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Agenda :

Hintergrund

Technologie, Zellkulturen

Biologie, Zellatmung
Aufbau

Komponenten

Fehleranalyse und Charakterisierung
Experimente

Arbeitsschritte

Resultate und Beobachtungen

Fazit
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Hintergrund: Zellkulturen

Source : Google images

Zellprobe

Zellkultur

-

4 2D -Culture

Kulturmedium

-

3D - Culture

~
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Hintergrund: Zellkulturen

Shaking Flaks Deck 250 [mi Anwendung
Forschung

Physiologie und Biochemie
Medikamentenherstellung
— Insulin, Penizillin
F" | » Chemikalien testen

=
| —— L

Kontrollierte
geregelte
Umgebung

Culture tubes 50 [ml]

Bio Reaktors liber 200 [Liter]

Source : Google images
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Hintergrund: Kontrolle und Regelung

Kontrollparameter

—3

Medium

pH, Temperatur
02, CO2

Biomasse, Zahlung
Viskositat
Optische Dichte
Mikroskopie

Source : Google images

Nahrstoff
Glucose

.

»
L |
]

Kritische Punkte
Sensor in Kontakt mit Zellen

Probe enthehmen
Risiko Kontamination

Bewegungen stoppen
Zeitliche Verzdégerungen

Regelkreis

o Wir sind hier

Stoffwechsel ]

dCO2, dO2
Metaboliten
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Hintergrund: Biologie: Zellatmung
Stoffwechsel, Zellatmung

Biochemische Reaktionen fiir die Erfillung biologischer Funktionen. Energie zu erzeugen (ATP).

H H
ﬁ_CONHe
o -
—_—— i N
- -O—P—O—CHz
H=C-0H -
I HH
H=C= OH
I H H
L NH2 HO OH
H=C—-H 2N o
L 00 1x 3x N
| ] 2
o-u;-o-?-o—cuz >_ N)I
o o HO la-NI
H H “0=P=0=CHp
HO OH " o
o HH
Al H H
HO OR
_/
NADH
Source : Essential of cell biology 2004 [2]
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Hintergrund: Biologie: RR

Redox Ratio (RR)
Verhaltnis NADH/FAD,

Korreliert mit der Dichte der
Biomasse (2D), =

Stoffwechselaktivitat (intern), | Frapat] | | | ]| Ameha | AR=gz) | [ ]| A=)
Zellzyklus abhangig.

o

Normalized Intensity

400 500 600 700 400 500 600 700 400 500 600 700 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Autofluorescence spectroscopy in redox monitoring
across cell confluencies [3]

Source : Autofluorescence spectroscopy in redox monitoring across cell confluencies [3]
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Hintergrund: Biologie: Fluoreszenz

NADH : Ex 360 [nm] / Em ~460 [nm]
FAD: Ex 450 [nm]/Em ~530 [nm]

FAD
Anwendungen als Biomarker: \ /

Fluoreszenzmikroskopie 5 1
— - < [ \ - Reference
AN NADH E‘G'E’ - NADH spectrum
: z e Ln-mixied FAD
$06 spectrum
=
T0.4
N
£0.2
3
o
= D -+ : — - |
400 500 600 700

Emission wavelength (nm)

Source : Principals of fluorescence spectroscopy [1]
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Hintergrund: Ziel der Studie

Anwendungen Neue Anwendung
Fluoreszenzmikroskopie Kultur Monitoring
Detaillierte ortliche Aufldosung Volumenmessung
Beobachtete Zellen ~10° — 102 Beobachtete Zellen ~105 — 107
2D Flachen: [um2] bis [mm2] 3D Volumen: [mm3] bis [cm3]

Source : google images.
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Studie Aufbau

Konzept:
Fluoreszenzverhalten von NADH /FAD untersuchen.
Aufbau charakterisieren (Fehleranalyse).
Molekllkonzentrationen aus 1000 [ul] Proben ermitteln.

