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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
Oberfl�che eines Sensors kultiviert und deren extrazellul�res Potential gemessen werden. Das
Projekt wurde in zwei Teilaspekte aufgegliedert: (i) die Kultur von Zellen auf
Halbleiteroberfl�chen und (ii) die Entwicklung geeigneter Sensoren.

Als Modellsystem f�r elektrisch aktive Zellen wurden drei verschiedene Zelltypen verwendet
und die Pr�parationsmethoden dazu etabliert: (i) Herzmuskelzellen, (ii) NRK-Fibroblasten und
(iii) striatale Neurone. Zur Charakterisierung der elektrischen Zelleigenschaften wurde ein
patch-clamp System aufgebaut und damit Aktionspotentiale der Zellen untersucht. Die
Adh�sionseigenschaften 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, da§ NRK-Fibroblasten �hnliche Eigenschaften wie Schrittmacher-Herzmuskelzellen
haben und sie damit als eine dauerhaft in Kultur haltbare Zell-Linie anstelle der jedesmal frisch
zu pr�parierenden Herzmuskelzellen verwendet werden k�nnen. Insbesondere bei
Nervenzellen werden die elektrischen Eigenschaften der Zelle durch das unterliegende Substrat
beeinflu§t. So wurde gezeigt, da§ die Entwicklung von striatalen Neuronen auf oxi-/ nitridierten
Silizium-Unterlagen im Vergleich zu Glas-Unterlagen verz�gert ist. Mit den ermittelten
elektrischen und geometrischen Parametern der Zell-Halbleiter-Kontaktzone wurden mit Hilfe
eines von Fromherz aufgestellten Ersatzschaltbildes die zu erwartenden extrazellul�ren
Potentiale abgesch�tzt. Es folgt, da§ Sensoren mit einer Potentialempfindlichkeit um 100 mV,

einer Zeitaufl�sung von ca. 1 ms und einer Ortsaufl�sung um 10 mm n�tig sind.

Bisherige Oberfl�chenpotential-Sensoren weisen einen konzeptionellen Mangel auf. Zu jeder
aktiven Me§position ist mindestens eine eigene Zuleitung n�tig, weshalb aus Platzgr�nden die
Zahl der aktiven Me§positionen und damit die M�glichkeit ortsaufgel�ster Messungen
eingeschr�nkt ist. Es wurden zwei Halbleiter-basierte Sensorsysteme weiter- bzw.
neuentwickelt, bei welchen die Zahl der n�tigen Zuleitungen bei gleichbleibender Zahl aktiver
Me§positionen drastisch reduziert und dadurch erh�hte Integrationsdichten m�glich sind: (i)
der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS) und (ii) der Feldeffekt-adressierbare
potentiometrische Sensor (FAPS).

Mit dem LAPS k�nnen Oberfl�chenpotentiale �ber die Bestimmung der Amplitude eines
Photostroms gemessen werden, wobei der Photostrom durch lokale Beleuchtung eines Teils
der Sensor-Oberfl�che mit einem Lichtzeiger erzeugt wird. Durch Positionierung des
Lichtzeigers kann dabei eine beliebige Me§position adressiert werden. Die Funktionsweise des
LAPS wurde durch Berechnungen zur Potentialempfindlichkeit und zur Ortsaufl�sung
analysiert. Dabei zeigt sich, da§ die Ortsaufl�sung durch Verwendung d�nner
Halbleiterschichten mit niedriger Minorit�tsladungstr�ger-Diffusionsl�nge gesteigert werden
kann. Die Potentialempfindlichkeit ist bei niedriger Dotierung g�nstiger, wobei allerdings
Dotierungen < 1014 cm-3 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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Differenzme§verfahren mit zwei Lichtzeigern weiter gesteigert werden. Sie skaliert linear mit
der Gr�§e der Potential-sensitiven Oberfl�che. Die Ortsaufl�sung wurde experimentell durch
Messung der exponentiellen Abklingl�nge der Ladungstr�gerdichte an einer Kante gemessen.
Bei 10 kHz Lasermodulation, ca. 1 mW Laserleistung und einer Potential-sensitiven
Oberfl�che von ca. 3 mm2, wurde bei einer Zeitaufl�sung von 0,3 ms eine
Potentialempfindlichkeit von » 80 mV und eine Ortsaufl�sung von » 20 mm erreicht. Die
gewonnenen experimentellen Ergebnisse stimmen gut mit den theoretischen Aussagen �berein.

Der FAPS basiert im wesentlichen auf Feldeffekt-Transistor-Strukturen mit gemeinsam
benutzten Gate-Elektroden und Feldeffekt-Kan�len. 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- Oberfl�che konnten durch Beschichtung mit PMMA unterdr�ckt werden.

Mit dem LAPS wurden elektrisch aktive Herzmuskelzellen untersucht. Dabei wurde gezeigt,
da§ sich durch die Kontraktion der Herzzellen die Fokussierung des Lichtzeigers und damit die
Amplitude des Photostroms �ndert. Es wurde abgesch�tzt, da§ dieser optische Effekt die
eigentlich zu messenden extrazellul�ren Potentiale �berlagert. Mit einem als pH-Sensor
eingesetzten LAPS-System wurden Auswirkungen bestimmter Cytokine auf den Stoffwechsel
von synovialen Fibroblasten, durch Messung der ãsaurenÒ Stoffwechselprodukte untersucht.



4

Inhaltsverzeichnis

1 Einf�hrung
1.1 Einleitung  6
1.2 Messung der elektrischen Aktivit�t einzelner Zellen  8
1.3 Ziel des Projektes 10

2 Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen
2.1 Aktionspotentiale 12
2.2 Pr�paration und Kultur 19
2.3 Aufbau eines patch-clamp Systems zur Messung von Aktionspotentialen 20
2.4 Vergleich der Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen und 22

NRK-Fibroblasten
2.5 Untersuchung der Aktionspotentiale von Nervenzellen 27

3 Kopplung elektrisch aktiver Zellen an Sensor-Oberfl�chen
3.1 Elektrisches Ersatzschaltbild 34
3.2 Untersuchungen zur Zelladh�sion mit Reflexions-Interferenz-Kontrast- 36

Mikroskopie (RICM) und dem Rasterkraft-Mikroskop (AFM)
3.3 Simulation extrazellul�rer Potentiale 42
3.4 Zelladh�sion auf Galliumarsenid 46

4 Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS)
4.1 Funktionsweise 47
4.2 Analyse der Oberfl�chenpotential-Empfindlichkeit 50
4.3 Analyse der Ortsaufl�sung 57
4.4 Experimenteller Aufbau 60
4.5 Bestimmung der Oberfl�chenpotential-Empfindlichkeit 67
4.6 Experimente zur Ortsaufl�sung 73

5 Der Feldeffekt-adressierbare potentiometrische Sensor (FAPS)
5.1 Funktionsweise 78
5.2 Experimenteller Aufbau 82
5.3 Charakterisierung 83

6 Messungen mit Zell-Halbleiter-Hybriden
6.1 Herzmuskelzellen 84
6.2 Synoviale Fibroblasten 92

7 Ausblick
7.1 Vergleich verschiedener Oberfl�chenpotential-Sensoren 93
7.2 Wie sieht ein  ãidealesÒ LAPS-System aus 96

8 Literaturangaben



5

Danksagung

Ich möchte mich für ihre Unterstützung dieser Arbeit bedanken bei:
- Prof. Dr. H. Gaub („Gambi“) für die Überlassung des Projektes, die Betreuung der Arbeit,

für viele anregende und hilfreiche Diskussionen und Unterstützung in allen Bereichen.
- M. George („Schorschi“) für die vielen gemeinsam in der „LAPS-Universität“ verbrachten

Stunden, die unzähligen Diskussionen und die gemeinsamen Messungen, ohne die diese
Arbeit nicht in dieser Form zustande gekommen wäre.

- A. Kardinal („Angi“) für die Unterstützung in der Zellkultur und die vielen Präparationen.
- S. Kölblin („Kollege Kölbelmeier“), S. Dannöhl, S. Kudera („Kokuju“), C. Schmidt, A.

Mast und R. Wöhrl für die Unterstützung des Projektes im Rahmen ihrer Diplomarbeit
bzw. als Werkstudent.

- Dr. M. Seitz für die Zusammenarbeit zur Erzeugung biokompatibler Schichten und viele
anregenden Diskussionen.

- J. Domke und C. Rotsch aus der Gruppe von PD. Dr. M. Radmacher für die AFM-
Messungen.

- J. Wieser vom Elektroniklabor für die Hilfe und Entwicklung des LAPS-Vorverstärkers.
- M. Benoit („Marschall“), H. Clausen-Schaumann („Hank“), M. Kudera („Kokuse“), R.

Matzke und Dr. M. Rief für viele anregende Diskussionen.
- Dr. U. Hofmann für die Einführung in die Zellkultur.
- Dr. J. Behrends („Kollege Behrends“) für das Beibringen der patch-clamp Technik, die

Nervenzell-Präparationen und vieles mehr.
- Dr. E. Rumpel, A. Gruenewald, L. Kargel vom Lehrstuhl von Prof. Dr. G. ten Bruggencate

für die Präparation von Neuronen.
- PD. Dr. A. Lorke, S. Böhm für die Zusammenarbeit im FAPS-Projekt, für das Beibringen

der Grundlagen des Arbeitens im Reinraum und viele stimulierende Diskussionen.
- Dr. R. Blick, A. Kriehle und Prof. Dr. J. Kotthaus für interessante Diskussionen über

Halbleiterphysik.
- G. Wiegand und Dr. S. Gritsch vom Lehrstuhl Prof. Dr. E. Sackmann für die zusammen

durchgeführten RICM-Experimente.
- Dr. A. Offenhäusser und Dr. C. Sprössler für die FET-Messungen an ihrem Aufbau.
- Dr. M. Denyer und Dr. M. Riehle für das Beibringen der Herzmuskelzell-Präparation
- N. Fuchs, S. Hörlein, Dr. R. Metzger und Dr. L. Laxhuber für die Cytosensor-Messungen.
- Dr. O. Müller und PD. Dr. W. Aicher für die Zusammenarbeit am Cytosensor-Projekt.
- Dr. A. de Roos und Dr. L. Theuvenet für die Zusammenarbeit mit NRK-Fibroblasten.
- H. Geiger und Dr. F. Kaesen vom Lehrstuhl Prof. Dr. I. Eisele für die Herstellung von Oxid-

und Nitrid-Schichten auf Silizium.
- I. Gerhard und PD. Dr. W. Moritz für die Zusammenarbeit zur Untersuchung der LAPS-

Ortsauflösung.
- Prof. Dr. K. Jacobson und Dr. J. Owicki für viele anregende Diskussionen
- Dr. A. Hache vom BMBF für die Unterstützung des Projektes.
- Dr. F. Thomanek, Dr. W. Potzel und Dr. M. Steiner, bei denen ich als Werkstudent vieles

lernen konnte.
- Allen Mitarbeitern des Lehrstuhl Gaub für das angenehme Klima.
- J. Behrends, H. Gaub, M. George, A. Lorke und meiner Familie für das Korrekturlesen der

Arbeit.



   Kap. 1: Einf�hrung                                                                                                                                

6

1 Einf�hrung

1.1 Einleitung

F�r den menschlichen K�rper ist es von gro§er Wichtigkeit, Information �ber seine Umgebung
zu erhalten. Ein gro§er Teil seiner F�higkeit zur Wahrnehmung der Umwelt basiert dabei auf
den hochspezialisierten Sinnesorganen. So werden Ger�usche mit dem Ohr, Ger�che mit der
Nase, u.s.w. registriert und zur Verarbeitung �ber Nervenbahnen an das Hirn weitergeleitet.
Die ãDatenverarbeitungÒ im K�rper l�uft dabei entweder elektrisch (Nervenleitung) oder
chemisch (Aussch�ttung von Transmittern oder Hormonen) ab [1].

Im Gegenzug ist es ist schon immer ein Traum der Menschheit gewesen, Kontakt zum Inneren
des K�rpers aufzunehmen und Information auszutauschen. Man denke dabei nur an den
Leidener Trichter, welcher ãWissenÒ und ãInformationÒ direkt in das Gehirn eines Menschen
ablegen soll, ohne den aufwendigen Weg des Lernens gehen zu m�ssen. Oder an das
futuristische Bild eines gl�sernen Menschen, bei welchem �ber eine in den K�rper implantierte
Schnittstelle medizinisch relevante Daten, wie z.B. der Blutzucker-Gehalt, ãonlineÒ ausgelesen
und die Daten �ber das Internet zu einem Arzt �bermittelt werden k�nnen. Dies setzt immer
eine Schnittstelle voraus, welche eine Kommunikation mit dem K�rper erm�glicht. Da in der
Gegenwart der Hauptteil aller Datenverarbeitung auf elektronischem Wege stattfindet, sollte
diese Schnittstelle so aufgebaut sein, da§ sie mit Zellen des K�rpers kommuniziert, die
Information in ein elektrisches Signal wandelt und diese an ein Me§system au§erhalb der
K�rpers weiterleitet.

Wie k�nnte nun eine zellul�re Schnittstelle aussehen? Zellen reagieren in vielf�ltiger Weise auf
Ver�nderung ihrer Umwelt. Wird z.B. durch �u§ere Einfl�sse der Stoffwechsel von Zellen
erh�ht, so scheiden sie verst�rkt ãsaureÒ Stoffwechselprodukte wie Milchs�ure, Kohlens�ure
und Protonen aus [2-4]. Andere Zellen �ndern bei speziellen Umwelteinfl�ssen ihr
Membranpotential, d.h. die Spannung zwischen dem Zellinneren und dem die Zellen
umgebenden Medium [5]. Um nun mit einer Zelle kommunizieren zu k�nnen, braucht man
einen Sensor, der die Reaktionen der Zelle detektieren kann. F�r die beiden gerade
beschriebenen Zellantworten w�re dazu ein pH- bzw. ein Potential-Sensor n�tig. W�hrend
Zellen auf Wirkstoffe mit einer �nderung der Ausscheidungsrate ihrer Stoffwechselprodukte
im Minuten-Bereich reagieren, sind Reaktionen im Membranpotential viel schneller
(Millisekunden bis Sekunden-Zeitfenster) und bieten dadurch die M�glichkeit zur
Kommunikation mit besserer Zeitaufl�sung1.

                                                
1 Als Beispiel einer zellul�ren Schnittstelle sei hier kurz ein Duftsensor erw�hnt. Die menschliche Nase ist ohne
weiteres in der Lage, zwischen vielen Ger�chen zu unterscheiden, was mit herk�mmlichen Gassensoren [6-8]
�u§erst schwierig ist, besonders hinsichtlich der Selektivit�t. In einer k�rzlich vorgestellten Arbeit  [9] wurde ein
Sensor bestehend aus einem k�nstlich in den Winterschlaf versetzten Kartoffelk�fer auf einem Feldeffekt-
Transistor (FET) vorgestellt. Kartoffelk�fer reagieren mit ihren Sinneszellen auf bestimmte D�fte, z. B.
Sexualduftstoffe anderer K�fer, �u§erst empfindlich, was sich in einer ver�nderten Spannung zwischen Antennen
und Rumpf �u§ert. Mit Hilfe eines nachgeschalteten FETs konnten diese Spannungs�nderungen pr�zise gemessen
werden. Einen Sensor mit �hnlichen Qualit�ten komplett aus k�nstlichen Materialien herzustellen ist bisher nicht
m�glich. Eine potentielle Anwendung eines derartigen Duftsensors ist die Sch�dlingsbek�mpfung in der
Landwirtschaft.
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Umgekehrt k�nnen Zellen auch durch elektrische Stimulation von au§en erregt werden. Daher
w�re eine Schnittstelle vorteilhaft, die eine elektrische Wechselwirkung zwischen dem
Au§enraum und dem Inneren von Zellen erm�glichen w�rde.

Auf makroskopischer Ebene sind Messungen der elektrischen Aktivit�t von Zellen l�ngst
g�ngige klinische Praxis. Man denke dabei nur an die Elektrokardiographie (EKG), bei der
Potential�nderungen durch Str�me 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
(EEG) und die Elektroneurographie (ENG), bei denen Str�me in Skelettmuskeln, im Hirn und
in Nervenstr�ngen gemessen werden [1, (K.7.5, S.116)]. Es ist also medizinisch relevant, die
elektrische Aktivit�t von Zellen zu messen. Dabei sind noninvasive, d.h. m�glichst schonende
und langzeitstabile Me§techniken w�nschenswert.

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

Zum detaillierten Verst�ndnis von elektrischen Schnittstellen mit Zellen bietet sich die
Untersuchung der elektrischen Aktivit�t einzelner Zellen an.
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1.2 Messung der elektrischen Aktivit�t einzelner Zellen

(a) Patch-clamp und intrazellul�re Mikroelektroden

Die direkteste M�glichkeit zur Untersuchung der elektrischen Aktivit�t von Zellen ist die
Messung ihres Membranpotentials. Klassische Ans�tze basieren auf dem Einstechen von
feinen, mit Elektrolyt gef�llten Glaskapillaren in das Innere der Zelle [11]. Dabei ist der
Innenraum der Zelle �ber 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
intrazellul�ren Mikroelektroden ist offensichtlich: Durch das Einstechen einer Glaskapillare
mit einem Spitzendurchmesser von ca. 0,5 mm in eine Zelle wird ein Loch in ihrer Membran

erzeugt, welches besonders f�r kleine Zellen mit einem Durchmesser unter 10 mm 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 gedr�ckt. Durch Ansaugen wird dann ein
leichter Unterdruck in der Glaspipette erzeugt und damit die Zellmembran fest an die Spitze
angeschmiegt. Wird nun f�r eine Ganzzell-Ableitung der Membranfleck (ãpatch") unter der
Kapillarenspitze durch starkes Ansaugen zerrissen, besteht ein direkter ohmscher Kontakt
zwischen dem Zellinneren und dem Elektrolyt in der Pipette. Gegen�ber intrazellul�ren
Mikroelektroden ist die patch-clamp Technik viel schonender und der Kontakt zwischen
Pipette und Zelle ist so dicht, da§ Leckstr�me in das die Zelle umgebende Medium nahezu
unterbunden sind.

Beide Methoden bieten die M�glichkeit zur direkten Messung des Membranpotentials und
damit zur Beobachtung der elektrischen Aktivit�t einzelner Zellen. Die Potentialaufl�sung ist
dabei im Vergleich zu anderen Me§methoden optimal. Durch die Kapazit�t der Pipettenspitze
ist die Zeitaufl�sung typischerweise auf 10 kHz bzw. 0,1 ms limitiert. Dies ist f�r die meisten
Anwendungen ausreichend, da Aktionspotentiale, d.h. aktive �nderungen des
Membranpotentials, im Millisekunden-Zeitbereich ablaufen.

Die Pipetten werden in der Praxis mit Mikromanipulatoren an die Zellen angen�hert. Durch
Drift der Pipettenposition wird der elektrische Kontakt zwischen Zelle und Pipette mit der
Zeit unweigerlich elektrisch undicht, und es setzen Leckstr�me ein. Typischerweise sind
Messungen bis zu einigen Stunden m�glich. Nach jeder Messung mu§ eine neue Pipette
verwendet werden, da mit Pipettenspitzen, die durch Reste der Zellmembran verunreinigt sind,
keine elektrisch dichten Kontakte an eine neue Zelle mehr m�glich sind. Auch sind Zellen nach
Entfernung der Pipette so weit gesch�digt, da§ 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
Rasterm�glichkeit zur Abbildung seiner r�umlichen 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 k�nnen.
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(b) Potentialsensitive Fluoreszenzfarbstoffe

�nderungen des Membranpotentials einer Zelle k�nnen �nderungen ihrer optischen
Eigenschaften bewirken [18]. Um diese Effekte zu verst�rken, werden Farbstoff-Molek�le in
die Zelle injiziert. Am gebr�uchlichsten sind Potential-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe, d.h.
Molek�le, deren Fluoreszenz-Eigenschaften vom Membranpotential der Zelle abh�ngig sind
[19-21]. In der Literatur werden dazu verschiedene Funktionsmechanismen beschrieben [22].
G�ngige Potential-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe bieten Potentialempfindlichkeiten im
Millivolt-Bereich [23] und einige zehntel Millisekunden Zeitaufl�sung [24]. Sie erm�glichen
auch ortsaufgel�ste Messungen. Durch Aufnahme des Fluoreszenzlichts mit einem optischen
Mikroskop und einer nachfolgenden CCD-Kamera k�nnen so Bilder von Membranpotential-
Verteilungen innerhalb einzelner Zellen und Zellverb�nde aufgenommen werden. Da die
Ortsaufl�sung hier prinzipiell nur durch die Aufl�sung des optischen Mikroskops beschr�nkt
ist, liegt sie unter 1 mm [25].

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

(c) Extrazellul�re 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 Langzeitstabilit�t auf jeden Fall stark eingeschr�nkt. Techniken ohne Kontaktierung des
Zellinneren, also extrazellul�re Methoden w�ren daher w�nschenswert.

�nderungen des Membranpotentials einer Zelle bewirken auch eine �nderung des elektrischen
Potentials au§erhalb der Zelle [28]. So wurde z.B. gezeigt, da§ eine auf die Gate-Elektrode
eines Feldeffekt-Transistors (FET) gesetzte Blutegel-Nervenzelle durch �nderung ihres
extrazellul�ren Potentials den FET schalten kann [28]. Ebenso k�nnen extrazellul�re Potentiale
auch durch Metall-Mikroelektroden aufgezeichnet werden [29].

Allgemein wird f�r Messungen extrazellul�rer Potentiale ein Sensor ben�tigt, welcher
Potentiale in w�§riger 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 Oberfl�che eines Halbleiter-Sensors aufwachsen und
ihre elektrischen Signale extrazellul�r und ortsaufgel�st gemessen werden, vgl. Abb. 1.3.1.

Abbildung 1.3.1. : Kommunikation zwischen elektrisch aktiven Zellen und einer Potential-sensitiven
Sensoroberfl�che.

Zum Erreichen dieses Ziels sind mehrere Schritte n�tig. So m�ssen zum Einen geeignete
Kulturen elektrisch aktiver Zellen etabliert und charakterisiert werden. Parallel dazu mu§ ein
geeigneter Oberfl�chenpotential-Sensor mit Ortsaufl�sung entwickelt und dessen
Empfindlichkeit getestet werden. Schlie§lich sollen Zellen auf der Oberfl�che des Sensors
kultiviert und damit extrazellul�re Potentiale gemessen werden.

Als Modellsystem elektrisch aktiver Zellen sind leicht pr�parierbare und einfach handhabbare
Zellen w�nschenswert, die langzeitstabil auf Halbleiter-Oberfl�chen kultiviert werden k�nnen.
Durch Untersuchungen ihrer elektrischen Eigenschaften und ihrer Haftung auf Halbleiter-
Oberfl�chen sollen dann Vorhersagen �ber die zu erwartenden extrazellul�ren Potentiale
getroffen werden.

Zur Detektion extrazellul�rer Potentiale in w�§riger Umgebung wird ein planarer
Oberfl�chenpotential-Sensor ben�tigt. Im Prinzip stehen mit Feldeffekttransistor- und
Mikroelektroden-Feldern, mit denen bereits erfolgreich extrazellul�re Potentiale aufgezeichnet
werden konnten, solche Sensoren zur Verf�gung. Allerding haben sie den Nachteil einer
beschr�nkten Anzahl aktiver Me§positionen auf ihrer Oberfl�che, wodurch ihre
ãRasterf�higkeitÒ zu ortsaufgel�sten Potential-Messungen eingeschr�nkt ist. Besonders wenn
man mit einzelnen Zellen kommunizieren m�chte, w�re eine gute Ortsaufl�sung aber
w�nschenswert. Es soll in dieser Arbeit daher ein Sensorsystem entwickelt werden, welches
ortsaufgel�ste Potential-Messungen an m�glichst vielen Punkten der Sensoroberfl�che zul�§t.
Dazu sollen Prototypen aufgebaut und deren Potentialempfindlichkeit und Ortsaufl�sung
untersucht werden.

Schlie§lich sollen die beiden eben beschriebenen Schritte zusammengefa§t werden, indem
Zellen auf der Oberfl�che des entwickelten Potential-Sensors kultiviert werden und das
extrazellul�re Potential einzelner Zellen detektiert wird, vgl. Abb. 1.3.1. F�r einen in dieser
Weise als Zell-Halbleiter-Hybrid aufgebauten Sensor zur langzeitstabilen und ortsaufgel�sten
Messung der elektrischer Aktivit�t einzelner Zellen g�be und gibt es zahlreiche
Anwendungsm�glichkeiten:
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Voraussetzung f�r den Einsatz von Zell-Halbleiter-Hybriden als Biosensoren ist, da§
elektrisch aktive Zellen die Dynamik ihres Membranpotentials unter Einwirkung bestimmter
Umwelteinfl�sse, wie der Zugabe von Pharmaka �ndern. Dies ist z.B. bei Herzmuskelzellen
der Fall, welche nach Stimulation mit Adrenalin ihre Pulsfrequenz erh�hen [1]. Mit dem
Sensor sollen nun diese �nderungen im extrazellul�ren Potential der Zellen abgefragt werden
[5, 30-33]. In gro§fl�chig verkn�pften Netzwerken von Zellen l�sen nicht alle Zellen synchron
Aktionspotentiale aus. Vielmehr breiten sich Aktionspotentiale mit endlicher Geschwindigkeit
�ber das Netzwerk aus. Daher ist es sinnvoll gezielt das extrazellul�re Potential einzelner
Zellen abzufragen, anstatt das mittlere extrazellul�re 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 -
verst�rkern. Derartige Biosensoren zeichnen sich damit durch hohe Selektivit�t und Sensitivit�t
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 lernf�hig sind [1,
(K.8.6, S.137)]. Eine M�glichkeit zu weiterem Verst�ndnis ist die Untersuchung kleiner
Netzwerke in vitro. So w�re es w�nschenswert, Nervenzellen auf einer Sensoroberfl�che unter
m�glichst nat�rlichen Bedingungen aufwachsen lassen zu k�nnen, welche Verbindungen
untereinander eingehen und so miteinander kommunizieren k�nnen. Mit orts- und
zeitaufgel�ster Detektion der extrazellul�ren Potentiale einzelner Zellen k�nnte dann gezielt die
Signalausbreitung zwischen Zellen untersucht werden. Dazu w�re eine langzeitstabile
Kontaktierung einzelner Neurone n�tig.

Mit langzeitstabilen Verbindungen zwischen Zellen und elektrischen Detektions- und
Stimulationssystemen wird auch die Entwicklung von Neuroprothesen angestrebt. Da
durchtrennte Nervenzellen nur bedingt regenerationsf�hig sind [34], w�re mit Neuroprothesen
eine �berbr�ckung zwischen Defektstellen denkbar [35-37]. Ein eingebauter Halbleitersensor
k�nnte Signale von Nervenzellen an der Schnittstelle aufnehmen, mit einem integrierten
Computer verarbeiten und mit einen Stimulator Signale an andere Nervenzellen weitergeben.
Zur Zeit sind H�rprothesen [35, 36] bereits weit fortgeschritten, w�hrend Sehprothesen wie
Retinaimplantate [38, 39] noch in der Entwicklungsphase stehen. Auch hier w�re die
M�glichkeit zur gezielten Kontaktierung einzelner Neurone extrem hilfreich 2.

                                                
2 K�nnten z.B. die Nervenzellen, welche die Kontraktion von Muskelfasern steuern, nur als ganze B�ndel
kontaktiert werden, w�ren nur grob-motorische Bewegungen m�glich.
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2 Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen

2.1 Aktionspotentiale

Die elektrischen Eigenschaften von Zellen sind wesentlich durch ihre Zellmembran bestimmt.
Sie besteht aus einer Lipiddoppelschicht mit Poren durch eingelagerte Proteine. Dabei l�§t sich
die Lipidmembran durch eine Kapazit�t CM und die Poren bzw. Kan�le durch einen
Widerstand RM beschreiben, vgl. Abb. 2.1.1. W�hrend die spezifische Membrankapazit�t,
bestimmt durch die Dicke und Dielektrizit�tskonstante der Lipiddoppelschicht, bei allen
Zellen im Bereich um cM » 1 mF/cm2 liegt [40, (K.1, S.9)], variiert die Zahl der Kan�le und
damit die spezifische Leitf�higkeit gM stark zwischen unterschiedlichen Zellen.

CM RM

Abbildung 2.1.1: Elektrisches Ersatzschaltbild f�r die Zellmembran

Zellen sind unter physiologischen Bedingungen meist von einer Kochsalz-�hnlichen L�sung,
bestehend aus Na+- und Cl--Ionen umgeben. Ihr Innenraum dagegen ist mit K+- und
organischen Anionen gef�llt, vgl. Tab. 2.1.1. Im Gleichgewicht gibt es Poren in der Membran,
die durchl�ssig f�r K+-Ionen, aber undurchl�ssig f�r Na+-Ionen sind. Durch osmotischen Druck
getrieben diffundieren so K+-Ionen aus dem Innenraum der Zelle in die extrazellul�re L�sung,
Na+-Ionen dagegen k�nnen nicht durch die semipermeable Membran gelangen. Durch den
Transport positiver Ladung nach au§en wird ein r�cktreibendes 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 Au§enraum und
das als Potentialdifferenz zwischen Innerem und �u§erem der Zelle definierte
Membranpotential betr�gt im Ruhezustand typischerweise UMR » -70 mV. Dies entspricht in
etwa dem Nernst-Potential von K+-Ionen. Das Nernst-Potential beschreibt die
Gleichgewichtsspannung UMR(j) an einer f�r Ionen j permeablen Membran:

UMR(j) = (RT/zjF ) ´ ln( cZa(j)/cZi(j) ) (0)

cZa und cZi sind dabei die Konzentrationen auf den Seiten a und i der Membran bzw. im
Au§en- und Innenraum einer Zelle, zj 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. W�re die Zellmembran im Gleichgewicht dagegen nur permeabel f�r
Natriumionen, w�re das Ruhepotential positiv.



   Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen                                                                                       

13

j cZa(j) [mM] cZa(j) [mM] UMR(j) [mV]
Na+ 145 12 +67
K+ 4 155 -98
Ca2+ 1,5 0,0001 +129
Cl- 123 4,2 -90

Tabelle 2.1.1: Nernst-Potentiale f�r
verschiedene Ionensorten j. cZa und cZi

entsprechen dabei den Ionenkonzentrationen in
S�ugetier-Skelettmuskel-Zellen (entnommen aus
[40, (K.1, S.15)]).

Durch Messung von Membranpotentialen mit Hilfe der patch-clamp Technik [43] k�nnen die
passiven Membraneigenschaften RM und CM bestimmt werden: Wird einer Zelle ein kleiner
Spannungspuls UM0 appliziert, flie§t wie in Abb. 2.1.2 dargestellt ein exponentiell mit der
Zeitkonstante tM = RMCM abklingender Umlade-Strom der Form1 [44]:

IM(t) = (IM(0)- IM(¥)) · exp(-t/tM) + IM(¥)     (1)

wobei RZA = UM0/IM(0),     RM = UM0/IM(¥) - RZA,    CM = tM ( 1/RZA + 1/RM )      (2)

Abbildung 2.1.2: a) Ersatzschaltbild f�r eine mit einer patch-clamp Pipette kontaktierte Zelle. Das
Ruhepotential der Zelle durch Kaliumionen ist durch eine Spannungsquelle UMR beschrieben, RZA ist der
Zugriffswiderstand. b) Zeitlicher Verlauf eines Stimuluspulses UM0 = 10 mV. c) Zeitlicher Verlauf des durch
den Stimulus verursachten Umladestroms, berechnet f�r RZA = 30 MW, RM = 0,5 GW und CM = 30 pF.

Neben den Ionenkan�len, die im Gleichgewicht f�r das K+-Ionen-Ruhepotential verantwortlich
sind, enthalten Zellen noch viele andere Kanaltypen. Von biologischem Interesse sind vor
allem Na+-, K+- und Ca2+-Ionenkan�le, welche nur f�r jeweils eine Ionenart i gut durchl�ssig
sind. Ihre Leitf�higkeit gi kann vom Membranpotential UM, von der Konzentration
spezifischer Molek�le cL und der Zeit t abh�ngig sein:

gMi = gMi(i, UM, cL, t)       (3)

Die Leitf�higkeit Potential-gesteuerter Ionenkan�le ist abh�ngig vom Membranpotential der
Zelle. Falls dieses eine bestimmte Schwelle �berschreitet, erh�ht sich die Leitf�higkeit aktiv
weiter und es wird ein sogenanntes Aktionspotential ausgel�st [42, (K.6, S.74)]. Zellen mit der

                                                
1 Die Herleitung ist im Anhang Kap. 10.1 zusammengefa§t.
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F�higkeit 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 (UM =
UMR = -70 mV, Ruhepotential) ist die Leitf�higkeit von den in der Membran enthaltenen
Potential-gesteuerten Na- und K-Kan�len klein. Durch eine Erniedrigung des
Membranpotentials, z.B. durch eine externe Stimulation, wird die Zelle depolarisiert und dabei
die Leitf�higkeit der Na-Kan�le erh�ht, vgl. Abb. 2.1.3.

Abbildung 2.1.3: Potential-gesteuerte Leitf�higkeit gNa(UM) bzw. gK(UM) von Na- und K-Kan�len des
Tintenfisch-Riesenaxons, normiert auf die Maximal-Leitf�higkeit [45] (entnommen aus [40, (K.2, S.42)]).Das
Ruhepotential betrug dabei etwa UMR » -56 mV.

�ber den dadurch verursachten Einstrom von positiv geladenen Na+-Ionen in die Zelle wird
diese im Inneren weniger negativ (0 > UM > UMR, Depolarisation). �berschreitet die
Depolarisation einen bestimmten Schwellwert, wird die Na+-Leitf�higkeit soweit erh�ht, da§
ein positiver R�ckkopplungs-Effekt eintritt: Weiterer Na+-Einstrom l�§t das Innere der Zelle
weniger negativ werden und erh�ht damit die Na+-Leitf�higkeit weiter, wodurch noch mehr
Na+-Ionen einstr�men und das Membranpotential sogar positiv werden kann2 (UM > 0,
Umpolarisation), vgl. Abb. 2.1.4. Durch die �nderung des Membranpotentials zu positiveren
Werten wird nun mit leichter zeitlicher Verz�gerung die Leitf�higkeit der Potential-gesteuerten
K-Kan�le erh�ht und positiv geladene K+-Ionen str�men aus der Zelle aus. Dadurch wird das
Potential der Zelle wieder negativ (UM < 0, Repolarisation) und die Na-Kan�le schlie§en.
Meist str�mt soviel K+ aus der Zelle, da§ ein negativeres Membranpotential als das
Ruhepotential erreicht wird (UM < UMR, Hyperpolarisation), bevor die Potential-gesteuerten
K-Kan�le wieder schlie§en und das Potential schlie§lich wieder auf den Gleichgewichtswert
UMR (Ruhepotential) durch Potential-unabh�ngige K-Kan�le zur�ckgeht [1, (K.7.4, S.111)].
�ber eine Energie-getriebene Pumpe wird langfristig sichergestellt, da§ 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 verkn�pft.

                                                
2 Wie in Tab. 2.1.1 gezeigt, ist das Potential an einer f�r Na+-Ionen permeablen Membran positiv.
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Abbildung 2.1.4: Zeitlicher Verlauf eines
Aktionspotentials, gemessen an einem Tintenfisch-
Riesenaxon bei 18,5 ¡C. Aufgetragen sind der
Verlauf des Membranpotentials und die
Leitf�higkeit der Potential-gesteuerten Na- und K-
Kan�le. Aufgrund etwas unterschiedlicher Ionen-
Konzentrationen im Vergleich zu S�ugetier-
Skelettmuskel-Zellen, weichen die hier eingetragenen
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 Ionenkan�le IMi in der Membran des Tintenfisch-Axons flie§t
also im wesentlichen durch 3 verschiedene Typen von Kan�len: (i) Potential-abh�ngige
Natrium-Kan�le i, (ii) Potential-abh�ngige Kalium-Kan�le j (ãdelayed rectifier channels") und
(iii) Potential-unabh�ngige Leck-Kan�le l [40, (K.2, S.32, S.39)]. Leck-Kan�le sind im
wesentlichen Potential-unabh�ngige K-Kan�le, die f�r das Ruhepotential der Zelle
verantwortlich sind [40, (K.2, S.34)]. Die Ionenkan�le sind dabei durch ihre Leitf�higkeit (gNa,
gK, gL) und ihr Gleichgewichtspotential (UMR(Na) > 0, UMR(K) < 0, UMR < 0) beschrieben [46].
Dem Membranwiderstand im Gleichgewicht der Zelle entspricht damit dem Kehrwert der
Summe der Leitf�higkeiten der Potential-unabh�ngigen Leck-Kan�le: RM = (ål gL)-1. Der
Gesamtstrom IM enth�lt zus�tzlich noch die kapazitive Aufladung der Membran bei zeitlich
ver�nderlichen Potentialen:

IM = åi IMi +CM·dUM/dt

= åi gNa·(UM-UMR(Na)) +åj gK·(UM-UMR(K)) +ål gL·(UM-UMR) +CM·dUM/dt (4)

Grunds�tzlich enthalten auch Nervenzellen in S�ugetieren diese drei Kanaltypen. Allerdings
sind die detaillierten Verh�ltnisse viel komplexer. So gibt es z.B. mehrere unterschiedliche Na-
Kan�le, welche sich in ihrer Aktionspotential-Schwelle und Dynamik unterscheiden. Mit Hilfe
der Hodgkin-Huxley-Gleichungen [40, (K.2, S.44)] l�§t sich die Dynamik von
Aktionspotentialen Potential-gesteuerter Ionenkan�le gi(UM, t) theoretisch beschreiben. Durch
Wirkstoffe lassen sich Ionenkan�le spezifisch blockieren, so da§ keine Ionen mehr durch sie
flie§en k�nnen. Z. B. blockiert Tetrodotoxin (TTX) spezifisch Potential-gesteuerte Na-Kan�le
[40, (K.3, S.79)].

Die Leitf�higkeit von Ligand-gesteuerten Ionenkan�len h�ngt von der Konzentration spezieller
Liganden ab, die spezifisch an Rezeptoren des Kanals binden und diesen dadurch �ffnen
k�nnen. So gibt es z.B. Ligand-gesteuerte Na- und Ca-Kan�le, die sich z.B. bei Bindung eines
Acetylcholin- oder Glutamat-Molek�ls an ihre Bindungsstelle �ffnen und damit
depolarisierende Wirkung haben3 und ein Aktionspotential ausl�sen k�nnen. Dagegen gibt es
z.B. Cl-Kan�le, die sich bei Bindung von Molek�len wie g-Amino-Butters�ure-A (GABA-A)
�ffnen und damit hyperpolarisierende Wirkung haben4 [47, (K.3.1)]. Insgesamt gibt es viele
Kan�le, die sehr spezifisch auf bestimmte Liganden reagieren.
                                                
3 Bei �ffnung str�mt positive Ladung in die Zelle ein.
4 Bei �ffnung str�mt negative Ladung in die Zelle.



   Kap. 2: Charakterisierung elektrisch aktiver Zellen                                                                                       

16

Aktionspotentiale k�nnen sich innerhalb von Nervenzellen fortpflanzen [1, (K.7.5, S.116)],
vgl. Abb. 2.1.5: Wird durch Reizung an einer Stelle x1 die Membran �ber den Schwellwert zur
Ausl�sung eines Aktionspotentials depolarisiert, str�men lokal Na+-Ionen durch die Membran
ein und polarisieren diese um. Durch elektrostatische Absto§ung verteilen sich die
Natriumionen im Inneren der Zelle, wodurch nun auch eine benachbarte Stelle x2 depolarisiert
und dort ebenfalls ein Aktionspotential ausgel�st wird. Dadurch wird nun wieder die
Membran an der Stelle x3 depolarisiert, u.s.w. So kann sich durch Na+-Ionen-Einstrom
senkrecht zur Membran ein fortlaufendes Aktionspotential parallel zur Membran ausbreiten
[48, (K.15.1.3.1, S.670)].

Abbildung 2.1.5: Aktionspotential-Ausbreitung innerhalb einer Nervenzelle und Informationsflu§ an einer
erregenden Synapse zwischen zwei Nervenzellen.

Die Leitf�higkeit von Ionenkan�len ist auch zeitabh�ngig. So sind Na-Kan�le nach jedem
ausgel�sten Aktionspotential f�r eine gewisse Zeit inaktiviert, d.h. innerhalb der sogenannten
absoluten Refrakt�rzeit kann auch durch erneute Depolarisation an der selben Stelle kein neues
Aktionspotential mehr ausgel�st werden. Deshalb k�nnen Aktionspotentiale nicht r�ckw�rts
laufen [1, (K.7.4, S.113), 40, (K.2, S.41)].

Informationen zwischen einzelnen Nervenzellen werden �ber als Synapsen bezeichnete
Schnittstellen ausgetauscht [1, (K.8, S.121)]. So gehen �ber Synapsen am Zellk�rper und an
seinen Dendriten genannten Forts�tzen Signale von anderen Zellen ein, welche innerhalb der
Nervenzelle verarbeitet werden. Das Ergebnis wird i.A. aus einem ausgezeichneten Fortsatz,
dem Axon, an Synapsen zu anderen Zellen weitergeleitet [42, (K.4, S.42)]. Innerhalb von
Nervenzellen wird ãInformation" in Form von Aktionspotentialen weitergeleitet. Dabei tr�gt
nicht die H�he des Aktionspotentials, die im Mittel immer etwa gleich bleibt, sondern die
H�ufigkeit der Aktionspotentiale die Information. Entlang der Zellforts�tze wird das
Aktionspotential so zu Schnittstellen mit anderen Zellen geleitet. Solch eine Synapse ist in
Abb. 2.1.5 dargestellt. An Zell-Zell-Schnittstellen k�nnen 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 pr�synaptischen
Nervenendigung durch ein einlaufendes Aktionspotential �bertragungsstoffe in den
synaptischen Spalt, d.h. den Zwischenraum zwischen den beiden Zellen freigesetzt. Der
�bertragungsstoff bindet an Rezeptoren Ligand-gesteuerte Kan�le in der postsynaptischen
Membran und bewirkt dort einen Ionenstrom. Je nach Art der Verschaltung, d.h. nach Aufgabe
der Nervenzelle im Organismus, werden verschiedene �bertragungsstoffe freigesetzt. An
erregenden Synapsen werden �bertragungsstoffe freigesetzt, die an Rezeptoren von Ligand-
gesteuerten Kan�len in der postsynaptischen Membran binden, welche die postsynaptische
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Zelle bei Kanal�ffnung depolarisieren, wie z.B. Na-Kan�le. Durch die Depolarisation kann
dann ein Aktionspotential in der postsynaptischen Zelle ausgel�st werden und sich dort
weiter fortpflanzen5. An hemmenden Synapsen dagegen werden �bertragungsstoffe
freigesetzt, die bei Bindung Ionenkan�le �ffnen, welche die postsynaptische Zelle
hyperpolarisieren, wie z.B. Cl-Kan�le, und damit der Bildung eines Aktionspotentials
entgegenwirken6. Auf diese Weise ist eine Verschaltung von Nervenzellen m�glich: An einer
Nervenzelle geht �ber Synapsen von anderen Zellen Information ein. Das Ausgabesignal der
Zelle h�ngt davon ab, ob die Signale aus erregenden oder hemmenden Synapsen dominieren.
Dominieren die erregenden Synapsen, wird die Zelle �ber ihren Schwellwert zur Ausbildung
eines Aktionspotentials depolarisiert und ein Aktionspotential �ber das Axon weitergeleitet,
welches dann wieder in andere Zellen eingespeist wird. Im menschlichen K�rper werden so
von Rezeptorzellen wie H�r- oder Sehzellen empfangene Signale an das Gehirn geleitet. In den
dort verkn�pften Nervenzellen wird die Information verarbeitet und schlie§lich z.B. an
Muskelzellen weitergeleitet, die dann eine Aktion ausf�hren. Die Verschaltung der
Nervenzellen eines Organismus zu einem neuronalen Netz ist nicht statisch. Durch
Gew�hnungseffekte kann sich die St�rke von Synapsen in beide Richtungen �ndern, das
neuronale Netz ist lernf�hig [1, (K.8.6, S.137)]

Der Aktionsstrom, d.h. der aktive Strom durch die Zellmembran w�hrend eines
Aktionspotentials, setzt sich aus den Str�men durch die einzelnen Ionenkan�le zusammen.
Obwohl der zeitliche Verlauf des Aktionsstroms genau festgelegt ist, kann keine sichere
Vorhersage f�r die Str�me durch die einzelnen Ionenkan�le gemacht werden. Vielmehr erh�ht
Depolarisation der Membran die �ffnungswahrscheinlichkeit Potential-gesteuerter
Ionenkan�le. Der Mittelwert des Stroms durch alle Ionenkan�le ist durch die
�ffnungswahrscheinlichkeit der einzelnen Ionenkan�le bestimmt und liegt somit fest, vgl. Abb.
2.1.6.

Der molekulare Mechanismus Potential-gesteuerter Kan�le kann an folgendem Modell
veranschaulicht werden: Durch die Depolarisations-Spannung werden geladene Regionen im
Kanalprotein verschoben, was eine Konformations�nderung des Proteins bewirkt [48,
(K.15.1.2.4, S.669)]. Dadurch wird der Ionenkanal ge�ffnet oder geschlossen. Die
Ladungsverschiebung im Protein w�hrend der Konformations�nderung hei§t ãgating currentÒ.
Sie kann gemessen werden, indem Na+-, K+-, und Ca2+-Str�me durch Applikation von Kanal-
blockenden Molek�len unterdr�cken werden. Bei Depolarisation flie§t dann nur der transiente
Strom aufgrund der Konformations�nderung der Kan�le [40, (K.2, S.54), 49].

                                                
5 Erregendes postsynaptisches Potential (EPSP).
6 Inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP).
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Abbildung 2.1.6: Patch-clamp Messungen an Na-Kan�len der Muskelzelle einer Maus (a-c) und K-Kan�len am
Tintenfisch-Riesenaxon (d-f) in Einzelkanal-Ableitung. Gezeigt sind mehrere Messungen des Stroms durch
einzelne Ionenkan�le (b, e) nach einem depolarisierenden Testpuls (a, d). Hier wird deutlich, da§ die
individuellen Ionenkan�le rein statistisch �ffnen, da§ 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 Pr�paration und Kultur7

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 Gr�§e h�ufig Zellen
aus Invertebraten, d.h. Nicht-Wirbeltieren, wie Schnecken oder Tintenfischen verwendet [11].
Z.B. sind Retzius-Zellen aus Blutegeln [50] mit einer Gr�§e von bis zu 100 mm und
Aktionsstr�men bis zu 100 nA mittlerweile als Standard-Modellsystem f�r extrazellul�re
Potentialmessungen etabliert [28, 51, 52]. Allerdings haben Zellen aus Invertebraten den
Nachteil, da§ sie von ihrer evolution�ren Entwicklung her nur entfernt vergleichbar mit Zellen
aus h�herentwickelten Tieren sind. Daher k�nnen damit gewonnene Aussagen nur bedingt auf
den menschlichen Organismus �bertragen werden. Nerven- und Muskelzellen aus Wirbeltieren
sind dagegen als Prim�rkulturen aufwendig zu pr�parieren.

Herzmuskelzellen (Cardiomyocyten) sind elektrisch aktive Zellen mit der F�higkeit zur
spontanen periodischen Ausbildung von Aktionspotentialen. Mit jedem Aktionspotential geht
eine Kontraktion und Relaxation der Zellen des Herzmuskels einher, welche im lebenden
Organismus f�r die Blutzirkulation verantwortlich ist [53]. Bei sorgf�ltiger Aufl�sung des
Herzmuskels in Einzelzellen behalten diese ihre F�higkeit zur spontanen Ausbildung von
Aktionspotentialen und mechanischem Pulsen bei. In dieser Arbeit wurden Herzmuskelzellen
in Petrischalen und auf Halbleiter-Substraten kultiviert. Bei gegl�ckter Pr�paration
kontrahierten und relaxierten die Zellen mechanisch auf dem Substrat, d.h. sie l�sten spontane
Aktionspotentiale aus [5, 54-56]. Wurden die Zellen so dicht ausges�t, da§ sie untereinander
Kontakte ausbilden konnten, pulste der gesamte Zellrasen synchron.

Um nicht f�r jedes Experiment frische Zellen pr�parieren zu m�ssen wurde versucht, ein
System elektrisch aktiver Zellen zu etablieren, welches stabil in Kultur gehalten werden kann.
NRK- (ãnormal rat kidneyÒ) 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 F�higkeit 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 k�nnen kleine
neuronale Netzwerke in der Zellkultur aufgebaut werden [32]. In dieser Arbeit wurden
Nervenzellen aus dem Hirn von Ratten und H�hnerembryos pr�pariert und in Petrischalen und
auf Halbleiter-Substraten kultiviert. [60, 61]. Leider sind Neurone klein und haben
vergleichsweise geringe Aktionsstr�me die im nA Bereich liegen.

                                                
7 Die Pr�parationsprotokolle sind im Anhang Kap. 11.1 nachzulesen.
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2.3 Aufbau eines patch-clamp Systems zur Messung von
Aktionspotentialen8

Um die Eignung der in dieser Arbeit verwendeten Zellarten f�r Zell-Halbleiter-Hybride zu
untersuchen wurde ein patch-clamp System aufgebaut, mit dem die elektrischen Eigenschaften
dieser Zellen charakterisiert werden k�nnen. Der patch-clamp Aufbau wurde dabei so in den
LAPS-Aufbau (vgl. Kap. 4.4) integriert, da§ die M�glichkeit bestand Zellen mit patch-clamp
zu stimulieren und mit dem LAPS das dadurch resultierende extrazellul�re Potential zu
messen.

Im wesentlichen besteht der patch-clamp Aufbau aus einem Mikromanipulator (Mini 25,
Luigs & Neumann) mit welchem die Pipette in die N�he der Zelle gebracht werden kann und
einem Verst�rker (EPC-7, List-Elektronik) zur Messung des Pipettenstroms [13]. Dabei wird
die Pipette in einen Halter mit integriertem Vorverst�rker (ãheadstage") eingebaut, welcher auf
dem Mikromanipulator fixiert ist. Da der Kontakt zwischen Zelle und Pipette bei kleinen
St�§en sofort undicht werden w�rde, wurde der gesamte Aufbau auf einem
schwingungsisolierten Tisch (I-2000 Serie, Newport) befestigt. �blicherweise werden Zellen
in Petrischalen kultiviert, so da§ die Ann�herung der Pipette w�hrend 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,
mu§ 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 f�r die
Pipettenpositionierung zu Verf�gung stehende Raum festgelegt. So erfordert es einiges
Geschick, um die Pipette ohne Zerst�rung der Spitze auf die Zelloberfl�che zu positionieren.

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

Alle in dieser Arbeit durchgef�hrten Messungen sind Ganzzell-Ableitungen. Grunds�tzlich
gibt es nun zwei verschiedene Untersuchungsmethoden, den Spannungsklemme  (ãvoltage-
clampÒ, VC) und den Stromklemme Modus (ãcurrent-clampÒ, CC) [13].

Im voltage-clamp Modus wird ein Haltepotential UMH zwischen der Pipette9 und einer
Referenzelektrode im Medium10 angelegt und dabei der Strom IM gemessen welcher n�tig ist,

                                                
8 Eine detaillierte Beschreibung der Elektronik eines patch-clamp Verst�rkers und der Durchf�hrung einer
Messung sind im technischen Anhang Kap. 10.2 bzw. Kap. 10.3 nachzulesen.
9 = intrazellul�rer Raum.
10 = extrazellul�rer 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 UMH > UMR

angelegt, �ffnen Na-Kan�le in der Zellmembran und Na+-Ionen str�men in die Zelle ein. Um
das Haltepotential aufrecht erhalten zu k�nnen, d.h. um die Netto-Ladung in der Zelle
konstant zu halten, mu§ dieselbe Menge an Ladung die durch die gesamte Membran �ber Na+-
Einstrom in die Zelle gelangt ist, �ber die Pipette abflie§en. Der in die Pipette flie§ende Strom
IM < 0 entspricht damit dem Strom durch die Zellmembran. IM < 0 bedeutet dabei Einstrom
positiver Ladung in die Zelle und IM > 0 Ausstrom positiver Ladung.

Im current-clamp Modus wird der Zelle �ber die Pipette ein Haltestrom IMH aufgepr�gt und
dabei das Potential UM zwischen Pipette und Badelektrode gemessen, welches zur
Aufrechterhaltung des Stroms n�tig ist. Dies ist analog zum Betrieb eines Galvanostaten. Wird
der Zelle ein Haltestrom IMH = 0 aufgepr�gt und das Membranpotential der Zelle �ndert sich
aufgrund eines Aktionspotentials, regelt der patch-clamp Verst�rker das Potential zwischen
Pipette und Badelektrode so, da§ es jeweils dem Membranpotential der Zelle entspricht, um
stromfrei zu bleiben. Das gemessene Pipettenpotential UM entspricht damit dem
Membranpotential der Zelle.
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2.4 Vergleich der Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen und NRK-
Fibroblasten11

Zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden sind Herzmuskelzellen ein etabliertes
Modellsystem [5, 63]. Da sie aber f�r jede Versuchsserie neu pr�pariert werden m�ssen, 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
K�rper 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. �blicherweise 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 zun�chst langsam �ber die beiden Vorh�fe (Atrium
dextrum und Atrium sinistrum) aus und bringt diese zur Kontraktion12. Anschlie§end pflanzt
sich die Erregung �ber den Atrio-Ventrikular (AV)-Knoten (Nodus atrioventricularis) zu den
beiden Herzkammern (Ventrikeln) fort [64, (S.370)]. Die Kammern kontrahieren damit
deutlich nach den Vorh�fen. Die schnelle Erregungsfortpflanzung zu den Kammern geschieht
dabei in auf Erregungsleitung spezialisiertem Gewebe, den Purkinje-F�den, so da§ verschiedene
Regionen der Herzkammern gleichzeitig bzw. rasch nacheinander von der Erregung erfa§t
werden [1, (K.10.4, S.170-), 65, (K.23.1, S.473)]. Von dort breitet sich die Erregung
verlangsamt �ber die Kammermuskulatur aus. Das Herz enth�lt so im wesentlichen also zwei
verschiedene Arten von Muskelzellen13: 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-F�den, w�hrend die Zellen der Arbeitsmuskulatur (Arbeitsmyokard)
der Vorh�fe und der Kammern haupts�chlich f�r die mechanische Pumparbeit zust�ndig sind
[65, (K.23.1, S.473)].

Die im Herzen enthaltenen Schrittmacherzellen sind in der Lage selbst�ndig, d.h. ohne
Steuerung durch Nervenzellen, spontane periodische elektrische Erregung zu erzeugen und
damit einen rhythmischen Herzschlag auszul�sen. �ber Aussch�ttung von Acetylcholin und
Noradrenalin durch Herznerven kann die Pulsfrequenz aber �ber 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 h�lt damit den Ruhepuls niedrig. Noradrenalin hingegen
bewirkt ein Steilerwerden des Schrittmacherpotentials und damit eine Ansteigen der
Herzfrequenz.

                                                
11 Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in [62] ver�ffentlicht.
12 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)].
13 Neben Muskelzellen enth�lt 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)].

Die elektrische Erregung des Herzmuskels basiert auf Aktionspotentialen der einzelnen
Herzmuskelzellen. Der Aktionsstrom einer Zelle ist dabei im wesentlichen aus zeitabh�ngigen
Na+-, Ca2+-, und K+ -Ionenstr�men zusammengesetzt [65, (K.23.1, S.474)]. W�hrend im
Arbeitsmyokard das Aktionspotential �ber Stromflu§ durch schnelle Na-Kan�le steil ansteigt
und durch �ffnen von Ca-Kan�len �ber einige 100 ms lang auf einem Plateau gehalten wird,
haben Schrittmacherzellen keine schnellen Na-Kan�le [66]. Bei Schrittmacherzellen steigt das
Aktionspotential deshalb langsamer an und wird im wesentlichen durch Ca2+-Ionen-Einstrom
getragen. Alle Herzmuskelzellen sind �ber sogenannte ãgap junctionsÒ, d.h. kleine Kan�le
zwischen benachbarten Zellen [1, (K.3.4, S.42)] elektrisch miteinander gekoppelt [1, (K.10.4,
S.170)]. Aktionspotentiale pflanzen sich dar�ber von Zelle zu Zelle fort.

W�hrend eines Aktionspotentials wird die intrazellul�re Calcium-Konzentration durch
Einstrom von Ca2+-Ionen ca. 100-fach erh�ht. Dadurch werden Ca2+-Konzentrations-
abh�ngige Ca-Ionenkan�le in intrazellul�ren Calciumspeichern (sarcoplasmatisches Reticulum)
ge�ffnet und somit die Ca2+-Konzentration im Inneren der Zelle weiter erh�ht [1, (K.10.4,
S.172, K.10.6, S.179)]. Durch den erh�hten Calcium-Spiegel wird eine Reaktion zwischen den
Molek�len Aktin und Myosin in den Muskelzellen ausgel�st, welche f�r eine Kontraktion der
Zelle sorgt [67, (K.4, S.67), 68, (K.1.3, S.14)]. Das elektrische Aktionspotential bewirkt also
�ber eine Erh�hung der intrazellul�ren Calcium-Konzentration mechanische Kontraktion14.

(b) NRK-Fibroblasten

Erst k�rzlich wurde entdeckt, da§ NRK-Fibroblasten sich wie elektrisch erregbares Gewebe
verhalten [57-59]. In konfluenten Zellrasen k�nnen Ca-Aktionspotentiale durch
Depolarisation erzeugt werden. Depolarisation ist �ber eine Erh�hung der extrazellul�ren K+-
Konzentration oder durch Zugabe von Bradykinin m�glich [57, (K.4)]: Durch Erh�hung der
                                                
14 So wird klinisch der mechanische Herzschlag durch Verabreichung von Herzglykosiden, wie Digitalis und
Strophatin gesteigert, welche eine Erh�hung der intrazellul�ren Ca2+- Konzentration bewirken. Eine andere
M�glichkeit zur Verst�rkung der Kontraktionskraft ist die Anwendung von Ca-Agonisten wie Noradrenalin und
Adrenalin, welche �ber eine Erh�hung der Ca-Leitf�higkeit den Ca2+-Einw�rtsstrom bei einem Aktionspotential
erh�hen und so die elektromechanische Kopplung verst�rken. Umgekehrt kann der Herzschlag auch abgeschw�cht
werden, wie es z.B. bei Bluthochdruck sinnvoll ist. Dies kann entweder durch extrazellul�ren Ca2+-Entzug oder
durch Ca-Antagonisten wie Verapamil, Nifedipin und Diltiazem, welche den Ca2+-Einw�rtsstrom hemmen,
erreicht werden [1, (K.10.4, S.172)]. Dies kann bis zum Grenzfall v�lliger elektromechanischer Entkopplung
geschehen, wo trotzt elektrischer Aktionspotentiale keine mechanische Kontraktion erfolgt.
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extrazellul�ren K+-Konzentration wird das Nernst-Potential f�r K+-Ionen und damit auch das
Innere der Zelle weniger negativ. Zugabe von Bradykinin setzt Ca2+-Ionen aus intrazellul�ren
Speichern frei und erh�ht damit die intrazellul�re Ca2+-Konzentration. Dadurch wiederum
�ffnen Ca2+-aktivierbare Cl-Kan�le. Wegen der hohen intrazellul�ren Cl--Ionenkonzentration
bei NRK-Fibroblasten von 65 mM ist bei einer extrazellul�ren Cl--Konzentration von 127 mM
das Nernst-Potential f�r Cl--Ionen -17 mV, also weniger negativ als das f�r K+-Ionen. Damit
wird bei gleichzeitiger Permeabilit�t der Zellmembran f�r K+- und Cl--Ionen das
Membranpotential weniger negativ.

Die Aktionspotentiale enthalten keine Na+-Strom-Komponente, sondern werden durch Ca2+-
oder Sr2+-Ionen durch Ca-Kan�le getragen: Bei Depolarisation werden Potential-abh�ngige L-
Typ-Ca-Kan�le mit einem Schwellwert zur Ausl�sung eines Aktionspotentials von UM » -
20...-10 mV ge�ffnet [57, (K.5)] und Ca2+-Ionen str�men in die Zelle ein bis ungef�hr das
Nernstsche Ca-Gleichgewichtspotential erreicht ist. Nach einer Plateau-Phase durch Ca2+-
aktivierte Cl-Kan�le 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 �ber ãgap junctionsÒ auch L-Typ-Ca-Kan�le
benachbarter Zellen ge�ffnet, 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 k�nstlich durch
Depolarisation stimulierten Aktionspotentialen k�nnen auch spontane Aktionspotentiale
beobachtet werden [58]. Im Gegensatz zu Herzmuskelzellen ist mit der Ausbildung eines
Aktionspotentials dabei keine mechanische Kontraktion verkn�pft.

(c) Materialien und Methoden

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung wurden konfluente Rasen aus embryonalen
H�hner-Herzmuskel-Zellen und NRK-Fibroblasten auf Silizium-Substraten15 kultiviert.
Aktionspotentiale wurden mit Hilfe der patch-clamp Technik im current-clamp Modus bei
Raumtemperatur aufgezeichnet16. Im Falle der Herzmuskelzellen wurden spontane
Aktionspotentiale an Stellen des Zellrasens aufgezeichnet, an welchen keine Kontraktion
sichtbar war. Aktionspotentiale von NRK-Fibroblasten wurden in Ca2+-freiem Medium mit 3
mM Sr2+-Zusatz durch ca. 10-20 mm von der patch-clamp Pipette entfernte Zugabe kleiner
Mengen von 120 mM K+ ausgel�st [57, (K.6)]17.

(d) Ergebnisse

In Abb. 2.4.2.a und b sind aufgenommene Aktionspotentiale von NRK-Fibroblasten und
embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen dargestellt. Bei NRK-Zellen dauerte die Plateau-Phase
w�hrend 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

                                                
15 Die Zusammensetzung der Silizium-Substrate (ãTyp 1AÒ) ist im technischen Anhang Kap. 13.2 aufgelistet.
16 Die Zusammensetzung der Pipettenf�llung (intrazellul�re L�sung) ist im Anhang Kap. 11.4 nachzulesen.
17 Die hier gezeigten Messungen an NRK-Fibroblasten wurde von Dr. Albert de Roos in der Gruppe von Dr. Lex
Theuvenet durchgef�hrt und in dieser Arbeit zur Kontrolle wiederholt.
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aus den Messungen bestimmten Kenngr�§en beider Zellarten gegen�bergestellt. An
Kontrollmessungen an Zellen die auf Petrischalen adh�riert waren, wurden keine signifikanten
�nderungen im Vergleich zu den auf Silizium-Substraten adh�renten Zellen festgestellt.

n UMmin [mV] UMmax [mV] DUM [mV] =
UMmax - UMmin

(dUM/dt)max [Vs-1]

Herzmuskelzellen 7 -59 ± 7 +8 ± 6 67 ± 9 1,6 ± 0,7

NRK-Fibroblasten 11 -64 ± 7 +35 ± 5 99 ± 9 1,2 ± 0,3

Tabelle 2.4.1: Angegeben ist jeweils der Mittelwert ± Standardabweichung verschiedener Kenngr�§en zur
Beschreibung eines Aktionspotentials. Sie wurden aus je n patch-clamp Messungen bestimmt. UMmin bezeichnet
das minimale Membranpotential, was im Fall der Fibroblasten dem Ruhepotential UMR und im Fall der
Herzmuskelzellen dem maximalen diastolischen Potential entspricht, UMmax das maximale Membranpotential.
DUM ist die �nderung des Membranpotential w�hrend eines Aktionspotentials und (dUM/dt)max die maximale
Anstiegsrate des Aktionspotentials.

Abbildung 2.4.2: a) Stimuliertes Aktionspotential, aufgenommen an einem Rasen aus NRK-Fibroblasten. b)
Spontane Aktionspotentiale, aufgenommen an einem Rasen aus embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen, 3 Tage
nach der Pr�paration. c) Spontane Aktionspotentiale, aufgenommen an einem Rasen aus postnatalen Ratten-
Herzmuskelzellen, 2 Tage nach der Pr�paration (entnommen aus [63]).

