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1 Einleitung

Die Verarbeitung von Reizen biologischer Organismen ist in ihrer Gesamtheit sehr
komplex. Dabei spielt die Entstehung, Weiterleitung und die Reaktion auf elektrische
Signale eine besondere Rolle. So sind die Signalwandlung optischer Reize durch Re-
zeptoren, die elektrische Signalfortpflanzung iiber das Nervensystem oder die Kontrak-
tion von Muskelzellen auf elektrische Stimulation nur einige Beispiele wie Lebensfor-
men in ihrer Umwelt agieren und reagieren. Um dieses biologische Signalverarbeitungs-
system besser Verstehen zu konnen, erfordert es sich auf der Zellebene zu bewegen und

mit SignalgroBen im mV-Bereich zu experimentieren.

Eine invasive Technik zur Untersuchung elektrischer Eigenschaften ist die Membran der
Zelle mit einer Glaselektrode zu durchsto8en. Durch diese Technik konnten Aktionspo-
tentiale aufgenommen werden, die durch [Hodgkin, 52] mit dem Vorhandensein span-
nungsabhingiger lonenkanéle beschrieben wurden. Eine Methode, die durch [Neher,
76], [Hamill, 81] eingefiihrt wurde, ist die Patch-Clamp Technik. Dabei wird die Glas-
elektrode an die Zellmembran angesetzt und die Membran gedffnet. Diese sog. Whole-
Cell Konfiguration ermoglicht die Untersuchung dieser spannungsabhingigen Ionenka-

néle.

Die Nachteile der mit den Glaselektroden durchgefiihrten Untersuchungen liegen in der
Zerstorung der Zelle. Um diesen Nachteil zu umgehen, wurden mit Hilfe der Diinn-
schichttechnologie Metallelektroden entwickelt. Die Einfithrung von Metallmikroelekt-
roden Arrays von [Gross, 77], [Pickard, 79] und [Gross, 95], erlaubt dann eine extra-
zelluldre Signaldetektion. Die Elektroden koénnen durch verschiedene Diinnschichtme-
thoden, Materialien sowie Strukturierungen hergestellt werden. Die Materialien Gold,
ITO, TiN sowie Goldelektroden mit Platinoberflache besitzen fiir die Messungen mit
diesen Arrays die notwendige Biokompatibilitdt und die fiir das Messprinzip erforderli-

chen niedrigen Impedanzen [Hammerle, 94], [Nisch, 94]. Der Ansatz mit den Metall-
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mikroelektroden erlaubt so auch, die Zellen fiir ldngere Zeit auf diesen Sensoren in
Kultur zu halten. Die Vorteile der Metallmikroelektroden Arrays liegt zum einen in
ihrer einfachen Herstellung und zum anderen in der Tatsache das Messungen an mehre-
ren Orten gleichzeitig durchgefiihrt werden konnen. Typische Zellsysteme die mit die-
sen Metallmikroelektroden untersucht werden konnen sind die Kardiomyozyten, Herz-
muskelzellen von Sdugetieren die selbststindig Aktionspotential ausbilden und auch

aufgrund der mechanischen Kontraktion optisch sichtbar sind [Israel, 84].

Ein anderer Ansatz fiir die extrazelluldre Signalkopplung liegt in der Einfithrung der
Feldeffekttransistoren als Halbleiterbausteine. Die erste Messung an Muskelfasern
gelang [Bergveld, 70], [Bergveld, 76] mit einem ionensensitiven FET, der damit den

Weg fiir weitere Entwicklungen auf diesem Gebiet bereitete.

Die Weiterentwicklung von [Fromherz, 91] und [Offenhdusser, 95] bei denen aus der
Elektronik bekannten Feldeffekttransistoren als Metall-Oxid-FET (MOSFET) durch
einen modifizierten Prozessablauf ein extrazelluldrer Sensor hergestellt wird. Der Her-
stellungsprozess fiihrt dann auf einen Elektrolyt-Oxid-FET (EOSFET) wobei die Zelle

dann auf dem biokompatiblen Silizium-Oxid aufliegt und das Gatepotential beeinflusst.

Die Anwendungsgebiete fiir die extrazelluldre Signalerfassung sind zum einen der
Einsatz solcher Mef3systeme im Bereich der Pharmakologie. Hier lassen sich durch die
genaue Zuordnung der extrazelluldren Signale zu der Reaktion der Zellen auf Medika-
mente die Zahl der aufwendigen invasiven Messprogramme deutlich reduzieren. Zum
anderen kann der gezielte Einsatz solcher Sensorsysteme im Bereich der Wiederher-
stellung der Sehfunktion in Zukunft moglich werden, oder die Weitergabe von Stimula-
tionssignalen an das Muskelgewebe, wie es heuzutage schon bei den Herzschrittma-
chern durchgefiihrt wird. Zukiinftige Aufgaben zielen darauf ab zweidimensionale
neuronale Netzwerke auf solchen Signalwandlern aufzubauen um auch in Gebiete des
Denkens, der Sprache und des Lernens vorzustoen. Die Anwendungen solcher extra-
zelluldrer Sensorsysteme erfordert es noch sensitivere EOSFETs herzustellen die ein
gutes signal-to-noise Verhalten aufweisen, sowie neue Messmethoden zu entwickeln.
Auch das Wissen der Entstehung und Ausbreitung von extrazelluldren Signalen sowie
deren Zuordnung zu dufleren Stimulationen ist wichtig um diese Sensorsysteme erfolg-

reich in der Praxis einzusetzen.
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Aufbauend auf diesem thematischen Hintergrund sollen in der vorliegenden Arbeit die

folgenden Aufgaben erfiillt werden:

Die Entwicklung der Sensoren umfasst die Weiterentwicklung der p-Kanal Feldef-
fekttransistoren sowie die Neueinfiihrung von n-Kanal Feldeffekttransistoren, in der
Ausfiihrung als EOSFET.

Die Entwicklung von Metallmikroelektroden (Extended-Gate-Elektrode: EGE) mit

verschiedenen Elektrodendimensionen und Topographien.
Autbau der EGE Arrays zu einem Sensor.

Anfertigung eines Messplatzes und der zugehorigen neuartigen Messelektronik fiir

den Einsatz der EGE Arrays als extrazelluldrer Sensor.

Als Zelllinie sollen humane Neuroblastoma Zell-Linie SHSY-5Y und die Endotheli-
um Linie EA.hy-926 in die Kopplungsmessung eingefiihrt werden.

Als Primirzellen dienen die hippocampalen Neuronen und Herzmuskelzellen (Kar-

diomyozyten) von Ratten.

Alle Kopplungsmessungen sollen im Voltage-Clamp Modus durchgefiihrt werden

und anhand einer passenden Kopplungstheorie erklart werden.

Kopplungsexperimente im Current-Clamp Modus sollen durch die Ergebniss der

Voltage-Clamp Messungen erklirt werden.

Die Arbeit ist wie folgt aufgebaut:

Im Kapitel Grundlagen der bioelektronischen Kopplung werden die Grundlagen der
Feldeffekttransistoren als Sensorsystem, der Aufbau der Zellen im Hinblick auf die
Funktionsweise spannungsabhingiger lonenkanile und deren Beitrag an den gemes-
senen Aktionspotentialen erklédrt. Des weiteren wird die Theorie der Zell-Transistor

Kopplung beschrieben.
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Im Kapitel Sensoren wird der Herstellungsprozess, die Strukturierung und der Auf-
bau der EGE und FET Arrays beschrieben. Zusétzlich werden die elektrischen Ei-
genschaften der p- und n-Kanal FETs und der EGEs untersucht.

Im Kapitel Experimenteller Aufbau wird der Messaufbau und dessen Komponenten
beschrieben, die zur Aufzeichnung der extrazelluldren Signale erforderlich sind, so-

wie das Messprinzip und die notige Messelektronik.

Im Kapitel Zell-Transistor-Kopplung werden die Kopplungsexperimente mit den
verwendeten Zellsystemen, die mit Hilfe der Patch-Clamp Technik durchgefiihrt

werden, dargestellt.

Das Kapitel Zusammenfassung stellt alle Ergebnisse der Arbeit zusammen und gibt

einen Ausblick auf zukiinftige Folgearbeiten.

Das Kapitel Anhang enthélt die ausfiihrliche Prozessbeschreibung fiir die Herstel-
lung der p- und n-Kanal Feldeffekttransistoren und der Extended-Gate-Electrode Ar-
rays, sowie ein Gerdteverzeichnis und eine Auflistung der verwendeten Chemika-

lien.



2 Grundlagen der bioelektroni-

schen Kopplung

Die Verbindung von lebenden elektrisch aktiven Zellsystemen und elektronischen
Halbleiterbausteinen zur extrazelluldren Signalableitung erfordert die Kenntnisse iiber
den Aufbau und die Funktionsweise einer Zelle sowie der Funktion des Feldeffekttran-
sistors (FET) und der Extended-Gate-Electrode (EGE) als extrazelluldres Sensorsystem.
In den folgenden Abschnitten werden die Funktionsweise der p- und n-Kanal Feldef-
fekttransistoren sowie der EGE als Signalwandler erldutert. Danach werden die Ele-
mente einer Zellmembran beschrieben, im besonderen die spannungsgesteuerten lonen-
kanile, die fiir die Entstehung von Aktionspotentialen verantwortlich sind. Zum Ab-
schluss dieses Kapitels werden die Kopplungsmodelle diskutiert, die Grofle und zeitli-
chen Verlauf des extrazelluldren Signals, welches mit den Sensoren detektiert wird,

beschreiben.
2.1 Sensoren

2.1.1 Feldeffekttransistoren (FET)

Zur Messung der von den Zellen produzierten Potentialinderungen auferhalb der
Membran sind Sensoren notwendig, die geringe Potentialverdnderungen detektieren
konnen. Ein Halbleiterbauelement, welches Potentialdnderungen zur Strommodulation

benutzt ist der Feldeffekttransistor.
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Die hier vorgestellten und in der Arbeit verwendeten Halbleiter-Transistoren haben drei
Anschliisse Source, Drain und Gate. Der Ladungstriagerstrom Ips der zwischen Source
und Drain flie8t wird durch ein senkrechtes elektrische Feld Eg; zwischen dem Source-
und Gateanschlufl gesteuert, mit der Gate-Source Spannung V., [Miiller, 87], [Loche-
rer, 92], [Tholl, 76] und [Tholl, 78]. Dabei ist O'(E S,) die oberflaichennahe Ladung und
u, die Beweglichkeit der Elektronen.

1) o< G(ESt)VDS <qgni, (E)VDS < Vs Vos 1, (2.1)

Die Ladungstragerdichte n wird vom senkrechten elektrischen Feld Es, vergroflert oder

verkleinert und der durch die Spannung Vg erzeugte Strom erféhrt eine Anderung.

Gate AnschluB3
Source Anschluf3 G Drain-Anschlufl

Feld-Oxid

Inversions-Kanal

Verarmungszone
8 B Bulk-AnschluB Vs

Bild 2.1:  Querschnitt durch einen n-Kanal Anreicherungs-Metall-Oxid-FET
(MOSFET). Zwischen den beiden n-dotierten Source und Drain Bereichen
wird bei positiver Gatespannung Vs ein Inversionskanal erzeugt. Die Sour-
ce-Drain Spannung fiihrt dann zu einem Strom durch diesen Inversionska-
nal.

Bei den Feldeffekttransistoren mit Metall-Oxid-Halbleiter Konstruktion wird zwischen
zweil Steuerungsarten unterschieden. Bei der Verarmungsteuerung liegen auch ohne
duflerem Steuerfeld im Kanal Ladungstrager vor, wenn im Kanal die gleiche Dotierung
wie in den Drain-Source Gebieten vorliegt. Bei diesem selbstleitenden FET erfolgt die
Steuerung durch das elektrische Feld mit der Reduzierung der Ladungstrager im Kanal.

Im Gegensatz dazu miissen bei der Anreicherungsteuerung im Kanal erst Ladungstrager
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durch das elektrische Steuerfeld erzeugt werden. Die Steuerung erfolgt somit durch die
Erzeugung von Ladungstragern im Inversionskanal. Die in dieser Arbeit hergestellten

FETs sind p- und n- Kanal Anreichungstypen sowie n- Kanal Verarmungstypen.

Die Verdeutlichung der genauen Funktionsweise eines FETs wird anhand eines n-Kanal
Anreichungstypen —+) verdeutlicht. Zur Herleitung der Kennliniengleichung wird

die sog. ,,Gradualndherung® eingesetzt, [Miiller, 87].

Bei diesem FET-Typ liegt beim Anlegen von Vs = 0 V keine leitende Triagerschicht im
Kanalbereich vor und es flieBt beim Anlegen von Vpg kein Drain-Source Strom. Durch
die Erhohung der zwischen Source und Gate angelegten Spannung Vs erzeugen die
positiven Ladungen an der Oberfliche des Oxids durch Influenz negative Ladungen an
der Grenzflache Oxid/p-Substrat (Kanal). Zur Berechung von [/, werden die durch den
Potentialabfall ¥'(x) am Ort x erzeugten negativen Ladungstriger entlang des Kanals
der Liange L integriert. Der beobachtete Strom wird in der folgenden Gleichung be-

schrieben.
b V V
1) :kn Z(VG =V _%S}/DS = ﬁn(VG —Vy _%S}/DS (2.2)

mit der Transistorkonstanten fiir p- und n-dotiertes Substrat.

g b

k,=u,—und B =k —

. =M, 2" B, =k, 7 (2.3)
g, b

kp :‘upz und ﬁp :kpz (2.4)

Die Stromkennlinien mit 7, = I,V XVGS:CW nennt man Ausgangskennlinien des
MOSFET. Die fiir die Charakterisierung wichtigere Transferkennlinie wird durch
I =1,V ]V Doy, DESChriCbED.

Im Anlaufbereich zwischen V,; <V s —V},, mit der Schwellspannung V7, , arbeitet der
FET als spannungsgesteuerter Widerstand. Dies dndert sich wenn V¢ =V . =V, =V,

wird und der Kanal im Bereich des Drain abgeschniirt wird. Der maximale Strom 7

erreicht im Abschniirpunkt einen konstanten Wert.
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b

Ig?x :kn_(VG _VTh)2 (25)

2L

Bei Spannungen V,, >V, bleibt der Strom konstant auf seinem maximalen Wert.

Experimentell beobachtet man ab dem Abschniirpunkt Vo, ein leichtes Ansteigen des

Stroms 1, =1, (V). Zur Verdeutlichung des Verlaufs werden die Ausgangskennli-
nien fiir einen n- und p-Kanal Anreicherungs-FET (@) und (@) fiir ver-

schiedene Vg -Spannungen simuliert.

Bild 2.2:

L, [MA]

s [MA]

n-Kanal Anreicherungstyp: Simulation (Gradual Néherung) Ausgangskenn-
linien (oben), Transferkennlinien (unten). Simulation der Kennlinien mit ei-
ner Elektronenbeweglichkeit von y, = 670 cm?/Vs [Miiller, 87], einem d,
von 10 nm, einer Gatebreite von 16 um und einer Gateldnge von 5 pum.

Die Simulation der Transferkennlinien fiir beide FET Typen (bi-ld—zélb und (bi-l-d—zé-b
erfolgt mit Gleichung @ durch konstante Werte flir Vpg.

Besondere Bedeutung kommt dem Klein-Signalverhalten des FETs zu. Der Einsatz der

Feldeftekttransistoren als Zellsensoren erfordert es, dass kleine Potentialverdnderungen
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am Gate zu einer moglichst groBen Anderung des Stromes 7, fiihren. Diese fiir den

FET charakteristische Grof3e wird Steilheit g, bezeichnet.

— d[ DS
&=y (2.6)
Aus den Transferkennlinien wird die Steilheit bestimmt. Im Anlaufgebiet

Vs <Vsg =V5, ergibtsich fir g,

b
gm :kn ZVDS (27)

In diesem aktiven Bereich ist die Steilheit unabhingig von der Gate-Source Spannung
Vs - Somit kann der FET im Punkt mit der grofiten Steilheit (Arbeitspunkt), am emp-
findlichsten Potentialinderungen, die am Gate entstehen, in eine hohe Anderung des

Source-Drain Stromes transformieren.

los [MA]

-6 5 -4 -3 -2 -1 0
Vs [V]
0,0F
01F e g
R\ e
< 0.2f N\\a \)(\g%ge.‘o
E o3 &
%] [
_a NG
-0,4F " (\‘\.)‘Q(G
-0,5F Jv,.v\s\‘bgo
-6 5 -4 -3 -2 -1 0
Vg [V]

Bild 2.3:  p-Kanal Anreicherungstyp: Simulation (Gradual Ndherung) Ausgangskenn-
linien (oben), Transferkennlinien (unten). Simulation der Kennlinien mit ei-
ner Elektronenbeweglichkeit von p, =220 cm?/Vs [Miiller, 87], einem d,
von 10 nm, einer Gatebreite von 16 um und einer Gateldnge von 5 pum.
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Die in Rahmen dieser Arbeit hergestellten und eingesetzten FETs in der Ausfiihrung als
Elektrolyt-Oxid-FET (EOSFET) unterscheiden sich zu den MOSFETs durch ihre An-
steuerung des Gates. Das Gate des EOSFET wird {iber den Elektrolyten angesteuert, der
wiederum iiber eine Ag/AgCl-Elektrode potentialméBig definiert ist [Bergveld, 76].

Die oben beschriebenen FET Typen werden im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Ein
kommerziell erhiltlicher FET Typ der in Verbindung mit den produzierten EGEs in
dieser Arbeit eingesetzt wird ist der Sperrschicht-FET oder auch Junction-FET (JFET),
[Tholl, 78]. Der Unterschied zu den MOSFETs liegt in der Steuerung des Source-Drain
Stroms. Beim n-JFET besteht der Source-Drain Bereich sowie der Kanal aus dem glei-
chen n-dotierten Halbleitermaterial. Das Gate im JFET bildet im Gegensatz zum
MOSFET eine p-dotierte Insel. Durch das Anlegen zwischen Source und Drain flief3t ein
Strom unter dieser Insel vom Source zum Drain Gebiet. Zur Steuerung wird nun die

Sperrschichtkapazitit des in Sperrichtung gepolten Gate-pn Ubergangs ausgenutzt.

2.1.2 Extended-Gate-Electrode (EGE)

Der Autfbau {iblicher planarer Diinnfilmelektroden besteht aus der Elektrode, die im
Bereich von & = 10-100um liegen kann, einer Kontaktflache fiir die Verbindung mit der
Messelektronik und der Leiterbahn zwischen den beiden Flichen. Das Substrat fiir diese
Elektroden kann aus Glas oder Silizium sowie aus flexiblen Polyamid bestehen. Die
Elektroden- und Kontaktflichen sowie die Leiterbahnen kdnnen aus verschiedenen
Metallen bestehen. In dieser Arbeit wird Gold oder Titan eingesetzt. Die Abschirmung
wird durch eine Isolationsschicht erreicht. Die spdteren Mess- und Kontaktflichen
werden durch Offnungen in dieser Isolationsschicht gebildet. Die Form der Elektroden
kann planar sein oder aus Spitzen oder Plateaus bestehen. Die im Rahmen dieser Arbeit
produzierten Elektroden werden mit den Gates der JFETs kontaktiert und bilden somit
als Extended-Gate-Electrodes (EGEs) eine neue Messmethode in der extrazelluldren

Signaldetektion.
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2.2 Elektrisch erregbare Zellen

2.2.1 Grundstruktur einer Zelle

Ein wesentlicher Bestandteil jeder Zelle ist die Zellmembran, die das Zellinnere (Zyto-
sol) gegeniiber dem extrazelluldiren Raum trennt. Die Zellmembran besteht aus einer
Phospholipid-Doppelschicht, die als undurchdringbar fiir wasserlosliche Tonen gilt. Der
Austausch der Ionen und Molekiile erfolgt liber integrale Transmembranproteine wie
Pumpen, Carrier und Ionenkanile, die in dieser Lipid-Doppelschicht eingebunden sind
und sich vom intrazelluldren bis zum extrazelluldren Raum erstrecken. Proteine wie die
Na'/K'-Pumpe transportieren durch Umwandlung von ATP diese Ionen iiber die Zell-
membran. Carrier befordern Ionen und Molekiile durch eine Konformationsédnderung
durch die Lipidschicht. Der wichtigste Baustein fiir die elektrische Signalentstehung und
Weitergabe ist der Ionenkanal. Es unterscheiden sich spannungsgesteuerte, Liganden
gesteuerte und mechanisch gesteuerte lonenkanéle. Von diesen lonenkanélen gilt den
spannungsgesteuerten Ionenkanilen fir Na*, K™ und Ca®" in dieser Arbeit besondere
Aufmerksamkeit, weil sie zur Entstehung von Aktionspotentialen den grofiten Beitrag
leisten, und dabei Strome bis zu mehreren nA iiber die Zellmembran flielen konnen. In
M ist ein solcher spannungsabhédngiger lonenkanal dargestellt, wie er in die Zell-
membran eingebaut ist. Das Offnen und SchlieBen dieser Ionenkanile ist von der Span-
nung liber der Membran abhingig. Die Entstehung von Aktionspotentialen, wie sie in
neuronalen Zellen und Herzmuskelzellen zu finden sind, ist auf den unterschiedlichen

zeitlichen Fluss verschiedener Ionen tiber die Zellmembran zuriickzufithren.
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Bild 2.4: Skizze eines spannungsabhingigen lonenkanals in der Zellmembran [Hil-
le, 92]

2.2.2 Ruhepotential

Als Ruhepotential Vgp bezeichnet man in der Elektrophysiologie die Membranspannung
zwischen dem Zellinneren und dem Extrazellularraum. Es entsteht aufgrund der unter-
schiedlichen Konzentration von lonen zu beiden Seiten der Membran. Das Gleichge-
wichtspotential das sich aufgrund einer einzelnen lonenart i einstellt wird durch die
Nernst-Gleichung beschrieben. Das sog. Nernst-Potential E, ist abhdngig von den
Konzentrationen ¢™*"**" zu beiden Seiten der Zelle, der Wertigkeit der Ionenart z und

der Temperatur 7.

E=£, £ =K 6 (2.8)

innen aussen F innen
i

Das Ruhepotential einer realen Zelle ist kein Gleichgewichtspotential mehr, sondern
muss durch ein FlieBgleichgewicht beschrieben werden. Bezieht man alle lonenarten mit

in die Rechnung ein, kann das Ruhepotential mit Hilfe der Goldmann-Gleichung be-
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stimmt werden. Durch die unterschiedlichen Permeabilititen beeinflussen sie die Lage

des Ruhepotentials.

Katlon Amon
ZZ P auﬁen + ZZ P [X laufSen

V RT k 1,n I=1,m 2 9
M sz Katlon + ZZIP [X Amon ( . )
mnen innen
k=1,n I=1l,m

Dabei liegt das Ruhepotential eines Neurons nahe dem K™ Gleichgewichtpotential und
es fliet im stationdren Fall kein Membranstrom. Die Ruhepotentiale liegen fiir elektri-

sche aktive Zelle im Bereich -30 bis -70 mV.

2.2.3 Hodgkin-Huxley Theorie

Elektrisch aktive Zellen konnen Aktionspotentiale ausbilden. Bei einem Aktionspotenti-
al kommt es zu einer Verschiebung des Membranpotentials V), Dabei ndhert sich V),
ausgehend vom negativen Ruhepotential Vzp einem maximalen positiven Wert an, der
charakteristisch fiir jeden Zelltyp ist. Danach bewegt sich das Membranpotential wieder
auf den Wert des Ruhepotentials zuriick. In M ist ein solches Aktionspotential

eines hippocampalen Neurons dargestellt.

V., [mV]

0 20 40 60 80 100 120
Zeit [ms]

Bild 2.5:  Aktionspotential eines hippocampalen Neurons.

Verschiebt sich das Membranpotential 7, vom seinem Ruhepotential Vzp ausgehend in
Richtung positiverer Potentiale, so kommt es ab einer bestimmten Spannung zu einem
schnellen, in die Zelle gerichteten, Na'-Strom auf Grund der Offnung der Na'-Kanile.

Diese Na'-Kanile schlieBen sich kurze Zeit spiter. Uberlagert wird dieser Na'-Strom



14 2.2 Elektrisch erregbare Zellen

durch ein langsames Offnen von K'-Kanilen und es kommt zu einem auswirtsgerichte-
ten Ionenstrom der das Membranpotential in Richtung des vorherigen Ruhepotentials

Vrp verschiebt.

Die Hodgin-Huxley Theorie [Hodgkin, 52] beschreibt dieses Verhalten der Ionenkanéle
durch ein Ersatzschaltbild der Zellmembran wie es in @’—é‘ gezeigt ist. Die spezifi-
schen Leitfahigkeiten g™ und g* fiir die Na'- und K'-Ionen hiingen von der beo-
bachteten lonenstromdichte i,,, dem aktuellen Membranpotential V,, und dem Nernst-
potential E,der jeweiligen lonenart i ab. Die Kapazitit der Zellmembran wird durch die

spezifische Kapazitit ¢, beriicksichtigt.

; I
g =—" (2.10)

Zytoplasma Neuron

Zell-
Membran

Extrazellulare Seite

Bild 2.6:  Ersatzschaltbild zur Beschreibung der elektrischen Eigenschaften einer
neuronalen Zelle nach [Hodgkin, 52], mit den Nernst Potentialen E; der lo-
nen, den spezifischen lonenleitféhigkeiten g’ der spannungsabhiingigen Io-
nenkandle und der spezifischen Membrankapazitit c¢,, . Strome aller anderen
Ionen werden als Leckstrom zu einer spannungsunabhéngigen Leitfdhigkeit
g" zusammengefasst. Der Konzentrationsgradienten wird durch die Na'-
K'-Tonenpumpe entscheidend beeinflusst.

Alle anderen Strome iiber die Membran werden zum Leckstrom zusammengefasst und
durch den spannungsunabhingigen Widerstand mit der spezifischen Leitfihigkeit g*
und dem zugehorigen Nernstpotential £, symbolisiert. Somit ergibt sich die Ionen-
stromdichte, die liber die Zellmembran flie3t, als Summe aller Elemente des Ersatz-
schaltbildes.
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. dly
i = o 4 &, O~ B )+ g OV —E )+, (N ~E,) 2.11)

Da aber die Ionenleitfahigkeiten einer realen Zelle zeitlich nicht konstant sind, beschrei-
ben die Gleichungen im Hodgin-Huxley Modell, experimentelle gefundene Werte von

Leitfahigkeiten von K" und Na'.

Die zeitliche Verdnderung der g,-Werte wird durch drei unterschiedliche, dimensions-
lose Parameter n, m und % beschrieben, die Werte zwischen 0 und 1 annehmen kénnen
und experimentell aus Versuchen an Tintenfischaxonen ermittelt wurden. Diese Para-
meter beschreiben die Leitfahigkeiten der Na” und K -Ionenkanile. Die Kanile in dieser
Theorie haben geschlossene und offene Zustdnde, die sich durch die Gesamtleitfdhigkeit
bei einem bestimmten Membranpotential berechnen lassen. Ein K'-Kanal liegt bei
dieser Theorie in einem offenen Zustand vor, wenn 4 molekulare Einheiten des Kanals,
den Tonenkanal 6ffnen. Somit ergibt sich die Wahrscheinlichkeit von n* fiir einen offe-
nen K'-Kanal. Das Offnen und SchlieBen kann als Konformationsinderung iiber eine
Ratengleichung beschrieben werden. Die dimensionslosen Parametern 7, m und 4 héan-

gen iiber die Parameter o, B und von der Differenz V' =V,, —V,, ab.

Somit ergibt sich fiir die aktuelle Membranleitfihigkeit der K -Kanile

g (t)=g,n*(t) 2.12)
mit
d’;—f)wn(l—n)—ﬁnn (2.13)

Die aus experimentellen Daten bestimmten spannungsabhingigen Ratenkonstanten sind

im folgenden dargestellt.

o - 0.01(V +10) -
" (exp((V +10)/10)-1) (2.14)
B, =0.125exp(V /80) (2.15)

Fiir die Na'-Leitfihigkeit gilt die Wahrscheinlichkeit von m’h. Der Na'-Kanal geht
dann in einen leitenden Zustand iiber wenn 3 molekulare Einheiten die richtige Konfor-

mation besitzen. Eine vierte Einheit kann bei Depolarisation 6ffnen aber dann auch
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wieder in den geschlossenen Zustand {iberwechseln. Die aktuelle spezifische Leitfdhig-

keit fiir Na” durch eine Zellmembran wird in der folgenden Gleichung beschrieben:
gr()=&y,m’ () h(t) (2.16)
Dabei gilt fiir den offenen Zustand des Na'-Kanals:

dm(t)

o (1-m)- 2.17
o =0 (l=m)=B,m (2.17)
o 0.1(V +25) )18
" (exp(( +25)/10)-1) (2.18)
B, =4exp(V /18) (2.19)
Fiir den geschlossen Zustand gilt:
M:ah (1—h)-B,h (2.20)
dt
a, =0.07exp(V /20) (2.21)
1
(2.22)

Pr = (@ +30)710)71)

Diese Gleichungen beschreiben die zeitliche und spannungsabhiingige Anderung der
spezifischen Leitfihigkeit g’ der einzelnen lonenarten iiber die Zelle. Im M ist der
Verlauf fiir die spezifische Leitfahigkeit einer Zelle nach einem Stimulationspuls auf das

Membranpotential V3, =9 mV dargestellt.
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Bild 2.7: Die spezifische Leitfihigkeit von K™ und Na'. Das Membranpotential der
Zelle liegt bei V), =9 mV. Berechnet nach dem Hodgkin-Huxley Modell.

Der charakteristische Verlauf fiir Na” und K'-Ionenstromdichten wird dann durch die

folgende Gleichung beschrieben.

. av _ _ _
Iy =Cu 7;/["' gKn4(VM - Ey )+ gNam3h(VM -Ey )+ &g (VM _EL) (2.23)

Die Aktionspotentiale der in dieser Arbeit ebenfalls untersuchten Kardiomyozyten
(Herzmuskelzellen) zeigen einen gegeniiber dem Aktionspotentialen von Neuronen

verschiedenen Verlauf, der maBgeblich durch den Ca*'-Ionenstrom beeinflusst wird

(Bata2 ).

vV, [mV]

-100

0 200 400 600 800
Zeit [ms]

Bild 2.8:  Aktionspotential einer Herzmuskelzelle (Purkinje fibre)
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Zytoplasma Kardiomyocyten
CM IEL ENa lECa 1 EK
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Bild 2.9:  Ersatzschaltbild zur Beschreibung der elektrischen Eigenschaften einer
Herzmuskelzelle.

Im Ersatzschaltbild kommt der spannungsabhingige Ca**-Kanal hinzu (@), der
durch die spezifische Leitfdhigkeit g., und dem Nernstpotential £, dargestellt wird.
Die spezifische Leitfahigkeit fiir Ca**-Ionen wird durch [Shrier, 86] mit der folgenden
Gleichung beschrieben. Dabei werden d(¢)f(¢t)f’(t) ebenfalls durch Ratengleichungen

beschrieben, deren Parameter wiederum von dem Membranpotential abhéngen.
lcy = &cq d(t)f(t)f,(t)(VM —-Eg, ) (2.24)

Der Ca*'-Ionenstrom ist bei den Kardiomyozyten fiir den Plateaubereich im Aktionspo-
tential verantwortlich. Dabei ist dieser einwirtsgerichtete Ca**-Ionenstrom betragsmaBig
gleich dem auswirtsgerichteten K'-Ionenstrom, der fiir die Repolarisation verantwort-
lich ist. Der Ca*"-lonenstrom verzogert somit fiir mehrere ms diese Repolarisation der

Zelle und es kommt zu diesem charakteristischen Verlauf des Membranpotentials.

2.3 Zell-Sensor-Kopplung

Im Folgenden wird ein einfaches Modell présentiert, das es erlaubt, die mit potentialsen-
sitiven Sensoren gemessenen extrazelluldren Signale von elektrisch aktiven Zellen zu

erklaren.
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2.3.1 Punkt-Kontakt-Modell

Beim Punkt-Kontaktmodell geht man davon aus, dass alle Strome durch einen gemein-
samen Punkt flieBen. Die wichtige zentrale Messgroe istV, (¢), die Potentialinderung

im Bereich zwischen der Zellmembran und dem Gate des Zellsensors.

[ Car L J_L
AFM J_gFM g M VST IM
Cum| E
I, E;M-l[t Cﬂ;z L Patch Clamp
v e. risc Glaselektrode
aktive Zelle E, | 5%
Car L-— T, Na 0
Cim |Bim /% g M j
g -
| Ifgja
EJG FET oder EGE
Vi Array

Bild 2.10: Punkt-Kontakt-Modell zur Beschreibung der extrazelluldren Kopplung
zwischen einer elektrisch aktiven Zelle und den FET und EGE, [Weis, 97],
[Schitzthauer, 98].

Die Anwendung des Kirchhoffschen Gesetzes ermoglicht die Berechnung von ¥, (¢) im

Kontaktbereich der Zelle.

Die Stromdichte, die iiber die Zellmembran in den Gatebereich einstromt, muss dem-
nach iiber den Abdichtwiderstand und der Kapazitit des Gates, als Verschiebestrom-

dichte, wieder abflielen.

dVJ d(VM_VJ)+

Co— e V= = ZgSM V=V, —E,). (2.25)
Dabei bedeuten:
Cre dazj Verschiebestromdichte iiber das Gate,
gV, Stromdichte tiber den Abdichtwiderstand,
Cy M kapazitive Membranstromdichte,

dt
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2 g, V,~V,—E) Ionen- und Leckstromdichte durch die Membran im
Gatebereich 4, .
Die Gleichungen lassen sich durch folgende Annahmen vereinfachen:

(1) Der kapazitive Strom iiber das Gate beeinflusst das extrazelluldre Signal nicht.

dv
(c,e+cy, )TzJ <«<g,V, (2.26)

(2) Ist die Membranleitfdhigkeit im Gatebereich deutlich kleiner als die Leitfahigkeit
des Abdichtwiderstandes, so ergibt sich dadurch keine Beeinflussung des extrazel-
luldren Signals ¥, (¢). Bei der Annahme ¥, <<V,, kann davon ausgegangen werden,
dass es im Bereich der Auflagefldche der Zelle und dem aktiven Bereich des Feldef-
fekttransistors zu keiner Verdnderung der Ionenkonzentration des Elektrolyten
kommt, somit ergibe sich dann auch keine Verschiebung des Umkehrpotentials fiir

jede Ionenart der Zelle.

2 g, <<g,,und V, -V, =V, (2.27)

(3) Die Membranflache im Gatebereich ist bezogen auf die freie Membran deutlich

kleiner.

A
— << (2.28)

FM

Aufgrund dieser Annahmen vereinfacht sich die Gleichung @ zur Berechnung von
V(t) zu:

dav l.
gV, =cy TtM+g§MVM +2. 8wV —E)) (2.29)

2.3.2 Kopplungstypen

Ist der zeitliche Verlauf des Membranpotentials ¥, (¢) bekannt, so ist es moglich, das
extrazellulire Signal ¥, (t) im Kontaktbereich zwischen Zelle und aktivem Sensorfeld

zu beschreiben.
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Mzeigt Aktionspotentiale eines hippocampalen Neurons und einer Herzmuskel
Zelle. Der zeitliche Verlauf ¥, (¢) fiir das Neuron ist experimentell bestimmt. Fiir die
Herzmuskelzelle ist sie nach [DiFrancesco, 85], [Earm, 90] aufbauend auf dem Hodgin-

Huxley-Model simuliert.

V [mV]

0 20 40 60 80 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [ms] Zeit [ms]

Bild 2.11: Aktionspotentiale eines hippocampalen Neuron (gemessen) und einer
Herzmuskelzelle (simuliert), nach [DiFrancesco, 85], [Earm, 90].

Im folgenden werden die Einfliisse der spezifischen Abdichtleitfdhigkeit g,, der spezi-
fischen Membranleitfihigkeit g’ und den spezifischen Ionenleitfihigkeiten 2., & auf

die extrazelluldaren APs betrachtet.

2.3.2.1 Geringe Ionenkanalleitfahigkeit

A-Typ:

Der erste Schritt bei der Simulation ist die Vernachldssigung der lonenleitfahigkeit
z g',, im Gatebereich. Somit erhilt man die folgende Gleichung

V :c_MCIVM

T d (2.30)
J

Die damit verbleibenden Parameter zur Beschreibung der Kopplung sind die Membran-

kapazitit und die spezifische Abdichtleitfahigkeit.
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Bild 2.12: A-Typ Kopplung des Aktionspotenials

Bei dieser Kopplung wird das extrazelluldre Signal deutlich von der differenzierenden
Figenschaft von c,, /g, bestimmt (M) und wird daher auch als kapazitive
Kopplung bezeichnet. In der Literatur wird die kapazitive auch als A-Typ Kopplung
bezeichnet [Fromherz, 91],[Fromherz, 93], [Jenker, 97] und [Sprossler, 99]

B-Typ:

L
y,=u @ &y 2.31)
g, dt 8

Dieser Kopplungstyp wird durch eine deutliche Zunahme des Membranleitwertes g’
im Gatebereich bestimmt. Dabei ist der Leckstrom durch die Membran deutlich groBer
als die kapazitiven Strome und die Kombination aus g”, / g, wirkt somit als Span-
nungsteiler fiir das Membranpotential im Gatebereich M). Vergroflert sich der
Abdichtwiderstand bzw. fillt der Membranwiderstand, so erhoht sich der Einfluss des
Membranpotentials auf das extrazelluldre Signal. Deshalb wird dieser Kopplungstyp

auch als ohmsche Kopplung bezeichnet
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Bild 2.13: B-Typ Kopplung des Aktionspotentials

In der Literatur wird die ohmsche Kopplung auch als B-Typ Kopplung bezeichnet
[Fromherz, 91],[Fromherz, 93], [Jenker, 97] und [Sprossler, 99].

