht der Impedanzdarstellung und Phasendarstellung bei 300kHz
Die Messung wird bis zum Zeitpunkt t1 mit einem Volumenstrom von 4,6% durchgefiihrt, dabei

wurden insgesamt 5,3ml durch das System gepumpt. Dieser Volumenstrom am Inlet bedeutet
einen Volumenstrom von 1,15m”—l,ln je Outlet. Wie man in Abbildung 4.14 erkennen kann, zeigt

sowohl die Impedanzdarstellung als auch die Phasendarstellung, in allen 4 Kammern nahezu
konstante Kurven. Zum Zeitpunkt t1 erfolgt der erste Spritzenwechsel. Dabei sind nach der
Messungsunterbrechung infolge des Spritzenwechsels ein abrupter Impedanzanstieg und eine
geringe Phasenanderung in Zellkammer 2 und Zellkammer 4 messbar. In Zellkammer 1 und
Zellkammer 3 ist diese Anderung nur geringfiigig vorhanden. Diese starken Impedanz- und
Phasenanderungen wurden auch schon bei manuellen Medienwechseln wahrend einer
Langzeitmessung beobachtet. Bei dieser Messung kann jedoch aufgrund eines kontinuierlichen
Flusses ein frisches Medium als Ursache ausgeschlossen werden. Des Weiteren ist die Zeitdifferenz
bis zu urspriinglichen Werten mit 4,29h, im Vergleich zu anderen Langzeitmessungen, mit etwa

einem Tag wesentlich geringer. Zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 wurde der Volumenstrom auf
Sm“—iln (entspricht 1,25m”—l,lnje Outlet) erhoht um mogliche Messwertanderungen aufgrund

Flussratendanderungen zu beobachten. Bis zum Zeitpunkt t2 wurden 5,8ml Medium durch das
System gepumpt. Nachdem sich die Impedanz- und Phasenwerte wieder auf ein konstantes Niveau
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eingependelt haben ist keine nennenswerte Messwertanderung feststellbar. Zum Zeitpunkt t2
wurde ein erneuter Spritzenwechsel mit einer Messwertunterbrechung durchgefiihrt. Nun wurde

1 . . . .
der Volumenstrom auf 3,6# (entspricht 0,9#]6 Outlet) reduziert. Abermals war eine starke

Impedanz- und Phasendnderung bei Zellkammer 2 und Zellkammer 4 in einem Gesamtzeitraum
von 2,57h messbar. Die anschlieRenden Messwerte zeigen bis zum Zeitpunkt t3 wiederum
konstante Werte. Im Zeitraum t2 bis t3 wurden erneut 5,0ml durch das Mikrofluidiksystem
geleitet.

Der letzte Messabschnitt ab dem Zeitpunkt t3 zeigt einen erneuten Spritzenwechsel. Jedoch wurde

. . l . .
hier der Volumenstrom mit 3,6# auf demselben Niveau gehalten, um die

Volumenstromanderung als Ursache fiir die starken Messwertdnderungen ausschliefen zu
kénnen. Schlussendlich zeigt sich bei gleich gehaltenem Volumenstrom derselbe Impedanz- und
Phasenanstieg in einem Zeitraum von 2,09h.

Zusammenfassend konnte mit dieser Messung gezeigt werden, dass eine kontinuierliche
Versorgung der Zellkammern tber mehrere Tage gewahrleistet werden kann. Dabei ergab sich
eine durchschnittliche Mediumsverteilung von: ZK1 = 34,78%, ZK2 = 21,12%, ZK3 = 18,63%,

ZK4 = 25,47%. Des Weiteren ist die Volumenstromanderung in einem Wertebereich von 1,4m”—;l

vermutlich kein Parameter der die Messung beeinflusst. Jedoch konnte die Ursache der
kurzzeitigen Impedanz- und Phasendnderungen nicht restlos geklart werden.