(e) Diskussion

Die in dieser Studie untersuchten, aus embryonalen H�hnern isolierten Herzmuskelzellen,
wiesen Aktionspotentiale mit nur leicht schnelleren Anstiegsraten als die bei den NRK-
Fibroblasten vorgefundenen auf. Es ist daher sehr wahrscheinlich, da§ diese Herzmuskelzellen
Schrittmacherzellen ohne schnelle Na-Kan�le waren. F�r Schrittmacherzellen sind in der
Literatur Messungen bei physiologischen Temperaturen (37¡C) zu finden, welche ebenfalls
Anstiegszeiten dUM/dt|max deutlich unter 10 V/s ergeben haben [69-71]. Die �hnlichkeit der
Kinetiken der Anstiegsphasen der Aktionspotentiale von embryonalen H�hner-
Herzmuskelzellen und NRK-Fibroblasten scheint plausibel, da die Ionenstr�me bei beiden
Zelltypen durch L-Typ Ca-Kan�le getragen werden.

Aktionspotentiale von Herzmuskelzellen h�ngen stark von der Art des Gewebes ab, welchem
die Zellen entnommen wurden. So wurde berichtet, da§ sich die Steilheit von
Aktionspotentialen in aus verschiedenen Stellen des Sinusknotens erwachsener Ratten
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pr�parierten Zellen um bis zu einem Faktor 10-20 unterscheiden kann18 [69-71]. In Abb.
2.4.2.c sind Aktionspotentiale einer Ratten-Herzmuskelzelle bei physiologischer Temperatur
aufgezeichnet [63]. Im Vergleich zu den an embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen
aufgenommen Aktionspotentialen sind diese um eine Gr�§enordnung schneller19. Obwohl die
Messungen zu Abb. 2.4.2.b und Abb. 2.4.2.c mit Zellen durchgef�hrt 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 zur�ckzuf�hren: Zellen in embryonalen Herzen
sind noch nicht fertig ausdifferenziert und scheinen deshalb �hnlich zu akuten
Schrittmacherzellen. Im ausdifferenzierten Gewebe postnataler Herzen sind aufgrund der
Gr�§e der Herzkammern im Vergleich zum Sinusknoten viel mehr Zellen aus dem
Arbeitsmyokard als Schrittmacherzellen enthalten. Bei Vorhersagen des zu erwartenden
extrazellul�ren Potentials, mu§ also unbedingt zwischen unterschiedlichen Herzmuskelzell-
Pr�parationen unterschieden werden.

Die Membrankapazit�t und der Membranwiderstand von Herzmuskelzellen sind bereits in
verschiedenen Arbeiten untersucht worden [74-78]. Die diesbez�glichen Werte f�r NRK-
Fibroblasten wurden mit Hilfe der aus [57, (K.2)] entnommenen Daten berechnet20. Ein
Vergleich beider Zellarten ist in Tab. 2.4.2. zusammengefa§t.

Tabelle 2.4.2: Vergleich der spezifischen
Membrankapazit�t cM und des spezifischen
Membranwiderstandes rM.

Damit sind sowohl die aktiven elektrischen Eigenschaften, d.h. Amplitude und Steigung von
Aktionspotentialen, als auch die passiven elektrischen Eigenschaften, d.h. Membrankapazit�t
und -Widerstand, von NRK-Fibroblasten sehr �hnlich zu denen embryonaler H�hner-
Herzmuskelzellen. Somit k�nnten NRK-Fibroblasten in einer Zahl von Experimenten anstelle
von Herzmuskelzellen verwendet werden, was eine deutliche Arbeitserleichterung in der
Zellkultur mit sich bringen w�rde.

                                                
18 Die Zellen mit steilen Aktionspotentialen werden dabei als ãperipheral cellsÒ bzw. ãsubsidiary pacemakersÒ,
die Zellen mit langsamen Aktionspotential-Anstiegen als ãcentral cellsÒ bzw. ãdominant pacemakersÒ
bezeichnet.
19 Bei Messungen an Zellen, welche aus adulten Herzen gewonnen wurden, wurden Steilheiten bis zu dUM/dt|max

» 100 - 200 V/s berichtet [72-74].
20 Mit patch-clamp Messungen wurde CM = 30 pF f�r einzelne Zellen und CM = 300 pF f�r Verb�nde aus 10
Zellen gefunden. Dabei ist die Kapazit�t proportional zu der Zahl der gekoppelten Zellen: Bei Zellen, die durch
ãgap-junctionsÒ gekoppelt sind, setzt sich die gemessene Kapazit�t aus den Membrankapazit�ten der Zellen
zusammen. Der an einzelnen Zellen gemessenen Wert f�r RM = 1/GM = 2 GW streute viel st�rker als CM. Bei
Untersuchung von gekoppelten Zellen war keine gute Korrelation des Widerstandes zu der Zahl der Zellen
erkennbar. Unter der Annahme cM = 1 mFcm-2 ergibt sich dann die Oberfl�che einer Zelle zu AZtot = CM/cM =
30pF/1mFcm-2 = 3000 mm2. Damit wurde der spezifischer Membranwiderstand zu rM = RM·AZtot = 2 GW ·3·10-5

cm2 = 60 kWcm2 berechnet.

cM [mFcm-2] rM [kWcm2]

Herzmuskelzellen 1 - 5 3-150
NRK-Fibroblasten 1 60
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2.5 Untersuchung der Aktionspotentiale von Nervenzellen21

Die Grundlage von Zell-Halbleiter-Hybriden ist die direkte Adh�sion von Zellen auf der
Oberfl�che eines Potential-Sensors. Die elektrischen Eigenschaften der Zellen h�ngen dabei von
vielen �u§eren Umst�nden ab, wie dem Alter der Zellen, der Oberfl�che des Sensors, und der
Formulierung des Mediums. In diesem Kapitel wird eine Studie vorgestellt, welche die
zeitabh�ngige Entwicklung der elektrischen Eigenschaften von striatalen Neuronen unter
verschiedenen Bedingungen beschreibt. Es wurde untersucht, welchen Einflu§ das den Zellen
zur Adh�sion 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 Oberfl�che von Potential-
Sensoren h�ufig aus oxi-/nitridiertem Silizium besteht. Es wurde weiterhin der Einflu§ des
Kulturmediums auf die elektrischen Eigenschaften der Zellen untersucht. Dazu wurden zwei
Arten von Kulturmedien verwendet: serumhaltiges Medium (ãserum containing mediumÒ,
SCM) und serumfreies Medium (ãneurobasal mediumÒ, 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 vergr�§ern k�nnen, w�ren Glia-freie Kulturen f�r den Aufbau von Zell-Halbleiter-
Hybriden von gro§em Vorteil. Das Wachstum von Glia-Zellen kann dazu durch Kultur in
NBM-Medium unterdr�ckt 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 H�lfte Deckgl�schen und oxi-/ nitridierte Silizium-
Substrate mit Laminin-Beschichtung verwendet22.

Datenaufnahme: Es wurden zu unterschiedlichen Entwicklungsstufen (5, 7, 9, 11, 13 ãdays in
vitroÒ (DIV)) bei Raumtemperatur (24-27¡C) insgesamt ca. 700 patch-clamp Messungen im
voltage-clamp Modus bei einem Haltepotential UMH » -73 mV durchgef�hrt. 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 Pr�parationen vor. Zus�tzlich wurden
Photos der Zellen aufgenommen und daraus die Querschnittfl�che AZ,opt bestimmt. In einem
weiteren Experiment wurden patch-clamp Messungen im current-clamp Modus an 13 DIV-
Zellen durchgef�hrt, 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 �fter krank aussehende
Zellen enthalten, als bei Proben mit SCM.

                                                
21 Die Ergebnisse dieses Kapitel wurden in [79] zur Ver�ffentlichung eingereicht.
22 Die Zellen wurden von Dr. J. Behrends, Dr. E. Rumpel, L. Kargl und A. Grunewald pr�pariert. Die
Protokolle sind im technischen Anhang Kap. 11.1 und Kap. 11.2 detailliert beschrieben. Alle patch-clamp
Messungen wurden in ãphysiologischer Salzl�sung f�r Neuronen" als Badmedium und mit ãNeuron-patch-
clamp-L�sung" als Pipettenf�llung durchgef�hrt, 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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Als Me§ergebnisse liegen bei den patch-clamp Messungen im voltage-clamp Modus die
aufgezeichneten Str�me IM(t) in Abh�ngigkeit verschiedener Spannungspulse UMH(t), bei den
Messungen im current-clamp Modus die aufgezeichneten Potential UM in Abh�ngigkeit der
Stimulationspulse IMH(t) vor, siehe Abb. 2.5.1.
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Abbildung 2.5.1: a) Voltage-clamp
und b) anschlie§ende current-clamp
Messung an einem Neuron, 13 DIV,
auf Silizium in SCM kultiviert.
Deutlich sind die bei hohen
depolarisierenden Pulsen ausgel�sten
Aktionspotentiale bzw. Aktionsstr�me
erkennbar. Die in den rechts oben
eingef�gten Abbildungen der
Stimulationspulse (UMH bzw. IMH) dick
eingezeichneten Kurven
korrespondieren zu den dick
eingezeichneten Kurven der
Messungen (IM bzw. UM).

Datenverarbeitung: Der im voltage-clamp Modus an einer Zelle gemessene Strom enth�lt neben
durch aktivierte Ionenkan�le flie§enden Komponenten auch eine passiven Komponente durch
Umladungsprozesse der Zellmembran. Dieser durch Membranleckwiderstand und -kapazit�t
verursachte passive Anteil mu§ von dem Gesamtstrom abgezogen werden, um den
Aktionsstrom durch aktivierte Ionenkan�le zu erhalten. Eine Analyse der passiven
Stromkomponenten bei hyperpolarisierenden Testpulsen liefert den Membranwiderstand RM,
die Membrankapazit�t CM und den Zugriffswiderstand RZA

23.

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
ãgeklemmtÒ werden. Dies ist in Abb. 2.5.1 zu sehen: Bei ausreichender Depolarisation flo§ der
Aktionsstrom praktisch als ein alles-oder-nichts-Ereignis und es konnte keine
Potentialabh�ngigkeit angegeben werden. Aus den aktiven Stromantworten bei Depolarisation
wurde daher f�r jede Zelle der maximale Einw�rtsstrom INa,max, unabh�ngig von der H�he der
Stimulation bestimmt. Daneben wurde aus den aktiven Stromantworten jeder Zelle der
Ausw�rtsstrom IK in Abh�ngigkeit des Testpotentials UMH bestimmt und daraus die
Leitf�higkeit der Kaliumkan�le GK = IK/UMH berechnet24.

                                                
23 Details zur Auswertung sind im Anhang Kap. 10.4 nachzulesen. Die Auswertung wurde gemeinsam mit Dr. J.
Behrends und M. George durchgef�hrt, die Software dazu von M. George programmiert.
24 In fr�heren Experimenten von Dr. J. Behrends wurde gezeigt, da§ der Einw�rtsstrom haupts�chlich durch Na+-,
der Ausw�rtsstrom dagegen durch K+-Ionen getragen wird. Das Potential in der Zelle ist besonders kurz nach
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Resultate der voltage-clamp-Messungen: In Abb. 2.5.2 ist der Entwicklungs-abh�ngige Verlauf
der Membran-Kapazit�t, des Membran-Widerstandes und der Zell-Querschnittsfl�che unter
verschiedenen Kulturbedingungen aufgezeichnet. Deutlich ist die Zunahme der Zellgr�§e AZ,opt

und damit verbunden der Gesamt-Membrankapazit�t CM im Verlauf der Entwicklung zu
erkennen. Die Querschnittfl�che der Zellen, aber viel weniger ausgepr�gt deren
Membrankapazit�t, w�chst dabei signifikant schneller bei Kultur in SCM als in NBM. Ein
Einflu§ des Substrats ist nicht signifikant erkennbar25. Der Membranwiderstand sinkt mit
wachsender Entwicklung, was zum einen auf die Zunahme der gesamten Zelloberfl�che und
zum anderen auf eine zus�tzliche Expression von Leck-Kan�len zur�ckzuf�hren 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.

Abbildung 2.5.2: Entwicklungsabh�ngigkeit passiver Membran-Eigenschaften als Funktion der
Differenzierungsstufe : a) Membran-Kapazit�t, 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 ãgeklemmtÒ.
25 Es wurden dazu Signifikanz-Tests nach Kolmogorov und Smirnov durchgef�hrt [79, 80].
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Speziell f�r Kultur in SCM auf Silizium-Substraten wurden nach 13 DIV folgende Werte
gefunden26: CM = 34 ± 13 pF, AZ,opt = 280 ± 110 mm2, RM = 0,47 ± 0,44 GW. Aus diesen
Werten kann nun die spezifische Membrankapazit�t und der spezifische Membranwiderstand
abgesch�tzt werden: cM = 2,7 mFcm-2 und rM = 3,9 kWcm2.

Die Entwicklung der maximalen Na+-Ionenstromdichte iNa,max = INa,max/CM und die der
Leitf�higkeit der K+-Ionenkan�le gK = GK/CM 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 Zelloberfl�che und damit der Zunahme der absoluten Zahl der Na-Kan�le zu tun, da dies
bereits �ber die Normierung mit der Kapazit�t ber�cksichtigt ist. Deutlich ist die Entwicklung
des Na+-Stroms bei Zellen, die in NBM kultiviert worden waren, gegen�ber denen in SCM
verz�gert. 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
gegen�ber der von auf Glas kultivierten Zellen verz�gert.

Abbildung 2.5.3: Entwicklungsabh�ngigkeit aktiver Membran-Eigenschaften als Funktion der
Differenzierungsstufe: a) maximale Natrium-Stromdichte b) Kaliumkanal-Leitf�higkeit 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 fr�her Differenzierungsstufen (DIV 5) h�ngt die Kalium-Kanal-Leitf�higkeit
nicht vom Medium ab. Nach 5 DIV ist die Ausw�rtsstrom-Leitf�higkeit bei in SCM
kultivierten Zellen bereits gut entwickelt, w�hrend sie bei in NBM kultivierten Zellen von 5
                                                
26 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 Ausw�rtsstrom-Leitf�higkeit 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 �ber die
Form des Aktionspotentials gewonnen27: dUMmax = 100 ± 20 mV und (dUM/dt)max = 130 ± 70
V/s.

(c) Diskussion

In Hinblick auf eine Verwendung in Zell-Halbleiter-Hybriden verbessern sich die Zell-
Eigenschaften mit fortschreitender Entwicklung [81]. So steigt die H�he der Aktionsstr�me
bzw. die H�he der Aktionspotentiale an, und die Membranleitf�higkeit nimmt zu. F�r
Messungen sollten deshalb bevorzugt ausdifferenzierte Zellen verwendet werden. Allerdings
setzt dies voraus, da§ sie solange in Kultur gehalten werden k�nnen und nicht vorher
absterben.

Diese Studie zeigt drei Ergebnisse: (i) in NBM kultivierte striatale Neurone zeigen gegen�ber in
SCM kultivierten Neuronen eine verringerte Einw�rtsstromdichte, aber unver�nderte
Ausw�rtsleitf�higkeit. Dieser Effekt ist unabh�ngig vom Substrat. (ii) In SCM kultivierte
Neurone zeigen eine deutlich bessere Entwicklung der Einw�rtsstromdichte, wenn sie auf Glas
anstelle auf Silizium kultiviert wurden. In NBM ist diese Substratabh�ngigkeit nicht
ersichtlich. (iii) Bei Kultur auf Silizium, ist in der Ausw�rtsleitf�higkeit 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 Pr�paration zu Pr�paration variierten, sind die
gewonnenen quantitativen Werte mit relativ hohen Fehlerbalken behaftet.

(i) Vergleich SCM / NBM: In Vergleich zur Kultur in SCM haben in NBM kultivierte Zellen
signifikant kleinere Zellk�rper (ãsomaÒ, AZ,opt), aber nur wenig kleinere Membrankapazit�ten
(CM). Dies kann m�glicherweise darauf zur�ckgef�hrt werden, da§ die Dendriten bei Kultur in
NBM st�rker verzweigt sind28. Die gefundenen experimentellen Daten legen nahe, da§ bei
Kultur in NBM signifikant und spezifisch die Entwicklung der Einw�rts-, aber nicht die der
Ausw�rts-Stromdichte verz�gert ist. Dies ist entweder direkt dadurch m�glich, da§ essentielle
Proteine f�r die Entwicklung der Na-Kan�le in NBM nicht enthalten sind, oder durch die
Unterdr�ckung des Gliazell-Wachstums29. Unabh�ngig von den Ursachen zeigt diese Studie,
da§ die elektrische Aktivit�t von Zellen, die in NBM kultiviert worden waren, behindert ist.
Da Glia-freie Zellkulturen aber f�r Zell-Halbleiter-Hybride w�nschenswert sind, m�ssen
verbesserte Medien entwickelt werden, welche zwar das Glia-Wachstum verhindern, aber
sonst die Entwicklung der Nervenzellen nicht verz�gern.

                                                
27 Zur Bestimmung dieser Werte wurden ebenfalls passive Anteile des aufgezeichneten Potentials abgetrennt.
28 Bei der Auswertung der Zellquerschnittsfl�che AZ,opt wurde nur der Zellk�rper, aber nicht die Dendriten
ber�cksichtigt. In der Membrankapazit�t ist aber die Kapazit�t der Dendriten enthalten, weshalb auch nicht die
ganze Zelle auf ein homogenes Potential geklemmt werden konnte.
29 Es gibt Hinweise, da§ Gliazellen Wachstumsfaktoren f�r Neurone ausscheiden.
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(ii) Vergleich Wafer / Glas: Von den beiden Auswirkungen des Substrats auf die
Zellentwicklung, fand eine, die Reduktion der Na+-Einw�rtsstromdichte nur in SCM, aber
nicht in NBM statt. Dies k�nnte ein Hinweis darauf sein, da§ das Substrat eine Auswirkung
auf das Wachstum von Gliazellen hat. Da in NBM ohnehin keine Gliazellen vorhanden sind,
spielt f�r diesen Effekt das Substrat keine Rolle. Falls das Wachstum von Gliazellen auf
Silizium dem gegen�ber auf Glas beeintr�chtigt w�re, k�nnte eine dadurch reduzierte
Aussch�ttung von Wachstumsfaktoren die Entwicklung von Na-Kan�len behindern.

Viel schwerer zu interpretieren ist der Einbruch der Kalium-Leitf�higkeit 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 Erkl�rung w�re z.B., da§
der Ausw�rtsstrom durch zwei Arten von Kan�len getragen wird, von denen die eine
ma§geblich im Anfangsstadium der Entwicklung, die andere aber erst in ausgebildeten Zellen
f�r den Stromtransport verantwortlich ist. Wenn durch irgendeinen Effekt Silizium-Substrate
die Entwicklung des zweiten Kanaltyps verz�gern w�rden, k�nnte eine L�cke in der Kalium-
Leitf�higkeit entstehen, wenn der erste Kanaltyps schon r�ckgebildet wird, der zweite aber
noch nicht fertig entwickelt ist.

Bei Neuronen scheint die Wahl des Substrats also durchaus einen Einflu§ auf die
Zellentwicklung zu haben, auch bei so �hnlichen Substraten wie Glas und oxi-/ nitridiertem
Silizium. Zur Verbesserung der Kulturbedingungen ist also neben der Entwicklung neuer
Medien auch eine Modifikation der Substratoberfl�chen erforderlich, welche nachteilige
Effekte des Substrats unterdr�ckt.

(iii) Ist oxi-/ nitridiertes Silizium biologisch �hnlich zu Glas ? Die Oberfl�che eines Substrats
kann in vielf�ltiger Weise mit Zellen wechselwirken. Die am offensichtlichsten dadurch
beeinflu§te Eigenschaft ist sicher die G�te der Zelladh�sion. Es ist weiterhin denkbar, da§
diese, d.h. die Art, wie Zellen adh�riert sind, auch Einflu§ auf andere Eigenschaften der Zellen,
z.B. die Ausbildung von Aktionspotentialen haben k�nnte. Dies ist deshalb durchaus denkbar,
da in nat�rlichem Gewebe Zellen immer in dichtem Kontakt mit Nachbarzellen stehen, also
hochgradig vernetzt sind. D.h. Zellen sp�ren ihre Umgebung. Deshalb scheint es nicht
unwahrscheinlich, da§ elektrophysiologische Eigenschaften von Zellen durch den Kontakt mit
ihrer Umgebung, im Fall von Zell-Halbleiter-Hybriden also durch die Adh�sion auf dem
Substrat bzw. der Sensor-Oberfl�che, beeinflu§t werden k�nnen. Grunds�tzlich kann
Zelladh�sion durch vier Eigenschaften beeinflu§t werden, in denen sich die Oberfl�chen von
Glas und oxi-/nitridiertem Silizium unterscheiden k�nnen: reaktive Gruppen, Rauhigkeit,
Ladung und Hydrophobizit�t.

Als Glas-Substrat wurde in dieser Studie Schott D263M Glas (64.1% SiO2, 8.4% B2O3, 4.2%
Al2O3, 6.4% Na2O, 6.9% K2O, 5.9% ZnO, 4.0% TiO2, 0.1% Sb2O3) verwendet. Da es bis zu
40% Metalloxide enth�lt, ist es chemisch nicht identisch zu SiO2. Chemische Reaktionen der
Zellen oder der Laminin-Beschichtung mit reaktiven Gruppen der Substrat-Oberfl�che 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 durchgef�hrt30 [62, 82]. Dabei wurde kein signifikanter
Unterschied in der Rauhigkeit festgestellt, wenn diese als mittlere H�henfluktuation bezogen
auf die Hauptebene eines 10 mm ´ 10 mm gro§en Substratausschnittes definiert wurde.
Aussagekr�ftiger w�ren aber Messungen der Rauhigkeit auf mehreren L�ngenskalen (0,1 nm -
100 mm), um z.B. Unterschiede in der Laminin-Adsorption und der mikroskopischen
Topologie auf die Zellanlagerung ausschlie§en zu k�nnen.

Aus vielen Studien ist bekannt, da§ Oberfl�chenladung Zelladh�sion beeinflussen kann [84,
85]. Die Oberfl�chenladung eines Substrats in w�§riger L�sung wird i.A. �ber den pH des
Ladungsneutralpunktes (pHpzc) angegeben. In Kontakt mit Elektrolyt bildet die SiO2-
Oberfl�che von Glas Silanol- (Si-OH), die Silizium-Wafer mit SiO2/ Si3N4-Oberfl�che neben
Silanol- auch Silamin- (Si-NH2) Gruppen. Da der pHpcz von Siliziumnitrid- und Siliziumoxid-
Oberfl�chen sehr �hnlich ist, folgern Bousse et al., da§ die Oberfl�che beider Substrate
haupts�chlich aus Silanol-Gruppen besteht und praktische keine ionisierbaren Silamin-
Gruppen (unter 2%) vorhanden sind [86], w�hrend Raiteri et al. einen etwas gr�§eren Silamin-
Gruppen-Anteil (bis 12 %) berichten [87]. Daraus folgert Bousse weiterhin, da§ bez�glich
Biokompatibilit�t oder Proteinadsorption beide Oberfl�chen sehr �hnlich sind. Ein Vergleich
der in der Literatur vorhandenen Daten deutet insgesamt an, da§ Si3N4-Oberfl�chen bei pH = 7
tendenziell weniger negativ geladen sind als SiO2-Oberfl�chen, besonders nach langem Kontakt
mit elektrolytischer L�sung [86-88], wobei der Herstellungsproze§ der Substrate eine gro§e
Rolle spielt.

Auch Hydrophobizit�t spielt in der Zelladh�sion eine Rolle [89]. Si3N4 ist hydrophober als
Glas. Dies ist z.B. daraus ersichtlich, da§ Wassertropfen besser auf Deckgl�schen, als auf den
in dieser Studie verwendeten oxi-/nitridierten Silizium-Wafern verlaufen.

Die Oberfl�chen von Glas und Silizium k�nnen sich damit insgesamt durchaus in Hinblick auf
ihre biologischen Eigenschaften unterscheiden, wobei Glas dabei das g�nstigere Substrat ist.
Dies ist bei der Entwicklung von Zell-Halbleiter-Hybriden zu ber�cksichtigen. Der Grad und
die Ursache der Unterschiedlichkeit sind noch nicht ausreichend bekannt. Besonders
kompliziert ist dabei, da§ sehr viele Parameter ber�cksichtigt werden m�ssen. So kann die
Adh�sion einer Zelle direkt vom unterliegenden Substrat beeinflu§t werden. M�glich ist aber
z.B. auch ein Einflu§ der Menge an Laminin, welches auf dem Substrat adsorbiert.

                                                
30 Die zugeh�rigen AFM-Messungen wurden von S. Dann�hl durchgef�hrt [82, 83].
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3 Kopplung elektrisch aktiver Zellen an Sensor-Oberfl�chen

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 Oberfl�che eines
Potential-Sensors untersucht werden. Mit Hilfe eines elektrischen Ersatzschaltbildes soll dabei
die H�he der zu erwartenden extrazellul�ren Potentiale berechnet werden, um so die
Anforderungen an einen Oberfl�chenpotential-Sensor zum Aufbau von Zell-Halbleiter-
Hybriden absch�tzen zu k�nnen. Ein von Fromherz und Mitarbeitern vorgestelltes
Ersatzschaltbild zur Beschreibung des elektrischen Kontaktes zwischen Zelle und Sensor ist in
Abb. 3.1.1 gezeigt1 [28, 93, 94].

Abbildung 3.1.1: Ersatzschaltbild zur Zell-Halbleiter-Kopplung. Zwischen einer adh�renten Zelle mit Radius
rZ und der unterliegenden Sensoroberfl�che liegt ein Elektrolytfilm der Dicke dZ [m] mit spezifischem
Widerstand rE [Wm]. W�hrend eines Aktionspotentials flie§t durch die Membran ein komplexer Ionenstrom iM

[Am-2], dessen ohmscher Anteil durch den Membranwiderstand rM [Wm2] und dessen kapazitiver Anteil durch
die Membrankapazit�t cM [Fm-2] bestimmt ist. Durch den Elektrolytfilm unter der Zelle flie§t dadurch ein Strom
ISr [A].

W�hrend eines Aktionspotentials str�men Ionen durch die Zellmembran. An der Oberseite der
Zelle findet dabei ein isotroper Ionenflu§ zum Volumen des Elektrolyts statt, wohingegen der
durch die Zellunterseite flie§ende Strom nur durch den d�nnen Elektrolytfilm zwischen Zelle
und Sensoroberfl�che abflie§en kann. Dabei f�llt gem�§ dem ohmschen Gesetz ein Potential
FS(r,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, extrazellul�ren Potential DFS(t) = FS(t,r=rZ) - FS(t,r=0)2:

                                                
1 Erweiterte Modelle sind z.B. in [52, 63, 90-92] beschrieben.
2 Um extrazellul�re Potentiale messen zu k�nnen ist also ein Sensor mit Ortsaufl�sung erforderlich, welcher die
Differenz der Oberfl�chenpotentiale 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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wobei I0 die modifizierte Besselfunktion nullter Ordnung und F und F-1 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 flie§t, verursacht also einen Potentialabfall am
komplexen Widerstand der Zellmembran und am Elektrolytfilm, unabh�ngig 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 h�her der Widerstand des
Elektrolytfilms im Vergleich zum komplexen Membranwiderstand ist, desto mehr Potential
f�llt extrazellul�r entlang des Elektrolytfilms ab. In erster N�herung ist die maximal me§bare
�nderung im extrazellul�ren Potential deshalb das Verh�ltnis zwischen Elektrolytfilm-
Widerstand und dem Gesamtwiderstand aus komplexem Membran- und Elektrolytfilm-
Widerstand, multipliziert mit der Amplitude des Aktionspotentials DUM.

Um m�glichst gro§e extrazellul�re Potentiale messen zu k�nnen, ist also ein hoher
Elektrolytfilm- und ein niedriger Membran-Widerstand n�tig. Da der spezifische Widerstand
des Zellmediums rE in etwa durch die Anforderungen der Zelle festgelegt ist, kann der
Widerstand des Elektrolytfilms experimentell nur durch eine m�glichst dichte Haftung der
Zelle auf der Sensoroberfl�che, d.h. durch Verringerung des Zell-Sensor-Abstands dZ optimiert
werden. Der gesamte Widerstand des Elektrolytfilms w�chst au§erdem mit dem Radius rZ der
Zelle, welcher aber ebenfalls nicht beeinflu§bar ist. Allerdings ist es m�glich den effektiven
Zellradius zu erh�hen, 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 h�her wird damit das extrazellul�re Potential an
der Unterseite der Zelle sein. Da bei den meisten Zellen der komplexe Membranwiderstand
recht hoch ist, k�nnen w�hrend eines Aktionspotentials extrazellul�r typischerweise nur ca.
100 mV Potential�nderung, also nur ein Tausendstel der Membranpotential�nderung gemessen
werden. Der Vorteil extrazellul�r messen zu k�nnen, wird damit im Vergleich zu intrazellul�ren
Messungen durch einen Verlust in der Empfindlichkeit erkauft.

Zur quantitativen Analyse von extrazellul�ren Potentialen verschiedener Zelltypen m�ssen
also neben den elektrischen Eigenschaften der Zellen die jeweiligen Parameter der
Zellgeometrie, wie der Abstand zwischen Zelle und Sensoroberfl�che dZ und der Zellradius rZ

experimentell bestimmt werden. Ist der Zellradius noch relativ einfach mit Mikroskopie zu
ermitteln, so ist die Spalte zwischen Zelle und Sensoroberfl�che wesentlich schwerer
zug�nglich.
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3.2 Untersuchungen zur Zelladh�sion mit Reflexions-Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie (RICM) und dem Rasterkraft-Mikroskop (AFM)3

Um die Eignung von NRK-Fibroblasten zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden zu
untersuchen, wird in diesem Kapitel deren Haftung auf Sensoroberfl�chen charakterisiert.
Dazu wird die Adh�sion von NRK-Fibroblasten und Herzmuskelzellen auf Silizium-basierten
Substraten verglichen.

(a) Methoden zur Untersuchung der Zelladh�sion

Damit Zellen dicht und fest auf einer Unterlage haften ist es oft n�tig, deren Oberfl�che gezielt
zu modifizieren. Da Zellen untereinander starke Verbindungen eingehen k�nnen eignen sich
besonders solche Molek�le, die auch in nat�rlichen Zellmembranen vorkommen, als
Adh�sions-unterst�tzende Beschichtungen f�r ein Substrat. In der Literatur sind viele
verschiedene Beschichtungsverfahren beschrieben4. Rein qualitativ eignen sich z.B. Laminin-
Beschichtungen f�r Nervenzell-Kulturen, Fibronektin-Beschichtungen f�r Herzmuskelzellen,
wogegen Fibroblasten-Kulturen auch auf vielen unbeschichteten Substraten gut anwachsen.
Um die Zelladh�sion quantitativ zu untersuchen, wurden in dieser Arbeiten zwei verschiedene
Ans�tze durchgef�hrt.

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 adh�riert ist. Ein Teil des einfallenden Lichtes wird bereits an der
Oberkante des Glassubstrats, d.h. an der Glas / Medium - Grenzfl�che reflektiert, ein anderer
Teil des einfallenden Lichtes dagegen erst an der Unterseite der Zelle, d.h. an der Medium /
Zellmembran - Grenzfl�che. Durch Aufnahme des aus beiden reflektierten Strahlen
entstehenden Interferenzmusters kann dann in erster N�herung die Dicke des Mediumfilms dZ

zwischen Zelle und Substrat angegeben werden5.

Mit Hilfe des Rasterkraft-Mikroskops (AFM) kann die Topologie von adh�renten Zellen
vermessen werden, insbesondere die Zellh�he hZ, welche mit rein optischer Mikroskopie nicht
zug�nglich 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 k�nnen unter bestimmten Annahmen Aussagen �ber
die Zelladh�sion getroffen werden. Im wesentlichen k�nnen drei verschiedene
Wechselwirkungen eine Rolle f�r die Zelladh�sion 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, mu§ f�r eine gute Haftung von Zellen an die
Oberfl�che eines Substrats die Zell-Substrat- st�rker als die Zell-Zell-Anziehung sein, da die
Zellen sonst zu Verb�nden aggregieren. Vernachl�ssigt man Fluktuationen der Zellmembran
                                                
3 Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [62] ver�ffentlicht. Die AFM-Bilder wurden von J. Domke
aufgenommen und die RICM-Messungen am Aufbau von G. Wiegand durchgef�hrt.
4 Die in dieser Arbeit verwendeten Protokolle sind im Anhang Kap. 11.2 nachzulesen.
5 Eine Beschreibung der RICM-Technik und der verwendeten Methoden zur Auswertung der Daten ist im
technischen Anhang Kap. 10.5 nachzulesen. Alternative optische Me§techniken sind z.B. TIRF [105-109] und
FLICM [110-114].
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(ãUndulationÒ, [122-125]), dann sind Zellen ohne Wechselwirkung mit ihrer Umgebung in
etwa kugelf�rmig6. Ist die Anziehung eines Substrats dagegen stark, so ist es energetisch
vorteilhaft, wenn ein m�glichst gro§er Anteil der Zelloberfl�che dicht auf dem Substrat
aufliegt, die Zellen also ausgestreckt und flach sind. In dieser Arbeit wird deshalb kugelf�rmige
Zelltopologie mit schlechter, flache und langgestreckte Zellform dagegen mit guter Zelladh�sion
verkn�pft.

Abbildung 3.2.1: Zelladh�sion auf einem Substrat. a) Die Wechselwirkung der Zellen mit dem Substrat ist
st�rker als die der Zellen untereinander. b) Die Wechselwirkung der Zellen untereinander ist st�rker als die mit
dem Substrat.

Abbildung 3.2.2: Zelladh�sion auf einem Substrat. a) Die Wechselwirkung mit dem Substrat beeinflu§t die
Form der Zelle kaum (ãKugel-FormÒ). b) Die Anziehung der Zelle durch das Substrat ist so stark, da§ sich die
Zelle m�glichst dicht anschmiegt (ãPfannkuchen-FormÒ).

(b) RICM-Messungen

Da Silizium-Substrate f�r sichtbares Licht nicht transparent sind, k�nnen mit ihnen keine
RICM-Messungen durchgef�hrt werden. Unter der Annahme, da§ Glas eine �hnliche
Oberfl�che wie oxi-/nitridiertes Silizium hat, wurden alle in diesem Kapitel beschriebenen
RICM Messungen mit Glas-Substraten (Schott D263M Glas) durchgef�hrt. NRK-
Fibroblasten wurden dazu direkt auf die Glassubstrate gesiedelt, w�hrend die Glassubstrate
vor Besiedelung mit Herzmuskelzellen mit Fibronektin beschichtet wurden. Alle Messungen
wurden an subkonfluenten Zellkulturen durchgef�hrt, 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 Pr�parationen 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
(ãfocal contactsÒ, [101]) zwischen Zelle und Substrat angesehen werden. Derartige ãfocal
contactsÒ waren fast immer �ber die gesamte Unterseite der NRK-Fibroblasten verteilt und
nahmen im Mittel einen Anteil von 16±5% (n=10)7 ein.

                                                
6 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 zerst�rt.
7 In dem gesamten Kapitel werden alle Me§werte als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. n bezeichnet
die Zahl der Messungen, welche der Statistik zu Grunde liegen.
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Abbildung 3.2.3: RICM Bilder von a) NRK Fibroblasten und b) Embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen. Die
Skalierungsbalken zeigen jeweils 10 mm an. Bei kugelf�rmigen Zellen m�§ten 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 ãfocal contactÒ bzw. ãfocal adhesionÒ angenommene Stelle der Zelle,
erkennbar als streifenf�rmiger dunkler Fleck im Interferenzbild. Am rechten Rand des Bildes der
Herzmuskelzelle sind schwache Interferenzringe erkennbar. Diese korrespondieren mit Interferenzen durch die
gew�lbte 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
Parameter8 f�r das Modell wurden so angepa§t, da§ es die experimentellen Daten am besten
beschreibt. Das Modell ergab dann einen Wert f�r den mittleren Abstand dZ zwischen
Zellmembran und Glassubstrat. So wurde an ãfocal contactsÒ der Zelle dZ = 30 nm gefunden.
Innerhalb einer Zelle variierte dieser Abstand um ±15 nm (n=10 ãfocal contactsÒ), die

Mittelwerte f�r verschiedene Zellen variierten um ±20 nm (n=10 Zellen). Um m�gliche Fehler
in der Auswertung zu bestimmen, wurden die Parameter des optischen Modells systematisch
variiert und die Auswirkung auf dZ untersucht. Es zeigte sich, da§ allein durch Variation eines
der Parameter um ca. 1% der Zell-Substrat-Abstand um bis zu ±25 nm ver�ndert wird9.

Die Form einzelner Herzmuskelzellen in den RICM-Aufnahmen war viel unregelm�§iger als
die von Fibroblasten. Auch waren die Herzzellbilder in der Regel viel kontrast�rmer und
weniger Anteile ihrer Adh�sionsfl�che konnten als ãfocal contactsÒ identifiziert werden.
Insgesamt standen im Mittelwert 6±3% (n=10) der Zellunterseite in dichtem Kontakt (ãfocal
contactsÒ) mit dem unterliegenden Glassubstrat. Dies ist ein signifikant geringerer Anteil als
der bei NRK-Fibroblasten gefundene. Da die Substrate zur Verbesserung der Zelladh�sion 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 zus�tzliche Schicht h�tte das Modell um zwei weitere Parameter,
Brechungsindex und Schichtdicke, erweitert werden m�ssen. In Hinblick auf die geringe
Fehlertoleranz bei der Parameterwahl wurde daher auf eine quantitative Bestimmung des Zell-
Substrat-Abstandes f�r Herzmuskelzellen verzichtet.

In einigen RICM-Aufnahmen von Herzzellen konnten gro§e Interferenzringe beobachtet
werden, welche �blicherweise mit Lichtreflexion an der Oberseite der Zelle erkl�rt werden
[104]. Da sie klar von den Reflexionen an der Unterseite der Zelle unterscheidbar waren, wurde
                                                
8 Optische Dicken d2 und Brechungsindizes n0, n1, n2, n3.
9 Am meisten Einflu§ hatte die Variation des Brechungsindex des Cytosols n3.
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dadurch die Identifikation der „focal contacts“ nicht beeinflußt. Insbesondere bei
Herzmuskelzellen, welche während der RICM-Messung kontrahierten, war klar erkennbar,
daß sich während einer Kontraktion zwar die durch Reflexionen an der Zelloberseite
entstandenen Interferenzringe weiteten, aber die Interferenzbilder an „focal contacts“ der
Zellunterseite unverändert blieben.

(c) AFM-Messungen

Alle AFM-Messungen wurden mit einem Bioscope von Digital Instruments durchgeführt. Die
Messungen wurden an subkonfluenten Rasen aus NRK-Fibroblasten und embryonalen
Hühner-Herzmuskelzellen auf Silizium-Substraten mit Oxid/Nitrid-Beschichtung
aufgenommen10. Im normalen Kontakt-Modus werden weiche Objekte wie Zellen bei einer
Auflagekraft des AFM-Tips von ca. 1-2 nN zusammengedrückt und die so direkt aus den
Kraft-Abstands-Kurven bestimmten Höhen 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 können dann
abschnittsweise mit dem Hertz-Modell [126] simuliert werden, wobei der Youngs-Modulus
und die reale Höhe hZ als unabhängige Simulationsergebnisse geliefert werden  [127, 128]
(„force map“-Modus).

Aus den aufgenommenen AFM-Bildern wurden direkt Länge lZ, Breite bZ und optische
Querschnittfläche AZ,opt der abgebildeten Zellen bestimmt. Die reale Zellhöhe hZ wurde dann
mittels der „force map“-Methode gewonnen. Zur weiteren Auswertung der Daten wurden die
Verhältnisse s1 = lZ/bZ und s2 = (π/4)1/2 hZ/AZ,opt

1/2 berechnet11. Dabei wird angenommen, daß
Zellen um so besser haften, je größer s1 und je kleiner s2 ist. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2.1
zusammengefaßt.

Zelltyp n lZ [µm] bZ [µm] hZ [µm] AZ,opt [µm2] s1 s2

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 adhärenter Zellen.

(d) Diskussion der Ergebnisse

Aus den AFM-Messungen folgt eindeutig, daß NRK-Fibroblasten zwar eine größere absolute
Kontaktfläche 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 Adhäsion von Herzmuskelzellen hin.

Die RICM-Messungen ergeben eine größere Anzahl von „focal contacts“ für NRK-
Fibroblasten als für Herzmuskelzellen. Auch waren die „focal contacts“ gleichmäßig über die
Zellunterseite der Fibroblasten verteilt. Da „focal contacts“ als Zonen besonders dichter
Zelladhäsion angesehen werden, deuten die mit RICM an der Unterseite der Zellen

                                                
10 Eine detaillierte Beschreibung der Substrate („Typ 1A“) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
11 Dazu wurde die Form der Zelle als Ellipsoid mit den Achsen lZ, bZ und hZ angenommen. Für ein Scheiben-
förmiges Ellipsoid (lZ=bZ) gilt s1 = 1, für ein Zigarren-förmiges (lZ>>bZ) gilt s1 → ∞. Für ein Kugel-förmiges
Ellipsoid (lZ=bZ=hZ, AZ,opt ∝ lZ•bZ) gilt s2

 = 1, für ein flaches (hZ << lZ, hZ << bZ) gilt s2
 = 0.
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beobachteten Bilder der Adh�sionszone auf eine dichtere Adh�sion von NRK-Fibroblasten
hin.

Die durch AFM-Messungen gewonnene Aussage, da§ Herzmuskelzellen flacher als NRK-
Fibroblasten sind, wird auch durch die RICM-Messungen erh�rtet. Denn nur bei Herzzellen,
aber nie bei Fibroblasten wurden Licht-Reflexionen von der Oberseite der Zelle beobachtet.
Die Zelloberseite bei Herzmuskelzellen mu§ folglich n�her am Substrat gewesen sein, als die
von Fibroblasten. Einen weiteren Hinweis auf gute Zellhaftung von Herzmuskelzellen ist die
Tatsache, da§ der Zell-Substrat-Abstand an ãfocal contactsÒ auch w�hrend 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 gekl�rt werden,
ob die Adh�sion von Herzmuskelzellen auf Glas st�rker 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 Adh�sion von
Herzmuskelzellen weniger langzeitstabil zu sein. Es konnte einige Male beobachtet werden,
da§ sich nach einigen Tagen in Kultur der gesamte Herzmuskelzell-Rasen vom Glassubstrat
l�ste und ein ballf�rmiges Aggregat bildete. Derartiges L�sen vom Substrat wurde niemals bei
NRK-Fibroblasten beobachtet.

Der f�r Fibroblasten mit RICM gewonnene Wert dZ = 30±25 nm f�r den Abstand zwischen
Zelle und Substrat an ãfocal contactsÒ ist in vern�nftiger �bereinstimmung 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
zur�ckzuf�hren. Um die Messungen quantitativ auswerten zu k�nnen, ist die Aufstellung
eines optischen Modells erforderlich. In dieser Arbeit konnten die experimentell gefundenen
Daten am besten mit einer d2 = 10 nm dicken Zellmembran erkl�rt werden. Dieser Wert ist
signifikant gr�§er als die physikalische Dicke einer Lipid-Doppelschicht von 3-5 nm [102,
129]. D.h. die als Zellmembran bezeichnete optische Schicht umfa§t neben der eigentlichen
Lipid-Doppelschicht auch Teile des Aktin-Netzwerks in der Zelle und der extrazellul�ren
Glykokalix. Da die optischen Schichten nicht genau mit den realen, strukturellen Schichten
�bereinstimmen, ist die absolute Angabe der optischen Schichtdicken mit Fehlern behaftet.
Genauso k�nnen die Brechungsindizes der optischen Schichten nur mit Unsicherheiten
angeben werden. Zus�tzlich wird auch dar�ber diskutiert, da§ der Brechungsindex der
Zellmembran nicht homogen entlang der gesamten Zellunterseite verteilt ist, sondern durch
vermehrte Aktin-Anreicherung an ãfocal contactsÒ erh�ht ist [95]. Die G�te der Simulation der
experimentellen Daten und damit die Bestimmung des freien Parameters, hier des Zell-
Substrat-Abstands dZ, ist damit allein durch Unsicherheiten bei der Wahl der Parameter schon
stark eingeschr�nkt. Zur quantitativen Bestimmung von Zell-Substrat-Abst�nden ist die
RICM-Technik daher nur bedingt geeignet. Sie liefert aber direkte Bilder der Topologie der
Zellunterseite, in welchen dicht an das Substrat adh�rierte Bereiche der Zelle dunkel
erscheinen.

Da RICM nur an transparenten Substraten m�glich ist, mu§ten die in dieser Arbeit
beschriebenen RICM-Messungen mit Glas-Substraten durchgef�hrt werden, obwohl es das
Ziel war, die Adh�sion von Zellen auf Silizium-Substraten mit Oxid/Nitrid-Beschichtung zu
untersuchen. In Kap. 2.5 wurde bereits diskutiert, in wie weit sich die Oberfl�che von Glas-
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und Silizium- Substraten unterscheidet. Um dennoch Interferenzmessungen an nicht-
transparenten Substraten durchf�hren zu k�nnen, wurde k�rzlich in der Gruppe von Fromherz
die FLICM (fluorescence interference-contrast microscopy) -Technik entwickelt [110]. Damit
sind Zell-Substrat-Abstands-Messungen auch an Silizium-Substraten m�glich. Der mit
FLICM an Erythrocyten bestimmte Wert f�r den minimalen Zell-Substrat-Abstand auf
oxidierten Silizium-Substraten von dZ = 12,4 ± 0,7 nm [112] ist in guter �bereinstimmung mit
dem mit RICM an auf Glas adh�rierten Erythrocyten bestimmten Wert von ca. 10 nm [130-
133]. Dieser Vergleich deutet an, da§ die Ergebnisse der Adh�sions-Untersuchungen von
Herzmuskel- und NRK-Zellen auf Glas-Substraten, auf deren Adh�sion auf oxi/nitridierten
Silizium-Substraten �bertragbar ist.

Zusammenfassend gesehen ist die Adh�sion von NRK-Fibroblasten auf Silizium-Substraten
vergleichbar mit der von Herzmuskelzellen. Von der Seite der Zelladh�sion her betrachtet,
scheinen NRK-Fibroblasten damit eine vielversprechende Zellart f�r den Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden zu sein, welche in vielen Anwendungen Herzmuskelzellen ersetzen
k�nnte.
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3.3 Simulation extrazellul�rer Potentiale

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

(a) Wahl der Parameter

Zur Simulation des extrazellul�ren Potentials mu§ der zeitliche Verlauf des intrazellul�ren
Membranpotentials UM(t) bekannt sein. F�r die in diesem Kapitel vorgestellten Simulationen
wurden dabei folgende, mit patch-clamp bestimmte Aktionspotentiale UM(t) verwendet, deren
maximale Amplitude und Steigung in Tab. 3.3.1 zusammengefa§t ist:

(i) ãNRKÒ: NRK-Fibroblasten (bei 20-25¡C), siehe Abb. 2.4.2.a
(ii) ãHerz, kaltÒ: Embryonale H�hner-Herzmuskelzellen (bei 20-25¡C), siehe Abb. 2.4.2.b
(iii) ãHerz, warmÒ: Postnatale Ratten-Herzmuskelzellen (bei 37¡C), siehe Abb. 2.4.2.c
(iv) ãNervenÒ: Embryonale striatale Neurone (bei 20-25¡C), siehe Abb. 2.5.1.b12

NRK
(Bsp.)

NRK
(Mit.)

Herz
ãkaltÒ
(Bsp.)

Herz
ãkaltÒ
(Mit.)

Herz
ãwarmÒ
(Bsp.)

Nerven
(Bsp.)

Nerven
(Mit.)

UMmin [mV] -71 -64 -55 -59 -73 -98 -93
UMmax [mV] 33 35 14 8 4 10 7

DUM [mV] 104 99 69 67 77 108 100

(dUM/dt)max [V/s] 1,2 1,2 2,1 1,6 34 217 130
Tabelle 3.3.1: Kennwerte von Aktionspotentialen, aufgenommen an verschiedenen Zellarten13.

Um nicht immer den gesamten zeitlichen Verlauf eines Aktionspotentiales f�r die Simulation
verwenden zu m�ssen, wurde eine empirische Formel aufgestellt, die den Verlauf mit zwei
Parametern, der maximalen Amplitude DUM und der maximalen Steigung (dUM/dt)max,

beschreibt. Es reicht dann aus, die maximale Amplitude DUM und die maximale Steigung
(dUM/dt)max der Aktionspotentiale zu kennen14:

                                                
12 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 IMH = 500 pA verwendet,
wobei die rein passive, durch Membranwiderstand und -kapazit�t verursachte Antwort abgezogen wurde.
13 Die hier f�r die Simulation verwendeten Parameter wurden alle an Zellen bestimmt, welche auf oxi-/
nitridierten Silizium-Substraten adh�riert waren. Es werden hier f�r jeden Zelltyp 2 Parameters�tze verwendet: In
(Bsp., Beispiel) wurden exemplarisch die Werte DUM und (dUM/dt)max aus den in (i) - (iv) genannten
Experimenten verwendet. In (Mit., Mittelwert) wurden die Mittelwerte f�r DUM und (dUM/dt)max aus mehreren
Messungen verwendet.
14 F�r eine einzige Messung w�rde dies nat�rlich keinen Sinn machen, da zur Bestimmung von DUM und
(dUM/dt)max sowieso der gesamte Aktionspotentialverlauf UM(t) mit Hilfe der patch-clamp Technik aufgezeichnet
werden mu§. Es kann aber erheblicher Zeitaufwand gespart werden, wenn mehrere Zellen untersucht und ein
Mittelwert bestimmt werden soll. Der zeitliche Verlauf eines Aktionspotentials l�§t sich schlecht mitteln, da das
�ffnen von Ionenkan�len ein statistischer Proze§ ist. Um den Mittelwert des maximal zu erwartenden
extrazellul�ren Potentials zu bestimmen, m�§ten f�r alle gemessenen Aktionspotentiale die zugeh�rigen
extrazellul�ren 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 l�§t sich aus allen Aktionspotentialmessungen der Mittelwert der maximalen Amplitude und maximalen
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Neben dem zeitlichen Verlauf des Aktionspotentials gehen in die Simulation der spezifische
Widerstand rM und die spezifische Kapazit�t cM der Zellmembran, der Radius der
Kontaktfl�che rZ, der Abstand dZ zwischen Zelle und unterliegendem Substrat und der
spezifische Widerstand rE = 70 Wcm des Zellmediums ein. Die hier benutzten Werte sind in
Tab. 3.3.2 zusammengefa§t15.

Tabelle 3.3.2: Kennwerte passiver elektrischer
Eigenschaften und der Zell-Substrat-Kontaktzone,
aufgenommen an verschiedenen Zellarten16.

(b) Ergebnisse

Die Ergebnisse der mit diesen Werten durchgef�hrten Simulation zur Bestimmung des
maximalen extrazellul�ren Potentials DFSmax sind in Tab. 3.3.3 zusammengefa§t. In Abb. 3.3.1
ist exemplarisch der simulierte zeitliche Verlauf des f�r Herzmuskelzellen berechneten
extrazellul�ren Potentials DFS(t) aufgezeichnet.

Tabelle 3.3.3: Vorhersage
extrazellul�rer Potentiale
verschiedener Zellarten17.

                                                                                                                                                        
Steigung bestimmen. Unter Verwendung von Gl. 1 reicht dann eine Simulation, um den Mittelwert des
maximal zu erwartenden extrazellul�ren Potentials zu berechnen.
15 In grober N�herung wurden hier die Zellen als rund und mit homogenem Abstand zum Substrat angenommen.
Der Kontaktradius rZ wurde dazu aus den mikroskopisch bestimmten Fl�chen AZ,opt der Zellen ermittelt: AZ,opt =
p rZ

2. Der Elektrolytwiderstand wurde an Herzmedium experimentell bestimmt.
16 F�r rM und cM wurden die in Kap. 2.4 und Kap. 2.5, f�r rZ und dZ die in Kap. 3.2 und Kap. 2.5 ermittelten
Werte verwendet. F�r 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, da§ der Zell-Substrat-Abstand mehr
von der Beschichtung eines Substrats, als vom Zelltyp abh�ngt [113]. F�r 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, da§ dort unter der Zelle Glia-Zellen lagen und dZ damit zu
klein angenommen wurde.
17 Die Simulation wurde mit Gl. 1 aus Kap. 3.1 durchgef�hrt: 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 UM(t) verwendet,
wobei die Parameter DUM und (dUM/dt)max der in (Mes.) dargestellten Messung entnommen wurden. In (Mit.,
Mittelwert) wurde ebenfalls Gl. 1 aus diesem Kapitel verwendet, aber die Mittelwerte f�r DUM und (dUM/dt)max

aus mehreren Messungen verwendet.

NRK Herz Nerven

rM [kWcm2] 60 20 3,9

cM [mFcm-2] 1 1 2,7

rZ [mm] 23 20 9,4

dZ [nm] 30 65 109

NRK Herz
ãkaltÒ

Herz
ãwarmÒ

Nerven

DFSmax [mV] (Mes.) 70 40 384 880

DFSmax [mV] (Bsp.) 76 47 396 882

DFSmax [mV] (Mit.) 74 42 - 546
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(c) Diskussion

Ein Vergleich der Simulationsergebnisse, die unter Verwendung experimentell bestimmter
Aktionspotential-Verl�ufe ermittelt wurden (Mes.) mit denen, bei welchen Gl. 1 verwendet
wurde (Bsp.) zeigt, da§ der relevante zeitliche Verlauf eines Aktionspotentials im
wesentlichen durch dessen maximale Amplitude und maximale Steigung beschrieben ist. Die
i.A. mit geringerer Steigung abfallende Abklingphase des Aktionspotentials hat auf den
Maximalwert des extrazellul�ren Potentials kaum Einflu§, wohl aber auf dessen Form, siehe
Abb. 3.3.1. Es zeigt sich, da§ die H�he eines extrazellul�ren Potentials besonders durch die
Steilheit des Aktionspotentials bestimmt ist. Da die Amplitude eines Aktionspotentials bei
den meisten Zellen im Bereich von DUM » 100 mV liegt, spielt sie f�r die H�he extrazellul�rer
Potentiale keine gro§e Rolle.

Abbildung 3.3.1: In der oberen Reihe ist der zeitliche Verlauf des Aktionspotentials UM(t)-UMR von a)
embryonalen H�hner-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, da§ 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 extrazellul�ren Potentiale DFS(t) dargestellt. Das unter
Verwendung von Gl. 1 bestimmte maximale extrazellul�re Potential DFSmax (Bsp.) stimmt dabei sehr gut mit
dem Wert �berein, welcher aus dem gemessenen Zeitverlauf des Aktionspotential bestimmt wurde (Mes.). Im
biphasischen Verlauf des mit Gl. 1 f�r Ratten-Herzmuskelzellen berechneten extrazellul�ren Potentials (Bsp.)
ist deutlich der kapazitive Kopplungsmechanismus zu erkennen, der auf den schnellen Abfall des
Aktionspotentials zur�ckzuf�hren ist. Der real gemessene Abfall des Aktionspotentials ist dagegen so langsam,
da§ nur eine ohmsche, monophasische Kopplung vorhergesagt wird (Mes.).

Die Verwendung von embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen bei Raumtemperatur erscheint
zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden wenig erfolgversprechend, da die zu erwartenden
extrazellul�ren Potentiale aufgrund des langsamen Aktionspotentials sehr klein sind. Das
gleiche gilt im Prinzip auch f�r NRK-Fibroblasten. Diese sind allerdings etwas gr�§er und auch
vermutlich etwas dichter an der Substratoberfl�che adh�riert, wodurch h�here extrazellul�re
Potentiale zu erwarten sind. Da NRK-Fibroblasten konfluent, d.h. dicht an dicht kultiviert
werden m�ssen um Aktionspotentiale ausbilden zu k�nnen, kann der effektive Kontaktradius
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viel gr�§er als der einer einzelnen Zelle sein. Daher scheint es durchaus realistisch, da§ bei
Raumtemperatur gemessene, gemittelte extrazellul�re Potentiale unter einem Zellrasen aus
NRK-Fibroblasten oder embryonalen H�hner-Herzmuskelzellen deutlich gr�§er als die unter
einzelnen Zellen sind.

Bei auf 37¡C temperierten postnatalen Ratten-Herzmuskelzellen sind wegen der Steilheit des
Anstiegs des Aktionspotentials ausreichend hohe extrazellul�re Potentiale zu erwarten (>>
100 mV). Dies wurde z.B. in der Gruppe von A. Offenh�usser experimentell gefunden, indem

mit FET-Feldern extrazellul�re Signale von mehreren 100 mV aufgezeichnet werden konnten18

[63, 134, 135]. Aufgrund ihrer leichten Handhabung sind Herzmuskelzellen bei
physiologischen Temperaturen also eine gut geeignete Zellart f�r den Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden.

Simulationen mit Nervenzellen zeigen, da§ trotz ihrer kleinen Zellgr�§e und des recht gro§en
Zell-Substrat-Abstands, wegen ihres schnellen Aktionspotentialanstiegs realistische Chancen
bestehen, extrazellul�re Potentiale messen zu k�nnen. So wurde von mehreren Gruppen die
erfolgreiche Messung extrazellul�rer Potentiale berichtet [15, 30, 32, 33, 136-139]. In
serumfreiem Medium ist es aber recht wahrscheinlich, da§ Glia-Zellen zwischen der
eigentlichen Nervenzelle und dem Sensor liegen. Dadurch w�re der Abstand zwischen Neuron
und Sensor sehr gro§ und die Chance extrazellul�re Potentiale messen zu k�nnen verringert. In
serumfreier Zellkultur sind keine Gliazellen vorhanden, daf�r ist aber die Ausbildung von
Aktionspotentialen beeintr�chtigt. In der Gruppe von Fromherz konnten unter serumfreien
Kulturbedingungen extrazellul�re Potentiale einzelner Neurone mit FET-Feldern gemessen
werden [140-142]. Ideal w�re allerdings die Entwicklung eines Kulturmediums, welches Glia-
Wachstum unterdr�ckt, aber trotzdem die Entwicklung der Zellen nicht gegen�ber Kultur in
serumhaltigem Medium verz�gert.

                                                
18 Allerdings l�§t sich deren Signalform nur grob mit der in dieser Arbeit verwendeten Simulationsmethode
beschreiben. Offenh�usser und Mitarbeiter mu§ten zur verbesserten Beschreibung der Signalform Potential-
abh�ngige Ionenkanal-Leitf�higkeiten verwenden.
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3.4 Zelladh�sion auf Galliumarsenid19

Damit Zellen auf der Oberfl�che eines Sensors wachsen, mu§ diese biokompatibel sein. Dies
ist zwar f�r Silizium-basierten Oberfl�chen erf�llt, nicht aber bei GaAs.

Die Toxidizit�t von GaAs ist in Abb. 3.4.1 veranschaulicht: Wird ein St�ck GaAs auf einen
intakten Zellrasen gelegt, so sterben nach einiger Zeit die Zellen in der N�he des GaAs-St�cks
ab, w�hrend weit entfernte Zellen nicht gesch�digt werden. Je l�nger das GaAs-St�ck in der
L�sung liegt, um so weiter breitet sich das Absterben der Zellen aus. Es liegt damit nahe, da§
durch den Elektrolyten toxische Stoffe aus dem GaAs-St�ck gel�st werden, die sich
Diffusions-getrieben in der L�sung verteilen. Vermutlich sind dabei gel�ste Arsenatome, die in
w�§riger L�sung zu arseniger S�ure reagieren, f�r die Toxidizit�t von GaAs verantwortlich
[144].

Abbildung 3.4.1: a) Photographie eines Zellrasens von NRK-Fibroblasten, 3 Tage nach Aussaat auf einer
unbeschichteten Petrischale. Die Skalierungsbalken zeigen 100 mm L�nge an. b) Auf diese Probe wurde dann
ein steriles GaAs-Bruchst�ck 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 L�sung zu unterbinden, m�ssen Sensoren mit GaAs-
Oberfl�chen also mit einer diesbez�glichen Schutzschicht �berzogen werden20. In dieser Arbeit
wurden dazu zwei Ans�tze getestet. Schutzschichten aus aufgesputtertem SiO2 haben sich als
instabil erwiesen, da sie in Kontakt mit Elektrolyt leicht zu Rissen tendieren.
Vielversprechender war der �berzug mit PMMA21, 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 �berzogen wurden.

                                                
19 Die Daten aus diesem Kapitel wurden in [143] ver�ffentlicht.
20 Zus�tzlich soll die Schutzschicht auch verhindern, da§ Ionen aus dem Elektrolyt, wie Na+ in den Halbleiter
diffundieren und diesen dadurch verunreinigen.
21 2% Poly(Methylmethacrylat) mit Molekulargewicht 150000 g/mol, gel�st in Methylisobuthylketon (MIBK).
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4 Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS)

4.1 Funktionsweise

Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS) ist ein i.A. in w�§riger L�sung
arbeitender Oberfl�chenpotential-Sensor mit Ortsaufl�sung [3, 145-150]. Er ist aus einem
lateral v�llig unstrukturierten Halbleitersubstrat (S) aufgebaut, dessen R�ckseite mit einem
ohmschen Kontakt versehen und dessen Vorderseite mit einer Isolationsschicht (I) �berzogen
ist. Die Isolationsschicht steht auf ihrer anderen Seite in Kontakt mit elektrolytischer L�sung
(E), vgl. Abb. 4.1.1. Zwischen einer Referenzelektrode im Elektrolyt und der R�ckseite des
Halbleiters wird eine Vorspannung Ubias angelegt. Unter Gleichgewichtsbedingungen kann auf
Grund der Isolationsschicht kein Strom flie§en. Wird nun ein Teil des Halbleiters mit einem
modulierten Lichtzeiger beleuchtet, so werden dort Elektron-Loch-Paare erzeugt und es flie§t
ein Photostrom IP, dessen Amplitude abh�ngig vom lokalen Oberfl�chenpotential der
beleuchteten Stelle ist. Durch Verfahren des als virtuelle Elektrode wirkenden Lichtzeigers
entlang der Oberfl�che kann die Me§position frei gew�hlt werden. Oberfl�chenpotential-
Messungen sind damit nicht auf speziell strukturierte Orte der Oberfl�che eingeschr�nkt, wie
z.B. die Gate-Elektroden bei Feldeffekt-Transistor-Feldern.

Abbildung 4.1.1: Aufbau eines LAPS in
Elektrolyt (E), Isolator (I), Halbleiter (S)
Geometrie. Die unstrukturierte Oberfl�che des
Bauelements ist parallel zur x-y-Ebene
eingezeichnet. Mit einem modulierten
Lichtzeiger wird ein Teil der Oberfl�che
beleuchtet. Bei geeigneter Vorspannung Ubias

flie§t dann ein Photostrom IP in z-Richtung.
Dessen Amplitude ist abh�ngig vom lokalen
Oberfl�chenpotential an der beleuchteten
Stelle.

Um den Photostrom zu berechnen, m�§te die Diffusionsgleichung f�r Elektronen und L�cher
im Halbleiter unter Ber�cksichtigung des Drift-Term gel�st werden [151, (K.1.7.1, S.51)]. Alle
Berechnungen in diesem Kapitel beziehen sich auf einen n-dotierten Halbleiter.
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Dabei ist pn [m
-3] die L�cherdichte, Gp[m

-3s-1] = Gp(x,y,z,t) die Generationsrate von Elektron-
Loch-Paaren, tSp und DSp die Lebensdauer bzw. die Diffusions-Konstante freier L�cher im

Volumen des Halbleiters, mp[m
2V-1s-1] die L�cher-Beweglichkeit, E[Vm-1] =

E(pn(x,y,z,t),x,y,z,t) das von der angelegten Vorspannung abh�ngige elektrische Feld im
Halbleiter und jpz[m

-2s-1] = jpz(x,y,z,t) die axiale L�cherstromdichte. Der erste Term in Gl. 1
beschreibt dabei die Licht-generierte Erzeugung freier L�cher, der zweite die L�cher-
Rekombination im Volumen des Halbleiters, der dritte die L�cher-Diffusion und der vierte die



   Kap. 4: Der Licht-adressierbare potentiometrische Sensor (LAPS)                                                                  

48

L�cher-Drift durch das elektrische Feld im Halbleiter. Elektronen k�nnen analog behandelt
werden. I.A. ist Gl. 1 aber nicht analytisch l�sbar und in der Literatur sind nur sehr
eingeschr�nkte Spezialf�lle beschrieben [152]. Daher wurde in dieser Arbeit Gl. 1 durch
Aufspaltung in Teilprobleme gel�st.

