o
bt
©
<
]
@
E=t
(]
£
o
<Q
N
=
S
<
£
]
T
o
)
°
=]
2
oo
=
=

Nanostrukturierte Metallelektroden zur funktionalen
Kopplung an neuronale Zellen

Dorothea Briiggemann

#) j0LICH

FORSCHUNGSZENTRUM



Schriften des Forschungszentrums Jilich
Reihe Information / Information Band / Volume 9







Forschungszentrum Jilich GmbH
Institut fir Bio- und Nanosysteme (IBN)
Bioelektronik (IBN-2)

Nanostrukturierte Metallelektroden
zur funktionalen Kopplung an neuronale

Zellen

Dorothea Bruggemann

Schriften des Forschungszentrums Jiilich
Reihe Information / Information Band / Volume 9

ISSN 1866-1777 ISBN 978-3-89336-627-9




Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek.

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte Bibliografische Daten
sind im Internet Gber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Herausgeber Forschungszentrum Jilich GmbH
und Vertrieb: Zentralbibliothek, Verlag
52425 Jiilich

Telefon (02461) 61-5368 - Telefax (02461) 61-6103

e-mail: zb-publikation@fz-juelich.de

Internet: http://www.fz-juelich.de/zb
Umschlaggestaltung:  Grafische Medien, Forschungszentrum Jilich GmbH
Druck: Grafische Medien, Forschungszentrum Jilich GmbH

Copyright: Forschungszentrum Jiilich 2010

Schriften des Forschungszentrums Jiilich
Reihe Information / Information Band / Volume 9

D 82 (Diss., RWTH Aachen, Univ., 2010)

ISSN 1866-1777
ISBN 978-3-89336-627-9

Vollsténdig frei verfigbar im Internet auf dem Jilicher Open Access Server (JUWEL)
unter http://www.fz-juelich.de/zb/juwel

Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf in irgendeiner Form (Druck, Fotokopie oder
in einem anderen Verfahren) ohne schriftliche Genehmigung des Verlages reproduziert oder
unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet, vervielfaltigt oder verbreitet werden.



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis . . . . . . ... Lo
Tabellenverzeichnis . . . . . . . . . . ..

1 Zusammenfassung
2 Einleitung

3 Grundlagen
3.1 Extrazelluldre Ableitsysteme . . . . . . . . . ... ... ...
3.2 Modifikation von planaren Mikroelektroden-Arrays . . . . ... . ... ..
3.2.1 Elektrodenmaterialien . . . . .. ... ... o000
3.2.2  Mikro- und Nanostrukturierungstechniken . . . . . . . ... .. ..
3.3 Nanopillarherstellung in nanoporésen Aluminiumoxid-Membranen . . . . .
3.4 Elektrochemische Methoden . . . . . . .. . ... ... ... ......
3.4.1 Impedanzspektroskopie . . . . . . .. ...
3.4.2 Zyklovoltametrie . . . . . .. ..o
3.4.3 Elektrochemische Untersuchungen an Nanostrukturen . . . . . . . .
3.5 Zellwachstum auf Substraten . . . . . . .. ... ... 0L
3.5.1 Aufbau und Funktionsweise von Zellen . . . . ... ... ... ...
3.5.2  Zellwachstum auf mikro- und nanostrukturierten Substraten . . . .
3.5.3 Das Hodgkin-Huxley Modell zur Simulation von Neuronen . . . . .
3.5.4 Kopplungsmodell fiir Zellen auf Mikroelektroden . . . . . . . . . ..

4 Methoden und Materialien
4.1 Herstellung von Gold-Nanopillar-Arrays. . . . . . .. ... ... ... ...
4.1.1 Anodisierung von Aluminiumsubstraten . . . ... ... ... ...
4.1.2  Galvanisierung . . . . . .. ... Lo
4.2 Charakterisierung der Nanostrukturen . . . . . . .. ... ... ... ...
4.2.1 Rasterelektronenmikroskopie . . . . . . . ...
4.2.2  Statistische Analyse der Nanostrukturen . . . . ... .. ... ...

10
13
16
20
20
26
30
32
32
36
39
41

45
45
45
47
50
50
o1



4.2.3 Elektrochemische Eigenschaften . . . . . ... ... ... ... ... 53

4.3 Zellkopplung an Gold-Nanopillars . . . . . .. ... . ... ... ... ... 56
4.3.1 Oberflaichenmodifikationen fiir verschiedene Zelltypen . . . . . . . . o7
4.3.2 Live-Dead-Staining mittels Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . .. 59
4.3.3 Fixierung und Kritisch-Punkt-Trocknung . . . . . . . .. .. .. .. 60
4.3.4  Zell-Nanostruktur-Schnitte durch fokussierten Ionenstrahl . . . . . . 61
4.4 Mikroelektroden-Arrays . . . . . ... oL 62
4.4.1 Fabrikation im Reinraum . . . . . . . . . ... ... L. 62
4.4.2  Chip-Aufbau und Verkapselung . . . . . ... ... ... ... ... 67
4.5 Ableitung extrazelluldrer Signale von Zellkulturen . . . . . . ... ... .. 69
5 Ergebnisse 71
5.1 Analyse der Geometrie von Gold-Nanopillar-Arrays mittels Rasterelektro-
nenmikroskopie . . . ... oL 71
5.2 Elektrochemische Charakterisierung von Gold-Nanopillar-Elektroden. . . . 73
5.2.1 Zyklovoltametrie . . . . . . ... oo 74
5.2.2 Impedanzspektroskopie . . . . . . . ..o 82
5.3 Zellwachstum auf Gold-Nanopillar-Oberflachen . . . . . . . . . ... .. .. 85
5.3.1 Grillenneuronen . . . . .. ... 85
5.3.2 Rattenneuronen . . . . . .. ... 87
5.3.3 HLI1- und HEK-Zellen . . . .. ... ... ... .. ... ...... 103
5.4 Nanostrukturierung von Gold-Mikroelektroden . . . . . . . . . . . ... .. 109
5.5 Signalableitung mit nanostrukturierten MEAs . . . . . . .. ... ... .. 116
5.5.1 Ableitung extrazelluldrer Signale von elektroaktiven Zellen . . . . . 116
5.5.2 Elektrochemische Charakterisierung von nanostrukturierten und pla-
naren MEAs . . . . . ... 127
6 Diskussion 133
6.1 Geometrische und elektrochemische Analyse von Gold-Nanopillars . . . . . 133
6.2 Zellwachstum auf Gold-Nanopillar-Oberflachen . . . . . . . . . .. ... .. 136
6.3 Signalableitung mit nanostrukturierten Gold-MEAs . . . . . . .. ... .. 139
7 Ausblick 145
Literaturverzeichnis 149

Danksagung 159



Abbildungsverzeichnis

2.1

3.1
3.2
3.3
34
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26
3.27

Schema eines Neurons auf planarer Elektrode . . . . . .. ... ... ...

Erstes Design von planaren Mikroelektroden-Arrays . . . . . . . .. . . ..
Metallelektroden-Array mit 64 Goldelektroden . . . . . . . .. ... .. ..
Unterschiedliche Elektrodenmaterialien . . . . . . ... .. ... ... ...
Platinspitzen auf MEAs von Thiébaud . . . . . . .. ... ... ... ...
Aktionspotenziale abgeleitet an Hippocampus-Gewebe . . . . . . . . . . ..
Nanostrukturierung von Mikroelektroden . . . . . . . . . . ... ... ...
Transistor-Array aus Nanowires . . . . . . . .. . ... .. ... ......
Ideale hexagonale Nanoporen in AlbO3 . . . . ... .. ... ... .. ...
Phasen des Porenwachstums in AlyO3 wihrend der Anodisierung . . . . . .
Formation von Nanoporen in AlbOs . . . . . . . . ... ... ... .....
Schema der hexagonalen Porenstruktur in Al,bO3 . . . . . ... .. .. ...
Wechselstrom-Ersatzschaltbild einer Halbzelle: Randles-Plot . . . . . . ..
Nyquist-Diagramm: Ortskurve der Elektrodenimpedanz . . . . . . . . . ..
Warburg-Impedanz im Nyquist-Plot . . . . . . ... ... ... ... ....
Bode-Plot: frequenzabhéingige Darstellung der Impedanz . . . . . . . . ..
Dreiecksspannung zur Aufnahme von Zyklovoltamogrammen . . . . . . . .
Zyklovoltamogramm einer Platinelektrode in KOH . . . . ... ... ...
Typisches Zyklovoltamogramm eines reversiblen Redoxsystems . . . . . . .
Verschiedene Diffusionsverhéiltnisse an Nanopillar-Arrays . . . . . . . . ..
Plasmamembran einer Zelle . . . . . . . . ... ... L.
Veranderung des Membranpotenzials an einem Neuron . . .. . ... ...
Bewegung einer Zelle auf einem Substrat . . . . . .. ... ... ... ...
Verschiedene Zelltypen auf Nanostrukturen . . . . . . . ... .. ... ...
Elektrischer Schaltkreis zur Beschreibung einer neuronalen Zellmembran . .
Schematische Darstellung eines Neurons auf einer Mikroelektrode . . . . .
Ersatzschaltbild eines Neurons mit Elektrodenkontakt . . . . . . . . . . ..
Ersatzschaltbild fiir die Kopplung zwischen Neuron und Siliziumchip . . . .

iii



Abbildungsverzeichnis

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15
4.16
4.17
4.18

5.1
5.2
5.3

5.4
5.5

5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11
5.12
5.13
5.14
5.15

Anodisierungszelle aus PMMA mit Pt-Elektrode . . . . . . . . ... .. .. 46
LabView-Programm zur Steuerung der Anodisierung . . . . .. .. .. .. 47
Versuchsaufbau zur Galvanisierung in Kaliumgoldcyanid . . . . . . .. .. 48
Pillarherstellung in vier Stufen . . . . . . . . ... ... ... oL 49
Berechnung der realen Hohe von geneigten Objekten im REM . . . . . .. 50
Automatische Erkennnung der Nanoporen . . . . ... ... ... ... .. o1
Ermittlung verschiedener Porenparameter . . . . . .. .. ... ... ... 52
Grundfliche der Nanopillar-Proben . . . . . . . ... ... ... ... ... 53
Zyklovoltametrie und Impedanzspektroskopie an Gold-Nanostrukturen . . 54
Teflonzelle fiir elektrochemische Messungen . . . . . . . .. . ... .. ... 54
Modell eines Spannungsteilers zur Zellkopplung an eine Mikroelektrode . . 56
Schematischer Aufbau des FIB-Equipments . . . . . .. ... ... ... .. 62
Herstellung von MEAs auf Si-Substraten . . . . . .. .. ... ... .... 64
Herstellung von Gold-Nanopillars auf MEAs . . . . .. .. ... ... ... 66
Equipment zum Aufbau der MEA-Chips auf Carrierplatinen . . . . . . .. 68
Verkapselter Chip auf Carrierplatine . . . . . . .. ... ... ... .... 69
Aufbau zur Ableitung extrazelluldrer Signale . . . . . . . . . .. ... ... 70
Aufnahme von Aktionspotenzialen . . . . . . . . . ... ... ... ... .. 70
Array aus Gold-Nanopillars . . . . . . .. ... ..o 71
Zyklovoltamogramme fiir Gold-Nanopillars und planares Gold in NaCl . . 75
Zyklovoltamogramme fiir Gold-Nanopillars und planares Gold in KCI mit

Ky(Fe(CN)g) .« « o v o o e e 7
Bestimmung der Peakstromhoéhe . . . . . . ... ... 78
Abhéngigkeit der Stromdichten von der Scangeschwindigkeit in KCl mit

Ky(Fe(CN)g) .« o o o o 81
Ersatzschaltbilder zur Auswertung der Impedanzmessungen . . . . . . . . . 82
Impedanzspektren fiir Gold-Nanopillars und planare Goldsubstrate in NaCl 83
Grillenneuronen auf unbeschichteten Substraten . . . . . . ... ... ... 86
Grillenneuronen auf Substraten mit conA-Beschichtung . . . . . . . . . .. 86
Rattenneuronen auf pECM-Beschichtung an Tag4 . . . . . . .. ... ... 87
Rattenneuronen auf Substraten mit pLL-Beschichtung . . . .. ... ... 88
Rattenneuronen auf NHs-Beschichtung an Tag 4 . . . . . . . . . ... ... 90
Rattenneuronen auf MML-Beschichtung an Tag 4 . . . . . ... ... ... 91
Rattenneuronen auf NHs-Beschichtung an Tag 7 . . . . . . . . . ... ... 92
Rattenneuronen auf MML-Beschichtung an Tag 7 . . . . . . .. ... ... 93



Abbildungsverzeichnis v

5.16

5.17

5.18
5.19
5.20
5.21
5.22
5.23

5.24
5.25
5.26
5.27
5.28
5.29
5.30
5.31
5.32
5.33
5.34
5.35
5.36
5.37
5.38

5.39
5.40
5.41
5.42
5.43
5.44
5.45
5.46
5.47
5.48

Neuronenwachstum an der Grenze zwischen Nanopillars und planarem Al-

Rand . . . . . . o 94
Uberlebensraten von kortikalen Rattenneuronen auf Pillars und planaren

Goldflachen . . . . . . . . 95
REM-Aufnahmen von Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars . . . . . . . . 96
Rattenneuron auf Gold-Nanopillars mit stark adhérierten Neuriten . . . . . 96
REM-Aufnahmen von Rattenneuronen auf planarem Gold . . . .. .. .. 97
Verschiedene Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars mit SAM-Beschichtung 98
FIB-Schnitte durch Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars . . . . . . . . .. 99
FIB-Schnitte durch Zellkérper und Dendrit von Rattenneuronen auf Gold-

Nanopillars . . . . . . . . .. 100
FIB-Schnitte durch Rattenneuronen auf planarem Gold . . . . . . . . . .. 100
Staining der Aktinfilamente von Rattenneuronen . . . . . . . .. .. .. .. 101
Rattenneuronen auf planaren pECM-Referenzen an Tag 4. . . . . . . . .. 103
Fluoreszenzfarbung von HL1-Zellen . . . . . . . . . ... ... . ... ... 104
Fluoreszenzfarbung von HEK-Zellen . . . . . . .. ... ... ... . ... 105
REM-Aufnahmen von HL1-Zellen auf Gold-Nanopillars . . . . . .. . . .. 106
REM-Aufnahmen von HEK-Zellen auf Gold-Nanopillars . . . . . . . . . .. 106
REM-Aufnahmen von Zelllinien auf planarem Gold . . . . . . .. ... .. 107
FIB-Schnitte durch HL1-Zellen . . . . . . .. ... ... ... ... .... 108
FIB-Schnitte durch HEK-Zellen . . . . . . . . ... ... ... .. ..... 109
Passivierung von Gold-MEAs mit SU8 . . . . .. .. ... ... .. .... 110
Passivierung von Gold-Leiterbahnen mit Parylen . . . . . . ... ... ... 111
MEA-Chips mit ONO-Schichten des IBN-2 . . . . . .. .. ... ... ... 111
MEA-Chips mit ONO-Schichten von Oxford Instruments . . . . .. . . .. 112
Elektrochemische Kupferabscheidung durch Pinholes in der NONONO-

Passivierung . . . . . . . .. 113
Mangelnde Haftung der ONO-Schicht von caesar . . . . . . ... ... ... 114
REM-Aufnahmen von nanostrukturierten Mikroelektroden . . . . . . . .. 115
HL1-Kulturen an DIV 4 auf planaren und nanostrukturierten Gold-MEAs . 117
Live-Dead-Staining einer HL1-Kultur auf nanostrukturierten MEAs . . . . 117
Ableitung von Aktionspotenzialen mit nanostrukturierten MEAs . . . . . . 118
Signalamplituden fiir MEAs mit 8 ym Durchmesser . . . . ... ... ... 119
Signalamplituden fiir MEAs vom Durchmesser 10 pym . . . . . . .. . . .. 120
Signalamplituden fiir MEAs mit 15 ym Durchmesser . . . ... ... ... 121
Signalamplituden fiir MEAs mit 20 gm Durchmesser . . . ... ... ... 121
Signal-Rausch-Verhéltnis fiir MEAs mit 8 ym Durchmesser . . . . . . . .. 123



Vi

Abbildungsverzeichnis

5.49
5.50
5.51
5.52
5.53
5.54
5.59
5.56
5.57
5.58

6.1

7.1
7.2

Signal-Rausch-Verhéltnis flir 10 ym grofse MEAs . . . . . . . . . ... ... 124
Signal-Rausch-Verhéltnis flir MEAs vom Durchmesser 15 ym . . . . . . . . 125
Signal-Rausch-Verhéltnis flir MEAs mit 20 gm Durchmesser . . . . . . .. 126
Umgeknickte Nanopillars auf einer mehrfach verwendeten Elektrode . . . . 127
Ersatzschaltbild zur Auswertung der Impedanzmessungen an MEAs . . . . 127
Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 8 pm Durchmesser . . . . 128
Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 10 gm Durchmesser . . . 128
Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 15 ym Durchmesser . . . 129
Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 20 ym Durchmesser . . . 130
Transfercharakteristika unterschiedlicher Mikroelektroden . . . . . . . . .. 131

Erweitertes Modell eines Spannungsteilers zur Zellkopplung an eine Mikro-

elektrode . . . . . .. 142
Vorstrukturierte Biindel von Gold-Nanopillars . . . . . .. ... ... ... 146
Neuronen auf nanostrukturierten MEAs . . . . . . . . .. . .. ... ... 147



Tabellenverzeichnis

3.1
3.2

5.1
5.2

5.3

5.4

)

0.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

5.14

6.1

Verschiedene pordse Elektrodenmaterialien . . . . . . . . ... ... .. .. 11
Unterschiedliche planare Elektrodenmaterialien . . . . . . .. ... .. .. 12
Geometrische Untersuchung von Gold-Nanopillars mittels REM . . . . . . 72
Vergroferung der geometrischen Fliche von Gold-Nanopillar-Elektroden,

die fiir elektrochemische Untersuchungen relevant ist . . . . . . ... ... 74
Zyklovoltametrisch bestimmte Oberflichenvergroferung fiir Gold-Nanopillars

in NaCl . . . ..o 76
Kapazitéiten fiir planare Goldsubstrate in NaCl . . . . . . .. ... .. .. 76
Peakstrome von Gold-Nanopillars in KCl mit K4(Fe(CN)g) . . . . . .. .. 79
Peakstrome von planaren Goldsubstraten in KCI mit K4(Fe(CN)g) . . . . . 79
Oberflichenvergréfserung durch Gold-Nanopillars, ermittelt aus Peakstro-

men in KCl mit K4(Fe(CN)g) . . . . . ... .. o .. 80
Abhéngigkeit der Peakstromdichten von der Scangeschwindigkeit in KCI

mit Kqy(Fe(CN)g) . . . . . oo 80
Fit der Impedanzspektren von Gold-Nanopillar-Elektroden in NaCl mit
R-CPE-Modell . . . . . . . . . . 83
Fit von Impedanzspektren planarer Goldoberflichen in NaCl mit R-C-
Ersatzschaltbild . . . . . . . . ... o 84
Oberflachenvergrofserung von Gold-Nanopillars gegeniiber planarem Gold,
bestimmt aus Impedanzspektren in NaCl . . . . . . . ... ... ... ... 85
Vergleich der Signalamplituden von HL1-Zellen auf nanostrukturierten und
planaren MEAs . . . . . .. L 122
Vergleich des Signal-Rausch-Verhéltnisses von nanostrukturierten und pla-
naren MEAs . . . . . . . 126
Auswertung von Transfermessungen und Impedanzspektren fiir 10 pm grofse
MEAS . . . 131
Kennwerte verschiedener Elektrodentypen . . . . . . ... ... ... ... 143

vii






1 Zusammenfassung

In der modernen biomedizinischen Forschung steigt stetig die Nachfrage nach neuartigen
Biosensoren, die die Schnittstelle zwischen physikalischen und biologischen Systemen bil-
den. Solche bioelektronischen Systeme werden z.B. zur Ableitung extrazelluldrer Signale
von elektrisch aktiven Zellen oder zur Detektion von DNA eingesetzt. In zunehmendem
Mafse finden sie auch Verwendung als Neuroimplantate oder Testsysteme fiir neue phar-
mazeutische Wirkstoffe.

Zur Ableitung extrazelluldrer Signale wurden bislang planare Mikroelektroden aus ver-
schiedenen biokompatiblen Metallen verwendet, die seit den 70er Jahren in der Bioelek-
tronik etabliert sind. Um die Qualitdt der abgeleiteten Signale zu verbessern, wurde das
Elektrodendesign stetig weiterentwickelt. Mafsgebend fiir die Signalqualitét ist das Signal-
Rausch-Verhéltnis (SRV), das durch die Schnittstelle zwischen Zelle und Elektrode be-
stimmt wird. Die Vergrofserung der effektiven Elektrodenoberfliche mit unterschiedlichen
pordsen Materialien hat bereits zu einer Erhéhung des SRVs gefiihrt. Allerdings zeigten
bisherige pordse Elektroden Probleme in der mechanischen Stabilitdt und der Adhésion
von Zellen und Gewebe. Uberdies ist die Herstellung aufwindig und eine Wiederverwen-
dung der Elektroden nur eingeschréankt moglich.

Einen neuen, vielversprechenden Losungsansatz zur Verbesserung der Signalableitung
stellt die Modifikation von Mikroelektroden-Arrays (MEAs) mit dreidimensionalen me-
tallischen Nanostrukturen dar. Die Entwicklung und Charakterisierung dieser nanostruk-
turierten Biochips sowie deren Kopplung an elektrisch aktive Zellen bildeten den Schwer-
punkt der vorliegenden Arbeit. Als Material fiir die Nanostrukturen wurde Gold gewé&hlt,
da es aufgrund seiner chemischen und mechanischen Bestdndigkeit sowie seiner Biokom-
patiblitat fiir bioelektronische Anwendungen préadestiniert ist. AuRerdem besteht iiber
Thiolbindungen die Moglichkeit verschiedener Oberflachenmodifikationen zur gezielten
Beeinflussung des Zellwachstums.



2 Kapitel 1: Zusammenfassung

Zunéchst wurden mittels nanopordser Aluminiumoxid-Membranen und elektrochemischer
Deposition grokflachige Arrays aus Gold-Nanopillars hergestellt. Durch Rasterelektronen-
mikroskopie (REM) wurden Zusammenhénge zwischen der Nanostruktur-Geometrie und
den Parametern des Herstellungsprozesses gefunden. Die resultierenden Nanopillars waren
300 bis 400 nm hoch und hatten einen mittleren Durchmesser von ca. 60 nm. Es folgten
elektrochemische Untersuchungen der Nanopillar-Arrays mittels Impedanzspektroskopie
und Zyklovoltametrie. Diese Studien belegten, dass die effektive Oberfliche aufgrund der
Nanostrukturen deutlich erh6ht war. Durch die Oberflichenvergréfserung konnte die Im-
pedanz gegeniiber planaren Goldflachen erheblich gesenkt werden. Demnach war die Ka-
pazitdt der Nanopillars im Vergleich zu planarem Gold sogar um eine Gréfenordnung
erhoht.

Nach der geometrischen und elektrochemischen Charakterisierung der Gold-Nanopillar-
Arrays wurde die Vitalitdt und Adhésion verschiedener elektroaktiver Zellen auf diesen
Flachen studiert, um ihre Eignung als bioelektronische Schnittstelle zu evaluieren. Zur
Optimierung des Zellwachstums wurden die Nanostrukturen in Abhéngigkeit vom Zell-
typ mit verschiedenen Oberflachenmodifikationen, wie z.B. Proteinen oder Self-Assembled
Monolayers versehen. Die Uberlebensrate der verschiedenen Zelltypen wurde mittels Fluo-
reszenzmikroskopie analysiert. Herzmuskelzellen (HL1) und Nierenepithelzellen (HEK)
zeigten eine gute Adhiision sowie eine hohe Uberlebensrate auf den Gold-Nanopillar-
Oberflachen, die vergleichbar zur Entwicklung dieser Zelllinien auf planarem Gold waren.
Fiir primére Rattenneuronen (RCN) wurden allerdings eine unerwartet niedrige Zellvita-
litdt und schwache Adhésion auf den Nanostrukturen beobachtet, die sich stark vom Zell-
wachstum auf planaren Goldsubstraten unterschieden. Weiterfithrende Untersuchungen
der Schnittstelle zwischen Zelle und Nanopillar-Arrays durch einen fokussierten Ionen-
strahl zeigten eine dichte Kopplung von HL1- und HEK-Zellen an die Nanostrukturen.
Fir RCN auf Nanopillars wurde zwar eine starke Adhéision der Neuriten beobachtet,
allerdings waren die Abstdnde zwischen Zellkérper und Pillars auffallend hoch. Zudem
ergaben Untersuchungen der Aktinfilamente mittels Fluoreszenzfarbung starke Verénde-
rungen der neuronalen Wachstumskegel, die fiir die schwache Adhésion von RCN mitver-
antwortlich sein konnen. Damit wurde nachgewiesen, dass HL.1- und HEK-Zellen dicht an
Gold-Nanostrukturen koppeln. Die Adhésion von RCN auf den Nanopillars war dagegen
stark eingeschrankt und hing zudem von der jeweiligen Zellregion ab, die in Kontakt mit
den Pillars war.

Im letzten Versuchsteil erfolgte der Schritt von grofflichigen Gold-Nanopillar-Arrays hin
zu nanostrukturierten MEAs. Zur Fabrikation dieser neuartigen Biochips wurden Mikro-



fabrikationstechniken (Photolithographie, Metallisierung, Passivierung und Atzprozesse)
im Reinraum eingesetzt, danach folgte die Nanostrukturierung. Fiir die Ableitung ex-
trazelluldrer Signale wurden aufgrund der zuvor nachgewiesenen starken Kopplung an
Gold-Nanopillars HL1-Zellen gewéhlt. Mit den Nano-MEAs konnten reproduzierbare Ak-
tionspotenziale von HL1-Zellen abgeleitet werden. Ein Vergleich des SRVs mit Referenz-
messungen an planaren Gold-MEAs zeigte, dass die Signalqualitdt bei Ableitungen mit
nanostrukturierten MEAs maximal um den Faktor 2 erhoht war.

Im Vergleich zur elektrochemisch ermittelten Kapazitdtserhohung an grofflichigen Arrays
aus Gold-Nanopillars, die eine ganze Gréfenordnung betrug, ist dieser Vergroferungsfak-
tor relativ gering. Allerdings ist durch eine Modifikation der Nanopillar-Geometrie, vor
allem der Hohe, eine weitere Vergroferung des SRVs von nanostrukturierten MEAs zu
erwarten. Starken Einfluss auf die Signalqualitit hat auch die Passivierungsschicht der
MEAs. Um Leckstrome bei der Signalableitung zu vermeiden, die das SRV negativ beein-
flussen, sollte die Passivierung mdoglichst dicht und chemisch stabil sein. Aufterdem kann
in Zukunft durch die Verwendung von einzelnen Nanopillars eine zunehmende Miniaturi-
sierung der Elektroden erreicht werden. Mit diesem Design konnte spater vielleicht sogar
die Ableitung von intrazelluldren Signalen durch Eindringen der Pillars in den Zellkérper
erreicht werden.






2 Einleitung

Bioelektronische Systeme ermdéglichen Studien iiber die Entwicklung neuronalen Gewebes
sowie zu dessen synaptischer Verschaltung und den Netzwerkeigenschaften. Im Vorder-
grund dieser Studien steht das Streben nach einem besseren Verstdndnis der Mechanismen
bioelektronischer Signalprozesse. Auf der Basis dieses Wissens werden die durch Evolu-
tion optimierten, hochempfindlichen und selektiven biologischen Erkennungssysteme und
Signalverstarkungskaskaden mit technischen Signalerkennungs- und Signalwandlungssy-
stemen gekoppelt. Hierdurch erdffnen sich ganz neue Moglichkeiten fiir die Entwicklung
von Biosensoren und bioelektronischen Bauelementen in den Anwendungsbereichen Infor-
mationstechnologie, Biologie und Medizin.

Eine Voraussetzung fiir die Entwicklung solcher Systeme ist die gleichzeitige Signalablei-
tung von mehreren einzelnen neuronalen Zellen im Netzwerk durch nicht-invasive Kontak-
te mit den einzelnen Elektroden. Insbesondere Metallelektroden-Arrays (MEAs) eignen
sich fiir die Mittel- bis Langzeiterfassung sowohl der spontanen als auch der induzierten
Aktivitdt in neuronalen Netzwerken und ihrer rédumlich-zeitlichen Entwicklung (Dyna-
mik). Besonders wichtig fiir die Signalableitung in solchen bioelektronischen Systemen
sind die Eigenschaften der Grenzfliche zwischen individueller Zelle und Elektrode.

Bisherige experimentelle Daten und theoretische Uberlegungen haben gezeigt, dass die
raumliche Distanz zwischen Zellmembran und Elektrode ein Haupthindernis in allen elek-
tronischen Biochips darstellt, die auf planarem Elektrodendesign basieren ['®. Der hohe
Abstand im Zell-Elektroden-Interface ist schematisch in Abb. 2.1 fiir ein Neuron auf einer
planaren Elektrode dargestellt. Die Folge hiervon ist ein geringes Verhéltnis von Signal-
amplitude zu Signalrauschen.

Einen viel versprechenden Losungsansatz fiir dieses Problem stellt die dreidimensionale
(3D)-Nanostrukturierung der Elektroden dar, wodurch die effektive Elektrodenoberfléche
erhoht wird. Dies resultiert in einer héheren Kapazitdt bzw. einer geringeren Elektro-
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Passivierung | Passivierung

Elektrode

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Neurons auf einer planaren Elektrode

denimpedanz, was zu einer Senkung des Signalrauschens fiihrt. Uberdies konnte es durch
Nanostrukturen moglich sein den Abstand zwischen Zelle und Elektrode zu verringern
und so ein geringeres Elektrodenpotenzial bei Zellstimulation zu erzielen. Auferdem wird
vermutet, dass die Verwendung von metallischen Nanostrukturen die Adhé&sionsmecha-
nismen der Zellen auf den MEAs positiv beeinflusst. Beides konnte in einer verbesserten
Ubertragung der Signale sowohl bei der Ableitung als auch bei der Stimulation resultie-
ren. Im Vergleich zu bisher verwendeten pordsen Elektrodenmaterialien wie Platin Black
oder TizN, weisen metallische Nanostrukturen auch eine héhere Langzeitstabilitit auf,
so dass die Messungen nicht durch strukturelle Defizite beeintriachtigt werden. In einer
Weiterentwicklung von Nanopillars zu Nano-Tips kénnte sogar versucht werden, in die
Zellmembran einzudringen und so intrazelluldre Messungen zu erméglichen.

In dieser Dissertation wurden neuartige Sensorchips entwickelt und mit elektroaktiven
Zellen zur extrazelluldren Signalableitung eingesetzt. Ein Schwerpunkt lag dabei auf der
Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung von neuronalen elektronischen biohybri-
den Systeme. Die Basis fiir diese Systeme bildeten 3D-nanostrukturierte Goldelektroden-
Arrays. Diese 3D-nanostrukturierten MEA-Biochips wurden mit Hilfe von nanoporésen
Aluminiumoxid-Membranen und Mikrofabrikationstechniken hergestellt. Durch die 3D-
Nanostrukturierung und zusétzliche Methoden der Oberflichenmodifikation wurden die
elektrochemischen Eigenschaften von MEAs sowie deren Kopplung an neuronale Zel-
len verbessert. Insbesondere stand hierbei im Vordergrund, wie die Nanostrukturen das
Wachstum und die Adhésion verschiedener elektroaktiver Zellen beeinflussen und welche
Charakteristika die Nanostrukturen in elektrochemischen Studien zeigten. Die Modifi-
kation von MEAs mit Gold-Nanopillars erméglichte dann eine optimierte Analyse der
rdumlich-zeitlichen Dynamik in rekonstruierten neuronalen Netzwerken. In zukiinftigen
Studien sind mit diesen nanostrukturierten MEAs z.B. Untersuchungen der pharmakolo-
gisch induzierten Kurz- und Langzeit-Plastizitit sowie Pharmanachweise moglich.



3 Grundlagen

3.1 Extrazellulare Ableitsysteme

Die zunehmenden Moglichkeiten der in wvitro-Kultivierung verschiedenster Zell- und Ge-
webearten haben in den vergangenen Jahrzehnten zur Kléarung wesentlicher Fragestellun-
gen der Elektrophysiologie beigetragen. Im Mittelpunkt stehen hierbei Fragen nach den
Mechanismen der Ausbreitung elektrischer Signale in Zellnetzwerken sowie nach der Ent-
wicklung und Funktionsweise in der synaptischen Plastizitit von Zellwechselwirkungen.

Zu deren Klarung stellten Thomas et al. 1972 als erste die Idee vor, mit Hilfe eines pla-
naren 30-Mikroelektroden-Arrays (MEA) nicht-invasive simultane Langzeit-Messungen
in Zellnetzwerken vorzunehmen . Thomas nutzte zur Mikrostrukturierung von diinnen
Schichten Methoden der Planartechnik. Sein MEA bestand aus Glassubstraten, und dar-
auf befanden sich 2 Reihen mit jeweils 15 Goldelektroden, die in Abstdnden von 100 um
angeordnet waren (s. Abb. 3.1). Die einzelnen Goldelektroden waren 7 ym x 7 gm grofs und
wurden elektrochemisch mit Platin Black beschichtet, um durch diese Oberflichenvergro-
ferung die Impedanz der Mikroelektroden zu senken. Photolack wurde als Isolierschicht
auf diesen Elektroden verwendet, die Thomas in ersten in vitro-Experimenten zur Signal-
ableitung an Hiihner-Herzmuskelzellen einsetzte 171

Bei der Ableitung konnte Thomas aufgrund des Elektrodendesigns noch keine Erfolge
fiir Messungen an einzelnen Zellen erzielen. Er berichtete aufserdem {iber Schwierigkei-
ten aufgrund einer niedrigen extrazelluldren Impedanz. Dennoch legte diese Arbeit den
Grundstein fiir weitere Entwicklungen von Mikroelektroden-Arrays.

Kurz darauf wurde im Jahr 1980 von Pine et al. die erste erfolgreiche extrazelluldre Si-
gnalableitung an getrennt kultivierten Neuronen von Séugetieren durchgefiihrt 1> 7. Pine
verwendete hierfiir Arrays mit Goldelektroden, die - wie bei Thomas - mit Platin Black
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(a) Planares MEA von (b) MEA-Signal, das mit Herzzellen von
Thomas [6] Hiihnern aufgenommen wurde 6!

Abbildung 3.1: Erstes Design von planaren Mikroelektroden-Arrays

beschichtetet waren. Die Arrays bestanden aus 2 Reihen mit 16 Elektroden, die 10 ym?
groft und jeweils 250 ym voneinander getrennt waren. Als Isolierung wurde Siliziumdioxid
verwendet. So gelang es der Gruppe von Pine Signale von 19 Zellen in 9 Kulturen aufzu-
zeichnen. Die Zellen waren dabei nicht in direktem Kontakt mit der Elektrode sondern ca.
25 pm voneinander entfernt. Die Signal-Rausch-Verhéltnisse lagen bei 5:1 bis 15:1. Neben
der Ableitung von Signalen konnten Pine et al. schlieflich zeigen, dass ihre Elektroden
aukerdem zur Stimulation von Zellen genutzt werden kénnen.

Am IBN-2 werden derzeit MEAs mit 64 Elektroden verwendet (s. Abb. 3.2), wie sie bei
Gross und Taketani beschrieben sind [® 9. Eine weitere Moglichkeit zur Ableitung extrazel-
lulérer Signale stellen Feldeffekt-Transistoren (FETs) dar 1% 11 die ebenfalls Gegenstand
der aktuellen Forschung am IBN-2 sind jedoch nicht in der vorliegenden Arbeit behandelt
werden. MEAs haben sich inzwischen fiir vielfdltige Anwendungen in der Biosensorik und
teilweise in der Neuroprothetik etabliert & 127141,

Bei der Herstellung von Biochips mit MEAs sind folgende Faktoren wichtig [:

e Die Biokompatibilitéit der verwendeten Materialien ist zwingend erforderlich, d.h.
sie diirfen keinen toxischen Effekt auf die Zellkulturen oder das Gewebe haben.

e Elektrodenmaterialien sollten eine gute Adhéasion der biologischen Praparate ermog-
lichen, um die Ableitung der elektrischen Signale zu vereinfachen.
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e Die elektrischen Eigenschaften der Elektroden sollten es erlauben besonders kleine
Signalamplituden mit einem geringen Rauschen aufzuzeichnen.

e Eine moglichst giinstige Herstellung und geringe Materialkosten sind ebenfalls wiin-
schenswert.

Abbildung 3.2: Metallelektroden-Array mit 64 Goldelektroden
Links: Lichtmikroskopische Aufnahme
Rechts: REM-Aufnahme

3.2 Modifikation von planaren
Mikroelektroden-Arrays

Aufgrund der einzigartigen Moglichkeit zur nicht-invasiven Ableitung von extrazelluldren
Signalen und zur gezielten Stimulation von Zellen wurden MEAs und die zugehorigen
Techniken der Zellkultur nach diesen Anfangen stetig weiterentwickelt. Durch verschie-
dene Ansétze wurden die Elektrodendesigns der MEAs modifiziert, um die Kopplung
zwischen Zelle und Elektrode dahingehend zu verbessern, dass ein moglichst geringes
Signalrauschen wihrend der Signalableitung auftritt. Neben einer geringen Elektroden-
impedanz sind dabei auch andere Aspekte wichtig, z.B. die mechanische und chemische
Stabilitat der Elektroden oder Méglichkeiten fiir Oberflichenmodifikationen zur gezielten
Beeinflussung der kultivierten Zellen.

