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Kurzfassung

In der Neurologie hat sich die Analyse der Reiziiealen von Nervenzellen bewahrt, um die an der omalen
Reizverarbeitung beteiligten Mechanismen zu ergetindso kdnnen beispielsweise Nervenerkrankungendisd
Einflisse entsprechender Medikamente spezifisclersmtht werden. Dabei kommen je nach Aufgabenstpliu
verschiedenste Methoden der Reizung und Aufzeiojpnder neuronalen Reizreaktionen zum Einsatz. Da die
neuronale Reizverarbeitung mit Spannungsanderuageder Zellmambran einhergeht, findet die Ableitudey

neuronalen Aktivitat mit Hilfe von Elektroden anrd&elimembran ein breites Anwendungsgebiet.

In dieser Arbeit wurde ein komplettes elektriscissssystem mit einem Array extrazellularer Elek#rodzur
ortsaufgeldsten Aufzeichnung neuronaler Signale Zeltkulturen in vitro entwickelt und systematisahtersucht.
Ein besonderer Schwerpunkt war dabei die Herstgllund Evaluierung eines problemorienten, biokontybexi
Mikroelektrodenarrays mit integrierter Zellkulturkaner mit Hilfe halbleitertechnolgischer Verfahrém Rahmen
dieser Arbeit wurde ein Prozessablauf zur Prodaokémes Biochips mit 1@m durchmessenden Goldelektroden
entwickelt, der eine Elektrodenvergutung mit Titdma zur Verbesserung der Zelladhasion, die Stiktung des
Zellkulturkammerbodens zum geordneten WachstumZadikulturen sowie die Herstellung und Anhaftungr de

Zellkulturkammer erlaubt. Dabei wurde die Biokonipéitat aller eingesetzten Materialien bestatigt.

Ein weiterer Schwerpunkt war der Aufbau und die I&esaung des elektronischen Messsystems. Es wuinle e
Messaufbau entwickelt, der es erlaubt, die einzelBkektroden auf dem Biochip elektrisch zu konttdnh und
Spannungsunterschiede kleiner 1Q¥ vom Biochip abzuleiten und tausendfach verstéavkin Rauschen
unterscheidbar digital aufzuzeichnen. Im Folgendemde dieser Messaufbau eingesetzt, um den helitgste
Biochip elektrisch zu charakterisieren. Ein absfhinder Versuch an auf dem Biochip ausgesatendebefellen
konnte die Funktion des Gesamtsystems bestatigesnwlitden wesentliche Zusammenhénge aufgezeigt und
grundlegende Erkenntnisse fir die Herstellung epreblemorientierten Messsystems gewonnen. Sothigtse

Arbeit das Potential fir zukiinftige Entwicklungen.



1 Einleitung

Hintergrund

Die Reizweiterleitung in Nervenzellen spielt eines@ntliche Rolle in einer Vielzahl von biologischerozessen.
Die Funktionsweise des Schmerzempfindens oder dastGedachtnis sowie eine breite Palette von nagisghen
Erkrankungen kénnen durch Ableitungen neuronaletivitt entsprechender Nervenzellen genauer besoéni
werden. Die neuronale Reizweiterleitung bedienh sitektrischer Mechanismen, weswegen sie mit Edelktn
abgeleitet werden kann. Dabei entspricht ein nealesrAktionsimpuls einem etwa eine Millisekunde anernden
Potentialunterschied an der Zellmembran von rund M@ (von innen nach auf’en), was entsprechende

Untersuchungen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technikeggt haben.

Motivation

Die Herausforderung besteht nun darin, neuronalgvitktsmuster, also den zeitlichen Verlauf der iddtiten
mehrerer Neuronen in einem Netzwerk, mit einem tekhen Messsystem aufzuzeichnen und in der Folge
auswerten zu kdnnen. In dieser Arbeit wurde dabvé&dolgt, die neuronalen Aktivitaten eines inreitkultivierten
Neuronennetzwerks mit einem Array extrazellularekrvkelektroden abzuleiten, um ein ortsaufgelostdd Ber
neuronalen Aktivitdt zu erhalten. Der Potentialusthied ist erwartungsgemal bei extrazellularereidog
wesentlich geringer als bei intrazellularer Ablagu Dieser Nachteil der extrazellularen Messung jéstoch
nebenséachlich, solange neuronale Signale idewrtibar detektiert werden kénnen, da die Messund\kivitat an

sich, nicht aber die exakte Beschreibung der FoneseAktionsimpulses im Vordergrund steht.

Vielmehr ist die Zielsetzung dieser Arbeit, ein tieh wie Ortlich aufgelostes Bild der Aktivitatsrsier
aufzunehmen, um so die Funktionalitdt eines Neumoegwerks anschaulich darzustellen zu kdnnen. Der
Informationsgehalt dieser Aktivitatsmuster gehtttieln iber den eines einzelnen aufgezeichneteroAkimpulses
hinaus. Der zu entwickelnde Messaufbau soll in nftijen Messungen auch erlauben, wahrend biologisch
Eingriffe Aktivitatsmuster elektrisch abzuleiten,mu Erkenntnisse Uber die Auswirkungen ausgewahlter
pharmazeutischer Substanzen auf die Funktionalé@&tNervensystems gewinnen zu kénnen. Damit diebiBigse
vergleichbar bleiben, sollte die Messung reprodbze sein, weswegen der Schwerpunkt dieser Arhditdar

Ableitung neuronaler Aktivitatsmuster in Zellkuleur in vitro liegt.

Zielsetzung

Als Ziel dieser Arbeit soll ein modulares Messsystésiehe Kap. 3.5.1) zur Aufzeichnung von Aktivstéiustern
neuronaler Zellkulturen mit Hilfe von Arrays aus Kvbelektroden (MEA) auf einem Biochip (MEA mit
Zellkulturkammer) mit passender Verstarkerschaltanfgjebaut werden (siehe Abb. 1.1). Damit soll eimgehende
Analyse der Eignung der Komponenten im gesamtens$jstem durchgefuhrt werden. Dazu soll zunachst ein
geeignetes MEA dimensioniert (siehe Kap. 3.2.1) omidHilfe lithographischer Strukturierung aus bishkpatiblen
Materialien (siehe Kap. 4.2.1) in mehreren Prozdsi#iten (siehe Kap. 3.2.2) hergestellt werden.&dBm soll ein
Verfahren zur Fertigung einer Zellkulturkammer eickelt werden, um fir die Ableitung neuronaler Adt
lebende Zellen in vitro direkt auf dem MEA kultivéen zu kdnnen. Dabei soll unter anderem die Moghith

gegeben sein, Sighale vom Biochip in mehreren Kanésiehe Kap. 3.4.2) mit einem Vorverstarker direk



verstarken (siehe Kap. 3.3.1) oder aber die Sigbaleor sie verstarkt werden zu filtern (siehe K&pi.3).
AnschlieRend sollen Vergleiche einzelner Komponendes Messsystems durchgefiihrt werden, um dieses zu
charakterisieren und in weiteren Arbeiten geziptimieren zu kdnnen. Der zeitliche Ablauf der migsem Aufbau

durchfiihrbaren Messung ist zur besseren Ubersichbb. 1.2 schematisch dargestellt.

Signal-
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Abb. 1.1: Schematischer Aufbau des zu erstellehiesssystems

Der theoretische Teil dieser Arbeit beschéftigthsimit der Beschaffenheit und Messbarkeit neuronaler
Aktivitatsmuster sowie mit den Beschichtungsvergahrdie zur Prozessierung der Biochips eingese&aten
sollen. Im methodischen Teil sollen die Zellkuléiing von Neuronen, die Biochip-Prozessierung soleieAufbau
des Messsystems mit Kontaktierung und Verstarkaitaig naher beschrieben werden. Im Ergebnistdérsalie
Ergebnisse der Biochip-Prozessierung sowie die Mih zur Kalibrierung und Eigenheiten des Messayste
prasentiert und durch geeignete Referenzmessungezedtralen Fragestellungen untersucht werden.gbsamte

Arbeit orientiert sich an der Beantwortung folgenBerschungsfragen:

* Kann ein geeigneter Biochip zum Ableiten neuronai&tivitdit mit Methoden der Halbleitertechnologie

hergestellt werden?

Im Zuge eines Materialkonzepts soll geklart werdsm biokompatible Materialien zur Prozessierung Bexhips
gefunden werden kdnnen (siehe Kap. 4.1). AuRerdgheis Verfahren zur Fertigung einer Zellkulturkamar und
deren Haftung auf dem Biochip sowie Methoden zuitesen problemspezifischen Anpassung des Biochips

erarbeitet werden (siehe Kap. 4.2).
* Kann ein geeignetes Messsystem entwickelt werdemeuronale Aktivitaten von diesem Biochip abzele®

Bei dieser Aufgabenstellung soll geklart werden)civen Anforderungen dabei die Verstarkerschaltuagiigen
muss (siehe Kap. 4.3). Es soll untersucht werdiergsonotwendig ist, die abgeleiteten Signale dizekverstarken,
ob ein simultanes Verstarken mehrerer Kandle migst und welcher Verstarkungsfaktor am bestengmetiist.

AuBerdem ist zu klaren, welche Anforderungen an @atenerfassungssystem hinsichtlich zeitlicher daifhg,
Empfindlichkeit, und Mdglichkeiten zur Nachbearbel gestellt werden. Des Weiteren sollen sich debde
Messweisen (siehe Kap. 4.4) und Methoden zur Raeduaktion (siehe Kap. 4.5) verglichen werden. Aflis@end
sollen Experimente durchgefuhrt werden, die zeigdnbzw. wie Neuronen mit dem Biochip elektriscimstiert

werden kdnnen (siehe Kap. 4.6).



In einem abschlieBenden Resiimee sollen die Ergebnmigt Bezug auf die gestellten Forschungsfragesiriem

Uberblick zusammengefasst sowie Optimierungsoptidileweitere Arbeiten zu diesem Thema gesammeitere

Abb. 1.2: Zeitlicher Ablauf der Messung




2 Theorie

Um einen Messaufbau fir neuronale Aktivititsmugterkonstruieren, sollte zunachst der Ablauf der dveg

schematisch dargestellt werden, damit die einzeBwmitte theoretisch fundiert werden kénnen

(siehe Abb. 1.2). Des Weiteren soll auf die Bedegtmeuronaler Aktivititsmuster (siehe Kap. 2.1j,diet Ableitung
neuronaler Aktivitat (siehe Kap. 2.2) sowie auf &eshtungsverfahrene fir ein geeignetes Messsy&ehe Kap.

2.3) eingegangen werden.

2.1 Neuronale Aktivitat

Fur die Ableitung neuronaler Aktivitat sollten diEgenschaften eines solchen Signals bekannt seinu st es
zunachst notwendig, die Mechanismen fur die Entstgimeuronaler Aktivitét zu beleuchten. Dabei wimischen
chemischer und elektrischer neuronaler Aktivitdtesschieden. Im folgenden wird zunachst die Entsighder
elektrischen Aktivitat beleuchtet (siehe Kap. 21Da die chemische Aktivitat der Neuronen besond®i der
Weiterleitung eines elektrischen Signals von eimaifdn zum nachsten auftritt, wird sie im Zuge desdhreibung

der Signalausbreitung (siehe Kap. 2.1.2) eingehesrtfiutert.

2.1.1 Entstehung neuronaler Signale

Fur die elektrischen Eigenschaften eitmurons (Nervenzelle) und speziell fi

die Entstehung neuronaler Aktivitdtsmuster ist seiellmembran (Zellwand)

Hydrophiles
von herausragender Bedeutung. Ende
Das Grundgerust der Zellmembran stellt eine doppeiille aus Lipiden — ein Lipophiles
Ende

Doppellipidschicht — dar, die denintrazellularraum (Zellinnenraum) vom
Extrazellularraum (ZellauBenraum = umgebendes Medium) trennt (shddi® = Abb. 2.1: Schematische Darstellung

2.1 und 2.2). Die Zellmembran kann so die lonerZatiinneren von den lonel eines  Membranlipids ~ gemal
Literatur [1]

auBerhalb der Zelle trennen Diese lonen sind alduhgstrager auch di

Grundlage jeder chemischen Aktivitat der Zelle.

Die Konzentrationen der intrazellular und extrazéil gelosten Ladungstrager sind dabei sehr urtierdiach (siehe
Tab. 2.1), was einem Konzentrationsgradienten (ligher Konzentrationsanstieg) normal zur Zellmembra
entspricht. Die Doppellipidschicht wirkt dabei imrém elektrischen Verhalten wie ein Kondensatodureystrager
stauen sich hier innen wie aul’en an, die dadurctstedrende Spannung an der Zellmembran wird
Membranspannung (Potentialunterschied zwischen Intra- und Extlairaum) genannt. Grof3e Bedeutung
kommt nun den in der Zellmembran eingelagertenifipelz wirkenden Transportproteinen zu, die Ladurigger

durch die Zellmembran beférdern kdnnen.

Im weiteren werden vier fir diese Arbeit relevarifgpen von Transportproteinen unterschieden: Passive

lonenkanale, lonenpumpen, spannungsgesteuertekiamiie und rezeptorgesteuerte lonenkanale



Intrazellularraum

Zellmembran

Extrazellularraum

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der ZellmemiorsshKonzentrationsgradienten gemaf Literatur [1]

Ladungstrager Extrazellular Intrazellular
Na 120 mmol/l 15 mmol/l
K* 2,5 mmol/l 150 mmol/l
cr 12 mmol/l 9 mmol/l
Cca 1 mmol/l 0 mmol/I

Tab. 2.1: Ladungstréger und Konzentrationen [1]

Passive lonenkanéle

Passive lonenkanale erlauben die Diffusion von homkas heil3t die thermische Eigenbewegung, dieAusgleich
des Konzentrationsgradienten fihrt, durch die Zefioran in beide Richtungen. Dabei gibt es fir jiedensorte
einen anderen Kanaltyp (siehe Abb. 2.3). Den passionenkandlen entsprechen hinsichtlich ihrestreken

Verhaltens somit ionenspezifische Widerstéande [galr Kapazitat der Zellmembran.

So kdnnen sich die Konzentrationsgradienten audwtei allerdings verschieben sich dabei Ladungeduveh eine

Anderung der Membranspannung entsteht. Diese wiekh Konzentrationsausgleich entgegen. Im Gleichggwi
beziglich des Transports einer einzigen lonensontspricht die Membranspannung #&rnst-SpannungUy (siehe

Tab. 2.2).



Allgemein Fur Chlorionen
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der passiveankanéle und der bevorzugten Diffusionsrichtungd@®irteratur [3]

Chlorionen diffundieren so lange durch die Kandis, die aus der lonenverschiebung resultierendargpey den
Konzentrationsgradienten ausgleicht. Dies gilt @damur, weil die im Zellinneren angehauften, meaisgativ
geladenen Proteine nicht durch die lonenkanéleepasalso ihren Konzentrationsgradienten nicht aisigén
kénnen. Die Zellmembran wirkt also als semipermealllembran [2]. Die aus dem Ausgleich der
Konzentrationsgradienten von Natrium- und Kaliungnmesultierenden Spannungen wirken jedoch entgegeirt
zueinander. Auch wenn die Kalium- gegenuber deritdatonenbewegung durch die Anzahl und Beschaffi e
Kanale beglnstigt wird, wiirden sich die intra- wndrazellularen Konzentrationen und die darausltiesenden

Spannungen mit der Zeit vollkommen ausgleicheneggibnicht aktive Transportkanale, die lonenpumpen.
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lonenpumpen

Die lonenpumpen kdnnen unter Spaltung WP (AdenosinTriPhosphat = organischer Energiespejchee
Konformation (rAumliche Anordnung) andern und dadurch in eingkiug 3 Natriumionen von innen nach auf3en
und gleichzeitig 2 Kaliumionen von auf3en nach inbefdrdern (siehe Abb. 2.4). Den lonenpumpen eats@n

somit ionenspezifische Strom- bzw. Spannungsquellen

So bleibt der Natrium-Kalium-Konzentrations-Gradiemnhalten. Aus dem Verhéltnis der Summen der hngri
Permeabilitdat (P gewichteten Konzentrationen innen wie auRen ergich die Ruhemembranspannung

(Membranspannung im Gleichgewichtszustand) naclidémangleichung (Gl. 3) [4].

_RT, (P([K|+Py[Na]+Pg[Cl])
U= N B K] Py Nal + PolCl | e-3

Die Anderung der Membranspannung und das damiteejehende Offnen der spannungsgesteuerten londakan

jedoch erklart erst die Funktionsweise eines Nesiron

£
=3
@
i
=
o
=
o
N
I
ot
=
£

Zellmembran

1. Phase ‘ 2. Phase : 3. Phase

Extrazelluldrraum

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Zyklus denf&rmationsanderungen und der Funktionsweise von

lonenpumpen in drei Phasen gemaR Literatur [3]
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Spannungs-/Rezeptorgesteuerte lonenkanale

Die spannungsgesteuerten lonenkanéle o6ffnen sicbald die

Membranspannung eine gewisSehwellspannung(entspricht der
notigen  Aktivierungsenergie  zur  Konformationsanaegu
unterschreitet. Dabei besitzen die spezifisc

spannungsgesteuerten lonenkanale (fir Natrium-juial und

Calciumionen) andereDffnungsdauern sowie Reaktionszeiten

(Zeit zwischen dem Erreichen der Schwellspannund dem Aktivierbar, Inaktiviert,

. eschlossen
Offnen der Kandle, siehe Abb. 2.5). 9 R ge_SChlossen
Refraktérzeit

Die spannungsgesteuerten Natriumkanédle reagierdmelier, Abb. 2.5: Konformationséanderungen spannungs-
werden jedoch auch schneller wieder geschlossen digs gesteuerter lonenkanale gemas Literatur [3]

Kaliumkanale. Die Schwellspannung ist dabei fiir dbei

Kanalsorten etwa gleich hoch.

Das erklart die Entstehung und die typische Formeshktionsimpulses (gesendetes Signal eines Neurons , siehe
Abb. 2.6). Aber auch das Phanomen &afraktérzeit (Zeit zwischen zwei mdglichen Als) ist somit erkiér.
Dabei ist zu beachten, dass neben desoluten Refraktérzeit (Zeit, die eine Konformationsdnderung vom
inaktivierten, geschlossenen Zustand in den akbeien Zustand bendtigt) von rund 0,5 ms noch edtative
Refraktarzeit (Zeit, die eine Konformationsanderung aller Kart@#@aoétigt; in der die Schwellspannung groéRer ist)
von rund 3,5 ms hinzukommt. [3]

Altionsimpuls

100

an

Hyper:
polari-
sation

0

40

20

Depolarisation

{
Repolarisatio nNI>
0] | I
~

Resultisrende Membranspannung [my]

0 s00 o0 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 S000

-20

-40
Zait [lis]

Matriumkanale Kaliumkanale Spannungsanderung
=Aktionsimpuls ==Ruhemembranspannung ==Schwellspannung

Abb. 2.6: Schematische Darstellung eines Aktionsilsgs gemaf Literatur [3]
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Dabei werden drei Phasen unterschieden, die di@nale Zellmembran wéhrend eines Aktionsimpulsestdauft:
Die Depolarisation, die Repolarisation und die Hpotarisation. Bei der Depolarisation kommt es Kiwellierung
der Ruhemembranspannung. Wird die Schwellspannuntgrachritten, 6ffnen sich zunachst vorwiegend
Natriumkanéle. Da durch die Offnung von NatriumKenidie Zellmembran weiter depolarisiert wird, witdmit
auch die Offnung weiterer Kanile beginstigt, es rkbnzu einer Kettenreaktion. So kann sich die
Membranspannung in kurzer Zeit stark andern. DipoReisation ergibt sich dadurch, dass einige Natkianéle
bereits im inaktivierten Zustand vorliegen, wahredié Zahl offener Kaliumkandle weiter zunimmt. Die
Membranspannung néhert sich wieder der Ruhememiaanang. Wenn schliellich vorwiegend Kaliumkanale
gedffnet sind, kommt es zur Hyperpolarisation, eineséatzlichen Polarisation Uber die Ruhemembramspgy

hinaus.

Fur die Funktionsweise rezeptorgesteuerter loneilkagilt Ahnliches, jedoch wird hier die Konfornmisénderung
Uber Rezeptoren fir spezifische Neurotransmittestegeert. Diese sind vor allem im Bereich deynapse
(Verbindungsstelle zweier Neuronen) von Bedeutudig,im Hinblick auf die neuronale Signalausbreitumach

genauer beleuchtet wird.

2.1.2 Neuronale Signalausbreitung

Um die Funkion eines Neurons zu verstehen und sdrdermationsgehalt eines neuronalen Signals diggen zu
kdnnen, muss etwas genauer auf die neuronale Sigstakitung eingegangen werden. Dazu ist es zwetigrgich

zunéchst den stark spezialisierten Aufbau einegdwsuwor Augen zu fiihren:

Aufbau eines Neurons

Ein typisches Neuron ist alendriten (sich verzweigende Fortsatze, die die EingangeNgesons darstellen), dem
Soma (Zellkdrper ohne Fortsétze) und ded®on (faserartiger Fortsatz, der den Ausgang des Neudanstellt)
aufgebaut (siehe Abb. 2.7). An den unz&hli§emnen (Fortsétze der Dendriten und Axone) befinden siderum
unzahligeSynapsen(Verbindungsstelle zweier Neuronen). Das SomaHadiet verschiedene Organellen, die alle
fur die Funktion des Neurons nétigen Stoffe prodrem. DerAxonhtigel (Verdickung am Soma, welcher das Axon
entspringt) bildet den Ubergang zum Axon. Das Axpiederum kann je nach Zelle beeindruckende Langen
erreichen (im Rickenmark Gber 1 Meter) und ist damun einer Isolationsschicht audyelinscheiden (von
Hullzellen produziertes Myelin) unBanvierschen Schnirringen(Spalt zwischen zwei Myelinscheiden) umgeben.
Generell sind Neuronen im lebenden Organismus nnGewebe ausliazellen (Stiitzzellen) eingebettet. Hierzu

zahlen auch die oben erwahnten Hiillzellen.
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Dorn Zellkern Axonhugel Myelinscheide

-

Dendriten Soma Y\Axoﬂ:
«

Ranvierscher Synapse Neurit eines
Schnurring anderen Neurons

Abb. 2.7: Schematischer Aufbau eines Neurons gdritéfatur [5]

Die Synapse

An der Synapse wird diBrasynapse(Endkopfchen an

Calciumion

Calciumkanal

Dendriten) eines anderen Neurons verbunden.

Transmitter

Vesikel Wieder- Funktion der Synapse ist in Abb. 2.8 skizziert.

aufnahme-
pumpe

Prasynapse

Transmitter in den synaptischen Spalt (2 und 3gsPi

Synaptischer Spalt

postsynaptische Zellmembran je nach Art der aktigie

Rezeptor

Die Neurotransmitter werden anschlieRend

Rezeptorgesteuerter lonenkanal

Postsynapse

befordert (6). [5]
i _ ) Aus der Aktivierung der rezeptorgesteuerten lonaélea
Abb. 2.8: Schematische Darstellung einer Synapsedfie

Literatur [5] resultiert ein exzitatorischer (anregender) bzw.

inhibitorischer (hemmender) postsynaptischer
Potentialunterschied, kurz EPSP bzw. IPSP. Dieser reicht nur in wenigen Fallen aus, um eiA&tionsimpuls
auszuldsen. Allerdings besitzt ein Neuron etliclyaapsen, ja sogar etliche synaptische Verbindumgeain und
demselben Nachbarneuron, wobei jede Synapse eilegeaBffektivitat hat.
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einem Dorn des Axons) eines Neurons mit der

Postsynapse (Endkopfchen an einem Dorn eines

Gelangt ein Aktionsimpuls zur Prasynapse, 6ffner si
die dort befindlichen spannungsgesteuerten
Calciumkanéle (1). Das Einstromen der Calciumionen

bewirkt eine Entleerung der in Vesikeln gelagerten

Transmitter wiederum aktivieren in der Postsynapse

vorhandene rezeptorgesteuerte lonenkanéle, wodiiech

lonenkanéle de- bzw. hyperpolarisiert wird (4 ur)d 5

Wiederaufnahmepumpen zuriick in die Prasynapse



Wichtig ist nun, dass die chemische Signalausbrgitdurch den synaptischen Spalt (~20 nm) wesenldinber
dauert als die elektrische Signalausbreitung irmlbrlein und desselben Neurons, ganz unabhangigdeon
zurlickgelegten Weglange (bis zu 1 m!). Dies isbhdsrs deswegen interessant, weil es auch eldidriSgnapsen
gibt, wo Uber sogenannte Gap junctions (Zell-Ze#ifivbrankanale) der Kontakt zum nachsten anliegeNgemon
hergestellt wird. Eine chemische Synapse kann jedostens hormonell gesteuert werden, zweitens kach die
zeitliche Verzégerung Uber die GroRe des synamiscBpalts recht gut abgestimmt werden. Diese cwitli
Verzogerung ist von fundamentaler Bedeutung furrdiektion eines Neurons, denn so hat das Neuronediiiches
Fenster, in dem es einen Aktionsimpuls senden kaken nicht -Alles-oder-nichts-Prinzip. Dies soll anhand der

Impulsweiterleitung entlang des Neurons im Detdédwgert werden.

Impulsweiterleitung entlang der Zellmembran

Die Impulsweiterleitung entlang der Zellmembrarst&sch mit Hilfe von lonenstromen erklaren. Zum8iation der
Leiteigenschaften der Zellmembran wird meist abelmodell (siehe Abb. 2.9) mit seinen elektrisch passiven
Eigenschaften angewendet. Darin wird die Zellmembeds eine sich in gleichartigen Flachensegmenten
wiederholende Struktur aufgefasst. In diesem Modelden weder lonenpumpen bericksichtigt noch idizetnen
spezifischen lonenkanéle. Diese werden vereinfaohwWiderstand eines Flachensegments bei der edekin
Leitung durch die Zellmembran (Rzusammengefasst. Entlang der Zellmembran besitzElAchensegment einen
anderen Widerstand (R welcher sich wie gezeigt wird aus dem speziischWiderstand des intrazellularen

Mediums ergibt.

Abb. 2.9: Schaltplan der Zellmembran im Kabelmodelinaf Literatur [6] ([R= Qcm, [R] = Q/cm, [G4] = Fcm)

Eine lokale Anderung der Membranspannubt)sf im ersten Segment bewirkt demnach eine Anderueg d
Membranspannungdy) in allen weiteren Segmenten, wobei der Betrag afer®l. 4 vom Abstand (x) der
Segmente abhangt [6].
=X

sUy=6Uqe’ Gl.4
Das Resultat zeigt eine mit dem Abstand exponémtighllende Impulsweiterleitung. Die charaktesstie Grof3ée.
weist die Dimension einer Lange auf und hangt ge@Bf® vom Verhéltnis der richtungsabhangigen Wstiande
eines Segments der Zellmembran ab. Unter der Aneadimes von der Zellmembran umgebenen zylindrischen
Leiters mit Radius r und spezifischem Widerstard rztR, sowie einem Membranwiderstangh R 2mR, lasst sich

das Kabelmodell anschaulich auf die passiven édekien Eigenschaften eines Axons anwenden.

R, ~ Ry,
"=J(E)~J<<2p>) o
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Am Axonhiigel ist durch die Beschaffenheit der Zelinbran die zur Auslésung eines Aktionsimpulses aatlige
Schwellspannung am geringsten. Auch wenn die ERS&$PSPs hier gedampft eintreffen, stellt der Axagel den

Entstehungsort fur Aktionsimpulse dar.

Dabei wird ein Aktionsimpuls genau dann ausgelstain anndhernd gleichzeitig eintreffende PSPs mrB& die
Schwellspannung tberschreiten. Die Forderung nanBlernder Gleichzeitigkeit ist hierbei entscheijetenn das
Neuron stellt ja mit der Zeit seine Ruhemembranspag wieder ein. Ein Neuron kann somit als
Koinzidenzdetektor (misst gleichzeitiges Auftreten verschiedener Umd#d in diesem Fall neuronaler Aktivitat)
verstanden werden. Mit der Vereinfachung, dassAdtiévitat der Synapsen in gewissen Zeitschrittergetbstet

werden, lasst sich ein Neuron auch relativ einfaofulieren. (siehe Abb. 2.10) [7]

x; = Eingabe (Membranspannung an der Prasynapse)

% @ w; = Gewichtung (Synaptische Effektivitat)
X 4. net net =X (xw;) (Spannung am Axonhtigel)
2 i (o8
> ¢ ! 0j = Schwellwert (Schwellspannung)
%5 4’@/ I o; = ¢ (nef —6j) = Ausgabe (Aktivitat)
x)= Ausgabefunktion (Alles-oder-nichts-Prinzip:
x, ) 0 o(x)= Ausg ( p

fur x<0— ¢(x) = 0; fur x>0— ¢(x) =Al)

Abb. 2.10: Schematische Darstellung der Informat@narbeitung

innerhalb eines Neurons gemaR Literatur [7]

Um das Axon eines Neurons im peripheren Nervensy$tefinden sich durch Ranviersche Schniirringe getee
Myelinscheiden. (siehe Abb. 2.8) Einmal ausgel@dtanzt sich ein Aktionsimpuls entlang des Axonsteunn
Auslésung immer neuer Aktionsimpulse sprunghaft v@nem Schniirring zum nachsten fort. So kann ein
Aktionsimpuls in myelinisierten Nervenfasern enesgiarend auch Uber weite Distanzen ungehindert Zigin
gelangen. Aufgrund der dabei auftretenden Refra&ttist auRerdem gewahrleistet, dass sich eiroAktmpuls nur

in eine Richtung fortpflanzt.

Nun geschieht die neuronale Informationsverarbgitumicht in einem einzelnen Neuron, sondern in einem

Neuronennetzwerk(Verbund mehrerer Neuronen).

