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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von elektrischen Schnittstellen zwischen lebenden Zellen
und Halbleitersensoren, sogenannten Zell-Halbleiter-Hybriden. Dazu sollen Zellen auf der
Oberfliache eines Sensors kultiviert und deren extrazelluldres Potential gemessen werden. Das
Projekt wurde in zwei Teilaspekte aufgegliedert: (i) die Kultur von Zellen auf
Halbleiteroberflachen und (ii) die Entwicklung geeigneter Sensoren.

Als Modellsystem fiir elektrisch aktive Zellen wurden drei verschiedene Zelltypen verwendet
und die Priparationsmethoden dazu etabliert: (i) Herzmuskelzellen, (i) NRK-Fibroblasten und
(ii1) striatale Neurone. Zur Charakterisierung der elektrischen Zelleigenschaften wurde ein
patch-clamp System aufgebaut und damit Aktionspotentiale der Zellen untersucht. Die
Adhésionseigenschaften der Zellen auf verschiedenen relevanten Substraten (Glas, Silizium mit
Oxid-/ Nitrid-Beschichtung) wurden mit Hilfe der Reflexions-Interferenz-Kontrast-
Mikroskopie (RICM) und dem Rasterkraft-Mikroskop (AFM) charakterisiert. Dabei wurde
gezeigt, dal NRK-Fibroblasten dhnliche Eigenschaften wie Schrittmacher-Herzmuskelzellen
haben und sie damit als eine dauerhaft in Kultur haltbare Zell-Linie anstelle der jedesmal frisch
zu priparierenden Herzmuskelzellen verwendet werden konnen. Insbesondere bei
Nervenzellen werden die elektrischen Eigenschaften der Zelle durch das unterliegende Substrat
beeinfluflt. So wurde gezeigt, da3 die Entwicklung von striatalen Neuronen auf oxi-/ nitridierten
Silizium-Unterlagen im Vergleich zu Glas-Unterlagen verzogert ist. Mit den ermittelten
elektrischen und geometrischen Parametern der Zell-Halbleiter-Kontaktzone wurden mit Hilfe
eines von Fromherz aufgestellten Ersatzschaltbildes die zu erwartenden extrazelluldren
Potentiale abgeschitzt. Es folgt, dall Sensoren mit einer Potentialempfindlichkeit um 100 uV,

einer Zeitauflosung von ca. 1 ms und einer Ortsauflosung um 10 um nétig sind.

Bisherige Oberflachenpotential-Sensoren weisen einen konzeptionellen Mangel auf. Zu jeder
aktiven MeBposition ist mindestens eine eigene Zuleitung nétig, weshalb aus Platzgriinden die
Zahl der aktiven MeBpositionen und damit die Moglichkeit ortsaufgeloster Messungen
eingeschrinkt ist. Es wurden zwei Halbleiter-basierte Sensorsysteme weiter- bzw.
neuentwickelt, bei welchen die Zahl der ndtigen Zuleitungen bei gleichbleibender Zahl aktiver
MeBpositionen drastisch reduziert und dadurch erhohte Integrationsdichten moglich sind: (i)
der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS) und (ii) der Feldeffekt-adressierbare
potentiometrische Sensor (FAPS).

Mit dem LAPS konnen Oberflichenpotentiale iiber die Bestimmung der Amplitude eines
Photostroms gemessen werden, wobei der Photostrom durch lokale Beleuchtung eines Teils
der Sensor-Oberfliche mit einem Lichtzeiger erzeugt wird. Durch Positionierung des
Lichtzeigers kann dabei eine beliebige MeBposition adressiert werden. Die Funktionsweise des
LAPS wurde durch Berechnungen zur Potentialempfindlichkeit und zur Ortsauflosung
analysiert. Dabei zeigt sich, da die Ortsauflosung durch Verwendung diinner
Halbleiterschichten mit niedriger Minoritdtsladungstrager-Diffusionsldnge gesteigert werden
kann. Die Potentialempfindlichkeit ist bei niedriger Dotierung giinstiger, wobei allerdings
Dotierungen < 10'* c¢m™ keinen verbessernden Effekt mehr zeigen. Zur experimentellen
Charakterisierung des LAPS wurden Halbleitermaterialien verschiedener Dicken und
Dotierungen vermessen. Die Potentialempfindlichkeit konnte dabei durch ein
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DifferenzmefBverfahren mit zwei Lichtzeigern weiter gesteigert werden. Sie skaliert linear mit
der GroBe der Potential-sensitiven Oberflidche. Die Ortsauflosung wurde experimentell durch
Messung der exponentiellen Abklinglange der Ladungstrdgerdichte an einer Kante gemessen.
Bei 10 kHz Lasermodulation, ca. 1 mW Laserleistung und einer Potential-sensitiven
Oberfliche von ca. 3 mm’ wurde bei einer Zeitauflossung von 0,3 ms eine
Potentialempfindlichkeit von = 80 uV und eine Ortsauflosung von = 20 um erreicht. Die
gewonnenen experimentellen Ergebnisse stimmen gut mit den theoretischen Aussagen iiberein.

Der FAPS basiert im wesentlichen auf Feldeffekt-Transistor-Strukturen mit gemeinsam
benutzten Gate-Elektroden und Feldeffekt-Kanélen. Es wurde ein Konzept zum Aufbau eines
FAPS basierend auf GaAs mit der Technik des epitaktischen lift-offs entwickelt und dessen
Funktionsweise anhand erster Messungen demonstriert. Die cytotoxischen Eigenschaften der
GaAs- Oberfliche konnten durch Beschichtung mit PMMA unterdriickt werden.

Mit dem LAPS wurden elektrisch aktive Herzmuskelzellen untersucht. Dabei wurde gezeigt,
daB sich durch die Kontraktion der Herzzellen die Fokussierung des Lichtzeigers und damit die
Amplitude des Photostroms dndert. Es wurde abgeschétzt, dal dieser optische Effekt die
eigentlich zu messenden extrazelluldren Potentiale iiberlagert. Mit einem als pH-Sensor
eingesetzten LAPS-System wurden Auswirkungen bestimmter Cytokine auf den Stoffwechsel
von synovialen Fibroblasten, durch Messung der ,,sauren* Stoffwechselprodukte untersucht.
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Kap. 1: Einfithrung

1 Einfithrung
1.1 Einleitung

Fiir den menschlichen Korper ist es von grofler Wichtigkeit, Information iiber seine Umgebung
zu erhalten. Ein groBer Teil seiner Fahigkeit zur Wahrnehmung der Umwelt basiert dabei auf
den hochspezialisierten Sinnesorganen. So werden Gerdusche mit dem Ohr, Geriiche mit der
Nase, u.s.w. registriert und zur Verarbeitung iiber Nervenbahnen an das Hirn weitergeleitet.
Die ,,Datenverarbeitung® im Korper lauft dabei entweder elektrisch (Nervenleitung) oder
chemisch (Ausschiittung von Transmittern oder Hormonen) ab [1].

Im Gegenzug ist es ist schon immer ein Traum der Menschheit gewesen, Kontakt zum Inneren
des Korpers aufzunehmen und Information auszutauschen. Man denke dabei nur an den
Leidener Trichter, welcher ,,Wissen* und ,,Information® direkt in das Gehirn eines Menschen
ablegen soll, ohne den aufwendigen Weg des Lernens gehen zu miissen. Oder an das
futuristische Bild eines gldsernen Menschen, bei welchem tiiber eine in den Korper implantierte
Schnittstelle medizinisch relevante Daten, wie z.B. der Blutzucker-Gehalt, ,,online* ausgelesen
und die Daten iiber das Internet zu einem Arzt {ibermittelt werden kdnnen. Dies setzt immer
eine Schnittstelle voraus, welche eine Kommunikation mit dem Korper ermoglicht. Da in der
Gegenwart der Hauptteil aller Datenverarbeitung auf elektronischem Wege stattfindet, sollte
diese Schnittstelle so aufgebaut sein, daB3 sie mit Zellen des Korpers kommuniziert, die
Information in ein elektrisches Signal wandelt und diese an ein MeBsystem aufBlerhalb der
Korpers weiterleitet.

Wie konnte nun eine zelluldre Schnittstelle aussehen? Zellen reagieren in vielféltiger Weise auf
Veranderung ihrer Umwelt. Wird z.B. durch &uflere Einfliisse der Stoffwechsel von Zellen
erhoht, so scheiden sie verstirkt ,,saure* Stoffwechselprodukte wie Milchsdure, Kohlensdure
und Protonen aus [2-4]. Andere Zellen dndern bei speziellen Umwelteinfliissen ihr
Membranpotential, d.h. die Spannung zwischen dem Zellinneren und dem die Zellen
umgebenden Medium [5]. Um nun mit einer Zelle kommunizieren zu konnen, braucht man
einen Sensor, der die Reaktionen der Zelle detektieren kann. Fiir die beiden gerade
beschriebenen Zellantworten wire dazu ein pH- bzw. ein Potential-Sensor nétig. Wiahrend
Zellen auf Wirkstoffe mit einer Anderung der Ausscheidungsrate ihrer Stoffwechselprodukte
im Minuten-Bereich reagieren, sind Reaktionen im Membranpotential viel schneller
(Millisekunden bis Sekunden-Zeitfenster) und bieten dadurch die Moglichkeit zur
Kommunikation mit besserer Zeitauflosung'.

' Als Beispiel einer zelluldren Schnittstelle sei hier kurz ein Duftsensor erwihnt. Die menschliche Nase ist ohne
weiteres in der Lage, zwischen vielen Geriichen zu unterscheiden, was mit herkdmmlichen Gassensoren [6-§]
duBerst schwierig ist, besonders hinsichtlich der Selektivitit. In einer kiirzlich vorgestellten Arbeit [9] wurde ein
Sensor bestehend aus einem kiinstlich in den Winterschlaf versetzten Kartoffelkdfer auf einem Feldeffekt-
Transistor (FET) vorgestellt. Kartoffelkdfer reagieren mit ihren Sinneszellen auf bestimmte Diifte, z. B.
Sexualduftstoffe anderer Kéfer, duBerst empfindlich, was sich in einer verdnderten Spannung zwischen Antennen
und Rumpf dufert. Mit Hilfe eines nachgeschalteten FETs konnten diese Spannungsénderungen prizise gemessen
werden. Einen Sensor mit &hnlichen Qualititen komplett aus kiinstlichen Materialien herzustellen ist bisher nicht
moglich. Eine potentielle Anwendung eines derartigen Duftsensors ist die Schidlingsbekdmpfung in der
Landwirtschaft.
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Umgekehrt konnen Zellen auch durch elektrische Stimulation von auflen erregt werden. Daher
wire eine Schnittstelle vorteilhaft, die eine elektrische Wechselwirkung zwischen dem
AuBenraum und dem Inneren von Zellen ermdglichen wiirde.

Auf makroskopischer Ebene sind Messungen der elektrischen Aktivitdt von Zellen léngst
gangige klinische Praxis. Man denke dabei nur an die Elektrokardiographie (EKG), bei der
Potentialainderungen durch Strome im Herzmuskel gemessen werden [1, (K.7.5, S.116)].
Prinzipiell sind solche Messungen denkbar einfach, wie in Abb. 1.1.1 dargestellt ist. Andere
medizinische Techniken sind die Elektromyographie (EMG), die Elektroenzephalographie
(EEQ) und die Elektroneurographie (ENG), bei denen Strome in Skelettmuskeln, im Hirn und
in Nervenstrangen gemessen werden [1, (K.7.5, S.116)]. Es ist also medizinisch relevant, die
elektrische Aktivitdt von Zellen zu messen. Dabei sind noninvasive, d.h. moglichst schonende
und langzeitstabile MeBtechniken wiinschenswert.

Abbildung 1.1.1: An einem Hund 1909 von A. D. Waller aufgenommenes EKG. Dabei wurde die Spannung U
zwischen zwei Fiiffen gemessen, die zur Kontaktierung in einem Salzwasserbad standen (entnommen aus [10]).

Zum detaillierten Verstindnis von elektrischen Schnittstellen mit Zellen bietet sich die
Untersuchung der elektrischen Aktivitit einzelner Zellen an.
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1.2 Messung der elektrischen Aktivitit einzelner Zellen
(a) Patch-clamp und intrazelluliare Mikroelektroden

Die direkteste Moglichkeit zur Untersuchung der elektrischen Aktivitit von Zellen ist die
Messung ihres Membranpotentials. Klassische Ansdtze basieren auf dem Einstechen von
feinen, mit Elektrolyt gefiillten Glaskapillaren in das Innere der Zelle [11]. Dabei ist der
Innenraum der Zelle iiber den Elektrolyt in der Glaskapillare ohmsch kontaktiert und das
Membranpotential kann direkt durch Messung der Spannung zwischen Glaspipette und einer
Referenzelektrode im Medium um die Zelle bestimmt werden. Ein Nachteil dieser sogenannten
intrazelluldren Mikroelektroden ist offensichtlich: Durch das Einstechen einer Glaskapillare
mit einem Spitzendurchmesser von ca. 0,5 um in eine Zelle wird ein Loch in threr Membran
erzeugt, welches besonders fiir kleine Zellen mit einem Durchmesser unter 10 wm einen
drastischen Eingriff bedeutet.

Ein entscheidender Durchbruch wurde mit der 1976 von Neher und Sakmann entwickelten
patch-clamp Technik erzielt [12, 13]. Hierbei wird die Spitze der Glaskapillare nicht mehr in
die Zelle eingestochen, sondern an die Zellmembran gedriickt. Durch Ansaugen wird dann ein
leichter Unterdruck in der Glaspipette erzeugt und damit die Zellmembran fest an die Spitze
angeschmiegt. Wird nun fiir eine Ganzzell-Ableitung der Membranfleck (,,patch") unter der
Kapillarenspitze durch starkes Ansaugen zerrissen, besteht ein direkter ohmscher Kontakt
zwischen dem Zellinneren und dem Elektrolyt in der Pipette. Gegeniiber intrazelluldren
Mikroelektroden ist die patch-clamp Technik viel schonender und der Kontakt zwischen
Pipette und Zelle ist so dicht, da8 Leckstrome in das die Zelle umgebende Medium nahezu
unterbunden sind.

Beide Methoden bieten die Mdoglichkeit zur direkten Messung des Membranpotentials und
damit zur Beobachtung der elektrischen Aktivitét einzelner Zellen. Die Potentialauflosung ist
dabei im Vergleich zu anderen MeBBmethoden optimal. Durch die Kapazitit der Pipettenspitze
ist die Zeitauflosung typischerweise auf 10 kHz bzw. 0,1 ms limitiert. Dies ist fiir die meisten
Anwendungen ausreichend, da Aktionspotentiale, d.h. aktive Anderungen des
Membranpotentials, im Millisekunden-Zeitbereich ablaufen.

Die Pipetten werden in der Praxis mit Mikromanipulatoren an die Zellen angendhert. Durch
Drift der Pipettenposition wird der elektrische Kontakt zwischen Zelle und Pipette mit der
Zeit unweigerlich elektrisch undicht, und es setzen Leckstrome ein. Typischerweise sind
Messungen bis zu einigen Stunden moglich. Nach jeder Messung mulf3 eine neue Pipette
verwendet werden, da mit Pipettenspitzen, die durch Reste der Zellmembran verunreinigt sind,
keine elektrisch dichten Kontakte an eine neue Zelle mehr moglich sind. Auch sind Zellen nach
Entfernung der Pipette so weit geschédigt, daB in der Regel keine zweite Messung an derselben
Zelle sinnvoll ist. Es kann also nicht schnell hintereinander das Membranpotential einer Zelle
oder eines Zellverbandes an mehreren Stellen gemessen werden. D.h. es gibt keine
Rastermoglichkeit zur Abbildung seiner rdumlichen Verteilung [14, 15]. Zwar kann durch die
Verwendung von mehreren Pipetten an einigen wenigen Stellen gleichzeitig gemessen werden
[16, 17], wobei aber aus Platzmangel nur eine limitierte Zahl von Mikromanipulatoren
nebeneinander aufgebaut werden konnen.
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(b) Potentialsensitive Fluoreszenzfarbstoffe

Anderungen des Membranpotentials einer Zelle konnen Anderungen ihrer optischen
Eigenschaften bewirken [18]. Um diese Effekte zu verstirken, werden Farbstoff-Molekiile in
die Zelle injiziert. Am gebrduchlichsten sind Potential-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe, d.h.
Molekiile, deren Fluoreszenz-Eigenschaften vom Membranpotential der Zelle abhingig sind
[19-21]. In der Literatur werden dazu verschiedene Funktionsmechanismen beschrieben [22].
Gingige Potential-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe bieten Potentialempfindlichkeiten im
Millivolt-Bereich [23] und einige zehntel Millisekunden Zeitauflosung [24]. Sie ermoglichen
auch ortsaufgeloste Messungen. Durch Aufnahme des Fluoreszenzlichts mit einem optischen
Mikroskop und einer nachfolgenden CCD-Kamera kdnnen so Bilder von Membranpotential-
Verteilungen innerhalb einzelner Zellen und Zellverbinde aufgenommen werden. Da die
Ortsauflosung hier prinzipiell nur durch die Aufldsung des optischen Mikroskops beschrinkt
ist, liegt sie unter 1 um [25].

In die Zelle eingebrachte Farbstoffe bleichen bei Beleuchtung aus und koénnen cytotoxisch sein.
Zur Zeit werden verbesserte Farbstoffe entwickelt, langzeitstabile Messungen sind aber nach
wie vor problematisch [26, 27].

(c¢) Extrazelluldre Techniken

Beide gerade beschriebenen Techniken setzen einen Zugang zum Inneren der Zelle voraus. Sie
stellen damit einen Eingriff in die Zelle dar. Dadurch sind sie nur bedingt noninvasiv und in
ihrer Langzeitstabilitdt auf jeden Fall stark eingeschrankt. Techniken ohne Kontaktierung des
Zellinneren, also extrazelluldire Methoden wiren daher wiinschenswert.

Anderungen des Membranpotentials einer Zelle bewirken auch eine Anderung des elektrischen
Potentials auBBerhalb der Zelle [28]. So wurde z.B. gezeigt, dall eine auf die Gate-Elektrode
eines Feldeffekt-Transistors (FET) gesetzte Blutegel-Nervenzelle durch Anderung ihres
extrazelluldren Potentials den FET schalten kann [28]. Ebenso kdnnen extrazelluldre Potentiale
auch durch Metall-Mikroelektroden aufgezeichnet werden [29].

Allgemein wird fiir Messungen extrazelluldrer Potentiale ein Sensor bendtigt, welcher
Potentiale in wiBriger Umgebung wie dem Zell-Medium detektieren kann.
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1.3 Ziel des Projektes

Ziel des hier diskutierten Projekts ist es, Zell-Halbleiter-Hybride und damit eine elektrische
Schnittstelle zur noninvasiven Kommunikation mit einzelnen Zellen zu entwickeln und zu
untersuchen. Dazu sollen Zellen auf die Oberflache eines Halbleiter-Sensors aufwachsen und
ihre elektrischen Signale extrazelluldr und ortsaufgelost gemessen werden, vgl. Abb. 1.3.1.

elektrisch
aktive
X Zellen

Potential-
z sensitive
% Sensor-
“% Oberflache

Abbildung 1.3.1. : Kommunikation zwischen elektrisch aktiven Zellen und einer Potential-sensitiven
Sensoroberfldiche.

Zum Erreichen dieses Ziels sind mehrere Schritte nétig. So miissen zum Einen geeignete
Kulturen elektrisch aktiver Zellen etabliert und charakterisiert werden. Parallel dazu muf} ein
geeigneter Oberfldchenpotential-Sensor mit Ortsauflosung entwickelt und dessen
Empfindlichkeit getestet werden. SchlieBlich sollen Zellen auf der Oberfliche des Sensors
kultiviert und damit extrazelluldre Potentiale gemessen werden.

Als Modellsystem elektrisch aktiver Zellen sind leicht préparierbare und einfach handhabbare
Zellen wiinschenswert, die langzeitstabil auf Halbleiter-Oberfldchen kultiviert werden konnen.
Durch Untersuchungen ihrer elektrischen Eigenschaften und ihrer Haftung auf Halbleiter-
Oberfldachen sollen dann Vorhersagen iiber die zu erwartenden extrazelluliren Potentiale
getroffen werden.

Zur Detektion extrazelluldrer Potentiale in wéaBriger Umgebung wird ein planarer
Oberflachenpotential-Sensor bendtigt. Im Prinzip stehen mit Feldeffekttransistor- und
Mikroelektroden-Feldern, mit denen bereits erfolgreich extrazelluldre Potentiale aufgezeichnet
werden konnten, solche Sensoren zur Verfiigung. Allerding haben sie den Nachteil einer
beschrinkten Anzahl aktiver MeBpositionen auf ihrer Oberfliche, wodurch ihre
»Rasterfahigkeit” zu ortsaufgelosten Potential-Messungen eingeschriankt ist. Besonders wenn
man mit einzelnen Zellen kommunizieren mochte, wére eine gute Ortsauflosung aber
wiinschenswert. Es soll in dieser Arbeit daher ein Sensorsystem entwickelt werden, welches
ortsaufgeldste Potential-Messungen an moglichst vielen Punkten der Sensoroberflache zulaft.
Dazu sollen Prototypen aufgebaut und deren Potentialempfindlichkeit und Ortsauflésung
untersucht werden.

SchlieBlich sollen die beiden eben beschriebenen Schritte zusammengefalit werden, indem
Zellen auf der Oberfliche des entwickelten Potential-Sensors kultiviert werden und das
extrazellulare Potential einzelner Zellen detektiert wird, vgl. Abb. 1.3.1. Fiir einen in dieser
Weise als Zell-Halbleiter-Hybrid aufgebauten Sensor zur langzeitstabilen und ortsaufgelosten
Messung der elektrischer Aktivitit einzelner Zellen gibe und gibt es zahlreiche
Anwendungsmoglichkeiten:
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Voraussetzung fiir den Einsatz von Zell-Halbleiter-Hybriden als Biosensoren ist, daf3
elektrisch aktive Zellen die Dynamik ihres Membranpotentials unter Einwirkung bestimmter
Umwelteinfliisse, wie der Zugabe von Pharmaka dndern. Dies ist z.B. bei Herzmuskelzellen
der Fall, welche nach Stimulation mit Adrenalin ihre Pulsfrequenz erhohen [1]. Mit dem
Sensor sollen nun diese Anderungen im extrazelluliren Potential der Zellen abgefragt werden
[5, 30-33]. In groBflachig verkniipften Netzwerken von Zellen 16sen nicht alle Zellen synchron
Aktionspotentiale aus. Vielmehr breiten sich Aktionspotentiale mit endlicher Geschwindigkeit
iiber das Netzwerk aus. Daher ist es sinnvoll gezielt das extrazellulire Potential einzelner
Zellen abzufragen, anstatt das mittlere extrazelluldre Potential zu messen. Zellen reagieren sehr
spezifisch auf bestimmte Wirkstoffe. In Biosensoren, die aus Zell-Halbleiter-Hybriden
aufgebaut sind, ist die Rolle der lebenden Zellen dann die von Signalwandlern, -filtern und -
verstirkern. Derartige Biosensoren zeichnen sich damit durch hohe Selektivitdt und Sensitivitét
aus.

Im menschlichen Hirn sind Millionen von Nervenzellen miteinander verschaltet. Die
Kommunikation derartig komplexer neuronaler Netzwerke ist bisher noch nicht im Detail
verstanden, besonders da die einzelnen Verschaltungen dynamisch und lernfdhig sind [1,
(K.8.6, S.137)]. Eine Moglichkeit zu weiterem Verstdndnis ist die Untersuchung kleiner
Netzwerke in vitro. So wire es wiinschenswert, Nervenzellen auf einer Sensoroberflache unter
moglichst natiirlichen Bedingungen aufwachsen lassen zu koénnen, welche Verbindungen
untereinander eingehen und so miteinander kommunizieren konnen. Mit orts- und
zeitaufgeloster Detektion der extrazelluldren Potentiale einzelner Zellen konnte dann gezielt die
Signalausbreitung zwischen Zellen untersucht werden. Dazu wire eine langzeitstabile
Kontaktierung einzelner Neurone nétig.

Mit langzeitstabilen Verbindungen zwischen Zellen und elektrischen Detektions- und
Stimulationssystemen wird auch die Entwicklung von Neuroprothesen angestrebt. Da
durchtrennte Nervenzellen nur bedingt regenerationsfahig sind [34], wére mit Neuroprothesen
eine Uberbriickung zwischen Defektstellen denkbar [35-37]. Ein eingebauter Halbleitersensor
konnte Signale von Nervenzellen an der Schnittstelle aufnehmen, mit einem integrierten
Computer verarbeiten und mit einen Stimulator Signale an andere Nervenzellen weitergeben.
Zur Zeit sind Horprothesen [35, 36] bereits weit fortgeschritten, wihrend Sehprothesen wie
Retinaimplantate [38, 39] noch in der Entwicklungsphase stehen. Auch hier wire die
Moglichkeit zur gezielten Kontaktierung einzelner Neurone extrem hilfreich 2.

> Konnten z.B. die Nervenzellen, welche die Kontraktion von Muskelfasern steuern, nur als ganze Biindel
kontaktiert werden, wéren nur grob-motorische Bewegungen mdglich.
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

2 Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

2.1 Aktionspotentiale

Die elektrischen Eigenschaften von Zellen sind wesentlich durch ihre Zellmembran bestimmit.
Sie besteht aus einer Lipiddoppelschicht mit Poren durch eingelagerte Proteine. Dabei 146t sich
die Lipidmembran durch eine Kapazitit Cy und die Poren bzw. Kanile durch einen
Widerstand Ry, beschreiben, vgl. Abb. 2.1.1. Wihrend die spezifische Membrankapazitit,
bestimmt durch die Dicke und Dielektrizititskonstante der Lipiddoppelschicht, bei allen
Zellen im Bereich um cy = 1 uF/cm? liegt [40, (K.1, S.9)], variiert die Zahl der Kanile und
damit die spezifische Leitfahigkeit gy stark zwischen unterschiedlichen Zellen.

e oAy
LB HUMH[J H:\‘“ 30

Abbildung 2.1.1: Elektrisches Ersatzschaltbild fiir die Zellmembran

Zellen sind unter physiologischen Bedingungen meist von einer Kochsalz-dhnlichen Losung,
bestehend aus Na'- und CI-lonen umgeben. Ihr Innenraum dagegen ist mit K™~ und
organischen Anionen gefiillt, vgl. Tab. 2.1.1. Im Gleichgewicht gibt es Poren in der Membran,
die durchlissig fiir K'-Ionen, aber undurchlissig fiir Na'-Ionen sind. Durch osmotischen Druck
getrieben diffundieren so K'-Ionen aus dem Innenraum der Zelle in die extrazellulire Losung,
Na'-Ionen dagegen konnen nicht durch die semipermeable Membran gelangen. Durch den
Transport positiver Ladung nach aullen wird ein riicktreibendes elektrisches Feld aufgebaut,
und es stellt sich ein Gleichgewicht ein [1, (K.7.3, S.108), 40, (K.1, S.11), 41, (K.23.12,
S.264), 42, (K.5, S.61)]. Damit ist der Innenraum der Zelle negativer als der Aulenraum und
das als Potentialdifferenz zwischen Innerem und AuBerem der Zelle definierte
Membranpotential betrdgt im Ruhezustand typischerweise Uyr = -70 mV. Dies entspricht in
etwa dem Nernst-Potential von K'-Ionen. Das Nernst-Potential beschreibt die
Gleichgewichtsspannung Uyr(j) an einer fiir lonen j permeablen Membran:

Umr() = RT/zF) x In( cza(j)/czi(]) ) 0)

¢z, und cz sind dabei die Konzentrationen auf den Seiten a und i der Membran bzw. im
AuBen- und Innenraum einer Zelle, z; die Wertigkeit der Ionen, R die Gaskonstante, F die
Faraday-Konstante und T die Temperatur. In Tab. 2.1.1 sind Nernst-Potentiale von einigen
Ionensorten aufgelistet. Das Ruhepotential von Zellen ist also im wesentlichen ein Kalium-
Gleichgewichts-Potential. Wire die Zellmembran im Gleichgewicht dagegen nur permeabel fiir
Natriumionen, wire das Ruhepotential positiv.
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

: : : ; Tabelle  2.1.1: Nernst-Potentiale  fiir
J " ¢za()) [mM] | ¢7,(j) [mM]] Unir(j) [mV] verschiedene lonensorten j. ¢z, und cz
Na 145 12 +67 entsprechen dabei den lonenkonzentrationen in
Kt 4 155 -08 Sdugetier-Skelettmuskel-Zellen (entnommen aus
Ca |15 0.0001 | +129 {40, (&1, 5.19))).

cr 123 42 -90

Durch Messung von Membranpotentialen mit Hilfe der patch-clamp Technik [43] kénnen die
passiven Membraneigenschaften Ry; und Cy; bestimmt werden: Wird einer Zelle ein kleiner
Spannungspuls Uy, appliziert, flieBt wie in Abb. 2.1.2 dargestellt ein exponentiell mit der
Zeitkonstante Ty; = Ry/Cy; abklingender Umlade-Strom der Form' [44]:

In(t) = (Im(0)- () * exp(-t/Ty) + Im(0) (1)

wobei RZA = UM()/IM(O),

Ry = Upo/Im(®) - Rza,

Cv=tm (1/Rza + 1/Ry) (2)

5A UmMH()-U MR [MmV]

24 3 > tms]
Umo
Ay [nA]
! 2 3 L"—» t [ms]
rM |M(°°)

Abbildung 2.1.2: a) Ersatzschaltbild fiir eine mit einer patch-clamp Pipette kontaktierte Zelle. Das
Ruhepotential der Zelle durch Kaliumionen ist durch eine Spannungsquelle Uyr beschrieben, Rz, ist der
Zugriffswiderstand. b) Zeitlicher Verlauf eines Stimuluspulses Uwyy = 10 mV. c) Zeitlicher Verlauf des durch
den Stimulus verursachten Umladestroms, berechnet fiir Rz4 = 30 MQ, Ry = 0,5 G2 und Cy = 30 pF.

Neben den Ionenkanilen, die im Gleichgewicht fiir das K'-Ionen-Ruhepotential verantwortlich
sind, enthalten Zellen noch viele andere Kanaltypen. Von biologischem Interesse sind vor
allem Na'-, K*- und Ca*"-Ionenkanile, welche nur fiir jeweils eine Ionenart i gut durchlissig
sind. Thre Leitfdhigkeit g kann vom Membranpotential U,;, von der Konzentration
spezifischer Molekiile ¢ und der Zeit t abhéngig sein:

gmi = gmi(l, U, CL, 1) 3)
Die Leitfdhigkeit Potential-gesteuerter lonenkandle ist abhdngig vom Membranpotential der

Zelle. Falls dieses eine bestimmte Schwelle {iberschreitet, erhoht sich die Leitfahigkeit aktiv
weiter und es wird ein sogenanntes Aktionspotential ausgeldst [42, (K.6, S.74)]. Zellen mit der

" Die Herleitung ist im Anhang Kap. 10.1 zusammengefaBt.
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

Fahigkeit zur Ausbildung von Aktionspotentialen werden auch elektrisch aktive Zellen
genannt. Dieser Sachverhalt ist am einfachsten am Beispiel des Tintenfisch-Riesenaxons, einer
dicken langgestreckten Nervenfaser, zu verstehen [1, (K.7.4, S.111)]: Im Gleichgewicht (Uy =
Uwmr = -70 mV, Ruhepotential) ist die Leitfdhigkeit von den in der Membran enthaltenen
Potential-gesteuerten Na- und K-Kanidlen klein. Durch eine Erniedrigung des
Membranpotentials, z.B. durch eine externe Stimulation, wird die Zelle depolarisiert und dabei
die Leitfdhigkeit der Na-Kandle erhoht, vgl. Abb. 2.1.3.

9Na(UM)/9Na,max 4 9k (UM)/ 9K, max 4
/
/ 4 né o 8o goo Bieno 4 100 // qﬂ@ﬂﬁ)’”@mmAeo 94100
[ a ] / dt,jidg ]
/en ] élnf
1 -41n-1 T;/ ] 1
410 110
W ] ¢ ]
1 7] % 1
P/ 710 / 4102
/ ] /I 1
! 'I | i —_— i L » \ i IR S T | i O T | II L »
-50 0 +50 Uy [mV] -50 0 +50 Um [mV]

Abbildung 2.1.3: Potential-gesteuerte Leitfihigkeit gno(Uy) bzw. gx(Uyw) von Na- und K-Kandlen des
Tintenfisch-Riesenaxons, normiert auf die Maximal-Leitfihigkeit [45] (entnommen aus [40, (K.2, S.42)]).Das
Ruhepotential betrug dabei etwa Uyg ~-56 mV.

Uber den dadurch verursachten Einstrom von positiv geladenen Na‘-Ionen in die Zelle wird
diese im Inneren weniger negativ (0 > Uy > Upygr, Depolarisation). Uberschreitet die
Depolarisation einen bestimmten Schwellwert, wird die Na'-Leitfihigkeit soweit erhoht, daB
ein positiver Riickkopplungs-Effekt eintritt: Weiterer Na'-Einstrom 148t das Innere der Zelle
weniger negativ werden und erhdht damit die Na'-Leitfdhigkeit weiter, wodurch noch mehr
Na'-Ionen einstromen und das Membranpotential sogar positiv werden kann® (Uy > 0,
Umpolarisation), vgl. Abb. 2.1.4. Durch die Anderung des Membranpotentials zu positiveren
Werten wird nun mit leichter zeitlicher Verzogerung die Leitfahigkeit der Potential-gesteuerten
K-Kanile erhoht und positiv geladene K'-Ionen strémen aus der Zelle aus. Dadurch wird das
Potential der Zelle wieder negativ (Uy; < 0, Repolarisation) und die Na-Kandle schlie3en.
Meist stromt soviel K™ aus der Zelle, daB ein negativeres Membranpotential als das
Ruhepotential erreicht wird (Uy; < Uygr, Hyperpolarisation), bevor die Potential-gesteuerten
K-Kanéle wieder schlieBen und das Potential schlieBlich wieder auf den Gleichgewichtswert
Umr (Ruhepotential) durch Potential-unabhingige K-Kanéle zuriickgeht [1, (K.7.4, S.111)].
Uber eine Energie-getriecbene Pumpe wird langfristig sichergestellt, daB im Gleichgewicht die
Na'- und K'-Gleichgewichts-Konzentration in der Zelle aufrechterhalten wird [1, (K.7.4,
S.112), 40, (K.1, S.2)]. Diese sogenannte Na-K-Pumpe ist aber nicht direkt mit der Ausbildung
eines Aktionspotentials verkniipft.

> Wie in Tab. 2.1.1 gezeigt, ist das Potential an einer fiir Na'-Ionen permeablen Membran positiv.
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50__U@(|\E+)_ _______ Abbjldung 2.1.4: Zeitlicher .Verlab.tf eines
Aktionspotentials, gemessen an einem Tintenfisch-
Riesenaxon bei 18,5 °C. Aufgetragen sind der
Verlauf  des  Membranpotentials — und  die

0 Leitfihigkeit der Potential-gesteuerten Na- und K-

. Kandle. Aufgrund etwas unterschiedlicher Ionen-

7 Konzentrationen im Vergleich zu  Sdugetier-

1 Skelettmuskel-Zellen, weichen die hier eingetragenen

50 ] Nernst-Potentiale von den in Tab. 2.1.1

dargestellten ab (entnommen aus [1, (K.7.4, S.113),
40, (K.2, S.52)].

Der Strom durch die einzelnen Ionenkanile Iy in der Membran des Tintenfisch-Axons flief3t
also im wesentlichen durch 3 verschiedene Typen von Kanédlen: (i) Potential-abhéngige
Natrium-Kanéle i, (ii) Potential-abhéngige Kalium-Kanéle j (,,delayed rectifier channels") und
(iii)) Potential-unabhédngige Leck-Kanile 1 [40, (K.2, S.32, S.39)]. Leck-Kanile sind im
wesentlichen Potential-unabhéngige K-Kandle, die fiir das Ruhepotential der Zelle
verantwortlich sind [40, (K.2, S.34)]. Die Ionenkanéile sind dabei durch ihre Leitfahigkeit (gy,,
gk, gr) und ihr Gleichgewichtspotential (Uyr(Na) > 0, Upr(K) < 0, Uyr < 0) beschrieben [46].
Dem Membranwiderstand im Gleichgewicht der Zelle entspricht damit dem Kehrwert der
Summe der Leitfahigkeiten der Potential-unabhiingigen Leck-Kanile: Ry = (3 g1)"'. Der
Gesamtstrom Iy; enthilt zusétzlich noch die kapazitive Aufladung der Membran bei zeitlich
verdnderlichen Potentialen:

Ivy= Ei Tvi +CM'dUM/dt
= i 2na®*(Un-Unr(Na)) +35 gx *(Un-Upir(K)) +21 g0 *(Un-Unr) +CyedUy/dt 4)

Grundsitzlich enthalten auch Nervenzellen in Sdugetieren diese drei Kanaltypen. Allerdings
sind die detaillierten Verhéltnisse viel komplexer. So gibt es z.B. mehrere unterschiedliche Na-
Kanile, welche sich in ihrer Aktionspotential-Schwelle und Dynamik unterscheiden. Mit Hilfe
der Hodgkin-Huxley-Gleichungen [40, (K.2, S.44)] 1aBt sich die Dynamik von
Aktionspotentialen Potential-gesteuerter lonenkanile g;(Uy,, t) theoretisch beschreiben. Durch
Wirkstoffe lassen sich Ionenkanile spezifisch blockieren, so daB3 keine Tonen mehr durch sie
flieBen konnen. Z. B. blockiert Tetrodotoxin (TTX) spezifisch Potential-gesteuerte Na-Kanéle
[40, (K.3, S.79)].

Die Leitfdahigkeit von Ligand-gesteuerten lonenkanélen hingt von der Konzentration spezieller
Liganden ab, die spezifisch an Rezeptoren des Kanals binden und diesen dadurch 6ffnen
konnen. So gibt es z.B. Ligand-gesteuerte Na- und Ca-Kanile, die sich z.B. bei Bindung eines
Acetylcholin- oder Glutamat-Molekiils an ihre Bindungsstelle offnen und damit
depolarisierende Wirkung haben® und ein Aktionspotential auslosen kénnen. Dagegen gibt es
z.B. Cl-Kandle, die sich bei Bindung von Molekiilen wie y-Amino-Buttersdure-A (GABA-A)
offnen und damit hyperpolarisierende Wirkung haben* [47, (K.3.1)]. Insgesamt gibt es viele
Kandle, die sehr spezifisch auf bestimmte Liganden reagieren.

* Bei fonung stromt positive Ladung in die Zelle ein.
* Bei Offnung stromt negative Ladung in die Zelle.
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Aktionspotentiale konnen sich innerhalb von Nervenzellen fortpflanzen [1, (K.7.5, S.116)],
vgl. Abb. 2.1.5: Wird durch Reizung an einer Stelle x; die Membran iiber den Schwellwert zur
Auslésung eines Aktionspotentials depolarisiert, stromen lokal Na'-Ionen durch die Membran
ein und polarisieren diese um. Durch elektrostatische AbstoBung verteilen sich die
Natriumionen im Inneren der Zelle, wodurch nun auch eine benachbarte Stelle x, depolarisiert
und dort ebenfalls ein Aktionspotential ausgelost wird. Dadurch wird nun wieder die
Membran an der Stelle x; depolarisiert, u.s.w. So kann sich durch Na'-lonen-Einstrom
senkrecht zur Membran ein fortlaufendes Aktionspotential parallel zur Membran ausbreiten
[48, (K.15.1.3.1, S.670)].

prasynaptische synip- postsynaptische
Nervenendigung gscl er Membran
palt
Ausbreitungsrichtung o
o
> e >
Na
T T 7 > stoff Na*

X1 X2 X3
Abbildung 2.1.5: Aktionspotential-Ausbreitung innerhalb einer Nervenzelle und Informationsfluf3 an einer
erregenden Synapse zwischen zwei Nervenzellen.

Die Leitfahigkeit von Ionenkandlen ist auch zeitabhingig. So sind Na-Kanile nach jedem
ausgelosten Aktionspotential fiir eine gewisse Zeit inaktiviert, d.h. innerhalb der sogenannten
absoluten Refraktérzeit kann auch durch erneute Depolarisation an der selben Stelle kein neues
Aktionspotential mehr ausgelost werden. Deshalb konnen Aktionspotentiale nicht riickwérts
laufen [1, (K.7.4, S.113), 40, (K.2, S.41)].

Informationen zwischen einzelnen Nervenzellen werden iiber als Synapsen bezeichnete
Schnittstellen ausgetauscht [1, (K.8, S.121)]. So gehen iiber Synapsen am Zellkdrper und an
seinen Dendriten genannten Fortsdtzen Signale von anderen Zellen ein, welche innerhalb der
Nervenzelle verarbeitet werden. Das Ergebnis wird 1.A. aus einem ausgezeichneten Fortsatz,
dem Axon, an Synapsen zu anderen Zellen weitergeleitet [42, (K.4, S.42)]. Innerhalb von
Nervenzellen wird ,,Information" in Form von Aktionspotentialen weitergeleitet. Dabei trigt
nicht die Hohe des Aktionspotentials, die im Mittel immer etwa gleich bleibt, sondern die
Haufigkeit der Aktionspotentiale die Information. Entlang der Zellfortsdtze wird das
Aktionspotential so zu Schnittstellen mit anderen Zellen geleitet. Solch eine Synapse ist in
Abb. 2.1.5 dargestellt. An Zell-Zell-Schnittstellen konnen Signale elektrisch [1, (K.8.7, S.140)]
oder chemisch [42, (K.4, S.42), 48, (K.15.1.4, S.673)] ausgetauscht werden. Bei chemischen
Synapsen werden bei Depolarisation der Zellmembran an der prisynaptischen
Nervenendigung durch ein einlaufendes Aktionspotential Ubertragungsstoffe in den
synaptischen Spalt, d.h. den Zwischenraum zwischen den beiden Zellen freigesetzt. Der
Ubertragungsstoff bindet an Rezeptoren Ligand-gesteuerte Kanile in der postsynaptischen
Membran und bewirkt dort einen lonenstrom. Je nach Art der Verschaltung, d.h. nach Aufgabe
der Nervenzelle im Organismus, werden verschiedene Ubertragungsstoffe freigesetzt. An
erregenden Synapsen werden Ubertragungsstoffe freigesetzt, die an Rezeptoren von Ligand-
gesteuerten Kanélen in der postsynaptischen Membran binden, welche die postsynaptische
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Zelle bei Kanaloffnung depolarisieren, wie z.B. Na-Kanéle. Durch die Depolarisation kann
dann ein Aktionspotential in der postsynaptischen Zelle ausgelost werden und sich dort
weiter fortpflanzen’. An hemmenden Synapsen dagegen werden Ubertragungsstoffe
freigesetzt, die bei Bindung Ionenkandle oOffnen, welche die postsynaptische Zelle
hyperpolarisieren, wie z.B. Cl-Kandle, und damit der Bildung eines Aktionspotentials
entgegenwirken®. Auf diese Weise ist eine Verschaltung von Nervenzellen moglich: An einer
Nervenzelle geht liber Synapsen von anderen Zellen Information ein. Das Ausgabesignal der
Zelle hingt davon ab, ob die Signale aus erregenden oder hemmenden Synapsen dominieren.
Dominieren die erregenden Synapsen, wird die Zelle iiber ihren Schwellwert zur Ausbildung
eines Aktionspotentials depolarisiert und ein Aktionspotential liber das Axon weitergeleitet,
welches dann wieder in andere Zellen eingespeist wird. Im menschlichen Koérper werden so
von Rezeptorzellen wie Hor- oder Sehzellen empfangene Signale an das Gehirn geleitet. In den
dort verkniipften Nervenzellen wird die Information verarbeitet und schlieBlich z.B. an
Muskelzellen weitergeleitet, die dann eine Aktion ausfiihren. Die Verschaltung der
Nervenzellen eines Organismus zu einem neuronalen Netz ist nicht statisch. Durch
GewoOhnungseffekte kann sich die Stirke von Synapsen in beide Richtungen dndern, das
neuronale Netz ist lernfdhig [1, (K.8.6, S.137)]

Der Aktionsstrom, d.h. der aktive Strom durch die Zellmembran wihrend -eines
Aktionspotentials, setzt sich aus den Stromen durch die einzelnen lonenkandle zusammen.
Obwohl der zeitliche Verlauf des Aktionsstroms genau festgelegt ist, kann keine sichere
Vorhersage fiir die Strome durch die einzelnen lonenkanéle gemacht werden. Vielmehr erhoht
Depolarisation der Membran die Offnungswahrscheinlichkeit — Potential-gesteuerter
Ionenkandle. Der Mittelwert des Stroms durch alle Ionenkanidle ist durch die
Offnungswahrscheinlichkeit der einzelnen Ionenkanile bestimmt und liegt somit fest, vgl. Abb.
2.1.6.

Der molekulare Mechanismus Potential-gesteuerter Kanidle kann an folgendem Modell
veranschaulicht werden: Durch die Depolarisations-Spannung werden geladene Regionen im
Kanalprotein verschoben, was eine Konformationsidnderung des Proteins bewirkt [48,
(K.15.1.2.4, S.669)]. Dadurch wird der Ionenkanal geo6ffnet oder geschlossen. Die
Ladungsverschiebung im Protein wihrend der Konformationsédnderung heif3t ,,gating current®.
Sie kann gemessen werden, indem Na'-, K*-, und Ca®’-Stréme durch Applikation von Kanal-
blockenden Molekiilen unterdriicken werden. Bei Depolarisation flieBt dann nur der transiente
Strom aufgrund der Konformationsédnderung der Kanéle [40, (K.2, S.54), 49].

* Erregendes postsynaptisches Potential (EPSP).
® Inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP).
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Abbildung 2.1.6: Patch-clamp Messungen an Na-Kandlen der Muskelzelle einer Maus (a-c) und K-Kandlen am
Tintenfisch-Riesenaxon (d-f) in Einzelkanal-Ableitung. Gezeigt sind mehrere Messungen des Stroms durch
einzelne lonenkandle (b, e) nach einem depolarisierenden Testpuls (a, d). Hier wird deutlich, daff die
individuellen Ionenkandle rein statistisch offnen, daf3 aber der Mittelwert aller Strommessungen (c, f) genau
dem bekannten Verlauf des Aktionsstroms entspricht (entnommen aus [40, (K.3, S.68-69)]).
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2.2 Priparation und Kultur’

Leider gibt es kein Universalsystem elektrisch aktiver Zellen, welches alle zum Aufbau von
Zell-Halbleiter-Hybriden vorteilhaften Eigenschaften in sich vereint. In der klassischen
Elektrophysiologie wurden aufgrund ihres hohen Aktionsstroms und ihrer Grof3e héufig Zellen
aus Invertebraten, d.h. Nicht-Wirbeltieren, wie Schnecken oder Tintenfischen verwendet [11].
Z.B. sind Retzius-Zellen aus Blutegeln [50] mit einer Grole von bis zu 100 um und
Aktionsstromen bis zu 100 nA mittlerweile als Standard-Modellsystem fiir extrazellulére
Potentialmessungen etabliert [28, 51, 52]. Allerdings haben Zellen aus Invertebraten den
Nachteil, daB sie von ihrer evolutiondren Entwicklung her nur entfernt vergleichbar mit Zellen
aus hoherentwickelten Tieren sind. Daher konnen damit gewonnene Aussagen nur bedingt auf
den menschlichen Organismus iibertragen werden. Nerven- und Muskelzellen aus Wirbeltieren
sind dagegen als Priméarkulturen aufwendig zu préparieren.

Herzmuskelzellen (Cardiomyocyten) sind elektrisch aktive Zellen mit der Féhigkeit zur
spontanen periodischen Ausbildung von Aktionspotentialen. Mit jedem Aktionspotential geht
eine Kontraktion und Relaxation der Zellen des Herzmuskels einher, welche im lebenden
Organismus fiir die Blutzirkulation verantwortlich ist [53]. Bei sorgfiltiger Auflésung des
Herzmuskels in Einzelzellen behalten diese ihre Féhigkeit zur spontanen Ausbildung von
Aktionspotentialen und mechanischem Pulsen bei. In dieser Arbeit wurden Herzmuskelzellen
in Petrischalen und auf Halbleiter-Substraten kultiviert. Bei gegliickter Priparation
kontrahierten und relaxierten die Zellen mechanisch auf dem Substrat, d.h. sie 16sten spontane
Aktionspotentiale aus [5, 54-56]. Wurden die Zellen so dicht ausgesit, da3 sie untereinander
Kontakte ausbilden konnten, pulste der gesamte Zellrasen synchron.

Um nicht fiir jedes Experiment frische Zellen prédparieren zu miissen wurde versucht, ein
System elektrisch aktiver Zellen zu etablieren, welches stabil in Kultur gehalten werden kann.
NRK- (,,normal rat kidney*) Fibroblasten sind eine Zell-Linie, die aus der Niere von Ratten
gewonnen wurde und kultivierbar ist. In dieser Arbeit wurden NRK-Fibroblasten in
Petrischalen und auf Halbleiter-Substraten kultiviert. Sie konnten durch Depolarisation zu
Aktionspotentialen stimuliert werden. Da Bindegewebezellen normalerweise elektrisch inaktiv
sind, stellt diese Fibroblasten-Linie mit ihrer Fahigkeit zur Ausbildung von Aktionspotentialen
eine Ausnahme dar [57-59].

Im Hinblick auf medizinische Untersuchungen sind Neurone von Wirbeltieren besonders
interessant. Sie bilden auch in vitro chemische Synapsen zueinander aus, d.h. es konnen kleine
neuronale Netzwerke in der Zellkultur aufgebaut werden [32]. In dieser Arbeit wurden
Nervenzellen aus dem Hirn von Ratten und Hithnerembryos prépariert und in Petrischalen und
auf Halbleiter-Substraten kultiviert. [60, 61]. Leider sind Neurone klein und haben
vergleichsweise geringe Aktionsstrome die im nA Bereich liegen.

’ Die Priparationsprotokolle sind im Anhang Kap. 11.1 nachzulesen.
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2.3 Aufbau eines patch-clamp Systems zur Messung von
AKktionspotentialen®

Um die Eignung der in dieser Arbeit verwendeten Zellarten fiir Zell-Halbleiter-Hybride zu
untersuchen wurde ein patch-clamp System aufgebaut, mit dem die elektrischen Eigenschaften
dieser Zellen charakterisiert werden konnen. Der patch-clamp Aufbau wurde dabei so in den
LAPS-Aufbau (vgl. Kap. 4.4) integriert, dall die Moglichkeit bestand Zellen mit patch-clamp
zu stimulieren und mit dem LAPS das dadurch resultierende extrazelluldre Potential zu
messen.

Im wesentlichen besteht der patch-clamp Aufbau aus einem Mikromanipulator (Mini 25,
Luigs & Neumann) mit welchem die Pipette in die Néhe der Zelle gebracht werden kann und
einem Verstirker (EPC-7, List-Elektronik) zur Messung des Pipettenstroms [13]. Dabei wird
die Pipette in einen Halter mit integriertem Vorverstirker (,,headstage") eingebaut, welcher auf
dem Mikromanipulator fixiert ist. Da der Kontakt zwischen Zelle und Pipette bei kleinen
StoBen sofort wundicht werden wiirde, wurde der gesamte Aufbau auf -einem
schwingungsisolierten Tisch (I-2000 Serie, Newport) befestigt. Ublicherweise werden Zellen
in Petrischalen kultiviert, so daB3 die Annéherung der Pipette wihrend des Experiments mit
einem invertierten Mikroskop verfolgt und kontrolliert werden kann, vgl. Abb. 2.3.1.a. Sollen
die Zellen jedoch auf einem undurchsichtigen Substrat, wie Si oder GaAs untersucht werden,
muf} die Beobachtung mit einem Mikroskop (Axiotech, Zeiss) von oben erfolgen, vgl. Abb.
2.3.1.b. Durch den Arbeitsabstand des Mikroskops (= 2 mm) ist dann der fiir die
Pipettenpositionierung zu Verfligung stehende Raum festgelegt. So erfordert es einiges
Geschick, um die Pipette ohne Zerstdrung der Spitze auf die Zelloberflidche zu positionieren.

a) b)

P—
"

i |

n

Abbildung 2.3.1: Positionierung einer patch-clamp Pipette iiber eine Zelle unter Beobachtung mit einem
optischen Mikroskop a) von unten und b) von oben.

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen sind Ganzzell-Ableitungen. Grundsitzlich
gibt es nun zwei verschiedene Untersuchungsmethoden, den Spannungsklemme (,,voltage-
clamp*, VC) und den Stromklemme Modus (,,current-clamp®, CC) [13].

Im voltage-clamp Modus wird ein Haltepotential Uyy zwischen der Pipette’ und einer
Referenzelektrode im Medium'® angelegt und dabei der Strom Iy, gemessen welcher notig ist,

® Eine detaillierte Beschreibung der Elektronik eines patch-clamp Verstirkers und der Durchfithrung einer
Messung sind im technischen Anhang Kap. 10.2 bzw. Kap. 10.3 nachzulesen.

’ = intrazelluldrer Raum.

1% = extrazelluldrer Raum.
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um das Haltepotential aufrecht zu erhalten, vgl. Abb. 2.1.2. Schaltungstechnisch entspricht
dies einem Betrieb als Potentiostat. Wird z.B. ein depolarisierendes Haltepotential Uy > Uyr
angelegt, 6ffnen Na-Kanéle in der Zellmembran und Na'-Ionen stromen in die Zelle ein. Um
das Haltepotential aufrecht erhalten zu konnen, d.h. um die Netto-Ladung in der Zelle
konstant zu halten, muB dieselbe Menge an Ladung die durch die gesamte Membran iiber Na'-
Einstrom in die Zelle gelangt ist, iiber die Pipette abflieBen. Der in die Pipette flieBende Strom
Iy < 0 entspricht damit dem Strom durch die Zellmembran. Iy; < 0 bedeutet dabei Einstrom
positiver Ladung in die Zelle und I; > 0 Ausstrom positiver Ladung.

Im current-clamp Modus wird der Zelle tiber die Pipette ein Haltestrom Iy aufgeprdgt und
dabei das Potential Uy, zwischen Pipette und Badelektrode gemessen, welches zur
Aufrechterhaltung des Stroms nétig ist. Dies ist analog zum Betrieb eines Galvanostaten. Wird
der Zelle ein Haltestrom Iy = 0 aufgeprigt und das Membranpotential der Zelle &ndert sich
aufgrund eines Aktionspotentials, regelt der patch-clamp Verstirker das Potential zwischen
Pipette und Badelektrode so, daf3 es jeweils dem Membranpotential der Zelle entspricht, um
stromfrei zu bleiben. Das gemessene Pipettenpotential Uy, entspricht damit dem
Membranpotential der Zelle.
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2.4 Vergleich der Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen und NRK-
Fibroblasten''

Zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden sind Herzmuskelzellen ein etabliertes
Modellsystem [5, 63]. Da sie aber fiir jede Versuchsserie neu priapariert werden miissen, soll
in dieser Arbeit die Eignung von NRK-Fibroblasten als alternative Zellart untersucht werden.
Dazu sollen die elektrischen Eigenschaften beider Zellarten verglichen werden.

(a) Herzmuskel-Zellen

Durch koordinierte Kontraktion und Relaxation der Herzkammern wird der Blutflu im
Korper aufrecht erhalten [1, (K.10.3, S.167-)]. Ein ausgewachsenes Herz [64, (S.362-)] ist
dabei in verschiedene funktionelle Einheiten unterteilt, wie in Abb. 2.4.1 schematisch
dargestellt ist. Ublicherweise geht die spontane Erregungsbildung von einem Teil der rechten
Vorhofmuskulatur, dem Sinusknoten (Nodus sinu-atrialis) aus [1, (K.10.4, S.170), 65, (K.23.1,
S.472)]. Die in diesem Gewebe enthaltenen Zellen werden Schrittmacherzellen genannt. Die
elektrische Erregung breitet sich dann zunichst langsam iiber die beiden Vorhofe (Atrium
dextrum und Atrium sinistrum) aus und bringt diese zur Kontraktion'?. Anschliefend pflanzt
sich die Erregung iiber den Atrio-Ventrikular (AV)-Knoten (Nodus atrioventricularis) zu den
beiden Herzkammern (Ventrikeln) fort [64, (S.370)]. Die Kammern kontrahieren damit
deutlich nach den Vorhofen. Die schnelle Erregungsfortpflanzung zu den Kammern geschieht
dabei in auf Erregungsleitung spezialisiertem Gewebe, den Purkinje-Féaden, so daf3 verschiedene
Regionen der Herzkammern gleichzeitig bzw. rasch nacheinander von der Erregung erfaf3t
werden [1, (K.10.4, S.170-), 65, (K.23.1, S.473)]. Von dort breitet sich die Erregung
verlangsamt iiber die Kammermuskulatur aus. Das Herz enthilt so im wesentlichen also zwei
verschiedene Arten von Muskelzellen'®: ein Teil der Zellen ist zur Spontanerregung und
schnellen Weiterleitung der Erregung spezialisiert, wie z.B. Zellen aus dem Sinusknoten, AV-
Knoten oder den Purkinje-Féden, wihrend die Zellen der Arbeitsmuskulatur (Arbeitsmyokard)
der Vorhofe und der Kammern hauptséichlich fiir die mechanische Pumparbeit zustindig sind
[65, (K.23.1, S.473)].

Die im Herzen enthaltenen Schrittmacherzellen sind in der Lage selbstindig, d.h. ohne
Steuerung durch Nervenzellen, spontane periodische elektrische Erregung zu erzeugen und
damit einen rhythmischen Herzschlag auszuldsen. Uber Ausschiittung von Acetylcholin und
Noradrenalin durch Herznerven kann die Pulsfrequenz aber iiber das Hirn gesteuert werden [1,
(K.10.6, S.179), 65, (K.23.4, S.483)]: Durch Abflachung des Schrittmacherpotentials senkt
Acetylcholin die Herzfrequenz und hélt damit den Ruhepuls niedrig. Noradrenalin hingegen
bewirkt ein Steilerwerden des Schrittmacherpotentials und damit eine Ansteigen der
Herzfrequenz.

" Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in [62] verdffentlicht.

" Die Ausbreitung der elektrischen Erregung im Muskel kann klinisch mit Hilfe von EKG-Messungen verfolgt
werden [1, (K.10.5, S.174), 65, (K.23.5, S.484)].

" Neben Muskelzellen enthilt das Herz eine Vielzahl von Bindegewebe- und Nervenzellen.
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Abbildung 2.4.1.: Aufbau des Herzens
(entnommen aus [1, (K.10.4 S.170)]),
siehe auch [64, 65, (K.23.1, S.473)].
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Die elektrische Erregung des Herzmuskels basiert auf Aktionspotentialen der einzelnen
Herzmuskelzellen. Der Aktionsstrom einer Zelle ist dabei im wesentlichen aus zeitabhdngigen
Na'-, Ca’*-, und K' -Ionenstromen zusammengesetzt [65, (K.23.1, S.474)]. Wihrend im
Arbeitsmyokard das Aktionspotential iiber Stromfluf3 durch schnelle Na-Kanile steil ansteigt
und durch Offnen von Ca-Kanilen iiber einige 100 ms lang auf einem Plateau gehalten wird,
haben Schrittmacherzellen keine schnellen Na-Kanéle [66]. Bei Schrittmacherzellen steigt das
Aktionspotential deshalb langsamer an und wird im wesentlichen durch Ca?*-Ionen-Einstrom
getragen. Alle Herzmuskelzellen sind iiber sogenannte ,,gap junctions®, d.h. kleine Kanéle
zwischen benachbarten Zellen [1, (K.3.4, S.42)] elektrisch miteinander gekoppelt [1, (K.10.4,
S.170)]. Aktionspotentiale pflanzen sich dariiber von Zelle zu Zelle fort.

Wihrend eines Aktionspotentials wird die intrazellulire Calcium-Konzentration durch
Einstrom von Ca*"-Ionen ca. 100-fach erhoht. Dadurch werden Ca®*-Konzentrations-
abhdngige Ca-lonenkanéle in intrazelluldren Calciumspeichern (sarcoplasmatisches Reticulum)
geoffnet und somit die Ca**-Konzentration im Inneren der Zelle weiter erhoht [1, (K.10.4,
S.172, K.10.6, S.179)]. Durch den erhdhten Calcium-Spiegel wird eine Reaktion zwischen den
Molekiilen Aktin und Myosin in den Muskelzellen ausgelost, welche fiir eine Kontraktion der
Zelle sorgt [67, (K.4, S.67), 68, (K.1.3, S.14)]. Das elektrische Aktionspotential bewirkt also
iiber eine Erhohung der intrazelluliren Calcium-Konzentration mechanische Kontraktion'.

(b) NRK-Fibroblasten

Erst kiirzlich wurde entdeckt, dal NRK-Fibroblasten sich wie elektrisch erregbares Gewebe
verhalten [57-59]. In konfluenten Zellrasen konnen Ca-Aktionspotentiale durch
Depolarisation erzeugt werden. Depolarisation ist iiber eine Erhohung der extrazelluldren K-
Konzentration oder durch Zugabe von Bradykinin moglich [57, (K.4)]: Durch Erhéhung der

"*'So wird klinisch der mechanische Herzschlag durch Verabreichun% von Herzglykosiden, wie Digitalis und
Strophatin gesteigert, welche eine Erhohung der intrazelluliren Ca”'- Konzentration bewirken. Eine andere
Moglichkeit zur Verstarkung der Kontraktionskraft ist die Anwendung von Ca-Agonisten wie Noradrenalin und
Adrenalin, welche iiber eine Erhhung der Ca-Leitfihigkeit den Ca’'-Einwirtsstrom bei einem Aktionspotential
erhohen und so die elektromechanische Kopplung verstirken. Umgekehrt kann der Herzschlag auch abgeschwécht
werden, wie es z.B. bei Bluthochdruck sinnvoll ist. Dies kann entweder durch extrazelluldren Ca’*-Entzug oder
durch Ca-Antagonisten wie Verapamil, Nifedipin und Diltiazem, welche den Ca’'-Einwirtsstrom hemmen,
erreicht werden [1, (K.10.4, S.172)]. Dies kann bis zum Grenzfall volliger elektromechanischer Entkopplung
geschehen, wo trotzt elektrischer Aktionspotentiale keine mechanische Kontraktion erfolgt.
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extrazelluldren K'-Konzentration wird das Nernst-Potential fiir K"-Ionen und damit auch das
Innere der Zelle weniger negativ. Zugabe von Bradykinin setzt Ca®"-Ionen aus intrazellulidren
Speichern frei und erhoht damit die intrazellulire Ca?*-Konzentration. Dadurch wiederum
offnen Ca?®'-aktivierbare Cl-Kanile. Wegen der hohen intrazelluliren Cl™-Ionenkonzentration
bei NRK-Fibroblasten von 65 mM ist bei einer extrazelluldren CI'-Konzentration von 127 mM
das Nernst-Potential fiir Cl'-Ionen -17 mV, also weniger negativ als das fiir K'-Ionen. Damit
wird bei gleichzeitiger Permeabilitit der Zellmembran fiir K'- und Cl-lonen das
Membranpotential weniger negativ.

Die Aktionspotentiale enthalten keine Na'-Strom-Komponente, sondern werden durch Ca*'-
oder Sr**-Ionen durch Ca-Kanile getragen: Bei Depolarisation werden Potential-abhingige L-
Typ-Ca-Kanile mit einem Schwellwert zur Auslosung eines Aktionspotentials von Uy = -
20...-10 mV geoffnet [57, (K.5)] und Ca®'-Tonen stromen in die Zelle ein bis ungefihr das
Nernstsche Ca-Gleichgewichtspotential erreicht ist. Nach einer Plateau-Phase durch Ca*'-
aktivierte Cl-Kanile stellt sich das Membranpotential der Zelle wieder auf seinen Ruhewert
ein, vgl. Abb. 2.4.2.

In konfluenten Zellrasen sind Fibroblasten miteinander gekoppelt. Bei Ausbildung eines
Aktionspotentials in einer Zelle werden dabei iiber ,,gap junctions® auch L-Typ-Ca-Kanéle
benachbarter Zellen gedftnet, wodurch das Aktionspotential weitergeleitet wird. Wird gezielt
ein Teil des Zellrasens lokal depolarisiert, breitet sich das erzeugte Aktionspotential entlang
des Rasens mit einer Geschwindigkeit von ca. 6 mm/s aus [57, (K.6)]. Neben kiinstlich durch
Depolarisation stimulierten Aktionspotentialen kdnnen auch spontane Aktionspotentiale
beobachtet werden [58]. Im Gegensatz zu Herzmuskelzellen ist mit der Ausbildung eines
Aktionspotentials dabei keine mechanische Kontraktion verkniipft.

(c) Materialien und Methoden

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung wurden konfluente Rasen aus embryonalen
Hiihner-Herzmuskel-Zellen und NRK-Fibroblasten auf Silizium-Substraten'® kultiviert.
Aktionspotentiale wurden mit Hilfe der patch-clamp Technik im current-clamp Modus bei
Raumtemperatur aufgezeichnet'®. Im Falle der Herzmuskelzellen wurden spontane
Aktionspotentiale an Stellen des Zellrasens aufgezeichnet, an welchen keine Kontraktion
sichtbar war. Aktionspotentiale von NRK-Fibroblasten wurden in Ca*’-freiem Medium mit 3
mM Sr**-Zusatz durch ca. 10-20 mm von der patch-clamp Pipette entfernte Zugabe kleiner
Mengen von 120 mM K" ausgelost [57, (K.6)]"".

(d) Ergebnisse

In Abb. 2.4.2.a und b sind aufgenommene Aktionspotentiale von NRK-Fibroblasten und
embryonalen Hithner-Herzmuskelzellen dargestellt. Bei NRK-Zellen dauerte die Plateau-Phase
wihrend stimulierter Aktionspotentiale 39 + 11 s. Bei Herzmuskelzellen traten spontane
Aktionspotentiale in Intervallen zwischen 0,5 bis einigen Sekunden auf. In Tab. 2.4.1 sind die

" Die Zusammensetzung der Silizium-Substrate (,,Typ 1A*) ist im technischen Anhang Kap. 13.2 aufgelistet.

' Die Zusammensetzung der Pipettenfiillung (intrazellulire Losung) ist im Anhang Kap. 11.4 nachzulesen.

' Die hier gezeigten Messungen an NRK-Fibroblasten wurde von Dr. Albert de Roos in der Gruppe von Dr. Lex
Theuvenet durchgefiihrt und in dieser Arbeit zur Kontrolle wiederholt.
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aus den Messungen bestimmten Kenngrolen beider Zellarten gegeniibergestellt. An
Kontrollmessungen an Zellen die auf Petrischalen adhédriert waren, wurden keine signifikanten
Anderungen im Vergleich zu den auf Silizium-Substraten adhirenten Zellen festgestellt.

n UMmin [l’l’lV] UMmax [mV] A[IM [mV] = (dUM/ dt)max [Vs_l]

UMmaX - UMmin

Herzmuskelzellen |7 59«7 +8 =6 67x9 1,6 £0,7

NRK-Fibroblasten |11 |-64 =7 +35 x5 9 x9 1,2+0,3

Tabelle 2.4.1: Angegeben ist jeweils der Mittelwert = Standardabweichung verschiedener Kenngroffen zur
Beschreibung eines Aktionspotentials. Sie wurden aus je n patch-clamp Messungen bestimmt. Uppin bezeichnet
das minimale Membranpotential, was im Fall der Fibroblasten dem Ruhepotential Uyr und im Fall der
Herzmuskelzellen dem maximalen diastolischen Potential entspricht, Uyma das maximale Membranpotential.
AUy, ist die Anderung des Membranpotential wéihrend eines Aktionspotentials und (dUy/dt) . die maximale
Anstiegsrate des Aktionspotentials.
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Abbildung 2.4.2: a) Stimuliertes Aktionspotential, aufgenommen an einem Rasen aus NRK-Fibroblasten. b)
Spontane Aktionspotentiale, aufgenommen an einem Rasen aus embryonalen Hiihner-Herzmuskelzellen, 3 Tage
nach der Prdparation. c) Spontane Aktionspotentiale, aufgenommen an einem Rasen aus postnatalen Ratten-
Herzmuskelzellen, 2 Tage nach der Prdparation (entnommen aus [63]).

(e) Diskussion

Die in dieser Studie untersuchten, aus embryonalen Hiihnern isolierten Herzmuskelzellen,
wiesen Aktionspotentiale mit nur leicht schnelleren Anstiegsraten als die bei den NRK-
Fibroblasten vorgefundenen auf. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dal3 diese Herzmuskelzellen
Schrittmacherzellen ohne schnelle Na-Kandle waren. Fiir Schrittmacherzellen sind in der
Literatur Messungen bei physiologischen Temperaturen (37°C) zu finden, welche ebenfalls
Anstiegszeiten dUy/dt|,., deutlich unter 10 V/s ergeben haben [69-71]. Die Ahnlichkeit der
Kinetiken der Anstiegsphasen der Aktionspotentiale von embryonalen Hiihner-
Herzmuskelzellen und NRK-Fibroblasten scheint plausibel, da die Ionenstrome bei beiden
Zelltypen durch L-Typ Ca-Kanéle getragen werden.

Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen hidngen stark von der Art des Gewebes ab, welchem

die Zellen entnommen wurden. So wurde berichtet, dafl sich die Steilheit von
Aktionspotentialen in aus verschiedenen Stellen des Sinusknotens erwachsener Ratten
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priparierten Zellen um bis zu einem Faktor 10-20 unterscheiden kann'® [69-71]. In Abb.
2.4.2.c sind Aktionspotentiale einer Ratten-Herzmuskelzelle bei physiologischer Temperatur
aufgezeichnet [63]. Im Vergleich zu den an embryonalen Hiihner-Herzmuskelzellen
aufgenommen Aktionspotentialen sind diese um eine GroBenordnung schneller'®. Obwohl die
Messungen zu Abb. 2.4.2.b und Abb. 2.4.2.c mit Zellen durchgefiihrt wurden, welche aus
kompletten Herzen gewonnen wurden, zeigen sie die typischen Eigenschaften von
Schrittmacherzellen bzw. Zellen aus dem Arbeitsmyokard. Dies ist vermutlich auf das
unterschiedliche Alter des Spendergewebes zuriickzufiihren: Zellen in embryonalen Herzen
sind noch nicht fertig ausdifferenziert und scheinen deshalb &dhnlich zu akuten
Schrittmacherzellen. Im ausdifferenzierten Gewebe postnataler Herzen sind aufgrund der
GroBe der Herzkammern im Vergleich zum Sinusknoten viel mehr Zellen aus dem
Arbeitsmyokard als Schrittmacherzellen enthalten. Bei Vorhersagen des zu erwartenden
extrazelluldren Potentials, muf3 also unbedingt zwischen unterschiedlichen Herzmuskelzell-
Priparationen unterschieden werden.

Die Membrankapazitit und der Membranwiderstand von Herzmuskelzellen sind bereits in
verschiedenen Arbeiten untersucht worden [74-78]. Die diesbeziiglichen Werte fiir NRK-
Fibroblasten wurden mit Hilfe der aus [57, (K.2)] entnommenen Daten berechnet?®. Ein
Vergleich beider Zellarten ist in Tab. 2.4.2. zusammengefal3t.

-2 2
om [wFem™] | ry [k€2em’] Tabelle 2.4.2: Vergleich der spezifischen

Herzmuskelzellen |[1-5 3-150 Membrankapazitit cy und des spezifischen

NRK-Fibroblasten |1 60 Membranwiderstandes ry.

Damit sind sowohl die aktiven elektrischen Eigenschaften, d.h. Amplitude und Steigung von
Aktionspotentialen, als auch die passiven elektrischen Eigenschaften, d.h. Membrankapazitit
und -Widerstand, von NRK-Fibroblasten sehr &hnlich zu denen embryonaler Hiihner-
Herzmuskelzellen. Somit konnten NRK-Fibroblasten in einer Zahl von Experimenten anstelle
von Herzmuskelzellen verwendet werden, was eine deutliche Arbeitserleichterung in der
Zellkultur mit sich bringen wiirde.

" Die Zellen mit steilen Aktionspotentialen werden dabei als ,,peripheral cells” bzw. ,,subsidiary pacemakers®,
die Zellen mit langsamen Aktionspotential-Anstiegen als ,central cells® bzw. , dominant pacemakers®
bezeichnet.

" Bei Messungen an Zellen, welche aus adulten Herzen gewonnen wurden, wurden Steilheiten bis zu dUn/dt|max
= 100 - 200 V/s berichtet [72-74].

* Mit patch-clamp Messungen wurde Cy = 30 pF fiir einzelne Zellen und Cy = 300 pF fiir Verbinde aus 10
Zellen gefunden. Dabei ist die Kapazitdt proportional zu der Zahl der gekoppelten Zellen: Bei Zellen, die durch
»gap-junctions® gekoppelt sind, setzt sich die gemessene Kapazitit aus den Membrankapazititen der Zellen
zusammen. Der an einzelnen Zellen gemessenen Wert fiir Ry = 1/Gy = 2 GQ streute viel stirker als Cy. Bei
Untersuchung von gekoppelten Zellen war keine gute Korrelation des Widerstandes zu der Zahl der Zellen
erkennbar. Unter der Annahme cy = 1 wFem™ ergibt sich dann die Oberfliche einer Zelle zu Az = Cu/cu =
30pF/1uFem™ = 3000 um’. Damit wurde der spezifischer Membranwiderstand zu ry = Ry® Az = 2 GQ #3107
em’ = 60 kQcm’ berechnet.

