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Cienkowarstwowe przetworniki impedancyjne z lokalna kontrola
temperatury do hodowli komérkowych

Streszczenie

Monografia poswiecona jest opracowaniu oraz eksperymentalnej weryfikacji zintegrowanego uktadu
do impedancyjnego monitorowania hodowli komérkowych in vitro z mozliwoscia lokalnej kontroli
temperatury. Przedstawione badania koncentruja sie na potaczeniu cienkowarstwowych przetwornikéw
impedancyjnych z mikrogrzejnikiem planarnym, umozliwiajagcym selektywne i dynamiczne ksztattowanie
warunkéw temperaturowych w obrebie pojedynczych naczy hodowlanych.

W pierwszej czesci pracy omdwiono podstawy teoretyczne impedancyjnego monitorowania
hodowli komdrkowych. Nastepnie zaprezentowano projekt i technologie cienkowarstwowych prze-
twornikéw impedancyjnych wykonanych z réznych metali, wzorowanych na komercyjnych podtozach
pomiarowych, wraz z charakterystyka ich parametréw elektrycznych.

Kluczowym elementem monografii jest opracowanie mikrogrzejnika wykonanego z chromo-
nikieliny, zintegrowanego z uktadem pomiarowym ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing).
Zaproponowane rozwigzanie umozliwia lokalne podniesienie temperatury w wybranym naczyniu
hodowlanym bez istotnego wptywu na sasiednie hodowle, co pozwala na prowadzenie rownolegtych
eksperymentéw w identycznych warunkach srodowiskowych, réznigcych sie wylacznie temperatura.
Skuteczno$¢ lokalnego ogrzewania potwierdzono na podstawie pomiaréw termicznych oraz symulacji
numerycznych.

W dalszej czesci przedstawiono wyniki badan hodowli komérkowych prowadzonych w warun-
kach kontrolowanej temperatury. Zastosowanie techniki impedancyjnej umozliwito monitorowanie
zmian rezystancji, pojemnosci i impedancji, co pozwolito na ocene odpowiedzi biologicznej komorek.
Przeanalizowano réwniez mozliwos$¢ wykorzystania mikrogrzejnika do indukowania lokalnych uszko-
dzen termicznych monowarstwy komérkowej w celu symulacji ran oparzeniowych oraz obserwacji
proceséw regeneracyjnych.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze integracja mikrogrzejnika z przetwornikiem impedancyjnym
stanowi efektywne narzedzie badawcze do analizy wptywu temperatury na hodowle komérkowe in vitro.
Zaproponowany uktad umozliwia precyzyjna kontrole warunkéw temperaturowych przy jednoczesnym
monitorowaniu odpowiedzi biologicznej komérek, co czyni go perspektywicznym rozwigzaniem dla
zastosowan w badaniach biomedycznych, farmakologicznych oraz inzynierii tkankowe;j.

Stowa kluczowe: cienkowarstwowe przetworniki, mikrogrzejniki, pomiar impedancji komdérka-podtoze,
ECIS, spektroskopia impedancyjna, lokalne oddziatywanie termiczne



Thin-film impedance transducers with local temperature control
for cell culture

Abstract

The monograph is devoted to the development and experimental validation of an integrated platform for
impedance-based monitoring of in vitro cell cultures with the capability of local temperature control. The
presented research focuses on combining thin-film impedance transducers with a planar microheater,
enabling selective and dynamic shaping of temperature conditions within individual culture vessels.

The first part of the work discusses the theoretical foundations of impedance-based monitoring
of cell cultures. Subsequently, the design and fabrication technology of thin-film impedance transducers
made of various metals, modeled after commercially available measurement substrates, are presented
together with a characterization of their electrical parameters.

A key element of the monograph is the development of a nichrome-based microheater integrated
with the ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing) measurement platform. The proposed solution
enables a local increase in temperature within a selected culture vessel without significantly affecting
neighboring cultures, allowing parallel experiments to be conducted under identical environmental
conditions differing only in temperature. The effectiveness of local heating was confirmed by thermal
measurements and numerical simulations.

The subsequent section presents the results of cell culture experiments conducted under con-
trolled temperature conditions. The application of the impedance technique enabled monitoring of
changes in resistance, capacitance, and impedance, allowing assessment of the biological response of
the cells. The potential use of the microheater to induce localized thermal damage to the cell monolayer
was also analyzed in order to simulate burn wounds and to observe regeneration processes.

The obtained results confirm that the integration of a microheater with an impedance transducer
constitutes an effective research tool for analyzing the influence of temperature on in vitro cell cultures.
The proposed platform enables precise control of temperature conditions while simultaneously mon-
itoring the biological response of cells, making it a promising solution for applications in biomedical
research, pharmacology, and tissue engineering.

Keywords: thin-film transducers, microheaters, Electric Cell-substrate Impedance Sensing, ECIS, impedance
spectroscopy, localized thermal stimulation



Wstep

Przymiotnik ,cienkie” w okresleniu ,,cienkie warstwy” (ang. thin film) jest nie-
jednoznaczny. Zaleznie od zastosowania stuzy do opisu grubo$ci warstw - od
pojedynczej warstwy atomowej (tzw. monowarstwy) do warstw o grubosciach
znacznej cze$ci milimetra. Dokladniejsze jest okre$lenie cienkich warstw jako
materiatéw, ktore rozciggaja sie wzdtuz dwoch kierunkow, ale sg ograniczone
wzdtuz trzeciego, a jego wymiar jest wielokrotnie mniejszy od pozostatych [1].
Klasycznym przyktadem zastosowania cienkich warstw jest lustro do uzytku
domowego, ktore zazwyczaj ma cienka powloke metalowa, aby utworzy¢ od-
bity obraz. Proces srebrzenia ,,na mokro” byt kiedy$ powszechnie stosowany
do produkgji luster, a obecnie warstwa metalu jest osadzana za pomocg technik
takich jak osadzanie prozniowe. Najstarsze udokumentowane celowo wykonane
cienkie warstwy nieorganiczne byly otrzymywane ze zlota, z mysla o zastosowa-
niach dekoracyjnych (a pdZniej optycznych) przez Egipcjan w srodkowej epoce
brazu, ponad 5000 lat temu. Ztote warstwy o grubo$ciach mniejszych niz 300 nm
(~1465 atom6w) znaleziono w starozytnych grobowcach, w tym w piramidzie
schodkowej Dzesera w Sakkarze na potudnie od Kairu [2].

Postepy w technikach osadzania cienkowarstwowego umozliwity szereg
przetomo6w technologicznych w wielu dziedzinach. Powszechne zastosowania,
w ktorych wykorzystuje si¢ materialy cienkowarstwowe to [3-6]:
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Przyrzady polprzewodnikowe. Cienkie warstwy sa wykorzystywane
do wytwarzania zaré6wno pojedynczych elementéw elektronicznych, takich
jak tranzystory, rezystory, diody oraz kondensatory, jak i ztozonych ukladow
scalonych. Technologie cienkowarstwowe odgrywaja réwniez kluczowa role
w produkcji ogniw stonecznych, ktére w wigkszosci przypadkéw sktadajg sie
z wielowarstwowych struktur materiatéw fotowoltaicznych. Ponadto na po-
wierzchniach ogniw fotowoltaicznych stosuje si¢ cienkowarstwowe powtoki
antyodblaskowe oraz przezroczyste warstwy przewodzace, ktorych zadaniem
jest zwiekszenie efektywnosci konwersji energii poprzez redukcje strat optycz-
nych i poprawe zbierania fadunku elektrycznego.

Przyrzady optyczne. W celu poprawy wtasciwosci odbiciowych lub
transmisyjnych elementéw optycznych na ich powierzchniach powszechnie
stosuje si¢ powtoki cienkowarstwowe. Warstwy te umozliwiajg ksztattowanie
parametréw optycznych, takich jak wspotczynnik odbicia i transmisji, w sze-
rokim zakresie dtugosci fal. Przykladem sa zwierciadta stosowane w technice
laserowej, dla ktérych wymagany wspoétczynnik odbicia moze siegac¢ 99,99%.
Z kolei w powltokach antyrefleksyjnych cienkie warstwy wykorzystuje sie do re-
dukcji niepozadanych odbi¢ od granic o§rodkéw, co prowadzi do poprawy
jakosci obrazu oraz zwiekszenia efektywnosci transmisji. Rozwigzania tego
typu znajduja zastosowanie m.in. w okularach korekcyjnych, obiektywach
fotograficznych oraz elementach optyki precyzyjnej.

Narzedzia skrawajace. Aby zapewni¢ wysokg jako$¢ obrobki skrawa-
niem, narzedzia skrawajace muszg taczy¢ wysoka twardos¢, odpornos¢ na
$cieranie, stabilno$¢ termiczng oraz odpowiednig wytrzymato$¢ na pekanie
(odporno$¢ na wykruszanie). W obrébce z duzymi predko$ciami skrawania
narzedzia czesto pokrywa sie cienkowarstwowymi powtokami ochronnymi,
ktére dodatkowo poprawiaja te wiasciwosci uzytkowe. Do najpowszechniej
stosowanych materiatéw powlokowych nalezg AITiN, TiN, TiCN, WC oraz ZrN.

Ogniwa paliwowe. Technologie oraz materialy cienkowarstwowe sg wy-
korzystywane w produkcji akumulatoréw litowo-jonowych. Technologia cien-
kich warstw znajduje réwniez zastosowanie w wytwarzaniu wysokoaktywnych
katalizatoréw poprawiajacych wydajnos¢ ogniw paliwowych.



Produkcja czujnikéw. Technologia cienkowarstwowa jest powszechnie
stosowana do wytwarzania czujnikéw réznorodnego przeznaczenia: chemicz-
nych, biologicznych, gazowych oraz fizycznych.

Urzadzenia medyczne i biomaterialy. W sektorze medycznym urza-
dzenia i sprzet sg podatne na skazenie mikroorganizmami. Do powlekania
powierzchni wyposazenia stosuje si¢ materiaty cienkowarstwowe o wtasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych - najczesciej powtoki na bazie srebra,
ktore to chronig je przed kolonizacja drobnoustrojéw. Biomateriaty, stosowane
jako implanty, rowniez sa produkowane przy uzyciu technologii cienkowar-
stwowych. Najbardziej popularnym materiatem implantologicznym jest tytan
oraz jego stopy, ich zastosowanie bywa jednak ograniczone przez niewystar-
czajace wlasciwosci $cierne i korozyjne. Wtasciwos$ci powierzchni poprawia
si¢ poprzez osadzanie cienkich powlok o wysokiej odpornosci na $cieranie,
np. ceramicznych.

Pomimo szerokiego spektrum zastosowan cienkich warstw w przywota-
nych powyzej dziedzinach, ich potencjal w konteks$cie integracji miniaturo-
wych uktadéw pomiarowo-grzejnych dla potrzeb bioanalityki nie zostal w petni
wyczerpany. Niniejsza praca wpisuje sie¢ w ten nurt badawczy, przedstawiajac
studium nad wykorzystaniem cienkowarstwowych przetwornikéw impedan-
cyjnych sprzezonych z uktadem kontroli temperatury. Takie zintegrowane
podejscie, umozliwiajagce miniaturyzacje struktur pomiarowych, stanowi klu-
czowy krok w kierunku opracowania instrumentéw analitycznych o bardzo
matlej objetosci, zdolnych do réwnoczesnej realizacji wielu funkcji analitycz-
nych w obrebie jednego uktadu.
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1. Analiza zagadnienia
naukowego

We wspolczesnych badaniach biomedycznych obserwuje si¢ dynamiczny
rozwdj technik impedancyjnych. W tym kontek$cie szczegolnego znaczenia
nabierajg struktury cienkowarstwowe, ktorych zastosowanie umozliwia mi-
niaturyzacje urzadzen. Cienkie warstwy znalazly tu szerokie zastosowanie
m.in. w konstrukcji uktadéow do kontroli temperatury oraz w urzadzeniach
mikroprzeplywowych. Szczeg6towa analiza tych zagadnien zostata przedsta-
wiona w dalszych cze$ciach monografii.

Zagadnienie badawcze podjete w niniejszej pracy koncentruje sie¢ na opra-
cowaniu i eksperymentalnej weryfikacji dwufunkcyjnego uktadu taczacego
cienkowarstwowy przetwornik impedancyjny z planarnym mikrogrzejnikiem,
przeznaczonego do monitorowania hodowli komdrkowych in vitro w warun-
kach kontrolowanej, lokalnie zmienianej temperatury. W odréznieniu od stan-
dardowych systeméw inkubacyjnych, ktére wymuszaja jednakowe warunki
termiczne we wszystkich hodowlach w komorze, zaproponowane rozwigza-
nie umozliwia selektywne ksztatltowanie profilu temperaturowego w obrebie
pojedynczych naczyn hodowlanych przy jednoczesnym zachowaniu parame-
trow srodowiskowych (wilgotnos¢, stezenie CO,) w pozostaltej czesci uktadu.
Dzigki integracji funkcji pomiarowej i grzewczej w jednej platformie moz-
liwe staje sie nie tylko dlugoterminowe §ledzenie parametréw elektrycznych

13
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odzwierciedlajacych stan biologiczny komoérek (impedancji, rezystancji, po-
jemnosci), ale réwniez precyzyjne zadawanie bodzca termicznego o kontro-
lowanej energii i czasie trwania.

W pracy wykorzystano te wtasciwo$¢ do symulacji urazéw termicznych
w modelu in vitro poprzez lokalne podniesienie temperatury do warto$ci powo-
dujacej utrate adhezji i obumieranie komorek w ograniczonym obszarze mono-
warstwy, a nastepnie monitorowanie procesu jej regeneracji za pomocg techniki
ECIS (ang. Electrical Cell-substrate Impedance Sensing). Przeprowadzone
eksperymenty pozwolily na identyfikacje progdw energetycznych oddzielaja-
cych uszkodzenia odwracalne (po ktorych nastepuje petne odtworzenie ciagtej
monowarstwy) od nieodwracalnych (kiedy to martwe komoérki tworza bariere
uniemozliwiajaca migracje). Tym samym praca dostarcza nie tylko nowego
narzedzia badawczego do analizy odpowiedzi komérek na stres termiczny,
ale rowniez otwiera perspektywe zastosowania opracowanego uktadu w mo-
delowaniu gojenia ran oparzeniowych oraz w testowaniu potencjalnych czyn-
nikéw terapeutycznych wspomagajacych regeneracje tkanek. Moze stanowi¢
to przyczynek do rozwoju zminiaturyzowanych instrumentow analitycznych
w kierunku urzadzen dwufunkcyjnych, taczacych stymulacje termiczng z row-
noczesng oceng odpowiedzi biologicznej w czasie rzeczywistym.

Przeprowadzone badania dotyczyty analizy kompatybilno$ci biologicznej
cienkowarstwowych przetwornikéw impedancyjnych, ktére sg w bezposred-
nim kontakcie z hodowla komérkowa. Celem bylo zbadanie, czy charakte-
rystyki impedancyjne uzyskiwane w takich uktadach moga by¢ wiarygod-
nie powigzane z wlasciwosciami biologicznymi zywych komérek, takimi jak
adhezja, proliferacja czy obumieranie. Oceniono skuteczno$¢ techniki im-
pedancyjnej w przyjetym rozwigzaniu, wykorzystujagcym system pomiarowy
ECIS Z-Theta oraz cienkowarstwowe elektrody wykonane z czterech r6znych
materiatéw. Analizie poddano zaréwno miedz, ktora jest materiatem uznawa-
nym za kraricowo niekompatybilny biologicznie, jak i materiaty powszechnie
postrzegane jako potencjalnie biokompatybilne — chromonikieling, nikiel oraz
tytan. Takie podej$cie umozliwito nie tylko ocene przydatnosci poszczeg6lnych
materiatéw do zastosowan w hodowli komdrkowej, lecz rowniez krytyczna
weryfikacje powszechnych zalozen dotyczacych ich biokompatybilnosci.
Zagadnienie to ma istotne znaczenie zaréwno z punktu widzenia interpretacji



wynikow, jak i prowadzenia powtarzalnych oraz wiarygodnych eksperymen-
téw biologicznych.

Po potwierdzeniu zasadnos$ci zastosowania techniki pomiaru impedan-
cji w analizowanym uktadzie cienkowarstwowym dalsza cze$¢ badan zostata
ukierunkowana na jej rozszerzenie o mozliwo$¢ pracy w kontrolowanych wa-
runkach termicznych. Temperatura jest jednym z podstawowych parametrow
Srodowiskowych determinujacych przebieg proceséw biologicznych, takich jak
metabolizm, proliferacja, rézZnicowanie czy regeneracja komodrek. Standardowe
systemy inkubacyjne zapewniajg jednorodne warunki temperaturowe w calej
komorze, co uniemozliwia prowadzenie réwnoleglych eksperymentéw réznia-
cych sie wylacznie temperaturg przy zachowaniu identycznych pozostatych
warunkoéw hodowli. Wprowadzenie lokalnego ogrzewania pojedynczych na-
czyn hodowlanych moze rozszerzy¢ mozliwo$ci badawcze zastosowanej tech-
niki pomiaru impedancji. Pozwoli ono na prowadzenie réwnolegtych hodowli
w zréznicowanych warunkach temperaturowych w ramach jednej matrycy
pomiarowej, a tym samym na niezalezng analize wplywu temperatury na ak-
tywno$¢ biologiczng komorek. Realizacja takiego rozwigzania wymaga jednak
opracowania mikrogrzejnikow cienkowarstwowych, ktore nie beda zakldcac
pomiaréw impedancyjnych.

W dalszej czesci pracy badania dotyczyly opracowania uktadu taczacego
impedancyjne monitorowanie hodowli komoérkowych z dynamiczng kontrolg
temperatury. W tym celu opracowano sposob potaczenia w jednym uktadzie
pomiarowym matrycy przetwornikéw impedancyjnych z cienkowarstwowymi
mikrogrzejnikami umieszczonymi pod podtozem w obszarach hodowli komor-
kowej. Tego typu rozwigzanie stwarza mozliwo$¢ prowadzenia badan nad od-
powiedzig komorek na stres termiczny, symulowania uszkodzen termicznych
oraz analizy zdolnoSci regeneracyjnych monowarstw komoérkowych. Pozwolito
to na sformutowanie i podjecie kluczowego pytania badawczego o mozliwosci
wykorzystania impedancyjnej techniki pomiarowej, rozszerzonej o kontrole
temperatury, jako przyszio$ciowego narzedzia oceny potencjatu biologicznego
komorek, istotnego w procesach leczenia ran i oparzen oraz w badaniach nad
mechanizmami regeneracji tkanek. Otwiera to rowniez perspektywy zastoso-
wan w badaniach przedklinicznych, medycynie regeneracyjnej oraz w rozwoju
narzedzi wspierajacych terapie personalizowane.
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2. Metody pomiaru impedancgji
komorek biologicznych

Jedne z pierwszych pomiar6w impedancji wykorzystane do badan biologiczno-
-medycznych siegajg korica XIX w., kiedy to na spotkaniu British Medical
Association w Edynburgu zaprezentowano wyniki prac zwigzanych z wywo-
fanymi przez wzrost drobnoustrojéw zmianami w molekularnej koncentracji
i przewodnosci elektrycznej pozywki [7]. W latach 20. XX w. wykazano, ze na
podstawie pomiaréw impedancji zawiesiny krwinek czerwonych mozna obli-
czy¢ rezystywnos¢ ich wnetrza oraz pojemnos¢ elektryczng btony [8]. Dekade
pdzniej zaprezentowano wyniki pomiaréw oraz analize impedancji jaj jezowca
(tac. Arbacia punctulata) [9] i zaby lamparciej (fac. Lithobates pipiens) [10].
Obecnie pomiary impedancji wykonywane w zakresie r6znych czestotliwosci
staly sie podstawa wielu blisko powigzanych technik biologicznych.

Metody pomiaru impedancji zintegrowane z uktadami mikrofluidycznymi
pozwalaja na znaczne rozszerzenie badan biologicznych poprzez umozliwienie
prowadzenia analiz na pojedynczych komorkach oraz w §rodowiskach o bar-
dzo matej objetosci probki [11-13].
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2.1. Pomiary impedang;ji

Jak ogdlnie wiadomo, impedancja jest wyrazana jako stosunek zespolonych
reprezentacji zmiennych sinusoidalnie napigcia na zaciskach danego dwdjnika
i pradu ptynacego przez ten dwdjnik. Impedancja jest uogdlnieniem rezystancji
elektrycznej charakteryzujacej te zalezno$¢ w obwodach pradu statego:

Z (w) = (2.1)

gdzie:
w - pulsacja pradu elektrycznego.

Impedancja jest wielkoscig zespolona, ktdrej czes¢ rzeczywista nosi nazwe
rezystancji (R), natomiast czg$¢ urojona — reaktancji (X). Rezystancja odpo-
wiada za rozpraszanie energii (straty czynne), a reaktancja za jej magazynowa-
nie w polu elektrycznym lub magnetycznym. Zalezno$¢ t¢ opisuje wzor [14]:

Z=R+]X, (2.2)
gdzie:
X - reaktancja,
j - jednostka urojona (j2 =-1).

Wartos$¢ bezwzgledna impedancji oraz przesunigcie fazowe miedzy pra-
dem a napieciem sg zwigzane z rzeczywistg (Re) i urojong (Im) czescig impe-
dancji w nastepujacy sposob (ryc. 2.1):

121 = /(Re(2))* + (1m(2))" 23)
p = arctan( EZE;; ) (2_4)



Ryc. 2.1. Graficzna interpretacja impedancji na ptaszczyznie zespolonej

Czes¢ rzeczywista impedancji odpowiada za rozpraszanie energii w dwoj-
niku (rezystancja), natomiast cze$¢ urojona opisuje energie magazynowang
w polach elektrycznym i magnetycznym elementéw pojemnosciowych i in-
dukcyjnych wchodzacych w jego sktad. Gdy czgs¢ urojona nie jest réwna zeru,
wystepuje przesuniecie fazowe miedzy pradem i napieciem (ryc. 2.2).

Jednostka zaréwno czesci rzeczywistej, jak i urojonej impedancji w ukta-
dzie SI jest Q. Impedancja idealnego rezystora jest rzeczywista (ma zerowa
czes$¢ urojong) i wyrazona jest wzorem:

Zy=R. (2.5)
Impedancja idealnego kondensatora jest urojona (ma zerowa czes¢ rze-

czywista) i wyraza sie przez:

1
Zo=jX= *jwy (2.6)

gdzie C oznacza pojemnos$¢ kondensatora.

Impedancja idealnej indukcyjnosci jest urojona (ma zerowa cze$¢ rzeczy-
wista) i wyrazona jest nastepujacym wzorem:

Z, = jX = jol, (2.7)

gdzie L oznacza indukcyjno$¢ cewki.
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Ryc. 2.2. Graficzna interpretacja impedancji podstawowych elementéw obwodu (kolejno)
rezystancji R, pojemnosci C, indukcyjnosci L

Istnieja rozne metody pomiaru impedancji, a kazda ma pewne wady i za-
lety, w zaleznosci od oczekiwanej doktadnosci i prostoty pomiaru, zakresu
czestotliwos$ci oraz mierzonej wartosci.

Jedng z odmian pomiaru impedancji jest zastosowanie mostkow cztero-
galeziowych. Zapewniajg one niezalezne réwnowazenie skladowych rzeczy-
wistej i urojonej mierzonej impedancji. Elementami wzorcowymi sg rezystory
i kondensatory. Doktadno$¢ tych metod zalezy od doktadnosci i rozdzielczo$ci
zastosowanych wzorcow.

Wyroznia sie m.in.:
= mostek Wheatstone’a,

* uniwersalne mostki do pomiaru pojemnosci:

o  szeregowy (de Sauty’ego-Wiena),

o réwnolegly (Nernsta),

o  mostek Scheringa,

*  mostki do pomiaru indukcyjnosci:

o  mostek Maxwella-Wiena,

o  mostek Haya [15].



Pomiar impedancji mozliwy jest rowniez z wykorzystaniem mostkow
transformatorowych. W takim uktadzie napiecia na ramionach mostka sg za-
stepowane przez sity elektromotoryczne indukowane w uzwojeniach wtér-
nych transformatora, podczas gdy uzwojenie pierwotne jest zasilane napieciem
sinusoidalnie zmiennym.

Inne mozliwosci to:
®  zastosowanie rezonansu obwodu i zaleznosci czgstotliwosci rezonansowej

od sktadowej reaktancyjnej impedancji badanej,
= zastosowanie zaleznoS$ci warto$ci napie¢ i pradow w stanie rezonansu

od dotaczonej rezystancji objawiajaca si¢ obnizeniem wierzchotka krzy-
wej rezonansowej,
»  okreslenie charakterystyki krzywej rezonansowej badanej probki.

Metody rezonansowe sg wykorzystywane gtéwnie do pomiaru dobroci
cewek, jednak doktadno$¢ pomiaru impedancji nie jest zbyt duza.

Obecnie, zamiast regulowania elementéw w galeziach mostka, stosuje
sie automatyczne uktady do pomiaru impedancji, w ktérych regulowane jest
napiecie lub natgzenie pradu ptynacego przez element wzorcowy.

2.2. Monitorowanie hodowli komérkowej metoda pomiaru
impedancji komoérka-podtoze

Technika monitorowania komdérek hodowlanych metodg pomiaru impedancji
komorka-podtoze (ECIS) zostata opracowana przez Ivara Giaevera i Charlesa
R. Keese’a, ktorzy zaprezentowali ja w roku 1984 [16]. Jest to metoda in vi-
tro, ktéra umozliwia analize proliferacji, adhezji, ruchliwosci i obumierania
komorek w oparciu o ich strukture, morfologie, zdolno$¢ do reprodukcji, po-
dziatu lub przemieszczania. Obecnie jest ona stosowana m.in. do okreslania
potencjatu metastatycznego komorek rakowych [17-20], pomiaru toksycznosci
substancji [21, 22] czy testowania lekow [23-27].

Gléwnym elementem systemu pomiarowego jest zazwyczaj zlota lub pla-
tynowa elektroda wytworzona w warstwie metalizacji osadzonej na podiozu
testowym, do ktorego dotaczona jest naktadka z przegrodami, tworzac naczynie
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do hodowli komoérkowej. Czgsto warstwa metalu jest pokryta polimerem izola-

cyjnym, ktéry ogranicza obszar kontaktu elektrody z hodowla, co przeklada sie

na monitorowanie zmian mierzonych parametréw dla mniejszej liczby komo-

rek. Adhezja i rozprzestrzenianie si¢ tych ostatnich na powierzchni elektrody

wplywaja na przeptyw pradu, ktéry zmienia mierzong wartos¢ impedancji. Jej

wahania to wazna informacja dynamiczna o ksztalcie i mobilnos$ci komorek.
Cechami materiatu biologicznego wptywajacymi na impedancje powyz-

szego uktadu sa:

* adhezja komorek - te dobrze przylegajace do podioza zwigkszaja rezy-
stancje, blokujac przeptyw pradu w bliskiej okolicy elektrody;

=  morfologia komérek — zmiany ksztattu komdrek moga wptywaé na prze-
strzen miedzykomorkows i reaktancje uktadu.

® proces proliferacji - zwieksza liczbe komorek, a tym samym wywotuje
zmiane impedancji.

W przypadku systemu pomiarowego ECIS Z-Theta powszechnie stoso-
wane podtoza testowe zawierajace elektrody pomiarowe wykonane sg z poli
(tereftalanu etylenu), tzw. PET, lub poliweglanu Lexan™ [26]. Sg to podtoza
jednorazowego uzytku umieszczane w stacji bazowej do obstugi wielokana-
towych matryc pomiarowych. Wyposazona jest w elektrody typu pogo pin
(styki sprezynowe), zapewniajace potaczenie elektryczne z polami kontakto-
wymi wykonanymi przy jednej z krawedzi. Stacja bazowa jest umieszczana
w inkubatorze hodowlanym (ryc. 2.3) zapewniajacym optymalne warunki
srodowiskowe, niezbedne do przeprowadzenia hodowli. Standardowe warunki
hodowlane to: temperatura 37 °C i atmosfera z zawartoscig CO, wynoszacg 5%.



