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Kondensatory grzebieniowe z miedzi do monitorowania funkciji
zyciowych komoérek hodowlanych

Streszczenie. Celem przeprowadzonych prac badawczych byto okre$lenie wplywu miedzi na wzrost hodowli komérek podczas badania in vitro.
Dodatkowo, sprecyzowanie w jakich warunkach wykorzystanie danego materiatu bedzie wystarczajgce i pozwoli na otwarcie nowych Sciezek
rozwoju. W ramach prac badawczych zaprojektowano i wykonano kondensatory grzebieniowe z miedzi na biokompatybilnych podfozach. Warstwy
metalizacji osadzono metodg rozpylania magnetronowego na réznego rodzaju materiatach. Najlepsze rezultaty uzyskano na podfozach
z poliweglanu, spetniajgc wszystkie, wczesniej okre$lone wymagania, m.in. biokompatybilno$¢ oraz wytrzymato$¢ na wykorzystywane podczas prac
technologicznych roztwory chemiczne. Zaprojektowang geometrie kondensatoréw grzebieniowych uzyskano w procesie fotolitografii. Wytworzone
struktury testowe wykorzystano do monitorowania wzrostu hodowli komérek odzwierzecych, za pomocg pomiaréw parametrow elektrycznych.
Uzyskane wyniki pozwalajg na ocene mozliwo$ci wykorzystania miedzi w réznorodnych zastosowaniach biotechnologicznych.

Abstract. The target point of the research work was to determine the effect of copper on the growth of cell culture during in vitro testing. In addition,
specifying under which conditions the use of a given material will be more appropriate and sufficient, will allow opening new development paths. For
this purpose, copper comb condensers were designed and made on biocompatible substrates. The metallization layers were deposited by
magnetron sputtering on various materials. The best results were obtained on polycarbonate substrates, meeting all the previously specified
requirements, including biocompatibility and durability of chemical solutions used during technological works. The designed geometry of comb
capacitors was obtained in the photolithography process. The generated test structures were used to monitor the growth of zoonotic cell culture by
measuring electrical parameters. The obtained results allow to evaluate the possibilities of using copper in various biotechnological applications.

Copper comb capacitors for monitoring the life functions of the cultured cells

Stowa kluczowe: kondensator grzebieniowy, miedz, ECIS, pomiar impedancji komérek.
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Pomiar impedancji hodowli komérek

Analiza cyklu zycia komérki, od adhezji poprzez wzrost
do uzyskania w petni konfluentnej hodowli, az do obumarcia
komorki jest mozliwa dzieki wykorzystaniu techniki pomiaru
impedancji komérek w czasie rzeczywistym. Metoda ta
bedgca znakomitg alternatywg dla prac prowadzonych przy
zastosowaniu mikroskopéw, w ktérych wyniki otrzymuje sie
na podstawie obserwacji. Zostata ona wykorzystana w wielu
badaniach, miedzy innymi w diagnozowaniu inwazyjnego
charakteru komorek nowotworowych, funkcji barierowej
komorek srédbtonka, toksycznosci testdw in vitro bedgcych
srodkiem zastepczym dla testédw na zwierzetach oraz
transdukcji receptorow sprzezonych z biatkami G (GPCR -
ang. G Protein-Coupled Receptor) w celu odkrywania
nowych lekéw [3-5].

Badanie bioimpedancji polega na zmierzeniu impedanc;ji
tkanek, przez ktore jest przepuszczany prad elektryczny
o niskim natezeniu (1 mA). Komorke mozna ideowo
przedstawi¢ jako rownolegte potgczenie kondensatora oraz
rezystora. W tym przypadku rezystancja (R) opisuje opor
dla przeptywu pradu przez komérke, podczas, gdy
pojemno$¢ (C) opisuje rozdzielenie sie elektronow
w izolowanej podwodjnej warstwie btony komdrkowej, co
powoduje polaryzacje. W zwigzku z tym, ze ciato nie jest
jednolitym walcem, a jego opornos¢ i pojemnosé
elektryczna sg zmienne, poszczegolne tkanki majg swoiste
wlasciwosci w zakresie przewodzenia elekirycznego.
W szczegolnosci znaczenie w przewodzeniu pragdu ma
woda wraz z rozpuszczonymi w niej elektrolitami [4, 6].

