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Kultivaéni komora pro in-vitro opticko-elektrické monitorovani biologickych kultur s im-
pedanénimi opticky-transparentnimi diamantovymi elektrodami

Oblast techniky

Technické fedeni se tyka oblasti tkafiového inZenyrstvi. Jedna se o sestavu kultivaéni komory pro
in-vitro bun&nou kultivaci a biokompatibilniho impedan¢niho senzoru s opticky-transparentnimi
diamantovymi elektrodami pro monitorovani ristu a proliferace biologickych kultur, s vyhodou
pro monitorovani bunéénych kultur na specifickych povrsich.

Dosavadni stav techniky

Neinvazivni techniky bez pouZiti barveni &i znadeni pro in vitro monitorovani riistu bun€k jsou
v popfedi svétového zajmu z diivodu jednoduchosti, rychlosti odezvy v realném €ase a vylouceni
testll na zvifatech. V soutasné dob& jsou vyuZivany dva analytické pfistupy vyuZivajici jednak
mikroskopické techniky s ¢asosb&érnym snimanim a dale systémy elektrické, zaloZené na pribéz-
ném snimani impedance senzoru pod vlivem Zivych biologickych kultur. Metoda impedanéniho
méfeni se jevi jako nejjednodus¥i a pfitom vykonna pro kvalitativni a kvantitativni analyzy bio-
logickych vzorkd. MéFeni impedanénich signald je vhodné pro monitorovani bunéénych kultur
a to nejen iontovych toki, ale i fazi vyvoje bunék [P. O. Bagnaninchi, N. Drummond, PNAS 108
(2011) 6462; I. Giaever, C. R. Keese, Nature 366 (1993) 591].

Dosavadni impedanéni senzory vyuZivaji zlatych hiebenovych kontakti, které jsou naneseny na
izolujicim materidlu - substratu (napf. sklo, plast). Tyto substraty sou€asné se strukturou hiebe-
novych kontaktl ¢asto omezuji moZnosti optického monitorovani. Pfipadné biochemické upravy
povrchu vyZaduji jejich optimalizaci vzhledem k pouZitym kontaktim €i substratu, stejné tak
smacivost povrchu je obtizné kontrolovatelna. Tyto komeréni feSeni jsou Casto uzpiisobeny do
formy kultivaénich desek, které neumoziiuji napiiklad potaZeni plochy senzoru rozliénymi funk-
cionalizovanymi povrchy (napf¥. kolagen nebo fibrin s riistovymi faktory aj.).

Diamant je prokazateln& vhodny material pro interakci mezi Zivou a neZivou piirodou zahrnujici
napf. biosenzory, kontrolovana rozhrani s biologickymi roztoky nebo funkéni umélé substraty
pro kultivaci bunék. Vyhodné vlastnosti diamantu pro kultivaci bun¢k jsou znamy ve spojeni
s objemovym monokrystalickym a nanokrystalickym diamantem. NaSe pfedchozi studie potvr-
dily, Ze nanokrystalické diamantové vrstvy, o velikosti zrna mensi neZ 250 nm, jsou dostatecné
kvality pro pfipravu funk&nich elektronickych prvki [L. Grausova, A. Kromka, Z. Burdikova, et
al., PLoS ONE 6 (2011) €20943]. Elektrické vlastnosti nanokrystalického diamantu odpovidaji
elektrickym vlastnostem monokrystalickému diamantu. Hranice zm pouze sniZuji celkovou
elektrickou vodivost danou sniZenim pohyblivosti nosi¢li naboje. Nespornou vyhodou je
transparentnost diamantovych senzori, jeZ umoZiiuje monitorovani bunééné morfologie a aktivity
v redlném Case jak z vrchni, tak i ze spodni strany senzoru.

Podstata technického feSeni

Technickym ukolem je najit feSeni, které poskytuje neinvazivni monitorovéni bunééné kultury
vyuzivajici vy$e zminénych optickych a elektrickych metod monitorovani a sou¢asn€ vyhovuje
pozadavkim na biokompatibilitu a chemickou odolnost viiéi bunéénému médiu a sérim.

Tento technicky tikol je vyfeSen pomoci statické kultivaéni komory pro in-vitro opticko-elek-
trické monitorovani biologické kultury, vyhodné pro monitorovani vyvoje bunééné kultury, ob-
sahujici impedanéni opticky-transparentni diamantovy senzor.