Zum besseren Verst�ndnis der Verh�ltnisse im LAPS ist in Abb. 4.1.2 der Verlauf des
elektrostatischen Potentials f�r 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 L�cher
angezogen und das Potential im Halbleiter dadurch statisch abgeschirmt1. 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 �berall
dort, wo freie Ladungstr�ger verf�gbar sind, sind das Volumen von Elektrolyt und Halbleiter
feldfrei. Im Halbleiter liegt nur an der Grenzfl�che zum Isolator ein elektrisches Feld vor.
Dieser Bereich wird als Raumladungszone bezeichnet.

Im folgenden sei nun angenommen, da§ im Volumen des Halbleiters durch einen scharf
fokussierten Lichtblitz zus�tzliche Elektron-Loch-Paare erzeugt werden2. Im n-dotierten
Halbleiter sind im Volumen viele freie Elektronen enthalten. Durch die Licht-erzeugten
Elektronen �ndert sich die Elektronendichte deshalb kaum. Anders bei freien L�chern. Deren
Dichte ist im Volumen des Halbleiters sehr niedrig. Deshalb ist an der beleuchteten Stelle die
lokale Zahl freier L�cher merklich erh�ht, vgl. Abb. 4.1.2.

Im feldfreien Volumen des Halbleiters wirkt auf die Licht-generierten �berschu§ladungstr�ger
keine elektrostatische Kraft3. Sie beginnen nach dem Fickschen Gesetzt zu diffundieren und
zwar aufgrund der Feldfreiheit radial in alle Richtungen. Dieser Proze§ ist als reiner
Teilchentransport zu verstehen: L�cher und Elektronen diffundieren symmetrisch nach allen
Richtungen, wobei kein Netto-Ladungstransport stattfindet. Es flie§t ein Teilchenstrom, aber
kein Ladungsstrom. Dieser Proze§ wird in Kap. 4.3 ausf�hrlich beschrieben. Zus�tzlich mu§
noch die Rekombination der �berschu§ladungstr�ger ber�cksichtigt werden, da diese im
Volumen des Halbleiters nur eine endliche Lebensdauer haben.

Durch Diffusion wird ein Teil der �berschu§ladungstr�ger schlie§lich in die N�he
Raumladungszone an der Grenze zur Isolationsschicht gelangen. Diese ist nicht feldfrei,
wodurch L�cher und Elektronen sich nicht mehr �quivalent verhalten: Die ankommenden
Ladungstr�ger werden im elektrischen Feld der Raumladungszone getrennt. Ist der Elektrolyt
negativer als der Halbleiter, so werden L�cher im Feld der Raumladungszone in Richtung der
Isolationsschicht angezogen, w�hrend Elektronen von der Raumladungszone abgesto§en
werden. Die Richtung dieser Ladungstrennung ist dabei abh�ngig vom Vorzeichen der
Vorspannung. Da im Feld der Raumladungszone L�cher in eine andere Richtung als Elektronen
flie§en, findet Ladungstransport statt und bei geeigneter Vorspannung flie§t ein Ladungsstrom,
welcher im folgenden als Photostrom IP bezeichnet wird. Dieser Proze§ wird in Kap. 4.2
detailliert beschrieben.
                                                
1 Analog dem Debye-H�ckel-Modell.
2 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.
3 Da gleich viele Elektronen und L�cher w�hrend des Lichtblitzes erzeugt werden, wird die so generierte
Ladungstr�gerwolke nicht durch elektrostatische Absto§ung auseinander getrieben.
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Nat�rlich ist es in der Praxis nicht m�glich, einen Lichtblitz im Inneren des Halbleitervolumens
zu erzeugen. Vielmehr mu§ der Halbleiter von seiner Vorderseite her durch den Elektrolyt oder
von seiner R�ckseite her beleuchtet werden. An dieser Stelle soll vielmehr durch Abstraktion
die Beteiligung zweier getrennter Prozesse verdeutlicht werden: (i) Licht-generierte
Ladungstr�ger im Volumen des Halbleiters diffundieren isotrop, es flie§t ein diffusiver
Teilchenstrom sowohl in radialer, als auch in axialer Richtung. (ii) �berall dort, wo freie
Ladungstr�ger entlang der Halbleiter-Oberfl�che in den Bereich der Raumladungszone gelangen,
werden Elektronen und L�cher in deren Feld getrennt, was bei geeigneter Vorspannung einen in
axialer Richtung flie§enden Photostrom verursacht.

Abbildung 4.1.2: a) Verlauf des
elektrostatischen Potentials in einer EIS-
Struktur bei negativer Vorspannung. b)
Verlauf des axialen elektrischen
Potentials senkrecht zur Oberfl�che, Ez =
- ¶y/¶z. Es gibt kein radiales elektrisches
Feld parallel zur Oberfl�che, Ex = Ey =
0. c) Verlauf der Dichte freier Elektronen
und d) L�cher im n-dotierten Halbleiter.
Im Volumen betr�gt die Elektronendichte
dabei nn0 = 1021 m-3. Zus�tzlich wurde
sowohl zur Elektronen-, als auch zur
L�cherdichte folgender Term als Licht-
generierte Ladung addiert: dnill = dpill =
1020m-3· exp(-2·[(z-5mm) / 0,15mm]2),
d.h. ein Gau§-f�rmiger Lichtblitz 5 mm
tief im Volumen des Halbleiters mit einem
Radius von 0,15 mm. Durch die vom
Lichtblitz erzeugte �berschu§ladung
wird die Elektronendichte nicht
ver�ndert, wogegen in der L�cherdichte
deutlich die zus�tzlichen Ladungstr�ger
erkennbar sind. Nach dem Lichtblitz
beginnen die �berschu§ladungstr�ger
isotrop zu diffundieren.

Das Anwendungspotential des LAPS ist im wesentlichen durch 3 Parameter bestimmt: (i)
Potentialempfindlichkeit, (ii) Ortsaufl�sung und (iii) Zeitaufl�sung. In den folgenden Kapiteln
werden theoretische und experimentelle Untersuchungen zur Charakterisierung dieser
Parameter vorgestellt.
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4.2 Analyse der Oberfl�chenpotential-Empfindlichkeit

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

(a) Gleichgewichts-Ladungstr�gerverteilung in einer EIS-Struktur

Potentiale elektrischer Ladungen an der Grenzfl�che eines Leiters werden durch freie
Ladungstr�ger mit entgegengesetzter Ladung im Leiter abgeschirmt. In Abb. 4.2.1 ist f�r eine
EIS-Struktur der Verlauf der Ladungstr�gerdichten im n-dotierten Halbleiter (z³0) f�r drei
verschiedene Vorspannungen Ubias eingezeichnet4.

Abbildung 4.2.1: Axiale
Dichteverteilung a) freier Elektronen
und b) freier L�cher im Halbleiter
bei drei verschiedenen
Vorspannungen: Ubias = +4V
(ãAkkumulationÒ, durchgezogene
Linie 1), -0,1V (ãVerarmungÒ,
gepunktete Linie 2), -2V
(ãInversionÒ, gestrichelte Linie 3).
c) Totale Dichte freier
Ladungstr�ger (L�cher +
Elektronen).

Ist bei positiver Vorspannung Ubias das Volumen des Elektrolyts auf positiverem Potential als
das Volumen des Halbleiters, so sammeln sich im Halbleiter an dessen Grenzfl�che zum
Isolator Elektronen an (ãAkkumulationÒ, nn(z=0) > nn0) und die L�cherdichte ist verringert.
Damit sind �berall im Halbleiter Elektronen als frei bewegliche Ladungstr�ger vorhanden. Bei
negativer Vorspannung werden dagegen im Halbleiter L�cher an die Grenzschicht angezogen
und freie Elektronen von der Grenzschicht weggedr�ngt (pn(z=0) > pn0, nn(z=0) < nn0). Da

                                                
4 Alle hier vorgestellten Berechnungen sind nach den im Anhang Kap. 12.3 beschriebenen Methoden mit
folgenden Parametern berechnet worden: eE = 81 (statischer Wert von Wasser), cE = 0,01 mol/l, Z = 1, pH =7,
pHpzc = 2,2, d = 0,00071, n0(Si-) = 1,3´10-9 mol cm-2, dI = 30 nm, eI = 3,9 (SiO2), eS = 11,9 (Si), ni =
1,45·1010 cm-3 (Si), nD = 1015 cm-3, T = 293 K, keine Beleuchtung.
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aber im n-dotierten Halbleiter weniger freie L�cher als freie Elektronen vorhanden sind (nn0 >>
pn0), wiegt bei kleinen Vorspannungen der Gewinn an L�chern den Verlust an Elektronen nicht
auf (pn(0) < nn0). D.h. der Halbleiter ist an der Grenzfl�che zum Isolator verarmt an freien
Ladungstr�gern (ãVerarmungÒ). Bei hohen negativen Vorspannungen dagegen wird die Dichte
freier L�cher an der Grenzschicht gr�§er als die Volumendichte freier Elektronen (pn(0) > nn0).
An der Grenzfl�che zum Isolator liegen nun stark angereichert L�cher vor (ãInversionÒ),
w�hrend im Volumen des Halbleiters weiterhin freie Elektronen f�r die Leitf�higkeit
verantwortlich sind. Dabei gibt es einen Bereich zwischen Grenzfl�che zum Isolator und dem
Volumen des Elektrolyts, in welchem der Halbleiter verarmt an freien Ladungstr�gern ist5.
Dort ist die elektrische Verbindung zwischen den freien L�chern an der Grenzfl�che und den
freien Elektronen im Volumen des Halbleiters unterbrochen.

(b) Kapazit�t einer EIS-Struktur

Die Gesamt-Kapazit�t CEIS einer EIS-Struktur entspricht einer Reihenschaltung der
Kapazit�ten der Raumladungszone im Elektrolyt CE, des Isolators CI und der
Raumladungszone im Halbleiter CS. Dabei dominiert die kleinste Kapazit�t. Da Ladungen im
Elektrolyt sehr effektiv abgeschirmt werden und somit die Ausdehnung der Abschirmschicht
sehr klein ist (nm-Bereich), ist die Elektrolytkapazit�t in den in dieser Arbeit verwendeten
Strukturen immer deutlich gr�§er als die von Isolator und Halbleiter. Deshalb spielt CE f�r die
Gesamtkapazit�t eine untergeordnete Rolle. Diese wird also haupts�chlich durch CI und CS

bestimmt. Im Fall von Akkumulation sind im Halbleiter an der Grenzfl�che zum Isolator viele
freie Elektronen vorhanden, welche Potentiale effektiv abschirmen k�nnen. Durch die kleine
Ausdehnung der Abschirmschicht (mm-Bereich) ist CS >> CI und damit CI bestimmend f�r
CEIS. Im Fall von Verarmung sind an der Halbleiter-Grenzfl�che nur wenig freie Ladungen
vorhanden. Die Abschirmung ist damit uneffektiv und weit ausgedehnt, was eine kleine
Kapazit�t CS << CI bedeutet. Im Fall von Inversion liegen an der Halbleiter-Grenzfl�che viele
L�cher vor, wodurch die Abschirmung effektiv und die Kapazit�t gro§ ist, CS >> CI. Damit ist
CEIS durch CI bestimmt. Der Gleichgewichtsverlauf der Kapazit�t in Abh�ngigkeit der
Vorspannung ist in Abb. 4.2.2 dargestellt.

Komplizierter sind die Verh�ltnisse, wenn Nicht-Gleichgewichtsf�lle betrachtet werden. Dies
ist n�tig, 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 f�r die Kapazit�t keine Rolle. Anders im Fall von Inversion:
Dort sind zwar an der Halbleiter-Grenzfl�che viele freie Ladungstr�ger (L�cher) vorhanden,
welche aber durch den hohen Widerstand der Verarmungszone von den Ladungstr�gern im
Volumen des Halbleiters (Elektronen) getrennt sind, vgl. Abb. 4.2.1. Bei schnellen �nderungen
in der Vorspannung k�nnen die freien Ladungstr�ger sich dadurch nicht so schnell umlagern,
wie es die �nderungen in der Vorspannung verlangen w�rden. Damit k�nnen
Potential�nderungen nicht schnell genug abgeschirmt werden, was eine Erniedrigung der
Kapazit�t zur Folge hat. Deshalb ist in Inversion CS < CI und CEIS = CI. Der Hochfrequenz-
Verlauf der Kapazit�t in Abh�ngigkeit der Vorspannung ist in Abb. 4.2.2 dargestellt6.

                                                
5 In dem in Abb. 4.2.1.c gezeigten Beispiel liegt die Verarmungszone ca. 0,5 mm tief im Halbleiter und im Falle
von Inversion gilt: pn(0,5 mm) < nn0, nn(0,5 mm) < nn0.
6 Jede EIS-Diode ist ein eigenst�ndiger Oberfl�chenpotential-Sensor: Wie in Abb. 4.2.2 gezeigt ist, h�ngt die
Kapazit�t vom Potential ab [153-156]. Die gr�§te Potential-Empfindlichkeit liegt vor, wenn die Vorspannung auf
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Abbildung 4.2.27: Niederfrequenz- (LF, ãlow
frequencyÒ) und Hochfrequenz- (HF, ãhigh
frequencyÒ) Kapazit�t CEIS einer EIS-Struktur,
in Abh�ngigkeit der modulierten Vorspannung
Ubias. Der Fall sehr niedriger Frequenzen
entspricht dem Gleichgewichtswert. Die
Kapazit�t ist auf die Kapazit�t der
Isolationsschicht CI normiert.

(c) Photostrom bei Beleuchtung einer EIS-Struktur

Wird eine EIS-Struktur beleuchtet, so werden im Halbleiter zus�tzlich Elektron-Loch-Paare
dnill, dpill erzeugt. In Inversion w�chst dabei bereits bei schwacher Beleuchtung (pn0 < dnill <
nn0) die Zahl der freien Ladungstr�ger an der Grenzfl�che, wodurch Potentiale effektiver
abgeschirmt werden und die Abschirml�nge abnimmt. Dadurch steigt die Kapazit�t des
Halbleiters und es f�llt weniger Potential �ber dem Halbleiter und mehr �ber dem Isolator ab.
Die Gesamtkapazit�t nimmt damit ab und n�hert sich der Isolatorkapazit�t. Anders im Falle
von Akkumulation: Dort sind auch ohne Beleuchtung sehr viele freie Elektronen in der
Grenzschicht enthalten, so da§ durch schwache Beleuchtung die Zahl freier Ladungstr�ger nur
unmerklich erh�ht wird und deshalb die Kapazit�t unver�ndert bleibt. Im Grenzfall starker
Beleuchtung sind so viele freie Ladungstr�ger an der Halbleiter-Grenzfl�che vorhanden, da§
unabh�ngig von der Vorspannung CS > CI und damit CEIS = CI ist. In Abb. 4.2.3 und Abb.
4.2.4 ist die Auswirkung von Beleuchtung auf die Ladungstr�gerverteilung und Kapazit�t in
Abh�ngigkeit der Vorspannung zusammenfassend dargestellt.

Im Fall von Inversion liegen im Gleichgewicht f�r dunkle und beleuchtete EIS-Strukturen im
Halbleiter jeweils unterschiedliche statische Ladungstr�ger- bzw. Potential-Verteilungen vor.
Wird die Beleuchtung nun an- und ausgeschaltet, m�ssen sich die Ladungstr�ger an der
Grenzfl�che zwischen den beiden Gleichgewichtsverteilungen umlagern. Beim An- und
Ausschalten der Lichtquelle flie§t dabei jeweils ein abklingender Verschiebestrom. Bei
periodischer Modulation der Beleuchtung flie§t dann ein periodischer Wechselstrom, welcher
als Photostrom IP bezeichnet wird. Bei Akkumulation �ndert schwache Beleuchtung nichts an
der Ladungstr�ger-Verteilung im Halbleiter, und es flie§t auch bei periodischer Modulation der
Lichtquelle kein Photostrom. Die Potentialabh�ngigkeit des Photostroms ist in Abb. 4.2.5
aufgetragen8. Sie ist im Fall der Verarmung, d.h. am Wendepunkt der IP(Ubias)-Kurve am
                                                                                                                                                        
den Wendepunkt der (HF-) Kapazit�ts-Spannungs-Kennlinie eingestellt wird. Kleine �nderungen des Potentials
an der Oberfl�che der EIS-Diode bewirken dort starke �nderungen der Kapazit�t. Um ortsaufgel�st messen zu
k�nnen, m�ssen viele solcher EIS-Dioden parallel betrieben werden. Die Sensor-Oberfl�che ist dann in einzelne
aktive Me§positionen aufgeteilt, wobei jede aktive Me§position der Oberfl�che einer einzelnen EIS-Diode
entspricht. Im LAPS hingegen, kann unter Verwendung eines Lichtzeigers mit einer einzigen, lateral
unstrukturierten EIS-Struktur Ortsaufl�sung erreicht werden.
7 Details der Simulation sind im Anhang Kap. 12.3 nachzulesen. Es wurde hier f�r den LF-Grenzfall B=0 und
den HF-Grenzfall B=1 verwendet, alle anderen Parameter entsprechen denen von Abb. 4.2.1.
8 Der Photostrom ist proportional zur Differenz der Kapazit�ten im dunklen und beleuchteten Fall: IP µ DQS/Dt µ
(DCEIS·Ubias) /Dt µ DCEIS. DQS ist dabei die bei Einschaltung der Beleuchtung im Halbleiter bei konstanter
Vorspannung Ubias verschobene Ladung und DCEIS = CEIS(beleuchtet) - CEIS(dunkel) die dadurch ver�nderte
Kapazit�t der Halbleitergrenzfl�che.
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gr�§ten. Weder in Akkumulation, noch in Inversion h�ngt der Photostrom von
Potential�nderungen DFS ab, da dort die Steigung der Kennlinie Null ist.

Abbildung 4.2.39: R�umlicher Verlauf von Potential, L�cher- und Elektronendichte im Halbleiter bei Inversion
Ubias = -2V und Akkumulation Ubias = +2V. Eingezeichnet sind jeweils die Verl�ufe f�r einen unbeleuchteten
(durchgezogene Linie) und beleuchteten (gestrichelte Linie) Halbleiter. Im Fall von Inversion wird durch
Beleuchtung die Ladungstr�gerdichte im Halbleiter an der Grenze zum Isolator merklich erh�ht. Dadurch wird
das Potential des Elektrolyten effektiver abgeschirmt (k�rzere Abklingl�nge des exponentiell abfallenden
Potentials), wodurch weniger Potential �ber den Halbleiter abf�llt (weniger Bandverbiegung10). Durch die bei
Beleuchtung vorliegende geringere Bandverbiegung reichern sich weniger freie Ladungstr�ger an der
Grenzfl�che an. Im Fall von Akkumulation �ndert Beleuchtung die Ladungstr�gerdichte im Halbleiter und
damit auch dessen elektrostatisches Potential an der Grenzschicht nur unmerklich.

Abbildung 4.2.411: Gleichgewichts-Kapazit�t CEIS

einer EIS-Struktur ohne (durchgezogenen Linie), mit
schwacher (kurz gestrichelte Linie) und mit starker
(lang gestrichelte Linie) Beleuchtung, in
Abh�ngigkeit der Vorspannung Ubias, normiert auf
die Isolatorkapazit�t CI.

                                                
9 F�r die Simulation wurde im Fall ohne Beleuchtung dpill = dnill = 0, f�r den Fall mit Beleuchtung dpill = dnill

= 1014cm-3·exp(-z/3mm) 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 Oberfl�chenladung der Isolationsschicht
verursacht.
10 Im Grenzfall maximaler Beleuchtung sind im Halbleiter so viele freie Ladungstr�ger (Elektronen wie L�cher)
enthalten, da§ er �hnlich zu einem Metall (nur Elektronen) und dadurch im Inneren v�llig feldfrei ist. Im Metall
ist die Abschirmung so effektiv, da§ sich nur an dessen Oberfl�che freie Elektronen befinden und kein statisches
Potential in das Innere eindringen kann, es gibt keine Bandverbiegung und die Kapazit�t ist unendlich.
11 In der Simulation wurde f�r den Fall keiner Beleuchtung dpill = dnill = 0 und f�r den Fall schwacher
Beleuchtung dpill = dnill = 1015cm-3·exp(-z/3mm) verwendet. Dargestellt ist jeweils der Niederfrequenz-Fall B=0.
F�r den Fall starker Beleuchtung wurde CEIS = CI gesetzt. Alle anderen Simulationsparameter sind analog zu den
in Abb. 4.2.1 verwendeten.
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Abbildung 4.2.512: Photostrom-Spannungs-Kurve (IP(Ubias)) 
einer EIS-Struktur unter hochfrequenter Beleuchtung. Am 
Wendepunkt, d.h. am Ort der maximalen absoluten Steigung 
der Strom-Spannungs-Kennlinie, hängt der Photostrom am 
empfindlichsten von Potential-Änderungen ab: kleine 
Änderungen im Oberflächenpotential ∆ΦS bewirken dort eine 
maximale Änderung des Photostroms ∆IP. 
 
 

 
Nur an den Stellen der EIS-Struktur, bei denen an der Halbleiter-Grenzfläche Licht-generierte 
Ladungsträger vorliegen13, fließt im Fall von Verarmung bzw. Inversion ein Photostrom. 
Damit läßt sich durch Beleuchtung mit einem Lichtzeiger der Orts der Messung frei 
auswählen. Diese Konfiguration mit der Möglichkeit ortsaufgelöster Messungen wird als 
LAPS bezeichnet. Lokale Oberflächenpotentiale ∆ΦS an der Elektrolyt-Isolator-Grenzfläche 
verschieben das Potential des Halbleiters je nach deren Vorzeichen in Richtung Akkumulation 
bzw. Inversion und können so durch Bestimmung der Amplitude des Photostroms gemessen 
werden. 
 
(d) pH-Abhängigkeit des Photostroms 
 
Das Oberflächenpotential und damit der Photostrom eines auf Silizium-Basis aufgebauten 
LAPS hängt vom pH-Wert des Elektrolyten ab [3, 145]: Befindet sich eine Siliziumoxid-
Oberfläche (I) in Kontakt mit elektrolytischer Lösung (E), reagieren Protonen aus dem 
Elektrolyt mit ihren Silanol-Gruppen14. In Abb. 4.2.6 ist dazu der Verlauf der 
Ladungsträgerdichte in einer EIS-Struktur für zwei verschiedene pH-Werte abgebildet. Bei 
pH-Werten die kleiner als der Ladungsneutralpunkt pHpzc sind, binden Protonen an die 
Silanolgruppen und laden die Oberfläche der Isolationsschicht damit positiv auf. Im Fall pH = 
pHpzc trägt die Isolationsschicht keine Oberflächenladung (QI = 0). Das im Vergleich zum 
Elektrolyten negativere Potential des Halbleiters wird dann durch positiv geladene Ionen im 
Elektrolyt (QE > 0) abgeschirmt, während das im Vergleich zum Halbleiter positivere 
Potential des Elektrolyten durch Elektronen im Halbleiter (QS < 0) abgeschirmt wird. Im Fall 
pH > pHpzc werden Protonen von den Silanolgruppen an den Elektrolyt abgegeben, und die 
Isolationsschicht ist negativ geladen (QI << 0). Sowohl im Elektrolyten, als auch im 
Halbleiter, wird dieses Potential durch Anreicherung positiver Ladung abgeschirmt (QE > 0, 
QS > 0). Durch den pH-Wert des Elektrolyten wird also die Ladungsträgerverteilung in der 

                                                 
12 Die Kurve wurde mit der im Anhang Kap. 12.3 beschriebenen Theorie gewonnen, in dem die 
Hochfrequenzkapazität (B=1) einer unbeleuchteten EIS-Struktur (CEIS = CI) von der Hochfrequenzkapazität 
(B=1) einer äußerst stark beleuchteten EIS-Struktur (δpill = δnill = 1015cm-3 •exp(-z/3µm), andere Parameter 
analog Abb. 4.2.1) abgezogen und auf den Maximalwert normiert wurde. Durch Variation der 
Beleuchtungsstärke könnte im Prinzip auch die Lichtleistungs-Abhängigkeit des Photostroms simuliert werden. 
13 Diese können entweder direkt an der Grenzfläche erzeugt worden oder durch Diffusion zur Grenzfläche 
gekommen sein, vgl. Kap. 4.3. Die Potentialabhängigkeit des Photostroms kann auch mit folgendem Bild 
veranschaulicht werden. In Inversion fällt ein signifikanter Teil der Vorspannung über dem Halbleiter (kleine 
Kapazität) ab. Deshalb liegt im Halbleiter an der Grenzfläche zum Isolator eine Raumladungszone vor, in deren 
elektrischem Feld Elektronen und Löcher getrennt werden, d.h. ein Photostrom fließen kann. In Akkumulation 
ist die Kapazität des Halbleiters hoch, d.h. nahezu die gesamte angelegte Vorspannung fällt über dem Isolator ab. 
Dadurch gibt es keine Raumladungszone und kein elektrisches Feld an der Grenzfläche zum Isolator, kein 
Photostrom kann fließen. 
14 Eine Herleitung ist im Anhang Kap. 12.2 nachzulesen. 
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Halbleiter-Grenzfläche beeinflußt. Bei konstanter Vorspannung reagiert die Ladungsträger-
Verteilung im Halbleiter daher auch in Abhängigkeit 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 stärker negativ als 
der Halbleiter geladen. Damit verschiebt sich die Kapazitäts-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 über 
den pH-Wert getroffen werden. 
 

 
Abbildung 4.2.615: Verlauf der Ladungsdichte ρ(z) in einer EIS-Struktur mit SiO2-Isolationsschicht. Je nach pH-
Wert des Elektrolyten ist die Oberfläche der Isolationsschicht geladen. Eingezeichnet sind a) eine ungeladene 
(pH = 2,2 = pHpzc) und b) eine stark negativ (pH = 9 > pHpzc) geladene Oxidoberfläche. Bei einer Vorspannung 
von Ubias = +0,2V ändert Beleuchtung bei pH = 2,2 die Ladungsverteilung kaum (a), wogegen diese sich bei pH 
= 9 durch Beleuchtung deutlich ändert (b). Siehe dazu die umrahmten Einfügungen in a) und b), welche 
Ausschnitte der Ladungsverteilung für den Fall einer unbeleuchteten und beleuchteten EIS-Struktur zeigen. 

 
 
 
 
Abbildung 4.2.716: Kapazität der in Abb. 4.2.6 besprochenen EIS-
Struktur. Eingezeichnet sind die Kapazitäten für pH = 2,2 
(durchgezogenen Linie) und pH = 9 (gestrichelte Linie). Bei einer 
konstanten Vorspannung von Ubias = +0,2V ist der Halbleiter bei 
pH = 2,2 noch in Verarmung, bei pH = 9 dagegen schon in 
Inversion. 
 
 
 

 
(e) Optimierung der EIS-Struktur 
 
Damit der LAPS sensitiv Oberflächenpotentiale detektieren kann, muß der Photostrom bzw. 
die Änderung der Kapazität bei Beleuchtung möglichst stark Potential-abhängig sein. Ein 
wichtiger Parameter ist dabei die Dotierung des Halbleiters: Ist der Halbleiter sehr stark 
dotiert, gibt es wie in Metallen keine Bandverbiegung und seine Kapazität ist unendlich. 
Damit ist die Kapazität der Gesamtstruktur gleich der Isolatorkapazität und somit Potential-
                                                 
15 Für die Simulation wurde nD = 1014 cm-3 gewählt. Beleuchtung wurde mit δpill = δnill = 1013cm-3•exp(-z/3µm), 
Dunkelheit mit δpill = δnill = 0 simuliert. Die restlichen Parameter entsprechen den in Abb. 4.2.1 verwendeten. 
16 Es wurde die Hochfrequenzkapazität (B=1) unter Verwendung der Parameter von Abb. 4.2.6 berechnet. 
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unabhängig17. Im Prinzip sind also Halbleiter mit möglichst niedriger Dotierung 
wünschenswert, um möglichst hohe Photoströme zu bekommen. In Abb. 4.2.8 sind die 
Kapazitäten von EIS-Strukturen mit unterschiedlicher Dotierung aufgetragen. Es zeigt sich, 
daß eine Erniedrigung der Dotierung nur bis zu einem bestimmten Maße die Amplitude des 
Photostroms erhöht. Für auf Silizium / Siliziumoxid basierende LAPS-Strukturen sind daher 
Dotierungen um nD = 1014...1016 cm-3 sinnvoll. Dotierungen < 1014 cm-3 erhöhen die 
Amplitude des Photostroms dagegen nicht weiter18. 

 
 
 
Abbildung 4.2.819: Abhängigkeit der Kapazitäts-Spannungs-
Kurve einer EIS-Struktur von der Dotierung des Halbleiters 
(S). Simuliert wurden n-dotierte Silizium-Substrate mit 
Dotierungen von nD = 1013, 1014, 1015, 1016, 1017 und 1018 
cm-3. Je stärker die Gesamtkapazität von der 
Isolatorkapazität abweicht, um so höher ist der an dieser 
Struktur erzeugbare Photostrom 
 
 

Auch die Dicke der Isolationsschicht ist ein Größe, die bei dem Aufbau einer LAPS-Struktur 
optimiert werden kann. Bei sehr dicken Isolationsschichten wird deren Kapazität rasch sehr 
klein und dominiert damit die Gesamtkapazität, weswegen kein Photostrom fließen kann. In 
Abb. 4.2.9 ist die Abhängigkeit der Kapazitäts-Spannungs-Kurve einer aus Si/SO2 
aufgebauten EIS-Struktur von der Dicke der Isolationsschicht gezeigt. Es zeigt sich, daß 
Oxiddicken von einigen 10 nm durchaus dünn genug sind, um eine ausreichende Potential-
Abhängigkeit der Kapazität und des Photostroms zu erhalten. Der Aufwand elektrisch dichte 
Schichten < 10 nm zu erzeugen, lohnt sich also nicht20. 
 

 
 
 
 
Abbildung 4.2.921: Abhängigkeit der Kapazitäts-Spannungs-
Kurve einer EIS-Struktur von der Dicke der Isolationsschicht 
(I). Simuliert wurde eine SiO2-Schicht mit den Dicken dI = 5, 
20, 35, 50, 65, 80 nm. Je stärker die Gesamtkapazität von der 
Isolatorkapazität abweicht, um so höher ist der an dieser 
Struktur erzeugbare Photostrom 
 

                                                 
17 Die Anordnung entspricht einem Kondensator, dessen Isolator auf beiden Seiten von Material hoher 
Leitfähigkeit (Elektrolyt, hochdotierter Halbleiter) umgeben und dessen Kapazität damit potentialunabhängig ist. 
18 In einem völlig intrinsischen Halbleiter ohne Dotierung wäre die CEIS(Ubias) Kurve symmetrisch (bis auf 
unterschiedliche Löcher- und Elektronen-Beweglichkeiten) und die Begriffe Akkumulation und Inversion 
verlieren ihre Bedeutung. Es würde dabei sowohl bei hohen negativen, als auch bei hohen positiven 
Vorspannungen ein maximaler Photostrom fließen (in verschiedene Richtungen). 
19 Es wurden die Hochfrequenzkapazitäten (B=1) ohne Beleuchtung δnill = δpill = 0 mit den folgenden 
Parametern simuliert: dI = 20 nm SiO2, cE = 0,15 mol/l, der Rest ist wie in Abb. 4.2.1 beschrieben. 
20 Die Isolationsschicht muß möglichst wenige Löcher aufweisen, damit sie eine reine Kapazität darstellt und 
nicht noch einen parallelen ohmschen Widerstand enthält. Dies ist um so schwieriger, je dünner die 
Isolationsschicht wird. 
21 Es wurden die Hochfrequenzkapazitäten (B=1) ohne Beleuchtung δnill = δpill = 0 mit den folgenden 
Parametern simuliert: nD = 5•1014cm-3 Si, cE = 0,15 mol/l, die restlichen Parameter wurden analog Abb. 4.2.1 
gewählt.  
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4.3 Analyse der Ortsaufl�sung22

Eine herausragende Eigenschaft des LAPS ist die F�higkeit, Oberfl�chenpotentiale an frei
w�hlbaren Stellen zu messen. Um diese F�higkeit zu charakterisieren, soll in diesem Kapitel
die Ortsaufl�sung des LAPS analysiert werden. Dazu wird die Diffusion Licht-generierter
Ladungstr�ger im feldfreien Volumen des Halbleiters untersucht [158, 159].

In n-dotierten Halbleitern sind L�cher Tr�ger des Photostroms. Daher reicht es aus, nur die
L�cher-Diffusion zu untersuchen. Es wird dazu angenommen, da§ durch einen Lichtblitz zur
Zeit t = 0 eine �berschu§-L�cher-Verteilung im Volumen des Halbleiters vorliegt, deren Form
abh�ngig vom Profil des Lichtblitzes ist. Die durch Diffusion getriebene Ausbreitung dieser
L�cher im Volumen des Halbleiters kann durch L�sung der Diffusionsgleichung unter
folgenden Annahmen verfolgt werden: Sobald L�cher durch Diffusion die Raumladungszone an
der Oberfl�che des Halbleiters erreichen, werden sie durch deren Feld zur Halbleiter-Isolator-
Grenzfl�che hingezogen23. Dadurch sind diese L�cher vom weiteren Diffusionsproze§ im
Volumen des Halbleiters ausgeschlossen. Ebenso rekombinieren alle L�cher, falls sie durch
Diffusion den ohmschen Kontakt an der R�ckseite des Halbleiters erreichen und sind damit
ebenfalls von weiterer Diffusion ausgeschlossen. Mit diesem Ansatz kann nun die laterale
Verteilung der L�cher, d.h. deren Ausbreitung parallel zur Oberfl�che des Halbleiters, an der
Grenze zur Raumladungszone berechnet werden.

Es flie§t �berall dort ein Photostrom, wo freie L�cher in die N�he der Raumladungszone
gelangen. Je breiter dort die Ausbreitung der L�cher parallel zur Oberfl�che ist, um so
schlechter wird die damit die Ortsaufl�sung des LAPS sein. Als Ortsaufl�sung rmin

2 wird
deshalb die laterale Ausdehnung der L�cherstrom-Verteilung an der Grenze zwischen
Raumladungszone und Volumen des Halbleiters definiert.

Im wesentlichen ist die L�cher-Diffusion im Volumen des Halbleiters durch das Verh�ltnis von
drei L�ngen bestimmt: (i) die Diffusionsl�nge freier L�cher LSp = (tSpDSp)

1/2, d.h. der mittlere
Weg den L�cher im Volumen des Halbleiters zur�cklegen k�nnen, bevor sie rekombinieren, (ii)
die Dicke dS des Halbleitersubstrats24 und (iii) die Eindringtiefe lL des Lichtblitzes in den
Halbleiter wenn angenommen wird, da§ die Dichte der durch den Lichtblitz im Volumen des
Halbleiters erzeugten L�cher exponentiell abnimmt25.

Durch L�sung der Diffusionsgleichung kann auch der Anteil der L�cher DPj/DP0, welcher
durch Diffusion getrieben vom Ort der Entstehung aus die Raumladungszone erreicht,
berechnet werden. Am g�nstigsten w�re ein Wert von DPj/DP0 = 1, d.h. alle im Volumen des
Halbleiters erzeugten Ladungstr�ger w�rden durch Diffusion zur Raumladungszone gelangen
und so zum Photostrom beitragen. F�r DPj/DP0 = 0 w�rden dagegen alle L�cher bereits im
Volumen des Halbleiters rekombinieren und es w�rde kein Photostrom flie§en.
                                                
22 Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [157] ver�ffentlicht. Die zu diesem Kapitel durchgef�hrten
Berechnungen sind im Anhang Kap. 13.4 nachzulesen.
23 Ubias wird so angenommen, da§ im Halbleiter Verarmung oder Inversion vorliegt und ein Photostrom flie§en
kann.
24 Genau genommen ist die Dicke des Halbleiters minus der axialen Ausdehnung der Raumladungszone gemeint.
25 Alle in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse beschreiben den Grenzfall eines unendlich scharf fokussierten
Lichtblitzes (Radius rL ® 0). Nat�rlich ist in der Praxis die laterale Ausdehnung des Lichtzeigers von einigen
Mikrometern die obere Grenze f�r die erreichbare Ortsaufl�sung.
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In Tab. 4.3.1 sind die berechneten Ergebnisse f�r rmin
2 und DPj/DP0 f�r den Fall exponentiell

abfallender Beleuchtung des Halbleiters von der Vorderseite, durch den Elektrolyt und Isolator
hindurch, zusammengestellt, in Tab. 4.3.2 die Ergebnisse f�r den Fall exponentiell abfallender
Beleuchtung des Halbleiters von der R�ckseite, durch den ohmschen Kontakt hindurch.

dS << Lsp: rmin
2 = DPj/DP0 =

lL >> dS: dS
2/12 dS/2lL

lL << dS: 4/3 dSlL 1

dS >> LSp: rmin
2 = DPj/DP0 =

lL >> LSp: 2 LSp
2 LSp/lL

lL << LSp: 2 LSplL 1
Tabelle 4.3.1: Angegeben sind die quadratische Ortsaufl�sung rmin

2 und der Anteil der die Raumladungszone
erreichenden L�cher DPj/DP0 bei Beleuchtung der Vorderseite, berechnet f�r d�nne (dS << Lsp) und dicke (dS

>> LSp) Halbleiter-Substrate.

dS << Lsp: rmin
2 = DPj/DP0 =

lL >> dS: dS
2/12 dS/2lL

lL << dS: 7/15 dS
2 0

Tabelle 4.3.2: Angegeben sind die quadratische Ortsaufl�sung rmin
2 und der Anteil der die Raumladungszone

erreichenden L�cher DPj/DP0 bei Beleuchtung der R�ckseite, berechnet f�r d�nne (dS << Lsp) Halbleiter-
Substrate. Bei unendlich dicken Halbleitern w�rde kein Photostrom flie§en, da alle Ladungtr�ger vor Erreichen
der Raumladungszone bereits rekombinieren w�rden.

Bei dicken Halbleitersubstraten (dS >> LSp) ist die Ortsaufl�sung bei Beleuchtung der
Vorderseite im wesentlichen durch die Volumen-Diffusionsl�nge LSp limitiert. So ist sie bei
gro§en Eindringtiefen (lL >> LSp) rein durch die Volumen-Diffusionsl�nge bestimmt: Es
werden Ladungstr�ger tief im Volumen des Halbleiters erzeugt, die mindestens die Strecke LSp

axial zur Oberfl�che diffundieren m�ssen, um die Raumladungszone zu erreichen. Deshalb
rekombiniert ein Teil der Licht-erzeugten L�cher im Volumen des Halbleiters und tr�gt nicht
zum Photostrom bei. Anders bei kleine Eindringtiefen (lL << LSp): Hier werden alle L�cher so
dicht in der N�he der Raumladungszone erzeugt, da§ sie diese im Mittel erreichen, bevor sie im
Volumen des Halbleiters rekombinieren. Es nehmen daher praktisch alle L�cher am
Photostrom teil. Im Vergleich zu gro§en Eindringtiefen ist deshalb die Ortsaufl�sung besser, da
ein gro§er Teil der L�cher sehr schnell die Raumladungszone erreicht und damit vom weiteren
Diffusionsproze§ im Volumen ausgeschlossen ist. Bei dicken Substraten ist also eine
Vorderseiten-Beleuchtung mit m�glichst kurzer Eindringtiefe und ein Halbleiter-Material mit
m�glichst kleiner Volumen-Diffusionsl�nge w�nschenswert. In der Praxis ist eine derartige
Anordnung aber auf Ortsaufl�sungen von einigen 10 mm eingeschr�nkt26.

Um die Ortsaufl�sung zu verbessern, ist den obigen Ergebnissen zu Folge eine Verwendung
d�nner Halbleiters sinnvoll. Dies bedeutet eine Einschr�nkung der freien Volumen-Diffusion,
da auch L�cher, welche durch Diffusion den ohmschen R�ckkontakt im Halbleiter erreichen,
dort rekombinieren und damit von weiteren Diffusionsprozessen ausgeschlossen sind. Die
freie Volumen-Diffusion ist bei d�nnen Halbleitern also im wesentlichen durch die Dicke des
Halbleiters eingeschr�nkt27. Bei gro§en Eindringtiefen (lL >> dS) ist der Halbleiter in seiner
ganzen Tiefe homogen durchleuchtet. Bei kleinen Eindringtiefen ist eine Beleuchtung von vorne
g�nstiger als von hinten: Bei Beleuchtung von vorne werden in Analogie zu dicken Substraten
                                                
26 Beispiel: ãroterÒ Lichtzeiger mit lL Å 3mm, rS = 10Wcm Si-Halbleiter mit LSp Å 100 mm Þ rmin Å 25mm.
27 Dies ist dadurch sichtbar, da§ bei Beleuchtung von vorne in der berechneten Ortsaufl�sung LSp beim �bergang
von dicken zu d�nnen Substraten durch dS ersetzt ist.
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die L�cher bereits in unmittelbarer N�he der Raumladungszone erzeugt, so da§ sie diese durch
Diffusion schnell erreichen. Bei Beleuchtung von der R�ckseite her m�ssen die L�cher dagegen
eine weitere Strecke bis zu Raumladungszone diffundieren, wodurch die Ortsaufl�sung
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 d�nner Halbleiter-Substrate die Ortsaufl�sung wesentlich gesteigert
werden und es sollten Ortsaufl�sungen besser als 10 mm m�glich sein.

L�cher welche in die Raumladungszone gesaugt werden sind durch das Potential der durch die
Vorspannung erzeugten Bandverbiegung an einen Kanal parallel zur Oberfl�che des Halbleiters
(z=0) gebunden, k�nnen sich also axial in z-Richtung nicht mehr frei bewegen und sind damit
von der Diffusion im Volumen des Halbleiters ausgeschlossen28. Daf�r ist nach wie vor laterale
Diffusion in x- und y-Richtung im Kanal parallel zur Oberfl�che m�glich. Diese Diffusion
entlang der Oberfl�che wird im ung�nstigsten Fall gleichfalls durch die Volumen-
Diffusionsl�nge begrenzt sein. Die hier mit dem Modell der Diffusion im Volumen des
Halbleiters ohne Ber�cksichtigung der Raumladungszone abgesch�tzte Ortsaufl�sung ist also
eine Obergrenze f�r die Ortsaufl�sung, 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 L�cher bereits in der Raumladungszone erzeugt wird. Es ist aber sehr
wahrscheinlich, da§ die Diffusion in der Raumladungszone zus�tzlich durch Rekombination
der L�cher an Oberfl�chenzust�nden der Isolator-Halbleiter-Grenzfl�che und an
Potentialrauhigkeiten des Kanals eingeschr�nkt ist und sich damit die Fehler der hier
vorgestellten Absch�tzung in Grenzen halten.

                                                
28 Die Ausdehnung der Raumladungszone ist bei den verwendeten Dotierungen kleiner als 10 mm, vgl. [151,
(K.2.3)].
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4.4 Experimenteller Aufbau29

Ein LAPS-Aufbau besteht im wesentlichen aus drei Komponenten: der Me§kammer in EIS-
Geometrie, der f�r den Lichtzeiger ben�tigten Optik und der Elektronik zur Messung des
Photostroms [146-148]. Der in dieser Arbeit erstellt Aufbau wurde so konzipiert, da§ neben
der Messung von Photostrom-Spannungs-Kurven (IP(Ubias)) auch Kapazit�ts-Spannungs-
Kurven (CEIS(Ubias)) von EIS-Strukturen aufgenommen werden konnten, siehe Abb. 4.4.1. Die
eigentliche Me§kammer bestand aus einem Siliziumchip (S), dessen Oberseite mit einer
Isolationsschicht (I) �berzogen und dessen R�ckseite 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 Oberfl�che des
Siliziumchips geb�ndelt. Die Me§kammer war �ber einen x-y-Tisch verfahrbar, so da§
beliebige Stellen der Siliziumoberfl�che beleuchtet werden konnten. Zwischen einer Referenz-
Elektrode im Elektrolyt und dem ohmschen Kontakt an der R�ckseite des Siliziums wurde eine
Spannung Ubias angelegt und die Amplitude des dabei flie§enden Stroms IEIS bzw. IP gemessen.
F�r Kapazit�ts-Messungen wurde zu der Vorspannung Ubias eine Wechselspannung Umod mit
Modulationsfrequenz fmod addiert und der dabei durch die Anordnung flie§ende Strom IEIS µ

fmod·CEIS gemessen und daraus die Spannungs-abh�ngige Kapazit�t CEIS bestimmt. Die
Kapazit�tsmessungen wurden ohne oder mit konstanter Beleuchtung durchgef�hrt. Zu
Messungen des Photostroms IP, d.h. im LAPS-Betrieb, wurde die Leistung PL der Beleuchtung
auf der Siliziumoberfl�che sinusf�rmig mit der Frequenz fL moduliert, siehe Abb. 4.4.2. F�r
Differenzmessungen wurde der Halbleiter mit zwei gegenphasig modulierten Lichtquellen
beleuchtet [146]. Der Aufbau lie§ dabei die Variation folgender Betriebsparameter zu: der
Vorspannung Ubias, der Leistung des Lichtzeigers PL, bei Photostrom-Messungen der
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers fL, der Gr�§e des Beleuchtungsflecks des Lichtzeigers
auf der Halbleiteroberfl�che AL, bei Kapazit�ts-Messungen der Modulationsfrequenz des
Wechselstromanteils der Vorspannung fmod und des pH-Wertes des Elektrolyten pH.

                                                
29 Details der in dieser Arbeit aufgebauten Apparaturen sind im Anhang Kap. 13.1 nachzulesen.

Abbildung 4.4.1: Aufbau des
LAPS-Kapazit�ts-Me§platzes.
Gezeichnet ist ein Schnitt durch
die x-z-Ebene. Der Halbleiterchip
liegt dabei symmetrisch in der x-y-
Ebene.
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Abbildung 4.4.2: Definition der
Leistung PL der Beleuchtung.

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

(a) Zeitaufl�sung

Die Zeitaufl�sung bei Photostrom-Messungen ist experimentell durch die
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers vorgegeben. In dieser Arbeit wurde meist eine
Modulationsfrequenz fL = 10 kHz gew�hlt. Zur Bestimmung der Amplitude des Photostroms
wurde ein Lock-In-Verst�rker eingesetzt. Dabei mu§te das Ausgabesignal Tiefpa§-gefiltert
werden. In dieser Arbeit wurde dabei eine Filterfrequenz 3 kHz (< 10 kHz = fL) gew�hlt, d.h.
die Zeitaufl�sung des LAPS betrug 0,3 ms. Dies w�re ausreichend zur Detektion
extrazellul�rer Potentiale.

(b) Aufnahme von Photostrom-Spannungs-Kurven

In Abb. 4.4.3 sind die an einer typischen EIS-Struktur aufgenommenen Kapazit�ts- und
Photostrom-Spannungs-Kurven gegen�bergestellt. Die Kapazit�t der EIS-Struktur �nderte sich
dabei bei Beleuchtung und zeigt wie der Photostrom die in Kap. 4.2 vorhergesagte Form.
Ebenso ist der Potential-abh�ngige Verlauf des Photostroms �hnlich dem Verlauf der Differenz
der Kapazit�ten des beleuchteten und unbeleuchteten Halbleiters.

Abbildung 4.4.330: a) Kapazit�ts-Spannungs-Kurve (CEIS(Ubias)), aufgenommen an einem n-dotierten Silizium-
Wafer mit spezifischen Widerstand rS = 15 Wcm unter Abdunklung bzw. konstanter Beleuchtung (PL = 2,8 mW)
der gesamten Oberfl�che (AL = Aakt = 90 mm2). Zur Vorspannung wurde dazu eine Wechselspannung mit
Modulationsfrequenz fmod = 250 Hz und Amplitude Umod = 12 mV addiert. Als Elektrolyt wurde pH=4
Pufferl�sung (Merck, Darmstadt) und als Referenz-Elektrode ein in KCL elektrolysierter Silberdraht verwendet.
b) Kapazit�ts-Unterschied zwischen beleuchtetem und unbeleuchtetem Fall DCEIS = CEIS(hell) - CEIS(dunkel). c)
Am selbem Wafer anschlie§end aufgenommene Photostrom-Spannungs-Kurve (IP(Ubias)). Die Beleuchtung wurde
dabei bei einer maximalen Leistung PL = 2,8 mW sinusf�rmig mit fL = 250 Hz moduliert.

                                                
30 Es wurde angenommen, da§ die Impedanz der EIS-Struktur vorwiegend durch deren Kapazit�t CEIS bestimmt
ist, d.h. parallel und seriell geschaltete ohmsche Widerst�nde (Elektrolyt-, Halbleiter-Widerstand, Leckstr�me
durch die Isolationsschicht) wurden vernachl�ssigt. Es gilt dann CEIS = (2pfL)-1·IEIS/Umod. Die hier gezeigte Kurve
wurde von M. George an einem ãTyp 8EÒ-Substrat aufgenommen. Der genaue Aufbau dieses Wafers ist im
Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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In hochdotierten n-Si-Substraten flie§t nur bei stark negativen Vorspannungen ein Photostrom,
siehe 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 flie§t
ein Photostrom sowohl bei stark negativen, als auch bei sehr positiven Vorspannungen, und
die IP(Ubias)-Kurve zeigt eine Symmetrie um Ubias » 0. Die Phase des Photostroms ist f�r beide
Grenzf�lle um ca. 180¡ verschoben, d.h. der Photostrom flie§t jeweils in eine andere Richtung.
Dies legt nahe, da§ bei sehr negativen Vorspannungen ein L�cherstrom, bei sehr positiven
Vorspannungen dagegen ein Elektronenstrom in die Raumladungszone flie§t.

Abbildung 4.4.431: Photostrom-Spannungs-Kurven, aufgenommen an n-dotierten Silizium-Wafern mit einem
spezifischen Widerstand von a) rS = 0,014 Wcm (hochdotiert) und b) rS = 900-1800 Wcm (niederdotiert).
Gezeigt sind Amplitude IP (dunkle Kurve, oberes Bild), Ableitung der Amplitude dIP/dUbias (helle Kurve, oberes
Bild) und Phase j(IP) (unteres Bild) des Photostroms. Alle Messungen wurden bei einer Lichtzeiger-
Modulation mit fL = 10 kHz und einer Beleuchtungsleistung von PL » 1,1 mW in pH = 4 -Pufferl�sung
durchgef�hrt. Die beleuchtete Fl�che betrug dabei AL » 50 mm, die gesamte Oberfl�che der LAPS-Wafer war
Aakt = 90 mm2.

(c) Abh�ngigkeit des Photostroms von der Leistung des Lichtzeigers

Je h�her die Leistung PL des Lichtzeigers ist, um so mehr Elektron-Loch-Paare werden im
Halbleiter erzeugt und es sollte ein um so h�herer Photostrom flie§en. In diesem Abschnitt
wird dazu die Photostromantwort auf Beleuchtung in Abh�ngigkeit der Dotierung des
Halbleiters untersucht.

                                                
31 Der genaue Aufbau der verwendeten Silizium Substrate (ãTyp 4DÒ und ãTyp 6DÒ) 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 flie§t bei positiven Vorspannungen kein Photostrom, weshalb dort
keine, bzw. nur eine stark verrauschte Phase angegeben werden kann.
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Materialien und Methoden32: F�r jeden untersuchten LAPS-Wafer wurden f�r mindestens 14
verschiedene Beleuchtungsleistungen PL Photostrom-Spannungs-Kurven IP(Ubias)
aufgenommen. Es wurde f�r alle Kurven die Vorspannung Ubias,WP ermittelt, bei welcher der
Betrag der Ableitung des Photostroms nach der Vorspannung maximal ist, d.h. der
Wendepunkt (WP) der Kurve. F�r jede Me§reihe wurde dann sowohl der Photostrom am
Wendepunkt IP,WP, als auch die Steigung des Photostroms am Wendepunkt dIP/dUbias|WP gegen
die jeweils eingestrahlte Leistung PL aufgetragen, siehe Abb. 4.4.5. In doppelt logarithmischer
Auftragung lassen sich sowohl IP,WP(PL) als auch dIP/dUbias|WP(PL) mit einer linearen Funktion
beschreiben. Dies bedeutet, da§ Amplitude und Ableitung des Photostroms in dem
untersuchten Bereich mit einem Potenzgesetz von der Lichtzeiger-Leistung abh�ngen:

IP,WP(PL) [nA] = A·(PL [mW])B,     dIP/dUbias|WP(PL) [-nA/V] = C·(PL [mW])D (1)

Durch Anpassen der doppelt logarithmierten Me§daten mit einer Geraden wurden wie in Abb.
4.4.5 gezeigt, die Koeffizienten A, B, C und D aus Gl. 1 f�r verschiedene Wafertypen
bestimmt. Es w�re w�nschenswert gewesen, alle Kurven jeweils mit nur einem variablen
Parameter zu beschreiben. Dies war jedoch nicht m�glich.

Abbildung 4.4.533: a) Photostrom IP,WP am Wendepunkt der Strom-Spannungs-Kurve, aufgetragen gegen die
Leistung des Lichtzeigers PL. Es sind exemplarisch die an einen n-dotierten Silizium Wafer mit spezifischem
Widerstand rS = 15 Wcm und Isolationsschicht dI(SiO2) = 30 nm + dI(Si3N4) = 59 nm gemessenen Daten
dargestellt. b) Auftragung der in a) gezeigten Daten in doppelt logarithmischer Darstellung. Sie k�nnen mit
einer Geraden mit Achsenabschnitt A und Steigung B beschrieben werden. c) Ableitung des Photostroms
dIP/dUbias|WP am Wendepunkt der Strom-Spannungs-Kurve, aufgetragen gegen die Leistung des Lichtzeigers PL.
d) Daten aus c) in doppelt logarithmischer Auftragung, angepa§t mit einer Geraden mit Achsenabschnitt C und
Steigung D.

                                                
32 Alle Messungen wurden bei einer Modulation von fL = 10 kHz mit einer Zeitaufl�sung von 3 kHz in pH = 4 -
Pufferl�sung durchgef�hrt. Die beleuchtete Fl�che betrug dabei ca. AL = 50 mm, die gesamte Oberfl�che der
LAPS-Wafer war Aakt = 90 mm2. Die Software zur Auswertung der Messungen und Darstellung der Ergebnisse
wurde von M. George geschrieben.
33 Der detaillierte Aufbau des Wafers vom ãTyp 8EÒ ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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Ergebnisse und Diskussion: In Abb. 4.4.6 sind die f�r verschiedene Wafertypen bestimmten
Parameter A, B, C und D in Abh�ngigkeit der Dotierung des Siliziums aufgetragen. Sowohl A,
als auch C steigen mit wachsendem Silizium-Widerstand. Je h�her A und C sind, desto st�rker
w�chst die Amplitude und die Ableitung des Photostroms mit zunehmender Lichtzeiger-
Leistung. Diese Tendenz ist gut zu erkl�ren: je h�her der spezifische Widerstand des Siliziums
ist, um so geringer ist dessen Dotierung und um so weniger freie Ladungstr�ger liegen vor. Die
durch Beleuchtung erzeugten freien Ladungstr�ger fallen dann st�rker in das Gewicht und es
flie§t ein gr�§erer Photostrom. F�r B und besonders bei D ist keine so deutlich ausgepr�gte
Tendenz zu erkennen.

Abbildung 4.4.634: a-d) Parameter A, B, C, D, bestimmt f�r verschiedene Silizium-Substrate, aufgetragen gegen
den spezifischen Widerstand des Siliziums. Die Quadrate entsprechen Proben mit d�nner Isolationsschicht
(dI(SiO2) » 30 nm + dI(Si3N4) » 60 nm), die ausgef�llten Kreise Proben mit dicker Isolationsschicht (dI(SiO2) »
10 nm + dI(Si3N4) » 30 nm). F�r 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 PL = 1,1 mW. g) Verh�ltnis Steigung zu Amplitude bei einer Lichtzeigerleistung PL = 1,1
mW.

                                                
34 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 PL = 1,1 mW und deren Verh�ltnis in Abh�ngigkeit des Silizium-
Widerstandes aufgetragen. Diese Darstellung der Daten zeigt ebenfalls, da§ der Photostrom
und dessen Ableitung bei abnehmender Dotierung und damit zunehmendem Widerstand
ansteigen (vgl. ãTyp 4Ò und ãTyp 8Ò). Bei sehr niedrigen Dotierungen kehrt sich dieser Effekt
allerdings um (vgl. ãTyp 7Ò und ãTyp 6Ò). Sowohl Amplitude als auch Steigung des
Photostroms sind h�her bei d�nnen Isolationsschichten (ãTyp DÒ) als bei dicken (ãTyp EÒ
und ãTyp GÒ).

Siliziumsubstrate mit einem spezifischen Widerstand von 10 - 100 Wcm und einer einigen 10
nm dicken Isolationsschicht sind zum Aufbau eines LAPS also besonders gut geeignet. Eine
weitere Verringerung der Dotierungsdichte erh�ht den Photostrom nicht mehr. Ebenfalls zeigt
sich, da§ bei d�nnen Halbleitersubstraten (ãTyp 13Ò) der Photostrom im Vergleich zu dicken
(ãTyp 8Ò) eher erh�ht als erniedrigt ist.

(d) Intensit�ts-Abh�ngigkeit des Photostroms

Wird der Lichtzeiger an Unsauberkeiten der LAPS-Oberfl�che gestreut und damit der
Beleuchtungsfleck vergr�§ert, nimmt der Photostrom zu. Dieser Effekt wurde mit folgendem
Experiment verdeutlicht: Ein Teil der LAPS-Oberfl�che wurde mit einem Deckglas bedeckt
und der Lichtzeiger von einem Teil der unbedeckten Oberfl�che 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 Intensit�t des
Lichtzeigers, d.h. bei konstanter Leistung PL von der Gr�§e des Beleuchtungsflecks AL

abh�ngig.

Die Intensit�tsabh�ngigkeit des Photostroms ist ein Effekt der Nicht-Linearit�t der
Photostrom-Leistungs-Kurve. Dies kann an folgendem Gedankenmodell veranschaulicht
werden: Der Photostrom IP bei einer Beleuchtungs-Leistung PL, fokussiert auf eine doppelte
Fl�che (2·AL), entspricht zwei mal dem Photostrom (2·IP) bei Beleuchtung der jeweils

einfachen Fl�che AL mit halber Leistung (PL/2), oder allgemein: IP(PL,n·AL) =35 n·IP(PL/n,AL).
Bei Kenntnis der experimentell unter Beleuchtung mit einem Lichtfleck der Fl�che AL0

bestimmten Strom-Leistungs-Kurve IP(PL,AL0), kann damit der Photostrom f�r Beleuchtung
mit Lichtflecken anderer Fl�chen AL berechnet werden: IP(PL,AL) = (AL/AL0) ·

IP(PL·(AL0/AL), AL0). Dieses Gedankenexperiment zur Intensit�ts-Abh�ngigkeit ist in Abb.
4.4.7 dargestellt.

Um absolute Photostr�me miteinander vergleichen zu k�nnen, ist also neben der Kenntnis der
Beleuchtungsleistung PL auch eine Kenntnis der beleuchteten Fl�che AL n�tig. Die
Intensit�tsabh�ngigkeit k�nnte durch Annahme eines S�ttigungs-Effekts erkl�rt werden: Bei

                                                
35 Die linke Seite der Gleichung beschreibt dabei, wie eine Fl�che n·AL mit Leistung PL beleuchtet wird. Die
rechte Seite beschreibt, wie n mal die Fl�che AL mit jeweils der Leistung PL/n beleuchtet, d.h. die gesamte
Fl�che n·AL mit der Leistung n·PL/n = PL beleuchtet wird.
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hohen Lichtintensit�ten sind schon sehr viele Atome des beleuchteten Halbleiters ionisiert, d.h.
ihre Elektronen aus dem Valenz- in das Leitungsband gehoben. Bei weiterer Erh�hung der
Lichtleistung kann deshalb die Zahl Licht-generierter Ladungstr�ger nicht mehr proportional
zunehmen und die Photostrom-Leistungs-Kennlinie ist nicht-linear.

Abbildung 4.4.7: Intensit�tsabh�ngigkeit des Photostroms. a) Photostrom-Spannungs-Kurve (IP(Ubias)),
aufgenommen mit einem Beleuchtungsfleck der Fl�che AL0 » 50 mm2 bei 2 verschiedene Beleuchtungsleistungen
PL1 = 0,35 mW und PL2 = 0,7 mW an einem Silizium-Substrat (rS » 10-15 Wcm, dI(SiO2) » 30 nm, dI(Si3N4) »
60 nm) mit einer Gesamt-Oberfl�che Aakt = 90 mm2 in pH=4 Pufferl�sung und einer Modulationsfrequenz von
fL = 10 kHz. b) Photostrom-Beleuchtungsleistungs-Kurven (IP(PL)), aufgenommen unter den selben Bedingungen
wie in a) bei zwei verschiedene Vorspannungen Ubias1 = -1,4 V und Ubias2 = + 0,3 V. c) Vorhersage der
Intensit�tsabh�ngigkeit, berechnet nach der Formel IP(PL,AL) = (AL/AL0) · IP(PL· (AL0/AL), AL0).

(e) Abh�ngigkeit des Photostroms von der Modulationsfrequenz

In erster N�herung kann der LAPS mit einer Potential-abh�ngigen Kapazit�t CEIS beschrieben
werden. Seine Impedanz ist dann proportional zu (CEIS·fL)-1. 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, da§ die ohmschen, Frequenz-unabh�ngigen Widerst�nde der
Elektrolyt-L�sung und des Halbleitermaterials nicht mehr zu vernachl�ssigen sind [148]. Einen
hochfrequenten Betrieb des LAPS sind damit Grenzen gesetzt.

Abbildung 4.4.836: Abh�ngigkeit des Photostroms IP,WP

am Wendepunkt der Photostrom-Spannungs-Kurve von
der Modulationsfrequenz fL, aufgenommen an einem
Silizium-Substrat (rS »  15 Wcm, dI(SiO2) » 12 nm,
dI(Si3N4) » 31 nm) mit pH=4- Puffer, bei einer
Beleuchtungsleistung von PL = 5,8 mW, einem
Beleuchtungsfleck von AL » 1 mm2 und einer
Gesamtoberfl�che von Aakt = 90 mm2.

(f) pH-Abh�ngigkeit der Photostroms

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

                                                
36 Der detailliert Aufbau des Silizium-Substrats (ãTyp 8DÒ) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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4.5 Bestimmung der Oberfl�chenpotential-Empfindlichkeit

Um mit dem LAPS ortsaufgel�st zu messen, wird nur ein sehr kleiner Teil seiner Halbleiter-
Oberfl�che beleuchtet. Nur dort �ndert sich die Kapazit�t der Raumladungszone, wodurch ein
lokaler Photostrom flie§t. Der Photostrom ist dabei proportional zur �nderung der
Gesamtkapazit�t DCEIS bei Beleuchtung. Diese ist eine Differenz aus gro§en Summen, da die
Kapazit�t der unbeleuchteten Bereiche konstant bleibt und nur der kleine, durch den
Lichtzeiger beleuchtete Teil der Oberfl�che, seine Kapazit�t �ndert: DCEIS = CEIS(Beleuchtung

an) - CEIS(Beleuchtung aus) = (åi,i¹j ci(dunkel) + cj(hell)) - (åi,i¹j ci(dunkel) + cj(dunkel)).
Me§probleme die eine Differenzbildung zwischen zwei gro§en Summen erfordern sind aber
besonders anf�llig f�r Rauschen: Im Fall des LAPS wirken die unbeleuchteten Teile der
Oberfl�che als Streukapazit�t und erzeugen dadurch Rauschen im Photostrom. In einem
einfachen Bild wird das Rauschen im Photostrom proportional zur Streukapazit�t, d.h. zur
Oberfl�che des LAPS sein. Die Potentialempfindlichkeit des LAPS wird deshalb um so besser
sein, je kleiner dessen Oberfl�che ist. Es stellt sich deshalb die Frage, wie weit die Oberfl�che
des LAPS verkleinert werden mu§, um eine ausreichende Potentialempfindlichkeit zu erhalten.
M�§te die Oberfl�che so weit verkleinert werden, da§ sie nur noch die Gr�§e der Gate-
Elektrode eines FET-Feldes h�tte, w�re der Vorteil des LAPS, die freie Oberfl�chenpotential-
Messung entlang einer gro§en Oberfl�che, verloren. In diesem Kapitel werden dazu
Messungen zur Fl�chenabh�ngigkeit der Potentialempfindlichkeit vorgestellt.

