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Zusammenfassung

Die Aktivität neuronaler Netze kann durch Feldeffekttransistoren mit hoher Auflösung nicht inva-
siv verfolgt werden. Bis jetzt war die Messung mit Feldeffekttransistoren auf elektrische Signale
der Zellen beschränkt. Ein weiterer wichtiger Bereich der neuronalen Informationsverarbeitung,
der chemisch an speziellen Stellen, den Synapsen, durch das Ausschütten von Vesikeln stattfin-
det, wurde mit Feldeffekttransistoren bislang nicht untersucht. Diese Arbeit zeigt, daß es möglich
ist, die Ausschüttung von Vesikeln einer Zelle mit dem Feldeffekttransistor zu messen.
Neuroendocrine Zellen aus der Rindernebenniere, die ein etabliertes Modellsystem für die synapti-
sche Übertragung sind, werden auf der Oberfläche eines linearen Arrays von Feldeffekttransistoren
kultiviert.
Unter Stimulation der Zellen mißt der Transistor Signale, welche mit der Referenzmethode zum
Detektieren der Vesikel, der Amperometrie, verglichen werden. Dieser Vergleich zeigt, daß der
Transistor die Exozytose einzelner Vesikel mißt und daß fast alle ausgeschütteten Vesikel vom
Transistor detektiert werden.
Im Gegensatz zu den Signalen der Amperometrie besitzen die Signale der Transistoren eine
starke Abhängigkeit von der extrazellulären Pufferkonzentration; ein Indiz, daß die Transistor-
signale auf der Ausschüttung von Protonen durch die Vesikel beruhen. Dieses wird durch das
Zerstören der granularen pH-Gradienten mit der Pore Nigericin sowie den Carrier Valinomycin
bestätigt. Während die amperometrischen Messungen von diesen Substanzen unbeeinflußt blei-
ben, erlöschen die Signale im Transistor nach ihrem Wirken fast gänzlich.
Mittels Transistoren der Gategröße von 2×2µm2 und eines Abstandes von 4.6µm in einer linea-
ren Anordnung ist es möglich, mit mehreren Transistoren die Exozytose unterhalb einer Zelle zu
messen. So kann eine räumliche Karte der Ausschüttung, die physiologisch an bestimmte Stellen
in der Zelle gekoppelt ist, erstellt werden.
Ein Modell der Transistorsignale berücksichtigt die Freisetzung von Protonen in den engen Spalt
zwischen Zelle und Transistoroberfläche, ihre Diffusion entlang des Spaltes und ihre Reaktion
mit den durch den Transistor bereitgestellten dissoziierten Oberflächengruppen. Ein Vergleich
des Modells mit dem Experiment zeigt, daß die Transistorsignale nur in dem Kontext der Kom-
plexität der Vesikelfusion und des Zerfalls der granularen Matrix erklärt werden können.
Da eine Vielzahl an Vesikeln eine erhöhte Protonenkonzentration besitzt, ist in dieser Arbeit
nicht nur eine neue fundamentale Kopplung einer Zelle an einen Feldeffekttransistor und damit
ein neuartiges hybrides System experimentell und theoretisch erstellt, sondern es wird auch eine
neue Methode zum Detektieren der Vesikelausschüttung begründet.
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4 Die Protonen als Träger der Exozytose-Silizium-Kopplung 31

4.1 Dynamik der Exozytose: Amperometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.2 Der Einfluß der extrazellulären Pufferkonzentration
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Kapitel 1

Einleitung

In allen höheren Lebewesen findet die Informationsverarbeitung innerhalb des Nervensystems und
seines komplexen Netzwerkes aus einzelnen Neuronen statt. Dabei laufen die Informationen in
Form von elektrischen Impulsen, den Aktionspotentialen, über die Zellen und werden an den
Schaltzentralen zwischen den Zellen, den Synapsen, verarbeitet und an andere Zellen weiterge-
leitet.
In der modernen Gesellschaft läuft die Informationsverarbeitung größtenteils über siliziumbasierte
Computer. Da diese mit dem Feldeffekttransistor als Grundbaustein ebenfalls elektrisch arbeiten
und die Größenordnung der Feldeffekttransistoren gleich der einer Nervenzelle ist, liegt es nahe,
ein hybrides System aus diesen Bausteinen, Transistor und Nervenzelle, zu gestalten. Einerseits
eröffnen sich eine Vielzahl von interessanten Fragestellungen über den Informationsaustausch zwi-
schen den Systemen und über das System als Ganzes. Andererseits wird für ein tieferes Verständ-
nis des Nervensystems eine schnelle und skalierbare Methodik benötigt, die seiner Komplexität
und seinem immensen Informationsfluß Sorge trägt. Mit der ausgereiften Siliziumtechnologie
steht uns eine solche zur Verfügung.
Während die Aktionspotentiale hauptsächlich der Weiterleitung der Information dienen, findet
ihre eigentliche Verarbeitung und Bewertung an den Synapsen statt. Beides geschieht über die
Ausschüttung von Neurotransmittern. Das einlaufende Aktionspotential löst das Verschmelzen
von Vesikeln mit der Zellmembran aus, wodurch Neurotransmitter aus den Vesikeln freigesetzt
werden. Diese Neurotransmitter diffundieren über den engen Spalt von der presynaptischen Zelle
zu speziellen Rezeptoren in der gegenüberliegenden Membran der postsynaptischen Zelle und
können damit eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionen auslösen. Dabei wird die benötigte
hochgradige Regulierung durch den Einsatz verschiedener Neurotransmitter und Rezeptoren so-
wie durch deren unterschiedliche Wirkung auf die Zelle erreicht.
Bis jetzt haben sich die Untersuchungen auf den elektrischen Signaltransfer sowie auf die elek-
trischen Eigenschaften der Schnittstelle zwischen Zellen und Feldeffekttransistoren beschränkt
und die Möglichkeit des Austausches chemischer, synaptischer Signale blieb unbeachtet. Diese
Lücke wird in dieser Arbeit geschlossen. Die Abbildung 1.1 zeigt ein Schema des betrachteten
Systems.
Es werden Zellen auf der Oberfläche eines Elektrolyt-Oxid-Silizium Feldeffekttransistors kulti-
viert. Diese Zellen enthalten Vesikel, welche unter geeigneter Stimulation mit der Zellmembran
verschmelzen und ihren Inhalt freisetzen. Zwischen der Zelle und der isolierenden Oxidoberfläche
des Transistors befindet sich ein Spalt, der mit Extrazellulärlösung gefüllt ist. Wird der Vesikelin-
halt in den Spalt zwischen der Zellmembran und dem Transistor ausgeschüttet, diffundieren die
Inhaltsstoffe entlang des Spaltes zwischen Siliziumdioxid der Oberfläche und schließlich in das
die Zelle umgebende Bad.
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Abbildung 1.1: Das Zell-Chip-System. Zellen, die Vesikel ausschütten können, werden auf Elektrolyt-

Oxid-Feldeffekttransistorstrukturen kultiviert. Unter Stimulation fusionieren Vesikel der Zelle mit der Zell-

membran; der Vesikelinhalt wird ausgeschüttet. Findet die Ausschüttung in den kleinen Spalt zwischen

Siliziumdioxid und der Zellmembran statt, diffundieren die freigesetzten Stoffe entlang des Spaltes zwi-

schen Zelle und Gateoxid und können durch Bindung oder durch Abschirmung das Oberflächenpotential

φ0 und damit die Meßgröße eines Feldeffekttransistors verändern. Die kultivierten Zellen besitzen eine

Durchmesser von ca. 15 µm, der Spalt ist ungefähr 50 nm eng.

Die Oberfläche der Transistoren, sei es wie in dieser Arbeit Siliziumdioxid, oder auch eines der
vielen anderen in der Halbleitertechnik benutzten Isolationsoxide, bildet in physiologischen Ex-
trazellulärlösung Gruppen, die als ein potentieller Elektrolyt dissoziieren. Für Siliziumdioxid sind
dies Silanolgruppen, welche hauptsächlich mit den Protonen der Lösung reagieren. Damit ist der
Dissoziationsgrad der Oberfläche und ihre Oberflächenladung von der Protonenkonzentration,
bzw. dem pH-Wert der umgebenden Lösung abhängig.
Findet die Exozytose, d.h. die Vesikelfusion, auf dem Gate, dem sensitiven Bereich eines Tran-
sistors statt, so binden die zusammen mit den Neurotransmittern freigesetzten Protonen des
Vesikels an die dissoziierten Oberflächengruppen. Damit wird die Oberflächenladung und mit ihr
das Oberflächenpotential variiert und als Signal von dem Feldeffekttransistor detektiert.
Experimentell wird das Signal auf die hohe Konzentration an Protonen innerhalb der Vesikel
zurückgeführt, wodurch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf den benutzten Zelltyp beschränkt
bleiben. In der Natur ist es weit verbreitet, daß Vesikel über einen Protonengradienten mit Inhalts-
stoffen über ihre Membran beladen werden [Glo00]. Also eignet sich die Methode zum Messen
der Exozytose für eine Vielzahl von unterschiedlichen Zellen.
Wegen der weit fortgeschrittenen Siliziumtechnologie lassen sich die Transistoren auf sehr klei-
nen Raum herstellen und es ist möglich, die Vesikelausschüttung unter einer Zelle durch mehrere
Transistoren räumlich aufzulösen (Abb. 1.2).
Als Methode zum Messen von Exozytose ist es relevant, inwiefern die gemessenen Transistor-

signale mit den Messungen anderer etablierten Methoden zur Detektion von Exozytose überein-
stimmen und was sie unterscheidet. Transistoren besitzen eine hohe zeitliche Auflösung, können
durch ihre Bauart bedingt auch eine sehr hohe räumliche Auflösung erreichen, sind relativ einfach
in der Anwendung und nichtinvasiv. Hierdurch hebt sich das Messen der Vesikelausschüttung mit
einem Feldeffekttransistor von den etablierten Methoden ab. Von der Amperometrie, bei der die
vom Vesikel freigesetzten Stoffe an einer Kohlefaser oder an Goldelektroden elektrisch umge-
setzt werden, die dadurch auf oxidierbare bzw. reduzierbare Stoffe beschränkt ist, von der Patch-
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Abbildung 1.2: Ortsaufgelöste Messung der Vesikelausschüttung an einer Zelle mit Feldeffekttransi-

storen. Zum markierten Zeitpunkt (↓) wurde anhaltende Vesikelausschüttung eingeleitet, die Signale der

weiß gerahmten Transistoren sind rechts dargestellt.

Clamp-Technik, die invasiv ist und beim Messen von Exozytose keine sehr hohe Zeitauflösung
hat, sowie den optischen Methoden, die eine sehr hohe räumliche, aber nur eine mäßige zeitliche
Auflösung besitzen.
Der Feldeffekttransistor ist zur Messung der Vesikelausschüttung schon jetzt eine Alternative zu
den etablierten Methoden.
In dieser Arbeit ist zudem eine weitere fundamentale Schnittstelle zwischen einem biologischen
System und einem Computerchip verwirklicht. Diese hybride Struktur aus einer Zelle und einem
Feldeffekttransistor verhält sich wie eine biologische Synapse. Die presynaptische, auf dem Feld-
effekttransistor kultivierte Zelle schüttet unter Stimulation Vesikel aus, die bei der Exozytose
freigesetzten Protonen stellen den Transmitter dar und der Transistor übernimmt die Rolle der
postsynaptischen Zelle; es ist eine Zell-Silizium-Synapse.
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Kapitel 2

Das System

Zunächst soll eine kurze Einführung in die Biologie des Vesikelausstoßes und dessen Kreislaufes
gegeben werden. Die chromaffine Zelle, die eine zentrale Rolle in dieser Arbeit einnimmt, wird
vorgestellt. Dann betrachten wir einen Feldeffekttransistor, die Oxidoberfläche eines Transistors
in wäßriger Lösung, ihre Oberflächenladung und ihr Oberflächenpotential als wichtige Meßgröße.
Schließlich behandeln wir die Diffusion innerhalb des Spaltes und weil das Signal im Transi-
stor auf die Protonen des Vesikels zurückgeführt wird, gilt eine besondere Aufmerksamkeit der
Protonendiffusion unter dem Einfluß von Puffern.

2.1 Grundlagen der Exozytose

Informationsverarbeitung innerhalb des neuronalen Systems findet hauptsächlich mittels che-
mischer Botenstoffe, der Neurotransmitter, an speziellen sehr komplex regulierten Stellen, den
Synapsen, statt. Die Neurotransmitter sind in synaptischen Vesikeln im presynaptischen Termi-
nal an speziellen Orten gespeichert und werden ausgeschüttet, wenn eine elektrische Erregung
des presynaptischen Terminals durch ein Aktionspotential die Membranfusion des synaptischen
Vesikels mit der Plasmamembran auslöst. Die freigesetzten Neurotransmitter stimulieren da-
raufhin Rezeptoren in den postsynaptischen Zellen. Damit ist die Information von der pre- zu
der postsynaptischen Zelle übertragen worden. Eine Schlüsselrolle in der Freisetzung der Neuro-
transmitter spielt die Exozytose, das Verschmelzen der Membran des synaptischen Vesikels mit
der presynaptischen Plasmamembran. Dieser Prozeß ist stark calciumabhängig und findet statt,
wenn Calcium durch die bei der Erregung geöffneten Calciumkanäle in die Zelle hineinströmt.
Nachdem die Exozytose stattgefunden hat, werden Vesikel via Endozytose, die Inkorporierung
von Membran, wieder dem Kreislauf zugeführt, welcher sich damit schließt.

2.1.1 Der synaptische Vesikelkreislauf

Ausgangspunkt des synaptischen Vesikelkreislaufs ist die Aufnahme von Neurotransmittern in die
Vesikel. Dieser Prozeß findet durch spezielle Transporterproteine statt. Wichtig hierbei ist die
membranständige Protonenpumpe, die für einen niedrigeren pH-Wert, das bedeutet eine erhöhte
Protonenkonzentration innerhalb des Vesikels, und ein damit verbundenes elektrochemisches Po-
tential über die Vesikelmembran sorgt. Während die Pumpe direkt Adenosintriphosphat (ATP)
verbraucht, liefert dieser elektrochemische Gradient die Energie für die Aufnahme der Neuro-
transmitter. Diese Aufnahme von Neurotransmittern über einen Protonengradienten ist für diese
Arbeit von besonderer Bedeutung, da als Resultat hiervon die Vesikel sehr vieler unterschiedli-
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Abbildung 2.1: Der synaptische Vesikelkreislauf: a)Neurotransmitter werden über spezielle Proteine

in ein Vesikel aufgenommen. Die Vesikel wandern zu einer aktiven Zone der presynaptischen Membran

und lagern sich an diese an. In einer weiteren Reaktion, Priming, binden die Vesikel an die Membran

fest und werden so für die Exozytose vorbereitet. Während einer Membrandepolarisation strömt Calcium

durch spannungsabhängige Kanäle in die Zelle ein und löst das Verschmelzen der Vesikel- mit der

Plasmamembran aus: der Neurotransmitter wird freigesetzt. b) Manchmal verschmelzen die Membranen

nicht vollständig und es bildet sich vorübergehend eine Pore, durch die der Inhalt freigesetzt wird; ein

Mechanismus, der als ,,kiss and run“ bezeichnet wird. Ansonsten wird die Membran bei der Endozytose

inkorporiert und die membranständigen Protonenpumpen bauen wieder ein elektrochemisches Potential

für Protonen auf, welches zur erneuten Aufnahme der Neurotransmitter dient. Entweder fusionieren die

Vesikel mit einem Endosom und sie werden dort mit neuen Proteinen aufgefüllt und von alten Proteinen

befreit oder sie nehmen direkt frische Neurotransmitter auf (c)(modifiziert, nach [Sud04]).

chen Zelltypen einen sauren Inhalt besitzen [Glo00].
Nachdem die Neurotransmitter aufgenommen worden sind, werden sie, wenn nötig, teilweise im
sauren Milieu des Vesikels enzymatisch umgesetzt; die Vesikel reifen und werden zu den aktiven
Zonen der presynaptischen Plasmamembran, den ,,release sites“, transportiert. Hier lagern sich
die Vesikel an, sie docken fest und werden in einem ATP-abhängigen Schritt für die Exozytose
vorbereitet. Schließlich löst durch spannungsabhängige Kanäle einströmendes Calcium die kom-
plette Verschmelzung der Membranen in einer sehr schnellen Reaktion aus.
Nach der Exozytose werden die Vesikel per Endozytose wieder inkorporiert. Die abgeschnürten
Vesikel füllen sich entweder sofort mit Neurotransmittern auf, oder sie fusionieren mit einem
Endosom und werden dort für einen neuen Kreislauf vorbereitet.
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2.2 Die chromaffine Zelle als synaptisches Modellsystem

In dieser Arbeit wird nicht mit Neuronen sondern mit chromaffinen Zellen gearbeitet. Sie werden
als primäre Kultur aus dem Mark der Nebennieren von Rindern präpariert (A.2). Ihren Namen
verdanken die Zellen Alfred Kohn (1867-1959), der sie 1902 aufgrund einer Reaktion mit Chrom-
salzen und einer daraus resultierenden Braunfärbung so benannte [Koh02, Sul05].
Diese Zellen werden benutzt, da ihre Vesikel mit einem Durchmesser von ca. 350nm um einen
Faktor sieben größer sind als die von Neuronen. Weil auch die Amperometrie bei diesen Zellen
anwendbar ist, kann die Exozytose dieser Zellen mit allen gängigen Methoden zur Messung der
Vesikelausschüttung untersucht werden. Deshalb ist die Exozytose bei diesen Zellen am besten
von allen Zelltypen charakterisiert.
Die Zellen haben einen neuronalen Ursprung und sind deshalb mit Nervenzellen eng verwandt. Es
zeigte sich, daß die an der Exozytose beteiligten Proteine der Neurone auch in diesen Zellen die
Fusion von Vesikeln regulieren und auslösen. Daher sind die chromaffinen Zellen ein etabliertes
Modellsystem für die synaptische Übertragung.
Die chromaffinen Zellen sind elektrisch erregbar, zeigen unter Stimulation wie Neurone Aktions-

PSfrag replacements

a) b)

10 µm

Abbildung 2.2: a) chromaffine Zellen in Kultur. Mit einem Durchmesser von 10 bis 20 µm besitzen

sie eine zu Neuronen ähnliche Größe. b) Die Zellen sind elektrisch erregbar: unter Stimulation mit einer

Strominjektion (unten) zeigen sie für elektrisch erregbare Zellen typische Aktionspotentiale (oben).

potentiale (Abb. 2.2b), und besitzen Rezeptoren für Neurotransmitter, in diesen Fall Azetylcholin,
durch die sie stimuliert werden können. Mit ungefähr 10 bis 20µm Durchmesser sind sie genauso
groß wie Säugetiernervenzellen, besitzen eine sphärische Form, wobei in Kultur ein Teil der Zellen
ausdifferenziert und morphologisch eine zu Neuronen ähnliche Gestalt annimmt.
Im Unterschied zu Neuronen werden nicht Neurotransmitter sondern Catecholamine, die Hormo-
ne Adrenalin sowie Noradrenalin, ausgeschüttet. Die Hormone wirken nicht synaptisch, sie wirken
regulativ über die Blutbahn. Dabei wird Adrenalin vorwiegend von einem Zelltyp, Noradrenalin
von einem anderen produziert. Diese beiden Zelltypen stehen im Verhältnis von ungefähr drei zu
eins [Aun99, Orn95, Kov00a] und sind morphologisch im Lichtmikroskop nicht zu unterscheiden.
Die Zellen enthalten 20.000 bis 30.000 Vesikel und mit ihnen ist etwa ein Drittel und damit ein
Großteil des Zellvolumens ausgefüllt, so daß auch dauerhaft stimuliert werden kann, ohne den
Pool an Vesikeln völlig zu erschöpfen.
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2.3 Stimulation der Zellen

Unter physiologischen Bedingungen ist die Exozytose hochgradig reguliert. Insbesondere bei der
Ausschüttung von stark wirkenden Hormonen, wie es in chromaffinen Zellen der Fall ist, ist die
Exozytose auf ein niedriges Niveau geregelt. Um eine große Anzahl an Daten zu erhalten wird
eine lang anhaltende und starke Stimulation der Zellen benötigt.
Exozytose findet statt, sobald Calcium intrazellulär an bestimmte Proteine bindet. Eine lang-
zeitige Stimulation erfordert deshalb eine dauerhaft erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration.
Dieses wird durch eine Inaktivierung der Calciumkanäle und eine hohe zytosolische Pufferkapa-
zität für Calcium verhindert. Für andauernde Stimulation müssen die Calciumkanäle umgangen
werden: bei der Dialyse durch ein direktes Austauschen des Zytosols gegen eine calciumhaltige
Lösung mit einer Patchpipette; beim Permeabilisieren durch das Einfügen von Calciumporen in
die Zellmembran.
Eine weitere und hier benutzte Möglichkeit besteht in der Verwendung von Bariumchlorid. Ein
kurzes Applizieren einer mit Bariumchlorid versetzten Extrazellulärlösung ist ausreichend, um
anhaltende Vesikelausschüttung auszulösen. Barium blockiert Kaliumkanäle, welche das Ruhe-
potential einer Zelle bestimmen, und depolarisiert so die Zelle. Daraufhin öffnen sich unter an-
derem spannungsabhängige Calciumkanäle, durch welche das Barium in die Zelle gelangt und
dort wie Calcium agiert, aber weniger als das gepuffert wird. Auch bindet Barium nicht an die
Calciumpumpe, sodaß es, einmal in die Zelle hineingelangt, hier wesentlich länger als Calcium
wirkt [Von93, Sch94].

2.4 Struktur und Inhalt chromaffiner Granulen

Die Zusammensetzung chromaffiner Granulen ist gut erforscht [Win80]. Ihr Inhalt besteht zum
größten Teil aus den Catecholaminen Adrenalin sowie Noradrenalin, deren Konzentration inner-
halb des Vesikels ungefähr 550 mM beträgt [Kui89, Tra98]. Desweiteren befinden sich Adeno-
sintriphosphat zu ca. 120 mM, 20-30 mM Calcium, 5 mM Magnesium sowie 20 mM Ascorbat
und 20 mM Kalium im Vesikel [Orn88, Joh76, Hai89]. Zudem gesellt sich noch eine Vielzahl von
Proteinen und ihren Zwischenprodukten, die wichtigsten unter ihnen sind das Chromogranin A
und die Dopamin-β-Hydroxylase in ihrer membrangebundenen und löslichen Form. Der Vesikel-
inhalt ist mit einem pH-Wert von 5.5 sauer [Joh76, Pot02]. Einige der Inhaltsstoffe haben die
Möglichkeit, als Puffer für Protonen zu dienen, welches durch die Dissoziationskonstante, bzw.
durch deren negativen Logarithmus zu Basis zehn als pK-Wert beschrieben wird. So hat der
Hauptbestandteil Adrenalin eine pK-Wert bei 8.6, ATP besitzt drei pK-Werte, sie sind bei 1.6,
4.0 und bei 6.5 und auch die Proteine können mit einigen Aminosäuren Protonen puffern. Wenn
der Inhalt einer Granule durch Exozytose freigesetzt wird, so ändert sich der pH-Wert von 5.5
auf 7.2 und es wird eine Vielzahl von Protonen frei.
Um die gesamte Anzahl an freigesetzten Protonen zu erhalten, wird das Volumen der Granulen
benötigt und wir müssen das Volumen eines Vesikels kennen.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an chromaffinen Zellschnitten zeigen eine gaußförm-
ige Verteilung der Vesikelradien [Cou68, Wig91]. In neueren Studien werden viele verschiedene
Vesikel klassifiziert [Kov00a, Pla97, Kov01], mindestens sieben Klassen sind bekannt. Daher rührt
auch die Konfusion über die exakte Radiusverteilung der Vesikel. Oftmals wird der Radius ad-
renalinhaltiger Zellen größer als der von noradrenalienhaltiger Zellen angegeben [Cou68, Orn95],
neue Studien zeigen aber die umgekehrten Verhältnisse [Kov00a, Gla98]. Ein Mittelwert des Ra-
dius adrenalinhaltiger Zellen ist 156 nm mit einer Standardabweichung σ von 42 nm [Wig91].
Aus der Gaußverteilung für die Radien ergibt sich eine leicht gestauchte Dichte für die Volumina.
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Abbildung 2.3: Die Wahrscheinlichkeitsdichte des Volumens chromaffiner Granulen und deren Vertei-

lung bei einem gaußförmig verteilten Radius. Der mittlere Radius ist hier 156 nm, die Standardabweichung

42 nm.

Die Dichte ist zusammen mit ihrer Verteilungsfunktion in Abbildung 2.3 dargestellt. Simultane
Messungen der Zellkapazität und der Ausschüttung von Catecholaminen zeigen für Catecho-
lamine eine vom Vesikelvolumen unabhängige konstante Konzentration innerhalb des Vesikels
[Alb97], obwohl dieses für größere Vesikelvolumina nicht ganz zutrifft [Gla98]. Bei konstanter
Konzentration der Catecholamine kann aus deren Messung direkt auf die Volumenverteilung,
bzw. Radiusverteilung der Vesikel geschlossen werden.
Wichtig ist auch, daß es sich bei dem Vesikelinhalt um ein komplexes Assoziat handelt und
die Inhaltsstoffe starken Wechselwirkungen unterliegen. Obwohl die totale Konzentration der
Inhaltsstoffe über 750 mM ist, ist das Granulinnere isoosmotisch zu einer 300 mOsm Lösung.
Kernspinresonanzmessungen zeigen, daß beinahe die gesamten Catecholamine und das gesamte
ATP gelöst sind [Hol86]. Messungen des osmotischen Drucks von Lösungen aus diesen beiden
Hauptbestandteilen der Granule decken ihre starke Wechselwirkung auf [Kop82]. Auch Lösungen
von ATP allein zeigen starkes nichtideales Verhalten, wobei sowohl Calcium als auch der pH-
Wert eine Rolle zu spielen scheinen [Cor90]. Das Chromogranin A, ein großes saures Protein, kann
ebenfalls mit ATP und den Catecholaminen interagieren, wie auch die Dopamin-β-Hydroxylase.
Viele Bestandteile des Vesikels assoziieren, um mit der Zellflüssigkeit isoosmotisch zu sein, ohne
jedoch eine feste Struktur zu bilden. Damit ist die biologische, presynaptische Seite des Sy-
stems aus Zelle und Chip beschrieben und wir wenden uns nun der postsynaptischen Seite, dem
Transistor, zu.