26



Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

2.5 Untersuchung der Aktionspotentiale von Nervenzellen®'

Die Grundlage von Zell-Halbleiter-Hybriden ist die direkte Adhdsion von Zellen auf der
Oberfliche eines Potential-Sensors. Die elektrischen Eigenschaften der Zellen hidngen dabei von
vielen duBleren Umstéinden ab, wie dem Alter der Zellen, der Oberfldche des Sensors, und der
Formulierung des Mediums. In diesem Kapitel wird eine Studie vorgestellt, welche die
zeitabhingige Entwicklung der elektrischen Eigenschaften von striatalen Neuronen unter
verschiedenen Bedingungen beschreibt. Es wurde untersucht, welchen Einflu3 das den Zellen
zur Adhidsion angebotene Substrat auf ihre elektrische Eigenschaften hat. Dazu wurden
speziell Glas und oxi-/nitridierte Siliziumsubstrate miteinander verglichen. Glas wird als ein
Standardsubstrat vielfach in der Zellkultur verwendet, wogegen die Oberflédche von Potential-
Sensoren héufig aus oxi-/nitridiertem Silizium besteht. Es wurde weiterhin der EinfluB3 des
Kulturmediums auf die elektrischen Eigenschaften der Zellen untersucht. Dazu wurden zwei
Arten von Kulturmedien verwendet: serumhaltiges Medium (,,serum containing medium®,
SCM) und serumfreies Medium (,,neurobasal medium*, NBM). In SCM wachsen neben den
eigentlichen Neuronen immer auch Glia-Zellen in Cokultur. Da Glia-Zellen sich zwischen
Neurone und das unterliegende Substrat anlagern und somit dem Abstand zwischen Zelle und
Unterlage vergroBern konnen, wiren Glia-freie Kulturen fiir den Aufbau von Zell-Halbleiter-
Hybriden von groBBem Vorteil. Das Wachstum von Glia-Zellen kann dazu durch Kultur in
NBM-Medium unterdriickt werden [60].

(a) Materialien und Methoden

Zellkultur: Striatale Neurone wurden aus E17 Rattenembryos entweder in SCM oder in NBM
kultiviert. Als Substrate wurden je zur Hilfte Deckgldschen und oxi-/ nitridierte Silizium-
Substrate mit Laminin-Beschichtung verwendet®>.

Datenaufnahme: Es wurden zu unterschiedlichen Entwicklungsstufen (5, 7, 9, 11, 13 ,,days in
vitro* (DIV)) bei Raumtemperatur (24-27°C) insgesamt ca. 700 patch-clamp Messungen im
voltage-clamp Modus bei einem Haltepotential Uy = -73 mV durchgefiihrt. Zu jedem Fall
(5/7/9/11/13 DIV, Glas-/Silizium-Substrat, NBM/SCM) liegen daher 30 patch-clamp
Messungen an Zellen aus mindestens 4 verschiedenen Préparationen vor. Zusétzlich wurden
Photos der Zellen aufgenommen und daraus die Querschnittfliche Az, bestimmt. In einem
weiteren Experiment wurden patch-clamp Messungen im current-clamp Modus an 13 DIV-
Zellen durchgefiihrt, welche in SCM auf Silizium-Substraten kultiviert worden waren.

(b) Ergebnisse

Rohdaten: Es ergibt sich der Eindruck, als ob Zellen auf Silizium-Substraten etwas schlechter
als auf Glas haften. Unter dem Mikroskop waren bei Proben mit NBM o6fter krank aussehende
Zellen enthalten, als bei Proben mit SCM.

*! Die Ergebnisse dieses Kapitel wurden in [79] zur Verdffentlichung eingereicht.

* Die Zellen wurden von Dr. J. Behrends, Dr. E. Rumpel, L. Kargl und A. Grunewald pripariert. Die
Protokolle sind im technischen Anhang Kap. 11.1 und Kap. 11.2 detailliert beschrieben. Alle patch-clamp
Messungen wurden in ,,physiologischer Salzlosung fiir Neuronen" als Badmedium und mit ,,Neuron-patch-
clamp-Losung" als Pipettenfiillung durchgefiihrt, vgl. Anhang Kap. 11.4. Wenn im folgenden von Silizium die
Rede ist, ist immer Silizium mit Oxid-/ Nitrid-Beschichtung gemeint. Verwendet wurden die in der Gruppe von
Prof. Eisele bearbeiteten Silizium-Wafer, vgl. Anhang Kap. 13.2.
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

Als MefBergebnisse liegen bei den patch-clamp Messungen im voltage-clamp Modus die
aufgezeichneten Strome Iy,(t) in Abhéngigkeit verschiedener Spannungspulse Uyy(t), bet den
Messungen im current-clamp Modus die aufgezeichneten Potential Uy in Abhéngigkeit der
Stimulationspulse Iyy(t) vor, siche Abb. 2.5.1.

Abbildung 2.5.1: a) Voltage-clamp
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Datenverarbeitung: Der im voltage-clamp Modus an einer Zelle gemessene Strom enthélt neben
durch aktivierte lonenkanile flieBenden Komponenten auch eine passiven Komponente durch
Umladungsprozesse der Zellmembran. Dieser durch Membranleckwiderstand und -kapazitét
verursachte passive Anteil mul von dem Gesamtstrom abgezogen werden, um den
Aktionsstrom durch aktivierte Ionenkandle zu erhalten. Eine Analyse der passiven
Stromkomponenten bei hyperpolarisierenden Testpulsen liefert den Membranwiderstand Ry,
die Membrankapazitit Cy; und den Zugriffswiderstand Ry, %.

Da die Nervenzellen durch Dendriten stark verzweigt waren, konnte bei Anlegen eines
Testpulses mit der patch-clamp Pipette nicht die ganze Zelle auf ein homogenen Potential
»geklemmt™ werden. Dies ist in Abb. 2.5.1 zu sehen: Bei ausreichender Depolarisation flof3 der
Aktionsstrom praktisch als ein alles-oder-nichts-Ereignis und es konnte keine
Potentialabhéngigkeit angegeben werden. Aus den aktiven Stromantworten bei Depolarisation
wurde daher fiir jede Zelle der maximale Einwértsstrom Iy, max, Unabhéngig von der Hohe der
Stimulation bestimmt. Daneben wurde aus den aktiven Stromantworten jeder Zelle der
Auswirtsstrom I in Abhédngigkeit des Testpotentials Uy bestimmt und daraus die
Leitfihigkeit der Kaliumkanile Gy = Ix/Uyy berechnet®,

* Details zur Auswertung sind im Anhang Kap. 10.4 nachzulesen. Die Auswertung wurde gemeinsam mit Dr. J.
Behrends und M. George durchgefiihrt, die Software dazu von M. George programmiert.

**In friiheren Experimenten von Dr. J. Behrends wurde gezeigt, daB der Einwirtsstrom hauptsichlich durch Na'-,
der Auswirtsstrom dagegen durch K'-Tonen getragen wird. Das Potential in der Zelle ist besonders kurz nach
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

Resultate der voltage-clamp-Messungen: In Abb. 2.5.2 ist der Entwicklungs-abhdngige Verlauf
der Membran-Kapazitit, des Membran-Widerstandes und der Zell-Querschnittsfliche unter
verschiedenen Kulturbedingungen aufgezeichnet. Deutlich ist die Zunahme der ZellgroBe Az oy
und damit verbunden der Gesamt-Membrankapazitit Cy im Verlauf der Entwicklung zu
erkennen. Die Querschnittfliche der Zellen, aber viel weniger ausgeprigt deren
Membrankapazitit, wichst dabei signifikant schneller ber Kultur in SCM als in NBM. Ein
EinfluB des Substrats ist nicht signifikant erkennbar®®. Der Membranwiderstand sinkt mit
wachsender Entwicklung, was zum einen auf die Zunahme der gesamten Zelloberfliche und
zum anderen auf eine zusétzliche Expression von Leck-Kanélen zuriickzufiihren ist. Dabei
gleichen sich die Entwicklungen unter allen Bedingungen, mit Ausnahme der Zellen, welche in
NBM auf Silizium-Substraten kultiviert worden waren. Dort ist der Membranwiderstand nach
5 DIV sogar kleiner als nach 7 und 9 DIV.
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Abbildung  2.5.2:  Entwicklungsabhdngigkeit passiver — Membran-Eigenschaften als  Funktion der
Differenzierungsstufe : a) Membran-Kapazitdit, b) Zellquerschnitt und c) Membran-Widerstand. Jeder Punkt
entspricht dabei dem aus ca. 30 Zellen gewonnenen Mittelwert, die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwerts an [80].

dem Einschalten bzw. nach dem Ausschalten des Testpulses inhomogen verteilt. Zu den restlichen Zeiten ist das
Potential in der Zelle in etwa homogen auf das Haltepotential ,,geklemmt*.
** Es wurden dazu Signifikanz-Tests nach Kolmogorov und Smirnov durchgefiihrt [79, 80].
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Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

Speziell fiir Kultur in SCM auf Silizium-Substraten wurden nach 13 DIV folgende Werte
gefunden®®: Cyy = 34 = 13 pF, Az = 280 = 110 um?, Ry = 0,47 + 0,44 GQ. Aus diesen
Werten kann nun die spezifische Membrankapazitit und der spezifische Membranwiderstand
abgeschétzt werden: ¢y = 2,7 Mch'z und ry = 3,9 kQem?.

Die Entwicklung der maximalen Na'-lonenstromdichte ingmax = INamax/Cw und die der
Leitfahigkeit der K'-Ionenkanile gx = Gg/Cy; ist in Abb. 2.5.3 abgebildet. I.A. steigt die Na'-
Ionenstromdichte im Verlauf der Entwicklung. Dies hat nichts mit dem Effekt der Zunahme
der Zelloberfliche und damit der Zunahme der absoluten Zahl der Na-Kanile zu tun, da dies
bereits liber die Normierung mit der Kapazitdt beriicksichtigt ist. Deutlich ist die Entwicklung
des Na'-Stroms bei Zellen, die in NBM kultiviert worden waren, gegeniiber denen in SCM
verzdgert. Bei Kultur in NBM ist ein Einbruch der Na“-Stromdichte bei 11 bzw. 13 DIV bei
beiden Substraten deutlich zu erkennen. Bei Kultur in SCM, ist die Entwicklung der Na'-
Stromdichte bei den Zellen, die auf Silizium-Substraten kultiviert worden waren, signifikant
gegeniiber der von auf Glas kultivierten Zellen verzgert.
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Abbildung  2.5.3:  Entwicklungsabhdngigkeit  aktiver = Membran-Eigenschaften als  Funktion  der
Differenzierungsstufe: a) maximale Natrium-Stromdichte b) Kaliumkanal-Leitfihigkeit am Ende (e) des
Testpulses. Jeder Punkt entspricht dabei dem aus ca. 30 Zellen gewonnenen Mittelwert, die Fehlerbalken geben
den Standardfehler des Mittelwerts an.

Mit Ausnahme frither Differenzierungsstufen (DIV 5) hingt die Kalium-Kanal-Leitfdhigkeit
nicht vom Medium ab. Nach 5 DIV ist die Auswirtsstrom-Leitfdhigkeit bei in SCM
kultivierten Zellen bereits gut entwickelt, wihrend sie bei in NBM kultivierten Zellen von 5

** Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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auf 7 DIV noch deutlich steigt. Dagegen ist ein Einflu des Substrats zwischen 9 und 11 DIV
deutlich zu sehen. So hat die Auswirtsstrom-Leitfahigkeit in dieser Entwicklungsstufe bei auf
Silizium-Substraten kultivierten Zellen einen signifikanten Einbruch, welcher nicht bei Zellen
auf Glas-Substraten zu beobachten ist.

Resultate der current-clamp Messungen: Aus den current-clamp Messungen an mehreren in
SCM auf Silizium-Substrat kultivierten Zellen nach 13 DIV wurden folgende Werte iiber die
Form des Aktionspotentials gewonnen”: dUpimax = 100 = 20 mV und (dUy/dt) . = 130 = 70
Vis.

(c) Diskussion

In Hinblick auf eine Verwendung in Zell-Halbleiter-Hybriden verbessern sich die Zell-
Eigenschaften mit fortschreitender Entwicklung [81]. So steigt die Hohe der Aktionsstrome
bzw. die Hohe der Aktionspotentiale an, und die Membranleitfahigkeit nimmt zu. Fiir
Messungen sollten deshalb bevorzugt ausdifferenzierte Zellen verwendet werden. Allerdings
setzt dies voraus, daB3 sie solange in Kultur gehalten werden konnen und nicht vorher
absterben.

Diese Studie zeigt drei Ergebnisse: (i) in NBM kultivierte striatale Neurone zeigen gegeniiber in
SCM kultivierten Neuronen eine verringerte Einwirtsstromdichte, aber unveridnderte
Auswirtsleitfahigkeit. Dieser Effekt ist unabhidngig vom Substrat. (ii)) In SCM kultivierte
Neurone zeigen eine deutlich bessere Entwicklung der Einwirtsstromdichte, wenn sie auf Glas
anstelle auf Silizium kultiviert wurden. In NBM ist diese Substratabhdngigkeit nicht
ersichtlich. (iii) Bei Kultur auf Silizium, ist in der Auswiértsleitfahigkeit um DIV 11 ein
Einbruch zu erkennen, sowohl in SCM als auch in NBM. Dieser Effekt tritt nicht bei Glas-
Substraten auf. Da die Zellkulturen von Prdparation zu Prdparation variierten, sind die
gewonnenen quantitativen Werte mit relativ hohen Fehlerbalken behaftet.

(1) Vergleich SCM / NBM: In Vergleich zur Kultur in SCM haben in NBM kultivierte Zellen
signifikant kleinere Zellkorper (,,soma®, Az ), aber nur wenig kleinere Membrankapazititen
(Cw). Dies kann moglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden, da3 die Dendriten bei Kultur in
NBM stirker verzweigt sind®®. Die gefundenen experimentellen Daten legen nahe, daB bei
Kultur in NBM signifikant und spezifisch die Entwicklung der Einwérts-, aber nicht die der
Auswirts-Stromdichte verzogert ist. Dies ist entweder direkt dadurch mdglich, daf3 essentielle
Proteine fiir die Entwicklung der Na-Kanidle in NBM nicht enthalten sind, oder durch die
Unterdriickung des Gliazell-Wachstums®’. Unabhingig von den Ursachen zeigt diese Studie,
dal} die elektrische Aktivitidt von Zellen, die in NBM kultiviert worden waren, behindert ist.
Da Glia-freie Zellkulturen aber fiir Zell-Halbleiter-Hybride wiinschenswert sind, miissen
verbesserte Medien entwickelt werden, welche zwar das Glia-Wachstum verhindern, aber
sonst die Entwicklung der Nervenzellen nicht verzogern.

*” Zur Bestimmung dieser Werte wurden ebenfalls passive Anteile des aufgezeichneten Potentials abgetrennt.
* Bei der Auswertung der Zellquerschnittsfliche Az, wurde nur der Zellkdrper, aber nicht die Dendriten
berticksichtigt. In der Membrankapazitét ist aber die Kapazitit der Dendriten enthalten, weshalb auch nicht die
anze Zelle auf ein homogenes Potential geklemmt werden konnte.
? Es gibt Hinweise, daB Gliazellen Wachstumsfaktoren fiir Neurone ausscheiden.
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(i) Vergleich Wafer / Glas: Von den beiden Auswirkungen des Substrats auf die
Zellentwicklung, fand eine, die Reduktion der Na'-Einwirtsstromdichte nur in SCM, aber
nicht in NBM statt. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dafl das Substrat eine Auswirkung
auf das Wachstum von Gliazellen hat. Da in NBM ohnehin keine Gliazellen vorhanden sind,
spielt fiir diesen Effekt das Substrat keine Rolle. Falls das Wachstum von Gliazellen auf
Silizium dem gegeniiber auf Glas beeintrdchtigt wire, konnte eine dadurch reduzierte
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren die Entwicklung von Na-Kanélen behindern.

Viel schwerer zu interpretieren ist der Einbruch der Kalium-Leitfahigkeit bei Kultur auf
Silizium, welcher zwischen 9 und 11 DIV sowohl bei Zellen zu sehen ist, die in SCM
kultiviert worden waren, als auch bei denen in NBM. Ein spekulative Erkldrung wire z.B., da3
der Auswirtsstrom durch zwei Arten von Kandlen getragen wird, von denen die eine
maf3geblich im Anfangsstadium der Entwicklung, die andere aber erst in ausgebildeten Zellen
fiir den Stromtransport verantwortlich ist. Wenn durch irgendeinen Effekt Silizium-Substrate
die Entwicklung des zweiten Kanaltyps verzogern wiirden, konnte eine Liicke in der Kalium-
Leitfahigkeit entstehen, wenn der erste Kanaltyps schon riickgebildet wird, der zweite aber
noch nicht fertig entwickelt ist.

Bei Neuronen scheint die Wahl des Substrats also durchaus einen EinfluB auf die
Zellentwicklung zu haben, auch bei so dhnlichen Substraten wie Glas und oxi-/ nitridiertem
Silizium. Zur Verbesserung der Kulturbedingungen ist also neben der Entwicklung neuer
Medien auch eine Modifikation der Substratoberflichen erforderlich, welche nachteilige
Effekte des Substrats unterdriickt.

(ii1) Ist oxi-/ nitridiertes Silizium biologisch dhnlich zu Glas ? Die Oberfliche eines Substrats
kann in vielféltiger Weise mit Zellen wechselwirken. Die am offensichtlichsten dadurch
beeinfluBte Eigenschaft ist sicher die Giite der Zelladhdsion. Es ist weiterhin denkbar, daf3
diese, d.h. die Art, wie Zellen adhiriert sind, auch Einflu3 auf andere Eigenschaften der Zellen,
z.B. die Ausbildung von Aktionspotentialen haben konnte. Dies ist deshalb durchaus denkbar,
da in natiirlichem Gewebe Zellen immer in dichtem Kontakt mit Nachbarzellen stehen, also
hochgradig vernetzt sind. D.h. Zellen spiiren ihre Umgebung. Deshalb scheint es nicht
unwahrscheinlich, daf3 elektrophysiologische Eigenschaften von Zellen durch den Kontakt mit
threr Umgebung, im Fall von Zell-Halbleiter-Hybriden also durch die Adhdsion auf dem
Substrat bzw. der Sensor-Oberfliche, beeinflulit werden konnen. Grundséitzlich kann
Zelladhidsion durch vier Eigenschaften beeinflufit werden, in denen sich die Oberflachen von
Glas und oxi-/nitridiertem Silizium unterscheiden konnen: reaktive Gruppen, Rauhigkeit,
Ladung und Hydrophobizitit.

Als Glas-Substrat wurde in dieser Studie Schott D263M Glas (64.1% SiO,, 8.4% B,03, 4.2%
Al,0O3, 6.4% Na,0, 6.9% K,0, 5.9% Zn0O, 4.0% Ti0,, 0.1% Sb,0;) verwendet. Da es bis zu
40% Metalloxide enthilt, ist es chemisch nicht identisch zu SiO,. Chemische Reaktionen der
Zellen oder der Laminin-Beschichtung mit reaktiven Gruppen der Substrat-Oberfldche sind
aber unwahrscheinlich, da sowohl die Zusammensetzung der Glas-, als auch die der Silizium-
Substrate hoch-inert ist.
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Mit dem Rasterkraftmikroskop wurden erste Vorversuche zum Vergleich der Rauhigkeit
zwischen Glas und Silizium durchgefiihrt’® [62, 82]. Dabei wurde kein signifikanter
Unterschied in der Rauhigkeit festgestellt, wenn diese als mittlere Hohenfluktuation bezogen
auf die Hauptebene eines 10 um x 10 wm groflen Substratausschnittes definiert wurde.
Aussagekriftiger wiren aber Messungen der Rauhigkeit auf mehreren Léngenskalen (0,1 nm -
100 wm), um z.B. Unterschiede in der Laminin-Adsorption und der mikroskopischen
Topologie auf die Zellanlagerung ausschliefen zu kénnen.

Aus vielen Studien ist bekannt, da3 Oberflichenladung Zelladhdsion beeinflussen kann [84,
85]. Die Oberflachenladung eines Substrats in walriger Losung wird i.A. {iber den pH des
Ladungsneutralpunktes (pH,,.) angegeben. In Kontakt mit Elektrolyt bildet die SiO,-
Oberflache von Glas Silanol- (Si-OH), die Silizium-Wafer mit SiO,/ SizN4-Oberfliche neben
Silanol- auch Silamin- (Si-NH,) Gruppen. Da der pH,, von Siliziumnitrid- und Siliziumoxid-
Oberflachen sehr dhnlich ist, folgern Bousse et al.,, dal die Oberfliche beider Substrate
hauptsidchlich aus Silanol-Gruppen besteht und praktische keine ionisierbaren Silamin-
Gruppen (unter 2%) vorhanden sind [86], wihrend Raiteri et al. einen etwas groBeren Silamin-
Gruppen-Anteil (bis 12 %) berichten [87]. Daraus folgert Bousse weiterhin, dal beziiglich
Biokompatibilitit oder Proteinadsorption beide Oberfldchen sehr dhnlich sind. Ein Vergleich
der in der Literatur vorhandenen Daten deutet insgesamt an, da3 Si;N4-Oberfldchen bei pH = 7
tendenziell weniger negativ geladen sind als SiO,-Oberflachen, besonders nach langem Kontakt
mit elektrolytischer Losung [86-88], wobei der Herstellungsproze3 der Substrate eine grof3e
Rolle spielt.

Auch Hydrophobizitét spielt in der Zelladhision eine Rolle [89]. Si3sN, ist hydrophober als
Glas. Dies ist z.B. daraus ersichtlich, dal Wassertropfen besser auf Deckgldschen, als auf den
in dieser Studie verwendeten oxi-/nitridierten Silizium-Wafern verlaufen.

Die Oberfldachen von Glas und Silizium koénnen sich damit insgesamt durchaus in Hinblick auf
ihre biologischen Eigenschaften unterscheiden, wobei Glas dabei das giinstigere Substrat ist.
Dies ist bei der Entwicklung von Zell-Halbleiter-Hybriden zu beriicksichtigen. Der Grad und
die Ursache der Unterschiedlichkeit sind noch nicht ausreichend bekannt. Besonders
kompliziert ist dabei, dafl sehr viele Parameter beriicksichtigt werden miissen. So kann die
Adhision einer Zelle direkt vom unterliegenden Substrat beeinflufit werden. Moglich ist aber
z.B. auch ein EinfluBl der Menge an Laminin, welches auf dem Substrat adsorbiert.

* Die zugehorigen AFM-Messungen wurden von S. Dannéhl durchgefiihrt [82, 83].
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3 Kopplung elektrisch aktiver Zellen an Sensor-Oberfléichen
3.1 Elektrisches Ersatzschaltbild

Nachdem im vorigen Kapitel die elektrischen Eigenschaften mehrerer Zellarten charakterisiert
worden sind, soll in diesem Abschnitt die Kopplung dieser Zellen an die Oberfliche eines
Potential-Sensors untersucht werden. Mit Hilfe eines elektrischen Ersatzschaltbildes soll dabei
die H6he der zu erwartenden extrazelluliren Potentiale berechnet werden, um so die
Anforderungen an einen Oberflichenpotential-Sensor zum Aufbau von Zell-Halbleiter-
Hybriden abschitzen zu konnen. Ein von Fromherz und Mitarbeitern vorgestelltes
Ersatzschaltbild zur Beschreibung des elektrischen Kontaktes zwischen Zelle und Sensor ist in
Abb. 3.1.1 gezeigt' [28, 93, 94].
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Abbildung 3.1.1: Ersatzschaltbild zur Zell-Halbleiter-Kopplung. Zwischen einer adhdrenten Zelle mit Radius
rz und der unterliegenden Sensoroberfliche liegt ein Elektrolytfilm der Dicke d; [m] mit spezifischem
Wlderstand Pe [2m]. Wiihrend eines Aktionspotentials flieffit durch die Membran ein komplexer lonenstrom iy
[Am”], dessen ohmscher Antell durch den Membranwiderstand ry [Qm’] und dessen kapazitiver Anteil durch
die Membrankapazitit cy [Fm™] bestimmt ist. Durch den Elektrolytfilm unter der Zelle flieft dadurch ein Strom
ISr [A]

Wihrend eines Aktionspotentials stromen Ionen durch die Zellmembran. An der Oberseite der
Zelle findet dabei ein isotroper lonenfluB zum Volumen des Elektrolyts statt, wohingegen der
durch die Zellunterseite flieBende Strom nur durch den diinnen Elektrolytfilm zwischen Zelle
und Sensoroberfliche abflieBen kann. Dabei fillt gemdB dem ohmschen Gesetz ein Potential
dg(1,t) [V] an dem Widerstand des Elektrolytfilms ab. Der Spannungsabfall am Elektrolytfilm
zwischen dem Mittelpunkt der Zellunterseite und dem Rand der Zelle entspricht dabei dem
maximal zu erwartenden, extrazellulidren Potential Adg(t) = ®g(t,r=r7) - Pg(t,r=0)*:

' Erweiterte Modelle sind z.B. in [52, 63, 90-92] beschrieben.

* Um extrazellulire Potentiale messen zu kénnen ist also ein Sensor mit Ortsauflosung erforderlich, welcher die
Differenz der Oberflichenpotentiale am Ort unter der Zelle und an einem zellfreien Ort bestimmten kann. Eine
Herleitung von Gl. 1 ist im Anhang Kap. 10.5 nachzulesen.
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AD(t) = F'( F(Up(§)-Uge) * (1- 1 ) (1)

1-ior,C \
[, )

Lo

wobei I, die modifizierte Besselfunktion nullter Ordnung und F und F' die Fourier- bzw.
inverse Fourier-Transformation darstellen.

Jeder Strom der durch die Zellunterseite durch den Elektrolytfilm zwischen Zelle und ihrer
Unterlage in das Volumen des Elektrolyts fliet, verursacht also einen Potentialabfall am
komplexen Widerstand der Zellmembran und am Elektrolytfilm, unabhéngig von der Richtung
des Stroms. Das Membranpotential, d.h. die Spannung zwischen Innerem der Zelle und dem
Volumen des Elektrolyts, teilt sich dabei nach dem Prinzip eines Spannungsteilers auf den
komplexen Membran- und den Elektrolytfilm-Widerstand auf. Je hoher der Widerstand des
Elektrolytfilms im Vergleich zum komplexen Membranwiderstand ist, desto mehr Potential
fallt extrazelluldr entlang des Elektrolytfilms ab. In erster Ndherung ist die maximal meBbare
Anderung im extrazelluliren Potential deshalb das Verhiltnis zwischen Elektrolytfilm-
Widerstand und dem Gesamtwiderstand aus komplexem Membran- und Elektrolytfilm-
Widerstand, multipliziert mit der Amplitude des Aktionspotentials AUy.

Um moglichst groBle extrazellulire Potentiale messen zu koénnen, ist also ein hoher
Elektrolytfilm- und ein niedriger Membran-Widerstand nétig. Da der spezifische Widerstand
des Zellmediums pg in etwa durch die Anforderungen der Zelle festgelegt ist, kann der
Widerstand des Elektrolytfilms experimentell nur durch eine moglichst dichte Haftung der
Zelle auf der Sensoroberfldche, d.h. durch Verringerung des Zell-Sensor-Abstands d; optimiert
werden. Der gesamte Widerstand des Elektrolytfilms wachst aulerdem mit dem Radius r; der
Zelle, welcher aber ebenfalls nicht beeinflu8bar ist. Allerdings ist es moglich den effektiven
Zellradius zu erh6hen, indem Kulturen dicht aneinander wachsender Zellen verwendet werden.
Bei schnellen Aktionspotentialen sinkt der kapazitive Widerstand der Membran. Je steiler die
Steigung eines Aktionspotentials ist, um so hoher wird damit das extrazellulidre Potential an
der Unterseite der Zelle sein. Da bei den meisten Zellen der komplexe Membranwiderstand
recht hoch ist, kdnnen wihrend eines Aktionspotentials extrazelluldr typischerweise nur ca.
100 uV Potentialdinderung, also nur ein Tausendstel der Membranpotentialdnderung gemessen
werden. Der Vorteil extrazelluldr messen zu kdnnen, wird damit im Vergleich zu intrazelluldren
Messungen durch einen Verlust in der Empfindlichkeit erkauft.

Zur quantitativen Analyse von extrazelluldren Potentialen verschiedener Zelltypen miissen
also neben den elektrischen FEigenschaften der Zellen die jeweiligen Parameter der
Zellgeometrie, wie der Abstand zwischen Zelle und Sensoroberfliche d; und der Zellradius 7
experimentell bestimmt werden. Ist der Zellradius noch relativ einfach mit Mikroskopie zu
ermitteln, so ist die Spalte zwischen Zelle und Sensoroberfliche wesentlich schwerer
zugénglich.
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3.2 Untersuchungen zur Zelladhision mit Reflexions-Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie (RICM) und dem Rasterkraft-Mikroskop (AFM)’

Um die Fignung von NRK-Fibroblasten zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden zu
untersuchen, wird in diesem Kapitel deren Haftung auf Sensoroberflichen charakterisiert.
Dazu wird die Adhdsion von NRK-Fibroblasten und Herzmuskelzellen auf Silizium-basierten
Substraten verglichen.

(a) Methoden zur Untersuchung der Zelladhdsion

Damit Zellen dicht und fest auf einer Unterlage haften ist es oft notig, deren Oberflache gezielt
zu modifizieren. Da Zellen untereinander starke Verbindungen eingehen kénnen eignen sich
besonders solche Molekiile, die auch in natiirlichen Zellmembranen vorkommen, als
Adhiésions-unterstiitzende Beschichtungen fiir ein Substrat. In der Literatur sind viele
verschiedene Beschichtungsverfahren beschrieben®. Rein qualitativ eignen sich z.B. Laminin-
Beschichtungen fiir Nervenzell-Kulturen, Fibronektin-Beschichtungen fiir Herzmuskelzellen,
wogegen Fibroblasten-Kulturen auch auf vielen unbeschichteten Substraten gut anwachsen.
Um die Zelladhdsion quantitativ zu untersuchen, wurden in dieser Arbeiten zwei verschiedene
Ansitze durchgefiihrt.

Mit Hilfe der Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM) [95-104] kann der
Abstand zwischen einer Zelle und dem unterliegenden transparenten Substrat
interferometrisch bestimmt werden. Das Prinzip funktioniert dabei ganz analog der Ausbildung
Newtonscher Ringe. Im wesentlichen wird von unten Licht auf eine Zelle gestrahlt, die auf
einem Glassubstrat adhédriert ist. Ein Teil des einfallenden Lichtes wird bereits an der
Oberkante des Glassubstrats, d.h. an der Glas / Medium - Grenzflache reflektiert, ein anderer
Teil des einfallenden Lichtes dagegen erst an der Unterseite der Zelle, d.h. an der Medium /
Zellmembran - Grenzfliche. Durch Aufnahme des aus beiden reflektierten Strahlen
entstehenden Interferenzmusters kann dann in erster Naherung die Dicke des Mediumfilms d;
zwischen Zelle und Substrat angegeben werden’.

Mit Hilfe des Rasterkraft-Mikroskops (AFM) kann die Topologie von adhirenten Zellen
vermessen werden, insbesondere die Zellhdhe hy, welche mit rein optischer Mikroskopie nicht
zuginglich ist. Da das AFM bereits in vielen Arbeiten am Lehrstuhl Gaub detailliert
beschrieben worden ist, sei zum Verstehen der Funktionsweise auf diese Arbeiten verwiesen
[115-121]. Aus der Topologie einer Zelle konnen unter bestimmten Annahmen Aussagen iiber
die Zelladhdsion getroffen werden. Im wesentlichen konnen drei verschiedene
Wechselwirkungen eine Rolle fiir die Zelladhdsion spielen: (i) die Anziehungskraft der Zellen
untereinander, (ii) die Anziehungskraft des Substrats auf die Zellen und (iii) die intrinsische
Form der Zellen. Wie in Abb. 3.2.1 dargestellt ist, muB fiir eine gute Haftung von Zellen an die
Oberfliche eines Substrats die Zell-Substrat- stirker als die Zell-Zell-Anziehung sein, da die
Zellen sonst zu Verbdnden aggregieren. Vernachldssigt man Fluktuationen der Zellmembran

* Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [62] verdffentlicht. Die AFM-Bilder wurden von J. Domke
aufgenommen und die RICM-Messungen am Aufbau von G. Wiegand durchgefiihrt.

* Die in dieser Arbeit verwendeten Protokolle sind im Anhang Kap. 11.2 nachzulesen.

° Eine Beschreibung der RICM-Technik und der verwendeten Methoden zur Auswertung der Daten ist im
technischen Anhang Kap. 10.5 nachzulesen. Alternative optische MefBtechniken sind z.B. TIRF [105-109] und
FLICM [110-114].
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(,,Undulation®, [122-125]), dann sind Zellen ohne Wechselwirkung mit ihrer Umgebung in
etwa kugelformig®. Ist die Anziehung eines Substrats dagegen stark, so ist es energetisch
vorteilhaft, wenn ein moglichst groBer Anteil der Zelloberfliche dicht auf dem Substrat
aufliegt, die Zellen also ausgestreckt und flach sind. In dieser Arbeit wird deshalb kugelférmige
Zelltopologie mit schlechter, flache und langgestreckte Zellform dagegen mit guter Zelladhésion
verkniipft.

Y ERYER YY) lj'
o,

7

Abbildung 3.2.1: Zelladhdsion auf einem Substrat. a) Die Wechselwirkung der Zellen mit dem Substrat ist
stirker als die der Zellen untereinander. b) Die Wechselwirkung der Zellen untereinander ist stirker als die mit
dem Substrat.

a) ‘/ /‘\\ l—” b)
. " T
Z 7

Abbildung 3.2.2: Zelladhdsion auf einem Substrat. a) Die Wechselwirkung mit dem Substrat beeinfluf3it die
Form der Zelle kaum (,, Kugel-Form*). b) Die Anziehung der Zelle durch das Substrat ist so stark, daf} sich die
Zelle méglichst dicht anschmiegt (,, Pfannkuchen-Form *).

(b) RICM-Messungen

Da Silizium-Substrate flir sichtbares Licht nicht transparent sind, kénnen mit ihnen keine
RICM-Messungen durchgefiihrt werden. Unter der Annahme, dal Glas eine &dhnliche
Oberfldche wie oxi-/nitridiertes Silizium hat, wurden alle in diesem Kapitel beschriebenen
RICM Messungen mit Glas-Substraten (Schott D263M Glas) durchgefiihrt. NRK-
Fibroblasten wurden dazu direkt auf die Glassubstrate gesiedelt, wihrend die Glassubstrate
vor Besiedelung mit Herzmuskelzellen mit Fibronektin beschichtet wurden. Alle Messungen
wurden an subkonfluenten Zellkulturen durchgefiihrt, damit Teile des Substrates frei von
Zellen waren und als Referenz verwendet werden konnten. In Abb. 3.2.3 sind zwei typische
RICM-Aufnahmen von NRK-Fibroblasten und Herzmuskelzellen abgebildet. Insgesamt
wurden ca. 100 Zellen aus sieben verschiedenen Praparationen vermessen.

In den RICM-Bildern von NRK-Fibroblasten konnten einzelne Zellen leicht identifiziert
werden. Auch enthielten fast alle Bilder dunkle Regionen, die als Regionen dichten Kontakts
(,,focal contacts™, [101]) zwischen Zelle und Substrat angesehen werden. Derartige ,,focal
contacts* waren fast immer iiber die gesamte Unterseite der NRK-Fibroblasten verteilt und
nahmen im Mittel einen Anteil von 16+5% (n=10) ein.

® Dies ist z.B. in Abb. 11.3.2.b sichtbar, in welcher ein Zellrasen nach Zugabe eines Enzyms abgebildet ist,
welches die Haftung der Zellen an das Substrat zerstort.

”In dem gesamten Kapitel werden alle MeBwerte als Mittelwert = Standardabweichung angegeben. n bezeichnet
die Zahl der Messungen, welche der Statistik zu Grunde liegen.
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Skalierungsbalken zeigen jeweils 10 um an. Bei kugelférmigen Zellen miifiten konzentrische Interferenzringe
sichtbar sein. Die hier gezeigten, komplex strukturierten Interferenzmuster deuten dagegen auf relativ flache
Zellunterseiten hin. Dunkle Stellen korrespondieren dabei mit Regionen mit dichten Zell-Substrat-Kontakt. Der
Pfeil zeigt exemplarisch auf eine als ,,focal contact” bzw. , focal adhesion* angenommene Stelle der Zelle,
erkennbar als streifenformiger dunkler Fleck im Interferenzbild. Am rechten Rand des Bildes der
Herzmuskelzelle sind schwache Interferenzringe erkennbar. Diese korrespondieren mit Interferenzen durch die
gewolbte Zelloberseite.

Zur quantitativen Auswertung der RICM-Aufnahmen an NRK-Fibroblasten wurde ein
optisches Modell angenommen, welches die Kontaktzone zwischen Zelle und Glassubstrat
durch die vier Schichten Glas / Mediumfilm / Zellmembran / Cytoplasma beschreibt. Die
Parameter® fiir das Modell wurden so angepaBt, daB es die experimentellen Daten am besten
beschreibt. Das Modell ergab dann einen Wert fiir den mittleren Abstand d; zwischen
Zellmembran und Glassubstrat. So wurde an ,.focal contacts* der Zelle d; = 30 nm gefunden.
Innerhalb einer Zelle variierte dieser Abstand um =15 nm (n=10 ,focal contacts®), die
Mittelwerte fiir verschiedene Zellen variierten um +20 nm (n=10 Zellen). Um mdgliche Fehler
in der Auswertung zu bestimmen, wurden die Parameter des optischen Modells systematisch
variiert und die Auswirkung auf dz untersucht. Es zeigte sich, daf} allein durch Variation eines
der Parameter um ca. 1% der Zell-Substrat-Abstand um bis zu +25 nm verindert wird’.

Die Form einzelner Herzmuskelzellen in den RICM-Aufnahmen war viel unregelmaBiger als
die von Fibroblasten. Auch waren die Herzzellbilder in der Regel viel kontrastirmer und
weniger Anteile ihrer Adhédsionsfliche konnten als ,focal contacts” identifiziert werden.
Insgesamt standen im Mittelwert 6+3% (n=10) der Zellunterseite in dichtem Kontakt (,,focal
contacts®) mit dem unterliegenden Glassubstrat. Dies ist ein signifikant geringerer Anteil als
der bei NRK-Fibroblasten gefundene. Da die Substrate zur Verbesserung der Zelladhdsion mit
Fibronektin beschichtet worden waren [5], konnte nicht dasselbe, aus vier optischen Schichten
bestehende Modell verwendet werden, welches zur Auswertung der Fibroblasten-Daten
aufgestellt wurde. Durch die zusétzliche Schicht hétte das Modell um zwei weitere Parameter,
Brechungsindex und Schichtdicke, erweitert werden miissen. In Hinblick auf die geringe
Fehlertoleranz bei der Parameterwahl wurde daher auf eine quantitative Bestimmung des Zell-
Substrat-Abstandes fiir Herzmuskelzellen verzichtet.

In einigen RICM-Aufnahmen von Herzzellen konnten grofe Interferenzringe beobachtet
werden, welche iiblicherweise mit Lichtreflexion an der Oberseite der Zelle erklart werden
[104]. Da sie klar von den Reflexionen an der Unterseite der Zelle unterscheidbar waren, wurde

§ Optische Dicken d, und Brechungsindizes no, ni, n, ns.
’ Am meisten EinfluB hatte die Variation des Brechungsindex des Cytosols ns.
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dadurch die Identifikation der ,focal contacts“ nicht beeinfluldt. Insbesondere bei
Herzmuskelzellen, welche wahrend der RICM-Messung kontrahierten, war klar erkennbar,
da sich wahrend einer Kontraktion zwar die durch Reflexionen an der Zelloberseite
entstandenen Interferenzringe weiteten, aber die Interferenzbilder an ,,focal contacts” der
Zellunterseite unverandert blieben.

(c) AFM-Messungen

Alle AFM-Messungen wurden mit einem Bioscope von Digital Instruments durchgefihrt. Die
Messungen wurden an subkonfluenten Rasen aus NRK-Fibroblasten und embryonalen
Huhner-Herzmuskelzellen — auf  Silizium-Substraten ~ mit  Oxid/Nitrid-Beschichtung
aufgenommen®. Im normalen Kontakt-Modus werden weiche Objekte wie Zellen bei einer
Auflagekraft des AFM-Tips von ca. 1-2 nN zusammengedrickt und die so direkt aus den
Kraft-Abstands-Kurven bestimmten Héhen sind um ca. 25-35% zu niedrig [83]. Daher
wurden Kraft-Abstands-Kurven sowohl auf der Zelle, als auch auf dem nackten, praktisch
unendlich harten Substrat aufgenommen. Die so gewonnene Daten konnen dann
abschnittsweise mit dem Hertz-Modell [126] simuliert werden, wobei der Youngs-Modulus
und die reale Hohe h; als unabhé&ngige Simulationsergebnisse geliefert werden [127, 128]
(,,force map“-Modus).

Aus den aufgenommenen AFM-Bildern wurden direkt Lénge |, Breite b, und optische
Querschnittflache Az o, der abgebildeten Zellen bestimmt. Die reale Zellhhe h; wurde dann
mittels der ,,force map“-Methode gewonnen. Zur weiteren Auswertung der Daten wurden die
Verhaltnisse s; = 12/b; und s, = (p/4)M2 hz/Az 4" berechnet'. Dabei wird angenommen, daf
Zellen um so besser haften, je groRer s, und je kleiner s, ist. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2.1
zusammengefalit.

Zelltyp n |l [mm] | by [mm] | hy [mm] | Az [MM7] [ S1 s>

NRK-Fibroblasten |7 (64 +19(37+15 |3,6+0,6{1700 + 400 |1,7 +1,3 | 0,078 + 0,016

Herzmuskelzellen |11 |72 +22(34+13 [2,9+0,7/1300+500 2,1+ 1,1 {0,071 £ 0,021

Tabelle 3.2.1: Beschreibung der Topologie adhérenter Zellen.
(d) Diskussion der Ergebnisse

Aus den AFM-Messungen folgt eindeutig, dal NRK-Fibroblasten zwar eine groRere absolute
Kontaktflache mit dem Substrat haben, aber weniger langgestreckt und weniger flach als
Herzmuskelzellen sind. Die Ergebnisse der an der Oberseite der Zellen gemessenen Topologie
deuten damit auf eine festere Adhasion von Herzmuskelzellen hin.

Die RICM-Messungen ergeben eine groRere Anzahl von ,focal contacts* fir NRK-
Fibroblasten als fir Herzmuskelzellen. Auch waren die ,,focal contacts” gleichmaRig tber die
Zellunterseite der Fibroblasten verteilt. Da ,,focal contacts“ als Zonen besonders dichter
Zelladhasion angesehen werden, deuten die mit RICM an der Unterseite der Zellen

' Eine detaillierte Beschreibung der Substrate (, Typ 1A“) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.

" Dazu wurde die Form der Zelle als Ellipsoid mit den Achsen Iz, bz und h; angenommen. Fiir ein Scheiben-
férmiges Ellipsoid (I2=bz) gilt s; = 1, fir ein Zigarren-férmiges (I>>bz) gilt s; ® ¥. Fir ein Kugel-férmiges
Ellipsoid (I=bz=hz, Azt U I2- bz) gilt s, =1, fiir ein flaches (hz; << Iz, hz << bz) gilt s, = 0.
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beobachteten Bilder der Adhésionszone auf eine dichtere Adhdsion von NRK-Fibroblasten
hin.

Die durch AFM-Messungen gewonnene Aussage, da3 Herzmuskelzellen flacher als NRK-
Fibroblasten sind, wird auch durch die RICM-Messungen erhirtet. Denn nur bei Herzzellen,
aber nie bei Fibroblasten wurden Licht-Reflexionen von der Oberseite der Zelle beobachtet.
Die Zelloberseite bei Herzmuskelzellen muf3 folglich ndher am Substrat gewesen sein, als die
von Fibroblasten. Einen weiteren Hinweis auf gute Zellhaftung von Herzmuskelzellen ist die
Tatsache, dafl der Zell-Substrat-Abstand an ,,focal contacts® auch wéhrend einer Kontraktion
der Zellen erhalten blieb, d.h. die Zellen fest an das Substrat angehaftet waren.

Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Messungen kann damit nicht eindeutig geklart werden,
ob die Adhésion von Herzmuskelzellen auf Glas stirker als die von NRK-Fibroblasten oder
umgekehrt ist. Untersuchungen der Topologie der Zelloberseite liefern ein anderes Ergebnis als
Untersuchungen der Topologie der Zellunterseite. Allerdings scheint die Adhdsion von
Herzmuskelzellen weniger langzeitstabil zu sein. Es konnte einige Male beobachtet werden,
daB sich nach einigen Tagen in Kultur der gesamte Herzmuskelzell-Rasen vom Glassubstrat
16ste und ein ballformiges Aggregat bildete. Derartiges Losen vom Substrat wurde niemals bei
NRK-Fibroblasten beobachtet.

Der fiir Fibroblasten mit RICM gewonnene Wert d; = 30+25 nm fiir den Abstand zwischen
Zelle und Substrat an ,,focal contacts® ist in verniinftiger Ubereinstimmung mit dem am
meisten in der Literatur zitierten Wert von 10-15 nm [101]. Der hohe Fehler des in dieser
Arbeit bestimmten Wertes ist auf konzeptionelle Probleme der RICM-Technik
zuriickzufithren. Um die Messungen quantitativ auswerten zu konnen, ist die Aufstellung
eines optischen Modells erforderlich. In dieser Arbeit konnten die experimentell gefundenen
Daten am besten mit einer d, = 10 nm dicken Zellmembran erklart werden. Dieser Wert ist
signifikant groBer als die physikalische Dicke einer Lipid-Doppelschicht von 3-5 nm [102,
129]. D.h. die als Zellmembran bezeichnete optische Schicht umfallt neben der eigentlichen
Lipid-Doppelschicht auch Teile des Aktin-Netzwerks in der Zelle und der extrazelluldren
Glykokalix. Da die optischen Schichten nicht genau mit den realen, strukturellen Schichten
iibereinstimmen, ist die absolute Angabe der optischen Schichtdicken mit Fehlern behaftet.
Genauso konnen die Brechungsindizes der optischen Schichten nur mit Unsicherheiten
angeben werden. Zusdtzlich wird auch dariiber diskutiert, daB3 der Brechungsindex der
Zellmembran nicht homogen entlang der gesamten Zellunterseite verteilt ist, sondern durch
vermehrte Aktin-Anreicherung an ,,focal contacts* erhoht ist [95]. Die Giite der Simulation der
experimentellen Daten und damit die Bestimmung des freien Parameters, hier des Zell-
Substrat-Abstands dy, ist damit allein durch Unsicherheiten bei der Wahl der Parameter schon
stark eingeschrdankt. Zur quantitativen Bestimmung von Zell-Substrat-Abstinden ist die
RICM-Technik daher nur bedingt geeignet. Sie liefert aber direkte Bilder der Topologie der
Zellunterseite, in welchen dicht an das Substrat adhirierte Bereiche der Zelle dunkel
erscheinen.

Da RICM nur an transparenten Substraten moglich ist, mufBiten die in dieser Arbeit
beschriebenen RICM-Messungen mit Glas-Substraten durchgefiihrt werden, obwohl es das
Ziel war, die Adhidsion von Zellen auf Silizium-Substraten mit Oxid/Nitrid-Beschichtung zu
untersuchen. In Kap. 2.5 wurde bereits diskutiert, in wie weit sich die Oberflache von Glas-
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und Silizium- Substraten unterscheidet. Um dennoch Interferenzmessungen an nicht-
transparenten Substraten durchfiihren zu kénnen, wurde kiirzlich in der Gruppe von Fromherz
die FLICM (fluorescence interference-contrast microscopy) -Technik entwickelt [110]. Damit
sind Zell-Substrat-Abstands-Messungen auch an Silizium-Substraten mdglich. Der mit
FLICM an Erythrocyten bestimmte Wert fiir den minimalen Zell-Substrat-Abstand auf
oxidierten Silizium-Substraten von d, = 12,4 + 0,7 nm [112] ist in guter Ubereinstimmung mit
dem mit RICM an auf Glas adhérierten Erythrocyten bestimmten Wert von ca. 10 nm [130-
133]. Dieser Vergleich deutet an, dafl die Ergebnisse der Adhésions-Untersuchungen von
Herzmuskel- und NRK-Zellen auf Glas-Substraten, auf deren Adhésion auf oxi/nitridierten
Silizium-Substraten iibertragbar ist.

Zusammenfassend gesehen ist die Adhdsion von NRK-Fibroblasten auf Silizium-Substraten
vergleichbar mit der von Herzmuskelzellen. Von der Seite der Zelladhédsion her betrachtet,
scheinen NRK-Fibroblasten damit eine vielversprechende Zellart fiir den Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden zu sein, welche in vielen Anwendungen Herzmuskelzellen ersetzen
konnte.
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3.3 Simulation extrazellularer Potentiale

Sind an einer Zell-Sensor-Schnittstelle die elektrischen und geometrischen Parameter bekannt,
kann das extrazelluldre Potential entlang der Sensor-Oberfliche berechnet werden. Mit den in
dieser Arbeit bestimmten Parametern sollen in diesem Kapitel die extrazelluldren Potentiale der
verwendeten Zellen vorhergesagt werden.

(a) Wahl der Parameter

Zur Simulation des extrazelluldren Potentials muf3 der zeitliche Verlauf des intrazelluldren
Membranpotentials Uy(t) bekannt sein. Fiir die in diesem Kapitel vorgestellten Simulationen
wurden dabei folgende, mit patch-clamp bestimmte Aktionspotentiale Uy (t) verwendet, deren
maximale Amplitude und Steigung in Tab. 3.3.1 zusammengefaf3t ist:

(1) ,,NRK*: NRK-Fibroblasten (bei 20-25°C), siche Abb. 2.4.2.a

(1) ,,Herz, kalt*“: Embryonale Hiihner-Herzmuskelzellen (bei 20-25°C), siche Abb. 2.4.2.b
(ii1) ,,Herz, warm®: Postnatale Ratten-Herzmuskelzellen (bei 37°C), siche Abb. 2.4.2.c
(iv) ,,Nerven“: Embryonale striatale Neurone (bei 20-25°C), siche Abb. 2.5.1.b'?

NRK NRK [Herz Herz Herz Nerven| Nerven
(Bsp.) [(Mit.) |[,kalt* Hkalt“ |,,warm* | (Bsp.) | (Mit.)
(Bsp.) [(Mit.) |(Bsp.)

Untimin [mV] 71 64 |-55 -59 73 98 |-93
Untmax [MV] 33 35 14 8 4 10 7

AUy [mV] 104 99 69 67 77 108 [ 100
(dUn/d)ma [V/s] | 1,2 12 |21 1,6 34 217 | 130

Tabelle 3.3.1: Kennwerte von Aktionspotentialen, aufgenommen an verschiedenen Zellarten".

Um nicht immer den gesamten zeitlichen Verlauf eines Aktionspotentiales fiir die Simulation
verwenden zu miissen, wurde eine empirische Formel aufgestellt, die den Verlauf mit zwei
Parametern, der maximalen Amplitude AU,; und der maximalen Steigung (dUy/dt)yax,
beschreibt. Es reicht dann aus, die maximale Amplitude AUy, und die maximale Steigung
(dUp/dt)max der Aktionspotentiale zu kennen':

"> Die Neuronen wurden in serumhaltigem Medium auf Siliziumsubstraten kultiviert und nach 13 DIV
untersucht. Es werden hier die Daten bei einer Strom-Stimulations-Amplitude von Iyy = 500 pA verwendet,
wobei die rein passive, durch Membranwiderstand und -kapazitét verursachte Antwort abgezogen wurde.

" Die hier fiir die Simulation verwendeten Parameter wurden alle an Zellen bestimmt, welche auf oxi-/
nitridierten Silizium-Substraten adhériert waren. Es werden hier fiir jeden Zelltyp 2 Parametersitze verwendet: In
(Bsp., Beispiel) wurden exemplarisch die Werte AUy und (dUwm/dt)mx aus den in (i) - (iv) genannten
Experimenten verwendet. In (Mit., Mittelwert) wurden die Mittelwerte fiir AUy und (dUm/dt)max aus mehreren
Messungen verwendet.

Fiir eine einzige Messung wiirde dies natiirlich keinen Sinn machen, da zur Bestimmung von AUy und
(dUm/dt)max sowieso der gesamte Aktionspotentialverlauf Uw(t) mit Hilfe der patch-clamp Technik aufgezeichnet
werden muf3. Es kann aber erheblicher Zeitaufwand gespart werden, wenn mehrere Zellen untersucht und ein
Mittelwert bestimmt werden soll. Der zeitliche Verlauf eines Aktionspotentials 148t sich schlecht mitteln, da das
Offhen von Ionenkanilen ein statistischer ProzeB ist. Um den Mittelwert des maximal zu erwartenden
extrazelluldren Potentials zu bestimmen, miifiten fiir alle gemessenen Aktionspotentiale die zugehdrigen
extrazelluldren Potentiale separat simuliert und deren Mittelwert gebildet werden. Im Gegensatz zum detaillierten
zeitlichen Verlauf ist das Maximum und die maximale Steigung eines Aktionspotentials recht gut definiert. D.h.
es laBt sich aus allen Aktionspotentialmessungen der Mittelwert der maximalen Amplitude und maximalen
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4
Un(t) = Uyg + 256€* %ﬁ exp| -16e (AU, /dt)

M M

t (1)

Neben dem zeitlichen Verlauf des Aktionspotentials gehen in die Simulation der spezifische
Widerstand 1,y und die spezifische Kapazitit cy der Zellmembran, der Radius der
Kontaktfliche rz, der Abstand d; zwischen Zelle und unterliegendem Substrat und der
spezifische Widerstand pg = 70 Qcm des Zellmediums ein. Die hier benutzten Werte sind in
Tab. 3.3.2 zusammengefaBt'>,

NRK |Herz Nerven

' [kgcmz] 60 20 3,9 Tabelle 3.3.2: Kennwerte passiver elektrischer
Fem?21 |1 1 2.7 Eigenschaften und der Zell-Substrat-Kontaktzone,

cm [uFem™] ’ aufgenommen an verschiedenen Zellarten'.

rz [um] 23 20 9,4

d, [nm] 30 |65 109

(b) Ergebnisse

Die Ergebnisse der mit diesen Werten durchgefiihrten Simulation zur Bestimmung des
maximalen extrazelluldren Potentials A®g,,,, sind in Tab. 3.3.3 zusammengefalit. In Abb. 3.3.1
ist exemplarisch der simulierte zeitliche Verlauf des fiir Herzmuskelzellen berechneten
extrazelluldren Potentials AdDg(t) aufgezeichnet.

NRK [|Herz Herz Nerven

»Kalt” »Warm™ Tabelle 3.3.3: Vorhersage

A®Dg, . [UV] Mes.) | 70 40 384 880 extrazellulirer Potentiale

== verschiedener Zellarten'’.
ADg . [WV] (Bsp.) |76 47 396 882
ADg o [WV] Mit.) |74 42 - 546

Steigung bestimmen. Unter Verwendung von Gl. 1 reicht dann eine Simulation, um den Mittelwert des
maximal zu erwartenden extrazelluldren Potentials zu berechnen.

" In grober Néherung wurden hier die Zellen als rund und mit homogenem Abstand zum Substrat angenommen.
Der Kontaktradius rz wurde dazu aus den mikroskopisch bestimmten Fldchen Az, der Zellen ermittelt: Az oy =
nr/. Der Elektrolytwiderstand wurde an Herzmedium experimentell bestimmt.

' Fiir ry und cy wurden die in Kap. 2.4 und Kap. 2.5, fiir r; und dz die in Kap. 3.2 und Kap. 2.5 ermittelten
Werte verwendet. Fiir dz wurden im Falle der Herzmuskel- und Nervenzellen Literaturwerte verwendet [113]:
Darin wurde der Abstand von Zellen zu Fibronektin-beschichteten und der Abstand von Nervenzellen zu
Laminin-beschichteten Silizium-Substraten bestimmt. Es gibt Hinweise, daB der Zell-Substrat-Abstand mehr
von der Beschichtung eines Substrats, als vom Zelltyp abhéngt [113]. Fiir Nervenzellen wurde dz in serumfreiem
Medium bestimmt. Der in dieser Simulation verwendetet Verlauf des Aktionspotentials wurde dagegen in
serumhaltigem Medium gemessen. Es kann also sein, daf3 dort unter der Zelle Glia-Zellen lagen und d; damit zu
klein angenommen wurde.

" Die Simulation wurde mit Gl. 1 aus Kap. 3.1 durchgefiihrt: In (Mes., Messung) sind die Ergebnisse der
Simulation angegeben, in welchen der mit patch-clamp gemessene Zeitverlauf des Aktionspotentiales verwendet
wurde. In (Bsp., Beispiel) wurde der mit Gl. 1 aus diesem Kapitel bestimmte Verlauf von Uw(t) verwendet,
wobei die Parameter AUy und (dUwm/dt)max der in (Mes.) dargestellten Messung entnommen wurden. In (Mit.,
Mittelwert) wurde ebenfalls Gl. 1 aus diesem Kapitel verwendet, aber die Mittelwerte fiir AUy und (dUwm/dt)max
aus mehreren Messungen verwendet.
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(c) Diskussion

Ein Vergleich der Simulationsergebnisse, die unter Verwendung experimentell bestimmter
Aktionspotential-Verldaufe ermittelt wurden (Mes.) mit denen, bei welchen GI. 1 verwendet
wurde (Bsp.) zeigt, daB der relevante zeitliche Verlauf eines Aktionspotentials im
wesentlichen durch dessen maximale Amplitude und maximale Steigung beschrieben ist. Die
1.A. mit geringerer Steigung abfallende Abklingphase des Aktionspotentials hat auf den
Maximalwert des extrazelluldren Potentials kaum Einflul3, wohl aber auf dessen Form, siche
Abb. 3.3.1. Es zeigt sich, da3 die Hohe eines extrazelluldren Potentials besonders durch die
Steilheit des Aktionspotentials bestimmt ist. Da die Amplitude eines Aktionspotentials bei
den meisten Zellen im Bereich von AUy = 100 mV liegt, spielt sie fiir die Hohe extrazelluldrer
Potentiale keine grof3e Rolle.

601 a) b)
= S 604
e 401 .E. Mes
[a'd o i
x % 40
) 20 -
1 1
= = 20
= Bsp. =20 Bsp.
Mes. 0
10 15 20 25 30 35 40 026 028 030 032 034
t [s] t [s]
40/
400
S % N
= 201 5_2007
%) wn Mes.
§ 10 S O s s
Bsp.
0{ P Bsp.
-200 1
-104 Mes.
10 15 20 25 30 35 40 026 028 030 032 034
t [s] t [s]

Abbildung 3.3.1: In der oberen Reihe ist der zeitliche Verlauf des Aktionspotentials Uy(t)-Uyr von a)
embryonalen Hiihner-Herzmuskelzellen bei Raumtemperatur und b) postnatalen Ratten-Herzmuskelzellen bei
37°C dargestellt. Es ist dabei jeweils der experimentell mit patch-clamp bestimmte Datensatz (Mes.) und der
dazu mit Gl. 1 simulierte Zeitverlauf (Bsp.) aufgetragen. Dabei zeigt sich, daf3 der Anstieg des
Aktionspotentials gut mit Gl. 1 beschrieben werden kann, der Abfall aber deutlich von der Messung abweicht.
In der unteren Reihe sind die dazu simulierten extrazelluldren Potentiale A®s(t) dargestellt. Das unter
Verwendung von Gl. 1 bestimmte maximale extrazelluldre Potential A@gyu., (Bsp.) stimmt dabei sehr gut mit
dem Wert tiberein, welcher aus dem gemessenen Zeitverlauf des Aktionspotential bestimmt wurde (Mes.). Im
biphasischen Verlauf des mit Gl. 1 fiir Ratten-Herzmuskelzellen berechneten extrazelluliren Potentials (Bsp.)
ist deutlich der kapazitive Kopplungsmechanismus zu erkennen, der auf den schnellen Abfall des
Aktionspotentials zuriickzufiihren ist. Der real gemessene Abfall des Aktionspotentials ist dagegen so langsam,
daf; nur eine ohmsche, monophasische Kopplung vorhergesagt wird (Mes.).

Die Verwendung von embryonalen Hiihner-Herzmuskelzellen bei Raumtemperatur erscheint
zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden wenig erfolgversprechend, da die zu erwartenden
extrazelluldren Potentiale aufgrund des langsamen Aktionspotentials sehr klein sind. Das
gleiche gilt im Prinzip auch fiir NRK-Fibroblasten. Diese sind allerdings etwas grofler und auch
vermutlich etwas dichter an der Substratoberfliche adhériert, wodurch héhere extrazelluldre
Potentiale zu erwarten sind. Da NRK-Fibroblasten konfluent, d.h. dicht an dicht kultiviert
werden miissen um Aktionspotentiale ausbilden zu konnen, kann der effektive Kontaktradius
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viel grofer als der einer einzelnen Zelle sein. Daher scheint es durchaus realistisch, daf3 bei
Raumtemperatur gemessene, gemittelte extrazelluldre Potentiale unter einem Zellrasen aus
NRK-Fibroblasten oder embryonalen Hiihner-Herzmuskelzellen deutlich grofer als die unter
einzelnen Zellen sind.

Bei auf 37°C temperierten postnatalen Ratten-Herzmuskelzellen sind wegen der Steilheit des
Anstiegs des Aktionspotentials ausreichend hohe extrazellulire Potentiale zu erwarten (>>
100 wV). Dies wurde z.B. in der Gruppe von A. Offenhédusser experimentell gefunden, indem
mit FET-Feldern extrazelluldre Signale von mehreren 100 uV aufgezeichnet werden konnten'®
[63, 134, 135]. Aufgrund ihrer leichten Handhabung sind Herzmuskelzellen bei
physiologischen Temperaturen also eine gut geeignete Zellart fiir den Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden.

Simulationen mit Nervenzellen zeigen, da3 trotz ihrer kleinen ZellgroBBe und des recht grofen
Zell-Substrat-Abstands, wegen ihres schnellen Aktionspotentialanstiegs realistische Chancen
bestehen, extrazelluldre Potentiale messen zu koénnen. So wurde von mehreren Gruppen die
erfolgreiche Messung extrazelluldrer Potentiale berichtet [15, 30, 32, 33, 136-139]. In
serumfreiem Medium ist es aber recht wahrscheinlich, dafl Glia-Zellen zwischen der
eigentlichen Nervenzelle und dem Sensor liegen. Dadurch wére der Abstand zwischen Neuron
und Sensor sehr gro3 und die Chance extrazelluldre Potentiale messen zu konnen verringert. In
serumfreier Zellkultur sind keine Gliazellen vorhanden, dafiir ist aber die Ausbildung von
Aktionspotentialen beeintridchtigt. In der Gruppe von Fromherz konnten unter serumfreien
Kulturbedingungen extrazelluldre Potentiale einzelner Neurone mit FET-Feldern gemessen
werden [140-142]. Ideal wire allerdings die Entwicklung eines Kulturmediums, welches Glia-
Wachstum unterdriickt, aber trotzdem die Entwicklung der Zellen nicht gegeniiber Kultur in
serumhaltigem Medium verzogert.

"* Allerdings 14Bt sich deren Signalform nur grob mit der in dieser Arbeit verwendeten Simulationsmethode
beschreiben. Offenhdusser und Mitarbeiter muflten zur verbesserten Beschreibung der Signalform Potential-
abhéngige Ionenkanal-Leitfahigkeiten verwenden.
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3.4 Zelladhiasion auf Galliumarsenid"

Damit Zellen auf der Oberfliche eines Sensors wachsen, muf3 diese biokompatibel sein. Dies
ist zwar fiir Silizium-basierten Oberflachen erfiillt, nicht aber bei GaAs.

Die Toxidizitdt von GaAs ist in Abb. 3.4.1 veranschaulicht: Wird ein Stiick GaAs auf einen
intakten Zellrasen gelegt, so sterben nach einiger Zeit die Zellen in der Nidhe des GaAs-Stiicks
ab, wihrend weit entfernte Zellen nicht geschiadigt werden. Je ldnger das GaAs-Stiick in der
Losung liegt, um so weiter breitet sich das Absterben der Zellen aus. Es liegt damit nahe, daf3
durch den Elektrolyten toxische Stoffe aus dem GaAs-Stiick gelost werden, die sich
Diffusions-getrieben in der Losung verteilen. Vermutlich sind dabei geloste Arsenatome, die in
walriger Losung zu arseniger Sdure reagieren, fiir die Toxidizitdt von GaAs verantwortlich
[144].

a)

Abbildung 3.4.1: a) Photographie eines Zellrasens von NRK-Fibroblasten, 3 Tage nach Aussaat auf einer
unbeschichteten Petrischale. Die Skalierungsbalken zeigen 100 um Linge an. b) Auf diese Probe wurde dann
ein steriles GaAs-Bruchstiick gelegt, von welchem ein Teil in der rechten oberen Ecke zu sehen ist. Die hier
gezeigte Aufnahme wurde 2 Tage nach Zugabe des GaAs gemacht. Direkt um das GaAs herum sind bereits alle
Zellen abgestorben, wie an der rundlichen Zellform zu erkennen ist. Weiter entfernt sehen die Zellen normal
aus, wie in der linken Seite des Bildes.

Um Diffusion von Arsenionen in die Losung zu unterbinden, miissen Sensoren mit GaAs-
Oberflichen also mit einer diesbeziiglichen Schutzschicht iiberzogen werden?. In dieser Arbeit
wurden dazu zwei Ansitze getestet. Schutzschichten aus aufgesputtertem SiO, haben sich als
instabil erwiesen, da sie in Kontakt mit Elektrolyt leicht zu Rissen tendieren.
Vielversprechender war der Uberzug mit PMMA?!, welches durch Aufschleudern auf die
GaAs-Substrate aufgebracht wurde. Es zeigte sich, da NRK-Fibroblasten auf GaAs-
Substraten wachsen, die mit einer 100 nm dicken PMMA-Schicht {iberzogen wurden.

" Die Daten aus diesem Kapitel wurden in [143] verdffentlicht.

% Zusitzlich soll die Schutzschicht auch verhindern, daf Ionen aus dem Elektrolyt, wie Na’ in den Halbleiter
diffundieren und diesen dadurch verunreinigen.

*' 2% Poly(Methylmethacrylat) mit Molekulargewicht 150000 g/mol, geldst in Methylisobuthylketon (MIBK).
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4 Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LLAPS)

4.1 Funktionsweise

Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS) ist ein i.A. in walBriger Losung
arbeitender Oberflichenpotential-Sensor mit Ortsauflosung [3, 145-150]. Er ist aus einem
lateral vollig unstrukturierten Halbleitersubstrat (S) aufgebaut, dessen Riickseite mit einem
ohmschen Kontakt versehen und dessen Vorderseite mit einer Isolationsschicht (I) {iberzogen
ist. Die Isolationsschicht steht auf ihrer anderen Seite in Kontakt mit elektrolytischer Losung
(E), vgl. Abb. 4.1.1. Zwischen einer Referenzelektrode im Elektrolyt und der Riickseite des
Halbleiters wird eine Vorspannung Uy,,, angelegt. Unter Gleichgewichtsbedingungen kann auf
Grund der Isolationsschicht kein Strom flieBen. Wird nun ein Teil des Halbleiters mit einem
modulierten Lichtzeiger beleuchtet, so werden dort Elektron-Loch-Paare erzeugt und es flief3t
ein Photostrom Ip, dessen Amplitude abhingig vom lokalen Oberflachenpotential der
beleuchteten Stelle ist. Durch Verfahren des als virtuelle Elektrode wirkenden Lichtzeigers
entlang der Oberfliche kann die MeBposition frei gewdhlt werden. Oberfldchenpotential-
Messungen sind damit nicht auf speziell strukturierte Orte der Oberfldche eingeschriankt, wie
z.B. die Gate-Elektroden bei Feldeffekt-Transistor-Feldern.

Abbildung 4.1.1: Aufbau eines LAPS in

I Elektrolyt (E), Isolator (I), Halbleiter (S)
Geometrie. Die unstrukturierte Oberfldche des

Bauelements ist parallel zur x-y-Ebene

eingezeichnet.  Mit  einem  modulierten

Lichtzeiger wird ein Teil der Oberfliche

E Ubias beleuchtet. Bei geeigneter Vorspannung Ubias
4 fliefft dann ein Photostrom Ip in z-Richtung.

Dessen Amplitude ist abhdngig vom lokalen

Oberflichenpotential an der beleuchteten
Stelle.

Um den Photostrom zu berechnen, miiite die Diffusionsgleichung fiir Elektronen und Locher
im Halbleiter unter Beriicksichtigung des Drift-Term geldst werden [151, (K.1.7.1, S.51)]. Alle
Berechnungen in diesem Kapitel beziehen sich auf einen n-dotierten Halbleiter.

J 1 > 9% 9 Jd a4 0

—p,. =G, -—p. +D + + - —t -E 1
ot Pn P 7o, Pn Sp(axz ay? (922)p” Mp(ax Py &Z)(pn ) (1)
. k.T ¢

Jpz = U, pn'Ez - Be E n) (2)

Dabei ist p, [m~] die Locherdichte, Gp[m'Ss'l] = Gy(x,y,z,t) die Generationsrate von Elektron-
Loch-Paaren, tg, und Dg, die Lebensdauer bzw. die Diffusions-Konstante freier Locher im
Volumen des Halbleiters, up[sz'ls'l] die  Locher-Beweglichkeit, E[Vm'] =
E(pn(x,y,2,t),X,y,z,t) das von der angelegten Vorspannung abhédngige elektrische Feld im
Halbleiter und jpz[m'zs'l] = JpAX,y,2,t) die axiale Locherstromdichte. Der erste Term in Gl. 1
beschreibt dabei die Licht-generierte Erzeugung freier Locher, der zweite die Ldcher-
Rekombination im Volumen des Halbleiters, der dritte die Locher-Diffusion und der vierte die
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Locher-Drift durch das elektrische Feld im Halbleiter. Elektronen kdnnen analog behandelt
werden. [LA. ist Gl. 1 aber nicht analytisch 16sbar und in der Literatur sind nur sehr
eingeschrinkte Spezialfdlle beschrieben [152]. Daher wurde in dieser Arbeit Gl. 1 durch
Aufspaltung in Teilprobleme gelost.

Zum besseren Verstindnis der Verhéltnisse im LAPS ist in Abb. 4.1.2 der Verlauf des
elektrostatischen Potentials fiir den Fall negativer Vorspannung aufgezeichnet. Das Volumen
des Elektrolyts liegt dabei auf negativerem elektrischen Potential als das Volumen des
Halbleiters. Vom negativen Potential des Elektrolyts werden im Halbleiter freie Locher
angezogen und das Potential im Halbleiter dadurch statisch abgeschirmt'. Genauso werden im
Elektrolyt durch das positive Potential des Halbleiters negativ geladene Ionen angezogen und
so das Potential im Elektrolyt statisch abgeschirmt. Durch die Potentialabschirmung {iberall
dort, wo freie Ladungstriger verfligbar sind, sind das Volumen von Elektrolyt und Halbleiter
feldfrei. Im Halbleiter liegt nur an der Grenzfliche zum Isolator ein elektrisches Feld vor.
Dieser Bereich wird als Raumladungszone bezeichnet.

Im folgenden sei nun angenommen, dal im Volumen des Halbleiters durch einen scharf
fokussierten Lichtblitz zusitzliche Elektron-Loch-Paare erzeugt werden®. Im n-dotierten
Halbleiter sind im Volumen viele freie Elektronen enthalten. Durch die Licht-erzeugten
Elektronen dndert sich die Elektronendichte deshalb kaum. Anders bei freien Lochern. Deren
Dichte ist im Volumen des Halbleiters sehr niedrig. Deshalb ist an der beleuchteten Stelle die
lokale Zahl freier Locher merklich erhoht, vgl. Abb. 4.1.2.

Im feldfreien Volumen des Halbleiters wirkt auf die Licht-generierten UberschuBladungstriger
keine elektrostatische Kraft’. Sie beginnen nach dem Fickschen Gesetzt zu diffundieren und
zwar aufgrund der Feldfreiheit radial in alle Richtungen. Dieser Prozefl ist als reiner
Teilchentransport zu verstehen: Locher und Elektronen diffundieren symmetrisch nach allen
Richtungen, wobei kein Netto-Ladungstransport stattfindet. Es flieB3t ein Teilchenstrom, aber
kein Ladungsstrom. Dieser Prozefl wird in Kap. 4.3 ausfiihrlich beschrieben. Zusétzlich muf3
noch die Rekombination der UberschuBladungstriiger beriicksichtigt werden, da diese im
Volumen des Halbleiters nur eine endliche Lebensdauer haben.

Durch Diffusion wird ein Teil der UberschuBladungstriger schlieBlich in die Nihe
Raumladungszone an der Grenze zur Isolationsschicht gelangen. Diese ist nicht feldfrei,
wodurch Locher und Elektronen sich nicht mehr dquivalent verhalten: Die ankommenden
Ladungstriager werden im elektrischen Feld der Raumladungszone getrennt. Ist der Elektrolyt
negativer als der Halbleiter, so werden Locher im Feld der Raumladungszone in Richtung der
Isolationsschicht angezogen, wihrend Elektronen von der Raumladungszone abgestofen
werden. Die Richtung dieser Ladungstrennung ist dabei abhingig vom Vorzeichen der
Vorspannung. Da im Feld der Raumladungszone Locher in eine andere Richtung als Elektronen
flieBen, findet Ladungstransport statt und bei geeigneter Vorspannung fliefit ein Ladungsstrom,
welcher im folgenden als Photostrom [p bezeichnet wird. Dieser Proze8 wird in Kap. 4.2
detailliert beschrieben.

