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Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wird die nichtinvasive Kopplung von synaptisch
verbundenen Neuronen mit einem Halbleiterchip charakterisiert. Dazu wurden
Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis in Polymerkäfigen auf der Chipoberfläche
immobilisiert. Unter Kulturbedingungen vernetzten die Neurone über elektrische
Synapsen. Mit einem kapazitiven Stimulator konnte in einer adhärierten Zelle
neuronale Aktivität, Aktionspotenziale, ausgelöst werden. Die Aktionspotenziale
depolarisierten über die Synapse ein zweites Neuron, dessen Aktivität im
darunterliegenden Transistor detektiert wurde. Der vollständige Signalweg vom
Halbleiter über ein minimales neuronales Netzwerk zurück zum Halbleiter stellt die
Grundlage neuroelektronischer Systeme dar. 

Entscheidend für die Qualität der Einzelsignale zwischen Neuron und Chip ist die
Beschaffenheit der Adhäsionsregion. Auf Poly-L-Lysin zusammen mit Wachstums-
faktoren kultivierte Schneckenneurone adhärieren im Abstand von 50 nm. Dieser
Abstand konnte durch Vergleich zu Adhäsionsexperimenten mit Riesenvesikeln auf
die Ausdehnung der Zellglykokalix zurückgeführt werden. Es konnte weiterhin ge-
zeigt werden, dass der Spalt zwischen Zelle und Halbleiter dieselben elektrischen Ei-
genschaften wie das Zellmedium hat.

Zur kapazitiven Stimulation von Aktionspotenzialen wurden zwischen Chip und
Neuron über ein dünnes Oxid Spannungsstufen angelegt. Spannungstransienten mit
Amplituden bis zu 200 mV depolarisierten die Zellmembran, ohne jedoch eine
Langzeitschädigung derselben herbeizuführen. Die Eigenschaften der elektrischen
Synapse wurden elektrophysiologisch gemessen. Die im Transistor detektierte Si-
gnalform konnte auf aktive Ionenkanäle und eine inhomogene Kanalverteilung in
der Membran zurückgeführt werden. Die zum Aktionspotenzial verzögerten Si-
gnalamplituden von 1 mV weisen auf eine Inhomogenität der Kaliumkanäle in der
Adhäsionsmembran im Prozentbereich hin. 

Die komplette Signalschleife Silizium-Neuron-Neuron-Silizium wurde in 11 Experi-
menten gemessen. Wiederholungen einer Signalschleife zeigten unterschiedliche
Transistorsignale. Diese konnten auf die Dynamik der Zellaktivität zurückgeführt
werden.    





Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung 1

1.1 Kopplung von neuronalen Netzen und Siliziumchips 1
1.2 Motivation 2

 2 Siliziumchip und Schneckenneurone 5

2.1 Siliziumchip 5
Funktionsweise von Stimulator und Transistor
Chipdesign
Chipprozessierung
Charakterisierung der Chips

2.2 Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis 13

 3 Biologische neuronale Netze in Kultur 17

3.1 Polymerkäfige 17
3.2 Chipbehandlung für wiederholte Zellkultur 21
3.3 Zellkultur auf Chips mit Polymerkäfigen 22

 4 Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle 25

4.1 Modell der Neuron-Silizium-Kopplung 25
Aktionspotenzial eines Neurons von Lymnaea stagnalis
Punktkontakt-Modell

4.2 Bestimmung der Spaltleitfähigkeit 30
4.3 Bestimmung des Adhäsionsabstands 33
4.4 Charakterisierung der Adhäsionsregion mit Riesenlipidvesikeln 37
4.5 Zusammenfassung 41



 5 Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife 43

5.1 Messaufbau 43
5.2 Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation 45

Zur Theorie der kapazitiven Stimulation
Vorexperimente zur kapazitiven Stimulation
Kapazitive Stimulation auf bidirektionalen Strukturen

5.3 Neuron-Neuron: Elektrische Synapse 55
5.4 Neuron-Silizium: Signaldetektion mit Feldeffekttransistoren 59

Zur Theorie der Signaldetektion mit Feldeffekttransistoren
Charakterisierung gemessener Signalformen

5.5 Zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen und Transistorsignalen 65
Aktionspotenzialverbreiterung bei kapazitiver Stimulation
Aktionspotenzialverbreiterung bei Stimulation über die elektrische 
Synapse

5.6 Zusammenfassung 70

 6 Die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife 71

6.1 Beispielmessung zur Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife 71
6.2 Kontrollexperimente 74
6.3 Zusammenfassung der Schleifenexperimente 75

 7 Ausblick 79

 8 Anhang 81

8.1 Chipprozessierung 81
8.2 Zellkultur: Lösungen und Pipetten 83
8.3 Vesikelpräparation 84
8.4 Zellpräparation für  Elektronenmikroskopieaufnahmen 84
8.5 Abkürzungsverzeichnis 85

Literaturverzeichnis 87



 1 Einleitung
 1.1 Kopplung von neuronalen Netzen und Siliziumchips 

Our understanding of simple circuits in electronics allows us to plan complex circuits which are 
essential to large computers...It becomes relevant to ask wether the ability of large collections of 
neurons to perform „computational“ tasks may in part be a spontaneous collective consequence of 
having a large number of interacting simple neurons [Hopfield 1982].

Die Frage, ob Computerleistungen, „computational tasks“, mit kleinen Netzwerken
von Neuronen erzielt werden können, stellt sich auch heute. Von J.Hopfield wurde
ein Netzwerk - im Folgenden Hopfieldnetz genannt - bestehend aus theoretischen
Modellneuronen vorgeschlagen, welches Gedächtnisleistungen hervorbringen kann
[Hopfield 1982]. Die theoretischen Vorhersagen konnten experimentell noch nicht
bestätigt werden. Es wurde kein Netzwerk mit lebendigen Neuronen auf zellulärer
Ebene beobachtet, um daraus das spontane Auftreten einer Problemlösung
abzuleiten. Eine Möglichkeit, wie ein experimentelles Hopfieldnetz realisiert werden
könnte, soll im Folgenden diskutiert werden.

Nervenzellen werden auf mikroelektronischem Substrat kultiviert und auf
nanoskopischer Skala mit diesem verbunden. Als Substrat können entweder
Metallelektroden [Groß 1977, Pine 1980, Novak 1986, Wilson 1994] oder
Feldeffekttransistoren [Fromherz 1991] und kapazitive Stimulatoren [Fromherz
1995] auf Siliziumbasis verwendet werden. Eine nichtinvasive Kopplung
organischer und anorganischer Materie, wie in den obigen Arbeiten beschrieben, ist
für die Langzeitbeobachtung von biologischen Zellverbänden notwendig.
Insbesonders könnte die Veränderung synaptischer Verbindungen, ein
Hauptkriterium eines Hopfieldnetzes, auf langer Zeitskala verfolgt werden. Im
Ansatz mit Transistoren und kapazitiven Siliziumstimulatoren bildet die dünne,
isolierende Siliziumoxidschicht eine homogene, zellkulturverträgliche Oberfläche
und verhindert elektrochemische Oberflächenreaktionen. 
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Einleitung
In Abb. 1.1a ist das Schema eines biologischen Hopfieldnetzes auf einem
mikroelektronischen Halbleitersubstrat, einem Siliziumchip, dargestellt. Folgende
Bedingungen für eine assoziative „Gedächtnisleistung“ der Neurone müssen erfüllt sein:
Die Neurone müssen untereinander verbunden sein, vom Chip aus stimuliert sowie ihre
Aktivität detektiert werden. Weiterhin muß die Position der synaptischen Verbindungen
bekannt sein und deren Stärke kontrolliert moduliert werden können. Zum Vergleich ist
in Abb. 1.1b ein Schnitt durch die menschliche Sehrinde dargestellt. Die
unüberschaubare Komplexität und Unzugänglichkeit neuronaler Verschaltungen in vivo
motiviert die Reduktion auf ein zweidimensionales Netzwerk in vitro. Ob jedoch dieser
reduktionistische Ansatz zu etwas Anwendbarem in Neurobiologie oder
Informationstechnik führt, stellt eine interessante neurowissenschaftliche Heraus-
forderung dar. 

 1.2 Motivation 

Es wurde gezeigt, dass die Kopplung zwischen einer Retziusnervenzelle des Blutegels
Hirudo medicinalis und einem Siliziumchip realisiert werden kann [Fromherz 1991,
Stett 1997]. In weiteren Arbeiten wurde die Erweiterung auf synaptisch verbundene
Zellen vorgenommen [Prinz 2000a, Jenkner 2001]. Dazu wurden Neurone der
Schlammschnecke Lymnaea stagnalis verwendet, da hier schon kleine neuronale
Zellverbände entscheidende physiologische Funktionen haben. Beispielsweise wird der
Atemrythmus von nur drei Zellen, einem sogenannten „central pattern generator“,
kontrolliert [Syed 1991].

ABBILDUNG 1.1 (a) Schema eines chipüberwachten Hopfieldnetzes. Jedes Neuron (rot) ist synap-
tisch an bekannten Positionen mit jedem weiteren Neuron verbunden. Die neuronale Aktivität
wird vom Siliziumchip ausgelöst und gemessen, durch schwarze Pfeile markiert. In (b) ist zum
Vergleich die komplexe neuronale Struktur in einem Hirnschnitt des visuellen Cortex gezeigt. Bild-
quelle [De Felipe 1988].

Siliziumchip

Neuron

ba
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Motivation
Hauptaufgabe dieser Arbeit ist, die prinzipielle Machbarkeit eines chipüberwachten
Hopfieldnetzes zu zeigen. Um die neuronale Aktivität eines Netzwerks zu induzieren
und zu detektieren, müssen die Zellen auf mikroelektronischen Stimulatoren und
Transistoren adhärieren. In Kultur werden die Zellkörper, die Somata, jedoch von den
auswachsenden Fortsätzen, den Neuriten, von ihrer ursprünglichen Position
weggezogen. Um dies zu unterbinden, wird die Somataimmobilisierung über
Polymerkäfige eingeführt. Die erstmals realisierte Signalschleife vom elektronischen
Substrat über zwei synaptisch verbundene Neurone zurück zum Halbleiter stellt die
Elementarzelle eines chipüberwachten neuronalen Netzes dar (Abb. 1.2).

Ausgangspunkt eines überwachten Hopfieldnetzes sind Siliziumchip und Neuron. Diese
werden in Kapitel 2 eingeführt. Die zur Somataimmobilisierung verwendeten
Polymerkäfige werden in Kapitel 3 beschrieben. 

Das folgende Kapitel 4 beinhaltet die Charakterisierung der Neuron-Silizium
Schnittstelle. Da sowohl Neurone als auch Chips elektrisch kommunizieren, kann deren
Interfacing durch ein elektrisches Ersatzschaltbild beschrieben werden. Mit Hilfe der neu
eingeführten Techniken des Lock-In Imaging spannungssensitiver Fluoreszenz und der
Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie kann der Nano-Spalt zwischen Zelle und
Chip elektrisch und mechanisch charakterisiert werden. 

Mit Hilfe der gewonnenen Parameter werden in Kapitel 5 die Einzelelemente der
Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Schleife charakterisiert: die kapazitive Stimulation
neuronaler Aktivität, die Synapse zwischen zwei Neuronen sowie die Detektion von
Aktionspotenzialen.

Aus diesen Einzelelementen läßt sich schließlich in Kapitel 6 die vollständige Schleife
vom Siliziumchip über Neurone zurück zum Chip verstehen. 

Neuron 1

TransistorStimulator

Neuron 2
ABBILDUNG 1.2 Elementarzelle
eines chipüberwachten Hop-
field-Netzwerks, gebildet aus
den in Silizium implementier-
ten Stimulatoren und Transi-
storen sowie zwei synaptisch
verbundenen Neuronen.
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 2 Siliziumchip und 
Schneckenneurone
In diesem Abschnitt werden die Hauptkomponenten eines chipüberwachten biologischen neuronalen
Netzes eingeführt. Zum einen wird die Herstellung und Charakterisierung des Halbleiterchips
beschrieben. Danach wird die Präparation von Neuronen von Lymnaea stagnalis dargestellt. 

 2.1 Siliziumchip

 2.1.1 Funktionsweise von Stimulator und Transistor

Um die kapazitive Stimulation neuronaler Aktivität und deren Detektion über Feld-
Effekt-Transistoren zu beschreiben, wird in Abb. 2.1 ein schematischer Querschnitt
durch ein Siliziumchip betrachtet. Es sind zwei bidirektionale Strukturen, jeweils be-
stehend aus Stimulator und Transistor, dargestellt. 

Stimulator 1

Bulk

VDS

VBS
VGS

VS

Badelektrolyt

Neuron 1 Neuron 2 Feldoxid

“Gateoxid”

Stimulator 2Source

n-Silizium

Drain 2Drain 1

ABBILDUNG 2.1 Aufbau von kapazitivem Stimulator und Transistor in einem Siliziumchip. Für
jedes Neuron wird ein Stimulator und ein Feld-Effekt-Transistor eingesetzt, durch Feldoxid
getrennt. Der Stimulator besteht aus dotierten Zuleitungen. Der Transistor besteht aus einer
Drain-Zuleitung, einer für alle Transistoren gemeinsamen Source-Zuleitung sowie einer nicht-
metallisierten Gateregion dazwischen. Der Source-Drain Strom wird über die Source-Drain
Spannung VDS sowie die Gate-Source Spannung VGS bestimmt. Um den pn-Übergang zwi-
schen den Zuleitungen und dem Substrat bei angelegter Stimulationsspannung VS zu sperren,
wird das Bulkpotenzial um VBS erhöht. Die Skizze ist nicht maßstabsgetreu.
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Siliziumchip und Schneckenneurone
Zur Stimulation werden p-dotierte Siliziumbahnen verwendet, die gegen das Zellmedi-
um durch eine Oxidschicht isoliert sind und somit als kapazitive Stimulatoren dienen.
Der Stimulator ist ein Kondensator, bestehend aus zwei unterschiedlichen Kontakten: p-
Leitung im Silizium und Ionenleitung im Badelektrolyt bzw. Zellkulturmedium. Als Di-
elektrikum wird 10 nm dünnes Siliziumoxid verwendet. Um die Sperrung des pn-Über-
gangs zum n-Siliziumsubstrat zu gewährleisten, wird dieses auf +6.5 V vorgespannt
sowie die maximal angelegte Stimulatorspannung auf 5 V begrenzt. Eine an den Stimu-
lator angelegte Spannungstransiente koppelt kapazitiv in die darüberliegende Zelle und
löst ein Aktionspotenzial aus, siehe Abschnitt 5.1.

Zur extrazellulären Detektion werden Feldeffekttransistoren (FET) mit metallfreiem
Gate verwendet. Ins n-Siliziumsubstrat implantierte p-Zuleitungen bilden Source und
Drain des Transistors. Der Gatebereich zwischen diesen Zuleitungen ist mit einer 10 nm
dünnen Siliziumoxidschicht gegenüber Badelektrolyt isoliert. Im Betrieb wird zwischen
Drain und Source die Spannung VDS sowie zwischen Badelektrolyt und Source die
Spannung VGS angelegt. Eine genügend negative Spannung VGS bildet unter dem Gate-
oxid eine Inversionsschicht, einen p-leitenden Kanal. Wird der Arbeitspunkt des Transi-
stors, bestimmt durch VDS und VGS, im sogenannten Triodenbereich gewählt, so hängt
der Löcherstrom zwischen Source und Drain ISD linear von VGS ab. 

(GL 2.1)

Der rechte Ausdruck in Gleichung 2.1 wird als Steilheit bezeichnet,  ist die Dielek-
trizitätskonstante des Gateoxids, dox dessen Dicke, µp die Löcherbeweglichkeit, b die
Kanalbreite, l die Kanallänge der Gateregion. Während einer Transistormessung werden
die Spannungen VDS und VGS konstant gehalten. Ein auf der nichtmetallisierten Gatere-
gion adhäriertes Neuron ändert während eines Aktionspotenzials das Oberflächenpoten-
zial des Gateoxids gegenüber dem geerdeten Badelektrolyt und damit den Source-Drain-
Stroms ISD. Die Stromänderung wird über die Transistorkennlinie umgerechnet in eine
äquivalente Steuerspannung, die der Spannung im Adhäsionsspalt VJ entspricht.

 2.1.2 Chipdesign 

Um individuelle Neurone sowohl stimulieren als auch ihre Aktivität detektieren zu kön-
nen, muß die bidirektionale Struktur Stimulator-Transistor auf die Größe der Zelle abge-
stimmt sein. Da Schneckenneurone einen Durchmesser von 40 - 120 µm haben, sollten
die Ausdehnungen von Stimulator und Transistor daran angepaßt sein. Für den Stimula-
tor wird eine möglichst große Fläche gefordert, da sie die Stimulatorkapazität erhöht. Für
den Transistor gilt, dass eine große Gatefläche das Rauschen desselben vermindert. Von
der Nervenzelle unbedeckte Gateregionen tragen jedoch nicht zum Signal bei. Es wurden

VGS∂
∂IDS

VDS const=

ε0 εox µp
b

l d⋅ ox

-------------- VDS⋅ ⋅ ⋅ ⋅=

ε0εox
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Siliziumchip
Gateabmessungen von 8x2 bzw. 10x3 µm2 gewählt, die Stimulatorflächen betragen 2500

- 3000 µm2 (Abb. 2.2a). 

Es wurden in dieser Arbeit zwei Chipdesigns entwickelt. Beim ersten Design, womit die
Mehrzahl der Messungen durchgeführt wurde, waren jeweils 16 Transistor und Stimula-
torelemente kreisförmig angeordnet (Abb. 2.2b). Dies liefert für alle Zellen eine mög-
lichst kleinen Abstand zueinander. Auch bei geringem Zellwachstum von 50 - 100 µm
erreicht man somit eine genügend hohe Ausbeute an synaptisch verbundenen Paaren. Im
zweiten Design wurden zwei parallele Linien mit jeweils 30 Transistoren und Stimulato-
ren prozessiert. Diese Anordnung erlaubt nur einigen Neuronen Paare zu bilden. Hinge-
gen eignet sich dieses Design auch für Experimente mit Soma-Soma-Synapsen. Bei
beiden Anordnungen gibt es für alle Transistoren eine gemeinsame Sourcezuleitung.

 2.1.3 Chipprozessierung

Die Chipherstellung wurde, einem Silizum-Planar-Prozeß folgend [Kiessling 2000, Ul-
brich 1999], im abteilungsinternen Reinraum durchgeführt. Ausgangsbasis sind n-dotier-
te Siliziumwafer. Für den Prozeß waren fünf Maskierungsschritte notwendig, die den
Herstellungsprozeß gliedern und im Folgenden beschrieben werden. Die exakten Pro-
zeßparameter sind im Anhang aufgeführt.

1. Maske: Isolierung der Zuleitungen

Möchte man möglichst kleine Strukturen mit unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf-
ten auf dem Chip integrieren, müssen diese voneinander isoliert sein. Bei dem hier be-
schriebenen Prozeß geschieht dies über lokal gewachsenes Feldoxid (LOCOS). Das

ABBILDUNG 2.2 Chipdesign. In (a) ist eine bidirektionale Struktur dargestellt, bestehend aus zwei
Stimulatorflächen und einem dazwischenliegenden Transistor. Die Gateregion (8 x 3 µm2) ist rot
markiert. Stimulator und Transistor sind durch Feldoxid getrennt. In (b) ist die ringförmige An-
ordnung der bidirektionalen Strukturen auf einem Meßchip gezeigt. Skalenbalken 50 µm. 

a b
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Siliziumchip und Schneckenneurone
Oxid isoliert Drainzuleitungen von Stimulatoren und verhindert somit eine Ausbildung
parasitärer Transistoren oder isoliert einzelne Drainzuleitungen und verhindert das Über-
sprechen zwischen einzelnen Transistoren. 

In Abb. 2.3 sind Elektronenmikroskopiebilder des Feldoxids in zwei Stadien der Prozes-
sierung dargestellt. Am Prozeßende erscheint das Oxid durch weitere Implantations-,
Ätz- und Oxidationsschritte stark strukturiert, die Isolationseigenschaften bleiben jedoch
erhalten.     

2. Maske: Dotierung der Zuleitungen

Die durch das LOCOS Oxid vorgegebenen Zuleitungsbahnen für die Stimulatoren,
Drain- und Sourcezuleitungen werden in einem Implantationsschritt mit Bor p-dotiert
(Maske 2, Abb. 2.4). Als Schutzmaske dient hier sowie in den folgenden Maskierungs-
schritten eine 2 µm dicke Photolackschicht.

3. Maske: Passivierung der Chipoberfläche

Damit Zuleitungssignale nicht kapazitiv ins Bad koppeln und eine unerwünschte Zellrei-
zung bewirken, sowie als mechanischen Schutz wird auf der gesamten Waferoberfläche
ein 600 nm dickes Schutzoxid in PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Depositi-
on) abgeschieden. Dieses Oxid wird in einem Hochtemperaturschritt (1000 °C) nachge-
tempert und im Bereich der Stimulatoren und Transistoren heruntergeätzt (Maske 3,
Abb. 2.4). Dabei kann durch zweimaliges Ätzen ein Oxidmuster auf den Chip prozes-
siert werden, womit zusätzlich zu elektrischen Messungen auch optische Messungen zur
Abstandsbestimmung gemacht werden können. Die Abstandsbestimmung der Membran-
unterseite von der Oxidoberfläche wird in Kapitel 4 beschrieben.

ABBILDUNG 2.3 Feldoxid zwischen den Zuleitungsbahnen. Nach dem thermischen Aufwachsen er-
scheint es im Elektronenmikroskop homogen (a), am Ende der Chipprozessierung ist der Randbe-
reich durch Oxidations-, Implantations- und Ätzschritte stark strukturiert (b). Die Graustufen in
(b) markieren unterschiedliche Implantationen, siehe Prozeßschritte zur Maske 2 und 4. 

Feldoxid

Feldoxid
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Siliziumchip
4. Maske: Gatedefinition

Während der Herstellung des Passivierungoxids wird ein Hochtemperaturschritt durch-
laufen, der zur Diffusion von Bor im Silizium führt. Deshalb wird bei der ersten Zulei-
tungsimplantation nicht bis zum gewünschten Kanalende von Drain- und
Sourcezuleitung implantiert. Dies wird nun nachgeholt und bis auf eine Gatelänge von
2 µm implantiert (Maske 4, Abb. 2.4). Danach wird auf dem Wafer thermisch 10 nm Iso-
lationsoxid aufgewachsen.   

5. Maske: Metallisierung der Kontakte

Um die Chips mit den Messverstärkern zu kontaktieren, werden die Enden der Zulei-
tungsbahnen mit Aluminium bedampft, welches in einem Legierungsschritt ins Silizium
eindringt und einen Ohmschen Kontakt bildet (Maske 5, Abb. 2.6).

