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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

In der Natur reagieren viele Lebensformen auf die Reize ihrer Umgebung mit elektrischen
Signalen. Uber Millionen von Jahren wurde die dafiir notwendige Sensitivitit und Selektivitit
evolutiondr optimiert. Die Vision, sich diese einzigartigen Signalprozesse nutzbar zu machen
und in kiinstlichen Systemen zu integrieren, {ibt eine enorme Faszination aus. Dal} dieser
Traum nicht blo3 ein Bestandteil der Science-fiction-Literatur ist, haben die letzten
Jahrzehnte gezeigt. 1976 gelang Bergveld die erste Einkopplung elektrischer Signale einer
Muskelfaser in einen Feldeffekttransistor [Bergveld, 1976]. Er leitete damit eine neue Ara der
Bioelektronik ein. Seit jener Zeit beschiftigen sich viele Arbeitsgruppen mit dem Aufbau
funktioneller Hybridsysteme, zu denen die Gruppen von G.W. Gross, W.G. Regehr, J. Pine,
J.L. Novak, B.C. Wheeler, P. Connolly, P. Clark, P. Fromherz, A. Offenhdusser u.a. gehdren
(vgl. Literaturverzeichnis).

Das Verstdndnis der sogenannten bioelektronischen Schnittstelle zwischen Zellsystem und
elektronischen Bauelement hat dabei eine zentrale Bedeutung. Die Signaliibertragung von der
biologischen auf die elektronische Ebene und umgekehrt ist bis heute nicht umfassend
aufgeklart. Bisher kann sie nur modellhaft beschrieben werden [Grattarola and
Martinoia, 1993; Weis and Fromherz, 1997; Fromherz, 2002]. Problematisch ist vor allem der
Umfang der zu kontrollierenden Parameter, da zelluldre Abldufe zum Teil sehr komplex sind.
AulBlerdem fiihrt die meist begrenzte Signalqualitit zu einer Einschrdnkung der Orts-/Zeit-
Auflosung. Die verwendeten Transducersysteme miissen an die Dimensionen der Zellen
angepalit und auf die biologischen Randbedingungen abgestimmt werden. Deshalb werden
hauptsidchlich Goldmikroelektrodenarrays (mit und ohne Platinbeschichtung), ITO (indium-
tin-oxide) und TiN, sowie Feldeffekttransistoren eingesetzt. Vorteilhaft sind Mikroelektroden-
arrays, da sie relativ einfach hergestellt werden kénnen und Messungen an vielen Positionen
gleichzeitig ermdglichen. Nachteilig ist jedoch, da3 durch den {iber die Elektroden flieBenden
Strom unerwiinschte toxische elektrochemische Effekte auftreten konnen [Fromherz and
Stett, 1995]. Dieses Problem kann bei Verwendung von Feldeffekttransistoren umgangen
werden, bei denen die Zellen auf biokompatiblen SiO,-Schichten aufliegen und
Gatepotentiale beeinflussen. Dieser als Elektrolyt-Oxid-FET (EOSFET) bekannte Feldeffekt-
transistor stellt eine von Fromherz und Offenhéusser realisierte Weiterentwicklung des
bekannten Metall-Oxid-Feldeffekttransistors dar [Fromherz et al., 1991; Offenhausser, 1995].
Eine Ubersicht iiber die Klassifizierung biologisch sensitiver Feldeffekttransistoren findet
sich in [Schoning and Poghossian, 2002].

Die Signaliibertragung an der bioelektronischen Schnittstelle ist aber nicht nur fiir die
Grundlagenforschung von Bedeutung, sondern auch in der praktischen Anwendung.
Beispielhaft sei an dieser Stelle die medizinische Prothetik erwihnt, welche mit Hilfe von

Mikroelektroden eine Stimulation von Nervenfasern versucht, um natiirliche Funktionen
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moglichst gut nachzuahmen. Mit dem sogenannten Cochlear-Implantat, das auf dieser
Methode basiert, hat man bei weltweit mehr als 40.000 tauben Patienten, die aber noch intakte
Gehornerven aufwiesen, eine Wiederherstellung der Horfahigkeit in Bezug auf das
Sprachverstindnis erreicht [Rauschecker and Shannon, 2002]. Auch Patienten mit
Retinadegeneration konnte man mit einem Retina-Implantat zumindest so weit helfen, daf3 bei
thnen wieder rudimentire Seheindriicke erzeugt werden konnten [Zrenner, 2002]. Auch die
Weiterleitung von Stimulationssignalen an das Muskelgewebe ist heutzutage schon moglich,
z.B. bei Herzschrittmachern.

Nur durch Entwicklung geeigneter Zell/Halbleiter-Hybride kénnen die Vorgénge an der
bioelektronischen Schnittstelle weiter untersucht und aufgekldart werden. Deshalb ist es
wichtig, die extrazelluldr gemessenen Signale mit einer konventionellen Ableittechnik, z.B.
der Patch-Clamp-Technik [Neher and Sakmann, 1976], zu vergleichen. Die daraus ge-
wonnenen Erkenntnisse konnten schlieBlich auch fiir zukiinftige Anwendungen im Bereich
der Biosensorik, der biologisch-technischen Implantate, der medizinischen Diagnostik und

der Pharmakologie genutzt werden.

Auf diesem thematischen Hintergrund aufbauend ergeben sich fiir die vorliegende Arbeit

folgende Aufgaben und Ziele:

e Aufbau eines experimentellen MefBplatzes, der die simultane Durchfiihrung von Patch-
Clamp und extrazelluldren Kopplungsmessungen mit Feldeffekttransistoren und/oder
Mikroelektrodenarrays erlaubt. Die meBtechnischen Komponenten sollen dabei

optimiert werden.

e Durchfiihrung grundlegender Untersuchungen zur Zelladhdsion auf unterschiedlichen
Siliziumsubstraten. Dabei soll darauf geachtet werden, ob und inwieweit das
Wachstum der Zellen von bestimmten Parametern beeinflufit wird. Hierzu miissen
geeignete Maskenlayouts entworfen und die Mikrostrukturen in Silizium gefertigt

werden.

e Der Prototyp des am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung (MPIP) in Mainz
entwickelten 64-Kanal-Verstarkers soll auf volle 64-Kanal-Funktionalitidt erweitert

werden.

e Herstellung von Metallmikroelektrodenarrays auf Siliziumbasis als extrazelluldre

Sensoren und deren elektrochemische Charakterisierung.

e Die Funktionalitit des 64-Kanal-Verstérkers soll mit Kardiomyozyten (Herzzellen von

Ratten) in Verbindung mit den neuen Metall-Mikroelektrodenarrays getestet werden.
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Es sollen menschliche embryonale Nierenzellen (HEK 293) fiir Zell-Transistor-
Kopplungen verwendet werden, in die ein K -Kanalgen stabil transfiziert wurde. Das
Gen kodiert fiir spannungsgesteuerte K -selektive Ionenkanile. Die Charakterisierung
der Signaleinkopplung soll mit Feldeffekttransistoren erfolgen. Der ausgesuchte
Ionenkanal weist dafiir ausgezeichnete Eigenschaften auf. Er ist gut elektro-
physiologisch charakterisiert (Frings et al., 1998), zeigt keine Inaktivierung, liefert

Membranstrome in der Gréf3enordnung mehrerer nA und ist spannungsgesteuert.

Die Arbeit ist folgendermallen aufgebaut:

Kapitel 2 beinhaltet die Grundlagen der Bioelektronik, die fiir das Verstindnis der
bioelektronischen Kopplungsmessungen nétig sind. Insbesondere wird dabei auf den
Aufbau biologischer Zellen, die Funktionsweise spannungsabhdngiger Ionenkanile,
das Verstarkungsprinzip von Feldeffekttransistoren und die Theorie der Zell-

Transistor-Kopplung eingegangen.

Kapitel 3 beschreibt die Herstellung und den Aufbau der Feldeffekttransistoren und
Mikroelektrodenarrays. Danach erfolgt eine Beschreibung des neuen experimentellen
Aufbaus und eine kurze Erlduterung der Patch-Clamp-Technik. Die Charakterisierung
der Sensoren folgt im Anschlufl. Der letzte Teil dieses Kapitels beschéftigt sich mit
den verschiedenen Zellkulturen, den Reinigungsprozessen und Oberfldchenbeschich-
tungen der Sensoren. Auflerdem werden die verwendeten MefBldsungen tabellarisch

aufgelistet.

Kapitel 4 enthélt die Ergebnisse und die zugehorige Diskussion. Zundchst werden die
Ergebnisse der Anwachsversuche auf den verschiedenen Oberfldchen aufgezeigt und
danach die Resultate der Kopplungsexperimente mit den Kardiomyozyten und den
HEK 293-Zellen.

Kapitel 5 faflit abschlieBend die Ergebnisse zusammen und gibt einen Ausblick auf

zukiinftige Experimente und Entwicklungen.
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2. Grundlagen der Bioelektronik

Fiir das Verstindnis der Signaleinkopplung lebender, elektrisch aktiver Zellen in einen
extrazelluldren Sensor ist es wichtig, die elektrischen Eigenschaften der Zellen zu kennen.
Diese Eigenschaften werden im folgenden néher erldutert. AuBBerdem wird der Aufbau und die
Funktion von Feldeffekttransistoren und Mikroelektroden dargestellt, die in dieser Arbeit als
extrazelluldre Transducersysteme eingesetzt werden. Am Ende dieses Kapitels werden

Kopplungsmodelle vorgestellt, mit denen das gemessene Signal beschrieben werden kann.

2.1. Elektrisch aktive Zellen
Im Verlauf der Evolution haben sich zwei Zellarten entwickelt. Dies sind zum einen die
eukaryotischen Zellen (s. Abbildung 2-1), die einen Zellkern enthalten und zum anderen die

prokaryotischen Zellen, die keinen Zellkern besitzen.

Cilien Peroxisom

Nucleus

Plasmamembran
a Nucleolus

Mitochondrion Rauhes endoplasmatisches Reticulum

Glattes endoplasmatisches Reticulum

Golgivesikel

Kleine Membranvesikel

Lysosom
Filamentartiges Cytoskelett Centriole

Abbildung 2-1: Zeichnung einer tierischen (eukaryotischen) Zelle [Lodish et al., 1996].

In dieser Arbeit werden nur eukaryotische Zellen verwendet. Eukaryotische Zellen sind von
einer Plasmamembran umgeben, die aus einer Phospholipid-Doppelschicht besteht und fiir
verschiedene Gase, wie z.B. Sauerstoff und Kohlendioxid, sowie Wasser durchléssig ist. Die
Phospholipid-Doppelschicht ist dagegen nahezu undurchldssig fiir die meisten Molekiile, die

eine Zelle aus ihrer Umgebung aufnehmen muf}. Dazu gehdren Zucker, Aminosduren und
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anorganische lonen wie K", Na’, Ca’" oder CI. Membranproteine, die sich in der
Plasmamembran befinden, erlauben aber bestimmten Molekiilen in die Zelle zu gelangen oder
sie zu verlassen. Der selektive Transport anorganischer Ionen durch die Plasmamembran
erfolgt z.B. iiber Ionenkanidle. Die Plasmamembran bildet damit eine selektive
Permeabilitdtsbarriere zwischen dem Zellinneren und der Umgebung. Auf Grund dieser
selektiven Permeabilitidt kann die Zelle die Zusammensetzung ihrer intrazelluldren Losung
konstant halten, die sich oft erheblich von der Zusammensetzung der extrazelluldren Losung
(s. Tabelle 2-1) unterscheidet.

Tabelle 2-1: Freie lonenkonzentrationen und Gleichgewichtspotentiale (bei 37 °C) von Sdugetier-Skelettmuskel-
zellen [Hille, 2001].

extrazellulare intrazellulire Gleichgewichts-
Konzentration (mM) Konzentratlon (mM) potential (mV)

145 +67

155 - 98
Ca2+ 1,5 100 nM +129
Cr 123 4,2 - 90

Bei fast allen Zellen ist die K'-Konzentration des intrazelluldren Milieus (Cytosol) viel groBer
als die Na'-Konzentration. Die freie Ca*'-Konzentration des Cytosols betrdgt meist weniger
als 1 uM. Der pH-Wert des Cytosols liegt bei etwa 7. Die unterschiedliche ionale Zusammen-
setzung des intra- und extrazelluliren Milieus (Konzentrationsgradient) fiihrt zu einem
chemischen Potential, welches die Ionen durch die Plasmamembran in Richtung der
geringeren Konzentration treibt. Dabei entsteht ein elektrisches Potential. Mit der Nernst-
Gleichung kann die Potentialdifferenz einer lonensorte AE, berechnet werden, wenn die

Konzentration ¢ der lonensorte auf beiden Seiten der Membran bekannt ist (Gleichung 2-1):

AE, = . 1 —aben . mit a = f'c; a: Aktivitit und f: Aktivititskoeffizient Gleichung 2-1
z a.

mnen

Unter Vernachlissigung interionischer Wechselwirkungen (f = 1) ergibt sich z.B. fiir K

AE, = ﬁln& = §IH4LM =-98mV (T=237°C) Gleichung 2-2
zF  [K]. F 155mM

AEg steht dabei fiir die Potentialdifferenz der K'-Ionen, [K], und [K]; sind die K'-
Konzentrationen auBlerhalb und innerhalb der Zelle, R ist die allgemeine Gaskonstante
(8,3144 J K mol™), T die absolute Temperatur, F die Faraday-Konstante (96485 C-mol™)
und z die Wertigkeit des Ions.

Die Durchléssigkeit der Plasmamembran ist jedoch nicht fiir alle Ionen gleich. Die
Leitfahigkeit der Membran fiir bestimmte lonen wird durch Permeabilititskoeffizienten P;

beschrieben. Fiir die Membran elektrisch aktiver Zellen, z.B. Nervenzellen, gilt, da3 die
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Permeabilitit fiir K'-Ionen wesentlich groBer ist als die Permeabilitit fiir Na'- oder CI'-Ionen
(Px > Pna = Py [Hille, 2001]). Permeabilitdtskoeffizienten haben die Dimension einer Ge-
schwindigkeit (cm-s™) und sind proportional zu der Zahl der offenen Ionenkanile und der
Zahl der Ionen, die ein Ionenkanal in einer Sekunde leiten kann (Leitfdhigkeit des
Ionenkanals). Die Erweiterung der Nernst-Gleichung (Gleichung 2-1), fiihrt zur Goldman-
Hodgkin-Katz-Gleichung (Gleichung 2-3), in der die Ionenkonzentrationen mit den
entsprechenden Permeabilititskoeffizienten gewichtet werden:
V. = Eln Py [K], + Py, [Na], +Py[Cl];

. Gleichung 2-3
F P, [K], +Py,[Na], +P,[Cl],

Sind die entsprechenden lonenkonzentrationen und —permeabilititen bekannt, so 148t sich mit
Hilfe dieser Gleichung das Membranpotential Vy; zu jedem beliebigen Zeitpunkt ermitteln. Ist
die Membran z.B. nur noch fiir K'-Ionen permeabel, vereinfacht sich Gleichung 2-3 wieder
zu Gleichung 2-1, da Pn, = Py = 0 ist. Wegen ihrer entgegengesetzten Ladungen, stehen [K],
und [Na], im Zidhler, wihrend [Cl], im Nenner erscheint. Ist der Nettostrom der Ionen gleich
Null, so spricht man vom sogenannten Ruhepotential. Das Ruhepotential von Sdugerzellen
liegt in der Regel zwischen -60 und -90 mV. Da die Plasmamembran nur etwa 3,5 nm dick ist,
resultieren enorm hohe Feldstirken. Beispielsweise bewirkt eine Potentialdifferenz von rund
70 mV ein elektrisches Feld von 0,O7V/3,5-10'7 cm. Dies entspricht 200.000 V-em™ !

Voriibergehende Anderungen des Membranpotentials werden durch die Aktivierung von

Ionenkandlen ausgelost (Abbildung 2-2).

K

+ % + +
AuBenseite Na Na Na
> > -
Cytosol // A
K* Na' Na' Na
Kanal, der beim Spannungs- Liganden-gesteu- Signal-gesteuerter
Ruhepotential gesteuerter Kanal, erter Kanal, der sich  Kanal, der sich nach
geoffnet ist der sich (voruber- nach Bindungeines  Bindung eines
gehend) nach einer spezifischen extra- spezifischen intra-
Anderung des zellularen Liganden zellularen Mole-
Membranpotentials offnet kuls offnet oder
offnet schlieft

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung verschiedener lonenkanal-Typen [Lodish et al., 1996].

Dieser Mechanismus wird bei der schnellen Informations- bzw. Signalweiterleitung in
Nervenzellen genutzt. In Nervenzellen sind spannungsgesteuerte Kanéle fiir die Entstehung
und Weiterleitung von Informationen verantwortlich, die als elektrische Impulse (Aktions-
potentiale) kodiert werden. Hodgkin und Huxley haben durch grundlegende Arbeiten am
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Riesenaxon des Tintenfischs gezeigt [Hodgkin and Huxley, 1952], daB fiir die Entstehung und
Weiterleitung von Aktionspotentialen Na'- und K'-Ionenkanile notwendig sind. Das Aktions-
potential wird durch die Offnung spannungsgesteuerter Na'-Ionenkanile ausgeldst
(Abbildung 2-3).

(a) Depolarisation (1) und Hyperpolarisation ()

+60 [~
+40 -
% +20 Aktions- (b) Anderungen der lonenpermeabilitaten
= potential
8 £
E o £
g 3 30|
2 g
§ _20 E Na*-Permeabilitéit
5 g
§ §C 20
2 50 58
=
Ruhepotential 5 L K*-Permeabilitat
2 10
=60 T i I i i i i i °
S
80 | L | | § I |
1 2 3 4 0 1 2 3
Zeit (ms) Zeit (ms)

Abbildung 2-3: a) Anderung des Membranpotentials wihrend eines Aktionspotentials, gemessen an einem
Tintenfisch-Riesenaxon [Lodish et al., 1996]. b) Anderung der Leitfihigkeit der axonalen Membran fiir Na'* und
K", die mit dem in a) dargestellten Aktionspotential einhergeht.

Die Offnung der spannungsgesteuerten Na'-lIonenkanile fiihrt zu einem schnellen und
voriibergehenden Einstrom von Na'-Ionen in die Zelle. Die Zelle depolarisiert. Die
Depolarisation aktiviert und 6ffnet weitere spannungsgesteuerte Na'-Kanile (Selbstverstir-
kungsmechanismus). Innerhalb sehr kurzer Zeit wird dadurch ein lawinenartiger Einstrom
von Na'-Ionen erreicht. Bereits wihrend des Na'-Einstroms werden auch
spannungsgesteuerte K'-Ionenkanile aktiviert, die zu einem Ausstrom von K'-Ionen fiihren.
Nach kurzer Zeit (1-2 ms) werden die Na'-Kanile inaktiviert und der Nettoeinstrom der Na'-
Ionen kommt zum Erliegen. Das Aktionspotential erreicht seinen Maximalwert (s. Abbildung
2-3). Mit dem Riickgang der Na'-Permeabilitit auf den Ruhewert und dem erhdhten
Ausstrom der K'-Ionen repolarisiert die Membran. Das Membranpotential erreicht mit dem
K'-Gleichgewichtspotential einen im Vergleich zum Ruhepotential stirker negativen Wert.
Nach dem SchlieBen der spannungsgesteuerten K '-Kanile stellt sich das Membranpotential
wieder auf das Ruhepotential ein. Das Ruhepotential elektrisch aktiver Zellen, z.B. Neurone,
liegt zwischen -50 und -70 mV, hervorgerufen durch K'-Kanile, die im Ruhezustand aktiv
sind.

Mitte der 80er Jahre wurden die kanalbildenden Untereinheiten spannungsgesteuerter lonen-
kandle gereinigt und kloniert [Noda et al., 1984; Noda et al., 1986; Tanabe et al., 1987
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Flockerzi et al., 1986]. Dies fiihrte zu einem wesentlichen Verstindnis von Ionenkanal-
Eigenschaften und zur Einordnung der entsprechenden Membranproteine in eigenstindige
Proteinfamilien. Da alle erregbaren Zellen eine Vielzahl von K'-Ionenkanile exprimieren, die
sich in ihren elektrophysiologischen und funktionellen Eigenschaften deutlich voneinander
unterscheiden, bilden die spannungsgesteuerten K'-Ionenkanile im Gegensatz zu den Na'-
und Ca®"-Ionenkanilen eine strukturell und funktionell sehr groBe Proteinfamilie.
Spannungsgesteuerte K '-selektive-Ionenkanile sind auch in dieser Arbeit von wichtiger
Bedeutung. In Kapitel 4.2.2 werden Zell-Transistor-Kopplungen an menschlichen embryo-
nalen Nierenzellen (HEK 293) vorgestellt, in die ein K'-Kanalgen stabil transfiziert wurde.
Das Gen wird u.a. in der Rindernetzhaut exprimiert und gehort zur Unterfamilie der ether-a-
go-go (eag) K'-Kanile [Briill, 1996; Frings et al., 1998]. Die HEK 293-Zellen weisen eine
niedrige endogene Kationenleitfdhigkeit auf [Zhu et al., 1998].

Pore
extrazelluldr /

intrazellulir

Abbildung 2-4: Schema einer Untereinheit eines eag-K'-Kanals. Die vertikalen Zylinder kennzeichnen die
transmembranalen Segmente S1 bis S6. Der Spannungssensor S4 besitzt fiinf positiv geladene Aminosduren.
Zwischen S5 und S6 befindet sich der Sequenzabschnitt, der die Pore des Kanals auskleidet.

Das Kanalprotein besitzt in der N-terminalen Hélfte groB3e strukturelle Gemeinsamkeiten mit
K'-Kanal-Untereinheiten. Dieser Proteinabschnitt weist sechs potentielle transmembranale
Segmente (S1-S6), einen Spannungsfiihler (S4), sowie eine Porenregion zwischen S5 und S6
auf (s. Abbildung 2-4). Die eag-Kanal-Untereinheiten haben im C-Terminus einen etwa 80
Aminosduren langen Sequenzabschnitt, der homolog zur Bindestelle fiir zyklische Nukleotide
der zyklisch Nukleotid-gesteuerten (CNG) Ionenkanile ist [Kaupp and Seifert, 2002].

Der eag-lonenkanal ist aus mehreren Griinden gut zur Charakterisierung der Zell-Transistor-
Kopplung geeignet: Der Ionenkanal ist spannungsgesteuert und kann deshalb mit der Patch-
Clamp-Technik kontrolliert werden (s. Kapitel 3.4). AuBerdem ist der Kanal gut
elektrophysiologisch charakterisiert (Frings et al., 1998). Er zeigt keine Inaktivierung, liefert

Membranstrome in der Groenordnung mehrerer nA (Ganzzellableitung; s. Kapitel 3.4) und
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ist K'-selektiv, d.h. es kommt zu keiner Uberlagerung des Membranstroms durch andere
Ionenkanile wie z.B. bei Nerven- oder Herzmuskelzellen (s.u.).

Das Verhalten von Ionenkanélen kann nach der Theorie von Hodgkin und Huxley [Hodgkin
and Huxley, 1952] mit einem Ersatzschaltbild der Zellmembran beschrieben werden
(s. Abbildung 2-5). Dabei hingen die spezifischen Leitfihigkeiten gy, und g fiir die Na'- und
K'-Ionen vom Nernstpotential E; der jeweiligen Ionenart i, der beobachteten Ionenstrom-
dichte iy und dem aktuellen Membranpotential Vy; ab. Berticksichtigt wird die Kapazitat der
Zellmembran durch die spezifische Kapazitét cy. Der spannungsunabhéngige Widerstand mit
der spezifischen Leitfahigkeit g und dem zugehorigen Nernstpotential E; beschreibt den

Leckstrom, der alle anderen iiber der Membran flieBenden Strome zusammenfal3t.

Cytoplasma-Seite

Zell-

Membran —
249

Extrazellulidre Seite

Abbildung 2-5: Das Ersatzschaltbild stellt die elektrischen Eigenschaften einer neuronalen Zelle gemdfs
[Hodgkin and Huxley, 1952] dar.

Die tiber die Zellmembran flieBende lonenstromdichte iy ergibt sich damit als Summe aller
Elemente des Ersatzschaltbildes:

) dv .
Iy =Cyp dtM 2 (WD(Vy —E)+egc(O(Vy —E)+ g, ()(Vy —E)) Gleichung 2-4

Tatséchlich sind in einer realen Zelle die Ionenleitfahigkeiten zeitlich nicht konstant. Die
zeitliche Verdanderung der gi-Werte kann aber durch drei unterschiedliche, dimensionslose
Parameter n, m und h beschrieben werden. Diese Parameter konnen Werte zwischen Null und
Eins annehmen und beschreiben Bedingungen, die erfiillt sein miissen, damit sich ein lonen-
kanal 6ffnen kann [Hille, 2001]. Ermittelt wurden sie experimentell aus Versuchen an Axonen
des Tintenfischs. Nach dem Hodgkin-Huxley-Modell gilt fiir die Membranleitfahigkeit der

K'-Kanile, unter Beriicksichtigung dieser Parameter, demnach:
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gk ()= éKn4 (t) Gleichung 2-5

Fiir die Na'-Kanile gilt eine andere Bedingung [Hille, 2001]:

gra (D) = éNam3 (Hh(t) Gleichung 2-6

Somit ergibt sich fiir die Gleichung 2-4 eine modifizierte Version zu:

b = Cu d(\il—tM+éKn4(VM _EK)+éNam3h(VM _ENa)+§L (Vu—Ep) Gleichung 2-7

Neben K'-lonenkanilen in HEK 293-Zellen, werden in dieser Arbeit auch Herzzellen
(Kardiomyozyten) verwendet, bei denen Ca”'-lIonenkanile eine besondere Bedeutung haben.
Das Aktionspotential von Kardiomyozyten weist im Vergleich zu den Aktionspotentialen von
Nervenzellen (s. Abbildung 2-3) einen etwas anderen zeitlichen Verlauf auf (Abbildung 2-6).

40 | 4

/ Plateauphase

Vi (mV)

40k

-60

Ruhepotential

e

-80

_100 M ] L 1 " 1 M 1 M 1 " 1 M 1 M 1 L 1 M
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Zeit (ms)

Abbildung 2-6: Aktionspotential einer Herzzelle (Purkinje-Faser) modelliert mit den Hodgkin-Huxley-
Gleichungen.

Der Plateaubereich im Aktionspotential der Herzzellen (s. Abbildung 2-6) wird durch einen
einwértsgerichteten Ca®"-Ionenstrom verursacht, der betragsmiBig gleich dem auswirts-
gerichteten K'-Ionenstrom ist. Das Ersatzschaltbild fiir Kardiomyozyten muBl deshalb im
Vergleich zu Abbildung 2-5 um einen spannungsabhingigen Ca®’-Ionenkanal erweitert
werden, der im Ersatzschaltbild durch die spezifische Leitfahigkeit gc, und das Nernst-
potential Ec, symbolisiert wird (s. Abbildung 2-7).
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Cytoplasma-Seite

Extrazellulidre Seite

Abbildung 2-7: Ersatzschaltbild einer Herzmuskelzelle [Ingebrandt, 2001].

Die Herzmuskulatur ist auf stindige und unwillkiirliche Kontraktionen spezialisiert, die zum

Transport des Blutes notwendig sind. Die Kontrolle der Herzmuskulatur wird vom

parasympathischen Nervensystem ausgeiibt, d.h. die Steuerung erfolgt nicht willentlich.

Dagegen fiihrt die Skelettmuskulatur komplexe und koordinierte Bewegungen aus, die rasch

und auf Grund von schnellen Kontraktionen erfolgen. Muskelzellen besitzen meist eine

zylindrische Gestalt. Herzmuskelzellen und die Zellen der glatten Muskulatur enthalten einen

einzelnen, zentral angeordneten Zellkern (s. Abbildung 2-8), wihrend alle anderen

Muskelzellen bis zu 100 Zellkerne aufweisen konnen.
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Abbildung 2-8: Links: Ausschnitt einer elektronenmikroskopischen Aufnahme einer Ratten-Herzmuskelzelle
[Kleinig and Sitte, 1999]. Rechts: Schematischer Aufbau eines Sarcomers [Lodish et al., 1996].
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Zahlreiche Filamentbiindel, die als Myofibrillen bezeichnet werden, erstrecken sich der Liange
nach durch die gesamte Muskelzelle. Jede Myofibrille ist in abwechselnd angeordnete hellere
und dunklere Banden untergliedert, die als A- und I-Banden bezeichnet werden. Die A-
Banden weisen eine dunklere Trennlinie auf, die M-Linie. Die I-Banden werden von den
etwas dunkleren Z-Scheiben unterbrochen. Der Abschnitt zwischen zwei Z-Scheiben (zwei
halbe I-Banden an den Réndern) und einer A-Bande (in der Mitte) wird als Sarcomer
bezeichnet. Elektronenmikroskopische und biochemische Untersuchungen haben gezeigt, daf3
sich in jedem Sarcomer zwei Arten von Filamenten befinden. Die dicken Filamente bestehen
aus Myosin und die diinnen Filamente aus Actin. Beide Filamente {iberlappen in der Mitte des
Sarcomers (Al-Zone, s. Abbildung 2-8) und gleiten bei der Kontraktion des Muskels an-
einander vorbei. Hierdurch wird das Sarcomer verkiirzt.

Die Kontraktion wird von einem Anstieg der cytosolischen Ca**-Konzentration eingeleitet.
Die freie Ca®"-Konzentration im Cytosol betrigt deutlich weniger als 1 pM und wird durch
spezielle Ca’"-ATPasen auf diesem niedrigen Wert gehalten. Erfolgt eine Depolarisation der
Zelle, so wird Calcium aus dem sarcoplasmatischen Reticulum (SR) iiber Ca*-Kanile (in der
SR-Membran) in das Cytosol abgegeben. Dies ist das Signal fiir die Muskelkontraktion. Sie
endet sobald sich die Ca®"-Kanile schlieBen und das Calcium zuriick in das SR gepumpt wird.
Sogenannte ,,Gap-Junction*“-Kanile (zylindrische Kanéle aus 2-6 Connexinmolekiilen; Cx43)
erlauben den Austausch der Ca’’-lonen auch zwischen benachbarten Zellen (s. Abbildung

2-9). Dadurch wird eine synchrone Kontraktion des gesamten Muskels moglich.

