Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische Elektronik

Monitoring multiparametrischer komplexer Mikrosensorarrays far
zellulare Analytik

Eléonore Cabala

Vollsandiger Abdruck der von der Fakultat fur Elektrotechnik und Informationstechnik der
Technischen Universitat Minchen zur Erlangung der akademischen Grades eines

Doktor -Ingenieurs

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr.-Ing. H.-G. Herzog

Prifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. rer. nat. habil. B. Wolf

2. Univ.-Prof. Dr.-Ing. habil. A. W. Koch

Die Dissertation wurde am 28.09.2006 bei der Technischen Universitat Minchen
eingereicht und durch die Fakultat fir Elektrotechnik und Informationstechnik am
29.01.2007 angenommen.






Danksagung

Ich mochte zuerst Herrn Prof. B. Wolf fiir die sehr gute Betreuung, fiir die interessanten wissen-
schaftlichen Vortrdge und Seminare, die er organisiert, und fiir die entspannte Atmosphére in seiner
Arbeitsgruppe danken.

Herrn Dr. H. Grothe mochte ich fiir seine Vorschldge zur Erstellung der Software und Datenaus-
wertungen sowie Korrektur der schriftlichen Arbeit danken.

Frau Dr. A. Otto und Herrn Dr. M. Brischwein danke ich fiir die Unterstiitzung in der Zellbiolo-
gie.

Herrn R. Arbogast und Herrn W. Ruppert sei fiir die Herstellung der Doppel-Kammer fiir die Glas-
Sensorchips gedankt.

Frau M. Remm danke ich fiir die Herstellung der Glas-Sensorchips.

Frau I. Szabadoz, Frau G. Teschner und Herrn A. Michelfelder sei fiir die Unterstiitzung im Zell-
kulturlabor gedankt.

Frau M. Briickl bin ich fiir die Unterstiitzung bei der Untersuchung der Glas-Sensorchips dankbar.
Frau M. Mayr sei fiir die Korrektur der schriftlichen Arbeit gedankt.
Herrn A. da Silva verdanke ich viele konstruktive Vorschlige.

Zuletzt spreche ich allen anderen Arbeitskollegen, Freunden, Eltern und meinem Bruder fiir ihre
Unterstiitzung und wissenschaftlichen Diskussionen meinen Dank aus.






Inhaltsverzeichnis

Einfiihrung
1.1 Zell-Chip-Systeme . . . . . . . . . .
1.2 Ziel der Arbeit . . . . . . . e
1.3 Software-Entwicklung . . . . . . . .. L
1.4 Gliederung der Arbeit . . . . . . . .. L
Uber die Zellen
2.1 Zellauftbau . . . . . . o e e e
2.2 Zellmetabolismus . . . . . . . .. L
2.2.1 Tier- und Hefe-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . .
2.2.2 Pflanzen- und Algen-Zellen . . . . . . . ... ..o o
2.2.3 Tumorzellen . . . . . . . . . .
2.3  Zellkulturtechnik . . . . . . . . . e
2.4 Zellwachstum und Zellsterben . . . . . . . . . . ..
2.4.1 Zellwachstum . . . . . . . . . . . .
2.4.2 Apoptose und Zellnekrose . . . . . . . . ... Lo

Material und Methoden

3.1 Sensorchips . . . . . . . L
3.2 SENSOTEIl . . . . v v v v e e e
3.2.1 PH-Sensoren . . . . . . . . .. .. e e
3.2.1.1 ISFET-Sensor . . . . . . . . . . .. . it

3.2.1.2 PH-Metalloxidsensor . . . . . . . . . . .. ... . ... ..

3.2.2 Sauerstoff-Sensoren . . . . . .. . ..
3.2.2.1 Planarer Sauerstoff-Sensor . . . . . ... ... ... ... ...

3.2.2.2  Optischer Sauerstoff-Sensor . . . . . . .. ... ... . oL

3.2.3 Impedanz-Sensor . . . . . . . . . ... e
3.2.3.1 IDES: Inter-Digital Electrode Structure . . . . . .. .. .. ... ...

3.2.3.2 Messprinzip . . . . . ...

3.2.4 Andere Sensoren . . . . . . ... e e e e e
3.3 Mikrokammer und Fluidik-System . . . . . .. . .. .. oo
3.4 Messgerdte . . . ... e e
3.4.1 Einkanal-Messgerat . . . . . . . . ... e
3.4.2 Glas-Sensorchip-Messgerat . . . . . . . . . ..o oo
3.4.3 Sechsfach-Tester . . . . . . . . . . . . . . e
3.4.4 LCR-Meter . . . . . . . . . . e e
3.4.5 Elektronische Zellzéhler . . . . . . . . . . . .. ... ... ... ... ... ...

3.5  Zelllinien und Kulturmedium . . . . . . . . . . . ... .. .. ..o
3.6 Mikroskop und Kamera . . . . . . . . . . o
3.7 Software . . . . . . . . e

11
11
13

15
15
17
17
18
18
19
20
20
21



6 INHALTSVERZEICHNIS
4 Messsignale und ihre Bearbeitung 33
4.1 FEinfihrung . . . . . . .. oL 33
4.2 Geloste Sauerstoffkonzentration . . . . . . . ... L Lo 34
4.2.1 FEinflussfaktoren auf die geloste Sauerstofftkonzentration . . . . .. . ... . .. 34
4.2.2  Evaluierung der Sauerstoff-Verbrauchsrate oder -Produktionsrate . . . . . . . . 35

4.3 Extrazellularer pH-Wert . . . . . . . . . .. 38
4.3.1 Pufferkapazitdt . . . . . . .. L 39
4.3.2 Evaluierung der extrazelluliren Ansduerung . . . . . . . . .. ... . ... ... 40

4.4  Sauerstoff-Verbrauchsrate und Ansduerungsrate: Messergebnisse . . . . . . . . . . . .. 41
4.5 Impedanz-Messungen . . . . . . . . . .. Lo 44
4.5.1 Zellwachstum . . . . . . . . .. 44
4.5.2  Zellwachstum und Morphologie/Adhisions-Anderungen . . . . . ... ... .. 48
4.5.2.1 Effekt von Cytochalasin B auf MCF-7-Zellen . . . . . ... ... ... 48

4.5.2.2  Effekt von Histamin auf HeLa- und MDA-MB-231-Zellen . . .. . .. 50

4.5.2.3 Effekt von Tamoxifen auf MCF-7-Zellen . . . . . . . . ... ... ... 51

4.5.3 Zellsterben . . . . . . L 54
4.5.4 Bearbeitung des Impedanz-Signals . . . . . . ... ... oo 55

4.6 Weiterverarbeitung der Messergebnisse . . . . . . . .. ... L Lo 58
4.6.1 Auswertung einer einzigen Messkurve . . . . . . ... ... 58
4.6.2 Auswertung einer Messreihe . . . . . . . ... L L L Lo 59

4.7 Vitalitdtsindex . . . . ..o 60
471 BedeutungdesIndex . . . . . . . . .. .. 60
4.7.2 Bestimmung des Vitalitdtsindex fiir tierische Zellen . . . . . . . .. . ... ... 60

4.8 Verarbeitung von mikroskopischen Aufnahmen . . . . . . .. ... ... ... ... .. 63
4.8.1 Auswertung des mit Zellen besetzten Anteils des Sensorchips . . . . .. . . .. 63

5 Software 67
5.1 Einfithrung . . . . . . . . 67
5.2 Eigenschaften der Zell-Chip-Software . . . . . . . . . ... ... ... ... ....... 67
5.2.1 Allgemeine Architektur . . . . . . .. ... 67
5.2.2 Datenmenge . . . . . . . ... 68
5.2.3 Zusammenhang der entwickelten Softwareprogramme . . . . . . ... ... ... 69

5.3 Mess-/Analyse-Software . . . . . . ... L 69
5.3.1 Installation der Software . . . . . . . . . . ... 70
5.3.2 Messungen starten und stoppen . . . . .. ..o Lo oL 70
5.3.3 Messungen importieren und darstellen . . . . . . . ... ..., 74
5.3.4 Messungen verarbeiten . . . . . . ... oL Lo 75

5.4 Messsoftware des Einkanal-Messgeréts . . . . . . . ... ... o L. 77
5.5 Messsoftware der Glas-Sensorchip-Messgeréte . . . . . . . . . ... ... ... 79
5.6 Implementierung . . . . . . . . ..o 81
5.6.1 ,Borland C++4 Builder“-Entwicklungsumgebung . . . . . ... ... ... ... 81
5.6.1.1 VCL-Komponentenbibliothek . . . . . . . ... ... ... ....... 81

5.6.1.2 Entwicklung von SDI- und MDI-Anwendungen . . . . ... ... ... 81

5.6.2 Allgemeine Funktionalitdten . . . . . . . . . . ... .. oL L 85
5.6.2.1 Verwaltung der Messkonfigurationen und Messinformationen . . . . . 85

5.6.2.2 Kommunikation durch die serielle Schnittstelle . . . . ... ... ... 86

5.6.2.3 Kommunikation mit NI-DAQ AD-Wandlerkarten . . . . . .. .. ... 88

5.6.2.4  Speicherung der Messdaten und Erfassung der Messzeit . . . . . . .. 88

5.6.2.5 Darstellung von annotierten Messkurven . . . . .. ... .. ... .. 90

5.6.3 Messsoftware des Einkanal-Messgeréts . . . . . . . ... ... L. 96



INHALTSVERZEICHNIS 7

5.6.4 Messsoftware des Glas-Sensorchip-Messplatzes . . . . . . ... ... ... ... 96

5.6.4.1 Kommunikation mit Gerédten und Kommunikationsprotokoll . . . . . 96

5.6.4.2 Programmstruktur und Algorithmen . . . . . . . ... ... ... 99

5.6.5 Mess-/Analyse-Software . . . . ... ... Lo 100

5.6.5.1 UML-Klassendiagramm . . . . . . . .. .. ... ... ... ..., 100

5.6.5.2 Format der Projektdatei . . . ... .. ... .. 0o 110

5.7 Datenbank . . . . .. 113

6 Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion 115
6.1 ZuKapitel 4 . . . . . 115
6.2 Zu Kapitel 5 . . . . Lo 116

7 Ausblick 117
8 Zusammenfassung 119
8.1 Zusammenfassung . . . . ... Lo 119
8.2 Abstract . . . . . . .. e 119

8.3 Résumé . . . . . 119






Kapitel 1

Einfiihrung

1.1 Zell-Chip-Systeme

Die Forschung an Zellen in vitro spielt eine sehr wichtige Rolle in der Medizin und Pharmakologie,
um Krankheiten zu verstehen, zu diagnostizieren oder Medikamente zu entdecken. Zudem konnen
Tier-Versuche vermieden werden. Verschiedene in vitro Tests werden von Pharma-Industrien und For-
schungslabor benutzt. Verbreitete Methoden sind so genannte Endpunkt-Methoden, die verschiedene
Parameter wie Zellzahl, transkribierte RNA oder Proteine analysieren, nachdem die Zellen mit einem
Wirkstoff inkubiert wurden. Andere sehr verbreitete Verfahren benutzen Mikrotiterplatten, kombiniert
mit optischen Sensoren, um fluoreszente oder lumineszente Signale von Zellen zu detektieren. Diese
Messmethoden sind in den 90er Jahren entstanden und haben immer mehr an Bedeutung gewonnen,
da 24, 96, 384 bis 1536 parallele Tests durchgefiihrt werden kénnen, was ein Hochdurchsatzscreening
von Wirkstoffen erlaubt (Taylor et al. [37] [42]).

Das Prinzip der Fluoreszenz-Assays ist das folgende: Die Zellen werden in Mikrotiterplatten kul-
tiviert und ein Testprodukt wird ihnen zugegeben. Nach einer gewissen Zeit werden sie mit einem
Fluoreszenzfarbstoff inkubiert, der in die Zellen eintreten kann und sich an bestimmten Proteinen
oder Tonen bindet. Das Testergebnis wird danach durch ein optisches Messgeréit gemessen. Roboter
mit Mikrofluidik-Systemen werden benutzt, um den ganzen Prozess zu automatisieren. Durch diese
Methode kénnen apoptotische oder lebende Zellen markiert werden, die freie intrazelluldre Calcium-
Konzentration kann ermittelt werden, oder Zellorganellen (Cytoskelett, Kern, Mitochondrium) kénnen
markiert werden. Ausfiihrliche Beschreibungen von Fluoreszenzfarbstoffen werden z. B. auf der Inter-
netseite der Firma ,Invitrogen“ angegeben [79].

Zurzeit sind verschiedene Zell-Screening-Gerite auf dem Markt verfiighar. Die Firma Agilent (US
[74]) verkauft zum Beispiel ein ,Lab-on-a-Chip“-System (Bioanalyzer 2100), das erlaubt, die Grofle
und Anzahl von RNA, DNA und Proteinen zu analysieren. Das System erlaubt auch Zell-Fluoreszenz-
Assays durchzufithren. Die Firma Evotec (Hamburg [77]) verkauft das Gerédt ,EVOScreen®, das
Fluoreszenz-zellulére Screenings im 384 Well-Format durchfiithren kann. Die Firma Molecular Devices
(US [82]) verkauft auch mehrere Auslesegeriite fiir Fluoreszenz-Assays.

Fluoreszenz-Assays erlauben zwar, ein Hochdurchsatzscreening von Wirkstoffen durchzufiihren,
aber sie haben den Nachteil, dass der Farbstoff Einfluss auf die Zellfunktionen haben kann oder sogar
toxisch sein kann. Crawford et al. [4] haben gezeigt, dass mehrere Fluoreszenzfarbstoffe (Dimethyl-
sulfoxid, Rhodamin-123 ...usw.) Einfluss auf das Zellwachstum von Fibroblasten haben. Die Messung
kann deshalb nur zeitpunktuell bleiben. Sehr wichtige Parameter wie zelluldre Adhésion und metabo-
lische Aktivitdt konnen durch diese Methoden nicht langzeitig evaluiert werden.

Ein anderes Messprinzip, das diese Nachteile umgeht, wurde von Wolf und Mitarbeitern am En-
de der 90er Jahre entwickelt [51],[52]. Das Messprinzip basiert auf der Beobachtung, dass die Zel-
len hochkomplexe Systeme sind, die , Eingangssignale“ (Hormone, Wachstumsfaktoren) empfangen,
verarbeiten und eine entsprechende Anwort auslésen (siche Abbildung 1.1). Die Zellantworten (pH,
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Ionen-Austausch, Adhésionsdnderung) kénnen dann durch Biosensoren detektiert werden, ohne die
Zellen zu beeinflussen. Deswegen wurden multiparametrische Biosensorarrays, auf denen Zellkulturen
direkt wachsen, entwickelt, um Messungen in der Mikroumgebung von lebenden Zellen mehrere Tage
lang in Realzeit durchzufiithren. Es wurde bereits in den 90er Jahren ein Messgerdt von der Firma
Molecular Devices (USA) entwickelt, dass das gleiche Messprinzip benutzt [36] [46]. Das entwickelte
Geriit (,Cytosensor Microphysiometer®) konnte die Anséuerungsrate der Zellen mit optoelektroni-
schen Sensoren (LAPS) in Realzeit und iiber lingere Zeitrdume messen. Es evaluierte aber nur einen
einzigen Parameter und die Interpretation der Messergebnisse war nicht immer eindeutig.

Eingangssignale
Zelladhasionsmolekiile Hormone Hormone
Antigene/Antikorper (CEA)_ (Vasopressin) (Adrenalin...)

Adhasion
und
Morphologie

Enzym-

Kaskaden

NI
Modulatoren
NI

Proliferation Metabolismus

Zytostatika

HHHHH I
O Pharmaka
TN

P Ve5|kularer
Regulatlon Transport

lonen
Austausch

Membranpotential, pH der Metaboliten
lonen (Na, K, Ca, Cl...) Mikroumgebung Milchsiure, c'oz, .

Dielektrische N A
Eigenschaften der Reaktionswarme

Zellmembran

Ausgangssignale

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Funktionen der Zelle und der Mdoglichkeit, sie mit Sen-
soren on-line zu detektieren, nach Wolf et al. aus [12].

Die entwickelten multiparametrischen Biosensorrays, so genannte Zell-Chip-Systeme, messen im
Gegensatz dazu mehrere Parameter gleichzeitig. Sie messen die metabolische Aktivitdt der Zellen,
indem sie den extrazelluliren pH-Wert und die geloste Sauerstoff-Konzentration messen, und durch
Impedanzsensoren detektieren sie Zellwachstum und Anderungen der zelluliren Adhision oder Mor-
phologie. In Abbildung 1.2 wird der Aufbau eines Zell-Chip-Systems aufgezeigt. Die Zell-Chip-Systeme
bestehen aus biokompatiblen Sensorchips, die verschiedene Mikrosensoren integrieren: Sensoren fiir pH,
geloste Sauerstoff-Konzentration, Impedanz und Temperatur. Zellen werden in einer Mikrokammer auf
den Sensorchips kultiviert, deren Volumen typischerweise 10 Mikroliter ist. Die Zellen verbrauchen die
Néhrstoffe des Kulturmediums, das periodisch durch ein Fluidik-System gewechselt wird. Die typi-
schen Zeiten des Mediumwechsels sind 10 Minuten. Unter diesen Bedingungen kénnen die Zellen auf
dem Chip mehrere Tage lang leben. Zum Kulturmedium werden chemische Wirkstoffe hinzugefiigt,
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um deren Einfluss auf die Stoffwechselaktiviten der Zellen zu untersuchen. Wie in Abbildung 1.2
dargestellt, ist es bei Glas-Sensorchips noch dazu moglich die Zellen gleichzeitig zu mikroskopieren.

Messung in Nahrmedium mit Zell-

Sensoren oben: ;
metaboliten und Testsubstanzen

pH-Mikroelektrode, ISFET, ENFET

Temperierbare, Modulare
mikroskopierbare Sauerstoffsensor
Zell- und Gewebe-

kulturkammer mit I
Referenzelektrode

integrierten Sensoren

Sensoren-
Optische Sensoren

Temperatursensoren
ansteuerung
Liquid-

Handling-| """" ==2]

System
Y und

Immobilisierte
Zellen

externe

Sensoren

Ausfluf

MefBdatenerfassung
und -auswertung;
MefBablaufsteuerung,
Temperaturregelung

Mikroskop

o~ ccp

Array Zellpotentialmessung

Signalvor-

Interdigitalstrukturen fiir
Impedanzmessungen

Optische Sensoren (Streuung, Absorption,
Fluoreszenz, Lumineszenz, SPR, ... )

verarbeitung

Sensoren unten:  Messung direkt an Zellen

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Zell-Chip-Systems: eine Zellkultur wéchst auf einem
Sensorchip, der pH-, Os-, Impedanz- und Temperatur-Sensoren integriert. Das Kulturmedium wird
durch ein Fluidik-System gewechselt. Wirkstoffe werden ins Medium eingefiigt und die Sensoren liefern
in Realzeit Informationen iiber die Zellreaktionen, nach Wolf et al. aus [12].

Die Effekte von Wirkstoffen auf die Stoffwechselaktivitdt der Zellen werden mehrere Tage lang
und in Realzeit registriert. Die Anwendungsbereiche der Zell-Chip-Systeme sind sehr breit. Fiir die
Umweltiiberwachung kénnen Algen mit den Sensoren toxische Substanzen im Wasser detektieren. In
der Pharmaforschung kénnen Medikamente lange Zeit auf Zellen getestet werden. In der Medizin
werden die Effekte von Chemotherapeutika auf Tumor-Zellen untersucht, wie eine Studie von Henning
gezeigt hat [38].

1.2 Ziel der Arbeit

Die Realisierung von Zell-Chip-Systemen ist eine interdisziplindre Arbeit, die aus der Entwicklung
biokompatibler Sensoren, von analoger und digitaler Elektronik sowie Software und Datenauswertung
besteht. Die Erforschung neuer Sensoren auf Glas-, Silizium- und Keramik-Substraten, sowie die Rea-
lisierung der entsprechenden Auswertungselektronik ist das Thema anderer Doktorarbeiten (J. Wiest,
J. Ressler). Das Thema dieser Arbeit ist die Entwicklung und Implementierung von Software fiir
Zell-Chip-Systeme.

1.3 Software-Entwicklung

Mit zuhnehmender Computerleistung konnen immer komplexere Anwendungen realisiert werden.
Gleichzeitig wird aber auch die Softwareentwicklung selbst anspruchsvoller und komplexer. Die Soft-
ware-Entwicklung besteht daher aus mehreren Aktivitéiten. Die erste wichtige Aktivitéit, die zusammen
mit den Benutzern realisiert wird, ist die Definition einer Liste der Funktionalititen und Anforderun-
gen der Software. Wichtig ist zu entscheiden, welche Funktionalitéiten die hdchste Prioritdt haben und
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unter welchem Betriebsystem die Anwendung laufen soll. Die Zell-Chip-Softwares sollen unter dem
Windows-Betriebssystem laufen, iiber eine ,angenehme® graphische Bedienoberfliche verfiigen, und
mit verschiedenen Messgerdten kommunizieren, um Messdaten zu erfassen. Eine Datenbankverbindung
ist als optionale Funktionalitit ebenfalls erwiinscht.

Die zweite wichtige Aktivitat der Software-Entwicklung ist es, die Software zu strukturieren. Dies
kann durch Modellierungsmethoden wie UML (Universal Modelling Language) erfolgen, die in dieser
Arbeit teilweise verwendet wird.

Die dritte essentielle Aktivitét ist die Implementierung der Software. Fiir diese Aktivitdt miissen
zuerst verfiighare Programmiersprachen und IDE (Integrated Development Environment) betrach-
tet und gew#hlt werden. Zurzeit verfiigt man iiber zahlreiche Moglichkeiten und die Wahl einer
Programmiersprache ist nicht trivial. Aktuelle, hdufig benutzte Programmiersprachen sind C, C++,
C#, Java, Python, Tcl/Tk, Delphi, LabVIEW, Visual Basic. Diese Sprachen sind alle fiir die Ent-
wicklung von Zell-Chip-Software geeignet und zeigen Vorteile sowie Nachteile. Zum Beispiel hat die
LabVIEW-Sprache (Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench) den Vorteil, dass sie re-
lativ einfach zu lernen ist. Sie ist eine visuelle Sprache (G-Sprache: Visual Programming Language),
die die Entwicklungszeit von einfacher Datenerfassungssoftware erheblich reduzieren kann. Sie kann
von Amateur-Softwareentwicklern benutzt werden, wie Baroth und Hartsough [61] gezeigt haben. Vi-
suelle Programmiersprachen wie LabVIEW sind zwar attraktiv, aber das Lesen und Verstehen des
logischen Programmcodes ist schwieriger im Vergleich mit textuellen Programmiersprachen, wie ein
Test von Green und Petre [61] und eine kiirzlich erfolgte Umfrage von Whitley und Blackwell [71]
gezeigt haben. LabVIEW hat auch den Nachteil, dass die Sprache nicht immer genug Flexibilitét fiir
die Gestaltung der graphischen Bedienoberfliche und fiir die Darstellung von Daten bietet.

Java, C++ und C# haben den Vorteil, dass sie so genannte objektorientierte Programmiersprachen
sind. Die objektorientierten Programmiersprachen haben seit den 90er Jahren in der Industrie immer
mehr an Bedeutung gewonnen, da sie eine gute Strukturierung des Quellcodes erlauben. Durch die Be-
griffe von Objekt, Klasse und Vererbung wird der Softwarecode als mehrere Objekte und die Beziehung
zwischen den Objekten modelliert. Cuadrado et al. [65] erkldren, dass objektorientierte Modellierung
sehr gut fiir die Entwicklung von Standard-Software zur Automatisierung und Datenverwaltung in der
analytischen Chemie geeignet ist. Objektorientierte Programmiersprachen haben aber auch Nachteile.
Eine Studie von Wiedenbeck et al. [72] zeigt zum Beispiel, dass lange objektorientierte Quellcodes fiir
Anfianger weniger versténdlich sind als prozedurale Quellcodes (C oder Pascal z. B.) ist. Deshalb fiel
in dieser Arbeit die Entscheidung fiir die C und C++ Programmiersprachen. Fiir die Herstellung der
graphischen Bedienoberfliche wurden C++ Klassen und Objekte benutzt. Fiir die Kommunikation
mit Messgeréten, die Speicherung und das Laden von Messdaten wurden C-Funktionen benutzt.

Fiir viele Programmiersprachen werden von der Software-Industrie entsprechende IDE entwickelt,
wie ,,Microsoft Visual C++* oder ,Borland C++ Builder“ fiir die C++ Programmiersprache. Eine
IDE integriert einen Compiler oder Interpreter, Debugger, Text-Editor und manchmal auch einen
Bedienoberflache-Editor. Die IDE werden entwickelt, damit die Programmierer sich auf die Funk-
tionalitidten ihrer Software konzentrieren, und weniger Zeit mit administrativen Tétigkeiten (wie die
Beschreibung des Kompilierungsprozess) verbringen kénnen. In einer Umfrage von Kline und Seffah
[69] wurde ,Microsoft Visual C++ 6.0“ als schwierig zu lernen und nicht genug dokumentiert emp-
funden. Da personliche Erfahrungen #dhnliche Eindriicke ergeben haben, fiel die Entscheidung, mit
der ,,Borland C++ Builder 6.0“ IDE zu arbeiten, die fiir diese Anwendung besonders geeignet und
vorteilhaft erschien. Die IDE ist ein RAD-Werkzeug (Rapid Application Development). Sie erlaubt die
graphische Bedienoberfliche mit der Maus zu gestalten statt einen Code zu schreiben, was Entwick-
lungszeit spart. Sie wird mit einer Bibliothek (VCL-Bibliothek: Visual Component Library) geliefert,
die mehrere fertige Komponenten integriert, wie Kommunikation mit SQL-Datenbanken, und die re-
lativ einfach zu benutzen und gut dokumentiert ist, was viel Entwicklungszeit einspart.
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1.4 Gliederung der Arbeit

Diese Arbeit ist in sechs Teile gegliedert. Im ersten Teil werden einige Eigenschaften der Zellen in
Erinnerung gerufen, die in anderen Teilen dieser Arbeit verwendet werden. Im zweiten Teil werden
das benutzte Material und die Methoden beschrieben. Dieser Teil enthélt Beschreibungen und Er-
klarungen der Funktionsprinzipien der Sensoren, sowie Beschreibungen der verschiedenen Chips, die
entwickelt worden sind, Beschreibungen von drei Zell-Chip-Messgeriiten, die zur Erfassung der gezeig-
ten Messdaten dieser Arbeit benutzt wurden, und zuletzt Beschreibung der verwendeten Zellkultur-
Arbeitsmethoden.

Spezielle Datenverarbeitungsméglichkeiten fiir Zell-Chip-Messungen werden im dritten Teil présen-
tiert. Sie héngen von den gemessenen Signalen ab und werden zuerst fiir Sauerstoffsignale, dann fiir
pH-Signale und zuletzt fiir die Impedanz-Messsignale erklart. Es wird schliefSlich erkléart, wie es moglich
ist, einen Vitalititsindex fiir Zellkulturen zu definieren und zu berechnen.

Mehrere Software-Programme werden im vierten Teil prisentiert, die in dieser Arbeit entwickelt
und verwendet worden sind. Zwei Messprogramme und eine Zell-Chip-Mess/Analyse-Software werden
beschrieben. In diesem Kapitel wird erkldrt, welche besondere Funktionen die Software fiir Zell-Chip-
Systeme hat.

Die Arbeitsergebnisse werden im fiinften Teil diskutiert.

Im letzten Teil dieser Arbeit wird der Einsatz der Software fiir ein Hochdurchsatz-Zell-Chip-System
présentiert, das gerade entwickelt wird.
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Uber die Zellen

Wie es in der Einfiihrung erklért wurde, erlauben Zell-Chip-Systeme, mehrere Parameter in der Mi-
kroumgebung von Zellkulturen zu messen, wie pH-Wert oder geloste Os-Konzentration. Sie kénnen
auch fiir bestimmte Kulturen (adhérente tierische Kulturen) die Zellmorphologie, die Adhésion und
das Wachstum messen. Deshalb werden allgemeine Merkmale von Zellen in diesem Kapitel beschrie-
ben, wie Zellstruktur, Zellmetabolismus, und Zellwachstum, die wichtig fiir die folgenden Kapitel dieser
Arbeit sind. Es werden auch einige Grundbegriffe {iber tierische Zellkulturen vorgestellt, die bei der
Gestaltung von Zell-Chip-Software und Datenbanken (Kapitel 5) Verwendung finden.

2.1 Zellaufbau

Die einfachsten und &ltesten Zellen sind die Prokaryonten, die 1 bis 10 Mikrometer grof3 sind. Diese
Zellen haben einen einzigen zytoplasmischen Bereich mit DNA, RNA, Proteinen und anderen klei-
nen Molekiilen. Sie besitzen keine Zellorganellen, wie Zellkern oder Mitochondrium, und sind alle
unizelluldre Lebewesen. Die Bakterien und Archaebakterien gehoren zu den Prokaryonten.

Im Gegensatz zu den Prokaryonten haben die Eukaryontenzellen viele Zellorganellen, wie Zellkerne
mit Chromosomen, Mitochondrien oder Chloroplasten . Eukaryontenzellen kénnen 10 bis 100 Mikro-
meter grofl sein. Alle Pilze, Tier- und Pflanzenzellen gehoren zu den Eukaryonten. Einige Eukaryonten
sind unizellulire Lebewesen, wie die Protisten (Pantoffeltierchen z. B.). Die meisten Eukaryonten
bilden aber multizelluldre Lebewesen. Zum Beispiel hat der Mensch mehr als 200 Zelltypen, die spe-
zialisiert sind und zusammenarbeiten, wie die Epithelzellen, Muskelzellen, Sinneszellen, Nervenzellen,
Fibroblasten und Blutzellen [1], [10], [13].

In den folgenden Abschnitten werden Zellorganellen, Zellmembran und Cytoskelett der Tier- und
Pflanzenzellen kurz beschrieben.

e Zellorganellen

Die Tier- und Pflanzenzellen haben dhnliche mit Membran umgebene Kompartimente, die Zell-
organellen genannt werden. In den Zellorganellen finden spezifische Zellfunktionen statt. Im
Zellkern zum Beispiel wird die Proteinsynthese gesteuert. Im Endoplasmatischen Retikulum
werden Proteine synthetisiert, wihrend sie im Golgi-Apparat modifiziert werden. Die Mitochon-
drien und Chloroplasten dienen zur Produktion von biochemischer Energie und sind die einzigen
Zellorganellen, die eine eigene DNA haben, und die sich in &hnlicher Weise wie Bakterienzellen
teilen konnen. Der typische Aufbau einer tierischen Zelle ist in der Abbildung 2.1 dargestellt.
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Plasmamembran

Lysosom

Endosom

Y
Raues endoplasmatisch %&
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Freie Ribosomen

! Cytoplasma
Peroxisom

Abbildung 2.1: Aufbau einer tierischen Zelle nach Koolman et al. [10].

e Zellmembran

Die Zellen sind durch eine Plasmamembran vom extrazelluldren Milieu getrennt. Die Pflanzen-
zellen sind zusétzlich von einer rigiden Zellwand umschlossen, die zu 50% aus Cellulose (Poly-
saccharide) besteht.

Die Plasmamembran ist eine komplexe und flexible Struktur, die aus einer Doppelschicht von
Lipiden besteht, die Proteine und Kohlenhydrate integriert, wie in Abbildung 2.2 dargestellt.
Als Lipide findet man Phospholipide am héaufigsten, aber auch Cholesterol und Glycolipide.
Die Lipide haben einen polaren, hydrophilen Teil und einen unpolaren, hydrophoben Teil. Die
Lipid-Doppelschicht ist deshalb fiir kleine ungeladene Molekiile, wie Wasser, Sauerstoff, Kohlen-
dioxid durchlissig und fiir Ionen undurchlissig. Um einen Austausch von Ionen zwischen dem
Cytoplasma und dem extrazelluliren Raum und den Eintritt grofler Molekiile zu erlauben, in-
tegriert die Plasmamembran verschiedene Kanéle, wie Natrium-, Kalium-, Chlorid-Ionenkanile
und Glukose-Kanile.

Glycoproteine ——

Extrazellulérer

Lipide-
Doppelschicht ggﬁ

Cytoplasma  Membranproteine

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Plasmamembran nach Petit et al. [16], deren Dicke 7 nm
betrégt.

Die Zellmembran integriert auch andere Proteine, die als Rezeptoren fiir Signalstoffe fungieren,
wie Hormone oder Neurotransmitter. Andere Membranproteine, wie die Glycoproteine Cadherin
(Typ P, E oder N), erlauben eine Verbindung der Zellen untereinander. Die Cadherine sind im
Cytoplasma mit Aktin-Filamenten verbunden, die die Zellstruktur bilden (siehe néchster Punkt).
Alle Glycoproteine und Glycolipide auf der Zelloberfliche bilden die so genannte Glycocalix.
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e Cytoskelett
Die Struktur eukaryontischer Zellen wird durch verschiedene Filamente gebildet: Mikrofilamente
aus Actin (6-8 nm), Intermediér-Filamente (10 nm) und Mikrotubuli aus Tubulin (25 nm). Die
Filamente sind auch Transportschiene fiir Proteinkomplexe oder Organellen und Motor fiir die
Bewegung [10].

