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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird ein neuartiger, industriell gefertigter Halbleiter-Chip
zur raumzeitlichen Messung neuronaler Aktivitit an dissoziierten Zellkulturen
oder an kultivierten Hirnschnitten vorgestellt. Die 64 x 32 Sensoren basieren
auf dem Messprinzip der Neuron-Silizium-Kopplung: Ein offener Feldeffekt-
transistor misst die extrazelluldre Spannung unter einer einzelnen Nervenzelle,
verursacht durch die Strome im Kontaktbereich der Zellmembran. Der Chip

wurde in Kooperation mit der Firma Siemens entwickelt.

Fiir die Datenaufnahme an dem Chip wurde ein Messstand aufgebaut und
ein Messprogramm entwickelt. Der Chip wurde auf seine Funktionsfihigkeit
hin untersucht, dabei wurden die kritischen Punkte bei der Konzeption ei-
nes Multiplexing-Chips herausgearbeitet: Neben einem zuverldssigen Schutz
vor Korrosion im Elektrolyten sind rdumliche und zeitliche Homogenitét der
Sensorkennlinien notwendige Voraussetzungen fiir Multi-Site-Messungen. Die
Umschalt- und Einschwingzeit beim Wechsel der aktiven Spalte entscheidet
iiber die zeitliche Auflésung. Die Geometrie des Kontaktbereichs muss dem
Neurondurchmesser angepasst sein. Die Funktionsfdhigkeit des Sensors erfor-
dert eine hohe Qualitdt der Kontaktlochauffiillung. Messungen an Rattenzellen

erfordern eine Minimierung des Rauschens auf deutlich unter 100 pV.

Die Chips mehrerer aufeinanderfolgender Chargen wurden geméf dieser Krite-
rien charakterisiert. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen verbesserte Siemens
schrittweise die Schaltung und die Prozessfiihrung. Insgesamt durchlief der
Chip eine Entwicklung von sechs Chargen. Dabei war von der ersten auf die
zweite Charge ein komplettes Redesign der Masken nétig, in den folgenden

Schritten wurden lediglich einzelne Masken bzw. Prozessschritte variiert.

Weitere Schwachstellen konnten durch Anderung der elektrischen Beschaltung
kompensiert werden. Das Auftrennen einer Leiterbahn in Kombination mit ei-

nem angepassten Schaltprotokoll verbesserte das Umschaltverhalten erheblich.

Die Funktionsfdhigkeit einzelner Sensoren wurde an aufgesetzten Blutegelneu-
ronen demonstriert. Die dabei registrierten Kopplungssignale sind vergleichbar

mit Messungen an metallfreien Feldeffekttransistoren aus friitheren Arbeiten.



Auf der Chipoberfliche konnten erfolgreich Schneckenzellen kultiviert werden:
In dreitdgigem Wachstum bildeten sich Neuriten mit mehreren hundert Mik-
rometer Linge aus. Die Zellen waren elektrisch aktiv, und es wurden Kopp-

lungssignale abgeleitet.

Als Demonstrationsexperiment eines Multi-Site-Recordings wurden an einem
5 x 5-Ausschnitt des Arrays simultan FET-Signale aufgezeichnet. Einer der
Sensoren koppelte an ein aufgesetztes Schneckenneuron, die Transienten be-
nachbarter Sensoren zeigten aufgrund ihrer unterschiedlichen Einsatzspannun-

gen gegeneinander verschobene konstante Nullpunktssignale.

Vierzehntigige Kultivierung von organotypischen Hippocampus-Hirnschnitten
der Ratte lielen funktionale Eigenschaften und Oberfliche des Chips unverin-
dert. Die Grofle des Messfeldes erwies sich als ideal fiir die Slices. An einer zwolf
Tage alten Zellkultur konnten in einem ersten echten Multi-Site-Experiment an
49 Sensoren des Chips gleichzeitig monophasische Kopplungssignale abgeleitet

werden.
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Kapitel 1
Einleitung

Die Hirnrinde besteht aus 10 Milliarden Nervenzellen, deren Neuritenfortsitze
sehr dicht miteinander verbunden sind, so dass ein engmaschiges und stark
riickgekoppeltes Neuronennetz entsteht. Die Informatik versucht durch Nach-
ahmung des Prinzips der massiven Vernetzung, neue Losungen fiir komplexe
Probleme wie die Mustererkennung, Segmentierung und die Realisierung lern-
fahiger Systeme zu finden. Die dabei verwendeten Modellneurone besitzen im
Vergleich zu biologischen Nervenzellen stark vereinfachte Eigenschaften: Sig-
nalformen, Codierung, Synapsengewichtung und Plastizitéit sind im biologi-
schen Netzwerk weitaus komplizierter, die Art der Vernetzung ist im organi-
schen Gewebe wesentlich undurchsichtiger als in den definiert aufgebauten und
nach Ebenen abgestuften Computernetzen. Wihrend sich durch solche artifi-
ziellen ,Neuronalen Netze® interessante Anwendungen in der Informatik erge-
ben, tragen die theoretisch gewonnenen Erkenntnisse nur wenig zur Kldrung

biologischer Fragestellungen bei.

Um mehr iiber das Neuronennetz der Hirnrinde zu lernen, sind Experimente
an biologischen Systemen unerlédsslich. Wahrend neurobiologische Experimen-
te am lebenden Tier einen groben Uberblick iiber die funktionale Aufteilung
des Gehirns geben, werden zur Kldrung der zugrunde liegenden Mechanismen

Ansétze auf drei niedrigeren Ebenen verfolgt:

Auf der Ebene des Neurons kann mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik die Ak-
tivitat einzelner Ionenkanéle in der Membran in Realzeit beobachtet werden.

Auf einer weiteren Ebene erlauben spannungssensitive Farbstoffe die optische

9



10 Kapitel 1. Einleitung

Messung der Ausbreitungsgeschwindigkeit in den Neuriten. Um Experimente
auf dieser zweiten Ebene — kleiner geometrischer Netzwerke — reproduzierbar
zu machen, kann die Geometrie des auswachsenden Netzwerkes durch che-
mische Strukturierung des Substrats und das Anlegen elektrischer Felder be-
stimmt werden. Diese Experimente sind hervorragend fiir rdumlich beschrink-
te Messungen an einzelnen oder wenigen Neuronen geeignet und haben zu
einem guten Verstédndnis der Entstehung und Fortleitung von Aktionspoten-
tialen gefiihrt. Zur Beobachtung der Aktivitit von komplexeren Nervennetzen
in dichten Zellkulturen eignen sie sich aber nicht: Aufgrund des Platzbedarfs
kénnen nur wenige Patch-Pipetten gleichzeitig verwendet werden, die Zahl der
Messstellen fiir eine simultane Messung im Netzwerk ist daher stark begrenzt.
Spannungssensitive Farbstoffe sind meist toxisch, Langzeitbeobachtungen an

Zellkulturen sind daher problematisch.

In dieser Arbeit wird ein neuartiger Chip mit 2048 Kontaktstellen zur gleich-
zeitigen Messung neuronaler Aktivitit vorgestellt. Die Zahl der Sensoren ist
um ein Vielfaches hoher als bei den bislang in der Literatur bekannten grofiten
Multi-Site-Arrays, den Metallelektroden-Arrays (MEA) mit bis zu 60 Mess-
punkten [8]. Dies wurde dadurch ermdoglicht, dass das Prinzip der Neuron-
Silizium-Kopplung [9] — ein offener Feldeffekttransistor detektiert extrazellulér
den Strom durch die Membran des aufliegenden Neurons — mit moderner
CMOS-Halbleitertechnologie kombiniert wird. Da Feldeffekttransistoren Stan-
dardbauteile im industriellen Chipdesign sind, konnte der Neuro-FET nahtlos
in eine individuelle Verstéirkerzelle, und diese wiederum in eine Auswahllogik
integriert werden. Die SiOs-Glasoberfliche solcher Chips stellt eine geeignete

Grundlage fiir Zellkulturen dar.

Folgende Einsatzgebiete des Chips sind vorgesehen:

Dissoziierte Zellkultur: Durch die Kultivierung einer hohen Dichte von em-
brionalen Neuronen auf der homogenen Chipoberfliche kénnen die aus dem
Zellverband herausgel6sten Neuronen erneut zu einem ungeordneten Netzwerk
zusammenwachsen. Man kommt so zu einem flichenhaft ausgedehnten Mo-
dellsystem, bei dem zu erwarten ist, dass sich sich Signale in &hnlicher Form
ausbreiten werden wie im Organismus [27], [28]. Die hohe Zahl der kultivier-

ten Zellen kombiniert mit der grolen Sensordichte auf dem Chip stellt eine Art
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,ochrotschussexperiment® dar, in dem es eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir das
Zustandekommen mehrerer Neuron-Sensor-Kopplungen iiber die Flidchenaus-

dehnung des Chips hinweg gibt.

Organotypische Kultivierung von Slices: Hippocampus-Schnitte der Rat-
te konnen in zweiwdchiger Kultur auf einer Glasoberfliche anwachsen. Dabei
bleibt die Struktur der Hirnregion im Wesentlichen erhalten. Daher ist zu er-
warten, dass die beobachtete Signalausbreitung derjenigen im lebenden Or-
ganismus vergleichbar ist. Im Allgemeinen wird der Kopplungsbereich eines
FET-Sensoren nicht vollstéindig von einem einzigen Neuron abgedeckt. Anstel-
le von Einzelsignalen beobachtet man daher eine Superposition der Zellakti-
vitat vieler benachbarter Neurone. Andererseits ist man damit nicht von einer
hundertprozentigen Abdeckung des Sensors durch die Einzelzelle abhéngig.
Durch die gleichzeitige Signalaufnahme eines Rechtecks von Sensoren kénnen
raum-zeitliche Aktivitdtsmuster mit der vollen Auflésung des Sensorrasters

aufgezeichnet werden.

Die vorliegende Arbeit ist in fiinf Unterbereiche gegliedert:

Kapitel 2 behandelt die zum Verstdndnis der Arbeit nétigen theoretischen
Grundlagen. Ausgehend von der Ionen- und Ladungsverteilung an der Zell-
membran wird die Rolle der spezifischen, spannungsabhingigen Ionenkanile
an der Entstehung und Form des Aktionspotentials dargestellt. Anhand des
Punktkontakt-Modells zur Beschreibung der Neuron-Silizium-Kopplung wer-
den die autretenden Kopplungstypen abgeleitet und kategorisiert.

Kapitel 3 vermittelt das Konzept des 2048-Sensor-Chips: Der funktionale und
modulare Aufbau wird vorgestellt und die Herstellung in moderner CMOS-
Technologie skizziert. Vor diesem Hintergrund werden die bei der Prozessierung
und Weiterentwicklung aufgetretenen Probleme anhand der sechs aufeinander-

folgenden Chargen erldutert.

Kapitel 4 beschreibt die individuell aufgebaute und zusammengestellte Mess-
apparatur. Es wird der Einbau der vereinzelten Chips in Messkammern ge-
zeigt und ihre elektrische Beschaltung beschrieben. Bei der Beschreibung der
benétigten Messgerédte wird auch auf die Problematik bei der Datenaufnahme

und Verarbeitung des Multiplexings eingegangen.
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In Kapitel 5 erfolgt eine Charakterisierung der vorliegenden Chips nach ihren
funktionalen Eigenschaften: Anhand der 2048 Sensorkennlinien werden Homo-
genitdt und Drift der Sensorzellen analysiert. In weiteren Unterabschnitten
werden Schaltverhalten, Geometrie und technische Ausfiihrung des Kontakt-

bereichs sowie das Rauschen anhand geeigneter Kriterien untersucht.

Kapitel 6 zeigt experimentelle Resultate bei der Erprobung des Chips an ver-
schiedenen Systemen. An willkiirlich aufgesetzten Blutegelneuronen wird die
prinzipielle Funktionsfahigkeit der Chip-Sensoren demonstriert: Kopplungssig-
nale konnten in beliebigen Spalten und Zeilen des Arrays abgeleitet werden.
Das erneute Auswachsen von extrahierten Schneckenzellen beweist die Zellkul-
turtauglichkeit: die Neurone waren nach drei Tagen Kultur elektrisch aktiv und
zeigten Kopplungssignale. In einem Demonstrationsexperiment fiir Multi-Site-
Messungen an dissoziierten Zellkulturen wurden die Signale von 25 Sensoren
simultan aufgezeichnet. Der Chip erwies sich als resistent gegen zweiwd6chi-
ge Kultur von Hippocampus-Hirnschnitten der Ratte. In einem ersten echten
Multi-Site-Experiment konnten gleichzeitig an 49 Positionen des Arrays Kopp-

lungssignale zwischen Slice und Chip abgeleitet werden.



Kapitel 2

Theorie

2.1 Neurone und Aktionspotentiale

Die Informationsverarbeitung im Gehirn erfolgt tiber den Austausch von elek-
trischen Signalen zwischen Neuronen. Aktionspotentiale entstehen an der Zell-
membran durch Umladeprozesse von Ionen, gesteuert durch das spannungs-
abhéngige Verhalten der in die Membran eingelagerten Ionenkanile und ange-
trieben durch die Konzentrationsunterschiede der verschiedenen Ionensorten
zwischen Membraninnen- und auflenseite. Thre Form ist charakteristisch fiir
den Typ des Neurons: Aufeinanderfolgende Aktionspotentiale besitzen diesel-
be Amplitude und Linge. Information ist also nicht durch die Form der Sig-
nale, sondern durch Frequenz oder Anzahl der in ,,Spike-Trains“ wiederholten

Aktionspotentiale kodiert.

In dieser Arbeit wurden ausschliefilich Messungen an Einzelneuronen durch-
gefiihrt; im Vordergrund steht das einzelne Aktionspotential am Zellsoma. Des-
halb wird vorwiegend auf die zum Verstdndnis der Neuron-Silizium-Kopplung

notigen Grundlagen eingegangen.

2.1.1 Zellmembran

Die Zellmembran besteht aus einer wenige Nanometer dicken Doppelschicht

aus Lipidmolekiilen. Sie trennt das Zellinnere vom Auflenraum ab, und bil-

13
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det aufgrund des amphiphilen Aufbaus eine hochwirksame Barriere gegen den
Durchtritt von Ionen (Bild 2.1).

Bild 2.1: Im Fliissig-Mosaik-Modell der Zellmembran sind amphiphile Lipidmo-
lekiile zu einer flexiblen Doppelschicht angeordnet, in der Membranproteine lateral
ungehindert diffundieren konnen. Einzelne Proteine kénnen durch ihre strukturelle
Untergliederung in hydrophile und lipophile Teile die Membran iiberbriicken, und

bilden selektive lonenkandle oder -pumpen [18].

In die Zellmembran sind Membranproteine eingelagert, die fiir die elektrischen

Eigenschaften der Nervenzelle verantwortlich sind:

Tonenpumpen sorgen fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung von Konzen-
trationsgradienten iiber die Zellmembran hinweg: Die Kaliumkonzentration in
der Zelle ist gegeniiber dem Auflenraum erhoht, die Natriumkonzentration ver-

ringert.

Spezifische Ionenkaniéle sind fiir jeweils eine lonensorte ¢ durchldssig. Durch
Konformationsinderungen infolge duflerer Einfliisse konnen sie ihre Leitfdhig-
keit verdndern. Fiir die Signaliibertragung an Synapsen sind besonders die
transmittergesteuerten Rezeptoren wichtig, fiir die Entstehung des Aktionspo-

tentials betrachten wir im folgenden spannungsabhéngige Kanile.

Aufgrund des Konzentrationsunterschiedes zwischen Zellinnen- und Auflen-
raum flieft ein Diffusions-lonenstrom durch die gedffneten Ionenporen. Dieser
Ladungstréigerfluss iiber die Membran baut gleichzeitig eine Spannung an dem
Membrankondensator cy; auf, die dem Diffusionsstrom entgegenwirkt. Bei kon-

stanter Leitfahigkeit fiihrt dies zu einem dynamischen Gleichgewicht zwischen
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Diffusions- und Driftstrom (Nernst-Planck-Gleichung). Das Umkehrpotential
E; bezeichnet die Gleichgewichtsspannung fiir den Fall, dass nur eine Ionen-
sorte ¢ vorliegt, G; die Gesamtleitfihigkeit der Kanile i (Bild 2.2).

Im Allgemeinfall tragen verschiedene Ionensorten und -kanile zur Anderung
des Membranpotentials Vy; in der Zelle bei. Neben dem ionischen Stromfluss
durch die Kanile miissen im elektrischen Ersatzschaltbild auch die kapazitiven

Eigenschaften der Zellmembran durch Parallelschaltung eines Kondensators

beriicksichtigt werden.

AuBenseite K* Na*
.
i
[
+ |+ Gna | |Ga Gk | |
] O
= = Pumpem
- ot + 1!
_WENa _T Ec _T Ex : :
! v oI
Innenseite

Bild 2.2: Links und Mitte: Das elektrische Ersatzschaltbild der Kaliumkanale ist
eine zur Membrankapazitat parallel liegende Serienschaltung aus Kanalleitfahigkeit
und Nernstpotential. Rechts: Das Modell 138t sich fiir zusatzliche Kanaltypen
einfach erweitern. Zur Beschreibung der aktiven Membraneigenschaften muss das

spannungsabhangige Verhalten der Leitfahigkeiten G; beriicksichtigt werden [19].

2.1.2 Spannungsabhingigkeit der Ionenkanile

Die Leitfihigkeit der Nat- und K*-Kanile und damit der Stromfluss durch
die Zellmembran ist spannungsabhingig. Hodgkin und Huxley untersuchten
durch Voltage-Clamp-Experimente am Tintenfisch erstmals den quantitativen
Verlauf der lonenstrome infolge eines Spannungssprungs an der Zellmembran.

Sie formulierten daraus ein Modell zur vollstdndigen Beschreibung der ITonen-
kanalleitfdhigkeit [12].

Nat-Kaniile besitzen vereinfacht drei Zustéinde: ruhend, aktiviert und inakti-
viert [16]. Wird die Zellmembran depolarisiert, geht der Kanal vom ruhenden
(geschlossenen) in den aktivierten Zustand iiber und wird dadurch leitfihig.
Bleibt die Depolarisation bestehen, wechselt der Kanal in den inaktivierten ge-

schlossenen Zustand. Dieser bleibt bis zu einer Repolarisierung der Membran
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erhalten; erst dann kann der Kanal wieder in den aktivierbaren Ausgangszu-

stand iibergehen.

K*-Kanile besitzen dagegen nur zwei Zustinde: Auf eine Depolarisation hin
wechseln sie ebenfalls in einen aktivierten Zustand, 6ffnen jedoch langsamer als
Nat-Kanile. Dagegen existiert fiir sie kein inaktivierter Zustand, sie bleiben

auch bei langer anhaltender Depolarisierung geoffnet.

Das unterschiedliche Verhalten von Na™- und K*-Kaniilen wird detailiert durch
ein Modell mit vier funktionalen Untereinheiten, oder Klappen, fiir jeden Ka-
naltypen beschrieben: Ein Kanal ist dann leitfdhig, wenn alle vier Klappen
gleichzeitig offen sind. Das Offnen und Schlieen der Einzelklappe gehorcht ei-
ner Ratengleichung, die Spannungsabhéngigkeit vom Membranpotential steckt

dabei in den Ratenkonstanten.

Ein Nat-Kanal besitzt demnach drei gleiche Klappen, die mit zunehmen-
der Membranspannung 6ffnen und eine vierte Klappe, das Inaktivierungs-
tor, mit entgegengesetztem Verhalten. Die Inaktivierung erklért sich durch
ein verzogertes Schlieflen dieser vierten Klappe auf dem Hohepunkt des Akti-

onspotentials.

K*-Kanile besitzen dagegen vier identische Klappen, deren Offnungskinetik
durch eine flachere Gatingkurve der Ratenkonstanten langsamer ist als die der

offnenden Na*-Teilchen. Eine Inaktivierungsklappe existiert fiir sie nicht.

Die Gesamtzahl der fiir den Ionentransport offenen Kanile gehorcht folglich ei-
ner Statistik, abhingig von der Membranspannung und deren zeitlichen Ande-
rung. Die Gesamtleitfihigkeit fiir die Na*- bzw. KT-Stréome bestimmt sich aus
der Anzahl der jeweils offenen Kanéle einer Kanalsorte und der Leitfihigkeit

des geoffneten Einzelkanals.

2.1.3 Aktionspotential

Im Ruhezustand dominiert die Leitfihigkeit der K*-Kaniile, das Membran-
potential befindet sich daher nahe dem negativen Nernst-Potential der K*-
Kanéle. Findet nun eine Depolarisation der Membran statt, so reagieren vie-
le der Na™-Kanile auf die Spannungsinderung durch ein schnelles Offnen.

Das einstromende Na® erhoht zusitzlich das Membranpotential. Durch diese
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Selbstverstirkung der Depolarisation werden weitere Na-Kanile aufgerissen.
Es bildet sich ein Aktionspotential aus, das iiber das Nullpotential hinausschie-
fen kann (Bild 2.3).

+50 +50 Eng —— —————— - == — = ——— —
= L
E s
8 OF s~ X - o= p o= 5 OfF---4-%{-—--------—--
S . £
% Depolarisation __| Repolarisation g 40 <
153 g Na*-Kanéle g
I g r e
2 - gs
€ -50F} Ruhepotential Nachpotential g K*-Kanale 20 33
[ -50 o £
= L Qo
_____ 0o 5&
Exk —————————m e
1 1 L 1 L Il 1 1 I
-100 - 0 1 2 3 0 1 2 3 4
Zeit[ms] Zeit[ms]

Bild 2.3: Links: Verlauf eines Aktionspotentials. Rechts: Beitrag der lonen-
strome. In der ersten Phase des Aktionspotentials dominiert der einwarts gerichtete
Natrium-Strom und depolarisiert dadurch die Membran, zeitverzogert bewirkt der

Kaliumstrom die Repolarisation [19].

Die Dauer des Aktionspotentials wird auf zwei Weisen begrenzt: Mit anhal-
tender Depolarisation tritt der Inaktivierungsmechanismus der Na™-Kaniile in
Kraft, die Na™-Leitfihigkeit sinkt damit wieder ab. Zeitverzégert 6ffnen nun
aber aufgrund der Spannungsénderung auch die K*-Kaniile, und es kommt zu
einem verstirkten Ausstrom von K*-Ionen aus der Zelle. Das Membranpoten-
tial sinkt in der Repolarisation wieder ab, meist folgt darauf sogar eine kurze

Hyperpolarisation durch die erst langsam wieder schlieenden K*-Kanile.

In der nun folgenden Refraktirzeit relaxieren die Kanalleitfdhigkeiten in ihren
Ausgangszustand. Wihrenddessen ist das Neuron nicht oder nur mit erhéhter

Depolarisierung zu einem weiteren Aktionspotential erregbar.

2.2 Neuron-Silizium-Kontakt

Die elektrische Aktivitéit eines Neurons kann extern von einem offenen Feld-
effekttransistor unter der Zelle aufgezeichnet werden. Voraussetzung dafiir ist,
dass das 10-100 pm grofle Neuron auf der Chipoberfliche haftet und dadurch
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ein Elektrolytkompartiment vom umgebenden Badpotential elektrisch isoliert.