Bei der Modifikation der MEA-Designs wurden einerseits unterschiedliche Elektrodenma-
terialen getestet, und zum anderen kamen verschiedene Mikro- und Nanostrukturierungs-
techniken zum Einsatz, die im folgenden kurz vorgestellt werden.
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3.2.1 Elektrodenmaterialien

Als Elektrodenmaterialien werden derzeit standardmiéfig Gold, Indium-Zinnoxid (ITO)
und Platin verwendet. Zwei Alternativen zu diesen planaren Elektrodenmaterialien stellen
pordses Titannitrid (TisN,) und schwammartiges Platin Black dar. All diese Materialien
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer elektrischen Eigenschaften, so dass sie fiir verschie-
dene Anwendungsgebiete eingesetzt werden [, Am IBN-2 werden sowohl planares Gold
(s. Abb. 3.3(a)) als auch platinierte Goldelektroden (s. Abb. 3.3(b)) zur Untersuchung
von Zellsignalen verwendet.

(a) REM-Aufnahme einer planaren (b) Goldelektrode mit
Goldelektrode Platin Black 1)

Abbildung 3.3: Unterschiedliche Elektrodenmaterialien

Sollen elektrische Signale mit geringer Amplitude aus biologischen Systemen abgeleitet
werden, sind pordse Elektrodenmaterialien wie Platin Black und TizN, aufgrund ihrer
erhohten Oberfliche gut geeignet. Sie besitzen eine geringere Impedanz und damit eine
héhere Kapazitét als vergleichbare planare Elektroden aus Gold, was sie fiir eine rauschar-
me Signalableitung in biologischen Systemen pridestiniert [ '), Gleichzeitig ist es durch
die vergroferte Oberfliche auf einfachere Weise méglich, elektrische Signale in Zellen ein-
zukoppeln und diese zu stimulieren >4 791,

Obwohl Elektroden mit Platin Black derzeit vorwiegend in MEAs zum Einsatz kommen,
weisen sie einige Defizite auf, die auch bei TisNy beobachtet wurden. Aufgrund ihrer
Porositdt sind die mechanische Stabilitéat und die Adhésion auf diesen Elektroden ge-
ring, was haufig zur Ablosung der pordsen Schicht bei der Elektrodenreinigung, z.B. im
Ultraschallbad, fiilhren kann. Dariiber hinaus kénnen pordse Elektroden sehr leicht mit
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Proteinen verstopfen [7l. Als Kompromiss zwischen guten elektrischen Eigenschaften, me-
chanischer Stabilitdt und verhéltnisméfig gilinstiger Herstellung werden daher teilweise
auch metallische Platinelektroden eingesetzt (2.

Die Vor- und Nachteile poroser Elektrodenmaterialien sind in Tab. 3.1 zusammenge-

fasst.
Porose Elektrodenmaterialien: Pt Black und TizNy
Vorteile Nachteile

- Hohe spezifische Oberfléche - Geringe mechanische Stabilitét
— Geringe Impedanz - Blockieren durch Proteine
— Hohe Kapazitét - Aufwindige Herstellung

- Geeignet fiir geringe - Adhésionsprobleme zwischen
Signalamplituden, z.B. Zellen und Gewebe
in biologischen Systemen

Tabelle 3.1: Vor- und Nachteile verschiedener pordser Elektrodenmaterialien

Den porésen Elektrodenmaterialien stehen die planaren Materialien I'TO und Gold gegen-
iiber. Wird die gleichzeitige Aufzeichnung optischer und elektrischer Signale angestrebt,
eignen sich ITO-Elektroden aufgrund ihrer Transparenz am besten (™19, Allerdings be-
stehen hier Defizite in der hohen Impedanz dieses Elektrodentyps, was niedrige Elektro-
denkapazitiaten bedingt.

Planare Goldelektroden eignen sich besonders gut zur Signalableitung in Netzwerken aus
neuronalen Zellen. Im Gegensatz zu den o.g. pordsen Materialien zeichnet sich Gold durch
eine hohe mechanische und chemische Stabilitdt aus und lésst sich zudem leicht chemisch
modifizieren. So kénnen auf die Goldoberfliche gezielt Adhésionsmolekiile, z.B. in Form
von Self-Assembled Monolayers (SAMs), aufgebracht werden "l SAMs kénnen mit ei-
ner Thiolgruppe (-SH) synthetisiert werden, iiber deren Schwefelbindung die Kopplung
an Goldoberflichen erfolgt. Auf einfache Weise kénnen sie mit spezifischen Schliisselse-
quenzen aus Peptiden versehen werden, die das Zellwachstum férdern. Ein Beispiel einer
solchen Aminosauresequenz stellt PA22-2 dar. Dabei handelt es sich um ein Fragment des
Peptids Laminin, welches die Zelladhssion und das Neuritenwachstum fordert 1821,

Einen Uberblick iiber die Vor- und Nachteile planarer Elektrodenmaterialien gibt Tab. 3.2:
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Planare Elektroden
Au ITO
Vorteile Nachteile Vorteile Nachteile
- Hohe mechanische - Hohe Impedanz - Transparenz - Hohe Impedanz
Stabilitat
- Hohe chemische - Niedrige Kapazitét
Bestandigkeit
- Moglichkeit zur - Hohes Signal-
Oberflachenmodi- rauschen
fikation durch
Thiolguppen

Tabelle 3.2: Vor- und Nachteile verschiedener planarer Elektrodenmaterialien

Als Substrat fiir MEA-Biochips wird heutzutage iiberwiegend Glas verwendet [2 8 9 227241,
Eine weit verbreitete Alternative stellen transparente Polymersubstrate dar, die fiir besser
kontrollierbare in vitro-Bedingungen auch in perforierter oder flexibler Form eingesetzt
werden " 2527 Diese transparenten Substrate ermoglichen die unkomplizierte Beobach-
tung des Zellwachstums mit einem Durchsichtmikroskop. Glas verfiigt auferdem {iiber
vorteilhafte chemische Eigenschaften und eine gute elektrische Isolierung. Oftmals wer-

(28] In dieser Arbeit finden sie ebenfalls

den auch Siliziumwafer als Substrat eingesetzt
Verwendung als Substratmaterial. Wegen der Lichtundurchléssigkeit wird dann Fluores-
zenzmikroskopie fiir die Uberwachung des Zellwachstums verwendet. Si-Wafer eignen sich
besonders gut als Substratmaterial der Planartechnologie, wenn die Signalableitung iiber
Feldeffekt-Transistoren oder fiir integrierte Signalverstdrkung und zur Signalfilterung auf
einem Chip verwendet werden sollen. Auf Si-Substraten miissen die Elektroden dann aller-
dings durch eine Isolierschicht vom Substrat getrennt werden. Diese Schicht vermeidet bei
der Signalableitung auftretende Kurzschliisse und parasitdre Kapazitéten an der Schnitt-

stelle zwischen den Leiterbahnen und der leitenden Néhrlésung der Zellkultur [7.

Isolierschichten fiir Biochips sollten eine moglichst niedrige dielektrische Konstante be-
sitzen oder verhéltnisméfig dick sein. Weit verbreitete Materialien, die diesen Anforde-
rungen gerecht werden, sind Siliziumnitrid und Siliziumdioxid. Aber auch Polymere wie
Polyimid, Parylen und SU8-Epoxid finden als Isolierschicht von MEAs Verwendung. Po-
lymere kénnen sogar mit hoheren Schichtdicken deponiert werden als Siliziumnitrid oder
Siliziumdioxid und sind oftmals photosensitiv, was ihre anschliefende Bearbeitung mittels
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Photolithographie vereinfacht [ 2. Allerdings sind Polymere selten langfristig stabil, da
sie hdufig degenerieren und infolgedessen pords werden.

3.2.2 Mikro- und Nanostrukturierungstechniken

Die Gruppe von Thiébaud verwendete Mikrostrukturierungstechniken fiir die Modifikation
der Elektrodenform. Mittels nasschemischen Atzens wurden zunichst dreidimensionale
Spitzen aus Silizium hergestellt 3% 31 die in das darauf liegende Gewebe eindrangen. So
sollte vermieden werden, dass sich eine Lage aus toten Zellen zwischen dem Gewebe und
den Elektroden ablagert, die in anderen Anordnungen oftmals die Signalableitung storte.
Die Spitzen waren ca. 47 um hoch, und die oberen 15 um wurden galvanisch mit Platin
bedeckt (s. Abb. 3.4). Mit diesen oberflichenmodifizierten MEAs konnten Thié¢baud et
al. erfolgreich iiber mehrere Tage Signale aus Hippocampus-Gewebescheiben ableiten 27,
Allerdings traten wihrend der Experimente Probleme mit der mechanischen Stabilitét
dieser Platinspitzen auf.

10k 20| 2 201

(a) REM-Bild von Thi¢bauds MEAs 3% (b) REM-Bild einer einzelnen
Platinspitze [31]

Abbildung 3.4: Platinspitzen auf MEAs von Thiébaud

Einen #hnlichen Ansatz wie Thiébaud wihlte die Gruppe von Heuschkel 2. Sie produzier-
ten ebenfalls pyramidenférmige Platinelektroden und konnten an Hippocampus-Gewebe
nachweisen, dass durch die dreidimensionalen Elektroden die Qualitit der abgeleiteten
Aktionspotenziale verbessert wird, wie in Abb. 3.5 zu sehen ist.
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Abbildung 3.5: Aktionspotenziale abgeleitet an Hippocampus-Gewebe

a) mit Platinspitze b) mit planarer Elektrode

Spater entwickelten Isik et al. das Design von Heuschkels Mikroelektroden dahingehend
weiter, dass sie den unteren Teil der spitzen Elektroden mit Siliziumnitrid isolierten. In
Versuchen mit Endothelzellen aus menschlichen Nabelschniiren konnten sie so zeigen, dass
das Absterben von Zellen durch diese Isolierung minimiert wird. Gleichzeitig konnte im
oberen Teil der Spitze, wo Kontakt zu lebenden Zellen bestand, ein Signal abgeleitet oder
induziert werden [32.

Eine Vorstrukturierung von MEAs fiir eine verbesserte Aktivitdt in neuronalen Netzwer-
ken wurde von Chang et al. vorgestellt. Ihre Arbeiten konzentrierten sich auf mikrostruk-
turierte Stempel, die mit dem Protein Poly-D-Lysin (PDL) beschichtet waren. Diese Me-
thode ermoglichte eine schnellere Synapsenausbreitung im neuronalen Netzwerk, so dass
die Anzahl aktiver Elektroden auf den MEAs dadurch erhoht werden konnte 33,

Bei der Signalableitung aus einzelnen Zellen treten ebenfalls héufig Probleme durch zu
hohes Signalrauschen auf. Daher wird derzeit von vielen Gruppen eine weitergehende
Miniaturisierung der Elektroden angestrebt, die das Interface zwischen Zellmembran und
Elektrode optimieren soll. Dabei ist es vor allem wichtig, dass die Elektrode sich moglichst
nah an der Zellmembran befindet um elektrische Signale mit besonders hohen Amplituden
zu erhalten.
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Neben den bisher vorgestellten Ansétzen zur Mikrostrukturierung wurden aufgrund der
fortschreitenden Miniaturisierung von Elektroden inzwischen auch verschiedene Methoden
zur Nanostrukturierung von Mikroelektroden entwickelt (s. Abb. 3.6). Das erste Beispiel
ist die Arbeit von Wang et al. aus dem Jahr 2006 zur Herstellung von MEAs mit Car-
bon Nanotubes 4. Diese Arrays wurden bereits erfolgreich als Interface fiir Neuronen
aus dem Hippocampus eingesetzt. Zeitgleich arbeiteten Nguyen-Vu et al. mit Carbon Na-
nofibers, die zur mechanischen Stabilisierung mit Polypyrrol, einem elektrisch leitenden
Polymer, ummantelt waren /. Hiermit wurde die Kopplung an Nebennierentumorzellen
(kurz: PC12) untersucht. Erste metallische Nanostrukturen auf Mikroelektroden wurden
von Yang et al. prisentiert. Durch die Modifikation mit Pt-Nanowires konnte das Si-
gnalrauschen der Elektroden bei Yang deutlich verringert werden. Gegeniiber planaren
Pt-Elektroden zeigten die Pt-Nanowire-Elektroden eine 50-fach erhchte Messempfindlich-
keit 1*9. Zu einer ersten Anwendung kamen diese nanostrukturierten Elektroden bei der
Detektion von Glucose in Blutproben.

(a) Wang: Carbon Nanotubes (b) Nguyen-Vu: Arrays aus Carbon Nanofibers [3%]

auf MEAs [34

36]

(c) Yang: Array aus Platin-Nanowires

Abbildung 3.6: Verschiedene Ansdtze zur Nanostrukturierung von Mikroelektroden

Eine Variante der chemischen Oberflichenmodifikation von MEAs wurde von Greve et al.
vorgestellt. Greves Untersuchungen basierten auf verschiedenen Proteinbeschichtungen
der Elektroden, die das Neuritenwachstum fordern und gleichzeitig den Abstand zwi-
schen Zellmembran und Elektrode verringern sollten. Die Schnittstellen wurden mittels
fokussiertem Ionenstrahl untersucht und fiihrten zu dem Ergebnis, dass der Abstand zwi-
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schen Zelle und Elektrode nur schwer iiber Proteinbeschichtungen zu steuern ist und nicht
unbedingt zur gewiinschten Verbesserung der Signalqualitit fiihrt 3],

Neben Mikroelektroden gibt es auch andere Mdoglichkeiten zur Ableitung extrazelluldrer
Signale wie z.B. Feldeffekttransistoren (FETSs). Die Gruppe von Lieber stellte Transistor-
Arrays aus Nanowires her (s. Abb. 3.7) und untersuchte mit diesen die Ausbreitung neu-
ronaler Signale B3,

b \ ¢

Abbildung 3.7: Transistor-Array von Lieber aus Nanowires (37

3.3 Nanopillarherstellung in nanoporosen
Aluminiumoxid-Membranen

Anodisierte Aluminiumoxid-Membranen (AAM) stellen ein weit verbreitetes Template-
material zur Herstellung von Nanostruktur-Arrays dar. Sie kénnen als Matrix fiir elek-
trochemische Deposition 3% 2 fiir fluidbasierte Methoden %0 sowie fiir Chemical oder
Physical Vapor Deposition [41743 (CVD bzw. PVD) dienen. Die Kontrolle der Prozesspa-
rameter wihrend der Herstellung von AAM fiihrt dabei zu gezielten Verdnderungen in
der Geometrie der Nanostrukturen.

In den 90er Jahren wurden von Masuda umfangreiche Untersuchungen zur Ausbildung
von Nanoporen und deren Geometrie in AAM durchgefiihrt 446, Fiir die Anodisierung,
die zum selbstorganisierten Porenwachstum fiihrt, werden in der Regel Oxal-, Schwefel-
oder Phosphorsidure verwendet. Zu den Parametern, die den Anodisierungsprozess steu-
ern, wie z.B. Sduretemperatur und -konzentration oder die Anodisierungsspannung, liegen
bereits Studien an Aluminiumfolien vor "> 481, Auch fiir Aluminiumfilme auf unterschied-
lichen Substraten, z.B. Silizium, wurde die Porenentstehung studiert 3% 49521 Die Poren
wachsen senkrecht von der Oberfliche in die Aluminiumschicht hinein und organisieren
sich wihrend dieses Prozesses in einer hexagonalen Fernordnung (s. Abb. 3.8).
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Nanoporen in Al,O3 [46]

Abbildung 3.8: Ideale hexagonale Nanoporen in AlpOg
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Abbildung 3.9: Vier Phasen des Porenwachstums in AlpOg wihrend der Anodisierung
[54]

(a) U(t)-Diagramm (b) I(t)-Diagramm

Der Anodisierungsprozess lisst sich in vier Phasen unterteilen ®¥ die in Abb. 3.9 sche-
matisch dargestellt sind. Wahrend der ersten Sekunden nach Anlegen einer konstanten
Spannung bildet sich eine isolierende Oxidschicht auf dem Aluminiumrand, der mit der
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Saure in Kontakt ist (Phase I). In dieser Phase féllt der Strom rapide ab (s. Abb. 3.9(b)).
Anschliefiend beginnt das Porenwachstum in Form von kleinen senkrechten Kanélen. In
dieser Phase II sinkt der Strom nur noch geringfiigig. Wenn sich die Poren in Phase III
weiter in die Aluminiumschicht fortpflanzen, kommt es nach einem Minimum wieder zum
Anstieg der Stromstérke. Die Poren entwickeln sich nun in einem stationaren Prozess wei-
ter, so dass der Strom in Phase IV einen konstanten Wert erreicht. Das Porenwachstum
lésst sich bei konstantem Strom ebenso iiber den Spannungsverlauf (s. Abb. 3.9(a)) cha-
rakterisieren. Nach Abschluss der Porenentstehung ist am Boden noch eine Grenzschicht
aus Aluminiumoxid vorhanden, die als , Barrier Layer* bezeichnet wird. Die Barrier Layer
liisst sich durch einen anschliekenden Atzschritt in Phosphorséure entfernen, bei dem die

Poren gleichzeitig erweitert werden [*4.

Nach Untersuchungen von Parkhutik et al. im Jahr 1992 wird das Porenwachstum von
zwei Prozessen kontrolliert [ die in Abb. 3.10 dargestellt sind. Aufgrund von Feld-
verstarkungseffekten an der Grenzschicht zwischen Sdure und Oxid wird die anféngliche
Oxidschicht gelést. Es wandern O%- und OH™ -Anionen durch die Oxidschicht und tragen
zur Bildung neuer Oxidmolekiile an der Oxid-Metall-Grenzflache bei. Gleichzeitig bewe-
gen sich AI3"- Kationen vom Metall durch das Oxid und gehen im Elektrolyt in Losung.
Sie sind nicht am Oxidationsprozess beteiligt, aber ihre Migration durch die Oxidschicht
in den Elektrolyten trigt zur Bildung der porésen Strukturen bei 47> 54

¥
A .-—-|:|A1203

Abbildung 3.10: Prozesse wihrend der Formation von Nanoporen in AlaOs nach [
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Wiihrend der Oxidbildung binden O%- Ionen an die Al-Atome aus dem Bulkmaterial.
Da die Dichte von nanoporésem Aluminiumoxid niedriger ist als die von Aluminium [
kommt es zu einer Volumenexpansion. Die einzig mogliche Ausdehnungsrichtung fiir das
expandierende Oxid ist dann die vertikale Richtung. Aus diesem Grund werden bereits
bestehende Porenwdnde weiter nach oben verschoben, und die charakteristische Kanal-
struktur formiert sich.

Die Entstehung hexagonaler Porenstrukturen durch Selbstorganisation kann dadurch er-
klart werden, dass fiir ideal angeordnete Poren das Verhéltnis zwischen Porendurchmesser
dp und dem Abstand zweier Porenmittelpunkte d;,; konstant ist 1°9:
T d5

d;ins ergibt sich aus der Summe von Porendurchmesser dp und dem Porenabstand z,, wie
in Abb. 3.11 schematisch dargestellt ist.

(3.1)

Xp

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der hexagonalen Porenstruktur in AlpOg
ding: Abstand zweier Porenmittelpunkte, d,: Porendurchmesser,
x,: Porenabstand

Aus dieser Relation folgt dann die Porositéit P, die unabhéngig vom pH-Wert der verwen-
deten Séure ist. Die optimale Porositét, bei der es zu selbstorganisierter Porenentstehung
kommt, liegt nach Studien von Gosele et al. bei 10% %% d;,; héingt dabei proportional
von der Anodisierungsspannung U ab:
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Typische Spannungen fiir Oxalsédure sind 40 V, fiir Schwefelsdure 25V und fiir Phosphor-
siure 195V P9 Die Proportionalititskonstante k betrigt dabei ca. 2,5 %2 551 Auferdem
gilt fiir den Abstand zwischen zwei benachbarten Porenmittelpunkten: d;,; = 2dg, wobei
dp die Hohe der Barrier Layer bezeichnet.

Der Porendurchmesser dp hingt von der Sdurekonzentration ab. Je niedriger der pH-Wert,
d.h. je stérker die Séure ist, desto kleinere Poren kénnen wachsen. In diesem Fall ist die
Feldverstirkung am Porenboden besonders stark, so dass besonders viel Oxid in Lésung
geht und sich die Poren damit {iberwiegend in vertikaler Richtung ausbreiten. Aus den
Gleichungen 3.1 und 3.2 ldsst sich dann unter Annahme der 10 %-Porositétsregel und bei
gegebenem Porendurchmesser die Grenzspannung bestimmen zu (5%

T d

3.4 Elektrochemische Methoden

Elektrochemische Methoden wie Zyklovoltametrie und Impedanzspektroskopie dienen als
wertvolle Werkzeuge bei der Charakterisierung von Oberflachenprozessen an Elektro-
den.

3.4.1 Impedanzspektroskopie

Elektrochemische Prozesse beruhen auf verschiedenen Teilschritten, zu denen z.B. Stoff-
transport, Adsorptionsschritte oder Elektronendurchtritt gehoren 7. Diese Teilschritte
tragen zur Strom-Spannungs-Charakteristik des Systems bei und werden zusétzlich zum
ohmschen Elektrolytwiderstand Rp als Widerstdnde im System sichtbar. Fliefst in diesem
ein Wechselstrom, dann mufs zwischen den frequenzunabhéngigen ohmschen Widerstan-
den und den frequenzabhéngigen Wechselstromwiderstdnden unterschieden werden.

Sobald eine Metallelektrode in einen Elektrolyten eintaucht, bildet sich an der Grenzfliche
zwischen Elektrodenoberfliche und Elektrolyt eine elektrische Doppelschicht aus. Ionen
aus dem Elektrolyten lagern sich an der Oberfliche an, und Metallionen gehen in L&-
sung. So kommt es zum Aufbau einer Doppelschichtkapazitat C'p aufgrund der Reaktion
Red < Oz + ne ™. Legt man nun eine Gleichspannung an die Elektrode an, dann ladt sich
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diese Doppelschicht auf, was eine Anderung des Potenzials ¢ bewirkt. Fiir die Doppel-

schichtkapazitét gilt dann mit der Ladung Q: Cp = %. Handelt es sich beim angelegten
Signal um eine Wechselspannung, dann héngt die Doppelschichtkapazitdt Cp nicht nur
(57

vom Elektrodenpotenzial sondern auch von der Frequenz des Signals ab
Zur Bestimmung der frequenzabhingigen komplexen Widerstdnde dient die Impedanz-
spektroskopie (kurz: IS), die erstmals Ende der 80er Jahre zum Einsatz kam *!. Inzwi-
schen wird IS in vielen Bereichen fiir elektrochemische Systeme eingesetzt, u.a. in Kor-
rosionsprozessen, fiir Elektrodeposition oder in Untersuchungen an Halbleiterelektroden
und Polymerfilmen 59,

Fiir die Aufnahme von Impedanzspektren wird eine sinusférmige Wechselspannung U(w)
mit kleiner Amplitude und variierender Frequenz w am Elektrolytsystem angelegt. Dabei
wird die Stromantwort I(w) aufgezeichnet, die dieselbe Frequenz wie U(w) hat aber um
die Phase « verschoben ist. Es gilt:

U(w) = R(Uy) - exp (iwt) (3.4)
I(w) = R(Iy) - exp (iwt + &)

Bei impedanzspektroskopischen Untersuchungen fiihrt die Wechselspannung zu kinetisch
kontrollierten elektrochemischen Reaktionen, die der Wechselstromfrequenz mit einer Pha-
senverschiebung « folgen und einen Ladungstransfer bedingen. Aus der Butler-Volmer-
Gleichung, die die Durchtrittsstrom-Spannung-Beziehung im System beschreibt 7 lisst
sich der ohmsche Durchtrittswiderstand Rp ableiten und nach Gleichung 3.6 berechnen.
R ist hierbei die Gaskonstante, F' die Faraday-Konstante und 7' die Temperatur. n be-
zeichnet die Ordnungszahl, und jj steht fiir die Stromdichte:

RT
nk jo

Rp = (3.6)

Im Elektrolyten liegt aufferdem ein diffusionsbedingter Konzentrationswiderstand Zy, vor,
der frequenzabhéngig ist und auch als Warburg-Impedanz bezeichnet wird. Zy, beruht
auf der Geschwindigkeit des Massentransfers im System 1°®] und lésst sich darstellen als
Reihenschaltung eines frequenzabhéngigen Widerstandes Ry und eines kapazitiven Wi-
derstandes i mit ebenfalls frequenzabhéngiger Kapazitiat C (w):

1

Zw =R
W K+iwCK

(3.7)
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Fiir Ok (w) gilt mit D als Diffusionskonstante und der anfanglichen Stoffkonzentration ¢y
nach [57]:

7’L2F2 CoV 2D

Ck(w) = RT 2\/5

(3.8)

Beide Widerstandsanteile in Gleichung 3.7 sind betragsgleich und gehen fiir w — o0
gegen 0. Anschaulich wechselt bei hohen Frequenzen die Reaktionsrichtung so schnell, dass
die Diffusionsiiberspannung verschwindet. In vielen realen elektrochemischen Systemen
ist die Warburg-Impedanz sehr klein und wird daher in den folgenden Berechnungen

vernachlassigt 9.

Das Ersatzschaltbild einer wechselstromdurchflossenen Elektrode mit diffusionsbestimm-
ten Elektrodenreaktionen ist in Abb. 3.12 zu sehen. Neben der Doppelschichtkapazitét
Cp, dem Durchtrittswiderstand Rp und der Warburg-Impedanz Zy,, zu der Rx und Ck
beitragen, ist hier auch der rein ohmsche Elektrolytwiderstand Rp eingezeichnet.

Doppelschicht
Elektrode
Diffusions-
schicht Elektrolyt

T

— Re

e

Abbildung 3.12: Wechselstrom-FErsatzschaltbild einer Halbzelle: Randles-Plot
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Allgemein ist die Impedanz definiert iiber 191

Z =27 +i7"=|Z|e" (3.9)
7= cot(a) (3.10)
|Z| =VZ"?+ 2" = % (3.11)

Fir die in Abb. 3.12 dargestellte Schaltung ergibt sich damit unter Beriicksichtung der
parallel und in Reihe geschalteten Elemente folgende Gesamtimpedanz Z:

7 = Ry + Zp (3.12)
. 1 1 .

Dieser Zusammenhang ldsst sich umformen zu

RD — inQDCD
Z =R _— = 3.14
P AR (8.14)
mit den folgenden Real- und Imaginérteilen:
Rp
R=Rpg+ ——5—=5 (3.15)
1+ w?R%,CY,
R3LC
S| = — DD (3.16)

1 +w?R3,C3

Wird der Imaginérteil der Impedanz in Abhéngigkeit von w gegen den Realteil aufge-
tragen, ergibt sich - ohne Beriicksichtung der Warburg-Impedanz - ein Halbkreis um
R = Rg + RTD, wie er in Abb. 3.13 zu sehen ist. Diese Darstellung in der Gaufischen
Zahlenebene wird Nyquist-Diagramm genannt. In diesem Diagramm lassen sich 3 Grenz-
fille fiir w ablesen 17,

w—0:R=Rp+Rp; |S=0 (3.17)

w—o00:R=Rg [3]=0 (3.18)
1 R R

w ‘R=Rp+—2; [§]==-2 (3.19)

~ RpCh 2 2
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Fiir hohe Frequenzen w ist das System kinetisch kontrolliert, und der Halbkreis schneidet
die x-Achse beim Elektrolytwiderstand Rg. Nahert sich die Frequenz dem Wert 0, dann
lasst sich der Durchtrittswiderstand Rp aus dem zweiten Schnittpunkt mit der x-Achse
bestimmen, der bei Rg + Rp liegt.

12

1 R/, w= YR,

-

E

T F----

;TE' Z ., \w—-D

£ -~

o

A

== 1 i} 0
[N S O s — — ]
I E'l | HU ‘Jl

RE"‘RD

Realteil Re — —

Abbildung 3.13: Nyquist-Diagramm: Ortskurve der Elektrodenimpedanz 157

Wird auch die diffusionslimitierte Warburg-Impedanz im Modell beriicksichtigt, ergibt
sich ein Nyquist-Diagramm mit Impedanzanteilen aus Durchtritts- und Diffusionhem-
mung, wie es in Abb. 3.14 dargestellt ist.

kleine @

Warburg-
-gerade

Imaginarteil | Im | —=—

HE HM HE F; Rﬂ
Realteil Re

Abbildung 3.14: Darstellung der Warburg-Impedanz im Nyquist-Plot fir ein System,
das durchtritts- und diffusionslimitiert ist 57
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Dort ist zu erkennen, dass der Halbkreis fiir kleine Frequenzen w nicht mehr die x-Achse
schneidet sondern dass sich hier mit dem Phasenwinkel @ = 45° eine Gerade an den
Halbkreis anschliefst. Von der kinetischen Kontrolle bei hohen Frequenzen geht das System
im niederfrequenten Bereich in ein diffusionskontrolliertes System iiber. Verldngert man
die Warburggerade bis zur x-Achse, ergibt sich ein Schnittpunkt bei Ry;, der sich wie folgt
berechnen lisst 1: Ry, = Rg + Rp — 20Cp. o enthélt neben der Gas- und der Faraday-
Konstante auch noch diffusions-, temperatur- und konzentrationsabhéngige Faktoren, die

zu Ry beitragen 1% 61,

Eine Alternative zur Auswertung der Daten in der komplexenen Ebene stellt das Bode-
Diagramm dar (s. Abb. 3.15), in dem lg || und der Phasenwinkel o in Abhéngigkeit von
lg(w) dargestellt werden. Aus dieser frequenzabhéngigen Darstellung kann die Anzahl der
cinzelnen Elemente abgelesen werden, die zur Gesamtimpedanz beitragen 2. Fiir die
Frequenz «a gilt:

& ok
tan o = L;Rf' = o =arctan (|\§R§|> (3.20)
lglZl o

lad

9

Ig (Ao + Re)
O max

g Re

Abbildung 3.15: Bode-Plot: frequenzabhdngige Darstellung der Impedanz ohne Be-
riicksichtigung der Warburg-Impedanz 157

Im Bereich hoher Frequenzen kann man dem Bode-Plot entnehmen, dass sich das Ver-
halten des Ersatzschaltbildes aus Abb. 3.12 dem rein ohmschen Elektrolytwiderstand Rg
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anndhert, da die Phase « hier gleich null ist. Im mittleren Frequenzbereich verlauft lg|Z|
als Gerade mit konstanter Steigung. Wird diese Gerade bis zur y-Achse extrapoliert, so
kann man aus dem Schnittpunkt lg(é) die Doppelschichtkapazitit Cp bestimmen. In
diesem Bereich erreicht o sein Maximum. Aus dem zu «,,,, gehorenden Frequenzwert
lassen sich dann iiber Relation 3.21 die Grofsen Cp, Rp und Rg ermitteln. Fiir niedrige
Frequenzen erreicht der Impedanzgang den Wert lg(Rp+ Rg), und die Phase sinkt wieder

auf den Wert null.
V1+ RpRp (3.21)

w(amax) = RDCD

3.4.2 Zyklovoltametrie

Zyklovoltametrische Untersuchungen dienen haufig als erste Studie, um in einem elektro-
chemischen System die Potenzialregion mit der interessierenden Elektrodenaktivitdt zu
ermitteln. Hervorgegangen ist die Zyklovoltametrie aus der Polarographie, die 1922 von

Heyrovsky entwickelt wurde [,

Mit zyklovoltametrischen Messungen kénnen zwei Arten von Elektrodenprozessen unter-
sucht werden. Die erste Art stellen Faradayprozesse dar, bei denen der Ladungstransfer
dem Faradaygesetz unterliegt. In diesem Fall ist die Masse m eines Stoffes, die an einer
Elektrode umgesetzt wird, proportional zur Ladungsmenge (). Hierbei kommt es durch
die Potenzialvariation zu einem Ladungsaustausch an der Phasengrenze zwischen Metall
und Elektrolyt. Wahrend dieses Transfers wird die Elektrodenoberfliche oxidiert bzw.

reduziert 1571,

Bei Prozessen, die nicht dem Faradaygesetz unterliegen, findet kein La-
dungsaustausch zwischen Elektrode und Elektrolyt statt, sondern es kommt lediglich zu

einer lokalen Anderung der Elektrolytzusammensetzung.

Fiir zyklovoltametrische Messungen wird eine Dreielektrodenanordnung, bestehend aus
Arbeits-, Gegen- und einer nicht polarisierten Referenzelektrode, verwendet. In dieser
Anordnung wird ein zyklisch verdnderliches Dreieckspotenzial E(¢) angelegt, weshalb die-
se Methode auch als Dreiecksspannungsmethode bezeichnet wird 7 (s. Abb. 3.16). Zu-
niichst erfolgt ein linearer Potenzialvorschub bis zu einem positiven Umkehrpotenzial E;'.
Zur Vervollstdandigung des Potenzialzyklus’ wird der Vorschub dann umgekehrt, und das
Potenzial wird bis zum negativen Umkehrpotenzial E; linear abgesenkt. Wéahrend der
Potenzialvariation wird die Stroménderung I(E(t)) zwischen Arbeits- und Gegenelektro-
de iiber einen Potentiostaten gemessen. Die Spannungsmessung erfolgt zwischen Arbeits-
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und Referenzelektrode. Dabei ist der ohmsche Spannungsabfall zwischen Arbeits- und
Gegenelektrode vernachléssigbar klein.

Elektrodenpotenzial E

E._- Hgt

Zeit t

Abbildung 3.16: Dreiecksspannung zur Aufnahme von Zyklovoltamogrammen

Das maximale negative und positive Umkehrpotenzial werden bestimmt durch die Zer-
setzung des Elektrolyten. Im Fall eines wéssrigen Elektrolyten liegen sie héufig zwischen
der Hy- und der Oo-Entwicklung. Dies fiihrt dazu, dass sich die Elektrode automatisch
aktiviert: Verunreinigungen, die aus der Losung adsorbiert worden sind, kénnen die Elek-
trodenprozesse durch Blockierung aktiver Oberflichenzentren stéren. Sie kénnen durch
Reduktion bzw. Oxidation entfernt werden. Wenn im Elektrolyten keine redoxaktiven
Stoffe vorhanden sind, die zwischen den beiden Umkehrpotenzialen elektrolytisch umge-
setzt werden, sind die Strome ausschlieflich auf den Auf- und Abbau von Wasserstofl-
und Sauerstoff-Chemisorptionsschichten in Form von Deckschichten auf der Elektrode
zurlickzufithren. Ein Standardbeispiel hierfiir stellt das Zyklovoltamogramm einer Platin-
elektrode in 1 M KOH dar, das in Abb. 3.17 gezeigt ist. Das Deckschichtdiagramm wurde
unter Spiilung mit Stickstoff bei einer Scangeschwindigkeit von 100 mTV aufgenommen. Die
Deckschichtstromdichte ist proportional zur Scangeschwindigkeit v, und iiber Gleichung
3.22 laft sich mit der Stromdichte j die Doppelschichtkapazitit C'p bestimmen:

)

ChH =
p 2v

(3.22)

Die Relation gilt bis zu einer Scangeschwindigkeit von v < 500 mTV Oberhalb dieser Ge-

schwindigkeit ist die Proportionalitdt nicht mehr gegeben, da j dann langsamer ansteigt
57]
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Wasserstoff — Doppelschicht = Sauerstoffbereich
04 N _
" o,}
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Abbildung 3.17: Zyklovoltamogramm einer Platinelektrode in 1M KOH, gespiilt mit
Ny 57 Die Stromdichte ist hierbei ausschlieflich auf den Auf- und
Abbau von Wasserstoff- und Sauerstoffdeckschichten zurickzufiihren.

Wenn redoxaktive Substanzen im Elektrolyten vorhanden sind, wird die entsprechen-
de Strom-Spannungs-Charakteristik diesen Deckschichtstromen iiberlagert. Ein typisches
Voltamogramm eines solchen reversiblen Redoxsystems ist in Abb. 3.18 dargestellt. Hier-
bei erfolgt der Massentransport diffusionslimitiert. Durch die Erhéhung des Elektroden-
potenzials kommt es zu einem Uberpotenzial an der Phasengrenze. Dieses Uberpotenzial
bedingt einen faradayschen Elektronentransfer, der im Voltamogramm als exponentieller
Stromanstieg zu erkennen ist.

Der zeitabhéngige Stromverlauf in diesem System kann mit der Faraday-Konstante F,
der Fldche A, der Diffusionskonstante D und der anfinglichen Oberflichenkonzentration
co beschrieben werden durch die Cottrell-Gleichung 1°8l:

_ nFAcqVD

N (3.23)

1(t) = 1a(t)

Nach und nach verarmt die redoxaktive Substanz an der Elektrode. Gleichzeitig verbrei-
tert sich die Dicke n der Diffusionsschicht, wodurch die Diffusionslimitierung im System
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sichtbar wird. Fiir steigendes Potenzial limitiert der Massentransfer den Strom auf den
Wert %. Ab diesem Punkt nimmt der Strom wieder ab, bis das Umkehrpotenzial E,"

erreicht ist, da die Dicke der Diffusionsschicht mit der Zeit zunimmt: éy = v 7 Dt.