2.2 Zellmetabolismus

Die Zellen kénnen durch ihren Metabolismus in zwei Gruppen unterteilt werden. Autotrophe Zel-
len, wie die Pflanzenzellen, verbrauchen anorganische Molekiile, wie Kohlendioxid (CO3), und Wasser
(H20) und bilden organische Molekiile. Heterotrophe Organismen verbrauchen Sauerstoff (O2) und
organische Molekiile, wie Glukose, und setzen C'Os und H5O frei. Der Zellmetabolismus dieser beiden
Arten von Zellen wird in den folgenden Abschnitten kurz erkliart. In allen Zellen wird die biochemi-
sche Energie zum grofiten Teil durch die ATP-Molekiile (Adenosin-Triphosphat) gespeichert, da die
Umwandlung von ATP in ADP (Adenosin-Diphosphat) Energie fiir andere Reaktionen freigeben kann:

ATP — ADP + P+ Energie

2.2.1 Tier- und Hefe-Zellen

Der Zellmetabolismus besteht in einer Vernetzung von parallelen und voneinander abhéngigen Reak-
tionen. Das Ziel des Zellmetabolismus ist einerseits, Molekiile abzubauen (katabolische Metabolismus-
wege), um biochemische Energie zu produzieren, und andererseits, neue Zellelemente zu synthetisieren
(anabolische Metabolismuswege). Der Abbau von Glukose, einer der wichtigsten katabolischen Wege,
besteht aus mehreren Schritten: der Glykolyse, dem Zitronensiure-Zyklus und der Gérung, die in den
folgenden Punkten beschrieben werden.

o Glykolyse
Im Cytoplasma findet die Glykolyse statt. Die Glykolyse ist eine Reaktion, die Glukose (Molekiile
mit 6 Kohlenstoffatomen) in zwei Pyruvat-Molekiile (mit 3 Kohlenstoffatomen) umwandelt. Die
Bilanz dieser Reaktion ist:
Glukose — 2 Pyruvate

Diese Reaktion braucht keinen Sauerstoff, sie ist anaerob. Sie produziert 2 ATP-Molekiile pro
Glukose.

e Zitronensdure-Zyklus
Wenn Sauerstoff vorhanden ist, finden nach der Glykolyse weitere Reaktionen statt, um Energie
aus dem Pyruvat zu gewinnen. Diese Reaktionen bilden den so genannten Zitronensaure-Zyklus
und laufen in Mitochondrien ab. Die Bilanz der zelluliren Atmung ist (Glykolyse und Zitro-
nensaure-Zyklus):
6 Oy + Glukose — 6 COy + 6 Hy0O

Der Zitronenséure-Zyklus produziert mehr als 35 ATP-Molekiile und ist die grofite Energiequelle
der Zellen.

e Alkoholische Gérung (Hefen)
Wenn kein Sauerstoff vorhanden ist, findet die alkoholische Gérung im Cytoplasma von Hefen
statt. Die Bilanz der anaeroben Atmung ist:

Glukose — 2 Ethanol + 2 COy + 2 Hy0O
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e Girung (tierische Zellen)
Wenn kein Sauerstoff vorhanden ist, findet in den tierischen Zellen eine andere Gérung statt, die
Laktat (Milchséure) bildet. Die Bilanz der anaeroben Atmung ist:

Glukose — 2 Laktat™ +2 H + 2 H,O

In Abbildung 2.3 sind diese Reaktionen zusammengefasst. Sauerstoffverbrauch und Saureproduk-
tion wurden blau bzw. rot eingefiarbt, da sie mit den Zell-Chip-Biosensoren gemessen werden.

Glukose

Alkoholische
Garun Gérung
2 Ethanol+2 CO, <—Ug> 2 Pyruvat €—— 2 Lakiat

2C0, 2 Acetyl-CoA

4H,0+4CO,

Mitochondrium

Detektierung durch pH-Sensor
Abbildung 2.3: Glykolyse, Gérung und Atmung

Der Abbau von Glukose ist nicht der einzige Weg, um ATP zu generieren. Eine andere Ener-
giequelle kommt zum Beispiel vom Abbau von Aminosiuren, wie Glutamin. Glutamin wird zu
Glutamat im Cytoplasma transformiert. Glutamat wird danach im Zitronensiure-Zyklus be-
nutzt, um Energie zu erzeugen.

2.2.2 Pflanzen- und Algen-Zellen

Die Pflanzen, Algen und bestimmte Bakterien benutzen Lichtenergie, um organische Molekiile zu
synthetisieren: Sie betreiben Photosynthese. In griinen Algen und héheren Pflanzen findet die Photo-
synthese in den Chloroplasten statt. Die Bilanz der Photosynthese lautet:

6 COy + 6 HyO + Licht — CgH120g + 6 Oo

Die Photosynthese funktioniert nur bei Priasenz von Licht (wie ihr Name sagt). Um in der Nacht ATP
bilden zu koénnen, haben die Pflanzenzellen Mitochondrien, die unter Prisenz von Sauerstoff erlauben,
ATP zu bilden, wie bei den tierischen Zellen. Wenn Zell-Chip-Versuche mit Algen-Zellen unter Lichtan-
regung durchgefiihrt werden, wird eine Sauerstoffproduktionsrate gemessen. Das Kulturmedium wird
alkalischer werden, da das C'O5 verbraucht wird.

2.2.3 Tumorzellen

In dieser Arbeit werden hauptséchlich Messungen mit Tumorzellen betrachtet. Deshalb wird im fol-
genden Abschnitt kurz erklart, was die Tumorzellen von normalen Zellen unterscheidet.

e Vergleich mit normalen Zellen
Tumorzellen sind entartete Zellen. Sie stammen aus normalen Zellen, deren DNA beschidigt
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wurde. Normale differenzierte tierische Zellen kénnen sich in Kultur durch Mitose maximal 30
bis 60 Mal teilen. Die Tumorzellen kénnen sich im Gegensatz dazu beliebig oft teilen. Tumorzellen
haben einen verénderten Metabolismus im Vergleich zu normalen Zellen. In Kultur teilen sich
normale Zellen bis sie Kontakt zueinander haben. Das Wachstum von Tumorzellen ist dagegen
unkontrolliert: in Kultur wachsen Tumorzellen meistens schneller als normale Zellen und auch
tibereinander. Oberfliche, Morphologie und Kerne von Tumorzellen kénnen ebenfalls deutliche
Unterschiede aufweisen [10].

e Tumoren und ihr Metabolismus

Wenn Tumorzellen im tierischen Korper nicht vom Immunsystem erkannt werden, bilden sie
Tumore. Tumore brauchen viel Energie fiir ihren Metabolismus, aber sie sind meistens schlecht
vaskularisiert (mit Blutgefidfien versorgt) und nicht genug mit Sauerstoff versorgt. Fiir die Ener-
gieproduktion wird deswegen die anaerobe Glykolyse verstirkt, wodurch Milchséure produziert
und der extrazellulire pH-Wert in der Mikroumgebung der Tumorzellen herabgesetzt wird. Es
wurde gezeigt, dass der pH-Wert zwischen 5 und 6, statt 7 fiir normale Gewebe, liegt, und dass
er eine essentielle Rolle bei der Malignitit der Tumore spielt [20], [21].

2.3 Zellkulturtechnik

Einige Grundbegriffe der Zellkulturmethoden, die in dieser Arbeit verwendet werden, werden in diesem
Abschnitt vorgestellt. Ausfiihrliche Informationen {iber tierische Zellkulturen finden sich im Buch von
R. I. Freshney [5].

e Zellkulturpassage
Im Labor werden die Zellen in Flaschen kultiviert. Wenn eine bestimmte Zellkonzentration er-
reicht wird, werden die Zellen passagiert: adhérente Zellen werden durch Enzyme (z. B. Trypsin)
von der Flasche und voneinander dissoziiert, verdiinnt und in neuen Flaschen kultiviert.

o Zelllinie

Um eine primére Zellkultur zu erhalten, wird Gewebe zerkleinert und enzymatisch behandelt.
Wenn Zellen der erhaltenen Zellkultur eine beliebige Anzahl von Passagen weiterkultiviert wer-
den konnen, bilden sie eine so genannte Zelllinie. Zellen einer Zelllinie kénnen durch Division
von normalen Zellen in Kultur entstehen. Sie kénnen auch in einer Kultur von normalen Zel-
len durch Beifiigen eines onkogenen Virus oder Molekiils entstehen, oder kénnen auch direkt aus
Tumorzellen entstehen. Zelllinien werden von speziellen Laboren aufbewahrt und vertrieben, wie
z. B. ATCC (American Type Culture Collection) mit 60000 Zelllinien, oder ECAAC (European
Collection of Cell Culture) mit 40000 Zelllinien.

o Zellkulturmedium

Die Zellen werden in bestimmten Medien kultiviert. Das Kulturmedium fiir tierische Zellen mufl
Vitamine, essentielle Aminosiuren, Glukose und Salze (Na™, K+, Ca®>t, Mg**, Cl—, SO,
HCO3~, PO}™) enthalten. Es existieren verschiedene definierte Medien: Eagle’s MEM Medium
(Minimum essential medium), das nur die B-Vitamine als Vitamine enthélt, DMEM (Dulbecco
modifiziertes Eagle MEM), RPMI (Roswell Park Memorial Institute, entwickelt von Morre et
al.), und andere. Seren kénnen ins Medium hinzugefiigt werden, wie FCS (Fetal Calf Serum)
Kilberserum. Die Seren enthalten Proteine, Wachstumsfaktoren, Hormone (Insulin, Hydrocor-
tison), Mineralien und Nihrstoffe (Glukose, Aminosduren). Farbstoffe, wie Phenol-Rot, kénnen
dem Medium hinzugefiigt werden, um den pH-Wert optisch kontrollieren zu kénnen. Auch An-
tibiotika, wie z. B. Gentamycin, werden manchmal dem Medium hinzugefiigt, um eventuelle
bakterielle Kontaminationen zu verhindern.
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2.4 Zellwachstum und Zellsterben

Da Zell-Chip-Systeme es erlauben, Messungen mehrere Tage lang durchzufiihren, ist es besonders
wichtig, das Wachstum von Zellen in Kultur zu betrachten.

2.4.1 Zellwachstum

Wie im letzten Abschnitt erwéhnt, werden die Zellkulturen periodisch passagiert. Wenn adhérente
Zellkulturen gerade mit Trypsin behandelt wurden, brauchen sie ungefihr 12 Stunden bis sie ihre
Adh#sionsproteine wieder aufgebaut haben. Wahrend dieser Zeit bleibt die Zellzahl konstant. Diese
Phase wird Latenz- oder Lag-Phase genannt. Nachher teilen sich die Zellen, bis sie die ganze Zellkul-
turfliche abdecken. Diese Wachstumsphase wird Log-Phase genannt. Tierische Zellen kénnen sich in
der Kultur alle 12 Stunden bei schnell wachsenden Zelllinien, bis 60-72 Stunden bei langsam wachsen-
den Zelllinien teilen. Nach der Log-Phase teilen sich die Zellen viel langsamer oder gar nicht mehr (bei
normalen Zellen), die Kultur ist konfluent. Diese Phase heifit Plateau-Phase. In dieser Phase nimmt
die Synthese spezialisierter Proteine zu. Epithel- und Endothel-Zellen bilden Monolayer-Kulturen. Tu-
morzellen kénnen mehrschichtig iibereinander wachsen. In der Abbildung 2.4 werden die Lag-, Log-
und Plateau-Phasen dargestellt.
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Abbildung 2.4: Zellwachstum: Lag-, Log- und Plateau-Phase

Vor der Teilung einer Zelle wird das genetische Material repliziert, der Inhalt des Cytoplasma
wird verdoppelt. Der Zellteilungsprozess ist die Mitose. In Abbildung 2.5 sind mehrere Sequenzen der
Mitose einer MCF-7-Zelle aufgezeigt. Die Mitose besteht aus mehreren Phasen: Prophase, Metaphase,
Anaphase, Telophase. In der Prophase werden die Chromosomen kondensiert. In der Metaphase werden
die Chromosomen aneinandergereiht, wie im 2. Bild der Abbildung 2.5 aufgezeigt. In der Telophase
werden die Chromosomen getrennt. Danach werden die Zellen geteilt.
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Abbildung 2.5: Phasenkonstrastmikroskopie einer Teilung einer MCF-7-Zelle, Zeit in Minuten

2.4.2 Apoptose und Zellnekrose

Es existieren zwei Arten von Zelltod: Zellnekrose und Apoptose. Die Apoptose ist der genetisch pro-
grammierte Zelltod. Die Zellorganellen werden intern zerstort, ihre Destruktion ist intern program-
miert. Im Korper erkennen die Makrophagen apoptotische Zellen, absorbieren sie (Phagocytose) und
lysieren sie mit Enzymen. Im Gegensatz zur Apoptose fiihrt die Zellnekrose zu einem Platzen der
Zelle, die im Korper eine Inflammationsreaktion verursacht.

Fiir adhérente Zellen wird der Zelltod durch die Impedanz-Sensoren detektiert, da tote Zellen in
vitro sich vom Substrat ablosen.
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Material und Methoden

3.1 Sensorchips

Verschiedene Sensorchips wurden am Lehrstuhl in den letzten Jahren entwickelt: Silizium-, Keramik-
und Glas-Sensorchips.

Silizium-Chips werden in Zusammenarbeit mit dem LTE (Lehrstuhl fiir Technische Elektronik)
an der Technischen Universitidt hergestellt. Ein Silizium-Chip integriert vier pH-Sensoren (ISFETS),
einen Sauerstoffsensor und einen Impedanz-Sensor. Ein Silizium-Chip ist 7,4 x 7,4 mm grof3, die
Zellkulturfliiche ist 15 mm? und das Volumen der Zellkulturkammer betréigt 6 uL. Der Chip wird auf
einem PLCC68-Sockel verkapselt.

Keramik-Chips werden von der Firma Heraeus produziert. Sie haben die gleiche Grifle wie Silizium-
Chips und integrieren zwei pH-Metalloxid-Sensoren, einen Sauerstoffsensor und einen Impedanz-Sensor.
Thre Herstellung ist billiger als die von Silizium-Chips und sie sollen langfristig die Silizium-Chips er-
setzen.

Die Glas-Sensorchips werden ebenfalls am Lehrstuhl, bzw. bei Heraeus hergestellt. Sie integrieren
zwei IDES, zwei Sauerstoff- und zwei pH-Metalloxid-Sensoren. Ein Glas-Sensorchip ist 24 x 33,8 x 0,5
mm gross. Die Zellkulturfliiche ist ungefihr 100 mm?, das Volumen der Zellkulturkammer betrigt 50
uL. Mit Glas-Sensorchips ist es daher méglich, die Zellen zu mikroskopieren. In Abbildung 3.1 werden
ein Glas-Sensorchip und ein verkapselter Silizium-Chip gezeigt.

Sauerstoff- Bereich der
Sensoren Zellkultur
Impedanz- _—~ Temperatur-
7EOL
Sensoren Wi Sensor

PH-Sensoren

Multiparametrischer Verkapselter multiparametrischer
Biosensorchip auf Glasbasis Biosensorchip auf Siliziumbasis

Abbildung 3.1: Am Lehrstuhl entwickelte und hergestellte Chip-Typen

Die verschiedenen Sensoren werden im nachsten Abschnitt beschrieben.
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3.2 Sensoren

3.2.1 PH-Sensoren
3.2.1.1 ISFET-Sensor

Als pH-Sensoren werden ISFET-Sensoren (Ionen Sensitive Feld Effect Transistor) auf den Silizium-
und Keramik-Chips integriert. Der erste ISFET wurde von Bergveld im Jahre 1970 erfunden. Nachher
wurde dieser Sensortyp weltweit erforscht, wie Lambrechts es erklédrt [27]. Der Aufbau des aktuellen
Sensors wird in diesem Abschnitt beschrieben und ist in der Abbildung 3.2 gezeigt.
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Abbildung 3.2: Aufbau des ISFET-Sensors

Der Sensor ist ein modifizierter MOS-Transistor, dessen Gate nicht metallisiert ist. Das Transistor-
Gate und eine Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode sind im Kontakt mit der Losung, deren pH-Wert
man bestimmen will. Das Gate besteht aus einer ionensensitiven Schicht und ist ungefihr 100 ym lang
und 4 pm breit. Die Protonen binden an das Gate und &ndern den Potentialunterschied zwischen
Gate und Referenzelektrode. Die Gate-Source-Spannung Ugg héngt linear vom pH-Wert ab. Wenn a
(Volt/pH) die Sensitivitdt und b (Volt) den Offset des Sensors darstellen, ergibt sich:

Ucs(pH) =a-pH +b

Der ISFET wird durch 2 Messpunkte kalibriert.

3.2.1.2 PH-Metalloxidsensor

Als pH-Sensoren werden pH-Metalloxidsensoren auf den Glas-Sensorchips integriert. Der Sensor be-
steht aus einer Referenz- und einer Arbeits-Elektrode. Eine Metalloxid-Schicht, wie Ruthenium-Oxid
oder Iridium-Oxid, bedeckt die Arbeitselektrode. Die Referenzelektrode besteht aus Silber /Silberchlorid.
Die Referenzelektrode ist direkt in Kontakt mit der Losung. Die Protonen binden an der Metalloxid-
schicht und #ndern den Potentialunterschied zwischen Referenzelektrode und Arbeitselektrode. Die
Spannung zwischen den beiden Elektroden héngt linear vom pH-Wert ab, wie bei den ISFETs und
pH-Glaselektroden. Dieser Sensor wurde von unserer Arbeitsgruppe untersucht.

3.2.2 Sauerstoff-Sensoren
Es existieren elektrische und optische Sauerstoff-Sensoren. Fiir Zell-Chip-Systeme kénnen beide Arten
von Sensoren eingesetzt werden. IThr Funktionsprinzip wird in diesem Abschnitt erklért.

3.2.2.1 Planarer Sauerstoff-Sensor

Der planare Sauerstoff-Sensor auf den Chips ist ein Drei-Elektroden-Clark-Sauerstoff-Sensor. Der ori-
ginale Clark-Sauerstoff-Sensor wurde im Jahre 1956 von L. C. Clark erfunden und besteht aus zwei
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Elektroden. Die beiden Versionen und der Vorteil des Drei-Elektroden-Sauerstoff-Sensors werden in
diesem Abschnitt kurz beschrieben.

Zwei-Elektroden-Sauerstoff-Sensor

Der originale Clark-Sensor besteht aus einer Kathode aus Platin oder Gold und einer Anode aus
Silber. Eine fiir Sauerstoff durchlissige Membran bedeckt Elektrolyte (KCl-Losung) und Elek-
troden. Es handelt sich um eine amperometrische Messmethode: mit einer konstanten Spannung
von -0,7 Volt zwischen Anode und Kathode wird Oy an der Kathode reduziert. Man misst dann
einen Strom, der proportional zum Sauerstoffgehalt in der Losung ist. In Abbildung 3.3.A werden
das Messprinzip und die elektrochemischen Reaktionen dargestellt.
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Abbildung 3.3: Abb. A: Zwei-Elektroden-Sauerstoff-Sensor, A: Anode, K: Kathode. Abb. B: Drei-
Elektroden-Sauerstoff-Sensor, A: Arbeitselektrode, R: Referenzelektrode, G: Gegenelektrode [27]. Abb.
C: Planarer Sauerstoff-Sensor auf einem Glas-Sensorchip. Die Breite der Elektroden ist 50 pm.

Man stellt fest, dass die Anode durch die elektrochemischen Prozesse zerstort wird. Die Le-
bensdauer des Sensors ist begrenzt. Um diesen Nachteil umzugehen, kann eine ,,grosse“ Anode
benutzt werden. Man kann auch den Aufbau des Sensors dndern, wie im folgenden Punkt erklért.

Drei-Elektroden-Sauerstoff-Sensor

Auf den Sensorchips besteht der planare Sauerstoff-Sensor aus drei Platinelektroden: Arbeitselek-
trode, Gegenelektrode und Referenzelektrode. Der Strom flieit nur durch Arbeits- und Gegen-
elektrode, die Referenzelektrode ist hochohmig angeschlossen. Das Prinzip des Drei-Elektroden-
Sauerstoff-Sensors ist in Abbildung 3.3.B dargestellt. Da durch die Referenzelektrode kein Strom
fliefit, wird auch deren chemische Zersetzung verhindet. Eine mikroskopische Aufnahme des
Sauerstoff-Sensors auf einem Glas-Sensorchip wird in Abbildung 3.3.C gezeigt.

3.2.2.2 Optischer Sauerstoff-Sensor

Fine andere Methode, die geloste Sauerstoff-Konzentration zu messen, ist eine optische Methode.
Das Prinzip der Messung ist schematisch in Abbildung 3.4 dargestellt, und wurde in [26] und in
[25] beschrieben. Der Sensor besteht aus einer Glasfaser, einer Leuchtdiode, und einer Schicht von
Fluoreszenz-Molekiilen (Luminophoren) am Ende der Glasfaser. Um die geloste Sauerstoff-Konzentra-
tion zu messen, schickt die Leuchtdiode einen Lichtimpuls. Die sensitive Folie absorbiert die Lichtener-
gie. Wenn keine Sauerstoffmolekiile vorhanden sind, emittieren die Luminophoren das Licht zuriick.
Wenn Sauerstoffmolekiile vorhanden sind, kommt es zur Kollision zwischen Luminophoren und Sau-
erstoffmolekiilen. Luminophoren transmittieren einen Teil ihrer Energie an die Sauerstoffmolekiile.
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Die Amplitude und die Phase des zuriickemittierten Lichts sind deshalb von der gelésten Sauerstoft-
Konzentration abhéngig.

Optical transmit and
receive signals
to analyzer

Sensor foil on tip
of optical fiber (POF)

Abbildung 3.4: Prinzip der optischen Messung von geloster Sauerstoff-Konzentration [83].

3.2.3 Impedanz-Sensor

Wie in der Einfithrung erklért, besteht die Zellmembran der tierischen Zellen aus einer Doppelschicht
von Lipiden. Die Zellmembran der tierischen Zellen ist bei 10 kHz isolierend. Ein Impedanz-Sensor wird
dann benutzt, um Anderungen in Zellmorphologie, Zelladhiision und des Zellwachstums zu messen.
Der Aufbau des Sensors wird im néchsten Abschnitt erklért.

3.2.3.1 IDES: Inter-Digital Electrode Structure

Der Impedanz-Sensor ist ein Fingerkondensator, der IDES genannt wird: Inter-Digital Electrode Struc-
ture. Die Breite der Sensorelektroden betrigt 50 um, die Hohe 400 nm. Der Abstand zwischen den Elek-
troden ist 50 pm. Die Glas-Sensorchips integrieren zwei IDES-Sensoren aus Platin, die 12 mm? gro8
sind, und die aus 40 Elektroden, oder 20 Paaren von Elektroden bestehen. Die Elektroden sind 2 bis 4
mm lang, wie in der Abbildung 3.5.A aufgezeigt. Altere Silizium-Chips integrieren einen IDES-Sensor
aus Platin, deren Breite 0,7 mm und Linge 2 mm ist. Der IDES-Sensor besteht aus 20 Elektroden,
oder 10 Paaren von Elektroden. In Abbildung 3.5.B wird eine 3D-Darstellung von 4 IDES-Elektroden
gezeigt.

Bereich der »
Zellkuttur — o /
* T  m— / 400 nm
IDES 1 IDES 2

Abbildung 3.5: Abb. A: zwei IDES-Sensoren auf einem Glas-Sensorchip. Abb. B: 3D-Darstellung von
4 IDES-Elektroden.

3.2.3.2 Messprinzip

Um die Impedanz des IDES-Sensors zu messen, produziert ein Gerit eine konstante Wechselspannung
am Sensor und misst die Amplitude und die Phase des resultierenden Wechselstroms. Eine Vier-
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Punkte-Messung wird benutzt, so dass die Zuleitungswiderstéinde zwischen dem Messgerdt und dem
IDES nicht die absoluten Impedanz-Messwerte beeinflussen. Auf den Glas-Sensorchips sind die Zulei-
tungswiderstinde ungefihr 100 Ohm pro Leitung. Die Messfrequenz wurde auf 10 kHz festgelegt, da
die Zellen die gréften Impedanz-Anderungen bei dieser Frequenz verursachen, wie die Arbeiten von
Ehret gezeigt haben [34], [35]. Fiir die Darstellung der Impedanz werden in dieser Arbeit die Werte
einer dquivalenten parallelen Kapazitit C (Farad) und eines Widerstands R (Ohm) benutzt, wie in
Abbildung 3.6 gezeigt. Diese Darstellung wurde gewahlt, weil die Arbeiten von Ehret gezeigt haben,
dass der Kapazititswert bei dieser Darstellung sehr geeignet fiir die Detektion von Zellwachstum,
Zellsterben oder morphologischen Anderungen ist. Die Bezichungen zwischen R und C, der Amplitude
und der Phase des Wechselstroms und der Wechselspannung werden in diesem Abschnitt berechnet.

IDES Aquivalente Schaltung

—L R

o]
Ty

i(t)
0% )

au(t)=ua—uz u(t)

Abbildung 3.6: Darstellung der Impedanz durch eine dquivalente Schaltung mit Widerstand (R) par-
allel zur Kapazitét (C).

e R und C als Funktionen der Amplitude und Phase des Wechselstroms und Wechselspannung;:
Wenn t die Zeit (Sekunden), w die Kreisfrequenz (Hz), f die Frequenz der Messung (Hz, w = 27 f),
ip die Amplitude des Stroms (Ampere), uy die Amplitude der Spannung (Volt), ¢ der Phasen-
unterschied zwischen Strom und Spannung (rad.), Z die komplexe Impedanz, u die komplexe
Spannung, i der komplexe Strom und j die komplexe Zahl, die j2 = —1 verifiziert, ist, erhélt
man:

Die Impedanz Z ist die Beziehung zwischen Spannung w und Strom i:

Z =u/i= (up/ig)e 7? (3.1)
Die Impedanz Z der dquivalenten Schaltung der Abbildung 3.6.B ergibt sich aus:
1/Z=1/R+ jCw (3.2)
Aus den Gleichungen 3.1 und 3.2 erhalten wir:
1/R + jCw = (i /o) (cos(6) + jsin(d)) (3.3)
Aus der Gleichung 3.3 erhalten wir die gesuchten Beziehungen:
__ W o lesin(d) (3.4)
igcos(¢) Uow

e Amplitude und Phase von Wechselstrom und Wechselspannung als Funktion von R und C:
Wenn R und C bekannt sind, kénnen die Phase ¢ und Betrag ug/igp der Impedanz durch die
folgenden Gleichungen berechnet werden:

¢ =tan"Y(RCw) , wug/ip = R - cos(¢) (3.5)
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3.2.4 Andere Sensoren

Andere wichtige Sensoren fiir Zellkulturen sind enzymatische Sensoren, wie Glukose- und Laktat-
Sensoren. Das Prinzip der Messung von Glukose und Laktat ist das gleiche: es handelt sich wie bei
Sauerstoff um eine amperometrische Messung. Fiir die Glukose-Messung ist die Arbeitselektrode mit
einer Schicht vom Enzym Glukoseoxidase bedeckt, das die Transformation von Glukose mit Wasser und
Sauerstoff in Glukonséure und Wasserstoffperoxid HoO5 katalysiert. HoO2 wird dann an der Elektrode
oxidiert, was einen zur Glukosekonzentration proportionalen Strom erzeugt. Fiir die Messung von
Laktat wird Laktatoxidase statt Glukoseoxidase eingesetzt.

3.3 Mikrokammer und Fluidik-System

Wie es in der Einleitung erklart wurde, werden die Zellen in einer Mikrokammer kultiviert. Um pH-
und Sauerstoff-Signale-Anderungen in Bereich von Minuten messen zu kénnen, muss das Volumen der
Messkammer klein genug sein. In einem geschlossenen Volumen von 10 Mikroliter und 103 tierischen
Zellen unter normalen Bedingungen wird der Sauerstoff in 10 Minuten weitgehend verbraucht. Um
das Kulturmedium periodisch zu wechseln, wurden in dieser Arbeit peristaltische Pumpen der Firma
ISMATEC benutzt. Die Flussrate war typischerweise 100-150 pL/Minute. Die Pumpe war typischer-
weise 3 Minuten lang eingeschaltet und 8 Minuten ausgeschaltet. In einigen Versuchen war die Pumpe
kontinuierlich eingeschaltet und die Flussrate war typischerweise 30 pL/Minute.

3.4 Messgerite

3.4.1 Einkanal-Messgerit

Das Einkanal-Messgerit ist ein modulares und tragbares Zell-Chip-Messgerét fiir einen Silizium- oder
Keramik-Chip. Das Gerét integriert eine Miniatur-Pumpe mit Behéltern, sowie die Elektronik, die aus
Verstéarkern fiir den Sauerstoffsensor und den 4 pH-Sensoren und einer Impedanzmesskarte besteht.
In einer ersten Version wurden die Messwerte durch eine AD-Wandlerkarte (NI-DAQ PCMCIA 6036
von National Instruments) digitalisiert. In einer neuen Version (IMoLa von J. Wiest) werden die
Messwerte durch einen Mikrocontroller mit AD-Wandler digitalisiert und die Verbindung mit dem
Computer erfolgt entweder durch die RS232 oder die Bluetooth-Schnittstelle.

3.4.2 Glas-Sensorchip-Messgerit

Das Glas-Sensorchip-Messgerét ist ein Messplatz fiir zwei Glas-Sensorchips. Die zwei Glas-Sensorchips
werden in eine Metall-Doppelkammer eingesetzt, die auf den Tisch eines invertierten Mikroskops ge-
stellt wird, wie in Abbildung 3.7 gezeigt. Der Tisch und die Kulturmediumflaschen werden durch ein
37°C-Wasserbad mit Pumpe erwéirmt. Die Doppelkammern werden am Lehrstuhl hergestellt.
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Software zur Erfassung,
Anzeige und Analyse
der Messdaten

Glas-Sensorchips in
einer Doppel-Kammer

Fluidik-Kopf

Elektrische
Kontakte

_ Analoge und digitale
Mikroskop Sensorchip-Elektronik

Abbildung 3.7: Aufbau des Glas-Sensorchip-Messplatzes

In dieser Arbeit wurden ein LCR-Meter (SR715 von Stanford Research Systems) und ein Multiple-
xer benutzt, um die Impedanz der 4 IDES zu messen (siehe 3.4.4). Fiir die Messung von pH, gelostem
Sauerstoff und Temperatur wurde ein Messgeréit benutzt, das die Verstiarker fiir die Sensoren und
einen Mikrocontroller mit AD-Wandler enthélt. Das Messgerit wurde am Lehrstuhl gebaut. In Ab-
bildung 3.8 wird die digitale Schaltung des Messgeriits aufgezeigt. Das Gerdt kommuniziert durch die
RS232-Schnittstelle mit dem Computer. Der Mikrocontroller (PIC16F873 von der Firma Microchip)
kommuniziert mit 2 AD-Wandler (AD7706BN von Analog Devices) mit dem SPI-Protokoll (Serial
Peripheral Interface). Er schickt und empféngt Daten vom Computer durch die serielle Schnittstelle
(SUB-D 9-BU). Der Mikrocontroller wurde in C programmiert. Das Programm wurde dann mit der
Software ,PCW C Compiler* kompiliert. Der kompilierte Code wurde durch eine PIC-Programmierer-
Schaltung (K8048 von VELLEMAN) in das EEPROM des Mikrocontrollers geschrieben. In der digi-
talen Schaltung wurde ein MAX232-Chip benutzt, um die digitalen Signale des Computers von +12V
auf 0-5 Volt und umgekehrt zu konvertieren.
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Abbildung 3.8: Digitale Schaltung des Glas-Sensorchip-Messgeriits

3.4.3 Sechsfach-Tester

Als Sechsfach-Tester wurde das ,, TUM-Screen“-Gerit entwickelt, das in Abbildung 3.9 dargestellt ist.
Das Gerét integriert sechs Biomodule fiir Silizium-Chips, einen Computer mit Touch-Screen und eine
peristaltische Pumpe mit mehreren Behiltern fiir das Kulturmedium. Ein LCR-Meter (SR715 der
Firma ,Stanford Research Systems®) misst die Impedanz der sechs IDES und die sechs Biomodule
integrieren die Verstdrker fiir die Oz- und pH-Sensoren. Im Computer werden die Messsignale der
Biomodule durch eine AD-Wandlerkarte digitalisiert.

Abbildung 3.9: Sechsfach-Tester ,, TUM-Screen® fiir Silizium-Sensorchips
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3.4.4 LCR-Meter

Ein LCR-Meter (SR715 von Stanford Research Systems) wurde zur Messung der Impedanz beim
Glas-Sensorchip-Messplatz und beim TUM-Screen benutzt. Dieses Gerit kann konstante Wechsel-
spannungen von 0,1, 1, oder 10 Volt mit einer Frequenz von 10, 100, 1000 oder 10000 Hz produzieren.
Fiir die Messung der Impedanz der IDES mit Zellen wird eine Wechselspannung von 100 mV, 10 kHz
produziert. Eine langsame Messrate mit 400 Messperioden wird durchgefiihrt, eine Messung dauert
also t = 400/10000 = 40 ms. Ein Vorwiderstand von 100 kOhm wird in der stromfiihrenden Leitung
eingesetzt, so dass die Stromdichte geringer als 20 pA/cm? ist.

3.4.5 Elektronische Zellzihler

Um eine Auswertung der Zellzahl nach einem Versuch zu erhalten, wurde der elektronische Zellzéhler
Casy®1 der Firma ,Schérfe System“ benutzt [76]. Dieses Gerét evaluiert den Durchmesser von Parti-
keln mit einer Auflésung von 0,1 um. Eine Bestimmung der Kernzellzahl erhélt man durch das folgende
Protokoll: Die Zellen werden zuerst mit 900 puL Hypotoner-Puffer eine halbe Stunde inkubiert, was
ein Anschwellen der Zellen verursacht. Dann wird 100 pL Lysis-Losung hinzugefiigt, wodurch die Zel-
len platzen. Schliefllich wird die Losung mit Casy-Puffer (z. B. 20x) verdiinnt, um eine Losung von
Zellkernen zu erhalten, deren Durchmesser und Konzentration mit dem Zellzéhler evaluiert werden
konnen. Die Zellkerne haben einen typischen Durchmesser von 5 bis 12 um.

3.5 Zelllinien und Kulturmedium

Fiir die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse, wurden die folgenden Zelllinien benutzt: LS174T, aus
einem menschlichen Kolon-Adenokarzinom; HeLa, aus einem menschlichen Cervix-Adenokarzinom;
MDA-MB-231 und MCF-7, zwei menschlichen Brust-Tumor-Zelllinien; L929, Maus-Fibrosarcom-Zellen.

Als Kulturmedium wurde ein ,, Dulbecco’s Modified Eagle’s® Medium (Sigma, Miinchen) mit Zu-
gabe von 5 bis 10% FCS (Seromed, Biochrom, Berlin) und Gentamycin verwendet. Die Puffer HEPES
und Natriumbikarbonat wurden nicht ins Kulturmedium gegeben, um eine minimale Pufferkapazitit
zu haben (siehe Kapitel 4).

Am Ende der Versuche wurden die Zellen mit 0,1% ,, Triton X100“ getotet. ,, Triton X100% ist ein
Detergens, der die Zellmembran ablost. Er enthélt keine Ionen und sein Einfluss auf die Impedanz-
Werte ist unwesentlich.

3.6 Mikroskop und Kamera

Fiir die Versuche mit Glas-Sensorchips wurde die Mikroskope ,,Nikon Eclipse T'S100* und ,,Diaphot
200“ benutzt. Mikroskopische Bilder und Videos wurden mit einer digitalen Kamera ,,Nikon Coolpix
5400¢ aufgenommen.

3.7 Software

Fiir die Herstellung der Software dieser Arbeit wurde der Compiler ,,Borland C++ Builder 6.0* ver-
wendet. Fiir die Herstellung der Graphiken der schriftlichen Arbeit wurde die Software ,, Microcal
Origin 6.0 benutzt. Fiir die Herstellung der Zeichnungen wurden die Software ,,CorelDraw Graphics
Suite 12“ und ,,Microsoft Visio“ verwendet. Fiir die Herstellung der schriftlichen Arbeit wurde die
open-source-Distribution von TEX fiir Windows ,MiXTeX“ verwendet [81]. Als Editor wurde ,, Vim*
benutzt [85], der frei vertrieben wird.