Neuronennetzwerke

Das zeitliche Zusammenwirken mehrerer NeuronenirnistNeuronennetzwerken beschreibbar. Die gesendete
Information eines Neurons steckt in seiner Aktiviigiehe Abb. 2.10), welche formal bin&klles-oder-nichts-
Prinzip) und zeitlich diskret (Verarbeitung in Zeitscheit) ist und zusammen mit den Aktivitaten anderaunrbieen

ein Aktivitatsmuster bildet. Ein Neuronennetzwerk (Verbund mehrerer Neuronen) arbeitet meist in
Verarbeitungsschichten. So stellt das Aktivitatsteusler ersten Verarbeitungsschicht den Eingangli@rzweite
Verarbeitungsschicht dar, das Aktivititsmuster dereiten Verarbeitungsschicht den Eingang fur diétedr
Verarbeitungsschicht usw. (siehe Abb. 2.11).
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Zeitschritt 1 Zeitschritt 2 Zeitschritt 3

T g e

1. Schicht 2. Schicht 3. Schicht 1. Schicht 2. Schicht 3. Schicht 1. Schicht 2. Schicht 3. Schicht
Abb. 2.11: Schematische Darstellung der schrittereisformationsverarbeitung in einem geschichtétearonennetzwerk

geman Literatur [7] (rot = aktives, blau = inak&vdeuron)

So kann das Netzwerk selbst komplexe Probleme I@ienEffektivitat einer chemischen Synapsg)(kann zudem
Uber die GroRe des synaptischen Spalts verandedewekann. Dafur sind komplexere Vorgange im Netkwe
notwendig, die unter dem Begriff ,Lernen* zusammefagst werden. Dies geschieht unter anderem Ulpramelle
Steuerung. Dabei wird davon ausgegangen, dass $smapsen effektiver werden, welche ofters zu einem
Aktionsimpuls beigetragen haben. Fiur die Simulatien Verdnderung der Effektivitat einer Synapde;) wird
meist die Hebb'sche Lernregel (GIL.6) fir einen Lernschritt angewendet. Neben der Kati@h der
Membranspannung an der betreffenden Prasynapypeurid der Aktivitdt des darauf folgenden Neuroag fritt
darin die Lernrate&) als normierender Faktor fiir die Anderung der gyisahen Effektivitat in einem Lernschritt

auf.

SW;=X,0,;& Gl 6

Dabei ist wiederum zu beachten, dass bei vernettéemonen die Spannungen an den Prasynapsen dettaikh
der Neuronen in der vorhergehenden Schicht entspnecJedoch kann jedes Neuron auch durch einerilictes
Stimulus aktiviert werden. Dies kann entweder didkktrisch geschehen oder durch gezielte chemigthgriffe.

AuRerdem kann neuronale Aktivitat mit einer Elekigan der Zellmembran gemessen werden [8].
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2.2 Ableitung neuronaler Aktivitat

Die Ableitung neuronaler Aktivitat gelingt mit Héfvon Elektroden, die in Kontakt mit der Zellmembistehen.
Deswegen soll di€elladhésion (Haftung einer Zelle) auf den Elektroden behandeltden (siehe Kap. 2.2.1). Da
beim Einsatz von Elektroden Phasengrenzeneffekteeriicksichtigen sind, werden diese im weitererz lautdutert
(siehe Kap. 2.2.2). AuRBerdem sollen die Prioritdben der Wahl der Elektrodenkonfiguration (siehepKa.2.3)
sowie die Vor- und Nachteile eines Mikroelektrodeags fur die Messung neuronaler Aktivitat (siehaepkK2.2.4)

geklart werden.

2.2.1 Zelladhasion von Neuronen in vitro

Fur reproduzierbare Messergebnisse ist es vonildieuronenin vitro (auf3erhalb des Organismus) zu kultivieren.
Dazu ist es notwendig, auf debubstrat (dem zu beschichtenden Untergrund) eine Matrizw@uingen, an welcher
die Neuronen haften kénnen. Diese Matrix simulidig natiirliche Umgebung (Stitzgewebe), welche figr d
Funktionalitat der Neuronen von grofl3er BedeutuhgAisl3erdem wird dadurch die Position der Neuroimmeainer

Ebene fixiert, was besonders die reproduzierbamv&uung von Langzeitstudien erleichtert bzw. erstoglicht.

Fur die Zelladhéasion sind dietegrine (eine Gruppe von Transmembranproteinen) verantialortDiese kénnen
beispielsweise an dieRGD-Sequenzen (Arginin — Glycin — Asparaginsaure) des im orgahe&n Gewebe
vorhandenen Fibronektins binden. In vitro werdeibailameist polare Adhé&sionsvermittlauf den Deckglasern

aufgetragen.

Die Haftung des Adhéasionsvermittlers kann wiededurch vorangehende Ladung des Substrats begingiden
(siehe Abb. 2.12). AuBerdem wird die Zelladhé&sionct eine aufgeraute Oberflache begunstigt, da sicimehr
mogliche Bindungsstellen bieten. Dies gilt insbekoe fir jene Elektroden, mit denen die neurongtéviat

abgeleitet werden soll. [9]

Integrin COoO

Intrazellul&rraum

©
o
E
[
E
©
>
o
£ RGD- RGD-Sequenz
E Bindungsstelle
© Adhéasionsmolekdl
=
L oo
Positiv geladenes Ende
Negativ geladener Objekttrager ® © (&)
‘ © © ©

Abb. 2.12: Grob vereinfachte Darstellung der Zdislon an einer extrazellularen

Matrix gemaR Literatur [9]
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2.2.2 Phasengrenze Elektrode — Elektrolyt

Da ein Neuronennetzwerk, um zu funktionieren, stets einemElektrolyten (ionenhéltige, elektrisch leitfahige
Flussigkeit; das Nahrmedium) umgeben ist, mussamalie Aktivitat mit Hilfe vonElektroden (elektrische Leiter in

Kontakt mit einem Elektrolyten) abgeleitet werden.

Eine Metallelektrode des Metalls M im Elektrolytstellt eine Elektrode erster Art dar. In Analogig ¥Virkung der

passiven lonenkanéle diffundieren Metallionen dwl@h Phasengrenze, bis die daraus resultierenden8pg den

R

Konzentrationsgradienten ausgleicht. Nun

® O]
Ladung bei gleichzeitiger Strukturveranderu _ ® ® ® ®@ @® @® ® @
transportiert. Um diese zu bertcksichtigen, w § ® @ ® ©© @ ® ® ®
das Standardelektrodenpotential B (Das F® ® @ ® ® ®
. . ! ® o © O ® ® ®

Elektrodenpotential unter Standardbedingung = ® ® OJO) ® ® ® ®
eingeflihrt, wobei das Standardelektrodenpoter =: 77?”@7@”@ 77777 @ 77777 @ @@ ® @ 777777 O] @
der Normal-Wasserstoffelektrode i;:@000@®@0@®@00 V@000 @@ @® 0O
Bezugspotential (E0) gewahlt wird. Fur die g : e e * °’ S e " o * .
Berechnung des Elektrodenpotentials E wé«? ° ° °

A A . A @ Nedgativer Positiver Orientierter Hydrathuille
wiederum die Nernst-Gleichung (siehe Gl. Ladungstiager ® Ladungstrager @) Wasserapol O
verwendet. Abb. 2.13: Schematische Darstellung der an Elekimoduftretenden

Doppelschichten gemaR Literatur [10]
_ RT v,
E_E0+Elnl—[(yi[xi]) Gl. 7

An der Grenzflache Elektrode-Elektrolyt bildet sieine starre Helmholtz-) Doppelschicht aus adsorbierten
(angelagerten) Teilchen sowie eine darauf folgatiffese (Gouy-Chapman-) Doppelschichtaus gelésten Teilchen
aus (siehe Abb. 2.13) [10].

Dabei handelt es sich um ein dynamisches Systentelne die Konzentrationen untereinander wechseemrlbas
Elektrodenpotential bleibt somit nicht konstante Moppelschichten wiederum sind recht komplex.|é&kteischen

Modellen werden sie meist als RC-Glieder (Kondesrsat parallel zu Widerstéanden) dargestellt.

Eine Metallelektrode, umhullt von einem schwerikistn Salz des Metallions, stellt eine Elektrodeitev Art dar.
Das Elektrodenpotential hangt von der Konzentratidar Kationen im Salz ab, welche Uber das
Loslichkeitsprodukt (fir geséattigte Losungen im Gleichgewicht gilt [Kationen in Lésung]*[Anionen in Lésung]

= konstant) an die Konzentration von Anionen imkiiayten gekoppelt ist. Ist die Losung — wie imllEavon
schwerl6slichen Salzen — schnell geséattigt, daeibbtie Konzentration der gelésten Anionen konstaodurch
auch das Elektrodenpotential konstant bleibt. Deldwignen sich Elektroden zweiter Art als Referégkteoden.
Sie sind per Definition ebenfalls von einer Dopphkisht umgeben.Fir die auftretenden ReaktioneruseTabelle

2.2 verwiesen.

Je nach Anwendungsgebiet werden Elektroden aussehiedlichen Materialien bendtigt. Als Beispiel beer die
Ag/AgCI-Elektrode (Silber/Silberchlorid-Elektrode)genannt, da diese aufgrund der Stabilitdt ihres
Elektrodenpotentials in Kochsalzlésungen haufig fliysiologische Messungen eingesetzt wird. Dochhalie

Messweise bedingt die Wahl der Materialien, ausdeatie Elektroden gefertigt werden.
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2.2.3 Methoden der Ableitung

Je nach Positionierung und Beschaltung der Ele&irodlerden verschiedene Messweisen unterschiederded

Einsatzbereich des Messsystems grob definieren:

» Bei intrazellularer Ableitung wird eine Elektrode aufRerhalb der Zellmembran aié zweite Elektrode
innerhalb der Zellmembran angebracht. Das AnbrindenAbleitungen erfolgt blicherweise manuell und
erfordert deswegen erheblichen Aufwand. AuRRerdemdere die Neuronen beim Eindringen der Elektrode
zerstort. Als besonderes Beispiel sei hier Riggch-Clamp-Technik genannt, mit deren Hilfe das elektrische

Verhalten einzelner lonenkanale untersucht werdemk

» Bei derextrazellularen Ableitung werden beide Elektroden auRerhalb der Zellmemlragebracht. Auch
hier entsteht mit einem Al durch Ladungstragerdeiedoung ein Spannungsunterschied, wobei der weitaus
groRere Teil an der Zellmembran abféllt. Deshalbtsseid die Signale bei dieser Variante mehr verstarkt
werden. Deswegen ist die extrazellulare Ableitumghavon vornherein ungenauer, was allerdings fér di

Visualisierung von Aktivitdtsmustern belanglos ssatite [11]

Die komplexen Verhaltnisse werden im Punkt-Kontslktdell nach Weis [12] deutlich (siehe Abb. 2.14)algi
werden das Kabelmodell (siehe Kap. 2.1.2), dietedekemischen Doppelschichten (siehe Kap. 2.2.8)esein
elektrischer Widerstand des Elektrolyten bertickgith

Meist ist es von Interesse, mehrere extrazellulektroden einzusetzen. Je nach Art der Verschgltwird
zwischenmonopolarer Ableitung (alle Elektroden messen die Spannung zu ein urgklieen Referenzelektrode =
stabiles Potential) undipolarer Ableitung (jede Elektrode misst die Spannung zur vorangedwerielektrode)

unterschieden.

Bei bipolarer Ableitung sind dabei wegen d

herausragenden Gleichtaktunterdriicky

hauptsachlich Differenzenverstarker  bzw.

Instrumentenverstarker geeignet, be

Elektrolyt Zellmembran

monopolarer Ableitung genlgen einfachg¢

Intrazellulare Ableitung

Verstarkerschaltungen. Fur extrazellulg

Ableitung  von  AktivitAitsmustern ~ ganze

Populationen empfiehlt sich ei

Mikroelektrodenarray  Allerdings ist  sei

R

Elektrodenanordnung im Vorhinein festgele Bipolare Ableitung Monopolare Ableitung

Verstarker Doppelschicht

Einsatzbereich begrenzt, weil d

wird. Abb. 2.14: Schematische Darstellung des Punkt-Kaidells
geman Literatur [12]
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2.2.4 Einsatzbereich eines Mikroelektrodenarrays

Ein Mikroelektrodenarray MEA) ist eine Ublicherweise
symmetrische fixe Anordnung vieler kleiner (MikrBkektroden
auf einem nicht leitenden Tragersubstrat (siehe. Abb5 [13]).
Auch Neuronale Aktivitat kann mit einem MEA abgéitverden,
um Aktivitdtsmuster des Kultivierten Neuronennetrkge
aufzuzeichnen. Im Besonderen sind die Aktivitatseudei
reproduzierbarem Stimulus unter Einfluss pharmager
Substanzen (welche die Aktivitat der Synapsen \d&ér) von

Interesse. Durch gezielte und regelmafige Stinmdadéisst sich

= nl schlieB8lich auch das Wachstum der Neuronen bess#hu -

Abb.: 2.16: Kommerzieller Biochip [13] siehe Kap. 2.1.2).

Fir In-vitro-Messungen haben sich flache, rundétibdelen etabliert. [14] Damit die Neuronen direlf dem MEA
kultiviert werden kdnnen, muss eizellkulturkammer (Gefal3 fir das Nahrmedium) abdichtend mit dem MEA
verbunden werden. Diese Verbindung soll in diesdreft im weiteren al8iochip (MEA mit Zellkulturkammer)
bezeichnet werden. Die Anordnung der Elektrodendaunfi MEA fertigungstechnisch festgelegt. Der Eirlsateich
hangt stark von der Gré3e und Verteilung sowiefsahl der Elektroden ab.

Mit dem Durchmesser der Elektrode wéachst die pakatKontaktfliche zu einem Neuron, allerdings tautie
Wahrscheinlichkeit, dass von der gleichen Elektrd@eAktivitdit mehrerer Neuronen gleichzeitig geseas wird.
Kleine Elektroden hingegen geben ein ortlich savé@s Bild ab, jedoch sind sie von den Phasengriehten und
dem daraus resultierenden Rauschen starker betrdffé der GroRe der Elektrode steigt also auch Stibilitat

ihres Elektrodenpotentials.

Fur die Qualitat des MEAs ist nun das Signal-Ravgatnaltnis (engl. Signal-noise-relatioBNR) entscheidend,
wobei keine proportionale Abhangigkeit vom Durchsesder Elektroden angenommen werden kann. Je nach
Anwendungsbereich variieren auch die Abstédnde dekttoden auf den MEAs. Grundsétzlich sollten métagdit
viele Elektroden méglichst dicht auf dem MEA angkwat sein, um Aussagen Uber einzelne Neuroneretref
konnen. Fur Aussagen beziglich eines ganzen Neétgwerscheint es jedoch zweckmaRig, bei festgelegter

Elektrodenzahl gréRere Abstande zu wéhlen.

Die Verteilung der Elektroden wiederum kann sehez#jsch auf die Problemstellung und die Verteiluder
Neuronen abgestimmt sein. Die Verteilung der Neenoschlie3lich kann Uber eine zusétzliche Struéturig des
Zellkulturkammerbodens beeinflusst werden. So bieiee raue Oberflache mehr Halt fir ein Neuroefeti
Grabenstrukturen mit dinnen VerbindungskanalendaufOberflache des Tragersubstrats kénnen aber garcte
Gebiete im Netzwerk trennen [15], wobei auch Imevifusammenhange zwischen der ortlichen Lage éleesons
und seiner Position als Knoten im Neuronennetzwésrgestellt bzw. bekraftigt werden kénnen, um

aufschlussreichere Aktivitatsmuster zu erhalten.
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2.3 Mikroelektronische Beschichtungsverfahren

Da in dieser Arbeit MEAs zur Ableitung neuronaledtiditat prozessiert wurden, soll im Weiteren aig televanten
Verfahren der Mikrostrukturherstellung eingegangemden. Besonderes Interesse gilt hierbei der bitdghischen

Strukturierung (siehe Kap. 2.3.1) sowie plasmawstifiézten Beschichtungs- und Atzverfahren (siehe. R&2).

2.3.1 Lithographische Strukturierung

Zur lithographischen Strukturierung einer Oberficlvird zunachst ein speziellefotolack bendtigt. Die
wichtigsten Bestandteile von Fotolack sind Polymérder Harze), Lésungsmittel sowie eine lichtemgiithe
Komponente. Der Lésungsmittelanteil verfliichtigthsbei hdheren Temperaturen, woraufhin der Fototasharten
kann. Die lichtempfindliche Komponente hat die Aalfg@, die Loslichkeit der mit spezifischer Wellemgén
belichteten Bereiche zu verdndern, um den Fotolaukels Belichtung durch einelithographiemaske
(Strukturmaske auf Maskentrager) strukturierendmnien (siehe Abb. 2.16).

Einfallendes
Licht

Maskentrager

Strukturmaske Y Y ¥

Fotolack

Objekttrager

=

Abb. 2.16: Schematische Darstellung der Belichtungder Lithographie; belichtete
(dunkel) und unbelichteter (hell) Fotolack

Bei einem Positivresist wird die Loslichkeit in einem Entwicklerbad duratie Belichtung erhéht, bei einem
Negativresistwird sie gesenkt. Dazu wird nach der gleichméafiigetationsbeschichtung (en§pin-coating eines

geeigneten Substrats der Resist vor der Belich{engl. Softbake) gebacken. Ein neuerliches Backen nach der
Belichtung und nach dem entwickeln (enigardbake) erhéht die mechanische Festigkeit der bereitstrierten
Lackschicht. Die spezielle Klasse der Image-ReVraeke stellt eine Kombination von Positiv- und gé¢ivresist
dar. Wird der Fotolack zuerst gebacken und danrchiet, werden in Analogie zum Positivprozess It
Bereiche loslicher. Anschliel3end kdnnen jedochainiem weiteren, sogenannten Umkehrbackschritt (émglge-
Reversal-Bakg speziell belichtete Bereiche ausharten, was igelnis einem Negativprozess entspricht. In einer

folgenden Flutbelichtung wird der bisher unbeli¢atBereich 16slich.

Die Ldslichkeit bezieht sich naturlich immer aué dilsEntwickler eingesetzte wassrige Losung mit basischem pH-

Wert. Bei der Entwicklung werden leichter loslicBereiche schneller entfernt. Daraus ergibt siclogéed dass
aufgrund von unvermeidbaren Absorptions- und Sffekien die Kantenneigung der entwickelten Lackduen in

beiden Fallen unterschiedlich ist.
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Zu beachten ist, dass fur eine anschlieBende [Bntigr der strukturierten Lackschicht auch der auddete
Fotolack fiir spezifische Lésungsmittel, sogenameenover, l6slich bleiben muss. Belnft-off-Prozess I6st sich
mit der Entfernung der Lackschicht auch der auf dEoiolack liegende Teil der nach der Lithographie
aufgebrachten Schicht. So wird auch diese Schiabhdem negativen Abbild der Lackschicht strukttriBie
Lithographie wird meist nur als strukturgebendesfateen mit anderen Bechichtungsverfahren oder difahren
kombiniert, um die im organischen Lack erhaltenémi&uren in eine anorganische Materialschicht hartragen
[16].

2.3.2 Plasmaunterstitzte Beschichtungs- und Atzvefiren

In dieser Arbeit wurden Biochips mit Hilfe von phagunterstiitzten Beschichtungs- und Atzverfahrezessiert.

Die relevanten Verfahren fir diese Arbeit sind di&athodenzerstdubung (auch Sputtern) sowie die
plasmaunterstitzte chemische Gasphasenabscheidur{igngl. Plasma enhanced chemical vapour deposition;
PECVD) als Abscheideverfahren und dasktive lonenatzen(engl. Reactive ion etchin®RIE) als Atzverfahren.

Bei diesen Verfahren wird das Substrat in eine Makkammer eingeschleust, und bis zum erreichen des
BasisdrucksGas abgepumpt, um eine hohe Reinheit im Gasprazesezielen. Anschlieend wird die Kammer bis
zum Erreichen desArbeitsdrucks mit Prozessgasengefiillt. Diese Atmosphare wird mit Hilfe eines
hochenergetischen elektromagnetischen Feldes€rzBugt durch ein Magnetron) ionisiert. Die Progass werden
dabei zumPlasma (Gas aus freien Ladungstragern), wobei die Plasmeai nun beschleunigt werden kénnen. Als

Prozessgase werden je nach Verfahren idatieitsgaseund/odeiReaktionsgaseeingesetzt (siehe Abb. 2.17) [17].

Schutz-

Absaug-
Magnetron blach . diuse
Arbeits- N\ M t
Target Gasdusen | agnetron
TR, Reaktions-
Flasma Geheizter 1 i — gasdiisen
Geloste Tiseh % |

Target- —Plasma

atome

Pumpe

Restgas

Substrat

Substrat

Schutz-
Blech

Absaug-
duse

Arbeits- Magnetron

gasduse
. | _|Reaktions-
%c;fﬁons- gasdisen
Pl
Pumpe ESe

Geloste
Substrat-
atome

Substrat

Abb. 2.17: Schematische Darstellung der relevaptasmaunterstiitzten Verfahren: a) Sputtern, b) PEGYRIE
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Beim Sputtern werden inerte Plasmaionen auf eigefaaius abzuscheidendem Material beschleunigt.rDurc
die Impulsiibertragung werden aus dem Target Atoenausgeldst, die schlie3lich auf das Substratetnedind
zum Teil haften bleiben. So wird das Substrat raig&tmaterial beschichtet (siehe Abb. 2.17a).

Bei der PECVD werden inerte Arbeitsgase und Reaktiase gemischt. Durch die lonisierung der
Reaktionsgase sowie die Beheizung des Substrath dir Abscheidung einer festen Phase am Substrat
beginstigt (siehe Abb. 2.17b). Fir die stdchiorsel® Zusammensetzung der abgeschiedenen

Isolationsschicht sind die Anteile der Reaktionsgasf3gebend.

Der RIE-Prozess kombiniert physikalisches und cBehds Atzen. Richtung Substrat beschleunigte
Plasmaionen fihren zum Auflésen bestehender Binetuag der Oberflache. Die Oberflichenatome kdnnen
so leichter Molekulverbindungen mit dem Reaktiorssgimgehen und als Gas abgefiihrt werden (siehe Abb.
2.17c) . Dabei sollten die chemischen EigenschafeerReaktionsgase auf die chemischen Eigenschadien
zu atzenden Leiter- oder Isolationsschicht abgestieein, sodass materialspezifisch geatzt werden.Kain
spezieller RIE-Prozess ist dBlasmaverascherbei dem ein Sauerstoffplasma geziindet wird. Dieses
Verfahren wurde in dieser Arbeit sowohl zur Reimigybesonders beziglich organischer Riuckstandauals

der Hydrophilisierung von Oberflachen eingesetzt.
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3 Messmethode

In dieser Arbeit soll ein Messsystem zur Ableituglgktrischer Aktivitat neuronaler Zellkulturen esidt werden.
Dazu wird noch einmal der Ablauf der Messung imbiick auf die dafiir bendtigten Geréte festgehalgéehe Abb.
3.1). Des Weiteren sollen die Zellkultivierung videuronen (siehe Kap. 3.1), die Biochip-Prozessigiisiehe Kap.
3.2) sowie der Aufbau des Messsystems (siehe K&pn8t Kontaktierung (siehe Kap. 3.3) und Versgigchaltung

(siehe Kap. 3.4) naher beschrieben werden. Die URtimth der Biochips umfasst dabei drei Bereiches i
Folgenden unterschieden werden:

Die Strukturierung von Mikroelektrodenarrays aufesn Tragersubstrat zur Ableitung elektrischer Signa

Die Herstellung eines Mikrokanals auf dem Zellktkammerboden zum strukturierten Wachstum der
Neuronen bzw. zum Isolieren von Axonen

* Die Herstellung der Zellkulturkammer zur AufnahnesdNahrmediums

Abb. 3.1: Ubersicht {iber den Ablauf der angestreMessung und Anforderungen an
das Messsystem
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3.1 Zellkultivierung von Neuronen

Gewinnung von Neuronen aus Gewebe (Primarkultur)

Da sich Neuronen nur unter gewissen Umstéanden ted selten teilen, missen fir die Ableitung neulema
Aktivitat in vitro Zellen aus einem lebenden Organus enthnommen werden. Damit die Zellkulturen \ecpbar
bleiben, sind die Tierart, der Stamm (Labortiertetliregen einer ausgereiften Zucht) und das Alesy \dersuchstiers
sowie die urspringliche anatomische Herkunft deurbieen von Bedeutung. Fir weitere Versuche an tdren
Neuronen wurden mit freundlicher Unterstitzung Wrof. Dr. Sigismund Huck vom Hirnforschungsinstitigr
Universitat Wien Zellen des oberen HalsgangliongleSuperior cervical gangliorBCG) von Mausen in einem

frhen Entwicklungsstadium eingesetzt.

Das SCG befindet sich in der oberen Halsregion Wwahn nach abtrennen des Kopfes mit einem
Mikrogewebeschneider gro3ziigig herausgeschnitteadame Gewebereste werden anschlieRend im Wassertbad
Pinzetten entfernt, und die Neuronen des Ganglilumsh Trypsinierung in einem Reagenzglas vereinZejtpsin

I6st Proteine, die auch die Neuronen miteinandeabinden, allerdings werden auch die Zellwdnde langs
aufgelost. Um diesen Prozess zu stoppen, wird dipsinlésung rechtzeitig (nach 1 Minute) vorsichaiggezogen

und durch eine Lésung mit fetalem Kalberserum (eRgtal calb serumECS )-ersetzt. Das restliche Trypsin soll
dabei durch FCS neutralisiert werden. Nach dieselnaBdlung noch bestehende Verbindungen zwischen den
Neuronen werden mittels Schitteln des Reagenzgigdést AnschlieBend kdnnen die einzelnen Neuromérilfe

eines optisch-elektronischen Systems zur Zellzahilmenung (Durchlaufz&hlung nach dem Widerstandspnassp

[18]) in gewiinschter Menge abgefullt werden.

Neuronenaussaat

Zu Beginn der Neuronenaussaat auf ein Deckglas wdiglses zur besseren Zelladhdsion mit einem
Adhésionsvermittler beschichtet (siehe Kap. 2.20i¢ Deckglaser werden sterilisiert und zur Bedching zwei
Stunden mit Poly-DL-LysinRDL) bedeckt, zweimal mit destilliertem Wasser gewasgliiber Nacht getrocknet und
anschlielend zur Beschichtung tUber Nacht mit Lamiy@deckt und vor der Aussaat zweimal mit Tyrodstlrig
gewaschen. Vor der Beschichtung mit Laminin kontierDeckgléaser bei 4 °C Uber mehrere Tage gelagsaden.

Abb. 3.2: In vitro kultivierte Neuronen: a) am ztezi Tag in vitro, b) am flinften Tag in vitro
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Ist die Beschichtung mit Laminin abgeschlossengderrin einem Glasring, der auf das Deckglas géestetl, eine
bestimmte Menge an Neuronen ausgesat. Dazu werdém der Neurologie gebrauchlichen Deckglaser jh%ine
sterile Petrischale gelegt, die nach der AussaaiNmirobasalem MediunNBM) gefiillt wird . Mit dem Glasring

wird die zu bewachsenden Flache raumlich beschrankt

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Neuronen auch aerhdMikroelektrodenarray der Biochips ausgesat. Bdoehips
besitzen hierflr eine integrierte Zellkulturkammeelche nicht nur die Funktion der Petrischale sondauch des
Glasringes ersetzen soll. Nach der BeschichtungBieships mit dem Adhésionsvermittler kénnen dieuNamen

somit direkt in der Zellkulturkammer ausgeséat wearde

In der Wachstumsphase sollen sich die vereinzélieumronen wieder zu einem funktionierenden Neuroeewete
vernetzen (siehe Abb. 3.2). In der natirlichen Ubuge sind Neuronen in einem Stitzgewebe aus sogtman
Gliazellen durch zahlreiche Neuriten verbundervitro soll ein ahnlicher Zustand hergestellt werdéfiihrend der
Wachstumsphase werden sie in einem Inkubator (gibbe 3.3 [20]) gelagert, der durch konstante Terape und
COx-Konzentration sowie den sterilen Innenraum eiretefreundliches Umfeld fur die Zellen schafft. Alissem
Umfeld sollten sie auch fiir die Messung der Ablajfen hdchstens fir 20 Minuten entnommen werdemnaten
muss auf eine spezielle AuRenlésung als Nahrmedunriickgegriffen werden. Das Medium sollte aul3erddim
zwei bis drei Tage im Verhéltnis 5:7 (altes:neuddihhedium) gewechselt werden.Tabelle 3.1 zeignetiserblick

Uber das Verfahren zur Kultivierung der Neuronet [2

Zellkultivierung von Neuronen in vitro
Themo Neuronen: abwt Mause P5, SCG-Zellen
Sterilisation Dest. Wasser, 100 °C
Adhésionsvermittler: PDL und Laminin
Ausgesate Zelldichte: 40.000/cm2 in NBM (5:7 wechyel
p Deckglas Glass Cover Slides, siliconized
- Inkubator Thermo Scientific Heraeus Series 6000
Temperatur / [CQ) 36 °C /5,00 %
Abb. 3.3: Inkubator [20] Tab. 3.1: Parameter zur Zellkultivierung von Newoin vitro

Praparation fir den Transport

Um die Biokompatibilitdt der in der Mikroelektronigebrauchlichen Materialien zu testen, wurden diedér
Zellkultivierung etablierten Deckgléaser gereinigtdumit den auf Biokompatibilitdt zu untersuchendéaterialien
beschichtet (siehe Prozessparameter zur MEA-Priezesg). Anschliel3end wurden die Deckglaser nach deen
genannten Schema sterilisiert, beschichtet und\mitronen bestiickt. Die Uberpriifung der Vitalitat Neuronen
erfolgte mit dem Lichtmikroskop. Da in der Neurdl®gedoch fast ausschliel3lich Durchlichtmikroskapen
Einsatz kommen, mussten die Neuronen auf den (ddiciBeschichtung nicht mehr durchsichtigen) Deékgin
zum Transport fixiert werden. Dazu wird erst dasdMen abgezogen, das Deckglas mit phosphatgepufferte
Salzlésung (engl. phosphate buffered salPBS) zweimal 5 Minuten gewaschen, und zur Fixierungeuronen

20 Minuten mit 2%iger Paraformaldehyd-Ldsung betleghschlielend wird ein Deckglas dreimal 5 Minutait
PBS und 10 Minuten mit Milli-Q-ED gewaschen und mit 108562 Aquatex zwischen zwek@ésern luftdicht
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verklebt. Durch das Fixiermittel erhalten die Pnobsine rotliche Farbung und Lufteinschliisse im dtixiittel
werden in mikroskopischen Aufnahmen als Artefaktehkgenommen (siehe Abb. 3.4). Aus den geeignetsten

Materialien sollen anschlieend die MEAs prozessierden.

