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(57) Abstract: The invention relates to an arrangement (a measurement device) for on-line measurements on cells, in particular
for di measurement of soluble analytes and dissolved gases on samples in a sample area. The object of the invention, to specify an
arrangement for on-line measurements in order to investigate and monitor the metabolism of living cells, which avoids the disad-
vantages of the prior art and in the process can be integrated in a microfluidic system, is achieved in that the arrangement comprises
a substrate (1), at least one sensor (2) a space (4) and a membrane (5) with the substrate (1) holding the sensor (2) or the sensors and
the membrane (5) in such a way that a space (4) is generated between the sensor (2) and the sensors and the membrane (5), with the
membrane (5) having the capability to be connected in a biocompatible form and to a cell culture space (7) with the sensor (2) or
o the sensors being electrochemical sensors, and in which the space (4) can be filled with a transfer medium and can be integrated in
fluidic systems, and the sensor (2) or the sensors is or are fitted with operating circuits (8) via which downstream electronics can be

coupled.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Anordnung (eine Messeinrichtung) fiir Online-Messungen an Zellen, insbe-
sondere fiir di Messung 16slicher Analyte bzw. geldster Gase an Proben in einem Probenraum.Die Aufgabe der Erfindung, eine
Anordnung fiir die Online-Messungen zur Aufklirung und Uberwachung des Stoffwechsels lebender Zellen anzugeben, die die
Nachteile des Standes der Technik vermeidet und dabei in ein mikrofluidisches System integrierbar ist, anzugeben, wird dadurch
gelost, dass die Anordnung ein Substrat (1), mindestens einen Sensor (2), einen Raum (4) und eine Membran (5), wobei das Substrat
(1) den Sensor (2) bzw. die Sensoren und die Membran (5) in der Art haltert, dass zwischen dem Sensor (2) bzw. Sensoren und der
Membran (5) ein Raum (4) generiert ist, umfasst, wobei die Membran (5) biokompatibel und mit einem Zellkulturraum (7) verbind-
bar ist, der Sensor (2) bzw. die Sensoren elektrochemische Sensoren sind, der Raum (4) mit einem Transfermedium befiillbar sowie
in fluidische Systeme integrierbar ist und der Sensor (2) bzw. die Sensoren Betriebsschaltungen (8) tragen, iiber die nachschaltbare
Elektronik ankoppelbar ist.
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Anordnung fiir Onﬁne-Messungen an Zellen

Die Erfindung betrifft eine Anordnung (eine Messeinrichtung) fiir

" Online-Messungen an Zellen, insbesondere fiir die Messung 16slicher

Analyte bzw. geloster Gase an Proben in einem Probenraum.

Die Detektion des Verhaltens von - Zellkulturen kann, insbesondere
hinsichtlich Stoffwechsel-physiologischer Parameter, mit
verschiedensten elektro- oder biochemischen Sensoren erfolgen.

Die DE 41 15 792 offenbart bspw. eine grundsétzliche Anordnung fur
ein Biosensorsystem, welche flir biochemische Messverfahren unter
Verwendung einer membranbedeckten Miniaturelektrode geeignet ist
und eine Membranspann- und Membranwechselvorrichtung besitzt.

Gemal dieser Schrift besitzt die Gegenelektrode der Miniaturelektrode
die Form einer Kugelkalotte mit einer Mittel6ffnung, innerhalb derer der
Kopf der Messelektrode angeordnet ist. '

‘Die Membranspann- und Membranwechselvorrichtung besteht aus
- einem zum Wechseln der Membran klappbaren Unterteil und einem

damit verbundenen aufklappbaren Unterteil, wobel im erstgenannten
Unterteil in einer eine Durchgangsbohrung erweiternde zylindrische
Aussparung die Membran mittels eines Teflonringes vorgespannt und
abgedichtet wird.

Uber eine Mittelbohrung im Teflonring wird die Membran durch den

Kopf der Miniaturelektrode nochmals gespannt und durch die Oberkante
des Isolierkdrpers nochmals abgedichtet.

Diese grundsatzliche Anordnung ist jedoch nicht fiir online-Messungen
an Zellkulturen 1iber lange Zeitrdume verwendbar, da die
Membrangrundsitzlich nicht im Probenraum integriert werden kann und
nicht fir die Kultur von Zellen ausgelegt ist. Insbesondere bel
adhirenten Zellkulturen ist eine stabile, nicht bewegliche Unterlage
notwendig. Bei der beschriebenen Anordnung ist eine storungsfreie
Trennung vin Kulturraum und Sensoren nicht moglich. _

Bei der Detektion des Verhaltens von Zellkulturen = mittels.
elektrochemischer Sensoren ist es ndmlich unvermeidbar, dass mit
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diesen Sensoren nur tber eine begrenzte Zeit richtige Messwerten erzielt
werden konnen. _

Bekannter weise erfordert der Einsatz fast aller Chemosensoren und aller
Biosensoren, fiir die meist Chemosensoren den sog. Grundsensor bilden,
deren stdndige Nachkalibrierung, weil funktionsbedingt u.a. relativ
dinne Schichten bzw. Schichtsysteme verschiedenster
Zusammensetzung, organische und/oder anorganische kristalline oder
amorphe Membranen oder ggf. fluide Funktionselemente Bestandteile
des Sensors sind. Diese unterliegen in Abhéngigkeit von mehreren
Parametern (Alter, Umgebungsmillieu, Druck, Temperatur, ...) einer
stofflichen Verdnderung, die sich unmittelbar auf das generierte
Sensorsignal auswirkt.

