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(54) Title: LID ELEMENT

(54) Bezeichnung: DECKELELEMENT

(57) Abstract: The invention relates to alid element that is placed on cell culture vessels in which cells are stored in aliquid medium.
The aim of the invention is to provide a lid element which allows to determine the metabolic activities of cells contained in the cell
culture vessels by optical measuring methods, and which is easy to handle. According to the invention, the lid element which is
placed on the cell culture vessels is provided with light-carrying elements that project into the interior of cavities of the cell vessel
when the lid element is placed on the vessel. At least one optically sensitive layer is configured on a front face and/or on the outer
- periphery of the light-carrying elements that are preferably configured as rod-shaped optical waveguides and allows detection of

changing chemical substance concentrations in the cavities.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Deckelelement, das auf Zellkulturgefésse, in denen in einem fliissigen Medium
) enthaltene Zellen aufgenommen sind. Das erfindungsgemisse Deckelelement soll eine Bestimmung von Stoffwechselaktivitidten
~~ von in den Zellkulturgefédssen enthaltenen Zellen, mit optischen Messmethoden erméglichen, wobei durch einfache Handhabung
beim Laborpersonal erreicht werden kann. Am auf die Zellkulturgefdsse aufsetzbaren Deckelelement sind lichtfiihrende Elemente
vorhanden, die in aufgesetzter Stellung des Deckelelementes in das Innere von Kavitdten des Zellgefédsses hineinragen. Auf einer
Stirnfldche und/oder auf der dusseren Mantelfldche der lichtfithrenden Elemente, die bevorzugt als stabférmige Lichtwellenleiter
ausgebildet sind, ist mindestens eine optisch sensitive Schicht, zur Detektion von innerhalb der Kavitéten sich verdndernden chemi-

schen Stoftkonzentrationen, ausgebildet.
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Deckelelement

Die Erfindung betrifft ein Deckelelement, das auf
Zellkulturgef&fRe, wie z.B. Petrischalen und bevorzugt
Mikrotiterplatten sowie eine Vorrichtung und ein Ver-
fahren unter Verwendung eines solchen Deckelelementes
zur Detektion der Stoffwechselaktivitat von in flus-
sigen Medien enthaltenen Zellen. Die Erfindung kann
vorteilhaft z.B. fir Untersuchungen von Wirkungen un-
terschiedlicher Umwelt- und (bio-)chemischer Stoffe-
infllisse auf die Vvitalitat von Zellen eingesetzt wer-
den. Es besteht auch die Mdglichkeit, Untersuchungen
fir die Verbesserung von Kultivierungsbedingungen fir
die Zellen vorzunehmen, um beispielsweise die Bil-
dungsrate von durch Zellen gebildeter Biomolekule,

wie verschiedene Proteine, zu erhdhen.

Unter dem Betriff Zellen sollen z.B. Mikroorganismen,
Zellen von Pilzen sowie menschliche, tierische oder

pflanzliche Zellen wie z.B. Zellinien-Zellen wie HL-
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60 (human, Promyeloblast), U-937 (human, Lymphom),
MCF-7 (human, Mamakarzinom), CACO-2 (human, Colonkar-
zinom, J774A.1 (murin, Makrophage), 3T3 (murin, Fi-
broblast), BHK-12 (Hamster, Niere), aber auch primare
Zellen, wie sie z.B. aus Biopsien oder Blut gewonnen

werden koénnen, verstanden werden.

Aus DE 199 03 506 Al ist eine entsprechende Ldsung
bekannt, bei der in speziell ausgebildeten Gefé&fien,
die sich verandernde Sauerstoffkonzentration inner-
halb eines flussigen Mediums, in dem Zellen enthalten
sind, gemessen wird und diese Verdnderung als Maf fiar
die Stoffwechselaktivitat der kultivierten Zellen be-

nutzt wird.

Die dort beschriebenen Gef&Re sind in einer speziel-
len Form ausgebildet und die zu verwendende Sensor-
membran ist innerhalb der Gefafe zur Vermeidung von
Messfehlern definiert angeordnet. Nachteilig ist eine
Anordnung der Sensormembran auf dem Boden der Zell-
kulturgefaRe auf dem sich auch die Zellen befinden.
Insbesondere werden dadurch die Kultivierungsbedin-

gungen fur die Zellen verschlechtert.

Daneben ist in US 5,567,598 eine Vorrichtung fir den
Nachweis von Mikroorganismen in flUssigen Proben bzw.
zur Uberwachung von Wirkungen bestimmter auf solche
Mikroorganismen Einfluss nehmenden chemischer Stoffe
bekannt. Gemafs der dort vermittelten Lehre sollen un-
ter anderem Sensormembranen an den Enden von dort mit
,Prongs"™ bezeichneten keilférmigen Elementen angeord-
net werden. Diese keilfdrmigen Elemente sind an einem
Rahmenelement befestigt und werden mit dieser Sensor-
membran in eine Probenfllssigkeit, die in einem Re-
servoir enthalten ist, eingetaucht. Diese keilfdrmi-

gen Elemente sind in ihrem Inneren jedoch teilweise
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hohl ausgebildet und lediglich an der Stirnseite, an
der die Sensormembran angeordnet ist, verschlossen
gehalten. Die in US 5,567,598 beschriebene Vorrich-
tung zur Messsignalerfassung von der Sensormembran
ist sehr Messfehler anfdllig, da durch das flussige
Medium hindurch gemessen wird, und liefert keine
quantitative Messsignale, damit ist diese Anordnung
fir eine automatisierte Routineanwendung nicht geeig-

net.

In EP 0 425 587 ist far den gleichen Anwendungsbe-
reich der Einsatz sogenannten ,Optoden"“ bezeichnet.
In einem Beispiel, der dort beschriebenen L&sung,
soll eine solche Optode an der Spitze einer in einen
Behilter einfithrbaren Sonde béfestigt werden, wobei
innerhalb einer solchen Sonde Lichtleiter far eine
Anregungs- und Detektionseinrichtung aufgenommen
sind. Bemerkenswert ist es aber, dass diese Ldsung
ausschlieflich in geschlossenen Systemen, die
vollstandig gegeniiber der Umwelt abgeschlossen sind
und demzufolge auch ein Stoffaustausch zwischen
System und Umwelt ausgeschlossen ist, eingesetzt

werden soll.

Ausgehend hiervon, ist es daher Aufgabe der Erfin-
dung, eine kostenginstige, in vielfaltiger Form ein-
setzbare Losung zu schaffen, mit der Uber eine op-
tisch sensitive Schicht und optischer Messung die
Stoffwechselaktivit von kultivierten Zellen unter Be-
riucksichtigung unterschiedlicher Einflusskriterien,
mit hoher Akzeptanz durch Laborpersonal bewertet wer-

den kénnen.

Erfindungsgemaf wird diese Aufgabe mit einem Deckel-
element, das die Merkmale des Anspruchs 1 aufweist,
sowie mit einer Vorrichtung und einem Verfahren, bei

PCT/DE03/00219
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denen solche Deckelelemente Verwendung finden, gemafd
dem Anspruch 14 fur eine Vorrichtung und dem Anspruch
21 fir ein Verfahren geldst. Vorteilhafte Ausgestal-
tungsformen und Weiterbildungen der Erfindung kdnnen
mit den in den untergeordneten Anspriichen bezeichne-

ten Merkmalen erreicht werden.

Die erfindungsgemafien Deckelelemente kdénnen in ange-
passter Form auf die verschiedensten an sich bekann-
ten Zellkulturgeféafe unmittelbar aufgesetzt werden
und mit Hilfe dieser Deckelelemente eine optische Er-
fassung und davon abgeleitet die Stoffwechselaktivi-
taten von in einem flissigen Medium, wie beispiels-
weise einer Nahrldésung, enthaltenen Zellen bestimmt
werden. Die Anpassung der Geometrie und Dimensionie-
rung der Deckelelemente kann relativ einfach erfolgen
und bezlglich der Ublicherweise in Labors eingesetz-
ten Zellkulturgefafe ausgebildet sein. So kann ein
solches Deckelelement bevorzugt fir die sogenannten
Mikrotiterplatten unter Berlcksichtigung der jeweili-
gen Anzahl und Anordnungen der einzelnen Kavitaten

(Wells) ausgebildet sein.