Pomiar impedancji komérek w czasie rzeczywistym jest
mozliwy dzieki zastosowaniu systemu ECIS® (ang. Electric
Cell-substrate Impedance). Zbudowany jest w oparciu
o ukfad elektrod z cienkiej warstwy metalizacji, osadzonych
na biokompatybilnym podtozu takim jak np. poliweglan.
Hodowla komodrkowa wraz zniezbedng pozywkag
nanoszona jest bezposrednio na powierzchnie elektrod,
a polimer izolujgcy ogranicza obszar badania do okreslonej
geometrii [3, 5].

Naniesienie komorek na elektrody badawcze na matrycy
ECIS® powoduje w pewnym zakresie czestotliwosci (od

100 Hz do 100 kHz) wzrost impedancji. Rosngce na
powierzchni elektrody komorki stajg sie izolatorami, ktorych
rezystancja jest zalezna od morfologii, adhezji oraz liczby
komérek na elektrodzie. Przy wzglednie niskich
czestotliwosciach (<2 kHz) wiekszos¢ pradu przeplywa
przez przestrzenie miedzykomoérkowe, pod i pomiedzy
sgsiednimi  komorkami. Natomiast, przy stosunkowo
wysokich czestotliwosciach (>40 kHz) nastepuje przeptyw
bezposrednio przez przestrzenie komérkowe (przez btony
komodrkowe). Pomiar impedancji przy niskiej czestotliwosci
dostarcza informacji zwigzanych ze stabilnoscig adherenc;ji
komorek. Uzycie wysokiej czestotliwosci podczas pomiarow
dostarcza informacji na temat stopnia pokrycia elektrod
przez komorki [3, 4, 7, 8].

Wyszczegdlni€ mozna 3 charakterystyczne stany
(Rys. 1):

a) niepokryta komodrkami elektroda — stata wartosc
impedanciji (Zo);

b) inokulacja komdrek na powierzchnie elektrody,
wzrost komérek do momentu uzyskania konfluentnej
hodowli — wzrost impedancji az do momentu uzyskania
odpowiedniego ustabilizowanego poziomu (Z1);

c) badania wplywu réoznych stymulant na hodowle
komodrek — monitorowanie zmian impedancji w stosunku do
poziomu konfluentnej hodowli (Z7).
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Rys.1. Oczekiwana charakterystyka impedancji badanej hodowli
komorek w funkcji czasu [9]
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Wykorzystanie miedzi w aplikacjach medycznych