Somit konnen bspw. die von den Zellen einer Zellkultur belegten Arrays
in der Regel nur max. drei Tage zu Untersuchungen eingesetzt werden.
D.h., die Anwendbarkeit fiir die Online-Messung beschrankt sich auf
Prozesse, die innerhalb dieses Zeitraums entweder vollstdndig oder
zumindest soweit abgelaufen sind, dass eine signifikante Aussage iber
den Verlauf des interessierenden Metabolismus erfolgen kann.

Viele der geeigneten Sensormaterialien werden nicht nur durch einen
Belag mit Zellen und Proteinen in ihrer Funktion gestort, es kann auch
zu Problemen mit der Biokompatibilitit kommen. Insbesondere
adhdarente Zellen, die empfindlich auf die Beschaffenheit des
Untergrundes reagieren, kénnen so nicht in ihrem natiirlichen Zustand
untersucht werden. :

Bei der Zellkultivierung im Allgemeinen und bei dreidimensionalen,
vielschichtigen Tissue Engineering-Implantaten  (bspw. gefafllosem
kiinstlichen Knorpel) im Besonderen, ist die Kontrolle des Verbrauchs
von Nahrstoffen durch den Stoffwechsel der Zellen essentiell fir die
erfolgreiche Kultivierung tber ldngere Zeitrdume. Hierzu ist es-
vorteilhaft, zumindest die physiologisch wichtigen Parameter Sauerstoff,
Glucose und pH-Wert in den untersten Zellschichten zu messen.

Bisher wurden diese Parameter unter Zerstorung der Proben oder
indirekt durch die Messung des Kulturmediums bestimmt. Neuerdings
sind floureszenzbasierte Systeme mit in Silikon eingebetteten
Flourophoren verfligbar, auf denen adhirente Zellen allerdings nicht
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wachsen. Der Einsatz o.g. bekannter Sensor-Array-Systeme scheidet
wegen der Unmdglichkeit der Nachkalibrierung wahrend des
Kultivierungsprozesses aus.

Somit ist eine der grofiten Schwierigkeiten beim Einsatz
elektrochemischer Sensoren die Interaktion der Sensoroberflache mit der
Probe. Dabei konnen Substanzen, wie bspw. organische Molekiile oder
Proteine, mit dem Sensor interagieren und dadurch die Sensitivitat des
Sensors herabsetzen. Es konnen zudem Probleme bei der Messung an
lebenden Systemen entstehen, die negativ durch die Sensoroberflache
beeinflusst werden  koénnen, z.B. bei  Silber/Silberchlorid-
Referenzelektroden.

Aus dem Stand der Technik sind fluoreszenzbasierte Systeme bekannt,
die zwar weitestgehend bioinert sind, und damit prinzipiell fur die
Messung an Suspensionszellkulturen geeignet, jedoch koénnen, wenn
Uberhaupt, nur wenige adhérente Zelltypen auf diesem System wachsen.
Ein solches System ist bspw. in DE 199 03 506, DE 100 03 673 und
WO 03/036293 offenbart.

Ein weiterer Nachteil solcher fluoreszenzbasierter Systeme ist die
Limitierung auf die wenigen, z.Z zur Verfugung stehenden
Fluorophoren-Systeme.

Sensorsysteme, die den direkten Bewuchs mit adharenten Zellen
ermoglichen, werden u.a. in DE 19753598, DE 19646 505,
DE 44 17 079 und DE 196 46 505 offenbart.

Bei diesen Systemen wird eine Kompatibilitat zum Zellbewuchs dadurch
erreicht, dass mit Silizium-basierten Sensoren gearbeitet wird, die in
Diinnschichttechnik hergestellt werden. Bei dieser Technologie, die ihre
eigenen Anwendungsgebiete hat, z.B. die Messung an einzelnen Zellen,
treten fir die routinemafige Anwendung im der Zell- und Gewebekultur
einige Probleme auf. Insbesondere steht mit dem Silizium nur ein
spezielles Material fir die Adhédsion der Zellen zur Verfugung. Der
Silizium-Waver, der zudem mit weiteren metallischen Materialien in der
CMOS-Technik bestlickt wird, bildet eine sehr spezielle Unterlage fiir
die Adhédsion von Zellen. Da gerade die Interaktion der Gewebezellen
mit der Unterlage eine wichtige Rolle in der Zellentwicklung spielt, ware
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ein neutralerer Untergrund, v.a. ohne den FEinfluss von elektrischen
Stromen (bei amperometrischen Sensoren) und diversen Metallionen von
grofler Bedeutung, um mehr als nur einige spezielle Fragestellungen
untersuchen zu konnen.

Wenn die Detektion des Verhaltens von Zellkulturen online vermittels
elektrochemischer Sensoren erfolgt, ist es unvermeidbar, dass eine
Nachkalibrierung bei direktem Bewuchs der Sensoren mit Zellen
erfolgen miisste. Dies ist jedoch derzeit nicht moglich. Zudem sollen bet
der online-Messung gerade Manipulation an der Zell- oder
Gewebekultur vermieden werden.