Ryc. 2.3. System pomiarowy ECIS Z-Theta (u gory), inkubator ze stacjg bazowa zawierajaca
dwa gniazda na podfoza z naczyniami (na dole po lewej) oraz schematyczny przekrdj naczynia
hodowlanego z medium i elektrodami pomiarowymi pokrytymi komérkami (na dole po prawej)

W ukladzie pomiarowym stosuje sie Zrédto pradu przemiennego o war-
tosci skutecznej mniejszej od 1 mA, ktére zasila przetwornik impedancyjny,
a mierzonym sygnatem wyj$ciowym jest napiecie wystepujace na elektrodach
pomiarowych. Komérki sa dodawane do naczynia hodowlanego z pozywka.
W miare ich wzrostu i namnazania oraz jednoczesnej adhezji do dna naczynia
z elektrodami warto$¢ mierzonego napigcia ro$nie w sposob zalezny od liczby
komoérek pokrywajacych elektrody oraz ich morfologii.

Podtoza z elektrodami (ang. disposable electrode arrays) firmy Applied
BioPhysics, przeznaczone do zastosowan w urzadzeniach pomiarowych ECIS,
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charakteryzuja sie¢ zréznicowang geometrig oraz wymiarami ztotej elektrody
pomiarowej i przeciwelektrody (ryc. 2.4-2.5) [28].

Ryc. 2.4. Znormalizowana rezystancja jednorodnych warstw komoérkowych w funkgcji czasu
po dodaniu $wiezej pozywki — poréwnanie dwoéch krzywych uzyskanych dla elektrod o réznej
konstrukgji i rozmiarze [28]

Mate powierzchnie umozliwiaja monitorowanie nieskorelowanych zmian
morfologicznych w skali pojedynczych komoérek lub bardzo matych populacji
komorkowych (< 100). Z kolei elektrody o wiekszej powierzchni lub uktady
wieloelektrodowe zapewniaja usredniong odpowiedz morfologiczna licznych
populacji komoérek (> 1000). Ponadto elektrody moga by¢ wykorzystywane do
generowania pola elektrycznego niezbednego do przeprowadzania procesow
elektroporacji lub niszczenia komdrek m.in. w badaniach migracji komoérko-
wej [28-32].

W metodzie pomiarowej ECIS stosowane sg roznorodne konstrukcje elek-
trod oraz opracowano wiele rozszerzen technicznych tej metody w zaleznosci
od zastosowan [28, 33-37]. Przykltadem moze by¢ wytworzenie na podtozu
dielektrycznym cienkowarstwowych $ciezek rezystancyjnych z platyny do
jednoczesnego monitorowania zmian temperatury i impedancji, do testowania
reakcji cieplnej po podaniu leku przeciwnowotworowego [38]. Prowadzono



réowniez badania z pokrywaniem elektrod grafenem ze wzgledu na jego bio-
kompatybilno$¢, elastyczno$¢ oraz mozliwos$¢ rozszerzenia zakresu czestotli-
wosci pomiaréw dwuelektrodowych do niskich czestotliwo$ci [39-41].

Ryc. 2.5. Komercyjne podtoze 8W1E firmy Applied Biophysics, Inc. (u goéry) oraz schemat
konstrukgji elektrod na podtozach o oznaczeniach 8W1E, 8W10E, 8W10E+, 8WCP (u dotu)

Innym rozwigzaniem jest zastosowanie przezroczystej elektrody z ma-
teriatu przewodzacego prad, jak np. tlenek indowo-cynowy (ITO) [42-44].
Umozliwia to potaczenie systemu pomiarowego ECIS z mikroskopem optycz-
nym. Obserwacje mikroskopowe pozwalaja na wizualng kontrole przylegania
pomiedzy komoérkami oraz potaczenia komdrka—podtoze, co uzupetnia od-
czyty pomiaréw impedancyjnych. Elektrody ITO charakteryzuja si¢ biokom-
patybilno$cig porownywalng ze ztotem, podobnymi mozliwo$ciami detekcji
elektrycznej oraz doskonatymi wiasciwos$ciami optycznymi dla wigkszosci
metod obrazowania komdrek; mozna je z powodzeniem stosowaé wszedzie
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tam, gdzie konieczne jest potaczenie szerokiej analizy mikroskopowej z po-
miarami impedancji.

Eksperymenty metodg ECIS s3 przeprowadzane w trybie spektroskopo-
wym. Impedancja badanej populacji komérek jest rejestrowana w pewnym za-
kresie czestotliwosci, zazwyczaj od 10 Hz do 100 kHz. Dla uproszczenia mozna
przedstawi¢ komorki za pomocg modelu zastepczego w postaci réwnoleglego
potaczenia rezystora i kondensatora. W zwigzku z przyjeciem tego modelu na
wszystkich rycinach i wykresach w dalszej cze$ci pracy zastosowano umowne
wartosci rezystancji R i pojemnosci C, co pozwala uprosci¢ wywod.

Przy czestotliwo$ciach ponizej 2 kHz znaczna cze$¢ pradu przeptywa
przez przestrzenie miedzykomorkowe, dostarczajac informacji o przylega-
niu komdrek do podtoza. Wykorzystanie sygnatu o czestotliwo$ciach rzedu
~40 kHz powoduje przeptyw pradu bezposrednio przez btong komdérkowa.
W efekcie uzyskuje sie informacje o wielko$ci pokrycia elektrod przez komorki.
Impedancja przy wyzszych czestotliwo$ciach zalezy w wigkszym stopniu od
pokrycia elektrod komoérkami, co czyni ja uzyteczng do okreslania wskaz-
nikéw wzrostu komorek i cytotoksycznosci, natomiast niska czestotliwosé
jest stosowana przy oznaczaniu zmian w przestrzeniach pod komérkami lub
migdzy nimi. Na rycinie 2.6 czerwone strzalki reprezentuja przeptyw pradu
jonowego i przemieszczajacego sie w przestrzeniach roztworu miedzy elek-
trodg a podstawng btong plazmatyczna, a nastepnie przez przestrzenie miedzy
komorkami. Z kolei zielone strzatki na rycinie 2.7 wskazuja kierunek pradu
zmiennego, ktory przeptywa pojemnosciowo przez btony komorkowe. Jest
to uproszczony model stosowany w przypadku zastosowania metody ECIS,
ktory nie obejmuje szeregu zjawisk, np. przeptywu pradu przez roztwér czy
po powierzchni btony komoérkowej [45-48].

Ryc. 2.6. Przy niskiej czestotliwosci pradu przemiennego (2 kHz) impedancja membrany jest
wysoka i wiekszos$¢ pradu przeptywa pod i miedzy komérkami [45]



Ryc. 2.7. Przy wysokiej czestotliwosci pradu przemiennego (~40 kHz) wigkszos$¢ pradu
przeptywa pojemnosciowo przez btony komérkowe [45]

Czas trwania eksperymentu jest zalezny od zatozen badawczych i moze
wynosi¢ od kilku sekund do kilku dni. Automatyczna akwizycja danych eli-
minuje koniecznos¢ statej obecnosci personelu w laboratorium w trakcie pro-
wadzenia pomiaréw. Jedynym praktycznym ograniczeniem czasu obserwacji
pozostaje konieczno$¢ okresowej wymiany pozywki hodowlanej (medium),
standardowo co 2-3 dni [24].

W kazdym punkcie czasowym eksperymentu dla wszystkich czestotliwo-
$ci wyznaczane sg trzy parametry (impedancja Z, rezystancja R, pojemnos¢ C).
Zmierzone parametry zawieraja rézne informacje, bo przeptyw pradu (przez
komorki lub wokot nich) determinuje czestotliwo$¢ zadanego sygnatu, totez
wazne jest dostosowanie czestotliwosci sygnatu do monitorowanych zmian ho-
dowli, np. proliferacji komdrek lub ich §mierci. W istniejacej literaturze dotycza-
cej metody ECIS, wigkszo$¢ danych zostala zarejestrowana przy czestotliwosci
f=4kHz, poniewaz uznano, ze ta wartosc¢ jest najbardziej czuta dla najczesciej
uzywanych linii komdrkowych przy typowych rozmiarach elektrod 5-104 cm?
(matryca oznaczona symbolem 8W1E) lub 5-10-3 cm?2 (8W10E). Co wiecej, przy
tej wartosci ztozona impedancja moze by¢ mierzona bardzo doktadnie bez zna-
czacych zaklécen. W ciggu ostatnich lat uznano jednak, ze pomiary przy 400 Hz
i 40 kHz moga by¢ bardziej uzyteczne dla niektérych zastosowan [48, 49].

Metoda ECIS mozna zilustrowaé pokrycie elektrody komoérkami i za-
chodzace w nich zmiany morfologiczne w trakcie adhezji do jej powierzchni.
Badania obejmujace proliferacje komodrek daja mozliwos$¢ jej okreslenia za
pomocg pomiardw elektrycznych w funkcji czasu, w zwigzku z czym powinno
sie adekwatnie dobra¢ czestotliwo$¢ monitorowania i mierzong wielkos$¢ elek-
tryczng uzywane do analizy danych.
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Ilustracja powyzszych zaleznosci sa wyniki przedstawione na rycinie 2.8 [48]
- pokazano parametry impedancji |Z|, rezystancji R i pojemnosci C dla trzech
czestotliwosci: 400 Hz, 4 kHz i 40 kHz w funkcji pokrycia elektrody komoérkami.
Wartosci |Z], Ri C zostaly znormalizowane do warto$ci zmierzonej na elektrodzie
bez komorek (0% pokrycia elektrody).

Ryc. 2.8. Zalezno$¢ znormalizowanych: a) modutu impedancji, b) rezystancji, ¢) pojemnosci
od stopnia pokrycia elektrod komérkami. Krzywe wyznaczono na podstawie modelu ECIS dla
trzech réznych czestotliwosci [24, 48]

Na rycinie 2.8a przedstawiono znormalizowang impedancje przy czesto-
tliwos$ci sygnatu 400 Hz, ktéra wykazuje niewielkg zalezno$¢ od stopnia po-
krycia elektrody komorkami. Przy czestotliwo$ci 4 kHz czuto$¢ pomiaru jest
wyraznie wieksza, jednak znormalizowana impedancja wykazuje nieliniowa
zalezno$¢ od powierzchni elektrody zajetej przez komorki. Przy najwyzszej
analizowanej czgstotliwo$ci (f = 40 kHz) nieliniowo$¢ tej zaleznosci jest jesz-
cze bardziej wyrazna. Oznacza to, ze proliferacja komorek oraz stopniowe po-
krywanie elektrody moga by¢ monitorowane na podstawie zmian impedancji,
jednak interpretacja wynikéw moze wymagac zlozonej procedury kalibracyjne;.
Analogiczne obserwacje dotycza rezystancji (ryc. 2.8b). Przy czestotliwosciach
400 i 4000 Hz mozliwe jest §ledzenie procesu pokrywania elektrody z wystar-
czajaca czuloscia, przy czym rezystancja mierzona przy czestotliwosci 400 Hz
wykazuje zaleznos$¢ niemal liniowa od stopnia pokrycia.

Na rycinie 2.8c przedstawiono zalezno$¢ znormalizowanej pojemnosci od
stopnia pokrycia elektrody komdrkami dla trzech rozpatrywanych czestotliwosci.
Podczas gdy znormalizowana pojemnos¢ przy 400 Hz jest praktycznie nieczuta



na zmiany pokrycia elektrody, to odczyty dla czestotliwosci 4 kHz i 40 kHz wy-
kazuja wyrazny wzrost czutosci pomiaru. Co wiecej, odczyty pojemnosci przy
najwyzszej czgstotliwosci wykazuja trend zblizony do liniowego. Innymi stowy,
pomiar pojemnosci w tym zakresie czestotliwosci dobrze odzwierciedla stopier
pokrycia elektrody i jest wprost proporcjonalny do powierzchni zajmowanej
przez komorki. Zgodnie z powszechng praktyka opisang w literaturze oraz zgod-
nie z zaleceniami producenta systeméw pomiarowych ECIS impedancje pre-
zentuje sie zazwyczaj dla czestotliwosci f = 16 kHz, rezystancje przy f = 4 kHz,
a pojemnos¢ dla f = 64 kHz [48].

Ryc. 2.9. Oczekiwany charakter zmian mierzonej rezystancji dla sygnatu o czestotliwosci
f=4kHz i pojemnosci dla f = 64 kHz. Wraz ze wzrostem mierzonej wartosci rezystancji, wartos¢
mierzonej pojemnosci maleje. W pierwszej fazie zawiesina z komdrkami dodawana jest do
naczynia z pozywka (I). Nastepnie komorki w dynamicznym tempie migruja po powierzchni
dna pojemnika, rozmnazajac sie (Il). Po tym etapie wzrost komérek zwalnia (l1l), nastepnie
formuja one monowarstwe na dnie naczynia (V). Ostatnim etapem cyklu zycia komérek jest
ich obumarcie i utrata adhezji do podtoza (V) [50]
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Na rycinie 2.9 przedstawiono przyklady przebiegdéw rezystancji i pojem-
nosci zarejestrowane podczas typowego badania potencjatu proliferacyjnego
komoérek w hodowli, a takze wyrézniono pie¢ charakterystycznych faz pro-
cesu. Po dodaniu komérek do naczynia hodowlanego (faza I) komérki swo-
bodnie unosza si¢ w pozywce, a nastepnie opadajg i przylegaja do dna na-
czynia oraz powierzchni elektrod (II). W kolejnej fazie nastepuje intensywna
proliferacja komorek (III), prowadzaca do stopniowego zwigkszania stopnia
pokrycia elektrody, az do utworzenia sie ciaglej i jednorodnej monowarstwy
komoérkowej (IV). W konicowej fazie obserwuje si¢ obumarcie komorek i utrate
adhezji do podioza (V).

2.3. Model elektryczny hodowli komorkowej

W zdecydowanej wiekszosci uktadéw biologicznych in vitro zywe komorki
wystepuja w dwoch podstawowych stanach fizycznych: w postaci zawiesiny
w ptynnej pozywce lub jako warstwa przylegajaca (adherentna) do powierzchni
podtoza. Wybor metody pomiarowej jest determinowany gtéwnie przez typ ho-
dowli (zawiesinowa vs. adherentna) oraz stan komorek. Pomimo tej réznorod-
nosci metodologicznej, podstawowe modele teoretyczne opisujace interakcje
komorek z polem elektrycznym i stanowigce podstawe interpretacji danych sg
zblizone dla wigkszosci technik pomiaru impedancji. W technice impedancyj-
nej ECIS elektrody wystepuja w wielu konfiguracjach, posiadajg zr6znicowane
wymiary i znajduja si¢ w réznych odlegtosciach od siebie. Wprowadzono kilka
modeli matematycznych do analizy zwigzku pomiedzy mierzong wartoscia
impedancji komdrki a morfologia i zachowaniem komorek [16, 23, 28, 51-58].

Do wyznaczenia w spos6b przyblizony catkowitej impedancji komoérek
pokrywajacych elektrode w modelu przedstawionym schematycznie na rycinie
2.10 mozna zastosowac metode elementow skoniczonych. Aby przeanalizowac
widma impedancji uzyskane za pomocg metody ECIS, opracowano funkcje
opartg na wyprowadzeniu réwnan rézniczkowych i odpowiadajacych im wa-
runkéw brzegowych [24, 51, 59]:
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gdzie:
Z, - impedancja elektrody bezkomorkowej,
I, I, - zmodyfikowane funkcje Bessela pierwszego rodzaju, rzedu 01 1,

R, - rezystancja miedzy komorkami.

Parametr Z, jest impedancja btony plazmatycznej, ktéra wynosi:
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gdzie:

C,, - pojemnos$¢ btony komdérkowej, zalezna od jej sktadu i morfologii.

Z kolei yr, okreSlone jest wzorem:

e,y [ 1
TeY =Tey[ zZ "z =a Z. "7 (2.10)

gdzie:

p - rezystywno$¢ medium wzgledem hodowli komérkowej,

h - odlegto$¢ pomiedzy dolng powierzchnig komorki a podtozem,
r, - promien komorki,

a=rc./p/h[59].

Ryc. 2.10. Schemat badanego ukfadu komérek z parametrami C,, R,, , w ktérym komorki
traktowane sg jako dyski o promieniu r, i odlegtosci od powierzchni elektrody o wartos¢ h [59]

Parametr a (ryc. 2.10) jest miarg ograniczenia przeptywu pradu w szcze-
linie pod komoérkami. Wartos¢ ta zalezy od promienia komorki r,, Sredniej od-
legtosci h komorki od powierzchni elektrody oraz rezystywnosci p elektrolitu
w przestrzeni pod komérkami.
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Parametr R, jest rezystancja w szczelinach migedzy komodrkami i zalezy
od szczelnosci potaczen miedzykomorkowych. Zmiany dtugo$ci promienia
komorki rowniez moga wptywac na R,, zmniejszenie catkowitej sumy prze-
strzeni miedzykomoérkowych zwigksza bowiem rezystancje warstwy komo-
rek. Wiasciwosci membrany sg reprezentowane przez parametr C,, na ktory
wplywa sklad i morfologia btony komdérkowej. Wygodnie jest interpretowac
zmierzong impedancje prébki jako réwnowazng impedancji kondensatora i re-
zystora potgczonych szeregowo. W rzeczywistos$ci komorki nie sg ani okragte,
ani prostokatne - ich ksztatty sg zréznicowane i w trakcie trwania hodowli
uktadajg sie niejednakowo wzgledem siebie. Ten uproszczony model matema-
tyczny pokazuje jednak, Zze zmiana impedancji spowodowana przez jednorodng
warstwe komorek wynika z dwdch zrodet: przeptywu pradu miedzy powierzch-
nig komorek a podtozem oraz rezystancji miedzy komoérkami [24, 60].



3. Cienkowarstwowe
przetworniki
w impedancyjnych
badaniach hodowli
komorkowych

W niniejszym rozdziale przedstawiono badania majace na celu ocene wptywu
materiatu elektrod impedancyjnego przetwornika pomiarowego na wtasciwo-
Sci biologiczne komdrek hodowlanych monitorowanych z wykorzystaniem
techniki impedancyjnej ECIS. Omoéwiono technike cytometrii mikroprzepty-
wowej oraz zagadnienie biokompatybilno$ci materialéw stosowanych do wy-
twarzania elektrod pomiarowych, stanowigce istotne aspekty projektowania
uktadéw do badan in vitro.

W ramach badan wykorzystano system pomiarowy ECIS Z-Theta oraz za-
projektowano i wykonano zestaw podtozy z cienkowarstwowymi elektrodami
grzebieniowymi osadzonymi technika rozpylania magnetronowego z uzyciem
roznych metali. Badania miaty na celu okre$lenie, czy mozliwa jest analiza
zachowan komorek hodowanych, ktére pozostajag w kontakcie z metalami
indukujacymi zr6znicowang odpowiedz biologiczng — od toksycznej miedzi,
przez umiarkowanie reaktywne nikiel i chromonikieline, po wykazujacy wy-
soka biokompatybilnos¢ tytan [61, 62].

Hodowle przeprowadzono dla dwoch linii komérkowych: mysich fibro-
blastéw 1929 oraz matpich komorek nerkowych VERO. W trakcie prac badaw-
czych rejestrowano parametry elektryczne uktadu elektroda-komorki, takie
jak impedancja, rezystancja oraz pojemnos$¢, umozliwiajace oceng wptywu
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zastosowanego materiatu na przebieg proceséw biologicznych w hodowli
komorek w rezultacie zastosowania metali o odmiennych wtasciwosciach.
Mozliwos$¢ zaobserwowania proliferacji komorek i ich rozprzestrzeniania si¢
na powierzchni elektrod umieszczonych na dnie naczynia stwarza warunki
pozwalajace na oceng ich zachowania w kontakcie z réznymi materiatami. Taka
obserwacja otwiera perspektywe wykorzystania zaprezentowanej metody jako
narzedzia wstepnej oceny biozgodnosci materiatéw oraz identyfikacji poten-
cjalnych kierunkéw dalszych badan w zakresie interakcji material-komorka.

3.1. Cytometria mikrofluidyczna

Cytometria to technika zajmujaca si¢ okreslaniem wlasciwosci komorek [63].
Cytometria wykorzystujaca techniki mikrofluidyczne (zwana czasem mikrocy-
tometrig) jest obecnie jednym z najnowocze$niejszych obszaréw badan, na co
wskazuje ogromny udziat doniesient naukowych na ten temat m.in. w materia-
tach wiodacej konferencji branzowej: International Conference on Miniaturized
Systems for Chemistry and Life Sciences — Micro-Total Analysis Systems (UTAS).

Cytometria mikrofluidyczna umozliwia pomiar nielicznej grupy oraz poje-
dynczych komorek w uktadach znacznie mniejszych niz tradycyjne cytometry
przeptywowe, co czyni ja szczeg6lnie atrakcyjng w badaniach wymagajacych
wysokiej czutosci, niskiego zuzycia prébek oraz taczenia wielu funkcji w jed-
nym uktadzie [64-67].

Wyrdznia si¢ trzy gléwne typy rozwigzan: przeptywowe, stacjonarne
oraz przeptywowo-stacjonarne, réznigce si¢ sposobem organizacji analizy
komorek [68, 69]. Mikrocytometria przeptywowa opiera sie na zasadach kla-
sycznej cytometrii przeptywowej, lecz w znacznie mniejszej skali. Komorki
zawieszone w cieczy przeplywaja przez cienkie kanaty mikroprzeptywowe,
gdzie mogg by¢ analizowane pojedynczo przy uzyciu réznorodnych detek-
torow. Tego rodzaju systemy umozliwiajg szybka analiz¢ duzych populacji
komorek w czasie rzeczywistym, dzieki czemu sg przydatne zwlaszcza w dia-
gnostyce medycznej, analizie krwi czy badaniach przesiewowych [70].

Mikrocytometria stacjonarna polega na analizie komorek unieruchomio-
nych na powierzchni. Pozwala to na szczeg6towa obserwacje ich morfologii,



ekspresji biatek lub dynamiki proceséw biologicznych. Taka metoda jest szcze-
gblnie cenna w badaniach podstawowych nad cyklem komoérkowym, migracija
komorek czy dziataniem lekow [49].

Trzeci typ, czyli mikrocytometria przeptywowo-stacjonarna, taczy zalety
obu poprzednich podej$¢é. W tym uktadzie komorki najpierw przeplywaja przez
kanat mikroprzeptywowy, a nastgpnie sg selektywnie zatrzymywane w wyzna-
czonym obszarze, gdzie przeprowadza si¢ ich doktadng analiz¢. Pozwala to
na wstepna selekcje interesujacych komérek z duzej populacji oraz ich dalsza,
bardziej szczeg6towa charakterystyke [71, 72].

Badanie komorek w ,,mikroskali” moze by¢ realizowane z wykorzysta-
niem zréznicowanych metod detekcji, obejmujacych m.in. techniki optyczne,
mechaniczne, elektrochemiczne, elektroforetyczne oraz impedancyjne, z kto-
rych kazda dostarcza informacji o stanie i funkcjonowaniu komorek.

Techniki optyczne, w tym fluorescencja, spektroskopia absorpcji oraz
pomiary oparte na rozpraszaniu i odbiciu $wiatla, stanowig fundamen-
talng podstawe dziatania wspotczesnych uktadach cytometrycznych [73-75].
Wykorzystywane sg zaawansowane techniki mikroskopowe, ktére umozliwiaja
obserwacje i akwizycje danych z duza szybkoscia, w wysokiej rozdzielczosci i na
szerokim obszarze obrazowania. Rdwnocze$nie rozwijane sg réznorodne metody
analizy obrazéw, w tym bazujace na algorytmach uczenia maszynowego [76, 77].

W biologii komdrkowej kluczowe znaczenie majg nastepujace techniki
obrazowania: mikroskopia konfokalna [74, 78], dwufotonowa [79, 80], z uzy-
ciem $wiatta warstwowego [81-83] i akustyczna [84, 85].

Wykorzystywane w biomechanice techniki mechaniczne dostarczajg in-
formacji o wtasciwosciach komorki, takich jak sztywno$¢, elastycznosé, de-
formowalnos¢ czy odpowiedz na przytozone sity mechaniczne. Cechy te majg
istotne znaczenie w wielu procesach biologicznych, ktérym podlegaja komorki,
zaréwno prawidtowych, jak i chorobowych [86-99].

Techniki elektrochemiczne — stosowane czesto w konfiguracji mikroprze-
pltywowej z miniaturowymi elektrodami - umozliwiaja analiz¢ proceséw bio-
logicznych, takich jak reakcje redoks, transport jondw przez blony czy ak-
tywnos$¢ enzymow. Techniki te obejmuja: amperometrig, potencjometrie,
woltamperometrig, spektroskopi¢ impedancyjng oraz elektrochemilumine-
scencje [100-102].
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Metody elektroforetyczne opieraja si¢ na oddzialtywaniach pomiedzy ko-
morkami a niejednorodnym polem elektrycznym. W warunkach zmiennego
pola r6znice w polaryzowalno$ci komorek umozliwiajg ich przemieszczanie,
separacje lub sortowanie bez koniecznosci znakowania [103-105].

Pomiar impedancji zywych komorek w hodowlach laboratoryjnych sto-
suje sie coraz czeSciej, poniewaz jest to stosunkowo maloinwazyjna metoda
analityczna do oceny ich stanu [12, 106-109]. Zwykle stosowane sa metody po-
jemnos$ciowe, ktére pozwalaja na wykonanie pomiaru impedancji w szerokim
zakresie czestotliwo$ci. Kazda z nich ma swoje specyficzne zalety i ogranicze-
nia, a ich wybor zalezy od celu badania, wymaganej rozdzielczosci i dostgpnego
sprzetu. Najczesciej stosowane techniki pomiaru impedancji do monitorowania
komorek to:

* impedancyjnacytometria przeptywowa (ang. impedance flow cytometry, IFC),
znana jako licznik Coultera — metoda zliczania oraz okreslania wielko$ci
roznego rodzaju komorek i czgstek zawieszonych w ptynacym elektrolicie,
bazujaca na pomiarze impedancji w obszarze otworu apertury. Zmiany
rezystancji elektrycznej zachodza, gdy pojedyncze komorki przeptywaja
przez waski otwor (kapilare) umieszczony pomiedzy dwiema elektrodami.
Kazde przejscie komorki powoduje krotkotrwaty impuls elektryczny, kto-
rego amplituda odpowiada objetosci komdrki, a analiza sygnatu pozwala
okresli¢ ich liczbe, wielko$¢ oraz — w bardziej zaawansowanych systemach
- takze wtasciwosci biofizyczne [110, 111];

s elektryczna spektroskopia impedancyjna (ang. electric impedance spec-
troscopy, EIS) — metoda polegajaca na analizie odpowiedzi ukladu elek-
trycznego lub biologicznego na przylozone napigcie zmienne o zmiennej
czestotliwo$ci, w ramach ktorej impedancje mierzy sie w funkcji czestotli-
wosci sygnatu, dzigki czemu EIS pozwala uzyskac szczegétowe informacije
o wilasciwosciach elektrochemicznych materiatéw, takich jak przewod-
nictwo jonowe, polaryzacja elektrod, procesy dyfuzyjne czy interakcje na
granicy faz [7];

»  pomiar impedancji komdrka-podtoze (ECIS) [16, 107].



3.2. Badania biokompatybilnosci

Biokompatybilnos¢, inaczej biozgodnos¢, to wtasciwos¢ materiatéw lub sub-
stancji, ktéra warunkuje ich prawidtowe funkcjonowanie i dtugotrwatg stabil-
no$¢ w Srodowisku biologicznym [112]. Pojecie to obejmuje zdolno$¢ materiatu
do wspotistnienia z organizmem bez wywotywania negatywnych reakgcji, takich
jak toksyczno$¢, odpowiedz immunologiczna, hemoliza czy reakcje zapalne.
Dawniej termin ten odnosit si¢ jedynie do materialéw wszczepianych do or-
ganizmow, wspotczes$nie jego znaczenie jest duzo szersze i opisuje zdolnos¢
materialu do wywotywania odpowiednio zréwnowazonej, akceptowalnej od-
powiedzi biologicznej w okre§lonym kontekscie zastosowania.