Am erfindungsgemafien Deckelelement ist mindestens ein
lichtfihrendes Element vorhanden, das vorzugsweise
als stabformiger Lichtwellenleiter ausgebildet ist.
Diese lichtfihrenden Elemente ragen in aufgesetzter
Position des Deckelelementes auf das jeweilige Zell-

kulturgefafy, in jeweils eine Kavitat hinein.

An den lichtflhrenden Elementen sind jeweils minde-
stens eine optisch sensitive Schicht ausgebildet. Ei-
ne solche optisch sensitive Schicht kann an der
Stirnflache, die an das Innere der jeweiligen Kavitat
hineinragt, in/oder auf einer &Aufleren Mantelflache
ausgebildet sein.
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Selbstverstandlich besteht auch die Mdglichkeit, auf
einem solchen lichtfithrenden Element zwei und mehr
unterschiedliche optisch sensitive Schichten auszu-
bilden.

Eine solche optisch sensitive Schicht verandert seine
optischen Eigenschaften in Abhangigkeit der zu detek-
tierenden, vom Stoffwechsel der Zellen veranderten,
(bio-) chemischen Stoffkonzentration, in der Kavitat
des Zellkulturgefafes.

So kdénnen sich die optischen Eigenschaften solcher
optisch sensitiver Schichten bezlglich ihrer Lumines-

zenz, Lichttransmission oder Lichtstreuung verandern.

Beispielsweise ist es bekannt, dass eine Lumineszenz-
anregung mit geeignetem Licht in einer solchen
Schicht erfolgt und eine stoffkonzentrationsabhangige
Veranderung des angeregten Lumineszenzlichtes auf-
tritt und diese Verdnderung des Lumineszenzlichtes
als MaR fur die jeweilige Stoffkonzentration genutzt

werden kann.

Zur Bestimmung der Sauerstoffkonzentration sind bei-
spielsweise Ruthenium-Komplexe bekannt (Otto S.
Wolfbeis (ed.), Fiber Optic Chemical Sensors and Bio-
sensors, Vol, II, CRC Press 1991), die in eine fur
Sauerstoff permeable polymere Matrix eingebettet
sind. Diese Ruthenium-Komplexe haben die Eigenschaft,
dass sich die Lumineszenzintensitat in Abh&ngigkeit
der jeweiligen Sauerstoffkonzentration bzw. des Sau-
erstoffpartialdruckes verandert. Dadurch kann die In-
tensitat des Lumineszenzlichtes oder das zeitliche
Abklingverhalten des Lumineszenzlichts, nach Abschal-

tung einer entsprechend zur Lumineszenzanregung ge-
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eigneten Lichtquelle genutzt werden.

Da aber insbesondere die zur Lumineszentanregung ge-
eigneten Stoffe, die in einer solchen polymeren Ma-
trix eingebettet sind, einer gewissen Alterung unter-
worfen sind und die Erfassung des Lumineszenzintesi-
tdt durch Stdrlicht verfalscht werden kann, ist es
besonders vorteilhaft, die sich sauerstoffkonzentra-
tionsabhi&ngig veradndernde Abklingzeit der Lumines-
zenz durch eine Phasenverschiebung zwischen dem si-
nusfédrmigen Anregungslicht und dem Fluoreszenzlicht

ZUu messen.

Eine bei einem erfindungsgemaf’en Deckelelement ein-
setzbare optisch sensitive Schicht kann beispielswei-
se so ausgebildet sein, wie sie in DE 198 31 770 Al

beschrieben ist.

Die optisch sensitiven Schichten kénnen aber auch in
anderer Form ausgebildet sein, ohne dass Lumineszenz-
erscheinungen auftreten und berucksichtigt werden

kénnen.

So kann beispielsweise eine optisch sensitive Schicht
aus einem Stoff gebildet sein bzw. einen solchen
Stoff enthalten, der in Abhangigkeit der jeweiligen
Stoffkonzentration seine Lichttransmissionseigen-
schaften, beispielsweise durch einen entsprechenden
sukzessiven Farbumschlag, verandert. Dementsprechend
wird von einer solchen optisch sensitiven Schicht
entsprechend mehr oder weniger Licht absorbiert, so
dass die Intensitit des durch eine solche sensitive
Schicht gelangenden und auf einen optischen Detektor
auftreffenden transmittierten Lichtes ebenfalls ein
geeignetes Maf} ist. Zu nennen ware hier als Beispiel

optische Sensormembranen, wie sie zur Bestimmung der
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Kohlendioxidkonzentration oder des pH-Wertes aus Otto
S. Wolfbeiss (ed.), Fiber Optic Chemical Sensors and
Biosensors, Vol. II, CRC Press 1991, bekannt sind.

In einer weiteren Alternative kann aber auch die mit
einer solchen optisch sensitiven Schicht auftretende
Lichtstreuung, die sich ebenfalls in Abhangigkeit der

jeweiligen Stoffkonzentration andert, genutzt werden.

In diesem Fall sind in einer solchen optisch sensiti-
ven Schicht lichtstreuende Partikel enthalten, wobei
diese Partikel in einem polymeren Material eingebet-
tet sein kdénnen. Dieses Material wird von der jewei-
ligen Stoffkonzentration beeinflusst und es erfolgt
eine Verschiebung bzw. Ausrichtung der lichtstreuen-
den bzw. reflektierenden Partikel innerhalb der
Schicht, so dass auch hier der Anteil des durch diese
Schicht transmittierten Lichtes in Richtung eines op-
tischen Detektors sich entsprechend der Stoffkonzen-
tration veradndert. Das Schichtmaterial, in dem solche
Partikel eingebettet sind, kann beispielsweise gel-

férmig oder eine Flussigkristallform sein.

Neben den reinen Lumineszenz-, Lichttransmissions-
und Lichtstreuungsmessungen sind auch Kombinationen
von mindestens zwei Messarten mdglich. Sinnvolle Kom-
binationen wAren z.B. eine Lumineszenzmessung und ei-
ne Lichtstreuungsmessung oder eine Lichttransmissi-

onsmessung und eine Lichtstreuungsmessung.

Das erfindungsgemafe Deckelelement kann vorteilhaft
eine Oberflache aufweisen, die im Bereich von stab-
férmigen Lichtwellenleitern, als lichtfdhrende Ele-
mente, eine Struktur bildet. Eine solche Struktur ist
demzufolge auf der solchen stabférmigen Lichtwellen-

leitern gegenlberliegenden Seite des Deckelelementes



10

15

20

25

30

35

WO 03/064990 PCT/DE03/00219

ausgebildet.

So kann beispielsweise eine solche Struktur in Form
konvexer Erhebungen oder konkaver Vertiefungen ausge-
bildet sein, um die Lichtfihrung vorteilhaft beein-

flussen zu koénnen.

So k&énnen konvexe Erhebungen plankonvexe optische
Linsen oder konkave Vertiefungen konkave Linsen bil-
den, die das in die stabfdrmige Lichtwellenleiter
einzukopelnde Licht gezielt formen. Die plankonvexen
Linsen kénnen aber auch an dieser Seite des Deckele-
lementes austretendes Licht gezielt geformt auf einen
optischen Detektor richten oder zur Einkopplung in

eine Lichtleitfaser fokussieren.

Méglich sind auch Vertiefungen die trichterfdrmig
ausgebildet sein kénnen, wobei das Licht durch den
jeweils ausgebildeten Trichter in die jeweiligen
stabfdrmigen Lichtwellenleiter eingekoppelt wird. In
diesem Fall ist es vorteilhaft, innerhalb des trich-
terfdrmigen Bereiches eine planare Fl&che zur Ein-
und/oder Auskopplung von Licht in den bzw. aus dem
jeweiligen stabfdérmigen Lichtwellenleiter auszubil-

den.

