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Zastosowania wybranych metali w przyrzadach

do monitorowania kultur in vitro

Streszczenie. W pracy opisany zostat problem zwigzany z wysokimi naktadami koniecznymi do prowadzenia badarnn medyczno-
-biologicznych. Zaproponowano mozliwos¢ zastosowania niestandardowych rozwigzan poprawiajgcych efektywno$¢ kosztowg
prowadzenia eksperymentow in vitro metodg pomiaru impedancji elektrycznej. Opisano opracowane matryce z elektrodami wykonanych
zréznych materiatow do pomiaru impedancji elektrycznej komorek in vitro. Pomiary przeprowadzono wykorzystujgc komorki mysich
fibroblastéw L929 z uzyciem ptytek z elektrodami z Cu, Ti, NiCr i Ni. Postuzyty one do oceny wptywu danego materiatu na hodowle
komoérek i probe okreslenia mozliwo$ci ich zastosowania w eksperymentach medyczno-biologicznych.

Abstract. The paper describes the problem related to the high costs necessary to conduct medical and biological research. The possibility
of using non-standard solutions improving the cost-effectiveness of conducting in vitro experiments using the electrical impedance
measurement method was proposed. The developed matrices with electrodes made of various materials for the in vitro measurement of
cell electrical impedance are described. Measurements were performed using mouse L929 fibroblast cells using plates with Cu, Ti, NiCr
and Ni electrodes. They were used to assess the effect of a given material on cell culture and to attempt to determine the possibility of their
use in medical and biological experiments.(Application of selected metals in instruments for in vitro culture monitoring).

Stowa kluczowe: aplikacje biomedyczne, materiaty przewodzace, bioimpedancja, biokompatybilno$¢
Keywords: biomedical applications, conductive materials, bioimpedance, biocompatibility

Wstep

Wyboér materiatlu przeznaczonego do wykorzystania
w aplikacjach biomedycznych jest procesem wymagajgcym.
Oczekiwanym rezultatem jest dobdr materiatu, ktéry spetnia
stawiane wymagania oraz jego uzycie jest optacalne
z ekonomicznego punktu widzenia. Zgodnie z tym, kryteria
techniczne powinny iS¢ w parze z efektywnoscig kosztowag
gotowego wyrobu. Materiat przeznaczony do wykorzystania
w urzgdzeniach biomedycznych winien posiadaé
odpowiednie wiasciwosci fizyczne i mechaniczne, a jego

obrébka powinna by¢ stosunkowo prosta. Dodatkowo,
dobdr  ograniczony jest koniecznoscig stosowania
materiatéw biokompatybilnych [1].
Tabela 1. Zestawienie cen wybranych zrédet materiatéw
osadzanych w procesach fizycznego osadzana z fazy lotnej
Cena | Objetosé | Cena1mm®
. zrodta zrédta zrédta
Materiat ) . )
materiatu | materiatu materiatu
[Euro] [mm?] [Euro]
srebro 230,35 | 643519 0,0358
aluminium 89,10 | 6435,19 0,0138
ztoto 3072,00 | 3217,59 0,9548
kobalt 76,50 | 3217,59 0,0238
chrom 131,00 | 3217,59 0,0407
miedz 150,40 | 12870,37 0,0117
zelazo 92,65 | 3217,59 0,0288
nikiel 121,50 | 6435,19 0,0189
chromo-nikielina 180,00 6435,19 0,0280
zelazo-nikiel 171,70 | 6435,19 0,0267
pallad 1468,80 | 3217,59 0,4565
platyna 3294,72 | 3217,59 1,0240
azotek krzemu 868,50 | 6435,19 0,1350
ditlenek krzemu 290,70 | 6435,19 0,0452
tytan 116,10 | 6435,19 0,0180