2.3.2.2 Hohe Ionenkanalleitfihigkeit

C- und D-Typ:

Negative Anderungen im extrazelluliren Signal kénnen mit den kapazitiven und ohm-
schen Kopplungen nicht komplett erkldrt werden. Fiir diese negativen Auslenkungen fiir

V; werden die spannungsabhidngigen lonenkandle verantwortlich gemacht, siehe GI.

sl

dv, :
gV, =cy T;‘/[+g5MVM+ ngM(VM _Ei) (2.32)

i=Na* ,K* ,CazJr

Die skalierten spezifischen Na'- und K'-Leitfahigkeiten, [Schétzthauer, 98], [From-
herz, 99], sowie Ca2+-Leitfaihigkeiten [Sprossler, 99], konnen dann auch negative Ver-

laufe darstellen.

Fiir das Aktionspotential einer Herzmuskelzelle ist dies in M‘ dargestellt. Zusétz-

lich ist im Kopplungsmodell der Einfluss von Ca -Ionenstrdmen hinzu gekommen.
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Bild 2.14: Simuliertes extrazelluldres Signal eines Aktionspotentials von einer Herz-
muskelzelle mit der Skalierung X, der spezifischen Leitfahigkeiten im
Kontaktbereich [Sprossler, 99].

Die hier vorgestellten extrazelluldren Aktionspotentiale erfordern zur theoretischen
Simulation [Sprdssler, 99], [Fromherz, 99] des Signalverlaufs, dass die Membranele-
mente der Zelle wie spezifische Membrankapazitit, Membranleitfdhigkeit und auch die
iiber die Zellmembran und den Abdichtwiderstand abflieBenden Ionenstrome bekannt
sind. Daher werden oft spezifische lIonenleitfahigkeiten von Modellzellen verwendet,
obwohl man das Aktionspotential messen kann. Der Nachteil dieser Messung im sog.
Current-Clamp Modus liegt darin, dass wihrend des APs die spezifische lonenleitfahig-
keit der einzelnen Ionenart i nicht bestimmbar ist und somit auch die direkten Zusam-

menhénge mit dem extrazelluldren Signal nicht herstellbar ist.

Deshalb wird in dieser Arbeit der Voltage-Clamp Modus eingesetzt um die Zelle defi-
niert auf ein Membranpotential zu depolarisieren. Dabei kann gleichzeitig der Memb-
ranstrom /,, und das resultierende extrazelluldre Signal V, detektiert werden. Der Vor-
teil der Voltage-Clamp Technik liegt darin, das durch die definierte Depolarisation der
Zelle auf ein bestimmtes Membranpotential V,, z.B. nur eine Ionenart i im Membran-
strom I’ beobachtet werden kann. Dadurch ist es moglich den Einfluss nur einer Ione-
nart i auf das extrazelluldre Antwortsignal V, zu untersuchen. Diese Untersuchung
liefert dann auch die wichtige Aussage iiber die Skalierung des Ionenstroms ['der zu

dem entsprechenden Verlauf des extrazelluldren Signal V, gefiihrt hat.
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Im diesem Kapitel werden die hergestellten Sensoren fiir die Kopplungsexperimente
beschrieben. Dabei werden die beiden FET und EGE Arrays hinsichtlich des Layouts
und des Aufbaus fiir die Experimente beschrieben. Die verschiedenen n- und p-Kanal
FET Arrays werden anhand ihrer experimentell bestimmten Kennlinien charakterisiert.
Auf den Fabrikationsprozess der einzelnen Sensoren soll hier nur kurz eingegangen
werden. Eine ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Prozessschritte befindet sich im

Kapitel Anhang.

3.1. Extended-Gate-Electrode Array (EGEs)

In den Entwurf der EGEs muss die GroBe der Zellen, die Verwendbarkeit des Arrays fiir
den Aufbau von neuronalen Netzwerken sowie der Abstand der Elektroden mit einflie-
Ben. Des weiteren soll die Elektrodenbeschaffenheit hinsichtlich Material der Elektro-
den, Abstand Elektrode-Zelle und Form der Elektrode variiert werden, um dadurch eine

bessere Ankopplung an die Zelle zu erreichen.

3.1.1 Layout EGE

Das Layout der EGE:s ist in @ dargestellt. Das Array besteht aus 64 Elektroden,
die in einer 8x8 Matrix angeordnet sind. Die GroBle eines einzelnen Gateelektroden-
Chips betrigt 11x11 mm® Auf den in der Produktion verwendeten 5“-Glaswafer (Bo-
rofloat 33, Schott DESAG AG) befinden sich 66 einzelne Chips, wobei jeweils die
Hilfte der Chips einen Elektrodenabstand von 100 um bzw. 200 um besitzt. Die einzel-

nen Gateelektroden sind durch Leiterbahnen mit den Kontaktbereichen verbunden.
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Bild 3.1:  Layout des Gateelektroden Chip als EGE Array.

Der Herstellungsprozess besteht aus drei wesentlichen Schritten. Das sind zum einen
das Aufdampfen des Elektrodenmaterials, wie Gold oder Titan, das Aufbringen der

Isolationsschicht und das Atzen der Elektroden bzw. der Kontaktflachen.

Die Leiterbahnen, die Elektrodenflichen sowie die Kontaktflichen werden mit Hilfe
eines Lift-Off Prozesses auf den Glaswafer definiert, [Sze, 85] und [Beneking, 91]. Bei
den Goldelektroden, die aus 300 nm aufgedampften Gold bestehen, sorgt eine zuvor
ausgedampfte 30 nm dicke Titanschicht fiir eine bessere Haftung sowohl der Gold- als
auch der Isolationsschicht auf dem Glaswafer. Die Titanelektroden weisen keine
Schichtfolge auf, sondern bestehen aus 300 nm dicken gesputtertem Titan. Zum Schutz
der Leiterbahnen vor elektrischem Ubersprechen von Signalen wihrend des Messbe-
triebs und zur Isolation gegeniiber dem Elektrolyten wird eine Schicht aus jeweils 500
nm SiO, und Si3Ns und einer Oberflachenschicht von 100 nm SiO, aufgebracht. Die
Elektroden selbst sowie die Kontaktbereiche werden durch Atzen des Isolationsmateri-
als bis auf die Metallschicht definiert. Die Kontaktflachen der Titanelektroden besitzen

zur besseren Kontaktierung ebenfalls eine Goldschicht.

Die Elektroden haben Durchmesser von & = 6, 8, 10, 20 und 30 um. Die Elektroden,
die hier in der Arbeit verwendet werden, sind in @als Goldelektroden dargestellt.



3.1 Extended-Gate-Electrode Array (EGEs) 27

J O * - Q
' A

Bild 3.2:  Durchmesser der verwendeten Goldelektroden: & = 6, 8, 10, 20 und 30 um.

Im @ a) ist ein 8x8 Elektroden Array, mit einem Elektrodenabstand von 100 um
und in b) ein Rasterelektronenmikroskop Bild einer einzelnen Elektrode mit einem

Durchmesser von & = 6 um dargestellt.

a) b)

Bild 3.3:  Extended-Gate-Elektroden Array: a) 8x8 Elektroden Array, mit einem Elekt-
rodenabstand von 100 um b) REM Bild einer einzelnen Elektrode, mit ei-
nem Durchmesser von & = 6 um (Bild IMM).

Anstatt der kleinen Gatelektroden befinden sich auf einigen EGE Arrays in den vier
Eckbereichen jeweils 3 Stimulationselektroden. Fiir die 100 um Arrays haben diese 12

Elektroden einen Durchmesser von & = 50 um, bei den 200 um Arrays einen Durch-

messer von & = 100 um (M)
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a) b)

Bild 3.4: a) 12 Eckelektroden haben Durchmesser von & = 50 um bzw. 100 um, bei
Elektrodenabstinden von 100 um bzw. 200 um Abstand b) REM Aus-
schnittsvergroferung der drei Eckelektroden (Bild IMM).

Zur Durchfithrung von Stimulationsexperimenten mit Einzelzellen halbiert sich die
Anzahl der zur Verfiigung stehenden Gesamtelektroden. Dazu dient eine Elektrode als
Stimulations- und die andere als Aufnahmeelektrode, wobei jeweils zwei Elektroden bis
auf 5 um zusammengefiihrt werden. In IBE—S‘ sind solche Elektrodenkombinationen
dargestellt.

a)

Bild 3.5:  Verschiedenen Elektrodenkombinationen fiir die gleichzeitige Stimulation
und Aufnahme in a) und b), (Bilder IMM).

Fiir zukiinftige Experimente mit diinnen Gehirnschnitten bzw. zur Verbesserung des
Zellkontaktes werden Elektroden gebraucht, die mit ihrer aktiven Flache bis an bzw.

sogar lber die Isolationsschicht hinaus in Richtung der Zellen gebracht werden.
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Bild 3.6:  Elektrodenform fiir Gehirnschnitte und zur Verbesserung des Zellkontaktes
werden spitze a) und plateauartige b) Elektroden hergestellt.

Dazu wird in einem zusétzlichen Prozessschritt die Hohe der Elektrode durch einen
Unterbau aus Si;Ny definiert. Es konnen durch Variation dieses zusétzlichen Schritts
spitze oder plateauartige Elektroden hergestellt werden (m.

3.1.2 Aufbau der EGE

Die produzierten und gesdgten 11x11 mm® groBen Gateelektroden Chips werden mit
Ethanol und Aceton im Ultraschallbad gereinigt, um den Schutzlack von den Elektro-
denfldchen und im Besonderen von den Kontaktflichen zu entfernen. Die Chips werden
dann auf 48x48 mm” groBe Platinen geklebt. Diese Platinen haben eine 9x9 mm? groBe
Offnung in der Mitte sowie mit Gold aufgalvanisierte Leiterbahnen als Klebeflichen fiir

die Chipkontakte. AuBBerdem besitzen sie Bohrungen zum Einloten der Steckerreihen
und einer Buchse fiir die Badelektrode (M).

Die Chips werden mit Hilfe der Polymer Flip-Chip-Technologie [Lau, 95] auf die Plati-
ne aufgeklebt. Hierzu wird im ersten Schritt der Zweikomponenten Epoxy Kleber (EPO-
TEK H20E-PFC, Epoxy Technology IN., USA) auf die 300x300 umz groflen Klebefla-
chen der Platine aufgetragen. Dazu wird ein Siebdrucker (ESSEMTEC SP-002,

ESSEMTEC AG, Schweiz) eingesetzt, (@)).
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Platine

Bild 3.7:  a) Einzelteile fiir das EGE Array: Platine mit Gold galvanisierten Leiterbah-
nen und Buchse, Mikroelektroden Chip und Glasringe zum Aufbau der
Kulturkammer b) Siebdrucker (ESSEMTEC SP-002, ESSEMTEC AG,
Schweiz).

Dieser Drucker besitzt eine Stahlfolie, in der die 64 mit einem Laser geschnittenen
quadratischen Offnungen in der GroBe der Klebefldchen enthalten sind. Die Folie mit
den 64 Lochern und die 64 vergoldeten Klebeflichen der Platine werden zueinander
justiert. Dann wird der Kleber mit einem Rakel durch die Locher in der Folie gestrichen.
Im zweiten Schritt werden die Chips mit ihren Kontaktflichen mit Hilfe einer Positio-
nierungseinrichtung (FINEPLACER-145 “PICO*“,FINTECH electronic, Deutschland,

8la) deckungsgleich auf die 64 Klebestellen abgelegt. Dabei wird die Platine in
eine Halterung eingelegt die in der x-, y- Richtung verschiebbar ist und eine Rotation
um die z- Achse zuldsst. Zu dieser Einheit gehort eine Spannungsversorgung der Lam-
pen fiir die Ausleuchtung wéhrend der Platzierung sowie eine Vakuumanlage zum
Ansaugen des Gateelektrodenchips. Die Ausrichtung erfolgt iiber den integrierten
Strahlteiler. Durch das Mikroskop konnen die Kontakte des Chips und die der Platine
mit Hilfe der Verschiebeeinheit zur Deckung gebracht werden. Mit dem Positionierarm,
der den angesaugten Chip hilt, werden die Kontakte auf den Kleber gedriickt, ohne

dabei den Kleber soweit zusammenzudriicken, dass sich die einzelnen Klebepunkte

beriihren, (@b).
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Bild 3.8:  a) Positionierungseinrichtung (FINEPLACER-145 “PICO*, FINTECH
electronic, Deutschland) mit dem Mikroskop, dem integrierten Strahlteiler
und der Spannungsversorgung mit Vakuumanlage; b) Skizze fiir die Platzie-
rung der EGE Chips auf der Platine.

Der Kleber wird im Ofen bei 150 °C fiir 30 min. ausgehértet. Die gegenseitige Isolie-
rung der Kontaktstellen auf der Platine wird mit einem zweikomponentigen Fiillmaterial
(Underfill U300, Epoxy Technology IN., USA) durchgefiihrt. Der hochviskose Underfill
umschlieit die Kontaktstellen und wird anschlieBend ebenfalls bei 150 °C fiir 15 min.
ausgehéartet. Der Zellkulturraum wird durch zwei Glasringe gebildet. Dazu wird der
erste Glasring mit einem Innendurchmesser von 7 mm und einer Wandstérke von 1 mm
durch die 9x9 mm* groBe Offnungen der Platine auf die Oberseite des EGE Chips und
ein zweiter mit einem Innendurchmesser von 22 mm, in eine gefriste glasringgrofle
Vertiefung auf der Platine mit dem Silikonkleber (SYLGARD 96-083, DOW
CORNING, Deutschland) aufgeklebt. Der zwischen den beiden Glasringen verbleibende
Bereich auf der Oberseite der Platine wird ebenfalls mit dem Silikonkleber aufgefiillt
und etwaige Luftblasen im Kleber mit Hilfe eines Exikators und einer Vakuumpumpe
entfernt. Die Fiillmasse wird bei 150 °C fiir 45 min. ausgehértet. Fiir die externe Kon-
taktierung im Sockel des Vorverstirkers werden vier Steckerreihen und fiir die Aufnah-

me der Ag/AgCl Badelektrode eine Buchse in die Platine eingelotet. Der fertige EGE

Array ist in @dargestellt.
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Bild 3.9: EGE mit dem in der Mitte der Platine platzierten Glaselektroden Chip, den
zwei Glasringen die den Zellkulturraum bilden, den vier Steckerreihen mit
den 64 Anschliissen und der Buchse zur Aufnahme der Ag/AgCl Badelekt-
rode [Krause, 2000 a].

3.1.3 Charakterisierung des EGE Arrays

Die Charakterisierung der EGE Arrays erfolgt durch die experimentelle Bestimmung der
spezifischen Elektrodenkapazitit cz sowie dem Rauschverhalten der Elektronik mit

dem eingebauten Array.

Die Materialeigenschaften, wie Widerstand und Gatekapazitit, der Goldelektroden
werden durch eine Impedanzmessung mit einem EGE Array bestimmt. Dazu wird ein
EGE Array mit einem Elektrodendurchmessern von 100 um verwendet. Die Impedanz-
messung wird an zwei Elektroden durchfiihrt, die im EGE Array gegeniiberliegen. Da-

bei wird der frequenzabhéngige Real- und Imaginarteil der Impedanz aufgezeichnet.
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Bild 3.10: Betrag der Impedanz der Goldelektroden des EGE Arrays.
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Bild 3.11: Abhéingigkeit des Winkels © von der Frequenz.

In bl-ldé—l—@l undIBi-Ldé.—l—]J ist das Ergebnis der Messung im Frequenzbereich zwischen
10° und 1 [Hz] dargestellt. Die Impedanz bezieht sich hier auf die Gesamtfliche aus
beiden Elektroden und betrigt bei den vermessenen Elektroden, bei einer Frequenz von

1 Hz, 1.4 x10* Qcm?.
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Bild 3.12: Spezifische Elektrodenkapazitét cz der Goldelektroden des EGE Arrays.

Die spezifische Kapazitit der Goldelektroden kann einfach aus dem sog. Kapazititsplot
bestimmt werden. Hierzu trdgt man den frequenznormierten Imaginérteil der Admittanz

(Y”/w) iiber den Realteil (Y’/w) auf. Es ergibt sich somit im Schnittpunkt aus der
Fortsetzung des Verlaufs als Halbkreis M) mit der y-Achse die spezifische

Elektrodenkapazitét zu cg = 5%10° F/em?.

3.2. Feldeffekttransistoren (FETSs)

Der Feldeffekttransistor in der Ausfiihrung mit isoliertem Gate (IGFET: insulated gate
field-effect transistor) findet Anwendung in der extrazelluldren Signalkopplung und
kann auch als chemisch sensitiver Sensor fiir die pH- Bestimmung eingesetzt werden

[Sprossler, 97].
Die hier eingesetzte neue Generation von p-Kanal Anreicherungs-FETs bzw. n-Kanal

Anreicherungs- und Verarmungs-FETs soll im Hinblick auf das Kleinsignalverhalten

charakterisiert werden.
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3.2.1 Layout FET

Das Layout der FETs ist imm dargestellt. Das Array besteht aus 16 FETs, die in
einer 4x4 Matrix angeordnet sind. Die GroBe eines einzelnen FET Chips betrdgt 5x5
mm?. Auf den in der Produktion verwendeten 5“-Siliziumwafern befinden sich jeweils
360 einzelne Chips, wobei die Hélfte einen Gate-Abstand von 100 pum bzw. 200 um
besitzt.

Metallisierung

| Drain-
Leiterbahnen

Source Anschluf}

QGate

4x4 FET Array

Bild 3.13: Layout des FET Chips.

3.2.2 Prozessbeschreibung

Die Herstellung der p-Kanal Feldeffekttransistoren ist im Gegensatz zu den n-Kanal
FET einfacher zu realisieren. Da bei der Oxidation des Gates positive Ladungstriager in
das Oxid eingebaut werden, flihrt dies zu einer Erh6hung der Anzahl negativer Ladun-
gen im Grenzbereich zwischen Oxid und dem n-dotierten Silizium und somit zu einer
Selbstanreicherung. Durch die Implantationen mit Bor werden zwei hochdotierte p'-
Bereiche geschaffen, die mit dem Gateoxid abgedeckt den Anreicherungstyp und damit
die einfachste Form der Feldeffekttransistoren bildet. Da das n-dotierte Silizium nur

wenig positive Ladungstriger hat, ist ein Stromfluss ohne das Anlegen eines negativen



36 3 Sensoren

Potentials am Gate nicht moglich. Erst ein geniigend grofles negatives Gate-Potential
erzeugt den positiven Ladungstrigeriiberschuss und die damit verbundene Inversion im
Kanalbereich. Durch die Drain-Source Spannung kommt es dann zum Ladungstriger-

transport durch den Kanal.

Im Gegensatz dazu muss die Anreicherung negativer Ladungstriager, bei der Herstellung
der n-Kanal FETs, in der Grenzschicht zwischen Oxid und Substrat durch positive
Ladung kompensiert werden. Dazu wird zwischen den Source und Drain Bereichen aller
16 FETs, mit Ausnahme der Gates, Bor implantiert. Durch diese Feldimplantation ver-

hindert man zusitzlich ein Ubersprechen von Signalen zwischen den Zuleitungen.

3.2.2.1 p-Kanal Feldeffekttransistoren

Die Schritte zur Produktion der FET unterteilen sich in die Implantation der Source und
Drain Gebiete, die Isolation der Leiterbahnen sowie die Fertigung des Gateoxids und der

Bereiche fiir die elektrische Kontaktierung.

Zur Herstellung der p-Kanal FETs wird n-dotiertes Silizium als Basismaterial mit einem
spezifischen Widerstand von 5-10 Qcm verwendet. In den zwei folgenden Implantati-
onsschritten werden die Source und Drain Gebiete definiert. Im ersten Schritt wird eine
tiefe Implantation durchgefiihrt. Dabei wird Bor mit einer Energie von 120 keV und

einer Dosis von 8x10"° cm™ implantiert.
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1. Bor-Implantation + Diffusion/Oxidation

SiO, l
p -Si n-Si p -Si

2. Bor-Implantation + Diffusion/Oxidation

L
Sowee " T Drain

p -Si n-Si P’ -Si

Bild 3.14: 1. und 2. Bor-Implantationen fiir die Source und Drain Gebiete des p-Kanal
Feldeffekttransistors. Im Querschnitt sind die unterschiedlichen Tiefen der
Implantation schematisch dargestellt.

Im anschlieBenden Diffusionsprozess bei 1000 °C wird das Implantationsprofil in die
Tiefe eingestellt, um eine Reduzierung der Zuleitungswiderstinde zu erreichen. Ein
Querschnitt durch den Chip nach dem 1. kombinierten Implantation + Diffusi-
on/Oxidationsschritt ist schematisch dargestellt, M oben). Die zweite Implanta-
tion bei 80 keV und einer Dosis von 5x10' cm™ erfolgt in die vorherigen Gebiete der
ersten Implantation und zusétzlich erfolgt die Definition des Gates in Lange und Breite,
m, unten). Ein verdnderter Diffusionsprozess sorgt fiir eine geringere Tiefe im
Vergleich zum ersten Schritt. Somit erhdlt man eine Art Stufe im Diffusionsprofil,

ausgehend vom Gate, sowohl in Richtung Drain als auch in Richung Source.
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Bild 3.15: Aufsicht des Gates eines p- Kanal FET mit einer GroB3e von Ay =
4x16 um’. Die unterschiedlichen Implantationsgebiete von Source und
Drain kénnen optisch unterschieden werden, (Auflichtmikroskop, DIC).

In Mist eine Aufsicht des Gates eines p-Kanal FETs mit einer Gro3e von Agge =
4x16 um2 dargestellt. Die ersten und zweiten Implantationsgebiete konnen deutlich
aufgrund der Oberflachenrauhigkeiten unterschieden werden, da die erste Implantation
groflere Strahlungsschidden in der Oberfliche des Siliziums erzeugt als die zweite Im-

plantation mit 80 keV.

In drei nachfolgenden Schritten wird die Isolation der Leiterbahnen hergestellt beste-
hend aus einer jeweils 500 nm dicken SiO,-, einer 150 nm dicken Si3;Ny4-Schicht, gefolgt
von einem 100 nm dicken Oberflichenoxid. In mehreren Atzschritten wird die Isolation
iiber dem Gatebereich entfernt und es folgt die Herstellung des Gateoxids mit Hilfe
eines trockenen Oxidationsschritts. Den Abschluss des Herstellungsprozesses bildet die
Kontaktflichenherstellung. Dabei wird Aluminium mit geringem Siliziumanteil auf die
zuvor freigeédtzten Kontakte aufgedampft. Im Anschluss daran wird der Wafer getem-

pert, um eine Verringerung der Ubergangswiderstinde zu erhalten.

3.2.2.2 n-Kanal Feldeffekttransistoren

Der Fabrikationsprozess fiir die n-Kanal Feldeffekttransistoren unterscheidet sich im

Ausgangsmaterial und den zwei Implantationsschritten, dargestellt in M
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1. Bor-Feld-Implantation + Diffusion/Oxidation
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Bild 3.16: 1. Bor-Feld-Implantation und 1. Phosphor-Implantation fiir die Source und
Drain Gebiete des n-Kanal Feldeffekttransistors.

Zur Herstellung der n-Kanal FET wird p-dotiertes Silizium mit einem spezifischen
Widerstand von 8.5-11 Qcm verwendet. Bei der Herstellung von n-Kanal Verarmungs-
und Anreicherungstypen besteht die Gefahr der Selbstinversion zwischen den dotierten
Bereichen, was zu unerwiinschten Effekten fiihren wiirde. Deshalb wird zu Anfang eine
Schutzschicht aus Oxid und Nitrid auf dem Wafer abgeschieden. In dem Bereich, in
dem spéter keine Leiterbahnen verlaufen, wird eine Feldimplantation mit einem zusétz-
lichen Diffusions/Oxidationsschritt durchgefiihrt (M oben). Dabei wird Bor mit
einer Energie von 100 keV und einer Dosis von 5x10"° ¢m™ implantiert. Durch die
anschlielende lokale Oxidation wird keine zusétzliche Oxidschicht iiber den Leiterbah-
nen aufgebracht, (LOCOS-Prozess) [Beneking, 91]. Der nichste wichtige Schritt ist die
Implantation von Phosphor mit 50 keV und einer Dosis von 8x10'° cm?, fiir die Source
und Draingebiete. Der anschlieende Diffusions/Oxidationschritt fiihrt zu der endgiilti-
gen Form des n-FETs, M unten). Die Prozessschritte fiir die Isolation, das
Gateoxid und die Kontaktierung entsprechen den Schritten zur Herstellung der p-Kanal

Feldeffekttransistoren.

Die endgiiltige Struktur der Feldeffekttransistoren mit den verschiedenen Implantatio-
nen und Isolationsschichten ist in m als schematischer Querschnitt durch das
Drain-Source Gebiet und den Kontaktbereich fiir die beiden p- und n-Kanal FET ge-

zeigt.
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Metallisierung aus Al/Si Metallisierung aus Al/Si
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Bild 3.17: Querschnitt durch das Drain-Source Gebiet und den Kontaktbereich der
beiden Feldeffekttransistoren Typen. a) p-Kanal FET ; b) n-Kanal FET.

In @ ist eine Ubersicht des 4x4 FET Arrays dargestellt, mit den Leiterbahnen zu
den Source und Drain Anschliissen sowie den Gates selbst. In M a) ist das FET
Array mit einem Abstand von 100 um und in b) ein Array mit 200 um Abstand darge-
stellt.

Bild 3.18: Aufsicht auf die endgiiltige Struktur des 4x4 FET Arrays nach Beendigung
des Herstellungsprozesse. a) Gateabstand 100 um, b) Gateabstand 200 pm.

Gateabsténde kleiner als 100 um konnen nicht mehr in einer Matrixanordnung realisiert
werden. Der Abstand zwischen den Leiterbahnen muss mindestens 20 um betragen, um
eine Kontaktierung wihrend des Herstellungsprozesses und ein Ubersprechen von Sig-
nalen wéhrend des Messbetriebes in andere Kanéle sicher zu verhindern. Bei dem 100
um Array ist die Lange der Leiterbahnen zu den auflenliegenden Kontaktflichen groBer
als bei dem 200 um Array und somit ist auch der Zuleitungswiderstand grofer. Nach der
Methode von van der Pauw wird der Quadratwiderstand Ry fiir die n- und p-Kanal FET
bestimmt [Beneking, 91], [Sze, 85]. Der erste Implantationsschritt fiir den p-Kanal FET
liefert einen Quadratwiderstand von R; = 18.1 € und die zweite Implantation einen

von 36.6 Q. Damit bestimmt sich der Zuleitungswiderstand fiir die Drainbereiche zu
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Rzuteinng = 252 Q. Zum Vergleich ergibt sich durch die Implantation fiir den n-Kanal
FET ein Quadratwiderstand Rjj = 10.9 Qp;, der zu einem Drainwiderstand von Rzueinng =
153 Q fiihrt. Der Widerstand zwischen zwei benachbarten Drainzuleitungen liegt im

MQ Bereich wodurch eine Signalbeeinflussung vernachléssigt werden kann.

3.2.3 Gategrofien

Eine wichtige GroBle bei der Verwendung der Feldeffekttransistoren als Signalwandler
fiir die Kopplungsmessung ist das Design des Gates. Die Abmessungen des Gates miis-
sen in der GroBenordnung der Abmessung der zu untersuchenden Zelle liegen damit die
Zelle das Gate komplett abdecken kann und somit eine gute Signaleinkopplung in den
FET gewihrleistet werden kann. Zum Anderen nimmt die Gestaltung des Gates Einfluss
auf die Transferkennlinien bzw. der daraus resultierenden Steilheit g,, im betrachteten
Arbeitspunkt, da die Abmessung des Gates (Breite b, Lénge L) den Bereich bestimmt in

dem der Drain-Source Strom Ipg durch Potentialinderungen am Gate gesteuert wird.

Die Léange des Kanals L, als der Drain-Source Abstand, wird durch den Fabrikations-
prozess bestimmt. Die geometrische Linge L’ in der Maske reduziert sich auf dem
Wafer durch Unterdtzung des Oxids und durch die laterale Diffusion der Bor bzw.
Phoshpor Tonen im Silizium. Nach [Beneking, 91] kann die Unterdtzung des Oxid bei
der Definition des Drain-Source Abstand nach dem 2. Lithographieschritt auf jeder Seite
bis zu 1 um betragen. Im anschlieBenden Prozessschritt wird das Profil der implantier-
ten Ionen im Diffusionsprozess in die Tiefe des Siliziums eingestellt. Dabei kommt es
als Nebeneffekt auch zu einer lateralen Eindiffusion der Ionen in das Gategebiet. Man
kann diese Eindiffusionsldnge zu beiden Seiten mit 0.5 pum abschétzen. Damit reduziert
sich die Linge L’ des Kanals im Maskenmal um insgesamt 3 um auf dem Wafer. Die
Definition der Breite b des Kanals entspricht dem MaskenmaB, da es bei dem Atzpro-
zess fiir das Si3N4 zu keiner Unterdtzung kommt. Auf allen hergestellten Wafern sind
die in M».—l—ldargestellten Gatekombinationen aus Lénge L und Breite b, realisiert.
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Tabelle 3.1: Kombinationen der Gatebreite b und der Gateldnge L die auf den Wafern
realisiert wurden (X). In den Klammern ist das jeweilige MaskenmaBl L” an-

gegeben.
b=4um b =8 um b =16 um
L=2(5 um X X X
L=2x2(2x5)um — — X
L =3(6) um — X X
L= 4(7)um — X X

In m steht in der Klammer das Maskenmal} fiir die Gateldnge. In allen Anga-

ben zur Gateldnge in dieser Arbeit wird die effektive Lange L verwendet.

@a zeigt die Abmessung eines p-Kanal Gates mit einer Breite von » = 8 um und
einer Linge von L =3 pum. Mb zeigt die REM Aufnahme eine n-Kanal Gates mit
der gleichen Abmessung. Deutlich sind hier die Oxidstufen der Isolation zu erkennen

die den Gatebereich definieren, sowie die Kanallédnge L.

a)

Bild 3.19: a) REM Bild des Gatebereichs eines p-Kanal FET Arrays b) REM Bild des
Gatebereichs von einem n-Kanal FET Array; deutlich zu sehen die Stufen
im Schutzoxid (LOCOS-Prozess), (Bilder IMM).

Zusitzlich zu diesen einzelnen Gates wird eine weitere Struktur in den Messungen
verwendet, diese ist im M a dargestellt. Dabei wird in Richtung der Kanalldnge L

ein zusdtzlicher Streifen in den Kanal implantiert. Diese Konfiguration bildet somit ein

Doppelgate, (IBHEZO' b).
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a) b)

Bild 3.20: p-Kanal Doppelgate mit einer zusétzlichen 2. Implantation im Kanalbereich.
a) REM Bild (IMM), b) zusétzliche Borimplantationen im Kanalbereich
(schematisch).

Das Doppelgate wird als p-Kanal FET und als n-Kanal FET hergestellt. Die mit den
oben beschriebenen Prozessparametern hergestellten FET Chips werden wie anschlie-

Bend beschrieben fiir die Experimente aufgebaut.

3.2.4 Aufbau der FET Arrays

Der Aufbau der FET Arrays folgt den Schritten wie sie in [Sprossler, 97] beschrieben
sind. Die 5x5 mm? groBen FET Chips werden mit Ethanol und Aceton im Ultraschall-
bad gereinigt, um auch hier den Schutzlack von den Gates und im besonderen von den
Metallkontaktflichen zu entfernen. Die gereinigten Chips werden dann mit Zweikom-
ponenten-Leitkleber (EPO-TEK H20E-175, Epoxy Technology IN., USA) in ein 28 DIL
Keramik Gehéuse eingeklebt und bei 150°C fiir 30 min. ausgehértet. Der nichste Schritt
umfasst die Kontaktierung der Drain-Zuleitungen der 16 FETs sowie der gemeinsamen
Source-Leitung und dem Bulk-Anschluf3. Die Kontakte zwischen den 28 DIL Keramik
Gehduse und den FET Kontakten werden mit einem Ultraschall-Bonder (Westbond,
USA) hergestellt. Der verwendete Aluminium-Draht (Al/1%S1) besitzt eine Stirke von
25 bzw. 50 um, dabei zeigt der 50 um dicke Draht die besseren Haftungseigenschaften
auf der Kontaktfliche. Der Bereich fiir die Zellkultur wird durch den &uBleren Glasring,
mit einem Innendurchmesser von 16 mm und einer Héhe von 3 mm bzw. einem Sili-

kontrichter, der auf den FET Chip geklebt wird, gebildet.
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Der hier neu eingefiihrte Trichter ist so konzipiert, dass die untere Offnung, also die
freie aktive Flache fiir die Aufnahme der Zellen, mit einem Durchmesser von 3 mm
moglichst grof3 ist und die Unterseite des Trichters liber den Aluminiumdrahten liegt.
Dieser Trichter wird mit Hilfe der Abformtechnik aus Silikon (SYLGARD 182, DOW
CORNING, Deutschland) hergestellt. Dazu wird die Kontur der Trichterunterseite in
eine Edelstahlplatte gefriist. Die Offnung des Trichters bestimmt ein Edelstahlstempel.

Der Trichter wird dann mit dem Silikonkleber (SYLGARD 96-083, DOW CORNING,
Deutschland) aufgeklebt und der Raum zwischen dem &uBleren Glasring und dem
Trichter ebenfalls mit dem Kleber ausgefiillt und etwaige Luftblasen im Kleber mittels
Unterdruck entfernt. Die Fiillmasse wird dann wie bei den EGE Array bei 150°C fiir 45
min. ausgehartet. Der fertige FET Chip ist im @dargestellt.

Bild 3.21: FET mit dem 5x5 mm? groBen Chip im DIL Keramik Gehiuse, sowie dem
Silikon-Trichter und dem Glasring zur Herstellung des Zellkulturraums.

3.2.5 Charakterisierung der FET Arrays

Die Charakterisierung der FET Arrays erfolgt durch die experimentelle Bestimmung der
Kennlinien, wie den Ausgangskennlinien Ipg(Vps) bei konst. Vgs, den Transferkennli-

nien Ips(Vs) bei konst. Vps und den sich daraus bestimmenden Steilheiten g,
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Die Kennlinien werden mit Hilfe der in Kapitel 4 nidher dargestellten Messelektronik
und der dazugehorigen Steuersoftware aufgezeichnet. Dabei werden die variablen bzw.
die jeweils konstant gehaltenen Potentiale definiert an die jeweiligen Source, Drain und
Gateanschliisse angelegt. Der Messbereich fiir den Drain-Source Strom /Ipg ist gerdtebe-

dingt auf den Bereich zwischen —1mA und + 1mA begrenzt.

Bild 3.22: Beschaltung der Anschliisse zur Durchfiihrung der Charakterisierung der
hergestellten Feldeffekttransistoren.

In Mis‘[ die Beschaltung der FETs dargestellt wie sie zur Aufnahme der Kennli-

nien verwendet wird und welche Spannungen an die Anschliisse angelegt werden.

Im folgenden werden jeweils ein p-Kanal FET, mit einer Gateabmessung von L = 3 um
und b = 16 um, und ein n-Kanal, mit einer Gateabmessung von L =2x 2 um und b =16
um, stellvertretend fiir die in den Zell-Transistor Kopplungsexperimenten eingesetzten

p- und n-Kanal FET charakterisiert.

3.2.5.1 p-Kanal FET

Die Ausgangskennlinien des p-Kanal Feldeffekttransistors mit der Gategro3e von 3x16
pm und einer Gateoxiddicke von d; = 12 nm sind im @ dargestellt. Die Aus-
gangskennlinien zeigt die erwartete Abhéngigkeit des Drain-Source Stroms /pg von der
Gate-Source Spannung Vgs. Der Messbereich fiir die Drain-Source Spannung Vpg liegt
zwischen 0 und -3 V. Die Kennlinien entstehen durch die Variation von Vgg mit kon-
stanten Werten zwischen 0...-2.4 V. Bei Vgg = 0 V wird keine Ladungs-Inversion im
Kanal des FETs erzeugt und es kann deshalb kein Drain-Source Strom gemessen wer-

den. Erst eine betragsmifBige Erh6hung von Vg fiihrt dann zum Einsetzen der Inversion
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und zu einer Anreicherung von positiven Ladungstrigern im Kanalbereich. Dadurch ist

es dann moglich, einen Drain-Source Strom zu messen.

Bild 3.23:

Bild 3.24:

I, [MA]

0,0
0,2} i
04} i
—1: 0V
-0,6 } —2:-06V |
—3:-12V
-0,8k —4:-18V
5 —5:-24V
_1 ,0 . 1 . 1 1 1 . 1 .
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0
Vs V]

Ausgangskennlinien eines p-Kanal Feldeffekttransistors mit einer Gateab-
messung von L =3 um und b = 16 um. Konstante Vs-Werte zwischen

0.

o [MA]

..-2.4 V. Die Dicke des Gateoxids liegt bei d; = 12 nm.

-2,0 -1,0

-2,5

0,0

Transferkennlinien eines p-Kanal Feldeffekttransistors mit einer Gateabmes-
sung von L =3 um und b = 16 um. Konstante Vps-Werte zwischen

0.

..-2.4V.

Die Transferkennlinien in @ und deren Ableitungen in M sind bei der
Charakterisierung der FET von besonderer Bedeutung. Der Einsatzpunkt fiir die Ausbil-

dung der Inversion und damit zur Beobachtung eines Drain-Source Stroms liegt bei dem

hier verwendeten p-Kanal bei der Schwellspannung von V7 =-0.1 V. Deutlich zu sehen

ist, das alle Kennlinien bei Vyy = -0.1 V starten und der beobachtete Strom /ps in Ab-

héngigkeit von der Gate-Source Spannung Vs ansteigt. Denn bei der kontinuierlichen

VergroBerung von Vs erhoht sich auch die Anzahl der durch Inversion im Kanal er-
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zeugten positiven Ladungstréger. Aus den Transferkennlinien des p-Kanal FETs in @
@ die die Abhédngigkeit des Drain-Source Stroms /ps vom Source-Gate Spannung

Vs beschreiben, kann die Steilheit g, fiir diesen Anreicherungstyp berechnet werden.

0,7 : ; .
0,6} — 1 0V
o5l ——2:-06V ]
’ — 312V

)

E

£

(@]

3,0 25 2,0 15 1,0 05 0,0
Vs V]

Bild 3.25: Steilheit g,, bestimmt aus den Transferkennlinien des p-Kanal Feldeffekt-
transistors.