Kapitel 4

Messsignale und ihre Bearbeitung

4.1 Einfiihrung

Im vorherigen Kapitel wurde erklirt, dass die Zell-Chip-Systeme mehrere Sensoren integrieren, die
durch eine Auswertelektronik digitale Messsignale zum Computer ausliefern. Diese digitalen Messsi-
gnale werden dann verarbeitet und dem Benutzer gezeigt. Mehrere Algorithmen wurden fiir die digitale
Signalverarbeitung von Zell-Chip-Versuchen implementiert. Ihre Funktionen und Beziehungen werden
in Abbildung 4.1 aufgezeigt und hier kurz beschrieben.

Messdaten Vorverarbeitung Auswertung von Auswertung der
Vitalitéit/Zustand der
pH . pH p| -Ansduerungsrate Zellkultur
-Filtern \ -
O —p! -Energieumsatz Ermittlung von
? Korrektur der ™™ o > -Saverstoff- ad R -
Impedanz Messwerte 2 Verbrauchsrate * _Statistiken
(Temperatur, Zelladhasi
Sensordrift) Impedanz > ° E Ios.|onh, -Zellwachstumsrate
Temperatur SN EEE -Zellsterben
Anderungen
A
Auswertung von
Mikroskopische . -Zelldichte
Aufnahmen " -Zellbewegung
-Zellmorphologie

Abbildung 4.1: Digitale Signalverarbeitung fiir Zell-Chip-Messsignale

In einer ersten Stufe, genannt ,, Vorverarbeitung®, haben die Algorithmen zum Ziel, die Sensordaten
zu filtern, Sensordrifts zu korrigieren, oder Temperaturkorrekturen zu berechnen, wenn es notwendig
ist. In einer zweiten Stufe werden verschiedene Eigenschaften der Zellkultur und des Zellmetabo-
lismus ausgewertet: Sauerstoffverbrauchsrate oder Produktionsrate, Ansiuerungsrate, Anderungen in
der zelluléren Adhésion oder Morphologie. In einer dritten Stufe werden die Vitalitéit oder der Zustand
der Zellkultur ausgewertet: Zellwachstumsrate, Zellsterben, Energieumsatz werden ermittelt. In einer
letzten Stufe werden statistische Auswertungen durchgefiihrt. In dieser Stufe wird zum Beispiel die
Streuung von identischen Messreihen ausgewertet. Es wird auch abgeschétzt, wann und welcher Effekt
von einem Wirkstoff auf den Zellmetabolismus ausgeht. In Abbildung 4.1 werden noch dazu Signal-
verarbeitungen fiir mikroskopische Aufnahmen dargestellt. Es wurde im vorherigen Kapitel erliutert,
dass Zell-Chip-Versuche auf Glas-Sensorchips mit Lichtmikroskopie kombiniert werden kénnen. Da-
durch kénnen mikroskopische Bilder und Filme parallel zum Zell-Chip-Versuch aufgenommen werden,
die verarbeitet werden, um Auswertungen der Zelldichte, Zellbewegung oder Morphologie zu erlangen.

33
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In diesem Kapitel wird zuerst die Auswertung der Sauerstoff-Verbrauchsrate und der Ansduerungs-
rate erkliart. Dann werden Impedanz-Messergebnisse aufgezeigt und digitale Verarbeitungsalgorithmen
der Impedanz-Werte présentiert. In einem dritten Teil werden die statistischen Auswertungen erklart.
In einem vierten Teil wird die Auswertung der Vitalitdt erkldrt. Im Schlussteil wird ein digitaler
Bildverarbeitungsalgorithmus kurz présentiert.

4.2 GelOste Sauerstoffkonzentration

4.2.1 Einflussfaktoren auf die geloste Sauerstoffkonzentration

Verschiedene Parameter haben einen Einfluss auf die Konzentration von gelostem Sauerstoff in einer
Fliissigkeit: die Temperatur, der Druck, der Salzgehalt. In diesem Abschnitt werden diese Einfliisse
ausgewertet.

e Beziehung zwischen Temperatur, Druck und geloster Sauerstoffkonzentration:
Die folgende Gleichung [83] gibt eine Beziehung zwischen diesen Parametern fiir luftgeséttigtes
Wasser. Die Bedeutungen und Einheiten der Symbole sind in Abbildung 4.2 angegeben.

(0a)(mg/ L) = Leim =P [ 5005 (1 - 1000 - M(02) (4.1)
PN Vi
Symbol  Einheit Bedeutung
T °C Temperatur
[02]  mg/L geloste Sauerstoftkonzentration
DN 1013 mBar Standard-Druck: atmosphérischer Druck auf Meereshohe
DPatm mBar Atmosphérischer Druck
pw(T) mBar Wasserdampf-Druck
a(T) Bunsen-Absorptions-Koeffizient
M(Oz) 32g/Mol Molar-Masse von Os
Vi 22,414L /Mol  Molar-Volumen

Abbildung 4.2: Bedeutung und Einheiten der Gleichungsymbole aus (4.1).

e Einfluss von T, patm = 1020 mBar
Je hoher die Temperatur ist, desto kleiner ist die geloste Sauerstoffkonzentration. Eine Zunah-
me der Temperatur um 5 Grad von 35°C' ([O2] = 7,01 mg/L) auf 40°C' ([O2] = 6,48 mg/L),
verursacht eine Abnahme der gelosten Sauerstoffkonzentration von 0,53 mg/L.
Pw(35°C) = 56,3 mBar, a(35°C) = 24,63 - 1073, pasm = 1020 Bar, [Os] = 7,01 mg/L
pw(40°C) = 73,7, a(40°C) = 23,16 - 1073, paty, = 1020 mBar, [O2] = 6,48 mg/L
Die Variation der gelosten Sauerstoffkonzentration zwischen 35°C' und 40°C ist iiber

0,53 - 100
bt | °C.
56,48 63%/°C

e Einfluss von pygm, T = 40°C
Je grofer der atmosphérische Druck ist, desto grofer ist die geloste Sauerstoffkonzentration. Ei-
ne Zunahme des atmosphirischen Drucks um 5 mBar (5 - 10° Pascal) bei 40°C, verursacht eine
Zunahme der gelosten Sauerstoffkonzentration von 0,02 mg/L:
Mit p,(40°C) = 73,7, a(40°C) = 23,16 - 1073, pasrn = 1025 mBar, [Os] = 6,50 mg/L
Die Variation der gelosten Sauerstoffkonzentration zwischen 1020 und 1025 mBar betrédgt unter

0,02 -100
L Bar.
56,48 0,06% /mBar
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e Einfluss des Salzgehalts
Je salziger das Wasser ist, desto kleiner ist die geloste Sauerstoffkonzentration. In Zell-Chip-
Versuch bleibt der Salzgehalt des Kulturmediums konstant. Man nimmt zum Beispiel 0,9% NaCl
fiir Versuche mit menschlichen Zellen.

Fiir die Zell-Chip-Messungen wird die Temperatur geregelt. Fiir Versuche mit menschlichen Zellen
werden die Zell-Chip-Systeme in Inkubatoren gestellt, die die Temperatur auf 3740, 2°C regeln kénnen.
Der Einfluss des atmosphérischen Drucks ist viel kleiner als der der Temperatur. Die Fehlerquote, die
diese Einfliisse bei den Messwerten verursachen, liegt bei insgesamt weniger als 5%. Sie kann deshalb
im Folgenden als vernachléssighbar angenommen werden.

4.2.2 Evaluierung der Sauerstoff-Verbrauchsrate oder -Produktionsrate

Sauerstoff wird von tierischen Zellen verbraucht. Die Pflanzen- und Algen-Zellen produzieren Sauer-
stoff, wenn sie beleuchtet werden, sonst verbrauchen sie Sauerstoff. In diesem Absatz wird erklért,
wie die Sauerstoff-Verbrauchsrate ausgewertet werden kann. Fiir die Produktionsrate gelten dieselben
Auswertungen.

In den Zell-Chip-Versuchen wird das Kulturmedium fiir die Zellen periodisch durch eine Pum-
pe erneuert, typischerweise alle 10 Minuten. Wenn das Kulturmedium gerade gewechselt wurde,
enthilt das Medium die maximale geloste Sauerstoff-Konzentration, die der Konzentration von Sau-
erstoff in der Kulturmediumflasche entspricht. Dann wird die Sauerstoff-Konzentration sinken bis
das Kulturmedium wieder gewechselt wird. Die Sauerstoffverbrauchsrate ist von der Zellzahl und der
metabolischen Aktivitdt der Zellen abhéngig. Abbildung 4.3 zeigt typische Sauerstoff-Messzyklen. In
diesem Versuch wurde ein Wirkstoff hinzugefiigt (Cytochalasin B), der Einfluss auf die Sauerstoff-
Verbrauchsrate der Zellen hat.

R
Senssd

1. A |B|
Cytochalasin B L l
1pg/mL

T T T T T T T T 1
470 480 490 500 510 520 530 540 550 560
Zeit (Min.)

Abbildung 4.3: Verlauf des planaren Clark-Sauerstoff-Sensorstroms. Messung des Einflusses von Cyto-
chalasin B auf die Sauerstoffverbrauchsrate der Tumor-Zellen LS174T. Phase A(Pumpe eingeschaltet)
und B(Pumpe ausgeschaltet) definieren ein Messzyklus.

Fiir die Auswertung der Sauerstoff-Verbrauchsrate werden zwei Regressionsrechnungen prasentiert:
lineare und exponentielle Regressionen.

e Regressionsrechnungen:
Die Regressionsrechnung hat zum Ziel, eine Punktwolke (x;,y;) durch eine Funktion f(z,a,b, ...)
anzunéhern. Um die Parameter (a, b, ...) auszuwerten, wird die Summe der quadratischen Feh-
ler e(a,b,...) berechnet und minimiert. Mit zwei Parameter (a,b) erhalten wir die folgenden
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Gleichungen:

e(a,b) = (i — f(wi,a,b)) (4.2)

i=1

%(a, b) =0 wund @(a, b) =0 (4.3)

0b

Fiir eine lineare Regression ist f(z,a,b) = ax +b. Nachdem die Gleichungen (4.3) gelost werden,
erhiilt man die Werte von a und b. Wenn m, = >.7*; x;/n der Mittelwert der X-Koordinaten
und m, = > 1 y;/n der Mittelwert der Y-Koordinaten sind, ist:

und:

e .

a =

(4.5)

b=my—a-my

Fiir nicht lineare Regressionen ist das Minimieren des quadratischen Fehlers nicht immer auf
analytischem Wege 16sbar. Dann werden numerische Methoden eingesetzt.

e Auswertung der Sauerstoffverbrauchsrate durch die Steigung einer Regressionsgerade:
Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsrate ist, die Steigung einer Regressi-
onsgeraden einige Minute lang nach dem Pumpstop zu berechnen. In Abbildung 4.4 sind zwei
Vergroflerungen des Sauerstoffsignals aus Versuch 4.3 vor und nach dem Beiftigen des Wirkstoffes
dargestellt. Die Regressionsgeraden wurden auf den Graphiken eingezeichnet. Man beobachtet,
dass die geloste Sauerstoff-Konzentration nicht ganz linear sinkt. Deshalb wird im folgenden
Punkt eine andere Regressionsanalyse der Sauerstoffverbrauchsrate prisentiert.
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5 . f :ﬂ---. p
. / h
. * J
4 / 44 / .
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Sauerstoffsensorstrom
vor dem Hinzufiigen von Cytochalasin B

SauerstofIsensorstrom
nach dem Hinzufiigen von Cytochalasin B

Abbildung 4.4: Vergrosserung von zwei Bereichen der Messkurve in Abb. 4.3. Die Sauerstoffverbrauchs-

rate a wird durch die Steigung einer Regressiongerade ermittelt: a(nA/Min.)= —
w

e Auswertung der Sauerstoffverbrauchsrate durch eine exponentielle Regression
Die Verbrauchsrate von Sauerstoff in den Zellen héngt von der Konzentration mehrerer Molekiile
im extrazelluldren Raum, wie Sauerstoff und Glukose, und vom Zustand der Zellen ab. Wenn man
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den Verbrauch von Sauerstoff als eine chemische Reaktion erster Ordnung modellieren wiirde,
wire die Geschwindigkeit der Reaktion zu jedem Zeitpunkt proportional zur Sauerstoffkonzen-
tration. In diesem Fall wiirde die Sauerstoffkonzentration exponentiell sinken. Wenn O(t)(Mol/L)
die geloste Sauerstoff-Konzentration, ¢ die Zeit in Minuten, k& der Anteil an Sauerstoff, der pro
Zeiteinheit verbraucht wird (30 Prozent pro Minute z. B.), a die Konstante gleich o = In(1 — k),
erhalten wir die folgende Gleichung;:

O(t) = O(0) exp(a - t)

Die Sauerstoffverbrauchsrate k£ kann dann durch eine exponentielle Regression ausgewertet wer-
den. Berechnungsmethode und -ergebnis werden hier vorgestellt.

— Berechnung

Hier wird angenommen, dass die exponentielle Kurve die Gleichung f(z) = ae®® + ¢ hat
(siehe Abbildung 4.5); a, b, ¢ und x sind reelle Zahlen. = > 0, b < 0, ¢ > 0. Die Konstante
¢ bezeichnet einen Offset des Sauerstoffsensors.

Wenn (z;,y;),7 = 1...2n die Koordinaten der gemessenen Messpunkte sind, dann sind: Vi:
yi = ae?™ + ¢ < In(y; — ¢) = In(a) + bz;. Der gesuchte Parameter ist b = In(1 — k). Um b
auszuwerten wird die Steigung der Regressionsgerade mit den Punkten (z;,In(y; — ¢)),i =
1...2n berechnet.

Y "
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| ]
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Abbildung 4.5: Exponentielle Funktion, (z1,y1)...(%2p, y2n,) sind die Messpunkte.

Bevor die Steigung der linearen Regression der Punkte (z;,In(y; — ¢)),i = 1...2n berechnet
werden kann, mufl die Konstante ¢ ausgewertet werden. Fiir die Auswertung von ¢ wird
angenommen, dass die Messwerte regelméfig erfasst wurden und Vi: x; = ¢1, mit T als

reelle Konstante. Wir erhalten dann: xo, = 2x,,. Wenn A = Yon — Un ist, ist die Konstante
Yn — Y1
c gleich:
Yn — Y1
CcC = — 4.6
Vi T (4.6)

Man hat tatsachlich:

y1=Y(0)=a+c

Yn =Y (2,) = ae?®™ + ¢

Yon = Y (22,) = ae?®n + ¢ = ae?®n 4 ¢
Man erhélt dann:
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Yon — Yn aebn (ebtn — 1)

bx
= =" =A
Yn — Y1 a(ebrn —1)
Der gesuchte Parameter ¢ ist dann gleich:
Yn — Y1 Yn — Y1

c=y1—a=y —

eben —1 T A

Das Minimieren der Summe der quadratischen Fehler fiir eine exponentielle Regression
(f(z) = ae® + ¢) kann nur durch eine numerische Methode erfolgen. Die prisentierte
Methode (teilweise aus [70]) wird dagegen analytisch ausgedriickt und ist eine sehr gute
Approximation, auch wenn die Summe der quadratischen Fehler nicht minimiert wird.
Ergebnis

In der linken Abbildung 4.6 werden die Regressionspunkte fiir drei Messzyklen des Ver-
suchs aus Abb. 4.3 gezeigt. Man kann beobachten, dass die Regressionspunkte mit den
Messpunkten vermischt sind: die Regression-Abweichung ist sehr klein. In der rechten Ab-
bildung werden die Regressionspunkte fiir drei andere Messzyklen aufgezeigt, in denen die
Sauerstoffverbrauchsrate grofier war. Die Regression-Abweichung ist deutlich grofer.

6- e Sauerstoff 8-
e Exponentielle Regression A*exp(B(t-t,)+C
64
4. i
E ™Y E 4' " [ .
5 5 . - .
2 o
g 2 o % 2 . n
i »
’ 0 ™ A=5.39 A=4.9
P A=2.90 A=2927 A=328 A=328 1 As5.17 =5. =4.
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Abbildung 4.6: Sauerstoffmesszyklen vor (links) und nach dem Hinzufiigen von Cytochalasin B (rechts)

(Versuch 4.10). Die Sauerstoffverbrauchsrate k wird durch eine exponentielle Regression berechnet.
k(%/Min.)=1—¢e B

In dieser Arbeit wird die Sauerstoffverbrauchsrate aber durch die Berechnung der Steigung der
linearen Regression erhalten, wie in Abbildung 4.4 dargestellt, da der Verlauf des Sauerstoffverbauchs

von seiner Geschwindigkeit abhingt und die exponentielle Regressions-Abweichung fiir bestimmte
Messzyklen der Versuche zu hoch werden kann.

4.3 Extrazelluldrer pH-Wert

Die Zell-Chip-Systeme verfiigen iiber pH-Sensoren, mit denen eine Evaluierung der Ansduerungsrate
der Zellen durchgefiihrt wird. Der pH-Wert ist als Logarithmus zur Basis 10 der Konzentration von
Protonen [H ] in Mol/L definiert:

pH = —logo([HT))

Da die Zellen Sauren in ein komplexes Kulturmedium auswerfen, das mehrere schwache Sduren und
Basen enthélt, wird in diesem Kapitel zuerst die Pufferkapazitit des Kulturmediums definiert und
evaluiert. Danach wird die Berechnung der Anséduerungsrate erklért.
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4.3.1 Pufferkapazitit

In diesem Abschnitt wird zuerst die Pufferkapazitéit definiert, danach wird die Formel fiir die Berech-
nung der Pufferkapazitit einer schwachen Siure-Losung gegeben. Zum Schluss wird die Pufferkapazitit
verschiedener Kulturmedien evaluiert.

e Definition:
Wenn n Mol von Protonen HV einer Losung beigefiigt werden, die schwache Sduren oder Basen
enthilt, reagieren einige Protonen mit der schwachen Base. Die Abnahme des pH-Werts ist dabei
geringer als die Abnahme des pH-Werts, wenn es keine schwache Saure gibt. Die Pufferkapazitét
[ ist definiert als die Beziehung zwischen der Menge der beigefiigten Séure n(Mol/L) und der
pH-Wert-Anderung:
dn

R (4.7)

e Pufferkapazitit einer Losung, die eine einzige schwache S&ure enthélt:
Bei einer bestimmten Temperatur 7' ist eine schwache Sdure AH durch ihre Dissoziationskon-
stante K, (7T') charakterisiert. Je stérker die Sdure ist, desto grofier ist die Dissoziationskonstante.

AH & A~ 4 mF (4.8)

Zum Beispiel ist der pK, (pK, = —logy(K,)) von Bikarbonat (H,CO3/HCOy) gleich 6,1. Der
pK, von Phosphat (HyPO; /HPO3™) ist gleich 6,8.

Die Beziehung zwischen den Konzentrationen der verschiedenen Spezies und der Dissoziations-
konstante wird durch die Henderson-Hasselbach-Gleichung (4.9) gegeben.

[A7)[H ]

Ko ="T1m

(4.9)
Wenn A =ny- +nyy die Menge der schwachen Siure (Konstante) ist, gibt Gleichung 4.10 die
Pufferkapazitét 5 an (Owicki et al. [46]).

~A-In(10) - 10PFa—PH
(14 10pKa—pH)2

8 (4.10)

Die Gleichung 4.10 zeigt, dass die Pufferkapazitéit maximal ist, wenn der pH-Wert gleich der pK,
ist. Fiir eine Losung, die mehrere schwachen Sduren und Basen enthilt, ist die Pufferkapazitét
gleich der Summe der Kapazitidten aller Siuren und Basen. Da das Kulturmedium eine komplexe
Losung ist, ist eine theoretische Berechnung der Pufferkapazitét nicht einfach. Es ist viel einfacher
die Pufferkapazitit auszuwerten, indem man eine Dosierung durchfiihrt, wie es in Abbildung 4.7
gezeigt wird.

e Evaluierung der Pufferkapazitit von DMEM
Wie im Kapitel 2 erwihnt, wurde das Kulturmedium DMEM mit 5 bis 10 % FCS fiir die Versuche
in dieser Arbeit verwendet. Die Pufferkapazitiit dieses Mediums mit 5%, 10% und ohne FCS
wurde evaluiert. Dafiir wurde eine Dosierung mit einer 1-Molar-HCI-Losung durchgefiihrt, wie
in Abbildung 4.7 dargestellt.
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Abbildung 4.7: Dosierungskurve, um die Pufferkapazitit von DMEM zu evaluieren: in 50 mL. DMEM
ohne Bikarbonat, mit Gentamycin, mit 5%, 10% und ohne FCS wurden Tropfen von 1 uL einer 1-
Molar-HCl-Losung beigefiigt und der pH-Wert der Losung wurde gemessen (Raumtemperatur).

Man sieht in Abbildung 4.7, dass die Pufferkapazitidt von der Konzentration von FCS abhéngig
ist. Man sieht auch, dass die Pufferkapazitét als konstant von pH 7 bis 6 betrachtet werden kann,
da der pH-Wert linear mit der beigefiigten Sduremenge sinkt. Fiir das Medium ohne FCS ist
sie von pH 7 bis 6 gleich 0,3 mM. Fiir das Medium mit 5% FCS ist sie von pH 7 bis 6 gleich
0,53 mM. Fiir das Medium mit 10% FCS ist sie von pH 7 bis 6 gleich 0,78 mM. FCS ist ein
Serum und wird aus Blut gewonnen. Da Blut eine Pufferlosung ist (Blut enthélt Bikarbonat-
und Phosphat-Puffer), steigt die Pufferkapazitit des Kulturmediums, wenn die Konzentration
von FCS steigt.

Wenn die pH-Variationen nicht eine pH-Einheit iiberschreiten, kann die Pufferkapazitit fiir die
Messungen mit Zellen als konstant betrachtet werden. Fiir die Evaluierung der Ansduerungsrate
(im n#chsten Abschnitt) wird die Pufferkapazitit nicht betrachtet. Um die absolute Anséue-
rungsrate der Zellen zu erhalten, muss die Rate mit der Pufferkapazitit des Kulturmediums
multipliziert werden.

4.3.2 Evaluierung der extrazelluliaren Ansiuerung

Das Cytoplasma der tierischen Zellen hat einen konstanten pH-Wert von 7,2. Wenn der pH-Wert sich
dandern wiirde, wiirden viele biochemische Reaktionen nicht mehr optimal ablaufen kénnen. Da einige
Reaktionen Sauren produzieren, wie Kohlensédure oder Milchséure, ist die Zelle in der Lage, Protonen
und Basen auszuwerfen. Dafiir haben die Zellen verschiedene Ionenkaniile, wie Nat/HT-Antiporter,
Cl~/HCO3~-Antiporter, Na™/HCO3™-Symporter, und H"-Kaniile, die durch ATP kontrolliert wer-
den. Fiir tierische Zellen wird die Ansduerungsrate durch die Berechnung der Steigung der Regressi-
onsgerade der pH-Messung berechnet, sobald die Pumpe ausgeschaltet ist, und zwar fiir jeden Zyklus
des Versuchs. In Abbildung 4.8 werden einige pH-Messzyklen eines Versuchs und die Regressionsgera-
de aufgezeigt. In diesem Versuch wurde der Wirkstoff Cytochalasin B hinzugefiigt, was eine kleinere
Ansduerungsrate und Erhohung des pH-Werts in der Mikroumgebung der Zellen verursacht hat.
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Abbildung 4.8: ISFET pH-Messung. Einfluss von Cytochalasin B auf die Ansduerungsrate von LS174-
T Zellen. Phase A (Pumpe eingeschaltet) und B (Pumpe ausgeschaltet) definieren ein Messzyklus. Die
Ansduerungsrate wird durch die Steigung der Regressionsgerade fiir jeden Messzyklus evaluiert.

Fiir Algen-Zellen wird ein Alkalisieren des Mediums statt der Ansduerung gemessen. Die Berech-
nung der Metabolismusrate erfolgt aber ebenso wie fiir tierische Zellen.

4.4 Sauerstoff-Verbrauchsrate und Ansiduerungsrate: Messergebnis-
se

Zwei exemplarische Messergebnisse werden in diesem Abschnitt aufgezeigt. Fiir dieerste Messung wur-
de ein einziger Wirkstoff ins Kulturmedium eingebracht. Bei der zweiten Messung wurde der Effekt
von einem Wirkstoff auf den Metabolismus von Zellen unter Nahrungsmangel evaluiert.

e Effekt von Histamin auf HeLa-Zellen
Histamin ist ein Hormon und Neurotransmitter und bindet an verschiedenen Rezeptoren der

Zelle. Im menschlichen Korper ist Histamin in basophilen Granulocyten und in Mastzellen (Ab-
wehrzellen) im Blut gespeichert. Histamin produziert verschiedene Effekte auf den Zielzellen: zum
Beispiel verursacht es die Kontraktion der glatten Muskulatur der Bronchien und verlangsamt
den Herzschlag [10]. Der Effekt von Histamin auf die Sauerstoff-Verbrauchsrate und Anséue-
rungsrate von HeLa-Zellen wurde untersucht. Histamin wurde an einer konfluenten Kultur 16
Stunden lang zugegeben. Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung 4.9 dargestellt.
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Abbildung 4.9: Effekt von Histamin auf die Ansduerungsrate und Sauerstoffverbrauchsrate von HeLa-
Zellen. Im grauen Bereich enthélt das Kulturmedium Histamin.

Man beobachtet keine bedeutende Wirkung von Histamin auf die Ansduerungsrate und Sauerstoff-
Verbrauchsrate. Der Effekt von Histamin auf die Morphologie/Adhésion von HeLa-Zellen wird
in Kapitel 4.5 préasentiert.

e Effekt von Cytochalasin B auf LS174T-Zellen

Cytochalasine (B,D) sind Gifte aus Schimmelpilzen. Der Effekt von Cytochalasin B auf die
Anséduerungsrate und Sauerstoffverbrauchsrate von LS174T-Zellen unter Nahrungsmangel wur-
de untersucht. Das Ergebnis der Messung ist in der Abbildung 4.10 dargestellt. Nach ca. 4 Stun-
den wurde das Kulturmedium durch ein Kulturmedium ohne die Aminosiure Glutamin ersetzt,
was einen starken Abfall der Sauerstoffverbrauchsrate (-60%) und Anstieg der Ansduerungsra-
te (+50%) zur Folge hatte. Danach wurde der Wirkstoff Cytochalasin B zugegeben, wodurch
ein starke Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate und ein Abfall der Ansduerungsrate verursacht
wurde. Als der Wirkstoff abgesetzt wurde, haben die Metabolismus-Raten fast ihre ehemali-
gen Werte wieder erreicht. Wenn normales Kulturmedium zugegeben wurde, wurde ein kleiner
Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate und Abfall der Ansduerungsrate registriert.
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Abbildung 4.10: Effekt von Cytochalasin B auf die Anséduerungsrate und Sauerstoffverbrauchsrate von
LS174T-Zellen, in einem Kulturmedium ohne die Aminosiure Glutamin. Im grauen Bereich enthilt
das Kulturmedium Cytochalasin B und im gelben Bereich kein Glutamin.

In diesem Messergebnis wird beobachtet, dass die Sauerstoffverbrauchsrate und Ansduerungsrate
gegenlaufig sind. Es liegt daran, dass die Metabolismuswege voneinander abhéngig sind. Wenn die
Ansduerungsrate als Funktion der Sauerstoffverbrauchsrate dargestellt wird (Abbildung 4.11),
wird die Abhéngigkeit der zwei Prozesse deutlich.

Fiir diesen Versuch wurde der lineare Korrelationskoeffizient zwischen Sauerstoffverbrauchsrate
und Ansduerungsrate ausgewertet: er ist gleich -0,77. Der lineare Korrelationskoeffizient p,
ist eine reelle Zahl zwischen -1 und 1, die die lineare Abhéngigkeit von zwei Prozessen (X,Y)
charakterisiert. Fiir p,, = 1 sind die Prozesse perfekt linear abhéngig. Fiir p,, = 0 sind die
Prozesse unabhingig. Fiir p, , = —1 sind sie perfekt linear gegenldufig abhéngig. Der Koeffizient
pey Wird durch die Standardabweichungen (o, o,) und Covarianz (o,,) der zwei Prozesse
berechnet. Wenn m, und m, die Mittelwerte der X- und Y-Punkte sind, ergibt sich:

1 n
0.7 = - > (@i —myg)? (4.11)
-1
n
Ouy = O (i = mg)(yi —my) (4.12)
-1
g
Pzy = =4 (4.13)
020y

Der lineare Korrelationskoeffizient kann durch die Steigung s der Regressionsgerade der Punkte

(4, y;) ermittelt werden:
S0y

Pay = a—y (4.14)
Die Ansiduerungs- und Sauerstoffverbrauchsraten sind aber nicht immer gegenléufig voneinan-
der abhéngig. Wenn die Konversion von Glukose zu Pyruvat zum Beispiel gestort wird, konnen
die beiden Raten kleiner werden. Auf der Graphik, die die Ansduerungsrate als Funktion der
Sauerstoffverbrauchsrate darstellt, kénnen Bereiche definiert werden, die den Zustand der Zellen
kennzeichnen, wie es in der Abbildung 4.11 aufgezeigt wird. Im Kapitel 4.7 wird diese Daten-
darstellung auch fiir andere Versuche verwendet.
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Abbildung 4.11: Anséduerungsrate als Funktion der Sauerstoffverbrauchsrate fiir den Versuch gemif
Abb. 4.10.

4.5 Impedanz-Messungen

Mit adhérenten tierischen Zellen konnen Zellwachstum, Zellsterben, Zelladhésions- und Morphologie-
Anderungen durch Impedanz-Sensoren gemessen werden. In diesem Abschnitt werden verschiedene
Impedanz-Messergebnisse betrachtet und eine Methode der Bearbeitung des Impedanz-Signals wird
erklart.

4.5.1 Zellwachstum

Die Zellmembran der tierischen Zellen besteht aus einer Doppelschicht von Lipiden, wie in Kapitel
1 erwihnt. Die geschitzte Kapazitit der Zellmembran ist 20 uF/cm?. Sie ist frequenz-unabhingig
[24]. Wenn Zellen auf dem Sensor wachsen, dndern sich Kapazitét und Widerstand des Sensors. Es
ist deswegen moglich, das Zellwachstum durch Impedanz-Sensoren zu messen. Messungen des Wachs-
tums von MCF-7- und L929-Zellen auf Glas-Sensorchips wurden einige Tage lang ohne Zugabe von
Wirkstoffen durchgefiihrt. In diesem Abschnitt werden zwei Messergebnisse mit MCF-7-Zellen und ein
Messergebnis mit 1.929-Zellen préasentiert. Danach werden die Messergebnisse interpretiert.

e Erster Versuch mit MCF-7-Zellen
In einem ersten Versuch wurden Glas-Sensorchips mit 5 - 10 Zellen beimpft. Die Chips wurden
5 Stunden in den Inkubator gestellt und danach ins Testsystem eingesetzt. Die Messung des
dquivalenten parallelen Widerstand und der Kapazitit wurde 6 Tage lang durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.12 dargestellt.
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Abbildung 4.12: Messung des Zellwachstums von 5 - 10* MCF-7-Zellen auf einem Impedanz-Sensor,
6 Tage lang. Verlauf von dquivalenter paralleler Kapazitéit (links) und Widerstand (rechts). Versuch
mit 5% FCS und Gentamycin. Zu den Zeiten A, B, C, D, E und F wurden Fotos aufgenommen. Ge-
strichelter Bereich: Latenz-Phase. M.: Wechsel der Kulturmediumflasche. Volumen der Messkammer:
1 mL. Pumpengeschwindigkeit: 11 pL/Min.

Wihrend der ersten 10 Stunden war die Zellkultur in der Latenz-Phase: die Kapazitét ist schnell
gesunken, da die Zellen ihre Glykocalix wieder aufgebaut haben und da die Zelladh&sion am
Sensorchip gestiegen ist. Danach war die Zellkultur in der Log- und dann in der Plateau-Phase:
die Kapazitit ist langsamer gesunken. Am Ende des Versuchs wurde Triton X100 zugegeben: die
dquivalente parallele Kapazitéit ist gestiegen, um den Wert der Sensorkapazitéit ohne Zellen zu
erreichen. Die Widerstandskurve ist wihrend der 48 ersten Stunden leicht gesunken. Danach ist
sie gestiegen. Die Interpretation des Widerstandsverlaufs ist im letzten Punkt dieses Abschnitts
gegeben. Parallel zu der Messung der Impedanz wurden Fotos aufgenommen und ausgewertet.
Die Ergebnisse der Auswertung sind in der Tabelle 4.40 dargestellt. In diesem Versuchergebnis
wurde die folgende Beobachtung gemacht: bevor die Kulturmediumflasche gewechselt wurde,
ist die Kapazitéit schneller gesunken und nachher langsamer. Es liegt daran, dass der pH-Wert
des Kulturmediums in diesem Messaufbau leicht alkalisch wird (nach 24 Stunden: pH 7.40 statt
7.14), und, dass der pH-Wert Einfluss auf die Zellmorphologie hat. In diesem Abschnitt werden
mehrere andere Versuchsergebnisse gezeigt, wo dieses Phinomen ebenfalls zu sehen ist.

e Zweiter Versuch mit MCF-7-Zellen
In einem anderen Versuch wurden die Chips mit 2 - 10> MCF-7-Zellen beimpft, 5 Stunden in
den Inkubator gestellt und danach ins Testsystem eingesetzt. Die Messung des &dquivalenten
parallelen Widerstands und der Kapazitit sind in der Abbildung 4.13 dargestellt.
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Abbildung 4.13: Messung des Zellwachstums von 2 - 10> MCF-7-Zellen auf einem Impedanz-Sensor, 7
Tage lang. Verlauf von dquivalenter paralleler Kapazitét (links) und Widerstand (rechts). Versuch mit
5% FCS und Gentamycin. M.: Wechsel der Kulturmediumflasche. Volumen der Messkammer: 300 pL.
Pumpengeschwindigkeit: 11 pL/Min.

In der Latenz-Phase ist die Kapazitdt schnell gesunken und danach leicht gestiegen. Als die
Zellkultur in der Log-Phase war, ist die Kapazitdt wie fiir den Versuch 4.12 gesunken. Die
Widerstandskurve ist wiahrend der zwei ersten Tage steil gesunken. Danach ist sie gestiegen. Die
Interpretation des Widerstandsverlaufs ist im letzten Punkt dieses Abschnitts gegeben.

Am Ende dieses Versuchs wurde eine Schitzung der Zellkernzahl mit dem Casy-Zellzéhler vorge-
nommen. Eine Schitzung von 4-10% Zellen wurde erhalten. In Abbildung 4.12 sind Bestimmungen
der Zellzahl gegeben, indem die Zellverdoppelungszeit auf 24 Stunden bestimmt wurde. In der
Abbildung 4.14 ist die erhaltene Zellkernzéhlungskurve gezeigt. Ein lokales Maximum von Zell-
kernen mit einem Durchmesser von 6,7 ym wurde gemessen. Die Kurve zeigt ein Maximum von
Zellkernen, die einen Durchmesser von 8,8 pum haben. Diese Zellkerne haben ein Volumen V53,
das fast zweimal so grofl wie das Volumen V; der 6,7 um Zellkerne. (V4 =4/3 -7 -6,73/8 = 157
pm3, Vo = 4/3 - 7 - 8,83/8 = 267 um3). Das sind die Zellkerne, die auf die Mitose vorbereitet
waren.
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Abbildung 4.14: Ergebnis der Zellkernzéhlung.