Des weiteren besteht die Mdéglichkeit, allein oder zu-
satzlich zu den beschriebenen Strukturen auf der
Oberflache eines erfindungsgemafien Deckelelementes
auch die am Deckelelement vorhandenen Lichtwellenlei-
ter gezielt geometrisch zu gestalten, um die Licht-
fihrung innerhalb der Lichtwellenleiter positiv be-
einflussen zu kdénnen. Dabei kdénnen die Lichtwellen-
leiter, ausgehend von oben nach unten einen in Trich-
ter-, Kegelstumpf- oder Pyramidenstumpfform ausgebil-

deten Bereich aufweisen, der dann in einen stabfdrmi-
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gen Bereich Ubergeht, dadurch lassen sich glinstigere
Lichtfihrungsverhdltnisse innerhalb der Lichtwellen-
leiter fur die Einkopplung und/oder Auskopplung von

Licht erreichen.

Die ganzlich in Stabform oder lediglich einen stab-
fdrmigen Bereich aufweisenden Lichtwellenleiter, koén-
nen zumindest in den stabfdrmig ausgebildeten Teilen
einen kreisfdrmigen, ovalen, drei- oder mehreckigen

Querschnitt aufweisen.

So kann beispielsweise die Ausbildung von mehreren
optisch sensitiven Schichten auf einem stabférmigen
Lichtwellenleiter mit drei- oder mehreckigem Quer-
schnitt auf den entsprechend planaren Mantelflachen-
bereichen relativ einfach erfolgen und eine deutliche
Trennung solcher dann bevorzugt unterschiedlicher op-

tisch sensitiver Schichten erreicht werden.

Insbesondere fur Untersuchungen Uber langere Zeitrau-
me ist es glnstig, an einem erfindungsgeméafien Deckel-
element Abstandshalter oder Offnungen vorzusehen. Mit
diesen Elementen wird ein hermetischer Abschluss zwi-
schen dem flissigen Medium und der Umwelt vermieden,
so dass ein Stoffaustausch zwischen Umwelt und dem
fliissigen Medium erfolgen kann. Dies ist insbesondere
fiir den aeroben Stoffwechsel Zellen von Bedeutung, da
z.B. der notwendige Sauerstoff somit aus der Umgebung
in das flUssige Medium eindringen und durch Diffusion

zu den sauerstoffverbrauchenden Zellen gelangen kann.

Solche Abstandshalter kénnen beispielsweise an der
Unterseite, also an der Seite, an der die stabfdrmi-
gen Lichtwellenleiter ausgebildet oder vorhanden

sind, ausgebildete Erhebungen sein.
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Abstandshalter kdnnen aber auch an die jeweils ver-
wendeten Zellkulturgef&fe in Ublicher Form und Groéfie
angepasste Rahmenelemente sein, die zwischen Zellkul-
turgefaR® und Deckelelement aufgesetzt werden kdnnen.
Mit in dieser Form ausgebildeten rahmenfdérmigen Ab-
standshaltern kann auferdem ein zweiter Effekt er-
reicht werden. Dadurch besteht die Mdglichkeit, eine
gezielt ver&nderbare Anordnung der optisch sensitiven
Schichten innerhalb der Kavitaten eines solchen Zell-
kulturgefifes vorzunehmen. So kénnen beispielsweise
die eine oder auch mehrere optisch sensitiven Schich-
ten mehr oder weniger tief in das jeweilige fllissige
Medium eingetaucht werden oder gar erreicht werden,
dass die eine oder mehrere optische sensitive

Schicht (en) oberhalb des flissigen Mediums angeordnet
ist und dort die jeweilige Messung der Stoffkonzen-
tration im Gasraum Uber der FluUssigkeit durchgefihrt

werden kann.

Bei Deckelelementen, in denen flr einen Gasaustausch
mit der Umgebung Offnungen ausgebildet sind, sind
diese Offnungen glnstigerweise mit gaspermeablen Mem-
branen verschlossen, so dass beispielsweise die uner-
wlinschte Einschleppung von fremden Zellen wie z.B.

Mikroorganismen vermieden werden kanmn.

Die Ausbildung von reflektierenden oder absorbieren-
den Schichten auf der Oberfléache eines erfindungsge-
mafRen Deckelelementes kann Fremd- und Streulichtein-
flliisse bzw. die Beeinflussung aus benachbarten Kavi-
taten unterdricken bzw. zumindest behindern. In die-
sem Fall ist eine solche reflektierende oder absor-
bierende Schicht nicht vollflachig auf der Oberflache
eines erfindungsgeméfen Deckelelementes ausgebildet,
sondern die Bereiche flir die Ein- und/oder Auskopp-

lung von Licht in oder aus den lichtfihrenden Elemen-
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ten sind selbstverstandlich von einer solchen Be-

schichtung freigehalten.

Das erfindungsgemafie Deckelelement, wie es in unter-
schiedlichen Ausfiihrungsformen vorab beschrieben wor-
den ist, kann in einer Vorrichtung zur Bestimmung der
optischen Eigenschaften der sensitiven Schichten an
den lichtfihrenden Elementen, die durch den Stoff-
wechsel der zu kultivierenden Zellen beeinflusst wer-
den, eingebracht werden. Dabei wird Licht mindestens
einer Lichtquelle durch am Deckelelement vorhandene
lichtflihrende Elemente, wie stabfdrmige Lichtwellen-
leiter auf oder durch dort ausgebildete optisch sen-
sitive Schichten gerichtet und das von der einen oder
auch mehreren optisch sensitiven Schicht (en) beein-
flusste Licht wird mit mindestens einem optischen De-
tektor gemessen, wobei die Messung, wie bereits vorab
beschrieben, in unterschiedlicher Form erfolgen kann,
wie z.B. Lumineszenzlichtmessung, Lichttransmissions-
messung oder Lichtstreuungsmessung oder auch eine

Kombination von mindestens zwei dieser Messungen.

Flir eine solche Vorrichtung kénnen an sich bekannte
Lumineszenzmessgerate wie z.B. Fluoreszenzscanner/
-reader und photometrisch messende Gerate wie z.B.
ELISA Plattenreader eingesetzt werden, wenn auf den
stabférmigen Lichtwellenleitern, als lichtfihrende
Elemente eine entsprechende optisch sensitive Schicht

ausgebildet ist.

Die Lichtfihrung von einer Lichtquelle auf bzw. durch
solche optisch sensitiven Schichten an den stabfdrmi-
gen Lichtwellenleitern kann aber auch mittels Licht-
leitfasern erfolgen. Diese Lichtleitfasern oder wei-
tere zusatzliche Lichtleitfasern koénnen auch das je-

weils zu messende Licht auf mindestens einen opti-
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schen Detektor richten. Werden mehrere einzelne Zell-
kulturgefae oder Zellkulturgefafle mit einer Mehrzahl
von Kavitaten eingesetzt, ist es vorteilhaft, die
Vorrichtung so auszubilden, dass eine Relativbewegung
zwischen dem Deckelelement auf dem Zellkulturgefagf,
der Lichtquelle bzw. den Stirnflachen von Lichtleit-
fasern, die fir die Lichtkopplung in und/oder aus den
stabfdrmigen Lichtwellenleiter am Deckelelement ge-
nutzt werden, mdglich ist. Dadurch kann eine gezielte
Positionierung in Bezug zur optisch sensitiven
Schicht am jeweiligen lichtflhrenden Element in der
Kavitat des Zellkulturgeféfes erreicht werden, so
dass die Messungen in den einzelnen Kavitaten sequen-
tiell durchgefiihrt werden kdénnen. Selbstverstandlich
besteht auch die Mdéglichkeit, eine entsprechende Re-
lativbewegung in Bezug zu mindestens einer Lichtquel-
le, einer Lichtleitfaser und/oder einem optischen De-

tektor vorzunehmen.

Bei einer solchen Vorrichtung ist es vorteilhaft, fuar
die Beleuchtung der optisch sensitiven Schichten die
eine bzw. mehrere Lichtquelle(n) oder die Stirnflache
einer Lichtleitfaser, aus der das auf solche optisch
sensitiven Schichten gerichtete Licht ausgekoppelt
wird, oberhalb des Deckelelementes und demzufolge
auch der Offnungen der Kavitaten, die im Zellkultur-
gefaR ausgebildet sind, anzuordnen. Insbesondere
dann, wenn eine Lumineszenzanregung in den optisch
sensitiven Schichten erfolgt, sollte auch der minde-
stens eine optische Detektor oberhalb des Deckelele-
mentes angeordnet oder zumindest die Stirnflache ei-
ner Lichtleitfaser, in die das Lumineszenzlicht ein-
gekoppelt und durch die das Lumineszenzlicht auf den
optischen Detektor gerichtet wird, entsprechend dort

angeordnet sein.