@ zeigt die aus den Transferkennlinien berechneten Steilheiten. Wéhrend des
Messbetriebs wird die Gate-Source Spannung so gewihlt, dass sich eine kleine Ande-
rung in einer moglichst groBen Anderung im Drain-Source Strom bemerkbar macht.
Diese feste Einstellung wihrend des Messbetriebs wird Arbeitspunkt des FETs genannt.
Aus den Verldufen in wiirde man den Arbeitspunkt bei Vgs =-1.75 V und Vpg

=-2.4 V beim Messbetrieb einstellen, aufgrund seiner maximalen Steilheit von g, = 0.4

mS.

3.2.5.2 n-Kanal FET

Die Kennlinien der n-Kanal FET liegen im 1. Quadranten. Die Gate-Source Spannung
hat positive Werte, damit es zur Ausbildung eines Inversionskanals kommt. In diesem

Fall besteht der Inversionsstrom /pg aus negativen Ladungstragern.
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Bild 3.26:
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Ausgangskennlinien eines n-Kanal Feldeffekttransistors mit einer Gateab-
messung von L = 2xX 2 um und b = 16 um. Konstante Vgs-Werte zwischen
0...2.4V. Die Dicke des Gateoxids liegt bei d; = 12 nm.

Die Ausgangskennlinien des n-Kanal Feldeffekttransistors mit der Abmessung von L =
2x 2 um und b = 16 um mit einem Gateoxid von 12 nm sind im M dargestellt.

Der hier verwendete n-Kanal zeigt erst ab Vg -Werten grofler Null einen nennenswerten

Anstieg des Drain-Source Stroms. Deshalb liegt hier ein n-Kanal FET mit Anreiche-

rungssteuerung vor.

Bild 3.27:

1.0 ——1:0v
[ ——2:06V

0’8f — 312V
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R

0,2}

0,0
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Transferkennlinien eines n-Kanal Feldeffekttransistors mit einer Gateabmes-
sung von L = 2x2um und b = 16um. Konstante Vps-Werte zwischen
0...2.4V.

Die Transferkennlinien in @zeigen die Abhéngigkeit des Drain-Source Stroms

von der Steuerspannung am Gate des n-Kanal FETs. Deutlich zu erkennen ist der

Einsatzpunkt des Drain-Source Stroms /pg bei der Schwellspannung von V7= 0.8 V.



3.2 Feldeffekttransistoren (FETS) 49

0,7 T T T T T
0 6 | 1: 0V 5
"l ——2:06V
05 312V
. 04r—4:.18V
@ 03[ 524V
=02}
0,1F
0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Vs V]

Bild 3.28: Steilheit g,, bestimmt aus den Transferkennlinien des n- Kanal Feldeffekt-
transistors.

Die Steilheit des n-Kanals liegt im Arbeitspunkt von Vg = 2.7 V und Vps = 2.4 V bei

einem Wert von g,, = 0.6 mS.

Geht man von einem idealen FET aus, wird die Steilheit g,, entscheidend von der Dicke
des Gateoxids, der Breite » und der Linge L des Kanals sowie der Beweglichkeit der

beiden Majoritétstrager beeinflusst.

Im Anlaufgebiet der Transferkennlinien, eines idealen FET, hingt die Steilheit von den
konstruktiven Parametern, der Beweglichkeit sowie von der Drain-Source Spannung ab.
Die Steilheit ist in diesem Bereich unabhingig vom Drain-Source Strom.

g b
gm:Au“n/pd_zVDS (31)

Wohingegen die Steilheit im Sittigungsbereich durchaus vom Drain-Source Strom
anhéngig ist.
2 :Lln P 8[ I SD
N "mp TP 3.2
g Ld 3.2)
Da bei den Kopplungsmessungen die Arbeitspunkte der p- und n-Kanal FETs im An-
laufgebiet liegen werden im folgenden die Auswirkungen der konstruktiven Parameter

auf die Steilheit diskutiert.

Die Auswertung aller Gatekombinationen in Bezug auf die Steilheit zeigt, dass wie

erwartet Breiten mit » = 16 um und effektiven Lingen von L = 2 und 3 um die groBten
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Werte fiir die Steilheit liefern. Zusitzlich wirkt sich auch die Dicke des Gateoxid aus.
Durch die Verkleinerung der Gatoxidschicht vergrofert sich die Steilheit. Aufgrund
dieser Tatsache wurden bei der Herstellung 3 Oxiddicken, d; = 8, 10 und 12 nm, mit
dem neu eingefiihrten Oxidationsschritt in trockener Atmosphire realisiert (siche An-
hang). Diese Betrachtung fiir FETs mit einem Gateabstand von 200 um gilt auch fiir die
100 um Absténde. Die Werte fiir die Steilheiten liegen zum Teil nur geringfiigig unter
denen mit dem 200 um Absténden. Der Grund fiir die geringere Steilheit ist der erhdhte
Wert fiir den Bahnwiderstand. Zusammenfassend ergeben sich fiir die p-Kanal Feldef-
fekttransistoren Steilheitswerte von 0.4-0.6 mS. Der Bereich fiir die n-Kanal Anreiche-

rungstypen liegt hier bei 0.5-1.2 mS.

Ein weiterer Aspekt bei der Beschreibung der Steilheit ist die Abhdngigkeit der Steilheit
gn vom Drain-Source Strom. Nach [Miiller, 87] ist die Steilheit im Bereich schwacher
Inversion proportional dem Drain-Source Strom und wéchst im Breich starker Inversion

nur noch mit /7, .

Die Verwendung von n-Kanal FETs fiir die Kopplungsmessung zeigen Vorteile in den
Steilheiten als auch Nachteile in der Langzeitstabilitit. Die p-Kanal weisen geringere
Steilheiten auf, zeigen aber bzgl. der Stabilitit gegeniiber dem Elektrolyten ldnger

Standzeiten.

Die Abweichung von dem idealen Verlauf bei den Ausgangs- und Transferkennlinien

kann man auf mehrere physikalische Effekte zuriickfiihren, [Miiller, 87].

Die hier benutzen Gleichungen beschrieben einen idealen FET, bei dem die Beweglich-
keit der Ladungstriiger als konstant angenommen wird. Beim Ubergang zu einem realen
FET miissen die Anderungen im Beweglichkeitsverhalten beriicksichtigt werden. Auf
die Ladungstrdger des Drain-Source Stroms wirkt zum einen das Liangsfeld in Richtung
des Sroms und zum anderen zusitzlich ein Querfeld. Dieses Querfeld ist fiir die Be-
schleunigung der Ladungstrdger in Richtung Substrat-Oxid Grenzflache verantwortlich,
wodurch eine zusétzliche Streuung an dieser Grenzschicht die Beweglichkeit beein-
flusst. Diese feldabhingige Beweglichkeit ist verantwortlich, dass die Steilheit im An-
laufbereich ein mehr oder weniger ausgepragtes Maximum ausbildet. Dieses Verhalten
ist in b-l-l-d—?)%] und IB{-LdJ.;%Sl zuerkennen. Die Transferkennlinien fiir den p-und n-
Kanal zeigen diese verdnderte Beweglichkeit im Anlaufbereich deutlich. In @
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und @ bewirkt die Abnahme der Beweglichkeit, im Bereich starker Inversion,

eine Reduzierung des Drain-Source Stroms /ps.

Aus den geometrischen GategroBen und der Oxiddicke kann die Defekt-
Elektronenbeweglichkeit nach GI. l@»_—l-l) bestimmt werden. Sie liegt bei den p-Kanal-
FETs mit u, =108 cm?/Vs um den Faktor zwei unter dem Wert, wie sie iiblicherweise
bestimmt wird [Miiller, 87] (u, =220 cm?’/Vs). Die Elektronenbeweglichkeit von u, =
217 cm?/Vs liegt um den Faktor drei unter dem iiblichen Wert [Miiller, 87] ( u, =670
cm?/Vs). Mégliche Ursachen fiir die Abweichungen von den iiblichen Werten konnen
durch einen Fehler in der Abschdtzung 4/L, den Einfluss des Zuleitungswiderstandes

und durch Streuprozesse bedingt sein.



52

3 Sensoren




4 Experimenteller Autbau

Die Untersuchung der Kopplungseigenschaften von Zellen mit Sensoren erfordern es,
Potentialanderungen im uV-Bereich zu messen. Dazu gibt dieses Kapitel eine Beschrei-
bung der einzelnen Elemente des Gesamtaufbaus sowie deren Funktionsweise. Weiter-
hin werden die fiir die Einzelzell-Untersuchungen notwendige Patch-Clamp Technik
erklart, sowie die Schritte bei den Zell-Sensor Kopplungen erldutert. Des weiteren wird
das Messprinzip zur Detektion der extrazelluldren Signale und die dafiir notwendige

Messelektronik beschrieben.

4.1 Messaufbau

Der gesamte Messautbau unterteilt sich in mehrere funktionell unterschiedliche Einhei-
ten, die in m als Blockschaltbild dargestellt sind. Zur Aufzeichnung der extrazel-
luldren Signale wird ein EGE-Vorverstérker, der in dieser Arbeit realisiert wird [Krause,
2000a] und ein FET-Vorverstiarker mit einer nachgeschalteten Hauptverstirkereinheit
eingesetzt. Der Vorverstarker dient zum einen der Aufnahme der EGE und FET Arrays
und zum anderen enthélt er die erste Stufe zur Signalverstirkung. Der Hauptverstarker
enthdlt die Spannungsversorgung aller Operationsverstirker sowie der p- und n-Kanal
Feldeftekttransistoren. Der Hauptverstirkereinschub dient auch zur Unterbringung der
zweiten und letzten Stufe der Signalverstdrkung. Die Spannungsversorgung des Haupt-
verstirkers zur Charakterisierung der FET Arrays erfolgt {iber die Netzspannung. Bei
der Durchfiihrung der Kopplungsexperimente wird eine Batterie eingesetzt, um die

extrazelluldre Messeinheit galvanisch vom Netz zu trennen.
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<::: Patch-Clamp
/ Vorverstarker
VC +CC
Zelle Stimulation
EGE oder FET [ Daten
EGE + FET
Vorverstiarker

Spannungs-
Versorgung

Bild 4.1:  Blockschaltbild des experimentellen Aufbaus zur Untersuchung der extra-
zelluldren Signalkopplung durch FET und EGE mit Hilfe der Patch-Clamp
Technik.

Zur Untersuchung der elektrischen Zelleigenschaften mit Hilfe der Patch-Clamp Tech-
nik stehen zwei kommerziell erhéltliche Patch-Clamp Verstirker zu Verfiigung, (List-
Medical, L/M-PC) und (HEKA, EPC-9). Die Verschiebung der Glaselektrode im um
Bereich wird mit einer Manipulatoreinheit von Luigs&Neuman erreicht. Diese Einheit
besteht aus 3 Schrittmotoren die in x-, y- und z-Richtung beweglich sind und kénnen
iiber eine Tastatur angesteuert werden. Die dafiir notwendige Spannungsversorgung ist,
wie der Hauptverstdrker und der Patch-Clamp Verstérker, in einem Rack untergebracht.
An dieser Einheit ist der Patch-Clamp Vorverstiarker mit einer Halterung flir die Glas-

elektrode befestigt.

Zur Beobachtung der Zellen auf den EGE und FET Oberflichen kann fiir die EGEs
aufgrund der Verwendung von Glaswafern ein inverses oder auch ein Auflichtmikro-
skop eingesetzt werden. Dagegen ist fiir Experimente mit den FETs wegen des verwen-
deten Siliziums nur das Auflichtmikroskop einsetzbar. In dieser Arbeit wird daher zur
Durchfithrung der Kopplungsexperimente ausschlieBlich ein Auflichtmikroskop von

Zeiss eingesetzt.
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Bild 4.2:  Der hier dargestellte Messaufbau steht am Institut fiir Physikalische und
Chemische Forschung (RIKEN), Wako (Tokio, Japan) und entspricht dem
Aufbau am MPI in Mainz. Rechts und links vom EGE Vorverstérker stehen
die Manipulatoreinheiten mit den Patch-Clamp Vorverstarkern. Dariiber ist
das Auflichtmikroskop mit einer Spiegelreflexkamera an eine Aluminium-
sdule montiert. Im Rack rechts von dem Faradaykéfig stehen der Patch-
Clamp Verstérker, die Verstirkerelektronik, das Oszilloskop und die Mani-
pulatorsteuerung. Nicht im Bild zu sehen ist der Messcomputer.

Um Erschiitterungen wéahrend des Messens zu vermeiden, erfolgt die Verschiebung des
Auflichtmikroskop in z-Richtung ebenfalls {iber die Manipulatoreinheit. An das Auf-
lichtmikroskop ist iiber einen Aufsatz eine Spiegelreflex-Kamera montiert, die zur
Dokumentation benutzt werden kann. Die eingesetzten Zeiss-Objektive haben 5x, 10x
und 20x VergroBerungen. Bei den Patch-Clamp Experimenten wird das 10x Objektiv
eingesetzt. Beim Befiillen der Badkammern der EGEs und FETs bildet sich stets ein
Meniskus an der Fliissigkeitsoberfldche, wodurch die Beobachtung entscheidend gestort
ist. Eine Verbesserung dieser Situation bringt die Auflage von Deckgldsern iiber der
Badkammern, um so einen definierten Ubergang des Lichtes zu ermdglichen. Eine
weitere Verbesserung konnte durch die Verwendung eines Immersionsobjektivs erzielt

werden. Das hierbei verwendete Olympus-Objektiv hat eine 20x Vergroflerung. Dabei
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wird das Objektiv in die extrazellulire Badlosung eingetaucht, nachdem die Glaselekt-
rode fiir den Patch-Clamp Versuch in das Medium der Badkammer der EGEs oder FETs
eingetaucht ist. Dies ermdglicht eine verbesserte Beobachtung der Zelle, insbesondere

bei der Anndherung der Glaselektrodenspitze an die Zelle.

Die verwendeten Zellsysteme werden in einem Inkubator bei 5% CO, Anteil und einer
Temperatur von 37 °C fiir mehrere Tage in Kultur gehalten. Kulturbegleitende MaB-

nahmen wie der Austausch von Kulturmedium erfolgt in einer Sterilbank von Heraeus.

Zur Aufnahme von Messdaten und zur Kontrolle der Messung stehen Steuerprogramme
zur Verfiigung, die durch [Sprossler, 97] mit TestPoint (Keithley, Deutschland) und
ADBasic (Jager Messtechnik, Deutschland) erstellt worden sind. Diese Programme
dienen dazu die Messkanéle, welche den Gates der FETs bzw. EGEs entsprechen, aus-
zuwihlen, die Spannungseinstellungen fiir den Arbeitspunkt zwischen Drain-Source Vpg
und Gate-Source Spannung Vgs herzustellen. Zusitzlich wird durch das Programm die
Kompensation des DC Anteils des Stromsignals vor der Messung durchgefiihrt. Die
Messsoftware dient zusdtzlich zur Aufnahme der Messdaten auch zur Verarbeitung von

Signalen von externen Gerdten wie Patch-Clamp Verstirkern bzw. Lock-in Verstarkern.

Ein zweiter Ansatz zur Aufnahme von extrazelluliren und elektrophysiologischen
Messdaten ist die Kombination der von TestPoint kontrollierten Spannungseinstellun-
gen, flir den Betrieb der EGE und FET, und die Kontrolle der kompletten Datenaquisiti-
on durch die Steuersoftware des Patch-Clamp Verstarkers EPC 9 (Tida 4.11 Software,
HEKA Deutschland). Diese Software ermoglicht die Durchfiihrung der Kompensation
des Nullpotentials der Glaselektrode, der parasitiren Kapazititen und des Serienwider-
stands bei den Patch-Clamp Messungen sowie das Erstellen von Einzelprogrammen

bzw. der Mittelung der gemessenen Daten.

4.2 Messelektronik

Fiir die Kopplungsmessungen im Kontaktbereich zwischen Zelle und Sensorfeld stehen

ein Vorverstdrker fiir die Aufnahme der Elektroden-Arrays und ein Vorverstérker fiir die
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Feldeftekttransistoren Arrays zur Verfiigung. Im folgenden werden die fiir die Signal-

verarbeitung elektrischen Komponenten sowie der Aufbau der Verstirker beschrieben.

4.2.1 EGE Messplatz

Das aus Aluminium gefriste Gehduse des EGE Vorverstirkers, welches aus einer
Grundplatte und zwei Deckelteilen besteht, ist fiir den Einsatz mit einem inversen Mik-
roskop (Transmission mit Standard Phasenkontrast) bzw. mit einem Auflichtmikroskop
(Reflexion und DIC) konzipiert worden. Deshalb besitzt das Gehiuse eine Offnung in
der Grundplatte und eine runde Offnung im Deckel. Die Grundplatte dient als Aufnah-
me fiir die Platine. Auf der Platine befindet sich der Nullkraftsockel (PENTIUM Socket
7, MOLEX Deutschland), der in der Mitte ebenfalls eine rechteckige Offnung besitzt.
Dieser Sockel ermoglicht einen schnellen Austausch des EGE Arrays. Des weiteren
befinden sich die Anschliisse fiir die Datenleitungen, einem 64 Sub D Stecker, fiir die
Spannungsversorgung der Operationsverstiarker und die Spannungsversorgung der FETs
auf der Platine. In m ist die Grundplatte mit der bestiickten Platine dargestellt.
Hauptbestandteile der elektronischen Verschaltung auf der Platine sind die kommer-
ziellen Junction Feldeffekttransistoren (JFET BF510, Philips Semiconductor, Nieder-
lande) und die Operationsverstarker (OP97, Analog Devices Gmbh, Deutschland). Diese
JFETs zeigen in dem Frequenzbereich (DC bis 10 kHz), in dem die Kopplungsmessun-
gen durchgefiihrt werden, ein gutes Signal zu Rauschverhéltnis. Die Elektroden des
EGE Arrays sind nach dem Einsetzen in den Nullkraftsockel direkt mit den Gates der 16
JFET verbunden. Die Ag/AgCl Badelektrode des EGE Arrays dient als Bezugspunkt
beim Anlegen der Gate-Source Spannung und ist, ebenfalls iiber den Sockel, mit der

Masse der Versorgungsleitungen auf der Platine verbunden, M
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Bild 4.3:  Gehéusegrundplatte mit der Platine, dem Nullkraftsockel sowie den An-
schliissen fiir die Datenleitungen und Spannungsversorgungen.

Bild 4.4: EGE Vorverstirker mit eingesetztem EGE Array und Ag/AgCl Badelektro-
de, sowie die zwei Abdeckungen, [Krause, 2000 a].

Der Arbeitspunkt des JFET wird intern konstant iiber eine 3V Batterie und einem Po-
tentiometer direkt auf der Platine eingestellt. Dabei wird nur das Sourcepotential veran-

dert, um somit eine gleiche Spannungsdifferenz zwischen Drain-Source Vps und Gate-
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Source Spannung Vps herzustellen. Die zweite Moglichkeit, einen Arbeitspunkt zu
wihlen, ist die Spannungen Vs und Vg extern variabel einzustellen. Dadurch kdnnen

auch die Ausgangs- und Transferkennlinien des BF510 aufgenommen werden, M

Vorverstarker mit Spannungsversorung
EGE Array Junction FET Verstirker
S —V :
HHIWIHI 2 Kompensation
AR {5 [ P e 10k 33k[]
‘ s — v 330k
sTTD]| | '\| 33k
, T+
BF510 r—l/ o .

JFET

20k

VDRAIN

VSOURCE

Referenz

Bild 4.5:  Blockschaltbild fiir den EGE Messplatz, mit den EGE-Arrays und der
Ag/AgCl-Referenzelektrode, der Vorverstarkereinheit mit dem JunctionFET
sowie der Verstdrkereinheit mit der Spannungsversorgung.

Die Sourceleitungen der JFETs sind mit den negativen Eingéngen der Operationsver-
starker verbunden. Diese dienen als Strom-Spannungskonverter mit einer Wandlung von
V' =10kQ17. Die mit den Operationsverstirkern in Spannungssignale gewandelten

Stromsignale werden dann iiber ein Kabel in die Verstdrkereinheit weitergegeben.

Im gewihlten Arbeitspunkt ist dem eingekoppelten Signal Is;gn. €in grofer Arbeitsstrom
iberlagert. Der nach dem ersten Operationsverstéirker vorliegende gemittelte, dem gro-
en Arbeitsstrom entsprechende, Spannungswert wird kompensiert. Dazu wird ein 16
bit D/A Wandler (DAC707JP, Burr-Brown, USA) eingesetzt. Das kompensierte Signal
wird anschliefend mit einem Operationsverstiker (OP-07, Analog Devices, USA) um

den Faktor 100 nachverstarkt.

Die Source- und Drain-Potentiale zum Betrieb des JFET werden uber einem in dem

Hauptverstirkereinheit eingebauten D/A Wandler eingestellt.
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4.2.2 Rauschverhalten der EGE

Fiir die spétere Kopplungsmessung ist das Rauschverhalten der EGE mit der nachge-
schalteten Verstarkerelektronik wichtig. Um die einzelnen Betrdge zum Gesamtrauschen
zu bestimmen, wird der Eingang des Operationsverstirkers nacheinander jeweils mit
einem 10 k€ Widerstand, dann mit dem JFET BF510 mit geerdetem Eingang und dann
mit der Kombination aus JFET BF510 und Goldelektrode verbunden. Anschlieend
werden die Gate-Source und Source-Drain Spannungen angelegt und der Drain-Source
Strom Ips fiir 5s bei einer Auflosung von 10 kHz gemessen. Die Stroménderungen

werden dann auf ein Gate-Potential V; umgerechnet.

In M sind die aus den Source-Drain Anderungen mit entsprechenden g, berech-
neten zeitlichen Verldufe fiir V; dargestellt. @ A zeigt den Verlauf bei dem der
Eingang des Operationsverstirkers mit einem Widerstand von R = 10 k€ verbunden ist.
Uber den Widerstand wird eine Spannung von ¥ = 0.4 V angelegt. Die resultierende
Stromédnderung von Ips = 1.9 nA entspricht einer peak-to-peak Amplitude von V; = 14
uv. IBLLT%‘B zeigt den Verlauf, bei dem der Drain-Anschlufl des JFET BF510 mit
dem Eingang des Operationsverstirkers verbunden wird. Der Gate-Anschluss wird
dabei auf Masse gelegt. Dann werden die Gate-Source Spannung auf Vs = 0.05 V und
die Drain-Source Spannung auf Vps =1V gesetzt. Der JFET besitzt in diesem Arbeits-
punkt eine Steilheit von g, = 2.88 mS. Die Stroméanderung von /ps = 100 nA entspricht
hier einem peak-to-peak Verhiltnis von V; =35 uV. In MC ist der zeitliche Ver-
lauf dargestellt, wie er in einem Kopplungsexperiment mit den EGEs wihrend des
Messbetriebs vorkommt. Dabei wird das Gate des JFET nicht wie inm B geerdet
sondern mit einer Goldelektrode eines EGE Arrays verbunden. Somit entspricht dieser
Fall der kompletten Messkonfiguration, wie sie zur Aufzeichnung extrazelluldrer Sig-
nale bei der Kopplung verwendet wird. Die Steilheit von g, = 2.58 mS wird durch ein
Ves =0 Vund ein Vpg= 1.2 V erreicht. Die Stromidnderung von Ipg = 258 nA ergibt mit
der Steilheit im Arbeitspunkt eine peak-to-peak Anderung von ¥;= 100 uV. Aus diesen
Messungen resultiert, dass das Rauschen des Signals Ips bzw. V; der Messelektronik
deutlich geringer ist, als die fiir die Kopplungsexperimente eingesetzte Kombination aus
Goldelektrode, JFET und Nachverstirkung. Somit beeinflusst das Rauschverhalten der
nachgeschalteten Messelektronik das eingekoppelte extrazelluldrer Signal nur unwe-

sentlich.
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Bild 4.6:  Zeitlicher Spannungsverlauf des aus Ipg berechneten V;. A) Verstarkerein-
gang mit einem 10kQ Widerstand gegen Masse; B) Gate des JFET gegen
Masse; C) Goldelektroden des EGE Arrays mit dem Gate des JFET verbun-
den. Die Messzeit betrdgt 5s und die Auflosung 10 kHz. V;in B) und C) be-
rechnet mit der Steilheit g,, im Arbeitspunkt.

Ein weiterer Punkt, der fiir die Kopplungsexperimente eine entscheidende Rolle spielt,
ist die Frequenzverteilung der gemessenen Signale in M‘ Dazu werden zwei
Rauschverldufe der Vorverstirkereinheit mit und ohne eingesteckten EGE Array aufge-
nommen, SO wie es inM B und C durchgefiihrt wurde. Fiir die Berechnung der
Rauschspektren in m werden die zeitlichen Verldufe in @B und C verwen-
det.

Das Rauschen von Feldeffekttransistoren setzt sich, je nach Ausfiihrungsform aus meh-
reren Rauscheffekten zusammen [Miiller, 90]. Ein Effekt ist, sowohl bei den JFETs als
auch bei den hier eingesetzten EOSFETSs, das thermische Rauschen im Kanal. Wobei

dieser Rauscheffekt sich durch die statistische Bewegung der Ladungstréger, abhéngig
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von Temperatur und Steilheit im Arbeitspunkt, auszeichnet, aber unabhéngig von der
Frequenz ist. Da es sich bei den in dieser Arbeit eingesetzten FET um ladungsgesteuerte
Halbleiterelemente handelt, beeinflussen Ladungsschwankungen in der Raumladungs-
zone, und zusitzlich bei den n- und p-Kanal IGFET in der Grenzschicht zwischen
Halbleiter und Oxid und im Isolator durch Generation-Rekombinations Rauschen direkt
den Source-Drain Strom bzw. die durch die Steilheit berechnete Potentialinderung V.
Dieser Effekt ist frequenzabhingig, und duflert sich in einer 1/f-Abhédngigkeit, im Be-
reich von einem Hz bis in den kHz Bereich. Die Rauschverldufe der JFET und der

hergestellten FET werden nach der folgenden Weise verglichen.

Aus den Rohdaten, wie sie in M B und C zu sehen sind, wird eine Autokorrelati-
onsfunktion berechnet, anschlieBend das Fourierspektrum gebildet und in einem
Rauschspektrum in IBLLT4—7-| dargestellt. Die Rauschspektren dienen zum einen dem
Auffinden etwaiger Streufrequenzen aus dem Netz oder anderer parasitirer Einstrahlun-
gen, zum anderen kann aus der Steigung der Spektren auf den Mechanismus des hier

vorliegenden Rauschens geschlossen werden.

10° 10

10—16 PR | PP |
0 101
Frequenz [HZ]

Bild 4.7:  Spektrale Rauschdichte: Der obere Verlauf A) zeigt das Rauschspektrum
mit eingestecktem EGE Array. Der untere Graph B) zeigt das Verhalten oh-
ne EGE Array wobei hier die Gates der JFETs mit der Masse verbunden
sind. Die Messzeit betrdgt 5s, die Auflosung 10kHz . [Miiller, 90]

Das Spektrum zeigt zum einen eine 1/f-Abhéngigkeit und weist somit auf das Generati-
on-Rekombinations Rauschen hin, zum anderen zeigt das Spektrum in MB eine

deutlich geringere spektrale Rauschdichte auf, als die mit den Goldelektroden verbun-
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denen Gates der JFETs. Die Spektren zeigen auch deutlich, dass es auBBer den 50 Hz zu
keinen signifikanten Einstreuungen von Frequenzen bis in den kHz Bereich aus dem

Umfeld der Messapparatur kommt.

4.2.3 FET Messplatz

Der FET Messplatz in MWurde durch [Sprossler, 97], [Sprossler, 98] entwickelt.
Der ebenfalls wie das EGE Vorverstiarkergehduse aus Aluminium hergestellte FET
Vorverstirker enthdlt einen Nullkraftsockel bzw. die Hauptplatine mit den Operations-
verstirkern, die wihrend dieser Arbeit durch Operationsverstiarker in SMD Hybridbau-

weise ausgetauscht worden sind.

Bild 4.8: FET Messplatz wurde durch [Sprdssler, 98] entwickelt. Mit dem Nullkraft-
sockel werden die FET Arrays elektrisch kontaktiert.

Die Kompensation und die Nachverstiarkung erfolgt wie bereits zuvor beschrieben. Der
Unterschied zum EGE Messplatz liegt hier in der Verwendung der in dieser Arbeit
hergestellten Feldeffekttransistoren als einziger Signalwandler. Die p- und n-Kanal FET
Arrays ersetzten hier die Kombination aus Goldelektroden und den kommerziellen
JFETs. In m ist das Messprinzip zur extrazelluldren Signaleinkopplung mit den
FET dargestellt.
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Bild 4.9:  Blockschaltbild fiir den FET Messplatz, mit den FET Arrays und der
Ag/AgCl-Referenzelektrode, der Vorverstarkereinheit sowie der Verstirker-
einheit mit der Spannungsversorgung.

Fiir beide EGE und FET Messplétze gilt die Strom-Spannungswandlung von 1nA =
ImV. Zudem konnen die aufgezeichneten Messsignale mit der gleichen Auswertesoft-

ware bearbeitet werden.

4.2.4 Rauschverhalten der FET

Wie schon bei den EGE soll auch hier die zeitliche Verdnderung von V; der verschiede-
nen p- und n-Kanal FET untersucht werden. In M sind die Rauschspektren zwei-
er p-Kanal und einem n-Kanal FET dargestellt. Fiir die Aufnahme der Spektren werden
die Badkammer der aufgebauten FET mit extrazellulidrer Badlosung gefiillt. Uber die
Ag/AgCl-Elektrode kann das Badmedium auf Massepotential gelegt werden. Danach
werden die zeitlichen Stromédnderungen nach der gleichen Prozedur wie bei den EGE
Rauschspektren mit 5s Messzeit und einer Auflosung von 10kHz aufgenommen. @
MA stammt von einem p-Kanal FET mit einer GategroBBe von Ay = 3X16 umz. Im
Arbeitspunkt erreicht der FET mit Vg =-1.8 V und Vpg=-2.5 V eine Steilheit von g, =
0.5 mS. Die dabei realisierte peak-to-peak Stromédnderung von Ips = 175 nA ergibt mit
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der Steilheit im der Rauschspannung ein V; = 350 uwV. Der FET mit dem Doppelgate,
AGae = 2X 2x16 pm?, inBita410lB hat cin @, von 0.45 mS, bei Vgs=-2.2 Vund Vps=
-3 V. Die Rauschamplitude weicht nicht sehr von der inm A ab und betragt V, =
300 uV bei gemessenen Ips = 135 nA. Eine deutliche Verbesserung im Rauschverhalten
zeigt der n-Kanal FET inm C. Die GategroBe betrigt Agy. = 3X%16 umz. Die
Steilheit mit g,, = 0.88 mS wird erreicht mit Vg = Vps = 3 V. Mit einer Stromidnderung

von Ips = 140 nA ergibt sich die Amplitude zu V;= 160 puV.
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Bild 4.10: Zeitlicher Spannungsverlauf des aus /pg berechneten V;, von n- und p-Kanal
FETs. A) p-Kanal FET mit einem g,, = 0.5 mS ; B) Doppelgate p-Kanal FET
mit einem g,, = 0.45 mS; C) n-Kanal FET mit einem g,, = 0.88 mS. Die
Messzeit betrdgt 5s und die Auflésung 10 kHz.

Aus den Rauschdaten von @A und C werden mit der gleichen Berechnung wie
bei den EGEs die Rauschspektren in @A und C berechnet.
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Bild 4.11: Die spektrale Rauschdichte der verwendeten p- und n-Kanal FETs aus
A und C. Die Messzeit betrdgt 5s, Auflosung 10kHz.

Das Rauschspektrum des n- Kanal FET inl-]%i-LT.—l—L| C) liegt deutlich unter dem des p-
Kanal FET, wie es sich auch schon aus dem Rauschverlauf in m erwarten lasst.
Auch hier kann eine 1/f-Abhéngigkeit festgestellt werden und es werden hier keine

Einstreuungen festgestellt.

4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Untersuchung zur Kopplung von lebenden elektrisch aktiven Zellen mit den Tran-
sistoren bedingt einen komplexen Versuchsablauf: Aufbau der FET und EGE Arrays,
die Oberflichenmodifikation, die Zellpréparation und den Besatz der Arrays bis hin zur
eigentlichen Kopplungsmessung zwischen Zelle und Halbleiter mit Hilfe der Patch-
Clamp Technik. In den folgenden Abschnitten werden die Patch-Clamp Methode und

der Ablauf der Kopplungsmessung genauer beschrieben.

4.3.1 Patch-Clamp Methode

Im Bereich der Elektrophysiologie ist die Patch-Clamp Methode nach [Hamill, 81],
[Sakmann, 95] und [Neher, 76] die erste Wahl zur Untersuchung von lebenden Zellen.
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Die in dieser Arbeit benutzte Whole-Cell Konfiguration der Patch-Clamp Technik er-
laubt die elektrischen Eigenschaften, wie die Auslosung von Aktionspotentialen sowie

die Tonenleitfahigkeit der ganzen Zelle zu untersuchen

Bild 4.12: Verwendete Patch-Clamp Anordnung zur Untersuchung der elektrischen
Eigenschaften. Die Patch-Clamp Glaselektrode ist mit der intrazelluldren
Messlosung gefiillt und steckt in einer Halterung des Patch-Clamp Vorver-
stirker. Die Spitze der Elektrode befindet sich ebenso in der extrazelluldren
Messlosung wie auch die Ag/AgCl- Referenzelektrode. Durch den Schlauch
an der Halterung fiir die Glaselektrode, kann der benétigte Unterdruck zum
Offnen der Zellmembran kontrolliert werden. Uber dem EGE Array ist das
10x Objektiv und links davon das 20x Immersionsobjektiv zu erkennen.

In der Whole-Cell Konfiguration unterscheidet man die Voltage-Clamp Methode, die zur
Untersuchung der spannungsgesteuerter lonenstrome iiber die Zellmembran dient und
die Current-Clamp Methode, bei der die Depolarisierung von Zellen und die Untersu-
chung der Aktionspotentiale im Vordergrund steht. Im M‘ ist die Versuchanord-
nung fiir diese Patch-Clamp Experimente dargestellt.

Zu Beginn jeder Patch-Clamp Messung werden die Glaselektroden mit dem Pipetten-
puller (P-97, Sutter Instruments Company, USA) gezogen. Dazu wird die Borosili-
katglaskapillare mit Filament (Hilgenberg, Deutschland), mit einer Wandstédrke von s =
0.315 mm , einem Innendurchmesser von D; = 0.87 mm und einer Linge von / = 100
mm in den Puller eingesetzt. Mit Hilfe des Pullers lassen sich unterschiedliche Off-

nungsgréflen bzw. Spitzen herstellen. Die in dieser Arbeit verwendeten Patch-Clamp
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Elektroden haben eine Offnung von 1-3 um. Die hergestellte Glaselektrode wird mit
Hilfe einer diinnen Plastikkaniile und einer Spritze mit der intrazelluldren Losung zur
Hilfte befiillt. Danach wird sie in die Halterung des Patch-Clamp Verstirkers einge-
steckt, wobei in das Innere der Glaskapillare eine Ag/AgCl-Elektrode ragt, die fiir den
elektrischen Kontakt zur Losung dient. Danach wird durch einen Schlauch ein geringer
Uberdruck auf die intrazelluldre Losung in der Glaselektrode erzeugt, die dann in das
Kulturbad des FET oder EGE Array mit Hilfe der Manipulatoreinheit eingetaucht wird.
Durch den Uberdruck wird verhindert, dass kleine Partikel im Kulturmedium die Off-
nung verstopfen. Uber die Glaselektrode wird durch das Steuerprogramm des Patch-
Clamp Verstirkers ein rechteckférmiger Spannungsimpuls Vs, an die Elektrode ange-
legt, (M A). Durch den resultierende Strom /» und die Héhe des Spannungsim-
pulses lisst sich der Offnungswiderstand an der Spitze der Glaselektrode berechnen;
iiblicherweise liegt er im Bereich von Rpyc, = 4-11 MQ in der extrazelluldren Badlo-

sung.

Unter Beobachtung durch das Auflichtmikroskop wird die Elektrode mit der Manipula-
toreinheit in X, y und z-Richtung verschoben und so iiber die Zelle gebracht. Néhert sich
die Glaselektrode der Zellmembran an, so nimmt der durch den Spannungspuls erzeugte
Strom ab. Zur Unterstiitzung der Abdichtung von Zelle und Glaselektrode wird der
angelegte Uberdruck geldst und es bildet sich der sog. Giga-Seal, eine extrem hochoh-
mige Verbindung aus. Dabei erhoht sich der Widerstand bis in den GCQ2-Bereich und es
entstehen im Stromsignal zusétzlich parasitire Effekte durch Streukapazititen Cgyey,
(bﬂd—4.—léj, IBx-ld—4—l-4J B). Durch eine Kompensationsschaltung werden diese vor dem

Offnen der Zellmembran ausgeglichen. Durch leichtes Saugen an dem Schlauch kann

die Zellmembran gedffnet werden. Dies duBert sich durch kapazitive Strome, die im
Bereich der Spannungsflanken M C) entstehen. Zum Offnen der Zellmembran
wird in dieser Arbeit zusétzlich eine zweite Methode angewandt. Die Technik des Per-
forated-Patch, ([Korn, 91]), benutzt einen Porenbildner, (Amphothericin B [Rae, 91])
der das Offnen der Zellmembran durch Saugen iiberfliissig macht. Dieser lichtempfind-
liche Porenbildner wird zur intrazelluldren Losung gegeben und inkorporiert beim Giga-
Seal in die Zellmembran und bildet dort Poren. Dass die Membran geoffnet ist, dulert
sich ebenfalls im Stromsignal im Anwachsen der kapazitiven Stromanteile. Durch den
zweiten Kompensationsschritt werden die kapazitiven Stromanteile und auch der Se-

rienwiderstand abgeglichen. Als Resultat der Kompensation erhdlt man die Membran-
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kapazitit Cj;, den Membranwiderstand Rj, und den Zugangswiderstand Ry, (m
und 44 C). Nachdem die Membran gedffnet ist, kann man nun die elektrischen
Eigenschaften der Zelle untersuchen. Das Ruhepotential Vzp der hier untersuchten Zel-

len liegt gewo6hnlich zwischen -60 und -10mV.