In der Regel konnen die von den Zellen belegten Arrays nur max. drei
Tage eingesetzt werden. D.h., die Anwendbarkeit fiir die Online-
Messung beschriankt sich auf Prozesse, die innerhalb dieses Zeitraums
entweder vollstindig oder zumindest soweit abgelaufen sind, dass eine
signifikante  Aussage Uber den Verlauf des interessierenden
Metabolismus erfolgen kann. “

Eine weitere Problematik ergibt sich, wenn nicht punktuelle, lokale
Werte einzelner Zellen erfasst, sondern integrative Gesamtdaten
gemessen werden sollen. Die nebeneinander liegenden Sensoren messen
jeweils unter einer anderen Zellgruppe, wobei die gegebene Variabilitat
bei biologischen Systemen die Korrelation so gemessener Parameter
erschwert.

SchlieBlich ist die Herstellung von Sensoren in Diinnschichttechnik mit
einem gewissen Aufwand verbunden und nur bei einem gréfleren

- Volumen wirtschaftlich sinnvoll.

Die Dickschichttechnik, die mehr Flexibilitdt bietet und weitaus
wirtschaftlicher zu realisieren ist als die Diinnschichttechnik, fiihrt
jedoch bei den bereitgestellten Sensoren zu den selben Nachteilen, wie
sie die Diinnschttechnik hervorruft.

Eine weitere Problematik ergibt sich aus der Notwendigkeit zur
Sterilisation aller Teile, die mit dem Probenraum Kontakt haben. Hierbei
ist ein Unterschied zu machen zwischen der einfachen Desinfizierung,
die fur kurze Messphasen ausreichend sein mag, und der Sterilisation,
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die z.B. Enzymen in Biosensoren schaden kann. Die géngigste
Sterilisationsmethode im  Laborbereich ist die  Hochdruck-
Dampfsterilisation (im Autoklav). |

Membranen werden vielfach in Verbindung mit Sensoren verwendet.
Bisher wurden dabei jedoch die Membranen direkt mit dem Sensor
verbunden (siehe hierzu u.a. WO 87/05624, DE 697 29 185 T1 und DE
199 24 856 Al, wobei bei diesen Sensoren meist die funktionelle
Selektivitdit 1m Vordergrund steht, oder mit Membran eine
Enzymtragende Schicht bezeichnet wird.)

Nachteilig bei dieser technischen Losung ist vor allem, dass eine
multiparametrische Analyse der gleichen Probe und die flir online-
Messungen iiber langere Zeitraume erforderliche Nachkalibrierung nicht
moglich sind.

In DE 694 11 732 T1 und EP 0289269 besteht die Membranfunktion
speziell im Ausschluss von Erythrozyten bei der Blutanalyse.

In WO 199 6032 64 A1 werden die Zellen zwar auf einer Membran
kultiviert, die Messung der physiologischen Parameter erfolgt jedoch
durch eine im kultivierten Gewebe liegenden Sonde, die damit die
Kultivierung beeinflusst, bzw. die Bedingungen andert.

Die Schrift von D. Schepers, G. Schulze und W. Frenzel
[,,Spectrophotometric flow-through gas sensor for the determination of
atmospheric nitrogen dioxide (Analytika Chimica Acta 308 (1995) 109-
114] offenbart eine Mikrofluidmesszelle, insbesondere fiir Fotometer
oder Spektrometer, die vorzugsweise schmalbandig arbeiten, beinhaltend
miteinander flachig verbundene Wafer, in die Mikrokanile derart
eingebracht sind, dass in zumindest einem Bereich zwel
Mikrokanalabschnitte parallel zueinander verlaufend angeordnet sind
und diese durch eine, entsprechend einer zu analysierenden Substanz
vorgebbar ausgewdhlten selektiven Membran voneinander rdaumlich
getrennt sind, so dass eine Extraktionsstrecke gebildet ist, wobel in
einem ersten Wafer wenigstens genannter erster Mikrokanalabschnitt
sowie dessen Kanalenden erfassende Zu- und Abstromoéffnungen oder
Zu- und Abstrémkanile fir die Durchleitung eines Analyten eingebracht
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sind, in einem zweiten Wafer wenigstens genannter zweiter
Mikrokanalabschnitt sowie dessen Kanalenden erfassende Zu- und
Abstromoéffnungen oder Zu- und Abstromkanile fiir die Durchleitung
eines Extraktionsmittels (E) eingebracht sind, und wenigstens ein Wafer
fur einen zum Einsatz gelangenden Messlichtstrahl durchlassig oder mit
einem dies gewdhrleistenden Fensterbereich versehen ist, wobei der Ein-
und Austritt des Messlichtstrahls durch den als Extraktionskanal
dienenden zweiten Mikrokanalabschnitt derart festgelegt ist, dass, in
Abhangigkeit von der eingesetzten Strahlungsquelle (L), eine mdglichst
lange optische Messstrecke realisiert ist.

Eine Online-Meséung verschiedener physiologischer Parameter von
Zellen einer Zellkultur, insbesondere fiir die Messung 16slicher Analyte
bzw. geloster Gase, ist mit der zuvor stehend genannten
Mikrofluidmesszelle nicht moglich, da keine spezifischen Sensoren
vorgesehen sind, um die Online-Messung 16slicher Analyte bzw. geldster
Gase zu realisieren.