10

15

20

25

30

35

WO 03/064990 PCT/DE03/00219

13

Insbesondere fUr den Fall, dass die Intensitat von
durch eine optisch sensitive Schicht gerichtetem
Licht zur Bewertung der Stoffwechselaktivitat der zu
kultivierenden Zellen gemessen werden soll, ist es
jedoch glinstiger, einen optischen Detektor unterhalb
des ZellkulturgefaRes oder eine entsprechende Stirn-
fliche einer Lichtleitfaser, in die dieses Licht ein-
gekoppelt und durch die das Licht auf einen optischen
Detektor gerichtet wird, dort entsprechend anzuord-

nen.

Vorteilhaft ist es auRerdem, eine Vergleichsmessung
in einer Kavitdt durchzufihren, in der sich zwar ein
entsprechend gleiches flUssiges Medium wie in anderen
Kavitaten befindet, jedoch keinerlei stoffwechselak-
tiven Zellen oder zusatzliche Stoffe enthalten sind,

diese Kavitat demzufolge als Normal anzusehen ist.

Mit der erfindungsgemifen Ld&ésung kénnen neben der be-
reits mehrfach erwahnten Sauerstoffkonzentration auch
die CO,-,H,-, H*-, H,S-, NH** - Konzentration und/oder

der pH-Wert bestimmt werden.

Des weiteren besteht die Mdglichkeit die Konzentrati-
on und/oder die Ver&dnderung der Konzentration von En-
zym Substraten, die durch den Stoffwechsel der Zellen
erzeugt worden sind, zu bestimmen. Hierbei kénnen En-
zym Sensoren fur optisch sensitive Schichten einge-
setzt werden. Es kdénnen aber auch Glucose und/oder

Lactat mit solchen Enzym Sensoren detektiert werden.

Nachfolgend soll die Erfindung beispielhaft erlautert

werden.

Dabei zeigen:
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in einer Schnittdarstellung und in schema-
tischer Form ein erfindungsgemafles Deckel-
element, das auf ein in Mikrotiterplatten-
form ausgebildetes Zellkulturgefafy aufge-

setzt ist;

eine Schnittdarstellung in einer Draufsicht

entlang der Linie A - A von Figur 1;

in einer Schnittdarstellung eine vorteil-
hafte Weiterbildung eines erfindungsgemafien

Deckelelementes;

eine andere Ausbildungsform eines erfin-

dungsgemafien Deckelelementes;

eine weitere Ausbildungsform eines erfin-

dungsgeméaflen Deckelelementes;

ein erfindungsgemafies Deckelelement zur Be-
stimmung von Stoffkonzentrationen in einer
gasformigen Atmosphare oberhalb des die zu
kultivierenden Zellen enthaltenden flissi-

gen Mediums;

in schematischer Form die Beleuchtung einer
optisch sensitiven Schicht, die an einer
Stirnfléache eines stabfdrmigen Lichtwellen-
leiters, innerhalb eines fllUssigen Mediums

angeordnet ist;

in schematischer Form die Beleuchtung einer
an einer Stirnfldche eines Lichtwellenlei-
ters mit einem trichterfdrmigen Bereich

ausgebildeten optisch sensitiven Schicht;
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in schematischer Form die Lichtfihrung von
in einer optisch sensitiven Schicht ange-
regtem Lumineszenzlicht aus einem stabfor-
migen Lichtwellenleiter, das in eine Licht-
leitfaser eingekoppelt und durch diese
Lichtleitfaser auf einen nicht dargestell-
ten optischen Detektor gerichtet werden

kann;

in schematischer Form einen optischen Auf-
bau zur Beleuchtung optisch sensitiver
Schichten und Erfassung von durch diese be-
einflusstem Licht, in einem Beispiel mit

Lichtleitfaser;

ein weiteres Beispiel eines entsprechend

geeigneten optischen Aufbaus;

in schematischer Form eine Moglichkeit zur
Anordnung von Lichtleitfasern iuber die das
Licht einer nicht dargestellten Lichtquelle
auf eine optisch sensitive Schicht und aus
dieser Schicht austretendes Lumineszenz-
licht durch den Boden einer Kavitat auf ei-
nen nicht dargestellten Detektor gerichtet

wird;

in schematischer Form eine Mdbglichkeit zur
Anordnung von Lichtleitfasern Uber die das
Licht einer nicht dargestellten Lichtquelle
auf eine optisch senitive Schicht und durch
dieser Schicht sowie den Boden einer Kavi-
tat hindurch auf einen nicht dargestellten

Detektor gerichtet wird;

Figur 14 (a) ein Beispiel eines optischen Aufbaus,
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wie er flir eine Beleuchtung einer optisch

sensitiven Schicht und

Figur 14 (b) ein Beispiel fir einen optischen Auf-

Figur

Figur

Figur

Figur

Figur

15

16

17

18

19

bau flir die Detektoren des Lichtes von ei-
ner optisch sensitiven Schicht, wie sie ge-
meinsam bei den in den Figuren 12 und 13

gezeigten Beispielen eingesetzt werden kén-

nen;

in schematischer Form ein Beispiel einer
Vorrichtung, bei der gleichzeitig und orts-
aufgeldst eine Messung in mehreren Kavita-
ten eines Zellkulturgefafes durchfihrbar
ist;

ein Beispiel einer Vorrichtung mit zusatz-

lichen optischen Elementen;

ein Beispiel mit Lichtleitfasern, als

lichtfiihrende Elemente;

ein Diagramm von Messsignalverlaufen, die
in fuinf KavitaAten eines Zellkulturgefafes
in unkorrigierter Form gemessen worden sind

und

ein Diagramm der normierten Messsignalver-

laufe gemaf? Figur 18.

In Figur 1 ist in schematischer Form ein Beispiel ei-

nes erfindungsgemafen Deckelelementes 6, wie es auf

ein ZellkulturgefadR 5, mit einer Mehrzahl von Kavita-

ten aufgesetzt ist, dargestellt.
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Dabei ist an dem erfindungsgeméafen Deckelelement 6
fiir jeweils eine Kavitat 8 ein stabfdérmiger Lichtwel-
lenleiter 1 vorhanden, wobei bei diesem Beispiel das
gesamte Deckelelement 6 inklusive der stabfdrmigen
Lichtwellenleiter 1 aus einem optisch transparenten
Material hergestellt worden sind. Ein solches Deckel-
element kann beispielsweise im Spritzguflverfahren aus
einem geeigneten fur Licht transparenten polymeren

Kunststoffmaterial, wie z.B. PMMA hergestellt werden.

In den Kavititen 8 des Zellkulturgefédflies 5 sind ein
flissiges Medium sowie in diesem Medium Zellen ent-
halten, was mit der Wellenlinie in den Kavitaten 8

angedeutet ist.

An den unteren Stirnfldchen 2 der stabférmigen Licht-
wellenleiter 1 sind bei diesem Beispiel eines erfin-
dungsgeméfRen Deckelelementes 6, jeweils eine optisch
sensitive Schicht 4 ausgebildet. Solche optisch sen-
sitiven Schichten 4 kdénnen aber auch allein oder zu-
sadtzlich auf der AulBeren Mantelflache 3 der stabfdr-

migen Lichtwellenleiter 1 ausgebildet sein.

Figur 2 zeigt das Beispiel nach Figur 1 in einer ge-
schnittenen Draufsicht entlang der Linie A - A aus
Figur 1. Hier wird deutlich, dass die stabfdrmigen
Lichtwellenleiter 1 am Deckelelement 6 jeweils mittig
in Bezug zu den einzelnen Kavitaten 8 angeordnet

sind.

In Figur 3 ist ein, gegenlUber dem in Figur 1 gezeig-
ten Beispiel, modifiziertes Deckelelement 6 darge-

stellt. Dieses Deckelelement 6 weist an seiner Ober-
flache eine Struktur in Form von plankonvexen Linsen
9, die in Bezug zu jeweils einem stabfdérmigen Licht-

wellenleiter 1 angeordnet und ausgebildet sind, auf.
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Auch hier ist dieses Deckelelement 6 als ein Teil und
demzufolge auch die plankonvexen Linsen 9 als ein in-
tegraler Bestandteil des Deckelelementes 6 ausgebil -
det.