Elektrisch

Patch Clamp
aktive Zelle

Glaselektrode

Bild 4.13: Widerstinde und Kapazititen bei der Whole-Cell Konfiguration.
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Bild 4.14: Kompensationsschritte vor den Voltage-Clamp Experimenten zur Bestim-
mung der Kapazititen und der Widerstéinde vor und nach der Offnung der
Zellmembran.

Im Voltage-Clamp Modus kann das fiir die Messung bendtigte Haltepotential frei ge-
wihlt werden. Enthilt die Zellmembran spannungsabhédngige Ionenkanéle kann durch
ein sog. Stimulationsprotokoll, in dem die Spannungspulse in Amplitude und Zeit defi-
niert werden, der Ionenstrom /), bei einem definierten Membranpotential V), aufge-

zeichnet werden. Dabei handelt es sich immer um eine Uberlagerung von Ionenstromen
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die in die Zelle oder aus ihr heraus flieBen und Werte im nA-Bereich erreichen. In der
Elektrophysiologie haben Ionenstrome die aus der Zelle herausflieBen positives Vorzei-
chen und die in die Zelle hineinflieBen negatives Vorzeichen, M

Fcc
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Bild 4.15: Die linke Seite zeigt ein Voltage-Clamp und die rechte Seite ein Current-
Clamp Experiment mit neuronalen Zellen.

Im Current-Clamp Modus wird mittels Stromzufuhr in die Zelle das Membranpotential
kontrolliert. Durch einen tiiberlagerten Strompuls kann die Zelle soweit depolarisiert
werden, dass es zu einem Aktionspotential kommt. Dabei wird durch den Ionenfluf3 das
Membranpotential verdandert, welches dann aufgezeichnet wird, (M).

4.3.2 Kopplungsmessung Transistor-Zelle

Vor der eigentlichen Messung werden die Arrays aus dem Inkubator entnommen und in
die Sterilbank aufgenommen. Das Kulturmedium wird entfernt und durch extrazellulédre
Badlosung ausgetauscht, die zuvor auf 37 °C erwdrmt wird. Alle in dieser Arbeit be-
nutzten FET und EGE Arrays sind mit einem Zahlencode versehen, der die jeweiligen
Kennzeichnungen der Arrays iiber Kanalart, Gategrole bzw. Elektrodengrofle und den

Aufbautag tragt. Die Kennzeichnung entscheidet bei den FETs iiber die Spannungen Vg
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und Vps zur Einstellung des richtigen Arbeitspunktes. Das ausgewéhlte FET oder EGE
Array wird in den jeweils vorbereiteten Vorverstéirker eingesetzt und die Abdeckungen
angebracht. Die als Ring geformte Ag/AgCl-Badelektrode wird in das Kulturbad des
Arrays eingetaucht und setzt die extrazelluldre Badlosung auf das Massepotential. Da-
nach erfolgt die oben beschriebene Vorbereitung auf den Patch-Clamp Versuch. Die
Glaselektrode wird soweit auf die Sensoroberfldche abgesenkt, dass alle ansteuerbaren
Gates oder Elektroden im Mikroskop sichtbar sind. Auf dem Sensorfeld, auf dem sich
eine angewachsene Zelle befindet, wird der eigentliche Patch-Clamp Versuch durchge-
fiihrt. Ist die Zelle gedffnet, wird der dazugehdrende Messkanal iiber das Steuerpro-

gramm angewihlt und die Spannungen Vs und Vps eingestellt.

Der optimale Arbeitspunkt der FET Arrays richtete sich nach dem groBten Steilheitswert
gm. Dieser Arbeitspunkt liegt fiir den p-Kanal Anreicherungstyp im 3. Quadranten und
fiir den n-Kanal Verarmungstyp bzw. des EGE Array im 1. Quadranten.

Der Drain-Source Strom besitzt in diesem Fall eine positive Steigung, d.h. eine Erho-
hung der Spannung Vg flihrt zu einer positiven Stroménderung, wenn sich die Span-
nung Vs bzgl. des Massepunktes grofler wird, M

1,0} n- Kanal E:ET
0.8 [ 1. Quadrant

0,6f
04
02F~=—=—=—=—=—=—-=-=------2
0,0

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0
Ves V]

s [MA]

Bild 4.16: Anderungen im Stromverlauf bei Verinderung der Gate-Source Spannung
(n-Kanal Feldeffekttransistoren).

Fiir die p-Anreicherungstypen, (im 3. Quadranten, m, liefert eine aus dem nega-
tiven Arbeitspunkt in positiver Richtung sich verdnderndes Potential einen weniger

negativeren Drain-Source Strom.
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s [MA]

p- Kanal FET

3. Quadrant

-3,0 -2,5 -2,0 15 1,0 -0,5 0,0
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Bild 4.17: Anderungen im Stromverlauf bei Verinderung der Gate-Source Spannung
(p- Kanal Feldeffekttransistoren).

Damit sind die Stromrichtungen fiir beide FET Arten bei unterschiedlicher Potentialdn-
derung bestimmt. Sowohl fiir n- als auch p-Kanal FETs ist die Steilheit g,, im Arbeits-

punkt positiv.
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Bild 4.18: Spannungen fiir die Ansteuerung der FET und EGE Arrays, sowie die fiir
die Kopplung wichtigen Kapazititen und spezifischen Leitwerte.

Uber den Abdichtwiderstand bzw. den spezifischen Abdichtleitwert flieBt bei Anlegung
der Arbeitspunktspannungen fiir FET oder EGE Array kein Strom, der Elektrolyt ist

weiterhin ladungsneutral und das kompensierte Stromsignal zeigt keine Auslenkungen.
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Danach werden die Kopplungsexperimente mit den oben beschriebenen Voltage- und
Current-Clamp Methoden durchgefiihrt. Nachdem die Zelle gedftnet ist, wird durch
einen duBeren Spannungspuls die Zelle depolarisiert. Das eingekoppelte extrazellulédre
Signal V; kann in Amplitude und zeitlichen Verlauf durch die eingestellte Steilheit g,

im Arbeitspunkt zuriickgerechnet werden.

Die eingekoppelten extrazelluldren Signale haben in threm zeitlichen Verlauf, wiahrend

die Zelle depolarisiert wird, positive und negative Auslenkungen.

Dies gilt in allen Féllen, bei einer positiven Steilheit von g, unabhingig von der Wahl

der verwendeten p-, n-Kanal FETs oder den EGEs.
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S5 Zell-Transistor-Kopplung

In diesem Kapitel wird beschrieben wie die FETs und EGEs mit lebenden Zellsystemen

zusammengebracht und die Kopplungsexperimente durchgefiihrt werden.

Die verwendeten Zellsysteme lassen sich unterteilen in Primdrkulturen und Zell-Linien.
Die Primérkulturen, wie die hippocampalen Neuronen und Kardiomyozyten (Herzmus-
kelzellen), stammen direkt von Sdugetieren. Die hier verwendeten Primérkulturen wer-
den aus embryonalen oder neonatalen Ratten pripariert. Der Vorteil dieser Art Zellge-
winnung liegt darin, dass die entnommenen Zellen ausdifferenziert sind, d.h. die Zellen
stehen am Ende ihrer Entwicklung und kdnnen daher ihre charakteristischen Aufgaben
wie die Signalverarbeitung (Neuronen) oder die rhytmische Kontraktion (Herzmuskel-
zellen) auch in der Zellkultur bzw. auf den Sensorfeldern ausfiihren. Die hippocampalen
Neuronen bilden schon nach einigen Stunden in Kultur Axone und Dentrite aus und
bilden nach Tagen Netzwerke aus, wobei sich die Neurone meist iiber chemische Sy-
napsen verbinden. Die Kardiomyozyten adhdrieren auf der Oberflache, verbinden sich
iiber elektrische Synapsen und kontrahieren spontan. Somit stellen die primaren Kultu-
ren ein fast perfektes Abbild ihrer biologischen Funktion in den Sdugetieren dar. Ein
gewisser Nachteil liegt in der aufwiandigeren Prédparation der Zellen, hinsichtlich der
Ausbeute der Zellen, der sterilen Entnahme und auch in der Trennung unterschiedlicher
Zelltypen, wie Fibroblasten und Gliazellen, die bei den Kopplungsexperimenten nicht

von Interresse sind und eher storen.

Im Gegensatz zu den Primirkulturen stammen die kontinuierlichen Zell-Linien aus
natlirlichem Tumorgewebe oder aus nachtriglich induzierter abnormer Zellentwicklung.
Die zwei Zell-Linien, die in der Arbeit auf ihre Kopplungseigenschaften untersucht
werden, sind die humane neuronale Zell-Linie SH-SY5Y aus neuronalem Tumorgewebe
des Nervensystems und die Endothelzell-Linie EA.hy-926 aus den Venen-Blutgefdl3 der

humanen Nabelschnur. Diese Zellen haben den Vorteil der einfacheren Zellkultivierung,
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dabei konnen die Zellen mehrere Male passagiert werden. Im Gegensatz zur Primérkul-
tur sind Eigenschaften der Zellen aus Tumorgewebe nicht vollstindig entwickelt. So
bilden Zellen aus der neuronalen Linie SH-SYSY keine Synapsen aus, sie besitzen aber
dennoch spannungsabhingige lonenkanéle, deren spezifische Leitfdhigkeit ist aber im

Vergleich zu den priméren hippocampalen Neuronen reduziert.

Bei den folgenden Kopplungsexperimenten stehen die Voltage-Clamp Experimente im
Vordergrund, bei der die Zelle auf ein Membranpotential eingestellt wird, kontrolliert
Membranstrome ausgeldst werden und das extrazelluldre Antwortsignal mit den Senso-
ren aufgezeichnet wird, um damit die Signalkopplung zu untersuchen. Dabei soll die
Auswirkung geringer und hoher Ionenkanalleitfahigkeit auf den extrazelluldren Signal-

verlauf aufgezeigt werden.

Zusitzlich werden auch Current-Clamp Experimente an Herzmuskelzellen durchge-
fiihrt, bei denen der zeitliche Verlauf des Membranpotentials und das resultierende

extrazelluldre Signal aufgezeichnet wird.

Aufbauend auf den bestehenden Erkenntnissen aus der Arbeit von [Sprossler, 97] zur
Detektion extrazelluldrer Aktionspotentiale mit Kardiomyozyten und hippocampalen
Neuronen, soll in dieser Arbeit die Abhingigkeit des extrazelluliren Signals von der
spezifischen lonenkanalleitfahigkeit untersucht werden. Dabei soll in Abschnitt 5.1 die
extrazellulire Kopplung von Zellen aus der Neuroblastoma Zell-Linie SH-SYS5Y mit
den Sensoren untersucht werden. Der Vorteil bei der Verwendung dieser Zell-Linie liegt
in der Anzahl der spannungsgesteuerten lonenkanile. Diese Linie weist im wesentlichen
Na'- und K'-Kanile auf, die bei unterschiedlichen Membranpotentialen 6ffnen. Dies
erlaubt die definierte Untersuchung des Einflusses der Na'- und K'-Ionenstréme auf das
extrazellulidre Signal. Dabei soll die Skalierung der Ionenstrome durch X ** im Kon-
taktbereich im Vordergrund stehen. In Abschnitt 5.2 werden Experimente mit Zellen der
Endothelzellen-Linie EA.hy-926 durchgefiihrt. Diese Zellen besitzen keine spannungs-
abhédngigen lonenkanile zeigen aber fiir die extrazellulire Kopplung eine interessante
morphologische Eigenschaft auf. Diese Zellen konnen konfluente Zellmonolayer bilden.
Dies ermdglicht die Untersuchung der Hypothese, dass Zellmonolayer zu einer geringe-
ren spezifischen Abdichtleitfahigkeit g, fiihren. Die hippocampalen Neurone in Ab-
schnitt 5.3 besitzen komplexere lonenstromverldaufe aufgrund ihrer wesentlich groBeren

Anzahl spannungsgesteuerter lonenkanile. Bei diesen Zellen kdnnen zwei spannungs-
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abhingige K'-Ionenkanile (A-Typ und K-Typ) identifiziert werden. Der Einfluss der
beiden K'-Ionenstrome sowie zusitzlich des Na'-Ionenstroms auf das extrazelluldre
Signal soll dann untersucht werden. In Abschnitt 5.4 werden Experimente mit den Kar-
diomyozyten (Herzmuskelzellen) beschrieben. Dieser Abschnitt unterteilt sich in die
Themenbereiche : Experimente mit konfluenten Zell-Monolayern und Einzelzellexpe-
rimente. Die Experimente mit den Zell-Monolayern werden im Current-Clamp Modus
durchgefiihrt. Ziel der Experimente ist, extrazelluldre Aktionspotentiale mit den neu
eingefiihrten EGEs aufzunehmen und sie mit denen von FETs zu vergleichen, [Spross-
ler, 97]. Bei den sich daran anschlieBenden Einzelzellexperimenten liegt das Hauptau-
genmerk auf den Na" und Ca’"-Ionenstrémen, wobei die Skalierung der einwartsgerich-

teten Na" und Ca”"-Ionenstréme im Kontaktbereich von besonderer Bedeutung ist.

5.1 Neuroblastoma Zell-Linie SH-SYSY

Die menschliche neuronale Line SH-SYS5Y ist ein Subklon der im Dezember 1970 aus
Tumorgewebe in Kultur genommenen ungeklonten Neuroblastoma Line SK-N-SH,
[Biedler, 78]. Elektrophysiologische Experimente mit der Neuroblastoma-Line SH-
SYSY von [Toselli, 91], [Toselli, 96], [Ginsborg, 91] und [Tosetti, 98] zeigen das Vor-
handensein von spannungsabhingigen Na", K™ und Ca*"-Kanilen, sowie die Fahigkeit
zur Auslosung von Aktionspotentialen, [Johansson, 94]. Bei den Kopplungsexperimen-
ten liegt der Hauptaugenmerk auf die Untersuchung der relativ hohen Na'- und K'-
Strome auf das extrazelluldre Signal. Diese elektrophysiologischen Eigenschaften sowie
die morphologische Ahnlichkeit zu den primiren hippocampalen Neuronen macht
diesen Zelltyp zu einem einfachen Modellsystem fiir die Untersuchung der Kopplung

von Einzelzellen mit Feldeffekttransistoren und EGEs.

5.1.1 Zellkultur

Die Stammzellen SH-SYS5Y werden in Zellkulturflaschen kultiviert. Das verwendete
Kulturmedium DMEM/HAMS F12 (GibcoBRL) enthélt zusdtzlich 200 mM Glutamax
(GibcoBRL), 1 % Penicillin/Streptomycin Losung (GibcoBRL) und 12.5 % Hitze inak-
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tiviertes fotales Rinderserum (FCS,GibcoBRL). Dieses Kulturmedium wird aus der
Kulturflasche abgesaugt. Die noch in der Flasche verbleibenden Zellen werden mit
0.02 % EDTA (GibcoBRL), geldst in PBS-Puffer (Dulbeco, GibcoBRL), gespiilt. Da-
nach werden die Zellen fiir 1-3 min., bei 37 °C in feuchter Atmosphére und 5 % CO,
Gehalt mit einer Losung aus 0.25 % Trypsin Typ III (Sigma) und 0.025 % EDTA gel6st
in PBS-Puffer, inkubiert. Die Trypsinierung der Zellen wird mit dem Kulturmedium
gestoppt, wobei die Zellen fiir 5 min. bei 370 Umdrehungen/min zentrifugiert werden.
Die dann vorhandene Zellsuspension wird gesammelt und nochmals mit Kulturmedium

verdinnt.

Die aufgebauten FET- und EGE-Arrays werden nacheinander mit Leitungswasser und
deionisiertem Wasser (Milli-Q) jeweils fiir eine Dauer von 10 min im Ultraschallbad
gereinigt. Danach werden die Badkammern der FET- und EGE-Arrays mit einer 20 % -
igen Schwefelsdure befiillt und bei 80 °C fiir 45 min. erhitzt. Dieser Vorgang dient der

Beseitigung organischer Reste und der Aktivierung der Oxidoberfléache.

Die so gereinigten FETs und EGEs werden mit 70 % -Ethanol sterilisiert. Dabei werden
die Arrays in Glasschalen gelegt und die Badkammern mit der Ethanol-Mischung aufge-
fiillt. Danach wird in die Glasschale Ethanol gegeben, bis die keramischen Chip-Carrier
bis zur Oberkante bedeckt sind. Vor dem Aufsetzen der Zellen wird das Ethanol entfernt
und die Badkammer drei mal mit PBS-Puffer Dulbeco (GibcoBRL) gespiilt.

Die Oberflichenmodifikation der FET- und EGE-Arrays erfolgt mit Fibronectin. Dazu
werden auf die aktiven Oberflachen der Chips jeweils 20 pl einer wéssrigen Fibronectin
Losung 5 pg/ml gegeben und fiir 60 min. bei 37 °C inkubiert. Die Fibronectin Losung
wird entfernt und die Arrays drei mal mit PBS-Puffer gespiilt. AnschlieBend wird die
Zellsuspension auf die aktiven Flachen der FETs und EGEs gegeben.

5.1.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der SH-SYSY Zellen

Die nachfolgende rein elektrophysiologische Charakterisierung der SH-SYSY Zellen
wird im Voltage-Clamp sowie im Current-Clamp Modus durchgefiihrt. Dabei werden
Zellen, die nicht auf den aktiven Stellen wie (Gates bzw. Elektroden) liegen und so nicht

fiir Kopplungsexperimente verwendet werden konnen, ausgewaihlt.
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Die mit den SH-SYSY Zellen besetzten FET und EGE werden ab dem 2. Tag in Kultur
vermessen. In @ ist eine solche Messung dargestellt. Die vermessene Zelle (2
DIV) liegt auf einem Titan-EGE-Array mit SiO, Oberfliche und hat beim Offnen der
Zellmembran ein Ruhepotential von Vzp = -36 mV. Danach wird die Membranspannung
der Zelle auf einen Bereich von -70 bis -90 mV geklemmt. Das Programm startet mit
einem hyperpolarisierenden Spannungspuls nach -110 mV. Diese Pulse dienen dazu, die
spannungsabhingigen lonenkanile in einen definierten geschlossenen Zustand zu brin-
gen. Von diesem Potential ausgehend erhdhen sich die Pulse mit 10 mV Schritten. Bei
jedem Spannungspuls wird der Membranstrom aufgezeichnet. Bei einem Membranpo-
tential von V3, = -30 mV gehen die Na'-Kanile in den gedffneten Zustand iiber und es
kommt zu einem Einstrom von Na'-Ionen vom extrazelluliren Bereich in das Innere der
Zelle. Die spezifische Leitfihigkeit der Na'-Ionenkanile erreicht einen maximalen
Wert. Danach gehen die Kanile in einen geschlossenen Zustand iiber, obwohl der Span-
nungspuls weiterhin auf V), = -30 mV verbleibt. Bei hoheren Spannungspulsen kommt
es zusitzlich zur Offnung von K'-Kanélen in der Membran und zu einem Ausstrom von
K'-Tonen entlang des Konzentrationsgradienten aus der Zelle. Der Membranstrom ist
deshalb von Na'- und K'-lonenstrémen iiber die Membran zusammengesetzt, die aber
in unterschiedliche Richtungen weisen. Der Anteil der anderen Kanéle ist bei undiffe-
renzierten Zellen gering und wird als Leckstrom /; zusammengefasst und durch eine

geeignete Kompensation von dem Patchprogramm aus dem Signal eliminiert.
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Bild 5.1:  Voltage-Clamp Experiment mit einer SH-SYSY Zelle (2 DIV, Vgp=-36
mV) zum Nachweis von spannungsabhingigen Na'- und K'-Kanilen.
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Das Vorhandensein von Na'- und K-Kanilen deutet darauf hin, dass im Current-Clamp
Modus an der gleichen SH-SYS5Y Zelle auch ein AP ausgeldst werden kann, was im

folgenden gezeigt wird.

Dazu wird in der Steuersoftware in den Current-Clamp Modus umgeschaltet. Durch
einen Haltestrom /7y wird das Membranpotential auf ein Potential von Vjy, = -70 mV
festgelegt. Durch einen zusétzlichen Strompuls von Ip,;; = 0.15 nA kann nun die Zelle
depolarisiert werden und ein Aktionspotential ausgelost werden. In m ist der
zeitliche Verlauf des Aktionspotentials dargestellt. Zu Beginn des Strompulses ent-
spricht der Verlauf des Aktionspotentials einer Ladekurve der Membrankapazitit bis das
Membranpotential bei -30 bis -20 mV liegt und es zum Offnen der Na'-Kanile und mit

einem kurzen Zeitversatz auch zum Offnen der K'-Kanile kommt.

1, [NA]
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Bild 5.2:  Aktionspotential einer Neuroblastoma-Zelle (2 DIV). Die Zelle wurde im
CC-Modus des Patch-Clamp Verstérkers auf ein Membranpotential von V),
=-70 mV geklemmt. Durch einen Stromimpuls depolarisiert die Zelle und
es kommt zu einem Aktionspotential.

Die im Verlauf der Arbeit mit den SH-SYSY Zelle durchgefiihrten elektrophysiologi-
schen Experimente zeigen, dass der Na'-Ionenstrom nur im Bereich bis etwa 1nA liegt
und im Gegensatz zum K'-Strom deutlich reduziert ist. Dies ist ein typisches Merkmal

dieser Neuroblastoma Zell-Linie [Toselli, 96].
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5.1.2 Entwicklung der SH-SYSY Zellen auf den Sensoren

Bei dem Ausplatieren der SH-SYSY Zellen auf einen FET Sensor liegt die Anzahl im
Bereich von 4.000 - 30.000 Zellen bzw. fiir einen EGE im Bereich bis 100.000 Zellen.
Die unterschiedliche Fliache der Badkammer erfordert die Variation der Zellanzahl beim
Ausplatieren der Zellen. Da die SH-SY5Y Zellen unter diesen Bedingungen keine ge-
schlossene Zellschicht bilden, ermdglicht die Wahl einer geringeren Dichte in der Zell-

suspension die spatere Durchfithrung von Einzelzell-Experimenten.

m zeigt die auf einem n-Kanal Feldeffekttransistor Array kultivierten SH-SYS5Y
Zellen nach 3 DIV. Die Zellen zeigen eine pyramidale bis ovale Morphologie mit einem
Durchmesser von 10 - 25um. Sie weisen somit Ahnlichkeit zu den priméiren Neuronen
auf. Einige Zellen bilden in der Kultur Neurite aus, die aber nicht mit anderen Zellen

Synapsen bilden.

Bild 5.3:  SH-SYS5Y Zellen (3 DIV) auf einem, mit Fibronectin modifizierten, n-Kanal
FET bzw. einem EGE Array. Die Zellen zeigen die morphologische Ahn-
lichkeit zu hippocampalen Neuronen.

Elektrophysiologische Experimente zeigen, dass mit der Patch-Glaselektrode eine gute
Abdichtung der Membran erzielt werden kann. Dies ist ein Indiz dafiir, dass sich die
Membran der Zellen nach 2 DIV vom Tryspinierungsschritt wahrend der Zellpraparati-
on regeneriert hat. Das Ruhepotential der SH-SYSY Zellen liegt im Bereich von -5 bis -
40 mV. Die Kopplungsexperimente werden also ab 2 DIV bis hin zum 6 DIV durchge-
fiihrt.
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5.1.3 Signaleinkopplungen von SH-SYSY in FET und EGE

Nach der Vorbereitung auf die Patch-Clamp Messung wird die Sensoroberfliche nach
Zellen abgesucht, die auf Gates oder Elektroden angewachsen sind. Die Verteilung der
Zellen auf der Oberfliche ist durch das Aufplatieren rein zufillig. Auf den Gates oder
Elektroden eines Sensors liegen im Durchschnitt 1-2 Zellen die fiir eine Kopplungsmes-
sung in Betracht kommen. Der Idealfall fiir extrazellulire Kopplungen ist in

dargestellt. Die SH-SYSY Zelle liegt mit ihrem Zellkorper auf einem Gate eines n-
Kanal Feldeffekttransistors. Abweichend von diesem Idealfall werden aber auch Kopp-
lungsmessungen durchgefiihrt, wenn der Zellkdrper der zu vermessenden Zelle nicht

vollstindig die aktive Fldche des Sensors bedeckt.

Bild 5.4: SH-SY5Y Zelle (3DIV) auf einem 3x16 um?” grofien Gate eines n- Kanal
Feldeffekttransistors.

Die Beschreibung der extrazelluliren Kopplung mit SH-SYS5Y Zellen wird mit den
Elementen eines Ersatzschaltbilds erklart. m zeigt ein Ersatzschaltbild der Whole-
Cell Konfiguration flir die folgenden Voltage-Clamp Experimente (siche auch Bild
2.10).

Das Membranpotential V,, (¢)der Zelle wird durch die Patchelektrode kontrolliert und
der Membranstrom [y, der sich aus den spezifischen lonenleitfahigkeiten und dem
kompensierten Leckstrom zusammensetzt, gemessen. Einfluss auf das eingekoppelte

Signal nehmen die spezifischen lonenleitfihigkeiten g), gh,, die Membran- oder
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Leckleitfahigkeit g%, und die Abdichtleitfihigkeit g; im Kontaktbereich 4, sowie die

spezifische Membrankapazitit cy,.

A,,, Patch Clamp
Glaselektrode

IRSCUEENY | WDEINN  FET oder EGE

Array

Bild 5.5:  Ersatzschaltbild der Whole-Cell Konfiguration fiir die Voltage-Clamp Expe-
rimente mit SH-SY5Y-Zellen. Dargestellt sind die wesentlichen Membran-
elemente, die Einfluss auf den Verlauf des extrazelluldren Signals im Kon-
taktbereich nehmen kénnen.

Die beobachteten extrazelluldren Signale werden in der Arbeit nach der Art ihrer Ent-
stehung unterschieden. Bei geringer lonenkanalleitfdhigkeit wird das extrazelluldre
Signal ausschlieBlich durch die spezifische Membrankapazitét c), und die Membranleit-
fahigkeit g, im Kontaktbereich definiert. Zusitzlich zu den eben beschriebenen
Membranelementen beeinflussen bei normaler bis hoher Ionenkanalleitfahigkeit haupt-
sichlich die Na', K'-Ionen, die in den Kontaktbereich einflieBen, das beobachtete extra-
zelluldre Signal. Diese Unterteilung bei der Untersuchung der Kopplungseigenschaften

wird bei allen Zellsystem in dieser Arbeit eingehalten.

5.1.3.1 Zellen ohne aktive Ionenkanile

Zeigt die Zelle iiber dem Gate oder Elektrode keine Ionenkanalleitfdhigkeit so wird das

extrazelluldre Signal durch die Elemente ¢y, g; und g’ beschrieben.

MIZeigt die Betriebsparameter des verwendeten Sensors, die elektrophysiologi-
schen Eigenschaften der beim Kopplungsexperiment verwendeten Zelle sowie den
Patch-Clamp Modus. Die Daten fiir den Sensor zeigen den Typ, seine Gate- oder Elekt-

rodenfldche Agq. sowie die durch Vs und Vpg erhaltene maximale Steilheit g, im
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Arbeitspunkt. Die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zelle geben das Ruhepo-
tential Vzp und die Tage in Kultur bis zum Kopplungsexperiment an. Der Membranwi-

derstand R, gibt einen ersten Anhaltspunkt iiber Dichtigkeit der Zellmembran.

Tabelle 5.1: Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.6|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET | 3,14 2 3 0.44
Zell-Typ | Vep[mV] -5 | R [GQ] C [pF] Ay [em?]
SH-SYSY |pyy 3 1 5.1 5.1x10°
Patchmode VI mV] yI“mV] | Abtastrate Mittelung
rce 290 -10, 60,140 | 20 kHz 30 Zyklen

Die gesamte Zellmembranfliche A, ergibt sich aus der Membrankapazitit Cy, die
experimentell {iber die Kompensation des Patch-Clamp Verstirkers bestimmt werden
kann und der angenommenen spezifischen Membrankapazitit von ¢, = 1 uF/cm? fiir
biologische Membranen [Cole, 68]. Der Patchmode unterscheidet Voltage- oder Cur-
rent-Clamp Messungen. Das Haltepotential V', , welches iiber die Steuersoftware einge-
stellt wird, gibt den Ausgangspunkt fiir den Stimulationspuls auf das Membranpotential
V[ an. Die variable Abtastrate gibt die zeitliche Auflésung der Messpunkte an. Die
Mittelung zeigt die Anzahl der Einzelmessungen, aus denen der endgiiltige Messverlauf

entsteht.

I@dzeigt die extrazelluldren Signaleinkopplungen der SH-SYSY Zelle die durch

Stimulationspulse ¥,/ erzeugt werden.

Diese Pulse fithren im Kontaktbereich iiber dem Gate zu extrazelluldren Signalen mit
Amplituden von jeweils ;= 60, 80 und 180 uV. Bei dieser beobachteten kapazitiven
Signalkopplung ist das extrazelluldre Signal V; proportional zu der zeitlichen Ableitung
des Pulses V,/** . Unter der Voraussetzung, dass die Anstiegszeit des Stimulationspulses
At fiir alle Spikes gleich ist, gilt: V, =a AV, . MZeigt diese Proportionalitit.
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Tabelle 5.2: Proportionalitdt zwischen dem Stimulationspuls und dem detektierten

vV, [mV]

vV, [mV]

vV, [mV]

Bild 5.6:

AV, [mV] V, [uV] o
60 60 7.5%10™
150 80 5.3x107
230 180 7.8x10™
150fa1 ' o {  200fa2
150 ]
100} ; 100 ]
! 12°% WN‘WMW
= ]
O - 1 -
> 50} ]
-50f 1 -100f ;
100 E 150
150fg1 ' T 200} g2
150 ]
100} ; 100l ]
=
O o - -
> 50f ]
-50 1 -100f ;
100 150
150F c1
100}
50}
()8
50k
00— , A . . . .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

extrazelluldren Signal.

Zeit [ms] Zeit [ms]

Kapazitive Kopplung mit einer SH-SYS5Y Zelle: Linke Seite Spannungspul-
se,V,"* und Haltepotential ¥, , Rechte Seite: kapazitives extrazelluldres
Signal V.

Mithilfe der Gleichung fiir die extrazellulire Kopplung kann das beobachtete extrazel-

luldre Signal V; beschrieben werden. Die Ausgangsgleichung fiir die Beschreibung der

extrazelluldren Kopplung fiihrt unter der Vernachldssigung der spezifischen Leck- und

Ionenleitfahigkeiten iiber die Membran zu der vereinfachten Form:
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_ S Wy

J o di (5.1
J

Diese Vereinfachung wird durch das Experiment bestdtigt. Es wirkt sich allein die
spezifische Membrankapazitit c), der Zelle und der Abdichtleitwert g, auf die Signal-

form aus.

Aus den drei Kopplungen M) kann durch Simulation der spezifische Abdicht-
leitwert zu g; = 14 S/cm” bestimmt werden. In Einzelmessungen haben die kapazitiven
Spikes deutlich groflere Werte als bei der Mittelung. Ein Faktor drei besseres g, kann
aus den Einzelmessungen als realistisch angenommen werden. Diese rein kapazitive
Abhingigkeit von extrazellulirem Signal zu Stimulationspuls wird in der Literatur als
kapazitive oder auch A-Typ Kopplung bezeichnet, [Fromherz, 93], [Jenker, 97],
[Sprossler, 99].

Tabelle 5.3: Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.7|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET 4x16 2 -3 0.48
Zell-Typ | Vip [mV]-30| R [GQ] C [pF] Ay [em?]
SH-SYSY [prv 4 0.768 5.6 5.6x10°
Patchmode Vi mv] v mV] Abtastrate Mittelung
e 90 100 20 kHz 50 Zyklen

Das nichste Experiment zeigt eine deutlichere Uberlagerung von kapazitiver und ohm-
scher Kopplung. m zeigt die fiir diese Kopplung experimentellen Daten. Die
ohmsche Kopplung wird in der Literatur auch als B-Typ Kopplung bezeichnet, [From-
herz, 93], [Jenker, 97], [ Sprossler, 99].

m zeigt deutlich eine Uberlagerung von kapazitiver und ohmscher Kopplung mit
dem Stimulationspuls von V), = 190 mV und dem extrazelluldren Kopplungssignal V.
Daraus ergibt sich fiir die 4-Typ Kopplung ein V; = 100 uV und fiir den B-Typ eine
Signalhdhe von ¥; = 50 uV. Die elektrophysiologische Messung zeigt keine Na'- oder

K'-Tonenstréme iiber die Zellmembran. Daraus ergibt sich eine spezifische Leckleitfi-
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higkeit von g}, = 2.32x10™ S/cm’. Bei diesem Voltage-Clamp Experiment liegen die
kapazitiven Strome und die Strome durch die Zellmembran im Kontaktbereich Zelle-
Substrat in der gleichen Groflenordnung. Es ergibt sich also ein kapazitiver Stromanteil
der fiir die positiven und negativen Spikes verantwortlich ist und einen rein durch die

spezifische Leckleitfahigkeit definierten Strom.

vV, [mV]

V, [aV]

sim. V, [uV]

50 100 150 200 250
Zeit [ms]

Bild 5.7:  Deutliche Uberlagerung von A- und B- Typ Kopplung einer SH-SY5Y Zelle
(4 DIV, VRP =-30 mV)

Somit ergibt sich ein kombiniertes Signal V;, welches der Ableitung des Membranpo-
tentials V), sowie dem Membranpotential Vj, proportional ist. Die Gleichung I(é_é_ll) dient

zur Simulation des beobachteten Signals.

1 dv. 1 dv.
v, :g_J(CM T;I"FXLg;MVMJ:g(CM 7;/[+g§MVM) (5.2)

Die Simulation des extrazelluldren Signals (@ C) ergibt fiir die Abdichtleitfahig-

keit g;= 10 S/cm® sowie einen Skalierungsfaktor von X% =11.

Eine deutliche Kopplung erhélt man auch dann, wenn man von der Voltage-Clamp

Messung auf die Current-Clamp Messung iibergeht.
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Tabelle 5.4: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.8|durchgefiihrte Kopplungs-

Bild 5.8:

experiment.
Sensor-Typ | AGace [umz] Vas [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET | 55 9516 2 3 0.87
Zell-Typ | Vap [mV]-30 | RSP [GQ] Co™ [pF] Ay [em?]
SH-SYSY Ipyv 4 422 6.7 6.7x10°
Patchmode Vj\f [mV] Ip,s [nA] Abtastrate Mittelung
cc 36 0.9 20 kHz 50 Zyklen
< 0oFA ' '
£ 03} fL
= 00 . .

V., [mV]

v, [uV]

-20

60

40}

20}

sim. V, [uV]

10

2.0
Zeit [ms]

30

-30 mV) durch einen Strompuls /), = 0.9 nA.

40

Current-Clamp : ohmsche Kopplung einer SH-SYS5Y Zelle (4 DIV, Vgp =
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Hierbei wird eine Zelle durch die kontinuierliche Stromzufuhr auf ein bestimmtes
Membranpotential eingestellt. Durch einen zusdtzlichen Strompuls kann dann der ein-
gepragte Strom als kapazitiver Stromanteil {iber die Membrankapazitit oder iiber den
Membranwiderstand abflieen. m zeigt eine aus passiven Membranelementen
erklarbare Kopplung im Current-Clamp Modus mit dem Stromstimulationspuls und der
extrazelluldren Kopplung V. Wihrend der Depolarisierung der Zelle kann kein Na'-
oder K'-Tonenstrom beobachtet werden. @ zeigt fiir die ohmsche Kopplung eine
Signalhdhe von V; = 50 uV. Das extrazelluldre Signal bildet den eingeprigten Strom-
puls Ip,;s nach. Es kann hier deutlich die Abhédngigkeit von V; vom Leckstrom gezeigt
werden, der als Ionenstrom aus der Zelle auswérts gerichtet ist. Die spezifische Ab-
dichtleitfahigkeit g; wird aus einem VC-Experiment bestimmt, welches unmittelbar vor
dem CC Versuch durchgefiihrt wurde. Der Wert fiir g; kann aus einer Simulation zu g; =
9 S/cm’ abgeschitzt werden. Die Membranleitfahigkeit von muss dann zur Erzeugung

des beobachteten Signals V; im Kontaktbereich um den Faktor X}, = 3.7 erhoht sein.

Tabelle 5.5: Ergebnisse der Experimente, wenn keine Ionenkanalleitfahigkeit beo-
bachtet werden kann.

SH-SYSY g, [S/em’] X
A-Typ 14 —
A-Typ+ B-Typ 10 11

Current-Clamp 9 3.7

Die M zeigt die Ergebnisse aus den Kopplungsexperimenten wenn keine lo-
nenkanalleitfahigkeit beobachtet werden kann. Relativ gute Werte fiir die extrazelluldre
Kopplungen liegen hier im Bereich um die g, = 10 S/cm’. Die relativ groflen g, -
Werte flir die Kopplungen kénnen auf eine nicht ganz durch den Zellkérper abgedeckte
Sensorfliche zuriickgefiihrt werden. Die Simulationen bestétigen die aus dem Punkt-
Kontakt-Modell vorausgesagten extrazelluldren Signalverldufe, wonach sich V, aus

kapazitiven und ohmschen Anteilen zusammensetzt.