Montage und Bonden der Chips

Die aus dem Wafer ausgesägten Chips werden nach einem Reinigungsschritt im Ultra-
schallbad trockengeblasen und auf Keramiksockel mit einem medizinischen Silikonkle-
ber (MK3, Sulzer Medica GmbH, Köln) befestigt. Vom Chip aus werden die
metallisierten Kontakte für Source, Drain, Stimulator und Bulk mit entsprechenden Kon-
takten auf dem Keramiksockel über Aluminiumdrähte verbunden (Bonder KS 4523D,
Kulicke, Tirol). Danach wird auf den Chip mit MK3 eine PMMA-Kammer geklebt [Jen-
kner 1999], die als Kulturschale dient und die elektrischen Kontakte vor Korrosion durch
die Elektrolytlösung schützt (Abb. 2.5). Bei der Chipreinigung nach Zellkultur wird eine
sogenannte Piranhalösung verwendet (Kapitel 3), die auch die PMMA-Kammer angreift.
Um die Bonddrähte zu schützen, werden sie zusätzlich in Kunstharz (Epon) eingegossen.
Dieses Harz wird frisch angesetzt und für 3 h bei 90 °C ausgehärtet. Abb. 2.5 zeigt einen
schematischen Schnitt durch einen für die Zellkultur vorbereiteten Chip sowie die Foto-

ABBILDUNG 2.4 REM-Aufnahmen von zwei verschiedenen Chipdesigns mit eingezeichneten Mas-
kierungen. Der erste Maskierungsschritt für das Isolationsoxid ist nicht eingezeichnet. Er ist aus
Abb. 2.3 ersichtlich. Im rechten Bild sind parallel angeordnete Stimulatoren und Transistoren dar-
gestellt.
9



Siliziumchip und Schneckenneurone
grafie eines Chips. Die Stimulatoren und Transistoren befinden sich in der Mitte des 1 x

1 cm2 großen Halbleiterchips.

 2.1.4 Charakterisierung der Chips

Optische Charakterisierung 

Über ellipsometrische Messungen können Oxidations- und Ätzschritte kontrolliert wer-
den. Da der Spotdurchmesser des Lasers am Ellipsometer (Plasmos, Phillips Analytical)
80 µm beträgt, kann die Oxiddicke nicht am Transistor oder Stimulator gemessen wer-
den. Am Rand des Chips (Abb. 2.6) werden Messfenster entworfen, die eine Kontrolle
der Prozeßschritte ermöglicht. Von Interesse für die Funktionsweise von Stimulator und
Transistor ist die Oxiddicke über den dotierten Zuleitungen bzw. der undotierten Gatere-
gion. Unterschiedliche Dotierung bedeutet auch unterschiedliche Aufwachsrate des
Oxids. Es wurden beim neuen Chipdesign, beim alten Design wurden die Messfenster
nicht entworfen, folgende Dicken gemessen: 15 nm Oxid auf dem Stimulator und 12 nm
auf der Gatefläche.

ABBILDUNG 2.5  a: Schemati-
scher Querschnitt durch den
Chip (blau), der mit den
Goldkontakten des Kera-
miksockels (dunkelgrau)
kontaktiert ist. b: Chip vor
Zellkultur, mit PMMA-
Wanne (Innendurchmesser
6 mm) und Goldkontakten
auf dem Keramiksockel. 

a

b
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Siliziumchip
Messung der Stimulatorkapazität

Aus den geometrischen Abmessungen der Stimulatorfläche, der über ellipsometrische
Messungen bekannten Oxiddicke und der Dielektrizitätskonstanten des verwendeten
Oxids (ε=3.9 für SiO2) kann die Gesamtkapazität eines Stimulators berechnet werden.
Alternativ kann die Kapazität über eine Impedanzmessung bestimmt werden. Es wird
dazu Wechselspannung über den Frequenzbereich von 40 Hz - 50 MHz (Amplitude 500
mV, peak-peak) an Stimulatoren bekannter Abmessungen angelegt. Es kann an dem ver-
wendeten Impedanzmessplatz (4294A, Agilent Technologies) die Kapazität mit Zellme-
dium auf den Chips gemessen werden. Es wird eine spezifische Kapazität cOX=0.35 µF/

cm2 abgeschätzt. Im hochfrequenten Messbereich (f > 100 kHz) macht sich für große
Stimulatorkapazitäten der Widerstand des Zellmediums bemerkbar. Da die Stimulations-
messungen im dieser Arbeit jedoch bei maximal 10 kHz durchgeführt werden, stören
solche Tiefpaßeigenschaften nicht. Nachteilig bei der Messgenauigkeit wirken sich
Streukapazitäten der Zuleitungen unter dem Passivierungsoxid aus. 

Isolationsströme

An einem Probermessplatz (4155B, Agilent Technologies) kann vor dem Bonden der
Chips der Schichtwiderstand der Zuleitungsbahnen gemessen werden, im Anhang bei
der Prozeßbeschreibung eingetragen. Zudem kann der pn-Übergang zwischen p-Bahnen
und n-Substrat gemessen werden (Abb. 2.7). Aus der Diodenkennlinie in Sperrrichtung
(in Abb. 2.7 zur x-Achse gespiegelt dargestellt) folgt bei -5 V ein Widerstandwert von 65
MΩ. In Durchlaßrichtung erkennt man, dass sich schon bei geringen Spannungen Effekte
von Serienwiderständen bemerkbar machen, die jedoch für die Chipfunktion keine Be-
deutung haben. Als unterbrochene Linie ist die ideale pn-Kennlinie eingetragen.

ABBILDUNG 2.6 Ellipsometrische Messfenster (I bis VI) zur Kontrolle der Oxidations- und Ätzpro-
zesse. Die Länge eines Messfensters beträgt 500 µm. Weiß erscheinen die nummerierten, metalli-
sierten Kontaktstellen der Stimulator- und Drainzuleitungen, an die der Keramiksockel gebondet
wird.
11



Siliziumchip und Schneckenneurone
     

Transistorkennlinien

Zur Charakterisierung der Transistoren und Messung der Steilheiten (Gleichung 2.1)
wird der Strom zwischen Drain und Source IDS in Abhängigkeit von VGS und VDS ge-

messen (für ). Beim eingezeichneten Arbeitspunkt verhält sich die Kennlinie
linear für Modulationen im 0.1 V Bereich. Die Steilheit beim gewählten Arbeitspunkt
beträgt ca. 100 nA/mV. 

ABBILDUNG 2.7 pn-Dioden-
kennlinie. Der pn-Wider-
stand in Sperrrichtung
beträgt bei -5 V 65 MΩ.
In Durchlaßrichtung
weicht die gemessene
Kurve ab 0.5 V von der
Idealkennlinie (unterbro-
chene Linie) ab.-5 -4 -3 -2 -1 0 1
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I 
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]
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ABBILDUNG 2.8 Kennlinien ei-
nes verwendeten Transistors
mit markiertem Arbeitspunkt. 

VGS = -1.7 V

VDS = -1.5 V
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Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis
 2.2  Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis

In diesem Kapitel wird auf die Präparation und Kultur von Neuronen der Spitzhorn-
schlammschnecke Lymnaea stagnalis eingegangen. Es wurde einleitend begründet, dass
schon kleine neuronale Netze aus Invertebratenzellen eine biologische Funktion haben
und als Ausgangspunkt für ein neuroelektronisches System interessant erscheinen. Fol-
gende Argumente fassen zusammen, weshalb in dieser Arbeit Neurone von Lymnaea
stagnalis verwendet wurden:

•  Die in vitro gebildeten Synapsen verhalten sich wie jene in vivo [Syed 1991, Magoski
1994, Spencer 1996].

• Die Zellen lassen sich einzeln präparieren.

• Die Zellen koppeln gut zum Siliziumchip, d.h. sie lassen sich reizen und ihre Aktivität
ist detektierbar [Jenkner 1999].

• Die Zellen aus dem A-Cluster der Pedalganglien bilden starke elektrische Synapsen,
die den Signalweg Silizium-Neuron-Neuron-Silizium mit nur zwei Neuronen möglich
erscheinen lassen [Kyriakides 1989, Syed 1989, Prinz 2000b].

Die Präparationsmethode folgt der von Ridgeway und Jenkner [Ridgeway 1989, Jenkner
1999] beschriebenen. Im Folgenden wird eine Präparationsbeschreibung mit einigen
Verbesserungen angegeben. Die verwendeten Lösungen und Pipetten sind im Anhang
aufgeführt.

Vor der eigentlichen Präparation muß der Chip mit Proteinen oder Polyelektrolyten vor-
beschichtet und das Präparationsbesteck sterilisiert werden. 

ABBILDUNG 2.9 a: Skizze des Hirns von Lymnaea stagnalis [Syed 1990]. Es besteht aus 11 Gan-
glien, 2 Ganglien sind nicht dargestellt, mit jeweils ca. 1000 Neuronen. In dieser Arbeit wurden
Neurone aus dem A-Cluster (rot markiert) des linken (L.Pe.G.) und rechten Pedalganglions
(R.Pe.G) präpariert. Rechts ist ein aufgespannten Hirns in der Präparationsschale gezeigt. 

R.Pe.G.L.Pe.G
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Siliziumchip und Schneckenneurone
Es werden aus abteilungseigenen Aquarien Tiere mit einer Gehäuselänge von etwa 2 cm
ausgesucht. Im ersten Schritt wird das Schneckengehäuse entfernt und die Schnecken für
10 min in 25%iger Lysterinelösung (Lysterine, Warner Lambert) anästhesiert. In einer
mit Sylgard-Polymer (RTV615, Dow Corning, Midland, MI) ausgefüllten Glaspetrischa-
le werden die Schnecken unter einer Lupe (Wild MZ5, Leica) mit Stecknadeln aufge-
spannt und ihre dorsale Seite mit einem Skalpell aufgetrennt. Die Schale ist mit steriler
Salzlösung (Antibiotic Saline, ABS) gefüllt. Mit weiteren Nadeln wird der Körper so
weit geöffnet, dass das Hirn zugänglich ist und mit einer Augenschere (FST, Heidelberg)
herausgetrennt werden kann. Die Hirne, bestehend aus perlenartig aneinandergereiten
Ganglien (Abb. 2.9a), werden in mit ABS gefüllten Petrischalen gesammelt. Nach drei-
maligem Spülen mit ABS werden die für die weitere Neuronenentnahme vorgesehenen
Hirne in einer sylgardbeschichteten und mit Zellmedium (Definiertes Medium, DM) ge-
füllten kleinen Glasschale gesammelt und mit Minutiennadeln aufgespannt (Abb. 2.9b).
Nun wird mit einer feinen Pinzette (Dumont No.5, FST, Heidelberg) Gewebe über den
Ganglien entfernt und eine Enzymbehandlung durchgeführt (Rezept im Anhang aufge-
führt). Nach mehrmaligem Spülen wird hochosmolares Zellmedium (HODM) zugege-
ben. Die Ganglien werden nach 20 Minuten mit einer Wolframnadel aufgerissen, so dass
die Neurone frei zugänglich werden. Es ist zu empfehlen, das Aufreissen gründlich vor-
zunehmen, so dass zur Entnahme der Neurone mit Glaspipetten wenig Saug- und Puste-
bewegung nötig ist. Je weniger mechanischem Streß die Zelle ausgesetzt ist, desto höher
ist ihre Überlebenschance. Das Positionieren der Zellen auf die Transistoren erfolgt ma-
nuell unter einer zweiten Aufsetzlupe mit einer silanisierten Glaspipette.

 

Nach dem Aufsetzen der Zellen werden die Chips möglichst wenig bewegt, deshalb für
12 h in der Präparationsbox gelassen. Danach werden sie bei 20°C inkubiert. Innerhalb

ABBILDUNG 2.10 Neuronenwachstum 24 h (a) bzw. 36 h (b) nach der Zellpräparation. Mit
durchgezogener Kreislinie ist ein Neuron markiert, welches innerhalb von 12 h wächst und
dabei Transistor- und Stimulatorfläche verläßt. Mit unterbrochener Kreislinie ist ein Neu-
roncluster markiert, der in dieser Zeit nicht wandert, dessen Neurite jedoch wachsen. 

a b
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Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis
von zwei Tagen beobachtet man bei ca. 50% der Zellen Wachstum, siehe Abb. 2.10. Da-
bei werden die Zellsomata häufig von den auswachsenden Neuriten weg von ihrer ur-
sprünglichen Position gezogen. Solche Neurone können vom Chip nicht mehr gemessen
werden. Häufig tritt auch Aggregation von Neuronen in Kultur auf.

Um unerwünschte Wanderungs- und Clustereffekte zu beheben, müssen die Zellsomata
über Transistor und Stimulator immobilisiert werden. Dies wird in Kapitel 3 ausführlich
behandelt.
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 3 Biologische neuronale Netze in 
Kultur
Wie in Kapitel 2 ausgeführt, können Neurone durch geeignete Chipelemente, Stimulator und
Transistor, angeregt bzw. ihre Aktivität detektiert werden. Möchte man Experimente an neuronalen
Netzen in Zellkultur durchführen, müssen die Zellkörper, die Somata, nach einigen Tagen immer
noch mit Stimulator und Transistor koppeln. Man muß dazu die den auswachsenden Neuriten
folgende Bewegung der Zellen unterbinden. In einem ersten Abschnitt wird dargestellt, wie über
käfigähnliche Strukturen die Zellsomata immobilisiert werden. Die Regenerierung der Chips mit
dreidimensionalen Polymerstrukturen für Zellkultur erfordert eine neue Reinigungsmethode. Diese
wird in Abschnitt 3.2 skizziert. Trotz der Immobilisierung bilden die Zellen in Kultur Neurite aus und
verbinden sich über Synapsen zu einem neuronalen Netz (Abschnitt 3.3). 

 3.1 Polymerkäfige

In neuronalen Zellkulturen ziehen auswachsende Neurite die Zellkörper von ihren
ursprünglichen Positionen weg. Wenn die Zellen von den aktiven Chipelementen
wegwachsen, kann die Messung der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
offensichtlich nicht durchgeführt werden. In [Maher 1999] wurden Rattenzellen in
sogenannten „neural wells“ fixiert. Immobilisierte man die Zellen jedoch in „neuro-
nalen Brunnen“, so wuchsen diese an den Brunnenwänden hoch und entkoppelten
von den sich am Boden befindenden Metallelektroden. Um die Somatabewegung zu
unterbinden, wird in dieser Arbeit das Prinzip der Fixierung zwar beibehalten,
jedoch eine andere mechanische Struktur gewählt. Um Stimulator und Transistor
herum werden Säulen aus dem Polymer Polyimid (HTR3-200, Olin GmbH, Mün-
chen) prozessiert, wie in Abb. 3.1 skizziert. Zwischen den Säulen bleibt Freiraum, so
dass die Neurite auf der Siliziumoxidoberfläche auswachsen können, ohne die Zell-
körper zu bewegen.
17



Biologische neuronale Netze in Kultur
Die Prozessierung der Polymerkäfige beginnt nach dem Metallisierungsschritt (Kapitel
2), also nachdem alle Planar-Fotolithografieschritte abgeschlossen sind [Rentschler
1998]. Die dreidimensionale Käfigstruktur wird über einen Fotolithografieschritt erhal-
ten, bei dem die belichteten Polymerbereiche vernetzen. Im Folgenden werden die ein-
zelnen Prozessschritte detailliert beschrieben, da hier erstmals die Kombination von
dreidimensionalen Polymermikrostrukturen auf einem Neurochip durchgeführt wurde.

Dehydratation: Die Chips müssen vor dem Aufschleudern der Polymerlösung dehy-
driert werden. Dehydratation in O2-Plasma liefert gute Haftergebnisse, beschädigt aller-
dings das dünne Gate-Oxid des Transistors. Es kann alternativ im RTP (Rapid Thermal
Processing) Ofen bei 400 °C (2 min) oder im Heraeus Umluftofen bei 220 °C (2 h) dehy-
driert werden. Beide Prozesse wurden angewendet. 

Aufschleudern: Eine etwa 70 µm dicke Polymerschicht wird an einer Schleuder (Fair-
child Convac, Vaihingen) aufgebracht, die das abgeschleuderte Material in einem Teflon-
teller auffängt. Die Schleudergeschwindigkeit bestimmt die Polymerdicke bzw. die Höhe
der Polymersäulen. Die Höhe der Säulen kann nur am Prozessende gemessen werden.
Bei einer Schleudergeschwindigkeit von 700 U/min waren die Säulen 40 - 50 µm hoch
(siehe auch Abb. 3.3). 

Prebaking: Vor der Belichtung und Vernetzung des Polymers muß Polymerlösungsmit-
tel entweichen. Ein Volumenelement mit zu viel Polymerlösungsmittel wirkt sich negativ
aus. Diese Bereiche vernetzen später unvollständig. Das Entweichen von Lösungsmittel
geschieht bei Temperaturen, bei denen noch keine Polymerisierung stattfindet. Folgende
Zeiten wurden verwendet: Start bei 40 °C, Anstieg bis 80 °C innerhalb von 4 h. Die Pre-
bakingzeit kann auch verlängert werden. Bei kürzeren Prebaking-Zeiten entweicht das
Lösungsmittel aus dem unteren Bereich der etwa 100 µm dicken Schicht nicht.

Belichten und Entwickeln: Der Siliziumwafer wird in UV Licht (436 nm) durch eine
Chrommaske (ML&C, Erfurt) im Maskaligner (Karl Suess, Garching/München) belich-
tet. An der belichteten Stelle vernetzt die belichtete Schicht durch Ausbildung der Imid-
bindung. Die Belichtungszeit beträgt 90 Sekunden bei einer Lampenleistung von 21mW/

cm2. Die unbelichteten Bereiche werden in einem Entwicklungsschritt entfernt. Dazu

Stimulator

Neuron

Stimulator 1Drain Source

Siliziumchip

Polymer-
säule

Polymer-
säule

Drain

ABBILDUNG 3.1 Prinzip der
mechanischen Fixierung
der neuronalen Zellkörper
mit Polymersäulen um die
bidirektionale Struktur
bestehend aus Stimulator
und Transistor.
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Polymerkäfige
wurden zwei Verfahren getestet: Tauchentwicklung sowie Sprayentwicklung. Bei der
Tauchentwicklung wird der Wafer in die Entwicklungslösung (Cyclopentan, Olin
GmbH, München) eingetaucht, die die nichtpolymerisierten Bereiche löst. Bei dieser
Methode kommt zu wenig frischer Entwickler zu den tieferen Strukturbereichen, wäh-
rend in die oberen Säulenbereiche Entwickler, welcher auch im Polymerlösungsmittel
enthalten ist, eindringt. Besser geeignet ist die Sprayentwicklung. Hierzu wurde eine
Sprayentwicklungsanlage gebaut, siehe Abb. 3.2. Sie besteht aus einer Schleuder und
drei Sprühdüsen. Aus einer Höhe von ca. 10 cm wird auf den rotierenden Wafer Ent-
wicklungslösung für 10-20 Sekunden gesprüht. Dabei rotiert der Wafer mit etwa 200 U/
min. Im ersten Entwicklungsschritt wird Cyclopentan verwendet. Über Ventile wird im
zweiten Schritt auf eine zweite Lösung (Cyclopentan/Isopropanol 1/1) umgestellt, im
dritten schließlich auf wasserfreies Isopropanol. 

Hardbaking: In diesem Schritt wird die Polymerisierung beendet und das restliche
Lösungsmittel verdampft. Dieser Prozeß wird in einem Quarzrohrofen (Heraeus, Hanau)
bei 300°C in N2 Atmosphäre durchgeführt. Dabei schrumpfen die Strukturen um ca.
30%. Die am Ende des Prozesses gemessenen Dicken sind in Abb. 3.3 dargestellt.

ABBILDUNG 3.2  Sprühentwicklungsanlage für die Säulenprozessierung. a: Seitenansicht mit 3
Druckflaschen mit Entwicklungslösung, daneben die Schleuder und deren Motorantrieb. b: Auf-
sicht der Schleuder. Über dem Wafer wird mit Sprühventilen die Entwicklungslösung aufge-
sprüht.

b
a
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Biologische neuronale Netze in Kultur
In Abb. 3.4 ist die Elektronenmikroskopieaufnahme eines Polymerkäfigs um eine
bidirektionale Chipstruktur dargestellt. Ein Käfig besteht aus 6 Säulen, die so angeordnet
sind, dass sie den Zellkörper immobilisieren aber auswachsenden Neuriten genügend
Freiraum bieten. Die verwendeten Säulen sind 40–50 µm hoch, ihr Durchmesser beträgt
20 - 25 µm. Die Innendurchmesser der Käfige betrugen 50 bzw. 70 µm.
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ABBILDUNG 3.3 Abhängigkeit
der Polymerdicke von der
Aufschleudergeschwindigeit.
Die Messungen wurden nach
dem Hardbakingschritt
gemacht. Die Fehlerbalken
folgen aus Messungen an
jeweils 3 Chips.

ABBILDUNG 3.4 Polymerkäfig um Struktur
bestehend aus Stimulatoren (St), sowie
Transistor, gebildet aus Drain- (D),
Sourcezuleitung (S) sowie der markierten
Gateregion (G). Elektronenmikroskopie-
bild. Skalenbalken 20 µm.
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Chipbehandlung für wiederholte Zellkultur
Fehlprozessierungen: Vor dem Hardbakingschritt lassen sich Fehlprozessierungen in
70°C heißer Pyrrolidinonlösung (Sigma, Deisenhofen) entfernen. Dieses Lösungsmittel
ist auch Teil des ursprünglichen Polymerlösungsmittels.

Stabilität der Säulen: Es wird im folgenden Kapitel bei der Langzeitverwendung der
Chips auf verschiedene Reinigungsmethoden eingegangen. Die Säulen sind stabil in
Ultraschall sowie gegen Lösungsmittel (Methanol, Aceton, Toluol), die nicht das
darunterliegende Oxid angreifen. Die mechanische Stabilität ist auch auf die
spannungsfreie, runde Form zurückzuführen. Die Säulen sind stabil in Piranhalösung
(H2SO4/H2O2), falls diese nicht länger als 2 min appliziert wird. Piranhalösung kann
nicht zur Entfernung von Fehlprozessierungen verwendet werden, da sie die
Aluminiumkontakte auf der Chipoberfläche oxidiert. 

 3.2 Chipbehandlung für wiederholte Zellkultur

Im Folgenden soll auf die Wiederverwendbarkeit der Siliziumchips eingegangen werden.
Vor jeder Zellkultur muß die Chipoberfläche sauber und hydrophil sein. In den bisheri-
gen Experimenten wurde Zellkultur auf planaren Oberflächen durchgeführt, die mecha-
nisch mit basischen oder Detergenzlösungen gereinigt werden konnten [Vassanelli 1999,
Prinz 2000a, Jenkner 1999]. 