Kapitel 4: Messsignale und ihre Bearbeitung 47

e Versuch mit L929-Zellen
In diesem Versuch wurden die Glas-Sensorchips mit 1-10° und 2 - 105 L929-Zellen beimpft,
5 Stunden in den Inkubator gestellt und danach ins Testsystem eingesetzt. Die Messung des
dquivalenten parallelen Widerstands und der Kapazitit sind in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.15: Verlauf der dquivalenten parallelen Kapazitit (links) und des Widerstands (rechts),
3 Tage lang. Versuch mit 1.929-Zellen, 2 verschiedene Zelldichten, 10% FCS und Gentamycin. M.:
Wechsel der Kulturmediumflasche. Volumen der Messkammer: 300 puL. Pumpegeschwindigkeit: 11
wL/Min.

In der Log-Phase sinken die Kapazitdtskurven langsamer als mit MCF-7-Zellen, da die 1.929-
Zellen langsamer und nicht iibereinander wachsen, und da sie eine andere Morphologie zeigen.
Die Widerstandskurven sind im Gegenteil mit den letzten Versuchen die ganze Zeit gesunken.
Am Ende des Versuchs wurden die Zellkerne mit dem Casy-Zellzihler gezihlt. Die Ergebnisse der
Zellkernzahlung und Bestimmungen der Zellzahl zu verschiedenen Zeitpunkten sind in Abbildung
4.15 gegeben.

e Interpretation des Verlaufs der d4quivalenten parallelen Kapazitit und Widerstand

Die Verlaufe des dquivalenten parallelen Widerstands und der Kapazitit dieser Langzeitversuche
werden im Folgenden interpretiert. In Abbildung 4.16 wird die Interpretation schematisch darge-
stellt. Wenn die Zellkultur sich in der Latenz-Phase befindet, haben die Zellen eine kugelférmige
Morphologie, wie es auf der mikroskopischen Aufnahme 4.17 gezeigt ist. Nachher ist ihre Mor-
phologie flacher und die Adhésionskraft grofier. Sie besetzen eine groflere Fliche auf dem Chip.
Deshalb ist die Kapazitéit kleiner. Der Zellmetabolismus éndert die Leitfahigkeit des Mediums.
In der Latenz-Phase wird das Medium leitfdhiger, deshalb sinkt der Widerstand. In den Log-
und Plateau-Phasen steigt der Widerstand und sinkt die Kapazitdt, da die Zellen immer mehr
Flache auf dem Sensor besetzen.
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Abbildung 4.16: Erklarung des Verlaufs des dquivalenten parallelen Widerstands R und der Kapazitét

Abbildung 4.17: Phasenkontrastmikroskopie von MCF-7-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (siehe
4.16): A: Latenz-Phase, B: Log-Phase, D: Plateau-Phase (die Zellen sind iibereinander gewachsen)

4.5.2 Zellwachstum und Morphologie/ Adhiisions-Anderungen

Mit dem Impedanz-Sensor werden auch Anderungen in der zelluliren Adhision und Morphologie
parallel zum Zellwachstum gemessen. In diesem Abschnitt sind verschiedene Messergebnisse gezeigt,
wobei unterschiedliche Wirkstoffe zum Zellkulturmedium zugegeben worden sind.

4.5.2.1 Effekt von Cytochalasin B auf MCF-7-Zellen

Cytochalasin B verhindert die Polymerisation von Aktin-Filamenten. Wie in Kapitel 1 erklart, besteht
das Zytoskelett aus Aktin-Filamenten. Deshalb kann dieser Wirkstoff Zellbewegung und Zellteilung
hemmen und éndert Zelladhésion und Morphologie. Zwei Versuche mit MCF-7-Zellen werden in diesem
Abschnitt prisentiert.

e Erster Versuch mit MCF-7-Zellen
Glas-Sensorchips wurden mit 2 - 10° MCF-7-Zellen beimpft und 5 Stunden nachher ins Test-
system eingesetzt. Die Messergebnisse sind in Abbildung 4.18 gezeigt. Nach einem Tag wurde
Cytochalasin B zugegeben. Kurz nach dem Zufiigen von Cytochalasin B ist die dquivalente Ka-
pazitit wiahrend 3-4 Stunden schnell gesunken, der Widerstand dagegen schnell gestiegen, was



Kapitel 4: Messsignale und ihre Bearbeitung 49

eindeutig zeigt, dass Anderungen in der Zellmorphologie und Adhésion aufgetreten sind. Die Ka-
pazitét ist anschliefend noch weiter gesunken. Das zeigt, dass es immer noch Zellteilungen auf
dem Impedanz-Sensor gab, was mikroskopische Aufnahmen bestétigt haben. 36 Stunden nach
dem Messbeginn ist der Widerstand steiler gestiegen und die Kapazitét schneller abgefallen. Dies
zeigt, dass eine Anderung der zelluldren Adhision aufgetreten ist.
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Abbildung 4.18: Effekt von 1 uM Cytochalasin B auf MCF-7-Zellen. Verlauf der dquivalenten paral-
lelen Kapazitét(links) und des Widerstands (rechts). Pumpe immer eingeschaltet. Volumen der Mes-
skammer: 1 mL

18 Stunden nach der Zugabe des Wirkstoffes wurde eine mikroskopische Aufnahme aufgenom-
men, die in Abbildung 4.19 gezeigt ist. Die morphologische Anderung der Gewebe ist deutlich
zu sehen. Spéter wurde ein Kulturmedium ohne Cytochalasin B zugegeben. Da der Effekt des
Wirkstoffs reversibel ist, ist die Kapazitéit wieder gestiegen und der Widerstand gesunken, die
Morphologie der Gewebe war wieder normal.

Abbildung 4.19: Mikroskopische Aufnahmen vor (links) und 18 Stunden nach der Zugabe (rechts) von
1uM Cytochalasin B ins Kulturmedium: alle Pseudopoden der Gewebe sind verschwunden.

o Zweiter Versuch mit MCF-7-Zellen
Glas-Sensorchips wurden mit 2105 MCF-7-Zellen beimpft und nach 5-6 Stunden Inkubation im
Testsystem eingesetzt. In diesem Versuch war die Pumpe periodisch eingeschaltet. In Abbildung
4.20 werden die Messergebnisse dargestellt. Die Messzyklen sind in den Messkurven sichtbar.
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Nach 18 Stunden wurde 1 uM Cytochalasin B 3 Stunden lang zugegeben. Wie bei den vorherigen
Versuche nimmt die Kapazitédt ab und die Steigung der Widerstandkurve nimmt zu, was zeigt,
dass Zellmorphologie/Adhésions-Anderungen auftreten.
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Abbildung 4.20: Effekt von Cytochalasin B auf 2 - 10> MCF-7-Zellen. Verlauf der dquivalenten paral-
lelen Kapazitit (links) und des Widerstands (rechts). Pumpe periodisch eingeschaltet. Volumen der
Messkammer von 300 pL.

4.5.2.2 Effekt von Histamin auf HeLa- und MDA-MB-231-Zellen

Im Kapitel 4.4 wurde bereits erklart, dass Histamin ein Hormon ist, das verschiedene Auswirkungen
hat, je nach Zelltyp. Die Effekte von Histamin auf die Zellmorphologie wurden auf den Zelllinien MDA-
MB-321 und HeLa mit Impedanz-Sensoren registriert und sind in diesem Abschnitt gezeigt. Es wird
verdeutlicht, dass die Reaktionen auf Histamin sehr unterschiedlich sein kénnen. Die Zellreaktionen
auf Histamin héngen ndmlich von der Wirkstoffkonzentration und vom Zelltyp ab.

e Effekt von Histamin auf MDA-MB-231-Zellen
Ein Glas-Sensorchip wurde mit 1 - 10> MDA-MB-231-Zellen beimpft und in das Testsystem
eingesetzt. 2 Stunden spéter wurde 35 uM Histamin zugegeben. Wie in Abbildung 4.21 gezeigt,
ist die Kapazitédt nach der Zugabe von Histamin 3 Stunden lang gestiegen, was zeigt, dass es
Anderungen in der Zellmorphologie gab. Der Widerstandverlauf zeigt keine deutliche Anderung
(nur eine sehr kleine Abnahme).
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Abbildung 4.21: Effekt von Histamin auf MDA-MB-231-Zellen. Verlauf der dquivalenten parallelen
Kapazitit (links) und des Widerstands (rechts).

e Effekt von Histamin auf HeLa-Zellen
Ein Glas-Sensorchip wurde mit 1-10° HeLa-Zellen beimpft und ins Testsystem eingesetzt. 3 Tage
nachher wurde 50 4 M Histamin zugegeben. Wie in Abbildung 4.22 gezeigt, ist die Kapazitét nach
der Zugabe von Histamin 10 Minuten lang gestiegen und danach tief gesunken. Der Widerstand
ist im Gegensatz dazu 10 Minuten lang gesunken und danach gestiegen.
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Abbildung 4.22: Effekt von Histamin auf HeLa-Zellen. Verlauf der dquivalenten parallelen Kapazitéit

(links) und des Widerstands (rechts).

4.5.2.3 Effekt von Tamoxifen auf MCF-7-Zellen

Tamoxifen ist ein Chemotherapeutikum, das bei Brust-Tumoren eingesetzt wird. Tamoxifen ist ein
Antidstrogen, hat hohe Affinitit zum Ostrogen-Rezeptor und konkurriert mit dem Ostradiol-Hormon
[3] [15]. Drei Tage nach der Zugabe von 2 puM Tamoxifen wird das Zellwachstum gehemmt. Der
Wirkstoff hat auch einen Effekt auf die Aktin-Filamente. Um diese Effekte mit Impedanz-Sensoren zu
registrieren wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt und in diesem Abschnitt vorgestellt.

e Erste Versuchsreihe

In dieser Versuchsreihe wurden Glas-Sensorchips mit unterschiedlichen Zellzahlen beimpft. Ver-
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schiedene Zelldichten wurden gew&hlt, weil mit hohen und niedrigen Zelldichten unterschiedliche
Eigenschaften der Zellkultur registriert werden kénnen. Hohe Zelldichten erlauben némlich ei-
ne bessere Detektierung von zellmorphologischen Anderungen. Mit kleinen Zelldichten kann die
Zellwachstumshemmung registriert werden.

Die Glas-Sensorchips wurden mit den folgenden Zellzahlen beimpft: 0,8 -10%, 1-10° und 2 - 10°.
Die Chips wurden 5 Stunden in den Inkubator gestellt und danach ins Testsystem eingesetzt.
Ein Tag spiter wurden 2 M zum Kulturmedium hinzugegeben. Fiir einen Versuch mit 0, 8- 10°
Zellen wurde kein Wirkstoff zugegeben. Die Messung wurde 4 Tage lang durchgefiihrt und ist
in Abbildung 4.23 dargestellt. Die Kapazititsverliufe am Anfang der Versuche mit 0,8 - 10°
Zellen weisen Unterschiede auf. Es liegt daran, dass die Zellverteilung auf den Sensor-Chips nicht
homogen war. Aber die Kapazitdtswerte erreichen ein dhnliches Niveau am Ende des Versuchs,
was bedeutet, dass keine grofie Zellwachstumshemmung fiir den Versuch mit Tamoxifen gemessen
wurde.
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Abbildung 4.23: Effekt von Tamoxifen auf MCF-7-Zellen. Verlauf der dquivalenten parallelen Kapazitéit
(links) und des Widerstands (rechts) mit verschiedenen Zelldichten und einer Kontrolle. Volumen der
Messkammer: 1mL. M: Wechsel der Kulturmediumflasche.

Nach den Versuchen wurden die Zellkerne mit dem elektronischen Zellzédhler gezéhlt. Die Er-
gebnisse und Bestimmungen der Zellzdhlung werden in Abbildung 4.23 beschrieben. Fiir eine
Anfangs-Zellzahl von 0,8 - 10° wurden fiir den Kontrollversuch 9,5 - 10° gezéhlt. Mit Zugabe
von Tamoxifen wurden 8,5 - 10° Zellen am Versuchsende gezihlt (10% weniger Zellen). Der
Zellzahlenunterschied war klein, was kohérent mit dem Kapazitétsverlauf dieser Versuche ist.

Zweite Versuchsreihe

In dieser Versuchsreihe wurden 2 Glas-Sensorchips mit 1-10% MCF-7-Zellen beimpft, 5 Stunden
in den Inkubator gestellt und danach ins Testsystem eingesetzt. Ein Tag spéter wurde 2 uM
Tamoxifen zu einer Kultur zugegeben. Die Messung wurde 5 Tage lang durchgefiihrt. Die Zellzahl
wurde am Ende des Versuchs mit dem Casy-Zellzdhler ermittelt. Das Ergebnis wird in Abbildung
4.25 und 4.26 beschrieben. Fiir die Kontrolle wurden 2,5 - 10 Zellen gezihlt. Fiir die Kultur,
die mit dem Wirkstoff behandelt wurde, wurden 2,3 - 10° Zellen geziihlt (8% weniger Zellen).
Der Zellzahlenunterschied war noch kleiner als bei der ersten Versuchsreihe. Die erhaltenen
Zellkernzéhlungskurven sind in Abbildung 4.24 dargestellt. Die Zellkernzdhlungskurven zeigen,
dass es in beiden Kulturen noch Zellen gab, die sich auf die Mitose vorbereitet hatten.
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Abbildung 4.24: Zellkernzdhlung am Ende des Versuchs 4.25.

Die Kapazititskurven (Abbildung 4.25) der Test- und Kontrollversuche zeigen einige Unter-
schiede. Am Anfang waren die Kapazitéitswerte der Kontrolle deutlich grofler als die Werte des
Testversuchs. Das liegt daran, dass die Zellen auf dem gesamten Sensorchip nicht gleichméssig
verteilt sind. Auf den IDES-Sensoren des Testversuchs lagen mehr Zellen als auf den IDES-
Sensoren der Kontrolle. Danach sind die Kapazititswerte fiir beide Versuche gesunken. Die
Kapazitdtswerte der Kontrolle waren jedoch am Ende des Versuchs niedriger, was zeigen konnte,
dass die Zellwachstumsrate leicht grosser war.

Die Widerstandskurven (Abbildung 4.26) der Test- und Kontrollversuche zeigen dhnliche Unter-
schiede. Die Anfangswerte waren grosser bei dem Testversuch, da mehr Zellen auf dem Sensor
lagen. Die Widerstandswerte der Kontrolle haben jedoch hohere Werte erreicht als bei dem
Testversuch, was zeigen koénnte, dass die Wachstumsrate leicht héher war.

Diese Versuchsreihen zeigen, dass 2 uM Tamoxifen keine starke Zellwachstumshemmung von
MCF-7-Zellen verursacht.
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Abbildung 4.25: Effekt von 2 uM Tamoxifen auf 1-10° MCF-7-Zellen. Verlauf der dquivalenten par-
allelen Kapazitét. Vergleich mit einer Kontrolle. Messkammer mit einem Volumen von 300 uL.
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Abbildung 4.26: Effekt von Tamoxifen auf 1-10° MCF-7-Zellen. Verlauf des #iquivalenten parallelen
Widerstandes. Vergleich mit einer Kontrolle. Messkammer mit einem Volumen von 300 pL.

4.5.3 Zellsterben

Es wurde in den letzten Abschnitten gezeigt, dass Zellwachstum und Morphologie-/Adhésions-Ande-
rungen durch den Impedanz-Sensor detektiert werden kénnen. Wenn Zellen sterben, wird ihre Mem-
bran geschidigt, was ebenfalls durch den Impedanz-Sensor festgestellt werden kann. In diesem Ab-
schnitt wird ein Messergebnis gezeigt, in dem Zellen wegen einer bakteriellen Kontamination gestorben
sind. Zwei parallele Versuche wurden durchgefiihrt. In einem Versuch wurde eine bakterielle Konta-
mination festgestellt. Der Verlauf des dquivalenten parallelen Widerstands und der Kapazitéit zeigen
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grofle Unterschiede mit dem normalen Versuch und sind in den Abbildungen 4.27 und 4.28 dargestellt.
Fiir den kontaminierten Versuch wurde beobachtet, dass die Kapazitit 2 Stunden lang steil abgefallen
ist (10 nF/Stunde), und danach stundenlang gestiegen ist (0,3 nF/Stunde), was zeigt, dass es im-
mer weniger lebende Zellen auf dem Sensor gab. Der Widerstand ist 2 Stunden lang steil gestiegen
(50 Ohm/Stunde) und danach stundenlang gesunken (3 Ohm/Stunde). Im normalen Verlauf ist der
Widerstand nur gestiegen (2-3 Ohm/Stunde).
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Abbildung 4.27: Verlauf der dquivalenten parallelen Kapazitit ohne Kontamination (links) und mit
bakterieller Kontamination (rechts).
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Abbildung 4.28: Verlauf des dquivalenten parallelen Widerstandes ohne Kontamination (links) und
mit bakterieller Kontamination (rechts).

4.5.4 Bearbeitung des Impedanz-Signals

e Zusammenfassung der Messergebnisse
Im vorausgehenden Abschnitt wurden verschiedene Messergebnisse prasentiert und beschrieben.
Es wurde gezeigt, dass die Impedanz-Signale vieldeutig sind, da verschiedene Parameter wie
Anderungen in Adhiision/Morphologie, Zellwachstum und Zellsterben gleichzeitig mit den IDES
gemessen werden. Wihrend der ersten 12 Stunden nach dem Trypsinieren der Zellkultur werden
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hauptsiichlich Anderungen in der zelluliren Adhision gemessen. Danach haben verschiedene
Parameter Einfluss auf die Impedanz-Werte. Eine Zusammenfassung der Kapazititswerte (Werte
und Steigung) in der Log-Phase und ohne Wirkstoffzugabe wird in Tabelle 4.29 aufgefiihrt. Eine
Zusammenfassung der Kapazitdtswerte, wenn verschiedene Wirkstoffe zugegeben worden sind,

ist in Tabelle 4.30 gezeigt.

Zellen  Zellzahl Min. der Steigung(nF/Std.) Max.(nF.)

MCF-7 50000 -1,25
MCF-7 100000 -0,55
MCF-7 200000 -0,46
L929 100000 -0,16
L929 200000 -0,28
HeLa 100000 -1,16

100
58
58
75
80
95

Min.(nF.) Versuch

29
23
20
60
66

n.e

4.12
4.25
4.13
4.15
4.15
4.22

Abbildung 4.29: Zusammenfassung der Kapazitdtswerte der préisentierten Versuche, wenn die Zellkul-

tur in der Log-Phase war (ohne Wirkstoffzugabe). n.e.: nicht erreicht.

Mit Tabelle 4.29 kann man verschiedene Figenschaften der Kapazitédtwerte beobachten. Erstens,
je hoher die Zahl der MCF-7-Zellen ist, desto kleiner ist der absolute Steigungswert der Kapa-
zitét. Zweitens ist die Steigung der Kapazitat fiir L929-Zellen viel kleiner als mit MCF-7-Zellen.
Die L929-Zellen sind némlich flacher als MCF-7-Zellen und sie haben daher weniger Einfluss auf

die Sensorkapazitét, wenn sie wachsen.

Eine Zusammenfassung der Wirkstoffeffekte wird in der Tabelle 4.30 dargestellt.

Wirkstoff  Konz. Zellen Steigung Dauer

(uM) (nF/Std.) (Std.)
+CB 1 MCF-7 -10,3 1,1
-CB MCF-7 +3,4 1,2
+CB 1 MCF-7 -1,3 3,0
-CB MCF-7 +5,4 0,7
+Histamin 25 MDA-MB-231 +1,3 3,5
+Histamin 50 HeLa +82,0 0,1
-37,2 0,4

Effekt
(nF.)
11,3
+4,1

-3,9
3,8
4,5
8,2

-14,8

Versuch

4.18
4.18
4.20
4.20
4.21
4.22
4.22

Abbildung 4.30: Zusammenfassung der Kapazitéitswerte der priasentierten Versuche, wenn verschiedene

Wirkstoffe zur Zellkultur zugegeben wurden.

Wie die erste Tabelle 4.29 gezeigt hat, konnen Vergleiche der absoluten Sensorkapazitit nur
mit gleichen Zelllinien durchgefiihrt werden. Da relativ viele Versuche mit MCF-7-Zellen durch-
gefiihrt wurden, konnen die Werte der dquivalenten Kapazitét fiir MCF-7-Zellen in der folgenden

Tabelle zusammengefasst werden:

Erreichte Wert w(nF)

Zellkulturzustand Steigung s(nF/Std.) Dauer

Zellwachstum —-1,3<s<0 Tagen
Zellsterben s>0 Min.-Tagen
Morphologie/Adhésion s>0 Min.-Tagen
Morphologie/Adhésion s<—1,5 Min.-Tagen

20 — 30
w > 60
w < 50
w < 50

Abbildung 4.31: Auswertung der Kapazitit fiir die Versuche mit MCF-7-Zellen
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e Erkennung der Adhiision/Morphologie-Anderungen oder des Zellwachstums fiir MCF-7-Zellen
Nachdem die Tabelle 4.31 erstellt wurde, kann eine Methode implementiert werden, um die
Bereiche der Kapazitidtskurve zu erkennen, wo es Zellwachstum gibt, und wo es Morphologie-
/Adhisions-Anderungen gibt. Der Algorithmus basiert auf den Messergebnissen der Tabelle 4.31.
Wenn Adhisions-/Morphologie-Anderungen oder Zellsterben auftreten, ist die Steigung der Ka-
pazitdt entweder positiv oder kleiner als eine bestimmte Schwelle (in der Tabelle s < —1,5).
Das Ergebnis dieses einfachen Algorithmus mit einer Schwelle gleich —1,6 wird fiir den Versuch
nach 4.18 in Abbildung 4.32 gezeigt. Die Ableitung wurde durch die Berechnung der Steigung

von Regressionsgeraden ausgewertet.

10 e Zellwachstum
8 1204 o Adhasion/Morphologie: 0>Cpar'(t)>-2.7e-11 Farad/Min.
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81
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Abbildung 4.32: Ableitung der dquivalenten parallelen Kapazitét (links). Bereiche der Messkurve, wo
Zelladhiisions-Anderungen detektiert werden (rechts, rote Punkte).

e Vergleich von zwei Messergebnissen: Kontrolle/Test-Versuch

Es wurde bereits gezeigt, dass die absoluten Kapazitdtswerte und ihr Verlauf von den Zellentypen
abh#ngen. In diesem Abschnitt wird erklért, welche Informationen der Vergleich der Steigung von
zwei Kapazitédtswerten fiir 2 Versuche mit identischen Zellen (eine Kontrolle und ein Testversuch)
bringt.

Gegeben ist die Steigung der Kapazitdtskurve fiir die Kontrolle s; und die Steigung so der
Kapazitatskurve fiir den Testversuch. Es wird angenommen, dass die Kontrolle eine maximale
Wachstumsrate (s; < 0) zeigt, dass die zwei Versuche mit den gleichen Bedingungen gestar-
tet wurden, und dass sie sich in der Log-Phase befinden. In Tabelle 4.33 wird der Vergleich

durchgefiihrt.
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Vergleich der Steigung | Mogliche Interpretationen fiir den Testversuch

§1 = 89 -gleiche Wachstumsrate
-kleinere Wachstumsrate und Zell-Substrat-Adhésion grofer

§9. <0, 51 < 59 -kleinere Wachstumsrate
-gleiche Wachstumsrate und Zell-Substrat-Adhésion kleiner

S9 < 0, 51> s9 -groflere Zell-Substrat Kontakte.

s9 =20 -kein Wachstum
-Wachstum vorhanden aber Zell-Substrat-Adhésion kleiner

52 >0 -Membranen beschédigt, Zellsterben
-Zell-Substrat-Adhésion wird kleiner

Abbildung 4.33: Vergleich der Kapazitiitssteigung zwischen einem Kontroll- (s; in nF/Std.) und Test-
versuch (s2 in nF/Std.) in der Log-Phase.

Die Tabelle 4.33 zeigt, dass mehrere Interpretationen méglich sind, wenn die Kulturen in der
Log-Phase sind. Wenn man zusétzlich die Dauer des Vergleichs und den erreichten Kapazitéits-
wert betrachtet, werden einige Interpretationen ausgeschlossen. Wenn schnelle Anderungen im
Kapazititswert auftreten, bedeutet es, dass Anderungen in der Adhiision oder Morphologie auf-
getreten sind. Wenn langsame Anderungen in der Adhiision oder Morphologie auftreten, ist die
Interpretation schwieriger. Um eine eindeutige Interpretation zu erhalten, kénnen dann mikro-
skopische Aufnahmen gebraucht werden, um Information iiber das Zellwachstum zu erhalten,
wie es im letzten Abschnitt dieses Kapitels erklirt wird.

4.6 Weiterverarbeitung der Messergebnisse

Nachdem die Evaluierung der Ansduerungsrate, Sauerstoff-Verbrauchsrate und Impedanz-Auswertungen
erklart wurden, werden Methoden fiir die Weiterverarbeitung der Ergebnisse in diesem Abschnitt
préasentiert. Die Methoden haben zum Ziel, verschiedene wichtige Eigenschaften einer Messreihe auszu-
werten. Zuerst wird ein Algorithmus fiir die Auswertung einer einzigen Messkurve présentiert. Danach
werden statistische Methoden fiir die Auswertung von parallelen Versuchen vorgestellt.

4.6.1 Auswertung einer einzigen Messkurve

Ziel der Zell-Chip-Versuche ist es, zu determinieren, ob Wirkstoffe einen Effekt auf die Zellmetabo-
lismusraten (Ansduerungsrate oder Sauerstoffverbrauchsrate) oder Impedanz-Messung verursachen.
Wenn ja, muss die Art des Effekts determiniert werden, sowie der Zeitpunkt, wann der Effekt gemes-
sen wurde.

Um automatisch auszuwerten, ob ein Effekt aufgetreten ist, nachdem ein Wirkstoff hinzugefiigt
wurde, wird eine Schétzung der Messwerte berechnet und mit dem Messsignal verglichen.

In einer ersten Methode kann eine Schéitzung der zukiinftigen Messwerte durch den Mittelwert
der Messpunkte eine Stunde vor dem Einfiigen des Wirkstoffs erhalten werden. In den Zell-Chip-
Versuchen werden die Metabolismusraten alle 10 Minuten erfasst. Die Messkurve besteht deshalb
aus einer Reihe von regelméfig erfassenden Messpunkten (¢;,y;) (i = 1...00). Zu der Zeit tg ist die
Schitzung der zukiinftigen Messwerten gleich § = gjf y;/6. Die Standard-Abweichung betrégt o,.
Die neuen Messwerte (t7,y7)...(t;,y;) werden mit ¢ verglichen. Wenn es mindestens 3 Messpunkte gibt
(tnsYn)---(tn+3, Ynts), die einen Messwert deutlich grosser oder kleiner als g zeigen, wird ein Effekt zu
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der Zeit t, gemessen: Vk: n < k < n+4; |yp — §| > 20,. Diese Schétzung hat aber den folgenden
Nachteil: wenn die Messkurve nicht konstant vor dem Einfiigen des Wirkstoffs ist, wird immer ein
Effekt registriert. Um diesen Nachteil auszugleichen, kann eine andere Schétzung berechnet werden.

In einer zweiten Methode kann die Schitzung der Messwerte durch eine lineare Regression (t) =
a1t + by erhalten werden. Eine Stunde vor dem Einfiigen des Wirkstoffs wird die Regression und
Standard-Abweichung o, berechnet werden. Nach dem Einfiigen des Wirkstoffs werden die neuen
Messwerte zu (t;) = ait; + by verglichen. Wenn Vk: n <k <n+4; |y, — 9(ty)| > 20y, wird ein Effekt
zur Zeit t, gemessen. Eine neue Regressionsgerade nach dem Auftreten des Effekts wird berechnet.
Diese Methode ist in Abbildung 4.35 dargestellt.
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Abbildung 4.34: Evaluation einer Regressionsgerade vor der Zugabe des Wirkstoffs. Evaluation des
Effekts des Wirkstoffs.

Mit dieser Methode erhélt man mehrere Parameter: die Zeit Tryfers bezeichnet, wann der Effekt
aufgetreten ist sowie die Art des Effekts (Steigung oder Abfall der Metabolismusraten). Die Auswer-
tung dieser Parameter wird in Tabelle 4.35 fiir den Versuch 4.10 dargestellt.

Messparameter | Wirkstoff | Konzentration(uM.) | Effekt? | Ty rert(Std.) | Typ des Effekts
o)) +CB 1 ja 0,5 Steigung
pH +CB 1 ja 0,5 Abfall

Abbildung 4.35: Auswertung des Effekts der Zugabe von Cytochalasin B(CB) fiir den Versuch 4.10.

4.6.2 Auswertung einer Messreihe

Die intrinsische Heterogenitét zelluldren Materials erfordert umfangreiche Messreihen, mit denen sta-
tistische Auswertungen berechnet werden. Wichtige Parameter der statistischen Auswertungen sind
die Streuung identischer Messungen und der Unterschied zwischen Kontroll- und Test-Versuchen.

e Streuung einer Datenreihe
Die Streuung einer Messreihe ist ein Maf} fiir die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse. Zu
jedem Zeitpunkt der Messung wird sie durch die Standard-Abweichungen der Messpunkte von
allen Messreihen charakterisiert.

e Unterschied zwischen Kontroll- und Test-Versuch
Bei Zell-Chip-Versuchen werden wie bei klassischen Zellversuchen meistens mehrere Kontroll-
versuche parallel zur Versuchsreihe durchgefiihrt. Vergleiche zwischen Testversuchen und Kon-
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trollversuchen miissen berechnet werden. Zu einem gegeben Zeitpunkt werden sie durch den
Vergleich zwischen dem Mittelwert der Kontrollmessreihen und Testversuchsreihen sowie ihrer
entsprechenden Streuung errechnet.

4.7 Vitalitatsindex

4.7.1 Bedeutung des Index

Toxizitatsanalyse oder Chemosensitivitétstest sind sehr wichtige Anwendungsbereiche der Zell-Chip-
Systeme. Ziel dieser Anwendungen ist es, zu messen, wie schidlich gegebene Wirkstoffe fiir die Zellkul-
tur sind. Um die Schédlichkeit der Wirkstoffe auszuwerten, wird ein Vitalitdtsindex gebraucht. In den
Zellkulturarbeitsmethoden wird ein dhnlicher Index (Viabilitétsindex) schon definiert, der bestimmt
wird, indem man das Verhéltnis zwischen lebenden Zellen und gesamter Zellzahl (lebend und tot) be-
rechnet. Dieser Index kann durch bestimmte Farbstoffe ermittelt werden. Zum Beispiel lagert sich der
Farbstoff ,, Trypan blau“ nur in toten Zellen ein und die Intensitédt der blauen Farbe ist proportional
zu der Anzahl von toten Zellen. Da es mit Zell-Chip-Systemen moglich ist, die metabolische Aktivitat
der Zellkultur in Realzeit zu messen, kann man einen feinen Index zu jedem Zeitpunkt der Messung
und ohne Einfluss auf die Zellkultur definieren.

Die intuitive Bedeutung und die definierte Skala des Vitalitédtsindex werden in der Abbildung 4.36
aufgezeigt. Der Index wird als ganze Zahl definiert. 100 ist der Referenzwert, bevor der Wirkstoff
zugegeben wird, wenn die Zellen eine normale metabolische Aktivitéit zeigen. Wenn der Index gleich
0 ist, bedeutet es, dass keine Zellen mehr am Leben sind.
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Abbildung 4.36: Definition einer Skala fiir den Vitalitédtsindex.

4.7.2 Bestimmung des Vitalitatsindex fiir tierische Zellen

Ziel dieses Abschnitts ist es, Methoden vorzuschlagen, um einen Vitalitdtsindex durch die Messung von
pH-, Os- und Impedanz-Werten in der Zellenmikroumgebung zu erhalten. Da die Messsignale von den
Zellen abhéngen, wird in diesem Abschnitt die Bestimmung des Index fiir tierische Zellen behandelt.
Zuerst wird noch einmal gezeigt, welche Bedeutung die Messparameter haben. Danach werden zwei
Methoden fiir die Bestimmung des Vitalitdtsindex prisentiert.

e Bedeutung der Sauerstoffverbrauchs- und Ansduerungsrate und ihrer Variationen fiir tierische
Zellen
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In Kapitel 2 (iiber die Zellen) wurden mehrere wichtige Eigenschaften des tierischen Zellmetabo-
lismus beschrieben. Es wurde erklirt, dass 90% des Sauerstoffs in den Mitochondrien verbraucht
wird, um ATP zu generieren. Der Sauerstoffverbrauch der Zelle reflektiert die ATP-Produktion
in den Mitochondrien. Es wurde auch erklért, dass die Zellen durch ihren Metabolismus mehrere
Séuren produzieren, wie Milchséure oder COy (CO2 + HoO — H2COs = Ht + HCOy). Das
COs ist ein Produkt der zelluldren Atmung. Milchsdure ist ein Produkt der anaeroben Atmung.

Wenn ein Zell-Chip-Versuch durchgefiihrt wird, kénnen die Ansiuerungsrate und Sauerstoffver-
brauchsrate entweder steigen, konstant bleiben oder sinken. Wenn zum Beispiel die Sauerstoffver-
brauchsrate steigt, heifit es, dass die mitochondriale Aktivitit steigt. Die Zelle ist sehr aktiv und
verbraucht viel ATP. Wenn die Sauerstoffverbrauchsrate sinkt und die Ansduerungsrate steigt,
bedeutet es, dass es vermutlich ein Problem in den Mitochondrien gibt: die Zellen benutzten den
anaeroben Metabolismusweg, um ATP zu produzieren, was viel Milchsdure erzeugt. Wenn die
Sauerstoffverbrauchsrate und die Ansduerung sinken, bedeutet es, dass die Zelle weniger aktiv
ist. Fiir die Erhaltung des Vitalitdtsindex werden solche Interpretationen gebraucht, um einen
Zusammenhang zwischen den Messparametern der Zell-Chip-Systeme und dem Energieverbrauch
der Zellen zu erhalten.

e Methoden fiir die Auswertung des Index
In einer ersten Methode wird nur die Zelldichte betrachtet, die durch Impedanz-Messung, Mi-
kroskopie oder andere Verfahren bestimmt werden kann. In einer zweiten Methode werden die
Sauerstoffverbrauchsrate und die Ansiuerungsrate betrachtet.