Plasmamembran

Plasmamembran
(Zelle B)

Poren (Verbindung
des Cytoplasmas
zwischen Zelle A und B)

Abbildung 2-9: Gap-Junction-Kandle ,,verbinden* benachbarte Zellen und erméglichen die schnelle und
synchrone Weiterleitung elektrischer und chemischer Signale [Hille, 2001]. Jeweils sechs Connexin-
Untereinheiten einer jeden Zelle verbinden sich zu einem hexagonalen Kanal.
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2.2. Feldeffekttransistoren (FETs) und Mikroelektrodenarrays (MEASs)

Fiir die extrazelluldre Signalableitung elektrisch aktiver Zellen werden Sensoren benétigt, die
Signale in einer Grofenordnung von 10 bis 100 pV messen konnen und auf geringste
Potentialdnderungen reagieren. In dieser Arbeit werden dazu Feldeffekttransistoren, deren
Gates nicht iiber Metallelektroden sondern direkt iiber Elektrolyte kontaktiert werden
(EOSFET; electrolyte-oxide-semiconductor-FET) und Mikroelektroden benutzt, die mit den
Gates sogenannter Junction-Feldeffekttransistoren (Sperrschicht-FET; [Tholl, 1978]) verbun-
den sind (EGE; s. Kapitel 3.3.1.1). Beiden ist aber das MeBprinzip eines Feldeffekttransistors

gemein, das im folgenden erldutert wird.

Metall Oxid Halbleiter
p-Si
\ qv,
Vakuum- -
Niveau
Dy D e -W
We W
Wi .
w; v, | | T W,
A4 Y Yoo
a p > Wy > we
— W, —w,
a) Flachband-Situation b) Anreicherung

p
A

v

_qvi /
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; W W
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Ve /
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A
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D y
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ox
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Abbildung 2-10: Bdindermodell [Schlachetzki,1990]. Durch Anlegen einer externen Spannung zwischen Gate
und Substrat kann die MOS-Struktur in die verschiedenen Bereiche (Anreicherung, Verarmung und Inversion)

verschoben werden.
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Der Feldeffekttransistor ist ein Halbleiterbauelement, das meist aus Silizium gefertigt wird.
Dies liegt vor allem an den geringen Kosten und den Eigenschaften des Siliziums, da in der
Siliziumtechnologie mit Siliziumdioxid ein Isolator zu Verfligung steht, der eine stabile und
storstellenarme Grenzfliche zum Silizium ausbildet (geeignete Prdparation vorausgesetzt).
Die physikalischen Hauptvorgdnge des Feldeffekttransistors finden an der Grenzfliche
zwischen dem Silizium und dem Siliziumdioxid statt. Unterhalb des Siliziums bildet sich eine
Raumladungszone aus, so dal das Ende des regelmifligen Kristallgitters an der Oberfliche
des Halbleiters zu einem Kontinuum von Energiezustinden (Oberflichenzustinden) im
normalerweise verbotenen Bereich fiihrt. Werden diese Zustdnde besetzt, so hat dies eine
Oberfldchenladung zur Folge, die das Gleichgewicht der Ladungstriger im Inneren des
Halbleiters beeinflu3t. Die Ausdehnung der Raumladungszone in den Halbleiter wird iiber die
sogenannte Debye-Linge Lp beschrieben, die bei Halbleitern etwa 10 cm betrigt. Die
Oberflichenladungen und die Raumladungszone bewirken so eine Verbiegung der
Energiebiander (s. Abbildung 2-10), da die zusdtzlichen Ladungen die Gleichgewichtsvertei-
lung der Elektronen und Locher beeinflussen.

Der MOSFET (Metall-Oxid-Silizium-Feldeffekttransistor), der auf den grundlegenden
Arbeiten von Shockley basiert [Shockley, 1952] und 1960 erstmals auf der Basis eines
thermisch oxidierten Siliziumsubstrats gefertigt wurde, ist eins der wichtigsten Bauelemente
der Mikroelektronik fiir hochintegrierte Schaltungen wie z.B. Mikroprozessoren und
Speicherchips. Der MOSFET hat in der Regel vier elektrische Anschliisse: Source, Gate und
Drain und Substrat. Ein senkrecht iiber dem Gateanschluf3 stehendes elektrisches Feld Eg;,
steuert den zwischen Source und Drain flieBenden Ladungstrigerstrom Ips, indem es die
Ladungstragerdichte n im oberflichenahen Bereich und damit auch die Leitfdhigkeit des
Stromkanals beeinflut [Tholl, 1978, Miiller, 1987, Lécherer, 1992]. Die Anderung des
Ladungstragerstroms, direkt unterhalb des diinnen Gateoxids, ist zusitzlich von der

angelegten Drain-Source-Spannung Vpg abhéngig:

I ~0(Eg)Vps ~qnp, Vs ~ Ve Vs 1, Gleichung 2-8

Dabei steht o(Es;) flir die oberflichennahe Ladung, n fiir die Ladungstriagerdichte, q fiir die
Ladung der Elektronen bzw. Locher, Vs fiir die Gate-Source-Spannung (s.u.) und p, fiir die
Beweglichkeit der Elektronen.

Feldeffekttransistoren konnen hinsichtlich zweier Steuerungsarten unterschieden werden:
Verarmungs- und Anreicherungssteuerung. Weist der Kanal die gleiche Dotierung wie das
Drain-Source-Gebiet auf, so liegen bei der Verarmungssteuerung Ladungstrager auch ohne
duBeres Steuerfeld vor. Die Regelung erfolgt liber das elektrische Feld durch die Reduzierung
der Ladungstrager im Kanal. Dagegen miissen die Ladungstriger im Inversionskanal bei der

Anreicherungssteuerung erst durch das dullere Feld erzeugt werden. In dieser Arbeit werden
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ausschlieBlich n- und p-Kanal-Anreicherungstypen eingesetzt. Die Funktionsweise eines
Feldeffekttransistors wird im folgenden am Beispiel eines n-Kanal-Anreicherungstypen
behandelt. Die nachfolgende Abbildung 2-11 zeigt ein Schema eines n-Kanal-MOSFET,
wobei der industrielle Standard der Gateoxid-Dicke derzeit zwischen 3 und 4 nm liegt
[Lucovsky et al., 1997; Cho et al., 1998; Cho et al., 1999; Hattori et al., 1999].

S (Sourceanschlufl) G (GateanschluR)
|

D (DrainanschluR)

@ & @ & @ & @ &
O © 0O o o o————=2

Inversionskanal

Verarmungszone / Vis
B (BulkanschluR)

Abbildung 2-11: Das Schema zeigt einen Querschnitt durch einen n-Kanal-Anreicherungs-MOSFET. Bei
positiver Gate-Source-Spannung Vs wird zwischen den beiden n-dotierten Source- und Drain-Bereichen ein
Inversionskanal und ein Ladungstrdgerstrom Ipg erzeugt. Der Ladungstrigerstrom wird durch die angelegte
Gate-Source-Spannung gesteuert.

Bei einem n-Kanal-Anreicherungstyp wird bei einer positiven Drain-Source-Spannung Vps
und einer Gate-Source-Spannung Vs von 0 V kein Drain-Source-Strom Ipg erzeugt. Erst bei
Erhohung von Vs werden durch die positiven Ladungen an der Oberfliche des Gateoxids an
der Grenzfliche Oxid/p-Kanal negative Ladungen durch Influenz erzeugt. Es ergibt sich
folgende Kennliniengleichung fiir einen n-Kanal-Anreicherungstransistor:

k 2

V : .
Ips = L_;|:(VGS =V, Vs = ;S } mit k, =p,c, =p, Zﬂ Gleichung 2-9

0ox

Die Gleichung gilt analog fiir einen p-Kanal-Anreicherungstransistor, jedoch mit der
Transistorkonstanten kj:
Vos | . €0y .
;s:| mit kp =U,Co =W, 1 Gleichung 2-10

0X

k
Ly = _L_§|:(VGS — Vi )VDS -

Dabei steht do, fiir die Dicke, co fiir die spezifische Kapazitit und €, fir die
Dielektrizitdtskonstante des Gateoxids, u, und , fiir die Mobilitét der jeweiligen Ladungs-
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trager und Vr, flir die Schwellwertspannung (threshold voltage). Die Schwellwertspannung
ist diejenige Spannung, bei der sich der Kanal anfangt zu 6ffnen. Sie ist stark abhdngig vom
technologischen Design des Transistors, wie z.B. Dotierungsdichte, Dicke des Gateoxids,
Dimensionen des Gates, usw..

Die Drain-Source-Stromkennlinien Ipg in Abhédngigkeit von der Drain-Source-Spannung Vps
bei konstanter Gate-Source-Spannung Vs nennt man  Ausgangskennlinien (vgl.
Kapitel 3.5.2). Hingegen werden die fiir die Charakterisierung der Feldeffekttransistoren
wichtigeren Transferkennlinien durch die Abhédngigkeit des Drain-Source-Stroms Ipg von der
Gate-Source-Spannung Vgs bei  konstanter Drain-Source-Spannung Vps beschrieben
(vgl. Kapitel 3.5.2).

Wie aullerdem an den Transistorkonstanten zu erkennen ist, nimmt die Oxidschichtdicke dox
und die Beweglichkeit der jeweiligen Ladungstriger w, bzw. u, direkten Einflul auf den
Drain-Source-Strom Ipg. Bei kleinen Drain-Source-Spannungen Vpg wird {iber die gesamte
Linge L ein leitender Kanal ausgebildet und Ips steigt zundchst linear mit der Spannung an,
spater iiberwiegt jedoch der quadratische Term in Gleichung 2-9 bzw. Gleichung 2-10. Ab der
sogenannten Abschniirspannung (Vps = Vgs— Vm = Vpsp) erlischt die  Gate-Source-
Spannung Vg iiber dem Oxid am Kanalende und damit auch die Inversion. Der Drain-

Source-Strom Ipg ndhert sich dann einem konstanten Wert:

max kn 2 . 1
Ioe = _2VGS fir Vg 2 Vipep Gleichung 2-11
21
Fiir einen p-Kanal-Transistor gilt analog:

k
max __ P 2 .. . _
e — 2_2VGS fiir — Vg >V Gleichung 2-12

Der Bereich, in dem der Drain-Source-Strom Ips einen konstanten Wert erreicht, wird auch
Sattigungsgebiet genannt (Kennlinienkurven verlaufen nahezu parallel; s. Abbildung 2-12).
Die Sittigung des Drain-Source-Stroms Ips wird als Abschniirung (pinch-off) bezeichnet. Die
Sattigung des Kennlinienverlaufs entsteht dadurch, dall bei Abschniirung des Kanals und bei
Source-Drain-Spannungen Vps weit oberhalb der Séattigungsspannung der Hauptteil der
Fermienergie zwischen dem Abschniirpunkt P (am drainseitigen Ende des Kanals) und dem
Drain-Gebiet abfillt.
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L, (mA) Pinch-Off-Linie
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Abbildung 2-12: Ausgangskennlinienfeld eines Sperrschicht-Feldeffekttransistors mit einer Abschniirspannung
Vpsp = 3,2V [Schaumburg, 1991]. Der Giiltigkeitsbereich der Gleichung 2-9, genannt Anlaufbereich, ist
schraffiert dargestellt. Die Pinch-Off-(Abschniirungs-) Linie und der lineare Bereich sind gestrichelt
eingezeichnet.

Der optimale Arbeitspunkt eines Transistors wird aus den Transferkennlinien iiber die

Steilheit g, (transconductance) bzw. durch die Bildung der 1. Ableitung bestimmt:

I
g = di Gleichung 2-13

dV
Wird der Transistor im Punkt mit der groften Steilheit betrieben, so werden kleine
Potentialinderungen am Gate in hohe Anderungen des Drain-Source-Stroms transformiert.
Beim idealen Transistor ist die Gatesteilheit g, im aktiven Bereich (Anlaufgebiet; vgl.

Abbildung 2-12) unabhéngig von der Gatespannung:

k k :
g, = L—;VDS bzw. g, = —L—;’VDS fiir Vg = Vpp bzw. — Vo > -V, Gleichung 2-14

Auf Grund von Oberflachenstreuprozessen der Ladungstrager wird die Gatesteilheit aber bei
realen Transistoren mit zu- bzw. abnehmenden Gate-Source-Spannungen Vgs beeinfluflt.
Beriicksichtigt werden muB3 auBerdem, daB die bisherigen Uberlegungen die physikalischen
Vorginge des Feldeffekttransistors nur sehr vereinfacht beschreiben. Die Kennlinien eines
realen MOSFET weichen daher in vielen Féllen von denen eines idealen FET ab.
Unberiicksichtigt bleiben z.B. die nicht nur eindimensionalen Feldverhéltnisse im Drain-
Source-Bereich, die an der Oberfldche geringere Beweglichkeit der Ladungstrager verglichen
mit der Beweglichkeit im Halbleitervolumen und die Tatsache, dall der Stromtransport nicht

nur durch Drift-, sondern auch durch Diffusionsvorgénge erfolgen kann.
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Wird der metallische Gatekontakt der MOS-Struktur durch einen Elektrolytkontakt ersetzt, so
erhélt man eine EIS (Elektrolyt-Isolator-Silizium) Struktur. Dabei dient das diinne Gateoxid
als Isolatorschicht zwischen dem Elektrolyten und dem Halbleiter. Die Dicke der
Si0,-Schichten der in dieser Arbeit verwendeten Feldeffekttransistoren liegt zwischen 8 und
12 nm. Im Vergleich zur vorher behandelten MOS-Struktur entsteht an der Elektrolyt-
Isolator-Grenzfliche ein zusétzlicher Potentialabfall. Im MOS-System fillt die an der
Metallelektrode angelegte Spannung dagegen nur {ber die Oxidschicht und die
Raumladungszone im Halbleiter ab.

Bei entsprechender Wahl des Isolatormaterials, z.B. SizNy4, Al,O3, Ta,0s, kann eine deutliche
pH-Empfindlichkeit erreicht werden, die durch die Nernst-Gleichung in erster Ndherung
beschrieben werden kann. Einen solchen Feldeffekttransistor bezeichnet man auch als
ionensensitiven Feldeffekttransistor (ISFET). Die Erfindung geht auf Bergveld zuriick
[Bergveld, 1970].

Mitte der 70er, Anfang der 80er Jahre wurde ein neuer theoretischer Ansatz, das sogenannte
Site-Binding-Modell [Yates et al., 1974; Bousse et al., 1983; Van den Berg et al., 1985; Fung
et al., 1986] entwickelt, der die pH-Sensitivitit auf reine Oberflacheneffekte zuriickfiihrt. Im
Kontakt mit dem Elektrolyten liegen die Oberflichengruppen in Abhédngigkeit von der
H'-Ionenkonzentration de- oder protoniert vor. Bei einem System aus thermisch oxidiertem
Silizium hydrolisiert die Si0,-Oberflache und es bilden sich Silanolgruppen, die je nach pH-
Wert der Losung negativ, neutral oder positiv geladen vorliegen [Yates et al., 1974]. Dabei
ziehen die geladenen Oberflichengruppen Gegenionen aus der Losung an. Der pH-Wert, bei
dem die Oberflichenladung gerade Null ist, wird als ,,Point of Zero Charge* (pHp.)
bezeichnet:

pH,. =-lg /% Gleichung 2-15
B

Dabei stellen K und Kp die Gleichgewichtskonstanten der De- bzw. Protonierungsreaktion
dar. In der Literatur findet man fiir SiO, einen ,,Point of Zero Charge* zwischen 2 und 2,5
[Bousse, 1982] und fiir Si3Ny liegt der Wert bei 5,2 [Harame et al., 1987].

Zur Ubertragung der vorgestellten Prinzipien des MOS-Systems auf das EIS-System miissen
im wesentlichen nur die elektronischen GroBen des Metalls beim MOSFET durch die der
Elektrolytlosung beim EOSFET ersetzt werden. Es mul3 jedoch beriicksichtigt werden, daf3
das Site-Binding-Modell keine Drift- und Hysteresephdnomene erfat. Neuere Arbeiten
beriicksichtigen deshalb zusitzlich den EinfluB3 der lonenstdrke und erweitern die Theorie auf
grofBere pH-Bereiche [Van Hal et al., 1995; Bergveld et al., 1995].

Die lonenstirke hat auch Einflul auf die sogenannte Helmholtz-Doppelschicht, die durch
adsorbierte Gegenionen an geladenen Elektrodenoberflichen entsteht (s. Abbildung 2-13). An
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die Helmholtz-Doppelschicht schlieft sich nach dem Stern-Modell die diffuse Gouy-
Chapmann-Schicht an (s. Abbildung 2-13).

starre Doppelschicht

[—>]

I ‘\
z Losungsmittel-Molekiil &

2+

Z+
\ adsorbiertes solvatisiertes Kation
an der duferen Helmholtzebene

Z+

\ Kation in|der diffusen Doppelschicht

™~ spezifisch adsorbiertes Kation

negativ aufgeladene Elektrode

z+
<+— diffuse Doppelschicht ——p

duBere Helmholtz-Fléiche . .
Losungsinneres

innere Helmholtz-Fliche

|&—— elektrolytische Doppelschicht —p|
Abbildung 2-13: Modellbild zur starren und elektrolytischen Doppelschicht.

Sowohl die rdumliche Ausdehnung der diffusen Schicht als auch der Potentialabfall im
Elektrolyten hingen dabei von der Poisson-Boltzmann-Verteilung der Ladungstriger-
konzentrationen bzw. von der Ionenstirke der Losung ab. Bei hinreichend hohen Ionenstédrken
kann die gesamte Doppelschicht aber als starr betrachtet werden.

In [Sprossler, 1997] wurde fiir die Feldeffekttransistoren der Potentialabfall iiber den
Elektrolyten bei dem in der Zellkultur {iblichen pH-Wert von 7,4 zu 0,19 V und die Anderung
der Flachbandspannung Vpg zu 0,88 V bestimmt. Da aber die Kapazitit der Elektrolyt-
randschicht Cq4 (etwa 20 uF'cm'l) die Kapazitit der Oxidschicht ¢,y (etwa 500 nF~cm'2) um ein
Vielfaches iibertrifft, kann der EinfluB der Elektrolytrandschicht fiir die im folgenden
beschriebenen Kopplungsmodelle ganz vernachldssigt werden. Allerdings sollte die
Ionensensitivitit des Si0,-Gates beriicksichtigt werden [Liao et al., 1999; Hajji et al., 2000].
In [Sprossler, 1997; Ingebrandt, 2001] wurde folgende Werte fiir die lonensensitivitéit der in

dieser Arbeit verwendeten Feldeffekttransistoren bestimmt:
® Ve = 3412 mV/pH;
® Vyie=2,3mV/pCa;
® Vyie=13,7mV/pK;
® Vg =94 mV/pNa.
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2.3. Kopplungsmodelle

Zur Beschreibung der extrazelluldr gemessenen Kopplungssignale aus Kapitel 4.2.2, wird das
sogenannte Punkt-Kontaktmodell verwendet [Regehr et al., 1989; Fromherz et al., 1991;
Grattarola and Martinoia, 1993; Schitzthauer and Fromherz, 1998; Pancrazio et al., 1999;
Sprossler et al., 1999]. Dieses Modell verwendet einen Ersatzschaltkreis mit linearen
elektronischen Bauteilen und geht von der Annahme aus, daB alle Strome durch einen
gemeinsamen Punkt flieBen, jedoch wird die Geometrie des Kontaktes vernachldssigt
(s. Abbildung 2-14).

Freie Membran

Patch-Clamp Elektrode
Zelle V(1)

CJMJ_ gl B A';J,gf““

Abbildung 2-14: Schema des Punkt-Kontakt-Modells zur Beschreibung der extrazelluldr gemessenen
Kopplungssignale zwischen einer elektrisch aktiven Zelle und einem Feldeffekttransistor.

Die wichtigste zentrale MeBgroBe stellt Vi(t) dar, denn es symbolisiert die
Spannungsdnderung im Bereich zwischen der Zellmembran und dem Gate des Transistors.
Der Drain-Source-Strom des Transistors wird zudem durch V(t) gesteuert. Die Spannung der
Zelle kann mit einer Patch-Clamp-Pipette gemessen und z.B. im Voltage-Clamp-Modus
(s. Kapitel 3.4) reguliert werden. Dabei werden alle parasitdren Strome, Serienwiderstdnde
und kapazitiven Anteile mit den Standardroutinen des Patch-Clamp-Verstiarkers kompensiert
(s. Kapitel 3.4). Befindet sich die Zelle unmittelbar iiber dem Gate eines Feldeffekttransistors,
so konnen sowohl die Signale der Patch-Clamp-Pipette, als auch die des Transistors simultan
gemessen und verglichen werden. Der resultierende Spalt zwischen der Zelle und dem Sensor
wird mit der spezifischen Leitfdhigkeit gy beschrieben und als globale Seal-Leitfahigkeit pro
Kopplungsfliche (junction area) Ajy benannt. Die Flache der Zellmembran wird zwischen
einem freien (free membrane) Apy und einem anhaftenden (attached membrane) Anteil Ajy,
mit den jeweiligen spezifischen Kapazititen cyy und cpv (mit der spezifischen Membran-
kapazitit cy = 1 pF-cm™ [Hille, 2001]), unterschieden. Die verschiedenen Ionenkanile einer
Zelle und die Leckleitfahigkeit der Zelle werden mit den spezifischen Ionenleitfahigkeiten g;

22



Grundlagen der Bioelektronik

und den zugehorigen elektrochemischen Potentialen E; (electrochemical driving forces)
beschrieben. Die zeit- und spannungsabhingigen Ionenleitfihigkeiten der Na'-, K™~ und Ca®"-
Kanidle werden mit Hodgkin-Huxley-Elementen (Symbole von regelbaren Widerstinden,;
[Hodgkin and Huxley, 1952]) visualisiert. Eventuell unterschiedliche Offnungseigenschaften
oder Dichten der Ionenkanile in der Kontaktregion werden mit g™ = X;-g; angedeutet. Dabei
wird X als Skalierungsfaktor verwendet. Der Feldeffekttransistor wird nur iiber die Kapazitit
der Gateoxidschicht c¢;g im Ersatzschaltkreis beriicksichtigt. Durch die Anwendung der
Kirchhoffschen Gesetze kann nun die zeitlich verdnderliche Steuerspannung Vj(t) in

Abhingigkeit von der Membranspannung Vy(t) berechnet werden:

cmdd%ﬂgj\fj ZCMM+Z&JM(VM -V, —EfO) Gleichung 2-16
Es bedeuten:

Cio % Verschiebestromdichte iiber dem Gate

gV, Stromdichte iliber dem Abdichtwiderstand

Cy d(VMdt_ \D) Kapazitive Membranstromdichte

zgijM (VM -V, - Eij‘) ) Ionen- und Leckstromdichte durch die Membran im Gatebereich

Durch die folgenden drei Annahmen kann die Gleichung 2-16 weiter vereinfacht werden:

1. Das extrazelluldre Signal wird nicht vom kapazitiven Strom iiber das Gate beeinflufit.

Der kapazitive Strom kann somit vernachléssigt werden:
cjg-dVy/dt << g;V;

2. Die Membranspannung im Gatebereich ist &hnlich zur intrazelluldren Spannung:
Vu-V) = Vy bzw. V)<< Vy

3. Die Ionenkonzentration im Spalt dndert sich nicht im Verhéltnis zum restlichen
Elektrolyten. Somit ergibt sich auch keine Verschiebung des Umkehrpotentials E; fiir

jede lonenart der Zelle:
4. Die Membranfliche im Gatebereich ist deutlich kleiner als die freie Membranfliache:

Apn/Apm << 1
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Mit diesen Annahmen ergibt sich:

Ve e S ma v, )
glj( e, _E?)J Gleichung 2-17

Die Ganzzell-Stromdichte iy (vgl. Kapitel 3.4) 1a6t sich mit der Annahme einer ordnungs-

gemal durchgefiihrten Kompensation der parasitidren Parameter beschreiben zu:

M= zliv[ :Zgi(VM _E?) Gleichung 2-18

Mit Gleichung 2-18 kann Gleichung 2-17 umgeformt werden:

oot
g

Eine simultane Messung von Vj und iy erlaubt bei Kenntnis der spezifischen ,,Seal*-

ht J Gleichung 2-19

Leitfahigkeit gy Unterschiede zwischen der freien und der anhaftenden Zellmembran
festzustellen. Die spezifischen Seal-Leitfdhigkeit gy kann z.B. iiber eine frequenzabhéngige
Impedanzanalyse [Fromherz et al., 1993] bestimmt werden, oder wie in dieser Arbeit iiber die
kapazitiven Signale der Spannungsspriinge (voltage step pulses) wihrend eines Voltage-
Clamp-Kopplungsexperimentes. Mit den Spitzenhdhen (tip heights) der resultierenden

kapazitiven Transienten im extrazelluldren Signal kann dann gy abgeschitzt werden:

1 (dVy
c Gleichung 2-20
&= VO( dt j M

Fiir die Ableitung des Pulses im Zellinneren (dVy/dt) miissen sowohl der durch das Offnen
der Zellmembran entstandene Serienwiderstand Rg, als auch die zusétzlichen kapazitiven
Anteile im Stromsignal (cgow-Kompensation; s. Kapitel 3.4) beriicksichtigt werden [Marty
and Neher, 1995; Sigworth, 1995-b]. Das Aufladen dieser Kapazititen reduziert die Steilheit

des Stimulationspulses Vy im Zellinneren {iber ein exponentielles Gesetz:

1. Fiir einen positiven Pulssprung:

Vu = Vg - [1 - exp(_—tJ] Gleichung 2-21
Rs "~ Slow
bzw.: dV—M = Vs * ! - exp! ! Gleichung 2-22
dt RS CSlow RS CSlow
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2. Fiir einen negativen Pulssprung:

—t
V, = V., -exp| —— Gleichung 2-23
M Step p(RS . CSIOW ]
bzw.: dV—M = —VStep . ; - exp _—t Gleichung 2-24
dt RS ’ CSlow RS ’ CSlow

Mit diesen beiden Gleichungen lassen sich die kapazitiv gekoppelten Spitzen am Anfang und
am Ende eines Stimulationspulses voraussagen [Ingebrandt, 2001]. Die erste Spitze weist in

positive und die zweite Spitze in negative Richtung.
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3. Experimentelles

3.1. Oberflichenanalyse und spezielle Priparationstechniken
In diesem Kapitel werden die zur Charakterisierung und Analyse der Oberflichen benutzten

Gerite und spezielle Préparationstechniken vorgestellt.

3.1.1. Lichtmikroskopie

Fiir die Erstellung von digitalen Photographien wurde eine Kamera der Firma Nikon
eingesetzt (Nikon Coolpix 990, 3,34 Megapixel). Diese konnte bei Bedarf mit einem C-
Mount und einem EH-30 AC-Adapter auf ein Mikroskop montiert werden. Die auf dem
Kamerachip gespeicherten JPEG-Aufnahmen wurden mit einem handelsiiblichen PC

ausgelesen.

3.1.2. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Feldemissions-Raster-
elektronenmikroskop (LEO-Gemini 1550, Deutschland) erstellt und als Tiff-Dateien ge-
speichert.

Da die meisten Oberflichen der in dieser Arbeit verwendeten Proben nichtleitend waren,
wurde bei Bedarf eine etwa 10 nm dicke Schicht aus Gold abgeschieden (Sputter-Coater
SCD004, Balzers, Deutschland). Dies verhinderte eine storende Aufladung der Oberfléche.
Das Vakuum lag bei etwa 4-10~ mbar und die Bedampfungsrate betrug etwa 10 nm-min.
Fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der biologischen Zellen in Kapitel 4.1 mul3te
ein spezieller Trocknungsprozel3 angewendet werden. Dazu wurde das Zellkulturmedium der
Proben zunéchst vorsichtig abpipettiert, mit 2,5 % Glutardialdehyd-Losung (zur molekularen
Quervernetzung) behandelt und mehrfachen Spiilschritten mit Aceton unterworfen. Eine
genaue Priparationsanleitung ist im Anhang 6.1 dargestellt. Die so priparierten Proben
wurden anschlieend einer kritischen Punkttrocknung mit superkritischem CO, unterzogen
(BAL-TEC CPDO030, Critical Point Dryer, Deutschland). Bei Anwendung dieser
Préaparationsvorschrift erhdlt man Proben bzw. Zellen, die nahezu keine , Artefakte*
aufweisen. ,,Artefakte” konnen durch Kapillarkrifte beim Trocknungsprozel3 hervorgerufen

werden.

3.1.3. Atomkraftmikroskopie (AFM)

Zur Oberflaichen- und Rauhigkeitsanalyse der anisotrop gedtzten Proben wurde ein
Atomkraftmikroskop (Typ: MMAFM-2) der Firma Digital Instruments eingesetzt. Als
AFM-Sonden wurden kommerziell erhiltliche Cantilever der Firma Nanoprobe benutzt. Das
Gerdt wurde im ,tapping-mode* betrieben. Als Software wurde Nanoscope von Digital

Instruments in der Version 4.1 eingesetzt.
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3.1.4. Elektrochemische Messungen

Zur Erstellung der Zyklovoltammogramme in Kapitel 3.5.1 wurde ein am Institut fiir
Physikalische Chemie und Elektrochemie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
entwickelter Potentiostat (Typ Schiller) mit Dreiecksgenerator eingesetzt. Zur Messdaten-
erfassung diente das von A. Thies entwickelte MeBprogramm Osiris [Thies, 1991]. Die
Steuerung und Datenerfassung erfolgte iiber eine AD/DA-Einschubkarte ME-30 der Firma
Meilhaus von einem IBM-kompatiblen PC aus. Als Strom-Spannungswandler wurde ein von
M. Schramm am Institut fiir Physikalische Chemie und Elektrochemie der Heinrich-Heine-
Universitdt entwickeltes Gerdt mit automatischer MeBBbereichsumschaltung vom Typ Hidyn
eingesetzt. Fir die Kapazititsmessungen wurde zusétzlich ein Zweiphasen-Lock-In-
Verstarker der Firma HMS-Elektronik verwendet. Dieser registriert die Antwort des
elektrochemischen Systems auf eine dem Potential der MeBelektrode iiberlagerte
Sinusspannung mit einer Amplitude von 1 mV und einer Frequenz von 1013 Hz. Die
Bestimmung des Widerstandes der Goldelektroden, erfolgte iiber eine Impedanzmessung.
Dazu wurde ein Frequency-Response-Analyzer (TF2000) der Firma Voltech benutzt. Die
Messung der Impedanz erfolgte bei einer iiblichen Frequenz von 1 kHz.

Als Gegenelektroden wurden Golddrdhte von 99,99 %-iger Reinheit und einer Dicke von
0,02 cm verwendet.

Als Bezugselektroden dienten Hg/Hg,SO4-Elektroden mit Haber-Luggin-Kapillare in 0,5 M
H,SO4 (Up=+680 mV gegen SHE (Standard-Wasserstoff-Elektrode)). Bei der Auswertung
der MeBergebnisse wurde keine Korrektur von Diffusionspotentialen angrenzender
MeBelektrolyte vorgenommen, da diese maximal in der GroBenordnung einiger 10 mV

lagen.
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3.2. Herstellung und Layout der Zelltrager

In diesem Kapitel werden die Layouts und Herstellungstechniken der verschiedenen
strukturierten Siliziumproben, die fiir die Anwachsversuche in Kapitel 4.1 bendtigt werden,
erlautert. Danach folgt eine genaue Beschreibung der neu aus Silizium gefertigten Mikro-

elektrodenarrays und eine Darstellung der benutzten Feldeffekttransistoren.