W 2019 roku Amerykanska Agencia ds. Zywnosci
i Lekow FDA (ang. U.S. Food & Drug Administration)
przedstawita artykut dotyczacy reakcji biologicznych na
implanty metalowe [2]. Ukazany zostat obecny stan wiedzy
na temat zagrozen ptyngcych z wykorzystania niektérych
materialdbw w urzgdzeniach przeznaczonych do dziatania
w bliskim kontakcie z organizmem ludzkim. Jednym
z gtéwnych wnioskéw byto stwierdzenie, ze badania nad

niepozadanym wplywem materiatbw metalowych na
organizm ludzki powinny by¢ w dalszym ciggu prowadzone.
Na podstawie regularnego przegladu najnowszych
dowodoéw naukowych, FDA ogtosito, ze nadal brak
dostatecznych informacji dotyczgcych zagrozen i korzysci
wynikajgcych z uzycia niektdorych metali (m.in. stali

nierdzewnej, nintolu). Mimo, ze wiekszos¢ pacjentow
z wszczepialnymi  urzadzeniami  wykonanymi z tych
materialtdbw nie doswiadcza Zadnych niekorzystnych

skutkéw zdrowotnych, nadal odkrywane sg pojedyncze
przypadki, w ktérych diugotrwaly wptyw materiatow
w niektérych  wyrobach medycznych (m.in. plytkach
stabilizacyjnych i stentach) powoduje wystapienie reakc;ji
niepozadanych [3].

Innym powodem, dla ktérego warto prowadzi¢ badania
nad wptywem materialtbw na obiekty pochodzenia
biologicznego, jest okreslenie mozliwosci wykorzystania
danych materiatbw w tanich testach POC (ang. Point
Of Care). Pozwolitoby to na dostep do badan w miejscach,
w ktérych dostep do infrastruktury opieki zdrowotnej jest
mocno ograniczony. Testy takie umozliwityby takze szybsze
rozpoczecie terapii po  zdiagnozowaniu  choroby
w domowym zaciszu lub innym dogodnym i fatwo
dostepnym miejscu, nie wymagajgc przy tym obecnosci
wykwalifikowanego personelu i specjalistycznej aparatury
laboratoryjnej. Obecnie, podobne testy opracowywane sg
z my$lg o gospodarkach preznie rozwijajgcych sie (tj. Indie
i Chiny), w ktérych zapotrzebowanie na cenowo przystepne
metody diagnostyki takich chordb, jak gruzlica, malaria
i HIV notuje statg tendencje wzrostowg. Aby jednak istniata
mozliwo$¢ rozpowszechnienia dostepu do tego rodzaju
badan, konieczne jest poszukiwanie  materiatow
zapewniajgcych  obnizenie  kosztéw  produkcji  m.in.
jednorazowych testéw, przy zachowaniu ich wysokiej
czutosci i niezawodnosci.

Mimo, zZe istnieje technologia umozliwiajgca produkcje
réznego rodzaju urzadzen medycznych z przystepnych
cenowo materiatow (wytwarzanie przyrostowe), samo jej
uzycie jest kosztowne. Z tego powodu, uwage nalezy
kierowa¢ na optymalizacje ogodlnie dostepnych procesow
wytwarzania i ich wykorzystanie z uzyciem popularnych
i tanich materiatéw [4].
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Zazwyczaj prace naukowe poswiecone réznego rodzaju
bioczujnikom stuzagcym do wykrywania obecnosci réznych
substancji badz pomiarze ilosci wystepujgcych zwigzkéw,
pomijajg bardzo istotng kwestie zwigzang z czynnikiem
ekonomicznym. tatwos¢ produkcji oraz cena nie s3
omawiane, a cata uwaga skupiona jest na parametrach
samego urzgdzenia. Poprawna analiza badanych ptynow
biologicznych lub wiasciwosci komodrek jest niezmiernie
wazna. Jednak poszukujgc tanszych alternatyw konieczne
jest poznanie  mozliwosci  wykonania  podobnego
urzadzenia, posiadajgcego zblizong funkcjonalnosé przy
osiggnieciu korzystniejszego wyniku finansowego [5].
Jednym zrozwigzan jest zastgpienie drogich materiatéw
(np. ztoto, platyna) tanszymi materiatami, ktére mogg mie¢
nizszg biozgodnos¢, lecz w konkretnym zastosowaniu nie
wptywa to znaczgco na jakos¢ wykonanych pomiaréw. Jest
to szczegdlnie wazne w przypadku przyrzaddéw, ktére sg
jednorazowego uzycia badz takich, w ktérych pomiar trwa
bardzo krétko i wplyw zastosowanego materiatu na
otrzymane wyniki jest pomijalny.