Abhéngig vom Zelltyp und der Oberflichenbeschichtung bildet sich beim Neu-
ron-Silizium-Kontakt ein 10-100 nm hoher Spalt zwischen Zellmembran und
Siliziumdioxid. Elektrisch ist dies ein zweidimensionaler Kern-Mantel-Leiter;
aufgrund des Stroms von der Zelle ins umgebende Bad bildet sich ein Span-

nungsprofil geméf der Kabelgleichung aus [33].

Da das Gate des Transistor-Sensors eine Aquipotentialfliche darstellt, geniigt
es, den Kontaktbereich zwischen Zellmembran und Silizium als punktformig zu
betrachten, um zu einer Beziehung zwischen intrazelluldarem Membranpotential
und extrazelluldr detektierter Spannung zu gelangen. Die folgende Darstellung
des Punktkontakt-Modells folgt [10].

G

T

INJ

C 1
VJ ’—é
T + 1

CJG -

Bild 2.4: Punktkontakt-Modell der Neuron-Silizium-Kopplung. Zwischen freier
Membran und Kontaktmembran wird unterschieden, indem den lonenkanadlen in

beiden Bereichen der Zelloberflache verschiedene Leitfahigkeiten zugeordnet wer-
den [10].

Bild 2.4 zeigt das elektrische Ersatzschaltbild fiir den Kontaktbereich: Die
Ionenkanéle in der freien Membran Apy, und der Kopplungsmembran Ajy
werden durch die spezifischen Leitfihigkeiten g&,, und g%, getrennt charak-

terisiert. Die spezifische Membrankapazitéit cy; ist iiber die ganze Membran
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konstant. Die Abdichtqualitit des Kopplungsbereichs unter der Membran ge-
gen das Bad wird beschrieben durch die spezifische Leitfahigkeit g; = G; /A
(Gesamtleitfahigkeit dividiert durch Kopplungsfliche). Die spezifische Kapa-

zitat der Gateelektrode ist ¢j¢.

Das Verhiltnis zwischen intrazellulirem Membranpotential V3 und extrazel-
luldrem Potential Vj iiber dem Transistor wird durch die Bilanzen der Strome
in das Neuron, vom Neuron in die Junction und von der Junction ins Bad

bzw. in den Chip bestimmt.

Die Aktivitdt Vi der Zelle kann experimentell mittels einer Mikropipette aufge-
zeichnet und gleichzeitig durch einen Injektionsstrom I1y; kontrolliert werden.

Vy wird vom Transistor aufgezeichnet.

Die mathematische Beschreibung des Punktkontaktmodells ergibt sich aus der

Anwendung der Kirchoffschen Regel auf die Stromknoten Vj und Vj:

; ; dW; dV;
9V = ZgﬁM(VM_w_VI)‘FCMd—é\/I—(CJG—FCM)d—tJ. (1)
1 , , dV;
== Y gy (V= Vo) Fen— - + (2)
Arm : dt
A , , d(Vy =V,
b5 gV = i = 1) + o L))
Arm \5 dt

Um zu einer vereinfachten Darstellung des Differentialgleichungssystems zu

gelangen, werden folgende drei Nidherungen eingefiihrt [10]:

Schnelle Relaxation des Kopplungssignals
Der kapazitive Strom im Kopplungszweig ist klein, es gilt:

(e3¢ + en)dVy/dt < g3Vj. Dies bedeutet eine schnelle Relaxation des Kopp-
lungssignales gegeniiber der Zelldynamik. Die Annahme ist zuléssig fiir Signale

im Millisekundenbereich mit ¢;q+cy ~ 1 uF/cm? und gy ~ 1000 mS/cm? [28].
Schwache Kopplungssignale

Die Leitfdhigkeit der aufliegenden Membran im Kopplungsbereich ist klein mit
> g5y < g3 Damit fillt auch im Kopplungsbereich der Grofiteil der Spannung
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iiber die Membran ab, und es gilt: Viy — Vj & Vi, oder Vj < Vi (schwache
Kopplung). Bei einer schwachen Kopplung &ndern sich die Ionenkonzentra-
tionen im Kopplungsbereich gegen das Bad nicht. Damit sind auch die Um-
kehrpotentiale V¥ der Kopplungsmembran gegeniiber der freien Membran un-

verdndert.
Kleiner Kopplungsbereich

Der tatsichliche Kopplungsbereich unter der aufliegenden Membran ist klein:
Apn/Arg = < 1.

Mit den aufgefiihrten Niherungen ergeben sich folgende vereinfachte Glei-

chungen:

| | dv;

aVi = gV = V) + e (3)

I . | | dv;

o= (gt B Ve = Vg) + e (4)
FM i

)

Gleichung (3) beschreibt den Strom durch den Kopplungsbereich als Summe
der ionischen Stréme durch die Kanile im Kopplungsbereich und des kapaziti-
ven Stroms iiber die Kopplungsmembran. Aufgrund der Spannungsabhéngig-
keit der beteiligten Ionenkanéle ist der Zusammenhang zwischen intrazelluldrer

und extrazelluldrer Spannung nichtlinear.

Die Dynamik des Membranpotentials Vj;(¢) (Gleichung (4)) ensteht durch die
[onenstréme der freien Membran. Sie kann {iber den Injektionsstrom kontrol-
liert werden. Die Kopplungsmembran spielt bei kleiner Fléiche § < 1 nur dann

eine Rolle, wenn sie extreme lokale Leitfihigkeiten g%, > g&,, aufweist.

Bei Abwesenheit oder Anliegen eines konstanten Injektionsstroms Iy (current
clamp) erzeugt die freie Membran nach (4) das Signal V), das in der Kopplung
als Vj beobachtet wird. Zusammenfassen von (3) und (4) durch Substitution
des Ladestroms und ( < 1 liefert

- g
aVi = (g — gba) (Ve — V5) + . (5)
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Der kapazitive Strom in Gleichung (3) tritt nicht mehr explizit auf. Vj(t)
ist neben dem Injektionsstrom eine reine Superposition aus den ionischen
Stromen. Die Kopplungsantwort ist abhéngig von den Unterschieden der ioni-

schen Leitfihigkeiten g%, — g4y zwischen koppelnder und freier Membran.

Eine Differenz in den Ionenkanalleitfahigkeiten zwischen freier und aufliegen-
der Membran ist also Voraussetzung fiir die Messung eines Kopplungssignals.
Solche Unterschiede kénnen etwa durch gednderte Molekiileigenschaften der
Ionenkanile, unterschiedliche Aktivierung und durch Ansammlung oder Ver-
armung von lonenkanélen entstehen. Die Ursache dieser Leitfahigkeitsdifferenz

bestimmt dabei die Form des Kopplungssignals.

2.3 Kopplungstypen

Lineare Kopplung

Im Fall der linearen Kopplung sind die [onenkanéle in der Kopplungsmembran
im Gegensatz zur freien Membran inaktiv, d.h. sie zeigen kein spannungs-
abhingiges Gating. Nach dem Thévenin’schen Theorem [13] kénnen in die-
sem Fall die verschiedenen Ionenkanalleitfidhigkeiten und Umkehrpotentiale in
der Membran zu einer einzigen ohmschen Leitfihigkeit gy in Serie mit einer
Spannungsquelle V; zusammengefasst werden. Bei Abwesenheit eines Injek-

tionsstroms und méBig grofler Leitfihigkeit gjy ergeben sich aus (3) und (4):

dV;
Vi = gV —W) + CMd—;vI- (6)
d; i i
CMd—;w = - ZgFM(VM - Vo) (7)

Die freie Membran erzeugt nach (7) ein Aktionspotential Vy(t), das gemé8 (6)

als Kopplungssignal Vj gemessen wird.

Fiir den Grenzfall sehr kleiner Leitfdhigkeiten gjy in der Kopplungsmembran
ergibt sich eine rein kapazitive Antwort. Vj folgt dann der ersten Ableitung des

Signals. Dieser Kopplungstyp wird in Experimenten als A-Typ bezeichnet [14].
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Im zweiten Grenzfall ist der kapazitive Strom klein gegen den ohmschen Strom,
etwa infolge eines Lochs in der Kopplungsmembran: ¢y dVyy/dt < gy (Var —
Vo). Die Folge ist eine schnelle Relaxation der Kopplung. Nach (6) ist das
Kopplungssignal V;(t) dann proportional zu Vy(t). Dies enstpricht dem expe-
rimentell auftretenden B-Typ.

Skaliert nichtlineare Kopplung

Dieser Fall behandelt eine gleichzeitige Anh&dufung oder Verarmung aller auf-
tretenden Ionenkanalsorten im Kopplungsbereich der Membran. Dann sind die
Leitfahigkeiten der freien und der koppelnden Membran {iber einen einzigen
Skalierungsfaktor verkniipft: Mit g%\, = 39k lassen sich alle Tonenstréme aus

(3) und (4) eliminieren. Ohne Injektionsstrom ergibt sich:

My Cuv dVy
V; = 1-— _— 8
! ( 1+ﬁMJ> gy dt (8)

Trotz der Anwesenheit von aktiven Ionenkanilen, die die Leitfihigkeit der
Kopplungsmembran spannungsabhingig verdndern, ergibt sich wiederum ein
linearer Zusammenhang zwischen intrazelluldrer und extrazellulrer Spannung.
Der Grund dafiir ist, dass sich die Tonenkaniile in der freien und in der Kopp-
lungsmembran identisch verhalten; die Stromfliisse durch die freie und die
Kopplungsmembran unterscheiden sich daher nur durch den Skalierungsfak-

tor der Anh&ufung bzw. Verarmung.

Bei vollstédndiger Blockierung der Ionenkanéle in der Membran ist p; = 0 und
man beobachtet kapazitive Kopplung. Auch teilweise Verarmung py < 1 fiihrt

zu einer kapazitiven Antwort, allerdings mit verkleinerter Amplitude.

Durch Anh#ufung der Ionenkanéle in der Kopplung p; > 1 ergibt sich eben-
falls kapazitive Kopplung, jedoch mit invertiertem Vorzeichen. Dies stellt einen

dritten Signaltyp dar, den C-Typ.

Selektive nichtlineare Kopplung

Falls die Anhdufung bzw. Verarmung der Kanéle in der Kopplungsmembran

fiir jede Tonenkanalsorte verschieden ist, erhilt man eine ganze Fiille neuer
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moglicher Kopplungssignale. Die Beschreibung erfolgt dann durch individuelle
Skalierungsfaktoren: g\, = p% gy Einsetzen in (5) ergibt mit Iryy = 0

= S0~ DbV~ 7). )

Das Kopplungssignal resultiert aus der Superposition der Ionenstréme in der
freien Membran, jeweils gewichtet mit den Faktoren p%. Entsprechend dem
Verlauf der Na*t- und K*-Strome (Bild 2.3) sind dies im Wesentlichen zwei
zeitversetzt auftretende Hiigel, deren Vorzeichen von den Faktoren p)? und

p% abhiingen.

Wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, dominiert in der ersten Phase der in
die Zelle einwirts gerichtete Na*-Strom (Bild 2.3): gh > g5, ~ 0. Wegen
Vi < V& ergibt sich fiir Verarmung p® < 1 ein positives, fiir Anreicherung
py¥® > 1 ein negatives Kopplungssignal. Der Natrium-Einstrom ist auf nur kur-
ze Zeit begrenzt, im Kopplungssignal resultiert daher ein kurzer, starker Peak

zu Beginn des Aktionspotentials.

Im weiteren Verlauf des Aktionspotentiales werden auch die Kalium-Kanéle
gedffnet, es kommt zum verstirkten K™-Ausstrom. Aufgrund Vy; > V§ sind
alle Vorzeichen gegeniiber dem Natrium-Fall invertiert, Verarmung fiihrt daher
zu einem negativen, Anreicherung zu einem positiven Beitrag im Kopplungssig-
nal. Der Hiigel des Kalium-Ausstroms ist gegeniiber dem Natrium-Hiigel zeit-
versetzt und besitzt sein Maximum wéahrend der Repolarisation. Auflerdem ist
er deutlich breiter, daher ist sein Anteil am Kopplungssignal vor dem Hin-
tergrund des Rauschens schwieriger zu detektieren, meist erst nach Mittelung

mehrerer Signaldurchliufe.

Aufgrund unterschiedlicher Anhéufung oder Verarmung p4 der Na™- und K-
Kanéle sowie durch unterschiedliche Aktivierung der Spannungsabhéngigkeit
konnen nahezu beliebige Kopplungssignale Vj(t) entstehen. Vergleiche der ge-
fundenen Signale mit den Strémverldufen beim von der Mikroelektrode aufge-
nommenen Aktionspotential sowie Simulationen des Hodgkin-Huxley-Modells

geben Riickschliisse auf die im Einzelfall vorliegenden Mechanismen (Bild 2.5).
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Bild 2.5: Verschiedene experimentell beobachtete Kopplungstypen. Obere Rei-
he: Mikroelektrodensignale des intrazellularen Membranpotentials. Untere Reihe:
Extrazellular vom Transistor aufgezeichnete Kopplungssignale. a: Kapazitive Kopp-
lung aufgrund einer geringen ohmschen Leitfahigkeit in der Kopplung (Soma eines
Blutegelneurons). b: Monophasisches Kopplungssignal als Folge einer hohen, span-
nungsunabhdngigen Leitfahigkeit (Soma eines Blutegelneurons). c: Anti-kapazitive
Kopplung durch Anh3ufung von Na™- und K*-Kanilen in der Kopplungsmem-
bran (Axonstumpf eines Blutegelneurons). d: Friihe negative Spannungsantwort
als Folge einer Anhiufung von Na*-lonen in der Kopplung (Axonstumpf eines
Blutegelneurons). e: Friiher kapazitiver Peak, gefolgt von einem zweiten, breiteren
Hiigel. Erklarung: Verarmung von Na*-Kandlen und Anhaufung von K*-Kanélen

(Rattenneuron) [10].
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2048 Transistor Chip

3.1 Konzept

Mit dem Konzept des 2048-Transistor-Chips sollten zwei Schritte auf dem Weg

zu einem massiv parallel auslesbaren Neurochip realisiert werden:

e 2048 offene Feldeffekt-Transistoren zur Detektion neuronaler Aktivitét
werden in einem Array aus 64 Spalten und 32 Zeilen angeordnet. Die Zeit
zum Auslesen aller Signale soll weniger als eine Millisekunde betragen.

(schnelles Multiplexing).

e Die Chips werden in industrieller Chipproduktion gefertigt. Die An-
passung des Neuro-Transistor-Messprinzips an die Designstandards und
Fertigungsmethoden moderner CMOS-Architektur ermoglicht die bend-
tigte Komplexitdt und Hochintegration der Schaltung.

Die Umsetzung des Konzepts in ein konkretes Chiplayout ergab folgenden Auf-
bau (Bild 3.1):

e Beim verwendeten Standard-CMOS-Prozess liegt das Polysiliziumgate
unter Passivierungs- und Leiterbahnebenen im Chip verborgen. Es wird
mit Hilfe von Wolframnégeln an die Oberfliche gefiihrt. Diese Metall-
néigel liegen blank im Elektrolyten. Ein Neuron kann die Spannung im

Elektrolytspalt zwischen Zelle und Wolframnagel verdndern.

25
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e In jeder Sensorzelle ist der eigentliche Neuro-Transistor in eine loka-
le Operationsverstirkerschaltung eingebettet. Der zweite Verstirkerein-
gang jeder Sensorzelle dient dem Offsetabgleich aller 2048 Sensorkennli-

nien gleichzeitig.

e Die Spaltenadressierung wird iiber eine binér codierte 1-aus-64-Auswahl-
logik realisiert: Nur die 32 Sensorenzellen der aktiven Spalte sind elek-

trisch eingeschaltet und an die Ausgangsleitungen angekoppelt.

e Die 32 Ausgangsleitungen werden durch externes Multiplexing sequen-

tiell ausgelesen.

_ Ausgang 31

— Ausgang 0

Spalte 0 Spalte 63

Bild 3.1: Aufbau des 64 x 32-Arrays. Links: Aufteilung in Spalten und Zeilen. Die
Spaltenauswahl findet tiber eine 1-aus-64-Selektionslogik statt. Rechts: Ausschnitt

aus dem Sensorfeld

3.2 Design

Kontaktbereich

Die Einbindung in das CMOS-Design machte es erforderlich, den Neuro-Tran-
sistor unter mehreren Oxid- und Leiterbahnebenen im Chip zu vergraben.
Den Kontaktbereich zum Neuron bilden Wolframnéigel, die das Gate an die
Oberfliche fithren (Bild 3.2). Damit unterscheidet sich das System wesent-
lich von den bisher in der Arbeitsgruppe Fromherz verwendeten Transistoren.
Bei diesen liegt das Neuron unmittelbar auf dem metallfreien Gateoxid eines
Feldeffekttransistors [30], [26].
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Kontaktlécher
mit Wolframnageln

Metallisierung
Bor- Phosphor Glas

~~Locos

n-Wanne

\

Bild 3.2: Neuro-Transistor, schematisch. Das Polysilizium-Gate ist in Form eines

p-Substrat

Steges iiber den eigentlichen Transistorbereich hinaus verlangert. Wolframnagel
fihren das Gate an die Oberflache (hier sind vereinfacht nur vier der neuen Nagel

eingezeichnet).

Abmessungen

Die einzelne Sensorzelle besitzt eine quadratische Ausdehnung von 50 x 50 pm?.
Die Fléche wird durch die Komplexitit der Verstirkerschaltung mit insgesamt
neun Transistoren je Einheit bedingt. Der eigentliche Neuro-FET belegt davon

mit 15 x 10 um? vergleichsweise wenig Platz.

Im Messfeld sind 64 x 32 Sensoren periodisch angeordnet, dies ergibt eine
GesamtgroBe von 3.2 x 1.6 mm?. Die Neuron-Kontakte besitzen einen Raster-
Abstand von 50 pym.

Bondkontakte

Das Chip wird durch 44 metallisierte 100 x 100 ym? grofe Bondpads kon-
taktiert. Sie sind aus Platzgriinden doppelreihig in U-Form angeordnet. Ein
8 mm grofler Abstand zwischen Bondpads und Messfeld ist notig, damit eine
Plexiglaswanne aufgeklebt werden kann, die das Ndhrmedium fiir die Zellen

aufnimmt und gleichzeitig die Bondkontakte vor dem Elektrolyten schiitzt.

Modularer Aufbau

Das gesamte Chiplayout ist modular: Im Array sind identische Sensorzellen

periodisch aneinandergereiht. Jede Sensorzelle besteht aus einzelnen Transis-
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toren. In der Auswahllogik sind zwei gleiche Untereinheiten miteinander ver-

schaltet, und auch die Verschaltungspunkte sind alle identisch ausgefiihrt.

Zu Testzwecken wurden neben der Hauptstruktur alle wesentlichen Unterein-
heiten noch einmal zusétzlich vereinzelt auf dem Maskensatz angeordnet und
mit separaten Bondkontakten versehen. Dies war sehr hilfreich bei der Cha-
rakterisierung und Fehlersuche der verschiedenen Chargen: einzelne Funkti-
onsgruppen konnten so systematisch untersucht und dadurch Fehlerquellen

ausgeschlossen werden.

Teststrukturen gibt es zu allen in der Verstirkerschaltung verwendeten Tran-

sistoren, einer einzelnen Verstirkerzelle und einem 1-aus-8-Auswahlblock.

3.3 Herstellung

Die Chips wurden von Siemens in 0.5 um-CMOS-Technologie hergestellt. Im
Folgenden wird die Herstellung lediglich skizziert [34]; die Details des verwen-

deten Prozesses unterliegen dem Betriebsgeheimnis der Firma Siemens.

Ausgangsmaterial sind p-dotierte Siliziumwafer der Dicke 700 pm. Ein CMOS-
Schaltkreis besitzt sowohl n- als auch p-Kanal-Transistoren. Wihrend n-Kanal-
Transistoren durch einfaches n-Dotieren der Source- und Drain-Regionen im
p-Bulk erzeugt werden koénnen, miissen die p-Kanal-Transistoren in eine n-

Wanne eingebettet werden damit pnp-Ubergéinge gebildet werden kénnen.

Im ersten Schritt werden daher zunéchst die n-Wannen eindotiert. Um eine
selektive Dotierung vornehmen zu kénnen, wird der Wafer zunéchst mit einer
SigN4-Schicht bedeckt, die nach einem Photolithographieschritt an den Stellen
abgedtzt wird, an denen die p-Kanal-Transistoren entstehen sollen. Die eigent-
liche n-Dotierung der Wanne erfolgt durch Ionenimplantation von Phosphor
mit anschliefender 2.5 ym tiefer thermischer Diffusion der Dotieratome in das
Si-Substrat (drive in). Nach Riickdtzung der SizN4- und SiOs-Schichten ist die
Chipoberfliche wieder plan.

Nun wird das Silizium des Wafers lokal oxidiert, um Kurzschliisse und die
Bildung parasitédrer Transistoren zu verhindern. Solche unerwiinschten Tran-
sistoren entstehen an Halbleiteriibergéingen im Silizium, wenn dariiber hin-

wegfithrende Metallleiterbahnen ungeniigend abgeschirmt sind. Daher werden



Kapitel 3. 2048 Transistor Chip 29

alle inaktiven Bereiche der Oberfliche durch ein in LOCOS-Technik (LOCal
Oxidation of Silicon) thermisch aufgewachsenes Oxid von 700 nm Dicke abge-
deckt.

In den néchsten Prozessschritten entstehen die eigentlichen Transistoren: Zu-
néchst wird durch Ionenimplantation von Bor die Kanaldotierung der n-Kanal-
MOS-Transistoren eingestellt. Anschlieflend werden die n-FET-Bereiche pho-
tolithographisch abgedeckt, so dass durch die folgende Ionenimplantation mit

Arsen und Bor die Kanaldotierung der p-Kanal-FET eingestellt werden kann.

Zum Aufwachsen des 9nm dicken thermischen Gateoxids wird der Wafer bei
900 °C oxidiert. Im Niederdruck-CVD-Verfahren wird darauf eine Schicht aus
polykristallinem Silizium (Polysilizium) abgeschieden, die spiter die Gateelek-
troden der Transistoren bildet. Da reines Polysilizium sehr hochohmig ist, folgt
ein Dotierschritt, um der Schicht die notige Leitfihigkeit zu geben. Zur Iso-
lierung der Gates wird mit dem TEOS Verfahren noch eine dritte Schicht aus
SiO, abgeschieden (TEOS = Tetra-Ethyl-Ortho-Silicate).

Nach Photolithographie mit der Gatemaske werden die zuletzt aufgebrach-
ten SiO2- und Polysiliziumschichten bis auf das Gateoxid zuriickgeétzt, so
dass nur noch das eigentliche Gate bedeckt bleibt. Nach der Herstellung von
horizontalen TEOS-Oxid Spacern dient die Gesamtstruktur aus Polysilizium,
SiOs-Isolation, Spacern und LOCOS-Oxid als autojustierende Maske fiir die
Ionenimplantation der Source- und Drain-Dotierungen. Die Strukturen der je-
weils komplementéren Transistoren sind bei der Dotierung photolithographisch
abgedeckt.