3.2.1. Strukturiertes Silizium fiir Zellanwachsversuche

Die strukturierten Siliziumproben lassen sich in zwei verschiedene Typen einteilen. Es
folgen zunéchst die anisotrop geédtzten V-formigen Strukturen und im Anschlufl daran die
Proben aus porosem Silizium.

3.2.1.1. Anisotrop gedtzte V-Strukturen

Fiir die anisotrop geitzten Strukturen wurde eine neue Maske hergestellt, die in Abbildung

3-1 zu sehen ist.
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Abbildung 3-1: Maskenlayout fiir Zellanwachsversuche mit unterschiedlichen Gréfen und geometrischen
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Formen. Zu sehen sind in der Zeichnung 1 die bandférmigen, in Zeichnung 2 die quadratischen und in
Zeichnung 3 die kreisformigen Strukturen. Ausschnitt 4 zeigt die Anordnung der verschiedenen Struktursdtze

auf der Glasmaske.
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Die Maske besteht aus Quarzglas, auf der sich eine mittels Elektronenstrahllithographie
photolithographisch strukturierte Chromschicht befindet. Die Maskenlayouts werden mit
AutoCad von autodesk gezeichnet. Das Design der Geometrien ist quadratisch, bandformig
und rund. Die Grofe dieser unterschiedlichen geometrischen Formen variiert jeweils von
500 pm iiber 400 um, 300 pm, 250 pm, 200 um, 160 pm, 120 um, 100 pm, 80 um, 60 pum,
40 pm, 20 um und 10 um. Mittels Kontaktlithographie (vgl. Kapitel 3.2.2.2) werden die
Strukturen der Maske auf {100}-Silizium Wafer (International Wafer Service, Phosphor-
dotiert, Widerstand 12,0-23,0 Q-cm, Dicke 331-431 um) {ibertragen. Am Ende der litho-
graphischen ProzeBschritte schlieBt sich eine Atzung mit 40 %-iger wiBriger alkalischer
Losung aus Kaliumhydroxid (KOH) an. Die Abbildung 3-2 zeigt eine Ubersicht der
einzelnen durchgefiihrten ProzeBschritte.

3”-Wafer > \ SiO, |  ProzeBschritt 1:
{1003} -Silizium [ Si | - 250 nm SiO, (thermische NaBoxidation)
Photolack
S10,
Si
ProzeBschritt 3 ProzeBschritt 2:
- UmkehrprozeB und Entwicklung + g UV - Photolack aufschleudern (Spin-Coater)
- - photolithographische Strukturierung
- Sio, « SiO,
| Si l Si
| | | | 8iO] ProzeBschritt4:
Si - Reaktives Tonenitzen (RIE)
}7 | [ ] SiO] ProzeBschritt 5:
Si | - Atzen mit KOH
N — Prozefschritt 6:
L Si 0 Atzen mit NH,F

Abbildung 3-2: Schematischer Herstellungsprozef3 der anisotrop gedtzten V-férmigen Strukturen:
Prozefischritte 1 bis 4 gemdf3 Kontaktlithographie. Prozefschritt 5 dient zur Erzeugung der V-formigen
Strukturen unter Ausnutzung der Anisotropie der einzelnen Kristallrichtungen. Prozefschritt 6 entfernt
Maskierungsschicht fiir den Atzprozef.

Das SiO, in ProzeBschritt 5 dient als Maskierungsschicht, da die Atzrate nur etwa 60 nm pro
Stunde betrigt [Lang, 1996]. Die Atzrate des Siliziums betrigt dagegen etwa 60 um pro
Stunde (bei Verwendung einer 40 Vol.-% KOH-Losung und einer Temperatur von 70 °C).
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AuBerdem liegt die Atzrate der {111}-Kristallebene, die sich im Winkel von 54,74° zur
{100}-Ebene befindet [Gerlach und Détzel, 1997], im Vergleich zu den anderen Haupt-
ebenen um ein bis zwei GroBenordnungen niedriger (unterschiedliche Aktivierungsenergien
fiir das Herauslosen der Siliziumatome). Infolge der Abhiingigkeit der Atzrate von der
Kristallebene erhdlt man anisotrop gedtzte V-formige Strukturen, die in Abbildung 3-3 zu

sehen sind.

100pm* MAG= 478X  100pm’ EHT = 5.00 kv
A

Abbildung 3-3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der erzeugten anisotropen V-férmigen Strukturen. Das
linke Bild zeigt die quadratischen und das rechte Bild die band- oder grabenformigen Strukturen.

Die Tiefe der geétzten Strukturen ist extrem abhdngig von der Konzentration und der
Temperatur des Atzmittels. AuBerdem wird die Atzrate stark von dem Dotierungspegel im
Silizium beeinfluflit. Die Tiefe der in Abbildung 3-3 gezeigten Strukturen betrigt etwa
30 um. Die genaue Ermittlung der Atztiefe erfolgte mit einer Dektak-Messung (Profilscan).
Je nach GroBle der Geometrie resultiert entweder eine pyramidale (V-féormige) oder eine
trapezformige Struktur. Dies ist in den beiden Aufnahmen der Abbildung 3-3 deutlich zu
erkennen. Rein pyramidalformige Gebilde werden erhalten, wenn die Grofe der Struktur
kleiner als 40 um ist, ansonsten resultieren trapezformige Gebilde.

Die so hergestellten Silizium-Wafer werden nach einem anschlieBenden Reinigungsschritt
mit Reinstwasser in 24 gleich groBe Stiicke zersdgt oder mit einem Diamantstift geritzt und
gebrochen. Die Kantenldngen dieser Stiicke betragen je 1 cm (vgl. Abbildung 3-1).
Zusitzlich wurden unterschiedliche Isolatorschichten mittels PECVD (plasma enhanced
chemical vapour deposition) oder LPCVD (low pressure chemical vapour deposition) und
Metalle mittels Elektronenstrahlverdampfung auf den Wafern abgeschieden. Abbildung 3-4
zeigt die mit dem LPCVD-Verfahren hergestellten Schichten. Deutlich ist die homogene
Struktur der abgeschiedenen SiO,-Schicht zu erkennen. Diese Homogenitit wird auch bei
Abscheidung einer weiteren Schicht aus SizN4 (sog. Duplexschicht) nicht beeintriachtigt. Die
Dicke der in Abbildung 3-4 abgeschiedenen SiO,-Schichten betrdgt ungefdhr 30 nm und die
Dicke der Si3N4-Schicht etwa 50 nm. Bei den abgeschiedenen Metallschichten handelt es
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sich um Goldschichten mit einer Dicke von 300 nm und um Titanschichten mit einer Dicke
von 30 nm.

SiO,-Schicht

MAG = 143.61 KX 200nm* EHT = 5.00 kV MAG =367.22KX 100nm* EHT = 2.00 kV

Abbildung 3-4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der erzeugten anisotropen V-férmigen Strukturen.

Mit den so hergestellten und modifizierten Proben wurden Anwachsversuche durchgefiihrt.
Es sollte herausgefunden werden, ob die GroBe, die Geometrie oder die Oberflichenbe-
schichtung der verschiedenen Strukturen einen Einflufl auf das Wachstum der Zellen hat.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung beschreibt Kapitel 4.1.

3.2.1.2. Pordses Silizium

Zur Herstellung von pordsem Silizium mit Makroporen (> 50 nm) wird eine Atzzelle mit
horizontalen Aufbau eingesetzt (Abbildung 3-5).

Platin-Gitter (Kathode)

Si-Probe
goldbeschichteter
Kupferblock (Anode)
Abbildung 3-5: Atzzelle zur Erzeugung von makroporésem Silizium. Die Atzfliche betrigt etwa 3 cn’.

Zur Riickseitenkontaktierung mufl zuvor ein Goldriickseitenkontakt mittels Elektronen-

strahlverdampfung auf einen Silizium-Wafer aufgebracht werden (5 nm Cr, 150 nm Sb/Au,

31



Experimentelles

20 nm Au). Ein 3“-Silizium-Wafer wird danach in vier gleich grof3e Stiicke gebrochen und
die vereinzelten Siliziumbruchstiicke werden fiir drei Minuten im Ultraschallbad mit Aceton
und danach ebenfalls im Ultraschallbad fiir drei Minuten mit Isopropanol gereinigt. Zuletzt
wird mit Reinstwasser gespiilt und mit Stickstoff getrocknet. Als Gegenelektrode wird eine
Platinringelektrode eingesetzt. Zur Erzeugung der Makroporen werden n-dotierte {100}-
Silizium Wafer (International Wafer Service, Phosphor-dotiert, Widerstand 12-23 Q.-cm,
Dicke 331-431 um) verwendet und eine Frontseitenbeleuchtung durchgefiihrt
[Lehmann, 1988; Ponomarev and Lévy-Clément, 2000; Heijo et al., 2000]. Dabei werden
die zur Reaktion bendtigten Ladungstrager durch Licht aus einer Halogenlampe erzeugt.
Der Abstand der Lampe betrigt etwa 20 cm (12V, 4 A). Als Atzlssung wird eine
Standardatzlosung aus 25 % FluBsdure, 25 % Wasser und 25 % Ethanol benutzt. Die
Stromdichte im Bad wird wihrend des Atzvorganges (10 Minuten) auf 6 mA-cm™
eingestellt (Keithley 238). Nach erfolgter Atzung werden die Waferstiicke mit Reinstwasser
abgespiilt und fiir 10 Sekunden in 1 M Kaliumhydroxid-Losung getaucht (Entfernung der
mesopordsen Deckschicht). Als letzter Schritt erfolgt eine erneute Spiilung mit Reinstwasser
und eine Trocknung mit Stickstoff. Verschiedene Modelle zum Bildungsmechanismus des
pordsen Siliziums finden sich in [Thonissen, 1999; Crott, 1996; Smith and Collins, 1992;
Beale et al., 1985].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch eine neue Atzkammer aus Teflon mit vertikaler Lage
der Probe entwickelt (Abbildung 3-6).

- -+
Platinelektroden
/ \ Si-Probe
Beleuchtungsscheibe
\ ] 1 ]

hv

(T e s Y s e

i

O-Ring Dichtungen

®

Verschraubung

Abbildung 3-6: Zweite Atzzelle fiir die Herstellung von pordsem Silizium. Bei diesem Aufbau wird die Probe
in vertikaler Lage gehalten. Die Atzfliche betrigt etwa 3 cm’.
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Im Vergleich zu der vorherigen Atzzelle mit horizontalem Aufbau hat dies den Vorteil, daf3
zur Riickseitenkontaktierung eine Fliissigkeit benutzt werden kann. Die Probe mul} nicht
zuvor mit einem metallischen Riickseitenkontakt versehen werden und es konnen, fiir
spatere Oberflichenmodifikationen, auch Hochtemperaturprozesse wie z.B. das LPCVD-
(low pressure chemical vapour deposition) Verfahren eingesetzt werden. Allerdings miissen
bei Verwendung dieses Aufbaus hohere Stromdichten (mehr als 25 mA-cm™) benutzt
werden und es resultieren nicht so homogene Schichten wie bei Verwendung der
horizontalen Atzzelle. Dies liegt vermutlich daran, daB entstehende Gasbldschen nur
langsam auf der Oberfliche nach oben gleiten und so eine kurzzeitige lokale Isolation der
Oberfliche bewirken. Weitere Untersuchungen beziiglich dieses MeBautbaus sind in
[Ruge, 2001] zu finden.

Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8 zeigen die erhaltenen makropordésen Strukturen, aus

unterschiedlichen Blickwinkeln, nach Durchfiihrung der zuvor dargestellten ProzeBschritte.
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Abbildung 3-7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der erzeugten makroporosen Siliziumproben. Das
rechte Bild zeigt einen vergrofierten Ausschnitt der linken Aufnahme.

MAG= 200KX 10um* EHT = 5.00 kV MAG = 2986 KX 1um* EHT = 5.00 kv
A A

Abbildung 3-8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der erzeugten makroporésen Siliziumproben. Die
rechte Aufnahme stellt einen vergrofferten Ausschnitt des linken Bildes dar (Detektor des Rasterelektronen-
mikroskops um 45° zur Hauptachse verschoben).
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Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3-7 wurden von oben und die
Aufnahmen aus Abbildung 3-8 aus einer um 45° zur Hauptachse verschobenen Lage des
Detektors des Rasterelektronenmikroskops aufgenommen (gleiche Probe). Um das Tiefen-
profil der Poren abbilden zu konnen, wurden die Probe zuvor entlang der <110>-Richtung
gebrochen. Die durchschnittliche Porenbreite betridgt etwa 1,5 um und die Porentiefe ungefahr
1,5 pm.

Mit den so hergestellten makropordsen Siliziumproben wurden ebenfalls Anwachsversuche
durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden in Kapitel 4.1 vorgestellt.

3.2.2. Mikroelektrodenarrays
In diesem Kapitel werden die fiir diese Arbeit speziell gefertigten Mikroelektrodenarrays

vorgestellt. Mit diesen Arrays wurden Messungen an Kardiomyozyten durchgefiihrt
(Kapitel 4.2.1).

3.2.2.1. Layout

Das Layout des Mikroelektrodenarrays wurde an die bereits vorhandene MeBelektronik
angepalit. Der am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung in Mainz entwickelte
Verstiarker ist in der Lage, MeBsignale von maximal 64 Elektroden aufzuzeichnen.
Auflerdem mufBiten die Anschliisse (Bondpads) der Mikroelektroden kompatibel zu den
Tragerplatinen sein. Diese Anforderungen beriicksichtigend entstand das in Abbildung 3-9
gezeigte Layout.
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Abbildung 3-9: Layout des fiir diese Arbeit speziell gefertigten Mikroelektrodenarrays. Die rechte Zeichnung
zeigt einen vergrofierten Ausschnitt des Zentrums.
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Das Mikroelektrodenarray besteht aus 64 Elektroden, die in einer 8x8 Matrix angeordnet
sind (vgl. vergroBerten Bildausschnitt in Abbildung 3-9). Jede einzelne Elektrode hat einen
Durchmesser von 8 um. Das fertig prozessierte Array hat eine Kantenldnge von 11 mm. Der
Abstand zwischen den einzelnen Elektroden betridgt jeweils 100 um. Dieser Abstand ist
grol genug um eine gegenseitige Beeinflussung (cross-talk) zwischen den einzelnen
Elektroden zu verhindern und es kénnen fiir zukiinftige p-Contact-Printing-Versuche bereits
hergestellte Stempeldesigns verwendet werden. Jede einzelne Mikroelektrode ist iiber genau
eine Leiterbahn mit den Kontaktbereichen (bondpads) am &uBleren Bereich des Arrays
verbunden (vgl. linkes Bild in Abbildung 3-9). Diese haben eine Kantenldnge von 240 um.
Auf den verwendeten 3*“-Siliziumwafern befinden sich insgesamt 25 der in Abbildung 3-9

gezeigten Arrays.

3.2.2.2. Prozessierung

Die Mikroelektrodenarrays wurden in Siliziumplanartechnologie mittels Kontakt-
lithographie hergestellt [Steppan et al., 1982]. Ein Schema der Prozessierung ist in
Abbildung 3-10 dargestellt. Als Substrat dienten p-dotierte {100}-Silizium Wafer (TOPSIL,
Bor-dotiert, Widerstand 1000 Q-cm, Dicke 381125 um), die zu Beginn des Prozesses einer
naflchemischen Reinigung (sog. RCA Reinigung, vgl. Anhang 6.2) unterzogen wurden. Bei
diesem ProzeB3 wurden sowohl organische als auch anorganische Verunreinigungen entfernt.
Im Anschlufl an den Grundreinigungsprozell wurden die Silizium-Wafer in einem beheizten
Oxidationsofen thermisch oxidiert (ca. 600 nm; Oxidationsrezept ,,WETOX 1050%). Als
Prozef3gase wurden H, und O, im Verhéltnis 2:1 bei Atmosphérendruck eingesetzt. Dabei
wurde eine dielektrische Si0,-Schicht erzeugt, die als Isolator zwischen den im Anschluf3
aufzubringenden Metallschichten und dem halbleitenden Silizium-Wafer dient (ProzeB-
schritt 1 in Abbildung 3-10). Mit einer Lackschleuder wurde ein Photolack (AZ5214)
aufgebracht und auf einer Heizplatte (hotplate) ausgehirtet (ProzeBschritt 2 in Abbildung
3-10). Die so aufgebrachte Lackschicht war etwa 1,4 um dick. In einem ersten
Photolithographieschritt wurden die Strukturen der Leiterbahnen mit einem Belichter (MA
6; Firma Karl-Siiss) auf den Wafer iibertragen. Danach erfolgte eine Entwicklung der
belichteten Strukturen (Entwickler MIF312) und eine optische Kontrolle der so erzeugten
Strukturen (ProzeBschritt 2 in Abbildung 3-10). Da die Leiterbahnen von einer
anorganischen Passivierungsschicht abgedeckt werden, die gegen innere Zug- und
Druckspannungen besonders anfillig ist, folgte eine optionale Grabendtzung. Mit einer
Ammoniumfluoridlosung wurden die Griben in die SiO,-Schicht gedtzt, die spéter die
Leiterbahnen und Elektroden aufnahmen und so die Oberfliche ,,glitteten. Als Atzmaske
diente der zuvor strukturierte Photolack. Die Atzrate betrug etwa 80 nm pro Minute
(ProzeBschritt 3 in Abbildung 3-10). Mittels Elektronenstrahlverdampfung erfolgte die
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Abscheidung der bendtigten Metallschichten im Hochvakuum. Um eine mangelnde Haftung
der Goldschicht auf dem SiO, und eine Diffusion in diese Schicht zu verhindern, wurde
zuerst eine 30 nm dicke Titanschicht aufgedampft. Auf diese als Haftvermittler bezeichnete
Schicht wurde eine 300 nm dicke Goldschicht als Leiterbahn- und Elektrodenmaterial
aufgebracht. Um die Haftung zwischen dieser Schicht und der spiteren Passivierung zu
verbessern, erfolgte eine zusdtzliche Abscheidung einer weiteren 30 nm dicken Titanschicht
(ProzeBschritt 4 in Abbildung 3-10).

SiO, Prozefschritt 1:
- 600 nm Si10, (thermische Nafloxidation)

v

ProzeBschritt 3: Prozefschritt 2:
- Grabenatzung v - Photolack aufschleudern (Spin-Coater)
- photolithographische Strukturierung
SiO, o
Metall- schicht
ProzeBschritt 4:
- Metallabscheidung mittels Elektronenstrahlverdamptfung

Si0 (30 nm Ti, 300 nm Au, 30 nm Ti)

S10. ProzeBschritt 5:
- Lift off

ProzeBschritt 6:
- Abscheidung der Passivierungsschicht
mittels PECVD (130 nm SiO,, 530 nm Si;N,, 140 nm SiO,)

Prozefschritt 7:

- Photolithographische Strukturierung

- 1. RIE-ProzeR: Offnung der Passivierungsschicht

- 2. RIE-ProzeB3: Entfernung der oberen Titanschicht

Abbildung 3-10: Schematische Darstellung der einzelnen Prozefschritte zur Fertigung der Mikroelektroden-
arrays.

Mittels Lift-off-Technik wurde der Photolack in einem Acetonbad entfernt. Durch
Ultraschall kann der Vorgang unterstiitzt werden. Nur an den nicht vom Photolack
bedeckten Stellen bleibt die Metallschicht erhalten (ProzeBschritt 5 in Abbildung 3-10). Im
Anschlul an eine optische Kontrolle erfolgte die Abscheidung der anorganischen
Passivierungsschicht mittels PECVD (plasma enhanced chemical vapour deposition;
ProzeBschritt 6 in Abbildung 3-10). Als Passivierungsschicht wurde in dieser Arbeit 130 nm
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Si0;, 530 nm Si3N4 und 140 nm SiO, verwendet, da sich diese Triplexschicht als besonders
korrosionsstabil erwiesen hat [FaBbender, 2000]. In einem zweiten Lithographieschritt,
unter Verwendung eines Umkehrprozesses, wurden die benétigten Elektrodendffnungen und
Elektrodenkontaktfenster (bondpads) auf den Wafer {ibertragen. Um den belichteten
Photolack als Maske fiir den folgenden RIE-Prozel} (reactive ion etching) verwenden zu
konnen, wurde dieser auf einer Heizplatte fiir 30 Minuten ausgehértet. Der RIE-ProzeB teilt
sich in vier ProzefBschritte auf, wobei in einem ersten ProzeB3schritt mit einem
Sauerstoffplasma Lackschleier, die vom zuvor erfolgten Lithographieschritt iibrig geblieben
waren, entfernt wurden. In einem zweiten und dritten ProzeBschritt wurde die anorganische
Passivierungsschicht durch die Photolackmaske iiber den Bereichen der Elektroden und
Kontaktfenster (bondpads) gedffnet und die obere Titanschicht entfernt. Im vierten und
letzten Schritt wurde die Photolackmaske in einem Sauerstoffplasma entfernt (ProzeBschritt
7 in Abbildung 3-10). Die so hergestellten Mikroelektrodenarrays wurden mit einem
Lichtmikroskop abschlieend kontrolliert und mit einer Sdge vereinzelt.

Die Abbildung 3-11 zeigt eine Photographie des Innenbereichs eines so hergestellten
Mikroelektrodenarrays mit einer Vergroerung einer einzelnen FElektrode mit einem
Durchmesser von 8 um. Es wurden auch Mikroelektrodenarrays in einem anderen Design
mit 5, 10, 20, 50, 100 und 200 um Elektrodendurchmesser prozessiert.
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Abbildung 3-11: Photographien des Innenbereichs eines hergestellten Mikroelektrodenarrays (Durchmesser
8 um).

Dartiiber hinaus fanden in dieser Arbeit auch Mikroelektrodenarrays Verwendung, die am
Institut fiir Mikrotechnik in Mainz (IMM) hergestellt wurden. Diese Mikroelektrodenarrays,
die ebenfalls in Kontaktlithographie gefertigt wurden, bestehen auch aus 64 Elektroden, die
in einer 8x8 Matrix angeordnet sind, allerdings wurden bei der Produktion 5“-Glaswafer
(Borofloat 33, Schott DESAG AG) als Grundsubstrat verwendet, so dal3 diese transparent
sind. Die Elektroden weisen Abstdnde von entweder 100 oder 200 pum auf und die Grofen
der Elektroden betragen 6, 8, 10, 20 oder 30 um. Die Arrays haben eine Kantenlédnge von
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11 mm. Zur Verbesserung des Zellkontaktes wurden aulerdem Elektroden gefertigt, die mit
ihrer aktiven Flache bis an die Isolationsschicht reichen oder sogar {iber sie hinausragen.
Auf diese Weise konnten die Elektroden ndher an die Zellen gebracht werden
[Krause, 2000].

Die Abbildung 3-12 zeigt zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen der Topologie-
Elektroden, die am Institut fiir Mikrotechnik in Mainz (IMM) hergestellt wurden. Die
Topologie entsteht durch einen Unterbau aus Si3N4. Je nach Variation dieses zusétzlichen
Lithographieschrittes resultieren dann entweder plateauartige (linkes Bild in Abbildung
3-12) oder spitzenformige Elektroden (rechtes Bild in Abbildung 3-12).

Abbildung 3-12: Elektronenmikroskopische Aufnahmen anisotrop gedtzter Topologie-Elektroden [Ingebrandt,
2001 und Krause, 2000].

3.2.2.3. Verkapselung

Um den Schutzlack von den Kontakt- und Elektrodenflichen zu entfernen, wurden die fertig
produzierten und gesdgten Mikroelektrodenarrays nacheinander mit Aceton und Isopropanol
gereinigt. Die 11x11 mm® groBen Chips wurden dann mit der Polymer-Flip-Chip-
Technologie [Lau, 1995] auf ein 24x24 mm® groBes PCB- (printed circuit board) Board
geklebt. Das 1 mm dicke PCB-Board enthilt die mit Gold aufgalvanisierten Leiterbahnen
und eine 9x9 mm? groBe Offnung in der Mitte der Platine. Zum Aufkleben der Chips wurde
in einem ersten Schritt ein Zweikomponentenkleber (Epo-Tek H20E-PFC) der Firma Epoxy
Technology INC. (U.S.A.) mit einem Siebdrucker (ESSEMTEC SP-002; Abbildung 3-13
linkes Bild) der Firma ESSEMTEC AG Schweiz auf die 300x300 mm?” groBen Klebeflichen
der Platine aufgetragen. Der Drucker enthélt eine transparente Polymerfolie, in die mit
einem Laser 64 quadratische Offnungen, in der GroBe der Klebeflichen, gebrannt wurden.
Nach der genauen Justage der 64 Locher liber den 64 vergoldeten Klebefldchen der Platine
wurde mit einem Rakel der Kleber durch die Locher der Folie gestrichen. Mit Hilfe einer
Positionierungseinrichtung der Firma Finetech (Fineplacer 96 ,,Lambda®, Deutschland;
Abbildung 3-13 rechtes Bild) wurden die Mikroelektrodenarrays deckungsgleich auf die
jetzt mit Kleber bedeckten Kontaktstellen der Platine aufgeklebt. Anschlieend erfolgte eine
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Aushirtung des Klebers bei 150 °C fiir 30 Minuten. Um Kurzschliisse zwischen den
einzelnen Kontakten zu verhindern, wurden die Zwischenrdume mit einem hochviskosen
Underfill (U300) der Firma Epoxy Technology INC. (U.S.A.) gefiillt. Der Underfill wurde
ebenfalls bei 150 °C fiir 30 Minuten ausgehirtet.

10 cm

Abbildung 3-13: Aufbau der Mikroelektrodenarrays: Das linke Photo zeigt den eingesetzten Siebdrucker und
das rechte Photo die verwendete Positionierungseinrichtung.

Durch Aufkleben eines Glasringes (Durchmesser 7 mm, Dicke 1 mm, Hohe 1 mm) auf die
Oberseite des Mikroelektrodenarrays und eines zweiten Glassringes (Durchmesser 16 mm,
Dicke 1 mm, Hohe 1,5 mm) auf die Oberseite der PCB-Platine wurde ein Zellkulturraum
mit einem Volumen von 600 pl gebildet. Das Aufkleben erfolgte mit einem Silikonkleber
(Sylgard 96-083, Dow Corning, Deutschland), mit dem auch der Bereich zwischen den
beiden Glasringen gefiillt wurde. Eventuell vorhandene Luftblasen im Kleber wurden mit
einer Vakuumpumpe und einem Exsikkator vor dem Aushirten des Sylgards bei 150 °C
(45 Minuten) entfernt. Die am Institut fiir Mikrotechnik (IMM) gefertigten
,»QGlasmikroelektrodenarrays wurden analog aufgebaut. Das fertig verkapselte Mikro-
elektrodenarray ist in Abbildung 3-14 zu sehen.

Au 4
” nor

.....

5 mm

Abbildung 3-14: Photographien der volilstindig verkapselten Mikroelektrodenarrays und die zum Aufbau
bendtigten Einzelteile (PCB-Platine, Mikroelektrodenarray, kleiner und groffer Glasring).
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Die Anforderungen an die Badkammer und den Aufbau, ndmlich sdmtliche elektrische
Komponenten gegen die Elektrolyten abzudichten, resistent und biologisch neutral
gegeniiber den eingesetzten Chemikalien zur Reinigung und Modifizierung der Oberflachen

und den Zellen zu sein, werden auf diese Weise erfiillt.

3.2.3. Feldeffekttransistoren

Die in dieser Arbeit eingesetzten Feldeffekttransistoren wurden am Institut fiir Mikrotechnik
in Mainz (IMM) gefertigt. Die Passivierung besteht aus einer 500 nm dicken Si0,-Schicht,
gefolgt von einer 150 nm dicken SizNy4-Schicht. Bei manchen Feldeffekttransistoren wurde
zusétzlich ein 100 nm dickes Oberflichenoxid aufgebracht. Weitere Details und die
notwendigen Schritte zur Herstellung finden sich in [Krause, 2000]. Mit diesen
Feldeffekttransistoren wurden die Messungen an den HEK (human embryonic kidney) 293-
Zellen in Kapitel 4.2.2 durchgefiihrt.

3.2.3.1. Layout

Das Feldeffekttransistorenarray besteht aus 16 einzelnen Feldeffekttransistoren, die in einer
4x4 Matrix angeordnet sind. Die Kantenlédnge eines Feldeffekttransistors betrdgt 5 mm. Die
Gates der einzelnen Feldeffekttransistoren weisen Abstinde von 100 oder 200 pum auf.
Kleinere Gateabstinde konnen nicht mehr in einer Matrix angeordnet werden, da der
Abstand zwischen den Leiterbahnen mindestens 20 um betragen muf}, um ein gegenseitige
Beeinflussung der Signale sicher auszuschliefen. Zudem wiirden die Léingen der
Leiterbahnen zu den &uBleren Kontaktflichen immer grofer werden, dies wiirde auch zu
einer VergroBBerung der Zuleitungswiderstande fiihren. Bei den in dieser Arbeit verwendeten
Feldeffekttransistoren liegen die Zuleitungswiderstinde zu den Drain-Bereichen fiir
p-Kanal-FETs bei 252 Q und fiir n-Kanal-FETs bei 153 Q; bestimmt nach der Methode von
van der Pauw [Beneking, 1991 und Sze, 1985]. Der zwischen zwei benachbarten Drain-
Zuleitungen auftretende Widerstand liegt im MQ-Bereich und eine Signalbeeinflussung
kann somit vernachldssigt werden. Die Abmessungen der Gates sind besonderes wichtig, da
sie in der GroBenordnung der zu untersuchenden Zellen liegen miissen. Eine gute
Signaleinkopplung ist nur dann gewihrleistet, wenn die Zellen die Gates moglichst
vollstindig abdecken. Allerdings wurden auch schon Messungen mit sehr guter
Signaleinkopplung [Ingebrandt, 2001] gezeigt, bei denen Neurone nur einen kleinen Teil
eines sogenannten Triplegates abdeckten. Das Design der Gates hat auBerdem einen
maligeblichen Einflu auf die Transferkennlinien und die daraus resultierenden Steil-
heiten g, der einzelnen Transistoren. Dies liegt daran, da3 die Langen L (Abstand zwischen

Drain und Source) und die Breiten b der Gates den Bereich festlegen, in dem die Drain-
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Source-Strome Ips durch Potentialinderungen am Gate gesteuert werden. Am héufigsten
wurden in dieser Arbeit p-Kanal-Transistoren mit 5 um Gateldnge und 16 pm Gatebreite
eingesetzt. Diese Abmessungen stellten den besten Kompromill zwischen Steilheit und
GroBe dar.

Abbildung 3-15 zeigt das Layout des inneren Gatebereiches und die VergroBBerung eines
einzelnen dieser Gates.