2.5 Der Elektrolyt-Oxid-Silizium-Feldeffekttransistor

In dieser Arbeit wird mit einem Elektrolyt-Oxid-Silizium-Feldeffekttransistor gearbeitet. Es wer-
den zwei verschiedene Transistorarrays benutzt. Beide bestehen aus 96 linear angeordneten
Transistoren, unterscheiden sich aber in den Gategrößen und deren Abständen. Die eine Art
hat eine Gatebreite von 20µm und -länge von 2µm bei einem Abstand von 20µm, die an-
dere besitzt die Maße von 2 × 2µm2 bei einem Abstand von 4.6µm. Dabei handelt es sich
um p-Kanaltransistoren mit einem Gateoxid von 10 nm. Die restliche Oberfläche ist mit einem
400 nm dicken Oxid bedeckt und so gegen den Elektrolyten isoliert. Diese Transistoren wurden
an der Technischen Universität Berlin gefertigt [Ren98, Kie00, Wei97]. In Abbildung 2.4 ist der
Source-Drain-Strom ISD in Abhängigkeit der Elektrolyt-Sourcespannung VAgS bei verschiedenen

9



200

150

100

50

0

I S
D
/µ

Α

1.41.21.00.80.60.40.20.0

VAgS/V

80

60

40

20

0

I S
D
/µ

Α

2.01.51.00.50.0

VAgS/V

 VDS=0.1 V 

 0.3 V 

0.5 V

 VDS=0.1 V 

 0.5 V 

0.7 V 

PSfrag replacements

a) b)

Abbildung 2.4: Exemplarischer Strom-Spannungsverlauf der in dieser Arbeit benutzten Transistorarrays.

Aufgetragen ist der Source-Drain-Strom in Abhängigkeit der Elektrolyt-Source-Spannung mit der Drain-

Source-Spannung als Parameter. a) Kennlinie des Transistors mit einem 2 × 20µm großen Gatebereich.

b) Kennlinien des 2× 2µm großen Transistors. Die Schwellspannung liegt für beide Transistoren bei ca.

0.3 V.

Drain-Source Spannungen für die in dieser Arbeit benutzten Transistoren aufgetragen. Sie zeigen
ein für Feldeffekttransistoren typisches Aussehen.
Über die Funktionsweise von Feldeffekttransistoren gibt es eine Vielzahl an Literatur [Sze85,
Pie96], deshalb wird nur auf den für diese Arbeit relevanten Aspekt der Schwellwertverschiebung
eingegangen. Es ist ausreichend, wenn wir das der Arbeit zugrunde liegende Meßprinzip vom
experimentellen Standpunkt aus an einem Diagramm des inneren Potentials diskutieren und so
ein gesamtes, ausuferndes Banddiagramm des Elektrolyt-Oxid-Silizium-Feldeffekttransistor um-
schiffen.
Zunächst wird davon ausgegangen, daß der Transistor durch geeignet angelegte Spannungen zwi-
schen der Silber/Silberchloridelektrode des Bades und der Sourceleitung VAgS sowie zwischen
Source- und Drainleitungen VSD auf einen Arbeitspunkt eingestellt ist und ein Source-Drain-
Strom fließt. Auch ist wie normalerweise üblich die Bulkspannung gleich der Sourcespannung.
Weiterhin lassen wir die Kontaktierungen des Siliziums mit den Aluminium-, bzw. Kupferkabeln
und die Silber/Silberchloridelektrode außer Betracht. An beiden Kontakten ändert sich das innere
Potential nur um einen konstanten Betrag. Für die Kontaktierung des Siliziums ist dieses klar, an
diesem Kontakt wird während der Messung nichts geändert. Für die Silber/Silberelektrode gilt
dieses nur, wenn ihr Redoxsystem während der Messung unverändert bleibt. Dafür muß entweder
die Chloridionenkonzentration des Elektrolyten während der Messung konstant gehalten werden,
oder es muß mit einer Salzbrücke gearbeitet werden.
Um einen p-Kanal Transistor in starke Inversion zu bringen, müssen die Löcher als Minoritäts-
ladungsträger durch ein negatives Potential an die Oberfläche des Siliziums gebracht werden,
deshalb ist das innere Potential, bzw. −e0 φSilizium im Diagramm, nach oben gebogen.
Unter Berücksichtigung der Stetigkeitsbedingung für die dielektrische Verschiebung und ohne
das Vorhandensein von Dipolen und Flächenladungen an der Grenze Silizium-Siliziumoxid sinkt
das innere Potential innerhalb des Oxides. Falls keine Raumladungen im Oxid vorliegen, ist der
Abfall linear.
An der Oberfläche des Oxides zum Elektrolyt befinden sich die dissoziierten Silanolgruppen und
die dielektrische Verschiebung macht hier einen Sprung um den Betrag der mit ihnen verbunde-
nen Flächenladungsdichte σOxid. Innerhalb des Elektrolyten steigt das Potential über die diffuse
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Abbildung 2.5: Diagramm der inneren Potentiale eines Elektrolyt-Oxid-Feldeffekttransistors zur Ver-

anschaulichung des Meßprinzips. Aufgetragen ist das innere Potential, bzw. − e φ über die Strukturtiefe.

Ausgangspunkt ist der Potentialverlauf des Transistors in starker Inversion (1). Bei einem Wechsel auf

einen Elektrolyten mit einem niedrigeren pH-Wert steigt wegen der geringeren Dissoziation der Sila-

nolgruppen das Oberflächenpotential φO um ∆φthresh (2). Um dieses auszugleichen und wieder auf

denselben Potentialverlauf im Silizium und damit denselben Source-Drain-Strom zu gelangen, müßte

das Potential zwischen der Silber/Silberchlirodelektrode und dem Silizium um ∆VAgS gesenkt werden

(3). Eine Änderung des Elektrolyten hat also eine Änderung der Schwellspannung zur Folge.

Schicht und wir erhalten das Diagramm des inneren Potentials von Abbildung 2.5 1.
Wechseln wir nun den Elektrolyten gegen einen mit einem niedrigeren pH-Wert bei sonst gleicher
Transistorbeschaltung, so wird aufgrund des niedrigeren Dissoziationsgrads der Oxidoberfläche
das Oberflächenpotential φO steigen. Damit sinkt die Meßgröße des Source-Drain-Stroms (Abb.
2.5 2).
Um einen gleich großen Source-Drain-Strom wie unter dem ersten Elektrolyten zu erhalten, würde
man die Spannung zwischen der Silber/Silberchloridelektrode und dem Silizium um ein ∆VAgS

absenken müssen (3). Da die von außen angelegten Spannungen gewechselt werden würden,
um den Source-Drain-Strom konstant zuhalten, ändert sich die Schwellspannung des Transistors
durch den Wechsel des pH-Wertes der Lösung.
Eine Änderung des pH-Wertes des Elektrolyten hat eine Verschiebung der Schwellspannung eines
Transistors zur Folge und wird als solche gemessen.
Das Oberflächenpotential des Oxides an der Elektrolytgrenzfläche setzt sich aus dem an die
Silber/Silberchloridelektrode angelegten Spannung und einem Anteil, der durch die Dissoziati-
on der Silanolgruppen entsteht, zusammen. Da das sich durch die Silber/Silberchloridelektrode
einstellende innere Potential des Elektrolyten nicht im Elektrolyten abfällt (siehe Anhang A.1 ),
können die beiden Anteile zu einem Oberflächenpotential addiert werden. Damit läßt sich auch
alternativ sagen, daß der betriebsbereite Transistor Änderungen des Oberflächenpotentials ∆φO

mißt.
Es gilt

dφO = dVAgS + dφthresh.

11



Als direkte Konsequenz können durch den Elektrolyten bedingte Änderungen des Oberflächen-
potentials durch eine Änderung der Spannung an der Silberelektrode geeicht werden. Damit gilt
für den Source-Drain-Strom bei kleinen Signalen um einen Arbeitspunkt des Transistors

d IDS =
∂IDS

∂VAgS
d(VAgS + φthresh). (2.1)

Mit der Ableitung des Transistorstroms bezüglich der Spannung zwischen der Silberchloridelek-
trode und Source des Transistors kann aus einer Stromänderung auf die Änderung des Ober-
flächenpotentials geschlossen werden.

2.6 Oxide in wäßrigen Lösungen

Um die elektrischen Strukturen des Feldeffekttransistors von dem Elektrolyten des Bades zu iso-
lieren, ist auf seiner Oberfläche ein Oxid aufgebracht. Dieses Oxid ist für den ionensensitiven
Effekt eines Feldeffekttransistors verantwortlich, auf dem die Messungen dieser Arbeit beruhen
[Ber70].
In wäßriger Lösung bilden sich auf vielen Halbleiteroxidflächen Hydroxygruppen, welche teilweise
dissoziieren und so Oberflächenladungen tragen. Die Ionen des Elektrolyten werden von diesen
Ladungen angezogen, bzw. abgestoßen, es bildete sich eine diffuse Ladungsschicht aus. Die Ober-
flächenladungen bilden zusammen mit der diffusen Ladungsschicht des Elektrolyten eine elektri-
sche Doppelschicht. Mittels einer Gouy-Chapman-Stern-Theorie werden die Oberflächenladungs-
dichte sowie das Oberflächenpotential miteinander in Relation gesetzt [Pay55, Ste24, Ver00]. Im
folgenden soll mittels einer solchen Theorie eine Beziehung zwischen der Dissoziation der Hydro-
xygruppen und dem Oberflächenpotential der Oxidfläche als Meßgröße eines Feldeffekttransistors
hergestellt werden.
Bei der Dissoziation der Hydroxygruppen handelt es sich um eine chemische Reaktion. Im all-
gemeinen werden chemische Reaktionen mittels Ratenkonstanten beschrieben; dynamisch mit
den Ratenkonstanten für die Dissoziation und Assoziation kd sowie ka; im Gleichgewicht mit der
Gleichgewichtskonstante K = kd/ka.
Wir beschränken uns hier auf die Behandlung der Reaktion zwischen den dissoziierten Silanolgrup-
pen und Protonen als führenden Beitrag zur Änderung des Oberflächenpotentials [Fun86, Bou83]
und behandeln die chemische Reaktion an der Siliziumdioxidoberfläche als Reaktion mit nur ei-
ner Gleichgewichtskonstante. Dieses bedeutet eine Einschränkung der Protonenkonzentration auf
einen Bereich um die Gleichgewichtskonstante K, welches für den physiologisch wichtigen Be-
reich zwischen einem pH-Wert von 5.5 bis 7.5 gültig ist.
An der Oberfläche findet die Reaktion

| kd |
— SiOH � — SiO−+H+

| ka |
(2.2)

statt. Aufgrund des Potentials der Oberfläche φ0 weichen die Konzentrationen geladener Teil-
chen an der Oberfläche von ihren Konzentrationen innerhalb der Lösung ab. Nimmt man eine
Boltzmannverteilung der Teilchen an, so stehen die Bulkkonzentrationen c mit den Oberflächen-
konzentrationen cO über

cO = c e−e0φO/(kBT )
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in Beziehung. Dabei ist e0 die Elementarladung, kB die Boltzmannkonstante und T die Tempe-
ratur.
Im folgenden betrachten wir die beteiligten chemischen Reaktionen als schnell, wir befinden uns
immer im Gleichgewicht und die Reaktion 2.2 verknüpft die Protonenkonzentration mit dem Po-
tential der Oberfläche, ihrem Dissoziationsgrad αO = SiO/N und der Gleichgewichtskonstante
K der Oberflächenreaktion. Dabei istN die gesamte Anzahl an Silanolgruppen pro Fläche. Damit
folgt

αO H

1 − α
= K e−Z , Z = −e0 φO

kB T
. (2.3)

Das Oberflächenpotential wird in Einheiten von −kBT/e gemessen.
Für die Oberflächenladungsdichte σO gilt laut der Gouy-Chapman-Theorie einer elektrischen
Doppelschicht

σO = −N e0 αO = −
√

8 ε0 εr kB T
√
c sinh

(

Z

2

)

. (2.4)

Die gesamte Ionenkonzentration an positiv geladenen Ionen bei einem 1:1 Elektrolyten ist c, ε0
ist die Dielektrizitätskonstante des Vakuums und εr die für Wasser. Hierbei beschränken wir uns
auf Lösungen ausschließlich einwertiger Ionen, eine Erweiterung auf höhere Valenzen bereitet
aber keine Schwierigkeiten [Gra47, Bri05].
Wir eliminieren aus (2.3) und (2.4) den Dissoziationsgrad α und erhalten

√
cge (1 +

H

K
eZ) sinh

(

Z

2

)

− N

ζ
= 0 (2.5)

mit

ζ =
√

8 ε0 εr kB T/e0.

Aus Gleichung 2.5 ist ersichtlich, daß das Oberflächenpotential des Oxides als implizite Funktion
der Protonenkonzentration sowie der Quadratwurzel der Ionenkonzentration der Lösung gegeben
ist, die Anzahl an Oberflächengruppen N sowie die GleichgewichtskonstanteK sind im allgemei-
nen oxidspezifische Größen. Sind sie gegeben, so ist das Oberflächenpotential durch den pH-Wert
der Lösung und ihrer Ionenkonzentration eindeutig bestimmt.
Abbildung 2.6a zeigt das Oberflächenpotential in Abhängigkeit des pH-Wertes für typische Para-
meter einer physiologischen Lösung bei verschiedenen Dissoziationskonstanten der Oberflächen-
gruppen. Die Dissoziationskonstante legt die Lage der Kurve Oberflächenpotential versus pH fest
und verschiebt diese längs der pH-Achse. Daneben ist der Dissoziationsgrad der Silanolgruppen
im Vergleich zum Dissoziationsgrad eines Puffers ohne Oberflächenpotential für einen pK-Wert
von 5.7 abgebildet (Abb. 2.6b). Die Pufferkurve der geladenen Oberfläche ist gegenüber dem
ungeladenen Puffer abgeflacht und zu höheren pH-Werten verschoben.
Fassen wir das Oberflächenpotential Z als Funktion der Oberflächengruppendichte N bei kon-

stantem pH-Wert auf, so sehen wir, daß das Oberflächenpotential Z durch 2 ln(2N /(ζ
√
cge))

beschränkt ist. Für kleine Oberflächenpotentiale gilt 0 < Z < 2N /(ζ
√
cge). Damit steigt das

Oberflächenpotential zunächst linear, dann logarithmisch zur Oberflächengruppendichte an.
Da experimentell nur Potentialänderungen gemessen werden, bestimmen wir ∂Z/∂pH bzw. mit
pc analog zum pH-Wert als dem negativen Logarithmus der Ionenkonzentration c ∂Z/∂pc.
Wieder unterscheiden wir zwischen Oberflächenpotentialen Z << 1 und Z > 1 und damit
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Abbildung 2.6: Das Oberflächenpotential sowie der Dissoziationsgrad einer Siliziumdioxidoberfläche in

Abhängigkeit des pH-Wertes. a) Das Oberflächenpotential für verschiedene pK-Werte der Protonenbin-

dung bei sonst gleichen Parametern. Der pK-Wert verschiebt die Kurven des Oberflächenpotentials längs

der pH-Achse, innerhalb eines Bereiches von zwei pH-Einheiten ist es relativ linear zum pH-Wert. b) Der

Dissoziationsgrad α der Siliziumdioxidoberfläche und eines ungeladenen Puffers gleichen pK-Wertes. Die

Pufferkurve der geladenen Oberfläche ist abgeflacht und erscheint zu höheren pH-Werten verschoben.

zwischen kleinen und großen Dichten der Oberflächengruppen. Für Z << 1 gilt

∂Z

∂pH
=

2N ln 10

ζ
√
cge(1 + 10−pH

K )2
10−pH

K
, (2.6)

∂Z

∂pc
=

N ln 10

ζ(1 + 10−pH

K )
10

pc
2 (2.7)

bei Z >> 1

∂Z

∂pH
=

2

3
ln 10, (2.8)

∂Z

∂pc
=

1

3
ln 10. (2.9)

Für H < K durchläuft ∂Z/∂pc dabei ein Maximum, welches durch ln 10 beschränkt ist. An
Gleichung 2.8 mag verblüffen, daß wir nicht in das Nernstsche Limit von ∂Z/∂pH = ln 10 hi-
neinlaufen. Es wurde zur Herleitung angenommen, daß die Ionenkonzentration c viel größer als
die Protonenkonzentration H ist. Gilt dieses nicht und ist c = H folgt dieses aber direkt aus
(2.5).
Die beiden stoffspezifischen Parameter K sowie N stellen das Verhalten einer Oxidoberfläche in
wäßriger Lösung ein.

Die Dissoziationskonstante K legt die Lage der Pufferkurve der Oberfläche fest und wir
fordern hier eine fast lineare Abhängigkeit des Oberflächenpotentials vom pH-Wert in dem
relevanten Bereich.

Die Ableitungen des Oberflächenpotentials bezüglich der Ionenstärke und des pH-Wertes
werden beide durch die Oberflächengruppendichte N bestimmt.
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Abbildung 2.7: Die Ableitungen des Oberflächenpotentials nach dem pH-Wert sowie dem negativen

Logarithmus der Ionenkonzentration der Lösung pc in Abhängigkeit der Oberflächengruppendichte N .

a) Die Ableitung des Oberflächenpotentials bezüglich des pH-Werts steigt erst linear zu N an, bevor sie

in die Grenze von 2/3 ln 10 hineinläuft. b) Bezüglich der Ionenkonzentration durchläuft die Ableitung

von Z bei H < K ein Maximum. Der pK-Wert der Oberfläche ist hier 5.7.

Wir werden diese Parameter benutzen, um die Theorie an die experimentellen Messungen anzu-
gleichen.
Es ist bekannt, daß eine Gouy-Chapman-Theorie der reinen diffusen Doppelschicht das Ober-
flächenpotential nicht ganz korrekt wiedergibt. Um diese Schwäche zu überwinden werden unter
plausiblen Annahmen weitere Schichten in das Modell eingebaut und damit wird eine größere
Anzahl freier Parameter geschaffen [Yat74, Fun86]. Dieses ist aber nur bei einem Meßbereich
über einige Dekaden in den Konzentrationen nötig und das hier skizzierte Modell ist in dem
engen physiologischen Meßbereich ausreichend.
Die Gouy-Chapman-Stern-Theorie verknüpft das Oberflächenpotential eines Oxides mit den für
eine Lösung wichtigen Größen des pH-Wertes sowie ihrer Ionenkonzentration.
Neben den beiden Bestandteilen des Systems, den Zellen und den Transistoren, ist die Schnittstel-
le dieser Bausteine, in diesem Fall der kleine Spalt zwischen Zelle und Chip, für das Verständnis
von entscheidender Bedeutung. Insbesondere auf die Dynamik der Protonen und damit auf die
Ursache des Transistorsignals hat der Spalt einen Einfluß.

2.7 Protonendiffusion in gepufferten Systemen

Nicht nur innerhalb der Vesikel sind Protonen gepuffert, auch in der Extrazellulärlösung wird der
pH-Wert durch einen Puffer stabilisiert. Zudem werden neben dem Puffer der Lösung die Sila-
nolgruppen des Siliziumdioxids als Protonenpuffer fungieren. Diese verschiedenen Puffer werden
die Diffusion der Protonen und damit die Dynamik des Systems beeinflussen.
Es müssen zwei Arten von Puffern unterschieden werden. Zum einen Puffer, die selbst diffun-
dieren können, die mobil sind, dazu gehört der Puffer in der Extrazellulärlösung. Zum anderen
Puffer, die nur Bindungsseiten für Protonen bereitstellen und selbst nicht diffundieren, dazu
gehören die Silanolgruppen. Diese Bindungsseiten bilden einen fixierten Puffer.
Es sind [M ] sowie [MH ] die Konzentrationen des mobilen Puffers sowie seiner protonierten Form,
[F ] und [FH ] die entsprechenden Konzentrationen des fixierten Puffers, für den der Diffusions-
koeffizient gleich null ist. Die Diffusionskoeffizienten sollen für die protonierte und deprotonierte
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Form der Puffer gleich sein. Die Diffusionsgleichungen mit den Reaktionen der beteiligten Sub-
stanzen, ihren Assoziationsratenkonstanten ka sowie den Dissoziationsratenkonstanten kd lauten
in einer Dimension

∂t[H ] = (DH +DOH)∂2
x[H ] − kaF [F ][H ] − kaM [M ][H ] +

+kdF [FH ] + kdM [MH ] (2.10)

∂t[MH ] = DM∂2
x[MH ] + kaM [M ][H ] − kdM [MH ] (2.11)

∂t[M ] = DM∂2
x[M ] − kaM [M ][H ] + kdM [MH ] (2.12)

∂t[FH ] = kaF [F ][H ] − kdF [FH ] (2.13)

∂t[F ] = −kaF [F ][H ] + kdF [FH ] (2.14)

und das Hinzufügen des Diffusionskoeffizienten DOH in Gleichung 2.10 berücksichtigt die Dif-
fusion der Hydroxyionen1. Addiert man (2.11) mit (2.12) sowie (2.13) mit (2.14), so findet
sich

∂t([M ] + [MH ]) = DM∂2
x([M ] + [MH ])

∂t([F ] + [FH ]) = 0.

Falls der mobile Puffer am Anfang gleich verteilt ist, d.h. gilt [M ] + [MH ] = const = [NM ] ∀x,
sieht man hieraus, daß er auch gleich verteilt bleiben wird und daß sich die Gesamtkonzentration
des fixierten Puffers nicht ändert.

2.7.1 Die ,,rapid buffer approximation“

Das Lösen des Gleichungssystems 2.10 bis 2.14 ist recht aufwendig, falls aber die Puffer auf
der Zeitskala der Diffusion sehr schnell in das Gleichgewicht streben, kann mit der ,,rapid buffer
approximation“ gearbeitet werden [Zad94, Jun87, Nar97]. Diese erlaubt unter der Annahme, daß
die beteiligten Reaktionen sehr viel schneller als die Diffusion sind, eine Lösung des Systems. Für
Protonenpuffer liegt die Zeitkonstante in dem Bereich von einigen Mikrosekunden und selbst für
die relativ schnelle Diffusion von Protonen ist die Annahme meist erfüllt.
Zuerst wird die Gleichung 2.13 im Gleichgewicht gelöst. Mit der Kettenregel für

∂t[FH ] = ∂[H][FH ]∂t[H ] =
KF [NF ]

(KF + [H ])2
∂t[H ]

wird dieser Ausdruck in (2.10) substituiert.
Für den mobilen Puffer der Gleichung 2.11 ergibt sich den obigen Ausführungen folgend mit
[NM ] = [M ] + [MH ] als Gesamtkonzentration des mobilen Puffers ein ähnlicher Term und damit
für die Protonendiffusion

(

1 +
KM [NM ]

(KM + [H ])2
+

KF [NF ]

(KF + [H ])2

)

∂t[H ] =

= ∂x

((

DH +DOH +DM
KM [NM ]

(KM + [H ])2

)

∂x[H ]

)

. (2.15)

In gepufferten Systemen ist die Diffusion von Protonen abhängig von den Gleichgewichtskon-
stanten der Puffer KF und KM sowie deren Gesamtkonzentration NF und NM .

1Das gilt in dieser Form nur im neutralen Bereich um pH=7.
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Für hohe Protonenkonzentrationen reduziert sich die Gleichung 2.15 auf die normale Diffusions-
gleichung

∂t[H ] = DH∂
2
x[H ],

wobei die Diffusion der Hydroxyionen zu vernachlässigen ist. Die Puffer haben keinen Einfluß auf
die Dynamik, weil sie alle abgesättigt sind.
Ist die Protonenkonzentration sehr viel kleiner als die Pufferdissoziationskonstanten, so treffen wir
wiederum auf die Diffusionsgleichung, allerdings mit einem modifizierten Diffusionskoeffizienten

∂t[H ] =

(

DM + (DH +DOH) KM

[NM ]

)

(

1 + KM

[NM ] + [NF ]
[NM ]

1
β

) ∂2
x[H ]. (2.16)

Dabei wurde das Verhältnis der Pufferkonstanten β = KF /KM eingeführt.
In diesem basischen Grenzfall reduziert sich der Diffusionskoeffizient je nach dem Verhältnis der
Konzentrationen des mobilen und fixierten Pufferkonzentration sowie dem ihrer Gleichgewichts-
konstanten ganz erheblich, da die fixierten Puffergruppen die Diffusion stark verlangsamen.