Przedmiot badan

Gtéwnym powodem podjecia tematyki badawczej byt
aspekt ekonomiczny obecnie wykorzystywanych technologii
i materiatéw w aplikacjach biomedycznych. Diagnozowanie
oraz wykrywanie zmian komoérkowych wptywajgcych na
powstawanie roéznego rodzaju choréb lub innych zjawisk
i proceséw niepozgdanych jest jednym z najprezniej
rozwijajgcych sie obszaréw badan. Naukowcy od lat

udoskonalajg réznego rodzaju metody badan nad
organizmami  zywymi, jednak gtébwnie od strony
opracowywania nowych metod biologicznych. Celem

podjetych prac badawczych byto opracowanie rozwigzania,
ktéore pozwolitoby na prowadzenie eksperymentow
medyczno-biologicznych przy nizszym naktadzie

finansowym na przykladzie monitorowania aktywnosci
hodowli komdrkowej metodg pomiaru impedancji
elektrycznej.

Obecnie, do oceny biokompatybilnosci materiatow

wykorzystywane sg rézne metody analityczne. W ramach
przeprowadzonych eksperymentéw wykorzystano metode
bazujagcg na analizie wartosci impedancji elektrycznej
hodowli komodrek, zmierzonych w obecnosci elektrod
wykonanych z materiatdw przewodzgcych. Elektroda jest
strukturg wykonang w cienkiej warstwie metalu. Stuzy do
pomiaru zmiany wartosci rezystancji, impedancji oraz
pojemnosci mieszaniny ztozonej z komorek i substancji,
w ktérej sg one hodowane. Plytka zawierajgca zestaw
elektrod nazywana jest matrycg pomiarowg. Aktualnie,
komercyjnie stosowane matryce testowe zawierajg
elektrody wykonane ze ziota lub platyny. Jednak, ich
wysoka cena powoduje, ze prowadzenie badan na szerokg
skale jest znaczgco ograniczone. Tym bardziej, ze sg to
matryce jednorazowego uzytku. Aby zwiekszyé dostep do
powszechnego korzystania z tej metody, podjeto probe
okreslenia mozliwosci zastosowania tanszych materiatéw,
redukujgc tym samym niezbedne koszty prowadzenia
eksperymentow. Celem byto uzycie innych metali do
budowy matryc kompatybilnych z systemem pomiarowym
ECIS® Z-Theta, ktorych uzycie umozliwitoby prowadzenie
badan nad komérkami zywymi in vitro. Zastosowanie
matryc z elektrodami z innych materiatébw pozwoli zbadaé
zachowanie komérek hodowanych w bezposredniej
obecnosci danego metalu. Przy uzyciu metody pomiaru
impedanciji elektrycznej miata zosta¢ okreslona potencjalna
mozliwo$s¢  wykorzystania  konkretnych ~ materiatow.
W ramach realizacji zatozonego celu zdecydowano sie na
wykorzystanie miedzi (Cu), niklu (Ni), chromonikieliny (NiCr)

i tytanu (Ti). Dobdr podyktowany byt réznym poziomem
biokompatybilnosci powyzszych materiatow [6].

Realizacja prac badawczych

Celem prac byto wykonanie struktur umozliwiajgcych
prowadzenie badan invitro zuzyciem hodowli komoérek
przy akceptowalnych kosztach prowadzenia
eksperymentow. Koniecznym warunkiem byto
przeprowadzenie monitorowania hodowli za pomoca
pomiaru impedancji elektrycznej, zas jej wyniki powinny
umozliwia¢ analize typowych zachowan komorek.
W przypadku uzyskania wynikéw pozwalajgcych na analize
aktywnosci, reprodukcji i przemieszczania komorek, bedzie
mozna uznaé, ze wykonane przyrzady pozwolg na
okreslenie mozliwosci ich zastosowania w wybranych
aplikacjach.