(a) Materialien und Methoden

Um die Oberfl�che des LAPS zu variieren, wurden Teile der Oberfl�che dick mit Photolack
(1813 Photoresist, Shipley) bedeckt, so da§ nur in der Mitte eine Fl�che der Gr�§e Aakt

freiblieb, vgl. Abb. 4.5.1. Diese Fl�che entsprach dann der aktiven Oberfl�che des LAPS, da
mit Photolack bestrichenen Teile der Oberfl�che eine gegen Null gehende Kapazit�t haben und
somit passiviert sind.

Abbildung 4.5.1: Aufbau eines LAPS-
Experimentes zur Bestimmung der
Potentialempfindlichkeit. Gro§e Teile
der Halbleiter-Oberfl�che sind mit
Photolack bedeckt, so da§ nur in der
Mitte eine Fl�che der Gr�§e Aakt frei
bleibt.

Die Mitte der freien Fl�che wurde mit einem Lichtzeiger mit einem Querschnitt AL » 50 mm2

mit einer Leistung PL = 1,1 mW beleuchtet. F�r jeden Halbleiter wurde dann zun�chst eine
Photostrom-Spannungs-Kurve aufgenommen und deren Ableitung bestimmt, vgl. Abb. 4.5.2.
Am Ort der maximalen Steigung Ubias,WP ist der Photostrom maximal sensitiv auf
Potential�nderungen. Die absolute Steigung der Kennlinie dIP/dUbias|WP liefert damit den
Skalierungsfaktor zur Umrechnung der gemessenen Photostr�me in Potential�nderungen.
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Um das Rauschen im Photostrom zu messen wurde die Vorspannung konstant auf den
Wendepunkt der IP(Ubias)-Kennlinie Ubias,WP eingestellt. Dann wurde innerhalb des Lock-In-
Verst�rkers von der Amplitude des Photostroms IP(t) der konstante Anteil (ãoffsetÒ) IP,WP

abgezogen und nur der zeitliche Verlauf der Fluktuationen DIP(t) = IP(t) - IP,WP aufgezeichnet,

vgl. Abb. 4.5.2. Als Rauschamplitude DDIP wird die Standardabweichung der Photostrom-
Fluktuationen, bestimmt �ber ein Zeitintervall von einer Sekunde definiert:

DDIP = 
1

1
2

s
I (t) -  I dtP P

t'

t' +1s

D D( )ò   mit D DI =  
s

I (t) dtP P

t'

t' +1s1

1 ò (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 DDFS berechnet werden:

DDFS = DDIP / (-dIP/dUbias|WP) (2)

 [µV]

Abbildung 4.5.237: Prinzip zur Bestimmung der Potentialempfindlichkeit. a) Aufnahme einer Photostrom-
Spannungs-Kurve (IP(Ubias), linke Skala). Der Wendepunkt Ubias,WP der Kurve wurde als Maximum der Ableitung
(dIP/dUbias(Ubias), rechte Skala) bestimmt. Dort flo§ ein Photostrom (IP,WP » 820 nA), dessen Amplitude maximal
sensitiv auf �nderungen im Potential war (-dIP/dUbias|WP » 1700 nA/V). Die aufgezeichnete Kurve wurde in
pH=4-Puffer mit einem Silizium-Substrat mit spezifischem Widerstand rS = 15 Wcm und einer dI(SiO2) = 12 +
dI(Si3N4) = 31 nm dicken Isolationsschicht aufgenommen. Die Photolack-freie Fl�che betrug Aakt » 1,2 mm2. b)
Bei konstanter Vorspannung Ubias,WP wurden Fluktuationen des Photostroms DIP(t) = IP(t) - IP,WP um seinen
konstanten Wert IP,WP herum aufgezeichnet. �ber die Steigung der Photostrom-Spannungs-Kurve am
Wendepunkt dIP/dUbias|WP wurden die Stromfluktuationen DIP (linke Skala) in Potential-Fluktuationen DFS

(rechte Skala) umskaliert. Bei einer Zeitaufl�sung von 3 kHz wurde als Stromrauschen DDIP = 0,36 nA und als
Potential-Empfindlichkeit DDFS = 0,36nA / 1700 nA/V = 0.21 mV bestimmt.

Mit dieser Methode wurde die Potentialempfindlichkeit DDFS verschiedener Silizium-
Substrate bestimmt. F�r jede Dotierung wurden dazu Messungen an zwischen 2 bis 8 Wafern
mit jeweils 4 bis 7 verschiedenen Photolackbeschichtungen, d.h. Oberfl�chen Aakt

durchgef�hrt. Alle Messungen wurden mit einer Modulationsfrequenz von fL = 10 kHz bei
einer Zeitaufl�sung von 3 kHz durchgef�hrt. Wie in dem in Abb. 4.5.3 gezeigten Beispiel zu
sehen ist, kann der Zusammenhang zwischen Potentialempfindlichkeit und Oberfl�che Aakt in
erster N�herung linear beschrieben werden. Dieser lineare Zusammenhang wurde anhand der

                                                
37 Der detaillierte Aufbau des Silizium-Substrats (ãTyp 8DÒ) ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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vorliegenden Me§daten f�r alle Wafertypen bestimmt.

Abbildung 4.5.338:  Potential-Empfindlichkeit
DDFS von Silizium-Substraten mit spezifischem
Widerstand rS = 0,014 Wcm und einer
Isolationsschicht mit dI(SiO2) = 30 nm +
dI(Si3N4) = 59 nm, in Abh�ngigkeit der aktiven
Fl�che Aakt. Es wurden Messungen an zwei
verschiedenen Proben (Plus- bzw. Quadrat-
Symbole) mit jeweils 5 bzw. 4 unterschiedlichen
Photolack-Beschichtungen mit aktiver
Oberfl�che Aakt durchgef�hrt. Die Me§punkte in
dem gezeigten Beispiel k�nnen mit einer
Ursprungsgeraden mit Steigung DDFS/Aakt =
0,65 ± 0,02 mV/mm2 beschrieben werden.

(b) Ergebnisse und Diskussion39

In Abb. 4.5.4 ist die Potentialempfindlichkeit pro Fl�che gegen den spezifischen Widerstand
f�r die untersuchten Halbleitertypen aufgezeichnet.

Abbildung 4.5.440: Aufgetragen ist
die Potentialempfindlichkeit pro
Oberfl�che DDFS/Aakt f�r
verschiedene Silizium-Substrate,
aufgetragen gegen den spezifischen
Widerstand rS. DDFS/Aakt wurde
f�r jedes Substrat wie in Abb. 4.5.3
beschrieben durch ãFittenÒ einer
Ursprungsgerade an die
aufgezeichneten DDFS(Aakt)-Daten
berechnet. Die dick bzw. d�nn
eingezeichneten Punkte beschreiben
dabei Substrate mit dicker bzw.
d�nner Isolationsschicht. Das
Substrat ãTyp 1AÒ ist der
kommerziell von Molecular-Devices
erh�ltliche LAPS-Wafer, ãTyp
13BÒ ein ausged�nntes Substrat.

Bei hohen Dotierungen bzw. kleinen spezifischen Widerst�nden (rS = 0,014 Wcm) ist bei einer
konstanten Oberfl�che die Potentialempfindlichkeit des LAPS viel schlechter, als bei niedrigen
Dotierungen (rS = 10 - 1800 Wcm). Eine Verringerung der Dotierung verbessert die
Potentialempfindlichkeit nicht weiter, wenn der spezifischen Widerstand gr�§er als ca. 10
Wcm wird. Dies steht in guter �bereinstimmung mit den theoretischen �berlegungen. Ein
Vergleich zwischen den Substraten ãTyp 8DÒ und ãTyp 13BÒ zeigt, da§ bei gleicher
Dotierung eine Verd�nnung des Halbleiters von dS = 1000 mm (ãTyp 8DÒ) auf dS = 10 mm
(ãTyp 13BÒ) die Potentialempfindlichkeit nicht verschlechtert, sondern eher verbessert.

Neben der Gr�§e der unbeleuchteten aktiven Oberfl�che h�ngt die Streukapazit�t im LAPS

                                                
38 Details �ber das verwendete Silizium-Substrat (ãTyp 4EÒ) sind im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
39 Die Software zur Auswertung der Me§daten wurde von M. George geschrieben.
40 Eine n�here Beschreibung der Silizium-Substrate ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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auch von der spezifischen Kapazit�t der EIS-Struktur und damit von der spezifischen
Kapazit�t der Isolationsschicht ab. Bei Substraten mit dicker Isolationsschicht sollte die
Potentialempfindlichkeit deshalb besser sein. Bei den untersuchten Proben war das Rauschen
im Photostrom DDIP/Aakt bei d�nnen Isolationsschichten (ãTypen 4D, 8D, 7D, 6DÒ) h�her als
bei vergleichbaren Proben mit dicken Isolationsschichten (ãTypen 4E, 8E, 7G, 6GÒ) (Daten
nicht gezeigt). Bis auf Substrate vom ãTyp 4Ò war auch die Potentialempfindlichkeit bei
Substraten mit dicker Isolationsschicht (ãTypen 8E, 7G, 8GÒ) besser als die bei vergleichbaren
Proben mit d�nner Isolationsschicht (ãTypen 8D, 7D, 6DÒ) 41.

Eine Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen DDFS und Aakt w�rde f�r Silizium-

Substrate mit einem spezifischen Widerstand rS > 10 Wcm bei einer Oberfl�che von Aakt » 1

mm2 Potentialempfindlichkeiten im Bereich von DDFS » 10 mV ergeben. Dies w�re im
Vergleich mit anderen Techniken ein ausgezeichneter Wert. Leider ist aber eine Extrapolation
der Empfindlichkeit f�r kleine Fl�chen nicht m�glich, da in diesem Bereich auch Limitierungen
des elektronischen Aufbaus zur Messung des Photostroms ber�cksichtigt werden m�ssen.

(c) Limitierung der Potentialempfindlichkeit durch den elektronischen Aufbau

Sowohl Amplitude IP, als auch Steigung des Photostroms dIP/dUbias sollten von der Fl�che des
LAPS unabh�ngig sein, solange die Oberfl�che Aakt gr�§er als die der Ortsaufl�sung
entsprechende Fl�che (2·rmin)

2 ist. Das Rauschen im Photostrom DDIP und damit auch die

Potentialempfindlichkeit DDFS sollten dagegen linear mit Aakt skalieren. Wie in Abb. 4.5.5

gezeigt ist, treffen diese �berlegungen f�r aktive Oberfl�chen Aakt gr�§er » 20 mm2 zu.
Darunter ist jedoch ein deutlich abweichendes Verhalten zu beobachten, obwohl die
Ortsaufl�sung zu rmin kleiner » 100 mm abgesch�tzt wurde, d.h. (2rmin)

2 kleiner » 0,04 mm2 ist.
So nahmen sowohl Amplitude IP,WP, als auch Steigung des Photostroms dIP/dUbias|WP am
Wendepunkt bei Fl�chen kleiner » 20 mm2 deutlich ab, wogegen ihr Verh�ltnis

(dIP/dUbias)/IP|WP in etwa konstant blieb. Dies bedeutet, da§ die Potentialempfindlichkeit DDFS

= DDIP,WP / (dIP/dUbias|WP) mit sinkender Fl�che weniger als linear verbessert wird. Der

Photostrom wurde also davon beeinflu§t, ob die Oberfl�che des LAPS » 2 mm vom

Beleuchtungsfleck entfernt mit Photolack bedeckt war, obwohl die Ortsaufl�sung kleiner »

100 mm abgesch�tzt wurde. Dieses Ergebnis ist nicht eindeutig erkl�rbar. Da in den Messungen
zur Bestimmung der Ortsaufl�sung bisher kein Fehler entdeckt werden konnte, welcher
Abweichungen in dieser Gr�§enordnung erkl�ren k�nnte, ist nur eine unbefriedigende
Erkl�rung dieses Sachverhaltes m�glich: Wie bereits in fr�heren Arbeiten spekuliert wurde
[157], k�nnte die die Ortsaufl�sung limitierende diffusive Ausdehnung der Ladungstr�gerwolke
im Halbleiter neben dem in Kap. 4.6 beschriebenen kurzreichweitigen Term einen
langreichweitigen Schwanz besitzen.

Auch das Rauschen im Photostrom DDIP = 200 pA nahm bei kleinen Fl�chen weniger als linear
mit der Oberfl�che des LAPS ab. Bei kleinen Fl�chen war das Rauschen etwa konstant und lag

                                                
41 Die Potentialempfindlichkeit ist der Quotient aus dem Rauschen des Photostrom und der maximalen Steigung
der Photostrom-Spannungs-Kennlinie. Bei hohen Dotierungen (ãTyp 4Ò) ist zwar die Steigung in der
Photostrom-Spannungs-Kennlinie bei d�nnen Oxidschichten h�her, vgl. Kap. 4.4, daf�r ist aber auch das
Rauschen im Photostrom h�her, wodurch sich insgesamt eine geringere Potential-Empfindlichkeit ergibt.
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um DDIP » 200 pA. Dieser Effekt kann durch das Rauschen in der Elektronik zur Messung des
Photostrommessung erkl�rt werden: Die Messung des Photostroms fand in zwei Verst�rkern
statt. Der in der Me§kammer integrierte Vorverst�rker kann nicht Ursache des Rauschens
gewesen sein, da sein Rauschen zu nur DDI » 60 pA << 200 pA bestimmt wurde. Im
nachfolgenden Lock-In-Verst�rker wurde mit Hilfe der Auto-Offset-Funktion der konstante
Teil des Photostroms abgezogen und die Amplitude der Photostrom-Fluktuationen
ausgegeben. Es mu§ten also sehr kleine Fluktuationen im Photostrom (DIP(t) bis < 200 pA)
auf einem hohen konstanten Tr�gersignal (IP,WP bis > 1000 nA) gemessen werden. Dies
entspricht einem ãSignal-zu-OffsetÒ-Verh�ltnis von bis zu 0,2nA/1000nA =2*10-4. Der
verwendete Lock-In-Verst�rker hatte bei einer maximalen Ausgabespannung von 10 V ein
intrinsisches Rauschen von ca. 3 mV, d.h. ein ãSignal-zu-OffsetÒ-Verh�ltnis von
3mV/10000mV = 3*10-4. Damit konnten bei einem absoluten Photostrom von 1000 nA
Stromfluktuationen, die deutlich kleiner als 300 pA waren, nicht mehr nachgewiesen werden.
Das bei kleinen Oberfl�chen resultierenden Rauschen im Photostrom konnte also nicht mehr
vom Lock-in-Verst�rker aufgel�st werden.

Abbildung 4.5.542: Bestimmung der Potentialempfindlichkeit an drei Silizium-Proben (Dreiecke, Kreise,
Quadrate) mit rS = 10 Wcm, dI(SiO2) = 12 nm, dI(Si3N4) = 31 nm in pH=4-Puffer. Es wurden dabei
jeweils zwischen 4 und 5 verschiedene Photolackbeschichtungen Aakt vermessen. a) Amplitude des
Photostroms am Wendepunkt. b) Steigung des Photostroms am Wendepunkt. c) Rauschamplitude des
Photostroms. Im linearen Bereich ist DDIP = 0,035 nA/mm2. d) Potentialempfindlichkeit. Im linearen
Bereich ist DDFS = 0,0064 mV/mm2. Bei einer Fl�che von Aakt = 3 mm2 betr�gt die Potential-
Empfindlichkeit 130 ± 50 mV (obere gestrichelte Linie, n=6, Datenpunkte nicht einzeln eingezeichnet).
Unter Verwendung eines Differenzme§verfahrens kann die Potentialaufl�sung bei gleicher Fl�che auf 80 ±
40 mV gesteigert werden (untere gestrichelte Linie, n=6, Daten nicht einzeln eingezeichnet).

                                                
42 Eine n�here Beschreibung der Halbleitersubstrate vom ãTyp 13BÒ, ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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(d) Erh�hung der Potentialempfindlichkeit durch Differenzmessungen mit zwei Lichtzeigern

Das Problem hoher Offset-Photostr�me l�§t sich teilweise durch Verwendung einer
Differenzme§methode umgehen [146, 148]: Dabei wird neben der Beleuchtung der
Me§position die Oberfl�che des LAPS mit einem defokussierten zweiten Lichtzeiger
beleuchtet, welcher um 180¡ phasenversetzt zum ersten moduliert wird. Ist das
Oberfl�chenpotential an den beiden beleuchteten Stellen gleich, so haben beide lokale
Teilstr�me dieselbe Amplitude. Da die Modulation aber gegenphasig ist, ist auch die Phase
beider Teilstr�me um 180¡ verschoben und der resultierende Photostrom sollte Null sein.
Wenn sich das Oberfl�chenpotential am Ort eines Lichtzeigers �ndert, so �ndert sich auch die
Amplitude des Photostroms. Sie ist proportional zur Differenz der Oberfl�chenpotentiale
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 da§ der Offset des Photostroms zwar drastisch
verringert werden konnte, aber nicht Null war. Dies lag vor allem daran, da§ Anstieg und
Abfall des Photostroms nicht identisch waren.

Unter Verwendung eines Lichtzeigers wurde mit einem Silizium-Substrat (rS = 10 Wcm,

dI(SiO2) = 12 nm, dI(Si3N4) = 31 nm)43 mit einer aktiven Fl�che Aakt » 3 mm2 bei einer

Zeitaufl�sung von 3 kHz eine Potentialempfindlichkeit von 130 ± 50 mV (n=6) erreicht, siehe
Abb. 4.5.5. Durch Verwendung des Differenzme§prinzips konnte die Potentialempfindlichkeit
auf 80 ± 40 mV verbessert werden.

Zum Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden sollte die Empfindlichkeit des hier vorgestellte
LAPS-Aufbaus gerade ausreichend sein. Mit einer verbesserten Me§elektronik scheinen aber
durchaus Potential-Empfindlichkeiten von einigen 10 mV bei Oberfl�chen um 1 mm2

realisierbar.

                                                
43 Eine detaillierte Beschreibung des Substrats vom ãTyp 13BÒ ist im Anhang Kap. 13.2 nachzulesen.
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4.6 Experimente zur Ortsaufl�sung

Um die Ortsaufl�sung 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]
k�nnen auf der Oberfl�che des LAPS gezielt Variationen des Oberfl�chenpotentials DFS(x)
erzeugt werden. Durch Rastern des Lichtzeigers �ber das Potential-Muster und Messung des
Photostrom IP(x) wird das Potentialmuster abgebildet: IP = IP(DFS(x)). Die Ausdehnung der
kleinsten Oberfl�chenpotential-Struktur, welche durch Messung des Photostroms noch
aufl�sbar ist, wird dabei als Ortsaufl�sung definiert.

In Tab. 4.6.1 sind nach dieser Methode durchgef�hrte Experimente zusammengefa§t. Sie
zeigen, da§ die Ortsaufl�sung des LAPS durch Verwendung d�nner Substrate verbessert [158-
160] wird. Bei Beleuchtung von hinten ist die Ortsaufl�sung besser bei gro§en Eindringtiefen
des Lichtzeigers [159].

Referenz dS [mm] l [nm] lL [mm]44 Quelle RExp [mm] rmin [mm]

[159] 630 633 2 hinten < 1000 -
[159] 300 633 2 hinten < 500 -
[159] 100 633 2 hinten < 100 -
[159] 20 830 5 hinten < 10 6-1445

[160] 0,5 532 1 hinten < 5 0,14-
0,3546

[146, 157] 500 690 3 vorne < 100 25-5047

Tabelle 4.6.1: Vergleich experimentell bestimmter Ortsaufl�sungen. Dazu wurden n-dotierte Silizium-Substrate
mit einem Widerstand von rS = 10-15 Wcm untersucht, in denen die L�cher-Diffusionsl�nge LSp » 100-400 mm
betr�gt. dS bezeichnet dabei die Dicke des Substrates, l die Wellenl�nge und lL die Eindringtiefe des
Lichtzeigers. Die Spalte ãQuelleÒ zeigt an, ob das Substrat von vorne oder von hinten beleuchtet wurde. RExp

gibt die experimentell bestimmte Ortsaufl�sung an, w�hrend rmin den nach Kap. 4.3 abgesch�tzten Wert der
Ortsaufl�sung angibt. Es ist darauf zu achten, da§ RExp und rmin auf unterschiedlichen Definitionen beruhen.

(b) Ausnutzung der Nicht-Linearit�t der Strom-Leistungs-Kurve

In diesem Experiment wird die Oberfl�che des LAPS mit zwei gleichphasig modulierten
Lichtzeigern an zwei Stellen im Abstand DxL mit jeweils der Leistung PL beleuchtet. Sind die

beiden beleuchteten Stellen so weit voneinander entfernt (DxL >> 0), da§ die durch sie im
Halbleiter erzeugten Wolken freier Ladungstr�ger nicht �berlappen, dann werden sich die Teil-
Photostr�me IP1 und IP2 linear zu dem Gesamt-Photostrom IP = IP1 + IP2 aufaddieren.
Beleuchten dagegen im anderen Extremfall beide Lichtzeiger dieselbe Stelle (DxL =0), dann
�berschneiden sich die Licht-generierten Ladungstr�ger. Dies entspricht genau dem Fall, da§

                                                
44 Die Abh�ngigkeit von lL von l ist in [151, (K.1.6, S.32)] tabelliert.
45 lL » dS Þ (1/12)1/2 dS < rmin < (7/15)1/2 dS.
46 Die Dotierung des Substrats wurde nicht ver�ffentlicht. lL » dS Þ (1/12)1/2 dS < rmin < (7/15)1/2 dS.
47 Der Aufbau des ãTyp 1AÒ-Substrates ist im Anhang Kap. 13.2 beschrieben. rmin = (2LSplL)1/2.
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die Stelle mit nur einem Lichtzeiger mit doppelter Leistung 2 PL beleuchtet w�rde. Wegen der
Nichtlinearit�t von IP(PL) ist bei doppelter Lichtleistung der Photostrom aber nicht doppelt so
gro§. Der Gesamt-Photostrom bei Beleuchtung einer Stelle mit zwei Lichtzeigern ist also
kleiner als die Summe der Teilstr�me, die jeweils bei nur einem Lichtzeiger flie§en w�rden IP <
IP1 + IP2. W�hrend eines Experiments wird der Abstand zwischen beiden Lichtzeigern Dx

variiert und dabei der jeweilige Photostrom IP(Dx) gemessen. Dabei ist der Photostrom bei

gro§en Dx konstant und beginnt abzunehmen, wenn der Abstand zwischen beiden Lichtzeiger
so klein wird, da§ die Licht-generierten Ladungstr�ger beider Lichtzeiger �berlappen. Die
mittlere Ausdehnung <Dx> dieses Einbruchs ist damit ein Ma§ f�r die Ortsaufl�sung.
Experimente dazu wurden in [148, (K.5.2)] beschrieben. Quantitative Aussagen wurden mit
dieser Methode bisher noch nicht erhalten.

(c) Bestimmung der Abklingl�nge der Ladungstr�gerverteilung entlang der LAPS-Oberfl�che48

Die Oberfl�che von oxi-/nitridierten Silizium-Substraten wurde auf einer H�lfte (x<0) mit einer
Metallschicht bedampft, w�hrend die andere H�lfte nackt blieb. Der Lichtzeiger wurde von
dem Metall-bedeckten Bereich in den unbedeckten Bereich gefahren und dabei der Photostrom
IP(x, Ubias) bei verschiedenen Vorspannungen Ubias gemessen, siehe Abb. 4.6.1. Eine typische
Messung dazu ist in Abb. 4.6.2 und Abb. 4.6.3 dargestellt.

                                                
48 Die Messungen in diesem Abschnitt wurden von M. George und zum Teil von I. Gerhardt durchgef�hrt. Dies
ist das einzige LAPS-Experiment in dieser Arbeit, welches nicht in Elektrolyt durchgef�hrt wurde. Die
Ergebnisse wurden in [292] zur Ver�ffentlichung eingereicht.
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Abbildung 4.6.1: Prinzipieller Aufbau
zur Bestimmung der Ortsaufl�sung.
Nur eine H�lfte der isolierten
Halbleiteroberfl�che (IS) ist mit einer
d�nnen und deshalb semi-
transparenten Metallschicht (M)
�berzogen. Der Lichtzeiger wird vom
Metall-bedeckten Bereich (x < 0) �ber
die Kante in den unbedeckten  Bereich
(x > 0) bewegt und dabei der
Photostrom gemessen.  Es kann nur
dort ein Photostrom flie§en, wo freie
Ladungstr�ger (hier als Punkte
eingezeichnet) in der N�he der
Raumladungszone im Halbleiter
vorliegen.

Die Abh�ngigkeit des Photostroms von der Vorspannung zeigte in allen Experimenten die
gewohnte sigmoidale Form IP(Ubias): maximaler Photostrom in Inversion (Ubias << 0) und kein
Photostrom in Akkumulation (Ubias >> 0). Zur Auswertung der Ortsabh�ngigkeit wurde bei
allen Messungen der r�umliche Verlauf des Photostroms IP(x) in starker Inversion (Ubias = -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
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ohmschen R�ckkontakt 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.

Abbildung 4.6.2: Photostrom IP in Abh�ngigkeit der
Vorspannung Ubias und der Position des Lichtzeigers. Die
Kurve wurde an einem ã5G-TypÒ-Silizium-Substrat
aufgenommen, welches  auf einer H�lfte (x > 0) mit einem
25 nm dicken NiCr-Metallfilm �berzogen war. Der Radius
des mit 10 kHz modulierten roten Lichtzeigers bei einer
optischen Leistung von PL » 1 mW betrug rL » 3-4 mm49.

Bei Beleuchtung des Siliziums tief im metallisierten Bereichs (x << 0) flo§ 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
N�he 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
folgenderma§en erkl�rt werden: Die Licht-generierten Ladungstr�ger diffundierten im Silizium
und es flo§ �berall dort ein Photostrom, wo in der N�he der Raumladungszone freie L�cher
vorlagen. Eine Raumladungszone existierte aber nur im Bereich des Metall-bedeckten
Siliziums50. Deshalb flo§ nur dann ein Photostrom, wenn Elektron-Loch-Paare entweder
bereits unter der metallisierten Schicht erzeugt wurden, oder wenn sie durch laterale Diffusion
parallel zur Oberfl�che 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 Abklingl�nge ist deshalb als
effektive laterale Diffusionsl�nge freier L�cher parallel zur Oberfl�che zu interpretieren und

                                                
49 Der Radius des Lichtzeigers rL wurde in einem getrennten Experiment ermittelt. Dabei wurde eine Seite eines
isolierten Siliziumsubstrats (IS) mit einem dicken, die andere mit einem d�nnen Metallfilm �berzogen, der
Lichtzeiger �ber 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 d�nnen
Metallfilms war der Photostrom deshalb viel gr�§er. Die Ausdehnung bzw. Anstiegsl�nge der exponentiellen
Zunahme des Photostroms beim �berfahren der Kante zwischen dickem und d�nnem Metallfilm wurde als
Radius des Lichtzeigers angenommen. Der Wert stimmt mit optischen Messungen �berein, bei welchen der
Radius des Lichtzeigers mit einem Mikroskopobjektiv abgesch�tzt wurde.
50 Das Feld der Raumladungszone dringt sicher auch etwas in den Metall-freien Bereich des Halbleiters ein,
genauso wie au§erhalb der Platten eines Kondensators ein Streufeld vorliegt. Da die Ausdehnung der
Raumladungszone senkrecht zur Halbleiteroberfl�che selbst bei sehr geringen Dotierungen kleiner als 10 mm ist
[151, (K.2.3)], sollte sich die Raumladungszone nur deutlich unter 10 mm �ber die metallisierte Fl�che hinaus in
x-Richtung ausdehnen. Dies liegt dann in der selben Gr�§enordnung wie der Radius des Lichtzeigers. Die
Ortsaufl�sung kann mit dieser Methode also nicht viel genauer als » 10 mm bestimmt werden.
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wird hier als Absch�tzung der Ortsaufl�sung rmin verwendet. Mit dieser Methode wurde die
Ortsaufl�sung f�r verschiedene n-dotierte Silizium-Wafer bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 4.6.4 zusammengefa§t51.

Abbildung 4.6.3: Schnitt aus Abb. 4.6.2 (dick
eingezeichnete Linie) in der IP-x-Ebene bei einer
Vorspannung Ubias = -8V. Der Abfall der Photostroms
im nicht-metallisierten Bereich kann mit einer
Exponential-Funktion beschrieben werden. Die
dadurch bestimmt Abfallkonstante wird als
Ortsaufl�sung rmin definiert..

Deutlich ist bei dicken Substraten ein Einflu§ der Dotierung auf die Ortsaufl�sung zu
beobachten (ãTyp 3,5,6,7,8Ò). Je kleiner der spezifische Widerstand rS des Siliziums, um so
besser ist die Ortsaufl�sung52. Der prinzipielle Effekt ist leicht verst�ndlich: Bei starker
Dotierung sind mehr Fremdatome im Silizium vorhanden, an denen Elektron-Loch-Paare
gestreut werden k�nnen. Damit wird die Volumen-Diffusionsl�nge k�rzer und die
Ortsaufl�sung besser.

Abbildung 4.6.4: Experimentell bestimmte
Ortsaufl�sung rmin f�r verschiedene Halbleitertypen,
aufgetragen gegen den spezifischen Widerstand des n-
dotierten Siliziums rS.

                                                
51 In dieser Arbeit sind nur prinzipielle Ergebnisse dargestellt. F�r eine genauere Analyse m�ssen noch die
Abh�ngigkeiten anderer Parameter, wie z.B. der Leistung des Lichtzeigers PL und der Vorspannung Ubias

ber�cksichtigt werden. In einer weiteren Variante ist geplant, auf die H�lfte der Oberfl�che eines oxi-/nitridierten
Siliziumsubstrats einen Film aus LaF3 aufzudampfen und dann die gesamte Oberfl�che mit einem Metallfilm zu
�berziehen. Von LaF3 ist bekannt, da§ es das Oberfl�chenpotential ver�ndert [155]. Fahren des Lichtzeigers �ber
eine derartige Potentialstufe und Bestimmung der Abfall-L�nge im Photostrom sollte eine alternative Methode
zur Bestimmung der Ortsaufl�sung sein. Die Experimente h�tten den Vorteil, da§ aufgrund der vollst�ndigen
Metallisierung nun entlang der gesamten Oberfl�che eine durch Vorspannung erzeugte Raumladungszone
ausgebildet w�re.
52 Die Umrechnung nD «rS ist in [151, (K.1.5.2, S.32)] tabelliert. Es bleibt unverstanden, warum die
Ortsaufl�sung von ãTyp 3Ò Halbleitern schlechter als die von ãTyp 7Ò Halbleitern und die von ãTyp 5 Ò
Halbleitern schlechter als die von ãTyp 8Ò Halbleitern ist, obwohl die Halbleiter vom ãTyp 3Ò d�nner als die
vom ãTyp 7Ò und die vom ãTyp 5Ò d�nner als die vom ãTyp 8Ò sind. Hier k�nnten entweder Unterschiede in
der Halbleiter-Prozessierung (Gitterfehler,...) oder die in der vorigen Fu§note 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 f�r einen d�nnen Silizium-Wafer (ãTyp 13BÒ) bestimmte
Ortsaufl�sung eingetragen. Sie liegt mit rmin = 17 ± 3 mm deutlich unter der dicker Substrate mit
vergleichbarer Dotierung 53 (ãTyp 5Ò und ãTyp 8Ò).

(d) Diskussion

Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente zur Bestimmung der Ortsaufl�sung zeigen
drei klare Tendenzen: (i) die Ortsaufl�sung ist bei dicken Silizium-Substraten um so besser, je
st�rker 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
gro§er Eindringtiefe (infrarotes Licht) g�nstig. (iii) Die Ortsaufl�sung kann verbessert werden,
in dem die Dicke des Silizium-Substrats reduziert wird. Diese Tendenzen k�nnen in sehr guter
�bereinstimmung mit der in Kap. 4.3 vorgestellten Theorie erkl�rt werden. Bei Angabe
absoluter Zahlen unterscheiden sich Theorie und Experiment allerdings teilweise deutlich.

Durch Verwendung d�nner Halbleiter-Substrate konnte die Ortsaufl�sung des LAPS in den
Bereich von 10-20 mm gebracht werden. Dies stellt eine deutliche Verbesserung zu den fr�her
verwendeten dicken Halbleiter-Substraten dar [146, 157]. Die Ortsaufl�sung liegt damit im
Bereich der Gr�§e einzelner Zellen und sollte f�r den Aufbau von Zell-Halbleiter-Hybriden
ausreichend sein.

                                                
53 Die in Kap. 4.3 beschriebene Theorie sagt hier (dS = lL = 3 mm): (1/12)1/2 dS < rmin < (7/15)1/2 dS, d.h. 0,84
mm < rmin < 2,1 mm voraus. Dies ist deutlich kleiner als der experimentell bestimmte Wert. Wegen der Gr�§e
des Lichtzeigers waren sowieso keine Ortsaufl�sungen < 10 mm bestimmbar. Au§erdem besteht das ãTyp 13BÒ-
Substrat aus einer Epi-Schicht, d.h. einen d�nnen schwach dotierten Film (dS = 3 mm) auf einem dicken (380
mm) stark dotierten Si-Substrat. Es ist denkbar, das die Ortsaufl�sung durch Diffusion der freien L�cher im
unterliegenden Si-Substrat signifikant verschlechtert wird.
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5 Der Feldeffekt-adressierbare potentiometrische Sensor (FAPS)1

5.1 Funktionsweise

Der Feldeffekt-adressierbare potentiometrische Sensor (FAPS) ist ein Oberfl�chenpotential-
Sensor mit einer hohen Integrationsdichte aktiver Me§positionen. Im Vergleich mit
konventionellen FETs liegt sein Vorteil besonders darin, da§ bei Aufbau eines n´n - Feldes die
Zahl der n�tigen Zuleitungen nur mit n und nicht mit n2 skaliert.

Der FAPS besteht aus zwei sich kreuzenden, gitterartigen Strukturen auf einem
Tr�gersubstrat, siehe 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 leitf�higen Kan�le aufgebaut sind, als n-
Typ angenommen, d.h. die freien Ladungstr�ger sind Elektronen. Der spezifische Widerstand
rc(x) [Wm-1] an einer Stelle x des Kanals ist proportional zum Kehrwert der Dichte der freien
Ladungstr�ger nn(x) [m-3] [151, (S.140)]:

rc(x) = 1/(dS·bS·e ·nn(x)·mn) (1)

e[As] ist dabei die Elementarladung und mn [m
2V-1s-1] die Beweglichkeit der Elektronen, welche

in erster N�herung als Potential-unabh�ngig betrachtet wird. dS und bS bezeichnen Dicke und
Breite des Kanals und deren Produkt die Querschnittsfl�che. Der gesamte Widerstand Rc des
Kanals ist Rc = r (x) dxc0

lS

ò , wobei lS die L�nge des Kanals ist.

A B

Abbildung 5.1.1: Schematischer Aufbau des FAPS. a) Blick von oben. Nicht eingezeichnet sind der Elektrolyt
oberhalb und das Glas-Tr�gersubstrat unterhalb der Gitterstruktur. In x-Richtung sind die leitf�higen Kan�le,
in y-Richtung die Gate-Elektroden streifenf�rmig angeordnet. Durch Anlegen einer Vorspannung Ubias an die
entlang der Linie C-D eingezeichnete Gate-Elektrode und Messung des Widerstandes Rc des entlang der Linie
A-B eingezeichneten Kanals, ist die aktive Me§position durch den Kreuzungspunkt aus Kanal und Gate
bestimmt. b) Querschnitt entlang eines leitf�higen Kanals in x-Richtung. Nicht eingezeichnet ist das Glas-
Tr�gersubstrat. Auf den Kanal wirkt von unten das �ber eine Gate-Elektrode angelegte Potential Ubias und von
oben in der elektrolytischen Phase ein Testpotential DFS. Der Elektrolyt ist �ber eine Referenzelektrode mit dem
Stromkreis verbunden. Ist das Gate-Potential negativ, so sinkt die Dichte freier Elektronen, was ein Abschn�ren
des Kanals bewirkt.

                                                
1 Der FAPS basiert auf einer Idee von Dr. A. Lorke. Das gesamte Projekt wurde in Zusammenarbeit mit Dr. A.
Lorke, S. B�hm und M. George begonnen. Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [143, 161-163]
ver�ffentlicht bzw. zur Ver�ffentlichung eingereicht.
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Unter den leitfähigen Kanälen befindet sich eine von ihnen elektrisch isolierte Anordnung aus 
Steuer- bzw. Gate-Elektroden. Nach dem Feldeffektprinzip kann durch Anlegen einer Spannung 
Ubias an eine Steuerelektrode nun der lokale Widerstand rc(x) der darüber liegenden Kanäle am 
Ort der Kreuzungspunkte eingestellt werden: Wirkt an einer Stelle x eine negative Vorspannung 
Ubias(x), werden dort freie Elektronen aus dem Kanal verdrängt und der Widerstand des Kanals 
nimmt zu. Bei kleinen Vorspannungen ist die Verarmung der Ladungsträgerdichte ∆nn(x) dabei 
proportional zur angelegten Spannung [151]:  
 
∆nn(x) ∝  -Ubias(x) + const.         (2) 
 
nn(x) = nn0 - ∆nn(x)          (3) 
 
nn0 ist dabei die Elektronendichte im Kanal ohne angelegte Vorspannung. Der genaue 
physikalische Mechanismus der Ladungsträgerverarmung durch Anlegen eines Feldes hängt im 
Detail von der Art des verwendeten Halbleiters ab, aus welchem die Kanäle aufgebaut sind. Nach 
Gl. 1 - Gl. 3 ist der lokale Widerstand in den Kanälen proportional zum Kehrwert der dort 
anliegenden Spannung, vgl. Abb. 5.1.2. Uth ist dabei die Schwellspannung, ab welcher der Kanal 
abgeschnürt, d.h. vollkommen verarmt an freien Elektronen ist: 
 
rc(x) ∝  1/(Ubias(x)-Uth)         (4) 
 

Uth

rc

Ubias1

Ubias

∆rc1

∆

∆rc2 -> 0

∆
Ubias2=0  

 
 
Abbildung 5.1.2: Theoretische Abhängigkeit des 
lokalen Kanalwiderstandes rc von der angelegten 
Vorspannung Ubias. Bei einer Vorspannung Ubias1 
wird der Kanalwiderstand bei Einwirkung eines 
zusätzlichen Potentials ∆ΦS1 stark verändert, ∆rc 
>> 0. Bei einer Vorspannung Ubias1 = 0 wirken sich 
zusätzliche Potentiale ∆ΦS2 nicht auf den 
Widerstand des n-Kanals aus, ∆rc → 0. 

 
Das effektive Potential Ugate an einem leitenden Kanal am Kreuzungspunkt mit einer Steuer-
Elektrode setzt sich aus der von unten mit der Steuer-Elektrode angelegten Vorspannung Ubias 
und dem zu messenden Testpotential ∆ΦS an der Oberfläche des Sensors zusammen, siehe Abb. 
5.1.1:  
 
Ugate = Ubias + ∆ΦS          (5) 
 
Durch Anlegen einer Steuerspannung Ubias1 << 0 an eine ausgewählte Steuerelektrode, z.B. die in 
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, daß er an diesem 
Kreuzungspunkt stark vom Potential ∆ΦS der Sensoroberfläche abhängig ist (|drc/dUgate| >> 0). 
An allen anderen Steuer-Elektroden wird eine Spannung Ubias2 angelegt, so daß Potentiale ∆ΦS  
an der Oberfläche der Sensors an diesen Kreuzungspunkten nur einen vernachlässigbaren       
Einfluß auf rc haben (drc/dUgate ≈ 0), siehe Abb. 5.1.2. Indem nur an eine Steuerelektrode eine     
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Spannung Ubias >> 0 angelegt und der Widerstand Rc von nur einem Kanal gemessen wird, ist
durch die Wahl des Kreuzungspunktes aus Steuerelektrode und Kanal die aktive Me§position
des Sensors bestimmt. Durch Messung des Kanalwiderstandes kann das Oberfl�chenpotential
DFS an dieser Stelle bestimmt werden: Rc = Rc(DFS). Damit ist die M�glichkeit einer
ortsaufgel�sten Oberfl�chenpotential-Detektion gegeben.

Umgekehrt sind durch lokale Abschn�rung von Elektronenkan�len 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 k�nnten [143].

F�r eine praktische Realisierung des FAPS-Konzepts mu§ zun�chst eine Technik zur
Herstellung der leitf�higen Kan�le ausgew�hlt werden. Prinzipiell sind Methoden aus der
Silizium-Technologie (z.B. die ãsilicon-on-insulatorÒ (SOI)- oder ãwafer bondingÒ-Technik
[164, 165]), die Verwendung d�nner Filme aus amorphem Silizium [166], oder der Einsatz von
halbleitenden Polymeren [167] denkbar. In diesem Projekt wurden die leitf�higen Kan�le durch
sogenannte Quantentopfstrukturen mit der Technik des ãepitaktischen lift-offsÒ realisiert,
siehe Abb. 5.1.3.

Ein Quantentopf besteht im wesentlichen aus einem Drei-Lagen-Schichtsystem, wobei die
potentielle Energie Epot f�r freie Ladungstr�ger in der innersten Schicht viel niedriger als in den
beiden �u§eren ist. Freie Ladungstr�ger, hier Elektronen, sind damit durch die
Potentialbarrieren der Nachbarschichten an die innerste Schicht gebunden. Liegt die Dicke der
innersten Schicht in der Gr�§enordnung der de Broglie-Wellenl�nge thermischer Elektronen,
dann ist die Ladungstr�gerverteilung 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 L�nge lS und Breite bS der Kan�le gebunden. Da lS und
bS deutlich gr�§er als die de Broglie-Wellenl�ge sind, k�nnen 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 ã2-
dimensionales ElektronengasÒ beschrieben.

Wird nun an einer Stelle x2 durch eine Gate-Elektrode eine negative Vorspannung Ubias1

senkrecht zu dem Kanal angelegt, wird durch den resultierenden linearen Potentialgradient die
potentielle Energie f�r freie Elektronen erh�ht, siehe Abb. 5.1.3. Dadurch wird der Aufenthalt
an der Stelle x2 des Kanals f�r Elektronen energetisch ung�nstig und sie wandern zu
benachbarten, energetisch g�nstigeren Stellen x1 und x3 des Kanals. Damit sinkt an der Stelle
der angelegten Vorspannung die Elektronendichte im Kanal und der lokale Widerstand wird
gr�§er. Leitf�hige Kan�le aus Quantentopf-Strukturen erf�llen 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 leitf�higen Kanal. Von der linken
Seite wirkt auf den Kanal das Massepotential der Referenzelektrode im Elektrolyt, von der rechten Seite das
�ber die angrenzende Gate-Elektrode angelegte Potential Ubias(x). Der Quantentopf besteht aus einem Drei-
Schichtsystem, wobei die beiden �u§eren Schichten viel weniger stark leitf�hig sind, als die innerste Schicht. b)
Innerhalb der Quantentopfstruktur sind die freien Ladungstr�ger an die innere Schicht gebunden, da dort die
potentielle Energie am niedrigsten ist. In z-Richtung ist die Energie der freien Ladungstr�ger, hier Elektronen,
quantisiert, was in der Abbildung durch die auf diskreten Energieniveaus liegenden, kugelf�rmig
eingezeichneten Elektronen angedeutet ist. Durch Anlegen einer lokalen Vorspannung entlang einer Gate-
Elektrode mit Breite bS an der Stelle x2, vgl. c), wird die potentielle Energie der Elektronen erh�ht. Um diese
energetisch ung�nstigen Niveaus zu vermeiden, flie§en 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 �ber den Gate-Elektroden. Ein
etablierte M�glichkeit dazu ist die Technik des ãepitaktischen lift-offsÒ [171-173], welche
bevorzugt auf GaAs-basierte Halbleitern anwendbar ist. Mit ihr k�nnen d�nne, kristalline
Halbleiterfilme auf strukturierte Substrate aufgebracht werden. Da die Technik bereits
ausf�hrlich beschrieben wurde, werden die einzelnen Schritte hier nur schematisch dargestellt,
siehe dazu Abb. 5.2.1.

Basis ist eine Halbleiter-Struktur, in welcher auf einem Substrat (GaAs) eine Opferschicht
(AlAs) und eine d�nne kristalline Quantentopf-Struktur (AlGaAs/GaAs/AlGaAs-
Heterostruktur) aufgebracht sind (a). Zun�chst werden elektrische Anschlu§kontakte zu den
leitf�higen Kan�len durch einen lithographischen Arbeitsschritt und eine nachfolgende
Metallbedampfung hergestellt (b). Um eine ohmsche Kontaktierung der leitf�higen Kan�le zu
erhalten, werden die aufgedampften Metalle dazu thermisch in die Halbleiterstruktur einlegiert.
Parallel dazu werden auf dem f�r den FAPS vorgesehenen Glas-Substrat (c) mit Standard-
lithographischen Methoden metallische Leiterbahnen als Gate-Elektroden abgeschieden (d).
Nun wird die Quantentopfstruktur mit einer Schutzschicht �berzogen (e). Sie dient einerseits
als Schutz gegen�ber der im folgenden Schritt verwendeten Flu§s�ure, andererseits als
mechanische Verst�rkung. Durch geeignete �tzverfahren kann nun die Opferschicht entfernt
werden (f), wobei die dar�ber befindliche Quantentopf-Struktur abgehoben und auf das Glas-
Substrat mit den darauf erzeugten Gate-Elektroden aufgelegt werden kann (g). Dieses
Verfahren wird als ãepitaktischer lift-offÒ bezeichnet. Bei der Verwendung einer
GaAs/AlGaAs-Quantentopfstruktur wird als Opferschicht AlAs verwendet. Diese Schicht
kann mit hoher Selektivit�t durch Flu§s�ure aufgel�st werden. Die so abgel�ste und auf das
Glassubstrat aufgelegte GaAs/AlGaAs-Quantentopfstruktur haftet aufgrund von van der
Waals-Kr�ften. Dies hat den Vorteil, da§ die abgehobene Schicht auch ohne Verwendung von
Klebstoffen oder Haftvermittlern eine �u§erst stabile mechanische Verbindung mit der
Unterlage eingeht. In einem anschlie§enden Schritt wird die Schutzschicht entfernt (h).
Abschlie§end mu§ die aufgelegte Quantentopfstruktur noch mit lithographischen Techniken
strukturiert, d.h. die einzelnen leitf�higen Kan�le herausge�tzt werden.

Abbildung 5.2.1:
Herstellung einer
FAPS-Struktur mit
Hilfe der Technik
des ãepitaktischen
lift-offsÒ.
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5.3 Charakterisierung2

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-Schicht3 [173].

                                                
2 Die hier vorgestellte Teststruktur wurde von S. B�hm entwickelt und die Messungen damit von S. B�hm und
M. George durchgef�hrt.
3 Die freien Elektronen dieser Schicht ãfallenÒ in den GaAs Quantentopf und f�llen ihn damit mit freien
Ladungstr�gern.

Abbildung 5.3.1: FAPS-Teststruktur bestehen aus einer
Steuerelektrode und f�nf leitf�higen Kan�len. Der
Skalierungsbalken ist 1 mm lang. Mit der Technik des
ãepitaktischen lift-offsÒ ist es m�glich, derartige Strukturen
auch im Mikrometer-Bereich herzustellen. Es sollte deshalb
m�glich sein, einen FAPS mit einer Ortsaufl�sung von nur
wenigen Mikrometern aufzubauen.

Mit dieser Teststruktur wurde die Steuerbarkeit des Widerstandes Rc der leitf�higen Kan�le
durch Anlegen einer Steuerspannung Ubias demonstriert, siehe Abb. 5.3.2. Dazu wurde ein
konstanter Strom Ic = 0,7 mA in den Kanal gespeist und die am Kanal abfallende Spannung Uc

in Abh�ngigkeit des mit der Steuer-Elektrode eingestellten Potentials Ubias gemessen. Der
Kanalwiderstand ist dann Rc = Uc/Ic. Bei einer Vorspannung Ubias = -0,84 V betrug die
maximale normalisierte Steigung der Kennlinie |(dRc/dUbias) / Rc| » 21 V-1.

Abbildung 5.3.2: Kanalwiderstand Rc in Abh�ngigkeit
der Vorspannung Ubias, gemessen bei Raumtemperatur.

Damit wurde demonstriert, da§ (i) FAPS-Strukturen mit der Technik des epitaktischen lift-
offs realisierbar sind, (ii) der Widerstand der leitf�higen Kan�le in etwa proportional zum
Kehrwert des auf ihn wirkenden Potentials ist und es damit Bereiche der Kennlinie gibt, in
welchen RC sehr empfindlich auf kleine Potential�nderungen reagiert und (iii) die maximale
normalisierte Steigung der Kennlinie vergleichbar mit der von anderen Oberfl�chenpotential-
Sensoren ist. Obwohl die M�glichkeiten des FAPS noch nicht umfassend charakterisiert
worden sind, legen die in dieser Arbeit gemachten Messungen nahe, da§ mit dem FAPS ein
neuer Oberfl�chenpotential-Sensor entwickelt wurde, der sich gut zum Aufbau von Zell-
Halbleiter-Hybriden eignen sollte.
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6 Messungen an Zell-Halbleiter-Hybriden

6.1 Herzmuskelzellen1

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] extrazellul�rer Potentiale gemessen werden. Aufgrund der H�he ihrer extrazellul�ren
Potentiale von bis zu mehreren 100 mV und ihrem Durchmesser von einigen 10 mm, sollten an
diesen Zellen auch extrazellul�re Potentiale mit dem LAPS me§bar sein, welcher bei einer
Potentialempfindlichkeit von bis zu 80 mV bei einer Zeitaufl�sung von 0,3 ms eine

Ortsaufl�sung von 20 mm erm�glicht2. Diese M�glichkeit wird in diesem Kapitel untersucht.

(a) Messungen mit Feldeffekt-Transistor-Feldern3

Um die in dieser Arbeit verwendete Technik zur Kultur von embryonalen H�hner-
Herzmuskelzellen auf oxi-/ nitridierten Silizium-Oberfl�chen zu �berpr�fen, wurde versucht an
diesen Kulturen extrazellul�re Potentiale mit FET-Feldern zu messen und damit die Ergebnisse
von Spr�ssler et al. an postnatalen Ratten-Herzmuskelzellen zu reproduzieren [135]. Dazu
wurden embryonale H�hner-Herzmuskelzellen auf Fibronektin-beschichteten FET-Feldern
ausges�t. Die Messungen wurden einen Tag nach der Pr�paration bei 37¡C durchgef�hrt, vgl.
Abb. 6.1.1. Ein mechanisches Pulsen der Zellen konnte dabei deutlich unter einem Mikroskop
beobachtet werden.

Abbildung 6.1.1: Kultur embryonaler H�hner-
Herzmuskelzellen auf der Oberfl�che eines FET-Feldes,
aufgenommen 1 Tag nach der Pr�paration. Die
Elektrodenstrukturen sind mit einem dichten Zellrasen
bedeckt, so da§ sie darunter kaum noch erkennbar sind.
Der schwarze Kreis umrahmt eine identifizierbare Gate-
Elektrode. Der wei§e Balken entspricht 100 mm.

Im Rhythmus der Herzzell-Kontraktion wurden �nderungen im Drain-Source-Strom von DIDS

» 50 - 100 nA beobachtet, welche �nderungen im extrazellul�ren Potential von DFS » 150 -

300 mV entsprechen. In Abb. 6.1.2 ist ein typisches Me§ergebnis aufgezeichnet. Die Signale
entsprachen dabei in etwa den von A. Offenh�usser und Mitarbeitern beschriebenen, obwohl
dort auch teilweise viel h�here Signale gemessen werden konnten [63, 134, 135]. Damit wurde
demonstriert, da§ auch mit den in dieser Arbeit verwendeten Kulturen embryonaler H�hner-
Herzmuskelzellen extrazellul�re Potentiale aufgenommen werden k�nnen.

                                                
1 Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurden in [174] zur Ver�ffentlichung eingereicht.
2 Vgl. dazu die Ergebnisse aus Kap. 3 und Kap. 4.
3 Alle FET-Messungen wurden am Aufbau von Dr. A. Offenh�usser durchgef�hrt, vgl. auch [147, 148]. Die
Zellpr�paration wurde den Protokollen von Dr. M. Denyer nachvollzogen.
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Abbildung 6.1.2: Zeitliche Variation des Drain-Source-Stroms DIDS nach Abzug des konstanten Offsetstroms
IDS

const (» 1 mA) an einem FET, auf dessen Gate-Elektrode Herzmuskelzellen adh�riert waren, aufgenommen mit
einer Abtastrate von 4 kHz. Als Betriebspunkt wurde UDS = - 3V und Ubias = UGS = -3V gew�hlt. Die Steigung
der Transfer-Kennlinie betrug dort gm = DIDS/FS = 300 nA/mV. Je negativer der Drain-Source-Strom IDS dabei
war, um so negativer war das wirkende Oberfl�chenpotential FS. a) Ausschnitt mit 5 sichtbaren Maxima und
Minima im Drain-Source-Strom, welche durch Aktionspotentiale der auf der Gate-Elektrode sitzenden Zelle
ausgel�st wurden. Deutlich zu sehen ist hier auch eine starke Drift. b) Ausschnitt aus a), welcher ein
extrazellul�res Potential im Detail zeigt. Eine �nderung des extrazellul�ren Potentials von 100 mV entspricht
dabei einem Drain-Source-Strom von 30 nA.

(b) Messungen mit dem LAPS4

Alle Experimente wurden mit Silizium-Substraten (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
mit einer aktiven Oberfl�che von AAkt » 3 mm2 durchgef�hrt. Embryonale H�hner-
Herzmuskelzellen wurden 1 bis 3 Tage vor den Messungen auf Fibronektin-beschichtete
LAPS-Oberfl�chen gesiedelt. Um eine m�glichst hohe Potentialempfindlichkeit zu erhalten,
wurden alle Messungen mit der Differenzme§methode bei einer Zeitaufl�sung von 1 kHz mit
einer Modulationsfrequenz von fL = 10 kHz bei 37¡C durchgef�hrt, vgl. Abb. 4.4.1. Dabei
wurde mit einem Lichtzeiger mit Leistung PL » 1 mW und Querschnittsfl�che AL » 50 mm2 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
gro§er Teil der LAPS-Oberfl�che als Referenz beleuchtet. W�hrend eines Experiments wurde
der zeitliche Verlauf der �nderung des Photostroms DIP aufgezeichnet und gleichzeitig die
mechanische Kontraktion der Zellen mit einem optischen Mikroskop beobachtet5.

In den aufgezeichneten zeitlichen Verl�ufen der Photostrom�nderungen DIP(t) = IP(t) - IP
const

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 Ubias,WP der Photostrom-
Spannungs-Kurve (IP(Ubias)) eingestellt worden war, als auch bei sehr negativen

                                                
4 Die LAPS-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit M. George und S. K�lblin gemacht, vgl. [147, 148].
5 Der detaillierte Aufbau der verwendeten Silizium-Substrate von ãTyp 1AÒ ist im Anhang Kap. 13.2
nachzulesen. Die Potentialempfindlichkeit der Photostrom-Spannungs-Kurve am Wendepunkt lag bei den hier
vorgestellten Messungen um 100 - 200 mV, die Ortsaufl�sung betrug in etwa 30-100 mm. Aufgrund eines
Skalierungsfehlers ist die genaue Amplitude der gemessenen Photostr�me nicht mehr rekonstruierbar. Allerdings
stimmt das Verh�ltnis aller Amplituden zueinander. Mit den zu Ende dieser Arbeit untersuchten Substraten vom
ãTyp 13BÒ w�re eine noch bessere Potentialempfindlichkeit und Ortsaufl�sung m�glich gewesen. Die hier
gezeigten LAPS-Messungen wurden alle an dichten Rasen aus Herzmuskelzellen aufgenommen. Es wurden aber
auch Messungen an einzelnen Herzmuskelzellen durchgef�hrt. Die Signale bei einzelnen Zellen sahen �hnlich
aus, allerdings war die Kontraktionsfrequenz viel unregelm�§iger.
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Vorspannungen Ubias << 0, bei welchen der LAPS weit im Inversions-Bereich war. Die am
Wendepunkt der Photostrom-Spannungs-Kurve bestimmten Maxima und Minima w�rden
�nderungen des Oberfl�chenpotentials von bis zu 500 mV entsprechen. In einigen Messungen
traten �bergangsformen auf, wie der in Abb. 6.1.5 dargestellte Photostromverlauf, in welchem
Maxima in Minima �bergehen. Obwohl in den meisten Messungen w�hrend der Kontraktion
der Herzmuskelzellen der Photostrom entweder ausgepr�gte 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.

Abbildung 6.1.3: Photo von
Herzmuskelzellen, welche auf der Oberfl�che
eines LAPS adh�riert sind. Der
Skalierungsbalken entspricht dabei 100 mm.
a) Dichter Zellrasen. b) Verd�nnte Kultur,
bei welcher einzelne Zellen erkennbar sind.
Der eingekreiste Bereich zeigt die Beleuchtung
des LAPS-Wafers unter der zu untersuchenden
Zelle mit dem Lichtzeiger.

Abbildung 6.1.4: Zeitlicher Verlauf des Photostroms DIP(t), nach Abzug des konstanten Offsets, bei
Beleuchtung von Herzmuskelzellen, die auf der Oberfl�che des LAPS adh�riert waren. Der konstante Offset-
Photostrom betrug dabei um IP

const = 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.

Abbildung 6.1.5: Zeitlicher Verlauf des
Photostroms DIP(t), nach Abzug des konstanten
Offsets bei Beleuchtung von Herzmuskelzellen, die
auf der Oberfl�che des LAPS adh�riert waren. Der
konstante Offset-Photostrom betrug dabei um IP

const

= 10000 - 20000 a.u. Gezeigt ist ein Beispiel, bei
welchem sich die Herzzell-Kontraktion zun�chst in
Maxima und flie§end �bergehend in Minima im
Photostromverlauf zeigte.
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Abbildung 6.1.6: Vergleich des zeitlichen Verlaufs des mit dem LAPS aufgezeichneten Photostroms DIP(t) (a-c)
und der mit dem AFM gemessenen Zellh�he DhZ(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 AFM6

Um die Vermutung zu �berpr�fen, da§ die mit dem LAPS aufgenommen Signale auch eine
durch mechanische Kontraktion verursachte Komponente enthalten, wurde die mechanische
Ausdehnung von Herzmuskelzellen w�hrend ihrer Kontraktion mit dem Rasterkraft-
Mikroskop (AFM) untersucht [180]. In Abb. 6.1.6 sind Beispiele f�r die �nderung der
Zellh�he DhZ(t) w�hrend der Zellkontraktion aufgezeichnet. Meistens wurde ein

monophasisches Verhalten beobachtet, bei welchem sich die H�he um DhZ » 200 - 1900 nm
�nderte. 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 eingef�hrt: Die
allgemeine Auslenkung Ds steht dabei in den LAPS-Experimenten f�r �nderungen des

Photostroms DIP und in den AFM-Experimenten f�r �nderungen der Zellh�he DhZ. Die
charakteristischen Auslenkungen (ãpeaksÒ) der Kurven werden durch ihre maximale H�he
Dsmax und ihre maximale Steigung w�hrend des An- und Abstiegs dDsAnst/dt bzw. dDsAbf/dt
beschrieben. Um Einheiten-freie Werte zu erhalten, wurden die Steigungen auf die maximale
Auslenkung normiert. Die Werte tAnst = [(dDsAnst/dt)/ Dsmax]

-1 und tAbf = [(dDsAbf/dt)/ Dsmax]
-1

sind ein Ma§ daf�r, wie lange der Anstieg bzw. der Abfall einer Auslenkung dauert. Der
zeitliche Verlauf der Auslenkungen wurde zus�tzlich durch Bestimmung ihrer Halbwertsbreite
tfwhm und Periode tP analysiert. Die Ergebnisse dazu sind in Tab. 6.1.1 zusammengestellt.

                                                
6 Die AFM-Messungen wurden von J. Domke durchgef�hrt, vgl. [147, 180].
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Abbildung 6.1.7: Charakterisierung des zeitlichen
Verlaufs Ds(t) einer Kurve mit periodischen
Auslenkungen anhand ihren maximalen Amplitude
Dsmax, ihrer Periodizit�t tP und der Breite der
Auslenkungen tfwhm.

LAPS: Ds ® DIP   
(n=8)

AFM Ds ® DhZ

(n=21)

Dsmax 30 - 270 [a.u.] 0.2 - 1.9 mm

dDsAnst/dt 300 - 5000 [a.u./s] 2 - 65 mm/s

dDsAbf/dt 200 - 4000 [a.u./s] 1 - 37 mm/s

tP 0.85 ± 0.14 s 1.2 ± 0.6 s

tfwhm 0.16 ± 0.02 s 0.13 ± 0.05 s

tAnst 57 ± 14 ms 43 ± 14 ms

tAbf 72 ± 11 ms 77 ± 18 ms

tAnst/tAbf 0.80 ± 0.20 0.58 ± 0.18

Tabelle 6.1.1: Experimentell bestimmte
Werte verschiedener Parameter aus den mit
dem LAPS aufgenommenen
Photostromkurven DIP und mit dem AFM
aufgenommenen H�henkurven DhZ. Ds ist
dabei als generalisierte Auslenkung
definiert, welche entweder DIP oder DhZ

entspricht. Angegeben sind die Werte f�r
die maximale Amplitude der Auslenkungen
Dsmax, die maximale Steigung w�hrend der
Anstiegs- (dDsAnst/dt) und Abfallphase
(dDsAbf/dt), die Periodizit�t des
Herzschlags tP und die Halbwertsbreite der
ãpeaksÒ tfwhm. Als normierte Werte sind die
Anstiegszeit tAnst = [(dDsAnst/dt)/ Dsmax]

-1

und Abfallszeit tAbf = [(dDsAbf/dt)/ Dsmax]
-1

der ãpeaksÒ angegeben und zus�tzlich
deren Verh�ltnis tAnst/tAbf. 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 ver�ffentlicht wurde [55]. Bereits nach einem Tag in Kultur starteten die
Zellen von selbst mit periodischer Kontraktion. Es ist bekannt, da§ die mechanische
Kontraktion von Herzmuskelzellen durch Aktionspotentiale ausgel�st wird [53], d.h. jeder
mechanischen Ausdehnung mu§ ein elektrisches Signal vorhergegangen sein. Mit dem LAPS
sollten daher extrazellul�re 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 Ubias << 0 ist die
Steigung der Photostrom-Spannungs-Kurve sehr klein, dIP/dUbias ® 0, und der Photostrom
wird dort praktisch nicht von Potential�nderungen beeinflu§t. Da die w�hrend der Kontraktion
beobachteten Extrema sowohl am Wendepunkt, als auch bei sehr negativen Vorspannungen in
vergleichbarer Gr�§enordnung beobachtet wurden, k�nnen sie nicht mit �nderungen im
extrazellul�ren Potential der untersuchten Zellen erkl�rt werden. Vielmehr m�ssen sie
ma§geblich durch einen anderen Effekt verursacht worden sein.

Als Folge seiner Intensit�tsabh�ngigkeit h�ngt der Photostrom bei konstanter Leistung PL von
der Querschnittsfl�che des Lichtzeigers AL ab. Die Maxima und Minima in den
Photostromkurven k�nnten deshalb durch Intensit�ts�nderungen des Lichtzeigers w�hrend der
mechanischen Kontraktion der Herzmuskelzellen verursacht worden sein. Eine Hypothese
dazu ist, da§ die Zellen als optische Linse wirken, wodurch sie bei ihrer Kontraktion und
Relaxation den Lichtzeiger fokussieren bzw. defokussieren. W�re der Lichtzeiger gut auf die
Oberfl�che des LAPS fokussiert, w�rde er bei einer Kontraktion der Zellen defokussiert
werden, wodurch ein h�herer Photostrom flie§en w�rde. Dies w�rde die Kurven erkl�ren, 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 k�nnte Kontraktion der Zellen umgekehrt
einen fokussierenden und damit Intensit�ts-erh�henden Effekt bewirken. Dies w�rde bei
Kontraktion der Zellen Minima im Photostrom erzeugen, vgl. Abb. 6.1.4.b. Mit solch einer
Hypothese w�ren also sowohl Photostromkurven mit Minima, als auch mit Maxima erkl�rbar.
Eine andere M�glichkeit w�re auch, da§ bei der Zellkontraktion der Brechungsindex im Inneren
der Zelle variiert und somit ebenfalls die Intensit�t des Lichtzeigers ver�ndert w�rde. Da
derartige, durch mechanische Kontraktion der Zellen hervorgerufene, mechano-optische
Effekte unabh�ngig von der Vorspannung sind, ist es sehr wahrscheinlich, da§ sie Ursache f�r
die gemessenen Maxima und Minima im Photostrom sind. �nderungen des Photostroms
aufgrund von �nderungen des extrazellul�ren Potentials w�ren dadurch dann verdeckt.