" Analog dem Debye-Hiickel-Modell.

? Die Leistung des Lichtblitzes soll dabei so liegen, da im n-dotierten Halbleiter die Dichte Licht-generierter
Elektronen kleiner als die Dichte der durch Dotierung vorliegenden Elektronen ist.

* Da gleich viele Elektronen und Lécher wihrend des Lichtblitzes erzeugt werden, wird die so generierte
Ladungstragerwolke nicht durch elektrostatische AbstoBung auseinander getrieben.
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Natiirlich ist es in der Praxis nicht mdglich, einen Lichtblitz im Inneren des Halbleitervolumens
zu erzeugen. Vielmehr muf3 der Halbleiter von seiner Vorderseite her durch den Elektrolyt oder
von seiner Riickseite her beleuchtet werden. An dieser Stelle soll vielmehr durch Abstraktion
die Beteiligung zweier getrennter Prozesse verdeutlicht werden: (i) Licht-generierte
Ladungstrdger im Volumen des Halbleiters diffundieren isotrop, es fliet ein diffusiver
Teilchenstrom sowohl in radialer, als auch in axialer Richtung. (ii) Uberall dort, wo freie
Ladungstréger entlang der Halbleiter-Oberfldche in den Bereich der Raumladungszone gelangen,
werden Elektronen und Locher in deren Feld getrennt, was bei geeigneter Vorspannung einen in
axialer Richtung flieBenden Photostrom verursacht.

E I S Abbildung  4.1.2: a) Verlauf des
elektrostatischen Potentials in einer EIS-

y(2) [V] Struktur bei negativer Vorspannung. b)

2 2 4 6 8 Verlauf  des  axialen  elektrischen
0.5 z [um] Potentials senkrecht zur Oberfliche, E. =

-1 - 0Y/0z. Es gibt kein radiales elektrisches
Feld parallel zur Oberfliche, E. = E, =
0. ¢) Verlauf der Dichte freier Elektronen
H-2 und d) Locher im n-dotierten Halbleiter.
Im Volumen betrdgt die Elektronendichte
dabei n, = 107" m”. Zusdtzlich wurde
— 2 4 6 8 sowohl zur Elektronen-, als auch zur
-0.4*10 7 z [um] Léocherdichte folgender Term als Licht-
generierte Ladung addiert: on™ "

= §p" =

-0 8% 7
0-8%10 107> exp(-2o[(z-5um) / 0,15um]’),
-1.2¥10 7 d.h. ein Gauf3-formiger Lichtblitz 5 um
tief im Volumen des Halbleiters mit einem
) nn(z) [m'3] Radius von 0,15 um. Purch die vom
20 Lichtblitz  erzeugte  Uberschufsladung
10 wird  die  Elektronendichte  nicht
1016 verdndert, wogegen in der Ldocherdichte
deutlich die zusdtzlichen Ladungstrdiger
1012 erkennbar sind.  Nach dem Lichtblitz
Z [um] beginnen die Uberschufsladungstrdger
2 4 6 8 isotrop zu diffundieren.
d  pp(@[m3]
1024
1020
1016 <+ >
z [um]
R ra 8

Das Anwendungspotential des LAPS ist im wesentlichen durch 3 Parameter bestimmt: (i)
Potentialempfindlichkeit, (i1) Ortsauflésung und (iii) Zeitauflosung. In den folgenden Kapiteln
werden theoretische und experimentelle Untersuchungen zur Charakterisierung dieser
Parameter vorgestellt.
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4.2 Analyse der Oberflichenpotential-Empfindlichkeit

Ziel dieses Kapitel ist es zu beschreiben, wie durch Messung der Amplitude des Photostroms
eine Aussage iiber das Potential an der beleuchteten Stelle getroffen werden kann. Dazu wird
der Photostrom als Differenz der Kapazitit einer beleuchteten und unbeleuchteten EIS-
Struktur berechnet.

(a) Gleichgewichts-Ladungstragerverteilung in einer EIS-Struktur

Potentiale elektrischer Ladungen an der Grenzfliche eines Leiters werden durch freie
Ladungstriger mit entgegengesetzter Ladung im Leiter abgeschirmt. In Abb. 4.2.1 ist fiir eine
EIS-Struktur der Verlauf der Ladungstragerdichten im n-dotierten Halbleiter (z=0) fiir drei
verschiedene Vorspannungen Uy, eingezeichnet4.

nn(2) [m3]
a) 1025 Abbildung 4.2.1: Axiale
Dichteverteilung a) freier Elektronen
1020 und b) freier Lécher im Halbleiter
bei drei verschiedenen
1015 Vorspannungen:  Upes = T4V
(,, Akkumulation “, durchgezogene
1010 { Z [um] Linie 1), -0,1V  (,Verarmung“,
1.5 2 2.5 3 gepunktete Linie 2), 2V
-3 (., Inversion*, gestrichelte Linie 3).
pn(z) [m™] ¢ Totale Dichte freier
b) Ladungstrdger (Locher +
10200 \ Elektronen).
1015
1010 z [um]
1.5 2 2.5 3
Nn(2)+pn(2) [m3 ]
c) 1024
1022 ¢
20 [ P L d - -
10 A 7 z [um]
\7/ 1 1.5 2 2.5 3

Ist bei positiver Vorspannung Uy;,s das Volumen des Elektrolyts auf positiverem Potential als
das Volumen des Halbleiters, so sammeln sich im Halbleiter an dessen Grenzfliche zum
Isolator Elektronen an (,,Akkumulation®, n,(z=0) > n,o) und die Locherdichte ist verringert.
Damit sind tiberall im Halbleiter Elektronen als frei bewegliche Ladungstriger vorhanden. Bei
negativer Vorspannung werden dagegen im Halbleiter Locher an die Grenzschicht angezogen
und freie Elektronen von der Grenzschicht weggedringt (p,(z=0) > pno, n,(z=0) < n,y). Da

* Alle hier vorgestellten Berechnungen sind nach den im Anhang Kap. 12.3 beschriebenen Methoden mit
folgenden Parametern berechnet worden: e; = 81 (statischer Wert von Wasser), cg = 0,01 mol/l, Z = 1, pH =7,
pHpe = 2,2, 8 = 0,00071, ng(Si-) = 1,3x10” mol ecm?, d; = 30 nm, & = 3,9 (Si0,), es = 11,9 (Si), n; =
1,45210" cm™ (Si), np = 10" ecm™, T = 293 K, keine Beleuchtung.
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aber im n-dotierten Halbleiter weniger freie Locher als freie Elektronen vorhanden sind (n,y >>
Pno), Wiegt bei kleinen Vorspannungen der Gewinn an Lochern den Verlust an Elektronen nicht
auf (p,(0) < n,g). D.h. der Halbleiter ist an der Grenzfliche zum Isolator verarmt an freien
Ladungstriagern (,,Verarmung®). Bei hohen negativen Vorspannungen dagegen wird die Dichte
freier Locher an der Grenzschicht groBer als die Volumendichte freier Elektronen (p,(0) > n,).
An der Grenzfliche zum Isolator liegen nun stark angereichert Locher vor (,,Inversion®),
wihrend im Volumen des Halbleiters weiterhin freie Elektronen fiir die Leitfdhigkeit
verantwortlich sind. Dabei gibt es einen Bereich zwischen Grenzfliche zum Isolator und dem
Volumen des Elektrolyts, in welchem der Halbleiter verarmt an freien Ladungstriigern ist’.
Dort ist die elektrische Verbindung zwischen den freien Lochern an der Grenzflache und den
freien Elektronen im Volumen des Halbleiters unterbrochen.

(b) Kapazitit einer EIS-Struktur

Die Gesamt-Kapazitit Cgg einer EIS-Struktur entspricht einer Reihenschaltung der
Kapazititen der Raumladungszone im Elektrolyt Cg, des Isolators C; und der
Raumladungszone im Halbleiter Cg. Dabei dominiert die kleinste Kapazitit. Da Ladungen im
Elektrolyt sehr effektiv abgeschirmt werden und somit die Ausdehnung der Abschirmschicht
sehr klein ist (nm-Bereich), ist die Elektrolytkapazitit in den in dieser Arbeit verwendeten
Strukturen immer deutlich groB8er als die von Isolator und Halbleiter. Deshalb spielt Cg fiir die
Gesamtkapazitit eine untergeordnete Rolle. Diese wird also hauptsdchlich durch C; und Cg
bestimmt. Im Fall von Akkumulation sind im Halbleiter an der Grenzfliche zum Isolator viele
freie Elektronen vorhanden, welche Potentiale effektiv abschirmen koénnen. Durch die kleine
Ausdehnung der Abschirmschicht (um-Bereich) ist Cg >> C; und damit C; bestimmend fiir
Cgis. Im Fall von Verarmung sind an der Halbleiter-Grenzflache nur wenig freie Ladungen
vorhanden. Die Abschirmung ist damit uneffektiv und weit ausgedehnt, was eine kleine
Kapazitit Cg << C; bedeutet. Im Fall von Inversion liegen an der Halbleiter-Grenzfldche viele
Locher vor, wodurch die Abschirmung effektiv und die Kapazitét groB ist, Cs >> C;. Damit ist
Cgis durch C; bestimmt. Der Gleichgewichtsverlauf der Kapazitit in Abhdngigkeit der
Vorspannung ist in Abb. 4.2.2 dargestellt.

Komplizierter sind die Verhéltnisse, wenn Nicht-Gleichgewichtsfille betrachtet werden. Dies
ist notig, wenn die Vorspannung moduliert wird und neben dem Gleich- auch einen
Wechselspannungsanteil hat. Im Fall von Akkumulation und Beginn der Verarmung spielt
Modulation der Vorspannung fiir die Kapazitit keine Rolle. Anders im Fall von Inversion:
Dort sind zwar an der Halbleiter-Grenzflache viele freie Ladungstrager (Locher) vorhanden,
welche aber durch den hohen Widerstand der Verarmungszone von den Ladungstrigern im
Volumen des Halbleiters (Elektronen) getrennt sind, vgl. Abb. 4.2.1. Bei schnellen Anderungen
in der Vorspannung konnen die freien Ladungstriger sich dadurch nicht so schnell umlagern,
wie es die Anderungen in der Vorspannung verlangen wiirden. Damit k&nnen
Potentialainderungen nicht schnell genug abgeschirmt werden, was eine Erniedrigung der
Kapazitit zur Folge hat. Deshalb ist in Inversion Cg < C; und Cgg = C;. Der Hochfrequenz-
Verlauf der Kapazitit in Abhéingigkeit der Vorspannung ist in Abb. 4.2.2 dargestellt’.

* In dem in Abb. 4.2.1.c gezeigten Beispiel liegt die Verarmungszone ca. 0,5 um tief im Halbleiter und im Falle
von Inversion gilt: p.(0,5 wm) < ny, 14(0,5 pm) < nyo.

¢ Jede EIS-Diode ist ein eigenstiandiger Oberflichenpotential-Sensor: Wie in Abb. 4.2.2 gezeigt ist, hingt die
Kapazitit vom Potential ab [153-156]. Die grofite Potential-Empfindlichkeit liegt vor, wenn die Vorspannung auf
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LF | | | frequency”) und Hochfrequenz- (HF, , high
0.8 frequency ) Kapazitit Cgs einer EIS-Struktur,
| | | in Abhdngigkeit der modulierten Vorspannung
\ \ \ Upies. Der Fall sehr niedriger Frequenzen
| | 0.6 | entspricht  dem  Gleichgewichtswert.  Die
Kapazitit  ist auf die Kapazitit der
| i 0.4 ‘ Isolationsschicht C; normiert.
\ \ \
HE | L) 0.2 |
R TR R \
-2V -0.1v +4V

(c) Photostrom bei Beleuchtung einer EIS-Struktur

Wird eine EIS-Struktur beleuchtet, so werden im Halbleiter zusétzlich Elektron-Loch-Paare
dn'", §p!! erzeugt. In Inversion wichst dabei bereits bei schwacher Beleuchtung (p,, < dn'! <
n,) die Zahl der freien Ladungstriger an der Grenzfliche, wodurch Potentiale effektiver
abgeschirmt werden und die Abschirmlinge abnimmt. Dadurch steigt die Kapazitit des
Halbleiters und es féllt weniger Potential iber dem Halbleiter und mehr iiber dem Isolator ab.
Die Gesamtkapazitdt nimmt damit ab und ndhert sich der Isolatorkapazitdt. Anders im Falle
von Akkumulation: Dort sind auch ohne Beleuchtung sehr viele freie Elektronen in der
Grenzschicht enthalten, so da3 durch schwache Beleuchtung die Zahl freier Ladungstrdger nur
unmerklich erhoht wird und deshalb die Kapazitit unverdndert bleibt. Im Grenzfall starker
Beleuchtung sind so viele freie Ladungstrager an der Halbleiter-Grenzfldche vorhanden, daf3
unabhingig von der Vorspannung Cg > C; und damit Cgg = Cj ist. In Abb. 4.2.3 und Abb.
4.2.4 ist die Auswirkung von Beleuchtung auf die Ladungstrdgerverteilung und Kapazitit in
Abhingigkeit der Vorspannung zusammenfassend dargestellt.

Im Fall von Inversion liegen im Gleichgewicht fiir dunkle und beleuchtete EIS-Strukturen im
Halbleiter jeweils unterschiedliche statische Ladungstriger- bzw. Potential-Verteilungen vor.
Wird die Beleuchtung nun an- und ausgeschaltet, miissen sich die Ladungstriger an der
Grenzfliche zwischen den beiden Gleichgewichtsverteilungen umlagern. Beim An- und
Ausschalten der Lichtquelle flieBt dabei jeweils ein abklingender Verschiebestrom. Bei
periodischer Modulation der Beleuchtung flie3t dann ein periodischer Wechselstrom, welcher
als Photostrom Ip bezeichnet wird. Bei Akkumulation dndert schwache Beleuchtung nichts an
der Ladungstriager-Verteilung im Halbleiter, und es fliefit auch bei periodischer Modulation der
Lichtquelle kein Photostrom. Die Potentialabhingigkeit des Photostroms ist in Abb. 4.2.5
aufgetrageng. Sie ist im Fall der Verarmung, d.h. am Wendepunkt der Ip(Up;,)-Kurve am

den Wendepunkt der (HF-) Kapazitiits-Spannungs-Kennlinie eingestellt wird. Kleine Anderungen des Potentials
an der Oberfliche der EIS-Diode bewirken dort starke Anderungen der Kapazitit. Um ortsaufgeldst messen zu
konnen, miissen viele solcher EIS-Dioden parallel betrieben werden. Die Sensor-Oberflache ist dann in einzelne
aktive MefBpositionen aufgeteilt, wobei jede aktive MeBposition der Oberfliche einer einzelnen EIS-Diode
entspricht. Im LAPS hingegen, kann unter Verwendung eines Lichtzeigers mit einer einzigen, lateral
unstrukturierten EIS-Struktur Ortsauflosung erreicht werden.

7 Details der Simulation sind im Anhang Kap. 12.3 nachzulesen. Es wurde hier fiir den LF-Grenzfall B=0 und
den HF-Grenzfall B=1 verwendet, alle anderen Parameter entsprechen denen von Abb. 4.2.1.

® Der Photostrom ist proportional zur Differenz der Kapazititen im dunklen und beleuchteten Fall: Iy o« AQg/At o
(ACgis®*Upias) /At o« ACgis. AQs ist dabei die bei Einschaltung der Beleuchtung im Halbleiter bei konstanter
Vorspannung Uy, verschobene Ladung und ACgis = Ces(beleuchtet) - Ces(dunkel) die dadurch verdnderte
Kapazitit der Halbleitergrenzflache.
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grofften. Weder in Akkumulation, noch in Inversion hdngt der Photostrom von
Potentialinderungen Adg ab, da dort die Steigung der Kennlinie Null ist.

E | S E | S
y(z) [V] w(2) [V]
o5t~ 1 15 2 25 3 1
4 I _ 2 [um] 1.5 Akkumulation
a5 nversion 1
— 0.5 z [um]
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107100 N Z lum] 109 z [um]
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N(z) [m3] np(z) [m3]
1020 ¢~ 1024
1016 1023
1012 z [um] 1022 | z [um]
"~ 5 1 15 2 25 3 5 1T 15 2 25 3

Abbildung 4.2.3°: Riumlicher Verlauf von Potential, Locher- und Elektronendichte im Halbleiter bei Inversion
Upias = -2V und Akkumulation Uyis = +2V. Eingezeichnet sind jeweils die Verldufe fiir einen unbeleuchteten
(durchgezogene Linie) und beleuchteten (gestrichelte Linie) Halbleiter. Im Fall von Inversion wird durch
Beleuchtung die Ladungstrigerdichte im Halbleiter an der Grenze zum Isolator merklich erhéht. Dadurch wird
das Potential des Elektrolyten effektiver abgeschirmt (kiirzere Abklinglinge des exponentiell abfallenden
Potentials), wodurch weniger Potential iiber den Halbleiter abfiillt (weniger Bandverbiegung'). Durch die bei
Beleuchtung vorliegende geringere Bandverbiegung reichern sich weniger freie Ladungstriger an der
Grenzfliche an. Im Fall von Akkumulation dndert Beleuchtung die Ladungstrigerdichte im Halbleiter und
damit auch dessen elektrostatisches Potential an der Grenzschicht nur unmerklich.

Cris/C

4

UbIaS (V] Abbildung 4.2.4": Gleichgewichts-Kapazitit Cis
einer EIS-Struktur ohne (durchgezogenen Linie), mit
schwacher (kurz gestrichelte Linie) und mit starker
(lang  gestrichelte  Linie)  Beleuchtung, in
Abhdngigkeit der Vorspannung Uy, normiert auf

0.4 die Isolatorkapazitit C;.

u 02

? Fiir die Simulation wurde im Fall ohne Beleuchtung dp" = én"" = 0, fiir den Fall mit Beleuchtung 8p"' = dn"'
= 10"cm™sexp(-z/3um) verwendet, alle anderen Parameter entsprechen denen von Abb. 4.2.1. Das Minimum in
der Potentialverteilung bei z = 0 im Falle der Inversion wird durch die Oberflichenladung der Isolationsschicht
verursacht.

" Im Grenzfall maximaler Beleuchtung sind im Halbleiter so viele freie Ladungstriger (Elektronen wie Locher)
enthalten, daf3 er dhnlich zu einem Metall (nur Elektronen) und dadurch im Inneren vollig feldfrei ist. Im Metall
ist die Abschirmung so effektiv, daB sich nur an dessen Oberfléche freie Elektronen befinden und kein statisches
Potential in das Innere eindringen kann, es gibt keine Bandverbiegung und die Kapazitit ist unendlich.

"In der Simulation wurde fiir den Fall keiner Beleuchtung dp" = dn" = 0 und fir den Fall schwacher
Beleuchtung 8p" = n"' = 10" °cm™*exp(-z/3um) verwendet. Dargestellt ist jeweils der Niederfrequenz-Fall B=0.
Fiir den Fall starker Beleuchtung wurde Cgis = C; gesetzt. Alle anderen Simulationsparameter sind analog zu den
in Abb. 4.2.1 verwendeten.
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Ip/1P,max

Inversion Akkumulation

06 Abbildung 4.2.5' Photostrom-Spannungs-Kurve (Ip(Upias))
AMlp/1p max)| einer EIS-Sruktur unter hochfrequenter Beleuchtung. Am
Wendepunkt, d.h. am Ort der maximalen absoluten Steigung
der Strom-Spannungs-Kennlinie, hangt der Photostrom am
empfindlichsten von Potential-Anderungen ab:  kleine
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Nur an den Stellen der EIS-Struktur, bei denen an der Halbleiter-Grenzfl&che Licht-generierte
Ladungstrager vorliegen™, flieRt im Fall von Verarmung bzw. Inversion ein Photostrom.
Damit &% sich durch Beleuchtung mit einem Lichtzeiger der Orts der Messung frel
auswahlen. Diese Konfiguration mit der Mdglichkeit ortsaufgel6ster Messungen wird als
LAPS bezeichnet. Lokale Oberflachenpotentiale A®s an der Elektrolyt-1solator-Grenzflache
verschieben das Potential des Halbleiters je nach deren Vorzeichen in Richtung Akkumulation
bzw. Inversion und kénnen so durch Bestimmung der Amplitude des Photostroms gemessen
werden.

(d) pH-Abhangigkeit des Photostroms

Das Oberflachenpotential und damit der Photostrom eines auf Silizium-Basis aufgebauten
LAPS hangt vom pH-Wert des Elektrolyten ab [3, 145]: Befindet sich eine Siliziumoxid-
Oberflache (1) in Kontakt mit elektrolytischer Ldsung (E), reagieren Protonen aus dem
Elektrolyt mit ihren Silanol-Gruppen™. In Abb. 4.2.6 ist dazu der Verlauf der
Ladungstrégerdichte in einer EIS-Struktur fUr zwei verschiedene pH-Werte abgebildet. Bei
pH-Werten die kleiner als der Ladungsneutralpunkt pHg,c sind, binden Protonen an die
Silanolgruppen und laden die Oberflache der Isolationsschicht damit positiv auf. Im Fall pH =
PHpc trégt die Isolationsschicht keine Oberflachenladung (Q; = 0). Das im Vergleich zum
Elektrolyten negativere Potential des Halbleiters wird dann durch positiv geladene lonen im
Elektrolyt (Qe > 0) abgeschirmt, wahrend das im Vergleich zum Halbleiter positivere
Potential des Elektrolyten durch Elektronen im Halbleiter (Qs < 0) abgeschirmt wird. Im Fall
pH > pH,,c werden Protonen von den Silanolgruppen an den Elektrolyt abgegeben, und die
Isolationsschicht ist negativ geladen (Q << 0). Sowohl im Elektrolyten, als auch im
Halbleiter, wird dieses Potential durch Anreicherung positiver Ladung abgeschirmt (Qg > 0,
Qs > 0). Durch den pH-Wert des Elektrolyten wird also die Ladungstrégerverteilung in der

2 Die Kurve wurde mit der im Anhang Kap. 12.3 beschriebenen Theorie gewonnen, in dem die
Hochfrequenzkapazitét (B=1) einer unbeleuchteten EIS-Struktur (Cgs = C)) von der Hochfrequenzkapazitét
(B=1) einer auRerst stark beleuchteten EIS-Struktur (3p" = dn" = 10°cm™ «exp(-z/3um), andere Parameter
analog Abb. 4.2.1) abgezogen und auf den Maximalwert normiert wurde. Durch Variation der
Beleuchtungsstarke kénnte im Prinzip auch die Lichtleistungs-Abhangigkeit des Photostroms simuliert werden.

3 Diese kénnen entweder direkt an der Grenzflache erzeugt worden oder durch Diffusion zur Grenzfléche
gekommen sein, vgl. Kap. 4.3. Die Potentialabhangigkeit des Photostroms kann auch mit folgendem Bild
veranschaulicht werden. In Inversion félt ein signifikanter Teil der Vorspannung Uber dem Halbleiter (kleine
Kapazitét) ab. Deshalb liegt im Halbleiter an der Grenzflache zum Isolator eine Raumladungszone vor, in deren
elektrischem Feld Elektronen und Ldcher getrennt werden, d.h. ein Photostrom flief3en kann. In Akkumulation
ist die Kapazitét des Halbleiters hoch, d.h. nahezu die gesamte angelegte V orspannung féllt Uber dem I solator ab.
Dadurch gibt es keine Raumladungszone und kein elektrisches Feld an der Grenzflache zum Isolator, kein
Photostrom kann flief3en.

! Eine Herleitung ist im Anhang Kap. 12.2 nachzul esen.
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Halbleiter-Grenzflache beeinfluldt. Bel konstanter Vorspannung reagiert die Ladungstréager-
Vertellung im Halbleiter daher auch in Abhéngigkeit des pH-Wertes unterschiedlich auf
Beleuchtung. Ein hoher pH-Wert ist ja im Prinzip gleichbedeutend mit einer Verschiebung
der Vorspannung in Richtung Inversion, d.h. Elektrolyt und Isolator sind stérker negativ as
der Halbleiter geladen. Damit verschiebt sich die Kapazitéts-Spannungs- bzw. Photostrom-
Spannungs-Kurve der EIS-Struktur wie in Abb. 4.2.7 aufgezeichnet entlang der
Spannungsachse. Durch Messung der Photostromamplitude kann damit eine Aussage Uber
den pH-Wert getroffen werden.

-3
a) o [Cm3] b) p [Cm™2]
25000 4%10 9 10
-500 8 H=9
20000 1 34109 6 P
-1000
15000 4

-1500 2%10 9 0.2 0.4 0.6

10000
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| 5000 / ﬂ 1%10 /

'0/54 \ ‘i 0.04 02-0[8um] -0?4 I\Ql . '\0.04 o;)s[um]

Q>0 Q=0 Qs<0O Q>0 Qs >0

Abbildung 4.2.6": Verlauf der Ladungsdichte p(2) in einer EIS-Struktur mit SO.-Isolationsschicht. Je nach pH-
Wert des Elektrolyten ist die Oberflache der Isolationsschicht geladen. Eingezeichnet sind @) eine ungeladene
(pH = 2,2 = pH,,) und b) eine stark negativ (pH = 9 > pH,) geladene Oxidoberfléche. Bei einer Vorspannung
von Uyiss = +0,2V andert Beleuchtung bei pH = 2,2 die Ladungsverteilung kaum (a), wogegen diese sich bei pH
= 9 durch Beleuchtung deutlich andert (b). Sehe dazu die umrahmten Einfligungen in a) und b), welche
Ausschnitte der Ladungsverteilung fiir den Fall einer unbeleuchteten und beleuchteten EIS-Struktur zeigen.

Abbildung 4.2.7*°: Kapaztat der in Abb. 4.2.6 besprochenen EIS-
Sruktur. Eingezeichnet sind die Kapaztaten fur pH = 2,2
(durchgezogenen Linie) und pH = 9 (gestrichelte Linie). Bei einer
konstanten Vorspannung von Uy, = +0,2V ist der Halbleiter bei
pH = 2,2 noch in Verarmung, bei pH = 9 dagegen schon in
Inversion.
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(e) Optimierung der EIS-Struktur

Damit der LAPS sensitiv Oberflachenpotentiale detektieren kann, mul3 der Photostrom bzw.
die Anderung der Kapazitat bei Beleuchtung moglichst stark Potential-abhangig sein. Ein
wichtiger Parameter ist dabel die Dotierung des Halbleiters: Ist der Halbleiter sehr stark
dotiert, gibt es wie in Metallen keine Bandverbiegung und seine Kapazitét ist unendlich.
Damit ist die Kapazitdt der Gesamtstruktur gleich der Isolatorkapazitét und somit Potential-

*® Fir die Simulation wurde np = 10* cm® gewahit. Beleuchtung wurde mit 8p™ = n" = 10%cm® exp(-z/3um),
Dunkelheit mit 3p" = 3n"' = 0 simuliert. Die restlichen Parameter entsprechen den in Abb. 4.2.1 verwendeten.
1® Eswurde die Hochfrequenzkapazitat (B=1) unter Verwendung der Parameter von Abb. 4.2.6 berechnet.
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unabhangig'’. Im Prinzip sind aso Halbleiter mit méglichst niedriger Dotierung
wunschenswert, um moglichst hohe Photostrome zu bekommen. In Abb. 4.2.8 sind die
Kapazitéten von EIS-Strukturen mit unterschiedlicher Dotierung aufgetragen. Es zeigt sich,
dal3 eine Erniedrigung der Dotierung nur bis zu einem bestimmten Mal3e die Amplitude des
Photostroms erhoht. Fir auf Silizium / Siliziumoxid basierende LAPS-Strukturen sind daher
Dotierungen um np = 10™..10" cm™ sinnvoll. Dotierungen < 10 cm™® erhohen die
Amplitude des Photostroms dagegen nicht weiter'®.

Cris/Cy
1

Abbildung 4.2.8": Abhangigkeit der Kapazitéts-Spannungs-
Kurve einer EIS Struktur von der Dotierung des Halbleiters
(9. Smuliert wurden n-dotierte Slizium-Substrate mit
Dotierungen von np = 10%, 10", 10", 10%, 10" und 10
cm®.  Je stérker die Gesamtkapazitdt von der
Isolatorkapazitat abweicht, um so héher ist der an dieser
Struktur erzeugbare Photostrom
Ubias [V]
-3 -2 -1 1 2 3
Auch die Dicke der Isolationsschicht ist ein Grol3e, die bei dem Aufbau einer LAPS-Struktur
optimiert werden kann. Bei sehr dicken Isolationsschichten wird deren Kapazitét rasch sehr
klein und dominiert damit die Gesamtkapazitat, weswegen kein Photostrom flief3en kann. In
Abb. 429 ist die Abhangigkeit der Kapazitéts-Spannungs-Kurve einer aus Si/SO,
aufgebauten EIS-Struktur von der Dicke der Isolationsschicht gezeigt. Es zeigt sich, dal3
Oxiddicken von einigen 10 nm durchaus dinn genug sind, um eine ausreichende Potential-
Abhangigkeit der Kapazitét und des Photostroms zu erhalten. Der Aufwand elektrisch dichte
Schichten < 10 nm zu erzeugen, lohnt sich also nicht®.
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Abbildung 4.2.9%"; Abhangigkeit der Kapaztéts-Spannungs-
0.6 Kurve einer EIS-Struktur von der Dicke der |solationsschicht
(1. Smuliert wurde eine SO,-Schicht mit den Dicken d, = 5,
d 04 20, 35, 50, 65, 80 nm. Je stérker die Gesamtkapazitét von der
Isolatorkapazitat abweicht, um so héher ist der an dieser
/ Struktur erzeugbare Photostrom
=/ Upias [V]
3 2 -1 1 2 3

" Die Anordnung entspricht einem Kondensator, dessen Isolator auf beiden Seiten von Material hoher
Leitfahigkeit (Elektrolyt, hochdotierter Halbleiter) umgeben und dessen Kapazitéat damit potentialunabhangig ist.
8 1n einem véllig intrinsischen Halbleiter ohne Dotierung wére die Cgs(Upie) Kurve symmetrisch (bis auf
unterschiedliche Locher- und Elektronen-Beweglichkeiten) und die Begriffe Akkumulation und Inversion
verlieren ihre Bedeutung. Es wirde dabei sowohl bei hohen negativen, als auch bei hohen positiven
Vorspannungen ein maximaler Photostrom flief3en (in verschiedene Richtungen).

9 Es wurden die Hochfrequenzkapazititen (B=1) ohne Beleuchtung dn" = 3p" = 0 mit den folgenden
Parametern simuliert: d, = 20 nm SIO,, cz = 0,15 mol/l, der Rest ist wiein Abb. 4.2.1 beschrieben.

% Die Isolationsschicht muR mdglichst wenige Locher aufweisen, damit sie eine reine Kapazitét darstellt und
nicht noch einen paralelen ohmschen Widerstand enthdlt. Dies ist um so schwieriger, je dinner die
| solationsschicht wird.

2 Es wurden die Hochfrequenzkapazitdten (B=1) ohne Beleuchtung n" = 3p" = 0 mit den folgenden
Parametern simuliert: np = 5+10™cm™ Si, ¢ = 0,15 mol/l, die restlichen Parameter wurden analog Abb. 4.2.1
gewahit.
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4.3 Analyse der Ortsauflosung*

Eine herausragende Eigenschaft des LAPS ist die Fiahigkeit, Oberflachenpotentiale an frei
wihlbaren Stellen zu messen. Um diese Fahigkeit zu charakterisieren, soll in diesem Kapitel
die Ortsauflosung des LAPS analysiert werden. Dazu wird die Diffusion Licht-generierter
Ladungstriger im feldfreien Volumen des Halbleiters untersucht [ 158, 159].

In n-dotierten Halbleitern sind Locher Trager des Photostroms. Daher reicht es aus, nur die
Locher-Diffusion zu untersuchen. Es wird dazu angenommen, dafl durch einen Lichtblitz zur
Zeit t = 0 eine UberschuB-Locher-Verteilung im Volumen des Halbleiters vorliegt, deren Form
abhéngig vom Profil des Lichtblitzes ist. Die durch Diffusion getriebene Ausbreitung dieser
Locher im Volumen des Halbleiters kann durch Losung der Diffusionsgleichung unter
folgenden Annahmen verfolgt werden: Sobald Locher durch Diffusion die Raumladungszone an
der Oberflache des Halbleiters erreichen, werden sie durch deren Feld zur Halbleiter-Isolator-
Grenzfliche hingezogen®™. Dadurch sind diese Locher vom weiteren Diffusionsprozef im
Volumen des Halbleiters ausgeschlossen. Ebenso rekombinieren alle Locher, falls sie durch
Diffusion den ohmschen Kontakt an der Riickseite des Halbleiters erreichen und sind damit
ebenfalls von weiterer Diffusion ausgeschlossen. Mit diesem Ansatz kann nun die laterale
Verteilung der Locher, d.h. deren Ausbreitung parallel zur Oberfliche des Halbleiters, an der
Grenze zur Raumladungszone berechnet werden.

Es flief3t iiberall dort ein Photostrom, wo freie Locher in die Ndhe der Raumladungszone
gelangen. Je breiter dort die Ausbreitung der Locher parallel zur Oberfliche ist, um so
schlechter wird die damit die Ortsauflésung des LAPS sein. Als Ortsauflésung > Wird
deshalb die laterale Ausdehnung der Locherstrom-Verteilung an der Grenze zwischen
Raumladungszone und Volumen des Halbleiters definiert.

Im wesentlichen ist die Locher-Diffusion im Volumen des Halbleiters durch das Verhéltnis von
drei Léangen bestimmit: (i) die Diffusionslinge freier Locher Lg, = (rsstp)”z, d.h. der mittlere
Weg den Locher im Volumen des Halbleiters zuriicklegen kdnnen, bevor sie rekombinieren, (ii)
die Dicke dg des Halbleitersubstrats** und (iii) die Eindringtiefe A, des Lichtblitzes in den
Halbleiter wenn angenommen wird, daf} die Dichte der durch den Lichtblitz im Volumen des
Halbleiters erzeugten Locher exponentiell abnimmt®.

Durch Losung der Diffusionsgleichung kann auch der Anteil der Locher APy/AP,, welcher
durch Diffusion getriecben vom Ort der Entstehung aus die Raumladungszone erreicht,
berechnet werden. Am giinstigsten wire ein Wert von APj/AP, = 1, d.h. alle im Volumen des
Halbleiters erzeugten Ladungstriger wiirden durch Diffusion zur Raumladungszone gelangen
und so zum Photostrom beitragen. Fir AP/AP, = 0 wiirden dagegen alle Locher bereits im
Volumen des Halbleiters rekombinieren und es wiirde kein Photostrom flieen.

* Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [157] verdffentlicht. Die zu diesem Kapitel durchgefiihrten
Berechnungen sind im Anhang Kap. 13.4 nachzulesen.

* Ubias wird so angenommen, da im Halbleiter Verarmung oder Inversion vorliegt und ein Photostrom flieBen
kann.

** Genau genommen ist die Dicke des Halbleiters minus der axialen Ausdehnung der Raumladungszone gemeint.
* Alle in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse beschreiben den Grenzfall eines unendlich scharf fokussierten
Lichtblitzes (Radius rp, — 0). Natiirlich ist in der Praxis die laterale Ausdehnung des Lichtzeigers von einigen
Mikrometern die obere Grenze fiir die erreichbare Ortsauflosung.
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In Tab. 4.3.1 sind die berechneten Ergebnisse fiir Iin> und APj/AP, fiir den Fall exponentiell
abfallender Beleuchtung des Halbleiters von der Vorderseite, durch den Elektrolyt und Isolator
hindurch, zusammengestellt, in Tab. 4.3.2 die Ergebnisse fiir den Fall exponentiell abfallender
Beleuchtung des Halbleiters von der Riickseite, durch den ohmschen Kontakt hindurch.

ds <<Lg: |t = AP/AP, = ds>>Lgy: |t = AP{/AP, =
Mo>>dg | dsY/12 ds/22 A >>Lg,: |2 Lsy Lsy/ML
)\'L << dS: 4/3 ds}\.]_ 1 7\'L << Lspl 2 LSp}\'L 1

Tabelle 4.3.1: Angegeben sind die quadratische Ortsauflosung rui, und der Anteil der die Raumladungszone
erreichenden Locher AP/AP, bei Beleuchtung der Vorderseite, berechnet fiir diinne (ds << L) und dicke (ds
>> Lg,) Halbleiter-Substrate.

dS << Lsp: I'minz = APJ/APO =

A>>dg: |dg¥12 de/20

M o<<dg: [7/15ds* |0

Tabelle 4.3.2: Angegeben sind die quadratische Ortsauflosung vy’ und der Anteil der die Raumladungszone
erreichenden Locher AP/AP, bei Beleuchtung der Riickseite, berechnet fiir diinne (ds << L,,) Halbleiter-
Substrate. Bei unendlich dicken Halbleitern wiirde kein Photostrom flieflen, da alle Ladungtrdger vor Erreichen
der Raumladungszone bereits rekombinieren wiirden.

Bei dicken Halbleitersubstraten (ds >> Lg,) ist die Ortsauflosung bei Beleuchtung der
Vorderseite im wesentlichen durch die Volumen-Diffusionslinge Lg, limitiert. So ist sie bei
groflen Eindringtiefen (A, >> Lg,) rein durch die Volumen-Diffusionslinge bestimmt: Es
werden Ladungstriger tief im Volumen des Halbleiters erzeugt, die mindestens die Strecke Lg,
axial zur Oberfliche diffundieren miissen, um die Raumladungszone zu erreichen. Deshalb
rekombiniert ein Teil der Licht-erzeugten Locher im Volumen des Halbleiters und trégt nicht
zum Photostrom bei. Anders bei kleine Eindringtiefen (A, << Lg,): Hier werden alle Locher so
dicht in der Ndhe der Raumladungszone erzeugt, dal3 sie diese im Mittel erreichen, bevor sie im
Volumen des Halbleiters rekombinieren. Es nehmen daher praktisch alle Locher am
Photostrom teil. Im Vergleich zu gro3en Eindringtiefen ist deshalb die Ortsauflosung besser, da
ein groBer Teil der Locher sehr schnell die Raumladungszone erreicht und damit vom weiteren
DiffusionsprozeB im Volumen ausgeschlossen ist. Bei dicken Substraten ist also eine
Vorderseiten-Beleuchtung mit moglichst kurzer Eindringtiefe und ein Halbleiter-Material mit
moglichst kleiner Volumen-Diffusionsldnge wiinschenswert. In der Praxis ist eine derartige
Anordnung aber auf Ortsaufldsungen von einigen 10 um eingeschrinkt®.

Um die Ortsauflosung zu verbessern, ist den obigen Ergebnissen zu Folge eine Verwendung
diinner Halbleiters sinnvoll. Dies bedeutet eine Einschrankung der freien Volumen-Diffusion,
da auch Locher, welche durch Diffusion den ohmschen Riickkontakt im Halbleiter erreichen,
dort rekombinieren und damit von weiteren Diffusionsprozessen ausgeschlossen sind. Die
freie Volumen-Diffusion ist bei diinnen Halbleitern also im wesentlichen durch die Dicke des
Halbleiters eingeschrinkt?’. Bei grofen Eindringtiefen (A; >> dg) ist der Halbleiter in seiner
ganzen Tiefe homogen durchleuchtet. Bei kleinen Eindringtiefen ist eine Beleuchtung von vorne
giinstiger als von hinten: Bei Beleuchtung von vorne werden in Analogie zu dicken Substraten

*% Beispiel: ,,roter Lichtzeiger mit A, = 3um, ps = 10Qcm Si-Halbleiter mit Ls, = 100 m => Ty = 25um.
*" Dies ist dadurch sichtbar, daf bei Beleuchtung von vorne in der berechneten Ortsauflosung Ls, beim Ubergang
von dicken zu diinnen Substraten durch ds ersetzt ist.
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die Locher bereits in unmittelbarer Ndhe der Raumladungszone erzeugt, so dal3 sie diese durch
Diffusion schnell erreichen. Bei Beleuchtung von der Riickseite her miissen die Locher dagegen
eine weitere Strecke bis zu Raumladungszone diffundieren, wodurch die Ortsauflosung
verschlechtert wird. Allerdings liegen in praktischen Aufbauten sowohl die Eindringtiefe des
Lichtzeigers als auch die Dicke des Halbleitersubstrates im Bereich von einigen Mikrometern,
und es spielt deshalb keine Rolle, ob von vorne oder hinten beleuchtet wird. Auf jeden Fall
sollte aber bei Verwendung diinner Halbleiter-Substrate die Ortsauflosung wesentlich gesteigert
werden und es sollten Ortsauflosungen besser als 10 wum moglich sein.

Locher welche in die Raumladungszone gesaugt werden sind durch das Potential der durch die
Vorspannung erzeugten Bandverbiegung an einen Kanal parallel zur Oberflidche des Halbleiters
(z=0) gebunden, konnen sich also axial in z-Richtung nicht mehr frei bewegen und sind damit
von der Diffusion im Volumen des Halbleiters ausgeschlossen®®. Dafiir ist nach wie vor laterale
Diffusion in x- und y-Richtung im Kanal parallel zur Oberfliche méglich. Diese Diffusion
entlang der Oberfliche wird im ungiinstigsten Fall gleichfalls durch die Volumen-
Diffusionsldnge begrenzt sein. Die hier mit dem Modell der Diffusion im Volumen des
Halbleiters ohne Berlicksichtigung der Raumladungszone abgeschéitzte Ortsauflosung ist also
eine Obergrenze fiir die Ortsauflosung, da diese durch Diffusion in der Raumladungszone nur
verschlechtert werden kann. Diffusion in der Raumladungszone wird besonders dann eine
Rolle spielen, wenn bei Beleuchtung von vorne mit einer kurzen Eindringtiefe ein hoher Anteil
der Licht-generierten Locher bereits in der Raumladungszone erzeugt wird. Es ist aber sehr
wahrscheinlich, da3 die Diffusion in der Raumladungszone zusétzlich durch Rekombination
der Locher an Oberflichenzustinden der Isolator-Halbleiter-Grenzfliche und an
Potentialrauhigkeiten des Kanals eingeschrinkt ist und sich damit die Fehler der hier
vorgestellten Abschitzung in Grenzen halten.

** Die Ausdehnung der Raumladungszone ist bei den verwendeten Dotierungen kleiner als 10 wm, vgl. [151,
(K.2.3)].
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4.4 Experimenteller Aufbau®

Ein LAPS-Aufbau besteht im wesentlichen aus drei Komponenten: der MeBkammer in EIS-
Geometrie, der fiir den Lichtzeiger bendtigten Optik und der Elektronik zur Messung des
Photostroms [146-148]. Der in dieser Arbeit erstellt Aufbau wurde so konzipiert, dal neben
der Messung von Photostrom-Spannungs-Kurven (Ip(Uy;,s)) auch Kapazitits-Spannungs-
Kurven (Cgs(Uyas)) von EIS-Strukturen aufgenommen werden konnten, siehe Abb. 4.4.1. Die
eigentliche MeBBkammer bestand aus einem Siliziumchip (S), dessen Oberseite mit einer
Isolationsschicht (I) liberzogen und dessen Riickseite mit einem ohmschen Kontakt versehen
war. Die Oberseite des Chips wurde mit Elektrolyt (E) bedeckt und konnte mit bis zu zwei
Lasern gleichzeitig beleuchtet werden. Dabei wurde das Licht des ersten Lasers mit Hilfe eines
Mikroskopobjektivs, das des zweiten Lasers mit einer einfachen Linse auf die Oberflache des
Siliziumchips gebiindelt. Die MeBkammer war iiber einen x-y-Tisch verfahrbar, so daf3
beliebige Stellen der Siliziumoberfliche beleuchtet werden konnten. Zwischen einer Referenz-
Elektrode im Elektrolyt und dem ohmschen Kontakt an der Riickseite des Siliziums wurde eine
Spannung Uy, angelegt und die Amplitude des dabei flieBenden Stroms Ig;g bzw. Ip gemessen.
Fiir Kapazitits-Messungen wurde zu der Vorspannung Uy;,s eine Wechselspannung U4 mit
Modulationsfrequenz f,,q addiert und der dabei durch die Anordnung flieBende Strom Igg o
fmoa®Cris gemessen und daraus die Spannungs-abhingige Kapazitit Cgg bestimmt. Die
Kapazititsmessungen wurden ohne oder mit konstanter Beleuchtung durchgefiihrt. Zu
Messungen des Photostroms Ip, d.h. im LAPS-Betrieb, wurde die Leistung P; der Beleuchtung
auf der Siliziumoberfliche sinusformig mit der Frequenz f; moduliert, siche Abb. 4.4.2. Fiir
Differenzmessungen wurde der Halbleiter mit zwei gegenphasig modulierten Lichtquellen
beleuchtet [146]. Der Aufbau lie dabei die Variation folgender Betriebsparameter zu: der
Vorspannung Uy, der Leistung des Lichtzeigers P;, bei Photostrom-Messungen der
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers f;, der Grofle des Beleuchtungsflecks des Lichtzeigers
auf der Halbleiteroberfliche A, bei Kapazitits-Messungen der Modulationsfrequenz des
Wechselstromanteils der Vorspannung f,,,q und des pH-Wertes des Elektrolyten pH.

Laser 1
Pi1 (®)
L1 Py (®

Laser 2

Abbildung 4.4.1: Aufbau des
LAPS-Kapazitdts-Mefplatzes.
Gezeichnet ist ein Schnitt durch
die x-z-Ebene. Der Halbleiterchip
liegt dabei symmetrisch in der x-y-
Ebene.

* Details der in dieser Arbeit aufgebauten Apparaturen sind im Anhang Kap. 13.1 nachzulesen.
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PL(Y)
PlT— -7~ 71 Abbildung 4.4.2: Definition der
A /\ /\ Leistung P, der Beleuchtung.
0 \ > t[s]
1/fL

Im folgenden werden verschiedene Messungen vorgestellt, mit denen die Eigenschaften des
LAPS-Aufbaus charakterisiert wurden.

(a) Zeitauflosung

Die  Zeitauflosung bei  Photostrom-Messungen ist  experimentell durch die
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers vorgegeben. In dieser Arbeit wurde meist eine
Modulationsfrequenz fi = 10 kHz gewéhlt. Zur Bestimmung der Amplitude des Photostroms
wurde ein Lock-In-Verstirker eingesetzt. Dabei mulite das Ausgabesignal TiefpalB3-gefiltert
werden. In dieser Arbeit wurde dabei eine Filterfrequenz 3 kHz (< 10 kHz = f) gewdhlt, d.h.
die Zeitauflosung des LAPS betrug 0,3 ms. Dies wire ausreichend zur Detektion
extrazelluldrer Potentiale.

(b) Aufnahme von Photostrom-Spannungs-Kurven

In Abb. 4.4.3 sind die an einer typischen EIS-Struktur aufgenommenen Kapazitits- und
Photostrom-Spannungs-Kurven gegeniibergestellt. Die Kapazitét der EIS-Struktur dnderte sich
dabei bei Beleuchtung und zeigt wie der Photostrom die in Kap. 4.2 vorhergesagte Form.
Ebenso ist der Potential-abhéngige Verlauf des Photostroms éhnlich dem Verlauf der Differenz
der Kapazititen des beleuchteten und unbeleuchteten Halbleiters.

a) b) c)
AC nF
Ceis [nF] Eis [l Ip [NA]
- 40
40/ hE|s 20 12004
301 (hell)
201 800+
201 Cgis 4001
] (dunkel 104 1
18 (dunke) Ubias [VI 0 Upias [VI N Upias [VI
2 -1 0 1 2 3 2 -1 0 1 2 3 2 -1 0 1 2 3

Abbildung 4.4.3: a) Kapazitiits-Spannungs-Kurve (Cris(Usias)), aufgenommen an einem n-dotierten Silizium-
Wafer mit spezifischen Widerstand ps = 15 Qcm unter Abdunklung bzw. konstanter Beleuchtung (P, = 2,8 mW)
der gesamten Oberfliche (A, = Aaw = 90 mm’). Zur Vorspannung wurde dazu eine Wechselspannung mit
Modulationsfrequenz fu.a = 250 Hz und Amplitude U,,a = 12 mV addiert. Als Elektrolyt wurde pH=4
Pufferiosung (Merck, Darmstadt) und als Referenz-Elektrode ein in KCL elektrolysierter Silberdraht verwendet.
b) Kapazitdts-Unterschied zwischen beleuchtetem und unbeleuchtetem Fall ACgs = Cris(hell) - Crs(dunkel). ¢
Am selbem Wafer anschlieffend aufgenommene Photostrom-Spannungs-Kurve (Ip(Uyiis)). Die Beleuchtung wurde
dabei bei einer maximalen Leistung P, = 2,8 mW sinusférmig mit fi, = 250 Hz moduliert.

** Es wurde angenommen, daf die Impedanz der EIS-Struktur vorwiegend durch deren Kapazitit Crs bestimmt
ist, d.h. parallel und seriell geschaltete ohmsche Widerstdnde (Elektrolyt-, Halbleiter-Widerstand, Leckstrome
durch die Isolationsschicht) wurden vernachlissigt. Es gilt dann Cgis = (20tfi) ' ®Ieis/Unmoa. Die hier gezeigte Kurve
wurde von M. George an einem ,,Typ 8E“-Substrat aufgenommen. Der genaue Aufbau dieses Wafers ist im
Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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In hochdotierten n-Si-Substraten flieft nur bei stark negativen Vorspannungen ein Photostrom,
siche Abb. 4.4.4. Der Photostrom wird dabei nur von einer Ladungs-Sorte getragen, was an
seiner nahezu konstanten Phase erkennbar ist. In niederdotierten n-Si-Substraten dagegen flief3t
ein Photostrom sowohl bei stark negativen, als auch bei sehr positiven Vorspannungen, und
die Ip(Up;,s)-Kurve zeigt eine Symmetrie um Uy, = 0. Die Phase des Photostroms ist fiir beide
Grenzfille um ca. 180° verschoben, d.h. der Photostrom flief3t jeweils in eine andere Richtung.
Dies legt nahe, dal bei sehr negativen Vorspannungen ein Locherstrom, bei sehr positiven
Vorspannungen dagegen ein Elektronenstrom in die Raumladungszone flieft.

Ip [nA dip/dUpise [-NA/V]
a) P [nAl P bias b) |p [NA] dip/dUpjas [-NA/V]
400 L 150 4000 1
3000 - 4000
3001 100 L 2000
200 4 2000+ Lo
50
1001 10004 -2000
8 6 4 2 0 4 3 2 -1 0 1 2 3
. Ubias [V] Ubias [V]
o(lp) [°] o(p)[]
SO‘I/M 501
0 0 -
-50 1 -50 1
-100 | -100 1
-150 1 Upias [V] -150 1 Upias [V]
-8 6 -4 -2 0 4 -3 -2 -1 0 1 2 3

Abbildung 4.4.4°': Photostrom-Spannungs-Kurven, aufgenommen an n-dotierten Silizium-Wafern mit einem
spezifischen Widerstand von a) ps = 0,014 Qcm (hochdotiert) und b) ps = 900-1800 Qcm (niederdotiert).
Gezeigt sind Amplitude Ip (dunkle Kurve, oberes Bild), Ableitung der Amplitude dlp/dUy.s (helle Kurve, oberes
Bild) und Phase @(Ip) (unteres Bild) des Photostroms. Alle Messungen wurden bei einer Lichtzeiger-
Modulation mit f; = 10 kHz und einer Beleuchtungsleistung von P, =~ 1,1 mW in pH = 4 -Pufferlosung
durchgeﬁihrt.ZDie beleuchtete Fldche betrug dabei A, =~ 50 um, die gesamte Oberfliche der LAPS-Wafer war
Aare = 90 mm”.

(c) Abhéngigkeit des Photostroms von der Leistung des Lichtzeigers

Je hoher die Leistung Py des Lichtzeigers ist, um so mehr Elektron-Loch-Paare werden im
Halbleiter erzeugt und es sollte ein um so hdherer Photostrom flieBen. In diesem Abschnitt
wird dazu die Photostromantwort auf Beleuchtung in Abhédngigkeit der Dotierung des
Halbleiters untersucht.

*' Der genaue Aufbau der verwendeten Silizium Substrate (,,Typ 4D* und ,,Typ 6D%) ist im Anhang Kap. 13.2
nachzulesen. Zu Beginn jedes Experimentes wurde die Phase des Photostroms bei sehr negativen Vorspannungen
zu Null definiert. Beim hochdotierten Wafer flie3t bei positiven Vorspannungen kein Photostrom, weshalb dort
keine, bzw. nur eine stark verrauschte Phase angegeben werden kann.
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Materialien und Methoden®: Fiir jeden untersuchten LAPS-Wafer wurden fiir mindestens 14
verschiedene  Beleuchtungsleistungen P Photostrom-Spannungs-Kurven — Ip(Up;,s)
aufgenommen. Es wurde fiir alle Kurven die Vorspannung Uy;,s wp ermittelt, bei welcher der
Betrag der Ableitung des Photostroms nach der Vorspannung maximal ist, d.h. der
Wendepunkt (WP) der Kurve. Fiir jede MeBreihe wurde dann sowohl der Photostrom am
Wendepunkt Ip wp, als auch die Steigung des Photostroms am Wendepunkt dlp/dUy;swp gegen
die jeweils eingestrahlte Leistung Py aufgetragen, siche Abb. 4.4.5. In doppelt logarithmischer
Auftragung lassen sich sowohl Ip wp(Pp) als auch dIp/dUy;.s|wp(Pr) mit einer linearen Funktion
beschreiben. Dies bedeutet, daB Amplitude und Ableitung des Photostroms in dem
untersuchten Bereich mit einem Potenzgesetz von der Lichtzeiger-Leistung abhingen:

Ipwp(PL) [NA] = A*(PL [uW])®,  dIp/dUpiaglwe(PL) [-nA/V] = Co(P [uW])” (1

Durch Anpassen der doppelt logarithmierten MeB3daten mit einer Geraden wurden wie in Abb.
4.4.5 gezeigt, die Koeffizienten A, B, C und D aus GI. 1 fiir verschiedene Wafertypen
bestimmt. Es wire wiinschenswert gewesen, alle Kurven jeweils mit nur einem variablen
Parameter zu beschreiben. Dies war jedoch nicht mdglich.

800 Ip,wp [NA] L, 34 log(l p, wp [NA]) o
— t
a 1 + b N 4t
)600— . ) 5 w/*)/
: + -+
400 - ' -7
1 + ' 14—~
200+ A
1 PL [uW] log(P | [uW])
- T T T T O_.OI T é 3|
0 200 400 600 800 d) 1
dip/dUpjas lwp [-NA/V] log(dl p/dUpjas wp [-NA/V])
* + 35 —
1000 o ' B ”I*ﬁ PSS
800 7 24 — —=
600 - +" :
11C
N PL [wW] 0 log(P_ [1W])
[ [ [ I [ [ [ ]
200 400 600 800 0 1 2 3

Abbildung 4.4.57: a) Photostrom Ipwp am Wendepunkt der Strom-Spannungs-Kurve, aufgetragen gegen die
Leistung des Lichtzeigers P,. Es sind exemplarisch die an einen n-dotierten Silizium Wafer mit spezifischem
Widerstand ps = 15 Qcm und Isolationsschicht di(SiO;) = 30 nm + di(SisNy) = 59 nm gemessenen Daten
dargestellt. b) Auftragung der in a) gezeigten Daten in doppelt logarithmischer Darstellung. Sie kénnen mit
einer Geraden mit Achsenabschnitt A und Steigung B beschrieben werden. c¢) Ableitung des Photostroms
dIp/dUyias|wp am Wendepunkt der Strom-Spannungs-Kurve, aufgetragen gegen die Leistung des Lichtzeigers P;.
d) Daten aus c) in doppelt logarithmischer Auftragung, angepafst mit einer Geraden mit Achsenabschnitt C und
Steigung D.

* Alle Messungen wurden bei einer Modulation von f; = 10 kHz mit einer Zeitaufldsung von 3 kHz in pH = 4 -
Pufferlosung durchgefiihrt. Die beleuchtete Fliache betrug dabei ca. AL = 50 um, die gesamte Oberfliche der
LAPS-Wafer war Ay, = 90 mm’. Die Software zur Auswertung der Messungen und Darstellung der Ergebnisse
wurde von M. George geschrieben.

* Der detaillierte Aufbau des Wafers vom ,,Typ 8E* ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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Ergebnisse und Diskussion: In Abb. 4.4.6 sind die fiir verschiedene Wafertypen bestimmten
Parameter A, B, C und D in Abhéngigkeit der Dotierung des Siliziums aufgetragen. Sowohl A,
als auch C steigen mit wachsendem Silizium-Widerstand. Je hoher A und C sind, desto stirker
wichst die Amplitude und die Ableitung des Photostroms mit zunehmender Lichtzeiger-
Leistung. Diese Tendenz ist gut zu erklédren: je hoher der spezifische Widerstand des Siliziums
ist, um so geringer ist dessen Dotierung und um so weniger freie Ladungstrager liegen vor. Die
durch Beleuchtung erzeugten freien Ladungstriager fallen dann stirker in das Gewicht und es
flieBt ein groBerer Photostrom. Fiir B und besonders bei D ist keine so deutlich ausgeprigte
Tendenz zu erkennen.
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Abbildung 4.4.6": a-d) Parameter A, B, C, D, bestimmt fiir verschiedene Silizium-Substrate, aufgetragen gegen
den spezifischen Widerstand des Siliziums. Die Quadrate entsprechen Proben mit diinner Isolationsschicht
(di(SiO;) = 30 nm + d,(Siz;Ny) =~ 60 nm), die ausgefiillten Kreise Proben mit dicker Isolationsschicht (d,(SiO;) =~
10 nm + di(SizNy) = 30 nm). Fiir jeden Wafertyp wurden zwischen 4 bis 8 verschiedene Substrate vermessen,
die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. e,f) Amplitude und Steigung des Photostroms bei einer
Lichtzeigerleistung P, = 1,1 mW. g) Verhdltnis Steigung zu Amplitude bei einer Lichtzeigerleistung P, = 1,1
mW.

** Eine detaillierte Beschreibung der verschiedenen Substrate ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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In Abb. 4.4.6 ist auch der Photostrom und dessen Ableitung am Wendepunkt bei einer
Lichtzeigerleistung von Py = 1,1 mW und deren Verhiltnis in Abhéngigkeit des Silizium-
Widerstandes aufgetragen. Diese Darstellung der Daten zeigt ebenfalls, da3 der Photostrom
und dessen Ableitung bei abnehmender Dotierung und damit zunehmendem Widerstand
ansteigen (vgl. ,,Typ 4“ und ,,Typ 8%). Bei sehr niedrigen Dotierungen kehrt sich dieser Effekt
allerdings um (vgl. ,,Typ 7 und , Typ 6°). Sowohl Amplitude als auch Steigung des
Photostroms sind hoher bei diinnen Isolationsschichten (,,Typ D) als bei dicken (,,Typ E*
und ,,Typ G%).

Siliziumsubstrate mit einem spezifischen Widerstand von 10 - 100 Qcm und einer einigen 10
nm dicken Isolationsschicht sind zum Aufbau eines LAPS also besonders gut geeignet. Eine
weitere Verringerung der Dotierungsdichte erhoht den Photostrom nicht mehr. Ebenfalls zeigt
sich, daB bei diinnen Halbleitersubstraten (,,Typ 13°) der Photostrom im Vergleich zu dicken
(,, Typ 8%) eher erhoht als erniedrigt ist.

(d) Intensitéts-Abhéingigkeit des Photostroms

Wird der Lichtzeiger an Unsauberkeiten der LAPS-Oberfliche gestreut und damit der
Beleuchtungsfleck vergroBert, nimmt der Photostrom zu. Dieser Effekt wurde mit folgendem
Experiment verdeutlicht: Ein Teil der LAPS-Oberfliche wurde mit einem Deckglas bedeckt
und der Lichtzeiger von einem Teil der unbedeckten Oberflache zu einem Glas-bedeckten Teil
gefahren. Bei Beleuchtung sowohl unbedeckter, als auch Glas-bedeckter Bereiche blieb die
Amplitude des Photostroms konstant. Traf der Lichtzeiger dagegen die Kante des Glases, war
ein deutliches Maximum im Photostrom zu sehen. Gleichzeitig wurde mit dem Mikroskop-
Objektiv eine Streuung und Defokussierung des Lichtzeiger an der Kante beobachtet. Die
Amplitude des Photostroms ist neben der Leistung deshalb auch von der Intensitit des
Lichtzeigers, d.h. bei konstanter Leistung P; von der Grofle des Beleuchtungsflecks Ap
abhingig.

Die Intensitdtsabhdngigkeit des Photostroms ist ein Effekt der Nicht-Linearitit der
Photostrom-Leistungs-Kurve. Dies kann an folgendem Gedankenmodell veranschaulicht
werden: Der Photostrom Ip bei einer Beleuchtungs-Leistung Py, fokussiert auf eine doppelte
Flache (2¢A.), entspricht zwei mal dem Photostrom (2¢Ip) bei Beleuchtung der jeweils
einfachen Fliache A; mit halber Leistung (P/2), oder allgemein: Ip(P,n*A;) = neIp(P/n,Ap).
Bei Kenntnis der experimentell unter Beleuchtung mit einem Lichtfleck der Fliche Ap,
bestimmten Strom-Leistungs-Kurve Ip(P;,A;(), kann damit der Photostrom fiir Beleuchtung
mit Lichtflecken anderer Flachen A; berechnet werden: Ip(Pr,Ar) = (Ar/Ary)
Ip(PL*(ALo/AL), ALp). Dieses Gedankenexperiment zur Intensitits-Abhingigkeit ist in Abb.
4.4.7 dargestellt.

Um absolute Photostrome miteinander vergleichen zu konnen, ist also neben der Kenntnis der
Beleuchtungsleistung P auch eine Kenntnis der beleuchteten Fliche A; noétig. Die
Intensititsabhéngigkeit konnte durch Annahme eines Sattigungs-Effekts erkldrt werden: Bei

* Die linke Seite der Gleichung beschreibt dabei, wie eine Fliche n*A; mit Leistung P, beleuchtet wird. Die
rechte Seite beschreibt, wie n mal die Fliche A; mit jeweils der Leistung Pi/n beleuchtet, d.h. die gesamte
Flache n* AL mit der Leistung n*P./n = P, beleuchtet wird.
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hohen Lichtintensititen sind schon sehr viele Atome des beleuchteten Halbleiters ionisiert, d.h.
ihre Elektronen aus dem Valenz- in das Leitungsband gehoben. Bei weiterer Erh6hung der
Lichtleistung kann deshalb die Zahl Licht-generierter Ladungstrdger nicht mehr proportional
zunehmen und die Photostrom-Leistungs-Kennlinie ist nicht-linear.

a) b) c)
'pUpias ) [HA] Ip(P) [WA] Ip(AL/ALQ) [A]
. 6] . 61 U = Upi
P2 A= Al = Upias = const bias1  109d P| =200 uW
~ 1AL =AL = const i - o = :
*.\4\ : P =const 4 AL=AL0= ?Oﬁ/g 1 Ubias = const
P N\ . : e 61 :
21\ 2] 5} | 5 y
: : : bias2
: '\Kubias (V] / P inW] 2 4/ AL
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Abbildung 4.4.7: Intensititsabhdngigkeit des Photostroms. a) Photostrom-Spannungs-Kurve (Ip(Upias)),
aufgenommen mit einem Beleuchtungsfleck der Fliche Ay~ 50 um’ bei 2 verschiedene Beleuchtungsleistungen
P =035 mW und Pr; = 0,7 mW an einem Silizium-Substrat (ps =10-15 Qcm, d,(SiO,) = 30 nm, di(SisN,) =~
60 nm) mit einer Gesamt-Oberfliche A, = 90 mm’ in pH=4 Pufferiosung und einer Modulationsfrequenz von
f. = 10 kHz. b) Photostrom-Beleuchtungsleistungs-Kurven (Ip(PL)), aufgenommen unter den selben Bedingungen
wie in a) bei zwei verschiedene Vorspannungen Uy = -1,4 V und Uy = + 0,3 V. ¢) Vorhersage der
Intensititsabhdngigkeit, berechnet nach der Formel Ip(P,Ar) = (A1/Arg) ® Ip(PL® (A/AL), ALy).

(e) Abhéngigkeit des Photostroms von der Modulationsfrequenz

In erster Naherung kann der LAPS mit einer Potential-abhéngigen Kapazitit Cgjg beschrieben
werden. Seine Impedanz ist dann proportional zu (Cgs®f;)™!. Bei hochfrequenter Modulation
des Lichtzeigers sinkt deshalb die Impedanz und der Photostrom nimmt zu, vgl. Abb. 4.4.8.
Bei sehr hohen Frequenzen sollte der Photostrom wieder abnehmen, da dann der kapazitive
Widerstand so klein wird, dal die ohmschen, Frequenz-unabhingigen Widerstinde der
Elektrolyt-Losung und des Halbleitermaterials nicht mehr zu vernachlédssigen sind [148]. Einen
hochfrequenten Betrieb des LAPS sind damit Grenzen gesetzt.

Abbildung 4.4.8": Abhiingigkeit des Photostroms Ipwp

Ip,wp [nA]
’ am Wendepunkt der Photostrom-Spannungs-Kurve von

1000 der Modulationsfrequenz fi, aufgenommen an einem
Silizium-Substrat (ps = 15 Qcm, di(SiO;) = 12 nm,
100 di(SisNy) = 31 nm) mit pH=4- Puffer, bei einer
Beleuchtungsleistung von P, = 58 mW, einem
Beleuchtungsfleck von A, =~ 1 mm’ und einer

Gesamtoberfliche von Au, = 90 mm’.

fl [Hz]
10 100 1000 10000

(f) pH-Abhéngigkeit der Photostroms

Die pH-Abhéngigkeit des Photostroms wurde bereits in vorherigen Arbeiten demonstriert
[146-148]. Sie entspricht den theoretischen Erwartungen.

* Der detailliert Aufbau des Silizium-Substrats (,, Typ 8D%) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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4.5 Bestimmung der Oberflichenpotential-Empfindlichkeit

Um mit dem LAPS ortsaufgelost zu messen, wird nur ein sehr kleiner Teil seiner Halbleiter-
Oberflache beleuchtet. Nur dort dndert sich die Kapazitit der Raumladungszone, wodurch ein
lokaler Photostrom flieBt. Der Photostrom ist dabei proportional zur Anderung der
Gesamtkapazitit ACgig bei Beleuchtung. Diese ist eine Differenz aus groen Summen, da die
Kapazitit der unbeleuchteten Bereiche konstant bleibt und nur der kleine, durch den
Lichtzeiger beleuchtete Teil der Oberflache, seine Kapazitit dndert: ACg;s = Cgis(Beleuchtung
an) - Cgs(Beleuchtung aus) = (i, ci(dunkel) + cj(hell)) - (Di;, ci(dunkel) + c;(dunkel)).
MefBprobleme die eine Differenzbildung zwischen zwei groBen Summen erfordern sind aber
besonders anfillig fiir Rauschen: Im Fall des LAPS wirken die unbeleuchteten Teile der
Oberflache als Streukapazitit und erzeugen dadurch Rauschen im Photostrom. In einem
einfachen Bild wird das Rauschen im Photostrom proportional zur Streukapazitit, d.h. zur
Oberfldache des LAPS sein. Die Potentialempfindlichkeit des LAPS wird deshalb um so besser
sein, je kleiner dessen Oberfliche ist. Es stellt sich deshalb die Frage, wie weit die Oberfliche
des LAPS verkleinert werden muf3, um eine ausreichende Potentialempfindlichkeit zu erhalten.
Miifite die Oberfliche so weit verkleinert werden, dafl sie nur noch die GroéBe der Gate-
Elektrode eines FET-Feldes hétte, wére der Vorteil des LAPS, die freie Oberflichenpotential-
Messung entlang einer groen Oberfliche, verloren. In diesem Kapitel werden dazu
Messungen zur Flachenabhingigkeit der Potentialempfindlichkeit vorgestellt.

(a) Materialien und Methoden

Um die Oberflache des LAPS zu variieren, wurden Teile der Oberflache dick mit Photolack
(1813 Photoresist, Shipley) bedeckt, so dal nur in der Mitte eine Fliche der GroBe A,
freiblieb, vgl. Abb. 4.5.1. Diese Flache entsprach dann der aktiven Oberfliche des LAPS, da
mit Photolack bestrichenen Teile der Oberfliche eine gegen Null gehende Kapazitdt haben und
somit passiviert sind.

Abbildung 4.5.1: Aufbau eines LAPS-
E Experimentes zur  Bestimmung der

Potentialempfindlichkeit. Groffe Teile

= Upbias - ' Photolack der Halbleiter-Oberfliche sind mit
| Photolack bedeckt, so daf3 nur in der

Mitte eine Fldche der Grofie Au frei

bleibt.

Die Mitte der freien Fliche wurde mit einem Lichtzeiger mit einem Querschnitt A; =~ 50 um?
mit einer Leistung P = 1,1 mW beleuchtet. Fiir jeden Halbleiter wurde dann zunichst eine
Photostrom-Spannungs-Kurve aufgenommen und deren Ableitung bestimmt, vgl. Abb. 4.5.2.
Am Ort der maximalen Steigung Uyj,owp ist der Photostrom maximal sensitiv auf
Potentialinderungen. Die absolute Steigung der Kennlinie dlp/dUy;s|wp liefert damit den
Skalierungsfaktor zur Umrechnung der gemessenen Photostrome in Potentialdinderungen.
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Um das Rauschen im Photostrom zu messen wurde die Vorspannung konstant auf den
Wendepunkt der Ip(Uy,s)-Kennlinie Uy, wp eingestellt. Dann wurde innerhalb des Lock-In-
Verstirkers von der Amplitude des Photostroms Ip(t) der konstante Anteil (,,offset) Ipwp
abgezogen und nur der zeitliche Verlauf der Fluktuationen Alp(t) = Ip(t) - Ipwp aufgezeichnet,
vgl. Abb. 4.5.2. Als Rauschamplitude AAIp wird die Standardabweichung der Photostrom-
Fluktuationen, bestimmt iiber ein Zeitintervall von einer Sekunde definiert:

4 t+ls t'+1s
1 1

AATp = |1 [(Alp(t) - Al,) dt mit Al = E!Alp(t) dt (1)

Durch Skalierung mit der Steigung der Strom-Spannungs-Kennlinie am Wendepunkt kann nun
aus dem mittleren Rauschen im Photostrom das Rauschen in der Potentialbestimmung, d.h. die
Potentialempfindlichkeit AA®g berechnet werden:

AADg = AAlp / ('dIP/ dUbias|WP) (2)
a) b)
Ip [nA] | -dl p/dUpias [NA/V] Alp [nA] ADS [UV]
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Abbildung 4.5.2”: Prinzip zur Bestimmung der Potentialempfindlichkeit. a) Aufnahme einer Photostrom-
Spannungs-Kurve (Ip(Usis), linke Skala). Der Wendepunkt Uyias wp der Kurve wurde als Maximum der Ableitung
(dlp/dUsias(Usias), rechte Skala) bestimmt. Dort flof3 ein Photostrom (Ipwp = 820 nA), dessen Amplitude maximal
sensitiv auf Anderungen im Potential war (-dIp/dUyis|wp = 1700 nA/V). Die aufgezeichnete Kurve wurde in
pH=4-Puffer mit einem Silizium-Substrat mit spezifischem Widerstand ps = 15 Qcm und einer d,(SiO,) = 12 +
di(SisN,) = 31 nm dicken Isolationsschicht aufgenommen. Die Photolack-freie Fliche betrug Auw ~ 1,2 mm’. b)
Bei konstanter Vorspannung Upias wp wurden Fluktuationen des Photostroms Alp(t) = Ip(t) - Ipwp um seinen
konstanten Wert Ipwp herum aufgezeichnet. Uber die Steigung der Photostrom-Spannungs-Kurve am
Wendepunkt dlp/dU,ius|wp wurden die Stromfluktuationen Alp (linke Skala) in Potential-Fluktuationen A®s
(rechte Skala) umskaliert. Bei einer Zeitauflosung von 3 kHz wurde als Stromrauschen AAIp = 0,36 nA und als
Potential-Empfindlichkeit AADs = 0,36nA /1700 nA/V = 0.21 mV bestimmt.

Mit dieser Methode wurde die Potentialempfindlichkeit AA®g verschiedener Silizium-
Substrate bestimmt. Fiir jede Dotierung wurden dazu Messungen an zwischen 2 bis 8§ Wafern
mit jeweils 4 bis 7 verschiedenen Photolackbeschichtungen, d.h. Oberflichen A,y
durchgefiihrt. Alle Messungen wurden mit einer Modulationsfrequenz von f; = 10 kHz bei
einer Zeitauflosung von 3 kHz durchgefiihrt. Wie in dem in Abb. 4.5.3 gezeigten Beispiel zu
sehen ist, kann der Zusammenhang zwischen Potentialempfindlichkeit und Oberfliche A, in
erster Néherung linear beschrieben werden. Dieser lineare Zusammenhang wurde anhand der

" Der detaillierte Aufbau des Silizium-Substrats (, Typ 8D%) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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vorliegenden Mef3daten fiir alle Wafertypen bestimmt.