Abbildung 3-15: Photographie des Layouts des inneren Gatebereiches eines eingesetzten p-Kanal-Feldeffekt-
transistors und Vergroflerung eines einzelnen Gates.

3.2.3.2. Verkapselung

Zum Aufbau und zur Verkapselung der Feldeffekttransistoren wurde das Verfahren, wie es
in [Sprossler, 1997, Krause, 2000 und Ingebrandt, 2001] beschrieben ist, benutzt. Dazu
wurden die 5x5 mm? groBen FET-Chips zundchst vom Schutzlack (auf den Kontakt- und
Elektrodenfldchen) mit Aceton und Isopropanol befreit. Mit dem Zweikomponentenkleber
(Epo-Tek H20E-PFC) der Firma Epoxy Technology INC. (U.S.A.), wurden sie
anschlieBend auf einen kommerziell erhéltlichen 28 DIL-Keramiksockel (28LD S/B Pack,
CSB02880 bzw. KD-78368-E) der Firma Spectrum (U.S.A.) geklebt und fiir 30 Minuten bei
150 °C ausgehirtet. Mit einem Ultraschallbonder (Kulicke & Soffa, 4500 Digital Series
Manual Wire Bonders, U.S.A.) wurden die einzelnen Kontakte zwischen dem DIL-Sockel
und den Drain-Zuleitungen der einzelnen Transistoren, der gemeinsamen Source-Leitung
und dem Bulk-AnschluB} hergestellt (25 um Al-Draht, Mueller Feindraht AG, Schweiz). Mit
Hilfe einer Abformtechnik aus Silikon (Sylgard 182, Dow Corning, Deutschland) wurde ein
Trichter (Durchmesser der unteren Offnung ca. 3mm) hergestellt und mit dem Silikonkleber
(Sylgard 96-083, Dow Corning, Deutschland) auf den Chip aufgeklebt. Zur Formung des
Zellkulturraumes (400 pl Volumen) wurde ein &uBlerer Glasring (Durchmesser 16 mm,
Dicke 1 mm, Hohe 3 mm) ebenfalls mit diesem Silikonkleber (vgl. auch Kapitel 3.2.2.3) auf

den Keramiktriger geklebt. Der freie Bereich zwischen dem duBeren Glasring und dem
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Trichter wurde anschlieBend mit dem Kleber aufgefiillt. Etwaige Luftblasen im Kleber
wurden wieder mit Unterdruck entfernt (analog Kapitel 3.2.2.3). Der Kleber bzw. die
VerguBmasse sorgt so fiir eine Isolierung der elektrischen Komponenten. Zum Schluf3
erfolgte eine Aushértung der VerguBmasse fiir 45 Minuten bei 150 °C. Auch hier werden
mit einem solchen Aufbau die Anforderungen beziiglich Abdichtung, Resistenz und
biologischer Neutralitdt erfiillt. Das fertig verkapselte Feldeffekttransistorenarray ist in
Abbildung 3-16 gezeigt (rechtes Bild). Die linke Photographie zeigt die zur Verkapselung

notwendigen Einzelteile.

5 mm 5 mm

Abbildung 3-16: Photographien vollstindig verkapselter Feldeffekttransistoren-Chips und der zur
Verkapselung bendtigten Einzelteile (DIL-Keramiktrdger, Glasring, Silikontrichter und Chip mit Feldeffekt-
transistoren,).
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3.3. Experimenteller Aufbau

Um Kopplungseigenschaften von Zellen im pV-Bereich erfassen zu konnen, bedarf es
spezieller Elektronik und Ausriistung, die in diesem Kapitel dargestellt werden. Zunéchst
wird der neu erstellte MeBplatz vorgestellt. Die beiden zugehdrigen Verstirkerelektroniken

der Mikroelektrodenarrays und Feldeffekttransistoren werden ebenfalls beschrieben.

3.3.1. MeBaufbau fiir simultane Patch-Clamp- und Zellableitungsmessungen
Der im Rahmen dieser Arbeit erstellte computergesteuerte MefBplatz zur extrazelluldren
Ableitung biologischer Zellsignale ist in Abbildung 3-17 zu sehen.
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Abbildung 3-17: Photographien des neu erstellten Mefplatzes zur Ableitung biologischer Zellsignale. Das
linke Bild zeigt (von oben nach unten) die beiden Steuergeriite der Mikromanipulatoreinheiten, die
Hauptverstirker der Extended-Gate-Elektroden und Feldeffekttransistoren, sowie Patch-Clamp-Verstdrker und
Faradaykdfig. Das rechte Bild zeigt den inneren Bereich des Faradaykdfigs mit Auflichtmikroskop,
Schrittmotoren (rechts und links vom Mikroskop), Mikromanipulatorsteuerungen (auf den beiden Auflagen)
und die beiden Vorverstirkermefskopfe der Patch-Clamp-Einheit und Feldeffekttransistoren (unterhalb vom
Mikroskop).

Der gesamte MefBplatz 146t sich in mehrere Einheiten unterteilen, von denen die wichtigsten
die Verstirkerelektronik (Eigenbau), das optische Auflichtmikroskop (Zeiss), die Mikro-
manipulatoreinheiten (Luigs&Neumann), der schwingungsgeddmpfte Tisch (Newport), der
Faradaykéfig (Eigenbau) und der Computer (DASGIP) mit diversen Mef3- und Steuerkarten
sind.

Die extrazelluldren Zellableitungen (Kapitel 4.2) wurden entweder mit den Mikroelektroden-
arrays oder den Feldeffekttransistoren gemessen. Dabei unterscheidet sich jeweils die

Verstirkerelektronik. Die Unterschiede werden im folgenden erldutert.
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3.3.1.1. Extended-Gate-Elektroden-Aufbau

Die Verstiarkung der extrazellulir gemessenen Signale passierte in zwei Stufen. Die erste
Stufe (Vorverstirkung) erfolgte im VorverstirkermeBkopf und die zweite Stufe
(Nachverstarkung und Kompensation) im Hauptverstirker. Beide Einheiten sind in
Abbildung 3-18 zu sehen und bilden zusammen die Verstirkerelektronik fiir die

Mikroelektrodenarrays.

2cm

Abbildung 3-18: Links: Photographie des Vorverstirkermefkopfes fiir die Mikroelektrodenarrays. Dieser
dient zum einen der Aufnahme der Mikroelektrodenarrays, zum anderen ist darin die erste Stufe der
Signalverstirkung enthalten. Rechts: Photographie des Hauptverstirkers fiir die zweite Stufe der
Signalverstirkung (Nachverstirkung und Kompensation).

Der VorverstarkermeBkopf enthélt aufler der ersten Stufe der Signalverstirkung auch einen
modifizierten Testsockel (PLCC68 T+B IC51, YAMAICHI Inc., Miinchen) mit 68
Goldfederkontakten zur Aufnahme der Mikroelektrodenarrays. Mit diesem ist ein Wechsel
der Arrays ohne Kontaktprobleme beliebig moglich. Sowohl das Gehéduse als auch der
Deckel (nicht im Bild zu sehen) wurden aus eloxiertem Aluminium gefertigt. Der Deckel
hat die Aufgabe die komplette Vorverstirkerelektronik abzuschirmen. Auf der
eingeschraubten Platine befinden sich die Anschliisse fiir die Datenleitungen (64 Sub D-
Stecker) und die Spannungsversorgungen fiir die Operationsverstirker und die Junction-
Feldeffekttransistoren (50 Sub D-Stecker). Die kommerziell erhéltlichen, rauscharmen
Junction-Feldeffekttransistoren (PMBF 5484, Philips Semiconductors, U.S.A.) und die
Operationsverstiarker (OP-97F, Analog Devices GmbH, Deutschland) stellen die
Hauptbestandteile der in SMD- (surface mounted devices) Technik bestiickten Platine dar.
In dem fiir die Kopplungsmessungen relevanten Frequenzbereich (0,1 bis 10 kHz) weisen
diese Junction-Feldeffekttransistoren (JFETs) ein sehr gutes Signal/Rausch-Verhéltnis auf.
Durch einsetzen eines Mikroelektrodenarrays in den Testsockel werden die Metall-
elektroden des Arrays mit den 64 Gates der einzelnen JFETs verbunden. Deshalb wird diese
Verstdrkereinheit auch als Extended-Gate-Elektroden-Aufbau bezeichnet.
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Uber den Testsockel ist die Ag/AgCl-Referenzelektrode (Ag/AgCl-Halbzelle EP2, 4 mm
Lange, 2 mm Durchmesser, World Precision Instruments, Deutschland) mit dem ,,Ground*
der Versorgungsleitungen auf der Platine verbunden. Die Ag/AgCl-Elektrode dient damit
beim Anlegen der Gate-Source- und Drain-Source-Spannungen an den JFETs als
Bezugspunkt. Die Spannungsversorgung der JFETs befindet sich im Hauptverstdrker. Die
kapazitiven oder aktiven Signale wéhrend eines Kopplungsexperimentes werden am Gate
der JFETs direkt in Strome (Ips) konvertiert. Da die Drain-Kontakte der JFETs direkt mit
den negativen Eingingen der Operationsverstirker verbunden sind, dienen diese als Strom-
Spannungskonverter mit einer Wandlung von V =5kQ-I. Uber ein Kabel, das nicht
besonders abgeschirmt sein muBl, werden die mit den Operationsverstirkern in
Spannungssignale gewandelten und vorverstirkten Stromsignale direkt in den
Hauptverstiarker weitergegeben. Da im gewihlten Arbeitspunkt das eingekoppelte Signal
durch den groflen Arbeitsstrom der JFETS iiberlagert ist, wird dessen nahezu konstanter DC-
Anteil durch eine Regelschleife (Feedback-Loop) im Hauptverstirker kompensiert.
AnschlieBend werden die kompensierten Signale mit einem weiteren Operationsverstirker
nochmals um den Faktor 100 nachverstirkt. Die Abbildung 3-19 verdeutlicht schematisch
die beiden Stufen der Signalverstarkung.

Mikroelektrodenarray VOW‘;%SS,}I,(? i N;Z}ézifgﬁilifogm
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OP-97F

VDRAIN

VSOURCE

— Referenz

Abbildung 3-19: Schema der ersten und zweiten Signalverstirkungseinheit des Extended-Gate-Elektroden-
(EGE) Aufbaus. Dargestellt sind das Mikroelektrodenarray, die Ag/AgCI-Elektrode, die Vorverstirkereinheit
mit den Junction-Feldeffekttransistoren (JFETs) und die Hauptverstirkereinheit mit Feedback-Loop zur
Kompensation iiberlagerter Signale.

Die zum Betrieb der JFETs benétigten Source- und Drain-Spannungen werden iiber einen
im Hauptverstiarker eingebauten D/A-Wandler eingestellt. Die Spannungsversorgung des

Hauptverstirkers erfolgt iiber eine separate Batterieeinheit, um eine galvanische Trennung
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vom Netz zu erreichen. Die Frontseite des Hauptverstirker weist aullerdem 64 Stecker-
ausginge auf, um entweder zusédtzliche Kontrollen der gemessenen und verstirkten Signale,
z.B. mit einem Oszilloskop, durchfiihren zu kénnen, oder um sie direkt in die externen
Eingénge eines Patch-Clamp-Verstéarkers weiterleiten zu konnen (néchster Abschnitt).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde der Hauptverstirker mehrfach iiberarbeitet und konnte

schlieBlich erstmals fiir die gleichzeitige Messung von 64 Kanilen eingesetzt werden.

3.3.1.2. Feldeffekttransistoren-Aufbau

Auch hier erfolgt die Verstarkung in zwei Stufen, allerdings {ibernehmen die eingesetzten
Feldeffekttransistoren im VorverstirkermeBkopf die Aufgabe der Vorverstirkung als
einziger Signalwandler. Die eingesetzten p- und n-Kanal-FETs ersetzen damit die
Kombination aus Goldelektroden und kommerziellen JFETs, die im vorherigen Abschnitt
beschrieben wurden. Nach Strom-Spannungs-Wandlung mit V =10 kQ-1 findet die
Nachverstarkung wieder im Hauptverstirker statt. Die Spannungsversorgung erfolgt
ebenfalls {iber eine Batterie, die aber im Hauptverstirker integriert ist. Der
VorverstirkermeBkopf besteht aus Aluminium und enthidlt einen Nullkraftsockel zur
Aufnahme der Feldeffekttransistoren und die Hauptplatine mit den Operationsverstirkern,
die in SMD-Hybridbauweise gefertigt wurde. Auch hier iibernimmt ein aufgesetzter Deckel,
der die Badkammer6ffnung ausspart, die Aufgabe die komplette Elektronik abzuschirmen.
Sowohl der VorverstirkermeBkopf als auch der Hauptverstdrker sind in Abbildung 3-20 zu
sehen.
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Abbildung 3-20: Links: Photographie des MefSkopfes (Vorverstirker) fiir die Feldeffekttransistoren. Dieser
dient zur Aufnahme der FETs, die zugleich die erste Stufe der Signalverstirkung iibernehmen. Rechts:
Photographie des Hauptverstirkers fiir die zweite Stufe der Signalverstirkung (Nachverstirkung und
Kompensation).

Der in dieser Arbeit verwendete Hauptverstirker wurde analog zu einem bereits
existierenden Prototypen nachgebaut. Zahlreiche Fehler, vor allem in der Kompensations-

schaltung, wurden behoben. Die Kompensationsschaltung erfolgt bei diesem Gerit {iber den
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gleichen Feedback-Loop, der auch bei dem EGE-Verstirker eingesetzt wird. Die
Zeitkonstante dieses Feedback-Loops ist sehr niedrig und der 3 dB-Punkt liegt bei 1,82 Hz
[Ingebrandt, 2001]. Damit werden die Formen langsamer Zellsignale, z.B. von Herzzellen
(bis 500 ms), nicht verfilscht. Der Vorteil der Kompensation liegt vor allem darin, dal sehr
langsame DC-Driften der FETs und EGE’s, die durch Temperaturverdnderungen und
Ionenpenetration am Gateoxid hervorgerufen werden konnen, automatisch kompensiert
werden.

Abbildung 3-21 verdeutlicht das MeBprinzip zur extrazelluldren Signaleinkopplung mit
diesem Autbau schematisch.

Eddeeknmnalststenatia Vorverstarker mit Nachverstirker mit
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Abbildung 3-21: Schema der ersten und zweiten Signalverstirkungseinheiten des Feldeffekttransistoren-
(FET) Aufbaus. Dargestellt sind die Ag/AgCI-Elektrode, ein Feldeffekttransistor, die Vorverstdirkereinheit mit
Strom-Spannungswandler und die Hauptverstirkereinheit mit Feedback-Loop zur Kompensation tiberlagerter
Signale.

Die VorverstarkermeBkopfe des Extended-Gate-Elektroden- und des Feldeffekttransistoren-
Aufbaus sind so konstruiert, da} sie unter das in Abbildung 3-17 zu sehende Auflicht-
mikroskop (Axiotech Vario 100, Zeiss, Deutschland) passen. Uber eine seitlich am
MeBaufbau angebrachte horizontale Verschiebeeinrichtung kann der entsprechende Vor-
verstarkermeBkopf dann exakt unter dem Mikroskop justiert und befestigt werden. Um
Erschiitterungen wéhrend der Messungen zu vermeiden, erfolgt die Verschiebung
(Fokussierung) des Auflichtmikroskops in z-Richtung elektronisch iiber eine Manipulator-
einheit. Der gesamte MeBaufbau steht zudem auf einem schwingungsgeddmpften Tisch
(Newport VH3648W-OPT-24-41, Deutschland) und wird durch einen Faradaykifig
abgeschirmt. An das Auflichtmikroskop kann bei Bedarf {iber einen C-Mount-Adapter eine
Digitalkamera (Nikon Coolpix 990, Deutschland) befestigt werden. Mit den eingesetzten
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Zeiss- (Epiplan, 5, 10 und 20 x) und Olympus-Objektiven (Immersionsobjektiv UMTLFL,
20 x) konnen VergréBerungen von 50 bis 200 x erreicht werden. Bei Bedarf kann die
Gesamtvergroflerung mit Hilfe einer variablen Nachvergroferung bis auf maximal 400 x
gesteigert werden. Da sich stets ein Meniskus an der Fliissigkeitsoberfliche beim Befiillen
der EGE’s und FETs bildet und dadurch eine Beobachtung der Zellen, z.B. bei Patch-Clamp-
Messungen, stark gestort wurde (durch die Kriimmung der Fliissigkeitsoberfldche), ist die
Verwendung des Immersionsobjektives stets vorzuziehen. Allerdings kann auch Abhilfe
durch die Auflage von Deckglisern auf die Badkammer geschaffen werden. Dadurch wird
ein definierter Ubergang des Lichts in die Losung ermdglicht. Die verwendeten Objektive
weisen aullerdem einen geniligend groflen Arbeitsabstand auf, so da3 ausreichend Platz in der
Badkammer ist, um einen Zugang fiir Patchelektroden zu ermdglichen. Durch Verwendung
einer DIC- (Differential-Interferenz-Kontrast) Optik wird zudem eine deutlich bessere
Bildqualitét, im Vergleich zu einer normalen Hellfeldoptik, erzielt.

Zur Kontrolle und Aufnahme der Melldaten wurden zum einen Programme benutzt, die
durch [Sprossler, 1997] mit TestPoint (Keithley, Deutschland) und ADBasic (Jager
Meftechnik, Deutschland) erstellt wurden und zum anderen die kommerziell erhiltlichen
Programme TIDA (HEKA Elektronik, Deutschland) in der Version 5.0 und MED64
conductor (Panasonic, Matsushita Electric Industrial Co., Japan) in der Version 3.1. Als
Datenerfassungskarte wurde das Model 6071E von National Instruments (U.S.A.) verwendet
und die Steuerspannungen fiir die Transistoren wurden iiber eine 24-Kanal digitale 1/O-
(input/output) Karte (P10-24 /0, BMC INC., Deutschland) eingestellt. Das gesamte System
wird Uber einen SCSI-PC (PIII 1 GHz, 60 GB SCSI Festplatte) gesteuert. Mit den
Programmen konnen sdmtliche MeBkanédle ausgewdhlt und ausgelesen sowie die
Spannungen fiir die Arbeitspunkte zwischen Drain-Source Vps und Gate-Source Vs
eingestellt werden.

Die Spannungseinstellungen fiir den Betrieb der EGE’s fiir die Messungen in Kapitel 4.2.1
wurden mit den TestPoint-Programmen eingestellt und die Datenakquisition erfolgte mit der
Panasonic-Software MED64 conductor 3.1. Die Datenakquisition der Messungen in Kapitel
4.2.2 wurde mit der TIDA-Steuersoftware des Patch-Clamp-Verstirkers (HEKA, EPC9-2,
Deutschland; [Sigworth et al., 1995-a]) durchgefiihrt und die Kontrolle der Arbeitspunkt-

spannungen erfolgte ebenfalls mit den TestPoint-Programmen.

3.3.1.3. Patch-Clamp-Aufbau

Fir die Messungen an den menschlichen embryonalen Nierenzellen mit den
Feldeffekttransistoren in Kapitel 4.2.2 wurde ein Patch-Clamp-Verstirker (HEKA
Elektronik EPC9-2, Deutschland) eingesetzt. Mit einem BNC-Kabel wurde das bereits

verstiarkte Signal am Ausgang des Hauptverstirkers abgegriffen und an einen externen
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Eingang des Patch-Clamp-Verstiarkers weitergeleitet. Die TIDA-Steuersoftware (HEKA
Elektronik, Deutschland; Version 5) dieses Patch-Clamp-Verstiarkers ermdglicht nicht nur
die zur Durchfiihrung der Patch-Clamp-Messungen notwendigen Kompensationen, sondern
erlaubt es auch, durch interne Routinen Signale zu mitteln. So kann das Signal/Rausch-
Verhiltnis deutlich verbessert werden.

Die fiir die Durchfiihrung der Patch-Clamp-Messungen notwendige Steuerung der
Glasspipetten im pm-Bereich erfolgte mit einer Manipulatoreinheit von Luigs&Neumann
(Deutschland). Die Verschiebeeinheit besteht aus drei Schrittmotoren, die in x-, y-, und z-
Richtung beweglich sind und iiber ein Tastenfeld gesteuert werden konnen. AuBlerdem
befindet sich der Patch-Clamp-VorverstirkermeBkopf zusammen mit dem Glaselektroden-

halter an dieser Einheit, wie in der Abbildung 3-22 zu erkennen ist.

Abbildung 3-22: Photographien zur Visualisierung der Patch-Clamp-Anordnung, die zur Stimulation und

Untersuchung der Zellen in Kapitel 4.2.2 bendtigt wurde. Zu sehen ist die Patch-Clamp-Glaskapillare mit
Schlauch (zur Erzeugung des Unterdrucks), die Ag/AgCI-Referenzelektrode, der FET-VorverstirkermefSkopf,
die Schrittmotoren, die Zeiss- und Olympus-Objektive und das Deckgldschen auf der Badkammer zur
Reduzierung der Oberfldchenkriimmung des extrazelluliren Mediums.

Die Spannungsversorgungen fiir die Schrittmotoren des Patch-Clamp-Vorverstirker-
meBkopfes und fiir das Auflichtmikroskop sind zusammen mit dem Patch-Clamp-Verstérker
und den beiden Hauptverstirkern (EGE und FET) in einem Rack neben dem schwingungs-
geddmpften Tisch untergebracht (vgl. Abbildung 3-17). Die Glaskapillaren (Borosilikat-
glaskapillaren mit Filament, Hilgenberg, Deutschland; duerer Durchmesser 1,5 mm, Innen-
durchmesser 0,87 mm, Filament 0,2 mm) fir die Patch-Clamp-Messungen wurden
unmittelbar vor den Versuchen mit einem horizontalen Puller (DMZ-Universal Puller,
Zeitz-Instrumente GmbH, Deutschland) gezogen und hitzepoliert. Mit diesem Puller lassen
sich unterschiedliche Spitzengeometrien und Offnungsdurchmesser erstellen [Sakmann and
Neher, 1995-b]. Die in dieser Arbeit verwendeten Elektroden hatten einen Offnungs-

durchmesser von 1 pm und eine patronenkugelformige (,,bullet-shaped*) Geometrie.
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3.4. Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Methode [Neher and Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981; Sakmann and
Neher, 1995-a] stellt im Bereich der Elektrophysiologie fiir die Untersuchung biologischer
Zellen die Methode der Wahl dar. In dieser Arbeit wurde die Methode eingesetzt, um die
spannungsgesteuerten Kanidle in den genetisch modifizierten menschlichen embryonalen
Nierenzellen (Kapitel 4.2.2) zu aktivieren und wichtige elektrische Parameter der Zellen zu
messen, um so die Zell-Transistor-Kopplungen besser verstehen zu kénnen.

In der Patch-Clamp-Technik werden verschiedene Patchkonfigurationen verwendet [Cahalan

and Neher, 1992], von denen zwei in Abbildung 3-23 wiedergegeben sind.

Abbildung 3-23: In dieser Arbeit verwendete Patch-Clamp-Konfigurationen: a) Cell-attached und b) Whole-
Cell. [Numberger und Draguhn, 1996]

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlielich die Whole-Cell-Patchkonfiguration zur
Untersuchung der Zell-Transistor-Kopplungen eingesetzt, da nur bei dieser Konfiguration
eine Untersuchung der kompletten Zelle moglich ist. AuBlerdem wird bei der Patch-Clamp-
Technik zwischen zwei Moden unterschieden: Voltage-Clamp-Modus (VC-Modus) und
Current-Clamp-Modus (CC-Modus). Im Voltage-Clamp-Modus wird die Spannung der Zelle
VwMm(t) mit einem sogenannten Command-Signal vorgegeben und der dafiir benodtigte Strom
gemessen. Da der Strom {iber die gesamte Membran der Zelle abflieB3t, entspricht dieser dem
Membranstrom Iy(t). Dagegen wird im Current-Clamp-Modus der Membranstrom Iy(t) durch
das Command-Signal vorgegeben und das resultierende Membranpotential Vy(t) gemessen.
Durch den Strompuls kann die Zelle soweit depolarisiert werden, daBl es zu einem
Aktionspotential kommt, bei dem dann der Ionenflul das Membranpotential verdndert. Im
Voltage-Clamp-Modus kann die Zelle dagegen durch Vorgabe einer frei gewdihlten
Haltespannung Vy,q auf einem bestimmten Potential ,,geklemmt™“ werden. Erst durch

Aktivierung eines sogenannten Stimulationsprotokolls, bei dem Spannungspulse in Zeit und
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Amplitude festgelegt sind, kann die Zelle de- oder hyperpolarisiert werden. Der Ionenstrom
Im wird dann in der gewdhlten Zeitperiode bei genau definiertem Membranpotential Vy
aufgezeichnet. Dies erleichterte die Charakterisierung der Zell-Transistor-Kopplung ganz
erheblich. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich der Voltage-
Clamp-Modus verwendet.

Zur Durchfithrung der Zell-Transistor-Kopplungen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik mufite
ein genauer Ablauf befolgt werden, der im folgenden beschrieben wird:

Zunichst wurden die frisch ausgezogenen Glaspipetten mit dem intrazelluldiren Medium (vgl.
Kapitel 3.6.4) befiillt. Dazu wurde in dieser Arbeit eine iiber dem Bunsenbrenner zu einer
Kapillare fein ausgezogene Eppendorfspitze benutzt. Die befiillte Spitze wurde dann in den
Pipettenhalter des Patch-Clamp VorverstirkermeBkopfes eingespannt, so daB3 der Halter
luftdicht verschlossen ist. Damit wurde auch gleichzeitig der Kontakt zur Ag/AgCl-
Referenzelektrode im Pipettenhalter hergestellt. Durch Anlegen eines leichten Uberdruckes
im Pipetteninneren, so dafl ein leichter Fliissigkeitsstrom kontinuierlich austrat, wurde ein
Verstopfen der Pipette mit Schmutzpartikeln in der Badldsung verhindert. Der Uberdruck
wurde durch einen seitlich am Pipettenhalter angebrachten Schlauch erzeugt (vgl. Abbildung
3-22). Mit der TIDA-Software des Patch-Clamp-Verstarkers wurde ein repetitiver, rechteck-
formiger Testpuls von 5 mV an die Pipette angelegt. Nachdem die Pipette in die Badlésung
(vgl. Kapitel 3.6.4) eingefiihrt wurde, konnte der Widerstand der Pipette R,;, berechnet und
der Nullwert fiir das Potential festgelegt werden. TIDA bietet dafiir automatische Routinen
an. Man spricht vom Potential ,,Null“, wenn zwischen der offenen Pipette und der
Erdelektrode des Bades kein Strom flieft. Der Widerstand der etwa 1 um groflen Patch-
Clamp-Pipetten lag zwischen 3 und 8 MQ. Mit dem Mikromanipulator wurde die
Pipettenspitze unter Beobachtung durch das Auflichtmikroskop bis kurz iiber die zu
untersuchende Zelle gebracht. Die Ndhe der Pipette zur Zellmembran wurde durch eine
leichte Abnahme der Stromamplitude des Testpulses oder durch einen charakteristischen
Lichtreflex, der durch eine leichte Eindellung der Membran durch die aus der Pipette
stromende Fliissigkeit entsteht (sogenanntes dimpling), registriert. Nach Losen des angelegten
Uberdrucks erhdhte sich der Widerstand meist spontan bis zur Ausbildung eines sogenannten
Gigaseals. Oft muflite jedoch durch einen leichten Unterdruck nachgeholfen werden. Der
Gigaseal ist eine extrem hochohmige Verbindung bis in den GQ-Bereich, bei dem im
Stromsignal zusétzliche parasitidre Effekte durch Streukapazititen entstehen. Diese wurden
mit der TIDA-Software ebenfalls ausgeglichen (Cgg-Kompensation; [Sigworth, 1995-b;
Marty and Neher, 1995]). In der Préparation befindet man sich nun in der sogenannten Cell-
attached-Konfiguration (vgl. Abbildung 3-23).

Von der Cell-attached-Konfiguration gelangt man in die Whole-Cell-Konfiguration durch

Anlegen eines leichten Unterdrucks an die Pipette. Dabei wurde der Membranbereich
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unterhalb der Pipette durchbrochen. Blieb der Seal erhalten (geringer Leckstrom), so wurde
jetzt nicht mehr nur der Strom durch den kleinen Patch, sondern durch die gesamte
verbliebende Fldche der Zellmembran, gemessen. Da die Pipettenlésung zu diesem Zeitpunkt
direkt mit dem Inneren der Zelle verbunden war, wurde das Zellinnere nach einer gewissen
Aquilibrierungszeit (Sekunden bis Minuten) mit der Pipettenldsung gefiillt.

Sowohl der durch das Offnen der Membran entstandene Serienwiderstand als auch die
zusdtzlichen kapazitiven Anteile im Stromsignal wurden durch die Softwareroutinen des
TIDA-Programms abgeglichen (Cgow-Kompensation; [Sigworth, 1995-b; Marty and
Neher, 1995]). Der Serienwiderstand (access resistance) entspricht theoretisch dem Pipetten-
widerstand, aber durch das Offnen der Membran werden zwangslidufig Membranbestandteile
in den Miindungsbereich der Pipette gezogen, so dal3 sich der Widerstand deutlich erhdht
(etwa eine Verdopplung des reinen Pipettenwiderstandes).

Abbildung 3-24 zeigt die Stromantworten bei Ausbildung der Whole-Cell-Konfiguration und
das zugehorige Ersatzschaltbild der Ganzzellableitung.