Reine Chemikalien verwendet.

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Aufbau:

Optik (Path)

V2-1

3)
(]

Intensity Filter

9)

2)

1)

ﬁ
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1) Eingang Signal

2) LED Treiber

3) 360 [nm] LED

4) 450 [nm] LED

5) 2x2 Faserkoppler
6) 2x1 Faserkoppler

7) Glasfaser
8) Optischer Switch

9) Bypass Filter
10) Spektrometer

11



Aufbau: Optik Fehleranalyse

CE=¢-1)(1-107¢)

~ Fehlerquellen identifizieren
» Eingang (Iy)
» Ausgang (F)

m‘ - Probe
i
Intensity Filter
» Fehlerquellen

V2-1

charakterisieren
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Aufbau: Charakterisierung I,

Definiert die optischen
B Transferfunktionen (TF) der
Linearer Arbeitsbereich LED?/ o verschiedenen Komponenten.
Messung bei verschiedenen Treiber- " A
parameter LR S F'=¢ I'v(1—107¢¢)
(o0 450‘ [nm] LEQ characterization ulsing integ‘ration spr‘lere
Verluste durch die Fasern? ) ] I TE TR E
Ulbricht-Kugel Messung = ] o —fo "t tr2" " 11lp
T F'=F-TF{Y-TF;'- .. -TE!
Eigenschaften der Filter? | R N |
Messung der Transmission der Wavelengtfnml—
Komponenten . Optlcal‘flltertransm|55|on
= M/’\ »'F(\V ‘
| |

500 600
Wavelength [nm]
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Aufbau: Charakterisierung Probe

Seap = 0.02 [mM] Srap = 0.5 [mM]

| @

Self absorbtion
Molekulardichte .

»

Molarit (Lambert-Beer)
nteneffizienz : _ |
et . .
peratur :
pH, Umgebung — ) — O
—C ’
I «10% FAD Lookuptable [-]
Quenching uopt, FAD Lookuptable []_
Statisch A e
Dynamisch -
(D) = il : |
 ky + Tkng + kq[Q] |

0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
Source : S. E. Braslavsky. Glossary of Terms Used in Photochemistry [7]. concentration in [mM]
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Aufbau: Charakterisierung

- Eingang: Einflisse auf I, - Ausgang: Einflisse auf F

\—

- Probe: Einfllisse

_/

V‘
charakterisiert

F'=¢ I'o(1-10-5¢

_

[ Quanteneffizienz ]

Konzentration

[ Extinktionsfaktor ][Lénge ]
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Experimente

Pure FAD
Max 0.1 [mM]
Verdiinnung

Pure NADH
Max 0.2 [mM]

1 -100x Verdinnung 1 -100x

.

KZieI:

Messverhalten des Aufbau

~

Emissions-/Absorptionsspektrum untersuchen

Mathematische Modelle testen:
C= f(IOJF' [TFliTFZJ ""TFnD

Mix NADH/FAD

10 Proben bei
10 verschiedenen RR

-

/

.

Ziel:
RR trend.
Pradiktives Model:
FAD
NADH

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Experimente : FAD

= Transmission
Pure FAD iAr;teil_il?trg_inggnr?ts
ntensitat die nic
0.1 [mM] durch die Probe
0.05 [mM] RERRBEEG( kommt.
0.02 [mM] 450 nm LED
0.01 [mM] i ' Emission
0.002 [mM] _ = Anteil der Eingangs
0.001 [mM] | /\biw [ Intensitat die in
oy ' Fluoreszenz
Input Licht 450 [nm] Exitation 4\ L ! umgewandelt wird.