Um diese Hypothese weiter zu testen, wurde die mechanische Ausdehnung von
Herzmuskelzellen mit dem AFM untersucht. W�hrend der Depolarisationsphase des
Aktionspotentials werden in Herzmuskelzellen Ca2+-Ionen freigesetzt, welche eine
Kontraktion und damit Verk�rzung der Zelle parallel zu ihrer Unterlage bewirken. Bei
Erhaltung des Zellvolumen, mu§ dabei die Zellh�he hZ zunehmen. In der nachfolgenden
Repolarisationsphase werden die Ca2+-Ionen wieder vom sarcoplasmatischem Reticulum in der
Zelle aufgenommen und die Zelle entspannt zu ihrer Ruhe-L�nge lZ und Ruhe-H�he hZ.
L�ngen�nderungen DlZ der Zelle in der x-y-Ebene k�nnen mit einem Lichtmikroskop

beobachtet werden. Im Gegensatz dazu mi§t das AFM �nderungen in der Zellh�he DhZ, d.h.
Bewegung senkrecht zu x-y-Ebene. In dieser Arbeit wurden mit dem AFM H�hen�nderungen
bis zu DhZ = 2 mm gemessen, die mittlere H�hen�nderung war DhZ Å 0.4 mm, was in guter
�bereinstimmung mit Messungen anderer Gruppen liegt7. Ein Vergleich mit der mittleren
absoluten Zellh�he von hZ = 2,89 ± 0,69 mm zeigt, da§ die Zellh�he w�hrend Kontraktion im

Mittelwert um DhZ/hZ Å 13 % zunimmt. Dieser Wert liegt in der selben Gr�§enordnung wie
die mittlere Abnahme der Zell-L�nge w�hrend Kontraktion, siehe Tab. 6.1.2. Dies l�§t darauf
schlie§en, da§ das Zellvolumen w�hrend 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 Zellh�he
w�hrend der Kontraktion der Zellen zeigt eine akzeptable �bereinstimmung, vgl. Tab. 6.1.1.
Dies ist starker Hinweis, da§ mit beiden Techniken der selben Effekt, �nderung der Zellform
w�hrend Kontraktion, gemessen wurde.

Wie in Abb. 6.1.5 zu sehen ist, wechselte w�hrend Photostrom-Messungen manchmal die
Richtung der durch Zellkontraktion verursachten Extrema. In Abb. 6.1.6 sind dazu
verschiedene Kurvenformen gegen�bergestellt, 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 Me§methoden wurden aber
auch bi- und triphasische Signale beobachtet. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, da§ die
�nderungen des LAPS-Photostroms durch �nderungen in der Zellform verursacht worden
sind.

                                                
7 Shroff et. al. [181] geben in Abh�ngigkeit der Calcium-Konzentration folgende Werte f�r aus erwachsenen
Ratten pr�parierte Herzmuskelzellen an: DhZ = 0,52 ± 0.13 mm f�r c(Ca2+) = 1.8 mM und DhZ = 0,47 ± 0.11
mm f�r c(Ca2+) = 5 mM.



   Kap. 6: Messungen an Zell-Halbleiter-Hybriden                                                                                          

90

Referenz Untersuchtes Gewebe DhZ/hZ

[%]

c(Ca2+)
[mM]

tAnst/tAbf tAnst

[ms]
tAbf

[ms]

diese Arbeit
(LAPS)

Zellen aus
H�hnerembryos (7-9d)

- 1.8 0.80 57 72

diese Arbeit
(AFM)

Zellen aus
H�hnerembryos (7-9d)

13 1.8 0.58 43 77

Referenz Untersuchtes
Herzmuskel-Gewebe

DlZ/lZ c(Ca2+)
[mM]

tAnst/tAbf tAnst

[ms]
tAbf

[ms]
[182] Zellen aus

H�hnerembryos (11d)
- 1.8 0.94 - -

[183] Zellen aus erwachsenen
Ratten

12 1 0.73 58 78

[183] Zellen aus erwachsenen
Ratte

- 8 0.74 58 78

[184] ganze Herzen aus
erwachsenen Ratten

- 1.35 0.65 - -

[184] ganze Herzen aus
erwachsenen Ratten

- 3.5 0.60 - -

[183] Zellen aus erwachsenen
Kaninchen

13 1 1,0 75 74

[183] Zellen aus erwachsenen
Kaninchen

- 8 1.3 87 68

[74] Zellen aus erwachsenen
Kaninchen

19 0.5 - 98 -

[74] Zellen aus erwachsenen
Kaninchen

19 1 - 36 -

[185] Zellen aus erwachsenen
Meerschweinchen

2-10 3,6 1.2 - -

Tabelle 6.1.2: Literaturwerte zur Messungen der L�ngen�nderung von Herzmuskelzellen DlZ w�hrend
mechanischer Kontraktion, aufgenommen mit Video-Mikroskopie und digitaler Bildverarbeitung. Alle zitierten
Experimente wurden bei einer Temperatur von 37¡C unter verschiedenen Calcium-Konzentrationen c(Ca2+)
durchgef�hrt, lZ gibt die Ruhel�ngen der Zellen an. Der Auslenkungsparameter Ds entspricht hier DlZ und die
Definition der Anstiegs- und Abfallszeiten ist analog zu den vorher definierten.

Eine M�glichkeit die bi- und triphasischen Signale zu erkl�ren ist, sie einer Bewegung der
Zellen parallel zur Oberfl�che des Substrats zuzuordnen [147, (S.95)]. �berg�nge zwischen
den einzelnen Signalformen k�nnten dann durch langsame Zellbewegung und
Morphologie�nderungen der Zelle auf dem Substrat erkl�rt werden, d.h. auf einer l�ngeren
Zeitskala als die Dauer einzelner Aktionspotentiale. So ist aus Video-mikroskopischen
Messungen bekannt, da§ Herzmuskelzellen eine langsame Dynamik in der Substratebene
besitzen, welche unabh�ngig von der schnellen Dynamik der rhythmischen Kontraktion ist
[174].

�hnliche �berg�nge zwischen einzelnen Signalformen mit mono-, bi- und triphasischem
Charakter wurden von anderen Gruppen in Messungen des extrazellul�ren Potentials von
Herzmuskelzellen beobachtet [5, 175-179, 186, 187]. Diese Dynamik k�nnte eventuell auch



   Kap. 6: Messungen an Zell-Halbleiter-Hybriden                                                                                          

91

mit langsamer Zellbewegung auf der Oberfl�che des Potentialsensors erkl�rt werden. So w�re
es denkbar, da§ Zellen sich von der Gate-Elektrode eines FETs wegbewegen und dadurch die
Kopplungsparameter ver�ndern. Hinweis dazu sind in Video-Mikroskopie-Experimenten zu
finden die zeigen, da§ Herzmuskelzellen ihre Morphologie auf einer Zeitskala �ndern, welche
viel l�nger als die Periode ihrer Kontraktion ist. In dieser Arbeit wurde mit Reflexions-
Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM) -Messungen gefunden, da§ die Unterseite von
Herzmuskelzellen w�hrend deren Kontraktion mit dem Substrat verbunden bleibt. Dies legt
nahe, da§ bei Messungen des extrazellul�ren Potentials die Kurzzeitdynamik im Bereich der
Dauer eines einzelnen Aktionspotentials w�hrend der Zellkontraktion nicht durch Bewegung
oder Morphologie�nderung entlang der Substratebene beeinflu§t wird. Die Langzeitdynamik
k�nnte aber sehr wohl f�r die �berg�ngen zwischen unterschiedlichen Kurvenformen
verantwortlich sein, welche bei Messungen extrazellul�rer Potentiale mit extrazellul�ren
Mikroelektroden gefunden wurden.

Die in diesem Kapitel gefundenen Resultate legen nahe, da§ die mit dem LAPS aufgezeichneten
Maxima und Minima im Photostrom durch mechano-optische Effekte, wie
Intensit�ts�nderungen des Lichtzeigers aufgrund der rhythmischen Zellkontraktion, verursacht
worden sind. Dadurch wurden �nderungen des Photostroms durch �nderungen des
extrazellul�ren Potentials w�hrend Aktionspotentialen verdeckt. F�r den in dieser Arbeit
vorgestellten LAPS-Aufbau sind Herzmuskelzellen deshalb aufgrund ihrer mechanischen
Kontraktion kein geeignetes Zellsystem zur Messung extrazellul�re Potentiale. Eine
Alternative w�re ein LAPS-System bei welchem von hinten, also nicht durch die Zellen
hindurch beleuchtet wird. F�r unbewegliche Zellen wie Neurone, sollten mechano-optische
Effekte aber keine Rolle spielen.
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6.2 Synoviale Fibroblasten8

Zell-Halbleiter-Hybride in denen die Kommunikation zwischen Zellen und Sensor �ber eine
elektrische Schnittstelle abl�uft sind nur mit elektrisch aktiven Zellen sinnvoll. Um dennoch
mit Zellen ohne elektrische Aktivit�t kommunizieren zu k�nnen, mu§ eine anders geartete
Schnittstelle verwendet werden. Das Cytosensor-Mikrophysiometer (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) ist ein nach dem Prinzip des LAPS arbeitendes Ger�t, welches
empfindlich pH-Werte mi§t [2, 145, 190]. Zellen scheiden in ihrem Stoffwechsel ãsaureÒ
Produkte, wie Milchs�ure, Kohlendioxid oder Protonen aus [3] und erniedrigen dabei den pH-
Wert ihrer Umgebung. Werden Zellen auf der Oberfl�che eines LAPS kultiviert, sind damit
Untersuchungen des Stoffwechsels von Zellen �ber Messung der Ans�uerungsrate, d.h. der
Geschwindigkeit mit welcher ãsaureÒ Molek�le von den Zellen ausgeschieden werden,
m�glich.

F�r viele Untersuchungen mit Zellen ist es wichtig, eine ausreichende Zahl von Zellen zur
Verf�gung zu haben. Da dies bei Prim�rkulturen problematisch ist, werden aus einem
Organismus entnommene Zellen oft durch Einsetzen eines Krebsgens (ãVektorÒ) zu Zell-
Linien transformiert. Es gilt aber zu kl�ren, ob bei dieser Transformation die Rezeptoren der
Zelle erhalten bleiben. Dazu wurden Zellen aus dem Knie von Rheuma-Patienten (ãsynoviale
FibroblastenÒ) und die dazugeh�rige, durch SV40-Vektor Transformation erzeugte Zell-Linie
untersucht. Mit Hilfe des Cytosensor-Mikrophysiometers wurde dazu die Reaktion des
Zellstoffwechsels auf die Zugabe verschiedener Testsubstanzen verglichen9.

In Abb. 6.2.1 ist die Reaktion der Zellen auf zwei verschiedene Stimuli dargestellt. So
reagierten prim�re Zellen auf die Zugabe von IL-1 durch Aktivierung ihres Stoffwechsels, nicht
aber SV40-transformierte Zellen. Dagegen war die Antwort des Zellstoffwechsels bei prim�ren
und transformierten Zellen auf die Zugabe von Phorbols�ureester vergleichbar. Es zeigt sich,
da§ bei einer SV-40-Vektor-Transformation nicht alle Eigenschaften der Prim�rzellen
konserviert bleiben. Das Cytosensor-Mikrophysiometer, d.h. pH-Messungen von Zellen, die
auf der Oberfl�che eines Potential-Sensors fixiert sind, bietet also eine gute M�glichkeit, die
Reaktion von Zellen auf verschiedene Wirkstoffe zu testen.

Abbildung 6.2.1: Maximale Ans�uerungsrate von Zellen rmax bei Zugabe eines Wirkstoffes der Konzentration c,
normiert auf die Ans�uerungsrate von Zellen ohne Wirkstoff-Zusatz req,. Die Dreiecke entsprechen dabei
Messungen an prim�ren Zellen, Die Kreise und Quadrate Messungen an Zell-Linien. a) Zwar reagieren
prim�re Zellen auf Zugabe von IL-1, nicht aber SV40-transformierte Zellen. b) Sowohl prim�re, als auch
SV40-transformierte Zellen aktivieren ihren Stoffwechsel bei Zugabe von Phorbols�ureester.
                                                
8 Die Ergebnisse aus diesem Kapitel wurden in [188, 189] ver�ffentlicht bzw. zur Ver�ffentlichung eingereicht.
Das Projekt wurde in Kooperation mit Dr. W. Aicher und Dr. O. M�ller von der Orthop�dischen Uniklinik
T�bingen durchgef�hrt. Ein Teil der Messungen wurde von S. Dann�hl [82] und M. George, die SV40-
Transformation im Labor von Dr. W. Aicher durchgef�hrt.
9 Die detaillierte Versuchsdurchf�hrung ist im Anhang Kap. 11.6 beschrieben [82].
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7 Ausblick

7.1 Vergleich verschiedener Oberfl�chenpotential-Sensoren

Wie in Abb. 7.1.1 zusammengefa§t ist, werden drei verschiedene physikalische Prinzipien
dazu benutzt, um Oberfl�chenpotentiale in w�§riger L�sung zu messen: (i) direkte Spannungs-
Messung, (ii) Strommessung senkrecht zur Raumladungszone und (iii) Strommessung parallel
zur Raumladungszone. Zu jedem der drei Prinzipien gibt es realisierte Bauelemente, welche im
folgenden als ã2-dimensionaleÒ Ausf�hrung bezeichnet werden. Eine Ortsaufl�sung kann dabei
dadurch erreicht werden, in dem ein Sensor mit vielen gleichen, parallel betriebenen
Bauelementen aufgebaut wird. Die Oberfl�che jedes einzelnen Bauelements entspricht dann
einer aktiven Me§position. F�r jede aktive Me§position, d.h. z.B. f�r jeden einzelnen FET
innerhalb eines FET-Feldes, ist dabei mindestens eine Zuleitung notwendig. F�r NAkt aktive
Me§positionen werden damit NZu = NAkt Zuleitungen ben�tigt. Da aufgrund eingeschr�nkter
Platzverh�ltnisse nicht beliebig viele Zuleitungen auf einer planaren Oberfl�che m�glich sind,
ist in der Praxis die Zahl aktiver Me§positionen beschr�nkt. Derartige Anordnungen werden in
dieser Arbeit als ã2-dimensionalÒ bezeichnet, da die Zuleitungen zu den aktiven
Me§positionen sowohl in x-, als auch in y- Richtung gef�hrt werden m�ssen. Bei FET- und
Mikroelektroden-Feldern sind 100 aktive Me§positionen �blich1. Dabei ist die Gr�§e einer
aktiven Me§position, z.B. einer Gate-Elektrode in einem FET-Feld, einige Quadratmikrometer
und die aktiven Me§positionen sind �blicherweise einige 10 mm voneinander entfernt. Es gibt
auf der Oberfl�che derartiger Sensoren deshalb viele Stellen, an welchen kein Potential
gemessen werden kann.

In dieser Arbeit wurde an Hand von 2 Beispielen beschreiben, wie durch Ver�nderung der
Geometrie eines Sensors mit demselben physikalischen Prinzip eine erh�hte Anzahl aktiver
Me§positionen m�glich ist. Im folgenden werden dazu Oberfl�chenpotential-Sensoren in ã1-Ò
und ã2-dimensionalerÒ Ausf�hrung miteinander verglichen.

(i) Direkte Spannungs-Messung: Mit Mikroelektroden werden Potentialfluktuationen DFS an

ihrer Oberfl�che direkt als Spannungsfluktuationen DU(DFS) gemessen. In ã2-dimensionalerÒ
Ausf�hrung, sogenannten Mikroelektroden-Feldern, k�nnen mit diesem Prinzip dann
Potentialfluktuationen DFS an allen individuellen aktiven Me§positionen gemessen werden
[31, 39, 137, 191, 192], wof�r NZu = NAkt Zuleitungen ben�tigt werden. In sogenannten Licht-
adressierbaren Mikroelektroden-Feldern sind die aktiven Me§positionen jeder Reihe eines
Mikroelektroden-Feldes zu einer einzigen Bahn zusammengefa§t und der Ort der Messung
kann innerhalb einer Bahn durch einen Lichtzeiger ausgew�hlt werden [193]. Die Zahl der
n�tigen Zuleitungen skaliert deshalb nur noch mit der Wurzel der aktiven Me§positionen2: NZu

= (NAkt)
1/2. Da alle Zuleitungen jetzt parallel, z.B. in x-Richtung verlaufen k�nnen, wird diese

Anordnung hier als ã1-dimensionaleÒ Geometrie bezeichnet3.

                                                
1 Es sind bereits Mikroelektroden-Felder mit einigen 1000 Me§positionen in der Erprobung.
2 W�hrend f�r ein Feld mit 10000 aktiven Me§positionen bei konventionellen (ã2-dimensionalenÒ)
Mikroelektroden-Feldern 10000 Zuleitungen n�tig sind, werden bei (ã1-dimensionalenÒ) Licht-adressierbaren
Mikroelektroden-Feldern nur 100 Zuleitungen ben�tigt.
3 Eine n�here Beschreibung von Mikroelektroden-Feldern ist im Anhang Kap. 9.1 nachzulesen.
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(ii) Strommessung senkrecht zur Raumladungszone: In Elektrolyt-Isolator-Halbleiter- (EIS)
Strukturen ist die Verteilung der Ladungstr�ger im Halbleiter und damit die Ausbildung einer
Raumladungszone Potential-abh�ngig. 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 DFS auf der Oberfl�che k�nnen somit als

Stromfluktuationen DI(DFS) gemessen werden. In EIS-Dioden wird dazu an die EIS-Struktur

eine Wechselspannung angelegt und Potentialfluktuationen DFS werden �ber den gemessenen

Strom als Kapazit�tsfluktuationen DCEIS(DFS) µ DIEIS(DFS) bestimmt. Ortsaufl�sende
Sensoren in ã2-dimensionalerÒ Ausf�hrung bestehen dann aus vielen, parallel betriebenen EIS-
Dioden [194] und die Zahl der dazu n�tigen Zuleitungen ist NZu = NAkt. In dieser Arbeit wurde
beschrieben, wie auch durch Beleuchtung einer EIS-Struktur mit einem modulierten Lichtzeiger
Oberfl�chenpotentiale gemessen werden k�nnen [145, 195, 196]. In dem sogenannten LAPS
ist der Licht-generierte Photostrom IP(DFS) sensitiv auf �nderungen im Oberfl�chenpotential

DFS und die Ortsaufl�sung wird durch Auswahl der Me§position mit dem Lichtzeiger erreicht
[157]. In dieser ã1-Ò bzw. genau genommen ã0-dimensionalenÒ Geometrie ist nur ein einziger
Anschlu§4 n�tig, d.h. NZu = 1.

(iii) 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 DFS k�nnen dann als

Widerstandsfluktuationen DR(DFS) 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-Anschlu§ liegenden Kanals durch
Messung des Stroms IDS bestimmt5 [153, 197-203]. In Feldeffekttransistor-Feldern werden in
ã2-dimensionalerÒ Ausf�hrung NZu = NAkt Zuleitungen ben�tigt. In dieser Arbeit wurde ein
Konzept aufgestellt, welches die Ausnutzung des Feldeffekt-Prinzips f�r
Oberfl�chenpotential-Messungen in ã1-dimensionaler" Geometrie erm�glicht [143, 161, 162].
Durch geteilte Benutzung von Gate-Elektroden und Feldeffekt-Kan�len, kann hier ebenfalls die
Zahl der n�tigen Zuleitungen reduziert werden, NZu = 2·(NAkt)

1/2.

Durch �nderung des geometrischen Aufbaus verschiedener Sensor-Familien kann also die Zahl
der n�tigen Zuleitungen drastisch reduziert werden kann. Da dadurch eine erh�hte Anzahl
aktiver Me§positionen erm�glicht wird, kann somit die Ortsaufl�sung erh�ht werden. Dies
bietet insbesondere f�r das Ziel extrazellul�re Potentiale zu messen deutliche Vorteile. Es stellt
sich nun die Frage, ob die Verbesserung der Ortsaufl�sung durch einen Verlust in der
Potentialempfindlichkeit erkauft werden mu§. Der Grundgedanke einer Reduktion von ã2-
dimensionalerÒ zu ã1-dimensionalerÒ Geometrie ist die Zusammenfassung mehrere aktiver
Me§positionen zu einer Anordnung, welche mit nur einer Leiterbahn ãverdrahtetÒ werden
kann. Dabei wird zwangsweise die Oberfl�che des mit dieser Leiterbahn verkn�pften Bereichs
vergr�§ert. Eine Oberfl�chenvergr�§erung ist aber mit einer Vergr�§erung der Streukapazit�t
verbunden. Dieses Verhalten wurde klar am Beispiel des LAPS demonstriert. Beim FAPS wird
vermutlich das gleiche Verhalten auftreten. Der �bergang von ã2-Ò zu ã1-dimensionalerÒ
Geometrie verbessert damit zwar die Ortsaufl�sung eines Sensors, dessen

                                                
4 neben der f�r alle Sensoren ben�tigten Referenz-Elektrode.
5 Eine n�here 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 sp�testens seit den Arbeiten von Gross und Frommherz eindeutig
bewiesen, da§ extrazellul�re Potentiale mit Oberfl�chenpotential-Sensoren gemessen werden
k�nnen. W�hrend die Ortsaufl�sung des in dieser Arbeit entwickelten LAPS-Aufbaus
ausreichend ist, mu§ vor allem seine Potentialempfindlichkeit verbessert werden, um die
Chancen extrazellul�re Potentiale messen zu k�nnen zu erh�hen. Die Eignung des FAPS zur
Messung extrazellul�rer Potentiale kann erst nach genauerer Charakterisierung beurteilen
werden. Um seine Potential-Empfindlichkeit grob abzusch�tzen, k�nnen die normierten
Steigungen der Kennlinien verschiedener Sensoren vergleichen werden. Je nach Dotierung
wurde f�r den LAPS (dIP/dUbias) / IP  » 1 - 7 V-1, f�r FET-Felder (dIDS/dUbias) / IDS » 1 V-1 und

f�r den FAPS (dRc/dUbias) / Rc » 20 V-1 bestimmt. Die Potentialempfindlichkeit des FAPS
liegt damit im Bereich anderer Sensoren. Die m�gliche Ortsaufl�sung des FAPS im Bereich nur
weniger Mikrometer sollte auf jeden Fall ausreichend sein.

Abbildung 7.1.1: Gegen�berstellung verschiedener Me§prinzipien zur Oberfl�chenpotential-Messung in
w�§riger L�sung. Dargestellt ist jeweils eine ã2-dimensionaleÒ und eine ã1-dimensionaleÒ Ausf�hrung. Als
Beispiel f�r ã2-dimensionaleÒ Ausf�hrung ist jeweils ein 6´6 Feld, d.h. ein Sensor mit 36 aktiven
Me§positionen (kleine graue Quadrate) eingezeichnet. Die dunkle und umrandet eingezeichnete Me§position
zeigt eine individuell ausgew�hlte Me§position an. Hier ist f�r jede Me§position eine separate Zuleitung n�tig.
MEA ist die Abk�rzung f�r ãmetal microelectrode arrayÒ, d.h. f�r extrazellul�re Mikroelektroden.
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7.2 Wie sieht ein ãidealesÒ 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 m�glich, neue und verbesserte Konzepte f�r zuk�nftige Aufbauten zu
erstellen.

Das Hauptproblem des LAPS liegt darin, da§ ein sehr kleines Me§signal
(Photostrom�nderungen DIP) auf einem hohen Tr�gersignal (konstanter Photostrom am
Wendepunkt IP,WP) detektiert werden mu§. Um den konstanten Anteil des Photostroms am
Wendepunkt zu kompensieren, w�ren zus�tzlich zu der in dieser Arbeit beschriebenen
Verwendung von zwei Lichtzeigern auch elektronische Techniken m�glich. So k�nnte z.B. in
die erste Verst�rkerstufe ein Wechselstromsignal mit konstanter Amplitude gespeist werden,
welches dem um 180¡ phasenverschobenen Photostrom am Wendepunkt entspricht. Auch
lie§e sich das Rauschen durch Verwendung geeigneter Bandpa§filter vermutlich weiter
reduzieren. Bei einer Modulationsfrequenz von fL = 30 kHz w�re z.B. ein Bandpa§ um 30
kHz mit einer Bandbreite von 3 kHz m�glich, was eine Zeitaufl�sung von 3 kHz gew�hrleisten
w�rde. Der Filtereffekt wird um so g�nstiger sein, je h�her die Modulationsfrequenz des
Lichtzeigers ist. Mit den zur Zeit verwendeten Laserdioden ist allerdings fL = 30 kHz die
absolute Obergrenze, da deren Leistung bei h�heren Frequenzen zusammenbricht. Es w�re
daher zu �berlegen, ob nicht eine Modulation des Laserlichtes mit einem Chopper g�nstiger
w�re. Auch w�re eine K�hlung der ersten Verst�rkerstufe zu �berlegen, um das Grundrauschen
zu reduzieren.

Abbildung 7.2.1: LAPS-Aufbau mit
Beleuchtung von unten.

Eine Beleuchtung von unten, d. h. von der R�ckseite des Halbleiters her, h�tte einige Vorteile.
Zum ersten w�rden damit Fokussierungseffekte des Lichtzeigers durch beweglich Zellen
vermieden, wodurch auch kontrahierende Herzmuskel-Zellen mit dem LAPS untersucht
werden k�nnten. Zum anderen st�nde damit auf der Oberseite des LAPS mehr Platz f�r andere
Techniken zur Verf�gung, wie z.B. f�r einen kombinierten LAPS-/ AFM- oder LAPS-/patch-
clamp -Aufbau. F�r eine Beleuchtung von unten m�§te aber der verwendete LAPS-Halbleiter,
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um eine gute Ortsaufl�sung zu erhalten, d�nn und der ohmsche R�ckkontakt transparent sein,
d.h. es m�§te eine neue Me§kammer entwickelt werden6.

Eine Verkleinerung der Halbleiter-Oberfl�che Aakt (x- und y-Dimension) reduziert aufgrund
niedrigerer Streukapazit�t das Rauschen im Photostrom und gew�hrleistet damit eine
verbesserte Potentialempfindlichkeit. Eine Reduzierung der Halbleiterdicke dS (z-Dimension)
verbessert die Ortsaufl�sung. Die bisher verwendeten Me§kammern sollten daher in allen
Dimensionen so weit wie m�glich verkleinert werden.

Ein guter Vorschlag scheint daher ein Halbleitersubstrat mit einer Oberfl�che Aakt » 1 mm2 zu
sein, vgl. Abb. 7.2.2. Die innerhalb dieser Fl�che verf�gbare freie Adressierbarkeit der
gew�nschten Me§position w�rde immer noch klare Vorteile zu einer Geometrie mit
festgelegten Me§positionen, wie z.B. FET-Feldern bieten. Um diese Oberfl�che, mit einer
einigen 10 nm dicken Isolationsschicht, sollte ein ca. 15 mm ´ 15 mm gro§er passivierter

Bereich mit sehr dicker Isolationsschicht (z.B. 1-5 mm SiO2 bzw. Si3N4) angeordnet sein. In
diesem Bereich k�nnte wegen der dicken Isolation kein Photostrom flie§en und er w�rde auch
die Streukapazit�t nicht erh�hen. Durch die insgesamt gro§e Fl�che k�nnten aber Zellen
leichter kultiviert werden, und es w�rde ein Eintauchen von patch-clamp Pipetten unter
geringerem Winkel erlauben. Nach wie vor m�§te das f�r den Elektrolyt zur Verf�gung
stehende Volumen mit einem Plexiglas-Dichtring eingegrenzt werden.

Als transparenter ohmscher R�ckkontakt k�nnte eine Film aus Indium-Zinn-Oxid (ITO) auf
einem Glassubstrat dienen. Als d�nnes Halbleitersubstrat w�re eine ca. 5 mm dicke Schicht aus
Silizium w�nschenswert. Um laterale Diffusion noch besser zu unterdr�cken, w�re die
Verwendung von amorphem Silizium oder einer Siliziumschicht mit einer, wie in Abb. 7.2.2
eingezeichneten Inselstruktur im Raster von einigen mm zu �berlegen.

Abbildung 7.2.2: Vorschlag f�r den Aufbau einer neuen LAPS-Me§kammer.

                                                
6 Bei d�nnen Schichten w�re das Silizium-Substrat f�r infrarotes Licht nahezu transparent, so da§ eine
Beobachtung der Zellen und eine kontrollierte Positionierung des Lichtzeigers auch durch den LAPS-Wafer
hindurch von unten m�glich w�re.
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9 Anhang A: Sensoren zur Messung extrazellul�rer Potentiale

9.1 Extrazellul�re Mikroelektroden

(a) Funktionsweise

Mit Mikroelektroden k�nnen Oberfl�chenpotentiale in w�§riger L�sung gemessen werden:
Planare Mikroelektroden-Felder bestehen aus einem isolierenden Substrat wie Glas, worauf
Leiterbahnen aus Metall oder hochdotiertem Halbleiter-Material1 aufgebracht sind. Diese sind
bis auf die aktiven Me§positionen an ihrem Ende mit einer Isolationsschicht2 �berzogen, siehe
Abb. 9.1.1. Durch Spannungsmessung zwischen dem Leiter und einer Referenzelektrode im
Elektrolyt k�nnen dann Potential-�nderungen an der Oberfl�che der aktiven Me§position
verfolgt werden. In Mikroelektroden-Felder sind viele Leiterbahnen parallel geschaltet und
damit ortsaufgel�ste Messungen m�glich.

                                                
1 Z.B. Gold bzw. platinisiertes Gold [175, 178, 204] (Eine galvanische Platinisierung verringert die Impedanz
der Elektrode durch eine Vergr�§erung der Oberfl�che), ITO [15, 205] oder AgCl [179].
2 Z.B. photoresistive Polymere [175], SiO2 [178], Si3N4 [179], Al2O3 [15] oder PMMA [15].

Abbildung 9.1.1:
 Schematischer Aufbau eines
planaren 8-fach
Mikroelektroden-Feldes in
w�§riger L�sung. a) Gezeigt
sind die Leiterbahnen auf der
Oberfl�che 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
Me§position an ihrer Spitze
mit einer Isolationsschicht
�berzogen sind. Nur an den
aktiven Me§positionen besteht
ein ohmscher Kontakt zur
Elektrolyt-L�sung. Die mit
einem Kreis umrandete aktive
Me§position ist in Abb. 9.1.2
im Detail dargestellt.
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Abbildung 9.1.2: Elektrisches
Ersatzschaltbild einer planaren
Mikroelektrode [204]. Eingezeichnet sind der
Widerstand der metallischen Leiterbahn, die
Streukapazit�t der Isolationsschicht
zwischen Leiterbahn und Elektrolyt, der
Widerstand des Elektrolyten und Widerstand
und Kapazit�t der elektrischen
Abschirmschicht. Potential�nderungen DFS

an der aktiven Me§position k�nnen durch
Spannungsmessung U aufgenommen werden.

Im Gegensatz zu den anderen in dieser Arbeit vorgestellten Bauelementen (FET, LAPS,
FAPS) sind die aktiven Me§positionen bei Mikroelektroden direkt mit dem Elektrolyt
verbunden und nicht mit einer Isolationsschicht �berzogen. Trotzdem ist die Mikroelektrode
aufgrund der Ausbildung einer elektrischen Abschirmschicht (ãelectrical double layerÒ) an der
Leiter / Elektrolyt -Grenzfl�che nicht rein ohmsch, sondern auch mit einem kapazitiven Anteil
an den Elektrolyt gekoppelt3 [175, 204, 206], vgl. Abb. 9.1.2. Es ist damit nicht trivial, aus der
gemessenen Spannung U(t) die absolute �nderung des Oberfl�chenpotentials DFS(t)
anzugeben. Dies ist nur unter Zuhilfenahme eines Ersatzschaltbildes m�glich, welches die
Abschirmschicht ber�cksichtigt [204].

(b) Praktischer Aufbau und Charakterisierung

Aufbau eines Mikroelektroden-Feldes: Felder extrazellul�rer Mikroelektroden sind seit kurzer
Zeit kommerziell erh�ltlich. 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)
abgebildet4. In diesem Bauelement sind die aktiven Me§positionen �ber ein 100 mm ´ 100 mm

-Raster verteilt, der Durchmesser einer aktiven Me§position betr�gt 10 mm5. Zum Auslesen
der einzelnen Kan�le wurde in dieser Arbeit ein selbstgebauter Spannungsverst�rker6

verwendet, welcher die Spannung U zwischen einer aktiver Me§position und der
Referenzelektrode 1000-fach verst�rkt ausgibt.

Abbildung 9.1.3: Oberseite eines 60-fach Feldes
extrazellul�rer Mikroelektroden. Um in w�§riger L�sung
messen zu k�nnen, ist die Zone des Bauelements mit den 60
aktiven Me§positionen mit einem Plexiglas-Dichtring
umschlossen. Das ganze Bauelement ist mit seinem
Glassubstrat auf eine Pertinax-Platine aufgeklebt und die
Leiterbahnen der einzelnen Mikroelektroden mit
Anschlu§kontakten auf der Platine verbunden. Der
Skalierungsbalken entspricht 1 mm.

                                                
3 Ein vorgeschlagenes Modell erkl�rt die Potentialeinkopplung �ber ein Umladen der Abschirmschicht.
4 Alle in diesem Kapitel beschriebenen Messungen wurden mit diesem Bauelement durchgef�hrt. Zu n�heren
Angaben �ber die Herstellung des Mikroelektroden-Feldes und Messungen an Zellen mit diesem Bauelement sei
auf [191, 207-209] verwiesen.
5 Die Ortsaufl�sung im klassischen Sinn liegt deshalb etwas �ber 10 mm, da das Bauelement nur auf den Fl�chen
aktiver Me§position Potential-sensitiv ist. Allerdings beschreiben die 10 mm nicht die reale Ortsaufl�sung, da
nur alle 100 mm eine aktive Me§position vorliegt. Die reale Ortsaufl�sung w�re 10 mm, wenn die gesamte
Oberfl�che des Bauelementes dicht mit 10 mm gro§en aktiven Me§positionen �berdeckt w�re.
6 Der Spannungsverst�rker bestand im wesentlichen aus zwei hintereinander geschalteten invertierenden
Verst�rkern [210].
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Abbildung 9.1.4: Ausschnitt aus Abb. 9.1.3, welcher
die Zone mit aktiven 60 aktiven Me§positionen auf
der Oberfl�che des Bauelements zeigt. Der
Skalierungsbalken entspricht 100 mm.

Demonstration der Ortsaufl�sung: Um die Ortsaufl�sung an einer aktiven Me§position zu
demonstrieren, wurden zwei verschiedene Experimente durchgef�hrt. Zum einen wurde mit
einer patch-clamp Pipette im Elektrolyt ein Testpotential �ber einer aktiven Me§position
erzeugt und dieses mit der Mikroelektrode detektiert7. Zum anderen von ein von der
Mikroelektrode erzeugten Testpotential mit einer sich im Elektrolyt befindenden patch-clamp
Pipette8 detektiert. Dazu wurde die Spitze der patch-clamp Pipette m�glichst dicht an die
Oberfl�che des Mikroelektrodenfeldes herangefahren und der laterale Abstand Dy zwischen
Pipettenspitze und der Mitte der aktiven Me§position variiert, vgl. Abb. 9.1.5 und Abb.
9.1.6. Es zeigte sich, da§ patch-clamp Pipetten aufgrund ihrer ung�nstigen Geometrie nicht gut
geeignet sind, um Potentiale direkt auf einer planaren, harten Oberfl�che zu detektieren oder zu
erzeugen.

Abbildung 9.1.5: Abbildung einer patch-clamp Pipette in
Elektrolyt, welche dicht �ber einer aktiven Me§position
positioniert ist, siehe Pfeil. Der Skalierungsbalken entspricht 100
mm.

                                                
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 Me§position und der
Referenzelektrode gemessen. Das Pipettenpotential Upip entsprach dabei einem Testpotential DFS nahe der
Mikroelektrodenoberfl�che. W�hrend der Spannungspulse flo§ ein Strom von Ipip » 100 nA durch die
Pipettenspitze. Nur bei direkter Positionierung Dy = 0 der Pipette �ber der aktiven Me§position konnten
�nderungen in U von ca. 0,5 mV gemessen werden, d.h. nur ein Millionstel des durch die Pipette applizierten
Potentials konnte mit der Mikroelektrode abgeleitet werden. Dies lag vermutlich daran, da§ die applizierte
Spannung Upip vorwiegend in der Pipettenspitze abfiel, da dort der Widerstand am gr�§ten war. Au§erdem war
der Mittelpunkt der Pipettenspitze so weit von der Oberfl�che der aktiven Me§position entfernt, da§ dort nur
noch ein kleiner Teil der angelegten Spannung abfiel.
8 Es wurden Spannungspulse mit einer Amplitude DU = 1 V zwischen einer aktiven Me§position und einer
Referenzelektrode angelegt und der resultierende Potentialabfall im Elektrolyt mit einer Pipette im current-clamp
Modus gemessen (Upip). Dabei war das erzeugte Potential direkt �ber der aktiven Me§position (Dy=0) mit ca. 20
mV am gr�§ten und fiel f�r gr�§er werdende laterale Entfernungen Dy ab, vgl. Abb. 9.1.6. Die mittlere
Halbwertsbreite der Upip(Dy)-Kurve entspricht nicht der Ortsaufl�sung, da die H�he des Mittelpunkts der Pipette
Dz �ber der Oberfl�che einige 100 nm betrug und damit nur noch ein abgeschirmtes Coulomb-Potential an der
Stelle der Pipettenspitze vorlag. Es zeigte sich, da§ Detektion und Stimulation nicht umkehrbar sind: Die
Mikroelektrode registrierte nur ein Millionstel des von der Pipette erzeugten Signals, w�hrend die Pipette ca. ein
F�nfzigstel des von der Mikroelektrode erzeugten Potentials detektieren konnte. Dies liegt an der
unterschiedlichen Geometrie von Pipettenspitze und aktiver Me§position. F�r quantitative Experimente w�re
daher eine einfache, definierte Geometrie n�tig, wie z.B. der direkte Kontakt der Metallspitze einer Metall-
Nadelmikroelektrode auf der Mikroelektrodenoberfl�che [191].



   Kap. 9: Anhang A: Sensoren zur Messung extrazellul�rer Potentiale                                                               

6

Abbildung 9.1.6: Zwischen Referenzelektrode und einer
aktiven Me§position wurde ein Potentialpuls U = 1 V
angelegt. Dargestellt ist das mit einer patch-clamp Pipette
�ber der aktiven Me§position gemessene Potential Upip, in
Abh�ngigkeit des lateralen Abstandes Dy der Pipettenspitze
vom Mittelpunkt der aktiven Me§position.

Absch�tzung der Potentialempfindlichkeit: Zur Absch�tzung der Potentialempfindlichkeit
wurde die Zone mit den aktiven Me§positionen mit pH=7-Puffer (#109439, Merck,
Darmstadt) gef�llt und die Spannung U(t) zwischen einer aktiven Me§position und der
Referenz-Elektrode, einem in KCl elektrolysierten Silberdraht gemessen, vgl. Abb. 9.1.7. Mit
Hilfe der Messungen wurde die Standardabweichung der Spannungsfluktuation DDU9

bestimmt.

Abbildung 9.1.7: Aufzeichnung der
gemessene Spannung U(t) zwischen
einer aktiven Me§position und der
Referenzelektrode in Elektrolyt.

In den durchgef�hrten Experimenten wurde bei einer Bandbreite von 100 kHz DDU = 7 ± 2

mV, nach einem zus�tzlichen 3 kHz-Tiefpa§-Filter DDU = 0,22 ± 0,05 mV gefunden. Da

Testpotentiale DFS nicht rein ohmsch in die Leiterbahn der Mikroelektrode einkoppeln,
sondern durch die Ausbildung einer elektrischen Abschirmschicht abgeschw�cht werden,
k�nnen die gemessenen Spannungsfluktuationen DU(t) kleiner sein als die realen Fluktuationen

im Oberfl�chenpotential DFS(t), d.h. DDFS ³ DDU. Bei 3 kHz Bandbreite betr�gt die

Potentialaufl�sung also h�chstens DDFS ³ 0,22 mV.

                                                
9 Als Spannungsfluktuation DU(t) = U(t) - Uconst wird der gemessene Spannungsverlauf U(t) minus dessen
konstanten Offsets Uconst bezeichnet. DDU ist die Standardabweichung von DU(t), berechnet �ber ein Zeitintervall
von einer Sekunde.
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(c) Licht-adressierbare Mikroelektroden-Felder

Mit Hilfe von Licht-adressierbaren Mikroelektroden-Feldern kann die Zahl der ben�tigten
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 d�nnen Schicht aus amorphem Silizium �berzogen. Darauf verteilt
sind �ber den Leiterbahnstreifen Gold-Kontakte angebracht, z.B. je n St�ck pro
Leiterbahnstreifen. Durch diese Goldkontakte sind nun n2 aktive Me§positionen definiert. Der
Rest der Oberfl�che ist mit einer Isolationsschicht bedeckt, z.B. Si3N4. 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 Leitf�higkeit ein niederohmiger Kontakt zwischen Gold-Kontakt und
darunterliegender Leiterbahn geschlossen. D.h. nur an der beleuchteten aktiven Me§position
ist der Goldkontakt leitend mit der darunterliegenden Leiterbahn verbunden. Bei Messung der
Spannung U zwischen der Leiterbahn und einer Referenzelektrode im Elektrolyt k�nnen dann
Testpotentiale DFS an der beleuchteten Me§position 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 ausgew�hlt werden.

Abbildung 9.1.8: Prinzip eines Licht-
adressierbaren 9-fach Mikroelektroden-
Feldes. Auf einem Glassubstrat sind 3
Leiterbahnen aus ITO (Indium-Zinn-
Oxid) aufgebracht. Dar�ber befindet
sich eine Schicht aus amorphem
Silizium. An den aktiven
Me§positionen sind auf der
Siliziumschicht Gold-Kontakte
angebracht, der Rest der Oberfl�che
ist mit einer isolierenden Si3N4-Schicht
�berzogen. Mit Hilfe eines Lichtzeigers
(eingezeichnet als Blitz �ber der
rechtesten Elektrode der mittleren
Bahn) kann eine aktive Me§position
ausgew�hlt werden. a) Blick auf die
Oberfl�che. Durch die transparente
Si3N4- 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

Oberfl�chenpotentiale in w�§riger L�sung k�nnen mit Feldeffekttransistoren (FET) in
Elektrolyt-Isolator-Halbleiter (EIS) - Geometrie detektiert werden (ãEISFETÒ,
ãCHEMFETÒ). Anstelle der bei MOSFETs �blichen 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 Ugate

setzt sich dabei aus der angelegten Vorspannung Ubias, der zu messenden Potential�nderung auf
der Oberfl�che DFS und etwaigen Spannungsabf�llen an der Referenz-Elektrode zusammen, es
entspricht dem Gate-Source-Potential UGS eines konventionellen FETs (Gl. 1). �nderungen
des Oberfl�chenpotentials DFS auf der Gate-Isolationsschicht k�nnen deshalb durch Messung
des Drain-Source-Stroms IDS verfolgt werden (Gl. 1-2). Ortsaufgel�ste Messungen sind mit
FET-Feldern, d.h. paralleler Anordnung mehrerer FETs entlang einer Oberfl�che m�glich, siehe
Abb. 9.2.2. Nat�rlich ist das Oberfl�chenpotential nur an aktiven Me§positionen me§bar, d. h.
an Stellen an denen eine Gate-Elektrode angeordnet ist. Damit ist die M�glichkeit der
Ortsaufl�sung durch die Zahl und Dichte der Gate-Elektroden eingeschr�nkt.   

Ubias

UDS

n-Si

p-Sip-Si

Elektrolyt

IDS

Gate SourceDrain

SiO2

Ag/AgCl-
Elektrode

++++
+
+

+ +
++ S

Ugate =
UGS

x

z

Abbildung 9.2.1: Aufbau eines
Feldeffekttransistors in EIS-
Geometrie mit drei Anschl�ssen
(Source, Drain, Gate). Das Potential
der Gate-Elektrode wird �ber eine
Referenz (Ag/AgCl)-Elektrode im
Elektrolyt eingestellt. Hier ist ein p-
Kanal-FET dargestellt, d.h. das
Substrat ist n-dotiert, die Kennlinie
ist analog zu der eines MOSFETs
[151]. Das Oberfl�chenpotential Ugate

an der Gate-Elektrode setzt sich aus
der angelegten Vorspannung Ubias

und dem zu untersuchenden
Testpotential DFS zusammen. Unter
zus�tzlicher Einstellung der Drain-
Source-Spannung UDS wird der
resultierende Drain-Source-Strom IDS

gemessen.

Ugate = UGS = Ubias + DFS + const (1)

IDS = IDS(Ugate) (2)

x

z

A B C D
Potential-
sensitive
Oberfl�che

Abbildung 9.2.2: Prinzipieller Aufbau eines FET-Feldes, bestehend aus 4 einzelnen FETs. Detektion von
Oberfl�chenpotentialen ist nur an aktiven Stellen (A,B,C,D) m�glich, an welchen Gate-Elektroden angeordnet
sind.
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(b) Praktischer Aufbau und Charakterisierung10

Aufbau eines EISFET-Feldes: Ein von Dr. A. Offenh�usser entwickeltes EISFET-Feld mit 16
integrierten FETs ist in Abb. 9.2.3 abgebildet [63, 134, 213]. Die Gr�§e der einzelnen Gate-
Elektroden liegt dabei zwischen 28 mm ´ 12 mm und 10 mm ´ 4 mm, der Abstand der einzelnen

Gates betr�gt 200 mm ´ 200 mm. Abb. 9.2.4 zeigt eine Photographie der Oberfl�che des FET-
Feldes.

Abbildung 9.2.3: Bauelement mit 16 integrierten Feldeffekttransistoren mit
L�nge x = 35 mm und Breite y = 15 mm. In den Plexiglasring auf der
Oberseite kann eine Zellsuspension gef�llt werden, damit Zellen auf der
Oberfl�che des FET-Feldes aufwachsen k�nnen.

a) b)

x
y

Abbildung 9.2.4: Bild der EISFET-Oberfl�che. a) sichtbar sind 6 Gate-Elektroden, wobei eine davon zur
Verdeutlichung mit einem Kreis umrandet ist. Weiterhin sind die n�tigen Zuleitungen zu den Elektroden
erkennbar. b) Detail-Vergr�§erung von 2 Gate-Elektroden. Die Balken stellen jeweils 100 mm 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.

Abbildung 9.2.5: EISFET-Kennlinien. Dargestellt sind exemplarisch a) eine Ausgangs- und b) eine Transfer-
Kennlinienschar. Dabei wird der absolute Drain-Source-Strom IDS in Abh�ngigkeit der Drain-Source- (UDS)
bzw. der Vorspannung (Ubias) gemessen. Die jeweils andere Spannung ist als Parameter rechts neben den
Diagrammen eingetragen. Bei einer Vorspannung von Ubias = -3 V und einer Drain-Source-Spannung UDS um -3
V ist die Steigung der Strom-Spannungs-Kennlinie am h�chsten (dIDS/dUbias » 0,4 mA/mV) und der Drain-
Source-Strom reagiert maximal sensitiv auf Potentialfluktuationen DFS. Dort ist der geeignete Arbeitspunkt des
FETs.

                                                
10 Alle Messungen in diesem Kapitel wurden am Aufbau von Dr. A. Offenh�usser zusammen mit Dr. A.
Offenh�usser, Dr. C. Spr�ssler, M. George und S. K�lblin durchgef�hrt [147, 148].

x

y

z
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Absch�tzung der Potentialempfindlichkeit: Zur Messung des Oberfl�chenpotentials wird die
Vorspannung Ubias so eingestellt, da§ der Drain-Source-Strom IDS maximal sensitiv auf
�nderungen im Oberfl�chenpotentials ist, d.h. bei maximaler Steigung der Transfer-Kennlinie
gm := dIDS/dUbiasïmax [214, (K.11.2, S.321)]. gm ist typischerweise 0,1 - 0,5 mA/mV [63]11. Um
die Empfindlichkeit in der Messung des Drain-Source-Stroms zu erh�hen, wird bei konstanter
Vorspannung Ubias der konstante Anteil IDS

const im Drain-Source-Strom direkt im Vorverst�rker
abgezogen12. Damit werden nur zeitliche �nderungen des Stroms DIDS(t), mit IDS(t) = IDS

const +

DIDS(t) gemessen [63, 134]. �nderungen im Oberfl�chenpotential DFS an der Gate-Elektrode

von 1 mV �ndern den Drain-Source-Strom dann typischerweise um DIDS = 0,1-0,5 mA.

In Abb. 9.2.6 ist das Ausgangssignal DIDS(t) eines mit pH=7 Pufferl�sung gef�llten FETs bei
konstanter Vorspannung gezeigt. Das Rauschen im gemessenen Strom begrenzt dabei die
Empfindlichkeit von Oberfl�chenpotential-Messungen. Als Rauschen DDIDS wird im
folgenden die Standardabweichung der Fluktuationen des Drain-Source-Stroms definiert (Gl.
3). In der in Abb. 9.2.6 gezeigten Messung betr�gt das bei 3 kHz Tiefpa§-gefilterte Rauschen
im Drain-Source-Strom DDIDS = 12 nA. Mit Hilfe der Transfer-Kennlinie kann dieser Wert in

ein dazu �quivalentes Rauschen im Oberfl�chenpotential DDFS transformiert werden: DDFS =

DDIDS / (dIDS/dUbias) = 12 nA / 0,4 mAmV-1 = 30 mV. Typischerweise betr�gt die

Potentialempfindlichkeit der FET-Felder von A. Offenh�usser bei 10 kHz Bandbreite DDFS »

70 mV [63].

DDIDS = 
1

s
( I (t) - I )  dtDS DS

2

t'

t'  + 1s

1
D Dò ,     DI DS =

1

s
I (t) dtDS

t'

t'  + 1s

1
Dò (3)

Abbildung 9.2.6: 3 kHz Tiefpa§-gefiltertes
Rauschsignal eines FETs bei einer
Vorspannung Ubias = - 3V und einer
Drain-Source-Spannung UDS = -3V bei
einer Abtastrate von 4 kHz. DIDS(t) =
IDS(t) - IDS

const ist dabei die zeitliche
�nderung des Photostroms, wobei der bei
Beginn der Messung ermittelte konstante
ãoffsetÒ IDS

const von ca. 900 mA (vgl. Abb.
9.2.5.b) im Strom direkt in der ersten
Vorverst�rkerstufe abgezogen wurde.
DDIDS ist die Standardabweichung der
Stromfluktuationen DIDS(t), gemittelt �ber
einen Zeitraum von 1 s.

                                                
11 Die normierte Steilheit einer FET-Kennlinie (dIDS/dUbias) / IDS ist typischerweise » 1 V-1 (vgl. Daten aus [28,
213]).
12 Dadurch kann im Vorverst�rker der Strom h�her verst�rkt werden. Bei einer Vorspannung Ubias um -3 V und
UDS um -3 V liegt der konstante Anteil des Photostroms IDS

const im Bereich von 1 mA, vgl. Abb. 9.2.5, w�hrend
das Stromrauschen DDIDS im Bereich um 10 nA liegt, vgl. Abb. 9.2.6. Das Problem eines kleinen Me§signals
auf einem hohen Tr�gersignal (ãoffsetÒ) ist damit �hnlich wie beim LAPS. Der konstante Gleichstrom-Anteil
beim FET l�§t sich aber leichter kompensieren, als der konstante anharmonische Wechselstrom-Anteil beim
LAPS.
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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 Ionenkan�le
ber�cksichtigt [44, 57, 215]. In dem in Abb. 2.1.2 gezeigten Ersatzschaltbild ist RM[W] der

Membranwiderstand, CM[F] die Membrankapazit�t, RZA[W] << RM der Zugriffswiderstand
durch die Pipette (ãaccess resistanceÒ), UMH[V] das durch die Pipette angelegte Haltepotential,
IM[A] der gemessene Strom durch Pipette, UMR[V] das Ruhepotential der Zelle (ãresting
potentialÒ), UM[V] = yZi - yZa das Membranpotential der Zelle [40, (K.2, S.24)], yZi[V] das

intrazellul�re Potential und yZa[V] = 0 das als Masse definierte extrazellul�re Potential im
Volumen des Elektrolyts. Mit Hilfe der Kirchhoffschen Knoten- und Schleifen-Regel gilt f�r
den in Abb. 2.1.2 gezeigten Schaltkreis:

UMH = yZi + RZAIM            (1)
IM = I1 + I2                         (2)
I2 = CM dyZi/dt                    (3)

yZi = RMI1 + UMR                           (4)

Zur Bestimmung der passiven Membraneigenschaften (RM, CM) wird der Zelle ein
Haltepotential UMH(t) aufgepr�gt und der dabei durch die Membran flie§ende Strom IM(t)
gemessen: Der nach einem applizierten Spannungspuls UMR+UM0 exponentiell abklingende
Strom kann durch die drei Parameter IM(¥), IM(0) und tM beschrieben werden, vgl. Abb. 2.1.2.
Aus diesen Parametern k�nnen RM, RZA und CM bestimmt werden.

Der Zusammenhang zwischen IM(¥), IM(0), tM und RM, RZA und CM wird hier nun f�r einen
Spannungssprung von UMR nach UMR+UM0 analytisch angegeben. Dazu m�ssen die 4
Gleichungen (Gl. 1-4) mit 4 Unbekannten IM, I1, I2, yZi nach IM aufgel�st werden:

(2, 3, 4) Þ

IM = yZi/RM - UMR/RM + CM dyZi/dt
  =(1)= UMH/RM - RZAIM/RM - UMR/RM + CM dUMH/dt -RZACM dIM/dt
Û IM(1+RZA/RM) + RZACM dIM/dt = (UMH-UMR)/RM + CM dUMH/dt  (5)

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

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

Gl. 6 |:IM(1+RZA/RM) |-1 |·dt |ò,  mit   
C

1

R
+

R

M
M

ZA M

t =
1

  (7)
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Þ 
dI

I

1
dtM

M M
ò ò= -

t

Û IM(t) = IM
* exp(-t/tM), mit IM

* = const (durch Randbedingungen gegeben)  (8)

L�sung der inhomogenen DGL.:
extern angelegte Spannungsstufe:
UMH(t) = UMR + UM0Q(t)   (mit Q-Funktion: Q(t) = 1 f�r t ³ 0, 0 f�r t < 0) (9)
UM0 < 0, da aktive Kan�le bei einem kleinen hyperpolarisierenden Puls geschlossen bleiben

Zeit t < 0: Im Gleichgewicht (GGW.) ist die Impedanz der Membrankapazit�t unendlich, d.h.
es bleibt eine Parallelschaltung aus 2 gleich gro§en Spannungsquellen UMH = UMR und UMR

�brig und es flie§t kein Strom:
UMH = UMR, dUM/dt = 0, GGW.Þ dIM/dt = 0, (5) Þ IM(t<0) = 0   (10)

Zeit t®¥: Im GGW. flie§t der Strom �ber eine Reihenschaltung aus RM und RZA, da die
Impedanz der Membrankapazit�t dort unendlich ist:  
UMH = UMR + UM0 = const Þ dUM/dt = 0, GGW. Þ dIM/dt = 0,

(5) Þ IM(¥) (1+RZA/RM) = UM0/RM Þ I ( ) =  
U

R (1+
R

R
)

U

R + RM
M0

M
ZA

M

M0

M ZA

¥ =     (11)

(8) Þ IM(t) = IM
* exp(-t/tM) + UM0/(RM+RZA)    (12)

Zeit t=0: Spannungspuls zur Zeit t = 0
Þ Impedanz der Membrankapazit�t geht gegen 0, d.h. UMR und RM sind ãkurzgeschlossenÒ

Þ yZi = yZa = 0 Þ IM(0) = UM0/RZA        (13)

Þ IM(t) = (UM0/RZA- UM0/(RM+RZA))·exp(-t/tM) + UM0/(RM+RZA) (14)

Insgesamt gilt:
IM(t) = (IM(0)-IM(¥)) exp(-t/tM) + IM(¥)    (15)

wobei IM(¥), IM(0) und tM Me§gr�§en sind, vgl. Abb. 2.1.2. Aus diesen Werten k�nnen RM,
RZA und CM wie folgt berechnet werden:

RZA =( 13)= UM0/IM(0)          (16)
RM =(11)= UM0/IM(¥) - RZA        (17)

CM =(7)= tM (1/RM+1/RZA)       (18)

In realen Messungen ist der Kapazit�t der Zelle noch die Kapazit�t der Me§pipette �berlagert.
Die Pipettenkapazit�t kann entweder �ber einen speziellen Kompensationskreis im patch-
clamp Verst�rker oder durch Modifikation der Me§methode unterdr�ckt werden [216].
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10.2 Elektronik

Um die Funktionsweise eines patch-clamp Verst�rkers verstehen zu k�nnen, wird neben der
Kirchhoffschen Knoten- und Maschenregel nur noch das Ersatzschaltbild eines idealen
Operationsverst�rkers ben�tigt. Ein idealer Operationsverst�rker ist dadurch charakterisiert,
da§ (i) kein Strom in seine Eing�nge flie§t, d.h. I+ = I- = 0 und (ii) seine beiden Eing�ngen auf
demselben Potential liegen, d.h. U+ = U-. Dazu mu§ der Operationsverst�rker so betrieben
werden, da§ er mit seinem Ausgang (hier U¥) �ber eine R�ckkopplung (hier RPot) seine
Eing�nge zu den in (i) und (ii) vorausgesetzten Bedingungen steuern kann [210].

Im voltage-clamp Modus wird mit einer Steuerspannung UMH das Potential der Pipette auf
UMH gehalten (da UMH = U+ = U-), vgl. dazu das Ersatzschaltbild in Abb. 10.2.1 [217, (S.96),
218]. Dabei wird der durch die Pipette flie§ende Strom IM durch den als Strom-Spannungs-
Wandler betriebenen Operationsverst�rker [210] in eine Spannung gewandelt und hinter dem
Ausgang des Differenzbildners als IMRPot ausgegeben (es gilt: I- = 0 Þ IR = IM; UA-U- = IRRPot;

UB = U+ = U- = UMH Þ UA-UB = IMRPot). Es wird also ein Haltepotential UMH eingestellt und
der dadurch entstehende Strom IM gemessen.

Abbildung 10.2.1:
Ersatzschaltbild des patch-clamp
Verst�rkers im voltage-clamp
Modus.

Etwas komplizierter ist die in Abb. 10.2.2 skizzierte Elektronik f�r den current-clamp Modus
[218]. �ber eine Steuerspannung RPotIMH wird der Pipette ein Strom IMH aufgepr�gt und die
dadurch an der Pipettenspitze anliegende Spannung UM gemessen. Wegen UA-B = U2- = U2+ =
RPot·IMH  (1)

wird der Ausgang U2¥ des zweiten Operationsverst�rkers so getrieben, da§ am Ausgang des

Differenzbildners UA-B das Potential RPot·IMH anliegt. Aufgrund von

U2¥ = UB = U1+ = U1- = UM, (2)
UA - U1- = RPot IR und (3)
IR =(3)= (UA-U1-)/RPot =(2)= (UA-UB)/RPot = UA-B/RPot =(1)= IMH  (4)
ist dies nur m�glich, wenn der Pipette der Strom IMH aufgepr�gt wird (Gl. 4). An der Pipette
liegt dann das Potential UM an (Gl. 2). Der patch-clamp Verst�rker gibt also das Potential UM

aus welches an der Zelle anliegt, wenn der Zelle ein Strom IMH aufgepr�gt wird.

Abbildung 10.2.2:
Ersatzschaltbild des patch-
clamp Verst�rkers im current-
clamp Modus.
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10.3 Praktische Durchf�hrung

Der Ablauf einer patch-clamp Messung ist schematisch in Abb. 10.3.1 dargestellt. In a) ist die
Aufnahme einer Pipettenspitze mit dem Rasterelektronenmikroskop gezeigt1. Nach F�llung
der Pipette mit extrazellul�rer L�sung, wobei die Entstehung von Luftblasen vermieden werden
mu§, wird die Pipette in den Me§kopf (ãheadstageÒ) des patch-clamp Verst�rkers eingebaut.
�ber den Me§kopf ist das Innere der Pipette an einen d�nnen Schlauch gekoppelt [218]. Mit
einer am anderen Schlauchende befestigten Spritze wird nun durch Dr�cken und wieder
Loslassen des Spritzenkolbens ein �berdruck in der Pipette erzeugt. So str�mt immer etwas
L�sung aus der Pipettenspitze aus, wodurch das Anlagern von ãDreckÒ an die Spitze
verhindert wird. Der sp�tere Kontakt zwischen Pipettenspitze und Zelle ist entscheidend von
der Sauberkeit der Pipette abh�ngig. Deshalb kann jede Pipette auch nur einmal verwendet
werden und mu§ zu jeder weiteren Ableitung gewechselt werden.

Mit einem Mikromanipulator wird die Pipette nun in die extrazellul�re L�sung gefahren, in
welcher sich die adh�renten Zellen befinden. Zur genauen Positionierung mu§ die Spitze der
Pipette zuerst in das Blickfeld des zur Beobachtung eingesetzten optischen Mikroskops
gesteuert werden. In b) ist eine Mikroskopaufnahme der sich in L�sung befindenden
Pipettenspitze gezeigt. Unter Beobachtung im Mikroskop wird nun die Pipettenspitze in die
N�he der abzuleitenden Zelle gefahren, bis sie etwas �ber der Zelle steht2.

Der patch-clamp Verst�rker wird zun�chst im search Modus betrieben, der sehr �hnlich zu
dem voltage-clamp (VC) Modus ist: der Pipettenspitze wird, wie in c) aufgetragen, ein
Potential UMH aufgepr�gt, welches aus einem periodisch wiederholten Rechteckspuls UM0 und
einem konstanten Haltepotential UMR zusammengesetzt ist. Im Gegensatz zum VC Modus ist
aber das aufgepr�gte Potential mit dem resultierenden Pipettenstrom r�ckgekoppelt, was in
etwa einer AC-Kopplung entspricht, so da§ nur Puls�nderungen UM0 zu einem Pipettenstrom
f�hren [218]. So wird der Pipettenstrom bei konstantem Haltepotential UMH = UMR << 0 auf
Null gehalten und es flie§t nur w�hrend des Testpulses ein Strom, vgl. d)3. Nach dem
ohmschen Gesetz kann aus der H�he des Stroms w�hrend des Testpulses der Widerstand der
Pipettenspitze angegeben werden. In dem in c) und d) gezeigten Beispiel betr�gt er RPip =
DUMH / DIM » 10mV / 3000pA » 3,3 MW.

Mit Hilfe von Mikromanipulator und Mikroskop wird die Pipettenspitze nun direkt an die
Oberfl�che der Zelle positioniert. Dies kann zum einen an einer leichten, halbmondf�rmigen
Eindellung der Zelle unter der Pipettenspitze beobachtet werden, die durch den �berdruck in
der Pipette verursacht wird, siehe e). Zum anderen sinkt der Pipettenstrom IM w�hrend des
Testpulses UMH um ca. 10%, da sich der Pipettenwiderstand durch die beginnende Bedeckung
der Pipettenspitze mit der Zelloberfl�che vergr�§ert. Durch Abnehmen der Spritze von dem an

                                                
1 F�r Ableitungen von Nervenzellen wurden in dieser Arbeit patch-clamp Pipetten mit Spitzendurchmessern von
ca. 1 mm und damit mit Pipettenwiderst�nden  zwischen 3 und 6 M½ verwendet. Das Bild wurde von Dr. R.
Blick und A. Kriele aufgenommen.
2 Dabei wird wechselseitig der Fokus des Mikroskops und die H�he der Pipette �ber dem Substrat variiert, um
die Pipette zerst�rungsfrei in Zelln�he bringen zu k�nnen.
3 Eine andere M�glichkeit ist es, bei Ann�hern der Pipette an die Zelle im VC Modus das Haltepotentials auf
Null und damit gleich dem Potential der Badelektrode zu setzen, UMH = 0. Dann flie§t ebenfalls nur ein Strom
w�hrend eines Testpulses UM0. Nach dem erfolgten Kontakt zwischen Pipette und Zelle mu§ das Haltepotential
dann auf das Ruhepotential der Zelle gesetzt werden, UMH = UMR.
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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 L�sung liegt dann im Gigaohm-Bereich (ãgigasealÒ: UM0/DIM > 1 GW). Bei
Anlegen des Testpulses UMH = UMR + UM0 flie§t dann praktisch kein Strom mehr durch die
Pipette, wie in g) gezeigt ist.