Das in Figur 4 gezeigte Beispiel eines erfindungsge-
maRen Deckelelementes 6 weist Lichtwellenleiter 1
auf, die einen trichterfdrmigen Bereich 10 aufweisen,

der in einen stabfédrmigen Bereich 1' Ubergeht.

Bei dem mit Figur 5 dargestellten Beispiel eines er-
findungsgemaRen Deckelelementes 6, weist dieses eine
Struktur auf, bei der in Bezug zu den einzelnen Kavi-
taten 8 und den stabfdérmigen Lichtwellenleitern 1
konkave Vertiefungen 11 ausgebildet sind. Innerhalb
dieser konkaven Vertiefungen 11 sind vis-a-vis zu den
Stirnfléchen 2, auf denen auch bei diesem Beispiel
optisch sensitive Schichten 4 ausgebildet sind, plane
Fliachen flUr eine Lichtein- und/oder -auskopplung aus
bzw. in die stabfdrmigen Lichtwellenleiter 1 ausge-
bildet.

Bei dem in Figur 6 gezeigten erfindungsgemafien Dek-
kelelement 6 sind die stabférmigen Lichtwellenleiter
1 gegentiber den bei den vorherigen Beispielen be-
schriebenen und gezeigten stabfdérmigen Lichtwellen-
leiter 1 deutlich kurzer ausgebildet, so dass die
auch hier auf den nach unten weisenden Stirnflachen 2
ausgebildeten optischen sensitiven Schichten 4 ober-
halb des flUssigen Mediums, innerhalb der Kavitaten 8
zur Bestimmung von sich &ndernden Stoffkonzentratio-

nen in einer gasfdérmigen Atmosphére, angeordnet.

Dieser Effekt kann aber auch, wie im allgemeinen Teil
der Beschreibung bereits erwdhnt, durch entsprechende

Abstandshalter, die an einem Deckelelement 6 ausge-
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bildet oder zusatzlich zwischen Deckelelement 6 und
Zellkulturgef&fR 5 eingesetzt werden kdénnen, erreicht

werden.

In Figur 7 ist ein Beispiel fur eine mégliche Licht-
fihrung zur Beleuchtung einer optisch sensitiven
Schicht 4 in schematischer Form gezeigt. Hierbei wird
Licht einer nicht dargestellten Lichtquelle Uber eine
Lichtleitfaser 12 auf eine bikonvexe optische Linse
13 gerichtet und mittels dieser optischen Linse 13 in
den stabférmigen Lichtwellenleiter 1 eines in Andeu-

tung dargestellten Deckelelementes 6 gefuhrt.

Dabeil sind die optische Linse 13 und die Lichtleitfa-
ser 12 so ausgewahlt und das stabfdrmige Element 1 so
dimensioniert, dass innerhalb des stabfdrmigen Licht-
wellenleiters 1 die Lichtfihrung unter Einhaltung von
Totalreflexionsbedingungen auf die optisch sensitive

Schicht 4 erfolgt.

In Figur 8 ist in weitestgehend analoger Form wieder-
um eine Lichtleitfaser 12 dargestellt, hier aber mit
etwas groferem Durchmesser, bei der das aus einer
Stirnfléche austretende Licht unmittelbar auf eine
plane Oberfléche eines Deckelelementes 6 gerichtet
und durch einen Lichtwellenleiter 1 mit einem trich-
terfdérmigen Bereich 10 und einem stabfdrmigen Bereich
1', ebenfalls unter Einhaltung von Totalreflexion an
den Aauferen Mantelflachen auf eine an der hier unte-
ren StrinflAche 2 ausgebildete sensitive Schicht 4
gerichtet wird.

Mit Figur 9 soll angedeutet werden, wie Lumineszenz-
licht von der optisch sensitiven Schicht 4, die dann
entsprechende Eigenschaften aufweist, wiederum durch

den stabfdérmigen Lichtwellenleiter 1 unter Einhaltung
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von Totalreflexionsbedingungen Uber die bikonvexe op-
tische Linse 13 auf die Stirnfléche einer Lichtleit-
faser 12, zur Einkopplung in die Lichtleitfaser 12
gerichtet wird. Uber diese Lichtleitfaser 12 gelangt
das Lumineszenzlicht auf einen nicht dargestellten

optischen Detektor.

In Figur 10 ist ein optischer Aufbau, wie er im Zu-
sammenhang mit den Beispielen gemaf den Figuren 7 bis

9 eingesetzt werden kann, dargestellt.

Dabei wird Licht einer Lichtquelle 21 durch eine bi-
konvexe optische Linse 20, ein optisches Filter 19,
das lediglich Licht im Wellenl&ngenbereich, das zur
Lumineszenzanregung geeignet ist, durchléasst, auf ei-
nen dichroitischen Spiegel 15 und von dort uber eine
weitere bikonvexe optische Linse 14 und mittels die-
ser optischen Linse 14 auf eine Stirnflé&che der
Lichtleitfaser 12 gerichtet. Durch die Lichtleitfaser
12 gelangt dieses Licht dann in einen stabférmigen

Lichtwellenleiter 1 (hier nicht dargestellt).

Das in der nicht dargestellten optisch sensitiven
Schicht angeregte Lumineszenzlicht kann dann in ent-
gegengesetzter Richtung durch die Lichtleitfaser 12
gefiihrt und Uber die optische Linse 14, durch den
dichroitischen Spiegel 15, das optische Filter 16,
iber eine weitere bikonvexe optische Linse 17 auf ei-
nen optischen Detektor 18 gerichtet werden. Dabei
sperrt das optische Filter 16 Fremd- und Streulicht
auzerhalb des Wellenl&ngenbereiches des Lumineszenz-
lichtes.

In Figur 11 ist ein weiteres Beispiel fir einen opti-
schen Aufbau, wie er bei einer Vorrichtung mit erfin-

dungsgemafRem Deckelelement 6 eingesetzt werden kann,
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dargestellt. Hierbei wird eine Lichtleitfaser 12 ein-
gesetzt, die in zwei Teile geteilt ist. Moglich ist
auch an Stelle einer Lichtleitfaser ein Lichtleitfa-
serbiindel zu verwenden, das in zwei einzelne Bindel
aufgeteilt wird. Der in Figur 11 links dargestellte
Teil eines optischen Aufbaus verwendet wiederum eine
Lichtquelle 29, mit der Licht durch zwel bikonvexe
optische Linsen 28 und 26, zwischen denen ein opti-
sches Filter 27 angeordnet ist, in einen Teil der
Lichtleitfaser 12 eingekoppelt und tber die Licht-
leitfaser 12 durch einen hier nicht dargestellten
stabfdrmigen Lichtwellenleiter 1 auf eine ebenfalls
nicht dargestellte optisch sensitive Schicht 4 ge-

richtet wird.

Lumineszenz- und/oder Streulicht von der optisch sen-
sitiven Schicht 4 gelangt dann, nach entsprechender
Einkopplung in die Lichtleitfaser 12, uber ebenfalls
zwei bikonvexe optische Linsen 22 und 24, zwischen
denen wiederum ein optisches Filter 23 angeordnet

ist, auf einen optischen Detektor 25.

Dabei sind insbesondere die optischen Filter 27 und
23 so ausgewahlt, dass das optische Filter 27 ledig-
lich Licht im Wellenldngenbereich, das zur Anregung
von Lumineszenzlicht und/oder Lichtsstreuung bendtigt
wird, transmittiert und das optische Filter 23 ledig-
lich fOr Licht im Wellenl&ngenbereich des jeweiligen

Lumineszenz- und/oder Streulicht durchlassig ist.

Anstelle einer geteilten Lichtleitfaser 12, wie hier
dargestellt, kénnen aber auch zwei einzelne Licht-
leitfasern, die Uber einen Y-Koppler miteinander ver-

bunden sind, in analoger Form eingesetzt werden.