Podstawowym wymaganiem stawianym biomateriatom jest ich chemiczna
i biologiczna obojetnos$¢ wobec srodowiska fizjologicznego, co w przypadku za-
rowno komorek odzwierzecych, jak i ludzkich oznacza warunki panujgce w or-
ganizmie (pH ok. 7,4; temperatura 37 °C) [113]. Istotnym kryterium pozostaje
rowniez brak wlasciwos$ci kancerogennych, cytotoksycznych oraz zdolnosci
do inicjowania reakcji alergicznych. Biokompatybilno$¢ materiatu zalezy nie
tylko od jego sktadu chemicznego, ale takze od wiasciwosci powierzchniowych,
takich jak zdolno$¢ do adsorpcji biatek, wspieranie adhezji komoérek oraz ich
proliferacji. W celu zwiekszenia biozgodno$ci materiatdw czesto stosuje sie
techniki modyfikacji powierzchni, ktére moga m.in. zmniejszy¢ ryzyko korozji,
poprawi¢ integracje z otaczajacymi tkankami, a takze ograniczy¢ odpowiedz
zapalng [114-118].

Z powyzszych wzgledow termin ,,biokompatybilno$¢” nie obejmuje wszyst-
kich mozliwych zaleznosci wystepujacych pomigdzy materiatem a organizmem
zywym, dlatego tez powinien by¢ dodatkowo opisywany definicjami uzupet-
niajacymi [119-121]. Przyktadowo dane dotyczace toksycznos$ci pierwiastkow
chemicznych najczgsciej odnosza si¢ do ekspozycji wynikajacej z przyjmowania
ich droga pokarmowa lub poprzez narazenie Srodowiskowe — kontakt ze skorg
czy inhalacje - tymczasem wlasciwos$ci materiatu wprowadzanego do organi-
zmu w formie implantu mogg znaczaco odbiega¢ od tych warunkéw zaré6wno
pod wzgledem formy chemicznej (np. stopieri utlenienia), fizycznej (np. po-
sta¢ czasteczkowa, jonowa, amorficzna), jak i dynamiki uwalniania substancji
(np. dawka, tempo dyfuzji) [122-124]. Parametry te moga by¢ nieznane lub
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trudne do jednoznacznego okre§lenia, co znaczaco utrudnia przewidywanie
potencjalnych efektéw biologicznych i ocene rzeczywistego ryzyka toksykolo-
gicznego zwigzanego z danym materialem implantacyjnym [125, 126].

Przyktadem materiatu powszechnie uznawanego za wykazujacy wysoka
biozgodnos¢ jest platyna, ktora ze wzgledu na swoje wlasciwosci elektroche-
miczne i stabilno$¢ chemiczng byla przez dlugi czas materialem powszechnie
stosowanym w urzadzeniach medycznych. Zaktadano, Ze nie ulega ona istot-
nemu rozpuszczaniu w warunkach fizjologicznych, co stanowito podstawe
szerokiego zastosowania, w ostatnich latach pojawily si¢ jednak doniesienia
kliniczne dokumentujace przypadki degradacji i korozji elektrod platyno-
wych, prowadzace do uwalniania tego metalu do otaczajacych tkanek. Mimo
ze mechanizmy prowadzace do uwalniania platyny nie zostaly jeszcze w petni
poznane, liczne badania z wykorzystaniem zaawansowanych technik anali-
tycznych potwierdzily obecno$¢ zaréwno rozpuszczalnych form platyny, jak
ijej nierozpuszczalnych produktéw korozji. Zjawisko to wskazuje na potrzebe
dalszej weryfikacji dlugoterminowej stabilnos$ci i bezpieczeristwa stosowania
nawet tych materiatow, ktore dotychczas byly uznawane za biologicznie obo-
jetne [127-129].

W kontekscie dynamicznego rozwoju materialéw stosowanych w aplika-
cjach biologicznych i medycznych oraz rosnacych potrzeb w zakresie doktadne;j
oceny ich wptywu na ukltad biologiczny istotne staje si¢ opracowywanie no-
wych, szybkich i czutych metod analitycznych stuzacych do oceny biokompa-
tybilnos$ci. Obecnie dostepnych jest wiele metod nieklinicznych i klinicznych,
takich jak testy in vitro, in vivo, badania histopatologiczne, testy uwalniania
jonow czy testy skdrne nadwrazliwosci, niemniej jednak kazda z nich ma swoje
ograniczenia — od wysokich kosztéw, przez dtugi czas realizacji, po trudnosci
w jednoznacznym przypisaniu obserwowanych reakcji biologicznych do kon-
kretnego materiatu lub mechanizmu. Z tego wzgledu zasadnym jest poszuki-
wanie alternatywnych podejs$¢, ktére umozliwig efektywne, maloinwazyjne
i ilo§ciowe monitorowanie wptywu materiatéw na komarki.

Jednym z takich rozwigzan moze by¢ technika impedancyjna ECIS.
W badaniach wtasnych autora wykorzystano ja do wstepnej oceny przydat-
nos$ci w analizie biokompatybilnos$ci cienkowarstwowych elektrod metalicz-
nych. Jak wspomniano wczesniej, do testéw wybrano metale o réZnym stopniu



reaktywnosci biologicznej [61, 62]: toksyczng miedz, umiarkowanie reaktywne
nikiel [130] i chromonikieling, a takze tytan — uznawany za metal o wysokiej bio-
zgodnosci. Zatozono, ze brak adhezji lub szybkie obumieranie komorek bedzie
$wiadczylo o silnej reakcji cytotoksycznej, natomiast rozrost monowarstwy ko-
morkowej umozliwi dalszg analize ich zachowania w czasie. Wybor powyzZszych
materiatéw miat na celu oceng, czy przy zastosowaniu metody impedancyjnej
bedzie mozna okresli¢ wptyw danego materiatu na komorki in vitro.

Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad we-
ryfikacjag metody impedancyjnej jako alternatywnego narzedzia do wstepnej
oceny biokompatybilnosci, ktére moze uzupetnia¢ obecnie stosowane metody
biologicznej oceny materiatéw [124, 131, 132].

3.3. Technologia podtoza pomiarowego z przetwornikami
impedancyjnymi

Osadzanie cienkowarstwowe oraz fotolitografia umozliwiajg formowanie elek-
trod o zréznicowanej geometrii, dostosowanej do specyficznych potrzeb moni-
torowania hodowli komdrkowych in vitro. W badaniach wtasnych do wytwarza-
nia warstw metalicznych wykorzystano technike rozpylania magnetronowego.
Pozwala ona na kontrolowane nanoszenie jednorodnych warstw materiatu
o wysokiej czystosci i dobrze kontrolowanej grubosci. Cho¢ wigkszo$¢ warian-
tow warstw uzyskiwanych technika rozpylania magnetronowego zaliczana jest
do metod fizycznego osadzania z fazy lotnej, to wprowadzenie gazow reaktyw-
nych do procesu pozwala rdwniez na prowadzenie reaktywnego rozpylania,
stanowigcego potaczenie mechanizmoéw fizycznych i chemicznych [3, 4].

Proces rozpylania odbywa si¢ w komorze prézniowej (ryc. 3.1), w ktdrej
wytwarza si¢ wysoka préznig, a nastepnie wprowadza si¢ gaz obojetny az do
osiagniecia odpowiedniego ci$nienia roboczego, najczesciej 102 Tr (1,33 Pa).
Do elektrody z targetem przyktada si¢ wysoka polaryzacje ujemna, natomiast
anode polaryzuje si¢ dodatnio albo pozostaje ona uziemiona.

W badaniach wilasnych osadzanie cienkich warstw przeprowadzono
przy uzyciu urzadzenia do rozpylania magnetronowego Nano36 firmy
Kurt J. Lesker (ryc. 3.2, tab. 3.1). Komora prézniowa ma ksztalt sze§cianu
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o boku 16” (ok. 40 cm). Pr6znia w komorze osiggana jest przy uzyciu dwu-
stopniowego uktadu pompujacego sktadajacego sie z pompy wstepnej (ole-
jowa, mechaniczna pompa rotacyjna) oraz pompy wysokiej prézni (pompa
turbomolekularna). Zastosowany uktad jest w stanie osiggna¢ ci$nienie na
poziomie 5-1077 Tr. Urzadzenie zostato wyposazone w zasilacze KJLC 1 kW
DC oraz KJLC 300W RF z automatycznym dopasowaniem impedancji. W ko-
morze znajduja si¢ dwa magnetrony, z ktérych jeden pracuje w trybie DC,
adrugi - RF (tab. 3.1), umozliwiajac wytwarzanie materiatéw przewodzacych,
potprzewodnikowych i dielektrycznych.

Ryc. 3.1. Schematyczny przekréj magnetronu z anodga pierscieniowa wg rozwigzania firmy
Kurt J. Lesker



Ryc. 3.2. Urzadzenie do rozpylania magnetronowego Nano36 firmy Kurt J. Lesker (z lewej) oraz
komora prézniowa z magnetronami (z prawej)

Tabela 3.1. Specyfikacja magnetrondw napylarki Nano36

Parametr Specyfikacja

Model magnetronu Torus® 2"

Moc nominalna (DC) 300W

Moc nominalna (RF) 150 W
Cisnienie robocze 1do 50 mTr
Srednica targetu 2"(50,8 mm)
Maksymalna grubos¢ targetu (materiaty niemagnetyczne) 0,250" (6,3 mm)
Maksymalna grubos¢ targetu (materiaty magnetyczne) 0,125"(3,2 mm)

Projekt przetwornikéw impedancyjnych opracowano, wzorujac si¢ na do-
stepnych komercyjnie podtozach pomiarowych typu 8W10E+ oraz 8WCP
o wymiarach 76 X 38 mm? produkowanych przez Applied BioPhysics, Inc.
(ryc. 2.5). Konstrukcje wyprowadzen elektrycznych dostosowano do wymagan
systemu pomiarowego ECIS Z-Theta.

Zaprojektowano i wytworzono maske fotolitograficzng zawierajaca osiem
par elektrod umieszczonych na pojedynczym podtozu. W strukturach konden-
satoréw grzebieniowych szeroko$¢ pojedynczego ,,palca” elektrody oraz odle-
glo$¢ pomiedzy sgsiednimi ,,palcami” wynosita 200 pum. W przypadku obec-
nosci w pelni jednorodnej monowarstwy komoérkowej zastosowane elektrody
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pojemnos$ciowe umozliwiaja jednoczesne monitorowanie parametréw bio-
elektrycznych populacji komoérek obejmujacej $rednio od 2000 do 8000 ko-
morek. Przygotowano dwie wersje masek fotolitograficznych, umozliwiajace
przeprowadzenie procesu fotolitografii zaré6wno z wykorzystaniem emulsji
pozytywowej, jak i negatywowej (ryc. 3.3).

Do wytworzenia matryc pomiarowych zastosowano podtoze z poliwe-
glanu o grubosci 2 mm. Wybodr tego materiatu byt podyktowany jego obojet-
noscig chemiczng wzgledem organizméw zywych, a ponadto uformowane zen
struktury nie ulegaty odksztalceniom, ugigciom ani nie kumulowaly naprezen
wewnetrznych pod wplywem stosowanych obrdbek i odczynnikdw.

Ryc. 3.3. Projekt masek technologicznych do matryc pomiarowych w wersji pozytywowej (na
goérze) i negatywowej (na dole)

Kluczowym etapem technologicznym byto wytworzenie cienkiej warstwy
metalicznej metodg rozpylania magnetronowego z wykorzystaniem urzadzenia
Nano36. Szczegotowe parametry procesu, dobrane indywidualnie dla kazdego
z badanych metali (Cu, Ni, Ti, NiCr), zestawiono w tabeli 3.2. Kolejne etapy



wytwarzania struktury elektrod na podtozu poliweglanowym byly identyczne
dla wszystkich badanych metali.

Tabela 3.2. Parametry rozpylania magnetronowego dla zastosowanych warstw metali

m Grubosc¢ warstwy [nm] m Przeptyw Ar [sccm] | Czas osadzania [min]
Cu 75 15

100 150
Ni 150 100 75 200
NiCr 500 200 100 80
Ti 400 150 75 85

Proces odwzorowania ksztattdw przy uzyciu maski technologicznej prze-
prowadzono w procesie fotolitografii wykonywanej przy uzyciu emulsji $wiatto-
czutej Positiv 20. Emulsje wstepnie wygrzano, a nastepnie naswietlano przez trzy
minuty §wietléwka UV-A o mocy 20 W. Wzdr wytrawiono za pomocg uniwer-
salnego wywotywacza AGT-087 firmy AG TermoPasty. W trakcie calej sekwencji
technologicznej temperatura proces6w nie przekraczata 70 °C. Ograniczenie to
wynikalo z koniecznos$ci ochrony podioza poliweglanowego przed odksztatce-
niami, niekontrolowang polimeryzacjg lub innymi formami degradacji termicz-
nej, ktore moglyby zaburzy¢ precyzje i powtarzalno$¢ wytwarzanej struktury.

W kolejnym etapie przeprowadzono selektywne trawienie nieostonietej
warstwy metalicznej w procesie trawienia chemicznego przy uzyciu kwasow:
azotowego (HNO3), solnego (HCI) oraz ich mieszaniny w stosunku objetoscio-
wym 3 : 1 (woda krélewska). Po trawieniu podioza poddano intensywnemu
oczyszczaniu w kapieli ultradzwigkowej z uzyciem wody dejonizowanej w celu
usuniecia resztek odczynnikéw i produktéw reakcji.

Ostatnim etapem montazu byto przyklejenie na utworzong matryce
elektrod wykonanej z przezroczystego polimeru naktadki z o§mioma cylin-
drycznymi studzienkami hodowlanymi. Potaczenie zabezpieczono uszczel-
nieniem z biokompatybilnego silikonu. W efekcie powstata funkcjonalna ma-
tryca pomiarowa, w ktorej dno kazdej studzienki stanowi aktywne podloze
z wytrawionymi elektrodami grzebieniowymi (ryc. 3.4). Pojedyncze naczynie
charakteryzowalo si¢ objetoscia robocza 600 ul i powierzchnig hodowlang
0,8 cm?2 (ryc. 3.5). Gotowe matryce poddano sterylizacji naswietlaniem pro-
mieniowaniem ultrafioletowym przez pigtnascie minut [133-137].

43



44

Ryc. 3.4. Kondensator grzebieniowy wytworzony w warstwie miedzi na podtozu
poliweglanowym

Ryc. 3.5. Matryca wytworzona do pomiaru impedancji komérek z wykorzystaniem
poliweglanowego podfoza o grubosci 2 mm zawierajaca osiem niezaleznych naczyn
z elektrodami grzebieniowymi z miedzi



W tabeli 3.3 zestawiono wyniki pomiaréw rezystancji przetwornikow
impedancyjnych (wraz ze $ciezkami metalizacji doprowadzajacymi do pol
kontaktowych), wykonanych po dodaniu pozywki do naczynia hodowlanego.
Zaobserwowane roznice miedzy poszczegélnymi materiatami metalizacji nie
majg charakteru przypadkowego rozrzutu pomiarowego — wynikajg przede
wszystkim z odmiennych wtasciwosci elektrochemicznych tych materiatoéw
w §rodowisku pozywki hodowlanej. W przypadku miedzi i tytanu istotng role
odgrywa degradacja metalizacji w wyniku reakcji z komponentami pozywki
(omoéwiona w dalszej czesci), co prowadzi do wzrostu rezystancji przetwor-
nikéw. Ponadto kluczowe znaczenie ma proces stabilizacji uktadu elektroda-
pozywka, ktéry wymaga ok. 24 godzin, aby osiggna¢ stan réwnowagi. R6znice
miedzy poszczegoélnymi wariantami Ni (Ni_1/2 vs. Ni_3) oraz NiCr (NiCr_1/2/3
vs. NiCr_4) mozna ttumaczy¢ zréznicowang gruboscia warstw, jakoscig struk-
tury krystalicznej otrzymanej po procesach osadzania, fotolitografii i trawie-
nia. W zwiazku z powyzszym warto$¢ rezystancji nie jest wytacznie funkcja
parametréw geometrycznych $ciezek, lecz wypadkowa czynnikéw technolo-
gicznych i elektrochemicznych, ktore nalezy rozpatrywac tacznie.

Tabela 3.3. Rezystancja przetwornikéw impedancyjnych po dodaniu pozywki do naczynia

Rezystancja [Q] dla przetwornikéw nr

Ozaczenie|______ Rezystanca(Qldlaprzetwornikownr |
podioza nnnnﬂn-n
Cu_1 1492 1186 1658

Cu_2 1959 1390 1147 1746 1678 1693 3437 3617
Ni_1 707 873 1024 1207 739 989 1124 1290
Ni_2 654 862 1024 1252 664 897 965 1006
Ni_3 12000 - - - 12229 | 16628 | 21371 -
Ti_1 1319 1892 2831 10946 992 1999 - -
Ti_2 11405 | 15180 | 18557 | 17822 9384 10163 | 11134 | 13328
Ti_3 - 5886 8366 - - - - -
NiCr_1 1298 1506 1727 - 667 1421 1648 1853
NiCr_2 - - 1444 1666 1072 1426 1749 2226
NiCr_3 - - - - - 1252 1473 1740
NiCr_4 - - 3304 4627 - 2372 - 3561
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3.4. Hodowle komérek w obecnosci roznych metali

W badaniach wtasnych do oceny potencjatu biologicznego hodowanego na
wytworzonych przetwornikach impedancyjnych zastosowano standardowe
linie komoérkowe mysich fibroblastéw 1.929 oraz malpich komoérek VERO.
Dobor linii komoérkowych podyktowany byt gtéwnie ich powszechnym stoso-
waniem oraz mozliwo$ciami poréwnawczymi w przeprowadzonych ekspery-
mentach. Doswiadczenia byly prowadzone zgodnie z metodologia zalecang
przez producenta linii komoérkowych, American Type Culture Collection [138].
Do hodowli uzyto opracowanej przez Harry’ego Eagle’a pozywki MEM (ang.
Minimal Essential Medium) z 10% ptodowa surowicg bydleca (ang. Fetal
Bovine Serum, FBS) inaktywowang termicznie i antybiotykami (100 IU/ml
penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny, 25 ug/ml amfoterycyny B). Procedury
hodowli dla obu typédw komorek roznity sie jedynie konieczno$cig uzycia tryp-
syny w przypadku komdrek VERO do ich oderwania od $cian naczynia.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono na stanowisku opisanym
w rozdziale 2 (ryc. 2.3), a sktadajacym sie z systemu pomiarowego ECIS
Z-Theta wraz ze stacja bazowa, inkubatora Galaxy 170R oraz komputera z apli-
kacja sterujaca odpowiedzialng za zaprogramowanie cykli pomiarowych oraz
akwizycje danych.

W pracy przyjeto jednolita konwencje oznaczania naczyn hodowlanych:
te na podtozu umieszczonym w gniezdzie A stacji bazowej identyfikowane sa
numerami 1-8, za$ te na podtozu w gniezdzie B - 9-16 (ryc. 3.6).

Komorki umieszczane w inkubatorze mialy zapewniong stata wilgotnos$¢,
temperature 37 °C i poziom nasycenia powietrza 5% CO,. Przed rozpoczeciem
wlasciwej hodowli podtoza testowe wraz z samg pozywka zostaly umieszczone
w inkubatorze na 24 godziny, w celu jej ustabilizowania. Po tym czasie apli-
kowano do naczyn 600 ul mieszaniny zawierajacej 60 pl zawiesiny komorek
oraz 540 ul swiezej pozywki, co dawato stosunkowo duza gesto$¢ wysiewu —
ok. 1,2-10° komérek/ml. Gesto$¢ komdrek w zawiesinie zwykle zalezy od roz-
patrywanego problemu badawczego. Przy badaniach adhezji i rozprzestrzenia-
nia sie komorki wysiewa sie z duzg gestoscia, za§ w przypadku monitorowania
proliferacji jest ona zwykle mniejsza [139].



Ryc. 3.6. Stacja bazowa z umieszczonymi podtozami testowymi wraz z numeracjg naczyn
hodowlanych w gniazdach Ai B

3.4.1. Miedziany przetwornik impedancyjny

Ze wzgledu na dobrze opracowana i stosunkowo prostg technologie obrobki
oraz trawienia miedzi do badan wstepnych zostaly wykorzystane matryce
z elektrodami miedzianymi. Mialy one na celu weryfikacje poprawnosci ca-
tego procesu technologicznego oraz funkcjonalnos$ci stanowiska pomiaro-
wego, zanim przystapiono do testow z wykorzystaniem pozostatych materia-
tow (ryc. 3.7).
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Ryc. 3.7. Podtoze z matryca z kondensatoréw grzebieniowych z miedzi

W pierwszej kolejno$ci zbadano stabilno$¢ elektrochemiczng miedzianych
elektrod w Srodowisku pozywki hodowlanej. Po uptywie ok. doby zaobserwo-
wano poczatek procesu korozji w postaci wyraznego rozpuszczania warstwy
metalicznej; natomiast po dwoch dobach éw proces doprowadzit do niemal cat-
kowitego usunigcia cienkiej warstwy miedzi z powierzchni podtoza, co wska-
zuje na jej wysoka niestabilno$¢ w warunkach eksperymentalnych (ryc. 3.8).



Ryc. 3.8. Podtoze z miedzianymi elektrodami i powigekszone naczynie nr 6 po 3 h od dodania
pozywki (u géry), po 24 h (zdjecia srodkowe) i po 48 h (na dole) przedstawiajace postepujace
trawienie miedzi

Rozpoznany wptyw pozywki na warstwe miedzi jest powaznym utrudnie-
niem i mimo Ze przetwornik ten wydaje si¢ nieprzydatny w tego typu zastoso-
waniach, to jednak zdecydowano si¢ na kontynuacje badan i przeprowadzenie
pelnej hodowli z jego uzyciem.

Hodowle przeprowadzono przy uzyciu linii mysich fibroblastow 1929 na
dwoch podtozach (Cu_1 oraz Cu_2) zawierajacych elektrody z miedzi. Podtoza zo-
staly umieszczone w stacji bazowej w obydwoch gniazdach pomiarowych. Zgodnie
Z numeracja przedstawiong na rycinie 3.6 w gniezdzie A podioze z kondensato-
rami oznaczono numerami 1-7 (elektrody kondensatora w naczyniu nr 8 zostaty
uszkodzone w trakcie proceséw technologicznych), za§ w gniezdzie B - 9-16.
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Wartosci dla kazdego kondensatora przy danej czgstotliwos$ci rejestrowano
co dwie minuty, dlatego kazdy punkt na krzywej odpowiada rzeczywistemu
pomiarowi, a nie wartos$ci interpolowanej. W trakcie eksperymentu, okoto 15.
godziny od jego rozpoczecia, w gniezdzie B wystgpita przerwa w akwizycji
danych spowodowana btedem uzytkownika. Pomiar zostal przywrdcony po
ok. 5 godzinach, co znajduje odzwierciedlenie w postaci luki w danych. Caly
eksperyment zakoniczono po ok. 42 godzinach. Wyniki pomiaréw parametru
A|Z| dla czestotliwosci sygnatu f = 16 kHz przedstawiono na rycinach 3.9-3.10.

Po dodaniu pozywki, a przed wprowadzeniem komdrek do naczyn hodow-
lanych, wykonano pomiary impedancji uktadu (Z)). Na podstawie zmierzonej
impedancji system pomiarowy automatycznie wyznaczal odpowiadajace jej
wartosci rezystancji (R,) oraz pojemnosci (Cg), stosujac odpowiedni model
zastepczy dwojnika elektrycznego. W trakcie trwania hodowli komdrkowej
rejestrowano kolejne wartosci impedancji Z(t), z ktérych w analogiczny sposob
wyznaczano R(t) i C(t). Nastepnie dla kazdego punktu pomiarowego obliczano
zmiany tych wielko$ci wzgledem wartosci poczatkowych, zgodnie z og6lna
zaleznoscia:

AX=X(t) - X, (3.1)

gdzie:

AX - odpowiednio A|Z|, AR lub AC,

X(t) - warto$¢ danego parametru w chwili t,

X, - warto$¢ danego parametru przed dodaniem komorek.

W konsekwencji poczatkowa warto$¢ kazdej z analizowanych krzywych
(4]Z], AR, AC) wynosi zero, natomiast kolejne punkty pomiarowe odzwier-
ciedlajg zmiany warto$ci danego parametru w odniesieniu do stanu poczat-
kowego. Umozliwia to jednoznaczne uwidocznienie zmian zachodzacych po
rozpoczeciu hodowli komodrkowej, a takze pozwala na poréwnanie wynikow
uzyskanych dla poszczegdlnych naczyn hodowlanych niezaleznie od wptywu
ich poczatkowej rezystancji (tab. 3.3). Na rycinach 3.11-3.14 przedstawiono
wyniki pomiar6w zmian wartosci rezystancji oraz pojemnosci dla obu podiozy
testowych, obliczonych w sposéb analogiczny do impedancji wedtug wzoru 3.1.



Ryc. 3.9. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 42 h dla czestotliwosci sygnatu f = 16 kHz na podtozu Cu_1 w naczyniach 1-7

Ryc. 3.10. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 42 h dla czestotliwosci sygnatu f = 16 kHz na podtozu Cu_2 w naczyniach 9-16

Ryc. 3.11. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 42 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz na podtozu Cu_1 w naczyniach 1-7
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Ryc. 3.12. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 42 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz na podtozu Cu_2 w naczyniach 9-16

Ryc. 3.13. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komdrek trwajacej ok. 42 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz na podtozu Cu_1 w naczyniach 1-7

Ryc. 3.14. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 42 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz na podtozu Cu_2 w naczyniach 9-16



Analiza wynikéw pomiaréw elektrycznych w trakcie hodowli ujawnita
systematyczny wzrost wartosci rezystancji i impedancji oraz zmiane pojem-
nosci. Trend ten wynika gtdwnie z postepujacej korozji elektrochemicznej
miedzi, obejmujacej jej utlenianie i rozpuszczanie w pozywce hodowlanej,
co istotnie zaktdca interpretacje sygnatow biologicznych w standardowym
zakresie czestotliwosci.

Aby uwzglednic¢ ten efekt, przeanalizowano dane dla wszystkich zasto-
sowanych czestotliwo$ci sygnatu (62,5 Hz-64 kHz). Na rycinach 3.15-3.17
przedstawiono odpowiednio zmiany impedancji, rezystancji i pojemnosci dla
naczynia nr 4 na podtozu Cu_1. Najistotniejsze zmiany zaobserwowano w po-
czatkowych 15 godzinach od dodania komérek do naczynia. Proces adhezji
i proliferacji komorek rozpoczat si¢ po uplywie ok. 3 godzin, co objawito si¢
wyraznym wzrostem impedancji i rezystancji oraz spadkiem pojemnosci, od-
zwierciedlajac formowanie si¢ monowarstwy. Okoto 11. godziny widoczna stata
si¢ stabilizacja mierzonych wartoS$ci, oznaczajaca uformowanie si¢ monowar-
stwy komérek. Natomiast po 14 godzinach odnotowano gwattowng zmiane
trendu - spadek rezystancji i impedancji przy réwnoczesnym wzroscie po-
jemnosci. Profil tych zmian jest charakterystyczny dla utraty adhezji komoérek
i ich obumierania.