Szukajgc alternatywy dla obecnie wykorzystywanego
ziota, stosowanego aktualnie w pitytkach pomiarowych do
badania parametréw elektrycznych komoérek w systemie
ECIS, w niniejszej pracy skupiono sie na interesujgcym
metalu jakimi jest miedz (Cu). Wyboru dokonano ze
wzgledu na doskonate wiasciwosci elektryczne, dzieki
czemu jest najczesciej wykorzystywanym materiatem w
uktadach elektronicznych. Ponadto, miedz jest niezbednym
elementem wielu proceséw biologicznych. Jako metal
przejsciowy, zdolny jest do przechodzenia miedzy dwoma
stanami redoks, utlenionym Cu (ll) i zredukowanym Cu (I).
Pozwala to biatkom zawierajgcym Cu odgrywac istotng role
jako nosniki elektronéw i katalizatory redoks w organizmach
zywych. Praktycznie wszystkie organizmy wykorzystujg
miedz jako katalityczny kofaktor do proceséw biologicznych,
takich jak oddychanie, transport Zelaza, ochrona przed
stresem oksydacyjnym, wytwarzanie hormonéw
peptydowych, pigmentacja, krzepniecie krwi oraz
prawidtowy wzrost irozwdj komoérek. Jej najwazniejsze
funkcje zwigzane sg z udziatem w silnej aktywnosci redoks.
Wiasciwos¢ ta umiejscawia miedz w wyjgtkowej roli
kluczowego modulatora szlakéw transdukcji sygnatu
komodrkowego. Dodatkowo miedz bierze udziat réwniez w
wielu enzymatycznych procesach metabolizmu kosci i ich
tworzenia. Ponadto, Cu posiada pozgdane wilasciwosci
przeciwbakteryjne wobec szerokiej gamy bakterii, ze
wzgledu na gtéwny mechanizm inaktywacji centralnych
szlakéw katabolicznych i biosyntetycznych. Co wiecej,
w poréwnaniu ze zwyktymi srodkami przeciwbakteryjnymi,
takimi jak srebro (Ag) i cynk (Zn), miedz zapewnia najlepszy
kompromis  miedzy  wiasciwosciami  przeciwdrobno-
ustrojowymi a cytotoksycznoscig. Stwierdzono réwniez, ze
Cu jest czesto stosowany jako materiat wzmacniajgcy
imoze by¢ dodawany do stali nierdzewnej w celu
zwiekszenia jej odpornosci na korozje. Niestety, po
przekroczeniu pewnego progu stezenia, miedz dla komoérek
jest nieco toksyczna. Aby unikng¢ toksycznosci wolnych
jonow  Cu, wewnagtrzkomérkowe  stezenie  miedzi
regulowane jest przez dedykowane biatka, utatwiajgce jego
pobieranie, przepuszczanie, jak réwniez dystrybucje do
biatek docelowych i enzymoéw zaleznych od Cu. Wiasciwosé
to umozliwia wykorzystanie miedzi do zastosowan
biomedycznych [10-15].

Technologia struktur cienkowarstwowych

W ramach omawianej pracy wykonano, zaprojektowane
wczesniej, maski technologiczne wykorzystane podczas
procesu fotolitografii.  Nastgpnie  wytworzono  ptytki
z metalizacjg miedzi, za pomocg napylarki NANO 36™
firmy Kurt J. Lesker®. W procesie fotolitografii, uzyskano
zespot elektrod o] strukturze grzebieniowej,
wykorzystywanych do pomiaru impedancji komérek
w czasie rzeczywistym in vitro.

Pierwszym etapem prac bylo opracowanie ksztattu
elektrody do pomiaru impedancji komoérek. Wzorujgc sie na
obecnie wykorzystywanych konfiguracjach zdecydowano, iz
najlepszym wyborem bedg elementy grzebieniowe. Ich
szerokie zastosowanie pozwala na wykonywanie wielu
réznorodnych typow badan. Wynikiem prac byt projekt
maski z osmioma elektrodami znajdujgcymi sie na
pojedynczym biokompatybilnym podtozu. Po sekwencji
eksperymentdw zdecydowano, ze dalsze etapy prac
rozwojowych nad ptytkami do pomiaru impedancji komoérek
prowadzone bedg na kondensatorach grzebieniowych
o wymiarach 200 ym x 200 ym. Jako podtoza do osadzenia
metalizacji wykorzystano szkto laboratoryjne, polistyren
(PS), politereftalan etylenu (PET) oraz poliweglan (PC).
Gléwnym wymogiem bylo, aby materiat nie wpltywat

negatywnie na organizmy zywe i byt
koniecznych  plynéw  technologicznych.  Ostatecznie
podtozem, ktore  spetnito  wszystkie = wymagania
i umozliwiato swobodne jego stosowanie okazat sie
poliweglan. Po  doborze odpowiedniego podioza
spetniajgcego wszystkie stawiane wymagania i osadzeniu
metalizacji miedzi, nastepnym etapem prac zwigzanych
z wykonaniem plytek badawczych, bylo przeprowadzenie
procesu fotolitografii. W tym celu wykonano ptytki badawcze
na podtozu z poliweglanu, na ktérych w procesie rozpylania
magnetronowego osadzono warstwy miedzi o grubosci od
0,1do 1,0 ym.