Abbildung 4.5.3":  Potential-Empfindlichkeit

70 1 AADs von Silizium-Substraten mit spezifischem
60 — Widerstand ps = 0,014 Qcm wund einer
50 Isolationsschicht mit di(SiO;) = 30 nm +

di(SisNy) = 59 nm, in Abhdngigkeit der aktiven
40 Fliche Auu Es wurden Messungen an zwei
30 - verschiedenen Proben (Plus- bzw. Quadrat-

Symbole) mit jeweils 5 bzw. 4 unterschiedlichen
20 Photolack-Beschichtungen mit aktiver
10 - Oberfliche Au. durchgefiihrt. Die Mefipunkte in

dem gezeigten Beispiel konnen mit einer

T T T T T Ursprungsgeraden mit Steigung AA®Ps/Au =
20 40 60 80 100 0,65 + 0,02 mV/mm’ beschrieben werden.

(b) Ergebnisse und Diskussion

In Abb. 4.5.4 ist die Potentialempfindlichkeit pro Flache gegen den spezifischen Widerstand
fiir die untersuchten Halbleitertypen aufgezeichnet.

Abbildung 4.5.4”: Aufgetragen ist

AA‘DS/Aakt [mV/mmZ] die Potentialempfindlichkeit  pro
6{® AF Oberfliche AAD/A iy fiir
2 1e 4D + d "diinn" verschiedene Slllzzum—Sul?strate,
| + dj "dick" aufgetragen gegen den spezifischen
Widerstand ps. AADs/Aq wurde
24 fiir jedes Substrat wie in Abb. 4.5.3
beschrieben durch , Fitten* einer
0.1 Ursprungsgerade an die
81 aufgezeichneten ~AA®s(Aq)-Daten
61 1A HR berechnet. Die dick bzw. diinn
4 eingezeichneten Punkte beschreiben
- dabei Substrate mit dicker bzw.
2] diinner  Isolationsschicht.  Das
Substrat  ,,Typ 14" ist der
8D ® 7D 6D ‘ kommerziell von Molecular-Devices
0.01 8] E 6G erhiltliche ~ LAPS-Wafer, , Typ

6 F13B ®7G 13B* ein ausgediinntes Substrat.

LR L B L
0.1 1 10 100 1000
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Bei hohen Dotierungen bzw. kleinen spezifischen Widerstidnden (ps = 0,014 Qcm) ist bei einer
konstanten Oberflache die Potentialempfindlichkeit des LAPS viel schlechter, als bei niedrigen
Dotierungen (ps = 10 - 1800 C2cm). Eine Verringerung der Dotierung verbessert die
Potentialempfindlichkeit nicht weiter, wenn der spezifischen Widerstand gréBer als ca. 10
Qcm wird. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den theoretischen Uberlegungen. Ein
Vergleich zwischen den Substraten ,,Typ 8D“ und ,,Typ 13B* zeigt, daB bei gleicher
Dotierung eine Verdiinnung des Halbleiters von dg = 1000 um (,,Typ 8D%) auf dg = 10 um
(,,Typ 13B*) die Potentialempfindlichkeit nicht verschlechtert, sondern eher verbessert.

Neben der GroBe der unbeleuchteten aktiven Oberfldche hidngt die Streukapazitit im LAPS

* Details iiber das verwendete Silizium-Substrat (,,Typ 4E*) sind im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
* Die Software zur Auswertung der MeBdaten wurde von M. George geschrieben.
“ Eine nihere Beschreibung der Silizium-Substrate ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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auch von der spezifischen Kapazitit der EIS-Struktur und damit von der spezifischen
Kapazitiat der Isolationsschicht ab. Bei Substraten mit dicker Isolationsschicht sollte die
Potentialempfindlichkeit deshalb besser sein. Bei den untersuchten Proben war das Rauschen
im Photostrom AAIp/A, bei diinnen Isolationsschichten (,,Typen 4D, 8D, 7D, 6D*) hoher als
bei vergleichbaren Proben mit dicken Isolationsschichten (,,Typen 4E, 8E, 7G, 6G*) (Daten
nicht gezeigt). Bis auf Substrate vom ,,Typ 4 war auch die Potentialempfindlichkeit bei
Substraten mit dicker Isolationsschicht (,,Typen 8E, 7G, 8G*) besser als die bei vergleichbaren
Proben mit diinner Isolationsschicht (,,Typen 8D, 7D, 6D*) *!.

Eine Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen AA®g und A,y wiirde fiir Silizium-
Substrate mit einem spezifischen Widerstand ps > 10 Qcm bei einer Oberfliche von A, = 1
mm? Potentialempfindlichkeiten im Bereich von AA®g =~ 10 uV ergeben. Dies wire im
Vergleich mit anderen Techniken ein ausgezeichneter Wert. Leider ist aber eine Extrapolation

der Empfindlichkeit fiir kleine Fldchen nicht moglich, da in diesem Bereich auch Limitierungen
des elektronischen Aufbaus zur Messung des Photostroms beriicksichtigt werden miissen.

(c) Limitierung der Potentialempfindlichkeit durch den elektronischen Aufbau

Sowohl Amplitude Ip, als auch Steigung des Photostroms dlp/dUy;,, sollten von der Flache des
LAPS unabhédngig sein, solange die Oberfliche A, groBer als die der Ortsauflosung
entsprechende Flidche (2°r,,,)* ist. Das Rauschen im Photostrom AAIp, und damit auch die
Potentialempfindlichkeit AA®g sollten dagegen linear mit A, skalieren. Wie in Abb. 4.5.5
gezeigt ist, treffen diese Uberlegungen fiir aktive Oberflichen A, groBer ~ 20 mm? zu.
Darunter ist jedoch ein deutlich abweichendes Verhalten zu beobachten, obwohl die
Ortsauflosung zu 1, kleiner = 100 wm abgeschétzt wurde, d.h. (2rmin)2 kleiner = 0,04 mm? ist.
So nahmen sowohl Amplitude Ipwp, als auch Steigung des Photostroms dlp/dUp.slwp am
Wendepunkt bei Flichen kleiner ~ 20 mm® deutlich ab, wogegen ihr Verhltnis
(dIp/dUy;,6)/Ip|wp in etwa konstant blieb. Dies bedeutet, dal die Potentialempfindlichkeit AADg
= AAlpwp / (dIp/dUpuslwp) mit sinkender Fliche weniger als linear verbessert wird. Der
Photostrom wurde also davon beeinfluflit, ob die Oberfliche des LAPS = 2 mm vom
Beleuchtungsfleck entfernt mit Photolack bedeckt war, obwohl die Ortsauflosung kleiner =~
100 wm abgeschétzt wurde. Dieses Ergebnis ist nicht eindeutig erkldrbar. Da in den Messungen
zur Bestimmung der Ortsauflosung bisher kein Fehler entdeckt werden konnte, welcher
Abweichungen in dieser Grofenordnung erkldren konnte, ist nur eine unbefriedigende
Erklarung dieses Sachverhaltes moglich: Wie bereits in fritheren Arbeiten spekuliert wurde
[157], konnte die die Ortsauflosung limitierende diffusive Ausdehnung der Ladungstragerwolke
im Halbleiter neben dem in Kap. 4.6 beschriebenen kurzreichweitigen Term einen
langreichweitigen Schwanz besitzen.

Auch das Rauschen im Photostrom AAIp = 200 pA nahm bei kleinen Flidchen weniger als linear
mit der Oberflidche des LAPS ab. Bei kleinen Fliachen war das Rauschen etwa konstant und lag

' Die Potentialempfindlichkeit ist der Quotient aus dem Rauschen des Photostrom und der maximalen Steigung
der Photostrom-Spannungs-Kennlinie. Bei hohen Dotierungen (,,Typ 4°) ist zwar die Steigung in der
Photostrom-Spannungs-Kennlinie bei diinnen Oxidschichten hdéher, vgl. Kap. 4.4, dafiir ist aber auch das
Rauschen im Photostrom hoher, wodurch sich insgesamt eine geringere Potential-Empfindlichkeit ergibt.
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um AAlp = 200 pA. Dieser Effekt kann durch das Rauschen in der Elektronik zur Messung des
Photostrommessung erklirt werden: Die Messung des Photostroms fand in zwei Verstdrkern
statt. Der in der MelBkammer integrierte Vorverstirker kann nicht Ursache des Rauschens
gewesen sein, da sein Rauschen zu nur AAI = 60 pA << 200 pA bestimmt wurde. Im
nachfolgenden Lock-In-Verstiarker wurde mit Hilfe der Auto-Offset-Funktion der konstante
Teil des Photostroms abgezogen und die Amplitude der Photostrom-Fluktuationen
ausgegeben. Es muflten also sehr kleine Fluktuationen im Photostrom (Alp(t) bis < 200 pA)
auf einem hohen konstanten Trigersignal (Ipwp bis > 1000 nA) gemessen werden. Dies
entspricht einem ,,Signal-zu-Offset*“-Verhédltnis von bis zu 0,2nA/1000nA =2%10"* Der
verwendete Lock-In-Verstirker hatte bei einer maximalen Ausgabespannung von 10 V ein
intrinsisches Rauschen von ca. 3 mV, dh. ein ,Signal-zu-Offset“-Verhéltnis von
3mV/10000mV = 3*10*. Damit konnten bei einem absoluten Photostrom von 1000 nA
Stromfluktuationen, die deutlich kleiner als 300 pA waren, nicht mehr nachgewiesen werden.
Das bei kleinen Oberflachen resultierenden Rauschen im Photostrom konnte also nicht mehr
vom Lock-in-Verstérker aufgelost werden.
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Abbildung 4.5.5%: Bestimmung der Potentialempfindlichkeit an drei Silizium-Proben (Dreiecke, Kreise,
Quadrate) mit ps = 10 Qcm, di(SiO;) = 12 nm, di(SisN,) = 31 nm in pH=4-Puffer. Es wurden dabei
Jeweils zwischen 4 und 5 verschiedene Photolackbeschichtungen A, vermessen. a) Amplitude des
Photostroms am Wendepunkt. b) Steigung des Photostroms am Wendepunkt. c) Rauschamplitude des
Photostroms. Im linearen Bereich ist AAIp = 0,035 nA/mm’. d) Potentialem;z)ﬁndlichkeit. Im linearen
Bereich ist AADs = 0,0064 mV/mm’. Bei einer Fliche von Ag, = 3 mm betrdgt die Potential-
Empfindlichkeit 130 + 50 uV (obere gestrichelte Linie, n=6, Datenpunkte nicht einzeln eingezeichnet).
Unter Verwendung eines Differenzmefiverfahrens kann die Potentialauflosung bei gleicher Fliche auf 80 =
40 uV gesteigert werden (untere gestrichelte Linie, n=6, Daten nicht einzeln eingezeichnet).

* Eine nihere Beschreibung der Halbleitersubstrate vom ,,Typ 13B*, ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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(d) Erhohung der Potentialempfindlichkeit durch Differenzmessungen mit zwei Lichtzeigern

Das Problem hoher Offset-Photostrome 148t sich teilweise durch Verwendung einer
DifferenzmeBmethode umgehen [146, 148]: Dabei wird neben der Beleuchtung der
MeBposition die Oberfliche des LAPS mit einem defokussierten zweiten Lichtzeiger
beleuchtet, welcher um 180° phasenversetzt zum ersten moduliert wird. Ist das
Oberflachenpotential an den beiden beleuchteten Stellen gleich, so haben beide lokale
Teilstrome dieselbe Amplitude. Da die Modulation aber gegenphasig ist, ist auch die Phase
beider Teilstrome um 180° verschoben und der resultierende Photostrom sollte Null sein.
Wenn sich das Oberflichenpotential am Ort eines Lichtzeigers dndert, so dndert sich auch die
Amplitude des Photostroms. Sie ist proportional zur Differenz der Oberflichenpotentiale
zwischen beiden beleuchteten Stellen. Durch die Differenzmessung sollte der Offset-
Photostrom idealerweise zu Null kompensiert sein. In der Praxis enthielt der Photostrom
jedoch viele anharmonische Anteile, so dal der Offset des Photostroms zwar drastisch
verringert werden konnte, aber nicht Null war. Dies lag vor allem daran, daB Anstieg und
Abfall des Photostroms nicht identisch waren.

Unter Verwendung eines Lichtzeigers wurde mit einem Silizium-Substrat (ps = 10 Ccm,
di(Si0,) = 12 nm, d(SisN,) = 31 nm)* mit einer aktiven Fliche A, ~ 3 mm?’ bei einer
Zeitauflosung von 3 kHz eine Potentialempfindlichkeit von 130 += 50 uV (n=6) erreicht, siche
Abb. 4.5.5. Durch Verwendung des DifferenzmefBprinzips konnte die Potentialempfindlichkeit
auf 80 = 40 uV verbessert werden.

Zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden sollte die Empfindlichkeit des hier vorgestellte
LAPS-Aufbaus gerade ausreichend sein. Mit einer verbesserten MeBelektronik scheinen aber
durchaus Potential-Empfindlichkeiten von einigen 10 uV bei Oberflichen um 1 mm?

realisierbar.

* Eine detaillierte Beschreibung des Substrats vom ,, Typ 13B* ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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4.6 Experimente zur Ortsauflosung

Um die Ortsauflosung des LAPS zu untersuchen, werden drei verschiedene Strategien
angewendet, wie im folgenden beschrieben ist.

(a) Abbildung von Potentialmustern

Durch Aufdampfen dielektrischer Schichten [158-160] oder Bestrahlung mit UV [146, 157]
konnen auf der Oberfliche des LAPS gezielt Variationen des Oberflichenpotentials ADg(x)
erzeugt werden. Durch Rastern des Lichtzeigers iiber das Potential-Muster und Messung des
Photostrom Ip(x) wird das Potentialmuster abgebildet: Ip = Ip(Adg(x)). Die Ausdehnung der
kleinsten Oberfldchenpotential-Struktur, welche durch Messung des Photostroms noch
auflosbar ist, wird dabei als Ortsauflosung definiert.

In Tab. 4.6.1 sind nach dieser Methode durchgefiihrte Experimente zusammengefafit. Sie
zeigen, daf} die Ortsauflosung des LAPS durch Verwendung diinner Substrate verbessert [158-
160] wird. Bei Beleuchtung von hinten ist die Ortsauflésung besser bei grolen Eindringtiefen
des Lichtzeigers [159].

Referenz dg [um] |A [nm] A [um]* | Quelle |Rg,, [um] Iiin [UM]

[159] 630 633 2 hinten  |< 1000 -

[159] 300 633 2 hinten | <500 -

[159] 100 633 2 hinten  |< 100 -

[159] 20 830 5 hinten |< 10 6-14%

[160] 0,5 532 1 hinten |<5 0,14-
0,35%

[146,157]  |500 690 3 vorne  |< 100 25-50"7

Tabelle 4.6.1: Vergleich experimentell bestimmter Ortsauflosungen. Dazu wurden n-dotierte Silizium-Substrate
mit einem Widerstand von ps = 10-15 Scm untersucht, in denen die Locher-Diffusionslinge Lg, = 100-400 um
betrdgt. ds bezeichnet dabei die Dicke des Substrates, A die Wellenlinge und A, die Eindringtiefe des
Lichtzeigers. Die Spalte ,,Quelle zeigt an, ob das Substrat von vorne oder von hinten beleuchtet wurde. Rg.,
gibt die experimentell bestimmte Ortsauflosung an, wdihrend 1y, den nach Kap. 4.3 abgeschditzten Wert der
Ortsauflosung angibt. Es ist darauf zu achten, daf3 R, und vy, auf unterschiedlichen Definitionen beruhen.

(b) Ausnutzung der Nicht-Linearitdt der Strom-Leistungs-Kurve

In diesem Experiment wird die Oberfliche des LAPS mit zwei gleichphasig modulierten
Lichtzeigern an zwei Stellen im Abstand Ax; mit jeweils der Leistung P, beleuchtet. Sind die
beiden beleuchteten Stellen so weit voneinander entfernt (Ax; >> 0), dall die durch sie im
Halbleiter erzeugten Wolken freier Ladungstriager nicht iiberlappen, dann werden sich die Teil-
Photostrome Ip; und Ip, linear zu dem Gesamt-Photostrom I, = Ip; + Ip, aufaddieren.
Beleuchten dagegen im anderen Extremfall beide Lichtzeiger dieselbe Stelle (Axp =0), dann
iiberschneiden sich die Licht-generierten Ladungstrdager. Dies entspricht genau dem Fall, daf3

* Die Abhingigkeit von A, von A ist in2[151, (K.1.6, S.32)] tabelliert.

B =ds = (1/12)" ds < i < (7/15)" ds.

“ Die Dotierung des Substrats wurde nicht ver6ffentlicht. Ay = ds = (1/ 12)" ds < tmin < (7/ 15])”2 ds.
" Der Aufbau des »Typ 1A*“-Substrates ist im Anhang Kap. 13.2 beschrieben. rmin = (2LspAr) z
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die Stelle mit nur einem Lichtzeiger mit doppelter Leistung 2 Py beleuchtet wiirde. Wegen der
Nichtlinearitit von Ip(Py) ist bei doppelter Lichtleistung der Photostrom aber nicht doppelt so
grofl. Der Gesamt-Photostrom bei Beleuchtung einer Stelle mit zwei Lichtzeigern ist also
kleiner als die Summe der Teilstrome, die jeweils bei nur einem Lichtzeiger flieBen wiirden Ip <
Ip; + Ip,. Wihrend eines Experiments wird der Abstand zwischen beiden Lichtzeigern Ax
variiert und dabei der jeweilige Photostrom Ip(Ax) gemessen. Dabei ist der Photostrom bei
groBBen Ax konstant und beginnt abzunehmen, wenn der Abstand zwischen beiden Lichtzeiger
so klein wird, daBl die Licht-generierten Ladungstrager beider Lichtzeiger iiberlappen. Die
mittlere Ausdehnung <Ax> dieses Einbruchs ist damit ein Maf} fiir die Ortsauflosung.
Experimente dazu wurden in [148, (K.5.2)] beschrieben. Quantitative Aussagen wurden mit
dieser Methode bisher noch nicht erhalten.

(c) Bestimmung der Abklinglénge der Ladungstrigerverteilung entlang der LAPS-Oberfliche*®

Die Oberflache von oxi-/nitridierten Silizium-Substraten wurde auf einer Halfte (x<0) mit einer
Metallschicht bedampft, wihrend die andere Hélfte nackt blieb. Der Lichtzeiger wurde von
dem Metall-bedeckten Bereich in den unbedeckten Bereich gefahren und dabei der Photostrom
Ip(x, Uyias) bei verschiedenen Vorspannungen Uy;,, gemessen, siche Abb. 4.6.1. Eine typische
Messung dazu ist in Abb. 4.6.2 und Abb. 4.6.3 dargestellt.

Abbildung 4.6.1: Prinzipieller Aufbau

Bewegung zur Bestimmung der Ortsauflosung.
_ des. Nur eine Hilfte der isolierten
Li cht zei gers Halbleiteroberfliche (IS) ist mit einer

diinnen und deshalb semi-
transparenten  Metallschicht (M)
tiberzogen. Der Lichtzeiger wird vom
Metall-bedeckten Bereich (x < ) iiber
die Kante in den unbedeckten Bereich
(x > 0) bewegt und dabei der
Photostrom gemessen. Es kann nur
dort ein Photostrom flieffen, wo freie
Ladungstréiger  (hier als  Punkte
eingezeichnet) in der Ndhe der

¢ xlo Raumladungszone  im  Halbleiter
z vorliegen.

ol

Die Abhingigkeit des Photostroms von der Vorspannung zeigte in allen Experimenten die
gewohnte sigmoidale Form Ip(Uy;,s): maximaler Photostrom in Inversion (Upj,s << 0) und kein
Photostrom in Akkumulation (Uy;,s >> 0). Zur Auswertung der Ortsabhédngigkeit wurde bei
allen Messungen der rdumliche Verlauf des Photostroms Ip(x) in starker Inversion (Uy;,s = -8V)
verwendet.

Bei Beleuchtung des Siliziums weit im nicht-metallisierten Bereich (x >> 0) flo kein Strom, da
kein geschlossener Stromkreis vorlag: Das Silizium-Substrat war dort zwar durch den

* Die Messungen in diesem Abschnitt wurden von M. George und zum Teil von 1. Gerhardt durchgefiihrt. Dies
ist das einzige LAPS-Experiment in dieser Arbeit, welches nicht in Elektrolyt durchgefiihrt wurde. Die
Ergebnisse wurden in [292] zur Verdffentlichung eingereicht.
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ohmschen Riickkontakt von hinten, durch das Fehlen der Metallisierung aber nicht von vorne
kontaktiert. An den Metall-freien Bereichen lag damit keine Vorspannung an, und es war keine
Raumladungszone ausgebildet.

i Abbildung 4.6.2: Photostrom Ip in Abhdngigkeit der
Vorspannung Ul und der Position des Lichtzeigers. Die
L Kurve wurde an einem ,,5G-Typ “-Silizium-Substrat
aufgenommen, welches auf einer Hdlfte (x > 0) mit einem
25 nm dicken NiCr-Metallfilm iiberzogen war. Der Radius

”:“ des mit 10 kHz modulierten roten Lichtzeigers bei %'ner
! it h, T optischen Leistung von P, = 1 mW betrug ri, = 3-4 um"™.
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Bei Beleuchtung des Siliziums tief im metallisierten Bereichs (x << 0) floB ein konstanter
Photostrom. Dessen Amplitude war gering, da bei Beleuchtung des Siliziums durch die
Metallisierung hindurch von dieser ein Teil des Lichtes reflektiert und absorbiert wurde. In der
Néhe der Metallkante (x < 0) stieg der Photostrom stark an und erreichte kurz hinter der
Metallkante (x > 0) sein Maximum. Die Ausschmierung des Photostroms um die Metall-Kante
herum wurde durch die endliche Ausdehnung des Lichtzeigers verursacht. Weiter im Metall-
freien Bereich nahm die Amplitude des Photostroms exponentiell ab. Dies kann
folgendermaflen erklirt werden: Die Licht-generierten Ladungstrager diffundierten im Silizium
und es flof tiberall dort ein Photostrom, wo in der Nahe der Raumladungszone freie Locher
vorlagen. Eine Raumladungszone existierte aber nur im Bereich des Metall-bedeckten
Siliziums®®. Deshalb floB nur dann ein Photostrom, wenn Elektron-Loch-Paare entweder
bereits unter der metallisierten Schicht erzeugt wurden, oder wenn sie durch laterale Diffusion
parallel zur Oberfléche unter einen Metall-bedeckten Bereich gelangten. Der Photostrom nahm
damit ab, je weiter der Ort der Beleuchtung vom metallisierten Bereich entfernt war. Die durch
Anpassung des Abfalls mit einer Exponentialfunktion bestimmte Abklinglinge ist deshalb als
effektive laterale Diffusionslédnge freier Locher parallel zur Oberflache zu interpretieren und

* Der Radius des Lichtzeigers r, wurde in einem getrennten Experiment ermittelt. Dabei wurde eine Seite eines
isolierten Siliziumsubstrats (IS) mit einem dicken, die andere mit einem diinnen Metallfilm {iberzogen, der
Lichtzeiger iiber die Kante gefahren und dabei der Photostrom aufgenommen. Bei Beleuchtung des dicken
Metallfilms war der Photostrom klein, da viel Licht vom Metall absorbiert oder reflektiert wurde und nur wenige
Elektron-Loch-Paare im darunterliegenden Halbleiter erzeugt werden konnten. Bei Beleuchtung des diinnen
Metallfilms war der Photostrom deshalb viel grofler. Die Ausdehnung bzw. Anstiegsldnge der exponentiellen
Zunahme des Photostroms beim Uberfahren der Kante zwischen dickem und diinnem Metallfilm wurde als
Radius des Lichtzeigers angenommen. Der Wert stimmt mit optischen Messungen iiberein, bei welchen der
Radius des Lichtzeigers mit einem Mikroskopobjektiv abgeschétzt wurde.

* Das Feld der Raumladungszone dringt sicher auch etwas in den Metall-freien Bereich des Halbleiters ein,
genauso wie auflerhalb der Platten eines Kondensators ein Streufeld vorliegt. Da die Ausdehnung der
Raumladungszone senkrecht zur Halbleiteroberflache selbst bei sehr geringen Dotierungen kleiner als 10 um ist
[151, (K.2.3)], sollte sich die Raumladungszone nur deutlich unter 10 um iiber die metallisierte Fliache hinaus in
x-Richtung ausdehnen. Dies liegt dann in der selben Gréfenordnung wie der Radius des Lichtzeigers. Die
Ortsauflosung kann mit dieser Methode also nicht viel genauer als = 10 um bestimmt werden.
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wird hier als Abschitzung der Ortsauflosung r,;, verwendet. Mit dieser Methode wurde die
Ortsauflosung fiir verschiedene n-dotierte Silizium-Wafer bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 4.6.4 zusammengefafit’'.
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28 Abbildung 4.6.3: Schnitt aus Abb. 4.6.2 (dick
24 eingezeichnete Linie) in der Ip-x-Ebene bei einer
T 204 * Vorspannung Uys = -8V. Der Abfall der Photostroms
= im nicht-metallisierten Bereich kann mit einer
o 16 Exponential-Funktion — beschrieben — werden.  Die
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Deutlich ist bei dicken Substraten ein EinfluB der Dotierung auf die Ortsauflosung zu
beobachten (,,Typ 3,5,6,7,8%). Je kleiner der spezifische Widerstand pg des Siliziums, um so
besser ist die Ortsauflosung®®. Der prinzipielle Effekt ist leicht verstiandlich: Bei starker
Dotierung sind mehr Fremdatome im Silizium vorhanden, an denen Elektron-Loch-Paare
gestreut werden konnen. Damit wird die Volumen-Diffusionsldnge kiirzer und die
Ortsauflosung besser.

min [um]
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100 1 @ 3D/G Abbildung 4.6.4: Experimentell bestimmte
80 % 0/G Ortsauflosung ru, fiir verschiedene Halbleitertypen,
aufgetragen gegen den spezifischen Widerstand des n-
60 S5D/G dotierten Siliziums ps.
404 '_§_|8D/E
204 o
13B
O_I5I6I7I8I9| 2 3 4 56789 2 3 456789
10 100 1000

pg [QCcm]

*" In dieser Arbeit sind nur prinzipielle Ergebnisse dargestellt. Fiir eine genauere Analyse miissen noch die
Abhingigkeiten anderer Parameter, wie z.B. der Leistung des Lichtzeigers P, und der Vorspannung Upis
berticksichtigt werden. In einer weiteren Variante ist geplant, auf die Halfte der Oberfldche eines oxi-/nitridierten
Siliziumsubstrats einen Film aus LaF; aufzudampfen und dann die gesamte Oberfléche mit einem Metallfilm zu
iiberziehen. Von LaF; ist bekannt, daf es das Oberflichenpotential verdndert [155]. Fahren des Lichtzeigers iiber
eine derartige Potentialstufe und Bestimmung der Abfall-Lange im Photostrom sollte eine alternative Methode
zur Bestimmung der Ortsauflosung sein. Die Experimente hétten den Vorteil, da aufgrund der vollstédndigen
Metallisierung nun entlang der gesamten Oberfliche eine durch Vorspannung erzeugte Raumladungszone
ausgebildet wire.

> Die Umrechnung np <>ps ist in [151, (K.1.5.2, S.32)] tabelliert. Es bleibt unverstanden, warum die
Ortsauflosung von ,,Typ 3“ Halbleitern schlechter als die von ,,Typ 7° Halbleitern und die von ,,Typ 5
Halbleitern schlechter als die von ,, Typ 8 Halbleitern ist, obwohl die Halbleiter vom ,,Typ 3“ diinner als die
vom ,,Typ 7 und die vom ,,Typ 5“ diinner als die vom ,,Typ 8 sind. Hier kénnten entweder Unterschiede in
der Halbleiter-Prozessierung (Gitterfehler,...) oder die in der vorigen Fuflnote beschriebenen Effekte eine Rolle
spielen. Weitere Angaben zu den Halbleiter-Substraten sind im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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Weiterhin ist in Abb. 4.6.4 die fiir einen diinnen Silizium-Wafer (,,Typ 13B*) bestimmte
Ortsaufldsung eingetragen. Sie liegt mit r,,;, = 17 £ 3 wm deutlich unter der dicker Substrate mit
vergleichbarer Dotierung > (,, Typ 5 und ,,Typ 8).

(d) Diskussion

Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente zur Bestimmung der Ortsauflosung zeigen
drei klare Tendenzen: (i) die Ortsauflsung ist bei dicken Silizium-Substraten um so besser, je
starker die Dotierung ist. (ii) Bei einer Beleuchtung von vorne ist ein Lichtzeiger mit geringer
Eindringtiefe (sichtbares Licht), bei einer Beleuchtung von hinten dagegen ein Lichtzeiger mit
grofer Eindringtiefe (infrarotes Licht) gilinstig. (iii) Die Ortsauflosung kann verbessert werden,
in dem die Dicke des Silizium-Substrats reduziert wird. Diese Tendenzen kénnen in sehr guter
Ubereinstimmung mit der in Kap. 4.3 vorgestellten Theorie erkldrt werden. Bei Angabe
absoluter Zahlen unterscheiden sich Theorie und Experiment allerdings teilweise deutlich.

Durch Verwendung diinner Halbleiter-Substrate konnte die Ortsauflésung des LAPS in den
Bereich von 10-20 wm gebracht werden. Dies stellt eine deutliche Verbesserung zu den frither
verwendeten dicken Halbleiter-Substraten dar [146, 157]. Die Ortsauflosung liegt damit im
Bereich der Grofle einzelner Zellen und sollte fiir den Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden
ausreichend sein.

> Die in Kap. 4.3 beschriebene Theorie sagt hier (ds= AL = 3 um): (1/12)"* ds < rmn < (7/15)"* ds, d.h. 0,84
um < Imin < 2,1 um voraus. Dies ist deutlich kleiner als der experimentell bestimmte Wert. Wegen der Grofle
des Lichtzeigers waren sowieso keine Ortsaufldsungen < 10 wm bestimmbar. AuBlerdem besteht das ,,Typ 13B“-
Substrat aus einer Epi-Schicht, d.h. einen diinnen schwach dotierten Film (ds = 3 um) auf einem dicken (380
um) stark dotierten Si-Substrat. Es ist denkbar, das die Ortsaufldsung durch Diffusion der freien Locher im
unterliegenden Si-Substrat signifikant verschlechtert wird.
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S Der Feldeffekt-adressierbare potentiometrische Sensor (FAPS)'

5.1 Funktionsweise

Der Feldeffekt-adressierbare potentiometrische Sensor (FAPS) ist ein Oberflichenpotential-
Sensor mit einer hohen Integrationsdichte aktiver MeBpositionen. Im Vergleich mit
konventionellen FETs liegt sein Vorteil besonders darin, da3 bei Aufbau eines nxn - Feldes die
Zahl der ndtigen Zuleitungen nur mit n und nicht mit n* skaliert.

Der FAPS besteht aus zwei sich kreuzenden, gitterartigen Strukturen auf einem
Tragersubstrat, siche Abb. 5.1.1. Die obere Gitterstruktur besteht dabei aus einem
Halbleitermaterial mit elektrisch steuerbarem, nicht-linearem Widerstand. Im folgenden wird
das Halbleitermaterial, aus welchem diese sogenannten leitfdhigen Kanéle aufgebaut sind, als n-
Typ angenommen, d.h. die freien Ladungstriger sind Elektronen. Der spezifische Widerstand
1«(x) [@m™'] an einer Stelle x des Kanals ist proportional zum Kehrwert der Dichte der freien
Ladungstriger n,(x) [m>] [151, (S.140)]:

r(x) = 1/(ds*bg*e *ny(x)*u,) (1)

e[As] ist dabei die Elementarladung und w, [m*V~'s™'] die Beweglichkeit der Elektronen, welche
in erster Ndherung als Potential-unabhingig betrachtet wird. ds und bg bezeichnen Dicke und
Breite des Kanals und deren Produkt die Querschnittsfliche. Der gesamte Widerstand R des
Kanals ist R, = J:S r,(x) dx, wobei lg die Lange des Kanals ist.

a) C b)

Abbildung 5.1.1: Schematischer Aufbau des FAPS. a) Blick von oben. Nicht eingezeichnet sind der Elektrolyt
oberhalb und das Glas-Trdgersubstrat unterhalb der Gitterstruktur. In x-Richtung sind die leitfihigen Kandle,
in y-Richtung die Gate-Elektroden streifenformig angeordnet. Durch Anlegen einer Vorspannung Usi.s an die
entlang der Linie C-D eingezeichnete Gate-Elektrode und Messung des Widerstandes R. des entlang der Linie
A-B eingezeichneten Kanals, ist die aktive Mefposition durch den Kreuzungspunkt aus Kanal und Gate
bestimmt. b) Querschnitt entlang eines leitfdhigen Kanals in x-Richtung. Nicht eingezeichnet ist das Glas-
Trdgersubstrat. Auf den Kanal wirkt von unten das iiber eine Gate-Elektrode angelegte Potential Uy,s und von
oben in der elektrolytischen Phase ein Testpotential A®s. Der Elektrolyt ist iiber eine Referenzelektrode mit dem
Stromkreis verbunden. Ist das Gate-Potential negativ, so sinkt die Dichte freier Elektronen, was ein Abschniiren
des Kanals bewirkt.

" Der FAPS basiert auf einer Idee von Dr. A. Lorke. Das gesamte Projekt wurde in Zusammenarbeit mit Dr. A.
Lorke, S. Bohm und M. George begonnen. Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [143, 161-163]
verdffentlicht bzw. zur Verdffentlichung eingereicht.
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Unter den leitfahigen Kandlen befindet sich eine von ihnen elektrisch isolierte Anordnung aus
Steuer- bzw. Gate-Elektroden. Nach dem Feldeffektprinzip kann durch Anlegen einer Spannung
Upias @n eine Steuerelektrode nun der lokale Widerstand r¢(x) der dartiber liegenden Kande am
Ort der Kreuzungspunkte eingestellt werden: Wirkt an einer Stelle x eine negative V orspannung
Upias(X), werden dort freie Elektronen aus dem Kana verdrangt und der Widerstand des Kanals
nimmt zu. Bei kleinen Vorspannungen ist die Verarmung der Ladungstragerdichte Anq(x) dabel
proportional zur angelegten Spannung [151]:

Anp(X) O -Upias(X) + const. 2
N(X) = Nno - ANg(X) ©)

N ist dabei die Elektronendichte im Kanal ohne angelegte Vorspannung. Der genaue
physikalische Mechanismus der Ladungstragerverarmung durch Anlegen eines Feldes hangt im
Detail von der Art des verwendeten Halbleiters ab, aus welchem die Kandle aufgebaut sind. Nach
Gl. 1 - Gl. 3 ist der lokale Widerstand in den Kanédlen proportiona zum Kehrwert der dort
anliegenden Spannung, vgl. Abb. 5.1.2. Uy, ist dabei die Schwellspannung, ab welcher der Kanal
abgeschnurt, d.h. vollkommen verarmt an freien Elektronen ist:

re(X) O 1/(Upias(X)-Utn) (4)

Abbildung 5.1.2: Theoretische Abhéngigkeit des
I lokalen Kanalwiderstandes r, von der angelegten
Areq Vprspannung Ubia? Bei einer _Vor_spa_nnung Qbiasl
wird der Kanalwiderstand bel Einwirkung eines

zusatzlichen Potentials A®g stark verandert, Ar.
>> 0. Bel einer Vorspannung Up.s = O wirken sich

Arep >0 zusitziche Potentiale A®g nicht  auf  den
/ Upias Widerstand des n-Kanals aus, Ar; — O.
2 5 ~
S1 S2 _
Uth Upias1 Upias2=0

Das effektive Potential Ugze an einem leitenden Kanal am Kreuzungspunkt mit einer Steuer-
Elektrode setzt sich aus der von unten mit der Steuer-Elektrode angelegten Vorspannung Upias
und dem zu messenden Testpotential A®s an der Oberflache des Sensors zusammen, siehe Abb.
51.1:

Ugate = Ubias + ADg (%)

Durch Anlegen einer Steuerspannung Upia << 0 an eine ausgewahlte Steuerelektrode, z.B. diein
Abb. 5.1.1 entlang der Linie C-D eingezeichnete, kann der lokale Widerstand eines Kanals, z.B.
der entlang der Linie A-B eingezeichnete, nun so eingestellt werden, dal3 er an diesem
Kreuzungspunkt stark vom Potential Ads der Sensoroberfléche abhéngig ist (Jdrd/dUgael >> 0).
An alen anderen Steuer-Elektroden wird eine Spannung Uyia angelegt, so dal’3 Potentiale Ads
an der Oberflache der Sensors an diesen Kreuzungspunkten nur einen vernachldssigbaren
Einflul auf rc haben (dr/dUgqe = 0), siehe Abb. 5.1.2. Indem nur an eine Steuerelektrode eine
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Spannung Uy;,s >> 0 angelegt und der Widerstand R, von nur einem Kanal gemessen wird, ist
durch die Wahl des Kreuzungspunktes aus Steuerelektrode und Kanal die aktive MeBposition
des Sensors bestimmt. Durch Messung des Kanalwiderstandes kann das Oberflachenpotential
Adg an dieser Stelle bestimmt werden: R, = R (A®g). Damit ist die Mdglichkeit einer
ortsaufgelosten Oberflachenpotential-Detektion gegeben.

Umgekehrt sind durch lokale Abschniirung von Elektronenkanélen in der Halbleiterstruktur
durch Anlegen einer Steuerspannung am adressierten Kreuzungspunkt elektrische Felder
erzeugbar, mit denen auf der Oberseite angeordnete biologische Systeme manipuliert und
stimuliert werden konnten [143].

Fiir eine praktische Realisierung des FAPS-Konzepts mufl zundchst eine Technik zur
Herstellung der leitfdhigen Kanéle ausgewéhlt werden. Prinzipiell sind Methoden aus der
Silizium-Technologie (z.B. die ,,silicon-on-insulator* (SOI)- oder ,,wafer bonding-Technik
[164, 165]), die Verwendung diinner Filme aus amorphem Silizium [166], oder der Einsatz von
halbleitenden Polymeren [167] denkbar. In diesem Projekt wurden die leitfahigen Kanéle durch
sogenannte Quantentopfstrukturen mit der Technik des ,epitaktischen lift-offs* realisiert,
siche Abb. 5.1.3.

Ein Quantentopf besteht im wesentlichen aus einem Drei-Lagen-Schichtsystem, wobei die
potentielle Energie E,, fiir freie Ladungstridger in der innersten Schicht viel niedriger als in den
beiden &uBleren ist. Freie Ladungstriger, hier Elektronen, sind damit durch die
Potentialbarrieren der Nachbarschichten an die innerste Schicht gebunden. Liegt die Dicke der
innersten Schicht in der Groflenordnung der de Broglie-Wellenlénge thermischer Elektronen,
dann ist die Ladungstrigerverteilung senkrecht zum Schichtsystem in z-Richtung von den
Gesetzen der Quantenmechanik bestimmt und deren Energie quantisiert [168-170]. In x- und
y-Richtung ist das Elektronengas an die Lange lg und Breite bg der Kanile gebunden. Da I und
bs deutlich grofler als die de Broglie-Wellenldge sind, konnen sich Elektronen innerhalb eines
Kanals nach den Gesetzen der klassischen Mechanik frei in x- und y-Richtung bewegen. Diese
Limitierung der freien Elektronenbewegung auf die x-y-Ebene wird mit dem Ausdruck ,,2-
dimensionales Elektronengas‘ beschrieben.

Wird nun an einer Stelle x, durch eine Gate-Elektrode eine negative Vorspannung Uy,
senkrecht zu dem Kanal angelegt, wird durch den resultierenden linearen Potentialgradient die
potentielle Energie fiir freie Elektronen erhoht, sieche Abb. 5.1.3. Dadurch wird der Aufenthalt
an der Stelle x, des Kanals fiir Elektronen energetisch ungiinstig und sie wandern zu
benachbarten, energetisch giinstigeren Stellen x; und x3 des Kanals. Damit sinkt an der Stelle
der angelegten Vorspannung die Elektronendichte im Kanal und der lokale Widerstand wird
grofer. Leitfahige Kanile aus Quantentopf-Strukturen erfiillen damit die geforderten Kriterien
eines Halbleitermaterials, mit elektrisch steuerbarem, nicht-linearem Widerstand.
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Abbildung 5.1.3: a) Schnitt durch einen in Quantentopf-Bauweise realisierten leitfihigen Kanal. Von der linken
Seite wirkt auf den Kanal das Massepotential der Referenzelektrode im Elektrolyt, von der rechten Seite das
tiber die angrenzende Gate-Elektrode angelegte Potential Uyi(x). Der Quantentopf besteht aus einem Drei-
Schichtsystem, wobei die beiden duferen Schichten viel weniger stark leitfihig sind, als die innerste Schicht. b)
Innerhalb der Quantentopfstruktur sind die freien Ladungstrdger an die innere Schicht gebunden, da dort die
potentielle Energie am niedrigsten ist. In z-Richtung ist die Energie der freien Ladungstrdger, hier Elektronen,
quantisiert, was in der Abbildung durch die auf diskreten Energieniveaus liegenden, kugelformig
eingezeichneten Elektronen angedeutet ist. Durch Anlegen einer lokalen Vorspannung entlang einer Gate-
Elektrode mit Breite bs an der Stelle x,, vgl. c), wird die potentielle Energie der Elektronen erhoht. Um diese
energetisch ungiinstigen Niveaus zu vermeiden, fliefen Elektronen in x-Richtung zu anderen Stellen des Kanals,
wo kein Potential anliegt. Damit wird die Dichte der freien Elektronen am Kreuzungspunkt mit einer negativ
vorgespannten Elektrode erniedrigt und der lokale Kanalwiderstand steigt.
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5.2 Experimenteller Aufbau

Die Herausforderung beim Aufbau eines FAPSs mit einer Quantentopfstruktur besteht im
Aufbringen und Strukturieren der Quantentopfstruktur iiber den Gate-Elektroden. Ein
etablierte Moglichkeit dazu ist die Technik des ,.epitaktischen lift-offs* [171-173], welche
bevorzugt auf GaAs-basierte Halbleitern anwendbar ist. Mit ihr kénnen diinne, kristalline
Halbleiterfilme auf strukturierte Substrate aufgebracht werden. Da die Technik bereits
ausfiihrlich beschrieben wurde, werden die einzelnen Schritte hier nur schematisch dargestellt,
siche dazu Abb. 5.2.1.

Basis ist eine Halbleiter-Struktur, in welcher auf einem Substrat (GaAs) eine Opferschicht
(AlAs) und eine diinne kristalline Quantentopf-Struktur (AlGaAs/GaAs/AlGaAs-
Heterostruktur) aufgebracht sind (a). Zunédchst werden elektrische Anschlu8kontakte zu den
leitfahigen Kanédlen durch einen lithographischen Arbeitsschritt und eine nachfolgende
Metallbedampfung hergestellt (b). Um eine ohmsche Kontaktierung der leitfahigen Kanile zu
erhalten, werden die aufgedampften Metalle dazu thermisch in die Halbleiterstruktur einlegiert.
Parallel dazu werden auf dem fiir den FAPS vorgesehenen Glas-Substrat (c) mit Standard-
lithographischen Methoden metallische Leiterbahnen als Gate-Elektroden abgeschieden (d).
Nun wird die Quantentopfstruktur mit einer Schutzschicht iiberzogen (e). Sie dient einerseits
als Schutz gegeniiber der im folgenden Schritt verwendeten FluBlsdure, andererseits als
mechanische Verstirkung. Durch geeignete Atzverfahren kann nun die Opferschicht entfernt
werden (f), wobei die dariiber befindliche Quantentopf-Struktur abgehoben und auf das Glas-
Substrat mit den darauf erzeugten Gate-Elektroden aufgelegt werden kann (g). Dieses
Verfahren wird als ,epitaktischer lift-off* bezeichnet. Bei der Verwendung einer
GaAs/AlGaAs-Quantentopfstruktur wird als Opferschicht AlAs verwendet. Diese Schicht
kann mit hoher Selektivitidt durch FluBsidure aufgelost werden. Die so abgeldste und auf das
Glassubstrat aufgelegte GaAs/AlGaAs-Quantentopfstruktur haftet aufgrund von van der
Waals-Kriften. Dies hat den Vorteil, da3 die abgehobene Schicht auch ohne Verwendung von
Klebstoffen oder Haftvermittlern eine &uflerst stabile mechanische Verbindung mit der
Unterlage eingeht. In einem anschlieBenden Schritt wird die Schutzschicht entfernt (h).
Abschlieend muf3 die aufgelegte Quantentopfstruktur noch mit lithographischen Techniken
strukturiert, d.h. die einzelnen leitfahigen Kanile herausgeétzt werden.

kristalline
GaAs/ AlGaAs thermisch e)
(Heter;)struktulz) b) einlegierte Schut zschicht f)
quantum we Kontakt
a) ontakte L z FluB
Opfer- _&_’ i Cl - Saure - w
ochioht ™ Abbildung 5.2.1:
(AlAs) _ _ _ [ Herstellung einer
Substrat FAPS-Struktur mit
d) Gate- Hilfe der Technik
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5.3 Charakterisierung’

In Abb. 5.3.1 ist das Bild einer FAPS-Teststruktur aufgezeichnet. Es wurde dabei eine von der
Firma Siemens hergestellte Quantentopfstruktur verwendet, welche aus einem 300 nm
AlGaAs / 100 nm GaAs / 60 nm AlGaAs-Schichtsystem bestand, wobei die 60 nm dicke
AlGaAs-Schicht der Steuerelektrode zugewendet war. An den beiden Grenzen zwischen
AlGaAs und GaAs befand sich eine modulationsdotierte Si-d-Schicht® [173].

Abbildung 5.3.1: FAPS-Teststruktur bestehen aus einer
Steuerelektrode und  fiinf  leitfdhigen  Kandlen. Der
Skalierungsbalken ist 1 mm lang. Mit der Technik des
., epitaktischen lift-offs“ ist es moglich, derartige Strukturen
auch im Mikrometer-Bereich herzustellen. Es sollte deshalb
moglich sein, einen FAPS mit einer Ortsauflosung von nur
wenigen Mikrometern aufzubauen.
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Mit dieser Teststruktur wurde die Steuerbarkeit des Widerstandes R, der leitfahigen Kanile
durch Anlegen einer Steuerspannung Uy, demonstriert, siche Abb. 5.3.2. Dazu wurde ein
konstanter Strom I, = 0,7 uA in den Kanal gespeist und die am Kanal abfallende Spannung U
in Abhéngigkeit des mit der Steuer-Elektrode eingestellten Potentials Uy;,s gemessen. Der
Kanalwiderstand ist dann R, = U/I.. Bei einer Vorspannung U, = -0,84 V betrug die
maximale normalisierte Steigung der Kennlinie [(dR./dUy,s) / Re| =21 V7.

| Relkal

Abbildung 5.3.2: Kanalwiderstand R. in Abhdngigkeit
der Vorspannung Uy, gemessen bei Raumtemperatur.

Upjas [V]

0.8 -06 -04 -02 0 02

Damit wurde demonstriert, dal (i) FAPS-Strukturen mit der Technik des epitaktischen lift-
offs realisierbar sind, (ii) der Widerstand der leitfahigen Kandle in etwa proportional zum
Kehrwert des auf ihn wirkenden Potentials ist und es damit Bereiche der Kennlinie gibt, in
welchen R¢ sehr empfindlich auf kleine Potentialinderungen reagiert und (iii) die maximale
normalisierte Steigung der Kennlinie vergleichbar mit der von anderen Oberflichenpotential-
Sensoren ist. Obwohl die Mdglichkeiten des FAPS noch nicht umfassend charakterisiert
worden sind, legen die in dieser Arbeit gemachten Messungen nahe, da3 mit dem FAPS ein
neuer Oberflachenpotential-Sensor entwickelt wurde, der sich gut zum Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden eignen sollte.

? Die hier vorgestellte Teststruktur wurde von S. Bohm entwickelt und die Messungen damit von S. Béhm und
M. George durchgefiihrt.

* Die freien Elektronen dieser Schicht »fallen in den GaAs Quantentopf und fiillen ihn damit mit freien
Ladungstrégern.
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6 Messungen an Zell-Halbleiter-Hybriden

6.1 Herzmuskelzellen'

Mit Herzmuskelzellen wurden bereits erfolgreich Zell-Halbleiter-Hybride aufgebaut. So
konnten an ihnen mit Mikroelektroden- [5, 175-179] und Feldeffekt-Transistor-Feldern [63,
134, 135] extrazelluldrer Potentiale gemessen werden. Aufgrund der Hohe ihrer extrazelluldren
Potentiale von bis zu mehreren 100 uV und ihrem Durchmesser von einigen 10 um, sollten an
diesen Zellen auch extrazelluldre Potentiale mit dem LAPS mefbar sein, welcher bei einer
Potentialempfindlichkeit von bis zu 80 wV bei einer Zeitauflosung von 0,3 ms eine
Ortsaufldsung von 20 um ermdglicht’. Diese Méglichkeit wird in diesem Kapitel untersucht.

(a) Messungen mit Feldeffekt-Transistor-Feldern®

Um die in dieser Arbeit verwendete Technik zur Kultur von embryonalen Hiihner-
Herzmuskelzellen auf oxi-/ nitridierten Silizium-Oberfldchen zu liberpriifen, wurde versucht an
diesen Kulturen extrazelluldre Potentiale mit FET-Feldern zu messen und damit die Ergebnisse
von Sprossler et al. an postnatalen Ratten-Herzmuskelzellen zu reproduzieren [135]. Dazu
wurden embryonale Hiithner-Herzmuskelzellen auf Fibronektin-beschichteten FET-Feldern
ausgesit. Die Messungen wurden einen Tag nach der Prdparation bei 37°C durchgefiihrt, vgl.
Abb. 6.1.1. Ein mechanisches Pulsen der Zellen konnte dabei deutlich unter einem Mikroskop
beobachtet werden.

Abbildung  6.1.1:  Kultur  embryonaler  Hiihner-
Herzmuskelzellen auf der Oberfliche eines FET-Feldes,
aufgenommen 1 Tag nach der Prdparation. Die
Elektrodenstrukturen sind mit einem dichten Zellrasen
bedeckt, so dafs sie darunter kaum noch erkennbar sind.
Der schwarze Kreis umrahmt eine identifizierbare Gate-
Elektrode. Der weifle Balken entspricht 100 um.

Im Rhythmus der Herzzell-Kontraktion wurden Anderungen im Drain-Source-Strom von Alpg
~ 50 - 100 nA beobachtet, welche Anderungen im extrazelluliren Potential von A®g ~ 150 -
300 wV entsprechen. In Abb. 6.1.2 ist ein typisches MeBergebnis aufgezeichnet. Die Signale
entsprachen dabei in etwa den von A. Offenhdusser und Mitarbeitern beschriebenen, obwohl
dort auch teilweise viel hohere Signale gemessen werden konnten [63, 134, 135]. Damit wurde
demonstriert, da3 auch mit den in dieser Arbeit verwendeten Kulturen embryonaler Hiihner-
Herzmuskelzellen extrazelluldre Potentiale aufgenommen werden kdnnen.

' Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurden in [174] zur Verdffentlichung eingereicht.

*Vgl. dazu die Ergebnisse aus Kap. 3 und Kap. 4.

* Alle FET-Messungen wurden am Aufbau von Dr. A. Offenhiusser durchgefiihrt, vgl. auch [147, 148]. Die
Zellpraparation wurde den Protokollen von Dr. M. Denyer nachvollzogen.
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Abbildung 6.1.2: Zeitliche Variation des Drain-Source-Stroms Alps nach Abzug des konstanten Offsetstroms
Ins™" (= 1 mA) an einem FET, auf dessen Gate-Elektrode Herzmuskelzellen adhdriert waren, aufgenommen mit
einer Abtastrate von 4 kHz. Als Betriebspunkt wurde Ups = - 3V und Uyis = Ugs = -3V gewdhlt. Die Steigung
der Transfer-Kennlinie betrug dort g, = Alps/®s = 300 nA/mV. Je negativer der Drain-Source-Strom Ips dabei
war, um so negativer war das wirkende Oberflichenpotential ®s. a) Ausschnitt mit 5 sichtbaren Maxima und
Minima im Drain-Source-Strom, welche durch Aktionspotentiale der auf der Gate-Elektrode sitzenden Zelle
ausgelost wurden. Deutlich zu sehen ist hier auch eine starke Drift. b) Ausschnitt aus a), welcher ein
extrazellulires Potential im Detail zeigt. Eine Anderung des extrazelluliren Potentials von 100 uV entspricht
dabei einem Drain-Source-Strom von 30 nA.

(b) Messungen mit dem LAPS*

Alle Experimente wurden mit Silizium-Substraten (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
mit einer aktiven Oberfliche von A, =~ 3 mm? durchgefiihrt. Embryonale Hiihner-
Herzmuskelzellen wurden 1 bis 3 Tage vor den Messungen auf Fibronektin-beschichtete
LAPS-Oberfliachen gesiedelt. Um eine moglichst hohe Potentialempfindlichkeit zu erhalten,
wurden alle Messungen mit der DifferenzmeBmethode bei einer Zeitauflosung von 1 kHz mit
einer Modulationsfrequenz von f; = 10 kHz bei 37°C durchgefiihrt, vgl. Abb. 4.4.1. Dabei
wurde mit einem Lichtzeiger mit Leistung P; =~ 1 mW und Querschnittsfliche A; = 50 um? das
Silizium-Substrat unter der zu untersuchenden Zelle beleuchtet, vgl. Abb. 6.1.3. Mit einem
zweiten, defokussierten und um 180° zum ersten phasenverschobenen Lichtzeiger wurde ein
grofler Teil der LAPS-Oberflache als Referenz beleuchtet. Wahrend eines Experiments wurde
der zeitliche Verlauf der Anderung des Photostroms Alp aufgezeichnet und gleichzeitig die

mechanische Kontraktion der Zellen mit einem optischen Mikroskop beobachtet®.

In den aufgezeichneten zeitlichen Verldufen der Photostrominderungen Alp(t) = Ip(t) - Ip*"™
sind deutlich Maxima und Minima erkennbar, welche eindeutig mit den mechanischen
Kontraktionen der Zellen korreliert waren, vgl. Abb. 6.1.4. Diese Maxima und Minima waren
sowohl dann zu sehen, wenn die Vorspannung auf den Wendepunkt Uy, wp der Photostrom-
Spannungs-Kurve (Ip(Uys)) eingestellt worden war, als auch bei sehr negativen

* Die LAPS-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit M. George und S. Kélblin gemacht, vgl. [147, 148].

° Der detaillierte Aufbau der verwendeten Silizium-Substrate von ,Typ 1A“ ist im Anhang Kap. 13.2
nachzulesen. Die Potentialempfindlichkeit der Photostrom-Spannungs-Kurve am Wendepunkt lag bei den hier
vorgestellten Messungen um 100 - 200 uV, die Ortsauflosung betrug in etwa 30-100 um. Aufgrund eines
Skalierungsfehlers ist die genaue Amplitude der gemessenen Photostrome nicht mehr rekonstruierbar. Allerdings
stimmt das Verhéltnis aller Amplituden zueinander. Mit den zu Ende dieser Arbeit untersuchten Substraten vom
»1yp 13B“ wire eine noch bessere Potentialempfindlichkeit und Ortsauflosung moglich gewesen. Die hier
gezeigten LAPS-Messungen wurden alle an dichten Rasen aus Herzmuskelzellen aufgenommen. Es wurden aber
auch Messungen an einzelnen Herzmuskelzellen durchgefiihrt. Die Signale bei einzelnen Zellen sahen #dhnlich
aus, allerdings war die Kontraktionsfrequenz viel unregelmafiger.

85



Kap. 6: Messungen an Zell-Halbleiter-Hybriden

Vorspannungen Uy;,s << 0, bei welchen der LAPS weit im Inversions-Bereich war. Die am
Wendepunkt der Photostrom-Spannungs-Kurve bestimmten Maxima und Minima wiirden
Anderungen des Oberflichenpotentials von bis zu 500 uV entsprechen. In einigen Messungen
traten Ubergangsformen auf, wie der in Abb. 6.1.5 dargestellte Photostromverlauf, in welchem
Maxima in Minima {ibergehen. Obwohl in den meisten Messungen wihrend der Kontraktion
der Herzmuskelzellen der Photostrom entweder ausgeprigte Maxima oder Minima, d.h.
monophasisches Verhalten zeigte, wurden auch komplexere Kurvenformen aufgezeichnet, wie
die in Abb. 6.1.6 gezeigten bi- und triphasischen Formen. Diese komplexen Formen traten
immer nur kurzzeitig, einige zehn Sekunden lang auf.

a)

Abbildung 6.1.3: Photo von
Herzmuskelzellen, welche auf der Oberfliche
eines  LAPS  adhdriert  sind. Der
Skalierungsbalken entspricht dabei 100 um.
a) Dichter Zellrasen. b) Verdiinnte Kultur,
bei welcher einzelne Zellen erkennbar sind.
Der eingekreiste Bereich zeigt die Beleuchtung
des LAPS-Wafers unter der zu untersuchenden
Zelle mit dem Lichtzeiger.
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Abbildung 6.1.4: Zeitlicher Verlauf des Photostroms Alp(t), nach Abzug des konstanten Offsets, bei
Beleuchtung von Herzmuskelzellen, die auf der Oberfliche des LAPS adhdriert waren. Der konstante Offset-
Photostrom betrug dabei um Ip""" = 10000 - 20000 a.u. a) Photostromverlauf mit Maxima, welche mit der
Herzzell-Kontraktion korreliert waren. b) Photostromverlauf mit Minima, welche mit der Herzzell-Kontraktion
korreliert waren.

Alp[a.u.

P[ ] Abbildung  6.1.5:  Zeitlicher  Verlauf  des
Photostroms Alp(t), nach Abzug des konstanten
Offsets bei Beleuchtung von Herzmuskelzellen, die
auf der Oberfliche des LAPS adhdriert waren. Der
konstante Offset-Photostrom betrug dabei um I
= 10000 - 20000 a.u. Gezeigt ist ein Beispiel, bei
welchem sich die Herzzell-Kontraktion zundchst in
Maxima und fliefend iibergehend in Minima im

Photostromverlauf zeigte.
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Abbildung 6.1.6: Vergleich des zeitlichen Verlaufs des mit dem LAPS aufgezeichneten Photostroms Alp(t) (a-c)
und der mit dem AFM gemessenen Zellhéhe Ahz(t) (d-f) an kontrahierenden Herzmuskelzellen. Gezeigt sind
Beispiele mit mono- (a, d), bi- (b, e) und triphasischem (c,f) Verlauf.

(c) Messungen mit dem AFM®

Um die Vermutung zu iiberpriifen, dal die mit dem LAPS aufgenommen Signale auch eine
durch mechanische Kontraktion verursachte Komponente enthalten, wurde die mechanische
Ausdehnung von Herzmuskelzellen wihrend ihrer Kontraktion mit dem Rasterkraft-
Mikroskop (AFM) untersucht [180]. In Abb. 6.1.6 sind Beispiele fiir die Anderung der
Zellhohe Ahyz(t) wihrend der Zellkontraktion aufgezeichnet. Meistens wurde ein
monophasisches Verhalten beobachtet, bei welchem sich die Hohe um Ah; =~ 200 - 1900 nm
dnderte. Es traten aber auch bi- und tri-phasische Kurvenformen auf.

Zum Vergleich der monophasischen Kurvenformen, welche bei LAPS und AFM-Experimenten
aufgenommen wurden, wurden wie in Abb. 6.1.7 gezeigt neue Parameter eingefiihrt: Die
allgemeine Auslenkung As steht dabei in den LAPS-Experimenten fiir Anderungen des
Photostroms Alp und in den AFM-Experimenten fiir Anderungen der Zellhdhe Ah,. Die
charakteristischen Auslenkungen (,,peaks®) der Kurven werden durch ihre maximale Hohe
Asa und ihre maximale Steigung wihrend des An- und Abstiegs dAsp,/dt bzw. dAsa,d/dt
beschrieben. Um Einheiten-freie Werte zu erhalten, wurden die Steigungen auf die maximale
Auslenkung normiert. Die Werte ty,q = [(dASns/dt) ASmax]™ und tapr = [(dAsppe/dt) Aspmax]”
sind ein Maf} dafiir, wie lange der Anstieg bzw. der Abfall einer Auslenkung dauert. Der
zeitliche Verlauf der Auslenkungen wurde zusétzlich durch Bestimmung ihrer Halbwertsbreite
trwhm Und Periode tp analysiert. Die Ergebnisse dazu sind in Tab. 6.1.1 zusammengestellt.

° Die AFM-Messungen wurden von J. Domke durchgefiihrt, vgl. [147, 180].
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AS

Abbildung 6.1.7: Charakterisierung des zeitlichen
Verlaufs As(t) einer Kurve mit periodischen
ASmax Auslenkungen anhand ihren maximalen Amplitude
ASmax, threr Periodizitdt tp und der Breite der
Auslenkungen tgm.

T

Tabelle 6.1.1: Experimentell bestimmte

Werte verschiedener Parameter aus den mit

LAPS: As — Alp AFM As — Ahz | gem LAPS aufgenommenen

(n=8) (n=21) Photostromkurven Alp und mit dem AFM
aufgenommenen Hohenkurven Ahy As ist

ASmax 30-270 [a.u.] 0.2-1.9 wm dabei als  generalisierte  Auslenkung
300 - 5000 [a.u./s _ definiert, welche entweder Alp oder Ah;

dAsAns/dt L ] 2 - 65 um/s entspricht. Angegeben sind die Werte fiir
dAsye/dt 200 - 4000 [a.u./s] 1-37 um/s die maximale Amplitude der Auslenkungen
ASpar, die maximale Steigung wihrend der

tp 0.85+0.14s 12+0.6s Anstiegs-  (dAsn/dt)  und  Abfallphase
t 0.16 +0.02 s 0.13 +0.05 s (dAsapy/dt), die Periodizitdit des
fwhm Herzschlags tp und die Halbwertsbreite der
Tanst 57 + 14 ms 43 + 14 ms ,peaks“ tsm. Als normierte Werte sind diej
Anstiegszeit tungy = [(AASuns/dt)/ ASmax]

Cabf 72+ 11 ms 7718 ms und Abfallszeit tyy = [(dAssf/dt)! Aspa]”
tanst/ tAbF 0.80 + 0.20 058 +0.18 der , peaks” angegeben und zusdtzlich

deren Verhdltnis tins/tasy. Die Werte sind
als Mittelwert aus n Messungen =+ ihrer
Standardabweichung angegeben.

(d) Diskussion

Die auf LAPS-Wafern kultivierten Herzmuskelzellen zeigten das typische Verhalten, wie es in
Standard-Protokollen veroffentlicht wurde [55]. Bereits nach einem Tag in Kultur starteten die
Zellen von selbst mit periodischer Kontraktion. Es ist bekannt, daBl die mechanische
Kontraktion von Herzmuskelzellen durch Aktionspotentiale ausgelost wird [53], d.h. jeder
mechanischen Ausdehnung muf ein elektrisches Signal vorhergegangen sein. Mit dem LAPS
sollten daher extrazelluldre Potentiale zu messen sein.

Die in den Photostrom-Messungen beobachteten Maxima und Minima waren in Koinzidenz
mit mechanischer Kontraktion der Zellen. Bei sehr negativen Vorspannungen Uy, << 0 ist die
Steigung der Photostrom-Spannungs-Kurve sehr klein, dIp/dU,;,; — 0, und der Photostrom
wird dort praktisch nicht von Potentialdnderungen beeinfluf3t. Da die wihrend der Kontraktion
beobachteten Extrema sowohl am Wendepunkt, als auch bei sehr negativen Vorspannungen in
vergleichbarer GroBenordnung beobachtet wurden, kénnen sie nicht mit Anderungen im
extrazelluldren Potential der untersuchten Zellen erkldrt werden. Vielmehr miissen sie
mafgeblich durch einen anderen Effekt verursacht worden sein.

Als Folge seiner Intensitdtsabhdngigkeit hangt der Photostrom bei konstanter Leistung P; von
der Querschnittsfliche des Lichtzeigers Ap ab. Die Maxima und Minima in den
Photostromkurven konnten deshalb durch Intensitdtsdnderungen des Lichtzeigers wihrend der
mechanischen Kontraktion der Herzmuskelzellen verursacht worden sein. Eine Hypothese
dazu ist, daB3 die Zellen als optische Linse wirken, wodurch sie bei ihrer Kontraktion und
Relaxation den Lichtzeiger fokussieren bzw. defokussieren. Wire der Lichtzeiger gut auf die
Oberflaiche des LAPS fokussiert, wirde er bei einer Kontraktion der Zellen defokussiert
werden, wodurch ein hoherer Photostrom flieBen wiirde. Dies wiirde die Kurven erkléaren, in
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denen Kontraktion der Zellen mit einem Maximum im Photostrom einher geht, vgl. Abb.
6.1.4.a. Bei einem leicht defokussierten Lichtzeiger konnte Kontraktion der Zellen umgekehrt
einen fokussierenden und damit Intensitits-erhohenden Effekt bewirken. Dies wiirde bei
Kontraktion der Zellen Minima im Photostrom erzeugen, vgl. Abb. 6.1.4.b. Mit solch einer
Hypothese wiren also sowohl Photostromkurven mit Minima, als auch mit Maxima erklérbar.
Eine andere Moglichkeit wire auch, da3 bei der Zellkontraktion der Brechungsindex im Inneren
der Zelle variiert und somit ebenfalls die Intensitit des Lichtzeigers verdndert wiirde. Da
derartige, durch mechanische Kontraktion der Zellen hervorgerufene, mechano-optische
Effekte unabhéngig von der Vorspannung sind, ist es sehr wahrscheinlich, daB3 sie Ursache fiir
die gemessenen Maxima und Minima im Photostrom sind. Anderungen des Photostroms
aufgrund von Anderungen des extrazellulidren Potentials wéren dadurch dann verdeckt.

Um diese Hypothese weiter zu testen, wurde die mechanische Ausdehnung von
Herzmuskelzellen mit dem AFM untersucht. Waihrend der Depolarisationsphase des
Aktionspotentials werden in Herzmuskelzellen Ca**-Ionen freigesetzt, welche eine
Kontraktion und damit Verkiirzung der Zelle parallel zu ihrer Unterlage bewirken. Bei
Erhaltung des Zellvolumen, muf3 dabei die Zellhdhe h; zunehmen. In der nachfolgenden
Repolarisationsphase werden die Ca**-Ionen wieder vom sarcoplasmatischem Reticulum in der
Zelle aufgenommen und die Zelle entspannt zu ihrer Ruhe-Ldnge 1; und Ruhe-Ho6he hy.
Langenidnderungen Al; der Zelle in der x-y-Ebene koénnen mit einem Lichtmikroskop
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu mit das AFM Anderungen in der Zellhohe Ahy, d.h.
Bewegung senkrecht zu x-y-Ebene. In dieser Arbeit wurden mit dem AFM Hoheninderungen
bis zu Ahz = 2 um gemessen, die mittlere Hohendnderung war Ah; =~ 0.4 um, was in guter
Ubereinstimmung mit Messungen anderer Gruppen liegt’. Ein Vergleich mit der mittleren
absoluten Zellhohe von hy = 2,89 + 0,69 um zeigt, daB3 die Zellhohe wihrend Kontraktion im
Mittelwert um Ahz/h; = 13 % zunimmt. Dieser Wert liegt in der selben Gréenordnung wie
die mittlere Abnahme der Zell-Linge wéahrend Kontraktion, siche Tab. 6.1.2. Dies 1483t darauf
schlielen, daf} das Zellvolumen wihrend Kontraktion und Dekontraktion erhalten bleibt.

Ein Vergleich der mit dem LAPS gemessenen monophasischen Maxima und Minima im
Photostrom mit den mit dem AFM gemessenen monophasischen Maxima in der Zellhdhe
wihrend der Kontraktion der Zellen zeigt eine akzeptable Ubereinstimmung, vgl. Tab. 6.1.1.
Dies ist starker Hinweis, daB8 mit beiden Techniken der selben Effekt, Anderung der Zellform
wihrend Kontraktion, gemessen wurde.

Wie in Abb. 6.1.5 zu sehen ist, wechselte wihrend Photostrom-Messungen manchmal die
Richtung der durch Zellkontraktion verursachten Extrema. In Abb. 6.1.6 sind dazu
verschiedene Kurvenformen gegeniibergestellt, welche mit dem LAPS und dem AFM
aufgenommen wurden. Meistens zeigten sowohl die LAPS Photostrom-, als auch die AFM
Auslenkungs-Kurven ein monophasisches Verhalten. Mit beiden Mefimethoden wurden aber
auch bi- und triphasische Signale beobachtet. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dal3 die
Anderungen des LAPS-Photostroms durch Anderungen in der Zellform verursacht worden
sind.

7 Shroff et. al. [181] geben in Abhingigkeit der Calcium-Konzentration folgende Werte fiir aus erwachsenen
Ratten préparierte Herzmuskelzellen an: Ahz = 0,52 + 0.13 um fiir ¢(Ca™) = 1.8 mM und Ah; = 0,47 + 0.11
um fiir ¢(Ca™") = 5 mM.
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Referenz Untersuchtes Gewebe | Ah,/h, C(Ca%) tanst/tabr | tAnst tAbf
[%] [mM] [ms] [ms]

diese Arbeit | Zellen aus - 1.8 0.80 57 72

(LAPS) Hiihnerembryos (7-9d)

diese Arbeit | Zellen aus 13 1.8 0.58 43 77

(AFM) Hiihnerembryos (7-9d)

Referenz Untersuchtes Al/l,  |e(Ca?)  [tans/tabs | tanst tAbf
Herzmuskel-Gewebe [mM] [ms] [ms]

[182] Zellen aus - 1.8 0.94 - -
Hiithnerembryos (11d)

[183] Zellen aus erwachsenen | 12 1 0.73 58 78
Ratten

[183] Zellen aus erwachsenen | - 8 0.74 58 78
Ratte

[184] ganze Herzen aus - 1.35 0.65 - -
erwachsenen Ratten

[184] ganze Herzen aus - 3.5 0.60 - -
erwachsenen Ratten

[183] Zellen aus erwachsenen | 13 1 1,0 75 74
Kaninchen

[183] Zellen aus erwachsenen | - 8 1.3 87 68
Kaninchen

[74] Zellen aus erwachsenen | 19 0.5 - 98 -
Kaninchen

[74] Zellen aus erwachsenen | 19 1 - 36 -
Kaninchen

[185] Zellen aus erwachsenen | 2-10 3,6 1.2 - -
Meerschweinchen

Tabelle 6.1.2: Literaturwerte zur Messungen der Ldngendnderung von Herzmuskelzellen Al, wdihrend
mechanischer Kontraktion, aufgenommen mit Video-Mikroskopie und digitaler Bildverarbeitung. Alle zitierten
Experimente wurden bei einer Temperatur von 37°C unter verschiedenen Calcium-Konzentrationen c¢(Ca’")
durchgefiihrt, I, gibt die Ruheldngen der Zellen an. Der Auslenkungsparameter As entspricht hier Al; und die
Definition der Anstiegs- und Abfallszeiten ist analog zu den vorher definierten.

Eine Moglichkeit die bi- und triphasischen Signale zu erkldren ist, sie einer Bewegung der
Zellen parallel zur Oberfliche des Substrats zuzuordnen [147, (S.95)]. Ubergiinge zwischen
den einzelnen Signalformen konnten dann durch langsame Zellbewegung und
Morphologiednderungen der Zelle auf dem Substrat erklart werden, d.h. auf einer lingeren
Zeitskala als die Dauer einzelner Aktionspotentiale. So ist aus Video-mikroskopischen
Messungen bekannt, dal Herzmuskelzellen eine langsame Dynamik in der Substratebene
besitzen, welche unabhingig von der schnellen Dynamik der rhythmischen Kontraktion ist
[174].

Ahnliche Ubergiinge zwischen einzelnen Signalformen mit mono-, bi- und triphasischem
Charakter wurden von anderen Gruppen in Messungen des extrazelluldren Potentials von
Herzmuskelzellen beobachtet [5, 175-179, 186, 187]. Diese Dynamik konnte eventuell auch
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mit langsamer Zellbewegung auf der Oberflidche des Potentialsensors erklirt werden. So wire
es denkbar, dall Zellen sich von der Gate-Elektrode eines FETs wegbewegen und dadurch die
Kopplungsparameter verdndern. Hinweis dazu sind in Video-Mikroskopie-Experimenten zu
finden die zeigen, da3 Herzmuskelzellen ihre Morphologie auf einer Zeitskala dndern, welche
viel ldnger als die Periode ihrer Kontraktion ist. In dieser Arbeit wurde mit Reflexions-
Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM) -Messungen gefunden, da3 die Unterseite von
Herzmuskelzellen wiahrend deren Kontraktion mit dem Substrat verbunden bleibt. Dies legt
nahe, daf} bei Messungen des extrazelluldren Potentials die Kurzzeitdynamik im Bereich der
Dauer eines einzelnen Aktionspotentials wihrend der Zellkontraktion nicht durch Bewegung
oder Morphologiednderung entlang der Substratebene beeinflut wird. Die Langzeitdynamik
konnte aber sehr wohl fiir die Ubergéingen zwischen unterschiedlichen Kurvenformen
verantwortlich sein, welche bei Messungen extrazelluldrer Potentiale mit extrazelluldren
Mikroelektroden gefunden wurden.