Podobna, cho¢ mniej wyrazna, sytuacja zaszta w naczyniach nr 3
(ryc. 3.18-3.20) i nr 1 (ryc. 3.21-3.23), gdzie dopiero po ok. 10 godzinach roz-
poczeto sie namnazanie hodowli i tworzenie monowarstwy, co prawdopo-
dobnie byto spowodowane obecnoscig toksycznej miedzi na podtozu. Po tym
czasie nastapit wzrost warto$ci rezystancji i impedancji oraz spadek warto$ci
pojemnosci. Po 30. godzinie trwania hodowli jej parametry elektryczne stabili-
Zuja sie, natomiast nastepuje powolny, lecz ciggly wzrost mierzonych warto$ci
R i Z oraz analogiczny spadek warto$ci C — wynik utleniania i rozpuszczania
elektrod miedzianych kondensatora grzebieniowego.
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Ryc. 3.15. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek do 20. godziny
w naczyniu numer 4 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.16. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek do 20. godziny
w naczyniu numer 4 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.17. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek do 20. godziny
w naczyniu numer 4 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu



Ryc. 3.18. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 3 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.19. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 3 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.20. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 3 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu
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Ryc. 3.21. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 1 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.22. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 1 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu

Ryc. 3.23. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek do 35. godziny
w naczyniu numer 1 na podtozu Cu_1 przy réznych czestotliwosciach sygnatu



Pomimo uzyskania krzywych o oczekiwanym przebiegu, interpretacja
wynikow jest do$¢ trudna. W trakcie pomiaréw zaobserwowano stopniowg
degradacje elektrod przetwornika. Efekt ten jest wyraznie widoczny na przed-
stawionych wykresach. Wskazuje to na fakt, Ze miedZ - mimo swoich korzyst-
nych wtasciwosci fizykochemicznych do wielu aplikacji — nie jest odpowied-
nim materialem do zastosowan zwiazanych z pomiarami impedancyjnymi
w warunkach hodowli komérkowych. Zgodnie z literatura nie jest ona uzna-
wana za material biokompatybilny, jednak celem przeprowadzonego ekspe-
rymentu bylo wstepne oszacowanie jej przydatnosci do krétkotrwatych po-
miaréw powierzchniowych, np. naskérnych. Lepsze zrozumienie wptywu
kontaktu miedzi z materiatem biologicznym mogloby otworzy¢ mozliwos¢ jej
zastosowania w konstrukcji urzadzen jednorazowego uzytku (np. testy bio-
chemiczne) lub przyrzadéw przeznaczonych do chwilowego kontaktu z ma-
teriatem biologicznym.

3.4.2. Niklowy przetwornik impedancyjny

Nikiel byt szeroko stosowany w budowie r6znych cienkowarstwowych uktadow
mikroelektronicznych. Jest uzywany w réznych rodzajach czujnikéw dzigki
swojej dobrej wytrzymatosci na wysokie temperatury, odpornosci na korozje,
wysokiemu temperaturowemu wspoéiczynnikowi rezystancji i liniowej cha-
rakterystyce zalezno$ci rezystancji od temperatury. Mimo ze wywotuje reakcje
alergiczne u 20% populacji, czysty nikiel petni role mikroelementu, dlatego
tez stanowi interesujacy materiatl do zastosowan w podobnych aplikacjach.

Podczas kolejnego eksperymentu przeprowadzono hodowle fibrobla-
stéow mysich (1L929) na podtozach (Ni_1 oraz Ni_2) z elektrodami niklowymi
(ryc. 3.24), gdzie zmierzono rezystancje, pojemno$¢ i impedancje dla czesto-
tliwosci sygnatu z zakresu 62,5 Hz-64 kHz. Eksperyment trwat ok. 43 godzin.
Jednak tylko wyniki uzyskane w ciggu pierwszych kilkunastu godzin pozwalaja
na interpretacje. Po tym czasie nastgpito uszkodzenie (odklejanie od podtoza)
warstwy metalu, pociagajace za soba gwattowny wzrost rezystancji i impedan-
cji (ryc. 3.25-3.28). Zmiany widoczne s3a réwniez na warto$ciach zmierzonej
pojemnosci (ryc. 3.29-3.30). Hodowle komoérkowa kontynuowano do ok. 43.
godziny, pomimo uzyskania nietypowych rezultatow.
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Ryc. 3.24. Dwa podtoza testowe z elektrodami grzebieniowymi z niklu

Ryc. 3.25. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 43 h dla czestotliwosci sygnatu f = 16 kHz na podtozu Ni_1 w naczyniach 1-8



Ryc. 3.26. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 43 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz na podfozu Ni_2 w naczyniach 9-16

Ryc. 3.27. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz na podtozu Ni_1 w naczyniach 1-8

Ryc. 3.28. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz na podtozu Ni_2 w naczyniach 9-16
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Ryc. 3.29. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komdrek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz na podtozu Ni_1 w naczyniach 1-8

Ryc. 3.30. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz na podtozu Ni_2 w naczyniach 9-16

Po zakonczeniu hodowli wykonywano zdjecia mikroskopowe powierzchni
elektrod po hodowli komdrkowej (ryc. 3.31-3.32). Analiza obrazéw ujawnita
miejscowy utratg adhezji warstwy metalicznej do podtoza polimerowego, co
stanowi bezposrednig przyczyne zaobserwowanego w danych gwattownego
wzrostu rezystancji oraz impedancji. Obszary, na ktérych warstwa niklu ule-
gla catkowitemu oderwaniu, zostaly skutecznie skolonizowane przez komorki
(ryc. 3.32). Ich wysokie zageszczenie wskazuje na zachodzace w trakcie eks-
perymentu procesy proliferacji i migracji. Co istotne, komoérki rownomiernie
rozprzestrzenily si¢ na calej dostepnej powierzchni dna, obejmujac zaré6wno
biokompatybilny poliweglan, jak i pozostate fragmenty metalizacji niklowych.



Kluczowa obserwacja jest obecnos¢ komérek réwniez na zachowanych
fragmentach elektrod. Gdyby powierzchnia niklu wykazywata toksyczno$¢
lub znaczaco hamowata adhezje¢, komorki bylyby ograniczone wylacznie do
obszar6w pozbawionych metalu. Fakt ich obecnosci na obu typach powierzchni
sugeruje, ze w warunkach tego eksperymentu nikiel nie dziatat jako bariera
absolutnie cytotoksyczna, pozwalajac na przyczepienie i przetrwanie czesci
populacji [137].

Na rycinie 3.33 przedstawiono zmiany modutu impedancji w czasie
okreslone przy trzech réznych czestotliwosciach sygnatu AC dla czterech
elektrod wykazujacych podobny charakter zmian mierzonych parametréw.
W ciggu pierwszych 18 godzin hodowli odnotowano wzrost impedancji o okoto
130-200 Q, co wskazuje na dobrg zywotnos$¢ komoérek i ich aktywny poten-
cjat proliferacyjny. Analogiczny trend zaobserwowano dla rezystancji przy
f=4KkHz (ryc. 3.34), ktéra reprezentuje jako$¢ i funkcje bariery komorkowe;j,
totez uwzglednia rezystancje w kierunku przeptywu pradu okotokomérkowego
i migdzykomoérkowego. Przy znacznie wyzszej czestotliwosci prad zaczyna
przeptywac przez komorki ze wzgledu na pojemno$ciowy charakter bton ko-
morkowych. Jednoczes$nie w pierwszych 18 godzinach odnotowano wyrazny
spadek pojemnosci (ryc. 3.35). Wraz ze wzrostem rezystancji potwierdza on
proliferacje i zwigkszanie pokrycia powierzchni elektrod przez komorki.

Ryc. 3.31. Uszkodzone elektrody kondensatoréw niklowych bez komérek w naczyniu
referencyjnym po 67 h
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Ryc. 3.32. Uszkodzone elektrody kondensatoréw niklowych z widocznymi komérkami po 67 h
(24-godzinna stabilizacja warunkéw medium i 43-godzinna hodowla komérek)

Ryc. 3.33. Zmiany modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej do
18 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 4, 7, 8, 12 z elektrodami niklowymi



Ryc. 3.34. Zmiany rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej do 18 h dla
czestotliwosci sygnatu f=4 kHz w naczyniach 4, 7, 8, 12 z elektrodami niklowymi

Ryc. 3.35. Zmiany pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej do 18 h dla
czestotliwosci sygnatu f = 64 kHz w naczyniach 4, 7, 8, 12 z elektrodami niklowymi

Na tym etapie badann mozliwo$¢ przeprowadzenia pelnej analizy danych
byla ograniczona, niemniej jednak uzyskane krzywe zmian impedancji, re-
zystancji i pojemnos$ci w czasie wykazujg charakterystyczny profil typowy
dla rozwoju hodowli komoérkowej in vitro, z wyraznie zaznaczonymi fazami
odpowiadajacymi adhezji, proliferacji i formowaniu zwartej monowarstwy.

Problemy z adhezja warstwy niklu do podtoza polimerowego mogly wy-
nika¢ z niedoskonatosci procesu trawienia lub niewystarczajacego oczyszcze-
nia powierzchni przed osadzaniem metalizacji. W celu weryfikacji tej hipo-
tezy wytworzono nowe podtoze z warstwa niklu, stosujac zaostrzony protokoét
jego czyszczenia przed osadzaniem metalizacji. Podtoze to wykorzystano do
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dhugoterminowej hodowli (ponad 160 godzin) z komérkami linii VERO. W tym
przypadku nie zaobserwowano odseparowania si¢ warstwy metaliczne;j.

Po podiaczeniu podtoza do uktadu pomiarowego ECIS Z-Theta dane z czte-
rech naczyn (ryc. 3.36-3.38) wskazywaty na ciagly rozwdj hodowli. Analiza
wykazala, ze w trakcie hodowli komoérki pozostawaty w fazie aktywnego wzro-
stu — nie zaobserwowano sygnatur zakonczenia cyklu. Zmiany parametréw
elektrycznych mialy oczekiwany, komplementarny charakter: wzrostowi re-
zystancji towarzyszyt spadek pojemnosci. Odnotowywane fluktuacje ich war-
tosci odzwierciedlaja dynamiczne procesy proliferacji i migracji komoérek na
powierzchni elektrod, co jest typowym zachowaniem komoérek w warunkach
sprzyjajacych wzrostowi.

Obrazowanie mikroskopowe hodowli (ryc. 3.39) po zakonczeniu pomia-
réw wykazato, ze komorki linii VERO utworzyly na catej dostepnej powierzchni
dna w pelni zwartg i jednorodng monowarstwe, pokrywajaca zaré6wno pod-
oze poliweglanowe, jak i warstwe metalizacji niklowej. Na obrazach nie za-
obserwowano $§ladéw zahamowania proliferacji ani zmian morfologicznych
$wiadczacych o toksycznym oddziatywaniu podtoza. Dowodzi to tego, Ze po
odpowiednim przygotowaniu powierzchnia niklu nie wykazuje dziatania cy-
totoksycznego w warunkach prowadzonej hodowli i umozliwia prawidiowa
adhezje oraz proliferacje komorek. Tym samym — mimo wcze$niejszych trud-
nosci technologicznych zwigzanych z adhezjg warstwy metalicznej w pierw-
szej serii podtozy — odpowiednio przygotowane elektrody niklowe okazaty sie
funkcjonalne i nie hamowaly wzrostu hodowli.

Ryc. 3.36. Zmiany modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 167 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 9, 13-15 z elektrodami niklowymi



Ryc. 3.37. Zmiany rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 167 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz w naczyniach 9, 13-15 z elektrodami niklowymi

Ryc. 3.38. Zmiany pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 167 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 9, 13-15 z elektrodami niklowymi

Istotnym wyzwaniem dla interpretacji przebiegu zmian parametréw elek-
trycznych (Z, R, C) w czasie s duze r6znice migedzy pomiedzy tymi przebiegami
wyznaczonymi dla ré6znych naczyn hodowlanych. Przyktadowo po kilku godzi-
nach przyrost rezystancji w naczyniu nr 9 wynosit ponizej 3 kQ, w naczyniu
nr 14 ok. 5 kQ, podczas gdy w naczyniu nr 15 przekraczat 7,5 kQ. Podstawowg
przyczyna tak duzych wartosci oraz ich rozrzutu pomigdzy naczyniami moze by¢
wtasnie niejednorodny wptyw powierzchni niklu na komoérki w réznych lokaliza-
cjach matrycy. Pomimo ogolnej biokompatybilnosci lokalne r6znice w morfologii
warstwy metalicznej (chropowato$¢, grubos¢, czystos¢ powierzchni) lub subtelne
roznice w sktadzie elektrolitu przyelektrodowego moga wptywac na adhezjg,
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ksztalt i szczelno$¢ potaczen miedzykomoérkowych w sposéb niejednorodny. To
z kolei wptywa na przeptyw pradu droga miedzykomadrkowa, ktory jest dominu-
jaca sktadowgq pradu przy niskich czestotliwosciach. Nawet biokompatybilny ni-
kiel moze zatem jako materiat elektrod wprowadza¢ dodatkowe Zrédto zmienno-
$ci, ktore utrudnia bezposrednie poréwnywanie wynikéw pomiaréw dla réznych
naczyn i wymaga krytycznego podejscia do analizy danych eksperymentalnych.

Ryc. 3.39. Elektrody niklowe w naczyniach hodowlanych nr 14 (lewa kolumna) i nr 15 (prawa
kolumna) po przeprowadzonej hodowli komérek VERO



3.4.3. Tytanowy przetwornik impedancyjny

Juz od prawie 100 lat tytan uznawany jest za znakomity materiat do zastosowan
implantologicznych [140, 141]. Material ten wydaje sie szczegdlnie obiecuja-
cym kandydatem na elektrody przetwornika impedancyjnego w rozwazanych
zastosowaniach. Z tego wzgledu podjeto prace badawcze ukierunkowane na
jego wykorzystanie.

Elektrody pomiarowe wykonano w warstwie tytanu o grubosci 400 nm
osadzonego na podtozu poliweglanowym (ryc. 3.40). Rezystancja poczatkowa
wynosita od 1,3 kQ do ponad 18 kQ (tab. 3.3).

Hodowle prowadzono z wykorzystaniem dwdch linii komoérkowych: my-
sich fibroblastow L929 (na podtozach Ti_1 oraz Ti_2) oraz matpich komorek
nerkowych VERO (na podtozu Ti_3). Pierwszy eksperyment trwat 72 godziny,
a system pomiarowy rejestrowat dane w trybie cigglym. Znaczny rozrzut bez-
wzglednych wartosci rezystancji pomigdzy poszczeg6lnymi naczyniami ho-
dowlanymi (tab. 3.3), w polaczeniu z automatyczng skalg zakreséw pomia-
rowych systemu, sprawit, Ze krzywe zmian obserwowane w trakcie trwania
eksperymentu mialy niemal liniowy przebieg. Wstepnie moglo to sugerowac
brak znaczacej aktywnosci biologiczne;.

Analiza danych - polegajaca na wykresleniu zmian parametréw w od-
niesieniu do ich warto$ci wyj$ciowych (Z,, Ry, Cp) — ujawnita charaktery-
styczne, nieliniowe trendy, potwierdzajac prawidtowy przebieg hodowli w fa-
zach adhezji, proliferacji i formowania monowarstwy.

W naczyniach hodowlanych nr 7 i 8 stwierdzono zwarcie Sciezek elek-
trycznych. Szczegétowa analiza pozostatych naczyn wykazata istotne réznice
w dynamice zmian parametréw elektrycznych pomiedzy poszczegdlnymi naczy-
niami (ryc. 3.41-3.46). Zaobserwowane rozbieznosci przypisano miedzy innymi
rozrzutowi geometrii elektrod oraz niedostatecznej czystosci powierzchni ma-
tryc, co mogto istotnie wptywac¢ na adhezje i wzrost komorek. Mimo tych réznic
ogoblny przebieg zmian impedancji i rezystancji w wigkszosci naczyn wskazywat
na ciagly rozwdj hodowli oraz stopniowe zwigkszanie pokrycia elektrod przez
komorki. Obserwowany komplementarny trend: wzrostowi rezystancji towarzy-
szyl spadek pojemnosci, ktdry jest charakterystyczny dla proliferacji komdrkowe;j
w zastosowanej metodzie ECIS i potwierdza biologiczna aktywnos¢.
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Ryc. 3.40. Podtoze testowe z elektrodami tytanowymi

W czesdci naczyn - nr 4, 9-16 - zaobserwowano wyrazny proces degradacji
warstwy metalizacji, przypuszczalnie utleniania tytanu do dwutlenku tytanu
(TiO,). Efekt ten jest widoczny na rycinach 3.42 i 3.44, gdzie wartosci impe-
dancji i rezystancji wykazuja systematyczny wzrost w calym okresie monito-
rowania hodowli, niezaleznie od zmian wynikajacych z aktywnosci komorek.

Natomiast w przypadku naczyn o numerach 1-3 oraz 5i 6 (ryc. 3.41, 3.43
i 3.45) wyniki pomiaréw charakteryzuja si¢ zbliZzonym przebiegiem zmian ana-
lizowanych parametréw, mimo ze ich warto$ci bezwzgledne réznia sie nawet
kilkukrotnie. Wskazuje to na zr6znicowang liczbe komorek przylegajacych do
powierzchni elektrod, co moze wynikac z niejednorodnej jako$ci przygotowa-
nia powierzchni podtoza.



Ryc. 3.41. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 72 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 1-3, 5, 6 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.42. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 72 h
dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 4 oraz 9-16 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.43. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 72 h
dla czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz w naczyniach 1-3, 5, 6 z elektrodami tytanowymi
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Ryc. 3.44. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 72 h
dla czestotliwosci sygnatu f = 4 kHz w naczyniach 4 oraz 9-16 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.45. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 72 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 1-3, 5, 6 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.46. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 72 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 4 oraz i 9-16 z elektrodami tytanowymi



W przeciwienstwie do hodowli na elektrodach miedzianych i niklowych
komérki na tytanie, materiale o wysokiej biozgodnosci, szybko zainicjowaly
procesy adhezji, proliferacji i formowania monowarstwy. Szczegétowa ana-
liza ujawnila jednak, Ze ok. 23 godzin po zasiewie w czgdci naczyn nastapito
obumieranie komorek, widoczne jako przejéciowa zmiana parametrow elek-
trycznych (ryc. 3.47). W wiekszo$ci pozostatych naczyn sygnat ten byt trudny
do wyodrebnienia, poniewaz nalozyt sie¢ na niego znacznie silniejszy trend
wzrostowy pochodzacy najprawdopodobniej od silnego utleniania tytanu.

Ryc. 3.47. Zmiana rezystancji i pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek do 30 h
monitorowania w naczyniach 1, 5i 6 z elektrodami tytanowymi

Dodatkowo na podtozu z elektrodami tytanowymi (Ti_3) przeprowadzono
hodowle komorek linii VERO. Eksperyment przeprowadzono w naczyniach
oznaczonych nr 10i 11 (podtoze umieszczone w gniezdzie B). Zarejestrowane
zmiany parametrow elektrycznych wykazywaty przebieg typowy dla hodowli
komoérkowej. Monitorowanie hodowli prowadzono przez ok. 115 godzin, przy
czym pelny cykl zycia komorek obejmujacy adhezje, proliferacje, uformowanie
i stabilizacje¢ monowarstwy zostatl osiagniety w ciagu pierwszych 51 godzin
(ryc. 3.48-3.50).
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Ryc. 3.48. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej 60 h
dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 10i 11 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.49. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej 60 h dla
czestotliwosci sygnatu f=4 kHz w naczyniach 10i 11 z elektrodami tytanowymi

Ryc. 3.50. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej 60 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 10i 11 z elektrodami tytanowymi



Przeprowadzone badania wykazaty ograniczong przydatnos¢ elektrod
tytanowych w pomiarach impedancyjnych. Pomimo potwierdzonej biokom-
patybilnosci, ktéra umozliwiata prawidtowa adhezje i proliferacje komorek,
procesy zachodzace w obecnos$ci pozywki i pola elektrycznego prowadzity do
stopniowej degradacji warstwy tytanu, najprawdopodobniej poprzez jej utle-
nianie. Proces ten generowal silny, narastajacy w czasie sygnat zaklécajacy,
ktory naktadat si¢ na zmiany pochodzenia biologicznego. W konsekwencji
niestabilno$¢ elektrod obnizata wiarygodnos$¢ i powtarzalnosc¢ rejestrowanych
wynikow oraz utrudniata, a w niektérych przypadkach uniemozliwiata, jedno-
znaczng interpretacje dynamiki rozwoju hodowli. Podsumowujac, tytan mimo
wysokiej biokompatybilnosci nie spetnia kryteriow optymalnego materiatu
w tego typu pomiarach.

3.4.4. Chromonikielinowy przetwornik impedancyjny

Do wytworzenia kolejnego zestawu elektrod zastosowano chromonikieling
(NiCr), stop niklu i chromu (80/20% wag.) [142-144]. Material ten charakte-
ryzuje si¢ doskonalg stabilno$ciag mechaniczng i odpornoscig na utlenianie
réowniez w temperaturach dochodzacych do 1200 °C. Jest stosowany w pro-
dukcji narzedzi chirurgicznych oraz bizuterii majacej bezposredni kontakt ze
skora. Ze wzgledu na duza rezystywnos$¢ tego materiatu w stosunku do po-
zostalych metali osadzono warstwe o znacznej grubosci 500 nm. Dzigki temu
warto$ci rezystancji §ciezek pomiedzy polem kontaktowym a elektrodami
w wytworzonych matrycach pomiarowych (ryc. 3.51) miescily sie w zakresie
667-4627 Q (tab. 3.3).

Pierwszg serig eksperymentéw przeprowadzono z wykorzystaniem my-
sich fibroblastow linii 1929 na podtozach NiCr_1 i NiCr_2. DIla obu matryc
zarejestrowano dane z 13 przetwornikow.

Wyniki uzyskane dla podtoza NiCr_1 charakteryzowaly sie znacznym roz-
rzutem pomiedzy poszczegdlnymi naczyniami hodowlanymi (ryc. 3.52-3.54).
Zaobserwowane zmiany warto$ci mierzonych parametréw wskazuja na adhezje
komorek do dna naczyn oraz zachodzacg proliferacje, a jednocze$nie — z wyjat-
kiem wynikow uzyskanych dla naczyn nr 1, 6 oraz 7, ktérych przebiegi rowniez
nie wykazywaly wzajemnej zgodnosci — nie zaobserwowano oczekiwanego
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charakteru zmian parametréw elektrycznych, zwlaszcza wzrost pojemnosci
w trakcie hodowli, zamiast oczekiwanego spadku, uniemozliwiat jednoznaczng
interpretacje biologiczng wynikow.

Ryc. 3.51. Podtoze testowe z elektrodami z chromonikieliny

Dane z przetwornikéw nr 11-16 na podtozu NiCr_2 (ryc. 3.55-3.57) wy-
kazaly petny, prawidlowy cykl rozwoju hodowli. Charakter zmian impedancji,
rezystancji i pojemnosci byl w petni zgodny z oczekiwanym wzorcem teore-
tycznym dla metody ECIS. Zmierzone wartosci charakteryzowaty sie wysoka
powtarzalno$cig miedzy naczyniami, $wiadczaca o jednorodnych warunkach
w uktadzie. Na krzywych wyraznie zidentyfikowano wszystkie etapy: adhezje,
proliferacje, utworzenie monowarstwy oraz obumieranie komoérek. Obserwacije
mikroskopowe wykonane po eksperymencie dla podtoza NiCr_2 (ryc. 3.58)
potwierdzily te wnioski, ukazujac gesta, ciggta monowarstwe komoérkowa



pokrywajacg zaréwno podtoze polimerowe, jak i elektrody, co wskazuje na
wysokg stabilnosc¢ elektrochemiczng i mechaniczng warstwy NiCr.

Ryc. 3.52. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek
trwajacej ok. 43 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 1-8 z elektrodami
z chromonikieliny

Ryc. 3.53. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz w naczyniach 1-8 z elektrodami z chromonikieliny
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Ryc. 3.54. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komdrek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 1-8 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.55. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 43 h dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 11-16 z elektrodami
z chromonikieliny

Ryc. 3.56. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f = 4 kHz w naczyniach 11-16 z elektrodami z chromonikieliny



Ryc. 3.57. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 43 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 11-16 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.58. Elektrody z chromonikieliny z monowarstwa komérek po przeprowadzonej hodowli
fibroblastow

Przeprowadzono dodatkowe hodowle komérkowe na podtozach z elektro-
dami z chromonikieliny z uzyciem fibroblastéw mysich L929 (podtoze NiCr_3)
oraz matpich VERO (NiCr_4). W eksperymencie z komorkami L929 peiny
cykl rozwojowy zakonczyt si¢ w ciggu ok. 55 godzin. Hodowle monitorowano
ponad 95 godzin (ryc. 3.59-3.61). Wyniki uzyskano z trzech naczyn, nr 14-16.
Po trwajacym 5-6 godzin okresie opadania i adhezji odnotowano gwattowny
wzrost wartosci rezystancji i spadek wartosci pojemnosci, odzwierciedlajacy
intensywna proliferacje. Faza wzrostu zakonczyta si¢ po 21 godzinach, po
czym nastgpita faza stabilizacji, trwajaca do ok. 51. godziny. W kolejnej fazie
zaobserwowano kolejng zmiang warto$ci parametrow, charakterystyczna dla
obumierania komérek.
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Obrazowanie mikroskopowe potwierdzito te fazy, ujawniajac przy tym
rowniez istotng niejednorodno$¢: w czesci naczyn komorki utworzyty ciagta
monowarstwe na catej powierzchni (ryc. 3.62) [145], podczas gdy w innych
rozwijaly sie wylacznie na metalicznych elektrodach NiCr. Ta druga sytuacja
najprawdopodobniej wynikata z niedostatecznego oczyszczenia powierzchni
poliweglanu po procesie technologicznym, co uniemozliwito prawidtowa
adhezje komdrek do podtoza polimerowego pomimo ich dobrej kondycji na
samej metalizacji.

Ryc. 3.59. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 96 h
dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 14-16 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.60. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 96 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz w naczyniach 14-16 z elektrodami z chromonikieliny



Ryc. 3.61. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajagcej ok. 96 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 14-16 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.62. Dna naczyn z komérkami po przeprowadzonej hodowli z elektrodami
z chromonikieliny
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W eksperymencie przeprowadzonym z wykorzystaniem podtoza NiCr_4
oraz komorek linii VERO zarejestrowano parametry elektryczne w czterech
naczyniach hodowlanych (ryc. 3.63-3.65). Uzyskano wysoka powtarzalno$¢
przebiegdw zmian wszystkich parametréw elektrycznych w czasie. Potwierdza
to jednorodno$¢ warunkow eksperymentalnych oraz funkcjonalng przydatnosc¢
warstwy NiCr jako materiatu elektrod w pomiarach impedancyjnych.

Komorki wykazaty szybka adhezje, rozpoczynajac intensywna proliferacje
juz w ciggu pierwszej godziny od zasiewu. W przedziale czasowym od 18. do 23.
godziny odnotowano niewielkie spowolnienie dynamiki wzrostu monowarstwy
komorkowej, co znajduje odzwierciedlenie w przebiegach przedstawionych na
wykresach. Okoto 70. godziny eksperymentu zarejestrowano wyrazne zmiany
sygnatu. Nastapit spadek modutu impedancji i rezystancji przy réwnoczesnym
wzroscie pojemnosci — zjawiska charakterystyczne dla rozpoczynajacego sie
procesu obumierania komorek i utraty integralno$ci monowarstwy.

Wyniki uzyskane przy uzyciu przetwornikéw z chromonikieliny charak-
teryzujq sie wysoka powtarzalno$cia, co czyni je najbardziej wiarygodnymi
spos$réd wszystkich testowanych materialéw (Cu, Ni, Ti). Na krzywych po-
miarowych wyraznie rozréznialne sg wszystkie kluczowe fazy cyklu zycio-
wego hodowli, w szczegdlnosci przejscie miedzy stanem uformowanej, pelnej
monowarstwy a fazg obumierania komorek. Charakterystycznym sygnatem
tego ostatniego etapu jest jednoczesny spadek impedancji i rezystancji oraz
wzrost pojemnosci. Ten komplementarny wzorzec jest bezposrednim odzwier-
ciedleniem utraty adhezji przez obumarte komorki i naruszenia integralno$ci
barierowej warstwy, co umozliwia ponowne zblizenie si¢ elektrolitu do po-
wierzchni elektrod.