W celu przygotowania wykonanej ptytki do badan, na
elektrodach umieszczane sg specjalne pojemniki, do
ktérych aplikowane sg badane zwigzki organiczne. Ich
przytagczenie nastepuje przez uzycie biokompatybilnego
sylikonu. Aby catos¢ byta sterylna, gotowe plytki
z zatwierdzonymi studzienkami poddaje sie bakterio-
béjczemu dziataniu promieniowania ultrafioletowego. Tak
przygotowany komplet stuzy do hodowli komoérek
i prowadzeniu na nich badan pozwalajgcych na pomiar
impedancji oraz okreslenie wynikajacych z jej wartosci
zaleznosci. Dzieki temu, iz rezystancja doprowadzen
znajdujacych sie na plytce badawczej nie przekraczata kilku
omoéw, przeprowadzono pierwsze testy z zastosowaniem
systemu ECIS®. Podioza, z przymocowanymi wczesniej
pojemniczkami, zostaly zamontowane w specjalnym
uchwycie sprzezonym z dedykowanym oprogramowaniem,
umozliwiajgcym potgczenie elektryczne do elektrod
(Rys. 2).

W trzech studzienkach umieszczona zostata pozywka
zawierajgca MEM Eagle (Pan-Biotech), uzupetniona o 10%
FBS Good HI (Sigma-Aldrich) i antybiotyki (100 I1U/ml
penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny, 25 ug/mL
amfoterycyny B, Pan-Biotech). Po 24 godzinach w jednej
z nich umieszczono komorki z linii mysich fibroblastow -
klon 929 NCTC [komoérka L, L-929, pochodna szczepu L]
(ATCC® CCL-1 ™) pochodzace z American Type Culture
Collection. Hodowle monitorowano przez 28 godzin,
w trakcie ktérej wykonano pomiary impedancji komérek
znajdujgcych sie w otoczeniu pozywki.

Na charakterystykach przedstawionych na rys.3
ukazano przebieg zmierzonej impedancji w funkcji czasu
przy skrajnych czestotliwosciach (62,5 Hz oraz 64 kHz).
Linig niebieskg oznaczono studzienke zawierajaca
fibroblasty, natomiast linie bezowa i szara wyznaczajg
impedancje odniesienia - studzienki zawierajgce jedynie
pozywke (bez hodowli komorek).
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Rys.2. Zestaw elektrod umieszczonych w uchwycie systemu ECIS®

60 PRZEGLAD ELEKTROTECHNICZNY, ISSN 0033-2097, R. 94 NR 9/2018



Tima (hes)

ast plytid abp [B4000 Hz)

Rys.3. Wyniki pomiaru impedancji dla czestotliwosci 62,5 Hz oraz 64 kHz, podczas hodowli komérek (linia niebieska) oraz pomiaru

impedancji odniesienia dla pozywki bez hodowli (linie bezowa i szara)

Podsumowanie

W ramach pracy zaprojektowano i wykonano struktury
zawierajgce kondensatory grzebieniowe 2z miedzi na
podtozu z poliweglanu. Konstrukcja przyrzadéw umozliwia
zamontowanie ich w systemie ECIS® do monitorowania
parametrow elektrycznych podczas hodowli komorek.
Uzyskano poprawne struktury na podtozu z poliweglanu
zwarstwg metalizacji miedzi, ktére postuzyty do
przetestowania ich podczas eksperymentu. Wstepne wyniki
pomiarow na plytkach wykazaly, iz mozliwe jest
przeprowadzenie hodowli. Nie zaobserwowano problemoéow
z namnazaniem sie komoérek na ptytkach badawczych.
Wygenerowane zostaty wykresy na podstawie otrzymanych
wartosci pomiaru impedancji oraz pojemnosci przy réznych
wartosciach czestotliwosci. Okazato sie, ze ich charakter
jest zblizony do wykresow obrazujacych wyniki uzyskane
podczas badan na plytkach z metalizacjg ztota, ktére sg
punktem odniesienia. Otrzymane rezultaty wskazuja, iz
przyrzady zostaty wykonane poprawnie pod wzgledem
technologicznym i elektrycznym.
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