Die in diesem Kapitel gefundenen Resultate legen nahe, da3 die mit dem LAPS aufgezeichneten
Maxima und Minima im Photostrom durch mechano-optische Effekte, wie
Intensitéitsdnderungen des Lichtzeigers aufgrund der rhythmischen Zellkontraktion, verursacht
worden sind. Dadurch wurden Anderungen des Photostroms durch Anderungen des
extrazelluldren Potentials wihrend Aktionspotentialen verdeckt. Fiir den in dieser Arbeit
vorgestellten LAPS-Autbau sind Herzmuskelzellen deshalb aufgrund ihrer mechanischen
Kontraktion kein geeignetes Zellsystem zur Messung extrazelluldre Potentiale. Eine
Alternative wire ein LAPS-System bei welchem von hinten, also nicht durch die Zellen
hindurch beleuchtet wird. Fiir unbewegliche Zellen wie Neurone, sollten mechano-optische
Effekte aber keine Rolle spielen.
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6.2 Synoviale Fibroblasten®

Zell-Halbleiter-Hybride in denen die Kommunikation zwischen Zellen und Sensor {iber eine
elektrische Schnittstelle ablduft sind nur mit elektrisch aktiven Zellen sinnvoll. Um dennoch
mit Zellen ohne elektrische Aktivitit kommunizieren zu konnen, mul3 eine anders geartete
Schnittstelle verwendet werden. Das Cytosensor-Mikrophysiometer (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) ist ein nach dem Prinzip des LAPS arbeitendes Gerit, welches
empfindlich pH-Werte mifit [2, 145, 190]. Zellen scheiden in ihrem Stoffwechsel ,,saure*
Produkte, wie Milchsédure, Kohlendioxid oder Protonen aus [3] und erniedrigen dabei den pH-
Wert ihrer Umgebung. Werden Zellen auf der Oberfliche eines LAPS kultiviert, sind damit
Untersuchungen des Stoffwechsels von Zellen {iber Messung der Ansduerungsrate, d.h. der
Geschwindigkeit mit welcher ,,saure Molekiille von den Zellen ausgeschieden werden,
moglich.

Fiir viele Untersuchungen mit Zellen ist es wichtig, eine ausreichende Zahl von Zellen zur
Verfligung zu haben. Da dies bei Primdrkulturen problematisch ist, werden aus einem
Organismus entnommene Zellen oft durch Einsetzen eines Krebsgens (,,Vektor) zu Zell-
Linien transformiert. Es gilt aber zu klédren, ob bei dieser Transformation die Rezeptoren der
Zelle erhalten bleiben. Dazu wurden Zellen aus dem Knie von Rheuma-Patienten (,,synoviale
Fibroblasten*) und die dazugehorige, durch SV40-Vektor Transformation erzeugte Zell-Linie
untersucht. Mit Hilfe des Cytosensor-Mikrophysiometers wurde dazu die Reaktion des
Zellstoffwechsels auf die Zugabe verschiedener Testsubstanzen verglichen®.

In Abb. 6.2.1 ist die Reaktion der Zellen auf zwei verschiedene Stimuli dargestellt. So
reagierten primédre Zellen auf die Zugabe von IL-1 durch Aktivierung ihres Stoffwechsels, nicht
aber SV40-transformierte Zellen. Dagegen war die Antwort des Zellstoffwechsels bei primaren
und transformierten Zellen auf die Zugabe von Phorbolsiureester vergleichbar. Es zeigt sich,
daBl bei einer SV-40-Vektor-Transformation nicht alle Eigenschaften der Primérzellen
konserviert bleiben. Das Cytosensor-Mikrophysiometer, d.h. pH-Messungen von Zellen, die
auf der Oberfliache eines Potential-Sensors fixiert sind, bietet also eine gute Moglichkeit, die
Reaktion von Zellen auf verschiedene Wirkstoffe zu testen.

2) 220 b) 160 -
IL-1 Phorbolsaureester
200 —H
140
-o\;- 180 4 g
160 o g
<g = 120 4
% 140 — E
E
1207 100 { —eo %
100 =a! oo
80 — 80 —
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¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml]

Abbildung 6.2.1: Maximale Ansduerungsrate von Zellen ry.. bei Zugabe eines Wirkstoffes der Konzentration c,
normiert auf die Ansduerungsrate von Zellen ohne Wirkstoff-Zusatz r.,. Die Dreiecke entsprechen dabei
Messungen an primdren Zellen, Die Kreise und Quadrate Messungen an Zell-Linien. a) Zwar reagieren
primdre Zellen auf Zugabe von IL-1, nicht aber SV40-transformierte Zellen. b) Sowohl primdre, als auch
SV40-transformierte Zellen aktivieren ihren Stoffwechsel bei Zugabe von Phorbolsdureester.

® Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [188, 189] verdffentlicht bzw. zur Verdffentlichung eingereicht.
Das Projekt wurde in Kooperation mit Dr. W. Aicher und Dr. O. Miiller von der Orthopadischen Uniklinik
Tiibingen durchgefiihrt. Ein Teil der Messungen wurde von S. Dannohl [82] und M. George, die SV40-
Transformation im Labor von Dr. W. Aicher durchgefiihrt.

’ Die detaillierte Versuchsdurchfiihrung ist im Anhang Kap. 11.6 beschrieben [82].
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7 Ausblick
7.1 Vergleich verschiedener Oberflichenpotential-Sensoren

Wie in Abb. 7.1.1 zusammengefallt ist, werden drei verschiedene physikalische Prinzipien
dazu benutzt, um Oberfldchenpotentiale in waBriger Losung zu messen: (i) direkte Spannungs-
Messung, (i1) Strommessung senkrecht zur Raumladungszone und (iii) Strommessung parallel
zur Raumladungszone. Zu jedem der drei Prinzipien gibt es realisierte Bauelemente, welche im
folgenden als ,,2-dimensionale* Ausfithrung bezeichnet werden. Eine Ortsauflosung kann dabei
dadurch erreicht werden, in dem ein Sensor mit vielen gleichen, parallel betriebenen
Bauelementen aufgebaut wird. Die Oberflidche jedes einzelnen Bauelements entspricht dann
einer aktiven MeBposition. Fiir jede aktive MeBposition, d.h. z.B. fiir jeden einzelnen FET
innerhalb eines FET-Feldes, ist dabei mindestens eine Zuleitung notwendig. Fiir Ny, aktive
MeBpositionen werden damit Nz, = Ny Zuleitungen bendtigt. Da aufgrund eingeschriankter
Platzverhiltnisse nicht beliebig viele Zuleitungen auf einer planaren Oberflaiche mdglich sind,
ist in der Praxis die Zahl aktiver MeBpositionen beschrankt. Derartige Anordnungen werden in
dieser Arbeit als ,2-dimensional bezeichnet, da die Zuleitungen zu den aktiven
MeBpositionen sowohl in x-, als auch in y- Richtung gefiihrt werden miissen. Bei FET- und
Mikroelektroden-Feldern sind 100 aktive MeBpositionen iiblich!. Dabei ist die GroBe einer
aktiven MeBposition, z.B. einer Gate-Elektrode in einem FET-Feld, einige Quadratmikrometer
und die aktiven MeBpositionen sind iiblicherweise einige 10 um voneinander entfernt. Es gibt
auf der Oberfliche derartiger Sensoren deshalb viele Stellen, an welchen kein Potential
gemessen werden kann.

In dieser Arbeit wurde an Hand von 2 Beispielen beschreiben, wie durch Verdnderung der
Geometrie eines Sensors mit demselben physikalischen Prinzip eine erhohte Anzahl aktiver
MeBpositionen moglich ist. Im folgenden werden dazu Oberflichenpotential-Sensoren in ,,1-*
und ,,2-dimensionaler* Ausfiihrung miteinander verglichen.

(1) Direkte Spannungs-Messung: Mit Mikroelektroden werden Potentialfluktuationen Ad®g an

threr Oberfldache direkt als Spannungsfluktuationen AU(A®g) gemessen. In ,,2-dimensionaler*
Ausfiihrung, sogenannten Mikroelektroden-Feldern, konnen mit diesem Prinzip dann
Potentialfluktuationen A®g an allen individuellen aktiven MeBpositionen gemessen werden
[31, 39, 137, 191, 192], wofiir Nz, = Ny Zuleitungen benétigt werden. In sogenannten Licht-
adressierbaren Mikroelektroden-Feldern sind die aktiven MeBpositionen jeder Reihe eines
Mikroelektroden-Feldes zu einer einzigen Bahn zusammengefal3t und der Ort der Messung
kann innerhalb einer Bahn durch einen Lichtzeiger ausgewéhlt werden [193]. Die Zahl der
ndtigen Zuleitungen skaliert deshalb nur noch mit der Wurzel der aktiven MeBpositionen’: Ny,
= (Naw)'"%. Da alle Zuleitungen jetzt parallel, z.B. in x-Richtung verlaufen kénnen, wird diese
Anordnung hier als ,,1-dimensionale Geometrie bezeichnet’.

" Es sind bereits Mikroelektroden-Felder mit einigen 1000 MeBpositionen in der Erprobung.

? Wihrend fir ein Feld mit 10000 aktiven MeBpositionen bei konventionellen (,,2-dimensionalen‘)
Mikroelektroden-Feldern 10000 Zuleitungen nétig sind, werden bei (,,1-dimensionalen®) Licht-adressierbaren
Mikroelektroden-Feldern nur 100 Zuleitungen bendtigt.

* Eine nihere Beschreibung von Mikroelektroden-Feldern ist im Anhang Kap. 9.1 nachzulesen.
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(i1) Strommessung senkrecht zur Raumladungszone: In Elektrolyt-Isolator-Halbleiter- (EIS)
Strukturen ist die Verteilung der Ladungstrager im Halbleiter und damit die Ausbildung einer
Raumladungszone Potential-abhidngig. Bei konstanter Vorspannung kann durch eine Messung
des Stroms I senkrecht durch die Raumladungszone, d.h. parallel zur z-Achse, deren Form
bestimmt werden. Potentialfluktuationen Adg auf der Oberfliche konnen somit als

Stromfluktuationen AI(A®g) gemessen werden. In EIS-Dioden wird dazu an die EIS-Struktur
eine Wechselspannung angelegt und Potentialfluktuationen A®g werden iiber den gemessenen
Strom als Kapazitdtsfluktuationen ACgg(ADg) o Algs(AdDs) bestimmt. Ortsauflésende
Sensoren in ,,2-dimensionaler* Ausfiihrung bestehen dann aus vielen, parallel betriebenen EIS-
Dioden [194] und die Zahl der dazu nétigen Zuleitungen ist Nz, = Ny, In dieser Arbeit wurde
beschrieben, wie auch durch Beleuchtung einer EIS-Struktur mit einem modulierten Lichtzeiger
Oberflachenpotentiale gemessen werden konnen [145, 195, 196]. In dem sogenannten LAPS
ist der Licht-generierte Photostrom Ip(Ads) sensitiv auf Anderungen im Oberflichenpotential
A®dg und die Ortsauflosung wird durch Auswahl der MeBposition mit dem Lichtzeiger erreicht

[157]. In dieser ,,1-*“ bzw. genau genommen ,,0-dimensionalen® Geometrie ist nur ein einziger
AnschluB* notig, d.h. Ny, = 1.

(ii1) Strommessung parallel zur Raumladungszone: Durch Anlegen eines elektrischen Feldes
wird die Raumladungszone und damit der Widerstand eines senkrecht dazu liegenden
halbleitenden Kanals variiert (Feldeffekt-Prinzip). Potentialfluktuationen Ad®g konnen dann als
Widerstandsfluktuationen AR(A®s) des Feldeffekt-Kanals durch Messung des Stroms parallel
zur Raumladungszone, d.h. in der x-y-Ebene, detektiert werden. Bei Feldeffekttransistoren
(FET) wird der Widerstand des zwischen Source- und Drain-Anschluf3 liegenden Kanals durch
Messung des Stroms Ipg bestimmt® [153, 197-203]. In Feldeffekttransistor-Feldern werden in
»2-dimensionaler* Ausfiihrung Nz, = Ny Zuleitungen bendtigt. In dieser Arbeit wurde ein
Konzept  aufgestellt, welches die  Ausnutzung des  Feldeffekt-Prinzips  fiir
Oberfldchenpotential-Messungen in ,,1-dimensionaler" Geometrie ermdoglicht [143, 161, 162].
Durch geteilte Benutzung von Gate-Elektroden und Feldeffekt-Kanélen, kann hier ebenfalls die
Zahl der ndtigen Zuleitungen reduziert werden, Nz, = 2¢(N Akt)l/ 2,

Durch Anderung des geometrischen Aufbaus verschiedener Sensor-Familien kann also die Zahl
der nétigen Zuleitungen drastisch reduziert werden kann. Da dadurch eine erhdhte Anzahl
aktiver MeBpositionen ermdglicht wird, kann somit die Ortsauflosung erhoht werden. Dies
bietet insbesondere fiir das Ziel extrazelluldre Potentiale zu messen deutliche Vorteile. Es stellt
sich nun die Frage, ob die Verbesserung der Ortsauflosung durch einen Verlust in der
Potentialempfindlichkeit erkauft werden mufl. Der Grundgedanke einer Reduktion von ,,2-
dimensionaler zu ,,1-dimensionaler Geometrie ist die Zusammenfassung mehrere aktiver
Mefpositionen zu einer Anordnung, welche mit nur einer Leiterbahn ,,verdrahtet” werden
kann. Dabei wird zwangsweise die Oberfldche des mit dieser Leiterbahn verkniipften Bereichs
vergroflert. Eine OberfldchenvergroBerung ist aber mit einer Vergroflerung der Streukapazitit
verbunden. Dieses Verhalten wurde klar am Beispiel des LAPS demonstriert. Beim FAPS wird
vermutlich das gleiche Verhalten auftreten. Der Ubergang von ,,2-“ zu ,,1-dimensionaler
Geometrie  verbessert damit zwar die Ortsauflosung eines Sensors, dessen

* neben der fiir alle Sensoren benétigten Referenz-Elektrode.
° Eine nihere Beschreibung von Feldeffekttransistor-Feldern ist im Anhang Kap. 9.2 nachzulesen.
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Potentialempfindlichkeit bleibt dabei aber bestenfalls erhalten und wird vermutlich sogar etwas
schlechter werden.

Es ist auf jeden Fall spitestens seit den Arbeiten von Gross und Frommherz eindeutig
bewiesen, dall extrazelluldre Potentiale mit Oberfldchenpotential-Sensoren gemessen werden
konnen. Wihrend die Ortsauflosung des in dieser Arbeit entwickelten LAPS-Aufbaus
ausreichend ist, muB3 vor allem seine Potentialempfindlichkeit verbessert werden, um die
Chancen extrazelluldre Potentiale messen zu konnen zu erhéhen. Die Eignung des FAPS zur
Messung extrazelluldrer Potentiale kann erst nach genauerer Charakterisierung beurteilen
werden. Um seine Potential-Empfindlichkeit grob abzuschdtzen, konnen die normierten
Steigungen der Kennlinien verschiedener Sensoren vergleichen werden. Je nach Dotierung
wurde fir den LAPS (dIp/dUy;) / Ip =1 -7 V!, fiir FET-Felder (dIps/dUpas) / Ips = 1 V! und
fir den FAPS (dR./dUy;,s) / R, = 20 V! bestimmt. Die Potentialempfindlichkeit des FAPS
liegt damit im Bereich anderer Sensoren. Die mogliche Ortsauflosung des FAPS im Bereich nur
weniger Mikrometer sollte auf jeden Fall ausreichend sein.

Physikalisches |

Megprinzip | "2-dimensionale™ Ausfuhrung N "1-dimensionale” Ausfihrung
(i): direkte

Spannungs- -%\ﬂ! é

Messung

Licht-adressierbare MEA:

AU(ADS) i 'l//?ﬂi\ i - ——

MEA: /2
Nzy > Nakt Nzy = Nakt
Messen: AU(ADg) Messen: AU(ADg)
(ii): Strom-
Messung senkrecht ggz‘// y3
durch die g/

Raumladungszone

Il

Messen: Alpg(A®g+Upjag + const) Messen: AR.(A®g+Upjas + CONSt)

Al(ads) _ EIS-Diode: LAPS:
— Nzy = Nakt Nzy o 1
Adg Messen: ACE|g (A®g+Upja5 + const) Messen: Alp(A®g+Upigg + const)
________ 4
(iii): Widerstands- | |
Messung eines | '&;é{zﬁ |
Feldeffekt-Kanals NS
! =N |
wogl] ! NS |
> | ' |
FET: FAPS:
| |
ADg | Nzy = Nakt | Nzy = Nake /2
| |

Abbildung 7.1.1: Gegeniiberstellung verschiedener Mefprinzipien zur Oberfldchenpotential-Messung in
wdfriger Losung. Dargestellt ist jeweils eine ,,2-dimensionale* und eine ,, I-dimensionale” Ausfiihrung. Als
Beispiel fiir ,,2-dimensionale” Ausfiihrung ist jeweils ein 6x6 Feld, d.h. ein Sensor mit 36 aktiven
Mefpositionen (kleine graue Quadrate) eingezeichnet. Die dunkle und umrandet eingezeichnete Mefiposition
zeigt eine individuell ausgewdhlte Mefsposition an. Hier ist fiir jede Mefiposition eine separate Zuleitung notig.
MEA ist die Abkiirzung fiir ,,metal microelectrode array*, d.h. fiir extrazelluldre Mikroelektroden.
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7.2 Wie sieht ein ,,ideales® LAPS-System aus

Mit den in dieser Arbeit vorgestellten LAPS-Aufbauten ist sicher noch nicht die physikalische
Leistungsgrenze des LAPS erreicht. Mit den durch Charakterisierungs-Messungen gewonnen
Erkenntnissen ist es moglich, neue und verbesserte Konzepte fiir zukiinftige Aufbauten zu
erstellen.

Das Hauptproblem des LAPS liegt darin, daB ein sehr kleines MeBsignal
(Photostroméinderungen Alp) auf einem hohen Trigersignal (konstanter Photostrom am
Wendepunkt Ipwp) detektiert werden mul. Um den konstanten Anteil des Photostroms am
Wendepunkt zu kompensieren, wiren zusdtzlich zu der in dieser Arbeit beschriebenen
Verwendung von zwei Lichtzeigern auch elektronische Techniken mdoglich. So kénnte z.B. in
die erste Verstirkerstufe ein Wechselstromsignal mit konstanter Amplitude gespeist werden,
welches dem um 180° phasenverschobenen Photostrom am Wendepunkt entspricht. Auch
lieBe sich das Rauschen durch Verwendung geeigneter BandpaBfilter vermutlich weiter
reduzieren. Bei einer Modulationsfrequenz von f; = 30 kHz wire z.B. ein Bandpa3 um 30
kHz mit einer Bandbreite von 3 kHz mdoglich, was eine Zeitauflosung von 3 kHz gewihrleisten
wiirde. Der Filtereffekt wird um so giinstiger sein, je hoher die Modulationsfrequenz des
Lichtzeigers ist. Mit den zur Zeit verwendeten Laserdioden ist allerdings f; = 30 kHz die
absolute Obergrenze, da deren Leistung bei hoheren Frequenzen zusammenbricht. Es wére
daher zu iiberlegen, ob nicht eine Modulation des Laserlichtes mit einem Chopper glinstiger
wire. Auch wire eine Kiihlung der ersten Verstérkerstufe zu liberlegen, um das Grundrauschen
zu reduzieren.

patch-clamp Pipette
kontaktiert die zu
unterrsuchende Zelle

dinne, isolierte
Siliziumschicht
und transparenter
Ruckkontakt

Abbildung 7.2.1: LAPS-Aufbau mit

Objektiv Beleuchtung von unten.

verstellbarer
Spiegel zur

Positionierung

des Lichtzeigers

Eine Beleuchtung von unten, d. h. von der Riickseite des Halbleiters her, hitte einige Vorteile.
Zum ersten wiirden damit Fokussierungseffekte des Lichtzeigers durch beweglich Zellen
vermieden, wodurch auch kontrahierende Herzmuskel-Zellen mit dem LAPS untersucht
werden konnten. Zum anderen stiinde damit auf der Oberseite des LAPS mehr Platz fiir andere
Techniken zur Verfligung, wie z.B. flir einen kombinierten LAPS-/ AFM- oder LAPS-/patch-
clamp -Aufbau. Fiir eine Beleuchtung von unten miiflte aber der verwendete LAPS-Halbleiter,
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um eine gute Ortsauflosung zu erhalten, diinn und der ohmsche Riickkontakt transparent sein,
d.h. es miiBte eine neue MeBkammer entwickelt werden®.

Eine Verkleinerung der Halbleiter-Oberflache A, (x- und y-Dimension) reduziert aufgrund
niedrigerer Streukapazitit das Rauschen im Photostrom und gewéhrleistet damit eine
verbesserte Potentialempfindlichkeit. Eine Reduzierung der Halbleiterdicke dg (z-Dimension)
verbessert die Ortsauflosung. Die bisher verwendeten MeBkammern sollten daher in allen
Dimensionen so weit wie moglich verkleinert werden.

Ein guter Vorschlag scheint daher ein Halbleitersubstrat mit einer Oberfliche A, = 1 mm? zu
sein, vgl. Abb. 7.2.2. Die innerhalb dieser Fliche verfiigbare freie Adressierbarkeit der
gewiinschten MeBposition wiirde immer noch klare Vorteile zu einer Geometrie mit
festgelegten MeBpositionen, wie z.B. FET-Feldern bieten. Um diese Oberfldche, mit einer
einigen 10 nm dicken Isolationsschicht, sollte ein ca. 15 mm x 15 mm groBler passivierter
Bereich mit sehr dicker Isolationsschicht (z.B. 1-5 um SiO, bzw. Si;N,) angeordnet sein. In
diesem Bereich konnte wegen der dicken Isolation kein Photostrom flieBen und er wiirde auch
die Streukapazitdt nicht erhdhen. Durch die insgesamt grofle Fliche kdnnten aber Zellen
leichter kultiviert werden, und es wiirde ein Eintauchen von patch-clamp Pipetten unter
geringerem Winkel erlauben. Nach wie vor miifite das fiir den Elektrolyt zur Verfligung
stehende Volumen mit einem Plexiglas-Dichtring eingegrenzt werden.

Als transparenter ohmscher Riickkontakt konnte eine Film aus Indium-Zinn-Oxid (ITO) auf
einem Glassubstrat dienen. Als diinnes Halbleitersubstrat wire eine ca. 5 wm dicke Schicht aus
Silizium wiinschenswert. Um laterale Diffusion noch besser zu unterdriicken, wire die
Verwendung von amorphem Silizium oder einer Siliziumschicht mit einer, wie in Abb. 7.2.2
eingezeichneten Inselstruktur im Raster von einigen um zu iiberlegen.

20 mm

< 15 mm >

Plexiglasabdeckung ——» 1 mm

"dinne"+ "dicke"

dinnes <€4— |solationsschicht
Halbleitersubstrat —— transparenter,
mit Inselstruktur ohmscher

IC-Sockel mit Ruckkontakt (ITO)

Durchlal® fur
Beleuchtung

Abbildung 7.2.2: Vorschlag fiir den Aufbau einer neuen LAPS-MefSkammer.

® Bei diinnen Schichten wire das Silizium-Substrat fiir infrarotes Licht nahezu transparent, so daB eine
Beobachtung der Zellen und eine kontrollierte Positionierung des Lichtzeigers auch durch den LAPS-Wafer
hindurch von unten moglich wére.
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9 Anhang A: Sensoren zur Messung extrazellulirer Potentiale

9.1 Extrazellulire Mikroelektroden

(a) Funktionsweise

Mit Mikroelektroden konnen Oberflichenpotentiale in wélriger Losung gemessen werden:
Planare Mikroelektroden-Felder bestehen aus einem isolierenden Substrat wie Glas, worauf
Leiterbahnen aus Metall oder hochdotiertem Halbleiter-Material' aufgebracht sind. Diese sind
bis auf die aktiven MeBpositionen an ihrem Ende mit einer Isolationsschicht® iiberzogen, siche
Abb. 9.1.1. Durch Spannungsmessung zwischen dem Leiter und einer Referenzelektrode im
Elektrolyt kénnen dann Potential-Anderungen an der Oberfliche der aktiven MeBposition
verfolgt werden. In Mikroelektroden-Felder sind viele Leiterbahnen parallel geschaltet und

damit ortsaufgeloste Messungen moglich.

a)
y
X
: Ag/AgCl-
Elektrolyt aktive
yt b Elektroden- Elektrode
Isolations—\ oberflache
schicht \ ]
Metall / X
Halbleiter — e e
z

Substrat

Abbildung 9.1.1:

Schematischer Aufbau eines
planaren 8-fach
Mikroelektroden-Feldes in
wdfriger Losung. a) Gezeigt
sind die Leiterbahnen auf der
Oberfliche des isolierenden
Substrats (Schnitt entlang der

in b) gestrichelt
eingezeichneten  Linie).  b)
Schnitt durch das

Mikroelektroden-Feld entlang
der in a) eingezeichneten
gestrichelten Linie. Gezeigt
sind zwei Leiterbahnen auf
dem isolierenden Substrat,
welche bis auf die aktive
Mefposition an ihrer Spitze
mit einer Isolationsschicht
tiberzogen sind. Nur an den
aktiven MefSpositionen besteht
ein ohmscher Kontakt zur
Elektrolyt-Losung.  Die mit
einem Kreis umrandete aktive
Mefiposition ist in Abb. 9.1.2
im Detail dargestellt.

' Z.B. Gold bzw. platinisiertes Gold [175, 178, 204] (Eine galvanische Platinisierung verringert die Impedanz
der Elektrode durch eine VergroBerung der Oberflache), ITO [15, 205] oder AgCI [179].
*Z.B. photoresistive Polymere [175], SiO, [178], SisN4[179], ALOs [15] oder PMMA [15].
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Abbildung 9.1.2: Elektrisches
Ersatzschaltbild einer planaren
Mikroelektrode [204]. Eingezeichnet sind der
Widerstand der metallischen Leiterbahn, die
Streukapazitdt der Isolationsschicht
zwischen Leiterbahn und Elektrolyt, der
Widerstand des Elektrolyten und Widerstand
und Kapazitdt der elektrischen
Abschirmschicht. Potentialdnderungen A®s
an der aktiven Mefiposition kénnen durch
Spannungsmessung U aufgenommen werden.

Im Gegensatz zu den anderen in dieser Arbeit vorgestellten Bauelementen (FET, LAPS,
FAPS) sind die aktiven MeBpositionen bei Mikroelektroden direkt mit dem Elektrolyt
verbunden und nicht mit einer Isolationsschicht iiberzogen. Trotzdem ist die Mikroelektrode
aufgrund der Ausbildung einer elektrischen Abschirmschicht (,,electrical double layer®) an der
Leiter / Elektrolyt -Grenzfldche nicht rein ohmsch, sondern auch mit einem kapazitiven Anteil
an den Elektrolyt gekoppelt® [175, 204, 206], vgl. Abb. 9.1.2. Es ist damit nicht trivial, aus der
gemessenen Spannung U(t) die absolute Anderung des Oberflichenpotentials Adg(t)
anzugeben. Dies ist nur unter Zuhilfenahme eines Ersatzschaltbildes moglich, welches die
Abschirmschicht beriicksichtigt [204].

(b) Praktischer Aufbau und Charakterisierung

Autfbau eines Mikroelektroden-Feldes: Felder extrazelluldrer Mikroelektroden sind seit kurzer
Zeit kommerziell erhéltlich. In Abb. 9.1.3 und Abb. 9.1.4 ist als Beispiel ein 60-fach Feld der
Firma NMI (Typ 100/10, Naturwissenschaftlich Medizinisches Institut, Reutlingen)
abgebildet*. In diesem Bauelement sind die aktiven MeBpositionen iiber ein 100 um x 100 um

-Raster verteilt, der Durchmesser einer aktiven MeBposition betrigt 10 um’. Zum Auslesen
der einzelnen Kanile wurde in dieser Arbeit ein selbstgebauter Spannungsverstirker®
verwendet, welcher die Spannung U zwischen einer aktiver MeBposition und der
Referenzelektrode 1000-fach verstarkt ausgibt.

[yx Abbildung  9.1.3:  Oberseite  eines  60-fach  Feldes
extrazelluldrer Mikroelektroden. Um in wdfriger Losung
Zone mit 60 aktiven messen zu konnen, ist die Zone des Bauelements mit den 60
Messpositionen aktiven  Mefpositionen  mit einem  Plexiglas-Dichtring

umschlossen. Das ganze Bauelement ist mit seinem

Glassubstrat auf eine Pertinax-Platine aufgeklebt und die
Anschluss-Kontakte 1 ejterbahnen  der  einzelnen  Mikroelektroden — mit
zu den Leiterbahnen  g,,cchiuBkontakten auf der  Platine  verbunden. Der
¥ h?f:""i Plexiglas-Dichtring Skalierungsbalken entspricht 1 mm.

* Ein vorgeschlagenes Modell erklirt die Potentialeinkopplung iiber ein Umladen der Abschirmschicht.

* Alle in diesem Kapitel beschriebenen Messungen wurden mit diesem Bauelement durchgefiihrt. Zu néheren
Angaben iiber die Herstellung des Mikroelektroden-Feldes und Messungen an Zellen mit diesem Bauelement sei
auf [191, 207-209] verwiesen.

* Die Ortsauflosung im klassischen Sinn liegt deshalb etwas iiber 10 um, da das Bauelement nur auf den Flichen
aktiver MeBposition Potential-sensitiv ist. Allerdings beschreiben die 10 um nicht die reale Ortsauflésung, da
nur alle 100 um eine aktive MeBposition vorliegt. Die reale Ortsauflosung wére 10 um, wenn die gesamte
Oberfldche des Bauelementes dicht mit 10 um groen aktiven MeBpositionen iiberdeckt wére.

° Der Spannungsverstirker bestand im wesentlichen aus zwei hintereinander geschalteten invertierenden
Verstarkern [210].

4



Kap. 9: Anhang A: Sensoren zur Messung extrazelluldrer Potentiale

y
T_X, Abbildung 9.1.4: Ausschnitt aus Abb. 9.1.3, welcher
die Zone mit aktiven 60 aktiven Mefipositionen auf
der Oberfliche des Bauelements zeigt. Der

S — eine von 60 Skalierungsbalken entspricht 100 um.
. e aktiven MeR-

T
o— positionen
)
~

Demonstration der Ortsauflosung: Um die Ortsauflosung an einer aktiven MeBposition zu
demonstrieren, wurden zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt. Zum einen wurde mit
einer patch-clamp Pipette im Elektrolyt ein Testpotential iiber einer aktiven MeBposition
erzeugt und dieses mit der Mikroelektrode detektiert’. Zum anderen von ein von der
Mikroelektrode erzeugten Testpotential mit einer sich im Elektrolyt befindenden patch-clamp
Pipette® detektiert. Dazu wurde die Spitze der patch-clamp Pipette moglichst dicht an die
Oberfliche des Mikroelektrodenfeldes herangefahren und der laterale Abstand Ay zwischen
Pipettenspitze und der Mitte der aktiven MeBposition variiert, vgl. Abb. 9.1.5 und Abb.
9.1.6. Es zeigte sich, daf} patch-clamp Pipetten aufgrund ihrer ungiinstigen Geometrie nicht gut
geeignet sind, um Potentiale direkt auf einer planaren, harten Oberfliche zu detektieren oder zu
erzeugen.

Abbildung 9.1.5: Abbildung einer patch-clamp Pipette in
Elektrolyt, welche dicht iiber einer aktiven Mefposition
positioniert ist, siehe Pfeil. Der Skalierungsbalken entspricht 100

wm.

7 Es wurden im voltage-clamp Modus Spannungspulse mit Amplitude Upip = 0,5 V zwischen der Pipettenspitze
und der Referenzelektrode appliziert und die Spannung U zwischen der aktiven MeBposition und der
Referenzelektrode gemessen. Das Pipettenpotential U, entsprach dabei einem Testpotential AdDs nahe der
Mikroelektrodenoberfliche. Wéhrend der Spannungspulse flo ein Strom von I, = 100 nA durch die
Pipettenspitze. Nur bei direkter Positionierung Ay = 0 der Pipette iiber der aktiven MeBposition konnten
Anderungen in U von ca. 0,5 wV gemessen werden, d.h. nur ein Millionstel des durch die Pipette applizierten
Potentials konnte mit der Mikroelektrode abgeleitet werden. Dies lag vermutlich daran, dal die applizierte
Spannung U, vorwiegend in der Pipettenspitze abfiel, da dort der Widerstand am groften war. Auflerdem war
der Mittelpunkt der Pipettenspitze so weit von der Oberfliche der aktiven MeBposition entfernt, dal dort nur
noch ein kleiner Teil der angelegten Spannung abfiel.

¥ Es wurden Spannungspulse mit einer Amplitude AU = 1 V zwischen einer aktiven MeBposition und einer
Referenzelektrode angelegt und der resultierende Potentialabfall im Elektrolyt mit einer Pipette im current-clamp
Modus gemessen (U,,). Dabei war das erzeugte Potential direkt {iber der aktiven MeBposition (Ay=0) mit ca. 20
mV am grofiten und fiel fir grofer werdende laterale Entfernungen Ay ab, vgl. Abb. 9.1.6. Die mittlere
Halbwertsbreite der U,i,(Ay)-Kurve entspricht nicht der Ortsauflosung, da die Hohe des Mittelpunkts der Pipette
Az iiber der Oberflache einige 100 nm betrug und damit nur noch ein abgeschirmtes Coulomb-Potential an der
Stelle der Pipettenspitze vorlag. Es zeigte sich, dal Detektion und Stimulation nicht umkehrbar sind: Die
Mikroelektrode registrierte nur ein Millionstel des von der Pipette erzeugten Signals, wihrend die Pipette ca. ein
Fiinfzigstel des von der Mikroelektrode erzeugten Potentials detektieren konnte. Dies liegt an der
unterschiedlichen Geometrie von Pipettenspitze und aktiver MeBposition. Fiir quantitative Experimente wére
daher eine einfache, definierte Geometrie notig, wie z.B. der direkte Kontakt der Metallspitze einer Metall-
Nadelmikroelektrode auf der Mikroelektrodenoberflache [191].
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Abbildung 9.1.6: Zwischen Referenzelektrode und einer
aktiven Mefposition wurde ein Potentialpuls U = 1 V
angelegt. Dargestellt ist das mit einer patch-clamp Pipette
tiber der aktiven Mefposition gemessene Potential Uy, in
Abhdngigkeit des lateralen Abstandes Ay der Pipettenspitze
vom Mittelpunkt der aktiven Mefposition.

I ! ! ! »

2100 -50 0 50 100 Ay [um]

Abschitzung der Potentialempfindlichkeit: Zur Abschdtzung der Potentialempfindlichkeit
wurde die Zone mit den aktiven MeBpositionen mit pH=7-Puffer (#109439, Merck,
Darmstadt) gefiillt und die Spannung U(t) zwischen einer aktiven MeBposition und der
Referenz-Elektrode, einem in KCI elektrolysierten Silberdraht gemessen, vgl. Abb. 9.1.7. Mit
Hilfe der Messungen wurde die Standardabweichung der Spannungsfluktuation AAU’
bestimmt.

1.5

1.0
= 0.5 } AAU  Abbildung 9.1.7: Aufzeichnung der
2 00 gemessene Spannung U(t) zwischen
‘5‘ einer aktiven Mefsposition und der

-0.5 Referenzelektrode in Elektrolyt.

-1.0 4

1.5 T T T |

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

t[s]

In den durchgefiihrten Experimenten wurde bei einer Bandbreite von 100 kHz AAU =7 = 2
uV, nach einem zusitzlichen 3 kHz-Tiefpal8-Filter AAU = 0,22 = 0,05 uV gefunden. Da
Testpotentiale Adg nicht rein ohmsch in die Leiterbahn der Mikroelektrode einkoppeln,
sondern durch die Ausbildung einer elektrischen Abschirmschicht abgeschwicht werden,
konnen die gemessenen Spannungsfluktuationen AU(t) kleiner sein als die realen Fluktuationen
im Oberfldchenpotential AdDg(t), d.h. AADgs = AAU. Bei 3 kHz Bandbreite betrdgt die
Potentialauflosung also hochstens AADg = 0,22 uV.

’ Als Spannungsfluktuation AU(t) = U(t) - U™ wird der gemessene Spannungsverlauf U(t) minus dessen
konstanten Offsets U™ bezeichnet. AAU ist die Standardabweichung von AU(t), berechnet iiber ein Zeitintervall
von einer Sekunde.
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(¢) Licht-adressierbare Mikroelektroden-Felder

Mit Hilfe von Licht-adressierbaren Mikroelektroden-Feldern kann die Zahl der bendtigten
Leiterbahnen drastisch reduziert werden. Das Prinzip ist in Abb. 9.1.8 skizziert [193]: Auf
einem isolierenden Substrat befinden sich n parallele Leiterbahnstreifen, z.B. aus ITO. Diese
Anordnung ist mit einer diinnen Schicht aus amorphem Silizium iiberzogen. Darauf verteilt
sind tiber den Leiterbahnstreifen Gold-Kontakte angebracht, z.B. je n Stick pro
Leiterbahnstreifen. Durch diese Goldkontakte sind nun n” aktive MeBpositionen definiert. Der
Rest der Oberflache ist mit einer Isolationsschicht bedeckt, z.B. Si;N,. Im Normalfall ist
amorphes Silizium nur schlecht leitend, d.h. der Widerstand zwischen den Gold-Kontakten
und den darunter liegenden Leiterbahnen ist sehr hoch. Wird dagegen das amorphe Silizium
unter einem Gold-Kontakt mit einem Lichtzeiger beleuchtet, so wird durch dessen stark
angestiegene Leitfdhigkeit ein niederohmiger Kontakt zwischen Gold-Kontakt und
darunterliegender Leiterbahn geschlossen. D.h. nur an der beleuchteten aktiven MeBposition
ist der Goldkontakt leitend mit der darunterliegenden Leiterbahn verbunden. Bei Messung der
Spannung U zwischen der Leiterbahn und einer Referenzelektrode im Elektrolyt konnen dann
Testpotentiale AdPg an der beleuchteten MeBposition analog zu konventionellen
Mikroelektroden verfolgt werden. Potentiale an unbeleuchteten aktiven Positionen spielen
keine Rolle, da sie nicht leitend mit der Leiterbahn verbunden sind. Auf diese Weise kann mit
Hilfe eines Lichtzeigers eine aktive Position zu Messung ausgewihlt werden.

a)

Au-Kontakt

b)

amorphes
Silizium

ITO-Lei-
terbahn

Glas-
substrat

y

Si 3N4-Isolation

X

ITO-Leiterbahn

Au-Kontakt

Glassubstrat

Abbildung 9.1.8: Prinzip eines Licht-
adressierbaren 9-fach Mikroelektroden-
Feldes. Auf einem Glassubstrat sind 3
Leiterbahnen aus ITO (Indium-Zinn-
Oxid) aufgebracht. Dariiber befindet
sich eine Schicht aus amorphem
Silizium. An den aktiven
Mefpositionen sind auf  der
Siliziumschicht Gold-Kontakte
angebracht, der Rest der Oberfliche
ist mit einer isolierenden Si;N,-Schicht
tiberzogen. Mit Hilfe eines Lichtzeigers
(eingezeichnet als Blitz iiber der
rechtesten Elektrode der mittleren
Bahn) kann eine aktive Mefiposition
ausgewdhlt werden. a) Blick auf die
Oberfliche. Durch die transparente
SisNy~ und Silizium-Schicht sind die
Leiterbahnen erkennbar. b) Schnitt
durch das Bauelement, entlang der in
a) eingezeichneten gestrichelten Linie.
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9.2 Feldeffekttransistoren
(a) Funktionsweise

Oberfldachenpotentiale in wilriger Losung konnen mit Feldeffekttransistoren (FET) in
Elektrolyt-Isolator-Halbleiter ~ (EIS) - Geometrie detektiert werden  (,,EISFET*,
»CHEMFET®). Anstelle der bei MOSFETs iiblichen metallischen Gate-Elektrode [151], steht
die Isolationsschicht am Gate hier in direktem Kontakt mit dem Elektrolyt, wie in Abb. 9.2.1
skizziert ist [153, 199, 201, 211, 212]. Das auf die Gate-Elektrode wirkende Potential U,
setzt sich dabei aus der angelegten Vorspannung Uy,,s, der zu messenden Potentialinderung auf
der Oberflache Adg und etwaigen Spannungsabfillen an der Referenz-Elektrode zusammen, es
entspricht dem Gate-Source-Potential Ugg eines konventionellen FETs (GI. 1). Anderungen
des Oberflachenpotentials Adg auf der Gate-Isolationsschicht konnen deshalb durch Messung
des Drain-Source-Stroms Ipg verfolgt werden (Gl. 1-2). Ortsaufgeloste Messungen sind mit
FET-Feldern, d.h. paralleler Anordnung mehrerer FETs entlang einer Oberflache mdglich, siehe
Abb. 9.2.2. Natiirlich ist das Oberfldchenpotential nur an aktiven MeBpositionen mef3bar, d. h.
an Stellen an denen eine Gate-Elektrode angeordnet ist. Damit ist die Moglichkeit der
Ortsauflosung durch die Zahl und Dichte der Gate-Elektroden eingeschrénkt.

Abbildung  9.2.1:  Aufbau  eines
Feldeffekttransistors in EIS-

Upias Geometrie mit drei  Anschliissen

(Source, Drain, Gate). Das Potential

Ag/AgCl- der Gate-Elektrode wird iiber eine

Elektrolyt Elektrode Referenz ~ (Ag/AgCl)-Elektrode  im
U = Elektrolyt eingestellt. Hier ist ein p-

gate ADS X Kanal-FET dargestellt, d.h. das

Substrat ist n-dotiert, die Kennlinie
ist analog zu der eines MOSFETs
[151]. Das Oberflichenpotential Ugye
4 an der Gate-Elektrode setzt sich aus
der angelegten Vorspannung Uy
und dem  zu untersuchenden
Testpotential A®s zusammen. Unter

Ugs @
te

.

B Pl zusdtzlicher FEinstellung der Drain-
Iﬁ A" Source-Spannung  Ups wird  der
DS Ups - resultierende Drain-Source-Strom Ips
gemessen.
Ugate = Ugs = Upjas T ADg + const (D)
Ips = IDS(Ugate) (2)
X
D
Potential- & - c
sensitive

pw Y G e e e [T Y

Oberflache ///

Abbildung 9.2.2: Prinzipieller Aufbau eines FET-Feldes, bestehend aus 4 einzelnen FETs. Detektion von
Oberflichenpotentialen ist nur an aktiven Stellen (4,B,C,D) méglich, an welchen Gate-Elektroden angeordnet
sind.
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(b) Praktischer Aufbau und Charakterisierung'®

Autbau eines EISFET-Feldes: Ein von Dr. A. Offenhdusser entwickeltes EISFET-Feld mit 16
integrierten FETs ist in Abb. 9.2.3 abgebildet [63, 134, 213]. Die Grofle der einzelnen Gate-
Elektroden liegt dabei zwischen 28 wm x 12 um und 10 um x 4 um, der Abstand der einzelnen
Gates betrigt 200 um x 200 wum. Abb. 9.2.4 zeigt eine Photographie der Oberflidche des FET-
Feldes.

Abbildung 9.2.3: Bauelement mit 16 integrierten Feldeffekttransistoren mit
Léinge x = 35 mm und Breite y = 15 mm. In den Plexiglasring auf der
Oberseite kann eine Zellsuspension gefiillt werden, damit Zellen auf der
Oberfliche des FET-Feldes aufwachsen kénnen.

a) . b) *
X y
- ol @ e e | X
L1 ‘
| ==s s

Abbildung 9.2.4: Bild der EISFET-Oberfliche. a) sichtbar sind 6 Gate—Elek-t;’oden, wobei eine davon zur
Verdeutlichung mit einem Kreis umrandet ist. Weiterhin sind die notigen Zuleitungen zu den Elektroden
erkennbar. b) Detail-Vergrofierung von 2 Gate-Elektroden. Die Balken stellen jeweils 100 um dar.

Aufnahme von Kennlinien: Die Eigenschaften eines FETs werden durch seine Ausgangs-
Kennlinie, in welcher der Drain-Source-Strom gegen die Drain-Source-Spannung und durch
seine Transfer-Kennlinie, in welcher der Drain-Source-Strom gegen die Gate-Source-Spannung
oder genauer gesagt gegen die Vorspannung aufgetragen wird, beschrieben. In Abb. 9.2.5 ist die
Kennlinienschar eines EISFETs dargestellt.

b)
UpslV] -3 2
i 1
ST 112000 Upiag V] o £-200  UpglV]
st 1 0,0 o + 0
+F , W
o 1-400 -0,5 oo -400 -0,67
+ -1,0 S A-1.34
e 7 -1.5 R -2,01
S 1-600  x-2,0 g -600  x-2,68
e | -2,5 X -3,
_|++++++++ goo 30 y++++ Alpg _g00 402
A 1" ¥
1 -
ADg

Abbildung 9.2.5: EISFET-Kennlinien. Dargestellt sind exemplarisch a) eine Ausgangs- und b) eine Transfer-
Kennlinienschar. Dabei wird der absolute Drain-Source-Strom Ips in Abhdngigkeit der Drain-Source- (Ups)
bzw. der Vorspannung (Ui.s) gemessen. Die jeweils andere Spannung ist als Parameter rechts neben den
Diagrammen eingetragen. Bei einer Vorspannung von Ul = -3 V und einer Drain-Source-Spannung Ups um -3
V ist die Steigung der Strom-Spannungs-Kennlinie am héchsten (dlps/dUviws = 0,4 uA/mV) und der Drain-
Source-Strom reagiert maximal sensitiv auf Potentialfluktuationen A®s. Dort ist der geeignete Arbeitspunkt des
FETs.

' Alle Messungen in diesem Kapitel wurden am Aufbau von Dr. A. Offenhiusser zusammen mit Dr. A.
Offenhdusser, Dr. C. Sprossler, M. George und S. K&lblin durchgefiihrt [147, 148].
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Abschitzung der Potentialempfindlichkeit: Zur Messung des Oberflichenpotentials wird die
Vorspannung Uy;,, so eingestellt, daB der Drain-Source-Strom Ipg maximal sensitiv auf
Anderungen im Oberflichenpotentials ist, d.h. bei maximaler Steigung der Transfer-Kennlinie
gm = dIps/dUpias | max [214, (K.11.2, S.321)]. g, ist typischerweise 0,1 - 0,5 uA/mV [63]'!. Um
die Empfindlichkeit in der Messung des Drain-Source-Stroms zu erhéhen, wird bei konstanter
Vorspannung Uy, der konstante Anteil Ipg®™' im Drain-Source-Strom direkt im Vorverstirker
abgezogen'2. Damit werden nur zeitliche Anderungen des Stroms Alps(t), mit Ipg(t) = Ipg™™ +
Alps(t) gemessen [63, 134]. Anderungen im Oberflichenpotential A®g an der Gate-Elektrode

von 1 mV éndern den Drain-Source-Strom dann typischerweise um Alpg = 0,1-0,5 uA.

In Abb. 9.2.6 ist das Ausgangssignal Alpg(t) eines mit pH=7 Pufferlosung gefiillten FETs bei
konstanter Vorspannung gezeigt. Das Rauschen im gemessenen Strom begrenzt dabei die
Empfindlichkeit von Oberflichenpotential-Messungen. Als Rauschen AAlpg wird im
folgenden die Standardabweichung der Fluktuationen des Drain-Source-Stroms definiert (GI.
3). In der in Abb. 9.2.6 gezeigten Messung betrégt das bei 3 kHz TiefpaB3-gefilterte Rauschen
im Drain-Source-Strom AAlpg = 12 nA. Mit Hilfe der Transfer-Kennlinie kann dieser Wert in
ein dazu dquivalentes Rauschen im Oberfldchenpotential AA®g transformiert werden: AADg =
AAlps / (dlpg/dUp,s) = 12 nA / 0,4 uAmV™' = 30 uV. Typischerweise betrigt die
Potentialempfindlichkeit der FET-Felder von A. Offenhéusser bei 10 kHz Bandbreite AA®g =
70 uV [63].

4t +1s 1t'+ls

1 2
AAIDS = \TS [(Al DS(t) - Al DS) dt > Al DS 1s [Al DS(t) dt (3)

Abbildung 9.2.6: 3 kHz Tiefpaf3-gefiltertes
Rauschsignal eines FETs bei einer
Vorspannung Upus = - 3V und einer
Drain-Source-Spannung Ups = -3V bei
einer Abtastrate von 4 kHz. Alps(t) =
Ins(t) - Ips™™" ist dabei die zeitliche
Anderung des Photostroms, wobei der bei
Beginn der Messung ermittelte konstante
L offset” Ins™" von ca. 900 uAd (vgl. Abb.
9.2.5.b) im Strom direkt in der ersten
Vorverstirkerstufe — abgezogen — wurde.

-520

$AAl g

Al g [nA]

-620 — AAlps ist die Standardabweichung der
I I I I I I Stromfluktuationen Alps(t), gemittelt iiber
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 einen Zeitraum von 1 s.
t [s]

" Die normierte Steilheit einer FET-Kennlinie (dIps/dUsis) / Ips ist typischerweise =~ 1 V! (vgl. Daten aus [28,
213)).

" Dadurch kann im Vorverstirker der Strom héher verstirkt werden. Bei einer Vorspannung Uy, um -3 V und
Ups um -3 V liegt der konstante Anteil des Photostroms Ips™™ im Bereich von 1 mA, vgl. Abb. 9.2.5, wihrend
das Stromrauschen AAlps im Bereich um 10 nA liegt, vgl. Abb. 9.2.6. Das Problem eines kleinen Mef3signals
auf einem hohen Trégersignal (,,offset) ist damit &hnlich wie beim LAPS. Der konstante Gleichstrom-Anteil

beim FET 148t sich aber leichter kompensieren, als der konstante anharmonische Wechselstrom-Anteil beim
LAPS.

10
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10 Anhang B: Patch-clamp
10.1 Ersatzschaltbild

In diesem Kapitel wird das elektrische Ersatzschaltbild eines Kontakts zwischen einer patch-
clamp Pipette und einer Zelle beschrieben. Dabei werden keine aktiven Ionenkanéle
beriicksichtigt [44, 57, 215]. In dem in Abb. 2.1.2 gezeigten Ersatzschaltbild ist Ry[Q] der
Membranwiderstand, Cy[F] die Membrankapazitit, Rz,[€2] << Ry der Zugriffswiderstand
durch die Pipette (,,access resistance®), Uyy[ V] das durch die Pipette angelegte Haltepotential,
Im[A] der gemessene Strom durch Pipette, Uyr[V] das Ruhepotential der Zelle (,,resting
potential), Uy[V] = Wz - Pz, das Membranpotential der Zelle [40, (K.2, S.24)], Y[ V] das
intrazelluldre Potential und y,[V] = 0 das als Masse definierte extrazellulire Potential im
Volumen des Elektrolyts. Mit Hilfe der Kirchhoffschen Knoten- und Schleifen-Regel gilt fiir
den in Abb. 2.1.2 gezeigten Schaltkreis:

Umn = Yzi + Rzalu (1)
Iv=1+1L (2)
L = Cy dyi/dt (3)
Yzi = Ruly + Upr 4)

Zur Bestimmung der passiven Membraneigenschaften (Ry, Cy) wird der Zelle ein
Haltepotential Uyy(t) aufgeprigt und der dabei durch die Membran flieBende Strom Iy (t)
gemessen: Der nach einem applizierten Spannungspuls Uyr+Uy exponentiell abklingende
Strom kann durch die drei Parameter Iy (), I;(0) und ty; beschrieben werden, vgl. Abb. 2.1.2.
Aus diesen Parametern konnen Ry, R, und C,; bestimmt werden.

Der Zusammenhang zwischen Iy(), Iyy(0), Ty und Ry, Rzo und Cy wird hier nun fiir einen
Spannungssprung von Upyr nach UyrtUy analytisch angegeben. Dazu miissen die 4
Gleichungen (Gl. 1-4) mit 4 Unbekannten Iy, I;, I, Yz nach I, aufgelost werden:

2,3,4)=>
Im = Yzi/Ry - Unr/Ry + Gy dipzi/dt
=(1)= Uun/Rum - Rzaly/Ry - Upir/Ry + Cyr dUy/dt -RzACyp dlyy/dt
< Ty(11Rz4/Ryy) + RyaCyt dlyy/dt = (Upgri-Unar)/Ray + Cag dUpgpy/dlt )

Gl. 5 entspricht einer inhomogenen linearen Differentialgleichung (DGL.) erster Ordnung,
deren Losung sich aus der Summe der allgemeinen Losung der homogenen DGL. und einer
speziellen Losung der inhomogenen DGL. zusammensetzt:

Losung der homogenen DGL.:
IM(1+RZA/RM) + RZACM dIM/dt =0 (6)

Gl 6 [:Tu(1+Rza/Ry) [-1 [*dt [f, mit 7, = —— 4~ @

11



Kap. 10: Anhang B: Patch-clamp

~ fd' L.
" Tn
< Iy(t) = Iy exp(-t/ty;), mit Iy, = const (durch Randbedingungen gegeben) (8)

Losung der inhomogenen DGL..:

extern angelegte Spannungsstufe:

Umn(t) = Uyr + Up®O(t) (mit ©-Funktion: O(t) =1 fiirt = 0, 0 fiir t < 0) 9)
Upmo < 0, da aktive Kanile bei einem kleinen hyperpolarisierenden Puls geschlossen bleiben

Zeit t <0: Im Gleichgewicht (GGW.) ist die Impedanz der Membrankapazitat unendlich, d.h.
es bleibt eine Parallelschaltung aus 2 gleich groen Spannungsquellen Uy = Uyr und Upyg
ibrig und es flieBt kein Strom:

Uwmn = Uur, dUpy/dt= 0, GGW.= dl\/dt= 0, (5) = I\y(t<0) =0 (10)

Zeit t—o0: Im GGW. flie3t der Strom iiber eine Reihenschaltung aus Ry und Rz,, da die

Impedanz der Membrankapazitét dort unendlich ist:

UMH = UMR + UMO = const = dUM/dt = O, GGW. = dIM/dt = 0,

() = (%) (1+RzaRy) = Uy Ry = 1, (ex) = ——o Lo

RM (1+ A) RM + RZA
RM

(8) = In(t) = Ly exp(-t/ty) + Unto/(Ry+Rz0) (12)

(1)

Zeit t=0: Spannungspuls zur Zeit t = 0

= Impedanz der Membrankapazitét geht gegen 0, d.h. Uy und Ry sind ,.kurzgeschlossen*
= Yzi = Pza = 0 = Iw(0) = Uno/Rza (13)
= In(t) = (Umo/Rza- Unmo/(RmtRza))*exp(-t/tm) + Unio/(RytRza) (14)

Insgesamt gilt:

Iu(t) = (Im(0)-Im()) exp(-t/tm) + Iv(e) (15)
wobei Iy(), I;(0) und Ty MeBgroBen sind, vgl. Abb. 2.1.2. Aus diesen Werten kdnnen Ry,
Rz und Cy; wie folgt berechnet werden:

Rza =( 13)= Unmo/Im(0) (16)
Ry =(11)= Upo/Im(%®) - Rza (17)
Cym =(7)= v (/R F1/Rz4) (18)

In realen Messungen ist der Kapazitét der Zelle noch die Kapazitit der MeBpipette iiberlagert.
Die Pipettenkapazitit kann entweder iiber einen speziellen Kompensationskreis im patch-
clamp Verstirker oder durch Modifikation der MeBmethode unterdriickt werden [216].
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10.2 Elektronik

Um die Funktionsweise eines patch-clamp Verstérkers verstehen zu konnen, wird neben der
Kirchhoffschen Knoten- und Maschenregel nur noch das Ersatzschaltbild eines idealen
Operationsverstirkers benotigt. Ein idealer Operationsverstirker ist dadurch charakterisiert,
daB (i) kein Strom in seine Eingénge flie3t, d.h. I, = I. = 0 und (ii) seine beiden Eingingen auf
demselben Potential liegen, d.h. U, = U.. Dazu muf3 der Operationsverstirker so betrieben
werden, dal er mit seinem Ausgang (hier U ) iiber eine Riickkopplung (hier Rp,) seine
Eingéinge zu den in (1) und (i1) vorausgesetzten Bedingungen steuern kann [210].

Im voltage-clamp Modus wird mit einer Steuerspannung Uyy das Potential der Pipette auf
Upmp gehalten (da Uy = Uy = U)), vgl. dazu das Ersatzschaltbild in Abb. 10.2.1 [217, (S.96),
218]. Dabei wird der durch die Pipette flieBende Strom Iy durch den als Strom-Spannungs-
Wandler betriebenen Operationsverstdrker [210] in eine Spannung gewandelt und hinter dem
Ausgang des Differenzbildners als Iy;Rp,; ausgegeben (es gilt: . =0 = Iz = Iy;; Up-U. = [gRpy;
Up = U, = U.= Uy = Up-Ug = IyRpy). Es wird also ein Haltepotential Uy eingestellt und
der dadurch entstehende Strom Iy; gemessen.

IR Rpot
M u L Abbildung 10.2.1:
/ DT Voo Ersatzschaltbild des patch-clamp
/ el VAl Uas Verstirkers —im  voltage-clamp
‘ l Us Modus.
'M Rpot
T Uwy _TZUMH
MH

Etwas komplizierter ist die in Abb. 10.2.2 skizzierte Elektronik fiir den current-clamp Modus
[218]. Uber eine Steuerspannung Rpylyy wird der Pipette ein Strom Iy aufgeprigt und die
dadurch an der Pipettenspitze anliegende Spannung Uy gemessen. Wegen U, g = U,. = U, =
Rpot® Ivn (1)
wird der Ausgang U,_ des zweiten Operationsverstdrkers so getrieben, dal am Ausgang des
Differenzbildners U, g das Potential Rpy*Iyy anliegt. Aufgrund von

Uy, =Ug=U;; = U = Uy, (2)
Uy - U= Rpy¢ Ig und (3)
Ir =(3)= (Ua-U1.)/Rpgt =(2)= (Ua-Up)/Rpot = Up.p/Rpor =(1)= Inn 4)

ist dies nur moglich, wenn der Pipette der Strom Iy;y aufgepriagt wird (Gl. 4). An der Pipette
liegt dann das Potential Uy, an (GI. 2). Der patch-clamp Verstéirker gibt also das Potential Uy
aus welches an der Zelle anliegt, wenn der Zelle ein Strom Iy aufgeprégt wird.

IR Rpot
IMH Uy
/ RE Abbildung 10.2.2:
/ + |1i+ Ersatzschaltbild des  patch-
l clamp Verstdrkers im current-
clamp Modus.
T - Uz
U2o -
'ﬂ' + Uy
UM@ IMH RPot
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10.3 Praktische Durchfiihrung

Der Ablauf einer patch-clamp Messung ist schematisch in Abb. 10.3.1 dargestellt. In a) ist die
Aufnahme einer Pipettenspitze mit dem Rasterelektronenmikroskop gezeigt!. Nach Fiillung
der Pipette mit extrazelluldrer Losung, wobei die Entstehung von Luftblasen vermieden werden
muB, wird die Pipette in den MeBkopt (,,headstage) des patch-clamp Verstdrkers eingebaut.
Uber den MeBkopf ist das Innere der Pipette an einen diinnen Schlauch gekoppelt [218]. Mit
einer am anderen Schlauchende befestigten Spritze wird nun durch Driicken und wieder
Loslassen des Spritzenkolbens ein Uberdruck in der Pipette erzeugt. So strdmt immer etwas
Losung aus der Pipettenspitze aus, wodurch das Anlagern von ,,Dreck® an die Spitze
verhindert wird. Der spitere Kontakt zwischen Pipettenspitze und Zelle ist entscheidend von
der Sauberkeit der Pipette abhingig. Deshalb kann jede Pipette auch nur einmal verwendet
werden und muB zu jeder weiteren Ableitung gewechselt werden.

Mit einem Mikromanipulator wird die Pipette nun in die extrazellulire Losung gefahren, in
welcher sich die adhdrenten Zellen befinden. Zur genauen Positionierung mufl die Spitze der
Pipette zuerst in das Blickfeld des zur Beobachtung eingesetzten optischen Mikroskops
gesteuert werden. In b) ist eine Mikroskopaufnahme der sich in Losung befindenden
Pipettenspitze gezeigt. Unter Beobachtung im Mikroskop wird nun die Pipettenspitze in die
Nihe der abzuleitenden Zelle gefahren, bis sie etwas iiber der Zelle steht?.

Der patch-clamp Verstiarker wird zunichst im search Modus betrieben, der sehr dhnlich zu
dem voltage-clamp (VC) Modus ist: der Pipettenspitze wird, wie in c) aufgetragen, ein
Potential Uy aufgeprigt, welches aus einem periodisch wiederholten Rechteckspuls Uy und
einem konstanten Haltepotential Uyr zusammengesetzt ist. Im Gegensatz zum VC Modus ist
aber das aufgepragte Potential mit dem resultierenden Pipettenstrom riickgekoppelt, was in
etwa einer AC-Kopplung entspricht, so dal nur Pulsénderungen Uy, zu einem Pipettenstrom
filhren [218]. So wird der Pipettenstrom bei konstantem Haltepotential Uyy = Uyr << 0 auf
Null gehalten und es flieBt nur wihrend des Testpulses ein Strom, vgl. d)>. Nach dem
ohmschen Gesetz kann aus der Hohe des Stroms wéhrend des Testpulses der Widerstand der
Pipettenspitze angegeben werden. In dem in c¢) und d) gezeigten Beispiel betrdgt er Ry, =
AUpp/ Alyy = 10mV / 3000pA = 3,3 MQ.

Mit Hilfe von Mikromanipulator und Mikroskop wird die Pipettenspitze nun direkt an die
Oberfldche der Zelle positioniert. Dies kann zum einen an einer leichten, halbmondférmigen
Eindellung der Zelle unter der Pipettenspitze beobachtet werden, die durch den Uberdruck in
der Pipette verursacht wird, sieche €). Zum anderen sinkt der Pipettenstrom Iy; wéhrend des
Testpulses Uy um ca. 10%, da sich der Pipettenwiderstand durch die beginnende Bedeckung
der Pipettenspitze mit der Zelloberfliche vergroflert. Durch Abnehmen der Spritze von dem an

' Fiir Ableitungen von Nervenzellen wurden in dieser Arbeit patch-clamp Pipetten mit Spitzendurchmessern von
ca. | um und damit mit Pipettenwiderstinden zwischen 3 und 6 MQ verwendet. Das Bild wurde von Dr. R.
Blick und A. Kriele aufgenommen.

* Dabei wird wechselseitig der Fokus des Mikroskops und die Hohe der Pipette iiber dem Substrat variiert, um
die Pipette zerstorungsfrei in Zellndhe bringen zu kdnnen.

* Eine andere Moglichkeit ist es, bei Annihern der Pipette an die Zelle im VC Modus das Haltepotentials auf
Null und damit gleich dem Potential der Badelektrode zu setzen, Uyny = 0. Dann flieBt ebenfalls nur ein Strom
wihrend eines Testpulses Umo. Nach dem erfolgten Kontakt zwischen Pipette und Zelle muf3 das Haltepotential
dann auf das Ruhepotential der Zelle gesetzt werden, Uyn = Uwmr.
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die Pipette angeschlossenen Schlauch und leichtes Ansaugen am Schlauchende wird ein leichter
Unterdruck in der Pipette erzeugt und so die Zellmembran dicht an die Pipettenspitze
angeschmiegt, vgl. f). Der Widerstand zwischen dem Inneren der Pipette und der die Zelle
umgebenden Losung liegt dann im Gigaohm-Bereich (,,gigaseal”: Uy o/Aly > 1 GQ). Bei
Anlegen des Testpulses Uyy = Uyr + Uy flieBt dann praktisch kein Strom mehr durch die
Pipette, wie in g) gezeigt ist.

Nun wird der patch-clamp Verstéirker in den VC Modus umgestellt und das Haltepotential so
eingestellt, da3 es dem Ruhepotential der Zelle entspricht (Uyy = Uyr), d.h. kein Strom flieB3t
(In = 0). Aufgrund der Pipettenkapazitdt gibt es beim An- und Ausschalten des Testpulses
jedoch einen kapazitiven, exponentiell abfallenden Strom, vgl. g). Mit Hilfe einer
Kompensationsschaltung am patch-clamp Verstirker kann dieser kapazitive Pipettenstrom
minimiert werden, siche h)

Durch erneutes, starkes Ansaugen am Pipetten-Schlauch wird nun die unter der Pipettenspitze
liegende Membran zerrissen, d.h. ein ohmscher Kontakt zwischen dem Zellinneren und der
Losung in der Pipette hergestellt (Ganzzell-Ableitung, ,,whole seal). Wahrend des Testpulses
Umn = Upr + Uy flieBt dann wieder ein exponentiell abfallender, kapazitiver Strom Iy, durch
die mit der Pipettenspitze verbundene Kapazitit Cy, der gesamten Zelle, siche i)*. Je nach
Anforderung konnen nun Experimente im VC oder CC Modus durchgefiihrt werden.

<
£ 1000 AlM
= J

UMH-UMR [mV]

0 10 20 30 40
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=
= -200
- T T T T
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0 (
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Abbildung 10.3.1: Ablauf einer patch-clamp Messung. Die Skalierungsbalken zeigen in a) 1 um und in b), e)
und f) jeweils 10 um an. In e) und f) ist die Spitze der Pipette umkreist.

* Da die Kapazitit der Zelle groBer als die Pipettenkapazitit ist, klingt der kapazitive Strom in i) langsamer als
in g) ab.
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10.4 Datenanalyse’

Es wird hier die Auswertung von voltage-clamp Messungen beschrieben, die in ,,whole-cell
Konfiguration an striatalen Neuronen durchgefiihrt wurden. An jeder Zelle wurde dabei der
Membranstrom Iy(t) nach Spannungspulsen Uyy(t) verschiedener Amplitude aufgezeichnet,
siche Abb. 10.4.2.a. Anhand dieser Rohdaten konnen die Kapazitit Cy und der Widerstand
Ry der Zellmembran, der maximale (Natrium-) Einwiértsstrom und die (Kalium-)
Auswirtsstrom-Leitfahigkeit bestimmt werden. Die Querschnittfliche Ay ., der Zellen kann
als zusétzlicher Parameter direkt aus mit dem Mikroskop aufgenommenen Bildern bestimmt
werden, vgl. Abb. 10.4.1.

Abbildung 10.4.1:

Striatale Neurone nach 13 DIV,
kultiviert  auf  verschiedenen
Substraten und in verschiedenen
Kulturmedien. Der
Skalierungsbalken entspricht 10
um. a) Silizium-Substrat,
Neurobasal-Medium (NBM). b)
Glas, NBM. c) Silizium-Substrat,
serumhaltiges Medium (SCM). d)
Glas, SCM.

Wird eine Zelle leicht hyperpolarisiert (Uyy < Upmgr), so wird die Leitfahigkeit Potential-
gesteuerter Kanile praktisch nicht beeinflufit, und es flieit nur ein passiver Strom. Dessen
Amplitude ist durch den Ruhewiderstand Ry; und die Kapazitit Cy; der Membran bestimmt.
Wie in Abb. 10.4.2.a dargestellt ist, wurden in dieser Arbeit an jeder Zelle drei voltage-clamp
Messungen mit hyperpolarisierenden Stimulationspulsen durchgefiihrt. Die dazugehorigen
passiven Membranstrome zeigen ein typisches exponentielles Verhalten. Die Stromantwort
Iy(t) auf einen hyperpolarisierenden Puls mit einer Amplitude von Uy, = -ImV kann nun aus
diesen Daten gewonnen werden: Dazu wird angenommen, daf3 der passive Strom linear mit der
Amplitude des hyperpolarisierenden Pulses skaliert. Der mittlere gewichtete Strom Iy; auf
einen hyperpolarisierenden Puls von Uy, = x mV Amplitude ist dann Iy(t) =
Mittelwert(Iy; i/Upp)®(-x mV), wobei Iy; die Stromantwort auf die Stimulation Uy; ist. In
Abb. 10.4.2.b. ist die so aus den in Abb. 10.4.2.a gezeigten Rohdaten ermittelte passive
Stromantwort auf einen Stimulationspuls von -1 mV aufgezeichnet. Aus dieser Kurve kann der
Membranwiderstand Ry, die Membrankapazitit Cy und der Zugriffswiderstand R, der
untersuchten Zelle berechnet werden, vgl. Kap. 10.1.

* Dieses Kapitel bezieht sich auf den voltage-clamp Modus, die Ideen sind aber auf den current-clamp Modus
iibertragbar. Die Auswertesoftware wurde von M. George programmiert.
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Abbildung 10.4.2: a) Voltage-clamp Messungen an einem striatalen Neuron nach 13 DIV, kultiviert in NBM auf
Glas. Aufgetragen ist die Stromantwort Iy(t) (grofes Bild) auf verschiedene Stimulationspulse Uy (kleines
Bild). b) passive Stromantwort auf einen hyperpolarisierenden Puls mit -1 mV Amplitude. Die Stromantwort
wurde aus dem Mittelwert aller gewichteten Stromantworten der in a) dargestellten hyperpolarisierenden Pulse
berechnet. Die gestrichelte Kurve zeigt einen exponentiellen Fit. ¢c) Nach Abzug der passiven Antwort von den
gemessenen Stromen liegt die aktive Stromantwort I'y(t) auf Potentialpulse vor. Daraus kann der maximale
Einwdrtsstrom Iyoma und die Potential-abhdngigen Auswdrtsstrome am Anfang und Ende der Stimulation Ik
bzw. Ix. abgelesen werden. d) Durch Auftragen des Kaliumstroms gegen das Stimulationspotential kann iiber
einen linearen Fit die Kalium-Kanal-Leitfihigkeit berechnet werden. Die gestrichelten Kurven zeigen die
gefitteten Werte.

Wenn die passive Komponente des Membranstroms bekannt ist, kann auch dessen aktiver
Anteil berechnet werden, was in Abb. 10.4.2.c aufgezeichnet ist. Die aktive Stromantwort I'y
auf einen Stimulationspuls mit der Amplitude Uy, ist die Differenz aus gemessener
Stromantwort und passivem Anteil. Der passive Anteil ist der mittlere passive Strom auf
einen hyperpolarisierenden Puls von -1ImV, multipliziert mit dem Faktor Uy/(-1 mV).
Deutlich ist in Abb. 10.4.2.c der (Natrium-) Einwirtsstrom fiir depolarisierende Pulse iiber
dem Schwellwert zur Auslosung eines Aktionspotentials und der (Kalium-) Auswértsstrom zu
erkennen. Aus der so gewonnenen Kurvenschar 146t sich direkt der maximale Einwértsstrom
INamax und der Auswirtsstrom in Abhéngigkeit des Stimulationspulses Ik (Ump) bzw.
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I o(Uyy) bestimmen®. In Abb. 10.4.2.d ist die Amplitude des Auswirtsstroms in
Abhiéngigkeit der Stimulationsamplitude aufgezeichnet. Mit einem linearen Fit kann dann fiir
depolarisierende Pulse iiberhalb des Schwellwerts’ die Auswirtsstrom-Leitfihigkeit Gx =
Alx(Upy)/AUyy berechnet werden.

Alle bisherigen Parameter sind als absolute GroBen, d.h. bezogen auf jeweils eine Zelle
bestimmt worden. Sicherlich skalieren aber viele Parameter mit der Grof3e der Zelle. So wird
der Strom bei groBen Zellen hoher sein, da aufgrund groBerer Fliche mehr Ionenkanile
vorliegen. Es gibt prinzipiell zwei einfache Skalierungsmdoglichkeiten, um spezifische Grofen
zu erhalten: Normierung auf die Membrankapazitidt oder die Oberflache der Zelle. Fiir die in
Kap. 3.1 beschriebenen Simulationen wird die Normierung pro Oberfliche bendtigt. Die
Oberfliche Az, von Zellen ist aber nicht ohne weiteres meB3bar. Mikroskopaufnahmen liefern
die Querschnittsfliche Ay, von Zellen, vgl. Abb. 10.4.3. Die Zelloberfliche kann damit grob
als Az ot = 3 Az,op abgeschitzt werden.

Prinzipiell ist die Zelloberfliche auch iiber die Gesamtkapazitidt der Zelle abzuschitzen, zu
welcher sie proportional ist. Dazu miifite allerdings der Proportionalitéitsfaktor, die spezifische
Membrankapazitidt bekannt sein. Doch auch dieser Wert ist unbekannt. Bei abgeschétzter
Zelloberfliche (Az . =3 Az o) konnte die spezifische Membrankapazitit angegeben werden,
da die Gesamtkapazitit ja experimentell bestimmt wurde. Nach dieser Methode wiirden aber
zu hohe spezifische Kapazititen bestimmt, da in die gemessene Zellmembran-Kapazitit auch
die Kapazitit der Membran der Dendriten eingeht. Im Mikroskopbild wird dagegen nur die
Fliche des Zellkorpers gemessen. Daher wurde folgende grobe Annahme getroffen: Die
Kapazitit der Membran des Zellkorpers betrdgt ca. 2/3 der Gesamtkapazitit Cy. Damit folgt
23Cy=cm® Azt =M ® 3 Azop dh. oy =2/9 Cy/ Az o

a) b)

rz

>17

Abbildung 10.4.3: Interpretation der Flichenmessungen: Az.. entspricht der optisch gemessenen
Querschnittfliche, Az, der gesamten Zelloberfliche. Wird der Querschnitt einer Zelle als kreisformig
angenommen, Azop = ar/, lassen sich folgende Grenzfille angeben: a) Falls die Zelle als Kugel angenommen
wird, folgt fiir deren Oberfliche Az = 4 " und damit Az = 4 Azqp. Wird dagegen eine flache Zelle h; — 0
angenommen, ist deren Oberfldiche Az = 2(mwr’) + h(2mr) — 217" und damit Az = 2 Azop. Die Realitdit
wird in der Mitte liegen und die Annahme Az = 3 Azop bildet einen akzeptablen Schitzwert.