Ultraschallreinigung mit basischen Lösungen kann in dieser Arbeit nicht durchgeführt
werden, da diese Siliziumoxid abtragen und die Säulen umfallen. Ultraschallreinigung
mit Detergenzien führte nicht zu zellkulturverträglichen Chips. Weitere Lösungen
(Enzymcocktail aus Chymotrypsin, Trypsin, Collagenase oder eine Ammoniak/H2O2-
Mischung) reinigten die Chipoberfläche nach der Zellkultur ungenügend. 

Als optimale Methode wurde die sogenannte Piranha-Lösung gefunden. Diese wird aus
H2SO4 (96%) und H2O2 (31%) hergestellt (2/1 v/v). Mit einer Glaspipette, deren
Öffnungsdurchmesser (6 mm) dem Kammerdurchmesser entspricht, wird die Lösung 1
Minute nach dem Ansetzen für 1 Minute auf die Chipoberfläche appliziert (Abb. 3.5),
danach 5mal mit Millipore Wasser gespült. Die Applikation mit der Glaspipette ist
notwendig, da ansonsten die Piranha-Lösung die aus PMMA bestehende Kulturkammer
anlöst. Durch ihr hohes Oxidationspotenzial löst die Piranha-Lösung die organischen
Verbindungen auf der Chipoberfläche. Die Polymersäulen werden durch eine so kurze
Applikation wenig angegriffen, da sie ausgehärtet sind. Verzichtet man auf den
Aushärtungsschritt (siehe Abschnitt. 3.1), der zur Schrumpfung der Säulen um ca. 30%
führt, sind die Säulen nicht stabil und werden von der Piranha-Lösung aufgelöst.
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Biologische neuronale Netze in Kultur
Die Piranhalösung reagiert, im Gegensatz zu basischen Lösungsmitteln, nicht mit der
Siliziumoxidoberfläche. Die so gereinigten Chips können häufiger als 10 mal
wiederverwendet werden. 

 3.3 Zellkultur auf Chips mit Polymerkäfigen

Damit Neurone auf Festkörpersubstraten wachsen, müssen diese mit Wachstumsfaktoren
beschichtet sein. Für Neurone von Lymnaea stagnalis ist kein isoliertes Wachstumspro-
tein bekannt, auf dem alle Neurone wachsen [Hermann 2000]. Die Beschichtung der
Siliziumoxidoberfläche mit einem solchen Protein wäre die einfachste Grundlage für
Zellkultur. Im Fall der Schneckenzellen ist lediglich bekannt, dass intakte Schnecken-
hirne in Zellmedium Proteine absondern, die das Zellwachstum ermöglichen [Wong
1981]. Der Einfachheit und Zuverlässigkeit halber wurde in dieser Arbeit die Methode
der Cokultur angewendet. Cokultur meint, dass Neurone in derselben Umgebung mit
intakten, dissozierten Hirnen kultiviert werden.

Die hydrophile Chipoberfläche wird mit einer Poly-L-Lysin-Lösung beschichtet, das
detaillierte Rezept ist im Anhang beschrieben. Vor Befüllen der Kulturkammer mit Zell-
medium (Definiertes Medium DM) werden die Chips sorgfältig mit Millipore-Wasser
gespült. Dies scheint sehr wichtig zu sein, andernfalls haftet die Zellmembran stark an
den Säulen, siehe Abb. 3.6. Die Zellmembran ist zwischen den Polymersäulen gespannt
und es wachsen keine Neurite aus.

Glaspipette

Kulturkammer

ABBILDUNG 3.5 Applikation von Piranha-Lösung zur Chipsäuberung nach Zellkultur. Der Öff-
nungsdurchmesser der Pipette entspricht dem Kammerdurchmesser (6 mm).
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Zellkultur auf Chips mit Polymerkäfigen
Nach Füllen der Kulturkammer mit 600 µl DM werden die Neurone auf den Chip posi-
tioniert. Anschließend werden zwei Hirne, die vorher in ABS (Antibiotic Saline) gespült
wurden, zugegeben. Diese Hirne sondern neuronale Wachstumsfaktoren ab. Sie können
bei der nächsten Zellkultur wiederverwendet werden, falls diese drei bis vier Tagen nach
der ersten Zellkultur angesetzt wird. 

Nach zwei bis drei Tagen beobachtet man neuronales Wachstum, wobei die Zellkörper
durch die Polymerkäfige immobilisiert sind. Die Elektronenmikroskopieaufnahme (Prä-
parationsrezept im Anhang) in Abb. 3.7 macht deutlich, dass die gewählte Struktur eine
erfolgreiche Somataimmobilisierung ermöglicht. 

Positioniert man je ein Neuron auf die bidirektionalen Chipstrukturen, so beobachtet
man in Zellkultur ein dichtes neuronales Netzwerk (Abb. 3.8). Die Wachstumsausbeute
ist nicht geringer als auf Chips ohne Polymerkäfige. An solchen Netzwerken in Kultur

ABBILDUNG 3.6 Das Neuron
adhäriert stark an Poly-L-Lysin
beschichteten Polymersäulen,
ohne Neurite auszubilden. 

ABBILDUNG 3.7 Elektronen-
mikroskopieaufnahme eines
Neurons, dessen Soma durch
den Polyimidkäfig immobili-
siert wurde, jedoch auswach-
sende Neurite bildete.
Skalenbalken 20 µm. Die
Zelle ist während der Fixie-
rung für die Elektronenmi-
kroskopieaufnahme ge-
schrumpft.
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Biologische neuronale Netze in Kultur
kann die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Signalschleife studiert werden. Um jedoch
eine eindeutige Zuordnung der Signalweiterleitung zwischen den Neuronen zu gewähr-
leisten werden in den folgenden Abschnitten jeweils nur zwei synaptisch verbundene
Zellen betrachtet, das heißt weniger Zellen pro Chip aufgesetzt.

  

ABBILDUNG 3.8 Auf einem Chip
mit Polymerkäfigen gewachsenes
neuronales Netz nach 2 Tagen in
Kultur. Skalenbalken 100 µm.
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 4 Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
Die Grundvoraussetzung zum Verständnis der Neuron-Silizium-Kopplung ist die korrekte Beschreibung
im Bild eines elektrischen Ersatzschaltbildes [Fromherz 1993]. Im ersten Abschnitt wird damit die Ausbil-
dung eines Aktionspotenzials sowie die Kopplung desselben zum Siliziumchip eingeführt. Zwischen Neu-
ron und Silizium bleibt in Kultur ein nanoskopischer Spalt. Dessen elektrische Eigenschaften sowie dessen
Abmessungen werden in den Abschnitten 4.2 und 4.3 experimentell bestimmt. Im letzten Abschnitt wird
die Frage untersucht, worauf dieser Spalt zurückzuführen ist. Experimente mit Riesenlipidvesikel trennen
die sterischen Beiträge der Zellglykokalix von denen der Beschichtung bzw. Extrazellulärmatrix bei der
Zelladhäsion.

 4.1 Modell der Neuron-Silizium-Kopplung

 4.1.1 Aktionspotenzial eines Neurons von Lymnaea stagnalis

Die Erregung eines Neurons von Lymnaea stagnalis, ein Aktionspotenzial, beginnt mit
dem schnellen Öffnen von Ionenkanälen, die für Natrium- und Calciumionen durchlässig
sind. Das Öffnen der Kanäle wird durch die Depolarisation der Membran über einen
Schwellwert hervorgerufen. Da die Natrium- und Calciumkonzentration im Äußern der
Zelle größer ist als im Zellinneren, strömen Natrium- und Calciumionen in die Zelle und
depolarisieren das Zellinnere. Verzögert zu den Natrium- und Calciumkanälen öffnen Io-
nenkanäle, die für Kaliumionen durchlässig sind. Kaliumionen, deren Konzentration im
Zellinneren höher ist, strömen aus der Zelle und repolarisieren die Membran.

Eine quantitative Analyse der Ausbildung eines Aktionspotenzials wurde von A.L.
Hodgkin und A.F. Huxley erstmals an Tintenfischneuronen bzw. deren Axonen durchge-
führt [Hodgkin 1952]. Sie verwendeten spannungsabhängige Leitfähigkeiten gNa für in
die Zelle einströmende Ionen (in ihrem Modell Natrium), für auswärts strömende Ionen
gK (Kalium) sowie eine spannungsunabhängige Leckstromleitfähigkeit gleck. Da die Io-
nenkonzentrationen von Natrium und Kalium im Innern und Äußern der Zelle unter-
schiedlich sind, wurde für jede Ionensorte eine unterschiedliche Batteriespannung
eingeführt. 

Die Gesamtstromdichte I durch die aktive Zellmembran setzt sich aus dem kapazitiven
Strom sowie den Ionenströmen durch die Membran zusammen:

V0
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
(GL 4.1)

Um das Verhalten der Leitfähigkeiten gi zu erklären, betrachtet man jeden Ionenkanal als
aus unabhängigen Untereinheiten oder Teilchen bestehend. Jede Untereinheit kann im
aktivierten oder inaktivierten Zustand sein. Für den Natriumstrom z.B. müssen drei glei-
che Untereinheiten im aktivierten Zustand sein, damit der Kanal leitet. Die Wahrschein-

lichkeit dafür wird mit m3 angegeben. Eine weitere Untereinheit, das „h-Teilchen“ sorgt
dafür, dass der Kanal zeitverzögert geschlossen wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass der
Kanal nicht geschlossen ist, wird durch die Wahrscheinlichkeit h beschrieben. Faßt man
alle Natriumkanäle einer Zelle zusammen, kann man für die Natriumleitfähigkeit schrei-

ben: , mit  der maximalen Natriumionenleitfähigkeit. m und h geben
jetzt den Bruchteil der geöffneten bzw. geschlossenen Kanäle an. Für den Übergang des
„m-Teilchens“ aus dem aktivierten in den inaktivierten Zustand bzw. die Änderung des
Bruchteils m der Kanäle im offenen, leitenden Zustand kann man Ratengleichungen an-
geben. Aus den Ratenkonstanten  und  lassen sich der spannungsabhängige stationä-

re Endzustand  und eine zugehörige spannungsabhängige Zeitkonstante τm
bestimmen.

(GL 4.2)

Analoge Gleichungen lassen sich für die h-Teilchen und alle anderen Ionenkanäle der
aktiven Zellmembran schreiben. Die Gleichungen (4.1) und (4.2), bei bekannten Funk-
tionen , , τi, beschreiben das zeitliche Verhalten der Membranspannung VM. 

In Abb. 4.1a ist ein gemessenes Aktionspotenzial eines Lymnaeaneurons aus dem A-
Cluster der Pedalganglien dargestellt.  

ABBILDUNG 4.1 Zeitlicher Verlauf eines Aktionspotenzials (AP) eines Neurons von Lymnaea stagna-
lis. In a) ist ein AP gezeigt, welches durch Strominjektion ausgelöst wurde. Rechts ist die Membran-
depolarisation desselben Neurons gezeigt, dessen Calciumionenkanäle vergiftet wurden. Man
beachte in (b) das Verschwinden der „Schulter“-Form in der repolarisierenden Phase. 

I cM
dVM

dt
--------- gNa V V0

Na–( ) gK V V0
K–( ) gleck V V0

leck–( )+ + +=

gNa g∞m3h= g∞

α β
m∞

dm
dt
------- αm 1 m–( ) βmm– τm m m∞–( )= =
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∞ m∞
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Modell der Neuron-Silizium-Kopplung
Die Anstiegszeit des Membranpotenzials, die Depolarisation, beträgt 10-20 msec. Die
Repolarisation, bei der das Membranpotenzial einen negativeren Wert als im Ruhezu-
stand erreicht, beträgt ca. 70 msec. Danach folgt die Refraktärphase von einigen 100
msec an deren Ende das Ruhepotenzial erreicht wird. Zum Vergleich ist in Abb. 4.1b die
Membrandepolarisation am selben Neuron dargestellt, nachdem die Calciumkanäle mit
Cadmiumionen (2 mM) vergiftet wurden. Die typische Schulter im AP verschwindet.
Die Signalform weicht von der typischen AP-Form ab, was darauf hindeutet, dass auch
Natriumionenkanäle vergiftet wurden [Kostyuk 1984].

Anders als für das Tintenfischaxon gibt es für die Ionenleitfähigkeiten gi der Zellmem-
bran von Lymnaea stagnalis keine umfassende Charakterisierung. An der Landschnecke
Helix pomatia wurden die ersten detaillierten elektrophysiologischen Untersuchungen
durchgeführt [Connor 1971, Neher 1971, Kostyuk 1975], später folgten Messungen an
Lymnaea stagnalis [Kostyuk 1977]. Es wurden folgende Unterschiede zum Hodgkin-
Huxley-Modell gefunden, siehe Tabelle 4.1:

Der Einwärtsstrom wird von Natrium- und Calciumionen zu gleichem Anteil getragen.
Die Calciumionenkanäle haben andere Zeitkonstanten als die Natriumionenkanäle. Sie
inaktivieren viel langsamer und ihre Inaktivierung ist sowohl spannungs- als auch calci-
umabhängig [Tillotston 1979, Gera 1999]. Die langsame Inaktivierung des Calcium-
stroms bewirkt, ähnlich wie in Herzmuskelzellen, dass die Aktionspotenziale der A-
Cluster Neurone in der abfallenden Seite eine sogenannte Schulter aufweisen
(Abb. 4.1a). Diese Schulter verschwindet, wenn die Calciumionenkanäle vergiftet wer-
den.  

Der Auswärtsstrom wird von Kaliumionen getragen, jedoch gibt es mindestens drei
elektrophysiologisch unterschiedliche Ströme: ein schnell aktivierender und wenig span-
nungsabhängiger Strom, ein verzögerter spannungsabhängiger Strom („delayed recti-
fier“) sowie ein calciumabhängiger Kaliumstrom. Für alle diese drei Kaliumkanäle gibt
es unterschiedliche Parameter gK, τm, τh. Der schnell aktivierende Kaliumausstrom läßt
bei konstanter Strominjektion in die Zelle die Depolarisation linear ansteigen und be-

TABELLE 4.1  Elektrische Parameter der aktiven Zellmembran von Lymnaea stagnalis [Kostyuk 

1977] bzw. Helix pomatia [Neher 1971, Kostyuk 1975]. V0 bezeichnet das Umkehrpotenzial,      
die Maximalleitfähigkeit des Ionenkanals, τm und τh die Aktivierungs- bzw. Inaktivierungszeit-
konstanten des Ionenkanals bei einer Membranspannung von 0 V.

Ionenstrom V0 [mV]   [mS/cm2] τm [msec] τ h [msec]

Na+-Strom 58 9a

a. Werte gelten für Neurone von Helix pomatia 

1 8

Ca2+-Strom 130-200 15 2.4  320

schneller   K+-Strom -65 7.6a 10 50

verzögerter K+-Strom -65 30 100 - 1000

Ca 2+ abh. K+-Strom -60

g∞

g∞
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
stimmt damit die AP Frequenz. Der verzögerte, spannungsabhängige Kaliumausstrom
repolarisiert zusammen mit dem calciumabhängigen Kaliumstrom die Zellmembran.

 4.1.2 Punktkontakt-Modell

Neurone der Schnecke Lymnaea stagnalis haben einen Durchmesser von etwa 40-
120 µm, während ihre äußere Membran eine Dicke von nur 4 nm besitzt. Das leitende
Zellinnere wird durch die Zellmembran von dem leitenden Zellmedium elektrisch ge-
trennt. Die leitenden Siliziumelemente, Stimulator- und Transistorzuleitungen, werden
ihrerseits durch eine dünne Oxidschicht von dem leitenden Zelläußeren isoliert
(Abb. 4.2). Zwischen Zelle und Silizium bleibt in Kultur ein leitender Spalt. Der Zell-
Halbleiter-Kontakt stellt einen Kern-Mantel-Leiter dar, der mit zweidimensionaler Ka-
beltheorie beschrieben werden kann [Weis 1997]. Für die Charakterisierung der Signal-
übertragung zwischen Neuron und Silizium wird folgendes elektrische Ersatzschaltbild
aufgestellt (Abb. 4.2)

g
V

V
M

J
J

Neuron

Chip

Isolationsoxid

Membran

ABBILDUNG 4.2 Ersatzschaltbild der Neuron-Silizium-Schnittstelle. Das Isolationsoxid, der
Adhäsionsspalt und die Zellmembran werden durch Kondensatoren und Leitfähigkeiten
beschrieben. Spannungsabhängige Ionenleitfähigkeiten in der Adhäsionsmembran sowie der
freien Membran werden getrennt berücksichtigt. VM bezeichnet die Spannung zwischen Zellin-
nerem und geerdetem Badelektrolyt, VJ die Spannung und gJ die Leitfähigkeit im Adhäsions-
spalt. Die neuronale Zellmembran ist durch eine Kapazität sowie spannungsabhängige
Leitfähigkeiten charakterisiert. 
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Modell der Neuron-Silizium-Kopplung
Der Oxidmantel, die Isolation von Stimulator- und Transistorzuleitungen zum Bad, wird
durch die spezifische Kapazität cox beschrieben. Es wird hier der Einfachheit halber für
Stimulator und Transistor eine Kapazität angenommen, die nach Abschnitt 2.1 jedoch
unterschiedlich sein kann. 

Der Kernleiter wird durch den Flächenwiderstand rJ beschrieben, der vom spezifischen

Widerstand  im Adhäsionsspalt und dem Abstand d zwischen Adhäsionsmembran und

Siliziumoxid abhängt: . In den Kapiteln zur Stimulation und Detektion von
Aktionspotenzialen von Schneckenneuronen werden die ortsabhängigen Spalteigen-
schaften nicht weiter betrachtet. Über die Beziehung  [Weis 1997] kann die
globale Spaltleitfähigkeit GJ angegeben werden. Zusammen mit der Zelladhäsionsfläche
AJM läßt sich schließlich die spezifische Spaltleitfähigkeit gJ = GJ/AJM berechnen. Die
Reduzierung der ortsabhängigen Variablen auf globale Größen stellt den Übergang vom
sogenannten Flächenkontakt- zum Punktkontakt-Modell dar.

Dem Membranmantel bzw. der neuronalen Zellmembran (rot) wird die spezifische
Membrankapazität cM und Ruheleitfähigkeit gM zugeordnet. Die spannungsabhängigen
Leitfähigkeiten g i in der Adhäsionsmembran und der freien Membran müssen a priori
nicht gleich sein und werden im Folgenden getrennt betrachtet. Die exakte Definition der
Adhäsionsmembran wird in Abschnitt 4.2 gegeben. 

Wird an die Stimulatorleiterbahn eine Spannungsstufe angelegt, so lädt sie über den
kurzgeschlossenen Adhäsionsspalt die Zellmembran auf. Je kleiner die Spaltleitfähigkeit
ist, desto länger ist die Abklingzeit der Membrandepolarisation. In Kapitel 5 wird ge-
zeigt, dass diese Spannungsänderung ausreicht, um ein Aktionspotenzial auszulösen.

Während eines Aktionspotenzials fließen Ionen durch die Adhäsionsmembran und die
freie Zellmembran. Ist der Strom durch diese beiden Kompartimente verschieden, bleibt
ein Nettostrom im Adhäsionsspalt übrig, siehe auch hierzu Kapitel 5. Dieser erzeugt über
die Spaltleitfähigkeit des Adhäsionsspalts eine Spannungsänderung über der nichtmetal-
lisierten Gatefläche eines Transistors. Der Transistor wird im Triodenbereich betrieben,
so dass die verursachte Spannungsänderung im Spalt den Löcherstrom zwischen Source
und Drain linear moduliert und genau bestimmt werden kann. Im nächsten Abschnitt
wird die sowohl für die Stimulation als auch Detektion wichtige Spaltleitfähigkeit be-
stimmt.

ρJ

rJ ρJ d⁄=

GJ 5π rJ⁄=
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
 4.2  Bestimmung der Spaltleitfähigkeit

Um die Leitfähigkeit im Adhäsionsspalt zu messen, wird die kürzlich entwickelte Me-
thode des Lock-In Imaging spannungssensitiver Fluoreszenzfarbstoffe angewendet
[Braun 2000, Braun 2001]. 

Messprinzip

Zwischen Stimulator und Zellmedium wird eine Wechselspannung VS angelegt. Auf der
Stimulatorfläche werden Neurone kultiviert (Abb. 4.3a). Die Wechselspannung koppelt
kapazitiv über das Stimulationsoxid in den Adhäsionsspalt und verursacht eine Span-
nungsänderung der Zellmembran. Wird die Membran mit einem spannungsabhängigen
Fluoreszenzfarbstoff angefärbt, kann über ein konfokales Laserscan-Fluoreszenzmikro-
skop die relative Fluoreszenzänderung der Adhäsionsmembran gemessen werden
(Abb. 4.3b). Es wird während der kapazitiven Stimulation für jedes Pixelement eine
Lock-In Messung des Photomultipliersignals bzw. der Fluoreszenz durchgeführt Man er-
hält ein ortsaufgelöstes Amplituden- und Phasenbild der Fluoreszenzänderung. 

An das Phasenbild der relativen Fluoreszenzänderung läßt sich die komplexe Übertra-
gungsfunktion VJM/VS, als Lösung der zweidimensionalen Kabelgleichung, anpassen.
VJM bezeichnet die Spannung der Adhäsionsmembran. Bei Wechselspannungsmessun-
gen erhält man im Flächenkontakt-Modell eine ortsabhängige Übertragungsfunktion im
Adhäsionsspalt. Diese wird bei kleinen Stimulationsfrequenzen durch den Spannungsab-
fall im Spalt bestimmt, bei hohen Frequenzen durch die kapazitiven Beiträge von Zell-
membran und Isolationsoxid [Fromherz 1999b, Kiessling 2000]. Durch Wahl der
Stimulationsfrequenz im Übergangsbereich kann der Flächenwiderstand rJ als freier Pa-
rameter angepaßt werden. 

Messung

Zur Messung des Spaltwiderstandes werden die Zellen unter ähnlichen Bedingungen
kultiviert, wie in Kapitel 3 beschrieben. Es wird ein Chip mit einem großen Stimulati-
onsspot (500 µm Durchmesser) verwendet, auf dem die Zellen nach zwei Tagen in Kul-
tur wachsen (Abb. 4.3). 