Damit sind die Hauptelemente der Transistoren fertiggestellt. Im Folgenden
entstehen mehrere Isolationsschichten mit eingelagerten metallischen Leiter-
bahnebenen, die iiber Kontaktnéigel einerseits untereinander, andererseits auch

mit den Source-, Drain- und Gatebereichen der FET elektrisch verbunden sind.

Zunichst wird iiber den Bereich der gesamten Struktur eine 800 nm dicke
BPSG (Borphosphorsilikatglas) Schicht abgeschieden. Diese Schicht verfliefit
bei 800 °C, und kann so Kanten in der Waferoberfliche abflachen. Eine solche
Einebnung der Topologie ist wichtig, um bei den nachfolgenden Metallisie-

rungsschritten Kurzschliisse zwischen den Schichten zu verhindern.

Nach einem weiteren Maskenschritt folgt die Kontaktlochidtzung von der Ober-
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flache hinunter auf das Silizium von Source, Drain und Gate der Transistoren.
Die Auffiillung dieser Kontaktlocher mit Wolfram erfolgt in einem CVD-Ab-
scheidungsprozess von den Winden her. Dabei verhindert eine Ti/TiN-Barri-

ereschicht unerwiinschte Wolfram-Silizium-Reaktionen an der Grenzschicht.

Nach Riickdtzung des iiberschiissigen Wolframs auf der Oberfliche erfolgt die
Sputter-Abscheidung einer 400 nm dicken AISiCu-Legierung fiir die 1. Metall-
Ebene. Die Leiterbahnen werden photolithographisch mit der Alu-1-Maske de-

finiert und riickgeétzt.

Wolfram Kontaktloch

IMOX | | IMOX
Metall 1 ] | [ Spin on Glas

W-Plugs —
LOCOS

n-Wanne p-Substrat

Bild 3.3: CMOS-Chip im Querschnitt, schematisch. Die Schichtdicken sind nicht
maBstablich.

Um die erste Metallebene von einer zweiten zu isolieren wird in einem mehrstu-
figen ProzeB ein SiO9-IMOX-Oxid von insgesamt 1400 nm aufgebracht (IMOX
= Inter-Metall-OXid). Die Einebnung der Oberfliche kann hier nicht mehr wie
oben beschrieben durch BPSG erfolgen, da die bereits vorhandene Aluminium-
schicht in der ersten Leiterbahnebene keine Prozesstemperaturen iiber 500 °C
mehr zulésst. Die notige Kantenabflachung wird stattdessen durch homogenes

Aufschleudern von Spin-On-Glas mit anschliefendem Riickdtzen erreicht.

Da zur Verschaltung zwischen Metall-1 und Metall-2 leitende Verbindungen
notig sind, miissen auch in der zuletzt hergestellten Isolatorschicht Kontakte
(VIAs) hergestellt werden, die die beiden Leiterbahnebenen verbinden. Die
Technik bei der Herstellung dieser Kontaktnégel ist im Wesentlichen dieselbe
wie zuvor bei der Kontaktierung der Transistorbereiche Source, Drain und
Gate mit der Metall-1-Ebene; die Vias werden nach Atzen der Kontaktlécher
mit Wolfram gefiillt.
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Auch die zweite Al-Leiterbahnebene ist 400 nm dick und wird analog zur ersten

Ebene erzeugt.

Speziell fiir diesen Chip wurde ein zusétzlicher Planarisierungsschritt der Me-
tall-2-Oberfliche eingeschoben; dieser hatte sich in einer friihen Charge als not-
wendig herausgestellt, da bei einer unbereinigten Topologie die spéter folgende
Wolframbeschichtung fiir die Neuron-Kontaktlocher nicht ordentlich zuriick-
geédtzt werden konnte und so Kurzschliisse entstanden. Zur Einebnung wird
wie zuvor eine 1300 nm dicke IMOX-Oxidschicht verwendet.

Als Schutz gegen den Elektrolyten wird abschlielend eine Passivierungsschicht
aus 300nm CVD-Plasmaoxid (SiO3) und 550 nm Plasmanitrid (Si3N,) abge-

schieden.

Es folgt ein Litographieschritt mit anschlieBender Atzung der Passivierungs-
und IMOX-Schichten zur Freilegung der Bondkontakte auf der Metall-2-Ebene.

In einem letzten Spezialschritt erfolgt die Kontaktierung des Neuro-Transistors
durch die Wolfram-Négel. Diese miissen von der Oberfliche des Chips bis hi-
nunter auf die Polysiliziumpfanne reichen. Dazu werden zunéchst Locher gedtzt
und diese anschlielend durch CVD-Abscheidung von Wolfram aufgefiillt. Dies
erwies sich aufgrund des ungiinstigen Aspektverhiltnisses (Kantenldnge des

Lochs: 1 um, Hohe des Lochs: ca. 3 um) als iiberaus kritischer Prozessschritt.

In einer Testcharge wurde zusitzlich iiber der gesamten Chipstruktur — ein-
schlieBlich der Kontaktlocher — noch eine SizN4-Schicht von 14 nm (Wafer #7)
bzw. 23nm (Wafer #14) abgeschieden.

3.4 Chargen

Der 2048-Sensor-Chip stellt eine komplexe Schaltung mit insgesamt iiber 10000
Transistoren dar. Beim Design wurden technologisch einige neue Wege be-
schritten, um den speziellen Anforderungen gerecht zu werden und einen Ein-
satz der Chips zur Messung von Neuron-Silizium-Kopplungen unter Kultur-
bedingungen zu ermdglichen. In einer schrittweisen Entwicklung erfolgte bei
der Firma Siemens die Prozessierung von sechs unterschiedlichen Chipchargen;

von der ersten auf die zweite Charge wurde ein vollsténdiges Masken-Redesign
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durchgefiihrt, in den anderen Chargen wurden jeweils einzelne, spezielle Pro-
bleme behoben.

1. Charge — Januar 1995

Aufgrund einer verletzten Designregel fielen simtliche p-Kanal-Transistoren
auf dem Chip aus. Vor dem Redesign der Schaltung und einer Neuprozessierung
wurde das gesamte Layout einer griindlichen Untersuchung unterzogen. Dabei
wurden weitere Layoutméngel — fehlende Via-Kontakte und eine unterbrochene
Leiterbahn — aufgefunden und behoben [3].

2. Charge — Dezember 1995

Bei der Ubertragung auf ein neues Computer-Layoutsystem blieb neben den
anstehenden Korrekturen das funktionelle Layout der Schaltung unveréndert.
Die konsequente Verwendung von Design-Rule-Priifprogrammen bot zusétzli-
che Sicherheit gegen Eingabefehler und Geometrieverletzungen beim Entwurf

des Maskensatzes am Computer.

Im Dezember 1995 wurde an einer der isolierten Teststrukturen die erste Kenn-

linie einer Verstirkerzelle aufgezeichnet.

Eine Messung innerhalb der eigentlichen Arraystruktur war dagegen mit die-
ser Charge noch nicht mdéglich: Ein falsch dimensionierter Widerstand in der
Verstirkereinheit verhinderte das Abschalten der inaktiven Sensoren und da-
mit den Betrieb des Gesamtarrays. Um dennoch Tests an Array-Sensoren
durchfiithren zu kénnen, wurden durch LASER-Auftrennung einer Leiterbahn
bei jedem Chip 63 der 64 Sensorspalten permanent von der Stromversorgung
abgetrennt, so dass nur genau eine aktive Spalte im Array fiir Messzwecke
verblieb.

Doch auch mit dieser Modifikation konnten im Elektrolyten keine Kennlini-
en aufgenommen werden, weil die Auffiillung der Kontaktnigel mit Wolfram

aufgrund des ungiinstigen Aspektverhéltnisses misslungen war.

Bei den Messungen an der isolierten Verstéirkerzelle kam es gelegentlich zu ei-
ner Selbstabschaltung, die auf einen CMOS-typischen Latch-up Effekt schlie-
Ben ldsst. Latch-up Effekte konnen unbeabsichtigt an pnpn-Strukturen entste-

hen: Wenn solche parasitdaren Halbleiteriibergénge nicht durch geniigend hohe
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Sperrspannungen geschiitzt sind, kann es durch kurze Stérpulse in Form von

Spannungsspitzen zu selbstverstirkenden Kurzschliissen kommen.

3. Charge — Mai 1996

Gegeniiber der zweiten Charge wurden die Parameter fiir den Wolframprozess

variiert, um eine bessere Auffiillung der Kontaktlocher zu erzielen.

In Verbindung mit diesem Spezialschritt erwies sich die unebene Oberfliche
der Passivierung aufgrund der darunterliegenden Schichtstruktur aus Leiter-
bahnebenen und Oxiden als kritisch: Die zuletzt abgeschiedene Wolframschicht
wurde nicht vollstédndig zuriickgeétzt, so dass es in der Folge auf allen Modulen

der Schaltung zu Kurzschliissen kam.

4. Charge — August 1996

Gegeniiber der Standardprozessierung wurde ein zusétzlicher Planarisierungs-
schritt hinzugefiigt, um die Chipoberfliche nach Herstellung der zweiten Lei-
terbahnebene erneut einzuebnen und so den speziellen Anspriichen bei der
Kontaktnagelauffiillung Rechnung zu tragen. Die Riickéitzung der iiberschiissi-
gen Wolframschicht verlief nun einwandfrei, die Kurzschliisse der letzten Char-

ge konnten wirksam verhindert werden.

REM-Aufnahmen an Lingsschnitten zeigten noch immer Méngel an einem Teil
der Wolframnégel. Insgesamt war die Kontaktlochauffiillung aufgrund der Va-
riation des CVD-Prozesses aber deutlich besser als an den bisher produzierten
Scheiben.

An Chips dieser vierten Charge wurden erstmalig Kennlinien an Sensorzellen
innerhalb des Arrays unter Elektrolytkontaktierung aufgenommen. Aufgrund
des weiterhin bestehenden Umschaltproblems in Zusammenhang mit dem Ab-
schaltwiderstand verblieb zunéchst die Beschrankung auf eine von 64 Spalten

der Gesamtschaltung.

Im Dezember 1996 gelang die erste Kopplung eines aufgesetzten Blutegelneu-

rons an dieser isolierten Spalte des Arrays.
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5. Charge — Februar 1997

In der fiinften Charge erfolgte die Korrektur des Abschaltwiderstands in der
Verstarkereinheit. Damit wurde ein erstmaliger Betrieb aller 64 Spalten des
Arrays moglich. Zusitzlich gelang durch eine Kombination von Uberbelichten
der Kontaktlochmaske und dem Aufbringen einer dickeren Ti/TiN-Barriere
vor dem eigentlichen Wolfram-CVD-Prozess eine homogen gute Kontaktloch-

auffiillung.

Durch sequentielle Aufnahme der Kennlinien aller 64 Spalten konnten an allen
2048 Sensoren eines Arrays Kennlinien aufgenommen und verglichen werden.
Zeitlich wiederholt aufgenommene Offsetkarten erlaubten die Beobachtung ei-
ner Drift.

Willkiirlich aufgesetzte Blutegelneurone koppelten mit Sensoren in verschiede-

nen Spalten und Zeilen des Arrays.

Es verblieb ein Fehler in der Spaltenselektion, der ein schnelles Umschalten der
Spalten im Normalbetrieb verhinderte (Kapitel 5). Das Problem konnte durch
manuelles Auftrennen einer Leiterbahn und durch Einfiihrung eines geeigneten

Schaltprotokolls eingeschréinkt kompensiert werden.

6. Charge — Juli 1998

Durch Aufbringung einer zusétzlichen Nitridschicht sollte versucht werden,
Oberflacheneffekte wie Korrosion oder lonenanlagerungen und die damit ver-

bundene Drift der Einsatzspannungen zu unterdriicken. Dabei wurde je ein
Wafer mit 14nm (Wafer #7) bzw. 23nm (Wafer #14) Nitrid prozessiert.

Die Uberzahl der Sensoren dieser Charge war allerdings schadhaft, da bei der
Kontaktlochauffiillung die gedinderte Prozessfiihrung nicht korrekt eingehalten
wurde. Die Alterungsmessungen an diesen Chips waren dementsprechend feh-
lerbehaftet, es konnten deshalb keine konkreten Aussagen iiber einen Nutzen

der Nitridschicht gemacht werden.
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Messapparatur

4.1 Messstand

Bild 4.1 zeigt die modular aufgebaute Versuchsapparatur. Die empfindlichsten
Geriite befinden sich zur Abschirmung gegen elektromagnetisch eingestrahlte

Storungen in einem Faradaykéfig aus Aluminium.

Die Messkammerhalterung, Spannungsversorgung und -filter, Digitalkonverter,
Signal-Vorverstirker und Mikroelektroden-Headstages sind auf einer 1 cm star-
ken, schwarz eloxierten Aluminiumplatte aufgebaut, die eine zusétzliche Ab-
schirmung nach unten bewirkt. Der Tisch ruht auf einer 8 cm dicken, schweren
Marmorplatte, die auf vier Schwingungsddmpfern gelagert ist. Angestochene

Neurone sind so gegen Trittschall und Gebdudeschwingungen geschiitzt.

Das Positionieren und Anstechen der Neurone findet unter einer Stereolupe
bei 200 bis 2000-facher Vergréflerung statt. Die Messkammer wird dazu auf
einem horizontal verfahrbaren Objekttisch in das Gesichtsfeld der Lupe ver-
schoben, die fix auf dem Experimentiertisch montiert ist. Zusétzlich erfasst
eine CCD-Kamera das Mikroskopbild. Es kann auf einem Monitor beobach-
tet und zur Dokumentation auf einem Videoprinter ausgedruckt werden. Eine
zweite Lupe dient dem Ubersetzen von vereinzelten Neuronen aus einem Zell-

kulturschélchen in die Messkammer.

35
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Bild 4.1: Experimenteller Aufbau. Die Kopplungsexperimente werden zur Abschir-
mung gegen eingestrahlte Storungen innerhalb eines Faradaykafigs durchgefiihrt.
Rechts im Bild das Rack mit der Videoanlage und der Elektronik fiir die Elektro-

physiologie, links der PC zur zentralen Datenerfassung.

Zur Kontrolle der Neuron-Silizium-Kopplung werden Mikroelektroden in die
Zellen eingestochen. Nach experimentellem Bedarf kann mit einer einzelnen
oder mit zwei Mikroelektroden gleichzeitig gearbeitet werden. Die Positionie-
rung erfolgt mit mechanischen oder elektrischen Mikromanipulatoren. Der er-
ste Manipulator (Leitz, mechanisch) befindet sich rechts neben der Messzelle,
der zweite (Eppendorf, elektrisch) ist von vorne an die Aluminiumplatte an-

geschraubt.

Wiéhrend Anstechelektrode und Eingangsstufe (,Headstage®) direkt auf den
Mikromanipulatoren befestigt sind, befinden sich die beiden zugehorigen Brii-
ckenverstirker (npi) auferhalb des Faradaykéfigs im Messgerdte-Rack. Das
Rack beherbergt aulerdem zwei Funktionsgeneratoren, die zur Erzeugung von
Reizsignalen fiir die Mikroelektroden genutzt werden. Weiterhin sind in dem
Rack die Videoausriistung sowie die elektronische Manipulatorsteuereinheit

und ein Oszilloskop untergebracht.
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PC Faradaykafig
Batterie-
Festplatte spannungen
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gen&;a)tor JL Verstarker (x2)

Bild 4.2: Blockschaltbild des Versuchsaufbaus. Optionale bzw. alternative Kom-

ponenten sind rot eingezeichnet.

Die Datenaufnahme findet zentral am PC statt. Hier werden die Steuerwor-
te fiir die Spaltenwahl generiert, synchron dazu geschieht die Analog-Digital-
Wandlung nach Multiplex-Auswahl eines der 32 Chipausgéinge oder der 4
Mikroelektrodensignale. Zu Beginn eines jeden Messintervalls kann ein Mikro-
elektroden-Reizsignal an den beiden Funktionsgeneratoren ausgeltst werden,

indem ein Triggerimpuls {iber einen IEEE/GPIB-Signalbus erfolgt.

4.2 Messkammer

Die 2048-Transistor-Chips wurden in Messkammern eingebaut, die fiir die Ex-
perimente an die Apparatur angesteckt sind. Sie konnen rasch ausgetauscht

werden, sind portabel, einfach zu reinigen und zellkulturtauglich.

Die komplett prozessierten Siliziumchips wurden von Siemens in Scheiben zu

je 30 Strukturen der FET-Arrays geliefert. Die Wafer wurden im abteilungsei-
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genen Reinraum zu rechteckigen Chips der Grofie 12 x 13.3 mm? zerséigt. Aus
der Seriennummer des Wafers und der Position des Chips innerhalb des Wafers

wurde jeder Messkammer gemifl Bild 4.3 eine Kennnummer zugeordnet.

Charge Wafer

Charge 1 Bei SIEMENS vereinzelt

Charge 2 PF 552731/13, PF 552731/12

Charge 3 PF 552731/16

Charge 4 PF 552731/18

Charge 5 PF 642023/04, PF 642023/03,

PF 642023/01, PF 642023/02

Charge 6 PF 642023/07,PF 642023/14

Bild 4.3: Nummerierung der Messkammern. Links: Seriennummern, chronologisch

angeordnet. Rechts: Positionen der einzelnen Chips auf dem Wafer.

Als Grundlage fiir die Messkammer dient eine einseitig gedtzte Leiterbahn-
platine, auf die der Chip mit Universalklebstoff aufgeklebt wird. Die Anord-
nung der Leiterbahnen auf der Platine ist der Lage der Kontaktstellen auf
dem Chip angepasst. Um die Messkammer spéiter auf den Versuchstisch auf-
stecken zu kénnen, wurden zuvor vier Locher in die Ecken der Platine gebohrt.
Ein aufgeltteter doppelreihig gewinkelter 44-Pol-Verbindungsstecker dient zur
Kontaktierung der Messkammer. Damit die Chipoberfliche mit den Kupfer-
bahnen der Platine eben liegt, wurde das Platinenmaterial rechteckig auf eine
Tiefe von 0.7 mm ausgefrist. Dies erleichtert die Kontaktierung des Chips mit
einem Ultraschall-Wedgebonder. In diesem Prozess werden die 44 Kontaktstel-
len auf dem Chip mit den Kupferleiterbahnen auf der Tragerplatine verbunden.
Dazu wird ein 33 um starker Draht aus einer Aluminium-Silizium-Legierung

an beiden Enden nach einem festen Bondplan (siehe Anhang) kalt verschweif}t.

Die empfindlichen Bondkontakte sind durch eine zweiteilige Wannenkonstruk-
tion aus Plexiglas geschiitzt, die bei Experimenten mit Neuronen das Zell-
kulturmedium aufnimmt. Die Innenwanne wird auf dem Chip aufgeklebt; sie

besitzt eine rechteckige Auflagefliche, die lediglich eine Aussparung fiir das
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Sensorarray offen liasst. Die Aulenwanne umschlie8t mit ihrem Innenrand die
Innenwanne, wihrend der Auflenrand auf der Tréigerplatine aufgeklebt ist. Zu-
sammen verkapseln Innen- und Auflenwanne die elektrisch und mechanisch

empfindlichen Bondkontakte und schiitzen sie vor dem Elektrolyten.

Zur Montage wird zuerst die Auflagefliche der Aulenwanne mit medizinischem
Klebstoff bestrichen. Die Innenwanne wird zunéchst nur lose in die Aulenwan-
ne eingeklemmt, so dass die zweiteilige Wannenkonstruktion iiber dem Array
positioniert werden kann. Dann wird die Auflenwanne durch Herunterdriicken
auf die Platine festgeklebt. Nach einem Tag Trocknen wird die Innenwanne
eingeklebt. Der Klebstoff wird sparsam eingesetzt, um ein Verkleben der Sen-

soren und eine Beeintriachtigung der Zellkultur durch abgelosten Klebstoff zu

vermeiden.

L ==

Bild 4.4: Links: Komplette Messkammer mit Wanne und Schutzstecker. Rechts:

Detailaufnahme der Apparatur mit Messkammer.

Zur besseren Abdichtung der Messkammer wird das Volumen zwischen Innen-
und Auflenwanne mit Epoxidharz ausgefiillt. Frisch angesetztes Epon ist nach
kurzem Erwirmen leichtfliissig und stromt beim Einfiillen um die filigranen
Bonddrihte herum ohne sie zu beschiddigen. Im Umluftofen hértet es bei 80°C
in 90 Minuten zu einem massiven Block aus und verhindert so zuverlissig das

Eindringen von Elektrolyt.

CMOS-Chips sind sehr empfindlich gegeniiber elektrostatischen Entladungen.
Daher wird bereits bei der Herstellung der Messkammer ein Schutzstecker auf-

gesteckt, der alle Chipkontakte miteinander kurzschliet. Er wird erst unmit-



40 Kapitel 4. Messapparatur

telbar vor dem Experiment abgenommen. Dazu wird mit einer Metallklemme
ein geerdeter Moosgummistreifen iiber alle Leiterbahnen der Platine gedriickt,
bis der Schutzstecker entfernt und die Messkammer an die Apparatur ange-
steckt ist. Entsprechend wird nach Beendigung der Experimente der Schutz-

stecker wieder aufgesteckt.

4.3 Chipbeschaltung

Die Chip-Schaltung beinhaltet Analog- und Digitalelemente. Beide Schaltkrei-
se arbeiten mit getrennten Spannungsversorgungen. Dies verhindert ein Uber-
sprechen der digitalen Schaltflanken auf den Analogteil. Auflerdem gestattet
die Trennung eine grofle Flexibilitdt in der Auswahl der Betriebsspannungen.
Samtliche am Chip anliegenden Spannungen werden von Batterien gespeist

und konnen iiber Potentiometer angepasst werden.

Funktion Vorgesehen Verwendet Bemerkungen

Vss(analog) -1.2V -1.2V Zusammengefihrt mit V(digital)

Vg44(analog) +2.1V +2.1V

Vakt 0.7V 0.2V Negativere Spannung verflacht Kennlinie

Vet 0.0 mvV + 500 mV + 500 mV Offsetkorrektur

V.s(digital) 1.2V -1.2V

Vqq(digital) +2.1V +3.5V >2.1V zur Uberwindung der Schwellspannung
Vott 1.2V -1.2V

Von +2.1V +3.5V >2.1V zur Uberwindung der Schwellspannung

Tabelle 4.5: Beschaltung des Chips. Teilweise mussten die urspriinglich vorgese-

henen Spannungen fiir den Betrieb variiert werden.

Die Operationsverstirker der FET-Sensoren werden in 3.3 V-Technik mit den
Analogspannungen Vi (analog) und Vgq(analog) betrieben. Die Einsatzspan-
nung der Verstirkerschaltung liegt gegeniiber Vi bei +1.2 V. Da das Badpo-
tential im Elektrolyten iiber dem Chip per elektrophysiologischer Konvention
auf Masse liegt, ergeben sich Vi(a) = —1.2V und Vgq(a) = +2.1 V.
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Die Spannung V. stellt den Stromfluss durch die Verstirkerzelle ein, durch

Variation kann die Steilheit der Kennlinie eingeschrinkt verflacht werden.

Viet ist der zweite Eingang des Operationsverstéirkers. Das Anlegen einer Off-
setspannung an Vi bewirkt eine gleichzeitige Verschiebung der Nullpunkte
aller Kennlinien. Vor und wihrend der Messung kann so der Messbereich an

einem Einzelsensor optimal eingestellt bzw. nachjustiert werden.