In Figur 12 ist in schematischer Form eine beispiel-
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hafte Lichtflihrung von Lumineszenzlicht, in Verbin-
dung mit einer optisch sensitiven Schicht 4, deren

Lumineszenz in Abh&ngigkeit der jeweiligen Stoffkon-
zentration innerhalb des flUssigen Mediums verander-

bar ist, dargestellt.

Hierbei wird Licht einer nicht dargestellten Licht-
gquelle Uber wiederum eine Lichtleitfaser 12, eine bi-
konvexe optische Linse 13 in einen stabfdérmigen
Lichtwellenleiter 1 eines erfindungsgemafien Deckel-
elementes 6 eingekoppelt und auf die an der Stirnfla-
che 2 des stabfdérmigen Lichtwellenleiters 1 ausgebil-
dete optisch sensitive Schicht 4 gerichtet. Das in
der optisch sensitiven Schicht erzeugte Lumineszenz-
licht wird nach unten durch den Boden der Kavitat 8
hindurch uber die bikonvexe optische Linse 30 in eine
weitere Lichtleitfaser 31 eingekoppelt und von dort
auf einen optischen Detektor, hier nicht dargestellt,

gerichtet.

In Figur 13 ist in schematischer Form eine beispiel-
hafte Lichtfiithrung, in Verbindung mit einer optisch
sensitiven Schicht 4, deren Lichttransmission bzw.
-absorption und/oder Lichtstreuung in Abhangigkeit
der jeweiligen Stoffkonzentration innerhalb des flus-

sigen Mediums veranderbar ist, dargestellt.

Hierbei wird Licht einer nicht dargestellten Licht-
quelle Uber wiederum eine Lichtleitfaser 12, eine bi-
konvexe optische Linse 13 in einen stabfdrmigen
Lichtwellenleiter 1 eines erfindungsgemédfien Deckel-
elementes 6 eingekopelt und auf die an der Strinfla-
che 2 des stabfdrmigen Lichtwellenleiters 1 ausgebil-
dete optisch sensitive Schicht 4 gerichtet. Dabei
wird in Abh&ngigkeit der jeweiligen Stoffkonzentrati-

on ein gewisser Anteil an Licht durch die optisch
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sensitive Schicht 4 absorbiert oder gestreut, so dass
lediglich ein Teil des Lichtes durch die optisch sen-
sitive Schicht 4 gelangen kann und Uber die bikonvexe
optische Linse 30 in eine weitere Lichtleitfaser 31
eingekoppelt und von dort auf einen optischen Detek-

tor, hier nicht dargestellt, gerichtet werden kann.

In den Figuren 7, 8, 9, 12, 13 und 16 sind mdgliche
Bewegungen flir eine Positionierung der verschiedenen
Elemente mit Doppelpfeilen angedeutet. Mdglich ist es
das Zellkulturgefdf 5 mit Deckelelement 6 zu bewegen
und die optischen Komponenten 12, 13, 30 und 31 ruhen
oder das Zellkulturgef&afs 5 mit Deckelelement 6 ruht
und die optischen Komponenten 12, 13, 30 und 31 bewe-
gen sich synchron zu einander. Eine Kombinierte Bewe-
gung der genannten Falle in unterschiedlichen Achsen

ist auch mdéglich.

In Figur 14 sind optische Aufbauten, die an die
Lichtleitfaser 12 und die Lichtleitfaser 31, gemafd
den Beispielen der Figuren 12 und 13 angeschlossen

werden kdénnen, dargestellt.

Auch hier wird wiederum eine Lichtquelle 29', deren
Licht Uber bikonvexe optische Linsen 28' und 26°',
zwischen denen wiederum ein optisches Filter 27' an-
geordnet ist, in die Lichtleitfaser 12 eingekoppelt
und von dort auf das erfindungsgemafie Deckelelement 6
zur Beleuchtung der sensitiven Schicht 4 gerichtet.
Das durch die optische sensitive Schicht 4 transmit-
tierte Licht oder das in der optisch sensitiven
Schicht 4 angeregte Lumineszenzlicht wird in die
Lichtleitfaser 31 eingekoppelte und nach Auskopplung
aus dieser Lichtleitfaser 31 ebenfalls Uber zwei bi-
konvexe optische Linsen 22' und 24' auf den Detektor

25' gerichtet. Dabei ist auch hier zwischen den bi-
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konvexen optischen Linsen 22' und 24‘' ein optisches

Filter 23' angeordnet.

In Figur 15 ist ein Beispiel fur eine Mdglichkeit,
bei der mit einem erfindungsgemafien Deckelelement 6,
gleichzeitig Messungen in mehreren Kavitaten 8 eines
Zellkulturgefafes 5 durchgefiihrt werden kdénnen, dar-
gestellt.

Hierbei sind mehrere Lichtleitfasern 12 oberhalb des
Deckelelementes 6 angeordnet und in Bezug zu den in
Kavitdten 8 hineinragende stabfdrmige Lichtwellenlei-

ter 1 positioniert.

Das Deckelelement 6 ist hier mit trichterfdédrmige Be-
reiche 10 aufweisenden Lichtwellenleitern 1, die in

einen stabfdérmigen Bereich 1' Gbergehen, ausgebildet.

Das aus den Lichtfasern 12 austretende Licht wird
durch die Lichtwellenleiter 1 und die optisch sensi-
tiven Schichten 4, die Bd&den der Kavitaten 8 des
ZellkulturgefaRes 5 Uber eine bikonvexe optische Lin-
se 32 auf einen optischen Detektor 33 gerichtet.

Dabei ist die bikonvexe optische Linse 32 so ausge-
bildet, dass das aus den stabfdrmigen Lichtwellenlei-
tern 1, durch die optisch sensitiven Schichten 4 aus-
tretende Licht, der einzelnen Kavitdten jeweils auf
einen bestimmten Flachenbereich des optischen Detek-
tors 33, der als Photoempfindliches Array ausgebildet
ist, gerichtet wird, so dass eine gleichzeitige Aus-
wertung fiir jede einzelne Kavitat 8 erfolgen kann.
Die bikonvexe Linse 32 kann auch vorteilhaft als Lin-
sensystem ausgelegt werden um optimale optische Ab-
bildungseigenschaften zu erreichen. Als Photoempfind-

liches Array eignen sich hier im besonderen CCD-
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Arrays.

In Figur 16 ist ein Beispiel einer Vorrichtung, bei
der ein Deckelelement 6, wie es in Figur 1 gezeigt
ist, verwendet wird. Selbstversténdlich kdénnen auch
Deckelelemte 6, gemidf den anderen erlauterten Bei-

spielen in &hnlicher Form eingesetzt werden.

Hierbei ist ein TraAgerelement 34 oberhalb des Deckel-
elementes 6 zwischen einer Lichtleitfaser 12 bzw. ei-

ner nicht dargestellten Lichtquelle angeordnet.

Im Tragerelement 34 sind bei diesem Beispiel bikonve-
xe optische Linsen 35, als strahlformende optische
Elemente in Bezug zu jeweils einem stabfdérmigen
Lichtwellenleiter 1 fixiert gehalten, so dass aus der
Lichtleitfaser 12, die durch, wie mit dem Doppelpfeil
angedeutete Relativbewegung, in Bezug zu den stabfdr-
migen Lichtwellenleitern 1 positionierbar ist, ausge-
koppeltes und/oder wieder in die Lichtleitfaser 12
eingekoppeltes Licht in vorteilhafter Weise mittels

der bikonvexen optischen Linsen 35 fokussierbar ist.

Bei diesem Beispiel besteht die Moéglichkeit, dass
durch eine bestimmte Anordnung des Tragerelementes 34
unterschiedliche Anordnungen und insbesondere Abstan-
de einer Lichtquelle oder, wie hier gezeigt, der
stirnfldche der Lichtleitfaser 12 fur die Ein-
und/oder Auskopplung von Licht in Bezug zur Einkop-
pelflache am Deckelelement 6 flir die einzelnen stab-
férmigen Lichtwellenleiter 1, berticksichtigt werden
kénnen. So kann beispielsweise das Tragerelement 34
in vertikaler Richtung, also nach oben bzw. nach un-
ten bewegt und in einer optimalen Position fixiert

werden.
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In Figur 17 ist ein Beispiel eines Deckelelementes 6,
in mit Lichtleitfasern 12, die innerhalb der Kavita-
ten 8 in lichtfiihrende Elemente, als stabfdrmige

Lichtwellenleiter uGbergehen.