DE 198 60 547 A1 offenbart Affinititssensor fiir den Nachweis
spezifischer Bindungsereignisse bestehend aus einem Tragersubstrat, das
mit wenigstens zwel zueinander in einem 4&quidistanten Abstand
angeordneten Elektroden versehen ist, die beidseitig einen Bereich
erfassen, wobei zumindest dieser Bereich fiir die Aufnahme
immobilisierter spezifischer Bindungspartner vorgesehen ist, die befahigt
sind, komplementdr zugehorige Bindungspartner direkt oder tber
weitere spezifische Bindemolekiile zu koppeln und der Bereich mit einer
Mindestbreite so festgelegt ist, dass zumindest ein komplementér
zugehoriger Bindungspartner, der mit einem elektrisch leitfahigem
Partikel versehen ist, in genannten Bereich derart aufnehmbar ist, dass
zwischem dem Partikel und den Elektroden jeweils die Moglichkeit zur
Ausbildung eines Tunnelkontaktiibergangs gewahrleistet ist.

Eine Online-Messung an Zellen, insbesondere fiir die Messung 16slicher
Analyte bzw. geloster Gase, ist mit dem zuvor stehend genannten
Affinitdtssensor nicht mdglich, da nur spezifische Kopplungen von
Bindemolekiilen elektrisch detektiert werden kdnnen.
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt somit darin, eine
Anordnung fiir die Online-Messungen zur Aufklarung und Uberwachung
des Stoffwechsels lebender Zellen anzugeben, die die zuvor stehend
genannten Nachteile des Standes der Technik vermeidet und dabet in ein
mikrofluidisches System integrierbar ist.

Bei der bereitzustellenden Anordnung ist zu gewdhrleisten, dass die
Multisensorik  oft  nachkalibriert werden kann, ohne den
Kultivierungsprozess zu storen, damit zum einen langfristige Studien
zum Metabolismus des biologischen Materials in Abhéngigkeit von den
gewdhlten Kultivierungsbedingungen ermdglicht werden und zum
anderen erreicht wird, dass auch Weich- und Hartgewebe unter
kontrollierten Bedingungen geziichtet werden kann, was in der Regel
Zeitrdume deutlich >96 Stunden erfordert.

Die Oberflache der anzugebenden Anordnung soll dartiber hinaus fiir die
Zellkultur biokompatibel sein und adhédrentes Wachstum erméglichen.
Dabei ist zu garantieren, dass das Zellwachstum (insbesondere bei
adhirente Zellen) durch jedwede Manipulation im Zusammenhang mit
der Kalibrierung des Sensor-Arrays nicht beeintrachtigt wird.

Schliefllich miissen alle Bereiche der anzugebenden Anordnung, die mit
den Zellen oder deren Kulturmedium Kontakt haben, sterilisierbar sein,
am vorteilhaftesten durch Hochdruck-Dampfsterilisation (Auto-
klavieren).

Das Wesen der Erfindung besteht darin, dass mit der erfindungsgeméfen
Anordnung prinzipiell beliebige Sensortypen, unabhdngig von deren
Einfluss auf oder Beeinflussbarkeit durch das zu messende Medium, fiir
Messungen an fliissigen oder in Flissigkeiten gelagerten Proben
verwendet werden koénnen, indem die zu . messenden Spezies in
definierter Weise durch die Membran hindurch diffundieren und in einen
mit einer definierten Messfllissigkeit gefiillten Spalt/Raum gelangen.
Dieser befindet sich unmittelbar iiber den Sensoren.

Durch diese technische Losung wird der Zellkulturraum abkoppelbar
durch eine Membran vom Sensorfeld getrennt.
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Die Erfindung beinhaltet ein Sensorsystem, in dem verschiedene
Sensortypen, in einer speziellen Ausfihrung planare Sensoren,
miniaturisiert nebeneinander auf kleinstem Raum angeordnet werden.
Bei der Ausfiihrung der Sensoren ist darauf zu achten, dass keine -
gegenseitige Beeinflussung stattfindet. Die unmittelbar mit den Sensoren
in Kontakt stehende primdre Ableitelektrontk muss so ausgefiihrt
werden, dass eine galvanische Trennung der Kontakte gewdahrleistet ist.
Hergestellt ~werden kann dieses Sensorarray bspw. durch
Siebdrucktechnik.

Die Erfindung beinhaltet zudem eine Membran, die optimalen
Analyttransport zuldsst, jedoch eine Konvektion der Medien durch die
Membran hindurch weitestgehend verhindert. Die Poren miissen so
eingestellt sein, dass bei optimaler Diffusion der zu messenden Analyte
solche Stoffe zuriickgehalten werden, die schiadigend oder stérend fiir
die Sensoren sein konnten, wie etwa Proteine, feine Partikel etc.
Vorteilhaft ist die Membran biokompatibel oder bioinert, um eine nicht-
destruktive Messung an Zellen oder Geweben zuzulassen. Diese kdnnen
sich in Suspension befinden, oder adhérent auf der Membran wachsen.
Moégliche Membranmaterialien sind Polymere, Polymerblends und
Copolymere, Keramiken, Metalle und Legierungen, Glas sowie
Verbundwerkstoffe.