90 5 Zell-Transistor-Kopplung

5.1.3.2 Zellen mit aktiven Ionenkanilen

Der Beitrag von Ionenstromen wie Na” und K im Kontaktbereich zwischen Zelle und
Substrat zur Entstehung von extrazelluldren Signalen kann ebenfalls mit der Voltage-
Clamp Messungen an den SH-SYS5Y untersucht werden. Dazu ist es notwendig, dass
sich in der Zeit vom Aufplatieren der Zellen auf den oberflichenmodifizierten FET und
EGE Arrays bis zum Zeitpunkt der elektrophysiologischen Experimente die verschiede-
nen spannungsabhingigen Ionenkanile fiir Na” und K' in der Zellmembran wieder
entwickelt haben und die Zelle auf einem aktiven Bereich wie Gate oder Elektrode des

Arrays anwéchst.
a) Geringe Ionenleitfiahigkeit im Kontaktbereich

Dass rein kapazitive Kopplungen selbst dann beobachtet werden kénnen, wenn aktive

Ionenkanile in der Zellmembran nachgewiesen werden, zeigt das nichste Experiment

mit seinen Parametern in m

Tabelle 5.6: Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.9|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | AGase [umz] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET | 416 2 3 0.51
Zell-Typ | Vep [mV]-28 | R;" [GQ] C," [pF] Ay [em?]
SH-SYSY [prv 4 2 4.6 4.6x10°°
Patchmode Vi [mv] v mV] Abtastrate Mittelung
rce -90 10 20 kHz 70 Zyklen

In @ zeigt die Voltage-Clamp Messung einen Membranstromverlauf /), der zu
Beginn in negative Richtung verlduft und durch einen Na'-Einstrom in die Zelle verur-
sacht ist. AnschlieBend kann ein Anstieg in positive Richtung aufgrund des einsetzen-
den K'-Auswirtsstroms beobachtet werden. Trotz eines lonenstroms iiber die Zell-
membran beobachtet man einen reinen kapazitiven Signalverlauf flir 7; mit einer Amp-
litude von 40 uV. Dieses Verhalten der Signalkopplung kann durch die Ungleichvertei-
lung der Ionenkanile in der Membran erklart werden. Somit ergibt sich dann ein extra-

zellulires Signal, dass nur von den passiven Elementen der Zellmembran wie g7, und
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cy sowie der spezifischen Abdichtleitleitfahigkeit g; bestimmt wird. Das simulierte
Signal in MD kann mittels Gl.@ mit ¢y = 1 pF/cm? und g ;, =108/ cm’ be-

rechnet werden.

Bild 5.9:

50
OFA
-50F
'100 S 1 . 1 N 1 N 1 N 1 N 1 " 1 " 1 " 1
0,2 v T v T v T v T v T v T v T v T v T

V,, [mV]

0,1f
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I, [NA]

-0,1+F

-0.2
40
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0
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20f
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20}
10}
0
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20F
30k
-40

v, [uV]

sim. V, [uV]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [ms]

Kapazitive Kopplung mit einer SH-SYSY Zelle. Keine Beeinflussung des
extrazelluldren Signals durch Na'- und K'-Ionenstréme, trotz eines beob-
achtbaren Ionenstromes /,, .

Nachdem die kapazitive Kopplung mit den SH-SYS5Y beschrieben wurde, zeigt das

néchste Experiment den Einfluss von g’ , der spezifischen Leckleitfihigkeit, auf das

Aussehen der extrazelluldren Signals.
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Tabelle 5.7: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.10|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ D [um] Vas [V] Vps [V] gm [mS]
Au EGE 20 0 0.34 1
Zell-Typ | Vgp[mV]-9 | R [GQ] Co™ [pF] Ay [em?]
SH-SYSY Ippv 2 2 13 13x10°°
Patchmode VI mV] v mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 10 20 kHz 100 Zyklen

In @I ist die sog. ohmsche Kopplung dargestellt, wobei sich der einwértsgerich-
tete Na'-lonenstrom im Patch-Stromsignal Iy, deutlich in der Amplitude vom K"

Ionenstrom unterscheidet.

Man erkennt keinen Einfluss des einwirtsgerichteten Na ' -Ionenstroms im extrazelluli-
ren Signal, d.h. im Kontaktbereich muss die spezifische Membranleitfihigkeit g’
deutlich groBer sein als die Na'-Leitfihigkeit g)%. Es kann folglich eine Verarmung
von Na'-lonenkanilen im Kontaktbereich A, gegeniiber der freien Membran Apy,
angenommen werden. Die Simulation des extrazelluldren Signals V; liefert einen Wert
von g; = 80 S/cm’. Das beobachtete Signal ¥, wird als Uberlagerung aus kapazitivem
und ohmschen Anteil beschrieben. Der kapazitive Anteil ist dabei sehr klein und wird
auf V; = 3 uV abgeschitzt. Durch die Simulation des extrazelluldren Signals kann der

Skalierungsfaktor X 7, berechnet werden.

Aus der Simulation erhilt man fiir die Skalierungsfaktor X 7, = 3333. Die Membranleit-
fahigkeit muss im Kontaktbereich iiber der Elektrode um diesen Faktor X 7, groBer sein

als die spezifische Membranleitfihigkeit von g7, = 6x10° S/cm? der gesamten Zelle.
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Bild 5.10: SH-SYS5Y Zelle: Keine Beeinflussung der Kopplung, trotz eines beobacht-
baren Na -Membranstromes.

b) Hohe Ionenleitfihigkeit im Kontaktbereich

Die Frage nach der Verteilung der Ionenkanéle in der Zellmembran im Kontaktbereich
ist die zentrale Frage bei der Untersuchung der extrazelluliren Kopplung. Kommt es zu
einer Erhohung der spezifischen Leitfahigkeit einer bestimmten lonenart i im Kontakt-
bereich A, oder ist diese reduziert gegeniiber der freien Membran Agy,. Ebenfalls zu
untersuchen ist die Proportionalitit des Signals V; zum Ionenstrom 7, bei einer Stimu-

lationsfolge unterschiedlicher Membranpotentialspriinge.



94 5 Zell-Transistor-Kopplung

Tabelle 5.8: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.13|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET 4x16 2 2 0.35
Zell-Typ | Vee [mV]-32| RE“[GQ] | C= [pF] | Ay [em?]
SH-SYSY |prv 4 34 6.5 6.5x10°
Patchmode VI mV] v mV] | Abtastrate Mittelung
40 90 -10 20 kHz 135 Zyklen

Um den Einfluss des Na'-Ionenstroms auf den Verlauf des extrazelluliren Signals V; zu
untersuchen, wird ein Membranpotential gewihlt, bei dem fast ausschlieBlich Na'-
Strome iiber die Membran beobachtet werden. Dazu ist es notwendig, die Strom-
Spannungsabhéngigkeit der Zelle zu bestimmen. M zeigt den beobachteten Io-

nenstrom in Abhédngigkeit vom Membranpotential.

100'A
50

50F
-100F

vV, [mV]

0,8rB
0,6F
0,4}
0,2}
0,0 ; =
0,2}
-0,4F
0,6}
0,8}
-1,0f
-1,2

I, [NA]

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [ms]

Bild 5.11: Spannungsgesteuerte Na'- und K'-Ionenstréme einer SH-SY5Y Zelle

(4DIV, Vip = - 32 mV).

Die Zelle zeigt ab einem Membranpotentialsprung auf V3, = -30 mV einen Einstrom von

Na'-Ionen, der bei V), = -10 mV einen maximalen Wert von /™ = 1 nA aufweist.
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Gleichzeitig kommt es zu einem K'-Strom in positiver Richtung, der proportional zu
den groBer werdenden Membranpotentialspriingen ansteigt. Bei einem Potential von V),
= 80 mV ergibt sich schlieBlich der maximale K'-Strom von /* = 0.6 nA, wohingegen
es fiir Na” beim Uberschreiten des Umkehrpotentials von 73, = 55 mV zu einer Umkeh-
rung des Stroms, ndmlich zu einem Ausstrom aus der Zelle kommt. Die gemessenen

Ionenstromwerte werden gegeniiber dem Membranpotential aufgetragen. Die charakte-
ristische Abhéngigkeit ist in @ dargestellt.
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Bild 5.12: Normierte Na" und K'-Ionenstrome iiber die Zellmembran der SH-SY5Y
Zelle in Abhéngigkeit des Membranpotentials V).

Der Verlauf fiir Na” und K entspricht dem Hodgkin-Huxley Modell, wonach der Na'-
Strom ein Maximum besitzt, und der K'-Strom kontinuierlich ansteigt. Aus dem expe-
rimentell bestimmten Ionenstrom I'einer Ionenart i kann die durchschnittliche spezifi-

sche Leitfdhigkeit g’ fiir das eingestellte Membranpotential bestimmt werden.

I, 1 _; 1
A, vV, -E) Y (¥, -E)

(5.3)

i
8 =

Die gesamte Stromdichte i, liber die Membran ist die Summe aller lonenstromdichten.
Iy :Zizivi :ZngM(VM_Ei) (5.4)

Die Na'-Leitfihigkeit g, ergibt bei einem max. Na'-Ionenstrom von /™ = 1 nA und

einem Umkehrpotential von E,, = 55 mV einen Wert von g~ = 2.5 mS/cm’. Dieses
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Ergebnis stimmt mit der von [Toselli, 96] bestimmten maximalen spezifischen Leitfa-

higkeit von Na' in undifferenzierten SH-SYS5Y Zellen iiberein.

Um den groBtmoglichen Na'-lIonenstrom zu erhalten, wird fiir das Kopplungsexperi-
ment die Zelle auf ein Membranpotential von V', = -10 mV depolarisiert, da bei diesem
Potential der Na'-Strom sein Maximum aufweist und noch kein nennenswerter K'-
Strom beobachtet wird. Der Na'-Strom sollte somit auch im Kontaktbereich dominie-
rend sein. M A zeigt den Spannungspuls auf V), = -10 mV mit dem resultieren-
den einwirts gerichteten Na'-Strom ( +43'B) sowie das extrazelluldre Signal (@

b 1slo)

F D =

20 40 60 80 100 120
Zeit [ms]

Bild 5.13: Einfluss der Na'-Ionen auf die Kopplung ¥ einer SH-SY5Y Zelle (4 DIV,
Vrp =-32 mV) mit einem n-Kanal FET.
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Deutlich ist der kapazitive Signalanteil durch den Spannungspuls sowie das durch Ein-
stromen der Na'-Ionen in die Zelle hervorgerufene extrazellulire Signal zu erkennen.
Der Verlauf von V; bildet den Verlauf des Ionenstroms exakt nach. Die elektrophysiolo-
gisch negativen Stromen, wie Na', die {iber den Abdichtwiderstand in die Zelle hinein-
flieBen, fiihren zu einer negativen Potentialinderung am Gate, wodurch es zu einem
negativen Al,, kommt. Die durch den Na'-Ionenstrom erzeugte Kopplung zeigt eine
Signalhdhe von V;= 30 uV.

Zur Beschreibung des extrazelluldren Signals werden die spezifischen Ionenleitféhig-
keiten von Na" und K" sowie deren Skalierungsfaktor X, mit beriicksichtigt. Damit

ergibt sich folgende Abhingigkeit des extrazelluldren Signals (vgl. Gl. 2.32):

v,
gV, =cy—— di Yot X8V + ZXJMgFM Vi E) (5.5)
i=Na*
Durch die gleichzeitige Messung von V), iy und der spezifischen Abdichtleitfahigkeit
g, die man aus der Simulation erhélt, kann die Differenz zwischen der spezifischen

Ionenleitfahigkeit in der gesamten Zelle und im Kontaktbereich berechnet werden.

v, :é( M%H(jM Vs +2XJM;W) (5.6)
Durch den Vergleich der experimentell bestimmten Stromdichte i), und der Simulation
des tatsdchlichen V; kann eine Aussage iiber die Anreicherung oder die Verarmung
bestimmter lonenkanile im Kontaktbereich getroffen werden. Durch die Simulation des
extrazelluldren Signals V; in IB-H?—BJ D konnen folgende Kopplungsparameter be-
stimmt werden. Der Wert von g; wird auf 10 S/cm? bestimmt. Die Membranleitfdhigkeit
von gk, =4.5x10° S/cm® erhdht sich um den Faktor X%, =200 im Kontaktbereich. Die
spezifische Leitfihigkeit von Na™ vergroBert sich um den Faktor X )%= 2.6 auf g
6.44 mS/cm” im Kontaktbereich der Zelle mit dem Gate.

Die reine K'-Signalabhiingigkeit kann ebenfalls durch die Voltage-Clamp Messung
erfolgen. Dabei gilt die gleiche Vorgehensweise wie beim Na'-Einwirtstrom Kopp-

lungsexperiment.
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Tabelle 5.9: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.15| [Bild 5.16|und [Bild 5.17
durchgefiihrte Kopplungsexperiment.

Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET | 55 9516 2 2 0.78
Zell-Typ | Vep [mV]-55| R [GQ] Co™ [pF] Ay [em?]
SH-SYSY |pyv 3 67 8.2 8.2x10°
Patchmode VI mV] v mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 80 20 kHz 115 Zyklen

Wiederum flieBt bei dem Membranpotential von ¥y, =-10 mV der groBte Na'-Strom mit
I™ = 0.5 nA, der aber deutlich geringer ausfillt als in MB. Der K'-Strom bei
Viy=-80mV ist mit /¥ =1.38 nA um den Faktor 2.3 grofler als in IB-i-l-de—l—'B.
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Bild 5.14: Normierte Na" und K" -Tonenstrome iiber die Zellmembran der SH-SY5Y
Zelle in Abhdngigkeit des Membranpotentials V).

In M sind die normierten Ionenstrome gegeniiber dem angelegten Membranpo-
tential der SH-SYSY Zelle aus dem Na'-Einwirtsstrom- und dem K'-Auswirtsstrom
Experiment aufgetragen. Fiir die durchschnittliche spezifische Leitfihigkeit gh, ergibt
sich mit einem K'-Strom von /* = 1.4 nA und einem Umkehrpotential von E, = -76
mV ein Wert von g, = 1.09 mS/cm?’. Dies liegt im Bereich der von [Tosetti, 98] ge-

zeigten Leitfdhigkeiten von undifferenzierten SH-SYSY.

Um einen hohen K'-Stromanteil zu erhalten wird die Zelle fiir das Kopplungsexperi-
ment auf ein Potential von V3, = 80 mV depolarisiert M A). Der daraufhin aus-
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geloste K'-Strom betrigt /X = 1.2 nA (@ B). Ein Na'-Strom ist bei diesem
Membranpotential nicht zu beobachten. Das gemessene extrazelluldre Signal V; (@
Q C) enthilt auch hier wieder die kapazitiven Spikes, iiberlagert von dem Signal

aufgrund des K'-Stroms.

v, [uv]

sim. V| [uV]

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [ms]

Bild 5.15: EinfluB von K" Ionen auf die Kopplung ¥ einer SH-SYSY Zelle (3 DIV,
Vrp=-55 mV. Der n-Kanal FET hat ein g,, = 0.78 mS.

Positive (elektrophysiologische) Strome die im Kontaktbereich iiber den Abdichtwider-
stand flieBen, fithren zu einer Anhebung des Potentials iiber dem Gate. Diese Anderung
erzeugt dann im Drain-Source Strom Ips eine positive Auslenkung (Al,¢ >0). Ausge-
hend von einem niedrigen Anfangswert von 10 puV, erreicht das Signal nach 70 ms den
hochsten Wert von 30 pV. Damit ist auch hier die Proportionalitit zwischen dem K'-

Strom und dem detektierten Signal V), gegeben. Die Simulation des extrazelluldren
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Signals V; in @ D liefert wiederum die Kopplungsparameter. Die spezifische
Abdichtleitfihigkeit wird auf g; = 30 S/cm? bestimmt. Die Leckleitfihigkeit von Sy =
1.8x10° S/cm”® erhdht sich um den Faktor X%, = 800 im Kontaktbereich. Die spezifi-
sche Leitfihigkeit von K™ vergroBert sich um den Faktor X% = 4.9 auf g =53

mS/cm? im Kontaktbereich der Zelle mit dem Gate.

Der Nachweis, dass es sich bei der Kopplung tatséchlich um K -Ionen handelt und nicht
um eine durch einen ebenfalls positiven Leckstrom im Kontaktbereich erzeugte ohm-
sche Kopplung, kann durch die Blockierung der spannungsabhiingigen K'-Kanile er-
bracht werden. Wird der spannungsabhingige K'-Strom unterdriickt darf der vorher
beobachtbare extrazellulédre positive Verlauf von V; nicht mehr messbar sein. Die in der
SH-SYSY Zelle ausgebildeten spannungsabhingigen K'-Kanile konnen durch Zugabe
von Tetraethylammonium (TEA) in das extrazellulire Medium blockiert werden [To-

selli, 96].

Zeit [ms]

Bild 5.16: Blockierung der K'-Kanile durch TEA der gleichen Zelle wie in [Bild 5.14
und Bild 5.15

Dieses Experiment wird weiterhin an der gleichen Zelle durchgefiihrt. @ zeigt
den Einfluss von TEA auf den K'-Strom. Durch die Zugabe von TEA verschwindet der
positive auswirtsgerichtete K'-Strom im Voltage-Clamp Signal. @I zeigt das der
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Membranstrom gerade noch /"= 0.1 nA aufweist. Der jetzt noch messbare positive

Strom ist der nicht blockierbare auswirtsgerichtete Leckstrom 1*.

Nachdem der K'-Strom durch die Zugabe von TEA unterdriickt wurde muss sich diese
Reduzierung auch auf das extrazelluldre Signal V; auswirken. m zeigt auf der
linken Seite das Kopplungsexperiment aus IBK.—léjund auf der rechten Seite die Aus-

wirkung von TEA auf den Ionenstrom und das extrazelluldre Signal V.

70fA1 1 ka2
-70-

v, [mV]

1,5F
1,2}
0,9}f
0,6f
0,3f
0,0
-0,3}

50
40}
30F
20¢
10}
0
-10[
20}
-30

11IB2

1, [NA]

V, [aV]

0 20 40 60 80 100 120 O 20 40 60 80 100 120
Zeit [ms] Zeit [ms]

Bild 5.17: Blockierung der K'-Ionenkanile der SH-SY5Y Zelle durch TEA. Unterdrii-
ckung des Einflusses des K'-Stroms auf das extrazellulire Signal.

Bei beiden Experimenten wird ein Spannungspuls ausgehend vom Haltepotential von
Vyr=-90 mV auf ein Potential von V), = 80mV an die Zelle angelegt. Das aufgenomme-
ne Signal der TEA Messung unterscheidet sich deutlich von der ohne TEA. Das durch
den K'-Ioneneinstrom hervorgerufene Signal auf der linken Seite ist auf der rechten
Seite unterdriickt, wohingegen die kapazitiven Spikes in beiden Fillen noch vorhanden
sind und die gleiche Gréfe haben. Dies zeigt, dass sich nach der Zugabe von TEA die
Kopplungsstarke zwischen Zelle und FET nicht gedndert hat.
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Durch die Blockierung der K'-Ionenkanile mit TEA ist der experimentelle Beweis
erbracht, dass der beobachtete positive Verlauf des extrazelluldre Signals V) einzig

durch den Einstrom von K -Ionen in den Kontaktbereich erzeugt wird.

Im nichsten Experiment wird die Proportionalitit des extrazelluldren Signals V; mit
dem Gesamtstrom ;; aus Na* und K im Kontaktbereich zwischen Gate und Zelle un-
tersucht. Dies geschieht durch die Aufnahme einer Serie von Stimulationspulsen und
deren Antwortsignalen. Dabei wird die Zelle auf unterschiedliche Membranpotentiale
geklemmt und der jeweilige Gesamtstrom aus Na' und K" und das extrazellulire Ant-

wortsignal V; gemessen.

Tabelle 5.10: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.18|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [UM?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET | 4,g 2 2 0.62
Zell-Typ | Vep [mV]-33| REP[GQ] | € [pF] | Ay [em?]
SH-SYSY |pry 2 17 8.2 8.2x10°
Patchmode VI [mV] VI mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 Folge 20 kHz 100 Zyklen

Die Stimulationsserie fiir eine SH-SY5Y Zelle (2 DIV) ist in wdarges‘[ellt und
zeigt die angelegten Spannungspulse ausgehend von einem Haltepotential von V), = -90

mV sowie den Gesamtmembranstrom /j; und das extrazelluldre Signal.

Die in M‘A angelegten Stimulationspulse von Vj, = -90 mV auf V), = -30 mV, -
20 mV, 0 mV, 70 mV und 80 mV depolarisieren die SH-SYSY Zelle, fithren zum Off-
nen der spannungsabhéngigen lonenkanile und erzeugen die in MB gemessenen
Tonenstrome Iy, Deutlich ist der Na'- und der sich anschlieBende K -Strom zu erkennen.
Die Na'-Strome 7" haben maximale Werte von 0.2, 0.4, 0.3 und 0.07 nA und die ma-

ximalen K'-Strome verlaufen ansteigend von 7* =0.01, 0.06, 0.35 und 0.47 nA.
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Die Reaktion auf die liber den Abdichtwiderstand flieBenden Strome ist in m C
dargestellt. Die Signalverldaufe von 1 bis 5 enthalten alle die kapazitiven Spikes, die sich
ebenfalls mit den Betrdgen der Stimulationspulse erhéhen. In den Verldufen von 1, 2
und 3 kommt nach dem positiven Spike der durch den Na'-Strom erzeugte negative

Verlauf im extrazelluldren Signal.

100

vV, [mV]

_100- 1 1 1 1
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Bild 5.18: Extrazelluldre Nachbildung der Stimulationsfolge einer SH-SYSY Zelle
(2DIV, Vgp = -33mV) auf einem 4x8 pum? groBen Gate eines n-Kanal FET
Arrays, mit g,, = 0.62 mS. Die Signale in C) sind entsprechend der Stimula-
tionspulse und zur besseren Ubersicht verschoben.

Die Signalamplitude reicht von V;=55uVin 1, ;=9 uVin 2 und ;= 5.3 uV in 3.
Ab ¢ = 20 ms kann man dann fiir die Verliufe 1-5 den durch den K'-Strom erzeugten
langsamen positiven extrazelluldren Signalanstieg erkennen, der dann bei ¢ = 85 ms
durch den hyperpolarisierenden negativen Stimulationspuls beendet wird. Fiir V; erge-

ben sich die maximalen Amplituden, im Plateaubereich, von 6, 8, 15, 45 und 30 uV.
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Die Auswertung der extrazelluliren Nachbildung der Strom-Membranpotential Bezie-

hung erfolgt in der gleichen Weise wie die vorherigen Kopplungsmessungen, fiir die
Na' und K'-Signale.

-
(&)}
o

NE, —— K’ lonenstromdichte ¢ . 1800 g
3; 100} - Na' lonenstromdichte ° {600 ”ig

% sol Patch-Clamp Signal I, 1400 fgm

1200
0 L4 0

— 50} |:| . D 'éXtrazglluIéres 17200 o~

£ | mi e - FET-Signal 1 -400%
23 100k e extrazellulares Signal K° 1-600 E

2-150 . . . . extra.zellulare? Signal l?la+ 1-800 .%N
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Bild 5.19: Gemittelte Ionen-Stromdichten (linke Seite) berechnet aus den Strémen der
einwérts- und auswértsgerichteten lonen, aus den Voltage-Clamp Messun-
gen in [Bild 5.12|und [Bild 5.14|sowie aus und die fiir die Erzeu-
gung des extrazelluldren Signals V; notwendigen lonenstromdichten im
Kontaktbereich (rechte Seite), [Krause, 2000 b].

Fiir jedes extrazelluldre Signal in l@l wird eine Simulation durchgefiihrt. Aus
dieser Simulation ergibt sich dann der spezifische Abdichtleitwert fiir die Kopplung und

die Skalierungsfaktoren fiir die spezifischen lonenleitfahigkeiten.

Die linke Seite @ zeigt die gemittelten die K'- und Na'-Stromdichten aus den

Voltage-Clamp Messungen. Diese sind aus den einwérts- und auswértsgerichteten lo-

nenstromen aus den Voltage-Clamp Messungen in IBi-ldé.—l—zlund IBx-Ldé—M-l sowie @
@berechnet.

Die rechte Seite in @ zeigt die K™ und Na'-Stromdichten die notwendig sind, um

die im m}c gemessenen extrazelluldren Signale 1-5 im Kontaktbereich zwischen
Zelle und Gate darzustellen. Der Vergleich der Stromdichten zeigt, dass die Stromdich-

ten im Kontaktbereich deutlich erh6ht sind und in etwa gleichméBig skalieren.
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Tabelle 5.11: Ergebnisse aus den Experimenten mit hoher Ionenkanalleitfahigkeit im

Kontaktbereich.
SH-SY5Y | g, [S/em’] Xt X e X£,
Na® 10 200 2.6 —
K" 30 800 — 4.9

Zusammenfassend kann man folgende Aussagen zu den durchgefiihrten Experimenten

machen:

Die extrazelluldren Kopplungen mit den Zellen der Neuroblastoma Zell-Linie zeigen A-
und B- Typ Kopplungen, wenn die lonenkanile der Zelle nicht entwickelt sind. Die bei
diesen Kopplungen aus der Simulation bestimmten Werten fiir die spezifische Abdicht-
leitfahigkeit unterscheiden sich nicht von den Werten die bei geringer und hoher Ionen-
kanalleitfahigkeit bestimmt wurden. Experimente bei hoher lonenkanalleitfahigkeit
zeigen beim Na' als auch bei dem K deutlich die erhdhte spezifische Leitfihigkeit im
Kontaktbereich mit den Skalierungswerten von X )%=2.6 und X}, =4.9. Der Nachweis,
dass es sich bei den K'-Experiment wirklich um den Einstrom von K'-Ionen in den
Kontaktbereich handelt kann durch die Blockierung der K -Kanile mit TEA bewiesen
werden. Fiir Na' ist der Beweis der Proportionalitit zwischen Na'-Ionenstrom und dem
extrazelluldren Signal. Nur diese lonenart ist in der Lage einen solche Spannungsabhén-

gigkeit erzeugen.
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5.2 Humane Endothelzellen - Linie EA.hy - 926

Die Idee bei der Verwendung dieser Endothelzellen-Linie liegt in der besseren Abde-
ckung der Sensorfelder durch den Zellkorper. Die Endothelzellen bilden einen kon-
fluenten Zell-Layer aus Einzelzellen. Es soll deshalb im folgenden untersucht werden,
ob die spezifische Abdichtleitfdhigkeit g, mit den Endothelzellen gegeniiber den Neu-

roblastomazellen erniedrigt werden kann.

Die Endothelzellen des menschlichen Organismus haben die Aufgabe alle Blutgefilie
auszukleiden. Damit gewahrleisten sie den Aufbau und die Reparatur von Blutgefdflen

in allen Korperregionen.

Endothel Auskleidung glatter Muskel Kollagen

10 um

Bild 5.20: Die Endothelzellen in den Blutgefdlen des menschlichen Organismus,
[Alberts, 95].

Blutgefialle, sowohl Arterien als auch Venen, besitzen eine starke Wand aus Bindegewe-
be und glatter Muskulatur. Die innere Wand dieser Gefdlle besteht aus einer Lage En-
dothelzellen (Bild 5.20), die durch Basallamina von der Muskulaturschicht getrennt ist.
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Die Endothelzellen arbeiten als mechanische Signaliibersetzer zwischen Blut und glat-
ten Muskelzellen. Die Membran dieser Zellart hat dafiir drucksensitive Ionenkanile
eingebaut. Die druckabhdngigen lonenkanidle (strech-activated cation channel, SAC)
Offnen dann, wenn sich die Membran durch dullere Einfliisse stark verformt, [Koh-
ler, 98]. Diese Zellart unterscheidet sich somit von Nervenzellen, da sie durch duflere
Stimulation keine Aktionspotentiale auslost und keine spannungsabhidngigen lonenka-
ndle besitzt. Durch dieses Fehlen der spannungsgesteuerten Kandle konnen mit der
Voltage-Clamp Methode nur die kapazitiven und ohmschen Kopplungsanteile und

damit die spezifische Abdichtleitfahigkeit mit den Endothelzellen untersucht werden

5.2.1 Zellkultur

Die Stammzellen EA.hy-926 werden in Zellkulturflaschen kultiviert. Das verwendete
Kulturmedium M199 (Sigma) enthélt zusétzlich 200 mM Glutamax (GibcoBRL), 1 %
Penicillin/Streptomycin Losung (GibcoBRL) und 15 % Hitze inaktiviertes fotales Rin-
derserum (FCS,GibcoBRL). Die Zellkultur und die Oberflaichenmodifikation erfolgt
nach dem gleichen Protokoll wie bei den Experimenten mit den Neuroblastoma-Zellen
SH-SYS5Y (s. Kapitel 5.1.1). Die FET und EGE werden mit 4.000 bzw. 40.000 Zellen

besetzt.

5.2.2 Entwicklung der EA.hy-926 Zellen auf den FET und EGE

Die ausgesédten Endothelzellen wachsen konfluent auf der mit Fibronectin beschichteten
Siliziumdioxid-Oberfldche. Die ca. 20 - 40 um im Durchmesser groBen Zellen bilden
einen Monolayer aus, wobei sich die Zellen nicht iibereinander legen sondern sich nur
an den Rénder gegenseitig berithren. Das Wachstum der Zelle wird inhibiert sobald sich
die Endothelzellen mit der Zellmembran beriihren. @l zeigt die Endothelzellen
auf je einem FET und EGE. Deutlich sind die runden bzw. ovalen Zellkérper zu sehen,
die sich dicht aneinander lagern. Die Zellen liegen sehr flach auf der Oberfliche auf.
Dadurch erschweren sich die Patch-Clamp Experimente. Die Endothelzellen kdnnen bis
zu 6 Tagen in Kultur gehalten werden. Das Ruhepotential dieser Zellen liegt zwischen

10 bis -50 mV.
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a)

Bild 5.21: EA.hy-926 Zellen (2DIV) auf einem EGE und FET. Der Elektrodenabstand
betrdgt (a) 100 wm und der Gateabstand (b) 200 pum. Deutlich zu erkennen
sind die konfluenten Zell-Monolayer auf beiden Sensoren, mit ihren ovalen
bis runden Zellkdrpern.

5.2.3 Signaleinkopplung von EA.hy-926 in FET und EGE

Die fiir die Kopplung zwischen den EA.hy-926 Zellen und den Arrays wichtigen Memb-
ranelemente des Ersatzschaltbildes sind in @dargestellt.

EA.hy-926 Ary Pe}tchlcliamp
I, Zelle Glaselektrode
FET oder EGE
Array

Bild 5.22: Das Ersatzschaltbild der Kopplung ist fiir die EA.hy-926 Zelle gegeniiber
der SH-SY5Y Zelle, auf cjy, gl und gsreduziert.

Im M sind die rein kapazitiven Kopplung mit einem FET und einer EGE darge-
stellt. Die linke Seite zeigt das extrazelluldre Signal ¥, mit einem n-Kanal FET. Die

rechte Seite zeigt eine Aufnahme von einer Goldelektrode.
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Tabelle 5.12: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.23|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agase [UM?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET 2x16 2 3 0.89
Au-EGE @=10 0 0.34 1
Zell-Typ |DIV RO [GQ] | C2 [pF] | Ay [em’]
EA.hy-926 | Vgp[mV]
2 -30 0.46 12 1.2x10°
1 30 1 23 2.3x10°
Patchmode VI [mV] VI“[mV] | Abtastrate Mittelung
4 -70 30 30 kHz 20 Zyklen
-80 140 20 kHz 50 Zyklen

C1

c2

20 40 60

Zeit [ms]

800 20

40 60 80
Zeit [ms]

100

Bild 5.23: Kapazitive Kopplung einer EA.hy-926 Zelle in einen FET (links) und eine

EGE (rechts). A zeigt den jeweiligen Stimulationspuls V), und B das extra-
zelluldre Signal V. C zeigt das simulierte Signal.
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Die extrazelluldre kapazitive Signalhdhe betrigt bei der FET Kopplung V;= 73 uV und
V; =68 uV fir die EGE Kopplung. Die Endothelzellen EA.hy-926 zeigen ebenfalls
kapazitive Kopplungen wie die Neuroblastoma Zelle SH-SY5Y. Durch die Simulatio-
nen in MCI und C2 kann man die spezifischen Abdichtleitwerte fiir die beiden
kapazitiven Kopplung abschétzen. Mit den Endothelzellen auf den FET und Goldelekt-
rode erreicht man Werte von g; = 7 S/cm? und g7=10 S/cm?. Mit den Endothelzellen
lassen sich somit die gleichen spezifischen Abdichtleitwerte erzielen wie mit den Neu-
roblastoma Zellen. Der Zell-Monolayer der Endothelzellen bewirkt offensichtlich keine

deutliche Erhohung des spezifischen Abdichtleitwertes g;.

Eine zusétzlich interessante Fragestellung wurde mit den Endothelzellen durchgefiihrt,
ndhmlich: Welchen Einfluss hat eine Verdnderung des Stimulationspulses von einem
rechteckigen Puls zu einer Stimulationsrampe auf das extrazelluldre Signal. Im folgen-

den wird diese Fragestellung an einer Endothelzelle experimentell untersucht.

Tabelle 5.13: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.24]und [Bild 5.25|durchge-
fiihrte Kopplungsexperiment.

Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] 2 [mS]

n-Kanal FET 6x16 o) 3 0.9
Zell-Typ | Vip [mV]-48 | R [GQ] C [pF] Ay [em?]
EAhy-926 |prv 2 2.5 10 10x10°3
Patchmode VI ImV] | dV/dt [V/s] | Abtastrate Mittelung
rce 70 100 20 kHz 51 Zyklen

Ausgangspunkt ist in MAI-CI die rein kapazitive Kopplung einer Endothelzelle
24 A2-C2) mit
einer Steigung von dV/dt = 100 V/s von einem Haltepotential ¥,/ . Die Membranleitf-

auf einem n-Kanal FET. Danach folgt eine Spannungsrampe

higkeit ergibt sich damit zu g, = 40 uS/cm2 und deutet auf eine dichte Membran im

Kontaktbereich hin.
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Bild 5.24: Kapazitive Kopplung einer EA.hy-926 Zelle (2 DIV, Vip = -48 mV) erzeugt
durch einen rechteckige Stimulationspuls und einer Stimulation mit einer
Rampe.

Wihrend der Fortsetzung des Experimentes wird die Zellmembran undicht und es er-
hoht sich die Membranleitfihigkeit auf g%, = 1.6 mS/cm®. Dies fiihrt zu einer ohmsche
Kopplung und somit zu einer Proportionalitidt zwischen Stimulationspuls und extrazel-
luldrem Signal (@) Die Rampe in @ A3-C3 zeigt, dass die Signalein-
kopplung selbst mit einer weit geringeren Steigung von dV/dt =1 V/s durchfiihrbar ist.
Nach dem Rampenexperiment folgt in @ A4-C4 ein rechteckiger Stimulations-

puls mit der bereits diskutierten extrazelluldren Form.
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Bild 5.25: EA.hy-926: Fortsetzung des Experiments aus Bild 5.24

Tabelle 5.14: Ergebnisse aus den Experimenten mit geringer lonenkanalleitfahigkeit.

EA.hy-926 g, [S/em?]
A-Typ 10,7

Zusammenfassend zeigen die Endothelzellen EA.hy-926 die gleichen kapazitiven und
ohmschen Kopplungseigenschaften wie die neuronale Zell-Linie SH-SY5Y. Die Stimu-
lation der Zelle mit einer Rampe ist dann mdglich wenn die Zelle im Kontaktbereich
keine dichte Membran besitzt. Damit ist es auch moglich sehr langsame Depolarisatio-
nen von Zellen detektieren zu kdnnen. Eine deutliche Verbesserung der Kopplung durch
eine Erniedrigung der spezifischen Abdichtleitfahigkeit kann durch den Zell-Monolayer
aus EA.hy-926 Zellen nicht beobachtet werden.
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5.3 Hippocampale Neuronen

Ein wesentlicher Vorteil der hippocampalen Neurone bei der Untersuchung der Kopp-
lung liegt in der Hohe der beobachtbaren Ionenstrome. Im Gegensatz zu den Neu-
roblastomazellen SH-SYSY liegen die Strome die liber die spannungsgesteuerten lonen-
kanile flieBen fiir Na' im Bereich von 1-2 nA und fiir K" bei 1-3 nA. Der K'-
Ionenstrom kann bei den Neuronen iiber zwei spannungsgesteuerte Kanile, dem A-Typ
und K-Typ, flieBen. Dadurch kénnen sich verschiedene extrazelluldre Signalverldufe bei
den Kopplungsexperimenten ergeben. Zudem ist das Ziel bei der Verwendung von
hippocampalen Neuronen der Aufbau neuronaler Netze auf Sensorflichen, [Offenhéus-
ser, 97b]. Dabei wird die Eigenschaft der hippocampalen Neuronen ausgeniitzt Sy-
napsen zu bilden. Um solche neuronale Netzwerke auf Halbleiterbauelemente zu etab-
lieren und somit ein zweidimensionale Anordnung von Zellen des Hippocampus zu
schaffen, ist es zum einen wichtig, diese Zellen an die Sensoroberfliche zu binden und
zum anderen die Kopplung zwischen Sensorfeld und Neuron zu verstehen. Auf dem
Weg, dieses Ziel zu erreichen, steht in der Arbeit die Untersuchung der Kopplungsei-

genschaften dieser Zellart.

5.3.1 Zellpraparation

Zur Praparation von hippocampalen Neurone werden Ratten (CD-Ratten) des Embryo-
naltages E18 verwendet. Die steril entnommenen Embryonengehirne werden in eiskal-
ter, steriler HBSS-Losung gewaschen und gesammelt. Mit Hilfe einer Stereolupe werde
die Hippocampi der einzelnen Foten herausgelost, gesammelt und fiir § min. in einer
0.25% - igen Trypsinldsung in HBSS bei 37°C in feuchter Atmosphéire und mit 5% CO,
Gehalt inkubiert. Das Gewebe wird mit einer 5 ml-Messpipette in ein 15-ml Zentrifu-
genrohrchen mit 2 ml Kulturmedium (Neurobasalmedium mit 2 % B27 Supplement)
iiberfiihrt und durch 5-maliges Waschen mit jeweils 2 ml Medium bei einer Wartezeit

von 5 min. pro Waschvorgang vom restlichen Trypsin befreit. Die gewaschenen Hippo-
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campi werden dann mit einer Pasteurpipette mit verengter Spitze durch Aufsaugen und
Ausblasen mechanisch dissoziiert. Nach 5 min werden 1.5 ml der iiberstehenden Zell-
suspension in 1 ml Kulturmedium tiberfiihrt und die Zellen gezédhlt. Man erhalt auf diese

Weise eine Zellausbeute von etwa 5 x 10° Zellen pro Hippocampus.