Die Lichtleitfasern 12 kénnen durch entsprechende
Durchbrechungen im Deckelelement 6 gefihrt sein und
in das Innere von Kavitdten 8 eines Zellkulturgefafies
5 hineinragen. Dabei sind bei dem hier gezeigten Bei-
spiel die in das Innere der Kavit&ten hineinragenden
Stirnflachen der Lichtleitfasern 12 mit einer optisch

sensitiven Schicht 4 versehen.

Die einzelnen Lichtleitfasern 12 sollten am Deckel-
element 6 so fixiert sein, dass sie mit gleicher Lan-
ge in das Innere der Kavit&ten 8 hineinragen, so dass
eine Messung in jeweils gleichen Absté&nden vom Boden,
der mit gleichen Volumina des flissigen Mediums be-

flillten Kavitaten 8, erfolgen kann.

Figur 18 zeigt den experimentell ermittelten Mess-
signalverlauf einer optischen Sauerstoffmessung in
funf Kavitaten eines Zellkulturgeféfles 5 mit 96 Kavi-
taten (96 Well Mikrotiterplatten). Die optisch sensi-
tiven Schichten befinden sich wie in Figur 17 darge-
stellt an den Stirnfl&dchen von Lichtleitfasern 12.
Als optisch sensitive Schicht 4 wurde eine Schicht
verwendet, wie sie in DE 198 31 770 Al beschriben
ist. Gemessen wurde die Phasenverschiebung zwischen
den sinusfdrmigen Anregungslicht und der sinusfdrmi-
gen Lumineszenzlicht als Maf3 fur die Sauerstoffkon-
zentration mit einem optischen Aufbau wie in Figur 10
dargestellt. Die optisch sensitive Schicht zur Sauer-
stoffkonzentrationsbestimmung befand sich 1,5 mm Uber
dem Boden der Kavitaten 8. In den Kavitaten Nr. 1, 3,

4 und 5 die respektive durch die Messkanale Nr. 1, 3,
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4 und 5 erfasst wurden, befanden sich ca. 2*10* Zel-
len der Zelllinie HL 60. Die Kavitat Nr. 2 erfasst
durch den Messkanal Nr. 2 war nicht mit Zellen be-
legt. Alle Kavitdten waren mit 250 pl Zellkulturmedi-
um (90% DMEM und 10 % FCS inaktiviert) gefdllt. Das
ZellkulturgefaR befand sich wdhrend der Messung in
einem Brutschrank bei 37 °C, 100 % relativer Feuchte

und normalen Atmosphdren Druck.

Aus den in Figur 18 gezeigten zeitlichen Messsignal-
verlaufen wird deutlich, dass zu Beginn der Messungen
eine bestimmte Einschwingphase beachtet werden muss,
in der eine prazise Auswertung nicht mdéglich ist.
Dies ist insbesondere dem erforderlichen Temperatur-
ausgleich zwischen Brutschrank und Zellkulturmedium
geschuldet, da die Kavitdten 8 mit Zellen und Zell-
kulturmedium bei Raumtemperatur auflerhalb des Brut-
schranks befiillt wurden. Nach Ablauf dieses Zeitrau-
mes, der fir diese Einschwingphase erforderlich ist
und der sich Ublicherweise Uber eine Zeit von ca. 40
bis 90 min erstreckt, kénnen die gemessenen Mess-

signale benutzt werden.

Aus den in Figur 18 gezeigten Messsignalverlaufen fiur
die insgesamt funf Messkandle, der jeweiligen Kavita-
ten 8 wird deutlich, dass jeweils nahezu zeitgleich
Maximalwerte gemessen worden sind. Daraus ergibt
sich, insbesondere fir den Referenzkanal, hier Mess-
kanal Nr. 2 der die Sauerstoffkonzentration in der
Kavitat Nr. 2 erfasst, ein sogenannter Referenzwert
Brutschrank RWBy.wert, als Maximalsignal in mV bei ei-
ner Temperatur von 37 °C, 100% relativer Feuchte und
normal Druck der die Zusammensetzung der Gasatmospha-
re innerhalb eines Brutschrankes und insbesondere de-
ren Sauerstoffkonzentration berlcksichtigt. Nach Er-

reichen dieses Maximalwertes wird mit Figur 18 deut-
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lich, dass alle Messsignale und auch das Messsignal

fiir den Referenzkanal abfallen.

Infolge der in den Kavitaten Nr. 1, 3, 4 und 5 ent-
haltenen stoffwechselaktiven Zellen, die den Mess-
signalen der Messkanale Nr. 1, 3 bis 5 entsprechen,
reduzieren sich die Messwerte nach ca. 24 h Messzeit
deutlich.

Um die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit zu

verbesgern sowie Messfehler zu reduzieren, besteht in
einfacher Form die M&glichkeit, eine Messsignalnor-
mierung durchzuflihren, wobei entsprechend normierte
Messsignalverl&ufe dem Diagramm der Figur 19 entnom-

men werden kdénnen.

Fliir eine solche Normierung wurde der Zeitpunkt be-
ricksichtigt, bei dem in der Kavitat Nr. 2, in dem
sich keine Zellen befanden, erfasst durch den Messka-
nal Nr. 2 in Figur 18 als Referenz bezeichnet, der

Maximalwert der Einschwingphase erreicht worden ist.

7Zu diesem Zeipunkt wurde die jeweilige Differenz der
Messwerte der einzelnen Messkandle Nr. 1, 3 bis 5 zum
RWBx.wert fUr den Referenzkanal Nr. 2, als fOr jeden
Messkanal konstanter Wert ermittelt. Unter Beruck-
sichtigung dieses konstanten Wertes und dessen Vor-
zeichen wurden alle Messsignale, die Uber die Zeit
erfasst worden sind, fir den jeweiligen Messkanal
korrigiert, so dass alle Signalverlaufe bei RWBx-wert
den gleichen Anfangspunkt haben und im Anschluf daran
die zeitlich spater erfassten Messsignale um diesen
konstanten Wert korrigiert wurden, die Messsignalver-
liaufe quasi entsprechend dieses konstanten Wertes un-
ter BerlUcksichtigung seines Vorzeichens verschoben

sind.
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Des weiteren wurden die Messsignalwerte der einzelnen
Messkandle Nr. 1, 3 bis 5 mittels zeitlich variabler
Werte korrigiert. Dabei wurden die einzelnen zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten gemessenen Messsignalwer-
te der einzelnen Messkandle Nr. 1, 3 bis 5 mit dem
Wert der Differenz zwischen dem RWByx.yerr und dem zu
diesem Zeitpunkt gemessenen Messsignalwert des Refe-

renzkanales Nr. 2 korrigiert.

Wie aus dem in Figur 19 gezeigten Diagramm weiter
hervorgeht, ist auch eine Normierung bezuglich der
tatsachlich gemessenen Sauerstoffkonzentration unter
Bericksichtigung der Sauerstoffkonzentration inner-
halb der Gasatmosphdre im Brutschrank, in dem die
Messungen durchgefihrt worden sind und einer Umge-
bungsluftatmosphidre, bei gleicher Temperatur und

Luftfeuchte durchgefihrt worden.



10

15

20

25

30

WO 03/064990

PCT/DE03/00219
30

Patentanspruche

Deckelelement, das auf Zellkulturgefafle mit min-

destens einer Kavitat (8)aufsetzbar ist, wobei

am Deckelelement (6) lichtfliihrende Elemente (1)

vorhanden sind;

jeweils mindestens ein lichtflhrendes Element
(1) in das Innere einer Kavitat (8), des Zell-
kulturgeféaBes (5) in aufgesetzter Position des
Deckelelementes (6) auf das Zellkulturgefafs hin-
einragt; in Kavitaten (8) ein flussiges Medium
und in mindestens einer Kavitat (8) auch Zellen

enthalten sind;

und auf einer Stirnflache (2) und/oder auf der

AuReren Mantelfliche (3) der lichtfihrenden Ele-
mente (1) jeweils mindestens eine optisch sensi-
tive, zur Detektion sich innerhalb der Kavitaten
(8) verdndernder chemischer Stoffkonzentrationen

geeignete Schicht (4) ausgebildet ist.