Besonders vorteilhaft ist die Membran aus Hydroxylapatit, so dass
speztell Knochen/Knorpelkulturen adhéarent auf dem Material geziichtet
werden. Im Falle der Kultur von Zellen ist ein besonderer Vorteil der
erfindungsgeméfen Anordnung, dass physiologische Parameter von
Zell-/ Gewebekulturen kontinuierlich iiber einen Zeitraum von mehreren
Wochen gemessen werden konnen. Zudem ist es vermittels dieser
Anordnung moglich, wichtige biologische Parameter unterhalb der
adhédrenten Zell-/ Gewebekultur, also bei den am wenigsten mit
Néhrstoffen versorgten Zelllagen, aufzeichnen zu kdnnen. |

Die nanopordse Ausfithrung der Membran bewirkt die Trennung der
beiden Systeme (Kulturmedium und Transfermedium) und halt die
Zell-/ Gewebekultur steril.
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Ein Weg zur Herstellung dieser Membranen basiert auf der Verwendung
klassierter keramischer Pulver, so dass eine sehr eng verteilte
Porenradienverteilung bei der Herstellung der Membran erreicht wird,
die sich positiv auf die Membranfunktion (bspw. Selektivitat bzgl. des
Analyttransports) auswirkt.

Die  Erfindung beinhaltet ein  Kopplungssystem, mit dem
Messeinrichtung und Probenraum voneinander getrennt sind. Dies
ermoglicht

o Nachkalibrieren durch Abkoppeln und Koppeln von
Eichldsungen,

o Austausch der Sensoren zur Erweiterung der messbaren
Parameter _

o Austausch der Probenrdume zur Reihenmessung von mehreren
Proben, z.B. in einem automatisierten Gerdt, mit dem mehrere
Membran/Probenraumeinheiten in Serie gemessen werden
konnen.

Das Kopplungssystem kann z.B. als Bajonettverschluss, schraubbarer
Verschluss oder mit Schrauben (die durch einen Motor oder
Motorgetriebe bewegt werden konnen) festgezogenes System mit
Dichtringen ausgefithrt werden.

Gemdll der Erfindung ist der Raum (Spalt), welcher mit einem
Transfermedium befillbar ist, mit fluidischen Systemen koppelbar, so
dass das Transfermedium (definierte Messfliissigkeit) in den Raum
(Spalt) zwischen Sensorfeld und Membranunterseite gepumpt bzw.
abgezogen und getauscht werden kann, sowie Eichlésungen zur
automatisierten Kalibrierung verwendet werden kdnnen.

Die erfindungsgemédfle Losung besteht in der Trennung von
Zellkulturraum und Sensorfeld durch eine biokompatible pordse

‘Membran. So kann die Sensorik effektiv miniaturisiert und optimiert

werden, die Zellen wachsen auf einem geeigneten Untergrund und die
Messung an den am meisten nahrstofflimitierten unteren Zellschichten
ist gewahrleistet.
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Es liegt eine Anordnung vor, in der der Boden eines Wells fir die
Zellkultur von einer biokompatiblen, porésen Membran gebildet und an
den unten ein mittels Planartechnologien  erzeugtes auf
elektrochemischer Grundlage funktionierendes Sensorarray —mit
nachgeschalteter Elektronik ankoppelbar ist. |

Fir einen Einsatz in der Zellkultur ist das Sensorfeld auf der Fliache

~ eines Wells von ggf. mehreren Well-Schalen untergebracht. Dazu sind

erhebliche Miniaturisierungen der sensorischen, elektronischen und
fluidischen Strukturen notwendig. Die Sensoren erfassen die relevanten
Messparameter gleichzeitig, eine gegenseitige Beeinflussung ist durch
eine vollstandige galvanische Trennung ausgeschlossen.

Die in einen entsprechenden Kunststoff eingefasste Membran bildet das
Zellkultursystem und ist Uber ein Kopplungssystem mit der
Sensoreinheit verbunden, so dass durch Abkoppeln ein Nachkalibrieren
moglich ist.

Die Anordnung mit Probenraum besteht bspw. aus Polymeren,
Polymerblends und Copolymeren, Keramik, Metallen und Legierungen,
Glas sowie Verbundwerkstoffen.

Die Membran der vorliegenden Anordnung ist als porése Membran,
bspw. bestechend aus Keramik, Polymeren, Polymerblends,
Copolymeren, Metallen, Legierungen, Glas und /oder
Verbundwerkstoffen ausgefiihrt.

Vorteilhaft ist die Membran aus Keramik in homogener Form oder

‘einem aus Schichten bestehendem Aufbau gestaltet. Dabei kann sie

entweder biokompatibel oder bioinert sein.

Besonders vorteilhaft ist die Membran aus Hydroxylapatit oder
Schichtkeramik mit einer Oberfliche aus Hydroxylapatit, die eine
osteoinduktive Unterlage fir die Zellkultur bildet, ausgefiihrt.

Die Membran kann in der Art und Weise funktionalisierend modifiziert
sein, dass eine Zelladhdsion, das Zellwachstum oder sonstiges
Zellverhalten beeinflusst werden kann.
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Die Porengrofie betrdgt vorteilhaft weniger als 0,3 um, so dass eine
sterile Trennung zwischen Probenraum und Auflenseite gewahrleistet ist.
Besonders vorteilhaft ist die Membran mit.  einer sehr engen,
monomodalen Porenradienverteilung gestaltet, so dass eine scharfe
Trenngrenze und zeitlich eng verteiltes Diffusionsverhalten der Analyte -
gewdhrleistet ist.

Die vorliegende Erfindung ermdéglicht die Durchfihrung eines
Verfahrens zur Messung an Zell- und Gewebekulturen, in dem die zu
messenden Proben in einem durch eine porése Membran von der
Messvorrichtung abgetrennten Raum vorliegen, so dass die zu
messenden Analyte durch die Membran diffundieren, die Proben nicht in
Wechselwirkung mit den Materialien der Messvorrichtung stehen und
die Messvorrichtung vor schadigenden oder stérenden Einfliissen der
Proben geschiitzt ist.