Die Oberflichenmodifikation der EGE und FET Arrays erfolgt durch Physisorption von
Laminin an der SiO, Oberfliche. Die Ausgangslosung von 500ul Laminin in einer
Konzentration von 100 pg/ml wird mit 6 ml sterilem Phosphatpuffer (PBS, Dulbeco
GibcoBRL) aufgefiillt. Von dieser Losung werden 100ul auf die FET und 200ul auf die
EGE Oberflache gegeben. Die Sensoren werden dann 3 h bei 37 °C in feuchter Atmo-
sphére und bei 5 % CO, Gehalt inkubiert. Danach werden die Oberfldchen 3 mal mit
sterilem Phosphatpuffer (PBS,Dulbeco GibcoBRL) gespiilt. Die Zellsuspension wird
dann auf die Sensoroberfliche gegeben. Zum Zeitpunkt des Besatzes betrigt die Zell-
dichte 100-150x10° Zellen/cm’.

5.3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Neuronen

Die Membrankapazititen der in den Experimenten untersuchten Hippocampalen Neuro-
nen liegen im Bereich von Cj, = 5-11 pF. Daraus ergibt sich mit der spezifischen Kapa-
zitdt von ¢y = 1 uF/cm2 eine Zelloberflache von A;,= 500-1100 umz. Das Ruhepotenti-
al der Neurone variiert zwischen Vzp = -60 mV und -10 mV. In der Zellmembran der
hippocampalen Neuronen sind ebenfalls wie bei den Neuroblastomazellen die span-
nungsabhingigen Na’, K und Ca’" Ionenkanile enthalten, wobei die Experimente

durch die Na" und K*-Ionenkanile dominiert werden.

Durch zwei verschiedene Spannungspulsprotokolle kénnen zwei Arten von K'-Kanilen

im Voltage-Clamp Modus beobachten werden [Storm, 90]:

Der K'-Kanal, der bei der Depolarisation am schnellsten 6ffnet wird als A-Typ K'-
Kanal bezeichnet [Klee, 97], [Ficker, 92], wohingegen der K-Typ K'-Kanal den bereits
bei den SH-SYSY Zellen beobachtbaren langsam 6ffnenden und schlieBenden Verlauf
zeigt [Storm, 90].
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Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Ionenstromverlaufe sind in lBi-Ldé——ZéI und in
@ die K'-Strome des gleichen Neurons bei (1 DIV, Vizp =-35 mV), fiir verschie-

dene Stimulationsprotokolle dargestellt.
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Bild 5.26: A-Typ und K-Typ K'-Strom iiberlagert: Das Stimulationsprotokoll zeigt
einen fiir Neuronen charakteristischen schnell ansteigenden A-Typ K'-
Strom direkt nach dem Depolarisierungspuls.
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Bild 5.27: K-Typ K'-Strom: Das Stimulationsprotokoll zeigt den auch bei den Neu-
roblastomazellen beobachteten K-Typ K'-Strom. Durch eine Verweilzeit
von t = 350 ms zwischen der Hyperpolarisation auf -110 mV und der Depo-
larisation bleibt der A-Typ K'-Kanal inaktiviert.
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In der untersuchten Zelle kann kein Na'-Strom beobachtet werden, wohingegen sich
aber gerade dadurch die zwei unterschiedlichen K'-Strome besonders gut darstellen
lassen. In beiden Féllen wird von einem Haltepotential von Vy; = -50 mV die Zelle auf
ein Membranpotential von Vy; = -110 mV hyperpolarisiert. Danach folgen zur Beo-
bachtung des A-Typ K'-Stroms die Depolarisierungspulse in 10 mV Schritten bis zu
einem Membranpotential von Vy = 80 mV, wodurch Strome bis zu 2 nA gemessen
werden. Nur noch der K-Typ K'-Strom kann dann beobachtet werden, wenn der A-Typ
Kanal durch einen 350 ms langen zusétzlichen Spannungspuls nach der Hyperpolarisa-
tion auf V), = -50 mV deaktiviert wird. Der Betrag des Stroms liegt dann nur noch bei

einem nA.

Durch die Entwicklung von Na'-Kanilen in den hippocampalen Neuronen kann im VC-

und CC-Modus zum einen der Na'-Ionenfluf iiber die Zellmembran gemessen werden

und zum anderen Aktionspotentiale ausgeldst werden (bi-ldééSJ, hﬂdé—z&}
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Bild 5.28: VC-Patch eines hipocampalen Neurons (1DIV, Vzp = -30mV): Uberlagerung
der Tonenstrome aus schnell 6ffnenden Na"-Kanilen und den A- und K-Typ
K'-Strémen.
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Bild 5.29: Aktionspotential des Neurons (1 DIV, Vzp =-30 mV). Das Aktionspotential
wird durch einen depolarisierenden Stromimpuls von /p,;; = 0.17 nA ausge-
16st.

5.3.3 Morphologische Entwicklung hippocampaler Neurone auf den
FET und EGE

Auf den EGE und FET bilden die Neurone schon ab dem 1 DIV Neurite aus (@

a)
Bild 5.30: Hippocampale Neuronen auf EGE und FET (1 DIV).

Die Neurone haben einen pyramidalen Aufbau und einen durchschnittliche Grée von
10-15um. Zum Aufbau von Netzwerken auf den FET und EGE ist es erforderlich ,dass
die Neuronen auf den modifizierten Oberflichen adhérieren und iiber lingere Zeit in
Kultur gehalten werden konnen. Spontane Aktionspotentiale konnen durch Botenstoftfe

sowie iiber die Synapsen, die sich wéihrend der Zeit in Kultur zwischen Dendriten und
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Axonen mehrer Neurone ausbilden, ausgelost werden. Im m sind solche sponta-
ne Aktionspotentiale eines Neurons (3 DIV, Vgp = -50 mV) innerhalb eines Netzwerks
auf der Oberfldche eines p-Kanal FET Arrays dargestellt. Dabei erkennt man deutlich
die Repolarisierung des Neurons nach jedem Aktionspotential. m zeigt ein
Netzwerk von Neuronen auf einem FET Array. Deutlich zu erkennen sind die Neurite

zwischen den Neuronen.

v, [mV]

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Zeit [s]

Bild 5.31: Patch-Signal: Spontane Aktionspotentiale eines hippocampalen Neurons (3
DIV, VRP =-50mV.

Dieses Ergebnis zeigt, dall es mdglich ist, die Eigenschaften eines Neurons im natiirli-
chen Gewebeverband, wie Ausbildung von Aktionspotentials, Neuritenwachstum und
das Formen von Synapsen auch in Kultur auf den Sensorfeldern unverdndert aufrecht zu

erhalten.

Bild 5.32: Netzwerke von Hipocampalen Neuronen auf einem FET Array.
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In [Sprossler, 2000] ist die Moglichkeit zum gezielten Aufbau von Netzwerken auf den
FET und EGE-Oberfldchen beschrieben. Dabei wird die spitere Zellorientierung auf
dem Sensor durch das Stempeln (microcontact-printing) von Adhésionsmolekiilen in

definierten Strukturen moglich.

5.3.4 Signaleinkopplung in den FET und EGE

Das Interesse bei den Kopplungsexperimenten mit hippocampalen Neuronen liegt zum
einen in der Unterscheidung der beiden Typen der K'-Kanile im extrazelluldren Signal,
die durch verschiedene Stimulationsprotokolle aktiviert werden koénnen. Zum anderen
zusitzlich auch darin den Einfluss des Na'-Stroms auf ¥, zu untersuchen. Die Kopplung
von extrazelluldren Signalen mit den Sensor-Arrays unterteilt sich in die Untersuchung
von Kopplungen, bei dem nur die passiven Elemente der Zellmembran zum Entstehen
des Signals beitragen, sowie in solche Kopplungen bei denen die Ionenstrome im Kon-

taktbereich die Signale beeinflussen.

Patch Clamp
Glaselektrode

K (K oder A Typ)

g
-L-—J:l—iv‘, (6) An 5
_TJG— FET oder EGE

Vs Array

Bild 5.33: Ersatzschaltbild zur Kopplung von hippocampalen Neuronen auf FET und
EGE Arrays. Zusitzlich wird hier die Untersuchung der K -Kanilen A- und
K- Typ im extrazelluldren Signal wichtig.

5.3.4.1 Zellen ohne aktive Ionenkanile

Die spannungsabhédngigen lonenkanéle hippocampaler Neurone konnen durch den

Préparationsprozess in ihrer Entwicklung in der Zellkultur beeintrachtig sein. Die Neu-
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rone haben dann ein Ruhepotential von bis zu Vzp = -50 mV, doch kénnen wéhrend des
Voltage-Clamp Experiments keine spannungsabhédngigen lonenstrdome gemessen wer-
den. An diesen Neuronen konnen dann, sofern sie auf einem Gate oder Elektrode eines
FET oder EGE liegen, Untersuchung der rein kapazitiven bzw. ohmschen Kopplung
durchgefiihrt werden.

Tabelle 5.15: Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.34|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET 4x16 2.3 3 0.8
Au-EGE @ =38 0.05 0.15 0.84
Zell-Typ  |DIV RE™ [GQ] C [pF] Ay [em?]
hippocam- | Vzp[mV]
pale 2 -60 0.76 4.9 4.9%10°
Neurone T 5 1.8 8.6 8.6x10°
Patchmode Vi [mv] v mV] Abtastrate Mittelung
re -60 -10 33 kHz 100 Zyklen
-90 60 33 kHz 135 Zyklen

Die Resultate rein kapazitiver Kopplung sind inlﬁﬂI dargestellt. Als Reaktion auf
den Spannungspuls kann ein kapazitiver Signalanteil mit einer Amplitude von V,; = 15
LV detektieren werden. Der Stimulationspuls von insgesamt V), = 150 mV erzeugt ein
extrazelluldres Signal von ebenfalls V; = 15 uV. In m B1 und B2 lassen sich
keine ohmschen Kopplungsanteile beobachten. Dies weist auf eine auch im Kontaktbe-
reich dichte Zellmembran hin. Aus der Simulation in m leitet sich ein Wert fiir
die spezifische Abdichtleitfihigkeit von g; = 18 S/cm” ab. Fiir die Kopplung des Neu-
rons mit dem EGE fillt die Abdichtleitfihigkeit mit g; = 55 S/cm? deutlich groBer aus.
Die spezifischen Membranleitfahigkeiten von gr,, = 0.26 mS/cm? fiir die FET Kopp-
lung und g7, =0.06 mS/cm” fiir die EGE Kopplung beweisen die Dichtheit der Neuro-

ne im Kontaktbereich.
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Bild 5.34: A-Typ Kopplung hippocampaler Neurone: in einen FET (links) und eine
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EGE (rechts). A zeigt den jeweiligen Stimulationspuls V', und B das extra-
zellulére Signal V. C zeigt das simulierte Signal.

Im Vergleich zum vorhergezeigten Experiment (@) zeigt M zusétzliche

ohmsche Anteile im extrazelluldren Signal.

Tabelle 5.16: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.35|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET 3x16 2.5 -3 0.55
Zell-Typ  |DIV R [GQ] C [pF] Ay [em?]
Neurone Vrp[mV]
2 -20 1 32 3.2x107
Patchmode VI [mV] VI““[mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 10 33 kHz 150 Zyklen
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Bei dem Sensortyp fiihrt ein Stimulationsspuls ausgehend von V), = -90 mV, von je-
weils 100 mV zu einem kapazitiven und einem ohmschen Kopplunganteil am Gesamt-
signal V. @B zeigt den beobachteten Membran-Leckstrom, wobei diesem Fall
die Kompensation nicht vollsténdig ist. Das kapazitive Signal wird M CzuVv,;=
68 WV bestimmt.

70- A L L L L :
Or b
70} , , , ]

0,9

V,, [mV]

06f

|, [NA]

0,3f

0,0f

120

v, [aV]

sim. V, [uV]
3

50 100 150 200 250 300

Bild 5.35: Ohmsche und Kapazitve Kopplung mit hippocampalen Neuronen und einen
FET. A und B zeigen jeweils den Stimulationspuls V), und den Membran-
strom /), durch die Patchelektrode. C zeigt die entsprechenden eingekop-
pelten Signale V. Zur Bestimmung der Kopplungsparameter werden die
Signale V; entsprechend simuliert (D).

Aus der Simulation der kapazitiven Spikes fiir beide Kopplungen (D) zeigt sich, dass
die spezifische Abdichtleitfahigkeit einen Wert von g, = 7.6 S/cm” aufweist. Die spezi-
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fische Membranleitfahigkeit von g%, = 0.03 mS/cm’ ist fiir die fiir die FET-Neuron
Kopplung um den Skalierungswert X = 114 erhoht.

Tabelle 5.17: Ergebnisse aus Voltage-Clamp Experimenten mit geringer lonenkanalleit-

fahigkeit.
Neurone g, [S/em?] X
A-Typ 18, 55 —
A-Typ+ B-Typ 7.6 114

Die Ergebnisse fiir die spezifische Abdichtleitfahigkeit bei den Versuchen mit Neuronen
ohne aktive Ionenkanidle im Kontaktbereich liegen in dem Bereich wie sie auch fiir die
Neuroblastoma Linie ermittelt worden sind. Einen relativ guten Wert zeigt das Experi-
ment mit einem deutlichen A- und B- Typ Anteil im Signal. Die lésst sich durch eine

bessere Abdeckung des Gates mit der Zelle beschreiben.

5.3.4.2 Zellen mit aktiven Ionenkanélen

Die Untersuchung der Kopplung von hippocampalen Neuronen konzentriert sich dabei
analog auf den Einfluss der hohen Na+ und K+-Leitfdhigkeit, sowie auf die mogliche

Unterscheidung der A- und K-Typ K+-Ionenkanile.

Tabelle 5.18 Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.36 durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] 2 [mS]
n-Kanal FET 416 2.3 3 0.8
Zell-Typ Vep [mV]-60 | Ry [GQ] Cy/" [pF] Ap [sz]
Neuron  ppy 0.63 6.6 6.6x10°
Patchmode Vi [mv] v [mV] Abtastrate Mittelung
rce 290 40, 100 33kHz | 100 Zyklen

An diesem Neuron wird das folgende Kopplungsexperiment durchgefiihrt und die Er-
gebnisse in M abgebildet. Das Neuron wird vom Haltepotential Vj, = -90 mV
einmal auf 7, = 40 mV und V), = 100 mV depolarisiert, @ Al und A2. Als
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Reaktion auf die Depolarisation 6ffnen die spannungsabhingigen K -Kanile und die
charakteristischen Verldufe fiir einen K-Typ K'-Kanal B1 und B2 kénnen beobachtet
werden. Der schnell ansteigende K'-Strom vom A-Typ K'-Kanal ist in diesem Fall nicht
zu finden. Die maximalen K'-Stréme liegen bei 7° = 0.25 nA und 0.57 nA. Damit kann
aus den beobachtbaren K'-Stromen 7* die durchschnittliche spezifische Leitfahigkeit
gt fiir K" fiir die zwei unterschiedlichen Spannungspulse berechnet werden. Mit einem
Umkehrpotential von E, =- 80 mV und der Membranfliache 4,, ergeben sich in beiden

Fillen jeweils die durchschnittliche Leitfihigkeit von g% =0.35 mS/cm®.
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Bild 5.36: Extrazellulire K -Antwort eines hippocampalen Neurons (2 DIV, Vip = -60
mV).

Der Verlauf der extrazelluldren Signale in M CI1 und C2 bei konstantem Span-

nungspuls zeigt wie schon bei der Neuroblastoma Zelle SH-SYSY den charakteristi-
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schen langsamen, im Bereich von 0-5 UV startenden, Anstieg, der dann nach etwa 50 bis

100 ms einen maximalen Wert von ¥;= 54 uV und V;= 100 uV erreicht.

Aus der Simulation, der durch die Stimulationspulse erzeugten kapazitiven Spikes von
V;=50 uV und V; = 68 uV in MCI und C2, lassen sich die spezifischen Ab-
dichtleitwerte zu g;= 14 S/cm” und zu g; = 15 S/cm? bestimmen. Die Simulation in @
@Dl und D2 und die aus der Membranfldche und dem Membranwiderstand berech-
neten spezifischen Leckleitfahigkeit von g%, = 2.34x10™ S/cm” und g%, = 1.9x10™
S/cm” ergeben die Skalierungswerte jeweils zu X%, = 1. Die niedrigen Werte fiir X4,

resultieren in den fehlenden ohmschen Anteilen im extrazelluldren Signalverlaufs (@

kadci).

Der Anstieg des Gatepotentials ¥, kann somit allein durch den K -Auswirtsstrom und
den damit verbundenen Spannungsabfall iiber den Abdichtwiderstand erklidrt werden.
Durch die Simulation zeigt sich auch, dass die spezifische K'-Leitfahigkeit in der Zell-
membran im Kontaktbereich stark erhoht sein muss. Der Skalierungsfaktor betrigt
X% =17.5, wodurch sich die Leitfahigkeit im Kontaktbereich auf g% = 6.13 mS/cm’

vergrofert.

Die folgenden Experimente an einen Neuron zeigen die Signaleinkopplung des Na'-
Einwirtsstrom und den K'-Auswirtsstrom. An diesen Neuron wird anschliefend ein
Blockierungsexperiment durchgefiihrt, womit der K-Typ K'-Kanal mit TEA blockiert

wird.

Das betrachtete Neuron (2 DIV, Vgp = - 55 mV) zeigt im VC Mode das spannungsab-
hiingige Offnen von Na'- und K'-Kanilen (@) Der maximale Na'-Strom von
1" =0.8 nA wird bei einem Membranpotential von V), = -10 mV beobachtet. Die Hohe
des K'-Stroms ist abhiingig vom Membranpotential und liegt hier bei 7¥ =2 nA, fiir ein

Potential von V3, = 80 mV.
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Bild 5.37:  VC-Experiment: Hippocampales Neuron (2 DIV, Vgp =-55 mV).

Starke Anteile des A-Typ K 'Kanals sind in @ nicht zu erkennen. Nach dem
schnellen Anstieg auf ein Maximum bis 2.2 nA, bei dem Spannungspuls auf V', = 80
mV, fillt das Stromsignal langsam auf unter 2 nA bei Ende des Pulses. Dieser Verlauf

des K'-Stroms stimmt mit @tendenziell uberein.

Tabelle 5.18: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.38|und [Bild 5.39|durchge-
fithrte Kopplungsexperiment.

Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET [ 55 9516 2 2 0.31
Zell-Typ | Vep [mV]-55| R [GQ] C® [pF] Ay [em?]
Neuron | ppy 2 1.6 7.8 7.8x10°
Patchmode VI mV] yI“mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 -10 20kHz | 200 Zyklen

Die Beobachtung eines starken Na'-Stroms von I = 0.8 nA wird zum Anlass genom-
men das erste Kopplungsexperiment mit einem Stimulationsspuls von Vj, = -90 mV auf
Vi =-10 mV durchzufiihren. Der Puls MA) fiihrt zum beobachteten Gesamtio-
nenstrom 7y, der sich aus dem Na'- und K'-Strom zusammensetzt (m B). Mit
dem Na'-Strom von I™ = 0.8 nA ergibt sich die spezifische Na'-Leitfihigkeit bei
einem Membranpotential von ¥, = -10 mV und einem Umkehrpotential von E,, = 60

mV einen Wert von g = 1.46 mS/cm® und mit /* = 0.24 nA fiir die spezifische K'-
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Leitfihigkeit ein Betrag vongh, = 0.44 mS/cm’. Die spezifische Leckleitfihigkeit
betriigt gr,, = 8x10™ S/cm” . Der durch den Stimulationspuls MA) ausgeloste
und einwirtsgerichtete Na'-Strom erzeugt durch einen Spannungsabfall iiber den Ab-
dichtwiderstand das in w C gezeigte extrazelluldre Signal mit einer Amplitude
von V;=19 uV iiberlagert mit den kapazitiven Spikes des Stimulationspulses. Damit ist
es nun moglich die Skalierungsfaktoren X , X und X, aus der Simulation des

extrazelluldren Signals herzuleiten.
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Bild 5.38: Extrazellulires Na'-Signal des hippocampalen Neurons aus Bild 5.37

Die Leckleitfahigkeit ist um den Faktor X7, = 2.8 vergroBert, bei der Annahme von ¥
= 0.1 uV Signalhohe fiir den ohmschen Anteil. Damit wird die Annahme unterstiitzt,

dass der ohmsche Anteil nur einen sehr geringen Beitrag zum Verlauf von V; hat. Aus
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der Simulation in M wird der spezifische Abdichtleitwert auf g, = 23 S/cm?
bestimmt. Der Skalierungswert fiir X )¢ und X}, wird durch die Simulation auf 4.6
festgesetzt. Damit erhdht sich die spezifische Leitfahigkeit fiir Na'~ auf g’/ = 6.7

mS/cm” und fiir K™ auf gh, =2 mS/cm” im Kontaktbereich der Zelle.

Um die elektrophysiologische Funktionsfahigkeit des hippocampalen Neurons auf dem
Doppelgate nach dem Kopplungsexperiment nachzuweisen wird ein Aktionspotential
im Current-Clamp Modus durch einem Strompuls von 0.1 nA ausgelost worden. Nach
dem Current-Clamp Experiment soll die Zelle nun mit einem Spannungspuls auf ein
Membranpotential von V), = 80 mV depolarisiert werden und das extrazelluldre Ant-
wortsignal aufgezeichnet werden. Dann werden durch Zugabe von TEA zur extrazellu-
liren Badlsung die K-Typ K'-Kanile blockiert und durch den gleichen Stimulations-

impuls die Verdnderungen in der Kopplung beobachtet.

IBi-ldTéQ‘Bl zeigt direkt bei der Depolarisation einen relativ geringen Anteil von A-Typ
K'-Tonenstrom im Stromsignal. Der groBere Anteil des gemessenen Membranstroms
wird durch den K-Typ K'-Strom gebildet. Mit einem Umkehrpotential von E, = -80
mV und dem K-Typ K'-Strom von 7% =1.69 nA dem Membranpotential von V), = 80
mV betrigt die Leitfihigkeiten von K™ g% = 1.35 mS/cm®. Dabei wird der K-Typ K-
Strom zum Ende des Stimulationspulses gemessen um einen Beitrag von dem A-Typ
K-Ionenstrom zu vermeiden. Ein wichtiges Ergebnis ist, dass das extrazelluldre Signal
V, zu Beginn der Depolarisation einen entgegengesetzten zeitlichen Verlauf zum ge-
messenen Membranstrom zeigt (@BI,CI). Daraus lésst sich schliefen, dass der
A-Typ K'-Ionenstrom keine Auswirkung auf das extrazellulire Signal hat. So dass die
beobachtete Verlauf von ¥, nur auf den K-Typ K'-lonenstrom zuriickzufiihren ist, der

auch bei den Neuroblastomazellen fiir das extrazelluldre Signal verantwortlich ist.
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Bild 5.39: Blockierung der K-Typ K'-Kaniile durch TEA: linke Seite ohne TEA; rechte

Seite nach Zugabe und Blockierung der K-Typ K'-Kanile durch TEA.

Durch Zugabe von TEA (@ B2) geht der K-Typ K'-Strom auf 0.5 nA zuriick.
Nicht betroffen von der TEA Zugabe ist der Anteil des A-Typ K'-Strom zu Beginn der

Depolarisation. Durch die Blockierung K-Typ K'-Kanile wird der A-Typ K'-Strom
noch etwas deutlicher beobachtet. Die Reaktion von V, auf die Blockierung ist in (@

I§?9-| C2) dargestellt. Das Neuron ist immer noch in Kontakt mit dem Gate, dies zeigt

sich durch die kapazitiven Anteile im extrazelluldren Signal. Zum anderen ist deutlich

der Riickgang des extrazelluldren Signals erkennbar. Dies ldsst sich durch den blockier-

ten Einstrom des K-Typ K'-Stroms in den Kontaktbereich beschreiben.
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Tabelle 5.19: Ergebnisse aus den Experimenten mit hoher Ionenkanalleitfahigkeit im

Kontaktbereich.
Neurone g, [S/em?] X, X X
K' 14, 15 1 — 17.5
Na" K" 23 2.8 4.6 4.6

Die in der llabel—leé—l—ll und h;abelleé—léll dargestellten Werte fiir die spezifische Ab-

dichtleitfahigkeit liegen in dem Bereich wie sie fiir die beiden zuvor untersuchten Zell-
Linien ermittelt worden sind. Extrazelluldre Kopplungsexperimente von [Vassanelli, 99]
an hippocamaplen Neuronen zeigen Werte von g, =1 S/cm®. Die verschiedenen Werte
konnen durch eine andere Oberflichenmodifikation sowie durch eine andere Messme-
thode fiir g, erkldrt werden. In dieser Arbeit wird Laminin zur Anbindung der Neurone
an die Si0; Oberfliche der Sensoren eingesetzt. Im Gegensatz dazu verwendet [Vassa-
nelli, 99] Poly-L-Lysin zur Zelladhérierung verwendet. Die Prozesse zur Oberfldchen-
modifikation mit Zelladhesiven haben eine grofle Auswirkung auf das Verhalten der
spezifischen Abdichtleitfdhigkeit g,. Daraus konnen sich selbst schon unterschiedliche
Betrige fiir g, ergeben. Auch die in [Vassanelli, 99] eingesetzte Bestimmungsmethode
fiir g, unterscheidet sich von der in der dieser Arbeit eingesetzten Methode. In [Vassa-
nelli, 99] wird mit dem Zell-Transistor System eine Impeadanzmessung durchgefiihrt,
wobei das Membranpotential moduliert wird und das extrazelluldre Signal detektiert
wird. Mittels der Ubertragungsfunktion wird dann g, bestimmt. In dieser Arbeit wird
der kapazitive Signalanteil eines jeden Kopplungsexperiments zur Bestimmung von g,
ausgenutzt. Aus der Proportionalitdt zwischen ¥, und dV,,/dt wird g, berechnet.
Aufgrund der Mittelung aller Einzelsignale wird, durch etwaige Streukapazititen bzw.
apparativ bedingte Abweichungen in der Aufzeichnung, bei den Experimenten ein zu
grofes g, bestimmt. Die Bestimmung der spezifischen Ionenkanalleitfdhigkeit wird
von [Vassanelli, 99] nur mit K'-Ionenstrémen untersucht. Dabei zeigt sich eine um den
Faktor X% = 12 erhohte spezifische K-Typ K'-Leitfihigkeit im Kontaktbereich. In
dieser Arbeit ergibt sich fiir das Kopplungsexperiment bei dem nur K-Typ K'-Stréme
beobachtet werden ein Skalierungswert von X5 = 17.5 fiir die spezifischen Ionenleit-
fahigkeit im Kontaktbereich. Der Unterschied kann neben einem zu groflen g, auch
durch die unterschiedliche Oberfldchenbeschichtung beider Systeme hergerufen werden.

Auch die hier beobachtete Na'-Abhéingigkeit des extrazelluliren Signals weist auf eine
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Erhéhung der Na'-Ionenkanile hin. Die spezifische Na'-Leitfahigkeit ist mit X% = 4.6
ebenfalls erhoht. Ein wichtiges Ergebnis ist es auch, dass es spannungsgesteuerte lonen-
kanile gibt, wie in diesem Fall der A-Typ K'-Kanal, dessen Ionenstrom das extrazellu-
lare Signal im Kontaktbereich nicht beeinflusst. Dies fiihrt zur Annahme, dass diese
Kanalart sich nicht oder nur in sehr geringer Anzahl vertreten ist. Die Kopplungsexpe-
rimente zeigen aber auch deutlich das der beobachtete langsame positive Verlauf des
extrazelluliren Signals 7, unmittelbar durch den K'-Strom des TEA sensitiven K-Typ
K'-Kanals verursacht wird. Damit zeigt der TEA sensitive K-Typ K'-Kanal bei den
Neuronen das gleiche Verhalten wie der K'-Kanal bei der Neuroblastomazell-Line SH-
SYSY.
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5.4 Kardiomyozyten

Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) besitzen sowohl morphologische als auch elektro-
physiologische Eigenschaften, die sie fiir die Kopplungsexperimente mit den Sensoren
interessant machen. Einzelne Zellen, die aus dem Herzgewebe von Ratten pripariert
werden, haben durchschnittliche GréBen von 40x60 pm?*. Diese GroBe ist von Vorteil
bei allen Kopplungsmessungen, weil sie durch ihre GroBe die Gates oder Elektroden im
Idealfall ganz abdecken konnen. Die spannungsgesteuerten Kanidle zeigen wie bei den
hippocampalen Neuronen hohe Ionenstrome. Diese Eigenschaften macht sie fiir die
Einzelzellexperiment im Voltage-Clamp Modus zu einem interessanten Zellsystem.
Eine besonders interessante Eigenschaft ist die Ausbildung von elektrischen Verbindun-
gen, den gap-junctions. Uber diese Verbindungen werden elektrische Stimulationen von
Zelle zu Zelle ausgetauscht, die zur Ausbildung von Aktionspotentialen und der Kon-
traktion des Zellgewebes fiihren konnen. Diese Eigenschaft wird bei Kopplungsexperi-
menten im Current-Clamp Modus mit konfluenten Zellmonolagen ausgeniitzt. Dabei
verbinden sich die Kardiomyozyten zu einer Monolage elektrisch verbundener Zellen
auf den Sensoroberflichen. Dabei kann auf eine zusdtzlich externe Stimulation durch
eine Patch-Clamp Elektrode verzichtet werden. Diese Stimulation wird von sog. Pace-
maker-Zellen iibernommen. Gleichzeitig kann sich durch diese elektrische Verbindung
der Zellen untereinander die Abdichtung des Sensorfelds und auch die Amplitude des

extrazelluldren Signals erh6hen.

5.4.1 Préaparation der Kardiomyozyten

Die Préiparation der Kardiomyozyten erfolgt zum einen von neonatalen Ratten mit ei-
nem Alter von 1-3 Tagen sowie von embryonalen Ratten des Embryonaltages E18 der

CD-Rattenart.
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Embryonal Préiparation

Die Herzen von 8-12 Embryonen werden steril entnommen und in Ca/Mg —freien HBSS
(Hanks balanced salt solution, GibcoBRL) gesammelt. Nach dem das Blut durch me-
chanisches Pumpen des Herzens entfernt wurde, wird das Gewebe mit einem Skalpel
zerkleinert und in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt und 3 mal mit eiskaltem
Ca/Mg —freien HBSS gewaschen. Der Puffer wird anschlieend ersetzt durch 0.05 %
Trypsin (Sigma), gelost in Versene Puffer (GibcoBRL) und fiir 20 min bei 37 °C in
feuchter Atmosphire bei 5 % CO, Gehalt inkubiert. Danach wird der Uberstand verwor-
fen, und fiir die enzymatische Dissoziation DNAse Typ II Losung (10.000 Einhei-
ten/ml,Sigma) zur Zellsuspension hinzugegeben. Nach 2 min wird zusétzlich 0.025 %-
ige Trypsin/Versene Losung hinzugefiigt und fiir 20 min inkubiert. Der Uberstand, in
dem sich die vereinzelten Zellen befinden wird dann gesammelt und in HEPES Puffer
Ham'’s F10 (GibcoBRL) gegeben, welcher 0.5 % einer Insulin-, Transferrin-, Selenit-
Losung (IST, GibcoBRL) und 25 % fotales Rinderserum (FCS,GibcoBRL) enthélt. Die
Zellsuspension wird fiir 5 min bei 1500 Umdrehungen/min zentrifugiert. Danach wird
der Uberstand verworfen und das abgesetzte, noch nicht dissoziierte Gewebe in eiskal-
tem Ham's F10 mit 0.5 %-igem ITS und 10 %-igem FCS resuspendiert. Die Schritte zur
erneuten enzymatischen Dissoziation werden so oft wiederholt, bis alles Gewebe disso-
ziert ist. Die endgiiltige Zellsuspension wird gesammelt und in Zell-Kulturflaschen fiir
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Da die Fibroblasten-Zellen schneller adhirieren als
Kardiomyozyten erhdlt man nach dem Ausspiilen eine Zellsuspension mit einer erhoh-
ten Anzahl von Herzzellen, wobei die Fibroblasten vermehrt am Boden der Kulturfla-
sche zuriickbleiben. AnschlieBend wird die Zellkonzentration mit Hilfe einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmt und die gewiinschte Konzentration eingestellt.

Neonatal Priparation

Unterschiede zur embryonalen Priparation liegen hauptsidchlich in der Dissoziation des
Herzmuskelgewebes. Das Gewebe von neonatalen Ratten ist aufgrund der fortgeschrit-
tenen Entwicklung deutlich fester, als das Herzgewebe embryonaler Ratten. Hier wird
0.05 % -iger Versene Puffer verwendet und die Zell-Losung fiir 4 min bei 37°C im

Wasserbad geriihrt. Die enzymatische Dissoziation entspricht der obigen und wird
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insgesamt 4 mal durchgefiihrt. Die nidchsten Schritte folgen denen der embryonalen

Priparation.

Die gereinigten FETs und EGEs werden in 70 %-igem Ethanol aufbewahrt. Vor der
Belegung des Sensors mit Zellen wird das Ethanol entfernt und die Kulturbereiche 3
mal mit sterilem Milli-Q Wasser gespiilt. Die Oberflichenmodifikation der FET und
EGE Arrays erfolgt mit Fibronectin. Dazu werden auf die aktiven Oberflichen der
Arrays jeweils 20 ul einer wéssrigen Fibronectin Losung 25ug/ml gegeben und fiir 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wird die iiberstehende Fibronectin Losung entfernt
und die Arrays 3 mal mit sterilem Wasser gespiilt. Die Arrays werden danach mit der
Zellsuspension besetzt und fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach werden die Kul-
turbereiche der EGE und FET mit vorgewédrmeten Kulturmedium Ham’s F10 mit 3 %

igem FCS aufgefiillt.

5.4.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kardiomyozyten

Die Aktionspotentiale der Kardiomyozyten zeigen fiir den zeitlichen Verlauf des Memb-
ranpotentials V), ein charakteristisches Aussehen. Zusétzlich zu den wichtigen Ionenka-
nilen wie Na" und K, die fiir die Neuroblastoma und hippocampalen Neuronen zur
Ausbildung der Aktionspotentiale erforderlich sind, spielt bei den Herzmuskelzellen der

Ca’"-Kanal eine entscheidende Rolle.

N
o
L DL DL L LA

v, [mV]
)
o

N
N
w
N
(&)

Zeit [s]

Bild 5.40: Herzmuskelzellen zeigen einen charakteristischen Verlauf der Aktionspo-
tentiale (Vzp =-50 mV, 1 DIV). Deutlich ist der Plateaubereich zu erkennen.
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M zeigt die Aktionspotentiale einer Herzmuskelzelle nach 1 DIV mit einem
Ruhepotential von Vgp =-50 mV.

Nach [Brown, 97] wird die Auslésung eines Aktionspotentials durch einen schnellen
Einstrom von Na' eingeleitet und ist vergleichbar mit den Na'-Strom bei der Depolari-
sation von hippocampalen Neuronen und Neuroblastomazellen. Zusétzlich kommt es
dann bei einem positiveren Membranpotential zum Einstrom von Ca”". Dieser zeitlich
verlangsamte Ca”'-Einstrom wirkt sich teilweise auf die weitere Depolarisierung der
Zelle aus. Hauptsichlich hat dieser Einstrom von Ca>" die Aufgabe den zusitzlichen
Ca”"-Einstrom vom Sarcoplasmatischen Reticulum in das Zellinnere (Cytosol) einzu-
leiten, welcher dann zur Kontraktion der Herzmuskelzelle fiihrt. Diesem Ca*'-Einstrom
steht ein Auswirtsstrom von K" gegeniiber. Dieser Vorgang fiihrt dann zur Ausbildung
des Plateaubereichs im Aktionspotential. Nach dem der Ca*"-Einstrom sich reduziert hat

iiberwiegt die Repolarisation der Herzzelle durch den K'-Auswirtsstrom.

Das Voltage-Clamp Experiment (@) an der gleichen Zelle liefert fiir Na~ und
Ca®" den erwarteten hohen Ionenstrom. Fiir den K'-Verlauf kann durch die unvollstin-

dige Kompensation keine Aussage getroffen werden.
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Bild 5.41: Voltage-Clamp Messung an der gleichen Herzellen wie in[Bild 5.40

Die Unterscheidung der Na" und Ca’" Stréme kann durch das angelegte Membranpo-
tential ¥y, erfolgen. Schnelle Na'-Strome erfolgen unmittelbar nach dem Stimulations-

puls, wogegen der Ca®"-Strom verspitet einsetzt.
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5.4.3 Entwicklung der Kardiomyozyten auf den Sensoren

Fiir die Einzelzellexperimente muss eine geniligend geringe Zelldichte gewdhlt werden,
damit die Zellen keinen geschlossenen Zellrasen ausbilden kénnen. Es zeigt sich, dass
dafiir eine Zelldichte von etwa 1.1x10° Zellen/cm® auf dem Sensor ideal ist. Im folgen-
den Experiment wurde ein 20ul Tropfen einer Zellsuspension mit 0.375x10° Zellen/ml
auf die FET-Oberfliche gegeben. Damit betréigt die Dichte auf der Oberfliche 1.1x10°

Zellen/cm?

Bild 5.42: Kardiomyozyten liegen mit geringer Dichte fiir Einzelzellexperimente auf
dem FET Array.

Durch die geringere Dichte liegen die Kardiomyozyten vereinzelt auf der Oberfldche.
Stellenweise kommt es dennoch zur Ausbildung von elektrischen Verbindungen zwi-
schen mehren Zellen. Durch die Ausbildung von gap-junctions sind die Kardiomyozyten
elektrisch miteinander verbunden und konnen sich gleichzeitig sichtbar kontrahieren.
Durch die geringere Dichte reduziert sich auch die Wahrscheinlichkeit, dass eine Herz-
muskelzelle auf einem Gate oder einer Elektrode zu liegen kommt. Eine Erh6hung der
Zelldichte in der Suspension erh6ht die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung eines Zellra-
sens. Deshalb ist die Zelldichte von 0.375x10° Zellen/ml eine optimale Dichte zur
Durchfiihrung des Einzelzellexperimente. Die Ausbildung eines ganzen Zellrasen findet

man bei einer Dichte von 1.5x10° Zellen/ml in der Zellsuspension.
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Bild 5.43: Kardiomyozyten bilden bei groBer Dichte von 1.5x10° Zellen/ml einen
Zellrasen aus. a) auf einer FET bzw. b) einer EGE Oberfliche.

