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A new imaging system allows visualizing oxygen distributions in 2D.
 Combining sensor foils with microfluidic devices enables online monitor-
ing of cellular oxygen consumption in whole chip areas. Furthermore,
suitable device materials depending on application and cell line can be
determined. Numerically simulated oxygen consumption of rat lung
microvascular endothelial cells and rat hepatocytes was experimentally
validated.
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ó In den letzten Jahren haben sich Mikro-
fluidiksysteme als vielseitige Plattformen
zur Untersuchung von Zellverhalten oder

Signaltransduktion etabliert, da sich
bestimmte Mikroumgebungen, wie z.  B.
Mikrotumoren, darin nachbilden lassen [1].

Für Studien im Labormaßstab werden oft
Chips aus Polydimethylsiloxan (PDMS) ver-
wendet, da sie einfach herzustellen, trans-
parent, biokompatibel und gasdurchlässig
sind. Materialien wie Cycloolefin-Ko-Poly-
mer (COC), Polystyrol (PS) oder Polypropylen
(PP) eignen sich wegen ihrer Sauerstoffun-
durchlässigkeit besonders für hypoxische
oder anoxische Kulturbedingungen. Das
Interesse an dieser neuen Technologie steigt,
doch es ist noch sehr wenig über den zellu-
lären Sauerstoffverbrauch und mögliche Aus-
wirkungen des Sauerstoffgehalts auf das
Zellverhalten und die Viabilität während der
Kultivierung in Mikrofluidiksystemen
bekannt. Bereits angewandte Verfahren, wie
z. B. die Messung mit Sensoren an Ein- und
Ausgängen der Medienkanäle eines Chips
[2], können nicht den gesamten Zellkultur-
bereich des Chips kontinuierlich überwa-
chen. Neue Möglichkeiten eröffnen sich
durch den Einsatz von Sensorsystemen, die
auf ratiometrisches Imaging der Fluores -

Imaging-Technologie

2D-Visualisierung des zellulären Sauer -
stoff verbrauchs in Mikrofluidiksystemen

˚ Abb. 1: Experimentaufbau. A, Die VisiSens-Detektoreinheit DU01 wird im Inneren eines regelbaren Inkubators installiert und ist über USB mit einem
PC verbunden; mit der darauf installierten VisiSens-AnalytiCal 1-Software können die Detektoreinheit gesteuert und Aufnahmen aufgezeichnet werden.
Der mit Sensorfolie verbundene Chip wird über der Kamera angebracht. B, Die Sauerstoffsensorfolie am Mikrofluidik-Chip zeigt in Richtung Detekto-
reinheit; der Fluoreszenzfarbstoff in der Sensorfolie wird mit Licht, das von der Detektoreinheit ausgeht, angeregt und gibt abhängig von der Sauer-
stoffkonzentration ein Fluoreszenzsignal zurück, das über die Detektoreinheit aufgezeichnet wird.
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zenzabschwächung eines sauerstoffsensiti-
ven Farbstoffs basieren – wie das VisiSens-
A1-Imaging-System von PreSens. Der sau-
erstoffsensitive Fluoreszenzfarbstoff ist in
einer Polymermatrix eingebettet und auf
eine Folie aufgebracht. Diese wird direkt auf

die zu untersuchende Probe aufgelegt und
kontaktfrei mit einem kompakten, USB-
betriebenen Fluoreszenzmikroskop ausge-
lesen. So können O2-Verteilungen ganzer
Bereiche eines Mikrofluidik-Chips zweidi-
mensional erfasst werden.