2 ! i sty vt el
Abb. 3.4: Am vierzehnten Tag in vitro fixiertes menales Zellgewebe: a) gesundes Gewebe, b) Luftainss im Fixiermittel

In der Zellkultivierung eingesetzte Losungen und Dsierung

Ausgangsstoff Stammldésung Gebrauchslésung| Dosierung
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Standardlésung tand&dlésung vernachlassigbar
Trypsin Reinstoff 0,25 % in PBS 30l/cm?
Neurobasales Medium (NBM) Gibco 108880-22 Unverdinnt + Zusatzstoffe 50Ql/cm?
Fetales Kalberserum (FCS) Aus Kalberféten 10 % ilvMNB ~ 100pl/cm?
PDL hydrobromide Sigma P-1458 100 mg in 10 ml Wasse25 % in Wasser 10@/cm?
Laminin Cultrex mouse Cat 3400-010-01 1 mgin 9 BN 11 % in NBM 50ul/cm?
Tyrode-Ldsung Standardldsung Ohne CacCl vernachl&ssigb

Tab. 3.2: Zur Zellkultivierung von Neuronen eingese Losungen und korrekte Dosierung [21]
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3.2 Biochipprozessierung

Die Herstellung der Mikroelektrodenarrays (MEAs)gimat bei der Produktion der Lithographiemaskene Di
gewunschten Lithographiemasken wurden mit Autoda@B2entworfen (siehe Kap. 3.2.1). AnschlieRend wurit
einem Heidelberg Laserschreiber in einem Fotoladkeiner Multischicht aus verschiedensten Metaberm dem
Maskentrager die Struktur der entworfenen Lithobramaske belichtet und entwickelt. Die hergestellte
Lithographiemasken wurden im weiteren in einem Ablanterschiedlicher Beschichtungverfahren (sietap.K
3.2.2) zur Strukturierung von MEAs eingesetzt. Daall auf die Haftung der einzelnen Materialschécht
eingegangen werden (siehe Kap. 3.2.3). Damit saken in einem Nahrmedium auf dem MEA kultiviarérden
kénnen, wurde auBerdem eine Zellkulturkammer héetieésiehe Kap. 3.2.4) und auf dem MEA aufgebta€lie

eingesetzten Gerate und Prozessparameter singoindikka5 zusammengefasst.

3.2.1 MEA-Dimensionierung

Das Design der MEAs orientierte sich an der Zielseg, Signale von Zellen innerhalb einer von einem
strukturierten Zellkulturkammerboden definierteédfie ableiten zu kénnen. Es wurden zwei Desigrngeaneitet.
Das erste Design orientierte sich stark nach emserlassigen technischen Umsetzbarkeit. Deshalt die
Leiterbahnen auf der entsprechenden Lithographikenasnd die Atzlocher fiir die Elektroden auf der
Lithographiemaske zur Strukturierung der Isolatsmiécht relativ grof3 (10@m Durchmesser; siehe Abb. 3.5 und
3.6).

Referenzelektrode

Kontaktpads

s gs
e

Stimulationselektrodeo

Maske fur die
|solation

DD'\:‘B\Iignmentstruk’curen —
v

| ragersusraegrenzung
— \ \o Maske fir den
= - Mikrokanal

Abb. 3.5: Design der Lithographiemasken (nach MEAsiQn 1): a) zur Strukturierung der Leiterbahneh,zbr

Strukturierung der Isolation, c) zur Strukturierudes Zellkulturkammerbodens. Abbildungen b undetlesi vergroR3erte
Ausschnitte dar, welche der blauen Markierung ibifstung a entsprechen.
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Da groRBe Elektroden nur starke Spannungsschwankungessen konnen, wobei an den gemessenen
Spannungsunterschieden auch die Signale von mehiéeeronen beteiligt sein kénnen, ist dieses MEA gu
geeignet fur die Ableitung voBursts (Signalausbreitung im gesamten Neuronennetzwgirkdiesem Zweck sind

die Elektroden in einem groRen Abstand (1 mm vottdifiunkt zu Mittelpunkt) angeordnet. Fir die Kdditarung

der Elektroden sind diKontaktpads (Kontaktflachen) zu beiden Seiten (Links / rechis dgetrennte Messung /
Stimulation) vorgesehen, und richten sich in ihrédostand nach dem Rastermal3 des Vorverstarkers. Die
Tragersubstratbegrenzung auf den Lithographiemaskeithtert die Orientierung beim Einlegen der kéasin den
Mask-Aligner. Die Alignmentstrukturen sollen eirBpisesAlignment (Positionierung einer Lithographiemaske tber

einem bereits strukturierten Substrat) erlauben.

Auf der Lithographiemaske zur Strukturierung deskndkanals ist die gewinschte Beschaffenheit des
Zellkulturkammerbodens zu sehen: zwei runde Ventigén, die durch einen dinnen Kanal (3®0) verbunden
werden. Als Referenzelektrode sollte eine aul3ertlafbVertiefungen, aber noch im Elektrolyt gelegé&tektrode
eingesetzt werden. Fir den Fall, dass diese Refeekirode aufgrund ihres kleinen DurchmessersestiEm

Spannungsschwankungen unterlegen ist (siehe K2aR2)2befindet sich 1 mm daneben eine Stimulatiekt®de.

Referenzelektrode

Atzlécher fir die Kontaktpads

?a e
Atzlécher fiir die Elektroden \

e~ Alignmentstrukturen —
I

Tragersubstratbegrenzung

Maske fur die

|£/ \ |solation

Abb. 3.6: Design der Lithographiemasken (nach ME#siDn 1): a) zur Strukturierung der Isolation, by Strukturierung

der Leiterbahnen, c) zur Strukturierung des IsofatAbbildungen b und c stellen vergroRerte Ausghdar, welche de

blauen Markierung in Abbildung a entsprechen.
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Das zweite MEA-Design wurde geplant, um den Eirflu®n Elektrodenoberflache und Elektrodenabstand zu
bestimmen. Auf jeder Seite wurde deshalb ein Axuary Elektroden mit einem anderen Durchmesser (1803000

um) im verhaltnismafig etwa gleichen Abstand (100/280/700um) aufgebracht (siehe Abb. 3.7). Dabei wurde
angenommen, dass jede Elektrode sowohl als Megsaugh als Stimulationselektrode genutzt werdem kBxie
Referenzelektrode befindet sich hier in der Mitte) moglichst nahe an den Messelektroden zu seisBium
einiges groRRer (a = 2,5 mm), damit ein stabilektEbdelenpotential gewahrleistet ist, und auf all@iteh mit einem
Kontaktpad verbunden. Des Weiteren wurde zur Sahigreine Leiterschleife um das ganze MEA vorgesetien
ebenfalls auf allen Seiten mit einem Kontaktpadbuaden ist. Die Kontaktflichen an den Ecken sotiémn
Méoglichkeit bieten, diese Leiterschleife mit derf&enzelektrode zu verbinden. Der Abstand der Kdptads
richtet sich wiederum nach dem Rastermal? der Kesttlik des Vorverstarkers. Die gefertigten Litheghiemasken

werden in einem Ablauf von mehreren Beschichtungdalieen zur Strukturierung verwendet.

IVIaske far die
Isolation

Abb. 3.7: Design der Lithographiemasken ( nach MBésign 2): a) zur Strukturierung der Leiterbahnih,zur
Strukturierung der Isolation, ¢) zur Strukturierwhes Zellkulturkammerbodens. Abbildungen b undetiest vergroRerte
Ausschnitte dar, welche der blauen Markierung ibifdung a entsprechen.
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3.2.2 Schematischer Prozessablauf

Die Prozessierung der Biochips lauft in 15 Prozsw#sen ab, in denen das Tragersubstrat beschioker eine
bestehende Schicht wieder vom Tragersubstrat entfeird. Nach samtlichen Bearbeitungsschritten daai die
Leiterbahnen mit eventuell nétiger Haftschicht ($itd a — h), die Isolation mit freigelegten Eledden und
Kontaktpads (Schritte i — k), die Oberflachenveugigt an den Elektroden (Schritte | — m) und die ktgturkammer
(Schritte n — 0) auf dem Tragersubstrat bestehehgsAbb. 3.8). Das neurobasale Nahrmedium, daerspédie
Zellkulturkammer eingeftillt werden soll, wird durdie Isolation elektrisch von den Leiterbahnen eyatt, sodass
diese Signale von den Elektroden zu den Kontaktpddisiten. Die Oberflachenvergiitung an den Elelanosboll
dabei den Kontakt zum Neuron verbessern. Dazu bemtarder in Kap. 2.3.1 beschriebenen lithograpleisch
Strukturierung in Kombination mit in Kap. 2.3.2 bbsebenen plasmaunterstiitzten Beschichtungsverfabnd

Atzprozessen. Zur genaueren Ubersicht ist der gesBertigungsablauf in Tabelle 3.3 dargestellt.

/- TS

a) Reinigung b) Haftschicht 1 ¢) Strukturierung der Leiterbahnen d) Atzen von e) Haftschicht 2
(fur Fotolack) (Spin — Belichtung - Entwicklung) Haftschicht 1  (f. Leiterbahnen)

B ——— ? pr—

) Leiter- g) Lift-off h) Atzen von i) Isolation j) Strukturierung der Atzlécher
bahnen Haftschicht 1 (Spin — Belichtung — Entwicklung)

VA | W=\ N

k) Elektroden- 1) Elektroden- m) Lift-off n) Strukturierung des Zellkulturkammerbodens o) Zellkultur-
Freidtzen Vergitung (Spin — Belichtung — Entwicklung) kammer

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Prozesdalidau Biochip-Prozessierung

» Die Leiterbahnen werden im Lift-off-Verfahren sttukert. Dazu wird das Tragersubstrat nach der igeirg

(Schritt a) eine Fotolackschicht aufgebracht unholjraphisch strukturiert (Schritt c), welche nach

gleichméafigem Beschichten mit Leitermaterial mitt8puttern (Schritt f) wieder entfernt wird (Schadj.

Dabei wird das Uber dem strukturierten Fotolackdigde Leitermaterial ebenfalls entfernt. Das bestééa

Leitermaterial bildet die Leiterbahnen. Um die Hafy des Fotolacks wie des Leitermaterials auf dem

Tragersubstrat zu verbessern, kann das Trageratibagatzlich mit einem Haftvermittler beschichetrden,
welche eventuell auch wieder entfernt werden. Eatdende Prozessschritte (Schritte b, d, e, h)sindt als

optional (aber durchaus hilfreich) anzusehen undlereim folgenden Kapitel eingehender erlautert.
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* Die Isolation wird durch reaktives lonenédtzen stuulert. Dazu wird nach der Beschichtung mit dem
Isolationsmaterial mittels PECVD (Schritt i) einetBlackschicht aufgebracht und lithographisch dtri&rt
(Schritt j), welche im Atzprozess (Schritt k) digt zu dtzenden Bereiche bedeckt. So kann diatisal
gezielt nur an den fir die Kontaktpads und die ftmlen vorgesehenen Bereichen von den Leiterbahnen

entfernt werden.

» Die Oberflachenvergitung an den Elektroden wirdderam im Lift-off-Verfahren strukturiert. Dabei widie
bereits bestehenden Lackschicht mittels Sputterndam Vergltungsmaterial beschichtet (Schritt I un
anschlieBend die Lackschicht entfernt (Schritt ®h kann die Vergitung gezielt auf die Elektroden

aufgebracht werden.

* Der Zellkulturkammerboden wird direkt lithograpHiscstrukturiert (Schritt n). Er besteht aus einem
biokompatiblen und im ausgeharteten Zustand bessraiabilen Fotolack. Die Wande der Zellkulturkamme
wurden in einem eigenen Verfahren hergestellt, medanoch eingehender beleuchtet werden soll (¥epe
3.2.4). Das Anhaften der Wande auf der Oberflacee MIEAs (Schritt 0) kann durch vorhergehendes

Plasmaveraschen zur Hydrophilisierung der beidemt#dflachen erheblich verbessert werden.

Der Prozessablauf in einzelnen Prozessschritten
Prozessschritt Methode Material
a) Reinigung des Tragersubstrats Ultraschallbad AcERyopanol
b) Beschichtung mit der Haftschicht 1 fiir den Fatdl Sputtern / PECVD Cr/$i,
E ¢) Beschichtung mit Fotolack und Strukturierung der | Lithographie Fotolack
§ Leiterbahnen
% d) Entfernung der Haftschicht 1 an freien Stellen sdNahemisches Atzen  Cr-Atze
- e) Beschichtung mit Haftschicht 2 fir das Leiterenat Sputtern Ti/ Cr
f) Beschichtung mit Leitermaterial Sputtern Au /Pt
g) Entfernung des Fotolacks (und Material dartiber) ift-aff Aceton
h) Entfernung der restlichen Haftschicht 1 Nass-deenes Atzen| Cr-Atze
i) Beschichtung mit der Isolationsschicht PECVD NG
é j) Beschichtung mit Fotolack und Strukturierung der Lithographie Fotolack
g Atzlécher
B k) Freiatzen der Elektroden und Kontaktpads RIE ¢ SF
% I) Beschichtung mit der Elektrodenvergitung Sputtern TiN
E m) Entfernung des Fotolacks (und Material dartiber) ift-aff Aceton
E n) Beschichtung mit Fotolack und Strukturierung des | Lithographie SU-8 Fotolack
E funktionalisierten Zellkulturkammerbodens
0) Anhaften der Zellkulturkammer Plasmaveraschen »Plasma

Tab. 3.3: Ubersicht {iber die Prozessschritte zuclBpProzessierung und die bendtigten Prozesse
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3.2.3 Haftung der Materialien

Der Fotolack haftet haften zwar nicht ausreichemfdldem verwendeten Tragersubstrat, jedoch gut &wbi@ wie

auch auf Siliziumnitrid. Da beide Materialien augpit auf dem Tragersubstrat haften, bieten sie aEaftschicht
zwischen Lack und Tréagersubstrat an (Schritt b)veind mit Siliziumnitrid als Haftschicht gearbeitehuss diese
nicht mehr entfernt werden, da sie transparenirist nicht elektrisch leitet. Dadurch entfallen 8iehritte d und h.

Das Nass-chemische Atzen ist nur fiir Chromoberéiacnzuwenden.

Reine Edelmetalle wie Gold oder Platin als Leitérien (Schritt f) haften nicht ausreichend gut alafsGubstraten.
Als zusétzliche Haftschicht muss deshalb zwischégs Gind Edelmetall eine diinne Schicht Chrom od&nTi
aufgebracht werden. Wird als Haftschicht fir derlded& und als Haftschicht fur die Leiterbahnen dgsiche

Material (Chrom) eingesetzt, entfallt der erste ddhéitzschritt (Schritt d) sowie das sputtern dertstdicht fir die

Leiterbahenen (Schritt €). Beim Beschichten miersirMetall, das selbst auf dem Tragersubstrat haftefallt die

Notwendigkeit fir eine zusatzliche Haftschicht (Sitke).

Die Oberflachenvergitung der Elektroden und Koma#ts(Schritt ) durch eine zusétzliche Schicht Vagannitrid
zur Verbesserung der Zelladhasion ist optional undde nicht auf alle MEAs angewendet. Es muss jedoc

vorausgesetzt werden, dass die Oberflachenvergigtuindem Leitermaterial haftet. [22]

Die Beschichtung mit SU8-Lack zur Funktionalisiegudes Zellkulturkammerbodens (Schritt n) wurde aor

ersten MEA-Design angewandt. Die ausreichende Hgftles Lacks wurde in Vorversuchen bestatigt.

Die Zellkulturkammer besteht aus einem Silikonkeht&k. Das permanente Anhaften auf dem MEA kanntdurc

vorhergehende Hydrophilisierung der beiden Kontagkfen erreicht werden [23].

Die Fertigung der Zellkulturkammer ist eine erstigmlAufgabe dieser Arbeit. Die Herstellungsparaméiie die
Schritte der Oberflachenvergutung (Schritt 1), dBeschichtung und Strukturierung eines Fotolacks als
Zellkulturkammerboden (Schritt n) und das Anhaften Zellkulturkammerwénde auf dem MEA (0) mussteerat

gefunden werden. Die Herstellung der Zellkulturkeemwiinde wird im folgenden Kapitel ndher beschrieben

3.2.4 Fertigung der Zellkulturkammern

Auf den fertigen MEAs Zellkulturkammern befestigtn darin das neurobasale Nahrmedium aufnehmenrmekd
Die Zellkulturkammern mussten jedoch zuerst gefertierden. Wegen seiner guten Haftung auf Glas vbrerfr
als Werkstoff ein biokompatibler Silikonkautschukwgihlt. Dieser liegt zunachst im flissigen Zustamd sodass er

durch Gussformen strukturiert werden kann.

Durch Sagen, Frasen, Bohren, Verschrauben undeterkl wurden zwei verschiedene Gussformen aus Alumin
angefertigt. Damit sich die Gussformen von denkgtirkammern I6sen lassen, sind sie aus jeweiksi Zwilen
zusammengesetzt, aus der Bodenplatte und den WéaledeBussform (siehe Abb. 3.9). Mit jeder Gussfdésst
sich eine oben und unten offene Zellkulturkammeeroghach Wenden der Bodenplatte) ein passendereDeck
fertigen. Die Bodenplatten wurden zu diesem Zwdelt geschliffen, da die Zellkulturkammern spéterseerdicht

auf dem ebenfalls glatten Substrat haften sollen.
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Zweiteilige Gussform

€

(e

Fix verschraubt
) 2 Teile fixiert
Fix verklebt
2 Teile geldst

Abb. 3.9: Skizze des Aufbaus der Gussform fiir digi§ung der Zellkulturkammern

Der eingesetzte Silikonkautschuk (siehe Abb. 324))[besteht aus zwei Komponenten (Elastomer urtdlysator),
welche vor dem Giel3en vermengt werden. Dabei dmstgedoch etliche kleiner Luftblasen, welche ineei
Vakuumkammer zum Anwachsen, Aufsteigen und Zerptatgebracht werden kdnnen. Danach wird der
Silikonkautschuk vorsichtig in die Form gegossend um Ofen bei 110°C hart gebacken. Werden nach
anschlieBender Abkihlung Bodenplatte und WandeGdersform getrennt, lasst sich die Zellkulturkamregcht
herauslésen. Tabelle 3.4 zeigt die verwendetentélgrarameter fir das Vergiel3en des Silikonkautssfi24].

Fertigung einer Zellkulturkammer aus Silikonkautschuk
Silikonkautschuk Sylgard DC 184 silicone elastomer
Mischen 1 zu 10 (Katalysator/Elastomer), langsam
Vakuumpumpe Pfeiffer vacuum duo 5
Luftblasen entfernen 4 mal bis 100 mbar und wiea@iiften
Giel3en Langsam und gleichmaRig an gleicher Stelle
Abb. 3.10: Silikonkautschuk| Backen 45 Min.bei 110°C
[24] Tab. 3.4: Angewandte Prozessparameter bei degBegider Zellkulturkammer

3.2.5 Gerate und Parameter im Prozessablauf

Im folgenden Kapitel werden die im Prozessablauf Herstellung der Biochips verwendeten Geréate uarhitl

durchgefiihrten Prozesse naher beschrieben.

Reinigung (Prozessschritt a)

Die Reinigung des Tragersubstrats im Ultraschalltsidhe Abb. 3.11) ist ein wesentlicher Schritt, jddweder
Schmutz zu erheblichen Haftungsproblemen fihremkéticht umsonst werden die MEAs ausschlieB3lich im
Reinraum gefertigt. Wird das Tragersubstrat wahimdesl Prozessablaufs verunreinigt, dann wurde askedi Schritt

zurtickgegriffen. Tabelle 3.5 zeigt die verwendd®anameter fur den Reinigungsprozess.
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Reinigung des

Tragersubstrats

Ultraschallreiniger:

SONOREX Digital 10P Bandelin

Tragersubstrat:

BOROFLOAT 33Borosilicatglas

1. Reinigung in| Lésungsmittel | Aceton
separatem Leistung 100 Watt
Becherglas Zeit 3 —4 Min.
2. Reinigung in| Lésungsmittel Isopropanol
B separatem Leistung 100 Watt
Abb. 3.11: Ultraschallreiniger (Foto) Becherglas Zeit 3 —4 Min.
Trocknen Stickstoff

Tab. 3.5: Angewandte Prozessparameter bei der Reigides Tragersubstrats

Sputtern (Prozessschritte b, e, f, I)

In der Sputteranlage (siehe Abb. 3.12) wird dasgéirsubstrat mit Haftmaterial (Cr, Ti), Leitermastrund
Oberflachenvergiitung (TiN) beschichtet. Die Werte flie resultierenden Schichtdicken beziehen sioh a
bestehende Tabellen ausgewerteter vorangehendeitéxrtbDa die Prozessparameter fur die Oberflacirgritung

aus Titannitrid erst bestimmt werden mussten, wuese variiert. Tabelle 3.6 zeigt die gefundeRarameter.

Prozessparameter beim Sputtern

Modell: Von Ardenne LS 320 S

Targetmaterial: Cr‘ Ti ‘ Au ‘ Pt ‘ Ni ‘ Ge ‘ TiN

Basisdruck [mbar] <32

Arbeitsdruck [mbar] gé Var.

HF-Leistung [W] 100, 100 | 50 100 100 100 50

Sputterdauer [s] 30, 2x50 3x50 60 60 60 Var.

Vorsputtern [s] 30| 2x50 3x50 60 60 60 10x60
Abb. 3.12: Sputteraniage (Foto) Schichtdicke [nm] 25| 60 240, 120/ o0.A. 0.A. \Var

Tab. 3.6: Angewandte Prozessparameter beim Spuitefmominelle Schichtdicken

Fotolithographie (Prozessschritte ¢, j)

Durch die Lithographie wird das Tragersubstrat hiife eines Spin-Coaters (siehe Abb. 3.13) gleicRipamit
Fotolack beschichtet und diese schiitzende LackscHiarch Belichtung in einem Mask-Aligner (siehebAl3.14)
den Mikrostrukturen auf den verwendeten Lithograptasken entsprechend strukturiert. In einem letS3ehritt
(Strippen oder Lift-off) kann der Fotolack wiedeel@st werden. Die Dauer der Strukturbelichtung der
Lithographie wurde daran angepasst, ob die HatfthtHiir den Fotolack durchsichtig ist oder reflekti Besondere
Sorgfalt wurde beim Abspulen des Entwicklers angeitiadamit keine Lackreste an der Lackstruktur leéing

bleiben. Tabelle 3.7 zeigt die verwendeten Paramete
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Abb. 3.13: Spin-Coater (Foto)

Prozessparameter bei der lithographischen Strukturrung

Abb. 3.14: Mask-Aligner (Foto)

Lack AZ 5214 (1:0) Image Reversal
Spin-Coater Convac 1001 / Fairchild 1001
Dispense 10 s bei 300 rpm (Rampe: 64)
Spin 30 s bei 3000 rpm

Heizplatte Prazitherm PZ 28-2

Prozess Umkehrprozess Positivprozess
Softbake 60 s bei 100°C 60 s bei 100 °C
Mask-Aligner Karl SUSS MJB3
Wellenlange 365 nm

Energiedichte ~ 50 mW/cm?
Lithographiemaske Fir die Leiterbahnen Fur die Isolation
Haftschicht Transp. Reflekt. Transp. Reflekt
Belichtungsdauer 35s 32s 35s 32s
Flutbelichtungsdauer 13,5s 13,2s - -
Hardbake 60 s bei 110 °C

Entwickler AZ 726 MIF
Entwicklungsdauer 70s 90s 70s 90 s

Spulen Deionisiertes Wasser, flieRend!
Stopper Deionisiertes Wasser im Becherglas
Trocknen Stickstoff

Tab. 3.7: Angewandte Prozessparameter in der Litipbge

Nasschemisches Atzen von Chrom (Prozessschritte d,

Wegen der schlechten Haftung des Fotolacks auf Oi&mersubstrat wurde eine Chromschicht als Haftitdem

aufgetragen. Da Chrom elektrisch leitet, muss digekicht in zwei separaten Prozessschritten wiedéfiernt

werden, einmal vor der Beschichtung mit Leitermatereinmal nach der Entfernung des Fotolacks. Burc

Nasschemisches Atzen mit einer Chrométze (siehe 3B) wird unbedecktes Chrom vom Tragersubstehisy

Dies geht recht schnell und der Atzfortschritt kégioht optisch wahrgenommen werden. Deshalb wdigeit im

Lésungsbad nur geschéatzt. Tabelle 3.8 zeigt diweetleten Parameter.

Prozessparameter beim Nasschemischen Atzen

Losungsmittel

Microposit Chrome Etch 18

Lésungsdauer

25-35s

Stopper

Spulen in flieBendem Wasser /

deionisiertes Wasser im Becherglas

Trocknen

Stickstoff

Abb. 3.15: Chrom-
atze (Foto)

Tab. 3.8: Angewandte Prozessparameter beim nasisdiem Atzen von Chrom
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Lift-off (Prozessschritte g, m)

Im Lift-off-Verfahren werden metallische Mikrostruken hergestellt. Dazu wird eine Lackschicht mit
Fotolithographie strukturiert und dartiber eine Msthicht abgeschieden. AnschlieBend wird die s$tmigrte
Lackschicht mit dem darauf abgeschiedenen MetaddisgeWesentlich ist, dass das Losungsmittel aumtizbintal
durch die Lackschicht diffundiert, also mit der Zaer komplette Fotolack geldst wird. Dabei werdendrlich alle
den Fotolack bedeckenden Flachen der dariiber liegeheiterschicht ebenfalls vom Tragersubstrat sielDie
Zeit, die der Lift-off bendétigt, hangt stark vonrdgréRten geschlossenen Flache ab, die der Fotbled&ckt. Der
Fortschritt des Lésungsmittels wurde optisch mitMgt und durch punktuelles Einspritzen des Losumigels
unterstitzt. Die mit Lésungsmittel gefilliten Beajléser wurden wahrend der Entfernung des Fotolaeksrmals
gewechselt (siehe Abb. 3.16), da bereits im Losonttsl geldste Metallreste die Mikrostrukturen adém

Tragersubstrat beschadigen kénnen. Tabelle 3.9 dieigerwendeten Parameter.

Prozessparameter beim Lift-off
Metall-Lift-off Losungsmittel Aceton
in separatem Dauer ~ 10 Min.
Becherglas Splen: Aceton
Ultraschallreiniger: SONOREX Digital 10P
Bandelin
1. Reinigungsschritt in| Lésungsmittel Aceton
separatem Becherglas Leistung 100 Watt
{ Dauer 2 — 3 Min.
i Spulen: Isopropanol
N\ 2. Reinigungsschritt in| L6sungsmittel Isopropanol
Abb. 316 zum Liftoff notige separatem Becherglas Leistung 100 Watt
Becherglaser (Foto) Dauer 2 -3 Min.
Trocknen Stickstoff

Tab. 3.9: Angewandte Prozessparameter im Lift-offzBss

PECVD (Prozessschritt i)

Gemal des Prozessplanes (siehe Abb. 3.8) werderhadinen mit Isolationsmaterial bedeckt, damispigter vom
neurobasalen Nahrmedium getrennt sind. Im PECVDaYeen wird das Tragersubstrat in einer spezielelage
(siehe Abb. 3.17) mit Isolationsmaterial beschithibie Werte fir die resultierenden Schichtdickeszibhen sich
auf bestehende Tabellen ausgewerteter vorangeh@nbleiten. Tabelle 3.10 zeigt die verwendeten Patemfir
den PECVD-Prozess.
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Prozessparameter bei der PECVD

Modell Oxford Plasmalab 80 Plus

Abgeschiedenes Material Siliziumnitrid Siliziumoxid

Basisdruck [Torr] 0,06 0,06

Arbeitsdruck [Torr] 1 1

Tragersubstrat-Temperatur [°C] 300 300

HF-Leistung [W] 10 10

Einstromgeschwindigkeiten

2%iges SiH [sccm] 700 425

NH; [sccm] 18 -

N.O [sccm] 710

Dauer 10/30 Min. 12 Min.
Abb. 3.17: PECVD-Anlage (Foto) Nominelle Schichtdicke [nm] 120/369 nm 480

Tab. 3.10: Angewandte Prozessparameter bei der PECVD

RIE (Prozessschritt k)

Um das auf den Leiterbahnen aufgetragene Isolatiatesial an den Mikroelektroden und auf den Konga#ls im
RIE-Verfahren selektiv wieder zu entfernen, wirdn@chst eine Fotolackschicht auf dem Isolationsrizdter
aufgetragen und lithographisch strukturiert. Ireeispeziellen Anlage (siehe Abb. 3.18) wird dieagete Oberflache
geatzt, wobei der Fotolack nicht mit dem Reakti@ssgeagiert und so auch darunter liegendes Isofatiaterial
schutzt. Somit werden nur die nicht mit Fotolackidiekten Flachen der der Isolation selektiv entféFabelle 3.11
zeigt die verwendeten Parameter fiir das FreiateerEtektroden und Kontaktpads. Die Atzrate beziibh auf

bestehende Tabellen ausgewerteter vorangehendeitérb

Prozessparameter beim reaktiven lonenatzen

Modell Oxford Plasmalab 80 Plus

Basisdruck [mbar] 5x19

Arbeitsdruck [mTorr] 50

Leistung [W] 50

Einstrémgeschwindigkeiten

Arbeitsgas (Ar) [sccm] 10

Reaktionsgas (SF[sccm] 20

Dauer [Min.] 12

Nominelle Atzrate Siliziumnitrid 30 nm/Min.
Abb. 3.18: RIE-Anlage (Foto) Tab. 3.11: Angewandte Prozessparameter beim reaktbnenétzen
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Lithographische Strukturierung des Zellkulturkambwetens (Prozessschritt n)

Es wurden Zellkulturkammern mit Kanalstrukturen riligektroden entwickelt. Diese Kanalstrukturen wand
mittels eines Fotolackes, der Schichtdicken vorzbi800um zulésst, hergestellt. Dieser Lithographieschwittde
mit einem SU-8 Fotolack auf Epoxidbasis (siehe ABBbl9)durchgefiihrt. Der eingesetzte Negativressst i
bekanntermafRen biokompatibel [25] und im ausgetgirtéustand nicht mehr durch herkdmmliche Losuntgemi

abzulésen. Dazu wird der SU-8 Fotolack nach dewkektung auf einer Heizplatte (siehe Abb. 3.20)tlgggbacken.