Deckelelement nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass die optisch sensi-
tive Schicht (2) ihre optischen Eigenschaften
bezlglich Lumineszenzintensitat und/oder -ab-
klingzeit, Lichttransmission oder Lichtstreuung
in Abhingigkeit der jeweiligen sich &ndernden
chemischen Stoffkonzentration in der Kavitat (8)

verandert.

Deckelelement nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die lichtfihrenden
Elemente (1), als stabfdrmige Lichtwellenleiter

ausgebildet sind.



10

15

20

25

30

WO 03/064990

10.

PCT/DE03/00219
31

Deckelelement nach Anspruch 3,

dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflé&che des
Deckelelementes (6) im Bereich der lichtfihren-
den Elemente (1) eine Struktur bildet.

Deckelelement nach Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Struktur in
Form konvexer Erhebungen (9) oder konkaver Ver-

tiefungen ausgebildet ist.

Deckelelement nach Anspruch 5,

dadurch gekennzeichnet, dass die konvexen Erhe-
bungen (9) plankonvexe optische Linsen oder die
konkaven Vertiefungen konkave optische Linsen
bilden.

Deckelelement nach Anspruch 5,

dadurch gekennzeichnet, dass eine in Form von
Vertiefungen (11) ausgebildete Struktur trich-
terfdrmig ausgebildet ist und innerhalb des
trichterfdrmigen Bereiches eine planare Flache
zur Ein- und/oder Auskopplung von Licht an den

lichtfihrenden Elementen (1) ausgebildet ist.

Deckelelement nach mindestens einem der vorher-
gehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
die lichtfihrenden Elemente (1) einen in Trich-
ter-, Kegelstumpf- oder Pyramidenstumpfform aus-
gebildeten Bereich (10), der in einen stabfoérmi -

gen Bereich (1') Ubergeht, aufweisen.

Deckelelement nach mindestens einem der vorher-

gehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
die optisch sensitive Schicht (4) aus einem zur

Lumineszenzanregung geeigneten Stoff besteht

oder einen solchen Stoff enthalt.

Deckelelement nach mindestens einem der vorher-
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gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die lichtfiihrenden Elemente (1)einen kreisfdérmi-
gen, ovalen, drei- oder mehreckigen Querschnitt

aufweisen.

Deckelelement nach mindestens einem der vorher-
gehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
am Deckelelement (6) Abstandshalter oder Of fnun-

gen vorhanden sind.

Deckelelement nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet, dass die Offnungen mit

gaspermeablen Membranen verschlossen sind.

Deckelelement nach mindestens einem der vorher-
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Oberflache des Deckelelementes (6) bis auf
Bereiche fir die Ein- und/oder Auskopplung von
Licht in die/aus den lichtfuhrenden Element (en)
(1) mit einer Licht reflektierenden oder absor-

bierenden Schicht versehen ist.

Vorrichtung mit einem Deckelelement nach einem
der Anspriche 1 bis 13, zur optischen Bestimmung
der Stoffwechselaktivitdt von Zellen, die in Ka-
vitaten (8) von Zellkulturgeféfien (5) in einem
fliissigen Medium enthalten sind, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Licht mindestens einer Lichtquel-
le (21, 29, 29') durch am Deckelelement (6) vor-
handene lichtfihrende Elemente (1) auf oder
durch an lichtfihrende Elemente (1) ausgebildete
optische sensitive Schichten (4) gerichtet und
zur Messung von angeregtem Lumineszenzlicht in
der optischen sensitiven Schicht (4) und/oder
durch die optische sensitive Schicht (4) trans-
mittiertem Licht und/oder durch die optische
sensitive Schicht (4) gestreutes Licht, minde-
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stens ein optischer Detektor (18, 25, 25', 33)

vorhanden ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14,

dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtfuhrung
zur und/oder von der optisch sensitiven Schicht
(4) Ulber mindestens eine Lichtleitfaser (12, 31)

erfolgt.

Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15,

dadurch gekennzeichnet, dass Zellkulturgefafs (5)
und Lichtquelle (21, 29, 29') oder Stirnflachen
der Lichtleitfasern (12) fir die Lichtaus-
und/oder -einkopplung relativ zueinander beweg-
bar und in Bezug zu einem lichtfihrenden Element
(1) des Deckelelementes (6) auf dem Zellkultur-
gefaf (5) positionierbar sind.

Vorrichtung nach Anspruch 16,

dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich minde-
stens ein optischer Detektor (18, 25, 25') rela-
tiv zu lichtfihrenden Elementen (1) des Deckele-
lementes (6) auf dem Zellkulturgefaf (5) beweg-

bar und positionierbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle
(21, 29, 29')oder die stirnfldche zur Lichtaus-
kopplung von Lichtleitfasern (12) und/oder der
mindestens eine optische Detektor (18, 25, 25')
oberhalb vom Deckelelement (6) und Offnungen der
Kavitaten (8) des Zellkulturgefafes (5) angeord-

net sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 14 bis 18,
dadurch gekennzeichnet, dass der mindestens eine
optische Detektor (25', 33) unterhalb des Bodens
von Kavitaten (8) eines Zellkulturgefafies (5)
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angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 19,
dadurch gekennzeichnet, dass das Zellkulturgefafl
(5) eine Mikrotiterplatte ist.

Verfahren zur optischen Bestimmung der Stoff-
wechselaktivitaten von Zellen unter Verwendung
eines Deckelelementes nach einem der Ansprliiche 1
bis 13 und einer Vorrichtung nach einem der An-
spriche 14 bis 20,

dadurch gekennzeichnet, dass mit mindestens ei-
nem optischen Detektor (18, 25, 25', 33) minde-
stens eine sich infolge der Stoffwechselaktivi-
tat der Zellen veré&ndernde Stoffkonzentration
innerhalb von Kavitaten (8) eines Zellkulturge-
faRes (5) unter Ausnutzung von sich in Abhangig-
keit der sich andernden Stoffkonzentration ver-
andernden optischen Eigenschaften von optisch

sensitiven Schichten (4) detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 21,

dadurch gekennzeichnet, dags die Intensitat des
auf den mindestens einen optischen Detektor (18,
25, 25', 33) auftreffenden Lichtes gemessen

wird.

Verfahren nach Anspruch 21 oder 22,
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitat von
in der optisch sensitiven Schicht (4) angeregten

Lumineszenzlicht detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 21,

dadurch gekennzeichnet, dass das zeitliche Ab-
klingverhalten oder die Phasenverschiebung von
in der optisch sensitiven Schicht (4) angeregten

Lumineszenzlicht bestimmt wird.
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Verfahren nach Anspruch 21 oder 22,

dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitat von
durch die optisch sensitive Schicht (4) trans-

mittiertem und/ oder gestreutem Licht gemessen

wird.

Verfahren nach einem der Ansprliche 21 bis 25,
dadurch gekennzeichnet, dass die Messungen in
vorgebbaren Zeitabstanden fur jeweils eine Kavi-

tat (8) wiederholend durchgefihrt werden.

Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 26,

dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration
und/oder die Verdnderung der Konzentration von
0,, CO,, H',H,, H,S, NH** und/ oder der pH-Wert

bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 27,
dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration
und/oder die Ver&nderung der Konzentration von
Enzym Substraten, erzeugt durch die Stoffwech-
selaktivitat der Zellen, durch Enzym Sensoren

als optisch sensitive Schicht (4) bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzei-
chent, das Glucose und/oder Lactat mit Enzym
Sensoren als optisch sensitive Schicht (4) be-

stimmt wird / werden.

Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 29,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Ka-
vitat (8) eines Zellkulturgeféaftes (5) mit Decke-
lelement (6) nicht mit Zellen belegt ist und als
Referenz zur Stoffkonzentrationsbestimmung und
deren Anderung mit optisch sensitiven Schichten

(4) verwendet wird.
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31. Verfahren nach einem der Ansprlche 21 bis 30,
dadurch gekennzeichnet, dass die Veranderung in-
nerhalb der Kavitaten (8) oberhalb des fllssigen

Mediums bestimmt wird.
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