® Hinlauf
)
b =
S
=]
E 0
7]
Racklauf
o —~ =49 |
¢ IrJuck q)I‘;in Py
e Potential ¢ @

Abbildung 3.18: Typisches Zyklovoltamogramm eines reversiblen Redoxsystems 157

Unter der Annahme reversibler Elektrodenprozesse und gleicher Diffusionskoeffizienten
fiir die oxidierte und die reduzierte Substanz kann vorausgesetzt werden, dass fiir die
Peakstromdichten gilt: j;”" = j;”e‘:k. Aus den gleich hohen Peakstréomen kann dann die
Menge der reduzierten bzw. oxidierten Spezies an der jeweiligen Elektrode berechnet wer-
den. Als Basislinie zur Ermittlung der Peakh6hen dient nun nicht mehr die x-Achse. Fiir
den negativen Potenzialscan kann in guter N&herung als Basislinie eine Linie angenom-
men werden, die am negativen Umkehrpotenzial £, beginnt und den ersten Bereich der
Stromkurve im negativen Scan fittet ®"l. Wenn die Scangeschwindigkeit v erhoht wird,
tritt der Peak mit einer hoheren Stromdichte auf. Diese Beobachtung kann damit erklért
werden, dass bei hoheren Geschwindigkeiten in einer gegebenen Zeit hohere Potenziale
erreicht werden. Da die Diffusionslimitierung unabhéngig von v ist, kommt es dann zur
Erhohung der Peakstromdichte 19,
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3.4.3 Elektrochemische Untersuchungen an Nanostrukturen

Aufgrund ihrer geringen Abmessungen erméglichen metallische Nanostrukturen und Car-
bon Nanotubes (CNT) die Untersuchung von elektrochemischen Reaktionen mit sehr
schnellem Elektronentransfer (3. An Nanoelektroden dominieren in zunehmendem Maf
radiale Diffusionseffekte, die einen schnelleren Massentransfer bedingen. Dadurch wird der
Elektronentransfer im Elektrolyten weniger stark durch den Massentransfer limitiert 164,
Aufgrund der zunehmenden Miniaturisierung von Elektroden bis hin zur Gréfenordnung
der Doppelschicht unterscheidet sich deren Verhalten deutlich von gréferen Elektroden.
Daher sind Nanoelektroden in den letzten Jahren verstérkt in den Fokus elektrochemi-
scher Studien geriickt. Zur Charakterisierung wurden Zyklovoltametrie und Impedanz-
spektroskopie verwendet, um den Teil der Elektrodenoberfliche zu bestimmen, der an
der jeweiligen Reaktion beteiligt war. Im folgenden wird diese Fliche als elektroaktiv be-
zeichnet. Die ermittelte elektroaktive Fldche wurde dann der geometrischen Flédche der
Nanostrukturen gegeniibergestellt.

[

Abbildung 3.19: Verschiedene Diffusionsverhdltnisse an Nanopillar-Arrays [65]
(a) Nichtlineare, zylindrische Diffusion
(b) Eindimensionale Diffusion mit Anteilen aus nichtlinearer Diffu-
sion
(¢) Eindimensionale Diffusion

Forrer et al. zeigten im Jahr 2000 mittels Zyklovoltametrie an Gold-Nanowire-Arrays mit
dem Redoxpaar [Fe(CN)g|* / [Fe(CN)g]*, dass aufgrund der Oberfliichenvergroferung
durch die Nanostrukturen hohe kapazitive Strome im Elektrolyten auftreten 19!, Gleich-
zeitig kam es aber bereits am Anfang der Reaktion zu einer Verarmung des Redoxpaares
in den Elektrolytbereichen zwischen den Nanowires. Der diffusionsbedingte Ladungstrans-
fer der faradayschen Reaktion fand laut Forrer nur an den Spitzen der Nanowires statt,
wie das Modell in Abb. 3.19(c) zeigt. Diese eindimensionale Diffusion tritt nur fir kurze
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Zeitintervalle auf. Bei langeren Reaktionszeiten geht sie in eine hemisphérische Diffusion
iiber.

Liegt allerdings keine Uberlagerung der Diffusionsbereiche zwischen den einzelnen Nano-
strukturen vor (s. Abb. 3.19(a)), so findet die Diffusion auch zwischen den Nanowires in
alle Richtungen statt, und man spricht von nichtlinearer zylindrischer Diffusion. Treffen
die beiden Diffusionsbereiche gerade aufeinander, so wie in Abb. 3.19(b) dargestellt, fin-
det die Diffusion entlang dieser Grenzflache statt, und eindimensionale und nichtlineare
Diffusion iiberlagern sich. Welcher Diffusionsfall eintritt, hdngt dabei von der Geometrie
der Nanowire-Arrays und der Scangeschwindigkeit ab. In Forrers Experimenten hatten
die Nanostrukturen einen Durchmesser von ca. 80 nm, und die Lange variierte zwischen
100 nm und 800 nm. Aufgrund dieser Geometrie wurde fiir Forrers untersuchte Nanostruk-
turen ein Verhéltnis zwischen faradayschen und kapazitiven Stromen beobachtet, das ge-
geniiber dem Verhaltnis an planaren Goldelektroden deutlich verringert war. Die mittels
Zyklovoltametrie bestimmte Oberflichenvergrofserung betrug bei Forrer et al. ungefihr
90. Allerdings wurden keine vergleichenden Methoden verwendet.

Eine spétere Studie zu den elektrochemischen Eigenschaften von metallischen Nanostruk-
turen wurde von Anandan et al. durchgefiihrt [, Diese Gruppe beobachtete in zyklovol-
tametrischen Experimenten an Nanopillar-Arrays eine Vergroferung der elektroaktiven
Flache um den Faktor 38. Zusétzlich fiihrte Anandan REM-Messungen der Arrays durch,
die eine 12-fache Vergroferung der elektroaktiven Fldche ergaben. Die verwendeten Na-
nopillars hatten Hohen bis zu 4,5 pm und einen Durchmesser von 100 nm. Der deutliche
Unterschied zwischen den beiden Messmethoden wurde auf die Vermutung zuriickgefiihrt,
dass der Ladestrom in der Doppelschicht, wie er in der von Forrer verwendeten Gleichung
3.22 auftritt, kein geeigneter Parameter zur Bestimmung der elektroaktiven Oberfléche
von Nanostrukturen ist. Dies begriindeten Anandan et al. damit, dass die Doppelschicht-
kapazitit Cp unabhingig von der angelegten Spannung ist °®! und schlossen hieraus,
dass der im REM ermittelte Faktor 12 die Oberflichenvergréfserung am realistischsten
beschreibt. Abschliefsend zeigten sie, dass die Peakstrome der Redox-Reaktion an Nano-
pillars linear von der Wurzel der Scangeschwindigkeit abhéngen. Dies implizierte lineare
Diffusionsmechanismen an den untersuchten Nanopillar-Arrays.

Yang et al. studierten das elektrochemische Verhalten von Nanoelektroden-Arrays (NEAs)
aus Platin fiir den Einsatz als Biosensoren 6. Die einzelnen Pt-Nanowires waren 2 ym
hoch und hatten einen Durchmesser von 250 nm. Aus zyklovoltametrischen Untersuchun-
gen der NEAs schlossen sie, dass die elektroaktive Oberflache der NEAs gegeniiber pla-
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narem Platin sechsfach vergrofert war. Ferner wiesen sie eine Erhohung der Sensitivitét
durch Platin-NEAs um den Faktor 50 nach. Mit diesen Daten belegten sie die vermutete
Senkung des Signalrauschens und ein erhdhtes Detektionslimit der Platin-NEAs.

3.5 Zellwachstum auf Substraten

3.5.1 Aufbau und Funktionsweise von Zellen

Eine Zelle ist die kleinste lebens- und vermehrungsfihige Einheit aller Lebewesen und ist
im Durchschnitt 1 bis 100 pm grof. Es wird unterschieden zwischen prokaryotischen Zellen
ohne Zellkern und eukaryotischen Zellen, die einen Zellkern besitzen 671 Jede Zelle ist
von einer Plasmamembran umgeben, die aus einer Doppellipidschicht und verschiedenen
Proteinen besteht. Eine solche Membran ist zwischen 6 und 10nm dick und halt das
Milieu im Innern der Zelle aufrecht 1% %! Innen- und AuRenseite der Zellmembran sind
hydrophil, die Mitte der Zellwand ist dagegen hydrophob (s. Abb. 3.20(a)).

Kohlenhydrat-
Seitenkette
AuBenmilieu
b +
hydrophiler :
Bereich AN MOCR KN j
H % Plasma-
mﬁhm' membran
hydrophiler = =
Bereich ‘/
N Zelli s @ “
Phosphalipid Proteine ellinneres
(a) Schematischer Aufbau der (b) Stofftransport durch die Zellmembran
Plasmamembran

Abbildung 3.20: Plasmamembran einer Zelle 07/

Die Aufenseite ist mit verschiedenen Rezeptoren besetzt, und in der Zellmembran sel-
ber befinden sich Ionenkanéle und -pumpen, durch die ein Ionenaustausch zwischen Zelle
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und Umgebung stattfindet. Ursache fiir diesen Stofftransport ist das zeitlich verénderliche
Membranpotenzial. Weicht dieses Potenzial kurzzeitig vom Ruhepotenzial der Zelle ab,
kommt es zur elektrischen Erregung in Form eines Aktionspotenzials. Dieses elektrische
Signal wird verursacht durch einen Natriumeinstrom in die Zelle und einen verzégerten
Kaliumausstrom (s. Abb. 3.20(b)). Durch diesen Ionenaustausch werden u.a. die Erre-
gungsleitung von Nerven und die Kontraktion von Muskeln gesteuert.

Voltmeter ] Aktions:
potenzial
Plasma Mikroelektrode
membran im AuBenmilieu
\ + : +_ +| + 1
Mikroelektrode e e R R z 3
im Zellinnern } i e el ) k- 4)
1 = =
T s T T ST e T i
\ = =
\ P = |
‘1 A =
\ - e iy
5)
Neuron
~100 . —
01 2 3 4 5 &
Zeit (ms)
(a) Messung des Membranpotenzials {iber (b) Entstehung eines
Mikroelektroden Aktionspotenzials

Abbildung 3.21: Verdinderung des Membranpotenzials an einem Neuron (67

Durch elektrophysiologische Methoden kann das Membranpotenzial mit Mikroelektroden
gemessen werden (s. Abb. 3.21(a)). Dabei wird eine Elektrode in die Zelle eingestochen,
und eine Referenzelektrode befindet sich aufserhalb. Fiir ein Neuron im Ruhezustand be-
tragt das Ruhepotenzial normalerweise —70mV 671, Nerven- und Muskelzellen haben die
Féhigkeit, ihr Membranpotenzial aktiv zu verdndern, weswegen sie auch als erregbhare
oder elektroaktive Zellen bezeichnet werden. Damit sich ein Aktionspotenzial als Signal
in einem neuronalen Netzwerk ausbreiten kann, wird es entlang eines Axons weitergeleitet.
Dabei baut es sich immer wieder sequenziell auf. Die Entstehung eines Aktionspotenzials
lasst sich in unterschiedliche Phasen unterteilen, die in Abb. 3.21(b) dargestellt sind:
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1. Im Ruhezustand des Neurons sind die Natrium- und Kaliumkanéle der Zellmembran
geschlossen.

2. Durch einen dufieren Reiz werden die Natriumkanéle gedffnet. Wenn durch den Ein-
strom von Na'-Ionen das Schwellenpotenzial erreicht wird, kommt es zur Auslosung
eines Aktionspotenzials.

3. In der Depolarisationsphase des Aktionspotenzials stromen weiter Na*-Ionen in das
Zellinnere, jedoch sind die Kaliumkanile weiterhin geschlossen. Dadurch wird das
Zellinnere zunehmend positiv geladen.

4. Die Natriumkanéle schliefen sich wieder in der Repolarisationsphase des Aktions-
potenzials. Gleichzeitig 6ffnen sich die Kaliumkanéle, wodurch das Zellinnere nun
wieder negativ wird.

5. Auch nach vollstdndiger Repolarisation bleiben die Kaliumkanile wegen des trigen
Verhaltens der Ionenkanéle noch kurze Zeit gedffnet, und es kommt zur Hyperpola-
risierung. Ist diese abgeklungen, befindet sich das Neuron wieder im Ruhezustand
und ist bereit fiir die néchste Reizweiterleitung.

Das Membranpotenzial einer Zelle kann anhand der bestehenden Ionenkonzentrationen
und der Durchléssigkeit der Zellmembran fiir die jeweiligen Ionen mit der Goldman-
Gleichung berechnet werden [7):

RT PK[K+]out + PNa[Na/Jr]out + PCl [Oli]zn
VM = 7177,

3.24
F " P [K o & PralNa T + PoalCl o (3:24)

R ist die Gaskonstante, F steht fiir die Faraday-Konstante, T bezeichnet die Temperatur,
und P steht fiir die ionischen Permeabilitdten. Die eckigen Klammern kennzeichnen die
jeweiligen Ionenkonzentrationen. Aus der Goldman-Gleichung lasst sich ablesen, dass eine
hohe Permeabilitdt und Konzentration eines spezifischen lons dazu fiihren, dass dieser
Ionentyp das Membranpotenzial V; entscheidend beeinflusst. Ist die Permeabilitét eines
Ionentyps gegeniiber den anderen besonders hoch, z.B. wenn Pg >> Py, oder Pg; ist,
dann geht die Goldman-Gleichung in die Nernst-Gleichung iiber:
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o RT [K"|oum
V]y] = Tln [K"‘}in

(3.25)

Ein weiterer wichtiger Bestandteil einer Zelle ist das Zytoskelett, das mit der Plasmamem-
bran in vielseitiger Wechselbeziehung steht 991, Das Zytoskelett besteht aus drei Klassen
von Filamenten, die wiederum aus Proteinen zusammengesetzt sind. Zu diesen Filamen-
ten gehoren Aktinfilamente, Intermedidrfilamente und Mikrotubuli. Insgesamt triagt das
Zytoskelett zur Elastizitiat, der duferen Form und der mechanischen Stabilitiat der Zelle
bei. Aufserdem hat das Zytoskelett eine sensorische Funktion und spielt eine wesentliche
Rolle in der Zellbewegung und der Zellteilung 671

Umgeben ist die Plasmamembran von der extrazelluliren Matrix (ECM, extracellular
matrix), einem komplexen Geflecht aus Glykoproteinen, die von der Zelle abgesondert
werden. Die ECM ist ebenfalls wichtig fiir die Fortbewegung von Zellen, da sie als Haupt-
bestandteil das faserformige Protein Kollagen enthélt, das die Zellausrichtung beeinflusst.
Fiir die Elastizitdt der ECM sind Proteinfasern aus Elastin verantwortlich ["1l. Zu den
adhésiven Glykoproteinen, die die Zelle an die ECM binden, gehort z.B. das Adhésions-
protein Fibronektin, das gleichzeitig die Wegfindung bei der Zellwanderung unterstiitzt.
Die spezialisierten Kontaktstellen zwischen Zelle und ECM oder auch zwischen benach-
barten Zellen werden als Junctions bezeichnet. Durch Junctions werden Zellen zu héheren
Struktur- und Funktionseinheiten miteinander verkniipft, und auch die Zellkommunikati-
on wird durch diese Kontakte ermdglicht [721.

Die ECM und das Zytoskelett einer Zelle sind dazu in der Lage sich gegenseitig in ihrer
Ordnung zu beeinflussen. Einerseits kann das Zytoskelett iiber die Aktinfilamente Kréfte
ausiiben, die zur Ausrichtung der Makromolekiile in der ECM fiihren. Gleichermafen kon-
nen diese Makromolekiile aber auch das Zytoskelett der Zellen strukturieren, mit denen sie
iiber die Junctions verbunden sind. Der wechselseitige Ordnungsvorgang zwischen Zelle
und ECM wird dabei durch Integrine reguliert. Dies sind Rezeptoren, die als Verbindungs-
glieder zwischen ECM und Aktinzytoskelett wirken. Damit sind Integrine verantwortlich
fiir Wachstum und Uberleben sowie fiir Form und Fortbewegung einer Zelle [,

An der Fortbewegung von Zellen auf Substraten, die der Wanderung von Amoben gleicht,
sind verschiedene Prozesse beteiligt (s. Abb. 3.22). Am sogenannten Leitsaum der Zelle
bilden sich flachige Lamellipodien und stielférmige Filopodien aus. Die Filopodien tasten
das Umfeld auf chemische Reize hin ab, die anderen Fortséitze schieben die Zelle voran.
Dabei werden sie durch die Polymerisation von Aktin (blau gekennzeichnet) unterstiitzt.
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Die Aktinfilamente in den Stressfasern und im Leitsaum bestimmen die Dynamik der Zell-
fortsdtze. Im riickwartigen Teil der Zelle befindet sich der Zellkern, und die Zellmembran
ist dort mechanisch durch Aktomyosin verstirkt (griin markiert). Uber Fokalkontakte
haftet die Zelle reversibel auf dem Substrat. Es wird vermutet, dass ein Anstieg der frei-
en intrazelluliren Ca?"-Konzentration diese Kontakte vom Substrat 16sen kann, wodurch
die Fortbewegung erméglicht wird. Auerdem soll die (De-)Phosphorylisierung von Pro-
teinen entscheidend an der Haftung von Zellen auf Substraten beteiligt sein [, Auch in
der Ausbildung neuronaler Netzwerke wurden amoéboide Suchbewegungen der feinen Neu-
ronenfortsitze beobachtet. Diese Bewegungen gehen von sogenannten Wachstumskegeln
aus, die zum Mikrofilamentsystem der wachsenden Neuronen gehoren.

Bewegungsrichtung
Zellkern Zellkortex mit Leitsaum
Aktomyosin
it Filopodium
/ Lamellipodium

al

Fokalkontakt Stressfasern

Abbildung 3.22: Bewegung einer Zelle auf einem Substrat mit den daran beteiligten
Zellkompartimenten, nach 173

3.5.2 Zellwachstum auf mikro- und nanostrukturierten
Substraten

Der Entwicklungsprozess von Zellen ist stark abhéngig vom Substrat, auf dem sie wachsen.
Neben Adhésion und Zellausrichtung wird auch die Zellmorphologie mafsgeblich durch die
Struktur des Substrates beeinflusst, mit dem die Zellen in Kontakt stehen. Zum Wachs-
tum unterschiedlicher Zelltypen auf mikrostrukturierten Substraten wurden in den spé-
ten 90er Jahren bereits zahlreiche Studien durchgefithrt " 7. Durch den zunehmenden
Trend der Miniaturisierung in der Strukturierung von Oberflichen haben sich Techniken
wie Elektronenstrahl-Lithographie, Nanoimprinting oder selbstorganisierte Prozesse eta-
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bliert, die die Herstellung von nanostrukturierten Substraten ermdglichen. Die Wechsel-
wirkung zwischen verschiedenen Zelltypen und nanostrukturierten Substraten aus unter-
schiedlichen Materialien ist inzwischen Gegenstand vieler Studien. Diese Untersuchungen
zeigen, dass Nanostrukturen einen deutlichen Einfluss auf die Struktur des Zytoskeletts,
die adharierte Zellflache und die Ausbildung von Adhéasionspunkten auf dem Substrat ha-
ben sowie auf die Zellorientierung und -bewegung [, Es wird vermutet, dass es aufgrund
der Nanostrukturen zu lokalen Anderungen in den Kriiften kommt, die zwischen Zelle und
Substrat herrschen. Dabei konnten die Filopodien den Zellen helfen, das nanostrukturierte
Substrat abzutasten, jedoch ist dieser Mechanismus noch unklar. Wahrend mikrostruk-
turierte Oberflichen hauptséichlich die Zellform beeinflussen, scheinen Nanostrukturen
vielmehr zur Regulierung von kollektiven Zellfunktionen beizutragen 77,

Inzwischen wurde eine Vielzahl von Zelltypen auf unterschiedlichen Nanostrukturen unter-
sucht. Teixeira et al. studierten die Zellorientierung menschlicher Hornhaut-Epithelzellen
auf Siliziumwafern mit Nanorillen. Sie fanden deutliche Wechsel in der Zellausrichtung in
Abhsngigkeit von den Rillenabstinden und -breiten sowie von externen Faktoren 178801,
Untersuchungen an Fibroblasten auf Polystyren-Nanorillen wurden von Loesberg durchge-
fithrt 8. Die Analyse der Zellausrichtung auf diesen Oberfléchen ergab, dass fiir Nanoril-
len, die schmaler als 35 nm waren, keine Ausrichtung der Fibroblasten iiber Kontaktpunk-
te mehr stattfand. Studien von Curtis et al. zum Wachstum von Fibroblasten auf Arrays
aus Quartzsdulen zeigten, dass die Zelladhésion und -beweglichkeit auf diesen geordneten
Strukturen verringert wurden 3. Beide Groken hingen deutlich von Durchmesser und

Abstand der Quartzsidulen ab.

Von Huang et al. wurde eine Nanostrukturierung mit Integrin-spezifischen Peptiden auf
bioinerten Polyethylenglykol-Substraten vorgestellt [, Diese Strukturierung fiihrte dazu,
dass Osteoblasten darauf eine deutlich reduzierte Zelladhésion zeigten, sobald der Abstand
zwischen den Strukturen 70 nm iiberschritt. Eine Studie von Lee et al. zum Wachstum von
Fibroblasten und verschiedenen Endothelzellen auf Nanostében aus Zinkoxid (ZnO) zeigte
ebenfalls eine stark verminderte Adhé&sion der Zellen auf den Nanostrukturen gegeniiber
planarem ZnO. Uberdies waren die wenigen adhérierten Zellen nicht iiberlebensfihig, da
keine Fokalkontakte, Stressfasern und Lamellopodien auf den Nanostében gebildet werden
konnten, wie Abb. 3.23(a) zeigt [*4.

Auch fiir Neuronen auf Nanostrukturen aus Polymethylmethacrylat (PMMA), die mit-
tels Nanoimprinting hergestellt wurden, liegen bereits Untersuchungen von Johansson et
al. vor. Hierbei zeigte sich zum einen, dass Neuronen ein Wachstum an Kanten und auf
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W LA
(a) Fibroblast ohne Lamellipodien oder Fokalkontakte auf ZnO-Nanostiben (34

T

B ¢ “H
(b) Sternzelle auf Si-Nanowires mit weit (¢) Embryonale Maus-Stammzelle,
reichenden Filopodien 87l penetriert von Si-Nanowires [36]

Abbildung 3.23: REM-Aufnahmen verschiedener Zelltypen auf Nanostrukturen

Erhebungen bevorzugen statt dazwischen zu wachsen. Auferdem gelang die Zielfindung
der Axone erst dann, wenn die lateralen Abmessungen des Musters grofer als 100 nm
waren 7). Der Einfluss von Si-Nanopillars mit unterschiedlichen Durchmessern auf die
Entwicklung von Neuronen wurde von Dowell-Mesfin et al. untersucht. Durch diese Na-
nostrukturen wurden deutliche Verédnderungen in der Neuronenpolaritit, der Axonlénge
und in der Struktur der Wachstumskegel hervorgerufen 188, Damit war aufgrund der Si-
Nanopillars eine nachhaltige Beeinflussung der Organisationsprozesse von Axonen und
Dendriten moglich. Eine andere Studie von Qi et al. zur Wechselwirkung zwischen Arrays
aus Si-Nanowires und Tumor- und Sternzelllinien zeigte erstmals eine Verstirkung von
Adhésionskréaften durch Nanostrukturen. Allerdings kam es gleichzeitig zu einer gerin-
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geren Zellausbreitung, resultierend in kleineren Zelldurchmessern (s. Abb. 3.23(b)) und
ciner reduzierten Zell-Zell-Kommunikation [#7].

Verschiedene Ansétze zur Mikro- und Nanostrukturierung von Oberflichen sind auch be-
reits in die Entwicklung neuer Elektroden eingeflossen (s. Kapitel 3.2.2). Arrays aus CNTs
wurden von Wang et al. auf Elektroden aufgebracht und dann mit Neuronen besiedelt.
Dadurch waren wiederholt erfolgreiche Stimulationen der Neuronen méglich 4. CN'Ts mit
einer mechanischen Verstédrkung aus leitfihigen Polymeren an den Aufenwénden wurden
von Nguyen-Vu et al. eingesetzt um Elektroden zu modifizieren. Sie untersuchten die
Kopplung von Nebennierentumorzellen (kurz: PC12) an diese Nanostrukturen. In Abhén-
gigkeit von der Polymerbeschichtung wurden unterschiedliche Zellmorphologien beobach-
tet. Einige Zellen ordneten sich héngend zwischen benachbarten Biindeln aus CNTs an,
wihrend andere Zellen anscheinend sogar von CNTs penetriert wurden 1%l Mit Arrays
aus Si-Nanowires wurde von Kim et al. ebenfalls ein Eindringen in Nierenepithelzellen
(kurz: HEK, human embryonic kidney) und Stammzellen von Méusen nachgewiesen 156,
wie Abb. 3.23(c) zeigt. Fiir Nanowires mit Durchmessern bis zu 400 nm starben die Zel-
len zwar innerhalb eines Tages, allerdings {iberlebten sie auf Nanodréhten mit nur 30 nm
Durchmesser bis zu einer Woche.

Die Kopplung von Zellen an biokompatible Nanosdulen aus Gold wurde bislang noch
nicht untersucht. Gerade fiir bioelektronische Anwendungen ist die Vitalitat elektroaktiver
Zellen auf leitenden Gold-Nanopillars von grofer Bedeutung. Die Vitalitdt und Adhésion
verschiedener elektroaktiver Zelltypen auf Gold-Nanopillars wird daher in Kapitel 5.3
untersucht.

3.5.3 Das Hodgkin-Huxley Modell zur Simulation von Neuronen

Ein erstes Modell zur Simulation von Neuronen wurde im Jahr 1952 von Hodgkin und
Huxley vorgestellt. In diesem Modell wurden die spannungsabhéngigen Membranwider-
stdnde fiir die Ionenstréme innerhalb einer Membran durch regelbare Widerstédnde darge-
stellt, wie Abb. 3.24 zeigt. Fiir die Widerstinde gilt: Ry, = HN%, Ry = giK und R, = i,
wobei gn., g und g; die Leitfdhigkeiten der jeweiligen Ionenkanile sind. Ry, und Rg

sind abhéngig von Zeit und Membranpotenzial, wiahrend R; konstant bleibt.
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Abbildung 3.2/: Elektrischer Schaltkreis zur Beschreibung einer neuronalen Zell-
membran [59].
Rpg: variabler Widerstand das Na™-Ionenkanals, Ry: variabler Wi-
derstand das K*-Ionenkanals, R;: konstanter Leck- Widerstand

Der gesamte Membranstrom I wird nun in einen kapazitiven und einen ionischen Strom
unterteilt, wobei c); die spezifische Membrankapazitét ist:

dt
mit I; = Ing + Ix + I). Ing ist der Anteil aus Nat-Ionen, I ist auf K™-Ionen zuriickzu-
fithren, und I; bezeichnet einen Leckstrom, der durch Chlorid- und andere Ionen hervor-
gerufen wird. Diese individuellen Ionenstréme lassen sich auch wie folgt darstellen:

Ing = gna - (E — Ena) (3.27)
Ix = gk - (E — Ek) (3.28)
Li=g-(E-E) (3.29)

Dabei bezeichnen Ey,, Ex und E; die Gleichgewichtspotenziale, an denen der jeweilige
Ionenstrom gleich Null ist. Laut Hodgkin und Huxley kénnen die Gleichgewichtspotenziale
als konstant angenommen werden, ebenso g; und Cj;. Da gy, und gg von Zeit und

Membranpotenzial abhéngen, sind diese beiden Grofen verantwortlich fiir die Entstehung
eines Aktionspotenzials [89 901,
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3.5.4 Kopplungsmodell fiir Zellen auf Mikroelektroden

Ein einfaches Modell zur Beschreibung des Signalverhaltens neuronaler Zellen auf plana-
ren MEAs wurde im Jahr 1989 von Regehr et al. vorgestellt 1%, Dieses Modell wird auch
als Punkt-Kontaktmodell bezeichnet und geht von der Annahme aus, dass alle Strome
durch einen gemeinsamen Punkt fliefsen, wobei die Geometrie des Kontakts vernachlés-
sigt wird. Regehr et al. stellten mit ihrem Modell die Signalform der Spannung dar, die bei
simultaner Messung an mehreren Neuronen verzeichnet wurde. Beim Vergleich von Mo-
dell und realen Messungen an neuronalen Netzwerken erkannten sie, dass Potenziale, die
direkt unter dem Zellkérper abgeleitet wurden, Ableitungen des intrazelluldren Potenzials
waren, wahrend Signale, die an den Axonstiimpfen gemessen wurden, proportional zu den
einwérts gerichteten Na*-Stromen waren. Eine schematische Ansicht eines Neurons auf
einer Elektrode ist in Abb. 3.25 zu sehen. Darin zu erkennen sind die Impedanzen der
Zelle (Zcen) und der Elektrode (Z,) sowie das Ersatzschaltbild der kontaktierten Zellmem-
bran. Auferdem eingezeichnet sind der Abdichtwiderstand zwischen Elektrode und Zelle
(Rseal), der abhéngig ist von Medium, Zelltyp und Abstand zwischen Zelle und Isolations-
schicht, sowie der Ausbreitungswiderstand (Rgpread), der von der extrazelluldren Losung
abhéngt. Beide Widerstédnde sind linear proportional zum spezifischen Widerstand p des
Mediums.

Abbildung 3.25: Schematische Darstellung eines Neurons auf einer Mikroelektrode,
nach 19/

Regehr et al. stellten auch ein Ersatzschaltbild fiir ein Neuron auf einer Elektrode auf,
das in Abb. 3.26 zu sehen ist. In die Patch-Region zwischen Zelle und Elektrode fliefst
fiir die verschiedenen Ionenkanéle das Hodgkin-Huxley-Modell ein. Auch hier werden die
zeit- und spannungsabhingigen Ionenleitfahigkeiten mit regelbaren Widerstéinden visua-
lisiert, die daher auch als Hodgkin-Huxley-Elemente bezeichnet werden. Auferdem sind
die Widerstdnde und Impedanzen aus Abb. 3.25 zu erkennen.
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Abbildung 3.26: Ersatzschaltbild eines Neurons mit Elektrodenkontakt, nach (1%

Dieser qualitativen Beschreibung der Kopplung zwischen Neuronen und Mikroelektroden
folgte eine Berechnung des extrazelluldren Potenzials, die 1991 von Lind et al. durchge-
fiihrt wurde. Um den Einfluss verschiedener Elektrodendesigns auf die Hohe der Signal-
amplituden zu ermitteln, wurden unter Verwendung von finiten Elementen die Stréme
durch die Zellmembran modelliert 1.
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Abbildung 3.27: Ersatzschaltbild fir die Kopplung zwischen Neuron und Siliziumchip
[92]

Beide Modelle von Regehr und Lind wurden spéter noch erweitert, indem spannungs-
gesteuerte lonenkandle in der Kontaktregion zwischen Zelle und Elektrode in die Mo-
dellierung mit einbezogen wurden. Fromherz et al. modellierten die Neuron-Silizium-
Kontaktstelle und gingen dafiir - ebenfalls auf der Basis des Hodgkin-Huxley-Modells -
von einem zweidimensionalen Kern-Mantel-Leiter aus. Die Zellmembran ist vom Silizium
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durch eine Elektrolytschicht von ca. 10 bis 100 nm getrennt. Dabei wird das Zytoplasma
durch die Zellmembran vom Elektrolyten isoliert. Gleichzeitig isoliert eine Schicht aus
Siliziumdioxid den Silizium-Chip vom Elektrolyten 92 93! Die wesentlichen Verhaltens-
weisen konnen durch ein zweigeteiltes Ersatzschaltbild beschrieben werden, das fiir zwei
spezifische Tonenleitfahigkeiten in Abb. 3.27 dargestellt ist. Die Zellmembran - hier unter-
teilt in die gekoppelte Flache Ay und den Bereich Apy; ohne Kontakt zwischen Silizium
und Zelle - 1asst sich iiber verschiedene ionenspezifische Leitfiahigkeiten pro freier bzw. ge-
koppelter Fliche charakterisieren (g, bzw. ¢%,,). Diese Leitfihigkeiten hingen von der
Membranspannung ab. Die spezifische Membrankapazitit cp; ist gleich flir die gesamte
Zelle, und die Mikroelektrode hat die spezifische Kapazitéit cgy,. Die elektrische Abdich-
tung zwischen Zelle und Chip lésst sich durch die spezifische Leitfahigkeit g; beschreiben.
Durch eine Mikropipette wird ein Strom I;y; in die Zelle injiziert. Dann werden die intra-
zelluldre Spannung Vj, und die lokale extrazelluldre Spannung V; iiber die Strombilanz in
der Zelle und an der Schnittstelle zum Chip bestimmt. Unter der Annahme einer schnel-
len, schwachen und gleichzeitig kleinen Kopplung zwischen Zelle und Chip lasst sich V()
dann iiber die Differenzen der ionischen Stréme und durch I;y,; bestimmen zu 92

Itng

dVJ i i i
CBL +g,V; = ;(QJM —gpn) - (Vi = V) + Aons (3.30)
Mit diesem Kopplungsmodell unter den drei genannten Bedingungen konnten Fromherz
et al. zeigen, dass extrazelluldre Signalableitungen deutlich von den spannungsgesteuerten

Ionenleitféhigkeiten einer Zellmembran abhéngen.

Auf der Basis eines einfachen Impedanzmodells fiir das Interface zwischen Neuron und
Elektrode gelang es Buitenweg et al. im Jahr 2002 den linearen Anteil des neuronalen Ant-
wortsignals bei Stimulation durch einen Strompuls vorherzusagen 14 %!, Hieraus lief sich
der nichtlineare Anteil der extrazelluldren Antwort abschitzen, woraus anschlieffend die
aktiven Membranstrome fiir die unterschiedlichen ITonenkanéle ermittelt werden konnten.
Durch die Spannungsabhéngigkeit der Membranstrome wurde dann auf die Verteilung
der unterschiedlichen Kanéle an der Zellmembran geschlossen. Hierfiir stellten Buitenweg
et al. ein Modell mit finiten Elementen auf, das den Einfluss der Ionenkanal-Verteilung
auf den Kontakt zwischen Neuron und Elektrode beschreibt. Ihre Simulationen vergli-
chen sie mit experimentellen Daten und kamen zu dem Schluss, dass die Verteilung der
Ionenkanéle ausschlaggebend fiir die Ableitung und Interpretation extrazellularer Signale
ist.






4 Methoden und Materialien

4.1 Herstellung von Gold-Nanopillar-Arrays

Fir die Fabrikation von biokompatiblen Gold-Nanopillar-Arrays wurde ein Template-
gestiitztes Verfahren genutzt, in dem zunéchst nanoporéses Aluminiumoxid hergestellt
wurde. Die Geometrie der entstandenen Pillars richtete sich dabei nach Porendurchmesser,
-verteilung und -abstand des Aluminiumoxid-Templates. Anschliefend wurden die Poren
durch Elektrodeposition mit Gold gefiillt und fiir die Zellkopplung vorbereitet.

4.1.1 Anodisierung von Aluminiumsubstraten

Zur Herstellung von nanoporosen Aluminiumoxid-Templates wurden Aluminiumschichten
mit Dicken zwischen 400 nm und 800 nm verwendet, die am Forschungszentrum caesar
(Bonn) prozessiert wurden. Als Substrat wurden 100 mm grofe Si Wafer (Si-Mat, Lands-
berg) eingesetzt, die mit Phosphor dotiert waren. Die Wafer waren 525 + 25 um dick, in
< 100 > Richtung orientiert und hatten einen Widerstand von 1 bis 10 Q2cm.

Zuvor wurden sie mittels Nassoxidation thermisch oxidiert, um eine 1500 nm dicke SiO,-
Schicht entstehen zu lassen. In einer Sputteranlage vom Typ ZH 620 der Firma Emerald
Technology Ventures AG (Ziirich) wurden dann 10 nm Ti als Adhésionsschicht und 200 nm
Au als leitfahige Schicht auf die Wafer aufgebracht. Anschlieflend wurde hierauf mit ei-
nem Elektronenstrahlverdampfer vom Modell BAK640 der Firma Unaxis GmbH (Hanau)
eine Aluminiumschicht mit der gewiinschten Dicke deponiert. Zur Vorbereitung auf die
Anodisierung wurden die Wafer mit einer Waferséige in Stiicke der Grofe 11 mm x 11 mm
geschnitten. Es folgte eine mehrstiindige Reinigung in Aceton zur Entfernung organischer
Kontaminationen. Abschliefsend wurden die Substrate in Isopropanol gespiilt und mit
Stickstoff getrocknet.

45
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Die Anodisierung wurde in einer eigens designten Anodisierungszelle aus PMMA durch-
gefithrt, welche in Abb. 4.1 zu sehen ist. Im S&urereservoir befand sich ein Platinblech
als Gegenelektrode, das 0,36 cm? grof war. Der untere Teil des Sdurereservoirs verjiingte
sich zu einem Zylinder, und an dieser Stelle wurde das Al-Substrat eingebaut. Zwischen
Substrat und Zylinder wurde ein O-Ring aus Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM)
als Dichtung eingesetzt, und so konnte die Probe von aufen iiber eine Krokodilklemme
kontaktiert werden. Der O-Ring hatte eine Innenfliiche von 0, 35 cm?. Somit war die Pt-
Elektrode grofer als die zu anodisierende Al-Fldche, was eine notwendige Bedingung fiir
die erfolgreiche Anodisierung war. Der Abstand zwischen Probe und Pt-Kathode wurde
auf 2,5 cm eingestellt.

Abbildung 4.1: Anodisierungszelle aus PMMA mit Pt-Elektrode (96

Fiir die Anodisierung wurde - wenn nicht anders erwéhnt - 0, 3 M Oxalsdure (Merck KGaA,
Darmstadt) verwendet. Uber ein Netzgerit vom Typ Lambda-ZUP-1.8 (Schulz-Electronic
GmbH, Baden-Baden) wurde eine Anodisierungspannung angelegt, die fiir 0,3 M Oxal-
saure 40 V betrug. Wahrend der Anodisierung wurde der Stromverlauf aufgezeichnet, um
das Stadium des Porenwachstums zu kontrollieren. Hierfiir kam ein LabView-Programm
zum Einsatz, das auch das Netzgeriit steuerte (s. Abb. 4.2). Der Anodisierungsprozess
wurde angehalten, wenn der Strom das zweite Plateau erreichte, da die Poren an diesem
Punkt bis zum darunterliegenden Gold reichten.