Er bleibt danach bestehen und wird nicht durchwsreLift-off entfernt. So wird der ZellkulturkammEden direkt
durch das Lackmaterial selbst lithographisch stmt&tt. Dieser Fotolack ist hochviskos sodass miepassten
Prozessparametern eine Schichtdicke von UbenrB0&reicht werden kann. Fir die lithographischeil@trierung
dieses SU-8 Lacks sind jedoch andere Prozesspamanatvendig, sodass ausgehend von Standardpararfi2té
Parameter optimiert wurden. Weil der Fotolack sohviskos ist, muss er zunachst grob verteilt (eDggpensg an
anschlieBend durch schnellere Rotation (Spin) aufimschte gleichméRige Schichtdicke gebracht wertielle

3.12 zeigt die verwendeten Parameter fur die Lithplgie von SU-8 Fotolack.

Strukturierung des Zellkulturkammerbodens
=5 Lack SU-8 2150 (1:0)
L. Spin Coater Convac 1001 / Fairchild 1001
2R Dispense 100 - 200 s bei 500 rpm
' Spin 100 — 1000 s bei 3000 rpm
Heizplatte Préazitherm PZ 28-2
Softbake 30 Min. bei 95 °C
Abb. 3.19: Fotolack | Mask-Aligner Karl SUSS MJB3
SU-8 2150 (Foto) Lithographiemaske Zur Strukturierung des Kammerbodens
Belichtungsdauer 8-9s
Hardbake 15 Min. bei 95 °C
Entwickler mr-Dev 600
Entwicklungsdauer 20 Min.
Stopper Isopropanol im Becherglas
Spulen Deionisiertes Wasser, flie3end!
Trocknen Stickstoff
Tab. 3.12: Angewandte Prozessparameter bei degtiiphischen Strukturierung
Abb. 3.20: Heizplatte (Foto)
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Befestigung der Zellkulturkammer (Prozessschritt 0)

Um eine wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben aus Silkawtschuk hergestellte Zellkulturkammer auf dem
Tragersubstrat zu befestigen, wird sie zusammeni@éem mit den gewiinschten Kontaktflachen nacim abelen
Plasmaverascher (Siehe Abb. 3.21) eingeschleudt. Hilie eines Sauerstoffplasmas werden die Obdn#iac
hydrophilisiert, um so besser aneinander zu hafaschlielend werden sie in gewunschter Positideimander
gepresst und unter diesem Anpressdruck zum Aushattr neuen Verbindungen zwischen Tragerglas und
Silikonkautschuk im Ofen gebacken. Die Prozessparam mussten erst bestimmt werden, wobei als
Orientierungshilfe auf bereits veroffentlichte Aitea zu diesem Thema zurlickgegriffen wurde [23h€lle 3.13

zeigt die verwendeten Parameter des Plasmaveraschen

Prozessparameter beim Plasmaveraschen

Plasmaverascher TEPLA 300-E

Prozessgas >99,99%Sauerstoff

Prozessdruck 0,7 Torr

Leistung 100w

Veraschungsdauer 3s

Backen 30 Min. bei 100 °C

Tab. 3.13: Angewandte Prozessparameter bei derodidisierung der

Abb. 3.21: Plasmaverascher (Foto) Zellkulturkammer im Plasmaverascher zur Haftunggsteng

Mit den beschriebenen Prozessen konnte eine vudligfé Fertigung der Biochips durchgefuhrt werdeiir #ie

elektrische Signalableitung mussten die Biochipsine Kontakthalterung fir die Messelektronik eseet werden.
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3.3 Kontaktierung der Biochips

Zur elektrischen Kontaktierung der Messelektroniit dem Biochip in einer Kontakthalterung (siehe K&g3.2)
wurde ein Kontaktkonzept (siehe Kap. 3.3.1) enteficlkdas ermdglichen soll, vom Biochip abgeleitgignale ohne

weitere Leitungswege direkt zu verstarken, um defliss von Storsignalen aus der Umgebung zu redeai

3.3.1 Kontaktkonzept

Um mit den prozessierten Biochips neuronale Akiivitbleiten zu kénnen, muss zunac Hiilse
der elektrische Kontakt von Biochip zu Messinstratngewahrleistet sein. Dies soll tib

Feinrasterstifte (siehe Abb. 3.22 [27]) gescheldénn die Eingange dreier Gibereinanc

Feder
gestapelter Buchsenleisten gesteckt werden.
Damit spater der Vorverstarker (siehe Abb. 3.28])[&irekt angeschlossen werden kar
wurde der Durchmesser der Feinrasterstiffe und tdeaoch das Rastermall d
Buchsenleisten an das Rastermal? des Vorverstéamkgepasst (siehe Kap. 3.2.1). Sehat
cha
Die Buchsenleisten wurden anschlieend in eineagefr Fihrung in einem L-Prof
geklemmt, welches zur Justiermoglichkeit an eingan3lationstisch [29] befestigt wir
(siehe Abb. 3.24).
Spitze

Abb. 3.22: Schematische
Aufbau eines Feinraster

=

stiftes geman dem
Datenblatt [27]

Abb. 3.23: Vorverstérker mit Anschliissen [28]

Der Vorverstarker soll so direkt auf dem Biochidgmloracht werden kénnen. Des Weiteren wurde eintekdag
vorgesehen, auf der die oben beschriebenen Koeistkth mit den Translationstischen und der Biodhifert

werden kdnnen.

Fur eine Verstarkerschaltung ohne Vorverstarkerdeuauf3erdem aus einer Stiftleiste, einem Koaxialkaind
einem Stecker (der dem \orverstarkerausgang ealdpriein entsprechendes Verbindungskabel von den
Buchsenleisten zum Nachverstarker angefertigt. TlaBBel4 zeigt eine Ubersicht tiber die benétigtent&ite fir den

Aufbau der Kontaktleisten.
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L]

tische

Translations-

Fuhrungsgewinde

—

uchsenleisten

Feinrastertstifte

Abb. 3.24: Aufbau einer Kontaktleiste mit Fiihrung

Bauteile fur zwei Kontaktleisten mit justierbarer Fuhrung

Stiick Bauteil Modell MaRe [mm] Wichtiges
1 Vorverstarker MPASI 17x1,8x25 Rastermaf3: 1,27 mm
6 Buchsenleiste 1 x 10 vergoldet 13x2,6x7 RastBrrh@®7 mm
20 Feinrasterstift F109 01B 034 G 050 0,48 x 15,8 elfwdg: 2 mm
4 Translationstisch M-MT-X 20x20x 10 Arbeitswegb Inm
2 Winkelelement M-MT-AB2 25x20x 25 Winkel: 90°
2 Winkelelement L-Profil (Alu) 5x20x 30 Fdhrung: ¥&,6 x 5 mm
1 Stiftleiste 1 x 10 vergoldet 13x2,2x8 RasterntsB7 mm
1 Stecker SUB-D 30x20x10 15-polig
Koaxialkabel 20 cm 15 geschirmte Kabel in einem

Tab. 3.14: Liste der Bauteile fur zwei Kontaktlerstait Flihrung

43




3.3.2 Kontakthalterung

Abb. 3.25: Aufbau der Halterung fiir die Biochips

Um die Kontaktleisten auf dem Biochip ausrichtenkéinnen, wurde eine Halterung angefertigt. Sie wuads
Aluminiumplatten verschiedener Dicke (0,1 cm, 033 & cm) sowie Schrauben (Durchmesser = 0,3 crmgfartigt
(siehe Abb. 3.25). Um spéater Bilder der gewachsehewronen wahrend der Ableitung auch mit einem
Durchlichtmikroskop aufnehmen zu kénnen, wurdeleioh in der Mitte der Bodenplatte gefrast. AuRerdsna die
vorgesehenen. Fuhrungsschienen fir die Kontaldlesbrgen fir die fir die Fixierung (siehe Abb63.2

it

Abb. 3.26: Aufbau der Kontakthalterung aus der éfalhg mit Fixierung und zwei Kontaktleisten m

Translationstischen und eingezeichneter Justieelitgrk
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3.4 Signalverstarkung

Weil die an den extrazellularen Elektroden auf 8&rchips zu messenden Spannungsdifferenzen wedt @iiem
Millivolt betragen kénnen (siehe Kap. 2.2.3), messtie elektrischen Signale vor der Datenerfasstergtarkt
werden. Dazu wurden Verstarkerplatinen (siehe Bap.2) angefertigt, auf denen acht Eingangssignaitejeweils
einem eigenen Analogverstarker (siehe Kap. 3.4et3térkt werden. Zusatzlich wurde ein Hochpassfiité acht

getrennten Kanalen (siehe Kap. 3.4.3) hergestellt.

3.4.1 Verstarkerspezifikationen

Fir die Dimensionierung des Verstarkers ist aufs@involles Signal-Rausch-Verhéltnis (engl.: Sigmaise-relation,
SNR) zu achten. Dazu ist es von Vorteil, die Dauer wlel erwartete Amplitude des zu messenden Signals
abzuschatzen. Bei einer Dauer des zu erfassendgonsiknpulses (Al) von 1 ms und einer Auflésung vIB0D
Messpunkten ergibt bezieht sich das SNR auf eineguenzbereich von 100 kHz. Fir die Bestimmung der
erwarteten Signalamplitude lieBe sich nun das PKoktakt-Modell (siehe Kap. 2.2.3) mit der bekamte
Amplitude eines Al heranziehen. Diese Methode sthgidoch recht aufwendig, daher beziehen sicheneit
Uberlegungen auf experimentell ermittelte Signalkétogien von 0,1 — 1 mV [30]. Als verstarkendes Edsmwurde
wegen seiner Prézision ein Operationsversta®&) verwendet. Um auch bipolare Ableitungen zu eriiobgin,
wurde ein Instrumentenverstarker Typ PGA202KP gdiwabb. 3.27 zeigt den prinzipiellen Aufbau desvgdlten
OPVs PGA202KP [31].

VCC+

PIN-3

FILTERA
VIN+

PIN-10
PIN-8

R5 VSENSE

{ } PIN-11

VOs1
PIN-8

IC1 vouT

PIN-1
87758-1416 Al .

PIN-2
87758-1416  DIGCOM|
PIN-14

PIN-12

1)

\ /-

LM1875T

PIN-6
R6 VREF

—(—1 PIN-4

VIN-

PIN-7 " FILTERB

PIN-5

VCC-

PIN-13 T

Abb. 3.27: Innerer Aufbau des Verstarkers gemaf Batanblatt [31] (Front end and logic circuits sghematisch)
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Er hat neben dem invertierenden und dem nicht-tirerenden Eingang
PGA202KP (VIN-, VIN+) einen Ausgang (VOUT), zwei Anschlissefiir die

—] — Versorgungsspannung (VCC+, VCC-) sowie einem Anssshifur die
— — Bezugsmasse (VREF), eine (Eingangs-) Offsetstegefu@®S1, VOS2),
- — Anschlisse fur einen integrierten (Output-)Tieffites (FILTERA,

] — FILTERB) sowie einen Fihler, um die Ausgangsspagnutem
Ausgangswiderstand anpassen zu koénnen (VOUTSENSEBRr die
restichen  Anschlusse(AO, A1, DIG COM) Iasst sicherd
Verstarkungsfaktor einstellen. Die Anschlisse dB¥©sind in Abb. 3.28

schematisch dargestellt. Tabelle 3.15 zeigt eineergibht (iber die

Abb. 3.28: Anschliisse des Verstarkers o
relevanten Spezifikationen des OPVs PGA202KP (sidite 3.29).

gemal dem Datenblatt [31]

()

Spezifikationen des Verstarkers
OoPV PGA202KPG4
Typus Instrumentenverstarker
RauschenyV] Input Output
Frequenzunabhangig inv 32uV
Zusatzliches Rauschen bei 100kHz 13/6 360uV
Abb. 3.29: OPV PGA202KP | | vserstarkungsfaktor x10/x100/x1000
[31] Verstarkungsfehler [%] <1%
Offset [mV] +/- 0,5-2mV
Versorgungsspannung [V] +/- 6-18V
Tab. 3.15: Spezifikationen des OPVs PGA202KP imrbliiek [31]
Um die Qualitat des OPVs zu bestatigen, wurden mit
Tek N @To L B B dem Oszilloskop die Flanken des Signals vor undnac
Amoe’th der Verstarkerschaltung miteinander verglichen. Es
_,/’\ zeigt sich, dass der OPV wenige Mikrosekunden
N ‘,”' ‘*-"’.ﬂw bendtigt, um sich auf einen  konstanten
f v:tL::m Verstarkungsfaktor einzupendeln (siehe Abb. 3.B@).
/" ke Spannungsunterschied am Ausgang des
o Horizontal Signalgenerators und am Verstarkerausgang erkddrt s
3:,‘;2: aus dem dazwischen geschalteten Spannungsteiler.
riickgéngia
M 250ns
Abb. 3.30: Kantenprofil unverstarkt (gelb) und vérkt
(grun), mit dem Oszilloskop aufgezeichnet
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3.4.2 Mehrkanalkonzept

Ziel dieser Arbeit ist es, an mehreren Elektrodénuitan neuronale Signale aufzunehmen. Dafur wusde
Verstarker mit mehreren einzeln verstarkten Eingéingngefertigt Da der Vorverstarker 8 individudimgange
besitzt, waren bei der Planung zwei 8-Kanal-Vekstiolatinen mit OPVs unterschiedlichen Verstarkdakiors
(x100/x1000) vorgesehen.

Die OPVs sollten austauschbar bleiben. Dazu weeekel fur die OPVs auf einer Laborkarte zusammén m
Stitzkondensatoren(die die Bezugsmasse beziglich der Versorgungaspanstabilisieren)iilterkondensatoren
(fur die integrierten Tiefpassfilter) und Buchsemstern verlétet (siehe Abb. 3.31). Die Filterfreqmedes
Tiefpassfilters wird mit den Filterkondensatorerf 400 kHz festgelegt (auf diesen Wert bezieht sacich das
frequenzabhéangige Rauschen des OPVs, siehe Kapl).3.Ber \orverstarker benétigt eine niedrigere
Versorgungsspannung (Vcc <6 V), weshalb eine eig&tnemversorgung fur den Vorverstarker eingeplantds.

Die Komponenten sind in Tab. 3.16 dargestellt.

Bauteile fir die Verstarkerplatinen
Stiuck | Komponente Beschreibung Hersteller Modell
16 OPV Instrumentenverstarker Texas Instruments PGRRGA
16 OPV-Sockel 6-Pol DIL-Sockel Flachprofil Winslow WEIGTRC
Laborkarte Sub-D 9-/15-polig Roth Elektronik REZ22B
Buchsenstecker Sub-D PCB 15-polig Tyco Electronics | 11634585-2
32 Filterkondensator 47pF 50V Unbekannt Unbekannt
32 Stiitzkondensator 1uF 50V DC Panasonic EEAGA1H1RO0
2 Vcc Vorverstarker Netzteil einphasig 5VDC/6,5A PhizeContact 2868541
2 Vcc Nachverstarker Bleiakku AGM 12V/2,0Ah Ritar R?20
2 Vcc Vergleich Labornetzgeréat 1-20 V/0-5 A Manson NRO50

Tab. 3.16: Liste der Bauteile fur die beiden Veistgplatinen

Zu beachten ist, dass die invertierenden Signaieigg (VIN-) sowie die Anschlisse fur den einzustelen
Verstarkungsfaktor (A0, Al, DIG COM), Versorgungaspung (VCC+, VCC-) und Bezugsmasse (VREF) aller
OPVs auf einer Verstarkerplatine verbunden werdbamit sind die Verstarkerplatinen ausschlieBlichr fi
monopolare Ableitung zu gebrauchen (siehe Kap52.Rie invertierenden Eingdnge messen also diaaBigasse
einer Referenzelektrode und werden unter unterneiBéngang zusammengefasst, im Folgenden Signal M@rou
(SGN GND) genannt. Die Offsetsteuerung wird voreisht verschaltet. In der Arbeit wurde jedoch usiieht, ob

es notig ist, die eingehenden Signale zuséatzlichiteun.
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PGA202KP PGA202KP
PR A0 DIG.COM B4 3= A0 DIG.COM Eiti14
£ {4 vee. (RIS 2 vee. |-EmE
23 vour B2 [ X1 vour |2
[ . e |Eme ez | g e |Eme
PGA202KP PGA202KP
PLt A0 DIG.COM Eijie Pl A0 DiG.coM =
M vee. |-Ems | B2 1 vee. [ELIE ]
vees vour |12 = PRE ] vees vour
vost vos2 LT vos1 vos2
VIN VIN+ e e VIN- VIN+ Sitd
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= vee S vee. |ELEE ]
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Abb. 3.31: Schaltplan der herzustellenden 8-Kareabkdrkerplatine (Verstarkungsfaktor x1000
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3.4.3 Hochpassfilterkonzept

Das Elektrodenpotential der Messelektroden isttrieftlich konstant (siehe Kap.2.2.2) und die Hiettenpotentiale
der Messelektroden und der Referenzelektrode konsieh stark unterscheiden. Dies fuhrte dazu, dass
Spannungsanderungen bei einem Verstarkungsfaktor Temsend nicht mehr erfasst werden konnten, da die
Spannung aufRerhalb des Auflésungsbereichs lage(df@p. 4.4.1). AulRerdem besteht aufgrund ungestdrirm
Leitungen die Gefahr des kapazitiven Ubersprectinsh niederfrequente Signale (meist < 100 Hz) deis
Umgebung. Um diese niederfrequente Signale (unditdamch die Differenz der Elektrodenpotentiale)

herauszufiltern, wurde ein Hochpassfilter zwischerverstarker und Hauptverstarker geschaltet.

Ein Hochpassfilter ist ein RC-Glied, welches vomgethenden Signal @Jnur den héherfrequenten Teil passieren
lasst, wahrend niederfrequente Signalanteile albgéstht werden(l). Die Grenzfrequenz ist definiert als die
Frequenz, bei der gilt: 4+ UJV2. Diese Grenzfrequenz bestimmt sich za 1/(2tRC). Dabei sollte darauf geachtet
werden, dass der Ausgangswiderstand kleiner isdeisEingangswiderstand des folgenden Verstarkeds(),
aber grol3er als der Eingangswiderstand an denrbtkki. AuRerdem sollten die Kondensatoren unemigfind

gegenuber Polarisierungsdnderungen sein, weshaéimkoendensatoren gewéahlt wurden.

L
)

1

— 11

-+ a——

— 1

Abb. 3.32: Schaltplan des hergestellten Hochpasil

Um eine geeignete Dimensionierung des Hochpassfil®i finden, wurde zunachst ein Hochpassfilter mit
verschiedenen Filtern furr jeden Kanal angeferfigbelle 3.17 zeigt einen Uberblick tiber die benétigauteile fir
diesen Hochpassfilter. Alle Teile werden auf eipassenden Laborkarte gemaR Abb. 3.32 mit passedtdekern
(siehe Kap. 3.5.1) verlotet. Aus dem Vergleich oheden einzelnen Kanélen erzielten Signal-Rausaimdltnisses
(siehe Kap. 4.5.4) ergibt sich eine optimierte Disienierung des Filters mit einem Widerstand vof kQ und
einem Kondensator mit der Kapazitat von 33 nF, viadiié Grenzfrequenz bei 48 Hz liegt. Fir alle folden
Versuche wurde ein weiterer Hochpassfilter gemafl 8ehaltplan in Abb.3.32 angefertigt. Bei diesertimigrten
Hochpassfilter wurden jedoch ausschlie3lich Widemdé von 100 ® und Kondensatoren mit Kapazitaten von 33

nF verbaut.
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Bauteile fir den Hochpassfilter

Widerstand Kapazitat Grenzfrequenz
R1 =470 Cl1=33nF F1=113 Hz
R2 =100 k& C2=33nF F2=48 Hz
R3=1M C3=33nF F3=4,8Hz
R4 =10 M2 C4=33nF F4=0,5Hz
R5 =47 I© C5=1pF F5=3,3Hz
R6 =10 M2 C6 =100 pF F6 = 159 Hz
R7=1M C7 =100 pF F7= 1590 Hz

Tab. 3.17: Wahl der Widerstande und Kondensatdreddn Hochpassfilter sowie resultierende Grenzfeaq fir 7 Kanale
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3.5 Der Messaufbau

Im Gesamtsystem ist das Zusammenwirken von untedidhen Komponenten zu koordinieren. Dabei isteje
Komponente an die jeweilige Messaufgabe anzupasSem. diese schrittweisen Anpassungen wahrend der
Entwicklung zu ermdglichen, wurde ein Modulkonzépéhe Kap. 3.5.1) ausgearbeitet. So kdnnen digaRjgellen
(siehe Kap. 3.5.2) und die Komponenten zur Sigfedsung (siehe Kap. 3.5.3) ausgetauscht werden.

3.5.1 Modulkonzept

Damit der gesamte Messaufbau stets ausbaufahigt,blairde ein Modulkonzept erarbeitet (siehe AbBB33 Die
zentrale Komponente des Aufbaus ist der von Mudtictel Systems bezogene Vorverstarker (siehe Kad.,3.3.1,
3.4.2, 3.4.3). An diese Komponente sind weitere WM@@ngepasst.

Abb. 3.33: Schaltplan des gesamten modularen Mésmasl Die blaue Pfeile zeigen den Weg, den ein Bamuohip abgeleitetes

Signal im Messaufbau durchlauft. Die roten Pfedegen den Weg eines generierten elektrischen Sisriol Messaufbau.

So haben die Kontaktpads auf den Biochips und diehBenleisten das gleiche Rastermald wie die Eirgédeg
Vorverstarkers. Die Anschliisse der Datenkarte,Hlsrhpassfilterplatine sowie der Verstarkerplatiserd auf die

Ausgéange des Vorverstarkers abgestimmt.

Das Kontaktkabel kann dabei anstatt des Vorverstarkur Verbindung von Messsystem und Biochip vadeé
werden. So lassen sich die Komponenten auch ungighsianeinander testen. Tabelle 3.18 zeigt einearblick

Uber die verschiedenen Module des Messaufbaus.
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Der Messaufbau in Modulen
Aufgabe Modul Verbindungstyp Pole (In / OQut)* Hersteller
Elektrischer Kontakt | Biochip (Design 1) Elektroden / 2x (10e / 10p) Eigenproduktion
zum Neuron Biochip (Design 2) Pads RM: 1,27 4x (10e / 10p) Eigenproduktion
Biochipkontakt Kontakthalterung 2xXRM: 1,27 2x (10far) Eigenproduktion
Erste Verstarkerstufe  Vorverstarker 8x10 RM 1,27/ 11f/15m Multichannel Systems
Kontaktkabel 8x1 SUB-D 11f/ 15m Eigenproduktion
Zweite Platine 8x100 SUB-D 15w/ 15w Eigenproduktion
Verstarkerstufe Platine 8x1000 SUB-D 15w/ 15w Eigenproduktion
Rauschreduktion Hochpassfilter SUB-D 15w/ 15m Eigedpktion
Signalerzeugung Signalgenerator USB / Klemmen fl2k ileg
Biosignalsimulator Pads RM: 2,54 1p / 4x16p MultichelnBystems
Signalerfassung Oszilloskop Klemmen / USB Ax2k [ w tiaakix
Datenkarte SUB-D / USB 15w/ w National Instruments
Datenspeicherung Computer USB m Software: Labview

Tab. 3.18: Ubersicht Giber die fiir den Messaufbaitigten Module * e = Elektroden, p= Pads, f = Fafterstifte, k = Klemmen,

w = weiblich, m= mannlich)

3.5.2 Signalgenerierung

Mit dem zuvor beschriebenen Verstarkeraufbau sollktionsimpulse gemessen werden. Die EntstehungAdler
kann entweder durch spontane neuronale Aktivitéer oaber durch externe elektrische Stimulation zngsa
kommen. Zur Stimulation der Neuronen wurde ein égfil33220A Signalgenerator (siehe Abb. 3.34) eigigésDer
gewahlte Signalgenerator kann kurze Pulse (Pulsdgud00 ps) mit steilen Kanten senden, die Uber eine
entsprechende Programmierung weiter moduliert wekid@nen (siehe Abb. 3.34 [32]). So kann ein Algiompuls
elektrisch simuliert werden. Allerdings ist dieshie aufwendig. Die niedrigste mogliche Amplitudé 20 mV,
weshalb fur die Kalibrierung des Messaufbaus eirosBinalsimulator anstatt des vorher beschriebenen

Signalgenerators herangezogen wurde.

Der Biosignalsimulator MEA-SG besitzt ein grobeiRastermall (siehe Abb. 3.35 [33]). Das stort jedoicht
weiter, da fiir die Kalibrierung zwei Kanadle zum §leich ausreichen. Tabelle 3.19 zeigt einen Ubekbiiber

relevante Spezifikationen der gewéhlten Signalgetoesn.

Wichtig ist, dass der Signalgenerator die ausgegmbeSpannungswerte fiir einen angelegten bekannten
Lastwiderstand errechnet. Dieser ist bei Werksellstg auf 20Q angesetzt, fir die Messungen werden jedoch
Bei

Signalgenerierung mit der Option ,High Z“ beriickdigt werden, was einem angenommenen unendlichrhohe

meist hohe Widerstande eingesetzt. unbekannteéesamtwiderstand kann dieser Umstand bei der

Lastwiderstand entspricht.
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Eingesetzte Signalgeneratoren und Spezifikationen

Signalgenerator
Modell Agilent 33220 A LXI
Benutzte Signalformen Rechteck, Sinus, Puls (0,04mns)
Frequenz [HZz] 2-100
Amplitude [V] 0,02 - 20
Abb. 3.34: Signalgenerator Agilent Relevante Anschliisse SG +, SG -
33220 [32] — :
Biosignalsimulator
Modell MEA-SG
Relevante Signalformen EPSP, Population SpikeseSpik
Frequenz [HZz] Einige Milliherz
Amplitude [V] 100pvV -1V
Relevante Anschliisse 1 Masseanschluss

32 Ausgénge mit Signalform A

32 Ausgénge mit Signalform B

Abb. 3.35: Biosimulationschip MEA-
SG [33]

Tab. 3.19: Eigenschaften der elektronischen Sigredlien Signalgenerator und

Biosignalsimulator

3.5.3 Datenerfassung

Damit die neuronalen Signale mit dem Computer adiphnet und ausgewertet werden kdénnen, werden sie
zunéchst mit einer Datenkarte (siehe Abb. 3.36)[84jitalisiert. Dabei ist bei der Wahl der Datertkaauf die
Anzahl der Kanéle, die damit zur Verfigung stehehbiastrate (Messpunkte/Zeiteinheit) pro Kanal, die maximale
Eingangsspannung und den maximalen Fehler zu acAtsnanaloges Referenzmessgerat wird ein Oszitlpsk
herangezogen (siehe Abb. 3.37, [35]) Die Datensufag und Nachbearbeitung schlieRlich benétigt emteder
Datenkarte und dem Oszilloskop kompatible SoftwaFabelle 3.19 zeigt einen Uberblick uber relevante

Spezifikationen der eingesetzten Datenerfassungsmen.

Fur die Abtastrate gilt dabei nach dem Nyquist-Thao[36], dass diese mindestens doppelt so hochnsess wie
die maximal zu messende Frequenz, um sie aufzaichunekdnnen. Mit der gewahlten Datenkarte entspritid
Abtastrate pro Kanal bei acht Kandlen 30 Kilosammpimo Sekunde (kS/s). Ein Signal kann also tibeDdiger von
einer Millisekunde, was der Dauer eines Aktionsitaps entspricht, in 30 Messpunkten abgetastet werldes
sollte ausreichen, um Aktionsimpulse vom Rausch&eracheiden zu kénnen. Zur Veranschaulichungnigtbb.
3.38 ein 5 ms dauernder Aktionsimpuls in 50 Meskmm aufgelést, also mit einer Abtastrate von 1UskS
dargestellt.
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Uberblick tiber die eingesetzten Datenerfassungsmeitien

Abb. 3.37: Oszilloskop [35]

Datenkarte
Modell NI USB-6211
X Abtastrate [kS/s] 250
" Analoge Eingange (AIN) 16 (monopolar) / 8 (bipolar)
Max. Eingangsspannung +/- 10V
Fehler <4 mV
Oszilloskop
Modell Tektronix TDS 2004B
Analoge Eingange 4
Datenerfassung
Software Labview Signal Express 3.0

Tab. 3.20: Eigenschaften der Gerate zur Datenenfgss

Aktionsimpuls
100
XK-XXZXX\XXKEEEX
b:4 Exg
80 - X | | | ggg |
X xxx
& / EXZEX
X X
= b
£ X
£ 40 % X
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g x
o x
£
i
= x
0 | Z | [ | | | | | | |
0 500 {000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
X
e x X
b4
-40-
Feit [us]
Abb. 3.38: Ein 5 ms dauernder schematischer Akinopsls in 50 Messpunkten
aufgelost
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Konzeption, Realisierumyd Charakterisierung ein Messsystem zur Ableitoggronaler
Aktivitat. Vor der Beschreibung der Resultate sl Uberblick tiber den Ablauf der Messung im Hioklauf die
dafiir benétigten Geréate sowie auf die experimantétirarbeit gegeben werden (siehe Abb. 4.1). Irgé&aollen
zuerst die Ergebnisse der MEA-Produktion (siehe.Kap) und der Biochipproduktion (siehe Kap. 4r2ginzelnen
Schritten prasentiert und in Hinsicht auf die Fhtsmysfragen (siehe Kap. 1) diskutiert werden. Ad&er soll eine
Kalibrierung des Messsystems (siehe Kap. 4.3) pgziellem Bezug auf die Wahl der Beschaltung (sichag. 4.4)
und auf verschiedene Methoden der Rauschreduksiehd Kap. 4.5) mit einer abschlieenden Refereszumg
(Siehe Kap. 4.6) durchgefihrt werden. Die unteestiithen experimentellen Konzepte sollen verglichew
hinsichtlich des Einsatzes fiir die Messung neumngignale diskutiert werden. Zur genaueren Ublersind die

Ergebnisse in Abb. 4.2 in Themenbereiche untergliedargestellt.

Abb. 4.1: Ubersicht uiber den zeitlichen Ablauf dégssung und Anforderungen an das Messsystem sdevigadiir
benotigte experimentelle Vorarbeit
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Abb. 4.2: Ubersicht tiber die Ergebnisse mit Kapieleis
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4.1 MEA — Prozessierung

In dieser Arbeit sollen Neuronen auf selbst gedézti Mikroelektrodenarrays (MEAS) anwachsen. Daussrdie
Biokompatibilitat der Materialien des Biochips gdwl@istet sein. Im folgenden wird die Eignung der ¥Yerfligung
stehenden Materialien ermittelt (siehe Kap. 4.1ut)d aus den geeignetsten Materialien nach Besedig/on
Problemen im Prozessablauf (siehe Kap. 4.1.2) umer enschlieRenden Optimierung (siehe Kap. 4.MBAs
hergestellt (siehe Kap. 4.1.4).