Stabilnos¢ elektrochemiczna i dobra biokompatybilno$¢ warstw NiCr,
potwierdzona w serii eksperymentow z r6znymi liniami komérkowymi (1929,
VERO), kwalifikuje ja jako funkcjonalng i technologicznie korzystng alter-
natywe dla elektrod ze ztota lub platyny w systemach ECIS. Powtarzalno$¢
wynikow oraz wyrazne odwzorowanie dynamiki biologicznej wskazuja, ze
uktad oparty na elektrodach NiCr moze stanowi¢ niezawodne narzegdzie do
dtugoterminowego monitorowania zywotnosci, proliferacji i morfologii ko-
morek in vitro.



Ryc. 3.63. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 115 h
dla czestotliwosci sygnatu f= 16 kHz w naczyniach 11, 12, 14, 16 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.64. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komoérek trwajacej ok. 115 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 4 kHz w naczyniach 11, 12, 14, 16 z elektrodami z chromonikieliny

Ryc. 3.65. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komoérek trwajacej ok. 115 h dla
czestotliwosci sygnatu f= 64 kHz w naczyniach 11, 12, 14, 16 z elektrodami z chromonikieliny

81



82

Wyrazne i jednoznaczne sygnatury elektryczne kluczowych zdarzen, ta-
kich jak osiggniecie jednorodnej monowarstwy komédrek lub indukcja $§mierci
komorkowej, otwieraja praktyczne mozliwosci zastosowan detekcyjnych.
Platforma ta moze stuzy¢ jako czuly detektor jakos$ci hodowli do kontroli
procesow biotechnologicznych, system wczesnego ostrzegania przed utratg
zywotnosci kultur oraz narzegdzie do testowania cytotoksycznosci zwigzkow
chemicznych lub terapeutykéw. W tym ostatnim przypadku miarg efektu by-
faby dynamika i skala charakterystycznych zmian impedancyjnych zwigzanych
z obumieraniem komorek. Podsumowujac, platforma pomiarowa z elektro-
dami NiCr nie tylko spetnia podstawowe wymagania metody ECIS, ale dzigki
swojej czutosci i powtarzalnosci stanowi praktyczne narzedzie o potencjale
wdrozeniowym w kontroli jako$ci hodowli oraz zaawansowanych badaniach
bioanalitycznych.

3.5. Dyskusja wynikéw

W przeprowadzonych badaniach oceniono przydatno$¢ wybranych materiatéw
elektrod - miedzi (Cu), tytanu (Ti), niklu (Ni) oraz chromonikieliny (NiCr) -
do pomiaréw impedancyjnych w hodowlach komérkowych z wykorzysta-
niem przetwornikdw pojemnosciowych. Eksperymenty prowadzono z uzyciem
dwoch linii komoérkowych: mysich fibroblastow 1929 oraz matpich komoérek
VERO. W trakcie hodowli rejestrowano zmiany impedancji, rezystancji oraz
pojemnosci w funkcji czasu, wykorzystujac system pomiarowy ECIS Z-Theta.

Elektrody miedziane zastosowano celowo, w celu eksperymentalnej we-
ryfikacji doniesien literaturowych dotyczacych toksycznos$ci tego materiatu.
Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzily nieprzydatno$¢ miedzi w tego
typu zastosowaniach. Mimo uzyskania w niektérych przypadkach krétkotrwa-
tych sygnaléw przypominajacych biologiczng odpowiedz, dominujacym proce-
sem byta szybka i postepujaca degradacja warstwy metalicznej. Rozpuszczanie
miedzi w pozywce hodowlanej prowadzito nie tylko do toksycznego oddzia-
tywania na komorki, ale przede wszystkim generowalo silny, niestabilny sy-
gnat zakldcajacy, ktory catkowicie uniemozliwial wiarygodna interpretacje
danych biologicznych. W konsekwencji elektrody miedziane nalezy uzna¢



za nieodpowiednie do dtugoterminowych pomiaréw impedancyjnych w ho-
dowlach komoérkowych, cho¢ uzyskany materiat eksperymentalny miat war-
to$¢ poznawcza.

W przypadku elektrod niklowych zaobserwowano dobrg Zywotno$¢ oraz
proliferacje komorek, zwtaszcza po optymalizacji procesu przygotowania
podloza, ktora wyeliminowatla poczatkowe problemy z adhezjg. Umozliwito
to rejestracje sygnatow impedancyjnych zwigzanych z rozwojem hodowli.
Jednoczesnie stwierdzono istotne réznice w wartosciach mierzonych para-
metrow elektrycznych pomiedzy kolejnymi powtérzeniami eksperymentow,
pomimo zachowania identycznych warunkéw hodowlanych. Ograniczona
powtarzalno$¢ wynikdw wskazuje na potencjalne ograniczenia niklu jako ma-
teriatu elektrodowego w tej metodzie detekcji.

Odmienne od oczekiwan okazaty si¢ wyniki uzyskane dla elektrod tyta-
nowych. Pomimo prawidlowego przebiegu proceséw biologicznych, obejmu-
jacych adhezje, proliferacjg oraz tworzenie konfluentnej monowarstwy komo-
rek, elektrody tytanowe wykazywaty niestabilno$¢ materialowg w §rodowisku
wodnym pozywki oraz w obecnosci pola elektrycznego. Procesy degradacji
elektrod skutkowaty zaktéceniami mierzonych parametréw, co istotnie ogra-
niczato ich przydatno$¢ w dtugotrwatych pomiarach impedancyjnych. W tego
typu zastosowaniach bardziej zasadne wydaje si¢ wykorzystanie nie czystego
pierwiastka, lecz jego stopow, analogicznie do rozwigzan stosowanych w me-
dycynie implantacyjnej. Nalezy jednak podkresli¢, Ze wytwarzanie warstw
wielosktadnikowych metoda rozpylania magnetronowego jest technologicznie
bardziej wymagajace, poniewaz w trakcie procesu materialy tego rodzaju moga
ulega¢ frakcjonowaniu, co prowadzi do r6znic pomigdzy sktadem chemicznym
warstwy osadzonej a sktadem targetu.

Najbardziej obiecujace rezultaty uzyskano dla elektrod wykonanych
z chromonikieliny. Krzywe pomiarowe charakteryzowaty si¢ wyjatkowa po-
wtarzalnoscia i zgodnoscig z teoretycznym modelem odpowiedzi ECIS. Bez
zakltocen rejestrowano wszystkie kluczowe etapy cyklu zyciowego komorek:
adhezje, proliferacje, uformowanie monowarstwy oraz faze obumierania, sy-
gnalizowang charakterystycznym, komplementarnym spadkiem impedancji
i rezystancji oraz wzrostem pojemnosci. Stabilno$¢ elektrochemiczna, duza
biokompatybilno$¢ potwierdzona dla obu linii komérkowych oraz korzystne
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wiasciwosci technologiczne (fatwo$¢ trawienia, dobra adhezja do podtozy poli-
merowych) kwalifikujg chromonikieline jako funkcjonalng i atrakcyjng alter-
natywe dla powszechnie stosowanych elektrod ze ztota lub platyny. Wskazuje
to na wysoki potencjat NiCr w zastosowaniach detekcyjnych, takich jak ocena
jako$ci hodowli komdrkowych, analiza ich potencjatu biologicznego czy wcze-
sne wykrywanie zmian nekrotycznych.

Podsumowujac, powszechnie stosowana w mikroelektronice chromo-
nikielina okazala sie szczegélnie odpowiednim materiatem do konstrukcji
przetwornikow impedancyjnych przeznaczonych do badart hodowli komdrko-
wych. Przeprowadzone badania potwierdzaja prostote i funkcjonalno$¢ takiego
rozwigzania, a ponadto korzystne parametry temperaturowe chromonikieliny
stwarzaja mozliwo$¢ integracji w ramach jednego uktadu przetwornika impe-
dancyjnego z mikrogrzejnikiem wykonanym z tego samego materiatu. Otwiera
to perspektywy dla nowych kierunkow badan oraz zastosowan, zwtaszcza
w obszarze opracowania impedancyjnych przetwornikéw umozliwiajacych
oceng potencjatu biologicznego komoérek odpowiedzialnych za procesy zara-
stania ran oraz leczenia oparzen.



4. Przetwornik impedancyjny
z kontrola temperatury
do hodowli komadrkowej

Niniejszy rozdziat po§wigcono koncepcji oraz badaniom nad potaczeniem
w jednym uktadzie pomiarowym dwdch elementéw: cienkowarstwowego
mikrogrzejnika wykonanego z chromonikieliny oraz przetwornika do impe-
dancyjnego monitorowania hodowli komdrkowej (ryc. 4.1). Gtéwnym celem
prowadzonych prac bylo opracowanie metody umozliwiajacej prowadzenie
eksperymentéw in vitro w warunkach kontrolowanej temperatury przy jedno-
czesnym monitorowaniu parametréw elektrycznych charakteryzujacych stan
biologiczny hodowli komorkowe;j.

Jak wykazano w rozdziale trzecim, elektrody z chromonikieliny nie zak6-
caja wzrostu komorek, a technika pomiarowa ECIS pozwala oceni¢ ich kondy-
cje. Zaproponowany i zrealizowany uklad pomiarowy umozliwia jednoczesng
obserwacj¢ hodowli komérkowych za pomoca pomiaru impedancji uktadu
elektrody—pozywka z komorkami oraz lokalng modulacje warunkéw tempe-
raturowych w obrebie pojedynczych naczyn hodowlanych. Takie rozwigzanie
pozwala na realizacje eksperymentéw zaré6wno w trybie statycznym - polegaja-
cym na dlugotrwatym podwyzszeniu temperatury w skali wielogodzinnej - jak
i dynamicznym, obejmujacym krétkotrwate impulsy temperaturowe o czasie
trwania rzedu sekund.
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Ryc. 4.1. Przekrdj schematyczny naczynia hodowlanego z ukladem pomiarowym
zawierajagcym cienkowarstwowy mikrogrzejnik z chromonikieliny oraz przetwornik
do impedancyjnego monitorowania hodowli komérkowej

W ramach przeprowadzonych badan zrealizowano dwa warianty eks-
perymentow odpowiadajace roznym celom badawczym. Pierwszy z nich do-
tyczyt oceny mozliwos$ci prowadzenia réwnolegltych hodowli komdérkowych
w zrdznicowanych lokalnych warunkach temperaturowych przy zachowaniu
niezalezno$ci termicznej pomigdzy poszczegdlnymi naczyniami hodowlanymi.
W tym celu opracowano koncepcje planarnego mikrogrzejnika dotaczonego
do uktadu impedancyjnego monitorowania hodowli. Skutecznos$¢ lokalnego
podgrzewania weryfikowano zaréwno na podstawie pomiaréw termicznych,
jak i z wykorzystaniem symulacji numerycznych.

Drugi wariant badawczy koncentrowat si¢ na ocenie przydatnosci mikro-
grzejnika do kontrolowanego wywotywania lokalnych uszkodzen termicznych
w monowarstwie komdrek. Celem bylo opracowanie uktadu grzejnego umoz-
liwiajacego osiggniecie w niewielkim obszarze dna naczynia hodowlanego
temperatury prowadzacej do utraty adhezji komérek i naruszenia ciggtosci
monowarstwy. Zastosowanie techniki impedancyjnej umozliwito oceng pro-
cesow uszkodzenia i regeneracji monowarstwy. Funkcjonalno$¢ zapropono-
wanego rozwigzania zweryfikowano w trakcie eksperymentalnych hodowli
komorkowych, rejestrujac zmiany parametrow elektrycznych, co pozwolito



na analiz¢ dynamiki odpowiedzi biologicznej komoérek na kontrolowane od-
dziatywanie termiczne.

4.1. Mikrogrzejniki - przeglad rozwigzan

Obecnie stosowane mikrogrzejniki wykorzystuja zré6znicowane mechanizmy
generowania i kontroli ciepla, w zaleznosci od wymagan konkretnych apli-
kacji i konstrukcji urzadzenia. Kluczowe elementy ich dziatania obejmuja
nie tylko efektywna konwersje energii, ale réwniez mozliwo$¢ dynamicznego
i lokalnego ksztattowania profilu temperaturowego oraz jego precyzyjnego
monitorowania [146-152]. Najczeéciej stosowane rozwigzanie polega, zgodnie
z prawem Joule’a, na wytwarzaniu ciepta w wyniku przeptywu pradu elektrycz-
nego przez rezystor [153, 154]. Alternatywne rozwigzania obejmujg ogniwa
termoelektryczne (Peltiera), w ktérych przeptyw pradu elektrycznego przez
ztacza dwoch réznych materiatéw przewodzacych (lub pétprzewodnikowych)
powoduje wymiane ciepta [155-157]. W miniaturowych urzadzeniach stoso-
wane s3 takze ogniwa zwane mikroPeltier [158, 159].

Wzrost temperatury w urzadzeniach matoskalowych mozna uzyska¢ row-
niez w wyniku promieniowania (zwykle z zakresu IR). Ogrzewanie powstaje
na skutek absorpcji energii, gdzie Zzrédlem promieniowania moze by¢ laser
lub dioda elektroluminescencyjna [160-162]. Stosowany jest réwniez mecha-
nizm z wykorzystaniem proceséw chemicznych (egzo- i endotermicznych)
do lokalnej kontroli temperatury. Zrodiem ciepta jest reakcja chemiczna, nie
za$ dostarczana energia elektryczna. System zwykle jest tak zaprojektowany,
aby reagenty trafialy w odpowiednie strefy i ulegaly reakcji in situ [163, 164].
Istnieja réwniez rozwigzania wykorzystujace ogrzewanie mikrofalowe [165-
168] oraz akustyczne (ultradzwiekowe) [169, 170].

Przez ostatnie lata liczba zastosowan mikrogrzejnikéw znaczaco wzrosta
ze wzgledu na ich wazng rolg w aplikacjach czujnikowych i mikroanalitycz-
nych [147, 171-173], jak np.: termiczne czujniki przeptywu [147, 174], czujniki
gazow [175], wykrywanie gazu LPG (ang. liquefied petroleum gas) [176] i $la-
dowych ilosci materiatéw wybuchowych [177], termiczne wytwarzanie energii
elektrycznej w mikrokanatach [178] oraz sterowanie temperatura Srodowiska
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dla proceséw chemicznych i biologicznych w matej skali [179]. Rozwoj urza-
dzen zminiaturyzowanych do hodowli komérek i amplifikacji DNA poprawia
mozliwosci diagnostyki dzieki mozliwo$ci wykonywania badan w miejscu
opieki nad pacjentem [180, 181]. Wykorzystanie cykli termicznych do kon-
trolowania i regulowania temperatury odgrywa kluczowg role w wielu zasto-
sowaniach biologicznych, chemicznych i fizycznych. W urzadzeniach Lab-
on-a-Chip te funkcje spetniaja mikrogrzejniki [182]. Niektdre zastosowania
wymagajace precyzyjnego kontrolowania temperatury to reakcja taticuchowa
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), mikroprzeptywy, mieszanie
i krystalizacja biatek. PCR jest szeroko stosowana w biologii molekularnej do
amplifikacji docelowego DNA in vitro [183].

Mikrogrzejniki znajduja szerokie zastosowanie w nowoczesnych tech-
nologiach, w tym takze w szybko rozwijajacym sie sektorze urzadzen noszo-
nych oraz w systemach przeznaczonych do eksploracji przestrzeni kosmicznej
[184, 185]. Sa réwniez z powodzeniem wykorzystywane w drukarkach atra-
mentowych jako elementy aktywne sterujace wyplywem tuszu [186].

Temperatura mikrogrzejnika zalezy od wielu czynnikéw fizycznych,
w tym elektrycznych, mechanicznych i termicznych, a takze wtasciwosci za-
stosowanego materiatu i konstrukcji geometrycznych. Podstawowymi para-
metrami mikrogrzejnikow sa:

e  krotki czas reakcji,

* niskie zuzycie energii,

=  wysoka rezystancja elementu grzejnego,
= wytrzymalo$¢ na wysoka temperature.

Konstrukcja i material mikrogrzejnika odgrywaja kluczows role w za-
pewnieniu niskiego zuzycia energii, niewielkiej masy termicznej, efektywnej
rownomiernosci temperatury w calym urzadzeniu oraz zwigkszonej izolacji
termicznej od otoczenia. Dodatkowo rezystancja jest bardzo zalezna od fizycz-
nych wymiaréw mikrogrzejnika — zmniejszenie grubosci rezystora grzewczego
zwieksza jego rezystancje, co prowadzi do spadku poboru mocy i temperatury
nagrzewania [172, 187-190]

Najczesciej stosowanymi materiatami do budowy mikrogrzejnikéw sa
platyna (Pt), polikrzem (poli-Si) i chromonikielina (NiCr) [172]. Ponadto



stosowano réwniez rezystory grzewcze wykonane z niklu (Ni), wolframu (W),
aluminium (Al), grafenu [191], nanorurek weglowych (CNT), DilverP1 (stop
Ni/Co/Fe) i wielu innych stopéw metali [187, 192-194]. Oprécz mikrogrzej-
nikéw wykonanych z materiatéw statych prowadzone sa rowniez badania
z wykorzystaniem ciektego metalu (EGaln) [195].

Pomiar temperatury stanowi integralny element kontroli termicznej mi-
krogrzejnikow. Moze by¢ realizowany za pomoca czujnikdw zewnetrznych,
takich jak detektory podczerwieni lub kamery termowizyjne [191, 196], albo
przez przyrzady zintegrowane z ukltadem. W rozwigzaniach cienkowarstwo-
wych najczesciej stosuje sie termistory wykonane z platyny [197, 198], ni-
klu [192] lub krzemu amorficznego [199], a temperatura wyznaczana jest na
podstawie zmian ich rezystancji. Alternatywnie wykorzystuje si¢ zalezno$¢
rezystancji samego elementu grzejnego od temperatury [191, 200] lub czujniki
termoelektryczne dziatajace w oparciu o efekt Seebecka [201].

Na podstawie analizy literatury przedmiotu mozna stwierdzié¢, ze naj-
czesciej wykorzystywang oraz jedng z najbardziej efektywnych metod gene-
rowania ciepta w miniaturowych uktadach pozostaje grzanie rezystancyjne.
Do budowy mikrogrzejnikoéw w ramach realizowanych badan wybrano naj-
bardziej rozpowszechniony stop NiCr, skiadajacy si¢ w 80% z niklu i 20%
z chromu. W poréwnaniu z materiatami takimi jak platyna (Pt), ztoto (Au) oraz
srebro (Ag) chromonikielina jest uznawana za szczego6lnie korzystny materiat
do zastosowan grzejnych. Wynika to przede wszystkim z jej relatywnie wyso-
kiej rezystywnosci elektrycznej (ok. 1—1,5 - 10® Qm). Dodatkowymi atutami
sa dobra przewodnos¢ cieplna (11,3 W/(m-K), niemal zerowy temperaturowy
wspotczynnik rezystancji (TCR), wysoka temperatura topnienia (~1400 °C),
a takze bardzo dobra stabilno$¢ temperaturowa i wysoka odporno$¢ na procesy
utleniania. Istotng zaleta technologiczng tego materiatu jest rowniez brak ko-
niecznosci stosowania warstw adhezyjnych, co upraszcza proces wytwarzania
cienkowarstwowych mikrogrzejnikow i zwieksza jego efektywnos¢ ekono-
miczna w poréwnaniu z rozwiazaniami wykorzystujacymi platyne [142-144,
202, 203]. Ze wzgledu na powyzsze wlasciwosci chromonikielina jest czesto
stosowana jako element grzejny w uktadach mikroelektronicznych, mikro-
systemach MEMS oraz miniaturowych urzadzeniach analitycznych [172].
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4.2, Badania nad metoda lokalnej kontroli temperatury
w hodowlach komérkowych

W hodowli komérkowej utrzymanie okreslonej temperatury przez diuzszy
czas jest istotne dla lepszej replikacji komorek biologicznych. Zazwyczaj war-
to$¢ ta pozostaje stata przez caty okres trwania hodowli. Typowa temperatura,

w ktdrej prowadzone sg hodowle in vitro komoérek zwierzecych i ludzkich, jest

37 °C £ 0,5 °C. W wielu przypadkach badania moga by¢ prowadzone w tem-

peraturze pokojowej, a nawet duzo nizszej (np. 4 °C) [204]. W przypadku

prowadzenia badann wymagajacych poréwnania wynikéw rozwoju komoérek

w réznych temperaturach, np. odzwierciedlajacych ich zachowania podczas

goraczki organizmu, temperatura jest o 2-3 °C wyzsza [205]. Tego typu prace

doswiadczalne pozwalajg oceni¢ np. reakcje komorek na podany lek przy jed-
noczesnej goraczce. Analogiczna sytuacja wystepuje przy symulacji wychto-
dzonego organizmu. W takim przypadku temperatura zadana podczas hodowli
moze by¢ o kilka stopni nizsza.

W przypadku prowadzenia pomiarow wtasciwosci probek biologicznych

w zmiennych warunkach temperaturowych napotyka si¢ istotne ograniczenia
zwigzane z zapewnieniem wysokiej powtarzalno$ci warunkéw hodowlanych.
W hodowlach in vitro komérki utrzymywane sa w $cisle kontrolowanym srodo-
wisku inkubatora, w ktérym regulowane sg temperatura, wilgotnos¢ oraz skiad
gazowy atmosfery. W celu umozliwienia poréwnania prébek komérkowych
bedacych w tej samej fazie wzrostu, pochodzacych z tej samej linii komérko-
wej i hodowanych w identycznych warunkach §rodowiskowych - przy jedynej
zmiennej w postaci temperatury - niezbedne jest zastosowanie odpowiednich
procedur kontrolnych, do ktérych moga naleze¢ m.in.:

* zmiana (podniesienie/obniZenie) temperatury na pewien okres w trakcie
tej samej hodowli i porownywanie wynikéw obserwacji przed i po do-
konaniu zmiany warunkéw termicznych [206]. Zaletami tej metody sa
identyczne warunki §rodowiskowe (atmosfera w komorze klimatycznej)
oraz zastosowanie doktadnie tych samych komoérek w innej temperaturze.
Jednak cechg tej metody jest poréwnywanie tej samej hodowli na réznym
etapie wzrostu — komorki mogg znajdowac si¢ juz na innym etapie roz-
woju w stosunku do tego przed zmiang temperatury.



* przeprowadzenie oddzielnych hodowli komoérek w r6znych temperatu-
rach, co umozliwia poréwnanie wynikow w tych samych fazach wzrostu
komoérek. Gtéwna zaletg tej metody jest tatwo$¢ analizy zmian zacho-
dzacych w czasie. Jej wada jest jednak fakt, ze komorki wprowadzane
do hodowli mogg pochodzi¢ z ré6znych dni, co moze prowadzi¢ do réznic
w ich cyklu zyciowym [206, 207]. Jednym ze sposobdw ograniczenia tego
problemu jest rownolegta hodowla w dwdch oddzielnych inkubatorach
komorek pobranych w tej samej fazie wzrostu [209].

Proponowanym w niniejszej pracy rozwigzaniem, umozliwiajacym bez-
posrednie poréwnanie wptywu temperatury na hodowle komorkowe, jest me-
toda selektywnego, lokalnego ogrzewania pojedynczych naczyn hodowlanych
w obrebie wspdlnego podloza pomiarowego. Metoda ta pozwala na réwnolegte
prowadzenie eksperymentdéw z komérkami pochodzacymi z tej samej puli,
w tej samej fazie wzrostu i w identycznych warunkach §rodowiskowych inku-
batora (np. stezenie CO,, wilgotnos¢) przy jednoczesnym zastosowaniu zroz-
nicowanych reziméw temperaturowych wylacznie dla wybranych studzienek.

Kluczowg zaletg tego podejscia jest izolacja zmiennej temperaturowe;.
Wszystkie inne potencjalnie zakiécajace czynniki (pochodzenie komorek,
sktad pozywki, warunki gazowe) sg utrzymywane na identycznym poziomie,
a zatem wszelkie zaobserwowane statystycznie istotne réznice w parametrach
biologicznych lub biofizycznych moga by¢ wiarygodnie przypisane wylacznie
efektowi kontrolowanej zmiany temperatury. Eliminuje to wplyw zmiennych
zaktocajacych i zmiennos$ci miedzy hodowlami, zwigkszajac tym samym wia-
rygodno$¢ analizy termicznej odpowiedzi komorek.

W celu realizacji tego rozwigzania zaproponowano zastosowanie mikro-
grzejnika o wymiarach zblizonych do powierzchni dna pojedynczego naczynia
hodowlanego. Parametry sterujace mikrogrzejnika powinny zapewnia¢ dostar-
czenie odpowiedniej mocy cieplnej tak, aby temperatura w wybranym naczyniu
hodowlanym byta podwyzszona, przy jednoczesnym braku istotnego wplywu na
warunki termiczne w sgsiednich studzienkach. Tym samym w obrebie jednej macie-
rzy hodowlanej mozliwe jest réwnoczesne utrzymywanie jednej lub kilku studzie-
nek w podwyzszonej temperaturze, podczas gdy pozostate stuza jako referencyjne
w identycznych warunkach $rodowiskowych, z wylaczeniem czynnika termicznego.
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4.2.1. Realizacja mikrogrzejnika cienkowarstwowego na podtozu
ceramicznym

W tej czedci badan opracowano mikrogrzejnik zdolny do lokalnego podnie-
sienia temperatury o kilka stopni Celsjusza oraz zapewnienia jej stabilno$ci
W czasie, co jest istotne dla prowadzenia dtugoterminowych eksperymentow
biologicznych. W opisywanym tu rozwigzaniu zastosowano planarny rezystor
grzejny na podtozu ceramicznym. Tworzy on wraz z elektrodami grzebienio-
wymi dwufunkcyjny uktad umozliwiajacy jednoczesna kontrole temperatury
i przeprowadzanie badann hodowli komérkowych z wykorzystaniem techniki
impedancyjnej ECIS. Zaprojektowany przyrzad umozliwia minimalizacje od-
legtosci pomigdzy powierzchnig podtoza do hodowli komérkowej a ptaszczy-
zna elementu grzewczego, co zapewnia wysoka efektywnos¢ termiczng i pre-
cyzyjne sterowanie warunkami srodowiskowymi w naczyniu hodowlanym.
Jednocze$nie pozwala na zachowanie kompatybilnosci z oryginalng stacjg
bazowa systemu pomiarowego ECIS Z-Theta, umozliwiajac montaz podtoza
testowego bez koniecznosci modyfikacji urzadzenia.

Podstawe wytworzonego mikrogrzejnika stanowita ptytka z ceramiki alun-
dowej o grubosci 635 pum, dtugosci 30 mm i szerokos$ci 4 mm. Materiat ten jest
korzystnym rozwigzaniem jako podstawa lub obudowa urzadzen pracujacych
w wysokich temperaturach. Charakteryzuje si¢ dobrg przewodnoscig cieplng
(ok. 28 W/(m-K)), znaczaca wytrzymatoscia mechaniczna, duza odporno-
$cig na czynniki chemiczne oraz dobrymi wtasciwosciami dielektrycznymi.
Cienkowarstwowy element grzejny wytworzono bezposrednio na podtozu za
pomoca dwoch warstw: miedzi i chromonikieliny osadzonych metoda rozpyla-
nia magnetronowego. Miedz o grubosci 390 nm zastosowano jako metalizacje
umozliwiajaca wykonanie potaczen elektrycznych. Wymiary obszaru grzej-
nego z chromonikieliny wynosza 4 X 4 mm?, za$ grubos¢ warstwy ok. 250 nm
(ryc. 4.2a, b). Odwzorowanie geometrii planarnego grzejnika realizowano
metodg maskowania powierzchni z wykorzystaniem tasmy kaptonowej, po
czym na odstoniete obszary nanoszono warstwe metalu w procesie napylania.
Po zakonczeniu osadzania ta§ma kaptonowa byta usuwana, co umozliwiato
uzyskanie okres§lonych geometrycznie struktur (ryc. 4.2c) [50, 210].