4.1 Herstellung von Gold-Nanopillar-Arrays 47

oM Port ¢ U Adresse T - -
Hcom = 0
. 40—
Kommentar {wird in fabel geschriehen) B
{00l A 227 ey
0120+
Atzspanaumg (V) Strom_min (A} =
f‘,!_::'u "ﬁ"‘_‘h E 0.100-
101001 =
H«ﬂaﬂl(ﬁc} Strom_rmas (A)
4 s | B8
0040
hﬁﬁﬂm} .00}
Jrea 50
et
ﬂ Aktueller Strom

10.1715

Abbildung 4.2: Bildschirmansicht des LabView-Programms zur Steuerung des Anodi-
sierungsprozesses: typischer Stromverlauf wihrend des Porenwachs-
tums

Abschliefsend wurden die Poren erweitert und die Barrier Layer am Boden der Poren ent-
fernt, so dass ein direkter Kontakt zum darunterliegenden Gold entstand. Dieser Schritt
geschah durch Atzen in 5 wt% Phosphorsiure (HsPO4, KMF-Laborchemie Handels GmbH,
Lohmar), meist fiir 40 min. Je nach gewiinschtem Porendurchmesser konnte diese Zeit aber
auch zwischen 20 und 60 min variieren. Anschlieffend wurden die Substrate mit destillier-
tem Wasser gereinigt und mit Stickstoff getrocknet.

4.1.2 Galvanisierung

Als Galvanisierungsbad fiir die Fiillung der nanoporésen Al,O3-Templates mit Gold wurde
eine Kaliumgoldcyanidlosung des Typs PUR-A-Gold 401 (Enthone GmbH, Langenfeld)
verwendet. Die elektrochemische Deposition fand mit einem Setup vom Typ Galvano
Philico der Firma Heraeus (Hanau) statt. In diesem Bad befanden sich ein Platingitter,
das als Kathode fungierte, und vier Aluminiumoxid-Templates, die mit einer Gesamtflache
von ca. 4 cm? gleichzeitig als Anode dienten. Den schematischen Aufbau zeigt Abb. 4.3.

Die Vorbereitung des Goldbades erfolgte in den folgenden Schritten:

e 1,51 PUR-A-Gold 401 wurden auf 60°C erhitzt und anschliefsend mit einem Filter
des Typs 5893 blue ribbon (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) gefiltert.
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e 40,2 g Goldcyanid (K[Au(CN)y|) wurden in 11 destilliertem Wasser gelost, das eben-
falls auf 60°C erhitzt wurde.

e Beide Losungen wurden gemischt, bis das Gesamtvolumen erreicht war.
Das Goldbad hatte bei einer Temperatur von 60°C einen pH-Wert von 5,8, eine Dichte

von 1,11 % und eine Goldkonzentration von 10 %. Dem Galvanisierungsprozess lag die

folgende Reaktionsgleichung zugrunde:
4 K[Au(CN)s] + 2 HyO — 4 Au + 4 HCN + 4KCN + O,

R

Gitterelekirode

Abbildung 4.3: Versuchsaufbau zur Galvanisierung in Kaliumgoldcyanid

Als Netzgerit wurde ebenfalls ein Lambda-ZUP-1.8 verwendet. Bei einer Temperatur von
60°C wurde an die Proben im Goldbad ein konstanter Strom von 25 mA angelegt, der iiber
ein Messgerat kontrolliert wurde. Bei diesen Einstellungen betrug die Depositionrate des
Goldes fiir die Gesamtfliche von 4 cm? ca. 0,25 £%. Die Dauer der Galvanisierung richtete
sich nach der Dicke der eingebauten Aluminiumschichten und der gewiinschten Pillarhohe.
Fiir eine Pillarlinge von ca. 200 nm wurde z.B. 60s — 70 s lang galvanisiert, fiir Pillars mit
400 nm Hohe wurden 120s gewéhlt. Nach der Deposition des Goldes in die Nanoporen
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wurden diese in 20 wt% Kaliumhydroxid (KMF-Laborchemie Handels GmbH, Lohmar)
entfernt. Die Substrate befanden sich fiir 1h — 2h im KOH und wurden anschliefsend
mehrere Stunden mit destilliertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff getrocknet. Abb. 4.4
zeigt schematisch den Gesamtablauf der Pillarherstellung.
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Ti Poren gefiillt mit Au

Ti Gold-Nanopillars

Abbildung 4.4: Pillarherstellung in vier Stufen:
1) Deposition von Metallschichten im Reinraum
2) Anodisierung in Ozalsdure
3) Galvanisierung in Kaliumgoldcyanid
4) Entfernung des AlyOg in KOH
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4.2 Charakterisierung der Nanostrukturen

Die Geometrie und Struktur der nanopordsen Aluminiumoxid-Membranen und der Arrays
aus Gold-Nanopillars wurden zu verschiedenen Zeiten des Herstellungsprozesses mit dem
Rasterelektronenmikroskop analysiert. Daran schloss sich die elektrochemische Untersu-
chung mittels Zyklovoltametrie und Impedanzspektroskopie an.

4.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die wichtigste Methode zur Bestimmung der Pillargeometrie stellte das Rasterelektronen-
mikroskop (REM) dar. In der vorliegenden Arbeit wurde ein REM vom Typ Zeiss Gemini
1550 (Carl Zeiss SMT AG, Jena) verwendet.

i Elektronen-
strahl

|mess

|!'€8." Irealr - Sin(O‘.)

Geneigte
Probe

Abbildung 4.5: Berechnung der realen Hohe von Objekten, die im REM um den Win-
kel a geneigt sind. Die Héhe wurde um den Faktor sin(a) ™! korrigiert.

Sowohl die Nanoporen aus Aluminiumoxid als auch die Gold-Nanopillars wurden in der
Aufsicht mit Vergroferungen von 20kx und 100 kx analysiert. Die Nanopillars wurden
zusétzlich unter einem Winkel von 60 ° mit Vergroferungen von 50 kx und 100 kx gescannt,
um ihre Hohe bestimmen zu kénnen. Wurden die Proben mit einem von 0 ° abweichenden
Winkel analysiert, so mussten Hohen, die unmittelbar aus den REM-Aufnahmen ermittelt
wurden, aufgrund der rdumlichen Verzerrung um den Faktor sin(a) ™! korrigiert werden,
wie Abb. 4.5 zeigt.
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4.2.2 Statistische Analyse der Nanostrukturen

Die statistische Auswertung der REM-Aufnahmen erfolgte mit einem Matlab-Programm.
Dieses lieferte den Porendurchmesser, ihren Abstand, die Porositdt und die Anzahl der
néchsten Nachbarn im Template. Im weiteren Verlauf wurde diese Auswertungsmethode
auch fiir die Nanopillar-Arrays eingesetzt.

Das Programm fand durch Filterfunktionen und Hintergrundkorrekturen die Grenzen der
Nanostrukturen (siche Abb. 4.6) und ermittelte hieraus deren Verteilung und die ge-
nannten Parameter. Von jeder Probe wurden jeweils drei Bilder der Vergrofserung 100 kx
analysiert, die an verschiedenen Stellen aufgenommen wurden.

et = 000 B
Whs Zem

Mag = 10000 KK Sigrel A inlevs  Date 1 Feb 2000 (BN

Abbildung 4.6: Erkennnung der Nanoporen mit Hilfe des Matlab-Programms 9%
1.) Urspriingliche REM-Aufnahme
2.) Rot markierte Nanoporen

Die resultierenden Werte fiir die jeweiligen Parameter wurden als Histogramme ausgege-
ben, die exemplarisch in Abb. 4.7 zu sehen sind. Da die Poren in einem selbstorganisierten
Prozess entstehen und eine weitreichende Ordnung aufweisen, konnte fiir die Auswertung
der Histogramme eine Normalverteilung angenommen werden. Fiir die Bestimmung der
Porositat wurde die Flache jeder einzelnen Pore durch die gesamte Flédche der analysier-
ten REM-Aufnahme dividiert. Da in einem idealen Porenarrangement eine hexagonale
Struktur entsteht, in der jede Pore sechs néchste Nachbarn hat (s. Kapitel 3.3), wurde fiir
die Auswertung des Porenabstandes dieser Wert angenommen.

Dariiber hinaus flossen Artefakte in den Nanoporen, deren Gréfe einen frei wiahlbaren
Schwellenwert unterschreitet, nicht mit in die Auswertung ein, so dass die Verteilungen
nicht zu kleineren Werten hin verfélscht wurden.
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Abbildung 4.7: Ermittlung verschiedener Porenparameter mittels Histogrammen [96]
(a) Porendurchmesser
(b) Nichste Nachbarn
(¢) 4 ndichste Nachbarn

Fir die Ermittlung der geometrischen Oberfliche der Nanopillars war auferdem die Be-
stimmung ihrer durchschnittlichen Hohe erforderlich. Hierfiir wurden die Proben zunéchst
gebrochen und unter einem Winkel von 60 ° unter dem REM analysiert. Pro Probe wurden
3 Messungen gemacht, und hieraus wurde die durchschnittliche Pillarhdhe bestimmt.

Uber die Formel

wd hAO
Aap = Ay + P70
30 = A0t G600y

int

(4.1)

wurde daraus die Pillaroberfliche bestimmt mit der Pillarhéhe h, der Grundfliche Ay,
dem Pillardurchmesser d,, und dem Pillarabstand d;:. dp und d;;; sind zuvor aus der sta-
tistischen Auswertung mit Matlab hervorgegangen. Fiir die Bestimmung von Ay wurden
die Substrate vorher mit einem handelsiiblichen Scanner mit einer Auflésung von 300 dpi
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(s. Abb. 4.8) eingescannt. Die so gewonnenen Bilder wurden anschlieffend mit der Software
Scion Image (Scion Corporation, Maryland, USA) iiber einen Kontrastabgleich ausgewer-
tet. So konnten genau die Bereiche der Proben ermittelt werden, in denen tatséchlich
Nanopillars gewachsen waren. Dieser Wert floss dann als jeweiliges Ay in die Berechnung
der tatséchlichen geometrischen Oberfliche ein.

T
P

o
r
yr
%

5 Pillars
S
pha e e

b Al-Rande

&>

e ——
3 mm

Abbildung 4.8: Grundfliche der Nanopillar-Proben: Nach dem Einscannen der Sub-
strate wurde der planare Al-Rand im linken Bild tiber einen Kontrast-
abgleich in Scion Image entfernt.

4.2.3 Elektrochemische Eigenschaften

Die elektrochemischen Eigenschaften von Gold-Nanopillars wurden mittels Zyklvoltame-
trie und Impedanzspektroskopie in verschiedenen Elektrolyten untersucht. Als Referenz
dienten hierbei planare Goldoberflichen. Aus den unterschiedlichen Methoden wurde fiir
alle Proben jeweils die elektrochemisch aktive Oberfliche bestimmt und mit der geome-
trischen Oberflache verglichen, die zuvor im Rasterelektronenmikroskop ermittelt wurde.
Abschliefend erfolgte anhand der elektroaktiven Oberfliche ein Vergleich zwischen den
verschiedenen Messmethoden. Als Elektrolyte kamen zum Einsatz: 0,15 M NaCl (Sigma)
und 1 mM Hexacyanoferrat(II) (K4[Fe(CN)g, Fluka) in 1 M KCI (Sigma).

Fiir alle Messungen wurde ein 3-Elektroden-Setup verwendet, das schematisch in Abb. 4.9
dargestellt ist. Dieser Aufbau bestand aus einem Platindraht als Zahlelektrode, einer
Ag/AgCl-Referenzelektrode in 3M KCl und den Nanostrukturen als Arbeitselektrode.
Zur Messung wurde die Arbeitselektrode mit der Messelektrode des Potentiostaten zu-
sammengeschaltet, und alle Potenziale wurden auf die Referenzelektrode bezogen.
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@ Zahlelekirode
—— @ Referenzelekirode
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Abbildung 4.9: Messaufbau fiir Zyklovoltametrie und Impedanzspektroskopie an Gold-
Nanostrukturen

Die Probe befand sich in einer eigens fiir diesen Zweck gebauten Messzelle aus Teflon, die
in Abb. 4.10 zu sehen ist. Sie wurde durch einen O-Ring aus EPDM abgedichtet, der - wie
bei der Anodisierungszelle - eine Innenfliiche von 0, 35 cm? hat. Das elektrische Signal der
Probe wurde auferhalb iiber zwei Federstifte aus Messing abgeleitet. Diese Stifte waren
mit einem Kupferring verbunden, an dem ein Kabel zur Signalweiterleitung befestigt war.
Die Teflonzelle wurde dann mit dem jeweiligen Elektrolyten befiillt und verschlossen. Um
Oxidationseffekte in den Ergebnissen zu vermeiden, wurde der Elektrolyt in den meisten
Experimenten vor der Messung 30 bis 40 min mit Argon gespiilt.

Abbildung 4.10: Teflonzelle fiir elektrochemische Messungen 7. Im rechten Bild sind
die Federstifte und der Kupferring zur Signalmessung zu sehen.

Alle Versuche an grofflachigen Nanopillar-Arrays wurden mit einem EG&G 283 Poten-
tiostaten (Princeton Applied Research, Princeton, NJ, USA) durchgefiihrt. Bei den vol-
tametrischen Experimenten wurden abhéngig vom Versuchsziel Scangeschwindigkeiten
zwischen 5 % und 10000 % gewihlt. Fiir die Impedanzspektroskopie kam zusétzlich ein
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Solartron 1260 Impedanzanalysator (Solartron Analytical, UK) zum Einsatz, mit dem die
Impedanz im Frequenzbereich zwischen 1Hz und 10* Hz untersucht wurde. Hierbei lag
eine AC Spannung von 10mV an.

Fiir die Untersuchung von nanostrukturierten und planaren MEAs mittels Impedanzspek-
troskopie wurde ein Autolab Potentiostat PGSTAT 302 verwendet (Eco Chemie BV, Ut-
recht, Niederlande). Die Impedanz der MEAs wurde in einem Zweielektroden-Setup von
1 Hz bis 10* Hz gemessen. Hierfiir wurden die Z#hl- und die Referenzelektrode in Abb.
4.9 zusammengeschaltet. Als Referenzelektrode kam eine Ag/AgCl-Elektrode in 3 M KCl-
Losung vom Modell MF-2078, RE-6 (BASi, Warwickshire, UK) zum Einsatz. Die MEAs
befanden sich wiahrend der Messung in einer offenen Messbox, in der die 64 Kanéle auf
dem Chip einzeln kontaktiert werden konnten (s. Abb. 4.17(b) in Kapitel 4.5).

Zur Auswertung der Impedanzspektren, die mit beiden Potentiostaten aufgenommen wur-
den, wurde die Software ZView Version 2.9b verwendet, mit der die Daten geméf verschie-
denen Ersatzschaltbildern gefittet werden konnten. Die Auswertung der Voltamogramme
erfolgte mit CorrWare 3.1. Beide Programme sind frei verfiighare Software von Scribner
Associates Inc. (Southern Pines).

Die Impedanzmessungen an einzelnen MEA-Elektroden wurden anschliefend durch die
Aufnahme von Transfercharakteristika mit Hilfe eines Lock-In-Verstérkers vom Modell
SR 830 DSP von Stanford Research Systems (Sunnyvale, Kalifornien) ergénzt. Hierfiir
befanden sich die MEAs wiederum in der oben beschriebenen Messbox, so dass die Elek-
troden einzeln angesteuert werden konnten. Im Bereich von 1 Hz bis 10* Hz wurde nun ge-
messen, wie viel Prozent eines angelegten Spannungssignals von den verschiedenen MEAs
hindurch gelassen wurde. Fiir die Verstiarkung dieser Elektrodensignale wurde ein MEA-
Verstarker-System verwendet, das in der elektronischen Werkstatt des IBN-2 angefertigt
worden war 23],

Aus den Transfercharakteristika wurde fiir die Frequenz 100 Hz das Verhéltnis y von
angelegter Spannung Uy und Spannungsantwort U; abgelesen. Fiir y gilt mit der Impedanz
Zyear, der Passivierungsschicht und der Impedanz Z,; der Mikroelektrode:

Z o Zleak
Us Zieak + Zal

Um aus den Transfermessungen zusammen mit den Resultaten der Impedanzspektroskopie

y= (4.2)

Ergebnisse iiber die Qualitdt der Passivierung, d.h. {iber Z..;, sowie die Impedanz der
Elektroden Z,; zu erhalten, wurde das Modell eines Spannungsteilers fiir die Zellkopplung



56 Kapitel 4: Methoden und Materialien

an eine Mikroelektrode zugrunde gelegt (s. Abb. 4.11). Die Impedanzen der Leiterbahnen
und des Elektrolyten wurden hierbei vernachléssigt.

U,

Kl I
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leak

Abbildung 4.11: Modell eines Spannungsteilers zur Zellkopplung an eine Mikroelek-
trode. Zjeqr: Impedanz der Passivierung, Zg: Elektrodenimpedanz

Fiir die Impedanzmessungen sind beide Impedanzen in Abb. 4.11 geerdet, und Uy liegt
zwischen den Impedanzen an. Daraus ergibt sich folgende Relation:
1 n 1
Zyes  Zrear Zel

(4.3)

und Z, ist aus den Impedanzspektren bekannt. Uber die Gleichungen 4.2 und 4.3 lassen
sich mit Kenntnis von y und Z die folgenden Relationen fiir Zj.q; und Z; ermitteln:

Z €s
A (4.4)
Yy
Z
- 4.5
e = T (43)

4.3 Zellkopplung an Gold-Nanopillars

Die Eignung von Gold-Nanostrukturen als biokompatible Elektrodenoberflache wurde so-
wohl fiir Primérzellen als auch fiir Zelllinien untersucht. Das Augenmerk lag hierbei auf
der optimalen Uberlebensrate der Zellen in Kontakt mit den Nanopillars. Fiir alle verwen-
deten Zelltypen lagen vor Versuchsbeginn reproduzierbare Ergebnisse des Zellwachstums
auf planaren Goldoberflichen vor, die neben Glassubstraten bei allen Zellkulturen als
Referenzen verwendet wurden.
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4.3.1 Oberflichenmodifikationen fiir verschiedene Zelltypen

In Abhéangigkeit des Zelltyps, der auf den Gold-Nanopillars kultiviert werden sollte, wur-
den verschiedene Oberflachenmodifikationen getestet.

Kortikale Rattenneuronen:

Fiir die Kultivierung kortikaler Rattenneuronen (RCN) wurden Embryonalzellen an Tag
18 der embryonalen Entwicklung isoliert. Anschliefsend wurden als Beschichtung fiir die
Gold-Nanopillars zunéchst das standardisierte Protein poly-L-Lysin (pLL) und ein Gel aus
Extrazellularmatrix-Proteinen (ECM-Gel) getestet. Fiir weiterfithrende Versuche wurden
aullerdem zwei unterschiedliche Typen von Self-Assembled Monolayers (SAMs), beste-
hend aus Alkylthiolketten, verwendet. Als Referenzen kamen in allen Versuchen planare
Goldoberflichen zum Einsatz.

1. pLL: Vor der Beschichtung mit FITC-Poly-L-Lysin (Sigma) erfolgten zwei Reini-
gungsschritte fiir jeweils 5 Min im Ultraschallbad - in 70 % Ethanol und anschlie-
fend in sterilem bidestilliertem Wasser. Es folgte die Uberfiihrung der Proben unter
die Sterilbank. Dort wurden sie iiber Nacht in Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line Solution (DPBS) mit Calcium (Ca) und Magnesium (Mg) (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) inkubiert und so auf die Zellkultur am néchsten Tag vorbereitet.

Nach dem Absaugen der DPBS wurden die Gold-Nanostrukturen und planaren
Goldsubstrate am néchsten Tag zwei Mal mit steriler Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS, Invitrogen) gewaschen. Fiir die Beschichtung wurden 30 ul pLL in 1470 pl
HBSS gelost. Nachdem die Proben in dieser Losung 1 h lang inkubiert wurden, folg-
ten erneut zwei Waschschritte in HBSS, bevor die Zellen ausplattiert wurden.

2. ECM-Gel: Bei dieser Beschichtungsmethode wurde ECM-Gel (Sigma) im Verhalt-
nis 1:1000 mit HBSS Puffer verdiinnt. Anschliefsend wurde in dieser Losung pLL
mit einer Konzentration von 10 £& geldst, und diese Proteinlosung wurde bei Raum-
temperatur flir eine Stunde auf die Substrate aufgebracht. Hiernach wurden die
Substrate zwei Mal mit HBSS gewaschen.

3. Im Anschluss an die Proteinbeschichtungen wurden zwei verschiedene Beschichtun-
gen mit SAMs getestet:
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e die amino-terminierte SAM HS-(CHy);;-NHy (ProChimia, Sopot, Polen), im
folgenden NH, genannt sowie

e eine Mischung aus den folgenden SAMs mit Ethylenglykolgruppen:
(HS-(CHs)11 EG3 und HS-(CHs)1; EGgNH, (HCI) (beide von ProChimia, Sopot,
Polen), im folgenden kurz als MML (Mixed Monolayer) bezeichnet.

Vor der Beschichtung mit SAMs wurden die Oberflichen der Proben 10 Min lang
im Sauerstoffplasma in einem Plasmaofen der Firma Diener (Nagold) bei 40 W und
einem Druck von ca. 0,6 mbar aktiviert. Dann wurden die jeweiligen Monolayer in
100 % Ethanol mit einer Konzentration von 4 x 107 mTOI gelost. In dieser Losung
wurden die gereinigten Proben fiir vier Stunden inkubiert. Anschlieffend wurden
sie zunachst mit 100 % Ethanol abgespiilt und danach durch zweimaliges Spiilen
fiir 5Min im Ultraschallbad in 70 % Ethanol sterilisiert und unter die Sterilbank
iiberfithrt. Zur Ausrichtung der Polyethylenglykolketten wurden die Proben nun
noch zwei Mal fiir je 5Min in sterilem bidestiliertem Wasser im Ultraschallbad
behandelt. Bis zur Préparation der Zellen wurden die Proben mit den ausgerichteten
SAMs dann in HBSS unter der Sterilbank gelagert.

Zur Verbesserung der Kulturbedingungen wurden die Zellkulturschalen (Durchmesser:
35mm) mit einer Hintergrundbeschichtung aus pLL versehen, die mit einer Konzentration
von 10 £8 in HBSS gelost war. Neuronen, die auf dieser Hintergrundbeschichtung wuchsen,
unterstiitzten das Wachstum der Neuronen auf der Probe dadurch, dass sie Cytokine
abgaben.

Grillenneuronen:

Grillenneuronen wurden auf Substraten mit einer Proteinbeschichtung aus Concanava-
lin A (Con A) und auf unbeschichteten Proben ausgesét. Fiir beide Varianten wurden die
Proben zuvor im Ultraschallbad je 5 Min lang in 70 % Ethanol und in bidestilliertem Was-
ser sterilisiert und anschliefsend fiir 2 Min im Sauerstoffplasma hydrophilisiert. Es folgte
eine einstiindige Inkubation der Substrate in einer conA-L&sung mit einer Konzentration
von 0,2 7% in ultrareinem Wasser. Abschliekend wurden die Substrate mit bidestilliertem
Wasser abgespiilt und waren fiir die Zellbesiedlung vorbereitet.

HL1-Zellen:
HL1-Zellen sind eine Zelllinie aus Herzmuskelzellen, die aus Kardiomyozyten von Méau-
sen gewonnen werden. Fiir die Kultivierung von HL1-Zellen wurden die Substrate zuvor
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mit Fibronektin (Sigma) beschichtet. Hierfiir wurde 1 ml Fibronektin in 200 ml 0,02 %
Gelatine verdiinnt und in dieser Konzentration auf die Substratoberfliche aufgebracht.
Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung wieder abgesaugt,
und die Zellen konnten direkt ausgesit werden. Die HL1-Zelllinie stammte vom Louisiana
State University Health Science Center (New Orleans, LA, USA).

HEK-Zellen:

HEK 293 - Zellen sind eine héufig verwendete Zelllinie, die aus humanen Nierenepithel-
zellen gewonnen wird. Die HEK-Zellen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden,
verfiigen {iber Natriumkanéle vom Typ NaV 1.4. Die pLL-Beschichtung fiir die Kultivie-
rung von HEK-Zellen folgte dem gleichen Protokoll wie fiir RCN (s. oben). Vergleichsweise
wurden auf einem Teil der Substrate HEK-Zellen ohne vorherige Beschichtung ausgesét.
In diesem Fall wurden die Proben vorher lediglich sterilisiert.

Weitere Details zur Kultivierung von HL1- und HEK-Zellen und von kortikalen Ratten-
neuronen sowie zu den dabei verwendeten Ndhrmedien und Losungen konnen nachgelesen
werden bei [98].

4.3.2 Live-Dead-Staining mittels Fluoreszenzmikroskopie

Zur statistischen Auswertung des Verhéltnisses zwischen lebenden und toten Zellen wur-
de die Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Hierfiir kam ein Axio Imager Z.1 Apotome
(Carl Zeiss GmbH, Oberkochen) zum Einsatz. Alle Messungen wurden mit einem 20x-
Immersionsobjektiv durchgefiihrt.

Als Farbstoff fiir lebende Zellen wurde Calcein (Sigma) verwendet, tote Zellen auf den Sub-
straten wurden mit Ethidiumhomodimer-1 (EthD-1, Invitrogen) gefirbt. Die Farbelosung
bestand aus PBS mit 1 mM Calcein und 2mM EthD-1. Vor dem Farben wurden die Zel-
len zwei Mal mit vorgewdrmter PBS-Losung (1x) gewaschen und dann in der Féarbelosung
inkubiert. Die Fluoreszenzbilder wurden in der Regel im Zeitraum zwischen 5 und 15 Min
mit dem 38HEGFP-Kanal (A = 488 nm) und dem 43HEDsRed-Kanal (A = 546 nm) des
Apotomes aufgenommen. Anschliefend wurden die Bilder statistisch mit der frei verfiig-
baren Software ImageJ ausgewertet.

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Aktinfilamente wurden die Neuronen
15 min lang mit 3,7 % Formaldehyd in PBS bei 4°C fixiert. Anschliefend wurde die Fi-
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xierung durch eine einstiindige Inkubation in 5 %igem fotalem Kélberserum (kurz: FBS,
Invitrogen) gestoppt. Die Zellmembran der Neuronen wurde dann 15min lang in PBS
mit 5% FBS und 0, 1% Triton X-100 (Sigma) bei Raumtemperatur durchlissig gemacht.
Als Fluoreszenzfarbstoff kam TRITC-Phalloidin (Sigma) zum Einsatz, das mit 20 £& in
der Permeabilisierungslosung gelost wurde. Hierin wurden die Proben fiir 1h bei 37°C
inkubiert und anschlieffend mit PBS und Wasser abgespiilt.

4.3.3 Fixierung und Kritisch-Punkt-Trocknung

Im Anschluss an die Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden die Proben,
auf denen erfolgreich Zellen kultiviert werden konnten, fir REM-Aufnahmen fixiert. Zu-
néichst wurde Glutaraldehyd (25 % EM Grade, Agar Scientific Ltd., Essex) in 20 mM des
Puffers 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure (kurz: HEPES, Carl Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe) gelost. Der pH-Wert dieser Losung wurde mit 1 M NaOH
auf 7,4 eingestellt. Wichtig war bei der anschliefenden Steril-Filtration, dass die Fixier-
l6sung flusenfrei blieb, um Kontaminationen der Zellkultur zu vermeiden. Je nach Zell-
typ wurden Fixierungsprotokolle mit unterschiedlichen Konzentrationen Glutaraldehyd in
HEPES verwendet. Vorher wurden die Zellen zwei Mal in 1x PBS gereinigt, um Grofteile
der Farbelosung auszuwaschen.

Protokoll A: 1,25 % Glutaraldehyd

Rattenneuronen wurden zunéchst fiir 2h in 1,25 % Glutaraldehyd fixiert. Anschliefsend
wurde diese Losung gegen eine 2,5 %ige Glutaraldehydlosung ausgetauscht, in der die
Proben ca. 20h inkubiert blieben. Am néchsten Tag folgte die Ethanol-Austauschreihe,
die in Protokoll B beschrieben ist und eine weitere Nacht beinhaltete. Dieses Protokoll war
zwar sehr zeitintensiv, gewihrleistete aber, dass die Haftung der Zellen am Substrat nach
der Fixierung optimal war. Gleichzeitig wurden Schrumpfungseffekte der Zellen durch den
Ethanolaustausch minimiert.

Dieses Protokoll liefs sich auch abkiirzen durch Weglassen der Vorfixierung in 1,25 %
Glutaraldehyd. In der kurzen Variante von Protokoll A wurden die Proben direkt fiir 4 h
in 2,5% Glutaraldehyd inkubiert, so dass die ersten beiden Schritte der Ethanol-Reihe
noch am selben Tag durchgefithrt werden konnten.

Protokoll B: 3,5% Glutaraldehyd
Fir HL1- und HEK-Zellen war die Fixierung weniger kritisch als bei Rattenneuronen. Aus
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diesem Grund erfolgte die Fixierung hier sogar in 3,5 % Glutaraldehyd fiir 4 h. Abschlie-
Kend folgte die Ethanolreihe, die die Proben auf die Kritisch-Punkt-Trocknung vorberei-
tete. Sukzessive wurde dabei jeweils die Hélfte der Fixierlosung mit Ethanol substituiert,
was zu den folgenden Konzentrationen fiihrte:

. 50 % Ethanol: Inkubation fiir 2,5h

. 75 % Ethanol: Dehydrierung iber Nacht bei 4°C
. 87,5 % Ethanol: Inkubation fiir 15 Min

. 93,8 % Ethanol: Inkubation fiir 15 Min

. 96,9 % Ethanol: Inkubation fiir 15 Min

. 98,4 % Ethanol: Inkubation fiir 15 Min

S T = W N~

Abschliefend wurde bis auf den Fliissigkeitsspiegel auf der Probe die gesamte Losung mit
100 % Ethanol ersetzt. Hierin verblieben die Proben weitere 15 Min, bis sie in einen Pro-
benhalter aus Edelstahl iiberfiihrt wurden, der sich ebenfalls in 100 % Ethanol befand.
Mit diesem Halter wurden sie dann in die bereits mit 100 % Ethanol gefiillte Kammer der
Kritisch-Punkt-Trocknungs-Anlage gestellt (CPD 030, Baltec AG, Liechtenstein). In der
Kritisch-Punkt-Trocknungs-Anlage wurde nun das Ethanol in 10 Stufen, die auf 60 Min
verteilt waren, gegen CO, ausgetauscht. Unter Heizen erfolgte am kritischen Punkt (31°C
bei 73,8 bar) der Umschlag zur Gasphase, und die Trocknung der Proben war abgeschlos-
sen.

Als letzten Schritt der Vorbereitung zur REM-Analyse wurden die Zellproben in einer
SCD 004 Sputteranlage der OC Oerlikon Balzers AG (Liechtenstein) mit einer Schicht
Platin besputtert, die wenige Nanometer dick war. Diese Schicht diente zur Kontrastver-
besserung im Elektronenstrahl.

4.3.4 Zell-Nanostruktur-Schnitte durch fokussierten lonenstrahl

Fiir die Untersuchung der Schnittstelle zwischen Zellmembran und Nanostrukturen wur-
den ausgewihlte Zellen unter dem REM mit einem fokussierten Ionenstrahl (Focused Ion
Beam, FIB) geschnitten. Diese Methode zur Untersuchung von Zell-Substrat-Schnittstellen
wurde bereits von Greve et al. verwendet ). Die FIB-Untersuchungen wurden in Koope-
ration mit dem Forschungszentrum Stiftung caesar, Bonn, durchgefiihrt. Dort wurde ein
REM vom Typ Zeiss Gemini 1550 (Carl Zeiss SMT AG, Jena) verwendet, das iiber eine
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FIB-Anlage mit einem Gallium-Ionenstrahl vom Typ XB1540 der Firma Zeiss verfiigte.
Damit wurden die Proben senkrecht geschnitten (Milling) und unter einem Winkel von
54 ° analysiert, wie in Abb. 4.12 dargestellt ist. Zusétzlich war durch ein integriertes Gas-
injektionssystem (GIS) die selektive Aufbringung von Platin (Pt) oder Wolfram (W) auf
die Oberflache moglich. Hierdurch wurden die Zellen so fixiert, dass sie sich wéhrend des
Milling-Prozesses nicht vom Substrat ablésten. Gleichzeitig verbesserte die Metallschicht
die Kontrasteigenschaften. Mit dem REM konnte die Schnittstelle zwischen den Nanopil-
lars und der Zellmembran sowohl wihrend des Millings in Echtzeit als auch anschliefend

analysiert werden.

FIB Milling
SEM
Image v
Slice ”
Direction - 34
"

Abbildung 4.12: Schematischer Aufbau des FIB-Equipments 99

4.4 Mikroelektroden-Arrays

4.4.1 Fabrikation im Reinraum

Im Reinraum des Forschungszentrums caesar (Bonn) wurde zunéchst mittels Nassoxida-
tion in einem Diffusionsofen des Typs TS-6304 der Firma Tempress Systems Inc. (Heerde,
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NL) ein Si-Wafer mit 1500 nm SiOs beschichtet. Der Prozess wurde bei 950°C durchge-
fithrt.

Darauf folgten die nachstehenden Strukturierungsschritte zur Herstellung von MEAs (sie-
he Abb. 4.13):

1. Auf den SiO,-Schichten wurden mit einer Sputteranlage vom Typ ZH 620 der Firma
Emerald Technology Ventures AG (Ziirich) 10 nm Ti als Adhésionsschicht, 200 nm
Au und noch einmal 10 nm Ti deponiert. Es folgte die Beschichtung mit dem Posi-
tivlack AZ 6612 (MicroChemicals GmbH, Ulm), der mit einem Mask-Aligner MA 6
der Firma Siiss MicroTec AG (Garching) photolithographisch vorstrukturiert wurde.

2. Anschliefslend wurden die iiberschiissigen Metallbereiche und Lackreste trockenétz-
technisch mittels Ion Beam Etching (IBE) mit Argon als Prozessgas entfernt. Hierfiir
kam ein Ionfab 300 Plus-System der Firma Oxford Instruments Plasma Technology
(Wiesbaden) zum Einsatz.

3. Auf die SiOy-Schicht mit Ti/Au/Ti wurde nun mittels Plasma Enhanced Chemi-

cal Vapour Deposition (PECVD) eine elektrisch isolierende Schicht aus SiOs und
SizNy (kurz: ONO-Schicht) deponiert. Die oberste Ti-Schicht diente hierbei zur bes-
seren Haftung des ONO-Stapels auf dem vorstrukturierten Wafer. Die verwendete
PECVD stammte von der Firma Surface Technology Systems ple (STS, Newport,
UK).
Durch Photolithographie wurde die ONO-Schicht nun so strukturiert, dass die Elek-
trodenbereiche frei lagen, die Leiterbahnen aber weiterhin passiviert waren. An den
Réandern der Elektroden verblieb ein schmaler Streifen ONO zur Vermeidung von
Kurzschliissen. Bei diesem photolithographischen Schritt wurde der Lack AZ 1518
der Firma MicroChemicals verwendet.

4. Das Offnen der ONO-Schicht an den aktiven Elektrodenfenstern erfolgte trockenéitz-
technisch mittels Reactive Ion Etching (RIE). Fiir diesen Schritt kam ein Plasma-
Atz-System von STS zum Einsatz, und das Substrat wurde riickseitig mit Helium
gekiihlt. Die Oxidschichten wurden mit CF4 und CHF3 als Prozessgas entfernt, fiir
das Nitrid wurden CFy4, O, und CHF3 verwendet. Gleichzeitig wurden die oberen
10nm Ti weggedtzt um einen Kontakt zum darunterliegenden Gold zu erlangen.
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Abbildung 4.13: Herstellung von MEAs auf Si-Substraten mittels Lithographie, Me-
tallisierung und Aufbringen einer Passivierungsschicht
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Fiir die anschliefende Nanostrukturierung der Elektrodenbereiche auf den MEAs, wie sie
in Abb. 4.14 dargestellt ist, wurden die passivierten MEAs wie folgt weiter prozessiert:

1. Noch im Reinraum wurde auf die ONO-Schicht mit einem Elektronenstrahlverdamp-
fer ein Aluminiumfilm mit einer Dicke von 800 nm aufgebracht. Die Aufdampfanlage
des Modells BAK640 stammte von der Firma Unaxis GmbH (Hanau).

2. Auferhalb des Reinraums wurde diese Aluminiumschicht nun anodisiert, wie bereits
in Kapitel 4.1.1 vorgestellt wurde. Standardméfig wurde fiir den Atzproze 0,3 M
Oxalsédure bei einer Spannung von 40 V verwendet.

3. Nach der Porenerweiterung und der Entfernung der Barrier Layer in 5 wt% Phos-
phorsédure fiir ca. 40 Min folgte die Galvanisierung im Goldbad zur Fiillung der
entstandenen Poren.

4. Im letzten Schritt wurde die Aluminiumoxidmembran in 20 wt% KOH entfernt, so
dass auf den Elektrodenfenstern freistehende Pillars verblieben.
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Abbildung 4.14: Herstellung von Gold-Nanopillars auf MEAs durch Anodisierung,
Galvanisierung und Atzen in KOH
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4.4.2 Chip-Aufbau und Verkapselung

Um die MEAs zur Ableitung von Zellsignalen nutzen zu kénnen, mussten sie zunéchst
elektrisch leitend mit Carrier-Platinen verbunden werden. Anschliefend war eine Isolation
der Leiterbahnen erforderlich, um wéhrend der Messungen einen Kontakt zwischen Lei-
terbahnen und Zellmedium zu vermeiden.