V jednom provedeni senzor tvoii plné transparentni povrch na bazi diamantu s vodiky termino-
vanymi hiebenovymi elektrodami a s kyslikem planarng izolovanym terminovanym povrchem.

V jiném provedeni senzor tvofi diamantem zapouzdfené hiebenové kovové elektrody.

V dal$im, vyhodném provedeni, je senzor tvofen vySe zminénymi dvéma vrstvami, kde na sub-
stritu je nejprve umisténa vrstva diamantu se zapouzdfenymi hiebenovymi kovovymi elektro-
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dami a na ni je nanesena plné transparentni vrstva na bazi diamantu s vodikem terminovanymi
hfebenovymi elektrodami planarné izolovanych kyslikem terminovanym povrchem.

Diamant vyhodn& kombinuje unikatni elektrické, optické, mechanické, chemické vlastnosti a bio-
kompatibilitu, a tak fe$i vy$e uvedeny technicky problém. Diamantové elektrody tak uspokojuji
biokompatibilitu a chemickou odolnost vii¢i bunéénému médiu a sérim. Soucasné diky jejich
optické transparentnosti dovoluji optickou analyzu biologickych kultur.

Navic, makroskopické vlastnosti diamantu z pohledu elektrickych a biologickych vlastnosti lze
ménit vodikovou ¢i kyslikovou terminaci povrchu, kterd méni povrchovou elektrickou vodivost,
indukovany elektricky dipdl, elektronovou afinitu, chemickou reaktivitu, povrchovou energii
a smacivost povrchu.

V jednom z provedeni mohou byt diamantové elektrody tvofici senzor ve formé monokrystalu.
V dal$im, vyhodném provedeni, jsou diamantové elektrody ve formé synteticky pfipravenych
nano-/mikro-krystalickych diamantovych vrstev nebo ve formé€ diamantového prasku.

Biokompatibilita a chemicka nete€nost v kombinaci s fyzikalnimi vlastnostmi jsou charakteris-
tické nejen pro monokrystalicky diamant, ale i uméle pfipravené tenké nano/mikro-krystalické
diamantové vrstvy.

V jednom z provedeni miize byt pro méfeni elektrickych signalti vyuZit senzor na bdzi mono-
krystalického ¢i mikro-krystalického diamantu z divodu vy$3i vodivosti neZ u nanokrystalického
diamantu nebo neZ u diamantového prasku.

V dal§im, vyhodném provedeni, jsou pouZity nanokrystalické diamantové vrstvy deponované na
substratech, pfiCemZ substrat miiZe byt pln€ opticky transparentni. V tomto provedeni je substra-
tem sklo nebo plast. Vyhoda provedeni depozice nanodiamantu na substrat spo¢iva v efektivni
plose takového senzoru, kterd je vétsi nez dosahuji senzory na bazi monokrystalického nebo mi-
kro-krystalického diamantu. Takové provedeni mohou byt vyuZita v bio-elektronice.

Technologie pfipravy diamantovych elektrod v sobé kombinuje litografické kroky, jmenovité se
jedna o optickou a elektronovou litografii, spolu s oSetfenim povrchu. Ve vyhodném provedeni je
oSetfeni povrhu zaji§téno terminaci, napra§ovanim, nebo napafovanim.

Ve vyhodném provedeni jsou obé ¢4sti senzoru potaZeny dal$imi funkénimi materialy stimulujici
biologické kultury.

V dal$im vyhodném provedeni je diamantovy senzor kultivaéni komory odnimatelny. Vyhoda
tohoto provedeni spo¢ivd v tom, Ze umoZiiuje lepsi manipulaci se vzorky a samotnd kultivaéni
komora muiZe byt sterilizovana bez naruseni vzorku.

V dal§im provedeni umoZiiuje kultivaéni komora uchyceni a utésnéni senzoru a vytvari tak rezer-
voar pro nasazeni bun¢tné kultury a potfebné kultivaéni médium. Pfenos elektrického signalu je
feSen prostfednictvim pruZinovych kontaktd, které jsou pfitlateny na pfisluiné plosky senzori.
Na tyto kontakty je mozné pfipevnit odpovidajici konektor méficiho systému, tj. poéinaje plo-
chym viceZilovym kabelem, stinénym koaxidlnim kabelem nebo pfimo koaxidlnim konektorem.
Utésnéni senzorti miZe byt vyhodné provedeno za pomoci primyslovych tésnicich prvkd.