M zeigt in a) und b) die Ausbildung eines solchen Zellrasens auf den Oberfla-
chen von FET und EGE Arrays.

5.4.4 Kopplungsexperimente mit konfluenten Zellen

Bei den Experimenten mit Kardiomyozyten die sich zu einem groBflachigen Zellrasen
zusammenschlieBen konnen, steht die Diskussion des extrazelluliren APs gemessen mit
den EGE Arrays im Vordergrund. Durch eine hohe Zelldichte von 1.5x10° Zellen/ml
beim Aussetzen auf die Arrays erreicht man die Ausbildung von elektrischen Kontakten

zwischen den Herzmuskelzellen.

5.4.4.1 Korrelation zwischen Membranpotential V', und extrazelluliren Signal V;

Im Current-Clamp Modus wird die Membran der Herzmuskelzelle mit die Spitze einer
Glaselektrode durchstoBBen. Diese Glaselektrode unterscheidet sich von der Patch-Clamp
Elektrode durch eine lange und schmale Spitze, die der Kontraktionsbewegung der

Muskelzelle folgen kann ohne abzubrechen.
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Bild 5.44: Membranpotential V', und extrazelluldres Signal V; einer embryonalen
Kardiomyozyte (3 DIV).

Die Glaselektrode ist mit einer 3 M KCI Losung gefiillt und hat einen Offnungswider-
stand von 60 bis 100 MQ. Mzeigt eine solche Kopplungsmessung mit einer
embryonalen Herzmuskel-Zelllayer (3DIV) und einer Goldelektrode (& = 20 um). Der
Verlauf des Aktionspotentials V), ist deutlich korreliert mit dem Auftreten von extra-

zelluldren Signalen V. Die Amplituden der Signale liegen hier bei etwa 150 V.

5.4.4.2 Kopplung mit Topographieelektroden

In Mist das extrazelluldre Signal von Herzmuskelzellen (Zellrasen, SDIV) dar-
gestellt, abgeleitet von einer Goldelektrode. Der Unterschied zu den anderen in dieser
Arbeit verwendeten planaren Elektroden liegt hier in einer Erhdhung der Elektrodenflé-

che.
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Bild 5.45: Extrazelluldres Signal von Herzzellen auf einem EGE Array mit erhdhter
Elektrode mit 5 Tagen in Kultur.

Bei dem im Experiment verwendeten EGE hat die Elektrodenoberfliche die gleiche
Hohe wie die Isolationsschicht. Die mit dieser Elektrode gemessenen extrazelluldren
Signale besitzen Amplituden im Bereich von 400 bis 500 uV. Diese Signalhohen liegen
deutlich liber den durchschnittlichen Signalen, die mit planaren Elektroden aufgezeich-
net werden konnen. Bei gleicher Zellpridparation und Oberflichenmodifikation von
planaren und strukturierten EGEs, deuten diese hoheren Signale bei Verwendung der

Topographie-Elektroden auf eine verringerte Abdichtleitfdhigkeit g; hin.

5.4.4.3 Multisite Kopplung

Die Anordnung der Goldelektroden in einer 8x8 Matrix ermdglicht die Aufzeichnung
von Aktionspotentialen mehrer Zellen gleichzeitig. Die im m a) dargestellten
extrazelluldren Signale stammen von Herzmuskelzellen, die auf Elektroden mit einem
Durchmesser von @ = 20 um fiir 3 Tage mit einer hohen Zelldichte (1.5x10° Zellen/ml)

kultiviert worden sind.



140 5 Zell-Transistor-Kopplung

200 . , , ,
__ 100 WWMWWWWMW
=~ -100 WMMWWNWWWW
-200F C
300 WWWVWWWWW
0 20 40 60 80
Zeit [ms]
a)

Bild 5.46: Signaleinkopplungen von Herzmuskelzellen auf verschiedenen Goldelektro-
den (a). Die Verldufe sind zur besseren Darstellung entlang der y-Achse ver-
schoben. Die Elektroden A, B und C zeigen die Orte der Signaldetektion (b).

Das verwendete Elektroden Array hat einen Abstand von 100um (Mb). Das erste
Signal wird auf der Elektrode B detektiert nachfolgend auf A und bei C. Es ist mit den
EGEs mdglich auf mehreren Elektroden gleichzeitig extrazelluldre Signale zu detektie-

ren

5.4.4.4 Signaltypen des extrazelluliren Aktionspotentials

Bei den Kopplungsexperimenten mit den Herzmuskelzellen treten verschiedene zeitli-
che Verldufe der extrazellulir gemessenen Aktionspotentiale auf. Die mit den EGEs

experimentell beobachtbaren Signaltypen sind in mldargestellt.

Die zur Simulation der jeweiligen Kopplung notwendigen Gréfen wie der zeitliche
Verlauf des Membranpotential V', und die damit verkniipften spezifischen Ionenleitfa-
higkeiten von Na’, K" und Ca®" kann durch die Simulationssoftware Oxsoft HEART
vers. 4.8 berechnet werden in der verschiedene Herz-Modellzellen durch [DiFrancesco,
85] realisiert sind. Zur Simulation wird ein Model einer Ventrikel Herzzelle [Earm, 90]
herangezogen. Dabei werden fiir die maximalen spezifischen Leitfahigkeiten folgende
Werte angenommen: g.* = 18.75 mS/cm’, gf =7.5mS/cm” und g¢ = 8 mS/cm’. Im
Current-Clamp Modus betrigt der Stromstimulationspuls I’ = 6 nA fiir 2ms. Die
Membrankapazitét fiir die Simulation betragt Cy, = 200pF. Die gewéhlten Grofen erge-

ben das Aktionspotential V', und die zeitlichen Verldufe fiir die lonenstrome wie im

M dargestellt.
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Bild 5.47: Aktionspotential einer Ventrikel Modellzelle und die dabei flieBenden lo-
nenstrome /°, miti=Na', K" und Ca”" . Erstellt mit der Oxsoft HEART
Simulationssoftware Vers. 4.8, [Earm, 90], [DiFrancesco, 85].

Tabelle 5.20: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.40| durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.

Sensor-Typ & [um] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
Au-EGE 20, 30 0 0.340 1
Zell-Typ DIV Abtastrate Mittelung

Herzmuskel 3, 4 10 kHz -

Im m sind die beobachtbaren Signalverldufe dargestellt. Dabei kann man den
extrazelluldren Verlauf durch zwei Teilverldufe beschreiben. Der positive starke Anstieg

(spike) am Anfang und einen langsameren Verlauf im Anschluss.



142 5 Zell-Transistor-Kopplung

50
—1° =2
>ﬂ
1-50 e
- XNa,K,Ca =25 4-100 ®
D1
>
= 0
>—,
D2 - D2
50
50
>
=0
>ﬂ
50 -
D3

0 100 200 300 400 500 O 100 200 300 400
Zeit [ms] Zeit [ms]

Bild 5.48: Charakteristische Signaltypen von Herzmuskelzelle aufgenommen mit
EGEs (links), [Krause, 2000 a]. Simulation der Signale durch skalierte lo-
nenstrome im Kontaktbereich (rechts).

Die Charakterisierung und Klassifzierung der extrazelluliren APs mit den Bezeichnun-
gen D1-D3 werden in [Sprossler, 99] mit p-Kanal FET durchgefiihrt. Die Signale mit
den hier verwendeten EGEs lassen sich ebenfalls mit dem gleichen Modell simulieren.

Zur Simulation der Kopplung wird g;= 1 S/cm” gewihlt.

gV, =chdﬁ+ > X' (5.7)
t i=Na* K*,Ca®*
In M‘sind die verwendeten Skalierungswerte der einzelnen lonenstrome angege-
ben. Der Typ D1 entsteht in der Simulation bei der Skalierung aller spezifischen Ionen-
leitwerte mit dem Faktor X', = 2.5. Der Typ D2 wird durch die Skalierung der Na'-
und K'-Leitfahigkeiten mit dem Wert X% = 2 und einer stark erhohten Ca®'-
Leitfihigkeit mit X% = 50 erzeugt. Der Typ D3 entsteht durch Reduzierung der Na'-
und K'-Leitfihigkeiten gegeniiber dem D2-Typ mit dem Skalierungsfaktor X \* =1
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und der Erhdhung von X . Die Typen D2 und D3 kénnen durch die Simulation auf
erhéhten Ca®*-Einstrom in die Zelle aus dem Kontaktbereich erklirt werden. Die positi-
ven Spitzen im Signalverlauf kénnen durch den Na'-Stimulationsstrom iiber die gap-

junctions benachbarter Herzmuskelzellen erklirt werden.

5.4.4.5 Hohe K -Ionenleitfihigkeit im Kontaktbereich

Die zuvor beschriebenen charakteristischen extrazelluldren Kopplungstypen lassen sich
im negativen Bereich durch die Skalierung des Ca®"-Ionenstroms darstellen. Das fol-
gende Experiment beschreibt eine neue Signalform des extrazelluldren Aktionspotenti-

als.

Tabelle 5.21: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.49|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | AGate [umz] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET [ 5y 916 2.4 3 0.89
Zell-Typ DIV Abtastrate Mittelung
Herzmuskel 5 40 kHz .

@ zeigt extrazelluldre Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen (SDIV) gemes-

sen mit einem n-Kanal FET.
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Bild 5.49: Extrazelluldres Signal einer Herzmuskelzelle (SDIV) aufgezeichnet mit
einem Doppelgate eines n- Kanal FET Arrays.
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Eine Darstellung eines einzelnen Signals als Ausschnitt von bﬂdéA-QJzeigt b{-ldéé@l
A). Das extrazelluldre Signal hat eine Gesamtamplitude von V; = 1.1 mV. Das Signal
zeigt deutlich den positiven Anstieg zu Beginn und féllt nach dem Erreichen eines
Wertes von 300 1V sofort auf 500 LV ab. Dieser erste Bereich des Signals korreliert mit
dem D1-Typ. Danach steigt das Signal aber {iber eine Zeit von t = 400 ms in den positi-
ven Bereich, um dann wieder auf den Ausgangswert zurlickzugehen. Der Maximalwert

liegt bei 600 uV.
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Bild 5.50: Einzelsignal des K" dominierten Kopplungstyps D4. Simulation der Signal-
form mit den berechneten Ionenstromen der Oxsoft Heart Simulationssoft-
ware vers. 4.8.

@B zeigt das simulierte Signal, wobei nur durch eine Skalierung der spezifi-
schen Ionenleitfihigkeit des K'-Kanals die experimentellen Ergebnisse beschrieben

werden konnen. Dabei wird ein niedriges g, angenommen.
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5.4.4.6 Vergleich der Signale gemessenen mit FET und EGE

Im Vergleich mit den extrazelluldren Aktionspotentialen, die mit FETs gemessen wur-
den [Sprdssler, 99], zeigen die mit den EGEs aufgezeichneten Signale nur geringe Un-
terschiede. Einer der wesentlichen Unterschiede zwischen den Detektoren besteht in der
hoheren Elektrodenkapazitit gegeniiber der Gatekapazitét. Die nachfolgende Simulation

soll zeigen, ab welchen spezifischen Elektrodenkapazitit ¢z sich Anderungen 1m extra-

zelluldren Signal zu erwarten sind (@)

; '1 00 > 9
= - €, = 0.1 yFcm
=>200F v Cp = 100 |JFCTT'I-2 -
---------- ¢,c = 1000 pFem™
-300 .
100 102 104 106 108
Zeit [ms]

Bild 5.51: Simulation der Abhingigkeit des Spannungsverlaufs einer D1-Typ Kopp-
lung bei Variation der spezifischen Elektrodenkapazitit c,g,
(FET=0.1uF/cm?, EGE~10uF/cm?), [Krause, 2000 a.

@ zeigt die Abhéngigkeit des Spannungsverlaufs von V, (t) im Kontaktbereich
in Bezug auf die Variation der spezifischen Elektrodenkapazitét c;; mit einem D1 Sig-
nalverlauf aus IB,i-ld—é-éLgl Die Skalierungsfaktoren fiir die Simulation fiir die Na' , K*
und Ca®" Tonenstromdichten, X %% =2 g,=1 S/em” und (cyy = 1.5 uF/cm?). Bila |
@ zeigt drei Simulationen mit ¢;g = 0.1, 100 und 1000 uF/cmz. Dabei zeigt sich
deutlich eine Verdanderung des Zeitverlaufs und der Amplitude bei Erhéhung der spezi-
fischen Elektrodenkapazitit c;q. Dieses Ergebnis korreliert mit den typischen Werten
von FET bzw. EGE Arrays (FET=0.1uF/cm® EGE=10-100pF/cm?) und Metallelektro-
den Arrays mit zusitzlicher Oberflichenmodifikation (<1000 uF/cm?). Bei diesen gro-
Ben Werten fiir die Gatekapazitdat handelt es sich typischerweise um TiN-Elektroden
bzw. Goldelektroden die mit einer Platinoberfliche bedeckt sind [Nisch, 94]. Fiir eine

optimale Signaliibertragung muss die spezifische Gatekapazitit im uF/cm2 Bereich
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liegen. Die in der Arbeit verwendeten Elektroden liegen in einem Bereich zwischen 5-

30 uF/cm” und zeigen deshalb auch keine Verdnderungen im Signalverlauf.

EGE

Wahrscheinlichkeit

¢

Amplituden

Wahrscheinlickeit

00 05 10 15 20 25 30
V, [mv]

Bild 5.52: Wahrscheinlichkeiten fiir die Amplituden von extrazelluldren Aktionspo-
tentialen von Herzmuskelzellen gemessen mit EGEs und FETs, [Krau-
se, 2000 a]. Daten fiir FETs aus [Sprdssler, 97].

Ein Unterschied zwischen den EGE und FET bei Detektion von extrazelluldren Akti-
onspotentialen liegt in der Amplitude der gemessenen Signale. @ zeigt die
Amplitudenverteilung von extrazelluldren Aktionspotentialen die mit FETs und EGEs
gemessen wurden. Dabei zeigt sich, dass die Amplituden die mit den FETs gemessen
werden wesentlich grof3er sind als die, die mit den EGEs aufgenommen wurden. Durch
die groBere Elektrodenkapazititen der EGEs wird der zeitliche Verlauf jedoch nicht

beeinflusst.

Die Simulation der extrazellulidren Signale durch Skalierung der Na* , K™ und Ca*"
spezifischen lonenleitfahigkeiten, einer Modellzelle, im Kontaktbereich soll im nédchsten
Abschnitt anhand von Einzelzellexperimenten im Voltage-Clamp Modus bestétigt wer-

den.
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5.4.5 Einzelzell-Experimente

Die folgenden Experimente an Herzmuskelzellen unterteilen sich wie bei den Messung

an Neuroblastoma Zellen und Hippocampalen Neuronen in die Signaleinkopplung durch

geringe und hohe Ionenkanalleitfahigkeit.

VST IM
I Cm| T Patch Clamp
" Herzmuskel Glaselektrode
FET oder EGE Array

Bild 5.53: Ersatzschaltbild von Herzmuskelzellen. Der spannungsabhingige Ca*'-

Kanal kommt zu den bereits bei den Neuroblastoma und den hippocampla-
len Neuronen diskutierten Na'- und K"-Kanilen hinzu.

5.4.5.1 Zellen ohne aktive Ionenkanile

Die Diskussion zum Einfluss der geringen Ionenkanalleitfahigkeit erfolgt mit der glei-

chen Vorgehensweise wie bei den Zellsystemen zuvor. Dabei werden ebenfalls FET und
EGE eingesetzt.
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Tabelle 5.22: Experimentelle Parameter fiir das in Bild 5.54]| durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | Agae [Um?] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET %16 2 2 0.39
Zell-Typ | Vep [mV]-27 | RIY[GQ] Co™ [pF] Ay [em?]
Herzmuskel |pry 2 1 27 2.7%x107°
Patchmode VI mV] VI [mV] | Abtastrate Mittelung
4 -90 -40, 10, 90 33 kHz 100 Zyklen

In MZeigt ein Kopplungsexperiment zur Untersuchung der A-Typ Kopplung von
Herzzellen mit einem FET Array. Die Zellen sind 1 Tag alten neonatalen Ratten ent-
nommen und zu einer Zellesuspension mit der Dichte von 0.75x10° Zellen/ml aufberei-

tet.

Bei den Stimulationspulsen fiir A1 und Bl ergeben die extrazelluliren Signale in A2
und B2 die erwarteten rein kapazitiven Signalanteilen. Der Stimulationsimpuls in C1
erzeugt auch die kapazitiven Spikes doch zeigt sich, dass die Zellmembran langsam
undicht wird. Dies zeigt sich durch das Auftreten der ohmschen Anteile im Signal. Doch
steht bei diesem Experiment die Proportionalitit zwischen Ableitung des Stimulations-
pulses und der kapazitiven Spikes im Vordergrund. Unter der Voraussetzung das die

Anstiegszeit des Stimulationspulses A¢ fiir alle Spikes gleich ist, gilt: V, =a AV, .

MZeigt diese Proportionalitt.

Tabelle 5.23: Proportionalitdt zwischen dem Stimulationspuls und dem detektierten
extrazelluldren Signal

AV,, [mV] V, [uV] o
50 54 107
100 99 10
180 231 1.3x10°

Durch eine Simulation des kapazitiven Signals (nicht dargestellt) ldsst sich die Ab-
dichtleitfahigkeit zu g; = 5 S/cm’ bestimmen. Dieser gute Werte kann auf die vollstin-

dige Abdeckung des Gates mit dem Zellkorper zuriickzufiihren.



5.4 Kardiomyozyten

149

100} A1’

100} B1"

1001

-100+t

1250
1200
1150
1100
150

0

1-50

1-100
1-150
1-200
11-250

1250
1200
1150
1100
150
40
1-50
1-100
1-150
1-200
11-250

1250
1200
1150
1100
150

0

1-50

1-100
1-150
1-200
11-250

Zeit [ms] Zeit [ms]

Bild 5.54: Kapazitive Kopplung mit einer Herzmuskelzelle Zelle: Linke Seite Span-

0 40 80 120 160 200 2400 40 80 120 160 200 240

V, [uv]

V, [uV]

V, [uv]

nungspulse, V,,** und Haltepotential ¥,/ , Rechte Seite: kapazitives extra-

zelluldres Signal V.

5.4.5.2 Zellen mit aktiven Ionenkanilen

Die Experimente zur aktiven Signaleinkopplung mit den Herzmuskelzellen mit Hilfe

der Voltage-Clamp Technik soll zum einen die bei den vorherigen Experimenten mit

den Herzzellschichten gemachten Ergebnisse, im Current-Clamp Methode, bestitigen

und auch die Simulationen fiir die D1-D4 Kopplungen, zur Skalierung der lonenstrome

im Kontaktbereich, nachzeichnen.

Zur Untersuchung der Na* Kopplungsfihigkeit werden in diesem Experiment neonatale

Herzmuskelzellen (Tag 1) mit einer Anzahl von 0.75x10"° Zellen/ml in der Zellsuspen-

sion auf den p-Kanal FET aufgesetzt. Trotz der relativ hohen Dichte in der Zellsuspen-

sion bilden sich nicht nur zusammenhéngende Zellgebiete sonder auch Einzelzellen, die
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dann hier vermessen werden konnen. MZeigt extrazelluldre Signaleinkopplun-

gen, die hauptsichlich durch Na'-Ionenstréme in den Kontaktbereich beeinflusst sind.

Tabelle 5.24: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.55|durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | AGace [umz] Vas [V] Vps [V] gm [mS]
p-Kanal FET [ 5y 16 2 3 0.31
Zell-Typ | Vep [mV]-50 | R;" [GQ] C," [pF] Ay [em?]
Herzmuskel DIV 2 0.426 - -
Patchmode VI mV] VI [mV] | Abtastrate Mittelung
Ve -90 30, 10 20 kHz 100 Zyklen
Die Herzzelle wird auf ein Haltepotential von V), = - 90 mV eingestellt und danach

durch einen Spannungspuls auf Vjy, = - 30 mV bzw. V), = 10 mV depolarisiert, (@
QA] und A2). Der resultierende Gesamtionenstrom bei diesen Membranpotentialen
ist auf eine Uberlagerung aus Na', K und Ca’" zuriickzufithren. Die einwérts gerichte-
ten Na'-Strome liegen mit 7™ = 1.9 nA und 7™ = 2.35 nA deutlich iiber den Werten
fiir den auswirtsgerichteten K'-Strom mit 7%= 0.23 nA und 7*=0.48 nA in @l
B1 und B2. Fiir die Membrankapazitit wird ein durchschnittlicher Wert von 20 pF
angenommen. Daraus berechnen sich die spezifischen Leitféhigkeiten zu gp., =1.1
mS/cm™ und gm =1.68 mS/cm™. Die kapazitiven Spikes erlauben die Bestimmung von
g/ =10 S/cm’ fiir beide Kopplungen in C1 und C2. Der einwirts gerichtete
Na'-Strom erzeugt einen Spannungsabfall iiber den Abdichtwiderstand von V=248 pV
(M Cl) und V; =252 uv (@l C2). Anhand der Simulation in M
ergeben sich fiir die Skalierung der spezifischen Na'-Leitfihigkeit einmal X = 16 fiir
55/ D1 und X )¢ =13 fiir @JDZ Damit erhoht sich die Leitfahigkeit im

Kontaktbereich auf g% = 18 mS/cm® und auf g’ =22 mS/cm’.
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Bild 5.55: Na',K' und Ca'-Ionenstréme und die extrazelluliren Antwortsignale einer
Herzmuskelzelle (Vgp =-50 mV, 2 DIV). A und B zeigen jeweils den Sti-
mulationspuls V), und den Membranstrom /), durch die Patchelektrode. C
zeigt die entsprechenden eingekoppelten Signale V. Zur Bestimmung der
Kopplungsparameter werden die Signale V; entsprechend simuliert (D).

Das folgende Experiment zeigt die Signaleinkopplung zur Untersuchung der K™ Kopp-
lungsfahigkeit. Dabei wurden embryonale Herzmuskelzellen vom Tag E18 mit einer
Anzahl von 0.75x10° Zellen/ml in der Zellsuspension auf das Goldelektroden EGE
Array gesetzt und fiir 3 Tage in Kultur gehalten. @ zeigt das Stimulationsexpe-

rimente einer Herzmuskelzelle auf einer Goldelektrode.
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Tabelle 5.25: Experimentelle Parameter fiir das in |Bild 5.56|durchgefiihrte Kopplungs-
experiment.

Bild 5.56: K'-Ionenstrom und das extrazelluldre Antwortsignal einer Herzmuskelzelle
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Die spezifische Leckleitfihigkeit ergibt zugr, = 1.9x10° S/cm®. Durch den Span-
nungspuls m A) bffnet die spannungsabhingigen K'-Kanile und es kann ein
TIonenstrom von /X= 1.2 nA (

lationspuls und K'-Auswirtsstrom zeigt@ C. Die kapazitiven Spikes, mit einer

56'B) gemessen werden. Die Reaktion auf Stimu-

Amplitude von V;=35 uV liefern einen Wert von g, = 25 S/cm?. Durch den Spannungs-
abfall iiber den Abdichtwiderstand erzeugt der aus der Zelle herausflieBende K'-Strom
ein extrazelluldres Signal von V; =20 uV. Die Simulation in MD) bestimmt die
Skalierung der spezifischen K'-Leitfihigkeit. Die Betrag erhoht sich, von gk = 0.48
mS/cm” , mit X X, = 6.6auf gh =3.1 mS/cm”. Dieses Ergebnis bestitigt experimen-
tell die Simulation der extrazelluldren Aktionspotentiale. Die Erh6hung der spezifischen
K Leitfahigkeit der Herzzelle im Kontaktbereich iiber der Goldelektrode bzw. eines

Feldeffekttransistors erzeugt den positiven Verlauf.

Die zuvor durchgefiihrten Kopplungsexperimente weisen die notwendige Skalierung
von Na’ und K'-Leitfihigkeiten im Kontaktbereich zur Erzeugung des extrazellularen
Signals nach. Im folgenden Experiment kann zusitzlich die unterschiedliche Skalierung
von Na” und Ca®" gezeigt werden und somit die Voraussetzung fiir die Simulation der

D1-D4 Typen bestitigen.

Bei diesem Experiment werden embryonalen Herzmuskelzellen mit einer Zelldichte von
0.75x10® Zellen/ml in der Zellsuspension auf die Oberfliche des n- Kanal FET Arrays
aufgesetzt. Im Current-Clamp Modus kann das Ruhepotential von Vzp = -35 mV ge-

messen werden

Tabelle 5.26: Experimentelle Parameter fiir das in [Bild 5.57| durchgefiihrte Kopplungs-

experiment.
Sensor-Typ | AGate [umz] Ves [V] Vps [V] gm [mS]
n-Kanal FET 4x16 3 2 0.79
Zell-Typ | Vep [mV]-35| R} [GQ] C," [pF] Ay [em?]
Herzmuskel |pryv 2 75 31 3.1x107
Patchmode Vi [mv] VI [mV] Abtastrate Mittelung
re -90 -50, -10 20 kHz 150 Zyklen
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Ausgehend vom Haltepotential wird das Membranpotential der Zelle in @ Al
und A2 auf einen positiven Wert verschoben. Dabei wird der Gesamtstrom [, in @
@Bl und B2 aufgezeichnet.

V., [mV]

1
=
QOOOOBN

(¢ [o]leo]eoele]
L) L)
I I I I
L) L)
I I I I
Lo i

o
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Bild 5.57: Na'und Ca'-lonenstréme und die extrazelluliren Antwortsignale einer
Herzmuskelzelle (Vzp =-35 mV, 2 DIV). A und B zeigen jeweils den Sti-
mulationspuls V), und den Membranstrom /), durch die Patchelektrode. C
zeigt die entsprechenden eingekoppelten Signale V. Zur Bestimmung der
Kopplungsparameter werden die Signale V; entsprechend simuliert (D).

Der Stimulationspuls auf ¥, = -50 mV 16st hier hauptsdchlich den verlangsamten Ein-
strom von Ca®"-Ionen in die Herzmuskelzelle aus (@ B1). Bei t = 40 ms steigt

der Tonenstrom auf den maximalen Wert von /= 1.4 nA. Im Gegensatz zum Ca*'-
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Einwirtsstrom 6ffnet der Stimulationspuls auf V), = -20 mV einen schnellen Na'-
Einwértsstrom (@BD. Dieser Strom steigt unmittelbar nach dem Spannungspuls

auf V3, = -20 mV auf seinen maximalen Wert von 7= 2.1 nA.

Die extrazelluldren Signale V; inlBﬂdé—é—l'Cl und C2 zeigen wie erwartet die kapaziti-
ven Anteile. Dazwischen treten die extrazelluldren Signale auf die durch die Ionen, die
durch die spannungsabhéngigen Ionenkanile im Kontaktbereich flieen, erzeugt wer-
den. Nicht nur die Amplitude sondern auch der zeitliche Verlauf der beiden Signale
unterscheidet sich. Die zeitliche Verzdgerung des gemessene Ca”’-Ionenstroms ist auch
im extrazelluldren Signal wiederzufinden. Auch der negative Spike zeigt in V; den
gleichen Zeitverlauf wie der im Voltage-Clamp registrierte schnelle Na'-Ionenstrom.
Deutlich zeigt sich der Unterschied im extrazelluldren Signal ¥, fiir die Ca>" und Na”
Tonenstréme. Das Signal der Ca*"-Ionen liegt mit ¥, = 10 pV deutlich unter dem Wert
von Na" mit ¥, = 40uV. Aus der Simulation ergeben sich die spezifischen Abdichtleit-
fahigkeit zu g; = 25 S/cm? (IB-i-ldTéJJ Cl)und g; =22 S/cm? (@Cﬂ). Die Si-
mulation des extrazelluldren Signals, welches hauptsédchlich durch den verlangsamten
Ca*"-Ionenstrom dominiert wird, liefert fiir den Skalierungsfaktor einen Wert von

X4 =4.4. Im Gegensatz dazu ist die Na'-Leitfahigkeit um den Faktor X )% = 15 erhoht.

Tabelle 5.27: Ergebnisse aus den Experimenten mit keiner und hoher Ionenkanalleitfa-
higkeit im Kontaktbereich.

Herzmuskel | g, [S/cm’] X, XN X X
— 5 — — — —

Na" 10 — 16, 13 — —

K" 30 80 — 4.9 —
Na'- Ca** 25,22 — 15 — 4.4

Die durch die Einzelzellexperimenten bestimmten Werte fiir die spezifische Abdichtleit-
fahigkeit liegen auch fiir die groeren Kardiomyozyten bis auf den relativ guten Wert
von g, =5 S/cm” in dem gleichen GroBenbereich wie sie bei den extrazelluliren
Kopplungsexperimenten mit den SH-SYS5Y, EA.hy-926 und den hippocampalen Neuro-
nen beobachtet wurden. Dies ldsst sich auf die gleiche Oberflichenmodifikation zuriick-
fiihren. Denn wie fiir die Zell-Linien wird auch fiir die Kardiomyozyten Fibronectin zur

Oberflachenmodifizierung eingesetzt. Eine deutlich héhere Amplitude zeigt sich in den
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extrazelluliren Signalen bei der Untersuchung der Na'-Leitfihigkeit im Kontakbereich
in @ Die erhohte Amplitude ldsst sich auf den relativ guten Wert fiir den spezi-
fischen Abdichtleitwert mit g, = 10 S/cm” und einem maximalen Na-Ionenstrom von
I"= 2.4 nA zuriickfiihren, der im Kontaktbereich mit einem Faktor von X )% = 16
erhoht ist. Auch der K'-Strom ist im Kontaktbereich um den Faktor X% = 4.9 erhoht.
Ein sehr wichtiges Ergebnis aus den Kopplungsexperimenten zeigt @l Hier kann
nicht nur eine erhdhte spezifische Ionenleitfihigkeit fir Na™ und Ca’" im Kontaktbe-
reich nachgewiesen werden sondern auch die unterschiedliche Skalierung der Na" und
Ca”"-Ionenstréme. Die Skalierungsfaktoren zeigen fiir Na™ einen Wert von X =15
und fiir Ca®" einen Betrag von X ‘“ =4.4. Dieses Ergebnis bestitigt die zur Beschrei-
bung der verschiedenen Typen von extrazelluliren Aktionspotentialen (D1-D4) ge-
machte Annahme der unterschiedlichen Skalierung von Na*, K" und Ca**-Ionenstrémen

im Kontaktbereich.

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit konfluenten Zell-Monolayern aus Herzellen
zeigen, dass sich die mit den EGEs aufgezeichneten extrazelluldren Aktionspotentiale
(D1) in ihrem zeitlichen Verlauf nicht von denen mit FETs detektierten unterscheiden.
Dieses Verhalten bestdtigt auch die Simulation, bei der die Elektrodenkapazitit im
Bereich von 0.1 bis 1000 uF/cm? variiert worden ist. Diese Berechnung zeigt, dass die
Elektroden, die hier zur Messung eingesetzt werden, mit ihren Elektrodenkapazititen im
Bereich von 5-30 pF/cm” keine wesentliche Verdnderung des zeitlichen Verlaufs von
V, bewirken. Die detektierten extrazelluldren Aktionspotentiale (D1-D4) die hier mit
den EGEs und FETs aufgenommen wurden, zeigen indirekt die Auswirkung der unter-
schiedlichen Skalierung von Ionenstromen im Kontaktbereich, wie es auch durch die
Experimente in den Einzelzellmessungen bestétigt wird. Die Einfiihrung der EGEs
ermdglicht aufgrund der Anzahl der Elektroden eine gleichzeitige Detektion von extra-
zelluldren Aktionspotentialen von unterschiedlichen Orten auf den Sensor. Die hohen
Amplituden bei den Monolayer-Experimenten weisen auf einen geringen spezifischen
Abdichtleitwert g, hin. Befindet sich der ganze Zellmonolayer auf gleichem Potential
so kann diesem Layer ein einzelner Abdichtwiderstand zugeordnet werden. Somit er-
moglicht der Monolayer als Einheit eine bessere Abdichtung der Sensorflichen. Im
Gegensatz dazu erzeugt der Monolayer der Endothelzellen nicht diesen geringen Ab-

dichtleitwert. Die Endothelzellen wirken nicht wie bei den Herzmuskelzellen als ein
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einheitlicher Layer, wodurch sich die viel groBeren Werte fiir den spezifischen Ab-

dichtleitwert erklaren lassen.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Zell-Transistor Kopplungen:

Die Experimente zur Zell-Transitor Kopplung zeigen das mit allen hier eingesetzten
Zellsystemen und den in dieser Arbeit hergestellten FET und EGE extrazelluldre Signa-
le, durch die Anwendung der Voltage- und Current-Clamp Methode, unter zu Hilfe-
nahme der Mittelung detektieren lassen. Die in den Einzelzellexperimenten beobachte-
ten extrazelluldren Signale konnen durch die Anwendung des Kirchhoffschen Gesetzes

mit Hilfe des Punkt-Kontakt-Modell beschrieben werden.

Dabei werden Experimente mit Zellen unterschieden, bei denen sich keine aktiven
Ionenkanile in der Zellmembran entwickelt haben, was durch die chemischen Einwir-
kungen wahrend der Préparation hervorgerufen werden kann. In diesen Féllen wird das
detektierte Signal ausschlieBlich durch die spezifische Membrankapazitit und Leckleit-
fahigkeit im Kontaktbereich beeinflusst. Dabei unterscheidet man den A-Typ und den
B-Typ Anteil am Gesamtsignal. Bei allen Zellen lassen sich diese beiden Kopplungsar-
ten beobachten, wobei liber den kapazitiven Anteil, der proportional zur zeitlichen
Ableitung des Stimulationspulses ist, die spezifische Abdichtleitfdhigkeit abgeschitzt
werden kann. Die Auswertung dieser Einzelzellexperiment dieser Kopplungsart zeigt,
dass der Wert von g, bis zu einem Faktor 3 besser ist als bei der Mittelung aller Ein-
zelexperimente. Einen grofen Einfluss auf das Verhalten von g, hat die Oberfldchen-
modifikation zur Zelladhérierung. Die hier eingesetzten Zelladhdsive wie Fibronectin
und Laminin bei den hippocampalen Neuronen zeigen zum einen die Zuverladssigkeit die
fiir die Experimente erforderlich ist, zum anderen wird die Zelle vielleicht nicht nahe
genug an die aktive Sensorfliche gebunden. Ein weiterer Punkt der g, beeinflusst ist
die Lage des Zellkorpers auf den FETs oder EGEs. Hohe Amplituden in dem extrazel-
luldren Signalverlauf zeigen sich immer dann, wenn die gesamte Zelle das Gate bzw. die
Elektrode abdeckt. Dann liegen die Werte fiir g, im Bereich zwischen 5-10 S/cm’. Da
in der Arbeit auch Experimente durchgefiihrt werden, bei denen Zellkérper nicht ganz
die aktive Flache abdeckt, erhoht sich dadurch die spezifische Abdichtleitfahigkeit. Dies

gilt fiir alle Zellsysteme. Auch der Einsatz von Zellen mit groeren Durchmessern wie
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den Endothelzellen und den Kardiomyozyten bringt keine deutliche Erniedrigung der
spezifischen Abdichtleitfahigkeit, sofern sie nicht ganz auf der aktiven Flichen liegen.
Eine Ausnahme zeigt sich bei den Kardiomyozyten im Monolayer, bei denen im Cur-

rent-Clamp Mode sehr hohe Amplituden beobachtet werden.

Bei den Messungen mit spannungsgesteuerten lonenkanélen in der Zellmembran kénnen
Experimente mit geringer und erhohter Ionenkanalleitfdhigkeit im Kontaktbereich un-

terschieden werden.

Bei Experimenten mit aktiven Ionenkanélen in der Zellmembran besitzt die SH-SYS5Y
Zell-Linie, als einfachstes Zellmodell einer neuronalen Zelle, im wesentlichen nur zwei
Arten Tonenkanile (Na', K') deren Ionenstrome geniigend gro werden kénnen und bei
unterschiedlichen Membranpotentialen 6ffnen. Deshalb kann die Auswirkung der bei-
den Ionenstrome getrennt voneinander untersucht werden. Nur bei den Kopplungen mit
den SH-SY5Y Zellen bei denen geringe lonenstrome {liber die Zellmembran beobachtet
werden bleibt das extrazelluldre Signal unbeeinflusst. Das extrazelluldre Signal zeigt
dann nur die oben beschriebenen kapazitiven und ohmschen Anteile. Diese Beobach-
tung weist daraufhin, dass die vorhandene lonenkanaldichte, von Na'- und K'-Kanilen,
mit ihrer Leitfdhigkeit nicht ausreicht das Gate- oder Elektrodenpotential entscheidend

zu beeinflussen.

Bei normaler bis erhohter Ionenleitfahigkeit im Kontaktbereich zeigt sich eine Proporti-
onalitit zwischen dem beobachteten Na'-, K'- und Ca*-Membranstrom und dem extra-
zelluldren Signal. Diese Abhingigkeit zeigen die Neuroblastomazellen, die hippocam-
palen Neuronen und die Kardiomyozyten. Dieses Beobachtung zeigt deutlich, das der
Einstrom von lonen in den Kontaktbereich zwischen Zelle und Sensorfldche den zeitli-

chen Verlauf des extrazelluldr detektierten Signals beeinflusst.