— Erste Methode

Fiir die Auswertung des Vitalitdtsindex wird zuerst die Zelldichte betrachtet. Es wird an-
genommen, dass zwei parallele Versuche laufen: ein Kontrollversuch, in dem die Zellen eine
maximale Metabolismusrate zeigen, und ein Testversuch, in dem ein toxischer Wirkstoff
zugegeben wird. Die Zelldichte des Testversuchs (bzw. Kontrollversuchs) zu der Zeit ¢ ist
mit n(t) (bzw. no(t)) notiert. Der Index ist direkt proportional zur Bezichung der Zelldich-
te des Testversuchs und der Zelldichte des Kontrollversuchs. Wenn n(t) = 0, ist V(¢) = 0.
Wenn n(t) = ng(t), ist V(t) = 100. Wenn EJ| die Funktion darstellt, die den ganzen Teil
einer reellen Zahl wiedergibt, ist der Index gleich:

(4.15)

v :E[l()O-n(t)}

no(t)

— Zweite Methode

In dieser Methode wird die Energieproduktion durch die Messung der Metabolismusraten
bestimmt. Der Vitalitdtsindex wird durch die relative Energieproduktion ermittelt. Wenn
der Versuch gestartet wird, haben die Zellen einen ,normalen“ Metabolismus. Die Startwer-
te der Sauerstoffverbrauchsrate (Op) und Anséuerungsrate (Ag) dienen als Referenz. Wenn
ein Wirkstoff hinzugefiigt wird, konnen die Raten sich &ndern. Ihre Variation charakterisiert
den Zustand der Zellkultur. Abbildung 4.37 zeigt die Variationen der Metabolismusraten
fiir acht durchgefiihrte Zell-Chip-Versuche.
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Abbildung 4.37: Variationen der Metabolismusraten fiir acht verschiedene Zell-Chip-Versuche.
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Abbildung 4.38: Ermittlung des Vitalitdtsindex fiir die Versuche 4.37

Der Vitalitdtsindex V kann durch eine Funktion der Metabolismusraten definiert werden:

V(t) = f(O

(t)/O0, A(t)/Ap). Wenn O(t) = 0 und A(t) =0, ist V(¢) = 0. Wenn O(t) oder

A(t) steigen, soll V (t) steigen. Man kann zum Beispiel die Funktion f(z,y) = 50x + 50y fir
die Auswertung des Index benutzen. Wenn f(x,y) = 50x + 50y, werden die Vitalitdtswerte
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fiir die Versuche 4.37 durch die Kurven der Abbildung 4.38 dargestellt.

4.8 Verarbeitung von mikroskopischen Aufnahmen

Als die Impedanz-Ergebnisse und ihre Verarbeitung prisentiert wurden, wurde festgestellt, dass eine
parallele Auswertung des Zellwachstums sehr niitzlich wére. Da mikroskopische Aufnahmen parallel zu
den Versuchen mit Glas-Sensorchips durchgefiihrt werden kénnen, kénnen diese Aufnahmen benutzt
werden, um das Zellwachstum auszuwerten. Um eine objektive Auswertung zu erhalten, wurde ein
Algorithmus implementiert, der im néchsten Abschnitt beschrieben ist.

4.8.1 Auswertung des mit Zellen besetzten Anteils des Sensorchips

Um den Anteil des mit Zellen besetzten Sensorchips auswerten zu konnen, wurde ein Bildverarbei-
tungsalgorithmus implementiert. Dieser Algorithmus wurde mit der Borland C++ Builder 6.0 IDE
entwickelt. Der Algorithmus verarbeitet graue Phasenkontrast-Mikroskopie-Aufnahmen, in denen die
Zellen eine Fliche von ungefihr 20 x 20 Pixel besetzten. Jeder Punkt des Bildes (i, j) hat einen Grau-
wert G (ganze Zahl zwischen 0 und 255: 0 < G(i,7) < 255). Der Algorithmus besteht aus mehreren
Schritten, die in den nichsten Punkten beschrieben werden.

e IDES-Elektroden
Zuerst wird erkannt, wo die IDES-Elektroden sind. Die Elektroden haben immer eine sehr dunkle
Farbe, deshalb werden alle Bereiche des Fotos, die eine Graustufe unter einer bestimmten Schwel-
le S (Sg = 90) haben, als IDES-Elektrode erkannt. Diese Bereiche werden fiir die Auswertung
nicht betrachtet.

e Ableitung
Danach berechnet der Algorithmus eine Ableitung des Bildes in der Richtung X und Y. Es seien
A; und A; die Werte der Ableitung in der Richtung X und Y. Die Ableitung wird durch die Be-
rechnung der Steigung einer Regressionsgerade iiber 4 Punkte ermittelt: A; = Reg((i, G(i,j)), ...(i+

e Erkennung der Zellen
Gegeben sei eine reelle positive Zahl S;. Wenn |4;| > S; oder |A;| > S;, wird der Punkt als
Grenze einer Zelle erkannt. S; wurde gleich 5 gewahlt.

Man erhélt dann ein neues Bild: H(4,j). Wenn |A4;| < Sy und |4;]| < Sy, ist H(i,5) = 0. Sonst
ist H(i, j) = G(i, ).

Danach wird ein Mittelwertfilter berechnet, um ein neues Bild I(7,j) zu erhalten. Mit diesem
Filter wird der Mittelwert der Nachbarpunkte fiir jeden Punkt berechnet. Die Anzahl der Nach-
barpunkte wurde gleich 5 gewahlt: 1(i,7) = ZztiS G+ k,j+1)/121.

Wenn ein Punkt des erhaltenen Bildes I(i,j) einen grauen Wert grofler als eine bestimmte
Schwelle Sy (S2 = 60) hat, wird er als Bereich einer Zelle erkannt. Man erhélt dann ein binéres
Bild: Z(i,7). Wenn I(i,7) < Sy ist Z(i,j) = 0. Sonst ist Z(4,j) = 1. Der Teil des Sensorchips (T
in %) besetzt mit Zellen wird dann gleich 7' = 100 - Zi:gzg Z(i,j)/n? ausgewertet.

Das Ergebnis dieser Verarbeitungen wird in Abbildung 4.39 dargestellt.
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Abbildung 4.39: Zellfotoverarbeitung. Linkes Bild: Originalfoto. Mittleres Bild: Ableitung des Bildes
mit Schwellenwert (H(7,7)). Rechtes Bild: Umrisse

Als der Impedanz-Versuch gemafl Abb. 4.12 in dieser Arbeit vorgestellt wurde, wurde erwihnt,
dass mikroskopische Aufnahmen parallel zu diesem Versuch durchgefiihrt und ausgewertet wur-
den. Das Ergebnis der Auswertungen zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuchs ist in Abbildung
4.40 dargestellt.
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Cells= 95.832

Abbildung 4.40: Auswertung des mit MCF-7-Zellen besetzten Anteils vom Sensorchip fiir den Versuch
nach 4.12 zu verschiedenen Zeitpunkten.

Durch die Auswertung von Abb. 4.40 kann eine Beziehung zwischen Kapazitdtswert und mit
Zellen besetzter Sensorfliche errechnet werden. Sie wird in Abbildung 4.41 gezeigt. Die mikro-
skopische Bildverarbeitung ist viel versprechend, um absolute Impedanz-Werte besser auszuwer-
ten.
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Abbildung 4.41: Beziehung zwischen Kapazitatswert und mit MCF-7-Zellen besetzter Sensorfliche,
erhalten durch den Versuch nach Abb. 4.12 und die Auswertungen nach Abb. 4.40.






Kapitel 5

Software

5.1 Einfiihrung

Die Software ist eine essentielle Komponente der Zell-Chip-Systeme, da sie die Schnittstelle zwischen
dem MeBsystem und dem Benutzer bildet. Dabei ist es erstens wichtig, dass die Software sehr be-
nutzerfreundlich ist. Benutzerfreundlich bedeutet, dass die Software eine intuitive Bedienoberfliche
mit geniigend Hilfe, eine klare Darstellung der Messdaten, eine sichere Speicherung der Daten und
Erkennung von Hardware- und Benutzer-Eingabefehlern bietet. Zweitens ist es unverzichtbar, dass der
Softwarecode sehr gut strukturiert ist, so dass Anderungen der Software relativ leicht durchgefiihrt
werden konnen. In diesem Kapitel werden zuerst allgemeine Eigenschaften der Software fiir Zell-Chip-
Systeme angefiihrt. Danach werden ein Zell-Chip-Mess-/Analyse-Programm und zwei Messprogramme
préasentiert. Anschlieflend wird die gewahlte Entwicklungsumgebung vorgestellt. Zum Schluss wird die
Implementierung der Software erklart.

5.2 Eigenschaften der Zell-Chip-Software

In diesem Abschnitt werden mehrere Eigenschaften der Zell-Chip-Software préasentiert. Zuerst wird
eine allgemeine Software-Architektur beschrieben. Danach wird berechnet, wieviel Daten die Software
verwalten muss. Zum Schluss wird die Beziehung zwischen den entwickelten Programmen dieser Arbeit
dargestellt.

5.2.1 Allgemeine Architektur

In Kapitel 2 (Material und Methoden) wurde erklért, dass mehrere Zell-Chip-Messsysteme entwickelt
worden sind, die sich hauptséichlich durch die Anzahl der Sensor-Chips, die Zahl der Sensoren pro
Chip und die Art der Sensoren unterscheiden. Die Software fiir alle Zell-Chip-Systeme hat die gleiche
Architektur, die in Abbildung 5.1 gezeigt wird.

67
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Messsoftware

Kontrolle des

| " i‘ Mediumwechsels
Fluidik-System [€ ond der

Wirkstoffzugabe

Analysesoftware
Messprotokolle

% Benutzer
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pH _ Empfangen /
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Impedanz Speichern
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Abbildung 5.1: Architektur und Funktionalitdten der Software fiir Zell-Chip-Systeme.

Alle Zell-Chip-Mefisysteme brauchen ihre eigene Messsoftware, die mehrere Aufgaben erfiillen muf.
Eine wichtige Aufgabe ist die Kommunikation mit dem Benutzer, um das Messprotokoll zu definie-
ren. Eine weitere Aufgabe der Messsoftware ist die Kontrolle des Fluidik-Systems, um Néhrmedien
periodisch zu wechseln und Wirkstoffe zuzugeben. Andere wichtige Aufgaben sind die Kommunikati-
on mit dem Messgerit, um die Messdaten zu empfangen, die Verarbeitung, die Darstellung und die

zuverlissige Speicherung der Messdaten. Eine optionale Aufgabe ist die Ubertragung der Messdaten
in eine Datenbank.

5.2.2 Datenmenge

In diesem Abschnitt wird berechnet, wieviel Speicherplatz Zell-Chip-Messdaten brauchen. Dafiir wer-
den zuerst Computerspeicherplatz-Mafleinheiten definiert. Danach werden theoretische Berechnungen
durchgefiihrt. Zuletzt werden Beispiele gegeben.

e Definitionen
Alle Daten sind im Computer binér gespeichert. Das Bit (0 oder 1) ist die Speichereinheit. Ein
Byte ist eine Gruppierung von 8 Bit, ein KByte von 2! = 1024 Bytes, ein MByte von 1024 KByte
und ein GByte von 1024 MByte. Eine Gleitkomma-Zahl (,doppelte“ Genauigkeit) braucht im
Arbeitsspeicher 8 x 8 Bit (8 Byte).

Der ASCII-Code (American Standard Code For Information Interchange) assoziiert fiir jeden
Tastaturcharakter eine 8-Bit-Zahl. Zum Beispiel hat der Buchstabe A den Code 65.

e Berechnung
Wenn m die Zahl der Messungen pro Sekunde pro Well, n die Zahl der Sensoren und ¢ die Dauer
des Versuches in Tagen sind, ist die Zahl der produzierten Daten D(m,n,t) gleich:

D(m,n,t)=m-n-t-60-60-24=m-n-t-86400 (5.1)

Wenn ein Datum eine Gleitkomma-Zahl ist, und wenn das Datum binér gespeichert wird, braucht
es 8 Byte. Der benétigte Speicherplatz Si(m,n,t) in MByte ist:

Si(m,n,t) = D(m,n,t)-8/(1024 - 1024) = 0,66 - m -n - t (5.2)

Wenn ein Datum eine Gleitkomma-Zahl ist, und wenn es in ASCII gespeichert wird, kann es 15
Byte brauchen. Der benétigte Speicherplatz Sy(m,n,t) in MByte ist in diesem Fall:

Sa(m,n,t) = D(m,n,t)-15/(1024 - 1024) = 1,23 -m -n -t (5.3)
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e Beispiele
Zwei Beispiele sind hier gegeben.

1. m=1/5,n=3,t=1 und 1 Sensor-Chip
Mit 1 Messung alle 5 Sekunden, 3 Sensoren pro Chip und 1 Tag Messdauer sind S7 und
Sy gleich: S1(1/5,3,1) = 0,66-3/5 = 0,396 MByte, S2(1/5,3,1) = 1,23-3/5 = 0,74 MByte.

2. m=1/5n=3,t="7und 24 Sensor-Chips
Mit 1 Messung alle 5 Sekunden, 3 Sensoren pro Chip, 7 Tage Messdauer und 24 Sensor-
Chips ist der benotigte Speicherplatz, wenn die Daten in ASCII gespeichert werden, gleich:
24+ S5(1/5,3,7) = 124,6 MByte.

Zurzeit verfiigen die Computer tiber Festplatten, die eine Kapazitdt von mindestens 40 GByte haben.
Im zweiten Fall konnen mindestens 300 Versuchergebnisse ohne Komprimierung gespeichert werden.

5.2.3 Zusammenhang der entwickelten Softwareprogramme

In Kapitel 3 (Material und Methoden) wurde erklért, dass mehrere Zell-Chip-Systeme entwickelt wur-
den, die ihre entsprechende Messsoftware haben. Die ersten entwickelten Messprogramme integrieren
keine Datenverarbeitung. Deshalb wurde eine Auswertungssoftware gebraucht, um die Messdaten von
allen Messsystemen analysieren zu kénnen. Diese Software stellt wiederum die Messdaten dar und kann
sie mit den Algorithmen verarbeiten, die im Kapitel 4 (Messsignale und ihre Bearbeitung) présentiert
wurden. Sie kann auch als Messsoftware fiir 1 bis 24 Chips benutzt werden. Diese Software wird
im Abschnitt ,Mess-/Analyse-Software“ dieses Kapitels im Detail beschrieben. In der Abbildung 5.2
werden den Zusammenhang zwischen den &lteren Messprogramme und der Mess-/Analyse-Software

dargestellt.
Liest und
EinkanaI-Méassplatz- Erzeugen Binare interpretiert
un »
Glas-Sensorchip- g f f
Messplatz—Softwgre Projektdatei
A Mess/Analyse-
Software
6-Fach-Tester: Erzeugen
TUM-Screen 9= ASCI-I-
Zihlke-Messgerat Messreihen Konvertiert in
Binarcode

Abbildung 5.2: Zusammenhang zwischen der Mess/Analyse-Software und den Messprogrammen.

Am Ende einer Messung erzeugen die Glas-Sensorchip- und die Einkanal-Messplatz-Software eine
bin#re Projekt-Datei, die direkt von der Analyse-Software dargestellt und ausgewertet werden kann.
Die altere Programme vom TUM-Screen und Ziihlke-Gerét erzeugen ASCII-Messreihen, die in die
Analyse-Software importiert, und danach ausgewertet werden koénnen.

5.3 Mess-/Analyse-Software

Wie bereits erklért, wurden mehrere Zell-Chip-Systeme entwickelt, die {iber Messsoftwares verfiigen,
die jedoch keine Datenauswertungen integrieren. Eine Mess-/Analyse-Software wurde deshalb imple-
mentiert, um Datenauswertungen von allen Zell-Chip-Messsystemen erhalten zu kénnen. Diese Softwa-
re bietet auch die Moglichkeit, als Datenerfassungssoftware fiir einen bis 24 Chips benutzt zu werden.
In Abbildung 5.3 wird eine Bildschirmkopie der Mess/Analyse-Software gezeigt. In diesem Abschnitt
werden zuerst die Funktionalitdten der Software beschrieben. Danach wird ihre Implementierung er-
klért.
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Abbildung 5.3: Bildschirmkopie der Mess-/Analyse-Software. Die Messergebnisse fiir einen Sensor-Chip
und die Versuchsinformationen werden dargestellt. Wenn Versuche mit Glas-Sensorchips durchgefiihrt
werden, konnen auch mikroskopische Aufnahmen dargestellt werden.

Die Bedienoberfliche der Mess-/Analyse-Software besteht aus einem Hauptfenster mit Meniileiste,
die die sieben Hauptmeniis , File“, ,Measurement“, , Frames®, , Window*, ,,Compute*, ,Edit* und
,Help“ integriert. Das Hauptfenster kann bis zu vier Rahmen (,,Frames“) zeigen. Ein erster ,,Frame*
enthélt generelle Informationen iiber den Versuch, ein anderer enthélt Informationen iiber die Chips,
ein dritter, der eine aktive Baumstruktur enthélt, erlaubt Messkurven, Bilder und Videos darzustellen,
der letzte zeigt Informationen iiber das Messprotokoll.

Im folgenden wird erklért, wie die Software installiert wird und wie Messungen mit dieser Software
durchgefiihrt werden kénnen. Danach werden die Analyse-Funktionen der Software beschrieben.

5.3.1 Installation der Software

Die Software besteht aus einer einzigen EXE-Datei: ,,CellChip.exe“. Um die Software zu installieren,
muss die EXE-Datei einfach auf die Festplatte kopiert werden.

5.3.2 Messungen starten und stoppen

Die Software kann als Messsoftware fiir alle Zell-Chip-Systeme benutzt werden, die iiber 1 bis 24
Chips verfiigen. Um eine Messung zu starten, muss man das Menii ,, Measurement—Start“ selektieren.
Danach 6ffnen sich mehrere Konfigurationsfenster, die in Abbildung 5.4 gezeigt werden. Es werden
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Fenster geoffnet, die erlauben, biologische Versuchsinformationen sowie Messkonfigurationen einzu-
tragen. Wenn man im letzten Konfigurationsfenster auf ,,Ok“ driickt, wird die Messung gestartet.
Alle Messwerte und Versuchsinformationen werden dann automatisch in einem Unterverzeichnis des
Programmuverzeichnisses gespeichert.

Measurement information £ |

Far Chip=11 to chip= |2 Next entry

]

General informations

Uzermame Cabald Cell mumber= | 10000
Date Day |3|:|j Month|5 j Year|5 j Culture medium = |DMEM 52 FCS

t achine ZACHIPS Cells = -

Hela
H527
L5929

MDAMEZ31
ok | Abbrechen ‘ MCF-7
Ok | Abbrechen

Abbildung 5.4: Dialogfenster fiir die Eingabe von Versuchsinformationen: allgemeine Informationen,
Zellen und Kulturmedium.

Um die eingegebene Messinformationen zu éndern, werden die Meniis ,,Edit — Cells...“ und ,,Edit
— Edit the general Infos“ benutzt. Die Messwerte und Informationen werden danach in Graphiken
und ,,Frames“ dargestellt.

e Darstellung der Versuchsinformationen
Die Versuchsinformationen werden in vier verschiedene ,Frames“ dargestellt, die durch das
Hauptmenii ,,Frames — ...“ gezeigt werden kénnen. Diese ,,Frames“ werden in Abbildung 5.5 dar-
gestellt. Der ,,General Informations Frame“ enthélt allgemeine Informationen iiber den Versuch,
wie Datum, Benutzername, Ziel des Versuchs. Der ,,Graphs Frame* enthilt eine Baumstruktur,
die die Graphiken der Versuche in verschiedenen Kategorien (z.B. pH, Oz, Impedanz ) gruppiert.
Der ,,Chips Informations Frame“ enthélt Informationen iiber die Chips, die verwendeten Zellen
und das Kulturmedium. Zuletzt enthélt der ,,Substances Frame* Informationen iiber zugegebene

Wirkstoffe.

General informations Graphs Chips informations Substances
g;;:l:me -0 :l Chin _|celis |cuture mecium| |chis _[Timemin) [Substance
- i Dhaygen 1-4 Hela DMEM + 5 %FC: 1080 +CH
2 6 2005 i Owygen 5-8 2 Hela DMEM + 5 9%FC: 1310 Triton %100
Duration (minutes) ¥ 02 Cons. 1-4 3 Hela DMEM » 5 %FC: 12 100 +CB

: 4 Hela DMEM + 5 9%FC: 1310 Triton %100
aﬂa”ghine ¢ 02 Cons. 58 5 HeLa DMEM + 5 %FC: |3 1090 +CB
e «-0 pH B Hela DMEM + 5 3P 1810 Triton %100
lsir F n |mpedance 7 Hela DMEM + 5 %FCE 4 10890 +'::E|
octng 1 M. Crtch . + n Vitality 3 Hela DMEM + 5 %FCE 1810 Tr.rton A100

g 1 M. Cytachalasin 5 1310 Tritan %100

g 1310 Triton %100

7 1310 Tritan %100

Froblems 3 1310 Triton X100

Abbildung 5.5: Verschiedene Informationen werden in Rahmen (,Frames“) dargestellt. Von links
nach rechts: Generelle Informationen, Graphiken-Baumstruktur, Chip-Informationen und Wirkstoft-
Informationen
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Der Inhalt der ,Frames“ und Kommentare kénnen durch das Menii ,Edit —

...« ausgegeben

werden.

e Darstellung der Messkurven
In Abbildung 5.3 werden die Messkurven fiir einen Sensor-Chip gezeigt. Um die anderen Messkur-

ven zu sehen, werden die Knopfe ,,Previous® und ,,Next* in der Software benutzt, die unter der

Meniileiste der Software stehen (siehe Abbildung 5.8). Eine oder mehrere Messkurven mit Ver-
suchsinformationen werden in einer kleinen Graphik dargestellt, die in Abbildung 5.6 gezeigt

wird.

S G S S G S G S G S G
1
¥ axis configuration
1 ’ W axis configuration
" Saveimage as...
1 Export a curve
-2 Color of a curve
E ’ L n
-3 .’ [ " i . i
i l.. " '= [ | n n
H " i l. o I' n
-4 | N " e 5 " n
.= ] .. ] - H n
n "] = g = - - "
G4 0N OMON O NVORT L
5:00 5:10 5:20 5:30 5:40 5:50
Time(hourz]
] -5 auerstoff [nA]
#4511 oo -2.296

Abbildung 5.6: Fenster, in dem eine annotierte Messkurve (hier: Sauerstoff-Sensorstrom) dargestellt

wird.

Verschiedene Graphik-Funktionalitdten erhilt man durch Maus und Tastatur-Betétigung. Die-
se Funktionalitdten sind in Tabelle 5.7 angegeben. Wenn man auf der Graphik rechts klickt,
wird ein Menii gedffnet, das verschiedene Funktionen bietet: zum Beispiel kdonnen die Farben
der Kurven geéindert werden, oder eine Kurve kann als ASCII-Messreihe (Textdatei) exportiert
werden. Durch das Graphik-Menii ,, X axis configuration“ kénnen die Messzeiten in Minuten oder
in Stunden gezeigt werden. Mit bestimmten Tasten kénnen die Pumpzustéinde und andere Infor-
mationen, wie das Einfiigen von Wirkstoffen auf den Graphiken eingezeichnet werden. Mit dem
Mausrad kann man Bereiche der Messkurven vergroflern oder verkleinern. Mit den Pfeiltasten

kann man die Grenzen der Kurvendarstellung dndern.
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Objekt  Betitigung Effekt
Maus Rechter-Knopf-Klick | Offnen des Meniis
Linker-Knopf-Klick | Die Position des Mauskursors in Messkurven-Koordinaten
wird gegeben
Mausrad, 1. Klick Beginn des Zeichnens eines Rechtecks
Mausrad, 2. Klick Vergroflerung der Messkurve im Bereich des Rechtecks

Mausrad T Vergroflerung der Messkurve
Mausrad | Verkleinerung der Messkurve
Tastatur S Zeigt /versteckt die Wirkstoffe
P Zeigt /versteckt die Pumpzusténde
* oder G X-Achsenskala wird grofier
/ oder J X-Achsenskala wird kleiner
+ oder H Y-Achsenskala wird grofier
- oder K Y-Achsenskala wird kleiner
U Die Messpunkte werden als einzelne Rechtecke
dargestellt
I Die Messpunkte werden als einzelne Punkte

dargestellt oder durch eine Linie verbunden

O Die Linie y = 0 wird dargestellt oder versteckt

— Neue X-Achsengrenzen (mit a = (Tmaz — Tmin)/4):
Tmin = Tmin — Ay Tmax = Tmaxz — @

— Neue X-Achsengrenzen:
Tmin = Tmin + @5 Tmaz = Tmaz + 4

1 Neue Y-Achsengrenzen (mit b = (Ymaz — Ymin)/4):
Ymin = Ymin + b7 Ymaz = Ymaz T b

l Neue Y-Achsengrenzen:

Ymin = Ymin — b7 Ymax = Ymax — b

Abbildung 5.7: Graphik-Funktionalititen, die man durch Maus und Tastatur-Ereignisse erhélt.

e Darstellung von Multimedia-Daten
Wenn Versuche mit Glas-Sensorchips durchgefiihrt werden, besteht die Moglichkeit mikroskopi-
sche Abbildungen aufzunehmen oder Versuche mit einem Fluoreszenz-Mikroskop parallel durch-
zufithren. Deshalb wurde in der Software die Moglichkeit gegeben, Videos und Abbildungen
einzufiigen und darzustellen (Menii ,,Edit—Insert ...“). Die Videos miissen im AVI-Format im-
portiert werden. Jedes Bild wird neben den Graphiken dargestellt. Jedes Video wird in einem
eigenen Fenster dargestellt.

e Drucken von Messkurven
Durch das Menii ,File—Print...“ konnen alle Messkurven zum einem gewéhlten Drucker ge-
schickt werden.

o Wirkstoffzugabe
Wenn Wirkstoffe ins Kulturmedium eingefiigt werden, wird der Knopf ,,Substances* benutzt,
um Informationen iiber die Wirkstoffe einzutragen. Dieser Knopf steht unter der Mendileiste der
Software, wie in Abbildung 5.8 gezeigt.

File Measurement Frames Windows Compute Edit Help

= Mezsuremert Cells... | Substances | Precedent graphs | Paoe 173 Mext graphs

Abbildung 5.8: Meniileiste und Knépfe der Software
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Informationen iiber die Wirkstoffe (Name, Konzentration) werden im Fenster 5.9 eingetragen.

Addiction of substance &l

Far Chip= 1 to chip= 4

Adiction of, | Cytoshalasin B
with & concentration of [uk) 1l

ak | Abbrechen ‘

Abbildung 5.9: Dialogfenster fiir die Eingabe von Wirkstoffinformationen

e Versuch stoppen
Um den Versuch zu stoppen, muss man auf das Menii ,,Measurement— >Stop“ klicken.

5.3.3 Messungen importieren und darstellen

Im ersten Teil dieses Abschnitts wird erklirt, wie man Messungen in die Software importieren kann.
Danach wird erklért, wie die Daten dargestellt werden.

e Import von Messreihen

Das Programm liest binére Dateien, die ein bestimmtes Format haben. Die Dateinamen der
bindren Dateien enden mit ,,.chips®. Die Software kann ASCII-Messreihen zum binéiren For-
mat konvertieren. Sie enthélt eine automatische Konvertierung der ASCII-Messdaten des TUM-
Screen- und des Ziihlke-Geréts, die durch das Menii , File—Import TUM-Screen Files“ oder
,File—Import Ziihlke Files“ erhalten werden kénnen. Durch das Menii ,,File—Import ASCII
Files” kann die Software auch beliebige ASCII-Reihen konvertieren, deren Werte mit Tabula-
toren getrennt sind, und in denen die Messzeit als erste Spalte in Minuten angegeben wird.
Die Pumpzustéinde miissen als ,,0“(AUS) und ,,1“(EIN) in einer Spalte genannt ,Pump® ge-
schrieben werden, wie in den folgenden Zeilen gezeigt wird. Die Zeilen werden mit dem Zeichen
»Zeilenende“ abgeschlossen (,,\n“: ASCII Code 10).

Time(min) 1-Rpar1(0Ohm) 1-Rpar2(0Ohm) 1-Cparl(nF) 1-Cpar2(nF) Pump
0 702.361 608.546 5.23554e-08 5.00347e-08 0
0.50005 571.468 608.319 5.33002e-08 4.99893e-08 0
1.0001 574.027 607.709 5.33249e-08 4.99942e-08 0
1.50015 574.104 607.929 5.33556e-08 5.00724e-08 1
2.00022 572.35 606.533 5.33323e-08 5.01077e-08 1
2.50027 572.732 605.532 5.34487e-08 5.00729e-08 1
3.00032 573.466 604.816 5.33975e-08 5.00787e-08 1

Um eine oder mehrere ASCII-Messreihen zu importierem, muss man auf das Menii ,,File—Import
ASCII Files“ driicken. Danach 6ffnet sich ein Dialogfenster, das in Abbildung 5.10 dargestellt
ist. Zuerst muss der Name einer Projekt-Datei (,,.chips®) angegeben werden, in der die bindren
Daten gespeichert werden. Man muss dafiir auf den Knopf ,,Output File“ driicken und einen Da-
teinamen eintragen. Danach kénnen einige Informationen iiber den Versuch eingetragen werden,
wie Datum, Benutzername, Zellen ...usw. Danach wird die erste ASCII-Datei durch den Knopf
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w2Import file chip 1“ ausgewéhlt. Bis zu 6 Dateien kénnen mit diesem Knopf importiert werden.
Zuletzt kann man die neue erstellte Projektdatei durch das Hauptmenii ,,File—Open* 6ffnen.

Importing ASCII file

The first colurmn niuzt be the time in minutes, purp state must be a column whose name "Purmp’ iz

Time{min)
0.0479
1.07455
1.591%7
2.12473

|Jzermame

Date

1Rparl{Ohms)  1-Rpar2{Ohme]  1-Cparl(F)
1977.78 1245.21 3.22084e-08
1354.98 1294.74 3.18048e-08
1453.11 1397.46 3.0580-08
1464.8 1406.45 3.06052¢-08

Cabala
Day |11j Month|1 j “ear |5 j

1-Cpar2(F)
3.46621e-08
2.324192-08
3.15514e-08
3,155540-08

Pump
1

1
0
0

%]

Output file |C: “Dokumente und Einstellungen'ecabalatD esktop\CellsVersuchehoutput. chips

Chip 1

Cells name  [pCF-7 Fluid narme D |

Import file Chip 1
0K |

Abbrechen ‘

Abbildung 5.10: Dialog-Fenster fiir den Import von ASCII-Messreihen

Wenn ein Projekt geoffnet wird, oder wenn eine Messung lauft, werden die Versuchsinformationen und
die Messkurven gezeigt, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben.

5.3.4 Messungen verarbeiten

Nachdem ein Projekt gedffnet wurde, konnen mehrere Verarbeitungen durchgefiihrt werden, die in
diesem Abschnitt priasentiert werden. Die Datenauswertungen werden im Hauptmenii ,,Compute“ aus-
gewdhlt. Wenn man eine Verarbeitung selektiert, wird ein Dialogfenster getffnet, damit man die Kur-
ven auswihlen kann, die verarbeitet werden sollen, wie in Abbildung 5.11 dargestellt. Mehrere Kurven
konnen durch das gleichzeitiges Betétigen der Taste ,,Strg“ und der linken Maustaste selektiert werden.
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Abbildung 5.11: Wahl einer oder mehrerer Kurven (,,Strg“ Taste + Linker Mausknopf), die verarbeitet
werden sollen.

Wenn die Berechnung durchgefiihrt wurde, wird eine neue Graphik automatisch erstellt und in
der Graphiken-Baumstruktur eingetragen. Die angebotenen Verarbeitungen werden in den folgenden
Punkten beschrieben.

e Linear regression: Berechnung der Steigung von Regressionsgeraden fiir jeden Messzyklus einer
Messkurve (Bestimmung der Ansduerungsrate und der Sauerstoffverbrauchsrate)
Das Programm berechnet fiir alle Messzyklen die Steigung der Regressionsgeraden wihrend einer
beliebigen Zeitspanne (f.q;.) nach dem Pumpstop. Die Berechnung fiir einen Zyklus wurde in
Kapitel 4 (Messsignale und ihre Bearbeitung) erklért. Wenn diese Verarbeitung selektiert wird,
offnet sich ein Fensterdialog (siche Abbildung 5.12), damit man die Zeit .4 eingeben kann.

e FExponential regression: Berechnung von exponentiellen Regressionen fiir jeden Messzyklus ei-
ner Messkurve (a - e?(t—torr) 4 ¢)
Wie in Kapitel 4 erklart, konnen fiir bestimmte Sauerstoff-Messzyklen exponentielle Regressio-
nen berechnet werden. Das Programm berechnet eine exponentielle Regression wihrend einer
beliebigen Zeitspanne nach dem Pumpstop (¢.q.) und fiir alle Zyklen der Messkurve. Zwei Dia-
logfenster werden gezeigt, damit man die Zeit .. eingeben und die berechneten Parameter
(a, b, c¢) auswéhlen kann, die darzustellen sind (sieche Abbildung 5.12).

Foeunpapeialla fauraggiyy a‘
Epunsniislle redrassivg

= = = " |
Hadrassiungs s eonfld il ﬂ Regrezsion: A*exp[B=[t-tOff))+C

The regression’s coefficient will be calculated with: o Pl sz

. [~ Plaot & for every cycle
" Al points v

[~ Plot B for every cycle

f*" During the following time after the pump turmed OFF ™ Plot C for every cycle

. Flot f |
2 E— [ Plat ermor for every cycle

Abbildung 5.12: Dialogfenster fiir die Berechnung von exponentiellen Regressionen




Kapitel 5: Software 77

o Amplitude (yon — yorr): Berechnung der verbrauchten Sauerstoff-Menge oder der produzierten
Séure fiir jeden Messzyklus einer Messkurve
Das Programm berechnet fiir jeden Messzyklus den Unterschied zwischen dem y-Wert (yon),
wenn die Pumpe gerade gestoppt wurde, und dem y-Wert, bevor sie wiedereingeschaltet wird

(yorF).

e Derive: Berechnung der Ableitung einer Messkurve
Die Ableitung wird durch eine Berechnung der Steigung der Regressionsgerade alle n Punkte
(n > 2) bestimmt. Wenn diese Verarbeitung selektiert wird, 6ffnet sich ein Dialogfenster, damit
man die Anzahl der Punkte (n) eingeben kann.

o Drift correction for Os: Berechnung einer Drift-Korrektur fiir den Sauerstoff-Sensor
Das Programm berechnet eine Drift-Korrektur fiir Oz-Messkurven. Fiir die Berechnung wird
angenommen, dass die Sensitivitit des Sensors sich mit der Zeit &ndert, und dass die geltste
Sauerstoff-Konzentration der Kulturmediumflasche konstant bleibt. Wenn die Pumpe gerade
ausgeschaltet wird, soll der gemessene Oz-Wert immer das gleiche Niveau halten (yon). Wenn
yo-on das erreichte Niveau fiir den ersten Messzyklus des Versuchs und y,_on fiir den n’é"
Messzyklus ist, dann wird der gemessene Oo-Wert (y) fiir den n'™ Messzyklus wie folgt korrigiert:

Y = Y0-ON * Y/Yn-ON

e 107Y%: Umwandlung des pH-Werts in H3O"-Konzentration
Das Programm berechnet fiir alle y-Messwerte einer Kurve den entsprechenden Wert z = 107Y.

o Average between similar curves: Mittelwert und Standard-Abweichungen von Kurven-Reihen
Wie wir im Kapitel ,,Material und Methoden“ gesehen haben, verfiigen einige Chips iiber mehre-
re pH-, Sauerstoff- oder IDES-Sensoren. Dazu werden immer mehrere parallele Versuche durch-
gefiihrt. Es ist deshalb notwendig, den Mittelwert und die Standard-Abweichung von den erhal-
tenen Kurven-Reihen zu berechnen, was als weitere Datenauswertungsoption in dem Programm
angeboten wird.

e Smoothing: Berechnung des Mittelwerts von mehreren Messpunkten
Das Programm berechnet fiir jeden Messpunkt (z;,y;) der Messkurve den Mittelpunkt (x;, z;)
von den (2n — 1) Nachbarpunkten: z; = Z’Zi";}kl Yp+i/(2n — 1)

e Smoothing(2): Berechnung des Mittelwerts von mehreren Messpunkten
Das Programm berechnet fiir alle p Messpunkte (x;, y;)...(%i4p, Yitp) der Messkurve den Mittel-
punkt (X;,Y;) dieser p Punkte: X; = Zijﬂ) xi/p, Vi = Zijﬂ) yr/p- Wenn die Messkurve n
Messpunkte hat, besteht die erhaltene Mittelwert-Kurve aus n/p Punkten.