Der Digitalteil dient der Spaltenselektion. Er wird von den Betriebsspannun-
gen Vis(digital) = —1.2 V und Vyq(digital) = +3.5V gespeist. Obwohl der Chip
in 3.3 V-Technik hergestellt wurde, musste die positive Versorgungsspannung
Vaa(d) von +2.1V auf +3.5V erhoht werden, da sonst die Ausgangskennlinie
abgeschnitten wird. (Die Spannungserh6hung muss mindestens so grof sein
wie die Schwellspannung des Transistors, der den Sensorausgang an die Aus-

gangsleitung des Arrays ankoppelt.)

Zur Auswahl der aktiven Spalte wird ein 6 Bit breites Selektionswort vom
Computer generiert. Die von den D/A-Wandlern im PC erzeugten 5 V-Sig-
nalamplituden werden von sechs Optokopplern auf die extern von Batterien
erzeugten Spannungspegel Vi(d) und Vgq(d) der Digitalschaltung umgesetzt.
Durch die galvanische Trennung von PC und Chip werden auflerdem hoch-
frequente Storsignale aus den Selektionsleitungen herausgefiltert und die Ent-

stehung von Erdschleifen verhindert.

Die elektrische Trennung zwischen Analog- und Digitalteil auf dem Chip ist
nicht perfekt: Vs(analog) und Vi (digital) sind tiber 100 Ohm miteinander ver-
bunden. Daher wurde letztendlich fiir die beiden Schaltkreise nur eine gemein-

same Spannung Vi (analog) = Vis(digital) erzeugt und verwendet.

4.4 Elektrophysiologie

Der elektrophysiologische Aufbau in Form einer Penetrations-Mikroelektrode

und des zugehorigen Verstirkers hat mehrere Kontrollaufgaben:

Durch Anlegen eines konstanten Injektionsstroms kann das Membranpotential
einer Zelle unterhalb ihres Ruhepotentials ,,geklemmt“ werden. Dies dient der

Unterdriickung von spontaner Aktivitdt wihrend der Messung und verhindert
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ein verfriihtes Ermiiden eines beim Anstechen verletzen Neurons. Durch Los-
lassen der Stromklemme oder Anlegen eines Reizstroms konnen in einer derart

heruntergeklemmten Zelle gezielt Aktionspotentiale ausgelost werden.

Gleichzeitig zeichnet der Mikroelektrodenverstéirker das intrazellulire Mem-
branpotential auf. Damit konnen Aktionspotentiale in der Zelle sicher nach-
gewiesen werden. Dies dient insbesondere der Erkennung und Verifikation von
FET-Kopplungssignalen. Aus dem Vergleich von FET- und Mikroelektroden-
verlauf lassen sich wichtige Riickschliisse auf die Natur und Paramter des vor-

liegenden Kopplungstyps ziehen.

Fiir den Vergleich von Kopplungsmessungen mit Simulationen ist ferner die
Kenntnis der Zellparameter Cy; und Ry; wichtig. Sie konnen aus der Relaxa-
tionsantwort der Zelle auf ein Anlegen von definierten Stromstufen-Impulsen

ermittelt werden [31].

Durch vertikales Verfahren der eingestochenen Elektrode mit dem Mikroma-
nipulator kann das Neuron auf die Kopplungsfliche angedriickt werden. Mit

dieser Technik wird oft eine VergroBerung des Kopplungssignals erzielt [14].

Im Folgenden wird der elektrophysiologische Aufbau fiir eine einzelne Penetra-
tions-Mikroelektrode erklédrt. In Experimenten war teilweise auch der Einsatz
einer zweiten Elektrode erforderlich, dazu wurde der Aufbau um ein zweites,

im Wesentlichen identisches System erweitert.

Eine frisch gezogene Mikroelektrode wird mit 4 M KAc-Losung gefiillt und
anschlieffend auf den chlorierten Silberdraht des Elektrodenhalters aufgesteckt.
Die Gegenelektrode ist ein in das Bad getauchtes Ag/AgCl-Pellet; es befindet
sich auf Massepotential. Der Elektrodenhalter ist in unmittelbarer Nihe zum

Vorverstirker (Headstage) direkt auf dem Mikromanipulator montiert.

Der eigentliche Current-Clamp-Verstérker befindet sich auflerhalb des Fara-
daykéfigs. Dessen Ausgangssignale — Membranpotential und Strominjektion —
werden vom PC parallel zu den FET-Signalen iiber zusitzliche A/D-Kaniéle
erfasst und verarbeitet und konnen auf dem Bildschirm in Form einer Oszillo-
skopdarstellung angezeigt werden. Die Reizung der Zelle erfolgt durch Recht-
eckpulse, die auf einem Funktionsgenerator computergesteuert erzeugt werden.

Der Briickenverstérker iibersetzt diese Signale in Injektionsstrome (bis 5nA).
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Bild 4.6: Beschaltung der Mikroelektrode mit einem Briickenverstirker. Uber den

Badelektrode

GS2-Widerstand wird Strom in die Zelle injiziert. Gleichzeitig wird das intrazellulare
Membranpotential aufgenommen und kann am Verstarkerausgang abgegriffen wer-
den (nach [17]).

Uber die Bedienelemente auf dem Briickenverstirker erfolgt nach dem Ein-
tauchen jeder Elektrode ins Bad der individuelle Mikroelektrodenabgleich. An
einem Potentiometer wird zunéchst das Nullpotential eingestellt. Das Anle-
gen des Injektionsstroms an die angestochene Zelle erfolgt iiber einen Gf2-
Widerstand in Serie zur Mikroelektrode. Das Membranpotential wird als Span-
nung am Widerstand abgegriffen und zur Anzeige verstirkt. Der Zugangswi-
derstand der Mikropipette verfilscht das Ergebnis der Potentialmessung, da
an ihm ein Teil der Membranspannung abfillt. Daher erfolgt in einem zweiten
Schritt der Abgleich des Elektrodenwiderstands mittels einer Wheatstoneschen
Briickenschaltung: Rechteckstrome werden in die Mikroelektrode injiziert; da
wahrend der Abgleichphase der Strom durch die Pipette direkt ins Badpotenti-
al abflieft, muss die Briicke so abgeglichen werden, dass auf dem Ausgangssig-
nal keine Rechteckstufen zu sehen sind. Zuletzt muss noch die Streukapazitit
der Elektrode, die dem Spannungssignal kiinstliche Relaxationskurven auf-
prigen kann abgeglichen werden. Dies geschieht durch die C-Kompensation,
die dafiir sorgt, dass sich die Elektrodenkapazitit beschleunigt auf- bzw. ent-
laden kann (Bild 4.6).

Alle drei Abgleichschritte werden unter Beobachtung der Oszilloskopdarstel-
lung am PC solange durchgefiihrt, bis im Spannungssignal der Elektrode keine

Spriinge oder Unebenheiten mehr auftreten.
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4.5 Datenaufnahme und Signalverarbeitung

Ein PC steuert zentral die Auswahl der aktiven Chipspalte und erfasst gleich-
zeitig die Daten der Transistor- und Mikroelektrodensignale. Die aufgenom-
menen Werte werden in Echtzeit am Bildschirm in der Darstellung eines Spei-
cheroszilloskops angezeigt und bei Tastendruck auf Festplatte abgespeichert.
Zusitzlich kann zu einem definierten Zeitpunkt innerhalb eines Sweeps ein
Reizstrom auf die Mikroelektrode gegeben werden, um ein Aktionspotential in

der angestochenen Zelle auszul6sen.

Vor der Messung findet die Auswahl der Transistor- und Mikroelektroden-
kanéle statt. Unter der Stereolupe werden diejenigen Sensoren nach ihrer Lage
in Spalte und Zeile des Arrays vorgemerkt, die unter den aufgesetzten oder an-
gewachsenen Neuronen liegen. Die Programmierung dieser Kanile erfolgt am
Bildschirm anhand einer graphischen Représentation des Sensorfeldes, in der
alle 2048 Sensoren einzeln an- oder ausgeschaltet werden kénnen. Je nach Ver-
wendung der Mikroelektroden werden Strom- und Spannungssignal der beiden

Briickenverstérker mit in die Kanalliste der A /D-Messkarte aufgenommen.

Da das Auslesen eines Arraypixels in die Programmierung der Sensorspalte
und die Auswahl des Eingangskanals zerfillt, wird die Kanalliste zu Beginn
der Messung nach Spalten sortiert und in zwei getrennten Listen fiir Spalten
und Zeilenselektion aufgeteilt. Spaltenworte und A/D-Kanile liegen nun in

zwei zyklischen Datenpuffern gleicher Liange vor.

Wesentlich fiir den Messablauf ist die exakte Synchronisation der eben ange-
sprochenen Spaltenprogrammierungs- und Auslesevorgéinge. Beide Funktionen
werden von einer high-speed Multifunktionsmesskarte mit integriertem Zeitge-
ber bearbeitet: Der programmierbare Taktgenerator generiert ein regelméfliges
Rechtecksignal, das als zentraler Synchronisationspuls dient. Mit ansteigender
Flanke schreibt die Messkarte ein Spaltenselektionswort aus dem zyklischen
Datenpuffer an den Chip. Auf die absteigende Flanke folgt nach einer definier-
ten Zeitverzogerung die Analog-Digital-Wandlung eines der 40 Eingangskaniéle,

gemif der Kanalliste zur Zeilen- und Mikroelektrodenauswahl.

Taktrate und Tastverhéltnis zwischen aufsteigender und absteigender Flanke

konnen innerhalb gewisser Grenzen frei gewéhlt werden: Die Apparatur wurde



Kapitel 4. Messapparatur 45

urspriinglich auf eine maximale Samplingrate von 0.5 MSamples/s ausgelegt.

Die minimale Flankenldnge betrigt dabei 1 us.

Aufgrund eines konstruktionsbedingten Fehlers der verwendeten Multifunk-
tionsmesskarte konnte diese Datenrate nur bedingt eingesetzt werden: Im zy-
klischen Betrieb arbeitet die Ausgabe der Digitalwerte fiir die Spaltenselektion
nicht zuverldssig. Nach mehrmaligem Durchlauf des Digitalwertpuffers werden
bei hohen Datenraten unkontrolliert einzelne falsche Datenwerte eingefiigt, was
zu einem Zusammenbrechen der Synchronisation fiihrt. Bei Messungen iiber
mehrere Arrayspalten hinweg musste daher die Taktfrequenz von 1 us auf iiber

20 pus angehoben werden.

Die Darstellung der aufgenommenen Datenpunkte am Bildschirm erfolgt im
Stil eines Oszilloskops. In horizontaler Richtung ist die Zeitachse aufgetragen,
vertikal werden die Transienten von bis zu 5 Kanilen {ibereinander angeord-
net. Vor der Messung wird dazu die Anzahl der anzuzeigenden FET- und
Mikroelektrodensignale festgelegt, typischerweise sind dies 1-30 Kanéle. Die
zeitliche Auflésung bestimmt sich aus der gewéhlten Samplingfrequenz und

der Léange der gesamten Kanalliste.

Die Datenaufnahme vollzieht sich entweder kontinuierlich oder in Einzelmes-
sungen zu je 800 Datenpunkten pro Kanal. Im ersten Fall wird die Bildschirm-
darstellung wie bei einem echten Oszilloskop stidndig aktualisiert, im Einzel-
sweepmodus werden in jedem Durchlauf 800 Datenpunkte pro Kanal aufge-
zeichnet und am Bildschirm angezeigt. Durch Tastendruck wird selektiv ent-
weder der aktuell am Bildschirm angezeigte Sweep gespeichert oder eine neue

Messung ausgelost.

Mit dem Beginn eines jeden Bildschirmdurchlaufs kann optional ein Reizsignal
auf den Mikroelektrodenverstéirker gegeben werden, um zu einem definierten
Zeitpunkt ein Aktionspotential in der Zelle auszuldsen. Das Reizsignal ist durch
seine Vorlaufzeit, Dauer und Amplitude definiert. Die Parameter werden be-
reits vor der Messung festgelegt und an den Funktionsgenerator {ibermittelt;
wiahrend der Messung geniigt dann ein einfacher Triggerimpuls vom PC zum

Auslosen des programmierten Pulses.
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4.6 Kennlinienmessung

Durch die Einbindung des Neuro-Transistors in eine Verstirkerschaltung be-
steht eine charakteristische Beziehung zwischen Eingangs- und Ausgangsspan-
nung. Dieser Kennlinienverlauf muss fiir jede Sensoreinheit im Array bekannt
sein, damit vom Messsignal auf Potentialdifferenzen iiber dem Gate des Tran-

sistors zuriickgerechnet werden kann.

Zur Aufnahme einer Kennlinie wird das Badpotential {iber den Sensoren vari-
iert. Hierzu legt man an die Badelektrode, die sich im gewohnlichen Messbe-
trieb auf Massepotential befindet, den gefilterten Ausgang einer Digital-Ana-
log-Karte.

Die Kennlinienaufnahme erfolgt Spalte fiir Spalte in aufsteigender Reihenfolge
an jeweils 32 Sensoren gleichzeitig. Obwohl das Messfenster der Einzelkenn-
linien nur etwa 25mV betridgt, muss bedingt durch eine starke Streuung in
den Einsatzspannungen der Kennlinien (siehe Abschnitt 5.1) ein relativ grofier
Spannungsbereich von 400 mV in 1.25mV Schritten durchlaufen werden, um

alle Kennlinien jeweils vollstdndig aufzeichnen zu kénnen.

Wegen schaltungstechnischer Méngel in der Selektionslogik der Chips (siehe
Abschnitt 5.4) sprachen die Sensoren vielfach erst nach einer Verzogerung auf
einen Wechsel der aktiven Spalte an. Als Gegenmafinahme wurden die Span-
nungen bei der Kennlinienaufnahme relativ langsam durchfahren und bei je-
dem Spaltenwechsel eine zusitzliche Verzogerungszeit bis zur Aufnahme der
nichsten Sensorkennlinien abgewartet. Die Aufzeichnung einer Spalte dauerte
daher eine Minute, die Messung des kompletten Kennlinienfeldes eines Chips

eine Stunde.



Kapitel 5

Charakterisierung des Chips

5.1 Sensorkennlinien

5.1.1 Definition

In jeder der 64 x 32 Sensorzellen im Array ist der Neuro-Transistor — die ei-
gentliche Potentialsonde — in eine eigene Verstéirkerschaltung eingebettet. Die
direkte Messgrofle, der Strom durch den Tramsistor, wird dadurch vor Ort
verstirkt und in ein Spannungssignal gewandelt. An den Chip-Ausgangslei-
tungen wird folglich ein Spannungssignal abgegriffen, das iiber eine schaltungs-
charakteristische Funktion mit dem Eingangssignal iiber dem Gate verkniipft
ist.

Die Sensorkennlinie ist definiert durch die Abbildung der Eingangsspannung
auf das Ausgangssignal (Bild 5.1). Thr sigmoider Kurvenverlauf erklirt sich aus
dem verwendeten Verstirkertyp: Das Gate des Neuro-FET ist einer der bei-
den Eingéinge eines Operationsverstirkers. Ein solches Bauteil verstérkt inner-
halb seines Arbeitsbereichs kleine Potentialdifferenzen zwischen seinen beiden

Eingingen sehr hoch.

5.1.2 Kennlinienparameter

Bild 5.1 zeigt die Kennlinie eines Einzelsensors. Aufgrund von Fertigungs-

47
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03.07.99 Chip #40 - g40a

Steigung: 89 mV / mV
Offset: 310 mV
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Bild 5.1: Charakterisierung der Kennlinien durch Steigung und Offset. Das 20 mV

breite Messfenster ist farbig unterlegt.

schwankungen und Asymmetrien im Chipaufbau weichen die Kennlinien aller
2048 Sensoren im Array teils erheblich voneinander ab. Sie werden deshalb

nach zwei Kriterien charakterisiert:

e Der Offset bezeichnet die horizontale Verschiebung gegeniiber einer Ide-
alkennlinie, die ihre maximale Verstirkung bei 0 mV besitzt (= Bad-
potential). Eine Nullpunktskorrektur dieser Einsatzspannung kann tiber
eine Offsetspannung Vo nur fiir alle 2048 Sensoren gleichzeitig durch-

gefiihrt werden.

e Die Steigung im linearen Bereich bestimmt die Gesamtverstirkung.
Groflere Steilheit bedeutet zwar bessere Auflésung, zugleich wegen der
Begrenzung der Ausgangsspannung aber auch eine Verkleinerung des dy-

namisch verstirkten Eingangsbereichs.

Offset und Steigung einer Sensorzelle sind wichtige Randbedingungen fiir die
Messung einer Neuron-Silizium-Kopplung: Kopplungssignale kénnen innerhalb
des Messfensters nur dann bis zu einer Maximalamplitude von ca. 20mV auf-
gelost werden, wenn die Nullpunktsverschiebung des Arbeitsbereichs optimal

durch die Offsetkorrektur abgeglichen wurde.
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5.2 Kennlinienstreuung

5.2.1 Offset- und Steilheitenkarten

Zur systematischen Untersuchung der Kennlinienstreuung im Sensorfeld wur-
den bei Erstinbetriebnahme jedes Chips sdmtliche 2048 Kennlinien gemessen.
Die Auswertung erfolgte durch Auftragen der Offset- und Steilheitenvertei-
lungen in Karten (Bild 5.2).

-350.00

-320.00
-300.00
-280.00
-260.00
-240.00
-220.00
-200.00
-180.00

-150.00

L]
!

n 8 16 24 32 40 43 56 64

-80.00

-75.00

-70.00

-E5.00

Bild 5.2: Kennlinienkarten eines Chips. Spalten 56—63 wurden permanent deak-
tiviert (Siehe Abschnitt 5.4). Oben: Die Offsets streuen iiber das ganze Array
hinweg bis zu 100 mV um den Mittelwert. Unten: Die Steilheiten dndern sich

systematisch entlang der Diagonalen.
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Offsetstreuung

Die Kennlinien besitzen durchwegs positive Offsets, die Einsatzspannungen be-
tragen typischerweise 200-300 mV. Zu den Réndern hin (Spalte 0, Zeilen 0 und
31) sind die Offsets auffiillig kleiner, ansonsten ist keine Systematik erkennbar.
Die Breite der Verteilung liegt je nach verwendetem Chip und Vorgeschichte
bei 50-100 mV (siehe auch nichster Abschnitt: Drift). Da das Messfenster des
Einzelsensors nur 20 mV betrigt, ist die Streuung innerhalb des Arrays fiir die

gleichzeitige Messung an einer beliebigen Kombination von Sensoren zu grofi.
Steilheitenstreuung

Die Steilheitenkarte aller Chips weist einen typischen Anstieg entlang der Dia-
gonalen vom Sensor 0/0 hin zur Position 63/31 auf. Dabei liegen die Steigungen
zwischen 55-100mV/mV. Dieser Verlauf kann durch eine Anderung der Be-
schaltung von auflen nicht beeinflusst werden, und ist {iber mehrere Stunden
konstant. Die Steilheitenstreuung ist bei allen untersuchten Chips sehr &hn-
lich, tritt also zu regelméfig auf, als dass sie auf duflere Parameter wie etwa die
Lage des Chips auf dem Wafer zuriickzufiihren wire. Sie ist eine direkte Folge
des Chipdesigns; Ursache ist vermutlich die Asymmetrie der Sensorpositionen
im Arrayfeld beziiglich der Anordnung und Lénge der Versorgungsleitungen:

Die Sensoren mit ldngeren Versorgungsleitungen besitzen hohere Steilheit.

5.3 Drift

Wihrend die Verteilung der Steilheiten auch bei anhaltender Beschaltung des
Chips stabil bleibt, beobachtet man unter dem Einfluss der Nahrlésung ei-
ne zeitliche Verschiebung der Transistoroffsets. Zur Untersuchung der Drift
im Elektrolyten (u.a. 40mM NaCl, siche Anhang) wurden an einem zuvor
gereinigten Chip im zeitlichen Abstand von einer Stunde Kennlinienfelder auf-
genommen. Die Offsets wurden als Karten aufgetragen, ihre Haufigkeitsvertei-

lungen zusétzlich in Histogrammen dargestellt.

Die erste Karte in Bild 5.3 tduscht eine grofle anfingliche Inhomogenitét vor.
Tatséchlich erfolgt in den ersten Minuten eine rasche Verschiebung des Offsets.
Da die Spalten von links nach rechts im Abstand von einer Minute aufgenom-
men wurden, ist die Offsetkarte mit einem Zeitverlauf behaftet (Abschnitt 4.6).
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Bild 5.3: Zeitliche Entwicklung der Kennlinienoffsets. Ganz oben der frisch ge-
putzte Chip, dann Messungen im Abstand je einer Stunde.
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In den folgenden Stunden relaxiert das Kennlinienfeld zu einer relativ stabilen
Verteilung: Nach 5 Stunden streuen die Offsets etwa 50 mV um den Mittelwert.

Nach Reinigung ergibt sich ein &hnlicher Verlauf wie beim ersten Einschalten.

Ursache fiir die Drift ist vermutlich ein Eindringen von Na*-Ionen in die Zwi-
schenrdume zwischen Wolframnigel und Kontaktlocher. Die eindringenden Io-

nen verdndern dabei die Einsatzspannungen der floatenden Transistoren.

Zur Begegnung der Drift muss bei zukiinftigen Chipgenerationen auf eine bes-
sere Auffiillung der Kontaktlocher geachtet werden (siehe hierzu auch Ab-
schnitt 5.5). Auflerdem sollte die Oberfliche durch Aufbringen einer zusitz-
lichen Passivierungsschicht versiegelt werden, um einen direkten Kontakt des
Elektrolyten mit den Kontaktnigeln zu vermeiden. Ein Versuch von Siemens,
in Charge 6 nachtréglich eine isolierende SizN,-Schicht auf die fertig prozessier-
ten Chips aufzubringen, schlug fehl, so dass keine konkrete Aussage iiber den
Nutzen einer solchen Schicht gemacht werden konnte. In der néchsten Chip-
generation muss der zuséitzliche Prozessschritt deshalb bereits in der Planung
fest vorgesehen werden. Zukiinftige Layouts sollten auflerdem eine Resetleitung
besitzen, iiber die die Gates der Neuro-Transistoren geerdet werden konnen;
angesammelte Ladungen kénnten so abflieen, und die Einsatzspannungen der

Transistoren damit zuriickgesetzt werden.

5.4 Spaltenselektion

5.4.1 Schaltfunktionen

Geméaf der Unterteilung des Sensorfelds in eine 64 x 32-Matrix ist zu jedem
Zeitpunkt eine von 64 Spalten aktiv, die 32 Sensorausginge der aktiven Spal-
te konnen prinzipiell gleichzeitig ausgelesen werden. Im Multi-Site-Recording-
Experiment soll eine Anzahl von Sensoren in schneller Reihenfolge zyklisch
ausgelesen werden, daher ist ein schnelles und sicheres Umschalten der aktiven

Spalte notig.
Auf dem Chip befinden sich zwei Standard CMOS-Dekodierschaltungen, die

bei hoher Taktrate jeweils aus einem vorgegebenen 3-Bit-Wort eine 1-aus-8-
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Leitungsauswahl vornehmen. Die beiden Stringe zu je 8 Partialselektionslei-
tungen sind iiber eine 8 x 8-Matrix verschaltet. Jeder der 64 Verkniipfungs-
punkte wird als Spaltenselektionsleitung in das Array hineingefiihrt und schal-

tet dort lokal die einzelnen Verstirker dieser Spalte ein und aus (Bild 5.4).