Wykorzystujgc metode analizy parametrow
elektrycznych hodowli komérek poprzez pomiar ich
impedanciji, koniecznym byto okreslenie wtasciwosci, jakimi
powinna charakteryzowa¢ sie ptytka testowa. Obecnie
stosowane matryce wykonane sg w catosci z materiatow
biokompatybilnych, nieszkodliwych dla komoérek. Ponadto,
na ich powierzchni znajduje sie zwykle warstwa
biokompatybilnego dielektryka z niewielkimi otworami.
Koszt wykonania matrycy podyktowany jest wieloma
czynnikami, w tym: zakup podfoza i metali, wykonanie
proceséw  technologicznych, utrzymanie czystosci
i sterylizacja produktu, marketing etc. Zastosowanie
tanszych metali, zamiast ziota czy platyny, mogtoby byé
znakomitg alternatywg dla wielu zastosowan,
a jednoczes$nie wptynetoby znaczgco na koszt pojedynczej
matrycy.

w pierwszych eksperymentach catkowicie
zrezygnowano z warstwy dielektryka, dzieki czemu komorki
hodowane posiadajg bezposredni kontakt z materiatem na
stosunkowo  duzej  powierzchni.  Umozliwitoby  to
w przyszitosci uzycie wykonanych matryc réwniez do oceny
wplywu poszczegolnych materiatdw na obiekty biologiczne.

Pierwszym etapem prac bylo zaprojektowanie maski
technologicznej ptytki zawierajgcej zestaw elektrod. Bazujgc
na obecnie wykorzystywanych konfiguracjach
zdecydowano, ze najlepszym wyborem bedg struktury
grzebieniowe, przedstawione na rysunku 1.
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Rys. 1. Maski technologiczne  zawierajace  kondensator
grzebieniowy i pola montazowe; w rogu przedstawiono wersje
powiekszong kondensatora (wersja pozytywowa i negatywowa)
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Kolejnym krokiem byto opracowanie projektu ptytki
zawierajgcej zestaw struktur grzebieniowych. Wzorujgc sie
na komercyjnych plytkach typu 8W10E, zaprojektowano

maske z osmioma elektrodami znajdujgcymi sie na
pojedynczym  podtozu. Dzieki  takiemu  samemu
rozmieszczeniu pindw jak w przypadku standardowych
ptytek  dostarczanych przez  producenta  sprzetu
pomiarowego, wykonany zestaw moze zostaé
zaadaptowany do przegrowadzania eksperymentow
w aparaturze systemu ECIS™ Z-Theta.

Odlegtosci pomiedzy poszczegdllnymi palcami

kondensatora oraz ich szerokos¢ wynosita 200 pm.
Zaprojektowane maski wykorzystano do przeprowadzenia
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procesu fotolitografii zarébwno metodg pozytywowa (A), jak
i negatywowg (B) [7,8].

AE samiconductor SW200id(

Rys. 2. Maski technologiczne ptytek do pomiaru impedancji
komérek do wykonania fotolitografii metodg pozytywowag (A)
i negatywowa (B)

Po szeregu eksperymentach, struktury wytworzono
stosujgc metode lift-on”, z uzyciem pozytywowej emuls;ji
fotoczutej — Positiv 20. Cienkie warstwy metalu osadzono
na podtozu poliweglanowym  wykorzystujagc proces
rozpylania ~magnetronowego przy uzyciu napylarki
NANO 36™ firmy Kurt J. Lesker bedagcej na wyposazeniu

Politechniki Lubelskiej. Wzory uzyskano wykorzystujgc
uniwersalny wywotywacz do fotolakieréw i plytek
pozytywowych  AGT-087 lub metakrzemianu sodu
pieciowodny. Do trawienia warstw metalizacji uzyto

nadsiarczanu sodowego B327. Przeprowadzanie
eksperymentu metodg negatywowsg, z powodu konieczno$ci
zachowania idealnych proporcji miedzy gruboscig
fotorezystu a napylonego materialu, wigzatoby sie
z poniesieniem znacznie wigkszych kosztéw, co byto
sprzeczne z przedmiotem prowadzonych prac.