V dal$im vyhodném provedeni je pro zamezeni odparu kultivaéniho média a/nebo jeho kontami-
nace umisténo na komofe vicko.

V jednom provedeni je konstrukénim materidlem kultivaéni komory téiskové obrabény polykar-
bonat a tésnici prvek a/nebo prvky jsou vyrobeny ze silikonu. Pro sesazeni dilii jsou pouZity ne-
rezové Srouby, vyrobené napf. z austenitické nerezavé&jici oceli, typu A4, které nejsou v kontaktu
s kulturou. Pro lepeni ¢4sti byla pouZita epoxidova a kyanoakrylatova lepidla s atestem pro medi-
cinalni pouZiti.

Zarovenl vySe uvedené materialy jsou vhodné pro parni sterilizaci, pfip. chemickou sterilizaci
etanolem a vyhodné umozZiiuji opakovanou sterilizaci v autoklavu, aniZ by doslo k deformaci,
poskozeni, uvolnéni lepenych dilii.
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Vyhodou konstrukce takovéto kultivaéni komory je moZnost price v sterilnich podminkach,
v lamindrnim boxu v rukavicich, bez nutnosti dal$ich nastroju.

Objasnéni vykresi

Obr. 1 piedstavuje sestavenou kultivaéni komoru pro statickou kultivaci bun&nych kultur na
impedan¢nim senzoru umoziiujici pfipojeni méfici techniky.

Obr. 2 predstavuje explozivni nakres kultivaéni komory s jednotlivymi komponenty.
Obr. 3 pfedstavuje fez sestavenou kultivaéni komorou.

Obr. 4 predstavuje volitelné konfigurace senzort.

Piiklady uskute¢néného technického feSeni

Piiklad 1

V tomto piikladu ukazujeme provedeni kultivaéni komory pro statickou kultivaci bunék s rozhra-
nim pro méfeni impedan¢nich parametrti obsahujici senzor 6 podle obr. 1 a 2.

Kultivaéni komora pro uchyceni impedanéniho senzoru 6 je tvofena dvéma zakladnimi bloky,
tj. samotné télo 1 komory a podstavou 2 pro uchyceni senzoru 6. Podrobnéj$i znazoméni je
uvedeno v explozivnim nékresu na obr. 2 a v fezu sestavené komory obr. 3.

Samotné t€lo 1 komory ma v sob& vlepené pruZinové kontakty 3 zaji$tujici elektrické spojeni se
senzorem 6. V téle kultivaéni komory je vyfrézovany rezervoar 8 pro kultivaéni médium, sa-
motny senzor 6 se uchycuje do vybrani v podstavé 2. Utésnéni a zaroveii vymezeni vzdalenosti
mezi podstavou 2 se senzorem 6 a télem 1 komory zaji$tuje silikonové vymezovaci té€snéni 7.
Celd komora je sesazena pomoci stahovacich $roubil 5 s ryhovanymi maticemi. Pro zamezeni
odparu média a jeho kontaminace slouZi vic¢ko 4 komory. Aktivni kultivaéni plocha v tomto pfi-
pads je tvofena obdélnikem o ploe 7x10 mm®. Rezervoar 8 je dimenzovany aZ pro 1 ml média,
oviem prakticky objem je v rozmezi 500 aZ 700 ul kultivaéniho média.

Kultivatni komora umoziluje uchyceni a utésnéni senzoru 6 a vytvaii rezervoar 8 pro nasazeni
bunééné kultury a potfebné kultivaéni médium. Pfenos elektrického signalu je feSen prostfednic-
tvim pruZinovych kontaktli 3, které jsou pfitlateny na piislusné plosky senzoru 6. Na tyto kon-
takty je moZné pfipevnit odpovidajici konektor méficiho systému, tj. poéinaje plochym viceZilo-
vym kabelem, stinénym koaxidlnim kabelem nebo pfimo koaxialni konektor.

Piiklad 2

V tomto piikladu ukazujeme moZné provedeni kultivaéni komory, zejména pak, provedeni inter-
digitélnich diamantovych impedan¢nich senzorti 6 podle uvedeného technického feseni a obr. 4.

Pro aplikaci v oboru tkdrfiového inZenyrstvi jsou diamantové hiebenové senzory 6 pfipraveny na
opticky transparentnim substratu 16, vyhodné na skle, o preferovanych rozmérech od 10x10 mm
do 30x30 s tloustkou od 0,5 do 3 mm.