Der Aufbau der MEA-Chips auf den Carriern wurde in den folgenden Schritten durchge-
fiihrt:

1. Wurden planare MEAs verwendet, die zum S&gen mit Schutzlack versehen waren,
dann erfolgte zuerst eine Reinigung in Aceton und Isopropanol. MEAs,; auf de-
nen durch Anodisierung und Elektrodeposition Gold-Nanopillars entstanden waren,
wurden lediglich mit destilliertem Wasser gereinigt und getrocknet.

2. Fiir den Chipaufbau wurde der Carrier an den Seiten und in der Mitte so gefeilt,
dass ein Glasring vom Aufendurchmesser 9 mm in das Loch hineinpasste.

3. Danach wurde ein Leitklebstoff (Epo-TEK H20E-PFC, Epoxy Technology, Billarica,
USA) aus den Komponenten A und B zu gleichen Teilen angemischt. Mittels Rakel
und Positionierungsfolie (s. Abb. 4.15(a)) wurde der Silberkleber auf die Bondpads
der Carrier aufgebracht. Kontakte zwischen den einzelnen Bondpads wurden dabei
unbedingt vermieden.

4. Mit einem Fineplacer (s. Abb. 4.15(b)) wurde nun der MEA-Chip so auf dem Car-
rier positioniert, dass die einzelnen Bondpads des Chips iiber Silberkleber mit den
jeweiligen Bondpads auf der Platine elektrisch leitend verbunden waren. Es folgte
das Ausbacken des Klebers im Ofen bei 150°C fiir 1 h.

5. Im néchsten Schritt wurde der Zweikomponentenkleber U 300 (Epo-Tek, Epoxy
Technology, Billarica, USA) im Verhéltnis 10:1 von Komponente A zu Komponente
B verwendet, um den Chip fest mit dem Carrier zu verbinden. Hierfiir wurde der
Kleber mit einem Zahnstocher auf der Riickseite des Carriers so an den Chipkanten
aufgebracht, dass er die Liicken zwischen den einzelnen Bondpads ausfiillte. Auch
dieser Kleber wurde 1h lang bei 150°C ausgeheizt.
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6. Die Verkapselung der MEA-Chips zur elektrischen Isolierung erfolgte nun mit dem

biokompatiblen Kleber PDMS 96-083 (Dow Corning Cooperation, Midland, USA).
Auch dieser Kleber wurde im Verhéltnis 10:1 von Polymer zu Aushértemittel vor-
bereitet. Zunichst wurde die Unterseite eines kleinen Glasrings mit PDMS benetzt,
und dieser wurde in das Loch des Carriers eingesetzt, so dass er auf dem darunter-
liegenden Chip haftete. Anschliefend wurde ein groker Glasring vom Aufendurch-
messer 20 mm mit PDMS benetzt und auf der Oberseite des Carriers fixiert. Das
Aushérten des Klebers erfolgte wieder bei 150 °C fiir 1 h.

. Nach der Fixierung der Glasringe wurde die Carrierfliche zwischen den beiden Rin-

gen mit PDMS versehen, da das Platinenmaterial nicht biokompatibel ist. Es folgte
die Aushértung des Klebers (1h, 150°C).

. Der letzte Verkapselungsschritt bestand darin, dass die Riickseite des Carriers dort
mit PDMS versehen wurde, wo der Kleber U 300 den Chip an der Platine fixierte.
Der Kleber U 300 ist ebenfalls nicht biokompatibel und zudem gut 16slich in Ethanol,
das in der Zellkultur zur Sterilisierung der Chips eingesetzt wird. Daher wurde ein
eventueller Kontakt dieses Klebers mit dem Zellmedium durch die PDMS-Schicht
vermieden.

(a) Werkzeug zum Aufbringen (b) Fineplacer fiir die Ausrichtung der MEA-Chips
des Leitsilbers auf die auf den Carriern
Bondpads der
Carrierplatinen

Abbildung 4.15: Equipment zum Aufbau der MEA-Chips auf Carrierplatinen
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Nach dem Aufbau auf den Carriern und der anschlieftenden Verkapselung waren die Chips,
die in Abb. 4.16 zu schen sind, bereit fiir Reinigung, Beschichtung und Besiedlung mit
Zellen.

1cm

Abbildung 4.16: Verkapselter Chip auf Carrierplatine: (a) Vorderseite, (b) Riickseite

4.5 Ableitung extrazelluldrer Signale von Zellkulturen

Aufgrund ihrer dichten Kopplung an Gold-Nanopillar-Arrays wurden HL1-Zellen fiir die
nun folgende Ableitung extrazelluldrer Signale ausgewéhlt. An DIV 4 wurde sowohl mit
nanostrukturierten als auch mit planaren MEAs die spontane elektrische Aktivitat der
HL1-Zellen gemessen. Zur Abschirmung von Storfeldern befand sich der Messaufbau in
einem Patch-Stand mit Luftkissen-Tisch, wie er in Abb. 4.17(a) zu sehen ist. Wahrend der
Signalableitung wurden die 64 Elektroden auf dem Chip iiber eine Messbox kontaktiert,
die in Abb. 4.17(b) dargestellt ist, und als Referenzelektrode kam eine Ag/AgCl-Elektrode
zum Einsatz. Zur Verstarkung der extrazelluldren Signale wurde ein Verstérker-System
verwendet, das in der elektronischen Werkstatt des IBN-2 angefertigt worden war 123,

Die Aufzeichnung der Signale erfolgte mit einem MED 64 System mit der Software MED
64 conductor™ (KF Technology srl, Rom, Italien). Mit dieser Software lief sich in der
Messbox an allen 64 Kanélen gleichzeitig die elektrische Aktivitat der HL1-Zellen aufzeich-
nen, wie in Abb. 4.18 dargestellt ist. Die Messung wurde in HL1-Medium durchgefiihrt,
und bei Bedarf wurde der Neurotransmitter Noradrenalin hinzugegeben, um die Aktivi-
tit der HL1-Zellen anzuregen. Hierfiir wurden 80 mg Noradrenalin (Sigma) in 25 ml einer
30mM Lésung aus Ascorbinsdure (Sigma) gelost. Aus dieser Losung wurden den 400 ul
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(a) Patch-Stand mit optischem Mikroskop auf (b) Messbox fiir MEA-Chips mit
Luftkissen-Tisch Ag/AgCl-Elektrode

Abbildung 4.17: Aufbau zur Ableitung extrazelluldrer Signale

HL1-Medium im Glasring bei Bedarf wenige Mikroliter hinzugefiigt. Uber ein optisches
Mikroskop konnte wéhrend der Messungen die Qualitdt der HL1-Kultur im Hinblick auf
Vitalitdt und Dichte der Zellen oder eventuelle Kontaminationen kontrolliert werden. Die
Signalamplituden der aufgezeichneten Aktionspotenziale von Nanopillar-MEAs wurden
anschliefend mit den Referenzsignalen an planaren MEAs verglichen.
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Abbildung 4.18: Aufnahme von Aktionspotenzialen mit der Software MED 6



5 Ergebnisse

5.1 Analyse der Geometrie von Gold-Nanopillar-Arrays
mittels Rasterelektronenmikroskopie

Mittels Anodisierung, Porenerweiterung, Galvanisierung und Atzung in KOH entstanden
Gold-Nanopillars, deren Geometrie reproduzierbar eingestellt werden konnte. Dabei lie-
Ken sich der Durchmesser und die Abstdnde zwischen den Pillars durch die Kontrolle der
selbstorganisierten Porenentstehung in Aluminiumoxid steuern. Die Anodisierungspara-
meter Spannung, pH-Wert und Temperatur des Atzbades sowie die Dauer der anschlie-
fenden Porenerweiterung in H3PO,4 wurden so gewdhlt, dass Pillars entstanden, wie sie
in Abb. 5.1 zu sehen sind. Uber die Dauer der anschliefenden Galvanisierung wurde die
Hoéhe der Gold-Nanopillars reproduzierbar eingestellt.

Abbildung 5.1: Array aus Gold-Nanopillars: a) von oben, b) Seitenansicht

Mittels REM-Aufnahmen wurden die geometrischen Abmessungen der Nanopillar-Arrays
wiederholt analysiert. Aufgrund dieser Daten wurden der Anodisierungs- und Galvanisie-
rungsprozess dahingehend angepasst, dass Arrays aus gleichméRig verteilten Pillars mit

71
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moglichst geringer Grokenverteilung und regelméfigen Absténden reproduzierbar herge-
stellt werden konnten. Zu diesem Zweck wurde aus den REM-Bildern die geometrische
Oberfliche der Pillar-Substrate ermittelt. Wie bereits in Kapitel 4.2.2 gezeigt, wurden
dabei Pillardurchmesser dyp, Abstand zyp und Hohe hyp bestimmt. Durch Scannen
der Pillar-Proben wurde auferdem die jeweilige Grundflache Ay ermittelt. Mit Kenntnis
dieser Werte ergab sich iiber Formel 4.1 die geometrische 3D-Oberfliche der Nanopillar-
Arrays. Um zu beurteilen, welchen Effekt die Nanostrukturen auf die Vergréferung der
geometrischen Oberflache im Vergleich zur Grundflache Ay haben, wurde der Quotient
AX(? bestimmt. Fiir 12 Nanopillar-Proben mit vergleichbarer Geometrie ist diese Analyse
in Tabelle 5.1 zusammengefasst. Die Gold-Nanopillars in den untersuchten Arrays hatten
einen durchschnittlichen Durchmesser von 56 4+4 nm und waren im Mittel 18448 nm hoch.
Der mittlere Abstand zwischen den Pillars betrug 2345 nm. Damit war die gesamte Ober-
fliche der Pillars im Durchschnitt 2,6 4 0, 3 cm? groff. Die durchschnittliche Grundfliiche
Ay, die bei diesen 12 Proben mit Pillars bewachsen war, betrug 0,26 £ 0,02 cm?. Im Ver-
gleich zu diesem mittleren Wert fiir Ay ergab sich eine mittlere geometrische Vergréferung
der Oberfliche durch Gold-Nanopillars von 9,8 + 1, 3.

Probe | Ap [cm?] dyp [nm| | hxp [nm] | xyp [nm] | Azp [em?] %
1 0,28 56 174 29 2,1 7,1
2 0,26 55 186 25 24 8,8
3 0,22 53 183 18 2.8 12,1
1 0,24 55 186 28 2.2 8.9
5 0,29 64 177 16 2,6 8,7
6 0,26 54 199 20 2.8 10,6
7 0,28 69 185 15 2,6 9,2
8 0,30 73 236 18 3,0 9,8
9 0,24 52 172 24 2,3 9,2
10 0,25 68 234 20 3,0 11,4
11 0,23 50 179 20 2.7 11,1
12 0,26 62 224 23 2,8 10,4

[ o [0,264£0,02] 5644 [ 18448 | 23+5 [ 2,6+0,3 [9,8+1,3

Tabelle 5.1: Geometrische Untersuchung von Gold-Nanopillars mittels REM. Es wur-
den Durchmesser dyp und Héhe hyp der Nanopillars bestimmt sowie
der Abstand xnp zwischen den duferen Rdndern benachbarter Pillars.
Hieraus ergab sich die gesamte Oberfliche Asp des Nanopillar-Arrays.
Anschlieffend wurde hieraus die geometrische Oberflichenvergréflerung
durch Nanopillars im Vergleich zur Grundfliche Ay ermittelt.
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Mit dem hier verwendeten Template-gestiitzten Verfahren liefsen sich Gold-Nanostrukturen
mit reproduzierbaren Geometrien herstellen. Die anschliefflende REM-Analyse zeigte au-
fserdem, dass die Nanopillars einen deutlichen Einfluss auf die Vergréfserung der effektiven
Goldoberfliche haben.

5.2 Elektrochemische Charakterisierung von
Gold-Nanopillar-Elektroden

Zur Bestimmung der elektroaktiven Oberfliche von Gold-Nanopillar-Elektroden wurden
verschiedene elektrochemische Methoden in unterschiedlichen Elektrolytsystemen verwen-
det. Dabei kamen die Methoden der Zyklovoltametrie und Impedanzspektroskopie in
0,15M Natriumchlorid (NaCl) zum Einsatz. Als diffusionskontrolliertes System wurden
zyklovoltametrische Untersuchungen mit der redox-aktiven Substanz Kaliumhexacyano-
ferrat K4[Fe(CN)g] durchgefiihrt.

Fiir die elektrochemischen Untersuchungen an Pillar-Elektroden wurden nun 8 Proben
verwendet, deren geometrische Abmessungen vergleichbar zu den Proben aus Tabelle 5.1
waren und die innerhalb der Standardabweichungen dieser Proben lagen. Als Referen-
zen wurden planare Goldsubstrate verwendet. Sowohl fiir die planaren Goldreferenzen als
auch fiir die Nanopillar-Proben mit variablem Ay wurde als Grundfliche A,., die Fla-
che 0,35 cm? zugrunde gelegt, welche durch den Innendurchmesser des O-Rings in der
elektrochemischen Zelle bestimmt war. Im elektrochemischen Versuchssystem konnte da-
her nicht nur die Pillar-Grundfliche Aq fiir die Oberflachenvergroferung beriicksichtigt
werden. Stattdessen musste die Flidche Ag.; einflielen, die der O-Ring umschloss und die
wéahrend der Messungen in Kontakt mit dem Elektrolyten war. Fiir die Berechnung der
elektrochemisch relevanten Oberflaiche Asp wurde Formel 4.1 daher verdndert zu

dehAO

Asp=A es T~ o
30 = Ages T sin(60°)d? ,

(5.1)
Anschliefend wurde fiir alle 12 Nanopillar-Proben aus Tabelle 5.1 die Oberflachenver-
groferung OV als Quotient aus Asp und Age, bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 5.2
zusammengefasst, und es ergab sich eine elektrochemisch relevante geometrische OV von
7,4+0, 8 relativ zu Age. Wie zu erwarten, war dieser Wert kleiner als der zuvor ermittelte
Wert von 9,8 + 1,3, da alle Pillar-Grundflichen Ag kleiner als die Fldche des O-Rings
Ages Waren.
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In den nun folgenden zyklovoltametrischen Untersuchungen in NaCl und Ky[Fe(CN)g]
wurden die resultierenden Oberflichenvergréferungen immer mit der geometrischen OV
von 7,4 £ 0, 8 verglichen.

Probe | Asp [em?] | OV = ﬁ;‘i
1 2.1 5,9
2 2.4 6.8
3 2,8 8,0
4 2.2 6,4
5 2.6 7.4
6 2,8 8,1
7 2.6 7.6
8 3,0 8,9
9 2.3 6,6
10 3,0 8,9
1 2.7 7.6
12 2.8 8,0

| o [26+03] 7,4£0,8

Tabelle 5.2: Vergrifierung der geometrischen Fliche von Gold-Nanopillar-Elektroden,
die fiir elektrochemische Untersuchungen relevant ist. Asp wird durch
die Fliche Ages = 0,35 cm? des O-Rings in der elektrochemischen Zelle
dividiert. Die ermittelte Oberflichenvergréfierung wird als Vergleich fiir
die folgenden elektrochemischen Messungen in NaCl und K;[Fe(CN)qs/
zugrunde gelegt.

5.2.1 Zyklovoltametrie

a) Kapazitatsbasierte Zyklovoltametrie in 0,15 M NaCl

Die ersten zyklovoltametrischen Untersuchungen von nanostrukturierten und planaren
Goldflichen in 0,15 M NaCl wurden mit den Scangeschwindigkeiten v = 2OmTV und
v =100 “‘S—V durchgefithrt. Wahrend dieser Messungen wurde das angelegte Potenzial li-
near variiert, wodurch der resultierende Strom sich im Punkt £ = 0V von +vCyq in
positiver Scanrichtung bis —vCy, im negativen Scan dnderte. Alle Kurven wurden dabei
auf eine projizierte Fliche von 1cm? normiert.
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Fir £ = 0V wurde aus den Zyklovoltamogrammen die Differenz der Stromstéarken Al
zwischen dem positiven und dem negativen Potenzialzyklus abgelesen. Fiir jeweils 3 Zy-
klen wurden die Stréme gemittelt, und hieraus ergab sich mit Gleichung 3.22 die Doppel-
schichtkapazitat Cg

. %}[ (5.2)
20- Lﬁﬁgr': -
104
E 0- B
_-1 0-
-20 - |
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Abbildung 5.2: Zyklovoltamogramm fiir Gold-Nanopillars und planares Gold, aufge-
nommen bei v = 100 % i 0,15M NaCl

Ein exemplarisches Zyklovoltamogramm, das einen Vergleich zwischen Gold-Nanopillars
und planarem Gold zeigt, ist in Abb. 5.2 zu sehen. Deutlich zu erkennen ist der Unter-
schied zwischen den Nanostrukturen und den planaren Substraten: an den Nanopillar-
Elektroden (durchgezogene Linie) wurden wesentlich héhere Strome gemessen als an den
planaren Goldflichen (gestrichelte Linie). Dies zeigt, dass die Proben mit Nanopillars auf-
grund ihrer erhohten Oberfliche gréfsere Doppelschichtkapazitéiten aufweisen. Im Elektro-
lyten scheinen allerdings Kontaminationen vorhanden gewesen zu sein, die zu den kleinen
Zwischenpeaks bei 0,1 und 0,2V fiihrten. Diese Peaks wurden wiederholt in den zyklo-
voltametrischen Messungen beobachtet.
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Probe | Ag [em? Ch2o [uF] | A% [em?] OVvee Coie [uF] | ARY [em?] | OVvwo
1 0,32 102,5 2,0 5,8 83,0 1,6 4,7
2 0,29 60,0 1,2 34 52,0 1,0 3,0
3 0,18 40,0 0,8 23 10,0 0,2 0,6
4 0,22 92,5 1,8 5,2 79,0 1,6 45
5 0,26 102,5 2,0 5,8 60,5 1,2 3,4
6 0,33 75,0 1,5 43 91,0 1,8 5,2
7 0,33 32,5 0,6 1,8 38,5 0,8 2.2
8 0,32 60,0 1,2 34 61,0 1,2 3,5
| © [0,2840,05[70,6+254] 1,4+0,5 [4,0+1,4[59,4+247] 1,240,5 [3,4+1,4 |

Tabelle 5.3: Zyklovoltametrisch — bestimmte  Oberflichenvergréflerung  fir Gold-
Nanopillars gemessen in 0,15 M NaCl mit v = 20 mTV und v = 100 mTV

Um die effektive Oberflichenvergroferung mittels Zyklovoltametrie in NaCl zu bestim-
men, wurden nun die Zyklovoltamogramme 8 unterschiedlicher Nanopillar-Proben mit
denen von 3 planaren Goldflachen verglichen. Die resultierenden Doppelschichtkapazita-
ten sind fiir die 8 Pillar-Elektroden in Tabelle 5.3 zu sehen, die Resultate der 3 planaren
Goldreferenzen R1 bis R3 sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst. Die hier verwendeten
Nanopillar-Elektroden entsprachen in ihrer geometrischen Verteilung den Nanopillars, die
in der vorherigen REM-Analyse analysiert wurden. Aus den Zyklovoltametrie-Daten der
beiden Scangeschwindigkeiten wurde anschliefsend die gemittelte Doppelschichtkapazitét
bestimmt. Bei den Nanopillar-Elektroden betrug C37° 70,6 £ 25,4 uF, und C}* lag bei
59,4424, 7 uF. Daraus ergab sich eine mittlere Kapazitét fiir beide Scangeschwindigkeiten
von 65,0+ 17,7 uF. Fiir die planaren Goldreferenzen lagen die Doppelschichtkapazititen
dagegen fiir beide Scangeschwindigkeiten néher beieinander, und die mittlere Kapazitit
betrug 17,6 + 0,6 puF. Aus diesen Daten ergab sich fiir Zyklovoltametrie in 0, 15 M NaCl
eine Oberflachenvergroferung durch Gold-Nanopillars von 3,7 + 1,0 im Vergleich zu pla-
naren Goldsubstraten.

Probe | CJ° |nF| | Cy° [uF]
R1 17,5 16,0
R2 17,5 18,5
R3 18,8 17,5
[ @ [17,9+0,6[17,3+1,0]

Tabelle 5.4: Kapazititen fir planare Goldsubstrate der Gréfle 0,35cm? in 0,15M

NaCl mit v = 20% und v = 100%
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b) Diffusionskontrollierte Zyklovoltametrie: 0,1 mM K,[Fe(CN)g] in 1M KCl

Fir die Untersuchungen eines diffusionskontrollierten Systems wurde die redox-aktive
Substanz Kaliumhexacyanoferrat K4[Fe(CN)g| verwendet. Der Elektrolyt bestand hierbei
aus 0,1mM Ky[Fe(CN)g| in 1M Kaliumchlorid (KCl). In diesem Elektrolyten wurden
zyklovoltametrische Untersuchungen der Ladungstransfer-Prozesse an den Oberflichen
fiir die Scangeschwindigkeiten 20 % und 100 % durchgefiihrt. Anschliefsend wurde die
Kinetik dieses diffusionskontrollierten Systems fiir verschiedene Scangeschwindigkeiten
zwischen 5 mTV und 10000 mTV analysiert.
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Abbildung 5.3: Zyklovoltamogramme fiir Gold-Nanopillars und planares Gold, auf-
genommen bei v = 1002V in 1mM K, [Fe(CN)s] mit 1M KCI als
Background-Elektrolyt

In Abb. 5.3 sind die Zyklovoltamogramme fiir planares Gold und Gold-Nanopillars in
Hexacyanoferrat zu sehen. Daraus ist abzulesen, dass das anodische Peakpotenzial F, fiir
das Fe*" /Fe*T-Paar bei 0,30V liegt. Der kathodische Peakstrom wird bei Ej, = 0,24V
erreicht. Abb. 5.4 zeigt, wie die Hohe der Peakstrome ermittelt wurde. Die anféngliche
Flanke des Voltamogramms wird in positiver Scanrichtung bis zum Anstieg des Oxidati-
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onspeaks durch eine Tangente angenadhert. Vom Maximum des Peaks wird nun das Lot
auf diese Tangente geféllt und daraus der Peakstrom I, abgelesen.

80

60

40 4

20+

I [uA]

ol

-40

02 0 0.2 04 06 0.8
E [V] (Ag/AgCI)

Abbildung 5.4: Bestimmung der Hohe des Peakstroms aus zyklovoltametrischen Kur-
ven, gemessen in K;[Fe(CN)g/ in 1M KCI

Fiir die Pillar-Elektroden sind die Peakstrome in Tabelle 5.5 zusammengefasst, fiir die pla-
naren Referenzen in Tabelle 5.6. Bei einer Scangeschwindigkeit von 20 mTV lag der durch-
schnittliche Peakstrom fiir Pillars bei 28,40 + 3,23 pA, und bei planarem Gold betrug er
28,03 + 0,64 pA. Bei 100 % erreichte der mittlere Peakstrom von Gold-Nanopillars den
Wert 75,1346, 74 pA, wahrend er fiir planares Gold bei 65, 77+ 2, 04 A lag. Damit lagen
die Peakstrome von Nanopillars und planarem Gold fiir die jeweiligen Scangeschwindig-
keiten auffallend nah beieinander. Uber Gleichung 5.3 wurde dann die Pillarfliche Ayp
bestimmt:

NP

ANP = 0, 35 * ﬁ (53)
p

Dabei wurde fiir IZ‘,““ der Mittelwert der jeweiligen Scangeschwindigkeit verwendet. Aus
dem Quotienten %: resultierte dann die Oberflichenvergréfserung OV. Die Resultate

dieser Berechnungen sind in Tabelle 5.7 zusammengefasst.
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Probe | I’ [uA] I (A
1 28,03 68,03
2 24,83 77,93
3 26,48 65,66
4 25,38 70,08
5 25,38 83,93
6 32,55 77,93
7 33,10 85,00
8 31,45 72,50

| © [28,40+3,23[75,13+6,74 |

Tabelle 5.5: Peakstrome ermittelt aus Zyklovoltamogrammen von Gold-Nanopillars bei
v =202V und v = 1002V in 1mM K;[Fe(CN)s] mit 1M KCl als
Background-Elektrolyt

Probe | I’ [uA] I (A
R1 27,59 62,35
R2 27,59 67,86
R3 98,14 66,76
R4 27,59 64,55
R5 29,24 67,31

[ @ [28,03+0,64 6577 +2,04

Tabelle 5.6: Peakstrome von planaren Goldsubstraten, zyklovoltametrisch gemessen in
1mM K [Fe(CN)g] mit 1M KCl als Background-FElektrolyt

Die gemittelte Oberflache der Pillar-Elektroden, bestimmt aus den Daten beider Scange-
schwindigkeiten in Hexacyanoferrat, betrug 0, 3840, 01 cm?. Die OV, die aus den Peakstro-
men der beiden Scangeschwindigkeiten gemittelt wurde, lag bei 1,08£0, 03. Demnach war
der Gesamtumsatz an den Pillar- und den planaren Elektroden gleich hoch, was darauf
hindeutet, dass die Strome in diesem System diffusionslimitiert waren. Bezogen auf die
spezifische Oberfliche war die Reaktion an den Pillaroberflichen jedoch vermindert, da
offenbar nicht alle Regionen der Pillars gleichermafien an der elektrochemischen Reaktion
beteiligt waren.
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Probe | Ay [em?] AR, [em?] OV (vg9) ARY [em?] | OV (vig0)
1 0,32 0,35 1,00 0,36 1,03
2 0,29 0,31 0,89 0,41 1,18
3 0,18 0,33 0,94 0,35 0,99
4 0,22 0,32 0,91 0,37 1,07
5 0,26 0,32 0,91 0,45 1,28
6 0,33 0,41 1,16 0,41 1,18
7 0,33 0,41 1,18 0,45 1,29
8 0,32 0,39 1,12 0,39 1,10
| © [0,28+0,05]0,3540,04 | 1,01+£0,12[0,40+0,04 | 1,14 40,10 |

Tabelle 5.7: OberflichenvergréfSerung ermittelt aus den Peakstromen, gemessen an
Gold-Nanopillars und planaren Goldflichen in 1mM K;[Fe(CN)g] mit

1M KCl Background

v[mTV] jiillar % jilanar [% oV
) 0,029 £0,002 | 0,026 £ 0,005 | 1,10 £ 0,09
10 0,043 £0,004 | 0,038 0,007 | 1,13 4+0,12
20 0,063 £0,008 | 0,056 £0,002 | 1,13£0,13
50 0,107 £0,014 | 0,092 40,003 | 1,16 0,15
100 | 0,159+0,025 | 0,136 0,006 | 1,17 +£0, 18
200 |0,194+£0,024 | 0,199£0,009 | 0,98 £ 0,12
500 | 0,387+0,066 | 0,331 £0,020 | 1,17+ 0,20
1000 | 0,589 £0,028 | 0,501 0,002 | 1,17 £+ 0,08
2000 | 0,95940,159 | 0,734+ 0,021 | 1,76 =0, 30
5000 | 1,563 +£0,327 | 1,230+ 0,019 | 1,71 +£0, 36
10000 | 2,371 £ 0,623 | 1,840 £ 0,070 | 1,74 £ 0,46

Tabelle 5.8: Abhingigkeit der Peakstromdichten von der Scangeschwindigkeit, gemes-
sen fir 2 Pillar- und 2 planare Proben in 1mM K;[Fe(CN)gs] mit 1M

KCl Background

Um die Grenze des semi-infiniten linearen Diffusionsverhaltens von nanostrukturierten
Oberfléchen in Hexacyanoferrat nachzuweisen, wurde nun die Abhéngigkeit der Peakstro-
me von der Scangeschwindigkeit untersucht. Hierfiir wurden 11 Scangeschwindigkeiten
zwischen 5 % und 10000 % gewéhlt und je zwei Nanopillar-Proben und zwei planare
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Goldsubstrate analysiert (s. Tabelle 5.8). Die resultierenden Peakstromdichten wurden
gemittelt und gegen die Scangeschwindigkeit aufgetragen, wie in Diagramm 5.5 darge-
stellt ist. Sowohl fiir Gold-Nanopillars als auch fiir planares Gold liefen sich die Verldufe
der Peakstréme durch Wurzelfunktionen fitten. Fiir hohe Scangeschwindigkeiten laufen
die beiden Kurven zunehmend auseinander, wéhrend sie bei niedrigen Geschwindigkei-
ten, d.h. bei langsamen Elektrodenprozessen, noch miteinander iibereinstimmen. Somit
zeigten beide Oberflichen in K4[Fe(CN)g| ein diffusionslimitiertes Verhalten, wie es in der
Cottrell-Gleichung 3.23, die von % abhéngt, beschrieben ist.
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Abbildung 5.5: Abhdngigkeit der Stromdichten fiir Nanopillars und planares Gold von
der Scangeschwindigkeit, gemessen zwischen 5 mTV und 10000’%V m
1mM K, [Fe(CN)g] mit 1M KCl Background. Die Stromdichten bei-
der Probentypen hdngen von % ab, was diffusionslimitiertes Verhal-

ten indiziert.
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5.2.2 Impedanzspektroskopie

In 0, 15 M NaCl wurden nun ebenfalls impedanzspektroskopische Untersuchungen an Gold-
Nanopillars und planaren Goldflichen durchgefiihrt. Im Frequenzbereich zwischen 1 und
10* Hz wurden die resultierenden Daten je nach Oberfliche mit unterschiedlichen Ersatz-
schaltbildern gefittet, aus denen die Impedanz |Z| und die Kapazitit C ermittelt wurden.

Die Daten planarer Goldsubstrate wurden mit einem einfachen R-C-Serien-Schaltkreis
modelliert. Fiir die Nanopillar-Elektroden wurde aufgrund ihrer dreidimensionalen Struk-
tur ein serieller Schaltkreis aus einem Widerstand R und einem Constant Phase Element
(CPE) verwendet (s. Abbildung 5.6) 1% 3% 61 Ein CPE ist hilfreich bei der Modellierung
der Kapazitéit von pordsen Flachen und liefert die Kapazitit C dieser Fliachen sowie einen
Exponenten «a, der < 1 ist.

[ | Il [ l y/4
L il L1 \\
R C R CPE

Abbildung 5.6: Ersatzschaltbilder zur Auswertung der Impedanzmessungen
Links: R-C-Serienkreis fiir planare Goldoberflichen
Rechts: Ersatzschaltbild bestehend aus R und CPE in Serie

Zuerst wurden 8 Gold-Nanopillars und 5 planare Goldflachen in 0,15 M NaCl untersucht,
die in ihrer durchschnittlichen Geometrie den Nanopillar-Elektroden aus Tabelle 5.2 ent-
sprachen. In Abbildung 5.7 sind alle Impedanzspektren dieser Proben mit logarithmischer
Skala in einem Bode-Plot dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass die Impedanz fiir
niedrige Frequenzen bei planaren Goldproben fast um eine Zehnerpotenz héher liegt als
bei Gold-Nanopillars. Damit liegt eine messbare Oberflachenvergréfserung aufgrund der
Nanostrukturierung vor. Im Bereich hoher Frequenzen néhern sich die Spektren dem Elek-
trolytwiderstand an, so dass die Kurven beider Probentypen hier zusammenlaufen. Die
zugehorigen Auswertungen der Fits sind in den Tabellen 5.9 und 5.10 zusammengefasst.
Fiir Pillar-Proben wurde so eine Doppelschichtkapazitiat von 43,8 40, 1 uF bestimmt. Bei
planarem Gold betrug sie dagegen nur 5,2 £ 0, 1 uF. Fiir beide Probentypen lieferten die
gewahlten Ersatzschaltbilder sehr gute Naherungen, wie die kleinen Fehler der ermittelten
Fitparameter belegen.
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Abbildung 5.7: Impedanzspektren fir Gold-Nanopillars und planare Goldsubstrate,
gemessen in 0,15 M NaCl. Die Impedanz der planaren Goldflichen
war gegentiber den Gold-Nanopillars um eine Zehnerpotenz erhoht.

Probe R Q] Ca [1F) a

1 326,7+4,5

48,8 +0,3

0,86 £ 0,01

325,9 £ 5,2

44,0£0,2

0,88 0,02

327,64+ 4.2

37,2+0,1

0,91 £0,01

314,0+ 5,4

49,6 +£0,3

0,87 +0,02

335,1+4,7

33,1+0,2

0,90 £ 0,01

52,4+0,3

0,89 £ 0,02

323,3£5,9

38,0+ 0,2

0,87+ 0,02

329,7£5,2

47,0+0,3

0,88 £ 0,02

2
3
4
5
6 329,6 £4,7
7
8
@

|

Tabelle 5.9: Ergebnisse der Fits fiir Gold-Nanopillar-Elektroden in 0,15M NaCl. Ein
R-CPE-FErsatzschaltbild wurde verwendet, um die Daten im Frequenzbe-
reich von 1Hz bis 10* Hz zu fitten.

| 326,5+5,0 | 43,8+0,1 [ 0,88+0,01
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Probe R Q] Ca [pF|
RI |337.0+7.2 50401
R2 | 343,5+6,5|6,6+0,2
R3 |320,4+83 45401
R4 |386,44+8,9|54+0,1
R6 | 321,549.0 | 4,440,1

[ @ [341,8+8,0[52+0,1]

Tabelle 5.10: Ergebnisse der Fits fiir planare Goldoberfiichen in 0,15M NaCl. Die
Daten wurden im Frequenzbereich von 1Hz bis 10* Hz mit einem R-C-
Ersatzschaltbild gefittet.

Basierend auf den Doppelschichtkapazitdten aus den Fitauswertungen wurden nun die
Oberflachenvergroferungen pro Probe bestimmt. Hierfiir wurden die Doppelschichtkapa-
zitdten C5/F der acht Nanopillar-Proben und die mittlere Kapazitit C4* fiir planares Gold
aus Tabelle 5.11 verwendet sowie die Fliche Ay = 0,35 cm? der planaren Goldproben.
Die Fléache der Nanopillars, die sich aus den Impedanzdaten ergab, wurde bestimmt iiber
die Formel

ciyr
ANP = O, 35 * u (54)
CVcll
Uber
ANP
oV = 5.5
A, (5.5)

ergab sich schliefslich die Oberflachenvergroferung pro Probe. Die aus den 8 Pillar-Proben
iiber Impedanzspektroskopie ermittelte Oberflaichenvergroferung betrug 8,4 £ 1,2. Im
Vergleich zu den vorherigen zyklovoltametrischen Untersuchungen in NaCl (OV = 3,7 +
1,0) ist dieser Wert mehr als doppelt so hoch und ist sogar geringfiigig grofer als die
geometrisch bestimmte Vergroferung von 7,4 £ 0, 8.
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Probe | Ag [em?] | Anp [em?] ov
1 0,32 3,3 9,4
2 0,29 3,0 8,5
3 0,18 2,5 72
4 0,22 3,3 9,5
5 0,26 2,2 6,4
6 0,33 3,5 10,1
7 0,33 2,6 7.3
8 0,32 3,2 9,0
| © ]0,284£0,05] 2,9+0,4 [84+1,2

Tabelle 5.11: Oberflichenvergrifierung von Gold-Nanopillars gegeniiber planarem
Gold, bestimmt mittels Impedanzspektroskopie von 1Hz bis 10*Hz in
0,15M NaCl

5.3 Zellwachstum auf Gold-Nanopillar-Oberflachen

Vor der Kopplung von Zellen an nanostrukturierte Gold-Mikroelektroden wurde zunéchst
das Wachstum der Zellen auf Gold-Nanopillar-Oberflichen untersucht. Hierfiir kamen
sowohl Primérzellen als auch Zelllinien zum Einsatz, und es wurde der Einfluss unter-
schiedlicher Beschichtungen studiert. Die verwendeten Gold-Nanopillars waren im Mittel
zwischen 300 und 400nm hoch und hatten einen durchschnittlichen Durchmesser von
60 nm.

5.3.1 Grillenneuronen

Am Anfang der Zellkulturexperimente standen Versuche mit Grillenneuronen, die sowohl
auf unbeschichteten Substraten als auch auf Oberflichen mit conA-Beschichtung kultiviert
wurden. REM-Aufnahmen von fixierten Grillenneuronen auf unbeschichteten Substraten
sind in Abb. 5.8 zu sehen. Das Zellwachstum auf beschichteten Substraten zeigt Abb. 5.9.
Die Fixierung der Zellen wurde in beiden Féllen mit 4% Paraformaldehyd in PBS durch-
gefithrt. Anschliefsend wurden die Substrate in COs kritisch-Punkt-getrocknet.
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(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

Abbildung 5.8: Grillenneuronen auf unbeschichteten Substraten. Die Dichte vitaler
Zellen war sehr gering.

10 pm

(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

Abbildung 5.9: Grillenneuronen auf Substraten mit conA-Beschichtung. Auch hier
war die Zelldichte extrem niedrig.

In allen Versuchen waren sowohl auf unbeschichteten als auch auf Substraten mit conA-
Beschichtung nur sehr wenige Grillenneuronen zu sehen. Der Grofsteil dieser Zellen war
zudem tot, und es war schwierig, geeignete Zellen fiir die REM-Analyse auf den Substraten
zu finden. Daher scheint diese Art von Neuronen nicht kompatibel mit Gold-Nanopillar-
Oberflichen zu sein, so dass im weiteren Verlauf keine Experimente mit Grillenneuronen
auf Nanopillars mehr durchgefiihrt wurden.
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5.3.2 Rattenneuronen

Rattenneuronen wurden zunéchst auf nanostrukturierten und planaren Goldsubstraten
kultiviert, die mit pLL oder pECM-Gel beschichtet waren. Das Zellwachstum auf den
verschiedenen Substraten wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Mit Hilfe der
Software ImageJ wurde anschliefend die Anzahl der toten und lebenden Zellen pro Probe
miteinander verglichen. In den Fluoreszenzbildern erschienen die lebenden Zellen griin
durch die Calceinfarbung, wéhrend das Ethidiumhomodimer die toten Zellen rot farbte.