Rys. 3. Wytworzone matryce pomiarowe

Monitorowanie hodowli

wytworzonych matryc
Do badah laboratoryjnych wykorzystano komorki

fibroblastow mysich L 929 pochodzacych z Amerykanskiej

komoérek z wykorzystaniem

Kolekcji Hodowli Komérkowych (ang. American Type
Culture Collection, ATCC). Pomiar  impedancji
przeprowadzono przy czestotliwosci 16 kHz. Uzyskane

wyniki znormalizowano wykorzystujgc normalizacje min-
max wyrazong wzorem [9]:
(1) x' = X—Xmin :
Xmax~Xmin
gdzie x' to wartos¢ znormalizowana mieszczaca sie
w przedziale od 0 do 1, natomiast X, Xmin, Xmax OZNaczajg
odpowiednio  warto§¢ normalizowang oraz wartosé
najmniejszg i najwiekszg normalizowanego przedziatu.
Hodowla komoérek przy wykorzystaniu matryc
z elektrodami z miedzi zakonczyta sie sukcesem,
a uzyskane dane przedstawione na rysunku 4 pozwolity na
zaobserwowanie zmian spowodowanych aktywnoscig
komodrkowg. Wyniki uzyskano z siedmiu studzienek, do

ktérych zaaplikowano badane komoérki. Mimo toksycznosci
biologicznej uzytego pierwiastka, komérki rozmnozyty sie
i rozprzestrzenity po powierzchni elektrod, co widoczne jest
w zmianie wartosci impedancji. Zgodnie z oczekiwaniami,

zaobserwowano wzrost warto$ci impedancji w funkcji
czasu.
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Rys. 4. Wyniki pomiaréw impedancji dla 16 kHz przy uzyciu
matrycy z miedzianymi elektrodami

Matryca z elektrodami wykonanymi z tytanu dostarczyta
danych z wszystkich o$miu studzienek. Widoczne jest to na
wykresie znajdujgcym sie na rysunku 5. Charakter zmian
zarejestrowany w studzienkach nr 2, 3, 4, 7 odpowiada
oczekiwanemu. W studzienkach numer 1, 5, 6, 8
zarejestrowane zachowanie komorek jest trudniejsze do
analizy. Widoczne fluktuacje = spowodowane  byly
najprawdopodobniej  réznymi  fazami  cyklu  zycia
poszczegdlnych populacji komoérek. Ogélny charakter zmian
pozwala stwierdzi¢, ze doszto do proliferacji komorek, czyli
ich rozmnozenia i migracji, co widoczne jest w wzroscie
wartosci impedanc;ji.
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Rys. 5. Wyniki pomiaréw impedancji dla 16 kHz przy uzyciu
matrycy z tytanowymi elektrodami

W matrycy z elektrodami wykonanymi z chromonikieliny
nie zadziatata jedna para elektrod (nr4). Otrzymane
charakterystyki przedstawione na rysunku 6,
wygenerowane na podstawie uzyskanych wynikow,
podzieli¢ mozna na dwie grupy. Pierwsza zawiera wyniki ze
studzienek nr 1, 2, 3 i 5, druga zas ze studzienek nr 6, 7 i 8.
W obydwu grupach wartos¢ impedancji rosnie zgodnie
z oczekiwaniami wskazujgc na proliferacje komoérek. Po
fazie wzrostu nastepuje spadek mierzonych wartosci, co
oznacza¢ moze naturalne dla cyklu 2zycia komoérek
obumarcie. Faza ta, czyli apoptoza, zwigzana jest z utratg
adhezji martwych komérek do powierzchni elektrod.
Réznice widoczne na wykresie wynikaja z fluktuaciji
spowodowanych réznym stopniem aktywnosci
komorkowych oraz dynamikg ich namnazania
i rozprzestrzeniania sie po powierzchni elektrod.
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Rys. 6. Wyniki pomiaréw impedancji dla 16 kHz przy uzyciu
matrycy z elektrodami wykonanymi z chromonikieliny