5.4 Messsoftware des Einkanal-Messgerits

In diesem Abschnitt werden die Bedienoberfliche und Funktionalitdten der Messsoftware fiir die erste
Version des Einkanal-Messgeréts beschrieben. Die Bedienoberfliche der Messsoftware des Einkanal-
Messgeriits besteht aus einem Fenster mit Meniileiste, Graphiken, Knépfen und Anzeigeelementen,
wie in Abbildung 5.13 gezeigt. In der Meniileiste werden verschiedene Funktionalitéiten angeboten,
wie die Offnung und Darstellung von gespeicherten Messungen, die Kalibrierung der Sensoren, die
Konfiguration der Messung und die Darstellung einer Programmbhilfe. Diese Funktionalititen werden
in diesem Abschnitt beschrieben.
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Abbildung 5.13: Bildschirmkopie der Messsoftware des Einkanal-Messgerits. Darstellung des planaren
Clark-Sauerstoffsensorstroms fiir einen Versuch mit Algen.

Um eine neue Messung zu starten, muss man auf den griinen ,Start“-Knopf driicken. Danach
werden Fensterdialoge angezeigt, um die Konfiguration einer neuen Messung einzugeben. Ein erstes
Fenster dient dazu, Kalibrierungswerte der Sensoren einzugeben. Wenn der Benutzer die Sensoren mit
der Software schon kalibriert hat, werden die Werte automatisch in den Fensterfeldern eingetragen. Ein
zweites Fenster dient dazu, allgemeine Konfigurationen einzutragen, wie Benutzername, Messfrequenz
oder benutzte Sensoren.

Nach dem Start der Messung werden die Messwerte periodisch empfangen und angezeigt. Kommen-
tare konnen geschrieben werden, und die LED zur Lichterzeugung bei Pflanzenzellen kann ein/ausgeschaltet
werden. Die empfangenen Daten werden in der ASCII-Datei Datas.txt unter dem Verzeichnis Messungen\ jjmmdd_n\
gespeichert (jj:Jahr, mm:Monat, tt:Tag, n:Nummer). Die Benutzerkommentare werden in der Datei
Jgmmdd_n.txt gespeichert. Die Sensormesswerte und Messzeiten werden zusétzlich in den folgenden
bindren Dateien gespeichert: ISFET1, ISFET2, ISFETS3, ISFET/, Oxygen, Cpar, Rpar, Temperature,
SensorsTime. Diese bindren Dateien und die bindre Datei Calib werden benutzt, um eine gespeicherte
Messung darzustellen. In der Datei Calib werden zwei Integer-Zahlen (p und o) nacheinander gespei-
chert: wenn p = 1 (bzw. o = 1), bedeutet das, dass die ISFETs-Werte (bzw. Sauerstoff-Werte) in
pH-Einheiten (bzw. %airsat) gespeichert wurden. Bei p = 0 (bzw. o = 0) wurden sie in Volt gespei-
chert.
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Der Benutzer kann eine Benutzerhilfe erhalten, indem er auf das ,,Help“-Menii klickt. Die Hilfe ist
in einer PDF-Datei enthalten, die mit der ,, Acrobat Reader“-Software dargestellt wird.

5.5 Messsoftware der Glas-Sensorchip-Messgerite

Die Bedienoberfliche der Glas-Sensorchip-Software besteht aus einem Fenster mit Meniileiste, mehre-
ren Graphiken, Knépfen und Anzeigenelementen, wie in Abbildung 5.14 gezeigt. Die Installation der
Software und ihre Funktionalititen werden in diesem Abschnitt beschrieben.
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Abbildung 5.14: Bildschirmkopie der Messsoftware des Glas-Sensorchip-Messplatzes. Darstellung des
Impedanz-Signals fiir einen Versuch mit Tumor-Zellen und Zugabe von Histamin.

e Installation der Software
Die Software besteht aus einer einzigen EXE-Datei: ,,Glaschip.exe“. Um die Software zu instal-
lieren, muss die EXE-Datei einfach auf die Festplatte kopiert werden.

e Meniileiste
In der Meniileiste werden verschiedene Funktionalititen angeboten, wie die Offnung und Dar-
stellung von gespeicherten Messungen, die Kalibrierung der Sensoren, die Konfiguration der
Messung und die Darstellung einer Programmbhilfe.
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Um eine gespeicherte Messung darzustellen, muss man das ,,File->Open“-Menii anklicken. Dann
wird ein Dialogfenster aufgezeigt, um eine Kommentar-Datei auszuwéhlen. Nachdem eine Kom-
mentardatei selektiert wurde, wird die Software alle gespeicherten Messkurven und die Kommen-
tare dazu darstellen. Die Software liest alle bindren Dateien, die sich im gewé&hlten Verzeichnis
befinden, und deren Namen dem Namen einer Messkurve entspricht (1-02-1, 1-02-2, 1-Pt100

).

Um die Messintervalle zu konfigurieren, muss man das ,,Configuration->Time delays“-Menii an-
klicken. Ein Dialogfenster wird gedffnet, um die Zeiten zu definieren, wie in Abbildung 5.15
gezeigt. Um die serielle Schnittstellennummer zu konfigurieren, muss man das ,,Configuration-
>Serial ports“-Menii anklicken. Ein Dialogfenster wird ge6ffnet, um die Nummer zu definieren,
wie in Abbildung 5.15 gezeigt. Diese Messkonfigurationen werden automatisch in der ,, measu-
re.conf-Datei im Programmverzeichnis gespeichert. Wenn das Programm startet, werden die
letzten Konfigurationsparameter automatisch geladen.

IMENIEIAYE ﬁ
SETIHINPOTIE \3
Please enter the time delays in seconds
IbEs 12 j‘ LCR Meter  |com2 =
Fibow 3 i‘ Fibio Ehip 1 comd -
Others 1 i‘ Fibox Chip 2 coms -

) Purmp con3 -
Pump OM &0 E‘

- Multipleser com’ bl
Pump OFF |10 Z‘

Abbrechen |

Abbrechen ‘

Abbildung 5.15: Fensterdialoge fiir die Konfiguration der Messintervalle und Messgeréte.

Eine Benutzerhilfe bekommt man, indem man das ,Help“-Menii anklickt. Die Hilfe ist eine
PDF-Datei, die mit der ,,Acrobat Reader“-Software dargestellt wird.

yotart“- und ,,Pause“-Knopfe

Um eine neue Messung zu starten, muss man auf den griinen ,,Start“ Knopf driicken. Danach
werden Dialogfenster gezeigt, um die Konfiguration einer neuen Messung einzugeben. Ein er-
stes Dialogfenster dient dazu, allgemeine Informationen iiber den Versuch einzutragen, wie den
Namen der Zelllinie, das Kulturmedium, den Benutzer. Ein zweites Dialogfenster dient dazu,
Sensoren oder Messgeriite fiir die Messung auszuwéhlen.

X Axis“- und ,, Y Axis“-Knopfe

Um die X-Achse der Graphiken zu konfigurieren, muss man auf den Knopf ,, XAxis* driicken,
wodurch sich ein Dialogfenster 6ffnet. Man kann entweder die 1000 letzten gemessenen Werte in
Realzeit darstellen oder die ganze Messkurve. Um die Y-Achsen der Graphiken zu konfigurieren,
muss man auf den Knopf , Y Axis“ driicken, wodurch sich ein Dialogfenster 6ffnet, in dem die
minimalen und maximalen Werte der Y-Achse eingegeben werden kénnen. Diese Dialogfenster
besitzen die Checkbox ,Best Fit“, die es erlaubt, die minimalen und maximalen Werte der
Kurven als Grenzen der Achsen zu definieren.

»,Substance added“- und ,,Add a comment“-Knopfe
Wihrend einer laufenden Messung kann der Benutzer Kommentare schreiben, indem er auf den
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Knopf ,Add a comment® driickt. Der Kommentar und die aktuelle Messzeit werden dann in die
Datei ,,comments.txt“ geschrieben. Wenn der Benutzer Wirkstoffe ins Kulturmedium einfiigt,
kann er auf den Knopf ,,Substance added* driicken, um den Wirkstoffnamen einzutragen. Die
Wirkstoffnamen werden im Kommentar eingetragen und kénnen zusétzlich in die Graphiken
eingezeichnet werden (siehe néchster Punkt).

e _Pump“- und ,, Substances“-Checkbox
Wenn der Benutzer die Zustdnde der Pumpe auf den Graphiken darstellen will, kann er die
Checkbox ,,Pump*“ anwéihlen und dann auf den Knopf ,,Draw* driicken. Dunkle blaue Linien
zeigen, wann die Pumpe ausgeschaltet wurde, helle blaue Linien zeigen, wann sie eingeschaltet
wurde. Wenn der Benutzer die Zeiten sehen will, bei denen Wirkstoffe eingefiigt wurden, muss
er die Checkbox ,,Substances* anklicken und dann auf den Knopf ,,Draw* driicken.

5.6 Implementierung

5.6.1 ,,Borland C++ Builder“-Entwicklungsumgebung

,Borland C++ Builder® ist eine Entwicklungsumgebung (Integrated Development Environment: IDE)
fiir C++ Anwendungen unter dem Windows-Betriebsystem. Die Version 6.0 dieses Kompilers wurde
benutzt, um die Software dieser Arbeit zu entwickeln. In diesem Abschnitt werden einige Figenschaften
der Entwicklungsumgebung beschrieben, die niitzlich sind, um die Struktur der entwickelten Software
zu verstehen. Detaillierte Eigenschaften der IDE sind in ihrer Dokumentation gegeben. Die Wahl der
C++ Programmiersprache und der Borland IDE fiir die Entwicklung der Zell-Chip-Software wurde
bereits in Kapitel 1 (Einfiihrung) begriindet.

5.6.1.1 VCL-Komponentenbibliothek

Die ,,Borland C++ Builder“-Entwicklungsumgebung integriert mehrere C++ Bibliotheken. Sie inte-
griert zwei Bibliotheken von graphischen Elementen, die CLX (Component Library for Cross Platt-
form) und VCL (Visual Component Library) genannt werden. Die CLX-Bibliothek ist eine Multi-
platform-Bibliothek, die jedoch weniger Funktionalititen als VCL integriert. In dieser Arbeit wurde
deshalb die VCL-Bibliothek benutzt. Einige wichtige Eigenschaften der VCL-Bibliothek werden in
diesem Abschnitt gegeben.

Die VCL-Bibliothek bietet verschiedene graphische Elemente, wie Knopfe, Feld-Editoren, Frames,
Listen, Scrollbar...usw. Zu jedem Element gehort eine C++ Klasse, deren Name mit ,, T“ anfingt.
Zum Beispiel gehort zu dem Fenster-Element die Klasse ,, TForm*, zu dem Knopf-Element die Klas-
se ,, TButton“, zu dem Scrollbar-Element die Klasse ,, T'ScrollBar“. Die VCL-Bibliothek bietet auch
zahlreiche nicht-graphische Elemente, wie Kommunikationsfunktionen mit SQL-Datenbanken, oder
Kommunikationsfunktionen mit Office-Programmen.

Im ,,C++ Builder” sind alle VCL-Komponenten in einem Menii dargestellt. Um eine Kompo-
nente zu benutzen, wird die Komponente mit der Maus selektiert und auf das Anwendungsfenster
transportiert. Der Quellcode der Anwendung wird dann automatisch von der IDE auf den neuesten
Stand gebracht. Erstellung von neuen Klassen, Deklaration von neuen Objekt-Instanzen und ,;inclu-
de“-Befehle im Quellcode oder Link-Befehle in der Makefile-Datei werden automatisch realisiert.

Beispiele der Verwendung der VCL-Bibliothek sind im néchsten Abschnitt gegeben.

5.6.1.2 Entwicklung von SDI- und MDI-Anwendungen

Unter Windows konnen mehrere Arten von Anwendungen entwickelt werden: Konsole-Anwendungen,
Fenster-Anwendungen ohne untergeordnete Fenster (SDI: Single Document Interface) oder Haupt-
fenster-Anwendung mit untergeordneten Fenster (MDI: Multiple Document Interface). Wenn man
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unter Borland C++ ein neues Projekt startet, wird zuerst gewihlt, was fiir eine Anwendung erstellt
wird. Im folgenden Abschnitt wird ein Beispiel einer SDI-Anwendung erkldrt. Danach werden einige
Eigenschaften der MDI-Anwendungen erklért, da die prisentierte Mess-/Analyse-Software im letzten
Teil dieses Kapitels eine MDI-Anwendung ist.

e SDI-Anwendung

Fiir eine SDI-Anwendung erstellt die IDE fiinf Dateien, genannt ,,Unitl.cpp®,
,Unitl.h“, , Unitl.dfm“, ,Project.bpr® und , Projectl.cpp®. ,Unitl.dfm* ist eine so genannte
,Formular-Datei“ und wird von der IDE komplett administriert. Sie enthélt Beschreibungen der
graphischen Bedienoberfliche: wo und welche graphischen Elemente sich auf dem Hauptfenster
befinden, welche Funktionen aufgerufen werden, wenn ein Ereignis auf dem Element auftritt.
»Project.bpr® ist eine XML-Datei, die #hnliche Funktionalititen wie eine , Makefile“-Datei hat.
Sie beschreibt zum Beispiel, welche Dateien zu dem Projekt gehoren, welche Packages und Bi-
bliotheken fiir die Kompilierung des Projektes gebraucht werden, usw... In diesem Abschnitt
werden die Inhalte der ,,Unitl.cpp“-, ,,Unitl.h“-, ,Unitl.dfm“-Dateien fiir eine sehr einfache
Anwendung gezeigt. Die Anwendung ist in Abbildung 5.16 dargestellt. Sie besteht aus einem
einzigen Fenster, das einen Knopf und einen Feld-Editor enthilt. Jedes Mal wenn der Benutzer
auf den Knopf driickt, wird eine interne Variable inkrementiert und ihr Wert wird in das Textfeld
geschrieben.

# Form1

L —

Abbildung 5.16: SDI-Anwendung, die aus einem Hauptfenster mit Knopf und Feld-Editor besteht.

Die Headerdatei ,,Unitl.h* enthilt die Deklaration der Klasse ,,TForm1“, die die Deklaration
der Objekte und Methoden des Fensters integriert. Der Programmcode dieser Datei ist in den

folgenden Zeilen gegeben. ,,__fastcall® und ,,__published“ sind Schliisselwtrter von ,,C++ Buil-
der”.

#ifndef UnitlH

#define UnitilH

#include <Classes.hpp>
#include <Controls.hpp>
#include <StdCtrls.hpp>
#include <Forms.hpp>
#include <ComCtrls.hpp>

class TForml : public TForm
{
__published: // Von der IDE verwaltete Komponenten
TButton *Buttonil;
TRichEdit *RichEdit1;
void __fastcall ButtoniClick(TObject *Sender);
private: // Anwender-Deklarationen
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public: // Anwender-Deklarationen
__fastcall TForml(TComponent* Owner) ;

};

extern PACKAGE TForml *Forml;
#endif

Die Datei ,,Unitl.cpp“ enthélt den Code der Methoden, die in ,, Unit1.h* deklariert wurden. Jedes
Mal, wenn der Benutzer auf den Knopf driickt, wird die Methode ,,Button1Click* aufgerufen.
Der Programmcode dieser Datei ist in den folgenden Zeilen gegeben.

#include "Unitl1.h"

#pragma package(smart_init)
#pragma resource "*.dfm"
TForml *Forml;

_fastcall TForml::TForml(TComponent* Owner)

: TForm(Owner)
{3
void __fastcall TForml::ButtonlClick(TObject *Sender)
{
static int i=0;
i+=1;
RichEdit1->Lines->Add(i);
}

Die Datei ,,Unit1l.dfm* enthélt die Beschreibung aller graphischen Elemente der Anwendung: die
Eigenschaften des Hauptfensters ,,Form1“, des Knopfs ,,Button1* und des Textfeldes ,, RichEdit1¢
werden in dieser Datei automatisch von der IDE beschrieben. Die Eigenschaften der graphischen
FElemente kéonnen auch im C+4 Quellcode eingegeben werden. Zum Beispiel kann die Position
des Knopfes ,Buttonl1®“ durch sein Attribut , Left“ geéindert werden: Button1->Left=100. Der
Programmecode der ,,Unitl.dfm“-Datei ist in den folgenden Zeilen gegeben.

object Forml: TForml

Left = 363
Top = 145
Width = 387

Height = 202

Caption = ’Forml’

Color = clBtnFace
Font.Charset = DEFAULT_CHARSET
Font.Color = clWindowText
Font.Height = -11
Font.Name = ’MS Sans Serif’
Font.Style = []
0ldCreateOrder = False
PixelsPerInch = 96
TextHeight = 13

object Buttonl: TButton
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Left = 48
Top = 64
Width = 75
Height = 25

Caption = ’Buttonl’
TabOrder = 0
OnClick = ButtoniClick

end

object RichEditl: TRichEdit
Left = 168
Top = 40
Width = 185
Height = 89
TabOrder = 1

end

end

Weitere Informationen iiber SDI-Anwendungen unter Borland C++ sind in der Dokumentation
der IDE enthalten.

MDI-Anwendung

Fiir eine neue MDI-Anwendung erstellt die IDE acht Dateien, genannt ,,mdiapp.cpp®, ,,main.cpp,
,main.h®, ,main.dfm*, ,ChildWin.cpp*, , ChildWin.h*, ,,ChildWin.dfm*“ und
,mdiapp.bpr®. ,mdiapp.bpr“ ist die Borland-Projektdatei und hat den gleichen Zweck wie ,,Pro-
jektl.bpr¢ fiir eine SDI-Anwendung. ,main.cpp®, ,,main.h“ und ,,main.dfm* beschreiben die
Methoden und Objekte des Hauptfensters. ,,ChildWin.cpp“, ,,ChildWin.h“, ,ChildWin.dfm* be-
schreiben die Methoden und Objekte eines Child-Fensters. In Abbildung 5.17 wird die herge-
stellte Anwendung gezeigt, nachdem der Benutzer viermal die Taste ,,Neu“ angeklickt hat.

Hauptfenster

l
& M SANWEN o) v \_j\.-‘lg‘

Datei EBearbeiten Fenster Hife

N Child-Fenst =
euesersftlallenenser_"D|i| | | | |%|E|m|

O =153 =

Untergeordnetes Fenster

7

Children-Fenster

N | =

Abbildung 5.17: MDI-Anwendung, die aus einem Hauptfenster und einer beliebigen Anzahl von
Children-Fenstern besteht.

Das Child-Fenster und das Hauptfenster sind Instanzen einer Klasse, die von der Klasse ,, TForm*“

abgeleitet sind. In der Klasse ,,TForm*“ gibt es die Eigenschaft ,, FormStyle*, die die Art des Fen-
sters (Haupt-, Kind-, normal) beschreibt. In einer MDI-Anwendung ist die Eigenschaft ,, FormSty-
le“ fiir das Hauptfenster gleich ,,fsMDIForm“. Fiir das Child-Fenster ist sie gleich ,,fsMDIChild*.
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Weitere Informationen iiber MDI-Anwendungen unter Borland C++ sind in der Dokumentation
der IDE enthalten.

5.6.2 Allgemeine Funktionalitéiten

Alle Zell-Chip-Messsoftwares haben gemeinsame Funktionalitdten, die in diesem Abschnitt zuerst
préasentiert werden, und deren Implementierung erkldrt wird. Die wichtigsten Funktionalitdten der
Messsoftware wurden in Abbildung 5.1 aufgezeigt. Die Implementierung gemeinsamer Funktionalitéiten
der Software des Glas-Sensorchip-Messplatzes und des Einkanal-Messgeréits wird in den néichsten Ab-
schnitten erklért. Zuerst werden wichtige Messkonfigurationen vorgestellt. Danach werden die Kom-
munikation durch die serielle Schnittstelle und mit NI-DAQ Karten erliutert. Danach werden einige
Eigenschaften der Speicherung der Messdaten erkléirt. Zum Schluss wird die Implementierung einer
C++ Komponente fiir die Darstellung der Messkurven beschrieben.

5.6.2.1 Verwaltung der Messkonfigurationen und Messinformationen

Die Zell-Chip-Programme miissen mehrere Arten von Versuchsinformationen verwalten. Erstens wer-
den fiir die Kommunikation mit den Messgerdten mehrere Konfigurationen benétigt und fiir die Mes-
sung werden Informationen {iber die Sensorchips gebraucht. Zweitens muss das biologische Versuch-
sprotokoll fiir eine sichere Dokumentation der Versuche und fiir die Konfiguration des Fluidik-Systems
verwaltet werden. In diesem Abschnitt werden diese Informationen und die Verwaltung der Messkon-
figurationen beschrieben.

e Messgerite-Konfigurationen und Sensorchip-Informationen
Messgerate werden mit mehreren Parametern konfiguriert. Ein wichtiger Konfigurationspara-
meter kann zum Beispiel die Konfiguration der Verbindung zwischen Computer und Messgeriit
sein, wie die Nummer einer seriellen Schnittstelle. Ein anderer Konfigurationsparameter fiir die
Messung ist das Zeitintervall zwischen zwei Datenerfassungen. Andere wichtige Konfigurations-
parameter sind die Bezeichnungen der verwendeten Sensorchips und die Kalibrierungswerte der
Sensoren fiir jeden Chip.

e Allgemeine Informationen
Fiir die Dokumentation des Versuchs werden mehrere allgemeine Informationen gebraucht, wie
das Datum des Versuchs oder der Benutzername.

e Biologisches Versuchsprotokoll
Fiir die Dokumentation des Versuchs und die Kontrolle des Fluidik-Systems wird ein biologisches
Versuchsprotokoll benétigt. In diesem Protokoll wird angegeben, wann das Medium gewechselt
wird, wie lang, und mit welcher Flussrate. Die Protokolle miissen zusétzlich fiir jeden Chip die
folgenden Informationen enthalten:

— Zelllinie (String)
Zellzahl (Integer)

Inkubationszeit (Integer)

— Zellkulturmedium

Wirkstoffe im Kulturmedium zu- oder abgefiihrt (String), und Zeit der Zu/Abfiihrung (In-
teger)

Das Format des Felds ,,Zellkulturmedium® ist komplexer als das Format der anderen Felder.
Es existieren tatséchlich verschiedene Kulturmedien, in denen mehrere Stoffe addiert werden
konnen (z. B. FCS oder Gentamycin). Im Prinzip sollen alle Komponenten des Mediums und
ihrer Konzentration angegeben werden.
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Nachdem die verschiedenen Konfigurationen aufgelistet wurden, wurde ein UML-Klassendiagram rea-
lisiert, das in Abbildung 5.18 dargestellt wird. Die Klasse ,Messkonfiguration“ enth#lt Hardware-
Parameter fiir die Messgerite und das Fluidik-System, sowie verschiedene Zeitstempelwerte. Die Klasse
»Messkonfiguration fiir 1 Chip* enthilt die Eigenschaften jedes Chips (Kalibrierungswerte der Sen-
soren, biologische Informationen) sowie eine Liste von 0 bis n Wirkstoffen, die zu der Zellkultur des
Chips zugegeben werden.

1..24
Messkonfiguration Messprotokolle fir 1 Chip
Zelllinie
Zeit_Pumpe_Ein ) —
Zeit_Pumpe_Aus ;lejlllt;;medlum 1 Kalibrierungsdaten
Zeit_Zwischen_Messung Inkubationszeit der Sensoren
Serielle Schnittstellen Wirkstoffe
1..n
Wirkstoff
Name
Konzentration
Zeit_Zugabe
Zeit_Wegnahme

Abbildung 5.18: UML-Klassendiagramm fiir Messkonfiguration und Messprotokoll

5.6.2.2 Kommunikation durch die serielle Schnittstelle

Fiir die Kommunikation durch die serielle Schnittstelle wurden Funktionen der ,Win32 API“ be-
nutzt, die auf den Internetseiten von Microsoft [80] beschrieben sind. In diesem Abschnitt wird die
Verwendung dieser Kommunikationsfunktionen erklért.

Zuerst muss die Kommunikation durch den COM-Port konfiguriert werden. Die Struktur ,,DCB“
(Device Control Block), die alle Konfigurationsparameter der seriellen Schnittstelle (Baudrate, Zahl der
Stopbits, Paritétsbit...usw.) enthélt, wird dafiir benutzt. Eine Funktion (,,initDcb*) wurde geschrieben,
um die Werte der Konfigurationsparameter zu setzen. Diese Funktion ist in den folgenden Zeilen
gegeben. Sie verwendet als Parameter die wichtigsten Konfigurationsparameter der Schnittstelle.

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <wtypes.h>

static DCB initDcb (DCB dcb,int baudrate,int stopbits, int dtr_control) {

dcb.DCBlength = sizeof (dcb);
dcb.BaudRate = baudrate;
dcb.fParity = FALSE;
dcb.fOutxCtsFlow = FALSE;
dcb.f0utxDsrFlow = FALSE;
dcb.fDtrControl = dtr_control;
dcb.fDsrSensitivity = FALSE;
dcb.fTXContinueOnXoff = TRUE;
dcb.f0utX = FALSE;
dcb.fInX = FALSE;
dcb.fNull = FALSE;
dcb.fRtsControl = RTS_CONTROL_DISABLE;
dcb.fAbortOnError = FALSE;
dcb.ByteSize = 8;
dcb.Parity = NOPARITY;
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dcb.StopBits = stopbits;
return dcb;

Die Funktion ,,rs232_init“ wurde geschrieben, um einen COM-Port zu 6ffnen. Sie verwendet als Pa-
rameter die wichtigsten Konfigurationsparameter der Schnittstelle. Sie ruft die Funktion ,,CreateFile*
der Win32-API auf, um die Schnittstelle zu 6ffnen. Danach ruft sie die Funktion ,,initDcb“ und die
Win32-API-Funktionen ,,GetCommState* und ,,SetCommState* auf, um die Konfigurationsparameter
zu setzen. Zusétzlich definiert sie ,, Timeouts“. Zum Schluss gibt sie die COM-Port-Handle-Nummer
zuriick. Diese Funktion ist in den folgenden Zeilen angegeben.

COMMTIMEQOUTS ComTimeouts;
HANDLE rs232_init(char *portName,int baudrate,int stopbits, int dtr_control){
//portName="coml" or "com2"...,
//baudrate=CBR_2400 or CBR_9600 ...
//stopbits= ONESTOPBIT or TWOSTOPBITS
//dtr_control= DTR_CONTROL_ENABLE or DTR_CONTROL_DISABLE
HANDLE hCom;
DCB dcb;
hCom=CreateFile (portName,GENERIC_READ | GENERIC_WRITE,O,
NULL, OPEN_EXISTING,O,NULL);
GetCommState (hCom, &dcb) ;
dcb=initDcb(dcb,baudrate, stopbits,dtr_control);
SetCommState (hCom,&dchb) ;

ComTimeouts.ReadIntervalTimeout=MAXDWORD; //in milliseconds
ComTimeouts.ReadTotalTimeoutMultiplier=MAXDWORD;
ComTimeouts.ReadTotalTimeoutConstant=MAXDWORD;
ComTimeouts.WriteTotalTimeoutMultiplier=MAXDWORD;
ComTimeouts.WriteTotalTimeoutConstant=50;

if (SetCommTimeouts(hCom,&ComTimeouts)) printf ("time out ok\n");
else printf("Time out not ok\n");

return hCom;

Wenn ein Befehl durch die serielle Schnittstelle geschickt wird, wird die Funktion , WriteFile“ be-
nutzt. Als Parameter nimmt diese Funktion die Handle-Nummer des COM-Ports, die Charakterfolge,
die geschickt werden soll, die Zahl der Charaktere, die geschickt werden sollen, und die Adresse einer
(unsigned long) Variablen. Ein Beispiel der Verwendung dieser Funktion ist in den folgenden Zeilen
angegeben.

ULONG nBytesWritten=0;
WriteFile(hCom, "FREQ3\r",6,&nBytesWritten,NULL);

Um empfangene Daten zu lesen, werden die Funktionen ,,ClearCommError“ und ,,ReadFile“ benutzt.
Zuerst wird ,,ClearCommError® aufgerufen, um den Zustand des COM-Ports zu ermitteln. Als Para-
meter nimmt ,,ClearCommError* die Handle Nummer des COM-Ports, die Adresse einer (unsigned
long) Variablen und die Adresse einer (COMSTAT) Struktur, die den aktuellen Zustand des COM-
Ports beschreibt. Mit dem Feld ,,cbInQue® dieser Struktur kann man erfahren, wieviel Charaktere
im Empfangbuffer gespeichert sind. Wenn ein oder mehrere Charaktere empfangen wurden, wird die
Funktion ,,ReadFile“ aufgerufen, um die Charakterfolge zu lesen. Als Parameter nimmt ,,ReadFile*
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die Handle-Nummer des COM-Ports, eine Arbeitsspeicheradresse fiir die Kopie der Charakterfolge, die
Anzahl der empfangenen Charaktere, und die Adresse einer (unsigned long) Variablen. Ein Beispiel
ist in den folgenden Zeilen angegeben.

ULONG nBytesRead=0;
char buffer[100];
ULONG ret;

COMSTAT stat;

ClearCommError (hCom, &ret, &stat);
if (stat.cbInQue!=0) ReadFile(hCom,buffer,stat.cbInQue,&nBytesRead,NULL) ;

5.6.2.3 Kommunikation mit NI-DAQ AD-Wandlerkarten

Die Funktionen der Bibliothek ,nidaq32.lib* wurden fiir die Kommunikation mit verschiedenen AD-
Wandlerkarten benutzt (PCI 6013 und PCMCIA 6035). Diese AD-Wandlerkarten haben mehrere ana-
loge Eingéinge und digitale Ein/Ausginge. Die ,nidaq32“-Bibliothek integriert zahlreiche Funktionen,
um die Digitalisierung der analogen Spannungen oder digitale Ausginge zu steuern. Mit der Funk-
tion ,AI_V Read(int Device, int Chan, int Gain, float *Volt)* zum Beispiel wird die Spannung des
analogen Eingangs ,, Chan“ in die Variable ,, Volt“ geschrieben. Mehr Informationen finden sich in der
Dokumentation der Bibliothek.

5.6.2.4 Speicherung der Messdaten und Erfassung der Messzeit

Die sichere Speicherung der Messdaten ist eine sehr wichtige Aufgabe der Messsoftware. In den ent-
wickelten Messprogramme wurde eine automatische Speicherung der Daten implementiert. Jede Mes-
sung ist nummeriert und automatisch in einem Unterverzeichnis des Programmverzeichnisses gespei-
chert. Die Erstellung des Verzeichnisnamens wird im ersten Teil dieses Abschnittes erklirt. Die Spei-
cherung der empfangenen Messdaten in Textdateien, die auf die Festplatte transferiert werden, wird
im zweiten Teil dieses Abschnitts erklirt.

e Automatische Erstellung eines Messverzeichnisses

Alle Messprogramme dieser Arbeit speichern automatisch alle Messdaten in einem Verzeich-
nis, genannt , Messungen/jjjj-mm_tt_n“, wo jjjj das Jahr mit vier Ziffern, mm den Monat,
tt den Tag und n die Nummer des Messverzeichnisses darstellen. Die Strukturen , struct tm“
und ,,time_t* und die Funktionen , time(time_t )¢ und ,localtime(time_t x)“ der C-Bibliothek
,time“ wurden benutzt, um das aktuelle Datum zu erhalten. Die Verwendung dieser Funktio-
nen, um die Werte der Integer-Variablen ,,day“, ,,month* und ,year®“ zu erhalten, wird in den
folgenden Zeilen gezeigt.

#include<time.h>

int day,month,year; //0<=day<=31, 1<=month<=12, 0<=year<=99
time_t tO;

struct tm *tp;

time (&t0);
tp=localtime (&t0);
day=tp->tm_mday;
month=tp->tm_mon+1;
year=tp->tm_year-100;

Danach wird der Verzeichnisname ,,year_Month_Day_1 erstellt (z. B. 2003_.02_11_1), wie in den
folgenden Zeilen gezeigt.
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char directory[400];

int file_number=1;

//48: ASCII code of 0

directory[0]=’2"; directory[1]=’0’; directory[2]=year/10+48;
directory[3]=year-10*(year/10)+48; directory[4]=’_’; directory[5]=month/10+48;
directory[6]=month-10* (month/10)+48; directory[7]=’_"; directory[8]=day/10+48;
directory[9]=48+day-10*(day/10); directory[10]="_";
directory[11]=file_number+48; directory[12]="\0";

Danach wird tiberpriift, ob der Verzeichnisname ,,year_Month_Day_1“ schon existiert. Wenn ja,
wird die Variable ,, file_number® inkrementiert, bis ein Verzeichnisname kommt, der noch nicht
erstellt wurde. Danach wird das Verzeichnis erstellt (mkdir(directory)) und man &ndert das
laufende Verzeichnis (chdir(directory)). Der Algorithmus ist in den folgenden Zeilen gegeben.

//I verify if the directories 2003_02_11_1,2003_02_11_2...2003_02_11_10...
//already exist until I find one that doesn’t exist:
int ciphers=1; //number of ciphers of the variable "file_number"
while ((chdir(directory)==0)&&(ciphers<=9)){

int ¢=10;int d=1;

int rest=0;

int i,k;
for (i=1;i<ciphers;i++) c*=10;
chdir("../");

file_number++;
if ((file_number-c)==0) ciphers+=1;
for (i=ciphers-1;i>=0;i--){
d=1;
for (k=0;k<i;k++) {d*=10;}
directory[l1l+ciphers-i-1]=file_number/d+48-rest*10;
rest=file_number/d;
}
directory[ciphers+11]="\0";
}
mkdir(directory) ;
chdir(directory);

e Speicherung der Messdaten in Textdateien (ASCII-Dateien)
Fiir die Speicherung der Messdaten wurden Funktionen der C-Bibliothek , stdio* benutzt. Um
eine Textdatei zu 6ffnen, wird die Funktion ,, fopen()“ benutzt. Das folgende Beispiel zeigt, wie
die Datei ,,Messdaten.txt“ erstellt wird.

