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Abstract

Zellbasierte Sensoren sind Sensoren, die lebende Zellen und Gewebe mit konventionel-
len Materialien und Mikrofabrikationsprozessen verbinden, um hybride Gerate zu bilden.
Ziel dieser Fallstudie war es, einen grundsatzlichen Einblick in die Welt der zellbasierten
Biosensoren zu geben. Anhand von verschiedenen Messmethoden wird deren Wirkungs-
weise erldutert. Desweiteren wird in dieser Studie auf eine interessante Forschungsarbeit
eingegangen, in welcher versucht wurde, einen zellbasierten Geschmackssensor auf einer
Silizium-Plattform zu realisieren.



1 Grundlagen

1.1 Definition

Zellbasierte Sensoren sind Sensoren, die lebende Zellen und Gewebe mit konventionel-

len Materialien und Mikrofabrikationsprozessen verbinden, um hybride Gerate zu bilden.
Lebende Zellen haben etliche gemeinsame Eigenschaften, die sie fiir den Einsatz als Kom-
ponente in einem Biosensor niitzlich machen. Rezeptoren mit variierender Genauigkeit fiir
extrazelluldre Reize sind in der Zellmembran und im Nukleus eingebettet. Signaliibertra-
gungskaskaden verstarken Signalwege aufgrund von Rezeptor/Liganden - Bindungen. Dies
fithrt zu einer Zellantwort (z.B. Freisetzung von Ca?, Transkription von Genen, Anderung
des Membranpotentials usw.). [1]

1.2 Vor- und Nachteile

Zell- und Gewebebasierte Sensoren bieten eine Vielzahl an Vorteilen gegentiber Nicht-Bio-

sensoren:

e Siesind in der Lage unerwartete Bedrohungen (neue Krankheitserreger) festzustellen
und/oder zu Kklassifizieren

e Sie kdonnen Sensorangaben mit der menschlichen Physiologie/Pathologie verkniipfen.

e Sie gewahrleisten eine verbesserte Stabilitit von Enzymen, Rezeptoren oder Antikor-
pern in biologischen Systemen.

e Sie konnen sich genomische Vorgange zu Nutze machen, um DNA-Chips, Polymerase
Kettenreaktion (PCR) usw. zu Untersuchen.

Zell- und Gewebebasierte Sensoren haben aber auch Nachteile gegentiber Nicht-Biosenso-
ren:

e Sie sind stark abhdngig von ihrer Umwelt

e Jhre Veranderlichkeit schreit nach diversen rechnerbetonten Strategien

e Input/Output Interaktionen sind schwierig zu definieren.

[1]

1.3 Anwendungsgebiete

Anwendungsgebiete fiir Zellbasierte Sensoren sind umfangreich
e Pharmazeutische Arzneimittelherstellung

e Neurale Netzwerke

e Medizinische Diagnostik

e Zellbasierte Therapien

e Erfassung von chemisch und biologisch aktiven Stoffen
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2 Messmethoden zellbasierter Sensoren

2.1 Uberblick

Es gibt verschiedene Technologien welche eingesetzt werden kénnen, um Zellsignale von
Zellen in zellbasierten Sensoren zu messen. In diesem Kapitel soll vor allem ein Uberblick
uber verschiedene Methoden gegeben werden. Folgende Techniken werden vorgestellt:

1. Mit einer Wechselstrom Leitfahigkeitsmessung wird die Impedanz zwischen den einzel-
nen Zellen und zwischen den Zellen und dem Substrat bestimmt. Die Zellen funktionie-
ren bei dieser Methode als Wiederstand.

2. Mit (Bio-)chemische Sensoren werden die metabolischen Produkte, welche von kulti-
vierten Zellen in das Medium abgegeben wurden, gemessen.