Podczas eksperymentu z wykorzystaniem ptytki
z niklowymi elektrodami uzyskano wyniki z wszystkich
studzienek, co przedstawione zostato na rysunku 7.
W czasie przeprowadzania pomiaréw impedancji pojawity
sie jednak znaczne, niespotykane wczesniej, zmiany
mierzonych wartosci. Mimo, Zze charakter zmian byt
prawidiowy, krzywe  charakteryzowaly  sie  duzg
nieliniowoscig. Widoczny wzrost wartosci impedancji
w czasie wskazywat, ze dochodzi do proliferacji
i rozprzestrzeniania sie komoérek. Niepokojgce jednak nagte
skoki wartosci $wiadczyly, ze podczas hodowli elektrody
napotykajg na trudnosci podczas rejestracji zachodzacych
zmian. Aby zweryfikowa¢ przyczyn takiego stanu rzeczy
wykonano zdjecia mikroskopowe struktur po
przeprowadzeniu hodowli. W tym celu uzyto cyfrowego
mikroskopu VHX 5000 firmy Keyence.
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Rys. 7. Wyniki pomiaréw impedancji dla 16 kHz przy uzyciu
matrycy z niklowymi elektrodami

Zdjecia mikroskopowe ujawnity przyczyne labilnosci
charakterystyk. Okazalo sie, ze podczas eksperymentu
elektrody w obecnosci badanej mieszaniny ulegly
zniszczeniu. Aktywno$é komoérek powodowata czesciowe
lub catkowite zniszczenie metalizacji, co widoczne jest na
rysunku 8. W czasie trwania pomiaréw stopniowa
degradacja struktur powodowata zaktdcenia mierzonych
sygnatéow. Objawiato sie to niestabilnoscia w postaci
gwaltownych wzrostoéw mierzonych wartosci widocznych na
rysunku 7.

Procesy niszczace umozliwity jednak przeprowadzenie
pomiarow. Wskazujg na to zarejestrowane zmiany wartosci
parametrow  elektrycznych  hodowli  komoérek. Na
wykonanych zdjeciach w miejscach  wytrawionych
kondensatoréw widoczne s3g obiekty biologiczne biorgce
udziat w eksperymencie. Ich liczba wskazuje, ze doszio do
ich proliferacji i migracji po powierzchni dna studzienki.
Mimo toksycznosci niklu, komorki namnozyly sie na catym
mozliwym obszarze, bez wzgledu na to czy byla to
powierzchnia biokompatybilnego poliweglanu, czy
toksycznego metalu. W sytuacji, gdyby wplyw niklu

blokowat wzrost kultur komérkowych wystepujgce komorki
znajdowaltyby sie co najwyzej poza obszarem elektrod [10].
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Rys. 8. Rodzaje zniszczenh niklowych elektrod pomiarowych

Podsumowanie

Wyniki parametrow elektrycznych i analiza
mikroskopowa  wykorzystanych struktur  pozwalajg
stwierdzi¢, ze ptytki z elektrodami wykonanymi w metalizac;ji
miedzi, tytanu, chromonikieliny i niklu umozliwiajg ich
wykorzystanie do eksperymentéw z uzyciem komorek in
vitro. Uzyte w eksperymentach komoérki L 929 namnozyty
sie na powierzchni elektrod, dzieki czemu uzyskano
zadowalajgce wyniki wskazujgce na zajscie cyklu
komodrkowego. Charakter obserwowanych zmian miat
tendencje rosngcg, co sSwiadczy o tym, ze materialy nie
wplynely niszczgco na komorki, umozliwiajac ich rozwd;.
Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze mozliwe jest
obnizenie kosztow prowadzenia wybranych eksperymentéow
medyczno-biologicznych poprzez zastosowanie tanszych
materiatdw. Zaznaczy¢ nalezy, ze aby w peli poznacé
potencjat mozliwosci wykorzystania materiatéw
przewodzacych do zastosowan biomedycznych, konieczne
jest dalsze prowadzenie badan w zakresie wptywu
materiatdw na zachowanie organizméw zywych. Zasadnym
wydaje sie by¢ uzycie tanszych metali w przyrzgdach
jednorazowego uzytku lub takich, w ktérych kontakt
z substancjg pochodzenia biologicznego jest stosunkowo
krotki i nie wptywa znaczgco na wynik pomiaru.
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