10mv

Pipette

Y Zellmembran
= Rs

Membranfragmente

' 1000 pA

10 ms —

Abbildung 3-24: Das linke Schema stellt die Signale bei Ausbildung einer Ganzzellableitung dar: a) 10 mV
Kommandospannungspuls, b) Stromantwort nach Ausbildung der Cell-attached-Konfiguration, c) Stromantwort
nach Durchbrechen der Membran. Das rechte Schema zeigt das Ersatzschaltbild der Whole-Cell-Konfiguration.
[Numberger und Draguhn, 1996]

Der Serienwidertand Rg hat einen entscheidenden Einfluf3 auf die Patch-Clamp-Experimente.
Andert man die angelegte Spannung sprungartig, so liegt diese neue Spannung zwischen dem
Zellinneren und dem Bad erst an, wenn der Kondensator Cy; (Fliche der Zellmembran)
vollstdndig umgeladen wurde. Die Geschwindigkeit, mit der der dazu benétigte Strom in die
Zelle injiziert werden kann, ist von diesem Serienwiderstand abhédngig (T, = Rgs-Cy;, mit
Tc = Zeitkonstante). Je kleiner der Serienwiderstand und die Membrankapazitit, desto
schneller erfolgt die Umladung. Das Potential der Zelle weicht damit fiir eine gewisse Zeit

vom Sollwert ab. Zudem fillt die angelegte Spannung iiber den gesamten Widerstand aus Rg
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und Ry (Membranwiderstand) ab. Nur wenn der Serienwiderstand im Vergleich zum
Membranwiderstand klein ist (Rs <<Ry), liegt die Sollspannung bzw. das Kommando-
potential tatsdchlich an. Somit gilt: Je grofer der Serienwiderstand, desto mehr weicht die
Spannung im Zellinnern vom Kommandopotential ab. Als zusitzliches Resultat der
Kompensation erhdlt man die Membrankapazitit Cy;, den Membranwiderstand Ry, und den
Serienwiderstand Rgs. Die Kapazititskompensation fiihrt aber nicht zur einer Erh6hung der
Genauigkeit oder der Geschwindigkeit der Voltage-Clamp-Messungen. Man verhindert
lediglich eine Ubersittigung des Verstirkers bei Spannungsspriingen. Die Aufladevorginge
mit und ohne Kompensation sind jedoch die gleichen, nur dal man sie nicht mehr (ganz)
sieht. Es gibt jedoch einen aktiven Mechanismus, der die Umladung der Zellmembran
beschleunigt und die Anndherung an die Kommandospannung verbessert. Bei diesem als Rg-
Kompensation (Rs-Comp) bezeichneten Mechanismus wird zur Kommandospannung noch
ein zusatzlicher Anteil addiert, der proportional zum gerade injizierten Strom ist und so einen
Teil des erwarteten Spannungsverlustes ausgleicht. Durch Aktivierung dieses zusétzlichen
Regelkreises mit positiver Riickkopplung nimmt das Rauschen des Stromsignals jedoch zu.
AuBlerdem 146t sich der Fehler durch den Serienwiderstand auch nicht vollstindig
kompensieren, weil sonst die Riickkopplungsschaltung instabil wird und zu schwingen
beginnt. Es gibt jedoch noch einen weiteren Nachteil, weshalb entschieden wurde auf die Rg-
Kompensation zu verzichten: Der benutzte EPC9 Patch-Clamp-Verstirker verbirgt den
zusdtzlich zur Kommandospannung addierten Anteil. Dieser wird intern zum Pipetten-
potential addiert und ist somit nicht zuginglich. Fiir die Auswertung der Zell-Transistor-
Kopplungsmessungen werden die kapazitiven Transienten des Stimulationspulses aber dazu
benutzt, die Seal-Leitfahigkeit (seal conductance) gy des Spaltes zwischen Zelle und
Transistor zu berechnen. Auflerdem geben die mit den Feldeffekttransistoren extern gemessen
kapazitiven Transienten die Aufladung der Zellmembran, verlangsamt durch die
Zeitkonstante T, = Rg-Cgjow, vollstindig wieder (s. Kapitel 2.3).

Dartiber hinaus gibt es noch eine Reihe weiterer Quellen, die zu Abweichungen zwischen
dem angezeigten und dem tatsdchlichen Potential von Zellmembran oder Patch fiihren
konnen. Diese als Offsetpotentiale bezeichneten Quellen sind z.B. Polarisierungen an der
Silber/Silberchlorid-Elektrode (electrode potentials) im umgebenden Elektrolyten und
Ubergangspotentiale (liquid junction potentials) zwischen Pipetten- und Badldsung
[Neher, 1992; Neher, 1995]. Diese miissen ebenfalls stets beriicksichtigt und bei Bedarf

korrigiert werden.
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3.5. Charakterisierung der MEAs und FETs

3.5.1. Mikroelektrodenarrays

Die fertig prozessierten und verkapselten Mikroelektrodenarrays wurden mit potentio-
dynamischen Strom-Spannungskurven, bei gleichzeitiger Aufnahme der Kapazititen, sowie
durch Rauschmessungen charakterisiert.

Die Strom-Spannungskurven (CV-Kurven) wurden im Potentialbereich von 0,3 V bis 1,9 V
gegen SHE (Standard-Wasserstoff-Elektrode) mit einem Vorschub von 50 mV-s™ in 0,5 M
H,SO4-Losung aufgenommen. Gleichzeitig wurden die Kapazititen mit einem Lock-In-

Verstérker registriert. Abbildung 3-25 zeigt eine solche Messung.

T LI T LB | ' T —1 T T 1 T 220
200 ~ 200
- 180
0F - 160
> :
- 140
L —
= -200 | 4 120 «
= ]
Z 4 100 &
el ™5
= 400 48 ©
- 60
-600 | f - 40
Kapazititskurve i 20
_800 L 1 M 1 " | L 1 L | L 1 L | L 1 " - 0
0,2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2,0

VSHE (V)

Abbildung 3-25: Potentiodynamische Strom-Spannungs- und Kapazititskurven eine Mikroelektrodenarrays
(Elektrodendurchmesser 8 um) in 0,5 M H>SO,, Vorschub 50 mV-s™.

Das Zyklovoltammogramm zeigt, da3 bei Potentialen grofler 1,4V, bezogen auf die
Standard-Wasserstoffelektrode (SHE), unter anodischem Stromflul eine Oxidschicht
gebildet wird. Bei Potentialen kleiner 1,3 V wird die Schicht wieder kathodisch reduziert.
Bei Potentialen grofer 1,8 V. setzt Sauerstoff- und bei Potentialen kleiner 0,4V
Wasserstoffentwicklung ein.

Die Kapazititskurve weist im Potentialbereich zwischen 1,4 V und 1,8 V eine Kapazitdt von
60 pF-cm™ auf. Bis zu einem Potential von 1,2 V bleibt der Wert konstant (Riicklauf). Erst
bei Potentialen kleiner 1,2 V macht sich ein deutlicher Anstieg bemerkbar, bis bei etwa
0,7V der Maximalwert von 140 pF-cm™ erreicht wird. Dieser Wert sollte der Doppel-
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schichtkapazitit C4 entsprechen. Eine Makroelektrode zeigt aber Werte zwischen 5 und
50 pF-cm™ [Hamann und Vielstich, 1998]. Die Abweichung ist groBtenteils auf Streu-
kapazititen Cgye, zurlickzufithren. Die groBite Streukapazitdt entsteht durch das Silizium-
Substrat. Vor allem zwischen den Leiterbahnen werden iiber die 600 nm dicke SiO,-Schicht
Kondensatoren mit der Kapazitit Cg; gebildet. Cg; ist proportional zur Gesamtflache der
Elektroden, Bondpads und Leiterbahnen. Da sich die Gesamtkapazitit aus der Summe aller
Einzelkapazititen ergibt, ist der experimentell bestimmte Wert fiir die Doppelschicht-
kapazitit C4 somit erhdht.

Die potentiodynamischen Strom-Spannungs- und Kapazitdtskurven zeigen die charakteristi-
schen Eigenschaften ,,normaler Goldmikroelektroden. Es gibt keine Hinweise auf
verbliebende Reste der Titan-Haftvermittlerschicht (s. Kapitel 3.2.2.2). Sie wurde durch den
vierfachen RIE-ProzeB vollstindig entfernt.

Der Widerstand der Goldelektroden wurde durch eine Impedanzmessung mit einem
Frequency-Response-Analyzer (TF2000) der Firma Voltech bestimmt. Die Impedanz der
8 um grofBen Elektroden betrug bei der {liblichen Frequenz von 1 kHz etwa 2,8 MQ. Da bei
dieser Frequenz der Phasenwinkel anndhernd 90° ist, 146t sich aus dem Impedanzwert die
Doppelschichtkapazitit zu 57 pF-cm™ abschitzen (iiber Z = 1/wC). Dieser Wert stimmt
relativ gut mit den Werten aus den potentiodynamischen Strom-Spannungs- und
Kapazititskurven iiberein. Bei Verwendung eines spezifischen Widerstandes von 10 kQ-cm™
und einer typischen spezifischen Kapazitit von 30 pF-cm™ fiir eine planare Goldelektrode
148t sich der Widerstand einer 8 pm groBien Elektrode mit einer Fliche von 5,03-107 cm™
auch theoretisch abschitzen zu 19,89 MQ (iiber R = R,/A) und die Kapazitit zu 15,08 pF
(tiber C = C,-A). Es ergibt sich dann bei einer Frequenz von 1 kHz fiir die Impedanz einer
8 um grofBen Elektrode ein Wert von 11 MQ (liber Z = 1/2nfC). Dieser Wert ist etwa dreimal
grofer als der gemessene. Vermutlich resultiert der Fehler aus den angenommenen Werten
fiir den spezifischen Widerstand, die spezifischen Kapazitit oder aus Streukapazititen des
Siliziums wéhrend der Impedanzmessungen. Auch eine falsch angenommene Elektroden-
fliche konnte der Grund fiir diese Abweichung sein, da die Elektrodenoberfliche wihrend
Atzvorgangs zur Entfernung der Titan-Haftvermittlerschicht aufrauht.

Fiir die Kopplungsmessungen in Kapitel 4.2.1 ist das Rauschverhalten der Mikroelektro-
denarrays bzw. der Extended-Gate-Elektroden mit der gesamten nachgeschalteten
Verstirkerelektronik wichtig: Das Gesamtrauschen wurde durch Messung des Drain-Source-
Stroms fiir fiinf Sekunden bei einer Auflosung von 10kHz an einer 8 um grof3en
Goldelektrode gemessen (nach Anlegen der entsprechenden Gate-Source- und Drain-Source-
Spannungen). Die Stromadnderungen wurden dabei auf die Gatespannung V; umgerechnet. In
Abbildung 3-26 ist der zeitliche Verlauf der Gatespannung V; einer Goldmikroelektrode

(Durchmesser 8 pm) dargestellt. Dieser wurde aus den Source-Drain-Anderungen des
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entsprechenden Junction-FET (JFET) berechnet. Die Gate-Source-Spannung Vgs betrug
0,2 V und die Drain-Source-Spannung Vpg 1 V. Der JFET hat bei diesem Arbeitspunkt eine
Steilheit von g, =3 mS (s.u.). Die Stroméinderung Ips = 200 nA entspricht hier einem peak-
to-peak-Verhéltnis von V; =100 uV. Zur Messung wurden die Gates der JFETs mit den
Goldelektroden der Arrays verbunden. Dies entspricht dem Fall der kompletten
MeBkonfiguration, wie sie zur Aufzeichnung der extrazelluldren Signale in Kapitel 4.2.1 bei
den Kopplungsexperimenten eingesetzt wurde. Das Rauschen der neuen Mikroelektroden-
arrays liegt damit im gleichen Bereich, wie die alten ,,Glasmikroelektrodenarrays* (100 uV;
[Ingebrandt, 2001]). Vorangegangene Messungen belegen [Krause, 2000; Ingebrandt, 2001],
daB es auBler den 50 Hz zu keinen signifikanten Einstreuungen bis in den kHz-Bereich aus
dem Umfeld der MeBapparatur kommt und dafl das Rauschen der MefBelektronik (35 puV)
deutlich geringer ist, als die fiir die Kopplungsexperimente eingesetzte Kombination aus
Goldmikroelektrode, JFET und Nachverstiarkung.

250 1 1 1 1
200f ]
150 ]

100k |
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Abbildung 3-26: Zeitlicher Verlauf der Gatespannung V; zur Bestimmung des Gesamtrauschens des Extended-
Gate-Elektroden-Aufbaus (8 um Mikroelektrode). Die Auflosung betrdgt 10kHz und die Mefzeit fiinf
Sekunden. Die Spannung V; wurde mit der Steilheit g,, (3 mS) im Arbeitspunkt berechnet. Die angelegte Gate-
Source-Spannung betrug 0,2 V und die Drain-Source-Spannung 1 V.

3.5.2. Feldeffekttransistoren

Die Feldeffekttransistoren wurden durch die experimentelle Bestimmung der typischen
Ausgangs- und Transferkennlinien sowie die sich daraus ergebenden Steilheiten charakteri-
siert. Es folgt zundchst eine Charakterisierung der eingesetzten p- und n-Kanal-Transistoren,

die fiir die Messungen in Kapitel 4.2.2 benotigt werden. Danach wird die Bestimmung der
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Kennlinien fiir die in dem 64-Kanal-VorverstirkermeBkopf eingesetzten Junction-Feld-

effekttransistoren gezeigt.

3.5.2.1. p- und n-Kanal-Transistoren

In Kapitel 3.3.1.2 wurde die fiir die Aufnahme der Kennlinien benétigte MeBelektronik und
zugehorige Steuersoftware bereits beschrieben. Um die FETs mit einer Patch-Clamp-
Anordnung gleichzeitig verwenden zu konnen, missen die elektrischen Kontakte,
verglichen mit einem klassischen FET-Aufbau, geringfiigig modifiziert werden. Dazu mul}
der Elektrolyt, der den metallischen Gatekontakt ersetzt (vgl. MOS- und EIS-Struktur in

Kapitel 2.2), mit ,,Ground* verbunden werden. Die Potentiale werden somit gemal

Abbildung 3-27 definiert.
+
/ __—J-_ -Vas _J_

— “AP” 3

+
-V +V,ys = “FET”

Abbildung 3-27: Elektrische Kontaktierung des Feldeffekttransistors. Die Bezeichnungen ,,AP* und ,,FET*
werden auch an der Frontseite des Hauptverstdrkers angezeigt.

Je nach Kennlinie werden die variablen und die jeweils konstant gehaltenen Potentiale an
die Source-, Drain- und Gateanschliisse definiert angelegt. Fiir die Aufnahme von
Ausgangskennlinien wurde die Drain-Source-Spannung Vpg variiert, die Gate-Source-
Spannung Vs konstant gehalten und der resultierende Drain-Source-Strom Ips gemessen.
Bei den Transferkennlinien wurde die Gate-Source-Spannung Vggs variiert, die Drain-
Source-Spannung Vpg konstant und der resultierende Drain-Source-Strom Ips gemessen.
Aus der Transferkennlinie kann durch Bildung der ersten Ableitung die Steilheit g, des
Transistors berechnet werden.

In Abbildung 3-28 sind die typischen Kennlinien fiir einen der verwendeten p-Kanal-
Feldeffekttransistoren dargestellt. Die GategroBe des p-Kanal-FETs betrigt 6x16 pm?® und
die Gateoxiddicke d; 10 nm. Die Ausgangskennlinie (oberes Bild in Abbildung 3-28) weist
die erwartete Abhéngigkeit des Drain-Source-Stroms Ips von der Gate-Source-Spannung
Vs auf. Bedingt durch die Elektronik kann aber nur ein maximaler Drain-Source-Strom Ipg
von 1500 pA gemessen werden. Die Drain-Source-Spannung Vps wurde zwischen 0 und
-2 V variiert und die Gate-Source-Spannung Vgs zwischen 0 und -3 V. Da bei Vgs = 0 keine

Ladungsinversion im Kanal des FET erzeugt wird, kann deshalb auch kein Drain-Source-
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Strom Ips gemessen werden. Das Einsetzen der Inversion kann erst durch eine Erhéhung der
Gate-Source-Spannung Vs hervorgerufen werden. Dies fiihrt dann zu einer Anreicherung
von positiven Ladungstragern im Kanalbereich.

Die Transferkennlinien (mittleres Bild in Abbildung 3-28) zeigen, dal der Einsatzpunkt zur
Ausbildung der Inversion bei der Schwellwertspannung (threshold voltage) von
Vg =-0,2 V liegt und daB3 der beobachtete Strom Ips in Abhéngigkeit von Vgs ansteigt.
Dies liegt daran, daf3 sich mit gréBer werdendem Vgs auch die Anzahl der durch Inversion
im Kanal erzeugten positiven Ladungstrager erhoht.

Aus den Transferkennlinien, die die Abhdngigkeit des Drain-Source-Stroms Ips von der
Gate-Source-Spannung Vs beschreiben, kann die Steilheit g, des Transistors berechnet
werden. Mit Kenntnis der Gatesteilheit wurde die Gate-Source-Spannung Vgs wéhrend
eines Kopplungsexperimentes so gewahlt, dal eine kleine Spannungsinderung am Gate eine
moglichst groBe Anderung des Drain-Source-Stroms bewirkte. Die optimale Einstellung
von Vgs wird als Arbeitspunkt bezeichnet. Der optimale Arbeitspunkt dieses p-Kanal-
Transistors liegt bei Vgs=-2V und Vps=-3V, da dort eine maximale Steilheit von
gm = 0,37 mS erreicht wird (vgl. unteres Bild in Abbildung 3-28).

In Abbildung 3-29 sind die typischen Ausgangs- und Transferkennlinien flir einen der
verwendeten n-Kanal-Feldeffekttransistoren abgebildet. Die GategroBBe des n-Kanal-FETs
betrigt 7x8 pm” und die Gateoxiddicke d; 12 nm. Erst ab Vgs-Werten groBer Null zeigt der
hier verwendete n-Kanal-FET einen bedeutenden Anstieg des Drain-Source-Stroms Ipgs. Es
handelt sich somit um einen Anreicherungs-FET. Den Transferkennlinien (mittleres Bild in
Abbildung 3-29 ist zu entnehmen, da3 der Einsatzpunkt des Drain-Source-Stroms Ips bei
einer Schwellwertspannung von Vg = 0,5 V liegt. Der optimale Arbeitspunkt des n-Kanal-
Transistor liegt bei Vgs = 1,95 V und Vps =2,5 V. Dort wird eine maximale Steilheit von
gm = 0,6 mS erreicht (vgl. unteres Bild in Abbildung 3-29).

Die Steilheit g, der verschiedenen Transistoren wird entscheidend durch die Dicke des
Gateoxids, die Lidnge L und die Breite b des Kanals, sowie von der Beweglichkeit der
Majoritdtsladungstrager beeinflufit. Deshalb zeigen vor allem die n-Kanal-Transistoren
(bessere Beweglichkeit der Elektronen) mit den breiten (16 um) und kurzen Gates (5 um)
und diinnen Gateoxiden (<10nm) die beste Steilheit. Dafiir weisen die p-Kanal-
Transistoren die bessere Stabilitdt gegeniiber den Elektrolyten auf (durch negative Gate-
Source-Spannung kaum lonenpenetration im Gateoxid). Die Steilheiten der verwendeten p-
Kanal-Feldeffekttransistoren liegen zwischen 0,3 und 0,6 mS und die fiir die n-Kanal-
Feldeffekttransistoren zwischen 0,4 und 1,2 mS. In dieser Arbeit stellten die p-Kanal-
Transistoren mit den Gatedimensionen b =16 und L =5 den besten Kompromif} dar, da sie
geniigend stabil, steil und noch klein genug waren, um genau unter die verwendeten
HEK 293-Zellen zu passen.
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Abbildung 3-28: Kennlinien eines p-Kanal-Feldeffekttransistors. Die drei Abbildungen zeigen die Ausgangs-,
die Transferkennlinien und die Ableitung der Transferkennlinien (von oben nach unten).
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Abbildung 3-29: Kennlinien eines n-Kanal-Feldeffekttransistors. Die drei Abbildungen zeigen die Ausgangs-,
die Transferkennlinien und die Ableitung der Transferkennlinien (von oben nach unten).

60



Experimentelles

Das Rauschverhalten der in dieser Arbeit verwendeten Feldeffekttransistoren wurde in
fritheren Arbeiten bereits charakterisiert [Ingebrandt, 2001; Krause, 2000; Sprossler, 1997].
Das Rauschen der verschiedenen Transistoren ist zudem schwierig zu vergleichen, da es
z.B. stark vom verwendeten Typ (p- oder n-Kanal), den Gatedimensionen, dem Gateoxid,
der Temperatur, den Arbeitspunkten, usw. abhingt. Das Rauschen (peak-to-peak) der
verwendeten Transistoren liegt aber in der GrdéBenordung zwischen 50 und 200 pV
(Abtastrate 10 kHz, MeBzeit fiinf Sekunden), wobei die n-Kanal-Transistoren das geringste
Rauschniveau aufweisen. Die Hauptquelle des Rauschens, im fiir die Kopplungsmessungen
biologisch interessanten MeBbereich (0,1 bis 5 kHz), ist das sogenannte 1/f-Rauschen
[McWhorter, 1957], das durch das McWhorter-Modell beschrieben werden kann und
sowohl frequenz- als auch temperaturabhingig ist. Dariiber hinaus gibt es noch weitere
Rauscharten, die zum Gesamtrauschniveau beitragen und in [Jordan and Jordan, 1964] zu
finden sind. Durch Verwendung anderer Gateoxid-Materialien mit gréBeren Dielektrizitéts-
konstanten (z.B. (Ba, Sr) TiOs3 oder ZrO;) kann das derzeitige Rauschniveau der Feldeffekt-
transistoren noch weiter verbessert werden.

3.5.2.2. Junction-Feldeffekttransistoren

Wie oben bereits erwdhnt, wurden fiir die Messungen mit den Mikroelektrodenarrays die
Gates der Junction-Feldeffekttransistoren mit den Goldelektroden der Arrays verbunden.
Damit sich wihrend der Kopplungsexperimente eine kleine Spannungsidnderung in einer
moglichst groBen Anderung des Drain-Source-Stroms auswirken konnte, muBte auch fiir
diese JFETs der optimale Arbeitspunkt aus den Transferkennlinien (bzw. Ableitungen)
ermittelt werden (s. Abbildung 3-30). Fir die Aufnahme der Kennlinien wurden die
kommerziell erhiltlichen JFETs (PMBF 5484, Philips Semiconductors, U.S.A.) mit einem
»Semiconductor Parameter Analyzer* (4155C, Agilent, Deutschland) vermessen. Dabei
zeigte sich, da3 die JFETs untereinander nur unwesentliche Unterschiede aufwiesen.

Der optimale Arbeitspunkt, der bei Vgs=0,2V und Vpg=1V liegt (Abbildung 3-30),
wurde wihrend der Kopplungsmessungen iiber die mit TestPoint (Keithley, Deutschland)
selbst erstellte Software [Sprossler, 1997] fiir alle 64 JFETs im VorverstirkermeBkopf
gleich eingestellt. Die Steilheit erreicht in diesem Punkt einen Wert von g;,, = 3 mS.

Der Arbeitspunkt der JFETs kann auch alternativ mit einer anderen Methode bestimmt
werden. Dazu miissen mit Hilfe der TIDA-Software des Patch-Clamp-Verstirkers definierte
Testpulse auf die Stimulationseinginge des VorverstirkermeBkopfes gegeben und mit der
Panasonic-Software (s Kapitel 3.3.1.2) der Drain-Source-Strom Ips aufgenommen werden.
Durch Zuriickrechnen des Stroms auf die Gatespannung V;, bei Kenntnis des angelegten
Stimulationspulses, kann auf die Steilheit g, der Transistoren geschlossen werden. Mit

dieser Methode ergeben sich aber iibereinstimmend dieselben optimalen Arbeitspunkte.
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Abbildung 3-30: Kennlinien der verwendeten kommerziellen JFETs (PMBF 5484, Philips Semiconductors,
U.S.A.), die im 64-Kanal-Vorverstirkermefkopf eingebaut sind. Die drei Abbildungen zeigen (von oben nach
unten) die Ausgangs-, die Transferkennlinien und die Ableitung der Transferkennlinien.
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3.6. Zellkultur

In diesem Abschnitt wird die Préparation der verwendeten Kardiomyozyten und die
Herstellung einer stabil mit dem Rinder-eagl-Kanalgen transfizierten HEK 293-Zellinie
beschrieben. Die Reinigung und Beschichtung der Feldeffekttransistoren und Mikroelektro-
denarrays und die Kultivierung der Zellen wird anschliefend erldutert. Die verwendeten

MeBlosungen sind tabellarisch am Ende dieses Kapitels aufgefiihrt.

3.6.1. Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen)

Die Priparation der Kardiomyozyten' (Herzmuskelzellen) erfolgte in Anlehnung an [Denyer
etal., 1999].

Zur Isolierung der Kardiomyozyten wurden die Herzen von acht bis zwolf embryonalen
Ratten (Sprague Dawley; Embryonaltage E15-E18) steril entnommen und in Ca/Mg-freies
HBSS (Hanks balanced salt solution, Invitrogen) iiberfiihrt. Durch mechanisches Pumpen
wurde das Blut aus den Herzen entfernt. Das Gewebe wurde mit einem Skalpell zerkleinert
und in einem Zentrifugenrohrchen gesammelt. Es wurde dreimal mit eiskaltem Ca/Mg-
freiem HBSS gewaschen. Das HBSS wurde gegen Versene-Puffer (Invitrogen) mit 0,05 %
Trypsin (Sigma) ausgetauscht. Es wurde fiir 20 Minuten bei 37°C in feuchter Atmosphire
und 5 % CO, inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zur Zellsuspension wurde DNAse
Typ D-Losung (10.000 Einheiten/ml, Sigma) zum Abbau eventuell freigesetzter geno-
mischer DNA hinzugegeben. Danach wurde erneut fiir 20 Minuten inkubiert. Der Uberstand,
in dem sich die vereinzelten Zellen befanden, wurde abgenommen und in HEPES-Puffer
(HAM F10, Invitrogen) tiberfiihrt. Dieser Puffer enthielt zusitzlich 0,5 Vol.-% einer Insulin-
, Selenit-, Transferrin-Losung (ITS, Invitrogen) und 25 Vol.-% fotales Kélberserum (FCS,
Invitrogen). Die zur enzymatischen Dissoziation notwendigen Schritte wurden so lange
wiederholt, bis das Gewebe vollstindig dissoziert war. Die Zellsuspension wurde fiinf
Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Die Zellsuspension wurde in Zellkulturflaschen gesammelt und fiir zwei Stunden bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert. Im Uberstand reicherten sich die Kardiomyozyten an und man
erhielt eine Zellsuspension mit einer hohen Anzahl von Herzzellen. Der groBte Teil der
Fibroblasten wurde entfernt, da sie schneller an der Zellkulturflasche adhérierten als die
Kardiomyozyten.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer-Zihlkammer. Nach dem
Einstellen der gewiinschten Zellkonzentration wurde die Zellsuspension (etwa 50 pl) auf die
gereinigten und vorbehandelten Mikroelektrodenarrays (vgl. Kapitel 3.6.3) pipettiert. Eine
Préparation ergab 1-2 ml Zellsuspension (ungefdhr 1 bis 2 Millionen Zellen). Diese Menge

reichte aus, um Zellen auf 20 bis 40 Arrays Zellen auszuplattieren.

! Die Préparation wurde von J. Hayashi in Japan durchgefiihrt; Arbeitsgruppe Local Spatio; Prof. Dr. M. Hara.
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3.6.2. Menschliche embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney Cells)

Zur Herstellung einer stabilen, mit beagl-transfizierten Zellinie wurde eine menschliche
embryonale Nieren-Zellinie (HEK 293) verwendet. Am Institut fiir Biologische
Informationsverarbeitung® wurde im Arbeitskreis von A. Baumann ein Gen aus der Rinder-
netzhaut kloniert, das fiir einen spannungsgesteuerten, K -selektiven Ionenkanal kodiert. Das
Gen gehort zur Unterfamilie der ether-a-go-go (eag) K'-Kanile und hat die Bezeichnung
beagl [Briill, 1996; Frings et al., 1998].

Die ¢cDNA, die fiir das vollstindige beagl-Protein kodiert, wurde in den Expressionsvektor
pcDNA3.1 (Invitrogen) subkloniert. Die Bezeichnung des Konstrukts lautet pcbeagl und
wurde flir diese Arbeit von A. Baumann zur Verfligung gestellt.

Mit diesem Konstrukt wurden die HEK 293-Zellen transfiziert. Die HEK 293-Zellen wurden
in einem Brutschrank (Heraeus Instruments BB 6060) bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Medium wurde ,,Minimal Essential Medium* (MEM, Sigma)
verwendet, das 10 % fotales Kélberserum (Invitrogen), 10 ml/L Antibiotika/Antimykotika
Losung (100 x, Invitrogen), 10 mI/L 0,02 M L-Glutamin (Invitrogen) und 10 ml/L nicht-
essentielle Aminosduren (100 x, Invitrogen) enthielt. Die Laborbezeichnung dieses Mediums
ist M10. Die Verdopplungsrate der HEK 293-Zellen betrug 24 Stunden. Die Transfektion
erfolgte nach einer von [Chen and Okayama, 1987] beschriebenen Methode (mit leichten
Modifikationen). Zur Transfektion wurden 2-10°> Zellen in eine 5 cm Petrischale ausgesit
und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Zwei Stunden vor der Transfektion,
wurden die HEK 293-Zellen mit frischem M10-Medium versetzt. Der Transfektionsansatz
(8 ng DNA; ad 124 ul H,O; 41 pl 1 M CaCly; 165 pl BBS (2x); insgesamt 330 ul) wurde 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann tropfenweise auf die Zellen pipettiert und
durch vorsichtiges Schwenken der Schale gleichméBig verteilt. Die Zellen wurden danach
wieder bei 35 °C und 3 % CO, fiir 20 bis 22 Stunden inkubiert. Unter diesen Bedingungen
entstand ein feines Prizipitat, das durch Waschen mit vorgewarmtem PBS entfernt wurde.
Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA bei 37 °C abgelost, in M10-Medium resuspendiert
und in einer Dichte von 2-10* Zellen auf 9 cm groBen Petrischalen ausgesit. Die Selektion
der Zellen, die das Gen stabil in ihr Genom integriert hatten, erfolgte durch die Zugabe des
Antibiotikums G418. Das Resistenzgen, das den Zellen ein Wachstum im Selektionsmedium
ermdglichte, wurde von dem Vektorplasmid pcDNA3.1 mitkodiert. Nach etwa 14 Tagen
wurden einzelne Zellklone mit Trypsin/EDTA von der Schale abgelost und in die
Vertiefungen von 24 MWP (Multiwell™ Gewebekulturplatte) {iberfiihrt. Die Zellen wurden
in 500 pul M10-Medium und 1000 pg/ml G418 vermehrt. Die Identifizierung der Zellklone,

die das eagl-Kanalprotein exprimierten, erfolgte elektrophysiologisch.

2 IBI-1 (Forschungszentrum Jiilich); Institutsleiter Prof. Dr. U.B. Kaupp.
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Fiir die in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Experimente wurde die Zellinie beagl 11/6 verwendet.
Vor der Aussaat der Zellen (30 ul Suspension) auf die gereinigten und vorbehandelten
Feldeffekttransistoren (vgl. Kapitel 3.6.3) wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zihlkammer
bestimmt. Die mit den Zellen versehenen FETs wurden in mit H,O (bidest; steril) gefiillte
9 cm groBBe Petrischalen gestellt und im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Der Vorteil einer stabilen Zellinie ist, daBl Zellen nahezu

unbegrenzt verfiigbar sind.