S0 pm

(a) Planares Goldsubstrat: vitale Neuronen (b) Gold-Nanopillars: ausschlieflich tote
Neuronen

(¢) Planarer Aluminiumrand: vitales

Neuronenwachstum

Abbildung 5.10: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf pECM an Tag 4.
Der Farbstoff Ethidiumhomodimer firbte tote Zellen rot, und vitale
Zellen erschienen durch Calceinfirbung griin.
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Das resultierende Wachstum der Neuronen an Tag 4 in wvitro nach Ausplattierung der
Zellen (day in vitro = DIV) auf den unterschiedlichen Substratregionen ist fiir pECM-
Beschichtung exemplarisch in Abb. 5.10 dargestellt. Sowohl auf den planaren Goldre-
ferenzen als auch auf dem planaren Al-Rand der Pillar-Proben wuchsen die Neuronen
normal und dicht. Allerdings wurden auch in wiederholten Zellkulturen auf keinem Pillar-
Array mit pECM-Beschichtung vitale Rattenneuronen an DIV 4 gefunden. Auch bei ei-
ner Beschichtung der Nanopillars mit pLL gelang es nicht, darauf Rattenneuronen zu
kultivieren, die mehrere Tage iiberlebten. Eine unterstiitzende Co-Kultur von Astrozy-
ten konnte die Uberlebensrate der Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars ebenfalls nicht
verbessern. REM-Aufnahmen von Neuronen auf Pillar-Substraten mit pLL-Beschichtung
sind in Abb. 5.11 zu sehen. Die Fixierung erfolgte wiederum mit 4% Paraformaldehyd.
Wihrend links auf planarem Gold ein gut adhériertes Neuron zu erkennen ist, sind auf den
Pillars rechts im Bild nur tote Neuronen ohne Neuriten zu erkennen. Aufgrund der nega-
tiven Ergebnisse dieser Voruntersuchungen wurde die Beschichtung mit pLL und pECM
fiir Kulturen mit Rattenneuronen auf Gold-Nanostrukturen verworfen, und es wurde nach
Alternativen gesucht, die ein vitales Wachstum iiber mehrere Tage ermdglichten.

10 um

(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

Abbildung 5.11: Rattenneuronen auf Substraten mit pLL-Beschichtung. Auf Nanopil-
lars wurden keine vitalen Neuronen verzeichnet.

Eine erfolgreiche Beschichtungsmethode, die die bisher getesteten Proteinbeschichtun-
gen abloste, stellten Self-Assembled Monolayers (SAMs) dar. Verschiedene langkettige
Alkanthiol-Molekiile mit verschiedenen funktionalen Endgruppen wurden als Beschich-
tung fiir Neuronenkulturen verwendet. Es wurden zwei SAM-Typen ausgewéahlt, mit denen
detaillierte Studien zur Zelliiberlebensrate durchgefiihrt wurden: das amino-terminierte
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SAM HS-(CHjy)11-NHy (kurz: NH,) sowie eine Mischung aus zwei SAMs mit Ethylengly-
kolgruppen: HS-(CHs )11 EG3 und HS-(CHs)1; EGgNH,(HCL). Das gemischte SAM wird mit
MML (Mixed Monolayer) abgekiirzt. Beide SAMs koppeln kovalent iiber Thiolbindungen
an die Gold-Nanopillars und die planaren Goldreferenzen (s. 4.3.1).

Dariiber, wie sich die SAM-Beschichtungen auf den planaren Réndern der Pillar-Proben
(s. Abb. 4.8) verhalten, liegen derzeit keine gesicherten Erkenntnisse vor. Bisherige Unter-
suchungen des planaren Probenrandes mittels ToF-SIMS haben ergeben, dass es sich bei
diesem Areal um eine legierte Schicht handelt, in der Aluminium und Gold gemischt vor-
liegen [l Daher wird vermutet, dass der planare Rand eventuell nicht vollstindig sondern
nur teilweise mit SAMs beschichtet war. Im folgenden wird dieser Bereich zur besseren
Unterscheidung der verschiedenen Substrate immer als planarer Al-Rand bezeichnet.

Auch auf den SAM-beschichteten Substraten wurde das Zellwachstum zunédchst mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei wurden fiir planare Goldreferenzen insgesamt
10 Bilder aufgenommen. Proben mit Nanopillars in der Mitte wurden in 10 Bilder auf
Nanopillars und 10 weitere Bilder auf dem Aluminiumrand unterteilt. In einigen experi-
mentell bedingten Ausnahmeféllen wurden weniger Bilder ausgewertet. Alle Oberflachen
wurden spéter getrennt voneinander analysiert. Fiir jeden relevanten Bereich (Pillars,
Gold, Aluminium) wurde nun der Anteil lebender Zellen im Verhéltnis zur Gesamtzahl
der Zellen (LZ) pro Bild ermittelt und in % angegeben:

# Live
#Dead + # Live

LZ =100 (5.6)
Die Untersuchung des Wachstums von RCN auf Gold-Nanopillar-Oberflichen und auf
planaren Goldreferenzen mittels Fluoreszenzmikroskopie zeigte deutliche Unterschiede
fiir diese beiden Oberflichen. An DIV 4 wurde fiir unterschiedliche Kulturen eine stark
variierende Vitalitdt der Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars beobachtet. An einigen
Versuchstagen kam es zu einem ausgeprigten vitalen Wachstum vieler Neuronen auf Na-
nopillars, wihrend in anderen Durchliufen die Uberlebensrate auf Nanopillars nur sehr
gering war oder sogar gegen Null tendierte. Unabhéngig hiervon wurde in allen Wieder-
holungen des Experiments sowohl auf planarem Gold als auch auf dem planaren Al-Rand
eine grofte Anzahl vitaler Neuronen gezdhlt. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aller
Oberflichenbereiche an Versuchstagen mit hoher Uberlebensrate sind fiir NH, in Abb. 5.12
und fliir MML in Abb. 5.13 dargestellt. Sowohl auf den Nanostrukturen als auch auf den
planaren Fliachen lag in allen Versuchen keine signifikante Abhéngigkeit von der jeweiligen
SAM-Beschichtung vor.
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(a) Planares Goldsubstrat

(¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.12: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf N H g-Beschichtung an
Tag 4. Hier ist exemplarisch eine hohe Vitalitdt der Neuronen auf

allen Substraten gezeigt.
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(¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.13: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf MML-Beschichtung an
Tag 4. Exzemplarisch sind fiir alle Substrate Aufnahmen mit hoher

Uberlebensrate der Neuronen gezeigt.

Aufgrund der bisherigen inkonsistenten Ergebnisse fiir RCN-Kulturen auf Gold-Nanopillars
an DIV 4 wurde die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie fiir beide SAM-Beschichtungen
auf DIV 7 ausgedehnt. Das deutliche Ergebnis fiir die drei Substrattypen ist fiir die Be-
schichtung mit NHy in Abb. 5.14 und fiir MML in Abb. 5.15 dargestellt.
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100 pm

(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

(c¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.14: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf N H g-Beschichtung an
Tag 7. Die Vitalitit auf planarem Au und Al war hoch, wihrend auf
Nanopillars keine Neuronen iiberlebten.

Von den wechselnden Uberlebensraten der Rattenneuronen auf Nanopillars an DIV 4 hat
bis zu DIV 7 eine klare Entwicklung hin zu einem flichendeckenden Sterben der Neuronen
auf Nanopillars stattgefunden. Auf den planaren Al- und Au-Fliachen haben sich die RCN-
Kulturen dagegen sehr gut weiterentwickelt, und es lag eine ausgeprégte sowie dichte
Vernetzung der Neuronen vor. Diese Beobachtungen waren wiederum unabhéngig vom
verwendeten SAM-Typ.
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(a) Planares Goldsubstrat

(¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.15: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf MML-Beschichtung an
Tag 7. Auf Nanopillars starben alle Neuronen, wohingegen auf pla-
narem Al und Au vitales Wachstum beobachtet wurde.

Der Trend in der Uberlebensrate, der sich fiir Rattenneuronen abhéingig vom Substrat
abzeichnet, ist in Abb. 5.16 noch einmal deutlich zu erkennen. Hier ist die fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahme einer RCN-Kultur an Tag 4 auf einer Pillar-Probe mit planarem
Al-Rand und MML-Beschichtung zu sehen. In diesem Fall wurde auf dem planaren Al-
Rand eine ausgeprigte Neuronen-Vitalitdt beobachtet, wihrend auf den Gold-Nanopillars
kaum lebende Zellen zu sehen sind. Die Aufnahme ist direkt an der Grenze zwischen dem
Pillar-Innenbereich und dem Al-Rand entstanden - verdeutlicht durch eine gestrichelte
Linie. Klar zu erkennen ist der Unterschied in der Zelldichte in den jeweiligen Substratbe-
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reichen. Auf dem Al-Rand wuchsen die Zellen zahlreich mit vielen Neuriten, wohingegen
die wenigen Zellen im Pillar-Areal nur vereinzelte Neuriten aufwiesen.

Abbildung 5.16: Neuronenwachstum an der Grenze (gestrichelte Linie) zwischen
Gold-Nanopillars und planarem Al-Rand

Einen direkten Vergleich der Zell-Uberlebensraten auf planaren Goldsubstraten und Gold-
Nanopillars an DIV 4 und DIV 7 zeigt Abb. 5.17 unter Berticksichtigung der beiden SAM-
Beschichtungen. Deutlich erkennbar ist an DIV 4 die hohe Vitalitit auf planarem Gold fiir
beide SAM-Beschichtungen. Fiir Neuronen auf planarem Gold mit NHj liegt die Vitalitét
bei 54%. Fiir Pillars mit NHy-Beschichtung betrigt sie dagegen nur 30,4%. Auf planarem
Gold mit MML iiberlebten 51,1% der Neuronen, und auf Pillars mit MML lag die Vitalitit
sogar nur bei 22%. An DIV 7 ist der Vitalitdtsunteschied zwischen den beiden Substratty-
pen noch stirker ausgeprigt. Mit NH,-Beschichtung iiberlebten auf planarem Gold 38,7%
der Neuronen; auf Gold-Nanopillars waren es hingegen 7,4%. Fiir die Beschichtung mit
MML lag die Vitalitdt der Neuronen auf planaren Goldsubstraten bei 57,7%. Auf Nano-
pillars mit MML {iberlebten allerdings nur 5,4% der Neuronen. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich ablesen, dass Gold-Nanopillars mit der vorliegenden Geometrie (300 - 400 nm
hoch und ca. 60 nm Durchmesser) das Wachstum kortikaler Rattenneuronen nicht positiv
beeinflussen. Statt die Kopplung an Neuronen zu férdern, kommt es mit zunehmender
Dauer der Zellkultivierung offenbar zu einer stark sinkenden Zellvitalitét.
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704 DIV 4

DIvV7 [::Immm

Anteil lebender Zellen [%]

NH, MML

Abbildung 5.17: Uberlebensraten von kortikalen Rattenneuronen auf Pillars und pla-
naren Goldflichen mit MML- und N H o-Beschichtung. Die Vitalitdt
der Neuronen auf Nanopillars nahm von DIV J zu DIV 7 hin deut-
lich ab.

Im Anschluss an die Vitalitéits-Untersuchungen der Neuronenkulturen wurden die Proben,
auf denen in der Fluoreszenzfarbung an Tag 4 vitale Neuronen nachgewiesen wurden, wie
in Kapitel 4.3.3 beschrieben, fiir die anschliefende REM-Analyse vorbereitet. Mit der
REM-Studie wurde die Morphologie der Neuronen auf den unterschiedlichen Substraten
néher untersucht, um hieraus Aufschluss iiber die stark variierende Vitalitat zu erhal-
ten. Exemplarische Aufnahmen von Neuronen auf Gold-Nanopillars an DIV 4 sind in
Abb. 5.18 dargestellt. Zu erkennen sind Zellkérper und Neuriten, die sowohl auf als auch
zwischen den Nanopillars wuchsen. Wegen der geringen Uberlebensrate von RCN auf
Gold-Nanopillars zeigte sich dieses Bild allerdings nur selten.

Auf Nanopillars mit einem hohen Anteil toter Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie waren
in der folgenden REM-Analyse meist nur noch Neuriten zwischen und auf den Pillars zu
erkennen. Adhérierte Zellkorper wurden kaum gefunden, da sie sich wegen mangelnder
Adhésion grofstenteils wihrend der Fixierung abgeltst hatten. Eine exemplarische REM-
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Aufnahme eines Neurons auf Pillars, bei dem die Neuriten noch adhériert sind, wiahrend
der Zellkorper nicht mehr auf den Nanostrukturen haftet, ist in Abb. 5.19 zu sehen.

(a) NHjy-Beschichtung (b) MML-Beschichtung

Abbildung 5.18: REM-Aufnahmen von vitalen Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars
an DIV

Abbildung 5.19: REM-Aufnahme eines Rattenneurons auf Gold-Nanopillars mit
stark adhdrierten Neuriten und fehlender Haftung am Zellkdrper

Vergleichsweise sind in Abb. 5.20 Rattenneuronen auf planaren Goldsubstraten zu sehen.
Auf dem planaren Gold ist das Neuritenwachstum fiir beide SAM-Beschichtungen beson-
ders stark ausgeprégt, und die Zellkérper befinden sich sehr dicht an der Goldoberfléche,
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was auf eine gute Adhésion hindeutet. Auch in REM-Aufnahmen von Neuronen, die an
Tag 7 fixiert wurden, wurde dichtes Wachstum auf planarem Gold beobachtet, das hier
nicht gezeigt ist.

(a) NHy-Beschichtung (b) MML-Beschichtung

Abbildung 5.20: REM-Aufnahmen von vitalen Rattenneuronen auf planarem Gold an
DIV 4

In der REM-Studie wurden aufserdem Proben analysiert, die vor den Zellkulturexperimen-
ten lithographisch vorstrukturiert wurden. Auf diesen Proben wechselten sich Pillar-Areale
und planare Bereiche ab. Diese Struktur diente zum besseren Verstdndnis der Adhésion
neuronaler Zellen in Abhéngigkeit vom Substrat. In Abb. 5.21 (a) und (b) ist ein Rat-
tenneuron, das an der Grenze zwischen planarem Substrat und Nanopillars wéchst, in
der Aufsicht und von der Seite zu sehen. Auf der planaren Oberflache ist der Kontakt
zwischen Neuron und Substrat sehr gut, wie an den Neuriten zu erkennen ist, die sich
auf dieser Seite ausbilden. Sobald die Zelle den Bereich mit Gold-Nanopillars erreicht,
wird die Adhéasion schlechter. Sie haftet kaum noch auf den Nanostrukturen, und der Ab-
stand zwischen Zellmembran und Pillars vergrofert sich. Erst auf der anderen Seite der
Nanopillars, an der das planare Substrat wieder beginnt, bilden sich weiter Neuriten aus,
durch die das Neuron auf dem Substrat adhérieren kann. Abb. 5.21 (c) unterstreicht diese
Beobachtungen, denn in der gezeigten Seitenansicht eines Zellkorpers auf Nanopillars sind
keine Kontaktpunkte zwischen der Zellmembran und den darunter liegenden Pillarspit-
zen zu erkennen. Es liegt die Vermutung nahe, dass die substratabhéingige Adhésion der
Rattenneuronen fiir die starken Unterschiede in der Uberlebensrate verantwortlich ist.
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(a) Neuron an der Grenze zwischen (b) Neuron an der Grenze in Seitenansicht
Nanopillars und planarem Au

I ot ¥ .

(¢) RCN-Zellmembran auf
Gold-Nanopillars ohne
Adhésionspunkte

Abbildung 5.21: Verschiedene Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars mit SAM-
Beschichtung. Die Zelladhdsion ist auf den Nanostrukturen stark
vermindert.

Um weiterfiihrende Erkenntnisse zur Adhésion von Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars
zu erhalten, wurden mit einem fokussierten Gallium-Ionenstrahl Querschnitte von Proben
mit fixierten RCN-Kulturen an DIV 4 hergestellt. In Kapitel 4.3.4 ist genauer beschrie-
ben, wie die Querschnitte hierfiir prapariert wurden. Um wahrend des Milling-Prozesses
keine Ablation der Zellen zu verursachen, wurden sie mit Platin aus dem integrierten
Gasinjektionssystem auf dem Substrat fixiert.
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Abb. 5.22 zeigt zwei typische Querschnitte durch die Zellkérper von Rattenneuronen auf
Gold-Nanopillars. Im linken Bild ist ein deutlicher Abstand zwischen Zellmembran und
Pillarspitzen zu sehen. In der rechten Ansicht ist der Spalt zwar etwas kleiner, allerdings
wurden solche Querschnitte nur selten und in den Fillen beobachtet, in denen an DIV 4
vitale Neuronen verzeichnet wurden. Der grofe Abstand zwischen Zellmembran und Na-
nopillars war iiberdies unabhéngig davon, ob eine MML- oder eine NH,-Beschichtung
verwendet wurde.

300 nm
(a) Hoher Abstand zwischen Zellmembran (b) Zellkorper auf Nanopillars mit kleinerer
des Neurons und Gold-Nanopillars Distanz zwischen Membran und
Nanostrukturen

Abbildung 5.22: FIB-Schnitte durch Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars

In den meisten FIB-Messungen wurde fiir den Zellkérper ein auffallend hoher Abstand
zwischen Zelle und Nanostrukturen beobachtet. Bei Schnitten durch die Neuriten-Region
ergab sich allerdings ein ganz anderes Bild. Ein direkter Vergleich zwischen Zellkérper
und Neurit ist in Abb. 5.23 zu sehen. Der Neurit liegt sehr eng an den Nanopillars an und
wuchs teilweise sogar bis in die Zwischenrdume der Nanostrukturen hinein. Diese feste Ver-
ankerung zwischen Neuriten und Nanopillars gegeniiber hohen Abstédnden der Zellkérper
von den Pillars belegt deutlich die vorherigen Beobachtungen aus Fluoreszenzmikroskopie
und REM-Analyse.
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400 nm

(a) Hoher Abstand zwischen Zellmembran (b) Stark arhérierter Neurit auf
des Neurons und Gold-Nanopillars Gold-Nanostrukturen mit teilweiser
Verankerung zwischen den Nanopillars

Abbildung 5.23: FIB-Schnitte durch Zellkérper und Dendrit von Rattenneuronen auf
Gold-Nanopillars

Im Vergleich zu Gold-Nanopillars wurden auch Querschnitte durch RCN auf planarem
Gold angefertigt, die in Abb. 5.24 gezeigt sind. Bereits in der Ubersichtsaufnahme iiber
die Schnittstelle ist zu erkennen, wie nahe sich der Zellkorper am planaren Substrat befin-
det. Die Vergrokerung zeigt dann noch deutlicher, dass die Adhé&sion fiir Rattenneuronen
auf planarem Gold wesentlich stérker ist als auf Gold-Nanopillars. Auf den Pillars war
zwischen Zellmembran und den héchsten Pillars teilweise ein Abstand von 300 bis 400 nm
zu verzeichnen, wiahrend auf planarem Gold iiberhaupt kein Abstand sichtbar war.

F' 4T g ey

600 nm
—

(a) Querschnitt im Uberblick (b) Vergroferter Ausschnitt

Abbildung 5.24: FIB-Schnitte durch Rattenneuronen auf planarem Gold: die Neuro-
nen sind stark adhdriert.
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Abschliefend wurde eine Férbung der Aktinfilamente von Rattenneuronen auf Nanopil-
lars und auf planarem Gold durchgefiihrt, um eventuelle Verdnderungen im Zytoskelett
sichtbar zu machen. Wiederum wurden Neuronen auf beiden SAM-Beschichtungen ana-
lysiert. Abb. 5.25 gibt einen Uberblick iiber die fluoreszenzmikroskopischen Resultate des
Aktin-Stainings von Neuronen, die mit MML-Beschichtung kultiviert wurden.

(a) Ubersicht iiber Neuronen auf (b) Neurit ohne Wachstumskegel auf
Gold-Nanopillars Gold-Nanopillars

(c) Ubersicht iiber RCN auf planarem Au (d) Wachstumskegel auf planarem Au

Abbildung 5.25: Staining der Aktinfilamente wvon Rattenneuronen mit MML-
Beschichtung an Tag 4

Abb. 5.25(a) zeigt ein Neuron auf Gold-Nanopillars, dessen Neurit in Abb. 5.25(b) ver-
grofert dargestellt ist. Am Ende des Neurits sind keine weiteren Ausldufer zu sehen. Auf
planarem Gold ist dagegen in Abb. 5.25(c) bereits in der Grofaufnahme ein Wachstums-
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kegel am Neuritenende zu erkennen. Die VergroRerung in Abb. 5.25(d) zeigt deutlich, wie
stark dieser Kegel auf planarem Gold ausgepragt ist. Sogar an kleineren Neuritenauslau-
fern sind noch Fortsétze sichtbar. Die Unterschiede, die an RCN auf MML-Beschichtung
beobachtet wurden, konnten ebenso fir NH, nachgewiesen werden. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass die nanostrukturierten Substrate starken Einfluss nehmen auf die
Vorgénge im Zytoskelett, wodurch sich die Zell-Adhésionsmechanismen dndern.

Eine weitere Hypothese fiir die niedrige Vitalitéit von Rattenneuronen auf Gold-Nanopillar-
Oberflachen bestand in der Vermutung, dass sich in den Zwischenrdumen der Nanopillars
noch Reste von Chemikalien aus dem Herstellungsprozess befanden. Da bei der Fabri-
kation neben verschiedenen Sduren ebenfalls Laugen und Cyanide zum Einsatz kamen,
kénnten die Neuronen auf diese Substanzen mit einem vermehrten Absterben reagiert
haben. Um diesen Aspekt ndher zu untersuchen, wurden Rattenneuronen auf plana-
ren Goldreferenzen mit pECM-Beschichtung kultiviert, die zuvor verschieden behandelt
wurden. In zwei Referenzgruppen wurde die planare Goldoberfliche 120s lang in einem
(K[Au(CN)s)-Bad galvanisch mit Gold beschichtet. Die Zeit der elektrochemischen Ab-
scheidung wurde geméf dem Herstellungsprozess der Nanopillars gewéhlt. In einer der
beiden galvanischen Referenzgruppen wurden die Proben anschliefiend ca. 60 min lang
in 20 wt% KOH inkubiert, wie es sonst fiir die Entfernung der Al,O3-Porenwinde erfor-
derlich war. Die dritte Gruppe bildeten planare Goldreferenzen ohne weitere Behandlung.
Alle drei Gruppen wurden - wie auch in den vorangegangenen Versuchen die Nanopillars -
vor der Proteinbeschichtung mehrere Stunden lang in ultrareinem Wasser gespiilt und mit
UV-Licht sterilisiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung an Goldreferenzen mit pECM-
Beschichtung sind in Abb. 5.26 zu sehen. Sowohl auf den unbehandelten Au-Schichten als
auch auf den galvanischen Filmen mit und ohne KOH-Behandlung wurden vitale Rat-
tenneuronen beobachtet. Uberdies wurden auf allen drei Substrattypen vergleichbar hohe
Zelldichten verzeichnet. Demnach kam es auf planaren Goldproben zu keiner Beeintréch-

tigung des Neuronenwachstums durch verbleibende Kontaminationen von Cyanid oder
KOH.

Auch ein weiterer Behandlungsversuch von Nanopillar-Proben in hochkonzentrierter KCI-
Lésung zur Entfernung adhérierter Cyanidkomplexe fiihrte bei anschliefender Beschich-
tung der Pillars mit pECM nur zu nicht-vitalen Neuronenkulturen auf den Nanostruktu-
ren. Damit scheinen Geometrie und Topographie der Nanopillars ausschlaggebend zu sein
fiir die Entwicklung der Neuronen.
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(a) Planares Goldsubstrat (b) Planares Goldsubstrat mit
galvanisiertem Goldfilm

(c¢) Planare galvanisch abgeschiedene

Goldschicht mit anschliefender
KOH-Behandlung

Abbildung 5.26: Fluoreszenzfirbung von Rattenneuronen auf unterschiedlich behan-
delten planaren Goldreferenzen mit pECM-Beschichtung an Tag 4.
Auf allen Substraten fanden sich vitale RCN-Kulturen.

5.3.3 HL1- und HEK-Zellen

Im zweiten Teil der Zellkulturexperimente wurden die beiden Zelllinien HL1 und HEK
im Hinblick auf ihre Kopplung an Gold-Nanopillar-Oberflichen untersucht. Im Anschluss
wurden die Ergebnisse mit den Beobachtungen an Rattenneuronen verglichen.
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An DIV 3 wurden zunéchst fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen fiir HL1-Zellen auf
Fibronektin-Beschichtung durchgefiihrt. Wie Abb. 5.27 zeigt, liegt auf allen drei Substrat-
typen ein sehr dichtes vitales Wachstum vor, das wiederholt beobachtet werden konnte.

(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

(¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.27: Fluoreszenzfirbung von HLI-Zellen mit Fibronektin-Beschichtung
an Tag 3. Auf allen Substraten war die Vitalitat vergleichbar hoch.

In den HL1-Kulturen fanden sich zudem kaum tote Zellen. Die Untersuchung von HEK-
Kulturen an DIV 3 auf Nanopillars und auf planaren Substraten fiihrte zu vergleichbaren
Ergebnissen (s. Abb. 5.28) mit einer hohen Uberlebensrate der Zellen auf allen Substra-

ten.
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(a) Planares Goldsubstrat (b) Gold-Nanopillars

(¢) Planarer Aluminiumrand

Abbildung 5.28: Fluoreszenzfirbung wvon HEK-Zellen mit und ohne pLL-
Beschichtung an Tag 3. Auch hier dberlebten die Zellen auf
allen Substraten.

Im Anschluss an das Live-Dead-Staining wurden die beiden Zelltypen auf den jeweiligen
Substraten fixiert. Im REM wurde dann unter 0° und 60° die Morphologie der Zellen
untersucht. Wie Abb. 5.29 zeigt, wuchsen die HL1-Zellen in engem Kontakt mit den
Nanostrukturen. Rechts im Bild zu erkennen sind die Filopodien einer HL1-Zelle, die
sich an den darunter liegenden Pillars entlang tasten auf der Suche nach dem néchsten
moglichen Adhésionspunkt. Die REM-Aufnahmen der HEK-Zellen auf Gold-Nanopillars
belegen ebenfalls, dass die HEK-Zellen dicht und sehr nahe an den Nanostrukturen wuch-
sen (s. Abb. 5.30). Als Vergleich sind in Abb. 5.31 REM-Aufnahmen der beiden Zelltypen
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auf planarem Gold zu sehen. Auch hier ist zu erkennen, wie dicht die Zellen auf dem Gold
wuchsen.

-
(a) HL1-Zelle auf Pillars

Abbildung 5.29: REM-Aufnahmen wvon HLI-Zellen auf Gold-Nanopillars mit
Fibronektin-Beschichtung an Tag 3

(a) HEK-Zelle auf Pillars (b) VergroRerter Ausschnitt

Abbildung 5.30: REM-Aufnahmen von HEK-Zellen auf wunbeschichteten Gold-
Nanopillars an Tag 3
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(a) HL1-Zelle auf planarem Au (b) HEK-Zelle auf planarem Au

Abbildung 5.31: REM-Aufnahmen von Zelllinien auf planarem Gold an Tag 3

In einer weiteren FIB-Studie wurden Querschnitte der beiden Zelllinien untersucht, um
Aufschluss iiber die Adhésion dieser Zelltypen auf den verschiedenen Substraten zu er-
halten. Abb. 5.32 zeigt die FIB-Schnitte durch HL1-Zellen auf Gold-Nanopillars und auf
planarem Gold. Die starke Adhésion auf planarem Gold ist deutlich zu erkennen. Auffal-
lend ist fiir die HL1-Zellen, dass auch auf den Gold-Nanopillars kaum ein Spalt zwischen
den Pillarspitzen und der Zellmembran zu erkennen ist und die Zelle sogar in das Pillar-
Array hinein gesunken ist. Auch bei den HEK-Zellen lag ein dichtes Wachstum entlang der
Nanopillars vor, das zwischen den zahlreichen Beriihrungspunkten zwischen Zellmembran
und Pillarspitzen zu erkennen ist (s. Abb. 5.33). Bei HEK-Zellen auf planarem Gold ist -
wie flir HL1-Zellen - kein Spalt zwischen Zellmembran und Goldoberfliche zu sehen. Fiir
beide Zelllinien lag der Abstand zwischen Pillars und Zellmembran ca. zwischen 0 und
150 nm und war damit deutlich geringer als bei den Neuronen.

In einigen FIB-Aufnahmen der HL1- und HEK-Zellen auf Nanopillars fallen im Grenzbe-
reich leicht schattierte Areale direkt an der Zellmembran auf. An diesen Stellen wirkt es,
als wiirden die Pillars in das Zellinnere hineinragen und dabei die Membran durchstofsen.
Um zu kléren, ob dies tatéschlich der Fall ist, kénnten FIB-Lamellen der interessan-
ten Bereiche angefertigt werden, die dann im Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
untersucht wiirden. Allerdings stellt sich hierbei die Frage, wie die Hohlrdume im Grenz-
bereich diese Prozedur iiberstehen, bei der dann z.B. eine Einbettung in spezielle Harze
notwendig wére.
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(a) HL1-Zelle auf Nanopillars im (b) VergroRerung der Schnittstelle zwischen
Querschnitt HL1-Zelle und Pillars

(c) Ubersicht iiber eine HL1-Zelle auf (d) Vergroferung der Schnittstelle einer
planarem Gold HL1-Zelle auf planarem Gold

Abbildung 5.32: FIB-Schnitte durch HLI1-Zellen auf unterschiedlichen Substraten.
Die HL1-Zellen adhdrierten dicht an Pillars und planares Gold.
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(a) HEK-Zelle auf Nanopillars im (b) Vergroferung der Schnittstelle zwischen
Querschnitt HEK-Zelle und Pillars

(¢) Ubersicht iiber eine HEK-Zelle auf (d) HEK-Zelle auf planarem Gold in
planarem Gold Vergrofierung

Abbildung 5.33: FIB-Schnitte durch HEK-Zellen auf verschiedenen Substraten. Die
HEK-Zellen waren dicht an Pillars und planares Gold adhdriert.

5.4 Nanostrukturierung von Gold-Mikroelektroden

Nachdem die bisherigen Versuche mit grofsflichigen Gold-Nanopillar-Arrays durchgefiihrt
wurden, wurde der Nanostrukturierungsprozess nun auf Gold-MEAs iibertragen, um die
planaren Elektrodenfenster mit Nanopillars zu modifizieren. Zunéchst wurden fiir planare
MEAs verschiedene Passivierungsschichten aus SiOs und SizNy (kurz: ONO) sowie aus
Polymeren und Fotolacken untersucht. Die Passivierungsexperimente, deren Ergebnisse
in diesem Kapitel zusammengefasst sind, wurden sowohl im Reinraum des IBN-2 als auch
bei externen Partnern durchgefiihrt.
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1) Passivierung mit dem Photolack SUS8, deponiert am IBN-2

SU8 ist als Isolierschicht auf Mikrochips bereits etabliert und wurde hier mittels Spincoa-
ting mit Schichtdicken von 2 ym und 5 um auf den Gold-MEAs deponiert. Anschliefend
wurden diese Chips im Reinraum des IBN-2 thermisch mit 400 nm Aluminium bedampft.
Die folgende Anodisierung fiihrte zu reguléren Nanoporen (s. Abb. 5.34(a)), allerdings
entstanden dabei Risse in der AlyO3-Schicht. Nach Porenerweiterung und Galvanisierung

400 nm

(a) Nanoporen in Aluminiumoxid auf (b) Abgelostes SU8 nach
SU8-Passivierung KOH-Behandlung

Abbildung 5.34: Passivierung von Gold-MEAs mit SU8

konnten in den SU8-Schichten unter dem optischen Mikroskop zunéchst keinerlei Defekte
festgestellt werden. Jedoch 16ste sich beim Entfernen des Aluminiumoxid-Templates in
KOH die SU8-Passivierung auf allen Chips komplett ab, wie Abb. 5.34(b) belegt. Dies
deutet auf eine schlechte Laugenbestindigkeit der SUS-Filme hin, so dass diese Passivie-
rung fiir die angstrebte Nanostrukturierung von MEAs verworfen wurde.

2) Passivierung mit Parylen C, hergestellt am IWE der RWTH Aachen

Am Institut fiir Werkstoffe der Elektrotechnik (IWE) der RWTH Aachen wurde mittels
Chemical Vapor Deposition (CVD) in einem PDS 2010 Labcoater (Specialty Coating
Systems, Indianapolis, USA) das biokompatible und transparente Polymer Parylen C
zur Isolierung auf Goldleiterbahnen aufgebracht. Als Schichtdicken wurden 1,5 pm und
3,2 pum gewahlt. Fiir 1,5 um zeigten sich im REM deutliche Risse in der Parylenschicht
(s. Abb. 5.35(a)), und die Schicht war nicht elektrisch isolierend. Fiir eine Schichtdicke
von 3,2 pum wurde dann iiber 36 h hinweg der Leckstrom durch die Schicht gemessen. Wie
Abb. 5.35(b) zeigt, war der Strom bei einer Spannung von 5V wihrend der gesamten
Messung konstant, was auf eine dichte Passivierung hindeutete. Fiir die Herstellung von
Nanopillars auf MEAs mit Parylenpassivierung wére allerdings eine geringere Dicke der
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Passivierung erforderlich, da die Nanopillars sonst wesentlich niedriger wéren als die Pas-
sivierung und nicht nah genug an die Zellmembran heranreichen wiirden. Daher konnte
diese Isolierschicht nicht zur Passivierung von Nanopillar-MEAs verwendet werden.
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(a) REM-Aufnahme von Rissen in (b) Leckstrom gemessen an einer 3,2 pum
der 1,5 pum dicken Parylenschicht dicken Parylenschicht [190]

Abbildung 5.35: Passivierung von Gold-Leiterbahnen mit Parylen C

(a) MEA-Chip mit (b) Passivierte Leiterbahnen ohne
Aluminiumschicht Aluminiumfilm

Abbildung 5.36: MEA-Chips mit ONO-Schichten des IBN-2

3) ONO-Schicht, prozessiert am IBN-2

Mittels PECVD in einer Plasmalab Anlage von Oxford Instruments Plasma Technology
(Wiesbaden) wurden im IBN-2 450 nm und 750 nm dicke ONO-Stapel mit den nachste-
henden Abfolgen hergestellt: 100nm / 150 nm / 100 nm und 300 nm / 150 nm / 300 nm.
Fiir beide Schichttypen traten starke Adhéasionsprobleme der ONO-Passivierung auf den
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Gold-MEAs auf, wie in Abb. 5.36 zu sehen ist. Die ONO-Filme blatterten ab, so dass die
darunterliegenden Leiterbahnen nicht mehr isoliert waren. Auch diese Schichten wurden
nicht weiter fiir die Passivierung von MEAs eingesetzt.

800 nm Al 290 nm Al

(a) Zwei MEA-Chips mit ONO-Schichten von Oxford
Instruments nach der Anodisierung

(b) Mikroelektrode ohne (¢) REM-Aufnahme von Elektrode mit
Goldabscheidung im REM groffldchiger Goldabscheidung

Abbildung 5.37: MEA-Chips mit ONO-Schichten von Ozxford Instruments

4) ONO-Schicht, hergestellt bei Oxford Instruments Plasma Technology

ONO-Schichten, die bei Oxford Instruments auf den planaren Jiilicher Gold-MEAs depo-
niert wurden, hatten eine Gesamtdicke von 600 nm mit einer ONO-Schichtfolge von 100 nm
/400nm / 100 nm. Die Abscheidung der ONO-Schichten wurde in einer Oxford Plasmalab
80+ Anlage durchgefiihrt. Fiir die anschliefende Anodisierung wurden im Forschungszen-
trum caesar mit dem Elektronenstrahlverdampfer Aluminiumschichten mit 290 nm und
800nm Dicke aufgebracht. Auffallig war beim anschliefenden Prozess zur Nanostruktu-
rierung der MEAs, dass sich die Passivierung von den Chips loste (s. Abb. 5.37(a)).
Die Prozessschritte in Kontakt mit Siuren (Anodisierung und Porenerweiterung) sowie
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die Galvanisierung haben diese ONO-Schichten zunéchst tiberstanden. Allerdings kam es
wiederum im letzten Schritt, der Entfernung des Aluminiumoxid-Templates in KOH, zur
Ablésung der Passivierung. Diese Beobachtung indizierte eine schlechte Bestandigkeit der
Oxford-Passivierungen gegeniiber Laugen. Abb. 5.37(b) und 5.37(c) dokumentieren, dass
wahrend der Galvanisierung im Goldbad nur teilweise eine Abscheidung auf den Elek-
troden stattgefunden hat. Dabei konnten allerdings keine Nanopillars produziert werden,
sondern die Abscheidung erfolgte - wenn iiberhaupt - grofflichig. Dieses Resultat legt die
Vermutung nahe, dass die Aluminiumschicht nicht vollstdndig auf den Elektroden gehaftet
hat, so dass das Gold wihrend der galvanischen Deposition an den Passivierungskanten
unter die Aluminiumschicht gelangen konnte und sich daher nicht in den Poren abschied.
Wie in Abb. 5.37(a) zu sehen ist, zeigten die Leiterbahnen auf den Chips nach Nanostruk-
turierung aufserdem unterschiedliche Farben. Fiir diese Verdnderung gibt es bislang keine
Erkléarung. Auch diese ONO-Schichten schieden aufgrund der schlechten Ergebnisse als
Passivierung fiir nanostrukturierte MEAs aus.

| L

(a) Elektrochemische (b) Kupferabscheidung im Detail
Kupferabscheidung auf Leiterbahnen

Abbildung 5.38: REM-Aufnahmen elektrochemischer Kupferabscheidung durch Pin-
holes in der NONONO-Passivierung 101/

5) NONONO-Schicht, prozessiert an der FH Zweibriicken

An der FH Zweibriicken wurden mittels PECVD 800 nm dicke NONONO-Schichten auf
verschiedenen Gold-Elektroden aus Jiilich deponiert mit der folgenden Schichtabfolge:
150nm / 100nm / 150nm / 100nm / 150 nm / 200 nm. Hierfiir wurde ein Plasmalab Sy-
stem 133 der Firma Oxford Instruments Plasma Technology genutzt. Die Isolierfahigkeit
dieser Passivierungen wurde mittels elektrochemischer Abscheidung von Kupfer gepriift.
In den REM-Aufnahmen in Abb. 5.38 ist zu erkennen, dass die Schichten entgegen einer
ersten Priffung im Lichtmikroskop nicht dicht waren, da in einigen Pinholes Kupfer abge-
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schieden wurde. Vor allem an den Réndern der Passivierung kam es zur Abscheidung von
Kupfer auf den Elektroden. Aufgrund dieser Isolierungsprobleme und zusétzlicher Schwie-
rigkeiten bei der Herstellung reproduzierbarer Schichtdicken wurden diese Passivierungen
nicht fiir die Prozessierung von Nano-MEAs verwendet.