Nun wird der patch-clamp Verst�rker in den VC Modus umgestellt und das Haltepotential so
eingestellt, da§ es dem Ruhepotential der Zelle entspricht (UMH = UMR), d.h. kein Strom flie§t
(IM = 0). Aufgrund der Pipettenkapazit�t gibt es beim An- und Ausschalten des Testpulses
jedoch einen kapazitiven, exponentiell abfallenden Strom, vgl. g). Mit Hilfe einer
Kompensationsschaltung am patch-clamp Verst�rker kann dieser kapazitive Pipettenstrom
minimiert werden, siehe 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
L�sung in der Pipette hergestellt (Ganzzell-Ableitung, ãwhole sealÒ). W�hrend des Testpulses
UMH = UMR + UM0 flie§t dann wieder ein exponentiell abfallender, kapazitiver Strom IM durch
die mit der Pipettenspitze verbundene Kapazit�t CM der gesamten Zelle, siehe i)4. Je nach
Anforderung k�nnen nun Experimente im VC oder CC Modus durchgef�hrt werden.
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Abbildung 10.3.1: Ablauf einer patch-clamp Messung. Die Skalierungsbalken zeigen in a) 1 mm und in b), e)
und f) jeweils 10 mm an. In e) und f) ist die Spitze der Pipette umkreist.

                                                
4 Da die Kapazit�t der Zelle gr�§er als die Pipettenkapazit�t ist, klingt der kapazitive Strom in i) langsamer als
in g) ab.
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10.4 Datenanalyse5

Es wird hier die Auswertung von voltage-clamp Messungen beschrieben, die in ãwhole-cellÒ
Konfiguration an striatalen Neuronen durchgef�hrt wurden. An jeder Zelle wurde dabei der
Membranstrom IM(t) nach Spannungspulsen UMH(t) verschiedener Amplitude aufgezeichnet,
siehe Abb. 10.4.2.a. Anhand dieser Rohdaten k�nnen die Kapazit�t CM und der Widerstand
RM der Zellmembran, der maximale (Natrium-) Einw�rtsstrom und die (Kalium-)
Ausw�rtsstrom-Leitf�higkeit bestimmt werden. Die Querschnittfl�che AZ,opt der Zellen kann
als zus�tzlicher Parameter direkt aus mit dem Mikroskop aufgenommenen Bildern bestimmt
werden, vgl. Abb. 10.4.1.

                                                
5 Dieses Kapitel bezieht sich auf den voltage-clamp Modus, die Ideen sind aber auf den current-clamp Modus
�bertragbar. Die Auswertesoftware wurde von M. George programmiert.

x
y

a) b)

c) d)

Abbildung 10.4.1:
Striatale Neurone nach 13 DIV,
kultiviert auf verschiedenen
Substraten und in verschiedenen
Kulturmedien. Der
Skalierungsbalken entspricht 10
mm. a) Silizium-Substrat,
Neurobasal-Medium (NBM). b)
Glas, NBM. c) Silizium-Substrat,
serumhaltiges Medium (SCM). d)
Glas, SCM.

Wird eine Zelle leicht hyperpolarisiert (UMH < UMR), so wird die Leitf�higkeit Potential-
gesteuerter Kan�le praktisch nicht beeinflu§t, und es flie§t nur ein passiver Strom. Dessen
Amplitude ist durch den Ruhewiderstand RM und die Kapazit�t CM 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 durchgef�hrt. Die dazugeh�rigen
passiven Membranstr�me zeigen ein typisches exponentielles Verhalten. Die Stromantwort
IM(t) auf einen hyperpolarisierenden Puls mit einer Amplitude von UM0 = -1mV kann nun aus
diesen Daten gewonnen werden: Dazu wird angenommen, da§ der passive Strom linear mit der
Amplitude des hyperpolarisierenden Pulses skaliert. Der mittlere gewichtete Strom IM auf
einen hyperpolarisierenden Puls von UM0 = -x mV Amplitude ist dann IM(t) =
Mittelwert(IM,i/UM0,i)·(-x mV), wobei IM,i die Stromantwort auf die Stimulation UM0,i 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 RM, die Membrankapazit�t CM und der Zugriffswiderstand RZA der
untersuchten Zelle berechnet werden, vgl. Kap. 10.1.



   Kap. 10: Anhang B: Patch-clamp                                                                                                             

17

-40

-20

0

20

40

I M
(t

) 
[p

A]

50403020100

t[ms]

-100

0

100

U
M
H
(t
) 
[m
V]

40200

t[ms]

3000

2000

1000

0

-1000

I M
(t

) 
[p

A]

50403020100

t[ms]

-71

-70

U
M
H
(t
) 
[m
V]

40200

t[ms]

a)

b)

c)

2000

1000

0

-1000I M
'(

t)
 [

pA
]

50403020100

t[ms]

INa,max

IK,s(UMH)
IK,e(UMH)

2000

1500

1000

500

0I K
(
U
M
H
) 

[p
A]

-100 -50 0 50

UMH[mV]

 s

 e

 

d)

-100

0

100

U
M
H
(t
) 
[m
V]

40200

t[ms]

UM0

UM0

Abbildung 10.4.2: a) Voltage-clamp Messungen an einem striatalen Neuron nach 13 DIV, kultiviert in NBM auf
Glas. Aufgetragen ist die Stromantwort IM(t) (gro§es Bild) auf verschiedene Stimulationspulse UM0 (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 Str�men liegt die aktive Stromantwort I'M(t) auf Potentialpulse vor. Daraus kann der maximale
Einw�rtsstrom INa,max und die Potential-abh�ngigen Ausw�rtsstr�me am Anfang und Ende der Stimulation IK,s

bzw. IK,e abgelesen werden. d) Durch Auftragen des Kaliumstroms gegen das Stimulationspotential kann �ber
einen linearen Fit die Kalium-Kanal-Leitf�higkeit 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'M
auf einen Stimulationspuls mit der Amplitude UM0 ist die Differenz aus gemessener
Stromantwort und passivem Anteil. Der passive Anteil ist der mittlere passive Strom auf
einen hyperpolarisierenden Puls von -1mV, multipliziert mit dem Faktor UM0/(-1 mV).
Deutlich ist in Abb. 10.4.2.c der (Natrium-) Einw�rtsstrom f�r depolarisierende Pulse �ber
dem Schwellwert zur Ausl�sung eines Aktionspotentials und der (Kalium-) Ausw�rtsstrom zu
erkennen. Aus der so gewonnenen Kurvenschar l�§t sich direkt der maximale Einw�rtsstrom
INa,max und der Ausw�rtsstrom in Abh�ngigkeit des Stimulationspulses IK,s(UMH) bzw.
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IK,e(UMH) bestimmen6. In Abb. 10.4.2.d ist die Amplitude des Ausw�rtsstroms in
Abh�ngigkeit der Stimulationsamplitude aufgezeichnet. Mit einem linearen Fit kann dann f�r
depolarisierende Pulse �berhalb des Schwellwerts7 die Ausw�rtsstrom-Leitf�higkeit GK =
DIK(UMH)/DUMH berechnet werden.

Alle bisherigen Parameter sind als absolute Gr�§en, d.h. bezogen auf jeweils eine Zelle
bestimmt worden. Sicherlich skalieren aber viele Parameter mit der Gr�§e der Zelle. So wird
der Strom bei gro§en Zellen h�her sein, da aufgrund gr�§erer Fl�che mehr Ionenkan�le
vorliegen. Es gibt prinzipiell zwei einfache Skalierungsm�glichkeiten, um spezifische Gr�§en
zu erhalten: Normierung auf die Membrankapazit�t oder die Oberfl�che der Zelle. F�r die in
Kap. 3.1 beschriebenen Simulationen wird die Normierung pro Oberfl�che ben�tigt. Die
Oberfl�che AZ,tot von Zellen ist aber nicht ohne weiteres me§bar. Mikroskopaufnahmen liefern
die Querschnittsfl�che AZ,opt von Zellen, vgl. Abb. 10.4.3. Die Zelloberfl�che kann damit grob
als AZ,tot = 3 AZ,opt abgesch�tzt werden.

Prinzipiell ist die Zelloberfl�che auch �ber die Gesamtkapazit�t der Zelle abzusch�tzen, zu
welcher sie proportional ist. Dazu m�§te allerdings der Proportionalit�tsfaktor, die spezifische
Membrankapazit�t bekannt sein. Doch auch dieser Wert ist unbekannt. Bei abgesch�tzter
Zelloberfl�che (AZ,tot = 3 AZ,opt) k�nnte die spezifische Membrankapazit�t angegeben werden,
da die Gesamtkapazit�t ja experimentell bestimmt wurde. Nach dieser Methode w�rden aber
zu hohe spezifische Kapazit�ten bestimmt, da in die gemessene Zellmembran-Kapazit�t auch
die Kapazit�t der Membran der Dendriten eingeht. Im Mikroskopbild wird dagegen nur die
Fl�che des Zellk�rpers gemessen. Daher wurde folgende grobe Annahme getroffen: Die
Kapazit�t der Membran des Zellk�rpers betr�gt ca. 2/3 der Gesamtkapazit�t CM. Damit folgt
2/3 CM = cM · AZ,tot = cM · 3 AZ,opt, d.h. cM = 2/9 CM / AZ,opt.

Abbildung 10.4.3: Interpretation der Fl�chenmessungen: AZ,opt entspricht der optisch gemessenen
Querschnittfl�che, AZ,tot der gesamten Zelloberfl�che. Wird der Querschnitt einer Zelle als kreisf�rmig
angenommen, AZ,opt = prZ

2, lassen sich folgende Grenzf�lle angeben: a) Falls die Zelle als Kugel angenommen
wird, folgt f�r deren Oberfl�che AZ,tot = 4 pr2 und damit AZ,tot = 4 AZ,opt. Wird dagegen eine flache Zelle hZ ® 0
angenommen, ist deren Oberfl�che AZ,tot = 2(pr2) + h(2pr) ® 2pr2 und damit AZ,tot = 2 AZ,opt. Die Realit�t
wird in der Mitte liegen und die Annahme AZ,tot = 3 AZ,opt bildet einen akzeptablen Sch�tzwert.

                                                
6 "s" steht dabei f�r Beginn oder Start der Stimulation, "e" f�r Ende.
7 In allen Messungen war das Ruhepotential UMR auf ca. -73 mV eingestellt. Als Schwellwert zur Ausbildung
eines Aktionspotentials wurde eine Membranpotential von -30 mV angenommen.
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10.5 Extrazellul�re Potentiale

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

Weicht w�hrend eines Aktionspotentials das Membranpotential vom Ruhepotential ab, so
flie§t durch die Unterseite der Zelle ein passiver Strom iM [Am-2] mit einem ohmschen und
einem kapazitiven Anteil8:

iM(t,r) = cM d (t) (t, r)

dt
Zi S( )y - F  + 

1

rM

(yZi(t) - FS (t,r))       (0)

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

FS(t, r³rZ) = yZa = const  (1)

Der aus der Unterseite der Zelle austretende Ionenstrom kann nur durch den Spalt zwischen
Zellunterseite und Unterlage in das Volumen des Elektrolyten gelangen. Durch die Stromdichte
iM(r) aus der Zellmembran erh�ht sich der radiale Strom entlang der Sensoroberfl�che ISr [A]
um den Anteil dISr:

dISr(t,r) = iM(t,r) 2pr dr   (2)

und es folgt:

dI (t, r) 
dr

Sr =9 ( cM d (t) (t, r)

dt
Zi S( )y - F  + 

1

rM

(yZi(t) - FS(t,r)) ) 2pr  (3)

Nach dem Prinzip eines Spannungsteilers und des ohmschen Gesetzes f�llt durch den unter der
Zelle flie§enden Strom ein Potential FS(t,r) am Elektrolytfilm zwischen Zelle und Unterlage

ab. Zwischen zwei Kreissegmenten mit Abstand dr unter der Zelle f�llt das Potential dFS ab:

dFS(t,r) = FS(t,r+dr) - FS(t,r)        (4)

Der Widerstand des Elektrolyts in diesem Kreissegment ist proportional zum Kehrwert der
Oberfl�che eines Zylinders 2prdZ(r) mit Radius r und H�he dZ. Nach dem ohmschen Gesetzt
ist das dort abfallende Potential das Produkt aus Widerstand und flie§endem Strom:

dFS (t,r) = -rE 
dr

2 r d (r)Zp
ISr(t,r)  Þ  ISr(t,r) = -

2 r d (r)Z

E

p
r

 d (t, r)

dr
SF    (5)

                                                
8 W�hrend eines Aktionspotentials flie§en positive Na+-Ionen durch aktive Kan�le in der dem Volumen des
Elektrolyts zugewandten Membranoberfl�che in die Zelle. Ein Teil dieser �berschu§ladung flie§t durch die
Unterseite der Membran passiv ab. D.h. das Vorzeichen beider Str�me ist umgekehrt.
9 Gl. 0 in Gl. 2 eingesetzt.
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Um soweit wie m�glich analytisch rechnen zu k�nnen, wird der Abstand zwischen Zelle und
Substrat als konstant angenommen, dZ(r) = dZ = const. Wie optische Messungen des Zell-
Substrat-Abstandes zeigen, ist diese Annahme durchaus gerechtfertigt [111]. Mit Hilfe der
obigen Annahmen kann nun eine Gleichung f�r das extrazellul�re Potential FS(t,r) aufgestellt
werden:
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Diese Differentialgleichung f�r FS(t,r) l�§t sich mit Hilfe einer Fourier-Transformation [219,

(K.4.4.2, S.619)] l�sen. Dabei bezeichnet F(w) die Fourier-Transformierte im Frequenzraum
einer Funktion f(t) im Zeitraum10:

F(f(t),w) = 1
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Multiplikation von Gl. 6 mit (2p)1/2 exp(iwt) und Integration �ber t unter Verwendung von Gl.
7 ergibt dann:
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Mit Hilfe einiger Abk�rzungen (9) kann (8) dann zu einer vereinfachten Form umgewandelt
werden:

FS(w,r) = F(FS(t,r),w), tM [s] = rMcM, l2 [m2]= rMdZ/rE   (9)
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Dies ist eine Differentialgleichung in r. Die allgemeine L�sung davon ist die Summe aus der
allgemeinen L�sung f�r die homogene Differentialgleichung11 FS(w,r)hom und einer speziellen

L�sung FS(w,r)spez der inhomogenen Differentialgleichung. Dabei ist J0 die Besselfunktion und
I0 die modifizierte Besselfunktion nullter Ordnung.

                                                
10 F(df(t)/dt, w) = -iwf(t) [219, (K.4.4.2.1, S.620)].
11 Homogene Differentialgleichung: rechte Seite von Gl. 10 ist gleich Null. L�sung nach [219, 220, (S.423,
Gl.2.95), 221, (K-6, S.97)]. Da FS(w,r=0) endlich bleiben soll, f�llt die Neumannsche Funktion als L�sung aus.
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FS(w,r)spez = yZi(w)   (12)
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Die Konstante ist dabei durch die Nebenbedingung Gl. 1 gegeben:
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Das maximale (Fourier-transformierte) extrazellul�re Potential DFS(w) unter der Zelle ist dann:

DFS(w) = FS(w,r=0) - FS(w,r=rZ)

= yZi(w) + (yZa - yZi(w)) 
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Dabei ist UM(w)= F(UM(t),w) die Fourier-Transformierte des Membranpotentials. Nach

R�cktransformation in den Zeitraum ist so der Verlauf des extrazellul�ren Potential DFS(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 UMR mit zu ber�cksichtigen, wird dazu UM

durch UM - UMR ersetzt:

DFS(t) = F-1( F(UM(t)-UMR) · (1- 1
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12 Gl.14 in Gl.12 eingesetzt.
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11 Anhang C: Methoden zur Zellkultur und Zellcharakterisierung

11.1 Pr�parationsprotokolle

(a) Herzmuskelzellen1

Vorbereitung der Substrate zur Besiedelung mit Zellen: Vor dem Auss�en 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 Pr�paration n�tig (alles steril):
- 15 Eier mit 7 Tage alten H�hnerembryos (1 Woche lang bebr�tete Eier aus lokaler

H�hnerbr�terei von Gefl�gelzucht und Br�terei Ludwig H�lzl, Moosburg) bzw. ein Wurf
(ca. 5-7) 1 Tage alter Ratten (tr�chtige Ratte von Charles River)

- 3 Glassch�lchen auf K�hlakkus, gef�llt mit HBSS-Ca-Mg. In einem werden die Herzen aus
den Tieren entnommen, im n�chsten gewaschen und im letzen aufbewahrt.

- bei Pr�paration 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)
- Magnetr�hrer mit sterilem R�hrfisch
- 15 ml Zetrifugenr�hrchen (Renner, #38026)
- 6 mit 4 ml eisgek�hltem 40% FCS Herz-Medium gef�llte 15 ml Zentrifugenr�hrchen
- 1 mit eiskaltem HBSS-Ca-Mg gef�lltes 15 ml Zentrifugenr�hrchen

· Entnahme der Herzen bei H�hnerembryos
- H�hnerei mit 70% Ethanol bespr�hen und unter Sterilbank (ãflowhoodÒ) bringen
- H�hnerei mit gro§er runder Seite nach oben (dort befindet sich Luftblase im Ei) �ber

Abfallbeh�lter halten, mit flacher chirurgischer Pinzette Eischale �ffnen und wei§e Eihaut
entfernen

- Embryo mit runder, chirurgischer Pinzette an Blutgef�§en an Oberfl�che ziehen, sanft am
Hals greifen und in Glasschale mit eiskalter HBSS-Ca-Mg -L�sung transferieren, Eirest in
Abfallbeh�lter geben

- Mit spitzer, gekr�mmter Pinzette Kopf vom Rumpf des Embryos trennen (ãdekapitierenÒ)
- Embryo auf R�cken drehen und von der Kopfseite her mit spitzer, flacher Pinzette festhalten
- mit spitzer, gekr�mmter Pinzette Brustkorb des Embryos aufschlitzen, Herz an Aorta

fassen, entnehmen und in Glasschale mit eiskalter HBSS-Ca-Mg -L�sung geben, in welcher
die Herzen ges�ubert werden. Toten Embryo in Abfallbeh�lter entsorgen. Die Erkennung des
Herzens ist nicht einfach: In seltenen F�llen schl�gt 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

                                                
1 nach Dr. M. Riehle und Dr. M. Denyer.
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Punkte, d.h. die vier Herzkammern erkennbar. Wird das herausgel�ste Herz mit einer sterilen
Pinzette ber�hrt, zuckt es h�ufig 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
Dr�cken mit Pinzette Blut aus Herz pressen, ges�ubertes Herz in Glasschale mit eiskalter
HBSS-Ca-Mg -L�sung zum Aufbewahren geben

- Dieselben Schritte f�r alle weiteren Eier durchf�hren, am Ende sollten ca. 15 H�hnerherzen in
der Glasschale mit HBSS-Ca-Mg vorliegen

· Entnahme der Herzen bei 1 Tage alten Ratten
- Ratte mit Ethanol zur Desinfektion abspr�hen
- mit Skalpell Ratte dekapitieren, Blut aus K�rper schnell austropfen lassen
- Rattenk�rper mit R�cken nach unten an Extremit�ten (ãVorder- und Hinterf�§enÒ) mit

Stecknadeln auf Korkplatte fixieren. Achtung: Oft zucken die K�rper 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 H�hnerherzen weiterverarbeiten
- Die selben Schritte f�r alle Ratten durchf�hren, bis zum Schlu§ ca. 5 Herzen in Glasschale

mit eiskaltem HBSS-Ca-Mg vorliegen

Abbildung 11.1.1: Pr�paration embryonaler
H�hnerherzen. Nach Entnahme des Embryos
aus dem Ei und Isolation des Herzens
werden die Herzst�cke in Enzyml�sung
dissoziiert, wobei zyklisch die vereinzelten
Zellen entnommen werden und die restlichen
Gewebest�cke weiter in der Enzyml�sung
verbleiben. Am Schlu§ sind alle Zellen
vereinzelt und in Medium gel�st.

· Weiterverarbeitung der Herzen
- Herzen auf Silikongummi-Platte legen und mit Skalpell in kleine St�cke zerschneiden (Auf

dem weichen Silikongummi l�§t sich besonders gut schneiden)
- Herzst�cke in kleines Zentrifugenr�hrchen (15 ml) mit kaltem HBSS-Ca-Mg �bertragen
- leicht sch�tteln, Herzen absitzen lassen und �berstand abpipettieren, frisches kaltes HBSS-

Ca-Mg zugeben und Vorgang 2 mal wiederholen. Durch das Sp�len mit HBSS wird dabei das
restliche Blut beseitigt. Am Anfang ist das HBSS durch Blut leicht r�tlich gef�rbt, nach dem
Sp�len farblos. Die Blutreste m�ssen beseitigt werden, da sie nach Auss�en der Zellen die
Zelladh�sion durch Verklumpung behindern w�rden [223]

- bis zu diesem Zeitpunkt mu§ m�glichst schnell gearbeitet werden, um die Herzen minimal zu
sch�digen, es sollten nicht mehr als 30 Minuten daf�r ben�tigt werden. Aus diesem Grund
wird auch mit eiskalten L�sungen gearbeitet, damit die Herzfunktion ãeingefrorenÒ wird
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- Absaugen des restlichen HBSS �ber den Herzfragmenten und Zugabe von 8 ml 37¡ warmer
0.05%-Trypsin/EDTA-L�sung. Zentrifugenr�hrchen steril zuschrauben und mit R�hrfisch 8
Minuten in 37¡ C W�rmebad leicht r�hren. Durch die enzymatische Wirkung des Trypsins
wird das Herzgewebe von au§en her langsam aufgel�st und geht als Einzelzellen in L�sung
[224, (K.6, S.103)]

- Herzgewebest�cke absitzen lassen und �berstand absaugen. Nach der ersten Trypsinierung
befindet sich �berwiegend undefiniertes Gewebe (Bindegewebe um den Herzmuskel,
Aortenreste,..) im �berstand, welcher deswegen verworfen wird

- 0,1 ml 10000 units/ml DNAse II-L�sung zu den Herzgewebest�cken im Zentrifugenr�hrchen
geben und ca. 1 min einwirken lassen. Die DNAse zerst�rt die bei der Trypsinierung durch
geplatzte Zellen freigesetzte DNA. DNA verklebt die Herzst�cke zu einem schleimigen
Klumpen, was die Zelladh�sion behindern w�rde und mu§ deshalb entfernt werden

- Gewebest�cke leicht titruieren (Ansaugen und wieder Aussto§en der Zellsuspension mit
einer Pipette [225])

- 2,5 ml 37¡ warmer 0.05%-Trypsin/EDTA-L�sung zugeben, Zentrifugenr�hrchen steril
zuschrauben und mit R�hrfisch 8 Minuten in 37¡ C W�rmebad geben. Dabei wird durch das
Trypsin der Herzmuskel von au§en her immer weiter in Einzelzellen dissoziiert. Durch die
gel�sten Einzelzellen tr�bt sich die L�sung

- restliche Herzst�cke im Zentrifugenr�hrchen absitzen lassen und �berstand in neues
Zentrifugenr�hrchen mit 4 ml eiskaltem 40% FCS Herz-Medium pipettieren

- zu restlichen Herzst�cken (ãBodensatzÒ) wieder neue DNAse zugeben und wie oben
beschrieben weiter trypsinieren. Der gesamte Vorgang wird solange wiederholt, bis sich alle
Herzst�cke aufgel�st haben (ca. 3 bis 5 mal). Bei jeder weiteren Trypsinierung wird etwas
st�rker ger�hrt. Der Vorteil dieser fraktionierten Trypsinierung ist die besonders schonende
Behandlung f�r die Zellen. Durch das schrittweise Aufl�sen des Herzmuskels mit
hintereinander folgenden Trypsinierungsschritten sterben weit weniger Zellen, als wenn das
gesamte Gewebe auf einmal dissoziiert w�rde

- Durch das Pipettieren des �berstandes in 40% FCS Herz-Medium (ãStopp-MediumÒ) wird
durch das f�tale K�lberserum die Trypsin-Aktivit�t gestoppt. Damit dies nachhaltig
geschieht wird die Mischung leicht gesch�ttelt, um praktisch alle Trypsin-Molek�le zu
inhibieren. Die Zellsuspension wird bei 1500 RPM unter K�hlung 6 Minuten lang
zentrifugiert. Der �berstand wird verworfen und das verbleibende Zellpellet in einem 15 ml
Zentrifugenr�hrchen mit ca. 1 ml eiskaltem 10% FCS Herz-Medium gel�st (sch�tteln) und
anschlie§end gek�hlt gelagert. Um die Pr�paration m�glichst kurz zu halten, mu§ parallel
trypsiniert und zentrifugiert werden: w�hrend den 8 Minuten trypsinieren wird 6 Minuten
zentrifugiert

- Nachdem die Herzbruchst�cke vollst�ndig aufgel�st worden sind, m�ssen nun 3-5 (je nach
Zahl der Trypsinierungsschritte) Zentrifugenr�hrchen mit Zellsuspension in 10% FCS Herz-
Medium vorliegen. Der 10% FCS Anteil im Medium f�rdert durch die in ihm enthaltenen
Wachstumsfaktoren die Anlagerung und Entwicklung der Zellen nach Auss�en auf einem
Substrat

- Die Zellsuspensionen werden nun gesammelt (ca. 5 ml), in ein kleines
Gewebekulturfl�schchen gegeben und ca. 1 h bei 37¡C und 5% CO2 in den Brutschrank
gestellt. Dabei lagern sich bevorzugt Herz-Fibroblasten aus der Zellsuspension am Boden an,
w�hrend Herzmuskelzellen l�nger in L�sung bleiben. Gezielten Untersuchungen zu Folge
lagern sich Fibroblasten nach ca. 1h, Herzmuskelzellen dagegen erst nach ca. 8h an. Durch
diese Methode der selektiven Adh�sion ist es m�glich, den Anteil reiner Herzmuskelzellen in
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der Zellsuspension auf bis zu 80% zu erh�hen [226]. Nach 1 h wird leicht an die
Gewebekulturflasche geklopft um schwach adh�rente Zellen zu l�sen, der �berstand mit
angereicherten Herzmuskelzellen wird sofort ausges�t. Die in der Flasche bleibenden, am
Boden haftenden Fibroblasten k�nnen weiter kultiviert werden, siehe b).

· Zu beachten (hier sind noch einmal die kritischen Punkte zusammengefa§t)
- m�glichst schnell arbeiten
- Herzen beim Herausnehmen m�glichst schonend behandeln, z.B. nicht zerquetschen
- Dichte beim Auss�en einhalten

Zellen auss�en: Die Zellen werden bei einer Dichte von ca. 80 - 120·10-4 Zellen/ml (Zelldichte
der Suspension mit Z�hlkammer bestimmen und vorgegebene Dichte einstellen) ca. 2-3 mm
hoch auf Fibronektin beschichtete Substrate (Si-Wafer, Glas, Zellkultur-Petrischalen) ausges�t
(d.h. 25-35´10-4 Zellen/cm2), siehe Abb. 11.1.2 und Abb. 11.1.3. Fibronektin wirkt
Adh�sions-unterst�tzend [227]. Bei zu geringer Zelldichte bilden die einzelnen Zellen keine
Kontakte zueinander aus und es gibt keinen zusammenh�ngenden, synchron pulsenden Rasen.
Einzelzellen pulsen auch, aber unregelm�§iger als Zellrasen. Bei zu hoher Dichte bildet sich ein
mehrlagiger Zellrasen, der zwar �u§erst stark pulsen kann, aber vermutlich nur lose auf dem
Substrat fixiert ist.

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

Medium wechseln: Das Medium wird jeden Tag gegen frisches 3% FCS Herz-Medium
ausgetauscht. Der geringe FCS-Anteil stellt sicher, da§ sich noch in der L�sung befindliche
Fibroblasten nicht zu stark vermehren und die Herzmuskelzellen �berwuchern. Achtung: das
alte Medium mu§ m�glichst 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 Pr�paration pulst bereits ein kleiner Anteil der Muskelzellen, ab dem 2.
Tag pulsen immer gr�§ere Bereiche zusammenh�ngend. Die mechanische Bewegung der Zellen
kann sch�n mit einem Lichtmikroskop mit 20x Objektiv verfolgt werden. Das simultane
Pulsen �ber Fl�chen von 1 mm2 ist keine Seltenheit. Nach ca. 1 Woche wird die mechanische
Kontraktion immer schw�cher.

Messungen: Das mechanische Pulsen der Zellen ist stark temperaturabh�ngig. So kontrahieren
die Zellen bei Raumtemperatur meist nicht, fangen jedoch bei Heizung auf 37¡ C wieder zu
schlagen an. Daf�r ist die pH-Abh�ngigkeit eher gering. Alle Messungen k�nnen deshalb in
CO2-gepufferten Herz-Medium an Raumluft ohne CO2-Reglung durchgef�hrt werden. Falls die
Zellen mechanisch aktiv sein sollen, mu§ geheizt werden.
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Abbildung 11.1.3: Einzelne Herzzellen, die aus
H�hnerembryos gewonnen wurden, auf
Fibronektin-beschichteter Petrischale, 3 Tage
in Kultur. Der Skalierungsbalken zeigt 100 mm
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 Pr�paration von
Herzmuskelzellen beschriebene Methode der selektiven Adh�sion von den Muskelzellen
getrennt werden k�nnen [226]. Das ãAbfallproduktÒ Fibroblasten bei der
Herzmuskelpr�paration kann jedoch auch kultiviert werden. Dazu wird den bei der
Herzmuskelpr�paration im Gewebekulturfl�schchen verbleibenden Fibroblasten 10% FCS
Herzmedium zugegeben und die Zellen bei 37¡C und 5% CO2 im Inkubator aufbewahrt. Die
Fibroblasten sind noch bedingt Proliferations-f�hig, 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,
k�nnen 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 k�nnen
nur einmal eingefroren werden.

(c) NRK-Fibroblasten2

Kultur der Fibroblasten: NRK-Fibroblasten sind eine recht schnell wachsende Zell-Linie.
Deshalb m�ssen die Zellen ca. 2 mal pro Woche passagiert werden, sp�testens wenn sich ein
konfluenter Zellrasen am Boden der Gewebekulturflasche gebildet hat. Dazu wird 0.25%-
Trypsin als Dissoziationsl�sung bei einer Inkubationszeit von ca. 10 Minuten verwendet. Die
frisch dissoziierten Zellen werden in NRK-Kulturmedium gel�st und die Zellsuspension mit
einer Konzentration von ca. 3·104 ml-1 2-3 mm hoch in neue Zellkulturflaschen ausgesiedelt

(d.h. » 10000 Zellen pro cm2 Bodenfl�che) und im Inkubator bei 37¡ und 5% CO2 aufbewahrt.

Vorbereitung der Petrischalen bzw. Wafer zur Besiedelung mit Zellen: Da die Fibroblasten
ausreichend auf SiO2- und Petrischalen-Oberfl�chen haften wird auf eine Beschichtung
verzichtet. Es reicht aus, die Wafer mit Ethanol zu sterilisieren.

Zellen auss�en: F�r Experimente werden die Zellen von der Gewebekulturflasche gel�st und
die frisch dissoziierten Zellen in NRK-Kulturmedium gel�st, so da§ sich eine Konzentration
                                                
2 nach Dr. A. de Roos.
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von ca. 3·104 ml-1 ergibt. Die Zellsuspension wird 2-3 mm hoch auf Wafern bzw. Petrischalen
ausgesiedelt und diese im Inkubator bei 37¡ und 5% CO2 aufbewahrt. Nach zwei bis drei
Tagen hat sich ein konfluenter Zellrasen gebildet und das weitere Wachstum der Fibroblasten
mu§ 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 �berleben der Zellen durch Serumersatzstoffe
gew�hrleistet wird. In diesem Medium sind die Zellen einige Tage lang haltbar und k�nnen f�r
Experimente verwendet werden.

Abbildung 11.1.4: Konfluenter Rasen von NRK-
Fibroblasten, adh�riert auf einer Petrischale. Der
Skalierungsbalken entspricht 100 mm.

Membranpotential-Messungen: Zu den Messungen wird anstelle des NRK-SATO-BIC-
Mediums DF-Salzl�sung verwendet, welche die essentiellen Salze des DF-BIC Mediums, aber
keine Aminos�uren und Zusatzstoffe enth�lt. Da das Auswiegen der kompletten
Mediumbestandteile mit sehr viel Arbeit verbunden w�re und die Zellen sowieso nur w�hrend
der Messung den Salzl�sungen ausgesetzt sind, reicht ein Minimalmedium bestehend aus einer
Salzl�sung mit den essentiellen Ionen aus. Alle Messungen k�nnen bei Raumtemperatur und
Raumluft durchgef�hrt werden.

Durch lokale Injektion einer mit K+ angereicherten Salzl�sung oder von Bradykinin (je 5 ml

1mM Bradykinin-L�sung pro 10 ml Medium, d.h. 0,5 mmol/l) k�nnen die Fibroblasten
depolarisiert werden [57]. Dabei ist zu beachten, da§ die Depolarisation mit Bradykinin
irreversibel ist. Da die Injektion allerdings lokal appliziert wird, k�nnen weiterhin andere
Zellen depolarisiert werden. Als Kalium-angereicherte Salzl�sung wird DF+K-Na-Salzl�sung
verwendet, diese entspricht DF-Salzl�sung, bei welcher NaCl durch KCl substituiert ist.
Zwischen zwei Depolarisationen mit hohem Kaliumgehalt an der selben Stelle sollten ca. f�nf
Minuten gewartet werden, bis die Zellen wieder ihr �bliches Ruhepotential eingestellt haben.
Es k�nnen sowohl einzelne Zellen als auch Bereiche eines Zellrasens depolarisiert werden.

Falls dem Medium Calcium entzogen wird (Medium durch DF-Ca-Salzl�sung ersetzten), gibt
es die M�glichkeit der Ausbildung spontaner Aktionspotentiale, welche mit 6 mm/s �ber einen
Zellrasen propagieren k�nnen [57]. Eine gr�§ere Wahrscheinlichkeit f�r die Ausbildung
spontaner Aktionspotentiale ergibt sich, wenn Calcium gegen Strontium substituiert wird (DF-
Ca+Sr-Salzl�sung, CaCl2 ist durch SrCl2 ersetzt). Aktionspotentiale k�nnen auch gezielt durch
lokale Depolarisation mit K+ oder Bradykinin ausgel�st werden. Die Ausbildung von
Aktionspotentialen ist nur an dichten Zellrasen m�glich.
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(d) Purkinje und Striatum-Zellen aus dem Hirn embryonaler Ratten3:

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 m�glichst gering zu halten,
werden die Zellen in sogenannter Glia-freier Kultur gehalten. D.h. Wachstum von Gliazellen,
welche �blicherweise unter den Nervenzellen die Haftung zum Substrat vermitteln, mu§
vermieden werden. Dazu wird mit serumfreiem Medium gearbeitet, welchem nur spezielle
Wachstumsfaktoren f�r die Nervenzellen beigemischt sind. Da die Kulturen au§erdem noch
Antibiotika-frei gehalten werden, damit Wechselwirkungen zwischen Zellen und Antibiotika
ausgeschlossen sind, mu§ auf �u§erste Sterilit�t 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-Pr�parationsmedium in Mitte des Sylgardringes f�llen
(�ber Spritze mit Sterilfilter)

- im Inkubator bei 37¡C vorw�rmen

Zellpr�paration4: Zu jeder Pr�paration wird eine schwangere Ratte (Charles River, weibl.
Wistar) mit 17 Tage alten Embryonen ("E17") ben�tigt. Nach Bet�ubung der Ratte mit �ther
und Dekapitieren wird der Bauchraum der Ratte aufgeschnitten und die aneinandergereihten
Embryos entnommen. Den Embryonen wird nun das Hirn entnommen und in Neuro-
Pr�parationsmedium gegeben. Unter einem Operationsmikroskop werden aus den Hirnen nun
die Regionen von Interesse heraus-pr�pariert, 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 mm) wird das
Hirngewebe in Einzelzellen aufgel�st [61]. Die Dissoziation durch besseres Titruieren hat
gegen�ber einer Dissoziation mit Trypsin den Vorteil, weniger sch�digend f�r die Zellen zu
sein. So wird z.B. durch Einwirkung von Trypsin die Inaktivierung von Na+-Str�men leicht
ver�ndert5. Es liegt nun eine Zellsuspension in Neuro-Pr�parations-Medium vor, deren
Zelldichte ausgez�hlt werden mu§. Es folgt nun das Auss�en der Zellen6.

Zellen auss�en:
- Zellsuspension liegt in Konzentration » 50-100 * 104 Zellen/ml auf Eis vor
- soviel Zellsuspension auf Neuro-Pr�parationsmedium im Inneren des Sylgardringes geben,

da§ Zellkonzentration ca. 7-10 * 104 Zellen / cm2 betr�gt7

- 1 h bei 37¡C und 5% CO2 in Inkubator geben, Zellen lagern sich dabei an Wafer bzw.
Petrischale an

- pro kleiner Petrischale (Durchmesser = 33 mm) 2 ml Neurokulturmedium (vorgew�rmt)
zugeben

                                                
3 nach Dr. J. Behrends.
4 Pr�paration im Physiologischen Institut von Dr. J. Behrends und Dr. E. Rumpel.
5 pers�nlich Mitteilung Dr. J. Behrends.
6 Um die Zellsuspension zwischen 2 Instituten zu transportieren, kann sie eisgek�hlt ohne Bedenken ca. 30
Minuten lang vor dem Auss�en in einem Beh�lter aufbewahrt werden.
7 Beispiel: Sylgardring mit Durchmesser 6 mm, d.h. Bodenfl�che A = p(6mm/2)2 = 0,28 cm2, Konzentration der
Zellsuspension c = 100*104 Zellen/ml; V = 25 ml der Zellsuspension auf Neuro-Pr�parationsmedium geben Þ
Zelldichte = cV/A = 100*104 Zellen/ml * 25 ml / 0,28 cm2 » 90 000 Zellen / cm2.
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- vorsichtig Sylgardringe von Wafer bzw. Petrischale abziehen
- im Inkubator bei 37¡C und 5% CO2 aufbewahren

Medium wechseln: Ungef�hr einmal alle 1 bis 2 Wochen 2/3 des alten Mediums absaugen und
frisches Neurokulturmedium zugeben. Die Zellen halten sich �ber Wochen! Achtung, es mu§
besonders auf Sterilit�t geachtet werden, da das Medium keinerlei Antibiotika enth�lt.

(e) Nervenzellen aus dem Hirn embryonaler H�hnchen

In �hnlicher Weise k�nnen Nervenzellen aus dem Hirn embryonaler H�hnchen gewonnen
werden. Dazu werden ca. 7 Tage alte H�hnerembryos dekapitiert und das Gehirn (wei§liche
Masse) aus deren Kopf entnommen. Mit zwei spitzen Pinzetten mu§ dann zun�chst die durch
�derchen r�tlich gef�rbte Hirnhaut entfernt werden. Durch Trypsinierung kann dann das Hirn
analog zu (d) in Einzelzellen aufgel�st werden.

(f) CHO-Zellen8

ãChinese hamster ovariumÒ (CHO)-Zellen [228-234] werden in CHO-K/M-Medium in Kultur
gehalten. Ca. einmal pro Woche m�ssen die Zellen passagiert werden. Dabei werden die Zellen
10 min lang mit 0,02% EDTA als Dissoziationsl�sung behandelt. Dissoziation mit Trypsin
k�nnte Rezeptoren in der Zellmembran zerst�ren 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 f�r
Charbachol-Rezeptoren ein Gen f�r eine Resistenz gegen Geneticin eingebaut. Einen Zusatz
dieses Antibiotikums zum Medium k�nnen dann nur transfizierte Zelle �berleben.

(g) SaOS2- und SW1353-Zellen9

Die Osteosarkom-Zellinie SaOS2 (Knochenzellen) und die Chondrosarkom-Zellinie SW 1353
(Knorpelzellen) werden in Knochenzellmedium in Kultur gehalten. Passagiert wird analog zum
Protokoll f�r NRK-Fibroblasten.

                                                
8 nach N. Fuchs.
9 nach Dr. W. Aicher.
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11.2 Beschichtungsprotokolle

(a) Laminin-Beschichtung10 [235, 236]

- Substrate sterilisieren
- sterile Sylgardringe (Innendurchmesser » 6 mm) dicht auf zu beschichtende Substrate

aufdr�cken (mit steriler Pinzette, kleben von selbst). Es wird immer nur der Teil der
Substratoberfl�che beschichtet, auf welchem nachher Zellen ausges�t werden, da Laminin
teuer ist

- Inneres der Sylgardringe ca. 1 mm hoch mit 1% Laminin-L�sung bedecken, 1 - 3 h bei
Raumtemperatur einwirken lassen (ãl�nger ist tendentiell besserÒ)

- Laminin absaugen
- sofort Zellen auss�en

(b) Poly-L-Ornithin / Laminin - Beschichtung11

- zuerst Poly-L-Ornithin-Beschichtung (h�lt im K�hlschrank ca. 2-3 Wochen)
- vor Zellbesiedlung Laminin-Beschichtung dar�ber (nicht mit 70% Ethanol sp�len!)

(c) Poly-L-Ornithin - Beschichtung12 [224]

- Substrate sterilisieren
- Substrate mit 1,0 mg/ml Poly-L-Ornithin-L�sung bedecken
- �ber Nacht bei Raumtemperatur einwirken lassen
- dreimal mit sterilem Millipore-Wasser sp�len
- Wasser absaugen und lufttrocknen lassen
- Beschichtung ist im K�hlschrank ca. 2-3 Wochen haltbar

(d) Fibronektin-Beschichtung [227, 237]

- Substrate sterilisieren
- Substrate ca. 1 mm hoch mit 0,01 mg/ml Fibronektin-L�sung beschichten
- ca. 1 h bei Raumtemperatur einwirken lassen
- zwei mal mit sterilem Millipore-Wasser sp�len
- lufttrocknen lassen

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

Prinzip:
Cell-Tak wird in Essigs�ure bei 4¡C aufbewahrt (ãstock solutionÒ), durch Erh�hung des pHs
auf 6.5-8.0 f�llt es aus und haftet auf Oberfl�chen [240].

                                                
10 nach Dr. J Behrends, L. Kargel.
11 nach Dr. J. Behrends, L. Kargel.
12 nach Dr. J. Behrends, L. Kargel.
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optimale Cell-Tak-Beschichtungs-Konzentration[240]: Cell-Tak-Konzentration r = m/A = 3,5

mg/cm2; Konzentration der Cell-Tak-L�sung: c = 40 mg/ml = 40 mg/cm3 Þ Substrate h=c/r =

3,5 mg/cm2 / 40 mg/cm3 » 1 mm hoch beschichten
Protokoll:
- Substrate sterilisieren
- sterile Substrate mit frisch angesetzter (!) 40 mg/ml Cell-Tak -L�sung ca. 1 mm hoch

bedecken (Cell-Tak-L�sung: stock solution wird mit Bikarbonat-Puffer neutralisiert, Cell-
Tak f�llt aus und die L�sung mu§ sofort f�r die Beschichtung verwendet werden)

- mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (ãunter steriler Flowhood stehen
lassenÒ)

- L�sung absaugen
- zwei mal mit sterilem Millipore-Wasser sp�len (um Bikarbonat zu entfernen)
- Zellen auss�en
- oder, falls beschichtete Substrate aufbewahrt werden sollen (einige Wochen): unter steriler

Werkbank lufttrocknen lassen und bei 4¡C aufbewahren

(f) Collagen-S-Beschichtung13 [241, 242]

- Substrate sterilisieren
- pro 35 mm Durchmesser der zu beschichtenden Fl�che 300ml 0,3 mg/ml Collagen-S-L�sung

auf Substrat geben (1 Tropfen aus Pasteurpipette entspricht ca. 50 ml)
- mit Bunsenbrenner Spitze einer Pasteurpipette zu Glaskugel schmelzen
- damit Collagen-S-L�sung gut auf Substrat verstreichen
- �ber Nacht im K�hlschrank (ca. 4¡C) lagern
- Collagen-S-L�sung absaugen
- einmal mit Medium sp�len
- vor Besiedlung mit Zellen ca. 30 min zum Vorw�rmen in Inkubator (37,5¡ C)
- Zellen auss�en

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

- Substrate sterilisieren
- Substrate mit 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin-L�sung zu 1ml/1000mm2 beschichten14

- ca. 30 min bei 37,5¡C im Brutschrank inkubieren
- L�sung absaugen und 3 mal mit sterilem Millipore-Wasser sp�len
- Substrate anschlie§end sofort besiedeln

(h) Gelatine-Beschichtung15 [224]

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

                                                
13 nach Dr. F. de Braet.
14 Petrischale mit 35 mm Durchmesser Þ zu beschichtende Fl�che = 908 mm2 Þ mit 1ml/1000mm2 · 908mm2

» 0,9 ml L�sung beschichten; Wafer in Me§kammer mit 10 mm Durchmesser Þ zu beschichtende Fl�che = 79
mm2 Þ mit 1ml/1000mm2 · 79mm2 » 0,08 ml L�sung beschichten
15 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 Krebsgeschw�ren, die im Gegensatz zu Prim�rkulturen weiterhin
die F�higkeit zur Zellteilung besitzen. Sie k�nnen in vitro wachsen und sich vermehren16.
Adh�rente Zellen sind dazu w�hrend der Zucht im Brutschrank (z.B. Heraeus B220 #5100
8049) an der Bodenfl�che von Gewebekulturflaschen (z.B. Renner #38000, 38001, 38002)
angewachsen, wo sie sich teilen und weiterwachsen k�nnen. Wenn die Zellen so dicht
gewachsen sind, da§ die gesamte Bodenfl�che mit einem dichten Zellrasen �berzogen ist
(ãkonfluenter ZellrasenÒ), m�ssen sie mit verringerter Dichte in neue Gewebekulturflaschen
�berf�hrt werden (ãZellen passagierenÒ), vgl. Abb. 11.3.1. Bei zu hoher Dichte sterben die
Zellen sonst ab. Zum Passagieren der Zellen m�ssen diese zun�chst vom Boden der
Gewebekulturflasche abgel�st (siehe b) und dann in frischem Medium gel�st werden. Mit einer
Z�hlkammer kann dann die Zelldichte bestimmt (siehe c) und durch die Menge der Medium-
Zugabe damit die Konzentration der Zellen in der L�sung eingestellt werden. Die
Zellsuspension wird anschlie§end in neue Gewebekulturflaschen gegeben, wo sich die Zellen
erneut an der Bodenfl�che anlagern und dort weiterwachsen (ãZellen aussiedeln, auss�en"). Die
Zelldichte beim Auss�en wird dabei �blicherweise so gew�hlt, da§ die Bodenfl�che nach ca. 3
Tagen wieder zugewachsen ist. Auf diese Weise k�nnen die Zellen in Kultur gehalten werden,
weil immer frische Zellen nachwachsen. F�r Experimente k�nnen die Zellen wie beschrieben
von der Gewebekulturflasche gel�st und auf das vorgesehene Substrat (Petrischalen (z.B. Nunc
# 153066, Renner # 38020), Silizium-Wafer, Glas-Pl�ttchen,...) ausges�t werden.
�blicherweise werden Zell-Linien bis zu ca. 20-30 mal passagiert, bei weiteren Generationen
k�nnten die Zellen schon so mutiert sein, da§ sie nicht mehr den Ursprungszellen entsprechen.
Um Zellen f�r l�ngere Zeit aufzubewahren, k�nnen sie eingefroren werden (siehe e). Bei -200¡
C finden praktisch keine Reaktionen in den Zellen mehr statt, der Metabolismus ist gestoppt.
In diesem Zustand k�nnen Zellen f�r Jahre aufbewahrt werden. Werden die Zellen wieder
ben�tigt, m�ssen sie aufgetaut und in frischem Medium neu ausgesiedelt werden (siehe e).

Abbildung 11.3.1: Passagieren von Zellen: Durch Zugabe eines Dissoziationsmediums l�sen sich Zellen vom
Boden einer Gewebekulturflasche, was durch Abrunden der Zellen zu verfolgen ist. Die losgel�sten Zellen
werden in frischem Medium aufgenommen und auf ein neues Substrat ausgesiedelt. Bei guter Adh�sion liegen
die Zellen flach auf dem Substrat.

                                                
16 Zell-Linie k�nnen auch durch Einpflanzung eines Tumorgens in eine Prim�rkultur erzeugt werden oder durch
nat�rliche Mutation entstehen.
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(b) Zellen von Gewebekulturflasche l�sen

- Altes Medium absaugen
- Gewebekulturflasche zweimal mit Calcium- und Magnesium-freiem Puffer sp�len (HBSS-

Ca-Mg oder DPBS-Ca-Mg); kein Ca2+, Mg2+, da dieses die Zelladh�sion unterst�tzt; durch
Sp�len werden nicht adh�rente ãZell-LeichenÒ und nicht-definierte umherschwimmende
Zellreste entfernt; alle L�sungen 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

- Sp�lpuffer absaugen
- Dissoziationsmedium zugeben, so da§ der Boden damit bedeckt ist, Dissoziationsmedium

durch leichtes Schwenken �ber den Zellen gut verteilen (Das Dissoziationsmedium ist je nach
verwendetem Zelltyp auszuw�hlen. z.B. Trypsin-L�sungen verschiedener Konzentration,
Trypsin-EDTA-Gemische, reines EDTA. EDTA bindet die zur Zelladh�sion notwendigen
Ionen (Ca2+, Mg2+), was ausreicht um schwach adh�rente Zellen von ihrer Unterlage zu
l�sen. Trypsin ist ein Enzym, welches die f�r die Zelladh�sion verantwortlichen Proteine an
der Zelloberfl�che au§er Funktion setzt. Trypsin-EDTA-L�sungen kombinieren beide Wege
und sind somit f�r stark adh�rente Zellen zu verwenden)

- nach kurzem Schwenken Dissoziationsmedium gut absaugen (nach Abl�sen der Zellen
werden die dadurch entstandenen Einzelzellen wieder in Medium gel�st. Je weniger Reste des
Dissoziationsmedium dabei noch vorhanden sind, um so besser)

- Flasche umdrehen, so da§ ãZellen auf dem Kopf stehenÒ und f�r 5 bis 10 Minuten bei 37¡C
in Inkubator stellen (Dadurch stehen die Zellen mit m�glichst wenig Dissoziationsmedium im
Kontakt, da �bersch�ssige Dissoziationsl�sung nach unten abtropft; Generell ist eine
m�glichst schonende Dissoziation vorzuziehen ), vgl. Abb. 11.3.2

- an Wand der Gewebekulturflasche klopfen; die Zellen beginnen sich dann von der
Bodenfl�che zu l�sen und rinnen in den Unterteil der Gewebekulturflasche. Dies ist optisch
sichtbar: beim Losl�sen der Zellen nimmt die Tr�bung der Flaschenwand durch die
adh�rierten Zellen ab, wenn alle Zellen abgeschwommen sind wird die Wand klar

- Zell-L�sung im Unterteil der Flasche in frischem Medium l�sen. Eventuell Zell-L�sung ein
paar mal leicht mit einer Pasteurpipette ansaugen und wieder ausblasen (ãtitruierenÒ), um
noch vorhandenen Zellcluster in Einzelzellen aufzul�sen. Mediummenge f�r die gew�nschte
Zelldichte zuerst grob absch�tzen und dann nach Bestimmung der Zellkonzentration genau
ausrechnen

Ergebnis: Zell-L�sung der gew�nschten Konzentration, welche nun auf neuer Unterlage
ausgesiedelt werden mu§.

Abbildung 11.3.2: Am Boden einer Gewebekulturflasche adh�rierte NRK-Fibroblasten, a) vor und b) nach
Zugabe von Dissoziationsl�sung. Vor L�sung der Zellen vom Substrat sind diese stark adh�rent, was an der
langgestreckten flachen Form erkennbar ist. Nach L�sung der Zellen vom Substart sind sie kugelf�rmig. Die
Skalierungsbalken zeigen je 100 mm an.
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(c) Zellkonzentration bestimmen

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

- Einen Tropfen Zellsuspension in Neubauer-Z�hlkammer (z.B. #616 510 78, Fischer
Scientific) pipettieren. Dies ist im wesentlichen ein definiertes Volumen von 1 mm2

Bodenfl�che und 0,1 mm H�he, d.h. 0,1 mm3 = 10-4 ml
- Alle Zellen, welche sich innerhalb dieses markierten Volumens befinden unter Mikroskop

ausz�hlen, tote Zellen sind blau angef�rbt und werden nicht mit gez�hlt.
- Werden x Zellen gez�hlt, so ist die Zelldichte x·104 Zellen/ml

(d) Vitabilit�tstest

Ziel des Vitabilit�tstestes 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 gef�rbt, lebende Zellen bleiben ohne F�rbung. Die gef�rbte
Zellsuspension wird anschlie§end verworfen.

(e) Zellen einfrieren und wieder auftauen

einfrieren:
- Zellen in Konzentration 2·107 / ml in Einfriermischung l�sen
- je 1 ml in Cryotubes (Roth, # E310.1) abf�llen
- m�glichst langsam abk�hlen (ideal: 1¡ C / min): entweder: 30 min in 0-5¡ C K�hlschrank,

dann �ber Nacht in Styroporbox in -70¡ Gefriertruhe lagern oder: ohne Styroporbox f�r 2 h
in -30¡ K�hlschrank lagern

- Cryotubes in fl�ssigem Stickstoff (-200¡C) aufbewahren
auftauen:
- m�glichst 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 �berstand
- Pellet in frischem Medium l�sen
- Zellen auss�en

(f) Zellen fixieren17

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 K�hlschrank aufbewahrbar. Fixiert werden m�ssen Zellen z.B. vor
Anf�rbungen oder Abbildung im Elektronenmikroskop.
- Medium �ber Zellen absaugen
- ca. 1 mm hoch Fixativ bei Raumtemperatur auf Zellen geben, 30 Minuten einwirken lassen
- Fixativ absaugen und 2 mal gut mit 0.2 M PB sp�len
- ca. 1 mm hoch 0.2 M PB auf Zellen geben
- Zellen in K�hlschrank aufbewahren

                                                
17 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 sp�len (Sterilfilter auf Spritze), Wasser
absaugen

(f) Silizium-Wafer reinigen18

- Wafer manuell mit fuselfreiem Tuch und Ethanol abwischen
- falls Siliconfett-Reste auf Waferoberfl�che vorhanden sind, 5 min Ultraschallbad mit Ethyl-

Essigs�ureester + sp�len mit Millipore-Wasser
- 5 min Ultraschallbad in Ethanol
- 20 mal mit Millipore-Wasser sp�len
- 5 min Ultraschallbad in 2% Hellmanex II - L�sung (ãoptimierte SeifenlaugeÒ, l�st Fettreste)
- 20 mal mit Millipore-Wasser sp�len
basische Reinigung:
- 5 min Ultraschallbad in ges�ttigter KOH/Ethanol -L�sung (KOH-Pl�tzchen in Ethanol gel�st)

(KOH �tzt Siliziumoxid-Oberfl�che leicht an; KOH anstelle NaOH und L�sung in Ethanol
statt in Wasser, da dann �tzwirkung nicht zu stark ist. Bei zu starkem �tzen w�rden Krater
in der Oberfl�che entstehen)

saure Reinigung:
- Wafer f�r 1 h bei 80¡ C in 20% Schwefels�ure geben (frisch angesetzt: 20% Schwefels�ure

auf 80% Wasser geben, nicht umgekehrt!)
- 20 mal mit Millipore-Wasser sp�len
- 5 min Ultraschallbad in Millipore-Wasser
- 20 mal mit Millipore-Wasser sp�len
- 5 min Ultraschallbad in Millipore-Wasser
- 20 mal mit Millipore-Wasser sp�len

(g) Sylgardringe19

gie§en:
Sylgard 184 Binder und H�rter (Sylgard 184 von Dow Corning, �ber Karmann & Droll,
M�nchen) im Verh�ltnis 10:1 mischen und ca. 2-3 mm hoch in Petrischalen gie§en, ca. 1
Woche h�rten lassen. Mit einer Metallstanze k�nnen Ringe in verschiedenen Durchmessern
hergestellt werden. Zur Haftunterst�tzung k�nnen die Ringe leicht mit Siliconfett eingerieben
werden.
reinigen + sterilisieren:
mit Millipore-Wasser und anschlie§end in 70% Ethanol sp�len, dann bei 180¡C im
Hei§luftschrank sterilisieren

(h) Patch-clamp L�sungen ansetzen

Die L�sung in der patch-clamp Pipette sollte m�glichst der intrazellul�rer L�sung entsprechen,
damit es zu keiner Diffusion von Ionen aus der Zelle in die Pipette oder umgekehrt kommt.

                                                
18 saure Reinigung nach Dr. A. Offenh�usser, basische nach H. Clausen-Schaumann.
19 nach L. Kargl.
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Zus�tzlich wird der Pipetten-L�sung meist ATP und EGTA zugesetzt, um die
Energieversorgung der Zelle sicherzustellen und intrazellul�res Calcium zu puffern. F�r einen
guten Pipetten-Zell-Kontakt (ãsealÒ) sollte die Osmolarit�t der Pipetten-L�sung immer um ca.
15-20% kleiner als die des extrazellul�ren Zellmediums sein20

Verwendete L�sungen:
Zelltyp intrazellul�r

(patch-clamp Pipette)
extrazellul�r (Medium)

Herzmuskelzellen Herzzell-patch-clamp-L�sung:
270 mOsm

3% FCS Herz-Medium
(mit M199): 314 mOsm

NRK-Fibroblasten NRK-Fibroblasten-patch-
clamp-L�sung: 272 mOsm

DF-Salzl�sung:
297 mOsm

Knochenzellen Knochenzell-Medium:
305 mOsm

Purkinje-Zellen Neuron-patch-clamp-L�sung:
240 mOsm

physiologische Salz - L�sung
f�r Neurone: 265 mOsm

Bei den zu intrazellul�ren Ableitungen verwendeten Glasmikroelektroden ist der Durchmesser
der Pipettenspitze so klein (Pipettenwiderstand 20-30 MW im Vergleich zu 4-6 MW bei
patch-clamp Pipetten), da§ Diffusion von L�sung aus der Zelle in die Pipette vernachl�ssigt
werden kann. Typischerweise sind intrazellul�re Mikroelektroden mit 3M Kaliumacetat-
L�sung gef�llt [5].

(i) Osmolarit�t bestimmen

entweder: mit Leitf�higkeits-Me§ger�t bestimmen (in [mOsm])
oder: direkt aus Salzkonzentrationen des Mediums bestimmen: Einzelleitf�higkeiten aller Ionen
aufaddieren; Leitf�higkeit pro 1 mmol z-wertiger Ionen ist z mOsm; nicht-ionische Zus�tze
oder kleinere Salzmengen werden vernachl�ssigt; Beispiel: physiologische Salz - L�sung f�r
Neurone: Osmolarit�t = 2·125 mOsm (Na+,Cl- aus NaCl) + 2·1 mOsm (K+,Cl- aus KCl) +

4·1 mOsm (Mg2+,Cl- aus MgCl2) +4·1 mOsm (Ca2+,Cl- aus CaCl2) = 260 mOsm

(j) Ag/AgCl-Elektroden herstellen

Mit Schleifpapier blank geriebenen Silberdraht �ber 1-2 kW Widerstand an Pluspol einer 9 V
Blockbatterie, beliebigen anderen Draht an Minuspol der Batterie anschlie§en. Ein bis zwei
Minuten in 150 mM NaCl-L�sung (ca. 8800 mg NaCl mit Millipore-Wasser auf 1 l auff�llen)
elektrolysieren, bis ein durchg�ngiger d�nner br�unlicher Film entsteht.

                                                
20 pers�nliche Mitteilung Dr. J Behrends.
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11.4 Chemikalien und Medien

(a) Kulturmedien

· 3% FCS Herz-Medium21:
Medium zur Kultur von Cardiomyocyten
pro 200 ml:
f�r H�hnerherzen: 20 ml 10-fach M199; f�r Rattenherzen: 20 ml 10-fach HamÕs F10
4 ml 1M HEPES
1 ml 7,5% Natriumbikarbonat
5 ml Herz-Antibiotika-Mischung
1 ml ITS
6 ml FCS
mit Millipore-Wasser auf 200 ml auff�llen
pH mit NaOH auf 7,5 einstellen und sterilfiltern
Sterilfilter (Satorius # 16534, Nalgene 237,060-6, Corning F9893)

· 10% FCS Herz-Medium:
Medium zur Pr�paration 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 Pr�paration 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 EarleÕs Salzen, L-Glutamin, 1,25 g/l Natriumbikarbonat (Gibco 21183)

· M199: Medium 199 (Pulvermedium)
mit EarleÕs Salzen, L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Gibco 31100)

· NRK-Kulturmedium22: Bikarbonat gepuffertes Kultur-Medium f�r NRK-Fibroblasten
90 % DMEM-BIC
10 % NCS (besser als FCS f�r Fibroblasten-Wachstum nach Albert de Roos)
1 % Penstrep

· NRK-SATO-BIC: Bikarbonat gepuffertes serumfreies Medium f�r NRK-Fibroblasten
pro 100 ml:
98 ml DF-BIC

                                                
21 nach Dr. M. Denyer, Dr. M. Riehle.
22 nach Dr. A. de Roos.
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1 ml ITS (Serum-Substitution f�r serumfreie Kultur)
1 ml Penstrep
(Orginalrezept: statt 1 ml ITS pro 100 ml (entspricht 5,5 mg/ml Transferrin, 30 nM

Natriumselenit, 10 mg/ml Insulin) wird 10 mg/ml Transferrin und 30 nM Natriumselenit
verwendet)

· NRK-SATO-SUBS: Bikarbonat freies, serumfreies Medium f�r NRK-Fibroblasten, bei
welchem NaHCO3 durch NaCl substituiert ist
pro 100 ml:
98 ml DF-SUBS
1 ml ITS (Serum-Substitution f�r serumfreie Kultur)
1 ml Penstrep (Û 1%) oder 0,5 ml Getamizin (Û 0,5%)

· DMEM-BIC: DulbeccoÕs Modified EagleÕs Medium, Bikarbonatgepuffert
with 4500 mg/l glucose, L-glutamine, pyridoxine, HCl and NaHCO3 (Sigma D-5796)
oder: High Glucose mit GLUTAMAX I, 4500 mg/l D-Glucose, Na-Pyruvat (Gibco 31966)
oder: je 1 l DMEM (Pulvermedium) + 3700 mg NaHCO3 mit Millipore-Wasser auf 1 l
auff�llen, pH mit NaOH auf 7,5 einstellen und sterilfiltern

· DMEM: DulbeccoÕs Modified EagleÕs Medium (Pulvermedium)
with 4500 mg/l glucose, L-glutamine, without NaHCO3 (Sigma D-5648 oder D-6655)

· DF-BIC: DulbeccoÕs MEM / HAMÕs F-12 (1:1) Bikarbonat gepuffert

mit L-Glutamin, Pyridoxin·HCl, ohne HEPES-Puffer (Gibco 11321)

oder: je 1 l DF (Pulvermedium) + 2438 mg NaHCO3 (Û 29 mM) mit Millipore-Wasser auf 1 l
auff�llen, pH auf 7,3 einstellen und sterilfiltrieren

· DF-SUBS: DulbeccoÕs MEM / HAMÕs F-12 (1:1) Natriumbikarbonat durch NaCl ersetzt

je 1 l DF (Pulvermedium) + 1695 mg NaCl (Û 29 mM) mit Millipore-Wasser auf 1 l
auff�llen, pH auf 7,3 einstellen und sterilfiltrieren

· DF: DulbeccoÕs MEM / HAMÕs F-12 (1:1) bikarbonatfrei; Pulvermedium (Gibco 32500)

· Neuro-Pr�parationsmedium23:
serumfreies Medium zur Pr�paration von Nervenzellen
f�r 100 ml:
99 ml BME
0,55 ml 40% Glucose-L�sung (Û 2,2 mg/ml)

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

0,3 ml 1,25% Insulin-L�sung (Û37,5 mg/ml)

· Serumfreies Neuro-Kulturmedium (NBM)24:
serumfreies Medium f�r die Kultur von Nervenzellen, unterdr�ckt Glia-Wachstum
                                                
23 nach Dr. J. Behrends.
24 nach Dr. J. Behrends.
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f�r 100 ml Medium:
98 ml Neurobasalmedium
2 ml Wachstumsfaktor B 27
0,25 ml 200 mM L-Glutamin

· Serumhaltiges Neuro-Kulturmedium (SCM)25:
serumhaltiges Medium f�r die Kultur von Nervenzellen
f�r 100 ml Medium:
90 ml BME
10 ml Pferdeserum (HS)
0,55 ml 40% Glucose-L�sung (Û 2,2 mg/ml)

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

0,3 ml 1,25% Insulin-L�sung (Û37,5 mg/ml)

· Neurobasalmedium:
ohne L-Glutamin, Glutamins�ure, Asparagins�ure (Gibco 21103)
Basal-Medium speziell f�r die Kultur von Neuronen des Zentralen Nerven Systems. Es
erm�glicht Langzeitkultivierung und Wachstum neuronaler Zellen. Gibco-interne Mischung

· CHO-K-Medium26:
Medium f�r Wildtyp CHO-Zellen, Bikarbonat-gepuffert
f�r 100 ml Medium:
89 ml HAMÕs F12 BIC
10 ml FCS (Û 10%)

1 ml Penstrep (Û 1%) oder 0,5 ml Getamizin (Û 0,5%)
statt HAMÕs F12 w�ren auch DMEM oder HAMÕs F10 m�glich, HAMÕs F12 ist aber
speziell f�r CHO-Zellen entwickelt worden

· CHO-M-Medium:
Medium f�r genmanipulierte CHO -Zellen, Bikarbonat-gepuffert
f�r 100 ml Medium:
89 ml HAMÕs F12 BIC
10 ml FCS (Û 10%)

1 ml Penstrep (Û 1%)

0.5 ml Geneticin (Û 250 mg/ml)
Geneticin wirkt als Selektionsmarker: nur mutierte CHO-M-Zellen sind durch
Genmanipulation gegen Geniticin immun, Wildtypzellen werden abget�tet. Dies stellt sicher,
da§ nicht CHO-M-Zellen zu CHO-K-Zellen r�ckmutieren, nur wirkliche CHO-M-Zellen
werden kultiviert.