3.6.3. Reinigung, Oberflichenbeschichtungen und Aussaat der Zellen

Bevor die Arrays mit Zellen beschichtet werden konnten, muflte eine griindliche Reinigung
und eine Oberflachenbeschichtung erfolgen (vgl. Anhang 6.3). Dazu wurden sie zunichst
mit einem Kiivettenreiniger (2 Vol.-% Hellmanex-Losung; Hellma Optik GmbH,
Deutschland) fiir fiinf Minuten in einem Ultraschallbad behandelt und danach unter
flieBendem deionisiertem Wasser (Milli-Q) gespiilt. AnschlieBend wurden sie erneut mit
Milli-Q Wasser ultraschallbestrahlt und einzeln unter flieBendem Wasser (Milli-Q)
abgespiilt. Verbliebene organische Riickstinde wurden mit 20 Vol.-% Schwefelsdure
entfernt. Die befiillten Arrays wurden fiir eine Stunde bei 80 °C inkubiert. Die Sdure wurde
danach abgesaugt und jedes Array einzeln mit flieBendem deionisiertem Wasser abgespiilt.
Die so gereinigten Feldeffekttransistoren und Mikroelektrodenarrays wurden in Glasschalen
gelegt und mit 70 Vol.-% Ethanol iibergossen (Sterilisation).

Vor der Aussaat der Zellen, wurde der Alkohol abgesaugt und die Badkammern der FETs
und MEAs mit sterilem Wasser in einer Reinraumarbeitsbank (danLAF VFR1206) gespiilt.
Danach erfolgen die Oberflichenmodifikationen mit Fibronectin (Sigma) oder Poly-L-Lysin
(Sigma).

Fiir die Beschichtung der Mikroelektrodenarrays mit Fibronectin wurde auf die sensitiven
Bereiche 80 ul Fibronectin Losung (5 pg/ml) zugegeben und fiir eine Stunde bei 37 °C
(5 % COy) inkubiert. Danach wurde die Fibronectin Losung abgesaugt und die Badkammern
mehrfach mit PBS-Puffer (Dulbeco, Invitrogen) gespiilt. AnschlieBend wurde die nach
Kapitel 3.6.1 frisch priparierte Kardiomyozyten-Zellsuspension auf die sensitiven Bereiche
gegeben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. Nach
etwa zwei Stunden wurden die Badkammern mit Zellkulturmedium (HAM F10) aufgefiillt.
Alle zwei Tage wurde das Medium zu zwei dritteln abgesaugt und gegen frisches,
vorgewarmtes Medium ausgetauscht. Nach etwa drei bis vier Tagen bildete sich ein
geschlossener Zellrasen, der die gesamte Chipoberfliche bedeckte. Unter einem Mikroskop
waren dann gleichmiflige Kontraktionen des Zellrasens zu erkennen. Diese Zellpriparate

wurden fiir die Messungen benutzt, die in Kapitel 4.2.1 beschrieben sind.
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Die Beschichtung der Feldeffekttransistoren mit Poly-L-Lysin erfolgte analog. Die
Konzentration des Poly-L-Lysins betrug 100 pg/ml. Die stabil mit dem beagl-Konstrukt
transfizierten Zellen (s. Kapitel 3.6.2) wurden zur Ablosung mit Trypsin/EDTA fiir fiinf
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden in M10-Medium resuspendiert, in ein
steriles Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und durch eine fiinfminiitige Zentrifugation pelletiert
(Sigma Zentrifuge; 200 x g; 4 °C). Die Zellzahl wurde bestimmt (Neubauer-Zihlkammer)
und die Suspension so verdiinnt, da3 8.000-10.000 Zellen in 30 pul Medium enthalten waren.
Dieses Volumen wurde dann auf die freien Oberflichen der FETs pipettiert. Nach zwei
Stunden wurden die Badkammern der FETs mit vorgewarmtem M10-Medium aufgefiillt.
Etwa 24 Stunden nach der Aussaat der Zellen auf den FETs konnten die Messungen, wie sie
in Kapitel 4.2.2 beschrieben sind, durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden spétestens nach
drei Tagen entsorgt, da sich zu diesem Zeitpunkt zu viele Zellen auf der Oberfliche
befanden.

Anmerkung: Die verkapselten Feldeffekttransistoren und Mikroelektrodenarrays waren sehr
robust und konnten mehrfach gereinigt und wiederverwendet werden. Bei Bedarf konnte
eine mechanische Reinigung der Oberflichen mit Q-Tipps durchgefiihrt werden.

3.6.4. MeBlosungen

Zunéachst folgt eine tabellarische Aufstellung der Losungen, die fiir die Messungen mit den
Kardiomyozyten bendtigt wurden. AnschlieBend sind die Losungen aufgefiihrt, die fiir die
Patch-Clamp-Experimente mit den HEK 293-Zellen verwendet wurden.

3.6.4.1. Kardiomyozyten

Die Messungen an den Herzmuskelzellen (s. Kapitel 4.2.1) erfolgten in einer extrazelluldren
Losung, gegen die das Zellkulturmedium kurz vor dem jeweiligen Experiment ausgetauscht
wurde (Tabelle 3-1). Fiir die Stimulation der Kardiomyozyten wurden Pharmaka verwendet,

die ebenfalls mit dieser extrazelluldren Losung angesetzt wurden.

Tabelle 3-1: Extrazellulire Losung fiir Messungen an Kardiomyozyten.

Substanz Molekulargewicht Endkonzentration Masse (g)
(2/mob) (mM) (500 ml)

1 NaCl 58,44 150 4,383
2 KCl 74,56 0,186
3 CaCl,-2H,0 147,02 2,5 0,184
4 MgCl,-6H,0 203,31 1 0,102
5 HEPES 238,31 10 1,192
6 Glucose 180,2 10 0,901
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Die extrazelluldre Losung wurde durch Zugabe von 1 M Natriumhydroxid-Losung auf einen
pH-Wert von 7.4 eingestellt (titriert) und mit 3 M Natriumchlorid-Lésung bis zur

gewiinschten Endkonzentration aufgefiillt.

Fiir die Stimulation der Kardiomyozyten mit den Pharmaka (s. Kapitel 4.2.1.4) wurden die

in Tabelle 3-2 und in Tabelle 3-3 angegebenen Substanzen verwendet.

Tabelle 3-2: Stimulationslosungen fiir Kardiomyozyten I: Stimulanzien

Name Molekular- Konzentration Verdiinnung
gewicht
Noradrenalin 319,3 g/mol 10 nM -10 uM extrazelluldre Losung
Atropin 676,8 g/mol 10nM - 10 uM extrazelluldre Losung

Tabelle 3-3: Stimulationslosungen fiir Kardiomyozyten I1: Antiarrhythmika

Molekular-
gewicht
279,8 g/mol

Konzentration

10nM — 1 uM

Verdiinnung

Lidocain extrazelluldre Losung

Anmerkung: Alle Substanzen wurden von SIGMA bezogen.

3.6.4.2. HEK 293-Zellen

Die Messungen an den HEK 293-Zellen (s. Kapitel 4.2.2) erfolgten ebenfalls in extra-
zelluldrer Losung, gegen die das Zellkulturmedium kurz vor dem jeweiligen Experiment
ausgetauscht wurde (s. Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Extrazellulire Losung fiir Messungen an HEK 293-Zellen.

Molekulargewicht | Endkonzentration Masse (g)
it i

I CaCly-2H,0 147,02 1,25 0,184
2 | MeCL (anhyd) 951 0.81 0,077
3 KCI 74.56 536 0.4
4 HEPES 23831 10 2383
5 NaCl 53,44 137,89 5. Text
6 D-Glucose 180,2 555 1,000
Phenolsulfon-
7| phthalein (Indikator) 354.4 0,031 0,011

Die extrazelluldre Losung wurde mit 1 M Natriumhydroxid-Losung auf einen pH-Wert von
7,4 eingestellt (titriert) und mit 3 M Natriumchlorid-Losung bis zur gewiinschten

Endkonzentration aufgefiillt.
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Auch der pH-Wert der intrazelluldren Losung wurde auf einen Wert von 7,4 eingestellt.
Allerdings wurde hierzu 1 M Kaliumhydroxid-Lsung verwendet. Die K'-Endkonzentration

wurde mit 3 M Kaliumchlorid-Losung eingestellt.

Tabelle 3-5: Intrazellulire Losung fiir Messungen an HEK 293-Zellen.

Substanz Molekulargewicht | Endkonzentration Masse (g)
(&/mob (mM) (250 ml)

1 74,56 150 s. Text
2 MgClz 6H20 203,31 0,102
3 HEPES 238,31 10 0,596
4 EGTA 380,35 1 0,095
5 Na-ATP 594,1 5 0,743
6 Na-GTP 628,2 0,3 0,047

Die intrazelluldre Losung (Tabelle 3-5), die fiir die Befiillung der Patch-Clamp-Pipetten
benétigt wurde, hatte eine Osmolaritit von 300 mOs-kg™' (Halbmikro-Osmometer Knauer
Industries Inc., Deutschland). Die Osmolaritit der extrazellulire Losung betrug
320 mOs-kg™.

Anmerkung: Beide Losungen wurden bei —20 °C gelagert. Dazu wurden die Stocklosungen
steril filtriert (Braunrand D, 30 mm, PG 0,2 um, VWR International GmbH, Deutschland)
und aliquotiert. So standen fiir jeden Meltag frische Losungen zur Verfligung. Alle
Chemikalien wurden iiber SIGMA bezogen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Tests zur Biokompatibilitit (Anwachsversuche)

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Anwachsversuche mit HEK 293-Zellen
vorgestellt und mit denen von Rattenneuronen (adult rat retinal neurones) verglichen. Das
Wachstum der Zellen auf den verschieden Silizium-basierten Oberflachen (vgl. Kapitel 3.2.1)
wurde mit Hilfe der Rasterelektronen- und Lichtmikroskopie analysiert’. Die Aussaat und
Préaparation der HEK 293-Zellen erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben. Die Préparation der
Neurone wird in [Heiduschka et al., 2001] beschrieben.

Damit die Zellen erfolgreich auf Oberflaichen wachsen konnen, miissen diese biokompatibel
sein. Als biokompatibel werden allgemein Materialien bezeichnet, die keine toxischen,
allergischen oder Immunabwehrreaktionen hervorrufen. Dabei wird die Biokompatibilitit des
Materials malgeblich durch die FEigenschaften der Oberfliche, z.B. Hydrophilie,
Hydrophobie, Topologie usw. beeinflullit. Weitere Aspekte sind Bio- und Langzeitstabilitit
sowie elektrische und mechanische Eigenschaften des Materials. Als Materialien werden oft
anorganische Werkstoffe, z.B. Si3N4, SiO,, aber auch Metalle, wie z.B. Gold, Platin, Iridium,
Titan sowie Polymere, z.B. Polyurethane, Polymethacrylate, Polyimid, Nylon und Silikone
eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlielich SizNg, SiO,, Gold und Silikone
verwendet. Wichtig ist, da3 bei Benutzung der Feldeffekttransistoren und Mikroelektroden-
arrays (s. Kapitel 3.2.2 und 3.2.3) der gesamte Schichtaufbau nicht von Stoffwechselpro-
dukten angegriffen wird [vgl. Bruck, 1973, Anderson and Miller, 1984]. Die Isolatorschicht
spielt dabei eine entscheidende Rolle. Sie mufl nicht nur eine Adhésion der Zellen
ermoglichen, sondern gleichzeitig evtl. integrierte Schaltungen, elektrische Leitungen und
Anschliisse vor elektrochemischer Korrosion in den salzhaltigen physiologischen Lésungen
schiitzen und eine Sterilisierbarkeit der aktiven Oberflache z.B. durch Alkohol oder andere
Verfahren (UV-Bestrahlung, HeiBdampfsterilisation) ermoglichen.

Die Rasterelektronenmikroskopie bietet die Moglichkeit die Oberflaichen von Substraten und
Zellen gut abzubilden. So wurden aus der Topologie der Zellen Aussagen liber die Zell-

adhésion getroffen. Dabei wurden drei verschiedene Wechselwirkungen betrachtet:

1. Wechselwirkung der Zellen untereinander;
2. Wechselwirkung des Substrats mit den Zellen;

3. Intrinsische Form der Zellen.

Bei einem Vergleich mufl aber berilicksichtig werden, dal die Zellgestalt stark vom
verwendeten Zelltyp, z.B. Neurone, Fibroblasten, HEK 293-Zellen etc., abhéngt. Trotzdem ist
eine gute Haftung von Zellen an der Oberflidche eines Substrats nur dann moglich, wenn die

3 Teile aus diesem Kapitel sind veroffentlicht in: [Heiduschka et al., 2001]
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Zell-Substrat-Anziehung stirker ist als die der Zellen untereinander. Ist die Zell-Zell-
Anziehung stdrker, aggregieren die Zellen zu Verbdanden und die Zellen nehmen eine
kugelformige Gestalt an (s. linkes Bild in Abbildung 4-1). Ist die Anziehung des Substrats
dagegen stark, liegt ein groBer Anteil der Zelloberfliche auf dem Substrat auf. Die Zellen
erscheinen dann ausgestreckt und flach (s. rechtes Bild in Abbildung 4-1). Eine kugelformige
Zelltopologie wurde daher mit einer schlechten Zelladhésion und eine flache, langgestreckte

mit einer guten und festen Adhédsion der Zellen assoziiert [vgl. Parak, 1999].

2um* EHT =10.00 kV MAG= 250KX  10pm*
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Abbildung 4-1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von HEK 293-Zellen. Das linke Bild zeigt einen Teil eines
Zellverbandes, in dem die Zellen keinen Kontakt zur Oberfliche haben. Die rechte Aufnahme zeigt Zellen mit

Oberflichenkontakt (planares Silizium mit Poly-L-Lysin beschichtet).

Schwierigkeiten der Rasterelektronenmikroskopie bestehen darin, die Zelladhdsion aufgrund
rein optischer Befunde zuverldssig zu deuten. Beispielsweise konnen Kapillarkrdfte und
Wirmeentwicklung, die wéhrend der kritischen Punkttrocknung auftreten koénnen, zu
Anderungen des Zellvolumens fiihren. Die geinderte Erscheinungsform der Zellen kdnnte
dann irrtiimlich auf einen Einflul des Substrates zuriickgefiihrt werden. AuBBerdem wird durch
die abgeschiedene Goldschicht (s. Kapitel 3.1.2) nicht mehr die eigentliche Zelloberflache,
sondern die Goldoberfliche abgebildet. Deshalb miissen bei Untersuchungen zur Zelladhédsion
mittels Rasterelektronenmikroskopie, stets mogliche ,,Gefahren* der Artefaktbildung beriick-
sichtigt werden.

Das Wachstum von Zellen auf Oberflichen kann mit Hilfe von Mikrostrukturierungs-
Techniken beeinflulit werden. Studien zur Kontrolle des Wachstums von Zellen, v.a.
Neurone, Fibroblasten und Endothelzellen, wurden in zahlreichen fritheren Arbeiten bereits
durchgefiihrt [Clark et al., 1990; Clark et. al., 1993; Clark, 1994; Mrksich et al., 1996; Tatic-
Lucic et al., 1997; Corey et al., 1991; Corey et al., 1996; Curtis and Wilkinson., 1997,
Wheeler et al., 1999; Scholl et al., 2000; Yeung et al., 2001-a; Lauer, 2001]. Mit den in
Kapitel 3.2.1 beschriebenen Mikrostrukturen wurde deshalb versucht, dal Wachstum der
HEK 293-Zellen zu beeinflussen. Die Resultate sind in Abbildung 4-2 dargestellt.
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Abbildung 4-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener mikrostrukturierter Silizium-Oberfldchen
(Bilder 2-8) mit HEK 293-Zellen (Oberfldchen mit Poly-L-Lysin beschichtet). Zum Vergleich zeigen die Bilder 1
und 2 die Zellen auf einer planaren und die Bilder 7 und 8 auf einer porisen Silizium-Oberfliche. In den Bildern
2 und 8 ist deutlich der resultierende Spalt zwischen den Oberflichen und den Zellen zu erkennen.
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Es ist deutlich zu erkennen, dal die HEK 293-Zellen auf keiner der hergestellten
Mikrostrukturen bevorzugt anwachsen. Das Wachstum der Zellen ist statistisch verteilt
(s. Bilder 3 und 4 in Abbildung 4-2). Die Bilder 5 und 6 in Abbildung 4-2 zeigen auBlerdem,
daB3 die Zellen sowohl auf dem Boden der gedtzten Strukturen als auch auf den Wénden und
der glatten (polierten) Oberfliche wachsen. Rauhigkeitsmessungen mit dem Rasterkraft-
mikroskop (Digital Instruments MMAFM-2; s. Kapitel 3.1.3) ergaben einen mittleren Rauhig-
keitswert von 0,8 nm fiir die polierte Oberflache (s. oberes Bild in Abbildung 4-3) und 4,4 nm
fiir den Boden der geétzten Strukturen (s. unteres Bild in Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-3: AFM-Rauhigkeitsmessungen: Im oberen Teil ist die abgerasterte Oberfliche und der Linescan
einer polierten Oberfliche zu sehen. Der untere Teil zeigt die entsprechenden Ergebnisse fiir den Boden einer
gedtzten Silizium-Struktur (s. Abbildung 4-2).

Lediglich in den kleinsten Strukturen, die eine Groe von 10 um haben, wachsen keine
Zellen. Dies liegt aber am Durchmesser der HEK 293-Zellen, der etwa 15 um betrégt.

Fazit: Weder die GroBe, Beschichtung, geometrische Form, noch die Rauhigkeit der
Strukturen haben einen Einfluf3 auf das Wachstum der HEK 293-Zellen.
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Zur Unterstiitzung der Zelladhdsion auf den hier vorgestellten kiinstlichen Substraten wurden
die Oberflichen modifiziert. Da Zellen untereinander starke Verbindungen eingehen konnen,
eignen sich als adhédsionsunterstiitzende Beschichtung besonders solche Substanzen, die auch
in den natiirlichen Zellmembranen vorkommen. In der Literatur werden eine Vielzahl solcher
Substanzen angegeben. Eine Ubersicht iiber Zelladhdisionsmolekiile und deren aktive
Peptidsequenzen findet sich in [Pigott et al., 1993, Heavner, 1996].

Die Adhidsion von Zellen an Oberflichen kann sowohl spezifisch als auch unspezifisch
erfolgen. Die unspezifische Zelladhdsion beruht hauptsiachlich auf elektrostatischen oder Van-
der-Waals-Wechselwirkungen. Grundlegende Untersuchungen wurden z.B. von Kleinfeld,
Hickman u.a. durchgefiihrt [Kleinfeld et al., 1988; Stenger et al., 1993; Stenger et al., 1992;
Georger et al., 1992; Hickman et al., 1994]. Eine oft zur unspezifischen Zelladhdsion
eingesetzte Substanz ist Polylysin. Anwachsversuche mit unbeschichteten und mit Poly-L-
Lysin beschichteten Substraten zeigten jedoch keine Unterschiede, da sich die Topologie und
die Verteilung der HEK 293-Zellen auf der Oberfldche nicht verdnderte (s. Abbildung 4-4).

e e i SR % J
um EHT =10.00 kV El .00 kV

Abbildung 4-4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen gedtzter Silizium-Strukturen. Die linke Struktur wurde
vor der Aussaat der HEK 293-Zellen nicht beschichtet. Die rechte Struktur wurde zuvor mit Poly-L-Lysin
beschichtet.

Im Gegensatz zur unspezifischen, beruht das Prinzip der spezifischen Zelladhdsion auf
Schliissel-Schlo3-Wechselwirkungen zwischen den Membranproteinen der extrazelluldren
Matrix (ECM), die als CAM’s (cell adhesion molecules) bezeichnet werden, und ihren
Komplimentéren (CAM-Antikorper). Wichtige Bestandteile dieser extrazelluldren Matrix sind
neben den Kollagenen die Multiadhésionsproteine. Zu diesen multiadhdsiven Matrixproteinen
gehort vor allem das Laminin [Beck et al., 1990; Engel, 1992], das an vielfdltigen Funktionen
der Zellen beteiligt ist, z.B. Wachstum, Teilung, Migration und Adhésion [Thiery et al., 1985;
Engel, 1992]. Ein Vergleich zwischen Laminin, Proteoglykan, Fibronectin und Kollagen in
einer frilheren Arbeit zeigte, daB Laminin jeweils die beste Wachstumsgrundlage fiir

Neuronen darstellt [Gundersen, 1987]. Deshalb wurden in dieser Arbeit auch Anwachs-
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versuche mit Laminin-beschichteten Substraten durchgefiihrt. Aber auch bei Verwendung von
Laminin konnte kein Unterschied in der Zelltopologie, im Vergleich zu nicht beschichteten
Substraten, festgestellt werden. Lediglich bei den Patch-Clamp-Experimenten (s. Kapitel
4.2.2) fiel ein anderes Zellverhalten auf, denn mit den beschichteten Substraten wurden
leichter Gigaseals (vgl. Kapitel 3.4) erhalten. Dies ist vermutlich auf eine etwas stirkere
Adhaésion der Zellen auf der Substratoberflache zuriickzufiihren.

Schwierigkeiten, die bei einer kritischen Punkttrocknung der Zellen auftreten konnen, wurden
bereits angesprochen. Deshalb wurde alternativ zur Aufnahmetechnik mit einem ,,Standard*-
Rasterelektronenmikroskop, bei der die Zellen vor der Aufnahme getrocknet werden miissen
(s. Kapitel 3.1.2), ein ESEM (environmental scanning electron microscope; Philips XL30;
Deutschland) verwendet. Bei dieser Technik kénnen Bilder in walriger Atmosphire aufge-
nommen werden. Bilder, die mit dieser Technik erstellt wurden, sind in Abbildung 4-5 zu

sehen.

Mikroelektroden
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Abbildung 4-5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von HEK 293-Zellen auf einem Mikroelektrodenarray
(Poly-L-Lysin beschichtet) mit einem ESEM.

Ein Nachteil dieser Technik ist die begrenzte Auflosung. AuBlerdem ist die Einstellung der
richtigen Atmosphire, beziiglich des Drucks, schwierig. Fiir die Aufnahmen in Abbildung 4-5
mufte ein Druck von 0,6 Torr eingestellt werden. Bei diesem Druck lagen die Zellen bereits
in einem getrockneten bzw. gefrorenen Zustand vor. Die Zellen kénnten folglich bereits
beschadigt worden sein. Dieses Problem kann bei Driicken groBer 10 Torr umgangen werden.
Jedoch konnten bei diesen Driicken keine Aufnahmen erstellt werden, da die Bilder zu
kontrastarm erschienen. Ein Vergleich mit den anderen elektronenmikroskopischen
Aufnahmen ist daher problematisch.

Ein Teil der hergestellten Mikrostrukturen wurden Kooperationspartnern zur Verfiigung
gestellt. Eine Aussaat von Neuronen (adult rat retinal neurones) auf den Substraten ergab, daf3
die Mikrostrukturen das Wachstum der Zellen deutlich beeinflussen [Heiduschka et al., 2001].
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Werden die Neurone auf die unbeschichteten, mikrostrukturierten Substrate ausgesdt, so
wurde selbst nach zwei Tagen kein Wachstum auf den glatten Silizium-Oberflichen
festgestellt. Dieser Befund korreliert mit dem Verhalten von Neuronen auf unbehandelten
Glassubstraten [Huber et al., 1998]. Allerdings wurde {liberraschenderweise ein grofle Anzahl
an Neuronen innerhalb der Mikrostrukturen gefunden (s. Abbildung 4-6). Fiir eine Erkldarung
dieses Befundes ist es denkbar, dal3 die Neurone in den Mikrostrukturen den Waschschritten
wéhrend der Kultivierung der Zellen besser widerstehen als die Neurone, die auf der glatten
Oberfliche wachsen. Adulte Neurone reagieren aber sehr sensitiv auf ,,Stref3* und sterben
(bzw. 16sen sich von der Oberfldche ab) ohne die Mdglichkeit zur Adhdsion. Der Boden der
gedtzten Strukturen scheint jedoch eine geeignete Stelle fiir die unspezifische Adhésion der
Neurone darzustellen.

Abbildung 4-6: Neurone (adult rat retinal neurones) auf unbeschichteten Silizium-Substraten (Photographien).
Die Zellen sind mit Dil (Fluoreszenzfarbstoff; Molecular Probes, Europe) angefdrbt. Die linke und die rechte
Seite der einzelnen Bilder unterscheidet sich nur in der Fokussierungsebene (Bdden der gedtzten Strukturen oder
polierte Oberfliche im Fokus).

Werden die Mikrostrukturen mit Poly-D-Lysin und Laminin beschichtet, erhoht sich die
Anzahl der Neurone auf der glatten Oberfldche, jedoch nicht innerhalb der Mikrostrukturen
(s. Abbildung 4-7). Wird ein Teil des Laminins vor der Aussaat der Zellen entfernt, so wurde
ein dhnlicher Befund erhalten. Obwohl die Zelldichte auf der beschichteten glatten Oberfliche
wesentlich hoher ist als auf der unbeschichteten Oberfldache, scheint sich die Dichte der Zellen
innerhalb der Mikrostrukturen nicht zu verdndern (s. Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7: Neurone (adult rat retinal neurones) auf Silizium-Substraten, angefdirbt mit Dil
(Photographien). Der obere linke Teil der Struktur wurde mit Poly-D-Lysin und Laminin beschichtet. Die
Beschichtung im unteren rechten Teil der Struktur wurde vor der Aussaat der Zellen entfernt. Beide Aufnahmen
unterscheiden sich nur in der Fokussierung (Béden der geditzten Struktur oder polierte Oberfldche im Fokus).

Berticksichtigt man die vorgestellten Ergebnisse, so ergeben sich folgende Konsequenzen fiir
die Aussaat der Zellen auf den Feldeffekttransistoren und Mikroelektrodenarrays:

1. Experimente mit Kardiomyozyten und MEAs (s. Kapitel 4.2.1): Kardiomyozyten bilden
nach einigen Tagen auf homogen mit Fibronectin beschichteten Mikroelektrodenarrays
eine konfluente Zellschicht aus [Sprossler, 1997; Krause, 2000; Ingebrandt, 2001]
(s. Abbildung 4-8). Eine zielgerichtete Immobilisierung der Zellen war deshalb nicht
notig.

Abbildung 4-8: Konfluente Zellschicht von Kardiomyozyten auf einem Mikroelektrodenarray.
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2. Experimente mit HEK 293-Zellen und FETs (s. Kapitel 4.2.2): Da nach den vor-
liegenden Erkenntnissen das Wachstum der HEK 293-Zellen nicht durch Mikro-
strukturierung oder durch Oberflichenbeschichtung beeinflullit werden kann, mufiten die
Zellen in geniigend hoher Dichte ausgesidt werden (vgl. Kapitel 3.6.3), um eine
ausreichend hohe Bedeckung der einzelnen Transistoren zu gewéhrleisten (s. Abbildung
4-9). Als Substratbeschichtung wurde dennoch Poly-L-Lysin gewahlt, da es nicht nur
die Seal-Bildung erleichterte, sondern durch die bessere Haftung der Zellen vermutlich
auch den Abstand zwischen den Gates der Transistoren und den Zellen verringerte.
Belege, da3 Beschichtungen den Abstand verkiirzen kénnen, finden sich in [Braun and
Fromherz, 1998]. Dort wurden die Abstinde zwischen beschichteten Silizium-
Substraten und Zellen mit einer speziell von Fromherz und Mitarbeitern entwickelten
FLIC (fluorescence interference contrast)-Technik [Lambacher and Frombherz, 1996;
Lambacher and Fromherz, 2002] gemessen und mit verschiedenen Beschichtungen
verglichen. Der Abstand zwischen einem mit Kollagen IV beschichteten Gate und einer
HEK 293-Zelle betrdgt beispielsweise 45-65 nm [Straub et al., 2001]. Ein geringerer
Abstand fiihrt zu einem verringerten extrazelluliren Volumen im Spalt zwischen der
Zelle und dem Gate eines Transistors und damit auch zu einer geringeren spezifischen

Leitfahigkeit g; des Spaltes bzw. zu einer besseren Kopplung (s. Kapitel 2.3).

i.\

~ransistor—éate

-

==

20 pm

Abbildung 4-9: HEK-293 Zelle auf dem Gate eines Feldeffekttransistors.
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4.2. Bioelektronische Kopplung

In diesem Kapitel werden Kopplungsexperimente mit Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen)
und HEK 293-Zellen (menschliche embryonale Nierenzellen) vorgestellt. Die Kardio-
myozyten gehdren zu den Primérkulturen, die vor den Experimenten aus embryonalen Ratten
prapariert wurden (s. Kapitel 3.6.1). Nach etwa 2-4 Tagen ,,in vitro* (2-4 DIV) bilden sie eine
konfluente Zellschicht aus. In diesem Stadium sind die Zellen {iber Gap-Junctions verbunden
(s. Kapitel 2.1) und zeigen spontane Kontraktionen. Auf eine zusétzliche externe Stimulation
durch eine Patch-Clamp-Elektrode kann daher verzichtet werden. Die Stimulation wird von
sogenannten Pacemaker-Zellen iibernommen. Die Herzmuskelzellen stellen somit ein gutes
Modellsystem zur Untersuchung der Signalweiterleitung innerhalb eines Zellgeflechts mit
mehreren unterschiedlich lokalisierten Mikroelektroden (Multisite-Kopplung) dar. Ein
gewisser Nachteil liegt in der aufwendigen Zellprdparation, hinsichtlich der Ausbeute der
Zellen und in der Trennung unterschiedlicher Zelltypen, wie z.B. Fibroblasten, u.a., die bei
den Kopplungsexperimenten zu unerwiinschten Stérungen fiihren konnen und eine
Auswertung erschweren. Alle Experimente wurden ausschlieBlich mit den Mikroelektroden-
arrays durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den Primérkulturen gehdren die HEK 293-Zellen zu den kontinuierlichen
Zellinien. Diese Zellen haben den Vorteil einer einfacheren Zellkultivierung. Da in der
vorliegenden Arbeit HEK 293-Zellen mit einem stabil transfizierten K'-Kanalgen verwendet
wurden, das fiir spannungsgesteuerte K'-selektive Ionenkanile kodiert (s. Kapitel 3.6.2),
wurde so die definierte Untersuchung des FEinflusses von K'-Ionenstrdmen auf das
extrazelluldre Signal mdglich. Die Kopplungsexperimente mit den HEK 293-Zellen wurden

ausschlieBlich mit den Feldeffekttransistoren durchgefiihrt.