Wird nicht in der basischen Näherung gearbeitet, d.h. im Falle kleiner Protonenkonzentratio-
nen, gestaltet sich die Lösung der Gleichung (2.15) als schwierig, im allgemeinen kann sie nur
numerisch gelöst werden.
Um dennoch eine Aussage über das Verhalten der Protonendiffusion treffen zu können, ist es
günstiger, nicht die Pufferkonzentrationen [MH ] und [FH ] als eine Funktionen der Wasserstof-
fionen [H ], sondern [FH ] und [H ] als Funktionen der protonierten Pufferkonzentration [MH ],
bzw. des Assoziationsgrads des Puffers α = [MH ]/[NM ] aufzufassen.
Damit wird aus dem Gleichungssystem (2.10-2.14)

(

1 +
KM

[NM ](1 − α)2
+ γ

β

(β + (1 − β)α)2

)

∂tα =

= DM∂x

((

1 +
KM

[NM ]

DH +DOH

DM

1

(1 − α)2

)

∂xα

)

, (2.17)

hierbei wurde das Konzentrationsverhältnis γ = [NF ]/[NM ] eingeführt.
Diese Gleichung entspricht der Gleichung (2.15).
Im basischen Grenzfall reduziert sich Gleichung (2.17) auf eine zur Gleichung (2.16) äquivalente
Form. Es spielt also in der ,,rapid puffer approximation“ keine Rolle, ob die Protonendiffusion
oder die Diffusion des protonierten Puffers betrachtet wird, welches auch unmittelbar einleuch-
tet.
Im Falle der Silanolgruppen und des benutzten Extrazellulärpuffers liegen die Gleichgewichts-
konstanten wahrscheinlich dicht beisammen. Bei gleichen Pufferkonstanten des mobilen und des
fixierten Puffers ist β = 1 und der Term

γ
β

(β + (1 − β)α)2

in (2.17) wird konstant und das unabhängig von dem Assoziationsgrad α. Gilt zudem noch

KM

[NM ]

DH +DOH

DM

1

(1 − α)2
� 1, (2.18)

eine Bedingung, die meist erfüllt ist, da oft KM � [NM ], so erhalten wir

∂tα = DM
1

1 + γ
∂2

xα. (2.19)

17



Dieses ist insofern bemerkenswert, da es der einfachen Diffusionsgleichung mit einem modifizier-
ten Diffusionskoeffizienten

D̃ = DM
1

1 + γ
(2.20)

entspricht. Das Ergebnis verallgemeinert die Gleichung (2.16) für Fälle, in denen die Puffer gleiche
Pufferkonstanten haben.
In Anbetracht der hohen Pufferkapazität von Proteinen und der großen Oberflächendichte der
Silanolgruppen kann sich der Diffusionskoeffizient für Protonen leicht nochmals um einen Faktor
10-100 reduzieren.
Damit zeigt diese Gleichung erstens,

daß langsame Diffusion auch für Protonen mit ihrem eigentlich sehr hohen Diffusionskoeffizi-
enten möglich ist,

und zweitens,

daß bei einer langsamen Diffusion die Dynamik stark von der Konzentration des mobilen Puffers
abhängt.

Die einfache Reduzierung des Diffusionskoeffizienten der Protonen gilt streng nur für gleiche
Pufferkonstanten. Davon kann im allgemeinen nicht ausgegangen werden.
Sind diese nicht nahezu gleich, bewegt sich der Assoziationsgrad aber in einem engen Bereich,
so können die Gleichungen linearisiert werden. Auch dann ergibt sich eine Reduzierung der Ko-
effizienten.
Im Prinzip könnten mit den Gleichungen 2.4 sowie 2.17 das sich mit der Diffusion von Pro-
tonen einstellende Oberflächenpotential berechnet und die Transistorsignale modelliert werden.
Durch die Enge des Spaltes zwischen Zelle und Chip kann man die diffuse Schicht mit ihren
gebundenen Ionen nicht vernachlässigen. Um für diesen Fall ein klares und verständliches Modell
zu entwickeln, verlassen wir die ,,rapid buffer approximation“ und lösen die Diffusion unter der
Annahme schneller chemischer Reaktionen auf einem Gitter.

2.8 Gleichungssystem zur Modellierung des

Zelle-Transistor-Kontakts

Die Änderung des Source-Drain-Stroms ist nach Gleichung 2.1 abhängig von einer Änderung
des Potentials im Badelektrolyt ∆VAgS sowie einer Änderung der Schwellspannung ∆φthresh.
Im folgenden werden wir uns auf die Änderung der Schwellspannung durch eine Reaktion der
Protonen mit der Siliziumdioxidoberfläche beschränken; es wird bei konstantem Badpotential das
Oberflächenpotential variiert 2.
Als Grundstock soll die Gouy-Chapman-Stern-Theorie aus Abschnitt 2.6 dienen.
Mit der Benutzung dieser Theorie kann das offensichtlich dreidimensionale Problem der Diffusion

2Prinzipiell könnte sich im Spalt zwischen Zelle und Transistor bei der Ausschüttung eines Vesikels
ein Potential aufbauen, wenn die ausgeschüttete Matrix in ein Donnan-Gleichgewicht strebt. Ein solches
Potential würde dann wie ein ∆VAgS wirken. Das Donnan-Gleichgewicht würde sich zwischen der relativ
festen Matrix und den ausdiffundierenden Stoffen aufbauen. Es wird jedoch vernachlässigt, weil die Diffusion
des ausgeschütteten Vesikelinhalts in einem starken ionischen Hintergrund stattfindet. Zudem ist die Matrix
der negativ geladene Part und die entstehenden Potentiale sollten eher negative Transistorsignale auslösen,
welche aber nicht beobachtet werden.
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im Spalt auf zwei reduziert werden, da die Konzentrationen über den Spalt nicht mehr frei sind,
sondern via

c(z) = c e
−

eφ(z)
kBT (2.21)

miteinander verknüpft werden. Die Gouy-Chapman-Theorie ist eine statische Theorie des Gleich-
gewichts. Gehen wir von einer Spalthöhe von 50 nm aus, so relaxieren die Konzentrationen über
den Spalt innerhalb weniger Mikrosekunden, so schnell, daß wir das System über die Spalthöhe
als im Gleichgewicht betrachten können. In diesem Modell muß wegen der Reduktion auf zwei
Dimensionen die Reaktion der Protonen mit den Silanolgruppen der DichteN von der Oberfläche
in den Spalt abgewälzt werden. Hierfür wird eine effektive Konzentration der Silanolgruppen über
die Spalthöhe d

Neff = N/d (2.22)

gebildet. Damit können wir mit den Silanolgruppen rechnen, als würden sie einen fixierten Puffer
der Konzentration Neff bilden.
Desweiteren müssen wir die Pufferreaktion mit den Protonen untersuchen.

Zuerst stellen wir vorweg, daß die Reaktion der Protonen mit dem extrazellulären Puffer der
Lösung und die mit der Oberfläche sehr schnell verlaufen soll.

Für den gelösten Puffer gilt dieses sicherlich [?], für die Oberflächenreaktion ist dieses nicht
zweifelsfrei gezeigt. Es gibt Hinweise, daß die Kinetik innerhalb weniger Millisekunden liegt
[Mit92, Woi95]. Diese sind jedoch so schwach und die Zeiten von wenigen Millisekunden sind bei
Signaldauern von einigen zehn Millisekunden so klein, daß wir von einer sehr schnellen Reaktion
ausgehen.
Wir benutzen aber nicht die ,,rapid buffer“-Näherung mit ihren Konsequenzen aus Abschnitt
2.7, sondern setzen die Reaktion als schnell voraus und berechnen die freie Diffusion aller Stoffe.
Dadurch hält man sich offen, mit verschiedenen Gleichgewichtskonstanten für die Oberflächen-
reaktion sowie mit verschiedenen Oberflächengruppendichten zu rechnen. Diese haben über das
Oberflächenpotential einen Einfluß auf die scheinbare GleichgewichtskonstanteK ∗exp(−Z), ein
Faktor von β ≈ 1 ist nicht immer gewährleistet.
In die Reaktion zwischen den Protonen und den Silanolgruppen geht die Oberflächenkonzentra-
tion der Protonen ein, welche aus (2.21) folgt. Für den Puffer der Extrazellulärlösung gilt in der
Bulklösung

K =
[H+] [M−]

[HM ]
.

Versieht man die Konzentration nach (2.21) mit den entsprechenden Boltzmann-Faktoren, um
das Potential im Spalt zu berücksichtigen, so fallen sie heraus. Ist also das Puffergleichgewicht
in der Bulklösung gegeben, so sind die Puffer über den gesamten Spalt eingestellt, auch an der
Oberfläche. Aufgrund der relativ kleinen Spalthöhe müssen die in der diffusen Doppelschicht
gebundenen Ionen berücksichtigt werden. Zum einen wird die Doppelschicht als Ionentauscher
arbeiten, zum anderen können wir lokal von relativ großen Änderungen im Oberflächenpotential
ausgehen. Bei einer Änderung des Oberflächenpotentials werden Ionen in ihr verstärkt gebunden
oder freigesetzt, sodaß sich die Bulkkonzentrationen merklich ändern können.
Schließlich muß die Diffusionsgleichung auf zwei Dimensionen reduziert werden, und da die diffuse
Schicht bei physiologischen Salzkonzentrationen nur ungefähr 1 nm dick ist, wird die Diffusion
innerhalb des Bulks berechnet.
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Unter der Annahme schneller Reaktionen besteht das System aus einer freien Diffusion aller
mobilen Stoffe i

∂

∂t
ci = Di4ci +Qi(x, t), (2.23)

wobei Qi(x, t) ein Quellterm für die vom Vesikel freigesetzten Stoffe sein soll3, bei der simultan
die Puffergleichgewichte

KM =
[H+] [M−]

[MH ]
∀M, (2.24)

KF =
[H+][F−]

[FH ]
eZ (2.25)

erfüllt sind. Für diese Gleichgewichtsreaktion gilt lokal die Teilchenzahlerhaltung

NH = Ξ+ [H+] +
∑

M

[MH ] + [FH ], (2.26)

NM = Ξ− [M−] + [MH ] ∀M, (2.27)

Neff = [F−] + [FH ], (2.28)

NI = Ξ± [I±] ∀ I. (2.29)

In (2.26) wird über alle mobilen Puffer summiert und I läuft über die von den Puffern verschie-
denen Ionen der Lösung. Der Faktor Ξ± berücksichtigt die durch die diffuse Schicht gebundenen
und verdrängten Ionen und folgt aus der Gouy-Chapman-Theorie. Er ist

Ξ± =
1

d

∫ d

0

e
∓

eφ(z)
kB T dz.

Dabei gilt das der Valenz des Ions entsprechende Vorzeichen. Würde das Oberflächenpotential
Z auf Null gesetzt, so wäre darauf die Ionenkonzentration im Spalt je nach der Valenz des Ions
Ξ± ∗ ci . Der Debye-Hückel-Parameter κ bildet die charakteristische Abschirmlänge innerhalb
eines Elektrolyten. In

κ =

√

e2

ε0εrkBT

∑

i

ci

wird über alle Ionen der Lösung summiert, wobei positive und negative Valenzen zu berück-
sichtigen sind. Für dκ >> 1 sowie für Z = 0 gehen die Parameter Ξ+ und Ξ− gegen eins,
die diffuse Schicht beinhaltet relativ zum Spalt wenig Ionen, bei dκ ≈ 1 muß man auch die
Ionen der diffusen Schicht berücksichtigen, die bei einer Änderung des Potentials Z freigesetzt
werden. Für dκ < 1 kann nicht mehr von einer Bulkkonzentration gesprochen werden, da die
diffuse Schicht die Ausmaße des Spaltes hat und die Randbedingungen bei z = d für das System
relevant werden.
Dem fixierten Puffer fehlt dieser Faktor und da er nicht mobil ist, ist seine Konzentration un-
abhängig vom Oberflächenpotential. Das Oberflächenpotential in Abhängigkeit der Protonen-
konzentration und der Ionenkonzentrationen liefert

√
c (1 +

H

KF
eZ) sinh

(

Z

2

)

− N

ζ
= 0. (2.30)

Dieses System von Gleichungen wird später zum Modellieren der Transistorsignale gelöst und
auf einem Gitter berechnet. Hiermit sind die theoretischen Grundlagen des Systems beschrieben
und es wird sich dem experimentellen Teil der Arbeit zugewandt.

3Wir werden hier alle Strömungen aufgrund des ausgeschütteten Flüssigkeitsvolumens vernachlässigen.
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Kapitel 3

Zell-Silizium-Synapse

Innerhalb des experimentellen Teils der Arbeit wird vorweg die Amperometrie als Referenzme-
thode für das Detektieren von Exozytose bei chromaffinen Zellen vorgestellt, darauf wird die
Messung mittels eines Feldeffekttransistors behandelt und mit der Amperometrie verglichen.
Dieser Vergleich zeigt, daß der Transistor einzelne Vesikelausschüttungen mißt.
Eine lineare Anordnung von Transistoren mit einem Abstand von 4.6µm erlauben eine ortsauf-
gelöste Messung der Exozytose an einer Zelle.

3.1 Amperometrie

Als etablierte Methode zur Analyse der Exozytose wird die Amperometrie herangezogen. Elek-
trochemisch aktive Substanzen werden hierbei an der Oberfläche einer Elektrode oxidiert oder
reduziert. Im Falle der chromaffinen Zellen sind es die Hormone Adrenalin und Noradrenalin, die
umgesetzt werden können. Ab einer Spannung von ca. 460 mV werden die Hormone unter Abga-
be von zwei Elektronen zu Chinonen oxidiert (Abb. 3.1) [Pih94, Cio94]. Als Elektrode dient eine

HO

HO

N

OH

H

H

R

+

O

O

N

OH

H

H

R

+

- 2 e - 2 H
+-

R=CH für Adrenalin, R=H für Noradrenalin3

Abbildung 3.1: Reaktion der Catecholamine bei der Amperometrie. Ab ca. 460 mV Elektrodenspannung

werden die Catecholamine unter Abgabe von zwei Elektronen zu Chinonen oxidiert.

durch Lack isolierte Kohlefaser mit 5 µm Durchmesser, deren Spitze durch einen Schnitt freige-
legt ist. Diese wird durch einen geeigneten Verstärker (siehe A.7) auf einer konstanten Spannung
von 800 mV gegenüber einer Ag/AgCl-Badelektrode gehalten. Findet Exozytose statt, werden
die Catecholamine ausgeschüttet, sie diffundieren zur Elektrodenoberfläche der Kohlefaser und
werden dort oxidiert. Die Reaktion selbst läuft sehr schnell ab [Pih94] und deshalb ist der Elek-
trodenstrom, die Meßgröße der Amperometrie, proportional zum Fluß Ψ der Catecholamine an
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der Elektrodenoberfläche

I = −2 e0

∫

A

Ψ dA.

Mißt man mit einer gegen die Zellmembran gepreßten Elektrode, so wird die Diffusion der Ca-
techolamine vom Vesikel zur Elektrode sehr schnell vonstatten gehen und es wird direkt der Fluß
der Catecholamine aus dem Vesikel gemessen.
Abbildung 3.2 zeigt eine typische Messung. In Abb. 3.2a sehen wir eine chromaffine Zelle mit

1 min

50 pA

50 pA

20 ms

5 pA

50 ms

10 µm

PSfrag replacements

a) b)

c) d) e)

Abbildung 3.2: Die Amperometrie als Referenzmethode zum Detektieren der Exozytose. a) Für die

Amperometrie wird eine durch Lack isolierte Kohlefaser mit freigelegter Spitze gegen die Membran

einer chromaffinen Zelle gedrückt. b) Nach der Zugabe von Bariumchlorid (↓) findet Exozytose statt,

deutlich sichtbar sind die auftretenden Signale im Strom der Kohlefaser. c) Die häufigste Signalform der

Amperometrie ist gekennzeichnet durch einen schnellen Anstieg mit einem etwas langsameren Abfall. d)

Viele Signale beginnen mit einem Fuß: durch eine Fusionspore, die für einige Millisekunden stabil ist,

tritt Vesikelinhalt aus bevor das Vesikel vollständig mit der Plasmamembran verschmilzt. e) Wenn die

Fusionspore nicht expandiert sondern wieder kollabiert, spricht man von einem ,,kiss and run“ Ereignis.

Das Vesikel bleibt hierbei intakt und der Inhalt wird nur durch die Pore freigesetzt.

einer leicht gegen die Membran gepreßten Kohlefaser, in Abb. 3.2b den dazugehörigen Elek-
trodenstrom. Nach der Zugabe von Bariumchlorid setzt anhaltend Exozytose ein, gut sichtbar
anhand der vielen auftretenden Peaks. Die Ausschüttung erstreckt sich über einige Minuten, bis
schließlich die Messung abgebrochen wird. In Abb. 3.2c bis e sind einige amperometrische Signale
in höherer zeitlicher Auflösung dargestellt. Die meisten Signale besitzen eine schnelle Phase des
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Abbildung 3.3: Aufbau des Experiments. Eine Zelle liegt auf dem Gatebereich eines Transistors. Die

auf der Oberfläche liegende Kohlefaser (rechts) ist leicht gegen sie gedrückt und ermöglicht ein zur

Transistormessung simultanes Messen amperometrischer Ströme. Durch das Θ-Tube (links) können der

Zelle verschiedene Lösungen appliziert werden.

Anstiegs, der ein langsamerer Abfall folgt (3.2c). Hierbei fusioniert das Vesikel vollständig und
schnell mit der Plasmamembran (3.2c unten). In der Amperometrie zeigen viele Signale einen
Fuß, wie es in Abb. 3.2d zu sehen ist. Dieser Fuß ist mit einer Fusionspore bei dem Verschmelzen
der Vesikelmembran mit der Plasmamembran assoziiert. Die Pore bildet sich und ist über einige
Millisekunden bis einige 10 Millisekunden stabil, durch sie tritt Vesikelinhalt aus, bevor sie dann
expandiert und das Vesikel vollständig fusioniert. Diesen Fuß tragen ungefähr 20%-50% der ampe-
rometrischen Signale, vergleichbar mit den berichteten 20-70% [Cho92, Zho96, Ama05, Sch96].
Relativ selten ist der Fall, daß sich die ausgebildete Pore wieder schließt, ohne daß die Membra-
nen vollständig verschmelzen. Nach dem Ausbilden der Pore schnürt sich das Vesikel wieder ab.
Dieses transiente Ausbilden einer Pore, auch als ,,kiss and run“ bezeichnet, ist häufig mit einem
wiederholten Sich-Öffnen-und-Schließen der Pore verbunden, welches sich als kurze Spitzen in
dem amperometrischen Signal niederschlägt (Abb. 3.2e).

3.2 Messung von Exozytose mit Transistoren

Es werden chromaffine Zellen auf linearen Transistorarrays kultiviert. Nach einigen Stunden
adhärieren die Zellen und wachsen auf der mit Kollagen beschichteten Oberfläche der Feld-
effekttransistorstruktur fest. Vor der Messung wird das Kulturmedium gegen physiologische Ex-
trazellulärlösung gewechselt. Während der Messung können unterschiedliche Lösungen mittels
eines Θ-Tubes appliziert werden (siehe A.8). Hierbei werden verschiedene Lösungen durch die
durch ein Septum getrennten Hälften einer gezogenen Glaskapillare von 180 µm Durchmesser
gepumpt, die mittels eines Piezoaktuators über der Zelle bewegt werden kann. Die Glaskapillare
wird so justiert, daß beim Anlegen einer Spannung an den Piezokristall die Zelle ungefähr mittig
unter den Hälften und deren Flüssigkeitsströmungen zu liegen kommt. Durch das ständige Pum-
pen der Lösungen ist damit ein rascher Wechsel der Flüssigkeiten über der Zelle beim Verfahren
der Glaskapillaren gewährleistet. Einer Hälfte des Θ-Tubes ist ein Revolver vorgeschaltet, mit
dem eine aus fünf Lösungen zum Applizieren ausgewählt werden kann. Das die Zelle umgebene
Bad wird kontinuierlich mit frischer physiologischer Lösung gespült, um eine Kontamination des
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Abbildung 3.4: Reales Szenario einer Messung (links). Die Zelle liegt fast mittig auf dem 20 × 2 µm2

großem Gate und deckt dieses halb ab. Gut zu erkennen ist die Kohlefaser mit einem Durchmesser von

ca. 5 µm. Das Θ-Tube wird relativ weit von der Zelle plaziert und ist deshalb nicht zu sehen. Simultanes

Messen der Exozytose von einem Transistor (oben rechts) und als amperometrischen Oxidationsstrom

(Mitte rechts). Nach dem Stimulieren der Zelle mit Bariumchlorid (↓) erscheinen sowohl im Transistor als

auch im amperometrischen Strom zeitlich stochastische Signale unterschiedlicher Amplitude. Markiert

(unten) sind zu dem Transistorsignal simultane Ströme der Elektrode.

Bades mit applizierten Barium zu vermeiden. Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 3.3 ge-
zeigt.
Für eine amperometrische Referenzmessung wird die Kohlefaser auf der Transistoroberfläche
seitlich gegen eine passend auf einem Gate liegende Zelle gefahren. In dieser Anordnung können
Vesikel, die in den Spalt zwischen Zellmembran und Transistoroberfläche ausgeschüttet werden,
amperometrisch detektiert werden, wenn die Catecholamine längs des Spaltes zur Elektrode dif-
fundieren.

Die Abbildung 3.4 links stellt die reale Situation einer Messung dar. Eine chromaffine Zelle
mit einem Durchmesser von ungefähr 15 µm liegt auf dem 20×2 µm2 großem Gate eines Tran-
sistors, seitlich ist als schwarzer Schatten deutlich die leicht gegen die Zellmembran gedrückte
Kohlefaser zu erkennen. Das Θ-Tube zum Applizieren der Bariumlösung ist aufgrund seiner Größe
weit vor der Zelle und nicht innerhalb des Bildausschnittes zu sehen.
Abbildung 3.4 zeigt das Transistorsignal (oben rechts) sowie den Strom der Kohlefaser (Mit-

te rechts) dieser Zelle bei einer Stimulation mit Barium für 10 s. Nach der Stimulation zeigen
sowohl der Transistor als auch der Elektrodenstrom deutlich sichtbare Signale. Diese treten erst
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Abbildung 3.5: Vergleich simultan aufgenommener Transistor- und Kohlefasersignale. Das Transistor-

signal (oben) ist gegenüber dem amperometrischen Signal (unten) nur minimal zeitlich versetzt. Die

Amplituden der Signale korrelieren aufgrund der unterschiedlichen Ausschüttungsorte der Vesikel nicht.

Auffallend ist das unterschiedliche zeitliche Verhalten beim Abfallen des Signals.

nach dem Stimulus mit Barium auf und sind zeitlich stochastisch verteilt. Während dieser Mes-
sung wurden insgesamt 314 Signale im Transistor und 339 Signale im Strom der Kohlefaser
detektiert. Von diesen waren 139 Ereignisse simultan, d.h. sie besaßen einen zeitlichen Versatz
von wenigen Millisekunden, in der Amperometrie und in dem Transistor zu sehen. Diese si-
multan aufgenommen Signale können wegen des so kurzen zeitlichen Versatzes dem gleichen
Fusionsereignis zugeordnet werden und sind in Abb. 3.4 unten als Strich markiert. Die größten
amperometrischen Signale haben kein Pendant im Transistor, wie zu erwarten, wenn es sich da-
bei um direkt unter der Kohlefaser freigesetzte Vesikel handelt. Zudem ist bei allen simultanen
Ereignissen das Transistorsignal gleichzeitig zu oder leicht vor dem Strom der Kohlefaser. Da die
Catecholamine der in den Spalt ausgeschütteten und vom Transistor detektierten Vesikel erst
längs des Spaltes diffundieren müssen, um elektrochemisch an der Faser umgesetzt werden zu
können, folgt solch ein zeitlicher Versatz in den Signalen aus der Meßanordnung. Beispiele dieser
simultanen Ereignisse in höherer Zeitauflösung zeigt Abbildung 3.5. Das Transistorsignal (oben)
ähnelt mit einem schnellen Anstieg und einem exponentiellen Abfall dem bekannten Verlauf der
amperometrischen Ströme. Ein Vergleich mit den simultan aufgenommen Strömen (unten) zeigt,
daß das Transistorsignal hier eine langsamere Dynamik im Abfall hat. Die Amplituden der Signa-
le korrelieren nicht. Weil die Vesikel an unterschiedlichen Orten über die gesamte Membran der
Zelle ausgeschüttet werden, ist dieses auch nicht zu erwarten.

Da die amperometrischen Signale der Ausschüttung einzelner Vesikel zugeordnet werden können
[Sch92], zeigt dieses Experiment, daß auch der Transistor die Exozytose einzelner Vesikel auflöst.
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Abbildung 3.6: Ortsaufgelöste Messung der Vesikelausschüttung an einer Zelle. Die Messungen finden

auf einem Chip mit 2×2 µm2 großen Gates in linearer Anordnung und einem Abstand von 4.6 µm statt.

Weiß gerahmt sind die aktiven Gates unter der Zelle. Unter Stimulation (↓) zeigen die verschiedenen

Transistoren unterschiedliche Aktivitäten und Signale zu verschiedenen Zeiten.

Aufgrund des höheren dynamischen Bereichs und des schnelleren Abfalls der amperometrischen
Signale gegenüber den Transistorsignalen läßt sich schließen, daß die Amperometrie und der
Transistor verschiedene Größen messen. Eine Messung mit kleineren Gateflächen im nächsten
Abschnitt gibt Auskunft darüber, wie lokalisiert die Signale auf dem Transistor sind.

3.3 Zonen der Exozytose: Transistormessung mit einem

Raster von 4.6 µm

Das zuvor beschriebene Experiment wird auf einem Chip mit linear angeordneten Transistoren
der Gatemaße von 2 × 2 µm2 und einem Abstand von 4.6 µm wiederholt. Die Zelle auf dem
Chip ist in Abb. 3.6 links gezeigt, wobei die Gates der aktiven Transistoren weiß gerahmt sind.
Zwischen den Gates befindet sich zur besseren Isolation der Drainleitungen ,,local oxide“, welches
als kammartige Struktur zu erkennen ist. Die Messung wurde ohne amperometrische Referenz-
messung gemacht.
Nach der Stimulation zeigen die verschiedenen Transistoren unter der Zelle unterschiedliche Sig-
nale zu unterschiedlichen Zeiten. In der oberen Spur sind sowohl die Signalamplituden als auch
die Frequenz am höchsten, während in der unteren Spur nur noch sporadisch einzelne Signale
mit geringer Amplitude auftreten, obwohl das dazugehörige Gate noch vollständig von der Zelle
bedeckt ist. In Abbildung 3.7 sind einige Peaks aus dieser Messung als Beispiel zeitlich höher auf-
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Abbildung 3.7: Signale benachbarter Transistoren. Die meisten Signale bleiben unter einem Transistor

lokalisiert (links), nur die größten (Mitte) werden manchmal auch in mehreren detektiert. In benachbarten

Transistoren simultan aufgezeichnete Ereignisse sind selten und besitzen meist einen langsameren Anstieg

und eine mittlere Amplitude. Es zeigt sich, daß die Signale unter der Zelle sehr lokalisiert sind. Das Signal

links besitzt einen aus der Amperometrie bekannten Fuß.

gelöst. Die meisten Signale besitzen einen schnellen Anstieg und werden nur von einem Transistor
detektiert (links), nur die größten können selten auch im benachbarten aufgenommen werden
(Mitte). Signale, die in benachbarten Transistoren registriert werden, haben meistens einen lang-
sameren Anstieg und eine kleinere Amplitude (rechts). Im oberen Transistor in Abb.3.6 wurden
insgesamt 184 getrennt liegende Peaks aufgenommen, 37 von diesen waren auch im daneben
liegenden Transistor zu sehen. Gut sichtbar trägt das Signal links einen aus der Amperometrie
bekannten Fuß.
Ein weiteres Beispiel für eine ortsaufgelöste Messung von Exozytose an einer frei liegenden Zelle
sehen wir in Abb.3.8. Die Kohlefaser ist deutlich zu erkennen (links), es befinden sich vier Tran-
sistoren unter der Zelle. Alle vier zeigen wie die Amperometrie nach der Stimulation Signale.
Während die Transistoren der beiden mittleren Gates kaum simultan Ereignisse messen, können
zu diesen Transistoren mit der Kohlefaser jeweils solche detektiert werden, obwohl sie einen viel
großer Abstand besitzt.