Bild 5.4: Links: Die beiden 1-aus-8-Auswahlblocke mit ihren 16 Partialselektions-
leitungen. Mitte: Ausschnitt der 8 x 8-Schaltmatrix. Rechts: Eine der 64 Ver-

kniipfungsstellen der beiden Achterblocke. Die Verschaltung in Form eines einfa-
chen n-Kanal-Transistors anstelle eines echten UND-Gatters verhindert ein schnel-

les Abschalten der selektierten Spalte.

5.4.2 Schaltmatrix

Jeder der 64 Verkniipfungspunkte der 8 x 8-Matrix stellt eine logische Ope-
ration zwischen den beiden Eingangssignalen dar. Damit zu jedem Zeitpunkt
genau eine der 64 Selektionsleitungen aktiv ist, muss diese Verschaltung durch
ein UND-Gatter erfolgen.

In der vorliegenden Implementierung des Chips wurde stattdessen ein n-Kanal-
Feldeffekttransistor eingebaut. Gate und Drain sind die beiden Partialselek-
tionsleitungen (Eingénge des logische Gatters), Source ist die Spaltenselek-
tionsleitung (Bild 5.5). Das Umschalten der aktiven Drainleitung funktioniert
problemlos: Die zuletzt aktive Selektionsleitung entlddt sich {iber den durch-

geschalteten Transistor, die neue lddt sich auf.

Dagegen ergibt sich beim Umschalten der Gateleitung ein Problem: Beim Ab-
schaltvorgang dndert sich der logische Zustand der zum Gate fiihrenden Par-
tialselektionsleitung von 1 auf 0, die Gatespannung féllt damit schnell auf die

negative Spannung ab. Der Source-Drain-Kanal ,macht zu“ und wird hoch-
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ohmig. Damit konnen die vorher angesammelten Ladungen auf der zuletzt
aktiven Selektionsleitung hinter dem Transistor nicht abflieen und die Spalte

wird nicht abgeschaltet.

Partial-Drain- Drain
Select
Gate [

Partial-Gate-
Select

Source
Unterspalte U0 U1 U2 U3 U4 U5 U6 U7

Block B3
Sensor

Bild 5.5: Links: Schematische Darstellung der Verkniipfungsmatrix. Die Partial-
selektionsleitung fiir das Gate adressiert den Block, die Drainleitung die Unterspalte
innerhalb des Blocks. Rechts: Die Verkniipfungspunkte der Matrix sind n-Kanal-
Transistoren. Damit sich die selektierte Spalte (Source) entladen kann, muss die

Gateleitung auf High, die Drainleitung auf Low liegen.

Das Nichtabschalten der alten Spalte ist extrem problematisch, da nach diesem
Schaltvorgang nicht mehr nur eine, sondern jeweils zwei aktive Spalten an jede
der 32 Ausgangsleitungen angekoppelt sind. Im vorgesehenen Betrieb folgen
viele solcher Schaltvorgénge aufeinander, so dass im Allgemeinen bis zu acht

Sensoren aus acht Spalten das Signal der Ausgangsleitung iiberlagern.

5.4.3 Problemumgehung

Ausgehend von der Verschaltung der 8 x 8-Matrix (Bild 5.5) ist das Arrayfeld

aufgeteilt in

e 8 Blocke (BO-B7), adressiert durch das High-Tripel des Selektionswortes.

In der 8 x 8-Matrix sind dies die Drainleitungen.
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e 8 benachbarte Unterspalten (U0-U7) innerhalb des selektierten Blocks,
adressiert durch das Low-Tripel, die Gateleitungen der Matrixtransisto-

ren.

Wie im letzten Abschnitt erkldrt, wird beim Umschalten der Gateleitung ei-
ne neue Unterspalte selektiert, ohne dass die alte Spalte abgeschaltet wird.
Um das Problem zu umgehen, wurde ein Achterblock (B7) durch Auftren-
nen der Gate-Selektionsleitung permanent inaktiviert. Ein darauf angepasstes
Schaltprotokoll garantiert, dass zu jedem Zeitpunkt maximal eine Spalte von

Sensoren aktiviert ist.

Vor jedem Umschalten der Gateleitung wird zuerst durch das sichere Um-
schalten der Drainleitung in diesen inoperativen Block die alte Spalte definiert
abgeschaltet. Da der geopferte Block auf allen acht Selektionsleitungen perma-
nent elektrisch inaktiv ist (Drain ,offen* wird als ,Low* interpretiert), kann die
Gateleitung jetzt problemlos umgeschaltet werden, ohne dass dabei eine neue
Selektionsleitung aufgeladen wird. Erst durch Zuriickschalten der Drainleitung
in einen der operativen Unterblocke wird wieder eine Spalte von Sensoren ak-

tiviert.

5.4.4 Schaltzeit

Die Leiterbahnauftrennung des Chips erfolgt am bereits gesdgten Wafer unter
dem Mikroskop. Mit einem geerdeten Skalpell wird dabei die duflerste der 16
Partialselektionsleitungen durchgeschnitten. Nach der Auftrennung sind die

letzten 8 Spalten permanent deaktiviert, es verbleiben 56 nutzbare Spalten.

Das bereits angesprochene , sichere® Umschaltprotokoll gewihrleistet, dass zu
jedem Zeitpunkt der Messung genau eine der 56 Spalten aktiv ist. Es wird vom

Messprogramm folgendermafien implementiert:

1. Vor Beginn der Messung erfolgt definiertes Abschalten aller 56 aktiven Spal-
ten durch Programmieren der Spaltenfolge 56, 57, ..., 63 im inoperativen Block
(Block B7, Unterspalten U0, U1, ..., U7).

2. Wird wihrend der Messung das Low-Tripel der aktiven Spalte und damit die
Gate-Partialleitung geéindert, so wird zunéchst immer auf die korrespondieren-

de Unterspalte im inoperativen Block geschaltet. Dabei entlddt sich die alte
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Selektionsleitung und die Sensoren der betreffenden Spalte werden deaktiviert.
Innerhalb des Umschaltblocks kann die Unterspalte sicher umgeschaltet wer-
den. Abschlielend erfolgt die Programmierung der Zielspalte. Ein kompletter
Schaltvorgang erfordert also drei Schaltschritte.

Bild 5.6 dokumentiert die Umschaltproblematik und ihre Losung durch Zwi-
schenschalten auf den inoperativen Auswahlblock. Das Signal der Ausgangslei-
tung dndert sich bei direktem Umschalten der aktiven Spalte nicht. Erst durch
sicheres Umschalten geméfli dem Umschaltprotokoll wird die alte Sensorzelle
von der Ausgangsleitung getrennt und die neue Sensorzelle aktiviert. Aufgrund
der Offsetstreuung in den Sensorkennlinien ergeben sich unterschiedliche Levels

in den Ausgangssignalen.
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Bild 5.6: Links: Wiederholter Spaltenwechsel durch direktes Umschalten bleibt
ohne Auswirkung auf das Ausgangssignal. Rechts: Beim sicheren Umschalten wird
zuerst durch einen Zwischenschritt die alte Spalte definiert abgeschaltet. Eine akti-
ve Spalte wird jeweils auf die absteigende Flanke von Bit #5 selektiert, wenn vom
deaktivierten Block B7 zuriick in den aktiven Block geschaltet wird. Erst dann

liegt der neue Sensor am Ausgangssignal an.

Im rechten Diagramm erkennt man nach dem Umschalten kleine Uberschwin-

ger mit anschlieender Relaxation (< 10 us), bevor sich die Signale stabilisiert
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haben. Dies stellt bei der aktuellen Kombination von Chip und Apparatur die
tatsichliche Einschwingzeit dar. Aufgrund des dreifachen Umschaltprozesses
ergibt sich daraus eine Minimalumschaltzeit von 30 us fiir jeden , kritischen*
Spaltenwechsel. Diese Zeit liele sich durch eine Verkiirzung der zusétzlichen
,sicheren“ Schaltschritte reduzieren, allerdings ist eine solche individuelle Pro-
grammierung einzelner Schaltzeiten bei der momentanen Apparatur nicht vor-
gesehen. Zusitzlich kann durch Minimierung der Kabellinge zwischen Chip
und PC die Kapazitit der Ausgangsleitungen vermindert und damit die Rela-

xationszeit reduziert werden.

Eine deutliche Verbesserung des Schaltverhaltens ist in kiinftigen Chips durch

Implementierung der Matrixverkniipfungen als echtes UND-Gatter zu erzielen.

5.5 Kontaktbereich

5.5.1 Geometrie

Das Polysiliziumgate des Neuro-Transistors wird von neun quadratisch ange-
ordneten Wolframniigeln an die Oberfliche gefiihrt (Bild 5.7). Der Kontaktbe-
reich fiir ein Neuron ist dadurch iiber 5 x 5 um? ausgedehnt, alle Wolframkon-
takte sind leitend miteinander verbunden (Abschnitt 3.3).

Dies beeintriachtigt die Kopplungsausbeute. Damit eine Kopplung zwischen
Zelle und Sensor zustande kommt, muss die Zellmembran den Kontaktbereich
gut abdecken, d.h. vom Bad elektrisch isolieren. Dies gelingt mit zunehmen-
der Fliachenausdehnung des Kontaktbereichs schlechter: Bei der hier verwen-
deten 9-Nagel-Geometrie macht ein einziger unbedeckter Wolframkontakt die
Kopplung zunichte. Der Abdichtwiderstand des durch die Zelle abgetrennten

Kompartiments wird kurzgeschlossen, der Sensor misst Badpotential.

Mit Zelldurchmessern von etwa 50 um (Blutegel, Schnecke) wird bei giinsti-
ger Lage die Kopplungsfliche abgedichtet, bei den deutlich kleineren S&uge-
tierneuronen mit Durchmessern von 10 um (Ratte) ist ein Abdichten dieser

Nagelstruktur aber ausgeschlossen.
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Bild 5.7: Sensoreinheit mit integrierter Verstarkerschaltung. Der rot markierte
Kontaktbereich besitzt eine Ausdehnung von 5 x 5 um?, der zugehdrige Neuro-
Transistor liegt rechts des Kontaktbereichs. Benachbarte Sensoreinheiten besitzen

einen Rasterabstand von 50 pm.

5.5.2 Kontaktlochauffiillung

Die Kontaktlécher haben einen quadratischen Querschnitt von 1 x 1 um? bei ei-
ner Tiefe von 2 ym. Die Auffiillung mit Wolfram erfolgt in einem CVD-Prozess,

der urspriinglich nicht fiir ein solch enges Aspektverhéltnis ausgelegt war.

Daher waren unvollstindig aufgefiillte Kontaktlcher ein Dauerproblem bei der
Prozessierung der Wafer. Typische Fehler sind ginzlich leere Kontaktlocher,
trichterférmige Locher in den Wolframnégeln, oder nur oberflichliche Fiillung-
en in Form von Wolframpfropfen, die nicht hinunter bis zum Polysilizium rei-
chen (Bild 5.8).

Um dennoch mit dem vorliegenden Maskensatz brauchbare Chips herstellen
zu konnen, wurde mit der Variation verschiedener Prozessparameter experi-
mentiert. Das Aspektverhiltnis konnte durch starkes Uberbelichten der Kon-
taktlochmaske verbessert werden. Zusitzlich wurde die Abscheidungsdicke der
Ti/TiN-Kontakt/Barriereschicht im CVD-Prozess vergrofert, um auch in der

Tiefe eine vollstandige Bedeckung zu erreichen.

Damit gelang es bei den vier Wafern der 5. Charge, gute Wolframnéigel herzu-

stellen. Trotzdem gab es aufgrund der beschriebenen Probleme nie vollstindige
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Sicherheit fiir die korrekte Ausfiihrung aller Kontakte eines Arrays. Die Kon-
taktlochauffiillung war deshalb immer eine potentielle Fehlerquelle fiir defekte

oder unregelmiflige Sensorkennlinien.

20kV  2@kx 580nm 0337 08-24 15:48

Bild 5.8: Links: Defekte Kontaktndgel. Mitte: Unvollstindig aufgefiillte Kon-
taktndgel. Rechts: Gute Kontakte.

In zukiinftigen Chips sollte anstelle der neun miteinander verbundenen Kon-
taktpunkte nur ein einzelner Nagel mit groflerem Querschnitt verwendet wer-
den. Wegen der verminderten Gesamtausdehnung wird damit sowohl die Kopp-
lungsausbeute beim Neuron-Silizium-Kontakt erhoht, als auch das fiir die Auf-

fiilllung der Kontaktlocher mafgebliche Aspektverhéltnis verbessert.

5.6 Rauschen

5.6.1 Anforderungen

Damit extrazellulir mit FET-Sensoren Aktionspotentiale detektiert werden
konnen, muss das Rauschen des Gesamtsystems deutlich kleiner sein als die
zu erwartenden Kopplungssignale. Wahrend die intrazelluldr gemessenen Sig-
nale von 50-80mV bei allen Neuronen vergleichbare Grofle besitzen, hingt
die vom Gate des Transistors ,,gesehene“ Spannungsamplitude unter anderem
stark von der Kopplungsfliche zwischen Neuron und Silizium, und damit vom
Durchmesser der Zelle ab [33].

Fiir Blutegel- und Schneckenneurone mit iiber 50 ym Zelldurchmesser ergeben
sich typischerweise Kopplungen bis zu mehreren mV [14]. Dagegen fallen die

Signale bei den neurobiologisch interessanteren Hippocampuszellen der Ratte
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wegen ihres deutlich kleineren Durchmesser von 10 pm wesentlich geringer aus:
In [28] wurden durch Mittelung iiber viele Sweeps FET-Signale von 150 4V an

einer Rattenzelle nachgewiesen.

Aus diesen Daten ergeben sich die Anforderungen an das Signal-Rausch-Ver-
héiltnis der FET-Sensoren: Rausch- und Storsignale miissen deutlich kleiner als
100 1V sein, damit per Sensor einzelne Aktionspotentiale an Rattenkulturen

detektiert werden konnen.

5.6.2 Rauschen der Sensorausginge

Die Messung des Rauschens erfolgte mit einer speziell fiir solche Zwecke ent-
wickelten Messapparatur von Moritz Volker [29]. Dazu wurde eine der Aus-
gangsleitungen des Chips an den A /D-Wandlereingang der Rauschmessappara-
tur gefithrt. Um Erdschleifen zu vermeiden, wurden die Chipausgénge von der
normalerweise fiir die Kopplungsexperimente verwendeten Messkarte getrennt;
die Programmierung der aktiven Spalte erfolgte aber auch fiir die Rauschex-
perimente vom Standard-Mess-PC aus. Die Spannungsversorgung des Chips

wurde aus Batterien gespeist (Kapitel 4.3).

Die Rauschmessung wird im steilen Bereich des Kennlinie durchgefiihrt. Da-
zu wird die Offsetspannung so eingestellt, dass das Ausgangssignal des se-
lektierten Sensors zwischen 0.6-0.8 V betrigt. Die spektrale Leistungsdichte
und die Rauschkennzahl werden iiber die Kennliniensteigung auf gatebezoge-
ne Spannungen umgerechnet und aufgetragen (Zur Definition der spektralen
Leistungsdichte Sy(f) und der Rauschkennzahl Vipy siehe Anhang und [29]).

Die spektrale Leistungsdichte in Bild 5.9 ist eine Uberlagerung von Kurven-
formen: Im niederfrequenten Bereich bis 1kHz fallt Sy,(f) in etwa mit 1/f
ab. In der doppeltlogarithmischen Auftragung entspricht das einem linearen
Abfall mit Steigung —1. Dieser Verlauf lédsst sich fiir MOSFET-Transistoren
direkt aus dem Modell der Beweglichkeitsfluktuationen herleiten [29].

Das Verhalten fiir hohere Frequenzen ist komplex. Ab 10 kHz fillt die Rausch-
kurve stark ab. Tatséchlich handelt es sich um einen frequenzabhéngigen Abfall
der Ubertragungsfunktion der sensoreigenen Verstirkerschaltung. Die Band-
breitenbeschrankung fiir hohe Frequenzen wirkt sich direkt auf die Rauschleis-

tung aus.
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Bild 5.9: Rauschen von drei der 2048 Array-Sensoren. Im niederfrequenten Be-
reich bis 1 kHz entspricht die spektrale Leistungsdichte in etwa dem erwarteten
1/f-Verlauf eines Feldeffekttransistors. Ab 10 kHz tritt durch die Bandbreitenbe-

schrankung der chipeigenen Verstarkerschaltung ein starker Abfall ein.

Aus der Integration iiber die spektrale Leistungsdichte im Frequenzbereich
100 Hz-2 kHz ergeben sich fiir die Messungen aus Bild 5.9 die gatebezogenen
Rauschkennzahlen Vipn = 29 1V (rot), 26 4V (griin) und 24 pV (blau). Bei ins-
gesamt 9 Messungen an verschiedenen Sensorausgingen von zwei Chips streute
dieser Wert zwischen 20-40 V.

5.6.3 Konsequenzen fiir Kopplungsmessungen

Die Rauschkennzahl von Vi pxy < 40 ¢4V bedeutet eine theoretische Rauschamp-
litude von Vpp = /2 - Vipn < 113uV.

Tatséchlich beobachtet man bei Kopplungsmessungen eine Rauschamplitude
von 200 — 300 4V (siehe Messungen in Kapitel 6).

Die Diskrepanz erkliart sich aus der verwendeten Abtastrate der Digitalisie-
rungskarte bei der Messung: Gemessen wurde typischerweise bei Samplingra-

ten von 5-10 kHz. Nach dem Abtasttheorem von Shannon betrigt die maximal
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auflosbare Frequenz bei Abtasten eines Signals genau die Hélfte der Sampling-
frequenz. Alle hoheren Frequenzen kéonnen nicht korrekt erfasst werden und er-
scheinen als Spiegelfrequenzen in den niedrigeren, im Bereich der erfassbaren
Frequenzen liegenden Werte. Das Problem ist als Aliasing bekannt. Norma-
lerweise wird ihm durch Vorschalten eines Tiefpassfilters begegnet, der genau

jene Frequenzen herausfiltert, die oberhalb der Nyquist-Frequenz liegen.

Im Falle des Siemens-Arrays ist dies aber nicht so ohne weiteres moglich: Da
dieselben A/D-Wandler innerhalb einer Multisite-Recording-Messung fiir das
sequentielle Auslesen mehrerer Spalten genutzt werden, ergibt sich insgesamt
eine hohere Summenabtastrate fiir jede Ausgangsleitung. Das chipexterne Zwi-
schenschalten eines Antialiasing-Filters, der an die effektive Samplingrate des

Einzelsensors angepasst wire, wiirde daher ein Multiplexing zunichte machen.

Eine Bandbreitenbegrenzung muss in kiinftigen Layouts sinnvollerweise schon

auf der Chipseite bei der internen Verstirkung der Signale erfolgen.



Kapitel 6

Neuron Messungen

6.1 Aufgesetzte Blutegelneuronen

6.1.1 System: Hirudo medicinalis

Retziuszellen aus dem Blutegel Hirudo Medicinalis (Bild 6.1) sind ein gut
erprobtes System zum Test der Neuron-Silizium-Kopplung an neuen Chips
9], [26], [32]. Aufgrund ihres groflen Durchmessers von 50 ym koénnen sie den
Kopplungsbereich des Neuron-Silizium-Kontakts sehr gut abdecken. Dadurch
wird eine hohe und qualitativ gute Kopplungsausbeute erzielt.

Vorderer  Kopf- Schwanz- hinterer
Saugnapf Ganglion Segment Ganglion Saugnapf

1 —
\J pmm———_C s TR TR IR MR AR A n s
[ T I AT

Ganglion

Bild 6.1: Nervensystem des Blutegels. Einige der 21 Ganglien an Kopf und

Schwanzende sind miteinander verschmolzen [23].

63
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Retziuszellen treten in den 21 Ganglien des Blutegels paarweise auf. Sie sind
sich in Aufbau, Grofle und Signalform sehr dhnlich und erlauben dadurch re-

produzierbare Experimente.

6.1.2 Praparation und Versuchsdurchfiihrung

Die beiden Retziuszellen eines Ganglions sind anhand ihrer Grofle leicht zu
identifizieren (Bild 6.2) und kénnen mit einer Saugpipette von 100 gm Durch-

messer extrahiert werden [23], [24].

- Ant Post —»

Connectives

-~ Roots

Bild 6.2: Lage der Nervenzellen in einem Blutegel-Ganglion. Fiir die Experimente
wurden die zentralen, besonders groBen Retziuszellen (rot hervorgehoben) verwen-
det [23].

Fiir die hier vorgestellten Experimente wurden die Neurone iiblicherweise am
Vortag der Experimente aus dem Egel herauspréipariert, teilweise verstrichen
zwischen Praparation und Messung auch zwei Tage. Die Lagerung erfolgte in
einem mit Leibovitz L15-Medium gefiillten Zellkulturschilchen bei 20°C im
Brutschrank.

Die Reinigung des Chips vor den Experimenten erfolgt mittels Ethanol (70%)
in mehreren Durchgingen. Dafiir wird die Wanne iiber dem Chip mit heiflem

Ethanol gefiillt. Mechanisches Reiben mit einem Wattestdbchen unterstiitzt
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den Reinigungsvorgang. Nach Abspritzen des Ethanols mit Millipore-Wasser
wird der Vorgang zwei- bis dreimal wiederholt. Abschlieend werden Chip und
Messkammer nochmals griindlich mit Reinstwasser gespiilt. Insbesondere ist
dabei auf das Abflieen des Wassers von der Chipoberfliche zu achten: Ein
gleichméBiges Haften des Wasserfilms bedeutet eine hydrophile Oberfliche,
wichtig fiir ein gutes Anhaften der Zellen beim Aufsetzen und ein Indiz fiir
einen sauberen Chip. Nach erfolgreicher Reinigung werden die Chips mit der

Stickstoffpistole trockengeblasen.

Bild 6.3 zeigt das experimentelle Vorgehen: Zunéchst wird durch Eintauchen
einer Saugpipette (Durchmesser 75 um) in eine Poly-L-Lysinlosung (siehe An-
hang) etwas Haftvermittler aufgenommen. Durch vorsichtiges Aufsetzen der
Pipettenoffnung spreitet auf der hydrophilen Oberfliche ein kleiner Polylysin-
Tropfen. In wenigen Sekunden trocknet der Tropfen zu einem kreisférmigen

Flecken auf den Sensoren aus, der Chip ist fiir Neurone nun extrem , klebrig®.

1l PLL-Fleck’

m

Bild 6.3: Aufsetzen eines Blutegelneurons. Links: Eingetrockneter Poly-L-Lysin-

‘\'1’"

Tropfen auf Spalte 0 des Arrays. Mitte: Ein Neuron wurde auf Spalte 0, Ausgang
30 aufgesetzt. Da zuvor L15-Medium eingefiillt wurde, ist der Polylysinfleck nicht
mehr sichtbar. Rechts: Das Anstechen des Neurons erfolgt bei hGherer Verstarkung

der Lupe als das Aufsetzen.