Bei diesem Verfahren kann die Anordnung einen oder mehrere Sensoren
mit Ableitelektronik aufweisen und der Probenraum sowie die Membran
kann von der Messvorrichtung getrennt werden, so dass eine
Nachkalibrierung oder ein Austausch der Messvorrichtung ermoéglicht
wird.

Dabei schliefit die Membran den Probenraum so ab, dass dieser nach der
Trennung von der Messvorrichtung ein steriles und abgeschlossenes
System bildet. '

Durch den erfindungsgemidflen Einsatz der biokompatiblen Membran
konnen fur die Zellen geeignete Oberflichen bereit gestellt werden, die
im Falle des Hydroxylapatit sogar eine ideale Grundlage fiir Knochen-
Knorpel-Kulturen darstellen. |

Die Anordnung ist dabei als Zellkulturgefal fir die Zell- und
Gewebekultur ausgefiihrt. Hierbei bildet die Membran den Boden des
Gefafles, so dass vermittels des Verfahrens u.a. Messungen an den
unteren, vom Medium am wenigsten versorgten Lagen moglich sind.

Vorteilhaft bei der erfindungsgemden Anordnung ist, dass der
Probenraum und die Membran getrennt oder zusammen sterilisiert

~werden konnen (bspw. durch Autoklavieren).
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Das Kopplungssystem der. erfindungsgeméifien Anordnung ermdglicht
die Trennung von Messvorrichtung und Probenraum mit Membran, so
dass ein mehrmaliges An- und Abkoppeln ermdglicht ist, und ein
definierter Abstandsspalt zwischen Sensoren und Membranunterseite
generierbar ist.

Im Rahmen der Erfindung liegt auch, dass die Anordnung als Messkopf
ausgefiihrt ist, der nacheinander an die Membranen einer Probeneinheit
mit mehreren einzelnen Probenraum-Membran-Einheiten ankoppelbar
ist, so dass Proben automatisiert nacheinander abtastbar sind.

Die Erfindung wird nachfolgend an Hand von Ausfiihrungsbeispielen
naher erlautert. |
Das grundlegende Funktionsprinzip ist dabei in Fig. 1 dargestellt.

Ausfithrungsbeispiel

Auf einem Substratl sind planare elektrochemische Sensoren 2
ausgebildet, die in Dickfilm- und Dispensertechnik in der Weise
miniaturisiert sind, dass jeweils ein Sauerstoff-, pH- und Glucose-Sensor
auf einer Flache von ca. 1,75 cm? untergebracht und mit sensornahen
Betriebsschaltungen § verbunden sind.

Der Zellkulturraum 7, in dem die Zellkultivierung stattfindet, ist von den
planaren dickschichttechnologisch erzeugten Sensoren 2 durch eine
definiert permeable biokompatible Membran 5 mit einer Dicke von 0,5
bis 2 mm aus Hydroxylapatit mit einer an ihrer Unterseite absolut planen
Oberflache getrennt, wobei die mittlere Porengrof3enverteilung 100 bis
200 nm und die Porositdit 20 bis 60 % betragen. Der maximale
Porendurchmesser belduft sich auf 300 nm, wodurch eine Sterilbarriere
zum Zellkulturraum 7 (Probenraum) hin generiert wird. Zugleich bietet
ein geeignetes Transfermedium 4 die Moglichkeit, dass die zu
messenden Spezies mit den Sensoren 2 wechselwirken kénnen.
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Der gesamte Zellkulturraum ist gegeniiber der Substratplatte 1
(Sensorplatte) abnehmbar und dabei seitlich flissigkeitsdichtend
abgeschlossen, so dass ein gemeinsamer Raum 4 (Spalt) ausgebildet ist,
der vermittels mikrofluidischer Systeme mit Transfermedium befiillbar
ist. Der Raum 4 ist dabei gegeniiber der Membran mit Dichtungsringen
abgedichtet.

Definierte Randbedingungen liefert ein Spacer3 zwischen der
Substratplatte 1 (Sensorplatte, bspw. in form eines Sensorarrays) und der
Membran 5, welcher zum einen die mechanische Stabilitdt der
Membran 5 und zum anderen einen konstant dicken Elektrolytfilm
gewéhrleistét.

Durch einen entsprechenden Verschluss am Rand i1st das
erfindungsgemalle System durch die Moglichkeit einer Ankopplung,
welche einen Verbindungsmechanismus 6 sicherstellt, nachkalibrierbar
und die Dauer der Kultivierung in diesem Punkt ist nicht mehr begrenzt.