6) ONO-Schicht, prozessiert am Forschungszentrum caesar, Bonn

Am Forschungszentrum caesar wurde auf planare Gold-MEAs, die zuvor in Jiilich prozes-
siert wurden, in einer PECVD-Anlage von ST'S eine 800 nm dicke ONO-Schicht deponiert
mit der Abfolge 300nm / 200nm / 300 nm. Bereits bei ersten Tests zeigte sich, dass die-
se ONO-Stapel nicht gut auf den MEA-Chips hafteten, da sie direkt abplatzten. Dieser
Effekt war vor allem im Bereich der Leiterbahnen zu beobachten (s. Abb. 5.39). Zur Ver-
besserung der Adhésion dieser Passivierung waren zuvor sogar wenige Nanometer Chrom
bzw. Titan auf den Gold-Leiterbahnen abgeschieden worden. Jedoch konnte auch hier-
durch die ONO-Adhésion nicht verbessert werden. Zusammen mit den Projektpartnern
am Forschungszentrum caesar wurden mogliche Problemquellen im Prozess diskutiert.
Darauthin wurde in einem zweiten Versuch der komplette Prozess zur MEA-Herstellung
im Reinraum des Forschungszentrums caesar durchgefiihrt.

/A

g

Abbildung 5.39: Mangelnde Haftung der ONO-Schicht von caesar auf Jilicher MEAs

7) Komplette MEA-Prozessierung einschlieftlich ONO-Schicht am Forschungs-
zentrum caesar, Bonn

In einem zweiten Versuch bei caesar wurde der komplette Prozess zur MEA-Herstellung
im dortigen Reinraum durchgefiihrt. Dabei fanden ausschliefslich Trockenétzschritte Ver-
wendung. Positive Ergebnisse zur Haftung verschiedener Passivierungsschichten auf Me-
tallen nach Trockenétzprozessen lagen bei caesar bereits vor. Die einzelnen Schritte zur
MEA-Herstellung sind in Kapitel 4.4 beschrieben. Als Passivierung wurde wieder eine
ONO-Schicht mit der Abfolge 300 nm / 200 nm / 300 nm verwendet. Zum Schluss wurden



5.4 Nanostrukturierung von Gold-Mikroelektroden 115

mit dem Elektronenstrahlverdampfer 800 nm Aluminium auf die Wafer aufgebracht.
Anodisierung und Porenerweiterung dieser MEA-Chips verliefen problemlos, und unter
dem Lichtmikroskop war anschlieflend eine intakte ONO-Schicht zu sehen. Nach der
Galvanisierung wurde das Al,O3 in KOH entfernt. Auch nach diesem Schritt war die
ONO-Schicht noch intakt, und bereits im Lichtmikroskop waren Abscheidungen auf den
Elektroden zu erkennen. Die weitere Untersuchung im REM zeigte unterschiedliche FEr-
gebnisse. Auf einigen Elektrodenfenstern wurde entweder gar kein Gold abgeschieden,
oder die Elektroden waren grokflichig mit galvanischem Gold bedeckt (s. Abb. 5.40(a)
und 5.40(b)). Auf einzelnen MEA-Chips waren in dieser Versuchsreihe aber auch erstmals
Gold-Nanopillars in den Elektrodenfenstern zu sehen, wie Abb. 5.40(c) zeigt.

(a) Keine Abscheidung von Gold (b) Grofflachige Goldabscheidung

(¢) Gold-Nanopillars auf einer Mikroelektrode,
hergestellt in 800 nm dickem Al-Template

Abbildung 5.40: REM-Aufnahmen von Mikroelektroden, die am Forschungszentrum
caesar prozessiert und im IBN-2 nanostrukturiert wurden
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Nach schrittweiser Verlangerung der Anodisierungszeiten konnte der Prozess so weit opti-
miert werden, dass pro Durchlauf zuverlissig ca. 90 % der MEA-Chips Gold-Nanopillars
aufwiesen. Auf diesen Chips waren ca. 95% aller Elektrodenfenster dicht mit Gold-
Nanopillars bewachsen. Lediglich auf Elektroden mit 8 ym Durchmesser wuchsen die Pil-
lars mit geringer Dichte. Auf den einzelnen Elektrodenfenstern befand sich zudem fiir
alle Durchmesser ein Randbereich ohne Nanopillars (s. Abb. 5.40(c)), da an der Kante
zur Passivierung hin das Aluminium nicht ausreichend auf den Elektroden haften konn-
te. Daher konnte der Aufsenkreis nicht anodisiert werden, weswegen es hier nicht zum
Pillarwachstum kam.

5.5 Signalableitung mit nanostrukturierten MEAs

Die nanostrukturierten MEAs wurden nun in wiederholten Zellkulturen zur Ableitung
extrazelluldrer Signale verwendet. In diesen Kopplungsexperimenten wurde untersucht,
ob die angestrebte Verbesserung der Signalqualitdt durch Nanopillars auf den Gold-MEAs
erreicht werden konnte.

5.5.1 Ableitung extrazelluldrer Signale von elektroaktiven Zellen

Fiir die vergleichende Ableitung extrazelluldrer Signale mit nanostrukturierten und plana-
ren MEAs wurden aufgrund ihrer guten Adhésionseigenschaften HL1-Kulturen benutzt.
Insgesamt wurden 24 planare und 24 nanostrukturierte MEAs mit den Elektrodendurch-
messern 8 ym, 10 gm, 15 ym und 20 pm verwendet. Abb. 5.41(a) zeigt dichtes Wachstum
von HL1-Zellen auf planaren Gold-MEAs vom Durchmesser 15 um. In Abb. 5.41(b) ist
die lichtmikroskopische Aufnahme einer HL1-Kultur auf nanostrukturierten MEAs zu se-
hen. Deutlich erkennbar ist in diesem Bild die braune Farbung der Elektroden aufgrund
der Gold-Nanopillars. Auf dem planaren Chip erscheinen die Elektrodenbereiche dagegen
gelb. Abb. 5.42 zeigt die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer vitalen und relativ
dichten HL1-Kultur auf einem nanostrukturierten MEA-Chip. Auch hier ist zu erkennen,
dass auf den Elektrodenbereichen Nanopillars gewachsen sind (s. rote Pfeile).
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(a) HL1-Kultur auf planaren MEAs mit (b) HL1-Kultur auf nanostrukturierten

15 pm Durchmesser. Die MEAs mit 15 pm Durchmesser.
Elektrodenbereiche sind hier gelb. Durch die Pillars erscheinen die

Elektroden braun.

Abbildung 5.41: HLI1-Kulturen an DIV j auf planaren und nanostrukturierten Gold-
MEAs

Abbildung 5.42: Live-Dead-Staining einer HL1-Kultur auf nanostrukturierten MEAs

Sowohl mit nanostrukturierten als auch mit planaren MEAs war die reproduzierbare Ab-
leitung von extrazelluldren Signalen aus HL1-Kulturen moglich. Abb. 5.43(a) zeigt exem-
plarisch die regelméfige Ableitung von Aktionspotenzialen mit nanostrukturierten MEAs
vom Durchmesser 15 ym. In der zugehérigen vergroferten Darstellung in Abb. 5.43(b) ist
deutlich die charakteristische Form des Aktionspotenzials zu erkennen, wie sie in Kapitel
3.5.1 vorgestellt wurde.
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Abbildung 5.43: Ableitung von Aktionspotenzialen mit nanostrukturierten MEAs

Ausschlaggebend bei der Auswertung der extrazelluldren Signale von nanostrukturierten
MEAs im Vergleich zu planaren Elektroden war das Verhéltnis zwischen der Amplitude
des Aktionspotenzials und dem Signalrauschen. Zu diesem Zweck wurde zunachst auf je-
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dem Chip mit 64 Elektroden die Elektrode ausgewertet, die das Signal mit der héchsten
Signalamplitude lieferte. Fiir diese Elektrode wurde aus allen aufgezeichneten Signalen ein
mittleres Aktionspotenzial bestimmt, das in den nachfolgenden Balkendiagrammen mit
der zugehorigen Standardabweichung als Fehlerbalken dargestellt ist. Diese gemittelten
maximalen Aktionspotenziale pro Chip wurden unter Beriicksichtigung der verschiede-
nen Zellkultur-Experimente fiir jeden Elektrodendurchmesser getrennt ausgewertet. Ins-
gesamt flossen extrazelluldre Signale aus bis zu vier verschiedenen HL1-Kulturen in die
Auswertung ein. In jedem Experiment wurden zwei planare und zwei Pillar-Chips mit
HL1-Zellen besiedelt, von deren 64 Elektroden anschlieffend Aktionspotenziale detektiert
wurden. Aufgrund von Variationen in der Zellkultur konnte in einigen Experimenten al-
lerdings nur ein MEA-Chip vom jeweiligen Elektrodentyp ausgewertet werden.

Bei Signalableitungen an MEAs mit 8um Durchmesser wurden zwei Kulturen aus HL1-
Zellen verwendet (s. Abb. 5.44). Mit diesem Elektrodentyp wurden relativ niedrige Signal-
amplituden zwischen 0,1 und 0,6 mV gemessen. Im ersten Experiment war keine deutliche
Erhéhung der Signalamplitude durch Nanopillars auf den MEAs zu erkennen, jedoch wur-
den in der zweiten Kultur an nanostrukturierten MEAs geringfiigig hohere Signale gemes-
sen als an der planaren Referenz. Insgesamt wurde mit diesem Elektrodentyp allerdings
keine signifikante Verbesserung der Signalqualitit erzielt.
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Abbildung 5.44: Gemittelte Signalamplituden fiir MEAs mit 8 pm Durchmesser
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Wie in Abb. 5.45 dargestellt, wurden fiir MEAs mit 10 um Durchmesser die Signale aus
vier verschiedenen HL1-Kulturen ausgewertet. Hierbei wurden deutlich héhere Signalam-
plituden gemessen als bei MEAs mit 8 um Durchmesser. Die Héhe der Aktionspotenziale
variierte stark von 0,1 bis 1,1 mV. In allen Experimenten mit 10 yum groken MEAs fanden
sich fiir nanostrukturierte Elektroden iiberwiegend héhere Signalamplituden als fiir pla-
nare Chips, so dass mit diesem Elektrodentyp eine Verbesserung der Signalqualitat erzielt
wurde.
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Abbildung 5.45: Gemittelte Signalamplituden fiir MEAs vom Durchmesser 10 pym

Signalableitungen mit 15 ym grofen MEAs wurden an drei verschiedenen HL1-Kulturen
durchgefiihrt und sind in Abb. 5.46 im Uberblick dargestellt. Auch hier wurden maximale
Aktionspotenziale verzeichnet, die nur zwischen 0,1 und 0,6 mV lagen. Insgesamt waren
einige der Signale, die mit Nanopillar-MEAs gemessen wurden, hoher als die Resultate aus
den Vergleichsmessungen mit planaren MEAs. Allerdings gab es auch nanostrukturierte
Chips, deren Signale niedriger waren als bei planaren MEAs.
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Abbildung 5.46: Gemittelte Signalamplituden fiir MEAs mit 15 uym Durchmesser
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Abbildung 5.47: Gemittelte Signalamplituden fir MEAs mit 20 pm Durchmesser

Zuletzt wurden in vier HL1-Kulturen MEAs mit 20 um Durchmesser zur extrazellularen
Ableitung eingesetzt (s. Abb. 5.47). Fiir diese Elektrodengrofe wurden erneut Signalam-
plituden zwischen 0,1 und 1,1 mV gemessen. Auch bei diesem Typ wurden an nanostruk-
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turierten MEAs maximale Aktionspotenziale verzeichnet, die im Vergleich zu planaren
Elektroden deutlich erhéht waren (s. Experiment 2). Allerdings gab es in den anderen
Experimenten keinen eindeutigen Trend, in dem ein bestimmter MEA-Typ besonders ho-
he Signalamplituden zeigte.

Abschlieffend wurden die maximalen Aktionspotenziale fiir die vier untersuchten Elektro-
dendurchmesser direkt den Resultaten aus den Vergleichsmessungen an planaren MEAs
gegeniiber gestellt. Zu diesem Zweck wurden die maximalen Signale aller Zellkulturexpe-
rimente fiir den jeweiligen Elektrodendurchmesser gemittelt und mit einer Standardab-
weichung angegeben. Aus diesen gemittelten Aktionspotenzialen wurden dann die Ver-
groferungsfaktoren pro Elektrodendurchmesser bestimmt. Die Angabe von Fehlern fiir
diese Faktoren war nicht sinnvoll, da hohe Schwankungen zwischen den einzelnen HL1-
Kulturen vorlagen und die Stichprobenzahl pro Kultur insgesamt sehr niedrig war. Tabelle
5.12 zeigt diese Ergebnisse im Uberblick.

MEA-Typ | Aktionspotenzial [mV] ‘ Vergroferungsfaktor

8 pum Pillars 0,24 40,12 0.95
8 pm planar 0,2540,24 ’
10 pm Pillars 0,53 +£0,35 907
10 pm planar 0,26 + 0,10 ’
15 pum Pillars 0,38 40,19 1.40
15 pum planar 0,274+0,11 ’
20 pm Pillars 0,69+0,35 145
20 pm planar 0,47 +0,27 ’

Tabelle 5.12: Vergleich der Signalamplituden von HLI-Zellen auf nanostrukturierten
und planaren MEAs

Hierbei fallt der besonders niedrige Vergrofserungsfaktor 0,95 bei 8 um grofen MEAs auf.
Mit diesem Elektrodentyp kam es zu keiner Erhohung der Signalamplituden an HL1-
Zellen, sondern demnach lag sogar eine Verschlechterung der Signalqualitét vor. Das nied-
rige Resultat der kleinsten MEAs kann eventuell durch die besonders geringe Elektroden-
flache begriindet werden, die bei 8 um Durchmesser fiir die Zellkopplung zur Verfiigung
steht. Zwar ist bei allen Elektrodengréfen nie die gesamte Grundfliche mit Pillars be-
wachsen, da sich am &ufieren Rand immer ein prozessbedingter planarer Bereich befindet,
jedoch waren auf 8 yum groflen MEAs nur 20 bis 30% der Elektrodenfliche mit Pillars
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bewachsen. Zudem war die Pillardichte auf allen 8 um grofen Elektroden wesentlich ge-
ringer als auf den anderen Elektroden. Dadurch kam die angestrebte Vergréferung der
Elektrodenflache durch die Nanostrukturen bei diesem Typ nicht zum Tragen.

Unerwartet hoch war der Vergroferungsfaktor hingegen bei MEAs mit 10 um, wo er 2,07
betrug. MEAs mit 15 gm und 20 gum Durchmesser fiihrten ebenfalls zu erhohten Signal-
amplituden von nanostrukturierten MEAs gegeniiber planaren Chips. Fiir 15 um wurde
ein Vergrofserungsfaktor von 1,40 ermittelt, bei 20 ym betrug er 1,45. Dadurch konnten
mit nanostrukturierten MEAs vom Durchmesser 10 um die hochsten Aktionspotenziale
gemessen werden, gefolgt von 20 ym und 15 um grofsen Elektroden.

Im Anschluss an die Auswertung der maximalen Signalhéhen pro MEA-Chip wurde
das Signal-Rausch-Verhéltnis (SRV) analysiert. Das Effektiv-Rauschen (d.h. das rms-
Rauschen, root mean square) fiir die jeweiligen Elektroden wurde aus den Zeitintervallen
zwischen 300 und 200 ms vor den entsprechenden Aktionspotenzialen ermittelt.
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Abbildung 5.48: Signal-Rausch-Verhdltnis fiir MEAs mit 8§ um Durchmesser

Das SRV von 8 um grofsen MEAs ist in Abb. 5.48 dargestellt. Die Werte liegen zwischen
10 und 45 und sind damit sehr niedrig. Dennoch ist aufgrund dieser Daten in allen Ex-
perimenten eine leichte Erhohung des SRVs fiir Pillar-MEAs gegeniiber planaren Chips
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zu erkennen. Dieser Trend steht im Gegensatz zur vorherigen Auswertung der Signalam-
plituden, bei der nanostrukturierte MEAs sogar niedrigere Signale lieferten als planare
Chips.

Die Auswertung des SRVs der 10 um grofsen MEAs ist in Abb. 5.49 dargestellt und ergab
Werte zwischen 5 und 120. Wie auch bereits bei den Aktionspotenzialen wurde damit eine
deutliche Verbesserung der Signalqualitét in allen Experimenten nachgewiesen. Auffallend
hoch war das SRV in Experiment 2, wo ein Wert von 120 erreicht wurde. Dennoch gab
es auch fiir diesen Elektrodentyp in Experiment 1 einen nanostrukturierten Chip mit
geringerem SRV als bei vergleichbaren planaren MEAs.

10 pm MEAs

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 - Pillar-MEAs

- Planare MEAs

Signal-Rausch-Verhiltnis

Abbildung 5.49: Signal-Rausch-Verhdltnis fir 10 um grofile MEAs

Fir MEAs mit 15um Durchmesser wurden SRVe zwischen 10 und 65 ermittelt, wie
Abb. 5.50 zeigt. In Experiment 2 und 3 wurden mit nanostrukturierten Elektroden die
héchsten SRVe erzielt, die iiber den zugehorigen Werten von planaren MEAs lagen. Nur
in Experiment 1 war dieser Trend nicht zu beobachten, so dass fiir 15 um grofe MEAs auf-
grund der vorliegenden Daten ebenfalls von einer Erh6hung des SRVs ausgegangen werden
kann. Diese Signalverbesserung ist allerdings geringer ausgeprégt als bei den MEAs mit
10 pm Durchmesser.
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Abbildung 5.50: Signal-Rausch-Verhdltnis fir MEAs vom Durchmesser 15 um

Wie Abb. 5.51 zeigt, konnten mit 20 pm grofsen Elektroden SRVe zwischen 10 und 140
erzielt werden. In Experiment 2 lag ein auffallend hoher Unterschied zwischen nanostruk-
turierten und planaren MEAs vor. Allerdings war in den Experimenten 1, 3 und 4 keine
Erhchung des SRVs zu beobachten. Insgesamt wurde die angestrebte Verbesserung der
Signalqualitdt mit diesem Elektrodentyp nur vereinzelt erreicht, denn im Mittel der vier
Zellkulturexperimente konnte keine signifikante Erhohung des SRVs nachgewiesen wer-
den.

Die quantitative Auswertung der SRVe fiir unterschiedliche Elektroden ist in Tabelle 5.13
zusammengefasst. Wiederum wurde auf die Angabe von Fehlern fiir die Vergroferungsfak-
toren verzichtet. Die angestrebte Verbesserung der Signalqualitét ist mit einer Erhchung
des SRVs um den Faktor 2,2 bei 10 um am stéarksten ausgepragt. Fiir MEAs mit 15 um
Durchmesser war das SRV durchschnittlich um den Faktor 1,7 erhcht. Bei MEAs mit
den Durchmessern 8 und 20 um lag der Vergroferungsfaktor hingegen nur bei 1,2 bzw.
1,3. Damit konnte bei diesen beiden Elektrodendurchmessern kaum eine effektive Verbes-
serung des SRVs nachgewiesen werden. Bis auf einen Unterschied bei den 8 um grofsen
MEAs folgte die Auswertung des SRVs damit im wesentlichen den vorherigen Ergebnissen
der Aktionspotenziale.
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Abbildung 5.51: Signal-Rausch-Verhdltnis fiir MEAs mit 20 pm Durchmesser

MEA-Typ | Signal-Rausch-Verhéltnis ‘ Vergroferungsfaktor

8 pm Pillars 25+ 11 12
8 pm planar 21 +17 ’
10 pm Pillars 49 £ 37 9.9
10 pm planar 23+ 11 ’
15 pm Pillars 41+ 19 17
15 pm planar 24413 ’
20 pm Pillars 69 + 48 13
20 pm planar 52 4+ 29 ’

Tabelle 5.13: Vergleich des Signal-Rausch-Verhdltnisses von nanostrukturierten und
planaren MEAs

Um den Einfluss der mehrfachen Verwendung von nanostrukturierten MEAs zu unter-
suchen, wurden MEA-Chips nach der Kultivierung von HL1-Zellen gereinigt. Zunéchst
wurden die Chips mit 70% Ethanol und destilliertem Wasser gespiilt. Es folgte das Ablo-
sen der Zellreste und der Fibronektin-Beschichtung mit dem Enzym Trypsin bei 37°C fiir
15 bis 20 Min. Anschlieffend wurden die Chips 1,5h lang in einer 2%igen Losung des Ten-
sids Hellmanex (Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim) gereinigt. Die Tensidreste wurden
schliefslich durch mehrstiindiges Waschen in einer Durchflusszelle mit ultrareinem Wasser
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von den Chips entfernt. Das Ergebnis dieser Reinigungsprozedur zeigt Abb. 5.52. An den
Stellen, wo die Pillars weniger dicht gewachsen waren, sind deutlich umgeknickte Nano-
strukturen zu erkennen, die eindeutig auf die Chip-Reinigung zuriickzufiihren sind. Damit
ist die mehrfache Nutzung von Gold-Nanopillar-MEAs nur eingeschrankt méglich.

Abbildung 5.52: Umgeknickte Nanopillars auf einer mehrfach verwendeten Elektrode

5.5.2 Elektrochemische Charakterisierung von nanostrukturierten
und planaren MEAs

Um genaueren Aufschluss iiber die beobachteten Verhiltnisse der Elektrodenantworten
zu erhalten, wurden die MEA-Chips im Anschluss an die Ableitung extrazellularer Signa-
le elektrochemisch untersucht. Dabei wurden dieselben nanostrukturierten und planaren
MEA-Chips zur Aufnahme von Impedanzspektren verwendet. Auf jedem Chip wurde dann
die Elektrode untersucht, an der zuvor die hochsten Aktionspotenziale gemessen wurden.
Die Frequenz wurde von 1Hz bis 10* Hz variiert, und als Elektrolyt kam 1x PBS zum
Einsatz. Um die Impedanzspektren zu fitten und daraus die Kapazitédten zu bestimmen,
wurde das Ersatzschaltbild in Abb. 5.53 verwendet.

_|
i o

R1

R2
Abbildung 5.53: Ersatzschaltbild zur Auswertung der Impedanzmessungen an MFEAs
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Wie Abb. 5.54 zeigt, wurden an nanostrukturierten MEAs mit 8 pum Durchmesser Ka-

pazitdten zwischen 45 und 60 pF gemessen. Die planaren 8 um grofen MEAs lieferten

ghnlich groke Kapazitdten zwischen 35 und 50 pF. Fiir diesen Elektrodentyp war damit

keine Erh6hung der Kapazitdt durch Nanopillars ersichtlich.

8 ym

Pillars

Planar

Abbildung 5.54: Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 8 um Durchmesser
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Abbildung 5.55: Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 10 um Durchmesser
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Abb. 5.55 zeigt die Auswertung der Impedanzspektren fiir 10 um grofe MEAs. Sowohl
fiir planare als auch fiir nanostrukturierte MEAs schwankten die ermittelten Kapazita-
ten zwischen 40 und 150 pF, so dass keine sichtbare Abhéngigkeit der Kapazitdt vom
Elektrodentyp verzeichnet wurde. Bei einer planaren Elektrode wurden sogar 550 pF ge-
messen. Allerdings ist dieser hohe Wert mit grofser Wahrscheinlichkeit auf eine undichte
Passivierung auf diesem Chip zuriickzufiithren. Vermutlich bestand iiber Pinholes in der
ONO-Schicht eine Verbindung zu den darunter liegenden Leiterbahnen, die den Anstieg
der Kapazitat erklart.

15 ym

Pillars Planar

300

C [pF]

Abbildung 5.56: Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 15 pm Durchmesser

Fir MEAs vom Durchmesser 15 um bot sich ein dhnlicher Zusammenhang zwischen Ka-
pazitit und Elektrodentyp (s. Abb. 5.56). Im Mittel lagen die Kapazitéten fir Nanopillar-
und planare MEAs zwischen 50 und 120 pF. Auch hier konnte kein deutlicher Einfluss der
Nanopillars auf die Kapazitit ermittelt werden. Erneut wiesen zwei der planaren Chips
besonders hohe Kapazitaten von 200 und 280 pF auf, deren Auftreten vermutlich wieder
mit Pinholes in der Passivierung begriindet werden kann.

Besonders stark geschadigt war die Passivierung auf MEAs mit 20 ym groften Elektroden.
Wie Abb. 5.57 zeigt, fanden sich hier vor allem fiir die nanostrukturierten Elektroden
Kapazitdten oberhalb von 200 pF, die auf eine undichte Passivierung hindeuten. Auch
ein planarer Chip wies mit 430 pF eine extrem hohe Kapazitat auf. Aufgrund der hohen
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Anzahl von nanostrukturierten Chips mit Pinholes in der Passivierung war fiir diesen
Elektrodendurchmesser kein Vergleich zu den Kapazititen der planaren MEAs mdoglich.

20 pm
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Abbildung 5.57: Auswertung der Impedanzspektren an MEAs mit 20 pm Durchmesser

Werden alle Chips mit undichter Passivierung nicht in der Auswertung der Impedanzspek-
tren beriicksichtigt, dann ist fiir die verschiedenen MEAs keine signifikante Erhéhung der
Kapazitat durch Gold-Nanopillars zu verzeichnen. Sowohl fiir nanostrukturierte als auch
fiir planare MEAs liegen die Kapazitiaten der Elektroden meist zwischen 50 und 120 pF.
Allerdings ergibt sich rechnerisch fiir die Leiterbahnen auf den Chips unter der verwen-
deten 800 nm dicken ONO-Schicht bereits eine Kapazitit von ca. 36 pF. Gegeniiber dem
Anteil der Leiterbahnen fallen die gemessenen Kapazitédten der Elektroden damit in einen
Bereich, in dem der Effekt der Nanostrukturen nicht deutlich messbar ist. Verschlechtert
wurde dieser Umstand in den obigen Messungen dann noch durch die eingeschrénkte Halt-
barkeit der ONO-Passivierungen. Um den angestrebten Effekt der Kapazitétsvergroferung
von MEAs durch Gold-Nanopillars besser messen zu kénnen, ist daher eine Anderung des
Chipdesigns zwingend erforderlich. Beim neuen Elektrodenlayout sollten die Leiterbahnen
sowohl verkiirzt als auch schmaler gestaltet werden.

Die impedanzspektroskopischen Untersuchungen an MEAs und Signalableitungen an HL1-
Zellen wurden im folgenden Teil durch die Messung der Transfercharakteristika ergénzt.
Hierfiir wurden wieder die Elektroden vermessen, die bereits in der Impedanzspektroskopie
untersucht worden waren. In Abb. 5.58 sind exemplarisch typische Transfercharakteristika
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fiir planare und nanostrukturierte MEAs zu sehen. Von den insgesamt 48 Chips zeigten
allerdings nur 9 Proben ein Resultat mit diesem typischen Verlauf der Elektrodenant-
wort. Auf den iibrigen Chips sind die untersuchten Elektroden wahrscheinlich durch die
vorherige Reinigung zerstort worden, so dass an ihnen keine Transfercharakteristika mehr
gemessen werden konnten.
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Abbildung 5.58: Exemplarische Transfercharakteristika verschiedener Mikroelektro-
den

Aus den neun auswertbaren Datensétzen der Lock-In-Messungen wurden nun exempla-
risch Zj.qr und Z; bei 100 Hz von zwei nanostrukturierten und zwei planaren MEAs mit
10 pgm Durchmesser bestimmt. Hierfiir wurden die Gleichungen 4.4 und 4.5 verwendet.
Die vorherigen Signalableitungen mit 10 um grofen MEAs hatten zu stark schwanken-
den Resultaten fiir die Aktionspotenziale gefiihrt (s. Abb. 5.45). Die Auswertung der vier
Chips ist in Tabelle 5.14 zusammengefasst.

Probe | Aktionspotenzial [mV] | Zeor[MQ] | Zo[MQ]
Pillar-1 1,12£0,09 60,0 13,2
Pillar-2 0,44+ 0,02 81.2 40,0

Planar-1 0,40+ 0,01 50,1 178,0
Planar-2 0,234+0,02 36,7 193,0

Tabelle 5.14: Auswertung von Transfermessungen und Impedanzspektren fir planare
und nanostrukturierte MEAs mit 10 um Durchmesser



132 Kapitel 5: Ergebnisse

Fiir die Pillar-Proben 1 und 2 unterschieden sich die Signalamplituden ca. um den Faktor
2,5. Die zugehorige Elektrodenimpedanz war fiir Probe Pillar-2 dreifach hoher als fiir
Probe Pillar-1. Dieses Verhéltnis der beiden Z,; entsprach in etwa der Relation zwischen
den Amplituden der beiden Pillar-Proben. Die anschlieftende Berechnung der Impedanzen
Ziear zeigte, dass die Passivierungsimpedanzen dieser beiden Chips dhnlich groft waren.
Bei Probe Pillar-1 war Zj.,. um den Faktor 4,5 hoher als Z,. Bei Probe Pillar-2 war
Ziear, dagegen nur doppelt so groft wie Z,;. Da die Passivierungsimpedanzen &hnlich hoch
waren, konnte jedoch ein Einfluss der Passivierung auf die Signalamplituden fiir diese
beiden Pillar-MEAs weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die Aktionspotenziale der beiden planaren Proben lagen in der Gréfenordnung der na-
nostrukturierten Probe Pillar-2. Die Bestimmung von 7, fiihrte jedoch bei beiden pla-
naren Chips zu wesentlich hoheren Werten der Elektrodenimpedanz als bei dieser Pillar-
Referenz. Demzufolge hétten in der Signalableitung wesentlich niedrigere Amplituden fiir
beide planaren MEAs verzeichnet werden miissen, was nicht der Fall war. Die Berechnung
von Zj.q, der zwei planaren Proben ergab Werte, die ca. um den Faktor 2 niedriger wa-
ren als bei der korrespondierenden Pillar-Probe Nr. 2. Zwar scheint die Passivierung der
beiden planaren Chips weniger dicht gewesen zu sein als die Isolierung der Probe Pillar-2,
allerdings wurden die Signalamplituden hiervon nicht beeinflusst. Gleichzeitig waren die
Werte fiir Z,; bei den planaren Chips um den Faktor 3 bis 5 hoher als die Passivierungsim-

pedanzen Z..;. Auch diese Relation deutet auf undichte Passivierungen auf diesen Chips
hin.



6 Diskussion

6.1 Geometrische und elektrochemische Analyse von
Gold-Nanopillars

Geometrische Analyse von Gold-Nanopillar-Elektroden mittels REM

In der vorliegenden Arbeit wurde die Herstellung von Gold-Nanopillars mit reproduzierba-
ren Geometrien durch die Anodisierung von Aluminiumoxid realisiert. Durchmesser und
Abstand der dabei entstandenen Nanoporen liefsen sich iiber die Anodisierungsspannung,
den pH-Wert der Sdure sowie die Temperatur des Atzbades verlisslich steuern. Der Durch-
messer wurde zudem durch die anschliefende Porenerweiterung in H3PO, kontrolliert,
und die Hoéhe der Pillars lief sich iiber die Dauer des folgenden Galvanisierungsprozesses
einstellen. In der REM-Untersuchung der Gold-Nanostrukturen zeigte sich, dass mit ca.
180 nm hohen Nanopillars vom Durchmesser 60 nm eine geometrische Vergroferung der
mit Pillars bewachsenen Grundfliche Ay um einen Faktor 9,8 + 1,3 moglich war. Mit
der Herstellung noch héherer Nanopillars kann dieser Wert in Zukunft weiter vergrofert
werden. Allerdings kann es bei extrem hohen Aspektverhéltnissen der Pillars zu Instabi-
litdten kommen, wenn die Pillardichte gering ist. Vor allem bei hohen Nanopillars sollten
daher wiahrend der verschiedenen Reinigungsschritte mechanische Belastungen vermieden
werden, damit sie nicht umknicken oder sich ablosen.

Kapazititsbasierte Zyklovoltametrie an Gold-Nanopillar-Elektroden

Fir Zyklovoltametrie in 0,15M NaCl wurden die Doppelschichtkapazititen von Gold-
Nanopillars und planarem Gold fiir zwei Scangeschwindigkeiten miteinander verglichen.
Aus den Verhéltnissen der Kapazititen wurde anschliefend die Oberflachenvergroferung
(OV) durch Nanopillars gegeniiber der Grundfldche der planaren Substrate ermittelt und
mit der OV aus der REM-Analyse verglichen. Als Grundflache Ay wurde hierbei die Fla-
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che 0,35cm? der planaren Goldreferenzen zugrunde gelegt. So ergab sich aus der REM-
Analyse gegeniiber der elektrochemisch relevanten Grundfliche A, eine geometrische OV
von 7,440, 8. Bei der Zyklovoltametrie in NaCl betrug die OV dagegen nur 3,7+ 1,0 und
war zudem mit vergleichsweise hohen, experimentell bedingten Schwankungen behaftet.
Dieser Vergrofserungsfaktor wich deutlich von der geometrisch bestimmten Flachenvergro-
ferung ab und deutet darauf hin, dass an der Reaktion im Elektrolyten nicht die gesamte
Pillar-Oberfliche beteiligt war.

Auffallend war bei der Zyklovoltametrie in NaCl aufferdem, dass die gemessenen Kapazité-
ten sowohl fiir planare als auch fiir Pillar-Proben stark von der jeweiligen Scangeschwin-
digkeit abhingen. Man kénnte annehmen, dass diese Abhéngigkeit auf die Adsorption
von Chlorid-Ionen an der Pillaroberflache zuriickzufiihren ist. Aus diesem Grund wurden
zusétzliche zyklovoltametrische Untersuchungen von Gold-Nanopillars in 0,15 M KNOj3
durchgefiihrt 9. Allerdings traten in den Messungen mit Nitrat dhnliche Effekte auf. Da-
her scheidet die Chlorid-Adsorption als Grund fiir die Abhéngigkeit der Doppelschichtka-
pazitdt von der Scangeschwindigkeit aus. Ein anderer Erklarungsansatz beruht auf der An-
nahme, dass sich zwischen den Pillars noch Reste der Chemikalien befanden, die im Her-
stellungsprozess verwendet wurden. Diese eventuelle Kontamination mit Sduren, Laugen
oder Cyanid kénnte ebenfalls Einfluss auf die Doppelschichtkapazitdt genommen haben,
die zyklovoltametrisch ermittelt wurde. Zudem wurden bei der Zyklovoltametrie relativ
hohe Potenzialdifferenzen bis zu 1V durchlaufen, die eine Verdnderung der Pillaroberflé-
che durch eventuell vorhandene Kontaminationen hervorgerufen haben kénnten.

Die auffallend niedrige Kapazitéit, die hier mittels Zyklovoltametrie an Gold-Nanopillar-
Elektroden beobachtet wurde, steht den Untersuchungen von Anandan, Forrer und Yang
gegeniiber 136 65661 (s Kapitel 3.4.3). Forrer fand mittels Zyklovoltametrie fiir Nanostruk-
turen mit 30 bis 80 nm Durchmesser und Léngen zwischen 100 und 800 nm extrem hohe
Kapazitédten und daraus resultierende Oberflachenvergréfierungen von 90. Bei Yang wur-
de dagegen mit 2 ym hohen Pt-Nanowires vom Durchmesser 250 nm nur eine sechsfache
Vergroferung der Oberflache mittels Zyklovoltametrie nachgewiesen, die den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit mit Gold-Nanopillars am néchsten kommt. Anandan untersuchte
Nanostrukturen, die bis zu 4,5 um hoch waren und einen Durchmesser von 100 nm hat-
ten und ermittelte hierfiir eine Oberflichenvergréfserung von 38. Der zyklovoltametrisch
ermittelten Vergroferung stand bei Anandan ein Faktor 12 gegeniiber, der mittels REM
bestimmt wurde. Unter Beriicksichtigung der abweichenden Nanostruktur-Geometrien in
den jeweiligen Studien scheinen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit einer geo-
metrischen Vergroferung von 7,4 + 0,8 die Ergebnisse der REM-Analyse von Anandan
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zu bestatigen. Das REM liefert scheinbar verlasslichere Resultate fiir die Oberflichen-
vergroferung als die Kapazitdtsbestimmung mittels Zyklovoltametrie, wie auch Anandan
in seiner Verdffentlichung darlegt. Die Abweichung zwischen den beiden Methoden kann
damit begriindet werden, dass der Ladestrom in der Doppelschicht scheinbar kein geeig-
neter Parameter zur Bestimmung der elektroaktiven Oberflache ist. Daher ist auch der
Trend zu extrem hohen Oberflachenvergroferungen fiir die Nanostrukturen aus Forrers
Arbeit nicht realistisch. Vor allem das Fehlen ergidnzender Methoden zur Bestimmung der
Vergroferung in dieser Studie ldsst den hohen Wert von 90 fraglich erscheinen. In einem
realistischen Bereich liegt dagegen die sechsfache Oberflichenvergréferung aus Yangs Stu-
die, in der die Nanostrukturen allerdings wesentlich breiter und héher waren als die hier
untersuchten Gold-Nanopillars.