Es wird kapazitiv über ein 15 nm dickes Siliziumoxid stimuliert, wobei zur Vermeidung

von Zuleitungswiderständen und Streukapazitäten hochdotiertes n-Silizium (1019cm3)
verwendet wird und die Chipkontaktierung unmittelbar unter dem Stimulator erfolgt. Mit
diesen Chips kann Wechselspannung bis zu 150 kHz angelegt werden. Schneckenneuro-
ne werden jedoch bei kleineren Frequenzen von 1-5 kHz stimuliert. 
30



Bestimmung der Spaltleitfähigkeit
Neurone werden mit dem spannungsabhängigen Hemicyaninfarbstoff ANNINE-5 ange-
färbt [Kuhn 2001, Hübener 2001]. Dazu werden 10 µl einer 3 mM Farbstoff/HCl Lösung
zum Kulturmedium gegeben. Der Farbstoff baut sich in die Zellmembran ein. Nach 5
Minuten wird die Farbstofflösung gegen frisches Medium ausgetauscht. Fluoreszenzbil-
der werden an einem konfokalen Auflichtmikroskop (FluoView, Olympus, Tokio) aufge-
nommen. Der Farbstoff wird bei 472.7 nm mit einem Argon-Ionen-Laser (Spectra
Physics) angeregt und zwischen 540-680 nm detektiert. Zwischen Stimulator und Zell-
medium wird eine Wechselspannung von 2 kHz (Amplitude 1 V) angelegt. Diese Wech-
selspannung moduliert die Fluoreszenz der adhärierten Membran, die über einen
Photomultiplier (R928, Hamamatsu, Tokio) gemessen wird. Über einen Software Lock-
In werden Fluoreszenz und die komplexe Fluoreszenzänderung bestimmt [Braun 2000,
Gleixner 2001]. 

Zur Auswertung an der in Abb. 4.3 markierten Zelle werden zwei Messungen verwen-
det. Über ein Fluoreszenzbild wird die Ausdehnung der Adhäsionsmembran bestimmt
(Abb. 4.4a). Der Adhäsionsrand wird als Ort höchster Fluoreszenzintensität des gesam-
ten Fluoreszenzbilds definiert. Am Rand der Adhäsionsregion befinden sich mehr Farb-
stoffe im Mikroskopfokus und führen zu erhöhter Fluoreszenzintensität. Die zweite
Messung (Abb. 4.4b) zeigt das Phasenbild der relativen Fluoreszenzänderung ∆F/F. Ent-
lang der eingezeichneten Linie werden die Phasenwerte in Abb. 4.4c ortsabhängig aufge-
tragen und daran die theoretische Übertragungsfunktion (rot) angepaßt. Die Messpunkte
in Abb. 4.4c zwischen 0 und 15 bzw. ab 65 µm gehen nicht in den Theoriefit ein, da sie
nicht von der Zellmembran herrühren. Die Anfärbung der Membran von Schneckenneu-
ronen mit ANNINE-5 erscheint inhomogen, was die Auswertung erschwert. 

ABBILDUNG 4.3 a: Gewachsene Neurone auf einem Stimulationschip mit großem Stimulationsspot
(Durchmesser 500 µm, Oxiddicke 15 nm). b: Die Fluoreszenz angefärbter Neurone wird über
eine zwischen Zellmedium und Stimulator angelegte Wechselspannung VS moduliert. Für die
markierte Zelle in a wird die Spaltleitfähigkeit gemessen, siehe Abb. 4.4

a b
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Ergebnis

An das Phasenbild der Fluoreszenzänderung (Abb. 4.4c) läßt sich der spezifische Flä-
chenwiderstand rJ = 27 MΩ anpassen. Der Mittelwert von Messungen an 5 Zellen be-

trägt 25 MΩ. Über die Beziehung  kann die globale Spaltleitfähigkeit
GJ = 0.63 µS angegeben werden. Zusammen mit der mittleren Zelladhäsionsfläche AJM

von 2000 µm2 läßt sich die spezifische Spaltleitfähigkeit gJ = GJ/AJM = 30 mS/cm2 be-
rechnen. Dieser Wert stimmt mit dem für ähnlich große Retziuszellen des Blutegels
Hirudo medicinalis überein [Weis 1997].
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ABBILDUNG 4.4 Eine mit dem Farbstoff ANNINE-5 angefärbte Zelle (a) wird über eine Wechsel-
spannung, die zwischen Stimulationschip und Zellmedium angelegt wird, in ihrer Fluoreszenz
moduliert. In (b) ist die Phasenänderung der Fluoreszenz dargestellt, mit zugehöriger Legende. Die
Auswertung (c) erfolgt entlang der eingezeichneten Linie. An die experimentellen Daten wird das
Flächenkontakt-Modell angepaßt.

a b

c

GJ 5π rJ⁄=
32



Bestimmung des Adhäsionsabstands
 4.3 Bestimmung des Adhäsionsabstands 

Der Adhäsionsabstand zwischen adhärierter Zellmembran und Oxidoberfläche kann mit
Hilfe der Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast Mikroskopie (FLIC) bestimmt werden [Lam-
bacher 1996, Braun 1997]. Aus dem Adhäsionsabstand d und dem bestimmten Spaltwi-
derstand rJ kann eine Aussage über den spezifischen Spaltwiderstand  gemacht
werden. 

Messprinzip FLIC

Silizium wirkt für Licht als Spiegel. Einfallendes Licht bildet mit dem reflektierten
Anteil über der Spiegeloberfläche eine stehende Welle. Befindet sich ein Farbstoff vor
der Siliziumoberfläche, so wird die Absorption und Fluoreszenzemission je nach
Position von der Oberfläche moduliert. Durch Einbau des Farbstoffs in eine
Zellmembran kann der Abstand derselben zur Siliziumoberfläche bestimmt werden. Für
die Abstandsabhängigkeit der Fluoreszenz wird das optische Schichtsystem in Abb. 4.5a
charakterisiert. Der optische Weg setzt sich zusammen aus jenem durch das auf dem
Silizium aufgewachsene Siliziumoxid, durch den Adhäsionsspalt zwischen Zellmembran
und Oxid, durch die Zellmembran selbst, in der der Farbstoff eingelagert ist, sowie durch
das Zellinnere.

ρJ rJ d⋅=

a b

ABBILDUNG 4.5 Prinzip der FLIC Mikroskopie. (a): Ein Neuron wird auf einem Chip mit vier
unterschiedlichen Oxiddicken kultiviert. Die Fluoreszenz der Adhäsionsmembran in der stehen-
den Welle hängt von der Oxiddicke und dem Abstand Adhäsionsmembran - Oxidoberfläche ab.
In (b) ist der Adhäsionsabstand für vier Oxiddicken variiert [Zeck 1997].
33



Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
Für eine quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensität müssen die Richtung, Polari-
sation und Wellenlänge des einfallenden Lichts sowie der Fluoreszenz berücksichtigt
werden, die Orientierung des Chromophors zur Membrannormalen, die Fluoreszenzle-
bensdauer, das Anregungs- und Emissionsspektrum. Da die Fluoreszenz an einem Mi-
kroskop gemessen wird, muß die Objektivapertur berücksichtigt werden [Lambacher
2001]. Eine Lösung für das optische Schichtsystems gibt die in Abb. 4.5b dargestellte
theoretische Funktion. Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit vom
Chromophorabstand von der Siliziumoxidoberfläche für verschieden große Oxidhöhen. 

Zur Übereinstimmung der theoretischen Fluoreszenzintensität mit der experimentellen
müssen drei Parameter, Chromophorabstand d, Fluoreszenzhintergrund a sowie Propor-
tionalitätsfaktor b angepaßt werden (IFL(d, experimentell)=a*IFL(d,theoretisch) + b).
Für die Fehlerabschätzung des Adhäsionsabstands werden mindestens vier Intensitäts-
werte benötigt. Diese erhält man, wenn man den Farbstoff in vier unterschiedliche Hö-
hen über das Silizium einbaut, und zwar indem man die Membran über vier
unterschiedlich hohe Siliziumoxidstufen in verschiedene Orte der stehenden Welle posi-
tioniert. Unter der Annahme, dass die Membran auf diesen Oxidstufen homogen adhä-
riert, kann man an die vier Fluoreszenzintensitäten die gewünschten Parameter anpassen.
Aus Abb. 4.5b ist ersichtlich, dass bei verschwindendem Membran-Oxid Abstand die
Fluoreszenz auf der 10 nm Oxidstufe klein ist, mittel auf Oxid 2 und 4 und maximal auf
Oxid 3. 

Messung

Zur Messung des Adhäsionsabstands werden die Zellen unter denselben Bedingungen
wie bei den elektrischen Messungen kultiviert (Kapitel 3). Es wird ein Siliziumchip mit
Terassen unterschiedlicher Oxiddicke verwendet (Größe 5 µm x 5 µm, Höhe 10, 50, 100,
140 nm), wie in Abb. 4.5 dargestellt. Dieser Chip wird mit Poly-L-Lysin beschichtet und
darauf Zellen zwei Tage unter Cokulturbedingungen wachsen gelassen. Danach werden
die Zellen mit dem Cyaninfarbstoff DiIC18 (Molecular Probes, Eugene) angefärbt.
DiIC18 ist 2mM in Ethanol gelöst. Es werden 30 µl davon direkt zum Kulturmedium zu-
gegeben. Nach 15 min wird die Farbstofflösung gegen frisches Medium gewechselt und
unter einem Auflichtmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss, Oberkochen) die Fluoreszenz ge-
messen. Der Farbstoff DiIC18 wird monochromatisch mit der 546 nm Linie einer Queck-
silberdampflampe durch ein 63x Objektiv angeregt (n.A. 0.9) und die Fluoreszenz
zwischen 570 - 650 nm gemessen (Filtersatz AHF, Tübingen). Die Intensität wird mit ei-
ner 8-bit CCD-Kamera (Sony ICX039 AL,Theta Systems, München) mit einer Auflö-
sung von 744 x 288 Pixel detektiert. 

Über jeder der vier Oxidstufen wird die Intensitätsverteilung gemessen und Mittelwert
und Standardabweichung bestimmt. Die Zuordnung der Intensitäten zu den Oxidstufen
geschieht über ein Referenzbild, wobei der Stufenchip in Auflicht betrachtet wird. Mit
Hilfe der Intensitätsmaxima wird in der FLIC-Theorie der Adhäsionsabstand angepaßt,
die Standardabweichungen der Intensität zusammen mit den Oxiddickenschwankungen
liefern den Fehler des Adhäsionsabstands [Braun 1997].
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In einem zweiten Experiment wurde der Abstand von kultivierten Neuronen auf Laminin
bestimmt [Zeck 2001b]. Laminin wird dabei in einer Konzentration von 10 µg/ml auf
silanisierten Stufenchips bei 4 °C adsorbiert. Es wurden außer dem adsorbierten Laminin
keine weiteren Wachstumsfaktoren zugegeben. Nach 4 h wird der Chip mit Zellkultur-
medium DM gespült und die Neurone in frisches DM aufgesetzt. Nach zwei Tagen konn-
te schwaches Neuritenwachstum beobachtet werden. Die Fluoreszenzmessungen an den
Neuronen geschieht wie oben beschrieben. Auf Laminin ist das Zellwachstum schlechter
als auf Poly-L-Lysin unter Cokulturbedingungen [Wildering 1998] und deshalb für Sili-
zium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleifen ungeeignet. Es ist aber trotzdem als Ver-
gleichsbeschichtung interessant. Es können kapazitive Stimulation und Signaldetektion
mit Transistoren auf die Sustratabhängigkeit hin untersucht werden, siehe Abschnitt 5.5. 

Ergebnisse

In Abb. 4.6 ist die Einzelmessung einer auf Poly-L-Lysin in Cokultur gewachsenen Zelle
gezeigt. Man erkennt die vier unterschiedlichen Intensitäten über den Oxidstufen. In
Abb. 4.6b sind diese Intensitäten gegen die Oxiddicke aufgetragen und die Theoriekurve
angepaßt. Man erhält als Adhäsionsabstand d = 47 nm. Da sich das Fluoreszenzmuster
über die gesamte Adhäsionsmembran wiederholt, folgt, dass die Zelle homogen im Ab-
stand von 47 nm adhäriert. Der Mittelwert von 7 Neuronen beträgt   nm. d 50 5±=

ABBILDUNG 4.6 a: Fluoreszenzbild eines adhärierten Neurons auf Poly-L-Lysin. Als Insert sind
die vier Oxidterassen eingezeichnet, die den im Fluoreszenzbild markierten entsprechen. In (b)
ist die an die vier markierten Fluoreszenzintensitäten angepaßte Theoriekurve dargestellt. Man
erhält aus der Anpassung als Adhäsionsabstand 47 nm.

ba
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
In Abb. 4.7 ist eine Messung auf Laminin dargestellt. Man erkennt, dass sich das Fluo-
reszenzmuster von dem in Abb. 4.6 unterscheidet. Durch Anpassung der FLIC Kurve er-
hält man einen Adhäsionsabstand von 87 nm. Der mittlere Adhäsionsabstand auf
Laminin von 8 Messungen beträgt 88 nm, was nahezu doppelt so groß ist, als auf Poly-L-
Lysin. Auf die Interpretation dieses Wertes wird in Abschnitt 4.4 eingegangen. 

Mit dem in Kapitel 4.2 bestimmten Spaltwiderstand für mit Poly-L-Lysin beschichtete
Chips und dem Adhäsionsabstand d läßt sich der spezifische Spaltwiderstand der Adhä-
sionsregion bestimmen: . Der spezifische Widerstand des Zellkul-
turmediums DM kann gesondert zu 150 Ωcm gemessen werden. Der Adhäsionsspalt
unterscheidet sich in den elektrischen Eigenschaften, im Rahmen der Messgenauigeit,
nicht von der freien Lösung.   

TABELLE 4.2  Parameter des Adhäsionsspalts zwischen Schneckenneuron und Siliziumchip (1. 
und 2. Spalte) sowie zwischen Riesenlipidvesikel und Siliziumchip (3. Spalte). Die elektrischen 
Werte für Laminin sind aus dem spezifischen Badwiderstand berechnet und nicht gemessen.

Neuron auf PLL Neuron auf Laminin Vesikel auf PLL

rJ [MOhm] 25 12 100000

AJM[µm2] 2000 2000 2000

gJ [mS/cm2] 30 60 0,005

d [nm] 50 88 1

ρJ[Ωcm] 125 - 11000

ρJ/ρbulk 0.9 - 44

ABBILDUNG 4.7 a: Fluoreszenzbild eines adhärierten Neurons auf Laminin. In (b) ist die an die
vier markierten Fluoreszenzintensitäten angepaßte Theoriekurve dargestellt, aus der sich ein
Adhäsionsabstand von 87 nm anpassen läßt. 

a b

d = 87 nm

ρJ rJd l25Ωcm= =
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Charakterisierung der Adhäsionsregion mit Riesenlipidvesikeln
In Tabelle 4.2 sind die charakteristischen Parameter des Adhäsionsspalts zusammenge-
faßt. Die elektrischen Werte für Laminin sind aus dem spezifischen Badwiderstand und
dem Adhäsionsabstand berechnet. Zum Vergleich sind Parameter aus einem Adhäsions-
experiment mit Riesenvesikeln angegeben [Fromherz 1999b].

Riesenvesikel haben dieselbe Größe wie Schneckenneurone und adhärieren auf Poly-L-
Lysin beschichteten Chips. Der hohe Spaltwiderstand rJ = 100 GΩ und der kleine Adhä-
sionsabstand d = 1 nm bewirken eine 44fache Erhöhung des spezifischen Spaltwider-
stands. In Wasser beträgt die Bjerrumlänge, innerhalb derer die Anziehung zwischen
zwei einfach geladenen Ionen gleich der thermischen Energie kBT ist, 0.7 nm. Innerhalb
eines Spalts von 1 nm können dielektrische Wechselwirkungen die Ionendichte verrin-
gern, damit den Spaltwiderstand erhöhen.

 4.4  Charakterisierung der Adhäsionsregion mit 
Riesenlipidvesikeln

Zellen besitzen an der Außenseite der Zellmembran Proteine und Polysaccharide, die in
dem Außenraum ein 5-50 nm dickes Polymerkissen bilden, die sogenannte Glykokalix.
Im Gewebe befindet sich zwischen den Zellen die Extrazellulärmatrix, gebildet aus Pro-
teinen wie Kollagen, Fibronectin und dem oben erwähnten Laminin. Sowohl Glykokalix
als auch Extrazellulärmatrix verhindern, dass die Zellen untereinander über unspezifi-
sche van der Waals-Wechselwirkungen koagulieren.

Bei der Charakterisierung des Zell-Substrat-Kontaktes stellt sich die Frage, welchen Bei-
trag Zellglykokalix und welchen Beitrag die Substratbeschichtung zur Adhäsion liefern.
Eine Antwort kann mit Hilfe von Adhäsionsexperimenten mit Riesenlipidvesikeln gege-
ben werden.

Riesenvesikel können als Modellsysteme für Zellmembranen betrachtet werden. Sie sind
aus künstlichen Lipiden hergestellt [Dimitrov 1988, Fromherz 1999b] und haben die
Größe von Neuronen von Lymnaea stagnalis. Bei der Herstellung, die im Anhang be-
schrieben ist, wird zum Lipid POPC, Cholesterin sowie der Cyaninfarbstoff DiIC18 zu-
gegeben. Die Vesikel enthalten jedoch weder Membranproteine noch besitzen sie eine
Glykokalix. 

Um den Beitrag der Zellglykokalix und der Substratbeschichtung zu unterscheiden, wer-
den ähnliche Adhäsionsexperimente und Abstandsmessungen, wie in Abschnitt 4.3 be-
schrieben, durchgeführt. Die Substratbeschichtung wird nach demselben Protokoll wie
bei den Zellexperimenten vorgenommen. Durch Vergleich der Adhäsionsabstände von
Neuronen und Vesikeln können die Beiträge von Glykokalix und Laminin separiert wer-
den. 
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
Adhäsionsabstände von Lipidvesikeln

Beschichtet man Siliziumchips (Abb. 4.5) mit PLL und läßt Lipidvesikel darauf adhärie-
ren, so mißt man einen Adhäsionsabstand von 1 nm [Fromherz 1999b]. Läßt man jedoch
auf den Stufenchips Schneckenhirne das Medium konditionieren, so bildet sich nach
zwei bis drei Tagen ein Proteinteppich, der eingetrocknet eine ellipsometrische Dicke
von 5-7 nm besitzt (verwendeter Brechungsindex: 1.46). Auf diesem Proteinteppich ad-
härieren Lipidvesikel in einem mittleren Abstand von 8.7 nm (Mittelwert von 9 Vesi-
keln) (Abb. 4.8a). Ein Vergleich mit dem Adhäsionsabstand von 50 nm von Neuronen
läßt auf eine Glykokalixdicke von 40-50 nm schließen (Abb. 4.10). 

Auf mit Laminin beschichteten Stufenchips adhärieren die Lipidvesikel schwach und
fluktuieren über dem Substrat im mittleren Abstand von 160 nm (Mittelwert von n = 14
Vesikeln)(Abb. 4.8b). Um diesen großen Abstand sowie den Effekt der Fluktuationen zu
untersuchen, wird eine weitere Beschichtung zum Vergleich herangezogen. Ähnlich wie
bei Laminin wird ein Chip mit dem Protein Rinderserumalbumin (BSA) beschichtet. La-
minin ist ein kreuzförmiges Protein, die Länge der „Arme“ beträgt 77, 48, 34 und 34 nm
[Beck 1990], während BSA ein ellipsenförmiges Protein ist (2 x 7 nm) [Matsumoto
1993]. Für BSA-beschichtete Glassubstrate ist bekannt, dass Vesikel im Abstand von 40-
50 nm fluktuieren und dass diese Fluktuationen durch unspezifische Wechselwirkungen,
also ohne Einfluß von BSA, zustande kommen [Rädler 1995]. Auf BSA beschichteten
Siliziumchips fluktuieren die Vesikel im mittleren Abstand von 51 nm (Mittelwert von 9

Vesikeln)1(Abb. 4.8c). Der Adhäsionsabstand auf BSA liegt im Energieminimum gebil-

det von Gravitation und sterischer Fluktuationskraft2. 

Adhäsionsprofil 

Um zu prüfen, ob die Vergrößerung des Adhäsionsabstands auf Laminin durch die Pro-
teinbeschichtung oder durch veränderte Membraneigenschaften zustande kommt, wird
das Adhäsionsprofil genauer untersucht. Wertet man die Interferenzringe am Rand der
Adhäsionsregion für Laminin und BSA aus, so kann man Rückschlüsse auf die elasti-

1. Auf BSA haften Neurone nicht, ihr Adhäsionsabstand kann nicht bestimmt werden.

2. Eine gute Übersicht zu Membranfluktuationen findet man in [Seifert 1997]

ABBILDUNG 4.8 Fluoreszenzbild adhärierter Vesikel auf PLL + neuronale Wachstumsfaktoren (a),
Laminin (b) und auf BSA (c). Die eingezeichneten Quadrate markieren die vier ausgewerteten
Oxiddicken. In (a) ist die Anordnung der vier unterschiedlichen Oxidstufen skizziert.

a b c
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Charakterisierung der Adhäsionsregion mit Riesenlipidvesikeln
schen Membranparameter, Membranspannung Σ und Biegesteifigkeit κ, ziehen [Bruins-
ma 1996, Albersdörfer 1997]. 

In Abb. 4.9a ist an einem Ausschnitt eines fluktuierenden Vesikels die Auswertung des
Adhäsionsprofils gezeigt. Die Fluoreszenz entlang des Pfeiles ist als durchgezogene Li-
nie in Abb. 4.9b dargestellt. In Abb. 4.9b ist als unterbrochene Linie die theoretische
FLIC-Kurve eingetragen, berechnet aus dem bekannten Adhäsionsabstand d, dem Fluo-
reszenzhintergrund b und dem Skalierungsfaktor a.

An den markierten Punkten der beiden Kurven werden die x- und d(x)- Koordinaten des
Adhäsionsprofils abgelesen, wie in Abb. 4.9c dargestellt. An die Punkte wird folgende
Kurve angepaßt:

(GL 4.3)

Dabei bezeichnen  den Adhäsionswinkel, mit Radh dem Adhäsions- und R

dem Vesikelradius, sowie  den Achsenabschnitt in Abb. 4.9c, mit κ der Mem-
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ABBILDUNG 4.9 Profilauswertung der Adhäsionsmembran anhand der Fluoreszenzinterferenz-
ringe. (a) Ausschnitt des Fluoreszenz in der Adhäsionsregion. (b) Experimentell gemessene Fluo-
reszenzintensität entlang der Pfeilmarkierung in (a), als durchgezogene Linie dargestellt. Als
unterbrochene Linie ist die theoretische FLIC-Kurve für den bekannten Adhäsionsabstand d ein-
getragen. (c) Aus dem Vergleich der beiden Kurven in (b) erhält man das Adhäsionsprofil. 
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Zur Neuron-Silizium-Schnittstelle
branbiegesteifigkeit und Σ der Membranspannung. Typische Werte für den Adhäsions-
winkel θ sind 10°, so dass die Änderung der theoretischen FLIC-Kurve durch den zum
elektrischen Feld gekippten Chromophor vernachlässigt wird. 