3. Direkte elektrische Antwort von elektrogenen Zellen (Neuronale Zellen, Herzmuskelzel-
len, Beta-Zellen im Pankreas) oder eines neuronalen Zellnetzwerks werden gemessen.
[2]

4. Raman Spektroskopie zur Klassifizierung und Quantifizierung von Stoffen anhand der
Zellveranderungen tiber die Zeit. [7]

5. Veranderung der Pigmentorganellen in Chromatophoren [3]

Abbildung 6 zeigt die Kombination verschiedener Messsysteme in einem Device, es wurden
die Methoden 1-3 integriert, diese erganzen sich optimal.
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Abbildung 1: Anwendung verschiedener Messmethoden in einer Durchflusskammer [3]
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2.2 Impedanzmessung

Nachfolgend sollen zwei verschiedene Methoden beschrieben werden, die fiir die Bestim-
mung des Zell-Zell Kontaktes verwendet werden.

Die Zellen werden auf einem Array aus planaren Elektroden, welche auf einem Substrat
aufgebracht sind, kultiviert. Die Impedanz wird entweder zwischen zwei der Elektroden
gemessen oder aber zwischen einer Elektrode und einer Gegenelektrode (auf einem Chip
oder direkt im Medium). [2] Abbildung 3 zeigt ein mégliches Layout eines Chips mit plana-
ren Elektroden. Das Substrat ist aus Al,O, Keramik und wurde durch das Siebdruckverfah-
ren mit zwei ineinandergreifenden Elektrodenstrukturen (Interdigitated electrode structu-
res, IDES) bedruckt. [4]
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Abbildung 2: Ublicher Aufbau zur Bestimmung Abbildung 3: Sensorchip mit 2 IDES [4]
des Widerstandes einer Zellschicht [5]

Beim zweiten Aufbau kdnnen die Zellen auch auf einem wasserpordésen Filter kultiviert
werden, welcher zwei Kompartimente trennt. In jedem Kompartiment befindet sich eine
grosse Elektrode, durch welche der Gesamtwiederstand der Zellschicht auf dem Filter be-
stimmt werden kann.

Die erste Messanordnung hat den Vorteil, dass die Zellen in normalen Schalen kultiviert
werden konnen, d.h. auf einem festen, nicht porésen Trager. Die planaren Elektroden miis-
sen jedoch durch z.B. durch Diinnschicht-Verdampfungsprozesse separat prapariert wer-
den.

Bei beiden Messaufbauten wird die Impedanz in Funktion der Zeit und der sich dandernden
Umgebung gemessen. Im ersten Aufbau beeinflusst auch der Kontakt der Zelle zur Elektro-
de den Widerstand.

Zahlreiche Anwendungen fiir diese Messmethode sind moglich. Beispielsweise konnen
Arzneimittel getestet werden. Denkbar ware auch das Testen eines Anti-Tumor Medika-
mentes mit kultivierten Tumorzellen. Ein weiteres Anwendungsbeispiel sind Medikamente,
welche die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden miissen; als Zellschicht werden Endothalzellen
verwendet. Ein weiterer Anwendungsbereich konnte auch der toxikologische Einfluss von
Schwermetallionen sein. [2]

2.3 Messung Stoffwechselprodukte

Die Messung von extrazellularen Stoffwechselprodukten ist bestens bekannt. Stoffwech-
selraten in Zellen sind auf rezeptorgesteuerte Vorgange zurtickzufiihren, Beispiele solcher
sind die Geschwindigkeit der Versauerung von der extrazelluliren Umgebung oder Ande-
rungen des Sauerstoffgehaltes ausserhalb der Zelle. Es gibt viele chemische und bioche-
mische Sensoren, welche, abhiangig vom Stoffwechselprodukt, zur Detektion verwendet
werden kdnnen.
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Dazu gehoren:

e Glas-Elektroden

e pH-sensitive ISFETs (Ionen-sensitive Feldeffekt Transistoren)

e LAPS (Licht-adressierbare potentiometrische Sensoren) um pH-Veranderungen aufzu-
zeichnen

e Clark Elektroden fiir Sauerstoff

e Enzymbasierende amperometrische Gerate zur Messung von Glukose und Laktose.

e lonen-sensitive Elektroden oder ISFETs mit lonen-selektiven Membranen tiber dem
Gate zur Detektion anderer Ionen als H+, beispielsweise Na* oder Ca*

Alle verschiedenen Sensoren konnen entweder alleine oder aber in Kombination mit den
anderen vorgestellten Messmethoden verwendet werden. Die kombinierte Messung von
verschiedenen Signalen ist sehr niitzlich, weil Zellen, die von aussen stimuliert werden, mit
paralleler Aktivierung verschiedener Signalpfade antworten.