Stanowisko do pomiar6w termiczno-elektrycznych sklada si¢ z zestawu
ECIS Z-Theta i programowalnego zasilacza. Podloze z naczyniami hodowla-
nymi, zawierajace elektrody pomiarowe oraz mikrogrzejnik, jest umieszczane
wewnatrz komory klimatycznej (ryc. 4.3). Zasilanie mikrogrzejnika realizo-
wane jest za pomocg oprogramowania sterujacego, ktére umozliwia automa-
tyczne zalgczanie zasilacza w zadanych przedziatach czasowych, prowadzac
do lokalnego podwyZszenia temperatury w wybranym naczyniu hodowla-
nym. Opracowany mikrogrzejnik umieszczono bezposrednio pod podlozem
z przetwornikiem impedancyjnym, zapewniajac efektywny transfer ciepta do
obszaru, w ktérym podczas hodowli tworzy si¢ monowarstwa komorkowa.

Ryc. 4.2. Schemat mikrogrzejnika: a) widok z géry, b) przekréj oraz c) wytworzony
mikrogrzejnik [50]
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Ryc. 4.3. Schemat monitorowania metoda ECIS hodowli komérkowej z dotgczonym
mikrogrzejnikiem do lokalnej zmiany temperatury

Do wyznaczenia charakterystyk termiczno-elektrycznych wykonanego
rezystora wykorzystano stanowisko pomiarowe zawierajace komore klima-
tyczng, zasilacz programowalny Hameg 4040 firmy Rohde & Schwarz, multi-
metry Keysight 34410A oraz czujniki temperatury Pt100 i Pt1000. Uktadami
pomiarowymi sterowano przy uzyciu programow opracowanych w §rodowi-
skach LabView i Matlab.

Mikrogrzejnik zostat scharakteryzowany najpierw jako samodzielny ele-
ment, a nastepnie w konfiguracji roboczej po dotagczeniu do naczynia hodow-
lanego wypetnionego woda dejonizowang. Warto$¢ rezystancji grzejnika wy-
nosita R = 55,417 Q. Przed przystapieniem do wlasciwej analizy efektywnosci
lokalnego ogrzewania przeprowadzono pomiary zmian rezystancji grzejnika
w funkcji temperatury. Nie zanotowano istotnych (mierzalnych) zmian dla
temperatur z zakresu 21-80 °C. Oznacza to, Ze materiat zapewnia stabilng
moc grzania niezaleznie od zmieniajacej sie temperatury roboczej i upraszcza
sterowanie uktadem.

Pomiary termiczne grzejnika przeprowadzono w komorze klimatycznej
w statej temperaturze 37 °C. Wstepna o§miogodzinna weryfikacja stabilnos$ci
termicznej komory z wykorzystaniem czujnika Pt100 potwierdzita, ze tempe-
ratura utrzymywala si¢ w zakresie 37,0 °C + 0,2 °C (ryc. 4.4).



Ryc. 4.4. Wahania temperatury w zbudowanej komorze klimatycznej w czasie 8 h

Kolejnym etapem byta weryfikacja stabilno$ci i dynamiki temperatury
w uktadzie roboczym. Pomiar temperatury przeprowadzono na dnie naczynia
hodowlanego z mikrogrzejnikiem umieszczonym bezposrednio pod podtozem
do hodowli (ryc. 4.5).

Ryc. 4.5. Schemat stanowiska do pomiaru temperatury na dnie naczynia hodowlanego,
pod ktérym umieszczono mikrogrzejnik
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Okreslono zalezno$¢ temperatury od mocy elektrycznej dostarczanej do
mikrogrzejnika. Badania przeprowadzono dla mocy w zakresie 10-100 mW.
Uzyskana charakterystyka (ryc. 4.6) miata w badanym zakresie charakter liniowy.
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Ryc. 4.6. Charakterystyka temperatury w obszarze tworzenia sie¢ monowarstwy komoérek
w funkgcji mocy mikrogrzejnika

Na podstawie wyznaczonej charakterystyki okre§lono moc niezbedng do
osiggniecia temperatury docelowej w przedziale 38-44 °C, z krokiem co 1 °C.
Dla kazdej z tych warto$ci mocy przeprowadzono osobne zautomatyzowane
cykle pomiarowe w celu rejestracji pelnej dynamiki termicznej uktadu. Kazdy
cykl sktadat sie z godzinnej fazy aktywnego grzania z zadang stalg moca, pod-
czas ktorej temperatura byla rejestrowana za pomocg czujnika Pt100, a nastep-
nie z pdétgodzinnej fazy pasywnego chlodzenia po automatycznym wylaczeniu
zasilania (ryc. 4.7). Ukladem pomiarowym sterowano za pomocg wirtualnego
systemu pracujgcego w srodowisku LabView przygotowanego przez autora.
Celem byta ocena dtugoterminowej stabilno$ci temperaturowej w naczyniu
hodowlanym poddanym cigglemu ogrzewaniu. W trosce o pelng powtarzal-
nos$¢ i poréwnywalnos$¢ wynikéw kazdg serie pomiarowg dla nowej warto$ci
mocy rozpoczynano dopiero po catkowitym ostygnieciu uktadu do temperatury
poczatkowej (37,0 °C) [50].
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Ryc. 4.7. Charakterystyki temperatury na dnie naczynia hodowlanego w funkgji czasu
dla réznych mocy zasilania mikrogrzejnika Krzywe przedstawiaja faze godzinnego aktywnego
nagrzewania (zasilanie wilaczone), po ktdrym nastepuje potgodzinna faza pasywnego
studzenia (zasilanie wylaczone) az do powrotu do temperatury poczatkowej otoczenia
(T=37°C) [50]

Podsumowujac, przeprowadzone badania eksperymentalne potwierdzity
funkcjonalno$¢ opracowanego planarnego mikrogrzejnika z chromonikieliny
wykonanego na podtozu ceramicznym. Uktad ten umozliwia kontrolowane
podniesienie temperatury w wybranym naczyniu hodowlanym. Dzieki umiesz-
czeniu elementu grzejnego bezposredniemu pod dnem naczynia zapewniono
efektywny transfer ciepta do strefy, w ktorej podczas hodowli formuje si¢ mo-
nowarstwa komdrkowa. Analiza charakterystyki termiczno-elektrycznej wyka-
zala, ze uktad ten pracuje stabilnie w calym testowanym zakresie temperatur
roboczych (38-44 °C), pozwalajac na dlugotrwate utrzymanie zadanej wartosci
z wysoka precyzja i bez istotnych fluktuacji. Rezystor grzewczy zachowywat
stalg rezystancje w badanym zakresie temperatur, co potwierdza powtarzal-
nos¢ dziatania uktadu.
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4.2.2. Modelowanie uktadu przetwornik impedancyjny -
mikrogrzejnik do hodowli komérkowej

Modelowanie jest istotnym dziataniem wspomagajacym projektowanie w tech-
nice, umozliwiajac redukcje kosztow, optymalizacje proceséw technologicz-
nych oraz szczegdtows analize zjawisk zachodzacych w projektowanej struktu-
rze [211]. Pomimo niewielkiej liczby podzespotéw, opracowany uktad grzania
lokalnego jest do$¢ skomplikowany w analizie termicznej. Jest to spowodowane
matymi rozmiarami, koniecznoS$cig kontroli temperatury w catej objetosci
uktadu oraz zmienno$cig parametréw poszczegélnych warstw w funkcji tem-
peratury. Dodatkowo w procesie analizy wystepuje konieczno$¢ uwzglednienia
wymiany ciepta z otoczeniem na drodze radiacji i konwekcji.

W celu weryfikacji dziatania uktadu wzorowanego na rycinie 4.1 opra-
cowywano jego trojwymiarowy model w srodowisku CoventorWare (ryc. 4.8).
Oprogramowanie to umozliwia wielodomenowe modelowanie mikro- i na-
nostruktur oraz prowadzenie symulacji elektrycznych, mechanicznych, ter-
micznych, elektrostatycznych, piezoelektrycznych, mikrofluidycznych, a takze
analiz sprzezonych, takich jak symulacje termoelektryczne [212].

Ryc. 4.8. Model uktadu obejmujacego naczynie hodowlane wypetnione woda, elektrody
kondensatora do pomiaru impedancji na podtozu PET oraz mikrogrzejnik z NiCr na podtozu
ceramicznym; elementy zostaly celowo rozseparowane w celu zwiekszenia czytelnosci
schematu [50]



W procesie modelowania uwzgledniono petny uktad pomiarowy. Model
konstrukcyjny obejmowat planarny mikrogrzejnik z chromonikieliny z mie-
dzianymi polami kontaktowymi zrealizowany na podtozu ceramicznym. W mo-
delu uwzgledniono naczynie hodowlane wypelnione ciecza oraz elektrody
kondensatora, przy czym wtasciwosci fizyczne zastosowanych materiatow
(zlota, PET oraz wody) zaczernieto z bazy materiatowej pakietu CoventorWare
(tab. 4.1). Jako element grzejny przyjeto warstwe chromonikieliny o grubosci
250 nm, odpowiadajacg parametrom opisanego wczesniej mikrogrzejnika.
Elektrody kondensatora zamodelowano jako warstwe ztota o grubosci 50 nm,
zgodna z grubo$cia metalizacji w komercyjnych podtozach pomiarowych sys-
temu ECIS. Przyjeto geometrie i rozmiary kondensatora grzebieniowego wyko-
rzystanego do badan biokompatybilnosci i opisanego w rozdziale 3. Mechanizm
grzania zamodelowano poprzez przylozenie réznicy potencjatéw do miedzia-
nych pol kontaktowych. Wymuszato to przeptyw pradu elektrycznego przez
element rezystywny z NiCr, co skutkowalo emisjg ciepta. Celem symulacji byto
okreslenie rozktadu i warto$ci temperatury na powierzchni podioza w obsza-
rze formowania si¢ monowarstwy komodrkowej, wynikajacych z przytozonej
mocy [50, 213].

Tabela 4.1. Fizyczne wtasciwosci materiatéw zastosowanych w modelu uktadu naczynia
hodowlanego z mikrogrzejnikiem

Przewodnosc¢ cieplna Ciepto wlasciwe
[pW/pm-K] [pJ/kg-K]

PET 2,1-10° 1,2:1015
NiCr 1,13107 4,510
Au 2,97-108 1,287-10™
H,0 5,9-105 4,18-10'5

Symulacje numeryczne opracowanego modelu przeprowadzono z wy-
korzystaniem metody elementéw skoriczonych (ryc. 4.9). Jako warunek brze-
gowy przyjeto stalg temperature T = 310 K (37 °C) na zewnetrznych $cianach
modelu, co bezposrednio odwzorowuje warunki panujace w inkubatorze
komérkowym. Aby zapewni¢ realistyczne odwzorowanie uktadu, w modelu
uwzgledniono wspotczynniki przewodzenia ciepta dla wszystkich zastosowa-
nych materiatéw (ceramika, NiCr, Au, PET, woda). Umozliwito to symulacje
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ztozonego procesu transportu ciepta przez przewodzenie w ciatach staltych
oraz sprzezenia na granicach faz (np. migedzy podtozem ceramicznym a dnem
naczynia, czy miedzy naczyniem a ciecza).

Ryc. 4.9. Siatka wygenerowana dla modelu ukfadu: mikrogrzejnik — przetwornik
impedancyjny — naczynie do hodowli komérek [50]

Wryniki symulacji potwierdzily dobrg zgodno$¢ pomiedzy opracowa-
nym modelem obliczeniowym i pomiarami rzeczywistego uktadu lokalnego
ogrzewania. Na rycinie 4.10b przedstawiono rozktad temperatury w uktadzie
z mikrogrzejnikiem. Zauwazalny jest wzrost temperatury bezposrednio nad
mikrogrzejnikiem, przy jednoczesnym minimalnym jej wzroscie w poblizu
Scianek naczynia (ponizej 1 °C). Oznacza to, Ze ciepto generowane przez mi-
krogrzejnik jest efektywnie rozpraszane w objetosci cieczy wewnatrz naczynia,
natomiast na granicy uktadu ($cianki naczynia) jest skutecznie odprowadzane
do otoczenia inkubatora.

Dodatkowa wizualizacja (ryc. 4.11) przedstawia rozklad temperatury na
dnie naczynia po dostarczeniu mocy 22,64 mW, odpowiadajacej docelowej tem-
peraturze 39 °C. Dla lepszej czytelno$ci, w celu uwidocznienia gradientu tem-
peratury w obszarze komorek, z wizualizacji usunieto warstwe wody. Obraz ten



jednoznacznie potwierdza, Ze cieplo jest generowane i skupione w centralnej,
aktywnej cze$ci podtoza. Wyniki symulacji potwierdzaja, ze zaprojektowany
mikrogrzejnik realizuje zalozenie lokalnego ogrzewania. Jego wplyw termiczny
jest ograniczony niemal wytacznie do docelowego naczynia, nie oddziatujac
w istotny sposob na warunki w sasiednich hodowlach [50].

Ryc. 4.10. a) Naczynie hodowlane; b) rozktad temperatury w przekroju naczynia hodowlanego
z przetwornikiem impedancyjnym i mikrogrzejnikiem dla mocy rozpraszanej wynoszacej
22,6 mW [50]

Ryc. 4.11. Rozktad temperatury na podtozu hodowlanym w obszarze tworzenia sie
monowarstwy komérek dla mocy rozpraszanej z mikrogrzejnika wynoszacej 22,64 mW (czarnym
kolorem oznaczono powierzchnie ograniczona $ciankami naczynia hodowlanego) [50]
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Wryniki uzyskane z symulacji uktadu mikrogrzejnik — przetwornik im-
pedancyjny - naczynie hodowlane poréwnano z empirycznymi warto$ciami
otrzymanymi z pomiar6w charakterystyki termiczno-elektrycznej (ryc. 4.6).
W zakresie temperatur 37-40 °C réznica miedzy warto$cig symulowang a zmie-
rzong byta mniejsza niz 0,5 °C, co potwierdza doktadno$¢ modelu w typowym
zakresie fizjologicznym. W miare wzrostu temperatury powyzej 40 °C zaob-
serwowano zwigkszajacy sie rozrzut miedzy danymi symulacyjnymi a pomia-
rowymi (ryc. 4.12).

Ryc. 4.12. Charakterystyki temperatury w obszarze tworzenia sie monowarstwy komaérek
w funkgcji mocy mikrogrzejnika dla rzeczywistego oraz zamodelowanego ukfadu [50]

Przeprowadzone badania nad metoda lokalnej kontroli temperatury w ho-
dowlach komoérkowych mialy na celu ocenge mozliwosci selektywnego ksztat-
towania warunkow termicznych w obrebie pojedynczych naczyn hodowlanych
przy jednoczesnym zachowaniu niezmienionych parametréw Srodowiskowych
w pozostalej czedci uktadu. Opracowany mikrogrzejnik planarny z chromo-
nikieliny na podtozu ceramicznym umozliwia efektywny transfer ciepta do
monowarstwy komdrek i utrzymanie stabilnej temperatury, niezbednej dla
dtugotrwatych eksperymentéw biologicznych. Dzieki minimalnej odlegtosci
pomiedzy powierzchnig grzejnika a dnem naczynia uzyskano wysoka efek-
tywnos$¢ transferu ciepta, co umozliwia podniesienie temperatury w wybra-
nym naczyniu o kilka stopni Celsjusza w sposéb kontrolowany i powtarzalny.



Charakterystyka termiczno-elektryczna opracowanego mikrogrzejnika po-
twierdzita stabilno$¢ jego pracy w zakresie temperatur istotnych z punktu
widzenia hodowli komérek in vitro (38-44 °C). Stabilno$¢ rezystancji elementu
grzejnego w funkcji temperatury §wiadczy o wysokiej powtarzalnosci i nieza-
wodnosci zaproponowanego rozwigzania, co jest kluczowe w dtugotermino-
wych eksperymentach biologicznych.

W celu weryfikacji i lepszego zrozumienia dzialania uktadu opracowano
tréjwymiarowy model w §rodowisku CoventorWare, uwzgledniajacy wszystkie
warstwy materiatlowe, wymiane ciepta z otoczeniem oraz przeptyw pradu przez
rezystor grzejny. Przeprowadzone symulacje numeryczne pozwolily na wizu-
alizacje przeptywu ciepta i wskazanie nagrzewanych obszaréw oraz wykazaty
zgodno$¢ z wynikami pomiaréw termicznych uktadu. Rozktad temperatury
w modelu potwierdzit kumulacj¢ ciepta bezposrednio nad mikrogrzejnikiem
i minimalny wzrost temperatury przy $ciankach naczynia, co dowodzi selek-
tywnosci lokalnego ogrzewania.

Podsumowujac, zastosowanie mikrogrzejnika w potaczeniu z przetworni-
kiem impedancyjnym umozliwia réwnoczesng kontrole temperatury i monito-
rowanie odpowiedzi biologicznej komdrek technikg pomiaru impedancji ECIS.
Dzieki temu mozliwe jest jednoznaczne przypisanie obserwowanych zmian
biologicznych efektowi kontrolowanej modyfikacji warunkow termicznych.
Zaproponowane rozwigzanie moze stanowi¢ efektywne narzedzie do badan
wplywu temperatury na rozwoj i zachowanie komorek in vitro.

4.3. Badania nad termicznym uszkodzeniem monowarstwy
komorkowej

Badania przedstawione w niniejszym podrozdziale dotyczg opracowania i za-
stosowania mikrogrzejnika do kontrolowanego wywotywania lokalnych uszko-
dzen termicznych w monowarstwie komdrek w warunkach in vitro. Celem
prac byto zbadanie tworzenia si¢ rany oparzeniowej w kierunku opracowania
nowej metody leczenia zranienia termicznego. Osiggnieto to poprzez miej-
scowe podniesienie temperatury w ograniczonym obszarze dna naczynia ho-
dowlanego, co prowadzito do utraty adhezji komdrek oraz przerwania ciagtosci
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monowarstwy. Opisano przebieg eksperymentalnych hodowli komérkowych
z wykorzystaniem zaprojektowanych mikrogrzejnikow oraz komercyjnego
podioza 8W10E z przetwornikami impedancyjnymi. Przedstawiono odpowie-
dzi komorek na oddzialywanie termiczne z uzyciem techniki impedancyjnej
ECIS. Zaprezentowano procedure prowadzenia eksperymentdw oraz analize
zmian impedancji, rezystancji i pojemnos$ci w czasie trwania hodowli. Wyniki
uzupetniono obserwacjami mikroskopowymi, ktére umozliwity ocene stopnia
uszkodzenia monowarstwy oraz jej zdolnosci do regeneracji po zakoniczeniu
dziatania czynnika termicznego.

Gojenie si¢ ran jest niezbedne do przywrocenia funkcji barierowej skory.
Podczas tego procesu komorki na brzegach rany proliferujg i migruja, dazac
do powstania ponownego nabtonka na powierzchni rany. Testy gojenia ran
stuza do analizy molekularnych mechanizméw tego procesu oraz do oceny
potencjalnych $rodkéw terapeutycznych i metod leczenia wspomagajacych
regeneracje tkanek. Badania nad gojeniem si¢ ran wyja$niajg podstawowe
mechanizmy lezace u podstaw tego procesu, ale takze toruja droge do poprawy
juz istniejacych metod leczenia klinicznego.

Skdra jest najwigkszym powierzchniowo organem ludzkiego ciata, a utrzy-
manie jej funkcji barierowej jest niezbedne dla kazdego sprawnego organizmu.
Dynamiczny proces gojenia si¢ rany mozna podzieli¢ na pie¢ etapow, a miano-
wicie hemostazg, stan zapalny, proliferacje, migracje oraz dojrzewanie/przebu-
dowe [214, 215]. W trakcie tego procesu moga wystapi¢ powiktania, takie jak
infekcje, przewlekle tworzenie si¢ ran i nadmierne ich gojenie sie, prowadzace
do blizn przerostowych i bliznowcéow.

Gojenie ran jest procesem wieloetapowym i wysoce ztoZonym. W najprost-
szym modelu jego istote stanowi migracja komorek z otaczajacych obszarow
w kierunku miejsca uszkodzenia tkanki. W zwigzku z tym testy oceniajace
zdolnos$¢ do gojenia bazuja na modelach migracji, w ktérych monowarstwa
komorkowa jest celowo uszkadzana w $cisle kontrolowanych warunkach,
a nastepnie poddaje sie obserwacji i analizie proces odbudowy jej ciagtosci.
Potencjalne metody leczenia ran mogg by¢ analizowane za pomocg technik
in vitro jeszcze przed rozpoczeciem eksperymentdw in vivo. Testy in vitro sta-
nowig doskonale narzedzie do badania wplywu okre§lonych zwigzkow oraz
zmian genetycznych na proces gojenia. Badania te najczesciej prowadzi sie



w klasycznym dwuwymiarowym ukladzie monowarstwy komorek, ktéry cie-
szy sie powszechnym zastosowaniem, poniewaz umozliwia realizacje ekspery-
mentéw w standardowych warunkach hodowli, z wykorzystaniem aparatury
dostepnej w wiekszosci laboratoriow [214].

Podstawg typowego testu gojenia ran jest celowe uszkodzenie monowar-
stwy komoérek, co prowadzi do powstania wolnego od nich obszaru, ktéry na-
stepnie moze zosta¢ odbudowany przez komorki otaczajace. Wigkszo$¢ takich
badan obejmuje trzy etapy: zranienie monowarstwy, monitorowanie procesu
gojenia oraz gromadzenie danych (np. za pomocg mikroskopii lub pomiaru im-
pedancji), a nastepnie analiz¢ uzyskanych wynikéw. Na rycinie 4.13 przedsta-
wiono najczesciej stosowane metody uszkadzania komorek. Najpopularniejsza
znich jest test zarastania rysy (ang. scratch assay), ktory polega na mechanicz-
nym wprowadzeniu rany w warstwie komoérek poprzez drapanie. Dodatkowe
metody uszkodzenia komoérek obejmuja urazy termiczne, elektryczne, che-
miczne, mechaniczne i optyczne [215, 216].

Ryc. 4.13. Metody uszkodzenia komorek stosowane w testach gojenia ran: test zarastania
rysy (a), test stempla (b), test stempla ze zranieniem termicznym (c), wykorzystanie
podcisnienia (d), mikrofluidyczny test chemiczny (e), stata bariera (f), ablacja laserowa (g),
wykorzystanie napiecia elektrycznego (h) (na podstawie [215])
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Jednym z gtéwnych powoddw rozpowszechnienia testu zarastania rysy
jest stosunkowo prosta procedura. W tej metodzie zadrapanie jest wprowa-
dzane do pojedynczej monowarstwy komorek za pomoca ostrego przed-
miotu, np. konicowki pipety [217]. Stosowane sg réwniez inne urzadzenia do
drapania, m.in. specjalne skrobaki do komdrek i metalowe mikrowgtebniki.
Ekspozycja na obszar wolny od komoérek powoduje migracje komdrek do szcze-
liny. Sekwencje reprezentatywnych obrazéw z testu gojenia ran przeprowa-
dzonego na monowarstwie srédbtonka pokazano na rycinie 4.14 [218]. W tym
przyktadzie monowarstwe zarysowano konicowkga pipety, a migracje do szcze-
liny obrazowano w ciggu kilku godzin za pomoca mikroskopu optycznego.

Ryc. 4.14. Komérki srodbtonka zyty pepkowej cztowieka (ang. human umbilical vein endothelial
cells, HUVEC) po wykonaniu testu zarysowania za pomoca koncéwki pipety oraz w dwéch
momentach czasowych w odstepie kilku godzin po uszkodzeniu monowarstwy [217]

Glowne wady testu zarastania rysy obejmujq nieregularne zadrapania
podczas recznego zranienia oraz mozliwe zniszczenie powtok macierzy ze-
wnatrzkomorkowej na szalce do hodowli komorek podczas wprowadzania za-
drapan. Ponadto usuniete komorki mogg gromadzi¢ si¢ na krawedzi sztucznie
wprowadzonej szczeliny, tworzac zaporg, co moze utrudnia¢ analize danych,
a takze wplywac na proliferacje i migracje niezbedng do zamkniecia rany.

Test zarastania rysy jest najbardziej uznanym testem gojenia ran, czgsto
poréwnuje sie¢ wigc do niego nowe metody. Wiele metod zarysowania opi-
sanych w literaturze to warianty istniejacych testéw zarysowania recznego,
tyle ze wykorzystuja automatyzacje w celu uzyskania wysokiej wydajnosci
i powtarzalnosci [219].



Inna metoda mechanicznego niszczenia komorek in vitro jest stemplowa-
nie. Polega ona na przytozeniu do powierzchni hodowli komorkowej stempla
o okre$lonej geometrii i wywarciu nacisku, recznie lub w procesie zautoma-
tyzowanym, w celu lokalnego i kontrolowanego uszkodzenia lub catkowitego
usuniecia monowarstwy. Pozostale szczatki komorek sg albo usuwane, albo tez
pozostaja w ,,zranionym” obszarze. Do wiekszosci testow stemplowania uzywa
si¢ formy wykonanej z gumy lub polimerdéw, takich jak poli(dimetylosilok-
san) (PDMS). Forme mozna réwniez wygrawerowac¢ regularnymi wzorami,
np. kwadratowymi, koncentrycznymi kotami lub réwnoleglymi liniami. Jesli
szczatki komorkowe pozostang w miejscu stempla, mozna zbada¢ ich wplyw
na migracje komorek. Wada tego testu — jak w przypadku innych metod me-
chanicznych - jest nieregularnos$¢ obszaru stemplowanego, zwlaszcza przy
recznym wywieraniu nacisku na forme.

Z uwagi na to, ze uszkodzenia termomechaniczne naleza do najczestszych
urazow skory (np. w wyniku kontaktu z goracymi przedmiotami), model in
vitro do badania ich wptywu na komdrki stanowi niezwykle przydatne narze-
dzie. Stosujac stemple z kontrolowang temperatura, mozna odrozni¢ skutki
uszkodzen termomechanicznych od mechanicznych. Wady tej metody obej-
muja mozliwo$¢ przenoszenia ciepta poza rzeczywisty obszar uszkodzenia, co
moze wplywac na niskg powtarzalnos¢ okreslonego ,,zranienia” [220].

Tak jak wspomniano, do badan zwiazanych z gojeniem ran wykorzy-
stywana jest réwniez metoda pomiaréw impedancji elektrycznej struktury
komorki-podioza (ECIS). Zranienie monowarstwy komorek w obszarze elek-
trody uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie podwyzszonego impulsu elektrycz-
nego, ktory prowadzi do elektroporacji i §mierci komorki. Na elektrode poda-
wany jest prad zmienny, co umozliwia monitorowanie poczatkowego wzrostu
komorek, jak rowniez zranienia i odrastania ich warstwy. Zaletami tej metody
s3: pomiar w czasie rzeczywistym, a takze eliminacja btedéw ludzkich dzieki
automatyzacji. Wysoka poréwnywalnos¢ wynikow pomiedzy kolejnymi ekspe-
rymentami jest zapewniona, poniewaz destrukcje i odrost mierzy si¢ za pomoca
fizycznego parametru impedancji zamiast wynikéw optycznych. Wady obej-
muja trudne odrywanie zlewajacych sie warstw silnie przytaczonych komorek,
takich jak keratynocyty i fibroblasty. Dodatkowo zmiany w adhezji (adhezje
komodrka-komorka i komérka-podtoze) oraz gestos¢ warstwy komorkowej
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moga wplyna¢ na pomiar impedancji. Ponadto podczas zranienia przepltyw
pradu powoduje wygenerowanie ciepta w najblizszym otoczeniu elektrody,
co moze dodatkowo wplywac¢ na zywotno$¢ komorek znajdujacych si¢ w po-
bliskich obszarach [221, 222].