FILE *file_Datas_txt;
file_Datas_txt=fopen("Messdaten.txt","w");

Danach werden die Messdaten mit der C-Funktion ., fprintf()“ in die Datei geschrieben. Im
folgenden Beispiel werden die Inhalte der Variablen ,,double theTime* und , double y_value” in
die Textdatei ,,Messdaten.txt* geschrieben.

fprintf(file_Datas_txt,"%g",theTime);
fprintf(file_Datas_txt,"\tlg\n",y_value);
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Um den Datentransfer auf die Festplatte zu eréffnen, wird die Funktion ,,f flush(FILE x)“
aufgerufen. Nachdem die Messdaten geschrieben wurden, wird die Messdatei mit der Funktion
,» fclose” geschlossen.

fclose(file_Datas_txt);

Erfassung der Messzeit

Die Erfassung der Messzeit seit dem Beginn einer Messung wird durch die Funktion ,,clock_t
clock()“ der C-Bibliothek ,time“ durchgefithrt. Diese Funktion berechnet die seit dem Pro-
grammaufruf verbrauchte ,,CPU-Zeit“. Mehrere Variablen werden fiir die Erhaltung der Mess-
zeit benutzt, sie miissen am Beginn einer Messung initialisiert werden. Diese Variablen mit ihren
Initialisierungswerten sind in den folgenden Zeilen angegeben:

float clocksPerMin=60*xCLOCKS_PER_SEC;

double clockO; //clockO is initialised when a measurement begins

int firstTime=1; //true when it’s the first time that the getTime()
//function is called

double timeSpent=0; //time spent in minutes

In den Messprogrammen wird die Funktion ,, get Time()“ aufgerufen, jedesmal wenn eine Messung
durchgefiihrt wird. Nach dem Aufruf dieser Funktion hat die Variable ,,timeSpent den Wert der
abgelaufenen Zeit seit dem Beginn der Messung in Minuten. Die Funktion , getTime()“ ist in
den folgenden Zeilen angegeben:

void getTime(){
if (!'firstTime){
timeSpent=(clock()-clock0)/clocksPerMin;
Yelse {
clockO=clock();
timeSpent=0;
firstTime=0;
}
}

5.6.2.5 Darstellung von annotierten Messkurven

Ein ,Borland C++“-Package wurde programmiert, um Messkurven darzustellen und um iiber farbi-
ge Knopfe zu verfiigen. Das Package wird von der Glas-Sensorchip-Messsoftware und der Einkanal-
Messgerit-Software benutzt. Die Funktionalititen und die Implementierung des Package werden in
diesem Abschnitt erklért.

e Funktionalititen

Das Package integriert zwei Komponenten: einen farbigen Knopf und eine Komponente fiir die
Darstellung von Messkurven. Diese letztere Komponente kann entweder die letzten tausend
Messpunkte in Realzeit darstellen oder den ganzen Verlauf der Messung darstellen. Die Zeiten
des Mediumwechsels und der Zugabe von Wirkstoffen werden durch vertikale Linien auf der
Messkurve gezeichnet. Die Wirkstoffnamen werden {iber die vertikalen Linien geschrieben. In
den Abbildungen 5.13 und 5.14 sind Software-Bedienoberflichen mit dieser Komponente (weifle
Quadrate mit Messkurven) gezeigt.

Installation und Verwendung der Komponente in ,,C++ Builder*
Das Package besteht aus mehreren Dateien, die in der folgenden Tabelle angegeben sind.
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Komponente | Dateien

GraphButtonPakage.bpk, GraphButtonPakage.cpp

Farbiger Knopf | SpeedButtonColored.dcr

SpeedButtonColored.h, SpeedButtonColored.cpp

Graphik GraphPanel.dcr

Curve.h, Graph.h, Graph.cpp, GraphPanel.h, GraphPanel.cpp

Die ,,.der“ Dateien sind so genannten Komponenten-Resource-Dateien. Sie wurden mit der
Borland-Software ,,Bildeditor“ erstellt. Sie werden fiir die Darstellung von Ikons fiir jede Kompo-
nente auf der ,,C++ Builder“-VCL-Komponenten-Mentiileiste benutzt. Die ,,GraphButtonPaka-
ge.bpk“-Datei (Borland Package) ist die Makefile-Datei. Fiir die Installation des Packages muss
diese Datei geladen werden, danach muss das Projekt kompiliert werden und dann kann das
Package installiert werden.

Die Verwendung der Komponenten erfolgt wie die Verwendung anderer VCL-Komponenten.
Die Komponente wird mit der Maus in der VCL-Meniileiste selektiert und auf das Fenster
der entwickelten Anwendung transportiert. Im Quellcode miissen dann die folgenden Befehle
geschrieben werden:

#include "Curve.h"

#include "Graph.h"

#include "GraphPanel.h"
#include "SpeedButtonColored.h"

Nachdem die Komponente ,,GraphPanel* in das Anwendungsfenster eingefiigt wurde, wird eine
Instanz der Klasse ,, TGraphPanel“ automatisch deklariert: ,, TGraphPanel *GraphPanell, die
benutzt werden kann, um Messkurven darzustellen. Die Komponente kann eine beliebige Anzahl
von ,,Curve“-Objekten darstellen. Ein ,,Curve“-Objekt hat mehrere Eigenschaften, wie Farbe
(TColor color), Name (char *name), Visibilitdt (bool draw), X-Werte (double *tx) oder Y-
Werte (double *ty). Ein Beispiel der Erstellung einer Tabelle von zwei ,,Curve“-Objekten ist
in den folgenden Zeilen gegeben. In diesem Beispiel werden die X- und Y-Werte der Kurven
initialisiert.

Curve theCurvel[2];
theCurve[0] .color=clRed;
theCurve[0] .draw=1;
strcpy(theCurve [0] .name, "Curve 1");
theCurve[1l] .color=clBlue;
theCurvel[1] .draw=1;
strcpy(theCurve[1] .name, "Curve 2");
int 1i;
for(i=0;i<GRAPH_SIZE;i++){
theCurve[0] .tx[i]=1i;
theCurve[0] .ty[i]=cos((float)i/10);
theCurve[1] .tx[i]=1i;
theCurve[1] .ty[i]l=cos((float)i/10)+sqrt((float)i);

Nachdem die Kurven erstellt wurden, muss die Methode ,, create GraphPanel(Curve *theCur-
ve,int nbOfCurves,char *XAxisName,char *YAzisName)“ aufgerufen werden, um die Graphik
auszugeben.
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GraphPanell->createGraphPanel (theCurve,2,"Time (min)","Values (Volt)");

Die ,,Curve“-Objekte enthalten eine begrenzte Anzahl von Messpunkten (GRAPH_SIZE). Um
den ganzen Verlauf einer gemessenen Kurve sehen zu koénnen, wurde die Funktion ,, ReadPlot-
File_readAndPlot(FILE *fr, ListOfGraphs *list, double x_min, double y-min, bool allFile, bool
forWMF) ¢ implementiert. Diese Funktion nimmt als Parameter die bindre Datei ,,fz“, in der die
X-Koordinaten (double) nacheinander gespeichert sind. Sie nimmt als Parameter eine Liste von
,GraphPanel“-Objekten, den minimalen und maximalen X-Wert und den Boolean-Parameter
yallFile“, der zeigt, ob die ganzen Messdateien gelesen werden miissen. Diese Funktion liest die
gespeicherten X-Koordinate der Messpunkten in der bindren Datei ,,fr* und die Y-Koordinate
der Messkurven in den bindren Dateien ,theCurve[i]. fy-read“. Um die Grenzen der Y-Achsen
zu definieren werden Methoden der Klasse ,, GraphPanel“ benutzt, wie es in den folgenden Zeilen
gezeigt wird.

GraphPanell->setReadPlotValuelLimits(-30,20); //-30<y<20
GraphPanell->setReadPlotBestFitValues(); //ymin<y<ymax

Ein Beispiel der Verwendung der Funktion , ReadPlotFile_readAndPlot* ist in den folgenden
Zeilen gegeben.

struct ListO0fGraphs *1ist=0;

FILE xfx; FILE *fy; FILE *fz;
list=List0fGraphs_add(GraphPanell,list);
fx=fopen("fx.b","rb");
fy=fopen("fy.b","rb");
fz=fopen("fz.b","rb");
theCurve [0] .fy_read=fy;

theCurve[1] .fy_read=fz;
ReadPlotFile_readAndPlot(fx,list,0,100,1,0);
List0fGraphs_free(list);1list=0;
fclose(fx);fclose(fy) ;fclose(fz);

Implementierung

Mehrere C++ Klassen wurden erstellt, um die Komponente zu implementieren. Die Hauptklasse
ist ,, TGraphPanel“, die von der VCL-Klasse ,, TPanel“ abgeleitet ist. Diese Klasse benutzt eine
Instanz der Klasse ,,Graph*. Die Klasse ,,Graph* benutzt eine bis n Instanzen der Klasse ,,Curve*.
In der Abbildung 5.19 werden diese Beziehungen dargestellt.

TGraphPanel: public
—1l.n—————— L
TPanel
T
1
AJ
Messsoftware Graph 1..n
1
1.n
A
11— Curve

Abbildung 5.19: C4++ Klassen fiir die Implementierung einer Komponente fiir die Darstellung von
Messkurven und ihre Beziehung mit der Messsoftware.

Diese Methoden und Eigenschaften der erstellten C+-+ Klassen werden in den folgenden Punkten
beschrieben.
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,Curve“-Klasse

Die ,,Curve“-Klasse enthélt verschiedene Eigenschaften einer Kurve, wie Farbe, Punktan-
zahl, X-Werte, Y-Werte, Namen. Die Deklaration dieser Klasse ist in den folgenden Zeilen
gegeben.

#define GRAPH_SIZE 1000

class Curve {
public:
char name[100];
TColor color;
FILE *fx; //file in which are saved the X coordinates
FILE *fy; //file in which are saved the Y coordinates
FILE *fx_read; //file used to read the X coordinates
FILE *fy_read; //file used to read the Y coordinates
double tx[GRAPH_SIZE]; //table of the GRAPH_SIZE last X values
double ty[GRAPH_SIZE]; //table of the GRAPH_SIZE last Y values

int begin; //from which case the tables are drawn
bool draw; //to know if the curve has to be drawn
int option; //serial port number, or chanel number for the ADC card
int nbPoints; //number of points measured
Y

,,Graph“-Klasse

Die ,,Graph“-Klasse integriert die Funktionen, um Tabellen von X- und Y-Werten darzu-
stellen, Legenden zu schreiben und vertikale Linien zu zeichnen. Die Zeichnungen werden
in einem Objekt ,, TCanvas* realisiert, das das ,, TGraphPanel“-Objekt enthilt. Die Dekla-
rationen einiger Methoden und Objekte dieser Klasse sind in den folgenden Zeilen gegeben.

class Graph {
private:...
public:
Graph(TImage *theImage, char *legend_x, //constructor
char *legend_y,int nbLines,
Curve *theCurves);

Graphics::TBitmap *backDrawing; //canvas shown

void drawAxis(TCanvas *ca,...); //draws the grid

void drawLegend(TCanvas *ca); //draws the legend

void plotTables(TCanvas *ca,double *tx, //draws tables
double *ty,...,

int lineNumber);
void drawVerticalline(TCanvas *ca,TColor col, //draws a vertical line
D
void drawText(TCanvas *ca,TColor col,...); //writes a text
“Graph Q) ; //destructor

};

Die Funktion ,, drawXAxis(...)* wird aufgerufen, um ein Gitter zu zeichnen. Die Implemen-
tierung dieser Funktion wird hier beschrieben. Verschiedene Variablen werden gebraucht,
um das Gitter zu zeichnen: der minimale und maximale X-Wert der Kurve (Table_tmin,
Table_tmaz) und die Grenzen des sichtbaren Fensters (Time_min, Time_maz), wie in der
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Abbildung 5.20 gezeigt. Die Funktion ,, calcAzis(...)* wurde implementiert, um drei Zahlen
(n, puis und D) fiir die Zeichnung des Gitters zu berechnen. Die Bedeutung dieser Zahlen
ist folgende: EJ| sei die Funktion, die den ganzen Teil einer reellen Zahl wiedergibt, v eine
reelle Zahl mit 1 < v < 10 und n eine ganze Zahl:

val = (Time_maz — Time_min)/5 = v - 10" (5.4)
puis = 10" (5.5)
D = E[v] (5.6)

Die Distanz zwischen zwei Gitterlinien wird gleich D - puis definiert. Danach wird die
Position der ersten Gitterlinie berechnet. Sie wird gleich: puis- E[Table_tmin/puis] definiert.

Dist*puis X axis
i= i=3
=0 300 VARN Visible window
]
—
. 2400 2700 3000 3300 37005 -
1500 1550 2120 3750
Table_tmin Time_min Time_max Table_tmax

Abbildung 5.20: Zeichnung des Gitters.

Die Funktion ,,calcAzis(...)* ist in den folgenden Zeilen angegeben. Diese Funktion priift,
ob die Zahl ,,double val* kleiner als 1 ist. Wenn ja, wird sie n Mal mal 10 multipliziert, bis
sie grosser als 1 ist. Wenn die Zahl grésser als 10 ist, wird sie n Mal mal 0,1 multipliziert,
bis sie kleiner als 10 ist.

void calcAxis(double val,int *n,double *puis,int *D){
double v,mult;
int direction,i;
*n=0;
*puis=1;
v=val;direction=-1;mult=0.1;
if (v<1) {direction=1;mult=10;}
while((v<1) || (v>=10)) {
v=v*mult;
*n+=-direction;
*xpuis/=mult;
}
*D=(int)v;
}

— ,, TGraphPanel“-Klasse

Die ,, TGraphPanel“-Klasse ist von der ,,TPanel“-Klasse abgeleitet. Sie integriert ein
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» TImage“-Objekt, in dessen Canvas (Graphik-Ausgabe Feld) die Graphik gezeichnet wird.
Sie enthélt auch zwei ,,TLabel“- und ,, TEdit“-Objekte, die dazu dienen, die Position der
Maus in den Messkurven-Koordinaten zu schreiben. Einige wichtige Methoden der Klasse
» TGraphPanel“ wurden bereits in diesem Abschnitt préisentiert. Eine andere wichtige Me-
thode dieser Klasse ist ,, blitBackDrawing()“. Die Zeichnung der Messkurven werden in einer
versteckten Canvas (theGraph — backDrawing) durchgefithrt. Danach wird die Funktion
»blitBackDrawing();* aufgerufen, um die versteckte Canvas in die Canvas des ,, TImage“-
Objektes zu kopieren. Dieses Verfahren vermeidet, dass die Graphiken blinken, wenn sie
neu aufgezeigt werden.

Erlduterungen der wichtigsten Methoden und Objekten der Klasse ” TGraphPanel” sind in
den folgenden Zeilen angegeben.

class PACKAGE TGraphPanel : public TPanel
{protected:
Graph *theGraph;
void blitBackDrawing() ;
TMetafileCanvas *WMFCanvas;
TMetafile *theMetafile;
public:
__fastcall TGraphPanel (TComponent* Owner) ;
char nameOfGraph[200] ;
TImage *thelmage; //TImage containing the graphic
TLabel *label_x; //TLabel included in the panel
TEdit *edit_x;
TLabel *label_y;
TEdit *edit_y;
void createGraphPanel (Curve *theCurves, //initialization
int curvesNb,
char *leg_x,
char *leg_y);
void redrawTables(); //redraws the tables
void setTablesTimeLimits(double t0,double t1);
void setTablesValuelLimits(double v0,double v1);
void setTablesBestFit_y();
void setBackgroundColor(TColor c);
void setGridColor(TColor c);
void createWMF(char *filename); //creates an EMF image of the graphic
void createBMP(char *filename); //creates a BMP image of the graphic
void drawVerticallLines(char *filename, TColor col);
int ReadPlotFile_readAndPlot(FILE *fx,...); //plots measurement files
void setReadPlotValueLimits(double v1,double v2);
void setReadPlotBestFitValues();
void free_TGraphPanel(); //destruction of all objects
}

Die Funktionalititen und die Implementierung dieser Komponente wurden verbessert, wie im Ab-
schnitt , Mess-/Analyse-Software“ dieses Kapitels gezeigt wird.
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5.6.3 Messsoftware des Einkanal-Messgerits

e Programmstruktur
Der Programmcode wurde in mehrere Dateien unterteilt. Die Dateinamen und ihre allgemeinen
Funktionalititen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Funktionalitét Dateien
Kommunikationscode ADConverter.cpp, ADConverter.h
mit AD-Wandlerkarte
Erstellung des Messverzeichnisses File.cpp, File.h
und Speicherung der Daten

Projekt-Strukturen ChipsProject_struct.h
Projekt-Dateien Projectl.cpp,Projectl.bpr
Unitl (Hauptfenster)
Formulare (Fensterdialog) ADCardDial, Calib_O2Dial, Calib_pHDial,

Jeweils ,,.cpp“-, ,,.h“- und ,,.dfm“-Datei | Comment, DialogStopConfirm, ExitConfirm,
graphSelect, OpenFromTo, Help, SeeComments,
SensorsChoice, TimeDelay, Wait, WaitExport,
XYaxisDialog, UsingCalibrationsValuesDial

Fiir die Darstellung der Messkurven benutzt das Programm zusétzlich die Komponente ,, T'Gra-
phPanel“, die im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde.

e Algorithmen
Die Speicherung der Messdaten und die Erstellung des Messverzeichnisses wurden bereits im
vorherigen Abschnitt beschrieben. Fiir die Darstellung der Messdaten wurden 5 ,, TGraphPa-
nel“-Objekte (GraphPanell...GraphPanel5) und eine Tabelle von 8 | Curve“-Objekten (Curve
curveTable[8]) erstellt. Um die Messspannungen auszulesen und einen digitalen Ausgang (LED)
zu steuern, kommuniziert die Software mit der AD-Wandlerkarte ,NiDAQ 6036“, wie in Abbil-
dung 5.21 aufgezeigt.

Leuchtdiode, Pumpe ein/ausschalten
Software des Einkanal- |_

Messwerte empfangen
pang AD-Wandlerkarte

Messgerdéts NiDAQ 6036 PCMCIA

Abbildung 5.21: Software des Einkanal-Messgeréts: Kommunikation mit einer AD-Wandlerkarte

Fiir die periodische Messung der Sensorspannungen wird das ,, T'Timer Timer1“-Objekt benutzt.
Wenn eine Messung gestartet wird, wird die Eigenschaft ,, Timer1->Enabled* auf 1 (true) gesetzt.
Die Methode ,, Timer1->OnTimer* wird dann periodisch (alle TimerI->Interval mS.) aufgeru-
fen.

5.6.4 Messsoftware des Glas-Sensorchip-Messplatzes

5.6.4.1 Kommunikation mit Geridten und Kommunikationsprotokoll

Wie bereits in Kapitel 3 (Material und Methoden) erklért wurde, kann die Software mit verschiedenen
Messgeriten kommunizieren: pH/Oy/Temperatur-Messgeriit; Fibox 2, LCR-Meter, Multiplexer und
ISMATEC-Pumpe. Diese Gerite sind alle durch die serielle Schnittstelle mit dem Computer verbun-
den. In Abbildung 5.22 werden die Software-Kommunikationen graphisch dargestellt.
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Abbildung 5.22: Software des Glas-Sensorchip-Messplatzes: Kommunikation mit 5 Geréten durch die

RS232-Schnittstelle

Jedes Gerét hat sein eigenes Kommunikationsprotokoll, das in diesem Abschnitt beschrieben wird.

e pH/O3/Temperatur-Messgerit

Wie bereits in Kapitel 3 erkldrt wurde, integriert jeder Glas-Sensorchip zwei pH-, zwei Oo-
Sensoren und einen Temperatur-Sensor. Die aktuelle Software steuert die Messung dieser Senso-
ren fiir zwei Glas-Chips. Dafiir schickt und empféingt sie eine bestimmte Charakterfolge, die in
Tabelle 5.23 angegeben ist. Der erste gesendete Charakter ist die Nummer der Messplatine. Ei-
ne Messplatine beinhaltet die Messschaltungen fiir zwei Glas-Sensorchips. Der zweite geschickte
Charakter (T, O oder P) zeigt, welche Sensorspannung gemessen werden soll. Nach dem Emp-
fang einer Charakterfolge schickt das Messgeréit den Wert der Sensor-Messspannung(en) zuriick.
Der Spannungswert ist auf 16 Bit kodiert. Der Wert 65536 (216) entspricht 5 Volt.

Messparameter | Messplatinen-Nummer | Software-Befehl | Messgerét- Antwort
Temperatur 1 1T 2x16 Bit
Sauerstoff 1 10 4x16 Bit
pH 1 1P 4x16 Bit
Alle (T.,S.,pH) 1 1A 10x16 Bit
Temperatur 2 2T 2x16 Bit
Sauerstoff 2 20 4x16 Bit
pH 2 2P 4x16 Bit

Abbildung 5.23: Befehle zur Steuerung und Antwort des pH/Oy/Temperatur-Messgeréts

,Fibox 2“-Messgeréit

Das ,Fibox 2“-Messgerit wird benutzt, um optisch die geloste Sauerstoffkonzentration zu mes-
sen. Das Kommunikationsprotokoll des Geréts befindet sich in der Software-Dokumentation
des Geriits. Die wichtigsten Eigenschaften des Kommunikationsprotokolls, die von der Glas-
Sensorchip-Messsoftware benutzt werden, werden hier angegeben. Einige Befehle, die das Gerit
versteht, sind in Tabelle 5.24 angegeben. Wenn ein Befehl geschickt wird, muss beachtet wer-
den, dass die Charaktere nacheinander mit einem Abstand von mindestens 1 ms. zum Messgeriit
geschickt werden miissen.

Das Gerét kann entweder dauernd Messdaten an den PC schicken (,,Continuous Mode*) oder nur
Messdaten schicken, wenn der PC ihm den Befehl dazu gibt (,,Single Mode*). Im Programmcode
der Glas-Sensorchip-Messsoftware wurde der ,,Single Mode* benutzt.

Wenn das Gerét den Befehl ,Get Data“ bekommt, schickt es die Sensormesswerte. Die emp-
fangenen Daten haben das folgende Format: AX..X;PX..X;TX..X;0X..X; Dabei stellt A die
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Amplitude, P die Phase, T die Temperatur, O den Sauerstoffgehalt (%airsat), und X..X eine
Gleitkomma-Zahl dar.

Aktion Software-Befehl
Continuous Mode gO\r
Konfiguration: Single Mode gl\r
No temperature compensation tx\r
Get Data d\r

Abbildung 5.24: Einige Befehle zur Steuerung des , Fibox 2“-Geriits

e LCR-Meter
Wie in Kapitel 3 erkliart wurde, wurde ein LCR-Meter benutzt, um die Impedanz der IDES-
Sensoren zu messen. Die benutzten Befehle fiir die Steuerung dieses Gerits werden hier be-
schrieben.

Zuerst wird das Gerét konfiguriert, indem der folgende Befehlsatz geschickt wird:

WriteFile(hCom," *RST; PMOD4; VOLTO.1; RATE2; MMOD1; CIRC1; OUTFO; FREQ3\r",
57 ,&nBytesWritten,NULL);

Die Bedeutung der benutzten Konfigurationsbefehle sind in Tabelle 5.25 angegeben.

Konfiguration Software-Befehl
Reset *RST
Messspannung:100 mV VOLTO0.1
Messfrequenz:10 kHZ FREQS3
400 Messperioden RATE2
Aquivalente Schaltung: Rpar,Cpar PMOD4

Abbildung 5.25: Benutzte Befehle zur Konfiguration des LCR-Meters

Danach wird eine Messung durch den folgenden Befehlsatz gestartet:

WriteFile(hCom, "STRT;*WAI\r",10,&nBytesWritten,NULL) ;

Die gemessenen Impedanz-Werte, die aus zwei Parametern bestehen (major parameter: Kapa-
zitét, minor parameter: Widerstand), werden durch den folgenden Befehlsatz zum Computer
geschickt:

WriteFile(hCom, "XALL?\r",6,&nBytesWritten,NULL) ;

Die empfangene Charakterfolge hat das folgende Format:

X X X.X X X.X X
Good(G)/Bad | Range(0,1,2,3) | Major Parameter | , | Minor Parameter | ;
G 1 1.234e-8 , 580 :




Kapitel 5: Software 99

Der erste Charakter zeigt, ob der Messwert korrekt ist (nicht ,,over range“). Der dritte Charakter
bis zum ,,,“ ist der gemessene ,Major Parameter® (Kapazitéit). Danach kommt der ,Minor Para-
meter” (Widerstand), und zum Schluss der Charakter ,,;¢. Als Beispiel kann die Charakterfolge
,G11.234¢-8,580;“ empfangen werden. Der Kapazititswert ist dann gleich 1.234 - 10~8 Farad,
und der Widerstand gleich 580 Ohm.

Mehr Informationen iiber das Kommunikationsprotokoll des LCR-Meters finden sich im Hand-
buch des Gerits.

e Multiplexer
Jeder Chip integriert zwei Impedanz-Sensoren. Wie in Kapitel 3 erwdhnt, wird ein Multiplexer
benutzt, um vier IDES-Sensoren zu messen. Der Multiplexer wird durch die folgenden Befehle

gesteuert:
Chip-Nummer | IDES-Nummer | Software-Befehl
1 1 1\r
1 2 2\r
2 1 3\r
2 2 4\r

Abbildung 5.26: Befehle zur Steuerung des Multiplexers

o ISMATEC-Pumpe
Das benutzte Kommunikationsprotokoll mit der ISMATEC-Pumpe ist hier angegeben. Es kénnen
mehrere peristaltische Pumpen durch eine einzige serielle Schnittstelle gesteuert werden. Deshalb
braucht jede Pumpe eine Adresse. Die Adresse ,,1“ wird einer Pumpe zugewiesen, indem man
ihr den Befehl ,,@1\r* schickt:

WriteFile(hCom, "@1\r",3,&nbBytesWritten,NULL) ;

Danach wird die Pumpe mit den folgenden Befehlen ein- und ausgeschaltet:

Adresse Aktion Software Befehl
1 Einschalten 1H\r
1 Ausschalten 1I\r

Abbildung 5.27: Befehle zur Steuerung der Pumpe

Mehr Informationen finden sich in der Dokumentation der Pumpe.

5.6.4.2 Programmstruktur und Algorithmen

e Programmstruktur
Der Programmcode wurde in mehrere Dateien unterteilt. Die Dateinamen und ihre allgemeinen
Funktionalitdten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Funktionalitét Dateien
Kommunikationscode ADConverter.cpp, ADConverter.h
mit AD-Wandlerkarte
Kommunikationscode FIBOX, IDES_LCRCorrection, LCRMeter
Jeweils ,,.cpp“ und ,,.h“-Datei Micro, multiplexer-serial, PUMP, RS232

Erstellung des Messverzeichnisses file.cpp, file.h
und Speicherung der Daten

Projekt-Strukturen ChipsProject_struct.h, Sensor.h
Projekt-Dateien Projectl.cpp,Projectl.bpr
Unitl (Hauptfenster)
Formulare (Fensterdialog) AddSubstanceDial, AxisDial, ChipsCellDial,

Jeweils ,,.cpp“-, ,,.h“- und ,,.dfm“-Datei | CommentDial, ResistivityDial, SerialPorts,
StartDial, TimeDelays, Confirmation, WaitDjial,
Xaxis, Yaxis

Fiir die Darstellung der Daten benutzt das Programm zusétzlich die Komponente ,, TGraphPa-
nel“, die in Kapitel 5.4.1 beschrieben wurde.

Algorithmen
Die Speicherung der Messdaten und Erstellung des Messverzeichnisses wurden bereits im Ab-
schnitt 5.4.1 beschrieben.

Fiir die Darstellung der Messdaten werden 20 ,, TGraphPanel“-Objekte erstellt (GraphPanell
... GraphPanel20). Diese Objekte sind paarweise in ,, TPanel“-Objekten gruppiert (Panell ...
Panel10), die gezeigt oder nicht gezeigt werden, je nach Zustand der Knépfe ,, IDES1Button ...
Lact2Button”. Fiir die Darstellung der Messpunkte werden drei Tabellen von ,, Curve“-Objekten
benutzt, eine fiir die ,,Fibox-2“-Messdaten, eine fiir die IDES-Messdaten und eine letzte fiir alle
anderen Messdaten. Die Deklaration dieser Tabelle ist die folgende:

Curve FiboxSensorsTable[1%2];
Curve IDESSensorsTable[4*2];//1-Rparl 1-Rpar2 1-Cparl 1-Cpar2 2-Rparl ...aso
Curve ADCSensorsTable[12*2];

Die erste Hilfte der Tabellen wird fiir den ersten Chip benutzt, die zweite fiir den zweiten Chip.

Fiir die periodische Messung der Sensordaten werden mehrere ,, TTimer“-Objekte benutzt: ,, Ti-
mer1* fiir die Messung mit dem Oy /Temperatur/pH-Messgerét, ,, TimerPump* fiir die Steuerung
der Pumpe, ,, TimerFiboz“ fiir die Messung mit dem ,,Fibox 2“-Gerét, ,, TimerLCRMeter* fiir die
Messung der Impedanz. Wenn ein Messgerdt benutzt wird, wird die Eigenschaft ,, Enabled* des
entsprechenden ,, Timer“ auf 1 (true) gesetzt. IThre Methode ,, OnTimer* wird dann periodisch
aufgerufen.

5.6.5 Mess-/Analyse-Software

Nachdem die Funktionalititen der Software beschrieben wurden, wird in diesem Abschnitt ihre Im-
plementierung erkléirt. Zuerst wird die Struktur des Programms durch sein UML-Klassendiagramm
prasentiert. Danach wird die Darstellung der Messkurven erklédrt. Zum Schluss wird das Format der
Projektdatei erlautert.

5.6.5.1 UML-Klassendiagramm

UML (Universal Modelling Language) ist eine Methode, um objektorientierte Programmcodes gra-
phisch zu modellieren. Die UML-Modellierung besteht hauptséchlich aus Klassendiagrammen und
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,»Use Case“-Diagrammen. Das UML-Klassendiagramm der Analyse-Software wird in Abbildung 5.28

gezeigt.