Im néchsten Schritt wird die Wanne mit etwa 1ml Medium-Lésung gefiillt,
die Badelektrode an der Halterung befestigt und in den Elektrolyten getaucht.
Es ist wichtig, das Aufsetzen der Neurone moglichst ziigig nach Einfiillen des
Mediums durchzufiihren, da die Wirkung des eingetrockneten Polylysins rasch

nachlasst.

Hierfiir wird das Schélchen mit den extrahierten Zellen unter eine zusitzliche
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Lupe gelegt. Unter der Ubersetzlupe wird jeweils ein Neuron mit einer Saugpi-
pette aufgenommen. Unter Beobachtung durch die Experimentierlupe wird die
Zelle behutsam {iber dem Chip ausgeblasen. Durch vorsichtig dosiertes Sau-
gen und Blasen wihrend des Absinkens wird das Neuron iiber dem Zielsensor

positioniert.

Das Einstechen der Mikroelektrode erfolgt unter Beobachtung des Elektroden-
signals am PC. Die Anstechpipette wird mit dem Mikromanipulator unmit-
telbar iiber dem Neuron positioniert und dann solange vorsichtig abgesenkt,
bis entweder ein deutlicher Spannungssprung im Elektrodensignal auftritt oder
spontane Aktionspotentiale der verletzten Zellmembran detektiert werden. Um
die Zelle vor einem vorzeitigen Ermiiden durch wiederholtes Feuern zu be-
wahren, wird ihr Membranpotential durch Anlegen eines hyperpolarisierenden
Injektionsstroms soweit heruntergeklemmt, dass keine spontanen Aktionspo-

tentiale mehr auftreten.

Mit Hilfe der Stereolupe kann nun die Position des FET-Sensors unter dem
Neuron nach Spalte und Zeile ermittelt und in der Kanalliste des Messpro-
gramms eingetragen werden. Fiir die erste Runde der Blutegelmessungen wur-
de hier immer Spalte 0 eingegeben, in spiteren Messungen war die Spalten-
auswahl beliebig (siehe folgende Abschnitte).

Bevor am ausgewéhlten Sensor gemessen werden kann, muss dessen Kennlinie
abgeglichen werden. Anhand eines Potentiometers kann manuell die am Chip
anliegende Offsetspannung variiert werden. Die Spannung wird unter Beobach-
tung des Ausgangssignals am Bildschirm solange variiert, bis das Nullsignal des
Sensors in der Mitte des Messfensters liegt. Dadurch wird sichergestellt, dass

der volle Messbereich des FET-Sensors fiir die Messung genutzt werden kann.

6.1.3 Erste Kopplungen an ausgewihlter Sensorspalte

Vierte Chipcharge

Die erste Serie Messungen an Blutegelzellen wurde im Dezember 1996 und
Januar 1997 primér zum Test der 4. Chipcharge durchgefiihrt. Um trotz ei-
nes Fehlers in der Auswahllogik an Chips dieser Charge messen zu konnen,

nahm Siemens eine Leiterbahnauftrennung an der Spannungsversorgung des
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Arrays vor (Abschnitt 3.4 gibt eine genauere Beschreibung des Problems und
bietet eine Ubersicht iiber alle Chargen). Dadurch wurden 63 der 64 Spalten
permanent abgeschaltet, als einzige aktive Spalte verblieb Spalte 0. Samtliche
Messungen dieser Serie wurden daher an den 32 Sensoren dieser einen Spalte
durchgefiihrt.

In dieser ersten Messreihe gelangen acht Kopplungen. Soweit klassifizierbar
wiesen alle Chipsignale typisches biphasisches (A-Typ) Kopplungsverhalten

auf.

22.01.97 fet30c sweep 18

Mikroelektrode [mV]

0,90
0,88 |-
0,86 |-
0,84 [
0,82
0,80 |
078 [
0,76 - . I . I . I . I .

0 20 40 60 80 100

Zeit [ms]

Ausgang 00/30 [V]

Bild 6.4: Signal des Neurons aus Bild 6.3, gemessen an einem Chip der vierten
Charge. Die biphasische A-Typ-Kopplungsantwort folgt der ersten Ableitung des

Mikroelektrodensignals.

Bild 6.4 zeigt eine solche Messung: Das Neuron liegt nahe der Ecke des Arrays
auf Position: Spalte 0, Zeile 30. Die Zelle feuert spontan eine Reihe von 50 mV
groflen Aktionspotentialen, die von der Mikroelektrode sauber aufgelost wer-
den. Der FET-Sensor unter dem Neuron zeichnet zu jedem Puls eine deutlich

iiber dem Rauschen sichtbare Antwort auf. Die Signalform entspricht dabei
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der ersten Ableitung des Aktionspotentials, typisch fiir eine biphasische A-
Typ-Kopplung. Die Signalamplitude ist in Volt aufgetragen, sie bezeichnet die
Ausgangsspannung des integrierten Verstidrkers im Sensor. Um zu einer rele-
vanten Grofle — der tatsdchlich vom Sensor ,,gesehenen Signalamplitude — zu
gelangen, muss die Verstirkerspannung iiber die sensorcharakteristische Kenn-
liniensteilheit auf die Spannung iiber dem Gate zuriickgerechnet werden. Die
Kenntnis der individuellen Verstidrkerkennlinie ist daher Voraussetzung fiir die

Umrechnung.

Aufgrund der Natur der Messungen als Funktionsiiberpriifungen fiir die Chips
und dem damaligen friithen Stand der Messapparatur wurden zu diesen er-
sten Signalen noch keine individuellen Kennlinien aufgezeichnet. Die Signale
in Bild 6.4 und Bild 6.6 sind daher nicht quantitativ zu verstehen. Sie sind ein

qualitativer Funktionsbeweis der Sensoren.

Fiinfte Chipcharge

Im April 1997 lagen die Wafer der neuen fiinften Charge vor. Der Hauptun-
terschied zur vierten Charge war die Neudimensionierung eines Entladewider-
standes, der bisher das Ausschalten der Sensoren nach Umschalten der akti-
ven Spalte verhindert hatte. Damit konnte die Limitierung auf eine Spalte mit
Einschrinkungen aufgehoben werden. Es verblieb der zu diesem Zeitpunkt
noch ungeklirte Designfehler an der Schaltmatrix (Kapitel 5.4). Dies hatte
zur Konsequenz, dass ein Umschalten der Spalte eine lingere Wartezeit im Se-
kundenbereich erzwang und selbst dann stérende Artefakte durch mangelhaft

abgeschaltete Spalten nicht vollstdndig ausgeschlossen werden konnten.

Dies verursachte insbesondere auch Probleme bei der Kennlinienaufnahme:
Da bei Aufnahme des gesamten Kennlinienfeldes die Spalten der Reihe nach
adressiert werden, kommt es unter Umstédnden durch solche unvollsténdig ab-
geschalteten Sensorzellen zu einer Uberlagerung von mehreren Signalen. Aus
diesen Griinden zeigten die ersten Kennlinienaufnahmen am Gesamtarray ein
sehr uneinheitliches Verhalten, es traten Oszillationen, Spriinge und andere
Unstetigkeiten auf. Messungen von vollstdndigen Sétzen aller Kennlinien eines
Chips waren zu diesem Zeitpunkt nicht moéglich. Spéter zeigte sich empirisch,

dass sich das Schaltverhalten des Chips und damit auch die Form der Kennlini-
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en drastisch dadurch verbessern lief3, dass eine Mindestbeleuchtung des Chip-

feldes gewéhrleistet wurde. Zuvor war zur Vermeidung des Photoeffektes auf

den Feldeffekttransistoren bei volliger Dunkelheit gemessen worden.

Bild 6.5: Poly-L-Lysin-Flecken und positioniertes Neuron auf einem Chip der fiinf-
ten Charge. Das Neuron befindet sich auf Spalte 0, Ausgang 16 des Arrays.

10.04.97 fet16d sweep 1

Mikroelektrode [mV]

Ausgang 00/16 [V]

0 20 40 60 80 100
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Bild 6.6: Kopplung des Neurons aus Bild 6.5 an einem Chip der fiinften Char-
ge. Das groBe monophasische B-Typ-Kopplungssignal ist direkt proportional zum

Mikroelektrodensignal.
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Auch auf den Chips der fiinften Charge erfolgte die Positionierung der Neurone
zundchst nur auf Spalte 0. Im Vergleich zu den bisherigen Messungen wurde
also nur ein Paramter gedndert: Erstmals konnten die Chips unter voller Be-
schaltung des Arrays betrieben werden, wihrend die Umschaltproblematik auf

die anderen Spalten vorerst weitgehend ausgeklammert blieb.

Bild 6.5 zeigt ein Neuron auf Position 0/16. Das Mikroelektrodensignal zeigt
eine Reihe von 50 mV groflen Aktionspotentialen, die nach Zuriicknahme des
Klemmstroms spontan und regelméfig auftraten. Auch hier ist das Kopplungs-
signal als Ausgangsspannung der Sensorverstéirker aufgetragen. Aufgrund der
fehlenden systematischen Kennlinienmessung ist die individuelle Umrechnung
auf die Gatespannung nicht moglich. Eine Abschétzung mit einer typischen
Kennliniensteigung von 75 mV ergibt eine Amplitude von ca. 6 mV. Signalform

und grofle Amplitude sind typisch fiir eine monophasische B-Typ-Kopplung.

6.1.4 Kopplungen an willkiirlich ausgewé&hlter Sensor-

position

Mit Verfiighbarkeit der fiinften Charge konnten erstmals auch Messungen an
unterschiedlichen Arrayspalten durchgefiihrt werden. Dazu wurden Blutegel-
neurone zufillig iiber den Spalten 0-15 aufgesetzt und nach individuellem An-
stechen mit der Mikroelektrode auf Kopplungsaktivitit hin untersucht. Ge-
gebenenfalls konnte durch vertikales Verfahren des Mikromanipulators mit
der Penetrations-Mikroelektrode Druck auf das Neuron ausgeiibt werden, um

Kopplungen zu induzieren bzw. zu verstirken [14].

Insbesondere wurden fiir diese, wie fiir alle weiteren Experimente, konsequent
Kennlinien aufgezeichnet. Zu diesem Zweck erfolgte bei Erstinbetriebnahme
die Charakterisierung des Chips durch eine Messung des gesamten Arrays. Zu-
sétzlich wurden die Einzelkennlinien aller an Kopplungen beteiligten Sensoren
direkt nach Ende der Kopplungsexperimente aufgenommen. Durch Auswer-
tung der Kennliniensteigung konnten daraus die Verstirkersignale am Sensor-
ausgang auf Potentialinderungen am Gate zuriickgerechnet und in den Dia-

grammen als gatebezogene Signale aufgetragen werden.

In dieser Serie wurden sechs Kopplungen registriert. Fiinf der Kopplungen wa-
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ren wiederum biphasisch (A-Typ), in einem Fall ergab sich erneut eine starke,

monophasische Kopplung.

Bild 6.7 zeigt ein Experiment mit drei Zellen, die beim Aufsetzen willkiirlich auf
verschiendenen Spalten und Zeilen positioniert worden waren. Die drei Zellen

wurden der Reihe nach auf elektrische Aktivitdt und Kopplungseigenschaften

hin untersucht.

kenn 08/16 a

m = 119 mVimV

Ausgang: Spalte 08 / Ausgang 16 [V]

Ugo[mV]

Bild 6.7: Links: Willkiirlich aufgesetzte Blutegelneurone auf Chip PF642023/04
#20. Zunachst wurde am Neuron auf Sensor 08/16 gemessen. Rechts: Zugehdrige

Kennlinienmessung des Sensors 08/16.

Zunichst wurde das Neuron auf Position 08/16 betrachtet. Unmittelbar nach
dem Anstechen mit der Mikroelektrode war das Neuron spontan aktiv. Der
FET-Sensor unter der Zelle zeigte von Beginn an ein schwaches biphasisches
Kopplungssignal. Im Verlauf des Experiments wurde dann durch Absenken
der Mikroelektrode der Druck auf die Zelle erhoht, wodurch sich die Kopp-
lungsstérke zunehmend verbesserte. Das linke Diagramm in Bild 6.8 zeigt das

schwache Kopplungssignal zu Beginn des Experiments.

Das zweite Diagramm in Bild 6.8 demonstriert die Wirkung des Andriickens:
Trotz eines leichten Riickgangs der Aktionspotential-Amplitude ist das Kopp-

lungssignal etwa viermal so grofl wie zu Beginn der Messung.

Wie oben erklirt, wurden bei diesem Experiment die individuellen Kennlini-
en der verwendeten Sensoren aufgezeichnet (Bild 6.7). In Bild 6.8 sind daher
gatebezogene Spannungen aufgetragen, d.h., die gemessenen Ausgangssignale
wurden iiber die Kennliniensteigung auf die Spannungsdifferenzen in der Kopp-
lung zuriickgerechnet. m bezeichnet die Mittelwerte aus jeweils vier Kennlini-

enmessungen.
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Bild 6.8: Kopplung an Sensor 08/16. Links: Schwache biphasische Kopplung
zu Beginn der Messung. Rechts: Durch Andriicken der Zelle mittels Absenken
der eingestochenen Mikroelektrode wurde eine Verstarkung des Kopplungssignals

erreicht.

Auch das zweite Neuron auf Position 01/16 war elektrisch aktiv und zeigte
beim Einstechen der Mikroelektrode spontane Aktionspotentiale. Eine Kopp-
lung kam hier aber erst nach Andriicken mit der Mikroelektrode zustande.

Bild 6.9 zeigt das angestochene Neuron und die Kennlinie des zugehorigen

Sensors. Auch diese Kopplung ist vom biphasischen B-Typ mit einer Amplitu-
de von 2.5mV (Bild 6.10).
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Bild 6.9: Kopplungsexperiment an einer zweiten Zelle auf demselben Chip. Links:
Das angestochene Neuron befindet sich auf Sensor 01/16. Rechts: Zugehorige

Kennlinienmessung des beteiligten Sensors 01/16.
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Bild 6.10: Auch die Messung an der zweiten Zelle aus Bild 6.7 und Bild 6.9 zeigte

ein biphasisches Kopplungssignal.

6.1.5 Vergleichbarkeit mit metallfreien FET

Der Aufbau der Sensoren im 2000-Transistoren-Array unterscheidet sich erheb-
lich von den in bisherigen Arbeiten vorgestellten Chips zur Neuron-Silizium-
Kopplung: Die Messungen in [9], [14], [28] wurden an metallfreien Feldeffekt-
transistoren durchgefiihrt, bei denen das Neuron direkt auf dem diinnen Gate-
oxid des Transistors lag. Bei den Array-Sensoren hingegen ist der Kontaktbe-
reich ein flichenmifig ausgedehnter Bereich aus neun Wolframnégeln, die iiber
die Gateelektrode aus Polysilizium leitfdhig miteinander verbunden sind. Ein
zweiter entscheidender Unterschied zu bisher verwendeten Chips liegt in der
Einbindung des Transistors in eine individuelle Verstirkerzelle und die digitale

Adressierung der Sensoren.

Mit den Chips der fiinften Charge konnten Kopplungsmessungen an zufillig
ausgewihlten Arraypositionen auf simtlichen Spalten und Zeilen durchgefiihrt

werden. Retziuszellen des Blutegels sind grofy genug, die 3 x 3-Nagelstruktur
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des Kontaktbereichs hinreichend gut abzudecken um gute Kopplungssignale
zu erzielen. Es traten die von fritheren Arbeiten her bekannten Typ-A und
Typ-B-Kopplungen auf. Es wurde zu jedem Zeitpunkt immer nur an einem
einzelnen Sensor gemessen, eine gleichzeitige Messung an mehreren Sensoren
war aufgrund des bis dato noch ungeldsten Problems der Spaltenumschaltung
nicht durchfiihrbar.

Die Streuung bzw. Drift der Sensorkennlinien erforderte einen individuellen
Offsetabgleich der FET-Sensoren vor und mitunter auch wéihrend der Experi-
mente. Insbesondere drifteten die Arbeitspunkte kurz nach der Kontaktierung
des Chips sehr stark, bis zu mehreren Millivolt pro Minute. Ein schlechter
Offsetabgleich in Kombination mit dem schmalen Verstirkerfenster fiihrte bei
einem Experiment zu einer Verzerrung des Signals: Die Peaks einer starken
monophasischen Kopplung rutschten in den Ubergangsbereich der sigmoiden
Kennlinie, in dem der steile, ndherungsweise lineare Bereich in den horizontal
asymptotischen Bereich auslduft. Dadurch wurden Form und Amplitude der

Kopplungssignale stark beeintrichtigt.

Aufgrund der hohen Verstirkung ergab sich hingegen fiir die kleineren, bipha-
sischen Signale eine gute Auflésung. Der Offsetabgleich ist hier aufgrund der
kleinen Signalamplituden nicht so kritisch wie bei den Typ-B-Kopplungen.

Fazit: Zwei Eigenschaften des Chips sind entscheidend fiir die Messungen: Auf-
grund des ausgedehnten Kopplungsbereichs von 5 x 5 um? diirfen die Zelldurch-
messer der verwendeten Neuronen nicht zu klein sein. Das enge Messfenster
von nur 20 mV erzwingt bei groflien Kopplungssignalen einen sehr genauen Ab-
gleich des Verstéarkeroffsets. Die Spitzen von Aktionspotentialen werden sonst

wegen der sigmoiden Kennlinienform nicht vollstdndig {ibertragen.

Ansonsten sind die Neuron-Silizium-Kopplungen von Blutegelneuronen am
industriell gefertigten 2000-Sensoren-Chip vergleichbar mit Messungen friih-
erer Arbeiten. Der unterschiedliche Aufbau der Sensoren spielt fiir die Form
und Grofle der auftretenden Kopplungssignale keine Rolle: es wurden beide
Standard-Kopplungstypen — der schwache biphasische A-Typ und der starke
monophasische B-Typ — detektiert [14].
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6.2 Kultur von Schneckenneuronen

Vorgesehene Haupteinsatzgebiete fiir den 2000-Sensor-Chip sind die Messung
von Feldpotentialen in Hirnschnitten sowie die Aufnahme von Einzelzellsig-
nalen aus Neuron-Silizium-Kopplungen an dichten Zellkulturen. Es wurde da-

her die Zellkulturtauglichkeit des Chips und der Messkammern getestet.

Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung solcher Experimente gibt es zwei Grundvo-
raussetzungen: Da die Messkammer wéihrend der gesamten Kulturzeit mit Me-
dium gefiillt ist, muss die Passivierungsschicht die elektrischen Bauteile auch
bei mehrwochiger Bedeckung zuverldssig vor eindringenden Ionen schiitzen.
Zweitens muss die Oberfliche Biokompatibiliit in Bezug auf die verwendete

Zellkultur aufweisen.

Bei den konventionellen Neuro-Chips wurden beide Anforderungen durch ei-
ne isolierende SiO5-Glasoberfliche in Form einer Gateoxid- bzw. Feldoxid-
Deckschicht iiber dem Neuro-Transistor erfiillt. Im Falle des 2000-Sensor-Ar-
rays besteht die Passivierung aus einem Schichtsystem von SiOy-Oxid und
SigNy4-Nitrid. Auflerdem sind die Wolfram-Kontaktnégel der Transistoren bis
an die Oberfliche gefiihrt, so dass keine durchgehend homogene Oberfliche
vorhanden ist (siche Abschnitt 3.3).

Rattenzellen scheiden als Testsystem fiir die Zellkulturtauglichkeit aus, weil
sie mit Durchmessern von etwa 10 ym den ausgedehnten Kontaktbereich der
vorliegenden Chips nicht vollstédndig abdecken kénnen und daher keine Kopp-
lungssignale zu erwarten sind. Stattdessen wurde auf Neurone der Schlamm-
schnecke Lymnaea stagnalis zuriickgegriffen. Dieses System ist in der Litera-
tur gut dokumentiert, insbesondere wegen des Central Pattern Generators zur
Steuerung der rhythmischen Lungenkontraktion. Dieses minimale Neuronen-
Netz besteht aus nur wenigen Neuronen und konnte in Zellkulturexperimenten
funktionell nachgebildet werden. Es dient daher als Vorbild fiir ein ,Schal-

tungsdesign® mit Neuronen.

6.2.1 System: Lymnaea stagnalis

Die Neurone in Lymnaea stagnalis weisen je nach Lage in den Ganglien sehr

unterschiedliche Gréflen von 10-150 pum auf. Fiir die Experimente wurden die
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40-70 pm groflen Neurone der A-Cluster in den Pedalganglien verwendet. Mit
diesen Durchmessern sind sie den Blutegelzellen vergleichbar und kénnen den

Kopplungsbereich eines Sensors gut abdecken.

Die Préparation der Schnecken folgt im Wesentlichen der Technik von Ridgway
[20]:

Im ersten Teil der Priparation wird der zentrale Ganglienring — das ,,Gehirn*
der Schnecke — herausprépariert. Die verwendeten Tiere stammen aus eigener
Zucht; fiir die Experimente wurden den Aquarien erwachsene Schnecken mit
einer Linge von etwa 3 cm entnommen. Das Gehduse wird durch vorsichtiges
Abbrechen mit einer groben Pinzette entlang der Wendelung entfernt, ohne
dabei die Schnecke zu verletzen. AnschlieBend wird die Schnecke fiinf Minu-
ten in einer 25% antibakteriellen Mundwasserlosung gebadet. Dadurch werden
Schleim und Bakterien auf der Oberfliche der Haut entfernt, zusétzlich wirkt
die Losung betdubend. Das Tier wird in eine mit antibiotischer Salzlésung
gefiillten Aufsteckschale iibergesetzt und mit vier Nadeln auf dem Silikonbo-
den der Schale fixiert. Die Schnecke wird durch einen dorsalen Lingsschnitt
geOffnet und die Organe zur Seite gesteckt. Nach Durchschneiden des Schlunds
und der Speichelleiter mit einer Augenschere kann die buccale Masse entfernt
werden, und das Gehirn liegt frei. Um den Ganglienring herauslésen zu konnen,
miissen nun noch alle Roots abgeschnitten werden. Anschlielend kann das Hirn

mit einer Pinzette herausgehoben werden.

Im zweiten Teil der Priaparation werden dem Hirn einzelne Neurone entnom-
men. Hierfiir wird der Ganglienring in eine kleinere, silikonbeschichtete Auf-
spannschale iibergesetzt. Die Schale ist ebenfalls mit antibiotischer Salzlosung
gefiillt. Der Ganglienring wird mit Minutiennadeln so aufgespannt, dass die
dorsale Seite wiederum nach oben zeigt. Mit einer feinen Pinzette wird an-
schlieBend das duflere Hautchen um die Ganglien gelost. Das Hirn verbleibt
zur Abtotung von Bakterien 15 Minuten in der antibiotischen L&sung. An-
schlieBend wird die Salzlésung gegen einen Enzymcocktail getauscht, um die
extrazelluldre Matrix zwischen den Zellen anverdauen zu lassen und so die Ent-
nahme der Neurone zu erleichtern. Nach 30-miniitiger Enzymbehandlung wird
das Hirn dreimal mit definiertem Medium gespiilt, 15 Minuten mit Trypsin-
Inhibitor inkubiert und anschlieend wiederum dreimal gespiilt. Zur Zellex-

traktion wird das definierte Medium gegen hochosmolares DM getauscht. Mit
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einer Mikronadel werden die beiden Pedalganglien getffnet, so dass die Neurone
zugénglich werden. Mittels einer feuerpolierten und beschichteten Saugpipette
konnen nun die 40-70 ym groflen Zellen einzeln extrahiert und auf den Chip

iibergesetzt werden.