Die Messungen mit den kleinen Transistoren zeigen, daß die auftretenden Signale räumlich sehr
lokalisiert sind.

Selbst die größten fallen fast vollständig innerhalb von 4.6 µm ab. Signale, die in benachbarten
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Abbildung 3.8: Ortsaufgelöste Exozytosemessung mit vier Transistoren und Amperometrie. Nach der

Stimulation (↓) werden sowohl amperometrisch (oben) als auch in den vier unter der Zelle liegenden

Transistoren Vesikel detektiert. Interessanterweise zeigt auch das kaum abgedeckte Gate des obersten

Transistors deutliche Signale.

Transistoren registriert werden, können aufgrund ihres langsameren Anstiegs und der kleineren
Amplitude Vesikel zugeordnet werden, die zwischen den Transistoren innerhalb des isolierenden
,,local oxide“ ausgeschüttet worden sind. Weil die Signale örtlich so eingeschränkt sind, ist es
möglich, an einer Zelle ortsaufgelöst zu messen. Die unterschiedlichen Aktivitäten der Transisto-
ren sind in der Physiologie der Zelle begründet.
Aus amperometrischen Messungen an einer Zelle mit mehreren kleinen Kohlefasern ist bekannt,
daß die Exozytose nicht homogen über die Zelle stattfindet, sondern an bestimmte Stellen der
Zellmembran, den ,,release sites“, gekoppelt ist. Somit gibt es Orte, an denen die Vesikel frei-
gesetzt werden und andere, an denen dieses nicht geschieht [Sch94]. Aus diesen Messungen
folgt, daß ,,release sites“ einen Abstand von ein bis zwei Mikrometern haben können. Diese
Beobachtung wird durch Dopamin-β-Hydroxylase-Antikörperfärbung bestätigt. Die Dopamin-β-
Hydroxylase ist ein membrangebundenes Protein, welches nur innerhalb der chromaffinen Granu-
len vorkommt. Wird an der Zelle nach der Stimulation eine Antikörperfärbung durchgeführt, so
zeigen sich auf der Zellmembran nur bestimmte Bereiche eingefärbt [Tro02, Sch94]; ein Zeichen
dafür, daß nur dort Vesikelmembran in die Plasmamembran eingefügt worden ist. Die räumliche
Auflösung ist sehr hoch und es zeigen sich auch hier Bereiche von einigen Quadratmikrometern,
welche frei von Vesikelausschüttung sind. Damit kann es durchaus vorkommen, daß keine Fusi-
onsstelle über einem Gate des Transistors liegt und auch keine Signale gemessen werden.
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Im Schnitt läßt sich aus den Bildern eine ,,release site“ pro Quadratmikrometer bestimmen. Es
ist also wahrscheinlich, daß sich mehrere verschiedene ,,release sites“ über einem Gate befinden.

Diese Experimente zeigen, daß es möglich ist, mit dem Transistor einzelne Vesikel zu detek-
tieren und ortsaufgelöst die Vesikelausschüttung zu messen.
Hierbei ist die Ausbeute an erfolgreichen Messungen relativ hoch. Unter guten Zellkulturbedin-
gungen und Beschichtungen liefern fast alle adhärierten Zellen Transistorsignale, wobei wie in
der Amperometrie große Unterschiede in den einzelnen Zellaktivitäten gesehen werden. Hier sei
auf die Messung mit einem Array von 128 × 128 Transistoren in Kapitel 6.2 verwiesen, auch
hier koppeln sehr viele Zellen.
Damit stellt sich unweigerlich die Frage nach dem zugrunde liegenden Meßprinzip und was dieses
von den etablierten unterscheidet.
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Kapitel 4

Die Protonen als Träger der

Exozytose-Silizium-Kopplung

In diesem Kapitel wird die Kopplung zwischen den Vesikeln und dem Feldeffekttransistor einge-
hender untersucht und auf die hohe Konzentration der Protonen innerhalb der Vesikel zurück-
geführt. Dafür werden zwei verschiedene Wege beschritten. Zum einen ist die Diffusion der
Protonen innerhalb des Zell-Chip-Spaltes von der Konzentration des Protonenpuffers abhängig,
und wir erwarten einen Einfluß der Pufferkonzentration auf das Transistorsignal. Zum anderen
kann die Protonenkonzentration innerhalb der Vesikel durch Membranporen verändert werden.
Auch hier muß sich das Transistorsignal der ausgeschütteten Vesikel ändern, wenn die Protonen
die Ursache der Kopplung bilden.

4.1 Dynamik der Exozytose: Amperometrie

Um die Dynamik der Exozytose zu bestimmen und zu überprüfen, ob diese selbst nicht von
der Konzentration des extrazellulären Puffers abhängt, wird die Exozytose amperometrisch un-
tersucht. In direktem Kontakt der Kohlefaser zur Membran liefert die Amperometrie Auskunft
über das zeitliche Verhalten der Vesikelausschüttung. Der Vesikelinhalt ist ein sehr komplexes
saures Assoziat und es wurde gezeigt, daß sowohl der pH-Wert der Extrazellulärlösung sowie
die Konzentration an monovalenten und divalenten Ionen die Dynamik der Exozytose verändern
[Jan93, Jan94, Bor97, Hol86, Pol84].
Hier wird durch eine Variation der extrazellulären Pufferkonzentration überprüft, ob die Exozy-
tose selbst von der extrazellulären pH-Pufferkonzentration unbeeinflußt ist.
Um die Dynamik der Exozytose zu quantifizieren, wurden die Amplituden, die Anstiegszeit von
10% bis 90 % der Amplitude sowie die 90%-10% Abfallszeit durch einfach exponentielle Funktio-
nen gefittet und zudem das Integral über den Strom als Maß für die insgesamt ausgeschütteten
Catecholamine berechnet. Bei Signalen mit Fuß wurde die 50%-90% Anstiegszeit gefittet, der
Fuß wurde bei dem Integral über dem Strom berücksichtigt. Es wurde für drei unterschiedliche
Konzentration von 5 mM, 10 mM und von 20 mM des Extrazellulärpuffers HEPES gemessen.
Für 5 mM HEPES wurden an 5 Zellen 354 Peaks, bei 10 mM HEPES an 5 Zellen 457 Peaks
und bei 20 mM HEPES an 7 Zellen 593 Peaks ausgewertet.

In Abb. 4.1 sind die kumulierten Verteilungen der Fitparameter bei den verschiedenen Puffer-
konzentrationen gezeigt. Es zeigt sich kein signifikantes Verhalten in den Verteilungen, obwohl
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Abbildung 4.1: Kumulierte Häufigkeitsverteilung der charakteristischen amperometrischen Größen bei

verschiedenen extrazellulären Pufferkonzentrationen. a) Die Anstiegszeiten τr haben für verschiedene

Puffer sehr ähnliche Verteilungen und auch die Medianwerte unterscheiden sich kaum. b) Die Verteilungen

der Zerfallszeiten τd. Die Mediane variieren leicht zwischen den verschiedenen Pufferkonzentrationen,

ausgeprägte Tendenzen gibt es aber nicht. Dies sind auch nicht in der Amplitude in c und in der

gesamten Ladung, Abb. d, zu finden. Die extrazelluläre Pufferkonzentration hat keinen Einfluß auf das

amperometrische Signal.

die Mediane in den Amplituden leicht variieren. Für 5 mM HEPES ergibt sich ein Wert von 20.9
pA, für 10 mM einer bei 15.2 pA und für 20 mM HEPES ein Wert von 19.0 pA. Der Median
der Anstiegszeit ist 2.6 ms, 2.7 ms, 2.5 ms für 5, 10, 20 mM HEPES; die Abfallszeiten liegen
bei 9.9, 11.6 und 12.2 ms.
Auch die Mediane des integrierten Stroms zeigen mit 0.32 pA, 0.27 pA und 0.31 pA für
die entsprechenden HEPES-Konzentrationen keine spezifischen Tendenzen. Während die ge-
messenen Mediane der Anstiegs- und die Abfallszeiten gut mit der Literatur übereinstimmen
[Xu99, Gra00, Wal96a], sind die Amplituden sowie die Ladung eher klein.
In der Literatur wird meist der Mittelwert angegeben, für die Ladung reichen diese von 0.5-1.3
pC, im Vergleich zu den hier ermittelten Mittelwerten von 0.4-0.5 pC [Wig91, Fin96, Jan93,
Jan94, Zho96, Wal96b, Wal96a].
Diese Diskrepanz wird zum einen an den benutzten Kohlefasern liegen, die Kohlefasern wurden
weder aktiviert [Cah95] noch poliert, zum anderen an der Plazierung der Faser. Da mit einem
aufrechten Mikroskop gearbeitet wurde, wurden die Fasern wegen der besseren Sichtbarkeit seit-
lich an die Zelle gefahren. Zwar wurde versucht, die Faser nicht direkt auf die Oberfläche der
Kulturschale aufzusetzen, dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, daß ein Teil der in den
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Spalt zwischen Zelle und Kulturschale ausgeschütteten Vesikel ebenfalls gemessen wurde. Für
den Fit wurde keine höhere Mindestamplitude der Signale als das dreifache Peak-Peak-Rauschen
des Verstärkers bestimmt. Auch wurde nacheinander an jeweils willkürlichen Zellen gemessen und
die Daten wurden nicht nach Zellen mit hohen Stromamplituden gepult. Die Diskrepanzen in
den gemessenen Ladungen sind aber bekannt und werden meist auf obige Punkte zurückgeführt
[Hal98].

Wir kommen zu dem Ergebnis, daß die amperometrischen Signale und damit die Ausschüttung
der Catecholamine unabhängig von der Konzentration des extrazellulären pH-Puffers sind.

Damit können Auswirkungen des extrazellulären pH-Puffers auf das Transistorsignal auf einen
Einfluß des Puffers auf die Kopplung zwischen Zelle und Transistor zurückgeführt werden.
Obwohl die Zusammensetzung der Extrazellulärlösung, wie in anderen Studien gezeigt, einen
Einfluß auf die Dynamik der Exozytose hat, ist diese von der Pufferkonzentration unabhängig.
Gezeigt ist dieses durch die Amperometrie nur für die Freisetzung der Catecholamine. Geht man
von einer starken Assoziation des Vesikelkomplexes aus, so ist dieses auch für die Ausschüttung
der anderen Inhaltsstoffe des Vesikels plausibel, wenn auch nicht zwingend. Die Ursache für
diesen unerwartet langsamen Zerfall der Matrix ist teilweise in der langsamen Dissoziation des
Komplexes zu suchen. Nun kann der Einfluß der Pufferkonzentration auf das Transistorsignal
untersucht werden.

4.2 Der Einfluß der extrazellulären Pufferkonzentration

auf das Transistorsignal

Wenn das durch Exozytose hervorgerufene Transistorsignal hauptsächlich auf die Protonen des
Vesikels zurückzuführen ist, erwartet man eine Abhängigkeit des Signals von dem pH-Puffer der
Extrazellulärlösung. Nach Gleichung 2.19 wird sich die Dynamik des Transistorsignals ändern, der
effektive Diffusionskoeffizient der Protonen nimmt mit zunehmender Konzentration des mobilen
Puffers zu und die Zeitkonstante der Signale sollte damit abnehmen. Da sich mit zunehmender
Konzentration des Extrazellulärpuffers das Puffergleichgewicht zwischen mobilen und fixierten
Puffer verschiebt, sollten auch die Amplituden der Signale mit steigenden Konzentrationen klei-
ner werden.
Der Protonenpuffer HEPES bindet kaum andere Stoffe als Protonen, die weiteren Inhaltsstof-
fe des Vesikels bleiben damit unverändert [Goo66], wodurch eine Signaländerung allein auf das
Puffern von Protonen zurückgeführt werden kann. Insbesondere Calcium kommt noch in relativ
hohen Konzentrationen in den Vesikeln vor und könnte als Ursache für die Signale in Frage
kommen. Die Bindungskonstante von Calcium und HEPES ist aber mit einem pK-Wert von 0.82
sehr klein [Chr03], Calcium bleibt praktisch ungepuffert.
In Abb. 4.2 ist ein Experiment gezeigt, bei dem nach der Stimulation die extrazelluläre HEPES-
Konzentration im Verlauf der Messung geändert wurde. Da sowohl die Frequenz als auch die
Amplituden der Signale in der Amperometrie und auf dem Transistor im allgemeinen mit zu-
nehmender Meßdauer abfallen, wird die Pufferkonzentration von 20 mM im späteren Verlauf der
Messung auf 5 mM HEPES gewechselt; ein Anstieg in den Amplituden wird damit signifikanter.
Nach der Stimulation mißt der Transistor starke Exozytose, die Kohlefaser liefert Signale mit
kleinerer Frequenz. Über den markierten Bereich (—) wird die Pufferkonzentration auf 5 mM
gesenkt, während dieser Zeit ist ein deutlicher Anstieg in den Amplituden zu sehen. Gleichzeitig
bleiben die Signale der Kohlefaser unverändert, die Frequenz nimmt eher ab. Obwohl es sich um
breite Verteilungen in den Amplituden handelt, läßt sich ein visueller Eindruck erhalten.
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Abbildung 4.2: Die Auswirkung der extrazellulären Pufferkonzentration auf das Transistorsignal. Nach

der Stimulation mit Barium (↓) zeigen sowohl der Transistor (oben) als auch die Amperometrie (unten)

massive Vesikelausschüttung an. Über den markierten Bereich (—) wird die Konzentration des Extra-

zellulärpuffers von 20 mM auf 5 mM gesenkt. Während die Kohlefaser hier gleichbleibende oder leicht

rückgängige Vesikelausschüttung mißt, ist im Transistorsignal deutlich ein Anstieg der Amplituden sowie

der Aktivität zu sehen.

50 ms

1 mV

5 mM

20 mM

Abbildung 4.3: Für die verschiedenen Puf-

ferkonzentrationen aus Abb. 4.2 sind die je-

weils fünf größten Transistorsignale gemittelt

dargestellt. Die Amplitude und die Zeitkon-

stante des Abfalls sinken mit zunehmender

Pufferkonzentration.

Beim erneuten Wechsel des Puffers auf die höhere
Konzentration am Ende der Messung erlöschen die
Signale im Transistor fast gänzlich. Die jeweils fünf
größten Transistorsignale der beiden Pufferkonzen-
trationen sind in Abb. 4.3 gemittelt dargestellt. Es
zeigt sich, daß sich nicht nur die Amplitude der Si-
gnale ändert sondern auch die Zeitkonstante ihres
Abfalls.
Für eine detailliertere Untersuchung der Abhängig-
keit der Transistorsignale von der extrazellulären Puf-
ferkonzentration wurden die gleichen Parameter wie
bei der Amperometrie bestimmt. Die Amplitude, das
zeitliche Integral über das Signal sowie die Anstiegs-
zeit und die Abfallszeit wurden ermittelt. Die Mes-
sungen wurden auf Transistoren mit der Gategröße
von 20× 2 µm2 ausgeführt. Die Diagramme sind in
Abb. 4.4 gezeigt. Während in den Anstiegszeiten τr,
Abb. 4.4a, kaum eine Auswirkung der extrazellulären
Pufferkonzentration festzustellen ist, die Mediane lie-
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Abbildung 4.4: Kumulierte Häufigkeitsverteilung der charakteristischen Größen der Signale auf einem

20 × 2µm2 großen Transistor unter verschiedenen Pufferkonzentrationen. a) Die Anstiegszeiten der Sig-

nale τr bleiben von der extrazellulären Pufferkonzentration weitestgehend unbeeinflußt, während sowohl

die Abfallszeit τd (b) als auch die Amplitude U unter erhöhter Pufferkonzentration merklich abnehmen.

Als Konsequenz fällt auch das zeitliche Integral über das Signal ab (d). Die Transistorsignale zeigen eine

starke Abhängigkeit von der extrazellulären Pufferkonzentration.

gen bei 2.4 ms, 2.1 ms sowie 2.0 ms für 5, 10 und 20 mM HEPES, sind sowohl die Abfallszeit τd

als auch die Amplitude U , Abb. 4.4b und c, stark von der Pufferkonzentration abhängig. Der
Medianwert der Abfallszeit fällt von 35.0 ms auf 14.9 ms und schließlich auf 9.0 ms ab. Auch in
den Amplituden sieht man diese Tendenz: Die Mediane der Signalamplituden sinken von 1.45 mV
auf 0.83 mV und schließlich auf 0.58 mV bei den Pufferkonzentrationen von 5, 10 und 20 mM.
Das zeitliche Integral über die Transistorsignale wird bei fallender Amplitude und sinkender Zeit-
konstante des Abfalls kleiner, Abb. 4.4d. Kann in der Amperometrie dem Integral als Ladung die
gesamte Menge an ausgeschütteten Catecholaminen zugeordnet werden, so hat dieser Wert für
die Transistorsignale keine so große Bedeutung, da er nicht die Anzahl der insgesamt freigesetz-
ten Protonen beinhaltet.

Die Transistorsignale zeigen also im Gegensatz zu den amperometrischen eine starke Abhängig-
keit von der extrazellulären Pufferkonzentration.

Das ist ein schweres Indiz, daß die Protonen des Vesikels die Ursache für das Transistorsignal
sind.
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4.3 Vergleich der charakteristischen Signalparameter

Es werden die amperometrischen Daten mit denen der großen Transistoren und danach die
Transistordaten der großen mit denen der kleinen Gateflächen verglichen. Ein Modell der Tran-
sistorsignale wird sich daran messen müssen, wie gut es die verschiedenen Daten erklärt.

4.3.1 Vergleich der Amperometrie- mit den Transistorsignalen

Übereinstimmungen und Differenzen sollen aufdecken, inwiefern die Daten der Amperometrie als
Parameter eines Quellterms bei einem Modell der Transistordaten benutzt werden können.

Die Anstiegszeiten der Amperometriedaten zeigen eine gute Übereinstimmung mit den
Transistordaten. Obwohl die beiden Meßmethoden auf verschiedenen Grundlagen basieren
und mit verschiedenen Randbedingungen behaftet sind, liegen die Anstiegszeiten bei der
Amperometrie mit 2.6 ms gegenüber den 2.2 ms der Transistorsignale dicht beisammen;
diese scheinen etwas schneller anzusteigen.

Ein anderes Bild ergibt sich bei den Abfallszeiten. Hier ist die Amperometrie mit 11.2 ms
nur mit den Daten der Transistoren bei hohen Pufferkonzentrationen von 20 mM HEPES
mit 9 ms vergleichbar, die Werte für niedrigere Pufferkonzentrationen liegen mit 15 und 35
Millisekunden deutlich höher. Ob die Zeitkonstante der Amperometrie eine untere Schranke
für die der Transistormessungen darstellt, kann hier nicht geklärt werden, doch scheint der
Einfluß des Puffers bei zunehmender Konzentration abzunehmen. Eine Übereinstimmung
der unteren Grenze wäre insofern wichtig, als daß sie es erlauben würde, die ampero-
metrischen Parameter als Quellterm für die Freisetzung der Stoffe aus dem Vesikel im
allgemeinen, also auch für das Transistorsignal zu benutzen.

Den Integralwerten kommt bei den beiden Methoden unterschiedliche Bedeutung zu. In der
Amperometrie spiegelt dieser Wert die gesamte Anzahl an ausgeschütteten Catecholaminen
wider und unter der Annahme konstanter intragranularer Catecholaminkonzentration damit
auch direkt das Vesikelvolumen. Dieses gilt für die Protonen bei den Transistormessungen
nicht, da das Integral ebenfalls stark durch die Dynamik der Vesikelfusion beeinflußt wird.

Da sowohl die Anstiegszeiten als auch die Abfallszeiten der Transistor- und der Amperometrie-
signale bei hohen Konzentrationen des Puffers dicht beisammen liegen, wird die Dynamik der
Amperometrie für die Freisetzung des Vesikelinhalts für eine Modellvesikelfusion benutzt.

4.3.2 Vergleich zwischen Transistorsignalen verschiedener

Gategrößen

Um zu bestimmen, inwiefern die dynamischen Parameter des Transistorsignals von der Gate-
größe und damit von einer räumlichen Mittelung abhängen, wurden die Messungen auch auf
den Transistoren der Größe 2 × 2µm2 gemacht. Aus Mangel an funktionstüchtigen Chips ist die
Datenlage allerdings nicht so gut, dennoch sollen die Verteilungen zumindest als Anhaltspunkt
in Abb. 4.5 gezeigt werden (sechs Zellen, 942 Peaks bei 5 mM HEPES, zwei Zellen, 142 Peaks
bei 10 mM, eine Zelle, 124 Peaks bei 20 mM).

Die Medianwerte für die Anstiegszeit sind 4.3, 3.2 und 3.3 ms, d.h. sie scheinen für höhere
Pufferkonzentrationen eher zu sinken. Bei den Anstiegszeiten zeigt sich, daß sie auf den
kleinen Gates größer sind, insbesondere für die signifikanten Daten bei 5 mM existiert ein
deutlicher Unterschied der Mediane von 4.3 zu 2.4 ms.
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Abbildung 4.5: Kumulierte Häufigkeitsverteilung für die Transistorgröße von 2 × 2µm2. Während die

Anstiegszeiten τr (a) und die Abfallszeiten τd (b) den Verlauf der Messungen auf den großen Gates

und ihre Medianwerte widerspiegeln, sind die Amplituden nicht so stark von der Pufferkonzentration

abhängig und unerwartet klein (c). Es muß angemerkt werden, daß die Datenlage bei den höheren

Pufferkonzentrationen nicht sehr gut ist.

Die Abfallszeiten sind 33.5, 25.1 und 18 ms für die verschiedenen Pufferkonzentrationen.
Dabei stimmen die Mediane der Abfallszeiten für die geringe Pufferkonzentration mit
33.5 ms zu 35.0 ms relativ gut überein, die höheren Konzentrationen passen nicht so gut,
allerdings ist die Datenlage auch dünn in diesem Bereich.

Die Integralwerte spiegeln das Verhalten der Amplituden und Abfallszeiten wider. Für die
niedrige Pufferkonzentration sind die der großen und kleinen Gates fast gleich, die höheren
Konzentrationen zeigen starke Unterschiede.

Mit den Medianwerten von 1.7, 1.7 und 1.2 mV bei 5, 10 und 20 mM HEPES hat die
Amplitude zumindest für die hohe Pufferkonzentration die Tendenz abzunehmen. Bei den
Amplituden ist auffällig, daß die kleineren Transistoren kaum höhere Signale messen als
die großen.

Da die Amplituden durch eine Spannungsvariation des Bades über die gesamte Gatefläche ge-
eicht werden, erwartet man bei einem Flächenverhältnis der Gates von zehn zu eins bei lokalen
Signalen auch ein solches Amplitudenverhältnis. Dieses wird nicht beobachtet. Für ein Modell ist
die Frage, wie lokal die Signale auf dem Transistor sind, bedeutend und diese muß geklärt werden.
Bei den beiden gezeigten Beispielen von Messungen mit kleinen Gates in Abb. 3.6 und Abb. 3.8
ist deutlich zu sehen, daß jeweils ein Transistor wie erwartet erhöhte Signale mißt, während die
anderen, obwohl ebenfalls komplett durch die Zelle bedeckt, dieses nicht tun.
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Es ist nicht bekannt, daß Vesikel unterschiedlicher Größe an verschiedene Ausschüttungsorte
verteilt werden und amperometrische Messungen mit kleinen Platinelektroden an einzelnen Zel-
len sprechen gegen eine solche Annahme [Haf05]. Man muß hier von einem Kopplungsproblem
zwischen der Zelle und dem Chip ausgehen. Ein Punkt für die kleinen Amplituden mag in der
anderen Oberflächenstruktur der kleineren Transistorarrays liegen. Die Zelle liegt zwischen den
Gates auf den um einige hundert nm erhöhten ,,local oxid“ auf. Der Abstand zwischen Zelle
und Gate ist aber von entscheidender Bedeutung für die Signalhöhe. Der langsame Anstieg der
Signale auf den kleinen Gates unterstützt diese Annahme.
Wenn es ein Problem bei der Kopplung auf den kleinen Transistoren gibt, darf dann der Schluß,
daß die Signale lokalisiert sind, überhaupt aus diesen Messungen gezogen werden?
Informativer ist als ein Blick auf die Amplituden ist einer auf die Zeitkonstanten der Signale auf
den verschiedenen Gategrößen. Wären die Signale nicht lokalisiert, so würde man einen lang-
sameren Anstieg und Abfall auf den großen Gates als auf den kleinen erwarten. Eine schlechte
Kopplung auf den kleinen Gates wird diesen Effekt noch vergrößern. Das ist nicht so.
Weiterhin ist die Lokalität auch dadurch gestützt, daß die Parameter der Peaks weitestgehend
unabhängig von der Lage der Zelle zur Gatefläche sind. Hier soll insbesondere auf die Abbildung
4.6 verwiesen werden, eine Vesikelfusion, die mit Sicherheit an der Kante der Zelle stattgefunden
hat und dennoch ein durchschnittliches Zeitverhalten besitzt.