’ Substance ‘ ’ PumpState
[y T
0..n 0,1
| |
] Chip <1{ Curve } 1.0 ‘
| Graphlmage | | ListOfCurves |

<

1
Tgraph : TPanel 1...4+
o
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TFrameGenerallnfos ‘

TCellChipsProject A

TFrameChipslinfos ‘

TPanellmage H TPanelFilm ‘ | Main | ’SaveMeasurement‘
1

1

ImportDialog

Import Imola, TUM-Screen-,
Ziihlke- und ASCII-Dateien

Abbildung 5.28: UML-Klassendiagramm
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Die Funktionalitéiten jeder Klasse werden in den folgenden Punkten beschrieben.

o  Main“-Klasse

Die ,Main“-Klasse ist das Hauptformular des Programms. Sie enthélt die Deklarationen von
allen Kontroll- und Anzeigeelementen des Hauptfensters (Meniileiste, ToolButtons, Frames),
sowie die Funktionen, die aufgerufen werden, wenn Ereignisse auf diesen Elementen auftreten.
In den folgenden Zeilen sind Deklarationen von einigen Methoden und Attributen der Klasse
angegeben. Wenn der Benutzer zum Beispiel das Menii ,, File ->Open“ anklickt (Ereignis auf
dem ,, FileOpenltem“-Objekt), wird die Funktion , FileOpenl Ezecute” aufgerufen.

class TMainForm : public TForm

{

__published:

TMainMenu *MainMenul;
TMenultem *Filel;
TMenultem *FileOpenltem;

void __fastcall FileOpenlExecute(TObject *Sender);

public:

TCellChipsProject theCellChipsProject;

bool measure; //true when a measurement

is started
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bool opened; //true when a project file is opened

3

o TCellChipProject“-Klasse
Die ,,TCellChipProject“-Klasse enthélt die Methoden, um eine Projektdatei zu lesen, zu ver-
arbeiten und zu speichern. Sie enthélt auch die Methoden, um eine Messung zu starten. Einige
Methoden und Objekte dieser Klasse sind in den folgenden Zeilen angegeben.

class TCellChipsProject{

protected:
FILE *theOriginalFile; //File used to read the project data
FILE xtheSwapFile; //File used to write temporary data

Chip theChips[24];

Curve *theCurves[1000];
TPanelGraph *thePanelGraphs[100];
TPanellImage *thePanelImages[100];

int nbCurves; //number of Curves objects

int nbChips; //number of Chip objects

int nbXValues; //number of different X values
int TFormGraphNb; //number of TPanelGraph objects
int ImagelNb; //number of PanelImage objects

TScrollBox *thePanels[30]; //a scrollBox contains up to 6 "TPanelGraph"
int visiblePanel; //number of the scrollBox shown
int PanelsNb; //number of scrollBox objects

PumpONOFF thePumpONOFF;
TFrameGraphTreeView *theGraphTreeView;
TFrameGeneralInfos *theGeneralInfos;
TFrameChipsInfos *theChipsInfos;
TFrameSubstances *theSubstancesInfos;

//to read and plot a saved project:
void readCurve(FILE *fin);

void readChip(FILE *fin,int chipNb );
void readGraph(FILE *fin);

void readSubstances(FILE *fin);

void readPumpONOFF (FILE *fin);

void readComments(FILE *fin);

int readImage(FILE *fin);

//creates a new PanelGraph and places it in an ScrollBox:
void insertPanelGraph( YAxis *theYax,int YAxisNb,char *theName,
char *theUnits_x);
void addCurve(char *Curvename,int chip,int XValueNum,bool pump);
void addGraph(int *curveNum, int nbCurves, char *nameOfGraph,
char *unitsY);
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public:

//variables and methods used to plot and save a measurement:
TTimer *timerMeasure;

void __fastcall TimerClicked(TObject *Sender);

FILE *fx[10];

FILE *fy[20];

FILE *fx_read[10];

FILE xfy_read[20];

int FileYvalueNb[10];

SaveMeasurement theSaveMeasurementFiles;

void Compute_derive(int curvelNum);

//to open and plot a project:

int open(char *filename,TFrameGraphTreeView *FTreeView,
TFrameGeneralInfos *f,TFrameChipsInfos *theChipsInf,
TFrameSubstances *theSubstancesInf);

void close();

//methods to process a saved project:

//they open a dialog box to choose the curves, that must be
//processed and process it:

void compute_DeriveAllCurves();

void compute_DriftCorrectionAllCurves();

//to save the project
void save(char *filename);

//methods and variables used to start and end a measurement:
char *programDirectory;
int startMeasurement (TFrameGeneralInfos *f,
TFrameChipsInfos *theChipsInf,
TFrameSubstances *theSubstancesInf);
void setTimeDelay(double delay);
void endMeasurement();

//methods that open a dialog box to set the name of cells
//and culture medium or substances added:

void addSubstance();

void cellsDialOpen();

//method used to send the graphs to a printer:
void print_project();

void seePrecedentGraphs(); //to see the previous scrollBox
//which contains many graphs
void seeNextGraphs();
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Wenn eine Messung gestartet wird, werden die X-Koordinaten in die binédren Dateien ,,fx/0/,
Sfr[1]¢, .., und die Y-Koordinaten in die Dateien ,,fy/0/“, ,fy[1]¢... geschrieben. Im Attribut
HlastX Value® und ,lastY Value* der Klasse ,, Curve® wird der letzte Messpunkt gespeichert, um
danach in einer ASCII-Textdatei abgelegt zu werden. In den folgenden Zeilen wird gezeigt, wie
neue Messpunkte in die bindren Dateien ., fz/0/* und ,, fy/0]“ geschrieben werden.

double tx,ty; //time of measurement and value measured
int 1i;
tx=10;ty=0.8

furite(&tx,sizeof (double),1,fx[0]);

for(i=0;i<nbCurves;i++){
theCurves[i] ->lastXValue=tx;
theCurves[i]->lastYValue=ty;
fwrite(&ty,sizeof (double),1,fy[0]);
theCurves[i] ->nbPoints++;

fflush(fy[0]);
fflush(£fx[0]);

Um die Graphik neu zu zeichnen, wird die Methode ,, redraw* der ,, PanelGraph“-Klasse verwen-
det. Zum Beispiel wird fiir die Zeichnung der ersten Graphik folgender Aufruf benutzt:

thePanelGraphs [0] ->redraw() ;

yOSaveM easurement“-Klasse

Fiir die Erstellung eines Messverzeichnisses und die Speicherung der Daten werden Funktionen
der Klasse ,,SaveMeasurement” benutzt. Die Implementierung dieser Funktionen wurde bereits
in Kapitel 5.4 erklart. Die Deklaration einiger Methoden und Attribute dieser Klasse sind in den
folgenden Zeilen angegeben.

class SaveMeasurement{
protected:...
public:
char *programDirectory;
Curve *xtheCurves;
int curvelNb;
int nbChips;
int nbImages;
int TFormGraphNb;
TPanelGraph **theGraphs;
TPanelImage **theIlmages;
struct ProjectFileHeader *theHeader;
PumpONOFF *thePumpONOFF;
Chip *theChips;
int nbXvalues;

void CreateFilenames(); //creates a directory for the measurement
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//the method "saveMeasurement" must be called at the end of a measurement
//to write the binary project file:
void saveMeasurement (TFrameGeneralInfos *theGeneralInfos, char *filename);

//to write the measurements data in ASCII files:
void createASCII();//must be called one time at the begin
//of a new measurement:
//it creates the files and writes the legend
void saveASCII(int nXValue,int pumpState);//it saves the last measurements
//of the curves, whose X values
//number is "nXvalue"
//in a ASCII file

};

e  Substance“, ,,Chip*, ,, PumpONOFF*“
,Substance® ist eine Struktur, die Information iiber den Namen und die Zeit der Zugabe eines
Wirkstoffs ins Kulturmedium enthélt.

typedef struct Substance{
char name[50];
double time;
double concentration;
} Substance;

Die Klasse ,,Chip® enthilt alle Informationen {iber den Chip wihrend des Versuches, wie Zell-
name, Kulturmedium, Zugabe von Wirkstoffen.

class Chip{

public:
char Celltype[50];
char FluidName[50];

int number0fCells; //cells number at the begin of the experiment

Substance *theSubstances; //pointer on a table of substances

int nbSubstances; //how many substances habe been added or removed
//from the culture medium

int nbSubstancesMax; //how big is the table of substances

void addSubstance(char *name,double time,double concentration);
void freeSubstances();

};

» PumpONOFF* ist eine Struktur, die die Zeiten des Ein/Ausschaltens der Pumpe enthélt. Diese
Zeiten sind in der Tabelle , times“ gespeichert. Der erste Wert der Tabelle ist der erste Zeitpunkt,
an dem die Pumpe eingeschaltet wurde, der zweite Wert gibt an, wann sie ausgeschaltet wurde,
...usw. Diese Struktur ist hier angegeben:

typedef struct PumpONOFF{
int number; //number of values in the "times" table
double *times; //times[0]:0N, times[1]:0FF, times[2]:0N ...
} PumpONOFF;
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e Darstellung der Messkurven und Bilddaten: ,,Y Axis®, ;T PanelGraph*, ,T Panellmage*
»Y Axis“ ist eine Struktur, die die Konfigurationen der Y-Achse speichert.

typedef struct YAxis{
double valueMin; //minimal y-value shown
double valueMax; //maximal y-value shown
char units[50]; //units of the axis
int nb0fCurves; //number of curves that belong
//to the y-axis
bool bestFitY;
List0fCurves *theCurves;
} YAxis;

» T PanelGraph* und ,, T Panellmage*“ sind Klassen, die von der Klasse , T Panel“ abgeleitet
sind.

class TPanelGraph : public TPanel

{
private:
TPopupMenu *PopupMenu; //popup menu shown when the user clicks
//on the graph
TMenuItem *Xaxisconfigurationl;
void __fastcall XaxisconfigurationlClick(TObject *Sender);
TGraph *theGraph;
public:
__fastcall TPanelGraph(TComponent* Owner,YAxis *theYax,int YAxisNb,
char *name, char *units_x, int PosX, int PosY,
TPanel *panParent);
YAxis *theYAxis[4]; //up to 4 y-axis can be defined
int nbYax; //number of different y-axis
char name[200]; //name of the graphic
char units_x[100]; //units of the x-axis
void TPanelGraph_free();
void redraw();
void print_graph(TRect *theRect);
void save(FILE *fout); //saves the graphic in a binary file
3
class TPanelImage : public TPanel
{
private:
public:

__fastcall TPanelImage(TComponent* Owner, int PosX, int PosY,
TPanel *panParent, char *filename,
char *theName,int ch, double ti);

TImage *thelmage;

char name[200];
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int chip;

bool deleted;
double time;
char *filename;

void TPanellImage_free();
void save(FILE *fout, int number);
void load(FILE *fout);

}s

e Zeichnung der Messkurven: ,,Curve®, ,Graphlmage®, ,TGraph*, , ListO fCurves“
Die Klassen, die fiir die Zeichnung der Messkurve benutzt werden, sind in Abbildung 5.28 grau
gefirbt. Die Implementierung der Funktionen fiir die Zeichnung der Messkurven wurde bereits
in Kapitel 5.4 erklért.

Die Klasse ,,Curve® enthilt alle Informationen iiber die Messkurve, wie Namen, minimaler Wert,
maximaler Wert, Position in der Datei der X-Werte und Y-Werte. Die Methode ,,allocPoints()*
erlaubt es, die Messdaten in den bindren Dateien ,, f PointsX*“ und ., f PointsY “ zu lesen. Die
Messwerte werden dann in die Tabellen ,, PointsX“ und ,, PointsY “ geschrieben. Die X-Werte
miissen sequentiell in der Datei ,,fPointsX*“ gespeichert werden. In der Datei ,,fPointsY
konnen auch Y-Werte von anderen Messkurven gespeichert werden. Diese Datei hat das fol-
gende Format (y;(t): Messwert fiir die Kurve i, zur Zeit t):

L 5000) [ 910) | o [ [ 9a(0) [ wo(D) [ on (@) [ o [ [ wn(®) ]

Das Attribut ,,Y'ValuePosition* der ,Curve“-Klasse zeigt, welche Kurvennummer (i) die Kurve
hat. Das Attribut ,, File Y ValuesNb“ zeigt, wieviel Y-Werte in derselben Datei gespeichert sind
(n). Die wichtigsten Attribute der ,,Curve“-Klasse sind hier angegeben.

class Curve{
public:

char name[50];

char filename[50];

int curveType;

int nbPoints;

double *PointsX;

double *PointsY;

FILE *fPointsX;

FILE *fPointsY;

long filePosition_XValues;
long filePosition_YValues;
int File_YValuesNb;

int YValuePosition;
double vmin, vmax;
double tmin,tmax;

int ChipNb;

PumpONOFF *thePumpONOFF;
Chip *theChip;

//name of the curve

//02, pH, Temp, Rpar or Cpar

//number of points in the curve
//table of the X coordinates

//table of the Y coordinates

//File with the X coordinates

//File with the Y coordinates
//Position in the file of the X values
//Position in the file of the Y values
//how many Y values from other curves
//are saved in the same file
//position of the Y value in the file
//minimal und maximal Y values
//minimal und maximal X values

void exportCurve(char *filename, bool all, //export all the curve or

double t1, double t2);

//between the times t1 and t2



108 Kapitel 5: Software

//in an ASCII file

void allocPoints(); //reads the points in the binary files
//and writes it in the tables PointsX and
//PointsY

void freePoints();

double lastYValue; //variables used to save the last points
double lastXValue; //measured

}

Die Klasse ,,Graphlmage“ enthilt alle Funktionen, um die Graphiken zu zeichnen, wie
wdrawX Axis()“ oder ,,drawLegend()“.

Die Klasse ,,TGraph” implementiert alle Funktionen, die aufgerufen werden, wenn ein Ereig-
nis auf der Graphik auftritt (Maus- oder Tastatur-Ereignisse). Zum Beispiel wird die folgende
Funktion aufgerufen, wenn der Benutzer eine Graphik selektiert hat, und wenn er auf eine Taste
driickt:

void __fastcall keyDown(TObject *Sender,Word &Key, Classes::TShiftState Shift);

Die ,, ListO fCurves“-Struktur enthélt eine Liste von ,,Curve®- und ,,Color“-Objekten, die in
einer Graphik dargestellt werden. Die Funktion ,, ListO fCurves_add()“ erlaubt, ein Element in
die Liste einzufiigen. Die Funktion ,,ListO f Curves_free()“ loscht die Liste. Die Deklaration der
Struktur und Funktionen sind hier angegeben:

struct List0fCurves{
int YaxisNb;
TColor color; //color of the curve
Curve *theCurve;
struct ListOfCurves *tail;

};
struct ListOfCurves *ListOfCurves_add(Curve *c,TColor col,struct ListOfCurves *1);
void ListOfCurves_free(struct ListOfCurves *1);

o ComputeSignal“
Die ,ComputeSignal“-Datei enthélt die Messkurvenverarbeitungen, die in diesem Kapitel be-
reits beschrieben wurden. Die Berechnung der Metabolismusraten erfolgt zum Beispiel durch die
folgenden Funktionen:

void ComputeSignal_AcidificationRate(Curve *theCurve,Curve *theCurveResult);
void ComputeSignal_02ConsumptionRate(Curve *theCurve,Curve *theCurveResult);

};

Der erste Parameter dieser Funktionen ist die gemessene Messkurve. In den zweiten Parameter
wird das Ergebnis der Berechnungen geschrieben. Die ,,ComputeSignal“-Datei integriert andere
Funktionen, die mit anderen Parametern aufgerufen werden, wie die folgende Funktion, die
Mittelwerte von Messpunkten berechnet:
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void ComputeSignal_smoothing(double *Xval, double *Yval, int 1,
int smooth, double **Xval2,
double **Yval2, int *12);

s

Die ersten zwei Parameter ,, Xval“ und ,,Yval® sind die Tabelle der Messwerte. Der dritte Pa-
rameter ist die Liange der Tabellen. ,,smooth“ ist die Anzahl der Punkte, die gemittelt wer-
den. , Xval2* und ,Yval2* sind Zeiger auf die Tabelle, in die die Ergebnisse der Berechnun-
gen geschrieben werden. ,,[2“ ist ein Zeiger auf die Linge der ,, Xval2“- oder ,,Yval2“-Tabelle.
Der benétigte Speicherplatz fiir die Ergebnisse (,, Xval2“ und ,,Yval2*) wird von der Funktion
,2ComputeSignal_smoothing®“ gewihrt.

o TFrameGenerallnfos*, ,TFrameChipsInfos* und ,, T FrameSubstances*
Diese Klasse beschreiben die drei Frames, die im Hauptfenster dargestellt werden kénnen. Die
Klasse , T FrameGeneralln fos“ implementiert die Methode ,,writeIn fos“ und ,,clearInfos“:

class TFrameGeneralInfos : public TFrame
{
__published:...

public:
__fastcall TFrameGeneralInfos(TComponent* Owner) ;

struct ProjectFileHeader *theProjectHeader;
char *Aim;
char *Problems;

void writeInfos();
void clearInfos();

};

Die Klassen ,, T FrameGenerallnfos* und , T FrameSubstances“ implementieren die Methode
ywriteInfos“, clearInfos* und ,copyT oClipboard* :

class TFrameSubstances : public TFrame

{

__published:...

public:
__fastcall TFrameSubstances(TComponent* Owner) ;
void writeInfos(Chip *theChips,int nbChips);
void clearInfos();
void copyToClipboard() ;

s

class TFrameChipsInfos : public TFrame

{

__published:...

public:

__fastcall TFrameChipsInfos(TComponent* Owner) ;
void writeInfos(Chip *theChips,int nbChips);
void clearInfos();
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void copyToClipboard();
I

Der Programmcode wurde in mehrere Dateien unterteilt. Die Dateinamen und ihre allgemeine
Funktionalitdten sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Funktionalitét Dateiname
Import von ASCIIImport.cpp, ASCIIImport.h
ASCII-Messreihen TUMScreenlmport.cpp, TUMScreenlmport.h
Zuhlkelmport.cpp, ZuhlkeImport.h
Klassen Chip, Curve, Graph

Jeweils ,,.cpp“- und ,,.h“-Datei | TPanelGraph, TPanellmage, FilmInWindow
ListOfCurves, Graphlmage, ComputeSignal
TCellChipMeasurement, TCellChipProject

Speicherung der SaveMeasurement.cpp SaveMeasurement.h
Daten
Projekt-Strukturen ChipsProject_struct.h, YAxis.h
Projekt-Dateien MDIAPP.bpr, mdiapp.cpp

Formulare: Jeweils ,,.cpp*-,
»-h“- und ,,.dfm“-Dateien
Hauptfenster Main

Frames TFramelnfosAndGraphs, TFrameChipsInfos
TFrameGenerallnfos, TFrameSubstances

Import von ASCIIImportDial, TUMScreenlmportDial, ZuhlkelmportDial
ASCII-Messreihen

Konfiguration der ComputeSmoothingDial, CparDerDial, DerivationOptionsDial
Datenverarbeitungen DivisionDial, ExponentielleDial, RegressionDial
Achsen-Konfiguration XAxisDial, YAxisDial

Fehler ErrorDial, OverwritingFileDial, DeletingGraphicDial
Sonstige Zwecke ABOUT, AddSubstanceDial, ChoosingChipDial

CommentsDial, CurveChoiceDial, CurvesColorDial, CurvesDial
EditInfosDial ExportCurveDial,GenerallnfosDial, CellsDial
SubstancesDial, NameOfGraphDial, MeasurementConfigDial

5.6.5.2 Format der Projektdatei

Es wurde bereits erklért, dass die Software bindre Projektdateien 6ffnen und darstellen kann, deren
Namen auf ”.chips” enden. Diese Dateien haben ein bestimmtes Format, das in Abbildung 5.29 dar-
gestellt ist. Zuerst wird in der Datei die Struktur ,, ProjectFileHeader ¢ gespeichert. Diese Struktur
enthélt allgemeine Informationen, wie den Benutzernamen, das Datum des Versuchs, das Messgerit.
Sie wird in den folgenden Zeilen angegeben:

struct ProjectFileHeader{
double SoftwareVersion;
char username[50];
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int day;
month;
year;
duration;

machine;

int
int
int
int

};

//0: IMola, 1:Glaschips ...aso.

Danach werden alle Objekte des Projektes gespeichert (Chips, Graphiken, Kurven ...usw). Jedes Ob-
jekt wird durch eine Nummer gekennzeichnet (int ObjectType), die in die Datei geschrieben wird.
Danach wird eingetragen, welche Position (long Position_Following-object) das néchste Objekt in der
Datei besetzt. Danach werden die Objektdaten geschrieben.

int
ObjectType

int Datas...

ObjectType

struct
ProjectFileHeader

long aso...

Position_Following_object

Abbildung 5.29: Format der Projektdatei

Die Nummer des Feldes ,, Object Type* ist eine Zahl zwischen 1 und 12. Sie ist fiir alle verfiigbaren
Objekte des Projektes in den folgenden Zeilen angegeben:

#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define
#define

CHIP 1

GRAPH 2
CURVE 3
SUBSTANCES 4
PUMPONOFF 5
YAXIS 6
XVALUES 7
YVALUES 8
COMMENTS 9
IMAGE 10
FILM 11
GRAPH_POSITION 12

Das Format des ,, Datas*“-Feldes hingt von dem gespeicherten Objekt ab. In Abbildung 5.30 wird dieses
Format fiir alle Objekte des Projektes angegeben.

Objekt Maximale Anzahl | Format des ,, Datas“-Feldes
Chip 24 struct CHIP _struct
Curve 1000 struct CURVES _struct
YAxis n struct YAXIS_ struct;[ int CurveNumber, int color]
Graph 100 struct GRAPH _struct;[long YAxisPosition]
PumpONOFF 1 int Nb, [double times]
Substances 24 int nbOfSubstances,[Substance]
XValues/Yvalues n [double values]
Comment 1 int nbChars; [char]

Abbildung 5.30: Format des Feldes ,,Datas*

Fiir das ,, Chip“-Objekt wird eine ,,Chip“-Struktur gespeichert, die in den folgenden Zeilen
geben ist:

ange-
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struct CHIP_struct{
int number;
char cells_name[100];
char fluid_name[100];
int cellsNumber;
int nb0fCurves;

};

Fiir das ,, Curve“-Objekt wird eine ,,Curve“-Struktur gespeichert, die in den folgenden Zeilen angegeben
ist:

struct CURVES_struct{
char name[100];
long valuesXPos;
long valuesYPos;
int valuesXNum;
int nbPoints;
int ChipNumber;

};

Fiir das ,, YAzis“-Objekt werden eine , YAxis“-Struktur und eine Tabelle von Kurvennummern und
Farben gespeichert. Die ,, YAxis“-Struktur ist in den folgenden Zeilen angegeben:

struct YAXIS_struct{
int number;
int bestFitY;
double min_y;
double max_y;
char units_y[100];
int curvesNb;

};

Fiir das ,, Graph“-Objekt werden eine ,,Graph“-Struktur und die Tabelle der Position in der Datei der
benutzten Y-Achsen gespeichert. Die ,,Graph“-Struktur ist in den folgenden Zeilen angegeben:

struct GRAPH_struct{
int chip;
char name[100];
char units_x[100];
int nbYaxis;
int allPoints;
double min_x;
double max_x;

};

Fiir das ,, PumpONOFF“-Objekt wird die Zahl der Pumpzustinde und eine Tabelle von Zeiten
gespeichert.

Fiir das ,,Substances“-Objekt werden die Zahl der Wirkstoffe und eine Tabelle von ,, Substances“-
Strukturen gespeichert. Die ,,Substances“-Struktur ist in den folgenden Zeilen angegeben:

typedef struct Substance{
char name [50] ;
double time;

} Substance;
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Fiir die ,, X Values“- oder ,, Y Values“-Objekte wird eine Tabelle von Messwerten (double) gespeichert.
Fiir das ,, Comments“-Objekt werden die Anzahl der Charaktere und die Tabelle der Charaktere ge-
speichert.

5.7 Datenbank

Fiir die Archivierung der Zell-Chip-Daten wurde eine Datenbank entwickelt. Die Zell-Chip-Systeme
sind Meflsysteme fiir Zellkulturen. Wenn Zellkulturversuche durchgefiihrt werden, miissen die Arbeits-
bedingungen zusammen mit den Messergebnissen dokumentiert und archiviert werden. Eine manuelle
Archivierung solcher Daten ist schnell sehr aufwendig und nicht leicht zuginglich. Deshalb ist die
Realisierung einer Datenbank fiir Zellkulturversuche in einem Forschungslabor essentiell.

Die entwickelte Datenbank dient zur Archivierung der Zell-Chip-Daten und der Daten von anderen
Zellkultur-Messgeraten, wie des Casy-Zellzdhlers oder des Fluoreszenz-Messgeréts. Die Datenbank
wurde von A. Veit mit mySQL und dem Apache Web-Server programmiert. Eine Internet-Schnittstelle
wurde mit der PHP-Skriptsprache implementiert. Das Menii des Web-Interface der Datenbank ist in
Abbildung 5.31 dargestellt.

MEINM ACCOUNT
P e Date
STARTSEITE
MEIME MESSUNGEM
Editizren

PCF &
SWF &

FREMDE MESSUNGEN
? NEUE MESS5UNG
? MEDAKO-IMPORT

SUCHE HACH MESSREIHEN

SUCHE NACH BEENUTZERN

HANDBUCH

LERNVIDEDS
OFFENMTLICHE MESSUNGEN

SITZUNG BEEENDEN

Abbildung 5.31: Menii des Web-Interface der entwickelten Datenbank fiir Zellkultur-Messungen.

Die entwickelte Datenbank mit Web-Interface bietet die folgenden Funktionalitidten:

e Benutzergruppen
Mehrere Benutzergruppen mit verschiedenen Rechten sind definiert: Administrator, Betreuer
von Messungen und einfache Benutzer ohne Schreibrechte. Diese Benutzergruppen erlauben eine
sichere Verwendung der Datenbank, da nur die autorisierten Benutzer Datenbank-Daten schrei-
ben, l6schen oder konsultieren kénnen.

e Import von Messdaten
Das Web-Interface bietet die Moglichkeit, Daten in die Datenbank zu importieren. Verschiedene
Informationen iiber den Versuch werden in der Datenbank archiviert. Das sind zum Beispiel
Informationen iiber:

— Das benutzte Zellkulturgerdt (z. B.: Einkanal-Messgerit, TUM-Screen, Glas-Sensorchip-
Messplatz, oder Mikroskop)

— Sensorchips (Herstellungsnummer, Art)

— Zellen, Zellzahl, Inkubationszeit
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— Kulturmedium

e Suche in der Datenbank
Das Web-Interface bietet die Moglichkeit, in der Datenbank nach Daten zu suchen. Die Suche
erfolgt nach verschiedenen Kriterien, wie benutzte Zellen, Messgeréit oder Sensor-Chips.



Kapitel 6

Zusammenfassung der Ergebnisse und
Diskussion

6.1 Zu Kapitel 4

Im Kapitel 4 wurden mehrere Versuchsergebnisse und ihre Verarbeitung présentiert. In diesem Kapitel
werden die vorgelegten Ergebnisse diskutiert.

e Metabolismusraten

Zuerst wurde erklart, wie die Metabolismusraten evaluiert werden. Fiir die Sauerstoffverbrauchs-
rate wurde die Moglichkeit aufgezeigt, sie durch exponentielle Regressionen auszuwerten. Es
wurde aber erklart, dass die Regressionsabweichung fiir einige Messzyklen der Versuche hoher
als die lineare Regressionsabweichung wird, da der Verlauf des Sauerstoffverbauchs von seiner
Geschwindigkeit abhéngt. Fiir die Auswertung der Sauerstoffverbauchsrate wurde deshalb die
Steigung einer Regressionsgerade nach dem Pumpstop einige Minute lang berechnet. Die Ansiue-
rungsrate wurde mittels Berechnung der Steigung einer Regressionsgerade ausgewertet, wenn das
Fluidik-System ausgeschaltet ist.

e Impedanz-Messergebnisse

Impedanz-Ergebnisse wurden vorgestellt. Zum ersten Mal wurden langzeitige Versuche mit MCF-
7- und L929-Zellen prisentiert, die parallel mit Phasenkontrast-Mikroskopie beobachtet wurden,
und deren Zellzahl am Ende ausgewertet wurde. Ein Vergleich zwischen den Verldufen dieser
beiden Zelllinien hat gezeigt, dass die Impedanz-Verldufe von den Zelltypen abhéingen. Verschie-
dene Zelltypen haben tatséichlich verschiedene Morphologien und verschiedene Zell/Zell- oder
Zell/Substrat-Kontakte. Sie zeigen auch ein anderes Wachstumverhalten, denn einige Zelllini-
en (wie z. B. die MCF-7-Zellen) wachsen iibereinander, andere bleiben als Monolayer-Kultur
erhalten.

Versuche mit Histamin und Cytochalasin B haben deutlich gezeigt, dass schnelle Zellmorpholo-
gie/Adhisions-Anderungen sehr leicht mit Impedanz-Sensoren zu detektieren sind. Die Impedanz-
Messung ist deshalb eine einfache Methode, um solche Effekte zu messen. Dieser Sensor kann
daher z. B. benutzt werden, um ein automatisches Mikroskop zu steuern. Wenn Anderungen in
der Steigung des Impedanz-Signals detektiert werden, wird ein Befehl zum Mikroskop geschickt,
damit eine Aufnahme erfolgt. Die Integration der Zell-Chip-Systeme mit einem automatisierten
Mikroskop wird zurzeit realisiert und ist im néchsten Kapitel (7) ausgefiihrt.

Es wurde erklért, dass die Impedanz-Signale vieldeutig sind. Es wurde deshalb eine Methode dar-
gelegt, um Zellwachstum, Zellsterben und Adhéisions-Anderungen getrennt auswerten zu koénnen.
Die Methode hat gezeigt, dass schnelle Anderungen in der Zelladhision oder Morphologie ein-
deutig ausgewertet werden kénnen. Langsame Anderungen sind im Gegensatz dazu schwieriger
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auszuwerten. Um eine genaue Aussage der Impedanz-Daten zu erhalten, konnten deshalb mi-
kroskopische Aufnahmen benutzt werden. Ein Algorithmus fiir die Auswertung der Aufnahmen
wurde am Ende des Kapitels dargestellt.

o Weiterverarbeitung der Messergebnisse
Zum Schluss wurden Weiterverarbeitungsmaoglichkeiten der Zell-Chip-Signale gezeigt. Es wurde
erkldrt, dass statistische Analyse der Daten sehr wichtig sind, um genaue Aussagen iiber Wirk-
stoffeffekte auf die Zellmetabolismusraten durchzufiihren. Es wurde auch gezeigt, dass ein Vita-
litdtsindex sehr niitzlich ist, um eine intuitive Interpretation der multiparametrischen Messdaten
zu erhalten. Eine Methode fiir die Auswertungen des Index wurde vorgeschlagen.

6.2 Zu Kapitel 5

In Kapitel 5 wurden Software-Programme présentiert, die mit der IDE ,Borland C+4+ Builder 6.0“
realisiert wurden. In der Einleitung dieser Arbeit wurde bereits die Wahl dieser IDE diskutiert. In
diesem Kapitel werden die Leistungen der entwickelten Software diskutiert.

Drei Zell-Chip-Programme wurden in dieser Arbeit beschrieben und ihre Implementierung wur-
de erklart. Die Funktionalitdten einer Software fiir die Datenerfassung und Analyse von 1 bis 24
Sensorchips wurde zuerst prisentiert. Die Analyse-Funktionen bestehen hauptséichlich aus Regressi-
onsanalysen, um Metabolismusraten zu erhalten, sowie einigen statistischen Auswertungen. Die Funk-
tionalitdten einer Software fiir ein Einkanal-Zellchip-System und schlielich einer Software fiir das
Glas-Sensorchip-Messsystem wurden beschrieben.

Vor ihrer Implementierung wurde die Software durch UML-Klassendiagrammen strukturiert. Thre
Struktur ist deswegen klar und die Programme sind relativ leicht zu dndern. Eine ,,C++ Builder“-
Komponente wurde fiir die Darstellung der Messkurven programmiert, damit man {iber eine flexible
Darstellung der Zell-Chip-Daten verfiigt. Mit dieser Komponente kénnen die Messkurven annotiert
werden, um mehrere versuchszugehorige Informationen wie Pumpzustéande oder eingefiigte Wirkstof-
fe darzustellen. Das Verhalten und die Funktionalititen dieser Komponente kénnen leicht geindert
werden, um sie an die Benutzeranforderungen anzupassen.

Die Entwicklung einer Datenbank mit Web-Interface wurde begonnen, um Messergebnisse von Zell-
Chip-Systemen sowie von anderen Zellkultur-Messgeréten zu archivieren. Sie wird eine entscheidende
Erleichterung fiir die Suche nach Messdaten und deren Auswertung bringen.

Die vorgestellten Programme haben ihre Aufgabe erfolgreich erfiillt. Die Messsoftware fiir das
Einkanal-Messgerdt wurde erfolgreich im Institut fiir Limnologie in Iffeldorf (von T. Stadthagen
und seinen Studenten) benutzt, um Messungen mit Algen-Zellen durchzufiihren. Die Mess-/Analyse-
Software wurde im Institut ebenfalls erfolgreich eingesetzt, um Datenauswertungen zu erhalten. Was
die Messsoftware des Glas-Sensorchips-Messsystems betrifft, wurde sie an unserem Institut bei mehrtégi-
gen Messungen mit Glas-Sensorchips benutzt. Die Software wurde dabei auch erfolgreich von Biologen
(E. Motrescu, M. Brischwein, M. Briickl) und Studenten verwendet.



Kapitel 7

Ausblick

Um eine zuverlissige statistische Analyse der Zell-Chip-Daten und ein Hochdurchsatz-Screening von
Wirkstoffen zu erlauben, wird am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik derzeit ein
neues Zell-Chip-System mit 24 parallelen Sensorchips auf Glas-Substrat entwickelt. Das neue System
besteht aus einer 24-Multiwellplatte mit optischen pH- und Os-Sensoren und einem IDES-Sensor, de-
ren Grofle die Standardgroflie der 24-Wellplatten fiir Zellkulturen hat. Die optischen Sensoren und ihre
Ausleseelektronik werden von der Firma ,PreSens“ entwickelt [83]. Fiir den Wechsel des Kulturmedi-
ums und die Zugabe von Wirkstoffen wird ein Pipettier-Roboter benutzt. Der Roboter wird von der
Firma H+P gebaut und seine Elektronik wird am Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik entwickelt
(V. Lob). Zur Visualisierung wird das automatische ,iMic“-Mikroskop der Firma ,,Till Photonics®
eingesetzt [84]. Das vollstéindige System ist in Abbildung 7.1 dargestellt.

Klimakammer

Pipettierroboter

Biosensor-gestitzte
Multiwellplatte

Auflicht-Mikroskop “iMic”
Till Photonics GmbH

Abbildung 7.1: Hochdurchsatz-Zell-Chip-System mit automatisiertem Fluoreszenz-Mikroskop und
Pipettier-Roboter, das zurzeit am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik der Tech-
nischen Universitat Miinchen entwickelt wird (V. Lob [41]).

Auch fiir dieses komplexe System kann die entwickelte Mess-/Analyse-Software dieser Arbeit fiir die
Darstellung und Auswertung der Multiwellplatten-Daten eingesetzt werden. Dafiir sollen die Kommu-
nikationsfunktionen mit dem Pipettierroboter und der Multiwellplatten-Elektronik noch implementiert
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werden. Fiir das ,,iMic“-Mikroskop wurden bereits eine SDK mit ActiveX-Kontrollelementen von ,, Till
Photonics® entwickelt, die in die gesamte Software integriert werden soll.

Dieses Hochdurchsatz-Zell-Chip-System ermdoglicht essentielle Anwendungen, wie Chemosensitivéts-
Tests. Die Datenauswertungen, die in dieser Arbeit aufgezeigt wurden, werden mit zunehmenden Da-
tenmenge optimiert werden kénnen, um in Realzeit den Zustand der Zellkultur genau zu ermitteln.



Kapitel 8

Zusammenfassung

8.1 Zusammenfassung

Zell-Chip-Systeme sind multiparametrische Messsyteme, die erlauben, die metabolische Aktivitdt von
Zellkulturen in Realzeit und iiber lingere Zeitrdume auszuwerten. In dieser Dissertation werden
zunéchst verschiedene Zell-Chip-Systeme und deren Elektronik présentiert und beschrieben. Danach
werden Messergebnisse und die Probleme ihrer Verarbeitung vorgestellt und diskutiert. Zuletzt wird
die Entwicklung von einer speziellen Mess- und Analyse-Software fiir diese Messsysteme erklart und
diskutiert. Dabei wird ein elektronisch ermittelter Vitalitéitsindex fiir Zellen und Gewebe errechnet,
der fiir die systemische Wirkstoff-Forschung von grofler Bedeutung ist. Anhand dieses Indexes kann die
Sensitivitdt und Resistenz von Zellen gegeniiber Therapeutika online und real time ermittelt werden.

8.2 Abstract

Cell Chip Systems are multiparametric measuring systems which allow to record the metabolic activity
of cell cultures in real-time and over long periods of times. In this thesis, different cell chip systems and
their electronics are presented. Measurement curves and problems in their processing are described and
discussed. Finally, the development of data acquisition and analysis software for cell chip systems is
explained and discussed. With this software a vitality index for cells and tissue, which has a significant
role for screening agents, is evaluated. By means of this index, the sensitivity and resistance of cells
to therapeutika can be evaluated online and in realtime .

8.3 Résumé

Les systemes ” Cell on chips” sont des systemes de mesure multiparamétriques qui permettent d’évaluer
I’activité métabolique de cultures cellulaires en temps réel et pendant plusieurs jours. Dans cette these,
différents systemes ” Cell on chips” et leur électronique sont tout d’abord présentés et décrits. Ensuite,
des résultats typiques de mesures et les problemes relatifs a leur traitement sont présentés et discutés.
Enfin le développement de logiciels de mesure et d’analyse pour ces systemes est expliqué et discuté.
Avec ces logiciels, un index de vitalité pour les cellules et les tissus, qui joue un roéle significatif dans
la recherche de substances actives, est évalué. A 'aide de cet index, la sensibilité et la résistance de
cellules a des médicaments peuvent étre évaluées en temps réel.
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Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

AD Analog/Digital

ADP Adenosin-Diphosphat

ASCIIT American Standard Code for Information Interchange
ATP Adenosin-Triphosphat

AVI Audio Video Interleaved

BMP Bitmap

CB Cytochalasin B

DMEM Dulbecco modifiziertes Eagle-MEM
DNA Desoxyribonucleinséiure

FCS Fetal Calb Serum

GUI Graphical User Interface

IDE Integrated Development Environment
IDES Inter-Digital Electrode Structure
ISFET Ions Sensitive Field Effect Transistor
Konz. Konzentration

uM. Mikro-Molar

MDI Multiple Document Interface

MEM Minimum Essential Medium

MOS Metaloxid-Sensor

OOA Object Oriented Analysis

010)D) Object Oriented Design

RAD Rapid Application Development
RNA Ribonucleinsédure

SDI Single Document Interface

SDK Software Development Kit

Std. Stunde

SQL Structured Query Language (Datenbanksprache)
UML Unified Modelling Language

VCL Visual Component Library (Borland)
XML Extensible Markup Language
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