Sample Measures

Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)
Volumetrisch verdiinnt pipettiert (Hirschmann pipettor)
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Transmited light [mW/nm]

Experiment: FAD

0.5

4 x10° 0° port transmission measure full spectrum 0° Port fluoresence measure full spectrum
——16.0INPUT |, 002 | | | l— — —DARK - No Imolecule sample
3 ——16.1 FAD 0.1 mM ——14.1 FAD 0.1mM
16.2 FAD 0.05 mM 0.02 - / 14.2 FAD 0.05mM |
— 16.3 FAD 0.02 mM — f —14.3 FAD 0.02mM
251 16.4 FAD 0.01 mM || g / \ ———14.4 FAD 0.01mM
16.5 FAD 0.005 mM = | 14.5 FAD 0.005mM
oL ——166FADO.00I mM| | S 00151 | l /,‘ ——14.6 FAD 0.001mM i
oy |
151 7 §> 0.01 - :'i I|: { .
1- 1 B :'| i
% 0.005 }: il' . \ i
L] ‘|I| ||: l\g‘x\
Ln s JANDLN sk u ! Ak
0 > - 0r A ! " 7
05 ' / ! ! L -0.005 ! ! / ! | | |
200 300 40 500 600 700 800 90( 200 300 400 500 600 700 800 90¢
/ Wavelength [nm] / Wavelength [nm]
S B Measure Peak A [nm| Intensity [mW]| Half intensity A Ratio I"—D S Predicted C  Error %
Sp1 o 0.892 14.1 529 4.3-1073 571 0.022 Siq 0.0982 -1.83
Sy 0.723 14.2 529 2.7-1073 572 0.0137 Si.2 0.0473 -5.35
Sasz  0.435 14.3 529 1.2-1073 571 0.0063 Sas 0.0187 -6.72
Syq  0.259 14.4 529 0.66 - 103 571 0.0034 Saa 0.00962 -3.85
Sy 0.0786 14.5 529 0.324 - 1073 571 0.0017 Sy 0.000459 -8.1
Sie  0.0485 14.6 525 0.0719 - 103 570 0.00037 Si6 0.00996 -0.345
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Experiment: NADH

E Transmission
Pure NADH Anteil der Eingangs
ntensitat die nic
b2 [ltd] durch die Probe
0.1[mM] kommt.
0.02 [mM] 360
nm LED . .
0.01 [mM] l Emission
0.002 [mM] = Anteil der Eingangs
/AN ¥ Intensitadt die in
,\ ' Fluoreszenz
Input Licht 360 [nm] Exitation T | umgewandelt wird.

Sample Measures

Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)
Volumetrisch verdiinnt pipettiert (Hirschmann pipettor)
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- —
o [x%]

w

Transmited light [mMW/nm]

Experiment: NADH

104 0° port transmission measure full spectrum g 2107 0° Port fluorescence measure full spectrum
I [ ] ] l - INPI.[JT I — — —DARK - No molecule sample
0 16 - ——13.1 NADH 0.2mM -
: bl
——— 183 NADH 0.02mM — 147 T 138 ADH002mY )
184 NADH0.01mM | | e — 13.4 NADH 0.01mM
i —185NADHO002mM| | £ 12[ — 135 NADH0.002mM 7
= | ]
| | 3 10
€ s .
2
B } % 6| 1 )
2. '
- 1T E [ : |
L 21 Jh:ﬂ%ﬂ) b : |
B ——— | 0k l|tl | M“‘,\\'b‘b"\\\-\-‘.-ik‘-' e |
. | / L I | ! | P ! I
200 300 400 500 600 700 800 90¢ 200 300 500 600 700 800 90(
Wavelength[nm] Wavelength [nm]
S Bs Measure Peak A [nm| Intensity [mW| Half Width A Ratio f—o S Predicted C  Error %
Sza 0.834 13.1 452 0.497 - 1077 516 0.014 Ss.1 0.1927 -3.633
S3o  0.528 13.2 452 0.31-1073 518 0.0087 S 5 0.0920 -7.916
Saa  0.0847 13.3 451 0.08199 - 103 512 0.0023 Sas  0.01969 -1.5688
S34  0.0429 13.4 450 0.0421 - 1073 509 0.0012 S3.4 0.00981 -1.88
S35 0.0245 13.5 409 0.0075 - 1073 500 0.000211 S35 0.00171 -14.53
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Experiment: Mix