6.2.2 Zellkultur

In Vorbereitung auf die Zellkultur werden die Chips wie in 6.1.2 beschrieben
gereinigt und anschlieflend in eine Glaspetrischale gelegt. Die Sterilisation der

Messkammern erfolgt durch 45-miniitige UV-Bestrahlung in der Flowbox.

Anschlieflend wird die Chipoberfliche wird mit einer Poly-L-Lysinlésung be-
schichtet. Dazu werden die Wannen mit einer 1 mg/ml Poly-L-Lysin-Losung
gefiillt. Polylyisin adsobiert iiber Nacht an der Chipoberfliache, die Lésung ver-
bleibt bis zum Aufsetzen der Neurone am néchsten Tag in der Messkammer.
Die Beschichtung besitzt eine Doppelfunktion: Einerseits werden Wachstums-
faktoren an die Substratoberfliche gebunden, wo sie von auswachsenden Neu-
ronen benotigt werden. Andererseits vermittelt das Polylysin eine Haftung
zwischen der Oberfliche und den Neuronen selber, und verhindert so ein Ver-

rutschen der frisch aufgesetzten Zellen in der friihen Phase der Zellkultur.

Wihrend das verwendete definierte Medium eine Zellkultur mehrere Tage am
Leben erhalten kann, benétigen die Neurone fiir ein neues Ausbilden und
Wachstum von Neuriten zuséitzliche Wachstumsfaktoren. Diese Stoffe werden
normalerweise vom Schneckenhirn selber produziert. [hre Zusammensetzung
ist fiir Lymnaea nicht bekannt; anstelle der gezielten Zugabe einzelner Stoffe
wurden stattdessen zu jedem Chip in Kultur zwei Co-Kultur-Hirne zugege-
ben. Wéhrend der Inkubation der Zellkultur produziert die Co-Kultur dann
die Wachstumsfaktoren und sondert diese an das Medium ab. Die Extraktion
der Co-Kultur-Hirne entspricht dem ersten Teil der oben beschriebenen Pripa-
ration, die Hirne werden bis zum Ubersetzen auf die Chips in antibiotischer

Ringerl6sung gehalten. Zur Sterilisation wird die Losung 10-mal ausgewechselt.

Unmittelbar vor dem Aufsetzen der Neurone wird die Polylysinlésung iiber
dem Chip abpipettiert und dreimal mit autoklaviertem Reinstwasser gespiilt,
ohne dass der Chip dazwischen trocken fillt. Zur Kultur wird die Messkammer

mit 1 ml definiertem Medium aufgefiillt. Es folgt die ziigige Extraktion und das
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Aufsetzen der Schneckenneurone. Durch vorsichtiges Ausblasen und Ansaugen
mit der Saugpipette werden die Zellen iiber dem Array positioniert, bevor sie
absinken und anhaften. Nachdem alle Neurone aufgesetzt sind, werden zwei
Co-Kultur-Hirne je Zellkultur zugegeben. Um ein Hineinrutschen der Hirne
auf den Sensorbereich des Chips zu verhindern, werden diese auf der Stufe
der Innenwanne, nahe dem &ufleren Rand, abgelegt. Abschlielend wird ein
wassergetriankter Wattebausch in die Petrischale gelegt, um ein Austrocknen

der Kultur wahrend der Inkubation im Brutschrank zu verhindern.

Ein erstes Wachstum von Neuriten tritt nach ein bis zwei Tagen Kultur im
Brutschrank (20 °C) ein. Messungen wurden iiblicherweise am dritten Tag nach

der Priaparation durchgefiihrt.

6.2.3 Wachstumsexperimente

Die erste Serie von Wachstumsexperimenten fand von Mai—Juli 1998 an Chips
der fiinften Charge (Wafer PF642023/03) statt. Bei jeder Priparation wurden
auf zwei Chips Neurone aus zwei Schneckenhirnen kultiviert. Insgesamt wur-
den im Wechsel vier Messkammern beniitzt. In 16 von 34 Kulturen der ersten

Serie trat Wachstum von Neuriten auf.

Eine zweite Serie von Experimenten folgte von Oktober-Dezember 1998, eben-
falls an Chips der fiinften Charge (Wafer PF642023/03 und PF642023/04).
Diese Experimente waren wesentlich weniger erfolgreich, bei 20 Kulturen konn-

te nur einmal schones Wachstum beobachtet werden.

Die Zellen wurden beim Aufsetzen willkiirlich auf dem Sensorarray platziert,
zusétzlich bewegten sich die Neurone beim Wachstum iiber die Oberfliche. Die
Wahrscheinlichkeit, dass ein ausgewachsenes Neuron iiber der Sensorfliche ei-
nes Transistors liegt, ist deshalb ziemlich klein; die Ausbeute an koppelnden
Neuronen nicht besonders grof}. Insgesamt wurden bei den Wachstumsexperi-

menten nur drei deutliche Kopplungen aufgezeichnet.

Bild 6.11 zeigt ein auf dem Sensorfeld angewachsenes Schnecken-Neuron. Das
von drei Punkten des Zellsomas ausgehende Neuritenwachstum veristelt sich
mit zunehmendem Abstand weiter bis zu einer Linge von mehreren hundert

Mikrometern. Die Liénge kann anhand der 50 pm-Periodizitdt des Rasters gut
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abgeschétzt werden. Gleichzeitig aber erschwert der durch den Aufbau der
Sensorzellen gemusterte Untergrund das Erkennen der diinnen Neuriten. Dies
behindert gerade im ersten Stadium der Zellkultur das Einschétzen der Qua-
litdt des Wachstums betréchtlich.

Bild 6.11: Angewachsene Schneckenzelle, Detailaufnahmen. Wahrend das Zell-

soma mit 50 pgm Durchmesser noch relativ gut zu erkennen ist, sind die feinen
Neuriten auf dem gemusterten Untergrund des Sensorfeldes nur schwer zu verfol-

gen.

In dem vergréBerten Bildausschnitt von Bild 6.11 ist zu erkennen, dass die
Sensorstruktur gut vom Zellsoma abgedeckt wird, insbesondere liegt der Kon-
taktbereich des Neuro-Transistors unter der Zelle (vergleiche dazu Bild 5.7).
Tatséchlich lielen sich mit dem Sensor Kopplungssignale ableiten, nachdem
das Neuron beim Anstechen mit der Mikroelektrode spontane Aktivitéit zeig-
te.

Das FET-Sensor-Signal in Bild 6.12 wird von einem kurzen, biphasischen Puls
zu Beginn des Aktionspotentials dominiert. Dies lédsst zunéchst einen bipha-
sischen kapazitiven A-Kopplungstyp vermuten; bei ndherer Betrachtung er-
kennt man aber, dass die negative Flanke des Kopplungssignals bereits vor
dem Maximum des Aktionspotentials auftritt. Genauere Aussagen sind auf-
grund des schlechten Signal-Rausch-Verhiltnisses aus der Einzelmessung nicht

herauszulesen.
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Zur Verbesserung des Signals wurden acht Messungen gemittelt (zweites Dia-
gramm von Bild 6.12). Dies wurde dadurch moglich, dass die aufgezeichne-
ten Aktionspotentiale in allen Sweeps nach einem definierten Zeitversatz zum
Start der Messung ausgelost wurden. Durch die Mittelung wird das Signal-
Rausch-Verhéltnis drastisch verbessert, zudem findet man neben dem bereits
im Einzelsweep erkennbaren ersten schnellen Peak nach einem kurzzeitigen
Einbruch des Signals noch einen zweiten langsameren Anteil im Kopplungssig-
nal. Die verschiedenen Signalanteile lassen sich anhand der Dynamik der beiden
Kanaltypen fiir die Na™- und K*-Strome erkliren: Der erste Peak entspricht
hierbei dem schnellen Anstieg des Aktionspotentials, verursacht durch den ein-
tretenden Na™-Strom. Der langsamere, zweite Hiigel ist dem zeitverzogerten,

zellauswiirts gerichteten K™-Strom zuzuordnen.
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Bild 6.12: Kopplungsmessungen an angewachsener Schneckenzelle. Links: Ein-
zelaufnahme eines spontanen Aktionspotentials. Rechts: Mittelung iiber acht
Sweeps, ausgeldst und synchronisiert durch einen Mikroelektrodenpuls. Neben dem
schnellen Peak aus dem friihen Na*-Strom wird im gemittelten Kopplungssignal

ein zweiter, langsamerer Buckel aus der Uberlagerung mit dem K*-Strom sichtbar.
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Mittels der Kopplungstheorie kann das Auftreten beider Peaks im Sensorsignal
durch eine Verarmung bzw. Anhidufung von Ionenkanélen in der Kopplungs-
membran erklirt werden. Nach Gleichung (9) (Selektive nichtlineare Kopp-
lung, Abschnitt 2.3) ist der positive Na*-Peak als Verarmung von Na*-Kanélen
im Kontaktbereich zu interpretieren. Bei den K*-Kanilen sind aufgrund des
invertierten Vorzeichens des Gleichgewichtspotentials gk der K™-Kanile die
Verhiiltnisse umgekehrt: Der positive K t-Buckel lisst demnach auf eine An-

reicherung der K*-Kaniile im Kopplungsbereich schlieflen.

Fazit: Es wurde gezeigt, dass die Oberfliche der industriell gefertigten Sie-
mens-Chips prinzipiell zellkulturtauglich ist: In dreitégiger Zellkultur wuchsen
Neurone neu aus, indem sie mehrere hundert Mikrometer lange Neuriten bil-
deten. Die Musterung des Chips, bedingt durch den komplexen Aufbau der
Sensorzellen, erschwert die optische Kontrolle des Wachstums und die Beob-
achtung der Neuritenverédstelung. Die Chips waren nach drei Tagen Zellkultur
elektrisch noch immer voll funktionsfdhig. Die Kopplungssignale von ange-
wachsenen Neuronen sind im Allgemeinen schwicher als die von frisch aufge-
setzten Zellen. Durch die Aufnahme und Mittelung mehrerer Signaldurchldufe
konnten das Signal-Rausch-Verhiltnis verbessert und Details der Kopplungs-
form sichtbar gemacht werden. Die gefundenen Kopplungstypen sind wieder-
um aus #lteren Arbeiten an anderen Transistortypen bekannt, sind also keine
Eigenschaft des Siemens-Chips [15], [24].

6.3 Multi-Site-Recording

Im August und September 1999 wurden verschiedene Versuche unternommen,
ein fundamentales Multi-Site-Experiment an Chips der fiinften Charge durch-
zufithren. Gleichzeitig sollten die Auswirkungen der in Kapitel 5 vorgestellten
Limitierungen auf ein solches Messvorhaben erértert und nach moglichen Pro-
blemumgehungen gesucht werden. Wéhrend es innerhalb des zeitlichen Rah-
mens dieser Arbeit nicht gelang, Kopplungssignale an zwei oder mehr Neuronen

gleichzeitig aufzuzeichnen, wurde folgendes Modellexperiment realisiert:

Als System wurden wiederum Neurone der Schlammschnecke Lymnaea stagna-

lis verwendet. Im Gegensatz zu Abschnitt 6.2 wurden die einzeln herausprépa-
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rierten Neurone aber nicht auf den Chips kultiviert, sondern analog zu den

Blutegelexperimenten unmittelbar vor der Messung aufgesetzt (Bild 6.13).

09.08.99 - Chip #40

m =72 mV/mV

02 1 1 1
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Bild 6.13: Aufgesetzte Schneckenzellen. Links: Das von der Mikroelektrode ange-
stochene Neuron befindet sich auf Spalte 8, Zeile 16 des Rasters. Rechts: Kennlinie
des Sensors unter der Zelle.

In einem Vorexperiment wird die Zelle nach Einstechen einer Mikroelektrode
zunichst auf elektrophysiologische Aktivitét iiberpriift. Die Arrayposition des
aktiven Neurons wird mit Hilfe der Stereolupe nach Spalte und Zeile ermit-
telt und der entsprechende FET-Sensor in der Kanalliste programmiert. Nach
Durchfithrung des Offsetabgleichs wird durch Einzelsweepmessungen festge-
stellt, ob das Neuron an den ausgewihlten Sensor koppelt. Verlduft der Test

positiv, so wird mit dem eigentlichen Experiment begonnen.

Zusétzlich zu der bereits {iberpriiften und koppelnden Transistoreinheit werden
weitere, benachbarte Sensoren in die Kanalliste des Messprogramms aufgenom-
men. Auf diese Weise entstehen Abtastraster von 3 x 3 bis hin zu 5 x5 Sensoren.
Die Einstellung des gemeinsamen Kennlinienoffsets erfolgt unter Beobachtung
der ausgew#hlten Ausginge derart, dass moglichst viele der Ruhesignale in-

nerhalb des Messfensters liegen.

Anschlieflend wird die Messung gestartet. Mit dem Beginn der Datenaufzeich-
nung wird das Triggersignal fiir den Injektionsstrom ausgeldst. Nach einer pro-
grammierbaren Zeitverzogerung von wenigen Millisekunden wird mittels des

Stromstimulus ein Aktionspotential im Neuron ausgelost.



Kapitel 6. Neuron Messungen

[sw] yez

L ®)eds

g o)eds

00€

6 9)eds

00€

004

002

00€

00%

008

001

002

00%

00§

004

002

00%

008

Ausgang 15 Ausgang 16 Ausgang 17
FET 07/15 [V] FET07/16 [V] FET07/17 [V]
= 2 o g = = Py = o o = . g o o o - - - -
2 s s 5 S N > 2 s & 5 S 2 > 2 8 2 S 5 2 >
T T T T T °© T T T = T e T T T T T
3
L sk sk
8 3 E
n 3 nN
L sk 3L
3 8 3 E 3
3
R E E
3 N
» 3
E El
o R
L sk 3 sl
g g
S 5
L sL sl
g &
E
E
E
L gL E gl
g g 3
3 3 E
3
FET 08/15 [V] FET 08/16 [V] FET 08/17 [V]
o 14 k=4 = = = = S =4 14 = = = = o o e = = = =
2 S 5 3 S 2 5 2 S 5 s 5 2 5 2 S e 3 S 2 5
T T T T ° T T T T T ° T T T T T
<%> ]
L sl sk 3
8 8
Z 3
N L o 3
L sk sk 3
g g
E:
o o
L ElR sk
g g
IS IS
L sk sl
E 1 g
a a
L s s
g g ]
FET 09/15 [V] FET 09/16 [V] FET09/17 [V]
o ° o = = = o 3 o = = = o o o = = =
S s s 5 S N > S s & 5 S S > 2 s s 5 S 2 >
T T 3 T T ° T T T T ° Ed T T T T
3 3
3
3 4
L 3 sk sk
E 8 8 3
3
k =
E N N
L sk sk
3 g g
: 3
= =
o ol 3
L sl sb 4
g g
L 3 sk sl 4
2 g g 3
% g g
L gl ER
g g E

83

9 deamg 9119} 66'80°60

Bild 6.14: Multi-Site-Recording an einem 3 x 3-Raster von Sensoren. Der Tran-

sistor auf Spalte 8, Ausgang 16 koppelt an ein Schneckenneuron, die anderen

Ausgange zeigen entsprechend ihrer Kennlinienoffsets verschobene Nullsignale.
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Bild 6.15: Erweiterung der Messung auf ein 5 x 5-Raster. Sensor 8/16 zeigt
wiederum das Kopplungssignal, die umliegenden Ausgange konstante Nullsignale,

teilweise im Bereich der oberen oder unteren Begrenzung der Kennlinie.
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Das Experiment wurde insgesamt an vier Zellen vollstdndig durchgefiihrt.
Zweimal war das Kopplungssignal in der Multi-Sensor-Messung zweifelsfrei
zu erkennen. Bild 6.14 zeigt die neun simultan aufgenommenen Signale eines
solchen 3 x 3-Sensor-Rasters. Das aktive Neuron aus Bild 6.13 deckt dabei
den Transistor in der Mitte ab, sein Kopplungssignal ist deutlich zu erken-
nen. Die umliegenden Sensoren zeigen iiber die gesamte Zeitspanne konstante

Ausgangswerte.

Um die Leistungsfihigkeit und die Grenzen der Apparatur auszuloten, wurde
das Messfeld um das Neuron aus Bild 6.13 zu einem quadratisches Raster aus
5 x 5 Sensoren erweitert. Bei der verwendeten Taktfrequenz von 20 us betrigt
die Zeitauflosung 740 ps. Sie addiert sich aus den Zeitintervallen fiir die Da-
tenaufnahme von 25 Sensorkanilen, den fiinf benotigten ,,sicheren Spaltenum-

schaltungen sowie der Aufnahme von 2 Mikroelektrodensignalen (Bild 6.15).

Obwohl nur ein einzelnes Neuron tatséchlich an einen Sensor koppelt, wihrend
die umliegenden Transistoren im Bad blank auf konstantem Massepotential
liegen, beinhaltet dieses Experiment wesentliche Elemente einer echten Multi-

Site-Messung an einer Anzahl von Zellen:

e Aus der Gesamtzahl der 2048 Pixel wird ein bis zu 5 x 5 Sensoren grofer

Unterblock geméf der willkiirlichen Position eines Neurons ausgewihlt.
e Das Auslesen aller 25 Sensorsignale in der Auwahl erfolgt simultan.

e Die zeitliche Auflosung des Einzelsignals von 720 ps in der Multi-Site-
Messung ist ausreichend, um das Kopplungssignal eines Schneckenneu-

rons aufzulosen.

Diese Messung zeigt aber gleichzeitig sehr deutlich alle Schwachstellen des
Chips hinsichtlich eines Multi-Site-Recording-Experiments mit einer hohen
Zahl von Sensoren (> 100) auf:

Uberbreite Offsetverteilung: Die Kontaktstellen aller nicht an der Kopp-
lung beteiligten FET-Sensoren liegen konstant auf Nullpotential. Thre Aus-
gangssignale sind jedoch aufgrund der unterschiedlichen Einsatzspannungen
stark gegeneinander verschoben. Teilweise befinden sie sich sogar im unemp-
findlichen Séttigungsbereich der Kennlinie. Diese Sensoren wéren in einem

echten Multi-Site-Experiment , blind“ fiir Kopplungssignale.



86 Kapitel 6. Neuron Messungen

Gemeinsamer Offsetabgleich: Da ein Offsetabgleich immer alle Sensor-
kennlinien gleichzeitig betrifft, kann das Messfenster nur einem einzelnen Sen-
sor optimal angepasst werden. Soll an mehreren Pixeln gleichzeitig gemessen
werden, so muss der Offset moglichst auf den Mittelwert der Einsatzspannun-

gen eingestellt werden.

Schaltfrequenz: Die Anzahl der gleichzeitig abtastbaren Kanile bzw. de-
ren zeitliche Auflésung wird von der Umschaltzeit beim Wechsel des aktiven
Sensors bestimmt. Aufgrund der in Abschnitt 4.5 angesprochenen Synchronisa-
tionsprobleme der Multifunktionsmesskarte ergab sich apparativ eine minimale
Taktfrequenz von 20 ps. Das sichere Umschaltprotokoll erzwingt zwei zusétzli-
che Takte bei jeder Spaltenumschaltung. Es ergeben sich dadurch Umschaltzei-
ten von 20 us innerhalb einer Spalte und 60 ps beim Umschalten zwischen zwei
Spalten. Diese apparativ bedingte Umschaltzeit liefle sich durch die Verwen-
dung einer besseren Messkartenkombination deutlich verkiirzen: Die durch den
Chip vorgegebene Minimalumschaltzeit zwischen zwei kritischen Spalten liegt
bei unter 30 ps (siehe Abschnitt 5.4), die 32 Ausgénge einer bereits selektierten

Spalte konnen parallel quasi gleichzeitig ausgelesen werden.

6.4 Slice Kulturen

Mit einer Ausdehnung des Sensorfeldes von 3.2 x 1.6 mm? beim Rasterab-
stand 50 um eignet sich der Chip ideal fiir die Kultivierung von Hippocampus-
Schnitten aus dem Rattenhirn. Bild 6.16 zeigt einen organotypischen Hippo-
campus-Slice auf dem Sensorfeld des Chips nach zwei Wochen Zellkultur [5], [6].
Deutlich erkennbar ist die typische Struktur des Hippocampus, die durch Nissl-
Anfirbung des Slices sichtbar gemacht wurde. Im linken Bild von Bild 6.16
bedecken die beiden Bogen des Hippocampus und des Gyrus Dentatus das

Sensorfeld nahezu hundertprozentig.

Fiir die Messung von Feldpotentialen an organotypischen Slice-Kulturen sind
einige der designbedingten Schwachstellen des Chips unproblematisch oder las-
sen sich durch geeignete Maflnahmen kompensieren, so dass sich folgende Si-

tuation ergibt:



Kapitel 6. Neuron Messungen 87

Bild 6.16: Organotypische Hippocampus-Slicekultur auf dem 2000-Transistoren-

Chip. Links: In der Anfarbung erkennt man die typische Struktur des Hirnschnitts
aus den beiden Bogen des Hippocampus und des Gyrus Dentatus. Der Slice deckt
die Sensorflache nahezu hundertprozentig ab. Rechts: Auf der stark strukturierten
Oberflache sind Einzelzellen schwer auszumachen. Die Zelldichte ist deutlich héher
als die Sensordichte.

e Erste Kulturversuche ergaben, dass der Slice die Oberfliche und Eigen-
schaften unveréndert 148t: Auch nach zweiwo6chiger Zellkultur lieflen sich

an dem Chip die typischen Kennlinienfelder ableiten.

e Beschrinkt man sich bei den Messungen auf Feldpotentiale, so hat man es
mit einer Messgrofie zu tun, die rdumlich nicht auf Einzelsomata begrenzt
ist. Damit ist die rAumliche Ausdehnung der Detektorfliche von

5 x 5 um? unproblematisch.

e Die zu erwartenden Signale sind in der Groflenordnung 400 pV — 3mV,

das Signal-Rausch-Verhéltnis der Chips ist daher ausreichend [1].

e Die Slicekultur kann trotz unsteriler Umgebung wihrend der Messung
durch laufendes Durchpumpen von frischem Medium durch die Messkam-
mer iiber mehrere Stunden hinweg am Leben erhalten werden. Nach
Abschnitt 5.3 relaxiert die Offsetstreuung nach ldngerer Zeit in eine

stabile, relativ homogene Verteilung.

e Die Probleme bei der Spaltenumschaltung kénnen durch Abtrennen
eines Achterblocks von Spalten entsprechend Abschnitt 5.4.3 umgangen

werden.
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e Es verbleibt die Begrenzung der Abtastrate durch die Limitierung der
in der Apparatur eingesetzten Messkarte. m Demonstrationsexperiment
fiir das Multi-Site-Recording lag die maximal erreichbare Abtastrate bei
50kHz bzw. 20 us pro Kanal. Um eine verniinftige Auflésung der Sig-
nale zu erzielen, ergibt sich eine Beschrinkung auf etwa 25 gleichzeitig

abgeleitete Sensoren.