¢ ns" steht dabei fiir Beginn oder Start der Stimulation, "e" fiir Ende.

7 In allen Messungen war das Ruhepotential Uy auf ca. -73 mV eingestellt. Als Schwellwert zur Ausbildung
eines Aktionspotentials wurde eine Membranpotential von -30 mV angenommen.

18



Kap. 10: Anhang B: Patch-clamp

10.5 Extrazelluliare Potentiale

In diesem Kapitel wird, basierend auf den Modellen von Fromherz und Mitarbeitern [28, 94,
200], eine Vorhersage des extrazelluliren Potentials in der Spalte zwischen einer Zelle und
ihrer Unterlage beschrieben, siche dazu Abb. 3.1.1.

Weicht wihrend eines Aktionspotentials das Membranpotential vom Ruhepotential ab, so
flieBt durch die Unterseite der Zelle ein passiver Strom iy [Am™] mit einem ohmschen und
einem kapazitiven Anteil®:

. (- 1
iw(tr) = ey AOZRLD + — (1) - @5 (1) (©)
M

®g [V] ist dabei das Potential im Spalt zwischen Zelle und Unterlage, d.h. das zu detektierende
extrazelluldre Potential. Am Rand der Zelle ist das Potential im Spalt gleich dem Potential des
Volumens des Elektrolyten:

Dg(t, r=r7) =Yz, = const (1)

Der aus der Unterseite der Zelle austretende lonenstrom kann nur durch den Spalt zwischen
Zellunterseite und Unterlage in das Volumen des Elektrolyten gelangen. Durch die Stromdichte
ip(r) aus der Zellmembran erhoht sich der radiale Strom entlang der Sensoroberfliche Ig, [A]
um den Anteil dlg,:

dlg,(t,r) = ipg(t,r) 27t dr (2)

und es folgt:

dig (t, (1) - 1

Al o (g, dwaO=200) 1 Ly ) - () ) 220 G)
dr dt Iy

Nach dem Prinzip eines Spannungsteilers und des ohmschen Gesetzes fillt durch den unter der
Zelle flieBenden Strom ein Potential ®g(t,r) am Elektrolytfilm zwischen Zelle und Unterlage
ab. Zwischen zwei Kreissegmenten mit Abstand dr unter der Zelle fallt das Potential d®g ab:

ddg(t,r) = Dg(t,r+dr) - Dg(t,r) 4)

Der Widerstand des Elektrolyts in diesem Kreissegment ist proportional zum Kehrwert der

Oberfldche eines Zylinders 2mrdz(r) mit Radius r und Hohe d;. Nach dem ohmschen Gesetzt

ist das dort abfallende Potential das Produkt aus Widerstand und flieBendem Strom:
dr 2nrd, (1) do(t,r)

ddg (t,r) = -pp ———Ig(t, Is(t,r) = -
s (t,r) pEzde(r) s(tr) = Ig(tr) 0. ar

)

® Wihrend eines Aktionspotentials flieBen positive Na'-Ionen durch aktive Kanile in der dem Volumen des
Elektrolyts zugewandten Membranoberfliche in die Zelle. Ein Teil dieser UberschuBladung flieBt durch die
Unterseite der Membran passiv ab. D.h. das Vorzeichen beider Strome ist umgekehrt.

’ Gl. 0 in GI. 2 eingesetzt.
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Um soweit wie mdglich analytisch rechnen zu koénnen, wird der Abstand zwischen Zelle und
Substrat als konstant angenommen, dz(r) = d; = const. Wie optische Messungen des Zell-
Substrat-Abstandes zeigen, ist diese Annahme durchaus gerechtfertigt [111]. Mit Hilfe der
obigen Annahmen kann nun eine Gleichung fiir das extrazelluldre Potential ®g(t,r) aufgestellt
werden:

M s— _Pe df11 tr)| = - Pe(_ t) 1 dig(n)
~6r 27 dr( d, ()] = 27 , ' r)+rdz dr
(3.5 - 5; (_r% [ Zn;d dcpd? n], rd c, d(wz.(t)dtcbs(t 1)) 7(%(0 ot r))D
= (_1dq)s(tr r) _ PeCy dUJZi(t) + PeCuy d(I)S(t, r) _ Pe Y (t)_'_iq) (t r))
roodr d, dt d, dt d,r, 7 dyr, S

_ d°d(t,r) +} dog(tr) o ®_(t1)- Py AP (1) peC, dy, () o
dr? roodr dr, ° dt d dt dr

Z'M z zZ'M

Y, (6)

z

Diese Differentialgleichung fiir ®g(t,r) 148t sich mit Hilfe einer Fourier-Transformation [219,
(K.4.4.2, S.619)] 16sen. Dabei bezeichnet F(w) die Fourier-Transformierte im Frequenzraum
einer Funktion f(t) im Zeitraum'’:

F(f(t),m) = \,% f_*:f(t) exp(iot) dt (7)

Multiplikation von Gl. 6 mit (27r)"? exp(iwt) und Integration iiber t unter Verwendung von GI.
7 ergibt dann:

FF@,(t0,) | 1 dF@,(t,1),0) (pE i PG

dr? Ty dr d,r, d )F(q)S(t’ ) = _(pECM‘iwa) Fy, (1), ) (8)

dZ dZ rM

z

Mit Hilfe einiger Abkiirzungen (9) kann (8) dann zu einer vereinfachten Form umgewandelt
werden:

Dg(w,1) = F(Ds(t,1),w), Ty [8] = rven, A [m*]= rpdz/pe 9
d q)dsr(w . dq)séf)'r) —%(l- iwrM) ro(mw,r) = —)le(l- iwrM) ry, () (10)

Dies ist eine Differentialgleichung in r. Die allgemeine Losung davon ist die Summe aus der
allgemeinen Losung fiir die homogene Differentialgleichung'' ®g(w,r)hom und einer speziellen
Losung ®g(w,r)spe, der inhomogenen Differentialgleichung. Dabei ist J, die Besselfunktion und
Iy die modifizierte Besselfunktion nullter Ordnung.

O R(df(t)/dt, o) = -iof(t) [219, (K.4.4.2.1, S.620)].
"' Homogene Differentialgleichung: rechte Seite von Gl. 10 ist gleich Null. Lésung nach [219, 220, (S.423,
GL.2.95), 221, (K-6, S.97)]. Da ®s(w,r=0) endlich bleiben soll, fillt die Neumannsche Funktion als Losung aus.
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_ lhior, ) cl-ior, ) _ 1l-iwt,
Dg(w,)pom = const JO( T r) const JO(I T r) const IO( T r) (11)
q)S((Dar)spez = wZi(w) (12)
PS(.5) = P(000) g+ P(0rm = ) + const 1, I (13)
Die Konstante ist dabei durch die Nebenbedingung Gl. 1 gegeben:
(13)= i) + const 1, e 1<y,
= const = (- i)/ 1 e (14)

| ( 1-iwr, r)
0 \ 22

1-iwt
|, Moy
{75

Das maximale (Fourier-transformierte) extrazelluldre Potential A®g(w) unter der Zelle ist dann:
ADs(w) = Dg(w,r=0) - Ps(w,r=17)

= Og(0,1) =" Pz(0) + (Pz,- Pzi(®)) (15)

| ( J/l-iarrM ; | J/l-iarrM r)
_ AV AVA
= YPzi(0) + (Pza- Yzi(w)) W'Wﬁ(w) - (Yza- Yzi(w)) T e\
lo(\] Fra rz) Io(\] e rz)
= (W0 W) — o (0 Y2i@) = U(@) (1= — ) (16)
!

( J/l-iwrM r)
0 \“‘ ;\’2 z

Dabei ist Uy(w)= F(Upy(t),w) die Fourier-Transformierte des Membranpotentials. Nach
Riicktransformation in den Zeitraum ist so der Verlauf des extrazelluldren Potential Adg(t)
unter dem Mittelpunkt der Zelle gegeben. Um das in Abb. 3.1.1 nicht eingezeichnete und daher
in Gl. 0 nicht enthaltene Ruhepotential der Zelle Uy;r mit zu beriicksichtigen, wird dazu Uy
durch Uy, - Uy ersetzt:

1

AD(t) = F'( F(Upm(t)-Upwgr) * (1- T Thien.
I°(\ o rz)

) (17)

"> Gl.14 in GI.12 eingesetzt.
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11 Anhang C: Methoden zur Zellkultur und Zellcharakterisierung

11.1 Praparationsprotokolle
(a) Herzmuskelzellen'

Vorbereitung der Substrate zur Besiedelung mit Zellen: Vor dem Aussden der Zellen werden
die Substrate (Petrischalen, Halbleiterwafer, Glas,...) mit Fibronektin beschichtet. Auch Cell-
Tak-Beschichtungen liefern gute Ergebnisse [222]. Dagegen wurden mit Poly-D-Lysin-
Beschichtungen schlechte Erfahrungen gemacht.

Zellisolation: (vgl. Abb. 11.1.1) [5, 55]

* Zur Priparation notig (alles steril):

- 15 Eier mit 7 Tage alten Hiihnerembryos (1 Woche lang bebriitete Eier aus lokaler
Hiihnerbriiterei von Gefliigelzucht und Briiterei Ludwig Holzl, Moosburg) bzw. ein Wurf
(ca. 5-7) 1 Tage alter Ratten (trachtige Ratte von Charles River)

- 3 Glasschélchen auf Kiihlakkus, gefiillt mit HBSS-Ca-Mg. In einem werden die Herzen aus
den Tieren entnommen, im nichsten gewaschen und im letzen aufbewahrt.

- bei Priparation von Ratten: Korkplatte und Stecknadeln

- mehrere Pinzetten

- Skalpell, Schere

- Silikongummi-Platte (Sahlberg #135005)

- Pasteurpipetten (Glas: Roth, # 4518.1) + Pipetten (Plastik: Renner, #06031, #06032) mit
Pipettierhilfe (Accu Jet ISO 9001, Brand)

- Magnetriihrer mit sterilem Riihrfisch

- 15 ml Zetrifugenréhrchen (Renner, #38026)

- 6 mit 4 ml eisgekiihltem 40% FCS Herz-Medium gefiillte 15 ml Zentrifugenrohrchen

- 1 mit eiskaltem HBSS-Ca-Mg gefiilltes 15 ml Zentrifugenréhrchen

* Entnahme der Herzen bei Hithnerembryos

- Hiihnerei mit 70% Ethanol bespriihen und unter Sterilbank (,,flowhood*) bringen

- Hiihnerei mit groBer runder Seite nach oben (dort befindet sich Luftblase im Ei) iiber
Abfallbehélter halten, mit flacher chirurgischer Pinzette Eischale 6ffnen und weifle Eihaut
entfernen

- Embryo mit runder, chirurgischer Pinzette an Blutgefiden an Oberfliche ziehen, sanft am
Hals greifen und in Glasschale mit eiskalter HBSS-Ca-Mg -Losung transferieren, Eirest in
Abfallbehélter geben

- Mit spitzer, gekriimmter Pinzette Kopf vom Rumpf des Embryos trennen (,,dekapitieren®)

- Embryo auf Riicken drehen und von der Kopfseite her mit spitzer, flacher Pinzette festhalten

- mit spitzer, gekriimmter Pinzette Brustkorb des Embryos aufschlitzen, Herz an Aorta
fassen, entnehmen und in Glasschale mit eiskalter HBSS-Ca-Mg -Losung geben, in welcher
die Herzen gesdubert werden. Toten Embryo in Abfallbehélter entsorgen. Die Erkennung des
Herzens ist nicht einfach: In seltenen Fillen schldgt das Herz noch, dann ist es leicht zu
identifizieren. Ansonsten ist das Herz das oberste Organ, direkt am Brustbein, wenn man den
Embryo von vorne ansieht. Das Herz ist durchblutet und strukturiert, es sind vier dunkle

"nach Dr. M. Riehle und Dr. M. Denyer.
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Punkte, d.h. die vier Herzkammern erkennbar. Wird das herausgeldste Herz mit einer sterilen
Pinzette beriihrt, zuckt es hdufig und ist somit eindeutig als Herz identifiziert. Nur Herzen
verwenden, die sicher als solche identifiziert worden sind. Lieber weniger Herzen, als falsche
Zellen in der Kultur!

- Mit Skalpell oder Pinzettschere (WPI #14124) Aortenreste vom Herzen entfernen und durch
Driicken mit Pinzette Blut aus Herz pressen, gesdubertes Herz in Glasschale mit eiskalter
HBSS-Ca-Mg -Losung zum Aufbewahren geben

- Dieselben Schritte fiir alle weiteren Eier durchfiihren, am Ende sollten ca. 15 Hiithnerherzen in
der Glasschale mit HBSS-Ca-Mg vorliegen

* Entnahme der Herzen bei 1 Tage alten Ratten

- Ratte mit Ethanol zur Desinfektion abspriihen

- mit Skalpell Ratte dekapitieren, Blut aus Korper schnell austropfen lassen

- Rattenkorper mit Riicken nach unten an Extremititen (,,Vorder- und HinterfiiBen) mit
Stecknadeln auf Korkplatte fixieren. Achtung: Oft zucken die Kdrper noch, dies ist aber
reiner Reflex, da die Tiere sofort nach der Dekapitation tot sind

- mit spitzer Schere Brustkorb aufschneiden und Aorten durchtrennen

- Herz mit Pinzette entnehmen und analog zu den Hiithnerherzen weiterverarbeiten

- Die selben Schritte fiir alle Ratten durchfithren, bis zum Schlufl ca. 5 Herzen in Glasschale
mit eiskaltem HBSS-Ca-Mg vorliegen

Abbildung 11.1.1: Prdparation embryonaler
Hiihnerherzen. Nach Entnahme des Embryos
aus dem Ei und Isolation des Herzens
werden die Herzstiicke in Enzymlosung
dissoziiert, wobei zyklisch die vereinzelten
Zellen entnommen werden und die restlichen
Gewebestiicke weiter in der Enzymlosung
verbleiben. Am Schluf3 sind alle Zellen
vereinzelt und in Medium geldst.

* Weiterverarbeitung der Herzen

- Herzen auf Silikongummi-Platte legen und mit Skalpell in kleine Stiicke zerschneiden (Auf
dem weichen Silikongummi 146t sich besonders gut schneiden)

- Herzstiicke in kleines Zentrifugenréhrchen (15 ml) mit kaltem HBSS-Ca-Mg iibertragen

- leicht schiitteln, Herzen absitzen lassen und Uberstand abpipettieren, frisches kaltes HBSS-
Ca-Mg zugeben und Vorgang 2 mal wiederholen. Durch das Spiilen mit HBSS wird dabei das
restliche Blut beseitigt. Am Anfang ist das HBSS durch Blut leicht rétlich geférbt, nach dem
Spiilen farblos. Die Blutreste miissen beseitigt werden, da sie nach Aussden der Zellen die
Zelladhésion durch Verklumpung behindern wiirden [223]

- bis zu diesem Zeitpunkt mufl moglichst schnell gearbeitet werden, um die Herzen minimal zu
schidigen, es sollten nicht mehr als 30 Minuten dafiir bendtigt werden. Aus diesem Grund
wird auch mit eiskalten Losungen gearbeitet, damit die Herzfunktion ,,eingefroren* wird
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- Absaugen des restlichen HBSS iiber den Herzfragmenten und Zugabe von 8 ml 37° warmer
0.05%-Trypsin/EDTA-Losung. Zentrifugenrohrchen steril zuschrauben und mit Riihrfisch 8
Minuten in 37° C Wiérmebad leicht rithren. Durch die enzymatische Wirkung des Trypsins
wird das Herzgewebe von auflen her langsam aufgelost und geht als Einzelzellen in Losung
[224, (K.6, S.103)]

Herzgewebestiicke absitzen lassen und Uberstand absaugen. Nach der ersten Trypsinierung
befindet sich iiberwiegend undefiniertes Gewebe (Bindegewebe um den Herzmuskel,
Aortenreste,..) im Uberstand, welcher deswegen verworfen wird

0,1 ml 10000 units/ml DNAse II-Losung zu den Herzgewebestiicken im Zentrifugenrohrchen
geben und ca. 1 min einwirken lassen. Die DNAse zerstort die bei der Trypsinierung durch
geplatzte Zellen freigesetzte DNA. DNA verklebt die Herzstiicke zu einem schleimigen
Klumpen, was die Zelladhdsion behindern wiirde und muf3 deshalb entfernt werden
Gewebestiicke leicht titruieren (Ansaugen und wieder Ausstoen der Zellsuspension mit
einer Pipette [225])

2,5 ml 37° warmer 0.05%-Trypsin/EDTA-Losung zugeben, Zentrifugenréhrchen steril
zuschrauben und mit Riihrfisch 8 Minuten in 37° C Wérmebad geben. Dabei wird durch das
Trypsin der Herzmuskel von auBen her immer weiter in Einzelzellen dissoziiert. Durch die
geldsten Einzelzellen triibt sich die Losung

restliche Herzstiicke im Zentrifugenrdhrchen absitzen lassen und Uberstand in neues
Zentrifugenr6hrchen mit 4 ml eiskaltem 40% FCS Herz-Medium pipettieren

zu restlichen Herzstiicken (,,Bodensatz®) wieder neue DNAse zugeben und wie oben
beschrieben weiter trypsinieren. Der gesamte Vorgang wird solange wiederholt, bis sich alle
Herzstlicke aufgeldst haben (ca. 3 bis 5 mal). Bei jeder weiteren Trypsinierung wird etwas
starker gertihrt. Der Vorteil dieser fraktionierten Trypsinierung ist die besonders schonende
Behandlung fiir die Zellen. Durch das schrittweise Auflésen des Herzmuskels mit
hintereinander folgenden Trypsinierungsschritten sterben weit weniger Zellen, als wenn das
gesamte Gewebe auf einmal dissoziiert wiirde

Durch das Pipettieren des Uberstandes in 40% FCS Herz-Medium (,,Stopp-Medium*) wird
durch das fotale Kilberserum die Trypsin-Aktivitit gestoppt. Damit dies nachhaltig
geschieht wird die Mischung leicht geschiittelt, um praktisch alle Trypsin-Molekiile zu
inhibieren. Die Zellsuspension wird bei 1500 RPM unter Kiihlung 6 Minuten lang
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das verbleibende Zellpellet in einem 15 ml
Zentrifugenréhrchen mit ca. 1 ml eiskaltem 10% FCS Herz-Medium geldst (schiitteln) und
anschliefend gekiihlt gelagert. Um die Préparation moglichst kurz zu halten, muf3 parallel
trypsiniert und zentrifugiert werden: wéhrend den 8 Minuten trypsinieren wird 6 Minuten
zentrifugiert

Nachdem die Herzbruchstiicke vollstindig aufgelost worden sind, miissen nun 3-5 (je nach
Zahl der Trypsinierungsschritte) Zentrifugenréhrchen mit Zellsuspension in 10% FCS Herz-
Medium vorliegen. Der 10% FCS Anteil im Medium fordert durch die in ihm enthaltenen
Wachstumsfaktoren die Anlagerung und Entwicklung der Zellen nach Aussden auf einem
Substrat

Die Zellsuspensionen werden nun gesammelt (ca. 5 ml), in ein kleines
Gewebekulturflischchen gegeben und ca. 1 h bei 37°C und 5% CO, in den Brutschrank
gestellt. Dabei lagern sich bevorzugt Herz-Fibroblasten aus der Zellsuspension am Boden an,
wihrend Herzmuskelzellen ldnger in Losung bleiben. Gezielten Untersuchungen zu Folge
lagern sich Fibroblasten nach ca. 1h, Herzmuskelzellen dagegen erst nach ca. 8h an. Durch
diese Methode der selektiven Adhision ist es moglich, den Anteil reiner Herzmuskelzellen in
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der Zellsuspension auf bis zu 80% zu erhohen [226]. Nach 1 h wird leicht an die
Gewebekulturflasche geklopft um schwach adhirente Zellen zu 16sen, der Uberstand mit
angereicherten Herzmuskelzellen wird sofort ausgesdt. Die in der Flasche bleibenden, am
Boden haftenden Fibroblasten konnen weiter kultiviert werden, siehe b).

* Zu beachten (hier sind noch einmal die kritischen Punkte zusammengefaf3t)

- moglichst schnell arbeiten

- Herzen beim Herausnehmen moglichst schonend behandeln, z.B. nicht zerquetschen
- Dichte beim Ausséen einhalten

Zellen aussien: Die Zellen werden bei einer Dichte von ca. 80 - 12010 Zellen/ml (Zelldichte
der Suspension mit Zdhlkammer bestimmen und vorgegebene Dichte einstellen) ca. 2-3 mm
hoch auf Fibronektin beschichtete Substrate (Si-Wafer, Glas, Zellkultur-Petrischalen) ausgesét
(d.h. 25-35x10* Zellen/cm?), siehe Abb. 11.1.2 und Abb. 11.1.3. Fibronektin wirkt
Adhaésions-unterstiitzend [227]. Bei zu geringer Zelldichte bilden die einzelnen Zellen keine
Kontakte zueinander aus und es gibt keinen zusammenhédngenden, synchron pulsenden Rasen.
Einzelzellen pulsen auch, aber unregelméfiger als Zellrasen. Bei zu hoher Dichte bildet sich ein
mehrlagiger Zellrasen, der zwar dullerst stark pulsen kann, aber vermutlich nur lose auf dem
Substrat fixiert ist.

Abbildung 11.1.2: Rasen aus Herzzellen, die aus
Hiihnerembryos gewonnen wurden, auf Fibronektin-
beschichteter Petrischale, 2 Tage in Kultur. In der
Bildmitte ist ein , cluster” aus dicht aneinander
gelagerten Zellen zu sehen. Der gesamte Zellrasen
hat mechanisch gepulst. Der Skalierungsbalken zeigt
50 um an.

Medium wechseln: Das Medium wird jeden Tag gegen frisches 3% FCS Herz-Medium
ausgetauscht. Der geringe FCS-Anteil stellt sicher, dal sich noch in der Losung befindliche
Fibroblasten nicht zu stark vermehren und die Herzmuskelzellen tiberwuchern. Achtung: das
alte Medium mufl moglichst sanft abgesaugt und das neue extrem vorsichtig zugegeben werden,
sonst rollt sich der Zellrasen durch die mechanische Belastung von der Unterlage ab! Am
ersten Tag nach der Préparation pulst bereits ein kleiner Anteil der Muskelzellen, ab dem 2.
Tag pulsen immer groBBere Bereiche zusammenhidngend. Die mechanische Bewegung der Zellen
kann schon mit einem Lichtmikroskop mit 20x Objektiv verfolgt werden. Das simultane
Pulsen iiber Flichen von 1 mm? ist keine Seltenheit. Nach ca. 1 Woche wird die mechanische
Kontraktion immer schwécher.

Messungen: Das mechanische Pulsen der Zellen ist stark temperaturabhéngig. So kontrahieren
die Zellen bei Raumtemperatur meist nicht, fangen jedoch bei Heizung auf 37° C wieder zu
schlagen an. Dafiir ist die pH-Abhéngigkeit eher gering. Alle Messungen konnen deshalb in
CO,-gepufferten Herz-Medium an Raumluft ohne CO,-Reglung durchgefiihrt werden. Falls die
Zellen mechanisch aktiv sein sollen, muf} geheizt werden.
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Abbildung 11.1.3: Einzelne Herzzellen, die aus
Hiihnerembryos  gewonnen  wurden,  auf
Fibronektin-beschichteter Petrischale, 3 Tage
in Kultur. Der Skalierungsbalken zeigt 100 um
an.

(b) Bindegewebezellen aus dem Herzen

Neben Muskelzellen (Cardiomyocyten) sind im Herzen auch Bindegewebezellen
(Fibroblasten) enthalten, d.h. bei der Vereinzelung von Herzgewebe ist immer auch ein
gewisser Anteil von Fibroblasten enthalten, welche durch die bei der Priparation von
Herzmuskelzellen beschriebene Methode der selektiven Adhdsion von den Muskelzellen
getrennt werden konnen [226]. Das ,,Abfallprodukt® Fibroblasten bei der
Herzmuskelpriparation kann jedoch auch kultiviert werden. Dazu wird den bei der
Herzmuskelpriparation im Gewebekulturfldschchen verbleibenden Fibroblasten 10% FCS
Herzmedium zugegeben und die Zellen bei 37°C und 5% CO, im Inkubator aufbewahrt. Die
Fibroblasten sind noch bedingt Proliferations-fahig, d.h. teilen und vermehren sich in der
Zellkultur. Sie wachsen aber viel langsamer als beispielsweise NRK-Fibroblasten. Nachdem
sich nach einigen Tagen ein konfluenter Zellrasen in der Gewebekulturflasche gebildet hat,
konnen die Zellen in eine andere Gewebekulturflasche passagiert werden (analog der
Trypsinierung von NRK-Fibroblasten), oder eingefroren werden. Die Herz-Fibroblasten teilen
sich jedoch nicht beliebig oft, stellen also nach ein paar Tagen ihr Wachstum ein und kdnnen
nur einmal eingefroren werden.

(c) NRK-Fibroblasten?

Kultur der Fibroblasten: NRK-Fibroblasten sind eine recht schnell wachsende Zell-Linie.
Deshalb miissen die Zellen ca. 2 mal pro Woche passagiert werden, spétestens wenn sich ein
konfluenter Zellrasen am Boden der Gewebekulturflasche gebildet hat. Dazu wird 0.25%-
Trypsin als Dissoziationslosung bei einer Inkubationszeit von ca. 10 Minuten verwendet. Die
frisch dissoziierten Zellen werden in NRK-Kulturmedium geldst und die Zellsuspension mit
einer Konzentration von ca. 3#10* ml"' 2-3 mm hoch in neue Zellkulturflaschen ausgesiedelt

(d.h. = 10000 Zellen pro cm* Bodenfliche) und im Inkubator bei 37° und 5% CO, aufbewahrt.

Vorbereitung der Petrischalen bzw. Wafer zur Besiedelung mit Zellen: Da die Fibroblasten
ausreichend auf SiO,- und Petrischalen-Oberflichen haften wird auf eine Beschichtung
verzichtet. Es reicht aus, die Wafer mit Ethanol zu sterilisieren.

Zellen aussden: Fiir Experimente werden die Zellen von der Gewebekulturflasche gelost und
die frisch dissoziierten Zellen in NRK-Kulturmedium geldst, so dal} sich eine Konzentration

* nach Dr. A. de Roos.
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von ca. 3¢10* ml™! ergibt. Die Zellsuspension wird 2-3 mm hoch auf Wafern bzw. Petrischalen

ausgesiedelt und diese im Inkubator bei 37° und 5% CO, aufbewahrt. Nach zwei bis drei
Tagen hat sich ein konfluenter Zellrasen gebildet und das weitere Wachstum der Fibroblasten
mufl gehemmt werden, vgl. Abb. 11.1.4. Dazu wird das NRK-Kulturmedium durch NRK-
SATO-BIC-Medium ersetzt [57]. Dieses Bikarbonat-gepufferte Medium ist zur Hemmung
des Zellwachstums serumfrei, wobei das Uberleben der Zellen durch Serumersatzstoffe
gewihrleistet wird. In diesem Medium sind die Zellen einige Tage lang haltbar und kénnen fiir
Experimente verwendet werden.

Abbildung 11.1.4: Konfluenter Rasen von NRK-
Fibroblasten, adhdriert auf einer Petrischale. Der
Skalierungsbalken entspricht 100 um.

Membranpotential-Messungen: Zu den Messungen wird anstelle des NRK-SATO-BIC-
Mediums DF-Salzlosung verwendet, welche die essentiellen Salze des DF-BIC Mediums, aber
keine Aminosduren und Zusatzstoffe enthédlt. Da das Auswiegen der kompletten
Mediumbestandteile mit sehr viel Arbeit verbunden wére und die Zellen sowieso nur wéahrend
der Messung den Salzlésungen ausgesetzt sind, reicht ein Minimalmedium bestehend aus einer
Salzlésung mit den essentiellen Ionen aus. Alle Messungen konnen bei Raumtemperatur und
Raumluft durchgefiihrt werden.

Durch lokale Injektion einer mit K* angereicherten Salzldsung oder von Bradykinin (je 5 ul
ImM Bradykinin-Losung pro 10 ml Medium, d.h. 0,5 umol/l) kénnen die Fibroblasten
depolarisiert werden [57]. Dabei ist zu beachten, da die Depolarisation mit Bradykinin
irreversibel ist. Da die Injektion allerdings lokal appliziert wird, konnen weiterhin andere
Zellen depolarisiert werden. Als Kalium-angereicherte Salzlosung wird DF+K-Na-Salzldsung
verwendet, diese entspricht DF-Salzlosung, bei welcher NaCl durch KCI substituiert ist.
Zwischen zwei Depolarisationen mit hohem Kaliumgehalt an der selben Stelle sollten ca. fiinf
Minuten gewartet werden, bis die Zellen wieder ihr iibliches Ruhepotential eingestellt haben.
Es konnen sowohl einzelne Zellen als auch Bereiche eines Zellrasens depolarisiert werden.

Falls dem Medium Calcium entzogen wird (Medium durch DF-Ca-Salzlosung ersetzten), gibt
es die Moglichkeit der Ausbildung spontaner Aktionspotentiale, welche mit 6 mm/s iiber einen
Zellrasen propagieren konnen [57]. Eine grofere Wahrscheinlichkeit flir die Ausbildung
spontaner Aktionspotentiale ergibt sich, wenn Calcium gegen Strontium substituiert wird (DF-
Ca+Sr-Salzlosung, CaCl, ist durch SrCl, ersetzt). Aktionspotentiale kénnen auch gezielt durch
lokale Depolarisation mit K" oder Bradykinin ausgeldst werden. Die Ausbildung von
Aktionspotentialen ist nur an dichten Zellrasen moglich.
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(d) Purkinje und Striatum-Zellen aus dem Hirn embryonaler Ratten®:

Purkinje Zellen (benannt nach ihrem Entdecker, einem polnischen Anatom) sind Nervenzellen
aus dem Kleinhirn (Cerebellum). Striatum-Zellen sind Nervenzellen aus einer anderen
Gehirnregion. Um den Abstand zwischen Zelle und Substrat moglichst gering zu halten,
werden die Zellen in sogenannter Glia-freier Kultur gehalten. D.h. Wachstum von Gliazellen,
welche tiiblicherweise unter den Nervenzellen die Haftung zum Substrat vermitteln, muf3
vermieden werden. Dazu wird mit serumfreiem Medium gearbeitet, welchem nur spezielle
Wachstumsfaktoren fiir die Nervenzellen beigemischt sind. Da die Kulturen aulerdem noch
Antibiotika-frei gehalten werden, damit Wechselwirkungen zwischen Zellen und Antibiotika
ausgeschlossen sind, muf3 auf dullerste Sterilitit geachtet werden.

Vorbereitung der Petrischalen bzw. Wafer zur Besiedelung mit Zellen:

- in Laminin-beschichtete Wafer bzw. Poly-L-Ornithin/ Laminin beschichtete Petrischalen mit
Sylgardring ca. 2 mm hoch Neuro-Priparationsmedium in Mitte des Sylgardringes fiillen
(iber Spritze mit Sterilfilter)

- im Inkubator bei 37°C vorwdrmen

Zellpriparation*: Zu jeder Priparation wird eine schwangere Ratte (Charles River, weibl.
Wistar) mit 17 Tage alten Embryonen ("E17") benétigt. Nach Betiubung der Ratte mit Ather
und Dekapitieren wird der Bauchraum der Ratte aufgeschnitten und die aneinandergereihten
Embryos entnommen. Den Embryonen wird nun das Hirn entnommen und in Neuro-
Préparationsmedium gegeben. Unter einem Operationsmikroskop werden aus den Hirnen nun
die Regionen von Interesse heraus-pripariert, also entweder das Cerebellum (Purkinje-Zellen)
oder das Striatum. Durch wiederholtes Titruieren mit selbstgezogenen Glaspipetten mit
abnehmendem Durchmesser der Spitze (zuerst ca. 1000, dann 800, 600 und 400 wm) wird das
Hirngewebe in Einzelzellen aufgelost [61]. Die Dissoziation durch besseres Titruieren hat
gegeniiber einer Dissoziation mit Trypsin den Vorteil, weniger schddigend fiir die Zellen zu
sein. So wird z.B. durch Einwirkung von Trypsin die Inaktivierung von Na'-Strémen leicht
veriandert’. Es liegt nun eine Zellsuspension in Neuro-Priparations-Medium vor, deren
Zelldichte ausgezihlt werden muB. Es folgt nun das Aussden der Zellen®.

Zellen aussien:

- Zellsuspension liegt in Konzentration ~ 50-100 * 10* Zellen/ml auf Eis vor

- soviel Zellsuspension auf Neuro-Praparationsmedium im Inneren des Sylgardringes geben,
daB Zellkonzentration ca. 7-10 * 10* Zellen / cm? betriigt’

- 1 h bei 37°C und 5% CO, in Inkubator geben, Zellen lagern sich dabei an Wafer bzw.
Petrischale an

- pro kleiner Petrischale (Durchmesser = 33 mm) 2 ml Neurokulturmedium (vorgewirmt)
zugeben

* nach Dr. J. Behrends.

* Priparation im Physiologischen Institut von Dr. J. Behrends und Dr. E. Rumpel.

> persénlich Mitteilung Dr. J. Behrends.

® Um die Zellsuspension zwischen 2 Instituten zu transportieren, kann sie eisgekiihlt ohne Bedenken ca. 30
Minuten lang vor dem Ausséen in einem Behilter aufbewahrt werden.

7 Beispiel: Sylgardring mit Durchmesser 6 mm, d.h. Bodenfliche A = m(6mm/2)’ = 0,28 cm’, Konzentration der
Zellsuspension ¢ = 100*10* Zellen/ml; V = 25 ul der Zellsuspension auf Neuro-Priparationsmedium geben =
Zelldichte = cV/A = 100%10" Zellen/ml * 25 ul / 0,28 cm’ =~ 90 000 Zellen / cm”.
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- vorsichtig Sylgardringe von Wafer bzw. Petrischale abziehen
- im Inkubator bei 37°C und 5% CO, aufbewahren

Medium wechseln: Ungefdhr einmal alle 1 bis 2 Wochen 2/3 des alten Mediums absaugen und
frisches Neurokulturmedium zugeben. Die Zellen halten sich iiber Wochen! Achtung, es muf3
besonders auf Sterilitit geachtet werden, da das Medium keinerlei Antibiotika enthélt.

(e) Nervenzellen aus dem Hirn embryonaler Hiihnchen

In dhnlicher Weise konnen Nervenzellen aus dem Hirn embryonaler Hithnchen gewonnen
werden. Dazu werden ca. 7 Tage alte Hithnerembryos dekapitiert und das Gehirn (weil3liche
Masse) aus deren Kopf entnommen. Mit zwei spitzen Pinzetten mufl dann zunichst die durch
Aderchen rétlich gefirbte Hirnhaut entfernt werden. Durch Trypsinierung kann dann das Hirn
analog zu (d) in Einzelzellen aufgelost werden.

(f) CHO-Zellen®

,,Chinese hamster ovarium* (CHO)-Zellen [228-234] werden in CHO-K/M-Medium in Kultur
gehalten. Ca. einmal pro Woche miissen die Zellen passagiert werden. Dabei werden die Zellen
10 min lang mit 0,02% EDTA als Dissoziationsldsung behandelt. Dissoziation mit Trypsin
konnte Rezeptoren in der Zellmembran zerstéren und wird deshalb nicht verwendet. Neben
Wildtyp-Zellen wurde eine gentechnisch transfizierte Zell-Line mit Charbachol-Rezeptoren
verwendet. Um eine Selektion der transfizierten Zellen zu erreichen, wurde neben dem Gen fiir
Charbachol-Rezeptoren ein Gen fiir eine Resistenz gegen Geneticin eingebaut. Einen Zusatz
dieses Antibiotikums zum Medium kénnen dann nur transfizierte Zelle iiberleben.

(g) Sa0S2- und SW1353-Zellen’
Die Osteosarkom-Zellinie SaOS2 (Knochenzellen) und die Chondrosarkom-Zellinie SW 1353

(Knorpelzellen) werden in Knochenzellmedium in Kultur gehalten. Passagiert wird analog zum
Protokoll fiir NRK-Fibroblasten.

® nach N. Fuchs.
’ nach Dr. W. Aicher.
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11.2 Beschichtungsprotokolle
(a) Laminin-Beschichtung'® [235, 236]

- Substrate sterilisieren

- sterile Sylgardringe (Innendurchmesser = 6 mm) dicht auf zu beschichtende Substrate
aufdriicken (mit steriler Pinzette, kleben von selbst). Es wird immer nur der Teil der
Substratoberfliche beschichtet, auf welchem nachher Zellen ausgesidt werden, da Laminin
teuer ist

- Inneres der Sylgardringe ca. 1 mm hoch mit 1% Laminin-Losung bedecken, 1 - 3 h bei
Raumtemperatur einwirken lassen (,,ldnger ist tendentiell besser*)

- Laminin absaugen

- sofort Zellen aussden

(b) Poly-L-Ornithin / Laminin - Beschichtung'’

- zuerst Poly-L-Ornithin-Beschichtung (hélt im Kiihlschrank ca. 2-3 Wochen)
- vor Zellbesiedlung Laminin-Beschichtung dariiber (nicht mit 70% Ethanol spiilen!)

(¢) Poly-L-Ornithin - Beschichtung'? [224]

- Substrate sterilisieren

- Substrate mit 1,0 mg/ml Poly-L-Ornithin-L&sung bedecken
- liber Nacht bei Raumtemperatur einwirken lassen

- dreimal mit sterilem Millipore-Wasser spiilen

- Wasser absaugen und lufttrocknen lassen

- Beschichtung ist im Kiihlschrank ca. 2-3 Wochen haltbar

(d) Fibronektin-Beschichtung [227, 237]

- Substrate sterilisieren

- Substrate ca. 1 mm hoch mit 0,01 mg/ml Fibronektin-Ldsung beschichten
- ca. 1 h bei Raumtemperatur einwirken lassen

- zweil mal mit sterilem Millipore-Wasser spiilen

- lufttrocknen lassen

(e) Cell-Tak-Beschichtung [238, 239]
Prinzip:

Cell-Tak wird in Essigsdure bei 4°C aufbewahrt (,,stock solution®), durch Erh6hung des pHs
auf 6.5-8.0 fallt es aus und haftet auf Oberflachen [240].

" nach Dr. J Behrends, L. Kargel.
""'nach Dr. J. Behrends, L. Kargel.
" nach Dr. J. Behrends, L. Kargel.
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optimale Cell-Tak-Beschichtungs-Konzentration[240]: Cell-Tak-Konzentration p = m/A = 3,5

ug/cm?; Konzentration der Cell-Tak-Losung: ¢ = 40 ug/ml = 40 ug/cm’® = Substrate h=c/p =

3,5 ug/cm? / 40 pg/cm® =~ 1 mm hoch beschichten

Protokoll:

- Substrate sterilisieren

- sterile Substrate mit frisch angesetzter (!) 40 ug/ml Cell-Tak -Losung ca. 1 mm hoch
bedecken (Cell-Tak-Losung: stock solution wird mit Bikarbonat-Puffer neutralisiert, Cell-
Tak fallt aus und die Losung muf3 sofort fiir die Beschichtung verwendet werden)

- mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (,,unter steriler Flowhood stehen
lassen®)

- Losung absaugen

- zwei mal mit sterilem Millipore-Wasser spiilen (um Bikarbonat zu entfernen)

- Zellen aussden

- oder, falls beschichtete Substrate aufbewahrt werden sollen (einige Wochen): unter steriler
Werkbank lufttrocknen lassen und bei 4°C aufbewahren

(f) Collagen-S-Beschichtung'® [241, 242]

- Substrate sterilisieren

- pro 35 mm Durchmesser der zu beschichtenden Fliache 300ul 0,3 mg/ml Collagen-S-Lésung
auf Substrat geben (1 Tropfen aus Pasteurpipette entspricht ca. 50 ul)

- mit Bunsenbrenner Spitze einer Pasteurpipette zu Glaskugel schmelzen

- damit Collagen-S-Losung gut auf Substrat verstreichen

- tiber Nacht im Kiihlschrank (ca. 4°C) lagern

- Collagen-S-Losung absaugen

- einmal mit Medium spiilen

- vor Besiedlung mit Zellen ca. 30 min zum Vorwérmen in Inkubator (37,5° C)

- Zellen aussden

(g) Poly-D-Lysin-Beschichtung [224, (K.2.6, S.34), 243-245]

- Substrate sterilisieren

- Substrate mit 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin-Losung zu 1ml/1000mm’ beschichten'*
- ca. 30 min bei 37,5°C im Brutschrank inkubieren

- Losung absaugen und 3 mal mit sterilem Millipore-Wasser spiilen

- Substrate anschlieBend sofort besiedeln

(h) Gelatine-Beschichtung'® [224]

- Substrate sterilisieren
- Substrate mit 2% Gelatine bedecken, meiste Gelatine absaugen und Rest lufttrocknen lassen

1

* nach Dr. F. de Braet.

" Petrischale mit 35 mm Durchmesser = zu beschichtende Fliche = 908 mm’ = mit 1ml/1000mm” * 908mm’
=~ 0,9 ml Losung beschichten; Wafer in MeBkammer mit 10 mm Durchmesser = zu beschichtende Flache = 79
mm’ = mit 1ml/1000mm’ * 79mm” ~ 0,08 ml L3sung beschichten

" nach Dr. A. de Roos.
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11.3 Allgemeine Zellkulturtechniken [224, 246-250]
(a) Kultur einer Zell-Linie

Zell-Linien sind Zellen aus Krebsgeschwiiren, die im Gegensatz zu Primérkulturen weiterhin
die Fahigkeit zur Zellteilung besitzen. Sie konnen in vitro wachsen und sich vermehren'®.
Adhirente Zellen sind dazu wéhrend der Zucht im Brutschrank (z.B. Heraeus B220 #5100
8049) an der Bodenfliche von Gewebekulturflaschen (z.B. Renner #38000, 38001, 38002)
angewachsen, wo sie sich teilen und weiterwachsen konnen. Wenn die Zellen so dicht
gewachsen sind, daB3 die gesamte Bodenfliche mit einem dichten Zellrasen {iberzogen ist
(,,konfluenter Zellrasen*), miissen sie mit verringerter Dichte in neue Gewebekulturflaschen
iiberfiihrt werden (,,Zellen passagieren), vgl. Abb. 11.3.1. Bei zu hoher Dichte sterben die
Zellen sonst ab. Zum Passagieren der Zellen miissen diese zundchst vom Boden der
Gewebekulturflasche abgeldst (siehe b) und dann in frischem Medium geldst werden. Mit einer
Zihlkammer kann dann die Zelldichte bestimmt (siehe ¢) und durch die Menge der Medium-
Zugabe damit die Konzentration der Zellen in der Losung eingestellt werden. Die
Zellsuspension wird anschlieBend in neue Gewebekulturflaschen gegeben, wo sich die Zellen
erneut an der Bodenfliche anlagern und dort weiterwachsen (,,Zellen aussiedeln, aussden"). Die
Zelldichte beim Aussden wird dabei iiblicherweise so gewihlt, dal die Bodenfliche nach ca. 3
Tagen wieder zugewachsen ist. Auf diese Weise konnen die Zellen in Kultur gehalten werden,
weil immer frische Zellen nachwachsen. Fiir Experimente konnen die Zellen wie beschrieben
von der Gewebekulturflasche geldst und auf das vorgesehene Substrat (Petrischalen (z.B. Nunc
# 153066, Renner # 38020), Silizium-Wafer, Glas-Pléttchen,...) ausgesit werden.
Ublicherweise werden Zell-Linien bis zu ca. 20-30 mal passagiert, bei weiteren Generationen
konnten die Zellen schon so mutiert sein, daB3 sie nicht mehr den Ursprungszellen entsprechen.
Um Zellen fiir langere Zeit aufzubewahren, konnen sie eingefroren werden (siehe e). Bei -200°
C finden praktisch keine Reaktionen in den Zellen mehr statt, der Metabolismus ist gestoppt.
In diesem Zustand konnen Zellen fiir Jahre aufbewahrt werden. Werden die Zellen wieder
bendtigt, miissen sie aufgetaut und in frischem Medium neu ausgesiedelt werden (siehe e).
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Abbildung 11.3.1: Passagieren von Zellen: Durch Zugabe eines Dissoziationsmediums I6sen sich Zellen vom
Boden einer Gewebekulturflasche, was durch Abrunden der Zellen zu verfolgen ist. Die losgelosten Zellen
werden in frischem Medium aufgenommen und auf ein neues Substrat ausgesiedelt. Bei guter Adhdsion liegen
die Zellen flach auf dem Substrat.

' Zell-Linie kénnen auch durch Einpflanzung eines Tumorgens in eine Primérkultur erzeugt werden oder durch
natiirliche Mutation entstehen.
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(b) Zellen von Gewebekulturflasche 16sen

- Altes Medium absaugen

- Gewebekulturflasche zweimal mit Calcium- und Magnesium-freiem Puffer spiilen (HBSS-
Ca-Mg oder DPBS-Ca-Mg); kein Ca®, Mg2+, da dieses die Zelladhdsion unterstiitzt; durch
Spiilen werden nicht adhdrente ,,Zell-Leichen® und nicht-definierte umherschwimmende
Zellreste entfernt; alle Losungen werden dabei mit einer elektronischen Pipettierhilfe (Accu-
Jet, ISO 9001, Renner) und Plastikpipetten (1,2,5,10,25 ml, # 06029, 06030, 06031, 06032,
06028, Renner) zugegeben und entfernt

Spiilpuffer absaugen

Dissoziationsmedium zugeben, so dafl der Boden damit bedeckt ist, Dissoziationsmedium
durch leichtes Schwenken iiber den Zellen gut verteilen (Das Dissoziationsmedium ist je nach
verwendetem Zelltyp auszuwihlen. z.B. Trypsin-Losungen verschiedener Konzentration,
Trypsin-EDTA-Gemische, reines EDTA. EDTA bindet die zur Zelladhdsion notwendigen
Tonen (Ca**, Mg?"), was ausreicht um schwach adhdrente Zellen von ihrer Unterlage zu
16sen. Trypsin ist ein Enzym, welches die fiir die Zelladhdsion verantwortlichen Proteine an
der Zelloberflidche auBer Funktion setzt. Trypsin-EDTA-Losungen kombinieren beide Wege
und sind somit fiir stark adhdrente Zellen zu verwenden)

nach kurzem Schwenken Dissoziationsmedium gut absaugen (nach Ablosen der Zellen
werden die dadurch entstandenen Einzelzellen wieder in Medium gelost. Je weniger Reste des
Dissoziationsmedium dabei noch vorhanden sind, um so besser)

Flasche umdrehen, so daB ,,Zellen auf dem Kopf stehen* und fiir 5 bis 10 Minuten bei 37°C
in Inkubator stellen (Dadurch stehen die Zellen mit moglichst wenig Dissoziationsmedium im
Kontakt, da tberschiissige Dissoziationslosung nach unten abtropft; Generell ist eine
moglichst schonende Dissoziation vorzuziehen ), vgl. Abb. 11.3.2

an Wand der Gewebekulturflasche klopfen; die Zellen beginnen sich dann von der
Bodenflidche zu 16sen und rinnen in den Unterteil der Gewebekulturflasche. Dies ist optisch
sichtbar: beim Loslosen der Zellen nimmt die Triibbung der Flaschenwand durch die
adhérierten Zellen ab, wenn alle Zellen abgeschwommen sind wird die Wand klar

Zell-Losung im Unterteil der Flasche in frischem Medium 16sen. Eventuell Zell-Losung ein
paar mal leicht mit einer Pasteurpipette ansaugen und wieder ausblasen (,titruieren®), um
noch vorhandenen Zellcluster in Einzelzellen aufzulosen. Mediummenge fiir die gewiinschte
Zelldichte zuerst grob abschitzen und dann nach Bestimmung der Zellkonzentration genau
ausrechnen

Ergebnis: Zell-Losung der gewiinschten Konzentration, welche nun auf neuer Unterlage
ausgesiedelt werden mubB.

2 - o _..:"p
. 1-"'_._, " e i L
Abbildung 11.3.2: Am Boden einer Gewebekulturflasche adhdrierte NRK-Fibroblasten, a) vor und b) nach
Zugabe von Dissoziationslosung. Vor Losung der Zellen vom Substrat sind diese stark adhdrent, was an der
langgestreckten flachen Form erkennbar ist. Nach Losung der Zellen vom Substart sind sie kugelférmig. Die
Skalierungsbalken zeigen je 100 um an.
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(c) Zellkonzentration bestimmen

- Falls tote Zellen markiert werden sollen (Vitabilititstest), zu Zellsuspension 1:10
Volumenanteil Trypan-Blau zugeben

- Einen Tropfen Zellsuspension in Neubauer-Zéhlkammer (z.B. #616 510 78, Fischer
Scientific) pipettieren. Dies ist im wesentlichen ein definiertes Volumen von 1 mm?®
Bodenfliche und 0,1 mm Hohe, d.h. 0,1 mm® = 10 ml

- Alle Zellen, welche sich innerhalb dieses markierten Volumens befinden unter Mikroskop
auszahlen, tote Zellen sind blau angeférbt und werden nicht mit gezahlt.

- Werden x Zellen gezihlt, so ist die Zelldichte x*10* Zellen/ml
(d) Vitabilitétstest

Ziel des Vitabilitétstestes ist die Markierung toter Zellen. Dazu wird einem kleinen Teil der zu
untersuchenden Zellsuspension 1:10 Volumenanteil Trypan-Blau zugeben. Tote Zellen
werden dadurch blau gefarbt, lebende Zellen bleiben ohne Farbung. Die geférbte
Zellsuspension wird anschlieend verworfen.

(e) Zellen einfrieren und wieder auftauen

einfrieren:

- Zellen in Konzentration 2¢107 / ml in Einfriermischung 16sen

- je 1 ml in Cryotubes (Roth, # E310.1) abfiillen

- moglichst langsam abkiihlen (ideal: 1° C / min): entweder: 30 min in 0-5° C Kiihlschrank,
dann iiber Nacht in Styroporbox in -70° Gefriertruhe lagern oder: ohne Styroporbox fiir 2 h
in -30° Kiihlschrank lagern

- Cryotubes in fliissigem Stickstoff (-200°C) autbewahren

auftauen:

- moglichst schnell in 37° C Wasserbad auftauen (Einfriermedium ist cytotoxisch)

- frisches Medium zugeben und zentrifugieren (z.B. Beckmann Avanti J-25 Zentrifuge),
Einfriermittel ist dann im Uberstand

- Pellet in frischem Medium l16sen

- Zellen aussden

(f) Zellen fixieren'’

Die Fixierung dient zur Konservierung von Zellen. Dabei werden mit einem Fixativ
Querverbindungen zwischen den Zellproteinen erzeugt. Fixierte und damit tote Zellen sind
wochenlang im Kiihlschrank aufbewahrbar. Fixiert werden miissen Zellen z.B. vor
Anfarbungen oder Abbildung im Elektronenmikroskop.

- Medium tiber Zellen absaugen

- ca. | mm hoch Fixativ bei Raumtemperatur auf Zellen geben, 30 Minuten einwirken lassen

- Fixativ absaugen und 2 mal gut mit 0.2 M PB spiilen

- ca. 1 mm hoch 0.2 M PB auf Zellen geben

- Zellen in Kiihlschrank aufbewahren

'" nach Dr. J. Behrends.
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(g) Substrate sterilisieren

Substrate durch Baden in 70% Ethanol sterilisieren, Ethanol absaugen und dreimal mit
autoklaviertem und sterilgefiltertem Millipore-Wasser spiilen (Sterilfilter auf Spritze), Wasser
absaugen

(f) Silizium-Wafer reinigen'®

- Wafer manuell mit fuselfreiem Tuch und Ethanol abwischen

- falls Siliconfett-Reste auf Waferoberfliche vorhanden sind, 5 min Ultraschallbad mit Ethyl-
Essigsdureester + spiilen mit Millipore-Wasser

- 5 min Ultraschallbad in Ethanol

- 20 mal mit Millipore-Wasser spiilen

- 5 min Ultraschallbad in 2% Hellmanex II - Losung (,,optimierte Seifenlauge®, 16st Fettreste)

- 20 mal mit Millipore-Wasser spiilen

basische Reinigung:

- 5 min Ultraschallbad in geséttigter KOH/Ethanol -Losung (KOH-Plédtzchen in Ethanol gelost)
(KOH iétzt Siliziumoxid-Oberfliche leicht an; KOH anstelle NaOH und Losung in Ethanol
statt in Wasser, da dann Atzwirkung nicht zu stark ist. Bei zu starkem Atzen wiirden Krater
in der Oberfliache entstehen)

saure Reinigung:

- Wafer fiir 1 h bei 80° C in 20% Schwefelsdure geben (frisch angesetzt: 20% Schwefelsdure
auf 80% Wasser geben, nicht umgekehrt!)

- 20 mal mit Millipore-Wasser spiilen

- 5 min Ultraschallbad in Millipore-Wasser

- 20 mal mit Millipore-Wasser spiilen

- 5 min Ultraschallbad in Millipore-Wasser

- 20 mal mit Millipore-Wasser spiilen

(g) Sylgardringe"”

gieflen:

Sylgard 184 Binder und Harter (Sylgard 184 von Dow Corning, tiber Karmann & Droll,
Miinchen) im Verhéltnis 10:1 mischen und ca. 2-3 mm hoch in Petrischalen gieflen, ca. 1
Woche hédrten lassen. Mit einer Metallstanze konnen Ringe in verschiedenen Durchmessern
hergestellt werden. Zur Haftunterstiitzung konnen die Ringe leicht mit Siliconfett eingerieben
werden.

reinigen + sterilisieren:

mit Millipore-Wasser und anschlieBend in 70% Ethanol spiilen, dann bei 180°C im
HeiBluftschrank sterilisieren

(h) Patch-clamp Ldsungen ansetzen

Die Losung in der patch-clamp Pipette sollte moglichst der intrazelluldrer Losung entsprechen,
damit es zu keiner Diffusion von Ionen aus der Zelle in die Pipette oder umgekehrt kommt.

"* saure Reinigung nach Dr. A. Offenhiusser, basische nach H. Clausen-Schaumann.

" nach L. Kargl.
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Zusitzlich wird der Pipetten-Losung meist ATP und EGTA zugesetzt, um die
Energieversorgung der Zelle sicherzustellen und intrazelluldres Calcium zu puffern. Fiir einen
guten Pipetten-Zell-Kontakt (,,seal) sollte die Osmolaritit der Pipetten-Losung immer um ca.
15-20% kleiner als die des extrazelluldren Zellmediums sein®

Verwendete Losungen:

Zelltyp intrazellulér extrazelluldr (Medium)
(patch-clamp Pipette)
Herzmuskelzellen Herzzell-patch-clamp-Ldsung: | 3% FCS Herz-Medium
270 mOsm (mit M199): 314 mOsm
NRK-Fibroblasten NRK-Fibroblasten-patch- DF-Salzlosung:
clamp-Losung: 272 mOsm 297 mOsm
Knochenzellen Knochenzell-Medium:
305 mOsm
Purkinje-Zellen Neuron-patch-clamp-Losung: | physiologische Salz - Losung
240 mOsm fiir Neurone: 265 mOsm

Bei den zu intrazelluldren Ableitungen verwendeten Glasmikroelektroden ist der Durchmesser
der Pipettenspitze so klein (Pipettenwiderstand 20-30 MQ im Vergleich zu 4-6 MQ bei
patch-clamp Pipetten), dall Diffusion von Ldsung aus der Zelle in die Pipette vernachldssigt

werden kann. Typischerweise sind intrazelluldre Mikroelektroden mit 3M Kaliumacetat-
Losung gefiillt [5].

(1) Osmolaritédt bestimmen

entweder: mit Leitfahigkeits-MeBgerét bestimmen (in [mOsm])

oder: direkt aus Salzkonzentrationen des Mediums bestimmen: Einzelleitfahigkeiten aller lonen
aufaddieren; Leitfahigkeit pro 1 mmol z-wertiger Ionen ist z mOsm; nicht-ionische Zusétze
oder kleinere Salzmengen werden vernachléssigt; Beispiel: physiologische Salz - Losung fiir
Neurone: Osmolaritit = 20125 mOsm (Na',Cl" aus NaCl) + 2¢1 mOsm (K",CI" aus KCI) +

4¢1 mOsm (Mg?",Cl aus MgCl,) +4*1 mOsm (Ca*',Cl" aus CaCl,) = 260 mOsm
(j) Ag/AgCl-Elektroden herstellen

Mit Schleifpapier blank geriebenen Silberdraht iiber 1-2 k€ Widerstand an Pluspol einer 9 V
Blockbatterie, beliebigen anderen Draht an Minuspol der Batterie anschlieBen. Ein bis zwei
Minuten in 150 mM NaCl-Losung (ca. 8800 mg NaCl mit Millipore-Wasser auf 1 1 auffiillen)
elektrolysieren, bis ein durchgingiger diinner braunlicher Film entsteht.

* personliche Mitteilung Dr. J Behrends.
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11.4 Chemikalien und Medien

(a) Kulturmedien

* 3% FCS Herz-Medium*":

Medium zur Kultur von Cardiomyocyten

pro 200 ml:

fiir Hithnerherzen: 20 ml 10-fach M199; fiir Rattenherzen: 20 ml 10-fach Ham’s F10
4 ml IM HEPES

1 ml 7,5% Natriumbikarbonat

5 ml Herz-Antibiotika-Mischung

I mlITS

6 ml FCS

mit Millipore-Wasser auf 200 ml auffiillen

pH mit NaOH auf 7,5 einstellen und sterilfiltern

Sterilfilter (Satorius # 16534, Nalgene 237,060-6, Corning F9893)

* 10% FCS Herz-Medium:

Medium zur Préaparation von Cardiomyocyten und Kultur von Fibroblasten aus dem Herzen
pro 100 ml:

93 ml 3% FCS Herz-Medium

7 ml FCS

* 40% FCS Herz-Medium:

Stopp-Medium zur Trypsin-Inaktivierung bei der Priparation von Cardiomyocyten
pro 4 ml:

3 ml 10% FCS Herz-Medium

1 ml FCS

* 10-fach M199: Medium 199 (10x)
Medium zur Kultur von Herzzellen
mit modifizierten Earle’s Salzen, L-Glutamin, 1,25 g/l Natriumbikarbonat (Gibco 21183)

* M199: Medium 199 (Pulvermedium)
mit Earle’s Salzen, L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Gibco 31100)

* NRK-Kulturmedium?*: Bikarbonat gepuffertes Kultur-Medium fiir NRK-Fibroblasten
90 % DMEM-BIC

10 % NCS (besser als FCS fiir Fibroblasten-Wachstum nach Albert de Roos)

1 % Penstrep

* NRK-SATO-BIC: Bikarbonat gepuffertes serumfreies Medium fiir NRK-Fibroblasten
pro 100 ml:
98 ml DF-BIC

> nach Dr. M. Denyer, Dr. M. Riehle.
* nach Dr. A. de Roos.
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I ml ITS (Serum-Substitution fiir serumfreie Kultur)

1 ml Penstrep

(Orginalrezept: statt 1 ml ITS pro 100 ml (entspricht 5,5 ug/ml Transferrin, 30 nM
Natriumselenit, 10 pug/ml Insulin) wird 10 pug/ml Transferrin und 30 nM Natriumselenit
verwendet)

* NRK-SATO-SUBS: Bikarbonat freies, serumfreies Medium fiir NRK-Fibroblasten, bei
welchem NaHCO; durch NaCl substituiert ist

pro 100 ml:

98 ml DF-SUBS

I ml ITS (Serum-Substitution fiir serumfreie Kultur)

1 ml Penstrep (< 1%) oder 0,5 ml Getamizin (< 0,5%)

* DMEM-BIC: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Bikarbonatgepuffert

with 4500 mg/I glucose, L-glutamine, pyridoxine, HCl and NaHCO; (Sigma D-5796)

oder: High Glucose mit GLUTAMAX I, 4500 mg/l D-Glucose, Na-Pyruvat (Gibco 31966)
oder: je 1 | DMEM (Pulvermedium) + 3700 mg NaHCO; mit Millipore-Wasser auf 1 1
auffiillen, pH mit NaOH auf 7,5 einstellen und sterilfiltern

* DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Pulvermedium)
with 4500 mg/1 glucose, L-glutamine, without NaHCO; (Sigma D-5648 oder D-6655)

* DF-BIC: Dulbecco’s MEM / HAM’s F-12 (1:1) Bikarbonat gepuffert

mit L-Glutamin, Pyridoxin®*HCI, ohne HEPES-Puffer (Gibco 11321)

oder: je 1 1 DF (Pulvermedium) + 2438 mg NaHCO; (< 29 mM) mit Millipore-Wasser auf 1 1
auffillen, pH auf 7,3 einstellen und sterilfiltrieren

* DF-SUBS: Dulbecco’s MEM / HAM’s F-12 (1:1) Natriumbikarbonat durch NaCl ersetzt
je 11 DF (Pulvermedium) + 1695 mg NaCl (< 29 mM) mit Millipore-Wasser auf 1 1
auffiillen, pH auf 7,3 einstellen und sterilfiltrieren

* DF: Dulbecco’s MEM / HAM’s F-12 (1:1) bikarbonatfrei; Pulvermedium (Gibco 32500)

e Neuro-Priparationsmedium?’:

serumfreies Medium zur Préparation von Nervenzellen
fiir 100 ml:

99 ml BME

0,55 ml 40% Glucose-Losung (< 2,2 mg/ml)

0,5 ml 200 mM L-Glutamin (<> 1 mmol/ml)

0,3 ml 1,25% Insulin-Lésung (<37,5 ug/ml)

e Serumfreies Neuro-Kulturmedium (NBM)**:
serumfreies Medium fiir die Kultur von Nervenzellen, unterdriickt Glia-Wachstum

» nach Dr. J. Behrends.
* nach Dr. J. Behrends.
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fur 100 ml Medium:

98 ml Neurobasalmedium

2 ml Wachstumsfaktor B 27
0,25 ml 200 mM L-Glutamin

e Serumhaltiges Neuro-Kulturmedium (SCM)?*:
serumhaltiges Medium fiir die Kultur von Nervenzellen
fiir 100 ml Medium:

90 ml BME

10 ml Pferdeserum (HS)

0,55 ml 40% Glucose-Losung (< 2,2 mg/ml)

0,5 ml 200 mM L-Glutamin (<> 1 mmol/ml)

0,3 ml 1,25% Insulin-Lésung («<37,5 ug/ml)

* Neurobasalmedium:

ohne L-Glutamin, Glutaminsdure, Asparaginsdure (Gibco 21103)

Basal-Medium speziell fiir die Kultur von Neuronen des Zentralen Nerven Systems. Es
ermdglicht Langzeitkultivierung und Wachstum neuronaler Zellen. Gibco-interne Mischung

* CHO-K-Medium®:

Medium fiir Wildtyp CHO-Zellen, Bikarbonat-gepuffert

fiir 100 ml Medium:

89 ml HAM’s F12 BIC

10 ml FCS (< 10%)

1 ml Penstrep (< 1%) oder 0,5 ml Getamizin (< 0,5%)

statt HAM’s F12 wéren auch DMEM oder HAM’s F10 moglich, HAM’s F12 ist aber
speziell fiir CHO-Zellen entwickelt worden

* CHO-M-Medium:

Medium fiir genmanipulierte CHO -Zellen, Bikarbonat-gepuffert

fiir 100 ml Medium:

89 ml HAM’s F12 BIC

10 ml FCS (< 10%)

1 ml Penstrep (< 1%)

0.5 ml Geneticin (< 250 pg/ml)

Geneticin  wirkt als Selektionsmarker: nur mutierte CHO-M-Zellen sind durch
Genmanipulation gegen Geniticin immun, Wildtypzellen werden abgetdtet. Dies stellt sicher,
dal nicht CHO-M-Zellen zu CHO-K-Zellen riickmutieren, nur wirkliche CHO-M-Zellen
werden kultiviert.

*HAM’s F12 BIC: Bikarbonat gepuffertes HAM’s F12 Medium [231]

pro Liter:
1000 ml HAM’s F12 (Pulvermedium)

» nach Dr. J. Behrends.
*% nach N. Fuchs.
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1180 mg NaHCO; ( = 14 mM )
mit Millipore-Wasser auf 1 1 auffiillen, pH mit NaOH auf 7,3 einstellen und sterilfiltern

*HAM’s F12 SUBS:

Bikarbonat- freies Medium, bei welchem Natriumbikarbonat durch Natriumchlorid substituiert
ist, um Osmolaritit zu erhalten, d.h. 14 mM NacCl statt 14 mM NaHCO; wie bei HAM’s F12
BIC

pro Liter:

1000 ml HAM’s F12 (Pulvermedium)

820 mg NaCl ( = 14 mM)

mit Millipore-Wasser auf 1 1 auffiillen, pH mit NaOH oder HCI auf 7,3 einstellen und
sterilfiltern

* Ham’s F12: Nutrient Mixture Ham’s F-12 (Pulvermedium!)
mit L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Sigma N-6760)

*HAM’s F10 BIC: Bikarbonat gepuffertes HAM’s F10 Medium [231]

pro Liter:

100 ml 10-fach HAM’s F10 (10-fach Konzentrat)

1200 mg NaHCO;

mit Millipore-Wasser auf 1 1 auffiillen, pH mit NaOH auf 7,3 einstellen und sterilfiltern

* 10-fach Ham’s F10: Nutrient Mixture Ham’s F-10 (10x)
mit L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Gibco 21955)

* BME: Basal Medium (Eagle) mit Earle’s Salzen, ohne L-Glutamin (Gibco 41010)

e Knochenzell-Medium?’:

pro ca. 600 ml:

500 ml DF

1540 mg HEPES

600 mg NaHCO;

50 ml FCS

10 ml Penstrep

10 ml MEM-Vitaminlésung

6 ml Amphotericin B

pH mit NaOH auf 7,4 einstellen + sterilfiltern

*" nach Dr. W. Aicher.
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(b) Salzlésungen, Puffer

* NRK-Fibroblasten-patch-clamp-LOsung
M[g/mol] |c[mM] |m[mg/0,11]

NaCl 58,44 25 146

KCl 74,55 110 820

CaCl, 111 1 11

MgCl, |95,22 1 10

EGTA |3804 3,5 133

Tris 121,1 10 121

m[mg/0,1 1] = 0.1*M[g/mol]*c[mM]

mit KOH auf pH = 7,4 einstellen

(Hoher K, niedriger Na'-Gehalt, entspricht intrazellulirer Losung)

DF-Salzlosungen fiir Membranpotentialmessungen an Fibroblasten®®

Bikarbonat-gepuffert

* DF-Salzlosung: Losung mit Salzen von DF-Medium

* DF+K-Na-Salzlgsung: DF-Salzlosung, bei welcher NaCl durch KCl substituiert ist

* DF-Ca-Salzlosung: Calcium-freie DF-Salzlsung

* DF-Ca+Sr-Salzlosung: DF-Salzlosung, bei welcher CaCl, durch SrCl, ersetzt ist

Salzlosung: DF DF+K- [DF-Ca DF-
Na Ca+Sr

Salz M[g/mol] c[mM] m[mg/l] [m[mg/l] |m[mg/l] |m[mg/l]
CaCl, 111 1 116 116 0 0
KCl 74,56 4 bzw. 312 9252 312 312

124
MgCl, 95,22 0,3 29 29 29 29
MgSO, 120,4 0,4 49 49 49 49
NaCl 58,44 120 6995 0 6995 6995
NaHCO; 84,01 29 2438 2438 2438 2438
NaH,PO4 bzw. 119,98 bzw. 54 bzw. |54 bzw. |54 bzw. |54 bzw.
NaH,PO,*H,0 bzw. | 137,0 bzw. 0,45 62 bzw. |62 bzw. |62 bzw. |62 bzw.
NaH,PO,*2H,0 156,01 71 71 71 71
Na,HPO, bzw. 141,96 bzw. 0,5 71 bzw. |71 bzw. |71 bzw. |71 bzw.
Na,HPO,4*7H,0 268,07 134 134 134 134
SrCl, bzw. 158,5 bzw. 3 0 0 0 476 bzw.
SrCl,*6H,0 266,6 800
Phenolrot 376,4 0,02 8 8 8 8
D-Glucose 180,2 17,5 3151 3153 3153 3153
Na-Pyruvat 110,0 0,5 55 55 55 55

(m[mg/1] = M[g/mol]*c[mM])

* nach Dr. A. de Roos.
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- Neuron-patch-clamp-L&sung:

M[g/mol] c[mM] | m[mg/0,11]
KCI 74,55 110 820
MgCl, bzw. 95,22 bzw. |5 48 bzw.
MgCl,- 6H,0 | 203,3 102
EGTA 380,4 0,6 23
HEPES 238,31 10 238
Na-ATP 551,1 1 55

m[mg/0,1 1] = 0.1*M[g/mol]*c[mM]; mit KOH auf pH = 7,3 einstellen
(Achtung: Auf keinen Fall Natrium-Salze von HEPES und EGTA verwenden!)

- Physiologische Salzlésung fir Neurone

M[g/mol] c[mM] | m[mg/l]
NaCl 58,44 125 7305
KCI 74,55 1 75
MqgCl, bzw. 95,22 bzw. |1 95 bzw.
MgCl,- 6H,0 | 203,3 203
CaCl, 110,99 1 111
D-Glucose 180,2 10 1800
HEPES 238,31 20 4766

m[mg/l] = M[g/mol]*c[mM]; mit NaOH auf pH = 7,35 einstellen

- Herzzell-patch-clamp-Ldsung [251]

M[g/mol] c[mM] [ m[mg/0,11]
KCI 74,55 120 895
CaCl, 111 0,1 1
MgCl, bzw. 95,22 bzw. |2 19 bzw.
MgCl,- 6H,0 | 203,3 41
EGTA 380,4 1,1 42
HEPES 238,31 10 238
D-Glucose 180,2 30 541

m[mg/0,1 1] = 0.1*M[g/mol]*c[mM]; mit KOH auf pH = 7,35 einstellen

. Versene Puffer®:

M[g/mol] |c[mM] m[mg/l]
NaCl 58,44 140 8182
KCI 74,56 5 373
EDTA 292,25 0,5 146
HEPES 238,31 10 2383
D-Glucose |180,2 5 901
Phenolrot 376,4 0,025 9

m[mg/l] = M[g/mol]*c[mM]; mit NaOH auf pH = 7,5 einstellen
oder: 0,2 g/l =0,53 mM in isotonisch gepufferter Kochsalzlésung (Gibco 15040)

* hach Dr. M. Denyer.
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* DPBS-Ca-Mg: Dulbecco’s phosphate buffered saline, calcium- and magnesium free, without

phenolred, Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlosung, pH = 7,3 (Sigma D 5527, Gibco
14190)

* HBSS-Ca-Mg: Hanks’ balanced salt solution, Hanks gepufferte Salzlosung

modified with sodium bicarbonate, without calcium chloride and magnesium sulfate, pH = 7,3;
Herstellung aus 10-fach Konzentrat: 100 ml 10*HBSS-Ca-Mg mit sterilem Millipore-Wasser
auf 1 1 auffiillen (Sigma H 6648, Gibco 14175)

* 10-fach HBSS-Ca-Mg: 10-fach konzentriertes HBSS-Ca-Mg (Gibco 14185)

* GBSS: Gey’s gepufferte Salzlosung (Gibco 24260)

Konzentrations-Angaben fiir Salzl6sungen in g/1:

DPBS-Ca-Mg |[HBSS-Ca-Mg | 10-fach HBSS-Ca-Mg | GBSS
anorganische Salze:
CaCl,*2H,0 0 0 0 0,22
KCl 0,20 0,40 10*0,40 0,37
KH,PO, 0,20 0,06 10*0,06 0,03
MgCl,*6H,0 0 0 0 0,21
MgSO,*7H,0 0 0 0 0,07
NaCl 8 8 10*8 8
NaHCO; 0 0,35 0 0,227
Na,HPO, 1,15 0,048 0 0,12
Na,HPO,*7H,0 0 0 10*0,09 0
andere Komponenten:
D-Glucose 0 1 10*1 1,00

* 0.2 M PB: 0.2 molarer Phosphat-Puffer
6,63 g/l NaH,PO, + 21,56 g/l Na,HPO,
pH mit NaOH,,,, bzw. HCl,,, auf 7.2 einstellen

* 0,15 M Boratpuffer’®: 9,28 g Borsdure pro 1 I Millipore-Wasser 16sen; sterilfiltern!