Da die Werte für λ auf BSA und Laminin im selben Bereich von 1-2 µm liegen, kann
eine Änderung der Membranbiegesteifigkeit ausgeschlossen werden. Die Membranspan-
nung Σ ist klein und trägt zur sterischen Fluktuationskraft wenig bei. Der erhöhte Adhä-
sionsabstand auf Laminin ist nicht auf die Änderung der Vesikelmembraneigenschaften
zurückzuführen.

Zusammenfassender Vergleich der Adhäsionsabstände

Der erhöhte Adhäsionsabstand der Vesikel auf Laminin ist auf die Proteinbeschichtung
zurückzuführen. Subtrahiert man den BSA-Adhäsionsabstand   von den 160 nm auf La-
minin, so bleibt die Dicke des Lamininkissens übrig, die etwa 110 nm beträgt. Um ca. 20
nm kleinere Abstände (88 nm) werden bei der Zelladhäsion auf Laminin gemessen. Die-
se 88 nm können einerseits nicht nur aus dem Beitrag der Zellglykokalix herrühren, an-
dererseits auch nicht von einer additiven Superposition von Lamininkissen und
Glykokalix. Als Schlußfolgerung kann behauptet werden, dass bei der Beschichtung so-
wohl die Glykokalix als auch Laminin einen Beitrag zum Adhäsionsabstand in der Zel-
ladhäsion leistet (Abb. 4.10).
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ABBILDUNG 4.10 a: Adhäsionsabstände von Neuronen von Lymnaea stagnalis und von POPC/Cho-
lesterin-Vesikel auf Poly-L-Lysin+Wachstumsproteine(CM), Laminin und BSA. (b): Interpreta-
tion der Adhäsionsabstände. Bei neuronaler Adhäsion auf PLL wird der Adhäsionsabstand durch
die Glykokalix (rot) bestimmt, bei der Adhäsion auf Laminin (grün) sowohl von der Glykokalix
als auch von Laminin.
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Zusammenfassung
 4.5 Zusammenfassung

Für die Charakterisierung der Neuron-Silizium Schnittstelle kann zusammengefaßt wer-
den: Die Spaltleitfähigkeit gJ von adhärierten Schneckenneuronen auf einer mit Protei-

nen konditionierten Poly-L-Lysin beschichteten Oxidoberfläche beträgt 30 mS/cm2, der
mittlere Adhäsionsabstand 50 nm. Ein Vergleich mit dem spezifischen Widerstand des
Zellmediums zeigt, dass dieser gleich dem spezifischen Spaltwiderstand ist. Durch Ver-
gleich mit Adhäsionsexperimenten von Riesenvesikeln auf demselben Substrat kann ge-
schlossen werden, dass der Abstand hauptsächlich durch die Zellglykokalix verursacht
wird.
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 5 Komponenten der Silizium-
Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
In diesem Abschnitt werden in elektrischen Messungen die Komponenten der Silizium-Neuron-Neu-
ron-Silizium Signalschleife charakterisiert. Einleitend wird der verwendete Messaufbau beschrieben.
Der erste Schritt zur Realisierung der Signalschleife beginnt mit der Stimulation neuronaler Aktivi-
tät, die in Abschnitt 5.2 theoretisch und experimentell behandelt wird. Die Signalweiterleitung erfolgt
im zweiten Schritt zwischen den Neuronen über elektrische Synapsen. Die Synapsen werden elektro-
physiologisch charakterisiert, aus den Messungen werden die elektrischen Zellparameter Membran-
leitfähigkeit und Kapazität der Neurone bestimmt. Im folgenden Abschnitt wird auf die Detektion der
Aktionspotenziale eingegangen. Sowohl theoretisch als auch experimentell wird gezeigt, dass, im
Unterschied zu der wenig veränderlichen Form der Aktionspotenziale, im Transistor eine Vielfalt von
Signalformen auftritt und diese auch interpretiert werden können. Im letzten Abschnitt wird schließ-
lich die aus elektrophysiologischen Messungen bekannte Verbreiterung der Aktionspotenziale mit sti-
mulierten APs sowie dem Transistornachweis verglichen.

 5.1 Messaufbau

Für die Messung der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Signalschleife wurde in die-
ser Arbeit eine vorhandene Apparatur verwendet [Jenkner 1999] und nur geringfügi-
ge Veränderungen vorgenommen. Abb. 5.1 zeigt schematisch den Messaufbau.
Kernstück desselben ist das Messchip mit Neuronen. Die Neurone werden mit zwei

Mikroelektroden angestochen und deren Membranpotenzial3 über zwei Brückenver-
stärker (npi Instruments, Tamm) und angeschlossene AD Wandler in den Computer
eingelesen. Die Neurone können intrazellulär durch Injektion eines konstanten
Strompulses stimuliert werden. Das Signal dazu wird als Analogspannung vom Mess-
rechner vorgegeben. Die Messung des Membranpotenzials geschieht gleichzeitig
über dieselbe Elektrode. Als Ausgangssignal erhält man also das verstärkte Mem-
branpotenzial und das Stromsignal in Analogform.

Die kapazitiven Stimulatoren werden über einen Funktionsgenerator (33120A, Hew-
lett-Packard) und einen Kanalverteiler im FET-Verstärker angesteuert. Die Stimula-
tionspulse werden vom Messrechner über einen GPIB-Bus an den
Funktionsgenerator als Folge von maximal 16000 Stützstellen geliefert. Es kann vom
Messrechner ein einzelner Stimulator oder mehrere davon angesteuert werden. 

3. Im Folgenden wird häufig statt „Spannung“ auch der Terminus „Potenzial“ verwendet, wenn die 
Spannungsdifferenz gegenüber dem geerdeten Zellmedium betrachtet wird.
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ABBILDUNG 5.1 Skizze des Messaufbaus nach [Jenkner 1999]. Mit Mikroelektroden kann jedes Neu-
ron im Current-Clamp-Modus stimuliert werden. Der Funktionsgenerator liefert für jeden Stimula-
tionsspot Spannungsrechteckpulse. Die Transistorsignale werden über einen FET-Verstärker am
Computer in einem LabView-Programm dargestellt und gespeichert.

Der Arbeitspunkt für alle Transistoren wird über DA-Wandler eingestellt. Jedes Transi-
storsignal wird einzeln verstärkt und über AD-Wandler in den Messrechner eingelesen.
Es können in einem LabView-Programm am Computer gleichzeitig bis zu sechs Transi-
storspuren dargestellt und gespeichert werden. Die Zeitauflösung hängt von der Länge der
Aufzeichnung ab und beträgt maximal 0.13 µsec.

Die Beschaltung des Chips ist wie folgt: Der schwach n-dotierte Teil des Siliziumchips
(bulk) wird auf 6.5 V bezüglich des auf Masse gelegten Badelektrolyten vorgespannt. Die
Stimulatoren befinden sich auch auf Badpotenzial. Die maximal angelegte Spannungs-
stufe beträgt, um keinen elektrischen Durchbruch durch das 10 nm dünne Oxid zu riskie-
ren, 5 V. Das Sourcepotenzial beträgt üblicherweise +1.7 V, das Potenzial der
Drainzuleitung +0.5 V. Bei dem gewählten Arbeitspunkt beträgt der Source-Drain Strom
80-100 µA. Eine Änderung der Badspannung über dem Gate von 10 mV bewirkt einen
Einbruch im Source-Drain- Strom von etwa -1µA, wie aus der Steilheit 100 nA/mV mit
Gleichung 2.1 berechnet werden kann.
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 5.2 Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation

 5.2.1 Zur Theorie der kapazitiven Stimulation

Die Silizium-Neuron-Kopplung läßt sich mit dem in Kapitel 4 eingeführten Punkt-Kon-
taktmodell charakterisieren. Zum Verständnis der kapazitiven Stimulation wird folgendes
elektrische Ersatzschaltbild betrachtet (Abb. 5.2). Durch Anlegen einer veränderlichen
Spannung VS an die Stimulatorzuleitungen koppelt diese kapazitiv in den Adhäsionsspalt
und lädt die Kapazitäten der Adhäsions- und freien Membran, cM auf. Der kapazitive Ent-
ladungsstromstrom fließt über den Adhäsionsspalt und die Adhäsionsmembran der Zelle
ab. Die Depolarisation der Zellmembran führt zur Auslösung eines APs. 

Für die Stimulatorkapazität genügt es, die des Isolationsoxids cOX zu betrachten. Die Sti-
mulatorbahn ist p-dotiert und es werden gegenüber dem Badelektrolyt nur positive Span-
nungen angelegt. Dadurch werden bei der Stimulation Löcher zur Oxidoberfläche
gezogen, so dass im Halbleitersubstrat keine Kapazität entsteht [Grove 1964]. Die zur
Oxidkapazität in Reihe geschaltete Kapazität der Helmholtzschicht im Elektrolyt ist viel
größer und vernachlässigbar. Für das verwendete Zellmedium beträgt die spezifische

Kapazität der Helmholtzschicht cH = 60 µF/cm2.

In dieser Modellvorstellung wird die Membranruheleitfähigkeit gM gegenüber der viel
größeren Spaltleitfähigkeit gJ vernachlässigt, sowie die Ionenkanalleitfähigkeiten. Die
zweite Annahme wird später plausibel.
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ABBILDUNG 5.2 Elektrisches Er-
satzschaltbild für die kapazitive
Stimulation. Es werden nur die
spezifischen Kapazitäten des
Chips cOX, der Adhäsions- und
freien Membran cM sowie die spe-
zifische Leitfähigkeit des Adhäsi-
onsspalts gJ betrachtet. VM
bezeichnet die intrazelluläre
Membranspannung, VJ die Span-
nung im Adhäsionsspalt, VS die
an den Stimulator angelegte
Spannung.
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Schreibt man die Kirchhoffschen Regeln für den Stromknoten im Adhäsionsspalt sowie
für das Zellinnere auf, erhält man:

(GL 5.1)

(GL 5.2)

ßM bezeichnet dabei das Verhältnis von Adhäsions- zu freier Membranfläche, VJ die
Spannung im Adhäsionsspalt.

Substituiert man die Zeitableitung des Membranpotenzials VM aus Gleichung 5.2 in Glei-
chung 5.1, erhält man eine Beziehung für VJ. Für das Verständnis der Auslösung von
Aktionspotenzialen ist jedoch die Potenzialänderung der freien Membran VM oder der
Adhäsionsmembran VJM wichtig. Es gilt:

 sowie . 

Die zweite Beziehung erhält man, wenn man Gleichung 5.2 im Fourierraum betrachtet
und eine nichtverschwindende Membranleitfähigkeit gM berücksichtigt. Mit diesen zwei
Gleichungen läßt sich aus den Gleichungen 5.1 und 5.2 eine Beziehung für VM angeben:

(GL 5.3)

Im Folgenden wird ein Grenzfall für Spannungstimuli betrachtet: die Stimulation mit
einer Spannungsstufe. Legt man eine Stufe an, so erhält man nach Einsetzen von

 in Gleichung 5.3:

  (GL 5.4)

wobei   . 

Aus Gleichung 5.4 wird ersichtlich, dass ein positiver Spannungspuls VS am Stimulator
eine Depolarisation der freien Membran hervorruft. Setzt man die aus Kapitel 2 und 4

bekannten Parameter (gJ = 30 mS/cm2, cox = 0.35 µF/cm) sowie für ßM = 0.3 und

cM = 4 µF/cm2 ein, erhält man bei einer positiven Spannungsstufe von +5 V eine Depola-
risation der freien Membran von VM =  130 mV mit einer Abklingzeit τJ = 0.1 msec. Legt
man eine negative Spannungsstufe von -5 V an, so depolarisiert man die Adhäsionsmem-
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Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation
bran um 400 mV. Die Abklingzeit von 0.1 msec rechtfertigt das Vernachlässigen der
Ionenkanäle, da deren Zeitkonstanten im Millisekundenbereich liegt. 

 5.2.2 Vorexperimente zur kapazitiven Stimulation

Die oben dargestellten theoretischen Überlegungen zur Membrandepolarisation können
experimentell überprüft werden. Das einfachste Experiment besteht in der Stimulation
einer aufgesetzten Zelle [Stett 1995] auf einem großen Stimulationsspot von 500 µm
Durchmesser [Birkenmaier 2001]. Die große Spotfläche gewährleistet, dass die Zelladhä-
sionsfläche vollständig über der Stimulationsfläche liegt und die im vorigen Abschnitt
abgeleiteten Gleichungen mit spezifischen Kapazitäten und Leitfähigkeiten angewendet
werden können. Ein zweites Experiment besteht darin, eine Zelle auf einem Stimulations-
spot wachsen zu lassen und nach zwei Tagen zu stimulieren. Dieses entspricht dem für die
Schleifenmessung benötigten Einzelschritt. Der Messchip mit großem Stimulationsspot
enthält keine Transistoren. 

Stimulation einer aufgesetzten Zelle 

Die Charakterisierung des Adhäsionsspalts für aufgesetzte Zellen und damit die Anwen-
dung der hergeleiteten Gleichungen erweist sich als schwierig, da über Fluoreszenzmes-
sungen weder die Spaltleitfähigkeit noch der Adhäsionsabstand gemessen werden kann.
Die Fluoreszenz der adhärierten Zellmembran ist nach dem Aufsetzen sehr inhomogen
[Zeck 1997]. 

Die in Abb. 5.3a dargestellte Messung zeigt, dass mit einer positiven Spannungsstufe an
aufgesetzten Neuronen von Lymnaea stagnalis ein AP ausgelöst wird. Die Spannungs-
stufe depolarisiert die freie Zellmembran über die Schwellspannung, oberhalb derer ein
AP durch schnelles Öffnen von Natriumionenkanälen ausgelöst wird. Das AP wird über
eine Anstechelektrode aufgezeichnet, die das Potenzial der freien Membran mißt. 
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. 

Mit einem negativen Spannungspuls, welcher die Adhäsionsmembran depolarisiert,
konnte an einer aufgesetzten Zelle nie ein AP ausgelöst werden (Abb. 5.3a, rote
Messspur). Dies läßt darauf schließen, dass nach dem Aufsetzen der Zellen die Ionenka-
näle in der Adhäsionsmembran inaktiv sind. Mit einer Folge von Rechteckpulsen, d.h. die
positive Flanke wird von einer negativen Flanke gefolgt (Pulslänge und Zwischenzeit
variabel zwischen 0.2-1 msec), konnte ebenfalls kein AP ausgelöst werden (Abb. 5.3b).
Man beobachtet eine vollständige Repolarisation des freien Membranpotenzials durch die
negative Flanke des Rechteckpulses.

Die in diesen Experimenten über die Mikroelektrode gemessenen Spannungsspitzen wäh-
rend der Spannungsstufe entsprechen nicht den über der freien Membran anliegenden
Spannungen. Die Zeitdigitalisierung beträgt bei einer Aufnahmezeit von 300 msec 0.1
msec. Die Spannungsamplitude fällt mit der Zeitkonstanten von 0.1 msec ab. Misst man
jedoch mit einer hohen zeitlichen Auflösung von 0.013 msec (Abb. 5.5) kann man Span-
nungsspitzen von bis zu 200 mV aufnehmen. 
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ABBILDUNG 5.3  (a): Stimulation einer aufgesetzten, nicht gewachsenen Zelle mit einer positiven
Spannungsstufe (schwarz) und negativen Spannungsstufe (rot). (b): Stimulation mit einer Folge von
40 Rechteckpulsen. Die Rechteckpulse, zwei davon sind nicht maßstabsgetreu vergrößert, haben
eine Länge von 0.2 msec.  Nur mit positiven Flanken kann ein AP ausgelöst werden.

a b
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Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation
Stimulation einer gewachsenen Zelle

Analog zum Experiment an einer aufgesetzten Zelle wurde auch an gewachsenen Zellen
die AP-Auslösung gemessen. Es wurden mehrere Neurone auf einem Stimulationsspot
(Durchmesser 500 µm, Oxiddicke 10 nm) kultiviert (Abb. 5.4).

Der Adhäsionsspalt ist für dieses Experiment gut charakterisiert, siehe Kapitel 4. Es kön-
nen sowohl mit positiven und negativen Spannungsstufen als auch mit Rechteckpulsen
APs ausgelöst werden (Abb. 5.5). Erhöht man die Amplitude der Stufe, so wird das AP
schneller ausgelöst. Eine Erklärung könnte sein, dass die Membran länger depolarisiert
bleibt, da die Spannung von einer größeren Amplitude relaxiert. 

Ob das AP bei negativen Spannungspulsen durch Membrandepolarisation oder durch die
Hyperpolarisation der freien Membran ausgelöst wird, kann durch einen kurzen hyperpo-
larisierenden Strominjektionspuls von 3 nA getestet werden. Ein AP kann außer durch
Depolarisation der Zellmembran auch durch eine kurze, starke Hyperpolarisation
(„postinhibitorischer Rebound“) ausgelöst werden. Die Hyperpolarisation führt zu
geschlossenen Ionenkanälen. Bei einer schnellen Relaxation auf das Ruhepotenzial kann

durch offene h-Untereinheiten4 des Natriumkanals bei fehlendem Kaliumausstrom die
Membran über die Auslöseschwelle depolarisiert werden. Es konnte bei obigen Experi-
menten durch einen stark hyperpolarisienden Strompuls jedoch kein AP ausgelöst wer-
den. Dies deutet darauf hin, dass aktive Ionenkanäle in der durch kapazitive Stimuli
depolarisierten Adhäsionsmembran für die Auslösung des APs verantwortlich sind. 

4. Siehe Kapitel 4.1 zur Beschreibung der Ionenkanaluntereinheiten

ABBILDUNG 5.4 Auf einem
großem Stimulationsspot
(Durchmesser: 500 µm,
Oxiddicke: 12 nm) sind 4
Neurone gewachsen. Die Sti-
mulation an der markierten
Zelle ist in Abb. 5.5 darge-
stellt.
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
Bestimmung des Verhältnisses ßM von Adhäsions- zu freier Membranfläche

Mit positiven Spannungspulsen kann an der markierten Zelle aus Abb. 5.4 ein einfaches
Experiment zur Überprüfung von Gleichung 5.4 durchgeführt werden. Es werden Stimu-
lationspulse von 0 bis 5 V in 1 V Schritten angelegt und die Spannung der freien Membran
mit hoher zeitlicher Auflösung (13 µsec) gemessen. In Abb. 5.6a sind drei Spannungsstu-
fen und die zugehörigen Elektrodensignale dargestellt. Trägt man die Depolarisationsam-
plitude der freien Membran gegen die angelegte Spannung auf, liegen die Messpunkte auf
einer Geraden (Abb. 5.6b). Aus der Geradensteigung erhält man, bei bekannter Zell- und
Oxidkapazität, das Verhältnis von Adhäsions- zu freier Membranfläche ßM = 0.5. 

ABBILDUNG 5.5 Stimulation einer gewachsenen Zelle mit positiver Rechteckstufe (a), negati-
ver Rechteckstufe (b) sowie einer Folge von Rechteckpulsen (c). Es können mit jeder darge-
stellten Stimulationsform APs ausgelöst werden. In (c) sind die fünf verwendeten
Rechteckpulse vergrößert dargestellt. Die Amplitude beträgt 3.2 V, die Pulslänge 0.5 msec.

a b c
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Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation
Dieses Ergebnis kann mit folgender Messung verglichen werden. Mit Hilfe eines konfo-
kalen Mikroskops (Fluoview, Olympus) läßt sich ein Höhenprofil einer fluoreszenzmar-
kierten Zelle erstellen, in Abb. 5.7 dargestellt.

Die Zelle ist mit ANNINE 5 angefärbt [Kuhn 2001] und zusammen mit Zellen, die für die
Spannungstransientenmessungen verwendet wurden, auf einem großen Stimulationsspot
gewachsen, siehe Abb. 4.3. Unter der Annahme einer rotationssymetrischen Zelle erhält
man für verschiedene Neurone Werte für ßM zwischen 0.3 - 0.5. Die Fluoreszenz im
Innern der Zelle ist darauf zurückzuführen, dass der Farbstoff teilweise in die Zelle ein-
dringt. 
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ABBILDUNG 5.6 (a): Stimulationsstufen steigender Amplitude depolarisieren die freie Membran
stärker. (b): Trägt man die gemessene Depolarisation gegen die Stimulationsstärke auf, kann aus
der Geradensteigung das Verhältnis Adhäsionsmembranfläche / freie Membranfläche βΜ = 0.5,
gemäß Gleichung 5.4 bestimmt werden. 
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ABBILDUNG 5.7 Höhenprofil
eines gewachsenen Neurons
unter Cokulturbedingun-
gen. Unter der Annahme
von Rotationssymmetrie in
z-Richtung und Vernach-
lässigung der Neurite wird
das Verhältnis Adhäsions-
zu freier Membranfläche
ßM bestimmt. Skalenbal-
ken: 20 µm
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
Transiente Löcherbildung bei kapazitiver Stimulation

Es stellt sich die Frage, ob die hohen Spannungsspitzen von einigen 100 mV zur Elektro-
poration der Zellmembran führen. Dielektrischer Durchbruch bei Lipidmembranen
erfolgt erst bei 1 V [Benz 1974]. An Zellen der Zelllinie NG 108-15 wurde jedoch bei
etwa 200 mV transiente Löcherbildung der Membran beobachtet [Ryttsen 2000]. Mem-
branelektroporation führt zur Erhöhung der Membranleitfähigkeit. Diese kann theoretisch
über die Mikroelektrode gemessen werden (Abschnitt 5.3). Allerdings verfälscht das
Anstechen die Messung; eine angestochene Zelle überlebt maximal einige Stunden. Um
eine transiente Löcherbildung nachzuweisen, werden mehrere Neurone auf einem großen
Stimulationsspot analog Abb. 5.4 kultiviert. Das Zellmedium im Äußeren wird mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (Anregung 488 nm, Emission 520 nm, Konzentration
100 µM) angefärbt (Abb. 5.8). Vor der Stimulation wurde ein Höhenprofil des Neurons
mit einem konfokalen Laserscanmikroskop gemacht. Danach wird ein Referenzneuron
angestochen und alle Neurone über den Stimulator zu APs angeregt. Nach 40 Minuten
Dauerstimulation wird ein Laserscanschnitt des nichtangestochenen Neurons gemacht.
Vergleicht man die Fluoreszenz im Zellinneren vor und nach der Stimulation, kann kein
Unterschied beobachtet werden. Die Fluoreszenz im Innern der Zelle rührt von Reflexio-
nen an der Siliziumoberfläche her, und nicht von Fluoresceinmolekülen in der Zelle. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass keine oder nur sehr geringe Löcherbildung auftritt.
Kleine Poren, die für Ionen aber nicht für Fluorescein durchlässig sind, bleiben unent-
deckt. Auch eventuelle Löcherbildung in der Adhäsionsmembran kann durch eine ver-
minderte Diffusion von Fluorescein im Adhäsionsspalt nicht ausgeschlossen werden.