Mikrofluidik-Chips kombiniert mit
Imaging-Technologie
Die VisiSens-Sauerstoffsensorfolie wird an
der Unterseite des Chips angebracht und ver-
siegelt dabei die in das Kunststoffplättchen
eingeprägten Mikrokanäle. So entsteht ein
stabiles System für Zellkulturanwendungen.
Hierfür werden Sensorfolien durch Rota-
tionsbeschichtung mit einer dünnen Schicht
aus PDMS (zehn Mikrometer) versehen.
PDMS verbindet sich gut mit PDMS, aber auch
mit COC, und die so beschichteten Sensor -
folien können durch Plasmabehandlung irre-
versibel mit COC- oder PDMS-Plättchen ver-
klebt werden. Der Vergleich mit unbehandel-
ten Sensorfolien zeigt, dass PDMS-Beschich-
tung, Trockenzeit und Plasmabehandlung die
Sensorleistung der Folien nicht beeinflussen
[3]. Die so erzeugten Mikrofluidik-Chips kön-
nen also zur O2-Überwachung verschiedener
Zelllinien eingesetzt werden.

Für die nachfolgend beschriebenen Versu-
che wurde ein kürzlich eingeführter Hypo-
xia-Chip aus PDMS, der bereits mit anderen
O2-Messverfahren charakterisiert wurde [4],
mit einer Sensorfolie versehen. In diesem
Chip können über eine zentrale Zellkultur-
region einheitlich hypoxische Bedingungen,
aber auch Sauerstoffgradienten erzeugt wer-
den. Zur Untersuchung des O2-Verbrauchs
verschiedener Zelllinien wurden PDMS- und
COC-Chips mit einfacher Geometrie, aber viel-
seitigen Anwendungsmöglichkeiten mit einer
beschichteten Sensorfolie verbunden (Abb. 1).
Diese Chips umfassen eine lange Gelregion,
um Zellen in 3D-Matrices zu untersuchen,
und angrenzende Medienkanäle (für 2D-Kul-
tur) [5]. Wir verwendeten die Finite-Element-
Software (COMSOL Multiphysics v4), um den
O2-Verbrauch verschiedener Zelllinien in den
Mikrofluidiksystemen aus PDMS und COC
numerisch zu simulieren. Das Ergebnis soll-
te experimentell mit VisiSens validiert wer-
den.

Sauerstoffmessung in Mikro fluidik -
systemen für Hypoxie-Studien
Die Untersuchung des charakterisierten Hypo-
xia-Chips ermöglichte es uns, VisiSens mit
alternativen O2-Messverfahren zu vergleichen.
Die Gaskanäle des mit Wasser und Kollagen-
gel gefüllten Chips wurden mit Stickstoff
durchströmt, um einheitlich hypoxische
Bedingungen entstehen zu lassen. Die Ver-
änderung der O2-Konzentration in der Gelre-
gion des Chips wurde dabei mit VisiSens über
mehrere Stunden aufgezeichnet. Die Sauer-
stoffspannung nahm innerhalb von 1,5 Stun-

˚ Abb. 2: Änderung der Sauerstoffspannung im Hypoxia-Chip. A–C, Perfusion mit Stickstoff,
hypoxische Bedingungen; D–F, Perfusion mit Luft, Reoxygenierung. A, D, Sauerstoffspannung,
aufgezeichnet in der gesamten Gelregion; B, C, E, F, erstes und letztes Bild der entsprechenden
Zeitserienaufnahmen.
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˚ Abb. 3: Projektion des Sauerstoffverbrauchs von hoch aktiven Hepatozyten (HEP) und Lungen -
endothelzellen (EC) in Mikrofluidiksystemen nach bestimmten Zeitspannen. A, HEP in COC nach
1,5 Stunden; B, EC in COC nach zwei Stunden; C, HEP in PDMS nach vier Stunden; D, EC in PDMS
nach zwei Stunden. E–G, Entwicklung der Sauerstoffspannung im Chip während der HEP-Kultur in
COC über eine Stunde; H–J, und in PDMS über vier Stunden. F, G, I, J, erstes und letztes Bild der
entsprechenden Zeitserienaufnahmen. COC: Cycloolefin-Ko-Polymer-Chip; PDMS: Polydimethyl -
siloxan-Chip.
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Dicke hingegen für Kulturen mit
mittlerem O2-Gehalt geeignet
sind. Für Endo thelzellen wurde
ein nur mäßiger O2-Verbrauch
erwartet, was sowohl in beiden
Simulationen als auch bei Mes-
sungen in Chips mit Sensorfolie
bestätigt wurde. Beide Materia-
lien scheinen also für die normo-
xische Kultur dieser Zelllinie
geeignet.