Mix NADH/FAD
0.1/0.0[mM]

0.09/0.01[mM)]
0.08/0.02[mM)]
0.07/0.03[mM] 360 NM LED | —
0.06/0.04[mM]
0.05/0.05[mM)] —)
0.04/0.06[mM] g L0
0.03/0.07[mM)]
0.02/0.08[mM]

|

0.01/0.09[mM Exitation
0.0/0.1[mM]

/1 1\

Sample

Input Licht
450 [nm]

360 [nm] Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)
Volumetrisch verdiinnt pipettiert (Hirschmann Pipettor)

Measures
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Experiment Mix Data Vorbereitung

Mix NADH/FAD

0.1/0.0[mM]

0.09/0.01[mM]
0.08/0.02[mM
0.07/0.03[mM
0.06/0.04[mM
0.05/0.05[mM
0.04/0.06[mM
0.03/0.07[mM
0.02/0.08[mM
0.01/0.09[mM
0.0/0.1[mM]

]
]
]
]
]
]
]
]

Input Licht

450[nm]
360 [nm]

MADH [mM] FAD [mM]

el 00 0.1
=i MOL 0.09
e V102 0.08
i 02 0.08
20 IR 0.07
25 Lless 0.06
MOS 0.05
MOG 0.04
Mo7 0.03
MO2s 0.02

0
0.01
0.02
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08

3

Y = Proben Infos
Endprodukt : 110 x 8 Matrize
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V13300

0.001116337 0.000137697 6.34572E-05 0.155309692 5.03593E-05
0.001044492 0.000127185 7.60301E-05 0.127774184 0.000198704
0.001210352 0.000117333 0.000105137 0.099055031 0.00031989
0.001216615 0.000116026 0.000104643 0.099077086 0.000318094
0.001135371 0.000107706 0.000110235 0.088512182 0.000355147
0.000979397 8.99564E-05 0.000124538 0.065343646 0.000412874
0.000951166 9.14646E-05 0.000137201 0.060323619 0.00044043
0.000741648 8.55604E-05 0.00012993 0.042659523 0.000395381
0.000782258 7.85293E-05 0.000151419 0.043111273 0.000462169
0.000734064 7.51257E-05 0.000155334 0.038022655 0.000470294
000734919 7.45168E-05 0.000154749 0.03796%474 0.000466825 }

X = Sp!ktral Infos
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Experiment Mix PCA (Principal Component Analyses)

PCA :
Verhaltensmuster in Daten identifizieren:
Mix NADH/FAD Projektion von multidimensionalen Daten auf kleinere Dimensionen (PC1 /PC2)
MOO = 0.1/0.0[mM] Sample Ratio Overview
MO1 =0.09/0.01[mM] 0.6 -
MO02 =0.08/0.02[mM] "
MO3 = 0.07/0.03[mM] 0a B
M04 = 0.06/0.04[mM]
MO5 = 0.05/0.05[mM] s
mgg j006034/0.06[mM] 0.2 - I e
=0.03/0.07[mM] N o\ % v
MO8 =0.02/0.08[mM] S %o N\ | / M02
M09 = 0.01/0.09[mM] mgj
M10 = 0.0/0.1[mM] o o © Mos
| LN e
Input Licht oa - ° Mog
450[nm] S £ i e
360 [nm] i P MOg
-2 -1 0 1 2 3 4

Source : Prediction of emission spectra of fluorescence materials using principal component analysis [4]. PCT
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Experimente Mix PLSR ( Partial Least Square Regression)

Mix NADH/FAD PLS

Datenset aus Auf PCA basierte Regressionsmethode
verschiedenen
Mischungsverhaltnissen

MO0 = [V1, Vz, -, Vs X +Y = [Model} X +{Mode|}= 4
MO0O1
MO02
MO03
| | "
Mnn '
Training Set (Random)
Aus > 5 verschiedenen Konzentrationen
Yy = X
Validation Set (Random)
Aus > 10 verschiedenen Konzentration

Source : Orange: Data mining toolbox in python. Journal of Machine Learning Research [5].
Development and characterisation of a new fluorescence sensor for online monitoring of bioprocesses. Journal of Sensors and Sensor Systems [6].