Die beschriebene Messung zeigt die erfolgreiche Implementierung der mikrofluidische
Medienversorgung. Damit kann dieses Design fiir zuklinftige Langzeitmessungen eingesetzt
werden. Defizite scheinen noch durch die kurzen aber starken Messwertdnderungen bei einem
Spritzenwechsel und einer verbundenen Messwertunterbrechung zu liegen. Des Weitern kénnten
zur blasenfreien Inbetriebnahme des Systems verbesserte Arbeitsschritte, wie z.B. das Entgasen
aller Flussigkeiten zum Einsatz kommen. Fir eine noch bessere Mediumsverteilung auf die
einzelnen Zellkulturkammern kann das Design dahingehen geadndert werden, dass moglichst alle
Ecken und Kanten in dem System vermieden bzw. durch Abrundung entscharft werden. Mit den
genannten Weiterentwicklungen ist das Mikrofluidiksystem zukiinftig gut einsetzbar.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen dem Zustand einer
Zellschicht und deren elektrischer Eigenschaften zu klaren. Dazu wurde ein
Impedanzanalysesystem bestehend aus dem Impedanzspektrometer ,Sciospec ISX-3“, einer
Chiphalterung ,,MEArack” und einem selbst entwickelten und selbst gefertigten MEA-Chip mit
eigens entwickelten Zellkulturaufsatz und einer Mess- und Steuerungssoftware fiir die Zellanalyse
erweitert und optimiert.

Die Langzeitmessungen, die wahrend dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, waren
impedanzspektroskopische Messungen der extern induzierten Permeabiitatsanderungen wie etwa
durch die Zugabe des Permeation Enhancers Bromelain auf die CaCo2-Zellmonoschicht. Die
Resultate konnten eindeutig eine Zuordnung von Impedanzinderungen zu Anderungen der
Zellschicht beweisen. Des Weiteren konnte die Regenerationsfahigkeit der epithelialen Zelllinie
nach einer mechanisch durchgefiihrten Zellldsion auch anhand elektrischer Messungen zeitgenau
beobachtet und bestdtigt werden. Da es sich bei diesen Analysen um Langzeitmessungen von
vielen Tagen handelt, muss ein guter Kompromiss zwischen der zeitlichen Auflésung der
Messzyklen bei gleichzeitiger hoher Genauigkeit einer Einzelmessung, ohne essenziellen
Informationsverlust, erzielt werden. Diese Problemstellung ergab sich z.B. bei einem
Bromelainmesszyklus. Zunachst wird das Zellwachstum bis zu einer konfluenten Zellschicht
zeitunkritsch Gber mehrere Tage Uberwacht, um im Anschluss die eigentliche Bromelainmessung
durchzufiihren. Da die Einwirkzeit des Bromelains, abhdngig von der gewahlten Konzentration, nur
wenige Stunden oder gar Minuten in Anspruch nimmt, muss zum einen der Messzyklus reduziert
werden und zum anderen die Messdauer einer Einzelmessung optimiert werden. Der Messzyklus
wurde reduziert, indem die Wartezeit der Steuerungssoftware auf Null gesetzt wurde. Die
Messdauer konnte durch geeignete Wahl des Frequenzbereichs (100Hz-1MHz) von urspriinglich
10min pro Messung auf 85s fiir das IDES-4-Elektrodenpaardesign und 170s fiur das neu
implementierte IDES-8-Elektrodenpaardesign bei gleichzeitiger Steigerung der Frequenzauflésung
erreicht werden. Damit wurde eine entscheidende Weiterentwicklung fiir eine kurze aber hoch
auflésende Einzelmessung erzielt.