4.1.1 Materialkonzept

Um die Biokompatibilitit der Materialien der fiurediMEA-Produktion zu vergleichen, wurden verschieden
Deckglaser mit einer reinen Oberflache aus einemezgleichenden Material beschichtet. Auf dieserei@échen

wurden nach dem bereits bekannten Verfahren (#epe 3.1) Neuronen aufgebracht und kultiviert.

Abb. 4.3: Mikroskopische Aufnahmen von Maus-SCGleételauf beschichteten Deckglésern (DIV: 2).
Beschichtung: a) Titan, b) Siliziumnitrid, c) Siliznoxid, d) Silizium, e) Germanium, f) Unbeschicktet
Glas; a) —f) lebendes Gewebe; Durchlichtmikroskopi
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Da der Adhasionsvermittler besonders gut auf geldeOberflachen haftet und die Oberflachen der Dlésker
nach der Beschichtung ungeladen sein sollten, wudie beschichteten Deckgléaser vor der Beschichtaitglen
Adhésionsvermittlern mit Phosphorsdure behandeltgéwissen zeitlichen Abstanden wurde anschlief¥berd
Entwicklungsstand des Neuronennetzwerks mit Hilfe® Mikroskops fotografisch festgehalten (siehd Ab.3 —
4.6) und tabellarisch festgehalten (siehe Tab..4DBbei wurde fir die Beurteilung der BiokompatiBi der
Oberflache neben der Zelldichte eine qualitativeddeeibung der Vernetzung dieser Zellen herangezdgyehand

dieser Beurteilung wurden im weiteren die Mategialfir die MEAs gewahlt.

Die undurchsichtig beschichteten Deckglaser musdtdior zum Transport fixiert werden. Mit der Fixieg ist die
Entwicklung des Neuronennetzwerks abgeschlossesw&gen wurde der Zeitpunkt des Fixierens immerchlei
gewahlt. In unserem Fall wurde die Fixierung anftémbzw. am vierzehnten Tag in vitro (engl. Dayiimo; DIV)
durchgefuihrt. Der funfte Tag in vitro ist ein bélier Zeitpunkt fur die Ableitung neuronaler Akt#tt da sich das

Netzwerk bereits erholt hat, also wieder verwachsgmund die Neuronen noch sehr lernfahig sind.[37

Auf den Abb. 4.3 — 4.6 sind zwei Zelltypen zu seh@liazellen und Neuronen (siehe Abb. 4.3.a). Datedas
Uberleben beider Zelltypen von Interesse, da dierdleen ohne das Stitzgewebe nicht lange iberlgifggssind.
Diese Annahme wird beispielsweise durch die Entluint des Gewebes auf den mit Germanium beschichtete
Deckglasern bestétigt (siehe Abb. 4.3.e, 4.4.d,d%.@ie Hintergrundfarben in den Aufnahmen desefelen

Gewebes (siehe u.a. Abb. 4.3) entsprechen der Hash®laterials, mit dem das Deckglas beschichtedevu

Alle undurchsichtig beschichteten Deckglaser (siete Abb. 4.4.f — h) wurden mit dem Auflichtmikkap
betrachtet. Dabei zeigen die Bilder in Fixiermittehserviertes Neuronales Gewebe. Das Fixiernetizdugt dabei
einen rotlichen Farbstich sowie Lufteinschlissee betroffenen Gebiete in der Zellkultur werden hikbnserviert,

was zu einem Absterben der Zellen fuhrt (sieheAbh. 4.4.f).

Es wurden zwei Messreihen durchgefuhrt, wobei in @sten Messreihe die Haftung von Gold (vollkommen
abgeldst) und Platin (teilweise abgeldst) unzumichwar. Aullerdem wurde in der ersten Messreiheemd
Behandlung des mit Silizium beschichteten Deckglasgt Phosphorsaure verzichtet, was zu einem sleimel
Ablosen der Neuronen fuhrte. Die Ergebnisse sisd alcht statistischer, sondern vielmehr exempihgs Natur.
Dabei sollte beachtet werden, dass die Zellkultivig immer einer gewissen zufalligen Streuung lietgr und
keinesfalls 100%ig reproduzierbar ist. Eine Kontzettion beispielsweise macht die Ergebnisse vollkemm

unbrauchbar.

Als ein besonderes Ergebnis dieser Materialstunliensch erwahnt werden, dass die Neuronen auf @hrach 14
Tagen eine bevorzugte Orientierungsrichtung audve{siehe Abb. 4.6.f), was mit der Kristallstrukttan Chrom
zusammenhangen kénnte. Ob das ein Nachteil istsmdgr einen besonderen Zweck erfilllen kdnnte, avjgdoch

nicht naher untersucht. Tabelle 4.1 zeigt einenrblmk iber die Ergebnisse der Biokompatibilitatste.

Um die Biokompatibilitdt der herzustellenden MEAs gewahrleisten, empfehlen sich demnach als Led#tmial
Gold bzw. Platin, als Haftschicht Titan bzw. Chrand als Isolationsschicht Siliziumnitrid. Diese M@aalien finden
auch in industriell prozessierten MEAs Anwendunggswegen der exemplarische Biokompatibilitatstest al
hinreichend angenommen wird. Da schon bei der reiB&schichtung der Deckgléaser mit Gold Haftungsienoie

auftraten, soll im weiteren kurz auf die bei der MBrozessierung aufgetretenen Probleme eingegamgeten.
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] = A : ISRl S
Abb. 4.4: Mikroskopische Aufnahmen von Maus-SCG-&ellauf beschichteten Deckglasern (DIV:
Beschichtung: a) Titan, b) Siliziumnitrid, c) Silinoxid, d) Germanium, e) Silizium, f) Chrom, g) tha
h) Nickel; a) — e) lebendes Gewebe; Durchlichtrrskapie, f) — h) zwischen zwei Deckglasern fixier@swebe;
Kombination von Auf-und Durchlichtmikroskopie

5).
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Gewebe; Durchlichtmikroskopie

Abb. 4.5: Mikroskopische Aufnahmen von Maus-SCG-&ell auf beschichteten Deckgldsern (DIV:
Beschichtung: a) Gold, b) Gold (mit Haftschicht aligan), c) Unbeschichtet, d) Platin mit Haftschichs Titan;
a), b), d) zwischen zwei Deckglasern fixiertes GaeyeKombination von Auf- und Durchlichtmikroskopig, lebendes

Fortschritt der Zelladhdsion von Maus-SCG-Zellen atfiunterschiedlichen Beschichtungen

Beschichtung DIV: 2 DIV: 5/6 DIV: 14 Eignung
Silizium Ablésen d. Zellen Zellen abgelost verzweigt sigher
Siliziumoxid kaum verzweigt verzweigt verklumpt gut
Siliziumnitrid kaum verzweigt fein verzweigt fein veveigt optimal
Unbeschichtet kaum verzweigt verzweigt stark dissoziie

Germanium Abldsen d. Zellen Zellen abgel6st aufgelost odlich
Titan kaum verzweigt fein verzweigt fein verzweigt opdl
Nickel - fast aufgeldst Stark dissoziiert schlecht
Chrom - fein verzweigt orientiert sehr gut
Platin - Zellen abgel6st stark dissoziiert unsicher
Gold - verzweigt - gut

Titan / Gold - fein verzweigt - sehr gut
Titan / Platin - fein verzweigt - sehr gut

Tab. 4.1: Fortschritt der Zelladhasion von Maus-SfBen auf unterschiedlichen Beschichtungen (DI\5 2nd 14)
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Beschichtung: a) Titan, b) Siliziumnitrid, c) Silihoxid, d) Germanium, e) Silizium, f) Chrom, g) tia

h) Nickel; a) — h) zwischen zwei Deckglasern fil@srGewebe, Kombination von Auf- und Durchlichtroikopie




4.1.2 Probleme im Prozessablauf

Die MEA-Prozessierung mit Hilfe mikroelektronischBeschichtungsverfahren weist einige Ticken aud, hder
diskutiert werden sollen. Zu Beginn der MEA-Prozexssng wurden Herstellparameter zur Prozessierungse
Mikroelektrodenarrays herangezogen, die sich figr lderstellung eines MEAs fur Bio-Impedanzmessungen
Caco-2-Zellen als geeignet herausgestellt habehD83er Gesamtprozess wurde auf die Problemsteltliaser
Arbeit abgestimmt (siehe Kap. 4.1.3). Im Folgendérd auf einige prozesstechnische SchwierigkeitanDetail

eingegangen.

Reinigung (Prozessschritt a)

Eine mangelhafte Reinigung des Tragersubs
kann die Struktur der darauf aufgetragenen Lei
oder lIsolationsschicht mafl3geblich verédndern. [
gilt insbesondere fur die zur Zellkultivierun

eingesetzten Deckglaser. Die Strukturuntersuch T
mit Hilfe eines Rasterkraftmikroskops (eng
Atomic  force  microscope; AFM) eines
unbehandelten Deckglases (siehe Abb. 4.6.a) z
auf der ansonsten glatten Oberflache vereinz
Erhebungen von bis zu 21 nm Hoéhe. Da
wachsen diese Erhebungen bei der Beschich
(siehe Abb. 4.6.b). Es konnte zwar nicht gek
werden, ob es sich dabei wie vermutet um €
Vorbeschichtung  handelt, aber mit ein
eingehenden Reinigung der Deckglaser

Ultraschallbad wurden die Erhebungen fir

Biokompatibilitatstests (siehe Kap. 4.1.1) und

die Rauigkeitsmessungen abgeschiede
Abb. 4.7: AFM-Aufnahmen eines Deckglases: a) unhebh,

Titannitridschichten (siehe Kap.4.2.1) erfolgrei , , L
b) nach 5 Minuten Beschichtung mit Titan.

entfernt.

Sputtern (Prozessschritte b, e, f, I)

Auch beim Sputterprozess kam es zu besonderen $ferdarungen. Das Sputtern der meisten Materiadiemon
den Prozessparametern her gut bestimmt und verl&uditgehend problemlos. Beim Sputtern der
Oberflachenvergltung aus Titannitrid allerdings was Ziel eine hohe Oberflachenrauigkeit. Zur Edmghder
Rauigkeit wurden mehrere Prozessparameter vafsighe Kap. 4.2.1). Auf den fur diese Untersuchungks

Substrat eingesetzten Deckglasern befindliche Enngdn wurden zuvor im Ultraschallbad entfernt.
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Lithographie (Prozessschritte c, j)

Der wahrscheinlich problematischste Prozesssdhtitlie Lithographie. Schon beim Auftragen des lsaakf dem

Substrat ist genau darauf zu achten,

dass keingblasén

im Fotolack entstehen [39], damit die

Rotationsbeschichtung problemlos verlauft. Vorralldie Belichtungszeit sollte sehr genau eingehalerden, da

Abb. 4.8: Mikroskopische Auflichtaufnahme eines Bletungs-
fehlers aufgrund mangelnder Belichtung der gesarfiéche

(Gold)

die endglltige Loslichkeit des Lacks stark davon
Lift-off erheblich
Aufgrund

abhangt (wodurch auch der

erleichtert werden kann). einer
mechanischen Eigenheit des Mask-Aligners (die
Belichtungsquelle wird nicht immer exakt

positioniert) kann es schlieBlich am Rand des

Tragersubstrats zu Effekten mangelnder Belichtung
kommen (siehe Abb. 4.8). Dies gilt insbesondere
deshalb, da das Tragersubstrat schon beinahe die
komplette beleuchtete Flache bedeckt. Dieser
Prozessfehler trat nur sporadisch auf und konnte

deswegen nicht weiter analysiert werden.

Abb. 4.9: Mikroskopische Auflichtaufnahmen der Eteklen mit strukturierter Isolationsschicht zur

Alignmentbewertung bei unterschiedlichem Elektratleshmesser: a) 1Q0n, b) 50um, ¢) 30um, d) 10um
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Ein besonderes Problem bei der Lithographie slaitAlignment dar. Die Strukturen fir die Atzlclsetlen direkt
Uber den Elektroden aufgebracht werden, wozu dignidentstrukturen auf den Lithographiemasken hexaogen
werden kénnen. Wiirden die Atzlécher mit einem Rgsibzess beschichtet werden, dann wiirde sich tigarent
recht aufwendig gestalten, da wahrend der Posiifang der Lithographiemaske die Elektroden nur hiutie
Offnungen fiir die Atzlécher betrachtet werden kannBas Ergebnis dieser Ausrichtung ist unbefrienigeAb
einem Elektrodendurchmesser von,3 kann wegen der schwierigen Ausrichtung nicht deleéstet werden, dass
sich unter der gesamten freigeatzten Flache Le#temial befindet, obwohl die Elektroden etwas grogewahit
wurden als die Atzlocher (siehe Abb. 4.9). In dmséall ware durch Ausrichtungsfehler die effektive
Elektrodenflache verringert, was auf die MesserggsenAuswirkungen héatte. Im Rahmen der Optimierdeg

Prozessablaufs (siehe Kap. 4.1.3) konnte das Aklgmiverbessert werden.

Des weiteren erwies es sich als wichtig, dass daclentwicklung grindlich mit Wasser nachgespu#rddackreste
im Ultraschallbad entfernt werden. Verbleibende Kraste fiihrten dazu, dass eine ganze Produkticesser

mangelnder Haftung des Leitermaterials scheiterte.

Lift-off (Prozessschritte g,m)

Der Lift-off ist ein weitgehend robuster ProzessigthDurch
punktuelles Einspritzen des Ldsungsmittels kann Aagsen
beschleunigt werden, jedoch kdnnen bei geringstemtakt der
Nadelspitze mit der Metallschicht auf dem Trégessuatt
erhebliche Schaden entstehen (siehe Abb. 4.10hdlesvurde in
dieser Arbeit das punktuelle Einspritzen mit Stahtken

unterlassen.

Abb. 4.10: Mikroskopische Auflichtaufnahme
einer beim Lift-off zerkratzten Goldbeschichtung

PECVD (Prozessschritt i)

Eine Schwierigkeit bei der Analyse des oben geraanRtroblems war, dass sich die Haftungsproblenienach der
PECVD-Beschichtung zeigten. Das PECVD-Verfahreibstekt dabei eigentlich unkritisch. Aber das Exbit des
Tragersubstrats und die thermische Verspannungabikiihlenden lIsolationsschicht kénnen zum Ablésen vo
schlecht haftenden Teilen der Leiterbahnen fuhséhé Abb. 4.11). Diese Produktionsfehler konntarcld eine

eingehende Spilung nach der Entwicklung (sieheswelten) vermieden werden.

64



Abb. 4.11: Mikroskopische Auflichtaufnahme von nader PECVD aufgetretenen Haftungsproblemen:
a) Blaschen als mdgliche Ursachen fiir das Abbroattetrisolationsschicht, b) Abgebréckelte Isolatsmhscht,
c) keimartige Ablosung der Leiterschicht (Gold)gm)3flachiges Ablésen der Leiterschicht (,Buckling4p]

RIE (Prozessschritt k)

Beim Freidtzen der Elektroden durch das RIE-Vedahrsollte das Reaktionsgas die Schichtdicke der
Isolationsschicht durch &tzen. In einem ersten &swch mit 10 Min. Atzdauer konnte die 360 nm dicke
Siliziumnitridschicht nicht geétzt werden. Die \&lindige Entfernung der Nitridschicht konnte leiofit einem
Widerstandsmessgerat an den Kontaktpads Uberpréiitem. Dabei sollte angemerkt werden, dass freitpeat
Kontaktpads mit einer Fléache im Bereich von 50 meh nicht mit freigeatzten Mikroelektroden mit eirFlache

im Bereich von 30Qum? gleichzusetzen sind, da kleine Flachen bei kgid\tzdauer weniger tief geatzt werden
[41]. Im Rahmen der Optimierung des Prozessabl@igbe Kap. 4.1.3) konnte dieses Problem behobedene
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4.1.3 Optimierung des Prozessablaufs

Wie in Kap. 4.1.2 dargestellt, waren zur Verbessgruder Reproduzierbarkeit Optimierungen in einzelne

Prozessschritten nétig. Diese sind im folgendechrgsben.

Beseitigung von Haftungsproblemen der Leiterbahnen

Auf der Suche nach den Ursachen der Haftungsprabtien Metallstrukturen auf Glas (siehe Kap. 4.u@jde ein
zusatzlicher Schritt nach der Entwicklung eingefiiivei dem das Tragersubstrat intensiv gespilt dder

Ultraschallbad von Lackresten befreit wird. Sodretliese Probleme nur noch vereinzelt auf.

Metallische Haftschicht

Auf der Suche nach Fehlerquellen fir das in Kaf.24.
beschriebene Haftungsproblem von Metall auf Glasdeu
unter anderem Chrom als Haftmaterial fur die Léidnen
getestet (siehe Abb. 4.12). Da dadurch die Haftadeg
Elektroden wesentlich besser gelang und sich die
Biokompatibilitdt von Chrom und die von Titan im
exemplarischen Vergleich nicht wesentlich untersdén

(siehe Kap. 4.1.1), wurde im weiteren Chrom alstidaterial

eingesetzt. Diese Vorgangsweise bewahrte sich iterea
Abb. 4.12: Mikroskopische Auflichtaufnahme der Versuchen.

strukturierten Chrom-Haftschicht

Verbesserung der Ausrichtungsprozedur

Zur Optimierung des Alignments wurde fir das Stutiktren der Isolationsschicht anstatt des Posiixgsses der
Negativprozess angewandt. Damit kénnen die Atzlbgeeauer positioniert werden, da nun rund um dimklen)
Atzlocher auf der Lithographiemaske zur Struktuney der Isolation zur Positionierung hindurchgeseiverden

kann. Dieser vergréRerte Sichtbereich ermdgliahe dessere Ausrichtung.

Atzdauer

Damit die Kontaktpads vollstandig freigeatzt werdenrde die Atzdauer auf 12 Sekunden erhéht. Dadkennte
die Nitridschicht vollstandig entfernt werden. Digarde mit Hilfe einer Widerstandsmessung auf dentiktpads
durch einen geringen elektrischen Widerstand bgst&aher wurde angenommen, dass auch die Elektrdebi

waren.
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4.1.4 Herstellung der Mikroelektrodenarrays

Nachdem der Prozessablauf optimiert wurde (siehep. K4.1.3), konnten reproduzierbar fehlerlose
Multielektrodenarrays (MEAS) prozessiert werdenfiDavurden wie in Kap. 3.2.1 beschrieben die Suda der
MEA-Designs auf die Lithographiemasken, in den agraphieschritten im Prozessablauf (siehe Kap2Bi.den
Fotolack und durch Lift-off bzw. Atzen in die Leiteund Isolationsschichten auf dem Tragersubstrattiagen.

Dabei wurden furs erste MEA-Design 3 Lithographiskem bendtigt, welche in Abb. 4.13 neben dem priedien
MEA dargestellt sind. Die Pfeile deuten dabei aeJcher Teil des MEAs mit der jeweiligen Lithograpimaske
strukturiert wurde. Die Elektroden selbst sind kazmerkennen (siehe 4.12.b Mitte). Die 2 mal 9 Etaden im
ersten Design sind alle gleich grof3 (Durchmesséf dm) und sind Uber Leiterbahnen mit den Kontaktpads
verbunden. Besonders zu beachten ist der Fluidkézifin der Mitte des MEAs (siehe Abb.4.12.c), \welcaus
Fotolack besteht und mit der daflir vorgesehenembitaphiemaske (siehe Abb. 4.13.d) strukturiertdeuDieser
Fluidikaufsatz mit Mikrokanal (Breite: 30Qm) bildet den Boden der Zellkulturkammer, und sspéter zwei

Gebiete im neuronalen Netzwerk o6rtlich voneinartdennen. Fur Details bezuglich der Herstellung eieKanals
sei auf Kap. 4.2.2 verwiesen.

. |
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Abb. 4.13: Fotos der Lithographiemasken nach MEAi§e 1. a) Lithographiemaske zur Strukturierung tsolation,
b) Lithographiemaske zur Strukturierung der Isolatic) MEA, d) Lithographiemaske zur Strukturierues Kammerbodens
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Im zweiten Design ist kein Fluidikaufsatz vorgesehdedoch wurde wie in Kapitel 4.1.3 beschriebefgrand
schwierigen Alignments mit einem Positivprozesseinsatzliche negative Lithographiemaske zur Sirietung
der Isolation (siehe Abb. 4.14.d) gefertigt. Diss insbesondere deswegen vorteilhaft, weil in dredesign
Elektrodendurchmesser von fith vorkommen. Die verwendeten Lithographiemasken desl resultierende MEA
nach Design 2 sind in Abb. 4.14 dargestellt. Aufi déer Seiten des MEAs (siehe Abb. 4.13.c) sindejésvacht
Elektroden gleicher GréRe in einem rechteckigerd K&l x 4 Elektroden) in gleichem Abstand angeordie¢
GrofRen und Absténde der Elektroden auf den viete®edind dabei unterschiedlich, sodass durch Dretfesn

Biochips in der Halterung vier Arrays mit untersatlichen Elektrodendurchmessern angesteuert wédtamen.

Abb. 4.14: Fotos der Lithographiemasken nach MEAiBe 2: a) Lithographiemaske zur Strukturierung deiterbahnen
b) Lithographiemaske zur Strukturierung der Isolaiim Positivprozess, ¢) MEA, d) Lithographiemagke Strukturierung der

Isolation im Negativprozess
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4.2 Biochipprozessierung

Aus den prozessierten MEAs sollten im weiteren Esexerlauf Biochips zur Ableitung neuronaler Akgvi
gefertigt werden. Dazu wird nicht nur eine Zellkukammer (siehe Kap. 4.2.3), teils mit funktionigiitem Boden
(siehe Kap. 4.2.2) auf dem MEA, sondern auch eipezislle Oberflachenvergitung zur Verbesserung der
Zelladhdsion auf den Elektroden (siehe Kap. 4.2&ndtigt. Die folgenden Prozesse und dazugehérige
Prozessschritte (siehe Kapitel 3.2.2 und 3.2.5)stenserst entwickelt werden, weshalb im Weiteren\diriierten

Prozessparameter und deren Auswirkungen auf dezhBialiskutiert werden.

4.2.1 Oberflachenvergitung

Ziel der Oberflachenvergitung ist die VerbessemeigZelladhasion auf den Elektroden. Dies wird én Braxis in
der Regel mit einer Elektrodenbeschichtung mit ritaid erreicht. Dabei scheint die besondere Eignwon
Titannitrid neben guter Biokompatibilitat an derurgkeit, genauer an der Kornstruktur des Materaldiegen [42].
Da sich praktisch alle Parameter zur Prozessieringr solchen Oberflachenvergitung auf reaktivestt&m
beziehen [43], was bei der verwendeten Sputteranlggiehe Kap.3.2.5) nicht mdglich ist, wurden die

Prozessparameter fir reines Magnetronsputtern hahagrob bestimmt. Die Struktur der gesputterten

» Titannitridschicht hangt von der
durchgehenden Sputterdauer ab. Das Substrat
wurde nach einer Minute Sputterdauer eine
Minute lang abgekihlt, da das durchgehende
Sputtern das Substrat erhitzt und somit eine
veranderte Beschaffenheit der Oberflache
beginstigt. Die  Auswirkungen  eines
durchgehenden Sputterprozesses sowie einer
zusatzlichen Heizung des Substrats auf die
Rauigkeit der abgeschiedenen
Titannitridschicht wurden ebenfalls ermittelt.

Durch zusatzlich heizen lie sich die

abgeschiedene Schichtdicke maximieren,

Abb. 4.15: Lichtmikroskopische Auflichtaufnahme v@issen in der
Leiterschicht aus Titannitrid bei zu hoher Schiatkd. Die

denn aufgrund der  Por6sitdit  des

abgeschiedenen Materials bilden sich schon

Einblendung rechts unten zeigt ein Foto des bestie Deckglases.

bei geringen Schichtdicken tiefe Risse (siehe
Abb. 4.15), die zu einem leichten Abldsen der gesanheiterschicht in Form von feinem Staub flhremter
anderem deswegen erschien es zweckmaRig, die Auswgien einer Haftschicht aus Titan zu testen. Alsobders
rauigkeitssteigernde Parameterveranderung wurde Eindhung des Arbeitsdrucks durchgefihrt. An deb€& der
abgeschiedenen Leiterschicht bei 6x héherem Audreitk ist erkennbar, dass sich damit auch die chehmi
Zusammensetzung der abgeschiedenen Titannitriddehiwerandert [43]. Die Messungen der Rauigkeiten mit
Hilfe eines Rasterkraftmikroskops (engl. AtomicdermicroscopeAFM) vorgenommen und sind in Abb. 4.16 in
Diagrammform dargestellt. Dabei ist zu beachterssdaumindest der Effekt der Haftschicht aus Titah die
Rauigkeit der Titannitridschicht von der Sputterelaabhangt (siehe Abb. 4.16.b, c).
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TiM-Fauigkeit bel 10 min Sputterdauer
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Abb. 4.16: Rauigkeit der gesputterten Leiterschad Titannitrid mit unterschiedlichen Prozesspatame a) Ubersicht (ibe
verschiedene Varianten (* steht fir durchgehendpstt&n), b) Mittlere Rauigkeit bei unterschiedlich8putterdauer
¢) Quadratische Rauigkeit bei unterschiedlicher tepdduer

Eine genauere Betrachtung der abgeschiedenen &djexfi zeigt schlieflich, dass die gesteigerte Raitidpei

Druckerhéhung von der scharfkantigen Beschaffendeit Titannitridschicht herriihrt (siehe Abb. 4.1Bin

Vergleich mit einer Aufnahme, die mit einem-Radtéektronen-Mikroskop (engl. Scanning electron mscape;
SEM) einer reaktiv gesputterten Titannitridschiche diewiinschte Anforderungen erfiillt (siehe Abb. }.z8igt,
dass die Oberflache nicht scharfkantig, sonderhmébr hiigelig sein sollte.Von allen variierten Paegern wurde
der in Tabelle 4.2 gezeigte Parametersatz als dergBetste bestimmt. Der Wert fiir die resultiere8dkichtdicke
bezieht sich auf bestehende Tabellen ausgewestetangehender Arbeiten. Diese Parameter wurdenveieren
Versuchen verwendet.
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Abb. 4.17: AFM-Aufnahmen der gesputterten Leitersich aus Titannitrid
nach Abscheidung bei: a) 8xitnbar, b) 5x16 mbar Arbeitsdruck

Abb. 4.18: SEM-Aufnahme einer
reaktiv gesputterten Leiterschicht aus
Titannitrid, die gewlnschte Forderung
nach hoher Oberflachenrauigkeit erfullt
[42]

Optimierte Parameter zu Vergitung der Elektroden

Arbeitsdruck Sputterdauer Leistung Haftschicht Beheizung Schichtdicke
8x10° mbar 20x60s 50 W Ja (Ti) nein ~ 100 nm

Tab. 4.2: Optimierte Prozessparameter fir die @Qigrénvergiitung der Elektroden mit Titannitrid
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4.2.2 Funktionalisierter Zellkulturkammerboden

Auf dem Kammerboden der Zellkulturkammer sollterulturen hergestellt werden, die ein gerichteteghstum
der Neuronen durch einen Kanal ermdglichen. Wikap. 3.2.4 beschrieben, wird der Zellkulturkammeidyo
getrennt von der Zellkulturkammer durch lithogragaiie Strukturierung prozessiert. Zu Beginn dermiptiung der
Mikrostrukturierung des Zellkulturkammerbodens otierten sich die Prozessparameter am Benutzerkiahdies

Herstellers [44] und wurden im Verlauf der Arbeiiter verfeinert.

Um eine hohe Schichtdicke zu erreichen, wurde datol&ck nicht verdinnt, weswegen er langer auf dem
Tragersubstrat verteilt werden musste. Nach derclBelstung mussten die Rander und die Unterseite des
Tragersubstrats gereinigt werden, damit diesed bieim anschlieBenden Softbake auf der Heizpldtteek bleibt.

Besonders kritisch ist nun das Anpressen der Lidqoigiemaske bei der Belichtung. Ein hoher Anprasddwurde

vermieden. Damit also die Lithographiemaske
direkt auf dem Fotolack auflag und somit ein gutes
Aspektverhaltnis erreicht wurde, war es bei dicken
Lackschichten umso entscheidender, dass die
@ @ Oberflache ausreichend eben ist. Dies konnte selbst
nach einer halbstiindigen Rotationsbeschichtung

nur bedingt erreicht werden. Die Genauigkeit der

Strukturierung hing somit auch von der gesamten
Ausbreitung der Lackschicht ab. Beim Hardbake
und der Entwicklung war wiederum darauf zu
achten, dass die Lackreste vollstandig entfernt

wurden.

Abb. 4.19 zeigt Fotos von strukturierten SU-8-
Lackschichten auf  Tragersubstraten. Die

Prozessierung eines 3Q0n breiten Mikrokanals

(bei etwa gleicher Tiefe!) fur das erste MEA-
Abb. 4.19: Fotos von Tragersubstraten, die mit dmgatiblem Design (siehe Abb. 4.19.c) war dabei noch
Fotolack unterschiedlich strukturiert wurden: a) medlen- | qkritisch. Abb. 4.20 zeigt mikroskopische
strukturen, b) Struktur der Leiterbahnen (nach @esi2),

¢) Mikrokanal auf MEA (nach Design 1)

Aufnahmen des strukturierten SU-8-Lackschicht
nach MEA-Design 1. Die Wande des Mikrokanals
und der beiden Vertiefungen im Zellkulturkammerhwodallen dabei tber die gesamte Hohe der Lackstli&)0
um) steil ab und sind an der Oberkante besondefs(diehe Abb. 4.20.c, d). Mit diesem Prozesselassch die
Mikrokanale auch Uber Elektroden platzieren, um Sigmaldurchfluss durch den Mikrokanal zu messéshEAbb.