4.2.1. Experimente mit Kardiomyozyten

Die nach einigen Tagen in Kultur gebildete Zellschicht (Synzytium) zeigte wegen der
elektrischen Verbindung der Zellen untereinander (Gap-Junctions) eine nahezu gleichzeitige
Kontraktion aller Zellen. Die Kontraktionen erfolgten spontan und regelméfig und konnten
durch ein Mikroskop gut beobachtet werden. Die Frequenz der Kontraktionen sind stark
temperaturabhéngig. Kiihlt die extrazelluldre Losung um nur wenige °C ab, verlangsamen
sich die Kontraktionen deutlich, bis sie schlielich zum Erliegen kommen. Da die
Badkammern der Mikroelektrodenarrays mit dem derzeitigen MeBaufbau nicht temperiert
werden konnten, wurden die Arrays mit den Zellen dem Brutschrank erst unmittelbar vor
den Experimenten entnommen. Das Zellkulturmedium wurde bei Bedarf durch eine

vortemperierte extrazelluldre Losung (37 °C) ausgetauscht.
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4.2.1.1. Multisite-Kopplung

Der am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung (MPIP) in Mainz entwickelte 64-Kanal-
Verstarker [Ingebrandt, 2001] sollte in der vorliegen Arbeit auf volle 64-Kanal-
Funktionalitdt erweitert werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-10 dargestellt. Zu sehen
sind die extrazelluldr gemessenen Signale der Kardiomyozyten (4 DIV). Sie wurden parallel
mit 64 unterschiedlich lokalisierten Goldmikroelektroden (Elektrodendurchmesser 30 pm)
aufgezeichnet. Aufgetragen sind jeweils die zeitlichen Verldufe der Drain-Source-Strome
durch den JFET (s. Kapitel 3.3.1.1). In dem dargestellten Zeitfenster (10 Sekunden) sind je
drei Signale zu erkennen. Die Signale sind regelméfig und wiederholen sich in einem
Abstand von etwa vier Sekunden. Einige Elektroden, z.B. die Elektroden 30 und 46, zeigen
keine Signale. Eine unzureichende elektrische Kontaktierung dieser Elektroden ist dafiir
verantwortlich. Einige andere Elektroden zeigen nur sehr schwache Signale, z.B. die
Elektroden 41 und 48. Die Signalamplitude bzw. die Stirke der Kopplung wird ent-
scheidend durch die Lage und den Abstand der elektrisch aktiven Zelle auf der Elektrode
beeinfluflt [Sprossler, 1997; Krause, 2000; Ingebrandt, 2001]. Nur eine gute Abdichtung der
Mikroelektrode flihrt auch zu einer guten Kopplung. Elektrode 55 zeigt z.B. eine gute
Kopplung. Die Signalamplitude betrdgt hier etwa 2 mV und das Signal/Rausch-Verhéltnis
liegt bei 11:1. Das Experiment kann auch dazu benutzt werden, um den Ursprung der
Erregung zu lokalisieren (das sogenannte Schrittmacherzentrum). Von dort aus breiten sich
die Aktionspotentiale als Erregungswelle innerhalb weniger Millisekunden in geordneter
Weise iiber den gesamten Zellrasen aus. Wéhrend der Ausbreitung der Erregungswelle {iber
die gesamte Zellschicht tritt in der Aufzeichnung der gemessenen Signale an verschiedenen
Orten ein zeitlicher Versatz auf. Dieser ist in Abbildung 4-11 deutlich zu erkennen. Die
Signale aus Abbildung 4-11 stammen aus dem gleichen Experiment wie Abbildung 4-10.
Das Zeitfenster in Abbildung 4-11 betrdgt 20 ms und ermdglicht so, die Signalausbreitung
iiber die gesamte 8x8 Elektroden-Matrix zu verfolgen. Das erste Signal wird zunidchst mit
Elektrode 8 detektiert. Die Aktionspotentiale bzw. die Erregungswelle pflanzt sich nach
links und zur Mitte hin fort. Anschlieend registrieren auch die unteren Elektrodenreihen
die Kontraktion der Zellschicht. Das Schrittmacherzentrum muf3 deshalb auflerhalb der 8x8
Elektroden-Matrix liegen, aber der Elektrode 8 am néchsten sein. Die zeitliche Differenz der
Signale zwischen Elektrode 8 und Elektrode 57 betrdgt etwa 13 ms. Unter der Annahme
einer isotropen Geschwindigkeitsausbreitung kann die Ausbreitungsgeschwindigkeit iiber
die Zeit- und Wegstreckendifferenz zu 0,08 m-s™ abgeschitzt werden. In [Sprossler, 1997]

wurde eine Ausbreitungsgeschwindigkeit von 0,18 m-s™ beobachtet.
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Abbildung 4-10.

80



Ergebnisse

o o ) o o LA o =L A N T S S I T \ SN SN
T B EN e N = © NE 7]
N © - (3] o ~
_ L = |
(=] #
33 ]
< +
ol [ IS w N = = N ]
(=3 o N &~ (=] (=] o
B} : |
=) ﬁg
33 ]
(e
o o [ I [ o = - @ S
© - (24 [3,] ~ © =
_ > ,
) SL %
33
[«
[=2] a [ N N [
ce N S - @ S o j
3 <
(e
\ ~ \
= 1
(4] 393
: =] 1 — > —
N N -
5 %
~ %
= —
33 %
(=]
o (4] S w w N - [=2]
3 T
33
(=)
(%) ~
=& & S 8 ] S & >
- — >
3%
(=] o
o & @ &
=R =3 & ) N N >
S TOT
< - - . " —_— — —
Abbildung 4-11: Ausbreitung von Aktionspotentialen in einer konfluenten Kardiomyozyten-Zellschicht

(4 DIV).
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4.2.1.2. Signalformen

In der vorliegenden Arbeit traten wahrend der Kopplungsexperimente verschiedene Signal-
formen auf, die in Abbildung 4-12 zu sehen sind.
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Abbildung 4-12: Beobachtete Signalformen bei Kopplungsexperimenten mit Kardiomyozyten (4 DIV).

Die einzelnen Signalformen der extrazelluldr gemessenen Aktionspotentiale unterscheiden
sich in ihren zeitlichen Verldufen und in ihren Amplituden. Fiir die Grée der Amplitude ist
die Seal-Leitfahigkeit gj entscheidend (s. Kapitel 2.1). Die bei den Kopplungsexperimenten
mit Kardiomyozyten auftretenden Signalformen wurden bereits in fritheren Arbeiten
simuliert und klassifiziert [Sprossler et al., 1999; Krause, 2000; Ingebrandt, 2001]. Die
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extrazelluldr gemessenen Aktionspotentiale wurden in die Typen A, B, D1, D2, D3 und D4
eingeteilt. Die Form der Signale wird hauptsichlich durch den EinfluB der Na'-, K'- und
Ca*-Ionenstréme und durch ohmsche und kapazitive Anteile verursacht. Fiir die Simulation
der Signale (Software: Oxsoft HEART 4.8 und OrCAD PSpice 9.1) wurden die ent-

sprechenden lonenstrome i; mit einem Faktor X; gemal3 Gleichung 4-1 skaliert.

g Vy =cy Yy + ZXiii Gleichung 4-1
i=Na*, K", Ca®*

Fiir die Simulation der Kopplung wurde das Model einer Ventrikel-Herzzelle [DiFrancesco
and Noble, 1985; Earn and Noble, 1990] und ein g von 1 S-cm™ angenommen.

Fiir einen DI-Typ (Bild 2 in Abbildung 4-12) ist ein hoher Na'-Ionenstrom im
Kontaktbereich charakteristisch. Beim D2-Typ (Bild 3 in Abbildung 4-12) mul} ein zusitz-
licher Ca®"-lonenstrom beriicksichtigt werden. Der D3-Typ (Bild 4 in Abbildung 4-12)
unterscheidet sich vom D2-Typ durch einen verringerten Na'-Ionenstrom (negativer Spike
am Anfang). Ein hoher K -Ionenstrom im Kontaktbereich ist fiir einen D4-Typ (Bild 5 in
Abbildung 4-12) kennzeichnend. Ein A-Typ (Bild 1 in Abbildung 4-12) liegt dann vor,
wenn nur das kapazitive Signal der ansteigenden Flanke von Vy(t) gemessen wird. Am

hdufigsten wurden in dieser Arbeit die D1- und die D2-Typen registriert.

4.2.1.3. Messungen mit kleinen Mikroelektroden

Mit kleinen Elektroden (2-10 um) sollte es mdoglich sein, hohe Abdichtwiderstinde bei
Kopplungsexperimenten zu erzielen. Allerdings ist die GroBe einer Mikroelektrode
umgekehrt proportional zur Impedanz (s. Kapitel 3.5.1). Um Kopplungssignale elektrisch
aktiver Zellen mit kleinen Mikroelektroden zu erhalten, muf3 die Impedanz der Elektrode
verringert werden. Dazu werden meist galvanisch abgeschiedene Schichten aus
,Platinschwarz* [Robinson, 1968] oder ,,Platinwei3* [Thiébaud et al., 1997] eingesetzt. Ein
grofler Nachteil ist die mechanische Instabilitidt solcher Platinschichten. Die Platinierung
muf3 deshalb kurz vor den Messungen durchgefiihrt werden. Der Extended-Gate-
Elektroden-Aufbau, der in dieser Arbeit verwendet wurde (s. Kapitel 3.3.1.1) umgeht diese
Nachteile. Die Mikroelektroden sind direkt mit den Gates der rauscharmen JFETs
verbunden. Im Gegensatz zu Standard-Verstirkerschaltungen wird das MeBsignal direkt am
Gate der JFETs in ein Spannungssignal transformiert. Da die Eingangsimpedanz der JFETs
um mehrere GroBenordnungen hoher ist als die Impedanz der Mikroelektroden und sie
zusammen 1in Serie geschaltet sind, ist die Impedanz der Mikroelektroden zu
vernachldssigen. Auf eine Platinierung der Mikroelektroden kann deshalb verzichtet
werden. In Abbildung 4-13 sind zwei Messungen mit Elektroden gezeigt, die einen

Durchmesser von 8§ um aufweisen.
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Abbildung 4-13: Extrazellulir gemessene Signale von Kardiomyozyten mit kleinen Mikroelektroden
(Durchmesser 8 um). Die Elektroden wurden nicht platiniert.

Ohne den Einsatz aufwendiger Platinierungsverfahren wurde hier ein Signal/Rausch-
Verhiltnis von etwa 5:1 erzielt. Wesentlich bessere Signal/Rausch-Verhéltnisse (= 12:1)
konnten nur durch den Einsatz der Topologiemikroelektroden (s. Kapitel 3.2.2) erhalten
werden. Dieser Befund ist vermutlich auf den verkiirzten Abstand zwischen Elektrode und
Zelle zuriickzufiihren.

4.2.1.4. Pharmakologische Experimente

Bereits in fritheren Arbeiten wurden pharmakologische Experimente mit Kardiomyozyten
auf Feldeffekttransistoren und Mikroelektrodenarrays durchgefiihrt [Ingebrandt et al, 2001;
Yeung et al., 2001-b]. Die Detektion der Signale erfolgte auf 16 Kanélen gleichzeitig. In
dieser Arbeit konnte die Detektion auf 64 Kanile erweitert und die Anwendbarkeit des
Systems fiir pharmakologische Fragestellungen bestétigt werden. Es wurden extrazelluldre
Kopplungen mit hohen Amplituden und guten Signal/Rausch-Verhéltnissen erhalten. Die
Abbildung 4-14 zeigt einen Ausschnitt (25 Sekunden) aus einem solchen pharmako-
logischen Experiment. Zunidchst wurden die Signale der auf den Mikroelektrodenarrays
kultivierten Kardiomyozyten fiir 60 Sekunden aufgezeichnet (gezeigt sind die letzten 10
Sekunden). Danach wurde die extrazelluldire LOsung in einem Spilschritt entfernt
(Vollausschlag der Signale) und durch eine, die 10 uM Atropin enthielt, ersetzt. Es ist
deutlich die Zunahme der Kontraktionsfrequenz zu erkennen. Die Signale wurden
anschliefend noch eine weitere Minute aufgezeichnet. Die Chips mit den kultivierten
Kardiomyozyten konnten mehrfach verwendet werden, da sich die Zellen meist nach
Entfernung des Atropins (Spiilen mit Zellkulturmedium) im Inkubator erholten.
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Atropin ist ein Parasympatholytikum, d.h., es vermindert die Wirkung des Parasympathikus,

indem es Acetylcholin von seinem Rezeptor verdringt. Am Herzen fiihrt dies zur einer

Steigerung der Herzfrequenz. Eine Erh6hung der Kontraktionsfrequenz konnte aber auch ,,in

vitro* festgestellt werden (s. Abbildung 4-14).

V; (mV) V; (mV) V; (mV)

V; mV)

In weiteren Experimenten wurden die Herzstimulans Noradrenalin und das
Antiarrhythmikum Lidocain eingesetzt. Die Konzentrationen wurden sukzessiv erhoht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 4-15 dargestellt.
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Abbildung 4-15: Extrazellulir gemessene Signale von Kardiomyozyten (4 DIV). Zugabe verschiedener
Konzentrationen der Substanzen Noradrenalin und Lidocain.

Vor der Zugabe der Pharmaka wird die Kontraktionsfrequenz der Zellschicht iiber einen
Zeitraum von einer Minute bestimmt. Nach Applikation der pharmakologischen Substanz
wird erneut liber diesen Zeitraum gemessen (gezeigt sind 10 Sekunden in Abbildung 4-15).
Zum SchluB} des Experiments wird eine Kontrollmessung durchgefiihrt, indem die Substanz
sorgfiltig ausgewaschen und die Kontraktionsfrequenz erneut bestimmt wird.

Noradrenalin gehort zur Gruppe der Katecholamine und wirkt positiv chronotrop, d.h. es
steigert die Herzfrequenz. Am Herz wirkt es auf die vaskuldren B-adrenergen Rezeptoren.
Dabei werden G-Proteine aktiviert, was letztendlich zu einer Steigerung der Aktivitit der

L-Typ Ca*"-Kanile und zu einer Erh6hung der Kontraktionsfrequenz fiihrt [Forth et al.,
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2001]. Die Erhohung der Kontraktionsfrequenz bei systematischer Erhohung der
Noradrenalin-Konzentration wurde bereits in fritheren Arbeiten mit Feldeffekttransistoren
und Mikroelektrodenarrays beobachtet [Ingebrandt et al, 2001; Yeung et al., 2001-b]. Die
Ergebnisse konnten hier reproduziert und bestétigt werden (s. Abbildung 4-15, linke Seite).
Als neue Substanz wurde in dieser Arbeit Lidocain eingesetzt, das urspriinglich als
Lokalanéasthetikum entwickelt und auch lange nur als dieses benutzt wurde. Mitte der SOer
Jahre wurde die antiarrhytmische Komponente des Lidocains entdeckt. Arrhythmien sind
elektrophysiologische Stérungen, die als Stérungen in der Impulsbildung, der Erregungs-
ausbreitung oder in der Erregungsriickbildung entstehen. Die antiarrhytmische Wirkung
beruht darauf, daB Lidocain Na'-Kanile blockiert. Dies fiihrt zu einer Verzogerung der
Repolarisierungsphase. Eingesetzt wird es vor allem um tachykarde Rhythmusstorungen zu
terminieren bzw. zu verhindern [Forth et al., 2001]. Die Wirksamkeit von Lidocain ist stark
frequenzabhingig, im allgemeinen fiihrt es aber zu einer Herabsetzung der Herzfrequenz.
Diese Wirkung konnte ,,in vitro* nicht festgestellt werden (s. Abbildung 4-15, rechte Seite).
Da in dem Zellverbund verschieden Zelltypen vorliegen, z.B. Fibroblasten, Myozyten etc.,
ist es schwierig, diesen Befund ndher zu deuten. Im HIS-Purkinje-Bereich fiihrt Lidocain
beispielsweise zu einer Verkiirzung der Aktionspotentialdauer, die oft von einer Herab-
setzung der Refraktérzeit begleitet ist. Der Mechanismus dieser Wirkung wird kontrovers
diskutiert, aber wahrscheinlich handelt es sich um keine direkte Wirkung auf einen
Ionenkanal [Forth et al., 2001]. Ob dieser Mechanismus, oder ein anderer Effekt, fiir die
deutliche Erh6hung der Kontraktionsfrequenz (s. Abbildung 4-15, rechte Seite) verantwort-
lich ist, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Die Anderung der Kontraktionsfrequenzen, nach Applikation verschiedener Konzentra-
tionen von Noradrenalin und Lidocain, sind in Form von Dosis-Wirkungskurven in
Abbildung 4-16 dargestellt.
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Abbildung 4-16: Dosis-Wirkungskurve (Daten aus Abbildung 4-15). Links: Noradrenalin. Rechts: Lidocain.
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Die Kontraktionsfrequenz stieg beim Noradrenalin von 24 Kontraktionen pro Minute
(Initialzustand) mit zunehmender Konzentration auf bis zu 114 Kontraktionen pro Minute
(s. Abbildung 4-16). Beim Lidocain erhohte sich die Kontraktionsfrequenz von 60
Kontraktionen pro Minute (Initialzustand) auf bis zu 144 Kontraktionen pro Minute
(s. Abbildung 4-16). Ein direkter Vergleich zwischen Noradrenalin und Lidocain ist
schwierig, da sich die Kontraktionsfrequenz der beiden Systeme schon im Grundzustand
(ohne Pharmaapplikation) stark unterscheidet. Dieser Unterschied basiert hauptsiachlich auf
dem schon angesprochenen Problem der fehlenden Heizmoglichkeit der Badkammern.
Sollte dieses System in Zukunft fiir pharmakologische Forschungen eingesetzt werden, so
ist eine Installation einer Heizung oder eines DurchfluBsystems zu empfehlen. Die Beispiele
zeigen jedoch das Potential dieses Zell-Hybridsystems fiir den Einsatz im Pharma-
Screening. Es wire sicherlich méglich, dhnliche Experimente mit vielen Komponenten einer
Substanz-Bibliothek durchzufiihren.
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4.2.2. Experimente mit HEK 293-Zellen

Im vorherigen Kapitel wurden Ergebnisse mit Mikroelektrodenarrays an konfluenten
Zellschichten vorgestellt. Die Ergebnisse in diesem Kapitel wurden durch Einzelzell-
Experimente mit Feldeffekttransistoren an genetisch modifizierten HEK 293-Zellen erhalten.
Dieses Zell/Halbleiter-Hybridsystem weist viele Vorteile auf, z.B. liegt im Gegensatz zu den
Kardiomyozyten nur ein Zelltyp vor (keine Fibroblasten, u.a.) und es muf3 nur der Einfluf3
eines einzelnen lonenstroms auf das extrazelluldre Signal betrachtet werden. AuBerdem
konnen die K -Ionenkanile mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik kontrolliert gedffnet werden.
Eine Aufzeichnung des Membranstroms mit der konventionellen Patch-Clamp-Technik
ermdglicht zudem einen direkten Vergleich mit dem extrazelluldr gemessenen Signal. Durch
mehrfache Wiederholung der Stimulationspulse kann ein besseres Signal/Rausch-Verhéltnis

erreicht werden.

4.2.2.1. Charakterisierung der ether-a-go-go (eag) K -Kandile

Nachdem ein geeigneter experimenteller MefBplatz fiir die Kopplungsmessungen aufgebaut
worden war (s. Kapitel 3.3.1), erfolgte eine Charakterisierung der stabil transfizierten HEK
293-Zellen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik. Dazu wurden in einer Ganzzellableitung im
Voltage-Clamp-Modus (s. Kapitel 3.4) Spannungspulse von =70 mV bis +70 mV in 10 mV
Schritten an die einzelnen Zellen angelegt und die resultierenden Membranstrome gemessen
(s. Abbildung 4-17). Als intra- und extrazelluldre Losungen wurden die in Kapitel 3.6.4.2
angegebenen verwendet. Zellklone, die das beagl-Kanalprotein erfolgreich exprimiert
hatten, zeigten eine Stromspannungs-Kurve, wie sie in Abbildung 4-17 (unteres Diagramm)
zu sehen ist. Es ist deutlich zu erkennen, daB sich die K'-Kanile erst ab einer Spannung von
etwa —50 mV o6ffnen und bei der gewédhlten Haltespannung Vyeq von —70 mV geschlossen
sind.* Nicht alle Zellen wiesen Membranstrome in der GroBenordnung von 5 nA bei einer
Spannung von +70 mV auf (mittleres Diagramm in Abbildung 4-17). Die meisten Zellen
zeigten bei +70 mV Strome von etwa 2 nA. Kopplungen mit Strémen unterhalb von 1 nA
waren nur selten erfolgreich (s.u.). Deshalb wurden fiir die Kopplungsexperimente nur
Spannungspulse > 0 mV verwendet.

* Eine ausfiihrliche Charakterisierung transient transfizierter ether-a-go-go (eag) K'-Kanile in HEK 293-Zellen

ist in [Frings et al., 1998] zu finden.
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Abbildung 4-17: Oben: An die Zellen angelegte Spannungspulse. Mitte: K'-Ionenstréme in einer
Ganzzellableitung von stabil transfizierten HEK 293-Zellen (Zellinie beagl 11/6). Unten: Zugehdrige Strom-
Spannungskurve.

4.2.2.2. Zell-Transistor-Kopplungen

Die ersten erfolgreichen Kopplungen wurden bei Spannungspulsen von +70 mV erhalten.
Allerdings mufiten die Pulse bis zu 100 mal wiederholt und gemittelt werden
(s. Kapitel 3.3.1.3). Auffillig war jedoch ein fast immer linearer Abfall des FET-Signals
wihrend des positiven Spannungspulses und ein ebenso linearer Anstieg am Ende des
Pulses (linkes Bild in Abbildung 4-18). Wie sich in spéteren Experimenten herausstellte,
wurde dieser Effekt nicht durch tatsdchliche Vorginge im extrazelluldren Spalt zwischen

Zelle und Transistor hervorgerufen, sondern durch eine falsch eingestellte Zeitkonstante in
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der automatischen Driftkompensation des Verstirkers (s. Kapitel 3.3.1.2). Zur Uberpriifung
des Sachverhalts wurden verschiedene genau definierte Rechteckpulse direkt an die
Einginge des VorverstirkermeBkopfes angelegt und die resultierenden Signale
aufgezeichnet. Die Ergebnisse des Tests sind in Abbildung 4-18 dargestellt (rechtes Bild).
Es sind deutlich die gleichen linearen Anteile wie in der Kopplungsmessung zu erkennen
(rechtes Bild in Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-18: Links: Zell-Transistor-Kopplung mit 100-facher Signalmittelung. Rechts: Tests zur Er—
mittlung der falschen Zeitkonstante in der automatischen Driftkompensation des Verstdirkers.

Nach Korrektur der Zeitkonstante der automatischen Driftkompensation des Verstéirkers
wurden Kopplungen erhalten, wie sie in Abbildung 4-19 dargestellt sind (linkes Bild). Zur
Kontrolle wurden nochmals genau definierte Rechteckpulse direkt an die Eingidnge des
VorverstarkermeBkopfes angelegt und die resultierenden Signale aufgezeichnet (rechtes
Bild in Abbildung 4-19). Der lineare Abfall und Anstieg wurde nicht mehr beobachtet.
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Abbildung 4-19: Links: Zell-Transistor-Kopplung mit 100-facher Signalmittelung nach Korrektur der falsch
eingestellten Zeitkonstante. Rechts: Signalverlauf der Testpulse am Eingang des Vorverstdrkermefkopfes.
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Aus der Form des FET-Signals in Abbildung 4-19 ist eindeutig zu schlieBen, dall das mit
dem Feldeffekttransistor extrazelluldr aufgezeichnete Signal kein rein kapazitiv gekoppelter
Rechteckpuls der Kommandospannung ist (kein passives Signal). Lediglich bei den steilen
Flanken zu Beginn und am Ende des Stimulationspulses handelt es sich um rein kapazitive
Anteile. Der exponentielle Abfall am Ende des Stimulationspulses wird durch Anderungen
der K'-Ionenkonzentration im extrazelluliren Spalt verursacht und wegen der
K"-Ionensensitivitit des Feldeffekttransistors gemessen’. Der exponentielle Anstieg wird
sowohl durch die Ionensensitivitdit des Feldeffekttransistors als auch durch die
Eigenschaften des Kanals beeinfluBt (s. Kapitel 0). Zahlreiche weitere Kopplungs-
experimente wurden durchgefiihrt, um die Form der extrazellulir gemessenen Signale zu

reproduzieren und zu bestétigen. Abbildung 4-20 zeigt eine dieser Messungen.
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Abbildung 4-20: Links: Zell-Transistor-Kopplung mit 100-facher Signalmittelung. Rechts: Verhdltnis
zwischen gemittelten FET-Signal V; und Patch-Clamp-Strom I,

Das Verhiltnis zwischen dem gemittelten FET-Signal V; und dem Patch-Clamp-Strom Iy
kann mit einer Geraden beschrieben werden (rechtes Bild der Abbildung 4-20). Die
Steigung der Geraden betragt Vy/Iy = (148 £ 12) uV/nA. Eine Proportionalitidt zwischen
FET- und Patch-Clamp-Signal wurde auch in einer anderen Arbeit an maxi-K¢, Kanilen
festgestellt (Vy/Iy = 73 uV/nA) und als eine entscheidende Anforderung fiir die Anwendung
eines Biosensors auf ionisch/elektronischer Basis angefiihrt [Straub et al., 2001].

Die Signalamplituden des extrazellulir gemessenen Signals aus Abbildung 4-20 sind
wesentlich hoher als in der vorherigen Messung (Abbildung 4-19). Dies ist auf den hoheren
Membranstrom der benutzten Zelle und auf eine bessere Abdichtung des Feldeffekt-

transistors durch die Zelle zurilickzufiihren. Eine gute Abdichtung der Zelle bedeutet einen

> Untersuchungen zur K'-Ionensensitivitit der verwendeten Feldeffekttransistoren wurden in [Ingebrandt, 2001]

durchgefiihrt.

92



Vstjm (mV)

V; (mV) L, (nA)

Vsimul (mV)

Ergebnisse

groflen Sealwiderstand R; bzw. eine kleine Seal-Leitfahigkeit gj. Eine allgemeine Aussage,
wieviel Membranstrom einer Zelle fiir eine Kopplung benétigt wird, ist deshalb nicht
moglich. Es konnten z.B. auch Kopplungen mit ,kleinen Membranstromen aufgelost
werden (s. Abbildung 4-19).

4.2.2.3. Simulationen der Zell-Transistor-Kopplungen

Zur genaueren Analyse der in den Feldeffekttransistoren eingekoppelten Signale wurden
Simulationen der Kopplungen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Signale von drei
unterschiedlichen Stimulationspulsen aufgezeichnet und mit dem Programm PSpice
(Version 9.1) berechnet’. In Abbildung 4-21 sind die Simulationen zweier Zell-Transistor-

Kopplungen dargestellt.
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Abbildung 4-21: Zell-Transistor-Kopplungen und Simulationen der Kopplungen mit PSpice. Links:
Experiment mit 100-facher Signalmittelung. Rechts: Experiment mit 10-facher Signalmittelung.

Als Stimulationspulse Vi, wurden Spannungen von +70, +40 und O mV gewihlt
(Diagramm la und 1b in Abbildung 4-21). In den Diagrammen 2a und 2b sind jeweils die

% Der komplette Source-Code des Programms wird in [Ingebrandt, 2001] gezeigt.
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mit der Patch-Clamp-Elektrode aufgezeichneten Membranstrome Iy der Ganzzellableitung
zu sehen. Die mit den Feldeffekttransistoren gemessenen extrazelluldren Signale sind in den
Diagrammen 3a und 3b abgebildet. Die Simulationen der FET-Signale mit PSpice sind in
den Diagrammen 4a und 4b zu sehen. Zur besseren Darstellung wurden die FET-Signale
und die PSpice-Simulationen entlang der y-Achse verschoben. Der deutlich hoéhere
Rauschpegel in Diagramm 3b (Abbildung 4-21) wird durch eine niedrige Anzahl von
Signalmittelungen verursacht. Die Zell-Transistor-Kopplung war hier so gut, da3 fiir die
Auflosung der Kopplung eine 10-fache Signalmittelung ausreichte. Die Kopplungsmessung
aus Abbildung 4-20 stammt aus dem gleichen Experiment, wurde aber 100-fach gemittelt.
Fiir die andere Messung in Abbildung 4-21 war eine 100-fache Signalmittelung erforderlich.
Fiir die Simulation der Signale mit PSpice wurde das in Abbildung 4-22 dargestellte Modell
verwendet. Es leitet sich aus dem Punkt-Kontakt-Modell (Abbildung 2-14) aus Kapitel 2.3
ab.

Patch-Clamp-Pipette
(cell-attached)

Zellmembran Kontaktbereich BioFET Low-pass Filter

K3 s G D5<5 K7

mktkontal B rain
Punktkontakt _I_J- _—l__d N
[:] K6
RJ

source

||| 10k
0.03

CFl\d RFM

Abbildung 4-22: PSpice-Simulationsschaltkreis fiir die Patch-Clamp-Kopplung [Ingebrandt, 2001].
Vom Patch-Clamp-Verstirker werden folgende Werte fiir die Simulation benoétigt:

Rwm: Membranwiderstand;

i Leckstrom der Zelle beim Haltepotential (-70 mV);
Chast: kompensierter Wert der Pipetten-Streukapazitét;

Gr: Leckleitfahigkeit der Zelle mit Pipetten-Zell-Kontakt;
Rg: Serienwiderstand des Pipetten-Zell-Kontakts;

AN e

Csow:  Kapazitit der Zellmembran.

Die Werte fir Cpy und Rgs (s. Kapitel 3.4) werden direkt in den PSpice-Simulations-
schaltkreis eingespeist. Aus Cgow und Ry werden mit den nachfolgenden Gleichungen die
Werte fiir die Kapazitit und den Widerstand der anhaftenden und freien Zellmembran

berechnet:
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1 1 . ) .
= ; mit Rpy: Widerstand der freien Membran Gleichung 4-2
R,y 09-Ry,
1 1 . ) .
= ; mit Ryv: Widerstand der anhaftenden Membran Gleichung 4-3
R,y O01-Ry
Cpv =0,9-C ., ; mit Cpy: Kapazitit der freien Membran Gleichung 4-4
Cpy =0,1-C , ; mit Cpy: Kapazitét der anhaftenden Membran Gleichung 4-5
Cyow = Cpy +C,y ;s Parallel-Schaltkreis Gleichung 4-6
1 1 1 . .
= + ; Parallel-Schaltkreis Gleichung 4-7

RM RFM RJM

Fir die auf dem Transistor anhaftende Zellmembran wurde ein Wert von 10 %
angenommen. Jedoch ist der Absolutwert fiir die Simulation nicht entscheidend, da das
simulierte Signal unabhédngig vom Anteil der anhaftenden Zellmembran ist.

Als Spannungsquelle am Knoten 1 (K1 in Abbildung 4-22) werden die Stimulationspulse
der Voltage-Clamp-Messung verwendet. 10 % des gemessenen Membranstroms wird in den
Schaltkreis am Knoten 2 zum Knoten 3 (Kontaktbereich) eingespeist, die restlichen 90 %
am Knoten 2 zum Ground. Die resultierende Spannung kann am Knoten 3 mit einem
simulierten BioFET beobachtet werden. Nach Filterung des Signals (low-pass Filter wegen
Verstirkerelektronik; ermittelt in einem Kontrollexperiment) wird die endgiiltige Spannung
am Knoten 7 ausgegeben.