4.4 Das Auflösungsvermögen der Transistoren

Ein Vergleich der Amplituden läßt die Frage aufkommen, wieviele Vesikel der Transistor auflöst
und welcher Teil der Volumenverteilung aus Abbildung 2.3 von ihm detektiert wird. Das Auflö-
sungsvermögen ist von zentraler Bedeutung für die Transistormessung als Methode zur Messung
von Exozytose.
Der dynamische Bereich der Amperometrie von einem Picoampere bis zu mehreren hundert ist
wesentlich höher als der der Transistorsignale von 0.1 mV bis ca. 5 mV, welches nahe legt, das
der Transistor kleine Vesikel nicht detektiert.
Als ein Indiz für das Auflösungsvermögen wird zuerst das Signal-zu-Rausch-Verhältnis des Tran-
sistors betrachtet.
Der Medianwert von 1,4 mV der Transistorsignale ist bei 5 mM HEPES mehr als einen Faktor
zehn über dem Rauschlevel der Transistoren. Nimmt man an, daß das Signal in erster Linie pro-
portional zum Vesikelvolumen ist und legt die Volumenverteilung aus Abbildung 2.3 zugrunde,
dann kommt man zu dem Schluß, daß nicht viele Vesikel undetektiert bleiben.
Ein schlagfertiges Argument ist aber, daß der Transistor Fusionsporen detektiert. Die Abbildung
4.6 zeigt ein Amperometriesignal mit dem dazugehörigen Transistorsignal. Da das Amperome-
triesignal relativ groß ist und es keinen zeitlichen Versatz dieses Signals zum Transistorsignal
durch Diffusion gibt, hat die Fusion in direkter Umgebung der Kohlefaser stattgefunden. Des-
halb gibt die Amplitude des Kohlefaserstroms verglichen mit dem Transistorsignal direkt das
Auflösungsvermögen des Transistor wieder.
In dieser Messung löst der Transistor eine Fusionspore mit einer amperometrischen Amplitude
von nur 7 pA auf. Der zeitliche Versatz ist ungefähr 10 ms, d.h. es sind insgesamt 0.07 pC an
Ladung geflossen. Die Häufigkeitsverteilung der amperometrischen Amplituden in Abb. 4.1 zeigt,
daß wir damit schon weit am Anfang der Verteilung sind. Obwohl dieses Vesikel sicherlich nicht
optimal auf den Transistor ausgeschüttet wurde und die langsame Ausschüttung der Substanzen
bei einer Pore dem Transistorsignal auch abträglich ist, ist die Auflösung des Transistors bei
dieser Messung erstaunlich hoch.
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Abbildung 4.6: Ein direkter Vergleich des Kohlefaserstroms mit dem dazugehörigen Transistorsignal

zeigt dessen Auflösungsvermögen. Aufgrund der Größe und Dynamik des amperometrischen Signals kann

von einer Ausschüttung des Vesikels in unmittelbarer Umgebung der Kohlefaser ausgegangen werden.

Zu Beginn der Fusion löst der Transistor einen Fluß durch eine Fusionspore auf, der einem Strom von 7

pA entspricht (Inset). Die Auflösung des Transistors ist in diesem Fall sehr hoch.

Es ergibt sich, daß der Transistor fast alle ausgeschütteten Vesikel mißt.

Dieses ist natürlich sehr erfreulich und wichtig für die Methode. Als Anhaltspunkt könnte auch
ein Vergleich der Häufigkeit der gemessenen Signale bezogen auf die Meßfläche dienen. Für bei-
de Methoden ist es allerdings äußerst schwierig, die wirklich effektive Meßfläche zu bestimmen.
Selbst für amperometrische Messungen mit direktem Kontakt der Faser zur Zellmembran werden
Vesikel gemessen, die nicht unmittelbar unter ihr stattgefunden haben [Hal98]. In der gewähl-
ten Anordnung der Kohlefaser ist das Problem noch viel größer. Beim Transistor ist die Lage
ähnlich. Es ist nicht bekannt, innerhalb welcher Fläche Vesikel registriert werden. Nicht nur das
Bestimmen der effektiven Flächen stellt ein Problem dar, auch die Zellen gelten als polarisiert,
d.h. die ,,release sites“ sind nicht homogen verteilt, sondern bevorzugt zur adhärenten Membran
gerichtet [CI99]. Insgesamt wäre das Ergebnis eines solchen Vergleiches zu wackelig und wird
nicht gemacht.

4.5 Equilibrieren des ∆pH der Vesikel durch Poren

Mit der Abhängigkeit des Transistorsignals von der Pufferkonzentration der Extrazellulärlösung
gibt es einen ersten Hinweis, daß das Transistorsignal durch die vom Vesikel ausgeschütteten
Protonen entsteht.
Falls es möglich wäre, die Protonenkonzentration innerhalb der Vesikel zu verändern, die rest-
lichen Bestandteile aber unverändert zu lassen, so böte dieses eine direkte Bestätigung dafür,
daß hauptsächlich die Protonen zum Transistorsignal beitragen. Dieses soll nun experimentell
überprüft werden.
Eine Möglichkeit, den niedrigen pH-Wert der Granulen zu zerstören, gibt die Pore Nigericin in
Verbindung mit dem Carrier Valinomycin. Die beiden Substanzen sind lipidlöslich und bauen sich
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Abbildung 4.7: Fluoreszenzintensität einer mit Acridin Orange gefärbten Zelle. a) Zeitlicher Verlauf

der relativen Fluoreszenz nach Zugabe der Pore Nigericin und des Carriers Valinomycin zu t = 0. Die

Fluoreszenz nimmt nach der Zugabe merklich ab, ein Zeichen für das Equilibrieren des pH-Wertes der

Granulen. b) Aufnahmen zu den markierten Zeiten (•). Da Acridin Orange an die DNA bindet, ist

der Zellkern stark angefärbt und muß außerhalb des zur Intensitätsbestimmung ausgewählten Gebiet

(gerahmt) liegen.

bei Zugabe in die zellularen Membranen ein. Nigericin hat eine hohe Permeabilität für Protonen
und Kalium und gilt als Protonen-Kalium-Austauscher. Da chromaffine Granulen mit 20 mM
schon eine relative hohe intragranulare Kaliumkonzentration besitzen, ist durch das Applizieren
der Pore Nigericin allein kein vollständiges Equilibrieren der Protonenkonzentration gewährleistet.
Es besteht die Gefahr, daß sich über die Membran durch die Pore ein elektrochemisches Potential
für Protonen aufbaut, welches deren Ausfluß stoppt. Deshalb wird zusätzlich der Carrier Valino-
mycin benutzt. Dieser Carrier besitzt eine hohe Permeabilität für Kaliumionen. Da sowohl die
Protonenkonzentration als auch die Kaliumkonzentration bei normalen physiologischen Lösungen
intragranular erhöht sind und sich deshalb für beide Ionen ein Potential aufbauen kann, wird die
extrazelluläre Kaliumkonzentration durch Austausch gegen Natrium auf 80 mM und damit über
die Kaliumkonzentration der Vesikel erhöht. So können effektiv Protonen des Vesikels gegen
Kaliumionen der Lösung getauscht und der pH-Wert der Granulen auf das extrazelluläre Niveau
angehoben werden [Bla01, Wu01, Spi02, Joh76, Pol79]
Die Wirkung der Substanzen wird mit dem Farbstoff Acridin Orange veranschaulicht. Acri-

din Orange ist ein Farbstoff, der mit einem pK-Wert von ca. 10.5 bei einem pH-Wert von 7.2
hauptsächlich protoniert ist, die unprotonierte Form ist membrangängig. Für diese stellt sich ein
Gleichgewicht über die Membran ein, die Konzentration der protonierten Form steigt beim Färben
mit 5µM innerhalb des Vesikels auf 250µM. Bei solch hohen Konzentrationen aggregiert der
Farbstoff, wodurch seine Fluoreszenz im Roten zunimmt [Zan52, Zoc99, Cle98, Tab92, Pal91]. In
Abbildung 4.7a sehen wir die Fluoreszenz einer mit Acridin Orange angefärbten Zelle im Roten.
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Da Acridin Orange an die DNA des Zellkerns bindet, fluoresziert dieser relativ intensiv und darf
nicht innerhalb des ausgewerteten Gebiets liegen 4.7b. Nach der Zugabe von 3µM Nigericin und
5µM Valinomycin unter einer auf 80 mM erhöhten extrazellulären Kaliumkonzentration zu der
Zeit t = 0 nimmt die Intensität mit einer Zeitkonstante von ungefähr 250 s ab.

Die Fluoreszenzmessung mit Acridin Orange bestätigt die Wirkung der Substanzen und das
Zerstören des vesikularen pH-Gradienten.
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Abbildung 4.8: Die Änderung des Ober-

flächenpotentials in Abhängigkeit des pH-

Werts bei einer hohen Kaliumkonzentration

von 80 mM. Das Verhalten entspricht dem

in der normalen physiologischen Lösung aus

Abb. 5.2.

Zum Equilibrieren des pH-Wertes muß eine Lösung
mit erhöhter Kaliumkonzentration benutzt wer-
den. Es gibt Hinweise darauf, daß Kalium an
die Oberfläche des Feldeffekttransistors bindet
[Bri05, Bou83] und es muß daher geprüft wer-
den, ob der Einsatz einer hohen Kaliumkonzentra-
tion an sich nicht schon die Messung signifikant
ändert.
Abbildung 4.8 zeigt die Abhängigkeit des Ober-
flächenpotentials vom pH-Wert bei einer hohen Ka-
liumkonzentration. Die Abhängigkeit ändert sich
im Vergleich zu einer normalen physiologischen
Lösung (siehe Abb. 5.2) kaum. Der Offset beim
Wechsel zur Lösung mit hoher K-Konzentration
betrug ungefähr 20 mV; der Arbeitspunkt des
Transistors muß deshalb nicht gewechselt wer-
den.

Die erhöhte Kaliumkonzentration der Extrazel-
lulärlösung beeinflußt die Sensitivität des Transistors bezüglich Protonen nicht.

In Abbildung 4.9 sehen wir die Wirkung der Poren unter der erhöhten Kaliumkonzentration.
Zum markierten Zeitpunkt werden die Poren sowie Barium zum Stimulieren der Zelle appli-
ziert. Es setzt sofort Exozytose ein, welche jedoch im Transistor innerhalb von ca. 20 s erlischt,
während die Amperometrie weiterhin Catecholaminausschüttung mißt.
Ein weiteres Experiment zeigt Abb. 4.10. Sowohl im Transistor (Abb. 4.10a oben) als auch

im Kohlefaserstrom (4.10a unten) gibt es nach einem kurzen Burst zu Beginn der Applikation
einen Einbruch in der Exozytose. Im Unterschied zu dem vorhergegangenen Experiment setzen
die Signale simultan wieder ein, im Transistor aber mit einer deutlich reduzierten Amplitude. In
Abbildung 4.10b sieht man die Signale zu den markierten Zeitpunkten (∗) in zeitlich höherer
Auflösung. Nach dem Abfall des Stimulationsartefakts zeigt der Transistor unmittelbar nach der
Stimulation Signale mit 2 mV Amplitude (oben links), welche in der Kohlefaser Ströme von 1-2
pA hervorrufen (unten links). Zu dem späteren Zeitpunkt tragen die Amperometrieströme gleiche
Amplituden, während die Transistoren nur noch minimale Signale von ca. 0.2 mV detektieren.
Das nach einem kurzen Burst vorübergehende Aussetzen der Exozytose wurde häufig beobach-
tet. Aus dem nicht völligen Versiegen der Transistorsignale kann man folgern, daß die Kopplung
zum Transistor noch vorhanden ist, die Zelle ist über die gesamte Messung adhärent 1.

1Insgesamt wurden sechs Experimente mit Nigericin und Valinomycin erzielt, bei denen zu Beginn gute
Kopplung sowohl an den Transistor als auch an die Kohlefaser bestand. Ein weiteres Experiment zeigte zwar
sehr gute Kopplung an beide Methoden, wurde aber durch die Poren nicht darin beeinflußt. Der einzige
Unterschied war die sehr große Exozytoseaktivität. Unter einer wirklich hohen Aktivität stellt sich aber die
Frage, inwiefern die Poren im Spalt wirken können.
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Abbildung 4.9: Applikation der Poren Valinomycin und Nigericin. Transistor- (oben) und Amperome-

triesignale (unten) im Vergleich. Nach der Zugabe von Barium, Nigericin und Valinomycin (↓) bricht

das Transistorsignal innerhalb von 20 s vollständig ein, während die Amperometrie fortlaufend Exozytose

detektiert.

Wir kommen zu dem Schluß, daß die Signale im Transistor auf die hohe Protonenkonzentra-
tion innerhalb der Vesikel zurückgeführt werden können.

Auffallend ist die unterschiedliche Dynamik der Wirkung der Poren in der Fluoreszenz und dem
Transistor. Die Fluoreszenz ändert sich auf einer Zeitskala von Minuten, das Transistorsignal
innerhalb von Sekunden.
Das langsame Verhalten im Entfärben wurde an Zellen bei der Zugabe von Ammoniumchlorid
(nächster Abschnitt) beobachtet [Kui89]. Bei Untersuchungen an aufgereinigten synaptischen
Granulen zeigt sich indes ebenfalls ein Fluoreszenzänderung innerhalb weniger Sekunden nach
Zugabe der Poren [Bar88, Tab92]. Es muß deshalb angenommen werden, daß die langsame Dyna-
mik in der Fluoreszenz mit dem Zellkompartiment zusammenhängt, auch kann eine gewisse Inter-
aktion zwischen dem Farbstoff und den Vesikelinhalt nicht ausgeschlossen werden [Sal80, Mic04].
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Abbildung 4.10: a) Transistor- und Amperometriesignale eines weiteren Experiments. Nach der Zu-

gabe von Barium, Nigericin und Valinomycin (↓) ist deutlich ein Burst im Transistorsignal (oben) zu

sehen, danach scheint die Exozytose für einige Sekunden aufzuhören, auch die amperometrischen Ströme

(unten) verschwinden. Nachdem die Exozytose wieder einsetzt, sind die Signale im Transistor drastisch

reduziert und verschwinden schließlich gänzlich, während die Kohlefaser die Ausschüttung von Catecho-

laminen mißt. b) Die Signale in höherer Auflösung zu den markierten Zeiten (∗). Trotz gleicher Ströme

an der Kohlefaser (unten) haben simultane Ereignisse im Transistor (oben) zu dem späteren Zeitpunkt

eine wesentlich kleinere Amplitude.
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4.6 Wirkung von Ammoniumchlorid
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Abbildung 4.11: Wirkung von NH4Cl. Das

ungeladene NH3 ist membrangängig und

equilibriert über die Vesikelmembran. In-

tragranular wird es aufgrund des niedrige-

ren pH-Wertes vermehrt protoniert, wodurch

dort der pH-Wert steigt.

Vor den Experimenten mit der Pore Nigericin und
dem Carrier Valinomycin wurde versucht, mittels
Ammoniumchlorid zu dem gleichen Ergebnis zu ge-
langen. Ammoniumchlorid ist ebenfalls eine häufig
benutzte Substanz zum Ändern des intragranula-
ren pH-Wertes. Mit einem pK-Wert von 9.25 ist
Ammoniumchlorid schwach basisch, es liegt bei ei-
nem pH-Wert von 7.2 hauptsächlich in der pro-
tonierten Form als Ammoniumion NH+

4 vor, nur
ein kleiner Teil ist Ammoniak NH3. Diese un-
geladene Form ist membrangängig, d.h. sie dif-
fundiert durch Membranen, während das Ammo-
niumion aufgrund seiner Ladung die Lipidmem-
branen der Vesikel nicht durchqueren kann (Abb.
4.11). Ammoniumchlorid ist vielseitig benutzt wor-
den, um den pH-Wert von Vesikeln zu erhöhen.
Die Anwendung von Ammoniumchlorid ist einfa-
cher als die der vorherige Substanzen, es wird
in einer Konzentration von 10 mM der extrazel-
lulären Lösungen beigefügt. Das Problem ist sei-
ne in der Literatur kontrovers diskutierte Wir-
kung.

Zum einen herrscht Unklarheit darüber, inwieweit der pH-Wert der Granulen wirklich an-
gehoben wird. Es wird von einem leichten Anheben [Bla01, Wut94, Hol83] bis zum völli-
gen Equilibrieren des pH-Wertes [Pol79, San00, Wil00, Tar03, Mie98, Wil00] gesprochen.
Nimmt man an, daß die Membran für NH3 ideal durchlässig, für NH+

4 absolut undurchlässig
ist, so wird NH3 in das Vesikel diffundieren und dort protoniert, solange bis die intragranu-
lare Konzentration an NH3 gleich der äußeren ist. Damit ergibt sich, daß der pH-Wert des
Vesikels bei Zugabe von 10 mM NH4Cl zur Extrazellulärlösung von 5.5 auf ca. 6.5 steigt,
dabei ist die Konzentration von NH+

4 im Vesikel ca. 50 mM.
Unter dieser Annahme ist ein völliges Equilibrieren des granularen pH-Wertes unmöglich
und ein weiteres Ansteigen geschieht nur dann, wenn die Vesikelmembranen für Ammoni-
umionen etwas durchlässig sind oder wenn es einen aktiven Transport für Ammonium aus
dem Vesikel gibt.

Auch ist unklar, wie sich Ammoniumchlorid auf die Exozytose an sich auswirkt. Während in
[Hol83] von normaler Ausschüttung unter Ammoniumchlorid berichtet wird, zeigen neuere
Studien einen Rückgang der Exozytose während der Anwendung von NH4Cl um 50-60%
[Orn95, Kui89]. Dabei soll die Wirkung schnell (< 20s) und reversibel sein [Kui89].

Daß Ammoniumchlorid den pH-Wert der Granulen beeinflußt, zeigt wieder eine Fluoreszenzmes-
sung mit Acridin Orange. In Abb. 4.12 ist die Fluoreszenzintensität im Roten einer angefärbten
chromaffinen Zelle bei Zugabe von 10 mM NH4Cl gezeigt. Nach der Zugabe sinkt die Inten-
sität, ein Zeichen dafür, daß der pH-Wert innerhalb der Granulen steigt und sich die Aggregate
des Acridin Orange auflösen. Inwiefern der pH-Wert steigt, ob auf einen Wert von 6.5 oder ins
Gleichgewicht mit der Extrazellulärlösung auf 7.2, läßt sich anhand der Fluoreszenz nicht bestim-
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Abbildung 4.12: Fluoreszenzänderung einer Acridin Orange gefärbten Zelle nach Zugabe von NH4Cl

bei t = 0. Nach der Zugabe von NH4Cl sinkt die Fluoreszenz im Roten merklich ab, ein Zeichen dafür,

daß der pH-Wert der Vesikel ansteigt.

men. Die Konzentration von Acridin Orange sinkt bei einem Anstieg des pH-Wertes innerhalb
des Vesikels auf 6.5 bereits so tief, daß sich ein Großteil der Aggregate auflöst [Zan52] und keine
Fluoreszenz im Roten mehr zu erwarten ist.
Für einen Anstieg auf einen pH-Wert von 7.2 müssen Protonen aktiv aus dem Vesikel über
die Membran transportiert werden. Von dem Ammoniumion ist bekannt, daß es an Natrium-
Kalium-Austauscher bindet [Cou96], welcher sich auch in der Membran der chromaffinen Vesikel
befindet. Damit wäre zumindest ein Weg dahin offen.
Ein Vergleich mit dem zeitlichen Verlauf der Intensität beim Anwenden der Poren Nigericin und
Valinomycin zeigt, daß Ammoniumchlorid im Fluoreszenznachweis etwas schneller wirkt. Aus
diesem Grund und weil kein extrazelluläres Kalium hinzugefügt werden muß, wurde dieses Expe-
riment auch zuerst durchgeführt.
In Abb. 4.13 ist der Einfluß von Ammoniumchlorid auf die Amperometrie sowie die Transistorsi-
gnale gezeigt. Die Meßsituation ist wie in den vorangegangenen Experimenten.
Nach dem Wechsel auf eine 10mM-haltige NH4Cl Lösung (—) bricht sowohl in der Amperome-
trie als auch auf dem Transistor das Signal ein. Dieser Einbruch geschieht innerhalb von ca. 30 s
und scheint zumindest ein Stück weit reversibel zu sein; zum Ende der Messung in NH4Cl-freier
Lösung setzt wieder Exozytose ein.
Der Einbruch war oftmals so stark, daß die Exozytose gänzlich verebbte und eine Datenerhebung
unmöglich wurde. In sechs Experimenten wurden die Amplituden U bzw. I , Anstiegszeiten τr

und Zerfallszeiten τd der Transistor- sowie der Amperometriesignale bestimmt, die Daten wurden
nicht gemischt, da die Diversität unter den Zellen zu groß ist. Die Medianwerte der sechs Mes-
sungen sind für die Transistordaten in Abb. 4.14a, für die Amperometriedaten in b dargestellt.
Gezeigt sind die Mediane in physiologischer Lösung vor ◦, während • und nach � der Zugabe
von 10 mM NH4Cl.

Die Anstiegs- sowie die Abfallszeit der Transistorsignale bleiben von NH4Cl unbeeinflußt.
Die Kinetik der Vesikelfusion ändert sich nicht.

Die Amplituden der Transistoren zeigen eine nicht zu verkennende Tendenz abzunehmen,
mehr aber auch nicht.
Da die vorhergehenden Experimente zum Equilibrieren des pH-Wertes erfolgreich waren, ist
es also unmöglich, den pH-Wert der Granulen durch Ammoniumchlorid auf das extrazel-
luläre Niveau anzuheben. Damit ergibt sich der nur geringe Einfluß von Ammoniumchlorid
auf die Amplitude. Der Vesikelinhalt wird durch Einfluß von Ammonium höher gepuffert,
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Abbildung 4.13: Exozytose unter Einfluß von Ammoniumchlorid. Nach der Stimulation (↓) zeigt sich

in dem Transistor (oben) sowie in der Amperometrie (unten) normale Exozytose, unter 10 mM Ammo-

niumchlorid (—) bricht diese jedoch für beide innerhalb von ca. 30 s ein. Beim erneuten Wechsel auf die

ammoniumchloridfreie Lösung scheint sich die Exozytose zu erholen.

wodurch der pH-Wert leicht steigt. Dieses wird mit dem Farbstoff gezeigt.

Die gesamte Anzahl an den bei einer Vesikelfusion freigesetzten Protonen wird allerdings nicht
geändert und so auch nicht die Amplitude des Signals.

Die Daten der Amperometrie 4.14b sind relativ leicht zu interpretieren. Die charakteri-
stischen Eigenschaften der Fusion bleiben unter der Einwirkung von Ammoniumchlorid
erhalten.

Mit dem starken Einbruch der Exozytose in beiden Methoden werden die Ergebnisse bestätigt,
daß die Häufigkeit der Ausschüttung von Vesikeln von Ammoniumchlorid stark beeinflußt ist und
die Exozytose fast gänzlich erlischt.

Daß überhaupt eine Auswirkung von Ammoniumchlorid auf das Transistorsignal gemessen wer-
den kann, mag an leicht löchrigen Vesikelmembranen liegen. Auffällig war, daß der Offset in der
Amperometrie unter der NH4Cl deutlich stieg, er erhöhte sich um ca. 2 pA und viel nach dem
Wechsel auf physiologische Lösung wieder langsam ab. Von Aminen ist bekannt, daß sie zellulare
Membranen angreifen [Mun99]. Der erhöhte Offset würde dann auf eine leckige Zellmembran
hindeuten durch die zytosolische Catecholamine austreten. Im Zytosol von chromaffinen Zellen
befinden sich ca. 700 µM oxidierbare Catecholamine [Mos03], genug, um über einen langen Zeit-
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Abbildung 4.14: Medianwerte der Amplituden (oben), Anstiegs- sowie Abfallszeiten (Mitte bzw. unten)

der Transistor-(a) sowie der Amperometriedaten (b) von sechs Zellen vor (◦), während (•) und nach

(�) der Applikation von 10 mM NH4Cl. Während die Amperometrie von Ammoniumchlorid unbeeinflußt

bleibt, zeigt sich im Transistor ein leichtes Abnehmen der Amplitude.

raum aus der Zelle zu diffundieren. Die löchrige Membran erklärt auch den kleineren Einbruch
der Exozytose in [Orn95], wurde hier nicht amperometrisch, sondern die von Zellschichten in
das Medium abgesonderten Catecholamine gemessen, welche bei einer porösen Membran erhöht
sind 2.
Der schnellere Abfall in der Fluoreszenz bei der Anwendung von NH4Cl gegenüber der bei der
von Poren spricht ebenfalls dafür.

2Da der Einbruch zumindest ein Stück weit reversibel ist, kann man davon ausgehen, daß das Barium
zu Stimulieren nicht vollständig durch die poröse Membran ausgeschwemmt wird, d.h. die Stimulation geht
nicht zurück, weil das Barium fehlt.
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Kapitel 5

Modellierung der

Transistorsignale

5.1 Systemparameter

Nach dem experimentell nachgewiesen wurde, daß das Transistorsignal auf die hohe Protonen-
konzentration innerhalb der Vesikel zurückzuführen ist, wird nun der Zell-Chip-Kontakt cha-
rakterisiert. Dazu gehören der Abstand der Zelle zur Chipoberfläche sowie das Verhalten der
Transistoren unter verschiedenen pH-Werten und Ionenstärken der Badlösung. Mit diesen Pa-
rametern werden die zu erwartenden Signale im Transistor unter Einbeziehung der in Kapitel 2
gelegten Grundlagen modelliert.

5.1.1 Der Zell-Substrat-Abstand

Ein wichtiger Parameter ist der Abstand von der Zelle zur Chipoberfläche. Dieser Abstand geht
in die Konzentration der fixierten Puffergruppen und damit in die Diffusionsgleichung 2.15 ein
und hat eine direkte Auswirkung auf das gemessene Transistorsignal. Der Abstand wird mit-
tels der Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie ermittelt [Bra97, Lam96]. Hierfür werden
die Zellen auf speziellen Siliziumstrukturen gewachsen, welche aus Stufen unterschiedlicher Oxid-
dicke auf einer glatten Siliziumfläche bestehen und die Zellmembran wird mit einem lipidlöslichen
Farbstoff angefärbt. Licht wird an der Siliziumfläche reflektiert und interferiert nahe der Ober-
fläche mit sich. Anregung und Emission finden in Form von stehenden Wellen statt. Aufgrund der
verschiedenen Oxiddicken ändert sich die Intensität des Lichtes, mit der der Farbstoff in der ein-
gefärbten Membran angeregt wird; es entsteht ein charakteristisches Muster. Diese Messungen
erlauben einen präzisen Rückschluß auf den Zell-Substrat-Abstand. Für chromaffine Zellen auf
mit Kollagen beschichteten Siliziumdioxid ergibt sich ein Abstand von ungefähr 32 nm. Dieser
Abstand ist, verglichen mit anderen Zellabständen, relativ klein, es ist von Abständen zwischen
50 und 90 nm berichtet worden [Gle04]. Der kleinere Abstand wird auf die modifizierten Zellkul-
turbedingungen zurückgeführt.