4.20.a, b). Dabei soll der Kanal zwei Gebiete ddterten neuronalen Netzwerks topologisch trenne

Um zu gewabhrleisten, dass die Zellkdrper der Neemoaufgrund ihrer GroBe den Mikrokanal nicht passie
kdnnen und so die Neuriten topologisch von denkéetlern zu trennen, wird jedoch ein diinnerer Kéealotigt.
Im folgenden wurden zu diesem Zweck die mit died&nozess erreichbare Kanalbreite und der Mindestatst

zwischen den Mikrokanalen bestimmt.
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Freie Elektrode - Kanten des
T Mikrokanals

Abb. 4.20: Mikroskopische Aufnahmen des aus SU4#®IBok hergestellten Zellkulturkammerbodens: ajyikrokanal

Uber freigeétzter Elektrode, c), d) Rand der ringigen Vertiefung im Zellkulturkammerboden. In debbMdungen
links wurde jeweils auf die untere Kante fokussiertien Abbildungen rechts auf die Oberkante

Dafur wurden zwei Tragersubstrate komplett mit SUa8k beschichtet und lithographisch strukturisielie Abb.
4.19.a, b). Als Haftschicht fir den Fotolack wujeeeils Siliziumnitrid eingesetzt, da dies auch defm MEA den
Untergrund fir den Zellkulturkammerboden darstelter Fotolack haftete gut auf dieser Oberflache].[45
Lichtmikroskopische Aufnahmen der so hergestelkanalstrukturen in zwei Fokusebenen (Oberkantefiatee)
sollen Aussagen Uber die in diesem Prozess erecitd@ntenschéarfe, die minimale Kanalbreite und den
Mindestabstand der Mikrokanale zulassen. Dabegnsscheidend, ob die Strukturen auf den Lithogephaisken

abbildungsgetreu auf den Fotolack Ubertragen wekdanten.

In Abb. 4.21 sind prozessierte Mikrokanéle dardistes zeigt sich, dass die Kanten aller Mikrokanéson 10 —
100um Breite) ausreichend scharf sind. Die Wolbungldesks (siehe Abb. 4.21.b) spielt dabei eine nebzhiche
Rolle, da der Abstand der Kandle grof3 genug gewidlnltle. Abb. 4.22 zeigt prozessierte Mikrokanale, miher
aneinander liegen. Die Prozessierung stiel? beireAtestand der Mikrokanéle von unter 36 an ihre Grenzen. Bei
kleinerem Abstand der Kanale I6sen sich die lamaltéggen Lackstrukturen vom Tragersubstrat (siehb.A.22.e).
Dies sind vermutlich die Auswirkungen von Unterseidmngen im strukturierten Lack, welche durch laege

Belichtung sowie optimierte Back- und Entwicklungadr vermindert werden kénnen.
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" L ety
Abb. 4.21: Mikroskopische Aufnahmen von mit HilferdLithographiemaske zur Strukturierung der Leidaren
(Design 2) prozessierten Mikrokanalen verschied@meite: a), b) 1Qum, c¢), d) 30um. In den Abbildungen links
wurde jeweils auf die untere Kante fokussiert, ém dbbildungen rechts auf die Oberkante.

Das erreichte Aspektverhaltnis von 300 : 20 istndeh bemerkenswert gut. In diesem Prozess lieRgm si

Anordnungen von mehreren Ln breiten, parallelen Mikrokanélen im Abstand vdhuBn herstellen (siehe Abb.

4.22.c, d). Dies misste ausreichen, um Axone demudl&ultivierten Neuronen zu isolieren und mit wulater

gelegenen Elektroden gezielt axonale Signale albenlelTabelle 4.3 zeigt die verwendeten Parameter.

Optimierte Parameter zur Fertigung eines funktionalsierten Zellkulturkammerbodens

Dispense Spin Softbake Belichten Hardbake Entwickeln
300 rpm /180 s 3000 rpm/720's 95 °C/ 35 Min, 9s °®3 15 Min. 25 Min.

Tab. 4.3: Verwendete Parameter zur Prozessierumd/Nkrokandlen als funktionalisierter Zellkulturkamerboden
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Abb. 4.22: Mikroskopische Aufnahmen von mit HilferdLithographiemaske zur Strukturierung von Lantelbeozessierte

Mikrokanélen verschiedenen Abstands: a), buB0 c), d), €) 2Qum. In den Abbildungen links wurde jeweils auf digere
Kante fokussiert, in den Abbildungen rechts auf@ierkante.
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4.2.3 Zellkulturkammern

Um mit Hilfe der prozessierten MEAs neuronale
Aktivitat ableiten zu kdnnen, ist es notwendig,eein
Zellkulturkammer auf dem MEA aufzubringen, die
das Nahrmedium aufnehmen kann. Erst so wird eine

Zellkultivierung auf dem Biochip zu méglich.

Fir die Produktion der Zellkulturkammern musste
zuerst eine Gussform (siehe Abb. 4.23.a) angefertig
werden. In  diese GuBform  wurde der
Silikonkautschuk nach Zusammenmischen der
beiden Komponenten und anschlieBender
Entfernung der dabei entstandenen Luftblaschen in
der Vakuumkammer (siehe Abb. 4.23.b) gefiillt.
Dabei scheiterte ein erstes Modell daran, dass als
Bodenplatte eine Polyacrylplatte verwendet wurde.
Polyacryl hat einen anderen
Ausdehnungskoeffizienten als Aluminium, was beim
Harten bei 120°C durch Verspannungen zum
Ausflie3en des sich verfestigenden
Silikonkautschuks fiihrt. Mit einer geschliffenen
Bodenplatte aus Aluminium lie@ sich der
Silikonkautschuk jedenfalls einwandfrei so formen,
dass er spater auch auf dem Biochip haftete (siehe
Abb. 4.23.e). Die fertige Zellkulturkammer ist in
Abb. 4.23.c zur genaueren Betrachtung mit der
glatten Kontaktflache, welche durch
Plasmaveraschen hydrophilisiert wurde, um die
Haftung am Biochip zu verbessern, nach oben
gerichtet. Der Anpressdruck beim Backen wurde
Uber mit Gewindestangen verbundenen
Polyacrylplatten erreicht (siehe Abb. 4.23.d). Die

- Haftung auf der Isolationsschicht war sehr gut, und
Abb. 4.23: Fertigung der Zellkulturkammern: a) degigte

Gussformen, b) Flissiger Silikonkautschuk mit Ll#gzhen in

die Zellkulturkammer war auch nach Wochen noch

absolut wasserdicht. Die Herstellung der
der Vakuumkammer, c) gehartete ZellkulturkammeArm)ressen

Zellkulturkammer (siehe Kap. 3.2.4) sowie das

der Zellkulturkammer auf dem Biochip, e) fertigep&hip

Anhaften der Zellkulturkammer auf dem Chip nach
den in Kap.3.2.5 beschriebenen Parametern war senoilgreich. Die Pfeile in Abb. 4.23 sollen dernitlaehen
Ablauf der Herstellung der Zellkulturkammer verditien.
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4.3 Kalibrierung des Messsystems

Es wurde ein modulares Messsystem zur AbleitungAufdeichnung von elektrischen Signalen vom heggjish
Biochip aufgebaut. AnschlieBend wurde eine Eignwey unterschiedlichen Komponenten fir die Messung
untersucht. Zunachst wurde eine geeignete Bescigpttes Verstérkers ermittelt (siehe Kap. 4.3.1) dasiVerhalten
des Signalgenerators unter Belastung (siehe K&mR)4sowie die zeitliche Auflosung der Datenkasielie Kap.
4.3.3) untersucht. Anschlieend wurde die Funktlen Verstarkerplatinen tberprift (siehe Kap. 4.3Mi3erdem
wurde ein geeigneter Verstarkungsfaktor bestimnethés Kap. 4.3.5) und die zweistufige Verstarkerkahg mit

einer einstufigen Verstarkerschaltung verglichéeh@ Kap. 4.3.6).

4.3.1 Funktionstests Grundschaltung

Um die OPVs auf den Verstarkerplatinen sachgemaReridten, wurden Funktionstests an der Grundsghglt
durchgefiihrt. Die Grundschaltung umfasst die Daeiek den Signalgenerator und natirlich einen QRei es
fur den Verstarker unterschiedliche Anschlusskamfigjonen gibt. Es wurden verschiedenste Messkordtgpnen

verglichen, wobei die korrekte Beschaltung der Mass Vordergrund lag.

In Abb. 4.24 links sind 4 der getesteten Schaltangdbgebildet. Dabei wurden die Anschlisse fir die
Versorgungsspannung zur besseren Ubersicht weggelagn allen gezeigten Messkonfigurationen wurie e
Eingang der Datenkarte (AIN1) fix mit dem Ausganges OPVs (VOUT) verbunden, an dessen Einganget(Vin
Vin-) wiederum die Ausgange des Signalgenerato@&+(SSG-) angeschlossen sind. Ein weiterer Eingaib@)
wurde mit dem Anschluss fur das Bezugspotential \d&starkers (VREF) verbunden. Auferdem wurde diese
Eingang (AINO) sowie der Masseanschluss der Datéamk@®INGND) je nach Konfiguration an eine von zwei
getrennten Massen angeschlossen. Zum Vergleichended Massepunkt zwischen den zwei in Serie gestéal
Stromquellen (engl. groundpGND, GNDA) und die Erdung der Stromquellen (engl. protectearth; PE)

verwendet.

Im weiteren wurden bei jeder Messkonfiguration ziveithoden der Datenerfassung verglichen. Dabeiebésich
die von der Datenkarte gemessene Spannung an dmpgen Eingdngen entweder auf eine einzige fixe
Bezugsmasse (AINGND) oder aber auf andere Eingdvigez.B. AINO. Fir jede getestete Messkonfiguration
konnte so das verstarkte Signal des Signalgensrator Ausgang des Verstarkers gleichzeitig in Beaugwei
unterschiedlichen Massen (DGND oder PE) gemesserdewe wobei zu beachten ist, welche davon als
Bezugspotential fur den Verstarker (VREF = AINO)gasetzt wird. Fur den Vergleich der Schaltungendeniein

Rechteckssignal mit einer Amplitude von 50 mV uimeeFrequenz von 2 Hz generiert und zehnfach &eist

Die Messergebnisse sind in Abb. 4.25 zu sehen. i&lgt sich, dass das von der Datenkarte erf&gteal in allen
Konfigurationen schéarfer ist, wenn es in Bezug #N@®\(rot dargestellt) gemessen wurde. Fir Konfitjoreen mit
zwei getrennten Massen (siehe Abb.4.23.c, d) esidit dies aus der Funktionsweise des Verstérkiarga AINO
stets mit dem Bezugspotential des Verstarkers (JREfbunden war. Allerdings war dieser Effekt auoh
Messkonfigurationen zu sehen, in denen eine gemmi@sMasse angeschlossen wurde (siehe Abb. 4.25.a).
Besonders wichtig ist in diesem Zusammenhang, dassnen erheblichen Unterschied machte, welcheséla®

angeschlossen wurde.
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Abb. 4.24: Schaltpléne getesteter Grundschalturftyeiks) und Ergédnzung der Erdung von Signalgeneratal
Datenkarte (rechts) als Interpretation der Messmrigee (VOUT = AIN1, VREF = AINO fir alle Schaltuem):
a) AINO = AINGND = DGND, b) AINO = AINGND = DGND =VIN-, c) AINO = PE, AINGND = DGND,
d) AINO = DGND, AINGND = PE.

In Abb. 4.25.e ist der Spannungsverlauf am Verst@aksgang in Bezug zur vom Verstarker isolierteduig
dargestellt. Deutlich zu sehen sind der Einfluss etzbrumms (50 Hz Sinus) sowie eine konstantseBfpannung
von 4,3 V. Dies ist nicht weiter verwunderlich, jdadas Bezugspotential des Verstarkers auf einedeoatenkarte
getrennte Masse gelegt wurde. Allerdings ware bejekehrter Beschaltung der Masse ein ahnlichesbBigeu
erwarten, was jedoch nicht der Fall war (siehe AbR5.c).

In einer weiteren Messkonfiguration wurde eine gesamne Masse verwendet, die ebenfalls mit dem fievenden
Eingang des Verstarkers (Vin-) verbunden wurde hésiédbb. 4.24.b). Dies ist grundsétzlich bei einem
Instrumentenverstarker nicht notwendig, aber durstggebrauchlich. Es zeigt sich jedoch, dass dasstén Signale

in dieser Messkonfiguration von einem starkeren sehen begleitet wurden (siehe Abb. 4.25.b), alseotie
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Verbindung von invertierendem Eingang und MasshésiAbb. 4.25.a).

Die Ergebnisse geben Anlass zur Vermutung, dassMdeseanschluss der Datenkarte (AINGND) wie auch ei
Anschluss des Signalgenerators (SG-) Uber den 8trechluss bereits geerdet sind. In Abb. 4.24 resints die
entsprechenden Schaltplane dargestellt. Falls dienitung zutrifft, kommt es zu Masseschleifen, Wwelaas
beobachtete Rauschverhalten erklaren kénnten. Riesache Annahme und deren Auswirkungen werdeap.
4.4.1 noch detaillierter analysiert. Als Konfiguost mit dem besten Signal-Rausch-Verhaltnis erwsish eine
gemeinsame Masse, die nicht mit dem invertiereriflegang verbunden ist, wobei beide Messmethodeatarnd
des gleiche Ergebnis liefern (siehe Abb. 4.25.&).weitere Messungen wurde diese Messkonfigurggahe Abb.

4.24.a) eingesetzt. Insbesondere die Verstarkarplatvurden nach diesem Schema verkabelt.

Zeit (5)

Abb. 4.25: Aufzeichnungen der Funktionstests der Grundschaltung, zehnfach verstérkt. In rot ist jeweils die Spannung zwischen
AIN1 (= VOUT) und AINO (= VREF), in weil die Spannung zwischen AIN1 und AINGND dargestellt. Die
Messkonfigurationen wurden gemifl den in Abb. 3.23 gezeigten Schaltplanen gewihlt: a) AINO = AINGND = DGND, b) AINO
=AINGND =DGND = VIN-, ¢) AINO = PE, AINGND = DGND, d) ., ¢) AINO = DGND, AINGND = PE.
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4.3.2 Signalgenerierung unter Belastung

Da jede Stromquelle wie auch der Signalgeneratoereilnnenwiderstand (Rbesitzt, hangt der tatséchliche
Spannungsabfall an einem angeschlossenen Verbrafdhe gemal? WUs = R/(R.+R)) von der generierten
Gesamtspannung @Y sowie vom Lastwiderstand (Rab. Deshalb kann am Signalgenerator der angessshie
Lastwiderstand eingestellt werden (8 20 Q — unendlich). Daraus errechnet der Signalgenerditorfir einen
einstellbaren gewlnschten Spannungsabfall am Ldststand (U) noétige Gesamtspannung cU Der
Innenwiderstand des verwendeten Signalgenerateyb€Ragt 2QQ. Im Grenzfall R — 20 Q gilt deswegen U=
Ugs/2 und im Grenzfall R— unendlich gilt Y = Us.

Eine Messung an verschiedenen aus einzelnen WAdelest aufgebauten Spannungsteilern am Signalgenerat
gemall dem Schaltplan in Abb. 4.26 mit als

unendlich angenommenem Lastwiderstand, z

den \Verlauf der abfallenden Spannung ©) ‘
Abhéangigkeit vom Gesamtwiderstand und v S e :'_E‘Jr:}\

DAQ

Teilungs-Verstarkungs-Verhéaltnis  (siehe Ak T:'JI
4.27). Da der Signalgenerator nicht auf ¢

Spannungsteiler

Lastwiderstand angepasst wurde, kommt es

einer Abweichung der aus reiner Multiplikatic

des Teilungs-Verstarkungs-Verhaltnisses mit d

. . Abb. 4.26: Schematischer Schaltplan mit Grundsohgltund
am Signalgenerator eingestellten Soll-Spann

. . _| Spannungsteiler
am Lastwiderstand (siehe Abb. 4.27.a, b). Dicoc

Abweichung wird bei Lastwiderstanden gréRer al€Xlukter Annahme eines unendlich groRen Widerstalaisex
als ein Prozent (siehe Abb. 4.27.f, g).

Des weiteren ist zu sehen, dass die Amplitude dégeaeichneten Rauschens abhéngig von der Konfigarder
Spannungsteiler sowie von der generierten Signall2f® — 300 mV betrug. Dabei ist zu beachten, dassch bei
den gezeigten Signalen um tausendfach verstaridarspgsunterschiede handelt, womit auch Storsigaalden
Verstérkereingangen tausendmal verstarkt werdem Bgfgezeichneten Rauschen entspricht also eincRansan
den Verstarkereingangen von rund 300 Der starke Einfluss der Unschérfe des vom Sggrarator erzeugten

Signals wurde im Vergleich mit einer anderen Sigoelle besonders deutlich (siehe Kap. 4.3.5 uné}.3

Die Versuche zeigen, dass nur bei kleinen Lastwidaden (< 1 ®R) ein zusatzliches Spannungsmessgerat
eingesetzt werden muss, das den tatsachlichen Spgsebfall am Lastwiderstand misst. Ob der Sigmedgator
geeignet ist, um damit Neuronen zu stimulierenl, isolveiteren Versuchen untersucht werden (siehp. Ka6.3).
Aufgrund des relativ hohen Rauschens wurde jedaohdie Messung des Signal-Rausch-Verhaltnisses des
Messaufbaus ein Biosignalsimulator von MicrochanBgstems eingesetzt (siehe Kap.3.5.3), welcher areiBh

von 100uV wesentlich schéarfere Signale generiert.
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Abb. 4.27: Tausendfach verstirkte Spannungsverldaufe am Widerstand R2 verschiedener Spannungsteiler (a), ¢) R2 =10
Q, R1 =100 Q, b), f) R2=10 Q, R1 = 1k, ¢), g) R2=10 Q, R1 = 10kQ2 d) R2 = 10 Q / RI = 100k€2), an denen mit
dem Signalgenerator ein Rechtecksignal mit einer Frequenz von 2 Hz und den Soll-Spannungsamplituden von a) 20 mV,

b) 200 mV, ¢) 2V, d) 20 V, e) 100 mV, f) 1V, g) 10 V eingespeist wurde. h) Schematische Darstellung des generierten

Soll-Signals.

4.3.3 Zeitliche Auflosung der Datenerfassung

Die Aktionsimpulse der neuronalen Aktivitat sollten diskreten Messpunkten erfasst werden (siehe Rap3).
Dazu wurde die Eignung der Datenkarte NI USB 62d4timmt, wobei als entscheidendes Kriterium daticted
Aufldsungsvermdgen herangezogen wurde. Dabei mash dem (fir praktische Anwendungen modifizierten)
Nyquist-Theorem [36] die Abtastrate mindestensMgd@ hoher sein als die maximale aufzulésende FreguBei
einer Mehrkanaldatenerfassung héangt die Abtastrateder Anzahl der simultan gemessenen Kanale ab.8B
Kanalen und einer Gesamtabtastrate von 250 kSgprigtit dies einer Abtastrate von 30 kS/s pro Kawalmit bis

zu 70us breite Pulse aufgeldst werden kénnen solltersd3idheorem wurde durch die Messung bestétigt.

Dazu wurde aus dem Signalgenerator, der Datenkairtem Spannungsteiler (1@ : 1 kQ) und ein Verstarker
(Faktor x1000) der in Abb. 4.26 zu sehende Schaitplachgestellt. AnschlieBend wurden mit dem Sggredrator
scharfe Pulse von 40 — 508 Dauer erzeugt, die bereits geteilt und verstéikider Datenkarte zum Vergleich mit
zwei unterschiedlichen Sampleraten (15 kS/s / 3@)k8igitalisiert wurden. Entscheidend ist nun, ridch der
Datenerfassung noch alle Pulse vom Rauschen uhteden werden konnten. Dazu wurden die Signale éler

Dauer von einer Sekunde aufgezeichnet.

Die Ergebnisse dieser Messung sind in Abb. 4.28gefdellt. Dabei zeigt sich, dass sich die erfassten
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Spannungspulse bei einer Pulsdauer von@d08der groRer (siehe Abb. 4.28.a, b, g, h) nocllidewwom Rauschen
abheben. Bei einer Samplerate von 15 kHz konnteeitbebei einer Pulsdauer von 1018 nicht mehr alle Pulse
einwandfrei identifiziert werden (siehe Abb. 4.28passelbe gilt fir die verwendete Samplerate 30rkHz bei
einer Pulsdauer von 5@s (siehe Abb. 3.26.e). Noch kiirzere Pulsdauern édmur sehr unzuverlassig erfasst

werden, da auf den einzelnen Impulsen nur nochgedbis gar keine Messpunkte liegen (siehe Abb..#.R8)).

Die Versuche zeigen, dass die Erfassung eines ISigma einer Pulsdauer von einer Millisekunde ot#gger mit
der NI USB 6211 ohne weiteres mdglich ist, solasgh die Amplitude des Signals stark genug vom Blaais
unterscheidet. Das Signal-Rausch-Verhéltnis wirdvaiteren Messungen noch néher behandelt (siehe K8b
und 4.3.6).

Erwahnt sei an dieser Stelle noch, dass ein Vetglewischen Oszillator (analoge Messung) und Dateak
(digitalisierte Messung) vernachléssigbare Untdestdh aufweist, solange die Frequenz unter der Aufigsgrenze
von 14 kHz liegt.

30 kS/s | 15 kS/s

| 100 s | 300 s 500 us

_80 MS

40 s _50 MS

Zeit (s)

Abb. 4.28: Zeitliche Erfassung eines 20 mV hohen, im Verhiltnis 1:100 geteilten Spannungspulses bei einer
Wiederholfrequenz von 20 Hz, variierter Pulsdauern und zwei unterschiedlichen Sampleraten (a) — f) 30 kHz; g) — 1) 15
kHz), tausendfach verstiarkt. Die untersuchten Pulsdauern waren: a), g) 500 ps, b), h) 300 ps, ¢), j) 100 ps, d, j) 80 ps,

e), k) 50 ps, f), 1) 40 ps. In rot wurde der erwartete Spannungsverlauf schematisch eingezeichnet.
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4.3.4 Mehrkanalverstarkerschaltung

Um die Funktion der angefertigten Verstarkerplatize uberprifen, wurden alle Kanéle geméaf3 dem gdhalin
Abb. 4.29 zusammengeschaltet und Uber einen Spgstailer (10Q : 1 k) dasselbe Rechtecksignal (Amplitude =
20 mV, Frequenz = 2 Hz) gleichzeitig an allen \@rstrn angelegt. Nun sollte bestimmt werden, ob Khnéle
gleichermal3en verstarkt werden. Dafir soll der téeksingsfaktor und das erzielte Signal-Rausch-\farisa

untersucht werden.

GND?

Computer

-0

GND
JSB

Signalgenerator

GNDOU
OUT

® <N o o X » o

plat

Ve rstarke r-| .
Datenkarte

&

OGND

Abb. 4.29: Schematischer Schaltplan der Grundaahglin mehreren Kanalen

Abb. 4.30.a und Abb. 4.30.b zeigen die getestetenstirkerplatinen. Die Messergebnisse sind in AbB80.c zu
sehen. Die einzelnen Kanédle werden darauf in vaadehen Farben dargestellt. Dabei ist zu beaclitass der
Offset der einzelnen Kanale im Messaufbau begriigdigt muss. Es zeigt sich, dass alle Kanédle unagiii&om
angelegten Signal gleich verstarken und das gleRhaschverhalten aufweisen. Da der Offset jedesaléan
individuell unterschiedlich ist, wurde angenommeilass dieser individuelle Offset durch die verschiesh
Verstarker bedingt wird. Aufgrund des hohen Velaiagsfaktors kdnnen namlich schon minimale Unteestshin

den Widerstanden im Innenaufbau des Verstarkeesrmm Offset dieses Ausmalles filhren (siehe Kafl)3.4

Nun kénnte es sein, dass es zwischen den Kanéafedeau/erstarkerplatine beispielsweise durch nelemeler
liegende ungeschirmte Signalleitungen zum elektéacUbersprechen kommt. AuRerdem wurde der elektis
Kontakt zum Biochip bisher nicht untersucht. Desgregvurden in einem weiteren Test gemall dem Schalipl
Abb. 4.31 mit der angefertigten Kontakthalterunigh{e Abb. 3.32.a) Biochips kontaktiert (siehe ABIB2.b) und
die Kanédle nacheinander einzeln getestet, wahreedibrigen Kanale offen blieben. In der experimbete
Umsetzung sieht das so aus, dass mit einem Kabelem der Signalgenerator angeschlossen ist, mastdgr die
Kontaktpads des Biochips abgetastet werden. Dabeies unvermeidlich, dass zeitweise auch zwei Kapéals

gleichzeitig kontaktiert wurden. Der Verstarkundsséa war wiederum fur alle Kanéle auf einer Platitez selbe.
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Spannung [V]

Abb. 4.30: Angefertigte Verstérkerplatinen und Riorstest. a) Platine A (8x1000-fache Verstarkeattang), b) Platine B
(8x100-fache Verstarkerschaltung), ¢) Schaltplardfé Funktionstests, d) Aufgezeichneter Spannuerdguf des Funktionstests
mit Platine A und Spannungsteiler (R2 =Q@pPR1 = 1 K2) bei angelegtem Rechtecksignal mit einer Amplitude 20 mV und

einer Frequenz von 2 Hz

Signalgenerator 0

Computer

O.

Verstarker-| .
platine | -
Datenkarte

Kontaktlejste

Kontaktleiste

Vorverstarker

MEA (Design 1)

Halterung

Abb. 4.31: Schaltplan fiir die Messung des Kontakts Biochip bei einzeln angesteuerten Kanalen.
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Spannung [V]

Spannung [v]

Abb. 4.32: Angefertigte Kontakthalterung und Korntakung des Vorverstarkers auf dem Biochip:
a) Kontakthalterung, b) Kontaktierung mit Feinrastiéten c), d) Aufgezeichneter Spannungsverlauf
bei Kontakt mit dem Biochip und einzeln mit einem Recksignal (1V / 2 Hz) angesteuerten
in

Kontaktpads; c) mit Platine B (hundertfach versfamdt} mit Platine A (tausendfach verstérkt). Die

den einzelnen Kanélen gemessenen Signale sinddnhiedenen Farben dargestellt.

Die Messung an beiden Verstarkerplatinen (siehe AP.c, d) zeigt, dass die einzelnen Kanéle aumebhangig
voneinander funktionieren. In den signalfreien Kan&onnten nur ein Uberhéhtes Rauschen, jedoateKepuren
vom angelegten Rechtecksignal detektiert werdem efgiktrisches Ubersprechen konnte so ausgeschlasseen.

AuR3erdem beweisen die Signale, dass der KontaktBioehip hergestellt ist.

Somit ist der Messaufbau gemaf der Zielsetzunghdigitung neuronaler Signale komplett (siehe Abi334. Die
Elektroden auf dem Biochip kénnen auf der Halteraimgeln kontaktiert werden, und ihre so elektriabheleiteten
Signale auf der Platine verstarkt und von der DOeater erfasst werden. Dabei sind die Kanale eks#iri

voneinander isoliert.
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USB
Zum
Computer

Abb. 4.33: Ubersicht {iber den gesamten Messaufbau

4.3.5 SNR im Verstarkungsfaktorvergleich

Um den Einfluss des Verstarkungsfaktors auf dasegeeme Signal-Rausch-Verhéltnis (engl. Signal-reisgion,;
SNR) zu bestimmen, wurden die beiden Verstarkerplatirigl000 und x100) miteinander verglichen. Als
Signalquelle wurde in diesem Fall ein Biosignaldaar von Multichannel Systems (siehe Kap. 3.5i8pesetzt.
Dieser simuliert ein von einem MEA gemessenes ma&les Signal, was mit dem Signalgenerator selbst b
aufwendigste Programmierung nur unter Einsatz eBmennungsteilers méglich ware, und stérende \Vileragen

des Signals bewirken kann. AuBerdem wird angenomrdass der Signalgenerator geerdet ist, wodurch das

Ergebnis zusatzlich verfalscht werden kdnnte (stche. 4.3.1).

Abb. 4.34: Schaltplan mit kontaktiertem Biosignalsieator
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Ein schematischer Schaltplan des Messaufbau ist in Abb. 4.34 dargestellt. Es

wurden drei unterschiedliche Signalformen generiert (sieche Abb. 4.35.a — c). EPSF

Diese simulieren von einem Biochip abgeleitete Exzitatorische Postsynaptische ”ﬁ\/,f/ =
Potentialinderungen (EPSP, Abb. 4.35.a), Potentialverschiebungen im .
Elektrolyten aufgrund anhaltender Aktivitdt vieler beteiligter Neuronen (engl. Somomion Spifj:
Population spikes, Abb. 4.35.b), oder Aktionsimpulse (spikes, Abb. 4.35.c). (\\

Die Messungen dieser simulierten Signale mit einem Verstdrkungsfaktor von J———J' s s
tausend (siehe Abb. 4.36.a, b, c) zeigen im Unterschied zu allen bisherigen J (E)
Messungen, dass das Rauschen unter 50 mV lag. Das bedeutet, dass sich bei Spikes

Messungen mit diesem Messaufbau Spannungsunterschiede von bis zu 100 pV

vom Rauschen unterscheiden lassen. Die Messungen mit einem

Verstarkungsfaktor von hundert (siehe Abb. 4.36.d, e, f) zeigen ein gleich hohes (:5)

Rauschen bei zehn mal kleinerer Signalamplitude. Die simulierten | Abb. 4.35: Vom Biosignal-simulator

Aktionsimpulse gingen bei einem Verstirkungsfaktor von Hundert vollkommen | erzeugte Signale:a) EPSP, b) Pop.

im Rauschen unter (siche Abb. 4.36.f). Spikes, ¢) Spikes [33]
Tausendfach verstarkt Hundertfach verstarkt
- som
60m-
= 40m-
2 20m |
£ o
L%-Zﬁh‘r
-40m-
o
0 20m 40m 60m 69,9961
Zekt () Zek (5)
.
800m~
S 600m- s
‘§ 200m~ :';'
o
-200m-

0 20m 40m 60m 69,9961
Zek (s)

Spannung (V)

0 25m 50m 75m 100m 125m 150m 175m  200m 0 25m 50m 75m 100m 125m 150m 175m 200m
Zet(s) Zek (s)

Abb. 4.36: Aufgezeichneter Spannungsverlauf simulierter Biosignale bei unterschiedlichen Verstdrkungsfaktoren
(a) — ¢) tausendfach d) — f)hundertfach). Die simulierten Biosignale waren: a), d) EPSP b), e) Population Spikes
¢), f) Axonale Signale (Als).
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Aus diesen Ergebnissen lassen sich zwei wesentchiisse ziehen. Erstens wurde deutlich, dasdidiiMessung
von Aktionsimpulsen ein Verstarkungsfaktor von T notwendig ist. Zweitens lassen sich mit demddefbau
Messgenauigkeiten von unter 1Q¥ erreichen. Da die einzige Anderung bei dieser svdag in Vergleich zu
anderen Messungen mit schlechterem SNR in der \d@ahiSignalquelle bestand, wurde angenommen, dass de
Signalgenerator der Ursprung des zusatzlichen Rausc war. Die Ergebnisse der Funktionstests der
Grundschaltung (siehe Kap. 4.3.2) legen dabei demnuSs nahe, dass die Erdung des Signalgeneratonit d
zusammenhangt. Da sich die Amplitude des Rausahiehs merklich mit dem Verstarkungsfaktor anderteirde

weiter angenommen, dass der GrofR3teil des gemesBanmehens nach der Verstarkerschaltung entsteht.