Der Radius der Zelle kann mit Gleichung 4-8 aus Cgjow berechnet werden:

C . e .
Tete = —Szw ;mitcy = 1 pF-cm * [Hille, 2001] Gleichung 4-8
M

Die Fliache der Zelle ergibt sich unter der vereinfachten Annahme einer kugelférmigen
Geometrie mit Gleichung 4-9 zu:

Ay = 4m~zzelle Gleichung 4-9

Der bedeutendste Werte der Zell-Transistor-Kopplung, der Abdicht- bzw. Sealwiderstand
Rj, 14Bt sich mit der absoluten Seal-Leitfahigkeit Gy nach Gleichung 4-10 und Gleichung
4-11 berechnen:

R, = L Gleichung 4-10
G,

G, = LO(dVM ]CMAJM ;mit Ay, =0,1-A, Gleichung 4-11
VL dt
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Gleichung 4-11 wurde bereits in dhnlicher Form in Kapitel 2.3 fiir die spezifische Seal-
Leitfahigkeit g; angegeben. Beide Gleichungen konnen {iber Gleichung 4-12 ineinander
umgerechnet werden:
GJ
AJM

Gleichung 4-12

g, =

V)" stellt die extrazellulire Spitzenhohe der kapazitiven Antwort auf den Stimulationspuls
dar. Somit ergibt sich flir den Sealwiderstand R; (ohne Berticksichtigung des Tiefpasses) mit
d\]M/ dt= VStufe/ (RS'Cslow):

V
= V0 Stufe 1 Gleichung 4-13

RJ
R(C,., CyA

slow

Bei den Simulationen mit PSpice wird der Wert fiir V,° derart angepaft, daff die Amplituden
der kapazitiven Transienten der simulierten und gemessenen Daten moglichst gut
korrelieren. Abbildung 4-23 zeigt einen vergrolerten Ausschnitt der durchgefiihrten
Simulationen fiir die Messungen aus Abbildung 4-21. Dargestellt ist jeweils das simulierte

und das mit dem Feldeffekttransistor gemessene Signal.
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Abbildung 4-23: Vergroflerte Ausschnitte der Simulationen aus Abbildung 4-21. Gezeigt sind jeweils die
simulierten und die mit dem Feldeffekttransistor extrazelluldr gemessenen Signale.

Es ist deutlich die gute Ubereinstimmung der simulierten und tatsichlich gemessenen
kapazitiven Transienten zu erkennen. Mit den zuvor angefiihrten Gleichungen ergibt sich
fiir den Sealwiderstand R; (Seal-Leitfdhigkeit gj) fiir das 100-fach gemittelte Experiment
ein durchschnittlicher Wert von 890 kQ (gy=0,75 S-cm™). Fiir das 10-fach gemittelte
Experiment wird ein durchschnittlicher Wert von 937 kQ (g = 0,58 S-cm™) berechnet.
Diese Werte bestitigen die bessere Zell-Transistor-Kopplung fiir das 10-fach gemittelte

Experiment.

96



Ergebnisse

Auffillig ist in Abbildung 4-23 jedoch die nicht optimale Ubereinstimmung der Signal-
amplituden am Ende der jeweiligen Stimulationspulse. Die FET-Signale und vor allem der
langsame Abfall der extrazelluldr gemessenen Signale nach Riickgang der Stimulationspulse
auf die entsprechende Haltespannung kénnen mit dem vorgestellten Punkt-Kontakt-Modell
nicht simuliert werden. Eine Ubereinstimmung der FET-Signale mit den simulierten
Signalverldaufen kann nur durch Verwendung eines zusétzlichen Skalierungsfaktors erreicht
werden. In der Literatur wird beschrieben, dal Anhdufungen von Ionenkanélen, die durch
Ionendnderungen im extrazelluliren Raum zwischen Zelle und Transistor hervorgerufen
werden (,,self-gating of ion-channels), einen erhdhten Ionenstrom im extrazelluldren Spalt
verursachen konnen [Fromherz, 1997]. Deshalb soll der erhdhte Ionenstrom nur vom
Feldeffekttransistor und nicht von der Patch-Clamp-Pipette erfalit werden kdnnen.
,,Uberhohte* FET-Signale wurden auch bei Kopplungsexperimenten mit maxi-Kc, Kanilen
in HEK 293-Zellen beobachtet und mit der Theorie von der Anhdufung der lonenkanéle im
extrazelluldren Zwischenraum begriindet [Straub et al., 2001]. Eine alternative Erklarung fiir
,uberhohte* FET-Signale wird in [Ingebrandt, 2001] angefiihrt. Dort wurde der Effekt auf
die Ionensensitivitit des Feldeffekttransistors zuriickgefiihrt’ und ein erweitertes Punkt-
Kontakt-Modell (Gleichung 4-14) vorgestellt. Mit diesem Modell, bei dem selbst fiir grof3e
Skalierungsfaktoren nur geringe Verinderungen der K'-Ionenkonzentration im Spalt nétig
sind (Anderungen im unteren mM-Bereich) konnte eine gute Ubereinstimmung der Daten

erreicht werden.

dv 4 Ac +¢!
v, =L(cM o +ZiiMj+Zs;°“ log(%}

g; i

Gleichung 4-14

Die Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 geben die wichtigsten Parameter der beiden Messungen aus

Abbildung 4-21 zusammenfassend wieder.

Tabelle 4-1: Verwendete und berechnete Werte fiir die Zell-Transistor-Simulationen der 100-fach gemittelten
FET-Signale aus Abbildung 4-21 (linke Seite).

Patch-Clamy Puls: +70 mV Puls: +40 mV Puls: +0 mV

p-Kanal-FET Cslcow = 15717 pF Cslow = 14588 pF Cslow = 14,57 pF
\\//GS _ 1282 \\// Ry =497 GQ Ry = 3,41 GQ Ry = 4,97 GQ
D 025 mS G.=18nS G.= 1,818 GL=18nS
Gga"Ee: 5x16 pmt Vhoia = -70 mV Rs=72MQ Rs=9.9MQ Rg=113 MQ
Signalmittelung: Crase = 5,94 pF g =0,75S-cm g;=0,75 S-cm 2;=0,75 S-cm
100-fach R;=874,3 kQ R;=890,6 kQ R;=907,2 kQ
Kontaktfliche: An=1510"m | An=1510"m" | Apn=1510"m’
10 % I7elle = 11:0 pm IZelle = 1079 pm IZelle = 10:8 pm

7 In [Ingebrandt, 2001] wird fiir die K'-Ionensensitivitit der in dieser Arbeit verwendeten Feldeffekttransistoren

ein Wert von 13,7 mV/pK angegeben (s. Kapitel 2.2).
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Tabelle 4-2: Verwendete und berechnete Werte fiir die Zell-Transistor-Simulationen der 10-fach gemittelten
FET-Signale aus Abbildung 4-21 (rechte Seite).

Patch-Clamp Puls: +70 mV Puls: +40 mV Puls: +0 mV

p_Kanal_FET CSlDW = 18’53 pF Cslow = 18a53 pF Cslow = 18,53 pF
Mt Ry = 0,90 GQ Ry = 1,54 GQ Ry = 1,31 GQ
VDET) '22é5m‘g G.=0nS G.=0nS Gp=0nS
Gate: 5x8 pmd | Vo =70 mV Ry =122 MQ Rs=12.2MQ Rs=122MQ
Signalmittelung: Cruse = 6,10 pF g =0,58 S-cm g =0,58 S-cm 2;=0,58 S-cm
10-fach R;=936,8 kQ R;=936,8 kQ R, =936,8 kQ
Kontaktfliche: Apn=1,8410""m* | Ap=1,80-10""m* | Apy=180-10""m’
10 % IZelle = 1251 um I7elle = 1251 um IZelle = 12,1 um

4.2.2.4. Kinetische Betrachtung der Zell-Transistor-Kopplungen

Der K'-selektive Tonenkanal (beagl) in den HEK 293-Zellen weist eine weitere interessante
Eigenschaft auf. Je nach gewihlter Haltespannung Vpoq verdndert sich die Aktivierungs-
kinetik des Kanals [Frings et al., 1998].

80 1 T 1 1 ! 1 1 1 1 T
60 | d
40 F "

460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Zeit (ms)

Abbildung 4-24: Anderungen in der Aktivierungskinetik des ether-a-go-go (eag) K'-Kanals bei Verwendung
unerschiedlicher Haltespannungen. Oben: Eingesetzte Haltespannungen. Unten: Mit einer Patch-Clamp-

Elektrode gemessener Membranstrom Iy,

Verdanderungen in der Aktivierungskinetik des Ionenkanals wurden nur bei Verwendung

negativerer Haltespannungen als -70 mV deutlich. AuBerdem muflte mindestens
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500-1000 ms auf dieser Spannung ,,vorpolarisiert werden. Die Reaktion ist stark von der

extrazelluliren Mg®"-Konzentration abhingig. Je groBer die Mg®"-Konzentration, desto
langsamer Offnet sich der Kanal [Terlau et al., 1996; Frings et al., 1998; Tang et al., 2000].
In [Schonherr et al., 2002] wird fiir diese Beobachtung eine mogliche Erklarung angefiihrt.

Wenn die Mg*-Ionen an bestimmte extrazellulire Dominen des Ionenkanals (S2-S3;

s. Abbildung 2-4 in Kapitel 2.1) binden, unterliegt der Kanal einer Konformationsdnderung.

Der Kanal geht dann in einen geschlossen Zustand (resting-,,locked*) iiber. Von diesem

Zustand aus ist nur eine sehr langsame Aktivierung moglich. In Abbildung 4-24 ist eine

Patch-Clamp-Messung dargestellt, die den vorgestellten Effekt deutlicht zeigt. Im oberen

Teil der Abbildung 4-24 ist das zugehdrige Stimulationsprotokoll mit den vier Halte-

spannungen -70, -80, -90 und -100 mV abgebildet. Der untere Teil zeigt die resultierenden

Membranstréme. Die extrazellulire Mg® -Konzentration betrug 0,8 mM (s. Kapitel 3.6.4.2).

Um die Frage zu klédren, ob die unterschiedliche Aktivierungskinetik mit einem Feldeffekt-

transistor gemessen werden kann wurden Kopplungsmessungen mit dem Stimulations-
protokoll aus Abbildung 4-24 durchgefiihrt.
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Abbildung 4-25: Zell-Transistor-Kopplungsexperiment in Abhdngigkeit von der gewdhiten Haltespannung zur

Messung der Aktivierungskinetik des lonenkanals. Links: Mit Patch-Clamp-Elektrode gemessene Membran-

strome Iy. Rechts: Mit Feldeffekttransistor gleichzeitig aufgezeichnete Signale V.
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In Abbildung 4-25 sind in Abhédngigkeit von der gewihlten Haltespannung sowohl die mit
dem Feldeffekttransistor extrazelluldr aufgezeichneten Signale V; als auch die gleichzeitig
mit der Patch-Clamp-Elektrode gemessenen Membranstrome Iy; abgebildet. AuBlerdem sind
die exponentiell ,,angeglichenen* Signale eingezeichnet und die zugehdrigen Zeitkonstanten
eingetragen. Der zeitlichen Verlauf der Kanal-Aktivierung kann mit einer Summe zweier

gewichteter exponentieller Funktionen (Gleichung 4-15) beschrieben werden.

—(t-tp)

—(t=tp) .
I, =1y +R-I5™. (] —e T j +(1-R)-Ip™ .(] —e j Gleichung 4-15

Dabei stehen g, und g0 fiir eine schnelle und eine langsame Zeitkonstante und R gibt die
entsprechenden Anteile der schnellen bzw. langsamen Komponente an.

Fiir die Patch-Clamp-Signale ergeben sich nach Anwendung von Gleichung 4-15 ein Anteil
von ungefdhr 20 % fiir die langsame Komponente und entsprechend 80 % fiir die schnelle.
Da der Anteil der langsamen Komponente nur etwa 20 % betrdgt und mit dem
Feldeffekttransistor nicht aufgelost werden konnte, wurden fiir die ,,angeglichenen* Signale
in Abbildung 4-25 nur die schnellen Anteile bzw. Tgg beriicksichtigt. In Abbildung 4-26
sind die ,,angeglichenen Signale aus Abbildung 4-25 normiert eingezeichnet. Eine exakte

»Angleichung® der FET-Signale ist wegen des hohen Rauschniveaus dennoch schwierig.
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Abbildung 4-26: Vergleich der in Abbildung 4-25 berechneten ,, Angleichungskurven®. Oben: Normierter
Patch-Clamp-Strom 1. Unten: Normiertes FET-Signal V.
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Der direkte Vergleich der ,,angeglichenen* Patch-Clamp- und FET-Signale zeigt, dal3 das
FET-Signal einen &hnlichen zeitlichen Verlauf wie das Patch-Clamp-Signal aufweist
(Abbildung 4-26). Erstmals konnte damit die Aktivierungskinetik eines Ionenkanals
extrazellulir mit einem Feldeffekttransistor gemessen und aufgeldst werden. Dies ist
gleichzeitig der experimentelle Nachweis dafiir, daB3 sich der unterschiedliche zeitliche
Einstrom der K'-Ionen in den Kontaktbereich zwischen Zelle und Feldeffekttransistor
deutlich auf die Signaleinkopplung auswirkt. Das hohe Rauschniveau der extrazelluldr
aufgezeichneten Signale erlaubt aber keine eindeutigen SchluBfolgerungen {iber die
Diffusionsvorginge im extrazelluliren Spalt. Dies wird in Abbildung 4-27 deutlich.
Aufgetragen sind die ermittelten Zeitkonstanten gegen die gewéhlte Haltespannung der
»Vorpolarisierung®. Werden Diffusionsvorginge im extrazelluliren Raum zwischen Zelle
und Transistor betrachtet, so sollten die FET-Signale den Patch-Clamp-Signalen bei
schnellen Zeitkonstanten ,,nacheilen”. Bei langsamen Zeitkonstanten sollten die Patch-
Clamp- und FET-Signale etwa gleich schnell sein. Dieser Sachverhalt kann in Abbildung
4-27 wegen der hohen Fehlerwerte nicht eindeutig geklart werden.

50 T ® T E: T * T L T % T L T
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Abbildung 4-27: Vergleich der ermittelten Zeitkonstanten aus Abbildung 4-25. Die Spannung U bezieht sich
auf die eingesetzte Haltespannung der ,, Vorpolarisierung “.

Eine genauere Ermittelung der Zeitkonstanten wird zum einen durch das hohe Rauschniveau
in den extrazelluldr gemessenen Signalen und zum anderen durch die Signalmittelungen
verhindert. Fiir die Auflosung der in Abbildung 4-25 gezeigten FET-Signale muflten die
Stimulationspulse (Abbildung 4-24) insgesamt 100 mal wiederholt werden. Fiir das gesamte
Experiment ergeben sich mit insgesamt vier verschiedenen Stimulationspulsen 400
Wiederholungen der jeweiligen Pulse. Diese hohe Anzahl an Stimulationen stellt eine
extrem starke Belastung flir die Zelle dar. Nicht alle in dieser Arbeit gemessenen Zellen

hielten dieser Belastung stand. Auch wenn die Zellen dieser Beanspruchung widerstanden,
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so wurde sehr hdufig eine deutliche Abnahme des maximalen Membranstroms festgestellt.
Zur Aufklirung der Diffusionsvorginge im extrazelluliren Zwischenraum ist es fiir
zukiinftige Untersuchungen unbedingt notwendig, die Experimente mit einer geringeren
Anzahl an Signalmittelungen durchzufiihren. Dies ist nur moglich, wenn entweder Zellen
verwendet werden, die deutlich hohere Membranstrome liefern und/oder wenn neue
Transistoren entwickelt werden, die wesentlich gro3ere Signalverstirkungen (groBBere Gate-

Steilheiten) und geringere Rauschniveaus aufweisen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden extrazelluldre Signalableitungen elektrisch aktiver Zellen
mit Mikroelektrodenarrays und Feldeffekttransistoren untersucht. Eine erfolgreiche
Anbindung der Zellen auf den Transducersystemen, ausreichend empfindliche Mel3systeme
und ein geeigneter experimenteller MeBplatz waren dafiir notwendig.

Zur Analyse der bioelektronischen Kopplungen wurde ein elektrophysiologischer Arbeitsplatz
aufgebaut und mit einem extrazelluliren MeBsystem erweitert. Dieser Aufbau bot die
Moglichkeit, gleichzeitig intra- und extrazelluldre Signale von Zellen zu analysieren. Als
Zellsysteme wurden primidr kultivierte Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) embryonaler
Ratten und die menschliche embryonale Nierenzellinie HEK 293 verwendet. Das Anwachs-
verhalten der HEK 293-Zellen wurde auf verschiedenen mikrostrukturierten Oberfldchen
mittels Rasterelektronenmikroskopie untersucht und mit Neuronen von Ratten (adult rat
retinal neurones) verglichen. Dabei hatten die Eigenschaften der Oberflache, z.B. Rauhigkeit
und Topologie einen entscheidenden Einflull auf das Wachstum der Neuronen, nicht jedoch
auf das der HEK 293-Zellen.

Die Kardiomyozyten bildeten nach etwa 2-4 Tagen ,,in vitro* eine konfluente Zellschicht aus.
Aufgrund elektrischer Verbindungen der Zellen untereinander (Gap-Junctions), zeigte die
gesamte Zellschicht spontane Kontraktionen. Zur Analyse der Signalweiterleitung innerhalb
eines solchen Zellgeflechts wurden Mikroelektrodenarrays mit 64 Goldmikroelektroden in
Diinnschichttechnologie gefertigt. Zusétzlich wurde die Funktionalitit eines bereits
vorhandenen Melsystems auf 64 Kanile erweitert. Dieses System ermoglichte es, die
Ausbreitung von Aktionspotentialen iiber den gesamten Zellrasen zeitaufgeldst und mit einem
hohen Signal/Rausch-Verhéltnis gleichzeitig an 64 verschiedenen Positionen zu verfolgen
(Multisite-Kopplung). Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der elektrischen Erregung iiber das
Synzytium wurde bestimmt und die ungefdhre Position des Schrittmacherzentrums lokalisiert.
Eine Zugabe geringer Mengen pharmakologischer Substanzen fiihrte zu deutlichen
Anderungen der Kontraktionsfrequenzen. Mit den Zellen aus einem Tier konnten etliche
Arrays beschichtet und so entsprechend viele Experimente durchgefiihrt werden. Ein grofB3er
Teil der Zellen konnte sogar mehrfach fiir Experimente eingesetzt werden. Sie ,,erholten* sich
nach Anwendung entsprechender Waschschritte innerhalb weniger Stunden im Inkubator.
Auch die Mikroelektrodenarrays konnten mehrfach wiederverwendet werden. Ihre
Langzeitstabilitdt, bezogen auf die Standfestigkeit der Passivierungsschicht, erwies sich als
sehr gut. Eine in vorherigen Arbeiten entwickelte MeBmethode, bei der die Elektroden des
Arrays als sogenannte Extended-Gate-Elektroden an die Gates kommerzieller JunctionFETs
angeschlossen werden [Krause, 2000; Ingebrandt, 2001], erlaubte den Verzicht einer

Elektroden-Platinierung zur Impedanzerniedrigung.
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Alle vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen das grof3e Potential dieses Zell-Hybridsystem fiir
einen moglichen zukiinftigen Einsatz in der pharmakologischen Forschung. Als weitere
zukiinftige Entwicklungen in diesem Forschungsgebiet wire die Optimierung von

Strukturierungsmethoden der Chipoberfliche zum Aufbau definierter Netzwerke vorstellbar.

Zur Untersuchung der extrazelluldren Signalableitung einzelner Zellen, wurden Einzelzell-
Experimente an genetisch modifizierten HEK 293-Zellen mit Feldeffekttransistoren
durchgefiihrt. Die Modifikation der Zellen bestand darin, dafl in die Zellen ein Kanalgen
stabil transfiziert wurde, das fiir K'-selektive Ionenkanile kodiert. Auf diese Weise konnte
der EinfluB von K'-Ionenstromen auf das resultierende extrazellulire Signal gezielt
untersucht werden. Da die Ionenkandle spannungsgesteuert sind, konnten sie mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik gut kontrolliert werden. Sie zeigten auBlerdem keine Inaktivierung und
lieferten Membranstrome in der GroBenordnung mehrerer nA (Ganzzellableitung). Durch
gleichzeitige Aufnahme des Membranstroms konnte ein direkter Vergleich zum extrazellulér
gemessenen Signal durchgefiihrt werden. Aus der Form der Signale konnte eindeutig
geschlossen werden, daBl die extrazelluldr aufgezeichneten Signale keine rein ohmsch
gekoppelten Pulse der Kommandospannung sind. Zur genauen Analyse der gemessenen
Signale wurden Simulationen der Signalableitungen durchgefiihrt, charakteristische
elektrische GroBlen der Kopplungen bestimmt und Fehler in der automatischen
Driftkompensation des Hauptverstirkers behoben. Besonders gute Kopplungen wurden
immer dann beobachtet, wenn die Zelle das Gate des Feldeffekttransistors vollstindig
abdeckte. Erstmals konnte auch die Aktivierungskinetik eines Ionenkanals extrazelluldr mit
einem Feldeffekttransistor aufgezeichnet werden. Die Auswertung zeigte, dal die
extrazelluldr gemessenen Signale einen sehr dhnlichen zeitlichen Verlauf wie die zugehorigen
Patch-Clamp-Signale aufweisen. Damit konnte der experimentelle Nachweis erbracht werden,
daB sich der unterschiedliche zeitliche Einstrom von K'-lonen in den Kontaktbereich
zwischen Zelle und Feldeffekttransistor deutlich auf die Signaleinkopplung auswirkt. Das
hohe Rauschniveau und die hohe Anzahl der notwendigen Signalmittelungen erlaubte
allerdings keine eindeutige Schlullfolgerung tiiber genaue Diffusionsvorginge im
extrazelluldren Spalt. Fiir zukiinftige Untersuchungen ist es deshalb unbedingt erforderlich,
neue Transistoren zu entwickeln, die wesentlich groBere Signalverstirkungen und geringere
Rauschniveaus aufweisen. Denkbar wére z.B. ein Einsatz von ,,Nanotransistoren* (Abbildung
5-1). Erste Laborexperimente und Berechnungen prognostizieren Signalverstarkungen, die um
ein bis zwei GroBenordnungen hoher liegen als diejenigen, die in dieser Arbeit mdglich
waren.

Auch Entwicklungen von Oberflichenmodifikationen sollten vorangetrieben werden, um

optimale Sealwiderstinde und eine bessere Empfindlichkeit des Systems zu erreichen. Durch
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gezielte Oberflaichenmodifikationen konnte sogar eine direkte Positionierung der Zellen auf
den Gates erreicht werden. Interessant wire auch eine Untersuchung von lonenkanélen, die
iiber zyklische Nukleotide gesteuert werden. Erfolgreiche Signaleinkopplungen mit diesen
Ionenkandlen konnten zu einer Entwicklung von Liganden-gesteuerten ,,Wholecell*-
Biosensoren, mit ionisch/elektronischer-Schnittstelle, fiihren.

P

2, ——3
Source

Source
Drain

Abbildung 5-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Gates eines hergestellten ,,Nanotransistors” und
zugehoriges Schema.

Hybridsysteme aus Feldeffekttransistoren und genetisch modifizierten Zellen stellen somit
duflerst interessante Modelle dar, um weitere Detailfragen der Zell-Transistor-Kopplung
aufzukldren und die Entwicklung mafgeschneiderter biologischer Signal-Wandler-Systeme in
Zukunft voranzutreiben.
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6. Anhang

6.1. Biologische Zellpriparation fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Medium abpipettieren

2,5 %-ige Glutardialdehyd-Lésung auf Proben geben und vorsichtig schwenken
Kleine Objekte zwei Stunden und grofe Objekte einen Tag bei Raumtemperatur
stehenlassen

1-2 x mit PBS waschen (Entfernung des Glutardialdehyds)

40 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Stunde

60 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Stunde

80 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Stunde

100 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Stunde

100 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Tag

100 % Aceton hinzugeben, Einwirkzeit 1 Tag

Lagerung bis zur endgiiltigen Trocknung in Aceton (niemals austrocknen lassen)
Kritische Punkt-Trocknung mit CO,

6.2. NaBBchemische Reinigung fiir Mikroelektrodenarrays

106

10 Minuten in einer H,O / HO, / H;SO4-Mischung im Verhéltnis 5:1:1 im Ultra-
schallbad bei 80 °C

5 Minuten in deionisiertem Wasser

10 Sekunden in einer AF-91-09-HF-Atzldsung

5 Minuten in deionisiertem Wasser

10 Minuten in einer H,O/H,0,/NH4OH-Mischung im Verhéltnis 5:1:1 im
Ultraschallbad bei 80 °C

5 Minuten in deionisiertem Wasser

10 Sekunden in einer AF-91-09-HF-Atzldsung

5 Minuten in deionisiertem Wasser

10 Minuten in einer H,O / H,O, / HCI-Mischung im Verhiltnis 5:1:1 im Ultraschall-
bad bei 80 °C

5 Minuten in deionisiertem Wasser

10 Sekunden in einer AF-91-09-HF-Atzldsung

5 Minuten in deionisiertem Wasser

Trockenschleudern des Wafers (,,Rinser-Dryer*, Semitool)



Anhang

6.3. Reinigung der MEAs und FETs

e Abspiilen mit ,,normalem* Wasser

e Abspiilen mit deionisiertem Wasser

e Reinigung im Ultraschallbad fiir 10 Minuten in 2 Vol.-% Hellmanex-Lésung (Hellma
Optik GmbH, Deutschland)

e Abspiilen mit deionisiertem Wasser

e Abspiilen mit Milli-Q-Wasser

e Reinigung im Ultraschallbad fiir 10 Minuten in Milli-Q-Wasser

e Badkammern der Sensoren mit 20 Vol.-% H,SO4-Losung befiillen und bei 80 °C
inkubieren

e Abspiilen mit Milli-Q-Wasser

e Sensoren in Glasschalen legen und mit 70 Vol.-% Ethanol iibergieen
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Formelzeichen:

T Zeitkonstante

P Ladungsdichte

AEq Potentialdifferenz einer lonensorte

AEx K'-Gleichgewichtspotential

Un Elektronenbeweglichkeit

Up Locherbeweglichkeit

[K]; K "-Konzentrationen innerhalb der Zelle

[K]o K'-Konzentrationen auBerhalb der Zelle

a Aktivitét

Arm freie Membranfldache

Ajm anhaftende Membranfldche, Kopplungsfldche
Anm Membranflache

b geometrische Kanalbreite

Co Ionenkonzentration aul3erhalb der Zelle

Cq Doppelschichtkapazitit

Crast Streukapazititen der Patch-Clamp-Pipette
Crm Kapazitit der freien Membran

CFM spezifische Kapazitét der freien Membran

C; Ionenkonzentration innerhalb der Zelle

Cim Kapazitit der anhaftenden Membran

CIm spezifische Kapazitit der anhaftenden Membran
cM™ spezifische Membrankapazitit

Cum Kapazitit der Zellmembran

Cox Kapazitit des Gateoxids

Cs;i Kapazitét des Silizium-Substrats

Calow Kapazitit der Zellmembran (Pipetten-Zell-Kontakt)
Cstreu Streukapazititen

d Abstand Zelle-Transducersystem

dox Dicke des Gateoxids
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E; Nernstpotential einer Ionensorte i

Es: elektrisches Steuerfeld

F Faraday-Konstante

f Aktivitatskoeffizient

gCa spezifische Membranleitfihigkeit fiir Ca*"
g spezifische Membranleitfahigkeit einer lonensorte i
g spezifische (Seal-) Leitfahigkeit, Abdichtleitfahigkeit
Gy absolute Seal-Leitfahigkeit

K spezifische Membranleitfahigkeit fiir K
GL Leckleitfahigkeit der Zelle

€m Gatesteilheit

ENa spezifische Membranleitfihigkeit fiir Na"
Ips Drain-Source-Strom

Ips Strom im Abschniirbereich

i Leckstrom

M Ionenstromdichte

Im Membranstrom

Ka, Kg Gleichgewichtskonstanten

k, Transistorkonstante fur n-Halbleiter

kp Transistorkonstante fiir p-Halbleiter

L geometrische Kanalldnge

Lp Debye-Lénge

n Ladungstragerdichte

pHpze pH-Wert des ,,Point of Zero Charge*

P; Permeabilititskoeffizient einer lonensorte 1
q Ladung der Elektronen bzw. Locher

R allgemeine Gaskonstante

Rrm Widerstand der freien Membran

R, Sealwiderstand, Abdichtwiderstand

Rym Widerstand der anhaftenden Membran
Rum Membranwiderstand

Rs Serienwiderstand (access resistance)
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T

t

v
Vbs
Vbsp
Vv
Vs
Vs
Vhold
\&
Vi
Vsufe
Vin
W
Wec
W
Wi
Ws
Wy
X

z

V4
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Zellradius

absolute Temperatur

Zeit

Spannung
Drain-Source-Spannung
Abschniirspannung
Spitzenhohe des extrazelluldren Signals
Flachbandspannung
Gate-Source-Spannung
Haltespannung

Gatespannung
Membranpotential
Kommandopuls-Hohe
Schwellwertspannung
Elektronenenergie

Energie der Leitungsbandkante
Fermi-Energie

Fermi-Energie des Eigenhalbleiters
Bandverbiegung

Energie der Valenzbandkante
Skalierungsfaktor

Wertigkeit einer lonensorte

Impedanz
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Abkiirzungen:

AFM
CC-Modus
CNG

Ccv

DIC

DIV

eag

EGE
EGTA
EIS
EOSFET
ESEM
FET
HBSS
HEK
ISFET
JFET
LPCVD
MEA
MOSFET
PBS

PCB
PECVD
REM
RIE

SHE
SMD

SR
VC-Modus

atomic force microscopy
Current-Clamp-Modus

zyklisch Nukleotid-gesteuert
cyclic voltammetry
Differential-Interferenz-Kontrast

Tage in Kultur (days in vitro)

ether-a-go-go

Extended-Gate-Elektrode

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraessigsdure

Elektrolyt-Isolator-Silizium

Elektrolyt-Oxid-Halbleiter-Feldeffekttransistor

environmental scanning electron microscope

Feldeffekttransistor

Hanks balanced salt solution
human embryonic kidney
Ionensensitiver Feldeffekttransistor

Junction-Feldeffekttransistor

low pressure chemical vapour deposition

Mikroelektrodenarray

Metall-Oxid-Silizium-Feldeffekttransistor

phosphate buffered solution

printed circuit board

plasma enhanced chemical vapour deposition

Rasterelektronenmikroskopie
reactive ion etching
Standard-Wasserstoffelektrode
surface mounted devices
sarcoplasmatisches Reticulum

Voltage-Clamp-Modus
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