Die Simulation der extrazelluldren Signale mittels des der Gleichung aus dem Punkt-
Kontaktmodell liefert die Erkenntnis das die spezifischen Ionenleitfihigkeiten fiir Na'-,
K- und Ca*"-Ionen im Kontaktbereich erhdht sein muss um das extrazelluldre Signal
nachzubilden. Dabei werden die gemessenen lonenstrome der Ionenart i mit dem jewei-
ligen Faktor X, skaliert. Experimente mit den Kardiomyozyten zeigen, dass nicht nur
die spezifische lonenleitfihigkeit erhdht sein muss sondern auch, dass die lonenstrome

im Kontaktbereich unterschiedlich skalieren (X )% # X%). Bei dieser beobachteten



5.4 Kardiomyozyten 159

Erhohung dieser Leitfahigkeiten muss es dann zu einer unterschiedlichen Anhaufung
von lonenkanilen in der Zellmembran tber der Sensorflichen kommen, um die beo-
bachteten extrazelluldren Signale beschrieben zu konnen. Verstirkt zeigt sich dieses
Verhalten bei den Experimenten mit den hippocampalen Neuronen bei denen ein Teil
des beobachteten K'-Stroms iiber den A-Typ K'-Kanal flieBt. Dieser bestimmte K'-
Strom zeigt keine Auswirkung auf das extrazelluldre Signal. Dies kann dadurch be-
schrieben werden, dass sich diese Art von Ionenkanilen nicht im Kontaktbereich befin-
det oder die Kanaldichte zu gering ist, dass die Leitfahigkeit das Gatepotential nicht
beeinflusst. Bei zukiinftigen Experimenten auf diesem Gebiet kann es sinnvoll sein

diese Ionenkanaldichte im Kontaktbereich zu untersuchen.

Der Nachweis, dass es sich bei den K'-Einkopplungen tatséchlich um K'-Ionenstréme
iber die Zellmembran in den Kontaktbereich handelt, wird bei den Experimenten mit
den SH-SYS5Y Zellen und den hippocampalen Neuronen durch die Zugabe von TEA
realisiert. TEA blockiert die K-Typ K'-Kanéle und verhindert dadurch eine Reaktion im
extrazelluldren Signal. Dadurch ist bewiesen das der Einstrom von K'-Strom in den

Kontaktbereich das Gatepotential in positive Richtung verindert.

Die Ergebnisse der Voltage-Clamp Experimente bestétigen die Annahme der Skalierung
der Ionenstrome im Kontaktbereich bei der Simulation der extrazelluldren Aktionspo-

tentiale vom Typ D1-D4 mit Kardiomyozyten.



160 5 Zell-Transistor-Kopplung




6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Verkniipfung von biologischen Systemen mit
speziellen Hablleiterbauelementen zur Untersuchung der extrazelluldren Signaliibertra-
gung. Dabei steht der Einflul passiver Membranelemente, wie Kapazitit und Wider-
stand, sowie aktiver Stromanteile, aus spannungsabhédngigen lonenkanilen verschiede-
ner Zellsysteme, auf das in die Sensoren eingekoppelte Ubertragungssignal im Vorder-
grund der Betrachtung. Die Untersuchung erfordert zum einen die Entwicklung genii-
gend sensitiver Sensoren zur Detektion der Signale im uV-Bereich und zum anderen die
erfolgreiche Anbindung von lebenden Zellsystemen auf diese Sensoroberflichen ohne

die Beeintrachtigung ihrer elektrischen und chemischen Eigenschaften.

Die mit den Standardprozessen der Halbleitertechnologie hergestellten p- und n-Kanal
Feldeffekttransistoren zeigen bzgl. der Steilheit und Langzeitstabilitit gute Werte. Die
Steilheit der p-Kanal FET liegt zwischen 0.3 und 0.6 mS und die der n-Kanal FET
zwischen 0.3 und 1.2 mS, wobei sich die Gateabmessung von 2x16 pum” fiir beide Ka-
naltypen als besonders gut erweist. Das in einer trockenen Atmosphire aufgebrachte
Gateoxid zeigt mit einer Dicke von 10 nm einen guten Kompromiss zwischen Gatesteil-

heit und Langzeitstabilitit, die bei 5 bis 10 Préparations- und Messumldufen liegt.

Mittels der Diinnschichttechnologie wurden EGE aus Gold und Titan hergestellt die in
thren Durchmessern im Bereich der Zellkorper liegen und somit eine gute Abdeckung
erlauben. Als besonderen Ansatzpunkt zur Verkleinerung des spezifischen Abdichtleit-
wertes kann die Einfliihrung von Elektroden mit Topographie gesehen werden. Die
Langzeitstabilitdt der hergestellten EGE Arrays, bezogen auf die Standfestigkeit des
Schutzoxids sowie der elektrischen Kontaktierung der Glaschips, ist so gut, dass sie bis
zu 50 Messdurchldufen verwendet werden konnen. Die hier eingefiihrte Flip-Chip-

Technologie, zum Aufkleben der EGE-Glaschips mit 64 einzelnen Kontakten auf die
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strukturierten Platinen, erzeugt elektrisch stabile Kontakte und konnte als Alternative

zum Bonden mit Al/Si-Draht etabliert werden.

Das Rauschen der FETs und der EGEs, bei der Kontaktierung mit den JFETS, liegt nach
einer Rauschanalyse liber dem Eigenrauschen der jeweiligen Messelektronik. Die n-
Kanal FETs liegen unter dem Rauschen der p-Kanal FETs, wobei in beiden Féllen das
1/f Rauschen, durch Kombination-Rekombinationsprozesse, deutlich vorherrscht. Sto-
rende Frequenzen konnen durch die Kompaktbauweise der Vorverstirker ausgeschlos-

sen werden.

Eine Verbesserung der Oberflichenmodifikation mit dem Ziel eine bessere Zelladhérie-
rung zu schaffen konnte durch das Aufbringen einer 100 nm dicken Siliziumoxidschicht
auf die Isolationsschicht beider Sensorsysteme erreicht werden. Diese Oberfldche in
Verbindung mit den hier eingesetzten Fibronectin und Laminin erweist sich als zuver-

lassiges Substrat fiir die Zellanbindung.

Die fiir die Kopplungsexperimente mit den EGEs neu eingefiihrte MeBmethode, bei der
die Elektroden als Extended-Gate-Electrode an die Gates kommerzieller JunctionFETs
kontaktiert werden zeigt gegeniiber der herkdmmlichen Messmethode mit Metallmikro-
elektroden deutliche Vorteile. Die Oberflaiche der EGEs bedarf keiner zusétzlichen
Oberflachenmodifikation, wie der Elektrodenplatinierung, zur Impedanzerniedrigung,
da diese Modifikation gleichzeitig die spezifische Elektrodenkapazitit erhoht. Die ge-
ringe Elektrodenkapazitit der EGEs (5-30 pF/cm®) ergibt somit eine ganz #hnliche
Signalform fiir das extrazelluldre Signal wie bei den FETs. Es kommt somit nicht zu
einer Anderung des zeitlichen Verlaufs wie dies bei herkdmmlichen Messmethoden mit

Metallmikroelektroden beobachtet wird.

Zur Untersuchung der Kopplungseigenschaften verschiedener Zelltypen werden die
neuronale Zell-Linie SHSY-5Y, die humane Endothelzellen-Linie EA.hy-926 sowie
primdre Zellen von hippocampalen Neuronen und Kardiomyozyten, aus embryonalen
und neonatalen Ratten, eingesetzt. Alle Versuche, mit den oben genannten Zellsyste-
men, werden als Einzelzellexperimenten durchgefiihrt, wobei zusétzlich Kopplungen

mit den Kardiomyozyten, als elektrisch verbundener Zellverband, betrachtet werden.

Mit Hilfe der Patch-Clamp Technik werden die Zellsysteme im Voltage- und Current-
Clamp Mode definiert depolarisiert. Das Hauptaugenmerk galt den spezifischen Leitfa-
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higkeiten der verschiedenen Ionenkanédle um diese dann mit den jeweiligen Leitfdhig-
keiten im Kontaktbereich zu vergleichen. Diese Untersuchungsmethoden werden dann
auf Zellen angewendete, die direkt auf den Elektroden der EGEs bzw. auf den Gates der
FETs adhiriert sind.

Von allen in der Arbeit verwendeten Zellsystemen konnen, in den Einzelzellexperi-
menten mit der Voltage-Clamp Technik extrazelluldre Kopplungen, mit den hergestell-
ten FET und EGE durchgefiihrt werden. Alle untersuchten Zellsysteme zeigen als Reak-
tion auf einen depolarisierenden Spannungspuls eine kapazitive Kopplung (A-Typ),
wobei das extrazelluldre Signal V; proportional zur Ableitung des Membranpotentials
V) ist. Dies zeigt sich besonders deutlich bei Versuchen mit den SH-SY5Y und Kardi-
omyozyten. Der ohmsche Kopplungstyp (B-Typ) zeigt dagegen die Proportionalitidt zum
Membranpotential und wird auf eine hohe spezifische Leckleitfahigkeit im Kontaktbe-
reich der Zellmembran zuriickgefiihrt, wobei die kapazitiven Kopplungen in diesen
Féllen nicht sehr deutlich hervortreten. Die Leckleitfahigkeit im Kontaktbereich kann
sich bis zum 3 GréBeordnungen der durchschnittlichen Membranleitfdhigkeit erhohen.
Bei einigen Zell-Transistor Kopplungen treten beide Typen zusammen sehr deutlich im
extrazelluldren Signal auf. Durch die Simulationen der beobachteten extrazelluldren
Signale kann die Stirke der Kopplung, die von der spezifischen Abdichtleitfahigkeit g,
abhéngt, berechnet werden. Die in dieser Arbeit gefundenen Werte liegen im Bereich 5-
100 S/cm?, wobei immer dann eine starke Kopplung beobachtet werden kann, wenn die

Zelle das Gate oder die Elektrode vollstindig bedeckt hat.

Damit Ionenstrome die experimentell gefundenen extrazelluldren Signale bewirken
muss die spezifische Ionenleitfahigkeit im Kontaktbereich gegeniiber der freien Zell-
membran erhdht sein. Die Erhohung der spezifischen Ionenleitfdhigkeit betrdgt bei den
SHSY-5Y und den hippocampalen Neuronen bis zu einem Faktor 10 und bei den Kardi-

omyozyten bis zu einem Faktor 16.

Die Verwendung der Kardiomyozyten als elektrisch verbundenen Zellverband auf den
FET und EGE fiihrt zu charakteristischen Kopplungstypen im Current-Clamp Modus.
Die Annahmen fiir diese Simulationen mit den skalierbaren Leitfahigkeiten kann mit
den Ergebnissen der Einzelzellkopplungen an Kardiomyozyten, als auch mit den neuro-

nalen Zellsystemen, bestétigt werden.
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In dieser Arbeit ist der experimentelle Nachweis erfolgt, dass der Einstrom von ver-
schiedenen lonenstrdme in den Kontaktbereich zwischen Zelle und Sensorfeld sich
deutlich auf die Signaleinkopplung auswirkt. Die im Voltage-Clamp gezielt ausgeldsten
Ionenstrome, von Neuroblastoma, hippocampalen Neuronen und Kardiomyozyten,
erzeugen charakteristische Antwortsignale 7, deren zeitlicher Verlauf vorhersagbar und

reproduzierbar ist.

Zukiinftige Arbeiten auf diesem Gebiet liegen in der technischen Weiterentwicklung der
p- und n-Kanal Feldeffekttransistoren in Bezug auf das Rauschverhalten sowie die
Riickseitenkontaktierung der Chips auf die Kerramik-Carrier. Diese Entwicklungen
werden in Zukunft eine bessere Signaldetektion und Zellpréparation ermoglichen. Die
Riickseitenkontaktierung bietet die Moglichkeit den ganzen FET Chip als Préparations-
fliche zu nutzen, dabei wird die Verkapselung mit dem Silikontrichter wie sie in der
Arbeit beschrieben wird, zum Schutz der Aluminiumdrihte, vermieden. Die grofere
Flache kann dann zu Experimenten mit Gehirnschnitten von Ratten herangezogen wer-
den. Die Zellpriparation dieser Slices ermdglicht das Ausbreiten von Neuronen des
Hippocampus aus dem Gewebeverband in Richtung der Elektroden oder Gates. Die
gleichen Experimente konnen dann mit dem Einsatz von Topographie-Elektroden
durchgefiihrt werden. Dabei konnen die Elektroden mit den hergestellten Spitzen direkt
durch die oberste Schicht der Gewebeschnitte durchdringen und an intakte Neurone
ankoppeln. Eine Weiterentwicklung der Anbindung der Zellsysteme auf die diversen
EGE und FET kann in Zukunft die Erniedrigung des spezifischen Abdichtleitwertes
erbringen und somit die Kopplung auf Dauer verbessern. Ein weiterer Ansatz zur Unter-
suchung der Signalausbreitung in hippocampalen Neuronen und Kadiomyozyten ist die
gezielte Positionierung der Zellen auf die Oberflache der Sensorsysteme. Dabei kénnen
durch gezielte Oberflichenmodifikation die Zellen auf Netzwerken iiber die aktiven
Fldachen der Sensoren gebracht werden. Bilden diese Zellen auch Synapsen, wie bei den
Neuronen, bzw. elektrische Verbindungen, wie bei den Herzzellen, so kann die Weiter-
leitung von Aktionspotentialen im Netzverband der Zellen extrazelluldr mit den Sensor-

system nachvollzogen werden.



7 Anhang

Die in den Kopplungsexperimenten verwendeten Sensoren wie die Feldeffekttransisto-
ren (FET) und die Extended-Gate-Electrode (EGE) wurden mit Prozessen aus der
Halbleiter-Technologie im Institut fiir Mikrotechnik Mainz (IMM) hergestellt.

7.1 Fabrikationsprozesse

7.1.1 p-Kanal Feldeffekttransistoren

Das Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der p-Kanal Anreicherungs-
Feldeffekttransistoren sind n-dotierte 625 um dicke und 125 mm im Durchmesser mes-
sende Silizium Wafer mit einem spezifischen Widerstand von 5-10 Qcm. Der erste
Prozessschritt besteht aus dem Oxidieren des Wafers bei 1100 °C fiir 148 min., welches
zu einem 1000 nm dicken Grundoxid fiihrt. In dem ersten Lithographieschritt wird ein
erster Teil der Zuleitungen in den Positiv-Photolack belichtet und entwickelt. Das Oxid

an den Photolack freien Stellen wird mit Hilfe von BHF-Saure (40 °C, 5:30 min) ent-

fernt (m.
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Grundoxid Si0,

n-Si

Bild 7.1:  Im ersten Schritt wird das 1000 nm dicke Grundoxid aufgebracht, die Lei-
terbahnen definiert und danach das Grundoxid geétzt.

Danach wird, in die nun freiliegenden Leiterbahnen, Bor implantiert. Die Implantations-
energie der Bor-Ionen fiir die erste tiefe Implantation betrdgt 120 keV, bei einer Dosis
von 8x10"° c¢cm™. Der anschlieBende Diffusionsschritt (20 min O, -Flash, 12 h 45 min.
1000 °C Ny) verschiebt das oberflichennahe gausformige Implantationsprofil in die
Tiefe. Dabei diffundieren die Bor-Atome sowohl in die Tiefe als auch unter den Bereich
der noch mit SiO, bedeckt ist. Nach der Diffusion wird bei der gleichen Temperatur
eine feuchte Oxidation des Wafers ausgefiihrt, dabei vergroBert sich das Grundoxid

sowie der Bereich iiber den implantierten Gebieten jeweils um 110 nm (m.

Sio,

Grundoxid

of Sl

n-Si

Bild 7.2:  Im zweiten Schritt werden die oxidfreien Stellen mit Bor implantiert und in
einem anschlieenden Diffusions-Oxidationsprozess wird das Profil in die
Tiefe verschoben und die Leiterbahnen wieder mit Oxid bedeckt.
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Sio,

Grundoxid

of Gl

n-Si

Bild 7.3:  Die zweite Implantation definiert die endgiiltigen Dimension des Source-
Drain Gebietes sowie des Gatebereichs.

Die endgiiltige Definition der Zuleitungen erfolgt im zweiten Lithographieschritt. Das
Oxid der zuvor implantierten Gebiete sowie das Grundoxid iiber den zukiinftigen Sour-
ce-Drain Gebieten wird mit der BHF-Saure (20 °C, 16 s) entfernt. Im zweiten Schritt
werden die Bor-lonen mit einer Energie von 80 keV und einer Dosis von 5%10" cm™
(Strahlstrom = 65 HWA) implantiert. Der anschliefende kombinierte Diffusion- und Oxi-
dationsprozess hat die Aufgabe, die lonen in die Tiefe des Substrates zu verlagern und
iiber dem Implantationsgebiet eine 250nm dicke Oxidschicht herzustellen (@
Der nach der Methode von van der Pauw gemessene Quadratwiderstand betragt Rj; = 19
Q. Die Diffusion fiir diese flache Implantation wird bei einer Temperatur von 1000 °C
und Stickstoff Atmosphédre ausgefiihrt. Die feuchte Oxidation bei 1000 °C und Wasser-
stoff Atmosphére ergibt die erforderliche Oxidschicht. Der dritte Lithographieschritt
definiert die 16 Gate- und Kontaktbereiche. Das Oxid wird mit BHF-Saure (40 °C ,
5 min.) entfernt. Das Entfernen des Photolacks und ein Reinigungsitzen in Caroscher
Saure (H,SO4/H,0,) bereitet den Wafer fiir das Aufbringen des Schutzoxids vor. Das 60
nm dicke Schutzoxid wird bei 900 °C in feuchter Atmosphire abgeschieden (m.
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Gatebereich
_ Si0,
60nm Stoppoxid

n-Si

Bild 7.4:  Der 3. Photolithographieschritt 6ffnet gleichzeitig die 16 Gate und Kontakt-
fenster. Danach wird ein 60 nm dickes Oxid aufgebracht, welche im nach-
folgenden Schritt als Atzstopp dient.

Zum weiteren Aufbau der Isolationsschicht, gegeniiber dem spdter Elektrolyten, wird
eine Low-Pressure-Chemical-Vapour-Deposition (LPCVD)-Nitrid Schicht abgeschie-
den. Dieser Silan ProzeB3 (T = 850 C°, t = 250 min, NH3 SiHy, p = 50 mTorr) ergibt eine
125 nm Si3Ny4 Schicht. Zur Hydrophilisierung der Oberfliche wird eine 100 nm dicke
Plasma Enhanced-Chemical-Vapour-Deposition (PECVD)-Oxidschicht aufgebracht

(bie-75).

100nm SiO,
125 nm Si,N,
Si0,

o Gl

n-Si

Bild 7.5:  Eine 125 nm dicke Si3sNy4 Schicht zum Schutz gegen den Elektrolyten und
eine 100 nm dicke SiO; Schicht fiir die Oberflaichenmodifikation wird auf-
getragen.

Der vierte Lithographieschritt definiert die endgiiltige Groe der Gate und Kontaktbe-
reiche. Das PECVD Oxid wird mit BHF-Saure (20 °C, 30 s) entfernt. Das LPCVD-

Nitrid wird mit einem Isotropic-Chemical-Plasmaetching-Prozess (SFg, t = 9 min)
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entfernt, dabei dient das Schutzoxid als Atzstop. Das Schutzoxid wird dann wiederum

mit BHF entfernt (m.

Sio,

n-Si

Bild 7.6:  Mit den Atzprozessen wird die entgiiltige Dimension des Gates festgelegt
und zusitzlich die Kontaktfenster gedffnet.

Im nichsten Schritt wird das Gateoxid aufgebracht. Dabei durchlduft der Wafer zuvor
noch einige Reinigungs- und Trockenschritte aus Caroscher Sdure. Dabei ist es wichtig,
daB3 die Oberfldche bei der Oxidation noch OH-Gruppen besitzt. Das Gateoxid wird bei
trockener Atomsphdre und einer Temperatur von 820 °C in unterschiedlicher Dicke
hergestellt. Durch die verschieden Prozesszeiten ergeben sich dabei Dicken von 8, 10

und 12 nm iiber dem Gatebereich und den Kontaktbereichen (m.

SiO,

8, 10 und 12 nm

Gateoxid Si0,
n-Si

Bild 7.7:  Das Gateoxid wird in einem trockenen Oxidationsprozess in Dicken von §,
10 und 12 nm aufgebracht. Im Anschluss daran werden die 16 Kontaktfens-
ter mit einem Atzschritt gedffnet.
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Damit ist der FET im Source-, Drain- und Gatebereich fertiggestellt. Der fiinfte Litho-
graphieschritt definiert nochmals die Kontaktbereiche die im spiteren Atzprozess mit
BHF entfernt werden. Damit liegen die Siliziumkontaktbereiche frei. Der sechste Litho-
graphieschritt wird mit einem /mage-Reversal (IR)-Lack durchgefiihrt. Die durch diesen

Prozef3 freien Kontaktbereich werden mit 200 nm Aluminium aufgedampft.

Metallisierung aus Al/Si

n-Si

Bild 7.8:  Im letzten Schritt wird die Metallisierung durchgefiihrt.

Mit Hilfe des Lift-Off Prozesses wird das Aluminium mit dem IR-Lack entfernt. Das
iiber dem Kontaktbereich verbleibende Aluminium wird 30 min. bei 400 °C in N,-
Atmosphire getempert (@). Damit wird ein Schottky-Kontakt zwischen dem Bor
implantierten Silizium und dem Aluminium verhindert. Zuletzt erhélt der Wafer einen

Schutzlack und wird in die einzelne Chips zersigt.

7.1.2 n-Kanal Feldeffekttransistoren

Die Herstellung der n-Kanal Feldeffekttransistoren startet mit Silizium Wafern, die p-
dotiert sind und einen Fliachenwiderstand von 8.5-11.5 Qcm haben. Bei den n-Kanal
FET sollen sowohl Anreicherungs- als auch Verarmungstyp hergestellt werden. Dazu
werden die Wafer zuerst oxidiert. Bei dieser feuchten Oxidation (T = 1000C°, t =
30 min, H;O Atmosphére) entsteht eine Schichtdicke von 240 nm. In einem sich an-
schlieBenden LPCVD-Prozess wird Nitrid (T = 790 °C, t = 120 min, p = 300 mTorr,
DiChlor-Silan und NH3) in einer Hohe von 400 nm aufgebracht.
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Si.N,

SiO,  Grundoxid

p-Si

Bild 7.9:  Der erste Schritt umfasst die Oxidation und das Aufbringen einer Nitrid-
schicht. Danach wird der Feldbereich definiert und geétzt.

Die folgende erste Lithographie definiert die Source-, Drain- und Gatebereiche als ein
zusammenhédngendes Gebiet, mit Hilfe des /mage-Reversal Lacks. Die nun auflerhalb
liegende Oxid Nitrid-Flache wird nacheinander entfernt. Die Nitridschicht wird mit dem
Plasmaitzprozel entfernt (1000 W, 30 mTorr, SFe und O;), dabei dient die untere Oxid-
schicht als Atzstopp. Das verbleibende Oxid wird mit der BHF (40 °C, t = 1 min.) auf-
gelost (@). Nach dem Ablacken und Reinigungsétzen, in Caroscher Siure, wird
die Feldimplantation durchgefiihrt. Bor-Ionen mit einer Energie von 100 keV und einer
Dosis von 5x10'° ¢cm™ werden in die nicht mit Oxid-Nitrid bedecken Bereiche implan-
tiert. Die Feldimplantation dient dazu die Selbstinversion zu verhindern. Der Diffusi-
onsprozess erfolgt bei T = 1000 °C fiir t = 30 min. in N, Atmosphére. Der nachfolgende
feuchte Oxidationsprozess (T = 1000 °C, t = 87 min) ergibt dann eine iiber dem Feldim-
plantationsbereich 470 nm dicke SiO, Schicht. Bei der feuchten Oxidation entsteht tiber

den Bereichen mit SizN4 kein Oxid (m.
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Si0,

SiN,

Bild 7.10: Um die Source, Drain und Gatebereiche wird eine Feldimplantation durch-
gefiihrt.

Das LPCVD-Nitrid, welches sich nur auf dem zusammenhéngenden Source-, Drain-
Gatebereich befindet, wird mit dem ICP -Atzprozess (800 W, SFs, t = 10 min.) entfernt,
wobei die darunter liegende Oxidschicht als Atzstop dient. Die zweite Lithographie
bestimmt den endgiiltigen Source-Drain Abstand. Bei dem Entfernen der 240 nm dicken

Oxidschicht wird BHF-Saure (T = 20 °C, t = 3 min 40 s) eingesetzt.

Bild 7.11: Im zweiten Schritt werden die oxidfreien Stellen mit Phosphor implantiert
und in einem anschlieBenden Diffusions-Oxidationsprozess wird das Profil
in die Tiefe verschoben und die Leiterbahnen wieder mit Oxid bedeckt.

Dabei darf es zu keiner Uberitzung des Source-Drain Abstandes kommen. Nach dem
Ablacken und Reinigungsitzen kommt es dann zum zweiten Implantationsschritt. Der
Gatebereich ist mit einer 200 nm dicken Oxidschicht bedeckt. Zur Herstellung der n-
Kanal FETs haben die Phosphor-lonen verschiedene Implantationsenergien von 27, 40,

50, 60, 70keV, dabei betrigt die lonendosis 8x10"° cm™. Nach dieser zweiten Implanta-
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tion folgt wiederum ein kombinierter Diffusions- und Oxidationsschritt bei T = 1000°C.
Die Oxidation fiihrt zu einer 350 nm dicken Schicht iiber den Source und Drain Gebie-
ten (M). Der nach der Methode von van der Pawn gemessene Quadratwiderstand
betrigt fiir diese n-Kanal Feldeffekttransistoren Rjj = 11 €. Ab dem dritten Lithogra-
phieschritt folgt der Prozess dem bei der Herstellung der p-Kanal Anreicherungstypen.

Metallisierung aus Al/Si

Sio,
SiN,

— ) {

p-Si

Bild 7.12: Der letzte Schritt ist auch hier wieder die Metallisierung der Kontaktfenster.

M’J zeigt im Querschnitt den fertiggestellten n-Kanal FET.

7.1.3 Extended-Gate-Electrode (EGE)

Die Produktion der EGE verwendet ebenfalls die Halbleiter ProzeBtechnologie. Die
Elektrodenfldchen bestehen aus Gold und Titan und werden mit Hilfe der Lift-Off Tech-
nik hergestellt. Die verwendeten Substrate sind Glaswafer (Boroloat 33, Schott DESAG
AG) mit einer Dicke von 650 nm und einem Durchmesser von 125 mm. Die Produktion
dieser EGE unterteilt sich in zwei Bereiche. Der erste Bereich beinhaltet die planaren
und mit einer Topographie hergestellten Goldelektroden. Der zweite Bereich die der
Titanelektroden. Der erste Lithograpieschritt besteht aus dem Aufbringen des IR-Lacks,

in dem die Elektroden, Leiterbahnen und die Kontaktflachen definiert werden.
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Bild 7.13:  Aufdampfen der Ti/Au/Ti Schichtfolge auf dem IR-Lack.

Danach wird eine 300 nm dicke Goldschicht aufgedampft. Zur Verbesserung der Adhé-
sion des Goldes auf dem Glassubstrat und der spéteren Isolationsschicht werden 30 nm
Titan aufgedampft. Der erste Schritt zur Herstellung der Titanelektroden entspricht dem
der Goldelektroden, nur mit einer 300 nm dicken Titanschicht M Nach dem
Lift-Off Prozess wird die Isolationsschichten bestehend aus 500 nm PECVD-SiO, (T
=300 °C, SiH4 N>0), 500 nm PECVD-Si3N4 (T = 300 °C, SiH4 NH3) und einer 100 nm
dicken PECVD-Si0, Schicht aufoxidiert (M.

500 nm Si,N,
500nm SiO, 100nm SiO,

e W —

Bild 7.14: Nach dem Lifi-Off-Prozess werden die Isolationsschichten aufgebracht.

Im zweiten Lithographieschritt werden die Elektroden- und die Kontaktbereiche defi-
niert und danach mit Hilfe der Plasmaédtztechnik in einer CHF3-Atmosphiére geidtzt. Die
verbleibende Titanschicht auf den Goldelektroden und den Kontaktflichen wird mit

einer Ammoniumfluorid-Losung entfernt (IBi-ld—’Hg, |B+1d—7—1-d) Die Titanelektroden
durchlaufen ebenfalls diesen Isolations- und Atzschritt.
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R r Elektroden 1 _—~100nm SiO,

—— 500 nm Si,N,
500nm SiO,

Bild 7.15: Im letzten Schritt werden die Elektroden mit einem Plasma-Atzprozess
gedffnet und die verbleibende Titanschicht entfernt.

In M] sind die einzelnen Isolationsschichten deutlich zu erkennen.

100nm Si0,
500 nm Si,N,
500nm Si0O,

Elektrode

Bild 7.16: REM-Bild einer EGE Goldelektrode mit einem Durchmesser von & = 6um.
Deutlich zu erkennen sind die einzelnen Isolationsschicht, (Bild IMM).

Die EGEs mit Topographie haben im Gegensatz zu den oben beschriebenen planaren
Gold- und Titanelektroden eine Erhéhung im Bereich der Elektroden von 1-5 pum. Der
Herstellungsprozess dieser Elektroden unterscheidet sich nur durch zwei zusétzliche
Schritte gegeniiber dem der planaren Elektroden. In Abhéngigkeit der erforderlichen
Elektrodenhdhe (1-5 wm) werden die Glaswafer mit PECVD-Nitrid beschichtet (T =
300 °C, SiH4 NH3 ). Dann wird im nachfolgenden Lithographieschritt mit der Maske zur
Offnung der Elektroden- und Kontaktflichen die Topographie der Elektroden definiert.
Damit ergeben sich bei dem Plasma-Atzen unterschiedliche Durchmesser der Elektro-

denunterlagen. Der Atzvorgang stoppt auf dem Glaswafer. Die nachfolgenden Schritte



176

7 Anhang

wie Aufdampfen der Goldstrukturen und Aufbringen der Isolation entsprechen denen

der planaren EGEs.

7.2 Patch Clamp Ausstattung

Zur Durchfiihrung der Patch-Clamp Experimente wurden folgende Rezepturen fiir die

intra- und extrazelluldren Patch-Losungen verwendet.

Intrazellulédre
Patch-Losung:

V =100 ml

SHSY-5Y, EA.hy-926
Hippocampale Neurone
Kardiomyozyten

Intrazellulédre
Patch-Losung:

V =100 ml
Hippocampale Neurone

Extrazellulares
Badmedium:
V=11

140 mM, 2,357¢g
1 mM, 0,02¢g
11 mM, 0,418¢g
10 mM, 0,238¢g

125 mM, 2,928¢g
20 mM, 0,14¢g

Kaliumchlorid,

Magnesiumdichlorid,

EGTA,

HEPES,

eingestellt auf pH 7,3 mit Kaliumhydro-
xid, Osmolaritét: 300 £ 10 mOs/kg

Kalziumgluconat,
Kaliumchlorid,

0,5 mM, 0,007g Kalziumdichlorid,

2 mM, 0,04¢g
5mM, 0,186g
10 mM, 0,238¢g

135 mM, 7,889¢g

Magnesiumdichlorid,

EGTA,

HEPES,

ATP 0.004¢g fiir 2 ml Patch-Losung
eingestellt auf pH 7,3 mit Kaliumhydro-
xid, Osmolaritit: 300 £ 10 mOs/kg

Natriumchlorid,

5,4 mM, 0,402g Kaliumchlorid,

1 mM, 0,203g

Magnesiumdichlorid,

1,8 mM, 0,265g Kalziumdichlorid,

5SmM, 1,192¢g
10 mM, 1,8¢g

HEPES,

Glucose,

eingestellt auf pH 7,3 mit Natriumhydro-
xid, Osmolaritit: 300 £ 10 mOs/kg

Die Gerite und Materialien fiir die Patch-Clamp Versuche sind :

Patch-Verstarker

Modell: L/M-PC,
Luigs&Neumann GmbH, 40880 Ratingen

Whole Cell / Patch-Clamp Amplifier,
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Patch-Verstéarker Whole Cell / Patch-Clamp Amplifier,
Model: EPC-9,
Steuersoftware: Tida 4.11
HEKA Elektronik, Dr. Schulz GmbH, 67466 Lambrecht/Pfalz

Glaselektroden-Pullen Horizontaler Puller
Modell: P-97
Sutter Instrument Company, USA

Glaselektroden Borosilicatglaskapilare mit Filament
Lange L = 100mm, D = 1.5mm, D;= 0,87mm
Wandstérke s = 0,315 mm
Filamentdurchmesser D = 0,315mm
Artikel-Nr.: 1810016
Hilgenberg, 34323 Maisfeld

7.3 Gerateverzeichnis

In den Kopplungsversuchen wurden folgende kommerziell erhéltliche Geréte eingesetzt:

Auflichtmikroskop Axitech Vario (45032)
DIC Differential Interfernz Contrast,
Objektive: Epiplan 5x (442920), Epiplan 10x (442930), LD E-
piplan 20x (442840)
Carl Zeiss Jena GmbH, 60335 Frankfurt

Immersions-Objektiv. UMPLFL 20xW/0.50 UIS-Obj AA33
Artikel-Nr.: 037588
Olympus Optical Co.(Europa) GmbH, 20097 Hamburg

Manipulatoren Manipulartoren fiir das Mikroskop und den Patch-Clamp Vor-
verstdrker, XYZ-Richtung
Luigs&Neumann GmbH, 40880 Ratingen

Oszilloskop Speicheroszilloskop
Modell: 9400A
LeCroy, Schweiz

Sterilbank Sterilarbeitsbank
Modell: Lamin Air HB 2436
Heraeus Instruments GmbH, 63450 Hanau
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Inkubator

Inkubator, CO, — Begasung
Modell: BB 6060
Heraeus Instruments GmbH, 63450 Hanau

7.4 FET und EGE Aufbau

Fiir den Aufbau der FET und EGE Sensoren werden folgende Geréite und Materialien

verwendet:

Chip-Carrier

Platinen

H20E-175

H20E-PFC

U-300

Sylgard 182

Dow Corning 96-083

Siebdrucker

SMD Schablone

Keramik Chip-Carrier
Modell: 28 LD S/B Package CS B02880(KD-78368-E)
Spectrum Semiconductors Materials INC., San Jose, USA

Gold-galvanisiert
Dicke 1mm,
Schwind-Elektronik, 89081 Ulm-Lehr

EPO-TEK, Epoxy-Klebstof, 2-Komponenten,
Nr.: 12419-016
Polytec GmbH, 76337 Waldbronn

Flip-Chip-Kleber
EPO-TEK, Epoxy-Klebstof, 2-Komponenten,
Polytec GmbH, 76337 Waldbronn

Liquid underfill encapsulant for flip chip
2-Komponenten
Polytec GmbH, 76337 Waldbronn

Silikonelastomar, 2-Komponenten
Dow Corning GmbH, 65201 Wiesbaden

Silikonklebstoff, 2-Komponenten
Dow Corning GmbH, 65201 Wiesbaden

Siebdrucker mit Handrakel
Modell: ESSEMTEC SP-002
ESSEMTEC AG, Schweiz

SMD Schablone mit Rahmen fiir Siebdrucker
KOENEN, 85521 Ottobrunn
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Positioniereinheit Positionierung der EGE Chips
FINEPLACER-145“PICO*
FINETECH electronics, 10247 Berlin

Stereomikroskop Basis Leica MS5
Artikel-Nr.: S/N 5036558
VergroBerung 4x/52.9mm — 25,2x/8,3 mm, 5 Stufen
Leica Microscopy Systems Ltd., Schweiz

Stereolupe Stemi 2000, 6.5x — 45x
Carl Zeiss GmbH, 60335 Frankfurt

7.5 Chemikalien und Rezepturen

Die Chemikalien zur Zellkultivierung sind im folgenden dargestellt:

Glutamax [ Dipeptid L-Alanyl-L-Glutamin, Best.-Nr.: 35050-038
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe

ATP Adenosin 5 -Triphosphate, Best.-Nr.: A8937
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen

DMEM/F12 Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium /
Nutrient Mix F12 (1:1)(1x), Best.-Nr.: 21331-012
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe

P/S Penicillin/Streptomycin Losung, Best.-Nr.: 15070-022
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe

EDTA Best.-Nr.: G7020
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen

EGTA Best.-Nr.: G7E3889
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen

PBS Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlgsung
Best.-Nr.: 14040-083
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe

Trypsin Trypsin Typ Il porcine pancreas, Best.-Nr.: T7409
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen

M199 Modifizierte Earle’s Salze, Best.-Nr.: 31153-018
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
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HBSS Hank's gepufferte Salzlosung, Best.-Nr.: 14185-045
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
B27 Serumfreies Supplement, Best.-Nr.: 17504-44
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
Neurobasal Neurobasal™ -Medium, Best.-Nr.: 21103-49
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
Laminin Best.-Nr.: L6246
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen
Fibronectin Fibrnectin from bouine plasma, Best.-Nr.: F1141
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen
DNAse II 40.000 units, Best.-Nr.: D4527
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen
HEPES HEPES Puffer, Best.-Nr.: H9136
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen
F10 Nutrient Mixture Ham's F-10, Best.-Nr.: 21955-026
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
ITS Insulin-Transferrin-Slenium Supplement, Best.-Nr.: 1884
Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen
FCS Fo6tales Rinderserum, Best.-Nr.: 10119-154
Life Technologies GmbH, 76131 Karlsruhe
TEA Tetraecthylammonium-Chlorid (TEA)

Sigma-Aldrich GmbH, 82041 Deisenhofen

Im folgenden ist die Zusammensetzung der Kulturmedien fiir die einzelnen Zellkulturen

beschrieben.

Kulturmedium

SHSY-5Y

Kulturmedium

EA.hy-926

DMEM Dulbeco’s modifziertes Eagle Medium,
Ham’s F12 Nutrient Mix F12(1:1),
200 mM Glutamax I,
1% P/S Penicillin/Streptomycin,
12 % FCS fotales Rinderserum
M199 Modifizierte Earle’s Salze,
200 mM Glutamax I,
1 % P/S Penicillin/Streptomycin,

15 % FCS fotales Rinderserum
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Kulturmedium 2%
Hippocampale Neurone

Kuturmedium 20 ml
Kardiomyocyten 1 ml
180 ml

20 ml

5ml

1 ml

Versene Puffer 140 mM
5 mM

5 mM

10 mM

0.5 mM

B27 Supplement
geldst in Neurobasalmedium

F10 Nutrient Solution
Na,CO, Natriumbicarbonat
HEPES

FCS

Antibiotika — Losung ???
ITS Losung

Natriumchlorid

Kaliumchlorid

Glucose

HEPES

EDTA

eingestellt auf pH 5 mit 5 M NaOH
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