5.1.2 Charakterisierung der Oxidoberfläche

Die physikalischen Eigenschaften des Oxides und damit des Transistors können innerhalb der
vorgestellten Theorie mittels zwei Parameter beschrieben werden.
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Abbildung 5.1: Abstandsbestimmung der unteren Zellmembran zur Oberfläche des Oxides. a) Prin-

zip der Fluoreszenz-Interferenz-Kontrastmikroskopie: einfallendes und emittiertes Licht werden an der

Siliziumoberfläche reflektiert. Aufgrund der unterschiedlichen Oxiddicken ändern sich die Intensitäten

mit denen der Farbstoff in der angefärbten Membran angeregt wird und die mit denen er abstrahlt. b)

Eine angefärbte Zelle auf einem Chip mit unterschiedlichen Oxidstufen. Es bilden sich charakteristische

Intensitäten in den Quadraten gleicher Oxiddicke aus, die einen Rückschluß auf den Abstand der Mem-

bran zur Oberfläche ermöglichen. c) Die gemessenen Intensitäten werden ausgewertet, die Theorie liefert

den Abstand als Fitparameter. d) Der mittlerer Abstand der unterem Membran verschiedener Zellen zur

Oxidoberfläche beträgt 32 nm.

Die Gleichgewichtskonstante K für die Protonenbindung an die Silanolgruppen legt die Lage
der Pufferkurve fest, ein kleiner Wert für K entspricht einer zu hohen pH-Werten verschobenen
Kurve, ein großer Wert einer zu niedrigen. Wir stellen an diesen Wert die Forderung, daß die
Pufferkurve im für uns relevanten Bereich ungefähr linear ist, da ein Transistor ein zum pH-Wert
lineares Signal liefert. Aus der Literatur sind eine Vielzahl an Siliziumdioxidoberflächen gemesse-
nen Gleichgewichtskonstanten für Protonen bekannt, sie reichen von pK= 2 bis pK= 8 [Hua93],
insofern haben wir eine gewisse Freiheit.

Wir benutzen den ebenfalls in der Literatur vertretenen Wert pK=5.7 [Sca92].

Der zweite Parameter ist die Oberflächendichte der Silanolgruppen N . Mit diesem Wert wird
die Änderung des Oberflächenpotentials bei der Änderung des pH-Wertes sowie der Ionenkon-
zentration der Lösung eingestellt. Als Höchstwert kann hier der Wert für ein dichtes Gitter für
Silanolgruppen mit der Gitterkonstante der Siliziumdioxidoberfläche dienen, der Wert liegt bei
5.4 ∗ 1018m−2. Die wirkliche effektive Dichte kann aber stark von diesem Wert abweichen, da
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die Oberfläche geputzt, beschichtet und schließlich auch mit Zellen versehen wird, Prozesse, bei
denen Gruppen bereits abgesättigt werden können. Wir benutzen einen Wert, der die gemessene
Änderung des Oberflächenpotentials beim Titrieren der Oberfläche mit Lösungen verschiedener
Protonenkonzentrationen wiedergibt.
Um die Steigung zu messen, werden Lösungen unterschiedlichen pH-Wertes mit konstanter Io-
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Abbildung 5.2: Die Änderung des Oberflächenpotentials in Abhängigkeit des pH-Wertes sowie der

Natriumkonzentration der Lösung. a) Der Verlauf von vier verschiedenen Transistoren ist eingezeichnet.

Die Transistoren M1 und M2 (auf einem ,,burried channel“-Chip) zeigen ein fast ideales Verhalten und

kommen nahe an das theoretische Limit von ∂ψ0/∂pH = −39 mV (- -), während die Transistoren, mit

denen die meisten Messungen in dieser Arbeit gemacht wurden, Ca (2 × 20µm2 Gatefläche) und Ad

(2 × 2 µm2), mit ca. -20 mV pro pH deutlich unter dieser Grenze bleiben. b) Das Oberflächenpotential

in Abhängigkeit der Natriumkonzentration der Lösung. Gezeigt ist die Änderung des Potentials bei den

Konzentrationen von 10 mM, 20 mM und 50 mM für Natriumchlorid (×) sowie für 5 mM, 10 mM und 25

mM Adenosintriphosphatdinatriumsalz Na2ATP (+). Das theoretische Limit von ca. -20 mV (- -) pro

Dekade für hohe Werte der Oberflächendichte der Silanolgruppen ist für Na-ATP leicht unterschritten.

nenkonzentration von 140 mM, das entspricht den physiologischen Werten, über den Transistoren
ausgetauscht.
Die gemessenen Verläufe sind in Abb. 5.2a zusammen mit der theoretischen Grenze nach Gl.
2.8 gezeigt. Dabei handelt es sich um die Messungen mit vier verschiedenen Transistoren auf
drei Chips. Die Transistoren M1 und M2 liegen auf einem ,,burried channel“-Chip [Voe05]. Sie
zeigen ein fast ideales Verhalten mit einer Steigung von ca. 36 mV pro pH. Die in dieser Arbeit
hauptsächlich benutzen Transistoren haben mit 20 mV/pH eine deutlich niedrigere Steigung.
Zum einen ist der Grund darin zu suchen, daß unterschiedliche Meßaufbauten zum Vermessen
benutzt wurden, die sich verschieden resistent gegen eine Drift erwiesen; zum anderen darin, daß
die Chips vor der Messung unterschiedlich aufbereitet worden sind. Die Chips M1 und M2 wurden
gereinigt und danach für einige Minuten mit 1 M Salzsäure behandelt und sofort vermessen. Die
anderen Chips kamen direkt aus einem Zellkulturzyklus. Es zeigt sich auch, daß die Abhängigkeit
des Oberflächenpotentials vom pH-Wert kritische bezüglich der Vorbehandlung des Chips ist;
mit den M1 und M2 Transistoren wurden vor der Reinigung und HCl-Behandlung nach einer
Nacht unter physiologischer Lösung Steigungen von nur 8 mV pro pH gemessen. Die Ursache
hierfür ist unklar, muß aber notgedrungen etwas mit der Absättigung der Oberflächenladungen
durch Fremdstoffe zu tun haben.
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Nach Abb. 2.7 wählen wir die Dichte der Oberflächenladung zu 1∗1018 m−2 und haben dann eine
Änderung des Oberflächenpotentials von ca. -24 mV pro pH. Mit diesem Wert erhalten wir eine
Änderung des Oberflächenpotentials bezüglich der Ionenkonzentration von -30 mV pro Dekade
in der Ionenkonzentration (Abb. 2.7b), welche gut mit den gemessenen -29 mV übereinstimmt.

Weiterhin verhält sich nach Abbildung 5.2 das Natrium-ATP ähnlich wie Natriumchlorid. Das
negative Ion ATP hat als ein Hauptbestandteil des Vesikelinhalts kaum einen Einfluß auf das
Oberflächenpotential des Transistors.

5.2 Grundlegende Modelle

Nachdem wir die relevanten Systemparameter bestimmt haben, wollen wir nun ein Transistor-
signal modellieren. Dazu wird während der Diffusion gemäß (2.23) der Satz von Gleichungen
(2.24-2.30) simultan mittels eines Newton-Raphson-Algorithmus auf einem Gitter gelöst.

5.2.1 Instantane Quelle

Da die Fläche und die Dynamik der Ausschüttung relativ unbestimmt sind, wollen wir zunächst
die zentrale, instantane Ausschüttung eines Vesikels betrachten. Die Ausschüttung wird auf eine
Fläche, die etwas kleiner als ein mittlerer Vesikelquerschnitt ist, beschränkt und der Inhalt des
Vesikels auf reine Salzsäure HCl reduziert. Dieses kann als ein Minimalmodell betrachtet wer-
den.
Extrazellulär befindet sich eine physiologische Lösung aus 140 mM Natriumchlorid, deren pH-
Wert durch HEPES in verschiedenen Konzentrationen auf pH 7.2 gepuffert ist. Es wird das
Gleichungssystem von 2.23 und 2.24-2.30 für I = H+, Na+, Cl− sowie für die Siliziumdioxid-
oberfläche als fixierten Puffer und HEPES als mobilen gelöst. Durch diese Reduktion können wir
sehen, inwiefern sich das System wie das der einfachen Pufferdiffusion aus Abschnitt 2.7 verhält.
Die Menge an HCl läßt sich aus der sehr gut bekannten Zusammensetzung der chromaffinen
Granulen bestimmen, wenn man alle puffernden Gruppen mit ihren pK-Werten und ihren Kon-
zentrationen kennt und diejenigen Protonen bestimmt, die bei einem Übergang von pH 5.5 nach
pH 7.2 frei werden. Insgesamt ergibt sich eine Zahl von 1 ∗ 106 Protonen für ein Vesikel des
mittleren Radius von 170 nm. Die Dichte der Silanolgruppen ist 1 ∗ 1018m−2, die Dicke des
Spaltes 50 nm; damit ist die effektive Konzentration der Silanolgruppen im Spalt 33.2 mM. Für
eine grobe Abschätzung der erwarteten typischen Zeitkonstanten der Diffusion in einer Scheibe
wird

τ =
r2Gate

5.78DM
(1 +

NF

NM
)

benutzt. Diese Gleichung entstammt der Lösung der zweidimensionalen Diffusionsgleichung in
Zylinderkoordinaten und gilt nur, wenn die niedrigste Mode die führende im betrachteten Fall
ist. Deshalb kann sie nur auf die kleine Gategröße von 2× 2µm2 angewandt werden. Die Zeiten
liegen bei 2 bis 7 ms, je nach Pufferkonzentration.
Die über die Gategrößen gemittelten Potentiale sind für die verwendeten Transistoren von 2 ×
2µm2 in Abbildung 5.3a sowie für die von 20× 2µm2 in 5.3b für eine instantane Quelle darge-
stellt
Um einen direkten Vergleich zum Experiment zu haben, ist die Darstellung des Oberflächenpo-
tentials in Millivolt gewählt. Zum Zeitpunkt der Ausschüttung steigt das Oberflächenpotential
sprunghaft an und zerfällt danach wieder annähernd exponentiell.
Die Zeitkonstanten für den Zerfall liegen für das Potential bei ca. 3 ms, 2 ms und 1.4 ms für die
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Pufferkonzentration von 5, 10 und 20 mM HEPES. Da die Konzentration der freien Protonen
zu den frühen Zeiten viel größer als die Pufferkonzentration ist und damit signifikant zur Proto-
nendiffusion beiträgt, kann man nicht davon ausgehen, daß diese Näherung gilt.
Die Reduktion des Vesikelinhalts auf HCl birgt zwei Nachteile. Zum einen werden die lokalen
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Abbildung 5.3: Simulierte Änderung des Oberflächenpotentials bei einer instantanen Punktquelle für die

Gategrößen von 2×2µm2 (a) und 20×2µm2 (b). Gezeigt sind die Potentialänderung bei Ausschüttung

einer reinen HCl-Lösung sowie, etwas physiologischer, einer ATP-gepufferten. Für diese liegen die Am-

plituden bereits in der richtigen Größenordnung, jedoch sind die Zeitkonstanten für den Abfall viel zu

klein.

pH-Werte kurzzeitig so hoch, daß man außerhalb des zum pH-Wert linearen Bereichs für das
Oberflächenpotential ist, zum anderen sind diese niedrigen pH-Werte für einen Vesikelinhalt un-
physiologisch, der Inhalt ist auf pH 5.5 gepuffert.
Deshalb wird dieses durch das Ausschütten von ATP, dem relevantesten Puffer im Vesikel, berück-
sichtigt. Dazu wird der Satz von simultan gelösten Gleichungen um das Puffergleichgewicht für
ATP erweitert. Die Konzentration von ATP wird so gewählt, das beim Übergang von pH 5.5
nach 7.2 ebensoviel Protonen wie bei der reinen HCl-Ausschüttung freigesetzt werden.
Das Potential zum Zeitpunkt der Ausschüttung sinkt wie zu erwarten gegenüber der Ausschüttung
von reinem HCl merklich (Abb. 5.3), für die Zeitkonstanten ergeben sich die Werte von 3.3, 2.5
und 2.0 ms für die verschiedenen Pufferkonzentrationen. Auch hier ist die ,,rapid buffer“-Nähe-
rung nur bedingt anzuwenden, so stellt ATP selbst einen mobilen Puffer dar und erhöht dadurch
seine Konzentration. In der Näherung würde ein Verhältnis der Zeitkonstanten von 1:1.8:2.9 er-
wartet, es ergibt sich aber 1:1.33:1.62.

Kurz zusammengefaßt ergibt das stark reduzierte Minimalmodell folgendes:

Die Signalamplitude sinkt wie beobachtet mit steigender Pufferkonzentration. Unter der
physiologischeren Ausschüttung eines ATP-Puffers sind die Amplituden auch in der richti-
gen Größenordnung.

Die Anstiegszeit ist schnell.

Ein Einfluß der Pufferkonzentration auf die Abfallszeit ist vorhanden, wenn auch etwas zu
klein.
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Abbildung 5.4: Streudiagramme amperometrischer Daten, exemplarisch für 20 mM Pufferkonzentration

(n=593). a) Amplitude I versus Anstiegszeit τr. Bei kleinen Anstiegszeiten sind die Amplituden zu diesen

unkorreliert, hohe Anstiegszeiten korrelieren mit kleinen Amplituden. b) Amplitude I gegen die Zerfallszeit

τd. Auch hier sind nur die hohen Zerfallszeiten mit kleinen Amplituden korreliert. c) Die Anstiegszeit

und die Abfallszeit sind besonders für hohe Anstiegszeiten korreliert. Durch die Korrelation der hohen

Zeitkonstanten untereinander und mit kleinen Amplituden ordnen wir diesen Ereignissen Ausschüttungen

zu, die nicht unmittelbar unter der Kohlefaser stattgefunden haben und deshalb diffusionsverbreitert sind.

Insgesamt läßt sich dann schließen, daß es nur eine dynamische Klasse von Vesikeln gibt, deren Parameter

weit streuen.

Die eigentliche Diskrepanz des Modells besteht in dem viel zu schnellen Abfall der Signale.
Sie liegen mit einem Faktor zehn deutlich neben den beobachteten.

Die amperometrischen Daten zeigen, daß eine hier angenommene instantane Ausschüttung zu-
mindest für die Catecholamine nicht richtig ist. Dieses wird jetzt korrigiert.

5.2.2 Dynamische Quelle

Es ist aus den amperometrischen Daten bekannt, daß die Vesikelausschüttung nicht instantan
verläuft. Deshalb wird eine Quelle betrachtet, die zeitlich an den Verlauf der amperometrischen
Signale angepaßt ist. Dafür muß zunächst geklärt werden, ob es verschiedene dynamische Klassen
von Vesikeln gibt, oder ob in der theoretischen Beschreibung des Systems mit einem Modellve-
sikel mit konstanten Parametern gearbeitet werden darf.

Die Korrelation der Amplitude zu der Anstiegs- sowie der Abfallszeit ist in Abb. 5.4 exemplarisch
für die 20mM Pufferkonzentration gegeneinander aufgetragen. Zunächst erscheinen zwei Popu-
lationen in den Streudiagrammen der Amplitude gegen die Anstiegs- sowie gegen die Zerfallszeit
(Abb. 5.4a und b). Die größeren bestehen jeweils aus einer kleinen Anstiegs- bzw. Zerfallszeit
mit einen breitem Spektrum in den Stromamplituden, die kleineren aus kleinen Stromamplituden
mit einem breiten Spektrum an größeren Anstiegs- sowie Zerfallszeiten. Wenn wir annehmen,
daß die größere Population aus Vesikelausschüttungen direkt unter der Kohlefaser hervorgeht,
die kleinere aus welchen, die nicht direkt unter der Elektrode stattfanden, sondern durch Dif-
fusion verbreitert sind, dann muß sich für die langsamen Signale eine Korrelation zwischen der
Anstiegs-und der Abfallszeit ergeben. In Abb. 5.4c sind die Zeiten gegeneinander aufgetragen
und es liegt wirklich eine Korrelation bei größeren Zeiten vor.
Damit sind die beiden Populationen auf eine zurückgeführt, deren Parameter, die Anstiegszeit,
die Abfallszeit sowie die Amplitude weit streuen.
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Für eine theoretische Beschreibung kann also mit einem Modellvesikel gerechnet werden, dessen
Parameter den Medianwerten der auf die erste Population beschränkten Verteilung entspricht.

Die Exozytose chromaffiner Granulen läuft auf einer Zeitskala von einigen zehn Millisekunden
ab. Die Ausschüttung von Catecholaminen steigt im Mittel mit einer Zeitkonstante von 2-3 ms
an, bevor sie ihr Maximum erreicht und wieder mit einer Zeitkonstante von 10 ms zerfällt, wobei
die Amplitude sowie die beiden Zeitkonskonstanten voneinander unabhängig sind.

Die instantane Quelle wird deshalb durch eine Quelle, deren zeitlicher Verlauf durch eine expo-
nentiell modifizierte Gaußfunktion gegeben ist, ersetzt [Gru72, Jan94]. Die Funktion beschreibt
den Fluß von Catecholaminen aus dem Vesikel und damit den Verlauf amperometrischer Signale
relativ gut und ist

g(t) =
A

τ σ
√

2π

∫ ∞

0

e−
(t−tp−t′)2

2 σ2 e
−t′

τd dt′.

Mit dem Parameter tp wird sie längs der Zeitachse verschoben, σ gibt die Anstiegszeit und τd

die Abfallszeit vor. Mit den aus der Amperometrie bekannten Daten wird σ gleich 2.5 ms und τd

gleich 10 ms gesetzt. Bei diesen relativ langsamen Zeitparameter macht es keinen Unterschied,
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Abbildung 5.5: Modellierte Signale bei einer Punktquelle, die den zeitlichen Verlauf amperometrischer

Daten widerspiegelt. Die Zeitkonstanten werden durch die extrazelluläre Pufferkonzentration kaum be-

einflußt; auf den kleinen Gategrößen (a) sind die Amplituden im Bereich der beobachteten, die der großen

(b) sind eher zu klein.

ob reine Salzsäure oder ATP-Puffer ausgeschüttet wird, deshalb sind nur die Simulationen für
HCl in Abb. 5.5 dargestellt.
Zusammengefaßt ergibt sich folgendes Bild:

Die Amplituden nehmen mit den Werten von ca 4, 2.2 und 1.3 mV für die kleine Gatefläche
schon beobachtete Größen an, für die großen sind sie jedoch einen Faktor zwei bis drei zu
klein.

Die Zeitkonstanten des Abfalls sind mit 20 bis 40 Millisekunden ebenfalls in der beobachte-
ten Größenordnung, allerdings gibt es im Modell einen Unterschied in den Zeitkonstanten
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der verschiedenen Gateflächen von ungefähr einem Faktor zwei. Zudem unterscheiden sich
die Zeitkonstanten der Signale für die verschiedenen Pufferkonzentrationen kaum.

Eine große Diskrepanz zeigen die Anstiegszeiten des Modells zum Experiment. Die Signale
steigen innerhalb acht bis zehn Millisekunden an, deutlich zu langsam.

Dieses Modell mit einer an die amperometrischen Daten angepaßten zeitlichen Dynamik des Aus-
flußes an Stoffen trifft grob sowohl die Amplituden der Signale als auch ihren zeitlichen Abfall.
Insbesondere zeigt es im Vergleich zum Minimalmodell einen deutlich langsameren und damit
viel passenderen Abfall der Signale. Erkauft wird dieses durch Diskrepanzen in der Anstiegszeit
und den Amplituden.

In Anbetracht der Komplexität der Vesikelfusion sowie den relativ unbestimmten System aus
Zelle, Vesikelfusion, Spalt und Chip liefert es aber eine brauchbare Übereinstimmung. Der zu ge-
ringe Einfluß der Pufferkonzentration auf die Zeitkonstante des Abfalls läßt sich auf die Wahl der
relativ niedrigen Oberflächendichte der fixierten Gruppen von 1× 1018 m−2 zurückführen. Prin-
zipiell kann auch eine fünf- bis sechsfach höhere Dichte angenommen werden. Das der ,,fixed
buffer“-Effekt durchaus einen Einfluß haben kann, zeigt Abb. 5.6. Hier sind die Transistorsi-
gnale für ein 2 × 2µm2 großes Gate für verschiedene Oberflächengruppendichten abgebildet.
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Abbildung 5.6: Der Einfluß des ,,fixed buffer“-

Effekts auf das Signal. Die Kurven zeigen das erwar-

tete Signal auf einem 2 × 2µm2 Gate für verschie-

dene Oberflächengruppendichten des Siliziumdioxids

in Gruppen pro Quadratmeter.

Die Zeitkonstanten des Abfalls sind 30 ms, 21
ms, 18 und 15 ms für die Gruppendichten von
5×1018, 1×1018, 5×1017 und 1×1017 m−2.
Es ist ein Faktor zwei in den Zeitkonstanten
möglich und dies bei gängigen Werten für die
Anzahl der Silanolgruppen.
Die Amplitude zeigt für die Dichte von 1 ×
1018 m−2 ein Maximum. Unter der Zugabe ei-
ner konstanten Anzahl Protonen ist

∂Z

∂NH
=

∂Z

∂pH

∂pH

∂NH

und hängt von der Änderung des Ober-
flächenpotentials bei sich änderndem pH-Wert
(Abb. 2.7a) sowie der Änderung des pH-
Wertes bei Protonenzugabe ab. Diese geht
mit 1/((Neff + NB). Bei hohen Werten
der Oberflächengruppendichte ändert sich die
Steigung kaum. Während die Protonen zuneh-
mend gepuffert werden, sinken die Signale. Bei
geringen Dichten ist die Steigung sehr klein, auch hier sinken die Signale.
Für lange Zeitkonstanten im Abfall wird also eine hohe Anzahl von Oberflächengruppen benötigt,
bei diesen hohen Dichten schwindet der Einfluß des mobilen Puffers auf die Amplitude aber zu-
nehmend. Eine Gruppendichte von 5×1018 m−2 entspricht einer Konzentration von ca. 180 mM
Puffer im Spalt und es wird in den Amplituden keinen entscheidenden Unterschied machen, ob
mit 185 mM als gesamtem Puffer bei 5mM oder mit 190 mM bei 10 mM extrazellulärer HEPES
Konzentration gemessen wird. Experimentell zeigt sich hier jedoch ein signifikanter Unterschied
in den Amplituden.
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Obwohl die relativ unbestimmte Dichte der Oberflächengruppen einen Möglichkeit zum An-
passen der Dynamik des Abfalls liefert, wird diese durch die Abhängigkeit der Signalamplitude
von der Pufferkonzentration verbaut.

Die Signale werden von der Kinetik der Quelle und von der Kinetik der Pufferdiffusion im Spalt
geprägt.
Um die beiden Einflüsse zu verstehen, lösen wir in Zylinderkoordinaten die Diffusionsgleichung

∂

∂t
c = D4c+Q(x, t)

unter der Randbedingung, daß c(1, t) = 0 ∀ t mit x=r/R, R als Radius des Spaltes. Der Quell-
term soll in eine Orts- und eine Zeitfunktion separieren, d.h. Q(x, t) = p(x) q(t). Unter diesen
Annahmen ist die Lösung

c(x, t) =
∑

n

αn(t)J0(knx)

mit

αn(t) = Cn e
−D k2

n t + e−D k2
n t

∫ t

0

eD k2
n ζ βn(ζ)dζ und

βn(t) =
2

J1(kn)2

∫ 1

0

x J0(kn x) p(x) q(t) dx.

Die Funktionen J0 und J1 sind die Besselfunktionen nullter und erster Ordnung, kn sind die
Nullstellen der Besselfunktion nullter Ordnung, Cn zu bestimmende Konstanten und D ist der
Diffusionskoeffizient eines Stoffes i geteilt durch das Quadrat des Spaltradius, also D = Di/R

2.
Für das Zeitverhalten der Quelle q(t) setzen wir näherungsweise

q(t) ∝ e
− 1

τd
t
(1 − e−

1
τr

t)

mit den Zeitkonstanten τd für den Abfall und τr für den Anstieg.
Damit ist die Kinetik der Diffusion im DiffusionskoeffizentenD beherbergt, die Kinetik der Quelle
in den Zeitkonstanten τd und τr. Es ergibt sich für α

αn(t) =

(

e
− 1

τd
t
( 1

Dk2
n − 1

τd

− 1

Dk2
n − ( 1

τd
+ 1

τr
)
e−

1
τr

t
)

−

− e−D k2
n t
( 1

Dk2
n − 1

τd

− 1

Dk2
n − ( 1

τd
+ 1

τr
)

)

)

∗

∗ 2

J1(kn)2

∫ 1

0

x J0(kn x) p(x) dx.

Man sieht, daß die Koeffizienten der höheren Moden das Zeitverhalten der Quelle annehmen.
Schreibt man alternativ

αn(t) =

(

(e
− 1

τd
t − e−D k2

n t)
1

Dk2
n − 1

τd

−

− (e
−( 1

τd
+ 1

τr
)t − e−D k2

n t)
1

Dk2
n − ( 1

τd
+ 1

τr
)

)

∗

∗ 2

J1(kn)2

∫ 1

0

x J0(kn x) p(x) dx,
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so zeigt sich, daß die niedrigen Moden mit 1/τd steigen. Zudem sind die relevanten Moden
der Entwicklung ungefähr gleich besetzt. Um das zeitliche Verhalten der Quelle widerzuspiegeln
sind die hohen Moden wichtig. Ist die räumliche Ausdehnung des Quellterms kleiner als ein In-
tegrationsgebiet, so wie hier die Quelle im Vergleich zur Gategröße, so mitteln sich die hohen
Moden schnell aus und ein schneller Anstieg im Signal ist nicht möglich. Auch ist der Einfluß der
Mittelung auf die Zeitkonstante des Abfalls im Signal groß, dieses wird aber nicht beobachtet.
Ein Reduzieren des Diffusionskoeffizienten macht diese Diskrepanzen größer und die Ursache der
Fehlvorhersage des Modells ist nicht in einer falschen Parameterwahl zu suchen.