V tomto piikladu provedeni podle obr. 4a je senzor 6 tvofen diamantovou vrstvou 12, které je
nanesena na sklenéném substratu 16. Povrch 10 vrstvy 12 je upraven kyslikovou terminaci za
pomoci vyuZiti litografickych metod. Na diamantové vrstvé 12 jsou dale umistény zlaté elektrody
11. Ke zlatym elektroddm jsou déle pfipojeny vodikem terminované hiebenové elektrodové
struktury 9.

Na zéaklad¢ pouzité masky se daji vyrobit hiebenové elektrodové struktury 9 s riznou $itkou
elektrod 9 (50 um, 100 pm nebo 200 um). Kyslikem ukonéeny povrch 10 diamantu je pfipraven
v induktivné vazaném plazmatickém systému s pouZitim vhodné masky, ktera tvoii nevodivou
¢ast senzoru. Pro pfipojeni méticiho ptistroje jsou vyuZity pozlacené kovové kontaktni plosky
elektrod 11.
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Diamantova vrstva 12 byla pfipravena ve dvou riznych plazmatickych mikrovinnych reaktorech
s fokusovanou plazmou a plazmou buzenou podél lineérni antény z pracovni smési plynd CHy/H;
nebo CH4/H,/CO, a v rozsahu teplot substratu 16 od 250 °C do 800 °C

Pfiklad 3

V dal¥im ptikladu provedeni zobrazeného na obr. 4b je pozlacena kovové elektroda 11 je pfipra-
vena pfimo na sklenéném substratu 16.

Pfiklad 4

V piikladu provedeni odpovidajici obr. 4c je senzor 6 tvofen sklenénym substratem 16 s pozlace-
nymi kovovymi elektrodami 11, pfiéemZ na substratu 16 je diamantova vrstva 13 piekryvajici
kovové elektrody 11.

Tento typ senzoru 6, tj. diamantova vrstva 13 piekryvajici kovové elektrody 11 na sklenéném
substratu 16, je realizovan pomoci depozice diamantu pfes hfebenové elektrody 11 z plynné faze.
Morfologie diamantové vrstvy je pfizpisobitelna, coz umoZni skrze vliv velikosti zm, mnoZstvi
hranic zrm, poméru uhlikovych vazeb sp’/sp’ na interakci bufika-substrat 16. Navic povrch dia-
mantu miZe byt funkcionalizovan (O-, H-, OH-, F-, Cl-, NH,- ukonCenim povrchovych vazeb
diamantu ptipadn& biomolekulami DNA, proteiny, apod.) s cilem dal3ich aplikaci v bioinZenyr-
stvi.

Priklad 5

V ptikladu provedeni odpovidajici obr. 4d je senzor 6 tvofen sklenénym substratem 16 s pozlace-
nymi kovovymi elektrodami 11, pfi¢emZ na substratu 16 je vrstva diamantového pradku 14 pie-
kryvajici kovové elektrody 11.

Piiklad 6

Viechny vys$e uvedené typy senzorl 6 (ij. jak s transparentnimi tak i kovovymi kontakty) je tak
moZné napf. potahnout dal§imi materialy, napf. BMP2, kolagen, fibrin a jejich dali modifikace
napf. fibrin s navazanymi ristovymi faktory, které mohou ovliviiovat riist bun€k. Zaroveti tyto
rozméry umoziiuji praci napiikiad v kultivaénich miskdch riznych rozméri a objemi, coZ je
velkou vyhodou pravé pro funkcionalizované povrchy s ristovymi faktory, kde se jedna o znaé-
nou finan¢ni Usporu. Oba tyto senzory obsahuji plosky pro vyvedeni signalu a pfipojeni k méfi-
cimu systému. Na tyto plosky dosedaji odpovidajici kontakty v kultivaéni komofe.

Prumyslové vyuZitelnost

NavrZené feSeni senzoru a kultivaéni komory poskytuje nastroj vhodny pro studium chovani
rozli¢énych bun&nych kultur na specializovanych biokompatibilnich materidlech pouZitelnych
v oblasti tkafiového inZenyrstvi a regenerativni mediciny. Vyuziti impedanéniho méfeni pro rela-
tivni hodnoceni ristu bunék je oproti mikroskopickym technikdm jednodussi a zéroveri umoziuje
kontinualni méfeni bez nutnosti specializované a nadkladné mikroskopické techniky (mikrosko-
pické techniky pro ,.live-imaging*). Toto fefeni miZe nalézt uplatnéni v biologickych laborato-
iich zabyvajicich se oblasti tkafiového inZenyrstvi.