* Borséure: H;BO; 61,83 g/mol (Sigma B 0252)

* 7,5% Natriumbikarbonat-Losung: 7,5 g NaHCO; mit H,O auf 100 ml aufgefiillt
M = 84,01 g/mol (entspricht 0,89 M Natriumbikarbonat) (Sigma S-8761, Gibco 25080)

* 0,1 M Natriumbikarbonat-Losung: M(NaHCO3) = 84,01 g/mol
je 0,42 g Natriumbikarbonat (Natriumhydrogenkarbonat, sodiumhydrogencarbonate, sodium
bicarbonate) mit Millipore-Wasser auf 50 ml auffiillen + sterilfiltern

3

’ nach L. Kargel.
43




Kap. 11: Anhang C: Methoden zur Zellkultur und Zellcharakterisierung

* 2 M Natriumkarbonat-Lésung: M(Na,CO;) =106,0 g/mol
je 10,6 g Natriumkarbonat (sodium carbonate) Na,CO; mit Millipore-Wasser auf 50 ml
auffiillen + sterilfiltern

* 1 M HEPES: (Sigma H-0887)

* HEPES: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsdure,
(N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]); CgH sN,O4S; M = 238,3 g/mol
(Aldrich 16,371-6, Sigma H-3375); pH-Puffer

* Tris: Trizma® Base, Tris[hydroxymethyl]aminomethane
C4H{1NO3; M = 121,1 g/mol (Sigma T6791); pH-Puffer

* 0,02% EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt
prepared in DPBS without Ca®* and Mg®" (Sigma E-8008)

* EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure, Ethylenediaminetetraacetic acid,
[Ethylenedinitrilo]tetraacetic acid; C;oHcN,Og; M =292,25 g/mol
(Roth 8040.1, Sigma E-9884); puffert Calcium und Magnesium

* EGTA: Ethylene Glycol-bis(f-Aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-Tetrraacetic Acid
C14H4N>040; M = 380.,4 g/mol (Sigma E-4378); puffert Calcium, aber nicht Magnesium

(c) Seren

* FCS: Fetal Bovine Serum (Sigma F-7524, Gibco 10108 hitzeinaktiviert)
* NCS: Newborn Calf Serum (Sigma N-4637)

* HS: Pferdeserum (Sigma oder Gibco)

(d) Enzymlésungen

* Trypsin: 1300 units/mg (Sigma T-7409)
Enzym zur Dissoziation von Zellgewebe

* 0.25%-Trypsin/EDTA: 0.25% Trypsin-EDTA Solution (Sigma T-4049)
2.5 g/l Trypsin, 0.2 g/l EDTA*4 Na in HBSS

* 0.25%-Trypsin: Trypsin 1x Solution (Sigma T-4424)
2.5 g/l porcine trypsin in HBSS

* 0.05%-Trypsin/EDTA: 0.5 g/l Trypsin in Versene Puffer
0.05% Trypsin in Versene Puffer 16sen:
je 50 mg Trypsin pro 100 ml Versene Puffer auflosen und sterilfiltern
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* 10000 units/ml DNAse II-Ldsung:
670 mg DNAse II (entspricht 300 000 units) in 30 ml HBSS-Ca-Mg 16sen

* DNAse II: Deoxyribonuclease 11, Deoxyribonucleate 3’-oligonucleotidohydrolase Typ VI
450 units / mg; lyophilized powder, essentially salt free
1 Flasche enthélt 670 mg (Sigma DN-II-B); Baut DNA ab

(e) Antibiotika
* Amphotericin B: 250 ug/ml

Amphotericin B Solution (Sigma A-2942)
oder: Fungizone (Amphotericin B) (Gibco 15290); Pilz- / Hefen-Gift

* Penstrep: Penicillin-Streptomycin Solution (Sigma P-7539 oder Gibco 15140)
10000 units/ml Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin-Sulfat in 0.9% NaCl

¢ Gentamizin: Gentamizin-Sulfat
10 mg/ml (Sigma G-1272 oder Gibco 15710)

¢ Geneticin: Antibiotika G418
50 mg/ml (Sigma G-7034)

* Herz-Antibiotika-Mischung:>!

Antibiotika / L-Glutamin -Gemisch fiir die Kultur von Herzmuskelzellen
pro 26 ml:

15 ml 200mM L-Glutamin

1,25 ml Amphotericin B

10 ml Penstrep

(f) Zelladhésionsunterstiitzer:

* 1% Laminin-Losung:

20 wl Laminin in je 2 ml sterilem GBSS 16sen

* Laminin: Unterstiitzt Zellanhaftung

Natural Mouse Laminin, in 0,05 M Tris-HCl und 0,15 M NacCl gel6st, pH = 7,2; keine
Konservierungsstoffe, ohne Fibronektin

¢ =1 mg/ ml (Gibco 23017)

oder: Laminin from basement membrane of Engelbreth -Holm-Swarm Mouse sacroma

1 mg/ml in Tris buffered NaCl (Sigma L-2020)

* 1,0 mg/ml Poly-L-Ornithin-Losung:
1,0 mg/ml Poly-L-Ornithin in 0,15 M Boratpuffer 16sen und sterilfiltern

*' nach Dr. M. Denyer, Dr. M. Riehle.
45



Kap. 11: Anhang C: Methoden zur Zellkultur und Zellcharakterisierung

* Poly-L-Ornithin: Poly-L-Ornithine Hydrobromide
(CsH(N,O*HBr),; M = 15000 - 30000 g/mol (Sigma P-3530)

* (0,01 mg/ml Fibronektin-Losung:
je 1 mg Fibronektin mit HBSS-Ca-Mg auf 100 ml auffiillen und sterilfiltern

* Fibronektin:
from Bovine plasma, lyophilized from 0,05 M Tris buffered saline, pH = 7,5 (Sigma F-4759)

* 0,3 mg/ml Collagen-S-Losung:
je 0,3 ml Collagen-S mit 3 ml Zell-Medium gut mischen und sterilfiltern

* Collagen-S: Collagen-S (Type I) from calf skin, aqueous solution (pH 3); 3 mg/ml
(Boehringer Mannheim 1098292)

* 40 ug/ml Cell-Tak-Losung:
je 0.1 mg Cell-Tak (entspricht 0.15 ml) mit 0,1 M Natriumbikarbonat-Losung (NaHCO;) auf
2.5 ml auffiillen und sterilfiltern

* Cell-Tak: Zelladhdsionsprotein

stock solution: 1,5 mg/ml in Essigsédure
(#40240 Collaborative Biomedical Products, iiber Labor Schubert)

* 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin-Lésung:
10 mg Poly-D-Lysin Hydrobromid mit HBSS-Ca-Mg auf 100 ml auffiillen und sterilfiltern

* Poly-D-Lysin Hydrobromid:
mit Molekulargewicht = 70000 - 150000 g/mol!! (nur lange Poly-D-Lysin-Molekiile
vermitteln Zelladhdsion) (Sigma P-0899)

* 2% Gelatine-Losung: (Sigma G-1393)

(g) Farbindikatoren

* Phenolrot: C;9H{305SNa Natrium Salz, kristallin (Sigma P-5530: 10g)
pH-Indikator (sauer = gelb, basisch = violett)

* Trypan-Blau 0,5% (w/v) trypan blue in physiological saline (Seromed L 6323: 100 ml)
Vitabilitétstest: farbt tote Zellen blau

(h) Nahrsubstanzen, Zellstoffwechsel, Wachstumsfaktoren:
* 200 mM L-Glutamin: CsH;(N,0O3 L-2-Aminoglutaramic acid, M = 146,1 g/mol

(Sigma G-7513, Gibco 25030: 100x")
Aminoséure, notig fiir Zellwachstum, sehr Temperatur-instabil!
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* 40% Glucose-Losung: 4 g D-Glucose pro 10 ml Millipore-Wasser 16sen

* D-Glucose: D-(+)-Glucose, Dextrose C¢H,0¢ (Sigma G-6152)
Zellnahrung

* Na-Pyruvat: Pyruvic Acid, Natrium Salz, C;H;0;Na (Sigma P-8574)
* Na-ATP: Adenosine 5’-Triphosphate, Natrium Salz, C;yH4N503;P;Na, (Sigma A-2383)

* 1,25% Insulin-Lésung : 125 mg Insulin in je 10 ml 0,01 M HCl 16sen (< 12,5 mg/ml)

* Insulin: From Bovine pancreas = 27 USP units per mg, anhydrous, 5807,6 g/mol
(Sigma I-5500); zur Glucose-Verdauung

 Wachstumsfaktor B27 : B 27 serumfreies Supplement (50x°%) (Gibco 17504)
fiir das Uberleben und das Wachstum fotaler Neurone

¢ ITS: Insulin-Transferrin-Selenium Supplemente
100x' ITS liquid media supplement (Sigma I-3146)
oder: 100x GMS-G Supplement (ITS-G) (Gibco 41400)

Wirkstoff 100x Sigma 100x Gibco
Insulin 1000 mg/1 1000 mg/1
Transferrin 550 mg/1 550 mg/1
Selen bzw. Na-Selenit | 0,5 mg/l 0,67 mg/l
Na,SeO; (172,9 g/mol) | = 3umol/l ~ 4 umol/l

* MEM-Vitaminldsung: (Gibco 11120: 100x)

*BSA: Bovine Serum Albumin (#8076.2, Roth, Karlsruhe)
(1) Pharmaka

* 10 mg/ml Dantrolen Losung:
Dantrolen ist bis zu 10 mg/ml in 1:1 Methanol-DMF-Gemisch 16slich

* Dantrolen: (1-[(5-[p-Nitrophenyl] furfurylidene)-amino]hydantoin), Dantrolene,
1-[[[5-(4-Nitrophenyl)-2-furanyl]-methylene]imino]-2,4-imidazolidinedione sodium salt;
Natrium-Salz: C4HyN4OsNa; M = 336,2 g/mol (Sigma D-9175, RBI D-145)

Verhindert Freisetzung von intrazelluldrem Calcium aus dem sarcoplasmatischen Reticulum
und ,,Jahmt* dadurch Zellen

* 1 mM Bradykinin-Losung: je 1 mg Bradykinin in 0,943 ml Ethanol 16sen

* Achtung: 100x heiBt, daB Substanz fiir durchschnittliche Anwendung um Faktor 100 verdiinnt werden soll:
200 mM L-Glutamin (100x) bedeutet z.B., daB die Konzentration in der Flasche 200 mM ist, im fertigen
Medium sollte die Konzentration 1/100 davon, d.h. 2 mM sein.
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* Bradykinin: (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) Acetate Salt
M =1060,2 g/mol (Sigma B-3259)

* 10 mM Charbachol-Losung:
je 183 mg Charbachol (< 1mM) in 100 ml Medium (je nach verwendetem Zelltyp) 16sen und
sterilfiltern

* Charbachol: Charbamylcholine Chloride
CeH 5CIN,O,; 182,6 g/mol (Sigma C-4382)
bindet an Acetylcholin-Rezeptoren, Wirkung ab ca. 1luM

* Halothan: 2-Bromo-2-Chloro-1,1,1-Trifluorethan
C,HBrClIF;; M = 197,4 g/mol (Sigma B-4388); zerstort elektrische Kopplung zwischen Zellen

* TTX: Tetrodotoxin
Cy1H7N30g; M=319,3 g/mol (Sigma T-5651); blockiert Natrium-Kanéle; hochst giftig!

(j) Losungsmittel:

* Millipore-Wasser:
doppelt deionisiertes Wasser, Widerstand < 18 MQcm (Milli-Q plus 185, Millipore)

* DMSO: Dimethyl Sulfoxide, Methyl Sulfoxide; C,HsSO; M = 78,12 g/mol; 1,10 g/ml (Sigma
D-5879)

* Hellmanex II: Detergens; (#320.001, Hellma GmbH)
* Glycerin: Glycerol; C;HgO3; M=92,09 g/mol; (Sigma G-2025)

* DMF: N,N-Dimethylformamide
C3H;NO; M=73,09 g/mol; (Sigma D-4551, Fluka 40248, Lancaster 3000)

(k) Sonstiges

e Fixativ: 4% Paraformaldehyd in 0,12 molarer Sucrose-Losung’

fiir 100 ml:

4 g Paraformaldehyd (PFA, giftig!) in 50 ml Millipore-Wasser 16sen, in Abzug auf 60°C
erhitzen. 1 NaOH-pellet (ca. 100 mg) zugeben, Losung wird daraufhin klar. 50 ml 0.2 M PB
zugeben, nach Abkiihlen 4.11 g Sucrose (<= 0.12 M) zufiigen.

* Gefriermischung:
10 % DMSO + 90 % FCS** oder 95% Medium + 5% Glycerin®’

3 nach Dr. J. Behrends.
** nach A. Kardinal.
** nach N. Fuchs.
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11.5 Das Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskop (RICM)*

Mit Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM) kann die Kontaktzone zwischen
einer einzelnen Zelle und dem unterliegenden Glassubstrat untersucht werden. Das Prinzip des
Aufbaus ist in Abb. 11.5.1 dargestellt: Wird die Zelle durch das Glassubstrat beleuchtet, so
werden die Lichtstrahlen an den Grenzfldchen aller Licht-brechenden Schichten reflektiert.
Durch Uberlagerung aller Reflexe entsteht ein Interferenzbild, aus welchem prinzipiell die
Dicke des Mediumfilms zwischen Zelle und Substrat bestimmt werden kann.

Alle Versuche wurden mit einem umgebauten Zeiss Axiomat durchgefiihrt [62]. Als
Lichtquelle wurde eine unpolarisierte 100 W Lampe mit einem vorgeschalteten A=546.1-
Monochromator (nicht eingezeichnet) verwendet. Die Feld- und Apperturblenden (nicht
eingezeichnet) wurden auf eine Beleuchtungsappertur (INA, ,illuminating numerical
apperture”) von 0,75 eingestellt. Mit Hilfe eines 63-fach Olimmersions-Antiflex-Objektivs
wurde die Zelle durch das Glassubstrat hindurch beleuchtet. Damit nur Reflexe die von
oberhalb des Mikroskopobjektivs stammen von der zur Beobachtung eingesetzten CCD-
Kamera aufgenommen werden, wurde die Beleuchtung mit einem Polarisator polarisiert’’, und
unter Verwendung eines Antiflex-Objektivs mit aufgebrachter A/4 Schicht die reflektierte
Strahlung nach einem Analysator aufgenommen. Durch diese Antiflex-Technik werden
Storeffekte durch Streulicht im Mikroskop stark verringert [103]. Mit Hilfe einer CCD-
Kamera wurde dann das totale, aus der Reflexion resultierende Intensitdtsbild I(x,y)
aufgenommen und von einer nachfolgenden Computer-gesteuerten Videokarte in ein
Graustufenmuster I(x,y)[Graustufen] umgesetzt.

Wie in Abb. 11.5.1 dargestellt ist, wird ein Teil eines unter dem Winkel 9, mit der Intensitit I
durch das Objektiv tretenden Lichtstrahls®® an den Grenzflidchen aller brechenden Schichten
reflektiert. Das unter den Winkeln ¥; reflektierte Licht mit den Intensititen I, I,

entstehende Interferenzbild wird vom Objektiv als Gesamtintensitdt I(x,y) aufgenommen. In
Abb. 11.5.1 sind z.B. die Grenzflichen zwischen Glas und Medium, Medium und
Zellmembran und zwischen Zellmembran und Cytoplasma als Licht-brechende Schichten
eingezeichnet. Multireflexionen zwischen den einzelnen Schichten wurden in dieser Arbeit
vernachldssigt. Die Intensititen der Reflexe von den verschiedenen Grenzflachen hingen dabei
von der Reflektivitit der jeweiligen Schicht ab und die Brechungswinkel folgen nach dem
Snellius'schen Brechungsgesetz: n;*sin(%;) = n; ®sin(J;:). Dabei bezeichnet n; den
Brechungsindex der i-ten Schicht. Wegen der endlichen numerischen Beleuchtungs-Appertur
(INA), setzt sich jeder Reflex aus einem Lichtkegel mit maximalem Winkel ©; = max({;)

* Die in diesem Kapitel beschriebene Apparatur wurde von G. Wiegand am Institut von Prof. Dr. E. Sackmann
aufgebaut. Alle Auswertungen wurden gemeinsam mit G. Wiegand durchgefiihrt.
*In der Abbildung entsprechen "s" und "p" den beiden Polarisationsrichtungen.
* Dieser exemplarisch eingezeichnete, unter dem Winkel O einfallende Lichtstrahl ist ein Teil des mit dem

Winkel ®; = max(9y) aus dem Objektiv kommenden Beleuchtungskegels. Es gilt INA = ny sin(©,) = 0.75.
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zusammen, wobei fiir alle Schichten INA = n; sin(0;) gilt. In Abb. 11.5.1 sind exemplarisch die
unter den Winkeln ; reflektierten Strahlen eingezeichnet. Das resultierende Interferenzbild
I(x,y) ist damit durch die Dicken di(x'y') und Brechnugsindizes nj(x'y') der optischen
Schichten eindeutig bestimmt™.

4

7 Cytoplasma/ n3
membr:
d
Madion | £
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Ol = M4
Plattchen
iy
~ L Abbildung 11.5.1:  Schematische
X Objektiv Darstellung des  experimentellen
(S Aufbaus und der Funktionsweise.
>
Polarisator Strahlteiler
Ay S
02y *
unpolarisierte
Lichtquelle >p
I Analysator
>p
CCD-Kamera:
Vo Ixy)

Bei einer, wie in dieser Arbeit gewihlten, hohen numerischen Beleuchtungs-Appertur, wird
das aufgezeichnete Interferenzbild I(x,y) maBgeblich von den Reflexen I; der Schichten i
bestimmt, welche sich moglichst nah am Objektiv befinden [99, 104, 252]. D.h. Reflexe an der
Oberseite der Zelle sind in erster Néherung zu vernachldssigen, das Interferenzbild wird
vorwiegend durch Reflexe an der Zellunterseite bestimmt. Falls in erster Néherung
angenommen wird, dal nur von der Medium / Zellmembran-Grenzfliche mit Intensitit I,
reflektiertes Licht mit dem an der Glas / Medium - Grenzfliche mit Intensitdt I; reflektierten
Licht interferiert, d.h. unter Vernachldssigung von I3, I4,..., und unter der Voraussetzung
paralleler optischer Schichten, ist die aufgenommene Intensitit I(x,y) eine Cosinus-Funktion
des lokalen Abstandes dz(a,y) = d;(x,y) zwischen Zellunterseite und Glassubstrat [252]. Da
der Brechungsindex der Zellmembran n, grof3er als der des Mediums n; ist, ist die Phase des an
der Medium / Zellmembran - Grenzflache reflektierten Lichts um 180° zu der des einfallenden
Lichts verschoben. Deshalb erscheint das Interferenzbild I(x,y) der Zelle an den Stellen (x,y)

* Die detaillierten Gleichungen dazu sind in [252] veroffentlicht.
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dunkel (destruktive Interferenz), an welchen die Zelle sehr dicht auf dem Substrat haftet, d.h.
d, klein gegen die Wellenlénge der Beleuchtung ist.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden an Zellen durchgefiihrt, die auf
Deckglidschen adhériert waren. Zur Messung wurde jeweils ein Deckgldschen auf eine
Halterung in einem x-y-Tisch iiber dem Objektiv eingesetzt.

Zu Beginn eines Experimentes ist es notig, die Graustufen der zur Beobachtung eingesetzten
Videokarte zu kalibrieren. Dazu wird das Interferenzbild I(x,y) [Graustufen] an einer Stelle
(x,y) aufgenommen, an welcher keine Zellen auf dem Deckglas adhériert sind. Zur Kalibrierung
werden verschiedene Filter mit bekannter Transmission I, [%] vor die CCD-Kamera gehalten.
Nacktes Glas entspricht dabei 100% relative Intensitét. In Abb. 11.5.2 ist die in dieser Arbeit
gefundene Kalibrierkurve I,,[%] <> I[Graustufen] dargestellt*. Mit Hilfe des x-y-Tisches
konnen nun verschiedene Zellen mit dem Mikroskopobjektiv beobachtet und die
dazugehorigen Interferenzbilder aufgenommen werden.

150
—_ Abbildung 11.5.2: Kalibrierung des
S 100 aufgenommenen Graustufenmusters
'_'§ 1I/Graustufen].
50 — M

[ [ [ [
0 50 100 150 200 250

I[Graustufen]

Die lokale Intensitit I(x,y) in den Interferenzbildern ist eindeutig durch die Dicken d; und
Brechungsindizes n; der Licht-brechenden Schichten bestimmt. Zur Auswertung der Daten
muf} daher ein optisches Modell aus brechenden Schichten mit den Parametern n; und d;
aufgestellt werden. In dieser Arbeit wurde die Adhdsionszone durch die 4 in Tab. 11.5.1
aufgelisteten optischen Schichten®' charakterisiert, siche dazu auch Abb. 11.5.1.

Schicht- Schicht Brechungs- | Dicke

Nummer i Index n; d;[nm]

0 Glas 1,532 - Tabelle 11.5.1: Optisches Modell fiir die
1 Medium 133 a4 Zell-Glas-Kontaktzone

2 Membran (1,45 10

3 Cytosol |1,35 -

“ Aus der Abbildung folgt, daB eine Verringerung der aufgenommenen Intensitit Al von 170,5 auf 160,1 eine
relative Intensitdtsschwéchung Al von 10% (100%-90%) bedeutet.
*! Die Dicken der ersten und der letzen Schicht gehen nicht in die Rechnung ein.
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Mit dem beschriebenen Modell kann nun durch Festhalten der Parameter n,, n;, n,, d, und n;
die Intensitét I, in Abhéngigkeit von d; berechnet werden. Das Ergebnis ist in Abb. 11.5.3
aufgezeichnet.

180

160 —
= 140 Abbildung 11.5.3:
é_ Modellberechnung der Intensitit
_® 1204 L, in Abhdingigkeit der Dicke d,

100 ] des Elektrolytfilms.

80
I I I ]
0 50 100 150 200
d,[nm]

Nun konnte prinzipiell aus der aufgenommenem Intensitatsverteilung I(x,y) [Graustufen] nach
Umrechnung in relative Intensititen I[%] (x,y) mit Hilfe des optischen Modell aus Abb.
11.5.3 das Hohenprofil des Wasserfilms d;[nm] angegeben werden. Wie aber aus der
Abbildung erkennbar ist, ist I (d;) eine periodische Funktion, d.h. es gibt keine eindeutige
Zuordnung I, = d;. Deshalb konnen weitere Auswertungen nur unter gewissen Annahmen
und Einschrinkungen getroffen werden. So wurde in dieser Arbeit angenommen, dafl Punkte
der Zelle mit guter Adhdsion, wie die sogenannten ,focal adhesions®, vor dem ersten
Maximum in der I4(d;)-Kurve liegen, d.h. ndher als ca. 150 nm an der Substratoberfldche sind.
Allerdings kann z.B. aus einem Kontakt der Zelle an ,focal adhesions mit gemessener
Intensitdt von I ca. 90% aus der Theorie-Funktion aus Abb. 11.5.3 nicht herausgelesen
werden, ob er links oder rechts vom ersten Minimum, d.h. bei d; = 20 oder 40 nm liegt.
Aufgenommene Daten sind also mit Vorsicht zu interpretieren und die Auswertung mull an die
genauen experimentellen Bedingungen angepal3t werden.
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11.6 Das Cytosensor-Mikrophysiometer

Das Cytosensor-Mikrophysiometer besteht aus einem hochempfindlichen pH-Sensor*,
welcher nach dem Prinzip des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)
arbeitet™ und ein computergesteuertes Perfusionssystem enthilt (Abb. 11.6.1) [2, 3, 190]:
Unter modulierter Beleuchtung des in eine MeBkammer eingebauten LAPS-Wafers werden
Photostrom-Spannungs-Kurven Ip(Uy;,s) aufgenommen (Abb. 11.6.2.a). Der Wendepunkt
Upias,wp dieser sigmoidalen Kurven ist proportional zum pH-Wert des den Chip
umgebenden Mediums: pH o« Uy, wp, Wobei nach dem site-binding-Modell einer Anderung
des pH-Wertes um eine Einheit eine Anderung in Uy, wp von =~ 60 mV entspricht [190].
Durch Aufnahme einer Photostrom-Spannungs-Kurve Ip(Uy,) alle At = 1s und
Bestimmung des jeweiligen Wendepunktes Uy, wp(t), sind zeitaufgeldste pH-Messungen
pH(t) moglich.

Referenz-

Medium- Elektrode

Perfusion
Abbildung 11.6.1: Schematischer Aufbau einer MefSkammer mit

eingesetzten Zellen. Die Zellen sind an einer Polycarbonat-
Membran adhdriert, welche nicht mit eingezeichnet ist. Unter

Plastik- den Zellen befindet sich ein LAPS-Chip. Uber den ohmschen

gehause Kontakt an der Chip-Riickseite und eine Referenzelektrode im

Zel len Medium ist ein geschlossener Stromkreis gegeben. Wihrend

LAPS- Chi p einer Messung werden unter modulierter Beleuchtung laufend
(v Photostrom-Spannungs-Kurven Ip(Uias) aufgezeichnet.

Leucht di ode

Wihrend eines Experiments werden permanent (At = 1s) Strom-Spannungs-Kurven

aufgenommen und dabei laufend der folgende, At' = 2 Minuten dauernde MeBzyklus
wiederholt (Abb. 11.6.2.b): Zu Anfang des MeBzyklus werden die Zellen iiber das
Perfusionssystem mit frischem Medium umspiihlt (,,Perfusion an“; 1,5 min), wahrend am
Ende die Mediumzufuhr gestoppt ist (,,Perfusion aus*; 0,5 min). Durch Bestimmung der
mittleren Steigung 15, = -<OUpjswp/Ot> der Uy wp(t)-Kurve wihrend gestoppter
Mediumzufuhr, kann die Rate der Ansduerung des Mediums r,,(t) durch die Zellen
bestimmt werden. D.h. pro MeBzyklus At' = 2 wird ein Wert r,; berechnet und
wiederholte Durchfiihrung des MeBzyklus ergibt den Zeitverlauf der Ansduerungsrate
raz(t'), vgl. Abb. 11.6.2.c.

Auf diese Weise ist es moglich, metabolische Antworten der Zelle auf dem Medium
zugesetzte Wirkstoffe zu beobachten. So steigt z.B. die in Abb. 11.6.2.c aufgezeichnete
Anséuerungsrate aufgrund einer 30 Minuten dauernden Wirkstoff-Zugabe zu dem Medium
an. Zur Auswertung solcher zeitabhdngigen Ansiduerungsraten wird jeweils das Maximum
Tazmax Und der Gleichgewichtswert ry,., der Ansduerungsrate nach Zugabe eines
Wirkstoffes ermittelt und das Verhaltnis ra, max/Tazeq daraus berechnet*.

* pH-Sensitivitit ca. 0,5 - 1 mpH [2].

* Im Cytosensor-Mikrophysiometer wird die Fihigkeit zur Ortsaufldsung nicht benutzt. Mit einer Leuchtdiode
als groBfléchige Lichtquelle wird der LAPS-Chip von seiner Riickseite her beleuchtet. Als LAPS-Chips werden
die in Kap. 13.2 als ,,Typ 1A* bezeichneten Silizium-Substrate verwendet.

* Ein Wert von 100% bedeutet also, daB sich die Azidifizierungsrate nach Wirkstoff-Zugabe nicht verindert. Ist
die Wirkung eines Wirkstoffes auf schneller Zeitskala reversibel, konnen mit den selben Zellen hintereinander
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Abbildung 11.6.2: Arbeitsprinzip des Cytosensor-Mikrophysiometers. Dargestellt ist exemplarisch eine
Messung mit synovialen Fibroblasten, denen nach 84 Minuten fiir 30 Minuten 10 ng/ml TNF-a als
Wirkstoff zugegeben wurde.

Zwei Tage vor jeder Messung werden die Zellen in Medium geldst (ca. 300000 Zellen/ml in
Medium mit 10% FCS-Zusatz) und zu je 1 ml in Polycarbonat-Membran-Siebe (Transwell
3402, 3um Porengréfe, Corning Costar, Bodenheim) ausgesiedelt. Einen Tag vor der
Messung wird das Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht®. Fiir das eigentliche
Experiment werden die Membransiebe mit den daran adhérierten Zellen in MeBBkammern
eingebaut, in welchen sich je ein LAPS-Chip befindet, vgl. Abb. 11.6.1. Das Cytosensor-
Mikrophysiometer enthdlt insgesamt 8 solcher MeBkammern, d.h. 8 Experimente kdnnen

mehrere Experimente durchgefiihrt werden. Ansonsten miissen fiir jedes Experiment frische Zellen verwendet

werden.

* So wird sichergestellt, daB nicht ein Teil der Zell-Rezeptoren mit Bestandteilen des Serums blockiert ist, da
Serum unter anderem Wachstumsfaktoren enthilt. Soll aber die Auswirkung von Wachstumsfaktoren auf Zellen
mit dem Cytosensor-Mikrophysiometer bestimmt werden muf sichergestellt sein, dal vor Beginn der Messung
die Rezeptoren der Zelle noch frei von Wachstumsfaktoren sind.
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parallel durchgefiihrt werden. Das Volumen einer Melskammer ist dabei ca. 1 ml und das
Perfusionssystem fuhrt auf 37° C vorgewéarmtes Medium mit einer Rate von 50 m/min zu.
Als MeBmedium wird Serum- und Puffer-freies Medium* (DF-SUBS, vgl. Kap. 11.4) mit
1 mg/ml BSA-Zusatz verwendet.

Zur lustration des MeRprinzips sind hier 4 parallel durchgefiihrte Messungen an CHO-
Zellen beschrieben. Dabei wurden in drei MeBkammern genetisch transfizierte*’, in einer
MelRkammer Wildtyp-Zellen untersucht. In Abb. 11.6.3.a ist die gemessene zeitabhéngige
Anséuerungsrate der Zellen dargestellt. Den Zellen wurde dabei hintereinander jeweils fir 2
Minuten Charbachol in verschiedenen Konzentrationen als Wirkstoff zugegeben. Wie aus Abb.
11.6.3.a ersichtlich ist, reagierten die Wildtypzellen nicht auf Charbachol, bei transfizierten
Zellen stieg jedoch kurzzeitig die Ansduerungsrate [228]. D.h. Charbachol kann spezifisch an
den Acetylcholin-Rezeptor binden. Zur quantitativen Auswertung der Konzentrations-
abhangigen Wirkung von Charbachol auf die transfizierten Zellen wurde der Mittelwert aus
den drei Messungen der normalisierten maximalen Ansauerung ra; max/fazeq Perechnet, siehe
Abb. 11.6.3.b. Darin ist zu erkennen, daR die Wirkung von Charbachol auf die Zellen mit
dessen Konzentration zunimmt. Nach dieser hier beschriebenen Methode kénnen also Dosis-
Wirkungs-Kurven verschiedenster Wirkstoff experimentell bestimmt werden.

Q) -<fUpias.wp/Tt> [MV/s] b) rf\z,max
Az.eq
200+

180+ —I—

1604
140} B
1204
100 — -~ =
goH
60H
404
204

]

3004

K raz,max —%

H razeq —F

1007

1nM

% 20 40 60 80 100 o ot 3 0
t' [min] c[mM]

Abbildung 11.6.3: a) Dargestellt ist die zeitabhéngige Ansduerungsrate des Mediums durch CHO-Zellen
wahrend eines Cytosensor-Mikrophysiometer-Experiments. Die vier Kurven wurden parallel an vier
MeRkammern aufgenommen. Die unterste Kurve zeigt eine Messung mit Wildtyp-Zellen, wogegen die oberen
drei Kurven mit transfizierten Zellen aufgenommen wurden. Durch Pfeile sind die Zeitpunkte der jeweils 2
Minuten andauernden Zugaben von Charbachol gekennzeichnet. An der zweiten Kurve von unten ist die
Bestimmung von razma UNd raeq dargestellt. An dem Bild fallt zum einen die starke Drift, als auch die
unterschiedliche absolute Anséuerungsrate in den vier Kammern auf. Die Drift wurde dadurch verursacht, daf}
nach dem Einbau der Zellen sofort mit dem Experiment begonnen worden ist und nicht ca. eine Stunde gewartet
wurde, bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hatte. Bei groBen Anderungen der Anséuerungsrate bei Zugabe
von Wirkstoffen spielt Drift jedoch praktische keine Rolle, da die Maxima trotzdem noch klar ausgewertet
werden kénnen. Die unterschiedlichen absoluten Anséuerungsraten in den verschiedenen MeRkammern wurden
durch eine unterschiedliche Zahl von Zellen in den Kammern verursacht, denn trotz einheitlicher
Zellsuspension beim Ausséen sind nie gleich viele Zellen in jeder Kammer enthalten. Durch Normierung der
maximalen Ansduerungsrate ra,max auf den Gleichgewichtswert ra,qq ist aber der absolute Wert nicht von
Bedeutung. b) Aufgetragen ist hier der Mittelwert und die Standardabweichung der normierten maximalen
Azidifizierungsrate aus den drei Messungen mit transfizierten Zellen. Je héher die zugegebene Konzentration
an Charbachol, um so stérker sauerten die Zellen das Medium an.

*® Das Medium muB Puffer-frei sein, da kleinste pH-Anderungen verfolgt werden sollen. Um eine Anlagerung von
Wirkstoffen an die Schlduche des Perfusionssystems zu verhindern, wird dem Medium BSA zugesetzt, welches
die Schlauchoberflache tberziehen soll.

*" Diese Zellen waren mit einem Acetylcholin-Rezeptor transfiziert.
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12 Anhang D: Theorie des Licht-adressierbaren potentiometrischen
Sensors (LAPS

12.1 Die Metall-Isolator-Halbleiter-Diode
(a) Zielsetzung

Ziel dieses Kapitels ist es, die Spannungs-abhidngige Ladungsverteilung in einem Metall-
Isolator-Halbleiter (MIS)-Kontakt und damit auch dessen Kapazitit soweit wie moglich
analytisch zu bestimmen. Dazu werden zuerst (b) die Auswirkungen auf die
Ladungstriagerverteilung in einem Halbleiter untersucht, wenn dessen Volumeneigenschaften
durch die Einflihrung einer Oberflédche erweitert werden. Danach (c) werden diese Erkenntnisse
auf eine Schichtstruktur Metall-Isolator-Halbleiter iibertragen und deren Spannungs-abhingige
Kapazitit bestimmt.

(b) Diskussion der Ladungstriger-Verteilung an ein Halbleiter-Oberfldche

Um die Potential-abhéngige Anordnung freier Ladungstrager (Elektronen, Locher) in einem
Halbleiter zu beschreiben, mu3 die Ladungstrigerdichte anhand des Energieband-Schemas
diskutiert werden. Im folgenden wird dazu ein n-dotierter Halbleiter angenommen, d.h.
Elektronen sind Majoritits- und Locher Minoritits-Ladungstriger. n,[m~] und pyo[m™] sind
dabei die Dichten der freien Elektronen und Locher im Volumen des n-dotierten Halbleiters.

Npo >> Pno (O)

Im Volumen (z—) des Halbleiters ist dabei Zahl der freien Elektronen im wesentlichen durch
Zahl der Donatoren gegeben, die als vollstandig ionisiert angesehen werden [151, (K.1.4, S.27),
214, (S.104)]. Dabei ist n[m™>] die intrinsische Ladungstrigerdichte im Volumen des
Halbleiters, d.h. die Dichte der , Eigen“-Ladungstriger ohne Dotierung, ns[m™] bzw. np[m™]
die Dichte der Akzeptoren bzw. Donatoren, wobei im n-dotierten Halbleiter np >>n, gilt.

Ny = Ny(Z2—>%) = np - Ny =np
(D
n?

Np =Ny

n

Pno = Pn(z—) = =

I”'D

Es werde nun ein Halbleiter angenommen, der einen unendlich grolen Halbraum fiillt, wie der
in Abb. 12.1.1 dargestellte. Dabei sei Vakuum fiir z < 0 und Halbleiter fiir z = 0.

Wird nun eine positive Testladung Qr [C] an die Halbleiter-Oberfliche gebracht!, werden die
Energiebdnder im Halbleiter verbogen: Die positive Testladung bewirkt eine Anreicherung von
Elektronen an der Halbleiteroberflache (z=0) (,,Akkumulation*), d.h. die potentielle Energie
E,o fiir Elektronen an der Grenzfliche ist abgesenkt und die Energiebdnder sind nach unten
gebogen, siche Abb. 12.1.1. Durch Anniherung einer negative Testladung® verarmt dagegen die

' Dies ist gleichbedeutend mit einem positiven Oberflichenpotential an der Halbleiteroberfliche.
?D.h. das Oberflichenpotential an der Halbleiteroberfliche ist negativ.
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Halbleiteroberfliche an freien Elektronen (,,Verarmung®™) bzw. bewirkt im Extremfall eine
Anreicherung freier Locher (,,Inversion®). Die potentielle Energie fiir Elektronen ist an der
Grenzflache also erhoht, d.h. die Energiebidnder nach oben gebogen.

a) Abbildung 12.1.1: a) Grenzfliche eines
Halbleiters (S, z>0) zum Vakuum (V, z<0) [151,
(K.7.2.1, S8.366)]. b) Verlauf der potentiellen
V Energie E,u[J] freier Elektronen an der
Grenzfliche. Fiir Elektronen sind Orte mit
»  moglichst niedriger potentieller Energie am
energetisch giinstigsten. Hier ist ein Fall

0 2 cingezeichnet Ichem sich d
gezeichnet, an welchem sich an  der
) EpOt (2) Halbleitergrenzfliche eine positive Testladung
ELB Or befindet. D.h. Elektronen werden angezogen
 —_ ————E und die potentielle Energie an der Grenzfliche
feWB F ist erniedrigt. In dem Diagram sind das
E i Leitungsband-Energieniveau EislJ], das
— Valenzband-Energieniveau  Eyg[J] und das
)l’-'e\y(z) Z  intrinsisches Energieniveau E;[J] eingezeichnet
[151]. Fiir einen n-dotierten Halbleiter liegt das
E Ferminiveau Ep[J] wie hier eingezeichnet
VB energetisch dicht unter dem des Leitungsbandes.
/ E,[J] ist die Bandliicke des Halbleiters [151] und
we[V]  die Potentialdifferenz zwischen
Ferminiveau und intrinsischem Energieniveau”.
c) AP(Z) ¢) Eine positive Testladung Qr bewirkt eine
Anreicherung von Elektronen mit Ladung Qs an
der Oberfliche, was in der
QT Ladungstrigerverteilung pfCm”] sichtbar ist. d)
Eine positive Testladung an der Vakuum-
0 Halbleiter-Grenzfldche entspricht einem positiven
> Oberfldchenpotential Y(z=0) = Ps.
Eingezeichnet ist hier der Verlauf des
elektrischen Potentials [V] im Halbleiter.
Dieses ist proportional zu der Bandverbiegung
des intrinsischen Energieniveaus, wobei der
Proportionalitdtsfaktor die negative
Elementarladung ist. Das Potential im Volumen
d) A\II(Z) des Halbleiters wird hier auf Null gesetzt,
Ui WY(z—o0) = 0, das Potential im Vakuum ist
bias konstant. Die Anndherung einer Testladung ist
\V(Z) im wesentlichen dquivalent zum Anlegen einer

Spannung Upigs.

b)

@)
W
N

>
0 z

Im thermischen Gleichgewicht sind die Ladungstriger Boltzmann-verteilt [151, (K.7.2.1,
S.366)] und fiir die Dichte-Verteilung der  Majorititsladungstriger  bzw.
Minorititsladungstrager folgt:

n,(z) = N, exp(+ e;”B(TZ)) (22)
_ ey
pn (Z) - pnO eXp( kBT ) (2b)

* g gibt damit die Stirke der Dotierung an, keine Dotierung bedeutet s = 0, da dann das Ferminiveau in der
Mitte der Bandliicke liegt.
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Bei einem positiven Oberfldchenpotential® g > 0 ist also eine Anreicherung von Elektronen an
der Halbleiteroberfldche energetisch giinstig. Bei einem negativen Oberfldchenpotential g < 0

findet eine Verarmung an Elektronen bzw. eine Anreicherung von Ldchern an
Halbleiteroberfliche statt.

Nun miissen &duBlere FEinfliisse auf die Ladungstriger-Verteilung durch Stérungen des
thermischen Gleichgewichts einbezogen werden. In diesem Kapitel werden dazu 2 Stérungen
berticksichtigt:

(i) AC-Modulation der Testladung (d.h. eine Vorspannung mit Wechselspannungs-Anteil):
Dem Gleichgewichts-Potential 5 sei ein hochfrequentes Signal &ps mit wechselnder
Amplitude iiberlagert, wodurch die Ladungstrigerverteilung um dn*c und 8p”¢ von der
Gleichgewichts-Verteilung abweicht. Diese Storung des Gleichgewichtes wird hier unter den
beiden folgenden Annahmen beschrieben: der hochfrequente Teil der Testladung zeigt keinen
Effekt im Volumen des Halbleiters, da die Modulation direkt an Oberfliche angelegt wird und
die Modulation der Vorspannung hat keinen Effekt auf die Majorititsladungstriager-Verteilung,
da dn™¢ << n,q:

M C(z) =0
dOp"(z—>») =0 3)
op(2=0) = ops*

(ii) Der Halbleiter wird beleuchtet, wodurch zusitzliche freie Ladungstriger dn', Sp'' durch
Generation von Elektron-Loch-Paaren entstehen. Dabei werden immer gleich viele Locher wie
Elektronen generiert. Es wird weiter die Annahme getroffen, dafl der Halbleiter so beleuchtet
wird, das bei z—o keine Effekte durch Beleuchtung zu spiiren sind und daf3 die Beleuchtung
statisch erfolgt.

dn''l(z—o0) =0

op'(z—>e) =0

on''(z=0) = dng" (4)
6pill(Z:0) _ 5psin

6ni“(z) _ 6pi“(z)

Diese Abweichungen in der Ladungstrigerverteilung durch AC-Kleinsignale [253, 254,
(K.4.4.1, S.157)] und durch Beleuchtung [255-258] miissen nun in die Boltzmann-Statistik (2)
mit einbezogen werden®:

1.2 = 1 (1+ D) ep( D)

5
N kgT %)

* s > 0 bedeutet, daB das Potential an der Oberfliche positiver als das des Volumens im Halbleiter ist, was
gleichbedeutend zu einer positiven Spannung zwischen Oberfliche und Volumen des Halbleiters ist.

In [257] werden die durch Dotierung und durch statische, rdumlich konstante Beleuchtung verursachten
Ladungstrigerkonzentrationen zu Gleichgewichtskonzentrationen (ny+n"), (pu+0p") zusammengefaBt. Dies
hier nicht méglich, da eine ortsabhéngige Beleuchtung und damit rdumlich verteilte Ladungstrageranordnung
dn"(z), 8p"(z) diskutiert wird.
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AC ill
@)= pyp(1+ P2+ P (D oy VD),

pnO pnO I‘(B-I-
Ziel ist es nun, aus dieser Ladungstrigerverteilung die Kapazitit des Halbleiters in
Abhéngigkeit der Testladung Q[C] bzw. der Vorspannung Uy, anzugeben. Dabei wird die
Kapazitidt davon abhdngen, wie grol die Dichte der freien Ladungstriager bei der jeweiligen
Bandverbiegung an der Oberfliche des Halbleiters ist. Die Rechnung ist hier an die
Ausfiihrungen von [151, (K.7.2.1, S.366), 254, (K.3, S.71), 259] angelehnt und wird in vier
Schritten durchgefiihrt.

1. Schritt: Ladungsdichteverteilung p(z) aufschreiben. Ergebnis: p(y(z),z).
Zu beachtende Ladungstrager sind freie Elektronen und Locher und ionisierte Dotieratome.

Dabei wird angenommen, dafl alle Donatoren und Akzeptoren vollstindig ionisiert und
raumlich fixiert sind. p[Cm™] ist dabei die Ladungstrigerdichte.

p@@) = e, - Ny + P,(2) - N, (2) (6)
Im Volumen des Halbleiters herrscht Ladungstrager-Neutralitdt [214, (S.97)]:

p(z—o) =e(Mp -Ny + Py -Nyp) =0=ny -N, = -p+ Ny (7
und es folgt:

p(z)

:(637): e(-pnO + Ny + pn(z) - nn(z))

“5el b g P+ XD B Oy SO, g, By, 0y
=(4)=

no no B no kBT
enno[ (1' exp(+

VO Do o Oy '@ G Q) L ) 9@ e
) et ) - Seate)-ent )+ F E oot 1m0

2. Schritt: Poisson-Gleichung (Zusammenhang Potential (z) /Ladungsverteilung p(z))
aufstellen und 16sen®. Ergebnis: dy(z)/dz.

Y@ _ p()

Poisson-Gleichung:
oz EpEg

)

Hier ist g, [Fm™'] die Dielektrizititskonstante und eg[1] die Permitivitit im Halbleiter. Es wird
nun das elektrische Feld E[Vm'] im Halbleiter bestimmt, welches als negativer
Potentialgradient definiert ist:
T

Jz

(10)

Integration von (9) nach dy unter Benutzung von (10) liefert dann [259]

% Statt y(z) wird hier nur die erste Ableitung d\y(z)/dz berechnet, dies spart einen Intergrationsschritt.
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Y (2) 2 (2
P =10 (- 2Py o TV, o)
oz 1 (250)=0 oz
-8 e
J2eny 0 @)y P @ '@ ey, @) 00 e
o [[(ent =00 - el 20) - Eentes -t =) +F et ld(a
_omg| KT ey P, ol kT e 0'@kT @ e, W RkT . epd) ]
< el ) B e 1) <SS et et ) et )L
2T e e Py ) ) o' e, e D, el
gﬁ(wwkT)an nwkawan+nmwwahw(m)a+mowmggn)
— ZkETZ (e’l/)(Z) pnO 5nI”(Z) 5pAC(Z)) (11)
e’L?, keT 'n,  ng Noo
. . . k.Te.€
mit der Debye-Linge fiir Elektronen® Ag [m] = L, = ';—(:23 (12)
n0

und dem dimensionslosen Raumladungsfaktor F[1] = 0

(ew(Z) Pro 6n'”(2) 5pAC(Z))
kKeT no, Ny, No

) 01 Do S 80 D)l el
\(exp< ) D et Y = Bt rent -2+ Sent D (19

Einzelne Grenzfille davon sind bereits in der Literatur angegeben, so z.B. der
Gleichgewichtsfall [151, (S.368), 259], der Fall konstanter Beleuchtung [255, 257] und der Fall
von AC-modulierter Vorspannung [253, 254]. Fiir den reinen Gleichgewichtsfall konnen die
Grenzwerte fiir verschiedene Oberflichenpotentiale vereinfacht angegeben werden [151,
(S.368), 254, (K.2.3.2, S.54-57)]:

Akkumulation: g >0

eYs - €Ys Pno 5‘ Ys, _ eYs
1=(13)= F ,—+,0,0) = + ex =
kgT >> 1=(13) (kBT N ) +\ e+ kBT) &P (Zk T)

Flachband-Bedingung: y5 =0

s —0=(13)=> F(¥s, P 0,0)=0
KgT KgT Ny

Verarmung: 9 <yg <0
»midgap®: Yp =g < n,(z=0) = p,(z=0) =
schwache Inversion: 21g < Yg <y <0

elpB<elpS <O (13):> F(elps pnO OO) | %
kgT kT k,T'n, kT

071,1)) _o 9 2(92_1p
az a gz at

8 Dies entspricht der Abschirmlinge im Halbleiter, nur daB im n-dotierten Halbleiter freie Elektronen die
bewegliche Ladungstriger sind, anstelle der Ionen im Elektrolyt. (Vgl. Ag aus dem Debye-Hiickel bzw. Gouy-
Chapman-Modell Kap. 12.2).

7 Kettenregel fiir Differenziation = 07—(
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starke Inversion: Yg < 2yp << 0

s s 30 F(i—""s,p“o,o,op +J@ exp(-—s) — J@exm sy (14

kT kT s1 N n, kpT n, 2k,T
) 2ky T, n, )
d.h Inversion ab: Qs < 2y = In(—), da nach Boltzmann-Verteilung
Np
ey
o = 0, exp(-—-2) (15)
k,T
WV VI
a) >
1 3 4 5
o z [um]
-0.2
-0.3
-0.4
-0.5
-0.6 Abbildung 12.1.2: Aufgezeichnez‘g ist der numerisch
b) n [cm'3 ] berechnete Verlauf a) des Potentials im Halbleiter bei
1014 n einer Vorspannung U, = -2,5 V, womit das
Oberflichenpotential Ys = -0,6 V ist, b) der
1012 Elektronenverteilung und c) der Locherverteilung bei
1010 der selben Vorspannung. Hier wird deutlich sichtbar,
daf3 die negative Ladung der Oberfliche durch
108 Anreicherung von Léchern an der Grenzfliche
abgeschirmt wird, wogegen die
106 Elektronenkonzentration an der Grenzfliche verarmt
ist.
1 2 3 4 5
c) 3 z [um]
pn [cm=2]
1018
1016
1014
1012
z [um]
1 S 3 4 5

Durch (11) ist eine Differentialgleichung fiir Y(z) gegeben, d.h. durch numerische Losung
von (11) unter der Randbedingung Y(z=0) = Ws kann der Verlauf des elektrischen Potentials
im Halbleiter dargestellt werden. Durch Einsetzen dieses Ergebnisses in (5) 146t sich damit
auch der Verlauf der Ladungstrigerdichten numerisch darstellen, sieche Abb. 12.1.2. Zur
Berechnung der Kapazitit soll aber so weit wie mdglich analytisch vorgegangen werden, wie
im folgenden dargestellt wird.

’ Hier und bei allen weiteren in diesem Kapitel dargestellten Simulationen wurden folgende Parameter
verwendet: €5 = £(Si) = 11,9, & = £(Si0,) = 3,9 [214, (S.103)], ny(Si) = 1,45¢10" cm™ [151, (S.850)], np = 10"
cm”, d; = 20 nm SiO,, & = 8,854¢10™"2 Fm™, ky = 1,38+10% JK ™, e = 1,602¢10™" C, T =293 K (O n,y =(0)=
102 m® = 10" cm?, py =(0)= 2,1¢10" m> = 2,1¢10° ecm”, Lp, =(7)= 0,1310™* m = 130 nm), keine
Beleuchtung dn™ = 0 und LF-Grenzfall B=0 (falls nicht anders gekennzeichnet).
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3. Schritt: Nach Gaufl’schem Satz aus FE-Feld [V/m] (x dwy/dz) an Oberfliche z=0
Oberfldachenladung im Halbleiter Qg bestimmen. Ergebnis: Qg(s).

An der Oberfléche gilt:

2T e py onl opc

10 o — :_071/1(2:0): _
Es” = E(z=0) =(10) B (11,12,13)= = o KT, ) (16)

Dn nO n0

mit + fir YPs > 0 und - fiir Pg < 0.

Mit Hilfe des Gaul3’schen Satzes [260, (K.2.6, S.48)] kann dann die durch die Bandverbiegung
an der Oberfliche des Halbleiters gesammelte Ladung Qs[C] bzw. qs [Cm™] angegeben werden,
vgl. dazu Abb. 12.2.5 und Abb. 12.1.3.

EdA = fpdV = 95 _ _F=0)+ E(z—>w) =-Es+ 0 17)
A £0€s%, €o€s

ill
o qg= 7o 260fsKeT £ ®Vs Pro ‘SL 005"y ik fir s >/< 0 (18)

eL,, keT n, N, Ny

Dies bestitigt die anfiangliche getroffene qualitative Vorhersage: ein positives
Oberflachenpotential (s > 0) bewirkt Akkumulation negativer Ladung an der
Halbleiteroberflache (Qg < 0).

lq(ys)I [Cm™2 ]
aws vS [V] Abbildung 12.1.3: Oberflichenladungsdichte

_ B . qs in Abhdngigkeit vom Oberflichenpotential
0.6 -04 0'210_] 0.2 04 -6 Ys nach Gl. 18. Die gewdhlten Parameter
entsprechen denen von Abb. 12.1.2.

10-2 o exp(eyg/2kgT)

o« exp(-e yg5/2kgT) 1073
1074

1077

4. Schritt: Kapazitdt als Ableitung der Oberflichenladung nach dem Oberflichenpotential
berechnen. Ergebnis: cg(1s).

Um AC-Modulation der Vorspannung zu beriicksichtigen wird eine Kleinsignal-Analyse
durchgefiihrt [253]. Dabei wird das Oberflichenpotential in einen konstanten
Gleichgewichtswert s und einen schnell variierenden Wechselspannungs-Anteil Syg*©
zerlegt:

Ps =Ps>C + s (19)
s >> [dps™]

" Die Richtung des elektrischen Feldes E, zeigt von positivem zu negativem Potential, d.h. in die Richtung, in
welcher die Kraft auf eine positive Testladung wirkt.

62



Kap. 12: Anhang D: Theorie des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)

Damit kann die Kapazitdt der Oberflichen-Raumladungszone im Halbleiter Cg [F] bzw. cg
[Fm™?] als Ladung Qg bzw. qg pro Oberflichenpotential {5 angegeben werden:

CF(ys) = aQS (qj S) (Gleichgewicht, niederfrequenter Grenzfall, dpg*“=0)
Co™ (ws) = O;Q(Siw s) (hochfrequenter Grenzfall) (20)

Zuerst wird der Niederfrequenz (,,low frequency®, LF)- Grenzfall ausgerechnet [257]:

cs M (ys)=(13,20)=

J (4 \ZfofsksT) o BN B B G ey O e ey
o O° (JF ol X\‘J(GXP( TBT)-E 1)+ (EXp(kT) kBT-l) + nO( P+ " )+eXp(kT) 2)
~(19)=
sy €\ Py € o s € NG e ey e ey
+ + + -
X «\ZeOgSkBTX( K, et e o G ) T, B P o )
T, e B o P B, €Y ot ey &y
n 2“ + Sy . S_l n0 S ~rs 1 S + 2
et - Ty ept e e v et et 1002
- fofs &) 1y P sy 1 5 (o &05) .
== i [ (e 25)-1) + P (1 expr-25)) + 75 (erp 85)- expr- | (21)
V2L, I:(ewS Pro 5n8 ,0) keT Ny kT Ny kBT kg T

an Ny

Die Rechnung fiir den Hochfrequenz (,,high frequency*, HF) -Grenzfall ist analog. Hier liegt
aber noch ein durch die AC-Modulation verursachter zusétzlicher Term vor [253]:

7 ‘SpS( exp(- e"’S) )) 2 9OPs * (expt- e"’S) )+ 9P ¢S ex(-e”’S)

(951# 0761/) n no
(22)
CHF (o) =(13.19.200= -7 {(.) % [+ 5" (- 25y 1))
s s T Aoy ° \ n, keT
AC
e o et ) eptenp(- )
=(21,22)= (...) x B0 S 5 KeT B
N
=+ fofs i x
\/2 LDn F(elps pnO (Sn ‘Sp )

keT N, ‘n,
|H

n
s o) P eys)) L Ons (e eys,) L[ a0pet kT, ey eys
exp(t )) (1 el )) 3% (exp( )exp(-)) +( KT e 215 .1)- sperp(-25)
( kT N, kT " kT KT np\dopsc e kT s kT
(23)

1 Produktregel.
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Eine Zusammenfassung beider Grenzfille in eine Formel ist mdglich, wobei zu beachten ist,
daB fiir den LF-Grenzfall d0p2°/ady £° = 0 und dpg*© = 0 gilt:

€ofs y
il
\/2 I—Dn F(elps pnO 6n 6p )
keT N, Ny nno

Cs(s) = (21,23)= =

sy ) L Poofy ey W) L NS [ e eps,) . L[ dops” KeT( ey ey, |
(exp(+kBT) 1) +nn0(1 e kBT>) ' m(exp( poren) L (exp( ) ) ]
&) ) Do )| 405 s g Wsy| L[ 05 KT ews) eys,|
[ B) ) et kBT)) (exp( ) exp(kT)) SE exp(kT> s )
\ZLDn ) |H
(e 1) 05 1) P By &y 00 By o By 0" o By

| KT kT 7 ny kT kT No kT kT No kT
24)

Fiir den HF-Fall miiBte noch dop5°/ddy £ und dps™ soweit wie analytisch angegeben [253]

oder andere Ndherungen [257, 261] verwendet werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr moglich”. Die Kapazitit fiir den Niederfrequenz-Grenzfall ist in Abb. 12.1.4
dargestellt.

st [uF mm=2]

150
Abbildung 12.1.4: Potential-abhdngige Kapazitdit der
100 Halbleiterraumladungszone fiir den Gleichgewichtsfall.
50
ys [V]
-0.6 -0.4 -0.2 02 04 06

Insgesamt wurde damit in den vier Schritten ein analytischer Ausdruck fiir die
Potentialabhingigkeit der Ladung und der Kapazitdt der Raumladungszone erzielt:

ds = qs(YPs) (25)
cs = Cs(YPs)

2 Um dennoch in grober Niherung den Potentialverlauf der Kapazitit fir den Hochfrequenzfall angeben zu
konnen, wurde folgende grobe Néherung eingefiihrt: Im Hochfrequenzgrenzfall sind wéhrend Inversion die
Ladungstriger an der Halbleiteroberfliche (Locher) aufgrund der Raumladungszone von den Ladungstrigern im
Volumen des Halbleiters (Elektronen) entkoppelt, d.h. konnen sich wihrend Anderungen des
Oberflachenpotentials nicht schnell genug zu einem neuen Gleichgewicht umlagern. Sie fallen daher fiir den
kapazitiven Verschiebungsstrom aus. D.h. eine praktikable Naherung ist es, die Locher-Terme im Falle
hochfrequenter Modulation zu vernachldssigen. Dies ist im folgenden durch den Faktor B realisiert (0 < B = 1),
wobei B=0 den Niederfrequenz-Grenzfall und B=1 den Hochfrequenzgrenzfall beschreibt. Diese Néherung ist nur
fiir den Fall ohne Beleuchtung sinnvoll:

s 1) 4P (1 ot-25) 508 [t ) - oxof- ¥ | - 5P (1 ey &V
S A N W i O

cs(ys) = _bofs
! |H

2Ly, BYs, e po ey el/}s &Y s po es
| )21 L -1 +—2)+ 2 L
N(GXP( kBT) T ) + nno(exp( kT) o1 ) + 0 —(exp( kBT) exp(- kBT) )- nno( p(- kT) 1)
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(c) Metall Isolator Halbleiter (MIS) -Kontakt

Mit den in (b) gewonnenen Ergebnissen kann nun der Fall einer MIS-Struktur untersucht
werden, wie sie in Abb. 12.1.5 aufgezeichnet ist. Durch Vorspannung erzeugte Ladungen im
Metall werden dabei durch entgegengesetzte Ladungen im Halbleiter abgeschirmt.

Es gilt Ladungsneutralitit Qy + Qs =0, bzw. qyy + qs =0 (26)
und das Gesetz des Spannungsteilers Uyp;,s = Uy + g (27)

Die Raumladung im Halbleiter aufgrund einer Bandverbiegung durch eine Vorspannung wurde
in (b) berechnet:

ds =qs(Ys) (28)

>
z
4
b) 40(@) Abbildung  12.1.5: a)  MIS-Struktur — mit
angelegter Vorspannung Uyi.[V]. b) Durch die
Q Vorspannung erzeugte Ladung Qu im Metall
M . )
wird durch Ladungsansammlung Qs im
0 > Halbleiter  abgeschirmt. ¢) Verlauf des
1 ; . .
d Q . elektrischen ~ Potentials. Die angelegte
l S Vorspannung — Upes teilt  sich in  einen
Spannungsabfall am Isolator U[V] und das
Oberflichenpotential s im Halbleiter auf.
|
z

Es gibt keine feste Ladung an der Isolator-Halbleiter-Grenzfliche. Damit folgt nach dem
Gaufy’schem Satz fiir eine Hiillfliche um die Grenzfléche:

0= fpdV =- S()SIEI + 8085ES = EI = & ES
v £

Weiter folgt nach dem Gauf’schem Satz fiir eine Hiillfliche um den Halbleiter, welche die

Raumladung qg einschlieft (vgl. (b)):

=>EI=£SES=£S(- q5)= ds (29)
€ &\ &g €08

Dabei ist £;[V/m] das konstante elektrische Feld im Isolator und Eg das statische elektrische
Feld im Halbleiter an Grenzflache z = 0.
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Das statische elektrische Feld im Isolator ist analog dem eines Plattenkondensators:

El = Ul/dl (30)
(29.30) = U, = - 319s 31)
€08,
d
(28,31) = Uy (ys)= - . |€ qs(Ws) (32)
0%l
(27,32) = Upjas (Pg)= - d qs(Ps) HPs (statisches Feld, d.h. dopa/ady L =0, opLc = 0)
€08,
= Pg = Ps(Upias) (33)

(33) ist eine implizite Gleichung fiir das Oberflichenpotential des Halbleiters g in
Abhingigkeit der extern angelegten Spannung Uy;,s.

Die Kapazitidt der gesamten MIS-Anordnung ist eine Reihenschaltung der Kapazititen von
Isolator und Halbleiter:

EE NN S R (34)

Dabei ist die Kapazitét des Isolators durch das Plattenkondensator-Modell gegeben:

o = 83’?' (35)
Die Kapazitit der Raumladung im Halbleiter wurde in (b) angegeben, siche Gl. 24:

cs = Cs(Ps(Ubias)) (36)
deshalb gilt (siche Abb. 12.1.6):

Ca(U, ) =& Cs(¥s(Uias)) (37)

C, +Cs(¥s(Up))

Dabei ist die kleinere Kapazitit bestimmend (¢; >> ¢g = Cys = Cs, €1 << €5 = Cpis = Cp)-
Achtung, die Gesamtkapazitit cy;g hdngt von der gesamten angelegten Spannung Uy;,s ab, die
darin enthaltene Kapazitdit der Raumladungszone des Halbleiters cg aber vom
Oberflachenpotential 5. Deshalb muf3 in (37) yg durch Uy;,s ausgedriickt werden (33).

CMIS/C|
A

Abbildung 12.1.6: Aufgezeichnet ist die
Potential-abhingige Kapazitit einer MIS-
Struktur, normiert auf die Isolator-
Kapazitit  fiir verschiedene Frequenzen.
Siehe dazu die Fufinote von Gl. 24.

Upias [V]

1
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12.2 Die Elektrolyt-Isolator-Metall-Diode
(a) Aufgabenstellung

Ziel dieses Abschnitts ist es, die Potential-abhdngige Ladungstriagerverteilung der Ionen im
Elektrolyt und damit die Kapazitit eines EIM-Kontakts zu bestimmen.

(b) Elektrostatische Abschirmung im Elektrolyt

Im Elektrolyt liegen Ionen als frei bewegliche Ladungstrdger vor. Anders als bei Metallen, wo
nur Elektronen als negative Ladungen frei beweglich sind, tragen im Elektrolyt sowohl Anionen
als auch Kationen zum Ladungstransport bei. Wird ein geladener Korper in eine Elektrolyt-
Losung getaucht oder mit anderen Worten ein Testpotential an einer Elektrolyt-Grenzflache
erzeugt, werden Ionen entgegengesetzter Ladung elektrostatisch angezogen und schirmen das
Testpotential ab [260, (K.3.11, S.74)]. Zur quantitativen Beschreibung ist es notig, ein Modell
fiir den Elektrolyt aufzustellen. In einem einfachen, von Gouy und Chapman stammenden
Ansatz werden die Ionen als Punktladungen angenommen, welche sich nach der Boltzmann-
Statistik im Feld der Testladung verteilen [262-264, 265, (S.3), 266, (K.12.3, S.501), 267,
(K.10.1, S.310)]. Wie in (d) gezeigt wird, fallt dann das Potential {(z’) der Testladung im
Elektrolyten exponentiell ab (vgl. Abb. 12.2.1) [266, (K.12.3, S.505)]:

g,6RT

| 2Z%F*c, M

Y (2°) =Yg exp(z’/hg), Mg =

a)

b) *w(z') Abbildung 12.2.1: a) An einer fiktiven

Elektrolyt (E)- Vakuum (V) - Grenzfliche

befinde sich durch Anlegen eines Potentials

U Ubius eine Testladung Qr. b) Dadurch werden

v VE bias im Elektrolyt lonen der entgegengesetzten

} » Ladung Qr angezogen, bis sich ein

v elektrostatisches Gleichgewicht gebildet hat.

' Alle Betrachtungen sind rein statisch, d.h. es

AP(Z ) fliefst kein Strom. Wegen der

c) Ladungsneutralitdit gilt Qg = -Or. ¢) Durch

die  angezogenen  Ilonen  wird  das

Oberflichenpotential g =  Upu der

Q-T Testladung abgeschirmt. Das Volumen des
Elektrolyts ist damit feldfrei.
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Dabei ist \g[V] das Testpotential an der Elektrolyt-Oberfldche und Ag[m] die Abschirmlidnge.
Je hoher die Konzentration des Elektrolyten cg[mol/I] und die Wertigkeit Z[1] der Ionen, desto
effektiver ist die Abschirmung und um so kleiner Ag. F[Cmol'] ist die Faraday-Konstante,
goeg[Fm™'] die Dielektrizitdtskonstante des Elektrolyts, R[Jmol'K™'] die Gaskonstante und
T[K] die Temperatur. Bei kleinen Oberflichenpotentialen [pg| << 2RT/ZF ist die
Abschirmladung im Elektrolyt Qg[C] bzw. qe[Cm™] o« g, (vgl. (d)) [266, (K.12.3, S.507)]:

\ RT @

; . LRy
qe(Pe) = -+ 8CRTe e Smh(ﬁ) =~ -

Das positive Potential (\g>0) einer positiven Testladung (Qt>0) wird also durch negativ
geladene Ionen (Qg<0) abgeschirmt.

Andere Modelle [146] beriicksichtigen die reale GroBBe der Ionen (Helmholtz-Modell [265,
(S.1), 266, (K.12.3, S.500), 267, (K.10.1, S.310), 268], Stern-Modell [265, (S.6), 266, (K.12.3,
S.507), 269], die Solvatation der Ionen durch Wassermolekiile und chemische Adsorption von
Ionen an der Grenzflache [265, (S.7), 266, (K.1.2, S.8, K.12.3, S.511), 267, (K.10.1, S.305),
270].

(c) Die Elektrolyt-Isolator (EI)-Grenzflache

Im Gegensatz zum Elektrolyt (E) ist ein Isolator (I) dadurch gekennzeichnet, dal3 er keine frei
beweglichen Ladungstrdger enthdlt. Wird eine Spannung angelegt, so fillt das elektrische
Potential iiber dem Isolator linear ab, in volliger Analogie zu einem Plattenkondensator. Der
Isolator ist dabei im wesentlichen durch seine Dicke d; und seine Dielektrizitidtskonstante €ge;
charakterisiert. Steht der Isolator in Kontakt mit Elektrolyt-Losung (EI-Grenzfliche), muf3
zwischen 2 Fillen unterschieden werden. Bei reaktiven Isolatoroberflichen sind chemische
Reaktionen zwischen den Isolatormolekiilen und den Ionen des Elektrolyts moglich, bei inerten
Isolatoren nicht.

(1) Inerte Isolatoren: Wie in Abb. 12.2.2 dargestellt, wird das externe Potential Uy;,s[V] einer
Testladung Qt[C] auch im Falle einer EI-Schichtstruktur durch Ionen des Elektrolyts Q[C]
bzw. qg[Cm™] abgeschirmt. Allerdings fillt nach dem Prinzip des Spannungsteilers nur ein
Teil 1g[ V] tiber dem Elektrolyt ab, der Rest Uj fillt linear iiber dem Isolator ab: Ug = yg + U.
Unter Berlicksichtigung der Ladungsneutralitit Q + Qg = 0 kann dann, wie in (e) gezeigt wird,
der genaue Potentialverlauf in Elektrolyt und Isolator angegeben werden.
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U .
al bias
a) i
E
0 d zZ'
b) Av(Z') Abbildung 12.2.2: a) An einer fiktiven Elektrolyt (E) -Isolator
] 2 () -Vakuum (V)- Schichtstruktur befinde sich an der IV-

Grenzfliche eine Testladung Qr. Dies ist praktisch z.B. durch

! ein Metall (M) anstelle des Vakuums realisiert, in welchem
T > durch Anlegen eines externen Potentials Uyyqs  eine
0 4 2 Ladungsansammlung Qr erzeugt wird. b) Uber den Isolator
0(z') kann kein Strom flieffen, es stellt sich ein elektrostatisches
A Gleichgewicht ein, in welchem das Potential der Testladung Or
durch lonen des Elektrolyts Qr abgeschirmt wird. c¢) Allerdings
fallt nur ein Teil vg des Potentials Upias tiber dem Elektrolyt ab,

Qr der Rest U, liegt am Isolator an.

c)

Qf

(i) Reaktive Isolatoren (Site-binding-Modell): Spezielle Isolatoren konnen mit Ionen des
Elektrolyts reagieren. So kann z.B. das flir Halbleitersensoren relevante Siliziumoxid SiO,,
welches in Kontakt mit wélriger Losung als Silanol SiOH vorliegt, Protonen binden und
abgeben (,,Site-binding-Modell*) [271, 272]:

SiO" + 2H" <> SiOH + H" < SiOH*" (3)

Siliziumnitrid SizNy liegt in Kontakt mit wiBriger Losung an der Kontaktfliche hauptsidchlich
als Silanol-Gruppen (SiOH) und nur zu einem kleinen Teil als Silamin (SiNH,) vor, d.h. es
bildet sich eine native Oxidschicht an der Oberfldche aus [86, 273, 274]. Auch die basischen
Silamingruppen sind Bindungsstellen fiir Protonen [275]:

SINHZ + H+ <> SINH3+ (4)

Da aber sowohl bei SiO,, als auch bei Si3Ny, Silanolgruppen den chemisch aktiven Teil der
Oberfldche ausmachen, ist es in erster Ndherung sinnvoll, alle weiteren Betrachtungen auf
diesen wichtigen Spezialfall einzuschrianken. Durch Bindung bzw. Abgabe von Protonen wird
der Isolator an der EI-Schnittstelle aufgeladen. Dabei ist die Oberflichenladung Q;[C] bzw. q;
[Cm™] abhingig vom pH-Wert des Elektrolyten, der Zahl der Silanol-Bindungsgruppen ny(Si-)
[mol m™?], den die Reaktion beschreibenden Konstanten pHp.[1], 8[1], sowie vom

Oberflachenpotential [ V] (vgl.GL 33):

FI_\’)/’E +sinhl(— 5)

In(10)*(pH,. - pH) = Fén,(Si-)

Die Site-binding-Theorie liefert mit Gl. 5 also eine implizite Gleichung fiir q; = q(wg, pH).
Allerdings ist das Modell nur fiir schwach geladene Oberflichen giiltig, d.h. nicht im
Sattigungsladungs-Bereich. Die Isolator-Oberfldche ist dann neutral geladen, falls genauso viele
Silanol-Bindungsstellen ein Proton abgegeben wie aufgenommen haben, d.h. n(SiOH,") =
n(Si0"). Dann ist Q; = 0 und fiir yg =0 gilt nach Gl. 5 pH = pH,,,.. pH,,. ist deshalb der pH-
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Wert am Ladungsneutral-Punkt (,,point of zero charge). Fiir 1g =0 ist die Oxidflédche bei
einem pH > pH,,, also negativ, bei pH < pH,, positiv aufgeladen. Die Konstante 6 beschreibt
die Tendenz der Silanolgruppen Protonen abzugeben oder aufzunehmen. Je grofer d, um so
hoher die Reaktivitit. Sowohl pH,,. als auch 8 gehen direkt aus den Reaktionskonstanten des
Massenwirkungsgesetzes hervor (vgl.Gl. 24 und GI. 25). Wie in Abb. 12.2.3 dargestellt,
schirmen die Ionen des Elektrolyts Qg dann sowohl die Ladung der Oxidoberfldche Qy, als auch
das Potential einer angelegten Testladung Qt ab. Wichtig dabei ist, da Qg und Q
unterschiedliches Vorzeichen besitzen. Sind viele Protonen im Elektrolyt enthalten (pH niedrig
bzw. co(H") hoch), wird die Oberfliche positiv geladen. Dadurch werden negative Ionen (OH",
CI,...) des Elektrolyts angezogen und schirmen das Potential auf dem Oxid ab. Wéhrend die
Aufladung der Oberfliche spezifisch durch Reaktion von Protonen mit Silanolgruppen erfolgt,
ist die Abschirmung durch negative Ionen vollig unspezifisch. Die Abschirmlinge Ag der
abschirmenden Ionenwolke im Elektrolyt hingt von der Gesamtkonzentration cg des
Elektrolyten und nicht von der Protonenkonzentration co(H") ab®™,

a)i

il Ubias

b)

Abbildung 12.2.3: a) Testladung Qr an einer EI-
Schichtstruktur durch ein angelegtes Potential Uyis. b)
Durch Reaktion der Protonen des Elektrolyts mit der
Isolatoroberfliche wird diese geladen (Q,). Die Ladung der
lonen des Elektrolyts Qg schirmt Qr und Q; ab. ¢
Potentialverlauf in Elektrolyt und Isolator.

c)

Bisher wurden nur die Protonen (,,potential determining ions‘) im Elektrolyt beriicksichtigt. In
einem erweiterten Modell miissen aber auch spezifische Reaktionen anderer Gegenionen
(,,counter ions*) mit der Oxidoberfldche betrachtet werden, da sie ebenfalls die Oberfldche
aufladen konnen, z.B. SiO” + Na™ <> SiONa, SiOH," + CI" <= SiOH,Cl. [212, 276-278]. Die
Oberfldchenladung ist die Differenz zwischen positiv und negativ geladenen Bindungsstellen,
wobei jetzt die Reaktionen aller Ionen beriicksichtigt werden miissen. Der allgemeine pH-Wert,
bei welchem die Oberflache neutral ist (Q=0) heilit pHigp (,,Isoelektrischer Punkt®). Falls
gleich viele Protonen adsorbiert wie freigesetzt werden, d.h. n(SiOH,") = n(SiO"), liegt der

" Z.B. ist in einem Elektrolyt mit 1 molarem NaCl und pH=7: cg = 1 mol/l und co(H") = 107 mol/l, dagegen
gilt fiir 1 molares HCI: cg = co(H") = 1 mol/l.
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Ladungsneutral-Punkt pH,,. vor. pHgp und pH,,. sind dann unterschiedlich, falls neben H'
bzw. OH™ noch andere Ionen berticksichtigt werden [279, (K.2 S.53)].