Im Gegensatz zum Stand der Technik ermdglicht es die
erfindungsgemafe Losung, dass Zellen auf einem optimalen Untergrund
kultiviert und dennoch mit préziser Sensorelektronik stérungsfrei
wichtige  Stoffkonzentrationen gemessen werden kdnnen. In
dreidimensionalen Konstrukten kann nicht-invasiv und zuverldssig in
den unteren Schichten gemessen werden. Fiir die Sensorik ist durch den
Ankopplungsmechanismus eine Kalibrationsmoéglichkeit vorhanden.
Auflerdem sind die Sensorsignale nicht durch zum Teil mit biologischen
Zellen belegte Sensoren und damit verbundener Diffusionshemmung
verfilscht. Zudem kann fiir die Zellen ein optimaler, biokompatibler
Untergrund auch fir das adhdrente Wachstum zur Verfligung gestellt
werden. Hier kann sogar eine funktionalisierende biologische .
Beschichtung angewendet werden. |

Die erfindungsgeméfle Anordnung gemaf Fig. 1 kann mit einer Vielzahl
zu einem Array angeordneter Sensoren realisiert sein (bspw. mit
verschiedenen Sensoren, deren spezifische Analyte gleichzeitig erfasst
werden konnen). Dabei sind planare Sensoren, miniaturisiert
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nebeneinander angeordnet und sind so ausgefuhrt, dass keine
gegenseitige Beeinflussung stattfindet. Die unmittelbar mit den Sensoren
in Kontakt stehende primare Ableitelektronik ist dabei so realisiert, dass
eine galvanische Trennung der Kontakte gewdhrleistet ist. Mehrere
solcher Messzellen kénnen zusammen so nebeneinander angeordnet
sein, dass mehrere Proben gleichzeitig, jedoch unabhédngig voneinander
gemessen werden kénnen.

Die Membran(en) 5 kann/kénnen durch Oberflichenmodifikation an die
Anforderungen der Zellkultur angepasst sein. Die kann eine
Strukturierung, eine chemische Modifikation zum Einstellen der
hydrophilen/hydrophoben -Eigenschaft, eine Kopplung bioaktiver
Molekiile oder eine sonstige Oberflachenmodifikation sein, wesentlich
dabei ist nur, dass die Messung durch die Membran(en) 5 nicht gestort
wird.

Der Verbindungsmechanismus 6 (das Kopplungssystem) ist im Beispiel
durch einen seitlich abgedichteten Raum verwirklicht, der das Heben
und Senken des Zellkulturraumes 7 mit der Membran 5 gegeniber den
Sensoren 2 ermoglicht. So kann der Raum 4 (Spalt) erweitert und als
Ganzes mit Flissigkeit gespiilt werden. Nach dem Absenken
umschlieen nicht in der Fig. 1 dargestellte Dichtringe unter der
Membran 5 einen isolierten Spalt mit den Sensoren 3, so dass die
Messung beginnen kann. Ein Vorteil dieser Ausfihrung ist es, dass
besonders gut luftblasenfrei gearbeitet werden kann.

In einer anderen Ausfihrungsform wird die erfindungsgemafe
Anordnung in GefiBe so eingebaut, dass eine kontinuierliche Messung
am GefaBinhalt méglich ist. In einer speziellen Variante handelt es sich
bei den Gefdllen um Zell- oder Gewebekulturschalen. Dabei kann das
Instrument sowohl im Mediumraum, wie z.B. in der Wand von
Bioreaktoren fur die Suspensionkultur, als auch direkt unter adhéarent
wachsenden Zellen eingebaut werden. Diese Einheit kann als Bausatz in
verschiedenste Anwendungsbereiche integriert werden.

In einer weiteren Ausfilhrungsform wird die Anordnung in Form eine
Multiwell-Platte realisiert, wie sie z.B. fiir die Zellkultur verwendet wird.
Dabei bildet die Membran 5 den Boden je eines Wells, und unter jedem
Well wird ein Sensorarray mit Mikrofluidik realisiert, so dass eine
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simultane Messung unter jedem Well méglich ist. Das Substrat 1 (Platte)
1st dabel entweder fest verbunden oder austauschbar, so dass durch An-
und Abkoppeln mehrere Platten hintereinander gemessen werden
konnen. In einer Variante wird diese Platte in ein Gerit mit kompletter
Messeinrichtung inklusive Steuerungseinrichtung fir Temperatur,
Gaszusammensetzung und Luftfeuchte integriert, so dass die Proben
unter kontinuierlicher Messung inkubiert werden konnen. In - einer
weiteren Variante wird das Instrument kompakt und so konstruiert, dass
die gesamte Messeinheit in einem Zellkulturinkubator untergebracht
werden kann.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist die Anordnung in der Art
gestaltet, dass ein Messkopf mit einem Sensorarray und Microfluidik
mittels einer Robotik mehrere Messstellen in einer Messplatte mit
mehreren Probenrdumen, die unten von der Membran und dem
Kopplungssystem begrenzt sind, durch wiederholtes An- und Abkoppeln
anfahrt und so die Messungen der Reihe nach durchfihrt. Der Vorteil
hierbei ist, dass bei gleicher Sensorflache bzw. gleichem Messspalt mehr
Raum fiir die Ableitelektronik und die Mikrofluidik zur Verfligung steht.

In emer weiteren Ausfihrungsform wird die erfindungsgemafe
Anordnung in einen Bioreaktor integriert, entweder zur Kontrolle von -
Suspensionkulturen, oder von Kulturen in fiir die Gewebeziichtung
adaptierten Reaktoren, z.B. Durchfluss oder Druck-Perfusionsreaktoren.
Mit der erfindungsgeméBen Anordnung kénnen Untersuchungen in der
Zellphysiologie durchgefithrt werden, die mit bisherigen Anordnungen
und Untersuchungsmethoden nicht zugénglich waren.