Es wiirde den Umfang dieser Fallstudie sprengen jeden dieser verschiedenen Sensoren
beschreiben zu wollen und deshalb haben wir uns auf die Auflistung der verschiedenen
Methoden zur Messung von Stoffwechselprodukten beschrankt. [2]

2.4 Extrazellulare Signale elektrogener Zellen und Zellnetzwerken

Nervenzellen und Nervenzellen-Netzwerke sind sehr sensitiv gegeniiber einer grossen
Anzahl von neuroaktiven Verbindungen, welche dem Kulturmedium hinzugefiligt werden.
Neuroaktive Verbindungen sind wasserloslich und beeinflussen den empfindlichen elektro-
physiologischen Mechanismus von Nervenzellen.

Solche Neurochemikalien wirken auf Nervenzellen oder Nervenzellen-Netzwerke kulti-
viert auf Feldeffekttransistoren (FET) oder Mikroelektroden Arrays. Diese Wirkung fiihrt
wihrend eines Aktionspotentials zu einer Anderung des Membranpotentials. Das Potential
hat einen Einfluss auf das Gate des FETs und hat somit eine Auswirkung auf die Kapazitit
zwischen dem Axon der Nervenzelle und der Mikroelektrode. Mit einem Wechselstrom-ge-
koppelten Verstarker mit hoher Eingangsimpedanz kann diese Kapazitiat gemessen werden.
Einzelne Nervenzellen geben weniger zuverlassige Signale zuriick, weil sie nicht einfach

so aktiv werden und miissen deshalb von aussen angeregt werden, was zu einer kurzen
Lebensdauer fiihrt. Zudem resultiert die fehlende natiirliche Umgebung in unnatiirlichen
Reaktionen. Im Gegensatz dazu sind die Nervenzellen-Netzwerke relativ fehlertolerant. [2]

2.5 Optische Methoden

2.5.1 Raman Spektroskopie

Ein neuer Ansatz um Signale eines zellbasierte Sensors zu detektieren ist die Raman Spek-
troskopie. Die Klassifizierung und Quantifizierung eines Giftstoffes anhand der Zelleinwir-
kung ist mit Ausnahme der Nervenzellen-Netzwerk-Methode nicht méglich. Der Grund ist,
dass die Untersuchung der Zellen nur limitierte biologische Informationen zurtickliefert
und so in dhnlichen Anderungen fiir viele Stoffe resultiert. Die nicht-resonante konventio-
nelle Raman Spektroskopie basiert auf der Tatsache, dass verschiedene Stoffe unterschied-
liche Effekte auf lebende Zellen haben und spezifisch zeitabhdangige biochemische Verande-
rungen hervorrufen. Die gesamte biochemische Zusammensetzung der Zelle wird durch das
Raman Spektrum reprasentiert, so dass verschiedene Stoffe, welche verschiedene Zellant-
worten initiieren, charakteristische Anderungen im Raman Spektrum hervorbringen.

Auf eine Probe einfallende Photonen konnen entweder elastisch (keine Anderung der
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Energie) oder unelastisch gestreut
| T (Anderung der Energie) werden. Die
T Raman Spektroskopie basiert auf der
unelastischen Streuung. Wahrend der
_ Interaktion von Photonen mit den vib-
rierenden Molekiilen der Probe kénnen

Photonen Energie zu Molekiilen trans-
cCD ferieren oder von ihnen erhalten. Die
Energieanderung der gestreuten Pho-
tonen korrespondiert mit dem Level
der Schwingungsenergie der Molekiile
der Probe. Auf der Abbildung 4 ist ein

. experimenteller Aufbau zur Untersu-
Ctellls chung von Zellen dargestellt. Der Laser
emittiert die Photonen, der Kerbfilter
(Notch Filter) filtert die elastische
Streuung heraus. Beim Beugungsgitter
(Grating) wird das Licht in das Spek-
trum aufgeteilt und danach auf einen
CCD-Foto-Sensor gelenkt, welcher das
Spektrum erfasst. [7]