 5.2.3 Kapazitive Stimulation auf bidirektionalen Strukturen 

In den Experimenten auf Chips mit bidirektionalen Strukturen (Stimulator und Transistor)
entspricht die Zelladhäsionsfläche nicht der Stimulationsfläche. Um die mit spezifischen
Größen hergeleiteten Gleichungen beizubehalten, wird für die spezifische Oxidkapazität

 eingeführt, wobei:

ABBILDUNG 5.8 Höhenprofil
eines gewachsenen Neurons auf
einem Stimulationsspot vor der
Stimulation (a) und nach 40
Minuten Dauerstimulation (b).
Die Fluoreszenz der Fluore-
sceinmoleküle ist grün mar-
kiert. Skalenbalken: 20 µm. 

a b

cox
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Silizium-Neuron: Kapazitive Stimulation
(GL 5.5)

Dabei bezeichnet  die den Stimulator bedeckende Adhäsionsfläche,  die gesamte

Adhäsionsfläche. An der Zelle in Abb. 5.9 beträgt die den Stimulator kontaktierende

Membran nur etwa 1000 µm2, der markierten Fläche entsprechend. Die Fläche der

gesamte Adhäsionsfläche ist jedoch 2300 µm2. Infolgedessen ist =0.15 µF/cm2 und
durch den kapazitiven Spannungsteiler fällt eine kleinere Spannung über der Zellmem-
bran ab. Bei einer Spannungsstufe von 5V wird die freie Membran um nur 28-45 mV
depolarisiert (βΜ = 0.3-0.5). Deshalb war in fast allen Stimulationsexperimenten eine
Folge von Rechteckpulsen nötig, um durch kapazitive Stimulation ein AP auszulösen. Für
die Zelle aus Abb. 5.9 waren sieben Rechteckpulse nötig, um ein Aktionspotenzial auszu-
lösen (siehe auch Abb. 6.3). 

 

Experimentell wird bei den Stimulationsexperimenten so vorgegangen, dass die Zahl der
Rechteckpulse erhöht wird, bis ein AP in der Mikroelektrode gemessen wird. Abb. 5.10
zeigt zwei Möglichkeiten, die bei einer Stimulation auftreten können. Im ersten Fall wird
das AP nach einem Rechteckpuls ausgelöst (rot markiert). Erhöht man die Zahl der Recht-
eckpulse, so wird das AP früher ausgelöst und dem ersten AP folgt ein zweites, welches
eine deutlich breitere Form aufweist. Aktionspotenzialverbreiterungen werden in der
Literatur auf Inaktivierungen von Ionenkanälen zurückgeführt [Aldrich 1979].

cox cox

AJM

AJM

-------⋅=

AJM AJM

cox

ABBILDUNG 5.9  Auf bidirektio-
nalen Strukturen gewachsene
Zellen bedecken nur zum Teil
(rot hervorgehoben) die Stimula-
torfläche. Skalenbalken 50 µm.
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
In einem zweiten Experiment wurde eine Folge von Stimulationsbursts angelegt. Wählt
man den Abstand zwischen zwei Stimulationsbursts etwa 200 msec (Abb. 5.11a), so kann
mit jedem einzelnen burst ein AP ausgelöst werden. Eine Erhöhung der Stimulationsfre-
quenz (Abb. 5.11b) führt jedoch nicht zu einer Erhöhung der AP Frequenz. Zwischen den
beiden APs befindet sich das Neuron in der Refraktärphase, in der die Membran schwerer
depolarisiert werden kann. 

ABBILDUNG 5.10 Stimulation eines Neurons mit einem (rot) bzw. mit einer Folge („burst“) von 5
Rechteckpulsen (schwarz). Die Erhöhung der Stimuli löst zwei APs aus. In einer Folge von Recht-
eckpulsen wird die Membran immer stärker depolarisiert, in der Vergrößerung klar zu erkennen. 
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Neuron-Neuron: Elektrische Synapse
Auch bei den APs in Abb. 5.11 ist eine Verbreiterung ihrer Form zu beobachten. In Kapi-
tel 5.5 wird darauf ausführlich eingegangen.

 5.3 Neuron-Neuron: Elektrische Synapse

Die in dieser Arbeit untersuchten Neuronen aus dem A-Cluster der Pedalganglien bilden
sowohl in vivo als auch in vitro elektrische Synapsen [Kyriakides 1989]. Unter einer elek-
trischen Synapse versteht man einen engen Zell-Zell-Kontakt gebildet durch die Dimeri-
sierung zweier Halbkanäle (gap junction). Jede Kanalhälfte besteht aus 6 monomeren
Untereinheiten [Hille 1992]. Bei Vertebraten gehören die Monomeren zur Proteinfamilie
der Connexine. Bei Invertebraten werden die gap junction Proteine Innexine genannt
(invertebrate connexin analogues). Der Porendurchmesser einer gap junction beträgt 1-3
nm, je nach untersuchter Spezies. Für Lymnaea stagnalis Neurone wurde ein Porendurch-
messer kleiner 1 nm vorgeschlagen, da Farbstoffmoleküle (Lucifer Yellow) dieser Größe
nicht durch die elektrischen Synapsen diffundieren [Prinz 2000b]. 

Obige Beschreibung der elektrischen Synapse zeigt, dass diese durch eine Leitfähigkeit
beschrieben werden kann. Da bei A-Cluster-Neuronen keine Spannungsabhängigkeit
bekannt ist [Kyriakides 1989], wird die elektrische Synapse durch eine Ohmsche Leitfä-
higkeit Gsyn charakterisiert.

ABBILDUNG 5.11 Stimulation eines Neurons mit einer Folge von Stimulationsbursts. In a) wird mit
einer Frequenz von 5 Hz bei jedem Stimulationsburst ein AP ausgelöst. Die Erhöhung der Stimula-
tionsfrequenz in b) erhöht die AP Rate nicht.

a b
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
 

In Abb. 5.12 ist das elektrische Ersatzschaltbild für zwei über eine elektrische Synapse
verbundene Neurone skizziert. Die Zellmembran wird dabei als Isopotenzialfläche
beschrieben. Insbesonders werden Spannungsgradienten in den Neuriten vernachläßigt.
In [Prinz 2000b] wurde gezeigt, dass diese Näherung keinen großen Fehler bei der
Berechnung der Zellparameter hervorruft. Zusätzlich zur Membranleitfähigkeit Gi (i =
1,2) und der Membrankapazität Ci wird jede Zelle durch eine Spannungsquelle, ihre
Ruhespannung V0 beschrieben. In Abb. 5.12 sind die Neuronen nur über jeweils einen
Neuriten verbunden. In der hier verwendeten Zellkultur ist dies nicht der Fall. Die Synap-
senleitfähigkeit Gsyn wird im Folgenden als Gesamtleitfähigkeit aller parallel geschalte-
ten monosynaptischen Einzelleitfähigkeiten verstanden.   

Um die Parameter des Ersatzschaltbilds zu bestimmen, geht man von den Kirchhoff-glei-
chungen für jede Zelle aus. Es gilt für Strominjektion in Neuron 1 (Der Index 1 steht im
folgenden für präsynaptische Zelle):

(GL 5.6)

Die Spannungsänderung in der postsynaptischen Zelle berechnet sich bei präsynaptischer
Strominjektion zu:

(GL 5.7)

Die elektrischen Parameter sind in Abb. 5.12 definiert und als absolute Größen angege-
ben, im Gegensatz zu den spezifischen Werten in Kapitel 5.2. In den obigen Gleichungen
stehen sieben unbekannte Größen: jeweils zwei Membranleitfähigkeiten Gi, -kapazitäten

Ci und Ruhepotenziale  sowie die Synapsenleitfähigkeit Gsyn. Die zeitabhängigen
Lösungen der beiden gekoppelten Differentialgleichungen 5.7 und 5.8 sind in [Prinz
2000b] detailliert hergeleitet.

Neuron 2Neuron 1

Gsyn

V1 V2

C1 C2G2G1

0

1

0

2

V V

ABBILDUNG 5.12 Elektrisches Ersatzschaltbild für zwei über eine elektrische Synapse gekoppelte
Neurone. In das präsynaptische Neuron 1 wird ein hyperpolarisierender Strom I injiziert. Aus
der gemessenen Spannungsantwort in den beiden Zellen können die Membrankapazitäten C,
die Membranleitfähigkeiten G, die Ruhepotenziale V0 sowie die Synapsenleitfähigkeit Gsyn
bestimmt werden.
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Neuron-Neuron: Elektrische Synapse
Im Folgenden wird der einfache Fall konstanter Strominjektion in Neuron 1 behandelt
und die Strombilanz für jede Zelle vor und nach Strominjektion betrachtet. Man erhält
vier Gleichungen:

(GL 5.8)

(GL 5.9)

(GL 5.10)

(GL 5.11)

Dabei bezeichnen  die Membranpotenziale vor Beginn der Strominjektion,  am
Ende eines hyperpolarisiernden Pulses

Aus den Gleichungen 5.10 und 5.11 läßt sich das Ruhepotenzial  angeben:

(GL 5.12)

mit . Dass Membranruhepotenzial und ohne Strominjektion gemessenes
Potenzial nicht gleich sind, liegt daran, dass bei unterschiedlichen V0 über die elektrische
Synapse ein Reststrom fließt, der die Potenziale anzugleichen versucht.

Bei bekannten Ruhepotenzialen kann aus Gleichung 5.8 und Gleichung 5.9 die Membran-
leitfähigkeit G1 bestimmt werden:

(GL 5.13)

Analog zum dargestellten Verfahren können  und G2 bestimmt werden.

Zur Charakterisierung der elektrischen Synapse wird der synaptische Kopplungskoeffizi-
ent k12 eingeführt. Er ist folgendermaßen definiert:

(GL 5.14)

Die Beziehung von Kopplungskoeffizient zur synaptischen Leitfähigkeit Gsyn erhält man
durch Subtraktion von Gleichung 5.10 und Gleichung 5.11. Aus Gleichung 5.14 wird
ersichtlich, dass für ein gegebenes Zellpaar  k12 und k21 verschiedene Werte haben kön-
nen, aufgrund von verschiedenen Membranleitfähigkeiten Gi.
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
Für die Bestimmung der Membrankapazität werden im Folgenden die Neurone als synap-
tisch unverbunden betrachtet. Injiziert man einen hyperpolarisiernden Strompuls in Neu-
ron i, so gilt für die Potanzialänderung :

 ,   mit  . (GL 5.15)

Bei bekannter Membranleitfähigkeit Gi lassen sich die Membrankapazitäten Ci bestim-
men. Aus den Gleichungen 5.13 bis 5.15 lassen sich sukzessiv die sieben Parameter des
elektrischen Ersatzschaltbilds, Leitfähigkeiten und Kapazitäten, bestimmen. 

In Abb. 5.13 ist die experimentelle Bestimmung der Membranleitfähigkeiten und -kapa-
zitäten gezeigt. Im dargestellten Experiment wird ein hyperpolarisierender Strompuls in
Neuron 1 injiziert und die Potenzialänderungen von Neuron 1 und Neuron 2 gemessen. In
Abb. 5.13b wird in Neuron 2 Strom injiziert und die Antwort der beiden Zellen gezeigt.

Für alle ausgewerteten Signalschleifen wurden die Bestimmung der Zell- und Synapsen-
parameter analog Abb. 5.13 durchgeführt. Die berechneten Mittelwerte sind in Tabelle
5.1 zusammengefaßt. 

Die berechneten Werte für die synaptischen Kopplungskoeffizienten kij variieren zwi-
schen 0.07-0.55 (Mittelwert 0.25). Dieser Bereich ist in anderen Experimenten bestätigt
[Bodmer 1984, Prinz 2000a]. Für Gsyn erhält man als Mittelwert nS.

∆Vi

∆Vi

∆I
Gi

------ e t τ⁄–
i⋅= τ i Ci Gi⁄=

ABBILDUNG 5.13 Elektrische Kopplung für ein Paar synaptisch verbundener Neurone. Die erste
Spur zeigt den injizierten Strompuls I (links oben in Neuron 1, rechts oben in Neuron 2). In der
mittleren Spur ist die Antwort VM von Neuron 1 gezeigt (links präsynaptisch, rechts postsynap-
tisch) und schließlich in der unteren Spur analog Neuron 2. Das verbundene Neuronenpaar wird
in Kapitel 6.1 als Beispielpaar für eine Schleifenmessung besprochen.

1 3 0 8,±,
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Neuron-Silizium: Signaldetektion mit Feldeffekttransistoren
Bestimmt man die Membranoberfläche, wie in Abb. 5.9 gezeigt, so lassen sich für die
Zellmembranleitfähigkeit und -kapazität spezifische Werte angeben. Als Mittelwerte

erhält man gM = 0.05 mS/cm2 bzw. cM = 4 µF/cm2. 

In Abb. 5.13 ist zusätzlich zu hyperpolarisierender Strominjektion die Zellantwort für
depolarisierende Strominjektion gezeigt. Nur in eine Richtung lassen sich über die Syn-
apse postsynaptisch Aktionspotenziale auslösen. Entscheidend für die Anhebung des
postsynaptischen Potenzials über die AP-Feuerschwelle ist nicht allein die synaptische
Leitfähigkeit sondern auch das postsynaptische Ruhepotenzial. Aus Tabelle 5.1 erkennt
man, dass für Neuron 2 das Ruhepotenzial im Mittel positiver als bei Neuron 1 ist. Die für
die Auslösung eines APs benötigte postsynaptische Potenzialänderung ist für Neuron 2
geringer als für Neuron 1. 

 5.4 Neuron-Silizium: Signaldetektion mit 
Feldeffekttransistoren

 5.4.1 Zur Theorie der Signaldetektion mit Feldeffekttransistoren

Die folgenden Überlegungen werden im Punktkontakt-Modell durchgeführt, d.h. es wird
jedwelche Ortsabhängigkeit des Potenzials in der Adhäsionsmembran und -region ver-
nachläßigt. Die hergeleiteten Gleichungen sind an die in [Fromherz 1999a] publizierten
angelehnt.

In Abb. 5.14 ist der für die Detektion wichtige Ausschnitt des elektrischen Schaltbildes
dargestellt. Das intrazelluläre Potenzial der freien Membran VM wird über die Mikroelek-
trode aufgezeichnet. Durch diese oder durch die elektrische Synapse eines präsynapti-
schen Neurons kann ein Injektionsstrom IINJ injiziert werden. Die vom Transistor
gemessene Änderung des Source-Drain Stroms kann auf die Änderung der Spannung im
Adhäsionsspalt VJ zurückgeführt werden.

TABELLE 5.1  Mittelwerte der elektrischen Membranparameter: Zellmembranleitfähigkeit GM

[nS], Synapsenleitfähigkeit Gsyn [nS], Membrankapazität cM [nF] sowie Ruhepotenzial  der
ausgewerteten Schleifenmessungen. Der Index 1 gibt das präsynaptische Neuron der Schleife an,
2 das postsynaptische Neuron.]

G1 [nS] G2 [nS] Gsyn [nS] c1 [nF] c2 [nF]  [mV]  [mV]

V0

V0
1 V0

2

5 4 1 6,±, 4 6 1 3,±, 1 3, 0± 8, 0 6 0 3,±, 0 55 0 30,±, 63– 10± 53– 10±
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Unberücksichtigt bleibt im Folgenden die Membranruheleitfähigkeit gM, da sie mit 0.05

mS/cm2 viel kleiner gj = 30 mS/cm2 ist. Der kapazitive Strom durch das Gateoxid kann
gegenüber dem kapazitiven Strom durch die Zellmembran vernachläßigt werden (cox =

0.35 µF/cm2 < cM = 4 µF/cm2). 

Wendet man die Kirchhoffschen Regeln auf das Schaltbild an, so gilt:

(GL 5.16)

(GL 5.17)

In Gleichung 5.16 und 5.17 bezeichnen  und  die Ionenleitfähigkeit der freien bzw.

Adhäsionsmembran für die Ionensorte i,   deren Ruhepotenzial, AFM und AJM die Flä-
che von freier und Adhäsionsmembran. Die weiteren Parameter wurden weiter vorne ein-
geführt. 

Um aus diesen zwei gekoppelten Gleichungen eine einfache Beziehung für die gemessene
Spannung VJ zu erhalten, wird die kapazitive Aufladung der Zellmembran über die Mem-
branleitfähigkeiten der freien Membran ausgedrückt und in die erste Gleichung einge-
setzt.

ABBILDUNG 5.14 Elektrisches
Ersatzschaltbild für die extrazel-
luläre Signaldetektion mit Feldef-
fekttransistoren. Die vom
Transistor gemessene Spannungs-
änderung entspricht der Ände-
rung von VJ. Die Membranionen-
leitfähigkeiten in der freien Mem-
bran gFM und der Adhäsions-
membran gJM werden getrennt
betrachtet.
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In [Fromherz 1999a] wurde auf eine schnelle, schwache und kleine Kopplung eingegan-
gen, wie sie bei Rattenneuronen auftritt. Schnelle Kopplung bedeutet, dass das Signal im
Adhäsionsspalt gegenüber dem Zellsignal schnell relaxiert. Schwache Kopplung bedeu-
tet, dass die Spaltleitfähigkeit viel höher als die Ionenkanalleitfähigkeit ist. Eine kleine
Kopplung bedeutet, dass die Adhäsionsmembranfläche kleiner als die freie Membranflä-
che ist, also der Ionenstrom hauptsächlich über die freie Membran fließt. Für die Schnek-
kenneurone sind die Näherungen der schwachen und kleinen (AJM/AFM << 1) Kopplung
nicht notwendigerweise erfüllt. Allein die erste Näherung einer schnellen Kopplung soll
beibehalten werden. In dieser Näherung wird der kapazitive Strom im Adhäsionsspalt
gegenüber dem ohmschen vernachläßigt.

(GL 5.18)

Damit vereinfachen sich Gleichung 5.16 und Gleichung 5.17 zu:

(GL 5.19)

(GL 5.20)

Aus den Gleichungen 5.19 und 5.20 läßt sich die Zeitableitung des Membranpotenzials
substituieren und man erhält die allgemeine Beziehung für die gemessene Spannung im
Adhäsionsspalt VJ :

(GL 5.21)

Für den Fall der schwachen Kopplung ( ), kleinen Kopplung ßM <<1 und ver-

schwindenden Injektionsstrom IINJ erhält man die Beziehung: 

(GL 5.22)

Aus Gleichung 5.22 liest man die Voraussetzung der extrazellulären Signaldetektion mit
Feldeffekttransistoren ab: Die Ionenkanalleitfähigkeit mindestens einer Kanalsorte in
der Adhäsionsmembran muß verschieden von der Ionenkanaleitfähigkeit in der
freien Membran sein. Das gemessene Signal skaliert mit der Leitfähigkeit von

dVJ

dt
--------

gJ

cM

-----VJ«

gJVJ cM

dVM

dt
--------- gJM

i VM VJ– V0
i–( )

i
∑+=

IINJ

AFM

-------- gFM
i VM V0

i–( ) βM 1+( )cM

dVM

dt
--------- βM gJM

i VM VJ– V0
i–( )

i
∑+ +

i
∑=

VJ

1

1 βM+( )gJ gJM
i

i
∑+

----------------------------------------------- gJM
i gFM

i–( ) VM V0
i–( ) IINJ

AJM AFM+
----------------------+⋅

i
∑ 

 ⋅=

gJM
i gJ«

i
∑

VJ

gJM
i gFM

i–( ) VM V0
i–( )⋅

i
∑

gJ

--------------------------------------------------------------=
61



Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
Adhäsionsmembran und Adhäsionsspalt und ist abhängig von dem Verhältnis der
Adhäsionsmembran zur gesamten Zellmembranfläche ßM. 

Ausgehend von den obigen Gleichungen können noch zwei Spezialfälle diskutiert wer-
den. Bei verschwindender spezifischen Ionenleitfähigkeit der Adhäsionsmembran folgt
aus Gleichung 5.19, dass das Transistorsignal der ersten Ableitung des Aktionpotenzials
entspricht. In diesem Fall spricht man von A-Typ Kopplung. Dominiert jedoch eine
unspezifische Leckleitfähigkeit in der Adhäsionsmembran den Ionenstrom (gJM > gFM),
so folgt die Signalform im Transistor dem Aktionspotenzial. Dieser Kopplungstyp wird
B-Typ Kopplung genannt. Die allgemeine Transistorsignalform, wie in Gleichung 5.22
hergeleitet, entspricht der sogenannten C-Typ Kopplung [Fromherz 1999a]. 

 5.4.2 Charakterisierung gemessener Signalformen

Die ersten Kopplungstypen wurden an aufgesetzten Blutegelneuronen gemessen. Die
Kopplung des Aktionspotenzials war bei verschwindendem gJM kapazitiv  (A-Typ) oder
ohmsch bei vergleichbaren Werten von Spalt- und Membranruheleitfähigkeit (B-Typ)
[Jenkner 1997]. In folgenden Experimenten wurde eine Vielzahl von Kopplungstypen
beschrieben. Es wurde an Wachstumskegeln der Retziuszelle und an Rattenneuronen
gezeigt, dass in der Adhäsionsmembran aktive Ionenkanäle vorhanden sein müssen (C-
Typ) [Schätzthauer 1998, Vassanelli 1999]. 

In den hier durchgeführten Messungen an gewachsenen Zellen können die Signalformen
ebenfalls mit aktiven Ionenkanälen erklärt werden. Abb. 5.15 zeigt das am häufigsten auf-
tretende Kopplungssignal. Bei den gemessenen Schleifen wurde diese Signalform zu ca.
75% beobachtet. Das AP und das zugehörige Transistorsignal sind Teil der in Kapitel 6
behandelten vollständigen Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife. 

Skaliert man das zugehörige Aktionspotenzial auf die Amplitude des Transistorsignals
(rot eingezeichnet), so erkennt man, dass das Aktionspotenzialmaximum etwa 10 msec
vor dem Transistormaximum liegt. Da beim Aktionspotenzial die Depolarisation von den
in die Zelle strömenden Natrium- und Calciumionen, die Repolarisation durch Kaliumio-
nen bewirkt wird, kann man von dieser Signalform auf unterschiedliche Membranleitfä-
higkeiten für Kaliumionen schließen. 
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Neuron-Silizium: Signaldetektion mit Feldeffekttransistoren
Auch über die Verteilung läßt sich eine Aussage treffen: da das Ruhepotenzial für Kali-
umionen negativer als das Membranpotenzial ist, bedeutet ein positives Transistorsignal
nach Gleichung 5.21 eine erhöhte Leitfähigkeit für Kaliumionen in der Adhäsionsmem-
bran. Aus der Amplitude schließlich läßt sich der Grad der Umverteilung abschätzen. Für

die spezifische Kaliumkanalleitfähigkeit wird ein Wert von etwa 10 mS/cm2 angenom-
men [Neher 1971]. Die Inhomogenität der Leitfähigkeit läßt sich mit den in obigen Kapi-

teln bestimmten Parametern (gJ = 30 mS/cm2, ßM = 0.3,  = 1 mV, VM - V0 = 100 mV)
bestimmen. Man erhält gJM/gFM =1.05. Diese grobe Abschätzung zeigt, dass eine geringe
Inhomogenität der Membranionenleitfähigkeit ausreicht, um im Transistor ein Signal zu
erzeugen. Andererseits ist der Transistor ein empfindliches Messinstrument für solche
Inhomogenitäten.