Der schnelle Anstieg der experimentell beobachteten Signale ist über ein Modell einer Quelle
mit Diffusion nicht zu erklären. Erst bei Quellen mit den Ausmaßen der Integrationsflächen kann
das über die Fläche gemittelte Signal dem Zeitverhalten der Quelle folgen, dieses ist hier aber
unvorstellbar.
Die einfachen und damit überschaubaren Modelle beschreiben einige der Charakteristiken der
Signale gut, sind der Komplexität des ganzen Systems aber nicht gewachsen.

5.3 Die Fusionsdynamik: auf der Suche nach dem

Quellterm

Da eine Quelle mit freier Diffusion das Transistorsignal der Exozytose eines Vesikel nicht erklären
kann, braucht man ein besseres Modell und ein grundlegend anderes Konzept für die Exozytose.
Theoretisch gibt es einige Versuche, die Amperometriedaten zu erklären [Fan04], doch müssen
sie sich alle im Fall der chromaffinen Vesikel geschlagen geben, da signifikante Fehlvorhersagen
auftreten.
Ursache hierfür ist das komplexe Zusammenspiel verschiedener physikalischer Aspekte auf der
gleichen Zeitskala.
Zum einen bildet das Verschmelzen von Lipidmembranen an sich schon einen sehr schwierigen
Sachverhalt, zum anderen ist auch die Proteinmatrix innerhalb des Vesikels schwierig zu be-
schreiben. Die Matrix bildet eine polyelektrolytisches Gel [Nan93, Uvn80a, Uvn80b], welches
hauptsächlich aus durch Calcium querverbundenen Proteinen, größtenteils dem Protein Chromo-
granin A, den Catecholaminen und ATP besteht[App97]. Hierbei bildet das Chromogranin A das
anionische Gegenstück zu den protonierten Catecholaminen. Unter Fusion schwillt die Matrix
an, Natrium sowie Kalium der Extrazellulärlösungen können die divalenten Querverbindungen
ersetzen und gleichzeitig dadurch Elektroneutralität herstellen. Ihr Einwandern, das Austauschen
sowie das Ausdiffundieren der Catecholamine und das Schwellen der Matrix sind dabei gekop-
pelte Prozesse. Schließlich löst sich die Matrix auf und ein Großteil wird ausgeschüttet. Für das
Anschwellen der Gele gibt es Modelle [Tan79, Gri90], doch hat sich gezeigt, das die Dynamik
der Amperometrie nicht vom Schwellen des Gels und dem Austausch der Catecholamine an der
Grenze zwischen geschwollenem-ungeschwollenem Gel erklärt werden kann, da dieses einen po-
lyexponentiellen Abfall des Catecholaminflusses zur Folge haben würde [Sch96]. Die Dynamik ist
diffusionskontrolliert. Damit ist gemeint, daß die Diffusion innerhalb der geschwollenen Matrix
der Catecholamine wesentlich langsamer von statten geht, als das Schwellen der Matrix. Den
Catecholaminen wird innerhalb der Matrix ein Diffusionskoeffizient zugeordnet, der die starke
Wechselwirkung mit dieser beinhaltet.
Im folgenden wird ein Zwei-Kompartiment-Modell aufgestellt. Es besteht

• zum einen aus dem Spalt mit der gepufferten Diffusion der Protonen,
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• zum anderen aus der ausgeschütteten Vesikelmatix. In dieser Matrix ist die Diffusion aller
Stoffe stark reduziert.

Die Dynamik der Vesikelfusion und damit auch die der Ausschüttung der Matrix in den Spalt
wird anhand des einzigen momentan dazu vorhandenen Modells aus einer Arbeit von Amatore
et al. gezogen [Ama99].
Diese Arbeit gibt die amperometrischen Daten der Vesikelfusion bei chromaffinen Zellen gut
wieder und liefert den zeitlichen Verlauf des freigesetzten Vesikelvolumens. Dieser wird benutzt,
um einen Quellterm für die Ausschüttung der Matrix in den Spalt und der Grenze zwischen den
beiden Kompartimenten, Matrix und Bad, zu gewinnen.
Die Dynamik der amperometrischen Daten wird auf das Abrollen der Membran vom Vesikel und
auf die Diffusion der Catecholamine innerhalb der Granule zurückgeführt.
In Abb. 5.7 ist das zugrunde liegende Modell gezeigt. Eine chromaffine Granule verschmilzt
mit der Zellmembran und wird durch den Öffnungswinkel α in zwei unterschiedliche Bereiche
zerlegt. Ein Bereich steht im Kontakt mit der Extrazellulärlösung, seine Membran wurde in
die Zellmembran inkorperiert (0 < θ < α) und aus diesem Bereich können die Catecholamine
herausdiffundieren. Der verbleibende bedeckte Teil (α < θ < π) trägt nicht Catecholamin-
ausschüttung bei. Die Annahme, daß die Verarmung an Catecholaminen innerhalb der Matrix
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Abbildung 5.7: Das die amperometrischen Signale wiedergebende Modell. Die Dynamik der Exozytose

wird von zwei Faktoren bestimmt. Die Wechselwirkung der ausgeschütteten Stoffe mit der Matrix wird

durch einen stark reduzierten Diffusionskoeffizienten berücksichtigt, das Abrollen der Vesikelmembran

von der Granule mit dem Öffnungswinkel α(t). Die Konvolution aus Diffusion und Membrandynamik

bildet die Dynamik der amperometrischen Daten ab (nach [Ama99]).

wesentlich langsamer als die Änderung in der freiliegenden Oberfläche ist, erlaubt es, die Kopp-
lung zwischen Fusion und Diffusion als Konvolution von dem Fluß Ψ aus dem vollständig un-
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bedeckten Vesikel mit der Abrollgeschwindigkeit der Membran wiederzugeben 1. Mittels einer
Dekonvolution erhält man aus amperometrischen Daten die Funktion für den Öffnungswinkel
α(t) des Vesikels und den intragranularen Diffusionskoeffizienten der Catecholamine. Die erhal-
tene Funktion und der Diffusionskoeffizient sind von Vesikel zu Vesikel verschieden und werden als
Fitparameter betrachtet. Den Catecholaminen wird innerhalb der Matrix ein auf ein Hundertstel
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Abbildung 5.8: Abrolldynamik der Membran (aus [Ama99]) und ein damit modelliertes amperometri-

sches Signal. a) Eine Dekonvolution amperometrischer Daten liefert den zeitliche Verlauf des Abrollens

der Membran α(t), bzw. der freiliegenden Oberfläche Ω(t). Ein mit dieser Funktion und einem reduzier-

ten Diffusionskoeffizienten berechnetes, normiertes Signal (b) stimmt relativ gut mit dem gemessenen

Signalen überein.

reduzierter Diffusionskoeffizient zugeschrieben. Die Funktion für den Öffnungswinkel α(t) und
die der freigelegten Oberfläche Ω(t) zeigt Abbildung 5.8a. Ein mit dieser Funktion und einem
um einen Faktor hundert reduzierten Diffusionskoeffizienten für die Catecholamine modelliertes
Signal ist in Abbildung 5.8 gezeigt. Das modellierte Signal trifft den Verlauf des amperometri-
schen Stroms relativ gut. Soweit geht die Arbeit nach [Ama99]

Es müssen jetzt einige weitere Annahmen gemacht werden, um mit den Ergebnissen der Ar-
beit weiterzuarbeiten.

Zuerst mißt der Transistor die Protonenkonzentration, welche hauptsächlich über ATP
gepuffert ist und man muß aus der Diffusion der Catecholamine auf einen Diffusionskoef-
fizienten für diese Bestandteile des Vesikels schließen.
Es werden die Diffusionskonstanten aller anderen Stoffe des Vesikels um den gleichen Fak-
tor reduziert, was rein spekulativ ist, aber über die starke Wechselwirkung der Inhaltsstoffe
gerechtfertigt erscheint.

1Für den Fluß φ(t) als Meßgröße gilt damit

φ(t) ∝

∫ t

0

Ψ(t − ζ)
θ(ζ)

4π
dζ

mit
∫ t

0

θ(ζ)

4π
dζ = 1/2 ∗ (1 − cos α(t)) =

Ω(t)

4π
,

wobei Ω(t) die gesamte freigelegte Oberfläche zur Zeit t ist.
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Zudem wurde bei dem beschriebenen Modell die Kohlefaser außer Acht gelassen; sie war,
obwohl in nahem Kontakt zur Zellmembran, im genügend großen Abstand, um das Ent-
falten des Vesikels nicht zu beeinträchtigen.
Das ist bei einem Abstand der Zellmembran zur Chipoberfläche von nur 50 nm sicherlich
nicht der Fall und es stellt sich das Problem, wie man eine Granule von 350 nm Durchmesser
und einen 50 nm dicken Spalt zusammenbringt. Es sind verschiedene Szenarien vorstellbar,
die von weiteren Eigenschaften des Vesikels abhängen.

Stellen wir uns weiter ein Transistorsignal mit einem schnellen Anstieg vor, der Vesikelinhalt
liegt, da der Spalt viel kleiner als ein Vesikel ist, irgendwie auf der Chipoberfläche. Innerhalb
der Matrix gilt das Puffergleichgewicht

[H ] = [K]
[HATP ]

[ATP ]
.

Unter der Annahme, daß die Diffusionskoeffizienten innerhalb der Granule stark reduziert
sind, ist der Fluß der Inhaltsstoffe aus der Matrix proportional zu ihrer intragranularen Kon-
zentration. Da die Protonen hoch gepuffert sind und freie Protonendiffusion vernachlässig-
bar ist, hat das zur Konsequenz, daß sich der pH-Wert innerhalb der Matrix nicht ändert,
auch nicht, wenn [HATP ] sowie [ATP ] hinausdiffundieren. Es würde also ein Plateau im
Signal erwartet, welches nicht beobachtet wird2.
Es muß deshalb auch ein Eindiffundieren des extrazellulären Puffers in die Matrix berück-
sichtigt werden. Sein effektiver Diffusionskoeffizient ist ebenfalls unbekannt, wir reduzieren
ihn um den gleichen Faktor wie die Diffusionskoeffizienten der anderen Stoffe.
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Abbildung 5.9: Das in den Spalt ausgeschüttete

Vesikelvolumen in Abhängigkeit von der Zeit.

Als eine Möglichkeit der Ausschüttung ei-
nes Vesikels wird betrachtet, daß das durch
die Funktion Ω(t) freigelegte Vesikelvolumen
in den Spalt zwischen Zelle und Chip gedrückt
wird.

Dabei wird zugrunde gelegt, daß die Matrix
nicht fest ist, sondern eine relativ niedrige Vis-
kosität hat. Diese Vorstellung ist nicht nur ein
Tribut an ein zweidimensionales Modell, denn
die niedrige Viskosität ist keinesfalls rein spe-
kulativ. Wäre sie hoch, so sollte die Form der
Granule relativ fest sein, im Spalt würde sie
nur als Punktquelle in Erscheinung treten und
ein Großteil der Kopplung würde über die Puf-
ferdiffusion im Spalt stattfinden, doch das ha-
ben wir bereits ausgeschlossen. Daten zur Vis-
kosität der Matrix chromaffiner Granulen sind
nicht bekannt. Kernspinresonanzmessungen zeigen, daß beinahe die gesamten Catecholamine
und das gesamte ATP in gelöster Form vorliegen.
Mit dieser Ausschüttung kann weiterhin zweidimensional gearbeitet werden, für alle anderen
Möglichkeiten müßte die Höhe der Matrix berücksichtigt werden, womit ein dreidimensionales
Modell unausweichlich ist.

2In seltenen Fällen zeigen Signale ein solches Plateau oder einen anfänglich sehr langsamen Abfall nach
ihrem Maximum.
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Abbildung 5.10: Signale unter Einbeziehung der Vesikelmatrix und ihrer Ausschüttung. Die Amplituden

der kleine Gategröße sind zwar immer noch deutlich zu hoch, für die großen ergibt sich aber eine gut

Übereinstimmung. Auch die Zeitkonstanten kommen in den Bereich der experimentell gefundenen.

Klar zusammengefaßt umfaßt das Modell damit folgende Annahmen:

• die Ausschüttung der Matrix folgt der Volumenfunktion aus dem Modell nach [Ama99],

• die Diffusionskoeffizienten aller Stoffe sind innerhalb der Matrix um einen Faktor hundert
reduziert.

Abbildung 5.9 zeigt das ausgeschüttete Vesikelvolumen3. Das ausgeschüttete Volumen steigt
relativ langsam an, welches eine direkte Konsequenz der langsamen Abrolldynamik der Vesikel-
membran ist.
In Abbildung 5.10a und b sind die simulierten Transistorsignale für die beiden Gategrößen gezeigt.
Fassen wir die Ergebnisse des Zwei-Kompartiment-Modells zusammen.

Die Amplituden für die kleinen Gates sind deutlich zu hoch, doch es ist schon bekannt,
daß diese Amplituden kein einheitliches Verhalten zeigen. Benachbarte Transistoren liefern
um einen Faktor vier verschiedene Mediane, obwohl die Gateflächen komplett bedeckt sind
(Abb. 3.6).
Die Amplituden für die größeren Gates von ca 1.5, 1.1 und 0.8 mV sind relativ nahe an
den Medianen 1.45, 0.8 und 0.6 mV bei 5, 10 und 20 mM HEPES. Sie passen zu den
experimentellen Daten.

Auch die Zeitkonstanten im Abfall sind nicht mehr so eklatant falsch, sie liegen hier bei
26, 19 und 13 ms für die kleinen und 38, 29 und 22 ms für die großen Gates bei den ver-
schiedenen Pufferkonzentrationen. Der Einfluß der Mittelung über die Gatefläche scheint
noch zu hoch zu sein. Insgesamt stimmen die Abfallszeiten der Signale sowie der Einfluß
des Puffers auf sie aber relativ gut.

Die Anstiegszeiten spiegeln die Ausschüttung der Matrix wider und sind zu groß.

3Unter diesen Randbedingungen darf die Strömung innerhalb des Spaltes aufgrund des Volumenzustroms
nicht vernachlässigt werden. Sie wird in der Simulation berücksichtigt.
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Die unter diesen Bedingungen modellierten Transistorsignale zeigen diesen langsamen Anstieg,
doch ist er diesmal nur eine Folge der gewählten Randbedingung, also eine Schwäche der Be-
schränkung auf zwei Dimensionen und der damit verbundenen Ausschüttung der Matrix in den
Spalt. Es ist keine physikalische Konsequenz des Systems, wie bei dem einfachen Modell.

Obwohl noch nicht genau mit den experimentellen Daten stimmig, löst das Zwei-Kompartiment-
Modell mit der ausgeschütteten Matrix die Unzulänglichkeiten des einfachen Modells. Dabei
entspringt dieses nicht nur aus dessen Versagen, sondern es findet auch eine physiologische Be-
rechtigung, die auf der komplizierten Dissoziation der Matrix beruht. Dazu sei auch noch einmal
auf die Abbildung 4.6 verwiesen. Diese am Rand der Zelle stattfindende Vesikelfusion besitzt
dennoch durchschnittliche Zeitkonstanten.

Es muß also festgestellt werden, daß das dynamische Verhalten der Transistorsignale sowie die
Wirkung des Extrazellulärpuffers auf die Signale hauptsächlich unter dem Einfluß der Vesikelma-
trix stehen. Der entscheidene Unterschied zu den vorherigen Simulationen ist, daß nicht mehr
die Pufferdiffusion im Spalt die Dynamik des Abfalls bestimmt, sondern das Eindiffundieren des
Puffers in die Matrix.

Da der Einfluß der Pufferdiffusion im Spalt geringer wird, nähern sich die Zeitkonstanten der
großen und kleinen Gateflächen an, so wie es experimentell beobachtet wird.
In Anbetracht der komplexen Zusammenhänge bei der Vesikelfusion und innerhalb der Matrix
ist es erstaunlich, daß die modellierten Signale so viel Übereinstimmung mit dem Experiment
zeigen. Diese werden noch größer, wenn man die Unzulänglichkeit des Modells in der Reduktion
auf zwei Dimensionen und bezüglich der Matrixausschüttung bedenkt.

Zum Schluß soll noch kurz auf das Problem des zu langsamen Anstiegs der modellierten Si-
gnale eingegangen werden und darauf, ob es aus der eventuell unzulässigen Reduzierung auf
zwei Dimensionen entspringt, oder ob das zugrundeliegende Modell des Membranabrollens nicht
richtig ist. Um zu überprüfen, ob es experimentelle Hinweise auf die Dynamik des Modells gibt,
werden Transistorsignale, die einen Fuß besitzen, genauer untersucht. Bei einem Fuß im Signal
ist der physiologische Zustand des Vesikels gut bekannt, es ist eine Pore, durch die Vesikelinhalt
ausgeschüttet wird, während das Vesikel noch komplett innerhalb der Zelle ist. Ein Beispiel für
ein Signal mit einem Fuß ist in Abb. 5.11 gezeigt. Es kann sowohl mit dem Transistor als auch mit
der Kohlefaser beobachtet werden. Da bereits vor dem Expandieren der Pore Kopplung zu dem
Transistor besteht, gibt es Hoffnung, über das zeitliche Entwickeln der Signale Rückschlüsse auf
die Expansion ziehen zu können. Zu Beginn der Pore-Chip-Kopplung steigt das Signal im Transi-
stor mit einer typischen Zeitkonstante von 8 bis 10 ms an, wobei nur sehr selten ein Plateau wie
in den amperometrischen Strömen erreicht wird. Danach ist aber auch im Transistorsignal kein
langsames Ansteigen im Übergang zum Peak zu erkennen (Abb. 5.11 Inset), es findet oftmals
innerhalb einer Millisekunde statt. Da die Membran dem Modell zufolge aber 4 bis 5 ms braucht
(Abb. 5.8), um einen Öffnungswinkel von π/2 zu erreichen und der Fluß aus dem Vesikel inner-
halb dieser Zeit bereits maximal ist, müßte es in einen langsamen Anstieg vor dem eigentlichen
Peak resultieren und das auch, wenn nicht zweidimensional gearbeitet wird.

Es gibt keine Hinweise für einen langsamen Anstieg und damit steht das Modell nach [Ama99]
im Widerspruch zu der mit dem Transistor gemessenen Fusionsdynamik.

Man muß befürchten, daß auch dieses Modell zur Erklärung der amperometrischen Daten nicht
stimmt und sich das Öffnen des Vesikels schnell vollzieht. Ist diesem so, dann spielt ebenfalls
die abgerollte Membran des Vesikels eine wichtige Rolle. In ihr sind viele membrangebundene
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Abbildung 5.11: Ein Transistorsignal mit einen Fuß sowie der dazugehörige Amperometriestrom. Der

Fuß steigt relativ langsam an. Der Übergang von der Pore-Chip-Kopplung in den Peak vollzieht sich

schnell, das Inset zeigt den Ausschnitt in höherer zeitlicher Auflösung. Die Dynamik der Porenexpansion

des Modells ist nicht zu erkennen.

Proteine enthalten, die mit dem Vesikelinhalt assoziieren [Col96]. Die Membranfläche eines Ve-
sikels mit dem Radius von 170 nm beträgt immerhin 0.36µm2, das in den Spalt ausgeschüttete
Volumen benötigt 0.41µm2 bei einer Spaltdicke von 50nm. Wie die Situation im Spalt ist, hängt
dann entscheidend von der Viskosität der Matrix und der von ihr besetzten Chipoberfläche ab.
Nicht zu vernachlässigen sind bei dem Problem die vielen Puffergruppen, die durch die Collagen-
beschichtung sowie die Plasmamembran der Zelle bereitgestellt werden.
Dennoch ist der Weg zum Nachvollziehen der Transistorsignale geebnet, denn erst mit dem direk-
ten Kontakt des Vesikelinhalts und der Matrix zu der Chipoberfläche können auch die Messungen
mit Ammoniumchlorid erfaßt werden. Zeigt sich die Dynamik hier relativ unbeeinflußt, sinken die
Amplituden unter Ammoniumchlorid merklich. Das ist nur bei einem direkten Kontakt zwischen
Vesikelinhalt und Chipoberfläche möglich, da die gesamte Menge an Protonen pro Vesikel gleich
bleibt und diese auch freigesetzt wird.

Noch mehr als ein Jahrzehnt nach dem Etablieren der Amperometrie als Methode wird über
die Interpretation ihrer Daten spekuliert. Dabei ist immer noch strittig, ob diese auf eine reine
Reduzierung des Diffusionskoeffizienten im Spalt zwischen Zelle und Elektrode zurückgeführt
werden können [Cho92, Haf05], oder ob die Matrix eine entscheidende Rolle in der Dynamik
übernimmt [Wig95, Bor00]. Hierfür sprechen auch die Transistordaten. Obwohl es also noch
einiger weiterer Klimmzüge bedarf, um das Transistorsignal völlig zu verstehen, macht diese
Komplexität die Sache spannender, eröffnet sich damit doch der Zugriff auf schwierig zu bestim-
mende physiologische Parameter und ein neuer Einblick in den kontrovers diskutierten Bereich
der Exozytose [Che01].
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Kapitel 6

Zusätzliche Experimente

6.1 Ligandengesteuerte Exozytose

Normalerweise werden chromaffine Zellen durch Nerven mittels des Neurotransmitters Azetyl-
cholin (ACh) stimuliert. Die presynaptische Nervenzelle schüttet ACh aus, welches hierauf an
gegenüberliegende Rezeptoren in der chromaffinen Zelle bindet und die Zelle dadurch depola-
risiert. Chromaffine Zellen werden schon durch ein bis zwei geöffnete ACh-Kanäle ausreichend
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Abbildung 6.1: Ligandengesteuerte Exozytose: a) Current-Clamp einer chromaffinen Zelle unter Ap-

plikation von 60 µM Azetylcholin. Unter dem Stimulus (unten) von ACh werden ligandengesteuerte

ACh-Kanäle geöffnet. Der Strom durch die geöffneten ACh-Kanäle (Mitte) ist kaum sichtbar, aber

ausreichend, um ein Aktionspotential (oben) auszulösen. b) Die Applikation von ACh (unten) löst die

Exozytose eines Vesikels aus. Deutlich ist dessen Signal über dem Artefakt des Lösungswechsels im

Transistor zu sehen (oben).

stimuliert, um ein Aktionspotential auszulösen. Dieses Aktionspotential öffnet Calciumkanäle
und führt so zur Freisetzung von Vesikeln. In Abb.(6.1a) ist das Auslösen eines Aktionspotentials
durch das Applizieren von ACh an einer im Current-Clamp-Modus gepatchten Zelle gezeigt. Weil
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die Ströme durch die cholinergen Kanäle relativ zur Zellkapazität groß sind, sind die chromaffinen
Zellen sehr sensibel auf ACh; bei höheren Dosen bilden sich keine Aktionspotentiale aus, die Zelle
depolarisiert auf ein hohes Zellpotential und repolarisiert sehr langsam. Um ein Überdosieren des
Neurotransmitters zu vermeiden, wurde das Θ-Tube so eingestellt, daß der Lösungsstrom oder
einer seiner Wirbel die Zelle erst am äußersten Ende des Ausschlags streifte. Der Stimulus US

in Abb.(6.1a unten), aufgetragen ist die am Piezoelement anliegende Spannung, führt zu einem
kaum sichtbaren Strom IP (6.1a Mitte) durch die ACh-Kanäle und löst ein Aktionspotential aus
(6.1a oben). Weil für einen stabilen Patch ein Calciumpuffer innerhalb der Intrazellulärlösung
benötigt wird, der die Exozytose verhindert, wurde die ligandengesteuerte Exozytose auf einem
Transistor ohne ein Patch-Clamp der Zelle gemessen (6.1b). Die andere Zusammensetzung der
Stimulationslösung führt bei einem Auswechseln der Lösungen (6.1b unten) über den Transistor
zu einem Artefakt, welches im Zusammenspiel mit dem Hochpaß des Meßverstärkers ein wel-
lenförmiges Signal zur Folge hat (6.1b oben). Deutlich hebt sich davon die Ausschüttung eines
Vesikels ab.

6.2 Messungen auf einem 128 × 128 Transistorarray

Mit dem in Zusammenarbeit mit Infineon entwickelten Array von 128 × 128 Transistoren steht
der Abteilung ein leistungsfähiger Baustein zur Verfügung, der die Vorteile des skalierbaren Sili-
ziumtechnologie bereits verwirklicht [Eve03, Lam04]. Es liegt nahe, die Kopplung der Exozytose
auf diesem Array zu untersuchen. Zudem liegt dem Transistorarray eine andere Prozeßführung
zugrunde und die Oberfläche besteht bei dem getesteten Chip aus Titandioxid, Faktoren, die die
Kopplung und die Signale stark beeinflussen können.
In Abbildung 6.2 ist ein solches Array abgebildet. Die Transistoren haben einen Abstand von
7.8µm, einen Gatedurchmesser von ca. 4.5µm und sind als schwarzes Raster zu erkennen. Der
gesamte Ausschnitt umfaßt 1 mm. Auf dem Array liegen zufällig verteilt dissoziierte chromaffi-
ne Zellen, welche durch Zugabe von Barium stimuliert werden. Aufgrund der Menge an Daten
beim Auslesen von 16000 Transistoren wurde die Meßzeit auf zwei Sekunden beschränkt. Die
Transistoren, die innerhalb dieser Zeit ein Signal detektierten, sind weiß markiert. In Anbetracht
dieser im Vergleich zu der normalen Frequenz der Exozytose kurzen Meßzeit wird mit sehr vielen
Transistoren Exozytose registriert. Die Signale der mit einem Pfeil markierten Transistoren sind
unten in Abb. 6.2 gezeigt. Die Exozytose einzelner Vesikel ist deutlich sichtbar.
Dieses Experiment dient nur dem ,,proof of principle“ und es fehlt eine genaue Charakterisierung
der Signale und des Chips. Es soll nur angemerkt werden, daß auch auf dem anderen Oberflächen-
substrat das schwierig zu erklärende Durchschlagen der Signale ins negative zu beobachten ist.
Mit einem solchen Instrument können völlig neue Fragestellungen bezüglich Exozytose und Mor-
phologie an größeren Strukturen und Schnitten angegangen werden. Nicht zuletzt erlaubt dieses
Array wegen der großen Anzahl an simultanen Messungen ein schnelles Erlangen signifikanter
Datensätze.
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2 mV

200 ms

Abbildung 6.2: Auf einem Transistorarray mit 128 × 128 Transistoren läßt sich die Exozytose vieler

Zellen gleichzeitig messen. Der Bildausschnitt hat eine Größe von 1 × 1 mm2. Weiß gepunktet sind die

Transistoren, mit welchen innerhalb der zwei Sekunden Meßzeit ein Signal registriert werden konnte.