Je nach Anwendung sind noch weitere Erweiterungen des Site-binding-Modells moglich. So
existieren z.B. Theorien fiir Polymermembranen auf der Isolatoroberfliche [280] oder die
Physi- und Chemisorption verschiedenster Gegenionen [281].

(i11) Vergleich der beiden Grenzfille: In Abb. 12.2.4 sind nun beide Grenzfille
gegeniibergestellt. Die Gleichungen fiir den Potentialverlauf sind in GI. 18 und Gl. 41
beschrieben. Fiir die simulierte SiO,-Oberfliche wurden die experimentell bestimmten
Konstanten ny(Si-) = 8¢10'* cm™ *, pH,,. =2,2 und ApK = -log(8*/4) = 6,9 verwendet® [277].

a) vE [V]
Abbildung  12.2.4: a) Aufgetragen ist das
P=o 0.02 Oberflichenpotential g in  Abhdngigkeit  der
SE - 12 ﬁ_upias [V] Vorspannung U fiir verschiedene pH-Werte an einer
pﬂffﬂ 0.5 0.5 1 reaktiven Oberflc'ichem. b) Dargestellt ist die
e e Abhdingigkeit des Oberfldchenpotentials yr vom pH-
oH=5 -0.04 Wert, an einer EIM-Struktur ohne Vorspannung Upies =
0.06 0, fiir eine reaktive und eine inerte Oberfliche. Ohne
Vorspannung ist die inerte Oberfldche ungeladen, s =
pH=6 02 0. Dagegen ist durch Adsorption von lonen aus dem
b Elektrolyt an eine reaktive Isolationsschicht diese auch
)y [V] ohne Vorspannung geladen.

pH

6 8 10
inerte
Oberflache

-0.05

-0.1 reaktive

-0.15 Oberflache
-0.2
-0.25 Upias = O = const.

(d) Anhang: Formale Losung des Gouy-Chapman-Modells

Es wird ein symmetrischer Elektrolyt mit punktférmigen Ionen angenommen. Jedes Ion kann
mit der Testladung und den anderen Ionen elektrisch wechselwirken. Es stellt sich dann eine
raumliche Ladungsverteilung p(z’) [C/m®] und damit ein riumliches Konzentrationsprofil c(z’)
[mol/1] ein:

P() = $7,Fg (0 = ZF(e2) - e2) (6)

c; ist dabei die Kationen-, c. die Anionen-Konzentration und Z die Wertigkeit der Ionen,
welche im symmetrischen Elektrolyt fiir Anionen und Kationen gleich ist (z.B. Z=2 fiir
CuSO,, Z=1 fir HCI). Die Ladungstridger sind analog zur barometrische Hohenformel [282,

" Mit der Avogadro-Konstanten N, = 6,02x10” mol™ folgt: ne(Si-) = 1,3x10™ mol cm™.

" Dies entspricht pK,; = -1,3, pK,> = 5,7, wobei pK = -log(K) bzw. 8=0,00071 [277].

' Die hierbei in Gl. 40 und GI. 17 eingesetzten Parameter sind: d; = 30nm = 30x10°m, g0 = 8,854x10"* AsV"
m’, & = 3,9 (Si0,), ex = 81 (statischer Wert von Wasser), R = 8,31 Jmol'K"', T =300 K, F = 96485 Cmol,
0,1 molar NaCl, d.h. cg = 0,1 mol/l = 0,1x10° mol m” (PH =0 < cyH) = 1 mol/l >> cg(NaCl) = c; = 1
mol/l; pH=3 < co(H+) = 0,001 mol/l << cg(NaCl) = cg = 0,1 mol/l), Z = 1, pH,,. = 2,2, & = 0,00071, no(Si-
)=1,3%10" mol cm” = 1,3%10” mol m™.
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(K.7.5, S.237)] Boltzmann-verteilt: Die Wahrscheinlichkeit fiir ein Ion sich an einem Ort z’
mit elektrostatischem Potential y(z’) zu befinden ist:

c(z’)=cg exp(+ (Z )

o ) (7)

+ Z Fy(z’) ist dabei die bendtigte Energie, um innerhalb einer Phase ein Mol Teilchen aus dem
potentialfreien Volumen an einen Ort z’ mit Potential 1(z’) zu bringen, cg, die Volumen-
Konzentration der Ionen, wobei beim symmetrischen Elektrolyten Anionen und Kationen
dieselbe Volumen-Konzentration cg haben. Potential und Ladungsverteilung stellen sich im
Gleichgewicht so ein, daf} alle Teilchen im Mittel kréftefrei sind, also eine statische Verteilung
vorliegt. Der Zusammenhang zwischen Ladungsverteilung p(z’) und Potential (z’) ist durch
die Poisson-Gleichung [260, (K.3.11, S.77), 283, (K.2.10, S.43)] gegeben:

ty(@)__p@) ©

12
dz €0

Einsetzen von GI. 6 und Gl. 7 in Gl. 8 gibt eine Differentialgleichung 2. Ordnung fiir \(z’)
[266, (K.12.3, S.503)]:

;p( ) (67)__ZFCE(eXp(_Zsz(z’))_exp( ZFtp(Z))) ZZFCESinh(ZFt/)(Z))
z £0EE RT E0€E RT
dy()_1d dy@@),2 _ (dp(@), _,dvE@)
== = =2
dz?  2dy  dz ) d\( dz )/ dz? d
(dw(Z) 2 4ZFcEf h(ZFw(Z) _ 4ceRT Cosh(Zqu(z))Jr(:onst
dz Eo€E €0€E
_ s 4CRT (COSh(ZFt/)(Z ))_1)
£o€E RT
| dw@) _ /4c RT | Sh(ZFtp(Z)) Los j8cERTsinh(ZFlp(2)) ©)
dz | e U RT TV ege 2RT
SCERT ZFy(2) 18c.RT _,
= + | n(tanh(——-—-—"))=+ |—=— Z'+const.
fsmh(és_{f) f\ ART 7T e
2
= In(tanh(ZFL(z))) Z'Fe —————— Z'+const. := x£7’/\g +const.
ART \ €0

Die Konstante wird so gewéhlt, dal3 1])(2’20) =Yg

" smh(x) =1/2 (+exp(x) -exp(-x) ).
" Potential im Volumen des Elektrolyts auf Null gesetzt, dort Feldfreiheit: dy(y=0)/dz’ = 0.

¥ Jeosh(X) -1 = =42 smh(E) fiir x=0.

20 (;ax(m(tanh( )= nh(x)
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tanh(Z7¥(2))
ZFY(Z)\\_ , > 2Ry ART '\ _ . s
ART

fiir kleine Oberfldchenpotentiale \(z)| << 4RT/ZF =2 (z’) = Ypexp( =z’ /Ag)
Physikalisch sinnvolle Losung: Potential im Volumen (z’—) des Elektrolyts — 0 =

e.6.RT
Y (2°) =Yg exp(z’/hg), A= 2E

= oyiei (10)
| 2Z°FPce

Ag[m] ist die Abschirmlinge. Anwendung des Gaul3’schen Satzes [260, (K.2.6, S.46), 283,
(K.2.8, S.39)] liefert dann die Abschirmladung Qg[C] bzw. qe[Cm?] und die Kapazitit
cg’[Fm™] in Abhéngigkeit vom Oberflichenpotential g (vgl. Abb. 12.2.5):

qE = €oCE % f EdA =% eoek {Ex(-)(-1) + Ex(0)(+1) = eeg E,(0) = -eoeg dpp/dz’
A

8c.RT . . ZFy e 7Fy
=(9)= -epeg(+ [—=——sinh £)) = -./8Cee,ecRTSINN(—5 11
(9)= -eqe( 1/% (ST ) = - V8CegoeeRTSINN(— - F) (1)
d P ZF ZF 2C e, Z°F? ZF
cg’ = e _ +/ 8CeeqecRT cosh( wE) = |—ECE cosh( sz\
N 2RT “2RT RT \2RT "7/
Abbildung 12.2.5: Um den Elektrolyt werde eine umschliefende
E \Y
- - Hiillfliche Afm’] gelegt. Nach dem Gauf’schen Satz ist die
A, nNA, A, N eingeschlossene Ladung Qp durch das Volumenintegral iiber
¢ > das Skalarprodukt aus dem elektrischen Feld E.- = -dy/dz’ der
! Qe |
Ez'(' o) ’ EZ'(O) Ladung Qr und dem Flichenvektor Ader Hiillkurve.
_t — - — — — — » 1 A = A | A ist der dimensionslose Flichenvektor.
0 Z'

(e) Anhang: EI-Grenzfliche bei inerten Isolatoren

Spannungsteiler: Uyp;,s = Uy + g (12)
Ladungsneutralitit: Qp + Qg =0, bzw. qp + qg =0 (13)

Kapazitit des Isolators (vgl. Plattenkondensator): ¢; = qr/U; = gpei/d; < qr(U;) = gog;U; /d;
(14)

Abschirmladung im Elektrolyt (vgl. (2)): qe(Wwg) = - \/ 8cRTey e s nh(zzi;’l_:_E) (15)

*! tanh(x) -> x fiir x| << 1.
* Das aus der gedachten Hiillfliche austretende Feld ist nur an der Stelle z=0 , d.h. an der Grenzfliche ungleich

Null. Dort steht der Flichenvektor A nach rechts gerichtet, d.h. na=+1.
* Elektrolyt feldfrei.
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GL14und 15in GL13 = “9°'U, = _ 8c.RTe,e, sinh(Z Ve
| 2RT
d . ZFy
u = — /8c.RT sinh(—=& 16
V(We) 6ot \JOLeR T Ex€Ee ( ORT ) (16)
GlL16inGlL12= U, = i\;/SCERTgOgE sinh(ZFWE) + P, (17)
o€l 2RT

Gl. 17 ist eine implizite Gleichung fiir Yg = Yr(Upias)-

Mit Gl 16 und GIl. 17 kann nun der Potentialverlauf in Abhéngigkeit der Vorspannung Uy,
angegeben werden:

Elektrolyt (vgl.(1)): Y(z") = wg exp(z'/Ag) mit Ye(Uyiss) aus Gl. 17
Isolator: W(z') = Yg + z'Uy/d; mit Uy(Uy,,s) aus Gl. 12 und GL. 17 (18)

(f) Anhang: EI-Grenzfldche bei reaktiven Isolatoren (Site-binding-Modell)

Alle folgenden Betrachtungen gelten speziell fiir SiO,! Nach dem Site-binding-Modell [284],
(vgl. auch [146]) reagieren Protonen mit den amphoteren Silanolgruppen an der Elektrolyt-
Isolator-Grenzfldche und laden diese dadurch auf.

SiO" + 2H" <> SiOH + H" < SiOH*" (19)

Dabei kann der Verlauf der Reaktion nach dem Massenwirkungsgesetz mit den
Gleichgewichtskonstante K ; und K ,[mol/l] beschrieben werden [212, 277]:

_c(H",z'=0) n(SiOH) _c(H",z'=0)n(Si0")
ol n(SiOH: ) P e n(SiOH)

Fye
RT )
20)

n(SiO’), n(SiOH) und n(SiOH,") [mol m?] sind dabei die Dichten negativ (SiO’), neutral
(SiOH) und positiv (SiOH,") geladener Silanolgruppen, c(H", z’=0) [mol I'] die
Protonenkonzentration des Elektrolyts an der Oxidoberfliche. Wie im Gouy-Chapman-Modell
(d) beschrieben, ist die Protonenkonzentration Boltzmann-verteilt, wobei co(H") die
Konzentration im Volumen ist. Sie wird mit dem pH-Wert pH = -log(co(H")) des Elektrolyts
angegeben.

, ¢(H",2’=0)= co(H") exp(-

Alle Bindungsstellen (,,sites*) n(Si-)[m?] sind entweder negativ(SiO’), neutral (SiOH) oder
positiv (SiOH,") geladen. Die resultierende Ladung auf der Oxidoberfliche Q; [Cm™] ist
deshalb proportional zur Differenz der Anzahl positiv und negativ geladener Gruppen:

n(Si-) = n(SiO") + n(SiOH) + n(SiOH, ") 21)

q = F (n(SiOH,") - n(SiO")) (22)
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2 + oy
Zusammenfassung von Gl. 20 gibt : K ; K, = Co(H ) n(SJO ) exp’(-—— =
n(SiIOH,) RT

< In((K; Ka2)1/2) = In(co(H")) + In( ’nl(lélsé?_p)) ) - Fé/fr E

©%mwm%@mw«gmmmym=iﬁ+mg12%?

= N(SIOH?
< In(10) [pH,c - pH] = R?)TE +1n( \”:](Sio_;)

mit pH = -log(cy(H")) pH-Wert und

) (23)

pH,,. = -log((K,1 K 2)"?) = const = pH-Wert am ,,point of zero charge* [277] (24)

5 s o
AuBerdem: Anteil geladener Gruppen: o = Koy _ NS 02H2 ) nSOo)
4 K, n“(SIOH)

= condt. (25)

O[ 1] ist um so hdher, je leichter neutrale Silanolgruppen sich nach Gl. 19 positiv oder negativ
laden lassen [277].
nun kann In( M

—=<~) aus G1.21,22,25 bestimmen werden [277]:
| nS0)

Abkiirzungen: (26)

0" :=n(Si0") /ny(Si-), n” := n(SiOH) /ny(Si-), n" == n(SiOH,") /ny(Si-):
Anteil negativ, neutral, positiv geladener Oberflichengruppen
¥ :=n'-n" = q;/Fny(Si-)

F(y,0) := \/n: M: F-Funktion
n n(SiO)
8 n'm an'n 2 . -
Gl.25 ©Z=W©HO: i\/ézz +g,\/n N, da physikalisch n > 0 (27)
+ 0
G1.21<:>l=n++n0+n":n'=> n7_+n7_+1_i_=0
n n n
+ 0 + + 0
Gl1.26 = n—_+n—_+l—£(n—_—1) =0= n_ (1—£)+n—_+(1+£)=0 o
n n x N n x n X
+ 0 + 2 +
= Dyt (x+D)=0,Gl27= (-1 + X ;/”—_+(X+1)=o
n n n § \'n
2 2x 2 2 X x+1
Gl26 = F(x-1) +F=% +(x+)=0 = F +—"—F + =0 (28)
o o x-1 x-1
Ldsung der quadratischen Gleichung:
o 12 0 14 x+l s 1 ox 1 ) x-l
26 x-1 146%(x-D)* x-1 6 x-1 16" (x-1* (x-1°

*x = exp(In(x)) = 10°*™ = In(x) = log(x)*In(10) = 2,303*log(x).
* (atb)(a-b) =a’-b’.
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(2 2
\\5} X+l e X168 +.1+(x18)" (1-6%) -
v1 = 1y (29)

Dies ist die allgemeine F-Funktion. Sie kann leicht auf zusétzliche Reaktionsgleichgewichte wie
SiO” + Na' <> SiONa erweitert werden [212, 276].

Néherungen:

(i) Messungen der realen Gleichgewichts-Konstante & zeigen [285], daB §* << 1,

dh 1-°=1 (30)
(1) Kleine Oberfldchenladungen, d.h. g = 0 < <<l = 1-x=1 (€29)

+ (o] + +

1 o) 1 nt
= F(x,9) = %+%+1—;(%—1) = In(F(y,d)) = ln(%+%+1—;(%—l))

sinh' (x/d)
_ n(S|OH ). b q,
G1.26 = In( | \ (SO )= (7F5 nO(Si-)) (32)
_ i _Fye q
G1.23,32 = In(10) [pH,,. - pH] RT + sinh™( 3 no(Si-)) (33)

= Implizite Gleichung fiir q;(yg) in Abhédngigkeit des pH-Wertes.
Nun kann der Potentialverlauf in Elektrolyt und Oxidschicht analog zu inerten Isolatoren
angegeben werden.

Spannungsteiler: Uy, = Up + g (34)

Ladungsneutralitdt: Qg + Q; + Q1 =0,bzw. qg + q; + qr =10 (35)

Isolatorkapazitit (Plattenkondensator: Ladung ,,links* neben Oxid = Q+Q; = -Qr, ,,rechts” =
Qq):

qr(Uy) = ¢iU; = goeUy/d; (36)

Abschirmung im Elektrolyt: q;(yg) vgl. GL.15
Ladung auf Isolatoroberfliche: q;(\g) vgl.G1.33

Gl 34 Gl 36 = dqr = (Ublas -'q)E) Eosl/dl (37)

Gl. 35 = qi(ye) = -qg -qr =(37)= -qE -(Ubias “YE) €0er/d;

| ZF
— + 8C.RTe,e, sinh( ZRI{)I'E) (Ubiae W) £01/d; (38)

1277
7 sinh™ (x) = In(x+(x"+1)"?).
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Gl. 33, Gl. 38 = In(10)*(pH,,. - pH) =

= +\’/8CERT50‘€E Sinh(zzl;l{}rE)‘(Ubias'U’E) 838,
Ve | sinhl( . ) (39)
R Fon,(S-)
bzw. umgeformt
Unase) =0+ { . 8C.RTepee St(SVE) _sinh(In(10)* (pH,y. -pH)- L€ )eFony(Si-)}
€€ 2RT RT

(40)

Ein Vergleich mit Gl. 17 zeigt, dal im Vergleich zum inerten Isolator das Site-binding-Modell
F Dy .
den Zusatzterm - A {sinh(In(10)*(pH,,. - pH)- Fgfl'E).F dnp(Si-)} in Upas(Pg) bewirkt.

Eo€

Gl. 39 ist eine implizite Gleichung fiir \g = Pg(Upias)

Potentialverlauf:
Elektrolyt: Y(z'") = Yg exp(z'/Ag) mit Pg(Uyss) aus Gl. 39

Isolator: y(z') = Yg + z'Uy/d; mit Uy(Uy,,s) aus Gl. 34 und GI. 39 (41)
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12.3 Die Elektrolyt-Isolator-Halbleiter-Diode

Mit den Ergebnissen aus Kap. 12.1 und Kap. 12.2 kann nun der Potential-Verlauf in einer EIS-
Struktur, wie in Abb. 12.3.1 dargestellt, berechnet werden. Das Problem setzt sich dabei aus 7
Unbekannten Uy, Yi, U, Ws, gi, q1, s und 6 Gleichungen GI. 1 bis Gl. 6 zusammen. Damit
ist es moglich das Gleichungssystem nach Uy, aufzuldsen und damit die Potentialverhiltnisse
der als Spannungsteiler wirkenden EIS-Schichtstruktur zu bestimmen.

a)

Upias

A

E »
z
Ar(2)
b)
Q| |o _
il Qs z
Q—"

c)

NY

Abbildung 12.3.1: a) Schematische Darstellung einer EIS-
Schichtstruktur mit angelegter Vorspannung Ubjes. b)
Ladungsverhdiltnisse in der Schichtstruktur, bei Annahme
einer reaktiven Oxidschicht als Isolator und einem
Elektrolyt mit pH > pH,... Nach dem site-binding-Modell
ist die Grenzfliche zwischen Elektrolyt und Oxidschicht
dann negativ geladen (q; < 0). Die negative Ladung der
El-Grenzfliche wird durch positive lonen aus dem
Elektrolyt abgeschirmt (qg > 0). Die insgesamt positive
Ladung auf der linken Seite der Oxidschicht wird dann
durch Elektronen im Halbleiter abgeschirmt (qgs < 0). ¢
Eingezeichnet ist der  Potentialverlauf in  der
Schichtstruktur. Am Elektrolyt fillt die Spannung g, am
Isolator U; und am Halbleiter s ab.

Upias = =g + Uy + s (1)
Qe+ qrt+qs=>0 (2)
= _ 2,6k T | ey, ey ey, ey on? ey ey
q 0¢stp ! | Sy_°¥s _ _“Fs S _ s s _S¥sy
ST F o, \f(eXp(+kBT) KT 1) +— (exp( kBT)+kBT 1)+ 0 (exp(+ kBT)+eXp( kBT) 2)
wobei -/+ fiir g >/< 0; sieche G1.18 aus Kap. 12.1 3)
_ VA~ 2
qe(Ye) = -+ 8CcRTe e Slnh(izRT ) siehe Gl. 2% aus Kap. 12.2 4)
Fye | q .
In(10)*(pH,,. - pH) = —-F +sinh”'( ——~——) siehe Gl. 33 aus Kap. 12.2 5
(10)*(PHye - pH) Fon ) p 5)
-qs/U; = gog/d; siehe Gl. 31 aus Kap. 12.1 (6)

Einsetzen der Gleichungen und Auflésen nach Uy, liefert

(3,6) = U;= Uy(ys)

*% Spannungsteiler.

* Ladungsneutralitit.
0 Achtung, das Vorzeichen von Uy, ist in Kap. 12.1, 12.2 und 12.3 unterschiedlich.
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_ L 2degk,T Y5, ey Pro s, s ong &Y ey
MR - Ps g - -1 - -2
el . N(exp(+ kBT) T ) + _ (exp( kBT)+kBT ) + 0 (EXIO(+kBT)+eXIO( kBT) )

wobei +/- fiir Yg >/< 0 (7)

Fy T P
2,5) = In(10)*(pH,,. - pH) = —= + sinh™!(—E—>—
(2:5) = In(10)*(pHye - pH) = “ Conisy)
8c.RTe,e, sinh( ¥ey 4 Fofa

Fy . 2RT d,
=(4,6)= —-F + sinh™( _ ) bzw.

RT Fon,(S-)

d j . ZFy . Fy .

U =- 1 { /8c.RTe e, Sinh(——-F) -sinh( In(10)*(pH,,. -pH) - —F )*Fdny(Si-
1(WE) Ogl{v eRTeqee (ZRT)Sln(n()(pp pH) RT) no(Si-) }

= implizite Gleichung fiir yg = Pr(Uy) (8)

= Upias =(1)= -Ye(Ui(ys)) + Ui(ys) +s )

a) vs(Upias ) [V]

0.2 /_____-

’ ’ 2 | Ubias [\i]

0.4

-0.6

-0.8

Ui (Upjas ) [V]

Abbildung 12.3.2: Bei Anlegen einer Vorspannung Uy, an eine EIS-
Struktur™, fallt nach dem Gesetz des Spannungsteilers an jeder der drei

d

/ Teilschichten ein Teil des Potentials ab: a) Potentialabfall im Halbleiter
! Ys, b) Potentialabfall am Isolator U; und c) Potentialabfall im Elektrolyt
05 Ye. Im hier eingezeichneten Fall ist die Isolator-Oberfliche nicht durch
5 SR ] 5 Reaktion mit Protonen aus dem Elektrolyt geladen (pH = pH,..).
/ -0.5 Ubias [V]
/S -1
-yE(Upias ) [V]
c)
0.01
0.0075 //
0.005
0.0025
-2 -1 — 1 2
/0.0025 Ubias [VI
-0.005
7

-0.0075

Mit (7, 8, 9) sind damit implizite Gleichungen gegeben, die angeben, wieviel Spannung an
welcher Schicht abfillt.

% Fiir alle in diesem Kapitel vorgestellten Simulationen wurden folgende Parameter gewihlt: ez = 81 (statischer

Wert von Wasser), cg = 0,01 mol/l, Z=1, pH = 2,2,1?

= 20nm, ¢ = 3,9
HF-Grenzfall B =
1,38°107 JK'', e

H,.. = 2,2, & = 0,00071, no(Si-) = 1,3x10” mol ecm™. d
(Si0,), es = 11,9 (Si), n; = 1,45°10 em” (Si), np = 10" cm™, keine Beleuchtung dn" = 0,
1, T=293 K, R =28,31 Jmol'K"', F = 96485 Cmol, &, = 8,854x10™ AsV'm", kg =
=1,602¢107"C.
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wE = 1PE([Jbias)
Ur = Ui(Upjas) (10)

Ps = Ps(Upias)

Der Potentialverlauf in den verschiedenen Schichten kann ebenfalls numerisch angegeben
werden:

im Elektrolyt (z <= -dy):

Y(Z) = Upias “YE(Upias)*exp((z+d;)/Ag) vgl. Gl 1 aus Kap. 12.2

im Isolator (-d; <=z <= 0):

W(@) = s + U(Upies)*(-2/d)) (11)
im Halbleiter (0 <= z):

Y(z) ist durch die Differentialgleichung GI. 11 aus Kap. 12.1 mit der Nebenbedingung {)(z=0)
= Pg(Upias) implizit definiert

Ebenso ist es bei Kenntnis des Potentialverlaufs moglich, die Ladungstriagerdichte darzustellen.
Allerdings ist dies nicht fiir die Ladung an der Elektrolyt-Oxid-Schicht moglich, da iiber die
Ausdehnung der an der Oxid-Oberfliche gebundenen Ladungen keine Aussage gemacht werden
kann. Diese ist als atomare Schicht nicht mehr mit einer Kontinuumsldsung beschreibbar.

im Elektrolyt (z <= -d)):
p(z) =% ZFcg (exp(-ZF[(2)-yp(z—>-)}/RT) - exp(+ZF[{(z)-yp(z—-)]/RT) )
im Halbleiter (0 <= z): (12)

= ep(2),, Pr ey(2), '@ ey (2) ey(2)
P(2) =% engl (1-exps" ") - Lept ) -5 S el ) -epl )]

Des weiteren kann die Gesamtkapazitdit der Struktur als Reihenschaltung der

Einzelkapazititen angegeben werden:
1 _ 1 1 1

Cas(Use)  Ce@e(Up))  Ci(U,(Una))  ColtrsUna))

(13)

wobei Cg(ys) mit Kap. 12.1, GI. 24, C(U;) mit Kap. 12.1, GI. 35 und Cg(yg) mit Kap. 12.2,
GI. 11 berechnet werden kann.

** Siehe Kap. 12.2, Gl. 6, GI. 7.
* Siehe Kap. 12.1, GL. 8.

80



\/

V
b) v [V] ]
o /’
Abbildung 12.3.3: Aufgezeichnet ist b) der Potentialverlauf y(z)
und c) die Ladungsdichte p(z) entlang der in a) skizzierten EIS-
z [nm] Struktur.
-40 20 40
c) p[Cm-3]
600000
400000
200000
z [nm]
-40 o 20 40
-200000
-400000

einer unbeleuchteten EIS-Struktur.
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12.4 Diffusion Licht-generierter Ladungstriger in Halbleitern
(a) Konzept

Ziel dieses Kapitels ist es, die Diffusion der bei einem Lichtblitz auf einen LAPS erzeugten
freien Locher im Halbleiter zeitaufgelost zu verfolgen und dabei die Ausdehnung der
Ladungstragerwolke zu bestimmen. Aus der Ausdehnung kann dann die Ortsauflosung
abgeschétzt werden.

Dazu muBl die allgemeine Diffusionsgleichung (1), mit einem zusétzlichem
Rekombinationsterm geldst werden. Bei einem n-dotierten Halbleiter sind Locher die
Minoritdtsladungstrager und es reicht aus fiir diese die Diffusionsgleichung zu 16sen.

) ) 1% ) ) 1% -
? y Sp Sp 9 2 9 2 9 2 y Sp

! Ap(X,y,z,t,7g,) (1)
T

Dabei sind x,y,z[m] die Ortskoordinaten (x,y radial, z axial), t[s] die Zeitvariable, tg, [s] die
Volumen-Rekombinationszeit fiir Locher, Dsp[mzs'l] der Volumen-Diffusionskoeffizient fiir
Locher und Ap[m~] die UberschuB-Konzentration an Lochern, welche durch Beleuchtung
erzeugt wurde®. Beide Halbleitereigenschaften Dy, und ts, konnen zur Diffusionslinge Lg, [m]
zusammengefallt werden:

S Vs (2)

Um (1) einfacher 16sen zu konnen, bietet sich eine Abspaltung des Rekombinationsterms an,
um die Standard-Diffusionsgleichung (4) zu erhalten. Zu (4) sind viele Losungen fiir
verschiedene Randbedingungen tabelliert.

Ap(x,Y,z,t,T) = exp(- t ) Ap(X,Y,z,t, ) (3)
TSP

(3) in (1) = Standard-Diffusionsgleichung (4) :

7 apxy,zt ) =D (7 Py Apx.y 2.t ) @)

. ID AR |OO = + +— ID AR loo

a POy R G Ve & Py

Entscheidend zur realititsnahen Beschreibung der Verhdltnisse im LAPS ist Wahl der
Nebenbedingungen. Hier werden dazu drei Annahmen getroffen.

1. Annahme: Alle Locher, welche im Halbleiter durch Diffusion getrieben in die Ndhe der
Verarmungszone an der Grenzflache zum Isolator gelangen, werden dort im elektrischen Feld
sofort zur Grenzfliche gezogen und sind dadurch fiir den Diffusionsprozefl im Volumen des

* Es ist Ap(t=0) = dp"". In diesem Kapitel wird eine zeitabhingige Berechnung durchgefiihrt, wihrend in Kap.
12.1 statische Rechnungen vorgestellt wurden.
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Halbleiters verloren. Deshalb gibt es an der Grenze der Verarmungsschicht bei z=0%® keine
freien UberschuBlocher®,

Ap(x,y,z=0,t) = 0 Vt (%)

2. Annahme: Fiir den Fall, da8 der Halbleiter nur endliche Dicke hat® wird angenommen, daf
alle UberschuB-Locher, welche iiber Diffusion den ohmschen Kontakt an der Riickseite des
Halbleiters erreichen, dort sofort rekombinieren und damit fiir den Diffusionsproze3 verloren
sind. An der hinterer Grenzfliche des Halbleiters ist deshalb die UberschuB-Locher-
Konzentration gleich Null.

Ap(x,y,z=2z.,t) = 0 Vt (6)

3. Annahme: Die Anfangsverteilung der UberschuB-Lécher ist durch das Strahlprofil des
Lichtblitzes und damit durch die durch Beleuchtung erzeugte Lochkonzentration gegeben.

Ap(x,y,z,t=0) = Ap,(X,y,2) (7

mit der urspriinglichen Gesamtzahl von UberschuBldchern (enthilt Grenzfall dg — o)

+dg +00+00

[ [[Ap,(x,y,2)dxdydz = AP, = AP(t =0) (8)

AP([1] ist dabei die Gesamtzahl an UberschuBléchern direkt nach dem Lichtblitz bei t = 0 und
AP[1] die zeitabhiingige Zahl an UberschuBlochern, da die Zahl der UberschuBlécher durch

Rekombination und Absaugen in die Grenzfliche abnimmt. Der axiale Locherstrom j,, kann
aus der UberschuB-Locher-Verteilung mit Hilfe des 1. Fick’schen Gesetzes angegeben werden:

. J
i.(%y,ztT,) = -Dg EAp(x,y,z,t,rsp) 9)

Der gesamte Diffusionsstrom Jp gir [1] st dann das Integral tiber die Locherstromdichte j,, [s”
'm™] an der Grenzfliche zum Isolator:

+oo+ 0

Jpar () = ffjpz(x7ylz =0,t,7g,) dx dy (10)

Unter Kenntnis der Stromdichte gibt es Mdglichkeit die Zahl der Ladungstrager zu bestimmen,
die zum Photostrom beigetragen haben, d.h. diejenigen, welche durch Diffusion die

** Die Wahl des Nullpunktes der z-Achse entspricht nicht den Definitionen der iibrigen Kapitel, wo z=0 als
Grenzflache zwischen Isolator und Halbleiter definiert wurde. Das in diesem Kapitel gewahlte z=0 ist einige um
von der Isolator-Halbleiter-Grenzflache entfernt und als Ende der Verarmungsschicht im Halbleiter definiert.

% Auf der selben Annahme basiert auch die Theorie von Nakao et al. Dort wird die Diffusionsgleichung ohne
Randbedingungen geldst und die Losung fiir Ap dann abschnittsweise zusammengesetzt. Fiir z=0 wird fiir Ap die
Losung der Diffusionsgleichung ohne Randbedingungen, fir z < 0 (Verarmungszone) Ap=0 verwendet. Der
Locherstrom in die Grenzschicht z< 0 hinein wird dann als Gradient der Locherdichte an dem Beginn der
Grenzschicht berechnet, d.h. jp, a0 Ap(z=0) — 0, vgl. [158, 159].

" Im Fall eines unendlich dicken Halbleiters ist diese Annahme ohne Bedeutung. In der Praxis wiirde sie
natiirlich erfiillt, da bei Beleuchtung von vorne kein Loch von der Vorderseite des Halbleiters bis an das
unendliche Ende diffundieren kann, ohne vorher zu rekombinieren. Bei Beleuchtung von hinten darf der
Halbleiter aber sowieso nicht als unendlich ausgedehnt angenommen werden.
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Raumladungszone z<0 erreichen, dort im elektrischen Feld zur Grenzflache flieBen und nicht
bereits im Volumen des Halbleiters rekombinieren. Dabei sei APj(ts,) [1] die Zahl freier
Locher, die aus dem Volumen des Halbleiters in die Raumladungszone flieBen und damit
Urheber des Photostroms sind und AP, - AP; die Zahl der freien Locher, die im Volumen des
Halbleiters rekombinieren und damit nicht zum Photostrom beitragen.

+ 00400400

AP, (rsp)=—fffjpz(x,y,0,t,1:sp)dx dy dt (11)
0 —o—00
dS +00 400
APj(ts, —®) = f f pro (x',y"',z") dx'dy'dz'= AP, (12)

z'=0 y'=—00 X'=-00

APj(’Csp %0) =0

Die Ortsauflosung wird nun als mittlere radiale Ausdehnung der Stromdichteverteilung am
Beginn der Raumladungszone z=0 definiert:

+00 400 +00

(x> +y*)j,(xY,0,t,7y) dx dy dt
réin[mz] — X2 +y2 — t!(; yimxiw P s (13)

400 400 +00

f f f jpz(x’yioityrsp) dX dy dt

t:Oy:_m X=—00

Ziel ist nun eine allgemeine Berechnung von (13) fiir die beiden Spezialfille
- dicker Halbleiter, d.h. dg —, d.h. in der Praxis ds >> L,

- diinner Halbleiter, d.h. dg <= L,

unter jeweiliger Betrachtung von drei speziellen Lichtpuls-Verteilungen:

(1) Delta-Puls bei (0,0,7;):
Apo(x,y,z) = APq 8(x) 8(y) 8(z-zL) (14)

(i1) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite mit Eindringtiefe A; [m] und

Radius 1 [m]:
_ 2AP 2 +y?)  z
APo(x,,7) : exp(- 2 ﬁy)_k) (15)

L L

171 exp(- %))
A
(ii1) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Hinterseite:
(dies ist nur flir diinne Halbleiter relevant, da ein unendlich dicker Halbleiter keine Riickseite
hat)

Apo(x,y.z) = 2AF, ’ exp(_Z(XZ:yz)_(ds-Z)) (16)
A 12 (1 exp(-2)) " M

L

(b) Losung der Diffusionsgleichung und Berechnung der Ortsauflosung fiir einen dicken
Halbleiter

Es mufl nun die Diffusionsgleichung (4) mit den Nebenbedingungen (5), (6) und (7) geldst
werden. Ansdtze zur Losung der eindimensionalen Diffusionsgleichung koénnen in

84
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Formelsammlungen gefunden werden® Die dreidimensionale Diffusionsgleichung kann unter
Verwendung dieser separate Ansidtze flir die drei Raumkoordinaten x, y und z gewonnen
werden, da die Diffusion zwischen den einzelnen Richtungen nicht gekoppelt ist™:

400 40

Ap(X,Y,z,t,) = Ap, (X' Z')x
p(X.y,z,t,) = (MD (@D_0" fff Po(X',y",2") e
X-x')+(y-y) (z-2'y (z+2'y
exp exp(-———) - exp-——~—)Jdx' dy' dz'
P p e ) ek dy
(17a) in (3) und in (9) =
i (Y, 0,t,7,)
40 40 40 ( _X|)2+(y_y|)2+2|2
= - Ap,(X',y",Z") Z' exp(- ) dx' dy' dz' (18a)
(4nDSp)3/2t5/2 on;[oox;lix 0 4Dspt
Fin[M°] (13 18al)—
f f f(' a0 S/fsp )}c f pro(X‘,y',z‘)z‘exp(— (-xY +(y_yl)z+ZIz) dx' dy' dz' dx dy dt
t=0 y=-o X-o (4”D5p) t Z'=0 y'=-o0 X'=-% 4D5pt
t
ao e SRR (X Y +y-y') +2°
JJJC (47D, )3/2t5/2)f [ JAR (XY, Z')Z expl Dt ) dx' dy' dz' dx dy dt
t=0 y=-o0 x=-c0 Z'=0 y'=-0 X'=-o Sp
_40
e i exp(?)exp( le )2 i 2. 2xx' +x'?
J I J aelyzyzf e fe p(— O (X* +y?) exp( 7@ ) dxdy dt dx dy dz
v e o eXp(?)eXp( t) v Yoy ). - o - 2%
f f f Ap, (X', Y, z)zf S”tw fe pE- 4D )f 7t) dx dy dt dx' dy' dz'
_ 4] v 4o 4o +o exp(%) Z-Z ( )2
- f f f Apo(x',y',z‘)z'f e S exp( ) 4:rDSptf (2Dspt+x +y)exp(- D ) dy dt dx' dy' dz'
400 400 400 +oo exp(%) Z|2 ( )2
f f f Ap, (X', Y z)zf o _exp( a0, ) 4:1D5ptf exp(- y y )dy dt dx' dy' dz'
3% p.(X) = 1 prxo(X ) exp(—(4DX':2 )dx> (-0 < x <+o) ist Losung der freien Diffusionsgleichung

(4.7[D t)1l2 .
AApP«(x,t)/0t = Dg, 9 Apx(x t)/9x” mit der Anfangsbedingung Apx(xt 0) = Apx(x) [286, (K.2.2, S.56, G1.8)] und
1 (z-2'y (z+z'y (0 = z < +w) ist Losung der

Ap,(2) = A ex expl- dz” = &

p.(2) = (@D_0" f P.o(Z'){exp(- 4D, ) - expt 4D, )}dz
Diffusionsgleichung dAp,(z,t)/dt = Ds, 0 Ap (z,)/02" mit der Anfangsbedingung Ap,(z,t=0) = Ap.o(z) und der
Randbedingung Ap.(z=0,t) = 0 [286, (K.2.4, S.59, GL.1)].

? Falls Ap«(x,t) die Diffusionsgleichung dApx(x,t)/0t = Dsp 9’Apy(x, t)/ax2
und Ap,(y,t) die Diffusionsgleichung dApy(y,t)/dt = Ds, a Apy(y,t)/ay
und Ap,(z,t) die Diffusionsgleichung dApA(z,t)/dt = Ds, 9 Apz,t)/0Z” 16st,
dann ist Ap(x,y,z,t) = Ag (X, t)xA?y(y,t)xApz(z t) eine Losung der Diffusionsgleichung
AAP(X,y,z,t)/0t = D, (3°/9x" + 0°/0y” +0°/02°) Ap(X.y,z,t).

Venauschen der Integrale.

Integratlon iiber x; vgl.(B), (C).
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A

t
400 40 +00 +oo exp(-?) 12
f f f Apy(X .Y, Z' )zf e Sp exp( ) 4Dt 4rDgM(2Dgt + X% + 20, t + y*) dtdx dy' dz'

Z'=0 y'=-o0 X' =~

+00 400 +o0 exp(—;) 12

f f f Apy (X', Y, 2" )zf tSIZTS” exp( ., ) 4Dt 4rDgt dt dx' dy' dz'
2'=0y'=-0 X' ==

PR 2

f [ prox y',z' )z{4DSpft“2exp(lr 4D —)dt + (X7 + y? ft”exp(
2'=0 y'=-w x'=-® Sp

+00 400 4@ | 2

f [ [ Ap(x.y', z)zf'ﬁ’2 exp(gt D

=0y'=-0 X'=-0

12

%)dt }dx' dy' dz'

P Sp

E) dt dx' dy' dz'

Sp
_43

+0 40 +o0

|4nD APy (X',y',Z") {2/Dgg s, 2 +(x* + ¥*) Yexp( ) dx' dy" dz'
) sz‘[w"!—wx"!—w ’ 2P = \Psplsp (19a)
\/47TD5pf f f Ap,(X',y',Z'") exp( ) dx' dy' dz'
Z'=0y'=-o X'=- Y SPT Sp

r2, =(2 in 192)= <x*+y*>

400 00 +00

f f J'Apo(x Y'2') {2Lg, 7' +(x% + y°) }exp(r)dx dy' dz'
_ 7'=0y'=-0 X'=-0 Sp (203.)

[ [ [ Ap(x.y.z) exp(k) dx' dy' dz'

220y = x5 Ls,

APj(TSp) :(1 1, 1 83):

+00 400 400 400 4% +00

- (- ey ap. ¢y 2 2expl KX FO YT ZE S eyt
{fwimxl[ (4.7TD )3/2t5/2 fy!:w)(!:m 0 4Dspt

+00 400 +00

f f f Apo(X',y',Z") exp(%) dx' dy' dz'= APy(Ls,) (21a)

—Oy =—o0 X'=—00 Sp

Mit (21a) kénnen Losungen von (20a) fiir spezielle Anfangsverteilungen Apy(x,y,z) angegeben
werden:

(1) Delta-Puls bei (0,0,7;):
Zeitliche Verteilung der UberschuBlécher: (14) in (17a),(3) =

A2 8T) = et yep- ){ -2 z) (- )
Sp

(22a)

Integratlon iiber y; vgl. (B), (C).
Integratlon iiber t; vgl. (E),(F).
* Analog obigen Rechnungen.

86
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Ortsauﬂosung (14) in (202) =

+00 400

, f f f AP, 8(x')8(y')o(z' -z, ) {2Ls, ' +(X* + ¥*) }exp(ﬁ) dx'dy' dz'

Sp
min
YT S—

ff [ ARSXPYP(Z7) exp(k)dxdydz

z'=0 y =—00 X'=—00 Sp

r

_ v =2 Lgpyz (23a)
exp(-

»
Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstrager: (14), (2) in (2la) =

400 400 40

AP(Ls,) = f f f AP, (X" )5(y')6(z' -z¢) exp(%) dx' dy' dz'

Z2'=0y'=-0 X'=- Sp
(24a)
S
= APJ —> APO fur LSp — o0 bzw. APJ — 0 fur LSp —(
(i1) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite:
Polarkoordinaten: r* = x* + y* = dxdy = 2nrdr (25)
Ortsauflosung: (15) in (20a) =
G+ 400 40 ZAPO 2(X|2+y|2) Z. ) . ZI
exp(-—-—X 2L,z +(X'"+ y') }ex dx' dy' dz'
o Jo L L O e T YR Sl Yy
- 4o 400 400 2 X|2+ 12 ' '
f f f ZAP —#—A) exp( z ) dx' dy' dz'
2'=0y'=-% X'=-x r.L )"L LSp
12
2 1 exp( 5 )r' dr'dz'
Sp L L
+00 l2
f exp(-( )r dr' dz'
z'=0 I— Sp
2 4
. 'L + L} dz'
Sp AL 2:2 2-4
2
[exptt+z) 1z
z'=0 LSp }\’L 2 2
oL 1 i 1
47 Sp(i_l_i)z 2 i+i 2LSp r|_2 _ ZLZSFJ)"L i (263)
b A by A s T, T T2
- 1 e »
1.1 Lo A
L, A

Umordnen und Transformation in Polarkoordinaten (25).
Integratlon iber 1’ vgl. (A).
*" Integration iiber z’ vgl. (D).
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Grenzwerte fiir perfekten Lichtblitz rp — 0:
* M <<Lsp = ry,=2Lsh
# M >> Ly = 13,= 212 (27a)

Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstrager: (15), (2) in (21a) =

=TT 2AR 20x*+y'?) 7 z
AP(Lg,) = O exp(-———> - ex dx' dy' dz'
i(Lsp) ZLW f Y- p( 2 ?»L) p( LSp) y
2AP, _ 1} AP, AR L 5,2 L
w_ A0 5 1 _ A 1 — s AP, % (28a)
AT, 4 B T VR S S Y (N Lo+,
Ly A Ly A

= AP; — AP, fiir Lg, — o bzw. AP; — 0 fiir Lg, — 0

(c) Losung der Diffusionsgleichung und Berechnung der Ortsauflosung fiir einen diinnen
Halbleiter

Auch hier kann die dreidimensionale Diffusionsgleichung unter Zuhilfenahme von Losungen
der eindimensionalen Diffusionsgleichung angegeben werden®:

B N“7°Dgt
ezt = oo g 25 oo

(17b)
ds 4+ ( _Xl) +(y_y|) . nﬂ;z'
Ap,(X',y",Z" )x exp(- sin dx' dy' dz'
Z‘[Oy‘—’:oc Xim pO( y )X p( 4-Dspt ) ( S ) y
und damit (17b) in (3) und in (9) =
J(X,Y,0,t,7)
t
D .
- _i(w)i“ nr nz) o 0Dt
4D gt dSZl d, ) e
(X-X ) +(y-y'): a2\ L
X ffpr(x Y, Z')x expl- 40,1 )sm( ) ) dx' dy' dz
ex
_ e 0 N7’ Dgt
T L Eer (18b)
ds 4+ +00 ( _XI )2+(y_y. )2 . nﬂz
X [oyiwaApO(X Y,z )x expl- 4Dt ) Si ( i ) dx' dy' dz'

* Analog obigen Rechnungen.

49 w n? 2D t
w0 = 23 sn(rg‘z) exp(— & ) prm(z)snr( g

s h=1

) dqz+ (0= z=ds) ist Losung der

S

eindimensionalen Diffusionsgleichung dAp(z,t)/dt = Ds, 9°Apz,t)/z" mit der Anfangsbedingung Ap(z,t=0) =
Ap.o(x) und der Randbedingungen Ap,(z=0,t) = 0, Ap.(z=ds,t) = 0 [286, (K.3.4, S.100, Gl.1), 287, (K.4.3,
S.47, G1.4.16)].
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Ortsauflosung
2
mm[m] (13 18b)_
HX(X+y)exp(-—)x 2 2 " W) 4 (v -
[ fTTSpE n exp(— P t) f [ pr x',y,z )xexp(—%) |r{nﬂz) dx' dy' dz' dx dy dt
1=0y=- x=- n=1 =0y == X'== sp s
oo v % (x-X) +(y-y)’
ff f 20t Ts E n ex;{ ) [ J prO(x Y,z )x exp- T)sr{mz) dx' dy' dz' dx dy dt
=-® X=-% 720y =% X'=-x Sp S
_%0
“ - x exp{_(riﬂzi;%)t) -y
f f pr .y, 2)2 nsnﬁnﬂz) f i " ° 47rDsptf (2Dt + x° +Y )exp(- yDy ) dy dt dx'dy' dz'
[ (1 na’Dg) )
o= o= - nz' ”exﬂ_(rs; di JtJ y -y
ff ‘!Apo(x',y',z')zl nsif d )f : \4nDSpt_f exp A0t ) dy dt dx' dy' dz'

_5

[ (1 n*a’Dy) )

"Alen e )Y

onfw:[fpo(x Y,z )E nSIVE ) f4 D, t (4Dt + X2 +y? ) t dt dx' dy' dz'
( (1 naD) )
TR TR
f f prO(x Y Z)E nsv{ )f4ﬂ'DSp'[ P t dt dx' dy' dz'
=(I)="
nmz 4Dq X'2+y'?
Ap,(X',y',Z") nsnE ) ) ’ + dx' dy' dz'
LL Iy 5 s e,
- 2
kTSp ) Ty s (19b)
nmz' 1 v
foyfwxifpo(x Y Z)E n si ) | nnD, dx' dy' dz
7+7
tSp sz
rriin =% <X2+y2> =
naz' Ay, LR
ff pro(xyz)E nsuE ) - (22{2) dx' dy' dz
2'=0y'=-00 X'=-o 1. 77 Ls nj'[ |_ 14 nw sp
dg

b = = @ nrz' L?
[ [ [Ap(X.y.2)Y nsw( ) 25p2L2 dx' dy' dz'

2'=0y'=-00 X'=-% n=1
d2
S

Vertauschen der Integrale und Integration {iber x analog (o).

Integratlon iiber y analog (o).

Integrat1on iiber t.

** Multiplikation des Zhlers und Nenners von (19b) mit Dy, und Einsetzen von (2).
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2'=0y'=-00 X'=-0 5

ds o 2 12 12
J [ pro(X Y Z)E nSI,E””Z) e z ¥ (X et ) dx' dy' dz'
( ;

21 2
n’m 2'—25p) 1+r”;2LSp
s (20b)

dg o . 1
f [ prO(x Y, Z') E r(mz) R dx' dy' dz'
n=1 Sp

Z2'=0y'=-00 X'=-0» 5 1+ '77;2
ds
APJ(LSp) :(1 1, 18b):
D
PR eet {TlJrn:'z m)t) G (x-x)?+(y-y')? nwz'
Sp s o o - - . TZ . . .
I ymxmﬂzl n 2dit ZJ:‘WL XL?po(x Y.z )exp(——4Dspt )sw{ i ) dx' dy' dz' dx dy dt

(Rechnungen analog oben bei (19b))

sy 7 mA x',y',z") nsi iz 1 dx' dy' dz'
g L J ey s L e, O

_Oy'=_oox=_oo dS

2
Tsp dg

ds  +
Ap,(X',y',Z") 2rn si nrz 1 5 dx'dy'dz'
JJ f 2 g

Z2'=0y'=—00 X'=— S n°x? + 25

Sp
ds 40 4x '
T E ’[oy’_[wx!:pr(x"y"Zl) Si’(n(f) dx' dy' dz' Q21b)

Losungen von (20b) fiir spezielle Anfangsverteilungen Apy(X,y,z) :

(1) Delta-Puls bei (0,0,7;):

(14) in (17b),(3) =
_ AR nz o X 4yt n*m’Dgt
PGy ZLT) = o D ot rsg =) et t)EXp( 2 )
© 2_2
—(K)= _ AR ot ~ nn(z z ) nw(z+z,) N°Dgt 27b
(K) D texp(fgq)) o= E eos( ) epl ) (22b)
(14) in (20b) =
S . (hmz) 1
E ngn 2_21 2
n=1 dS (1+ nsmoT LSp)
Frin™= a2, x dg (0 <z <dg) (29)
i nsin( nnzL) 1
£ Ner’L2
- dg 1+;;2 ®
S

Grenzfall Ly, >= dg, d.h. diinner Halbleiter; der andere Grenzfall Ly, <= d, dicker Halbleiter ist
durch (23a) beschrieben
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- nmz, 1
Ak LY, i o 1 N7z
: S ( d2)—4 erfsn(dL)
Mmin ~ Lo 5= ds, (29) © 412 « S Codix °
* d nsn nﬂZL 1 4 i 1 sin nﬂz'—
2 S ds T 4 n dS
ds
3 VA 3 zZ SZ
LY 3tk L
i (ds) g, d ( “)° 3( )+
(- 4 4 12 =d d a7 d
R 2 6 1-%
T fl‘ds ds
2
S

Grenzfall z; << dg <~ L,
d.z

> 12 = s % () fiir zp =0

Grenzfall z, — dg <=Ly,
a2 d2 _ d?

= r
m|n 3 6 6

Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstréger:
ds  +o 4o '
]TZ 1 1 1
AP(Lg,) =(21b, 14) = E f f fAP S(x)d(y')o(z'-z ) sv( g ) dx' dy' dz

—Oy'_—oox_—oc S

V4
T-m-t

i 2 (””Z )=(J)= AR 95 apa-R (24b)
&~ 7N 2 d

ds T s

d.h. es gibt kaum eine Chance fiir Volumen-Rekombination, da Lg, >> dgs >= 7.

(i1) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite:
Ortsauflosung: (15) in (20b) =

r2A —  F=0y=ext mﬂf)\.r I’Lz n=1 S

min

dg = ) 12 12 ' - 4L2 12 12
| 24F, P( ) 2)2 nsu‘(mz) ( > + e/ ) dx' dy' dz'

b == 2AP 2(x'2+y'?)  Z'\ & . (nxz' 1 e A
f f f o ro2 ex;{ ( rzy )_)L)E n Slr‘( d ) L2 dx dy dz
Z'=0y'=-00 X'=-0 L'L L L = 1
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s ® ! 4L2 12 '
1> nsin(mz) e Al ! re exp{ 2(r2)_z) dr' dz'
z'=0r'=0 n=1 d ( )"

L L

R H nﬂzl 1 , 2(r12) Z. ' '
ziorlo; nsw( d. ) ) ez " exp( o ) dr' dz
+—>F

L L
dg
IV R SR W
soft\ds ) gt 4 ety 81T A
_ _ L1+ d2 ) d2
@) : :
ds = ) ,
fz nSir(nnZ) 212 2 rLeXF{—Z) dz
Z2=0n=1 ds 1 n°m LSp 4 )"L
ds
2 41 d . ,
2N 7 fsin(mz)exp{— ) dz'
A nznszSp\ 7=0 s L
L1+ pE 2
i : 1L (30)
. 1 S (naz Zz 2
yn 5 | sin exqd - dz
n=1 n-sm LSp oo ds )"L
T
S
4L23p E( n2m2L2 2 Ll‘ exp(—s)cos(nn)J
n-1 T 2_2 M L
L1+ ; SPJ 1+n°x 4 2
_5 dS IS +r7L (31)
> 4 ! (1-eXp -2 cos(nn)\
S n’glL? 2 L )
"1+ $ 14+n272 ; L
d2 d?
AL L ! {1—ex _ds cos(nr)
Sp nE—l n? 71'4L4Sp ) }"ZL k p ;\-L J
5% 1+n — i
— a2 r
NEE 1 ( 2
> ﬂzl_sz 2 Ll-exp(—s)cos(nn)J
= ¥ 1+n’x? "L L
S

nr

. bl
s« o . (naz' z =(T )= d / d \
sin exgx-——|dz=(L=__ "s  1q_ +—>| cos(nz)|"
z‘-[o ( ds ) F{ AL) i_'_ n’m? L exp( }\’L)C S( JT)J
A dd

* Fall diinner Halbleiter: L, >~ ds.
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AL
1
_ +N°mw o +i (26b)
= d
E 2 Ll- exp(— S) cos(nr) J
n=1 1+ n2ﬂ2d7|£ L
S
1. Fall Ay >=dg
a1 1
4d? Eﬂznz 2 (1-1cos(nx)) M2 a1 1 \
n=1 2_2 L JER
2, =(24a)= "t 2=t &l e ) oI
- T, 1 &1 1 V2
nzl i (1-1cos(nr)) ) n=1\F-F os(nn))
T onNmt —-
d2
4d? (n“ 7714) ) , 15
~M)= 7 \90 720)  r? s =0 o= ds 1’ (32)
1 (7% 2 2 3 2 12 2
752(6 1 ) 12
2. Fall Ay <<dg
o 1 1
n= 2_2 L '
2, =(24a)= 4d? "z 2=(N)= Adix LA 1 _ 4y, (33)
— = iy 72 3\ d2 2 3%t 2
T 1 2 S
E )LZ (1-0)
n=1 I,.|2Jt27L
ds
Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstréger:
AP~(Lsp) =(21b, 15)=
dS +00 +00 12 12 1 !
2AP, + .
2 f f ° d, exp(_Z(xzy)_z) sm(mz) dx' dy' dz'
rL )\'L dS

L

3 4APO ds +o u 2(X|2 +y|2) Zn . . .
- 25 .2 dg Enff f Sm( ) F(_T_)L dx' dy' dz
72 (1 ep(-55) L Moyt L L
L

o dS 1 1
T RN L I (L R
wa(l-exp-J5) 2 T A N\ d A

}Lg(jsin( )+ o ”gZ'))
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A

Moy < 1 ( d \
= 5 E 72 Ll— exp( - 5) cos( nar)} (28b)
1-exp(-—%) ™ 14 n?7% 7L M
AL d3
1. Fall: )\'L >> ds
2AP, M AP ds
dy & d2 1 ® A
AP(Lg,) = do D a2 2 (1- cos(n)) =(M)= J (34)
1-exp(-—=) =t ™ 2| 1- exp(- 2
AL P( A )
2. Fall: \; << dg
24 gL - 1 AP,
APj(Lsp) = C?s > =(N)= 70(13 (35)
1-exp(-—°) ™ 14+ n?x2 2L 1-exp(-—=)
A dZ A
(ii1) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Riickseite:
Ortsauflosung: (16) in (20b), Rechnung analog (30) =
n sin exg+—| dz
nzl (1+ nZJ'EZLZSp\ z'[o ( ds AL
Tinin e 12 =(L, vel. 31)
i 1 ° (nnz') F{ z ) 2
2 n R sin| ex dz
1 14 n-w LSp F=0 s AL
dg
i 412 1 (
n? ® 1- exp(+ S) cos(n)
n2=1 ( +n2ﬂ2L2 \ iz+n222 L L J
= L d? J AL ds N r2 =(vgl. 24a, diinner Halbleiter)
Q2 1 1 ( ds \
1- -s
B e (Pl o)
2 A dg
4d? i 21 - 1 > (1-exp(+ ds) cos(n:r))
AT n 1+n2n2)‘7|_ AL
. d: XS (36)
i 1 11 exp(+ ds) cos(nir)
"1+ n27? A L t J
dg
1. Fall: }\'L > ds
2 r.2
r2 =(36, vgl. 32) = 1—2 + é (37)

2. Fall: A << dg
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1 ode (_exp(+ js)cos(nn)) R 5 coston)

Z,=(36)=  # L L (A - S ML
= 1 d? . 2 1 & cos(nn) 2
2
M) 595t (38)

Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstréger:
APj(Ls,) =(21b, 16, analog exponentieller Abfall von vorne)=

2AP, exp(- $)

AL = 1% (nnz) p( z') ,
E = [ sn expd + dz
A, (1- exp(- S))nl A ds Ay

L

ds
o) ¢
(L 2APOd 1) L2 _i .(nnz)+rm o{nnz))
o (exp+ 95)-y & n| L nw a7\ dg )7 ds
A A d: .
oA, M
ds & 1 d \
= 0 2 5 Ll_ exp(+5)cos(nn)J (39)
exp(+5)-1 g, g2 M
AL o2
1. Fall: Ay >>dg
2AP, M
°dy dia 1
APLg)= — 4> 7 (1~ cos(n7))
exp(+ 73)_1 )"L N
)\’L
A d d
2AP, “- AP. =S exp(- S
°dy  di 1 (a* =P ° A M AL)
=M= g 2ale T12) (40)
ep(+-%)-1 M 7 21 exp(- 9
AL )
2. Fall: A << dg
2AP, A .- exp(+ds) cos(nx) AP, gL
AP(Ls,) = d.. Y “N= (41)
exp(+ o)1 F 1yt exp(+ %) -1
AL dé A
(d) Anhang: Einige Integrale und mathematische Formeln
P 2 1w oo 2 n!
fexp(-ax )dx = —\F,fx exp(-ax® Jdx = —— (n=0,1,2,...; a>0) (A)
5 2Va 4 2a
n=0 = }'x exp(-ax® )dx = 1 n=1 = }’x3 exp(-ax® )dx = 1
) 2a’ | 2a’

[288, (K.314, S.64-65, Gl.1b,2b)]
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Kap. 12: Anhang D: Theorie des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)

‘o 2

j'oexp(-ax2 -2bx-c) dx = \%exp(b -ac) (a>0) (B)
Zexp(-axﬁ dx = \/% (a>0) (B”)
[288, (K.314, S.65,G1.6a)]
}Oxzexp(-axz-be-c) dx = 8.42‘::) \Z p(—) (a>0) (@
- 2 2 1 7'[ \/— .
:[ox exp(-ax“) dx = 2—\ = o7 (2>0) ()
[288, (K.314, S.65, GL.6d)]
}x” exp(-bx) dx = o (n=0,1,2,...; b>0) (D)
n=0 =>}'exp(-bx Jdx = % n=1 =>}x exp(-bx )dx = b_12
[288, (K312, S.55, Gl. 2a)]
}x'l’zexp(-bx-g)dx = \% exp(-2+/bc) (b>0, c>=0) (E)
[288, (K.314, S.66, Gl. 9a)]
}'x'mexp(-bx-g)dx = ,\% exp(-2+/bc) (b>=0, ¢>0) (F)
[288, (K.314, S.66, G1.9¢)]
}'exp(-axz-be-c) f(x) dx=%exp( aC) f exp(-X? )f(———)dX (a>0) (G)
fx)=1 :fexp( ax® - 2bx - c)dx—%\—exp( aC)[1 <I>( )]
fx) = x =[x exp(-ax’ - 2bx - C)dx = - exp(C— )¢ [1 (2

) T o Ja
[288, (K.314, S.65, G1.5a,6b)]
}x exp(-ax) dx = [exp(z-ax) (-ax -1) - a12(3>0) (H)

[219, (K.1.1.3.3, S.61)]

96



}exp(-ax) dx = [_exp;-ax) r = 1 (a>0) D

, a
=1 . 7T -X =1 . x® - 3mx? + 2m°X

Zdgnnx) = — = (0<x<2m), ¥ — = O=sx=2n
nzln (nx) 5 ( ) nzlns sin(nx) o ( )

[219, (K.4.4.1.2, S.614)] Q)]
sin(x)sin(y) = ; (cos(x-y) - cos(x +Yy)) (K)
219, (K.2.5.2.1.3)]

[sin(bx) exp(-ax) = - exp( 2)2() (asin(bx) + b cos(bx)) L)
[219, (K.1.1.3.3, S.62)]

=1 a* &1 &l Aol a’

1 1 ELCCONR I AN _. M
2079 E e O =200 2 T g e O = D
219, (Kl 1.3.1, $.30)]

- 1 1 / / T 2y 1
> . a{-S\a;rcosh() + (atx )smh()}
“n 1+an® _ va va
-~ =[289] =
! 3lrcosh( ) - vasnh(™)
n=11+ anz va K \/a
‘ s s
o -3Vaexp(+va) + nexp(+va)  lar-3/a+x "
a—>0 - / a—>0 P
wexp(+ ) - Laexp(+ ) 3 A+ 3
N va
! > =1289]= 1(JrCOSh( & ) - \asinh(J/T))
lran 2. asinh(-") \a va
) | ;eXp(J’n) b p
p— T na Jal = (Jt - \f/a) 70 (N)
Z\a *eXp(+i) 2\3. 2\3.
2 va
y 0S0T) _ o1 1 (n i \asinh(”))
& lvan® 4«acosh( )smh( ) na
2va 2. a
1 (n a 1exp( 1 )) B 1 1
a— - N - — - - - -
" 4l ~ Eexp( T 2 al gexpt) 2
2 2~ a A
1
T a0 _5

mit cosh(x) = 1/2 ( exp(+x) + exp(-x) ) und sinh(x) = 1/2 ( exp(+x) - exp(-x) )
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13 Anhang E: Aufbau eines Licht-adressierbaren
potentiometrischen Sensors (LLAPS)

13.1 Beschreibung des Aufbaus

Ein LAPS-System besteht im wesentlichen aus den folgenden Komponenten: MeBkammer,
Lichtzeiger und Elektronik zur Messung des Photostroms. Diese Komponenten werden nun
im einzelnen kurz beschrieben. Der Aufbau wurde so konzipiert, dafl hintereinander
Kapazitits-Spannungs und Photostrom-Spannungs-Kurven aufgenommen werden konnten.

Jede MeBBkammer bestand in dieser Arbeit aus einem n-dotierten Silizium-Wafer, welcher an
seiner Vorderseite mit einer Oxid/- Nitridschicht {iberzogen war und auf seiner Riickseite einen
ohmschen Kontakt hatte, vgl. Abb. 13.1.1 und Abb. 13.1.2. Die maximal mogliche Oberfldache
der verwendeten LAPS-Wafer war A, = n(lSmm/Z)z/Z ~ 90 mm’. Auf die Oberseite der
Wafer wurde ein 1 mm hoher Plexiglas-Dichtring mit einem Innendurchmesser von 15 mm
geklebt'. Der Innenraum des Dichtrings konnte so mit elektrolytischer Losung befiillt werden?.
Mit ihrer Unterseite wurden die Wafer mit einem leitfahigen Silber-Epoxy-Kleber (Epotek
H20E, WPI #4898, Berlin) auf IC-Sockel geklebt. Mit dem IC-Sockel konnte jeder Halbleiter-
Chip dann schnellt direkt in einen im Vorverstirker integrierten Sockel® gesteckt werden, vgl.
Abb. 13.1.3.

Abbildung 13.1.1: Photographie eines
Halbleiterchips. Fiir Messungen wurde der
Innenraum des Plexiglasrings mit elektrolytischer
Losung gefiillt. Bei Messungen mit Zellen wurden
diese direkt auf der Oberfliche des Halbleiters
ausgesdt. Zur Kontaktierung wurde der Chip auf
einen IC-Sockel aufgeklebt.

20 mm Abbildung 13.1.2: Schnitt durch einen
15 mm LAPS-Chip. An seiner Vorderseite ist das
Halbleitersubstrat (n-dotiertes Silizium)
mit einer Isolationsschicht (Silizium-oxid
/-nitrid) bedeckt und seine Riickseite hat
einen ohmschen Kontakt. Auf der
Vorderseite  des  Chip  ist ein
Plexiglasdichtring aufgeklebt. Der ganze
Chip ist auf einen IC-Sockel geklebt.

A
v

Plexiglasabdeckung ——»

Isolationsschicht ——#

Halbleitersubstrat ——»

ohmscher Ruckkontakt ——»
IC-Sockel ——»

r>x

" Dazu wurde der biokompatible Silikon-Kleber Kwik-Sil (silicon elastomer cure, WPI, Berlin) verwendet.
Innerhalb des Dichtrings ist die Oberfliache des Halbleiter vollig unstrukturiert.

? Durch den groen Durchmesser und die geringe Hohe des Dichtringes ist es mdglich, mit einer patch-clamp
Pipette Zellen auf der Halbleiteroberflaiche im Mittelpunkt des Dichtringes zu kontaktieren.

* TEXTOOL Dip II, 32 polig mit Pinabstand 2,54 mm, Biirklin #14B743, Miinchen.
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Als Lichtquellen wurden 2 rote Halbleiter-Laserdioden (Toshiba TOLD 9150, Leistung 30
mW, Wellenldnge 690,9 nm) verwendet. Fiir den Lichtzeiger wurde das Licht der Laserdiode
mit einem Wasser-Mikroskopobjektiv (Zeiss Achroplan 40x bzw. 20x) und einem
Mikroskop (Zeiss Axiotech, Zeiss, Oberkochen) auf die Oberfliche des Halbleiterchips
fokussiert. Zu den Differenzmessungen mit 2 Lichtzeigern wurde das Licht des zweiten Lasers
mit einer Linse (Schifter & Kirchhoff Basisgehduse SK9650 mit Kollimationslinse
SK9650.T5, Schifter & Kirchhoff, Hamburg) direkt auf einen Bereich der Halbleiteroberfliche
gebiindelt.

Die Laserdioden wurden mit einem Laserdiodentreiber (SK9716 Laser Diode Supply, Schéfter
& Kirchhoff, Hamburg) gesteuert, in welchen iiber einen Funktionsgenerator die
Modulationsfrequenz eingespeist wurde. Dabei wurden die Laserdioden mit einer
Leistungsregelung betrieben: Mit einer in der Laserdiode integrierten Monitordiode wurde
permanent die Ausgabeleistung der Laserdiode gemessen und dieses Signal in den
Laserdiodentreiber riickgekoppelt. Dabei war es sehr wichtig, eine schone sinusformige
Modulation der Leistung zu erhalten, da Oberwellen das LAPS-Signal verformen wiirden. Mit
der Monitordiode konnte - nach einmaliger Kalibrierung mit einem externen ,,Powermeter* -
auch jeweils die Leistung des Lichtzeigers Py direkt auf der Halbleiteroberfliche bestimmt
werden.

Abbildung 13.1.3: Ein LAPS-Chip ist in den Sockel
im Vorverstirker zur Messung eingebaut. Uber ein
Mikroskopobjektiv ~ kénnen  gezielt Teile der
Halbleiteroberfliche beleuchtet werden
(Lichtzeiger). Recht ist eine patch-clamp Pipette
zu sehen, mit welcher eine Zelle unter der
Mikroskopobjektiv kontaktiert wird.

Um den Licht-generierten Photostrom moglichst empfindlich zu messen, wurde der
Vorverstirker moglichst nahe an der MeBkammer, d.h. gleich neben dem IC-Sockel angeordnet.
Ebenso konnte, bei Modulation der Vorspannung, auch der kapazitive Wechselstrom durch
den Halbleiter-Chip und damit dessen Kapazitit gemessen werden®. Der Vorverstirker
bestand im wesentlichen aus einem Strom-Spannungs-Wandler auf Basis des
Operationsverstirkers OPA 111 (Burr Brown)’ mit einem Riickkopplungs-Widerstand von
10* bzw. 10° Q. Am Ende des Vorverstirker lag dann eine Wechselspannung im Volt-Bereich
an. Bei Photostrom-Spannungs-Messungen entsprach die Frequenz der Spannung dabei der
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers, bei Kapazitits-Spannungs-Messungen  der
Modulationsfrequenz der Vorspannung. Mit einem Lock-In-Verstirker [210, (K.15.15,
S.1031-1033), 290] welcher mit der Modulationsfrequenz getaktet wurde, wurde die
Amplitude der Wechselspannung nach dem Vorverstarker bestimmt [146].

* Bei den Kapazitits-Spannungs-Messungen ist keine Modulation des Lichtzeigers erforderlich.
° Die Elektronik in ihrem endgiiltigen Zustand wurde von J. Wieser (Elektroniklabor, Sektion Physik, LMU
Miinchen) entwickelt und aufgebaut. Der prinzipielle Aufbau wurde bereits in [146] beschrieben.
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13.2 Halbleiter-Substrate

In dieser Arbeit wurden zum Aufbau des LAPS n-dotierte Silizium (n-Si) - Substrate

verschiedener Dotierungen np und Dicken dg verwendet, siche Tab. 13.2.1:

Nr® ps [Qcm] np [em™] ds [mm] ohmscher- Hersteller
Riickkontakt

6 900-1800 ~ 310" 0,375 Tiw/Pt’ CrysTec

3 64-77 ~6-7°10"° 0,18 TiW/Pt CrysTec

7 64-77 ~6-7°10"° 0,375 TiW/Pt CrysTec

8 15 ~2,510" 1,0 TiW/Pt CrysTec

1 10-15 ~2,5-4¢10'* 0,5 Au® Molecular Devices

13 10 ~ 410" 0,003 TiW/Pt Int. Wafer Service
0,005-0,02 0,380

5 5-10 ~4-9¢10" 0,375 TiW/Pt CrysTec

4 0.014 ~210" 0,18 TiW/Pt CrysTec

Tabelle 13.2.1: Verwendete Halbleiter-Substrate.

Die Vorderseite der Substrate war mit einer Schicht aus SiO, (Dicke d;(Si0,)) und darauf mit
einer Schicht aus SizN, (Dicke di(Si3N4)) bedeckt, siehe Tab. 13.2.2:

Nr’ | di(SiO,) [nm] | dy(SizN4) [nm] | Hersteller

D |12 31 Uni. d. Bundeswehr
B 19 18 Uni. d. Bundeswehr
G 30 56 Uni. d. Bundeswehr
E 30 59 Uni. d. Bundeswehr
Al 30 60 Molecular Devices

Tabelle 13.2.2: Verwendete Isolationsschichten.

° Die Numerierung der Halbleiter-Substrate wurde so gewihlt, daB sie mit [147, 148] konsistent ist.

7 Nach CF,-Plasmareinigung zur Beseitigung von Oxid- und Nitrid-Riickstanden wurde auf die Riickseite des
Halbleiter-Substrats 30 um TiW und anschlieBend 500 um Pt aufgesputtert (von Dr. F. Kéasen und H. Geiger
am Lehrstuhl Prof. 1. Eisele, Universitdt der Bundeswehr, Neubiberg). Titan dient dabei als Haftvermittler,
Wolfram verhindert Diffusion von Ionen aus dem Riickkontakt in den Halbleiter und Platin bildet den
eigentlichen ohmschen Riickkontakt.

* In den von der Firma Molecular Devices bezogenen Substraten wurde der ohmsche Riickkontakt durch
Dotierung der Riickseite und anschlieBendem Aufdampfen einer Goldschicht hergestellt [291].

’ Die Numerierung der Isolationsschichten wurde so gewihlt, daB sie mit [147, 148] konsistent ist. Durch
Kombination von Halbleitersubstrat-Nummer und Isolationsschicht-Nummer ist dann ein LAPS-Wafer eindeutig
igoekennzeichnet (z.B. ,,Typ 8E®).

Die Herstellung der Isolationsschicht wurde mit einem modifizierter RCA - Clean (nacheinander &tzen in

NH;+H,0,, HF und HCl+ H,0,) zur Reinigung der Silizium-Oberfliche begonnen. Dann wurde mit einer
Trockenoxidation bei ca. 800°C eine Oxidschicht aufgebracht. AnschlieBend wurde darauf nach dem LPCVD-
Verfahren bei 750 °C und 0,5 mbar eine Nitridschicht abgeschieden.
" Das von Molecular Devices verwendete Verfahren zur Herstellung der Isolationsschicht ist in [291]
beschrieben. Die Isolationsschicht ist dabei im Gegensatz zu allen anderen Isolationsschichten strukturiert. Auf
der Halbleiter-Oberfléche befinden sich neun ca. 2 mm x 2 mm groe Bereiche mit der in der Tabelle
beschriebenen diinnen Isolationsschicht (aktive Bereiche). Die restliche Oberfliche ist zusitzlich mit einer ca. 1
um dicken Siliziumnitrid-Schicht tiberzogen (passivierte Bereiche, vgl. [157]).
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