Uszkodzenie monowarstwy komorek moze by¢ rowniez realizowane z wy-
korzystaniem ablacji laserowej, polegajacej na usuwaniu komdrek za pomoca
precyzyjnie ogniskowanej wigzki laserowej. Urazy indukowane impulsami
laserowymi charakteryzuja sie wysoka powtarzalnoscig i kontrolowalno$cia,
co czyni t¢ metode szczegolnie przydatng w badaniach wymagajacych stan-
daryzowanych modeli uszkodzen komérkowych [223].

4.3.1. Mikrogrzejniki z wykorzystaniem ptytki PCB

Przeprowadzenie testowej hodowli komorkowej w badaniach gojenia ran
oparzeniowych wymagato wytworzenia elementéw grzejnych montowanych
bezposrednio pod komercyjnym podtozem pomiarowym ECIS o oznacze-
niu 8W10E (ryc. 2.5). Wybrane podloze zawiera osiem naczyn hodowlanych
z okragla elektrodg pomiarowa. Elektroda aktywna jest pokryta warstwa die-
lektryczng zawierajaca dziesig¢ otworéw o Srednicy 250 um. Wybor tego pod-
toza wynikat z mozliwos$ci monitorowania hodowli komoérkowej w dziesieciu
punktach pomiarowych. Zatozono, ze co najmniej kilka z nich znajdzie si¢
bezposrednio nad elementem grzejnym w trakcie hodowli, co umozliwi obser-
wacje zmian parametrow elektrycznych podczas lokalnego wzrostu tempera-
tury oraz analize zachowania komorek po jej powrocie do wartoséci panujacej
w inkubatorze.

Realizacja mikrogrzejnika na podtozu ceramicznym w wariancie o bar-
dziej ztozonej geometrii okazata si¢ trudna w dostepnych warunkach techno-
logicznych. Problem dotyczyt uktadu zawierajacego osiem mikrogrzejnikéw
wraz ze $ciezkami doprowadzajacymi i polami kontaktowymi. Z uwagi na te
ograniczenia zdecydowano si¢ na zastosowanie prostszego rozwigzania, bazu-
jacego na plytce drukowanej PCB. Umozliwito ono wykorzystanie istniejacej
warstwy miedzi do wykonania §ciezek przewodzacych i pél kontaktowych. Na
tak przygotowanym podlozu osadzono nastepnie warstwe chromonikieliny,
ktora pelnita funkcje rezystancyjnego elementu grzejnego.



Pierwszym etapem prac bylo zaprojektowanie odpowiedniej maski tech-
nologicznej (ryc. 4.15) do przeprowadzenia procesu fotolitografii warstwy mie-
dzi. Projekt maski bazowat na uktadzie $ciezek przedstawionym w rozdziale 2,
jednak zostal zmodyfikowany w celu dotaczenia rezystoréw z chromonikie-
liny. Obszary przeznaczone na elektrody pojemnosciowe pozostawiono wolne.
Mialy one w kolejnym etapie technologicznym umozliwi¢ dotaczenie i elek-
tryczne potaczenie rezystancyjnych mikrogrzejnikéw, tworzac w ten sposob
zintegrowang platforme pomiarowo-grzewczg. Po przeciwnej stronie w sto-
sunku do podtoza hodowlanego projekt zawierat pola montazowe przezna-
czone do polaczenia z programowalnym zasilaczem. Na masce umieszczono
rowniez numeracje kolejnych mikrogrzejnikow, odpowiadajacg numeracji
naczyn na podtozu pomiarowym ECIS o oznaczeniu SWE10.

Ryc. 4.15. Wzdr maski do wytrawienia miedzi na ptytce drukowanej

Ptytki do wykonania obwoddw drukowanych FR-4 o grubosci 0,8 mm
docieto do rozmiaréw 85 mm X 38 mm pasujacych do podtoza ECIS 8W10E.
Proces fotolitografii przeprowadzono, stosujac emulsje §wiattoczutg Positiv-20.
Naswietlanie wykonano przez 3 minuty §wietléwka UV-A o mocy 20 W.
Wz6r wytrawiono za pomoca uniwersalnego wywotywacza AGT-087 firmy
AG TermoPasty.

Warstwe chromonikieliny, stanowigca rezystancyjny element grzejny,
osadzono metoda rozpylania magnetronowego z wykorzystaniem urzadzenia
NANO 36™ firmy Kurt J. Lesker. Geometri¢ prostokatnych mikrogrzejnikow
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uzyskano metodgq maskowania przy uzyciu ta§my kaptonowej, ktéra ostaniata
wybrane obszary podtoza przed procesem osadzania metalu (ryc. 4.16).

Przygotowano elementy grzejne o szerokoSciach w przedziale
445-1361 um, co pozwolito na charakterystyke ich zachowan termicznych
oraz elektrycznych. Wymiary cienkowarstwowych rezystoré6w zmierzono z wy-
korzystaniem mikroskopu VHX 5000 (ryc. 4.17).

Ryc. 4.16. Plytki drukowane zawierajace mikrogrzejniki z chromonikieliny oraz $ciezki
doprowadzajace i pola kontaktowe z miedzi



Ryc. 4.17. Najwezszy i najszerszy z wytworzonych mikrogrzejnikéw z chromonikieliny
o szerokosciach odpowiednio: 445 um (u géry) i 1361 um (u dotu)

4.3.2. Dynamiczna praca grzejnikow

Dla grzejnikdéw z chromonikieliny wytworzonych na plytce drukowanej zapla-
nowano przeprowadzenie testowej hodowli komorek odzwierzecych z krot-
kotrwaltym wilaczeniem grzejnika w celu wywotania lokalnego uszkodzenia
termicznego. Wymagato to ustalenia odpowiednich warunkdéw zasilania pod-
czas hodowli. W tym celu grzejniki zamocowano pod naczyniem hodowlanym
wypetnionym woda, a na jego dnie umieszczono czujnik temperatury Pt100,
ktorego rezystancj¢ mierzono za pomoca multimetru Keysight 34410A.

Po dziesieciu sekundach od rozpoczecia monitorowania sygnatu z czuj-
nika Pt100 wiaczano zasilanie grzejnika na okreslony czas, a nastepnie je
wylaczano, stale rejestrujac temperature uktadu na dnie naczynia. Pomiar
przebiegat w trybie automatycznym, sterowanym oprogramowaniem przygo-
towanym w $Srodowisku Matlab. Do zasilania grzejnikéw uzyto programowal-
nego zasilacza Hameg 4040. Temperatura byla rejestrowana co ok. 60 ms, co
zapewniato odpowiednia dynamike pomiaru reakcji uktadu (ryc. 4.18-4.19).
Na podstawie zebranych danych pomiarowych sporzadzono charakterystyke
temperatury w funkcji energii dostarczonej do uktadu (ryc. 4.20).
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Ryc. 4.18. Temperatura w funkgji czasu w uktadzie mikrogrzejnik — naczynie hodowlane podczas
podgrzewania trwajacego 10s, dla mocy 0,79 W, T__ =70,50 °C, R, =2460Q, U =44V

max grzejnika zasilania

Ryc. 4.19. Temperatura w funkgcji czasu w uktadzie mikrogrzejnik — naczynie hodowlane podczas
podgrzewania trwajacego 12 s, dlamocy 0,5W, T__ =60,28 °C, R =2610Q, U =36V

max grzejnika zasilania



Ryc. 4.20. Temperatura na dnie naczynia hodowlanego w funkgji energii dostarczonej
do mikrogrzejnika z linig aproksymacji

Przeprowadzone pomiary umozliwily zaplanowanie eksperymentéw ho-
dowli komorek in vitro z wykorzystaniem mikrogrzejnikéw. Przyjeto wartos$ci
mocy w zakresie 0,33-1,66 W dostarczanej do uktadu w czasie 5-12 s. W tabeli 4.2
przedstawiono plan eksperyment6w dla 8 mikrogrzejnikéw umieszczonych pod
podtozem pomiarowym ECIS. W kolumnach podano kolejno: numer ekspery-
mentu, energie dostarczong do uktadu, obliczong moc, czas dostarczania ener-
gii, napigcie zasilajace mikrogrzejnik, jego numer, rezystancje oraz umowny
czas od dodania komoérek do naczynia hodowlanego.

Tabela 4.2. Plan eksperymentéw nr 1-8 z hodowla komdrkowa z wykorzystaniem przetwornikéw
impedancyjnych i mikrogrzejnikéw

.. . Czas od
. Czas Napiecie . Rezystancja .
Energia . s Nr mikro- . . . rozpoczecia
grzania | zasilajace . . mikrogrzejnika .
[J] grzejnika hodowli
[s] [vi [Q] "
[h:min:s]
1 2,5 0499 |5 55,2 3 6100 48:43:34
2 4,0 0,335 | 12 28,4 8 2410 48:35:02
3 5,0 0,455 | 11 33,2 1 2420 48:36:21
4 6,1 0,607 | 10 38,4 6 2430 48:37:20
5 7,0 0,773 | 9 43,6 5 2460 48:38:28
6 8,0 1,004 | 8 51,2 4 2610 48:40:00
7 9,1 1,294 |7 69,2 2 3700 48:41:07
8 10,0 1,665 | 6 95,6 7 5490 48:42:33
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Do przeprowadzenia hodowli komorek wykorzystano stanowisko po-
miarowe uzyte przy wczesniejszych hodowlach komoérkowych. Zostato ono
rozbudowane o zasilacz R&S Hameg 4040 oraz oprogramowanie sterujace.
Plytka PCB z mikrogrzejnikami oraz poditoze 8W10E z naczyniami hodowla-
nymi zostato umieszczone w stacji bazowej systemu ECIS Z-Theta (ryc. 4.21).
W trakcie hodowli mysich fibroblastow monitorowano warto$ci parametréow
elektrycznych (impedancje Z, rezystancje R, pojemno$¢ C) przy 11 ustalonych
czestotliwo$ciach sygnatu z zakresu 62,5 Hz-64 kHz. Pierwszy eksperyment
trwal ponad 114 godzin i dla kazdej z czestotliwo$ci byt wykonywany nieza-
lezny pomiar co 2 minuty. W okre$lonym czasie od momentu dodania komérek
do naczynia hodowlanego uruchamiano procedure wiaczenia mikrogrzejnika,
zgodnie z wytycznymi zawartymi w planie eksperymentu. Po zakoniczonej ho-
dowli usunigto pozywke i wykonano zdjecia monowarstwy komorek na dnie
naczynia hodowlanego przy uzyciu mikroskopu optycznego VHX 5000. Analiza
obrazéw pozwolila na oceng stanu i ciggtosci monowarstwy komorkowe;.

Ryc. 4.21. Ptytka drukowana z mikrogrzejnikami zamocowana bezposrednio pod matryca
pomiarowa ECIS w stacji bazowej



Wyniki pomiaréw wskazuja, ze w czasie 114 godzin komorki fibroblastow
mysich przeszly typowy, petny cykl Zycia, obejmujacy etap adhezji, namna-
zanie, stabilizacj¢ oraz obumarcie. Na wykresach zmierzonych parametrow
elektrycznych sporzadzonych dla typowych czestotliwosci sygnatu widoczny
jest moment wiaczania mikrogrzejnika dostarczajacego ciepto do uktadu
(ryc. 4.22-4.24). Okoto 50. godziny trwania hodowli zachodza wyrazne dy-
namiczne zmiany warto$ci kazdego z mierzonych parametréw, co oznacza
gwattowna reakcje komdrek na pojawienie sie wysokiej temperatury. Komorki
tracily adhezje do podtoza i odrywaly si¢ od niego. Zbyt wysoka temperatura
powodowala réwniez u§miercenie komorek — cze$¢ z nich pozostata na pod-
fozu, tworzac bariere dla zywych komorek wykazujacych tendencje do migracji
w miejsce po oparzeniu. Jednocze$nie mozna zaobserwowac, ze lokalne pod-
niesienie temperatury nie usmiercito catej hodowli, czyli temperatura pozywki
nie wzrosta powyzej warto$ci krytycznej dla komorek niebedgcych w zasiegu
powierzchni grzewczej rezystora.

Charakter zmian obserwowanych na wykresach zmierzonej impedancji
oraz rezystancji (ryc. 4.22-4.23) jest bardzo zblizony. W zwiazku z tym wyniki
uzyskane dla wszystkich o§miu naczyn hodowlanych przedstawiono w postaci
wykreséw rezystancji i pojemnosci oraz obrazéw mikroskopowych dna naczyn
wykonanych w dniu zakonczenia hodowli.

Ryc. 4.22. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 114 h (dla f= 16 kHz) w eksperymentach 1-8, aktywacja mikrogrzejnika od t = 48 h 35 min
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Ryc. 4.23. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komorek trwajacej ok. 114 h
(dla f=4 kHz) w eksperymentach 1-8, aktywacja mikrogrzejnika od t = 48 h 35 min

Ryc. 4.24. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komoérek trwajacej ok. 114 h dla
(f= 64 kHz) w eksperymentach 1-8, aktywacja mikrogrzejnika od t = 48 h 35 min

Wyniki eksperymentéw nr 1-8, obejmujace odpowiedz elektryczng na ak-
tywacje mikrogrzejnika oraz stan monowarstwy komorkowej po zakoniczeniu
hodowli, zestawiono w tabeli 4.3.



Tabela 4.3. Wyniki eksperymentéw nr 1-8

L Nr mikro- | Stan monowarstwy po | Odpowiedz elektryczna na aktywacje
p- grzejnika | zakonczeniu hodowli | mikrogrzejnika

. . Wyrazna zmiana R, Ci Z; powrét do poziomu
Ciagfa, jednorodna . o
1 3 (ryc. 4.25) sprzed aktywacji i kontynuacja pierwotnego
ye & trendu zmian (ryc. 4.26)
Ciagta, jednorodna Wyrazna zmiana R Ciz powrot QO poziomu
2 8 (ryc. 4.27) sprzed aktywacji i kontynuacja pierwotnego
ye. & trendu zmian (ryc. 4.28)
5 : Ciagta, jednorodna Wyrazdnakzmlane.a..R, Ci Z po(\;vrotddo.pozmmu
(ryc. 4.29) sprzed a tywacp, przejscie do odmiennego
trendu zmian (ryc. 4.30)
. Gwattowna zmiana R, Ci Z; stabilizacja
Trwate uszkodzenie . - A
) parametréw na innym poziomie niz
4 6 monowarstwy; brak ' d ak . inik
regeneracji (ryc. 4.31) wystepowg y przed a .tywaqq grzejnika przy
zachowaniu wczesniejszego trendu (ryc. 4.32)
. Wyrazna zmiana R, Ci Z; stabilizacja parametréw
Trwate uszkodzenie . R
) na innym poziomie niz wystepowaty przed
5 5 monowarstwy; brak K . nika: cie do odmi
regeneracji (ryc. 4.33) aktywacja grzejnika; przejécie do odmiennego
) trendu zmian (ryc. 4.34)
. Wyrazna zmiana R, C i Z; stabilizacja
Trwate uszkodzenie - . A
) parametréw na innym poziomie niz
6 4 monowarstwy; brak ' d ak . inik
regeneracji (ryc. 4.35) wystepowg y przed a .tywaqq grzejnika przy
zachowaniu wczesniejszego trendu (ryc. 4.36)
7 5 Mikrogrzejnik ulegt uszkodzeniu na skutek przepalenia sciezki
rezystywnej elementu grzejnego (ryc. 4.37-4.38)
. Wyrazna zmiana R, Ci Z; stabilizacja parametréw
Trwate uszkodzenie na innym poziomie niz wystepowaty przed
8 7 monowarstwy; brak K Y . P inik 4 ¢hp / P
regeneradji (ryc. 4.39) a tyvx’/a_qa; grzejnika przy zachowaniu
tr wczesniejszego trendu (ryc. 4.40)

W toku eksperymentéw nr 1-3 po dostarczeniu do naczynia energii z za-
kresu 2,5-5 J zaobserwowano wyrazne zmiany wartosci rezystancji i pojemno-
$ci w momencie wlgczenia mikrogrzejnika, co moze wskazywac¢ na czasowg
utrate adhezji komorek do podioza. Jednocze$nie obrazy mikroskopowe wy-
konane po zakonczeniu eksperymentu potwierdzaja, Ze w obszarze podda-
nym oddzialywaniu termicznemu monowarstwa komoérkowa ulegta w tych
przypadkach pelnej regeneracji (ryc. 4.25-4.30). Taki wynik mozna uzna¢ za
najbardziej oczekiwany, gdyz wskazuje na powstanie przejsciowego uszko-
dzenia monowarstwy w trakcie aktywacji mikrogrzejnika przy jednoczesnym
zachowaniu zdolnos$ci komdrek do regeneracji.
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W eksperymentach nr 4-6 oraz 8, w ktérych dostarczono energie z zakresu
6,1-10 J, stwierdzono trwate uszkodzenie obszaru monowarstwy komorkowej
w obszarze oddzialywania termicznego. Komorki obumarty, tworzac bariere
z martwych komorek, ktora ograniczyta lub uniemozliwita proces regeneracji.
Uszkodzenia te byly nadal widoczne na obrazach mikroskopowych wykona-
nych po zakonczeniu hodowli (ryc. 4.31, 4.33, 4.35, 4.39).

Ryc. 4.25. Dno naczynia po eksperymencie nr 1 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x



Ryc. 4.26. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 1; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 43 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.27. Dno naczynia po eksperymencie nr 2 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 800x
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Ryc. 4.28. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f = 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 2; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 35 min (oznaczony linig przerywang)

120



Ryc. 4.29. Dno naczynia po eksperymencie nr 3 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.30. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 3; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 36 min (oznaczony linig przerywang)
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Ryc. 4.31. Dno naczynia po eksperymencie nr 4 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.32. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f = 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 4; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 37 min (oznaczony linig przerywang)

122



Ryc. 4.33. Dno naczynia po eksperymencie nr 5 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 400x

Ryc. 4.34. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 5; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 38 min (oznaczony linig przerywang)
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Ryc. 4.35. Dno naczynia po eksperymencie nr 6 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.36. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 6; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 40 min (oznaczony linig przerywang)
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Ryc. 4.37. Dno naczynia po eksperymencie nr 7 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.38. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f = 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 7; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 41 min (oznaczony linig przerywang)
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Ryc. 4.39. Dno naczynia po eksperymencie nr 8 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 400x

Ryc. 4.40. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 8; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 48 h 42 min (oznaczony linig przerywang)
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Hodowle komoérkowa powtérzono dwukrotnie z wykorzystaniem tej sa-
mej linii komodrkowej, identycznego uktadu pomiarowego oraz podtoza z mi-
krogrzejnikami przy zachowaniu niezmienionych warunkéw srodowisko-
wych. PodlozZe jednorazowego uzytku 8W10E zostalo wymienione na nowe.
Szczegbtowy harmonogram eksperymentdw nr 9-15 zestawiono w tabeli 4.4.
W trakcie hodowli komoérkowej do naczyn dostarczano energi¢ z zakresu
5,25-12,11 J, przy czasie aktywacji mikrogrzejnika wynoszacym 5-12s.

Tabela 4.4. Plan eksperymentéw nr 9-15

o . Czas od

(&£ Napiecie . Rezystancja q

. i Nr mikro- . . . rozpoczecia
grzania | zasilajace . . mikrogrzejnika ik
grzejnika hodowli

[s] vl [al .

[h:min:s]
9 5,25 1,049 |5 80 7 5490 49:54:53
10 |5,89 0,536 | 11 36 8 2410 49:47:24
11 | 6,07 0,607 | 10 384 1 2420 49:48:26
12 | 6,45 0,538 | 12 36 3 6100 49:46:14
13 | 6,95 0,773 | 9 43,6 6 2430 49:49:34
14 | 11,03 1,379 | 8 60 5 2460 49:50:43
15 112,11 1,730 | 7 80 4 2610 49:51:42

Podczas hodowli w ciagu 120 godzin komorki we wszystkich naczyniach
przeszly pelny, prawidlowy cykl rozwoju. Charakter zmian mierzonych para-
metréow elektrycznych (ryc. 4.41-4.43) byl zgodny z oczekiwanym wzorcem
oraz z wynikami uzyskanymi w poprzednich seriach eksperymentalnych.
Okoto 50. godziny od rozpoczecia hodowli, pod koniec fazy formowania sie
monowarstwy komodrkowej, wiaczano zasilanie mikrogrzejnikéw, powodu-
jac lokalne podwyzszenie temperatury w obszarze hodowli. Po zakonczeniu
eksperymentéw wykonano obrazy mikroskopowe dna kazdego naczynia ho-
dowlanego w celu oceny stanu monowarstwy komorkowe;.
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Ryc. 4.41. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 120 h (dla f= 16 kHz) w eksperymentach 9-15, aktywacja mikrogrzejnika od t = 49 h 46 min

Ryc. 4.42. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 120 h (dla f
=4 kHz) w eksperymentach 9-15, aktywacja mikrogrzejnika od t = 49 h 46 min

Ryc. 4.43. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajgcej ok. 120 h (dla
f= 64 kHz) w eksperymentach 9-15, aktywacja mikrogrzejnika od t = 49 h 46 min



Wyniki eksperymentéw nr 9-15, obejmujace odpowiedz elektryczna
uktadu na aktywacje mikrogrzejnika oraz stan monowarstwy komoérkowej
po zakoniczeniu hodowli zestawiono w tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Wyniki eksperymentéw nr 9-15

Nr mikro- | Stan monowarstwy po | Odpowiedz elektryczna na aktywacje
grzejnika | zakonczeniu hodowli mikrogrzejnika

Brak obserwowalnych zmian; mikrogrzejnik ulegt uszkodzeniu na skutek
przepalenia sciezki rezystywnej elementu grzejnego (ryc. 4.44-4.45)

10

Ciagta, jednorodna
(ryc. 4.46)

WyraZna zmiana R, Ci Z; powrét do poziomu
sprzed aktywacji i kontynuacja pierwotnego
trendu zmian (ryc. 4.47)

11

Ciagfa, jednorodna
(ryc. 4.48)

Niewielka, krotkotrwata zmiana R, C
iZ(ryc.4.49)

12

Brak obserwowalnych zmian; mikrogrzejnik ulegt uszkodzeniu na skutek
przepalenia sciezki rezystywnej elementu grzejnego (ryc. 4.50-4.51)

Trwate uszkodzenie

Gwattowna zmiana R, Ci Z; stabilizacja
parametrow na innym poziomie niz

obumarte komérki, brak
regeneracji (ryc. 4.56)

13 monowarstwy; brak ' d ak - inik

regeneradji (ryc. 4.52) wystepowg Y przed a .tywaqq grzejnika przy
zachowaniu wczeéniejszego trendu (ryc. 4.53)

W uszkodzonym Gwattowna zmiana R, Ci Z; stabilizacja

14 obszarze pozostaty parametréw na innym poziomie niz
obumarte komorki, brak | wystepowaty przed aktywacja grzejnika przy
regeneracji (ryc. 4.54) zachowaniu wczesniejszego trendu (ryc. 4.55)
W uszkodzonym Wyrazna zmiana R, Ci Z; stabilizacja

15 obszarze pozostaty parametrow na innym poziomie niz

wystepowaty przed aktywacja grzejnika przy
zachowaniu wczes$niejszego trendu (ryc. 4.57)

W eksperymencie nr 10 do naczynia hodowlanego dostarczono energie
5,89 J w czasie 11 s. Obrazy mikroskopowe wykonane po zakonczeniu ekspery-
mentu potwierdzaja, ze w tym przypadku monowarstwa komoérkowa w obsza-
rze poddanym oddziatywaniu termicznemu pozostata jednorodna (ryc. 4.46),
a zarazem na wykresach rezystancji i pojemnosci zaobserwowano wyrazne
zmiany ich warto$ci w momencie wlaczenia mikrogrzejnika (ryc. 4.47). Warto$ci
mierzonych parametréow w ciggu kilkudziesieciu minut powrécity do poziomu
sprzed aktywacji oddziatywania termicznego, a nastepnie kontynuowaly pier-
wotny trend zmian. Takie zachowanie jest charakterystyczne dla wystgpienia
czasowego uszkodzenia monowarstwy, po ktérym nastepuje jej regeneracja.
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W eksperymencie nr 11 dostarczono energie 6,08 J w czasie 10 s. Odnotowano
niewielka, krotkotrwatg zmiane parametrow elektrycznych. Analiza obrazow
mikroskopowych po zakonczeniu hodowli wykazala, Ze monowarstwa komor-
kowa pozostata ciagta i jednorodna (ryc. 4.48-4.49).

W eksperymentach nr 13-15, dla ktérych dostarczono energie z zakresu
6,95-12,11 J, stwierdzono gwaltowna zmiane wartosci rezystancji, pojemnosci
i impedancji, po ktdrej nastapit powrét do odmiennych pozioméw sprzed akty-
wacji mikrogrzejnika przy zachowaniu wcze$niejszego trendu zmian. Analiza
obrazow mikroskopowych wykonanych po zakonczeniu hodowli ujawnita
trwale, morfologiczne uszkodzenia monowarstwy komdérkowej w miejscach
oddzialywania mikrogrzejnikdw. Obszary te charakteryzowaty sie¢ wyraznym
ubytkiem zywych komoérek i nagromadzeniem szczatkow komoérkowych.
Powstata w ten sposob bariera z martwych komorek skutecznie zahamowata
lub catkowicie uniemozliwila proces regeneracji uszkodzonego obszaru przez
komorki z otaczajacej, zywej monowarstwy (ryc. 4.52-4.57).



Ryc. 4.44. Dno naczynia po eksperymencie nr 9 w powigkszeniach 50, 100, 200 i 400x

Ryc. 4.45. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f = 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 9; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu aktywacji
grzejnika t = 49 h 54 min (oznaczony linig przerywana). Brak obserwowalnych zmian po
aktywacji grzejnika wynika z uszkodzenia elementu grzejnego
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Ryc. 4.46. Dno naczynia po eksperymencie nr 10 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x
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Ryc. 4.47. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 10; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 47 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.48. Dno naczynia po eksperymencie nr 11 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.49. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 11; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 48 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.50. Dno naczynia po eksperymencie nr 12 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.51. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f = 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 12; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 46 min (oznaczony linig przerywana). Brak obserwowalnych zmian
po aktywacji grzejnika wynika z uszkodzenia elementu grzejnego
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Ryc. 4.52. Dno naczynia po eksperymencie nr 13 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 300x

Ryc. 4.53. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 13; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 49 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.54. Dno naczynia po eksperymencie nr 14 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 400x

Ryc. 4.55. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 14; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 50 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.56. Dno naczynia po eksperymencie nr 15 w powiekszeniach 50, 100, 100 i 100x

Ryc. 4.57. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 15; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 49 h 51 min (oznaczony linig przerywana)
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W kolejnej serii eksperymentéw oddziatlywanie termiczne aktywowano po
ok. 24 godzinach od momentu dodania komorek do naczynia, czyli przed ufor-
mowaniem si¢ jednorodnej monowarstwy komorek. Celem tego zabiegu byla
ocena potencjatu regeneracyjnego komorek po termicznym uszkodzeniu w za-
awansowanym etapie wzrostu. Energie z zakresu 7,97-16,65 J dostarczano w cza-
sie 10 s. Szczegolowy plan eksperymentdéw nr 16-21 przedstawiono w tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Plan eksperymentu nr 3 — parametry dla 8 mikrogrzejnikéw

Czas Napiecie Nr Rezystancja Czasod .