Unten sind die Signale der markierten Transistoren (↓) abgebildet.
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6.3 Elektrische Kopplung chromaffiner Zellen an einen

Transistor

20 ms

0.2 mV

50 mV

Abbildung 6.3: Elektrische Kopp-

lung von Aktionspotentialen chro-

maffiner Zellen an einen Transistor.

Oben ist die intrazelluläre Ableitung

der Membranspannung, unten das

Transistorsignal unter der Zelle dar-

gestellt.

Die bei einem Aktionspotential entstehenden Ausgleichs-
ströme verursachen innerhalb des Spaltes zwischen Zelle
und Chip eine Variation der Elektrolyt-Source-Spannung
und können nach Abschnitt 2.5 auch mit einem Transi-
stor gemessen werden. Diese elektrische Kopplung ist in
Abbildung 6.3 dargestellt. Dabei handelt es sich um die in-
trazelluläre Ableitung der Membranspannung mittels einer
Glaskapillare (Patch-Clamp, oben). Es sind zwei Aktions-
potentiale gezeigt, welche im Transistor (unten) kurze bi-
phasische Signale auslösen. Im Vergleich zu den durch die
Protonen verursachten Signale der Exozytose sind die Si-
gnale bei der elektrischen Kopplung sehr klein, das Signal zu
Rausch Verhältnis ist bereits limitierend. Insgesamt konnten
sechs elektrische Kopplungen chromaffiner Zellen gemessen
werden, und dieses ist eher auf eine Hartnäckigkeit des Ex-
perimentators zurückzuführen, da die Ausbeute an erfolg-
reichen Messungen bei ganz wenigen Prozent liegt. Trotz
alledem handelt es sich bei diesen Messungen um die ersten
ungemittelten Transistorsignale der Aktionspotentiale von
Säugetierzellen. Ein weiteres schönes Beispiel eines ganzen
Zuges von Aktionspotentialen zeigt Abbildung 6.4. Diesmal
ist das Transistorsignal monophasisch und nicht so schnell.
Es muß ein chemischer Anteil im Signal vorliegen [Bri05].
Physiologisch sind Aktionspotentiale und Exozytose zumin-
dest an Synapsen gekoppelt und der Feldeffekttransistor ist
in der Lage, beide Signaltypen, den elektrischen und den chemischen, zu detektieren. Für einen

50 mV

0.2 mV

50 ms

Abbildung 6.4: Ein ganzer Zug von Aktionspotentialen (oben) löst hier im Transistor (unten) mono-

phasische Signale aus.
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stabilen Kontakt zwischen Pipette und Zelle muß bei dem Patch-Clamp mit einem Calciumpuffer
gearbeitet werden, welcher die Exozytose weitestgehend blockiert. So wird bei diesen Messungen
die Kopplung des Aktionspotentials zur Exozytose unterbrochen. Wird invasionsfrei ohne Patch-
Clamp gearbeitet, sollte es möglich sein, beide Signaltypen simultan zu messen. Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dynamik und Amplitude unterscheiden sie sich gut und die Chancen stehen
gut, daß diese Methodik zum Erkenntnisgewinn bei den immer noch vielen Unklarheiten in der
Exozytose beitragen wird.
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Anhang A

Anhang

A.1 Potentialabfälle an einer

Elektrolyt-Oxid-Silizium-Struktur

Nachdem das Diagramm der inneren Potentiale in Abschnitt 2.5 besprochen worden ist, soll noch
auf das Ladungsdiagramm einer Elektrolyt-Oxid-Struktur eingegangen werden.

Zum einen wird klar, das die an den Feldeffekttransistor angelegten Spannungen kaum
einen Einfluß auf das Oberflächenpotential des Oxides haben.

Zum anderen wird klargestellt, daß es keinen Unterschied für das Transistorsignal macht,
ob daß Badpotential mit ∆VES oder das Oberflächenpotential mit ∆φthresh variiert wird.

Damit ist die Eichung der Amplituden des Transistors, wie sie in dieser Arbeit vorgenommen wird,
zulässig. Die Grundlagen eines Feldeffekttransistors in einem Elektrolyten werden der Einfachheit
halber an einer Elektrolyt-Oxid-Silizium-Struktur untersucht. Hier wird mit dem Potential zwi-
schen Elektrolyt und Source VES gearbeitet, etwaige Sprünge durch die Kontaktierungen sollen
schon bereinigt sein.
Das Silizium liege auf dem Potential VES gegenüber der mittels einer geeigneten Elektrode geer-
deten Lösung und sei von dieser durch eine ideale Oxidschicht der Dicke dOx und Dielektrizität
εOx getrennt. Durch die Spannung VES bildet sich an der Grenzfläche Silizium-Oxid eine Flächen-
ladungsdichte σS aus, das Oxid trägt eine Flächenladung durch dissoziierte Silanolgruppen von
σO und im Elektrolyten baut sich eine diffuse Schicht der Ladungsdichte ρd auf. Das Potential
der Oxidoberfläche im Elektrolyten sei ΦO .
Die Flächenladung σd der diffusen Doppelschicht entspricht dabei der gesamten Ladung innerhalb
einer Einheitsfläche

σd =

∫ ∞

d

ρddx.

Für σS und σd gilt

σS = COx(VS − ΦO) (A.1)

σd = −ς sinh

(

ze0ΦO

2kBT

)

. (A.2)
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Dabei ist

COx =
ε0εOx

d

die Kapazität einer reinen Siliziumdioxidschicht. Aus der Forderung, daß das elektrische Feld im
Unendlichen verschwindet, ~E∞ = 0, folgt

0 = σS + σOx + σd. (A.3)

Wir erhalten

VES = − σOx

COx
+ Φ0 +

ς

COx
sinh

(

ze0ΦO

2kBT

)

,

welches uns das Oberflächenpotential Φ0 als Funktion des Potentials VES und von σOx sowie
die Ableitung

∂Φ0

∂VES
=

1

1 + ς
COx

ze0

2kBT cosh
(

ze0ΦO

2kBT

) (A.4)

mit einem Maximum bei Φ0 = 0 liefert, wobei die Flächenladung des Oxides als unabhängig von
dem Oberflächenpotential zu betrachten ist1.
Der Wert wird um so größer, je kleiner die Oxiddicke dOx und die Konstante ς , also die Kon-
zentration des Elektrolyten c ist.
Aus

VES =
σS

COx
+

2kBT

ze0
arcsinh

(

σOx + σS

ς

)

(A.5)

folgt die spezifische differentielle Kapazität

C̃S =
∂σS

∂VES
(A.6)

dieser Silizium-Oxid-Elektrolyt-Struktur, die von der angelegten Spannung VES abhängt. Für
σOx + σS ≷ ±ς erhalten wir aus Gl. A.5 für σS

e0
4kBT

ς

COx
e

e0
2kB T

(VES+
σOx
COx

)
= eyy ; y =

e0
2kBTCOx

(σOx + σS), (A.7)

woraus die spezifische Kapazität folgt.
Ebenfalls von Interesse ist die Änderung der Flächenladungsdichte im Elektrolyten bei der Ände-
rung der des Oxides. Mit Gl. A.1 und Gl. A.3 ist

−2kBT

e0
arcsinh(

σDiffus

ς
) =

σOx + σd

COx
+ VES . (A.8)

Ist σd >> ς substituieren in Gl. A.7 σS = −(σOx + σd) und erhalten daraus

∂σd

∂σOx
. (A.9)

1Das Potential fällt über einem wesentlich größeren Bereich als dem einer Bindungslänge ab, daher ist
σOx unabhängig von Φ0.
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Die spezifische Kapazität ist je nach den vorliegenden Verhältnissen COx, bleibt also unverändert,
oder wird durch Gleichung A.6 ersetzt und die Elektrolytspannung fällt über diese Kapazität ab.
Ein mit σOx verbundenes Oberflächenpotential ΦO fällt direkt über das Oxid und der damit
verbundenen Kapazität COx eines Plattenkondensators ab. Wir haben also streng genommen
zwei verschiedene Kapazitäten für das Verhalten eines Feldeffekttransistors zu berücksichtigen,
je nachdem, ob sich das Oberflächenpotential oder das Elektrolytpotential ändert.
In physiologischen Salzkonzentrationen beträgt die Abweichung C̃S von COx bei 10 nm Oxid-
dicken und bei moderaten Oxid-Elektrolyt-Ladungsdichten von −0, 1Cm−2, das entspricht einer
Dichte der dissoziierten Gruppen von 6.25 ∗ 1017m−2, weniger als 2/1000.
Bei denselben Parametern ist nach A.4 ∂Φ0/∂VS 6 0.004, d.h. das Oberflächenpotential ändert
sich kaum, wenn eine Spannung an den Transistor angelegt wird; die Spannung fällt komplett
über das Oxid und nicht innerhalb des Elektrolyten ab.
Schließlich ruft nach Gl. A.9 eine Änderung der Oxid-Elektrolyt-Ladungsdichte hauptsächlich
eine Änderung der den Ladung hervor, auch hier sind die Abweichungen kleiner 2/1000.
Wir halten damit fest:

• Das Oberflächenpotential der Elektrolyt-Oxid-Grenze bleibt bei einer solchen Struktur von
Vorspannungen des Transistors VES beinahe unbeeinflußt.

• Einer Silizium-Oxid-Elektrolyt-Struktur kann eine Kapazität zugeordnet werden, die bis auf
eine unbedeutende Störung der einer normalen Oxidschicht entspricht. Es macht keinen
Unterschied, ob das Oberflächenpotential oder das Elektrolytpotential variiert wird, der
Transistor antwortet auf beide Änderungen gleich.

• Eine Änderung der Oberflächenladung σOx hat fast ausschließlich eine Änderung der den
Ladung σd zur Folge.

Alle diese Punkte rechtfertigen die Vernachlässigung der Transistorstruktur unterhalb des Oxides,
zumal die Ladung der Inversionsschicht wesentlich kleiner als die Ladung auf der Oxid-Elektrolyt-
Grenzfläche ist.
Auch ist anzumerken, daß die verbreitete Ansicht einer seriellen Schaltung der Kapazitäten der
Silizium-Siliziumoxid-Struktur mit der einer Doppelschicht falsch ist. Die Kapazität ist vielmehr
durch die Gleichung A.6 vollständig bestimmt. Andernfalls würden sich auch dramatische Kon-
sequenzen beim Durchqueren des neutralen Punktes der Oberfläche ergeben, hier verschwindet
die Kapazität der diffusen Schicht annähernd. Eine Änderung der Ladung an der Halbleiter-
Oxidgrenzfläche bewirkt eine Änderung der Ladung in der diffusen Schicht unter Umgehung der
der Oxid-Elektrolytoberfläche, eine Änderung der Oxid-Elektrolytladung wirkt ebenfalls nur auf
die Schicht im Elektrolyten.

A.2 Präparation chromaffiner Zellen

Die Präparation von chromaffinen Zellen richtet sich nach einer Anleitung, die mir von der Grup-
pe um Prof. Neher gegeben worden ist.
Zur Gewinnung primärer Kulturen chromaffiner Zellen von Rindern werden am örtlichen Schlacht-
hof die Nebennieren (2-3 Stück) aus den bereits geteilten Tieren mit einem Messer herausgeschnitten.
Sofort danach werden die Nebennieren vor Ort grob vom umgebenden Gewebe befreit, mit einer
Spritze (20ml) 8◦C kaltem Ca-freien Lockes Puffer durch die adrenale Vene gespült und in Puffer
auf Eis gelegt.
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Im Labor werden die Drüsen unter der Bank mit einer Schere säuberlich vom restlichen äußerli-
chen Gewebe befreit und erneut durch die Vene mit einer Spritze Lockes Puffer (37◦C) perfusio-
niert und bei 37◦C 5 min ins Wasserbad gestellt. Dieser Vorgang wird noch einmal wiederholt,
um die Drüsen vom Blut zu bereinigen und um sie für die folgende Enzymbehandlung richtig zu
temperieren.
Hierauf wird in jede Nebenniere ungefähr 5 ml Collagenaselösung (1mg/ml) durch die Vene
injiziert, welche bei 37◦C 15 min lang im Wasserbad wirkt. Dieser Schritt wird ebenfalls wieder-
holt. Die Drüsen erscheinen jetzt schwammig und aufgedunsen. Unter einer Injektion von Lockes
Puffer blähen sich die Drüsen auf und können mit einer Schere vom Eingang der Vene her in zwei
Hälften zerlegt werden. Das weiße Gewebe des Kerns, welches die chromaffinen Zellen beinhal-
tet, wird sichtbar. Säuberlich werden Stücke des Kerns mit der Schere herausgeschnitten, wobei
darauf zu achten ist, daß diese sowohl frei von Venen und Adern als auch von dem teilweise
fein verwachsenen Mantel sind. Die herausgetrennten Stücke werden in Lockes Puffer in einer
Petrischale aufbewahrt. Erscheinen sie noch zu fest, wird etwas Collagenaselösung hinzugege-
ben. Anschließend wird die Collagenase durch Centrifugation bei 180 g für 2 min entfernt, der
Bodensatz wird mit dem umgedrehten Ende einer steril geflammten Glaspipette unter tropfen-
weiser Zugabe von Lockes Puffer durch ein autoklaviertes Nylonnetz (Maschenweite 50µm) in
ein Becherglas getrieben; ein Vorgang, der etwa 4 min dauert. Die Zellen werden durch mehr-
maliges Pipettieren weiter vereinzelt und durch zwei- bis dreimaliges Zentrifugieren bei 70-100 g
aufgereinigt.

A.3 Zellkultur

Unter der Lupe werden die Zellen mittels einer 10µl Pipette langsam so lange auf dem mit
Collagen (10µl/cm2 aus 1mg/ml Stammlösung) beschichteten und 1 ml Nährmedium gefüllten
Chip pipettiert, bis einige Zellen optimal auf den Gates zu liegen kommen. Diese Methode erhöht
den Anteil an gut liegenden Zellen gegenüber der reinen Zufallsmethode enorm. Solange die Zellen
nicht adhäriert (ca. 20 min) sind, dürfen die Chips nicht bewegt werden. Danach werden sie bei
37◦C, 10% CO2 im Brutschrank gehalten.
Zwei bis drei Stunden nach dem Aussähen wird das Medium gegen eines mit 5% fetalem Kälber
Serum gewechselt.
Experimente werden an den folgenden drei Tagen gemacht, wobei mit zunehmendem Alter der
Zellkultur die Aussicht auf erfolgreiche Experimente sinkt.

A.4 Medien

A.4.1 Medien für die Präparation

Für die Präparation werden benötigt: Der Puffer wird auf pH 7,0 mit NaOH eingestellt und

Ca-freier Lockes Puffer c/mM
10-fach
NaCl 1540,0
KCl 56,0
NaH2PO4 8,5
Na2HPO4 21,5
D-Glucose 100,0

sterilfiltriert; bei Gebrauch 1:10 verdünnt und mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.
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Die Collagenaselösung wird aus diesem Puffer und 1mg/ml Collagenase angesetzt.
Dulbecos Modified Medium (Linaris, Deutschland, Bestellnummer F2143KG) wird mit Penecillin
und Streptomycin versetzt (20 Einheiten/ml bzw. 20µg/ml).

A.4.2 Meßlösungen

Für die Messungen wurden folgende Extrazellulärlösungen benutzt:

5mM HEPES 10mM HEPES 20mM HEPES
NaCl 140,0 137,5 132,5
HEPES 5,0 10,0 20,0
Glucose 35,0 30,0 15,0
KCl 2,8 2,8 2,8
MgCl2 2,0 2,0 2,0

in mM, pH auf 7,2 mit NaOH und 310 mOsm mit Glucose eingestellt.
Für Messungen mit Ammoniumchlorid wurden der 5mM HEPES-Lösung 10mM NH4Cl beigege-
ben.
Stimuliert wurde mit 3mM BaCl2 in den entsprechenden Extrazellulärlösungen.
Die Poren Valinomycin und Nigericin wurden in Ethanol gelöst.
Die Lösungen bei Patchexperimenten beinhalteten: bei pH 7.2 und 320 mOsm.

extrazellulär intrazellulär
c/mM c/mM

KCl 2,8 135,0
NaCl 150,0 5,5
Glukose 10,0 -
MgCl2 2,0 1,0
HEPES 10,0 10,0
Mg-ATP - 2,0
CaCl2 2,5 1,0
EGTA - 11

A.4.3 Titrationsmessung

Die Messungen des Oberflächenpotentials in Abhängigkeit von dem pH-Wert unter Na-haltiger
Lösung wurden mit einer NaCl-Ag/Agcl Salzbrücke gemacht(3M), ebenso die Messungen unter
der Anwesenheit von 10 mM Ammoniumchlorid sowie die Messungen der verschiedenen Kon-
zentrationen von Na-ATP. Die Oberflächenpotential-versus-pH-Messungen unter 80 mM Kalium
fanden unter Verwendung einer 3 M KCl-Ag/AgCl Salzbrücke statt.

A.5 Meßstand

Der Meßstand bestand aus einem aufrechten Mikroskop, unter dem der Verstärker für die Tran-
sistoren angebracht war. Patchexperimente wurden entweder mit einem NPI discontinuous mode
Patchverstärker oder mit einem Axopatch 200b oder einem Axopatch 2a gemacht. Die Lösun-
gen wurden mittels eines Piezoaktuators und eines θ-Tubes appliziert. Um mehrere verschiedene
Lösungen applizieren zu können, war die eine Seite des θ-Tubes mit einem Revolver versehen,
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Abbildung A.1: Der Chip mit der aufgeklebten Meßkammer. Gut zu erkennen sind die Kanülen zum

Absaugen der applizierten Lösung.

der mittels eines Schrittmotors eine aus sechs Lösungen auf diesen Eingang schalten konnte.

A.6 Meßkammer

Um eine vorzeitige Kontamination der Zellen auf dem Chip durch die applizierten Lösungen
zu vermeiden muß die Badlösung schnell und sicher gewechselt werden. Weil Barium bereits in
kleinen Konzentrationen nicht reversibel und anhaltend Exozytose auslöst, war dieses besonders
wichtig, damit mehrere Messungen verschiedener Zellen auf einem Chip durchgeführt werden
konnten. Dazu wurde eine Meßkammer konstruiert, die den Wechsel der Badlösung durch einen
laminaren Fluß über den Zellen gewährleistete. Dabei muß sie genügend Platz für das Objek-
tiv, die Patchpipette sowie das θ-Tube für die Applikation der verschiedenen Lösungen bieten.
Die Kammer ist aus Plexiglas gefertigt. Einer Seite wird frische Lösung durch ein Metallrohr
hinzugegeben, auf der anderen Seite wird abgesaugt. Es handelt sich um einen Diffusor sowie
einen Konfusor. Solche Strömungen können berechnet werden, sie sind nur bis zu einer gewissen
Strömungsgeschwindigkeit laminar, danach bilden sich gegenläufig Strömungsäste in verschie-
dener Anzahl, bevor sie turbulent werden [Lan91]. Es zeigt sich, daß die gewählten Maße eine
laminare Strömung bis zu einem Volumenstrom von 3.5 ml/min gewährleisten.
Ein Problem bildet die Kontaktierung des Chips mit dem Package durch die Bonddrähte. Da
die Bonddrähte eine gewisse Höhe haben und durch die Kammer vor den Lösungen geschützt
werden müssen, kann die Kammer nicht eben zur Chipoberfläche gebaut werden; es befindet sich
in der Mitte ein Loch, welches den Gatebereich des Chips offenlegt. Die Lösungen werden mit
einer relativ hohen Geschwindigkeit über das θ-Tube, bei 2 ml/h pro Seite und 160µm Durch-
messer des θ-Tube sind das ungefähr 50 µm/ms, direkt auf den Chip gegeben und sammeln sich
leicht in dieser Aussparung an. Deshalb werden zwei Kanülen (Dentalkanülen, Braun-Melsungen,
Deutschland, ø=0.4 mm) unterhalb der Kammer direkt auf die Chipoberfläche geklebt, deren
Öffnungen an der Kante enden und ein Absaugen der applizierten Lösung erlauben. Einen kon-
stanten Füllstand des Bades garantiert die Benutzung von Push-Pull-Spritzenpumpen sowohl für
den Wechsel der Badlösung als auch für das θ-Tube gekoppelt mit den Absaugkanülen. Abbildung
A.1 zeigt einen fertigen Chip mit der Meßkammer.
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A.7 Amperometrie

Die amperometrischen Messungen wurden mit einem selbst konstruierten Verstärker gemacht.
Grundstock dieses Verstärkers bildet ein Strom-Spannungswandler. Der Feedback-Widerstand
war 470 MΩ, welcher zusammen mit der Eingangskapazität des Operationsverstärkers und der
Kapazität der Elektrode einen linearen Frequenzgang bis 1 kHz zeigt und damit für die Mes-
sungen an chromaffinen Zellen ausreichend schnell ist. Die benutzten Kohlefasern besitzen einen
Durchmesser von 5 µm (Ala Science). Sie werden vor Nutzung mit einem Skalpell angeschnitten
und kurz vor der Messung in Isopropanol für 10 s getaucht. Die Spannung beträgt 800 mV versus
Ag/AgCl-Badelektrode.

A.8 Herstellung und Justage der θ-Tubes

θ-Tubes wurden aus Glaskapillaren mit einem Septum von 0.1 mm (Hilgenberg) auf einem Sutter-
Puller gezogen und nach Anritzen an einer Diamantscheibe gebrochen. Sie hatten einen Durch-
messer von 180-200 µm. Polyethylenschlauch mit einem Aussendurchmesser von 0.61 (0.28 ID)
(Sims Portex, England) wurde aufgerauht und mit Elastosil E43 (Wacker Chemie, Deutschland)
eingeklebt.
Zum Justieren des θ-Tubes wurde die Lage des Septums unter dem Mikroskop eingestellt und
das Transistorsignal benachbarter Transistoren beim Hin- und Herfahren des Tubes mit Lösun-
gen unterschiedlichen pH-Wertes oder unterschiedlicher Ionenkonzentration überwacht. Dieses ist
die präziseste Methode, um das Tube sauber einzustellen. Aufgrund der schwierigen Stömungs-
verhältnisse an der Chipoberfläche gestaltet sich das Einstellen als nicht besonders einfach. Das
Strömungsprofil innerhalb eines Tubes kann ebenfalls annähernd berechnet werden, wenn man
den Querschnitt des Tubes als gleichseitiges Dreieck nähert. Der Strom in die Badlösung bildet
einen überfluteten Strahl [Lan91]. Anhand dieser Rechnungen kann man sehen, das die auf die
Zellen ausgeübten Scherkräfte nicht groß sind, da die Badlösung von der applizierten Lösung
mitgerissen wird und so das Strömungsprofil glättet.

A.8.1 Fluoreszenz

Gefärbt wurde mit 5µM Acridin Orange (Sigma Aldrich, Zink Chlorid) in Extrazellulärlösung für
5 min, dann wurde zweimal mit dieser gespült.
Der Filtersatz bestand aus einem Anregungsbandpaß BP480/10, einem Farbteiler FT570 und
einem Langpaß LP610. Die Aufnahmen wurden mit einer Nikon D1x gemacht, die Linearität
der Kamera wurde mit einem Graufiltersatz geprüft (Schott, Deutschland). Das Ausbleichen des
Farbstoffes wurde überprüft und konnte vernachlässigt werden.

A.9 Simulation

Die verwendeten Algorithmen sind aus [Pre93] und modifiziert. Mit den gewählten Gitterpara-
metern wird das Konvergenzkriterium des Algorithmus erfüllt [Ame77]. Die Konzentration an
ausgeschütteter Salzsäure als Quellterm ist für dieses Gitter 0.85M , bei der Simulation mit ATP
als Quelle betragen die Konzentrationen für HCl 0.062, ATP ungefähr 0 und für HATP 0.95
mM. Für ATP wird nur der pK-Wert von 6.5 benutzt, da die anderen Protonierungsgrade kaum
einen Beitrag zu den ausgeschütteten Protonen leisten.
Für die Simulation mit der Matrix wurde auf zwei Gittern unterschiedlicher Gitterkonstanten
gearbeitet. In der Mitte des großen äußeren Gitters, Gitterparameter und Zeiteinheit wie oben,
war ein kleines Gitter 52 × 52 mit 0.02 µm und 0.00001 als Zeiteinheit. Die Matrix wurde
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Abbildung A.2: Die Matrix wurde nach diesem Muster (von links oben nach rechts unten) auf das Gitter

verteilt. Die schon vorhandene Matrix (weiß) wurde nach außen sortiert, die entstehenden Freiräume

durch neue ersetzt. Gezeigt sind die ersten acht Schritte.

nach dem Schema in Abb. A.2 auf das Gitter gelegt, damit war die Matrix immer quadratisch.
Dabei wurden die alten, besetzten Gitterpunkte nach außen sortiert, von den Plätzen, die aus
der kleinen Matrix heraus fielen, wurden die Substanzen auf das großen Gitter übertragen. Die
Diffusionskoeffizienten über die Grenze Matrix-Lösung waren die zwischen der Matrix und der
Lösung gemittelten. Die Diffusionskoefizienten sind für Protonen 9.31, Natrium 1.33, Chlorid
2.03, HEPES 0.79, Adrenalin 0.6, ATP 0.4 µm2/ms [Ger82, Kov00b, Hil01].
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