MICROSCOPE

Abbildung 4: Experimenteller Aufbau zur Unter-
suchung von Zellen mit Raman Spektroskopie [7]

2.5.2 Aggregation von Pigmentorganellen in Chromatophoren

Ein anderes Prinzip ist ein zellbasierter Sensor der Chromatophoren verwenden, pig-
menthaltige Zellen welche bei Fischen, Amphibien und Reptilien verantwortlich fiir die
funkelnden Farben sind. Verschiedene Krankheitserreger konnen das Erscheinungsbild

der Chromatophore verandern und andern oft auch die innere Anordnung der Pigment-
enthaltenden Organellen. Auch chemische Stoffe wie lonenkanal-Wirkstoffe, Schwermetalle
und bakterielle Toxine konnen Chromatophoren von aussen stimulieren. Dies fiihrt zu einer
Aggregation der Pigmente innerhalb der Zelle, d.h. die Pigmentorganellen bewegen sich zur
Mitte und die Farbe der Zellen wird heller. Uber die Messung der optischen Dichte kénnen
die morphologischen Anderungen einfach iiberwacht werden. Diese Technik wurde bereits
erfolgreich bei der Identifikation von chemischen Kampfstoffen angewendet. [6]
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3 Anwendungsbeispiel: Sensor auf der Basis von
Geschmackszellen

Das unten vorgestellte Beispiel beschreibt eine Forschungsarbeit aus dem Jahr 2008. Es
wurde versucht ein zellbasierter Geschmackssensor auf einer Silizium-Plattform zu reali-
sieren.

3.1 Geschmackserkennung allgemein

Geschmackserkennung ist eine alte und sehr wichtige Methode der Chemosensorik um
Chemikalien in der Umwelt zu erkennen. In dem letzten Jahrzehnt wurde viel in den Be-
reichen Genetik und Molekularbiologie geforscht. Unter anderem durch die Anwendung

der ,patch-clamp“ Technologie konnte der Mechanismus des Geschmackserkennens besser
verstanden werden. In bisherigen Geschmackssensoren 8) H*

werden hauptsachlich kiinstliche Sensoren auf der Basis ASIC
von sehr sensitiven Polymeren verwendet. Die Sensiti-
vitat und Selektivitat zur Geschmackserkennung ist bei
den kiinstlichen Sensoren um einiges schlechter als bei
tierischen Zellen. Sinneszellen konnen durch Kontakt mit
suissen, sauren oder bitteren Stoffen Aktionspotentiale
auslosen.

Fiir die Erkennung von sauren Stoffen sind Protonen

die Haupterreger, welche mit den Ionenkanéalen der
Geschmackszelle interagieren. H*-aktivierte Sauer-Re-
zeptoren produzieren innerhalb der Zelle einen Strom,
dadurch depolarisieren die Geschmackszellen. Span-
nungsabhingige lonenkanale, vor allem Na*- und K*-
Kandle reagieren auf die Depolarisation und 6ffnen sich.
Durch das gezielte Offnen der spezifischen lonenkanile
entstehen Aktionspotentiale. Neuronale Erregung, durch  Abbildung 5: Interaktion Sauer-
spannungsabhdngige Kanaile, basieren grundsatzlich auf Rezeptor mir lonenkandlen [8]
den gleichen physikalischen Phdnomenen wie die Halb-

leitertechnologie in der Mikroelektronik. Die lonenkana-

le kann man als lebende Transistoren sehen. [8]

Leakage
current

3.2 Versuchserklarung

Es wurde versucht ein zellbasierter Sensor zu modifizieren der mit sogenannten LAPS
(light-addressable potentiometcric sensor) gekoppelt ist. Mit Hilfe von LAPS wird die Ober-
flaiche mit einem Lichtstrahl das Oberflachenpotential an beliebigen Punkten detektiert
werden. Als LAPS-Chip wurde eine N-Typ Silizium-Wafer verwendet. Auf der Riickseite des
Wafers wurde eine 1um dicke Aluminiummembran aufgebracht um einen ohmischen Kon-
takt zu erreichen. Das System besteht aus zwei Elektroden (Referenzelektrode und Arbeits-
elektrode).