Eine weitere hohere Anforderung wurde an die verwendeten Elektrodenpaare selbst gestellt. Das
Impedanzspektrometer und damit auch die Geometrie der Anschliisse waren kompatibel zu dem
Biochipstandard MEA60 von Multichannel System. Aufgrund dieser Schnittstelle muss auch beim
selbst entwickelten Elektrodendesign eine gewisse geometrische Grundkonfiguration eingehalten
werden. Die planaren Goldelektroden selbst sind als Interdigitated Electrodes (IDES) konfiguriert
und werden in einem Mikrostrukturierungsprozess hergestellt. Als erste Erweiterung wird die
Flache der Elektroden auf denen die CaCo2-Zellen wachsen sollen durch eine SisN,-
Isolationsschicht begrenzt und damit definiert. Hierdurch konnte eine bessere Vergleichbarkeit der
Messergebnisse  erreicht werden. Als ndchstes wurde zu dem vorhandenen
IDES-4-Elektrodenpaardesign mit einer Elektrodenbreite und einem Elektrodenabstand von je
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50um ein IDES-8-Elektrodenpaardesign implementiert. Die 4 Elektrodenpaare sind dabei auf die
4 Zellkulturreservoirs des MEA-Chips aufgeteilt und fillen diese ganzflachig aus. Durch die
Verdopplung der Elektrodenpaaranzahl sind fiir die 4 Zellkulturreservoirs je zwei Elektrodenpaare
verfligbar die jeweils eine Halfte der Zellkulturkammer messtechnisch erfassen. Dies bringt den
Vorteil mit sich, dass nun auch lokale unterschiedliche Entwicklungen innerhalb einer Zellkultur
beobachtbar sind. Des Weiteren wurde die Elektrodenbreite und der Elektrodenabstand auf je
20um reduziert. Dadurch wird die zweidimensionale Auflosung der Messflache erhoht, welche sich
in einer genaueren Beobachtung z.B. des Zellwachstums niederschldgt. Die adaptierte
Elektrodengeometrie mit verkleinerten Abstdnden zwischen den Elektroden erzeugt auch noch
eine verbesserte Abstimmung auf die Zellmonoschicht. Der GroRteil des elektrischen Feldes {iber
den Elektrodenpaaren breitet sich nun nur bis zu einer Hohe aus, welche ungefdhr, dem
kugelférmig angenommen, Durchmesser der CaCo2-Zellen entspricht. Damit beeinflussen
chemische Vorginge Uber der Zellschicht die Elektrodenpaare bei der Messung nur mehr
vernachlassigbar. Dies steigert die Sensitivitdit und Spezifitdit der Elektrodenpaare fir die
CaCo2-Zellmonoschicht.

Der letzte Teil dieser Arbeit widmet sich der Erweiterung des Impedanzanalysesystems um eine
eigenstandige mikrofluidische Medienversorgung. Die Versorgung besteht aus der hochprazisen
Spritzenpumpe KDS Legato 110, einem selbstgebauten Liquid-Multiplexer fiir die gleichmaRige
Mediumsverteilung und einem selbst fir die MEA-Geometrie entwickelten geschlossenen
Mikrofluidik-Zellkulturaufsatz. Die Ansteuerung der Spritzenpumpe wurde in Form einer Matlab-
Softwarelésung implementiert. Somit kann das Gesamtsystem, bestehend aus dem
Impedanzspektrometer und der Mikrofluidikversorgung, weiterhin PC-gesteuert betrieben
werden. Das Mikrofluidiksystem wurde so ausgelegt, dass durch den Liquid-Multiplexer eine
kontinuierliche und gleichmaRige Versorgung aller 4 Zellkulturkammern gewadhrleistet und bei
manueller Verwendung jede einzelne Kammer getrennt angesteuert werden kann. Die
Funktionsfahigkeit des Systems konnte in einem mehrtagigen Versuchsaufbau bestatigt werden.
Zusammenfassend konnten erfolgreiche Bromelainmessungen und
Regenerationsfahigkeitsmessung durchgefiihrt werden. Das System wurde hinsichtlich einer
Einzelmessung optimiert und um ein Mikrofluidiksystem erweitert. Letztlich konnte durch das
IDES-8-Elektrodenpaardesign sowohl die rdaumliche Auflosung einer Zellschicht als auch die
Sensitivitdat von chemischen Vorgangen in Bezug auf Morphologie und Zell-Zell Kontakte gesteigert
werden.

Um dieses Impedanzanalysesystem fiir neue und genauere Analysen im Bereich des
Zellwachstums und der internen zellkulturbedingten Unterschiede einzusetzen, konnte ein
weiteres Design mit 16 Elektrodenpaaren zum Einsatz kommen. Hierdurch waren dann
4 Elektrodenpaare je Zellkultur fir die raumliche Zellanalyse verwendbar. Dies wiirde bessere
Vergleichsmoglichkeiten hinsichtlich der differierenden Zellkulturentwicklung und eine noch
sensitivere Auflosung flir weitere Bromelainmessungen ergeben. Als Entwicklungsvorschlag
konnten noch feiner aufgeloste Elektrodenbreiten und Elektrodenabstinde im Bereich von
12-15um einen weiteren Fortschritt in der Untersuchung der Tight Junctions ermdéglichen. Die
Implementierung des Mikrofluidiksystems konnte als einsetzbare Alternative zur manuell
durchgefiihrten Versorgung der Zellkultur bestdtigt werden. Hier kénnte durch eine
weiterentwickelte Kanalflihrung eine gleichmaRigere Fliissigkeitsverteilung der Zellkulturreservoirs
erreicht werden.
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