4.3.6 SNR bei stufenweiser Verstarkerschaltung

Eine zentrale Frage in dieser Arbeit ist, ob neal®nSignale direkt vorverstarkt werden missen, wmv
Hauptverstarker und der DAQ verarbeitet werden dankn. So wurde wiederum der Biosignalsimulator als
Signalquelle beim Vergleich einer zweistufigen Vérkerschaltung (1. Stufe: x10, 2. Stufe x100) Zner
einstufigen Verstarkerschaltung (nur 2. Stufe: X)OBei gleichem Gesamt- Verstarkungsfaktor eingés€iir die
zweistufige Verstérkerschaltung wurde als Vorvekstéder MPA8I von Microchannel Systems (siehe K&g.1)
verwendet. Die einstufige Verstarkerschaltung eitbp dabei dem in Abb. 4.34 gezeigten Schaltpldig

zweistufige Verstarkerschaltung dem in Abb. 4.37.

Halterung [
o i Computer
8
IIBI.IISI.IIIII | g !
o i0-Signal- - e Q
12 ? R 25 5
o < Qo X
1T - i = S =
s [ fmp = g
5 - 5 - — 2
= Simulator =
L
Abb. 4.37: Schematischer Schaltplan bei kontalemerBiosignalsimulator und zweistufiger Verstarkung.

Die experimentellen Daten (siehe Abb. 4.38) zeigeider zweistufigen Verstarkerschaltung (siehe.AbB8.a — d)
in dieser Konfiguration ein schlechteres SNR aisdee einstufigen Verstarkerschaltung (siehe AbB84 — h). Zur
Verdeutlichung wurde dazu jeweils der Verlauf eirsagfgezeichneten simulierten Aktionsimpulses veigrd
dargestellt (siehe Abb. 4.38.d, h). Da das Signadiner einstufigen Verstarkerschaltung Uber eiedere Strecke
unverstarkt geleitet wird, ware in diesem Fall aitheres Rauschen zu erwarten. Die Grinde fir dietess
Uberraschende Ergebnis kénnten mit einer fehlexhaftVahl der Masseanschlisse fiir den \orverstarker
zusammenhangen, was in Kap. 4.5.1 noch eingehesxdi@utert wird. Ein Vorverstarker ist jedenfallscim

notwendig und wurde im Weiteren nicht eingesetzt.
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Abb. 4.38: Aufgezeichneter Spannungsverlauf simulierter Biosignale bei a) — d) zweistufiger
Verstédrkerschaltung x10x100, e) — h) einstufiger Verstirkerschaltung. x1000. Die simulierte

Signale waren a), e) EPSP, b), f) Population Spikes, c), d), g), h) Axonale Signale (AI)
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4.4 Elektrodenbelegung

Wie in den vorigen Kapiteln dargelegt ist die Beleg der Masseanschliisse von groRer Bedeutung &ir di

Rauschfreiheit eines Signals. Deshalb wurde eingle®mh verschiedener Messweisen durchgefiuhrt.

Den

unterschiedlichen Varianten des MasseanschlusseZedi&ulturkammer wurde dabei besondere Aufmerkesitn

gewidmet. Im weiteren werden zunachst die Auswigam des Masseanschlusses der Zellkulturkammer

ohne

weitere elektrische Signale behandelt (siehe Kap1® AnschlieRend werden die DreipunktmessunghésiKap.

4.4.2) und die Vierpunktmessung (siehe Kap. 4 gugjitativ verglichen.

4.4.1 Auf Masse legen der Zellkulturkammer

Um den Einfluss des Masseanschlusses der Zellkaltomer

zu bestimmen, wurde zunadchst ein Biochip

physiologischer Kochsalzlésung gefillt und geméafn da E_E‘Jr:‘\
Abb. 4.39 dargestellten Schaltplan wahrend der g —1 /
massefrei (,floatend”) kontaktiert. Dabei wurde rke [H

Erregersignal generiert. Die aufgezeichneten Saysaid in
Abb. 4.40 zu sehen. Es zeigt sich, dass die Kaetakty zu -_

einer Verschiebung des Offsets fihrt. Dies ist g
wahrscheinlich ein Anzeichen fir chemische Reaktioan DAQ

den Phasengrenzen (siehe Kap. 2.2.2). Die wahres®l app. 4.39: Schematischer Schaltplan bei floaten

Kontaktvorgang auftretenden Spannungsspitzen kén Kontakt mit den Messelektroden in Fliissigkeit

dem

darauf hinweisen, dass wahrend der Kontaktierung

Ladungsverschiebungen an den Elektrodenoberflaabitreten.

0,6
05 Nicht kontaktiert o Kontaktiert

0,4
0.3
0.2

0,1

Spannung [V]

0

-0,1

Zeit [s]

unterschiedlichen Elektroden sind in verschieddremben dargestellt.
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Abb. 4.40: Aufgezeichnete Spannungsverlaufe bei dwassefreien Kontaktierung des mit

physiologischer Kochsalzlosung befiillten Biochipgusendfach verstarkt. Die Signale der



In einem anschlieBenden Versuch wurde die Zellkkdtonmer gemafl dem in Abb. 4.41 dargestellten Suhalt

wahrend der Messung mit Hilfe der Referenzelekt@dgAgCl) auf ein konstantes Massepotential gelegt

Die Ergebnisse der sind in Abb. 4.42 zu sehen.eigg sich,
dass die Offsetspannung schon so hoch ist, das&Katidle
zu beiden Seiten aus dem Aufldsungsbereich versclani i

Dies ist auf eine ungleichmafige Potentialvertgjlan den

Elektroden zurickzufihren. Dabei sind auch

Phasengrenzeneffekte an den Elektrodenoberflachet

bertcksichtigen. Da die Kanéle zu beiden Seiten dmums -

Auflésungsbereich verschwinden, reicht es nicht, alis DAQ

Offsetspannung am Signalgenerator anzupassen, lam

Kanale in den Auflosungsbereich zu bekommen. Dj APb.  4.41:  Schematischer  Schaltplan  mit

Messelektroden in Flussigkeit mit Masseanschluss

Schwierigkeit bei der Messung wird im Weiteren ng

behandelt.

Floatend Mit Masseanschiuss Floatend

Spannung [V]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [s]
Abb. 4.42: Zeitlicher Spannungsverlauf an den Etelén wahrend der Kontaktierung

des Masseanschlusses mit der Referenzelektrode #edkulturkammer.

4.4.2 Dreipunktmessung

Bei der Dreipunktmessung sind die Masse des get@niSignals (SG-) wie auch die Masse der Verstpl&ene
(SGN GND) uber die gleiche Bezugselektrode (Ag/Ag@iit der Zellkulturkammer verbunden. Ein scheseter
Schaltplan ist in Abb. 4.43 dargestellt. Uber dtenBlationselektrode wurde pro Sekunde ein 0@ndauernder
Spannungspuls mit einer Amplitude von 100 mV in diglkulturkammer geleitet. Damit die Signalantveort

aufgezeichnet werden kénnen, wurde zusétzlichgéniege Offsetspannung angelegt (siehe Kap. 4.4.1).
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Bei einer Wiederholfrequenz von 1 Hz wurden digydatellten

generierte Spannungspuls mit einer Amplitude vod ¥ an

den Messelektroden einen Spannungsunterschied urah 23

Signalkurven mit tausendfach verstarkten Pulsaom#ih von
23 V erfasst (siehe Abb. 4.44). Die Messung zdigss der \
— [ i

mV bewirkte. Das abgenommene Spannungssignal agt

dabei einem Drift von 50@V/s. Damit die Signale nicht au ‘
dem Auflésungsbereich rutschen, misste deswegedibstr —
Messschaltung die Offsetspannung stindig nachjusterden. SG DAQ

Dies gestaltet sich Aufgrund des starken Drifts uder

Abb. 4.43: Schematischer Schaltplan bei
verzOgerten Reaktion der Elektroden schwierig. Aliessem prejpunktmessung mit Masseanschluss

Grund wurde ein Nachregeln der Offsetspannung, wb am

Signalgenerator und somit fir alle Kanéle oderealeim Kanal extra an der dafiir vorgesehenen Offsetsing auf

dem Verstarker, als nicht zielfiihrend eingestuft.

l —-w-llllllll
B
O
25 _ |
il
= | il
..ﬁu...

Spannung [V]

10 - SNSRI AN RN N N

'

0 10 20 30

Zeit [s]
Abb. 4.44: Zeitverlauf des tausendfach verstarkggannungssignals von drei Elektroden (in verschiedeFarben
dargestellt) bei einer Dreipunktmessung mit einerfeRmzelektrode (Ag/AgCl) als Massepotential und erin

Spannungspulsmit einer Dauer von 53) einer Amplitude von 100 mV, einer Wiederholfregm von 1 Hz; und eine

Offsetspannung von 1,9 V als Erregersignal.
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Eine im Lauf der Arbeit entwickelte Alternative, unieses

Problem zu umgehen, sieht eine Signalgenerieruingifttion

ohne Masseanschluss des Elektrolyts vor. Ein sctigchar
Schaltplan ist in Abb. 4.45 dargestellt. Dazu wdet Verstarker

in den negativen Bereich Ubersteuert (Offsetspagpnzr® V),
das heil3t das Potential des Elektrolyts in derkd#lirkammer

wird sich diesen 9 V Offsetspannung entsprechendtalen. £ ‘

Elektrodenpotentiale gemessen (was um Als zu detekt SG : DAQ

ausreichen konnte), andererseits kénnten aufgresdiheren Abb. 4.45:  Schematischer Schaltplan bei der
massefreien Dreipunktmessung

Somit werden zwar nur noch positive Unterschiede

Aufbaus des Instrumentenverstarkers die Potent@dschiede

somit zwar gedampft, jedoch scharfer gemessen werder

Verstarker stellt hierbei eine Art Hochpassfiltar.d

Aufgrund der massefreien Zellkulturkammer ist diddethode nicht empfehlenswert, obwohl entsprechende
Messschaltungen sinnvoll erscheinende Ergebnisggredsiehe Abb. 4.46). So sind die Spannungen li@n a
Elektroden in etwa gleich hoch, und es wird eind@sung beinahe aller Eingange in einer Messungiartt. Durch
den Offset geht jedoch die Halfte des Auflésungsiolis verloren. Festgehalten werden sollte nocks dar an der
generierte Spannungsimpuls mit einer Amplitude 88 mV an den Messelektroden einen Spannungsuhiedsc
von 2 mV bewirkte. Bei einem Verstarkungsfaktor vi@usend und einer Wiederholfrequenz von 1 Hz engalich
damit die dargestellten erfassten Signalkurven Puilsamplituden von 2 V. Die Amplitude betragt damind
zwanzig mal weniger als gemal vorigen Versuch maken ware, wenn das Potential der Zellkulturkamene
Masse gelegen wére. Da die Dreipunktmessung awdgden beschriebenen Probleme wenig geeignet isgemu

weitere Messmethoden untersucht.

Spannung [V]

0 10 20 30

Zeit [s]
Abb. 4.46: Zeitverlauf des tausendfach verstarl8pannungssignals von fiinf Elektroden (in verschieddarben dargestellt)
bei einer massefreien Dreipunktmessung und eineam&mgspulsmit einer Dauer von 500einer Amplitude von 180 mV,
einer Wiederholfrequenz von 1 Hz; und einer Offsatsung von 8,66 V als Erregersignal.
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4.4.3 Vierpunktmessung

Bei der Vierpunktmessung wird die Bezugsmasse

Signalgenerators von den Verstarkereingdngen getréder 1
Masseanschluss des Signalgenerators wurde mit \

Referenzelektrode (AG/AgQCIl) verbunden. Die invedigen

Verstarkereingdnge  wurden mit  der metallisck

Referenzelektrode auf dem MEA verbunden.
schematischer Schaltplan ist in Abb. 4.47 dargéshit Hilfe ‘
des Signalgenerators wurde tber die StimulatiokBelde ein

SG DAQ

Frequenz von 1 Hz in die Zellkulturkammer geleitdtich | Abb. 4.47: Schematische Darstellung der Vierpunkt-

hierbei musste eine Offsetspannung (1,8 V) eingesterden, messung mit Masseanschluss

Rechtecksignal mit einer Amplitude von 20 mV uncheei

um die Signale in den Auflésungsbereich des Vetstérzu

verschieben.

Abb. 4.48 zeigt den an zwei Elektroden gemessemamriingsverlauf tausendfach verstarkt. Die Krimmdeg
Kurve im Vergleich zum rechteckigen Erregersignatdeutlicht die kapazitiven Effekte zwischen deeldioden.
Zum Vergleich mit der in Kap. 4.4.2 beschriebenerifunktmessung mit einem generierten Spannung$snvom
500 us Dauer wurde der Spannungsabfall von 8 V an daarfen Kante des gemessenen Signals herangezogen. D
Ergebnis zeigt, dass die Signaliibertragung durehVirpunktmessung signifikant verbessert wurdek@mte im
Vergleich zur Dreipunktmessung das Rauschen aufgeerals zwei drittel reduziert werden, wahrendhsttie
Signalamplitude vergleichsweise fast verdoppelt. Wéitere Messungen wurden deswegen die Anschlijssgi

der Vierpunktmessung gewahit.

Spannung [V]

o

-3

-6

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Zeit [3]

Abb. 4.48: Zeitverlauf des tausendfach verstari@pannungssignals einer Elektrode

bei einer Vierpunktmessung mit einer ReferenzelelarAg/AgCl) als Signalmass

(0]

und einem Rechtecksignal mit einer Amplitude vonn2@ einer Wiederholfrequenz

von 1 Hz; und einer Offsetspannung von 1,8 V atedarsignal.
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4.5 Rauschreduktion

Bei den vom Verstarker aufgezeichneten Signalendeidas Rauschen als wesentlicher Storfaktor idzetif.

Deswegen wurden Rauschursachen und mdgliche Ehigitangen untersucht. Im speziellen wurde derl&ssfdes
Masseanschlusses (siehe Kap. 4.5.1) und der Sahirigsiche Kap. 4.5.2), die Rauschreduktion mitpassfiltern
(siehe Kap. 4.5.3) und Hochpassfiltern (siehe Kiap.4) sowie eine softwarebasierte Signalkondidamg (siehe

Kap. 4.5.5) analysiert.

4.5.1 Stromquellenvergleich

Als eine mogliche Ursache des Rauschens wurdenStiemquellen untersucht. Da bei der Messung mit
Vorverstarker zwei Stromquellen eingesetzt wurdémgt sich bei diesen Messungen ein zusatzlicher
Stromquellenvergleich an. Dazu wurde wie in Kapite8.6 gemall dem Schaltplan in Abb. 4.49 eine zufgge
Verstarkerschaltung eingesetzt, wobei die beidasti#gker entweder mit einer gemeinsamen Stromvgusgr oder
mit jeweils anderen Stromquellen betrieben wurdiém.zwei unterschiedliche Versorgungsspannungenzaugen,
wurden zwei Serienschaltungen aus jeweils gleigent Stromquellen auf eine gemeinsame Masse gebagt.
Massepunkt war dabei in beiden SerienschaltungeNatbindungspunkt der beiden Stromquellen. Als8iguelle

wurde wiederum der Biosimulationschip verwendet.
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= = e - & S
2 = =]
= Simulator =
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Abb. 4.49: Schaltplan mit kontaktiertem Biosignalsiator

Die bei einem simulierten EPSP aufgezeichnetenafagitworten sind in Abb. 4.50 dargestellt. Abb.04a5zeigt den
gemessenen Spannungsverlauf unter Verwendung zgefiemnter Versorgungsspannungen, Abb. 4.50.1 deig

aufgezeichneten Spannungsverlauf unter Verwendimeg gemeinsamen Versorgungsspannung.

Beim Einsatz zweier getrennter Stromquellen mit gi@samer Masse kam es zu sprunghaften Storsigriaiese
Storsignale traten im Versuch mit einer gemeinsai@#omaquelle nicht auf. Dabei wurden keine weseinén

Unterschiede festgestellt, wenn als Stromquellestadinder Netzgeréate Batterien eingesetzt wurden.

Der Ursprung der Stérsignale konnte nicht genawskdagt werden, jedoch liegt der Schluss nahe, dhss
Zusammenlegen der beiden Massepunkte der Stronngarsp zu diesen Effekten fuhrt. Fur weitere Versuafit
einer zweistufigen Verstarkerschaltung (siehe K&3.6 und Kap. 4.5.3) wurde deshalb auf eine gesaeie
Stromversorgung zurtickgegriffen. Die Versorgungsepag wurde hierzu mit +/- 5 V gewahlt, um beidestérker

versorgen zu kénnen.
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Abb. 4.50: Aufgezeichneter Spannungsverlauf eiimaslerten EPSP bei zweistufiger Verstarkerschatuh0x100 a)

mit zwei Stromquellen auf gemeinsamer Masse alen8tersorgung fur die beiden Verstarkerstufen, bi) emer

gemeinsamen Stromversorgung fiir die beiden Veeststtfen

4.5.2 Funkibertragung und Schirmung

Auch von auf3en eintreffende Stoérsignale (z.B. Figmede) kommen als Rauschquellen in Betracht. Dauda
verzichtet wurde, den Verstarker und die Signalkabeschirmen, der Stimulus aber im gleichen Kabid die
Eingadnge des Verstarkers gefiihrt wird, erschiesimsvoll, den Einfluss der Funkiibertragung zu mes§mzu
wurde die Kontakthalterung zwar angeschlossen umtmit dem Biochip kontaktiert, aber die Zellkukammer
nicht mit Flussigkeit gefullt, sodass das gemesgenendsignal denmNetzbrumm (bei 50 Hz in Mitteleuropa)
entspricht. Mit Hilfe des Signalgenerators wurdeachlieRend im Intervall von 100 ms Pulse mit eDauer von 1

ms und variierter Amplitude (100 mV — 2 V) erzeugbb. 4.51 zeigt einen dem Messaufbau entsprecinende

schematischen Schaltplan.
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Abb. 4.51: Schematischer Schaltplan mit kontaldimrBiochip ohne Flussigkeit.
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Die Messergebnisse mit variierter Signalamplituichel $n Abb. 4.52.a — f zu sehen. In allen Abbildangsind zwei
Formen von Stoérsignalen zu erkennen. Zum einen SerHz Netzbrumm mit einer bei sich andernden
Signalamplitude gleich bleibenden Amplitude von 12-V je nach Kanal, zum anderen ein sich zeitlich
wiederholendes sprunghaftes Storsignal, dessen i@l mit der generierten Pulsamplitude steigt. ébast zu
beachten, dass die eingefangenen Storsignale fgnuad der offenen Eingdnge solche Ausmalle erreidbe zeigt
sich, dass die Auswirkungen der Funkibertragunglbeirelevanten Amplitude des Stimulus (< 1 V) ierdleich

zum Netzbrumm vernachlassigbar ist (<50%).

Da in den bisher aufgezeichneten Signalen bei la¢tetén Eingangen der Netzbrumm mit 50 Hz nichniifiziert
werden konnte, wurde angenommen, dass sich einénfoly der Leitungen nur unwesentlich auf das
Rauschverhalten auswirkt. Jedenfalls missen nosétZiche Rauschquellen vorliegen, deren Stérsggaah auf
die Messung starker auswirken als die durch Funiidmring eingefangenen Storsignale. Es liegt zwirdar
Hand, dass insbesondere ein Rauschen von 50 Hagy#ithirmung reduziert werden kann, jedoch soltteméchst
andere Methoden der Rauschreduktion untersucht emerda durch die Schirmung allein keine merkliche

Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses zaremist.
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Abb. 4.52: Aufgezeichneter Spannungsverlauf an drei Eingdngen (weill: AIN3, rot: AIN4, griin: AINS) bei der
tausendfach verstdrkten Funkiibertragung eines generierten Spannungspulses mit einer Dauer von 1 ms, einer
Wiederholfrequenz von 10 Hz und unterschiedlicher Signalamplitude: a) 100 mV, b) 200 mV, ¢) 300 mV, d) 500
mV,e)1V,H2V
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4.5.3 Tiefpassfiltervergleich

Zur Entfernung von hochfrequenten Stérsignalen emfTiefpassfilter untersucht. Da auf der 100x-\&istrplatine
vier Verstarker ohne Filterkondensatoren verlotetden, war es moglich, beim Vorverstarkerverglabenfalls den
Einfluss des Tiefpassfilters (mit einer Grenzfrempievon 100kHz) auf das Rauschverhalten zu messen. D
Messaufbau entsprach dabei in Analogie zu Kap6418d Kap. 4.5.1 dem in Abb. 4.49 dargestelltera@plan. Als
Signal wurde wiederum ein EPSP simuliert.

In Abb. 4.53.a wird der Spannungsverlauf eines filbgye: verstarkten, simulierten Biosignalssigngészeigt, in Abb.
4.53.b der Spannungsverlauf eines gefilterten $8gi@as Rauschen von 100 mV im ungefilterten Fafirke durch
den Tiefpassfilter auf ein Viertel (25 mV) reduzigrerden. Obgleich der Tiefpassfiter die Ausgangespng des
Verstarkers filtert, kann er also merklich zur Rargduktion beitragen. Deswegen sollten in weitéeperimenten
Tiefpassfilter eingesetzt werden. Zu diesem Zwecdkden wie in Kap.3.4.3 beschrieben in allen Kand@ahden

Verstarkerplatinen Filterkondensatoren verlétet.
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Abb. 4.53: Aufgezeichneter Spannungsverlauf eineisnulierten EPSP bei zweistufige

=

Verstarkerschaltung x10x100 a) ohne Tiefpassfitigmit Tiefpassfilter

4.5.4 Hochpassfiltervergleich

Zur Entfernung niederfrequenter Stérsignale wurbdechpassfilter eingesetzt. Damit die Phasengrefffadte die
Elektrodenpotentiale nicht in den Aussteuerberé¢adle Spannungen lber 10 V; bei einem Verstarkuaigsf von
1000 alle Eingangsspannungen gré3er als 10 mVEDmyange des Verstarkers drangen, sollte ein Hadfittar
zwischen der Kontakthalterung und der Verstarkeatbahg eingesetzt werden. Um diesen zu dimensienjevurde
ein 8-Kanal-Hochpassfilter aus verschiedenen Widaden und Kondensatoren aufgebaut und die Greperzen
berechnet (siehe Kap. 3.5.4). Dieser Hochpassfiltede gemafl dem in Abb. 4.54 dargestellten Sdaaltim den
Messaufbau integriert. Dazu wurde ein nach Desigrei@jestellter Biochip mit physiologischer Kochadzng
beflllt und mit dem Messaufbau kontaktiert. AnseREnd wurde tber die Stimulationselektrode ein Rekkignal

mit einer Amplitude von 20 mV und einer Frequenn ioHz in die Zellkulturkammer geleitet.

98



Abb. 4.54: Schematischer Schaltplan fiir den Vetpleies Hochpassfilters

Abb. 4.55: Schematische Darstellung der Elektrodirgung auf
dem MEA (nach Design 2) und der ReferenzelektrodeaBh der

Die Spannungen an den Elektroden wurden
gemall der in Abb. 455 dargestellten
Elektrodenbelegung nach der Vierpunktmessung
(siehe Kap. 4.4.3) abgeleitet. Die abgeleiteten
anschlieRend einzeln

Signale wurden

mit Hochpassfiltern unterschiedlicher
Dimensionierung gefiltert, bevor sie tausendfach
verstarkt mit der Datenkarte erfasst wurden. Die

Filterdimensionierungen sind Tab. 4.4 zu

entnehmen.

Vierpunktmessung
Bauteile fur den Hochpassfilter

Kanal Widerstand Kapazitat Grenzfrequenz
AINO R1 =47 i Cl1=33nF F1=113Hz
AIN1 R2 =100 K C2=33nF F2= 48 Hz
AIN2 R3 =1 MQ C3=33nF F3=4,8 Hz
AIN3 R4 =10 MQ C4 =33 nF F4=0,5Hz
AIN4 R5 =47 I C5=1pF F5=3,3Hz
AINS R6 =10 MQ C6 =100 pF F6 = 159 Hz
AING6 R7 =1 MQ C7 =100 pF F7= 1590 Hz

Tab. 4.4: Wahl der Widerstéande und Kondensatoreddii Hochpassfilter sowie resultierende Grenzeequir 7 Kanale

99



Abb. 4.56 zeigt die dabei mit der Datenkarte aufgmeten Signale. Die Abb. 4.56.a — f zeigen keithpl
verschiedene Spannungsverlaufe an den jeweiligegdBgen (AINO — AIN5). Dabei treten die Signalantwo auf

das Erregersignal als Peaks auf, welche den Kadémn Rechteckssignals entsprechen. Um die Eignung de
unterschiedlichen Hochpassfilterschaltungen zu lg@igen, missen mehrere Faktoren beriicksichtigtdever
Einerseits zeigen AINO (siehe Abb. 4.56.a) und AljNithe Abb. 4.56.b) wesentlich héhere Signalarevoals die
Ubrigen Kanale, andererseits werden die Signalb san einem héheren Rauschen begleitet als in andéanélen
(siehe Abb. 4.56.e, f). AuBerdem sollte der Abstaled Stimulationselektrode zu der Elektrode, an das
gemessene Signal abgeleitet wurde, beachtet weBdergrobe Ubersicht zeigt jedenfalls, dass di¢eFthaltung,

die zum Filtern des Signals in Kanal AIN3 verwendatde, keine sinnvollen Ergebnisse liefert (sidbb. 4.56.d).

AINS5: fG =159 Hz
Abb. 4.56: Aufgezeichnete Spannungsverldufe bei einer Vierpunktmessung mit generiertem Rechteckimpuls (Amplitude =
20 mV, Frequenz = 1 Hz) und unterschiedlichen Hochpassfiltern mit Grenzfrequenzen fg von a) 113 Hz, b) 48Hz, c) 4.8

Hz, d) 0.5 Hz. e) 3.3 Hz ) 159 Hz

In Abb. 4.57 sind die Signalantworten an vier Emggn zum besseren Vergleich vergroRert dargedbaltiei wird
deutlich, dass in Kanal AIN1 (siehe Abb. 4.57.b3 bBaste Signal-Rausch-Verhaltnis erzielt wurdedi2eElektrode,
von der dieses Signal abgeleitet wurde, auf dem NdEAergleich zu den anderen Elektroden sogar weie der
Stimulationselektrode entfernt ist, wird im Weiter@ngenommen, dass der zur Aufnahme dieses Sigeiiagende
Hochpassfilter fur das gute Signal-Rausch-Verhgiltr@rantwortlich ist. Daraus folgt, dass ein Hodsgfiter mit
einem Widerstand von 1000kund einem Kondensator mit einer Kapazitdt von B3umter den untersuchten
Varianten das beste SNR erzielt. Fir weitere Védmsuevurde deswegen ein Hochpassfilter mit dieser

Dimensionierung fiir alle Kanéle angefertigt.
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Es sollte festgehalten werden, dass durch den Hasfifier die Messung an einem mit Flussigkeit tiefiti Biochip
ohne Offsetsteuerung ermdglicht wurde. Dieses Hrigesllein zeigt den besonderen Vorteil eines Haskfilters
bei der Messung. Allerdings ist zu beachten, dasslerartiger Hochpassfilter niederfrequente Signtdile extrem
verzerrt. Da die aufzuzeichnenden neuronalen Segmét Signaldauern von wenigen Millisekunden weiekider
Grenzfrequenz liegen, sollte dies jedoch keine $efigkeiten verursachen. Die Signalverzerrung dudem
Hochpassfilter wird im Zuge der software-basier&gnalkonditionierung der dargestellten Signalamtero (siehe
Kap. 4.5.5) noch eingehender behandelt.

Zeit [¢]

pra——

) Ze.l;-ils] Ze:t‘ié]
Abb. 4.57 Aufgezeichnete Spannungsverlaufe ber &ifeepunktmessung mit generiertem
Rechteckimpuls (Amplitude = 20 mV, Frequenz = 1 Hmd unterschiedlichen

Hochpassfiltern mit Grenzfrequenzeyvbn a) 113 Hz, b) 48 Hz, ¢) 4,8 Hz, d) 3,3 Hz

4.5.5 Software-basierte Signalkonditionierung

Die gefilterten Messsignale wurden von der Datetekarfasst und zur Verarbeitung mit der Softwar®view
gespeichert. Durch die softwarebasierte Nachbdarigekdnnen Stérsignale auch nach der Messung elouimiert
werden. Bedingung hierfir ist, dass sie sich hafmend von dem zu messenden Signal unterscheidénddBe

Messung treten nun insgesamt drei Hauptformen vorsi§nalen auf.

» Die erste Form, die Verschiebung des Elektrodempiais, wurde in Kap. 4.4.1 erlautert. Diese Stjmaie
kénnen auch nicht durch eine Nachbearbeitung eiéminverden. Deswegen wurde zur Elimination dieser

Storsignale ein Hochpassfilter eingesetzt (siehg. Keb.4).

* Die zweite Form von Stdrsignalen ist der Netzbrurbimeser sollte nach Fourierentwicklung theoretikibht
entfernt werden kénnen. In unseren Experimentemteoaine Verdreifachung des SNR erreicht werden. Di
Nachbearbeitung mit der Software Signal Expresgtzedoch, dass sich dadurch die Signalform korplet
veréandert.
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» Die dritte Form von Stoérsignalen bilden schliellibbchfrequente Spitzen einzelner Messpunkte. Diese
konnten bis rund 70% geglattet werden, ohne dasegeeme Signal zu verzerren, da sich dieses ja Uber

mehrere Messpunkte erstreckt (siehe Kap. 4.3.3).