·HAMÕs F12 BIC: Bikarbonat gepuffertes HAMÕs F12 Medium [231]
pro Liter:
1000 ml HAMÕs F12 (Pulvermedium)

                                                
25 nach Dr. J. Behrends.
26 nach N. Fuchs.
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1180 mg NaHCO3 ( Û 14 mM )
mit Millipore-Wasser auf 1 l auff�llen, pH mit NaOH auf 7,3 einstellen und sterilfiltern

·HAMÕs F12 SUBS:
Bikarbonat- freies Medium, bei welchem Natriumbikarbonat durch Natriumchlorid substituiert
ist, um Osmolarit�t zu erhalten, d.h. 14 mM NaCl statt 14 mM NaHCO3 wie bei HAMÕs F12
BIC
pro Liter:
1000 ml HAMÕs F12 (Pulvermedium)
820 mg NaCl ( Û 14 mM)
mit Millipore-Wasser auf 1 l auff�llen, pH mit NaOH oder HCl auf 7,3 einstellen und
sterilfiltern

· HamÕs F12: Nutrient Mixture HamÕs F-12 (Pulvermedium!)
mit L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Sigma N-6760)

·HAMÕs F10 BIC: Bikarbonat gepuffertes HAMÕs F10 Medium [231]
pro Liter:
100 ml 10-fach HAMÕs F10 (10-fach Konzentrat)
1200 mg NaHCO3

mit Millipore-Wasser auf 1 l auff�llen, pH mit NaOH auf 7,3 einstellen und sterilfiltern

· 10-fach HamÕs F10: Nutrient Mixture HamÕs F-10 (10x)
mit L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat (Gibco 21955)

· BME: Basal Medium (Eagle) mit EarleÕs Salzen, ohne L-Glutamin (Gibco 41010)

· Knochenzell-Medium27:
pro ca. 600 ml:
500 ml DF
1540 mg HEPES
600 mg NaHCO3

50 ml FCS
10 ml Penstrep
10 ml MEM-Vitaminl�sung
6 ml Amphotericin B
pH mit NaOH auf 7,4 einstellen + sterilfiltern

                                                
27 nach Dr. W. Aicher.
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(b) Salzl�sungen, Puffer

· NRK-Fibroblasten-patch-clamp-L�sung

M[g/mol] c[mM] m[mg/0,1 l]
NaCl 58,44 25 146
KCl 74,55 110 820
CaCl2 111 1 11
MgCl2 95,22 1 10
EGTA 380,4 3,5 133
Tris 121,1 10 121
m[mg/0,1 l] = 0.1*M[g/mol]*c[mM]
mit KOH auf pH = 7,4 einstellen
(Hoher K+, niedriger Na+-Gehalt, entspricht intrazellul�rer L�sung)

DF-Salzl�sungen f�r Membranpotentialmessungen an Fibroblasten28

Bikarbonat-gepuffert

· DF-Salzl�sung: L�sung mit Salzen von DF-Medium

· DF+K-Na-Salzl�sung: DF-Salzl�sung, bei welcher NaCl durch KCl substituiert ist

· DF-Ca-Salzl�sung: Calcium-freie DF-Salzl�sung

· DF-Ca+Sr-Salzl�sung: DF-Salzl�sung, bei welcher CaCl2 durch SrCl2 ersetzt ist

Salzl�sung: DF DF+K-
Na

DF-Ca DF-
Ca+Sr

Salz M[g/mol] c[mM] m[mg/l] m[mg/l] m[mg/l] m[mg/l]
CaCl2 111 1 116 116 0 0
KCl 74,56 4 bzw.

124
312 9252 312 312

MgCl2 95,22 0,3 29 29 29 29
MgSO4 120,4 0,4 49 49 49 49
NaCl 58,44 120 6995 0 6995 6995
NaHCO3 84,01 29 2438 2438 2438 2438
NaH2PO4 bzw.
NaH2PO4·H2O bzw.

NaH2PO4·2H2O

119,98 bzw.
137,0 bzw.
156,01

0,45
54 bzw.
62 bzw.
71

54 bzw.
62 bzw.
71

54 bzw.
62 bzw.
71

54 bzw.
62 bzw.
71

Na2HPO4 bzw.
Na2HPO4·7H2O

141,96 bzw.
268,07

0,5 71 bzw.
134

71 bzw.
134

71 bzw.
134

71 bzw.
134

SrCl2 bzw.
SrCl2·6H2O

158,5 bzw.
266,6

3 0 0 0 476 bzw.
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/l] = M[g/mol]*c[mM])

                                                
28 nach Dr. A. de Roos.
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• Neuron-patch-clamp-Lösung:

M[g/mol] c[mM] m[mg/0,1 l]
KCl 74,55 110 820
MgCl2 bzw.
MgCl2•6H2O

95,22 bzw.
203,3

5 48 bzw.
102

EGTA 380,4 0,6 23
HEPES 238,31 10 238
Na-ATP 551,1 1 55
m[mg/0,1 l] = 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 Salzlösung für Neurone

M[g/mol] c[mM] m[mg/l]
NaCl 58,44 125 7305
KCl 74,55 1 75
MgCl2 bzw.
MgCl2•6H2O

95,22 bzw.
203,3

1 95 bzw.
203

CaCl2 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-Lösung [251]

M[g/mol] c[mM] m[mg/0,1 l]
KCl 74,55 120 895
CaCl2 111 0,1 1
MgCl2 bzw.
MgCl2•6H2O

95,22 bzw.
203,3

2 19 bzw.
41

EGTA 380,4 1,1 42
HEPES 238,31 10 238
D-Glucose 180,2 30 541
m[mg/0,1 l] = 0.1*M[g/mol]*c[mM]; mit KOH auf pH = 7,35 einstellen

• Versene Puffer29:

M[g/mol] c[mM] m[mg/l]
NaCl 58,44 140 8182
KCl 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 Kochsalzlösung (Gibco 15040)
                                                
29 nach Dr. M. Denyer.
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· DPBS-Ca-Mg: DulbeccoÕs phosphate buffered saline, calcium- and magnesium free, without
phenolred, DulbeccoÕs phosphatgepufferte Kochsalzl�sung, pH = 7,3 (Sigma D 5527, Gibco
14190)

· HBSS-Ca-Mg: HanksÕ balanced salt solution, Hanks gepufferte Salzl�sung
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 l auff�llen (Sigma H 6648, Gibco 14175)

· 10-fach HBSS-Ca-Mg: 10-fach konzentriertes HBSS-Ca-Mg (Gibco 14185)

· GBSS: GeyÕs gepufferte Salzl�sung (Gibco 24260)

Konzentrations-Angaben f�r Salzl�sungen in g/l:
DPBS-Ca-Mg HBSS-Ca-Mg 10-fach HBSS-Ca-Mg GBSS

anorganische Salze:

CaCl2·2H20 0 0 0 0,22

KCl 0,20 0,40 10*0,40 0,37
KH2PO4 0,20 0,06 10*0,06 0,03

MgCl2·6H2O 0 0 0 0,21

MgSO2·7H2O 0 0 0 0,07

NaCl 8 8 10*8 8
NaHCO3 0 0,35 0 0,227
Na2HPO4 1,15 0,048 0 0,12

Na2HPO4·7H2O 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 NaH2PO4 + 21,56 g/l Na2HPO4

pH mit NaOHkonz bzw. HClkonz auf 7.2 einstellen

· 0,15 M Boratpuffer30: 9,28 g Bors�ure pro 1 l Millipore-Wasser l�sen; sterilfiltern!

· Bors�ure: H3BO3 61,83 g/mol (Sigma B 0252)

· 7,5% Natriumbikarbonat-L�sung: 7,5 g NaHCO3 mit H2O auf 100 ml aufgef�llt
M = 84,01 g/mol (entspricht 0,89 M Natriumbikarbonat) (Sigma S-8761, Gibco 25080)

· 0,1 M Natriumbikarbonat-L�sung: M(NaHCO3) = 84,01 g/mol
je 0,42 g Natriumbikarbonat (Natriumhydrogenkarbonat, sodiumhydrogencarbonate, sodium
bicarbonate) mit Millipore-Wasser auf 50 ml auff�llen + sterilfiltern

                                                
30 nach L. Kargel.
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· 2 M Natriumkarbonat-L�sung: M(Na2CO3) =106,0 g/mol
je 10,6 g Natriumkarbonat (sodium carbonate) Na2CO3 mit Millipore-Wasser auf 50 ml
auff�llen + sterilfiltern

· 1 M HEPES: (Sigma H-0887)

· HEPES: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfons�ure,
(N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-NÕ-[2-ethanesulfonic acid]); C8H18N2O4S; M = 238,3 g/mol
(Aldrich 16,371-6, Sigma H-3375); pH-Puffer

· Tris: TrizmaÒ Base, Tris[hydroxymethyl]aminomethane
C4H11NO3; M = 121,1 g/mol (Sigma T6791); pH-Puffer

· 0,02% EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt
prepared in DPBS without Ca2+ and Mg2+ (Sigma E-8008)

· EDTA: Ethylendiamintetraessigs�ure, Ethylenediaminetetraacetic acid,
[Ethylenedinitrilo]tetraacetic acid; C10H16N2O8; M = 292,25 g/mol
(Roth 8040.1, Sigma E-9884); puffert Calcium und Magnesium

· EGTA: Ethylene Glycol-bis(b-Aminoethyl ether)-N,N,NÕ,NÕ-Tetrraacetic Acid
C14H24N2O10; 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) Enzyml�sungen

· 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 l�sen:
je 50 mg Trypsin pro 100 ml Versene Puffer aufl�sen und sterilfiltern
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· 10000 units/ml DNAse II-L�sung:
670 mg DNAse II (entspricht 300 000 units) in 30 ml HBSS-Ca-Mg l�sen

· DNAse II: Deoxyribonuclease II, Deoxyribonucleate 3Õ-oligonucleotidohydrolase Typ VI
 450 units / mg; lyophilized powder, essentially salt free
1 Flasche enth�lt 670 mg (Sigma DN-II-B); Baut DNA ab

(e) Antibiotika

· Amphotericin B: 250 mg/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:31

Antibiotika / L-Glutamin -Gemisch f�r die Kultur von Herzmuskelzellen
pro 26 ml:
15 ml 200mM L-Glutamin
1,25 ml Amphotericin B
10 ml Penstrep

(f) Zelladh�sionsunterst�tzer:

· 1% Laminin-L�sung:

20 ml Laminin in je 2 ml sterilem GBSS l�sen

· Laminin: Unterst�tzt Zellanhaftung
Natural Mouse Laminin, in 0,05 M Tris-HCl und 0,15 M NaCl gel�st, pH = 7,2; keine
Konservierungsstoffe, ohne Fibronektin
c = 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-L�sung:
1,0 mg/ml Poly-L-Ornithin in 0,15 M Boratpuffer l�sen und sterilfiltern

                                                
31 nach Dr. M. Denyer, Dr. M. Riehle.
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· Poly-L-Ornithin: Poly-L-Ornithine Hydrobromide

(C5H10N2O·HBr)n; M = 15000 - 30000 g/mol (Sigma P-3530)

· 0,01 mg/ml Fibronektin-L�sung:
je 1 mg Fibronektin mit HBSS-Ca-Mg auf 100 ml auff�llen 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-L�sung:
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    m   g/ml Cell-Tak-L�sung:
je 0.1 mg Cell-Tak (entspricht 0.15 ml) mit 0,1 M Natriumbikarbonat-L�sung (NaHCO3) auf
2.5 ml auff�llen und sterilfiltern

· Cell-Tak: Zelladh�sionsprotein
stock solution: 1,5 mg/ml in Essigs�ure
(#40240 Collaborative Biomedical Products, �ber Labor Schubert)

· 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin-L�sung:
10 mg Poly-D-Lysin Hydrobromid mit HBSS-Ca-Mg auf 100 ml auff�llen und sterilfiltern

· Poly-D-Lysin Hydrobromid:

mit Molekulargewicht » 70000 - 150000 g/mol!! (nur lange Poly-D-Lysin-Molek�le
vermitteln Zelladh�sion) (Sigma P-0899)

· 2% Gelatine-L�sung: (Sigma G-1393)

(g) Farbindikatoren

· Phenolrot: C19H13O5SNa Natrium Salz, kristallin (Sigma P-5530: 10g)

pH-Indikator (sauer Þ gelb, basisch Þ violett)

· Trypan-Blau 0,5% (w/v) trypan blue in physiological saline (Seromed L 6323: 100 ml)
Vitabilit�tstest: f�rbt tote Zellen blau

(h) N�hrsubstanzen, Zellstoffwechsel, Wachstumsfaktoren:

· 200 mM L-Glutamin: C5H10N2O3 L-2-Aminoglutaramic acid, M = 146,1 g/mol
(Sigma G-7513, Gibco 25030: 100x1)
Aminos�ure, n�tig f�r Zellwachstum, sehr Temperatur-instabil!
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· 40% Glucose-L�sung: 4 g D-Glucose pro 10 ml Millipore-Wasser l�sen

· D-Glucose: D-(+)-Glucose, Dextrose C6H12O6 (Sigma G-6152)
Zellnahrung

· Na-Pyruvat: Pyruvic Acid, Natrium Salz, C3H3O3Na (Sigma P-8574)

· Na-ATP: Adenosine 5Õ-Triphosphate, Natrium Salz, C10H14N5O13P3Na2 (Sigma A-2383)

· 1,25% Insulin-L�sung : 125 mg Insulin in je 10 ml 0,01 M HCl l�sen (Û 12,5 mg/ml)

· Insulin: From Bovine pancreas ³ 27 USP units per mg, anhydrous, 5807,6 g/mol
(Sigma I-5500); zur Glucose-Verdauung

· Wachstumsfaktor B27 : B 27 serumfreies Supplement (50x32) (Gibco 17504)
f�r das �berleben und das Wachstum f�taler Neurone

· ITS: Insulin-Transferrin-Selenium Supplemente
100x1 ITS liquid media supplement (Sigma I-3146)
oder: 100x GMS-G Supplement (ITS-G) (Gibco 41400)
Wirkstoff 100x Sigma 100x Gibco
Insulin 1000 mg/l 1000 mg/l
Transferrin 550 mg/l 550 mg/l
Selen bzw. Na-Selenit
Na2SeO3 (172,9 g/mol)

0,5 mg/l
» 3mmol/l

0,67 mg/l
» 4 mmol/l

· MEM-Vitaminl�sung: (Gibco 11120: 100x)

·BSA: Bovine Serum Albumin (#8076.2, Roth, Karlsruhe)

(i) Pharmaka

· 10 mg/ml Dantrolen L�sung:
Dantrolen ist bis zu 10 mg/ml in 1:1 Methanol-DMF-Gemisch l�slich

· Dantrolen: (1-[(5-[p-Nitrophenyl] furfurylidene)-amino]hydantoin), Dantrolene,
1-[[[5-(4-Nitrophenyl)-2-furanyl]-methylene]imino]-2,4-imidazolidinedione sodium salt;
Natrium-Salz: C14H9N4O5Na; M = 336,2 g/mol (Sigma D-9175, RBI D-145)
Verhindert Freisetzung von intrazellul�rem Calcium aus dem sarcoplasmatischen Reticulum
und ãl�hmtÒ dadurch Zellen

· 1 mM Bradykinin-L�sung: je 1 mg Bradykinin in 0,943 ml Ethanol l�sen

                                                
32 Achtung: 100x hei§t, da§ Substanz f�r durchschnittliche Anwendung um Faktor 100 verd�nnt werden soll:
200 mM L-Glutamin (100x) bedeutet z.B., da§ 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-L�sung:

je 183 mg Charbachol (Û 1mM) in 100 ml Medium (je nach verwendetem Zelltyp) l�sen und
sterilfiltern

· Charbachol: Charbamylcholine Chloride
C6H15CIN2O2; 182,6 g/mol (Sigma C-4382)
bindet an Acetylcholin-Rezeptoren, Wirkung ab ca. 1mM

· Halothan: 2-Bromo-2-Chloro-1,1,1-Trifluorethan
C2HBrClF3; M = 197,4 g/mol (Sigma B-4388); zerst�rt elektrische Kopplung zwischen Zellen

· TTX: Tetrodotoxin
C11H17N3O8; M=319,3 g/mol (Sigma T-5651); blockiert Natrium-Kan�le; h�chst giftig!

(j) L�sungsmittel:

· Millipore-Wasser:

doppelt deionisiertes Wasser, Widerstand < 18 MWcm (Milli-Q plus 185, Millipore)

· DMSO: Dimethyl Sulfoxide, Methyl Sulfoxide; C2H6SO; M = 78,12 g/mol; 1,10 g/ml (Sigma
D-5879)

· Hellmanex II: Detergens; (#320.001, Hellma GmbH)

· Glycerin: Glycerol; C3H8O3; M=92,09 g/mol; (Sigma G-2025)

· DMF: N,N-Dimethylformamide
C3H7NO; M=73,09 g/mol; (Sigma D-4551, Fluka 40248, Lancaster 3000)

(k) Sonstiges

· Fixativ: 4% Paraformaldehyd in 0,12 molarer Sucrose-L�sung33

f�r 100 ml:
4 g Paraformaldehyd (PFA, giftig!) in 50 ml Millipore-Wasser l�sen, in Abzug auf 60¡C
erhitzen. 1 NaOH-pellet (ca. 100 mg) zugeben, L�sung wird daraufhin klar. 50 ml 0.2 M PB
zugeben, nach Abk�hlen 4.11 g Sucrose (Û 0.12 M) zuf�gen.

· Gefriermischung:
10 % DMSO + 90 % FCS34 oder 95% Medium + 5% Glycerin35

                                                
33 nach Dr. J. Behrends.
34 nach A. Kardinal.
35 nach N. Fuchs.



   Kap. 11: Anhang C: Methoden zur Zellkultur und Zellcharakterisierung                                                          

49

11.5 Das Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskop (RICM)36

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 Grenzfl�chen aller Licht-brechenden Schichten reflektiert.
Durch �berlagerung 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 durchgef�hrt [62]. Als
Lichtquelle wurde eine unpolarisierte 100 W Lampe mit einem vorgeschalteten l=546.1-
Monochromator (nicht eingezeichnet) verwendet. Die Feld- und Apperturblenden (nicht
eingezeichnet) wurden auf eine Beleuchtungsappertur (INA, ãilluminating numerical
appertureÒ) von 0,75 eingestellt. Mit Hilfe eines 63-fach �limmersions-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 polarisiert37, und
unter Verwendung eines Antiflex-Objektivs mit aufgebrachter l/4 Schicht die reflektierte
Strahlung nach einem Analysator aufgenommen. Durch diese Antiflex-Technik werden
St�reffekte durch Streulicht im Mikroskop stark verringert [103]. Mit Hilfe einer CCD-
Kamera wurde dann das totale, aus der Reflexion resultierende Intensit�tsbild 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 J0 mit der Intensit�t I0

durch das Objektiv tretenden Lichtstrahls38 an den Grenzfl�chen aller brechenden Schichten
reflektiert. Das unter den Winkeln Ji reflektierte Licht mit den Intensit�ten I1, I2, ...
entstehende Interferenzbild wird vom Objektiv als Gesamtintensit�t I(x,y) aufgenommen. In
Abb. 11.5.1 sind z.B. die Grenzfl�chen 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
vernachl�ssigt. Die Intensit�ten der Reflexe von den verschiedenen Grenzfl�chen h�ngen dabei
von der Reflektivit�t der jeweiligen Schicht ab und die Brechungswinkel folgen nach dem
Snellius'schen Brechungsgesetz: ni·sin(Ji) = ni+1·sin(Ji+1). Dabei bezeichnet ni den
Brechungsindex der i-ten Schicht. Wegen der endlichen numerischen Beleuchtungs-Appertur
(INA), setzt sich jeder Reflex aus einem Lichtkegel mit maximalem Winkel Qi = max(Ji)

                                                
36 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 durchgef�hrt.
37 In der Abbildung entsprechen "s" und "p" den beiden Polarisationsrichtungen.
38 Dieser exemplarisch eingezeichnete, unter dem Winkel J0 einfallende Lichtstrahl ist ein Teil des mit dem
Winkel Q0 = max(J0) aus dem Objektiv kommenden Beleuchtungskegels. Es gilt INA = n0 sin(Q0) = 0.75.
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zusammen, wobei f�r alle Schichten INA = ni sin(Qi) gilt. In Abb. 11.5.1 sind exemplarisch die

unter den Winkeln Ji reflektierten Strahlen eingezeichnet. Das resultierende Interferenzbild
I(x,y) ist damit durch die Dicken di(x',y') und Brechnugsindizes ni(x',y') der optischen
Schichten eindeutig bestimmt39.

                                                
39 Die detaillierten Gleichungen dazu sind in [252] ver�ffentlicht.
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Abbildung 11.5.1: Schematische
Darstellung des experimentellen
Aufbaus und der Funktionsweise.

Bei einer, wie in dieser Arbeit gew�hlten, hohen numerischen Beleuchtungs-Appertur, wird
das aufgezeichnete Interferenzbild I(x,y) ma§geblich von den Reflexen Ii der Schichten i
bestimmt, welche sich m�glichst nah am Objektiv befinden [99, 104, 252]. D.h. Reflexe an der
Oberseite der Zelle sind in erster N�herung zu vernachl�ssigen, das Interferenzbild wird
vorwiegend durch Reflexe an der Zellunterseite bestimmt. Falls in erster N�herung
angenommen wird, da§ nur von der Medium / Zellmembran-Grenzfl�che mit Intensit�t I2

reflektiertes Licht mit dem an der Glas / Medium - Grenzfl�che mit Intensit�t I1 reflektierten
Licht interferiert, d.h. unter Vernachl�ssigung von I3, I4,..., und unter der Voraussetzung
paralleler optischer Schichten, ist die aufgenommene Intensit�t I(x,y) eine Cosinus-Funktion
des lokalen Abstandes dZ(a,y) = d1(x,y) zwischen Zellunterseite und Glassubstrat [252]. Da
der Brechungsindex der Zellmembran n2 gr�§er als der des Mediums n1 ist, ist die Phase des an
der Medium / Zellmembran - Grenzfl�che reflektierten Lichts um 180¡ zu der des einfallenden
Lichts verschoben. Deshalb erscheint das Interferenzbild I(x,y) der Zelle an den Stellen (x,y)
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dunkel (destruktive Interferenz), an welchen die Zelle sehr dicht auf dem Substrat haftet, d.h.
d1 klein gegen die Wellenl�nge der Beleuchtung ist.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden an Zellen durchgef�hrt, die auf
Deckgl�schen adh�riert waren. Zur Messung wurde jeweils ein Deckgl�schen auf eine
Halterung in einem x-y-Tisch �ber dem Objektiv eingesetzt.

Zu Beginn eines Experimentes ist es n�tig, 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 adh�riert sind. Zur Kalibrierung
werden verschiedene Filter mit bekannter Transmission Irel[%] vor die CCD-Kamera gehalten.
Nacktes Glas entspricht dabei 100% relative Intensit�t. In Abb. 11.5.2 ist die in dieser Arbeit
gefundene Kalibrierkurve Irel[%] « I[Graustufen] dargestellt40. Mit Hilfe des x-y-Tisches
k�nnen nun verschiedene Zellen mit dem Mikroskopobjektiv beobachtet und die
dazugeh�rigen Interferenzbilder aufgenommen werden.

Abbildung 11.5.2: Kalibrierung des
aufgenommenen Graustufenmusters
I[Graustufen].

Die lokale Intensit�t I(x,y) in den Interferenzbildern ist eindeutig durch die Dicken di und
Brechungsindizes ni der Licht-brechenden Schichten bestimmt. Zur Auswertung der Daten
mu§ daher ein optisches Modell aus brechenden Schichten mit den Parametern ni und di

aufgestellt werden. In dieser Arbeit wurde die Adh�sionszone durch die 4 in Tab. 11.5.1
aufgelisteten optischen Schichten41 charakterisiert, siehe dazu auch Abb. 11.5.1.

                                                
40 Aus der Abbildung folgt, da§ eine Verringerung der aufgenommenen Intensit�t DI von 170,5 auf 160,1 eine
relative Intensit�tsschw�chung DIrel von 10% (100%-90%) bedeutet.
41 Die Dicken der ersten und der letzen Schicht gehen nicht in die Rechnung ein.

Schicht-
Nummer i

Schicht Brechungs-
Index ni

Dicke
di[nm]

0 Glas 1,532 -
1 Medium 1,33 d1

2 Membran 1,45 10
3 Cytosol 1,35 -

Tabelle 11.5.1: Optisches Modell f�r die
Zell-Glas-Kontaktzone
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Mit dem beschriebenen Modell kann nun durch Festhalten der Parameter n0, n1, n2, d2 und n3

die Intensit�t Irel in Abh�ngigkeit von d1 berechnet werden. Das Ergebnis ist in Abb. 11.5.3
aufgezeichnet.

180

160

140

120

100

80

I re
l[%

]

200150100500

d1[nm]

Abbildung 11.5.3:
 Modellberechnung der Intensit�t
Irel, in Abh�ngigkeit der Dicke d1

des Elektrolytfilms.

Nun k�nnte prinzipiell aus der aufgenommenem Intensit�tsverteilung I(x,y) [Graustufen] nach
Umrechnung in relative Intensit�ten Irel[%] (x,y) mit Hilfe des optischen Modell aus Abb.
11.5.3 das H�henprofil des Wasserfilms d1[nm] angegeben werden. Wie aber aus der
Abbildung erkennbar ist, ist Irel(d1) eine periodische Funktion, d.h. es gibt keine eindeutige
Zuordnung Irel Þ d1. Deshalb k�nnen weitere Auswertungen nur unter gewissen Annahmen
und Einschr�nkungen getroffen werden. So wurde in dieser Arbeit angenommen, da§ Punkte
der Zelle mit guter Adh�sion, wie die sogenannten ãfocal adhesionsÒ, vor dem ersten
Maximum in der Irel(d1)-Kurve liegen, d.h. n�her als ca. 150 nm an der Substratoberfl�che sind.
Allerdings kann z.B. aus einem Kontakt der Zelle an ãfocal adhesionsÒ mit gemessener
Intensit�t von Irel 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 d1 = 20 oder 40 nm liegt.
Aufgenommene Daten sind also mit Vorsicht zu interpretieren und die Auswertung mu§ an die
genauen experimentellen Bedingungen angepa§t werden.
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11.6 Das Cytosensor-Mikrophysiometer

Das Cytosensor-Mikrophysiometer besteht aus einem hochempfindlichen pH-Sensor42,
welcher nach dem Prinzip des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)
arbeitet43 und ein computergesteuertes Perfusionssystem enth�lt (Abb. 11.6.1) [2, 3, 190]:
Unter modulierter Beleuchtung des in eine Me§kammer eingebauten LAPS-Wafers werden
Photostrom-Spannungs-Kurven IP(Ubias) aufgenommen (Abb. 11.6.2.a). Der Wendepunkt
Ubias,WP dieser sigmoidalen Kurven ist proportional zum pH-Wert des den Chip
umgebenden Mediums: pH µ Ubias,WP, wobei nach dem site-binding-Modell einer �nderung

des pH-Wertes um eine Einheit eine �nderung in Ubias,WP von » 60 mV entspricht [190].

Durch Aufnahme einer Photostrom-Spannungs-Kurve IP(Ubias) alle Dt = 1s und
Bestimmung des jeweiligen Wendepunktes Ubias,WP(t), sind zeitaufgel�ste pH-Messungen
pH(t) m�glich.

Abbildung 11.6.1: Schematischer Aufbau einer Me§kammer mit
eingesetzten Zellen. Die Zellen sind an einer Polycarbonat-
Membran adh�riert, welche nicht mit eingezeichnet ist. Unter
den Zellen befindet sich ein LAPS-Chip. �ber den ohmschen
Kontakt an der Chip-R�ckseite und eine Referenzelektrode im
Medium ist ein geschlossener Stromkreis gegeben. W�hrend
einer Messung werden unter modulierter Beleuchtung laufend
Photostrom-Spannungs-Kurven IP(Ubias) aufgezeichnet.

W�hrend eines Experiments werden permanent (Dt = 1s) Strom-Spannungs-Kurven

aufgenommen und dabei laufend der folgende, Dt' = 2 Minuten dauernde Me§zyklus
wiederholt (Abb. 11.6.2.b): Zu Anfang des Me§zyklus werden die Zellen �ber das
Perfusionssystem mit frischem Medium umsp�hlt (ãPerfusion anÒ; 1,5 min), w�hrend am
Ende die Mediumzufuhr gestoppt ist (ãPerfusion ausÒ; 0,5 min). Durch Bestimmung der
mittleren Steigung rAz = -<¶Ubias,WP/¶t> der Ubias,WP(t)-Kurve w�hrend gestoppter
Mediumzufuhr, kann die Rate der Ans�uerung des Mediums rAz(t) durch die Zellen
bestimmt werden. D.h. pro Me§zyklus Dt' = 2 wird ein Wert rAZ berechnet und
wiederholte Durchf�hrung des Me§zyklus ergibt den Zeitverlauf der Ans�uerungsrate
rAZ(t'), vgl. Abb. 11.6.2.c.

Auf diese Weise ist es m�glich, metabolische Antworten der Zelle auf dem Medium
zugesetzte Wirkstoffe zu beobachten. So steigt z.B. die in Abb. 11.6.2.c aufgezeichnete
Ans�uerungsrate aufgrund einer 30 Minuten dauernden Wirkstoff-Zugabe zu dem Medium
an. Zur Auswertung solcher zeitabh�ngigen Ans�uerungsraten wird jeweils das Maximum
rAz,max und der Gleichgewichtswert rAz,eq der Ans�uerungsrate nach Zugabe eines
Wirkstoffes ermittelt und das Verh�ltnis rAz,max/rAz,eq daraus berechnet44.
                                                
42 pH-Sensitivit�t ca. 0,5 - 1 mpH [2].
43 Im Cytosensor-Mikrophysiometer wird die F�higkeit zur Ortsaufl�sung nicht benutzt. Mit einer Leuchtdiode
als gro§fl�chige Lichtquelle wird der LAPS-Chip von seiner R�ckseite her beleuchtet. Als LAPS-Chips werden
die in Kap. 13.2 als ãTyp 1AÒ bezeichneten Silizium-Substrate verwendet.
44 Ein Wert von 100% bedeutet also, da§ sich die Azidifizierungsrate nach Wirkstoff-Zugabe nicht ver�ndert. Ist
die Wirkung eines Wirkstoffes auf schneller Zeitskala reversibel, k�nnen mit den selben Zellen hintereinander

Zellen

Leuchtdiode

Ubias

LAPS-Chip

IP
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Abbildung 11.6.2: Arbeitsprinzip des Cytosensor-Mikrophysiometers. Dargestellt ist exemplarisch eine
Messung mit synovialen Fibroblasten, denen nach 84 Minuten f�r 30 Minuten 10 ng/ml TNF-a als
Wirkstoff zugegeben wurde.

Zwei Tage vor jeder Messung werden die Zellen in Medium gel�st (ca. 300000 Zellen/ml in
Medium mit 10% FCS-Zusatz) und zu je 1 ml in Polycarbonat-Membran-Siebe (Transwell
3402, 3mm Porengr�§e, Corning Costar, Bodenheim) ausgesiedelt. Einen Tag vor der
Messung wird das Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht45. F�r das eigentliche
Experiment werden die Membransiebe mit den daran adh�rierten Zellen in Me§kammern
eingebaut, in welchen sich je ein LAPS-Chip befindet, vgl. Abb. 11.6.1. Das Cytosensor-
Mikrophysiometer enth�lt insgesamt 8 solcher Me§kammern, d.h. 8 Experimente k�nnen

                                                                                                                                                        
mehrere Experimente durchgef�hrt werden. Ansonsten m�ssen f�r jedes Experiment frische Zellen verwendet
werden.
45 So wird sichergestellt, da§ nicht ein Teil der Zell-Rezeptoren mit Bestandteilen des Serums blockiert ist, da
Serum unter anderem Wachstumsfaktoren enth�lt. Soll aber die Auswirkung von Wachstumsfaktoren auf Zellen
mit dem Cytosensor-Mikrophysiometer bestimmt werden mu§ sichergestellt sein, da§ vor Beginn der Messung
die Rezeptoren der Zelle noch frei von Wachstumsfaktoren sind.
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parallel durchgeführt werden. Das Volumen einer Meßkammer ist dabei ca. 1 ml und das
Perfusionssystem führt auf 37° C vorgewärmtes Medium mit einer Rate von 50 µl/min zu.
Als Meßmedium wird Serum- und Puffer-freies Medium46 (DF-SUBS, vgl. Kap. 11.4) mit
1 mg/ml BSA-Zusatz verwendet.

Zur Illustration des Meßprinzips sind hier 4 parallel durchgeführte Messungen an CHO-
Zellen beschrieben. Dabei wurden in drei Meßkammern genetisch transfizierte47, in einer
Meßkammer Wildtyp-Zellen untersucht. In Abb. 11.6.3.a ist die gemessene zeitabhängige
Ansäuerungsrate der Zellen dargestellt. Den Zellen wurde dabei hintereinander jeweils für 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 Ansäuerungsrate [228]. D.h. Charbachol kann spezifisch an
den Acetylcholin-Rezeptor binden. Zur quantitativen Auswertung der Konzentrations-
abhängigen Wirkung von Charbachol auf die transfizierten Zellen wurde der Mittelwert aus
den drei Messungen der normalisierten maximalen Ansäuerung rAz,max/rAz,eq berechnet, siehe
Abb. 11.6.3.b. Darin ist zu erkennen, daß die Wirkung von Charbachol auf die Zellen mit
dessen Konzentration zunimmt. Nach dieser hier beschriebenen Methode können also Dosis-
Wirkungs-Kurven verschiedenster Wirkstoff experimentell bestimmt werden.
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Abbildung 11.6.3: a) Dargestellt ist die zeitabhängige Ansäuerungsrate des Mediums durch CHO-Zellen
während eines Cytosensor-Mikrophysiometer-Experiments. Die vier Kurven wurden parallel an vier
Meßkammern 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 rAz,max und rAz,eq  dargestellt. An dem Bild fällt zum einen die starke Drift, als auch die
unterschiedliche absolute Ansäuerungsrate in den vier Kammern auf. Die Drift wurde dadurch verursacht, daß
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 großen Änderungen der Ansäuerungsrate bei Zugabe
von Wirkstoffen spielt Drift jedoch praktische keine Rolle, da die Maxima trotzdem noch klar ausgewertet
werden können. Die unterschiedlichen absoluten Ansäuerungsraten in den verschiedenen Meßkammern wurden
durch eine unterschiedliche Zahl von Zellen in den Kammern verursacht, denn trotz einheitlicher
Zellsuspension beim Aussäen sind nie gleich viele Zellen in jeder Kammer enthalten. Durch Normierung der
maximalen Ansäuerungsrate rAz,max auf den Gleichgewichtswert rAz,eq  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 höher die zugegebene Konzentration
an Charbachol, um so stärker säuerten die Zellen das Medium an.

                                                
46 Das Medium muß Puffer-frei sein, da kleinste pH-Änderungen verfolgt werden sollen. Um eine Anlagerung von
Wirkstoffen an die Schläuche des Perfusionssystems zu verhindern, wird dem Medium BSA zugesetzt, welches
die Schlauchoberfläche überziehen soll.
47 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-abh�ngige Ladungsverteilung in einem Metall-
Isolator-Halbleiter (MIS)-Kontakt und damit auch dessen Kapazit�t soweit wie m�glich
analytisch zu bestimmen. Dazu werden zuerst (b) die Auswirkungen auf die
Ladungstr�gerverteilung in einem Halbleiter untersucht, wenn dessen Volumeneigenschaften
durch die Einf�hrung einer Oberfl�che erweitert werden. Danach (c) werden diese Erkenntnisse
auf eine Schichtstruktur Metall-Isolator-Halbleiter �bertragen und deren Spannungs-abh�ngige
Kapazit�t bestimmt.

(b) Diskussion der Ladungstr�ger-Verteilung an ein Halbleiter-Oberfl�che

Um die Potential-abh�ngige Anordnung freier Ladungstr�ger (Elektronen, L�cher) in einem
Halbleiter zu beschreiben, mu§ die Ladungstr�gerdichte anhand des Energieband-Schemas
diskutiert werden. Im folgenden wird dazu ein n-dotierter Halbleiter angenommen, d.h.
Elektronen sind Majorit�ts- und L�cher Minorit�ts-Ladungstr�ger. nn0[m

-3] und pn0[m
-3] sind

dabei die Dichten der freien Elektronen und L�cher im Volumen des n-dotierten Halbleiters.

nn0 >> pn0 (0)

Im Volumen (z®¥) des Halbleiters ist dabei Zahl der freien Elektronen im wesentlichen durch
Zahl der Donatoren gegeben, die als vollst�ndig ionisiert angesehen werden [151, (K.1.4, S.27),
214, (S.104)]. Dabei ist ni[m

-3] die intrinsische Ladungstr�gerdichte im Volumen des
Halbleiters, d.h. die Dichte der ãEigenÒ-Ladungstr�ger ohne Dotierung, nA[m-3] bzw. nD[m-3]
die Dichte der Akzeptoren bzw. Donatoren, wobei im n-dotierten Halbleiter nD >> nA gilt.

nn0 = nn(z®¥) » nD - nA » nD 

(1)

pn0 = pn(z®¥) » 
n

n - n
i
2

D A

 » 
n

n
i
2

D

Es werde nun ein Halbleiter angenommen, der einen unendlich gro§en Halbraum f�llt, wie der
in Abb. 12.1.1 dargestellte. Dabei sei Vakuum f�r z < 0 und Halbleiter f�r z ³ 0.

Wird nun eine positive Testladung QT [C] an die Halbleiter-Oberfl�che gebracht1, werden die
Energieb�nder im Halbleiter verbogen: Die positive Testladung bewirkt eine Anreicherung von
Elektronen an der Halbleiteroberfl�che (z=0) (ãAkkumulationÒ), d.h. die potentielle Energie
Epot f�r Elektronen an der Grenzfl�che ist abgesenkt und die Energieb�nder sind nach unten
gebogen, siehe Abb. 12.1.1. Durch Ann�herung einer negative Testladung2 verarmt dagegen die
                                                
1 Dies ist gleichbedeutend mit einem positiven Oberfl�chenpotential an der Halbleiteroberfl�che.
2 D.h. das Oberfl�chenpotential an der Halbleiteroberfl�che ist negativ.
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Halbleiteroberfl�che an freien Elektronen (ãVerarmungÒ) bzw. bewirkt im Extremfall eine
Anreicherung freier L�cher (ãInversionÒ). Die potentielle Energie f�r Elektronen ist an der
Grenzfl�che also erh�ht, d.h. die Energieb�nder nach oben gebogen.

Abbildung 12.1.1: a) Grenzfl�che eines
Halbleiters (S, z>0) zum Vakuum (V, z<0) [151,
(K.7.2.1, S.366)]. b) Verlauf der potentiellen
Energie Epot[J] freier Elektronen an der
Grenzfl�che. F�r Elektronen sind Orte mit
m�glichst niedriger potentieller Energie am
energetisch g�nstigsten. Hier ist ein Fall
eingezeichnet, an welchem sich an der
Halbleitergrenzfl�che eine positive Testladung
QT befindet. D.h. Elektronen werden angezogen
und die potentielle Energie an der Grenzfl�che
ist erniedrigt. In dem Diagram sind das
Leitungsband-Energieniveau ELB[J], das
Valenzband-Energieniveau EVB[J] und das
intrinsisches Energieniveau Ei[J] eingezeichnet
[151]. F�r einen n-dotierten Halbleiter liegt das
Ferminiveau EF[J] wie hier eingezeichnet
energetisch dicht unter dem des Leitungsbandes.
Eg[J] ist die Bandl�cke des Halbleiters [151] und
yB[V] die Potentialdifferenz zwischen
Ferminiveau und intrinsischem Energieniveau3.
c) Eine positive Testladung QT bewirkt eine
Anreicherung von Elektronen mit Ladung QS an
der Oberfl�che, was in der
Ladungstr�gerverteilung r[Cm-3] sichtbar ist. d)
Eine positive Testladung an der Vakuum-
Halbleiter-Grenzfl�che entspricht einem positiven
Oberfl�chenpotential y(z=0) = yS.
Eingezeichnet ist hier der Verlauf des
elektrischen Potentials y[V] im Halbleiter.
Dieses ist proportional zu der Bandverbiegung
des intrinsischen Energieniveaus, wobei der
Proportionalit�tsfaktor die negative
Elementarladung ist. Das Potential im Volumen
des Halbleiters wird hier auf Null gesetzt,
y(z®¥) = 0, das Potential im Vakuum ist
konstant. Die Ann�herung einer Testladung ist
im wesentlichen �quivalent zum Anlegen einer
Spannung Ubias.

Im thermischen Gleichgewicht sind die Ladungstr�ger Boltzmann-verteilt [151, (K.7.2.1,
S.366)] und f�r die Dichte-Verteilung der Majorit�tsladungstr�ger bzw.
Minorit�tsladungstr�ger folgt:

n (z) = n  exp(+
e (z)

k T
)n n0

B

y
 (2a)

p (z) = p  exp(-
e (z)

k T
)n n0

B

y
 (2b)

                                                
3 yB gibt damit die St�rke der Dotierung an, keine Dotierung bedeutet yB = 0, da dann das Ferminiveau in der
Mitte der Bandl�cke liegt.

-e S -e (z)

-e B
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Bei einem positiven Oberfl�chenpotential4 yS > 0 ist also eine Anreicherung von Elektronen an

der Halbleiteroberfl�che energetisch g�nstig. Bei einem negativen Oberfl�chenpotential yS < 0
findet eine Verarmung an Elektronen bzw. eine Anreicherung von L�chern an
Halbleiteroberfl�che statt.

Nun m�ssen �u§ere Einfl�sse auf die Ladungstr�ger-Verteilung durch St�rungen des
thermischen Gleichgewichts einbezogen werden. In diesem Kapitel werden dazu 2 St�rungen
ber�cksichtigt:

(i) AC-Modulation der Testladung (d.h. eine Vorspannung mit Wechselspannungs-Anteil):
Dem Gleichgewichts-Potential yS sei ein hochfrequentes Signal dyS mit wechselnder

Amplitude �berlagert, wodurch die Ladungstr�gerverteilung um dnAC und dpAC von der
Gleichgewichts-Verteilung abweicht. Diese St�rung 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 Oberfl�che angelegt wird und
die Modulation der Vorspannung hat keinen Effekt auf die Majorit�tsladungstr�ger-Verteilung,
da dnAC << nn0:

dnAC(z) = 0

dpAC(z®¥) = 0 (3)

dpAC(z=0) = dpS
AC

(ii) Der Halbleiter wird beleuchtet, wodurch zus�tzliche freie Ladungstr�ger dnill, dpill durch
Generation von Elektron-Loch-Paaren entstehen. Dabei werden immer gleich viele L�cher wie
Elektronen generiert. Es wird weiter die Annahme getroffen, da§ der Halbleiter so beleuchtet
wird, das bei z®¥ keine Effekte durch Beleuchtung zu sp�ren sind und da§ die Beleuchtung
statisch erfolgt.

dnill(z®¥) = 0

dpill(z®¥) = 0

dnill(z=0) = dnS
ill (4)

dpill(z=0) = dpS
ill

dnill(z) = dpill(z)

Diese Abweichungen in der Ladungstr�gerverteilung durch AC-Kleinsignale [253, 254,
(K.4.4.1, S.157)] und durch Beleuchtung [255-258] m�ssen nun in die Boltzmann-Statistik (2)
mit einbezogen werden5:

n (z) = n (1+
n (z)

n
 exp(+

e (z)

k Tn n0

ill

n0 B

d y
) )  (5)

                                                
4 yS > 0 bedeutet, da§ das Potential an der Oberfl�che positiver als das des Volumens im Halbleiter ist, was
gleichbedeutend zu einer positiven Spannung zwischen Oberfl�che und Volumen des Halbleiters ist.
5 In [257] werden die durch Dotierung und durch statische, r�umlich konstante Beleuchtung verursachten
Ladungstr�gerkonzentrationen zu Gleichgewichtskonzentrationen (nn0+dnill), (pn0+dpill) zusammengefa§t. Dies
hier nicht m�glich, da eine ortsabh�ngige Beleuchtung und damit r�umlich verteilte Ladungstr�geranordnung
dnill(z), dpill(z) diskutiert wird.
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p (z) = p (1+
p (z)

p
+

p (z)

p
 exp(-

e (z)

k Tn n0

AC

n0

ill

n0 B

d d y
) )

Ziel ist es nun, aus dieser Ladungstr�gerverteilung die Kapazit�t des Halbleiters in
Abh�ngigkeit der Testladung QT[C] bzw. der Vorspannung Ubias anzugeben. Dabei wird die
Kapazit�t davon abh�ngen, wie gro§ die Dichte der freien Ladungstr�ger bei der jeweiligen
Bandverbiegung an der Oberfl�che des Halbleiters ist. Die Rechnung ist hier an die
Ausf�hrungen von [151, (K.7.2.1, S.366), 254, (K.3, S.71), 259] angelehnt und wird in vier
Schritten durchgef�hrt.

1. Schritt: Ladungsdichteverteilung r(z) aufschreiben. Ergebnis: r(y(z),z).

Zu beachtende Ladungstr�ger sind freie Elektronen und L�cher und ionisierte Dotieratome.
Dabei wird angenommen, da§ alle Donatoren und Akzeptoren vollst�ndig ionisiert und
r�umlich fixiert sind. r[Cm-3] ist dabei die Ladungstr�gerdichte.
r(z) =  e (n  -  n  +  p (z) -  n (z))D A n n  (6)

Im Volumen des Halbleiters herrscht Ladungstr�ger-Neutralit�t [214, (S.97)]:
r(z ) =  e (n  -  n  +  p  -  n ) =  0D A n0 n0® ¥  Þ n  -  n  =  - p +  nD A n0 n0  (7)

und es folgt:

r(z)

=(6,7)= e (-p  +  n  +  p (z) -  n (z))n0 n0 n n

=(5)= e [-p  + n  + p (1+
p (z)

p
+

p (z)

p
)exp(-

e (z)

k T
) - n (1+

n (z)

n
)exp(+

e (z)

k T
)]n0 n0 n0

AC

n0

ill

n0 B
n0

ill

n0 B

d d y d y

=(4)=

 en [ (1 - exp(+
e (z)

k T
)) -

p

n
(1 - exp(-

e (z)

k T
))  -

n (z)

n
(exp(+

e (z)

k T
) - exp(-

e (z)

k T
)) +

p (z)

n
(exp(-

e (z)

k T
) ]n0

B

n0

n0 B

ill

n0 B B

AC

n0 B

y y d y y d y
 (8)

2. Schritt: Poisson-Gleichung (Zusammenhang Potential y(z) /Ladungsverteilung r(z))

aufstellen und l�sen6. Ergebnis: dy(z)/dz.

Poisson-Gleichung: 
¶ y

¶
r
e e

2

0

(z)

z
= -

(z)
2

S

 (9)

Hier ist e0 [Fm-1] die Dielektrizit�tskonstante und eS[1] die Permitivit�t im Halbleiter. Es wird
nun das elektrische Feld E[Vm-1] im Halbleiter bestimmt, welches als negativer
Potentialgradient definiert ist:

E(z) = -
¶y

¶
(z)

z
 (10)

Integration von (9) nach dy unter Benutzung von (10) liefert dann [259]

                                                
6 Statt y(z) wird hier nur die erste Ableitung dy(z)/dz berechnet, dies spart einen Intergrationsschritt.
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E2(z) =(10)= ( )-
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mit der Debye-L�nge f�r Elektronen8 lS [m] = L
k T

n eDn
B 0

n0
2=

e e S  (12)

und dem dimensionslosen Raumladungsfaktor F[1] ³ 0

F(
e (z)

k T
,
p

n
,

n (z)

n
,

p (z)

n
)

B

n0

n0
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n0

AC
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(exp(-
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e (z)
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B B
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n0 B B

ill

n0 B B

AC

n0 B

y y y y d y y d y  (13)

Einzelne Grenzf�lle 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]. F�r den reinen Gleichgewichtsfall k�nnen die
Grenzwerte f�r verschiedene Oberfl�chenpotentiale vereinfacht angegeben werden [151,
(S.368), 254, (K.2.3.2, S.54-57)]:

Akkumulation: yS > 0
e

k T
S

B

y
 >> 1 =(13)Þ F(
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,0,0)S

B

n0

n0

y
 ® + exp(+

e

k T
)S

B

y
 = exp(
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Flachband-Bedingung: yS = 0
e

k T
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y
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Verarmung: yB < yS < 0

ãmidgapÒ: yB = yS Û nn(z=0) = pn(z=0) = ni

schwache Inversion: 2yB < yS < yB < 0
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7 Kettenregel f�r Differenziation Þ
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¶ y
¶

( )
z z z z2

2
2

2 2= = .

8 Dies entspricht der Abschirml�nge im Halbleiter, nur da§ im n-dotierten Halbleiter freie Elektronen die
bewegliche Ladungstr�ger sind, anstelle der Ionen im Elektrolyt. (Vgl. lE aus dem Debye-H�ckel bzw. Gouy-
Chapman-Modell Kap. 12.2).
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starke Inversion: ψS < 2ψB << 0 
eψ S

kBT
 << 

eψ B

kB T
 =(13)⇒  F(

eψ S

kBT
,
pn0

nn0

, 0,0)→ +
pn0

nn0

exp(-
eψ S

kBT
)  = 

pn0

nn0

exp(-
eψ S

2kBT
)  (14) 

 

d.h Inversion ab: ψS < 2ψB = 
2kB T

e
ln(

ni

nD

), da nach Boltzmann-Verteilung  

nD = n i  exp(-
eψ B

kBT
)           (15) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12.1.2: Aufgezeichnet9 ist der numerisch 
berechnete Verlauf a) des Potentials im Halbleiter bei 
einer Vorspannung Ubias = -2,5 V, womit das 
Oberflächenpotential ψS = -0,6 V ist, b) der 
Elektronenverteilung und c) der Löcherverteilung bei 
der selben Vorspannung. Hier wird deutlich sichtbar, 
daß die negative Ladung der Oberfläche durch 
Anreicherung von Löchern an der Grenzfläche 
abgeschirmt wird, wogegen die 
Elektronenkonzentration an der Grenzfläche verarmt 
ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Durch (11) ist eine Differentialgleichung für ψ(z) gegeben, d.h. durch numerische Lösung 
von (11) unter der Randbedingung ψ(z=0) = ψS kann der Verlauf des elektrischen Potentials 
im Halbleiter dargestellt werden. Durch Einsetzen dieses Ergebnisses in (5) läßt sich damit 
auch der Verlauf der Ladungsträgerdichten numerisch darstellen, siehe Abb. 12.1.2. Zur 
Berechnung der Kapazität soll aber so weit wie möglich analytisch vorgegangen werden, wie 
im folgenden dargestellt wird. 
 

                                                 
9 Hier und bei allen weiteren in diesem Kapitel dargestellten Simulationen wurden folgende Parameter 
verwendet: εS = ε(Si) = 11,9, εI = ε(SiO2) = 3,9 [214, (S.103)], ni(Si) = 1,45•1010 cm-3 [151, (S.850)], nD = 1014 
cm-3, dI = 20 nm SiO2, ε0 = 8,854•10-12 Fm-1, kB = 1,38•10-23 JK-1, e = 1,602•10-19 C, T = 293 K (⇒  nn0 =(0)= 
1021 m-3 = 1015 cm-3, pn0 =(0)= 2,1•1011 m-3 = 2,1•105 cm-3, LDn =(7)= 0,13•10-12 m = 130 nm), keine 
Beleuchtung δnill = 0 und LF-Grenzfall B=0 (falls nicht anders gekennzeichnet). 
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3. Schritt: Nach Gau§Õschem Satz aus E-Feld [V/m] (µ dy/dz) an Oberfl�che z=0

Oberfl�chenladung im Halbleiter QS bestimmen. Ergebnis: QS(yS).

An der Oberfl�che gilt:

ES
10 = E(z=0) =(10)= -

¶y
¶
(z = 0)
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S
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y d dS  (16)

mit + f�r yS > 0 und - f�r yS < 0.

Mit Hilfe des Gau§Õschen Satzes [260, (K.2.6, S.48)] kann dann die durch die Bandverbiegung
an der Oberfl�che des Halbleiters gesammelte Ladung QS[C] bzw. qS [Cm-2] angegeben werden,
vgl. dazu Abb. 12.2.5 und Abb. 12.1.3.
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0 Se e
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Dies best�tigt die anf�ngliche getroffene qualitative Vorhersage: ein positives
Oberfl�chenpotential (yS > 0) bewirkt Akkumulation negativer Ladung an der
Halbleiteroberfl�che (QS < 0).

Abbildung 12.1.3: Oberfl�chenladungsdichte
qS in Abh�ngigkeit vom Oberfl�chenpotential
yS nach Gl. 18. Die gew�hlten Parameter
entsprechen denen von Abb. 12.1.2.

4. Schritt: Kapazit�t als Ableitung der Oberfl�chenladung nach dem Oberfl�chenpotential
berechnen. Ergebnis: cS(yS).

Um AC-Modulation der Vorspannung zu ber�cksichtigen wird eine Kleinsignal-Analyse
durchgef�hrt [253]. Dabei wird das Oberfl�chenpotential in einen konstanten
Gleichgewichtswert yS

DC und einen schnell variierenden Wechselspannungs-Anteil dyS
AC

zerlegt:
yS = yS

DC + dyS
AC (19)

|yS
DC| >> |dyS

AC|

                                                
10 Die Richtung des elektrischen Feldes Es zeigt von positivem zu negativem Potential, d.h. in die Richtung, in
welcher die Kraft auf eine positive Testladung wirkt.
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Damit kann die Kapazit�t der Oberfl�chen-Raumladungszone im Halbleiter CS [F] bzw. cS

[Fm-2] als Ladung QS bzw. qS pro Oberfl�chenpotential yS angegeben werden:
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Zuerst wird der Niederfrequenz (ãlow frequencyÒ, LF)- Grenzfall ausgerechnet [257]:
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Die Rechnung f�r den Hochfrequenz (ãhigh frequencyÒ, HF) -Grenzfall ist analog. Hier liegt
aber noch ein durch die AC-Modulation verursachter zus�tzlicher Term vor [253]:
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11 Produktregel.
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Eine Zusammenfassung beider Grenzf�lle in eine Formel ist m�glich, wobei zu beachten ist,
da§ f�r den LF-Grenzfall ¶d ¶dyp /S

AC
S
AC  = 0 und dpS

AC = 0 gilt:
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F�r den HF-Fall m�§te noch ¶d ¶dyp /S
AC

S
AC und dpS

AC soweit wie analytisch angegeben [253]

oder andere N�herungen [257, 261] verwendet werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr m�glich12. Die Kapazit�t f�r den Niederfrequenz-Grenzfall ist in Abb. 12.1.4
dargestellt.

Abbildung 12.1.4: Potential-abh�ngige Kapazit�t der
Halbleiterraumladungszone f�r den Gleichgewichtsfall.

Insgesamt wurde damit in den vier Schritten ein analytischer Ausdruck f�r die
Potentialabh�ngigkeit der Ladung und der Kapazit�t der Raumladungszone erzielt:
qS = qS(yS) (25)

cS = cS(yS)

                                                
12 Um dennoch in grober N�herung den Potentialverlauf der Kapazit�t f�r den Hochfrequenzfall angeben zu
k�nnen, wurde folgende grobe N�herung eingef�hrt: Im Hochfrequenzgrenzfall sind w�hrend Inversion die
Ladungstr�ger an der Halbleiteroberfl�che (L�cher) aufgrund der Raumladungszone von den Ladungstr�gern im
Volumen des Halbleiters (Elektronen) entkoppelt, d.h. k�nnen sich w�hrend �nderungen des
Oberfl�chenpotentials nicht schnell genug zu einem neuen Gleichgewicht umlagern. Sie fallen daher f�r den
kapazitiven Verschiebungsstrom aus. D.h. eine praktikable N�herung ist es, die L�cher-Terme im Falle
hochfrequenter Modulation zu vernachl�ssigen. 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 N�herung ist nur
f�r den Fall ohne Beleuchtung sinnvoll:
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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 Ladungsneutralit�t QM + QS = 0, bzw. qM + qS = 0 (26)
und das Gesetz des Spannungsteilers Ubias = UI + yS (27)

Die Raumladung im Halbleiter aufgrund einer Bandverbiegung durch eine Vorspannung wurde
in (b) berechnet:
qS =qS(yS) (28)

Abbildung 12.1.5: a) MIS-Struktur mit
angelegter Vorspannung Ubias[V]. b) Durch die
Vorspannung erzeugte Ladung QM im Metall
wird durch Ladungsansammlung QS im
Halbleiter abgeschirmt. c) Verlauf des
elektrischen Potentials. Die angelegte
Vorspannung Ubias teilt sich in einen
Spannungsabfall am Isolator UI[V] und das
Oberfl�chenpotential yS im Halbleiter auf.

Es gibt keine feste Ladung an der Isolator-Halbleiter-Grenzfl�che. Damit folgt nach dem
Gau§Õschem Satz f�r eine H�llfl�che um die Grenzfl�che:

0 = rdV
V
ò  = - e0eIEI + e0eSES Þ EI = 

e
e

S

I

 ES

Weiter folgt nach dem Gau§Õschem Satz f�r eine H�llfl�che um den Halbleiter, welche die
Raumladung qS einschlie§t (vgl. (b)):
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e
e e e
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0 S

æ

è
ç

ö

ø
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Dabei ist EI[V/m] das konstante elektrische Feld im Isolator und ES das statische elektrische
Feld im Halbleiter an Grenzfl�che z = 0.
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Das statische elektrische Feld im Isolator ist analog dem eines Plattenkondensators:
EI = UI/dI (30)

(29,30) Þ UI = -
d qI S

0 Ie e
 (31)

(28,31) Þ UI (yS)= -
dI

0 Ie e
qS(yS) (32)

(27,32) Þ Ubias (yS)= -
dI

0 Ie e
qS(yS) +yS (statisches Feld, d.h. ¶d ¶dyp /S

AC
S
AC  = 0, ¶dpS

AC  = 0)

Þ yS = yS(Ubias) (33)

(33) ist eine implizite Gleichung f�r das Oberfl�chenpotential des Halbleiters yS in
Abh�ngigkeit der extern angelegten Spannung Ubias.

Die Kapazit�t der gesamten MIS-Anordnung ist eine Reihenschaltung der Kapazit�ten von
Isolator und Halbleiter:

1

c

1

c

1

cMIS I S

= +  Þ c
c c

c cMIS
I S

I S

=
+

 (34)

Dabei ist die Kapazit�t des Isolators durch das Plattenkondensator-Modell gegeben:

cI = 
e e0 I

Id
 (35)

Die Kapazit�t der Raumladung im Halbleiter wurde in (b) angegeben, siehe Gl. 24:

cS = cS(yS(Ubias)) (36)

deshalb gilt (siehe Abb. 12.1.6):

c U
c c ( (U ))
c c ( (U ))MIS bias

I S S bias

I S S bias

( ) =
·
+

y
y

 (37)

Dabei ist die kleinere Kapazit�t bestimmend (cI >> cS Þ cMIS = cS, cI << cS Þ cMIS = cI).
Achtung, die Gesamtkapazit�t cMIS h�ngt von der gesamten angelegten Spannung Ubias ab, die
darin enthaltene Kapazit�t der Raumladungszone des Halbleiters cS aber vom
Oberfl�chenpotential yS. Deshalb mu§ in (37) yS durch Ubias ausgedr�ckt werden (33).

Abbildung 12.1.6: Aufgezeichnet ist die
Potential-abh�ngige Kapazit�t einer MIS-
Struktur, normiert auf die Isolator-
Kapazit�t f�r verschiedene Frequenzen.
Siehe dazu die Fu§note von Gl. 24.
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12.2 Die Elektrolyt-Isolator-Metall-Diode

(a) Aufgabenstellung

Ziel dieses Abschnitts ist es, die Potential-abh�ngige Ladungstr�gerverteilung der Ionen im
Elektrolyt und damit die Kapazit�t eines EIM-Kontakts zu bestimmen.

(b) Elektrostatische Abschirmung im Elektrolyt

Im Elektrolyt liegen Ionen als frei bewegliche Ladungstr�ger 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 K�rper in eine Elektrolyt-
L�sung getaucht oder mit anderen Worten ein Testpotential an einer Elektrolyt-Grenzfl�che
erzeugt, werden Ionen entgegengesetzter Ladung elektrostatisch angezogen und schirmen das
Testpotential ab [260, (K.3.11, S.74)]. Zur quantitativen Beschreibung ist es n�tig, ein Modell
f�r 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, f�llt dann das Potential y(zÕ) der Testladung im
Elektrolyten exponentiell ab (vgl. Abb. 12.2.1) [266, (K.12.3, S.505)]:

y (zÕ) = yE exp(zÕ/lE), lE = 
e e0 E

2 2
E

RT

2Z F c
(1)

Abbildung 12.2.1: a) An einer fiktiven
Elektrolyt (E)- Vakuum (V) - Grenzfl�che
befinde sich durch Anlegen eines Potentials
Ubias eine Testladung QT. b) Dadurch werden
im Elektrolyt Ionen der entgegengesetzten
Ladung QE angezogen, bis sich ein
elektrostatisches Gleichgewicht gebildet hat.
Alle Betrachtungen sind rein statisch, d.h. es
flie§t kein Strom. Wegen der
Ladungsneutralit�t gilt QE = -QT. c) Durch
die angezogenen Ionen wird das
Oberfl�chenpotential yE = Ubias der
Testladung abgeschirmt. Das Volumen des
Elektrolyts ist damit feldfrei.
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Dabei ist yE[V] das Testpotential an der Elektrolyt-Oberfl�che und lE[m] die Abschirml�nge.
Je h�her die Konzentration des Elektrolyten cE[mol/l] und die Wertigkeit Z[1] der Ionen, desto
effektiver ist die Abschirmung und um so kleiner lE. F[Cmol-1] ist die Faraday-Konstante,

e0eE[Fm-1] die Dielektrizit�tskonstante des Elektrolyts, R[Jmol-1K-1] die Gaskonstante und

T[K] die Temperatur. Bei kleinen Oberfl�chenpotentialen |yE| << 2RT/ZF ist die

Abschirmladung im Elektrolyt QE[C] bzw. qE[Cm-2] µ yEs (vgl. (d)) [266, (K.12.3, S.507)]:

qE(yE) = - 8c RT  sinh(
ZF

2RTE Ee e
y

0
E ) » -

2c Z F

RT
 E

2 2
Ee e0 yE (2)

Das positive Potential (yE>0) einer positiven Testladung (QT>0) wird also durch negativ
geladene Ionen (QE<0) abgeschirmt.