Außer der vorgestellten Signalform gab es mit einer geringen Häufigkeit weitere Typen.
Die kapazitive A-Typ Kopplung trat bei gewachsenen Neuronen nie auf. Die ohmsche
Kopplung (B-Typ) wird bei kapazitiv stimulierten und über die Mikroelektrode kontak-
tierten Neuronen beobachtet (Abb. 5.16a).

Zeit [msec]

V
[m

V
]

J

ABBILDUNG 5.15 Transistorsignal
(schwarz) mit zugehörigem Akti-
onspotenzial (rot), welches über
die Anstechelektrode gemessen
wurde.

VJ
max
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Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
Ein weiterer Signaltyp (Abb. 5.16b) hat eine negative Amplitude, das Maximum ist wie
oben gegenüber dem AP-Maximum retardiert. Dies deutet auf eine reduzierte Kaliumleit-
fähigkeit in der Adhäsionsmembran hin. Diese Form wurde relativ häufig (4 mal) bei sich
zeitlich ändernden Signalen beobachtet. Die Signalform ist auch in [Jenkner 2001] doku-
mentiert. 

Für das AP in Abb. 5.16c gilt, dass es keine Schulter aufweist, also nicht von einem A-
Cluster Neuron stammt. Das zugehörige Transistorsignalmaximum ist 1.5 msec vor dem
AP-Maximum. Dies deutet auf eine erniedrigte Natriumionenleitfähigkeit in der Adhäsi-
onsmembran hin. Solche Transistorsignalformen wurden bei A-Clusterneuronen nicht
beobachtet.

Das Transistorsignal in Abb. 5.16d zeigt zwei Maxima. Der erste, schmale Transistorpeak
wird 2 msec vor dem AP-Maximum gemessen. Das zweite Transistormaximum hat eine
geringere Amplitude und folgt 10 msec auf das AP- Maximum. In [Schätzthauer 1998]
wurde ein Signal mit zwei Maxima, allerdings negativen Amplituden, mit Hodgkin-Hux-
ley-Parametern mit erhöhter Natriumleitfähigkeit und erniedrigter Kaliumleitfähigkeit in
der Adhäsionsmembran modelliert. Das Signal in Abb. 5.16d kann analog auf erniedrigte
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ABBILDUNG 5.16 Transistorsignalformen (schwarz) mit zugehörigem, skalierten Aktionspotenzial
(rot). Zur Charakterisierung der Signale siehe Text.
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Zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen und Transistorsignalen
Ionenleitfähigkeit für einströmende Ionen und erhöhte Leitfähigkeit für ausströmende
Ionen zurückgeführt werden. 

 5.5 Zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen und 
Transistorsignalen

Außer der vorgestellten Charakterisierung einzelner Signale kann die zeitliche Dynamik
von Aktionspotenzialen und deren Transistornachweis untersucht werden. Hinsichtlich
eines chipüberwachten neuronalen Netzes stellt sich die Frage, ob die aus elektrophysio-
logischen Messungen bekannte AP-Verbreiterung vom Stimulator ausgelöst und im
Transistor nachgewiesen wird.

Die zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen von Schneckenneuronen ist seit den
Arbeiten von P.G. Kostyuk et al. an Neuronen von Helix pomatia [Kostyuk 1975] sowie
von R.W. Aldrich an Neuronen von Archidoris  [Aldrich 1979] bekannt. Löst man durch
Strominjektion in einem Neuron APs mit einer Frequenz von 1-7 Hz aus, so verändert
sich ihre Form, sie werden breiter (Abb. 5.17). In Kapitel 4 wurde die Schulter der APs
in der repolarisierenden Phase auf einwärtsgerichtete Calciumionenströme zurückge-
führt. Die Verbreiterung könnte deshalb auf eine Verstärkung des Calciumeinwärts-
stroms zurückzuführen sein. In den Experimenten von R.W.Aldrich wurde jedoch kein
grösserer Calciumstrom gemessen. Andererseits wurde in Abwesenheit von Calciumio-
nen keine Verbreiterung beobachtet. Elektrophysiologische Messungen in [Aldrich
1979] zeigten weiterhin, dass in einer Folge von APs Kaliumkanäle inaktivieren, ohne
sich nach dem Ende des APs zu erholen. Der gemessene verzögerte Kaliumstrom wird
kleiner. Die Inaktivierung ist stärker je breiter die APs sind. Die Verbreiterung wird auf
das Zusammenwirken zweier Effekte zurückgeführt: ein langsam inaktivierender Calci-
umeinstrom depolarisiert die Zellmembran, die von dem Kaliumausstrom repolarisiert
wird. Der Kaliumausstrom wird jedoch bei jedem folgenden AP kleiner, so dass die
Repolarisationszeit länger wird.

In den Experimenten zur Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife ist die Signalver-
breiterung klar zu erkennen (Abb. 5.17). Bei langen Strominjektionen war sie bekannt,
sie tritt jedoch auch bei wiederholter kapazitiver Stimulation mit einer Folge von bursts
auf (Abb. 5.17b). Löst man präsynaptisch eine Reihe von Aktionspotenzialen aus und ist
die Synapse so stark, dass postsynaptisch auch ein Aktionspotentialburst erfolgt, so
beobachtet man auch hier Signalverbreiterung (Abb. 5.17c). 
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Die Signalverbreiterung wird quantifiziert, indem die Breite des x-ten APs (Dx) auf die
des ersten (D1) normiert wird. Willkürlich wird die Breite des APs bei 1/4 des Maximal-
wertes abgelesen.

 5.5.1 Aktionspotenzialverbreiterung bei kapazitiver Stimulation

Man kann durch kapazitive Stimulation mit Mehrfachpulsen eine Folge von Aktionspo-
tenzialen auslösen (Abb. 5.17b) und die Verbreiterung gegen die AP Frequenz auftragen.
Man beobachtet ähnlich wie bei der intrazellulären Strominjektion eine Abnahme der
AP-Verbreiterung in einer ausgelösten Folge. Dies ist ein Indiz, dass bei der kapazitiven
Stimulation Ionenkanäle sich ähnlich wie bei Experimenten mit intrazellulärer Stromin-
jektion verhalten. Andererseits sollte, der Transistorsignalinterpretation aus
Abschnitt 5.4 folgend, durch abnehmenden Kaliumausstrom die Amplitude im Transi-
stor kleiner werden. Dies kann bei kapazitiv stimulierten und über die Mikroelektrode
kontaktierten Neuronen im darunterliegenden Transistor in vielen Fällen nicht bestätigt
werden (siehe z.B. Abb. 6.2a). 

ABBILDUNG 5.17  Über die Mikroelektrode gemessene Aktionspotentialverbreiterung nach Stro-
minjektion (a), wiederholter kapazitiver Stimulation (b) und postsynaptischer Stimulation (c). Die
Verbreiterung gleicht der in der Literatur beschriebenen. In (c) sind präsynaptische Stimulations-
artefakte zu erkennen. 

a b c
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Zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen und Transistorsignalen
Man beobachtet ähnliche Kurven, wie die in Abb. 5.18 dargestellten, für verschiedene
AP-Frequenzen zwischen 1 und 7 Hz, wobei die Verbreiterung mit steigender Frequenz
steigt. 

 5.5.2 Aktionspotenzialverbreiterung bei Stimulation über die elektrische 
Synapse

In elektrophysiologischen Voltage-Clamp-Messungen wurde gleichzeitig mit der Akti-
onspotenzialverbreiterung der Auswärtsstrom gemessen. Die Amplitude dieser Signale
wird analog zu den Aktionspotenzialen auf die des ersten normiert. Trägt man nun die
normierten Stromwerte gegen die Verbreiterung auf, so erkennt man eine eindeutige
Korrelation (Abb. 5.19a). Die Abnahme des Auswärtsstroms korreliert mit der AP-Ver-
breiterung Dx/D1 [Aldrich 1979]. In Schleifenexperimenten wird statt des Auswärts-
stroms das Transistorsignal gemessen. Trägt man die normierte Amplitude der
Transistorsignale gegen die AP-Verbreiterung auf, so erhält man eine vergleichbare Kor-
relation (Abb. 5.19b). Es wird die Abnahme der Transistorsignale sowohl bei Stromin-
jektion über die Mikroelektrode als auch bei postsynaptischer Stimulation über die
elektrische Synapse beobachtet.

ABBILDUNG 5.18 Verbreiterung der Aktionspotenziale bei Strominjektion (a) und kapazitiver Sti-
mulation (b). Aufgetragen ist das Verhältnis zwischen der Breite des x-ten APs (Dx) normiert auf
die Breite des ersten APs (D1) gegen die AP-Nummer. 

a b
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Abb. 5.18 und Abb. 5.19 suggerieren, dass bei Schleifenmessungen die zeitliche Dyna-
mik einer Membranionenleitfähigkeit beobachtet werden kann. Allerdings müssen für
die Untermauerung dieser Hypothese eine Reihe anderer Möglichkeiten ausgeschlossen
werden: Das Adhäsionssubstrat könnte einen Effekt auf die Ionenkanäle haben, die
Spaltleitfähigkeit gj könnte sich zeitlich ändern und nach Gleichung 5.15 das Transistor-
signal; das Umkehrpotenzial für eine bestimmte Ionensorte kann sich zeitlich ändern, die
Ionenleitfähigkeit der Adhäsionsmembran gJM für eine Ionensorte kann sich ändern. Die
letzte Möglichkeit läßt ihrerseits zwei Mechanismen zu: Ionenkanaldiffusion oder Inakti-
vierung von Ionenkanälen. Es wird angenommen, dass Ionenkanäle in der Membran von
Nervenzellsomata fest mit dem Zytoskelett verbunden sind und nicht diffundieren. 

Im Folgenden werden diese Möglichkeiten eingehender untersucht:

1. Substratunabhängige AP-Verbreiterung

Es wurden zusätzlich zu den oben besprochenen Experimenten Neurone auch auf Lami-
nin kultiviert. Auf Laminin ist das Neuritenwachstum schlechter als auf Poly-L-Lysin.
Es konnten keine Transistorsignale gemessen werden. Da der Adhäsionsabstand doppelt
so groß ist als auf PLL, die Spaltleitfähigkeit vermutlich auch, ist die erwartete Ampli-
tude des Transistorsignals etwa halb so groß. Für die Detektion kleinerer Amplituden
muß das Rauschen der Transistoren verkleinert werden. Es konnten jedoch über intrazel-
luläre Strominjektion oder über kapazitive Stimulation mit 100 Pulsen APs ausgelöst
werden. Diese zeigen dieselbe Signalverbreiterung, wie in Abb. 5.17 dargestellt. Die
Verbreiterung der Signale bedeutet, dass die Adhäsion auf Laminin die Dynamik der APs
nicht ändert.

ABBILDUNG 5.19 AP Verbreiterung korreliert mit dem Kalium-Auswärtsstrom (a) [Aldrich 1979]
bzw. mit der Amplitude der Transistorsignale (b). In (b) ist die Korrelation der AP- Verbreiterung
mit der Transistorsignaländerung sowohl bei Strominjektion als auch bei postsynaptischer Stimu-
lation eingetragen.
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Zeitliche Dynamik von Aktionspotenzialen und Transistorsignalen
2. Zeitliche Änderung der Spaltleitfähigkeit gJ

Die zeitliche Änderung der Spaltleitfähigkeit wird durch die Änderung der Ionenkonzen-
tration im Spalt nach einem AP bewirkt. Da in Kapitel 4.2 gezeigt wurde, dass die Spalt-
leitfähigkeit gleich der Leitfähigkeit im Bad ist, wird davon ausgegangen, dass auch die
Ionenkonzentrationen im Spalt und im Bad gleich sind. Die Ionenkonzentrationen im
Zellmedium sind bekannt, siehe Anhang. Aus den Diffusionskonstanten der einzelnen
Ionen läßt sich der theoretische Wert für den Spaltwiderstand angeben:

Dabei bezeichnet F die Faraday Konstante, R die allgemeine Gaskonstante, T die
Temperatur, Di die Diffusionskonstante der Ionensorte i im Zellmedium, zi deren
Wertigkeit sowie ci deren Molarität. Experimentell kann der spezifische Widerstand des
Kulturmediums zu 125-150 Ωcm gemessen werden. Den größten Beitrag liefern

Natrium- und Chlorionen. Während eines APs fließen etwa 109 Natriumionen aus dem
Adhäsionsspalt in die Zelle (typische Dauer 10 msec, Amplitude 100 mV und

Natriumleitfähigkeit 10 mS/cm2), was etwa 30% der im Spalt vorkommenden
Natriumionen ausmacht. Für den Adhäsionsspalt werden folgende Dimensionen
angenommen: Adhäsionsradius 20 µm, Adhäsionsabstand 50 nm, Natriumkonzentra-

tion 50 mM. Es kann bei einer Diffusionskonstanten DNa=1.33 10-5 cm2/sec [Hille 1992]
jedoch angenommen werden, dass die Natriumkonzentration im Adhäsionsspalt beim
zweiten AP wieder ihren ursprünglichen Wert erreicht hat.

3. Änderung des Umkehrpotenzials 

Das Umkehrpotenzial für eine Ionensorte ist gegeben durch :  .  Da sich

bei einem AP die Kaliumkonzentration im Adhäsionsspalt erhöht, kann lokal für Kali-
umionenkanäle ein positiveres Umkehrpotenzial gelten. Dies wiederum  würde bei
gleichbleibender Kanalleitfähigkeit ein kleineres Transistorsignal bewirken. Die in
Abb. 5.19 dargestellten Transistorsignaländerungen gelten für eine AP-Frequenz kleiner

2.5 Hz. In 400 msec ist jedoch ein Kaliumion (Diffusionskonstante DK = 1.96 10-5 cm2/
sec) aus einem Spalt mit 40 µm Durchmesser wegdiffundiert [Hille 1982].

Diese einfachen Argumente stützen die Hypothese, dass mit Transistoren extrazellulär
die Änderung der Membranionenleitfähigkeit, das „Kurzzeitgedächnis“ der Neurone,
detektiert werden kann.
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 5.6 Zusammenfassung

Die Komponenten der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife konnten auf Halblei-
terchips realisiert und charakterisiert werden. Kapazitive Stimulation gewachsener Neu-
rone ist mit positiven sowie negativen Spannungsstufen möglich. Die elektrischen
Synapsen wurden über Standardelektrophysiologie ausgewertet, wobei eine relativ hohe
Synapsenleitfähigkeit von 20-50% der Zellmembranleitfähigkeit bei den erfolgreichen
Signalschleifen gemessen wurde. Die Transistorsignale deuten auf eine relativ homogene
Ionenkanalverteilung in der gesamten Zellmembran hin. Bei Neuronen aus dem A-Cluster
der Pedalganglien waren die Signale verglichen mit den AP Signalen verzögert, was auf
eine geringe Kaliumkanalinhomogenität (5-10%) hinweist. Analysiert man Folgen von
Aktionspotenzialen, so findet man sowohl für die stimulierte Auslösung als auch im Tran-
sistornachweis die aus elektrophysiologischen Experimenten bekannte Aktionspotenzial-
dynamik.
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 6 Die Silizium-Neuron-Neuron-
Silizium-Schleife
In diesem Kapitel wird die „Elementarzelle“ des Systems Halbleiterchip-neuronales Netz eingeführt -
die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Signalschleife. Einleitend wird ein Beispielexperiment der
Signalschleife beschrieben. In Kontrollexperimenten wird gesichert, dass die postsynaptischen Neu-
rone nicht vom Chip aus stimuliert werden sondern nur über die elektrische Synapse vom präsynapti-
schen Neuron aus. Abschließend werden die wichtigsten Schleifencharakteristika anhand eines
elektrischen Ersatzschaltbildes zusammengefaßt. 

 6.1 Beispielmessung zur Silizium-Neuron-Neuron-
Silizium-Schleife

In diesem Abschnitt wird der vollständige Signalweg vom Halbleiter über das neuro-
nale Netz zurück zum Halbleiter illustriert [Zeck 2001a]. Als Beispielmessung
wurde das Neuronenpaar aus Abb. 6.1 ausgewählt. 

ABBILDUNG 6.1 Synaptisch verbundenes Neuronenpaar (1 und 2) nach zwei Tagen in Kultur.
Die Neurone sind über mehrere Neurite verbunden. Die genaue Position der Synapsen ist
nicht bekannt. Skalenbalken: 50 µm.
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An diesem minimalen Netz ist zwar die genaue Position der Synapse unbekannt, es han-
delt sich jedoch um eine monosynaptische Verbindung, d.h. eine Verbindung, an der nur
zwei Neurone beteiligt sind. Im Unterschied zu stark vernetzten Neuronenverbänden mit
vielen beteiligten Zellen, wie in Abb.3.8 dargestellt, tritt bei monosynaptischen Paaren
keine spontane Aktivität auf. Spontane Aktivität muß bei der Messung der Signalschleife
ausgeschlossen werden, um abzusichern, dass der Signalweg vom Chip aus induziert
wird. 

In Abb. 6.2a sind fünf Messspuren der Signalschleife dargestellt. Die erste Spur zeigt das
Signal, welches an den Stimulator angelegt wurde. Die mittleren Signale geben das
Potenzial der freien, nicht adhärierten Zellmembran wieder, welches mit Mikroelektro-
den gemessen wurde. Links sind die Messungen am präsynaptischen Neuron 1 darge-
stellt, rechts am postsynaptischen Neuron 2. Die verwendeten Mikroelektroden sind in
Abb. 6.1 nicht dargestellt. Die beiden unteren Messungen zeigen das von den prä- und
postsynaptischen Transistoren detektierte Signal. 

An Stimulator 1 wird eine Folge von 7 Rechteckpulsen („burst“) angelegt, die zu einer
Depolarisation von Neuron 1 führt. Die Depolarisation reicht aus, um ein AP auszulösen,
welches mit der Mikroelektrode und Transistor 1 nachgewiesen wird. In Neuron 2 führt
dieses AP zu einer postsynaptischen Depolarisation, ohne ein Aktionspotential auszulö-
sen. Der zweite Stimulationsburst an Neuron 1 führt zu einem weiteren AP und einer
weiteren Depolarisation von Neuron 2. Ein dritter Stimulationsburst löst kein AP aus, da
er in die Refraktärphase des neuronalen Membranpotentials fällt. Ein vierter Burst löst
schließlich ein drittes AP in Neuron 1 aus, welches nun auch Neuron 2 soweit depolari-

ABBILDUNG 6.2 Messung der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Schleife. Links sind die Messspuren
des präsynaptischen Neurons 1 dargestellt, rechts die des postsynaptischen Neurons 2. Die jeweils
oberste Spur links entspricht der an den Stimulator 1 angelegten Spannung. Es folgen die intrazel-
lulären Membranpotenziale, darunter die vom Transistor gemessenen extrazellulären Spannungen.
Das erste Pulsprotokoll am Stimulator ist vergrößert eingefügt. Die Stimulationsamplitude beträgt
5V, die Pulslänge 0.5 msec.
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Beispielmessung zur Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
siert, dass auch hier ein AP ausgelöst wird. Auch dieses AP wird im zugehörigen Transi-
stor nachgewiesen, womit die Signalschleife Silizium-Neuron-Neuron-Silizium
geschlossen ist.

Das Stimulationsprotokoll wurde 45 min später wiederholt und ist in Abb. 6.3 darge-
stellt. Es waren jetzt 11 Rechteckpulse in einem Stimulationsburst nötig, um in Neuron 1
ein AP auszulösen. Nach temporärer Summation von zwei postsynaptischen Potenzial-
änderungen wird in Neuron 2 ein AP ausgelöst, welches im zugehörigen Transistor nach-
gewiesen wird. Damit ist gezeigt, dass die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
über eine lange Zeit erfolgreich gemessen werden kann.

Die elektrischen Synapseneigenschaften wurden, wie in Kap. 5 beschrieben, über Mikro-
elektroden gemessen (siehe Abb.5.13). Dabei wird in Neuron 1 ein hyperpolarisierender
Strom injiziert und in beiden Neuronen die Hyperpolarisation des Membranpotenzials
über die Mikroelektroden gemessen. Die synaptische Leitfähigkeit betrug für die Syn-
apse in Abb. 6.1 Gsyn = 2 nS.

ABBILDUNG 6.3 Messung der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Schleife. Das Experiment wurde 45
min nach dem Experiment aus Abb. 6.2 durchgeführt. Links sind die Messspuren des präsynapti-
schen Neurons 1 dargestellt, rechts die des postsynaptischen Neurons 2. Die jeweils oberste Spur
links entspricht der an den Stimulator 1 angelegten Spannung. Es folgen die intrazellulären Mem-
branpotenziale, darunter die vom Transistor gemessenen extrazellulären Spannungen. Das erste
Pulsprotokoll am Stimulator ist vergrößert eingefügt. Die Stimualtionsamplitude beträgt 5V, die
Pulslänge 0.5 msec.
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Die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
 6.2 Kontrollexperimente

In Kontrollexperimenten wurde gesichert, dass der beschriebene Weg wie dargestellt
zustande kommt. Wenn man Spannungspulse an einen Stimulator, auf dem kein Neuron
adhäriert, anlegt, beobachtet man sowohl in der Mikroelektrode als auch in den Transi-
storen Störsignale (Abb. 6.4). Diese Störsignale führen nicht zur Auslösung eines Akti-
onspotenzials und sind kein Maß für Änderungen der Spannung über dem Transistorgate.
Es gibt eine kapazitive Kopplung im Siliziumchip zwischen der Stimulatorzuleitung und
der gemeinsamen Sourcezuleitung für alle Transistoren, da diese Störsignale in allen
Transistoren gemessen werden, auch wenn sich kein Neuron über dem Transistor befin-
det. Auch in den Mikroelektroden mißt man kapazitive Signale, die größer sind, je näher
sich die Elektrode am Stimulator befindet. Diese Signale werden auf kapazitive Kopp-
lung über das Bad zurückgeführt.