Ein modulierter Lichtstrahl (Wellenlange 543.5 nm, Leistung 5mW, Frequenz 4kHz) wurde
auf die Oberflache einer einzelnen Geschmackszelle fokussiert. Dabei wurde das Arbeitspo-
tential so eingestellt, dass der Photostrom sehr sensitiv auf Anderungen des Oberflichen-
potentials reagiert. Die Geschmackszellen wurden mit Salzsdure (pH 2 und pH 4) stimuliert.
Als Reaktion produzierten die Geschmackszellen extrazellulare Signale. LAPS detektierte
die Anderungen des Oberflichenpotentials, welche mit der Reaktion der Geschmackszellen
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korrespondierte. Der korrespondierende Photostrom wurde mit Hilfe eines Potentiostats
erfasst. [8]
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Abbildung 6: Schema LAPS Messsystem [8]

3.3 Zell-Chip Schnittstelle

Zwischen der Zelle und der Oberflache des LAPS-Chips befindet sich eine Elektrolyten
-Schicht. Die Zelle wird mittels der Zellmembran und der Chip durch diinne Schichten von
Si0, und Si,N, von dem leitenden Elektrolyten isoliert. Diese Zell-Chip Schnittstelle wurde
als ,Sandwich cable model” definiert. Ein vereinfachtes Punktmodell wurde erstellt um die
LAPS-Zelle Schnittstelle zu beschreiben. V, und VI sind das intrazellulare, respektive extra-
zelluldre Potential. R und C, sind Widerstand und Kapazitat, welche sich durch die Memb-
ran ergeben. R/ ist ein Begrenzungswiderstand zwischen Zelle und Chip. [8]

YV Vg — V5 d(Vy, — Vi
Vi_Yu j+CM(M 1)

R] R]M dt
Abbildung 8: DGL fiir das Punkt-
modell [8]
SigMNy
Si0,

Si

Abbildung 7: Schnittstelle LAPS-Zelle [8]
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3.4 Signalauswertung

Die Reaktion wurde vor und nach dem Aufbringen von Saure, von dem LAPS erfasst.

In der untenstehenden Darstellung (Abb. 9) ist das Signal vor (c) und nach (a,b) dem
Aufbringen der Saure ersichtlich. Es kann ein grosser Unterschied beobachtet werden.
Nachdem die Zellen mit der Sdure in Kontakt gekommen sind, konnte man Spitzen in der
Amplitude feststellen. Diese Spitzen sind auf die entstandenen Aktionspotentiale zurtick-
zufiihren, welche durch den Kontakt der Geschmackszellen mit der Sdure entstanden. Um
auszuschliessen, dass die Spitzen vom pH-Wert der Fliissigkeit und nicht von den Aktions-
potentialen der Zellen abhdangen konnten, wurde der Versuch auch ohne Zellen durchge-
fiihrt. Dieses Signal ist in Abbildung 9c in der Mitte ersichtlich. Es sind keine Spitzen in der
Amplitude ersichtlich und damit konnte bewiesen werden, dass die Spitzen von den Zellen

abhangen. [8]
(b}
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Abbildung 9: Auswertung der Signale [8]
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4 Ausblick

Zellbasierte Sensoren beinhalten viele verschiedene Anwendungsmaéglichkeiten in den
verschiedensten Bereichen. Fiir die Zukunft werden weniger neue Arten von zellbasierten
Sensoren erwartet. Die Entwicklungen gehen eher in Richtung Verbesserung der Sensor-
technologien. Zum Beispiel gibt es sehr komplexe Biosensoren, welche auf neuralen Netz-
werken basieren, bei denen grosses Entwicklungspotential in ihrer Technologie besteht.
Ein genereller Trend ist es mehrere Wandlungsprinzipien miteinander zu kombinieren um
einen moglichst kompletten Uberblick iiber den Analyten zu erhalten.
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