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Experiment Mix PLSR (Partial Least Square Regression)

<

12

=
-

=
@

=
&

0.04r +

0.02

_|:3|'

=

.

[ Model 1 : NADH J

NADH concentration prediction

T T T T
+

Predicted NADH concentration [mM]

0 001 002 003 004 005 008 007 008 009 O0OA

Real NADH concentration [mM]

Source : Orange: Data mining toolbox in python. Journal of Machine Learning Research[5].
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=
-k
T

0.08 F
0.06
0.04 F

0.02

-
1

]

[Model 2 : FAD }

FAD concentration prediction

T T

Predicted FAD concentration [mM]

0 001 002 003 004 005 008 007 008 009 01

Real FAD concentration [mM]
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Fazit

Output:
Optischer Messstand fiir NADH / FAD Fluoreszenz.

Charakterisierung des Aufbaus (Messung der Komponenten).

Untersuchung der Emission von NADH und FADH.
Tendenzen von verschieden RR Proben untersucht.
Herstellung von pradiktiven Modellen fiir NADH und FAD.

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Voila

Questions

Source : google images

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Setup und Aufbau : Charakterisierung

Charakterisiertes Input Licht
Verhalten (I,)

Optische Komponenten sind
. gemessen (TF)

Mechanisch untersucht
(Misalignment)

Output Signal charakterisiert
(F)

Sample Dichte (min/max)

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences 29



Setup und Aufbau : Optik (Probe)

2)
-
6<?/
\\
1) N * ’
a1 2, \
3 4 5

2)

1) Input Linse
2) Output Linsen
3) Input Filter

4) Probe Kuvette
5) Output Filter 1& 2

6) Output Filter 3 & 4
7) 0° Lichtstrahl
8) 90° Lichtstrahl

Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences
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Setup und Aufbau : Grobkonzept

__________ RS RS
:

wmi-on
H=C=OH
° n—a::-on NHy
& i
! Omp-0-p-0-CHy
- o o N
T 1000 [ul] Probe )
0 kn ? HO OH
“NO 0: — | b \ FAD

360 [nm] : 460 [nm]

Quelle Detektor

450 [nm] 530 [nm]

7¢,,0(7616 - F

- - Konzentration
[ Quanteneffizienz ] [ Extinktionsfaktor ][Distanz]

Source : Principals of fluorescence spectroscopy [1].
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Setup und Aufbau : Charakterisierung F

Misalignment Loss measures
T T T T

—Input port.xlsx
——Output port01.xlsx
Output port02.xlsx| |
——Qutput port03.xlsx
———Qutput port04.xlsx|_|
Output port05.xlsx
—Output port06.xIsx
—Output port07.xlsx |-
——Output port08.xIsx
Output port09.xIsx
——OQutput port10.xlsx| |

Mechanische Verluste (90° -0° )\

Ausrichtungsfehler

Wiederholbarkeit (statistisch) INPUT % j g .

= O, Sppp——

Intensitiy [mW/nm]

Li n S e n Wavelength [nm]
Fokusverschiebung, Position. [ %
E:} K K
.4;‘ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
Kuvette
Oberflachenreflexion.
2 / !/ —_—
F'=¢- -I'y(1-107¢F)
Sensoreffizienz ,
Spektrometeroptik F =F- TF1 . TFZ C et TFn
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