 

ABBILDUNG 6.4 Werden Stimulationspulse an einen Stimulator x (x = 1,2) angelegt, beobachtet man
in den Mikropipetten sowie in den Transistoren unter Neuron 1 und 2 Störsignale, die jedoch nicht
zu fälschlicher Detektion eines APs im Transistor führen.
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Zusammenfassung der Schleifenexperimente
Ein weiteres Kontrollexperiment soll ausschliessen, dass die Störsignale postsynaptisch
zur Auslösung eines APs führen. In Abb. 6.5a ist ein zweites Schleifenexperiment
gezeigt. In Abb. 6.5b wird statt über kapazitive Stimulation präsynaptisch über intrazel-
luläre Strominjektion ein AP ausgelöst, dieses wiederum depolarisiert Neuron 2 und des-
sen Aktivität wird im darunterliegenden Transistor nachgewiesen. 

Die in Abb. 6.5 gegenübergestellten Messspuren zeigen eindeutig, dass das postsynapti-
sche Aktionspotenzial nicht durch Reizartefakte ausgelöst wird. Die Zeit zwischen prä-
und postsynaptischem AP ist in beiden Experimenten gleich. Auch die Transistorsignale
sind ähnlich. 

 6.3 Zusammenfassung der Schleifenexperimente

In Abb. 6.6 ist das elektrische Schaltbild der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
dargestellt. Die Elementarbausteine: der Adhäsionsspalt, die kapazitive Stimulation, die
elektrische Synapse sowie die Detektion sind in den vorhergehenden Kapiteln behandelt
worden. Die charakteristischen elektrischen Parameter sind: die Spaltleitfähigkeit gJ, das
Verhältnis der spezifischen Kapazitäten von Zellmembran und Stimulationsoxid cM/cox,

a b

ABBILDUNG 6.5 Kontrollexperiment, um zu zeigen, dass postsynaptisch das AP über die elektrische
Synapse und nicht über die Reizartefakte ausgelöst wird. a: Schleifenmessung, b: präsynaptische,
intrazelluläre Strominjektion über Mikroelektrode.
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Die Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife
die synaptische Leitfähigkeit Gsyn und die Differenz der spezifischen Ionenleitfähigkei-
ten in der Adhäsions- und freien Membran gJM und gFM. Mithilfe dieser Größen läßt sich
jeder Einzelschritt des Signalwegs verstehen.

Insgesamt wurden elf vollständige Silizium-Neuron-Neuron-Silizium Schleifen mit
jeweils fünf Signalspuren gemessen. Um im präsynaptischen Neuron Aktionspotenziale
auszulösen, mußte die Zahl der Stimulationspulse VS zwischen 1 und 20 variiert
werden. Die Amplitude wurde nicht variiert und betrug 5V, die Pulslänge und
Zwischendauer waren typischerweise 0.5 Millisekunden. Bedeckte das Neuron beide
Stimulatorflügel, waren weniger Pulse nötig. Zum Vergleich wurden Neurone auf
Laminin beschichteten Chips kultiviert. Die zur AP-Auslösung benötigte Pulszahl betrug
mindestens hundert Pulse. Dies ist wahrscheinlich auf die erhöhte Spaltleitfähigkeit
zurückzuführen.

Um über die elektrische Synapse im postsynaptischen Neuron ein AP auszulösen,
waren zwischen ein und vier präsynaptische APs nötig. Diese Zahl korrelierte nicht mit
der Synapsenleitfähigkeit Gsyn. In Kapitel 5 wurde gezeigt, dass die postsynaptische
Membranleitfähigkeit sowie das postsynaptische Ruhepotenzial eine entscheidende
Rolle spielen. Ist die postsynaptische Membranleitfähigkeit klein, reicht eine geringere
Ladung um die Membranspannung über die Auslöseschwelle für APs anzuheben. Ist das
Ruhepotenzial nahe der Schwelle, reicht eine kleine Depolarisation um ein AP
auszulösen.

Die Amplitude der prä- und postsynaptischen Transistorsignale VJ war 0.3-2 mV. Die
Form der Signale war unterschiedlich. Präsynaptisch hatten die Transistorsignale immer

ABBILDUNG 6.6 Elektrisches Ersatzschaltbild der Silizium-Neuron-Neuron-Silizium-Schleife. Man
erhält das Schaltbild durch Zusammenfassung der Abbildungen 4.1, 5.1, 5.10 und 5.13.

Badelektrolyt

Gsyn

JJ
g g

Neuron

Chip

Neuron

JV

SVSV

JV
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Zusammenfassung der Schleifenexperimente
eine positive Amplitude. Diese Signale folgten entweder der AP-Form (6 Schleifen, B-
Typ Kopplung) oder waren gegenüber dem AP um 5-25 Millisekunden verschoben (5
Schleifen, C-Typ Kopplung). Das Transistorsignal in Abb. 6.2 für Neuron 1 folgt dem
zughörigen AP. Die postsynaptischen Transistorsignale waren positiv (7), negativ (2)
oder aber ihre Form wechselte während der Messung von positiv zu negativ (2). Alle
postsynaptischen Signale waren gegenüber dem zugehörigen AP zeitlich retardiert. Bei
positiven Signalen betrug die Verzögerung zwischen 5-25 msec (Abb. 6.2, Abb. 6.5) bei
negativen Signalen 25 msec. In Kapitel 5 wurden verzögerte Transistorsignale auf eine
geringe Ungleichverteilung der Kaliumkanäle in Adhäsions- und freier Membran
zurückgeführt. Dieser Interpretation folgend, bedeutet das postsynaptische
Transistorsignal in Abb. 6.2 eine Erhöhung der Membranleitfähigkeit für Kaliumionen
in der Adhäsionsmembran, die jedoch nach 45 Minuten (Abb. 6.3) verschwindet bzw.
gegenüber der Leitfähigkeit der freien Membran kleiner wird. 
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 7 Ausblick
Es wurde in dieser Arbeit erstmals über die Immobilisierung der Zellsomata eine
Verbindung eines Halbleiterchips mit einem einfachen biologischen neuronalen Netz
hergestellt. Das verwendete System kann zu Langzeitstudien an kleinen Netzwerken
von Invertebratenzellen verwendet werden. 

Weitere notwendige Voraussetzungen zur Realisierung eines chipüberwachten, „ler-
nenden“ Netzwerks, eines Hopfieldnetzes werden im Folgenden diskutiert. 

1. Eine Reduzierung der Komplexität eines biologischen neuronalen Netzes auf ein
System mit besser definierten biophysikalischen Eigenschaften erhält man mit topo-
graphisch strukturierten neuronalen Netzen. Bei gerichtetem Neuritenwachstum
kann die Signalfortpflanzung in der Zelle und eventuell über definierte Synapsen
nachverfolgt werden. Gerichtetes Neuritenwachstum kann mit strukturierten Pro-
teinbahnen [Prinz 2000b] oder durch die Erweiterung der vorgestellten Methode des
mechanischen Immobilisierens [Merz 2001] erreicht werden.

2. Eine notwendige Bedingung für ein biologisches Hopfieldnetz ist die Änderung
der Synapsenstärke. Dies ist nur mit chemischen Synapsen möglich. In ersten
Experimenten konnten in Kultur auf Siliziumchips Neurone von Lymnaea stagnalis
über eine chemische Synapse verbunden werden. In Abb. 7.1a sind zwei Neurone,
RPeD1 und VD2/3, in Soma-Soma-Konfiguration auf einem Chip mit linearen
Arrays von Stimulatoren und Transistoren dargestellt. Die elektrophysiologisch
gemessene exitatorische Synapse in Abb. 7.1b entspricht den Literaturdaten [Feng
2000]. Existenznachweis der chemischen Synapse ist die fehlende postsynaptische
Menbranhyperpolarisation bei hyperpolarisierender präsynaptischer Strominjektion.
Der Vorteil der Soma-Soma Konfiguration ist, dass der Beitrag synapsenmodulieren-
der Proteine studiert werden kann, ohne den verfälschenden Einfluß von Wachs-
tumsproteinen, die beim Neuritenwachstum exprimiert werden [Smit 2001]. Man
erkennt an diesem Beispiel, wie notwendig die Immobilisierung der Zellsomata,
selbst bei Soma-Soma-Konfiguration ist. Eines der Neuronen bedeckt die Transistor-
gatefläche nach einem Tag in Zellkultur nicht mehr. 
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3. Ob ein gerichtet gewachsenes Netzwerk mit vielen Neuronen möglich ist, bleibt offen.
Eine alternative Methode ein neuronales Netzwerk mit einem Chip zu koppeln, könnte
darin bestehen, viel mehr Stimulatoren und Transistoren als Neurone auf einem Chip zu

implementieren5. Eine notwendige Voraussetzung für eine erfolgreiche Stimulation mit
kleinen Stimulatorflächen ist jedoch die Erhöhung der Dielektrizitätskonstanten des ver-
wendeten Isolationsoxids. Es konnte in Vorversuchen zusammen mit [Birkenmaier 2001]
eine Reduktion der minimalen Stimulationsspannung auf 1.2 V erreicht werden. Rück-
schließend kann damit die Stimulatorfläche um den Faktor 3 verkleinert werden. 

Bei Verwendung von Chips mit kleineren Transistorgateflächen muß die Signaldetekti-
on verbessert werden. Dies könnte durch Chips mit geringerem Rauschen sowie durch
genetische Transfektion von Neuronen mit Ionenkanälen, die bevorzugt in der Adhäsi-
onsregion exprimiert sind, erreicht werden [Straub 2001]. 

5. Halbleitertechnisch bedeutet dies VLSI (very large scale integration) Technologie anzuwenden.

ABBILDUNG 7.1 a: Soma-Soma Konfiguration zweier über eine chemische Synapse verbundene
Neurone (RPeD1 und VD2/3) auf einem Chip mit linear angeordneten Stimulatoren und Transi-
storen. Das geringe bzw. fehlende Neuritenwachstum ist erwünscht, siehe Text. Skalenbalken 40
µm.   b: Elektrophysiologischer Nachweis der chemischen Synapse. Hyperpolarisierende Stromin-
jektion in RPeD1 führt zu keiner Potenzialänderung in VD2/3. Depolarisierende Strominjektion
löst in RPeD1 einen Aktionspotenzialzug aus, der über die chemische Synapse in VD2/3 ein AP
induziert.

a b

RPeD1

VD2/3

40 mV

500 msec

RPeD1

VD2/3

b

Stimulator

Gate
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 8 Anhang
 8.1      Chipprozessierung

Im Folgenden werden die einzelnen Prozeßschritte zur Chipherstellung  aufgelistet.
Obwohl bei Chip 2 Änderungen vorgenommen wurden, waren keine wesentlichen
Verbesserungen bezüglich Rauschen der Transistoren oder Übersprechen von kapa-
zitiver Stimulation zum Transistor messbar. Chip 1 bezeichnet das Design mit kreis-
förmig angeordneten Stimulatoren und Transistoren, bei Chip 2 wurden diese in
zwei parallelen Reihen prozessiert.

Prozeß Chip 1 Messung Chip 2

1 Substrat 100 n-Silizium, 2-4 Ωcm 100, 2-4 Ωcm

2 Oxidation 
(Padoxid)

RTP, 1150 °C, N2, O2 25 - 30 nm CT, Trockenoxidation 
1000 °C 

3 Nitrid abscheiden CVD,  NH3, Silan, N2, 300 
°C

150 nm CVD,  NH3, Silan, N2, 300 
°C  

4 Maskierung 1 
(Aktiv-Gebiete) 

Positiv Photolack,  
Hartkontakt,13’’ 
Belichtung, alkalihaltiger 
Entwickler

Positiv Photolack, 
Hartkontakt, 5’’ 
Belichtung, alkalifreier 
Entwickler

5 Nitrid ätzen RIE, O2, CHF3+O2, O2 RIE, O2, CHF3+O2, O2

6 Oxid entfernen A-HF 12.5%, 10’’ -

7 Implanatation 
(Channel stop)

Phosphor 1012cm-2, 30 
keV

Phosphor 1012cm-2, 30 
keV

8 Reinigung Piranha-Lösung Piranha-Lösung

9 Oxidation 
(Feldoxid)

CT, Nassoxidation, 1000 
°C, 120 ’

560 - 625 
nm

CT, Nassoxidation, 1000 
°C, 120 ’

10 Oxid und Nitrid 
entfernen

3’HF 1%, 50’ H3PO4 
(85%)  160°C

3’HF 1%, 50’ H3PO4 
(85%)  160°C

11 Maskierung 2 (p+ 
Zuleitungen)

Parameter wie bei Schritt 4 Parameter wie bei Schritt 4

12 Nachentwicklung RIE 1’, O2 Plasma -
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13 Implanatation Bor, 1.316cm-2, 50 keV 16 Ω Bor, 1.316cm-2, 50 keV

14 Photolackstrippen RIE O2, 100’-120’ RIE CHF3+O2, 40’

15 Passivierungsoxid 
abscheiden

CVD O2, 600 nm 580 - 610 
nm

CVD O2, 600 nm

16 Oxid verdichten CT, 60’,1000 °C, N2 560 - 590 
nm

CT, 60’,1000 °C, N2

17 Maskierung 3 
(Passivierung)

Parameter wie bei (4) Parameter bei (4)

18 Nachentwicklung RIE O2, 1’ -

19 Oxid ätzen A-HF 12.5%, 400’’ A-HF 12.5%, 400’’

20 Photolack 
entfernen

Piranha-Lösung Piranha-Lösung

21 Gateoxid 
aufwachsen

RTP, 1150 °C, N2, O2 10 - 12 nm RTP, 1150 °C, N2, O2

22 Maskierung 4 
(Gatedefinition)

Parameter wie bei Schritt 4 Parameter wie bei Schritt 4

23 Nachentwicklung RIE O2, 1’ -

24 Implanatation  Bor, 515cm-2, 25keV 28 Ω  Bor, 515cm-2, 25keV

25 Photolack 
entfernen

Aceton + Ultraschall Aceton 2h, Aceton + 
Ultraschall 15’

26 Aktivierung RTP, 1100 °C, N2 RTP, 1100 °C, N2

27 Maskierung 5 
(Metallisierung)

Parameter wie bei (4) Parameter wie bei (4)

28 Nachentwicklung RIE 1’ O2 -

29 Kontaktfenster 
ätzen

A-HF 12,5%, 30’’ A-HF 12,5%, 30’’

30 Metallisieren Al reinst, therm. 
Verdampfen

50 -70 nm Al-Si-Sputtern

31 Photolack 
entfernen

Aceton + Ultraschall Aceton + Ultraschall 

32 Legieren RTP, 450 °C, N2 RTP, 450°C, H2

33 Polyimid 
aufschleudern

Probimide HTR3-200, 700 
U/min

34 Prebaking 4 h, 40° - 80°C

35 Maskierung 6 
(Käfige)

Soft contact, 90’’ 
Belichtung

 

36 Entwicklung Spray-Entwicklung, HTR-
D2, Isopropanol

37 Hardbaking 4h, 300 °C, N2 40 - 50 µm

38 Chips sägen

Prozeß Chip 1 Messung Chip 2
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Zellkultur: Lösungen und Pipetten
TABELLE 1. Zusammenfassung der Prozeßführung zur Herstellung der Stimulator-Transistor-
Chips. Die zweite Spalte gibt die Prozeßparameter für die erste Chipcharge an, die rechte Spalte
für die zweite Chipcharge. Verwendete Abkürzungen: RTP: Oxidationsofen für schnelle thermi-
sche Prozesse, CT: Quarzrohrofen, CVD: chemical vapour deposition (chemische Abscheidung
aus der Gasphase), RIE: reactive ion etching (reaktives Ionenätzen), A-HF: gepufferte Flußsäure.
Der Positivphotolack ma-P 1215 wurde von microresist technologies, Berlin bezogen. Das Poly-
imid und der Entwickler wurde von Olin GmbH, München bezogen.

 8.2 Zellkultur: Lösungen und Pipetten

Antibiotic Saline (ABS)

Die Schneckenpräparation sowie das Spülen der Hirne wurde in folgender Salzlösung
durchgeführt:
NaCl 51.3 mM, KCl 1.7 mM, CaCl2 4.1 mM, MgCl2 1.5 mM, HEPES 5 mM, Gentami-
cin 150 mg/l in Reinstwasser (Millipore) bei pH 7.9. Alle Chemikalien waren von
Sigma, Deisenhofen.

Definiertes Medium (DM)

Das Zellkulturmedium, ohne Wachstumsfaktoren, besteht aus:
NaCl 40 mM, KCl 1.7 mM, CaCl2 4.1 mM, MgCl2 1.5 mM sowie allen Inhaltsstoffen
von Leibovitz L-15 Medium bei halber Konzentration. Dieses Medium wurde von PAN
Systems, Aidenbach bezogen. Vor Ansetzen der Zellkultur wurden 150 mg/l Glutamin
(K0202, Biochrom KG, Berlin) sowie 20 mg/l Gentamicin zugegeben.

Hochosmolares DM

Zur Isolation der Schneckenneurone wurde HODM verwendet, bestehend aus DM und
D-Glucose (Sigma) 30 mM. Die Verwendung von HODM führt zu einer geringfügigen
Schrumpfung der Zellen und vermindert die Verletzung der Zellmembran bei der Neuro-
nenisolation.

Enzyme

Die extrazelluläre Matrix zwischen den Neuronen im Ganglion wird mit folgenden
Enzymlösungen für 30 Minuten verdaut: Trypsin (T-4665, Sigma): 0.67 g/l, Collage-
nase/Dispase (Boehringer Mannheim): 1.33 g/l. Die Enzymaktivität wird mit Trypsin
Inhibitor (T 9003, Sigma), 0.67 g/l innerhalb von 15 Minuten gestoppt.

Poly-L-Lysin Beschichtung: Die Chips wurden nach Piranha-Säuberung und UV-Steri-
lisation (20 min) mit einer 1g/l Poly-L-Lysin Lösung (TRIS/HCl 0.15M, pH 8.4) für 4 h
beschichtet. Es wird PLL (P6516, Sigma) mit 10 kDa Molekulargewicht verwendet. Vor
der Zellkultur wurden die Chips mit sterilem Reinstwasser (15 min), mit ABS (15 min)
und nochmals mit sterilem Reinstwasser (15 min) gespült. Vor dem Füllen der Kultur-
schalen mit DM wurden die Chips getrocknet.
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Laminin Beschichtung: Die Chips wurden nach Piranha-Säuberung silanisiert (2%
Dichlordimethylsila in Toluol). Nach UV-Sterilisation (20 min) wurden die Chips mit
einer 10µg/ml Laminin-Lösung (L-2020, Sigma; Phosphatpuffer, pH 7.4) für 4h bei 4°C
beschichtet. Vor der Zellkultur wurden die Chips mit DM gespült (15 min).

Pipetten

Saugpipetten zur Isolation der Neurone wurden aus nichtheparinisierten Glaskapillaren
(Hämatokritglas, No564 Assistent) an einem DMZ-Universalpuller (Zeitz, Augsburg)
mit einem „Multi-Pull-Programm“ gezogen (Öffnungsdurchmesser 100 µm). Mikroelek-
troden wurden aus Borsilikatglaskapillaren (No. 1403547, Hilgenberg, Malsfeld) an obi-
gem Zeitzpuller mit einem Single-Pull Programm gezogen und mit 4 M K-Acetat
Lösung befüllt.

 8.3  Vesikelpräparation

Riesenlipidvesikel wurden nach der Methode des Elektroquellens hergestellt. Die Mem-
bran besteht aus POPC (Palmitoyl-oleoyl-phosphatidyl-choline, Avanti Polar Lipids,
Alabaster), Cholesterin (Sigma) und DiIC18 (Molecular Probes) im Molverhältnis
160:40:1. Zur Herstellung wurden POPC, Cholesterin und DiIC18 in Diethylether/
Methanol (v/v 9/1) gelöst. 5 µl dieser Lösung wurden auf ein Paar planarer ITO-(Indium-
Zinn-Oxid)-Elektroden gespreitet. Die Elektroden waren mit 70 nm aufgesputtertem
Siliziumdioxid isoliert. Nach Vakuumtrocknung wurde eine 300 mM Saccharoselösung
zugegeben und für 2 h eine 10 Hz Wechselspannung (beginnend mit 0.1 mV bis 3 V
Amplitude) angelegt. Die Vesikel wurden von den Elektroden mit einer Wechselspan-
nung von 4Hz (20 min), 1Hz (10 min), 0.1 Hz (10 min) gelöst. Die Saccharoselösung
wurde in Glucoselösung (300 mM) in Petrischalen (35001, Falcon) übergesetzt und
innerhalb von 24 h verwendet.  

 8.4 Zellpräparation für  Elektronenmikroskopieaufnahmen

1. Fixierung der Zellen

Es wurde ein nichtkontaktierter Chip in einer Glaspetrischale verwendet, auf dem Zellen
gewachsen sind. Das Kulturmedium wurde gegen folgende Fixierlösung ausgetauscht,
die innerhalb von 45 min die Zellmembranproteine polymerisiert: 1 ml Glutaraldehyd
(Sigma), 4.2 ml ABS (Rezept weiter oben), 4.2 ml Milli-Q Wasser (Millipore).
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Abkürzungsverzeichnis
 2. Dehydratation der Zellen

Bei der Dehydratation wurde die Fixierlösung gegen waaserfreies Aceton ausgetauscht.
Folgende Schritte wurden im 10-Minutentakt durchgeführt: a) Ethanol 30 %, b) Ethanol
50 %, c) Ethanol 80 %, d) Ethanol 90 %, e) Ethanol 95 %, f) Ethanol 100 %, g) Ethanol
100 %  / Aceton 3/1 v/v, h) Ethanol/Aceton 1/1, i) Ethanol/Aceton 1/3, j) Aceton.
Sowohl Ethanol als auch Aceton wurden steril filtiert.

3. Kritisch Punkt Trocknung

In diesem Schritt wurde im Kritisch-Punkt-Trockner (Polaron, Watford, UK) das Aceton
im Innern der Zelle gegen CO2 ausgetauscht. Dies geschieht bei Druck (p = 80 bar) und
Temperatur (T = 32 °C) oberhalb des kritischen Punkts für CO2, bei dem der Übergang
flüssig-gasförmig ohne Energieübertrag erfolgt. Das feste Präparat wurde vor dem Ein-
bau ins Rasterelektronenmikroskop (SM 300, Topcon, Tokio) mit 6 nm Gold bedampft.

 8.5 Abkürzungsverzeichnis

AP:       Aktionspotenzial

FLIC:   Fluoreszenzinterferenz Kontrast

VJ:        Spannung zwischen Adhäsionsspalt und Badelektrolyt

VM:      Spannung zwischen Zellinnerem und Badelektrolyt

VJM:     Spannung zwischen Zellinnerem und Adhäsionsspalt

VS:       Spannung zwischen Stimulator und Adhäsionsspalt

PLL:     Poly-L-Lysin
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