NAROKY NA OCHRANU

1. Staticka kultivaéni komora pro in-vitro opticko-elektrické monitorovani biologické kul-
tury, vyhodné pro monitorovani vyvoje bunééné kultury, obsahujici substrat (16), na kterém je
umistén impedanéni opticky-transparentni diamantovy senzor (6), vyznacujici se tim,

Ze senzor (6) je tvoien z:

- alespon dvou kovovych elektrod (11) umisténych na substratu (16); a
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a) plné transparentni diamantové vrstvy (12) na bazi diamantu s elektrodovymi strukturami (9),
pfi¢emz povrch hiebenovych elektrodovych struktur (9) je terminovany vodikem nebo,

b) diamantové vrstvy (13 nebo 14) pokryvajici kovové elektrody (11) nebo,

¢) kombinace vy$e dvou zminénych vrstev, pfiCemZ na substratu (16) je nejprve deponovana
diamantova vrstva (13 nebo 14) pokryvajici kovové elektrody (11) a na ni je nanesena vyse zmi-
néné plné transparentni vrstva (12) na bazi diamantu s elektrodovymi strukturami (9), pfi¢emz
povrch hfebenovych elektrod (11) je terminovany vodikem.

2. Staticka kultivaéni komora podle naroku 1, 'v yznadujici se tim, Ze povrch (10)
plné transparentni diamantové vrstvy (12) je dale upraven kyslikovou terminaci.

3.  Statické kultivaéni komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich ndrokd, vyzmnaéu-
jici se tim, Ze plné transparentni diamantové vrstvy (12 nebo 13 nebo 14) jsou na bazi
diamantu, ktery je ve formé monokrystalu nebo mikro- nebo nano-krystalu nebo diamantového
prasku.

4.  Staticka kultivaéni komora podle naroku 3, vyznacéujici se tim, nanokrystalicka
diamantova vrstva (12 nebo 13 nebo 14) je deponovana na substratu (16), pfiCemz substrat (16)
miZe byt vyhodné opticky transparentni, vyhodnéji sklo nebo plast.

5.  Statick4 kultivaéni komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokdi, vyzmacu-
jici se tim, Ze diamantové vrstvy (12 nebo 13 nebo 14) jsou dale potaZeny funkénim mate-
ridlem a/nebo funk&nimi materialy pro stimulaci biologické kultury a/nebo biologickych kultur.

6.  Staticka kultivaéni komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokl, vyzmaéu-
jici se tim, Ze senzor (6) je odnimatelny od kultivaéni komory.

7.  Staticka kultivaéni komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich nirokd, vyznaéu-
jici se tim, Ze komora dale obsahuje pruZinové kontakty (3) pro uchyceni a utésnéni sen-
zoru (6) ke kultivatni komofe, pfi€emZ pruzinové kontakty (3) se dotykaji odhalenych kovovych
kontaktl senzoru (6) za ucelem pienosu elektrického signélu.

8. Staticka kultivaéni komora podle niroku 7, vyznaéujici se tim, Ze k pruZino-
vym kontaktiim je pfipevnén konektor méficiho systému, vyhodné plochy viceZilovy kabel nebo
koaxialni kabel a/nebo koaxialni konektor.

9. Staticka kultivani komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich nirokl, vyzmadu-
jici se tim, Ze vtélu (1) kultivaéni komory je rezervoar (8) pro ticely umisténi kultivaéniho
média s biologickou kulturou, pfi¢emz rezervoar (8) je vyhodné odd€len od senzoru pomoci vy-
mezovaciho tésnéni (7) a jesté vyhodnéji tato komora déle obsahuje vicko (4).

10. staticka kultivaéni komora podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznaéu-
jici se tim, Ze

- télo (1) a/nebo podstava (2) je vyrobena z polykarbonatu,

- $rouby (5) jsou vyhodné vyrobené z nerezu, pfiem? se takovéto Srouby (5) nedotykaji biolo-
gické kuitury,

- k télu (1) jsou vyhodné ptilepeny pruZinové kontakty (3) pomoci epoxidového a/nebo kyano-
akrylatového lepidia.

4 vykresy
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