So konnen Messungen mit einem oder mehreren Sensoren in einem
Sensorarray gleichzeitig auch an solchen Proben durchgefiihrt werden,
bel denen es wichtig ist, den direkten Kontakt zwischen Sensor und
Probe zu vermeiden. Dabei ist es von Vorteil, wenn Probenraum und
Sensoreinheit durch ein Kopplungssystem getrennt werden kénnen, um

1) den Tausch der Sensoreinheit bzw. des Probenraumes,
i)  die Nachkalibrierung
i)  die Reinigung der Messeinheit zu erméglichen.
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‘Die erfindungsgemifle Anordnung ermdglicht tber einen ldngeren

Zeitraum eine effektive Messung an Zell- und Gewebekulturen, bspw. in
einem Array verschiedener Analyte (wie z.B. pH, Glucose, Sauerstoff).
So ist es bspw. moglich, die Sensorik der genannten Anordnung unter
eine Standard-Zellkultureinheit (15 mm @ Well einer Kulturschale)
einzupassen, damit mehrere Parameter gleichzeitig analysieren zu
kénnen und dies dennoch in wirtschaftlicher Weise herzustellen.

Der Vorteil der erfindungsgemiBe Anordnung besteht darin, dass
Gewebekulturen iber langere Zeitrdume gemessen werden konnen,
wobei die Probenraumoberfliche steril und biokompatibel ist und die
Messwerte unterhalb einer Gewebs- oder Zellschicht gemessen werden
konnen, in dem die Messung der zu bestimmenden Parameter durch die
Auflageflache der erfindungsgemaflen Anordnung von unten moglich ist,
so dass Fragestellungen der Zellphysiologie bearbeitet werden konnen,
die mit bisherigen Untersuchungsmethoden gemiBl dem Stand der
Technik nicht untersucht werden konnten.

Im besonderen Fall der Kultur von Knochen- und / oder Knorpelzellen
besteht der Vorteil der erfindungsgemaflen Anordnung darin, dass die
Membran aus Hydroxylapatit flir diese Zellen kompatibel und mit diesen
kombinierbar ist.

Alle in der Beschreibung, dem nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiel und
der Zeichnung dargestellten Merkmale kénnen sowohl einzeln als auch
in beliebiger Kombination miteinander erfindungswesentlich sein.
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Patentanspriiche

1.

Anordnung zur Online-Messung l6slicher Analyte oder geldster

Gase umfassend ein Substrat (1), mindestens einen Sensor (2), einen

Raum (4) und eine Membran (5), wobet das Substrat (1) den

Sensor (2) bzw. die Sensoren und die Membran (5) in der Art haltert,

dass zwischen dem Sensor (2) bzw. Sensoren und der Membran (5)

ein Raum (4) generiert ist, dadurch gekennzeichnet, dass

o die Membran (5) biokompatibel oder bioinert und mit einem
Zellkulturraum (7) verbindbar ist,

* der Raum (4) mit einem Transfermedium befiillbar sowie in
fluidische Systeme integrierbar ist und

o der Sensor (2) bzw. die Sensoren Betriebsschaltungen (8) tragen,
uber die nachschaltbare Elektronik ankoppelbar ist.

Anordnung gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Sensor (2) bzw. die Sensoren elektrochemische Sensoren sind,

Anordnung gemdfl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) pords ist und aus Keramik, Polymeren, Polymerblends,
Copolymeren, Metallen, Legierungen, Glas oder / und
Verbundwerkstoffen besteht.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) eine Porengrofie von weniger als 0,3 um aufweist.

Anordnung gemiall Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) eine sehr enge, monomodale Porenradienverteilung
besitzt.

Anordnung gemafll Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) eine Dicke von 0,5 bis 2 mm besitzt.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) aus einem mehrschichtigen keramischen System
besteht, bei dem die obere, mit Zellen in Kontakt bringbare Schicht
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aus Hydroxylapatit besteht, wobei alle Schichten die gleichen
Figenschaften beziglich Grofie, Anteil und Verteilung der Poren
besitzen.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran (5) aus Hydroxylapatit besteht, wobei die mittlere
PorengréBenverteilung = 100 bis 200 nm, der maximale
Porendurchmesser 300 nm und die Porositét 20 bis 60 % betragen.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Sensoren (2) sich nicht gegenseitig physiko-chemisch beeinflussen.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Sensor (2) bzw. die Sensoren planar ist/sind.

Anordnung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Sensoren (2) ein Sauerstoff-, ein pH- und ein Glucose-Sensor sind,
welche auf einer Flache von ca. 1,75 cm? von dem Substrat gehaltert
sind.

. Anordnung geméfl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der

Zellkulturraum (7) und Membran (5) getrennt oder zusammen
sterilisiert / autoklaviert werden kdnnen.

Verfahren zur Online-Messung 16slicher Analyte oder geloster Gase

unter Verwendung einer Anordnung geméf} einem oder mehrerer der

voran stehenden Anspriiche, bei dem die zu messenden Proben in

dem Zellkulturraum (7) durch die Membran (5) von dem Raum (4)

getrennt vorliegen, so dass

e die zu messenden Analyte von dem Zellkulturraum (7) durch die
Membran (5) diffundieren,

o der Sensor(2) / die Sensoren physikalisch oder chemische
Parameter messen, die von der nachgeschalteten Elektronik erfasst
und ausgewertet werden, und

o der Zellkulturraum (7) von der Membran (5) in zeitlichen
Abstdnden getrennt und eine Nachkalibrierung oder ein Austausch
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der Teilanordnung, umfassend Substrat (1), Sensor (2), Raum (4)
und Membran (5), ermdglicht wird.
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