Andere Modelle [146] ber�cksichtigen die reale Gr�§e 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 Wassermolek�le und chemische Adsorption von
Ionen an der Grenzfl�che [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)-Grenzfl�che

Im Gegensatz zum Elektrolyt (E) ist ein Isolator (I) dadurch gekennzeichnet, da§ er keine frei
beweglichen Ladungstr�ger enth�lt. Wird eine Spannung angelegt, so f�llt das elektrische
Potential �ber dem Isolator linear ab, in v�lliger Analogie zu einem Plattenkondensator. Der
Isolator ist dabei im wesentlichen durch seine Dicke dI und seine Dielektrizit�tskonstante e0eI

charakterisiert. Steht der Isolator in Kontakt mit Elektrolyt-L�sung (EI-Grenzfl�che), mu§
zwischen 2 F�llen unterschieden werden. Bei reaktiven Isolatoroberfl�chen sind chemische
Reaktionen zwischen den Isolatormolek�len und den Ionen des Elektrolyts m�glich, bei inerten
Isolatoren nicht.

(i) Inerte Isolatoren: Wie in Abb. 12.2.2 dargestellt, wird das externe Potential Ubias[V] einer
Testladung QT[C] auch im Falle einer EI-Schichtstruktur durch Ionen des Elektrolyts QE[C]
bzw. qE[Cm-2] abgeschirmt. Allerdings f�llt nach dem Prinzip des Spannungsteilers nur ein
Teil yE[V] �ber dem Elektrolyt ab, der Rest UI

 f�llt linear �ber dem Isolator ab: UE = yE + UI.
Unter Ber�cksichtigung der Ladungsneutralit�t QT + QE = 0 kann dann, wie in (e) gezeigt wird,
der genaue Potentialverlauf in Elektrolyt und Isolator angegeben werden.
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Abbildung 12.2.2: a) An einer fiktiven Elektrolyt (E) -Isolator
(I) -Vakuum (V)- Schichtstruktur befinde sich an der IV-
Grenzfl�che eine Testladung QT. Dies ist praktisch z.B. durch
ein Metall (M) anstelle des Vakuums realisiert, in welchem
durch Anlegen eines externen Potentials Ubias eine
Ladungsansammlung QT erzeugt wird. b) �ber den Isolator
kann kein Strom flie§en, es stellt sich ein elektrostatisches
Gleichgewicht ein, in welchem das Potential der Testladung QT

durch Ionen des Elektrolyts QE abgeschirmt wird. c) Allerdings
f�llt nur ein Teil yE des Potentials Ubias �ber dem Elektrolyt ab,
der Rest UI liegt am Isolator an.

(ii) Reaktive Isolatoren (Site-binding-Modell): Spezielle Isolatoren k�nnen mit Ionen des
Elektrolyts reagieren. So kann z.B. das f�r Halbleitersensoren relevante Siliziumoxid SiO2,
welches in Kontakt mit w�§riger L�sung als Silanol SiOH vorliegt, Protonen binden und
abgeben (ãSite-binding-ModellÒ) [271, 272]:

SiO- + 2H+ « SiOH + H+ « SiOH2+ (3)

Siliziumnitrid Si3N4 liegt in Kontakt mit w�§riger L�sung an der Kontaktfl�che haupts�chlich
als Silanol-Gruppen (SiOH) und nur zu einem kleinen Teil als Silamin (SiNH2) vor, d.h. es
bildet sich eine native Oxidschicht an der Oberfl�che aus [86, 273, 274]. Auch die basischen
Silamingruppen sind Bindungsstellen f�r Protonen [275]:

SiNH2 + H+ « SiNH3
+ (4)

Da aber sowohl bei SiO2, als auch bei Si3N4, Silanolgruppen den chemisch aktiven Teil der
Oberfl�che ausmachen, ist es in erster N�herung sinnvoll, alle weiteren Betrachtungen auf
diesen wichtigen Spezialfall einzuschr�nken. Durch Bindung bzw. Abgabe von Protonen wird
der Isolator an der EI-Schnittstelle aufgeladen. Dabei ist die Oberfl�chenladung QI[C] bzw. qI

[Cm-2] abh�ngig vom pH-Wert des Elektrolyten, der Zahl der Silanol-Bindungsgruppen n0(Si-)
[mol m-2], den die Reaktion beschreibenden Konstanten pHpzc[1], d[1], sowie vom

Oberfl�chenpotential yE[V] (vgl.Gl. 33):

ln(10)·(pHpzc - pH) = 
F

RT
Ey

 + sinh-1(
q

F  n (Si-)
I

0d
) (5)

Die Site-binding-Theorie liefert mit Gl. 5 also eine implizite Gleichung f�r qI = qI(yE, pH).
Allerdings ist das Modell nur f�r schwach geladene Oberfl�chen g�ltig, d.h. nicht im
S�ttigungsladungs-Bereich. Die Isolator-Oberfl�che ist dann neutral geladen, falls genauso viele
Silanol-Bindungsstellen ein Proton abgegeben wie aufgenommen haben, d.h. n(SiOH2

+) =
n(SiO-). Dann ist QI = 0 und f�r yE =0 gilt nach Gl. 5 pH = pHpzc. pHpzc ist deshalb der pH-
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Wert am Ladungsneutral-Punkt (ãpoint of zero chargeÒ). F�r yE =0 ist die Oxidfl�che bei

einem pH > pHpzc also negativ, bei pH < pHpzc positiv aufgeladen. Die Konstante d beschreibt

die Tendenz der Silanolgruppen Protonen abzugeben oder aufzunehmen. Je gr�§er d, um so

h�her die Reaktivit�t. Sowohl pHpzc als auch d gehen direkt aus den Reaktionskonstanten des
Massenwirkungsgesetzes hervor (vgl.Gl. 24 und Gl. 25). Wie in Abb. 12.2.3 dargestellt,
schirmen die Ionen des Elektrolyts QE dann sowohl die Ladung der Oxidoberfl�che QI, als auch
das Potential einer angelegten Testladung QT ab. Wichtig dabei ist, da§ QE

 und QI

unterschiedliches Vorzeichen besitzen. Sind viele Protonen im Elektrolyt enthalten (pH niedrig
bzw. c0(H

+) hoch), wird die Oberfl�che positiv geladen. Dadurch werden negative Ionen (OH-,
Cl-,...) des Elektrolyts angezogen und schirmen das Potential auf dem Oxid ab. W�hrend die
Aufladung der Oberfl�che spezifisch durch Reaktion von Protonen mit Silanolgruppen erfolgt,
ist die Abschirmung durch negative Ionen v�llig unspezifisch. Die Abschirml�nge lE der
abschirmenden Ionenwolke im Elektrolyt h�ngt von der Gesamtkonzentration cE des
Elektrolyten und nicht von der Protonenkonzentration c0(H

+) ab13.

Abbildung 12.2.3: a) Testladung QT an einer EI-
Schichtstruktur durch ein angelegtes Potential Ubias. b)
Durch Reaktion der Protonen des Elektrolyts mit der
Isolatoroberfl�che wird diese geladen (QI). Die Ladung der
Ionen des Elektrolyts QE schirmt QT und QI ab. c)
Potentialverlauf in Elektrolyt und Isolator.

Bisher wurden nur die Protonen (ãpotential determining ionsÒ) im Elektrolyt ber�cksichtigt. In
einem erweiterten Modell m�ssen aber auch spezifische Reaktionen anderer Gegenionen
(ãcounter ionsÒ) mit der Oxidoberfl�che betrachtet werden, da sie ebenfalls die Oberfl�che
aufladen k�nnen, z.B. SiO- + Na+ « SiONa, SiOH2

+ + Cl- « SiOH2Cl. [212, 276-278]. Die
Oberfl�chenladung ist die Differenz zwischen positiv und negativ geladenen Bindungsstellen,
wobei jetzt die Reaktionen aller Ionen ber�cksichtigt werden m�ssen. Der allgemeine pH-Wert,
bei welchem die Oberfl�che neutral ist (QI=0) hei§t pHIEP (ãIsoelektrischer PunktÒ). Falls
gleich viele Protonen adsorbiert wie freigesetzt werden, d.h. n(SiOH2

+) = n(SiO-), liegt der

                                                
13 Z.B. ist in einem Elektrolyt mit 1 molarem NaCl und pH=7: cE = 1 mol/l und c0(H

+) = 10-7 mol/l, dagegen
gilt f�r 1 molares HCl: cE = c0(H

+) = 1 mol/l.
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Ladungsneutral-Punkt pHpzc vor. pHIEP und pHpzc sind dann unterschiedlich, falls neben H+

bzw. OH- noch andere Ionen ber�cksichtigt werden [279, (K.2 S.53)].

Je nach Anwendung sind noch weitere Erweiterungen des Site-binding-Modells m�glich. So
existieren z.B. Theorien f�r Polymermembranen auf der Isolatoroberfl�che [280] oder die
Physi- und Chemisorption verschiedenster Gegenionen [281].

(iii) Vergleich der beiden Grenzf�lle: In Abb. 12.2.4 sind nun beide Grenzf�lle
gegen�bergestellt. Die Gleichungen f�r den Potentialverlauf sind in Gl. 18 und Gl. 41
beschrieben. F�r die simulierte SiO2-Oberfl�che wurden die experimentell bestimmten
Konstanten n0(Si-) = 8·1014 cm-2 14, pHpzc =2,2 und DpK = -log(d2/4) = 6,9 verwendet15 [277].

Abbildung 12.2.4: a) Aufgetragen ist das
Oberfl�chenpotential yE in Abh�ngigkeit der
Vorspannung Ubias f�r verschiedene pH-Werte an einer
reaktiven Oberfl�che16. b) Dargestellt ist die
Abh�ngigkeit des Oberfl�chenpotentials yE vom pH-
Wert, an einer EIM-Struktur ohne Vorspannung Ubias =
0, f�r eine reaktive und eine inerte Oberfl�che. Ohne
Vorspannung ist die inerte Oberfl�che ungeladen, yS =
0. Dagegen ist durch Adsorption von Ionen aus dem
Elektrolyt an eine reaktive Isolationsschicht diese auch
ohne Vorspannung geladen.

(d) Anhang: Formale L�sung des Gouy-Chapman-Modells

Es wird ein symmetrischer Elektrolyt mit punktf�rmigen Ionen angenommen. Jedes Ion kann
mit der Testladung und den anderen Ionen elektrisch wechselwirken. Es stellt sich dann eine
r�umliche Ladungsverteilung r(zÕ) [C/m3] und damit ein r�umliches Konzentrationsprofil c(zÕ)
[mol/l] ein:

r(zÕ) = Z Fc (x)i i
i

å  = ZF( c+(zÕ) - c-(zÕ) ) (6)

c+ ist dabei die Kationen-, c- die Anionen-Konzentration und Z die Wertigkeit der Ionen,
welche im symmetrischen Elektrolyt f�r Anionen und Kationen gleich ist (z.B. Z=2 f�r
CuSO4, Z=1 f�r HCl). Die Ladungstr�ger sind analog zur barometrische H�henformel [282,

                                                
14 Mit der Avogadro-Konstanten NA = 6,02´1023 mol-1 folgt: n0(Si-) = 1,3´10-9 mol cm-2.
15 Dies entspricht pKa1 = -1,3, pKa2 = 5,7, wobei pK = -log(K) bzw. d=0,00071 [277].
16 Die hierbei in Gl. 40 und Gl. 17 eingesetzten Parameter sind: dI = 30nm = 30´10-9m, e0 = 8,854´10-12 AsV-1

m-1, eI = 3,9 (SiO2), eE = 81 (statischer Wert von Wasser), R = 8,31 Jmol-1K-1, T = 300 K, F = 96485 Cmol-1,
0,1 molar NaCl, d.h. cE = 0,1 mol/l = 0,1´103 mol m-3 (pH = 0 Û  c0(H

+) = 1 mol/l >> cE(NaCl) Þ cE = 1
mol/l; pH = 3 Û c0(H

+) = 0,001 mol/l << cE(NaCl) Þ cE = 0,1 mol/l), Z = 1, pHpzc = 2,2, d = 0,00071, n0(Si-
) = 1,3´10-9 mol cm-2 = 1,3´10-5 mol m-2.
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(K.7.5, S.237)] Boltzmann-verteilt: Die Wahrscheinlichkeit f�r ein Ion sich an einem Ort zÕ
mit elektrostatischem Potential y(zÕ) zu befinden ist:

c±(zÕ) = cE± 
  
exp(

Z F (z' )

RT
m ± y

) (7)

m Z±Fy(zÕ) ist dabei die ben�tigte Energie, um innerhalb einer Phase ein Mol Teilchen aus dem

potentialfreien Volumen an einen Ort zÕ mit Potential y(zÕ) zu bringen, cE± die Volumen-
Konzentration der Ionen, wobei beim symmetrischen Elektrolyten Anionen und Kationen
dieselbe Volumen-Konzentration cE haben. Potential und Ladungsverteilung stellen sich im
Gleichgewicht so ein, da§ alle Teilchen im Mittel kr�ftefrei sind, also eine statische Verteilung
vorliegt. Der Zusammenhang zwischen Ladungsverteilung r(zÕ) und Potential y(zÕ) ist durch
die Poisson-Gleichung [260, (K.3.11, S.77), 283, (K.2.10, S.43)] gegeben:

d (z' )

dz'

(z' )2

2
E

y r
e e

= -
0

(8)

Einsetzen von Gl. 6 und Gl. 7 in Gl. 8 gibt eine Differentialgleichung 2. Ordnung f�r y(zÕ)
[266, (K.12.3, S.503)]:
d (z' )

dz'

2

2

y
 =(6,7)= - - - +

ZFc
exp expE

0 Ee e
y y

( (
( ' )

) (
( ' )

))
ZF z

RT

ZF z

RT
 =17 +

2ZFc
sinh

ZF

RT
E

0 Ee e
y

(
( ' )

)
z
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dz'

2

2

y
 = 

1

2

d

d

d z

dzy
y

(
( ' )

'
) 2 Þ d (

( ' )

'
)

d z

dz

y 2æ
è

ö
ø

= 2
d (z' )

dz'
d

2

2

y
y

Þ (
( ' )

'
)

d z

dz

y 2 = 
4ZFc

sinh dE

0 Ee e

y
y(

( ' )
)

ZF z

RTò  = 
4c RT

cos constE

0 Ee e

y
h

ZF z

RT
(

( ' )
) +

=18 
4c RT

(cosE

0 Ee e

y
h

ZF z

RT
(

( ' )
) )-1

Þ 
d (z' )

dz'

y
 = ± -

4c RT
cosE

0 Ee e
y

h
ZF z

RT
(

( ' )
) 1 =19 ±

8c RT
sinE

0 Ee e
y

h
ZF z

RT
(

( ' )
)

2
 (9)

Þ 
d

sinh(
ZF

2RT
)

y
yò  = ±ò

8c RT
dz'E

0 Ee e
 Þ20 

2RT

ZF
ln(tanh

ZF z

RT
(

( ' )
))

y
4

= ±
8c RT

 z'E

0 Ee e
+const.

Þ ln(tanh
ZF z

RT
(

( ' )
))

y
4

= ±
2Z

 z'
2

0 E

F c

RT
E

2

e e
+const. := ± zÕ/lE +const.

Die Konstante wird so gew�hlt, da§ y(zÕ=0) = yE

                                                
17 sinh(x) = 1/2 ( +exp(x) -exp(-x) ).
18 Potential im Volumen des Elektrolyts auf Null gesetzt, dort Feldfreiheit: dy(y=0)/dzÕ = 0.
19 cosh( ) sinh( )x

x
- = ±1 2

2
 f�r x³0.

20 ¶
¶x ln(tanh(

x

2
( ))

sinh( )
=

1

x
.
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Þ ln(tanh
ZF z

RT
(

( ' )
))

y
4

= ± zÕ/lE + ln(tanh
ZF

RT
Es( ))

y
4

 Þ ln(
tan

tan

h
ZF z

RT

h
ZF

RT
Es

(
( ' )

)

( )
)

y

y
4

4

 = ± zÕ/lE

f�r kleine Oberfl�chenpotentiale |y(zÕ)| << 4RT/ZF Þ21 y(zÕ) = yE exp( ± zÕ/lE)

Physikalisch sinnvolle L�sung: Potential im Volumen (zÕ®¥) des Elektrolyts ® 0 Þ

y (zÕ) = yE exp(zÕ/lE), lE = 
e e0 E

2 2
E

RT

2Z F c
 (10)

lE[m] ist die Abschirml�nge. Anwendung des Gau§Õschen Satzes [260, (K.2.6, S.46), 283,
(K.2.8, S.39)] liefert dann die Abschirmladung QE[C] bzw. qE[Cm-2] und die Kapazit�t
cEÕ[Fm-2] in Abh�ngigkeit vom Oberfl�chenpotential yEs (vgl. Abb. 12.2.5):

qE = e0eE 
  

1
A

dA
A

r r
Eò  =22 e0eE {Ez'(-¥)(-1) + Ez'(0)(+1) =23 e0eE Ez'(0) = -e0eE dyE/dzÕ

=(9)= -e0eE(+
8c RT

sin
ZF

RT
E

0 Ee e
y

h E( )
2

) = - 8c RTsin
ZF

RTE 0 Ee e
y

h E( )
2

 (11)

cEÕ = 
¶
¶y

qE

E

= 8c RTcos
ZF

RT
ZF

2RTE 0 Ee e
y

h E( )
2

=
2c Z F

RT
cosh

ZF
2RT

E 0 E
2 2

E

e e
yæ

è
ö
ø

Abbildung 12.2.5: Um den Elektrolyt werde eine umschlie§ende
H�llfl�che A[m2] gelegt. Nach dem Gau§Õschen Satz ist die
eingeschlossene Ladung QE durch das Volumenintegral �ber
das Skalarprodukt aus dem elektrischen Feld EzÕ = -dy/dzÕ der

Ladung QE und dem Fl�chenvektor 
r
A der H�llkurve.

r r
n  =  A / AA  ist der dimensionslose Fl�chenvektor.

(e) Anhang: EI-Grenzfl�che bei inerten Isolatoren

Spannungsteiler: Ubias = UI + yE (12)

Ladungsneutralit�t: QT + QE = 0, bzw. qT + qE = 0 (13)

Kapazit�t des Isolators (vgl. Plattenkondensator): cI = qT/UI
 = e0eI/dI Û qT(UI) = e0eIUI /dI

(14)

Abschirmladung im Elektrolyt (vgl. (2)): qE(yE) = - 8c RT  sinh(
ZF

2RT
)E

Ee e
y

0 E  (15)

                                                
21 tanh(x) -> x f�r |x| << 1.
22 Das aus der gedachten H�llfl�che austretende Feld ist nur an der Stelle z'=0 , d.h. an der Grenzfl�che ungleich

Null. Dort steht der Fl�chenvektor   
r
A  nach rechts gerichtet, d.h. nA=+1.

23 Elektrolyt feldfrei.
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Gl.14 und 15 in Gl.13 Þ 
e e

e e
y0

0
I

Ed
U  =  8c RT  sinh(

ZF

2RT
)

I
I E

E

U ( ) =  
d

8c RT  sinh(
ZF

2RT
)E E

E
I

I

I
Ey

e e
e e

y

0
0  (16)

Gl. 16 in Gl.12 Þ U  =  
d

8c RT  sinh(
ZF

2RT
) +  bias

I
E

E
Ee e

e e
y

y
0

0
I

E  (17)

Gl. 17 ist eine implizite Gleichung f�r yE = yE(Ubias).

Mit Gl. 16 und Gl. 17 kann nun der Potentialverlauf in Abh�ngigkeit der Vorspannung Ubias

angegeben werden:

Elektrolyt (vgl.(1)): y(z') = yE exp(z'/lE) mit yE(Ubias) aus Gl. 17

Isolator: y(z') = yE + z'UI/dI mit UI(Ubias) aus Gl. 12 und Gl. 17 (18)

(f) Anhang: EI-Grenzfl�che bei reaktiven Isolatoren (Site-binding-Modell)

Alle folgenden Betrachtungen gelten speziell f�r SiO2! Nach dem Site-binding-Modell [284],
(vgl. auch [146]) reagieren Protonen mit den amphoteren Silanolgruppen an der Elektrolyt-
Isolator-Grenzfl�che und laden diese dadurch auf.

SiO- + 2H+ « SiOH + H+ « SiOH2+ (19)

Dabei kann der Verlauf der Reaktion nach dem Massenwirkungsgesetz mit den
Gleichgewichtskonstante Ka1 und Ka2[mol/l] beschrieben werden [212, 277]:

Ka1=
c(H ,z'= 0) n(SiOH)

n(SiOH )

+

2
+

, Ka2=
c(H , z'= 0) n(SiO )

n(SiOH)

+ -

, c(H+,zÕ=0)= c0(H
+) exp(-

F

RT
)Ey

(20)

n(SiO-), n(SiOH) und n(SiOH2
+) [mol m-2] sind dabei die Dichten negativ (SiO-), neutral

(SiOH) und positiv (SiOH2
+) geladener Silanolgruppen, c(H+, zÕ=0) [mol l-1] die

Protonenkonzentration des Elektrolyts an der Oxidoberfl�che. Wie im Gouy-Chapman-Modell
(d) beschrieben, ist die Protonenkonzentration Boltzmann-verteilt, wobei c0(H

+) die
Konzentration im Volumen ist. Sie wird mit dem pH-Wert pH = -log(c0(H

+)) des Elektrolyts
angegeben.

Alle Bindungsstellen (ãsitesÒ) n(Si-)[m-2] sind entweder negativ(SiO-), neutral (SiOH) oder
positiv (SiOH2

+) geladen. Die resultierende Ladung auf der Oxidoberfl�che QI [Cm-2] ist
deshalb proportional zur Differenz der Anzahl positiv und negativ geladener Gruppen:

n(Si-) = n(SiO-) + n(SiOH) + n(SiOH2
+) (21)

qI = F (n(SiOH2
+) - n(SiO-)) (22)
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Zusammenfassung von Gl. 20 gibt : Ka1 Ka2 = 
c (H ) n(SiO )

n(SiOH )
 exp (-

F

RT
)0

2 + -

2
+

2 Ey

Û ln((Ka1 Ka2)
1/2) = ln(c0(H

+)) + ln(
n(SiO )

n(SiOH )

-

2
+

) - 
F

RT
Ey

Û24 ln(10) [log(c0(H
+))-log((Ka1 Ka2)

1/2)] = 
F

RT
Ey

 + ln(
n(SiOH )
n(SiO )

2
+

- )

Û ln(10) [pHpzc - pH] = 
F

RT
Ey

 + ln(
n(SiOH )
n(SiO )

2
+

- ) (23)

mit pH = -log(c0(H
+)) pH-Wert und

pHpzc = -log((Ka1 Ka2)
1/2) = const = pH-Wert am ãpoint of zero chargeÒ [277] (24)

Au§erdem: Anteil geladener Gruppen: 
d a

a

2
1

2

2
+ -

24
K
K

n(SiOH ) n(SiO )
n (SiOH)

 =  const.:= =  (25)

d[1] ist um so h�her, je leichter neutrale Silanolgruppen sich nach Gl. 19 positiv oder negativ
laden lassen [277].

nun kann ln(
n(SiOH )
n(SiO )

2
+

- ) aus Gl.21,22,25 bestimmen werden [277]:

Abk�rzungen: (26)

n- := n(SiO-) /n0(Si-), n0 := n(SiOH) /n0(Si-), n+ := n(SiOH2
+) /n0(Si-):

Anteil negativ, neutral, positiv geladener Oberfl�chengruppen
c := n+-n- = qI/Fn0(Si-)

F(c,d) := 
n
n

+

- = 
n(SiOH )
n(SiO )

2
+

- = F-Funktion

Gl.25 Û
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0 24
n n
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n n+ - , da physikalisch n > 0 (27)
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L�sung der quadratischen Gleichung:

F
( )

 =     -  -
-

±
-

+

-

1

2

2

1

1

4

4

1

1

12

2

2d
c

c d
c

c
c
c

=25 -
-

±
-

-

-

1

1

1

1

1

12

2

2

2

2d
c

c d
c

c
c
c

  -  
( ) ( )

                                                
24 x = exp(ln(x)) = 10log(x) Þ ln(x) = log(x)·ln(10) » 2,303·log(x).
25 (a+b)(a-b) = a2-b2.



   Kap. 12: Anhang D: Theorie des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)                                 

76
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  -  
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 =26 

c d c d d
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/ / )   (1-  + + ( )
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1
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2 2

 (29)

Dies ist die allgemeine F-Funktion. Sie kann leicht auf zus�tzliche Reaktionsgleichgewichte wie
SiO- + Na+ « SiONa erweitert werden [212, 276].

N�herungen:
(i) Messungen der realen Gleichgewichts-Konstante d zeigen [285], da§ d2 << 1,

d.h. 1-d2 » 1 (30)

(ii) Kleine Oberfl�chenladungen, d.h. qI ® 0 Û c<<1 Þ 1-c»1 (31)

Þ F(c,d) = 
n
n

n
n

n
n

+

-

0

-

+

-+ + - -1
1

1
c

( )  Þ ln(F(c,d)) = ln(
n
n

n
n

n
n

+

-

0

-

+

-+ + - -1
1

1
c

( ) )

=27 sinh-1(c/d)

Gl.26 Þ ln(
n(SiOH )

n(SiO )
2
+

-
) = sinh-1(

q

F  n (Si-)
I

0d
) (32)

Gl.23,32 Þ ln(10) [pHpzc - pH] = 
F

RT
Ey

 + sinh-1(
q

F  n (Si-)
I

0d
) (33)

Þ Implizite Gleichung f�r qI(yE) in Abh�ngigkeit des pH-Wertes.

Nun kann der Potentialverlauf in Elektrolyt und Oxidschicht analog zu inerten Isolatoren
angegeben werden.

Spannungsteiler: Ubias = UI + yE (34)

Ladungsneutralit�t: QE + QI + QT = 0, bzw. qE + qI + qT = 0 (35)

Isolatorkapazit�t (Plattenkondensator: Ladung ãlinksÒ neben Oxid = QE+QI = -QT, ãrechtsÒ =
QT):

qT(UI) = cIUI
 = e0eIUI/dI (36)

Abschirmung im Elektrolyt: qI(yE) vgl. Gl.15

Ladung auf Isolatoroberfl�che: qI(yE) vgl.Gl.33

Gl. 34, Gl. 36 Þ qT = (Ubias -yE) e0eI/dI (37)

Gl. 35 Þ qI(yE) = -qE -qT =(37)= -qE -(Ubias -yE) e0eI/dI

 = + 8c RT  sinh(
ZF

2RT
)E

Ee e
y

0 E  -(Ubias -yE) e0eI/dI (38)

                                                
26 [277].
27 sinh-1(x) = ln(x+(x2+1)1/2).
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Gl. 33, Gl. 38 Þ ln(10)·(pHpzc - pH) =

 
F

RT
Ey

 + sinh-1(

+ 8c RT  sinh(
ZF

2RT
) - (U - )

d

F  n (Si-)

E
E

bias E
I

0

e e
y

y
e e

d

0
0

E
I

) (39)

bzw. umgeformt

Ubias(yE) = yE +
dI

e e0 E

{ 8c RT  sinh(
ZF

2RT
)E

Ee e
y

0 E  -sinh(ln(10)·(pHpzc -pH)-
F

RT
Ey

)·Fdn0(Si-)}

(40)

Ein Vergleich mit Gl. 17 zeigt, da§ im Vergleich zum inerten Isolator das Site-binding-Modell

den Zusatzterm -
dI

e e0 E

{sinh(ln(10)·(pHpzc - pH)- 
F

RT
Ey

)·Fdn0(Si-)} in Ubias(yE) bewirkt.

Gl. 39 ist eine implizite Gleichung f�r yE = yE(Ubias)

Potentialverlauf:
Elektrolyt: y(z') = yE exp(z'/lE) mit yE(Ubias) aus Gl. 39

Isolator: y(z') = yE + z'UI/dI mit UI(Ubias) aus Gl. 34 und Gl. 39 (41)



   Kap. 12: Anhang D: Theorie des Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)                                 

78

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 Ubias, yE, UI, yS, qE, qI, qS und 6 Gleichungen Gl. 1 bis Gl. 6 zusammen. Damit
ist es m�glich das Gleichungssystem nach Ubias aufzul�sen und damit die Potentialverh�ltnisse
der als Spannungsteiler wirkenden EIS-Schichtstruktur zu bestimmen.

Abbildung 12.3.1: a) Schematische Darstellung einer EIS-
Schichtstruktur mit angelegter Vorspannung Ubias. b)
Ladungsverh�ltnisse in der Schichtstruktur, bei Annahme
einer reaktiven Oxidschicht als Isolator und einem
Elektrolyt mit pH > pHpzc. Nach dem site-binding-Modell
ist die Grenzfl�che zwischen Elektrolyt und Oxidschicht
dann negativ geladen (qI < 0). Die negative Ladung der
EI-Grenzfl�che wird durch positive Ionen aus dem
Elektrolyt abgeschirmt (qE > 0). Die insgesamt positive
Ladung auf der linken Seite der Oxidschicht wird dann
durch Elektronen im Halbleiter abgeschirmt (qS < 0). c)
Eingezeichnet ist der Potentialverlauf in der
Schichtstruktur. Am Elektrolyt f�llt die Spannung yE, am
Isolator UI und am Halbleiter yS ab.

Ubias =
28 -yE + UI + yS (1)

qE + qI + qS =29 0 (2)

qS = 
  
m

2 k T

eL
0 S B

Dn

e e
(exp(+

e

k T
) -

e

k T
-1) +

p

n
(exp(-

e

k T
) +

e

k T
-1)  +

n

n
(exp(+

e

k T
) + exp(-

e

k T
) - 2)S

B

S

B

n0

n0

S

B

S

B

S
ill

n0

S

B

S

B

y y y y d y y

wobei -/+ f�r yS >/< 0; siehe Gl.18 aus Kap. 12.1 (3)

qE(yE) = - 8c RT  sinh(
ZF

2RTE Ee e
y

0
E )  siehe Gl. 230 aus Kap. 12.2 (4)

ln(10)·(pHpzc - pH) = 
F

RT
Ey

 + sinh-1(
q

F  n (Si-)
I

0d
) siehe Gl. 33 aus Kap. 12.2 (5)

-qS/UI = e0eI/dI siehe Gl. 31 aus Kap. 12.1 (6)

Einsetzen der Gleichungen und Aufl�sen nach Ubias liefert

(3,6) Þ UI = UI(yS)

                                                
28 Spannungsteiler.
29 Ladungsneutralit�t.
30 Achtung, das Vorzeichen von Ubias ist in Kap. 12.1, 12.2 und 12.3 unterschiedlich.
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= ± 2 d k T
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wobei +/- f�r yS >/< 0 (7)

(2,5) Þ ln(10)·(pHpzc - pH) = 
F

RT
Ey

 + sinh-1(
-q  - q

F  n (Si-)
E S

0d
)

=(4,6)= 
F

RT
Ey

 + sinh-1(

8c RT  sinh(
ZF

2RT
 +  

U

d

F  n (Si-)

E E
E I I

I

0

e e
y e e

d

0
0)

) bzw.

UI(yE) = -
dI

0 Ie e
{ 8c RT  sinh(

ZF

2RTE E
Ee e

y
0 )  -sinh( ln(10)·(pHpzc -pH) -

F

RT
Ey

 )·Fdn0(Si-) }

Þ implizite Gleichung f�r yE = yE(UI) (8)

 Þ Ubias =(1)= -yE(UI(yS)) + UI(yS) +yS (9)

Abbildung 12.3.2: Bei Anlegen einer Vorspannung Ubias an eine EIS-
Struktur31, f�llt nach dem Gesetz des Spannungsteilers an jeder der drei
Teilschichten ein Teil des Potentials ab: a) Potentialabfall im Halbleiter
yS, b) Potentialabfall am Isolator UI und c) Potentialabfall im Elektrolyt
yE. Im hier eingezeichneten Fall ist die Isolator-Oberfl�che nicht durch
Reaktion mit Protonen aus dem Elektrolyt geladen (pH = pHpzc).

Mit (7, 8, 9) sind damit implizite Gleichungen gegeben, die angeben, wieviel Spannung an
welcher Schicht abf�llt.

                                                
31 F�r alle in diesem Kapitel vorgestellten Simulationen wurden folgende Parameter gew�hlt: eE = 81 (statischer
Wert von Wasser), cE = 0,01 mol/l, Z = 1, pH = 2,2, pHpzc = 2,2, d = 0,00071, n0(Si-) = 1,3´10-9 mol cm-2. dI

= 20nm, eI = 3,9 (SiO2), eS = 11,9 (Si), ni = 1,45·1010 cm-3 (Si), nD = 1016 cm-3, keine Beleuchtung dnill = 0,
HF-Grenzfall B = 1, T = 293 K, R = 8,31 Jmol-1K-1, F = 96485 Cmol-1, e0 = 8,854´10-12 AsV-1m-1, kB =
1,38·10-23 JK-1, e = 1,602·10-19C.
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yE = yE(Ubias)
UI = UI(Ubias) (10)
yS = yS(Ubias)

Der Potentialverlauf in den verschiedenen Schichten kann ebenfalls numerisch angegeben
werden:

im Elektrolyt (z <= -dI):
y(z) = Ubias -yE(Ubias)·exp((z+dI)/lE) vgl. Gl. 1 aus Kap. 12.2
im Isolator (-dI <= z <= 0):
y(z) = yS + UI(Ubias)·(-z/dI) (11)
im Halbleiter (0 <= z):
y(z) ist durch die Differentialgleichung Gl. 11 aus Kap. 12.1 mit der Nebenbedingung y(z=0)

= yS(Ubias) implizit definiert

Ebenso ist es bei Kenntnis des Potentialverlaufs m�glich, die Ladungstr�gerdichte darzustellen.
Allerdings ist dies nicht f�r die Ladung an der Elektrolyt-Oxid-Schicht m�glich, da �ber die
Ausdehnung der an der Oxid-Oberfl�che gebundenen Ladungen keine Aussage gemacht werden
kann. Diese ist als atomare Schicht nicht mehr mit einer Kontinuumsl�sung beschreibbar.

im Elektrolyt (z <= -dI):
r(z) =32 ZFcE ( exp(-ZF[y(z)-y(z®-¥)]/RT) - exp(+ZF[y(z)-y(z®-¥)]/RT) )
im Halbleiter (0 <= z): (12)

r(z) =33  en [ (1 - exp(+
e (z)

k T
)) -

p

n
(1 - exp(-

e (z)

k T
))  -

n (z)

n
(exp(+

e (z)

k T
) - exp(-

e (z)

k T
)) ]n0

B

n0

n0 B

ill

n0 B B

y y d y y

Des weiteren kann die Gesamtkapazit�t der Struktur als Reihenschaltung der
Einzelkapazit�ten angegeben werden:

1

C U )
=  

1

C (U ))

1

C U (U ))

1

C (U ))EIS bias E E bias I I bias S S bias( ( ( (y y
+ +  (13)

wobei CS(yS) mit Kap. 12.1, Gl. 24, CI(UI) mit Kap. 12.1, Gl. 35 und CE(yE) mit Kap. 12.2,
Gl. 11 berechnet werden kann.

                                                
32 Siehe Kap. 12.2, Gl. 6, Gl. 7.
33 Siehe Kap. 12.1, Gl. 8.
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Abbildung 12.3.3: Aufgezeichnet ist b) der Potentialverlauf y(z)
und c) die Ladungsdichte r(z) entlang der in a) skizzierten EIS-
Struktur.

Abbildung 12.3.4: Hochfrequenz-Kapazit�t
einer unbeleuchteten EIS-Struktur.
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12.4 Diffusion Licht-generierter Ladungstr�ger in Halbleitern

(a) Konzept

Ziel dieses Kapitels ist es, die Diffusion der bei einem Lichtblitz auf einen LAPS erzeugten
freien L�cher im Halbleiter zeitaufgel�st zu verfolgen und dabei die Ausdehnung der
Ladungstr�gerwolke zu bestimmen. Aus der Ausdehnung kann dann die Ortsaufl�sung
abgesch�tzt werden.

Dazu mu§ die allgemeine Diffusionsgleichung (1), mit einem zus�tzlichem
Rekombinationsterm gel�st werden. Bei einem n-dotierten Halbleiter sind L�cher die
Minorit�tsladungstr�ger und es reicht aus f�r diese die Diffusionsgleichung zu l�sen.

¶
¶

t
¶

¶

¶

¶

¶

¶
t

t
t

t
p(x,y,z, t, ) D ( 

x y z
p(x,y,z, t, ) -

1
p(x,y,z, t, )Sp Sp 2 2 2 Sp

Sp

SpD D D= + +
2 2 2

)  (1)

Dabei sind x,y,z[m] die Ortskoordinaten (x,y radial, z axial), t[s] die Zeitvariable, tSp [s] die
Volumen-Rekombinationszeit f�r L�cher, DSp[m

2s-1] der Volumen-Diffusionskoeffizient f�r
L�cher und Dp[m-3] die �berschu§-Konzentration an L�chern, welche durch Beleuchtung

erzeugt wurde34. Beide Halbleitereigenschaften Dsp und tSp k�nnen zur Diffusionsl�nge LSp [m]
zusammengefa§t werden:

L  =  DSp Sp Spt  (2)

Um (1) einfacher l�sen zu k�nnen, bietet sich eine Abspaltung des Rekombinationsterms an,
um die Standard-Diffusionsgleichung (4) zu erhalten. Zu (4) sind viele L�sungen f�r
verschiedene Randbedingungen tabelliert.

D Dp(x, y, z, t, ) :=  exp(-
t

 p(x, y, z, t, )Sp

Sp

t
t

) ¥  (3)

(3) in (1) Þ Standard-Diffusionsgleichung (4) :
¶
¶

¶

¶

¶

¶

¶

¶t
p(x, y, z, t, ) = D ( 

x y z
p(x, y, z, t, )Sp 2 2 2

D D¥ + + ¥
2 2 2

)  (4)

Entscheidend zur realit�tsnahen Beschreibung der Verh�ltnisse im LAPS ist Wahl der
Nebenbedingungen. Hier werden dazu drei Annahmen getroffen.

1. Annahme: Alle L�cher, welche im Halbleiter durch Diffusion getrieben in die N�he der
Verarmungszone an der Grenzfl�che zum Isolator gelangen, werden dort im elektrischen Feld
sofort zur Grenzfl�che gezogen und sind dadurch f�r den Diffusionsproze§ im Volumen des

                                                
34 Es ist Dp(t=0) = dpill. In diesem Kapitel wird eine zeitabh�ngige Berechnung durchgef�hrt, w�hrend in Kap.
12.1 statische Rechnungen vorgestellt wurden.
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Halbleiters verloren. Deshalb gibt es an der Grenze der Verarmungsschicht bei z=035 keine
freien �berschu§l�cher36.

Dp(x, y, z = 0, t) =  0  t"  (5)

2. Annahme: F�r den Fall, da§ der Halbleiter nur endliche Dicke hat37 wird angenommen, da§
alle �berschu§-L�cher, welche �ber Diffusion den ohmschen Kontakt an der R�ckseite des
Halbleiters erreichen, dort sofort rekombinieren und damit f�r den Diffusionsproze§ verloren
sind. An der hinterer Grenzfl�che des Halbleiters ist deshalb die �berschu§-L�cher-
Konzentration gleich Null.

Dp(x, y, z = z , t) =  0  tS "  (6)

3. Annahme: Die Anfangsverteilung der �berschu§-L�cher ist durch das Strahlprofil des
Lichtblitzes und damit durch die durch Beleuchtung erzeugte Lochkonzentration gegeben.

D Dp(x, y, z, t = 0) =  p x, y, z)0 (  (7)

mit der urspr�nglichen Gesamtzahl von �berschu§l�chern (enth�lt Grenzfall dS ® ¥)

D D Dp (x,y,z)dxdydz =  P = P(t = 0) 0 0
--0

dS

¥

+¥

¥

+¥+

òòò  (8)

DP0[1] ist dabei die Gesamtzahl an �berschu§l�chern direkt nach dem Lichtblitz bei t = 0 und

DP[1] die zeitabh�ngige Zahl an �berschu§l�chern, da die Zahl der �berschu§l�cher durch
Rekombination und Absaugen in die Grenzfl�che abnimmt. Der axiale L�cherstrom jpz kann
aus der �berschu§-L�cher-Verteilung mit Hilfe des 1. FickÕschen Gesetzes angegeben werden:

j x, y, z, t,  =  - D  
z

p(x, y, z, t,pz Sp Sp Sp( ) )t
¶
¶

tD  (9)

Der gesamte Diffusionsstrom JP,diff [1] ist dann das Integral �ber die L�cherstromdichte jpz [s
-

1m-2] an der Grenzfl�che zum Isolator:

J (t) =  j (x,y,z = 0, t, ) dx dyP,diff pz Sp

-

+

-

+

t
¥

¥

¥

¥

òò   (10)

Unter Kenntnis der Stromdichte gibt es M�glichkeit die Zahl der Ladungstr�ger zu bestimmen,
die zum Photostrom beigetragen haben, d.h. diejenigen, welche durch Diffusion die
                                                
35 Die Wahl des Nullpunktes der z-Achse entspricht nicht den Definitionen der �brigen Kapitel, wo z=0 als
Grenzfl�che zwischen Isolator und Halbleiter definiert wurde. Das in diesem Kapitel gew�hlte z=0 ist einige mm
von der Isolator-Halbleiter-Grenzfl�che entfernt und als Ende der Verarmungsschicht im Halbleiter definiert.
36 Auf der selben Annahme basiert auch die Theorie von Nakao et al. Dort wird die Diffusionsgleichung ohne
Randbedingungen gel�st und die L�sung f�r Dp dann abschnittsweise zusammengesetzt. F�r z³0 wird f�r Dp die
L�sung der Diffusionsgleichung ohne Randbedingungen, f�r z < 0 (Verarmungszone) Dp=0 verwendet. Der
L�cherstrom in die Grenzschicht z< 0 hinein wird dann als Gradient der L�cherdichte an dem Beginn der
Grenzschicht berechnet, d.h. jPz a Dp(z=0) Ð 0, vgl. [158, 159].
37 Im Fall eines unendlich dicken Halbleiters ist diese Annahme ohne Bedeutung. In der Praxis w�rde sie
nat�rlich erf�llt, 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 Grenzfl�che flie§en und nicht
bereits im Volumen des Halbleiters rekombinieren. Dabei sei DPj(tSp) [1] die Zahl freier
L�cher, die aus dem Volumen des Halbleiters in die Raumladungszone flie§en und damit
Urheber des Photostroms sind und DP0 - DPj die Zahl der freien L�cher, die im Volumen des
Halbleiters rekombinieren und damit nicht zum Photostrom beitragen.

 P  j (x, y,0, t,  dx dy dtj Sp pz Sp

+

D ( ) )t t= -
-¥

+¥

-¥

+¥¥

òòò
0

 (11)

DPj(tSp ®¥) =
-¥

+¥

-¥

+¥

òòò Dp (x' , y' , z' )  dx' dy' dz'0

x' =y' =z' =

dS

0

 = DP0 (12)

DPj(tSp ®0) = 0

Die Ortsaufl�sung wird nun als mittlere radiale Ausdehnung der Stromdichteverteilung am
Beginn der Raumladungszone z=0 definiert:

rmin
2 [m2] = = -¥

+¥

-¥

+¥+¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòò

òòò
x + y

(x + y ) j (x, y, 0, t,  dx dy dt

 j (x, y, 0, t,  dx dy dt

2 2

2 2

pz Sp
x=y=t=  

pz Sp
x=y=t=

t

t

)

)

0

0

 (13)

Ziel ist nun eine allgemeine Berechnung von (13) f�r die beiden Spezialf�lle
- dicker Halbleiter, d.h. dS ®¥, d.h. in der Praxis dS >> Lsp

- d�nner Halbleiter, d.h. dS <» Lsp

unter jeweiliger Betrachtung von drei speziellen Lichtpuls-Verteilungen:

(i) Delta-Puls bei (0,0,z   L   ):
Dp0(x,y,z) = DP0 d(x) d(y) d(z-zL) (14)

(ii) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite mit Eindringtiefe    l      L    [m] und
Radius r   L    [m]:

Dp0(x,y,z) = 2 2

2

DP

r 1- exp(-
d

))
 exp(-

(x + y )

r
z0

L L
S

L

2 2

L

2

Lpl
l

l(
)-  (15)

(iii) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Hinterseite:
(dies ist nur f�r d�nne Halbleiter relevant, da ein unendlich dicker Halbleiter keine R�ckseite
hat)

Dp0(x,y,z) = 2 2

2

DP

r 1- exp(-
d

))
 exp(-

(x + y )

r
(d - z)0

L L
S

L

2 2

L

2
S

Lpl
l

l(
)-  (16)

(b) L�sung der Diffusionsgleichung und Berechnung der Ortsaufl�sung f�r einen dicken
Halbleiter

Es mu§ nun die Diffusionsgleichung (4) mit den Nebenbedingungen (5), (6) und (7) gel�st
werden. Ans�tze zur L�sung der eindimensionalen Diffusionsgleichung k�nnen in
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Formelsammlungen gefunden werden38. Die dreidimensionale Diffusionsgleichung kann unter
Verwendung dieser separate Ans�tze f�r die drei Raumkoordinaten x, y und z gewonnen
werden, da die Diffusion zwischen den einzelnen Richtungen nicht gekoppelt ist39:

D Dp(x,y,z, t, ) =  
1

(4 D t)
p (x' ,y' ,z' )

(x - x' ) y y' )

4D t

(z - z' )

4D t

(z + z' )

4D t
dx' dy' dz'

Sp

3/2 0
z' =

2 2

Sp

2

Sp

2

Sp

¥ ´

-
+ -

- - -

=-¥

+¥

=-¥

+¥+¥

òòòp xy ''

exp(
(

){exp( ) exp( )}

0  (17a)

(17a) in (3) und in (9) Þ

j (x, y,0, t, )pz Spt

=  -

 exp(-
t

)

(4 D ) t
p (x' , y' ,z' )  z'  

(x - x' ) y y' ) z'

4D t
) dx' dy' dz'Sp

Sp

3/2 5/2 0
z'=

2 2 2

Sp

t

p
D

xy ''

exp(
(

=-¥

+¥

=-¥

+¥+¥

òòò -
+ - +

0

(18a)

rmin
2 [m2] =(13,18a)=

(-

 (x + y )exp(-
t

)

(4 D ) t
p (x' , y' , z' ) z'

(x - x' ) y y' ) z'

4D t
) dx' dy' dz' dx dy dt

(-

 exp(-
t

)

(4 D ) t
p (x' , y' , z' )

2 2

Sp

Sp

3/2 5/2 0
z'=

2 2 2

Spxy=t=  

Sp

Sp

3/2 5/2 0

t

p

t

p

) exp(
(

)

''

'

D

D

xy

x

=-¥

+¥

=-¥

+¥+¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòòò -
+ - +

00

==-¥

+¥

=-¥

+¥+¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòòò -
+ - +

y'

' exp(
(

z'=

2 2 2

Spx=y=t=  

 z
(x - x' ) y y' ) z'

4D t
) dx' dy' dz' dx dy dt

00

=40

D

D

p (x' ,y' ,z' ) z'

 exp(-
t

)exp(-
z'

4D t
)

t

y y' )

4D t
) x + y ) 

x - 2xx' +x'

4D t
) dx dy dt dx' dy' dz'

p (x' ,y' ,z' ) z'

 exp(-
t

)exp(-
z'

4D t
)

t

y

0
Sp

2

Sp

5/2

2

Sp

2 2
2 2

Spxy=t=0

+

x' =y' =z' =

0
Sp

2

Sp

5/2

t

t

exp(
(

( exp(

exp(
(

-
-

-

-

=-¥

+¥

-¥

+¥¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòòò
0

--
-

=-¥

+¥

-¥

+¥¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòòò
y' )

4D t
)  

x - 2xx' +x'

4D t
) dx dy dt dx' dy' dz'

2

Sp

2 2

Spxy=t=0

+

x' =y' =z' =

exp(
0

=41
D

D

p (x' ,y' ,z' ) z'

 exp(-
t

)

t
exp(-

z'

4D t
) 4 D t 2D t + x' +y

y y' )

4D t
) dy dt dx' dy' dz'

p (x' ,y' ,z' ) z'

 exp(-
t

)

t
exp(-

z'

4D t
) 4 D t

y y'

0
Sp

5/2

2

Sp
Sp Sp

2 2
2

Spy=t=0

+

x' =y' =z' =

0
Sp

5/2

2

Sp
Sp

t
p

t
p

( )exp(
(

exp(
(

-
-

-
-

-¥

+¥¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòò
0

))

4D t
) dy dt dx' dy' dz'

2

Spy=t=0

+

x' =y' =z' = -¥

+¥¥

-¥

+¥

-¥

+¥+¥

òòòòò
0

                                                
38 D Dp (x) =  

1

(4 D t)
p (x' ) 

(x - x' )

4D t
 dx'x

Sp

1/2 x0
x' =-

2

Spp ¥

+¥

ò -exp( ) , (-¥ < x < +¥) ist L�sung der freien Diffusionsgleichung

¶Dpx(x,t)/¶t = DSp ¶
2Dpx(x,t)/¶x2 mit der Anfangsbedingung Dpx(x,t=0) = Dpx0(x) [286, (K.2.2, S.56, Gl.8)] und

D Dp (z) =  
1

(4 D t)
p (z' ) 

(z - z' )

4D t

(z + z' )

4D t
 dz'z

Sp

1/2 z0
z' =

2

Sp

2

Spp 0

+¥

ò - - -{exp( ) exp( )} , (0 £ z < +¥) ist L�sung der

Diffusionsgleichung ¶Dpz(z,t)/¶t = DSp ¶
2Dpz(z,t)/¶z2 mit der Anfangsbedingung Dpz(z,t=0) = Dpz0(z) und der

Randbedingung Dpz(z=0,t) = 0 [286, (K.2.4, S.59, Gl.1)].
39 Falls Dpx(x,t) die Diffusionsgleichung ¶Dpx(x,t)/¶t = DSp ¶

2Dpx(x,t)/¶x2

und Dpy(y,t) die Diffusionsgleichung ¶Dpy(y,t)/¶t = DSp ¶
2Dpy(y,t)/¶y2

und Dpz(z,t) die Diffusionsgleichung ¶Dpz(z,t)/¶t = DSp ¶
2Dpz(z,t)/¶z2 l�st,

dann ist Dp(x,y,z,t) = Dpx(x,t)´Dpy(y,t)´Dpz(z,t) eine L�sung der Diffusionsgleichung
¶Dp(x,y,z,t)/¶t = DSp (¶

2/¶x2 + ¶2/¶y2 +¶2/¶z2) Dp(x,y,z,t).
40 Vertauschen der Integrale.
41 Integration �ber x; vgl.(B), (C).
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Mit (21a) k�nnen L�sungen von (20a) f�r spezielle Anfangsverteilungen Dp0(x,y,z) angegeben
werden:

(i) Delta-Puls bei (0,0,z   L   ):
Zeitliche Verteilung der �berschu§l�cher: (14) in (17a),(3) Þ
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42 Integration �ber y; vgl. (B), (C).
43 Integration �ber t; vgl. (E),(F).
44 Analog obigen Rechnungen.
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Ortsaufl�sung: (14) in (20a) Þ
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Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstr�ger: (14), (2) in (21a) Þ
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Þ DPj ® DP0 f�r LSp ® ¥ bzw. DPj ® 0 f�r LSp ®0

(ii) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite:

Polarkoordinaten: r2 = x2 + y2 Þ dxdy = 2prdr (25)

Ortsaufl�sung: (15) in (20a) Þ
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45 Umordnen und Transformation in Polarkoordinaten (25).
46 Integration �ber rÕ vgl. (A).
47 Integration �ber zÕ vgl. (D).
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Grenzwerte f�r perfekten Lichtblitz rL ® 0:

* lL << LSp Þ rmin
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2  (27a)

Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstr�ger: (15), (2) in (21a) Þ
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Þ DPj ® DP0 f�r LSp ® ¥ bzw. DPj ® 0 f�r LSp ® 0

(c) L�sung der Diffusionsgleichung und Berechnung der Ortsaufl�sung f�r einen d�nnen
Halbleiter

Auch hier kann die dreidimensionale Diffusionsgleichung unter Zuhilfenahme von L�sungen
der eindimensionalen Diffusionsgleichung angegeben werden49:
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48 Analog obigen Rechnungen.
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50 Vertauschen der Integrale und Integration �ber x analog (a).
51 Integration �ber y analog (a).
52 Integration �ber t.
53 Multiplikation des Z�hlers und Nenners von (19b) mit Dsp, und Einsetzen von (2).
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L�sungen von (20b) f�r spezielle Anfangsverteilungen Dp0(x,y,z) :

(i) Delta-Puls bei (0,0,z   L   ):
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Grenzfall Lsp >» dS, d.h. d�nner Halbleiter; der andere Grenzfall Lsp <» ds dicker Halbleiter ist
durch (23a) beschrieben
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Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstr�ger:
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d.h. es gibt kaum eine Chance f�r Volumen-Rekombination, da LSp >> dS >= zL

(ii) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der Vorderseite:
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(iii) Exponentiell abfallende Beleuchtung von der R�ckseite:
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2. Fall: lL << dS
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Zahl der am Photostrom beteiligten Ladungstr�ger:
DPj(LSp) =(21b, 16, analog exponentieller Abfall von vorne)=
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2. Fall: lL << dS
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(d) Anhang: Einige Integrale und mathematische Formeln
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13 Anhang E: Aufbau eines Licht-adressierbaren
potentiometrischen Sensors (LAPS)

13.1 Beschreibung des Aufbaus

Ein LAPS-System besteht im wesentlichen aus den folgenden Komponenten: Me§kammer,
Lichtzeiger und Elektronik zur Messung des Photostroms. Diese Komponenten werden nun
im einzelnen kurz beschrieben. Der Aufbau wurde so konzipiert, da§ hintereinander
Kapazit�ts-Spannungs und Photostrom-Spannungs-Kurven aufgenommen werden konnten.

Jede Me§kammer bestand in dieser Arbeit aus einem n-dotierten Silizium-Wafer, welcher an
seiner Vorderseite mit einer Oxid/- Nitridschicht �berzogen war und auf seiner R�ckseite einen
ohmschen Kontakt hatte, vgl. Abb. 13.1.1 und Abb. 13.1.2. Die maximal m�gliche Oberfl�che
der verwendeten LAPS-Wafer war Aakt = p(15mm/2)2/2 » 90 mm2. Auf die Oberseite der
Wafer wurde ein 1 mm hoher Plexiglas-Dichtring mit einem Innendurchmesser von 15 mm
geklebt1. Der Innenraum des Dichtrings konnte so mit elektrolytischer L�sung bef�llt werden2.
Mit ihrer Unterseite wurden die Wafer mit einem leitf�higen 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 Vorverst�rker integrierten Sockel3 gesteckt werden, vgl.
Abb. 13.1.3.

                                                
1 Dazu wurde der biokompatible Silikon-Kleber Kwik-Sil (silicon elastomer cure,  WPI, Berlin) verwendet.
Innerhalb des Dichtrings ist die Oberfl�che des Halbleiter v�llig unstrukturiert.
2 Durch den gro§en Durchmesser und die geringe H�he des Dichtringes ist es m�glich, mit einer patch-clamp
Pipette Zellen auf der Halbleiteroberfl�che im Mittelpunkt des Dichtringes zu kontaktieren.
3 TEXTOOL Dip II, 32 polig mit Pinabstand 2,54 mm, B�rklin #14B743, M�nchen.

Abbildung 13.1.1: Photographie eines
Halbleiterchips. F�r Messungen wurde der
Innenraum des Plexiglasrings mit elektrolytischer
L�sung gef�llt. Bei Messungen mit Zellen wurden
diese direkt auf der Oberfl�che des Halbleiters
ausges�t. Zur Kontaktierung  wurde der Chip auf
einen IC-Sockel aufgeklebt.

Abbildung 13.1.2: Schnitt durch einen
LAPS-Chip. An seiner Vorderseite ist das
Halbleitersubstrat (n-dotiertes Silizium)
mit einer Isolationsschicht (Silizium-oxid
/-nitrid) bedeckt und seine R�ckseite hat
einen ohmschen Kontakt. Auf der
Vorderseite des Chip ist ein
Plexiglasdichtring aufgeklebt. Der ganze
Chip ist auf einen IC-Sockel geklebt.
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Als Lichtquellen wurden 2 rote Halbleiter-Laserdioden (Toshiba TOLD 9150, Leistung 30
mW, Wellenl�nge 690,9 nm) verwendet. F�r den Lichtzeiger wurde das Licht der Laserdiode
mit einem Wasser-Mikroskopobjektiv (Zeiss Achroplan 40´ bzw. 20´) und einem
Mikroskop (Zeiss Axiotech, Zeiss, Oberkochen) auf die Oberfl�che des Halbleiterchips
fokussiert. Zu den Differenzmessungen mit 2 Lichtzeigern wurde das Licht des zweiten Lasers
mit einer Linse (Sch�fter & Kirchhoff Basisgeh�use SK9650 mit Kollimationslinse
SK9650.T5, Sch�fter & Kirchhoff, Hamburg) direkt auf einen Bereich der Halbleiteroberfl�che
geb�ndelt.

Die Laserdioden wurden mit einem Laserdiodentreiber (SK9716 Laser Diode Supply, Sch�fter
& Kirchhoff, Hamburg) gesteuert, in welchen �ber 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 r�ckgekoppelt. Dabei war es sehr wichtig, eine sch�ne sinusf�rmige
Modulation der Leistung zu erhalten, da Oberwellen das LAPS-Signal verformen w�rden. Mit
der Monitordiode konnte - nach einmaliger Kalibrierung mit einem externen ãPowermeterÒ -
auch jeweils die Leistung des Lichtzeigers PL direkt auf der Halbleiteroberfl�che bestimmt
werden.

Abbildung 13.1.3: Ein LAPS-Chip ist in den Sockel
im Vorverst�rker zur Messung eingebaut. �ber ein
Mikroskopobjektiv k�nnen gezielt Teile der
Halbleiteroberfl�che 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 m�glichst empfindlich zu messen, wurde der
Vorverst�rker m�glichst nahe an der Me§kammer, 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 Kapazit�t gemessen werden4. Der Vorverst�rker
bestand im wesentlichen aus einem Strom-Spannungs-Wandler auf Basis des
Operationsverst�rkers OPA 111 (Burr Brown)5 mit einem R�ckkopplungs-Widerstand von
104 bzw. 105 W. Am Ende des Vorverst�rker lag dann eine Wechselspannung im Volt-Bereich
an. Bei Photostrom-Spannungs-Messungen entsprach die Frequenz der Spannung dabei der
Modulationsfrequenz des Lichtzeigers, bei Kapazit�ts-Spannungs-Messungen der
Modulationsfrequenz der Vorspannung. Mit einem Lock-In-Verst�rker [210, (K.15.15,
S.1031-1033), 290] welcher mit der Modulationsfrequenz getaktet wurde, wurde die
Amplitude der Wechselspannung nach dem Vorverst�rker bestimmt [146].

                                                
4 Bei den Kapazit�ts-Spannungs-Messungen ist keine Modulation des Lichtzeigers erforderlich.
5 Die Elektronik in ihrem endg�ltigen Zustand wurde von J. Wieser (Elektroniklabor, Sektion Physik, LMU
M�nchen) entwickelt und aufgebaut. Der prinzipielle Aufbau wurde bereits in [146] beschrieben.



   Kap. 13: Anhang E: Aufbau eines Licht-adressierbaren potentiometrischen Sensors (LAPS)                                

100

13.2 Halbleiter-Substrate

In dieser Arbeit wurden zum Aufbau des LAPS n-dotierte Silizium (n-Si) - Substrate
verschiedener Dotierungen nD und Dicken dS verwendet, siehe Tab. 13.2.1:

Nr6 rS [Wcm] nD [cm-3] dS [mm] ohmscher-
R�ckkontakt

Hersteller

6 900-1800 » 3·1012 0,375 TiW/Pt7 CrysTec

3 64-77 » 6-7·1013 0,18 TiW/Pt CrysTec

7 64-77 » 6-7·1013 0,375 TiW/Pt CrysTec

8 15 » 2,5·1014 1,0 TiW/Pt CrysTec

1 10-15 » 2,5-4·1014 0,5 Au8 Molecular Devices

13 10
0,005-0,02

» 4·1014 0,003
0,380

TiW/Pt Int. Wafer Service

5 5-10 » 4-9·1014 0,375 TiW/Pt CrysTec

4 0.014 » 2·1018 0,18 TiW/Pt CrysTec
Tabelle 13.2.1: Verwendete Halbleiter-Substrate.

Die Vorderseite der Substrate war mit einer Schicht aus SiO2 (Dicke dI(SiO2)) und darauf mit
einer Schicht aus Si3N4 (Dicke dI(Si3N4)) bedeckt, siehe Tab. 13.2.2:

Nr9 dI(SiO2) [nm] dI(Si3N4) [nm] Hersteller
D10 12 31 Uni. d. Bundeswehr
B 19 18 Uni. d. Bundeswehr
G 30 56 Uni. d. Bundeswehr
E 30 59 Uni. d. Bundeswehr
A11 30 60 Molecular Devices
Tabelle 13.2.2: Verwendete Isolationsschichten.

                                                
6 Die Numerierung der Halbleiter-Substrate wurde so gew�hlt, da§ sie mit [147, 148] konsistent ist.
7 Nach CF4-Plasmareinigung zur Beseitigung von Oxid- und Nitrid-R�ckst�nden wurde auf die R�ckseite des
Halbleiter-Substrats 30 mm TiW und anschlie§end 500 mm Pt aufgesputtert (von Dr. F. K�sen und H. Geiger
am Lehrstuhl Prof. I. Eisele, Universit�t der Bundeswehr, Neubiberg). Titan dient dabei als Haftvermittler,
Wolfram verhindert Diffusion von Ionen aus dem R�ckkontakt in den Halbleiter und Platin bildet den
eigentlichen ohmschen R�ckkontakt.
8 In den von der Firma Molecular Devices bezogenen Substraten wurde der ohmsche R�ckkontakt durch
Dotierung der R�ckseite und anschlie§endem Aufdampfen einer Goldschicht hergestellt [291].
9 Die Numerierung der Isolationsschichten wurde so gew�hlt, da§ sie mit [147, 148] konsistent ist. Durch
Kombination von Halbleitersubstrat-Nummer und Isolationsschicht-Nummer ist dann ein LAPS-Wafer eindeutig
gekennzeichnet (z.B. ãTyp 8EÒ).
10 Die Herstellung der Isolationsschicht wurde mit einem modifizierter RCA - Clean (nacheinander �tzen in
NH3+H2O2, HF und HCl+ H2O2) zur Reinigung der Silizium-Oberfl�che begonnen. Dann wurde mit einer
Trockenoxidation bei ca. 800¡C eine Oxidschicht aufgebracht. Anschlie§end wurde darauf nach dem LPCVD-
Verfahren bei 750 ¡C und 0,5 mbar eine Nitridschicht abgeschieden.
11 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-Oberfl�che befinden sich neun ca. 2 mm ´ 2 mm gro§e Bereiche mit der in der Tabelle
beschriebenen d�nnen Isolationsschicht (aktive Bereiche). Die restliche Oberfl�che ist zus�tzlich mit einer ca. 1
mm dicken Siliziumnitrid-Schicht �berzogen (passivierte Bereiche, vgl. [157]).
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