Zur Verdeutlichung der Veranderung der Signalforen éiner softwarebasierten Nachbearbeitung zur iRdition
des Netzbrumms wurden in Analogie zu Kap. 4.5.4n&8 aufgezeichnet und mit einem softwarebasierten
Chebichev Bandstopfilter (50 Hz Filterfrequenz) #ere Ordnung nachbearbeitet. Das Erregersignal diesmal

jedoch ein Spannungspuls mit einer Dauer von E00nd einer Amplitude von 20mV.

In Abb. 4.58.a ist das aufgezeichnete Signal an3AKdwie eine mit dem softwarebasierten Bandstepfilt
nachbearbeitete Version desselben Signals darfeAts#. 4.58.b zeigt einen Ausschnitt von 15 ms.i& leicht zu
erkennen, dass der 50 Hz Netzbrumm durch die Nachbiung erfolgreich eliminiert wurde. Dies bewidine
Verdreifachung des SNR. Die vergrof3erte Abbildumigiz die auftretenden Signalverzerrungen. Daraufzis
erkennen, dass Spannungsspitzen des gemessenedesindachbearbeiteten Spannungsverlaufs anndheend di
gleiche Amplitude besitzen. Allerdings wird dasasdte Signal, das schon wegen des Hochpassfi#ezert erfasst

wird, durch die Nachbearbeitung zusatzlich verzerrt

Fur die reine Detektion von neuronalen Signalensb@sondere von Aktionsimpulsen, erweist sich die
softwarebasierte Nachbearbeitung als besonderfiahiitam Spannungsspitzen vom Netzbrumm isolierstddlen

zu kénnen und so im verkleinerten Maf3stab nicht Raaschen verursachte Spannungsspitzen zu id iz

70 m-

500 m-

TR snnrmen o SR
g s gy

Spannung [¥]

2B

500 -8 ; |
a St 338,917m

Zeit [g]

‘Spannung %]

EI‘T\ SI:\’\ 7'219“ [S] 15.0 I224|'v'|
Abb. 4.58: Softwarebasierte Nachbearbeitung mieminBandstopfilter (weil3) einer vorgefilterten
tausendfach verstarkten Signalantwort (rot) auériSpannungspuls mit einer Dauer von H80und
einer Amplitude von 20mV (orange 30-fach vergré3edt Rauschminimierung durch Elimination des 50

Hz Rauschens, b) VergroRRerter Ausschnitt (15 msjiltierende Signalverzerrung
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4.6 Referenzmessungen

Mit der Signalauswertung ist der Messaufbau

metaddi abgeschlossen. Zum Uberprifen des gesamten

Messaufbaus wurden mit einem extern eingespeisigmalSReferenzmessungen durchgefiihrt. Dabei wuate v

allem auch der hergestellte Biochip unter realit#teen Bedingungen evaluiert. Im Folgenden wurdeiciust der

Einfluss des Elektrodenabstands (siehe Kap. 4.6nt) des Elektrodendurchmessers (siehe Kap. 4.6R2}ia

Signalantwort ermittelt, und anschlie3end eine Megsan lebenden Neuronen durchgefiihrt (siehe K&}

4.6.1 Signalantwort vs. Abstand der Elektroden

Biochips (Design 2)

Um die Amplituden der an den einzelnen Elektroden
abgeleiteten Signale vergleichen zu kdnnen, wurele d

Einfluss des Elektrodenabstands fiir ein gewahlites
Elektrodenpaars auf die gemessene Spannungsaneplitud

ermittelt.

Dazu wurde wiederum der selbst prozessierte Biochip
(siehe Abb. 4.59) mit physiologischer Kochsalzldsun
befillt und mit dem Messaufbau nach der
Vierpunktmessung kontaktiert. Dabei wurde nur das
Array mit den grof3ten Elektroden (Durchmesser: 1)
kontaktiert. Der schematische Messaufbau ist in. A0
dargestellt. Mit Hilfe des Signalgenerators Agilent

Abb. 4.59: Mikroskopische Aufnahme des prozessiergg,ona wyrden 5 unterschiedliche Impulsamplitud2® (

— 100 mV) mit einer Dauer von 5005 Uber eine der

Elektroden auf dem MEA eingespeist und die Signalarten, die von allen anderen Elektroden abgelaiteden,

nach Durchlaufen des Hochpassfilters sowie deetadfachen Verstarkerschaltung aufgezeichnet.

Abb. 4.60: Schematischer Schaltplan fir Referenzamegn
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Abb. 4.61: Aufgezeichnete Signalantworten bei eirfelektrodendurchmesser von 10t auf einen Spannungsimpuls von
500 pus Dauer und unterschiedlichen Spannungsamplitudetb:(20 mV, blau: 40 mV, wei3; 60 mV, rot: 80 mV,

grun: 100 mV): a) — g) an den Elektroden # 7 -) IS¢hematische Darstellung der Erregersignale.

Abb. 4.61 zeigt die erfassten Signale. Dabei wurden besseren Ubersicht in jeder der Abb. 4.61.g die
Signalantworten der jeweiligen Elektrode (Nr. 7 }»b&i den finf Messungen mit unterschiedlichen espgisten
Impulsamplituden zusammengefasst. Es ist deutlichrkennen, dass die gemessene Signalantwort sswoltder
Amplitude des eingespeisten Spannungsimpulsesuals an der gewéahlten Messelektrode abhangt. Ddsubet,

dass die Signalantwort von der Lage der Elektrdde&agt.

Die Messergebnisse wurden in Abb. 4.62.a — ¢ zusargafasst. Dabei ist die Belegung der Elektrodebeachten
(siehe Abb. 4.61.d). Die Messungen zeigen, dasZuasammenhang zwischen tatsachlichem Abstand eé&trBten

im Array und der Signalantwort bei weitem wenigegndikant aufscheint, als dies urspringlich enganvurde
(siehe Abb. 4.62.a). Dabei zeigt sich Uberraschevelse, dass ein exponentieller Zusammenhang zessch
Signalantwort und der Elektrodennummer, also demsta#dd der nach Abb. 4.62.d belegten Kontaktpads und
Leitungen auf dem Biochip, gefunden werden kanehgiAbb. 4.62.b). Die Abhangigkeit von der Ampléudes
Erregersignals ist dabei fiir alle Elektroden weitged linear (siehe Abb. 4.62.c).

Dieses Verhalten ist vermutlich durch die Lange ded Durchmesser der Zuleitungen fir die Elektrodim wie
ein dinnes Kabel wirken, bedingt. Um Feldubertrageffekte im restlichen Messaufbau ausschlieRekdnunen,
wurde auf einer Seite des Biochips die Stimulagtelsrode durch Anlegen einer Gleichspannung voer izbV

elektrolytisch entfernt (siehe Abb. 4.62.d, e). Nater Entfernung zeigen sich keinerlei Spannungsspiim
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relevanten Bereich. Die Elektroden messen ein kmtss Potential. Deswegen kdonnen Feldubertraguiegseiin
anderen Teilen des Messaufbaus als Fehlerquelgestislossen werden. Im Weiteren wurde davon ausgega
dass diese Effekte aufgrund des geringen Abstaddesleiterbahnen fiir das Erregersignal und die den
Messelektroden abgeleiteten Signale auf dem Bioehtptehen und sich deswegen bei Messungen vopraen
Signalen nur wahrend der Stimulation auswirken.

Es sollte festgehalten werden, dass der Messaufbéihigt, kurz (< 1 ms) andauernde Spannungsimpuise
Amplituden < 1 mV, also auch Aktionsimpulse, vonegh Elektrolyt abzuleiten und vom Rauschen unteisitiar
aufzuzeichnen. Die Signalantworten skalieren dabear mit der Amplitude des Erregersignals. EsdeuauRerdem
ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Amgétuer aufgezeichneten Signalantworten und demaAbst
zwischen den Leiterbahnen fir die Messelektroded die Stimulationselektrode festgestellt. Ein dieek
funktioneller Zusammenhang zwischen dem Abstandedeziligen Elektroden und der Signalantwort kornjettoch

nicht bestatigt werden.

Elektrodenantwort & = 100 um Elekirodenantwort & = 100 pm

w40 mY
wED Y
=50 my
<4004y

Impulsantwort [v]
oo
Impulsantewart [

> <<
v
2 @ | Vv : V-
0 100 150 200 250 300 350
Abstand zur Signalelektrade [um]

Elektrodenantwort & = 100 um

Impulsantwoart [v]
oo

30 40 50 G0 70 g0 a0 100 110

Stimulus [m]

Abb. 4.62: Antwort des Messsystems auf einen gerteri Spannungspuls (Amplitude: 40 — 100 mV,
Elektrodendurchmesser: 1Q0n) a) in Bezug zum Abstand der Elektroden, b) in Bezur messenden Elektrode
(durchnummeriert entsprechend d), c¢) in Bezug zupltode des generierten Impulses. d) Elektrodemheig

e,f) Auflichtmikroskopische Aufnahmen einer elekgtsch gelésten Elektrode mit Leitung
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4.6.2 Signalantwort vs. Elektrodendurchmesser

Mit dem gefertigten Messsystem war es auch mogtien, Einfluss des Elektrodendurchmessers auf diplifude
und auf das SNR zu untersuchen. Da der prozessiidehip (Design 2) 4 Arrays mit verschiedenen
Elektrodendurchmessern besitzt (siehe Abb. 4.58hnten diese in einer entsprechenden Messung cfeegli
werden. Der Messaufbau entspricht dem in Kap. 4r6ut der Biochip wurde jeweils um 90° verdrehtgeisetzt.
Damit wurden die Signale von Elektroden untersditbdr GréRe abgeleitet. Das Erregersignal war aiiedh ein

Spannungsimpuls von 5@Q& Dauer und unterschiedlicher Amplitude (20 — L00.

Abb. 4.63 zeigt die aufgezeichneten Signalantwobpreinem Elektrodendurchmesser vonuddund Abb. 4.64 die
aufgezeichneten Signalantworten bei einem Elektrddeehmesser von 3@m. Dabei wurden zur besseren
Ubersicht in jeder der Abb. 4.63.a — g und Abb446- g die Signalantworten der jeweiligen Elekérghr. 7 — 1)

bei den fiinf Messungen mit unterschiedlichen eipgissen Impulsamplituden zusammengefasst.

Im Unterschied zu den Messungen an Elektroden iméne Durchmesser von 1Q6n (siehe Abb. 4.61) zeigen sich
bei allen kleineren Elektroden asymmetrische Spagswerlaufe, die von einem wesentlich héheren Rearsc
unterlegt sind. Interessant ist, dass diese Asynienigtallen Elektroden in Richtung positiver Spang geht, aul3er
bei derjenigen Elektrode, die der Stimulationsetmkt am nachsten war. Um dieses Phanomen genauer zu

ergriinden, sollte ein Array mit mehr Elektrodensatfussreichere Messungen der Feldverteilung znass

Spannung [W
Spannung [

Spannung [W]
Spannung [

Spannung [uv]

Spannung [W]

0 01 02 03 04 05 08 OF 08 09 1
Zeit [5]
Abb. 4.63: Aufgezeichnete Signalantworten bei eirielektrodendurchmesser von pfh auf einen Spannungsimpuls von

500 pus Dauer und unterschiedlichen SpannungsamplitudesiR{ 20 mV, rot: 40 mV, griin: 60 mV, blau: 80 mV,
gelb: 100 mV): a) — g) an den Elektroden # 7 —-)1IS¢hematische Darstellung der Erregersignale.
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Abb. 4.64: Aufgezeichnete Signalantworten bei eiridektrodendurchmesser von gfh auf einen Spannungsimpuls von
500 us Dauer und unterschiedlichen Spannungsamplitugeifs( 20 mV, rot: 40 mV, griin: 60 mV, blau: 80 noélb: 100
mV): a) — g) an den Elektroden # 7 — 1. h) Schesuh#é Darstellung der Erregersignale.

In Abb. 4.65 werden die aufgezeichneten Spannumigasife in den jeweiligen Messungen mit Erregersigna
unterschiedlicher Amplitude an Elektrode 2 zur bess Ubersicht getrennt dargestellt. Darauf isttlaéuzu
erkennen, dass direkt nach der Signalantwort eikrigemter Spannungsverlauf aufgezeichnet wurde €sieh
Abb.4.64.f), obwohl kein Signal mehr gesendet wuAlech dies stellt einen Unterschied zu den Messoran den
groBeren Elektroden dar. Letzteres lasst auf kdpazEntladungsvorgange an den Phasengrenzen amisch
Elektroden und Elektrolyt schlieBen. Damit wéare dighangigkeit dieser Effekte vom Elektrodendurchsees
erklart. Eine Elektrodenvergitung aus Titannitrisiefle Kap. 4.2.1) kann dazu beitragen, diese Efekt

minimieren.

Fur eine genauere Analyse ist zu beachten, dagshdiénde der Elektroden auf dem Biochip in dem Aieays mit
unterschiedlichen Elektrodendurchmessern im seMafistab gewahlt wurden. Fir einen direkten Verplales
Durchmessers des gewahlten Elektrodenpaars behglei Abstand bieten sich Abb. 4.61.f und Abb. £&B8.. Aus

dem Vergleich der Amplituden der Signalantwortefidas gleiche Erregersignal bei gleichem Abstandl helbem
Elektrodendurchmesser (100 bzw. o) ergibt sich, dass die gemessene Spannung mikldaveren Elektroden
rund ein achtel hoéher war. Dabei ist zu beachteassddie Messungen an den kleineren Elektroden mit
Erregeramplituden gréRer 40 mV nicht zum Verglelodrangezogen werden konnten, da sie aullerhalb des

Auflésungsbereichs lagen.
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Abb. 4.65: Aufgezeichnete Signalantworten an Eigg&N5 bei einem Elektrodendurchmesser von 5@ auf einen
Spannungsimpuls von 5@& Dauer und unterschiedlichen Spannungsamplituale8Q mV, b) 40 mV, c) 60 mV, d) 80 mV,
e) 100 mV).

Der Auflésungsbereich in der gewahlten Anordnungzis klein, um Signalantworten sinnvoll ableiten kiinnen.
Bei minimaler Stimulation (20 mV) ist ein Grof3tailer Elektroden bereits zu stark geladen. Um kleiner
Spannungsunterschiede zu erzeugen, lieBe sich gdann8ngsteiler einsetzen. Aufgrund der bei
Elektrodendurchmessern kleiner 106 aufgetretenen unerwinschte Effekte, wurde jedtariauf verzichtet. Es
liegt die Vermutung nahe, dass diese Effekte dugole Elektrodenvergitung beseitigt werden konneir. F

aufschlussreichere Analysen ist ein Messaufbawesentlich mehr Elektroden notwendig.

Als finaler Test wurde mit dem im Rahmen dieseritteatwickelten Messaufbau ein Versuch an leberdemronen
durchgefuhrt. Dazu wurde aus den beschrieben Grikdé Elektroden mit einem Durchmesser von 100

zurlickgegriffen.

4.6.3 Messung an lebenden Neuronen

Um Signale von lebenden Neuronen ableiten zu krwenden gemal dem in Kap. 3.1 beschriebenen \feriah
Neuronen auf dem selbst prozessierten Biochip (Dei siehe Abb. 4.66) ausgeséat. AnschlieRend wusike 5
Tage lang kultiviert und in einer speziellen Tramspahridsung zum Messaufbau transferiert, um digsech

anpassen zu kénnen.

108



durchmessenden Elektroden

Abb. 4.66: Lichtmikroskopische Aufnahme eines pes#erten Biochips
(nach Design 1) mit strukturierter Zellkulturkammend 100 um

Der Messaufbau ist in Abb. 4.67 dargestellt.
Die Zellkulturkammer war massefrei. Die

lebenden Zellen wurden nicht elektrisch mit
dem Signalgenerator stimuliert, sondern mit
Nikotin-Lésungen verschiedener

Konzentration zur chemischen Stimulation
der Synapsen (siehe Kap. 2.1.2). Abb. 4.68
zeigt die Elektrodenbelegung.

Abb. 4.67: Schematischer Schaltplan fiir die Mesambigbenden Neuronen mit chemischer Stimulation

Die aufgezeichneten Spannungsverlaufe an
Elektroden (siehe Abb. 4.69) zeigen ein Rauschén
einer Amplitude von rund 20 mV, was 20/ an den
Elektroden entspricht. Des  weiteren Si
Spannungsspitzen von bis zu 70 mV bzw. R0 mit
einer Dauer von bis zu einer Millisekunde zu seh
Diese Spannungsspitzen wurden in einer Nahrlos
mit 20 uM Nikotin (siehe Abb. 4.69.c) wesentlic
haufiger aufgezeichnet als mit 10 (siehe Abb. &%
oder 5uM Nikotin.

Abb. 4.68:

Messelektroden auf dem MEA (nach Design 1)

Schematische Darstellung der Belegung  der
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Abb. 4.69: Tausendfach verstarkter Spannungsvedaufien Elektroden bei der Messung mit kultivierdéeuronen,
chemisch stimuliert mit a) AM Nikotin, b) 5uM Nikotin, ¢) 20uM Nikotin

Da ohne lebende Zellen bei gleicher Messkonfiganatieine derartigen Spannungsspitzen aufgezeichneten
(siehe Kap. 4.4.1), wurde angenommen, dass diedaristhen Signale von der biologischen Substaaeugt
wurden. Die Dauer von bis zu einer Millisekunde sPutite, die Signalform, die auftretenden Pauséghds
Refraktarzeit) und die Verkiirzung dieser Pausereld@hter Reizung wéaren charakteristisch fiir Algiopulse. In
Abb. 4.70 sind zum Vergleich die als Aktionsimpuisd-rage kommenden Signale einem identifiziertearanalen
Signal von Spinalganglion-Zellen eines Huhnerembrydie mit einer vergleichbaren Messmethode awigenen
wurden [33], gegeniibergestellt. Dabei sind die gaten Ahnlichkeiten zu erkennen. Die Unterschiededén
Amplituden und Pulsdauern sind auf die unterscidbdh Zelltypen zurtickzufiihren. Das durchschnli#iSignal-

Rausch-Verhaltnis von 1:3 ware typisch fur diesessliag.

Fir systematische Vergleiche empfiehlt sich einektekche Stimulation. So wéren in einem aufgezestén
Spannungsverlauf jeweils nach einem Stimulationaimdie Aktivitdten der Neuronen an den Elektrodarsehen.
Erste Versuche zeigten, dass fir eine elektrist¢imeutation der Neuronen ohne Hochpassfilter der $dasschluss
der Zellkulturkammer weiter optimiert werden musilie Kap. 4.4). Da ein Hochpassfilter die Sigmaifeerzerrt
(siehe Kap. 4.5.6), wurde zur Identifizierung daodignale auf die massefreie Messung zuriickgegrifizgabei
zeigte sich, dass es mit lebenden Zellkulturen der Elektroden zu Spannungsanderungen kommt, die be
unbewachsenen Elektroden nicht auftreten und dgéeHsebenen Ahnlichkeiten mit den erwarteten neaism
Signalen aufweisen. So wurden im Rahmen dieseriAdie Grundlagen gelegt um neuronale Signale egthalar

mit Hilfe von Elektrodenarrays abzuleiten und zpéiteren Auswertung aufzuzeichnen.
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5. Restiimee

Das Ziel dieser Arbeit war der Aufbau und die Eiglung eines Biochip-basierten Messsystems flEtiassung
elektrischer Signale von neuronalen Zellkulturen. drsten Schritt wurde ein geeigneter Herstelluraysgss fir
einen problemorientierten Biochip mit Hilfe der Higitertechnologie entwickelt. Im zweiten Schritunde ein
geeigneter Messaufbau zur elektrischen Ableiturd) Aimalyse neuronaler Signale vom selbst entwickelichip

hergestellt und evaluiert.

Zuerst wurde eine eingehende Uberpriifung der eibastn Materialien auf Biokompatibilitat (siehe Kajpl.1)
nach dem bekannten Verfahren zur Gewinnung und iMaidting von Maus-SCG-Zellen (siehe Kap. 3.1)
durchgefiuihrt. Fir die Herstellung des Biochips vemr® Elektrodendesigns entwickelt. Nach einer notligen
Prozessoptimierung (siehe Kap. 4.1.2 und Kap. #KoBnte erfolgreich ein Prozessablauf (siehe Kap.2) zur
Fertigung eines Biochips mit Hilfe plasmauntergtitzBeschichtungs- und Atzverfahren (siehe Kap.22.8nd
lithographischer Strukturierung (siehe Kap. 2.3alisgearbeitet werden (siehe Kap. 4.1.4). Dazu w@ald als
Leitermaterial und Siliziumnitrid als Isolationsragtl eingesetzt. Zur verbesserten Haftung dertEidkn auf dem
Glassubstrat wurde eine Haftschicht fiur die Elekro (siehe Kap. 3.2.3) aus Chrom oder aus Titagesgtzt. Die
Atzdauer der Isolationsschicht wurde auf 12 Minugegepasst, damit die Elektroden auch wirklich liegien. Die
beiden Elektrodendesigns wurden erfolgreich proedgssund elektrisch charakterisiert. Zur Aufnahmesd
neurobasalen Nahrmediums wurden malgefertigte wrlbkkammern hergestellt. Es wurden erfolgreich
Gussformen aus Aluminium angefertigt (siehe Kap.43, mit deren Hilfe Zellkulturkammern aus biokcetiplem
Silikonkautschuk gegossen wurden. AnschlieBend emurdie Kulturkammern Uber ein weiteres entwickeltes

Verfahren (siehe Kap. 3.2.5) wasserdicht mit derkrblektrodenarray verbunden (siehe Kap. 4.2.3).

AuBerdem wurde mit der Entwicklung einer Elektrogengitung und eines funktionalisierten
Zellkulturkammerbodens der Grundstein fiir die PssiErung problemspezifischer Biochips gelegt. Zarstellung
einer Elektrodenvergitung aus Titannitrid hat s&éh 20 Min. Sputterprozess mit 50 W Leistung aleigeet
erwiesen (siehe Kap. 4.2.1). Damit die Elektrodémekd in Ausbreitungsrichtung des Aktionsimpulsésgén,
wurden Mikrokanale zwischen zwei groRReren Kulturkaemn hergestellt. Es wurden erfolgreich Mikrokanéle
lithographisch auf den Elektrodenarrays struktairisiehe Kap 4.2.2), welche den Anforderungen genpigim
axonale Aktivitaten separiert abzuleiten. Das Whaghsvon Zellen auf dem strukturierten Zellkulturkaerboden

konnte bestatigt werden, sodass dieses neue Kofizdptgende Forschungsarbeiten zur Verfligungtsteh

Eine weitere Aufgabenstellung war der Aufbau eikespletten Messsystems mit automatisierter Datassuing.
Dabei sollten die schwachen neuronalen Signale aschtarkt werden. Zunachst wurde ein Konzept fier d
Kontaktierung des Biochips erarbeitet (siehe Kaf.13 und eine Halterung mit Kontaktstiften angggr(siehe
Kap. 3.3.2). In ersten Versuchen wurde ein unnbigtebn die Kontaktierung anschlieBender Vorverstamit einem
Verstarkungsfaktor von zehn eingesetzt, der dimkt dem Biochip verbunden wurde, damit sofort natgr
Ableitung mdglichst rauschfrei Signale verstarkiraen konnen (siehe Kap. 4.3.4). Danach wurde dgisaSimit
einem selbst entwickelten Hauptverstarker mit \deilm Verstarkungsfaktor zusatzlich verstarkt, mihee
Datenkarte digitalisiert und mit dem Computer esfasZum Testen wurde ein mikroelektronischer
Biosignalgenerator eingesetzt, der dhnlich zu re®ebe mit 1 mV maximaler Amplitude neuronale &ignwie

z.B. EPSPs ausgibt. Ein direkter Vergleich zwiscidessungen mit einer zweistufigen (x10x100) undeein
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einstufigen (x1000) Verstarkerschaltung eines vioera Biosignalsimulator generierten Signals zejgtloch, dass
der Vorverstarker gar nicht notwendig ist (siehg@pK4.3.6). Auf Basis dieser Erkenntnis ist es ifkkuhft méglich
eine optimierte Version des Messsystems mit bemitekbstdanden der Kontaktstifte und einer weitausiger

komplexen Kontakthalterung zu verwenden, um dietiktrerung der Biochips zu erleichtern.

Dieses Messsystem wurde ausfihrlich evaluiert uadMahmen zur Rauschreduktion implementiert. Dieedien
Komponenten des Messsystems wurden in einem meaaubufbau (siehe Kap. 3.5.1) getestet. Es zeidt, slass
der gewahlte Verstarker (siehe Kap. 3.4.1) naclhiedfianden Funktionstests (siehe Kap. 4.3.1) undgsatiider
Verschaltung auf einer Platine mit acht Kanalerehsi Kap. 3.4.2) erfolgreich zur ldentifizierung desm
Biosignalsimulator generierten Aktionsimpulses esgtzt werden konnte. Dabei empfiehlt sich ein
Verstarkungsfaktor von tausend, um Signale mit Amgén < 1 mV vom Rauschen klar unterscheidbar etufren
zu konnen (siehe Kap.4.3.5). Die zeitliche Aufldgsgrenze der Signalerfassung mit der DatenkaréhdsKap.
3.5.3) liegt bei etwa 100 ms (siehe 4.3.3), wasdiér Ableitung neuronaler Aktivitat ausreichend Burch eine
hohere Abtastrate in diesem Bereich kénnte nook eihebliche des SNRs erzielt werden. Das Oszdlpglam fur
die Messungen nur bedingt als VergleichsinstrurmreRtage, da es ein zusatzliches MassepotentialMassepunkt
hinzufigt, was das Signal-Rausch-Verhéltnis sigaift verschlechtert. Dabei traten Effekte &hnlicend
sprunghaften Storsignalen bei der zweistufigen téekerschaltung mit zwei Spannungsquellen auf ésighap.
45.1).

Es wurden auch Rauschquellen und MéglichkeitenRauschreduktion untersucht. Eine wesentliche Vedyesg
wurde mit einem Tiefpassfilter am Verstarkerausgéighe Kap. 4.5.3) sowie einem Hochpassfilterhgsi&ap.
3.4.3) am Verstarkereingang (siehe Kap. 4.5.4p#r&ei der Dimensionierung ist jedoch darauf zhtan, dass ein
Uberdimensionierter Hochpassfilter vor der Verstéskhaltung das gemessene Signal grob verzerrte Ein
softwarebasierte Signalkonditionierung verzerrt 8agal zusatzlich (siehe Kap. 4.5.5), weshalb ufdra weiteren
Verzichtet wurde. Auf eine Schirmung des Messausb@iehe Kap. 4.5.2) konnte im gesamten Ablaufigbtet
werden, da keine signifikante Verbesserung des S3ifRartet wurde. Ein Vergleich von Dreipunktmessysighe
Kap. 4.4.2) und Vierpunktmessung (siehe Kap. 4.4e8)te aulB3erdem, dass Letztere ein besseres Hgnath-
Verhaltnis liefert. Um die Offsetspannung an dems¥rkereingangen minimal zu halten, empfehlen biplolare
Ableitungen. Allerdings kann dies nur vermutet veardda die Verschaltung der Verstarkerplatinen dipelare

Ableitung nicht gestattet.

Die fertigen Messsysteme mit selbst gefertigtencBips wurden mit Referenzmessungen evaluiert uhtieftich
fur die Messung an lebenden Neuronen eingesetzin\We Zellkulturkammer auf Masse gelegt wurde, lemzu
einem Drift des Messsignals (siehe Kap. 4.4.1)chal Uber die Phasengrenzeneffekte erklart werden ksiehe
Kap. 2.2.2). Es muss angenommen werden, dass deengete Signalgenerator (siehe Kap. 3.5.2) uUbetz N
geerdet ist (siehe Kap. 4.3.1) und die Masse dgsaRjenerators erst entkoppelt werden musste. Alefemussten
mit dem Signalgenerator erzeugte Spannungen geteillen, um bei einem Verstarkungsfaktor von Tadigait
dem gewahlten Messaufbau noch aufgeltst werdenmmndn (siehe Kap. 4.3.2). Die tatsachlich am Verthar
anliegende Spannung variiert mit dem Widerstand\@gbrauchers, was insbesondere fur Referenzmessusig

Biochip ungiinstig ist, da die Absolutamplituden 8egnalantworten wenig Aussagekraft besitzen.

Die ersten Ergebnisse aus den Messungen bezigdbstard (sie Kap. 4.6.1) und Grol3e der ElektrodietésKap.

4.6.2) lassen jedoch vermuten, dass fir eine drage Auflésung der generierten und mit Hilfe descBips
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abgeleiteten Signale die Isolationsschicht etwagedi gewahlt werden sollte. In folgenden Versuchelite die
Antennenwirkung der Zuleitung durch symmetrischien8lation, diinnere Zuleitungen sowie gréRere Almstader
Zuleitungen minimiert werden. Eine abschlieBendesddag von Als von lebenden Neuronen mit Hilfe von
chemischer Stimulation (siehe Kap. 4.6.3) lieferstee Hinweise darauf, dass erfolgreich neuronaldivit
abgeleitet werden konnte. Jedenfalls entsprectegeatnessenen Signale in Form und Refraktarzeitedemrteten
Bild von Aktionsimpulsen (siehe Kap. 2.1.1). Die den verschiedenen Elektroden gemessenen Signateekd

auch als Aktivitatsmuster interpretiert werdenlisi&ap. 2.1.2).

Durch diese Messung konnte erfolgreich die Funktierise des Biochips als auch des gesamten Messaufba
demonstriert werden. Es ist jedoch kritisch anzkeer dass das Ergebnis mit 8 messenden Elektraonen micht
signifikant genug fir genauere Aussagen ist. Unmodywierbare Messergebnisse zu erhalten, und dieggenen
Signale so als Aktionsimpulse identifizieren zu &én, sollte in weiteren Versuchen eine elektrisstimulation der
neuronalen Kulturen ermdglicht werden. Auch sodlté eine andere Dimensionierung der Mikroelektr@aeays
(siehe Kap. 3.2.1) zuriickgegriffen werden, da dievd@hlte MEA-Dimensionierung ja nur fir Referenznoeggen

entworfen wurde.

In dieser konnte Arbeit erfolgreich ein komplett®gstem zur Ableitung und Aufzeichnung neuronalegnSie
entwickelt werden. Dabei wurden wesentliche Zusantraage aufgezeigt und grundlegende Erkenntnissdiir
Herstellung eines problemorientierten Messsysteawgognen. So bietet diese Arbeit das Potential €ikiiaftige
Entwicklungen.
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