. e . . . . rozpoczecia
grzania | zasilajace | mikro- mikrogrzejnika k
Is] % rzejnika | [Q] hodowli
grzel [h:min:s]
16 | 7,97 0,797 | 10 44 1 2420 25:34:45
17 | 8,01 0,801 | 10 44,4 3 6100 25:35:33
18 | 13,79 1,379 | 10 60 6 2430 25:36:25
19 |15,08 1,507 | 10 60,4 8 2410 25:33:10
20 | 16,52 1,652 | 10 100,4 4 2610 25:38:47
21 | 16,65 1,665 | 10 95,6 5 2460 25:37:59

Hodowle komdrkowe przeprowadzone w ramach eksperymentéw nr 16-21
rozwijaly sie prawidtowo, prezentujac pelny, charakterystyczny cykl zyciowy ob-
serwowany w warunkach in vitro. Na wykresach zmian mierzonych parametrow
elektrycznych (ryc. 4.58-4.60) wyraZnie zaznaczaja si¢ kolejne etapy hodowli,
obejmujace adhezje, formowanie si¢ monowarstwy komorkowej, faze stabili-
zacji oraz etap obumierania komorek. Po aktywacji mikrogrzejnikow, ok. 24.
godziny od rozpoczecia hodowli, zaobserwowano gwaltowne zmiany warto$ci
impedancji, rezystancji i pojemnosci. Po uptywie kilkudziesigeciu minut wartosci
tych parametrow ulegly stabilizacji, a dalszy przebieg zmian odpowiadat cha-
rakterystycznym zmianom typowej hodowli komérkowe;.

Wyniki eksperymentéw 16-21 zestawiono w tabeli 4.7. Najbardziej istotne
zmiany zaobserwowano w eksperymencie nr 17, gdzie aktywacja mikro-
grzejnika wywolata wyrazng zmiane warto$ci parametréw elektrycznych,
co sugeruje lokalng utrate adhezji komérek w obrebie inicjowanego uszko-
dzenia tworzacej si¢ monowarstwy. Mimo to po zakonczeniu hodowli obrazy
mikroskopowe uwidaczniaja w pelni ciagla i zregenerowana monowarstwe.



Proces regeneracji jest rowniez widoczny na wykresach rezystancji i pojem-
nosci, gdzie po poczatkowym zakldceniu wartosci powracaja w ciggu kilku-
dziesigciu minut do poziomu sprzed aktywacji grzejnika, a nastepnie kontynu-
owany jest pierwotny trend zmian. W dalszym czasie wzrost rezystancji oraz
rownolegly spadek pojemnosci wskazujg na kontynuacje procesu formowania
jednorodnej monowarstwy (ryc. 4.63-4.64).

Ryc. 4.58. Zmiana modutu impedancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej
ok. 118 h (dla f= 16 kHz) w eksperymentach 16-21, aktywacja mikrogrzejnika od t = 25 h 32 min

Ryc. 4.59. Zmiana rezystancji w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 118 h
(dla f=4 kHz) w eksperymentach 16-21, aktywacja mikrogrzejnika od t = 25 h 32 min
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Ryc. 4.60. Zmiana pojemnosci w przypadku badania hodowli komérek trwajacej ok. 118 h (dla
f=64 kHz) w eksperymentach 16-21, aktywacja mikrogrzejnika od t = 25 h 32 min

W pozostatych eksperymentach odnotowano wyrazne zmiany wartosci R,
C oraz Z. Obrazy mikroskopowe wykonane po zakoriczeniu hodowli potwier-
dzaja brak regeneracji monowarstwy w miejscu uszkodzenia. Do potencjalnych
przyczyn niepowodzenia procesu regeneracji mozna zaliczy¢: ograniczong
zdolno$¢ migracyjng komorek wynikajaca z uformowania gestej warstwy, ich
niezdolnos$¢ do skolonizowania uszkodzonego obszaru, a takze degradacje
podtoza pod wptywem wysokiej temperatury, co moglo pogorszy¢ wtasciwosci
adhezyjne powierzchni i uniemozliwi¢ zasiedlenie uszkodzonych obszarow
(ryc. 4.61-4.62 oraz 4.65-4.72).



Tabela 4.7. Wyniki eksperymentéw nr 16-21

Nr
mikro-

Odpowiedz elektryczna na aktywacje

mikrogrzejnika

Stan monowarstwy po
zakonczeniu hodowli

grzejnika
Gwattowna zmiana R, Ci Z; powrét do
. . W uszkodzonym obszarze
16 |1 poziomu zblizonego do tego sprzed ozostaty obumarte komorki
aktywadji i kontynuacja pierwotnego E K Y - !
trendu zmian (ryc. 4.61) rak regeneracji (ryc. 4.62)
Wyrazna zmiana R, Ci Z; powrét do
17 |3 poziomu sprzed aktywacji i kontynuacja Ciaggfa, jednorodna (ryc. 4.64)
pierwotnego trendu zmian (ryc. 4.63)
Wyrazna Zmiana R CiZ st{iblll_zaq_q W uszkodzonym obszarze
18 |6 parametréw na innym poziomie niz przed pozostaly obumarte komérki
aktywacja grzejnika przy zachowaniu brak regeneracji (ryc. 4.66) !
wczesniejszego trendu (ryc. 4.65) 9 Jrryc. 4.
Wyrazna Zmiana RCiz sta.ablll'zaq.e? W uszkodzonym obszarze
19 |8 parametréw na innym poziomie niz przed ozostaty obumarte komérki
aktywacja grzejnika przy zachowaniu Erak re Znerac'i (ryc. 4.68) !
wczesniejszego trendu (ryc. 4.67) 9 Jrryc. .
Wyrazna zmiana R, Ci Z; wolne
stabilizowanie sie parametréw na innym Trwate uszkodzenie
20 |4 poziomie niz przed aktywacja grzejnika; monowarstwy; brak
przejscie do odmiennego trendu zmian regeneracji (ryc. 4.70)
(ryc. 4.69)
Gwattowna zmiana R, Ci Z; stabilizacja
. - AT W uszkodzonym obszarze
N |5 parametréw na innym poziomie niz przed pozostaly obumarte komérki
aktywacja grzejnika przy zachowaniu brak regeneracji (ryc. 4.72) !
wczesniejszego trendu (ryc. 4.71) 9 Jrryc. .
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Ryc. 4.61. Dno naczynia po eksperymencie nr 16 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 400x

Ryc. 4.62. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 16; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 34 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.63. Dno naczynia po eksperymencie nr 17 w powiekszeniach 30, 50, 100 i 100x

Ryc. 4.64. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 17; czas na osi zawezono do zakresu +5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 35 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.65. Dno naczynia po eksperymencie nr 18 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 300x

Ryc. 4.66. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 18; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 36 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.67. Dno naczynia po eksperymencie nr 19 w powiekszeniach 50, 100, 100 i 200x
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Ryc. 4.68. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 19; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 33 min (oznaczony linig przerywana)

145



Ryc. 4.69. Dno naczynia po eksperymencie nr 20 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 200x

Ryc. 4.70. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 20; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 38 min (oznaczony linig przerywana)
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Ryc. 4.71. Dno naczynia po eksperymencie nr 21 w powiekszeniach 50, 100, 200 i 800x

Ryc. 4.72. Zmiana rezystancji (dla f= 4 kHz) oraz pojemnosci (dla f= 64 kHz) podczas hodowli
komorek w eksperymencie nr 21; czas na osi zawezono do zakresu £5 h od momentu
aktywacji grzejnika t = 25 h 37 min (oznaczony linig przerywana)
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W ramach badan nad termicznym uszkodzeniem monowarstwy komorko-
wej przeprowadzono tgcznie 21 hodowli fibroblastow mysich, w ktérych mo-
nitorowano zmiany impedancji, rezystancji oraz pojemno$ci w funkcji czasu.
We wszystkich eksperymentach komorki przechodzity typowy cykl zycia in
vitro, obejmujacy faze adhezji, namnazania, stabilizacji oraz obumierania, co
potwierdza poprawno$¢ warunkéw hodowli.

Analiza odpowiedzi elektrycznej uktadu na aktywacje mikrogrzejnikéw
wykazala, Ze lokalne podniesienie temperatury prowadzi do wyraznych, dyna-
micznych zmian warto$ci mierzonych parametréw elektrycznych. Zmiany te byly
interpretowane jako efekt utraty adhezji komoérek do podtoza, ich czesciowego
odrywania sig oraz, w przypadku wyzszych energii, obumierania. Charakter ob-
serwowanych odpowiedzi byt silnie zalezny od energii dostarczonej do uktadu
oraz od momentu aktywacji mikrogrzejnika wzgledem etapu rozwoju hodowli.

W pierwszych seriach eksperymentéw, w ktorych mikrogrzejniki aktywo-
wano po uformowaniu si¢ jednorodnej monowarstwy komodrkowej, zaobser-
wowano trzy zasadnicze typy odpowiedzi biologicznej. W przypadku niskich
energii oddziatywania termicznego rejestrowano wyrazne, lecz przej$ciowe
zmiany rezystancji, pojemnosci i impedancji, po ktérych nastepowat powrét
warto$ci do poziomu sprzed aktywacji mikrogrzejnika oraz kontynuacja pier-
wotnego trendu zmian. Obrazy mikroskopowe wykonane po zakonczeniu
hodowli potwierdzaty petna regeneracje monowarstwy w obszarze poddanym
oddziatywaniu termicznemu. Taki przebieg eksperymentéw mozna interpreto-
wac jako model przej$ciowego uszkodzenia termicznego, po ktérym nastepuje
skuteczny proces gojenia.

Dla wyzszych energii oddzialywania termicznego obserwowano gwat-
towne zmiany parametréw elektrycznych, po ktorych nastepowat wolny powrot
do odmiennych pozioméw wartosci, przy zachowaniu wcze$niejszego trendu
zmian lub jego modyfikacji. W tych przypadkach analiza obrazéw mikroskopo-
wych ujawniala trwate uszkodzenie monowarstwy w miejscach oddziatywania
termicznego, obecno$¢ obumartych komoérek w tym obszarze oraz znikoma
regeneracje. Martwe komdrki tworzyly bariere mechaniczna, ograniczajaca
migracje zywych komorek i uniemozliwiajaca odbudowe ciagtej warstwy.

W kolejnej serii eksperymentéw oddziatywanie termiczne aktywowano na
weczesniejszym etapie hodowli, przed pelnym uformowaniem si¢ monowarstwy.



Celem byto okreslenie potencjatu regeneracyjnego komorek w zaawansowa-
nym, lecz niezakoniczonym etapie wzrostu. Wyniki tych badan wskazuja, ze
zdolno$¢ regeneracji jest silnie zalezna nie tylko od energii dostarczonej do
uktadu, lecz réwniez od stopnia organizacji monowarstwy w momencie wystg-
pienia uszkodzenia. W jednym z eksperymentow zaobserwowano petna rege-
neracje pomimo wyraznej, przejsciowej zmiany parametrow elektrycznych, co
potwierdza wysoka wrazliwo$¢ techniki ECIS na lokalne zmiany adhezji oraz
jej przydatno$¢ do monitorowania procesow gojenia w czasie rzeczywistym.

W pozostatych przypadkach wczesne oddzialywanie termiczne prowa-
dzito do trwatych uszkodzen w obszarze mikrogrzejnika, co moze by¢ zwig-
zane z ograniczong zdolnoscig migracyjng komorek, degradacja wlasciwosci
adhezyjnych podioza lub niekorzystnym wptywem wysokiej temperatury na
strukture powierzchni hodowlane;.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly, Ze zastosowanie mi-
krogrzejnikow w potaczeniu z technika ECIS stanowi skuteczne narzedzie do
indukowania i monitorowania lokalnych uszkodzen termicznych w mono-
warstwie komorkowej. Opracowana metoda umozliwia precyzyjne sterowa-
nie stopniem jej uszkodzenia oraz ocen¢ odpowiedzi biologicznej komorek,
w tym ich zdolnosci do regeneracji. Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie
wyraznych progow energetycznych oddzielajacych uszkodzenia odwracalne od
nieodwracalnych, co ma istotne znaczenie zar6wno dla badan podstawowych
nad mechanizmami gojenia ran, jak i dla potencjalnych zastosowann w mode-
lowaniu urazéw termicznych in vitro.

4.4, Dyskusja wynikow

W niniejszym rozdziale przedstawiono i oméwiono wyniki badan majacych
na celu ocene mozliwo$ci wykorzystania mikrogrzejnikow w systemie impe-
dancyjnego monitorowania hodowli komoérkowych. Gtéwnym zalozeniem
prowadzonych prac bylo opracowanie nowego sposobu umozliwiajacego pro-
wadzenie eksperymentdw in vitro w kontrolowanych, zr6znicowanych warun-
kach temperaturowych oraz ocena wptywu lokalnego wzrostu temperatury na
przebieg hodowli komdrkowej. W badaniach przewidziano dwa zastosowania
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mikrogrzejnika: lokalne ogrzewanie wybranego naczynia w matrycy naczyn
hodowlanych (rozdz. 4.2) oraz indukowanie miejscowych uszkodzen termicz-
nych w celu symulacji ran oparzeniowych (rozdz. 4.3).

Celem pierwszej czgéci prac badawczych byla ocena mozliwosci prowa-
dzenia réwnolegtych hodowli komorek in vitro w zréznicowanych lokalnie
warunkach temperaturowych. Do realizacji tego celu wytworzono cienkowar-
stwowy mikrogrzejnik z chromonikieliny. Zostat on umieszczony bezposred-
nio pod naczyniem hodowlanym, zapewniajac minimalny dystans pomiedzy
zrodtem ciepta a obszarem formowania si¢ monowarstwy komdrek. Nastepnie
przeprowadzono pomiary charakterystyki termicznej opracowanego uktadu.
Wykazano, ze dostarczana moc grzewcza umozliwia skuteczne i lokalne pod-
niesienie temperatury w obszarze namnazania komorek. W kolejnym etapie
opracowano model konstrukcyjny uktadu mikrogrzejnik - podtoze pomiarowe
oraz przeprowadzono symulacje termiczno-elektryczne. Uzyskane wyniki eks-
perymentalne pozostaja w zgodnosci z rezultatami symulacji numerycznych,
co potwierdza poprawnos¢ przyjetych zatozen projektowych. Oznacza to, ze
zaproponowana metoda lokalnego podgrzewania moze by¢ skutecznie i bez-
piecznie stosowana w eksperymentach z réwnolegtym prowadzeniem hodowli
komoérkowych w kontrolowanych warunkach. Umozliwia to jej wykorzystanie
do symulacji stanéw patologicznych, analizy odpowiedzi komoérek na zmiany
temperatury oraz testowania srodk6w farmakologicznych wptywajacych na me-
tabolizm lub przezywalno$¢ komoérek w warunkach podwyzszonej temperatury.

Druga czes$¢ badawcza dotyczyta wykorzystania mikrogrzejnika do in-
dukowania lokalnych uszkodzen termicznych w celu symulacji ran opa-
rzeniowych i analizy mechanizméw regeneracji monowarstwy komarek.
Zaplanowano lokalne podgrzanie fragmentu hodowli do temperatury wywo-
lujacej uszkodzenia komorek, a nastepnie obserwacjg procesu gojenia w czasie
rzeczywistym za pomocg systemu pomiarowego ECIS. W trakcie przeprowa-
dzonych prac badawczych obserwowano wyrazng zmiang wartosci rejestrowa-
nych parametréw elektrycznych w momencie aktywacji elementu grzejnego,
co interpretowano jako efekt utraty adhezji komoérek do podioza i powstania
obszaru pozbawionego zywych komorek.

W zaleznosci od dostarczonej energii cieplnej oraz etapu rozwoju hodowli
obserwowano rézng odpowiedz biologiczna. Przy nizszych temperaturach



oddziatywania termicznego zmiany parametréw elektrycznych miaty charak-
ter przej$ciowy, a obrazy mikroskopowe potwierdzaty zdolno§¢ komoérek do
regeneracji i odbudowy ciaglej monowarstwy. Z kolei przy wyzszych tempe-
raturach nastepowato trwate uszkodzenie monowarstwy w obszarach oddzia-
tywania mikrogrzejnikéw, a martwe komorki tworzyly bariere mechaniczng
uniemozliwiajaca migracje i regeneracje. Zjawisko to ogranicza mozliwo$¢
bezposredniego pordwnania uzyskanych wynikéw z powszechnie stosowanymi
modelami gojenia ran, jednak jednocze$nie wiernie odzwierciedla charakter
uszkodzen termicznych wystepujacych w przypadku oparzen.

Uzyskane rezultaty wskazuja, Ze zaproponowana metoda umozliwia nie
tylko ocene stopnia uszkodzenia monowarstwy, lecz takze identyfikacje progow
energetycznych oddzielajacych uszkodzenia odwracalne od nieodwracalnych.
Stanowi to istotng warto$¢ poznawcza w badaniach nad mechanizmami odpo-
wiedzi komorek na stres termiczny oraz w modelowaniu urazéw termicznych
in vitro.

Podsumowujac, integracja mikrogrzejnika z przetwornikiem impedan-
cyjnym ECIS stworzyta funkcjonalny uktad badawczy umozliwiajacy lokalng
i dynamiczng kontrolg temperatury przy jednoczesnym monitorowaniu od-
powiedzi biologicznej komorek. Zaproponowane rozwigzanie moze znalez¢
zastosowanie zar6wno w badaniach podstawowych nad fizjologiag komorek,
jak iw aplikacjach biomedycznych, takich jak testowanie terapii, modelowanie
urazow czy analiza proces6w regeneracyjnych w warunkach kontrolowanego
stresu termicznego.
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5.

Podsumowanie i wnioski

Pierwszy etap badan obejmowat ocene przydatnosci wybranych metali do bu-

dowy pojemnos$ciowych elektrod pomiarowych w uktadzie komoérka-podtoze

dostosowanych do wspotpracy z systemem pomiarowym ECIS Z-Theta.

Gléwnym celem byta ocena mozliwosci zastosowania powszechnie stosowa-

nych materiatéw cienkowarstwowych (Cu, Ni, Ti, NiCr) do wytworzenia elek-

trod pomiarowych i mikrogrzejnikéw w jednym uktadzie. W oparciu o ekspe-

rymenty przeprowadzone z wykorzystaniem mysich fibroblastow 1929 oraz

malpich komdrek VERO wykazano, ze:

elektrody miedziane przetwornikow impedancyjnych, tak jak si¢ spodzie-
wano, ulegaja szybkiemu procesowi degradacji chemicznej i wykazuja
cytotoksycznos¢, co potwierdzito ich znikoma przydatno$¢ do dlugoter-
minowych pomiaréw biologicznych,

elektrody niklowe, przy odpowiednim przygotowaniu powierzchni, umoz-
liwialy adhezje i proliferacje komérek, jednak wykazywaly duza zmien-
nos$¢ mierzonych parametréw elektrycznych miedzy powtérzeniami ogra-
niczajac ich uzyteczno$¢ w powtarzalnych badaniach,

elektrody tytanowe, mimo oczekiwanych dobrych wtasciwosci biokom-
patybilnych, okazaly si¢ niestabilne w warunkach eksperymentu i ule-
galy degradacji w obecnosci pozywki oraz pola elektrycznego. Mimo
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prawidlowego zachowania komorek, niestabilno$¢ elektrod istotnie obni-
zala wiarygodnos¢ i powtarzalno$c rejestrowanych wynikdw oraz utrud-
niata jednoznaczng interpretacje dynamiki rozwoju hodowli,

* elektrody z chromonikieliny wykazaty najwigksza stabilno$¢ oraz powta-
rzalno$¢ hodowli komdrkowych, umozliwiajac schematyczne monitoro-
wanie zmian impedancji zwigzanych z jej rozwojem.

Wszystkie hodowle komorkowe prowadzono zgodnie z obowigzujacymi
normami i standardami biomedycznymi. W ramach badan monitorowano
w funkcji czasu charakterystyki impedancji, rezystancji oraz pojemnosci ho-
dowli komérkowych. Uzyskane dane elektryczne skorelowano nastepnie z ob-
razowaniem mikroskopowym, co pozwolito na weryfikacje zgodnos$ci migdzy
charakteryzacja impedancyjna a rzeczywistym obrazem morfologii komorek.
Zaobserwowano, ze w hodowlach rozwijajacych sie prawidtowo zmiany para-
metréw elektrycznych w funkcji czasu odzwierciedlajg oczekiwany wzorzec,
potwierdzony wizualnie. Badania metoda ECIS wykazaty, ze chromonikielina
stanowi alternatywe dla konwencjonalnych elektrod ze zlota lub platyny. Jej
zastosowanie pozwala na unikniecie stosunkowo ztozonych i kosztownych
proceséw osadzania zlota lub platyny na podtozach polimerowych.

W kolejnym etapie badan zaprezentowano koncepcje i przeprowadzono
cykl badan nad sposobu lokalnego podgrzewania hodowli komdrkowych z prze-
twornikiem impedancyjnym z wykorzystaniem cienkowarstwowych mikro-
grzejnikéw rezystancyjnych wykonanych z chromonikieliny. Przeprowadzono
szereg doswiadczen technologicznych i eksperymentéw hodowlanych z wyko-
rzystaniem cienkowarstwowego mikrogrzejnika z NiCr na podtozu ceramicz-
nym oraz matrycowych rezystorow grzewczych na podtozu PCB wykonanych
metoda nanoszenia cienkiej warstwy i fotolitografii.

Pierwszy rodzaj przeznaczony jest do punktowego podgrzewania poje-
dycznego naczynia hodowlanego, minimalizujac przenikanie ciepta do naczyn
sasiednich. Dzigki tej konfiguracji, na jednej platformie pomiarowej mozliwe
jest rownolegle prowadzenie serii hodowli komoérkowych w odrebnych rezi-
mach temperaturowych. Pozwala to na bezposrednie poréwnanie i nieza-
lezng analize wptywu réznic temperatury na zywotno$¢, morfologie i funkcje



komorek w ramach tego samego eksperymentu, eliminujac zmienno$¢ miedzy
poszczegdlnymi probkami.

Drugi sposéb stuzy do matrycowego podgrzewania wszystkich hodowli
komoérkowych w trybie dtugotrwatym lub impulsowym. Umozliwia on induk-
cje lokalnych uszkodzen termicznych w celu symulacji ran oparzeniowych
i analize zdolnosci regeneracyjnych monowarstwy komorkowe;.

W obu przypadkach wykazano ze zastosowane mikrogrzejniki cienko-
warstwowe zapewniajg precyzyjng modulacje temperatury bez zaktocania
pomiaréw impedancyjnych. Opracowano w ten sposéb hybrydowa platforme,
faczaca pomiar stanu hodowli (ECIS) z mozliwo$cig stymulacji okreslonych
warunkéw temperaturowych stacjonarnych i dynamicznych. Przedstawione
rozwigzanie taczace monitorowanie hodowli komdérkowej przy wykorzystaniu
przetwornika impedancyjnego i mikrogrzejnika stanowi podstawe do opraco-
wania zaawansowanego instrumentu. Umozliwi on prowadzenie badan nad
kontrolowanym uszkadzaniem termicznym monowarstw komoérkowych w celu
modelowania gojenia ran oparzeniowych. Pozwoli na analiz¢ proces6w regene-
racji w réznych warunkach, w tym podczas aplikacji potencjalnych czynnikow
terapeutycznych, co otwiera droge do testowania eksperymentalnych terapii.

Do kluczowych osiagnig¢ zaprezentowanych w niniejszej pracy, zdaniem
autora, zaliczy¢ nalezy:

*  Rozszerzenie zakresu stosowania systemu pomiarowego ECIS poprzez:

o  Oceng oddzialywania réznych materiatéw metalicznych pozosta-
jacych w bezposrednim kontakcie z komoérkami na ich aktywnos$¢
biologiczna,

o  wykazanie przydatnosci cienkich warstw chromonikieliny , jako tan-
szej i technologicznie korzystniejszej alternatywy dla stosowanych
weczesniej ztota lub platyny,

o  opracowanie uktadu faczacego pomiar impedancyjny z lokalng kon-
trolg temperatury w hodowlach komérkowych,

o  zbadanie wielu hodowli z okre§leniem ich parametréw, co umozli-
wia skalowanie eksperymentow, tacznie ze stosowaniem statycznych
i dynamicznych zmian temperatury,
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o lokalng modulacj¢ warunkéw temperaturowych pojedynczych na-
czyn hodowlanych wraz z mozliwoscig analizy odpowiedzi biolo-
gicznej komorek pod wplywem tej zmiany,

o  zastosowanie dynamicznej zmiany temperatury przy uzyciu mikro-
grzejnikow wraz z réwnolegla analizg odpowiedzi biologicznej komo-
rek w celu symulacji uszkodzen termicznych i monitorowania pro-
cesOw regeneracyjnych, m.in. w modelu gojenia ran oparzeniowych.

=  Opracowanie konstrukcji i technologii cienkowarstwowych elektrod po-
jemnosciowych wykonanych z réznych metali (Cu, Ti, Ni, NiCr) na podtozu
poliweglanowym przy zastosowaniu proceséw niskotemperaturowych.

=  Projekt i realizacje cienkowarstwowych mikrogrzejnikéw, w tym mode-
lowanie i analizg¢ ich wta$ciwos$ci termicznych w kontekscie lokalnego
ogrzewania w uktadach do hodowli komérkowych.

=  Funkcjonalng weryfikacje zaproponowanych uktadéw pomiarowych oraz
oceng ich przydatno$ci w monitorowaniu odpowiedzi biologicznej komo-
rek hodowanych w warunkach kontrolowanej temperatury przeprowa-
dzong poprzez serie eksperymentdéw z wykorzystaniem linii komdrkowych
pochodzenia zwierzgcego (1929 oraz VERO).

Podsumowujac, badania przedstawione w niniejszej pracy wykazaly, ze mate-
rialy powszechnie uznawane za biokompatybilne, takie jak tytan i nikiel, nie spet-
niaja zaktadanych wymagan w zakresie dlugoterminowej stabilno$ci pomiarowej
w metodzie impedancyjnej. Natomiast chromonikielina okazata si¢ materiatem
optymalnym, umozliwiajacym wytworzenie stabilnych elektrod, na ktérych ho-
dowle komoérkowe zachowuja swdj potencjat biologiczny, rozwijaja sie prawidtowo,
aich stan jest wiarygodnie odzwierciedlany w wynikach pomiaréw elektrycznych.

Kolejny etap badan koncentrowat si¢ na potaczeniu przetwornika impe-
dancyjnego z mikrogrzejnikiem umozliwiajagcym zadawanie kontrolowanej
temperatury hodowli komérkowej, zardwno w trybie stacjonarnym, jak i dy-
namicznym. Wykazano, ze mikrogrzejniki wykonane z chromonikieliny na
podtozu ceramicznym oraz ptytce PCB, nie zakt6caja pomiar6w impedancji.
Tym samym potwierdzono mozliwo$¢ prowadzenia badan nad lokalng mo-
dulacje warunkow temperaturowych oraz wtasciwos$ciami regeneracyjnymi
komorek zwierzecych i ludzkich po uszkodzeniach termicznych.



Kontynuacja przedstawionych badan jest opracowanie w petni zintegro-
wanej platformy, w ktorej zar6wno przetwornik impedancyjny, jak i mikro-
grzejnik zostana wytworzone z jednej warstwy chromonikieliny. Takie roz-
wigzanie stworzy dwufunkcyjny model in vitro do badan nad gojeniem ran
oparzeniowych i odpowiedzig komdrek na stres cieplny.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy autora opracowany dwufunkcyjny
uktad stanowi jedno z pierwszych tego typu rozwigzan, umozliwiajacych jed-
noczesne monitorowanie odpowiedzi biologicznej komorek oraz kontrole wa-
runkdw termicznych hodowli. Opracowany uktad moze znalez¢ zastosowanie
w rozwoju narzedzi do badan i terapii spersonalizowanych, obejmujacych za-
rowno stany podwyzszonej temperatury, jak i — po rozszerzeniu ukladu o ele-
menty termoelektryczne, takie jak chtodziarka Peltiera - réwniez warunki
hipotermii.

Na podstawie wynikéw niniejszej pracy, potwierdzajacych przydatnosé¢
analizy impedancyjnej w badaniach nad odpowiedzig komorek na czynniki
zewnetrzne, autor przeprowadzil studium, gdzie celem byta wstepna ocena
mozliwos$ci wykorzystania pomiaréw impedancyjnych do detekcji odpowiedzi
komdrkowej na ekspozycje elektromagnetyczng oraz identyfikacja potencjal-
nych kierunkéw dalszych badan w tym obszarze [224].
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