Eine Kombination mit
Potenzial
Bei Untersuchungen in einem
bereits charakterisierten Hypo-
xia-Chip zeigte VisiSens gute
Detektionseigenschaften und ein
Potenzial für Mikrofluidik-
Anwendungen. Die Biokompati-
bilität der Sensorfilme und die
nicht-invasive Funktionsweise
des Imaging-Systems ermög-
lichen es, nicht nur den zellulä-
ren Sauerstoffverbrauch in Mikro-
fluidiksystemen aufzuzeichnen,
sondern auch geeignete Chip-
Materialen je nach Anwendungen
und Zelllinien zu bestimmen. Die
Sauerstof f -wahrnehmenden
Mikrofluidik-Chips könnten künf-
tig beispielsweise für Wirkstoffs-
creenings eingesetzt werden.
Durch die Weiterentwicklung der
VisiSens-Geräte und die Mög-
lichkeit, auch weitere Parameter
(pH und CO2) aufzeichnen zu
können, eröffnen sich vielseitige
neue Anwendungen im Bereich
der        Mikrofluidik. ó
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den auf drei Prozent und in vier
Stunden auf bis zu ein Prozent ab
(Abb. 2A–C). Im Vergleich mit
alternativen Methoden zur Sau-
erstoffmessung passen die mit
VisiSens erzielten Resultate bes-
ser zu den ermittelten Simula-
tionsdaten (drei Prozent nach
einer Stunde). Auch der gegen-
teilige Effekt der Reoxygenierung
ließ sich mit VisiSens genau ver-
folgen (Abb. 2D–F).

Zellulärer
Sauerstoffverbrauch in
Mikrofluidiksystemen
Wir verglichen den O2-Verbrauch
von Lungen endothelzellen (ECs)
und hoch aktiven Hepatozyten
(HEP) in Mikrofluidik-Chips aus
PDMS und COC. Parallel hierzu
wurde der O2-Verbrauch beider
Zelllinien in COC und PDMS
numerisch simuliert (Abb. 3A–
D). Für die experimentelle Durch-
führung wurden die Mikroflui-
diksysteme jeweils mit einer der
beiden Zelllinien angeimpft und
über zwei Tage in einem regelba-
ren Inkubator (5 % CO2, 37 °C)
kultiviert, während VisiSens den
O2-Verbrauch kontinuierlich auf-
zeichnete. Hepatozyten zeigten
dabei einen sehr hohen O2-Ver-
brauch und erschöpften den vor-
handenen Sauerstoff im undurch-
lässigen COC-Chip innerhalb
einer Stunde (3 %, Abb. 3E–G),
also vergleichbar mit den Simu-
lationsergebnissen. Bei der HEP-
Kultur in den dünnen PDMS-
Chips, in denen leicht Sauerstoff
aus der Umgebung nachgeliefert
werden kann, stellte sich nach
vier Stunden ein stabiler
O2-Gehalt zwischen 15 und
17 Prozent ein (Abb. 3H–J). Die
Dicke von PDMS über den Kanä-
len hat nachweislich einen signi-
fikanten Einfluss auf Sauerstoff-
niveaus, und so erreichte der O2-
Gehalt bei der HEP-Kultur in fünf
Millimeter dicken PDMS-Chips
nur 11,5 Prozent. Die Daten las-
sen vermuten, dass COC-Chips
für die Zellkultur von Hepatozy-
ten unter hypoxischen Bedin-
gungen, PDMS-Chips bestimmter
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