Diffusionskontrollierte Zyklovoltametrie an Gold-Nanopillar-Elektroden

Im diffusionskontrollierten System mit 1 mM Ky[Fe(CN)g|] in 1M KCl wurde aus den
Peakstrémen von zwei Scangeschwindigkeiten eine Oberflachenvergréfierung in Hohe von
1,08 + 0,03 ermittelt. Bei einem rein elektrochemischen Strom wire dieser proportional
zur verwendeten Goldoberfliche, und es miisste sich ein hoherer Vergroferungsfaktor er-
geben. Allerdings waren die Peakstrome mit Hexacyanoferrat fiir planares Gold und fiir
Gold-Nanopillars gleich hoch und daher unabhéngig von der Oberflache der untersuchten
Struktur. Hiermit war der Gesamtumsatz der redoxaktiven Substanz im Elektrolyten fiir
Gold-Nanopillars und planares Gold gleich hoch, was indiziert, dass die Strome in diesem
System diffusionslimitiert waren. Bezogen auf die spezifische Oberflache war die Reaktion
an den Pillaroberflichen jedoch vermindert, da offenbar nicht alle Regionen der Pillars
gleichermafen an der elektrochemischen Reaktion beteiligt waren. Vermutlich trat fiir die
Gold-Nanopillar-Elektroden der von Forrer dargestellte Fall von eindimensionaler Diffu-
sion auf, wie er in Abb. 3.19(c) gezeigt ist [%°l. Damit wiren hauptsiichlich die oberen
Partien der Nanopillars an der Reaktion beteiligt gewesen. Aufserdem kann es zwischen
den Nanopillars relativ schnell zu einer diffusionsbedingten Verarmung der redoxaktiven
Substanz im Elektrolyten gekommen sein. Bei der Untersuchung von elf verschiedenen
Scangeschwindigkeiten zwischen 5 ¥ und 10000 ¥ in K4[Fe(CN)g| konnte iiberdies nach-
gewiesen werden, dass sich die Abhéngigkeit der Peakstréme von der Scangeschwindigkeit
mit einer Wurzelfunktion fitten lédsst. Diese Beobachtung deckte sich mit den Untersuchun-
gen von Anandan und belegt ebenfalls die erwarteten eindimensionalen Diffusionsmecha-
nismen an Gold-Nanopillar-Elektroden 9% Fiir niedrige Scangeschwindigkeiten stimmen
die Abhéngigkeiten der Peakstrome fiir Pillars und planares Gold iiberein. Laufen die
Reaktionen schneller ab, werden fiir Gold-Nanopillars zunehmend gréfere Peakstrome
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verzeichnet als an den planaren Substraten. Dieser Trend deutet darauf hin, dass es fiir
hohere Geschwindigkeiten an den Pillars zu einem Ubergang vom eindimensionalen Dif-
fusionverhalten zu nichtlinearer, zylindrischer Diffusion kommt. Diese Zeitabhéngigkeit
folgte wie erwartet der Cottrell-Gleichung 3.23 fiir diffusionsabhéngige Systeme.

Impedanzspektroskopie an Gold-Nanopillar-Elektroden

Aus den anschliefenden impedanzspektroskopischen Messungen in 0,15 M NaCl zwi-
schen 1Hz und 10* Hz ergab sich fiir Gold-Nanopillars eine durchschnittliche Oberfli-
chenvergréferung von 8,4 4+ 1,2. Diese Vergrofserung ist im Vergleich zum Faktor aus den
Zyklovoltametrie-Daten in NaCl (3,7 & 1,0) mehr als doppelt so hoch. Auferdem war
der impedanzspektroskopische Wert etwas hoher als die zuvor bestimmte geometrische
Vergroferung von 7,4 + 0,8, lag aber grob im Bereich dieser bislang verldsslichsten Me-
thode zur Bestimmung der Kapazitdt und der daraus resultierenden Oberflachenvergro-
fserung. Wahrend bei den zyklovoltametrischen Untersuchungen eine starke Abhéngigkeit
der ermittelten Kapazitdten von den Scangeschwindigkeiten im System beobachtet wur-
de, lieken sich die Ergebnisse der Impedanzspektroskopie in NaCl mehrfach reproduzieren.
Bei dieser Methode war das Elektrolytsystem im Gegensatz zur Zyklovoltametrie keinen
grofsen Potenzialdnderungen ausgesetzt, die die Oberfliche der Pillars und ihre elektroche-
mische Antwort verdndert haben kénnten. Alle Impedanzspektren wurden fiir eine klei-
ne Offset-Spannung von 10mV aufgenommen. Zudem beinhalten die Impedanzspektren
gleichzeitig die Frequenzabhéngigkeit der Kapazitéit, deren Kenntnis fiir die folgenden
Signalableitungen von elektroaktiven Zellen besonders wichtig ist. Aus diesen Griinden
scheint die Untersuchung von Gold-Nanopillar-Elektroden mittels Impedanzspektroskopie
realistischere Resultate zu liefern als die Zyklovoltametrie. Bei beiden Methoden diente
die dimensionslose Oberflichenvergroferung als Indikator, um die Eignung der jeweiligen
Elektrolytsysteme fiir die Untersuchung der elektrochemischen Eigenschaften von Gold-
Nanostrukturen zu beurteilen. Allerdings sollte die Oberflichenvergréfserung in kiinftigen
elektrochemischen Studien aufgrund der starken ermittelten Variationen nicht als alleinig
entscheidender Parameter verwendet werden.

6.2 Zellwachstum auf Gold-Nanopillar-Oberflachen

Nach der strukturellen und elektrochemischen Analyse von Gold-Nanopillars folgten Zell-
kulturexperimente, in denen die Zelllinien HL1 und HEK sowie primére kortikale Ratten-
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neuronen auf ihre Kopplungseigenschaften an die Nanostrukturen hin untersucht wurden.
Bislang lagen noch keine Untersuchungen zur Kopplung von Zellen an biokompatible
Gold-Nanopillars vor, so dass die vorliegende Arbeit einen ersten Beitrag hierzu liefert.

Fiir die Zelllinien wurden verschiedene Proteinbeschichtungen verwendet, und bei Neuro-
nen kamen sowohl Proteine als auch Self-Assembled Monolayers zum FEinsatz. Im Fokus
der Zellversuche standen Vitalitdt und Adhésion der unterschiedlichen Zelltypen, die mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie und fokussiertem Ionenstrahl
analysiert wurden. Es wurde beobachtet, dass Zelllinien wie HL.1 und HEK gleichermafien
gut auf planaren und nanostrukturierten Substraten wuchsen. REM-Aufnahmen und FIB-
Schnitte belegten auferdem, dass die Adhésion von HL1- und HEK-Zellen auf Nanopillars
ebenso stark war wie auf planarem Gold. Beim Wachstum von Rattenneuronen wurden auf
Nanostrukturen allerdings abweichende Beobachtungen gemacht. Das Live-Dead-Staining
von Neuronen auf Pillars zeigte eine Entwicklung von teilweise vitalem Wachstum an
DIV 4 hin zu grofflichigem Absterben der Zellen an DIV 7. Fiir planare Goldsubstrate
wurde dagegen ein gewohnt vitales Wachstum der Neuronen an allen Tagen beobachtet.
Die Resultate flir Neuronen waren unabhéngig von der gewéhlten Beschichtung.

Erklarungsansétze fiir die niedrige Vitalitdt der Neuronen auf Nanopillars lieferten die
folgenden REM- und FIB-Untersuchungen, durch die grofe Abstinde und damit eine
geringe Adhésion zwischen Zellmembran und Nanopillars entdeckt wurden. Es liegt die
Vermutung nahe, dass die Gold-Nanopillars das Wachstum der Neuronen dahingehend
beeinflussen, dass eine Verminderung der Zelladhésion eintritt, die dann zum Absterben
der Neuronen fithrt. Mit einer Fluoreszenzfarbung der Aktinfilamente konnten auf Na-
nopillars Verdnderungen im Zytoskelett der Rattenneuronen nachgewiesen werden. Das
Resultat dieser Verdnderungen war das Fehlen von Wachstumskegeln an den Neuriten
der Neuronen, die auf Pillars gewachsen waren. Diese Beobachtung fiihrte zu der Annah-
me, dass die Nanostrukturen starken Einfluss nehmen auf die Vorgénge im Zytoskelett,
wodurch sich die Zell-Adhésionsmechanismen drastisch dndern.

Eine weitere Hypothese fiir die niedrige Vitalitdt von Rattenneuronen auf Gold-Nanopillars
bestand in der Vermutung, dass sich wahrend der Zellkultivierung in den Zwischenrdumen
der Pillars noch Reste von Chemikalien aus dem Herstellungsprozess befunden haben. Um
den Einfluss von Cyanid und KOH dabei auszuschliefsen, wurden Referenzuntersuchun-
gen an planarem Gold durchgefiihrt, das zuvor mit diesen Substanzen behandelt wurde.
Auf diesen Proben wurden vitale und gut adhérierte Neuronen verzeichnet. Mit dieser
Beobachtung erhértete sich nun die Vermutung, dass die niedrige Vitalitat und die gerin-
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ge Adhésion der Neuronen auf Gold-Nanopillars mit deren Geometrie und Topographie
zu begriinden sind. Es kann zwar nach den Referenzmessungen nicht vollkommen ausge-
schlossen werden, dass sich zwischen den Nanopillars noch Substanzen befanden, die auch
nach mehrstiindigem Spiilen dort verblieben sind und erst im Verlauf der Zellkultur die
Neuronen geschadigt haben. Allerdings spricht gegen den schiddigenden Einfluss von Kon-
taminationen, dass die Neuronen auf den planaren Réndern aller Pillar-Proben iiberlebt
haben, wihrend nur in der nanostrukturierten Mitte das Absterben beobachtet wurde.
Damit sind Geometrie und Topographie der Gold-Nanopillars sehr wahrscheinlich haupt-
verantwortlich fiir die mangelnde Adhésion und die geringe Vitalitdt der Rattenneuronen,
die auf ihnen beobachtet wurde.

Auch vorherige Studien zum Zellwachstum auf Nanostrukturen haben bereits ergeben,
dass Nanostrukturen einen deutlichen Einfluss auf das Zytoskelett haben und vor al-
lem zur Regulierung kollektiver Zellfunktionen beitragen ["l. Nanostrukturierte Substra-
te scheinen mafgeblichen Einfluss auf die adhérierte Zellfliche und die Ausbildung von
Adhésionspunkten auf dem Substrat sowie auf die Zellorientierung und -bewegung zu
haben 70, Speziell zum Wachstum von Neuronen auf Polymer-Nanostrukturen und Si-
Nanopillars liegen erste Verdffentlichungen vor. Die Studie von Dowell-Mesfin belegte
deutliche Verdnderungen in der Neuronenpolaritit, der Axonlinge und der Struktur der
Wachstumskegel, wenn Si-Nanopillars als Substrat dienen [*¥. Vor allem die Verinderung
der Wachstumskegel konnte mit den hier gezeigten Ergebnissen zum Wachstum von Neu-
ronen auf Gold-Nanopillars bestétigt werden. Auch die beobachtete negative Beeinflus-
sung der Adhésion von Neuronen auf Gold-Nanopillars belegt den gegenwiirtigen Stand
der Forschung. Auf den von Johansson untersuchten PMMA-Nanostrukturen gelang die
Zielfindung der Axone erst dann, wenn die lateralen Abmessungen grofer als 100 nm wa-
ren 17, Dieses Resultat bekriftigt noch einmal, dass die Geometrie der Nanostrukturen
einen entscheidenden Einfluss auf das Neuronenwachstum hat. Daher konnte in kiinfti-
gen Studien durch die Verwendung verschiedener Geometrien von Gold-Nanopillars das
Zellwachstum eventuell positiv beeinflusst werden. Fiir HEK-Zellen konnte von Kim et
al. vitales Wachstum auf Si-Nanowires nachgewiesen werden, das mit einem Eindringen
der Nanowires in das Zellinnere verbunden war 16, Diese Veréffentlichung stimmt in Be-
zug auf das vitale Wachstum von HEK-Zellen mit den hier gezeigten Ergebnisse zum
Wachstum von Zelllinien auf Gold-Nanopillars iiberein.

Weiterfiihrende Zellversuche mit Nanopillars unterschiedlicher Geometrien und Topogra-
phien sind nun zwingend erforderlich, da sie Aufschluss dariiber geben konnen, welche



6.3 Signalableitung mit nanostrukturierten Gold-MEAs 139

Geometrien der Gold-Nanopillars die Neuronen genau schédigen und ob es eventuell Geo-
metrien gibt, die das Uberleben von Neuronenkulturen ermoglichen.

6.3 Signalableitung mit nanostrukturierten
Gold-MEAs

Herstellung von nanostrukturierten Gold-MEAs

Im Anschluss an die Untersuchung von groftflichigen Gold-Nanopillar-Substraten wurde
der Anodisierungs- und Galvanisierungsprozess auf die Nanostrukturierung von Gold-
MEAs ibertragen. Als Schwachstelle in dieser Methode stellte sich die Passivierungs-
schicht der MEAs heraus. Um elektrisch isolierende Schichten zu erhalten, wurden Foto-
lacke, Polymere sowie Schichten aus Siliziumoxid und -nitrid verwendet. Fast alle dieser
Schichten litten unter dem Nanostrukturierungsprozess, in dem die MEAs mit Séuren,
Lauge und Cyanid in Berithrung kamen und ca. 5Min lang einer Spannung von 40V
ausgesetzt waren. Infolgedessen wurden die Passivierungen in den meisten Féllen pords
oder platzten sogar ab. Die dichteste Passivierung wurde schlieflich mit einer 800 nm
dicken ONO-Schicht erzielt. Diese Passivierung ermoglichte erstmals die hier présentierte
reproduzierbare Herstellung von Nanopillars auf planaren Gold-MEAs. Der Prozess lie-
ferte eine stabile Ausbeute von Nanopillars, da auf den nanostrukturierten MEAs in der
Regel 95 % aller Elektrodenfenster dicht mit Nanopillars bewachsen waren. Nur auf 8 ym
grofen Elektroden wuchsen die Pillars mit vergleichsweise geringer Dichte. Auf den ein-
zelnen Elektrodenfenstern befand sich zudem fiir alle Durchmesser ein Randbereich ohne
Nanopillars, weil auf dem &ufseren Rand zur Passivierung hin das Aluminium nicht aus-
reichend auf den Elektroden haften konnte. Daher konnte der Aufsenkreis nicht anodisiert
werden, weswegen es hier nicht zum Pillarwachstum kam.

Ableitung extrazelluldrer Signale mit Nanopillar-MEAs

Mit den nanostrukturierten MEAs konnten nun reproduzierbare Aktionspotenziale von
HL1-Zellen abgeleitet werden, aus denen anschlieffend die Signal-Rausch-Verhéltnisse der
Nanopillar-Elektroden ermittelt wurden. Im Vergleich aller Elektrodendurchmesser wur-
den die hochsten Aktionspotenziale jeweils mit nanostrukturierten MEAs erreicht. Aller-
dings waren sie meist nur geringfiigig hoher als die Amplituden der zugehorigen planaren
MEAs. Ein Vergleich der Signal-Rausch-Verhéltnisse fiir beide Elektrodentypen belegte,
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dass die Signalqualitdt gegeniiber planaren MEAs in Abhéngigkeit vom Elektrodendurch-
messer erhéht werden konnte. Fiir 10 um grofe Elektroden wurde der héchste Vergrofie-
rungsfaktor von 2,2 erreicht, gefolgt von 15 ym grofen MEAs mit einem Faktor von 1,7.
Fiir MEAs mit 20 gm und 8 ym Durchmesser ergaben sich dagegen nur Vergroferungs-
faktoren, die knapp {iber 1 lagen, so dass hier kaum eine signifikante Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhéltnisses durch Nanopillars erreicht wurde.

Insgesamt war die Ermittlung der durchschnittlichen Aktionspotenziale und Signal-Rausch-
Verhéltnisse pro Elektrodendurchmesser bei allen MEA-Typen mit sehr hohen Standard-
abweichungen behaftet. Diese Abweichungen sind durch Schwankungen in der Kultivie-
rung der HL1-Zellen zu begriinden, die zu unterschiedlichen Zelldichten auf den Chips
fiihrten. Auch Schwankungen in der Fibronektin-Beschichtung kénnen die Qualitéit der
extrazelluldren Signale beeinflusst haben, da die Beschichtung mafgeblich die Dichte der
Zellkultur und die Kopplung der Zellen an die Elektroden steuert. Aufterdem lagen pro
Zellkultur nur relativ niedrige Stichprobenzahlen vor. Eine Wiederholung der Zellkulturen
mit hoheren Probenzahlen kann in Zukunft helfen, die jeweiligen Standardabweichungen
zu senken, um verlasslichere Aussagen iiber die Verbesserung der Signalqualitdt machen
zu konnen. Ebenso konnen eventuelle Riickstédnde aus vorherigen Zellkultur-Experimenten
einen Einfluss auf die Zellkopplung gehabt haben. Denn bei einer wiederholten Verwen-
dung von MEA-Chips konnte gezeigt werden, dass die mehrschrittigen Reinigungsprozesse
die Elektrodenoberfliche und die Passivierung schidigten (s. Abb. 5.52). Dieser Aspekt
kann ebenfalls Auswirkungen auf die Qualitdt der abgeleiteten Signale gehabt haben. Vor
allem waren hier Elektroden betroffen, auf denen die Pillars nicht sehr dicht gewachsen
waren, weshalb fiir kiinftige Signalableitungen ausschlieflich MEAs mit dicht gewachsenen
Nanopillars verwendet werden sollten. Neben der gezielten Optimierung der Zellkultur-
bedingungen sollte kiinftig auch eine Modifikation der Nanopillars auf den MEAs hin zu
noch lingeren Nanostrukturen angestrebt werden. Uber die entsprechende Vergroferung
der Pillaroberfliche durch ein erhéhtes Aspektverhéltnis konnte dann das Signal-Rausch-
Verhéltnis noch weiter erh6ht werden.

Elektrochemische Charakterisierung von nanostrukturierten Gold-MEAs

Im Anschluss an die Ableitung extrazellularer Signale von HL.1-Zellen wurde von den Elek-
troden, die die hochsten Aktionspotenziale lieferten, mittels Impedanzspektroskopie die
Kapazitét bestimmt. Fiir alle vier Elektrodendurchmesser streuten die gemessenen Ka-
pazitédten sehr stark. Eine signifikante Erhohung der Kapazitat durch Nanopillars konnte
aufgrund dessen nicht nachgewiesen werden. Als Grund fiir die schwankenden Kapazititen
wurden Variationen in der Qualitdt der Passivierung vermutet, hervorgerufen z.B. durch
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Pinholes, die wihrend der Nanostrukturierung der MEAs oder auch wahrend der Reini-
gung nach der Zellkultur entstanden sein konnen. Trotz der beobachteten Schwankungen
und des starken Einflusses der Passivierung auf die Elektrodenkapazitit war insgesamt
ein leicht ansteigender Trend der Kapazitdten von 8 pm hin zu 20 um grofen MEAs zu
verzeichnen, der auf die zunehmende Elektrodenflache zuriickzufiihren ist.

Nach der Bestimmung der Kapazitdten von nanostrukturierten und planaren MEAs mit-
tels Impedanzspektroskopie wurden mit einem Lock-In-Verstérker die Transfercharakte-
ristika untersucht. Am Beispiel ausgewéhlter Datensétze von 10 pm grofen Elektroden
wurden {iber die Gleichungen 4.4 und 4.5 die Zusammenhénge zwischen der Impedanz
Zyear, der Passivierungsschicht, der Elektrodenimpedanz Z,; und den vorher gemessenen
Aktionspotenzialen analysiert. Mit dieser Auswertung sollten Erklarungsansétze fiir die
stark streuenden Amplituden und Kapazitdten aus den vorhergehenden Versuchsteilen
gefunden werden.

Fiir zwei Pillar-Proben wurden Elektrodenimpedanzen gefunden, die das Verhéltnis der
gemessenen Amplituden belegen konnten. Fiir vergleichende planare MEAs konnte diese
Beobachtung allerdings nicht gemacht werden. Fiir beide MEA-Typen wurde aus dieser
Analyse ersichtlich, dass die Impedanz der Passivierung eine wesentliche Rolle bei der
Ableitung extrazelluldrer Signale spielt. Wird das in Abb. 4.11 gezeigte Modell zur Zell-
kopplung noch um die Kopplungsimpedanz Zx zwischen Zelle und Elektrode erweitert,
ergibt sich die Anordnung, die in Abb. 6.1 dargestellt ist. In diesem Modell gilt fiir die
Spannung U; die Relation
Zr * Lieak

Uy =1 6.1
0 Zleak' + Zel + ZK ( )

Aus dieser Gleichung lésst sich ablesen, dass fiir den Idealfall von starker Zellkopplung und
dichter Passivierung, d.h. fiir hohe Zx und Zj.,;,, die Elektrodenimpedanz Z,; vernachlés-
sighar ist, da sie die resultierende Amplitude dann nicht merklich beeinflusst. Allerdings
kommt es unter realen Bedingungen héufig zu Schwankungen in der Zellkultur, die mit
einer geringen Zellkopplung einhergehen. Auch die isolierenden Eigenschaften der Passi-
vierung sind nicht immer gewéhrleistet. In diesem Fall sind Kopplungsimpedanz Zx und
Passivierungsimpedanz Z.,;. besonders klein, wodurch die Impedanz Z. zunehmend an
Bedeutung fiir die Qualitdt der Signalableitung gewinnt.

Gerade die starke Variation von Zx aufgrund von Schwankungen in der Zellkultur macht
es erforderlich, dass Z,; und Zj.,; optimiert werden. Idealerweise sollte Z,; um eine Gro-
Kenordnung niedriger sein als Zj.;, um eine verléssliche Signalableitung mit hohem Signal-
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Abbildung 6.1: Erweitertes Modell eines Spannungsteilers zur Zellkopplung an eine
Mikroelektrode. Zy : Kopplungsimpedanz, Zjeqr: Impedanz der Passi-
vierung, Ze: Elektrodenimpedanz

Rausch-Verhiltnis zu gewahrleisten. Daher ist bei der Herstellung von nanostrukturier-
ten MEAs besonders auf die Qualitdt der Passivierungsschichten zu achten, um Pinholes
zu vermeiden, durch die es zu einem Kontakt mit den darunter liegenden Leiterbahnen
kommen kann. Vor allem nach der Fabrikation der Nanopillars sollte die Passivierung ein-
gehend gepriift werden, um eine Schiadigung durch die Verwendung von Sauren, Laugen,
Cyanid und das Anlegen der Anodisierungsspannung auszuschliefsen. Auferdem kann die
Verwendung hoherer Pillars helfen, Z, so weit zu senken, dass storende Einfliisse einer
eventuell undichten Passivierung durch den impedanzsenkenden Einfluss der Nanostruk-
turen iiberwogen werden. Wichtig ist zudem noch, dass der Reinigungsprozess der MEAs
fiir wiederholte Zellkultur-Experimente kiinftig dahingehend optimiert wird, dass die Pas-

sivierungsschicht auch bei mehrfacher Verwendung der Chips ihre isolierende Eigenschaft
behalt.

Vergleich von Gold-Nanopillar-MEAs mit bisherigen Elektrodenmaterialien

Vergleicht man die Ergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit mit nanostrukturierten
Gold-MEAs erzielt wurden, mit den Resultaten bestehender Elektrodendesigns, so sind
deutliche Unterschiede festzustellen. Die Kennwerte fiir bereits existierende Elektroden
aus ITO, planarem Platin, Platin black und TizNy sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst.
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Material | Signalrauschen [uV] | Kapazitit [£] | Elektrodenoberfliche [cm?]
ITO 19-25 3 1,6-10°
Platin 13-16 6 (21) 1,6-10°
Platin black 0,3- 0,6 7 (80) 1,6-107°
TisN, 14-35 70 0,71-10°

Tabelle 6.1: Kennwerte verschiedener Elektrodentypen, abgelesen bei 1kHz 2 7. Die
Kapazitdten fir Platin und Platin Black in Klammern wurden aus [102]
entnommen und beziehen sich auf Elektroden vom Durchmesser 40 pm.

Fiir das Signalrauschen zeigen diese vier Elektrodenmaterialien Werte zwischen 0,3 und
maximal 3,5 pV. Mit den Rauschstérken dieser grofstenteils porosen Elektrodenmateria-
lien lassen sich biologische Signale detektieren, deren Amplitude zwischen 0,1 und 1 mV
liegt "l Bisherige planare Metallelektroden erméglichten dagegen nur die Ableitung von
Signalen im Bereich von 0,01 bis 0,1 mV und fiihrten iiberdies zu einem hohen Signal-
verlust aufgrund von Rauschen %, Uber die hier untersuchten nanostrukturierten MEAs
kann bislang keine Aussage iiber das Rauschen getroffen werden, zumal diese Grofse auch
von den verwendeten Verstarkersystemen abhéngt. Es sollte allerdings in weiterfithrenden
Experimenten darauf geachtet werden, dass das Rauschen im Bereich der Werte aus Tabel-
le 6.1 liegt. Mit den nanostrukturierten Gold-MEAs war es schlieflich moglich, maximale
Aktionspotenziale von 1,2mV zu messen. Im Vergleich zu den niedrigen Signalamplitu-
den von etablierten planaren Elektroden konnten mit Nanopillar-MEAs bereits deutliche
Verbesserungen der Signalqualitéit erzielt werden. Zudem liegen diese Signalamplituden
auch schon im Bereich portser Materialien. Sicherlich kénnen die maximal ableitbaren
Aktionspotenziale in Zukunft durch gezielte Anpassung der Pillargeometrie noch weiter
erhcht werden.

Die Elektrodenoberfliche der verschiedenen Materialien aus Tab. 6.1 betrug zwischen
0,71 - 10 und 1,6 - 107° cm?. Betrachtet man im Vergleich dazu eine einzelne 20 pm
grofie planare Gold-Mikroelektrode, so ergibt sich fiir diese Elektrode eine Oberfliche von
3,14 - 107% cm?. Durch die Modifikation mit ca. 180 nm hohen Gold-Nanopillars, wie sie
in Kapitel 5.1 mittels REM geometrisch untersucht wurden, kann die spezifische Ober-
fliche dieser Mikroelektrode ca. um den Faktor 10 auf 3,14 - 107° cm? erhéht werden.
Damit liefern diese Nanopillars bereits Elektrodenoberflichen, die grofer sind als die Fla-
chen bisheriger Materialien. Die Nanopillars, mit denen die MEAs in den hier gezeigten
Ableitungs-Experimenten modifiziert wurden, waren sogar 300 bis 400 nm hoch und hat-
ten einen Durchmesser von ca. 60nm (s. Kapitel 5.3). Dementsprechend war die Elek-
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trodenoberfliche ca. um den Faktor 16 gegeniiber der Grundfliche erh6ht und lag damit
ungefihr bei 5 - 107° cm?. Mit Modifikationen durch noch lingere Nanopillars liefe sich
die Elektrodenfliche in Zukunft deutlich weiter vergréfern.

Die Erhéhung des Aspektverhéltnisses der Nanopillars konnte auch dem weit verbreiteten
Problem einer Schicht von toten Zellen auf den Elektroden vorbeugen, die oftmals die
extrazellulire Signalableitung blockiert 1> 3%, Fiir den Einsatz hoherer Nanostrukturen
fehlte es bei bisherigen porésen und nanostrukturierten Elektroden oft an der notwen-
digen mechanischen Stabilitdt, da sich diese Materialien abgelést haben und daher nur
eingeschriinkt gereinigt werden konnten [7 27 3% 31 Die hier verwendeten Gold-Nanopillars
zeigten dagegen eine ausreichende mechanische Stabilitdt, wenn sie dicht gewachsen wa-
ren. Allerdings kam es bei weniger dicht bewachsenen Elektroden nach der Zellkultur
zum teilweisen Umknicken der Pillars. Ein Verstopfen der Nanopillars mit Proteinen oder
anderen Beschichtungen, das ebenfalls ein hiufiges Problem darstellt [, wurde wéhrend
der hier gezeigten Signalableitungen nicht beobachtet. Damit erlauben die mechanischen
Eigenschaften der Gold-Nanopillars bei entsprechender Modifikation der Reinigungspro-
zedur eine mehrfache Verwendung von nanostrukturierten Gold-MEAs. Insgesamt ist der
mehrschrittige Prozess zur Nanostrukturierung zwar aufwéandig, aber auch die Herstellung
anderer pordser Elektrodenmaterialien ist zeitintensiv, so dass sich hieraus kein wesentli-
cher Nachteil fiir eine Modifikation von MEAs mit Gold-Nanopillars ergibt.

Die spezifischen Kapazitdten von MEAs mit I'TO, Platin, Platin black und TisNy lagen
laut Heuschkel zwischen 3 und 70% 27 In Gabriels Studie wurden fiir Elektroden
aus Platin und Platin black spezifische Kapazitéiten von 21 25 und 80 £ ermittelt 1021,
Damit liegen fiir bisher verwendete Elektrodenmaterialien voneinander abweichende Re-
ferenzwerte vor, die sich um eine Grofenordnung unterscheiden. Vergleicht man die spe-
zifischen Kapazitdten dieser Elektrodentypen mit den elektrochemischen Untersuchungen
an grofflichigen Gold-Nanopillar-Elektroden in Kapitel 5.2, so lagen an diesen Oberflé-
chen bereits hohere spezifische Kapazitdten vor. Aus den Impedanzspektren wurden -
bezogen auf die Grundfliche der Elektroden von 0,35 cm? - spezifische Kapazititen um
125 % ermittelt. Wenn sich diese Grofenordnung der spezifischen Kapazitéiten kiinftig
auf Nanopillar-MEAs tibertragen ldsst und zudem das Rauschen wéhrend der extrazellulé-
ren Signalableitung gesenkt werden kann, bieten MEAs mit Gold-Nanopillars - kombiniert
mit einer dichten Passivierung - in Zukunft eine viel versprechende Alternative gegeniiber
bisherigen planaren und porésen Elektrodenmaterialien. Uberdies ist mit den biokom-
patiblen Gold-Nanostrukturen die Moglichkeit fiir zahlreiche Oberflichenmodifikationen

durch Thiolbindungen gegeben, die das Zellwachstum positiv beeinflussen kénnen.
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Mit nanoporésem Aluminiumoxid konnten in dieser Arbeit Gold-Nanopillar-Oberflichen
mit reproduzierbaren Geometrien hergestellt werden. Die strukturelle und elektrochemi-
sche Charakterisierung zeigte Zusammenhénge zwischen dem elektrochemischen Verhal-
ten der Nanostrukturen und den geometrischen Abmessungen. Um diese Ergebnisse zu
erginzen, sind Untersuchungen mit Nanopillars verschiedener Geometrien notwendig. Dies
erfordert eine Anpassung des Anodisierungsprozesses, mit dem die Geometrie der Nano-
poren gesteuert wird. Vor allem die Verwendung verschiedener Sduren und Temperaturen
kann in Zukunft einen Beitrag dazu leisten, Nanoporen und daraus Pillars mit einer Varia-
tion von Geometrien herzustellen, deren Oberflachenvergroferung dann elektrochemisch
untersucht wird.

Auch fiir die weiterfiihrende Untersuchung der Kopplung an elektroaktive Zellen ist die ge-
zielte Verdnderung der Pillargeometrien unablissig. Beim Wachstum von Zellen auf Gold-
Nanopillars spielt ergénzend zur Geometrie auch die Topographie der Nanostrukturen eine
wichtige Rolle. Die prizise Kontrolle dieser beiden Parameter kann in kiinftigen Studien
zu einem besseren Versténdnis der Beeinflussung der Zellen durch Gold-Nanopillars bei-
tragen. Vor allem fiir das Wachstum von Neuronen auf Gold-Nanopillar-Arrays ist dieser
Aspekt wichtig, um die geringe Vitalitdt und Adhésion der Neuronen auf den Nanopillars
zu verstehen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen kann in Zukunft vielleicht doch vitales
Neuronenwachstum auf Nanopillar-Oberflichen erzielt werden.

Einen ergénzenden Aspekt zur Zellkopplung an Gold-Nanopillars kann auch die litho-
graphische Vorstrukturierung der Nanostrukturen liefern, die in dieser Arbeit bereits an-
satzweise vorgestellt wurde. Durch die Vereinzelung der Gold-Nanostrukturen, wie sie in
Abb. 7.1 gezeigt ist, kénnte in Zukunft eine weitergehende Miniaturisierung der Elektro-
den erreicht werden. Wird zudem das Aspektverhéltnis dieser einzelnen Nanostrukturen
erheblich erhoht, konnte bei einer Besiedlung mit Zellen eventuell ein Eindringen der Na-
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nostrukturen in das Zellinnere moglich sein. Mit diesem Ansatz konnte spéter vielleicht
sogar die Messung von intrazelluldren Signalen realisiert werden.

Abbildung 7.1: Vorstrukturierte Biindel von Gold-Nanopillars 199/

Die Nanostrukturierung von MEAs konnte in der vorliegenden Arbeit erfolgreich etabliert
werden. Sowohl der Nanostrukturierungsprozess als auch die anschliefende Ableitung ex-
trazelluldrer Signale hingen allerdings stark von der Qualitdt der Passivierungsschichten
ab. Dies bestétigten auch die folgenden elektrochemischen Untersuchungen an nanostruk-
turierten MEAs. Bei der Herstellung von Gold-Nanopillars sollte daher in Zukunft beson-
deres Augenmerk auf eine stabile Passivierungsschicht gelegt werden. Durch eine dichte
Isolierung kénnen stérende Leckstrome bei der Signalableitung vermieden werden, und der
Vorteil der Impedanzsenkung durch Gold-Nanopillars kann so messbar realisiert werden.
Auch das Signal-Rausch-Verhéltnis wurde bei den hier gezeigten Messungen stark von
der Passivierungsschicht beeinflusst, wodurch es - ebenso wie bei den Impedanzmessun-
gen - zu starken Schwankungen kam. Durch eine verlésslich dichte Passivierungsschicht
kann dieses Problem in zukiinftigen Studien gelost werden. Mit Hilfe einer dichten Pas-
sivierung werden dann auch deutlichere Aussagen iiber die angestrebte Verbesserung der
Signalqualitdt durch Gold-Nanopillars moglich sein. Aufferdem ist es im Hinblick auf die
Erhohung des Signal-Rausch-Verhéltnisses sinnvoll, das Aspektverhéltnis der Nanopillars
noch stérker zu erhdhen.

In der vorliegenden Arbeit wurden aufgrund ihrer guten Kopplungseigenschaften HL1-
Zellen zur Signalableitung verwendet. In weiterfilhrenden Experimenten sollte nun ver-
sucht werden, die Ableitung von neuronalen Zellen zu realisieren. Zwar waren Vitalitat und
Adhésion der Neuronen auf grofsflichigen Pillar-Arrays sehr schlecht, allerdings ist auf den
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Mikroelektroden nur ein vergleichweise kleiner Bereich mit Nanopillars bewachsen. Zudem
befindet sich um die Pillars herum die biokompatible und planare Passivierungsschicht
aus Siliziumoxid und -nitrid, die den Grofteil der MEA-Flache ausmacht. Exemplarisch
konnte bereits eine Neuronenkultur auf nanostrukturierten MEAs geziichtet werden, die
in Abb. 7.2 zu sehen ist. Die MEAs wurden zuvor mittels Microcontact-Printing mit
pECM beschichtet, so dass die Zellkorper der Neuronen sich auf den Elektrodenfenstern
befanden. Gleichzeitig wuchsen die Neuriten entlang der gestempelten Proteinlinien zwi-
schen den Elektroden. Nachdem hiermit gezeigt werden konnte, dass Neuronen prinzipiell
auf nanostrukturierten MEAs wachsen, besteht der nachste Schritt darin, mittels Patch-
Clamp-Experimenten Aktionspotenziale der Neuronen abzuleiten.

Abbildung 7.2: Neuronen auf nanostrukturierten MEAs. Mittels Microcontact-
Printing wurden die MEAs mit pECM beschichtet, um die Neuronen
gezielt auf den FElektroden wachsen zu lassen.

In Zukunft muss der Nanostrukturierungsprozess der MEAs dahingehend optimiert wer-
den, dass die Passivierung dicht und besténdig ist, um zuverléssige Signalableitungen zu
gewahrleisten. Kann zudem die Impedanzsenkung, die fiir grokflichige Pillar-Elektroden
erreicht wurde, auf MEAs iibertragen werden, z.B. durch gezielte Anpassung der Pillar-
geometrie, dann bieten MEAs mit biokompatiblen Gold-Nanopillars eine aussichtsreiche
Alternative zur extrazelluldren Signalableitung gegeniiber existierenden Elektrodenmate-
rialien.
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