Um zu einer Performance von etwa 100 gleichzeitig abtastbaren Signalen zu
gelangen, wurde das Messprogramm gegen Ende dieser Arbeit von Martin
Jenkner unter Beibehaltung der oben beschriebenen Funktionalitit auf ein lei-
stungsfihigeres Computer/Messkartensystem iibertragen. Mit dem neuen Sy-
stem gelang eine erste 49-Sensoren-Multi-Site-Kopplung an einem von Brigitte

Besl préapariertem Slice:

Bild 6.17: Slice-Experiment: Der Hirnschnitt wird von einer Wolframelektrode
(rechts) gereizt. Die Glasmikroelektrode (unten) misst lokalisiert das Feldpotential
im Slice und dient als Referenz und Kontrolle fiir die 49 Kopplungssignale der

FET-Sensoren unter der Elektrodenspitze.



Kapitel 6. Neuron Messungen 89
Ausgang 22 Ausgang 28 . . _ .=
» ° v __7;_
g — 8
7 5 - - - - - - e
Q3 - - - - - - |3
2 “F L (LE 1= |FE |F 8
g 3
:;‘ S
o
S n n
B s - -
- - -
3
2 8 - -
g
=
o
o g3 - - - - -
T B B B B B
NS
w 3

Bild 6.18: Multi-Site-Recording von 49 FET-Sensoren an der Slicekultur aus
Bild 6.17. Aufgrund der inhomogenen Einsatzspannungen der Sensoren ergeben

sich unterschiedlich gute Signal-Rausch-Verhaltnisse.
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Bild 6.17 zeigt die Lage des Hirnschnitts auf dem Chip. Der Slice wird in der
Region CA3 durch die rechts im Bild sichtbare Wolframelektrode gereizt. Zur
Kontrolle wird das Feldpotential lokal mit einer Glasmikroelektrode (unten)
in CA1 abgetastet. Fiir die Mesung wurde ein Bereich von 7 x 7 benachbarten

FET-Sensoren ausgewihlt (rot markiert).

Das Mikroelektroden- und die 49 Sensorsignale sind in Bild 6.18 aufgetra-
gen. Im Mikroelektrodensignal sind deutlich der scharfe Peak des Reizes bei
20 ms sowie die 10 ms breite Antwort der Zellkultur zu erkennen. Die Slicekul-
tur dichtet den Kopplungsbereich der Sensoren sehr gut ab, so dass deutliche
monophasische Kopplungssignale abgeleitet werden. Zeitpunkt und Form der

Mikroelektroden- und Sensorsignale stimmen gut iiberein.

Das unterschiedlich gute Signal-Rausch-Verhéltnis erklért sich aus den inho-
mogenen Einsatzspannungen der Sensoren. Der vor der Messung erfolgte Off-
setabgleich wurde so durchgefiihrt, dass sich die an der Messung beteiligten
Sensoren im Mittel am steilen Punkt ihrer Kennlinien befinden. Dies bedeu-
tet, dass die Sensoren mit den extremsten Offsets am Rande ihres Auflosungs-
vermoégens operieren, daher zeigen ihre hochskalierten Signale bereits die Di-

gitalisierungsschritte des A /D-Wandlers.

Eine Umrechnung der Signale auf effektive Gatespannungen wurde in Bild 6.18
nicht durchgefiihrt, da eine Kennlinienmessung zum Messzeitpunkt nicht vor-
liegt und eine offsetabhingige Umrechnung der Signale mit der Kennlinie im

Messprogramm zum gegenwértigen Zeitpunkt noch nicht implementiert ist.

Die effektive Abtastrate betrug 2.2 kHz. Dies geniigt fiir eine gute Auflésung
der relativ langsamen Feldpotentiale. Eine Verdopplung der gleichzeitig aus-
gelesenen Sensorzahl auf 100 bei einer Halbierung der Abtastrate sollte damit

problemlos mdglich sein.
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Ausblick

In dieser Arbeit wurde anhand von Kopplungsmessungen an Blutegel- und
Schneckenneuronen gezeigt, dass die Grundelemente und die Geometrie des
Chips — der einzelne Neuro-Transistor ist eingebettet in eine individuelle Ver-
stiarkerzelle, unter Ansteuerung einer aus einer Vielzahl von Spalten mit Sen-
soren — prinzipiell funktionieren und aufgrund ihres modularen Aufbaus in

spateren Chipentwiirfen problemlos erweiterbar sind.

Bei der Charakterisierung der vorliegenden Chips wurden grundlegende Er-
kenntnisse fiir das Design eines Multiplexing-Chips gewonnen: Neben einem
zuverlédssigen Schutz vor Korrosion im Elektrolyten sind rdumliche und zeitli-
che Homogenitét der Sensorkennlinien notwendige Voraussetzungen fiir Multi-
Site-Messungen. Die Umschalt- und Einschwingzeit beim Wechsel der aktiven
Spalte entscheidet iiber die zeitliche Auflésung. Die Geometrie des Kontakt-
bereichs muss dem Neurondurchmesser angepasst sein. Die Funktionsfihigkeit
des Sensors erfordert eine hohe Qualitdt der Kontaktlochauffiillung. Messung-
en an Rattenzellen erfordern eine Minimierung des Rauschens auf deutlich
unter 100 V.

Die Kooperation mit Siemens/Infineon wird fortgesetzt. Derzeit flielen die
in dieser Arbeit gesammelten Erfahrungen in die Entwicklung einer neuen
Chipgeneration ein. Neben der rdumlichen Ausweitung des Sensorfeldes bei
gleichzeitiger Verkleinerung des Rasterabstands werden die grofiten Probleme
des vorliegenden Designs adressiert: — Inhomogenitéit der Einsatzspannungen,

Rauschen, Schaltverhalten und Kontaktbereich —. Die Prozessierung der er-
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sten Testmuster des neuen Chips beginnt voraussichtlich bereits im néchsten
Friihjahr, so dass gegen Mitte 2001 mit dem Vorliegen der ersten Chips ge-

rechnet werden kann.

Die gleichzeitige Aufnahme von 49 Kopplungssignalen zwischen Chip und einer
organotypischen Hippocampus-Schnittkultur der Ratte beweist grundsitzlich
die Anwendbarkeit der Neuron-Silizium-Kopplung zur raumzeitlichen Messung
neuronaler Aktivitit. Gleichzeitig erdffnet das Experiment Perspektiven zur
Verwendung derartiger Array-Chips von der Grundlagen-Hirnforschung bis hin

zum pharmazeutischen Medikamenten-Screening.



Anhang A
Die Rauschkenngrofie Vi py

Typisches Merkmal einer Rauschgrofie a(t) ist, dass ihr zeitlicher Verlauf nicht
vorhersehbar ist. a(t) ist mathematisch daher als eine Wahrscheinlichkeitsfunk-
tion aufzufassen. Es besteht aber im Allgemeinen eine Korrelation zwischen
dem Wert der Rauschgrofle t1 zu einem gegebenen Zeitpunkt und zu einem
spateren Zeitpunkt ¢y = t; + 7. Mathematisch ist dies die Autokorrelations-

funktion p(7)

p(r) == lim — / a(t)a(t + 7)dt. (1)

Sie beschreibt die mittlere Anderung der Schwankungsgrofe in einem Zeitin-
tervall 7 [29].

Um zu einer prignanteren Darstellung der Rauschanteile zu gelangen, wechselt

man in den Frequenzraum und definiert die spektrale Leistungsdichte S(f)

o0

S(f) =2 / p(r)e 2 dr, 2)

Aus dieser Formel lassen sich die spektralen Leistungstdichten fiir definierte
Rauschtypen mathematisch ableiten. Das thermische Rauschen eines ohmschen
Widerstandes R hat beispielsweise einen konstanten Wert Sy (f) = 4kTR, das

Transistorrauschen von OSFETS besitzt einen charakteristischen 1/ f-Verlauf.
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Nach dem Faltungstheorem ist die Fouriertransformierte des Faltungsprodukts
zweier Funktionen gleich dem Produkt der Fouriertransformationen der einzel-

nen Funktionen. Damit li8t sich (2) umschreiben in

1

S(f) = Jim o / a(t)er it | (3)

Mit dieser Form kann die spektrale Leistungsdichte aus einem experimentell

gemessenen Signal berechnet werden.

Um zu einer relevanten Aussage iiber das Rauschen zu gelangen, muss eine
geeignete Kenngrofie gefunden werden, die den Eigenschaften des zu messen-
den Nutzsignals Rechnung trigt. Der typische Verlauf eines Aktionspoten-
tials umfasst nur einen begrenzten Frequenzbereich von etwa 100 Hz bis 2 kHz.
Als Kenngrofle des tatséichlich stérenden Rauschens wird daher die Kenngrofie
Virn als Integral iiber die spektrale Leistungsdichte in diesem Frequenzinter-

vall definiert:

2000Hz

Vien = / Sv, (f)df. (4)

100Hz

Die Kenngrofle besitzt die Dimension einer Spannung und stellt den Effektiv-
wert des storenden Rauschens dar. Der Index LFN steht fiir ,,Low Frequency

Noise®.

Zum Vergleich mit der Amplitude des Nutzsignals wird gelegentlich anstelle
des Effektivwerts der anschaulichere Spitze-Spitze Wert V,, verwendet. Die

Umrechnung fiir ein Sinussignal lautet

Vop = 2V2 - Veg. (5)
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Messstand

PC Faradaykafig
Batterie-
Festplatte spannungen
19" Rack Messkammer
6
8 D/A Wandler 8, Versorgungs- - 64 x 32 Array
i spannungen
64 I
16 TTL Bits 16, TTL Umsetzer
4 (Optokoppler) Mikroelektrode
(x2)
VDC Generator
—fLnnnn.
32 5
A/D Wandler > 32 Ver§tarker 32
40 x MUX 1:4 A
(optional)
IEEE 24
Funktions-

generator JL.
(x2)

Mikroelektroden-

Verstarker (x2)

95




Anhang B. Messstand

Aufbau

Tisch, Kafig Zentralwerkstatt MPI
Marmorplatte 9cm Georg Halbig, Miinchen
Schwingungsdampfer Spindler & Hoyer
Stereolupe Wild M10 Leica
Ubersetzlupe Z3 Leica
Kaltlichtquelle Schott
B/W CCD-Kamera Sony
B/W Video Monitor Sony
B/W Video Printer Sony

Hardware
PC: P60/EISA/PCI-Bus PCD-5T Siemens
Multifunktionsmesskarte PCI-20501C-1 | Intelligent Instrumentation
A/I-Multiplexer Karten PCI-20368M-1 | Intelligent Instrumentation
D/A-Wandlerkarte DA 1250 Erma
GPIB-Karte Keithley

Software
Messprogramm in C/C++ | (C/C++) Eigenentwicklung
Kennlinienprogramm (Labview) Eigenentwicklung
Betriebssystem MS-DOS 7.0 | Microsoft
Betriebssystem Windows 95 Microsoft
Borland C++ Compiler Version 4.5 Borland
Plotsoftware Origin Version 6.0 Microcal
LabView Version 4.0 National Instruments

Elektronik
Spannungen/6 V-Akkus Eigenbau/Sonnenschein
TTL-Umsetzer/Optokoppler | Auwahllogik Eigenbau
Filterkarte Vier Eigenbau
32 Verstarker 1:4 (optional) Eigenbau

Elektrophysiologie

Briickenverstarker BA-1S npi
Funktionsgenerator HP-33120 A Hewlett-Packard
Mikromanipulator (mechanisch) | Leitz
Mikromanipulator (elektrisch) Eppendorf




Anhang C
Messkammer

Die Basis fiir die Messkammern bilden gewdéhnliche, einseitig kupferbeschich-
tete Platinen, die nach eigenem Layout in der Elektronikwerkstatt geédtzt wur-
den. In die vier Ecken sind Locher zum Fixieren der Messkammer auf dem x-y-
Schlitten gebohrt. Zur Aufnahme des Chips ist das Platinenmaterial auf eine
Tiefe von 0.7 mm ausgefrést, so dass die Oberfliche des eingeklebten Chips mit
den Leiterbahnen eben liegt. Zur elektrischen Kontaktierung ist ein doppelrei-

higer, 44-Pin-Pfostenstecker auf die Endpunkte der Leiterbahnen aufgelotet.

Beim Entwurf der Plexiglaswannen wurde den Abmessungen des Sensor-Feldes
auf dem Chip, der Entfernung der Bondkontakte vom Array, der Hohe der
Bond-Loops und der Anordnung der platinenseitigen Kupferkontakte Rech-
nung getragen. Die zweiteiligen Wannen wurden von der Zentralwerkstatt auf
einer computergesteuerten Drehbank gefertigt. Zur spéiteren Verkapselung des
Volumens zwischen Innen- und Auflenwanne mit Epon werden zwei Locher an
der Oberseite der Auflenwanne an gegeniiberliegenden Positionen gebohrt. Vor
der Verarbeitung werden die Wannen griindlich in einer 5%-Losung von Ticko-
pur, RP 100, Bandelin, Berlin in Millipore bei 80°C in der Ultraschallwanne
gereinigt. Es folgt ein Ultraschallbad in reinem Millipore-Wasser, anschlieflend

werden die Zellen iiber Nacht in frischem Millipore-Wasser gelagert.

Zum Aufkleben wurde handelsiiblicher Universalklebstoff — Pattex, Henkel und
top-fit Klebstoff, Renia, Koln — verwendet. Nach dem Aufkleben ist unbedingt
eine Pause von mindestens zwei Stunden einzulegen, bis der Klebstoff abge-

bunden hat. Ansonsten besteht die Gefahr, dass die Chips beim anschlieflen-
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Anhang C. Messkammer

den Bondprozess verschoben werden. Dabei kénnen bereits kontaktierte Bond-

dréahte beschidigt oder neue Bondkontakte mangelhaft ausgefiihrt werden.
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Steckerbelegung

1 | Select #3 2 | Select #0

3 | Select #5 4 | Select #2

5 | Select #4 6 | Select #1

7 | Vaa(digital) || 8 | Vis(digital)

9 | Vis(analog) || 10 | Ausgang 31
11 | Ausgang 30 || 12 | Ausgang 29
13 | Ausgang 27 || 14 | Ausgang 28
15 | Ausgang 26 | 16 | Ausgang 24
17 | Ausgang 25 || 18 | Ausgang 22
19 | Ausgang 23 || 20 | Ausgang 21
21 | Ausgang 20 || 22 | Ausgang 19
23 | Ausgang 18 || 24 | Ausgang 17
25 | Ausgang 16 | 26 | Ausgang 15
27 | Viet 28 | Vbias
29 | Vgq(analog) || 30 | Ausgang 14
31 | Ausgang 13 || 32 | Ausgang 12
33 | Ausgang 11 | 34 | Ausgang 10
35 | Ausgang 9 || 36 | Ausgang 8
37 | Ausgang 0 || 38 | Ausgang 1
39 | Ausgang 2 || 40 | Ausgang 3
41 | Ausgang 4 || 42 | Ausgang 5
43 | Ausgang 6 || 44 | Ausgang 7

Das Bonden erfolgte mit einem semi-automatischen Ultraschall-Wedge-Bon-

der. Der Bonddraht aus einer Al/Si-Legierung besitzt einen Durchmesser von

33 um. Der Bondvorgang erfolgt immer vom Chip auf die Platine. Dadurch

kann der erste Bond auf dem Chip auch auf engem Raum sehr exakt posi-

tioniert und eine optimale Spreizung der Bonddridhte vom Chip zur Platine

erreicht werden.
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Zum Aufkleben der Plexiglaswannen wurde der medizinische Silikonkleber
MKS3, Nr. 53300-04, Sulzer Osypka GmbH, Grenzach-Wyhlen benutzt. Zu-
néchst wird die duflere Wanne auf die Platine aufgeklebt, die lose eingesetzte
Innenwanne dient zur Justage. Vor dem FEinkleben der Innenwanne sollten
mehrere Stunden vergehen, um sicherzugehen, dass der Klebstoff abgetrock-
net und die AuBenwanne fixiert ist. Ublicherweise wurde die Innenwanne am

nichsten Tag eingeklebt und dann eine weitere Nacht abgewartet.

Zuletzt erfolgt die Verkapselung der Bonddréhte durch Epozidharz. Das Epon
muss frisch aus den beiden Stammlsungen angesetzt werden und erreicht eine
optimale Viskositdt, wenn es vor dem Einfiillen in den Wannenzwischenraum
kurz angewédrmt wird. Das Epon wird mit einer 50 ml Kunststoffspritzflasche
von der bondkontaktfernen Seite der Auflenwanne her langsam eingefiillt. Das
Epon hértet in 90 Minuten bei 80 °C im Umluftofen aus.

Epon (Abdichten der Messkammern)

Stammlosung | 12¢g
Stammlosung 8g
Tris(dimethylaminomethyl)phenol 05¢g

Stammlésung |
Glycid ether 100 62g
Dodecenylsuccinic acid anhydride 100 g

Stamml6sung 11
Glycid ether 100 100g
Methylnadic anhydride 89g

Chemikalien

Glycid ether 100 Nr. 21045 | Serva/Boehringer
Dodecenylsuccinic acid anhydride | Nr. 20755 | Serva/Boehringer
Methylnadic anhydride Nr. 29452 | Serva/Boehringer

Tris(dimethylaminomethyl)phenol | Nr. 36875 | Serva/Boehringer




Anhang D

Zellkultur — Schnecke

Defined Medium (DM)

Das fiir die Zellkultur verwendete Definierte Medium (DM) basiert auf dem
Leibovitz L-15 Medium. Es wurde in Spezialzusammensetzung bei PAN (PAN
Systems GmbH, Aidenbach) bestellt. Vor Verwendung wird dem Rohmedium

Glutamin zugegeben.

Zur Entnahme der Zellen wurde DM durch hochosmolares Medium (HODM)

ersezt.

Defined Medium (DM)

L-15 Spezialmedium | 500 ml P 04-27049, PAN
Glutamin (200mM) | 20 pug/ml | K0202, Biochrom
High Osmolarity Defined Medium (HODM)
Defined Medium
D(+) Glucose 30mM G-7021, Sigma
pH-Abgleich auf 7.9, steril filtrieren
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Definiertes Medium
NaCl 40.00 mM
KCl 1.70mM
CaCl, 410 mM
MgCly 1.50 mM
HEPES 10.00mM
D(+)-Galactose 450.00 mg/I
Na-Pyruvat 275.00 mg/I
Phenolrot 5.00 mg/I
L-Alanin 112.50 mg/I
L-Arginin 250.00 mg/I
L-Aspargin 125.00 mg/I
L-Cystein 60.00 mg/I
Glycin 100.00 mg/I
L-Histidin 125.00 mg/I
L-Isoleucin 125.00 mg/I
L-Leucin 62.50 mg/I
L-Lysin 37.50 mg/I
L-Methionin 37.50 mg/I
L-Phenylalanin 62.50 mg/I
L-Serin 100.00 mg/I
L-Threonin 150.00 mg/I
L-Thryptophan 10.00 mg/I
L-Tyrosin 150.00 mg/I
L-Valin 50.00 mg/I
D-Ca-Pantothenat 0.50 mg/I
Cholinchlorid 0.50 mg/I
Folsdure 0.50 mg/I
i-Inosit 1.00mg/I
Nicotinamid 0.50 mg/I
Pyridoxin - HCI 0.50 mg/I
Riboflavin-5-Phosphat-Na 0.05 mg/I
Thiaminmonophosphat 0.50 mg/I
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Normal Saline (NS) und Antibiotic Saline (ABS)

Die Préaparation der Schnecken und das Spiilen der Hirne fand in antibiotischer
Ringerlosung ABS statt. Das Antibiotikum Gentamycin wird eingefroren auf-
bewahrt und der Ringerlosung Normal Saline (NS) erst unmittelbar vor der

Praparation zugegeben.

Normal Saline (NS)

Reinstwasser Millipore

NaCl 51.3mM S-5886, Sigma
KCl 1.7mM P-4504, Sigma
Cadl, 4.1mM C-7902, Sigma
MgCl, 1.5mM M-2393, Sigma

HEPES Buffer (IM) | 5.0mM | H-0887, Sigma
Antibiotic Saline (ABS)

Normal Saline
Gentamycin 150.0 mg/ml | G-3632, Sigma

pH-Abgleich auf 7.9, steril filtrieren

Listerine

Nach Entfernen des Geh#uses werden die Schnecken zum Ablésen von Schleim
und Bakterien fiinf Minuten in einer antibakteriellen Mundwasserlosung (Li-
sterine Coolmint Mundwasser) gebadet. Die Losung wirkt auf die Tiere betéiu-
bend.

Listerine-Losung
Listerine 25%
Normal Saline | 75%

Enzyme und Inhibitor

Der Enzymcoctail dient zum Anverdauen der extrazelluldren Matrix vor der
Extraktion der Neurone. Um eine Beschidigung der Zellen zu verhindern, wer-
den die Ganglien nach der Enzymbehandlung mehrfach mit DM gespiilt und

einer anschliefenden Inhibitor-Behandlung unterzogen.
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Enzyme

Defined Medium
Collagenase/Dispase | 1.33mg/ml | 269 638, Boehringer
Trypsin 0.67 mg/ml | T-4665, Sigma

Trypsin-Inhibitor

Defined Medium
Trypsin-Inhibitor 0.67 mg/ml | T-9003, Sigma

Abportionieren und Schockgefrieren

Polylysin-Beschichtung

Die Poly-L-Lysin Losung adsorbiert iiber Nacht auf den Siliziumchips und ver-
bleibt bis unmittelbar vor dem Aufsetzen der Neurone in der Messkammer. Vor
dem Ubersetzen der Neurone wird die Messkammer mehrfach mit autoklavier-

tem Milliporewasser gespiilt.

Poly-L-Lysin
Poly-L-Lysin 1mg/ml | P-6516, Sigma
Tris-Puffer, pH 8.4 | 150 mM Sigma

Priparationsbesteck
Praparationsbesteck

Grobe Pinzette No. 2 Dumont
Feine Pinzette No. 5 Dumont
Augenschere, gebogen, 5cm Fa. Martin, Tiibingen
Skalpell No. 24 BAYHA, Tuttlingen
Silikonsubstrat Sylgard 184
Mikronadeln aus Wolfram 10130-10 | Fine Science Tools
Mikronadel-Halter 26018-17 Fine Science Tools

Saugpipetten und Mikroelektroden

Die im Elektrodenpuller gezogenen Saugpipetten besitzen einen Durchmesser

von etwa 100 pum. Sie werden vor der Verwendung feuerpoliert, sterilisiert und
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mit einer Silikonlosung (Sigmacote, Sigma) beschichtet, um ein Anhaften der

Neurone an der Glasoberfliche der Pipette zu verhindern.

Die Anstechpipetten werden unmittelbar vor der Messung mit einer KAc-
Losung (4 M) gefiillt.

Praparationsbesteck

Universalpuller Zeitz DMZ Zeitz, Augsburg
Saugpipetten: Hamatokritglas No. 564 Assistent
Silikonldsung: Sigmacote SL-2 Sigma

Mikroelektroden: Borosilikatglas | No. 1403547 | Hilgenberg
Mikroelektrodenfiillung: KAc 4M
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